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Cryphonectria parasitica’ nin Hipoviriilent Strainlerinin Fenol ve Kloroform igermeyen dsRNA
Analiz Yontemi ile Belirlenmesi ve Cryphonectria hypovirus I’ in RT-PCR ile Tanilanmasi
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Oz: Kestane Kanseri (Cryphonectria parasitica), Castanea spp., nin énemli bir hastaligi olup dal ve gévdelerde kanserlere yol
agmakta ve agaglarin zamanla olmesine sebep olmaktadir. 1964 yilinda italya’da iyilesmekte olan kestane agaglarinda ilk
olarak hipovirulent kanserlerin fark edilmesini takiben biyolojik kontrol ajani olarak kullanilan dsRNA viriisi igeren
hipovirulent strainler belirlenmistir. Ulkemizde de Karadeniz ve Marmara Bolgeleri kestane alanlarindan elde edilen C.
parasitica’nin hipovirulent izolatlarinin dsRNA icermis olduklari belirlenmistir. Hipovirulent izolatlardaki dsRNA’nin varliginin
belirlenmesinde genellikle Morris ve Dodds (1979)’'un dsRNA izolasyon ve analiz yontemi kullanilmaktadir. Bu calismada ise
hipovirulent olabilecegi belirlenen C. parasitica izolatlarinda dsRNA varligi belirlemek igin Balijja ve ark. (2008) tarafindan
gelistirilen yontem kullaniimistir. Diger izolasyon yontemlerine kiyasla daha kisa sure gerektirmesi, kullanilan miselyum ve
kimyasal madde miktarinin daha az olmasi ve fenol- kloroform icermemesi gibi avantajlari nedeniyle gelecekte iilkemiz ve
bolgemizde bu konuda yapilacak olan arastirmalara kolaylik saglamasi amaciyla bu galisma planlanmistir. Bu amagla Ege,
Karadeniz ve Marmara Bolgeleri kestane alanlarindan kestane kanseri hastaligi ile bulasik agaglarin iyilesme belirtisi gosteren
kanser yaralarinin kabuk dokularindan elde edilen ve agik renk-beyaz misel olusumu gozlenen izolatlar kullaniimistir. Calisma
kapsaminda 68 izolattan 30 tanesi dsRNA ekstraksiyonuna olanak saglayan Balijja ve ark. (2008)’ nin yontemi ile analiz
edilmis ve 25 izolatin dsRNA profili icerdigi belirlenmistir. dsSRNA profili iceren alti izolat Morris ve Dodds (1979) yontemi
ile dsRNA varligi yoniinden dogrulanmistir. Ardindan, RT-PCR yontemi ile |5 izolattan elde edilen dsRNA’larin hipoviriis
Cryphonectria hypovirus | (CHV-1) oldugu belirlenmistir.
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Determination of Hypovirulence Strains of Cryphonectria parasitica by Using Non-Phenol-Chloroform dsRNA Analysis
Method and Detection of Cryphonectria hypovirus | by RT-PCR

Abstract: Chestnut blight, Cryphonectria parasitica, is a serious disease of Castanea spp. and causes bark cankers that progressively
kill branches and trunks. Hypovirulent cancers were first identified with the awareness of chestnut trees recovering in Italy in 1964,
and followed by hypovirulent strains containing the dsRNA virus used as a biological control agent. It has been determined that the
hypovirulent isolates of C. parasitica have dsRNA which obtained from chestnut areas of the Black Sea and Marmara regions of
Turkey. The dsRNA isolation and analysis method of Morris ve Dodds (1979) is usually used to determine the presence of dsRNA in
hypovirulent isolates. In this study, to determine the presence of dsRNA in C. parasitica isolates, which may be hypovirulent, the
method of Balijia and collaborators has been used (Bdlijia et al, 2008). This study was planned in order to investigate whether this
method is applicable for conducting research in the future due to its advantages such as shorter time requirements, less amount of
mycelium and chemicals used, and not involving phenol-chloroform compared to other isolation methods. For this purpose, the isolates
collected from hedling cankers of chestnut areas in the Aegean, Black Sea and Marmara regions of Turkey, where light-white
mycelium formation was observed, were used. In this study, 30 isolates out of 68 were analyzed by Badlijia et al.’s method and only 25
isolates were identified to contain dsRNA profile. dsRNA-containing six isolates were also analyzed by the method of Morris and
Dodds, and the existence of dsRNA was confirmed. It was found that |5 of 25 dsRNAs belonged to the hypovirus Cryphonectria
hypovirus | (CHV-1) by RT-PCR.

