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OZET

KAYISILARDA ELMA COKLU SURGUN FITOPLAZMASI ("Candidatus
Phytoplasma mali") HASTALIGININ ASI VE KOK KAYNASMASI YOLU iLE
TASINMA ETKINLIKLERININ ARASTIRILMASI

Bu ¢alisma ile Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmas1 (ECSF) ("Candidatus
Phytoplasma mali")’nin arazi kosullarinda enfekteli as1 gozii kullanimi ve kok
kaynasmasi yoluyla taginma etkinliginin arastirilmasi amacglanmistir. Bdylece hastaligin
dogal kosullarda vektorler disinda tasinma ve yayilma durumu hakkinda elde edilecek
verilerden yararlanilarak hastaligin kontroliine yonelik 6nemli bulgular elde edilmesi
hedeflenmistir. ECSF fitoplazmasinin agiyla taginma etkinliklerinin belirlenmesi igin
iilkemizde kayis1 icin en yaygin kullanilan ¢oglir zerdali anaci iizerine enfekteli
agaclardan alinan a1 gozleri 100 adet anaca Temmuz 2009’da durgun goz asisi ile
asilanmistir. Kok kaynasma calismalari i¢in ise iilkemizde yaygin yetisen ¢esitlerden
olan zerdali anaci lizerine asilanmis Hacihaliloglu ve Sakit kayisilari kullanilmistir. Her
bir ¢esitten otuz bitki ciftler halinde ayni saksiya dikilmis ve ciftlerden bir tanesi daha
onceki calismalarla pozitif bulunan referans ECSF izolat1 ile inokule edilmistir.
Denemede her bir ¢esit i¢cin 15 tekerriir kullanilmistir. Her iki denemede de kullanilan
tiim bitkiler periyodik araliklarla Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragmenti
Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFUP) yontemi ile testlenmislerdir. Testleme sonuglarina
gore ECSF’nin ag1 ile tasinma oran1 %12,76 olarak bulunmustur. Kok kaynagmasi yolu
ile tasinma sonuglarindan tutarli bir sonu¢ alimamamistir. Bunun nedeni deneme siiresi
boyunca bitki ¢iftleri arasinda kok anastomisis olaymin gergeklesmemesi olarak
degerlendirilmistir.

2011, 41 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kayisi, Kok kaynasmasi, asi ile tasinma, Candidatus Phytoplasma
prunorum, PZR-RFUP.



ABSTRACT

STUDIES ON EFFICIENCY of TRANSMISSION of APPLE PROLIFERATION
PHYTOPLASMA ("CANDIDATUS PHYTOPLASMA MALI") BY GRAFTING
AND ROOT BRIDGES APRICOT

This study has been carried out to determine transmission efficiency of Apple
proliferation (AP) phytoplasma ( Candidatus Phytoplasma mali) by using field infected
buds and also by formation of root bridges. It was aimed to obtain data on other
dissemination ways of this phytoplasma rather than vectors. This data will be very
useful in order to develop control strategies to AP. For the graft transmission efficiency
experiments, 100 budwoods were collected from the field-infected trees and grafted on
zerdali seedlings which are the most common rootstocks for apricots in Turkey, in July-
2009. Two local apricot cultivars (cv. Sakit and cv. Hacihaliloglu) grafted on wild
apricot seedlings were used for the experiment of transmission by rootbridges. Thirthy
plants as pairs for each cultivar were planted and one of the pairs was inoculated by
using bark of AP reference isolate, which were detected in previous studies. The study
was replicated 15 times for each cultivar. All plants used for both experiments were
periodically tested by PCR-RFLP analyses. According to PCR analyses graft
transmission rate of AP was found as 12,76 %. However no consistent results were
obtained by root-bridge transmission. It might be due to obtaining no anastomosis
between pairs during this study.

2011, 41 pages

Key words: Apricot, root bridges, bud grafting, ,Candidatus Phytoplasma prunorum,
PCR-RFLP.
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Skalasina gore) 0: Simptom yok, 1: Yapraklarda hafif renk degisimi, 2: Yapraklarda
siddetli renk degisimi, yaprak dokiimii ve ¢igeklenme anormallikleri 3: bitkinin giiciiniin
azalmasi ve geriye oliim.
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1. GIRIS

Kayist (Prunus armeniaca), Kuzeydogu ve Cin kokenli bir meyvedir. Bu meyve
cografik olarak diinyanin hemen hemen her yerine dagilmis olsa da daha ¢ok Akdeniz’e
yakin olan iilkelerde, Avrupa, Orta Asya, Amerika ve Afrika kitalarina yayilmis ve
burada yetisme alani bulmustur. Sahip oldugu degisik ekolojik kosullar nedeniyle pek
cok meyve kiiltiiriiniin merkezi olan Tiirkiye kayisi, elma, erik ve kiraz gibi farklh
meyve agaclarinin anavatani ve meyvecilik kiiltliriiniin merkezidir.

Diinya yas kayisi iiretiminin % 10-15’inin yapildig1 Tiirkiye birinci siradadir.
Tiirkiye’yi Ispanya, italya, Birlesik Devletler toplulugu, iran, Fransa, Yunanistan ve
ABD izlemektedir. Tiirkiye diinya kuru kayist tretiminin de % 85-90’unu
karsilamaktadir.

Sert ¢ekirdekli meyve agaclarindaki hastalik ve zararlilar ekonomik olarak
onemli kalite ve verim kayiplarina neden olmaktadir. Zararli bocekler, fungal ve
bakteriyel hastaliklar degisik kimyasallar kullanilarak etkili bir savasim yontemiyle
basarili bir sekilde Onlenebilmektedir. Ancak, virlis, viroid ve fitoplazma gibi
hastaliklarla ayni1 sekilde kimyasal miicadele yapilamamaktadir.

Daha onceleri mikoplazma benzeri organizma (MBO) olarak adlandirilan
fitoplazmalar (Lee ve ark., 1992), ilk kez 1967 yilinda Doi ve ark. tarafindan elektron
mikroskop ile yapilan incelemeler sonucunda o giine kadar bitkilerde viriisler tarafindan
neden olunan sarilik hastaliklarinin sorumlusu olarak rapor edilmistir. Fitoplazmalar iki
tip niikleik asit icermekte (DNA ve RNA) ve viriisler ile bakteriler arasinda bir ara form
olusturmaktadir. Bakterilerden farkli olarak sert hiicre duvarmna sahip degillerdir,
bitkilerin floem iletim demetinde bulunurlar ve kiiltiire alinmazlar. Fitoplazmalar
biiytikliikleri 200-800 nm arasinda degisen, polimorfik ve sadece canli konukgu
dokularinda yasayabilen obligat parazit canlilardir. Fitoplazmalar prokaryot canlilarin
Mollicutes sinifinda yer alirlar ve diinyada yaklasik 1000 kadar bitki tiiriinde hastalik
yapmaktadir (Seemiiller ve ark., 2002).

Meyve agaglarinda ekonomik anlamda zarar yapan ve yaygin olan ii¢ fitoplazma
hastaligr bulunmaktadir. Bunlar: Avrupa sert c¢ekirdekli meyve sarilig1 fitoplazmasi
(ASCF) (European stone fruit yellows; ESFY), Armut Yikimi (AY) (Pear decline=PD)
ve Elma ¢oklu siirgiin (ECS) (Apple Proliferation=AP) fitoplazmasi1’ dir. Bu ii¢ hastalik

ile ilgili son yillarda yapilan ve patojenlerin korunmus genlerini igeren 16StTDNA’sinin
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baz dizilerinin tayini ve RFLP analizlerini igeren molekiiler ¢calismalara gore armutlarda
PD, ESFY ve AP fitoplazmalariin “Apple proliferation (AP)” grubuna (16SrX) ait
olduklar1 belirlenmistir.

Kuzey Amerika’daki sert ¢ekirdekli meyve agaclarii enfekte eden fitoplazmalar
genetik olarak farkli Bati X-hastaliklar1 grubu (Western X-diseases group) tiyesidirler
(Lee ve ark., 1998). Lee ve ark. (1998) tarafindan yapilan fitoplazma siniflandirmasina
gore elmalarda ECS, armutlarda AY ve sert ¢ekirdeklilerde ASC fitoplazmalarinin Elma
asirt siirgiin  olusumu (Apple Proliferation=AP) grubuna (16SrX) ait olduklari
belirlenmistir. Son yillarda fitoplazma grubu patojenlerin siniflandirilmasi ve bilimsel
isimlendirilmesi konusunda yapilan c¢alismalar sonucunda ECS hastaligimin etmeni
Candidatus Phytoplasma mali olarak adlandirilmistir (Seemiiller ve Schneider, 2004).

