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OZET

Humik Ve Fulvik Asitin Cryphonectria Parasitica Uzerinde
Hipoviriilans Olusumuna Etkisinin Lakkaz Enzimi

Kullanilarak Arastirilmasi

Irem ARSLAN

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Semiha ERISEN

Cryphonectria parasitica, Latincesi Castanea olan kestane agaclarinda kestane dal
kanserine neden olan bir mantardir. Pozitif cift sarmalli RNA (dsRNA) viriisii ile
enfekte olan hipoviriilent C. parasitica susu, hastaligin biyolojik kontrolii olarak
Avrupa tilkelerinde siklikla kullanilmaktadir. dsRNA'nin varligt mantar
sporiilasyonunu azaltmakta ve aseksiiel iiremeyi engellemekte; boylece hastaligin
yayllmasini onlemektedir. Kestane dal kanseri etkeni olan viriilent izolat,
hipoviriilent izolatla birlikte kiltirlendiginde hipoviriilans  gelistirdigi
bilinmektedir. Lakkaz, mantarlarda lignin yikimi, pigment sentezi ve morfogenez
gibi bircok stirecte gorev yapan bir enzimdir. C. parasiticanin patojenitesi lakkaz ile
baglantilidir. C. parasiticada hipovirtilans gelismesi lakkaz aktivitesinde azalmaya

neden olur.

Bu calismada, topraktaki fulvik ve humik asit konsantrasyonlarinin C. parasiticada

hipoviriilans gelisimine etkisinin arastirilmas1 amaclanmistir. Bu amacla viriilent ve
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hipoviriilent C. parasitica suslar1 PDA ortamina inokiile edildi ve karanlikta 7 giin
24 + 2°C'de inkiibe edildi. Suslar Bavendamm testi yapilarak degerlendirildi.
Suslar, hipoviriilent susun viriilent susun transformasyonu {iizerindeki etkisi ile
fulvik ve humik asidin bu transformasyon {iizerindeki etkisini incelemek icin farkl
konsantrasyonlarda fulvik asit ile fulvik + humik iceren selofanli PDA ortaminda
ekildi. 14 giinliikk inkiibasyondan sonra toplanan oOrneklerden RNA ve protein
izolasyonlar1 yapilmistir. Izole edilen total RNA, lakkaz spesifik oligoniikleotidler
kullanilarak kurulan real time PCR ile transkrpsiyon diizeyindeki farkliliklar1 nicel
olarak analiz edildi. Enzim aktivitesi ise total ham 6ziitteki lakkaz enzimin aktivitesi

Olctilerek degerlendirildi.

Sonuglar, fulvik ve humik asit iceren PDA besiyerlerinde hipoviriilent izolat ile
birlikte kiiltiire edilen viriilent izolatlarin hipoviriilans 6zellik kazandigi ve C.
parasitica'nin viriilent suslarinin her zaman hem hipoviriilent izolattan hem de
hipoviriilente doniisiimii saglanmis izolatlardan daha fazla lakkaz {rettigini
gostermektedir. Ayrica 75 ppm’lik fulvik asit varliginda lacl gen
transkripsiyonunun diismesi aymi zamanda lakkaz enzim aktivitesinindeki
azalmaninda gozlenmis olmasi ve bunun morfolojik bulgularla desteklemesi ile
hipoviriilans 6zelligin kazanilmasinda 75 ppm’lik fulvik asit varliginin 6nemli

olabilecegini diistindirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kestane dal kanseri, Cryphonectria parasitica, Hipoviriilanslik,

Humik asit, Fulvik asit, Lakkaz

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of The Effect of Humic And Fulvic Acid on
Hypovirulence Formation on Cryphonectria Parasitica by

Using Laccase Enzyme

Irem ARSLAN

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Semiha ERISEN

Cryphonectria parasitica is a fungus that cause chestnut blight in chestnut trees
(Castanea). The hypovirulent strain of C. parasitica, infected with positive double-
stranded RNA (dsRNA) virus, is frequently used in European countries as a
biological control of the disease. The presence of dsRNA reduces fungal
sporulation, prevents asexual reproduction, thus prevents the spread of the
disease. The virulent C. parasitica, the agent of chestnut blight, can develop
hypovirulence when co-cultured with hypovirulent C. parasitica. Laccase is an
enzyme involved in many processes such as lignin degradation, pigment synthesis,
and morphogenesis in fungi. The pathogenicity of C. parasiticais linked to laccase.
The development of hypovirulence in C. parasitica causes a decrease in laccase

enzyme activity.

In this study, aimed to investigate the effect of fulvic and humic acid

concentrations in the soil on the development of hypovirulence in C. parasitica,
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For this purpose, virulent and hypovirulent C. parasitica strains were inoculated
into PDA medium and incubated at 24 = 2°C for 7 days in the dark. The strains
were evaluated by the Bavendamm test. The strains were inoculated on cellophane
PDA media containing different concentrations of fulvic acid and fulvic+humic
acid to examine the effect of the hypovirulent strain on transformation the virulent
strain and the effect of fulvic and humic acid on this transformation. After 14 days
of incubation, RNA isolation and protein extraction were made from collected
samples. The isolatedtotal RNA was quantitatively analyzed for differences in
transcription level by real time PCR using laccase specific oligonucleotides.
Enzyme activity was evaluated by measuring the laccase enzyme in the total crude

extract.

The results showed that virulent isolates co-cultured with hypovirulent isolate on
PDA media containing fulvic and humic acid acquired hypovirulence and that
virulent strains of C. parasitica always produced more laccase than both
hypovirulent isolates and transformed isolates. In addition, the decrease in lacl
gene transcription in the presence of 75 ppm fulvic acid and the decrease in
laccase enzyme activity in the presence of 75 ppm fulvic acid, supported by
morphological findings. Those results sugges that the presence of 75 ppm fulvic

acid may be important in the acquisition of hypovirulence.

Keywords: Chestnut blight, Cryphonectria parasitica, Hypovirulence, Humic acid,

Fulvic acid, Laccase

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Mantarlar diger bir ismiyle funguslar, bitkilerde hastalik olusumuna neden
olabilen ipliksi yapidaki canlilardir. Insanlar, hayvanlar ve bitkiler iizerinde
parazitik yasam siirdiirebilen mantarlar, konakcisina ciddi zararlar verebilir.
Bitkilerde hastaliga neden olabilen 10.000’e yakin mantar tiirti bulunmaktadir.
Sorunu ve ¢oOzlimi iiretenin doganin kendisi oldugundan bitki hastaliklarinin

yonetiminde biyolojik kontrolii 6n plana cikarmistir [1].

Biyolojik kontrol, bir organizma ile baska bir organizmanin biiylimesini,
enfeksiyonunu ya da liremesini engellemesini ifade eder. Cevre agisindan giivenli
bir yontem olan biyolojik kontrol, fiziksel ve kimyasal olarak miicadelenin yetersiz
kaldig1 ve kullanilamadig1 bazi durumlarda bitkileri patojenlerden korumak icin
tek secenektir. Zararlilar1 ve patojenleri yok etmek veya kontrol altina almak icin
bu zararlilarin dogal diismanlarinin yani antagonistlerinin kullanilmasi, patojenik
olmayan veya birbiriyle uyumsuz mikroorganizmalar kullanarak bitki direncinin

uyarilmasi biyolojik kontrol yontemlerindendir.

Basarili biyolojik miicadele icin patojen ve antagonist arasindaki etkilesimin
bilinmesi gerekmektedir. Antagonistler; antibiyotik iiretimi, patojen ile yer veya
besin rekabeti, patojeni konakci olarak kullanarak gelisimini baskilayabilir ya da
engelleyebilir. Viriilans 0Ozellige sahip bir patojen ile az viriilanslik gosteren
organizma arasindaki etkilesim sonucu patojenin viriillansliginin azalmasina
hipoviriilans denir. Kestane dal kanseri etkeni olan C. parasitica mantarina karsi
yaygin olarak kullanilan biyolojik miicadele uygulamasi hipoviriilansliktir.
Mantarlar1 enfekte eden viriisler diger adiyla mikoviriisler bu uygulamalarda

kullanilan etkin araglardir [2][3].

Kestane, Fagaceae familyasina, Castanea tiiriine ait agaglara ve bu agaclarin

yenilebilen meyvelerine verilen isimdir. Kestane kis mevsiminde yaprak doken,
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uzun kenarlar1 tirtikli yesil yaprakli, dikenlerle kapli bir ortii altinda bulunan
nisasta bakimindan zengin meyveye sahip, odunu dayanikli ve degerli olan uzun
boylu orman agacidir. Dogal yayilis alan1 Giiney Avrupa, Tiirkiye ve Kafkasya’dir.
Ulkemizin Ege ve Akdeniz Bélgelerinde dogal olarak bulunan kestane agaclari,
Marmara ve Kuzey Anadolu’da mese, giirgen gibi yaprakli agaclarla karisik
mescereler kurulmaktadir. Odunu, meyvesi ve bal {iretimi icin yaprag: ve cicegi
kullanilan; iilkemiz ve diinya icin 6nemli ekonomik degere sahip kestane agaclari,
kestane dal kanseri hastalig1 ve kestane gal aris1 gibi patojenler nedeniyle git gide

azalmaktadir [4].

Kestane dal kanseri, C. parasiticahin neden oldugu Amerika ve Avrupa kestane
agaclarini etkileyen yikici bir hastaliktir. Patojen, Dogu Asya'ya 6zgli olmasina
ragmen enfekte kestane bitkileri yoluyla diger kitalara yayilmistir. C. parasitica,
duyarli konakc¢i agaclarin govde ve dallarinin kabugunda cok yillik nekrotik
lezyonlara ve zamanla enfeksiyonlu bolgenin kuruyup 6lmesine neden olur.
Duyarli konak¢i agaclarda oldiiriici olmayan, yiizeysel kanserler mikoviriis
kaynakli hipoviriilans ile iliskilidir. Bu mikoviriis pozitif cift zincirli (ds) RNA
genetik materyaline sahip kapsidi bulunmayan bir viriistiir [5]. Konakgis1 oldugu
C. parasiticanin sporiilasyonunu azaltmakta ve aseksiiel tiremesini baskilamakta

ve boylece hipoviriilans 6zellik gostermesini saglamaktadir [6].

