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Mersin ili Damizlik Kayisi Parselinde ve Bazi Uretici Bahcelerinde Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi (Candidatus Phytoplasma prunorum) Hastaliginin
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Oz

Mersin’de 2007-2009 yillari arasinda ydritilen bu ¢alismada Alata Bahge Kulturleri Arastirma Enstitlisu
(ABKAE) Mudurlagi’nin damizhk kayisi parselinde bulunan gesitler ile Mut ydresinde yetistirilen bazi kayisi
cesitlerinin Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi (ASSF) “Candidatus Phytoplasma prunorum” ile
bulasma oranlarinin molekiler yodntemlerle belirlenmesi amaglanmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFUP) yontemi ile 112 6rnekte yapilan testlemelerde
gerek simptomlu gerekse simptomsuz bitkilerde ASSF ile bulasiklik orani % 8.035 olarak belirlenmistir. Arazi
cahismalarinda ASSF’nin tipik belirtileri olan yapraklardaki kivrilmalar sadece Alata Bahge Kdulturleri
Arastirma Enstitisii’nde bulunan 1 érnekte gdzlenmistir.

Ayrica bu calisma kapsaminda Mersin’deki simptom gostermeyen kayisi agaclarinda da ASSF’nin yaygin
oldugu ve bu latent enfeksiyonlarin molekiler yontemlerle saptanabilecedi ortaya konmustur. Béylece
sertifikasyon calismalarinda bu 6nemli patojene karsi simptom gdstermeyen bitkilerin de testlenmesinin ne
kadar 6nemli oldugu bir kez daha vurgulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kayisi, Mersin, Candidatus Phytoplasma prunorum, PCR-RFLP.

Testing of Apricot Germplasm and Some Private Orchards in Mersin Province for European Stone
Fruit Yellows Phytoplasma (Candidatus Phytoplasma prunorum) by Molecular Testing

Abstract

This study was conducted during 2007-2009 and apricot samples were collected from mother apricot block of
Alata Horticulture Research Center (ABKAE) and Mut-Mersin. The samples were tested for European Stone
Fruit Yellows Phytoplasma ESFY ("CandidatusPhytoplasma prunorum") by molecular techniques. As a results
of testing 112 plant samples by PCR-RFLP, ESFY was detected both symptomatic and asymptomatic samples
and infection rate was 8.035%. Field survey results showed that only one plant in Alata Horticultural Research
Institute exhibited typical phytoplasma symptoms like severe leaf rolling.

ESFY was detected on asymptomatic trees growing in Mersin province by molecular testing. It was also pointed
out that testing of asymtomatic plants for certification program is very important.
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Giris