Hastaligin bazi cesitlerdeki en 6nemli belirtileri bodurlagsma, verimsizlesme,
govdede kirmizi-kahverengi kabuklarin olusmasi ve agag¢ iizerindeki bu renkli
bolgelerin zamanla nekrotik bir goriiniim alarak bazi dallarin solmasidir. Geng agaglar
yaslt agaclara gore daha ¢ok etkilenir. Orta siddette hasta olan agaclar birkag¢ y1l normal
sekilde meyve verirken c¢ok siddetli enfeksiyonlarda 6liim goriilebilir. Siirgiinlerde rozet
yaprak olusumu ¢ok tipiktir ve asir1 yan dallanma sonucu "cadi siipiirgesi" tabir edilen
belirtiler olusur. Yapraklarda yan kulak¢iklardaki anormal biiyiikliik dikkati c¢eker.
Baharda hafif kloroz ve yaz sonuna dogru erken yaprak kizarmasi goriiliir. Enfekteli
agaclarin yapraklari erken, kiiciik ve diizensiz ¢ikarlar. Meyvelerde kiigiilme, boyuna
uzunluk yerine genisleme goriliir. Meyve ¢igek sapt normalden uzun olur ve meyve
dokiimii goriliir. Meyve simptomlart en fazla Jonathan cesidinde goriiliir. Hastalik
nedeniyle ¢ok sayida zayif kok olusumu meydana gelebilir (Blumer ve Bovey, 1957;
Schuch, 1962; Bovey, 1963, 1972).

Fitoplazma hastaliklar1 ile yapilan arastirmalar esnasinda bazi arastiricilar
enfekteli agaclarin genellikle aynmi sirada oldugunu veya bahge i¢inde gruplar halinde
gbzlendigini bildirmislerdir. Bu gbézlemler fitoplazma hastaliklarinin yayilmasinda kok
kaynagmasimin onemli olabilecegini (Bliefernicht ve Krczal, 1995) 6zellikle de ECS
Fitoplazmasinin orta yash ve yasl elma bahgelerinde bu sekilde yayilmasiin 6nemli
oldugunu gostermistir (Cicotti ve ark. 2008). Son yillarda yapilan bir calismada ECS
fitoplazmas1 sert c¢ekirdekli meyve agaclarindan erik, kayis1 ve kirazlarda da

saptanmistir (Mehle ve ark. 2007). Bu fitoplazmanin kaysilarda gévde nekrozlarina ve
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solgunluk belirtilerine neden oldugu bildirilmistir. Ancak yumusak ¢ekirdekli
meyvelerde kok kaynasmasi yoluyla tasindigi saptanan ECS fitoplazmasmin sert
cekirdekli meyvelerde de ayni yolla tagindigina dair bir kayit bulunmamaktadir. Ayrica
ast yoluyla elmadan elmaya tasindigi bilinen bu fitoplazma etmeninin sert ¢ekirdekli
meyvelerden elde edilen izolatinin as1 ile taginma etkinligi konusunda da higbir
aragtirma yapilmamaistir.

Bu ¢alisma ile iilkemizde kayisilardan elde edilen bir ECS fitoplazma izolatinin
as1 ve kok kaynasmasi yoluyla taginma etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. Boylece
hastaligin dogal kosullarda vektorler disinda tasinma ve yayilma durumu hakkinda elde
edilecek verilerden yararlanilarak hastaligin kontroliine yonelik 6nemli bulgular elde

edilmesi hedeflenmistir.

2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Yurtdisinda Yapilan Calismalar

Gectigimiz son 25 yila kadar fitoplazmalarin siniflandirilmasi ve birbirinden
ayirt edilmesi, enfekteli bitkilerde olusturduklar1 simptomlara, bitki ve bocek
konukgularinin spesifikligi gibi biyolojik 06zelliklerine dayanilarak yapiliyordu.
Biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi uzun zaman almakta ve is gilicii gerektirmekte
bazen de giivenilir olmamaktayd: (Lee ve ark. 1998). Molekiiler yontemlere dayali
analizler son yillarda giderek artarak fitoplazmalarin teshisinde ve siiflandirilmasinda
daha dogru ve giivenilir sonuglara ulasgilmasini saglamistir.

Elma agaclar1 ECSF’nin ana konukcusudur, elma cesitlerinin hastaliga
reaksiyonlar1 farkli olmakla birlikte fidanlar daha hassastir. ECSF simdiye kadar sadece
Avrupa’da son zamanlarda da Tiirkiye’de tespit edilmistir. Hindistan ve Giiney
Afrika’dan onaylanmamis kayitlar mevcuttur.

ECSF’nin kok kaynagmalar ile yayildigi bilinmektedir, ancak diger dogal
yayllma yollar1 tam olarak aydinlanmamistir. Yaprak pireleri bu hastaligin vektorii
olarak bildirilmistir (Seemiiller, 1990). Polen ve tohumla tasinmazlar. Hastalik etmeni
kok bolgesinde yogunlagabildigi gibi Nisan-Mayis aylarinda govdeye yayilmakta, yaz
sonu sonbahar basinda gévdede en yiiksek seviyeye ulagsmaktadir (Seemiiller ve ark.,
1984). Hastalanan agaclar kiillemeye kars1 hassastir. Etkilenen agaclar zayif diismekte,

siirgiinler zayif olmakta ve kabukta bazen uzunlamasma kirmizimsi kahve yivler
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olusmaktadir. Hastalanan agaclar oOlebilir, ancak zayif infeksiyonlarda infeksiyonu
takiben 2-3 yilda sok simptomlar gelistikten sonra iyilesebilir, iyi budandig: taktirde
normal meyve verebilir.

Hastalik etmeni Canditatus Phytoplasma mali dogada vektorlerle aktif olarak
yayilmaktadir. Hastaligin bilinen etkin vektorleri Cacosylla picta ve C. melanoneura’dir
(Jaraush ve ark. 2003). Bununla birlikte bu vektorlerin yayilislari, dogal enfeksiyon
oranlar1 ve etmeni tasima kapasiteleri cografik bolgelere gore onemli farkliliklar
gostermektedir. Avrupa iilkelerinde yapilan ¢alismalarda birgok bolgede her iki tiiriin de
bulundugu ve en etkin vektoriin C. picta oldugu bildirilmektedir (Jaraush ve ark.
2007b).

ECSF’nin mevsimsel dagilimi Golden delicious elma ¢esidinde DAPI boyama
yontemiyle arastirilmis ve en uygun saptama zamani sonbahar aylari olarak
belirlenmistir  (Seemiiller ve ark., 1984). ECSF’nin mevsimsel dagilim caligsmalari
Trentino (Italya’nin kuzeyi)’da da yapilmis ve fitoplazmanin bitkideki en yiiksek
yogunlugu vyazdan kisa kadar olan periyotta Ekim sonu Kasim bast gibi
gozlemlenmistir. En diisiik yogunluk ise ilkbahar boyunca 15 Nisan-15 Mayis aylari
arasinda saptanmistir (Bianchedi ve ark., 2005).

Balan ve ark., (1999) 1990-95 yillar1 arasinda Romanya’da yiiriittiikleri bir
calismada 67 kayis1 cesidi ve 48 familyaya ait 1831 kayisi hibridinin fitoplazma
enfeksiyonuna kars1t reaksiyonlarini incelemislerdir. Fitoplazma simptomlarini 0-5
skalasina gore degerlendirmisler, 6rneklemeyi Mayis-Haziran aylarinda yapmiglar ve
“0” degeri alan cgesitleri (hi¢bir fitoplazma simptomu gostermeyen) Kanada 600023,
Harleyne, Dacia, Comandor, Litoral, Earlyril olarak bildirmislerdir.

Bu fitoplazma floemde diisiikk konsantrasyonlarda bulunmus ve bitkideki
dagilimmin diizensiz oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2000). Fitoplazmanin agactaki
dagilimi sicaklikla iliskili bulunmustur. Fransa’da yapilan bir arastirmada 21-25 °C
deki agaclarin hepsinde fitoplazma simptomu gozlenirken, 29-32 °C de simptomlar yok
oldugu ve fitoplazmalarin sadece koklerde bulundugu bildirilmistir (Ducrocquet ve ark.,
1986). Hastalik yapay olarak inokule edildiginde hastalik belirtileri ilk olarak inokiile
edilmis dallarda kendini gdstermekte ve belirgin simptomlar ikinci yildan sonra ortaya
cikmaktadir (Morvan ve Castelain, 1975). ECSF’nin elmadan armuda asi1 ile

tasinmasina yonelik bir tek kayit bulunmaktadir ancak bu durum ardi ardina yapilan
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deneylerle kanitlanamamustir. Ayrica hastalik etmeni Cuscuta spp. kullanilarak enfekteli
elma agaglarindan Catharantus roseus test bitkisine tasinabilmistir. Hastalik as1 gozii
disinda tohumla ya da polenle tasinmamaktadir. (Marwitz ve ark., 1974; Heintz, 1986).
ECSF hastaligimin  kok kaynasmasi yolu ile de yayilabildigi bildirilmistir (Ciccotti ve
ark., 2008). Cacopsylla melanoneura ve C. picta ECSF’nin italya ve Almanyadaki
vektorleri olarak saptanmistir (Tedeschi ve ark., 2002; Jarausch ve ark., 2003).

ECSF &nemli meyve yetistiricilik bdlgesi olan Trentino (Kuzey Italya)’da
1990’lardan sonra siddetli epidemi yapmustir. Son zamanlarda bdcek vektorleri de
bulunan bu hastaligin yayilmasini kontrol etmek olduk¢a zordur (Frisinghelli ve ark.,
2000; Tedeschi ve ark., 2002; Jarausch ve ark., 2003).

ECSF’nin yabani konukgusu olan alig, hastalifin yayilmasinda 6nemli bir rol
oynar (Tedeschi ve ark., 2002). Ali¢ bitkilerinin ECSF vektorlerinin hem konukg¢usu
hem de inokulum kaynagi oldugu ispatlanmustir.