C. parasiticahin yeni bir bolgeye girmesinden sonra, hastalikli bitki/agaclarin
kesilip yakilarak yok edilmesi cabalar1i cogunlukla basarisiz olmustur.
Cryphonectria hypovirus 1 adi verilen mikoviriis (CHV-1), hipoviriilansa neden
olan kestane dal kanserine kars1 uygulanabilir basarili bir biyolojik kontrol ajanidir
[5]. CHV-1’in C. parasitica’n enfekte etmesi sonucu parazitin biiyiimesini engeller
ve sporlasma kapasitesini azaltir. Enfekte agaclardaki tekil kanserler, hipoviriis ile
enfekte C. parasitica suslar ile terapotik olarak tedavi edilebilir. Sonrasinda
hipoviriis tedavi edilmemis kanserlere yayilabilir ve C. parasitica popiilasyonunda
yerlesik hale gelerek hastaligin oliimciil seyrini degistirebilir [7]. Hipoviriilans
yontemi Avrupa’nin bircok bolgesinde hastaligin tedavisine yonelik olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem disinda Kuzey Amerika’da kestane dal kanseri ajani

C.parasiticiya dogal direnci olan Cin kestanesi ile Amerikan kestanesi
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genomlarinin geri caprazlama yoluyla hastalifa direncli kestane agaclar

olusturmaktir [8].

Humik maddeler dogada bulunan cesitli organik maddelerden en yaygin olanidir.
Diinyada bulunan toplam organik karbonun yaklasik %25'ini olustururlar ve
ayrica goller, nehirler, deniz tortullari, toprak ve komiir kompozitleri gibi cesitli
ekosistemlerde bulunabilirler. Humik maddeler, karasal ve sucul ortamlarda
kimyasal elementlerin kimyasini, dongiisiinii ve biyoyararlanimini ve ayrica dogal
kaynakli ksenobiyotik ve organik kimyasallarin dagilimini ve bozunmasini etkiler.
Toprakta meydana gelen kimyasal ve biyolojik reaksiyonlar farkli yapilarda, farkl
ozelliklerde ve degisken molekiiler kiitlelere sahip humik madde tiirlerinin
olusmasina neden olur. Humik maddeler, humin, humik asit ve fulvik asit olmak
izere ii¢ kategoride siniflandirilir. Fulvik ve humik asit gibi humatlar, tarim ve
bitki yasami icin biiyiik onem tasiyan maddelerdir. Bu karmasik asitler
laboratuvarlarda sentezlenemez [9]. Fulvik ve humik asit bircok yonden toprak
saglhigina katkida bulunur. Topraktaki kilin gevsemesini saglarken suyun topraga
niifuz etmesini kolaylastirirlar. Toprak pH'inin alkali veya asidik yone kaymasini
onleyerek toprak pH'in1 tamponlar. Topraktai iyon degisim kapasitesini arttrirlar.
Karbon ve fosfat kaynagi olduklar i¢in bitkilerin azot, fosfor ve potasyum alma
yetenegini arttirirlar. Tohumun c¢imlenme kapasitesini arttirir, bitki koklerinin
uzamasini, filizlerin bliyime noktalarinin aktiflestirilmesini saglarlar. Aym
zamanda bitkinin biyotik ve abiyotik strese karsi direnmesine yardimci olur. Bitki
patojenleri tarafindan salgilanan bazi toprak enzimlerini stabilize eder veya

inaktive eder, bu da onlar bitkilere daha az zararli hale getirir [10].
1.2 Tezin Amaci

Kestane dal kanserinin biyolojik kontroliinde hipoviriilent C. parasitica susu olan
CHV1 yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ayni zamanda hastaliktan daha az
etkilenmis bolgelerdeki toprakta daha fazla miktarda humik maddelerin varligina
rastlanmistir [11]. Bu bilgiler g6z o6niine alindiginda, hipoviriilent sus ile enfekte
edilmis virillent C. parasiticahin hipovirillente doniistimi humik madde
tlirlerinden olan fulvik ve humik asit ile desteklenmesi hastaligin biyolojik

kontroliinde yeni bir bakis acis1 kazandiracaktir.
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Bu calismada in vitro olarak, kestane dal kanseri ajani olan virulent C. parasitica
mantarinin hipoviriilent C. parasitica susu ile enfekte edilip hipoviriilans 6zellik
gelistirmesi ve bu gelisimde toprakta bulunan fulvik ve humik asitlerin farklh
konsantrasyonlarinin etkisi lakkaz enzimi ile protein ekspresyonu ve

transkripsiyon diizeyinde arastirilmasi amaclanmistir.

1.3 Hipotez

Hipoviriilent sus ile enfekte edilen ve farkli fulvik ve humik asit
konsantrasyonlarinda biiyiitiilen viriilent izolatin hipoviriilans gelisim gostermesi
ve buna baghh olarak dsRNA transferinin gerceklestirmesi; lakkaz enzim
aktivitesine azalma ve lacl gen ekspresyonunda downregiilasyon goriilmesi

beklenmektedir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Kestane

Kestane, kayingiller (Fagaceae) familyasindan Castanea cinsini olusturan,
ortalama 20-25 m’ye kadar boylanabilen, 1,5-2 m caplarina ulasabilen, govdesi
dik, kirmizi-kahverengi kabuklu ve sert yaprakhi agaclara verilen isimdir. Kisin
yapragini doken, tizeri dikenlerle kaplanmis nisasta bakimindan zengin besleyici
meyvelere sahip, odunu dayanikli ve degerli olan uzun boylu orman agacidir.
Govdede simpodial yani yanlara dogru biiyiiyen dallanma goriiliir. Kuvvetli yan
kokler ile desteklenen kazik kok tipine sahiptir. Yapraklari ise genis, uzun ve
kenarlar1 tirtikli olup tist ylizeyi parlak alt yiizeyi tiiyliidiir. Meyveleri sari-yesil
renkte dikenli kabuk ile sarilmis tek veya ikili sekilde bulunur. Kestane agacinin
tomurcuklar1 hem siirgiinleri hem de siirgiinler tizerindeki cicek piiskiillerini
olusturur. Uzerlerinde yalmzca erkek cicek bulunduran cicek piiskiilleri yaprak
koltuklarinda bulunurken; hem disi hem de erkek cicek bulunduran karisik eseyli
piskiiller siirgiinlerin u¢ boliimlerinde bulunurlar. 500 ila 1000 yil arasi
degisebilen yasam siiresine sahiplerdir. Haziran ayinda ciceklenen Ekim-Kasim

aylarinda meyve verirler [12].

Kestane agacinin siniflandirilmasi asagidaki gibidir:
Alem: Plantae

Boliim: Tracheophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Fagales

Familya: Fagaceae

Cins: Castanea

Baslica tiirleri Amerikan (C. dentata), Cin(C. mollisima), Japon (C. crenata) ve

Avrupa (C. sativa) olmak tlizere bircok alt tiire sahiptir. Diinyada kestane agacinin
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dogal yayilim alanlari, Cin, Japonya ve Kore gibi Dogu Asya iilkeleri, Tiirkiye,
Giiney Avrupa ve Kuzey Amerika’dir. Cin, Kore, Japonya ve Akdeniz iilkeleri
kestane agaclarinin orman seklinde yetistigi baslica iilkelerdir. Akdeniz iilkelerine
dahil olan iilkemizde ise Avrupa kestanesi yani C. sativa Mill tiirii dogal olarak
yetismektedir. Ayn1 zamanda kestane agaclar1 mese, giirgen, kayin gibi yaprakli

tiirlerle beraber kiiltiire alinarak da yetistirilmektedir.

Tiirkiye cografi konumu, toprak yapisi ve iklimi ile biyolojik cesitlilik bakimindan
onemli bir potansiyeli elinde tutar. Kestane agaci Anadolu’da pek c¢ok bolgede
dogal yayilim gostermektedir. Yaygin olarak Ege, Karadeniz ve Marmara
Bolgelerinde ekonomik degeri icin yetistirilmektedir. Kestane agaci ¢ok amach
olmasi nedeniyle hedeflenen {iriin veya hizmetlere gore yetistirilir. Kestane agaci,
cliriimeye karst1 koruma gorevi olan yiiksek tanen icerigi sayesinde harici
kullanima uygundur. Kestane kerestesi yakacak odun, odun komiirii, mobilya,
tekne ve benzeri iiriinlerin iiretimi icin kullanilirken ayni zamanda tanen
ekstrasyonu icin de kullanilabilmektedir. Meyvesi icin yetistirilen kestane agaclari
genellikle asilanmis agaclardan olusan acik mescereler iizerine kurulmustur.
Kestane meyvesi protein ve karbonhidrat kaynagi olmakla birlikte viicut icin
gerekli yag asitleri bakimindan zengin, tok tutucu ve enerji verici bir besindir.
Yenilebilir meyveler kavrulmus, sekerlenmis, haslanmis, kurutulmus veya un
haline getirilmis sekilde kullanilabilir. Ciceginden elde edilecek polen ile iiretilen

kestane bali da severek tiiketilen 6nemli bir besindir [11] [12].

Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organisation;FAQ) 2018 verilerine
gore, diinyada 612.877 hektarlik alanda kestane tiretimi gerceklestirilmistir. Bu
kestane iiretim alanlarinin yaklasik %56’s1 Cin’de bulunmaktadir. 2018 yilinda
tiim diinyadaki kestane iiretimi 2.353.825 ton olmustur. Uretimin yaklasik %83,5i
Gin’de gerceklestiriimekte ve bu miktar 2 milyon tonu askin kestaneye denk
gelmektedir. Tiirkiye ise diinya kestane iiretiminde Bolivya’y1 takiben {iciinci

siradadir [15].
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2.2 Kestane Dal Kanseri

Bitkilerde hastaliga neden olabilen yaklasik 10.000 fungus tiirii vardir. Bu
funguslar bitkilere sadece yetisme doneminde degil, hasat ve depolama
donemlerinde de kayiplara neden olabilmektedir. Bu kayiplar dogrudan beslenme
sonucu olusan nitelik ve niceligini degistirip bozulmasi yoluyla ortaya cikan
zararlar oldugu gibi, Penicillium spp. Apergillus spp. Fusarium spp. ve Alternaria
spp. basta olmak iizere bazi funguslarin olusturduklar1 mikotoksin denen sekonder
metobolitleri ile de zarar verirler. Fungal bitki hastaliklari, tarimda her yil ciddi
kayiplara neden olan en 6nemli mikrobiyal ajanlar olarak kabul edilmektedir [3],

[16]-[18].

