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OZET

DOGU KARADENIZ BOLGESINDE Cryphonectria parasitica
POPULASYONUNDA VEJETATIF UYUMSUZLUK (vic)
GENLERININ DAGILIMININ PCR iLE BELIRLENMESI

Esra HATIPOGLU

Yiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Omer ERINCIK
2019, 53 sayfa

Son yillarda Tiirkiye’de kestane kanseri etmeni Cryphonectria parasitica’nin
vejetatif uyum gruplarinin sayisinda énemli artiglarin oldugu gézlemlenmektedir.
Bu calisma, vejetatif uyum grup cesitliliginin yiiksek bulundugu Dogu Karadeniz
Bolgesinde C. parasitica nin ve gruplarinin, vejetatif uyumsuzluk (vic) genlerine ait
molekiiler belirtegler kullanilarak, PCR ile belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir.
Calismada, 20 adet arazi ve 30 adet tek askospor izolatinin vic genotipleri, vicl,
vic2 ,vic3, vic4, vic6 ve vic7 gen bolgelerine ait spesifik primerler ile belirlenmistir.
Arazi izolatlar1 arasinda, EU-2, EU-3, EU-7, EU-8, EU-12, EU-17, EU-21, EU-22,
EU-30 ve EU-55 olmak iizere, 11 vc grup, tek askospor izolatlar1 arasinda ise, EU-
1, EU-2, EU-3, EU-5, EU-8, EU-11, EU-12, EU-17, EU-21, EU-22, EU-29, EU-35,
EU-36, EU-51 ve EU-58 olmak iizere, 15 vc grup bulunmustur. Ardindan her bir
izolat, ait oldugu vic genotipine ait Avrupa vc grup testerlari ile klasik test olan besi
yerinde eslestirme testine tabi tutulmustur. Arazi izolatlarindan 15’1, tek askospor
izolatlarindan ise, 21’inde, PCR ile eslestirme testlerinin sonuglar:r Ortiigmiistiir.
Ancak 5 arazi ile 9 tek askospor izolatinda, iki testin sonuglari ortiismemistir. Bu
bulgular, 2 allelli 6 vic geni ile kontrol edildigi diisiiniilen C. parasitica’ya ait
vejetatif uyumsuzluk sisteminde, baska vic geni veya allellerin var oldugu goriisiinii
kuvvetlendirmektedir. Ve grup tanisinda kullanilan PCR testinin, eslestirme testine
gore, cok daha pratik ve hizli sonug vermesine ragmen, iki yontem sonuglarinin her
zaman tutarlt olmamasi, vic genleri iizerinde daha ¢ok c¢alismalarin yapilmasinin
gerekliligini ortaya ¢ikarmustir.
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ABSTRACT

DETECTION OF DISTRIBUTION OF VEGETATIVE
INCOMPATIBILITY GENES (vic) of Cryphonectria parasitica,
POPULATION in THE EASTERN BLACKSEA REGION

Esra HATIPOGLU

Ms.C. Thesis, Department of Animal Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Omer ERINCIK
2019, 53 pages

In recent years, it has been observed that the number of vegetative compatibility
group of chestnut blight agent, Cryphonectria parasitica, increased significantly.
The aim of this study was to determine vc groups of C. parasitica in the Eastern
Black Sea Region, where vegetative compatibility group diversity was high, by
using PCR with molecular markers being developed from 6 vegetative
incompatibility loci. In this study, vic genotypes of 20 field and 30 single ascospore
isolates were determined by using specific primers belonging to vicl, vic2, vic3,
vic5, vic6 and vic7 gene regions. Among field isolates, 11 vc groups were identified
as EU-2, EU-3, EU-7, EU-8, EU-12, EU-17, EU-21, EU-22, EU-30 and EU-55.
Single ascospore isolates divided into 15 vc groups as EU-1, EU-2, EU-3, EU-5,
EU-8, EU-11, EU-12, EU-17, EU-21, EU-22, EU-29. According to PCR genotyping
each isolate was subjected to pairing in coculture testing with European vc group
tester. In 15 of the field isolates and in 21 of the single ascospore isolates, there is
good agreement between PCR and coculturing testing. But, in 5 field and 9 single
ascospore isolates, there are disagreement between tests. These findings suggested
that there is another vic genes or alleles related to vic genes in vegetative
incompatibility system in C. parasitica which has been thought to be controlled by
6 vic genes with 2 alleles. Although PCR based assay is much more practical and
faster than coculture test, the results of the two methods are not always consistent

and it is necessary to make more studies on vic genes.



Key words: Chestnut, Chestnut blight, Cryphonectria parasitica, vegetative

incompatibilitv tvoes, vic genes.
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ONSOZ

Kestane, basta Ege Bolgesi olmak {izere iilkemizin Marmara ve Karadeniz
Bolgelerinde yaygin olarak yetismektedir. Kestane agacinin en Onemli
problemlerinden biri agaclarda dliimlere neden olan Kestane Kanseri hastaligidir.
Bu hastaliga neden olan etmen Cryphonectria parasitica adinda bir fungustur. i¢ ve
dis karantinaya tabi olan bu hastalik, bulasik oldugu yerlerde daha ¢ok kiiltiirel
miicadele ile kontrol edilmeye ¢alisilmaktadir. Bunun diginda etmenin hipoviriilent
irklarinin  dogal olarak bulundugu yerlerde biyolojik miicadele ile hastalik
kendiliginden ya da yapay uygulamalar ile kontrol edilebilmektedir. Hipoviriilent
irklar, sadece konukgu hiicre iginde yasayabilen dsRNA viriisleri icermektedir.
Uygun kosullarda, hipoviriilent 1rk, viriilent irka anastomosis yoluyla dsRNA’sin1
aktarmakta ve bu dsRNA viriilent irkta gogalarak, viriilent irki, hipoviriilent 1rka
doniistiirmektedir. Bu sekilde dldiiriicii hastalik, 6ldiiriicli olmayan, kallus dokular1
ile yeni kambiyum tabakasi olusturarak, agaci Oldiirmeyen bir forma
doniismektedir. Fakat pratikte hersey bu kadar kolay olmamaktadir. Fungusun
vejetatif uyumsuzluk (vic) genleri, anastomosis olaymnin olma olasiligini

diisiirmektedir.

Ayrica fungusun eseyli iiremesiyle genetik rekombinasyonlar olmasi vc tip
cesitliligini arttirarak, hipoviriilensligin yayilmasini engellemektedir. Bu nedenle
bir¢ok iilkede vc gruplari ¢aligilarak, biyolojik miicadelenin basarisini tahmin etmek
amactyla kullanilmistir. Ulkemizde Dogu Karadeniz Bélgesinde yapilan bir
calismada vc tip gesitliliginin arttig1 saptanmigtir. Bu ¢esitliligin ortaya ¢ikist C.
parasitica’da 2 allelli 6 adet vic geninin farkli kombinasyonlarda biraraya
gelmesiyle olmaktadir. Bu ¢alismada Dogu Karadeniz Bolgesinden toplanan
izolatlar arasinda, farkli vc gruplarindan secilen C. parasitica izolatlarinda vic
genlerinin dagilimi incelenmistir. Elde edilen bulgular, iilkemizde C. parasitica

populasyonunda ortaya ¢ikan bu degisimin anlagilmasina katki saglayacaktir.
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1. GIRIS

Fagaceae familyasinin Castanea cinsinde bulunan kestane, daha cok Kuzey Yarim
Kiirede yetisen ve cografik bolgelere gore, farkh tiirler altinda varolan bir orman
agacidir. En yaygin olarak bilinen kestane formlari, Avrupa, Cin, Japon ve
Amerikan kestaneleridir. Avrupa kestanesi, Castanea sativa diye bilinen tek tiir
olup, adindan da anlasilacag gibi basta iilkemiz olmak iizere, Avrupa’da yayilim
gosteren ve meyvesinin 6zelliginden dolay1 ‘tatli kestane’ olarak da bilinen tiirdiir.
Asya kokenli tiirler olan Japon kestanesi, tek tiir olan Castanea crenata’y1, Cin
kestanesi ise, Castanea mollissima, Castanea davidii, Castanea henryi ve Castanea
seguinii tiirlerini igerisinde barmdirmaktadir. Amerika kitasinda bulunan kestane
tiirleri ise, basta Castanea dentata olmak iizere, Castanea pumila, Castanea
alnifolia, Castanea ashei, Castanea floridana ve Castanea paucispina’dir. Sozii
edilen bu tiirler morfolojileri, biyolojileri ve yasam istekleri yoniinden birbirinden
farkliliklar gosterirler. Ornegin; Japon kestane agaclarinin boylari ortalama 10 m
olurken, Cin kestaneleri 15 m, Avrupa kestaneleri 30 m, Amerikan kestaneleri ise
60 m’ye kadar ulasabilmektedir (Anonim, 2018a).

Kestanenin meyvesinin yenilebilir olmasi, odunundan elde edilen kerestenin
mobilya sanayinde degerlendirilmesi, dokularindan elde edilen tanenin deri boya
sanayinde kullaniyor olmasi ve bir orman agaci olarak ekolojik éneminin olmasi
gibi sebepler kestaneyi ¢cok degerli kilmaktadir. Kestane meyvesi, sahip oldugu
lezzeti sebebiyle, gida sektdriinde ¢gok ¢esitli sekillerde degerlendirilen, pazar degeri
yiiksek bir iirlindiir. Kuru ve soyulmus kestane meyvesinde, yiiksek oranda
karbonhidrat (57,8 g./100 g.), cok az yag (3,4 g./100 g.) ve protein (6 g./100 g.)
bulunmakta olup, gluten bulunmamaktadir. Bazi boélgelerde kestane agaclari,
meyvelerinden, kestane unu yapilmasi sebebiyle ‘ekmek aga¢’ diye de
adlandirilmaktadir. Kestane, C vitamini (65 mg/100 g.) igeren tek kuruyemistir
(Karabulut, 2017).

Diinyada toplam kestane iiretimi, 2016 yilinda, 2.197.017 tondur. Kestane iiretimi
yapan baslica iilkeler, Cin, Tiirkiye, Giiney Kore, italya, Yunanistan, Portekiz,
Japonya ve Ispanya’dir. FAO nun 2016 yili rakamlarina gére, 1.903.939 ton ile Cin
ilk sirada yer almaktadir. Tiirkiye, 64.750 ton ile ikinci sirada, 53.600 ton ile Giiney
Kore iiciincii sirada yer almaktadir. Bunu sirastyla Italya, Yunanistan, Portekiz,
Japonya ve Ispanya takip etmektedir. Cin, diinya kestane iiretiminin % 86,7’si gibi,
¢ok biiyiikk bir boliimiinii karsilamakta olup, Tiirkiye’nin payr ise, % 2,9’dur.



Tiirkiye, kestane {iretiminde diinyada ikinci, Avrupa’da ise, birinci iilkedir
(Anonim, 2017).

Cizelge 1.1. Diinyadaki 2016 y1il1 kestane {iretim miktarlar1 (Anonim, 2017)

Ulkeler Uretim(ton) Diinyadaki pay1 (%)
Cin 1.903.939 86,7
Tiirkiye 64.750 2.9
Giiney Kore 53.600 2.4
Italya 52.240 2.4
Yunanistan 28.280 1,3
Portekiz 26.780 1,2
Japonya 16.500 0,8
Ispanya 16.178 0,7
Diger 34.750 1,6
Toplam (diinya) 2.197.017 100

Tiirkiye’de kestane iiretimine, bolgeler bazinda baktigimizda, 2017 verilerine gore,
Ege Bolgesi 42.278 ton ile birincidir. Karadeniz Bolgesi ise, 15.040 ton ile ikinci
gelmektedir. Marmara Bolgesinin 2017 yil1 kestane iiretimi ise, 5.495 ton olmustur.
Tiirkiye’nin kuzey kiyilar kestane igin ¢ok elverigli bdlgelerdir. Marmara’da,
Istanbul, Kocaeli ve Sakarya’dan sonra, Karadeniz’de, Diizce, Zonguldak, Bartin,
Kastamonu, Sinop, Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin’de kestane
alanlar1 kesintisiz devamlilik gostermektedir. (Karabulut, 2017).

Cizelge 1.2. 2017 yili Tiirkiye’de bolgelere gore kestane iiretimi miktarlar

(Karabulut, 2017)
Bolgeler Kestane iiretimi (ton)
Marmara Bolgesi 5.495
Ege Bolgesi 42.278
Akdeniz Bolgesi 79
Karadeniz Bolgesi 15.040
Dogu Anadolu Bolgesi 12
Toplam 62.904

Tiirkiye’de kestane iiretimine iller bazinda baktigimizda, Aydin, kestane tiretiminin
%39’unu karsilayarak birinci sirada yer almaktadir. Yillara gore degisiklik
gostermekle beraber, Aydin’da kestane {iretimi 20-25 bin ton arasinda olmaktadir.
[zmir, 11.542 ton ile ikinci, Bartin, 4.090 ton ile iigiincii sirada yer almaktadir.
Kestanenin tiirev iriinleri ile meshur il olan Bursa ise, 1.990 ton ile 8. siradadir
(Karabulut, 2017).



Cizelge 1.3. 2017 yili Tiirkiye’de illere gore kestane varligir ve kestane tiretimi
miktarlar1 (Karabulut, 2017)

Sehirler Meyve Meyve Alan (dekar) Uretim (ton)
veren agac vermeyen agac
sayisl1 sayisl

Aydm 670.082 114.165 70.633 24.304
[zmir 365.150 66.944 25.169 11.542
Bartin 118.380 7.840 11 4.090
Sinop 157.350 44.720 129 3.755
Kastamonu 88.777 10.487 3.252 3.124
Manisa 56.605 14.955 4.054 2.354
Kiitahya 101.851 52.489 65 2.075
Bursa 53.597 13.123 4.358 1.990
Denizli 67.095 7.157 808 1.898
Zonguldak 49.416 2.026 0 1.246
Balikesir 35.670 10.752 751 1.118
Canakkale 28.040 3.328 287 1.113
Diger 186.749 29.248 5.987 4.295
Toplam 1.978.762 377.234 115.504 62.904

Avrupa’nin en biiyiik kestane iireticisi olan Tiirkiye’nin, son yillarda kestane meyve
ihracatinda 6nemli artislara sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 1.4). 2015 yilinda
5 bin ton dolaylarinda olan kestane ihracatinin 2017 yilinda iki kat artarak, yaklagik
10 bin tona c¢iktig1 goriilmektedir. Buna paralel olarak 2015 yilinda yaklagik 14
milyon dolar olan ihracat geliri, 2017 yilinda 38 milyon dolara yiikselmistir.
Tiirkiye, 2017 y1li diinya kestane ihracatinda, Cin ve italya’dan sonra iiiincii sirada
yer alarak, diinya kestane ihracatindaki pay1 % 12,9 olmustur (Karabulut, 2017).
Tiirkiye’nin 64 bin tonluk liretim potansiyeli diistiniildiigiinde, bu ihracat miktarinin
yine de istenilen diizeyde olmadigi sdylenebilir. Tiirkiye’nin kestane ihracati yaptigi
iilkeler cogunlukla Avrupa iilkeleri olup, en fazla ihracat yapilan iilke, son yillarda
Avrupa kestane birinciligini Tiirkiye’ye kaptirmis olan Italya’dir.