ECSF elmalar disinda findik, armut ve Japon eriklerinde de saptanmustir
(Marcone ve ark., 1996). Bu konukgularin yan1 sira son yillarda kayisi, kiraz ve diger
erik ¢esitlerinde de bu fitoplazmanin 6nemli zararlara neden oldugu bildirilmistir

(Mehle ve ark., 2007).

2.2. Ulkemizde yapilan ¢calismalar

Giinlimiize kadar tilkemizde sert ¢ekirdekli meyve agaclarindaki fitoplazmalarin
saptanmast konusundaki c¢aligmalar son yillarda yogunlasmis ve ilk simptomolojik
bulgular Caglayan ve Gazel (1999) tarafindan bildirilmistir.

Caglayan ve ark. (2004), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde 2003-2004 yillarinda
yaptiklar1 sorvey caligsmalar1 sonucunda toplam 174 sert ¢ekirdekli meyve agacindan
dort kayisinin ESFY fitoplazmasi ile enfekteli oldugunu PCR-RFLP ile saptamislardir.
Bu c¢alismada enfekteli bitkilerin ii¢ adedi Dogu Akdeniz bdlgesinde son yillarda
turfanda cesit olarak yogun olarak yetistirilen Precoce de Tyrinthe ¢esidinde, bir adedi
ise iilkemizin en 6nemli sofralik ¢esidi olan Sakit ¢esidinde saptanmistir. Diger taraftan,
Adana, Hatay ve Igel illerinden toplanan toplam 21 kayisi, badem, seftali ve erik
agacindan dort tanesinin ESFY fitoplazmasi ile enfekteli oldugu bildirilmistir (Sertkaya
ve ark., 2005). Bu calismalarla ESFY fitoplazmasinin iilkemizdeki bolgesel olarak

varlig1 ortaya konulmustur.
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Ulkemizde tiim bu tespit calismalarmin disinda yapilan ¢alismalar Dogu
Akdeniz Bolgesinde yogunlasmistir. Survey yapilan bolgelerde ESFY hastalifinin
vektorleri ve etmeni yayma potansiyelleri/dénemleri konusunda bir TUBITAK projesi
yuriitiilmiis ve Circulifer haematoceps, Empoasca spp., Exitianus capicola, Macrosteles
quadripunctulatus, Phlepsius sp, Psammotettix procincialis, P. striatus, Orosius
orientalis ve Zyginidia pullula (Cicadellidae: Homoptera) tiirleri ile yapilan tasima
denemelerinde sadece Empoasca spp. (1/6), Macrosteles quadripunctulatus (1/8) ve
Psammotettix procincialis (1/12) kullanilmis, PCR ve RFLP testlerinde bu 6rneklerde
ESFY tespit edilmistir (Sertkaya, 2005). Ancak diinyada bu hastaligin en etkili vektorii
olarak bildirilen Cacopsylla pruni’nin iilkemizde hastalig1 tasidigina dair bir bulgunun
olmamasi hastaligin epidemiyolojisi ile ilgili soru isaretlerini yanitsiz birakmaktadir.

Ulkemizde yaygin yetistiriciligi yapilan kayis1 gesitlerinden Hacihaliloglu,
Kabaasi, Tokaloglu, Sekerpare, Alkayis1 ve Karacabey’e ESFY fitoplazmasi sera
kosullarinda yama as1 ile inokule edilmis ve yapilan gozlemler ve testler sonucunda
Kabaas1 disinda tiim ¢esitlerde inokulasyon gerceklesmis ve inokule olan bitkiler bir yil
sonra Olmistiir (Ulubas Serce ve ark., 2007). Kiiciik bir kapsamda yapilan bu 6n
calismanin diginda iilkemizde yogun olarak yetistirilen kayisi ¢esitlerinin ESFY
fitoplazmasina kars1 hassasiyetleri konusunda bilgiler bulunmamaktadir.

Sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda tiim Avrupa’da 6nemli bir sorun olan Avrupa
sert cekirdekli meyve sariligi fitoplazmasi (Candidatus Phytoplasma prunorum;
European stone fruit yellows; ESFY) iilkemizin bir ¢ok bdlgesindeki gen kaynaklarinda
% 54.8, ticari bahgelerde ise %3.2 oraninda saptanmistir (Caglayan ve ark., 1999, 2004;
Sertkaya ve ark., 2005; Ulubas ve ark., 2006).

Antalya, Gaziantep, Isparta, Icel ve Yalova illerindeki gen kaynaklarindan alinan
Cagribey, Sekerpare, Sakit, Canino, Kecskemet Rosa, Levent ve Aprikoz kayisi
ornekleri ile Obilnaja, October Sun, Globe Sun, Original Sun, TC Sun, Queen Rosa,
Autumn Giant erik 6rneklerinde ESFY fitoplazmasi tespit edilmistir (Ulubas Serge ve
ark., 2006). Son yillarda Malatya ili Battalgazi ilgesindeki kayisilarda kuruma
sikayetlerinin gelmesi nedeniyle buradaki kayist agaclari fitoplazma agisindan PCR ile
test edilmis ve bir kayis1 6rneginde ve Elazig / Baskil’de de iki 6rnekte de ESFY

saptanmistir (Ulubas Serce ve ark. yayinlanmamais veri, 2008).
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Mersin’de 2007-2009 yillar1 arasinda yiiriitilen bu calismada Alata Bahcge
Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii (ABKAE) Miidirligii’ niin damizlik kayis1 parselinde
bulunan cesitler ile Mut yoresinde yetistirilen bazi kayisi gesitlerinin Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi (ASSF) Candidatus Phytoplasma prunorum ile bulagma
oranlarinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmigtir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFUP) yontemi ile
112 ornekte yapilan testlemelerde gerek simptomlu gerekse simptomsuz bitkilerde
ASSF ile bulagiklik oran1 % 8.035 olarak belirlenmistir. Arazi ¢alismalarinda ASSF’nin
tipik belirtileri olan yapraklardaki kivrilmalar sadece Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma
Enstitiisii’'nde bulunan 1 6rnekte gézlenmistir (Altan, 2009).

Ulkemizde elma yetistiriciligi son derece dnemli olmasina karsin elmalarin viriis
ve ag1 ile tagmabilen diger hastaliklar agisindan durumu son yillarda arastirilmaya
baslanmig ve fitoplazma hastaliklar1 konusunda da son derece sinirli sayida arastirma
yapilmistir. Bu konuda yogunlukla simptomoloji ve indekslemeye dayanan bazi
calismalar yapilmstir.

Ozkan ve Kurgman (1976), Orta Anadolu Bolgesi’nde elma bahgelerinde yaptig
gozlemlerde Green crickle, Star crack ve Dapple apple viriis hastaliklarinin ve ECSF
hastaliginin belirtilerini bulmustur.

Dogu Akdeniz Boélgesi’nde yiiriitiilen bir calismada damizlik bloklar ve bazi
ticari bahgeler 6nemli elma viriislerine karsi RT-PZR yontemiyle testlenmis ve Elma
mozaik viriisii yaninda latent virlislerden Elma klorotik yaprak leke, Elma govde
yivlenme ve Elma gévde ¢ukurlasma viriisii acisindan 6nemli dlgiide bulasiklik tespit
edilmistir (Caglayan ve ark., 2005).

Son yillarda ise Isparta, Ankara ve Yalova’dan toplanan simptom gdsteren ve
gostermeyen 201 Ornegin sekiz tanesinde gerek DAPI boyama gerekse PZR-RFUP
yontemleriyle ECSF hastalig1 saptanmistir (Canik ve Ertung, 2007).

Ulkemizde sert gekirdekli meyve tiirlerinde ECSF ile ilgili yapilmis higbir

calisma bulunmamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Fitoplazma kaynag

Calisma Mustafa Kemal Universitesi, Bitki Koruma Béliimiiniin Arastirma Tel
Serasinda, tiim testlemeler ise ayni boliimiin Viroloji laboratuarinda yapilmistir.
Candidatus Phytoplasma mali inokulumu olarak Mersin’in Mut il¢esindeki Precoce de
Tyrinthe ¢esidine ait bir bitki kullanilmistir (Sekil 3.1). Bu bitki onceki ¢aligsmalarla
(Ulubas Serge ve ark. 2006) ASCF ile enfekteli olarak saptanmig olmakla birlikte bu

calisma kapsaminda da Haziran-Temmuz doneminde Nested-PZR ile testlenmis ve

ECSF agisindan pozitif bulunmustur.

Sekil 3.1. Mersin-Mut’ta hem Avrupa sert ¢ekirdekli meyve sariligt (ASC) hem de
Elma Coklu Siirgiin (ECS) fitoplazmalar1 ile enfekteli kaynak bitkideki hastalik

gorunimu

3.1.2. ECS fitoplazmasinin asiyla ve kok kaynasmasi yoluyla tasinma etkinliginin
arastirilmasi

ECS fitoplazmasinin agiyla tasinma etkinliginin belirlenmesi i¢in iilkemizde

kayist i¢in en yaygin kullanilan ¢6giir zerdali anaglar1 6zel fidan tiretim firmalarindan
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saglanmistir. Kok kaynasmasi yoluyla tasima denemelerinde ise iilkemizde yaygin

yetisen ¢esitlerden olan Hacihaliloglu ve Sakit kayisi ¢esitleri kullanilmustir.