Bir bitki patojeni olan C. parasitica, 1904 yilinda New York Zooloji Parki'ndaki
Amerikan kestanesinde rapor edilmistir ve neden oldugu hastaliga kestane dal
kanseri ad1 verilmistir. Ilk olarak Diaporthe parasitica Murrill olarak tanimlansa
da 1912 yilinda Endothia cinsine aktarilmis ve nihayet 1978 yilinda da su anki
ismi olan C. parasitica Murr Barr'1 almistir. C. parasitica, Kuzey Amerika'da baskin
bir agac tiirli olan Amerikan kestanesinin biiyiik Olciide ortadan kalkmasina ve

Avrupa'da Avrupa kestanesinin azalmasina neden olmustur [19], [20]
2.2.1 Hastalik Belirtileri

C. parasitica, govde ve dal gibi agacin yer iistli kisimlarini enfekte eden bir kabuk
patojenidir. Konakcilarda ortaya ¢ikan semptomlar hem C. parasitica susunun
virilansina hem de enfekte olmus agac parcasinin yasina bagl olarak degisir. C.
parasitica'ninviriilan suslar tipik olarak kii¢iik ve ince dallar1 61diirebilen nekrotik
lezyonlar {iiretir. Cok yillik kanserlerde ise daha kalin dallarda ve govdede yillar
icinde geliserek oliime neden olur. Piirtizsiiz kabuklu gen¢ govde ve dallar
tizerindeki kabuk kanserleri, turuncu veya kirmizimsi-kahverengi renkteyken daha

yash govde ve dallarda daha az belirgindir [21], [22].

Kuraklik, yangin veya agaclarin kesilmesinden kaynaklanan kabuk yaralar
nekrotrofik bir patojen olan C. parasitica icin bir giris noktasi islevi gortir. C.

parasiticanin hem seksiiel hem de asekstiel sporlar1 hastaliga neden olabilir [6].
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Kabuk ve kambiyumda, kestane dal kanseri enfeksiyonunun bir isareti olan tipik
soluk kahverengi miselyumlar gelisir, kambiyumun 6lmesi nedeniyle kabuk ice
coker. Kabukta gelisen kanser hizla biiyiir ve etkilenen aga¢ kismini cevreleyerek
gévde ve dallarin 6liimiine neden olur. Olen dallardaki yapraklar solgunlasir,
sararir ve kahverengiye doner. Yash agaclardaki C. parasitica enfeksiyonunun en

erken belirtisi 0lii dallarda asili kalan bu yapraklardir [23].

Hipoviriilent C. parasitica susu ile indiiklenen kanserler, baslangicta viriilent
suslarin neden oldugu ozelliklerle benzer ozellikler gosterir. Zamanla kanserin
genislemesi yavaslayabilir ve durabilir. Enfekte olmus bolgenin altinda yeni kabuk
katmanlar1 olusur, dis kabuk catlar ve dis kabuk sismis bir goriinim alir.
Kambiyum mantar tarafindan oldiiriilmedigi icin, govde ve dallarda kuruma
goriilmez. Viriilent C. parasitica’nin neden oldugu kanserler aktif kanser olarak
adlandirilirken; hipoviriilent C. parasitica’nin neden oldugu kanserlere iyilesmis

veya pasif kanserler denir [23]-[25].
2.2.2 Konakg1 Aralig

C. parasiticanin ana konakgis1 Fagaceae (kayingiller) familyasindan Castanea
cinsidir. Amerikan kestanesi, Avrupa kestanesi, Cin kestanesi (C. mollissima
Blume) ve Japon kestanesi (C. crenata Siebold & Zucc.) baslica kestane tiirleridir.
Kestane dal kanseri ajani1 C. parasitica¥ya en duyarh tiir C. dentata olmakla birlikte,
onu C. sativa izlemektedir. Asya'da goriilen diger iki kestane tiirii, patojenle
birlikte evrim gecirmeleri sayesinde C. parasitica'ya kars1 direnglidir. Bu patojenin
bir diger konakgisi ise Fagaceae familyasindan Quercus cinsi yani mesedir

[26][27].
2.2.3 Vejetatif Uyumsuzluk

Vejetatif uyumsuzluk, mantarlarda yaygin goriiliir. Hifyal fiizyon olusumunu ve
sitoplazmik degisimi onleyerek sitoplazmik olarak bulasan hastaliklara kars: bir
savunma mekanizmasi olarak is gorir. C. parasitica'daki vejetatif uyumsuzluk
sistemi, viriilans azaltict etki gosteren mikoviriislerin yatay gecisini
kisitlamaktadir. Her biri iki allel iceren alt1 farkli vejetatif uyumsuzluk (vic) lokusu
tanimlanmistir Bu alt1 vic lokusu, 64 farkli ve tipine karsilik gelen 26 = 64 vic

genotipini tanimlamaktadir. C. parasitica izolatlar vic lokuslarinda ayni allellere
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sahipse ayni vc tipine aitlerdir ve vejetatif olarak uyumlulardir. Agar iizerinde
birlikte kiiltiir yapilirken uyumlu izolatlar tek bir kiiltiirde birlesirken; uyumsuz
izolatlarin temas bolgesinde bir baraj hatt1 olusur. Sekil 2.1’de gosterilmistir. Baraj
hattinin olugmasinin nedeni uyumsuz hiicrelerin temasiyla tetiklenen

programlanmis hiicre 6liimii yani apoptozdur [28], [29].

Sekil 2. 1 Cryphonectria parasiticada vejetatif uyumsuzluk

(a) Vejetatif uyum testleri, uyumlu suslar (M) tek bir kiiltiirde birlesirken,
uyumsuz suslar arasinda bir baraj bolgesi (B) olusur. (Cryphonectria parasitica,
the causal agent of chestnut blight: Invasion history, population biology and

disease control - Sekil 3’ten uyarlanmistir.)

Genetik olarak tamimlanmis alti vic lokusu molekiiler diizeyde karakterize
edilmistir. Molekiiler karakterizasyon sayesinde bilinen 64 vic genotipinin
tanimlanmasi icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli yontemler
gelistirilmistir. C. parasitica popiilasyonlarinin genetik yapisini degerlendirmek
icin vc tiplerine yonelik arastirmalar yapilmistir. 64 Avrupa vc tipi test susundan
(EU-1den EU-64'e) olusan tanimlanmasi, farkli calismalar arasinda
karsilastirmalar1 biiyiik 6lciide kolaylastirmistir. Uzun siiredir yerlesik merkezi
popiilasyonlar, yeni kurulan popiilasyonlara gore daha yiiksek vc tipi gesitlilik
gostermektedir. En yiiksek vc tipi cesitliligi Asya'daki C. parasitica'da tespit edimis
ve bu izolatlarin ¢ogu test suslari ile uyumsuzluk gostermistir. Bunun yaninda ABD
ve Avrupa’da test suslartyla uyumsuz izolatlar tespit edilmistir. Bilinen alt1 vic
lokusunun hepsinde ayni allel paternine sahip fakat vejetatif olarak uyumsuz

izolatlar bulunmustur. Bu da C. parasiticadaki vejetatif uyumsuzlugun bilinen alt1
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vic lokusu disinda farkli etmenlercede kontrol edildigini gostermektedir [30]—

[33].
2.2.4 Hastalik Yonetimi

C. parasiticanin yayilmasini 6nlemek icin, diinya capinda kestane ve duyarli mese
odunlari, tohumlar1 ve canli bitkilerin tasinimi ve ticaretini etkileyen karantina
diizenlemeleri kabul edilmistir. Avrupa ve Akdeniz Bitki Koruma Orgiitii (EPPO)
icin bu patojen A2 seviyesinde bir zararli olarak degerlendirilmektedir. C.
parasiticadan arindirilmis veya iiretim yerinde ve cevresinde C. parasiticaya
iliskin gozlem yapilmamis alanlarda iiretilmis kestane veya mese agaclarinin
ilkeler arasinda tasinimina ve dikimine izin verilmektedir [34]. G6z ile muayene
ile tespit edilemeyen asemptomatik enfekteli bitkiler nedeniyle patojenin
yayllmasinin Oniine gecilememistir. C. parasiticanin yeni bir alanda goriilmesi
sonrasinda enfekte olmus bitkilerin veya agaglarin kesilmesi ve yakilmasi olmak
lizere eradikasyon calismalar1 siklikla gerceklestirilmistir. Budama ve asilama
sonrast olusan yaralar ve kesikler bu patojen icin potansiyel giris kapisidir. Bu
yaralarin ve kesiklerin tespiti zor oldugundan ormanlarda eradikasyon calismalari
yetersiz kalmistir. Patojenin spor iiretim donemlerinde yaralanmalardan
kacinilmali, dezenfekte edilmis alet kullanilmali ve daha az invaziv asilama
teknikleri kullanilmalidir. Ormanlarda kimyasal kullaniminin kisith veya yasak
olmasi; fungisitlerin fitotoksik olmasi1 ve mantarlarda diren¢ gelisimine neden
olabilmesi kimyasallarin tedavi olarak kullanimini miimkiin kilmamaktadir [35],

[36].

