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OZET

Cryphonectria parasitica’ NIN HIPOVIRULENT STRAINLERININ FENOL
VE KLOROFORM KULLANMAKSIZIN dsRNA ANALIZI iLE
BELIRLENMESI VE RT-PCR iLE TANILANMASI

Eda MERSIN

Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
2017, 41 sayfa

Kestane Kanseri, Cryphonectria parasitica, Castanea spp., nin 6nemli bir hastalig
olup dal ve govdelerde kanserlere yol agmakta ve agaglarin zamanla 6lmesine
sebep olmaktadir. 1964 yilinda Italya’ da iyilesmekte olan kestane agaclarinda ilk
olarak hipovirulent kanserlerin fark edilmesini takiben biyolojik kontrol ajani
olarak kullanilan dsRNA viriisii igeren hipovirulent strainler belirlenmistir.
Ulkemizde de Karadeniz ve Marmara Bélgeleri kestane alanlarindan elde edilen C.
parasitica‘nin hipovirulent izolatlarinin dsRNA igermis olduklari belirlenmistir.
Hipovirulent izolatlardaki dSRNA’nin varliginin belirlenmesinde genellikle Morris
ve Dodds’un dsRNA izolasyon ve analiz yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
ise hipovirulent olabilecegi belirlenen C. parasitica izolatlarinda dsRNA varligi
belirlemek i¢in Balijja ve arkadaslar tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir.
Diger izolasyon yontemlerine kiyasla daha kisa siire gerektirmesi, kullanilan
miselyum ve kimyasal madde miktarinin daha az olmasi ve fenol- kloroform
icermemesi gibi avantajlar1 nedeniyle gelecekte tilkemiz ve bolgemizde bu konuda
yapilacak olan arastirmalara kolaylik saglamasi amactyla bu ¢alisma planlanmustir.
Bu amagla Ege, Karadeniz ve Marmara Bolgelerindeki kestane alanlarindan
kestane kanseri hastalig1 ile bulasik agaclarin iyilesme belirtisi gdsteren kanser
yaralariin kabuk dokularindan elde edilen ve agik renk-beyaz misel olusumu
gbzlenen izolatlar kullanilmistir. Calisma kapsaminda 68 izolattan 30 tanesi
dsRNA ekstraksiyonuna olanak saglayan Balijja’nin onerdigi yontemi ile analiz
edilmis ve 25 izolatin dsRNA profili igerdigi belirlenmistir. dssSRNA profili igeren
6 izolat Morris ve Dodds’un yontemi ile dSRNA varligi yoniinden dogrulanmustir.
Ardindan RT-PCR ile 15 izolattan elde edilen dsRNA’larin hipoviriis
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1) oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kestane kanseri, Cryphonectria parasitica, dsSRNA, CHV-1






ABSTRACT

DETERMINATION OF HYPOVIRULENCE STRAINS OF Cryphonectria
parasitica WITH dsRNA ANALYSIS BY USING NON-PHENOL -
CHLOFORM AND THEIR DETECTION BY RT-PCR

Eda MERSIN

M.Sc. Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Serap ACIKGOZ
2017, 41 pages

Chestnut blight, Cryphonectria parasitica, is a serious disease of Castanea spp.
and causes bark cankers that progressively kill branches and trunks. Hypovirulent
cancers were first identified with the awareness of chestnut trees recovering in
Italy in 1964. It has been determined that the hypovirulent isolates of C. parasitica
have dsRNA which obtained from chestnut areas of the Black Sea and Marmara
regions in our country. The dsRNA isolation and analysis method of Morris and
Dodds is usually used to determine the presence of dsDNA in hypovirulent
isolates. In this study, to determine the presence of dsRNA in C. parasitica
isolates, which may be hypovirulent, method of Balijja and collaborators has been
used. Balijja’s method has advantages such as low amount of mycelium and
chemicals used according to other isolation method, the phenol-chloroform
inclusion and the isolation period of dsSRNA can be realized in one day, the study
was planned in order to facilitate the future research of our country and region. For
this purpose, isolates, were collected from healing cankers of chestnut areas of the
Aegean, Black Sea and Marmara, in which light-white micelle formation was
observed were used. In this study 30 out of 68 isolates analyzed by Balijja’s and
only identified dsRNA profile in 25 isolates. dSRNA-containing 6 isolates were
analyzed by method of Morris and Dodds and confirmed the existence of dsSRNA.
RT-PCR revealed that 25 out of 15 dsRNAs belonged to the hypovirus
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1).

Key Words: Chestnut blight, Cryphonectria parasitica, Chestnut, dSRNA,CHV-1
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Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan (ZRF-16008
numarali proje) desteklenen bu arastirma, Cryphonectria parasitica izolatlarinda
dsRNA olup olmadigini tespiti i¢in daha dnce kullanilan yontemlere gére pek ¢ok
avantaji olan Balijja vd. (2008) metodunun mevcut laboratuvar kosullarina
uyarlanarak gelecekte lilkemiz ve bolgemizde yapilacak caligsmalara kolaylik
saglamasi amaciyla yapilmistir.

Kestane kanserine neden olan Cryphonectria parasitica fungal etmeni kestane
agaclarinda dal, siirgiin ve govdede farkli boyutlarda gelisen kanserler seklinde
belirtiler gostermekte ve bu kanserli bolgelerde kambiyumun oSlmesine neden
olmaktadir. Kanser olusumu gézlenen dokularda iletim demetleri zarar gordiigii
icin yaprak ve siirgiinlere su ve besin maddesi iletimi yapilamadigi i¢in bu
organlar, zamanla canliliklarin1 kaybetmektedir. Hastalik etmeni, Kuzey Amerika’
da ilk olarak 1904 yilinda, Avrupa’ da 1930’lu yillarda, Tiirkiye’de ise 1967°de
Marmara Bolgesinde saptanmistir. Aydin yoresindeki kestane alanlarindaki
kurumalara Cryphonectria parasitica’ nin neden oldugu ilk kez 2003 yilinda
saptanmistir. Bu hastaligin en etkili kontrolii dogal veya yapay yollarla C.
parasitica ‘nin hipovirulent irklarinin hastalikli kestaneliklere girisi ve yayilmasi
ile ger¢eklesmektedir. Hipoviriilent C. parastica ile enfekteli kestane agaglarinda
yeni kallus dokusu gelistigi igin kanserlerin etkinli§i azaltmakta ve
iyilesmektedirler.

Balijja vd. (2008)’ nin yontemi, maliyeti azaltmasi, fungal izolatlarin dsRNA
varliklarin1 daha kisa siirede saptamasi ve insan sagligina zararli olan fenol-
kloroform gibi maddeleri icermemesi gibi avantajlar1 nedeni ile yapilan bu
caligmayla iilkemizde gelecekte fungal etmenlerin kontroliinde mikoviriislerin
kullanilarak biyolojik miicadele olanaklarmin degerlendirilmesi amaci ile
yapilacak olan ¢aligmalarda kolaylik saglamasi planlanarak yapilmistir.

Calismamda bana yol gosteren danisman hocam Prof. Dr. Serap ACIKGOZ’ e,
tezimin Cryphonectria parasitica ile ilgili tiim asamalarinda benden yardimlarini
esirgemeyen Dog. Dr. Omer ERINCIK” e, bana tezim boyunca maddi ve manevi
destek olan basta ailem olmak tizere, Zir. Mith. Derman PARMAK’ a ve Zir. Yiik.
Miih. Sahra Hosseinalizadeh’ e tesekkiir ederim.

Eda MERSIN
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1. GIRIS

Kestane (Castanea sativa Miller) mese ve kayinla birlikte kayingiller (Fagaceae)
familyasia girmektedir. Kestane, kerestesi ve meyvesi nedeniyle 6nemli bir
orman agacidir. Asya, Avrupa ve Amerika’ da olmak iizere diinyanin pek ¢ok
kitasinda kiiltiirii yapilan orman agacglarindandir. Kestanenin 13 tiirii bilinmekte,
bunlar Kuzey Amerika, Avrupa ve Dogu Asya'da yetismektedir (Burnham vd.,
1986). Tiirkiye’ de Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgelerinde kestane alanlart
bulunmakta ve iiriinii toplanmaktadir. Ulkemiz kestane iiretiminde diinyada 2016
verilerine goére ikinci sirada yer almaktadir (Anonim, 2016). Ege, Karadeniz ve
Marmara Bolgelerinde toplam kestane agaci sayisi/varligimiz 2.2350.000

uzerindedir.

Kestane, doyurucu olma &zelliginden ziyade beslenmeye katki saglayan pek ¢ok
besin Ogesine sahiptir. Vitamin agisindan oldukca zengin bir besindir. Diger
kabuklu yemislere gore, vitamin ve mineral maddeler bakimindan istiindiir. B1,
B2 ve C vitaminleri bakimindan zengin bir kaynak olan kestanenin saglik
bakimindan faydalari ¢ok fazladir. Diisiik kalorili olmasina karsin, vitamin mineral
ve diger besleyici degerler agisindan zengindir. Kirmizi kan hiicreleri ve DNA
sentezine yardimei olacak folik asidi tiretmektedir. Kestane demir, kalsiyum,
magnezyum, manganez ve fosfor gibi mineraller bakimindan zengin bir besindir.
Ayn1 zamanda 100 gram kadar kestane 518 mg potasyum ihtiva etmektedir
(Anonim, 2016a).

FAO’ nun 2016 yili istatistik verilerine gore, kestanenin diinyada toplam iiretim
alan1 562.114 ha ve toplam meyve iiretimi ise 1.925.255 ton olarak bildirilmistir.
Tirkiye sahip oldugu 115.704 ha kestane iiretim alan1 ve 63.762 ton iiretim
miktari ile diinyada ikinci sirada yer almaktadir. (Cizelge 1.1.) (Anonim, 2016b).