Keywords: Cryphonectria parasitica, Chestnut bligth, dsSRNA analysis, Cryphonectria hypovirus| (CHV-1)

GIRIS olusturmaktadir. Kestane Kanseri Tiirkiye’de ilk olarak

Diinya kestane iretiminin %3’G karsilayan ilkemizde, 1967°de Marmara Bolgesinde saptanmis (Akdogan ve
tiretimin yaklasik %33’inii Aydin ili karsilamaktadir (Anonim, Erkam; 1968, Delen,1979; Baykal ve ark, 2000) ve bu
2014). Bu da Diinya kestane iretiminin yaklasik %1’dir. ~ bolgeden Ege (Celiker, 2000; Celiker ve Onogur, 2001;
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RT-PCR ile Tanilanmasi

Erincik ve ark., 2003) ve Karadeniz Bolgelerindeki (Coskun
ve Kural, 1994; Coskun ve ark., 1999 ) kestaneliklere
yayilarak pek ¢ok kestane agacinin ¢liimiine neden olmustur
(Delen, 1979; Coskun ve ark., 1999). Aydin yoresindeki
kestane alanlarindaki kurumalara C. Parasitica’ nin neden
oldugu ilk kez 2003 yilinda saptanmistir (Erincik ve ark.,
2003). Kestane kanseri hastaligi enfeksiyonu genellikle
govdelerde ve dallarda kabuk nekrozu seklinde olup
ozellikle hastaligin uzun siiredir var oldugu bolgelerde
birgok kestane agacinin 6liimiine neden olmaktadir.

Kestane kanserinde (C. parasitica) hipoviriilent irklar ilk
olarak 1965 yilinda bildirilmistir (Grente, 1965). Kestane
kanseri hastalik etmeniyle miicadelede en etkili yontemin,
hipoviriilent irklarin kullanildigi biyolojik miicadele oldugu
bildirilmistir (Robin ve Heiniger, 2001; Milgroom ve Cortesi,
2004). C. parasitica’ nin hipoviriilent irklari, zayif patojen
olmalari nedeniyle genellikle hastalik yapma yetenekleri
disiktir. Hastahgin kontroli, dogal olarak veya yapay
yollarla C. parasitica'nin hipovirulent irklarinin  hastalikl
kestaneliklere girisi ve yayimasi ile gergeklesmektedir.
Hipovirulente doniisen C. parasitica’ nin  saldirganliginin
azalmasi ile kabuk dokusunda ¢ok derin tahripkar kanserler
uzerinde olusan yiizeysel kanserler, agacin olusturdugu
kallus tabakasi ile iyilesebilmektedir. Boylece agacin
govdesinde hastalik bulunmasina ragmen agag yasamini
sirdirmektedir. Kestane alanlarina sahip bir ¢ok Ulkede,
hipovirulent irklar kullanilarak biyolojik yolla kestane kanseri
ile basarili bir sekilde miicadele edilebilmektedir (Heiniger
ve Rigling, 1994; Bissegger ve ark., 1997; Robin ve Heiniger,
2001; Kristin ve ark., 2008).

Ulkemizde de hipoviriilent irklar kullanilarak (Geliker ve
Onogur, 2001; Celiker ve ark., 2006; Akilli ve ark., 2009;
Alalli ve ark., 2012) yapilan uygulamalar sonucunda basaril
sonuglar elde edilmistir.

Simdiye kadar yapilan calismalar ile hipoviriilent irklar ve
kestane kanseri fungal etmeni (C. parasitaca) arasindaki
etkilesim iyi calisilmis ve biyolojik miicadeledeki potansiyeli
degerlendirilmistir (Anagnostakis ve ark., 1998; Nuss, 1992;
Suzuki ve Nuss, 2002). Hipovirisler C. parasitaca’y! enfekte
sitoplazmik  ¢cift sarmallil  RNA  (dsRNA)
mikovirislerdir. Fungus viriis tarafindan enfekte edilmekte
ve boylelikle enfeksiyon

edebilen

fungusun gliciinde azalma
olmaktadir. Hipovirulensligi olusturan biyolojik kontrol ajani
dsRNA virisiinlin en yaygin olarak kullanilani Cryphonectria
hypovirus | (CHV-1)’dir. Hipoviriis, hifsel anastomoz yoluyla
hipovirulent bireyden vejetatif olarak uyumlu virulent bireye
taginarak onun hipoviriilent fenotipe doniistiirilmesine
neden olabilir.