3.2.Yontem
3.2.1. ECS fitoplazmasinin asiyla tasinma etkinliginin saptanmasi

Sekil 3.1°de goriilen enfekteli aga¢cdan alinan inokulumlar Temmuz 2009°da 50
zerdali anaci lizerine durgun goz asist yontemi ile (Sekil 3.2), Mart 2010 doneminde ise
yine 50 anaca silirglin géz asisi yontemi ile asilanmistir. Ayrica kontrol olarak ECSF
icermedigi molekiiler testlerle saptanan saglikli agagdan alinan gézler, 10’ar anaca
astlanmis ve asilanan tiim bitkiler bocek giriglerinin engellendigi tel seralara taginmigtir
(Sekil 3.3).  Bu bitkilerde periyodik olarak simptomolojik gozlemler yapilmis ve
modifiye edilmis 0-3 skalasina gore degerlendirilmistir: 0: Simptom yok, 1:
Yapraklarda hafif renk degisimi, 2: Yapraklarda siddetli renk degisimi, yaprak dokiimii
ve ¢igeklenme anormallikleri 3: bitkinin giicliniin azalmas1 ve geriye 6liim (Seemiiller
ve ark., 2008, Jarausch ve ark., 2000). Ayrica inokulasyondan sonra asilanan tim

bitkiler 6 aylik donemler halinde Nested-PZR teknigi ile testlenmistir.

Sekil 3.2. Temmuz- 2009 doneminde ECS fitoplazmasi ile enfekteli agagtan alinan

gozler ile zerdali anaglarina yapilan agilama caligmasi.
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Sekil 3.3. Temmuz- 2009 doéneminde ECS fitoplazmasi ile enfekteli agagtan alinan

gozler ile agilanan zerdali anaglarinin genel gortiiniimii.

3.2.2. Kok kaynasmasi yoluyla tasinma etkinliginin saptanmasi

Ulkemizde yaygin yetisen cesitlerden olan Hacihaliloglu ve Sakit fidanlarina
kok budamasi yapildiktan sonra her bir ¢eside ait fidanlar ikiserli gruplar seklinde 15
litrelik saksilara kok temasi saglanacak sekilde yan yana dikilmistir (Sekil 3.4). Aym
saksiya dikilmis olan bu fidanlardan bir tanesine Mart ve Mayis 2009’da iki kez as1 ve
kabuk inokulasyonu yapilmis (Sekil 3.5), diger fidana ise higbir islem uygulanmamastir.
Her bir bitki ciftinin inokule edilmis olan1 “A”, edilmemis olani ise “B” olarak
isaretlenmigtir. Her bir c¢esitten iki bitki kontrol olarak ayrilmistir. Bu bitkilerde
yukarida verilen skalaya gore simptom gelismesi gozlenmis ve periyodik olarak her ay
Nested-PZR teknigi ile testlenmistir. Testlemede mevsime uygun olarak yaprak, siirgiin,

cicek ve kok parcalar1 kullanilmstir.
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Sekil 3.4. Subat 2009 da saksiya alinan kayisi1 fidanlarindan sagdaki (Sakit) soldaki ise
(Hacihaliloglu) cesitleri

Sekil 3.5. Mart ve Mayis 2009°da saksidaki fidanlardan birine yapilan as1 ve kabuk

inokulasyonundan genel bir goriintii
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3.2.3.Molekiiler Testler
3.2.3.1 Niikleik Asit Ekstraksiyonu

1- DNA izalasyonu i¢in 0.1 g yapragin orta damari ( kurutulmus 6rnekten 0.04 g) alinir
ve s1v1 azotla ezilir. 1ml % 2’lik CTAB iizerine 2-mercaptoetanol ilave edilir ve 2 ml’lik
Eppendorf tiiplere konulmustur.

2- Ornekler 60 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

3- Karigim 15000 rpm’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra iist
fazdan 750 pl alinir ve tizerine 750 pl fenol: chloroform: 1soamlyalkol (25:24:1)
eklenerek 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

4- Bu islem tekrar edilmistir.

5- Ust fazdan 700 pl almir ve {izerine 700 ul chloroform: 1soamlyalkol eklenir. 6000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

6- 500 pl st fazdan alinir ve iizerine 800 pl izopropanol eklenerek -20 °C de 2 saat
bekletilerek DNA ¢okeltilmesi saglanmistir.

7- =20 °C’den c¢ikarilan tiipler 15000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edilir sonra
pellete dikkat edilerek sivi faz uzaklastirilir.1 ml %70’lik soguk alkol eklenir ve pelletin
yerinden oynamamasina dikkat edilerek tiipler yavasca alt iist edilip alkol dokiiliir. Kisa
bir santrifiij” den sonra kalan sivi pipetle alinmistir.

8- Dipte kalan ¢okelti 37 °C de 20-30 dakika etlivde bekletilmistir.

9- Tiiplere 80-100 pl te buffer eklenir. TE tampon ¢ozeltide ¢oziindiiriliip PCR

calismalar1 yapilincaya kadar —20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Testleri:

Polymerase chain reaction (PCR) iglemi iki asamada yapilmistir. Bunlar direk-
PCR ve Nested-PCR’dir. Direkt-PCR’da 1800 bp iiriin veren P1 ve P7 primerleri,
Nested-PCR’de ise 1050 bp iirlin veren FOl ve ROl primer ciftleri kullanilmistir.

Primerlerin baz dizleri asagidaki gibidir.
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Cizelge 3.1. Direkt ve Nested PZR analizlerinde kullanilan universal ve Avrupa sert

cekirdekli meyve sariligi (ECSF) grubu fitoplazmalari igin spesifik primer baz dizileri

Cogalan DNA Primerler Baz Dizilimi
uzunlugu (bp) (Evrensel)
Direkt Pl 5’- AGA GTT TGA TCC TGG
PCR 1800 CTC AGG A- 3’ (Deng ve Hiruki, 1991)
P7 5’- CGT CCT TCA TCG GCT
CTT- 3’ (Smart ve ark., 1996)
Nested FO1 5> CGG AAA CTT TTA GTT
PCR 1050 TCA GT 3’ (Lee ve ark., 1995)
RO1 5> AAG TGC CCAACT AAA

TGA T 3’ (Lee ve ark., 1995)

Izole edilen DNA’larin PCR islemi iki asamada (direkt- ve nested-PZR)
gerceklesmistir (Lee ve ark. 1992). Direkt-PZR asamasinda niikleik asitler 1/ 50
sulandirilarak 1pl DNA 50 pl reaksiyon karigimina eklenmistir. Reaksiyon karigimi
10XPCR buffer (100mM Tris-HCL, pH: 8.3, 500 mM KCI, % 0.01 gelatin), 1.5 mM
MgCl,, 250 uM dNTP’ler, 20 pmol primerler, 2 iinit Tagq polimeraz’dan olugmustur.
Direkt-PZR dongiisii; 94 °C’de iki dakika denaturasyondan sonra, 94°C’de 1 dakika, 57
°C’de iki dakika ve 72 °C’de li¢ dakikadan olusan 35 dongiiyli takiben 72 °C’de 10
dakikadan olugmustur. Direkt-PZR’dan sonra uygulanan Nested-PZR da FO1 ve ROl
primerleri kullanilmistir. Yukarida agiklanan reaksiyon karistmina 1/50 oraninda
sulandirilmis Direkt-PCR iiriinlerinden 1 pl eklenmistir. Nested-PCR programi, direkt-
PCR ile ayn1 olmakla birlikte 35 dongiiliik kisimda denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye ve
primerlerin baglanma (annealing) sicakligi 55 °C’de 30 saniye uygulanmistir. PCR
trtinlerinin % 1.5 agaroz jelde elektroforezi yapildiktan sonra ethidium bromide ile
boyanacak ve sonuglar UV transilluminatérde gozlenerek fotograflanmistir (Lee ve ark.,
1992).

PZR iiriinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla reaksiyondan sonra iriinler %
1.2 agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez 1XTAE ortaminda
gergeklestirilmis ve ayni ortam jelin hazirlanmamasinda da kullanilmistir. Jele 3 pl

yiikleme ortami (6X; 15ml i¢in 150 mg bromophenol blue,18 g gliserol, 6ml SOXTAE)
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ile birlikte 12 pl yiiklenen PZR iirlinleri, 120 V’ da 35 dakika siireyle elektroforeze tabi
tutulmustur. Islem bittikten sonra jel 1mg/ pl EtBr igeren 0.5XTAE ortaminda 3-5
dakika boyanmistir (Ek.2). Daha sonra UV altinda sonucglar goézlenerek fotograflar
cekilmistir (Lee ve ark., 1992).

3.2.3.3. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFUP) Analizi

FO1/ RO1 primerleriyle elde edilen Nested PZR {iriinlerinin RFUP analizi Rsal,
Sspl, Bmfl ve BsaAI(Ppu2ll) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
yapilmistir. Bu amagla 10 pul Nested PZR iiriinii 0.5 pl enzim, 1.5 pl enzim tamponu, 3
ul d2H20, BsaAl(Ppu21l) enzimi i¢in 30°C’de 2-3 saat, Rsal, Sspl, Bmfl enzimleri
icin ise 37°C’de 2-3 saat bekletildikten sonra elde edilen iirlinler % 2’lik agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmustur. Enzim kesimi sonucu pozitif kontrollerden ECSF ile aym

band profili olusturan 6rnekler ECSF ile enfekteli kabul edilmistir (Lee ve ark, 1998).