Cizelge 1.1. Diinyada Kkestane fireticisi tilkelerin kestane tiretim alanlar1 ve iiretim
miktarlart (Anonim, 2016b)

Ulkeler Uretim Alam (ha) Uretim Miktari (ton)
Cin 297.000 1.683.815
Tirkiye 115.704 63.762
Portekiz 35.352 18.456
Kore 33.000 56.551
Ispanya 31.158 16.136
Italya 21.500 51.959
Japonya 20.200 16.136
Yunanistan 8.200 28.440
Toplam 562.114 1.935.255

Tirkiye’ de kestane iiretim miktart 1991 yilindan sonra azalig gostermistir. 2013
yilindan itibaren ise tekrar 60.000 ton seviyelerine ulasmustir. Ulkemizdeki toplam
kestane agaci saymmiz 2006-2016 yillar1 arasinda biiylik oranda degisim
gostermemis olup 2010 yilindan itibaren meyve vermeyen agag¢ sayisinda azalma
goriilmektedir. 2013-2016 yillarindaki tiretim miktarma bakildiginda ise yillara
gore az da olsa bir artisin oldugu goézlemlenmektedir (Cizelge 1.2.) (Anonim,
2016c).

Cizelge 1.2. 2006-2016 yillar1 arasinda Tiirkiye’de kestane agaci sayisi ve iiretim
miktar1 (Anonim, 2016c)

Yillar Meyve Veren Agac  Meyve Vermeyen Agac Uretim
Sayisi (bin) Sayisi (bin) Miktar1 (ton)
2006 1.863 447 53.814
2007 1.948 444 55.100
2008 1.949 529 55.395
2009 1.952 442 61.697
2010 1.920 394 59.171
2011 1.922 366 60.270
2012 1.939 306 57.881
2013 1.959 362 60.019
2014 1.991 362 63.762
2015 2.008 366 63.750
2016 1.950 371 64.705

Ulkemizde pekgok bolgede kestane yetistiriciligi yapilmaktadir (Cizelge 1.3.).
TUIK 2016 yil1 verilerine gore Ege Bolgesi 98.724 da kestane iiretim alan1 ve %
85’ lik payi ile birinci sirada yer almaktadir. Ege Bolgesi’ni sirasiyla Marmara,
Karadeniz ve Akdeniz Bolgeleri takip etmektedir. Bolgelere gore kestane {iretim



miktarlarina bakildiginda ise, 2016 yilinda 44.203 tonluk kestane iiretim miktari
ve % 68’ lik Tirkiye pay1 ile Ege Bolgesi birinci sirada bulunmaktadir. Karadeniz
Bolgesi % 21° lik tiretim pay1 ile ikinci, Akdeniz Bolgesi ise % 10’ luk iiretim pay1
ile liglincii sirada yer almaktadir (Cizelge 1.3) (Anonim, 2016d).

Cizelge 1.3. Tirkiye’de Bolgelere gore kestane iiretim alanlari ve miktar
(Anonim, 2016d)

Meyve Meyve .. P
L oplam Uretim
. Uretim Veren Vermeyen . .
Bolgeler . . Agac Miktar:
Alam (da) Agac Agac Savist (ton)
Sayisi Sayisi ¥
Ege 98.724 1.263.101 242901 1.506.002 44.203
Dogu Marmara 11.558 110.439 16.411 126.850 3.896
Bat1 Karadeniz 4.129 409.499 76.155 485.654 12.382
Bati Marmara 1.082 63.080 14.302 77.382 2.368
Dogu Karadeniz 126 97.232 19.630 116.862 1.764
Akdeniz 80 1.040 565 1.605 79
Orta Dogu Anadolu 5 600 100 700 13
Toplam 115.704 1.944.991 370.064 2.315055 64.705

Ege Bolgesinde Aydin 68.477 da iiretim alan1 ve 25.423 tonluk iiretim miktar1 ile
birinci sirada yer almakta olup onu 25.460 da alan ve 11.603 ton iretimi ile Izmir
takip etmektedir (Cizelge 1.4.) (Anonim, 2016¢). Diinya kestane iiretiminin %3’i
karsilayan iilkemizde {iretimin yaklasik %33 iinii Aydin ili karsilamaktadir (FAO,
2016; TUIK, 2016). Bu da Diinya kestane iiretiminin yaklasik %1°dir. Ege
Bolgesinde Manisa, Denizli, Mugla, Kiitahya ve Afyon illerinde de kestane
yetistiriciligi yapilmaktadir (Cizelge 1.4.).

Cizelge 1.4. Ege Bolgesi illerinde kestane iiretim alani, aga¢ sayilar, liretim ve
verim miktarlari (Anonim, 2016e)

Meyve

. Alan Meyvev Vermeyen :I'oplam Uretim Verim
Iller (da) Veren Agac Agac Sayisi Agag Sayisi (ton) (kg/agac)
Sayis1 (bin) . (bin)
(bin)

Aydin 68.477 665.209 119.080 784.289 25.423 38
[zmir 25.460 365.150 51.644 416.794 11.603 32
Manisa 3.852 56.425 11.625 68.050 2.502 44
Denizli 817 66.955 7.297 74.252 2.120 32
Mugla 67 1.785 112 1.897 105 59
Kiitahya 51 107.527 53.723 161.250 2.448 23
Afyon 0 50 420 470 2 40




Ulkemizde 1991 yilinda 81.000 ton olan kestane iiretimi 2016 yilinda 64.705 tona
diismiistiir (Anonim, 2016c¢). Bu azaligin en 6nemli nedenlerinden birisisin kestane
kanseri hastaligi oldugu ifade edilmektedir. Kestane kanseri (Cryphonectria
parasitica Murr. Bar.) Tiirkiye’de dahil olmak iizere diinyanin birgok bdlgesinde
kestane varlig1 i¢in biiylik bir tehdit olusturmaktadir. Enfeksiyon genellikle
govdelerde ve dallarda kabuk nekrozu seklindedir. Hastalik, 6zellikle hastaligin
uzun sliredir var oldugu bolgelerde bircok kestane agacinin Sliimiine neden
olmaktadir (Katircioglu vd., 2010).

Bu hastaligin en etkili kontrolii dogal olarak veya yapay yollarla C. parasitica ‘nin
hipovirulent irklarmin hastalikli  kestaneliklere girisi ve yayilmast ile
gerceklesmektedir. Kestane alanlarina sahip bir ¢ok iilkede kestane kanseri ile
hipovirulent irklar kullanilarak basarili bir sekilde, biyolojik yolla miicadele
edilebilmektedir (Anagnostakis ve Jaynes, 1973; MacDonald ve Fulbright, 1991,
Heiniger ve Rigling, 1994; Bissegger vd., 1997; Robin ve Heiniger, 2001; Trestic
vd., 2001; Sotirovski vd., 2001; Krstin vd, 2008). Ulkemizde de hipoviriilent
wrklar kullanilarak (Celiker ve Onogur, 2001; Celiker vd., 2006; Akilli vd., 2009;
Akillr vd., 2012) yapilan uygulamalar sonucunda hastaligin kontrolii agisindan
basarili sonuglar elde edilmistir. Hipovirulensligi olusturan biyolojik kontrol ajani
bir dsRNA viriisii olup en yaygin olarak kullanilan1 Cryphonectria hypovirus 1
(CHV-1)’ dir. Mikoviriis, hifsel anastomoz yoluyla hipoviriilent bireyden vejetatif
olarak uyumlu virulent bireye taginarak onun hipoviriilent fenotipe
doniistlirilmesine neden olabilir. Biyolojik miicadele ¢aligmalarinda hipovirulent
irklarin belirlenmesi igin kullanilan dsRNA izolasyonunda (Heiniger ve Rigling,
1994; Steenkamp vd., 1998; Giirer vd.,2001; Celiker ve Onogur, 2001; Celiker
vd., 2006; Akilli vd., 2009; Akilli vd., 2012) Morris ve Dodds 1979, Valverde vd.,
1990; Allemann vd., 1999) fenol kloroform ile ekstraksiyonu ve ardindan CF-11
kolon kromotografisi kullanilmigtir. Bu yontemlerde fungal miselyum (6-10 gr) ve
kullanilan kimyasal madde ihtiyaci fazla olup uygulama siiresi 4 ile 5 giin arasinda
degismektedir. Ayrica, izolasyon sirasinda kullanilan fenol ve kloroform gibi insan
sagligl agisindan risk olusturan kimyasal maddeler bu yontemlerin diger bir
dezavantajidir. dsRNA izolasyonu igin gerekli diger kimyasal madde ve
¢ozeltilerin fazla miktarlarda kullanimi da arastiricilara is yiikii ve maliyet
getirmektedir. Bu nedenle iilkemizde yapilacak olan mikoviriis tespiti ve
hipoviriilenslik ile ilgili ¢alismalara emek, zaman ve maliyet agisindan kolaylik
saglamasi amaciyla Balijja vd. (2008)’nin Aspergillus niger, Cryphonectria



parasitica, Gremmeniella abietina, Sphaeropsis sapinea fungus mikoviriisleri i¢in
gelistirdigi ekstraksiyon yonteminin uygulanmasi bu c¢alismanin baslica amacini
olusturmaktadir. Bu yontemle C. parasitica’daki mikoviriislerin fenol ve
kloroform kullanilmaksizin dsRNA ekstraksiyonu i¢in basarili sonuglar alindigi
Balijja vd. (2008) tarafindan ifade edilmistir. Diger izolasyon yOntemine gore
kullanilan miselyum ve kimyasal madde miktarinin az olmasi, fenol- kloroform
icermemesi ve dsRNA izolasyon siiresinin bir giin gibi kisa bir siirede
gerceklestirilebiliyor olmasi gibi avantajlari olan bu yontemin (Balijja vd.,2008),
yurt diginda yeterince yayginlagsmamis ve iilkemizde bu giine kadar uygulanmamis
oldugu goriilmektedir. Bu c¢alisma ile yontem kendi laboratuar kosullarimiza
uyarlanmis ve bu durumun gelecekte iilkemiz ve bolgemizde bu konuda yapilacak
olan aragtirmalara kolaylik saglayacagi diistiniilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI

Amerikan kestane agaglarinda (Castanea dentata) biiyiik bir yikima neden olan
kestane kanseri salgin1 Kuzey Amerika’ da 1904 yilinda baglarken, Avrupa’ da ise
bu hastalik ilk olarak 1930’lu yillarda ortaya ¢ikmistir. Tirkiye’de ise Kestane
Kanseri ilk olarak 1967’de Marmara Bolgesinde saptanmis (Akdogan ve Erkan,
1968) ve bu bdlgeden Karadeniz Bolgesindeki kestaneliklere yayilarak pek ¢ok
kestane agacinin 6liimiine neden olmustur (Delen, 1979; Coskun vd., 1999). Aydin
yoresindeki kestane alanlarindaki kurumalara Cryphonectria parasitica’ nin neden
oldugu ilk kez 2003 y1linda saptanmustir (Erincik vd., 2003).