Bitki fungal hastaliklar1 genis sayida hastalik etmenini barindirmaktadir. Bu
hastalik etmenlerinden Fusarium ve Verticillium gibi kimyasal miicadelesi
bulunmayan ve bitkilerde solgunluk yapan hastaliklarin kontrol altina
alinmasinda biyolojik miicadele calismalarinin ayri bir 6nemi vardir. Bitkinin
rizosfer bolgesinde yasayan, saprofitik karakterdeki bazi bakteriler ve funguslarin
yarismaci Ozellikte olduklar1 ve bazi metabolik maddeler iireterek bu patojenik
etmenlere baskilayici etki gosterdikleri bilinmektedir. Bunlar arasinda fluorescent
Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma, Gliocladium, Taloromyces ve aviriilent

Fusarium gibi organizmalar sayilabilir. Bu mikroorganizmalar, bulunduklari
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ekosisteme gosterdikleri uyum ve bitki gelisimi tizerindeki olumlu etkileri
nedeniyle ticari olarak da tretilmeye baslanmistir. Bunlar arasinda; Mycostop,
Actinovate gibi bakteriyel ve Trichodex gibi fungal antagonistler ticari preparat
haline getirilmislerdir. Bitki kok ve kok bogazinda degisik hastaliklara yol acan
Rhizoctonia, Sclerotinia, Phytophthora, Fusarium gibi hastalik etmenleri ile
biyolojik savasimda cesitli bakteriyel antagonistlerin ve 7richoderma tiirlerinin
basi cektigi, pek cok calismada yer aldig1 goriilmektedir. Bitkinin toprak tistii
kisimlarinda goriilen fungal hastaliklara yonelik calismalarin, iklim kosullarinin
kontrol altina alinabildigi ortii altinda {retilen bitki tiirlerinde daha basarili
oldugu goriilmiis ve calismalar bu yonli de yogunlasmistir. 7richoderma
harzianum’un ve fluoresan Pseudomonas’larin etkili olduklar en yiiksek etkiyi ise
bu patojene karsi birden fazla yontem ve teknigin birlikte uygulandig1 entegre
miicadelede saglandig1 goriilmektedir. Yine biyolojik savasimda Onemli
kazanimlar elde edilen bir diger fungal patojen de kestane dal kanseri etmeni C.
parasitica’dir. Bu fungusa karsi hipoviriilent irklar ile agaclara asilamalar

yapilmakta ve hastalik geriletilebilmektedir [2].
2.3 Mikoviriisler

Bitki patojenlerinden mikoviriisler, konak¢i mantarlarinda hipoviriilans yani
azaltilmis viriilans indiikleyebilir ve potansiyel olarak biyolojik kontrol araclari
olarak biiyiik ilgi gormektedir. Cok cesitli taksonomik gruplardan fungal
hipoviriilans1 indiikleyen ¢ok sayida mikoviriis rapor edilmistir. Bu viriislerin
hastalik yoOnetiminde basarili bir sekilde wuygulanmasi, patojenin dogal

popiilasyonlarinda yayilma yeteneklerine baglidir [37].

Mikoviriisler genellikle hiicre dis1 bulasma yollarindan yoksundur. Hifsel birlesme,
mikoviriisiin diger izolatlara bulasmasinin yatay yolu ve konidialardaki sporlar ile
doéllere gecis dikey yoldur. Iletim etkinlikleri, hem mantar konakcisindan hem de
enfekte eden virlisten etkilenir. Yapay transfeksiyon yontemleri, potansiyel
biyokontrol ajani mikoviriislerinin ¢ogu zaman c¢esitli mantarlar1 enfekte etme
kabiliyetine sahip oldugunu gostermistir. Bu, onlarin olas1 kullanimlarini,
tanimlandiklar1 patojenlerden baska patojenlerin kontroliine dogru genisletir.

Mikoviriis arastirmalar1 ayrica onlarin karmasik molekiiler biyolojileri ve fungus-
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viriis etkilesimlerinin molekiiler temelleri hakkinda bilgi edinmeye odaklanmuistir.
Bu bilgi, mikoviriisii manipiile etmek icin kullanilabilir. Tarla kosullarinda
mikoviriislerin kullanimini arastirirken, patojen yasam tarzi, ile hastaligin ve
etkilenen mahsuliin 6zellikleri, iistesinden gelinmesi gereken belirli zorluklari,
biyokontrol formiilasyonlarin icerikleri ve uygulama yontemlerinin gelistirilmesini

etkilemektetir.

Mikoviriislerin karakteristik bir 6zelligi, bulasmalari icin yalnizca hiicre ici
mekanizmalara bagli olarak, yasam dongiilerinde genellikle hiicre dis1 bir fazdan
yoksun olmalaridir [38], [39]. Bu nedenle, onlar1 barindiran mantar izolatlarinin
icsel genetik unsurlari olarak kabul edilirler ve esas olarak kriptik enfeksiyonlara
neden olacak sekilde evrimlestikleri disiintilmiistiir. Bu goris, C. parasitica
hypovirus 1'in (CHV1), C. parasiticamin Avrupa popilasyonlarina girmis ve
kendiliginden yayilarak kestane yaniklig1 salginini yavaslatan bir mikovirtis olarak
tanimlanmasiyla degismistir [21]. Mikoviriislerin konakcilarinda hipoviriilans
indiikleyebildiginin kabul edilmesi, biyokontrol araclari olarak potansiyelleri
nedeniyle fitopatojenik mantarlardan viriislerin karakterizasyonuna biiyiik ilgi
uyandirmustir. Virlislerin cogu, ya cift sarmalli RNA (dsRNA) ya da tek sarmalli
RNA (ssRNA) genomlarina sahiptir ve kapsidli ya da kapsidsiz olabilirler. CHV1,
dsRNA mikovirlis ailesi Hypoviridaeénin {iyesidir ve bu grubunun fiiyeleri
kapsidden yoksundur [40]. C. parasiticada CHV2, CHV3 ve CHV4 olarak

adlandirilan ti¢ baska hipoviriis daha tanimlanmistir [41].
2.4 Hipoviriilanshik

Viriilent bir patojen ile az viriilent olan birey arasindaki hibridizasyon sonucu
patojenin viriilensliginin azalmast durumudur. Hipoviriilans, Hypoviridae
ailesindeki mikoviriislerin enfekte ettigi C. parasitica'daki viral bir hastalig1 ifade
eder. [7], [42], [43]. Avrupa’da kestane dal kanseri ile biyolojik miicadele kontrol
ajan1 olarak CHV-1 calisilmaktadir. Dal kanseri patojeninin sporiilasyonunu
azaltmasi ve aseksiiel iiremesini engellemesi ile C. parasitica’da hipoviriilent bir
fenotip olusturur [44], [45]. Bu hipoviriis, 195071 yillarda Italya’da agir
enfeksiyon goriilen kestane mescerelerinde iyilesme belirtileri goriilmesiyle

bulunmustur [21]. Hipoviriis, enfekte olmus mantardan diger mantara konidya
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ad1 verilen aseksiiel sporlar ile bulasir. Biiyiiyen sporlarin hiflerinin birlesmesi ile
hipoviriis diger mantarlara iletilir. Boylece hipoviriilansin yayilmasini saglayabilir

[46], [47].
2.5 Humik ve Fulvik Asit

Humik ve fulvik asitler yaygin olarak toprak organik maddesinin bir kismindan
(%65-70) olusan humik maddeler olarak adlandirilirlar (Sekil 2.2). Bu organik
kompleksler toprakta dogal olarak bulunur. Bu humik maddeleri, karboksil
(COOH-) ve fenolik (OH-) gruplar1 nedeniyle toprak o6zelliklerini ve bitkilerin
fizyolojik ozelliklerini etkiler. Fulvik (FA) ve humik asidin coklu rolleri nedeniyle
bitki biiytimesi iizerinde dogrudan ve dolayl etkileri vardir. Humik asit (HA)
toprak yapisini, agregasyonunu, , su gecirgenligini, iklimlendirmeyi, ve nem tutma
kapasitesini iyilestirir ve katyon degisim kapasitesini ve mikrobiyal popiilasyonun
mikrobiyal aktivitesini artirir. Ayrica yaprak gelisimi, govde ve kok uzamasi,
ciceklenme vb. gibi bitkilerin biiyiime modellerinden sorumludur. Bitki
biiylimesini etkileyen maddelerin iiretimi gibi bazi1 biyolojik siireclerde yer alirlar.
Bunlarin yani sira humin malzemeleri, ¢evre dostu tedaviler olarak kaynaklarin

korunmasina yardimci olur [48], [49].

Humik Maddeler

v v v

Fulvik Asit Humik Asit Humin
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AciK san Kahverengimsi sart Koyu kahverengi Grimsi Siyah Siyah

Sekil 2. 2 Humik madde tiirleri (Humic Substances: Its Toxicology, Chemistry
and Biology Associated with Soil, Plants and Environment- Sekil 1’den

uyarlanmustir.)

Toprak HA'lar1 ve FA'lerinin tiimi, bir¢ok fitopatojenik mantari inhibe etme

yetenegine sahiptir. Bu, topragin bazi toprak kaynakli hastaliklara direnecek bir
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yapiya sahip oldugu anlamina gelmektedir. HA'daki daha karmasik bilesiklerin
FA'deki basit bilesiklerden daha yiiksek inhibisyon oranlar sergiledigini
gosterilmistir. HA'larin aktif alifatik bilesenleri ve FA'lerin aktif gruplari (OH ve

COOH), mantar oldiiriict aktivitelerinden sorumludur [50].

HA'nin bitki biiylimesi lizerindeki etkisi, bu bilesigin kok hiicre duvarlan ile
etkilesiminden kaynaklanan stresin gelisimi ile iligkilendirilebilir. Stresin
yogunlugu, uygulanan HA konsantrasyonuna ve bunun bitki {izerindeki etkisine
baglh olacaktir. Diisiik konsantrasyonlar hafif streslere neden olur ve bitki
biiytimesini tesvik eder, yiiksek konsantrasyonlar ise yogun strese neden olur ve

bitki biiytimesini engeller [51].

ROS iiretimi ayn1 zamanda patojen saldirisina karsi her tiir tepki icin 6nemli bir
bitki savunma sinyalidir. Birkac calisma, biyotik ve abiyotik streslere kars1 bitki
direncinin uyarilmasi tizerinde humik maddelerin hazirlama etkisine deginmistir

[52], [53].

Humik maddeler, 7richoderma gibi biyolojik miicadele araci olan
mikroorganizmalarin olusumunu iyilestirerek ve konsantrasyonunu artirarak
dolayli yoldan zararlilarla miicadele etmekte kullanilabilir. Bu etki, humik
maddelerin ikincil bitki metabolizmasini etkileme, daha yiiksek fenolik bilesik
verimini tesvik etme ve sonuc olarak biyolojik kontrol icin biiyiik ilgi ¢eken bir
ozellik olan ucucu yaglarin daha biiyiik bir antimikrobiyal aktivitesini tesvik etme

kabiliyetine baglanabilir [54]-[56].
2.6 Lakkaz Enzimi

Lakkazlar mantarlarda yaygin olarak bulunur. Ascomycetes ve Deuteromycetes
mantarlar1 lakkaz {iretebilse de Basidiomycetes sinifindan beyaz ciiriiklik
mantarlar1 en verimli lakkaz tiretici gruptur ve bu lakkazlar ¢coklu bakir oksidaz
ailesinin en Onemli temsilcileridir. Daha diisiik mantarlar olan Zygomycetes ve
Chytridiomycetes'te lakkaz aktivitesi gosterilmemistir. Lakkazlar icin cesitli
fizyolojik islevler 6nerilmistir. Mantarlarda, lakkazlar sadece lignin bozulmasina
degil, aym1 zamanda pigmentasyon meyve gelisimine ve patogenezine de katilir.