Biyolojik miicadele galismalarinda hipovirulent
belirlenmesi igin kullanilan dsRNA izolasyonunda Morris ve
Dodds (1979); Valverde ve ark. (1990); Allemann ve ark
ark. (1999) nin uyguladigi fenol kloroform ile ekstraksiyon
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irklarin

ve ardindan CF-11 kolon kromotografisi kullaniimistir
(Heiniger ve Rigling, 1994; Steenkamp ve ark., 1998; Giirer
ve ark,, 2001; Celiker ve Onogur, 2001; Celiker ve ark.,
2006; Agikgoz ve ark. 2009; Akilli ve ark., 2009; Akilli ve
ark,, 2011, 2012). Bu yontemde fungal miselyum (6-10 gr)
ve kullanilan kimyasal madde ihtiyaci fazla olup uygulama
stiresi dort ile bes giin arasinda degismektedir. Ayrica
izolasyon sirasinda kullanilan fenol ve kloroform gibi insan
saghgr agisindan risk olusturan kimyasal maddeler bu
yontemlerin diger bir dezavantajidir.

2008 yilinda Balijja ve ark. (2008), fungal dokulardan dsRNA
farkh  bir
gelistirmislerdir. Morris ve Dodds (1979) ve diger modifiye
yontemlerde dsRNA izolasyonu igin 10 g fungal miselyum
kullanilirken, Balijja ve ark. (2008)’e gore kullanilan fungal
miselyum miktari 1/50 oraninda azaltilabilmektedir. Fenol ve
kloroform igcermemesi, kullanilan kimyasal madde miktarinin
da onemli oranda azalmasi ve CF Il (whatman®) seliiloz
kolon yontem maliyeti de
diistirmektedir. Ayrica dsRNA izolasyonunu bir giin gibi kisa
bir siirede miimkiin kilmasi, zamandan da tasarruf edilmesini
saglamaktadir. Dodds (1979) yonteminin
mikoviriislerin dsRNA izolasyonunda siklikla kullanilmasina

izolasyonunda kolaylik saglayacak yontem

kullanilmamasi ile bu

Morris ve

ragmen, Balijja ve ark. (2008)’nin fungus mikoviriisleri igin
gelistirdigi ekstraksiyon yontemini uygulayan arastirmalara
yaptigimiz literatiir taramalarinda rastlanmamistir. Balijja ve
ark. (2008), dsRNA izolasyonu igin gelistirdigi yontemi
Aspergillus  niger, Cryphonectria parasitica,
abietina, Sphaeropsis sapinea mikoviriisleri igin uygulamis ve

Gremmeniella

basarill sonuglar verdigini bildirmislerdir. Bu calsma, C
parasitica  gibi  fungal dsRNA
izolasyonunda Balijja ve ark. (2008)’ a ait yontemin rutin
testlerde elverisli olarak kullanilma durumunu aragtirmak ve
gelecekte iilkemiz ve bolgemizde bu konuda yapilacak olan
arastirmalarda emek, zaman ve maliyet agisindan kolaylik

dokulardan  mikoviral

saglanmasi amaciyla planlanmistir.
MATERYAL ve YONTEM

Cryphonectria parasitica’ nin Izolasyonu ve Kiiltiirel
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada Karadeniz Marmara ve Ege Bolgelerinin farkh
yerlerinden, hipoviriilent belirtileri  tasiyan kestane
agaglarinin  govdelerinden alinan 102 kabuk dokusu
érnekleri kullanilmistir.  Orneklemeler kanserli bdlgenin
kenari ile bir kisim saglkli dokunun da yer aldigi yaklasik
3x4 cm boyutlarinda bir kabuk pargasinin kesici bir alet ile
alinmasi ile yapilmistir. Her bir ornek alma isleminden sonra
kullanilan kesici alet, sodium hipoklorit ile silinerek ylizeysel
dezenfeksiyon saglanmistir. Alinan ornekler kese kagitlarina
yerlestirilip numaralandirildiktan sonra giin icerisinde buz
kutusunda saklanmis ve izolasyon islemine kadar +4°C’ de
buzdolabinda  muhafaza  edilmistir.  Kanserli  kabuk
dokularindan 4 mm ¢apinda mantar delici ile alinan disk