Kestane kanserinin fungal etmeni yara yolu ile giris yapmakta, kabuk altinda
gelismekte ve siirgiin, dal ve govdede kambiyumun 6lmesine neden olmaktadir.
Hastalik ilk olarak gévdede farkli boyutlarda gelisen kanserler seklinde kendini
gostermekte ve kanserler yana dogru gelismektedir. Yapraklarin ve siirgiinlerin 6z
kismma su iletimi yapilamadigi i¢in bu organlar, zamanla canliliklarini
kaybetmektedir. Bu belirtilere ek olarak kanserli dokular iizerinden disariya ¢ikan
turuncu konidiyum kitleleri bdcekler, hayvanlar ve insanlar araciligi ile diger
agaclara ulasabilmektedir. Enfekteli dokulardaki peritesyumlarda olusan
askosporlar ise daha uzun mesafelere hava akimi ile yayilmaktadir (Anagnostakis,
1987, Guerin vd., 2001).

Kuzey Amerika’da ge¢miste ciddi epidemilere neden olan hastalik, Avrupa
kestane ormanlarin1 da tehdit etmekte, ancak fungustaki hypoviriis sayesinde
fungal etmenin zarar1 bircok iilkede Onlenebilmektedir (Choi ve Nuss, 1992).
Kestane Kanseri hastaligi Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de kestane iiretiminde onemli verim kayiplarina neden
olmaktadir. Kestane kanseri ilk defa iilkemizde Marmara Bolgesinde 1967 yilinda
tespit edilmistir (Akdogan ve Erkan, 1968). Hastalik Marmara (Delen, 1979;
Coskun ve Kural, 1994), Karadeniz (Delen, 1979; Coskun ve Kural, 1994) ve Ege
Bolgesi’'nde (Demir ve Celiker, 1996; Erincik vd., 2003 ) yapilan arastirmalar
sonucunda saptanmustir. Hastalik ile miicadelede en etkili yontemin biyolojik
kontrol ajani olarak hipoviriilent irklarin kullaniminin oldugu yapilan ¢aligmalar
sonucunda ortaya konmustur (Robin ve Heiniger, 2001; Milgroom ve Cortesi,
2004). Hipoviriilent kanserler ilk olarak 1964 yilinda italya’ da iyilesmekte olan
kestane agaclarinin fark edilmesi ile tespit edilmistir (Anagnostakis, 1987).



Ulkemizde Ege, Karadeniz ve Marmara Bolgelerinden ¢ok sayida izolat toplanmig
ve izolatlarin eslesme tipleri, vejetatif uyum gruplari, fenotipleri ve fungusun
hastalik yapma siddetine olan etkileri yapilan pek ¢ok calisma sonucunda tespit
edilmistir (Coskun vd., 1999; Giirer vd., 2001; Celiker ve Onogur, 2001; Ac¢ikgoz
vd., 2009; Akilli vd., 2009). Bugiine kadar Arnavutluk, Bosna-Hersek, Hirvatistan,
Fransa, Almanya, Yunanistan, Macaristan, italya, Portekiz, Makedonya, Romanya,
Slovakya, Slovenya, Ispanya, Isvigre, Tiirkiye ve Amerika' da hipoviriilent irklarin
tespiti yapilmistir (Robin ve Heiniger, 2001).

C. parasitica’ nin hipoviriilent 1rklarimin, zayif patojen olmalar1 nedeniyle
genellikle hastalik yapma yetenekleri diisiiktiir. Bu nedenle, kabuk enfeksiyonlar
daha az belirgin, yiizeysel kabuk gelisimi siirli ve enfeksiyon odun dokusuna
kadar ilerlememekte ve kallus dokusu olugmaktadir. Bu nedenle agacin
govdesinde hastalik bulunmasina ragmen aga¢ yasamini siirdiirmektedir. Meydana
gelen enfeksiyonlar iyilesen kanserler ve iyilesmis kanserler olmak iizere iki farkl
sekilde olusmaktadir. lyilesen kanserlerde, hastalikli kirmizi kabuk dokusu
siskinlesmis, miselyum gelisimi kabuk dokusunda yiizeysel ve kallus olusumu
belirgindir (Milgroom ve Cortesi, 2004). Hipoviriilent irklar ve konukgu kestane
kanseri fungal etmeni (Cryphonectria parasitica) arasindaki etkilesim iyi
calisilmis ve biyolojik miicadeledeki potansiyeli degerlendirilmistir (Anagnostakis
vd., 1998; Nuss, 1992, 1996; Suzuki ve Nuss, 2002).

Bu fungus viriis tarafindan enfekte edilmekte ve boylelikle fungusun enfeksiyon
giiciinde azalma olmaktadir. Hipoviriisler C. parasitaca’ y1 enfekte edebilen
sitoplazmik ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) mikoviriislerdir. Mikovirtisler kapsid
olusturmamalart ve hiicre digi yayilim gostermemeleri ile pek g¢ok viriisten
farkhidirlar (Smith, 20013). Mikoviriislerin ilk kez rapor edilmesinden bu yana iki
yizden fazla mikoviriis on familya igerisinde smiflandirilmistir (Ghabrial ve
Suzuki, 2009). Bunlar Hypoviridae, Partitiviridae, Totiviridae, Barnaviridae,
Narnaviridae, Megabirnaviridae, Pseudoviridae, Chrysoviridae, Metaviridae,
Endornaviridae’ dir. Mikoviriislerin gogunun dsRNA (gift sarmalli RNA) genoma
sahip oldugu, daha az oranda +ssRNA genoma ve az sayida mikoviriisiin ise
ssDNA ya da dsDNA genomu ile iliskili oldugu bildirilmistir (Yu vd., 2010).
Hipoviriislerin C. parasitica’ nin viriilensligini nasil azalttig1 tam olarak bilinmese
de bunu konukgusu oldugu hastalik etmeninin enzim mekanizmasini baskilayarak

ya da bazi enzimlerin aktivitesni arttirarak yaptigi diisiiniilmektedir (Chen vd.,



1996; Powell ve Van Alfen, 1987). Bitki kiitikulasin1 par¢alamasi ve fungal
penetrasyona yardimci olmasi nedeni ile bitki patojeni funguslar i¢in O6nemli
oldugu kabul edilen kitinaz enziminin hipoviriis enfeksiyonu ile azaldig
belirlenmistir. Nitekim, baz1 bitki patojeni funguslar ile kitinaz iiretimi arasinda
pozitif iligki oldugu bildirilmistir ( Schafer, 1993; Rogers vd., 1994; Li vd.,2003 ).
Varley vd. ( 1992 )’ ne gore C. parasitica' nin viriilent ve hipoviriilent irklarmin
her ikisinde de kitinaz geni bulunmakta ancak hipoviriilent irklarinda dsRNA
varliginin kitinaz gen ifadesini baskiladig1 ve bu yilizden kitinaz iiretiminde biiyiik
6l¢iide azalma oldugunu bildirmistir.

Hipovirus ya aseksiiel sporlar (konidia) araciligiyla dikey ya da hifal anastomoz
yoluyla yatay olarak iki sekilde aktarilmaktadir. Hipoviriisler anastomoz yolu ile
aynt vejetatif uyum gruplar1 arasinda yayilmaktadir. Hiflerin birlesmesinin
ardindan sitoplazma karisimu ile viriilent C. parasitaca izolatlar1 hipoviriilent
strainlere donistiiriilebilmektedir (Choi ve Nuss, 1992). C. parasitaca’ da
hipoviriilenslige neden olan mikoviriisler Hypoviridae familyasinda yer
almaktadir. Bugiine kadar bu familyada dort Cryphonectria hipoviriis tiirii
belirlenmis ve bunlar CHV-1, CHV-2, CHV-3 ve CHV-4 olarak adlandirilmistir
(Hillman ve Suzuki, 2004).

CHV-1 ilk olarak Avrupa’da tespit edilmig olup pigment ve sporulasyonun
azalmasi ile iligkilidir. CHV-1" in dort alt tipi belirlenmis ve bunlardan CHV-1 alt
tip I (Italyan tipi) Avrupa’da dominant ve yaygin olarak gériiliirken, digerleri ise
Almanya, Fransa ve Ispanya’ da daha diisiik siklikta goriilmektedir (Hillman vd.,
1994; Allemann vd.,1999; Milgroom ve Cortesi, 2004). F1 ve F2 ( Fransiz tipi ) alt
tipleri Fransa ve Kuzey Ispanya’ da , D/E alt tipi ise Ispanya ve Almanya’ da
tespit edilmistir (Gobbin vd. ,2003; Montenegro vd., 2008). Akilli vd. (2012)’ nin
bildirdigine gore F2 alt tipi agirlikli olarak Dogu Karadeniz Bolgesinde (Ordu,
Trabzon, Rize ve Artvin) goriilirken, F1 alt tipi Marmara ve Bati Karadeniz
Bolgesinde tespit edilmistir. Bu dort alt tipin C. parasitica ‘nin viriilensligi tizerine
olan etkisi farklilik gostermektedir. Alt tip I en diisiik viriilenslige, D orta
derecede, F1 ve F2 ise yiiksek viriilenslige sahiptir (Bryner vd., 2012 ). Alt tip F1
ve F2, I’ ya gore fungusun gelismesini ve sporulasyonu onemli dl¢iide azaltir
(Robin et al.,2010 1999). Alt tip I fungusun biiyiime ve sporulasyonuna izin verir
ve daha az engelleyicidir (Bryner vd., 2012). Fungal popiilasyonlarda nispeten
hizli yayilimi nedeniyle, alt tip I’'nin, Avrupa’da kestane kanserinin biyolojik



kontroliinde 6nemli rol oynadig: 6ne siiriilmektedir (Bryner vd., 2012). CHV-2 ilk
olarak 1989’da New Jersey ve daha sonra 1995 yilinda Cin’ de tespit edilmistir.
Simdiye kadar bulunan viriilensligi en zayiflatic1 hipovirlis olarak bilinmektedir.
Ancak, pigment iretimi ve sporulasyonu ise diisiik miktarda azaltabilmektedir
(Hillman vd., 1994 ). CHV-3’e dogal olarak Michigan ve Ontario da rastlanmig
fakat Asya’da rastlanmamistir. CHV-4 Kuzey Amerika’ da en yaygin goriilen C.
parasitica viriisii olup 1994 yilinda Bati1 Virginia’ da tespit edilmistir. Genom
yapisindan dolayr taksonomik olarak digerlerine benzemektedir. Ancak
viriilensligi digerlerine gore az ya da hi¢ goriilmemektedir (Heiniger ve Rigling
1994; Hillman vd., 1994; Milgroom ve Cortesi, 2004). Cryphonectria hipoviriis
tirlerinin C. parasitica’ nin fenotipine etkileri farklilik gostermektedir. CHV-1
izolatlar1 ile enfeksiyon sonucunda fungusda beyaz ya da beyaza yakin, CHV-2 ile
enfeksiyonda ise turuncu- kahverengi fenotip ortaya ¢ikmaktadir. CHV-3 ve CHV-
4’ iin fungal pigment iizerine etkisi ¢ok azdir (King vd., 2012 ).