Lakkaz ayrica bitkilerde lignin biyosentezinde, pigment olusumunda ve bakteriyel
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sporlar1 UV 1s1g1na kars1 korumada ve boceklerin kiitikiiliiniin sklerotizasyonunda

rol almaktadir [57], [58].

Hipoviriilent C. parasitica izolatlarinin azaltilmis lakkaz aktivitesi, dogrudan
CHV1 enfeksiyonlarina atfedilen ilk biyokimyasal 6zelliklerden biridir. Ik kez
Isvicre'de iic viriilent ve {ic hipovirillent C. parasitica izolat1 iizerinde yapilan
lakkaz incelemesinde viriilent izolatlarin tiimiinde giicli lakkaz aktivitesi
goriiliirken; hipoviriilent izolatlarda lakkaz aktivitesi yar1 yariya azalmis veya hic

goriilmemistir [59].

Biiylime ortami lakkaz aktivitesi tizerinde onemli etkiye sahiptir. Kat1 veya sivi
ortamda yetistirilen mantarlar morfolojik ve fizyolojik farkliliklar gosterebilir.
Daha gelismis mantarlar oncelikle karasal organizmalar olarak evrimlestiginden,
kat1 substratlar iizerinde biiylimeye iyi adapte olmuslardir, bu nedenle sivi
kiiltiirde yetistirme metabolik tepkilerini degistirebilmektedir [35], [60]. Kat1 veya
sivi ortamda kiltiirlenen mantarlarin fizyolojik farkliliklari, lakkazlarin
biyosentezini ve gozlemlenen enzimatik aktivitelerinde degisimleri
etkileyebilmektedir [61]. Hipoviriilent C. parasitica izolatlarinin sekretom analizi
sonrasinda PDA {iizerinde biiyiitiilen kiltiirlerde lac-1 geninin ekspresyonunun
arttigini, ancak tam sivi ortaminda biiyiitiilen CHV1 ile enfekte olmus kiiltiirlerde
LAC enziminin salgilanmasinin azaldigini gostermistir [62]. Selofan ile kaplanmis
PDA {izerinde biyiitilen CHV1 ile enfekte C. parasitica icin lac-1
transkripsiyonunda hicbir degisiklik goriilmemistir. Bu nedenle kati veya sivi
ortamda C. parasitica lakkaz fizyolojisine iliskin herhangi bir saglam sonuca

varilamamistir [63].

Farkli mantarlarin lakkazlari, cesitli mikoviral enfeksiyonlara farkli tepki verir.
Bununla birlikte, ayn1 mantar tiirlerinin izolatlarinin, lakkaz aktivitesinde kendi
aralarinda farklilik gostermeleri disinda, CHV1 enfeksiyonuna karsi farkli

tepkilere sahip olduklarini gosterilmistir. [64].
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3

MATERYAL ve METOD

3.1 Materyaller

3.1.1 Cryphonectria parasitica Izolatlar

Bu calismada kullanilan C. parasitica izolatlar1 Tarim Orman Bakanligi Orman
Genel Midiirliigii, Marmara Ormancilik Arastirma Enstitiisti tarafindan 10.4803
nolu proje kapsamunda saglanmustir. Viriilent C. parasitica izolati Izmir;
hipoviriilent izolat ise Bolu’daki farkli bolgelerden elde edilmistir. Hipoviriilent
izolatlar, PDA (Patates Dekstroz Agar) kiiltiir ortaminda beyaz bir morfolojiye
sahip olmalari ile karakterize edilir. Viriilent izolatlar ise karakteristik turuncu bir

morfolojiye sahiptir. Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Sekil 3. 1 Calismada kullanilan C. parasitica izolatlar1.

(1a) PDAmb besiyerine ekilmis hipoviriilent C.parasitica (1b)PDA mb besiyerine
ekilmis viriilent C.parasitica (Orman Genel Miidiirliigii, Marmara Ormancilik

Arastirma Enstitiisli tarafinca yiiriitiilen 10.4803 numarali projeden alinmaistir.)
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3.1.2 Kullanilan Kitler

Bu calismada total RNA izolasyonu icin NORGEN BIOTEK CORP. Plant/Fungi

Total RNA Purification Kit kullanilmistir.
3.1.3 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Patates Dekstroz Agar "PDA” (Merck); L-metionin (Sigma-Aldrich); D-biotin
(Vitamin H, Biomatik); Agaroz (Sigma-Aldrich); Etilendiamin tetraasetik asit
“EDTA”(Sigma-Aldrich); TRIS (Sigma-Aldrich); Tannik asit (Sigma-Aldrich); Malt
ekstrat agar (Sigma-Aldrich); Bakto-agar (Sigma-Aldrich); Potasyum fosfat
monobazik (Sigma-Aldrich); Potasyum fosfat dibazik (Sigma-Aldrich); Bradford

protein assay (Bio-Rad)

Giivenlik kabini (Hedlab X-bio Class II); Otoklav (Hirayama HVE-50); Hassas
terazi (Shimadzu ATX224); Yatay jel elektroforez cihazi (Thermo Fisher EC250-
90); Mikropipet (Eppendorf); Nanodrop (Thermo Scientific One/OneC); pH-
metre (Hanna Instrument); Santrifiijj (Hettich Universal 32R); UV-
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800); Vorteks (Heidolph)

3.1.4 Kullanilan Besiyerleri

PDAmb besiyeri icin 40 g PDA, 100 mg L-metionin, 1 mg biotin tartilip cam sise
icerisine eklenmis, distile su 1 L'ye tamamlanmistir. 1,5 mL %20’lik laktik asit
eklenmistir. Manyetik karistirici ile karistirilip homojen bir hale doniisiince pH’I
4,5 olacak sekilde sabitlenmistir. pH’s1 disiiriirken asetik asit kullanilmistir.

Hazirlanan besiyeri 121°C sicaklikta 1,5 atm basincta 20 dk otoklavlanmaistir

Bavendamm besiyeri icin 5 g tannik asit, 25 g malt ekstrat agar, 12,5 g bacto-agar
tartilip cam siseye eklenmistir, distile sui le 1 L'ye tamamlanmistir. Hazirlanan

besiyeri 121°C sicaklikta 1,5 atm basing¢ta 20 dk otoklavlanmustir.
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3.2 Metodlar

3.2.1 Cryphonectria parasitica Izolatlarnin Biiyiitiilmesi

Bu calismada kullanilan farkli bolgelerden gelen C. parasitica izolatlar ayr1 ayri
PDAmb besiyeri iceren 90 mm’lik petriler icerisine ekilmistir. Inokiile edilen
izolatlar bir hafta boyunca karanlikta 22+2 °C’de biyiitiilmiistiir. Morfolojileri

gozlemlenmistir.
3.2.2 Bavendamm Testi

Bavendamm besiyeri yiiksek lakkaz aktivitesi gosteren viriilent izolat ile lakkaz
aktivitesinin diisiik oldugu hipoviriilent izolatin ayirt edilmesi i¢in kullanilmistir.
Bavendamm testi sonuclari, Viriilent ve hipoviriilent izolatlar Sekil 3.2’de

gosterilmistir.

Sekil 3. 2 Bavendamm besiyerinde gelisen C. parasitica izolatlar1

(2a) Bavendamm besiyerine ekilmis hipoviriilent C.parasitica (2b) Bavendamm
besiyerine ekilmis viriilent C.parasitica (Orman Genel Midiirliigi, Marmara
Ormancilik Arastirma Enstitiisli tarafinca yiiriitiilen 10.4803 numarali projeden

alinmastir.)
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3.2.3 Vejetatif Uyum Testi

Test, iki farkli bolgeden getirilen hipoviriilent ve viriilent C. parasitica izolatinin
vejetatif uyumlu olup olmadigini belirlemek i¢in gereklidir. Bu amacla, izolatlarin
PDAmb ortaminda saf olarak gelisen kiiltiirlerinden bir miktar spor alinmis, yine
PDAmb ortaminda 1 mm araliklarla ekilmistir. 7 giin karanlikta 7 giin giin 1s181nda
inkiibe edilmistir. Eslestirilen izolatlar arasinda kuvvetli baraj zonu olusmussa
uyumsuz; baraj zonu olusmayip tek bir kiiltiir halinde biiyiimiisse uyumlu izolatlar
olarak degerlendirilirler. Vejetatif uyum testi sonucunda hipoviriilent ve viriilent
C. parasitica izolalar1 arasinda baraj zonu gozlenmemis ve tek bir kiiltiir halinde
biiyiidiikleri tespit edilmistir. Izolatlarin vejetatif uyumlu oldugu belirlenmistir

(Sekil 3.3).

Sekil 3. 3 Viriilent ve hipoviriilent izolatlarin vejetatif uyum testi

(Orman Genel Miidiirliigii, Marmara Ormancilik Arastirma Enstitiisii tarafinca

ytrtitiilen 10.4803 numarali projeden alinmaistir.)
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3.2.4 Fulvik Asit ve Humik Asit Konsantrasyonlarimin Hipoviriilans
Doniistimiine Etkisi

CHV1'in bulagsmasini saglamak i¢in viriis donorii olan hipoviriilent izolat ve viriis
alicis1 olan viriilent izolat {izerine selofan koyulmus PDAmb besiyerinde, farkli
konsantrasyonlarda (Tablo 3.1.) sadece fulvik asit veya fulvik ve humik asiti
birlikte iceren PDAmb besiyeri iceren petrilerde birlikte kiiltiire edilmistir. 90
mm'lik petri kaplarinda, doniistirme kabiliyetini degerlendirmek icin her
kombinasyon bes tekerriir halinde yapilmistir. Hipoviriilans dontiisimii
gerceklestirmek icin 7 giin boyunca karanlikta 22+2°C'ye, ardindan 7 giin

aydinlikta inkiibe edilmistir.

