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Bu arastirma, 2007-2008 yihinda Kahramanmaras ilindeki bazi koylerde ev ve
kapama badem bahceleri ile Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi (KSU) Sert
Kabuklu Meyveler Arastirma Merkezi’nde (SEKAMER) Bahce Bitkileri
Boliimii’niin katkilariyla kurulmus olan badem, seftali ve erik bah¢elerinde Badem
Cadi Siipiirgesi hastali@ina neden olan Candidatus phytoplasma phoenicium
fitoplazmasini Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemiyle teshis etmek amaciyla
gerceklestirilmistir. Hastahik belirtileri icin gozlemler ve ornek toplama ¢alismalan
erken ilkbahar (Nisan) doneminde baslamis ve kis dinlenme donemine (Kasim) kadar
devam etmistir. Badem (204), seftali (30) ve erik (30) agaclarindan toplam 264 adet
bitkisel ornek alinmistir. PCR analizlerinde, agaclarin icinde bulundugu gelisme
donemi dikkate alinarak toplanan yaprak ve dormant odun celiklerinden izole
edilmis olan DNA’lar kullamlmistir. Ca. phytoplasma phoenicium teshisi icin
fitoplazmaya spesifik AImF1/AlmR1 primer ¢ifti kullanilmis ve hi¢cbir oOrnekte
fitoplazma enfeksiyonunu gosterecek 1512 b¢ bityiikliigiindeki DNA fragmenti elde
edilmemistir. Aym1 ornekler fitoplazma evrensel primerleri (P1/P7) ile analiz
edildiklerinde aymi sekilde hicbir ornekte enfeksiyon tespit edilmemistir. Sonug
olarak Kahramanmaras ili simirlarn icerisinde mevcut imkanlarla yapilan ¢cahismada
badem, seftali ve erik agaclarinda Badem Cadi Siipiirgesi ve muhtemel diger
fitoplazma hastaliklarinin bulunmadigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Badem cadi siipiirgesi, badem, fitoplazma, Kahramanmaras,
PCR, Tiirkiye
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This study was carried out in 2007-2008 in the family and commercial almond
orchards of Kahramanmaras villages and in the almond, plum and peach plantations
of the Nuts Research and Experimental Orchards (SEKAMER) at Kahramanmaras
Sutcu Imam University in order to detect “Almond Witches’- broom” disease caused
by phytoplasma of Candidatus phytoplasma phoenicium by Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique. Symptoms observations and plant sample collection were
performed in early spring (April) through winter period (November). A total of 264
plants coming from almond (204), peach (30) and plum (30) was sampled. Leaf and
latent woody cuttings regarding growth stage were used for DNA isolation in order to
analyse with PCR. Primer sets of Alm F1/Alm R1 specific to phytoplasma was used
for Ca. phytoplasma phoenicium detection and non of the samples was amplified for
DNA band at 1512 bp for the phytoplasma infection. Same samples were also
analysed by using phytoplasma universal primer sets (P1/P7) and no-sign was
obtained for any other phytoplasma infection. As a conclusion neither almond
witches’-broom nor other phytoplasma groups was found in basicly almond, then
peach and plum samples in Kahramanmaras.

Keywords: Almond witches’-broom, almond, phytoplasma, Kahramanmaras, PCR,
Tiirkiye
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GIRIS Didem YUZER