3.2.3.4. DNA dizileme

Nested PZR ile cogaltilan ve beklenen seviyede bant olusturan ECSF
izolatlarinin DNA fragmentlerinin baz dizileri tayin edilmek tizere DNA dizileme yapan
firmaya (lontek/Istanbul) génderilmistir. fontek firmasina gonderilen baz dizileri
arasinda Basic Local Alignment Search Tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) programi

kullanilarak benzer boélgeler bulunmustur.

4. ARASTIRMA BULGULARI VE DEGERLENDIRME

Bu c¢alismada kayisilarda 6nemli bir sorun olan Elma Coklu Siirgiin (Apple
Proliferation=AP) fitoplazma hastaliginin enfekteli as1 goézii kullanimi ile hangi oranda
taginabildigi ve Ozellikle fidanliklarda 6nemli olan kok kaynagsmasi yoluyla tasinip

taginmadig1 arastirilmistir.

4.1. As1 gozii ile tasinma etkinliginin saptanmasi

ECS fitoplazmasinin agiyla tasinma etkinliklerinin belirlenmesi i¢in 50 adet
zerdali anacina Temmuz 2009°da yapilan durgun goz asilarindan tutmayanlara Mart

2010 doneminde tekrar “siirglin goz asilar1” yapilmistir. Her iki donemde asilanan
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bitkilerden ¢ikan siirgiinlerde kontrol bitkilerine gore daha zayif bir gelisme saptanmis

ancak tipik fitoplazma simptomlar1 gézlenmemistir (Sekil 4.1- A, B).

Sekil 4.1. A: Zerdali anaci lizerine asili enfekteli kayisi siirgiinlerinde goriilen zayif
gelisme belirtileri. B: Saglikli kontrol (kayisi).

Bu bitkiler periyodik olarak kontrol edilmis 2009 Temmuz ayinda yapilan ilk
asilamalardan 50 bitkiden 47 tanesi tutmus ve bunlarin 24 tanesi stirmiistiir. 2010 Mart
ayinda yapilan asilamalardan ise 47 as1 tutmus ve bunlarin 18 tanesi siirmiistiir.
Asilanan tiim bitkiler (slirenler ve siirmeyenler) altt aylik peryotlarla nested PZR
analizleri ile testlenmistir. Bu testlemeler sonucunda sadece Kasim 2010 déneminde
pozitif sonu¢ alinmistir. Bu dénemde yapilan testlemelerde Temmuz 2009 doéneminde
yapilan asilamalardan ii¢ bitki (enfeksiyon orani % 6.8), Mart 2010 déneminde asilanan
bitkilerden ise alt1 bitki (enfeksiyon orani % 12.76 pozitif bulunmustur (Sekil 4.2)

FO1/ RO1 primer ¢ifti kullanilarak yapilan Nested-PZR iiriinlerinin Rsal, Sspl,
Bmfl ve Bsal(Ppu2ll) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan RFUP
analizi sonucu elde edilen jel goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil

4.5, Sekil 4.6).
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Sekil 4.2. Asi ile tasinma i¢in (26 ve 27) alinan kayisi drneklerinin FO1/RO1 primerleri
ile yapilan Nested PZR sonucu elde edilen jel goriintiileri. M: DNA markirt (MBI
Fermentas), W: Negatif kontrol, Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP
(Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmast)

Y

-
-
T

l Illllllllll

Sekil 4.3. Asi ile tasinma (26, 27, 36, 61, 69, 82, 83, 84, 88)orneklerinin FO1/R01
primerleri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin SSpI enzimi ile kesilmesinden sonra
olusan bant profilleri. . M: DNA markir1 (MBI Fermentas), -K: Negatif kontrol, Pozitif
kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES
(Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi).
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Sekil 4.4. Asi ile tasinma (26, 27, 36, 61, 69, 82, 83, 84, 88) orneklerinin FO1/RO1
primerleri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin Rsal enzimi ile kesilmesinden sonra
olusan bant profilleri. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), -K: Negatif kontrol, Pozitif
kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES
(Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi)

Sekil 4.5. Ast ile tasinma (26, 27, 36, 61, 69, 82, 83, 84, 88) orneklerinin FO1/R01

primerleri kullanilarak elde edilen PZR tiriinlerinin BfmI enzimi ile kesilmesinden sonra
olusan bant profilleri. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), -K: Negatif kontrol, Pozitif
kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES
(Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi)
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Sekil 4.6. Ast ile tasinma (26, 27, 36, 61, 69, 82, 83, 84, 88) orneklerinin FO1/R0O1
primerleri kullanilarak elde edilen PZR iirtinlerinin Ppu21l enzimi ile kesilmesinden
sonra olusan bant profilleri. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), -K: Negatif kontrol,
Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi), ES (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi)

PZR pozitif bulunan bitkilerin hi¢ birisinde tipik fitoplazma simptomlari
gozlenmemistir. Bu sonuglar, ECS fitoplazmasinin ilk agilamadan yaklagik bir y1l sonra
PZR analizleri ile saptanabilecegini gostermistir. Ayrica ilk yil alinan sonuglara gore
enfekteli as1 gozii kullaniminin hastaligin taginmasinda etkili oldugu (% 9.78) ve bu
oranin ileriki yillarda artma olasilig1 da g6z 6niine alindiginda daha tehlikeli tablololarin
ortaya c¢ikabilecegi gosterilmistir. ECS fitoplazmasinin as1 gozii ile tasinma
etkinliklerinin saptanmasina yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak bu
fitoplazmanin elmalarda farkli as1 yontemleriyle tasinma etkinliginin saptanmasina
yonelik yiiriitiilen bir ¢alismada en etkili as1 yonteminin dil ve kabuk asis1 oldugu (%
100 taginma) , goz asis1 yontemi ile de % 55 oraninda bir taginmanin miimkiin oldugu
gosterilmistir  (Aldaghe ve ark., 2007). Fitoplazmalarin odunsu bitkiler iginde
konsantrasyonu diisiik oldugu ve diizensiz dagildiklari i¢in enfeksiyondan sonraki ilk
yillarda molekiiler testlerle dahi saptanmalar1 oldukg¢a zordur (Berges ve ark., 2000). Bu

calisma kapsaminda as1 ile tasima yapilan bitkilerde ilk yil elde edilen sonuglar diisiik
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olmakla birlikte Onemlidir ve bu bitkilerde gozlemlerin ve periyodik PZR

testlemelerinin en az bir y1l daha yapilmas1 gerekmektedir.

4.2. Kok kaynasmasi yoluyla tasinma oranlari
4.2.1. Simptomolojik Go6zlemler

ECS fitoplazmasinin kok kaynasmast yoluyla taginma etkinliklerinin
belirlenmesi i¢in simptomolojik gbézlemler yapilmig ve 0-3 skalasina gore
degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). 2009-Mart ayinda inokulasyon yapilmis olan
bitkilerde 2010 yilinin Mart ayinda Sakit ¢esidinde normal ¢igeklenme goriiliirken,
Hacihaliloglu cesidinde ¢igeklenme olmaksizin dogrudan yaprak olusumu gozlenmistir.
Ciceklenme olan Sakit ¢esidinde ise meyve tutumu gozlenmemistir. Bu durumun
fitoplazma enfeksiyonu ile iliskisi PZR testleriyle de dogrulanmustir.

Temmuz ortalarina gelindiginde Hacthaliloglu ¢esidinde yapraklarda kivrilma ve
sararma gozlemlenmis daha sonra bu yapraklarda erken dokiilmeler baglamistir. Higbir

bitkide 6lim gorilmemistir.
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Cizelge 4.1. Hacihaliloglu ve Sakit c¢esitlerinde Simptomolojik Gozlemler (0-3
Skalasina gore) 0: Simptom yok, 1: Yapraklarda hafif renk degisimi, 2: Yapraklarda
siddetli renk degisimi, yaprak dokiimii ve ¢igeklenme anormallikleri 3: bitkinin giliciiniin

azalmasi ve geriye oliim.

Hacihaliloglu Sakat

Bitki Inokulum | Inokulum | inokulum | inokulum
sayisl verilen verilmeyen | verilen verilmeyen
1 2 2 2 1

2 2 2 2 2

3 2 2 2 2

4 2 2 2 2

5 2 1 2 2

6 2 1 2 2

7 1 2 2 1

8 2 1 1 2

9 2 2 1 2

10 2 2 1 1

11 2 2 0 0

12 2 2 1 2

13 2 2 1 1

14 2 2 0 0

15 2 2 0 0

4.2.2. Kok kaynasmasimin mikroskobik incelenmesi

Kok kaynasmasi yoluyla tasinma denemelerinde kullanilan tiim bitkiler Kasim
2010 da PZR yontemi ile testlenmis ve bu bitkilerden en kuvvetli pozitif sonug veren 13
nolu Hacihaliloglu ve 2 nolu Sakit bitkileri sokiilmiistiir (Sekil 4.7), (Sekil 4.8). Bu
bitkilerde kok kaynasmasi olup olmadigi hem gorsel hem de mikroskobik incelemelerle
degerlendirilmistir. Mikroskobik incelemeler Karadeniz Teknik Universitesi Orman
Fakiiltesinden Prof. Dr. Ziya GERCEK ve Dog¢. Dr. Bedri SERDAR tarafindan
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.7. Kok kaynagmasi kontrolii amaciyla sokiilen bitkilerin genel durumu.