Cizelge 1.4. Yillara gore Tiirkiye kestane ihracati (Karabulut, 2017)

Ulkeler 2017 (kg) 2017 2016 (kg) 2016 2015 (kg) 2015
(ABD $) (ABD $) (ABD $)

italya 6.907.885 26.560.848 4.791.925 16.314.045 2.476.430 6.364.806
Liibnan 1.742.131 6.116.470 2.056.413 5.423.330 1.912.269 5.404.957
Almanya 295.235 1.420.088  286.285 1.057.608  186.711 610.155
Ingiltere 166.720 600.553 102.263 289.327 96.280 283.022

Fransa 127.940 442.022 4.190 14.364 10.315 36.507
Urdiin 172.260 429.687 340.980 593.865 388.675 928.450
Ispanya 64.000 299.697 42.000 135.493 21.500 64.580

Macaristan ~ 66.000 155.705 44.100 52.258
Hollanda 35.239 155.642 43.778 151.857 28.782 94.966
Avusturya 30.258 143.037 11.143 33.577 15.896 56.078

Toplam 9.820.501 36.793.529 7.903.077 24.065.454 5.136.858 13.843.521

Gegmiste Tiirkiye’de her yil belirli oranda kestane vermeyen agaglarin liretime dahil
olmasi ile kestane liretiminde diizenli bir artis goriilmiistiir. 2008 yilinda 55.395 ton
olan meyve iiretimi, 2014 yilinda 64 bin tonlara ulagsmistir. Ancak son bes yilin
verilerine bakildiginda, kestane iiretiminde artisin durdugu dikkat ¢ekmektedir.
2016 yilinda yeni ekimler sayesinde 64.750 tona ulasmis, 2018 yilinda ise, 63.580
ton olmustur (Anonim, 2019).

Cizelge 1.5. 2008-2018 yillarinda Tiirkiye genelinde kestane {iretimi (Anonim,

2019).
Yillar Tiirkiye kestane iiretim miktari (ton)
2008 55.395
2009 61.697
2010 59.171
2011 60.270
2012 57.881
2013 60.019
2014 63.762
2015 63.750
2016 64.750
2017 62.904
2018 63.580

Tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de kestane iiretimini olumsuz etkileyen bir
takim faktorler bulunmaktadir. Bunlar kestane kanseri, miirekkep hastaligi gibi
fungal hastaliklarla, kestane i¢ kurdu, kestane kirpi giivesi, kestane kurdu, yumru

aricigl ve kestane gal arisimin neden oldugu zararlardir (Anonim, 2008). Bu



problemlerden en Onemlisi sliphesiz kestane agaclarinda olimlere neden olan
kestane kanseri hastaligidir (Anonim, 2012). Bir fungal patojen olan Cryphonectria
parasitica’nin neden oldugu kestane kanserinin tilkemizde varligi 1967 yilindan
beri bilinmektedir (Akdogan ve Erkan, 1968). Giliniimiizde hastalik neredeyse
kestanenin yetistigi tiim alanlara yayilmis olup, girdigi bircok yerde dnemli sayida
agag oliimlerine neden olmustur. Ulkemizde kestanenin en fazla iiretildigi yer olan
Ege Bolgesinde hastalik yaklasik 20 yildir zarar vermektedir. Aydin ilinde ilk
goriildiigl yerlerde, glinlimiizde % 100’e yakin oranlarda aga¢ 6liimlerinin meydana
geldigi goriilmektedir. Cok yillik yavas biiyliyen bir agac¢ olan kestanede, olen
agaclarin yerine yenisinin yetistirilmesi ¢ok uzun zaman alacagindan hastalik
sebebiyle ortaya c¢ikacak verim kayiplarinin etkisi, uzun yillar hissedilecektir
(Anonim, 2008).

Amerikan kestanesi ve Avrupa kestanesi gibi duyarli kestane tiirlerinde hastaligin
miicadelesi oldukca zordur. Bir karantina patojeni olmasina ragmen, diinyada
hastaligin yayilmasinin oniine gegilememistir. Kimyasal kontrolii olmayan
hastaligin miicadelesinde, sanitasyon ve hipoviriilent irklar kullanilarak yapilan
biyolojik miicadele 6nemli bir yer tutmaktadir. Sanitasyon, fungal patojenin
inokulum kaynaklarinin azaltilmasi veya yok edilmesi amaciyla yapilsa da, ¢ok
bulasik alanlarda etkisi diigilk olmaktadir. Biyolojik miicadelede ise, hastaligin
kontrolii dogada kendiliginden var olan hipoviriilent irklar tarafindan saglandigi
gibi, bu hipoviriilent rklarin yapay uygulamalan ile de gergeklestirilmektedir
(Heiniger ve Ringling, 1994). Bugiine kadar kestane kanserinin miicadelesinde en
etkili sonu¢ veren miicadele yontemi olan biyolojik kontrol, hipoviriilent irklarda
bulunan sitoplazmik dsRNA viriisleri araciligiyla olmaktadir.  Hipoviridae
familyasindan, Hipoviriis cinsine ait bu dsRNA viriisleri, C. parasitica’da
viriilensligin azalmasina neden olarak patojenin Oliimciill seviyede kanser
olusturamamasina neden olurlar. Hipoviriilenslik olarak adlandirilan bu olay
dsRNA viriisiiniin viriilent bireylere bulagmasi ile dogada oSliimciil kanserleri
hipoviriilente doniistiirerek agacin iyilesmesini saglarlar (Choi vd., 1992). C.
parasitica’da, Cryphonectria hipoviriis 1 (CHV-1), CHV-2, CHV-3 ve CHV-4
olmak tlizere dort hipoviriis tiiriiniin varligi bilinse de, bunlar igerisinde CHV1 en
etkili biyolojik kontrol saglayan tiirdiir (Hillman ve Suzuki, 2004). Basarili
biyoloijk miicadele sonuglarinin elde edildigi Avrupa’da CHV-1 tiirii yaygin olarak
bulunmaktadir (Heiniger ve Ringling, 1994).

Yukarida da belirtildigi gibi hipoviriilenslik, dogada kendiliginden olmakla beraber,



birgok Avrupa iilkesinde yapay olarak da kestane agaclarimda uygulanmaktadir.
Ancak gerek kendiliginden yayilan hipoviriilenslikte, gerekse de yapay uygulamalar
da biyolojik miicadelenin basarili olmasinda kestane bitkisi, C. parasitica ile
CHV1’in populasyon yapilar1 ve gevresel faktdrler dnemli rol oynamaktadir. Bu
faktorlerin basinda C. parasitica’nin vejetatif uyum gruplari gelmektedir. C.
parasitica’da hipoviriilenslige neden olan dsRNA viriisliniin bir fungal bireyden
digerine gecisi, iki birey arasinda olusan anastomosis ad1 verilen hif birlesmesi ile
gerceklesmektedir. Anastomosis olusumu ise, ayn1t vc grubundan olan bireyler
arasinda meydana gelirken farkli vc gruplann arasinda apoptosis adi verilen
programli hiicre 6liimii ile engellenmektedir. Boyle durumlarda hipoviriilent izolat
hif temasinda bulundugu viriilent izolata sitoplazmasinda bulundurdugu dsRNA
viriisiinii aktaramamaktadir (Biella vd., 2002). Biyolojik miicadelede basariyi,
dsRNA viriisiiniin dogada kendiliginden yayilma potansiyeli onemli oranda
etkilemektedir. Bu nedenle biyolojik miicadele uygulamasi yapilacak alanlarda C.
parasitica’nm  vc  grup ¢esitliliginin  bilinmesi son derece Onemlidir. C.
parasitica’nin Avrupa’da tanisi yapilmis en az 64 adet vc grubu bulunmakta olup,
bunlar farkli cografyalarda degisen bulunma yogunluklar1i ile dagilim
gostermektedirler. Vc grup cesitliliginin az oldugu cografyalarda biyolojik
miicadelenin daha etkili bir kontrol sagladigi bir¢ok ¢alismada one siiriilmiistiir. Bu
goriisler dogrultusunda hemen hemen C. parasitica’nin goriildiigi her iilkede, vc

gruplar en ¢ok ilgi gdsterilen ¢alisma konular1 olmustur.

Ulkemizde de, kestane kanserinin biyolojik miicadelesine temel olmasi amaciyla
gecmiste C. parasitica’nin ve gruplar birgok bolge icin ¢alisilmistir. Yapilan ilk
calismalarda C. parasitica’nin vc grup sayisinin bir¢ok bolgede 1 ve 2 ile sinirh
oldugu saptanmugtir. Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda tilkemizde vc grup
sayisinin giderek arttig1 yoniinde bulgular elde edilmistir. Ik olarak Akilli vd.
(2009) Karadeniz Bolgesinde 5 farkli ve grup varligini rapor etmistir. Daha sonra
Daldal ve Erincik (2018) tarafindan Ege Bolgesinde tigiincii bir ve grup olan EU-
2’nin varhigr bildirilmistir. En son olarak da, Mangil ve Erincik (2018) Dogu
Karadeniz Bolgesinde 10 farkli ve grubun varligini saptamigtir. Ayni ¢alismada 6
vc grubun Avrupa uyum gruplari ile uyum saglamadigi rapor edilmistir. Ulkemizde
vc grup artisinin nedeni tam olarak anlasilmasa da, Mangil ve Erincik (2018) Dogu
Karadeniz Bélgesinde C. parasitica vejetatif uyusmazlik genlerinin eseyli iireme ile
rekombinasyonu sonucu, yeni vc gruplarin ortaya ¢iktigini, dogada elde ettikleri
peritesyumlardan izole ettikleri tek askospor izolatlar iizerinde ortaya koymuslardir.



Ayrica bazi ve gruplarin hi¢bir Avrupa uyum grubu ile eslesmemelerinden dolayz,
bu bolgede farkli vic genleri barindiran bir populasyonun varliginin olabilecegini de
One stirmiiglerdir. Nitekim mikrosatellit analizleri, C. parasitica’nin Giircistan
popiilasyonun, Avrupa’dan gelen genotiplerden farklilik gosterdigini ve bu bolgede
farkli bir gen havuzunun oldugunu ortaya koymustur (Prospero vd., 2013 ‘e atfen
Rigling ve Prospero, 2018). Hem Giircistan, hem de Dogu Karadenizde etmenin
eseyli tiredigi bilinmektedir. Riizgarla yayilma &zelligine sahip eseyli spor olan
askosporlarin iilkelerin sinirlarini gecerek, her iki tilkede populasyon karigimlarina
neden olma ihtimali olduk¢a yiiksektir. Nitekim Mangil ve Erincik (2018),
Giircistan sinirina yakin olan Artvin ve Rize illerinde, ve grup ¢esitliligini yiiksek
bulmuslar ve bunlarin bir kisminin Avrupa testerlari ile de uyum gostermediklerini
bildirmislerdir.

C. parasitica’nin genetigi iizerine yapilan ilk caligmalarda (Cortesi vd., 1998)
Avrupa populasyonlari igerisinde 2 allelli, en az 6 vic geni tanimlanmis ve bunlarin
eseyli iireme sonucu kombinasyonlarinin, 2°°=64 vc grup olusumuna neden
olmustur. Bir kismi laboratuvar kosullarinda olusturulmus bu 64 vc grup, C.
parasitica’nin popiilasyon genetigi calismalarinda tester olarak uzun yillardir
kullanilmigtir. Bunun diginda son yillarda molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalarla
vc gruplarmi tanimlayan vic genlerini belirleyen primerler de tasarlanarak,
kullanima sunulmus ve molekiiler yontemler ile vc gruplarin saptanmasi miimkiin

olmustur (Cortesi ve Milgroom, 1998).

Ulkemizde Dogu Karadeniz Bolgesinde C. parasitica populasyonunda meydana
gelen bu degisimin anlasilmasi, iilkemizde kestane kanserinin miicadelesinin
basaril1 bir sekilde yapilmasi icin 5nem arzetmektedir. Ulkemiz, hem Avrupa, hem
de Giircistan kaynakli vc grup gesitliliginin bulustugu nokta konumunda oldugu
goriilmektedir. Yakin bir gelecekte, ve grup ¢esitliliginde biiyiik artis goriilebilir. C.
parasitica popilasyonlarindaki degisimin hizli ve giivenilir bir sekilde takip
edilmesini saglayacak molekiiler tam1 yontemlerinin kullanilacagi bu g¢aligma
iilkemizde ilk defa yiiriitiilmiis olacaktir. Bu ¢alisma ile vc grup cesitliliginin arttig1
Dogu Karadeniz Bolgesinde, C. parasitica’nin vic genlerinin allel dagilimlart PCR
kullanilarak ortaya konulmustur.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Genel Tanim

Kestane kanseri etmeni, 1906 yilinda Murrill tarafindan Diaporthe parasitica
olarak, daha sonra 1912 yilinda, Endothia cinsine ait oldugu diistiniilerek, Endothia
parasitica olarak adlandirilmistir (Shear v.d., 1917). Endothia ve Cryphonectria
cinsi, benzer turuncu iireme yapilar1 oldugundan genellikle karistirilmaktadir (Barr,
1978). 1978 yilinda yapilan g¢aligmalarla, etmenin cinsi, Cryphonectria olarak
degistirilmistir (Micales ve Stipes, 1987). Kestane kanseri etmeni, Ascomycota
subesinin, Pezizomycota alt subesi, Sordariomycetes sinifi, Diaporthales takimi ve
Valsaceae familyasina ait bir fungustur (Anonim, 2018b).

C. parasitica’nin hem seksiiel, hem de aseksiiel sporlar1 enfeksiyona neden
olabilmektedir. Etmenin seksiiel sporlari peritesyumlarda, aseksiiel sporlari,
piknidyumlarda iiretilmektedir. Bu yapilar, renkleri sari-turuncudan, kirmizi-
kahverengine kadar degisen, c¢aplar1 0,5 - 4 mm, yiikseklikleri 2,5 mm olan stroma
adi verilen fungal yapilar iizerinde geligmektedir. Peritesyum, 300 — 400 pum
capinda, kiire seklinde bir yap1 olup, 200 pm ¢apinda ve 600 um uzunlugunda ostiol
denilen agikligi olan silindirik bir boyuna sahiptir. Peritesyumlarin iginde, 32 — 55
x 7 — 8,5 um boyutlarinda silindirik, ince duvarli, askus denilen spor keseleri
bulunmaktadir. Askuslarin i¢inde, 7 -12 x 3,5 — 5 um boyutlarinda, eliptik sekilde,
8’er adet askospor bulunmaktadir. Askosporlar, ostiol denilen agikliktan, havaya
hizla firlatilmakta ve riizgarla yiizlerce metre uzaga tasinmaktadirlar. Riizgarh
bolgelerde hastaligin yayilmasindaki en 6nemli etken, askosporlardir. Piknidyumlar
ise, stromalarin iginde yeralan, 100 — 300 pm ¢apinda diizensiz oyuklardir. Boyutlari
3,5 x 1,5 - 2 um, sekilleri elipsoitten, basiliforma kadar degisen yapiskan konidileri
barindirmaktadirlar. ~ Konidiler =~ zaman  zaman  kivrik ve  saydam
goriinebilmektedirler. Nemli havalarda, piknidyumdan ¢ikarak, 1 cm’den uzun
olabilen sari, kivrik sirrhus denilen yapilari olusturmaktadirlar. Konidyumlar
1slandiklarinda  yapiskan, kuruduklarinda ise, sert oldugundan, riizgarla
taginamay1p, yagmur suyuyla yikanarak ve si¢rayarak yayilmaktadirlar. Ancak,
kuslar, bocekler, akarlar veya riizgarin tasidigi tozlar, konidileri ¢ok uzaklara
tagityabilmektedir. Kullanilan alet ve malzemeler ve de hastaliktan 6lmiis ya da
kesilmis agaclar da sporlarin yayilmasinda rol oynamaktadirlar (EPPO, 2005).