1.GIRiS

Ulkemizde iiretilen yillik meyve miktar1 1990'li yillarda 32 milyon ton civarinda
iken 2005 yilina gelindiginde yillik 43 milyon tona yiikselmistir. 2003-2005 yillart
arasinda Ozellikle meyve lretiminde bir artis goriilmiistiir. Bu rakam 2006 yilindaki
kuraklik ve diger sorunlar nedeniyle 41 milyon tona, 2007 yilinda ise 40 milyon tona
diismiistiir. Diinya 6l¢egindeki liretim goz oniine alindiginda, Tiirkiye Diinya’ daki toplam
meyve Uretiminin yaklasik ylizde 4 kadarin1 karsilamaktadir. Sert kabuklu meyve {iretimi
2006 yilinda bir onceki yila gore yiizde 1.9 oraninda artarak 15 milyon ton olarak
gerceklesmistir. Onemli baz iiriinlere oranla, kayis1 yiizde 46.5, erik yiizde 2.5 oraninda
azalmistir. Seftalide ise yiizde 8.4 oraninda artmistir. Toplam 14.4 milyon tonu bulan
meyve iretiminde ise 2007 yilinda, kayisida yiizde 21.2'lik kayiplar yaganmigtir. Meyve
yetistirilen bolgelerde 2008 yilinda kurakligin gegen yillar ki kadar siddetli olmamasi,
onemli don olaylarinin yasanmamasi nedeniyle genel rekoltenin bir 6nceki yila gore daha
iyl olmasi beklenmektedir. Sonug¢ olarak, meyve {iretimi 2005-2008 yillar1 arasinda 43
milyon tondan 40 milyon tona diismiistiir (Anonim, 2008).

Tiirkiye’de badem yetistiriciligine olan ilginin son yillarda giderek arttigi dikkat
cekmektedir. Bu yiizden giliniimiizde badem bahgesi tesisi kazanghi bir yatinm olarak
goriilmeye baslanmistir. Ulkemizde yilda yaklasik 40.000 ton sert kabuklu badem
tretilmektedir. Yerli bademlerimizin i¢ randiman1 % 18-20 dolayinda olduguna gére, en
iyimser tahminle yilda 8.000 ton kadar i¢ badem elde edilmektedir. Nitekim, Tiirkiye son
yillarda 2.000 ton dolayinda i¢ badem ithal etmeye baslamistir. Badem, kayis1 ve seftali
gibi baz1 meyve tiirleri binlerce yil 6nce Tiirkiye' ye getirilmistir. Yillarca sadece tohumla
tiretilmesinden dolayi, ¢cok genis bir cesitlilige sahiptir. Bunun yan1 sira diger tilkelerden
yurdumuza Teksas, Nonpareil gibi badem ¢esitleri getirilmis ve iiretimi yapilmistir.

Tiirkiye’de Dogu Karadeniz’in kiy1 bolgesi ile ¢ok yiiksek yaylalar disinda her
yoresinde badem yetistirilmektedir. Badem yetistiriciligi Ege Bolgesi (Ozellikle Datga
yarimadasi)’'nde yogunlagmis olmakla birlikte, Akdeniz Bdolgesi iiretimden aldig1 % 42
oranindaki payla ilk siradadir. Bunu I¢ Anadolu ve Marmara Boélgeleri izlemektedir.
Ozellikle Ege ve Akdeniz bolgelerinde Tiirkiye badem iiretiminin {igte ikisi
karsilanmaktadir. Kis soguklarmin fazla oldugu yerlerde ekonomik olarak badem
yetistiriciligi  yapilamazken GAP bolgesinin  sulu kosullarinda 6zellikle badem
yetistiriciligine uygun oldugu belirtilmistir (Anonim, 2000). Badem yetistiriciliginde 6n
planda olan illerimiz Mugla, Icel, Antalya, Elaz1g, Denizli, Karaman ve Diyarbakir’dur.

Son on yil igerisinde Akdeniz iilkelerinde sert kabuklu meyve tiirlerinin tiretimi giin
gectikce artmaktadir. Ekonomik olarak iilke gelirine biiyiik katkilari olan bu meyve
tirlerinde Oniine gecilemeyen viriis hastaliklar1 biiylik sorunlar yasatmaktadir (Dunez,
1988 ve 2000). Tiirkiye’ de sert ¢ekirdekli meyve tiirlerinde goriilen virlis ve viriis benzeri
hastaliklar bademde de hastalik yapmaktadir ve bu konuda yapilan aragtirmalar az
sayidadir. Viriis ve viriis-benzeri hastalik etmenlerinin yani sira bademde zarar yapan klok
(yapraklarda fungus zarar1), yaprak delen (kizil leke-¢il; hastalik nemin arttig1 alanlarda
sikca goriliir), et leke hastaligi (fungus enfeksiyonundan kaynaklanan yapraklarda sari-
parlak kirmiz1 leke), kiilleme hastaliklar1 da onemli sayilabilir. Zararlilar olarak akarlar,
yesil seftali yaprakbiti, fidan dip kurdu gibi bécek gruplar1 agacin gelisimi ve meyve
kalitesi iizerinde olumsuz etki yapmaktadir (Kiiden ve Kiiden, 2000).

