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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI ULTRAVIYOLE ISIGA MARUZ KALMIS KULTURLERDE
CRYPHONECTRIA HYPHOVIRUS UN AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Asli OZCAN

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof.Dr. Segil AKILLI SIMSEK

Cryphonectria parasitica (Murill) Barr, kestane agaglarinda kabuk altinda ilerleyerek
kanserlere neden olmaktadir. Kestane kanseri ile en etkili miicadele i¢in kiiltiirel
Oonlemlerle  (mekanik Onlemler) biyolojik Onlemlerin  birlikte uygulanmasi
onerilmektedir. Biyolojik miicadele hipoviriilent strainler kullanilarak patojen fungusun
viriilensligini dusiirmeye calismaktir. Biyolojik miicadelenin basaris1 hipoviriise
baglidir. Ancak hipoviriisiin fungus i¢indeki durumunu etkileyen birgok farkli etmenin
mevcut oldugu diisliniilmektedir. Bunlardan hipoviriisiin gelisimine 1518 etkisi bu
calismanin konusunu olusturmustur. Biyolojik miicadele caligmalarinda, hipoviriis
iceren C. parasitica izolatlar1 yani hipoviriilent izolatlar kanserli kabuga uygun
yontemlerle uygulanma ile yapilmaktadir. Caligmada Avrupa uyum grubu EU-1"e giren
Sinop ilinden elde edilen hipoviriilent izolatlarla, EU-12’ye giren Makedon orjinli bir
hipovirillent ve Bursa orjinli hipoviriis aktarimi yapilmig EU-12 (BUO6) izolati
kullanilmistir. Hipoviriilent izolatlar 5 farkli 151k kombinasyonlarinda tutularak
hipoviriis gelisimi kiiltiirel 6zelliklerine gore degerlendirilmistir. Isiga tabi tiim izolatlar
Bavendamm testine de alinmistir. Farkli 1s1k boylarinin viriis gelisimini olumsuz
etkiledigi, ultraviyole 151k altinda tutulan hipoviriilent izolatlarda viriisiin gelismedigi
gorilmistir.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

DETERMINATION OF THE ACTIVITY OF CRYPHONEECTRIA HYPOVIRUS IN
DIFFERENT ULTRAVIOLET LIGHT EXPOSED CULTURES

Asli OZCAN

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK

Cryphonectria parasitica (Murill) Barr causes cankers by progressing under the bark of
sweet chestnut trees. For the most effective fight against sweet chestnut canker, it is
recommended to apply cultural measures (mechanical measures) and biological
measures together. Biological control is to try to reduce the virulence of the pathogenic
fungus by using hypovirulent strains. The success of biological control depends on the
hypovirus. However, it is thought that there are many different factors that affect the
state of the hypovirus in the fungus. The effect of light on the development of hypovirus
was the subject of this study. In biological control studies, hypovirus-containing C.
parasitica isolates, that is, hypovirulent isolates, are applied to the canckerous bark with
appropriate methods. In the study, hypovirulent isolates obtained from Sinop province,
which is included in the European compatibility group EU-1, and a hypovirulent isolate
of Macedonian origin, which entered EU-12, and EU-12 (BUQG6) isolates from Bursa
origin, which were transferred hypovirus, were used. Hypovirulent isolates were kept
under 5 different light combinations and the development of hypovirus was evaluated
according to their cultural characteristics. All isolates subjected to light were also
included in the Bavendamm test. It was observed that different light lengths adversely
affected virus development, and the virus did not develop in hypovirulent isolates kept
under ultraviolet light.

2022, 36 pages
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1.GIRIS

Kestane kanseri olarak adlandirilan hastalik, Cryphonectria parasitica adli fungus
tarafindan meydana getirilen ve kestane agaclarinda kabuk oliimlerine dolayisiyla da
agaclarin kurumalarina yol agan bir hastaliktir. Hastalik etmeni kestane agaglarinda
verim kayibimna yol agmaktadir ve bu durumdan iireticiler olumsuz etkilenmektedir.
Oysaki kestane agaci, meyvesi, odunu ve bali ile ekosistemimizin énemli bir agacidir.
Bu hastalik etmeninde meydana gelen kanserlerde zamanla iyilesmeler goriilmeye

baslanmistir.

Bu iyilesmelere C. parasitica’nin sitoplazmasinda yasayan bir hipoviriis neden
olmaktadir. Bu hipoviriis, patojenin hastalik yapma yetenegini, sporolasyonunu ve renk
pigmentlerini etkilemektedir. Patojenin sitoplazmasinda yasayan hipoviriisiin tipleri,
etkinligi gibi konular tizerine Tiirkiye’de ve diinyada bir¢ok calisma yapilmistir (Akill
et al. 2013, Cakar ve ark. 2021). Hipoviriisiin dagilimini birgok faktor etkilemektedir.
Bunlardan en Onemlisi fungusun vejetatif uyum tipleri olmasina ragmen yapilan
calismalar fungus icindeki virlisiin ¢ogalmasina ekolojik kosullarin da etki ettigini

bildirmektedir.

Tirkiye’de hipoviriilenslik Karadeniz ve Marmara Bolgesi’nde yaygin olarak
goriilmekte iken Ege Bolgesi’nde dogal olarak goriilmemektedir. Akilli ve ark. (2013)
yapmis olduklar1 hipoviriilent uygulama c¢alismalarinda da Ege Bolgesi kestane
sahalarinda hipoviriisiin yayilimmin Karadeniz ya da Marmara Bolgesi kadar hizli
olmadigimi gérmiistiir. Bu tez kestane kanseri etmeni ile galisan bir¢ok arastiricinin da
gozlemledigi hipoviriisiin gelisimi tizerine ultraviyole 1s18in olumsuz etkisi olduguna
dair yapilan yorumun bilimsel olarak agiga ¢ikarilmasi amach hazirlanmistir. Ozellikle
tizerinde durulan ise hipoviriisiin gelisimine 1518in etkisidir. Boylece ozellikle Ege
Bolgesi’ne bir¢ok yerden as1 kalemleri, fidanlar getirilmesine ragmen yapilan uygulama
sonuclarina bakildiginda dogal hipoviriislik yayillimin zayif olmasinin nedeni de

aciklanabilecektir.



Kestane kanseri ile miicadelede en etkili yontem sanitasyon Onlemleri ile birlikte
hipovirillent uygulamalarin yapildig1 biyolojik savastir. Kestane kanserlerine
tyilestirmek amagli hipoviriilent uygulamalar1 yapmanin yaninda viriisiin dogal olarakta
kestane sahalarinda hizli bir sekilde yayilmasi miicadele yontemine basar1 ve destek
acisindan 6nemlidir. Tirkiye’ de Orman Genel Midiirliigii biinyesindeki Bat1 Karadeniz
Arastirma Enstitiisii’'nde farkli bolgelerde kestane kanserlerine hipoviriilent izolatlar
uygulanarak biyolojik savas calismalar1 yiiriitiilmektedir. Bu tez verileri yapilacak
hipoviriilent uygulamalarinin yeniden planlanmasinda 1s1¢mm durumunun dikkate
alinmast ve uygulama sayismnin 1518in  etkisine gore belirlenmesi i¢in de
kullanilabilecektir. Ayrica yapilan literatiir taramasinda hipoviriilensligin yayiliminda

etkili oldugu bildirilen 151k faktorii ilk kez bilimsel olarak degerlendirilmis olacaktir.