Kestane kanseri etmeni C. parasitica, Dogu Asya orijinlidir (Rigling ve Prospero,
2018). 20. yiizyilda patojen enfekteli kestane bitkileri ile Kuzey Amerika ve
Avrupa’ya tasinmustir (Dutech vd., 2012). Ik olarak hastalik, H. W. Merkel (1905)
tarafindan, 1904 yilinda New York hayvanat bahgesindeki, Bronx parkinda
goriilmiistiir. Kurtarma calismalart icin belirli bir biitce ayrilmasina karsin, 1905
yilinda Bronx parkinda biitiin kestane agaclarimin % 98’1 enfekte olmustur. 1904
yilinda New York’ta goriildiikten sonra, her yil 30 km’den uzak bir alana ulasarak,
Kuzey Amerika’nin dogu kismina yayilmistir (Anagnostakis, 1987). Amerikan
kestanesine bagimli olan, kereste, figi, tannin, elyaf levhasi ve kuruyemis
endiistrileri i¢in, felaket olmustur (Diller, 1965). 1911 yilinda, finansal kayip 25
milyon dolar olarak bildirilmistir (Metcalf ve Collins, 1911). Genetik analizler
kadar, tarihi kayitlar da, C. parasitica’nin Japonya’nin Honshu adasindan, Kuzey
Amerika’ya geldigini gostermektedir (Dutech v.d., 2012). Avrupa’da ilk olarak,
ftalya’nin Cenova sehri yakinlarinda 1938 yilinda goriilmiistiir. Yapilan genetik
analizler, etmenin Kuzey Amerika’dan italya’ya geldigini gostermistir (Dutech vd.,
2012). Tiirkiye’de varligr 1967 yilinda saptanmistir (Akdogan ve Erkan, 1968). C.
parasitica’nin yayilma nedeni, 1920 ve 1950°1li yillarda Amerika ve Asya’dan,
Avrupa’ya yapilan kestane bitkisi ihracatlaridir (Dutech vd., 2012). Bu ihracatlarin
nedeni ise, o siralarda kestane bitkisinin en 6nemli hastalig1 olan Phythophthora
cinnamomi ve Phythophthora cambivora’nin neden oldugu miirekkep hastaligina
kars1, dayanikli kestane elde etmektir. Kestane kanseri, Avrupa kitasinin kestane
yetigen biitiin bolgelerinde goriilmiistiir (Heiniger ve Rigling, 1994).

1951 yilinda, Italya’min Cenova sehrinde, bitki patologu Antonio Biraghi, bazi
kanser yaralarinda iyilesmeler gérmiistiir. Biraghi (1954), bu iyilesmelerin konukgu,
patojen veya cevreden kaynaklanabilecegini diistinmiistiir. Enfeksiyona karsi,
kallus dokusunun olusumunu, dayaniklt Asya kestanelerine benzettigi igin, bu
iyilesmelerin Avrupa kestanelerindeki dogal dayanikliligin sonucu oldugunu
belirtmistir. Bunun nedeninin arastirilmast igin, Italyan, ispanyol, isve¢ ve Fransiz
bitki pataloglar1 ile baglantiya gecilmistir. Fransiz bilim adami Grente (1965),
iyilesmelerin konukc¢udan ¢ok patojen kaynakli oldugunu diisiinmiistiir. Avrupa
kestanesinden, iki farkli tipte kanser yarasindan izolasyon yapmus, tipik kanser
izolatinin ¢ok fazla sayida piknidyum igeren parlak turuncu renkte, iyilesen kanser
yaralarindan alinan izolatin ise, ¢ok az piknidyum igeren, beyazdan agik turuncu
rengine giden renkte oldugunu gérmiistiir. Farkli morfolojiden iki izolat {izerinde

yapilan patojenisite testlerinde, beyaz koloniye sahip izolatin, normal turuncu
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goriiniimlii izolata gore, viriilensliginin daha diisiik oldugu, ortaya konmustur.
Bunun iizerine, Grente, beyaz koloniye sahip izolati ‘hipoviriilent’ veya ‘H-

strains’olarak isimlendirmistir.

Grente ve Sauret (1969a), kestane kanseri olan agaca, hipoviriilent 1rk inokule
edildiginde, agacta iyilesme gozlendigini belirtmislerdir. Grente ve Sauret (1969b),
hipoviriilensligin, bulasic1 bir stoplazmik determinant ile kontrol edildigini ve bir
bireyden, digerine gectigini One slirmiistiir. Bu goriisleri dogrultusunda, beyaz
izolat ile normal turuncu izolat1 besi ortaminda yanyana gelistirmis ve turuncu
izolatin beyaza doniistligiinii gozlemlemistir. Bunun iizerine hipoviriilenslige neden
olan elementin anastomosis yoluyla aktarildigi goriisiinii 6ne siirmiistiir. Grente ve
Sauret, bu konuda calismalarina devam etmis ve birden fazla izolatin birbiriyle
eslestirildiginde, bazilarinda doniislimiin olmadigini1 gézlemlemislerdir. Hatta boyle
reaksiyon veren eslestirmelerde, protoplast bozulmasi oldugunu ve anastomosisin
gerceklesmedigini bildirmislerdir. Vejetatif uyusmazlik olarak adlandirilan bu
olayin, biyolojik miicadele uygulamalarinda dikkat edilmesi gereken 6nemli bir
husus oldugunu vurgulamislardir.

Grente‘nin bu bulgularindan sonra, kestane kanserinin biyolojik miicadelesine
yonelik olarak hipoviriilent irklar ve C. parasitica’min vejetatif uyum gruplari, bir
cok iilkede en ¢ok calisilan konulardan biri olmustur. Ozellikle, Van Alfen v.d.
(1975) tarafindan hipoviriilensligin sebebinin dsRNA elementinin oldugunun ve
hastaligin kontrolinde bu dsRNA’nin  patojenik irka hifsel anastomosis ile
aktarilmasiyla meydana geldiginin anlagilmasi iizerine, kestane kanserinin biyolojik
miicadelesi ile ilgili ¢alismalar tiim diinyada hiz kazanmigtir. Andes (1961), C.
parasitica izolatlarini, PDA besi ortaminda eslestirdiginde, bazi izolatlarin
kolonilerinin birlestiginin, bazilarinin ise, aralarinda engellenme ¢izgisi ya da yogun
piknit olusumu ile bir baraj olusumu gozlemlenmesi ve bu baraj olusumunun C.
parasitica vejetatif uyumsuzluk sistemi ile iliskilendirilmesi ile daha sonraki
yillarda bir¢ok arastiricinin vejetatif uyum gruplarmi belirlemede kullanilacagi

vejetatif uyum testinin gelistirilmesinin Oniinii agmustir.

Anagnostakis (1977), Italya, Fransa ve Kuzey Amerika kdkenli C. parasitica
izolatlarin1 bir petri kabinda, PDA iizerine, 1 cm. arayla yerlestirerek, eslestirme
yontemi ile vejetatif uyum testini gerceklestirmistir. Aralarinda baraj olusturan 28
farkli vejetatif uyum grubunun varhigimin bildirildigi ¢alismada, C. parasitica’da
vejetatif uyumsuzluk sisteminin her biri, iki allelli en az 5 gen tarafindan
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yonetildigi one siirilmiistiir.

Anagnostakis (1978), farkli vc gruplarinin aralarinda caprazlamasi sonucu elde
ettigi vc grup sayilar tizerinden C. parasitica’da vejetatif uyusmazlik gen sayisinin
en az 6 ve her bir genin iki allelinin oldugunu ve toplamda 64 farkli vc grup
olabilecegini 6ne siirmiistiir. Ayn1 zamanda, viriilent gruplarla, hipoviriilent gruplar1
caprazlayarak, kanser kontrolii i¢in gerekli kombinasyonlart bulmak {izere,
caligmalar yapmustir.

MacDonald ve Double (1978), ABD’de West Virginia eyaletinde, 16 farkl
lokasyondan elde ettikleri 202 C. parasitica izolatinin vejetatif uyum gruplarim
belirlemislerdir. Calismada 179 izolat, 14 farkli vc grubu olusturmustur. Geri kalan
23 izolat ise, kendi aralarinda c¢ogunlukla herhangi bir uyum gostermemistir.
Hastalik yogunlugunun yiiksek oldugu lokasyonlarda, vc grup cesitliligi yiiksek
bulunmustur. Coklu kanser barindiran agacglarin, sadece % 25’inde tek vc grubu
bulunmustur. Bu calisma, West Virginia’da, ne siklikla farkli vc gruplarin
bulundugunu anlamak tizere, hipovirulens arazi denemeleri ile birlikte

yiirttilmistiir.

Liu ve Milgroom (1996), hipoviriis yatay tasinim ile farkli ve gruplarinda, farkl
olan vic gen sayisi arasindaki negatif korelasyonun varligini aragtirmislardir.
Caligmada biitiin vejetatif yonden uyumlu olan izolatlar arasinda, hipoviriisiin yatay
taginimi gergeklesirken, aralarinda sadece tek bir vic geninde farklilik olan izolatlar
arasinda, % 50’lere varan bir yatay tasinim gdzlemlenmistir. Vic gen say1 farklilig
ikiye diistiiglinde, yatay tasinim orani % 13’lere diismiistiir. Farkli olan vic gen
sayis1, 2’nin iizerine ¢iktifinda, yatay tasimm % 3’lere kadar gerilemistir. Bu
calisma ile iki izolat arasinda farkli olan vic genlerinin sayisinin artmasi ile

hipoviriis gegisinin olumsuz etkilenmekte oldugu gosterilmistir.

Cortesi vd. (1996)’'min calismasinda, Italya’nin 11 farkli kestane bolgesinden
toplanan 716 C. parasitica izolati, vejetatif uyum yoniinden test edilmistir. Calisma
sonunda, toplam 20 vc¢ grubu belirlenmistir. V¢ tiplerinden dordii, tiim 6rneklerin %
85’ini olusturmustur. Vc tiplerinin dagilimi cografik bolgelere gore, onemli oranda
farklihk gostermektedir. En dominant 3 ve tip (I-1, I-2 ve 1-5) Kuzey Italya’da
bulunurken, bu bélgede vc tip gesitliligi de, giiney Italya’ya gore yiiksek
bulunmustur. Giiney Italya’yada I-10 ve I-12 dominant bulunmustur.
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Bissegger vd. (1997), Isvigre’de iki kestane bdlgesinden (Limuno ve Gnosca) elde
ettigi C. parasitica izolatlarinin karekterizasyonunu yapmustir. Lumino’dan
toplanan 86 izolat, 14 vc grubuna, Gnosca’dan toplanan 56 izolat, 16 vc grubuna
ayrilmistir. Toplamda 21 vc grup tanilanmistir. Gegmiste (1976-1979) sadece 10 vc
grubun bulundugu Isvigre’de, vc grup gesitliliginin arttigi ve bunun sebeplerinin
bolgede etmenin eseyli iiremesi ile olusan rekombinasyonlar, italya gibi kestane
kanserinin oldugu iilkelerden yeni patojen girisleri, ve vic genlerindeki mutasyonlar
olabilecegi 6ne stirtilmiistiir.

Cortesi v.d. (1998)’nin ¢alismasinda, 11 Italyan altpopulasyonundan 20 vc grup ve
5 Isvigre altpopulasyonundan 26 vc grup aralarinda vejetatif uyum yéniinden test
edilmislerdir. Test sonuclarina gore, 31 farkli ve grup bulunmustur, 15’inin her iki
iilkede de bulundugu, 5 italyan vc grubun sadece Italya’da, 11 Isvigre vc grubunun
sadece Isvicre’de oldugu tespit edilmistir. Gruplar1 standardize etmek amaciyla 31
ve grup EU ile baslayan ve numara ile devam eden EU-1"den EU-31’¢e kadar olacak
sekilde bilimsel adlandirma yapilmistir. Bu isimlendirme giiniimiizde de
gecerliligini korumaktadir. Calisma da her iki lilkede dominant olan vc grup EU-2
olarak belirlenirken, EU-1 ve EU-5 her iki iilkede birer popiilasyonda dominant
bulunmustur. EU-12, Italya’nin giiney kisimlarinda ve Isvigre’de iki lokasyonda

bulunmustur.

Cortesi ve Milgroom (1998) calismalarinda, Avrupa popiilasyonu igerisinde C.
parasitica’da vejetatif uyusmazligin genetik yapisini incelemislerdir. Daha 6nceleri
rapor edilen vicl, vic2, vic3, ve vic4 genlerinin yaninda vic6 ve vic7 olarak
adlandirilan 2 genin varligin1 saptamislardir. Her bir gen bolgesinin 2 allelinin
oldugu ve bunlarin farkli kombinasyonlar1 2°® =64 farkli ve grubunun olusmasina
neden olmustur. Calismada farkli vc gruplarin aralarinda c¢aprazlanmalar
sonucunda elde edilen 64 vc grup, genotipik olarak karakterize edilmistir. Bu
izolatlar, vc tester izolat seti olarak standart hale getirilerek, daha sonraki yapilan
calismalarda bir ¢ok arastirici tarafindan kullanilmustir.

Milgroom ve Cortesi (1999), ABD’nin Maryland eyaletinden 57, Bat1 Virginia
eyaletinden 59 ve New York eyaletinden 60 C. parasitica izolatinin ve gruplarini
belirlemek i¢in yaptiklari ¢aligmalarda, Avrupa ve gruplari ile uyumlu Maryland’da,
23 Bat1 Virginia’da 22, New York’ta ise, 20 vc grubu tanilanmistir. Higbir Avrupa
vc grubu ile uyusmayan Maryland’ta 3, Bati Virginia’da 8, New York’ta 14 vc
grubu saptanmustir. V¢ gesitliligin yiiksek olmasi, ABD’de biyolojik miicadelenin
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basarisizliginin bir nedeni olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Robin vd. (2000) tarafindan Fransa’nin 6 farkli bolgesinden toplanan 1113 C.
parasitica izolatinin ve gruplari belirlenmistir. Calisma sonucunda 30 farkli ve grup
bulunmustur. En fazla vc grup, 14 ile Dordogne bolgesinde bulunmustur. Soérvey
yapilan alt1 bolgeden besinde, ortalama % 56 bulunma orani ile EU-2 en dominant
vc grup bulunmustur. Bu grubu, EU-1 ve EU-5 izlemistir. EU-33 ve EU-38 vc
gruplart dogada ilk olarak bu g¢alisma ile bulunmustur. Bunun disinda Avrupa
gruplart ile uyumlu olmayan 10 yeni ve grup bulunmus ve bunlar EU-65‘ten EU-
74’¢ kadar isimlendirilmislerdir. Bu sonuglar gozoniinde bulunduruldugunda,
Fransa’nin ozellikle Dordogne Bolgesinde, C. parasitica’nin farkli  bir
popiilasyonunun oldugu ileri stiriilmiistiir. Daha 6nce rapor edilen iki allelli 6 gen
sistemi, bu ¢aligmada bulunan yeni vc gruplart kapsamamaktadir. Arastiricilar, 7.
vic geni yada 3. allelin var olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica ¢aligma sonuglart,
1981 yilinda yapilan bir ¢alismanin sonuglart ile karsilastirilmis ve Fransa’da vc
grup sayisinin 6nemli oranda arttig1 bildirilmistir.