1
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Gegmis yillarda sarilik hastaligi tasiyan bitkilerin elektron mikroskobuyla
incelemesinde hiicre duvar1 olmayan organizmalar tespit edilmistir. Bu yeni hastalik ajani,
insanda ve hayvanda hastalifa sebep olan mikoplazmaya benzerliginden Gtiirii
“Mikoplazma benzeri organizmalar (MBO)” olarak adlandirilmistir. Daha sonralar1 bu
organizmalarin kendine has, degismeyen bazi 6zelliklerinin saptanmasi iizerine bu grup
icin fitoplazma ismi verilmistir. Fitoplazmaya bagli hastaliklar tiim diinya g¢apinda
yaygindir ve birgok bitkiyi enfekte etmektedir. Yiizlerce bitki tiirlinde 300’den fazla
hastaliga sebep olmaktadir. Coconut lethal yellowing, Peach X-disease, ve Apple
proliferation gibi ekonomik olarak onemli hastaliklara yol agmaktadir. Baz1 fitoplazma
hastaliklar1 tek yillik bitkileri bazilar1 ise orman alanlarin1 enfekte etmektedir (Welliver,
1999).

Fitoplazmalar bakterilere benzeyen tek hiicreli, hiicre duvar1 olmayan, obligat
parazitlerdir. Konuk¢u haricinde yasamlarint siirdiiremezler. Konuk¢u hiicre
sitoplazmasinda biiylir ve c¢ogalirlar. Fitoplazmalar ¢ok kiicliktiirler ancak elektron
mikroskobu ile izlenebilirler. Tomurcuklanma vasitasiyla asekstiel olarak {irerler.
Giliniimiizde en az 75 farkli fitoplazma mevcuttur; 14 grup ve 38 alt gruptan olusmaktadir.
Hastaliklar daha onceden adlandirildigindan sonradan saptanan fitoplazma ajanlarinin
isimleri arasinda halen bir diizenleme yoktur. Molekiiler teshis yontemlerinin gelismesi ile
benzer hastalifa neden olan farkli fitoplazmalar saptanmistir. Ayn1 zamanda farkli adlarla
adlandirilan hastaliklarin tek bir fitoplazma tarafindan enfekte edildigi anlasilmistir.
Fitoplazmalar her ne kadar ilk olarak elektron mikroskobu yontemi ile teshis edilmis olsa
bile boyama, serolojik ve DNA’ya dayali yontemler gelistirilmistir. Serolojik ve DNA
teknikleri farkli fitoplazmalarin ayirt edilmesini, spesifik olarak tespitini ve
siniflandirilmalarini saglamistir (Welliver, 1999).

Libnan’mn 3 farkli bolgesinde 2000 ve 2002 yillar1 arasinda yapilmis olan
surveylerde, u¢ siirgiinlerinde kiigiik sararmis yapraklar bulunan badem agaglarindan
toplanan Orneklerle yapilan bir ¢aligmada tiim badem ¢esitlerinin etkilendigi saptanmistir.
Fakat baz1 agaclarin belirgin derecede hassas oldugu ve siirglinlerde siddetli cadi
stiplirgesine benzer degisimlerin gelistigi saptanmustir. Bazi agacglarda bu simptomlari
takiben ani &liimler tespit edilmistir (Verdin ve ark., 2003). Liibnan ve iran’da 1990’lardan
sonra badem cadi siiplirgesi Oldiiriicii hastaligi ile badem {iretimi ¢ok ciddi sekilde
etkilenmistir. Ulkenin giineyinde 1990’larin basinda ilk yayilma basladigi zamandan
itibaren, Liibnan’da son 15 yil igerisinde binlerce badem agaci Olmiistiir. Liibnan ve
Iran’da goriilen cadi siipiirgesi hastaliginin badem agaclarindaki simptomlar1 kok ve
govdeden baslayarak zayif siirglinlerin artmasi ve cadi siipilirgesinin belirginlesmesini
kapsamaktadir. Bu simptomlar agaclar etkili olarak budandigi zaman siddetlenmektedir.
Agaglarda ayn1 zamanda yaprak boyutlarmin kiigiilmesi ve sararmasi, biiylimenin
engellenmesi, geriye Oliim, sezon dis1 biliylime, yapraklarda rozetlesme ve erken
ciceklenme goriiliir. Agaglarin ya da dallarin etkilenen kisimlarinda meyve miktar1 azalir
veya hi¢ meyve vermez duruma gelirler (Foissac ve ark., 2008).