Ulkemizdeki toplam meyve Gretiminin %25 gibi
o6nemli bir paymni sert cekirdekli meyveler
olusturmaktadir (Anonim, 2004). Iliman iklime
sahip  yerlerde sert cekirdekli  meyve
yetistiriciligi, erkencilik, trun verimliligi ve/veya
yeni gesitlerin potansiyel retici bolgelere
adaptasyonu calismalari uzun yillardir yapilan
calismalari olusturmaktadir. Ancak bu meyve
tirlerinin yetistiriciligini abiyotik faktorlerin
yanisira biyotik faktorler (fungus, bakteri,
fitoplazma ve virus enfeksiyonlarr) de 6nemli
o6lcude sinirlamaktadir. Meyve agaclarinda asiyla
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tasinabilen 150 kadar virls ve virls benzeri
hastalik etmeni oldugu bilinmektedir. Virlsten
art bitkilerin kiltiirt, Uretim veya sanitasyonunun
basarisi o bolgedeki mevcut viritis kaynaklarinin
varligina, vektorlerin bulunmasina ve etkisine,
bolgede veya ulke genelinde enfeksiyonun
durumuna ve cevre sartlarina baglidir (Dunez,
1988). Meyve agaclarinda hastalik yapan en
onemli  patojen gruplarindan  birisi  de
fitoplazmalardir. Daha 06nceleri mikoplazma
benzeri organizma (MBO) olarak adlandirilan
fitoplazmalar ilk kez 1967 yilinda Doi ve ark.
tarafindan bildirilmistir (Lee ve ark., 1992).
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Fitoplazmalar iki tip nukleik asit igermekte
(DNA ve RNA) ve virisler ile bakteriler arasinda
bir ara form olusturmaktadir. Bakterilerden farkl
olarak gercek hiicre duvarina sahip degillerdir,
bitkilerin floem iletim demetinde bulunurlar ve
kiltire alinmazlar. Fitoplazmalar prokaryot
canlilarin Mollicutes sinifinda yer alirlar ve
dinyadaki sert cekirdekli meyve yetistiriciligi
yapilan pek c¢ok bolgede ciddi kayiplarla
sonuclanan hastaliklara neden olurlar. Patojenin
korunmus genlerini iceren 16SrDNA’sInin baz
dizilerinin tayin edilmesi ve RFLP analizlerini
iceren molekuler calismalar Avrupa’da sert
cekirdekli meyve agaclarinda enfeksiyon yapan
ve farkli isimlerle anilan hastaliklara sebep olan
fitoplazmalarin genetik olarak birbirlerine ¢ok
benzer olduklarini ortaya koymus ve bu nedenle
yukarida deginilen belirtilere sebep olan etmene
Avrupa sert cekirdekli meyve sarihg
fitoplazmasi (ASSF) adi verilmistir (Lorenz ve
ark., 1994; Kison ve ark., 1997).

ASSF’nin  Ulkemizdeki  varhgi  yapilan
calismalarla  Marmara ve Dogu Akdeniz
bolgelerinde tespit edilmistir (Caglayan ve ark.,
2004; Sertkaya ve ark., 2005; Ulubas-Serce ve
ark., 2006). Hastaligin yayilmasini énlemek icin
ic ve dis karantina 6nlemlerine dikkat edilmesi,
eradikasyon ve Ozellikle gen kaynaklarimizin

muhafaza edildigi bahgelerin bu hastalik
acisindan dizenli olarak testlenmesi ¢ok
onemlidir.

ASSF vektoru olarak bilinen psillid Cacopsylla
pruni tlkemizde ilk defa 1992 yilinda toplanan
Orneklerde  tespit  edilmistir  (Gucli  ve
Burckhardt, 1996). Daha sonralari bu psillidin
tlkemizde de ASSF vektor olma durumu 2010-
2011 yillarinda yapilan psillid sorveyi ve testler
ile kanitlanmistir (Ulubas Serge ve ark., 2011).

Bu calismanin amaci kaysilar igin dnemli bir gen
kaynag! olan Alata Bahge Kilturleri Arastirma
Enstitlisi (ABKAE)’de bulunan ve bdélge icin asl
g6zl kaynagi olarak kullanilan bitkilerle birlikte
ayni bolgede bulunan bazi verimsiz agaclarin
kiyaslamali  olarak ASSF’ye karsi PCR
yontemiyle testlenmesi ve cesitler bazinda ASSF
yayginlik oranlarinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calisma Mersin-Erdemli Alata Bahge Kultdrleri
Arastirma Enstitlsu’nin Kayisi damizlik parseli
ile  Mersin-Mut  bolgesinin  bazi  (retici
bahcelerinde yaratilmastir. Toplam 29 cesitten
112 6rnek alinmustir.