seklindeki pargalar, %2’ lik sodium hipoklorit iginde 2 dakika
bekletilerek ylizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Steril
damitik suda durulanan ve steril filtre kagitlari arasinda
kurutulan ornekler, petri kaplarinda bulunan PDA besi
ortami lizerine yerlestirilerek 24°C’ de 3-4 giin C. parasitica’
nin gelismesi icin beklenmistir (Anagnostakis, 2001). Gelisen
koloniler mikolog Prof. Dr. Omer Erincik tarafindan
incelenmis ve C. parasitica oldugu dusiinilen kolonilerden
Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri ortamina aktarilarak
izolatlarin saflastirilma islemi gercgeklestirilmistir. Kabuk
dokularindan elde edilen 68 adet C. parasitica izolat, kiiltiirel
ozelliklerinin belirlenmesi igin PDA ortamina alinmiglardir.
PDA lizerinde aktif olarak gelisen her bir izolata ait
kolonilerin kenar kisimlarindan alnan 4 mm capindaki
diskler, yine PDA igeren 9 cm’lik petrilerin orta kismina
yerlestirilerek inkiibatérde 7 giin 25°C’ de karanlikta, daha
sonra isik altinda 7 giin inkiibe edilmistir (Bissegger ve ark.,
1997). Izolatlarin koloni renkleri beyaz, krem, agik turuncu
ve turuncu olarak 7. ve 14. giinlerde gozlemlenmistir.
Milgroom ve Cortesi (2004)’ nin belirttigi iizere kiiltiirlerde
krem-beyaz gelisen izolatlar diisiik viriilensli (hipoviriilent)
(Anagnostakis ve Day, 1979; Bissegger ve ark., 1997;
Milgroom ve Cortesi, 2004) kirmizi-turuncu renkte gelisen
izolatlar ise viriilent kabul edilmistir. C. parasitica izolatlari
kultirel ozelliklerine gore gruplandirilmis ve beyaz-krem
renkte gelisen, diisiik sporulasyon gosterdikleri belirlenen
ve hipoviriilent olma ihtimali olan 30 adet izolat dsRNA
analizi igin segilmistir. izolatlar PDA ortami iizerine serilen
selefon disklere yerlestirildikten sonra 6-10 giin boyunca
24°C’ de inkubator igerisinde karanlkta gelistirilmis ve
ardindan selefon iizerinde gelisen kolonilerden 100-200’er
mg miselyum aliiminyum folyo igerisine yerlestirilerek
dsRNA analizinde kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.
C. parasitica izolatlarindan dsRNA izolasyonu igin Balijja ve
ark. (2008)’'nin yontemi uygulanmistir. Daha sonra dsRNA
icerdigi belirlenen bazi izolatlarin dsRNA varligi Morris ve
Dodds (1979) un kullandigi izolasyon yontemi ile
dogrulanmistir.

dsRNA izolasyon y6ontemi (Balijja ve ark., 2008)

Derin dondurucuda (-20°C) bekletilen fungal miselyum
(100-200 mg) havan igerisine likit nitrojen ilave edilerek
havaneli ile ezilmis ve fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasi igin
icerisinde 600 pL EBA (50mM Tris-HCI pH 8.5, 50mM
EDTA %3 SDS, %! [-mercaptoethanol, %I PVPP-40)
bulunan 2 mL’ lik tiiplere aktarilmistir. +4 °C’ de, |5 dakika,
16,110 xg' de santrifiij isleminden sonra olusan siipernatant
I.5 mL’ lik tiplere aktarilip, lizerine ethanol eklenmistir.
Karisim daha sonra mikro-kolonlara (ultrafree-MC sterile
0.65 pm, Millipore) aktarilarak ve 100 xg' de santrifij
edilmistir.  Iki kez uygulanan 450 pL  IXSTE
(100 mM NaCl, | mM EDTA, 10 mM Tris/HCI pH 8.0)

+EtOH (%20) ile yikama islemi sonucunda dsRNA disindaki
diger niikleik asitler uzaklastirilmistir. dsRNA’larin iki kez
400 pL IXSTE tampon soliisyon ile 2 mL lik toplama tiipleri
icerisinde birikmesi saglanmis ve Uzerine esit miktarda
isopropanol eklenmistir. +4°C’de, 30 dakika, 16,110xg" de
santrifiij isleminden sonra tiip igerisindeki sivi dokiilerek
pelet kurumaya birakilmistir. Pelet 20 pL RNase free su ile
¢ozdiriildiikten sonra, dsRNA’ lar %0.8 agaroz jelde 80 V’
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da 50 dakika |X TBE 0.089M Tris-borate (0.089M Boric
Acid, 0.002 EDTA) tampon soliisyonda elektroforeze tabi
tutulmus ve sonrasinda jeldeki bantlarin pozisyonlarina gore
degerlendirilmistir (Shapira ve ark., 1991). Molekiiler boyut
standardi olarak Hind Ill ile kesilmis A DNA ve pozitif
kontrol olarak USA-2 CHV-I kullanilmistir.
Balijja ve ark. (2008) yontemine gore belirlenen bu
izolatlardan alti adetinin dsRNA varli§i asagida verilen
Morris ve Dodds (1979) yontemi  kullanilarak
dogrulanmistir.