Sekil 4.8. Kok kaynasma gozlemleri i¢in sokiilen Hacihaliloglu c¢esidinin kok
bolgesinin genel goriiniimii (solda). Mikroskobik inceleme i¢in gonderilen ve kaynasma

olasilig1 olan koklerin goriiniimii (sagda).
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Gerek gorsel gerekse mikroskobik incelemeler sonucunda inokule edilen ve
edilmeyen bitkilerin kokleri arasinda heniiz bir nodiill olusumuna rastlanmamustir.
Elmalarda ECS fitoplazmasinin kok kaynasmasi yolu ile tasinmasina yonelik yiiriitiilen
bir caligmada kok kaynasmasinin dikimden dort yil sonra gerceklestigi ve patojenin bu
yolla taginabildigi gosterilmistir (Bliefernicht ve Krczal, 1995). Bu calisma iki yillik bir
denemenin sonucu oldugu i¢in kok kaynagmasinin olmamasi siirenin kisa olmasi
nedeniyle olabilir. Ayrica sert ¢ekirdekli meyvelerde bu konuda yapilmig herhangi bir
calisma bulunmadigi i¢in mevcut sonuclarin  dogrudan kiyaslanma olanagi

bulunamamustir.

4.2.3. PZR Analizleri

Kok kaynasmasi yoluyla tasinma denemelerinde kullanilan tiim bitkiler inokule
edilmeden 6nce PZR yodntemi ile testlenmis ve tiim bitkiler negatif bulunmustur. Ilk
inokulasyon tarihinden (Mart 2009) ii¢ ay sonra testlemelere baslanmis ve Haziran
2009’da yapilan testlemelerde 1-A nolu Hacihaliloglu 6rneginin sadece yapraklarindan
pozitif sonu¢ alinmistir (Cizelge 4.2). Haziran ve Temmuz aylarinda yapilan PZR
testlerinde sadece yaprak dokulari kullanilmis, kok ve siirgiin 6rnekleri ise Agustos
ayindan itibaren testlenmistir. Temmuz aymnda 7-A nolu Sakit 6rnegi ile 2-A ve 5-A
nolu Hacihaliloglu 6rnekleri pozitif bulunmustur.

Agustos ayinda yapilan testlemelerde 2-A, 4-A, 5-A, 6-A, 7-A,13-A nolu Sakit
ornekleri ile 11-A nolu Hacihaliloglu 6rnegi pozitif bulunmustur. Pozitif bulunan
inokulumlu bitkilerin kok kisimlarindan 6rnek alinmis ve bunlardan 2-A ve 13-A nolu
Sakit 6rnegi ile 11-A nolu Hacihaliloglu 6rnegi pozitif bulunmustur. Bunun yanisira
inokulum verilmeyen bitkilerin yapraklar1 testlendiginde 2-B nolu Sakit 6rnegi, kok
kisimlar testlendiginde ise 2-B,4-B,5-B,6-B,7-B,13-B nolu sakit 6rnekleri ile 11-B nolu
Hacihaliloglu 6rnekleri pozitif bulunmustur (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Kok kaynasmasi (Sakit 2A, 4A, 5A, 6A, 7A ve 13A) orneklerinin FO1/R01
primerleri kullanilarak elde edilen Agustos ay1 PZR sonuclari. M: DNA markir1 (MBI
Fermentas), Su: Negatif kontrol, Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP
(Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmast)

Eyliil ayinda Sakit ¢esidinde 1-A, 2-A, 4-A, 5-A, 6-A ve 9-A nolu bitkilerle
Hacihaliloglu 7-A, 9-A, 10-A, 12-A, 13-A, 14-A nolu bitkileri pozitif bulunmus ve
ayrica inokulum verilmeyen bitkilerin kok kisimlar1 da testlenmis Sakitta 1-B, 2-B, 3-B,
7-B Hacihaliloglunda 3-B, 8-B, 14-B, 15-B nolu 6rnekler pozitif bulunmustur. Eyliil ay1
testlemelerinde goriililyor ki inokulum verilen bitkilerde negatif sonucglar verirken
inokulum verilmeyen bitkilerde pozitif sonuclar vermesi fidanlarin virlis ve benzeri
etmenlerden ari olmadig1 sonucu ortaya c¢ikmistir. Fitoplazmalarin bitki i¢indeki ve
mevsimsel dagilimi diizensiz oldugu i¢in teshislerinde 6nemli sorunlar yasanmaktadir.
Bu yiizden sertifikasyon programlarina daha fazla 6nem verilmelidir. Ekim ayinda

testlenen 6rneklerin higbirisinden pozitif sonug alinamamistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kok kaynasmasi 6rneklerinin FO1/RO1 primerleri kullanilarak elde edilen
Ekim ay1 PZR sonuglari. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), Su: Negatif kontrol,
Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi), ES (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi)

Kasim ayinda yapilan testlemelerde 4-A, 5-A,10-A nolu Sakit 6rnekleri ile 1-A,
2-A, 3-A, 4-A, 5-A, 6-A, 7-A, 8-A, 9-A, 10-A, 11-A, 12-A, 13-A, 14-A, 15-A nolu
Hacihaliloglu 6rnekleri pozitif bulunmustur. Bunun yanisira inokulum verilmeyen Sakit
cesitleri testlendiginde 1-B, 2-B, 3-B, 4-B, 5-B, 6-B, 7-B, 8-B, 9-B, 12-B, 13-B nolu
ornekleri ile 1-B, 2-B, 4-B nolu Hacihaliloglu 6rnekleri pozitif bulunmustur.

Aralik ayinda ise inokulum verilen Sakit c¢esidinde hicbir bitki pozitif
bulunmazken sadece Hacihaliloglu ¢esidinde 1-A nolu 6rnek pozitif sonug¢ vermistir.
Inokulum verilmeyen Sakit ¢esidinde ise 9-B, 10-B nolu 6rnekler ile Hacihaliloglunda
1-B, 4-B, 5-B, 6-B, 7-B, 15-B nolu 6rnekler pozitif bulunmustur.

Ocak 2010 da ise inokulum verilen Sakit g¢esidinde 13-A nolu Ornek ile
inokulum verilmeyen Hacihaliloglunda 14-B nolu 6rnek pozitif bulunmustur.

Subat ve Mart aylarinda higbir 6rnek pozitif bulunamamustir.
Nisan ayinda da inokulum verilmeyen 14-B, 15-B nolu Hacihaliloglu fidanlar1 enfekteli
bulunmustur.

Mayis 2010 da testlenen Orneklerin tamami negatif bulunmustur. Kasim
2010’daki testlemelerde Sakit ¢esidinde inokulum verilen ve verilmeyen hicbir 6rnek
pozitif bulunmazken inokulum verilen Hacihaliloglu 3-A, 10-A, 13-A, 14-A, 15-A nolu

orneklerle inokulum verilmeyen 8-B, 9-B ve 13-B nolu 6rnekler pozitif bulunmustur.
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Bu sonuglar inokulum verildikten 18 ay sonra Hacihaliloglu cesidinde tiim
bitkilerin farkli aylarda ve organlarda ECS fitoplazmasi ile enfekteli oldugunu ve kok
kaynasmas1 yoluyla gegis beklenen inokulumsuz bitkilerin ise 12 tanesinde enfeksiyon
saptandigint (% 80 enfeksiyon) gdstermistir. Sakit ¢esidinde ise inokulum verilen 15
bitkiden 8 tanesinde enfeksiyon saptanmis (% 53.33), inokulum verilmeyen ve kok
kaynasmasi yoluyla gec¢is beklenen bitkilerde ise % 80 oraninda enfeksiyon
saptanmistir. Hacihaliloglu ¢esidinde beklenen sonuglar elde edilmesine kargin Sakit
cesidinde inkolum verilmeyenlerde verilenlere gore daha yiiksek enfeksiyon oraninin
saptanmasi, deneme bitkilerinin alindig1 kaynaktan enfekteli gelmesi nedeniyle olabilir.
Deneme baslangicinda yapilan testlemelerde bu bitkilerin tamaminin negatif bulunmasi,
fitoplazma konsantrasyonunun c¢ok diisiikk olmasi ve deneme siiresince ylikselerek

molekiiler testlerle saptanabilecek diizeye gelmesi ile agiklanabilir
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Cizelge 4.2 Elma coklu siirglin (Apple Proliferation=AP) fitoplazmas1’ nin Farkli Kayis1 Cesitlerinde K6k Kaynasmasi Yoluyla Tasinma
Durumunun Aylik Nested-PZR Analiz Sonuglari