Badem cadi siiplirgesi (Almond witches’broom)’nin dogal konukgusu kiiltiire
alinmis bademler (Prunus dulcis, P. amygladus ya da Amygdalus communis) ve yabani
bademdir (P. orientalis). Ancak Liibnan’da bu fitoplazma, amygdalus alt grubunda olan
seftali (P. persica) ve nektarinde de (P. persica var. nucipersica) saptanmistir. Asilama
uygulamalar1 cadi siiplirgesi hastaliginin bademe, seftali ve nektarine tasindigini
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gosterirken Prunus ve Cerasus alt grup iiyeleri olan kayisi, erik ve kiraza taginamamaistir.
Deneysel kiiskiitle tasinma metoduyla Cantharanthus roseus yabanci otlarina Solanum
melongena bitkisine basariyla tasinmistir (Foissac ve ark., 2008).

Badem agaclarin1 enfekte eden fitoplazma hastaliklar1 siddetli iiriin kaybina sebep
olmaktadir. Yaklasik 20 yildir yapilan calismalar, bu hastaligi erken donemde saptayip,
zararli etkilerinin 6nlenmesine yoneliktir. Fransa, Italya, Almanya, Amerika, Iran ve
Liibnan’da bu hastalifin tespiti ve kontroliine yonelik genis arastirmalar yapilmistir.
Liibnan ve Iran’da yakin tarihte bademi enfekte eden bu fitoplazmanim tespit edilmis
olmasi lilkemizde de bu hastaligin goriilebilecegini bizi diisiindiirmektedir. Fitoplazmalarin
ayrimi ve saptanmasi, hastaligin teshisi i¢in gereklidir. Bu prokaryotlar in vitro olarak
kiiltiire alinamadigindan alternatif metodlar kullanilmak zorundadir. Gegmiste bu amag
icin hem DNA hibridizasyonu hem de serolojik yontemler kullanilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase chain reaction, PCR), bitki ve bocek konukcularindaki
fitoplazmay1 belirlemek i¢in daha ¢ok yonlii bir yontem oldugundan giiniimiizde tercih
edilmektedir. Fitoplazma genomunun fitoplazmaya 0zgii 16S rRNA bolgesinin
cogaltilmasiyla elde edilen fragmanlardan PCR primerleri gelistirilmistir. Bununla birlikte
16S rRNA genomuyla ilgkili olan fitoplazmalarin birbirine benzer olmasi bu
fitoplazmalarin ayirt edilmesini zorlastirmistir. Son yillarda fitoplazmalarin ayrimini
saglayan bolgenin 16S ve 23S rRNA genom bdlgesi oldugunu saptanmis ve ana fitoplazma
gruplarint ayirt etmeyi saglayacak spesifik genom boélgelerine 6zgii PCR primerleri
gelistirilmistir. Bu teknik epidemiyolojik caligmalar, vektor iligkilerinin analizi ve
hastaligin kontroliine yonelik strateji gelistirilmesi agisindan onemlidir (Smart ve ark.,
1996). Giinlimiizde halen fitoplazmalarin tespitinde evrensel ve spesifik primerler
kullanilarak yapilan PCR yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calismamizda, Kahramanmaras’ta ev ve kapama bahgelerinde mevcut Badem
cady siipiirgesi hastaliginin simptomatolojik olarak goézlemlerinin yapilmasi, simptomlu
veya simptomsuz oldugu diisiiniilen agaglardan alinan Orneklerin hastalik etmenine
spesifik hazirlanmig primer dizinleriyle PCR yo6ntemi kullanilarak tanisinin yapilmasi
amaglanmstir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bitki floem dokusunu ve bdcekleri kolonize eden hiicre duvari olmayan, heliks
yapida olmayan prokaryotlarin kolektif adi olarak fitoplazma ismi kabul edilmistir. In
vitro’da fitoplazmalar heniiz daha kiiltiire alinamamistir. Farkli genlere dayali filogenetik
analizler fitoplazmalarin mollicutes smifi altinda farkli monofiletik sinifta bulundugunu
gostermistir. Bu calismada Candidatus (Ca.) phytoplasma ile fitoplazmalarin birbirine
uygun oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu ¢alisma Ca. phytoplasma taksonunun 6zelliklerini tarif
etmektedir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Fitoplazma tiirleri ve sebep olduklar1 hastaliklar