Hoegger vd. (2000), Isvigre’de kestane kanserinin yeni goriildiigi kuzey
kestaneliklerinde 3 bolgedeki (Choedx, Weggis ve Murg) C. parasitica
popiilasyonlarini, hastaligin uzun zamandir varliginin bilindigi gliney bolgesindeki
(Claro) popiilasyonlart ile karsilastirmiglardir. Choeox ve Murg’de bir dominant vc
tip ve 3 DNA fingerprint bulunurken, Weggis’te 2 dominant vc tip ve 5 DNA
fingerprint bulunmustur. Buna karsilik hastaligin ge¢misinin daha uzun oldugu
Claro bolgesinde 9 ve grup ve 33 DNA fingerprintin varligi ortaya konmustur. Bu
sonucglar fungus popiilasyonununda genetik ¢esitliligin hastalifin yeni girdigi
bolgelerde diigiik bulunurken, gegmisinin uzun oldugu bolgelerde yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Cortesi v.d. (2001), 6 vic lokasyonunun herbirindeki heteroallelizmin etkilerini
Olemiistiir. Alic1 ve verici izolatlarin genotipleri ayni oldugunda, viriis gegisinin %
100 oldugunu, bir vic lokasyonunda heteroallelizm oldugunda ise, viriis gegisinin
nadiren oldugunu tespit etmistir. Vic4’teki heteroallelizmin, viriis gecisine etkisi
olmadigmi, vic2’dekinde ise, izolat ¢iftlerinin sadece % 21’inde virlis gegisi
oldugunu, vic3’te, % 76, vic6’da ise, % 32 viriis gegisinin oldugunu gdstermistir.
Vicl, vic2 ve vic7’nin heteroallelik olmasit durumunda, viriis gegisinin, alict ve
vericide hangi alellerin olduguna bagli oldugunu, yani asimetrik &zellige sahip
olduklarni, tespit etmistir. Iki vic lokasyonundaki heteroallelizmin etkileri
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birbirinden bagimsiz olmasia karsin, diger 4 vic lokasyonunda kiiciik ama,
istatistiki agidan Onemli epistasis gOzlenmistir. Vic lokasyonlarindaki
heteroallelizmde, asimetrik 6zellik ve epistasisin, viriis gegisini kontrol eden baskin
faktorler oldugu, fakat genetik gecmisin de 6nemli oldugu sonucuna varmistir.

Trestic vd. (2001), Bosna-Hersek’ten topladiklar1 920 C. parasitica izolatinda
Avrupa testerlar ile uyumlu olan 29 vc grup bulmuslardir. Baskin olarak bulunan
ve gruplari, EU-12, EU-2 ve EU-1"dir. Ulkenin cografik bolgelerine gore, vc grup
cesitliligi ve dominat vc tipler farkliliklar gostermistir. Yimidokuz vc grubun
tamamy, iilkenin kuzey bat1 kisminda bulunmustur. Ulkenin dogu kisminda sadece
1 ve tip (EU-12) bulunmustur. Orta ve kuzey doguda EU-1 ve EU-2, kuzeybatida
EU-13 dominant olarak bulunmustur. ispanya’nin Katalonya bélgesinde ise, dokuz
vc grup bulunmustur. Dominant vc gruplar EU-2, EU-1, EU-12 ve EU-5 olarak
belirlenmistir. Daha 6nce ilk olarak Fransa’da rapor edilen EU-65, EU-66, EU-67
ve EU-72 ve Avrupa vc grup ile uyumlu olmayan bir grubunda varlig1 bildirilmistir.
Fransa’da ise, incelenen 3 bolgenin popiilasyonu birbirinden farkliliklar
gostermistir. Dordogne bolgesinde incelenen 44 izolat icerisinde, 17 vc grup
bulunmustur. Bunlarin arasinda, EU-33 dominant bulunmustur. Pyrenes
Atlantiques’te 9 farkli vc grup igerisinde, EU-72 dominant vc grup, Gard’ta ise, 8
farkli grup igerisinde, EU-1 ve EU-5 dominant vc gruplar olarak bulunmustur.
Dordogne’da sekiz farkli ve grup olusturan 19 izolat, Pyrenes Atlantiques’te 6 farkli
vc grup olusturan 10 izolat, Gard’ta 1 izolat, Avrupa uyum gruplar1 (EU-1-EU-74)
ve Ispanya’daki yeni vc gruplar ile uyumlu bulunmamstir.

Sotirovski vd. (2004), Makedonya’dan 20 farkli popiilasyondan topladiklar1 786
C. parasitica izolatinda, 5 vc¢ grubunun (EU-1, EU-2, EU-10, EU-12, EU-22)
varligimi, Yunanistan’dan 10 farkli populasyondan topladiklart 379 izolatin
tamaminin ise, bir vc grupta (EU-12) oldugunu bildirmislerdir. Daha 6nce Gliney
ftalya’da dominant olarak bildirilmis EU-12, Makedonya’da % 94 bulunma orani
ile tiim popiilasyonlarda en dominant vc grup olarak bulunmustur. Makedonya’da
20 populasyondan 13’iinde ve Yunanistan’in tiim popiilasyonlarinda, EU-12 tek
basima bulunmustur. EU-2 ise, dort lokasyonda bulunurken, Osoj lokasyonunda %
29 bulunma oranina sahip olmustur. Test edilen izolatlarin % 98’inin MAT-1 esey
tipinde olmasi, etmenin eseyli iireme olasiligini ¢ok diislirmiistiir. Bu durum, hem
Makedonya, hem de Yunanistan’da vc gesitliliginin  diisik olmast ile
iligkilendirilmistir. Nitekim hi¢bir 6rnekte etmenin eseyli iireme yapisi olan

peritesyumlara rastlanmamustir.
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Adamcikova v.d. (2006)’nin, Slovakya’da topladiklar1 215 C. parasitica izolat1, 4
vc grup igerisinde yer almistir. Yiizde 93 bulunma orani ile tiim popiilasyonlarda
bulunan dominant vc grup EU-12 olmustur. Diger gruplardan EU-2, 1 izolat ile bir
popiilasyonda; EU-8, 2 izolat ile bir popiilasyonda ve EU-13 ise, 12 izolat ile 2
populasyonda bulunmustur.

Perlerou ve Diamindis (2006), Yunanistan’da 11 farkli populasyondan topladiklar
627 C. parasitica izolatinin, % 88’inin EU-12, % 6’smin EU-2, % 3’{iniin EU-10
ve % 2’sinin EU-1 oldugunu bildirmislerdir. Incelenen 11 populasyonun 10’unda
EU-12 bir hayli dominant bulunurken, Giiney Yunanistan’in Arcadia Bolgesinde,
EU-2 dominant bulunmustur. EU-2’nin varligina, bunun disinda 4 populasyonda
daha rastlanmistir. EU-1 ve EU-10, sadece birer popiilasyonda bulunmustur.
Kanser orneklerinde peritesyumun olmamasi, tek mating tipi olmasi ve dogal
hipoviriilensligin bulunmasindan dolayi, biyolojik miicadelenin basaril1 bir sekilde
gerceklestirilebilecegi sonucuna vartlmistir.

Spica vd. (2006), Giiney Italya’nin Calabria bélgesinden topladiklari 179 adet C.
parasitica izolatlarinin, 4 vc grubunun (EU-1, EU-2, EU-10 ve EU-12) igerisinde
yer aldigin bildirmislerdir. Bunlardan italya’min tiim bélgelerinde rastlanilan EU-
2, ii¢ populasyonda dominant vc grup olarak bulunmustur. italya’nin giineyinde
daha &nce varligi bildirilen EU-12 ve EU-10 ve Italya’nin kuzeyinde yayginlik
gosteren EU-1, calisilan tiim populasyonlarda bulunmustur. Esey tipleri MAT-1 ve
MAT-2’nin her ikisinin de, biitiin populasyonlarda bulunmasi ve 1:1 bulunma
oraninda dagilim géstermesi, etmenin bu bolgede eseyli lirediginin kanit1 olarak 6ne
stiriilmiistiir. Ancak eseyli liremenin, vc tip ¢esitliligini heniiz etkileyen bir faktor

olmadigr belirtilmistir.

Kubisiak ve Milgroom (2006), C. parasitica’da vejetatif uyusmazliktan sorumlu
vic genlerine ait markor gelistirme caligmalart yliriitmiislerdir. Calismada ilk olarak
birbirine yakin genler olan vicl ve vic2’inin kromozomlar lizerindeki konumlari
belirlenmistir. Ardindan bu genler ile ilintili vic4, vic6 ve vic7 genleri igin,

markérler gelistirilmistir.

Braganga vd. (2007), Portekiz’in, anakarasi ile Madeira ve Azores adalarindan
topladiklar1 617 C. parasitica izolatinda, 9 vc grup bulmuslardir. Bu 9 gruptan 7’si
Avrupa uyum gruplar ile uyumlu bulunurken, 2 grup uyumsuz bulunmustur. En
yaygin vc grup, % 80,2 ile EU-11 olmustur. Sirasiyla % 7,1 ile EU-2 ve % 6,6 ile
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EU-66 gelmistir. Populasyon basina vc tip sayisi 1 ile 4 arasinda degismektedir. Bu
durum, Portekiz’de vc grup cesitliliginin diisiik oldugunu gostermektedir.
Peritesyum ve mating tiplerinin ikisinin de varlifi, etmenin eseyli iiredigini

gostermistir.

Liu ve Milgroom (2007), Japonya’dan 6 popiilasyondan topladiklar1 79 C.
parasitica izolatinda, 71 vc grup bulmuslardir. Cin’den topladiklar1 iki
popiilasyonda, her bir izolatin ayr1 vc gruba ait oldugunu, iiglincii Cin
popiilasyonunda ise, 25 izolatta, 15 vc grup tespit etmislerdir. Cin’den toplanan
higbir izolat, Avrupa testerlari ile uyumlu bulunmamustir. Japonya’da bulunan 71 ve
gruptan, sadece 3’iiniin, Avrupa testerlarindan EU-24 ile uyumlu oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar, Cortesi ve Milgroom (1998)’un daha 6nce rapor ettigi iki
allelli 6 vic sistemine uymamaktadir. Bu 6 vic geninin haricinde, baska genlerin
olabilecegi yada bazi vic gen lokuslarinda 2’den fazla alllelin olabilecegi
bildirilmistir.

Montenegro v.d. (2008), Ispanya’mn kuzeybatisinda, A Coruna, Lugo, Ourense,
Pontevedra ve Leon’dan topladiklart 539 C. parasitica izolati iginde 6 vc grubu
bulmuslardir. Bunlardan 2°si EU-1 ve EU-66 olarak tanimlanirken, diger 4 vc grup,
Avrupa vc gruplar ile uyusmamistir. Bu gruplar, E-1, E-2, E-3 ve E-4 olarak
adlandirilmiglardir. Bunlardan E-1’in varlig1 ii¢ bolgede bulunurken, Lugo ve
Ourense’te olduk¢a dominant oldugu belirlenmistir. E-2, Leon hari¢ dort bolgede
bulunurken, E-3 ve E-4 sadece Leon bolgesinde bulunmustur. Lugo bolgesinde ise,
higbir izolat Avrupa uyum gruplari ile eslesmemistir. Incelenen bdlgenin bat: kismi
olan Leon bolgesinde ise, EU-1’in bir hayli dominant oldugu belirlenmistir.
Caligmada son zamanlarda yeni vc gruplarin rapor edildigi Fransa’dan Robin vd.,
(2000) ve Portekiz’den Braganca’nin bulgularina atif yapilarak, yeni bir vic geninin
ya da ligiincii bir allelin, C. parasitica vejetatif uyum sistemini etkilemis olacagi 6ne

strdlmustiir.

Kristin v.d. (2008), Hirvatistan’in 10 farkli lokasyonundan topladiklar1 338 C.
parasitica izolatinda, 18 vc grup bulmuslardir. En yaygin ve grup, % 42,9 ile EU-
1 olmustur. Bu ve tipi, bir popiilasyon hari¢ tiimiimde saptanmis ve dordiinde en
dominant vc grup olarak belirlenmistir. EU-2, % 21 bulunma orani ile sekiz
popiilasyonda varligi belirlenmis ve dort popiilasyonun en dominant vc grubu
oldugu ortaya konmustur. Dogu Avrupa iilkelerinin en dominant vc grubu olan EU-
12, % 14,2 bulunma orani ile beg popiilasyonda varlig1 bildirilmistir. Bu vc tiplerin
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disinda bulunma orani diisiik olan diger bazi vc gruplarin, etmenin eseyli liremesi
sonucu vic genlerinin rekombinasyonu sonucu olugmus olabilecegi One
striilmistiir. Nitekim tiim popiilasyonlarda etmenin eseyli iireme yapilar1 olan
peritesyumlara rastlanmistir. Ayrica Hirvatistan’in C. parasitica’min Merkez ve
Dogu Avrupa popiilasyonlarinin karistig1 bir bolge olmasi, ve grup cesitliliginin
yiiksek olmasina neden olabilecegi de belirtilmistir.

Milgroom vd. (2008), Bulgaristan, Romanya ve italya’nmn Sicilya bélgesinde,
toplam 10 farkli popiilasyondan elde ettikleri 528 C. parasitica izolati igerisinde,
4 vc grup (EU-12, EU-1, EU-2, EU-10) saptamislardir. Tiim lokasyonlarda
bulunan EU-12, % 82 bulunma orani ile 9 lokasyonda en dominant vc grup olarak
bulunmustur.  Bulgaristan’mm  Barziya ve ltalya’nin  Nebrodi/Peloritani
popiilasyonlari, bu genel durumun diginda 6zellik gosteren iki popiilasyon olmustur.
Bulgaristan’in Barziya popiilasyonunda, 85 izolattan 54’i (% 64) EU-10
bulunmustur. italya’nin Nebrodi/Peloritani popiilasyonunda EU-12’nin yaninda %
24 oraninda EU-2 ve % 5 oraninda EU-1 bulunmustur. Ayrica EU-2, % 7 bulunma
oran ile Italya’da 4, Romanya’da 1 lokasyonda saptanmistir. Test edilen izolatlarin
% 98’1, MAT-1 esey tipinde bulunmustur. Bu sonuglara gore, etmenin eseyli tireme
sansinin diisiik olmasi1 ve karantina uygulamalariin bélgede yeni vc gruplarin

olugmasina engel olan faktdrler olabilecegi goriisii one stirilmiigtiir.

Adamgikova vd. (2009)’nin Slovakya’da bir kestane arastirma merkezinin deneme
alaninda yaptiklar1 aragtirmada, 31 C. parasitica izolat1 igerisinde EU-2, EU-12,
EU-13, EU-14, EU-17 ve EU-19 olmak iizere toplam 6 vc grup bulunmustur.
Bunlardan EU-19, % 36 ve EU-2, % 32 bulunma orani ile dominant vc gruplar
olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma ile EU-19, Slovakya’da ilk kez rapor edilmistir.
Ulkede yapilan ilk vc ¢alismasindan 13 yil sonrasinda, vc grup sayisinin énemli
oranda arttig1 saptanmustir. Ozellikle EU-19’un, komsu iilkelerden higbirisinde
varlig1 bildirilmemistir. C. parasitica’da vc uyum gruplaria yonelik popiilasyon
degisimlerinin, gelecekte biyolojik miicadelenin basar1 sansini azaltacak bir faktor
olarak karsimiza ¢ikabilecegi belirtilmistir.

Robin v.d. (2009), Fransa’nin batisindan ve Ispanya’nin kuzeyinden, Hautes
Pyrenees, Pyrenees Atlantiques, Navarra, Landes ve Dordogne’den topladiklari 682
C. parasitica izolatinda, 61 vc grubu bulmuslar ve 95 izolatin (% 14) herhangi
bilinen Avrupa vc grubu ile uyumlu olmadigini bildirmiglerdir. Bu uyumsuz
izolatlar, kendi arasinda 47 farkli izolat olusturmustur. Bu bulgularin, C.
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parasitica’da vejetatif uyumsuzluk sisteminin, iki alleli, 6 gen sistemi ile
aciklanamayacagi oOne siiriilmiistiir. = Dordogne disindaki biitiin bolgelerde,
dominant gruplar, EU-66 ve EU-72 (% 50’nin fizerinde bulunma orani),
Dordogne’de ise, EU-33 ve EU-2 olarak bulunmustur. Esey tipleri olan MAT-1 ve
MAT-2ye tiim bolgelerde rastlanmistir. Eseyli iiremenin, vc cesitliliginin yiiksek

olmasinda etkisinin olabilecegi one siirlilmiigtiir.