Bu kapsamda Sinop’dan elde edilen hipoviriilent izolatlar ve ¢alismada kullanilan diger
hipoviriilent izolatlarin, ultraviyole ve yakin ultraviyole 151k altindaki gelisimleri
incelenmistir. Bu sekilde C. parasitica’nin sitoplazmasinda bulunan hipoviriisiin varlik
durumu, bu 1siklar altinda iken fungusda meydana getirdigi degisimler, Bavendamm

Testi ile arastirilmastir.



2. LITERATUR OZETi

Kestane agac1 (Castanea sativa (Mill.)), 30-35 m boylanabilen, g6giis ¢evresi 10 m
kadar ulasabilen, orta biiyiikliikkte, uzun Omiirlii (Tirkiye’de Antalya, Akseki’de
bulunan Ibradi kestaneleri su anda 600 yasina yakin (Asan ve Artar 1987)) yaprak
doken bir agactir (Avanzato 2009). Avrupa kestanesi, Kuzey Bat1 Afrika’da, Ingiltere ve
Belgika’nin bulundugu Kuzey-Bat1 Avrupa’da, Hazar Denizi’nden baslayarak Kafkaslar
ve Tiirkiye’nin bulundugu Giiney Bati Asya’da, Portekiz, Ispanya’dan baslayarak
Fransa, Italya ve Balkanlardan Yunanistan’a kadar olan tiim Giiney Avrupa’da
yayilmaktadir (Conedera et al. 2016, Barstow and Khela 2018). Avrupa'da kestane 2,5
milyon hektardan fazla bir alan1 kaplamaktadir (Conedera et al. 2004). Tiirkiye’de ise
doguda Giircistan smirindan baslayarak, Istanbul’a kadar tiim Karadeniz sahili boyunca
uzanir ve Marmara Bolgesi’'nden Bati Anadolu’ya ge¢cmektedir. Aydin, Isparta ve
Antalya illerinde lokal olarak dogal ve kiiltiirel yayilis gostermektedir (Geng ve Giiner
2000). Tirkiye’de kestane mescereleri saf ve karisik olarak toplamda 81.232 ha alanda
yayilist gostermektedir (OGM 2021).

Diinya’da kestanelerin yayilisini ve sagligini (bocek zararlari, fungal etmeler, Vvs)
etkileyen bir¢ok faktér bulunmaktadir. Literatiire gore, Kestane agaglarinin verim ve
hayatiyetini etkileyen iki oOnemli hastalik etmeninden bahsedilmektedir. Bu
hastaliklardan biri Cryphonectria parasitica (Murill) Barr. isimli fungusun neden
oldugu kestane kanseri bir digeri ise Phytophthora spp.’lerin neden oldugu kok
clirlikligii hastaligidir (Vettraino et al. 2005, Rigling and Prospero 2018, Akilli Simsek
et al. 2019). Bu hastaliklardan Cryphonectria parasitica ayni zamanda 6nemli bir
istilact tlirdiir ve istilacr tiirlerin baskist ve iklim degisikliginin orman sagligini etkileyen
en Onemli stres faktorleri arasinda oldugu one siiriilmiistiir (Trumbore et al. 2015).
Istilact bitki patojenleri, dramatik ve kalic1 ekolojik degisikliklere neden olabildikleri

i¢in orman ekosistemleri i¢in biiylik bir tehdit olusturmaktadir (Ellison et al. 2005).

Cryphonectria parasitica, Ascomycete (Diaporthales) familyasina ait bir fungustur.
Fungus ilk olarak Diaporthe parasitica Murrill. olarak tanimlandiktan daha sonra

Endothia cinsine aktarilmis (Anderson and Anderson 1912) ve son olarak 1978 yilinda



simdiki kullanilan Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr ismini almistir (Barr, 1978).
Bu patojenin ana konukc¢usu Castanea (familya Fagaceae) cinsleridir(Rigling and
Prospero 2018). Etmen fungus yara paraziti oldugu i¢in, kestane (Castanea spp.)
agaclarinda acik yaralardan giris yaparak agaci enfekte ederek kabuk disindan iglere
dogru ilerlemektedir (Jakobi 2005). Etmenin askosporlari 10 X 4 pum boyutunda
bolmede daralmis ve seffaf iki hiicreli olup peritesleri 10-20’li gruplarda bulunmaktadir.
Diiz veya hafif biikiik olan konidler seffaf 2-3 x 1 um boyutunda sarimtirak iplik¢ikler
seklindedir. Etmenin sporlart stroma icinde hem eseysiz hem de eseyli
tireyebilmektedir. Peritesler, stroma icinde belirgin bir sekilde olugmaktadir. Eseysiz

sporlar ise stroma i¢inde kadehe benzeyen genis agizli bir yapi iginde olusmaktadir

(EPPO 2005).

Patojen fungus ilk olarak 1904 yilinda New York’ta bir Zooloji Parki'nda, Amerikan
kestanesinde (Castanea dentata (Marsh.) Borkh.) rapor edilmistir. Bu tiiriin dogal
olarak bulundugu yer Cin, Japonya ve Kore’dir. Fungusun orjinini belirlemek icin
yapilan genetik analizler, etmen fungusun Amerika’ya, Japonya, Cin ve Kore'den giris
yaptigin1 gostermektedir (Dutech et al. 2012). Avrupa’da ise ilk olarak 1938 yilinda,
Italya’da goriilmiistiir (Heiniger and Rigling 1994). Tiirkiye’de ise bu etmen ilk defa
Marmara Bolgesi’nde 1967°1i yillarda kayit altina alinmistir (Coskun ve Kural 1994,
Giirer et al. 2001). Hastalik etmeni daha sonra, Delen (1979) tarafindan Zonguldak,
Kastamonu, Sinop ve Bolu’da; Coskun ve Kural (1994) tarafindna Bartin’da, Demir ve
Celiker (1996) tarafindan Manisa, Izmir, Balikesir ve Canakkale’de, Erincik et al.

(2003) tarafindan Aydin ilinde kayit altina alinmstir.

Avrupa Bitki Koruma Organizasyonu tarafindan, bu fungus A2 karantina listesine
alinmis ancak uygulanan tedbirler hastaligin yayilmasini engelleyememis ve hastalik

birgok Avrupa iilkesinde ve Tiirkiye’de yayilmistir (EPPO 2005).

Kestane kanseri etmeni bir¢ok bolgede agaclar1 6nemli 6l¢iide olumsuz etkilemistir.
Ancak daha sonra yapilan c¢aligmalarda hastaligin siddetinin azaldig1 ve agaglarda

iyilesmelerin bagladig1 tespit edilmistir. Bu sonucglardan yola c¢ikilarak iyilesme



nedenleri arastirilmis olup bu sonug C. parasitica’nin hipoviriilent strainine
baglanmistir. Hipoviriilans, Hypoviridae ailesindeki mikoviriislerin neden oldugu C.

parasitica'daki viral bir hastalig1 ifade eder (Choi and Nuss 1992).