dsRNA izolasyon Yéntemi (Morris ve Dodds, 1979)

Derin dondurucuda (-80 °C) bir gece bekletilen 10 g fungal
miselyum, likit nitrojen ilave edilen porselen havan
icerisinde toz haline gelene kadar ezilmistir. Toz halindeki
ornek, icerisinde 10 mL 2 x STE + 0.5 mL %10’luk SDS +
I I'mL fenol-8 hidroksiquinolin + 5 mL
kloroform:isoamilalkol (24:1) bulunan 50 mL lik tiiplere
ilave edilmistir. Tupler calkalayicida 160 devirde 30 dakika
buz igerisinde bekletilmistir. Ornekler 8,000 xg de 30
dakika +4°C de santrifiij edildikten sonra ust faz yeni steril
tiiplere aktariimistir. Daha sonra bu ornekler 20 mL olacak
sekilde IXSTE ile tamamlanarak ve 4 mL etanol ilave
edildikten sonra bir gece +4°C de bekletilmistir. dSSRNA’ nin
total DNA dan ayrilmasini saglayan CF-11 seliiloz kolon
kromatografisi yontemine gore ornekler, | gr CF-II
(whatman®) seliiloz iceren kolonlara aktariimistir. Ornekler
kolonlara aktarildiktan sonra kolonlar %16 etanol iceren 60
mL IX STE tampon soliisyon ile yikanarak son damlaya
kadar akmasi beklenmistir. ikinci ylkamada ise 6 mL IXSTE
ilave edilerek altta biriken siispansiyon tiiplere toplanmis ve
tipler icerisine 18 mL etanol ilave edilerek -37°C de bir
gece bekletilmistir. Bir sonraki giin 6rnekler -37°C den
cikarildiktan sonra +4°C de 8,000 xg devirde 30 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiijlden sonra sivi kisim bosaltilarak
peletin  kurumasi igin bir siire beklenmistir. Pelet
kuruduktan sonra | X TBE ilave edilip restuspanse edilmistir.
Bu islemin ardindan tiiplere kisa bir santrifiij islemi
uygulanmistir. Tipteki sivi, mikropipet yardimiyla alinarak
steril ependorf tiiplere aktarilmis ve iizerlerine 900 uL % 95
lik etanol ve 30 pL 3M sodyum asetat eklenerek, — 20°C’ de
en az iki saat bekletilmistir. Ertesi giin dondurucudan
cikarilan 6rnekler —4°C’ de 5,000 xg’ de 20 dk santrifij
edilmistir. Santrifiijiin ardindan tiipteki sivi bosaltilarak pelet
kurutulmustur. Tipler kuruduktan sonra 20 pL steril su ile
resiispanse edilmistir. Saflastirilan dsRNAlar %0.8 lik agaroz
jelde 80 V' da | saat |IXTBE tampon sollisyonunda
elektroforetik analize tabi tutulmustur. Hind Il ile kesilmis A
DNA marker olarak, USA-2 CHVI pozitif kontrol olarak
kullanilmistir.

dsRNA Mikoviriisiiniin Tanilanmasi

dsRNA porzitif izolatlardaki mikovirlis tiiriiniin  tanis,
Thermo Scientific Verso | tek basamakli RT-PCR Hot-Start
Kiti ile gergeklestirilmistir. CHV-I ile enfekteli izolatlarin
belirlenmesinde ORF A gen bdlgesine spesifik hvep| ve EP-
721-4  primerleri (Gobbin ve ark. 2003; Bryner ve ark,
2012) kullanilmistr  (Cizelge 1). RT-PCR driinlerinin
elektroforezi  %I’lik agaroz jelde IXTBE tampon
sollisyonunda yapilmistir.
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Cizelge |. CHV-I enfekteli izolatlarin tek basamakli RT-PCR ile belirlenmesinde ORF A gen bolgesi ¢ogaltimi igin kullanilan

primerler
CHV-I Primer Bolge Primer Sekanslari (5-3) Kaynaklar
hvep| (Forward) ORFA TGACACGGAAGCTGAGTGTC Gobbin ve ark., (2003)
EP721-4 Reverse)  ORFA GGAAGTCGGACATGCCCTG