Cizelge 1. Alata Bahce Kdltlrleri Arastirma Enstitlisi (ABKAE)’nden ve Mut ilgesinden toplanan farkl

kayisi cesitleri

Cesit Adi Alindigi Yer (I)A\rg:tk
Precoce de Tyrinthe | Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Cagribey Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Sahinbey Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Mahlep Erdemli/Mersin (ABKAE) 4
Ninfa Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Palstein Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Dr. Kaska Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Precoce de Colomer | Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Cagataybey Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Alata Yildizi Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Zerdali Erdemli/Mersin (ABKAE) 5
Beliana Erdemli/Mersin (ABKAE) 3
Sakit-2 Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
Harcot Erdemli/Mersin (ABKAE) 4
Bebeco Erdemli/Mersin (ABKAE) 6
2-89 Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Canino Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Roxana Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Aurora Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
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Sakit-6 Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Fracasso Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Castelbrite Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
33-89 Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Alyanak Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Priana Erdemli/Mersin (ABKAE) 1
Prececo de Tyrinthe | Mut/Mersin (Zeytin Cukuru) 1
Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) 10
Precoce de Tyrinthe | Mut/Mersin (Zeytin Cukuru) 3
Sekerpare Mut/Mersin (Cukurbag) 3
Alkayisi Mut/Mersin (Cukurbag) 3

Metot

Arazi Gozlemleri

ASSF hastaliginin saptanmasli icin en uygun
mevsimin sonbahar aylart olmasi nedeniyle
(Jarausch ve ark.. 1999) bitki 6rnekleri 2008
yilinin Ekim ayinda toplanmistir. Toplam 112
Ornegin 20 tanesi Mersin-Mut’ta bulunan
bahcelerden, 92 tanesi ise Mersin-Erdemli Alata
Bahce Kiiltirleri Arastirma Enstitust Mdarlugu
kayisi koleksiyon parselinden toplanmistir.

Bu bitkilerde godzlenen en ©6nemli simptom
yaprak kivrilmasi olup, ASSF’nin neden oldugu
diger simptomlara rastlanmamistir.

Cizelge 2. Calismalarda kullanilan primerlerler

PCR Calismalari
Nukleik Asit Ekstraksiyonu

Toplam DNA izolasyonu igin sirgiinlerin floem
dokularindan Doyle and Doyle (1990)’a gore
yaptimistir.

Primer Ciftleri

Polymerase chain reaction (PCR) islemi iki
asamada yapilmistir. Bunlar Direkt-PCR ve
Nested-PCR’dir. Direkt-PCR’da 1800 bp rlin
veren P1 ve P7 primerleri, Nested-PCR’de ise
1050 bp drln veren FO1 ve RO1, 850 bp driin
veren F2 ve R2, 865 bp urin veren FU5/rU3
primer ¢iftleri kullanilmistir (Cizelge 2).

P1 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA3Z (Deng ve Hiruki, 1991)
P7 5"CGTCCTTCATCGGCTCTT 3 (Smart ve ark., 1996)
F2 5’ACG ACT GCT AAG ACT GG 3’ (Lee ve ark., 1995)
R2 5'TGA CGG GCG GTC TGT ACA AAC CCC G3’ (Lee ve ark., 1995)
ru3 5TTCAGCTACTCTTTGTAACAZ (Lorenz ve ark., 1995)
FU5 5°CGG CAATGG AGG AAACT 3 (Lorenz ve ark., 1995)
FO1 5" CGG AAACTTTTAGTTTCAGT 3’ (Lee ve ark., 1995)
RO1 5" AAG TGC CCAACT AAATGAT 3 (Lee ve ark., 1995)
RFLP Analizi saat bekletildikten sonra elde edilen Uriinler

FUS5/rU3 primerleriyle elde edilen Nested PCR
drdnlerinin RFLP analizi Rsal, Sspl restriksiyon
endonukleaz enzimleri kullanilarak yapilmistir.
FO11/R01 primerleriyle elde edilen Nested PCR
trdnlerinin RFLP analizi ise Sspl, Bmfl, Bsal
restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak
yaptimistir. Bu amagla 10ul Nested PZR Grind,
0.5pl enzim, 1.5ul enzim tamponu, 3ul d2H20 ve
su karisimi BsaAl (Ppu21l) enzimi igin 30 °C,
Sspl,Bfml ve Rsal enzimleri igin ise 37 °C’de 5
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%2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi
tutulmustur. Enzim kesimi sonucu pozitif
kontrollerden ASSF ile ayni amplifikasyonu
olusturan ornekler ASSF ile enfekteli kabul
edilmistir (Lee ve ark., 1995).