Kristin v.d. (2011), Slovenya’dall ayr lokasyondan topladiklar1 254 C. parasitica
izolati, icerisinde 15 vc grubu (EU1, EU2, EU-3, EU-4, EU-5, EU-7, EU-10, EU12,
EU13, EU-15, EU-17, EU-19, EU-21, EU-28 ve EU-31) bulmuslardir. Dominant vc
gruplar % 40 bulunma orani ile EU-13 ve % 20 ile EU-1 olmustur. EU-13 tiim
popiilasyonlarda bulunurken, EU-1 ise, 10 populasyonda saptanmistir. EU-2, %
12°1ik bulunma pay1 ile 8 lokasyonda, EU-12 ise, % 9’luk bulunma orani ile 9
lokasyonda bulunmustur. Diger vc gruplarin bulunma oranlar1 % 5 ile % 0,3
arasinda degismistir. Slovenya’da vc cesitliligin yiiksek olusu, kestane kanserinin
uzun siireden beri varlig bilinen Kuzey Italya, Isvicre ve Giiney Fransa bolgelerine
yakin olmasi ile iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Hatta Dogu Avrupa’da yaygin
olan EU-13’lin sozii edilen bdlgeye, Slovenya iizerinden yayilmis olabilecegi
belirtilmistir. Ayrica etmenin tiim popiilasyonlarda eseyli iiredigi bildirilmis ve
Slovenya’da yeni vc gruplarin olusumu, 6zellikle EU-13 ile EU-1 ve EU-2’nin

eseyli liremesi sonucu, ¢aprazlanmasi sonucu olabilecegi bildirilmistir.

Zamora v.d. (2012), Ispanya’nin batisindan, Leon, Avila, Salamanca ve
Zamora’dan topladiklart 1232 C. parasitica izolatmi, vc grup yoOniinden
arastirmiglardir. EU1, EU-11, EU-12, EU-28 ve EU-66 olmak iizere, 5 bilinen
Avrupa grubu ve 6 bilinmeyen ve CL4, CL5, CL6, CL8, CL9, CL10 olarak
adlandirdiklar ve gruplar1 bulmuglardir. Tiim bdlgelerde bulunan EU-11, % 48,9
oraninda dominant olarak bulunmustur. EU-1, {i¢ bolgede % 39 oraninda
bulunmustur. EU-12, EU-28, EU-66, CL5, CL6 bir veya iki ilde % 2,4 — 3 arasinda
bulunmustur. CL5, sadece Avila’da 33 izolat ile en dominant ve grup olmustur. CL6
ise, 36 izolat ile Salamanca’da iigiincii dominant izolat olmustur. Bat1 ispanya’da
bulunan bircok vc grup, komsu iilkeler Portekiz ve Fransa’da daha onceki
calismalarda bildirilmistir.  Mating tiplerine baktiklarinda, Leon ve Avila’da,
MAT-1, biiyiikk oranda baskin, Salamanca ve Zamora’da ise, iki mating tipin
birarada bulundugu bildirilmistir.

Choi vd . (2012), C. parasitica’da 6 vejetatif uyusmazlik geninden dordii olan vic2,
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vic4, vic6 ve vic7’nin viriis tagmmminda roliinii anlamak amaciyla bu genlerin
susturulmasi ile olusan mutant bireyler lizerinde ¢alisma yapmuslardir. Vic2, vic6 ve
vic7 genleri devre digt birakilan mutantlarda virlis taginimi artmig, fakat baraj
olusumu engellenmemistir. Ornegin vic2-2 mutanti alici konumda oldugunda, viriis
tasinimi % 100°e c¢ikmis, ancak mutant donér oldugunda, viriis tasiniminda bir
degisiklik olmamistir. Benzer sonuglar vic6-2 mutanti i¢in de elde edilmistir. Vic7-
2 mutantinda ise, mutant1 donor konumda olmasi, viriis tasinimini arttirmistir. Vic6
geninin detayli incelenmesi sonucu, iki gen arasinda nonallelik bir interaksiyonun
oldugu saptanmistir. Calismada Kubisiak ve Milgroom’a (2006) atfen kullanilan
SSR markérlerin yardimiyla vic2, vic4, vic6 ve vic7 genleri i¢in spesifik primerler
gelistirilmis ve ¢aligmada kullanilmstir.

Prospero v.d. (2013), Giircistan’da bulunan C. parasitica etmeninin genetik yapisini
ve orijinini anlamak i¢in, 427 izolat {izerinde, mikrosatellite belirtecler kullanarak
calisma yapmislardir. Calismada elde edilen sonuglara gore, saptanan 100 haplotip
ile populasyonda biiyiik bir genetik cesitliligin oldugu ortaya konmustur. ki
haplotipin, daha 6nce Avrupa’da bulunmadigini, gesitli analizler neticesinde de,
Asya veya Kuzey Amerika kaynakli olmadigini da tespit etmislerdir. Bir haplotipin,
Orta Avrupa’da yaygin oldugunu, ve bunun Tirkiye tizerinden dogal yolla
Gircistan’a gegmis olabilecegini belirtmiglerdir. Cok sayida haplotipin allel
patternlerine baktiklarinda, haplotiplerin ¢ogunun, Giircistan ve Orta Avrupa gen
havuzunun eseyli iireme sonucu rekombinasyon ile olustugunu one siirmiiglerdir.
Gircistan’da, C. parasitica Avrupa vc gruplari ile uyusan izolatlarin yaninda,

Avrupa ve gruplar ile uyusmayan yeni ve gruplar oldugu bildirilmistir.

Peters vd., (2013), Almanya’da topladiklar1 284 C. parasitica izolatini, genetik
yonden karaterize etmislerdir. Izolatlarin vc tipleri, EU-1 den EU-74’e kadar olan
vc tester izolatlart ile eslestirme testi yapilmistir. Ayrica bu gruplarin bazi vic genleri
tizerinden karakterizasyonu, PCR ile yapilmistir. Calisma sonucunda 15 vc grup
bulunmustur. Bunlar EU-1, EU-2, EU-5, EU-6, EU-12, EU-13, EU-14, EU-22, EU-
25, EU-28, EU-33, EU-65, EU-74, EU-X, ve EU-Y vc gruplaridir. Bu bulgular
geemis yillarla karsilagtirildiginda, birkag¢ yil gibi kisa bir siire igerisinde, vc
gruplarin sayisinda 6nemli bir artisin oldugu belirtilmistir. Bu durum, disardan
insan hareketleri vasitasiyla ya da dogal olarak etmenin Almanya’ya bir ¢ok kez
giris yapmasi veya etmenin eseyli iiremesi sonucu rekombinant bireylerin olugmasi
ile iliskilendirilmistir. Ayrica ¢alismada vic2, vic4, vic6 ve vic7 gen bolgeleri i¢in
gelistirilmis primerler ile vc gruplarin molekiiler karakterizasyonu basarili bir
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sekilde yapilmustir.

Zamora vd. (2014), Ispanyanin Leon bolgesinden 2 lokasyon ve Zamora
bolgesinden bir lokasyondan elde edilen 544 C. parasitica izolati igerisinden 6 vc
grup bulmuslardir. EU-11, % 67 bulunma orani ile en dominant vc grup
bulunmustur. Her ii¢ lokasyonda da bulunan EU-1, % 27 bulunma orani ile ikinci
dominant vc grup olmustur. EU-12, 4 izolat ve EU-66 ise, 1 izolat ile temsil
edilmistir. Higbir Avrupa uyum grubu ile eslesmeyen iki vc gruptan CL4, 1 izolat,
CL10, 7 izolat ile temsil edilmistir.

Short vd. (2015), Avrupa’da Cortesi ve Milgroom (1998) tarafindan tanimlanan 64
vc genotipin molekiiler olarak tanisim1 kullanmak amaciyla, C. parasitica’da
vejetatif uyusmazliktan sorumlu 6 farkli vic gen bdlgesi icin gelistirilen spesifik
primerleri kullanmiglardir. Calismada 116 C. parasitica izolat1 test edilmis ve 39 vc
genotipin karakterizasyonu yapilmistir. Temsili olarak segilen bazi vc gruplarin
amplikonlarmin, DNA sekansiin gen bankasindaki veriler ile % 99-100 arasinda
ortiistigii bildirilmistir. Ancak West Salem (WI) bdlgesinde toplanan ve dnceki
calismalarda eslestirme testinde farkli vc gruplarda tanimlanan 6 izolatin, molekiiler
tanida tamaminin EU-52 olduklar1 saptanmistir. Bu izolatlarin iki adet EU-52 vc
tester izolat1 ile eslestirme testlerinde 1 izolat harig, hig birisinin tester izolatlar ile
uyusmadig goriilmiistiir. Molekiiler ¢aligmalar ile ortaya ¢ikarilan bu durum, vic

genleri hakkinda bilgilerin yeniden ele alinmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

Aghayeva vd., 2017, Azerbaycan’da yaptiklar1 bir ¢alismada, 199 C. parasitica
izolatininin populasyon yapisi incelenmistir. Ve gruplar yoniinden izolatlar, 7 gruba
ayrilmig ve AZ1 den AZ7 olacak sekilde adlandirilmislardir. Bu izolatlardan 185’1
(% 98) sadece AZ1 vc grubunda bulunmustur. Bu grup, daha 6énce Giircistan’da
rapor edilen Geol haplotip grubu ile uyumlu bulunmustur. Geri kalan izolatin 6’s1
AZ3, 41 AZ4 olarak bulunurken, birer izolat AZ2, AZS5, AZ6 ve AZ7 olarak
tanilanmustir. Azerbaycan populasyonu ile Giircistan populasyonun birbirine bityiik
bir olasilikla benzerlik gostermesi, C. parasitica’nin, Giircistan’dan geldigini
diisiindiirmektedir. Azerbaycan’da genotipik cesitliligin diisiik olmasi, etmenin
yorede daha ¢ok eseysiz lirememesiyle iliskilendirilmistir.

Mlinarec vd. (2017), tarafindan Hirvatistan’da 158 C. parasitica izolati, her bir vic
geni (vicl, vic2, vic3, vic4, vic6 ve vic7) alleli i¢in Short vd. (2015) tarafindan
gelistirilmis spesifik primerler ile PCR testine tabi tutulmustur. Calisma sonucunda
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26 vc grubu bulunmustur. Bu sonuglar ikili eslestirme ile yapilan kokiiltiir testi ile
karsilastirilmis ve tiim vc gruplarin sonuglari Ortiismiistiir. Bu calismada vic4
bolgesi i¢in kullanilan yeni bir primerin, Short vd. (2015) tarafindan kullanilan vic4
primerine gore, daha iyi sonuglar vermistir. Bu ¢aligma ile, PCR ile vc gruplarin
daha hizl1 ve giivenilir bir sekilde belirlenebilecegi ortaya konulmustur.

Perez-Sierra v.d. (2018), Ingiltere’de, Devon, Berkshire, Dorset, Derbyshire ve
Londra’nin glineydogusundan 21 &rnekleme alanindan topladiklari 197 adet C.
parasitica izolati, ve gruplart agisindan test etmiglerdir. Testler sonucunda 11 vc
grup (EU-1, EU-12, EU-2, EU-14, EU-65, UK1, UK2, UK3, UK4, UKS, UK6)
bulmuslardir. Ornekleme alanlarimin 17’sinde 1, 3’iinde 2, ve 1’inde 3 vc grup
saptanmistir. Sadece bir lokasyonda bulunan EU-14, % 47’lik bulunma orani ile en
dominant vc grup, 5 lokasyonda bulunan EU-1 ise, % 15 bulunma orani ile ikinci
dominant grup olmustur. Toplam 52 izolat, Avrupa uyum gruplar ile uyumlu
bulunmamistir. Bu izolatlar, kendi aralarinda 6 farkli ve grup olusturmus ve UK1
ile UK6 arasinda isimlendirilmigtir. Daha 6nce belirlenen UK7 ve UKS ile Avrupa
uyum gruplari ile uyusmayan ve grup sayisi 8 olmustur. Bolgede her iki mating tipi
olsa da, bunlarin birbirine yakin konumda olmamasi, yeni vc gruplarin ortaya
¢ikmasinda, eseyli liremenin roliiniin olma ihtimalini diisiik tutmaktadir. Yeni vc
gruplarin ortaya ¢ikma sebebi olarak, ve grup c¢esitliliginin yiiksek oldugu ABD ve
Uzak Dogu iilkelerinden getirilmis olan hastalikla bulagik bitki materyali

gosterilmistir.

Jezic vd. (2018), Hirvatistan’da yapilan bir ¢alismada, 2004-2014 yillar1 arasindaki
10 y1l igerisinde, iki se¢ilmis lokasyonda, C. parasitica’nin popiilasyon yapisinin
nasil degistigi ortaya konulmustur. Calisma sonucunda, her iki lokasyonda etmenin
genotipik cesitliliginin arttigi belirlenmistir. Lokasyon Buje’de 8 olan vc grup
sayisi, 21°e Hirvatska Kostajnika’da 8 olan vc grup sayisi, 24’e ¢ikmigtir. Her iki
lokasyonda dominant olan vc gruplarda degismeler meydan gelmistir. Bazi vc
gruplarin  bulunma orani artarken, bazilarinda azalma meydana gelmistir.
Hirvatistan’da ortaya ¢ikan bu vc grup cesitliligindeki artigin sebebi, iilkeye bagka
iilkelerden giren yeni vc gruplar ile vic genlerinin rekombinasyonuna neden olan

eseyli tireme olarak gdsterilmistir.
Tiirkiye’de yapilan cahismalar:

Celiker ve Onogur (2001), Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgesinden elde ettikleri
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324 C. parasitica izolatmin 14’liniin beyaz fenotipe sahip olduklarim
bildirmislerdir. Bunlardan yedisinde, dsSRNA varlig1 tespit edilmistir. Diger 310
viriilent 1irkin, % 96’smin EU-1, % 4’liniin ise, EU-12 grubunun iginde yeraldiklarini
bulmuslardir. Yedi hipoviriilent irkin, virtilent itk olan EU-1’leri kisa zamanda
tyilestirdigi, genc kestane bitkileri iizerinde yapilan deneylerle gosterilmistir. Sonug
olarak, kestane kanseri tedavisinde, hipoviriilent irklarin Tiirkiye’de
kullanilabilirligi belirtilmistir.

Giirer v.d. (2001), Marmara ve Karadeniz Bolgelerinden topladiklar1 134 C.
parasitica izolatmin ve grubunun, EU-1 oldugunu tespit etmislerdir. Izolatlarin
24’iinii mating tipi acisindan incelediklerinde, MAT-1 (20 izolat)’in, MAT-2 (4
izolat)’ye gore, yaygin oldugunu goérmiisler ve eseyli liremenin olmadigi veya sinirli
sayida oldugu sonucuna varmiglardir. Yiizotuzdort izolatin, 19’unun morfolojik
acgidan hipoviriilent 1rka ait olduklarini, 18’inin Marmara Bdlgesinden, 1’inin ise,
Karadeniz Bolgesinden elde edildigini belirtmislerdir. dsRNA varligi, 10 izolatta
teyit edilmistir. Karadeniz Bolgesinde, hipoviriilent irkin az olmasnin nedenini, iki
bolge arasindaki dogal bariyerlerin, hipoviriilent irkin dogal yayilimma engel
olmasina baglayip, bu irkin, bolgeye yapay olarak uygulanmasinin, biyolojik

miicadele agisindan ¢ok etkili olacagi, sonucuna varmiglardir.