RT-PCR islemi icin, | YL verso enzim mix, 25 yL 2X |-Step
RT-PCR Hot-Start Master Mix, 2,5 gL RT Enhancer, | pL
forward primer (10 pmol/uL ), | pL reverse primer (10
pmol/L) ile master mix hazirlanmistir. Daha sonra 16,5 uL
niikleaz- free su ile 47 pL ye tamamlanmistir. Master mix
her PCR tiipline 47 pL olarak dagitildiktan sonra {izerine
Jer YL dsRNA ilave edilmistir. Litaratiirde belirtilen
primerlere ait kosullar dogrultusunda RT-PCR yapilmistir
(Bryner ve ark., 2012). RT-PCR sonrasi elde edilen Uriinler
%1’ lik agoroz jelde | X TBE tampon soliisyonda yapilan
elektroforez sonrasi UV isik altinda goriintiilenmistir. Elde
edilmesi beklenen bant biiyiikliigii 693 bp (base pairs)’dir.

BULGULAR ve TARTISMA

izolatlarin Kiiltiirel Ozelliklerinin Belirlenmesi
Kiltiirel ozellikleri belirlenen ve koloni renklerine gore
gruplandirilan  (Sekil 1) 68 izolat arasindan hipoviriilent
oldugu diisiinllerek segilen beyaz ve acik turuncu renkte
olan 30 izolat dsRNA varligi yoniinden incelenmistir.

23130 bp
9416 bp
6557 bp

Gobbin ve ark., (2003); Bryner ve ark., (2012)

—_—

PDA ortaminda beyaz (a), turuncu (b) misel

Sekil 1.
gelisimi gosteren Cryphonectria parasitica izolatlar

izolatlarin dsRNA iceriklerinin Belirlenmesi

Hipoviriilent olma potansiyeli olan ve segilen 30 C.
parasitica izolatindan 25’inin dsRNA profili icerdigi Balijja ve
ark. (2008) yontemi ile belirlenmistir (Sekil 2).

Pozitif kontrol olan USA-2 (CHVI, 12.700 bp) izolatinin

molekiler agirhgi ile Balijja ve ark. (2008)’nin yontemine

9 12

- -

10. 1
—

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

gore dsRNA  profili
agirhginin yakin  oldugu gozlenmistir. C
parasitica’nin tanimlanan en eski izolatr EP713’lin en blyiik
dsRNA bileseninin uzunlugu 12.700 bp’dir (Shapira ve ark.,
1991). Radocz (2001)’ in bildirdigine gore Macaristan’dan
elde edilen 600 izolattan 36 tanesinde L-dsRNA tespit
edilmis ve bunlarin boyutlarinin yaklagik 12.700 bp oldugu
belirlenmistir. Hogan (2006) 35 izolatin dsRNA molekiil
boyutunu EP713 (12.700 bp) izolati ile karsilastirmis ve bu
izolatlarin boyutlarinin  yaklagik olarak ayni

belirlenen 25 izolatin molekiiler

birbirine

molekiil
oldugunu tespit etmistir. Slovenya’ da Krstin ve ark., (2011)
49 C. parasitica izolatinda molekiiler boyutlari  12.000-
13.000 bp arasinda degisen dsRNA lari belirlemislerdir.
Alkilli ve ark., (2012) ise boyutu yaklasik 13.000 bp olan 55
C. parasitica izolatinda dsRNA tespit etmislerdir. Aydin
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bolgesindeki hipoviriilent C. parasitica izolatlarini belirlemek
icin Morris ve Dodds (1979) yontemi kullanilarak tek bir
izolatta molekiiler boyutu 12.000-13.000 bp arasinda olan
dsRNA profili  belirlenmis, ancak fungusun tek spor
izolatindan dsRNA profili elde edilememistir (Agikgoz ve
ark., 2009). Cizelge 2’ de goriildiigii gibi, dSsSRNA pozitif olan
izolatlar Bolgelerinden
edilmistir. Bu iller Artvin, Diizce, Giresun, Kastamonu, Rize,
Sinop, Trabzon, Zonguldak, Bursa ve Kocaeli'dir.

Marmara ve Karadeniz elde

Balijja ve ark., (2008) yontemine gore dsRNA profili icerdigi
belirlenen 6 izolatin dsRNA varligi Morris ve Dodds (1979)
yontemi ile de teyit edilmis ve ayni profiller elde edilmistir
(Sekil 3). Bu bulgu, Balijja ve ark., (2008)’ e gore dsRNA
izolasyon yontemi sonuglarimizi dogrulamistir.