Bulgular ve Tartisma

Alata Bahce Kilturleri Arastirma Enstitusi
kayisi  koleksiyon parselinden toplanan 92
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ornegin 1 tanesinin ve Mersin-Mut ilcesindeki
ureticilerden gelen yapraklarda kasiklanma,
ciceklenme

genel sarthk ve  dizensiz

Sekil 1 a. Mut bolgesinde bulunan tiari bir bahgedeki yaprak |vr|

sikayetlerinin geldigi toplam 6 bahgeden toplana
20 ornegin 8 tanesinin fitoplazma ile enfekteli
oldugu saptanmustir.

Imasi simptomu.

b. ABKAE kolleksiyon parselindeki yaprak kivriimasi simptomu

PCR Sonugclari

Fitoplazma universal primer ¢ifti olan F2n-R2
kullanilarak yapilan Nested PCR sonucunda
sadece 2 drnekte ¢ok hafif bir band elde edilmis,
ancak bu 6rneklerde elde edilen c¢ok hafif bir
amplifikasyon elde edilmistir. Bu 6rneklerde elde
edilen amplifikasyonun dstik olmasindan dolayi
RFLP testine tabi tutulmamistir. Bu nedenle
farkh fitoplazma universal primer ciftleri ile
calismaya devam edilmistir. FU5/fU3 ve
FO1/RO1 primer ciftleri kullanilarak yapilan
Nested-PCR sonucu elde edilen jel gorintuleri

sekil 2, 3 ve 4’de gorilmektedir. Her Ug¢ sekilde
de goOraldugu gibi jeller Gzerinde pozitif
kontrollerle ayni  seviyede amplifikasyon
gozlenen orneklerin fitoplazma ile enfekteli
oldugu saptanmistir. Yapilan bu testlemeler
sonucunda Mut ilgesinden alinan 6drneklerde
fitoplazma enfeksiyon orani % 40 olarak
belirlenirken ABKAE’den alinan 6rneklerde %
1.08 olarak bulunmustur. Jarausch ve ark. (1998)
tipik ASSF simptomu gosteren agaclarin
%95’inde, simptom gdstermeyen agaclarin ise
%51’inde ASSF saptandigini bildirmistir.

M 6263 64 65 66 67 68 69 70 71 727374757671 7879 W -C T4

Sekil 2. Alata Bahge Kilttrleri Arastirma Enstitistu Mudirltgi’nden toplnan kayisi drneklerinin
FUS5/rU3 primerleri ile yapilan Nested PCR sonucu elde edilen jel goruntileri. M: 865bp
amplikon DNA markiri (MBI Fermentas), W: Su kontrol, -C : Negatif kontrol ve T4: ASSF ile

enfekteli pozitif kontrol

109



alatarim 2022, 21 (2): 106 - 113

Sekil 3 Alata Bahge Kulturleri Arastirma Enstitust Madirltgi ve Mut’tan toplanan kayisi érneklerinin
FU5/rU3 primerleri ile yapilan Nested PCR sonucu elde edilen 865 bp amplikon jel gériinttleri.
M: DNA markiri (MBI Fermentas), W: Su kontrol, PD (Armut Yikim Pear decline Fitoplazmast)),

AP (Elma Coklu Siirgiin Apple proliferation Fitoplazmasi) ESFY=ASSF: Avrupa sert ¢ekirdekli
sarilik fitoplazmasi