Tablo 3. 1 Calismada kullanilan besiyerlerinin icerigi

Besiyerinin Icerigi

Kontrol PDAmb

50 FA 50 ppm FA+ PDAmb

75 FA 75 ppm FA+ PDAmb

150 FA 150 ppm FA+ PDAmb

300 FA 300 ppm FA+ PDAmb

50 HAFA 50 ppm HA+50 ppm FA+ PDAmb

75 HAFA 75 ppm HA+75 ppm FA+ PDAmb
150 HAFA 150 ppm HA+150 ppm FA+ PDAmb
300 HAFA 300 ppm HA+ 300 ppm FA+ PDAmb
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3.2.5 Total RNA izolasyonu

Galismada total RNA izolasyonu kitte belirtilen protokole gore yapilmistir. Her bir
denemeye ait petrilerden toplanmis yaklasik 50 mg mantar 6rnegi steril bir havan
icerisinde siv1 azot ile ezerek toz haline getirilmistir. Elde edilen tozlar 2 mL’lik
santrifiij tiiplerine aktarilmis ve fiizerlerine Lysis Buffer C eklenmistir.
Vortekslendikten sonra 55°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
filtre kolonlar1 iceren toplama tiiplerine lizat eklenmis ve 14.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Supernatant temiz bir tiipe alinmis ve esit miktarda %100’luk
etanol eklenmistir. Yeni toplama tiiplerine spin kolonu takilmis, elde edilen
lizattan 600 L eklenip 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipii
atilip spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir. 400 uL. Wash Solution
A eklenerek 1 dk boyunca santrifiij edilmistir. Bu islem 3 kez uygulanmustir.
Sonrasinda spin kolonu yeni tiiplere alarak iizerine 100 uL Elution Solution A
eklenmistir. 2000 rpm’de 2 dk ve ardindan 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Tiipte toplanan siv1 saflastirilmig RNA 6rnegi -20°C’de saklanmastir.
3.2.6 Jel Elektroforezi

Elde edilen total RNA’lar1 goriintiilemek icin %1’lik agaroz jel elektroforezi
yapilmistir. Agaroz jel icin, 0,4 g agaroz ilizerine 40 ml 1x TBEnin eklenmis
ardindan mikrodalga firinda 2,5 dakika kaynatilmasi ile ¢oziinmesi saglanmistir.
Jel yaklasik 60 °C sicakliga diistitkten sonra karisitma 3 pl etidyum bromiir
eklenmistir. Elektroforez jel kalibina uygun tarak yerlestirilip dokiilen jel donmaya
birakilmistir. Jel donduktan sonra tarak cikarilip 1x TBE iceren tankin icine
birakilan jelin kuyucuklarina 3 pl RNA marker, 5 pl RNA yiikleme boyasi ile
kariltirilan PCR {riinleri yiiklenmis 90 voltta 20 dakika boyunca yiirtitiilmiistiir.
Bu siire sonunda jel UV 1sik altinda jel goriintiileme cihazinda goriintiilenmis ve
elde edilen goriintii iizerinden bandlarin biiyiikliikleri tizerinden degerlendirmeler

yapilmistir.
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3.2.7 Real-time qPCR

RT-qPCR ile lacl geninin ekspresyon analizi Ardi Medical tarafindan hizmet alimi

seklinde gerceklestirilmistir.

RT-qPCR tekniginde RNA iizerinden “Reverse Transkriptaz” enzimi ile cDNA
sentezlenir ve bu gene 6zgiil primerler ile PCR gerceklestirilir. Bir genin eksprese
olup olmamasi veya farkli 6rneklerin ekspresyonlari karsilastirilabilir. Ilgilenilen
genin ekspresyon diizeyinin incelenmesi icin fizyolojik ve patolojik kosullarda
ekspresyonu degismeyen bir genin iiriinii mRNA ile normalize edilmesi gerekir.

Bu amacla kullanilan genlere Housekeeping gen denir [65].

RT-gPCR icin kullanilan SensiFAST™ SYBR® No-ROX One-Step Kit ile RNA’dan
cDNA eldesi ve amplifikasyonu aym tiip icerisinde gerceklestirilmistir. Ilgilenilen
yani hedef gen lakkaz genleri arasindan lacl; referans gen 18S rRNA’dir. Lakkaz
varliginin tespiti icin kurulan reaksiyonda RNA’larin hepsi 100ng/ul olacak sekilde
normalize edilip total hacim 2 ul olacak sekilde kit ile hazirlanan PCR tiiplerinde
real time PCR cihazina yliklenmistir. 11 farkli 6rnek 3 tekerriir olarak calisilmistir.
iki farkli grup; fulvik veya humik asit icermeyen besiyerinde biiyiitiilen
hipoviriilans doniisiime ugrayan ornekler ile sadece viriilans C. parasitica
ornekleri kontrol olarak se¢ilmistir. Goreceli gen ekspresyonu analizi i¢in asagida
basamaklari verilen ve yaygin olarak kullanilan Livak metodu uygulanmistir [66].
Denklemler kullanilarak elde edilen lacl ekspresyon oranlarindaki degisimler

karsilastirilmistir.

1. Hem test O0rnegi hem de kalibratér 6rnegi icin hedef genin Cq’si referans
gene gore normalize edilir.
ACq(test) = Cq(hedef, test) ~ Cq(ref, test)
ACqxaribratsry = Cq(hedef, kalibrator) = Cq(ref, kalibratsr)

2. Test orneginin ACq degerini kalibratoriin ACq degerine normalize edilir.

AACq = ACQqesty - ACq xatibratsn)
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3. Ekspresyon orani hesaplanir.

2-AACq = Ekspresyon orani

Lakkaz ve 18S rRNA icin kullanilan primerler asagidaki Tablo 3.2’de verilmistir.

Reaksiyonun termal kosullar1 Tablo 3.3’te verildigi gibidir.

Tablo 3. 2 Real-time qPCR icin kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer Sekansi

18S rRNA- fwd 5- Forward
ATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGA-
37
18S rRNA- rev 5’-CTCGCTGGCTCTGTCAGTGTAG-3’ | Reverse
CpLac-RT-fwd 5’ATCCAGATTGACGGTCCTGC-3’ Forward
CpLac-RT-rev 5’-TCTCAGGCGATGTCTCTTGC-3’ Reverse

Tablo 3. 3 Real time qPCR reaksiyonunun termal kosullar1

Dongii Sayist Sicaklik Siire
Hazirlik 1 45° 10 dk
On Denatiirasyon 1 95° 2 dk
Denatiirasyon 40 95° 5sn
Primerlerin baglanmas 55° 10 sn
Uzama 72° 5sn
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3.2.8 Total Protein Ekstraksiyonu

Aktivite deneylerinde kullanilacak protein ekstraklarim1 hazirlamak icin
petrilerden toplanmis mantar 6rnekleri RNAaz’dan arindirilmis steril havanlarda
siv1 azot ile toz haline getirilmis ve 2 mL’lik tiipler icerisine alinmistir. 100mM
potasyum fosfat tamponu, 0,1 mM EDTA igeren soguk ekstraksiyon tamponu
(pH:7) hazirlanmistir.[67] Her bir tiipe 1500 ul soguk ekstraksiyon tamponu
eklenmistir. 18000 g 4°C'de 22 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen
siipernatant farkli bir tiipe alinmistir. Protein stabilizasyonunun saglanmasi i¢in

4°C'de saklanmastir.
3.2.9 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Bradford yontemi, Coomassie Brillant Blue adi verilen G-250 boyasinin
proteinlerde bulunan arjinin, triptofan, tirozin, histidin ve fenilalanin gibi amino
asit rezidiilerine baglanmasi sonucu mavi renkli kompleks olusturmasi esasina
dayanan spektrofotometrik bir yontemdir. Renklendirilmis ¢6zeltinin absorbansi

595 nm’de olgiiliir [68].

Bovine serum albumin (BSA) standartlar sirasiyla 0,125 ; 0,25 ; 0,5; 0,75; 1 ;
1,5 ; 2 ve total protein ekstraktlarindan 5 uL alinarak, tizerine 250 uL. Bradford
boyas1 eklenmis ve pipet ucu ile karistirilarak 5 dk karanlikta oda sicakliginda
bekletilmistir. Sonasinda ornekler mikroplatelere alnarak 595 nm’de mikroplaka
okuyucuda absorbanslari okunarak kaydedilmistir. Kor olarak ornekle aymi

miktarda soguk ekstraksiyon tamponu kullanilmistir.
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3.2.10 Lakkaz Enzim Aktivitesi

250 mL distile su iceren cam sise icerisine 0,41 g sodium asetat ve 1,98 g asetik
asit eklenmis cozeltinin pH'I 3,5 olan Sodyum asetat tamponu hazirlanmistir.
13,72 mg ABTS tartilip 500 uL sodium asetat tampon hazirlanmistir. Kristal kiivet
icerisine sirasiyla 100 uL protein ¢ozeltisi, 50 uL. ABTS c¢ozeltisi, 850 uL sodyum
asetat tampon eklenmistir. Spektrofotometrede 418 nm’de sifirinci ve iigiinci

dakikada absorbans alinmaistir.

Absorbans degisim degerleri ile asagida verilen denklem () kullanilarak enzim
aktivitesi (U/mL) hesaplanmistir [69]. Her bir 6rnek icin enzim akitivitesi ayni
Oornegin protein miktar1 (mg/mlL) degerine boliinerek 1mg proteinin spesifik

aktivitesi hesaplanmustir.

U
Enzim Aktivitesi (H) = (AAbs418.Vt.10%)/(E.d.Ve.t)
(D

AAbs= Absorbansdaki artis,

Vt= Toplam hacim (mL)

€= ABTS substratinin molar ekstinksiyon katsayis1 (36000 M'cm™)
Ve= Enzim hacmi (mL)

t=Sire
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4

SONUGC VE ONERILER

4.1 Sonuclar

Calisma Orman Genel Midiirliigli, Marmara Ormancilik Arastirma Enstitiisi
tarafinca yiiriitiilen 10.4803 numarali projesi kapsaminda Bolu ilinden gelen
hipoviriilent ve Izmir ilinden gelen viriilent C. parasitica izolatlar1 ile yapilmustir.

Fulvik asit ve humik asitin hipoviriilans doniistimiine etkisi; morfolojik, lacl gen

transkripsiyonu ve lakkaz enzim aktivitesindeki degisimler ile degerlendirilmistir.

4.1.1 Sonuglarin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Beyaz kiiltiir morfolojisinin hipoviriilans doniisiimiin kriteri olarak alindiginda
farkli konsantrasyonlarda fulvik asit ile fulvik + humik asit iceren besiyerlerinde
birlikte kiiltiire edilen viriilent ve hipoviriilent izolatlarin inkiibasyonu sonrasi
beyaz hiflenmeler goriilmiistiir. Sekil 4.1’de 50 ppm ve 75 ppm fulvik asit iceren;
300 ppm fulvik asit ve humik asit iceren besiyerlerinde doniisiimii saglanmis
orneklerin inkiibasyon sonucu gosterilmistir. Bavendamm testi ile dontistiiriilmiis
orneklerin hipoviriilanshigi dogrulanmstir . Sekil 4.2’de 75 ppm fulvik asit ve 75
ppm fulvik asit+humik asit iceren besiyerinde doniistiiriilmiis 6rnekler ile fulvik

ve humik asit icermeyen besiyerinde biiyiitiilen viriilent izolatlarin Bavendamm

test sonuglar1 gosterilmistir.