C. parasitica izolatlarmin kiiltiirel 6zelliklerinin incelenmesi hipoviriilensligin
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. Hipoviriilent izolatlarda
pigmentasyon ve sporulasyon viriilent izolatlardan daha azdir. Bu izolatlarin PDA
besi ortaminda beyaz renkli gelisim gdstermesi ve az sayida konidi meydana
getirmesi nedeniyle bu izolatlarin hipoviriilent olabilecegi pek ¢ok kaynakta
belirtilmektedir (Anagnostakis ve Day, 1979; Bissegger, 1997; Milgroom ve
Cortesi, 2004). Akilli vd., (2012) tarafindan kiiltiirel morfolojinin izolatin
hipoviriilensligi hakkinda genel bir bilgi verdigi ve beyaz kiiltiirlerin, krem renkli
kiiltiirlere gore daha iyi bir gosterge oldugu bildirilmistir.

Radocz (2001) Harpat havzasindan elde ettigi izolatlar1 7 giin 25°C’ de karanlikta,
daha sonra 151k altinda 7 giin inkiibe ettiginde hipoviriis iceren izolatlarin beyaz
kalirken, hipoviriis icermeyenlerin gozle goriiliir sekilde turuncu pigmentasyon
olusturdugunu bildirmistir. Giirer vd., (2001) tarafindan Tiirkiyede kestane
yetistiriciligi yapilan iki bolgedeki C. parasitica’ nm alt tiplerinin genetik
cesitliligini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada izolatlar 7 giin 25 °C’ de karanlikta,
daha sonra 7 giin 151k altinda inkiibe edilerek Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1)
enfeksiyonunun bir gostergesi olarak, beyaz fenotipli miselyumu gelisimi gosteren

izolatlar segilmistir.
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Akilli (2008) tarafindan Karadeniz Bolgesinden elde edilen 294 izolatin fenotipik
oOzelliklerine bakilarak 269 adedi wviriilent, 25’1 ise hipoviriilent olarak
belirlenmistir. Hogan (2006)’ nin bildirdigine gore, 7 tanesi turuncu, 11 tanesi
beyaz ve 18 tanesi krem renkli miselyal gelisim gosteren 51 izolattan turuncu
olanlar dsRNA negatif, beyaz olanlar dsRNA pozitif krem renkli gelisim
gosterenlerde ise daha az pigmentasyonlu olanlarin dsRNA pozitif oldugu tespit

edilmistir.

Curkovic-Perica vd., (2011)’ in bildirdigine gore, Slovenya’da C. parasitica’ nin
vejetatif uyum ¢esitliligi, mating tiplerinin belirlenmesi ve Cryphonectria
hypovirus 1’ in ortaya ¢ikisi ile iligkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢calismada
toplanan 254 izolattan 74 tanesi (41 beyaz, 10 krem ve 23 turuncu miselyal
gelisim) Alleman vd., (1999) yontemine gore analiz edilmis ve 49 izolatta (41
beyaz, 8 krem renkli miselyal gelisim) dsRNA oldugu tespit edilmistir. Turuncu
kiiltiir morfolojisi gosteren izolatlarda ise dSRNA varlig1 belirlenmemistir.

Ulkemizde Marmara ve Karadeniz Bélgerinden elde edilen 134 izolat Morris ve
Dodds (1979) dsRNA analiz yontemine gore analiz edilmis ve dsRNA profili
iceren 19 izolat tespit edilmistir (Giirer vd., 2001). Marmara Bolgesinin 15 farkli
lokasyonundan elde edilen 198 C. parasitica izolatindan 34 tanesinde beyaz renkli
miselyal gelisim belirlenmis ve bu izolatlarin hipoviriilent olabilecegi diistiniilerek
dsRNA varliklarinin tespit edilmesi igin Allemann vd., (1999)’nin CF-11
kolon kromatografi y6ntemi kullanilarak 30 izolatta dSRNA varligi kaydedilmistir
(Akilli, 2012).

Kuzey Amerika’da, Avrupa'da (Anagnostakis ve Jaynes, 1973; McDonald ve
Fulbright, 1991; Heiniger ve Rigling, 1994; Bissegger vd., 1997; Robin ve
Heiniger, 2001; Trestic vd., 2001; Sotirovski vd., 2001; Krstin vd, 2008) ve
Tirkiye' de (Celiker ve Onogur, 2001; Celiker vd., 2006; Akilli vd., 2009; Akilli
vd., 2012) kestane kanseri ile hipovirulent irklar kullanilarak basarili bir sekilde
miicadele edilebilmektedir. Heiniger ve Rigling (1994)’ in bildirisine gore,
Grenthe ve Berthelay- Sauret 1967-1972 yillar1 arasinda Giliney Fransa’ da 12
kestane bahgesinde yaptiklari ¢alismada 20 hektarlik bir alan igersindeki iki yiiz
kanserli kestane agaci vejetatif olarak uyumlu hipoviriilent izolat ile agilanmustir.
Hipoviriilent 1rk asilanmamis kanserler ile karsilastirildiginda, asilama yapilan
kanserlerde genigleme gergeklesmemis ve hi¢ biri Oliimciil kanserlere
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doniismemistir. Islem gdrmemis kanserlerinde calismadan dért yil sonra iyilesme
belirtileri gosterdigi saptanmustir. Fransa’nin pek c¢ok bdlgesinde hipoviriilent

rklar ile yapilan alan ¢aligmalari bagariya ulagmustir.

Italya’da yapilan benzer bir ¢alismada da 233 aktif kansere uygulanan hipoviriilent
izolatlar basarili sonuclar vermistir (Heiniger ve Rigling, 1994). Isvigre’de
Bissegger vd. (1997), deneme alanlarinda hipoviriilent wrklar ile yaptiklart

uygulamalarda olumlu sonuglar elde ettiklerini bildirmistir.

Kestane kanserine karsi biyolojik miicadele calismalar1 Tiirkiye’de de son yillarda
hiz kazanmistir. Celiker (2000)’ nin ¢alismasinda Ege, Marmara ve Karadeniz
Bolgelerinden toplanan 324 izolatlattan 7 tanesi hipoviriilent olarak saptanmistir.
Hipoviriilent 7 wrkin kullanildig1 virtilenslik calismalarinda, sadece viriilent 1rk
inokule edilen fidanlarin kurudugu, sadece hipoviriillent irkla inokule edilen
fidanlarda ise belirgin bir kallus dokusunun olustugu ve lezyonlarin kiigiildigii
belirlenmistir. Hipoviriilent ve wviriilent izolatlarin beraber inokule edildigi
fidanlarda kanser gelisiminin durdugu ve kallus dokusunun olusmaya basladigi

gdzlemlenmistir.

Celiker vd. (2006) tarafindan hipovirulent irklarin bulunmadigi, virulent irkla
dogal olarak enfekteli olan Manisa'nmin Haciisalar koyilindeki bir kestanelikte,
hipovirulent izolat kullanilarak hastaligin dogal kosullarda biyolojik miicadelesine
yonelik bir ¢aligma yiirtitiilmiistiir. Deneme alaninda sadece EU-1 uyum grubu ve
Matl-1 eslesme tipine ait virulent wklarin bulundugu saptanmis, Marmara
Bolgesinden elde edilen ve ¢aligmada kullanilan hipovirulent irkin da EU-1 uyum
grubu, Matl1-1 eslesme tipine ait oldugu belirlenmistir. Deneme alanindaki 18 adet
hastalik tagiyan kestane agaci lizerindeki 29 aktif kanserin ¢evresine hipovirulent
rkla inokulasyon yapilmis ve hastalik gelisimi izlenmistir. Sonugta, hipovirulent
strain dsRNA’sin1 virulent straine aktarabilmis ve bu kanserlerin ¢ogunun 1 yil
sonra iyilesmeye bagladigi gézlemlenmistir. Kirmizi renkli olan aktif kanserlerin
rengi kirmizidan siyahimsi kahverengiye doniismiis, kabukta yiizeysel catlamalar
ortaya ¢ikmig, kanserin dokuda derinlemesine yayilmasi durmugtur.
Inokulasyondan sonra iki y1l boyunca, iyilesen kanserlerden hipovirulent izolatlar
geri elde edilmistir.