M 108101 112 88 14 84 87 94 96 98 99 100 W ESFY PD AP

Sekil 4. Alata Bahce Kltarleri Arastirma Enstitisi Mudurligi ve Mut’tan toplanan kayisi érneklerinin
FO01-RO1 ASSF spesifik primerleri kullanilarak yapilan Nested PCR sonucu elde edilen 1050 bp
amplikon jel gorunttleri. M: DNA markiri (MBI Fermentas), W: Su kontrol, , PD (Armut Yikim
Pear decline Fitoplazmasi)), AP (Elma Coklu Sirgun Apple proliferation Fitoplazmasi)
ESFY=ASSF: Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi

RFLP Sonugclari FU5/rU3 primer cifti kullanilarak yapilan

Nested PCR sonucunda beklenen seviyede bant Nested-PCR runlerinin Rsal, Sspl restriksiyon
veren fitoplazma enfekteli Ornekler ve pozitif
kontroller restriksiyon endontkleaz enzimleri ile

endoniukleaz enzimleri  kullanilarak yapilan
RFLP analizi sonucu elde edilen jel gorintileri

RFLP analizine tabi tutulmustur. sekil 5. ve 6°da verilmistir.

M 108301 112 B8 94 9 98 99 100 ESEY PD AP -E

1 (g™

Sekil 5. FU5/rU3 ASSF universal primerleri kullanilarak elde edilen PCR drunlerinin Rsal enzimi ile
RFLP analizi. M: DNA markiri, , PD (Armut Yikim Pear decline Fitoplazmasi)), AP (Elma Coklu
Sirgin Apple proliferation Fitoplazmasi) ESFY=ASSF: Avrupa sert cekirdekli sarilik
fitoplazmasi —E: Enzim icermeyen kontrol
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M 108 101 112 B8 94 96 98 99 100 ESFY PD AP

Sekil 6. FU5/rU3 ASSF universal primerleri kullanilarak elde edilen PCR drinlerinin Sspl enzimi ile
RFLP analizi. M: DNA markiri, , PD (Armut Y1kim Pear decline Fitoplazmasi)), AP (Elma Coklu
Slrgin Apple proliferation Fitoplazmas)) ESFY=ASSF: Avrupa sert cekirdekli sarilik
fitoplazmasi —E: Enzim icermeyen kontrol

FO1/R01 apple proliferation grip spesifik endontikleaz enzimleri kullanilarak yapilan
primerleri kullanilarak elde edilen Nested-PCR RFLP analizi sonucu elde edilen jel gorinttleri
drGnlerinin  Sspl, Bmfl, Bsal restriksiyon Sekil 7.8 ve 9’da verilmistir.

M 108 101 112 B8.94 9 98 99 100 ESFY PD AP -E

Sekil 7. FO1-RO1 apple proliferation grup spesifik primerleri kullanilarak elde edilen PCR (rtnlerinin
Bfml enzimi ile RFLP analizi. M: DNA markiri, , PD (Armut Yikim Pear decline Fitoplazmast)),
AP (Elma Coklu Siirgiin Apple proliferation Fitoplazmasi) ESFY=ASSF: Avrupa sert ¢ekirdekli
sarilik fitoplazmasi —E: Enzim igermeyen kontrol

M 108 101 112 88 94 96 98 99 100 ESFY PD AP

o ——— — — T — —— — ——

Sekil 8 FO1-R01 ASSF apple proliferation grup spesifik primerleri kullanilarak elde edilen PCR
drlnlerinin Sspl enzimi ile RFLP analizi. M: DNA markiri, , PD (Armut Yikim Pear decline
Fitoplazmast)), AP (Elma Coklu Surgtin Apple proliferation Fitoplazmasi) ESFY=ASSF: Avrupa
sert ¢cekirdekli sarilik fitoplazmasi —E: Enzim icermeyen kontro
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n 101 108 112 88 24

26,

28,

Sekil 9. FO1-R01 apple proliferation grup spesifik primerleri kullanilarak elde edilen PCR drtnlerinin
Bsal enzimi ile RFLP analizi. M: DNA markiri, , PD (Armut Yikim Pear decline Fitoplazmast)),
AP (Elma Coklu Siirgiin Apple proliferation Fitoplazmasi) ESFY=ASSF: Avrupa sert ¢ekirdekli
sarilik fitoplazmasi —E: Enzim igermeyen kontrol

Nested-PCR sonucu fitoplazma ile enfekteli
bulunan 6rneklerin farkli restriksiyon enzimleri
ile kesilmeleri sonucu yapilan jellerde fitoplazma
ile enfekteli pozitif 6rneklerin band profillerinin
ASSF pozitif kontrolinin band profili ile ayni
oldugu ortaya konulmustur ( Lee ve ark., 1995).

Bu enzimler ile yapilan kesimlerde AP grubuna
giren PD ve AP fitoplazmalari ASSF’den farkl
band profili olusturmalari ile ayirt edilebilmistir.

Sonug ve Oneriler

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde 2007-2009 yillarinda
yurdtilen bu calismada Alata Bahce Kultirleri
Arastirma  Enstitist  Mudarlagi’nin  kayisi
koleksiyon parselinden 92, Mut ilgesinin
CGukurbag bolgesinden 17 ve yine Mut ilgesinin
Zeytingukuru bolgesinden 3 &rnek alinmistir.
Alinan orneklerle yapilan PCR calismalarinda
Alata Bahce Kaulturleri Arastirma Enstitiisu
Muduirlugd’nin kayisi damizlik parselinden 1,
Cukurbag  bolgesinden 7,  Zeytingukuru
bdlgesinden ise 1 drnek ASSF fitoplazmasi ile
enfekteli bulunmustur. ABKAE’deki damizlik
cesitlerde hastaligin varligi ilk kez bu calismayla
ortaya konmustur.

Cesitlere gore dagilimi incelendiginde, italyan
tokali, Sekerpare, Alkayisi, Precoce de Thyrinthe
ve Fracasso ¢esitlerinde ASSF’nin varhigi tespit

edilmistir. Fracasso cesidi icin ulkemizdeki
hastalik ilk kayittir.

Cesitler  bazinda  incelendiginde,  kayisi
yetistiriciliginde Ureticiler yabanci cesitleri

kullandiklari gibi yerli cesitleri daha yogun
kullanmaktadir. Ancak lkemizde yetistirilen bu
kayisi cesitlerinin ASSF fitoplazmasina Kkarsi
olan reaksiyonlari (tolerant/dayanikli veya hassas
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olma durumu) hakkinda bir ¢alisma disinda pek
fazla bir bilgi mevcut degildir. Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde ASSF fitoplazmasinin  epidemi
yapmasi durumunda bu bdlgeler icin 6nemli bir
potansiyel tehlike oldugu acik¢a gorulmektedir.
Bu nedenle, Ulkemizde genis Uretim alani bulan

ekonomik kayisi cesitlerinin ASSF
fitoplazmasina karsi tolerans/dayanikli veya
hassas olma  durumlarinin  belirlenmesi

gerekmektedir. Bu bdlgede tespit ettigimiz ASSF
fitoplazma’sinin  enfekteli fidan veya asi
materyali ile tasinma olasiligi yuksek goriilmekle
birlikte mutlaka olasi vektér ve konukgularin da
arastiriimasi gerekmektedir.

Son zamanlarda yapilan galismalarda tGlkemizde
vektor varligr da tespit edilmis olup Ulkemizin
hemen hemen her bdlgesinde fitoplazma varligi
saptanmistir.

Bitin bunlar g6z 6nune ahndiginda kayisi
bahgesi tesisinde kullanilacak fidanlarin mutlaka
virls ve benzeri etmenlerden ari olmasi, asi gozi
temininde ise yine ayni sekilde virus ve benzeri
etmenlerden art asi g6zl kullanimi tesvik
edilmelidir.
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