Sekil 4. 1 Farkli icerige sahip besiyerlerinde gerceklestirilmis hipoviriilans

dontisimiin 14 giinliik inkiibasyonu
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(3a) 300 ppm fulvik ve humik asit iceren PDAmb (3b) 50 ppm fulvik ve humik

asit iceren PDAmb (3c) 75 ppm fulvik asit iceren PDAmb

Sekil 4. 2 Bavendamm testi sonuglari

(4a) 0 ppm besiyerinde biiyiitiilen viriilent izolat (4b) 75 ppm fulvik asit iceren
besiyerinde doniistiiriilmiis viriilent ve hipoviriilent izolatlar (4c) 75 ppm fulvik
asit ve humik asit iceren besiyerinde doniistiiriilmiis viriilent ve hipoviriilent

izolatlar

4.1.2 Hipoviriilans Doniisiimiin Lacl Gen Transkripsiyon Seviyesi ile

Degerlendirilmesi

4.1.2.1 Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu sonrasi yapilan jel elektroforezinde hipoviriilent izolat ve
farkl konsantrasyonlarda sadece fulvik asit ile fulvik + humik asit iceren PDAmb
besiyerlerinde biyiitiilmiis Orneklerde ayni seviyelerde bant olusumu
saptanmigtir. Hipoviriilent ve dontstiiriilmiis 6rneklerdeki RNA'nin degrade

olmadig goriilmistiir. Jel elektroforez goriintiisti Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4. 3 Orneklerden elde edilen total RNA'nin jel elektroforez goriintiisii

(1) Viriilent,(2) Hipoviriilent, (3) Kontrol-0 ppm, (4) 50 ppm HAFA, (5) 75 ppm
HAFA, (6)150 ppm HAFA, (7) 300 ppm HAFA; (8) 50 ppm FA, (9) 75 ppm FA,
(10) 150 ppm FA, (11) 300 ppm FA

4.1.2.2 Real Time qPCR ile lacl Gen Transkripsiyon Seviyelerinin Belirlenmesi

RT-qPCR teknigi kullanilarak elde edilen Cq degerleri Livak metoduna gore
hesaplanip lakkaz geninin ekspresyon diizeyleri karsilastirilmistir. lacl geninin

amplifikasyon egrisi Sekil 4.4’te verilmistir.

Sonuclarin degerlendirilmesi iki farkli kontrol grubu kullanilarak yapilmistir.
Bunlar; fulvik asit ve humik asit icermeyen besiyerinde biiyiitiilen viriilent C.
parasitica izolat ile aynm besiyeri ortaminda hipoviriilans doniisiimii gerceklesmis

C. parasitica izolatina ait sonuglardir.
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Sekil 4. 4 lacl geninin Real-time qPCR amplifikasyon egrileri

Viriilent 1 Hipoviriilent 1 PDA 1 50FA 1 . 75FA 1 150FA 1 300FA 1
Viriilent 2 Hipoviriilent 2 PDA 2 50FA 2 75FA 2 150 FA 2 300 FA 2
Viriilent 3 Hipoviriilent 3 PDA 3 50FA 3 . 75FA 3 150 FA 3 300FA 3
. 50 HAFA 1 75 HAFA 1 150 HAFA 1 300 HAFA 1
50 HAFA 2 75 HAFA 2 150 HAFA 2 300 HAFA 2

50 HAFA 3 75 HAFA 3 150 HAFA 3 300 HAFA 3



Kontrol grubu olarak fulvik asit ve humik asit icermeyen besiyerinde biiyiitiilen
viriilent izolatin ekspresyon seviyesi 1 olarak kabul edildiginde; doniistimii
gerceklesmis tiim orneklerde lacl geninin downregiile oldugu gorilmiistiir. Sekil

4.5’te lacl gen ekspresyon seviyeleri grafik olarak verilmistir.

Ekspresyon seviyelerindeki azalma degerlendirildiginde; en fazla azalmanin
sirastyla 75 ppm ve O ppm fulvik asit iceren besiyerinde, en az diisiisiin ise 50

ppm fulvik asit ile 300 ppm fulvik + humik asit iceren besiyerlerinde oldugu tespit

edilmistir.
lacl Gen Ekspresyonunun Goreceli Kat Degisimi
.&e““ & <<V QQ‘? \é‘v Y\@ QQ&%V Q\XVQ}
3¢ o o
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0,1
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Sekil 4. 5 Farkli fulvik asit ve fulvik asit+ humik asit konsantrasyonlarinda
hipoviriilans doniisiime ugramis 6rneklerin lacl gen ekspresyon seviyelerinin

viriilens ornek ile karsilastirilmasi (Grafik, logaritmik 6lgekte cizilmistir.)

Hipoviriilans dontisiimde besiyerine ilave edilen fulvik ve humik asidin etkilerini
degerlendirmek icin, sonucglar fulvik asit ve humik asit icermeyen (0 ppm)
besiyerindeki doniisiime ugramis orneklere ait sonuclar ile karsilastirilmistir. O
ppm besiyeri 6rneklerindeki lacl ekspresyon kat sayisi “1” olarak alinmistir. lacl
gen ekspresyonlari kontrol grubu ile kiyaslandiginda 50 ppm fulvik asit, 150 ppm
fulvik asit ve 300 ppm asit fulvik + humik asit iceren besiyerinde biiyiitiilen
hipoviriilans doniisiim geciren 6rneklerin gen ekspresyonlarinin upregiile; 75 ppm
fulvik asit iceren besiyerinde biiyiitiilen Ornegin gen ekspresyonunun ise
downregiile oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun ekspresyonu ile

oranlandiginda lakkaz gen ekspresyonlar1 yaklasik olarak 50 FA grubunda 2336
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kat, 150 FA grubunda 7 kat, 300 FA grubunda ise 24 kat artmigsken; 75 FA
grubunda 0,80 kat azalmstir. Sekil 4.6’da farkli fulvik asit konsantrasyonlarinda

lac1 gen ekspresyonunun goreceli kat degisimi gosterilmistir.

lacl Gen Ekspresyonunun Goreceli Kat Degisimi

10000
1000
100
) '
) I — -
0 ppm (Kontrol) 50 ppm 75 ppm 150 ppm 300 ppm
0,1

Fulvik Asit Konsantrasyonlari (ppm)

Sekil 4. 6 Farkl: fulvik asit konsantrasyonlarinda doniisiime ugramis 6rneklerin

lac1 gen ekspresyon seviyeleri (Grafik, logaritmik 6lcekte ¢izilmistir.)

Fulvik asit ve humik asit konsantrasyonlar1 eklenmis PDAmb besiyerlerinde
dontiistimiin gerceklestigi tiim 6rneklerin lacl gen ekspresyonlari kontrol grubuna
oranla upregiile oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda lacl
ekspresyonlar1 yaklasik olarak 50 HAFA’da 8 kat; 75 HAFA’da 1,5 kat; 150
HAFA’da 5 kat; 300 HAFA’da ise 687 kat artis gostermistir. 300 ppm’lik asit fulvik
ve humik asit varliginda gen ekspresyonunda biiyiik bir artis gozlenirken; 75
ppm’lik fulvik asit ve humik varliginda ekspresyon artisi ¢ok az olmustur. Sekil
4.77de farkli asit fulvik ve humik asit konsantrasyonlarinda lacl gen

ekspresyonunun goreceli kat degisimi gosterilmistir.
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lac1l Gen Ekspresyonunun Goreceli Kat Degisimi
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Sekil 4. 7 Farkl: fulvik asit ve humik asit konsantrasyonlarinda doniisiime
ugramis orneklerin lacl gen ekspresyon seviyeleri (Grafik, logaritmik 6lcekte

cizilmistir.)

4.1.3 Hipoviriilans Doniisiimiin Lakkaz Enzim Aktivitesi ile

Degerlendirilmesi

4.1.3.1 Total Protein Miktarlar

Besiyerine farkli konsantrasyonlarda fulvik asit ya da fulvik + humik asit ilavesinin
hipoviriilans dontisiime etkisini lakkaz enzim miktar1 ve aktivitesindeki degisimler
ile belirlemek icin 6ncelikle total protein tayini yapilmistir. Bovine serum albiimin
standartlar1 kullanilarak cizilen Bradford standart egrisinden (Sekil 4.8) elde
edilen denklem kullanilarak total protein ekstraksiyonu ile elde edilen ekstratlarin
protein miktarlar1 hesaplanmistir. Tablo 4.1’de her bir 6rnek grubunun protein
miktar1 yer almaktadir. Protein miktarlari lakkaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi

icin kullanilmistir.
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Sekil 4. 8 Bradford standart egrisi

Tablo 4. 1 Humik ve fulvik asit iceren besiyerinde gelisen doniisiimii gerceklesen

C. parasiticaya ait total protein miktarlar1 (mg/ml)

Ornek Grubu Protein Miktar1 (mg/ml)

Kontrol (0 ppm) 0,379965
50 FA 0,204787
75 FA 0,191216
150 FA 0,34789

300 FA 0,262768
50 HAFA 0,521836
75 HAFA 0,924007
150 HAFA 0,303479
300 HAFA 0,699482
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4.1.3.2 Lakkaz Enziminin Bagil Aktivitesi

Her bir 6rnek icin enzim aktivitesi (U/mL) hesaplandiktan sonra ayni 6rnegin
Bradford metodu ile elde edilen protein miktarina (mg/mL) béliinmesi sonucu
elde edilen deger enzimin spesifik aktivitesidir. Kontrol yani fulvik ve humik asit
icermeyen PDAmb besiyerinde hipoviriilans dontisimii gerceklesen C.
parasiticaya ait orneginin spesifik aktivitesi %100 aktivite gosterdigi kabul
edilerek farkli konsantrasyonlarda sadece fulvik asit ya da fulvik asit + humik asit

iceren besiyerinde biiyiitiilmiis 6rneklerin % bagil aktivitesi hesaplanmaistir.