Cryphonectria parasitica’nin hipoviriilent strainleri, fungusun birkag mikoviriis
tarafindan enfekte edilmesiyle olusmaktadir. Enfekte edilen fungusun viriilensligini bu
mikoviriis azaltmaktadir. Hypoviridae familyasinda bulunan bu viriisler dsRNA
icermektedirler. Bu viriisler konukgu hiicrenin sitoplazmasinda yasamaktadir (Choi and
Nuss 1992). Hipoviriisler, fungusda iireme kapasitesinde diisiise neden olur. Fungulari
enfekte eden bu viriisler, enfekteli olmayan diger virlislere ancak hifsel uyumluluk
(anastomosis) yoluyla gegebilmektedir (Anagnostakis 1977, Jaynes and Elliston 1980,
Griffin et al. 2004, Milgroom and Cortesi 2004, Perlerou and Diamandis 2006). Bu
virtisler Hypoviridae familyasinda, Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1), CHV2, CVH3
ve CHV4 olarak isimlendirilmektedir (Heiniger and Rigling 1994, Perlerou and
Diamandis 2006). CHV-1, Japonya, Cin ve Avrupa'da (Peever et al. 2000, Allemann et
al. 1999); CHV-2, Kuzey Amerika ve Cin'de (Hillman et al. 1992, Peever et al. 2000)
ve CHV-3, Kuzey Amerika'da rapor edilmistir (Peever et al. 2000). CHV-4, Kuzey

Amerika’nin batis1 Appalachian’da genis bir alanda yayilis gostermektedir.

En ¢ok kullanilan hipoviriis, Avrupa'da kestane yanikliginin biyolojik kontrol ajani
olarak gorev yapan Cryphonectria hypovirus 1'dir (CHV-1). CHV-1, patojen
biiylimesini ve sporlasma kapasitesini azaltarak C. parasitica'da hipoviriilent bir
fenotipi indiikler (Rigling and Prospero 2018). CHV1 etkilesimi, mikoviriisiin aracilik
ettigi basarili bir dogal biyokontrol sistemidir. Hipoviral enfeksiyon, C. parasitica’da
azalmis aseksiliel sporiilasyon, cinsel iireme ve pigmentasyonu iceren iligkili
semptomlarla birlikte hipoviriilans olarak adlandirilan bir fenomen olan konakg1
fungusun patojenik potansiyelini azaltir (Van Alfen et al. 1975, Nuss 1992). Dort CHV
tirii arasinda, CHVI, {lizerinde en ¢ok calismanin yapildig: tiirdiir ve hipoviral
enfeksiyonun tiim tipik semptomlarin1 gosterir (Hillman and Suzuki 2004, Nuss 2005).
Cryphonectria parasitica'nin CHV-1 ile enfeksiyonu, fungusu dldiirmez ancak parazitik
biiyiimesini giiglii bir sekilde azaltir, asekstiel sporiilasyonu ve pigmentasyonu azaltir

(Milgroom and Cortesi 2004). Cryphonectria hipoviriisleri CHV-2, CHV-3 ve CHV-4



taksonomik olarak CHV-1 ile iligkili olup farkli genom organizasyonlarina ve C.
parasitica tizerinde farkl etkilere sahiptir (Hillman and Suzuki 2004). CHV-2 ve CHV-
3 C. parasitica'da hipoviriilensligi saglarken, CHV-4’lin ise hioviriilenslige etkisi

bulunmamaktadir (Bryner and Rigling 2011).

Avrupa'da genetik olarak farkli birkag CHV-1 alt tipi tanimlanmigtir (Gobbin et al.
2007). Italyan alt tipi (alt tip I) en yaygin olamidir ve genellikle yiiksek dogal
hipoviriilans prevalansi ile iliskilidir. Bu alt tip Italya, Isvigre, giineydogu Fransa,
Bosna-Hersek, Hirvatistan, Slovenya, Makedonya, Yunanistan ve Tiirkiye'de baskindir
(Sotirovski et al. 2011, Krstin et al. 2008, Akilli et al. 2013). Diger CHV-1 alt tipleri
(F1, F2, D, E) Fransa (Feau et al. 2014), Ispanya (Zamora et al. 2012), Almanya (Peters
et al. 2014) ve Tiirkiye’de (Akilli et al. 2013) bulunmustur. Viris alt tiplerinden Fransiz
alttipi (F1 ve F2)’nin fungusun gelisimini 6nemli derecede azalttig1 ispatlanmis olsa da,
Italyan alt tipi (subtype I)’nin kansere kars1 daha etkili oldugu bildirilmistir (Robin et al.
2010, Rigling and Prospero 2018).

Hipoviriilenslik 1950°1i yillarda ilk kez Italya’da iyilesen kanserlere rastlanmasi ile
ortaya ¢ikmistir (Heiniger and Rigling 1994). Tirkiye’de goriilmesi ise 1968°de
hastaligin ilk kayidindan yaklasik 30 yil sonra hipoviriis varligindan bahsedilmektedir
(Robin and Heiniger 2001). Hipoviriilensligin saptanamadig iilkeler de bulunmaktadir.
Ornegin, Bulgaristan (Risteski et al. 2013), Ispanya (Zamora et al. 2012, Castano et al.
2015), Portekiz (Braganca et al. 2007), Isvicre’ nin kuzeyi (Hoegger et al. 2000),
Romanya (Adamcikova et al. 2015),) ve Tiirkiye’de ise Ege Bolgesi’dir (Erincik et al.
2011).

Hipoviriis, izolatlar arasinda hifsel kaynasma (anastomosis) yoluyla dsRNA’ y1 transfer
ederek dagilirlar (Heiniger and Ringling 1994). Bu durumda fungusun vejetatif yani,
hifsel uyumu 6nemlidir. Hifsel funguslarda fungal popiilasyon yapisini ve ¢esitliligini
tanimlamak i¢in Vejetatif uyum veya somatik uyum gibi ifadeler kullanilmaktadir.

(Glass and Kuldau 1992).

Hipoviriilent C. parastica ile enfeksiyonlu kestane agaclarinda yeni kallus dokusu



gelistigi icin kanserlerin etkinligi azalmakta ve agaglar iyilesmektedirler. Bu tip
kanserlerin goriintimleri hafif siskin ve catlakli, kahverengi kabuk olusumlari
seklindedir. Bu sekildeki kanserlere iyilesen kanserler denmektedir ve bu kanserlerin
varlif1 agaca az ya da hi¢ zarar vermemektedir (Milgroom and Cortesi 2004). Kestane
kanserine en etkili miicadele yontemi olan biyolojik miicadele uygulamalarinin basarist,
bir yerde hipoviriislerin varligina, etkinligine ve vejetatif uyum tiplerinin (Vegetative
compatibility, vc) gesitliligi hakkindaki bilgilere gore ¢cok onemlidir (Anagnostakis et
al. 1986, MacDonald and Fulbright 1991, Heiniger and Rigling 1994, Cortesi and
Milgroom 1998, Robin et al. 2010, Cakar ve ark. 2021). Hipoviriisiin dagilim yolu
hifsel uyumla oldugundan populasyondaki yiiksek vejetatif uyum tipi ¢esitliligi
biyolojik savasin basarisin1 olumsuz etkilemektedir (Anagnostakis et al. 1986, Heiniger
and Rigling 1994, Robin et al. 2000, Cortesi et al. 2001).