Erincik v.d. (2008), Aydin ilinden topladiklar1 97 adet C. parasitica izolatinin vc
gruplarmin EU-1 ve EU-12 olduklarim tespit etmislerdir. Vc grup ¢esitliliginin az
olmasmin, hipoviriilensligin  kolayca yayilabilecegi anlamina geldigini
belirtmislerdir.

Akilli v.d. (2009)’nin ¢alismasinda, Karadeniz Bolgesinin 11 ilindeki 32 bolgeden
toplanan 296 C. parasitica izolatina vc grup testleri yapilmistir. EU-1, EU-12, EU-
14, EU-2 ve EU-5 olmak iizere 5 farkli v¢ grup bulunmustur. Bir ilde bulunan vc
grup sayisi, birle bes arasinda degismekle beraber, sadece Kastamonu ilinde 5 ve
grup oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmaya gore, EU-1, % 90,8 bulunma orani ile biitiin
illerde bulunmustur. EU-12, % 6,8 bulunma orani ile 8 ilde, EU-14, EU-2 ve EU-5
ise, bir veya iki ilde az sayida bulunmustur. Onbir ilin 9’unda hipviriilent irklara

rastlanmustir.

Acikgoz v.d. (2009), Aydin ilinde, kestane kanserinden en ¢ok etkilenen ilgeler olan
Nazilli, Sultanhisar, Kosk’iin 9 ilgesinden ve merkez ilgelerden topladiklar: 100 C.
parasitica izolatmin mating tiplerine ve vc gruplarina bakmuslardir. MAT-1 ve
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MAT-2 primerleri kullanilarak, ¢coklu PCR analizi ile bulunan DNA pargalari,
elektroforezde gozlemlenerek, molekiil uzunluklar tespit edilmistir. % 52 oraninda
MAT-1, % 48 oraninda ise, MAT-2 oldugunu belirtmiglerdir. Sadece EU-1 ve EU-
2 bulunmustur.

Erincik v.d. (2011)’nin, Aydin daglarindan aldiklar1 213 C. parasitica 6rneginin,
EU-1 ve EU-12 gruplarindan olustuklarimi tespit etmislerdir. MAT-1 orami, % 65,
MATS-2 orani ise, % 35 olarak bulundugu i¢in, bolgedeki popiilasyonlarin eseysiz
iireme sonucu olustuklarini rapor etmislerdir. Aydin daglarinda, dogal olarak
hipoviriilent 1wrkin olmamasindan dolayi, kestane kanseri ile miicadelede,
hipoviriilent 1rkin uygulanmasinin biyolojik miicadele agisindan 6nemli oldugunu,

vc grup gesitliliginin az olmasinin da, avantaj oldugunu vurgulamislardir.

Akialli v.d. (2013), Marmara ve Karadeniz bolgelerinden, 12 ilden topladiklar1 420
C. parasitica izolatinin, 69’unun vc gruplarimi EU-1, 2’sini EU-12, 1’ini de EU-5
olarak tespit etmislerdir. Secilen 52 izolatin mating tiplerine bakilmis, MAT-
1/MAT-2 orani 1,79 olarak bulunmustur.

Daldal ve Erincik (2018)’in ¢alismasinda Izmir, Denizli, Manisa illerinden toplanan
268 C. parasitica izolatmin vc grup testleri yapilmustir. Izolatlarn % 59’u EU-1, %
32’si EU-12 ve % 9’u EU-2 olarak bulunmustur. PCR ile yaptiklar1 mating tipi
belirlemede, 55 izolattan 44’{inlin MAT-1, 11’inin ise, MAT-2 oldugu goriilmiis,
MAT 1: MAT 2 oranmin 1:1 oranindan sapma gdstermesinden dolayi, etmenin

eseyli tremedigi diistiniilmiistiir.

Mangil ve Erincik (2018), Karadeniz Bolgesinde yaptiklar ¢alismada, 4’ii, EU-1,
EU-12, EU-17 ve EU-3 olmak {iizere, toplamda 10 vc grup bulmuslardir. MAT
I:MAT 2 orani, 1:1 oranmina yakin oldugundan etmenin bu bdlgede eseyli
ireyebildigi sonucuna varmiglardir. Ayrica, MAT 1 ve MAT 2 allelini tagiyan
heterokaryon bireylere de rastlamiglardir. Bunlar homotallik olup, kendi kendini
dolleyerek, eseyli iireyebilen bireylerdir. Tiirkiye’de heterokaryon bireylerin
varlig, ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir.



24

3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Mangil ve Erincik (2018)’in Dogu Karadeniz Bolgesi illerinden Trabzon, Rize ve
Artvin kestane alanlarindan topladigi 344 adet C. parasitica izolatindan elde ettigi
10 farkli ve grubundan, ikiser 6rnek calismada kullanilmistir. Bunlar, DK-7, DK-
25, DK-5, DK-29, DK-10, DK-142,DK-44, DK-46, DK-166, DK-174, DK-38, DK-
48, DK-47, DK-58, DK-225, DK-257, DK-153, DK-170, DK-104 ve DK-125"dir.
Yine Mangil ve Erincik (2018)’in Karadeniz Bolgesinden topladig1 kestane kanserli
kabuk orneklerinde, eseyli lireme yapilart olan peritesyumlardan elde ettigi tek
askospor izolatlar1 arasindan farkli vc gruplari temsilen secilip, 30 tek askospor
izolat caligmanin materyali igerisinde yer almistir. Bu izolatlar, DK-35/27, DK-
35/11A, DK-35/11B, DK-35/8, DK-35/15, DK-35/11C, DK-49/21, DK-49/9, DK-
49/10, DK-49/19, DK-49/29, DK-49/24, DK-145/4, DK-145/24, DK-145/3, DK-
145/15, DK-145/13, DK-187/2, DK-187/10, DK-187/11, DK-187/16, DK-177/10,
DK-177/15, DK-109/19, DK-109/2, DK-109/22, DK-7/25, DK-7/23, DK-72/2 ve
DK-72/3’tiir. Calismada kullamilan izolatlar ADU, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, Fitopatoloji Anabilim Dalinda C. parasitica izolat kolleksiyonundan elde
edilmistir.

Bu izolatlarin disinda, 64 adet Avrupa vejetatif uyum tester izolatlari, Prof. Dr.
Paola Cortesi ( Universita degli Studi di Milano, Milan, italya)’den temin edilmis
ve vc grup testlerinde, tester izolat olarak kullanilmistir. Besi ortamu olarak, potato
dextroz agar (PDA) kullanilmistir.

[zolatlarin vicl, vic2, vic3, vicd, vic6, vic7 genlerinin allellerini belirlemede, spesifik
primerler kullanilmigtir. Buffer, ANTP ve Taq polymerase enzimini igeren master
mix, ve steril su, PCR tiiplerinin hazirlanmasinda, primerler ve izole edilen DNA’lar

ile birlikte kullanilmstir.
3.2. Yontem
3.2.1. izolatlarin Kiiltiirde Yetistirilmesi ve Misel Eldesi

Saklama kosullarindan uzun siireli olarak dormant halde tutulan izolatlar, PDA’da
gelistirilerek aktif hale getirilmistir. Genglestirilen izolatlarin 3 giinliik kolonilerinin

geng misellerini barindiran kenar kisimlarindan alinan diskler; iizerine selefon film
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yayllmig PDA iizerinde, 5 giin boyunca 24°C’de gelistirilmistir. Karanlik
kosullardaki bu inkubasyonun ardindan, selefon diskler iizerinde gelisen
kolonilerden, yaklasik 3 cm? boyutlarindaki misel kitlesi, steril kiirdan ile alinarak
1,5 ml’lik santrifijj tliplere yerlestirilip, DNA izolasyonu i¢in -20°C’de muhafaza
edilmistir.

3.2.2. DNA Ekstrasyonu

DNA ekstrasyon islemleri Marra ve Milgroom (2001)’ e gore yapilmistir. Buna
gore;

Miseller -20°C’den ¢ikarildiktan sonra igerlerine 1 ml lysis buffer ilave edilip, birer
dakika vorteks igleminin ardindan, tiipler 15 dk, 65°C’de 1s1 blogunda tutulmustur.
Tiipler vorteks ile yaklasik 1 dk karistirildiktan sonra, 12200 rpm’de 5 dk siire ile
santrifiij edilmistir. Santrifij isleminden sonra tiiplerde olusan siipernatant
kisimlardan pipet ile 1 ml alinarak steril yeni tiiplere aktarilmigtir. Supernatantin
tizerine 200 ul 7,5 M amonyum asetat (NH«OAc) ilave edilip, 10 sn vorteks ile
karigtirildiktan sonra, 3 dk 12200 rpm de, santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi,
tiiplerde olusan supernatanttan, 800 ul’lik kisim yeni tiiplere aktarilip, tizerine 700
ul. isopropanol ilave edilip ve elde calkalamanin ardindan, 5 dk santrifiij islemi
yapilmigtir. Santrifiij sonrasinda, tiiplerde sadece pellet kalacak sekilde, slipernatant
kisim dokiilmiistiir. Tiipte kalan pellet, % 70’lik etanol ile art arda 2 kez yikanmustir.
Her bir tiip agz1 acik sekilde, 10 dk steril kabin igerisinde kurumaya birakildiktan
sonra, icerlerine 80 ul steril saf su ilave edilerek, -20°C’ye kaldirilip, PCR’da

kullanilmak tizere saklanmustir.
3.2.3. Vic Gen Bolgeleri i¢cin Kullanilacak Primerler ve PCR Kosullar

PCR tiipleri, 10 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Buffer, ANTP, Taq polymerase
enzimini igeren master karisimdan 2 ul, herbir vic genine ait primerlerden toplamda
2 ul, steril sudan 5 pl ve DNA’dan 1 pl olacak sekilde hazirlanan tiipler, PCR’a
yerlestirilmistir. Izolatlarin vicl, vic2, vic3, vic4, vic6, vicT genlerinin, allel 1 ve
allel 2’sini belirlemede, amplifikasyon f{iriinleri yoniinden genlerin alellerine ait
spesifik primerler kullanilmistir (Cizelge 3.1.).

PCR kosullari, Short vd. (2015)’e¢ gore yapilmustir. Buna goére baslangig
denatiirasyon 95°C’de 2 dk. uygulanmistir. Ardindan, 34 dongiiliik program, 95°C
‘de 30 sn denatiirasyon, primere gore degisen sicaklikta 30 sn annealing, 72°C 105
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sn extension agamalar1 gergeklestirilmigtir.

En son olarak 72°C’de 10 dk’lik final extension ile PCR sonlandirilmstir. Vicl,
vic2, vic3, vic4 primerleri i¢in annealing sicakligt 65°C, vic6 icin 64°C
kullanilmistir. vic7 primerleri igin, annealing sicaklik, gradient PCR ile yapilan
optimizasyon calismalari sonucunda, 55°C olacak sekilde ayarlama yapilmustir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primer dizilimleri ve elde edilen bant
biiyiikliikleri (Short v.d., 2015 ve Mlinarec v.d., 2017).

Gen Primer Primer sequence (5’ ‘den 3’’e) Allel 1 (bp)  Allel 2 (bp)

Vicl Vicla-F ~ GCTATCCACCCTCACAGAGAA 308 1470
Vicla-1R  CGTCCTGCCTCAAGGAGATT
Vicla-2R  CATTTCGTCATCAGCACAAC

Vic2  Vic2-F TTGATGGTGGAGTGTGACAGA 660 1089
Vic2-1R  TCTCCCAATGACCTGAAATG
Vic2-2R ~ GATGTTTGGCATACATCGGC

Vicsa Vic3a-1F CAGGTTTAGCAGGTTCTTCC 538 1203
Vie3a-1R  GCACGACAAATGGCACTG
Vie3a-2F  TCCATTGTCTCTATCCCATCC
Vic3a-2R  GCATCAGGACTTGCCAGATA

Vie4  Vic4-pF  GGTAGGATGACCTTTGCTGCT 529 741
Vie4-1pR - GATACTTGCGCAAAGAAGGCG
Vie4-2pR - ACGGCGCAGAAATGAGGGGGT

Vico Vic6-1F  CGCATACTGTGTTTCCCAACT 238 813
Vic6-1R  AAGATCCTTGCGTACCTCCA
Vic6-2F  ACAGGATAGCAATCaCTGCC
Vic6-2R  ACAGGGAACTCTGGTCGTTG

Viec7  Vic7-F AGGTACACCCCCAAGATTCC 728 1109
Vie7-1R CCACGAAGTCTCTGGCGTA
Vic7-2R  CAGGCTCGATTCTCAAGGTG

3.2.4. Jel Elektroforez

PCR sonucu elde edilen DNA pargalari, % 1°lik agaroz jel elektroforezde,
80 volt elektrik akiminda, 30 dk yiiriitiilliip, UV 151k altinda goriintiilenerek,
bilgisayara aktarilmistir (Sekil 3.1.). Her bir vic geni i¢in, bilinen DNA biiyiikliikleri
iizerinden degerlendirmeler yapilmistir (Short vd., 2015).

Herbir vic geninin allel 1 bant uzunlugu, kiiciik, allel 2 bant uzunlugu ise,
biiyilk bant olarak ayirtedilerek, kiigiik bantlara ‘1°, biiyiik bantlara ise, ‘2’
denilerek, 50 adet DNA’nin vic genlerinin lokasyonlar1 belirlenmistir.
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1470 bp

308 bp

1203 bp

538 bp

Sekil 3.1. Crypnonectria parasitica izolatlarindan elde edilen PCR iiriinlerinin % 1
‘lik agaroz jel lizerindeki elektroforez goriintiisi (iist jel: vicl (allel 1: 308
bp, allel 2: 1470 bp) alt jel: vic3 (allel 1: 538 bp, allel 2: 1203 bp).



28

Sekil 3.3. Jel-elekroforez goriintiisiiniin bilgisayara aktarilmasi islemi
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3.2.5. Cryphonectria parasitica izolatlarimn Klasik Eslestirme Testi ile Vc

Gruplarinin Belirlenmesi

Molekiiler yontemlerle vc gruplart belirlenen izolatlar bulgularin teyit edilmesi
amaciyla klasik eslestirme testine tabi tutulmuslardir. Eslestirme testinde,
PDA+otoklavlanmis kestane odun dokusundan yapilmis bir ortam kullanilmistir
(Daldal vd,, 2018). Kestane agaglarindan alinan 1,5 - 2 cm ¢apindaki dallar, 5’er cm
uzunlugunda kesilip, iki esit parcaya ayrilmistir. Dal parcalarin iizeri bistiiri
yardimiyla 6-7 ¢izgi olacak sekilde boyuna ¢izilmistir. Bu dallar 121 °C’de, 45 dk,
iki giin, birer kez otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilize edilen kestane dallari,
9 cm’lik steril petrilere, Ttiggen olusturacak sekilde, 3’er adet yerlestirilmistir.
Hazirlanan petrilerin tabanina PDA dokiilerek besi ortami zengilestirilmis ve dal
pargalarinin petri tabanina sabitlenmesi saglanmistir. Hazirlanan ortamlar vc grup

eslestirme testi i¢in 1-2 giin bekletilmistir.

Vc grup testlerinde, petri kabi igine yerlestirilen kestane dallarinin orta kisimlarina
Avrupa vc gruplari, her iki u¢ kismina da test edilecek izolatlar yerlestirilmistir. Bu
sekilde, herbir petride 6’sar izolat test edilmistir (Sekil 3.4.). Petriler 25 °C’de, 1
hafta inukbasyona birakilmis ve Avrupa vc gruplar ile izolatlar arasinda baraj
olusup, olugsmamasina gore, vejetatif uyum degerlendirmesi yapilmigtir. Aralarinda
baraj olusturan tester ile izolatin ‘vejetatif olarak uyumsuz’, baraj olusturmayanlar

ise ‘vejetatif olarak uyumlu’ olarak kabul edilmistir (Sekil 3.5.).
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| Avrupavc grubu

Test edilecek izolatlar

Sekil 3.5. Cryphonectria parasitica izolatlar1 ile Avrupa testerlar arasindaki

vejetatif uyum ve uyumsuzluk
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4. BULGULAR
4.1 Vicl Gen Bolgesi

Dogu Karadeniz Bolgesi kestane ormanlik alanlarindan elde edilmis 20 C.
parasitica izolat1 iizerinde, vicla-F, vicla-1R ve vicla-2R primerleri ile yapilan
PCR testleri sonrasinda, 9 izolat 308 bp’lik bir fragman olusturmus ve genotipi
vicl-1, 11 izolat ise, 1470 bp lik bir fragman olusturarark, genotipi vic/-2 olarak
tanilanmustir (Sekil 4.1). Toplam 30 adet tek askospor izolattan ise, 10 izolat 308
bp, 20 izolat 1470 bp’lik fragmanlar olustururarak, sirastyla vicl-1 ve vicl-2
genotipleri icerisinde yer almiglardir.

1470 bp

PP er W wWwwWwOw

308 bp : |l -

Sekil 4.1. Cryphonectria parasitica izolatlarinin vicla-F, vicla-1R ve vicla-2R

primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda elde elde edilen DNA
bantlarinin elektroforez goriintiisii.

4.2. Vic2 Gen Bolgesi

Vic2-F, vic2-1R ve vic2-2R primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda, 8 arazi
izolat1 660 bp’lik bir fragman olusturmus ve genotipi vic2-1, 12 arazi izolat1 ise,
1089 bp’lik bir fragman olugturarak, genotipi vic2-2 olarak tanilanmistir (Sekil
4.2.). Toplam 30 adet tek askospor izolattan ise, 16 izolat 660 bp, 14 izolat 1089
bp’lik fragmanlar olustururarak, sirastyla vic2-1 ve vic2-2 genotipleri igerisinde yer

almislardir.
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1089 bp

660 bp

Sekil 4.2. Cryphonectria parasitica izolatlarinin vic2a-F, vic2a-1R ve vic2a-2R
primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda elde elde edilen DNA
bantlarinin elektroforez goriintiisii.

4.3. Vic3 Gen Bolgesi

Vic3a-1F, vic3a-2F, vic3a-1R ve vic3a-2R primerleri ile yapilan PCR testleri
sonrasinda, 18 arazi izolat1 538 bp’lik bir fragman olusturmus ve genotipi vic3-1, 2
arazi izolat1 ise, 1203 bp’lik bir fragman olusturarak, genotipi vic3-2 olarak
tanilanmustir (Sekil 4.3.). Toplam 30 adet tek askospor izolattan ise, 23 izolat 538
bp, 7 izolat 1203 bp’lik fragmanlar olustururarak, sirasiyla vic3-1 ve vic3-2

genotipleri icerisinde yer almiglardir.

1203 bo

538 bp

Sekil 4.3. Cryphonectria parasitica izolatlarimin vic3a-1F, vic3a-2F, vic3a-1R ve
vic3a-2R primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda elde elde edilen

DNA bantlarinin elektroforez goriintiisii.
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4.4. Vic4 Gen Bolgesi

Vic4-pF, vic4-1pR ve vic4-2pR primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda, 4
arazi izolat1 529 bp’lik bir fragman olusturmus ve genotipi vic4-1, 16 arazi izolati
ise, 741 bp’lik bir fragman olusturarak, genotipi vic4-2 olarak tanilanmustir (Sekil
4.4.). Toplam 30 adet tek askospor izolattan ise, 8 izolat 529 bp, 22 izolat 741 bp’lik
fragmanlar olustururarak, sirastyla vic4-1 ve vic4-2 genotipleri igerisinde yer
almiglardir.

741 bp

529 bp

ekil 4.4. Cryphonectria parasitica izolatlarinin vic4-pF, vic4- ve vic4-

kil 4.4. Cryph ] jtica izolatl ic4-pF, vic4-1pR ic4-2pR
primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda elde elde edilen DNA
bantlarinin elektroforez goriintiisii.

4.5. Vic6 Gen Bolgesi

Vic6-1F, vic6-2F, vic6-1R ve vic6-2R primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda,
10 arazi izolat1 238 bp’lik bir fragman olusturmus ve genotipi vic6-1, 10 arazi izolati
ise, 813 bp’lik bir fragman olusturarak, genotipi vic6-2 olarak tanilanmistir (Sekil
4.5.). Toplam 30 adet tek askospor izolattan ise, 22 izolat 238 bp, 8 izolat 813 bp’lik
fragmanlar olustururarak, sirasiyla vic6-1 ve vic6-2 genotipleri igerisinde yer
almislardir.
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813 bp

238 bp

Sekil 4.5. Cryphonectria parasitica izolatlarinin vic6-1F, vic6-2F, vic6-1R ve vic6-
2R primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda elde elde edilen DNA
bantlarinin elektroforez gorintiisii.

4.6. Vic7 Gen Bolgesi

Vic7-F, vic7-1R ve vic7-2R primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda 10 arazi
izolat1 728 bp’lik bir fragman olusturmus ve genotipi vic7-1, 10 arazi izolat1 ise,
1109 bp lik bir fragman olusturarark, genotipi vic7-2 olarak tanilanmistir (Sekil
4.6). Toplam 30 adet tek askospor izolattan ise, 14 izolat 728 bp, 16 izolat 1109

bp’lik fragmanlar olustururarak sirasiyla vic7-1 ve vic7-2 genotipleri igerisinde yer
almiglardir.

1109 bp

728 bp

Sekil 4.6. Cryphonectria parasitica izolatlarimin vic7-F, vic7-1R ve vic7-2R
primerleri ile yapilan PCR testleri sonrasinda elde elde edilen DNA
bantlarinin elektroforez goriintiisii.
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4.7. izolatlarin Allelleri ve Vic Genotipleri

PCR testlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda calismamizda kullandigimiz
C. parasitica izolatlarmin vic genotipleri belirlenmistir. Tiim izolatlarda, PCR’1
yapilan 6 vic bolgesi icin, allel atamalar1 yapilmistir. Bu iglemlerde, Cortesi ve
Milgroom (1998)’da belirtilen allel atamalari g6zoniinde bulundurulmustur.
Omegin, vicl, vic2, vic3, vic4, vic6, ve vic7 genleri igin sirastyla 1, 2, 1, 2, 1 ve 2
(1212-12) allelleri alan bir izolat, EU-30 olarak belirlenmistir. Tiim izolatlarin vic
genotip atamalari, Cizelge 4.1. ve 4.2°de gosterilmistir. Buna gore, test edilen 20
adet arazi izolati, 11 farkli vc gruba atanmistir. Bu gruplar, 1212-12 vic genotipinde
EU-30, 1112-21 genotipinde EU-8, 2212-12 genotipinde EU-3, 1112-11
genotipinde EU-12, 2112-11 genotipinde EU-17, 2112-21 genotipinde EU-22,
1212-21 genotipinde EU-25, 2212-21 genotipinde EU-7, 2211-12 genotipinde EU-
21, 1221-22 genotipinde EU-55 ve 2112-22 genotipinde EU-2’dir (Cizelge 4.1.).
Test edilen 30 tek askospor izolat1 ise, 15 farkli vc gruba atanmistir. Bu gruplar,
1112-12 genotipinde EU-29, 1112-11 genotipinde EU-12, 1212-11 genotipinde EU-
11, 1112-21 genotipinde EU-8, 2112-11 genotipinde EU-17, 2112-21 genotipinde
EU-22, 2112-22 genotipinde EU-2, 2212-12 genotipinde EU-3, 2212-22
genotipinde EU-1, 2211-22 genotipinde EU-5, 2211-12 genotipinde EU-21, 2221-
12 genotipinde EU-51, 2222-12 genotipinde EU-35, 2121-11 genotipinde EU-36 ve
2121-12 genotipinde EU-58"dir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.1. Cryphonectria parasitica’nin arazi izolatlarinin vic genlerine gore allel
dagilimlar1 ve vic genotipleri.

Arazi Vicl Vic2 Vic3 Vic4 Vic6 Vic7 Vic Ve
izolatlar Genotipleri Gruplar®
DK-7 1 2 1 2 1 2 1212-12 EU-30
DK-25 1 1 1 2 2 1 1112-21 EU-8
DK-5 2 2 1 2 1 2 2212-12 EU-3
DK-29 2 2 1 2 1 2 2212-12 EU-3
DK-10 1 1 1 2 1 1 1112-11 EU-12
DK-142 1 1 1 2 1 1 1112-11 EU-12
DK-44 2 1 1 2 1 1 2112-11 EU-17
DK-46 2 1 1 2 1 1 2112-11 EU-17
DK-166 1 2 1 2 1 2 1212-12 EU-30
DK-174 2 1 1 2 2 1 2112-21 EU-22
DK-38 1 2 1 2 2 1 1212-21 EU-25
DK-48 1 2 1 2 2 1 1212-21 EU-25
DK-47 2 2 1 2 2 1 2212-21 EU-7
DK-58 2 2 1 2 2 1 2212-21 EU-7
DK-225 2 2 1 1 1 2 2211-12 EU-21
DK-257 2 2 1 1 1 2 2211-12 EU-21
DK-153 1 2 2 1 2 2 1221-22 EU-55
DK-170 1 2 2 1 2 2 1221-22 EU-55
DK-104 2 1 1 2 2 2 2112-22 EU-2
DK-125 2 1 1 2 2 2 2112-22 EU-2

*Cortesi ve Milgroom (1998)’e gore
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Cizelge 4.2. Tek askospor Cryphonectria parasitica izolatlarinin allel dagilimlarn
ve vic genotipleri.

Tek Vic Ve
askospor Viel Vic2 Vie3  Vied Vic6  Vic7 .

izolatlar genotipler gruplar
DK-35/27 1 1 1 2 1 2 1112-12 EU-29
DK-35/11A 1 1 1 2 1 1 1112-11 EU-12
DK-35/11B 1 2 1 2 1 1 1212-11 EU-11
DK-35/8 1 1 1 2 1 1 1112-11 EU-12
DK-35/15 1 1 1 2 2 1 1112-21 EU-8
DK-35/11C 1 2 1 2 1 1 1212-11 EU-11
DK-49/21 2 1 1 2 1 1 2112-11 EU-17
DK-49/9 2 1 1 2 2 1 2112-21 EU-22
DK-49/10 2 1 1 2 1 1 2112-11 EU-17
DK-49/19 2 1 1 2 2 1 2112-21 EU-22
DK-49/29 2 1 1 2 2 2 2112-22 EU-2
DK-49/24 2 2 1 2 1 2 2212-12 EU-3
DK-145/4 2 2 1 2 2 2 2212-22 EU-1
DK-145/24 2 2 1 2 1 2 2212-12 EU-3
DK-145/3 2 2 1 1 2 2 2211-22 EU-5
DK-145/15 2 2 1 1 1 2 2211-12 EU-21
DK-145/13 2 2 1 2 2 2 2212-22 EU-1
DK-187/2 2 2 2 1 1 2 2221-12 EU-51
DK-187/10 2 2 2 2 1 2 2222-12 EU-35
DK-187/11 2 2 2 1 1 2 2221-12 EU-51
DK-187/16 2 2 2 2 1 2 2222-12 EU-35
DK-177/10 1 1 1 1 1 1 1112-11 EU-12
DK-177/15 2 1 1 2 1 1 2112-11 EU-17
DK-109/19 2 1 2 1 1 1 2121-11 EU-36
DK-109/2 2 1 2 1 1 2 2121-12 EU-58
DK-109/22 2 2 2 1 1 2 2221-12 EU-51
DK-7/25 2 2 1 2 2 2 2212-22 EU-1
DK-7/23 1 1 1 2 1 2 1112-12 EU-29
DK-72/2 1 1 1 2 1 1 1112-11 EU-12
DK-72/3 1 1 1 2 1 1 1112-11 EU-12

4.8. Vic Allelerinin Bulunma Oram

Arazi izolatlar arasinda, vicl-1 allelinin bulunma orani, % 45 iken, vicl-2 allelinin
bulunma orani, % 55°dir. Vic2-1’in orani, % 40 iken, vic2-2’nin oram1 % 60°dir.
Vic3-1’in orani, % 90 iken, Vic3-2’nin orani, % 10’dur. Vic4-1’in orani, % 20 iken,
vic4-2’nin orani, % 75’dir. Vic6-1 ve vic7-1’in oran1 % 50 iken, vic6-2 ve vic7-2’nin
orant, % 50°dir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Cryphonectria parasitica izolatlarinda vic allellerinin bulunma oranlar

Arazi izolatlan Tek askospor izolatlar

Vic izolat say1s1 Say1 Bulunma oram izolat sayis1  Sayr Bulunma
allelleri orani

Vicl-1 20 9 45 30 10 33,33
Vicl-2 20 11 55 30 20 66,67
Vic2-1 20 8 40 30 16 53,33
Vic2-2 20 12 60 30 14 46,67
Vic3-1 20 18 90 30 23 76,67
Vic3-2 20 2 10 30 7 23,33
Vic4-1 20 4 20 30 8 26,67
Vic4-2 20 15 75 30 22 73,33
Vic6-1 20 10 50 30 22 73,33
Vic6-2 20 10 50 30 8 26,67
Vic7-1 20 10 50 30 14 46,67
Vic7-2 20 10 50 30 16 53,33

4.9. PCR Vic Genotiplerinin, Eslestirme Testi ile Teyit Edilmesi

Arazi izolatlarindan 15 C. parasitica izolatinin, PCR vic genotipleri, eslestirm
testlerinin sonuglari ile ortiismiistiir. Geri kalan 5 izolattan, PCR vic genotipi, EU-
21 olan iki izolat, Avrupa EU-21 testeri ile uyumlu bulunmamistir. Ayni sekilde
PCR vic genotipinde, EU-55 olan iki izolat ve EU-17 olan bir izolat, Avrupa EU-55

ve EU-17 tester izolatlar1 ile uyumsuz bulunmustur.

Cizelge 4.4. Cryphonectria parasitica’nin arazi izolatlarinin eslestirme testinde,

PCR vic genotipi tester ile vejetatif uyum durumu

Arazi PCRvic Kullanilan Eslestirme
izolatlar1  genotipi Avrupa vc grup  testi
testeri

DK-7 EU-30 EU-30 Uyumlu
DK-25 EU-8 EU-8 Uyumlu
DK-5 EU-3 EU-3 Uyumlu
DK-29 EU-3 EU-3 Uyumlu
DK-10 EU-12 EU-12 Uyumlu
DK-142 EU-12 EU-12 Uyumlu
DK-44 EU-17 EU-17 Uyumlu
DK-166 EU-30 EU-30 Uyumlu
DK-174 EU-22 EU-22 Uyumlu
DK-38 EU-25 EU-25 Uyumlu
DK-48 EU-25 EU-25 Uyumlu

DK-47 EU-7 EU-7 Uyumlu




39

Cizelge 4.4. Cryphonectria. Parasitica’nin arazi izolatlarinin eslestirme testinde,

PCR vic genotipi testert ile vejetatif uyum durumu (devami)

Arazi PCR vic Kullanilan Eslestirme
izolatlar1  genotipi Avrupa vc grup testi
tester1
DK-58 EU-7 EU-7 Uyumlu
DK-104 EU-2 EU-2 Uyumlu
DK-125 EU-2 EU-2 Uyumlu
DK-46 EU-17 EU-17 Uyumsuz
DK-225 EU-21 EU-21 Uyumsuz
DK-257 EU-21 EU-21 Uyumsuz
DK-153 EU-55 EU-55 Uyumsuz
DK-170 EU-55 EU-55 Uyumsuz

Tek askospor izolatlarindan ise, 21 C. parasitica izolatimin, PCR vic genotipleri,

eslestirme testlerinin sonuglar1 ile Ortlismiistiir. Geri kalan 9 izolattan, PCR vic

genotipi, EU-51 olan ii¢ izolat, Avrupa EU-51 testeri ile uyumlu bulunmamaistir.
Ayn sekilde PCR vic genotipi, EU-12, EU-11, EU-22, EU-17, EU-58 ve EU-29

olan birer izolat, Avrupa tester izolatlar1 ile uyumsuz bulunmustur.