Ca. phytoplasma aurantifolia | Prokaryot associated witches’-broom disease of small-fruited acid lime
Ca. phytoplasma australiense | Australien grapevine yellows

Ca. phytoplasma fraxini Ash yellows

Ca. phytoplasma japonicum Japanese hydrangea phylody

Ca. phytoplasma brasiliense Hibiscus witches’-broom in brasil

Ca. phytoplasma castaneae Chestnut witches’-broom in korea
Ca. phytoplasma asteris Aster yellows

Ca. phytoplasma mali Apple proliferation

Ca. phytoplasma phoenicium | Almond lethal disease

Ca. phytoplasma trifolii Clover proliferation

Ca. phytoplasma cynodontis Bermuda grass white leaf

Ca. phytoplasma ziziphi Jujube witches’-broom

Ca. phytoplasma oryzae Rice yellow dworf

Alt1 hastalik candidatus tiiriine ilave edilmesine ragmen taksonomik adlandirma

yapilmamustir.

1. Seftali X hastalig1
Asma flavescence doree
Orta Amerika Hindistan cevizi 6liim sarilig1
Hindistan cevizinde Tanzanya 6liimii
Hidistan cevizinde Nijerya 6limii
. Loofah cadi stiipiirgesi

Diger Ca. phytoplasma tiirlerine 16STRNA gen dizisi %97,5’dan fazla benzemesine
ragmen farkli biyolojik, fitopatolojik ve genetik Ozellikleri ile karakterize baska tiirler
farkli organizmalar olarak adlandirilmalidir (Cizelge 2.2.).

LR W

Cizelge 2.2. Candidatus phytoplasma tiirii olmasina ragmen farkli biyolojik, fitopatolojik
ve genetik 6zelligi olan diger tiirler

Ca. phytoplasma pyri Pear decline (PD)

Ca. phytoplasma prunorum European Stone fruit yellows
Ca. phytoplasma spartii Spartium witches’ broom
Ca. phytoplasma rhamni Buckthorn witches’ broom
Ca. phytoplasma allocasuarinae Allocasuarina yellows

Ca. phytoplasma ulmi Elm yellows

Sonug olarak bazi organizmalar 16STRNA gen dizilerin diger candidatus tiirlerine
%97,5’in altinda benzerlik gostermesine ragmen tiim 6zellikleri tam anlasilamadigindan
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candidatus tiird olarak halen adlandirilamamaktadir (The IRPCM
Phytoplasma/Spiroplasma working team, 2004).