MERSIN E, AGIKGOZ S, ERINCIK 6

Cizelge 2. Bolge ve illere gore dsRNA analizi yapilan, dsRNA bulunan ve CHV-| oldugu tespit edilen Cryphonectria

parasitica izolat kodlari ve sayilari

Bolgeler iller Kabuk 8rnegi Izolat sayisi izolat kodlar dsRNA+ CHV-I+
Artvin 5 2 Arv-28-B, Arv-34 2 |
Karadeniz  Bartin 7 4 - -
Diizce 8 5 Dzc-580, Dzc-581, Dzc-587, 4 2
Dzc-602, Dzc-631-B
Giresun 8 4 Grs-257, Grs-308 2 |
Kastamonu 3 | Ksm-B-158 | |
Rize 8 5 Rz-116,Rz-123,Rz-145, Rz-155 2 |
Sinop 4 2 Snp-892, Snp-915, Snp-928 2 |
Trabzon 6 4 Tbz-209 | -
Zonguldak I 6 Zgl-646,7gl-695,Zgl-705, Zgl- 4 3
709, Zgl-724
Bursa 5 4 Brs-786, Brs-789, Brs-792, Brs- 4 3
Marmara 859
Kocaeli 8 5 Kel-425,Kcl-431,Kcl-423, Kcl-444 3 2
Aydin 19 16 - -
Ege .
Izmir 10 10 - -
Toplam 102 68 25 25 15

Sekil 3. Morris ve Dodds (1979) yontemi ile Cryphonectria
parasitica izolatlarindan elde edilen dsRNA’ larin agar jel
elektoforez goriintisi. Marker (M), Brs-786 (1), Grs-257
(2), Rz-123 (3), Dzc-602 (4), Zgl-705 (5), Kcl-425 (6)

C.parasitica’nin hipovirulent irklarinin belirlenmesinde bazi

kiiglik degisiklikler yaparak, ~Morris ve Dodds (1979),
Valverde ve ark. (1990) ve Allemann ve ark. (1999)' nin
dsRNA izolasyon yontemlerini bir ¢ok arastirici
uygulamistir (Heiniger ve Rigling, 1994; Steenkamp ve ark,,
1998; Giirer ve ark., 2001; Celiker ve Onogur, 2001;
Celiker ve ark., 2006; Akilli ve ark. 2009; Akill ve ark.,
2012). Kullanilan bu yontemlerde 6-10 gr fungal miselyum
gerekmekte olup, uygulama siiresi 4 - 5 giin arasinda
degismektedir. Bunlara ilave olarak izolasyon sirasinda
kullanilan fenol ve kloroform insan saghg agisindan risk
olusturan kimyasal maddeler grubu igerisinde yer
almaktadir.

Balijja ve ark., (2008) dsRNA izolasyonu yonteminin, Morris
ve Dodds (1979) yontemine kiyasla ihtiyag duyulan fungal
miselyum miktarint 10 g dan 100-200 mg a kadar
distirdigu, kullanilan kimyasal madde oranini biiyiik oranda
azalttigl, fenol-kloroform icermedigi ve 5-6 giin siiren analiz
sirecini tek bir gline dusurdigi bu calisma ile kendi
labratuvar kosullarimizda belirlenmistir. Bu yontem, analiz
stirecinde kullanilan kimyasal maddelerin miktarini azaltarak
hem maliyeti diisirmekte hem de izolatlardan elde edilen
dsRNA bandlarinin agar jel elektroforezinde ayni giin
icerisinde gozlemlenmesine olanak saglamaktadir. Morris ve
Dodds (1979) yontemi ile 5-6 giinde elde edilen sonuglar,
bu analiz yontemi ile bir giinde elde edilmekte ve ayni siire
zarfinda daha fazla izolatin dsRNA igerip icermediginin de
arastirilabilmesine imkan saglamaktadir.

dsRNA Mikoviriisiiniin Tanilanmasi

RT-PCR sonucunda dsRNA profili igeren 25 izolatin 15’'nde
CHV-1 hipoviiriistine ait 693 Kbp molekiiler boyutta bantlar
goriintiilenmistir (Sekil 4).