12

Karadeniz Bolgesinden Akilli vd. (2012) tarafindan 2008-2009 yillarinda toplanan
orneklerden elde edilen Cryphonectria parasitica’ nin iki virulent, ii¢ hipovirulent
izolati, bes Trichoderma, dort Penicillium ve dort Bacillus izolati kullanilarak
kestane kanserinin biyolojik miicadelesi iizerine ¢aligmalar yapilmistir.
Hipovirulent izolatlar ve antagonistik mikroorganizmalarin etkinligi ii¢ yasinda
kestane fidanlarda 6 mm’lik kabuk diskleri ¢ikartilmig ve agilan deliklere ilk
olarak virulent C. parasitica izolat1 diski sonra hipovirulent izolat veya antagonist
funguslarin diski yerlestirilmistir. Bacillus’ larin ise 1010 hiicre mL-1 bakteri
stispansiyonu once deliklere uygulanmig sonra virulent C. parasitica diski
uygulanmistir. Hipovirulent izolatlarin etkinligi virulent izolata bagli olarak
degismis, hipovirulent izolat Z - 1 en virulent izolat K - 19 a kars1 %59 engelleme
saglamis diger yandan, ayni izolat daha az saldirgan olan izolat K - 44’ e karsi
%32 engelleme olusturmustur. Diger hipovirulent izolat Ba - 6 virulent izolat K -
19’ deki kanser gelisimini %42 oraninda engellemistir. C. parasitica izolatlarinda
hipoviriis varligi ve bu hipoviriislerin biyolojik miicadelede kullanim olanaklar
izerine yapilan bir ¢alismada izolatlardan ¢ogunlukla CHV-1 alt tip | ve F2
hipovirtisleri izole edilmistir. Elde edilen 23 hipoviriilent izolat, 2-3 yasindaki
kiitiik stirglinlerine bulagtirilan bir viriilent 1rka karsi denenmigstir. Deneme
sonuglarina gore, 10 hipoviriilent strainin kanser gelisimini %80 durdurdugu
belirlenmis ve viriis ile enfekteli bu hipoviriilent strainin biyolojik miicadelede
kullanilabilecegi kanisina varilmistir (Akill vd., 2012).

Yukarida ifade edilen C. parasitica izolatlar1 ile yapilan ¢alismalarin pek cogunda
(Giirer vd., 2001; A¢ikgoz vd., 2009; Akilli vd., 2012) kestane kanseri etmeninden
dsRNA izolasyonu ve analizinde Morris ve Dodds (1979) ‘un yontemi
kullanilmistir. Bu yontem viriis enfekteli fungal dokular ve bitkilerden dsRNA’
nin izolasyonu ve goriintilenmesini saglayan ilk kolay ve hizli izolasyon
yontemidir. Bu yontem bugiine kadar basarili bir sekilde kullanilmig olmasina
ragmen, zaman igersinde arastiricilar tarafindan prosediirde gesitli degisiklikler
yapilmasi onerilmistir (Allemann vd., 1999; Hillman vd., 1994; Peever vd., 1997;
Rigling vd., 1989). 2008 yilinda Balijja vd. (2008) fungal dokulardan dsRNA
izolasyonunda kolaylik saglayacak farkli bir yontem gelistirmistir. Morris ve
Dodds (1979) ve diger modifiye yontemlerinde dsRNA izolasyonu i¢in 10 g
fungal miselyum kullanilirken, Balijja (2008) yonteminde kullanilan fungal
miselyum miktar1 1/50 oraninda azaltilabilmektedir. Fenol ve kloroform
igermemesi, kullanilan kimyasal madde miktarinin da 6nemli oranda azalmasi ile
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bu yontem maliyeti de disiirmektedir. Ayrica, dsSRNA izolasyonunu bir giin gibi
kisa bir siirede miimkiin kilmasi zamandan da tasarruf edilmesini saglamaktadir.
Morris ve Dodds (1979) yonteminin mikoviriislerin dsRNA izolasyonunda siklikla
kullanilmasina ragmen Balijja vd. (2008)’nin Aspergillus niger, Cryphonectria
parasitica, Gremmeniella abietina, Sphaeropsis sapinea fungus mikoviriisleri igin
gelistirdigi ekstraksiyon yontemini uygulayan arastirmalara yapilan literatiir
taramalarinda rastlanmamistir. Ancak, diger mikovirisler ile ilgili yaptigimiz
labratuvar galigmalarinda Balijja vd. (2008)’nin yontemi uygulanmugtir. Ayrica,
Morris ve Dodds (1979) yontemine gore daha kisa siirede C. parasitica
izolatlarindan dsRNA analizine olanak saglayan ancak fenol ve kloroform igeren
modifiye diger bir yontem Libantova vd., (2007) tarafindan uygulanmustir. Bu
caligma Balijja vd., (2008) yonteminin fenol kloroform igermemesi, izolasyon
sliresini azaltmas1 ve maliyeti diisiirmesi gibi avantajlari nedeniyle gelecekte
mikoviriis alaninda yapilacak olan galismalara kolaylik saglayabilmesi amaciyla
gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu ¢alismada Fakiiltemiz Bitki Koruma Boliimii laboratuvarinda kestane kanseri
iizerine yapilan calismalar sirasinda Karadeniz ve Marmara Bolgelerinin farkli
yerlerinden, hipoviriilent belirtileri tasiyan kestane agaclarinin gdvdelerinden
alman kabuk dokusu oOrnekleri ile c¢alisgilmistir. Buna ilave olarak, Ege
Bolgesi'nden (Aydin yoresi) toplanan kabuk dokulari da bu c¢alismada
kullanilmagtir. Toplam 92 kabuk dokusu ¢alisgmanin materyalini olusturmustur.
Toplanan kabuk dokularindan 68 adet C. parasitica izolati elde edilmistir. Bu
izolatlar Cryphonectria parasitica’ nin kiiltiirel 6zelliklerine gore gruplandiriimis
ve beyaz-krem renkte gelisen, az sayida piknit olusturdugu go6zlemlenen
hipoviriilent olma ihtimali olan 30 adet C. parasitica izolatt dsSRNA analizi i¢in
kullanilmistir (Cizelge 3.1).

3.1.1. Ornek Toplama

Orneklemeler kanserli bolgenin kenari ile bir kisim saglikli dokunun da yer aldig
yaklasik 3x4 cm boyutlarinda bir kabuk parcasinin kesici bir alet ile alimmasi ile
yapilmistir. Her bir 6rnek alma isleminden sonra kullanilan kesici alet sodium
hipoklorit ile silinerek yiizeysel dezenfeksiyon saglanmigtir. Alinan 6rnekler kese
kagitlarina yerlestirilip numaralandirildiktan sonra giin igerisinde buz kutusunda
saklanmugtir.
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Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan izolatlarin bolgelere ve illere gore

dagilimi
Bolgeler iller I§abuk izolat Kodlar Izolat
Ornegi Sayisi
Artvin 5 Arv-28-B,Arv-34 2
Bartin 7 Brt-646,Brt-680,Brt-691,Brt-69 4
Diizce 8 Dzc-580, Dzc-581, Dzc-587, Dzc-602, 5
Dzc-631-B
N Giresun 8 Grs-257,Grs-298,Grs-308, Grs-328 4
5 Kastamonu 3 Ksm-B-158 1
g Rize 8 Rz-83,Rz-90,Rz-116,Rz-123, Rz- 5
4 145,Rz-155
Sinop 4 Snp-892, Snp-915 2
Trabzon 6 Tbz-191,Tbz-209 Thz-237,Thz-245 4

Zonguldak 11 Zgl-646,Zgl-655,Zgl-695, Zgl-705, 6
Zgl-709,Zgl-724
Bursa 5 4

g Brs-786,Brs-789,Brs-792, Brs-859

e

S Kocaeli 8 4

= Kcl-425,Kcl-431,Kcl-423, Kcl-444

Aydin 19  Ayd-378, Ayd-379, Ayd-381, Ayd- 16

384, Ayd-385, Ayd-386, Ayd-388,
Ayd-390, Ayd-391, Ayd-393, Ayd-

@ 394, Ayd-395, Ayd-398, Ayd-399,

L

Ayd-403, Ayd-404
[zmir 0 [zm-893,1zm-903,izm-918, 1zm-920, 10
1zm-923,Tire-837, Tire-852, Tire-
855, Tire-874, Tire-8545
Toplam 92 68

3.1.1.1. Patojenin izolasyonu

Toplanan oOrnekler izolasyon islemine kadar +4°C’ de buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Kanserli kabuk dokularindan 4 mm c¢apimda mantar delici ile alinan
diskler %2 lik sodium hipoklorit i¢inde 2 dakika bekletilerek yiizeysel
dezenfeksiyon yapilmigtir. Steril damitik suda durulanan ve steril filtre kagitlar
arasinda kurutulan ornekler petri kaplarinda bulunan PDA besi ortami {izerine
yerlestirilerek 24°C’ de 3-4 giin gelismesi beklenmistir (Sekil 3.1) (Anagnostakis,
2001). Gelisen koloniler incelenerek ve C. parasitica oldugu diisiiniilen
kolonilerden PDA ortamina aktarilarak izolatlarin saflagtirilma islemi

gergeklestirilmistir.



Sekil 3.1. Toplanan kabuk doku o6rneklerinden Cryphonectria parasitica
izolatlarmin elde edilis asamalari a) kanserli kabuk dokularindan mantar
delici ile disklerin alinmasi b) %2 lik sodium hipoklorit ile yiizeysel
dezenfeksiyon c) steril filtre kagitlar1 arasinda kurutulan 6rneklerin PDA

besi ortamu {izerine yerlestirilmesi
3.1.1.2. izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesi

Elde edilen C. parasitica izolatlar1 kiiltiirel karakterlerini belirlemek i¢in tiim
izolatlar PDA ortaminda incelenmistir. PDA iizerinde aktif olarak gelisen her bir
izolata ait kolonilerinin kenar kisimlarindan alinan 4 mm ¢apindaki diskler iginde
PDA bulunan 9 cm’lik petrilerin orta kismina yerlestirilerek ve petriler
inkiibatdrde 7 giin 25°C’ de karanlikta, daha sonra 151k altinda 7 giin inkiibe
edilmistir (Bissegger vd., 1997; Melzer vd., 1997). Milgroom ve Cortesi (2004)’
nin belirttigi tizere kiiltiirlerde krem-beyaz renkte gelisen izolatlar diisiik viriilensli
(hipoviriilent), kirmizi-turuncu renkte gelisen izolatlar ise viriilent kabul edilmistir
(Sekil 3.2.). Hipoviriilent izolatlarin kiiltiirel 6zelliklerinin bu sekilde oldugu
pekcok kaynakta belirtilmektedir (Anagnostakis ve Day, 1979; Bissegger, 1997;
Milgroom ve Cortesi, 2004). izolatlarin koloni renkleri beyaz, krem veya acik
turuncu olarak 7. ve 14. giinlerde gézlemlenmistir.
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Sekil 3.2. PDA iizerinde gelisen a) 3 giinliik, b) 7 giinlik ve ¢) 14 giinlik
Cryphonectria parasitica izolati (E-246)

3.2. Yontem
3.2.1. izolatlarin dsRNA Iceriklerinin Belirlenmesi

Izolatlar PDA ortamu iizerine serilen selefon disklere yerlestirildikten sonra 6-10
giin boyunca 24°C’ de inkubatér icerisinde karanlikta gelistirilmis, selefon
iizerinde gelisen koloniden 200’er mg miselyum aleminyum folyo igerisinde
dsRNA analizinde kullanilmak {izere -20 °C’de saklanmustir.

dsRNA izolasyonu Balijja vd. (2008)’ nin yontemine gore yapilmistir. Bu yonteme
gore dsRNA igeren bazi izolatlarin dsSRNA varligi Morris ve Dodds (1979)’ un
kullandig1 yontem ile dogrulanmistir.

3.2.1.1. Balijja vd. (2008) yéntemi

1. -80 °C de bir gece bekletilen fungal miselyum (100-200 mg) havan igerisinde
havaneli ile ezilmistir.

2. Ezilen miselyum total niikleik asitin izolasyonu ve fenolik Dbilesiklerin
uzaklastirilmasi i¢in igerisinde 600 ul EBA bulunan 2ml lik tiiplere aktarilmigtir.

3.+4 °C,15 dakika, 16110 g de santrifiij isleminden sonra olusan siipernatant 1.5
ml lik tiiplere aktarilip, {izerine ethanol eklenmistir. Karisim daha sonra kolonlara
(ultrafree-MC sterile 0.65um, Millipore) aktarilarak ve 100 g de santrifiij
edilmistir.
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4. 2 kez uygulanan 450 pl 1XSTE+EtOH (%20) ile yikama islemi sonucunda
dsRNA digindaki diger niikleik asitler uzaklagtirilmistir.

5. iki kez 400 pl 1XSTE tampon soliisyon ile dsRNA 2 ml lik toplama tiipleri
icerisinde birikmesi saglanmistir. Toplama tiiplerinde biriken sivinin {izerine esit

miktarda isopropanol eklenmistir.

6.+4 °C, 30 dakika, 16110 g de santrifiij isleminden sonra tiip icerisindeki sivi
dokiilerek ve pelet kurumaya birakilmustir.

7. Etil alkol presipitasyonundan sonra pelet 20 ul RNase free su ile ¢ozdiiriilerek
%0.8 agaroz jelde 80 V da 50 dakika 1X TBE buffer ile elektroforez yapilmistir
(Sekil 3.3). dsRNAlar jelde go¢ etme pozisyonlarma gore degerlendirilmistir
(Shapira vd., 1991). Molekiiler agirlik standardi olarak Hind III ile kesilmis A
DNA ve pozitif kontrol olarak USA-2 CHV-1 kullanilmistir.

Sekil. 3.3. Cryphonectria parasitica izolatlarinin Balijja vd. (2008) y6ntemine

gore dsRNA izolasyonu asamalar1 a) fungal miselyumlarin ezilmesi islemi
b) 450 ul 1XSTE+EtOH (%20) ile yikama iglemi

3.2.1.2. Morris ve Dodds (1979) yontemi

Bir gece -80 °C de bekletilen 10 g fungal miselyum porselen havan igerisinde toz
haline gelene kadar ezilmistir. Toz halindeki 6rnek icerisinde 10 ml 2 x STE (200
mMNacCl, 100 mMTris, 1 mM EDTA) + 0.5 ml % 10’luk SDS + 11ml fenol-8
hidroksiquinolin + 5 ml kloroform:isoamilalkol (24:1) bulunan 50 ml” lik tiiplere
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ilave edilmistir. Tiipler calkalayicida 160 devirde 30 dakika buz igerisinde
bekletilmistir. Ornekler 8000 g de 30 dakika +4 °C de santrifiijde tutulduktan
sonra ve Ust faz yeni steril tliplere aktarilmistir. Daha sonra bu 6rnekler 20 ml
olacak sekilde 1x STE ile tamamlanarak ve 4 ml etanol ilave edilerek bir gece +4
°C de bekletilmistir. dSRNA nin total DNA dan ayrilacagi CF-11 seliiloz kolon
kromatografisi yontemine gore ornekler 1 gr CF II selilloz igeren kolonlara
aktarilmistir. Ornekler kolonlara aktarildiktan sonra kolonlar %16 etanol iceren 60
ml 1X STE tampon soliisyon ile yikanarak son damlaya kadar akmasi
beklenmistir. 2. yikamada ise 6 ml 1XSTE ilave edilerek altta biriken siispansiyon
tiiplere toplanmig ve tiipler icerisine 18 ml etanol ilave edilerek -37 °C de bir gece
bekletilmistir. Bir sonraki giin drnekler -37 °C den ¢ikarilarak +4 °C de 8000 g
devirde 30 dk santrifiijde tutulmustur. Santrifiijden sonra siv1 kisim bosaltilarak
peletin kurumasi i¢in bir siire beklenmistir. Pelet kuruduktan sonra 1X TBE ilave
edilip resiispanse edilmigtir. Bu islemin ardindan tiiplere kisa bir spin
yaptirilmigtir. Tiipteki sivi mikropipet yardimiyla alinarak steril ependorf tiiplere
aktarilmisg ve ependorflara 900 ul % 95 lik etanol ve 30 pl sodyum asit eklenerek,
— 20 °C’ de en az iki saat bekletilmistir. Ertesi giin dondurucudan ¢ikarilan
ornekler -4 °C de 5000 g de 20 dk santrifiijde tutulmustur. Santrifiij isleminin
ardindan tiipteki sivi bosaltilarak pelet kurutulmustur. Tiipler kuruduktan sonra 20
ul steril su ile resiispanse edilmistir. Saflastirilan dsRNAlar %0.8 lik agarozda
80V da 1 saat 1X TBE tampon soliisyonda elektroforezde analiz edilmistir.
Hindlll ile kesilmis A DNA marker olarak USA-2 CHV1 pozitif kontrol olarak

kullanilmugtr.
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Sekil 3.4. Cryphonectria parasitica izolatlarinin Morris ve Dodds (1979)
yontemine gore dsRNA izolasyonu agamalari a) %16 etanol iceren 60 ml
1X STE tampon soliisyon ile yikama islemi b) calkalayicida 160 devirde
30 dakika buz igerisinde bekletilen tiipler c) santrifiij sonras1 bosaltilarak
kurutulan tiipler

3.2.2. dsRNA Mikoviriisiiniin Tanilanmasi

dsRNA pozitif izolatlarin CHV-1 tanis1t RT-PCR ile yapilmistir. RT-PCR analizi,
Thermo Scientific Verso 1 tek basamakli RT-PCR Hot-Start Kit ile
gergeklestirilmistir. RT-PCR sonrasinda % 1 agaroz jelinde 1XTBE tamponu ile
elektroforez yapilmistir. CHV-1 enfekteli izolatlarin belirlenmesinde kullanilan
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giincel primerler ORF A gen bolgesi i¢in hvepl ve EP-721-4 primerleri RT-PCR
da kullanilmustir (Cizelge 3.2) (Gobbin vd., 2003, Bryner vd., 2012).

RT-PCR islemi i¢in 1 pl verso enzim mix, 25ul 2X 1-Step PCR Hot-Start Master
Mix, 2,5 pl RT Enchanter, 1pul Forward primer (10 pmol/ul ), 1ul Reverse primer
(10 pmol/pl) ile master mix hazirlanmigtir. Daha sonra 16,5ul Niikleaz- free su ile
47 pl ye tamamlanmigtir. Master Mix her PCR tiipiine 47 pl olarak dagitildiktan
sonra lizerine 3’er ul dsRNA ilave edilmistir. Hazirlanan reaksiyonlar litaratiirde
belirtilen primerlere ait kosullar dogrultusunda RT-PCR yapilmistir (Bryner vd.,
2012). RT-PCR sonrasi elde edilen iiriinler %1 lik agoroz jelde 1X TBE buffer ile
elektroforez sonrast UV 1s1k altinda goriintiilenmistir. Elde edilmesi beklenen band
biiytikliigii 693 bp’dir.

Cizelge 3.2. CHV-1 enfekteli izolatlarin belirlenmesinde ORF A gen bdlgesi

¢ogaltimi igin kullanilan primerler

CHV-1 Primer _ Bolgesi Primer Sekanslari (5-3) Kaynaklar
hvepl (Forward) ORFA  TGACACGGAAGCTGAGTGTC Gobbin vd., 2003
EP721-4 ORFA GGAAGTCGGACATGCCCTG  Gobbin vd. 2003
(Reverse) Bryner vd., 2012

Cizelge 3.3. RT-PCR yapilan Cryphonectria parasitica izolatlarinin alindiklari
iller, izolat ad1 ve sayisi

RT-PCR CHV-1

Bolgeler Iller Izolat Kodlar Yapilan* Bulunan®*
Artvin Arv-28-B,Arv-34 2 1
Diizce Dzc-580,Dzc-581,Dzc- 4 2
602, Dzc-631-B
= Giresun Grs-257, Grs-308 2 1
2 Kastamonu  Ksm-B-158 1 1
s Rize Rz-116,Rz-123 2 1
4 Sinop Snp-892,Snp-915 2 1
Trabzon Thz-209 1 0
Zonguldak  Zgl-695,2gl-705,Zgl-709, 4 3
Zgl-724
I Bursa Brs-786, Brs-789, Brs-792, 4 3
% © Brs-859
= Kocaeli Kcl-425,Kcl-431, Kcl-423 3 2
Toplam 25 15

*RT-PCR yapilan izolat sayis1 **CHV-1 bulunan izolat sayis1
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. izolatlarn Kiiltiirel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesi igin 7 giin 25°C” de karanlikta, daha sonra 151k
altinda 7 giin inkiibe edilen (Bissegger vd., 1997; Melzer vd., 1997) 68 izolattan
koloni rengi beyaz veya krem olarak kaydedilen izolatlarin, hipoviriilent oldugu
distiniilerek dsRNA igerip igermedikleri yoniinden incelemek amaciyla 30 izolat

secilmistir.