Avrupa’da birgok farkli iilkede hipoviriilent uygulamalarinin basarili sonuglari
goriilmiistiir. Uygulama yontemi, segilen kanserlerin etrafinin mantar delici ile delinip
disk ya da macun sekiline getirilen hipoviriilent izolatlarin agilan ¢ukurlara
yerlestirilerek sonuglarin degerlendirilmesi seklindedir. Hipoviriilent uygulamada,
ozellikle piiriizsiiz kabuklu geng kestane agaglari tizerinde daha kolay uygulanabilir ve
sonuglart daha etkilidir. Hipoviriilent uygulamasinin kanserleri tedavi edici 6zelligi olsa
da wuygulama yapilamayan kanserlerde etmenin yayilimi daima gorilmektedir
(Milgroom and Cortesi 2004). Kestane populasyonlarinda hipoviriisiin yayilimini
etkileyen vc tip disinda da bazi ana faktdrler oldugu goriilmiistiir. Oncelikle fazla
uygulama yapilmasi (Heiniger and Rigling 2009, Diamandis et al. 2014), ikinci 6nemli
faktor ise biyolojik kontrol ajani olarak segilen hipoviriisiin etkinligidir (MacDonald
and Fulbright 1991).

Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr. adli fungus kestane agaglarinda 6nemli boyutta
zarara neden oldugu i¢in hastalikla miicadele ¢alismalari 6nem kazanmistir. Tirkiye’de,
Karadeniz Bolgesi’nde hastalik etmeninin yayginligi birgok arastirict tarafindan
(Coskun et al. 1999, Giirer et al. 2001) ortaya konulmustur. Konu {izerine en giincel
caligmalardan biri olan “Karadeniz Bolgesinde Kestane Kanserinin Biyolojik

Miicadelesi Uzerinde Arastirmalar” isimli Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma



projesinde detayli olarak belirlenmistir. Orman Genel Miidiirliigii ve FAO arasinda
2008-2009 yilinda yapilan “Support to Turkish Government in development and
implementation of a Feasibility Study (FS) for management of chestnut blight in
chestnuts and other hardwoods”adli 6n projede hastaligin durumu ve yapilmasi
gerekenler hakkinda tespitler rapor edilmistir. Sonrasinda ‘TCP/TUR/615676 FAO-
Management of Chestnut Blight And Increased Capacity For Improving Forest Health
And Vitality’ isimli bir proje yapilmistir. Bu projenin sonucuna goére segilen pilot
sahalarda OGM tarafindan biyolojik miicadele ¢alismasi baslatilmistir. Celiker ve ark.
(2017) Manisa-Turgutlu-Haciisalar koyiinde EU-1 uyum tipine giren kanserlere
hipoviriilent izolat disk yontemi ile uygulamig olup kanserlerin iyilestigini ve dogal

yayiliminin basladigini ifade etmistir.

Biyolojik savas i¢in CHV-1’i basarili ve uyumlu yapan konukgu ile yani C.parasitica
ile olan uyumudur. Bu uyumda, hipoviriisiin konukgunun viriilansini, sporulasyonunu
distirtirken, konukgu ile virlisiin dagilimini da saglanmaktadir. C. parasitica da diisiik
ve yiiksek viriilansli olan CHV-1’in genomik kiyaslart ve mutasyon analizleri viral
genomdaki varyasyonlari iligkili spesifik bolgeleri agiga ¢ikarmistir (Chen and Nuss
1999, Lin et al. 2007). Hipoviriis viriilansindaki gozlenen varyasyonun viral RNA
genomunun mutasyon orani ile iliskili oldugu muhtemeldir ve bu da hipoviriisiin evrim
potansiyelinin gostergesidir. Bryner and Rigling (2011) hipoviriisiin seviyesinin sadece
konuk¢u ve viriisle iligkili olmadigin1 ayrica sicaklik gibi g¢evresel faktorlerinde

hipoviriis tizerinde etkili olabilecegini bildirmistir.

Hipoviriilent izolatlar kiiltiirel yonteme gore, laboratuvar ortaminda incelendiginde
uygun besi ortaminda virtilent izolatlar turuncu renkli koloni gelisimi gdsterirken
dsRNA viriisti ile enfekteli olanlar da ise agik renkli (beyaz-kremsi) miselyal koloni
gelisimi gozlenmis ve hipoviriisliilerin ¢ok az konidi meydana getiren gelisme
gosterdigi tespit edilmistir (Van Alfen et al. 1978, Anagnostakis and Day 1979,
Heiniger and Rigling 1994, Bissegger et al. 1997, Milgroom and Cortesi 2004).
Fenotipik Ozelliklere gore izolatlarin viriilenslerinin belirlenmesi her zaman pratik
olmayabilir, normal goriintiglii turuncu renkli kiiltiirlerin de hipoviriilent olabilecegi, bu

nedenle hipoviriilenslige yol acan dsRNA’nin her zaman anormal goriiniglii kiltiir



olusturmayacagi da belirtilmistir (Fulbright 1984, Chung et al. 1994). Bu da turuncu
renkte gelisen kiiltiirlerde de hipoviriilentlerin bulunabilecegini gostermektedir. Beyaz
renkte gelisen kiiltiirlerdeki renk degisiminin hipoviriislerin enfeksiyonu ile meydana
geldigi birgok arastirici tarafindan ileri siirtilmiistiir. Hipoviriilenslige neden olan bir
virlis olduguna gore, turuncu renkli gelisen izolatlarda da diisiik oranlarda hipoviriis
enfeksiyonu olabilir. Ornegin, Van Alfen et al. (1978)’de Bonifacio ve Turchetti’nin
kiiltiir rengi turuncu olan Italyan-hipoviriilent izolat bulduklarmni bildirmistir. Ayrica
arastiricilar laboratuvar kosullarinda gelistirilen ve beyaz renk olusturan kiiltiirlerin
cogunlukla hipoviriilent izolatlar oldugu goriisiindedirler. Fakat inkiibasyon kosullari
degisirse, mesela kuvvetli giin 15181 veya yakin ultraviyole 1sik altinda inkiibasyona
alinan kiiltiirlerde hipoviriilent izolatlar bu 6zelliklerini kaybederek, sonucunda turuncu
renkli gelisme gosterecektir. Hipoviriilensin, fungal etmenin Sikloheksimid igeren
ortamlarda gelistirilmesi ile yok oldugu, yine bazi hipoviriilent izolatlarin tek spor
kiiltiirlerinin dsRNA igermedigi dolayisiyla turuncu renkte gelistigi ve patojen oldugu
tespit edilmistir (Fulbright 1984). Van Alfen et al. (1978) ise ultraviyole 1s18a tutulan
izolatlarin hipoviriilent 06zelligini kaybettigini belirlemislerdir (Akilli 2008). Bu
literatiirleri Bryner ve Rigling (2011)’in de yapmis oldugu arastirmada cevresel
faktorlerin hipoviriilenslik tizerinde etkili oldugunu belirterek desteklemistir. Bu amagla
hipoviriisiin dogal sekilde yayilimini etkiledigi diisiiniilen etkenlerden 1s1k faktortii
degerlendirilecektir. Bu ilgili kamu ve 6zel kurumlarla, bilim insanlar1 ve iireticiler i¢in

yeni bir bilgi olacaktir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1 Orneklerin Toplanmasi