Karadeniz ve Marmara Bolgelerinden elde edilen ve dsRNA
iceren izolatlarin Cryphonectria hypovirus 1’ a ait oldugu
belirlenmistir. Cizelge 2’ de goriildiigli gibi Karadeniz
Bolgesinde 8 farkh (Artvin, Diizce, Giresun,
Kastamonu, Rize, Sinop, Zonguldak) elde edilen izolatlardan
10’ nun CHV-I oldugu belirlenmistir.

ilden
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800 bp
500 bp

Sekil 4. dsRNA iceren Cryphonectria parasitica izolatlarinin RT-PCR test sonuglari; DNA ladder mix (MBI Fermentas) (M),
Kcl-423 (1), Kcl-425 (2), Ksm-B-158 (3), Dzc-580 (4), (5), Brs-792 (6), Grs-257 (7), Brs-789 (8), Rz-123 (9), Zgl-705 (10),
Brs-786 (11), Art-28-B (12), Zgl-709 (13), Zgl-724 (14), Dzc-602 8 (15), su kontrol (K)

Marmara Bolgesi Bursa ve Kocaeli illerinden elde edilen ve
dsRNA iceren 5 izolatin da Cryphonectria hypovirus |
grubuna ait oldugu saptanmistir. 2012 yilinda yapilan bir
calisma ile de Marmara ve Karadeniz Bolgelerinden elde
edilen 72 adet C. parasitica izolatindan 55 inin CHV-I
hipoviriisii ile enfekteli oldugu tespit edilmistir (Akilli ve
ark., 2012). CHV-I in, Almanya, Fransa ve Ispanya da yaygin
olarak goriildiigii bildirilmistir ~ (Hillman ve ark, 1994;
Allemann ve ark., 1999; Gobbin ve ark., 2003; Milgroom ve
Cortesi, 2004; Montenegro ve ark., 2008). Hirvatistan’dan
elde edilen 338 C. parasitica izolatinin dsRNA igeren 36’sinin
(Krstin ve ark., 2008), ispanya’ nin Katalonya bélgesinden
elde edilen 312 izolattan 35 tanesinin (Castano ve ark,
2014); Slovenya’ da 21 izolatin, (Krstin ve ark., 2011), Bati
ispanya da 14 dsRNA igeren izolatin (Zamora ve ark., 2012)
CHV-1 ile enfekteli oldugu tespit edilmistir.

SONUC

Biyolojik mucadele amaglh calismalar kapsaminda Marmara
ve Karadeniz Bolgesi kestaneliklerinden elde edilen C
parasitica’ nin hipovirulent izolatlardaki dsRNA’nin varhiginin
belirlenmesinde avantajlari nedeni ile Balijja ve ark., (2008)
tarafindan gelistirilen yontemin basariyla kullanilabilecegi
belirlenmistir. Aydin Yoresi izolatlarindan bir tanesinde
dsRNA profili
izolatindan

belirlenmis, ancak fungusun tek spor
yapilan izolasyonda dsRNA profili elde
(Agikgoz ve ark., 2009). Buna bagh olarak
hypovirus I’

edilememistir

Cryphonectria varligi da soz konusu

olmamaktadir. Hipovirulensligin Ege Bolgesinde

saptanmamis oldugu daha once de bildirilmistir (Celiker,
2000). Karadeniz ve Marmara Bolgelerinden elde edilen ve

vejetatif uyum gruplari ve mating tipleri belirlenen

hipovirulent izolatlarin  Aydin izolatlari ile uyumlu
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olanlarinin, kestane kanserinin Ege Bolgesinde biyolojik
potansiyeli
ilk basamakta

miucadele kullanilabilme

bulunmaktadir.

¢alismalarinda
Biyolojik miicadelede
hipovirulent olma ihtimali olan ¢ok sayida izolatin dsRNA
varligi yoniinden test edilmesi gerekmektedir. DsRNA
izolasyonu icin Balijja ve ark., (2008) yonteminin diger
izolasyon yontemlerine gore kullanilan fungal miselyum ve
kimyasal madde miktarinin az olmasi, yontemin fenol-
kloroform icermemesi ve dsRNA izolasyon siiresinin bir
gin gibi kisa bir siirede gergeklestirilebiliyor olmasi gibi
kendi
calisma sonucunda tespit edilmistir. Bu nedenle zaman,

avantajlari  oldugu laboratuvarimizda yapilan bu
emek, maliyet ve insan sagligi yoninden avantajlari olan
Balijja ve ark., (2008) yonteminin gelecekte iilkemiz ve
bolgemizde yapilacak olan mikoviris ¢alismalarinda kolaylk

saglamasi beklenmektedir.
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