Sekil 4.1. a) Beyaz misel kolonisi olusturan Cryphonectria parasitica (Ksm-B-
158) izolati, b) turuncu misel gelisimi gosteren Cryphonectria parasitica
(Izmir-893) izolat:

4.2. Tzolatlarin dsRNA Iiceriklerinin Belirlenmesi

Kiiltiirel o6zelliklerine gore (beyaz-krem renkte gelisen, diisik sporulasyon
gosteren vb.) belirlenen hipoviriilent olma ihtimali olan izolatlardan 30 tanesinin
dsRNA analizi Balijja vd., (2008) yontemine gore yapilmis ve 25 izolatta dSRNA
profili belirlenmistir. dSRNA pozitif olan izolatlar Marmara ve Karadeniz
Bolgelerinden elde edilmistir (Sekil.4.1.).



Cizelge 4.1. dsRNA varlhigi

izolatlarmin alindiklari iller ve sayilari
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yoniinden pozitif Cryphonectria parasitica

dsRNA

Bolgeler iller izolat Kodlar dsRNA Pozitif**
Yapilan*
Artvin Arv-28-B,Arv-34 2 2
Diizce Dzc-580,Dzc-581,Dzc- 4 4
602, Dzc-631-B
Giresun Grs-257, Grs-308 2 2
g Kastamonu  Ksm-B-158 1 1
X} Rize Rz-116,Rz-123,Rz-145, 4 2
g Rz-155
X Sinop Snp-892, Snp-915, Snp- 3 2
928
Trabzon Thz-209 1 1
Zonguldak  Zgl-646,29l-695,Zgl- 5 4
705, Zgl-709, Zgl-724
o Bursa Brs-786, Brs-789, Brs- 4 4
g 792, Brs-859
< Kocaeli Kcl-425,Kcl-431,Kcl- 4 3
= 423, Kcl-444
Toplam 30 25

* dsRNA yapilan izolat sayis1 **dsRNA pozitif izolat sayisi

Pozitif kontrol olan USA-2 (CHV1, 12.700 bp) izolatinin molekiiler agirlig: ile
Balijja vd. (2008) yontemine gore dsRNA profili belirlenen 25 izolatin molekiiler

agirliginin birbirine yakin oldugu gézlemlenmistir.

Cizelge 4.1." de goriildiigii

gibi dsRNA profili belirlenen 25 C. parasitica izolatlarinin Artvin (Arv-28-B,
Arv-34), Diizce (Dzc-580, Dzc-581, Dzc-602, Dzc-631-B), Giresun (Grs-257,
Grs-308), Kastamonu (Ksm-B-158), Rize (Rz-116, Rz-123, Rz-145, Rz-155),
Sinop (Snp-892, Snp-915, Snp-928), Trabzon (Thz-209), Zonguldak (Zgl-646,
Zgl-705,291-709,Zgl-724), Bursa (Brs-786, Brs-789, Brs-792, Brs-859) ve Kocaeli
(Kcl-423, Kcl-425, Kcl-431) illerinden elde edilen izolatlar oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.2.).
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23130 bp
9416 bp
6557 bp

Sekil 4.2. Balijja vd., (2008) yontemi ile Cryphonectria parasitica izolatlarindan
elde edilen dsRNA’ larin agar jel elektoforez goriintiisii; Marker (M),
USA-2 (1), Kcl-425 (2), Brs-786 (3), Zgl-724 (4), Dzc-580 (5), Rz-155
(6), Brs-789 (7), Grs-257 (8),Zgl-705 (9), Brs-786 (10), Arv-28-B (11),
Zgl-709 (12)

dsRNA profilleri Balijja vd., (2008) yontemine gore belirlenen bu izolatlardan 6
adetinin dsRNA varligi Morris ve Dodds (1979) yontemi kullanilarak yapilan
analiz sonucunda ayni profiller elde edilmistir (Sekil 4.3.). Boylece Balijja vd.,
(2008)’ nin yontemi ile elde edilen sonuglar da dogrulanmustir.

Sekil 4.3. Morris ve Dodds (1979) yontemi ile Cryphonectria parasitica
izolatlarindan elde edilen dsRNA’ larin agar jel elektoforez goriintiisii;
Marker (M), Brs-786 (1), Grs-257 (2), Rz-123 (3), Dzc-602 (4), Zgl-705
(5), Kcl-425 (6)
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Cryphonectria parasitica’nin tanimlanan en eski izolati olan EP713’{in en biiyiik
dsRNA bileseninin uzunlugu 12.700 bp’dir (Shapira vd., 1991). Hillman vd.
(1994) tarafindan Amerika Birlesik Devletleri kokenli NB58 izolatinin dsSRNA’s1
ise 12.500 bp molekiil agirliginda oldugu tespit edilmistir. Peever vd. (1997) nin
bildirdigine gore Kuzey Amerika’ dan elde edilen 595 C. parasitica izolatindan
166 tanesinde dsRNA profili belirlenmis ve bunlarin molekiil agirliklar1 9.0- 13.0
bp arasinda oldugu tespit edilmistir. Akilli vd., (2012) tarafindan 55 adet C.
parasitica izolatinda dsRNA tespit edilmis ve dsRNA’ larin boyutu yaklasik
13.000 bp olarak belirlenmistir. Radocz (2001)’ in bildirdigine gore
Macaristan’dan elde edilen 600 izolattan 36 tanesinde L-dsRNA tespit edilmis ve
bunlarin boyutunun yaklagik 12.700 bp oldugu belirlenmistir. Aydin yoresindeki
hipoviriilent C. parasitica izolatlarini dsRNA analizi ile belirlemek amaciyla
yapilan c¢alismada Morris ve Dodds (1979) yontemi kullanilarak tek bir izolatta
dsRNA profilinin  molekiiler agirligi 12.000-13.000 bp arasinda  oldugu
belirlenmis ancak bu izolatin tek spor izolatlarindan yapilan izolasyonlarda
dsRNA profili elde edilememistir (A¢ikgoz vd., 2009). Hogan (2006) 35 izolatin
dsRNA molekiil agirligii EP713 (12.700 bp) izolat1 ile karsilastirmis ve bu
izolatlarin molekill agirliklarmin yaklasik olarak ayni oldugunu tespit etmistir.
Slovenya’ da Kirstin vd., (2011) tarafindan yapilan ¢alismada 49 C. parasitica
izolatinda (41 beyaz, 8 krem miselyal gelisim) dsRNA tespit edilmis ve molekiiler
agirliklarinin 12.000-13.000 bp arasinda oldugu bildirilmistir.

Caligma kapsaminda Karadeniz, Marmara ve Ege Bolgelerinden elde edilen 92
adet Cryphonectria parasitica ile bulasik oldugu disiiniilen kabuk oOrnegi
kullanilmis ve koloni 6zellikleri incelenen izolatlardan 30 tanesinin agik renkli
miselyal gelisim gostermesi nedeniyle hipoviriilent olabilecegi diisiintilmiistiir.
Acik renkli gelisim gosteren 30 izolattan 25 tanesinin Balijja vd., (2008) yontemi
kullanilarak dsRNA igerdigi tespit edilmigtir.

Balijja vd., (2008) dsRNA izolasyonu yonteminin, Morris ve Dodds (1979)
yontemine kiyasla ihtiya¢ duyulan fungal miselyum miktarin1 10 g’ dan 200 mg’ a
kadar disiirdiigii, kullanilan kimyasal madde oranini biiyiik oranda azalttigi, fenol-
kloroform igermedigi ve 5-6 giin siiren analiz siirecini tek bir giine diistirdiigi bu
calisma ile kendi laboratuvar kosullarimizda belirlenmistir. Bu yontem analiz
stirecinde kullanilan kimyasal maddelerin miktarin1 azaltarak hem maliyeti
diisirmekte hem de izolatlardan elde edilen dsRNA bandlarinin agar jel
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elektroforezinde aymi giin icersinde gozlemlenmesine olanak saglamaktadir.
Morris ve Dodds (1979) yontemi ile 5-6 giinde elde edilecegimiz sonuglari bu
analiz yontemi ile bir giinde elde etmemiz ayni siire zarfinda daha fazla izolatin
dsRNA igerip icermediginin arastirmamiza imkan saglamistir. Bu da yapilan
calismalarda arastirmacilara zamandan tasarruf ettirmektedir. Bu nedenle
gelecekte iilkemiz ve bolgemizde yiritillecek olan mikoviriis ¢aligmalarinda

aragtirmalara yontemin kolaylik saglayacag: diisiiniilmektedir.
4.3. dsRNA Mikoviriisiiniin Tanilanmasi

Calisma kapsamindaki dsRNA profili igeren 25 izolatta CHV-1 enfekteli
izolatlarin belirlenmesinde giincel primerler ORF A gen bolgesi i¢in hvepl ve EP-
721-4 primerleri RT-PCR da kullanilmistir (Gobbin vd., 2003, Bryner vd., 2012).
RT-PCR sonrasi elde edilen iriinler %1’ lik agoroz jelde 1X TBE buffer ile
elektroforez sonrast UV 1sik altinda goriintilenmisgtir. UV 151k altinda
goriintiilenen bandlarin biiylikligi 693 bp’dir. Bu sonuglar dogrultusunda bu 15
izolatin CHV-1 hipoviiriisiine ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4 de goriildiigii gibi Karadeniz Bolgesinde 8 farkli ilden elde edilen
izolatlardan 10 tanesinde dsRNA tespit edilmis ve bunlar yapilan RT-PCR
sonucunda CHV-1 olarak belirlenmistir. Bu 10 Cryphonectria parasitica izolatlar
Artvin (Art-28-B), Diizce (Dzc-580, Dzc-602), Giresun (Grs-257), Kastamonu
(Ksm-B-158), Rize (Rz-123), Sinop (Snp-915), Zonguldak (Zgl-705, Zgl-709,
Zgl-724) illerinden elde edilen izolatlar oldugu belirlenmistir. Marmara Bolgesi
Bursa ve Kocaeli illerinden elde edilen izolatlardan 5 tanesinde dsRNA varligi
belirlenmis ve bunlarin Cryphonectria hypovirus 1 grubuna ait oldugu
belirlenmistir. Bu izolatlar Bursa (Brs-786, Brs-789, Brs-792) ve Kocaeli (Kcl-
423, Kcl-425) illerinden elde edilmistir.
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Sekil 4.4. dsSRNA Cryphonectria parasitica izolatlarinin CHV-1’ e 6zel ORF A
gen bolgesi i¢in hvepl ve EP-721-4 primerleri kullanilarak RT-PCR
testlerinin sonuglari: M DNA ladder mix (MBI Fermentas), Kcl-423 (1),
Kcl-425 (2), Ksm-B-158 (3), Dzc-580 (4), (5), Brs-792 (6), Grs-257 (7),
Brs-789 (8), Rz-123 (9), Zgl-705 (10), Brs-786 (11), Art-28-B (12), Zgl-
709 (13), Zgl-724 (14), Dzc-602 815) K su kontrol

Cizelge 4.2. Bolge ve illere gore dsRNA analizi yapilan, dsSRNA bulunan ve CHV-

1 oldugu tespit edilen izolatlar

Bolgeler iller

Kabuk
Ornegi

izolat
Sayisi

izolat
Kodlan

dsRNA dsRNA CHV-1

Analizi

Pozitif

Pozitif

Karadeniz

Artvin

Bartin

Diizce

Giresun

Kastamonu
Rize

Sinop

5

7

2

4

Arv-28-B,
Arv-34

Brt-646, Brt-
680, Brt-691,

Brt-69
Dzc-580,
Dzc-581,
Dzc-587,
Dzc-602,
Dzc-631-B
Grs-257,
Grs-298,
Grs-308,
Grs-328
Ksm-B-158

Rz-83,Rz-90,

Rz-116,Rz-

123, Rz-145,

Rz-155
Snp-892,
Snp-915

2

2

1

1

1

1
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Cizelge 4.2. Bolge ve illere gore dsSRNA analizi yapilan, dsSRNA bulunan ve CHV-
1 oldugu tespit edilen izolatlar (devami)

Kabuk izolat izolat dsRNA dsRNA CHV-1
Ornegi  Sayist Kodlar Analizi  Pozitif  Pozitif
Trabzon 6 4 Thbz-191, 1 1 0
Thz-209 Thz-
237, Thz-245
Zonguldak 11 6 Zgl-646, Zgl- 2 2 2
655, Zgl-695,
Zgl-705, Zgl-
709, Zgl-724
Bursa 5 4 Brs-786, Brs- 6 4 4
789, Brs-792,
Brs-859
Kocaeli 8 4 Kcl-425, Kcl- 4 1 1
431, Kcl-423,
Kcl-444
Aydin 19 16 Ayd-378, 0 0 0
Ayd-379,
Ayd-381,
Ayd-384,
Ayd-385,
Ayd-386,
Ayd-388,
Ayd-390,
Ayd-391,
Ayd-393,
Ayd-394,
Ayd-395,
Ayd-398,
Ayd-399,
Ayd-403,
Ayd-404
[zmir 0 10 izm-893, 0 0 0
[zm-903,
[zm-918,
[zm-920,
[zm-923,
Tire-837,
Tire-852,
Tire-855,
Tire-874,
Tire-8545
Toplam 92 68 30 25 15

Bolgeler iller

Karadeniz

Marmara

Ege
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CHV-1 Avrupa’ da (Almanya, Fransa ve Ispanya) yaygin olarak goriilmekte
(Hillman vd., 1994; Allemann vd.,1999; Gobbin vd. ,2003; Milgroom vd., 2004;
Montenegro vd., 2008). Krstin vd., (2008)’ in bildirdigine gore, Hirvatistan’ 1n
kestane yetistiriciligi yapilan 10 bolgesinden elde edilen 338 C. parasitica
izolatindan 36 tanesinde dsRNA belirlenmis ve bu izolatlarin yapilan RT-PCR
sonucunda Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1)’ e ait oldugu belirlenmistir.
Ispanya’ nin Katalonya bélgesinden elde edilen 312 izolattan 35 tanesinin CHV-1
hipoviriisti ile enfekte oldugu tespit edilmistir (Castano vd., 2014). Krstin vd.,
(2011) tarafindan Slovenya’ da yiiriitiilen ¢caligsmada, hipoviriis oldugu tespit edilen
21 izolatin yapilan RT-PCR sonrasinda Cryphonectria hypovirus 1’ e ait oldugu
bildirilmistir. Bat1 Ispanya’daki Cryphonectria parasitica cesitliliginin ve
hipoviriis enfekteli izolatlarin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢caligmada 14 izolatin
dsRNA igerdigi saptanmis ve bu izolatlarin CHV-1 hipoviriisii ile enfekteli oldugu
tespit edilmistir (Zamora vd., 2012).

Ulkemizde ise Giirer vd., (2001) ve Akilli (2008)’in bildirdigine gére, Karadeniz
Bolgesi’inde Cryphonectria hypovirus 1’e rastlanilmaktadir. Ancak, yapilan bu
caligmalarda izolatlarin dsRNA igeriginin hangi hipoviriis grubuna ait oldugunun
tanist yapilmamigtir. Marmara ve Karadeniz Bolgelerinden elde edilen 72 adet C.
parasitica izolatindan 55 tanesinin yapilan RT-PCR sonucunda CHV-1 hipovirisii
ile enfekteli oldugu tespit edilmistir (Akilli vd., 2012). Yaptigimiz ¢alisma ile elde
ettigimiz bulgular sonucunda da dsRNA varligi gézlemlenen ve Cryphonectria
hypovirus 1” a ait olan izolatlarin Karadeniz ve Marmara Bolgelerinden elde edilen
izolatlar oldugu saptanmustir. Cryphonectria hypovirus 1° a ait olan izolatlarin
daha ¢ok Karadeniz bolgesinden elde edildigi belirlenmistir. Agikgdz vd., (2009)°
nin bildirdigine gore Ege Bolgesi izolatlarindan bir tanesinde dsRNA profili
belirlenmis ancak fungusun tek spor izolatindan yapilan izolasyonda dsRNA
profili elde edilememigtir. DSRNA igeren ve CHV-1 oldugu tespit edilen
izolatlarin vejetatif uyum gruplar1 ve mating tipleri Aydin izolatlar1 ile uyumlu
olanlar kestane kanseri ile biyolojik miicadelede kullanilabilir. Ancak, biyolojik
miicadelede ¢evre sartlarinin da 6nemli bir faktor oldugu unutulmamalidir. Bu
caligma ile 6zellikle ¢ok sayida ornek ile galisiliyorsa zaman, emek, maliyetten
tasarruf etmek ve insan sagliginin 6nemi nedeniyle Balijja vd., (2008) yonteminin

oOnerilebilinecegi belirlenmistir.
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5. SONUC

Tirkiye’nin  Karadeniz, Marmara ve Ege Bolgesi (Aydin yoresi) kestane
alanlarindan, kestane kanseri hastaligi nedeniyle agaglarda olusan kanserli kabuk

dokularindan elde edilen izolatlar ile ¢alisilmistir.

Bu izolatlar arasindan fungusun kiiltiirel 6zelliklerine gore (beyaz-krem renkte
gelisen, diisiik sporulasyon gosteren vb.) hipoviriilent olma ihtimali olan
izolatlardan 30 tanesi se¢ilmis ve izolatlarin yapisinda dsRNA igerip igermedigi
Balijja vd. (2008) yontemi ile belirlenmistir. Bu izolatlardan sadece 25 tanesinde
dsRNA profili tespit edilmistir. Daha sonra, bu 25 izolat arasindan rastgele secilen
ve dsRNA igerdigi bilinen 6 izolat Morris ve Dodds (1979) yontemi kullanilarak
yontem dogrulanmigtir. Yapilan RT-PCR ile de dsRNA profili igeren 25 izolattan
15 tanesinin CHV-1 hipoviiriisiine ait olduklar1 belirlenmistir. Balijja vd. (2008)
yonteminin uygulanan diger yonteme gore kullanilan fungal miselyum ve
kimyasal madde miktarinin az olmasi, fenol- kloroform igcermemesi ve dsRNA
izolasyon siiresinin bir giin gibi kisa bir siirede gerceklestirilebiliyor olmasi gibi
avantajlar1 oldugu kendi laboratuarimizda yapilan ¢aligma sonucunda tespit
edilmistir. Gelecekte iilkemiz ve bolgemizde mikoviriis ¢aligsmalarinda yapilacak
olan arastirmalara yontemin kolaylik saglamasi beklenmektedir.

Balijja vd. (2008) gelistirdikleri bu izolasyon yontemini Aspergillus niger,
Cryphonectria parasitica, Gremmeniella abietina, Sphaeropsis sapinea gibi 4
farkli fungus i¢in denemisler ve basarili sonuclar elde etmislerdir. Ulkemizde
gelecekte mikoviriis alaninda yapilacak olan calismalarda bu ydntem sadece
Cryphonectria parasitica’nin hipoviriilent izolatlarinin belirlenmesinde degil
farkli funguslarda mikoviriislerin varliginin saptanmasinda da kullanilmasi

Onerilmektedir.

Mikovirtisler ile ilgili yapilan ¢aligmalar {iniversitelerde siirli kalmamakta ve
Aragtirma Enstiriilerinde de biyolojik miicadele amaciyla yiiriitilmektedir. Bu
aragtirma merkezlerinde yapilacak olan ¢aligmalarda ¢ok sayida fungal izolatin
dsRNA varliginin belirlenmesinde kullanilacak olan kimyasal madde miktarinin
azalmasi ve sonuglarin eldesi igin harcanan siirenin kisalmasi ile maliyetin
azalacag1 ve zamandan tasarruf edilecegi ongoriilmektedir. Hipoviriilent izolatlar

ile biyolojik miicadele olanaklarmin farkli fungal etmenlerde arastirilmasi igin
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yapilacak olan caligmalarda bu yontemin daha once kullanilan yontemlere gore,
dsRNA varliginin belirlenmesi i¢in harcanan siireyi azaltarak caligmalara hiz
kazandiracagi disiiniilmektedir. Bunun yani sira insan sagligina zararli olan fenol
ve kloroform gibi kimyasal maddeleri igcermemesi biiylik 6nem tasimakta olup,
cok sayida izolat ile yapilan ¢alismalarda tekrar tekrar insan saglhiginmi tehlikeye
atan kimyasal maddelere maruz kalmanin 6niine gegilmektedir.

Fungal etmenler ile miicadelede hipoviriilent izolatlarin kullanimmda bélge ile
uyumlu olan izolatlarin tercih edilmesi gerektigi ve fungal etmenin biyolojik

kontroliinde gevre sartlarinin 6nemli bir faktor oldugu unutulmamalidir.
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