Cizelge 4.5. Tek askospor Cryphonectria parasitica izolatlarinin eglestirme testinde

PCR vic genotipi tester1 ile vejetatif uyum durumu

Tek askospor PCR vic genotipi Kullanilan Avrupa ve Eslestirme testi
izolatlar grup testeri

DK-35/27 EU-29 EU-29 Uyumlu
DK-35/11B EU-11 EU-11 Uyumlu
DK-35/8 EU-12 EU-12 Uyumlu
DK-35/15 EU-8 EU-8 Uyumlu
DK-49/21 EU-17 EU-17 Uyumlu
DK-49/19 EU-22 EU-22 Uyumlu
DK-49/29 EU-2 EU-2 Uyumlu
DK-49/24 EU-3 EU-3 Uyumlu
DK-145/4 EU-1 EU-1 Uyumlu
DK-145/24 EU-3 EU-3 Uyumlu
DK-145/3 EU-5 EU-5 Uyumlu
DK-145/15 EU-21 EU-21 Uyumlu
DK-145/13 EU-1 EU-1 Uyumlu
DK-187/10 EU-35 EU-35 Uyumlu
DK-187/16 EU-35 EU-35 Uyumlu
DK-177/10 EU-12 EU-12 Uyumlu
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Cizelge 4.5. Tek askospor Cryphonectria parasitica izolatlarinin eslestirme

testinde, PCR vic genotipi testert ile vejetatif uyum durumu (devami)

Tek askospor PCR vic genotipi Kullanilan Avrupa ve Eslestirme testi

izolatlar grup tester1

DK-177/15 EU-17 EU-17 Uyumlu
DK-109/19 EU-36 EU-36 Uyumlu
DK-7/25 EU-1 EU-1 Uyumlu
DK-72/2 EU-12 EU-12 Uyumlu
DK-72/3 EU-12 EU-12 Uyumlu
DK-35/11A EU-12 EU-12 Uyumsuz
DK-35/11C EU-11 EU-11 Uyumsuz
DK-49/9 EU-22 EU-22 Uyumsuz
DK-49/10 EU-17 EU-17 Uyumsuz
DK-187/2 EU-51 EU-51 Uyumsuz
DK-187/11 EU-51 EU-51 Uyumsuz
DK-109/2 EU-58 EU-58 Uyumsuz
DK-109/22 EU-51 EU-51 Uyumsuz

DK-7/23 EU-29 EU-29 Uyumsuz
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillara gelinceye kadar, C. parasitica izolatlarinin vejetatif uyum (vc)
gruplariin belirlenmesi besi ortaminda gergeklestirilen eslestirme testi ile
yapilmistir (Anagnostakis, 1977). Bu testlerde Cortesi ve Milgroom (1998)
tarafindan tanimlanmis EU-1 den EU-64’e kadar isimlendirilmis vejetatif uyum
testerlar1 belirleyici izolat olarak kullanilmigtir. V¢ grubu belirlenmesi istenen
izolat, tiim tester izolatlar1 ile tek tek besi ortaminda yanyana gelismeleri saglanarak
eslestirilmekte ve tester izolat ile arazi izolatinin kolonilerinin birlesme yerindeki
baraj olusumuna gore, uyum gruplari belirlenmektedir (Cortesi ve Milgroom, 1998).
Son derece kullanish olan bu yontem ve tester izolatlar, bir ¢ok iilkede ¢ok sayida
arastirici tarafindan, vc grup cesitliliginin belirlenmesinde kullanilmigtir (Robin
vd., 2001). Ancak bu yontemde Ozellikle zayif baraj olusumu gibi durumlarda
ortaya ¢ikan subjektif degerlendirmeler, hatali sonuglarin elde edilmesine yol
acabilmektedir (Short vd., 2015). Nitekim Almanya’da ge¢cmiste EU-2 olarak
belirlenen izolatlarin, son yillarda PCR temelli yapilan ¢alismalarda EU-6 ve EU-
13 olduklar1 saptanmistir. Ayrica tester izolat sayisinin fazla olmasi nedeniyle
ortaya ¢ikan ¢ok sayida eslestirme kombinasyonlari, eslestirme testinde yogun sarf
malzeme, fiziksel alan ve zaman ihtiyacina yol agabilmektedir. Son yillarda ve grup
belirleme testlerini daha giivenilir ve hizli hale getirmek i¢cin molekiiler yontemlere
basvurulmus ve PCR’da kullanilmak iizere, spesifik primerler gelistirilmistir (Choi
vd., 2012; Peters vd., 2013; Short vd., 2015). Ulkemizin Dogu Karadeniz illerinden
elde edilmis bazi vc gruplarin tanisi eslestirme testinin yukarida sozii edilen
dezavantajlar1 nedeniyle yapilamamistir. Bu ¢alisma kapsaminda Dogu Karadeniz
Bolgesinden elde edilmis 20 arazi izolati ile 30 tekaskospor izolati, PCR testi ile vc
gruplart belirlenme c¢alismalar1 yiiriitilmiistiir. Bunun icin vejetatif uyumdan
sorumlu oldugu diigiiniilen 6 vic gen bolgesine yonelik gelistirilmis spesifik
primerler ile her bir izolat vc gruplar yoniinden incelenmistir. Izolatarm tiimiinde
test edilen tiim gen bolgelerinde beklenen biiyiikliiklerde PCR fragman iirtinleri elde
edilmistir. PCR testleri eslestirme testine gore daha hizli tamamlanmistir. Eglestirme
testinde 10-15 giinde elde edilen sonuglar, PCR ile 1 giinde elde edilmistir. PCR
testi sonucunda arazi izolatlar1 arasinda 11 vc grup ve tek askosporlar arasinda 15
farkli ve grup bulunmustur. Bu sonuglar, bize Mangil ve Erincik (2018)’de rapor
edildigi gibi iilkemizin Dogu Karadeniz Bolgesinde vc grup cesitliliginin artis
gdsterdigini, molekiiler diizeyde ortaya koymustur. Ulkemizde vc gruplarin
tanilanmasi, PCR ile ilk kez bu ¢alismada gerceklestirilmistir.
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Calismada elde edilen sonuglara gore, 6 vic geninin tamaminin polimorfik oldugu
saptanmistir. Bu durum vc grup cesitliliginin yiliksek olmast ile iliskilendirilmistir.
Vic3-1 hem arazi izolatlar (% 90) hem de tek askospor izolatlar1 (% 77) arasinda
en dominant allel olmustur. Bunu arazi izolatlar igerisinde % 75 ve tekaskospor
izolatlar1 igerisinde % 74 bulunma orani ile vic4-2 takip etmistir. Daha Once
iilkemizde yapilan bir ¢calismada vic3 ve vic4 genleri polimorfik bulunmamis ve
vic3-1 ile vic4-2 alelleri %100 oraninda bulunmustur (Daldal vd., 2018). Diger vic
gen allellerinin birbirine yakin bulunma oranlarinda olduklar1 belirlenmistir.

Arazi izolatlarindan 15 C. parasitica izolatinin, PCR vic genotipleri, eslestirme
testlerinden elde edilen sonuglar ile ortlismiistiir. Geri kalan 5 izolattan, PCR vic
genotipi, EU-21 olan iki izolat, Avrupa EU-21 testeri ile eslestirme testinde
uyumlu bulunmamistir. Ayni sekilde PCR vic genotipinde, EU-55 olan iki izolat
Avrupa EU-55 ile EU-17 olan bir izolat, EU-17 tester izolat1 ile eslestirme testinde
uyumsuz bulunmustur. Tek askospor izolatlarindan ise, 21 C. parasitica izolatinin,
PCR vic genotipleri, eslestirme testlerinin sonuglari ile ortiigmiistiir. Geri kalan 9
izolattan, PCR vic genotipi, EU-51 olan 3 izolat, Avrupa EU-51 testeri ile uyumlu
bulunmamistir. Ayni sekilde PCR vic genotipi, EU-12, EU-11, EU-22, EU-17, EU-
58 ve EU-29 olan birer izolat, Avrupa tester izolatlar1 ile eslestirme testinde
uyumsuz bulunmustur. Daha dnce yapilan ¢alismalarda da bizim sonuglarimizda
oldugu gibi PCR testi ile eslestirme test sonuglarinin birbiri ile Ortligmedigi
goriilmiigtiir. Short vd., (2015) tarafindan yapilan bir galismada West Salem (WI)
bolgesinde toplanan ve Onceki ¢aligmalarda eslestirme testinde farkli ve gruplarda
tanimlanan 6 izolatin, molekiiler tanida tek bir vc grup, EU-52, igerisinde olduklar
saptanmistir. Bu izolatlarin iki adet EU-52 vc tester izolat1 ile eslestirme testlerinde
1 izolat harig, hi¢ birisinin tester izolatlar ile uyusmadig goriilmiistiir. Molekiiler
calismalar ile ortaya ¢ikarilan bu durum, baska vic genlerinin ya da mevcut vic

genlerinden bir ya da bir kaginda {igiincii allelin varligi ile iliskilendirilmistir.

Son yillarda diinyanin birgok tilkesinde Avrupa tester izolatlar1 (EU-1 ve EU-64)
ile eslestirme testinde uyumlu olmayan izolatlarin varlig1 belirlenmektedir (Robin
vd., 2000; Trestic vd., 2001; Liu ve Milgroom, 2007; Montenegro vd., 2008;
Zamora vd., 2012; Prospero vd., 2013; Peters vd., 2013; Aghayeva vd., 2017; Perez-
Sierra vd., 2018). En son olarak iilkemizde Dogu Karadeniz Bolgesine komsu olan
Gircistan’da (Prospero vd., 2013) ve diger bir Kafkas iilkesi Azerbaycan’da
(Aghayeva vd., 2017) bu tiirden izolatlar rapor edilmistir. Ulkemizde de Mangil ve
Erincik ( 2018), Karadeniz Bolgesinde Avrupa uyum gruplari ile uyusmayan 6 vc
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grubun varligini bildirmislerdir. Bir ¢ok aragtirici bu gruplarin varligimi yeni bir vic
geni ya da bilinen 6 vic geninden bir veya birkacinda ii¢ ve iizeri allelin olmasi ile
iligkilendirmigledir. Caligmamizda bilinen 6 vic bdlgesinin tiimiimde PCR da
amplifikasyon elde edilmis ve allel atamalar1 yapilmistir. Yukarida da belirtildigi
gibi bir¢ok izolat icin PCR genotipleri ve eslestirme genotipleri birbiri ile Srtiigmiis
olsa da bazi izolatlarda PCR sonuglarini eslestirme testi dogrulamamistir. Sinirh
sayida izolatta ortaya ¢ikan bu durumun sebebinin gelecekte yapilacak ¢aligmalarda
acikliga kavusturulmasi gerekmektedir. PCR’1n eslestirme testine gdre hizli bir test
olmasi sebebiyle uyusmaz vc gruplarin fazla oldugu populasyolarda vc belirleme
calismalarinin hizlandirilmasi i¢in kullanilmasi 6nerilebilir. Ancak PCR sonucunda

elde edilecek bulgular eslestirme testi ile teyit edilmelidir.

Sonug olarak, C. parasitica’nin neden oldugu kestane kanseri hastaligi, kestane
agaclarimi tahrip eden diinya ¢apinda ¢ok 6nemli bir hastaliktir. Diinyada karantina
listesinde yer alan bu hastaliin miicadele yontemleri olduk¢a sinirhidir.
Hipoviriilent irklarin kullanildig1 biyolojik miicadele ile hastalik, etkili bir sekilde
kontrol altina alinabilmektedir. Biyolojik miicadelenin basarisini etkileyen en
onemli faktdr, C. parasitica’nin vejetatif uyum grup ¢esitliligidir.  Cografik
bolgelere bagli olarak, C. parasitica’nim vc grup cesitliligi  degisiklik
gostermektedir. Dogu Avrupa ve Giiney Dogu Avrupa tilkelerinde ve grup cesitliligi
diisiik olup, biyolojik miicadelenin basar1 sans1 yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu
nedenden birgok iilkede biyolojik miicadelenin basari sansini 6nceden tahmin etmek
amaciyla, C. parasitica’nin vc gruplart ve gesitliligi iizerine ¢aligmalar
yiiriitiilmiistiir. Ulkemizde C. parasitica’min ve grup cesitliligi, bircok bdlgede
diisiik olarak bulunmus ve bu da biyolojik miicadele igin avantajli bir durum olarak
yorumlanmistir. Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalarda, Dogu Karadeniz
Bolgesinde, C. parasitica vc grup saysisinin artmakta oldugu saptanmustir. Kestane
alanlarinin Karadeniz kiyilar1 boyunca devamlilik géstermesi, ¢esitliligin, Marmara
ve Ege’ye kolayca yayilmasina neden olabilir. Bu nedenle iilkemizde son yillarda
ortaya ¢ikan bu vc gruplarn izlenmesi ve dogru tanilanmasi 6nemlidir. Tiirkiye,
hem Avrupa’dan, hem de Giircistan’dan gelen populasyonlarin bulustugu lokasyon
olmasi agisindan ve eseyli lireme sonucu rekombinasyonlar olusmasindan, etmenin
farkli irklara ev sahipligi yapmasi muhtemeldir. Nitekim bu ¢alismada Mangil ve
Erincik (2018)’in Dogu Karadeniz Bolgesi orijinli 50 izolat i¢inde, PCR tabanl
molekiiler incelemeler yapilarak, vic genlerine bakilmis ve 19 vc grup bulunmustur.
Bu gruplar EU-12, EU-17, EU-3, EU-22, EU-21, EU-2, EU-1, EU-51, EU-30, EU-
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8, EU-25, EU-7, EU-55, EU-29, EU-11, EU-35, EU-5, EU-36 ve EU-58’dir.
Molekiiler yontemlerle etmenin vc gruplarinin tanisi, besi ortaminda eslestirme ile
yapilan klasik tantya gore ¢ok daha hizli ve pratik olmaktadir. Ancak baz1 izolatlarin
(19 izolat) PCR tanisi Avrupa testerlar1 kullanilarak yapilan eslestirme testi ile
ortiismemistir. Bu calisma, molekiiler yontemlerle, PDA {izerindeki vc grup testleri
arasinda bazi durumlarda uyumsuzluk oldugunu gostermistir. Iki allelli 6 vic
lokasyonu ile kontrol edildigi diisliniilen C. parasitica’ya ait vejetatif uyumsuzluk
genlerinin, bagka vic lokasyonlarina veya baska allellere sahip olma olasilig yiiksek
olarak goriilmektedir. Bu goriislerin gelecekte yapilacak ¢aligmalar ile arastirilmasi

son derece onemlidir.
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