Mollicuteslerin molekiiler teshisi 16S ribozomal RNA (rRNA) genlerine spesifik
hazirlanmis primerler kullanilarak yapilmasi miimkiin olmustur. Okaryotlarin 16S-benzeri
rRNA dizileri ya da 6bakterlerin, mollicuteslerin ve hiicre i¢i organellerin 16S rRNA
dizilerini temel alarak bes cift PCR primeri sentez edilmistir. Bu PCR primerleri degisik
kiitiire alinabilen veya kiiltiire alinamayan mollicuteslerin 16S rRNA genleri ile yiiksek
dizilim homolojisi, 6karyotik niikleer 16S-benzeri rRNA ya da hiicre i¢i organellerinin 16S
rRNA genleri ile de diisiik dizilim homolojisi gostermektedir. Mollicutes’lere 6zgii DNA
preparatlar1 ile PCR uygulamasi yapildiginda, uzun zincirli 16S rRNA genleri ve kisa
zincirli 16S rRNA genlerinin degisken bolgeleri basarili olarak cogaltilmistir. Ayni
primerler Escherichia coli ve saglikli bitki DNA preparatlar1 kullanildiginda ise ¢ogaltim
yapmamistir (Deng ve Hiruki, 1991).

Ahrens ve Seemiiller (1992) 16Sr RNA gen dizisinin ¢ogaltildigi PCR metoduyla
mikoplazma benzeri bitki patojenlerinin DNA’larmi1 saptamiglardir. Bu c¢alismalarinda
Cantharanthus roseus‘dan izole edilmis MBO izolatlar1 ile sistemin uygunlugunu test
etmiglerdir. Tiim izolatlardan 24 dongii sonrasinda ¢ogalma iiriinii olan MBO DNA’sin1
elde etmislerdir. Bu yontemle enfekteli bitkiden alinan 6rneklerde ise 40 dongii sonrasinda
MBO’nin DNA fragmenti saptanmistir. Simptom gostermeyen bitkilerdeki MBO
varliginin, DNA c¢ogaltim isleminin yapildigi RFLP analizi ile tespit edilebilecegi
gosterilmisti. Bu yontemle farkli Prunus tiirlerinde MBO varligi ilk defa saptanmustir.

Amerika ve Italya’da dogal yollarla enfektelenmis baglarda, asma sarilig1 hastalig
(Grapevine yellows) ile iligkili MBO’larin zincirlerinin tespit ve ayriminda PCR ve PCR
restriksiyon analizi ile c¢ogaltilmis DNA’lar kullanilmistir. Asmay1 enfekte eden
MBO’larin 3 biiyiik grubu bu yolla tanimlanmistir. Asma sarilig1 hastaligini1 géz oniine
alan bu calisma farkli etiyolojiye sahip bir¢ok hastaligin kompleks oldugunu
gostermektedir (Prince ve ark., 1993).

Lorenz ve ark., (1995) Apple Proliferation (AP) ve Pear decline (PD)
hastaliklarinin sebebi olan fitoplazmalar1 teshis etmek icin ribozomal ve ribozomal
olmayan DNA dizilerininden PCR primerleri hazirlamislardir. PD enfekteli agaglardan
alman Orneklerde, hedef DNA’larin cogaltilmasini baslatan ribozomal bir ¢ift primer
(fU5/rU3) gelistirmislerdir. Bu primerler ayn1 zamanda taksonomik olarak farkli olan diger
tiim fitoplazmalarda da rDNA’y1 cogaltmada basarili olmustur. AP, PD ve European stone
fruit yellows (ESFY) ile iligkili birbirine benzer olan fitoplazmalarin tespiti i¢in 16Sr RNA
geninden koken alan grup spesifik bir ¢ift primer (f01/r01) hazirlanmistir. PD ajaninin
(fU5/ rU3) ve (f01/r01) primerleri kullanilarak PCR ile tespiti, 4'- 6 diamino 2-
phenylindale florasan metodunu kullanilarak yapilan mikroskopik tespite (DAPI) gore
belirgin derecede daha hassastir. PCR iiriinlerinden yapilan restriksiyon enzim analizi ile
AP ve PD fitoplazmalarinin ayrimi yapilmistir. Bu ¢alismada 3 ¢ift ribozomal olmayan
primer, AP yada PD enfekteli agaclardan fitoplazmik DNA’y1 cogaltmay1 basarmustir,
ancak her iki patojeninde tiim zincirleri tespit edilememistir (Lorenz ve ark., 1995).

Maixner ve ark., (1995) Alman Uziim Saris1 hastalig1 (German grapevine yellows-
VK) ile iligkili MBO’larin ribozomal serilerinin 6zgiil ