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II

OZET

MERSIN ILI KAYISI DAMIZLIK PARSELINDE VE BAZI URETICI
BAHCELERINDE AVRUPA SERT CEKIRDEKLIi SARILIK FITOPLAZMASI
("Candidatus Phytoplasma prunorum") HASTALIGININ MOLEKULER
YONTEMLERLE TESTLENMESI

Mersin’de 2007-2009 yillar1 arasinda yiiriitilen bu calismada Alata Bahge
Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisii (ABKAE) Miidiirliigii’nliin damizlik kayist parselinde
bulunan cesitler ile Mut yoresinde yetistirilen bazi kayisi gesitlerinin Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi (ASSF) “Candidatus Phytoplasma prunorum” ile
bulagsma oranlarinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaglanmistir. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFUP)
yontemi ile 112 ornekte yapilan testlemelerde gerek simptomlu gerekse simptomsuz
bitkilerde ASSF ile bulasiklik oran1 % 8.035 olarak belirlenmistir. Arazi ¢alismalarinda
ASSF’nin tipik belirtileri olan yapraklardaki kivrilmalar sadece Alata Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitiisii’nde bulunan 1 6rnekte gozlenmistir.

Bu calisma sonucunda kaysilar i¢in onemli bir gen kaynagi olan ABKAE’de
bulunan ve bdlge icin as1 gozl kaynagi olarak kullanilan bitkiler bir karantina patojeni
olan ASSF’ye karsi testlenmis ve pozitif bulunanlarin imha edilmesi Onerilmistir.
Ayrica bu ¢aligma kapsaminda Mersin’deki simptom gostermeyen kayist agaglarinda da
ASSF’nin yaygin oldugu ve bu latent enfeksiyonlarin molekiiler yontemlerle
saptanabilecegi ortaya konmustur. Boylece sertifikasyon calismalarinda bu 6nemli
patojene karsi simptom goOstermeyen bitkilerin de testlenmesinin ne kadar 6nemli

oldugu bir kez daha vurgulanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kayisi, Mersin, Candidatus Phytoplasma prunorum, PZR-RFUP.

2009, 41 sayfa



III

ABSTRACT

TESTING OF APRICOT GERMPLASM and SOME PRIVATE ORCHARDS IN
MERSIN PROVINCE FOR EUROPEAN STONE FRUIT YELLOWS
PHYTOPLASMA ("Candidatus Phytoplasma prunorum') BY MOLECULAR
TESTINGS

This study was conducted during 2007-2009 and apricot samples, collected from mother
block of Alata Horticulture Research Center (ABKAE) and Mut-Mersin, were tested
for European Stone Fruit Yellows Phytoplasma ESFY ("Candidatus Phytoplasma
prunorum") by molecular techniques. When 112 plant samples were tested 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 exibits typical
phytoplasma symptoms like severe leaf rolling.

In this study some apricot cultivars which were used as important budwood source,
growing in important gen center (ABKAE) were tested against important quarantine
pathogen, ESFY and eradication of infected trees was recommended. In addition to that
ESFY was detected on asymptomatic trees growing in Mersin province by molecular
testing. It was also pointed out that testing of asymtomatic plants for sertification

programme is very important.

Key words: Apricot, Mersin,Candidatus Phytoplasma prunorum, PCR-RFLP.

2009, 41 pages
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1. GIRIS

Botanik ad1 Prunus armeniaca L. olan kayisi; Rocaceae Familyasi, Prunoideae
alt familyasinin Prunus L. cinsinin Prunophora (Neck) Focke alt cinsinin, Armeniaca
(Mill.) Koch, boliimiine aittir (Rehder, 1940). Tiir sayis1 taksonomistlere bagl olarak 3—
10 arasinda degismektedir.

Diinya yas kayis1 tiretimi 2,5-2,8 milyon ton arasindadir. Diinyada kayis1 tiretimi
daha ¢ok Akdeniz’e komsu iilkelerde yogunlasmustir. Tiirkiye’nin disinda; Ispanya,
Italya, Fransa, Yunanistan, Fas ve Cezayir’de o6nemli miktarda kayis1 iiretimi
yapilmaktadir. Diger kayisi iiretici iilkeler; Bagimsiz Devletler Toplulugu, Iran,
Pakistan, Cin, A.B.D, Avustralya ve Giiney Afrika Cumhuriyeti’dir. Bu iilkelerden
Fransa, Italya, Ispanya ve Yunanistan sofralik, Tiirkiye, Iran, Pakistan, Avustralya,
Cezayir, Fas ve Gliney Afrika Cumbhuriyeti’nde ise kurutmalik ve sofralik amaca
yonelik iiretim 6n plandadir (Asma ve Birhanli, 2004).

Ulkemizde Kayis1, nispi nemin ¢ok yiiksek oldugu Karadeniz sahilleri ve kislari
cok soguk gecen Dogu Anadolu Bolgesinin bazi kesimleri disinda, Tiirkiye’nin hemen
her yerinde yetismektedir. Sert ¢ekirdekli meyveler grubunda yer alan kayisi, kiraz,
visne, seftali-nektarin ve erik tlirlerinin 2006 yil1 iilkemiz toplam iiretimi 1.659.126 ton
olup, en biiyiik pay 552.775 ton ile seftali-nektarin tiirlerine aittir. Bunu kayis1 (460.182
ton), kiraz (310.254 ton), erik (214.416 ton) ve visne (121.499 ton) izlemektedir. Kayis1

tiretiminde Tiirkiye diinyada ilk sirada yer almaktadir (Anonymous, 2008).

Ulkemizdeki toplam meyve iiretiminin %25 gibi 6nemli bir paym sert
cekirdekli meyveler olusturmaktadir (Anonim, 2004). Iliman iklime sahip yerlerde sert
cekirdekli meyve yetistiriciligi, erkencilik, iiriin verimliligi ve/veya yeni cesitlerin
potansiyel iiretici bolgelere adaptasyonu caligsmalari uzun yillardir yapilan ¢alismalari
olusturmaktadir. Ancak bu meyve tiirlerinin yetistiriciligini abiyotik faktorlerin yanisira
biyotik faktorler (fungus, bakteri, fitoplazma ve viriis enfeksiyonlar1) de énemli dlgiide
sinirlamaktadir. Meyve agaclarinda asiyla taginabilen 150 kadar viriis ve viriis benzeri
hastalik etmeni oldugu bilinmektedir. Viriisten ari bitkilerin kiiltiirii, {iretim veya
sanitasyonunun basaris1 eldeki mevcut viriis kaynaklarmin varhigina, vektorlerin
bulunusuna ve etkisine, bolgede veya iilke genelinde enfeksiyonun durumuna ve gevre
sartlarina baghdir (Dunez, 1988). Meyve agaglarinda hastalik yapan en dnemli patojen

gruplarindan birisi de fitoplazmalardir. Daha Onceleri mikoplazma benzeri organizma



(MBO) olarak adlandirilan fitoplazmalar ilk kez 1967 yilinda Doi ve ark. tarafindan
bildirilmistir (Lee ve ark., 1992).

Fitoplazmalar iki tip niikleik asit icermekte (DNA ve RNA) ve viriisler ile
bakteriler arasinda bir ara form olusturmaktadir. Bakterilerden farkli olarak sert hiicre
duvarina sahip degillerdir, bitkilerin floem iletim demetinde bulunurlar ve kiiltiire
alinmazlar. Fitoplazmalar prokaryot canlilarin Mollicutes smifinda yer alirlar ve
diinyadaki pek c¢ok sert cekirdekli meyve yetistiriciligi yapilan bolgelerde yikici
hastaliklara neden olurlar. Sert ¢ekirdekli meyve agaglarindan 6zellikle kayist ve erikte
sorun olan Candidatus Phytoplasma prunorum (Avrupa sert ¢ekirdekli meyve sarilig
=ASSF, European Stone Fruit Yellows=ESFY)’un neden oldugu kayiplar 1924 yilinda
Chabrolin tarafindan Fransa’da, daha sonralari da Italya’da Japon eriklerinde
bildirilmistir. Ancak bu yikimlara neden olan etmeninin fitoplazma oldugu 1973’lerde
Norvan ve ark. tarafindan fitoplazma etiyolojisi agiklandiginda anlasilmistir (Nemeth,
1986). Son zamanlarda patojenin korunmus genlerini igeren 16SrDNA’sinin baz
dizilerinin tayin edilmesi ve RFLP analizlerini igeren molekiiler ¢alismalar Avrupa’da
sert cekirdekli meyve agaglarinda enfeksiyon yapan ve farkli isimlerle anilan
hastaliklara sebep olan fitoplazmalarin genetik olarak birbirlerine cok benzer olduklarini
ortaya koymus ve bu nedenle yukarida deginilen belirtilere sebep olan etmene Avrupa
sert ¢ekirdekli meyve sarilig1 fitoplazmasi (ASSF) ad1 verilmistir (Lorenz ve ark., 1994;
Kison ve ark., 1997). ASSF fitoplazmas1 gen¢ kayisi agaglarini sistemik olarak
hastalandirabilecegi gibi 5 yasindan biiylik agaglarda bolgesel simptomlara da neden
olabilmektedir. Bu tiir agaclarda ilk simptomlar alt dallarda gézlenmekte ve zamanla
tiim agag tacina yayilmaktadir. Erken tomurcuk patlamasi ve yaprak olusumu hastaligin
en belirgin simptomudur, ayrica yaprak kivrilmalari, renklenme bozukluklari, siirekli
yapraklanma, floem nekrozu ve geriye 6liim meydana gelmektedir. Enfekteli agaclar ilk
simptomlarin goriilmesinden sonra uzun siire yasamaz. 15 yasindan kii¢iik agaglar bir
yil i¢inde Oliir, 15 yasindan biiylik agaclar ise genellikle enfektelenmezler veya
enfeksiyon birka¢ dalda sinirli kalir. ASSF’ye tolerant erik anaglarina agilanan kayisi
agaclarinda geriye 6liim yavastir ve etmen kademeli olarak daldan dala yayilir. .

ASSF’nin iilkemizdeki varligi yapilan sinirli ¢aligmalarla Marmara ve Dogu
Akdeniz bolgelerinde tespit edilmistir (Caglayan ve ark. 2004; Sertkaya ve ark. 2005;

Ulubas-Serge ve ark. 2006). Hastaligin yayilmasin1 dnlemek i¢in i¢ ve dis karantina



Onlemlerine dikkat edilmesi, eradikasyon ve 6zellikle gen kaynaklarimizin muhafaza
edildigi bahgelerin bu hastalik acisindan diizenli olarak testlenmesi ¢ok dnemlidir.

Bu c¢alismanin amaci kaysilar i¢in dnemli bir gen kaynagi olan Alata Bahcge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitlisi (ABKAE)’de bulunan ve bdlge icin as1 gozii kaynagi olarak
kullanilan bitkilerle birlikte ayn1 bdlgede bulunan bazi verimsiz agaglarin kiyaslamali
olarak ASSF’ye karsi Polimeraz Zincir Reaksiyonu- Restriksiyon Fragmenti Uzunluk
Polimorfizmi (PZR-RFUP) yontemiyle testlenmesi ve ¢esitler bazinda ASSF yayginlik

oranlarinin aragtirilmasidir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Yurtdisinda Yapilan Calismalar

Fitoplazma nedeniyle sert ¢ekirdekli meyve agacglarinda ciddi verim kayiplarin
oldugu Chabrolin tarafindan 1924 yilinda Fransa’da kayis1 agaglarinda, daha sonralari
da Italya’da Japon eriklerinde bildirilmistir. Ancak bu yikimlarin etmeninin fitoplazma
oldugu 1973’lerde Norvan ve ark. tarafindan fitoplazma etiyolojisi agiklandiginda
anlasilmistir (Nemeth, 1986).

Daha 6nceleri mikoplazma olarak adlandirilan fitoplazmalar ilk kez 1967 yilinda
Doi ve ark. tarafindan bildirilmistir (Lee ve ark., 1992).

Sert c¢ekirdekli meyve agaglarinin ASSF fitoplazmasina kars1 duyarliligi
farklilik gostermektedir. Kayisi, japon erigi ve seftali P. cerasifera (Myrobalan) {izerine
asilandiklarinda, GF 8/1 (P. cerasifera x P. munsoniana) anacina asili olma
durumlarindan daha hassas olmakta ve P. domestica genotipleri daha az etkilenmekte,
bu anaglar {lizerine asilanan kayisilar infeksiyonlara anacin hassasiyetine gore reaksiyon
gostermektedir (Desvignes ve Cornaggia, 1982; Guinchedi ve ark., 1982; Audergon ve
ark., 1991; Dosba ve ark., 1991).

Jarausch ve ark. (1998), Fransa’da sert ¢ekirdekli meyve agaclariin yetistirildigi
esas alanlari biiylik kismin1 temsil eden bahcelerden aldiklar1 139 6rnegin 114’{inde
ASSF fitoplazmasini tespit etmislerdir. Tipik ASSF simptomu gosteren agaclarin
%95’inde, simptom gostermeyen agaglarin ise %51’inde ASSF saptanmustir.

Carraro ve ark. (1998; 2001) ile Jaraush ve ark. (2001), etmenin as1 ile tasindigi
gibi bir Psillid tiirii olan Cacopsylla pruni Scopoli ile de persistent olarak tagindigini
bildirmistir.

Carraro ve ark. (1998), erik leptonekroz (PLN=ESFY)un epidemik oldugu
kuzey Italya’da Myrobalan B anaci iizerine asilanmis Ozark Premier ve Shiro ASSF’ye
yiiksek derecede hassas oldugunu, 7 yil icerisinde agaclarin tamaminin dogal olarak
enfektelendigini bildirmislerdir. Bu iki ¢esit arasinda Ozark Premier ¢esidinde yiiksek
orandaki (%77) oOliimler nedeniyle bu g¢esidin PLN’ye daha hassas oldugu, Shiro
cesidinin ise ASSF simptomlar1 géstermesine ragmen hayatta kaldigini ve normal iirlin

verdigini rapor etmislerdir.



Balan ve ark. (1999), 1990-95 yillar1 arasinda Romanya’da yiiriittiikleri bir
calismada 67 kayis1 ¢esidi ve 1831 kayist hibridinin fitoplazma enfeksiyonuna karsi
reaksiyonlarini incelemislerdir. Mayis ve Haziran aylarinda yaptiklari gézlemlerde
fitoplazma simptomlarint 0-5 skalasina gore degerlendirmislerdir. Kanada 600023,
Harleyne, Dacia, Comandor, Litoral, Earlyril ¢esitlerinin higbir fitoplazma simptomu
gostermedigini (‘0° degeri aldigini) bildirmislerdir.

Jarausch ve ark. (1999), Fransa’da 2 Japon erigi ile yaptiklart c¢alismada
ASSF’nin mevsimsel yogunlugunu gézlemlemisler, temmuz ayidan yaprak dokiimiine
kadar olan siirede enfeksiyonun sistemik oldugunu saptamislardir. Mart ayina kadar
olan dinlenme doneminde etmenin bulundugunu, nisan ve mayis ayindaki normal
dénemde yetisen yapraklarda fitoplazmanin tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Davies ve Adams (2000), Giineydogu Ingiltere’de yaptiklari calismada
ASSF’nin Prunus tiirii agaglar enfekte ettigini, hem ilkbaharda hemde sonbaharda
aldiklar1 doku orneklerini PZR ve 1s1k mikroskobu yontemini kullanarak teshis
etmislerdir. Arastiricilar yaptiklari bu ¢aligmanin Ingilterede’ki ASSF varligini gosteren
ilk kay1t oldugunu bildirmislerdir.

Mpyrta ve ark. (2000), Arnavutlugun 5 bolgesini kapsayan merkez ve giineydogu
Arnavutluk’ta yaptiklar1 ¢calismada 3 kayisi, 1 myrobolan, ve 1 Japon erik ¢esidinin
ASSF ile enfekteli oldugunu bildirmislerdir

Giiney Avrupa’da ASSF fitoplazmasinin kayist (Prunus armeniaca), Japon erigi
(P. salicina L.), Avrupa erigi (P. domestica) ve seftalide (P. persica L.)’de hastalik
olusturdugu (Poggi-Pollini ve ark., 1993;1995; Jaraush ve ark. 1998); ayrica Prunus
anaglarmin da bu etmenden etkilendigini bildirilmistir (Jaraush ve ark., 1998; Kison ve
Seemiiller, 2001).

Laimer ve ark. (2001), Avusturya’nin 2 bdlgesinden aldiklar1 bitki 6rnekleri
Nested PZR yontemi ile testlemis ve kayisi agaclarinin yiiksek oranda ASSF ile
bulasikliligini tespit etmislerdir.

Poggi-Pollini ve ark. (2001), Kuzey Italya’nin orta kesimlerinde seftalide
yirittiikleri bir ¢aligmada ASSF’nin tipik simptomlarin1 gézlemlemis daha sonra PZR
yontemi ile teste tabi tutmuslardir. Sonu¢ olarak goézlem yaptiklart bitkilerin %14
oraninda enfekteli oldugunu tespit etmis ve enfekteliligin daha ¢ok GF- 677 anaci

kullanilan bitkilerde oldugunu bildirmislerdir.



ASSF kiiltiir bitkileri disinda Cakal erigi (P. spinosa L.) ve Siis erigi (P.
ceracifera Ehrh.) gibi yabani Prunus tiirlerinde (Carraro ve ark., 2002) ayrica
Fransa’daki enfekteli bahgelerin ¢evresindeki kusburnu (Rosa canina L.), adi ¢itlenbik
(Celtis australis L.) ve adi disbudak (Fraxinus excelsior L.) gibi diger yabani bitkilerde
de tespit edilmistir (Jaraush ve ark., 2001).

Pastore ve ark. (2001), Myrobolan {izerine asil1 3 yasindaki 10 kayis1 ¢esidine
ait (Buttianese, Harogem520, Colomer419, Sajeb351, Canini Tardio, Nennella,
Baracca253, Amal349, Newjersy480, Brusca) toplam 40 fidana ve saglikli 3 japon erigi
¢esidine (Black Amber, Ozark Premier, Sorrisso di Primavera) ASSF enfekteli Sungiant
kayis1 agacindan aldiklar1 gozleri yama as1 yontemi ile asilayarak inokulasyonlar
yapmuslardir. Arastiricilar, bu bitkilerde 15 ay sonra yaptiklar: testlerde ASSF’nin
varlig1 tespit etmis ve as1 ile fitoplazmanin taginmasun 10 kayisi ¢esidinden 5’inde ve
tiim erik ¢esitlerinde gergeklestigini bildirmislerdir.

Kison ve Seemiiller (2001), ASSF fitoplazma irklarinin viriilens durumlarindaki
farkliliklar ve ¢esitli anaclar iizerindeki sert ¢ekirdekli meyve agaclarinin bu patojene
olan hassasiyetleri {izerine yaptiklari c¢alismada, P. domestica stoklarindan
Ackermann’s, Brompton ve P1275 ile P. cerasifera stoklarindan Myrobolan iizerine
asilanan agaclar az etkilenmis, GF 677, GF8—1 ve P. insititia stoklarindan St julien A ve
St Julien GF655/2 iizerine asili agaclarda daha fazla zarar olustugu bildirilmistir.
Myrobolan ve seftali anact Higama ve GF 305 orta derecede hassas; seftali anaglarindan
Montclar, Rutgers, Red Leaf ve Rubira, kayis1 anaglarindan St Julien 2 iizerine asilanan
agaclarda yliksek hassasiyet olusturdugu rapor edilmistir.

Liibnan’da yapilan bir ¢alismada binlerce badem agacinda ASSF hastaligin hizl
yayilmasi nedeni ile 10 y1l icerisinde 6ldiigii bildirilmis, hastalik Nested PZR yontemi
ile kolayca tespit edilmistir (Jawdah ve ark., 2002).

Torres ve ark. (2004), Ispanya’nin Barcelona bélgesinde yaptiklari ¢alismada
erik ve kayis1 agaglarinin bulundugu bolgelerde survey yapmis ve 4 yillik gbézlem
sonucunda kayis1 ¢esitlerinde yiiksek oranda ASSF simptomlarinin gézlendigini, Japon
eriklerinde ise her yil %2’lik bir oranda artis ile yeni enfekte olan bitkilerin ortaya
ciktigim bildirilmislerdir. Bu gozlemlerden sonra alinan 6rnekler Nested PZR yontemi
ile testlenmis, testlemede 16SrX grubu spesifik primerler kullanilmistir. Yapilan

testleme sonucunda simptom goéstermeyen 69 6rnegin %50’inin ASSF ile enfekteli



oldugu ortaya cikmustir. Bu c¢alisma sonucunda ASSF simptomu goOstermeyen
bitkilerden saglikli olanlara yayilmasina devam ettigini bildirilmislerdir.

Landi ve ark. (2007), Kuzey Italya’da erik deneme bahgesinde 16Srlll-A
ribozomal alt grubuna ait fitoplazmalar belirlemis, ayn1 fitoplazmalar1 erik agaclarina
astlmis sar1 yapiskan tuzaklarla yakalanan “Philaenus spumarius™ boceginde tespit
edildigini bildirmislerdir. Yine ayni bolgede kiraz agacinda yasayan “Fieberiella flori”
boceginde de fitoplazma tespit edilmis, “Cocopsylla pruni” de ise bir kez etmen

saptanmasina ragmen molekiiler testlerde negatif sonu¢ alindigini bildirmiglerdir.

2.2. Yurt icinde Yapilan Cahismalar

Son yillarda iilkemizde sert ¢ekirdekli meyve agaglarindaki fitoplazmalarin
saptanmasi konusundaki ¢alismalar oldukca yogunlasmis ve ilk simptomolojik bulgular
Caglayan ve Gazel (1999) tarafindan bildirilmistir.

Jarausch ve ark. (2000), Izmir’den temin ettikleri bir adet Japon erigi (Prunus
salicina)’da ASSF fitoplazmasini PZR-RFLP ile tespit etmisler ve bu tespitin iilkemizde
ilk kay1t oldugunu bildirmislerdir.

Caglayan ve ark. (2004), Dogu Akdeniz Bolgesi’nde 2003-2004 yillarinda
yaptiklar1 sorvey c¢alismalar1 sonucunda toplam 174 sert ¢ekirdekli meyve agacindan 4
kayisinin ASSF fitoplazmasi ile enfekteli oldugunu PZR-RFLP ile saptamislardir. Bu
calismada enfekteli bitkilerin 3 adedi Dogu Akdeniz bolgesinde son yillarda yogun
olarak yetistirilen erkenci bir ¢esit olan Prececo de Thyrinthe’de, 1 adedi ise iilkemizin
en 6nemli sofralik kayisi ¢esidi olan Sakit ¢cesidinde saptanmustir.

Sertkaya ve ark. (2005)nmin Adana, Hatay ve Igel illerinden topladiklari toplam
21 kayisi, badem, seftali ve erik agacindan 4 tanesinin ASSF fitoplazmas: ile enfekteli
oldugu bildirilmistir.

Antalya, Gaziantep, Isparta, Mersin ve Yalova illerindeki gen kaynaklarindan
alan 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 Orneklerinde ASSF fitoplazmast molekiiler yontemlerle tespit
etmislerdir (Ulubas-Serce ve ark., 2006).

Ulubag-Serce ve ark. (2007), sera kosullarinda alti yerli kaysi cesidinin

Candidatus Phytoplasma prunorum fitoplazmasina duyarliligini arastirmislardir. Bu



calismada kullanilan Hacihaliloglu, Kabaasi, Tokaloglu, Sekerpare, Alkayisi ve
Karacabey cesitleri 2005 yilinin Eyliil ayinda yapay inokulasyon yontemiyle agilanmis
ve 2 yil boyunca yapilan gozlemlerde ve PZR testlemelerinde sadece Kabaasi ¢esidinde
etmen saptanmamustir. Ozellikle Alkayisi, Sekerpare, Karacabey ve Hacihaliloglu

cesitlerine ait bazi bitkilerin enfeksiyon nedeniyle 1 yil icinde 6ldiigii gozlenmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma Mersin-Erdemli Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’niin Kayis1

damizlik parseli ile Mersin-Mut bolgesinin bazi iiretici bahgelerinde yiiriitiilmiistiir.

Toplam 29 ¢esitten 112 6rnek alinmistir. Calismada kullanilan cesitler Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede Kullanilan Cesitler ve Ornekleme Yerleri

No Ornek Alinan Yer Cesit ad1
1 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Alata Yildizi

2 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Alyanak

3 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Aurora

4 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Bebeco

5 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Beliana

6 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Canino

7 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Castelbrite

8 | Alata Bahce Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Cagataybey

9 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Cagribey

10 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Dr. Kaska

11 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Fracasso

12 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Mahlep

13 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Ninfa

14 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Harcot

15 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Palstein

16 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Precoce de Colomer
17 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Precoce de Tyrinthe
18 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Priana

19 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Roxana

20 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Sakit-2

21 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Sakit-6

22 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Sahinbey

23 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisi Zerdali

24 | Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitlisii 33-89

25 | Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii 2-89

26 | Mut / Mersin Precoce de Tyrinthe
27 | Mut / Mersin Alkayisi

28 | Mut / Mersin Sekerpare

29 | Mut / Mersin Italyan Tokali

alinan siirgiinler ¢calismanin materyalini olugturmustur.

Testlemelerde bu bahgelerde simptom gosteren ve gostermeyen agaclardan
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Iki asamal1 yapilan PZR testlerinde Direkt-PZR’de 1800 bp iiriin veren P1 ve P7
primerleri, Nested-PZR’de ise 1050 bp {iriin veren FO1 ve RO1, 1200 bp {iriin veren F2

ve R2, 865 bp iirlin veren FU5/rU3 primer ciftleri kullanilmistir. Primerlerin baz dizleri

asagidaki gibidir.

Cizelge 3.2. Universal ve Elma Coklu Siirgiin Fitoplazma (ECSF) grubuna spesifik

primer c¢iftleri

P1 5’AGA GTT TGA TCC TGG CTC AGG A 3 (Pll)ifl?kgi,vfwl)
P7 5" CGT CCT TCA TCG GCT CTT 3’ Efrimﬁf;;é’)
F2 5’ACG ACT GCT AAG ACT GG 3’ (11669’65 )Ve ark.,
R2 5TGA CGG GCG GTC TGT ACA AAC CCC G3’ 1%965)% ark.,
rU3 5'TTC AGC TAC TCT TTG TAA CA 3’ (115365)% ark.,
FU5 5°CGG CAA TGG AGG AAA CT 3 (15365 )Ve ark.,
FO1 5" CGG AAA CTT TTA GTT TCA GT 3’ (oe ~ ark.,
RO1 5 AAG TGC CCAACT AAATGA T 3’ 1%;;)% ark.,

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Materyallerinin Toplanmasi ve Muhafazasi

Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Midiirliigii’nde bolgenin tek

damizlik kayist damizlik parseline ve Mersin’in Mut ilgesinde kayist yetistirilen

bahgelere sonbahar aylarinda sérveyler yapilmistir. Orneklerin toplanmasi amaciyla

ASSF simptomu gosteren veya gostermeyen simptomsuz agaglardan tesadiifi olarak

bahgenin %5’ini temsil edecek sekilde agaglarin dort farkli yoniinden 20-25c¢cm

uzunlugunda yaprakli stirgiinler 6rnekleri olusturmustur.

Kayis1 agaglarindan ornekler toplanirken ASSF hastaliginin belirtileri

g6z onlinde tutulmus ve agaclarin gelismesi, dallarin durumu, yapraklarda kivrilma,

erken tomurcuk patlamasi ve yaprak olusumu, kabukalti nekrozlari, renk degisiklikleri
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gibi belirtiler bulunup bulunmadigina dikkat edilmistir. Aga¢lardan alinan 6rnekler
plastik torbalara etiketlenerek yerlestirilmis ve buz igeren kutularda laboratuara

tasinmaistir.

3.2.2. Molekiiler Testler

3.2.2.1 Niikleik Asit Ekstraksiyonu

— Toplam DNA izolasyonu i¢in siirgiinlerin floem dokularindan 0.1 g alinarak
stv1 azot ile toz haline getirilmis, %0,2 Merkaptoethanol iceren %2’lik CTAB’dan 1 ml
eklenmigtir. 2 mI’lik eppendorf tiiplere konulan 6rnekler 60 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir.

— Karisim 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildiken sonra olusan sivi fazdan

750 pl alinarak tizerine 750 pl fenol: chloroform: 1soamlyalkol eklenerek
6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

— Bu islem iki kez tekrarlanmustir.

— Santrifiijden sonra olusan iist fazdan 500 pl alinarak {izerine 800 pl
izopropanol eklenerek DNA ¢okeltilmis, -20 °C’de 2 saat bekletilmistir.

— =20 °C’den ¢ikarilan tiipler 1400 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
stvi faz dokiilerek dipte kalan ¢okeltinin iizerine 1ml %70’lik soguk alkol koyuldu ve
tiiplerdeki pelletin yerinden oynamamasina dikkat edilerek tiipler yavasca alt {ist edildi
ve alkol kismi1 dokiildii. Kisa bir santrifiijlemeden sonra dipte kalan siv1 pipetle alinarak,
pelletin kurumasi igin tiipler 37 °C’de yarim saat etiivde bekletilmistir.

— Tiiplere 100 ul TE buffer eklenerek pellet ¢oziindiiriildiikten sonra elde edilen
DNA PZR islemlerinde kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Doyle and
Doyle., 1990).

(Niikleik asit extraksiyonunda kullanilan tampon ¢ozeltiler EK.1°de verilmistir)

3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Testleri

Izole edilen DNA’larin PZR islemi 2 asamada (Direkt- ve Nested-PZR)
gerceklestirilmistir. (Lee ve ark., 1992). Direkt-PZR asamasinda niikleik asitler 1/ 50
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sulandirilarak 1pl DNA 25 pl reaksiyon karisimina eklenmistir. Reaksiyon karigimi
10XPCR buffer (100mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, % 0.01 gelatin), 1.5 mM
MgCl,, 250 pM dNTP’ler, 20 pmol primerler (P1 ve P7), 2 iinite Taq polimeraz’dan
olusmustur. Direkt-PZR dongiisii; 94°C’de 2 dakika denaturasyondan sonra, 94°°C de 1
dakika, 57°C’de 2 dakika ve 72°C’de 3 dakikadan olusan 35 dongiiyii takiben 72°C’de
10 dakikadan olusmustur. Direkt-PZR’dan sonra uygulanan Nested-PZR amaciyla FO1-
RO1, F2 ve R2, FU5/rU3 primerleri kullanilmis, yukarida agiklanan reaksiyon
karisimina 1/50 oraninda sulandirilmig Direkt-PZR iiriinlerinden 1 pl eklenmistir.
Nested-PZR programi, Direkt-PZR ile ayni olmakla birlikte 35 dongiliikk kisimda
denatiirasyon 94°C’de 30 saniye ve primerlerin baglanma (annealing) sicakligi 55°C’de
30 saniye uygulanmistir. PZR dirlinlerinin  %1.2°lik agaroz jelde -elektroforezi
yapildiktan sonra ethidium bromide (EtBr) ile boyanarak ve sonuglar UV

transilluminatoérde gozlenerek fotograflanmistir (Lee ve ark., 1992).

PZR iiriinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla reaksiyondan sonra firiinler
%1.2 agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez 1XTAE ortaminda
gerceklestirilmis ve ayni ortam jelin hazirlanmasinda da kullanilmigtir. Jele 3 pl
yiikleme ortami (6X; 15 ml i¢in 150mg bromophenol blue, 18 g gliserol, 6ml SOXTAE)
ile birlikte 12 pl yiiklenen PZR iiriinleri, 120 V’da 35 dakika siireyle elektroforeze tabi
tutulmustur. Islem bittikten sonra jel 1mg/ul EtBr iceren 0.5XTAE ortaminda 3-5
dakika boyanmistir (Ek.2). Daha sonra UV altinda sonucglar goézlenerek fotograflar:
cekilmistir (Lee ve ark., 1992).

3.2.2.3 Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFUP) Analizi

FUS5/rU3 primerleriyle elde edilen Nested PZR {iriinlerinin RFUP analizi Rsal,
Sspl restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilmistir. fO1/r01 primerleriyle
elde edilen Nested PZR dirtinlerinin RFLP analizi ise Sspl, Bmfl, Bsal restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilmistir. Bu amagla 10ul Nested PZR f{iriini,
0.5ul enzim, 1.5ul enzim tamponu, 3ul dH,0, BsaAl (Ppu21l) enzimi i¢in 30 °C 5 saat,
Sspl, BfmI ve Rsal enzimleri i¢in ise 37 °C’de 5 saat bekletildikten sonra elde edilen
tiriinler %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmustur. Enzim kesimi sonucu pozitif
kontrollerden ASSF ile aynm1 band profili olusturan 6rnekler ASSF ile enfekteli kabul
edilmistir (Lee ve ark, 1999).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu arastirmada Mersin-Erdemli il¢esinde bulunan Alata Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitlisii Midiirliigii’niin kayis1 koleksiyon bahcesinde kayisi agaclarinda
zarar olusturan ASSF (Candidatus Phytoplasma prunorum) hastaliginin arazi gézlemleri
ve PZR testi ile kesin tanilar1 yapilarak yayginlik orani belirlenmistir. Ayrica Mut
ilgesi kayisi iireticilerinden yogun sikayetlerin geldigi bazi bahgeler de ziyaret edilerek

bu bahgelerdeki ASSF’nin varligi da molekiiler yontemlerle tespit edilmistir.

4.1 Arazi Gozlemleri

ASSF hastaligiin saptanmasi i¢in en uygun mevsimin sonbahar aylar1 olmasi
nedeniyle (Jarausch ve ark.,1999)  bitki Ornekleri 2008 yilimin Ekim ayinda
toplanmustir. Ornekler Mersin-Erdemli Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii
Midiirliigi’niin kayis1 koleksiyon parselinden (Sekil 4.1; 4.2b) ve Mersin-Mut il¢esinde
bulunan bazi ticari bahgelerde simptom gosteren (Sekil 4.2a) ve goOstermeyen
bitkilerden bahcenin %5’ini temsil edecek sekilde alinmistir. Toplam 112 6rnegin 20
tanesi Mersin-Mut’ta bulunan bahgelerden, 92 tanesi ise Mersin-Erdemli Alata Bahge
Kiiltiirleri Aragtirma Enstitlisii Miidiirliigii kayis1 koleksiyon parselinden toplanmaistir.

Bu bitkilerde gozlenen en onemli simptom yaprak kivrilmasi olup, ASSF’nin

neden oldugu diger simptomlara rastlanmamustir.
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Sekil 4.1. Alata Bahge Kiiltiirleri Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigi’niin kayis1 koleksiyon

parselinden genel goriiniis

Sekil 4.2. a. Mut bolgesinde bulunan ticari bir bahg¢edeki yaprak kivrilmasi simptomu.
b. ABKAE kolleksiyon parselindeki yaprak kivrilmasi simptomu
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4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Sonuclari

Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii kayis1 koleksiyon parselinden
toplanan 92 6rnegin bir tanesi ve Mersin-Mut ilgesinden iiretici sikdyetlerinin geldigi
toplam 6 bahceden toplana 20 Ornegin 8 tanesinin fitoplazma ile enfekteli oldugu
saptanmistir.
Cizelge 4.1. Mersin Alata Bahge Kiiltlirleri Arastirma Enstitiisii (ABKAE) ve Mut

ilgesinden toplanan farkli kayisi ¢esitlerinin Nested -PZR sonuglari

O;;:)ek Cesit Ad1 Alndig1 Yer Ne;:::ll;fuZR
1 Precoce de Tyrinthe | Erdemli/Mersin (ABKAE) -
2 Precoce de Tyrinthe | Erdemli/Mersin (ABKAE) -
3 Precoce de Tyrinthe | Erdemli/Mersin (ABKAE) -
4 Precoce de Tyrinthe | Erdemli/Mersin (ABKAE) -
5 Precoce de Tyrinthe | Erdemli/Mersin (ABKAE) -
6 Precoce de Tyrinthe | Erdemli/Mersin (ABKAE) -
7 Cagribey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
8 Cagribey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
9 Cagribey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
10 Cagribey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
11 Cagribey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
12 Cagribey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
13 Sahinbey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
14 Sahinbey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
15 Sahinbey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
16 Sahinbey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
17 Sahinbey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
18 Sahinbey Erdemli/Mersin (ABKAE) -
19 Mahlep Erdemli/Mersin (ABKAE) -
20 Mabhlep Erdemli/Mersin (ABKAE) -
21 Mahlep Erdemli/Mersin (ABKAE) -
22 Mabhlep Erdemli/Mersin (ABKAE) -
23 Ninfa Erdemli/Mersin (ABKAE) -
24 Ninfa Erdemli/Mersin (ABKAE) -
25 Ninfa Erdemli/Mersin (ABKAE) -
26 Ninfa Erdemli/Mersin (ABKAE) -
27 Ninfa Erdemli/Mersin (ABKAE) -
28 Ninfa Erdemli/Mersin (ABKAE) -
29 Palstein Erdemli/Mersin (ABKAE) -
30 Palstein Erdemli/Mersin (ABKAE) -
31 Palstein Erdemli/Mersin (ABKAE) -
32 Palstein Erdemli/Mersin (ABKAE) -
33 Palstein Erdemli/Mersin (ABKAE) -
34 Palstein Erdemli/Mersin (ABKAE) -
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35 Dr. Kagka Erdemli/Mersin (ABKAE)
36 Dr. Kagka Erdemli/Mersin (ABKAE)
37 Dr. Kagka Erdemli/Mersin (ABKAE)
38 Dr. Kagka Erdemli/Mersin (ABKAE)
39 Dr. Kaska Erdemli/Mersin (ABKAE)
40 Dr. Kagka Erdemli/Mersin (ABKAE)
41 Precoce de Colomer | Erdemli/Mersin (ABKAE)
42 Precoce de Colomer | Erdemli/Mersin (ABKAE)
43 Precoce de Colomer | Erdemli/Mersin (ABKAE)
44 Precoce de Colomer | Erdemli/Mersin (ABKAE)
45 Precoce de Colomer | Erdemli/Mersin (ABKAE)
46 Precoce de Colomer | Erdemli/Mersin (ABKAE)
47 (Cagataybey Erdemli/Mersin (ABKAE)
48 (Cagataybey Erdemli/Mersin (ABKAE)
49 (Cagataybey Erdemli/Mersin (ABKAE)
50 (Cagataybey Erdemli/Mersin (ABKAE)
51 (Cagataybey Erdemli/Mersin (ABKAE)
52 (Cagataybey Erdemli/Mersin (ABKAE)
53 Alata Yildiz1 Erdemli/Mersin (ABKAE)
54 Alata Yildiz1 Erdemli/Mersin (ABKAE)
55 Alata Yildiz1 Erdemli/Mersin (ABKAE)
56 Alata Yildiz1 Erdemli/Mersin (ABKAE)
57 Alata Yildiz1 Erdemli/Mersin (ABKAE)
58 Alata Yildiz1 Erdemli/Mersin (ABKAE)
59 Zerdali Erdemli/Mersin (ABKAE)
60 Zerdali Erdemli/Mersin (ABKAE)
61 Zerdali Erdemli/Mersin (ABKAE)
62 Zerdali Erdemli/Mersin (ABKAE)
63 Zerdali Erdemli/Mersin (ABKAE)
64 Beliana Erdemli/Mersin (ABKAE)
65 Beliana Erdemli/Mersin (ABKAE)
66 Beliana Erdemli/Mersin (ABKAE)
67 Sakit-2 Erdemli/Mersin (ABKAE)
68 Sakit-2 Erdemli/Mersin (ABKAE)
69 Sakit-2 Erdemli/Mersin (ABKAE)
70 Sakit-2 Erdemli/Mersin (ABKAE)
71 Sakit-2 Erdemli/Mersin (ABKAE)
72 Sakait-2 Erdemli/Mersin (ABKAE)
73 Harcot Erdemli/Mersin (ABKAE)
74 Harcot Erdemli/Mersin (ABKAE)
75 Harcot Erdemli/Mersin (ABKAE)
76 Harcot Erdemli/Mersin (ABKAE)
77 Bebeco Erdemli/Mersin (ABKAE)
78 Bebeco Erdemli/Mersin (ABKAE)
79 Bebeco Erdemli/Mersin (ABKAE)
80 Bebeco Erdemli/Mersin (ABKAE)
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81 Bebeco Erdemli/Mersin (ABKAE) -
82 Bebeco Erdemli/Mersin (ABKAE) -
83 2-89 Erdemli/Mersin (ABKAE) -
84 Canino Erdemli/Mersin (ABKAE) -
85 Roxana Erdemli/Mersin (ABKAE) -
86 Aurora Erdemli/Mersin (ABKAE) -
87 Sakit-6 Erdemli/Mersin (ABKAE) -
88 Fracasso Erdemli/Mersin (ABKAE) +
89 Castelbrite Erdemli/Mersin (ABKAE) -
90 33-89 Erdemli/Mersin (ABKAE) -
91 Alyanak Erdemli/Mersin (ABKAE) -
92 Priana Erdemli/Mersin (ABKAE) -
93 Prececo de Tyrinthe | Mut/Mersin (Zeytin Cukuru) -
94 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) +
95 Precoce de Tyrinthe | Mut/Mersin (Zeytin Cukuru) -
96 Precoce de Tyrinthe | Mut/Mersin (Zeytin Cukuru) +
97 Precoce de Tyrinthe | Mut/Mersin (Zeytin Cukuru) -
98 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) +
99 Sekerpare Mut/Mersin (Cukurbag) +
100 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) +
101 Alkayisi Mut/Mersin (Cukurbag) +
102 Sekerpare Mut/Mersin (Cukurbag) -
103 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) -
104 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) -
105 Alkayi1si Mut/Mersin (Cukurbag) -
106 Alkayisi Mut/Mersin (Cukurbag) -
107 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) -
108 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) +
109 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) -
110 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) -
111 Italyan Tokali Mut/Mersin (Cukurbag) -
112 Sekerpare Mut/Mersin (Cukurbag) +

+ : Fitoplazma ile enfekteli

—: Fitoplazma yok

Cizelgede goriildigli gibi Mut ilgesinde testlenen orneklerden 94, 96, 98, 99,

100, 101,

108,

112 nolu oOrnekler; Erdemli Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma

Enstitlisti’'nden testlenen 6rneklerden ise 88 nolu 6rnek (Fracasso ¢esidi) fitoplazma ile

enfekteli bulunmustur. Testlenen 112 agagtan 103’ fitoplazma agisindan temiz

bulunmustur (Sekil 4.3).

Bu caligmada 3 farkli primer ¢ifti kullanilarak Nested-PZR yapilmistir. F2R2

primer ¢iftleri kullanilarak yapilan Nested PZR sonucunda sadece 2 6rnekte ¢ok hafif
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bir band elde edilmis, PCR iiriiniiniin yetersizligi nedeniyle RFLP testine tabi
tutulamamistir. FU5/rU3 ve FO1/R01 primer ciftleri kullanilarak yapilan Nested-PZR
sonucu elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.4. ve 4.5’te goriilmektedir. Her iki sekilde de
goriildiigii gibi jeller lizerinde pozitif kontrollerle ayni seviyede band olusumu gézlenen
orneklerin fitoplazma ile enfekteli oldugu saptanmistir. Bant olusumu goriilmeyen
orneklerin fitoplazma agisindan temiz oldugu ortaya konulmustur.

Yapilan bu testlemeler sonucunda Mut ilgesinden alinan 6rneklerde fitoplazma
enfeksiyon orani % 40 olarak belirlenirken ABKAE’den alinan orneklerde % 1.08
olarak bulunmustur. Jarausch ve ark. (1998), tipik ASSF simptomu gosteren agaglarin
%95’inde, simptom gostermeyen agaclarin ise %51’inde ASSF saptamistir. Ayrica
Torres ve ark. (2004), ispanya’nin Barcelona bdlgesinde yaptiklar ¢alismada erik ve
kayist agaglarinin bulundugu bolgelerde survey yapmis bu gozlemlerden sonra alinan
ornekler Nested- PZR yoOntemi ile testlenmis, testlemede 16SrX grubu spesifik primerler
kullanilmis ve yapilan testleme sonucunda simptom gostermeyen 69 6rnegin %50’ inin
ASSEF ile enfekteli oldugu ortaya ¢ikmistir. Bizim yaptigimiz ¢calisma da bu ¢aligmalarla
paralellik gdstermektedir. Jarausch ve ark. (2000), Izmir’den temin ettikleri bir adet
Prunus salicina (Japon erigi)’da ASSF fitoplazmasin1t PZR-RFUP ile tespit etmisler ve
tilkemizde bu fitoplazmanin ilk kayit oldugunu bildirmislerdir. Caglayan ve ark. (2004)
Dogu Akdeniz Bolgesi’nde 2003-2004 yillarinda yaptiklart sorvey calismalari
sonucunda toplam 174 sert ¢ekirdekli meyve agacindan 4 kayisinin ASSF fitoplazmasi
ile enfekteli oldugunu PZR-RFUP ile saptamiglardir. Bu ¢alismada enfekteli bitkilerin 3
adedi Dogu Akdeniz bolgesinde son yillarda turfanda ¢esit olarak yogun olarak
yetistirilen Prececo de Thyrinthe ¢esidinde, 1 adedi ise iilkemizin en 6nemli sofralik
cesidi olan Sakit ¢esidinde saptanmustir. Ayrica Ulubas-Serce ve ark. (2006), Antalya,
Gaziantep, Isparta, Mersin ve Yalova illerindeki gen kaynaklarindan alinan Cagribey,
Sekerpare, Sakit, Canino, Kecskemet Rosa, Levent ve Aprikoz kayist Ornekleri ile
Obilnaja, October Sun, Globe Sun, Original Sun, TC Sun, Queen Rosa, Autumn Giant
erik orneklerinde ASSF fitoplazmas tespit edilmistir. Elde ettigimiz bulgularda ilk kez
Fracasso ¢esidinde ASSF saptanmis ve ABKAE’de bulunan diger gesitlerin simdilik
ASSF’den ari olduklar1 belirlenmistir. Hastaligin {ilkemizin diger damizlik parsellerinde

olduk¢a yaygin bulunmasi ve vektdr boceklerle etkin tasinmasi durumu goéz Oniine
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alindiginda bu bitkilerin her yil testlenmesi ve enfekteli bulunanlarin derhal imha

edilmesi gerekmektedir.

i 62636465 66 676869 7071 727374757677 7JB87JI9W -C T4

=

§ LN

Sekil 4.3. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’'nden toplanan kayisi
orneklerinin FUS5/rU3 primerleri ile yapilan Nested PZR sonucu elde edilen jel
goriintiileri. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), W: Su kontrol, -C : Negatif kontrol,
T4: ASSF ile enfekteli pozitif kontrol
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M 108 101 107 107 84 112 88 88 94 94 9 96 98 98 99 99 W PD AP ESFY

Sekil 4.4. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi (ABKAE) ve Mut’dan
toplanan kayis1 6rneklerinin FU5/rU3 primerleri ile yapilan Nested PZR sonucu elde
edilen jel goriintiileri. M: DNA markir1 # SMO331 (MBI Fermentas), W: Su kontrol;
Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi), ESFY (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi); 84, 88: ABKAE
ornekleri; 94, 96, 98, 99, 101, 107, 108, 112: Mut 6rnekleri.

M 108101 112 B8 14 84 37 94 96 33 99 100 W ESFY FD AP

Sekil 4.5. Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi (ABKAE) ve Mut’dan

toplanan kayis1 Orneklerinin FO1-RO1 primerleri kullanilarak yapilan Nested PZR
sonucu elde edilen jel goriintiileri. M: DNA markirt (MBI, Fermentas), W: Su kontrol;
Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi), ESFY (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi); 14, 84, 87, 88:
ABKAE oOrnekleri; 94, 96, 98, 99, 100, 101, 108, 112: Mut 6rnekleri.
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4.3. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFUP) Sonuc¢larn

Nested PZR sonucunda beklenen seviyede bant veren fitoplazma enfekteli
ornekler ve pozitif kontroller restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile RFLP analizine tabi
tutulmustur.

FUS5/rU3 primer ¢ifti kullanilarak yapilan Nested-PZR iiriinlerinin Rsal, Sspl
restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan RFUP analizi sonucu elde

edilen jel goriintiileri Sekil 4.6. ve 4.7°de verilmistir.

M 108SOT 112 88 94 96 98 99 100 ESEY PD AP -E

Sekil 4.6. FU5/rU3 primerleri kullanilarak elde edilen PZR {iriinlerinin Rsal enzimi ile
kesilmelerinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markirnn # SMO331 (MBI,
Fermentas); Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi), ESFY (Avrupa sert ¢cekirdekli sarilik fitoplazmasi); 88: ABKAE pozitif
ornegi; 94, 96, 98, 99, 101, 108, 112: Mut pozitif 6rnekleri; -E: Enzim igermeyen

kontrol.
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M 108 101 112 88 94 96 98 99 100 ESFY PD AP -E

Sekil 4.7. FU5/rU3 primerleri kullanilarak elde edilen PZR {iriinlerinin Ssp I
enzimi ile kesilmelerinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markir1 # SMO331
(MBI, Fermentas); Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu
Siirgiin  Fitoplazmasi), ESFY (Avrupa sert g¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi);  88:
ABKAE pozitif 6rnegi; 94, 96, 98, 99, 101, 108, 112: Mut pozitif 6rnekleri; -E: enzim

icermeyen kontrol.

FO1/RO1 primer ¢ifti kullanilarak yapilan Nested-PZR iiriinlerinin Sspl, Bmf I,
Bsa I restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilan RFUP analizi sonucu elde

edilen jel goriintiileri Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10’da verilmistir.
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108 101 112 88 - 94 96 98..99 100 ESEY: PDL AP

Sekil 4.8. FO1-RO1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin Bfm1 enzimi
ile kesilmelerinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markirnn # SMO331 (MBI,
Fermentas); Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi), ESFY (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi); 88: ABKAE pozitif
ornegi; 94, 96, 98, 99, 101, 108, 112: Mut pozitif o6rnekleri; -E: enzim igermeyen

kontrol.

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

Sekil 4.9. FO1-RO1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR {irlinlerinin Sspl enzimi ile
kesilmelerinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markirnn # SMO331 (MBI,
Fermentas); Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin

Fitoplazmasi), ESFY (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi); 88: ABKAE pozitif
ornegi; 94, 96, 98, 99, 101, 108, 112: Mut pozitif ornekleri; -E: enzim igermeyen

kontrol.
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101 108 29  ESEY ED. O5

Sekil 4.10 FO1-RO1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR {iriinlerinin Bsal enzimi ile
kesilmelerinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markirt # SMO331 (MBI,
Fermentas); Pozitif kontroller: PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi), ESFY (Avrupa sert ¢ekirdekli sarilik fitoplazmasi); 88: ABKAE pozitif
ornegi; 94, 96, 98, 99, 101, 108, 112: Mut pozitif 6rnekleri; -E: enzim igermeyen

kontrol.

Nested-PZR sonucu fitoplazma ile enfekteli bulunan Orneklerin farkli
restriksiyon enzimleri ile kesilmeleri sonucu yapilan jellerde fitoplazma ile enfekteli
pozitif 6rneklerin band profillerinin ASSF pozitif kontroliiniin band profili ile aym
oldugu ortaya konulmugstur (Lee ve ark., 1995).

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

Yapilan bu testlemeler sonucunda ¢esit bazinda enfekteli agaclarin dagilimi
incelendiginde; 1 tane Fracasso, 1 tane Precoce de Thyrinthe, 1 tane Alkayisi, 2 tane
Sekerpare, 4 tane Italyan tokali kayisi cesidinin ASSF ile enfekteli oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Kayisilarda ¢esit bazinda Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi
(ASSF) enfeksiyon oranlari

i Alindig1 Alinan Ornek | Enfeksiyonlu
Cegit Ismi B('jlgeg Sayis1 Ornek Syay1s1 7o Orant
Fracasso ABKAE 1 1 100
Alkayisi MUT 3 1 33.3
Italyan Tokali MUT 9 4 44.4
Precoce de Tyrinthe MUT 9 1 11.1
Sekerpare MUT 3 2 66,9

Bu sonuglara gore Mersin’de kayisi damizlik bloklarinda da ASSF
fitoplazmasinin varligi ilk kez saptanmis olup dnemli bir kayis1 bdlgesi olan Mut’ta da
gerek simptomlu gerekse simptomsuz agaglarda hastaligin varligi kanitlanmastir.
Hastaligin yaprak psillalari ile etkin olarak tagindigi da g6z oniine alindiginda bolgedeki
kayis1 agaclarinin ASSF acisindan dikkatle takip edilmesi, vektorler karsi uygun
ilaglamalarin yapilarak hastaligin tasinmasinin 6nlenmesi ve oOzellikle de damizlik
bloklarda bulunan tiim bitkilerin her yil testlenerek enfekteli olanlarin imha edilmesi
gerekmektedir. Calismanin sinirlt bir alanda ve smirli sayida ornekle yapilmasindan

dolay1 bu sonuglarin daha kapsamli ¢aligmalarla desteklenmesi zorunludur.
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5. SONUC VE ONERILER

Sahip oldugu degisik ekolojik kosullar nedeniyle pek ¢ok meyve kiiltiiriiniin
merkezi olan Tirkiye kayisi, elma, erik ve kiraz gibi farkli meyve agaglarinin anavatani
ve meyvecilik kiiltiiriinlin merkezidir. Bu meyve tiirleri iilkemizde ekonomik olarak
onemli bir yer tutmakta fakat yiiksek verimli ve kaliteli meyve elde etmek her zaman
miimkiin olmamakla birlikte Sert ¢cekirdekli meyve agaclarindaki hastalik ve zararlilar
ekonomik olarak dnemli kalite ve verim kayiplarina neden olmaktadir. Zararli bocekler,
fungal ve bakteriyel hastaliklar degisik kimyasallar kullanilarak etkili bir savasim
yontemiyle basarili bir sekilde dnlenebilmektedir. Ancak, viriis, viroid ve fitoplazma
gibi hastaliklarla aym sekilde kimyasal miicadele yapilamamaktadir. Bu etmenlerle en
etkili miicadele yolu tesis edilen bahgelerde saglikli ve etmene tolerant/dayanikli
fidanlar kullanmak, diger inokulum kaynaklarindan etmenin bulagsmasinin dnlenmesi
icin vektorlerle ve olasi konukgularla miicadele etmek ve eradikasyondur. Sert
cekirdekli meyve agaclarindan 6zellikle kayis1 ve erikte sorun olan fitoplazmalardan
Candidatus Phytoplasma prunorum (Avrupa sert g¢ekirdekli meyve sariligi=ASSF
European Stone Fruit Yellow=ESFY) hassas ¢esitlerde agacin 1-2 yil i¢inde Sliimiine
neden olmaktadir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nde 20072009 yillarinda yiiriitiilen bu ¢alismada Alata
Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisii Miidiirliigli’niin kayis1 koleksiyon parselinden 92,
Mut ilgesinin Cukurbag bolgesinden 17 ve yine Mut ilgesinin Zeytingukuru bolgesinden
3 O0rnek alinmistir. Alinan 6rneklerle yapilan PZR ¢alismalarinda Alata Bahge Kiiltiirleri
Aragtirma Enstitiisi. Miudirligi’niin - kayis1 damizlik parselinden 1, Cukurbag
bolgesinden 7, Zeytingukuru bolgesinden ise 1 drnek ASSF fitoplazmas: ile enfekteli
bulunmustur. ABKAE’deki damizlik ¢esitlerde hastaligin varligi ilk kez bu ¢alismayla
ortaya konmustur.

Cesitlere gore dagilimi incelendiginde, Italyan tokali, Sekerpare, Alkayisi,
Precoce de Thyrinthe ve Fracasso cesitlerinde ASSF’nin varligr tespit edilmistir.
Fracasso ¢esidi i¢in lilkemizdeki hastalik ilk kayittir.

Cesitler bazinda incelendiginde, kayist yetistiriciliginde {reticiler yabanci
cesitleri kullandiklar1 gibi yerli cesitleri daha yogun kullanmaktadir. Ancak iilkemizde
yetistirilen bu kayis1 c¢esitlerinin ASSF fitoplazmasina kars1 olan reaksiyonlari

(tolerant/dayanikli veya hassas olma durumu) hakkinda bir ¢alisma disinda pek fazla bir
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bilgi mevcut degildir. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde ASSF fitoplazmasimnin epidemi
yapmasi durumunda bu bolgeler icin 6nemli bir potansiyel tehlike oldugu agikca
goriilmektedir. Bu nedenle, iilkemizde genis iiretim alam1 bulan ekonomik kayisi
cesitlerinin  ASSF fitoplazmasina kars1 tolerans/dayanikli veya hassas olma
durumlariin belirlenmesi gerekmektedir. Diger taraftan kayisi yetistiriciliginde yaygin
olarak kullanilan anaglar ve ana¢ potansiyeline sahip cesitlerin de ayni arastirmaya tabi
tutulmasi1 ile dayanikli/tolerant ana¢ kullanimi ile ASSF’nin zararli etkilerinden
korunmak miimkiin olabilecektir.

ASSF fitoplazmasini persistent olarak tasidigi bilinen Cacopsylla pruni Scopoli
boceginin lilkemizde varligina dair heniiz bir kayit yoktur. Bu bolgede tespit ettigimiz
ASSF fitoplazma’siin enfekteli fidan veya as1 materyali ile tasinma olasilig1 yiiksek
goriilmekle Dbirlikte mutlaka olast vektdor ve konukcularin da arastirilmasi
gerekmektedir.

Biitiin bunlar gbéz oOniine alindiginda kayis1 bahgesi tesisinde kullanilacak
fidanlarin mutlaka viriis ve benzeri etmenlerden ari olmasi, ag1 gozii temininde ise yine
ayni sekilde virlis ve benzeri etmenlerden ari as1 gozii kullanimi tesvik edilmelidir.
Bahge tesisinden sonra ise diizenli araliklarla bitkilerin kontrolii, gerekli durumlarda
eradikasyon, olas1 vektéor ve konukcularla diizenli miicadele bu tiir hastaliklarin

kontroliinde 6nemli bir basar1 saglayacaktir.



28

KAYNAKLAR

Anonim, 2004. Tarmmsal Yap1 (Uretim, Fiyat, Deger)D.I.E., Yaymn No. 2002, 199 s.
Ankara.

Anonymous, 2008. Fao Statistics Division 23.11.2008.

Audergon, J. M., Castelain, C., Morvan, G., Castelliére, M.-G., 1991. Behaviour of 150
apricol varieties after an apricot chlorotic leaf roll inoculation . Acta Hort., 293:
593-598.

Asma, B, M. ve Birhanli, O., 2004. Mismis. Evin offset MALATYA, 4s.

Balan, V., Ivascu, A., Toma, St. Solcan, Gh., Tatu, St., 1999. The reaction to
phytoplasma infection of different apricot (Prunus armeniaca L.) cultivars. Acta
Hort., 488 765-768.

Carraro, 1., Osler, R., Loi, N., Ermacora, P., and Refatti, E., 1998. Transmission of
European stone fruit yellows phytoplasma by Cacopsylla pruni. Journal of
Plant Pathology, 80: 233-239.

Carraro, 1., Loi, N., Ermacora, P., 2001. Transmission characteristics of the European
stone fruit yellows phytoplasma and its vector Cacopsylla pruni. European
Journal of Plant Pathology, 107: 695-700.

Carraro, L., Ferrini, F., Ermacora, P., Loi, N., 2002. Role of wild Prunus species in the
epidemiology of European stone fruit yellows. Plant Pathology, 51: 513-517.

Caglayan, K., Gazel, M., 1999. Primary studies for viroid and phytoplasma problems of
stone fruits in East Mediterranean Area of Turkey. XIVth International Plant
Protection Congress (IPPC) Jerusalem, Israel, July 25-30. p. 16.characterisation
of Mediterranean Prunus Necrotic Ringspot Virus Isolates. Journal of Plant
Pathology, 83 (1): 45-49.

Caglayan, K., Gazel, M., Ulubas, C., Ember, 1., 2004. Dogu Akdeniz Bolgesindeki sert
cekirdekli meyve agaclarinda Avrupa sert c¢ekirdekli meyve agaci sariligi
(European stone fruit yellows=ESFY) fitoplazmasinin yaygmlik durumunun
PZR/RFLP yontemleriyle saptanmasi. Tiirkiye I. Bitki Koruma Kongresi
Bildirileri, 8-10 Eyliil 2004, 141 s. Samsun.

Davies, D, L., and Adams, A, N., 2000. ,European Stone Fruit Yellows Phytoplasmas
associated with a decline diseas of apricot in southern England. Plant
Pathology, 49: 635-639.

Deng, S., Huriki, C., 1991. Amplification of 16S rRNA genes from culturable and
nonculturable Mollicutes. Journal of Microbiological Methods. 14:1, 53-61.

Desvignes, J.C., Cornaggia, D., 1982. Observations on apricot chlorotic leaf roll
(ACLR): sensitiveness of different Prunus species, detection, spread in plum
orchards. Acta Hort. 130, 249-256.

Dosba, F., Lansac, M., Mazy, K., Garnier, M., and Eyquard, P.J., 1991.Incidence of
different diseases associated with mycoplasmalike organisms in different species
of Prunus. Acta Hort., 283: 311-320.

Doyle,J.J., Doyle, J.L., 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus, 12:13-15.

Dunez, J. 1988. Fruit crop sanitation in theMediterranean and Near east Region. Status
and Requirements. FAO. United Nations Development Programme, 251-259.

Guinchedi, L., Poggi-Pollini, C. and Credi, R., 1982. Susceptibility of stone fruit trees
to the Japanese plum tree decline causal agent. Acta Hort., 130: 285-90.

Jarausch, W., Lansac, M., Saillard, C., Broquaire, J. M. and Dosba, F., 1998. PCR assay
for specific detection of European stone fruit yellows phytoplasmas and its use



29

for epidemiological studies in France. European Journal of Plant Pathology
104: 17-27.

Jarausch, W., Lansac, M., and Dosba, F., 1999. Seasonal Colonization Pattern of
Europen Stone Fruit Yellows Phytoplasmas in Different Prunus Species
Detected by Specific PCR. Journal of Phytopathology, 147: 47-54.

Jarausch, W., Eyquard, J.P., Mazy, K., Lansac, M., Mohns, M., and Dosba, F., 2000.
Susceptibility and tolerance of new French Prunus domestica cultivars to
European stone fruit yellows phytoplasmas. Journal of Phytopath., 148: 489-
493

Jarausch, W., Jarausch-Wegrheim, B., Danet, J.L., Broquaire, J.M., Dosba, F., Saillard,
C., and Garnier, M., 2001. Detection and identification of European stone fruit
yellows and other phytoplasmas in wild plants in the surroundings of apricot
chlorotic leaf roll-affected orchards in Southern France. European J. Plant
Path. 107: 209-217.

Jawdah, Y.A., Karakishian, A., and Sobh, H., 2002. An Epidemic of Almond Witches’-
broom in Lebanon: Classification and Phylogenetic Relationship of the
Associated Phytoplasma. Plant Disease, 477.

Kisson, H., Kirkpatrick, B. C. Seemuller, E., 1997.Genetic comparison of the peach
yellow leaf roll agent with European fruit tree phytoplasmas of the apple
proliferation group. Plant Pathol., 46: 538-544.

Kison, H., Seemiiller, E., 2001. Differences in strain virulence of the European stone
fruit yellows Phytoplasma ans susceptibility of stone fruit trees on various
rootstocks to this pathogen. J. Phytopathology, 149: 533-541.

Laimer Da Camara Machado, M., Paltrinieri, S., Hanzer, V., Arthofer, W., Strommer,
S., Martini, M., Pondrelli, M., and Bertaccini, A., 2001. Presence of European
stone fruit yellows (ESFY or 16SrX-B) phytoplasmas in apricots in Austria.
Plant Pathology, 50: 130-135.

Landi, F., Prandini, A., Paltrinieri, S., Mori, N., Bertaccini, A., 2007. Detection of
different types of phytoplasmas in stone fruit orchards in northern Italy. Bulletin
of Insectology 60 (2): 163-164.

Lee, .M., and Journal of Phytopath Davis, R.E., Chen, T.-A., Chiykowski, L.N.,
Fletcher, J., Hiruki, C., and Schaff, D.A., 1992. A genotype-based system for
identification and classification of mycoplasmalike organisms (MLOs) in the
aster yellows MLO strain cluster. Phytopathology, 82: 977-986.

Lee, I.M., and A. Bertaccini, M. Vibro and D. E. Gundersen., 1995. Detection of
Multiple Phytoplasmas in Perennial Fruit Trees with Decline symptomps in
Italy. 728-735

Lorenz, K.-H., Dosba, F., Poggi Pollini, C., Llacer, G., Seemiiller, E., 1994.
Phytoplasma diseases of Prunus species in Europe are caused by genetically
smillar organisms. Z. Pflkrankh. Pflschutz, 101: 567-575.

Maniatis, T., Fritsch, E.F., Sambrok, J., 1982. Molecular Cloning; A Laboratory
Manuel. By Cold Spring Harbour Lab., ISBN 0-87969-136.

Mpyrta, A., ErmacoraF, P., Stamo, B., and Osler, R., 2000. Identification of European
Stone Fruit Yellows From Apricot and Japonese Plum in Albania.

Nemeth, M.,1986. Virus, mycplasma and rickettsia diseases of fruit trees. Martinus
Nijhoff Publishers, The Netherlands and Akademia Kiado, Budapest, Hungary,
840 p.



30

Poggi Pollini C., Giunchedi L., Gambin E., 1993. Presence of mycoplasma-like
organisms in peach tress in Northern-Central Italy. Phytopathologia
Mediterranea, 32: 188-92.

Poggi-Pollini, C., Bissani, R., Giunchedi, L. and Vindimian, E., 1995. Occurrence of
phytoplasma infection in European Plums (Prunus domestica). Journal of
Phytopathology, 143: 701-3.

Poggi-Pollini, C., Bissani, R., Giunchedi, 2001. Occurrence of European Stone Fruit
Yellows Phytoplasma (ESFYP) Infection in Peach Orchards in Northern-Central
Italy. Journal of Phytopathology, 149: 725-730.

Pastore, M., Piccirillo, P., Simeone, A.M., Tian, J., Paltrinieri, S., Bertaccini, A., 2001.
Transmission by patch grafting of ESFY Phytoplasma to apricot (Prunus
armeniaca L) and Japanese plum (Prunus salicina Linl). Acta Hort., 550: 339-
343.

Rehder, A. 1940. Manual of Cultivated Trees and Shrubs. Second Edition. Macmillan
Company, 996 p. New York..

Smart, C.D., Schneider, B., Blomquist, C.L., Guerra, L.J., Harrison, N.A., Ahrens, U.,
Lorenz, K.H., Seemuller, E., and Kirkpatrick, B.C., 1996. Phytoplasma-specific
PCR primers based on sequences of 16S-23SrRNA spacer region. Appl.
Environ. Microbiol 62, 2988-2993.

Sertkaya G., Martini M., Ermacora P., Musetti R., Osler R., 2005. Detection and
characterization of phytoplasmas in diseased stone fruits and Ppear by PCR-
RFLP analysis in Turkey. Phytoparasitica 33:380-390.

Torres, E., Martin, P, M., Paltrinieri, S., Vila, A., Masalles, R., and Bertaccini, C., 2004.
Spreading of ESFY Phytoplasmas in stone fruit in Catalonia. Journal of
Phytopathology, 152: 432-437.

Ulubas Serce, C., Gazel, M., Caglayan, K., Bas, M., Son, L., 2006. Phytoplasma
Diseases of Fruit Trees in Germplasm and Commercial Orchards in Turkey.
Journal of Plant Pathology. 88 (2), 179-185.

Ulubas Serge, C., Gazel, M., Yal¢in, S., Caglayan, K., 2007. Responses of Six Turkish
Apricot Cultivars to ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ under Greenhouse
Conditions. Bulletin of Insectology 60 (2), 309-310.



31

TESEKKUR

Tez ¢alismamin her asamasinda biiyiik bir titizlik, sabir ve 6zveriyle bana destek
olan ve yol gosteren danisman hocam sayin Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda degerli gortis, katki ve bilgilerini esirgemeyen hocalarim
Yrd. Dog¢. Dr Mona GAZEL, Dog. Dr. Cigdem ULUBAS SERCE ve Yrd. Do¢. Dr

Feza CAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Labaratuar ¢alismalarimda bana yardimci olan arkadaglarim Ziraat Miih. Melisa

MUKANNASGIL ve Sefika YAVUZ’a tesekkiir ederim.

Tez calismalarim sirasinda manevi destegini esirgemeyen, hayatimin her
asamasinda bana her konuda destek olan &zelliklle degerli esim Hiirii ALTAN’a ve

¢ocuklarima tesekkiirlerimi sunarim.



32

OZGECMIS

1977 BINGOL dogumluyum. 1995 yilinda Cankir1 Ziraat Meslek Lisesinden
mezun oldum. 1996 yilinda Diyarbakir Tarim 11 Miidiirliigiinde goreve basladim. 2001
yilinda Silitke Seracilik Meslek Yiiksek okulundan mezun oldum. 2006 yilinda
HATAY Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bah¢e Bitkileri Boliimiinden
mezun oldum. 1998 yilindan beri Mersin Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii

Midiirliiglinde ¢caligmaktayim. Evli ve iki cocuk babasiyim.



33

EKLER

EK 1. Fitoplazma DNA izolasyounda Kullanilan Tampon Cézeltiler

%2’lik CTAB Soliisyonu pH 8.0 (100ml)

Kimyasal Miktar
CTAB (%2) 2gr
NaCl (1,4M) 8,2 gr
EDTA (20mM) 0,7gr
Tris-HCI1 (500mM) 6gr
*f3-mercaptoethanol % 2

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

TE Tampon Cozeltisi 50 ml icin

Tris 10mM

EDTA 1ImM
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Ek 2. AGAROSE JEL ELEKTROFOREZ COZELTLERI ve HAZIRLANMASI

(MANIATIS Ve ark., 1982)

TAEXS0

100ml stok icin

Trizma base 24.2
0.5 M EDTA ph 8.0 10ml
0.6 glacial acetic acide 5.71ml

Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

Yiikleme Ortam

15ml 6X stok icin

150mg Bromophenol blue
18g Glycerol
6ml TAEXS50

-20 °C’de saklanur.

Ethidium Bromide Soliisyonu

Img/ml 200ml stok icin

200ml 0.5XTAE
2001 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.
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% 1.2°lik Agarose Jelin hazirlanmasi

1.2g agaroz, 100ml 1XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilir. Yaklagik 40 °C
sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiilerek agarozun
donmasi beklenir. (15-20 dakika). 1XTAE ortami igeren elektroforez tankina
yerlestirilen agaroz jelin ¢ukurlarma PZR iiriinleri yiiklenir. Ornek yiiklemesi, 12l
PZR iiriinii 2pul yiikkleme ortami ayr1 bir yerde karigtirilarak yapilir. PZR {irtinlerinin
120V’da 35 dakika elektroforezinden sonra ethidium bromide soliisyonu ile 3-5
dakika boyanir ve UV transilluminatérde sonuglar gozlenir. Istenildigi takdirde

kamera ile polaroid fotograf ¢ekilir.