Cesitler
Test tarihi | Bitki orgam | SAKIT HACIHALILOGLU
112 1011 [ 12 (13|14 [15]1 (2|3 ]|4]5]6 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15
A | 3.6.09 Yaprak - |- - - - - - - + - [-1-1-1- - - - - - -
§ Siirgiin
aQ Kok
E|B Yaprak B
3 Siirgiin
= Kok
A | 6.7.09 Yaprak - |- - - - - - - R R - - - - - -
Siirgiin
N Kok
E B Yaprak -
g% Siirgiin
=9 Kok
o A | 4.8.09 Yaprak - |+ - - - + - - N _ + _ _ _ -
= Siirgiin
DN Kok + + - +
£ |B Yaprak + - - -
) Siirgiin
< Kok + + - +
A | 8.9.09 Yaprak - |- - - - - - - N N D + | - + |+ [+ |-
o 8.9.09 Siirgiin + | - - - - - - - R D R _ _ _ _ _ _
S 9.9.09 Kok + [+ - - - - - T-1-1-1-1T-71- P I R U
- | B Yaprak - |- - - - - - - - - - - R R - R -
= PP
= Siirgiin - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
= 10.9.09 | Kok n T T T T T -1 T-1- T T T
A | 5.10.09 Yaprak - |- - - - - - - - - 1-1-]- B - B R B B
o 6.10.09 Siirgiin - |- - - - - - - - - - - - - - - - R -
S 7.10.09 Kok - |- - - - - - - N R - B R B B
‘é' B | 9.10.09 Yaprak - |- - -1 [ N I I S
2 12.10.09 Siirgiin - |- - - - - - - - -1-1-]- R B R R B R
= 8.10.09 | Kok - |- - - - - - 1-1-1-1T-T-T- S I I I
A Yaprak
o 9.11.09 Siirglin - |- - - - - - - -1+ + + + + ¥ + I
=4 4.11.09 Kok - - + | - - - - - + [+ +]+]-71- R B B N _ N
E B Yaprak
2 10.11.09 | Siirgiin + |+ o+ - s - -T-1-1-7- - - - - -
M 41109 | Kok i T - -+~ S I R R R I
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Yaprak

30.12.09

Siirgiin

30.12.09

Kok

Aralik 2009

Yaprak

30.12.09

Siirgiin

30.12.09

Kok

Yaprak

22.1.10

Siirgiin

22.1.10

Kok

Ocak 2010

Yaprak

22.1.10

Siirgiin

22.1.10

Kok

Yaprak

22.02.10

Siirgiin

22.02.10

Kok

Subat 2010

Yaprak

22.02.10

Siirgiin

22.02.10

Kok

Yaprak

29.03.10

Siirgiin

24.03.10

Kok

Mart 2010

Yaprak

29.03.10

Siirgiin

24.03.10

Kok

28.04.10

Yaprak

28.04.10

Siirgiin

28.04.10

Kok

Nisan 2010

28.04.10

Yaprak

28.04.10

Siirgiin

28.04.10

Kok

26.05.10

Yaprak

26.05.10

Siirgiin

26.05.10

Kok

Mayis 2010

26.05.10

Yaprak

26.05.10

Siirgiin

26.05.10

Kok

25.11.10

Siirgiin

Kasim 2010

25.11.10

Siirgiin

A: Inokule edilmis bitki

B:

Inokule edilmemis bitki

O: Olen bitki
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4.2. 4. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFUP) Analizi

Nested PZR sonucunda beklenen seviyede bant veren fitoplazma enfekteli 6rnekler ve
pozitif kontroller restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile RFUP analizine tabi tutulmustur.
FO1/ ROl primer ¢ifti kullanilarak yapilan Nested-PZR iirlinlerinin Rsal, Sspl,LBmfl ve
Bsal(Ppu2ll) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan RFUP analizi sonucu

elde edilen jel goriintiileri agagida verilmistir (Sekil 4.11, Sekil 4.12)

M 3A 8B 9B 13A 13B 14A 15A ES AP PD -E M 3A 8B QB 13A 13B 14A 15A ES AP PD -E

Sekil 4.11 Kok kaynasmasi (3-A, 8-B, 9-B, 13-A, 13-B, 14-A ve 15-A) Hacihaliloglu
orneklerinin FO1/R01 primerleri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin Sspl enzimi (sol) ve
Rsal enzimi (sag) ile kesilmelerinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markir1 (MBI
Fermentas), -E: Negatif kontrol, Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma
Coklu Siirgiin Fitoplazmast), ES (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi)
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Sekil 4.12. Kok kaynagsmasi (3-A, 8-B, 9-B, 13-A, 13-B, 14-A ve 15-A) Hacihaliloglu
orneklerinin FOI/R01 primerleri kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerinin Bfml enzimi (sol)
ve (Ppu2ll) enzimi (sag) ile kesilmelerinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markirt
(MBI Fermentas), -E: Negatif kontrol, Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP
(Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmast)

4.2.5. Sekans Analiz Sonuclar

RFUP analizleri sonucu referans ECSF ile ayn1 bant profili veren izolattan 2 tanesi DNA
dizilemeleri yapilmak {izere firmaya gonderilmistir. Firmadan gelen her bir izolatin niikleotid
dizilimleri gen bankasinda kayitli izolatlarla karsilagtirilmistir. Buna 6 nolu Sakit kayisi
bitkisinden elde edilen ECSF izolati gen bankasinda kayitlhh CU469464.1 izolati ile %100
oraninda (Sekil 4.13), 12 nolu Hacihaliloglu kayis1 bitkisinden elde edilen ECSF izolati gen
bankasinda kayithh CU469464.1 izolat1 ile %99 oraninda (Sekil 4.14) benzerlik gosterdigi

ortaya konulmustur.
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>emb|CU469464.1] Candidatus Phytoplasma mali strain AT complete chromosome
Length=601943

Score = 1755 bits (950), Expect = 0.0
Identities = 950/950 (100%), Gaps = 0/950 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CGAGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAA

LR e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 264271 CGAGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAA

Query 61 ACTTTTAAAAGACCCGCAAGGGTATGCTAAGAGATGGGCTTGCGGCACATTAGTTAGTTG

TR e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 264331 ACTTTTAAAAGACCCGCAAGGGTATGCTAAGAGATGGGCTTGCGGCACATTAGTTAGTTG

Query 121 GTAAGGTAACGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGCCAC

IR e e e e e e e e e e e e e e et
Shjct 264391 GTAAGGTAACGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGCCAC

Query 181 ATTGGGATTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGCAA

TR e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 264451 ATTGGGATTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGCAA

Query 241 TGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAATATTTAGGTATGTAAAGT

NN NN RN RNy
Sbjct 264511 TGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAATATTTAGGTATGTAAAGT

Query 301 TCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAG

NN NN NN NN NNy
Shjct 264571 TCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAG

Query 361 CCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGAT

RN NN RNy
Sbjct 264631 CCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGAT

Query 421 TTATTGGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCTT

ELEELR R e e e e e e e e el
Shjct 264691 TTATTGGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCTT

Query 481 AACGTTGTGATGCTATGGAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCA

FELLERE R e e e e e e e e e e el
Shjct 264751 AACGTTGTGATGCTATGGAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCA

Query 541 TGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTG

NNy
Sbjct 264811 TGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTG

Query 601 GGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

LR e e e e e e e e e e e el
Shjct 264871 GGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

Query 661 AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGCTGAAGTTAACAC

LR e e e e e e e e e e e e e
Shjct 264931 AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGCTGAAGTTAACAC

Query 721 ATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGA

LR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 264991 ATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGA

Query 781 CTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGG

LR e e e e e e e e e e e e
Shjct 265051 CTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGG

Query 841 TCTTGACATACTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGGTGGT

LR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 265111 TCTTGACATACTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGGTGGT

Query 901 GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA 950

LR e e e e e e et
Shjct 265171 GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA 265220

Sekil 4.13. Kok kaynagmasi yoluyla tasinma denemesinde 6 nolu Sakit kayisi bitkisinden elde

edilen ECSF izolatinin baz eslesme sonugclari.

60

264330

120

264390

180

264450

240

264510

300

264570

360

264630

420

264690

480

264750

540

264810

600

264870

660

264930

720

264990

780

265050

840

265110

900

265170



43

>emb]CU469464.1] Candidatus Phytoplasma mali strain AT complete chromosome
Length=601943
Score = 1749 bits (947), Expect

Identities = 949/950 (99%), Gaps
Strand=Plus/Plus

0.0
0/950 (O%)

Query 1 CGAGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAA 60

LR e e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 264271 CGAGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAA 264330

Query 61 ACTTTTAAAAGACCCGCAAGGGTATGCTAAGAGATGGGCTTGCGGCACATTAGTTAGTTG 120

TR e e e e e e e e e e e e
Shjct 264331 ACTTTTAAAAGACCCGCAAGGGTATGCTAAGAGATGGGCTTGCGGCACATTAGTTAGTTG 264390

Query 121 GTAAGGTAACGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGCCAC 180

IR e e e e e e e e e e e e e et
Shjct 264391 GTAAGGTAACGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGCCAC 264450

Query 181 ATTGGGATTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGCAA 240

TR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 264451 ATTGGGATTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGCAA 264510

Query 241 TGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAATATTTAGGTATGTAAAGT 300

NNy
Shjct 264511 TGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAATATTTAGGTATGTAAAGT 264570

Query 301 TCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAG 360

LR e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 264571 TCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAG 264630

Query 361 CCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGCAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGAT 420

LR e e e e e et e e el
Shjct 264631 CCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGAT 264690

Query 421 TTATTGGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCTT 480

EELEELE R e e e e e e e et e el
Shjct 264691 TTATTGGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCTT 264750

Query 481 AACGTTGTGATGCTATGGAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCA 540

NN RN RN NN RNy
Shjct 264751 AACGTTGTGATGCTATGGAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCA 264810

Query 541 TGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTG 600

NN NN RN NN RNy
Sbjct 264811 TGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTG 264870