29 Ekim 2021 tarihinde Sinop Orman Bolge Miidiirliigii Sinop Orman Isletme
Miidiirliigii Erfelek Orman isletme Sefligi simirlar1 igerisinde, hipoviriilent izolat elde
etmek amaciyla saf kestane mescerelerinde yer alan iyilesmis kanserlerden 40 6rnek
almmustir. Iyilesmis kanserlerden &rnek alimi steril 1 cm capli mantar deliciler (cork
borer) kullanilarak agaca en az zarar verecek sekilde, saglam doku ile kanserin birlestigi
yerden kambiyum dokusunuda igererek kanserin iki ucu ve ortasi olmak {iizere 3
yerinden kabuk ornegi alinmistir (Sekil 3.1). Alinan 6rneklere ait bilgiler kayit altina

aliarak havlu kagitlara sarili olarak farkli posetlere yerlestirilmistir.

| —
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Sekil 3.1 Erfelek Orman Isletme Sefligi sinirlarindaki iyilesmis kanserlerden &rnek
alinmasi
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3.2 Hipoviriilent izolatlarin Gelistirilmesi

Iyilesmis kanserlerden alman kabuk parcalar1 énce %]1°lik sodyum hipoklorit iceren
beherde 3 dk tutulup, steril kurutma kagidinda kurutulmustur (Sekil 3.2). Bu
pargalardan alinan 2-3 mm biiyiikliigiinde pargalar PDA (PDA 40g, saf su 1000 ml) besi
ortami igeren petrilere yerlestirilmis ve 24-25 °C sicaklikta, yedi giin karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen C. parasitica izolatlari, PDAmb (PDA 40g,
methionin 100mg, biotin 1mg, saf su 1000 ml) besi ortaminda tek spor izolatlar1 elde
edilmis yedi giin karanlik ardindan bes giin 1s18inda birakilmis olup daha sonra saf

izolatlar egik agarda + 4 °C’ de buzdolabinda saklanmustir.

MH/W 10:30

Sekil 3.2 Iyilesmis kanserlerden alinan kabuk érneklerinin izolasyon igin hazirlanmasi

3.3 Tester izolatlarin Temini

Tiirkiye’de varligi bilinen Avrupa uyum tiplerinden EU-1, EU-12’nin tester izolatlari
Prof. Dr. Secil AKILLI SIMSEK in laboratuvarindan temin edilmistir.

3.4 Uyum Tiplerinin Tespiti

Izole edilen C. parasitica izolatlarmin vejetatif uyum tipleri tespiti yapilmistir. Bu
amagla izolatlarin PDAmb kiiltiirlerinden steril igne ile sporulasyon yapan kisimdan bir

disk alinarak, yine PDAmb ortaminda 2 mm araliklarla 6ncelikle Karadeniz Bolgesi’nde
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tespit edilen uyum tipleri ile eslestirilerek (eger uyumlu olmazsa diger tester Avrupa
uyum tipleri ile eslestirilmek iizere) yapilmistir. Kiiltiirler yedi giin karanlik bir ortamda,
yedi giin de giin 15181nda tutulmustur. Eslestirilen diskler arasinda kuvvetli baraj zonlar1
ve sporulasyon zonlar1 olusturanlar ya da sporulasyon olusturdan baraj zonlari
olusturanlar uyumsuz, baraj zonlar1 olusturmayanlar ise uyumlu olarak
degerlendirilmistir (Sekil 3.3) (Anagnostakis et al. 1986, Bissegger et al. 1997).
Vejatatif uyum grubu c¢alismalart iKi tekrarl olarak yapilmistir.

Sekil 3.3 SI-23 izolatinin EU-1 uyum tipi ile aralarinda olusturduklari baraj zonlardan
gorinim

3.5 Kullamilacak Hipoviriilent izolatlarin Secimi

Calismada iki farkli Avrupa uyum tipine giren hipoviriilent izolatlar kullanilmistir.
Sinop Orman Bolge Miidiirliigii kestane sahalarindan elde edilen EU-1 vejetatif uyum
tipinde Si-05, Si-21 ve Si-23 olmak iizere 3 izolat kullanilmistir. EU-12 uyum tipinde
ise Makedon orjinli M7060 (Swiss Federal Institute for Forest, Snow and Landscape
Research WSL (isvicre Ormancilik, Kar ve Peyzaj Arastima Enstitiisii)) izolat: ile Bursa

orjinli virlis aktarimi1 yapilan hipovirulent EU-12 izolati (Deniz Cakar doktora

12



calismasindan) kullanilmistir. Secilen hipoviriilentlerden 2 tanesinin farkli arastiricilar

tarafindan molekiiler yontemlerle hipoviriis igerdigi saptanmuistir.

3.6 Fenol oksidaz Enzim Aktivitesi (Bavendamm Testi)

Calismada kullanmilacak 5 izolat (Si-05, SI-21, Si23, M7060 ve hipovirulent EU-12
(BUO6 hipovirulent izolatindan virus aktarimi yapildi)) Bavendamm testine tabi
tutulmustur. Bu test Rigling et al. (1989)’in yontemi kullanilarak hazirlanmistir.
Bavendamm ortam1 (5 g Tannic asit, 15 g Malt ekstract, 20 g agar, 1000 ml saf su)
hazirlamak i¢in 6nce malt extract agar hazirlanmis pH’ s1 NaOH ile 4,5 a ayarlanmig
olup, ayr1 bir kapta tannik asit ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Tiim karisimlar ayr1 ayri otoklav
edilerek, petri kaplarina dokiilmistir. PDAmb’de gelistirilen C. parasitica
izolatlarindan 5 mm ¢aplh diskler alinarak bu ortama yerlestirilmistir. Tiim petriler 20 °C
karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Dort giin sonra izolatlarda koloninin olusturdugu
kuvvetli renk reaksiyonu gosterenlere viriilent, zayif bir renk reaksiyonu ya da renk
reaksiyonu gostermeyenler hipoviriilent strainler denilerek degerlendirilmistir (Sekil
3.4).

Sekil 3.4 Bavendamm testinde viriilent (koyu renkte) ve hipoviriilent (acik renkte)
izolatlarin gelisimi
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3.7 Hipoviriilent Izolatlarin Ultraviyole Isik Altinda Tutulmalari

Saflastirilan izolatlar yedi giin karanlikta inkiibasyona tabi tutulduktan sonra bu izolatlar
22-23°C de li¢ farkli kombinasyonda yakin ultraviyole 151k (NUV), ultraviyole 151k (UV)
ve beyaz giin 15181 florasan lambalar kullanilarak, i1siklara maruz birakilmis olup,
yapilan (Cizelge 3.1, Kod B) 1. kontrol yontemi klasik yontemle bu drnekler 7 giinde
karanlikta devaminda ise bes giin laboratuvarda yaygin 1sikta bekletilmistir. 2. kontrol

de ise 6rnekler 12 giin karanlikta bekletilmistir (Cizelge 3.1, Kod A).