Farkli fulvik asit konsantrasyonlar1 iceren besiyerlerinde dontisiimiin gerceklestigi
orneklerin lakkaz enziminin bagil aktivitesi Sekil 4.9’da grafik olarak verilmistir.
300 ppmlik fulvik asit varliginda lakkaz enziminin aktivitesinin kontrole gore
arttig1 (%110); diger konsantrasyonlarda lakkaz enzim aktivitesinin azaldig1 tespit
edilmistir. En diisiik lakkaz enzim aktivitesi (%40) 150 ppm fulvik asit varliginda

gorilmistir.
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Sekil 4. 9 Farkl fulvik asit konsantrasyonlarinda doniistiiriilen 6rneklerin lakkaz

enziminin bagil aktivitesi (%)

Farkli fulvik asit ve humik asit konsantrasyonlari iceren besiyerlerinde doniistime
ugramis Orneklerin lakkaz enziminin bagil aktivitesi Sekil 4.10’da grafik olarak
verilmistir. 50 ppm fulvik asit ve humik asit iceren besiyerinde biiyiitiilen 6rnegin

bagil aktivitesi %98; 75 ppm fulvik asit ve humik asit iceren besiyerinde biiyiitiilen
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ornegin bagil aktivitesi %14; 150 ppm humik asit ve fulvik asit iceren besiyerinde
biiyiitillen 6rnegin bagil aktivitesi %46; 300 ppm humik asit ve fulvik asit iceren
besiyerinde biiyiitiilen O0rnegin bagil aktivitesi %35 olarak hesaplanmistir. 50
ppm'lik fulvik ve humik asit varliginda enzim aktivitesi kontrole ¢ok yakin oldugu
goriilmistiir. Aktivitedeki en fazla diisiis 75 ppm'lik fulvik ve humik asit varliginda

goriilmiistiir.

Lakkaz Enziminin Bagil Aktivitesi (%)
300 ppm -
150 ppm .

75 ppm H

50 ppm .

Fulvik ve Humik Asit
Konsantrasyonlari (ppm)

0 ppm (Kontrol) —

0 20 40 60 80 100 120

Sekil 4. 10 Farkl: fulvik asit ve humik asit konsantrasyonlarinda doniistiiriilen

orneklerin lakkaz enziminin bagil aktivitesi (%)

Viriilent C. parasiticanin lakkaz aktivitesinin her zaman hipoviriilent
C.parasitica’dan fazla olmasi gerektiginden sonuclarin kontroliinii saglamak icin
besiyerinde fulvik ve humik asit bulunmayan viriilent izolatin da enzim aktivitesi
hesaplanarak sonuclar karsilastirilmigtir. Kontrol grubu olan viriilent izolatin
lakkaz enzim aktivitesi %100 olarak alindiginda; 0 ppm'lik fulvik asit iceren
besiyerinde doniistimii saglanmis 6rnegin bagil aktivitesi %6, 50 ppm'lik fulvik asit
iceren besiyerinde doniisimii saglanmis 6rnegin bagil aktivitesi %4, 75 ppm'lik
fulvik asit iceren besiyerinde doniisiimii saglanmis 6rnegin bagil aktivitesi %5, 150
ppm'lik fulvik asit iceren besiyerinde doniisiimii saglanmis 6rnegin bagil aktivitesi
%3, 300 ppm'lik fulvik asit iceren besiyerinde doniisiimii saglanmis 6rnegin bagil
aktivitesi %7 olarak hesaplanmistir. Aktivitedeki en fazla diistis 150 ppm fulvik

asit varhiginda goriilmiistiir.
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50 ppm'lik fulvik ve humik asit iceren besiyerinde doniistimii saglanmis 6rnegin
bagil aktivitesi % 6; 75 ppm'lik humik asit+fulvik asit iceren besiyerinde
dontiistimii saglanmis 6rnegin bagil aktivitesi % 1; 150 ppm'lik fulvik ve humik asit
iceren besiyerinde doniisiimii saglanmis 6rnegin bagil aktivitesi % 3; 300 ppm'lik
fulvik ve humik asit iceren besiyerinde doniisiimii saglanmis 6rnegin bagil
aktivitesi % 2 olarak hesaplanmistir. Aktivitedeki en fazla diisiis 75 ppm fulvik ve

humik asit varliginda goriilmiistiir. Sekil 4.11'de grafik olarak verilmistir.

Lakkaz Enziminin Bagil Aktivitesi (%)
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Sekil 4. 11 Farkli humik asit ve fulvik asit konsantrasyonlarinda doniistiiriilen

orneklerin lakkaz enziminin bagil aktivitesi (%)

Fulvik veya humik asit gibi humik maddelerin bitki biiyiimesini ve gelismesini
destekledigine dair bir¢ok calisma olmasina ragmen bitki patojenleri 6zellikle
mantarlar tiizerindeki etkisini arastiran calismalarin sayis1 oldukca azdir.
Literatiirde fulvik asit veya humik asitin C.parasiticay1 nasil etkiledigi hakkinda
sadece bir calismaya ulasilabilmistir. Riva Orman Isletme Sefliginde kestane dal
kanserinin yogun olarak goriildiigii mescerelerde, mantarla miicadele ve
hipoviriilent gelistimin tespit edildigi alanlardaki toprakta humik madde icerigi ve
miktar1 lizerinde yapilan arastirmalar sonucunda mantar ile miicadele edilen ve
hipoviriilent gelisimin tespit edildigi alanlarda humik madde miktarinin kanserin
yogun oldugu bolgelere gore daha fazla oldugu bildirilmistir[11]. Bu veriden yola
c¢ikilarak yapilan bu calismada farkli fulvik asit ile fulvik ve humik asit

konsantrasyonlarinin hipoviriilans doniisiim tizerindeki etkisi in vitro olarak lacl
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gen transkripsiyon seviyeleri ve lakkaz enzim aktivitesi ile degerlendirilmistir.
Literatiirde viriilent C. parasiticamin lakkaz ekspresyonu ve aktivitesinin
hipoviriilent C. parasiticadan fazla oldugu gosterilmistir. Bunun aksine fulvik veya
humik asitlerin lakkaz tiretimi veya aktivitesine dair herhangi bir bilgiye
rastlanilmamistir. O ppm fulvik asit iceren besiyerinde hipoviriilans dontisiimii
gerceklesmis C. parasitica kontrol grubu olarak secildiginde lac1 gen ekspresyonu
sadece 75 ppm fulvik asit iceren besiyerinde hipoviriilans doniisiimii saglanmis
C. parasitica izolatinda downregiile olmusken; diger farkli konsantrasyonlarda
fulvik ile fulvik+humik asit iceren besiyerlerinde doniisimii gerceklesen
orneklerin tiimiinde upregiilasyon tespit edilmistir. Kontrol grubu O ppm olarak
alindiginda lakkaz enzim aktivitesi, 300 ppm fulvik asit haricinde tiim fulvik ile
fulvik+humik asit konsantrasyonlarinda azalmistir. En az enzim aktivitesi 75 ppm
fulvik+humik asit iceren besiyerinde hipoviriilans doniisiimii saglanmis C.
parasiticada goriilmiistiir. lacl gen transkripsiyonu ve lakkaz enzim aktivitesi
arasindaki sonuclarin farkliligi lakkaz enziminin lac1, lac2 ve lac3 gibi farkli genler

ile kontrol ediliyor olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Literatiirde humik madde ile muamele edilmis topraklarda Phythium ultimum ile
enfekte edilmis bezelye bitkilerinin kok agirhigi ve verimliliginin arttigs,
enfeksiyonun neden oldugu artan kok lezyonlari; azalan kok uzunlugu ve yan kok

sayisinin humik maddelerin varliginda iyilesme gosterdigi rapor edilmistir. [70].

Loffredo ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 calismada da, farkli konsantrasyonlarda
fulvik ve humik asitlerin bitki patojeni olan S. sclerotiorum'u inhibe ederek,
biiylime hizim1 gerilettigi farkli olarak antagonist 7richoderma viride ve
Trichoderma  harzianumun biiylimesini destekledigi  gosterilmistir. .
sclerotiorum'un inhibiyonunda komposttan elde edilen humik maddelerin
toprakta bulunan humik maddelerden daha etkili oldugu goriilmiistiir. Calisma da
humik maddelerin kékeninin, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin ve COOH grup
iceriginin mantarlar tizerindeki humik madde aktivitesini kontrol ettigi

belirtilmistir. [71].

Diger calismalarda da benzer sekilde humik madde uygulamalarinin bitki patojeni

Verticillium dahliae ile enfekte olmus domates, biber ve patlican [72] ve Fusarium
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oxysporum f.sp. Iycopersici ile enfekte olmus domates bitkilerinde [73]
patojenlerin neden oldugu solgunluk hastalig1 siddetini 6nemli oranda azalttigi,
humik asitin cimlenme stirecindeki tohumlarin enzim aktivitelerini arttirarak
cimlenmeyi tesvik ettigi ve arttirdigi belirtilmistir. Sonuclar rizosferde organik
olarak bulunan humik maddelerin, ekonomik degeri yiiksek olan bitkileri koruma

calismalarina yardimci olabilecegini gostermistir[72].

Bu calismada da 75 ppm’lik fulvik asit varliginda lacl gen transkripsiyonunun
diismesi ayni zamanda lakkaz enzim aktivitesinindeki azalmaninda gozlenmis
olmasi ve bunun morfolojik bulgularla desteklemesi ile hipoviriilans 0zelligin
kazanilmasinda 75 ppmlik fulvik asit varliginin oOnemli olabilecegini

diistindtirmisttr.
4.2 Oneriler

Fulvik asit ve humik asitin hipoviriilans doniisiime olan etkisinin lakkaz enzimi
lizerinden arastirildigi bu calismada hipoviriilans doniisiimii gosteren lakkaz
enzimi tlizerinden vyapilan degerlendirmede 75 ppm’lik fulvik asit iceren
besiyerinin doniisiime katki sagladigina ait veriler elde edilmistir. Bununla
birlikte diger uygulamalarda lacl gen transkripsiyonu ile lakkaz enzim aktivite
sonuclar1 arasindaki benzer sonuclar olmadigi belirlenmistir. Bunun nedeni
intraseliiler ve ekstraseliiler lakkazlarin varligindan kaynaklanabilir. Bu nedenle
lac1, lac2 ve lac3 genlerinin de transkripsiyon seviyesi arastirilmalidir. Elde edilen
sonuclarinda dogrulugu ve giivenilirligi icin yeni arastirmalarin yapilmasi

gereklidir.
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