Query 601 GGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT 660

RN R RN NNy
Sbjct 264871 GGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT 264930

Query 661 AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGCTGAAGTTAACAC 720

LRy R NN RN NNy
Sbjct 264931 AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGCTGAAGTTAACAC 264990

Query 721 ATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGA 780

LR RN R RN NNy
Shjct 264991 ATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGA 265050

Query 781 CTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGG 840

R NN RN RN RN RNy
Shjct 265051 CTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGG 265110

Query 841 TCTTGACATACTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGGTGGT 900
LR e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 265111 TCTTGACATACTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGGTGGT 265170

Query 901 GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA 950

LR E R e e e e e e et
Shjct 265171 GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA 265220

Sekil 4.14. Kok kaynagmasi yoluyla tasinma denemesinde 12 nolu Hacihaliloglu kayisi

bitkisinden elde edilen ECSF izolatinin baz eslesme sonugclari.
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5. SONUC VE ONERILER

Tirkiye Asya ve Avrupa kitalar1 arasinda bir koprii olusturan ve meyvecilik kiiltiiriiniin
tarithin ¢ok eski donemlerine kadar dayanmakta oldugu bir iilkedir. Sahip oldugu ekolojik
kosullardan dolay1 kayisi, kiraz, erik, elma gibi birgok meyve tiiriiniin merkezidir. Sert ve
yumusak cekirdekli meyve agaclarindaki fitoplazma hastaliklar1 verim kayiplarina ve meyve
kalitesinde azalmalara neden olmaktadir. Ozellikle yumusak cekirdekli meyve agaclarmin en
onemli fitoplazma hastaliklarindan olan Elma ¢oklu siirgiin (ECS) fitoplazmasi (Candidatus
Phytoplasma mali) sert ¢ekirdekli meyve agaglarinda da simptom olusturmakta ve bazi ticari
cesitlerde gozle goriilebilir simptom olusturmadigindan sinsice yayilabilmektedir. Ulkemizde
kaysilarda Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi (ASCF) yaygin olarak saptanmis olup
ECSF’nin sert c¢ekirdeklilerde varligina dair bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle kayisi
yetistiriciligi yapilan alanlarda fitoplazma hastaliklarinin erken ve dogru teshis edilebilmesi
ekonomik kayiplarin onlenebilmesi agisindan son derece onemlidir. Fitoplazmalarin bitki
icindeki ve mevsimsel dagilimi dilizensiz oldugu i¢in teshislerinde 6nemli sorunlar
yasanmaktadir.

Kosullarin bu kadar elverisli olmasina ragmen yiiksek verimli ve kaliteli meyve elde
etmek her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu durumun en 6nemli sebeplerinden birisi de
virilis, fitoplazma ve diger asi ile tasinan patojen enfeksiyonlaridir. Bu nedenlerden dolay1
ozellikle damizlik parsellerin ve koleksiyon bahgelerinin viriis ve fitoplazma hastaliklari
acisindan testlenmelerinde mutlak surette molekiiler yontemlerin kullanilmasi gereklidir. En
dogru ve hizli teshisi PZR- RFUP analizleri ile yapilmaktadir. Fitoplazmalar bitkide diisiik
konsantrasyonda dahi bulunduklarinda bu teknikler sayesinde mevsimlere bagli olmaksizin
kolayca teshis edilebilmektedir. Yapilacak olan erken ve dogru teshis sonucu fitoplazma ile
enfekteli alanlarda hastalifin saglikli bitkilere yayilmasi onlenecek ve ekonomik kayiplar
azalacaktir.

Bu caligma kapsaminda 6nemli bir fitoplazma hastaligi olan ECS’nin etmeni Ca.
Phytoplasma mali’nin arazi kosullarinda enfekteli bitkilerden almman as1 gozleri
kullanildiginda ne oranda tasimanin gerceklestigi arastirilmistir. PZR analizlerinde sadece
Kasim 2010 doneminde testlenen bitkilerde pozitif sonu¢ alimmistir. Buna gore agilama
yapilan bitkilerde toplam as1 ile taginma oran1 %12.76 olarak bulunmustur. Bu oran oldukca
yiiksek olup fidan iiretimlerinde saglikli as1 gozii kullaniminin ne kadar 6nemli oldugunu

vurgulamaktadir.
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Kok kaynasmasindaki sonuglar inokulum verildikten 18 ay sonra Hacihaliloglu
cesidinde tiim bitkilerin farkli aylarda ve organlarda ECS fitoplazmasi ile enfekteli oldugunu
ve kok kaynasmasi yoluyla gecis beklenen inokulumsuz bitkilerin ise 12 tanesinde enfeksiyon
saptandigini (%80 enfeksiyon) gostermistir. Sakit ¢esidinde ise inokulum verilen 15 bitkiden
8 tanesinde enfeksiyon saptanmis (% 53.33), inokulum verilmeyen ve kok kaynasmasi
yoluyla gecis beklenen bitkilerde ise % 80 oraninda enfeksiyon saptanmistir. Hacihaliloglu
cesidinde beklenen sonuglar elde edilmesine karsin Sakit ¢esidinde inkolum verilmeyenlerde
verilenlere gore daha yliksek enfeksiyon oraninin saptanmasi, deneme bitkilerinin alindig
kaynaktan enfekteli gelebilme durumu ile agiklanabilir. Deneme baslangicinda yapilan
testlemelerde bu bitkilerin tamaminin negatif bulunmasi, fitoplazma konsantrasyonunun ¢ok
diisiik olmas1 ve deneme siiresince ylikselerek molekiiler testlerle saptanabilecek diizeye
gelmesi ile agiklanabilir.

Ayrica hastaligt gerek kok kaynasmasi gerekse vektor boceklerle etkin olarak
tasinmas1 nedeniyle sadece temiz fidan kullammmi1 da hastalik kontroliinde yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle dayaniklilik calismalarina da agirlik verilmeli ve tiim onlemlerin
birlikte kullanilmasina 6zen gosterilmelidir.

Ulkemizde kayis1 yetistiriciliginde 6nemli rol iistlenen ozellikle Malatya ili igin
tehlike arz eden kontrolsiiz fidanin ithalatinin yapilmasi, bakanlik kontroliindeki damizlik
bloklarin ve fidan iiretim merkezlerinin kontrollerinin diizenli yapilmamasi, sertifikasyon
programlarina énem verilmemesi, ilgili kurum ve kuruluslar arasinda yeterince bilgi alis verisi
yapilmamasi ve saglikli olmayan bitki materyallerinin kullanilmasi fitoplazma hastaliginin
yayilmasini daha uygun hale getirmektedir.

Kayisilarda sanitasyon ve sertifikasyon programlarinin iilkemizde de acilen
baslatilmasi ve bakanlik- iiniversite isbirligi ¢ercevesinde yapilacak kontrollii tiretim ile diger
viriis ve benzeri hastaliklarin yani sira ECSF’nin de yayilmasi engellenerek {ilke ekonomisine

katkida bulunulmasi mimkiin olabilecektir.
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EKLER
EK 1. Fitoplazma DNA izolasyonunda Kullamlan Tampon Cézeltiler

%2’lik CTAB Soliisyonu pH 8.0 (100 ml)

Kimyasal Miktar
CTAB (%2) 2g
NaCl (1.4M) 8.2¢g
EDTA 0.7g
Tris HCI (500mM) 6g
*B-mercaptoethanol % 2

*B-mercaptoethanol, bitki 6rnekleri ezilmeden hemen 6nce karigima taze olarak eklenir.

TE Tampon Cozeltisi 50 ml i¢in:
Tris 10mM

EDTA ImM

Ek 2. AGAROSE JEL ELEKTROFOREZ COZELTILERI ve HAZIRLANMASI
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(MANIATIS ve ark., 1982)

TAEXS50

100ml stok igin:

Trizma base 242 ¢
0.5 M EDTA ph 8.0 10 ml
0.6 glacial acetic acide 5.71 ml

Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

Yiikleme buffer

15ml 6X stok i¢in:

150mg Bromophenol blue
18g Glycerol

6ml TAEX50

-20 °C’de saklanir.

Ethidium Bromide Soliisyonu

Img/ml 200ml stok i¢in:

200ml 0.5XTAE

200 pl Ethidium Bromide (Sigma E-50) (Son konsantrasyon 1mg/ml)

Koyu renkli bir kap i¢inde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanir. 5-10 defaya

kadar ayni soliisyon kullanilabilir. Daha sonraki kullanimlar i¢in tazelenmelidir.

% 1.2°lik Agorose Jelin Hazirlanmasi
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1.2 g agaroz, 100ml 1XTAE i¢indemikrodalga firinda eritilir. Yaklasik 40 °C sicakliga
geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiilerek agarozun donmasi beklenir
(15-20 dakika). 1XTAE ortami igeren elektroforez tankina yerlestirilen agaroz jelin
cukurlarina PZR iiriinleri yiiklenir. Ornek yiiklemesi, 12 ul PZR iiriinii 2 ul yiikleme buffer:
ayr1 bir yerde karistirilarak yapilir. PZRirlinlerinin 120V’da 35 dakika elektroforezinden
sonra ethidium bromide soliisyonu ile 3-5 dakika boyanir ve UV transilluminatérde sonuglar

gozlenir. Istenildigi takdirde kamera ile paloroid fotograf cekilir.