Her bir izolat i¢in ¢aligmalar bes tekerriirlii yapilmistir. Bes farkli inkiibasyon kosulu
oldugundan 25 adet ekim yapilmigtir (5 tekerriir x 5 farkli inkiibasyon kosulu).
Petrilerin esit miktarda 151k kombinasyonunu alabilmesi i¢in uygun bir tasarim
hazirlanmistir (Sekil 3.5). Yakin ultraviyole 151tk (NUV), ultraviyole 151tk (UV)
kombinasyonlar1 i¢in hazirlanan kabinde, i1siklarin kiiltiir yiizeyine uzakligi 45 cm
olarak ayarlanmistir. Kiiltiirler 7 giin karanlikta inkiibasyonu sonrasi, NUV ve UV 1s1k
denemelerinde kiltiirler 5 giin 24 saat boyunca isiga maruz birakilmistir. Klasik
yontemde ise bu ornekler yaygin 1sikta 12 saat 151k +12 saat karanlik seklinde 5 giin

tutulmustur.

Sekil 3.5 Hipoviriilent izolatlarin yakin ultraviyole 1s1k (NUV) ve ultraviyole 1s1k (UV)
altindaki goriiniimleri
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Cizelge 3.1 Hipoviriilent izolatlara uygulanan farkli 151k kombinasyonlarinin kodlari

Cahismada Kullanilan Aciklama
Kodlama Harfi

A 7 glin karanlikta + 5 giin Karanlikta inkiibasyon

B 7 giin karanlikta + 5 giin laboratuvarda yaygin 1sikta (330 liiks)
inkiibasyon

C 7 giin karanlikta +5 giin 1s1kta (2 NUV (yaklagik 300nm)+ 1
Beyaz 151k altinda inkiibasyon)

D 7 giin karanlik +5 giin 1g1kta (1 NUV (yaklasik 300nm)+ 1 Beyaz
151k altinda inkiibasyon)

E 7 giin karanlik +5 giin 1s1kta (tek ultraviyole (260 nm) 151k altinda
inkiibasyon)

Kullanilan 1siklar hakkinda bilgi asagida verilmistir.
Yakin_ultraviyole 1sik (NUV) dalga boyu 400 nm (320-400 nm) (Sylvania F 40 W

368)=goriilemeyen giin 15151=UVA.
Ultraviyole 1s1k (UV) 260 nm (Osram 36W UVC (253,7 nm)=UVC.
Bevaz giin 15181 florasan lambalari 800 151k tayfi tizeri (Philips TLD 36-40 W 865))=

goriilebilen giin 15181.

3.8 Farkh Isik Altinda Inkiibasyona Birakilan izolatlar icin Fenol oksidaz
Enzim Aktivitesi (Bavendamm Testi)

Farkli 1siklar altinda bekletilen toplamda 125 C. parasitica izolat1 (5 farkli izolat*
Stekerriir* 5 farkli inkiibasyon kosulu) inkiibasyonun 5. giiniinde 3.5 Fenol oksidaz
enzim aktivitesi (Bavendamm Testi) basliginda belirtildigi gibi teste tabi tutulmustur.

Bu teste Avrupa uyum grubu EU-12 pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 [lyilesmis Kanserlerden Elde Edilen Funguslar ve Cryphonectria

parasitica’nmin Uyum Tipleri

Kirk adet kabuk orneginden 35 adet C. parasitica, 5 adet Diplodina castanea,
Pestalotiopsis gibi funguslar tespit edilmistir. Elde edilen 35 adet C. parasitica
izolatinin uyum tipi (vc) ¢alismalart yapilmis olup, Tiirkiye’de en ¢ok bulunan EU-1
ve EU-12 Avrupa uyum gruplartyla eslestirilmis ve 33 adet EU-1 uyum tipi tespit
edilmis, 2 izolatin ise uyum tipi tespit edilememistir. 40 adet kabuktan 35 adet C.
parasitica izolat1 elde edilmistir. Bunlarin 25 tanesi kiiltiirde beyaz renk gelisimi

gostererek hipoviriilent olarak ayrilmistir.

4.2 Farkh Isik Altinda Inkiibasyona Birakilan Izolatlar icin Fenol oksidaz

Enzim Aktivitesi (Bavendamm Testi) Degerlendirilmesi

Yirmibes C. parasitica izolati Fenol oksidaz enzim aktivitesi testine tabi tutulmustur.
Yedi giin karanlikta inkiibasyona tutulup +5 giin 15181inda bekletilmistir. Sonuglara
gore tim izolatlar Bavendamm ortaminda renk reaksiyonu gostermeyen koloniler
olusturmustur. Isik denemesinde kullanilmak tizere iyi koloni gelisimi gosteren ve

spor veren izolatlar arasindan hipoviriilent izolat secilmistir.

Hipoviriilent izolatlardan hepsi EU-1 uyum tipinde oldugu i¢in EU-12 uyum tipinden
hipoviriilent izolat arastiricilarca g¢alismalarinda daha once kullanilan yurt disindan
temin edilen M7060 ve Bursa orjinli (BU-06) hipoviriilent bir izolattan doniistiiriilen
EU-12 (BU-06) izolatlar: kullanilmistir.

Bes hipoviriilent izolatla 5 tekerriirlii olarak yapilan farkli 151k tiplerinde hipoviriislerin
fungus igindeki gelisimini incelemek i¢in deneme kurulmustur. Isik altinda kiltiirlerin
tutulmasindan sonra renk ayrimina bakilmaksizin her bir izolat tekererriiriinden (Si-05,

Si-21, Si-23, M7060 ve EU-12 (BU-06)) fungus diskleri alinarak 2 tekrarli olacak

16



sekilde Bavendamm testine tabi tutulmustur. Boylece her bir hipoviriilent izolat farkli

151k kombinasyonlarinda 10 kez hipoviriilenslik degerlendirmesi igin test edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonundaki kontrollerde 12 giin karanlikta inkiibasyon (Kod A) edilen
kiltlirlerin sonuglart uyumluluk géstermistir. A kosulunda izolatlar beyaz renkli gelisim
gostermis olup, Bavendamm test sonuglarina gore de hipoviriilent izolat olarak
degerlendirilmistir. 7 giin karanlik + 5 giin laboratuvar yaygin 1s1ginda inkiibasyon (Kod
B) edilen kiiltiirler kendi arasinda kiyaslandiginda, hipoviriilent izolatlarda hipoviriisiin
gelisimi agisindan farkli sonuglar vermistir. Yani hipoviriilent izolat gelistirmek igin
istenen standart yontem olarak bilinen (7 giin karanlik+ 5 giin yaygin 1sikta) bu
inkiibasyon kosulunda,

bazi izolatlarin kiiltiir rengi ile Bavendamm test sonuglari

uyusmus, bazi izolatlarda ise uyumluluk géstermemistir (Cizelge 4.1, EK 1ve Ek 2).

Cizelge 4.1 KOD A (karanlik) ve KOD B (normal gelisim 15181) inkiibasyon kosullar1
altinda hipovirtislii C. parasitica izolatlarimin farkli kombinasyonlarinin

geligimi
A inkiibasyon kosullar1 altinda B inkiibasyon kosulllar1 altinda
Izolat Kiiltiir rengi Kiiltiir rengi
Adi . — Kuvvetli Reaksiyon — — Kuvvetli Reaksiyon
B T yok B T yok

Si-05 10 - - 10 10 - - 10

Si-21 10 - - 10 9 1 1 9

Si-23 10 - - 10 7 3 3 7
EU-12 10 - - 10 10 - - 10
(BUO6)
M7060 10 - - 10 4 6 6 4
EU-12 - 10 10 - 10 - 10 -

B* Beyaz kiiltiir
T**Turuncu kiiltiir
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Sekil 4.1 Farkli 151k kosullarinda gelisen M7060 Makedon izolatinin Bavendamm
testinde virtilent (koyu renkte) ve hipoviriilent (agik renkte) izolatlarin
gosterdigi renk reaksiyonu

C ve D inkiibasyon kosullarina bakildiginda Bavendamm testi ve kiiltiir rengi
arasinda bir farklihk goriilmemistir. Ancak 1siklarin  6zelliklerinden dolay1
hipoviriisiin bazi izolatlarda gelisiminin virulent olarak degerlendirilmesine neden
olmustur. C inkubasyon kosulunda, hipoviriilent izolatlarin fenotipik olarak
degerlendirildiginde, bazi izolatlar beyaz renkten turuncu renge doniisiim gosterip,
ayni zamanda Bavendamm test sonuclarma gore de virillent olarak
degerlendirilmistir. Bazi izolatlar ise hem fenotipik hem de Bavendamm test
sonuglarma gore hipovirlilent olarak degerlendirilmistir. Beyaz renkli olan
hipoviriilent izolatlarin 151k altinda 3. giinden itibaren renklerinin turunculastigi ve
slire sonunda tamamen turuncu olan izolatlarin Bavendamm testinde de kuvvetli
reaksiyon verdigi tespit edilmistir. D inkubasyon kosulunda 1 NUV+ 1 beyaz 151k

kosullarinda ise kiiltiirel gelisimlerinde degisimler goriilmiistiir. Ornegin Si-23 beyaz
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renkli iken 10 ayr1 petride gelisen izolatin 9 tanesi turuncuya doniigsmiis ve kiiltiirlerin
u¢ kisimlarindan alinan pargalar Bavendamm testinde de kuvvetli reaksiyon
vermistir. Yani Si-23 de hipoviriisin varhig 1siktan etkilenmis gdriinmektedir

(Cizelge 4.2, Ek 3 ve Ek 4).

Cizelge 4.2 KOD C ve KOD D inkiibasyon kosullar1 altinda hipoviriislii C. parasitica
izolatlarinin farkli kombinasyonlarinin gelisimi

C inkiibasyon kosulllar1 altinda D inkiibasyon kosulllar1 altinda
: 2NUV+1beyaz INUV+1 beyaz
1zolat —— - — -
Kiiltiir rengi Kiiltiir rengi
Adi — — Kuvvetli | Reaksiyon — — Kuvvetli | Reaksiyon
B T yok B T yok
Si-05 8 2 2 8 10 - - 10
Si-21 - 10 10 - 6 4 4 6
Si-23 - 10 10 - 1 9 9 1
EU-12 10 - = 10 10 - - 10
(BUOG)
M7060 - 10 10 - - 10 10 -
EU-12 - 10 10 - = 10 10 -
B* Beyaz kiiltiir

T**Turuncu kiltir

Kod E inkiibasyon kosulunda ise tiim beyaz renkli gelisen ve hipoviriilent oldugu

bilenen izolatlar 1518a alindiginda 2. giinden itibaren turuncu renge donmiistiir.
Izolatlarn u¢ kisimlarindan alman parcalar Bavendamm testine tabi tutulmustur.
Turuncu renkte gelisim gdsteren bazi izolatlar ise Bavendamm testinde viriilent kontrol
izolat1 ile kiyaslandiginda daha zayif bir reaksiyon vermistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.2 ve
Ek 5)
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Sekil 4.2 7 giin karanlik +5 giin tek ultraviyole (260 nm) 1s1k altinda (KOD E) gelisen
hipoviriilent kiiltiirler

Cizelge 4.3 KOD E (Tek ultraviyole) inkiibasyon kosullar1 altinda hipoviriislii C.
parasitica izolatlarinin farkli kombinasyonlarinin gelisimi

E inkiibasyon kosulllar1 altinda
Izolat Adi Inkiibasyon sonrast
kiiltiirdeki gelisim rengi Kuvvetli Reaksiyon yok
B T

Si-05 - 10 8 2
Si-21 - 10 10 -
Si-23 - 10 10 -
EU-12 (BUO6) - 10 3 7
M7060 - 10 10 -
EU-12 - 10 10 -
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5. TARTISMA VE SONUC

Kestane agacinin ekolojik olarak kendisi i¢in uygun iklim sartlarinda yetistirildiginde
bile C.parasitica adli fungusun hastalik olusturdugu bilinmektedir ve bu fungus hizla
yayilarak  kestanenin oldugu her yerde gOriilmiistiir. Yapilan ¢alismalar
incelendiginde fungusun hizli yayilimina karsi hipoviriisiiniin ayn1 hizda yayilmadig
hatta bazi alanlarda hi¢ olmadigi goriilmiistiir. Bunun da en biiyiik nedeni, vejetatif
uyum tipleri olarak distliniilmektedir. Ancak bazi yerlerde dogal olarak goriilen
hipoviriilensligin hi¢ olmamasi dikkat ¢ekici bir durum olmustur. Birgok arastirici bu
durumu ¢evre faktorleri 6zellikle de 1s1k faktoriine baglamistir. Bu nedenle farkli
dalga boylarindaki 15181n, hipoviriisiin gelisimine yani fungusun kiltiirel ve

morfolojik etkilerine bakilmustir.

Viriislerin gelismeleri tizerine UV ve violet 1518 etkisi, 6zellikle saglik alaninda
yapilan c¢aligmalardan bilinmektedir. Calisma sonuglarinda NUV‘ye tabi tutulan
hipoviriislii izolatlarda viriis gelisiminin azaldigi ya da yok olmaya basladigi

gOriilmiistiir.

Bu ¢aligmada, mikroorganizma ekimi yapilmis kat1 besiyeri yiizeyine dogrudan UV
151k uygulamast yapilmistir. Uygulanan 151k dozu hesaplanirken, havanin etkisi
haricinde (hava %99.8 gegirgenlige sahiptir) baska bir etki dikkate alinmamustir.
Gabriel et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada 1s1k ile inaktif edilmek istenilen
mikroorganizma arasindaki maddelerin yogunlugunun UV’nin etkinligini yliksek
miktarda etkiledigini belirtmislerdir. Bu c¢alismada herhangi absorbans madde
olmadigr mikroorganizmalarin UV yOntemiyle inaktivasyonu ic¢in gerekli doz

miktarmin gergek degerini verdigi diisiiniilmektedir.

Farkl1 151k boylar da viriis gelisimini olumsuz etkilerken, ultraviyole 151k altinda tutulan
hipoviriilent izolatlarda virlisiin gelismedigi goriilmistiir. Ayrica kiiltiirel olarak
degerlendirildiginde hipoviriilent oldugu diisiiniilen bir izolatin Bavendamm testinde
koyu renk reaksiyon vermesi viriis icermedigi anlamina gelmemektedir (Akilli et al.

2013) Bu viriis miktarinin az olabilecegi seklinde de degerlendirilebilir. Hipoviriisiin
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dagilimini bir¢ok faktdr etkilemektedir. Bunlardan en 6nemlisi fungusun vejetatif uyum
tipleri olmasina ragmen yapilan calismalar fungus igindeki virlisiin ¢ogalmasina
ekolojik kosullarm da etki ettigini bildirmektedir. Onceki c¢alismalarda 15181
hipoviriisiin  gelisiminde etkili oldugu gozlemlenmistir. Arastiricilarin = 6nceden
gerceklestirilen hipoviriilent uygulama ¢alismalarinda da Ege Bolgesi kestane
sahalarinda hipoviriisiin yayilimmin Karadeniz ya da Marmara Bolgesi kadar hizli
olmadig1 goriilmiistir (Akilli et al. 2019). Bu sebeple, bu konuda c¢alisan bir¢ok
arastiricinin hipoviriisiin gelisimi tizerine ultraviyole 1s5181n olumsuz etkisi olduguna dair

yaptig1 yorum, bilimsel olarak ortaya konmustur.
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EKLER

EK.1 A inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

EK 2. B inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

EK 3. C inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

EK 4. D inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

EK 5. E inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi
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EK.1 A inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

Inkiibasyon Kosullart A*
Tekerriir 1¥* Tekerriir 2 Tekerriir 3 Tekerriir 4 Tekerriir 5
Izolat Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm
Adi Testi Testi Testi Testi Testi
1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
Si-05 HV*** HV HV HV HV HV | HV HV HV HV
Si-21 HV HV HV HV HV HV | HV HV HV HV
Si-23 HV HV HV HV HV HV | HV HV HV HV
EU-12 HV HV HV HV HV HV | HV HV HV HV
(BUO06)
M7060 HV HV HV HV HV HV HV HV HV HV

*7 giin karanlik + 5 giin Karanlikta inkiibasyon ( Kod A) (Kontrol)
**Tekerriir 1: 1. Bavendamm petrisi
***HV: Bavendamm testinde zayif reaksiyon veren

31




EK 2. B inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

izolat Inkiibasyon Kosullar1 B*
Adi Tekerriir 1** Tekerriir 2 Tekerriir 3 Tekerriir 4 Tekerriir 5
Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm
Testi Testi Testi Testi Testi
1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
Si-05 HV HV HV HV HV HV HV HV HV HV
Si-21 HV HV HV HV HV HV HV HV HV \Y
Si-23 \V HV HV HV HV HV HV HV \V \Y
EU-12 HV HV HV HV HV HV HV HV HV HV
(BUO06)
M7060 HV HV \V \Y \Y Vv \Y Vv HV HV

*7 giin karanlik + 5 giin laboratuvar giin 1s181inda inkiibasyon ( Kod B) (Kontrol)
7 giin karanlik + 5 giin Karanlikta inkiibasyon ( Kod A) (Kontrol)
**Tekerriir 1: 1. Bavendamm petrisi
***HV: Bavendamm testinde zayif reaksiyon veren

**** V. Bavendamm testinde kuvvetli reaksiyon veren
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EK 3. C inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

Inkiibasyon Kosullar1 C*
Izolat Tekerriir 1** Tekerriir 2 Tekerriir 3 Tekerriir 4 Tekerriir 5
Adi Bavendamm Testi Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm
Testi Testi Testi Testi
1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
Si-05 HV HV \% HV HV \% HV HV HV HV
Si-21 \% \% \% \% \% \% Vv \% \% \%
Si-23 \% \% \% \% \% \% Vv \% \% \%
EU-12 HV HV HV HV \% HV HV HV HV HV
(BUO6)
M7060 \Y% \Y% \Y% Vv \Y% \Y% Vv \Y \Y Vv
*7 giin karanlik +5 giin 2 NUV (yaklagik 300nm)+ 1 Beyaz 151k altinda inkiibasyon
(Kod C)
**Tekerriir 1: 1. Bavendamm petrisi
***HV: Bavendamm testinde zayif reaksiyon veren
i V: Bavendamm testinde kuvvetli reaksiyon veren
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EK 4. D inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

Inkiibasyon Kosullar1 D*
izolat Tekerriir 1** Tekerriir 2 Tekerriir 3 Tekerriir 4 Tekerriir 5
Adi Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm
Testi Testi Testi Testi Testi
1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
S1-05 HV HV HV HV HV HV HV HV HV HV
Si-21 HV HV \Y/ \Y/ \Y/ \Y/ HV HV HV HV
Si-23 \Y/ \Y/ Vv \Y/ \Y/ \Y/ \V \V HV vV
EU-12 HV HV HV HV HV HV HV HV HV HV
(BUO6)
M7060 Vv Vv Vv Vv Vv Vv V V Vv Vv

*7 giin karanlik +5 giin 1 NUV (yaklagik 300nm)—+ 1 Beyaz 151k altinda inkiibasyon

(Kod D)

**Tekerriir 1: 1. Bavendamm petrisi

***HV: Bavendamm testinde zayif reaksiyon veren
**** V. Bavendamm testinde kuvvetli reaksiyon veren
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EK 5. E inkiibasyon kosulllar1 altinda inkiibasyona birakilan hipoviriilent izolatlarin
Bavendamm test degerlendirilmesi

Inkiibasyon Kosullar1 E*

izolat Tekerriir 1** Tekerrir 2 Tekerriir 3 Tekerriir 4 Tekerrir 5
Adi Bavendamm Testi Bavendamm Bavendamm Bavendamm Bavendamm
Testi Testi Testi Testi
1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2.
Si-05 \Y/ \Y/ HV HV \Y/ \Y/ \V \V V vV
Si-21 HV \Y/ HV \Y/ HV HV \V HV V HV
Si-23 \Y/ \Y/ \Y/ \Y/ \Y/ \Y/ \V \V V vV
EU-12 \V \V \V HV \V HV vV vV \Y/ HV
(BUO6)
M7060 Vv Vv Vv Vv Vv Vv V V Vv Vv

*7 giin karanlik +5 giin tek ultraviyole (260 nm) 151k altinda inkiibasyon ( Kod E)
**Tekerrlir 1: 1. Bavendam petrisi
***HV: Bavendamm testinde zayif reaksiyon veren, viriilent kontrol izolatina gore

zay1f reaksiyon verdigi i¢in HV olarak degerlendirilmistir.

**** V. Bavendamm testinde kuvvetli reaksiyon veren
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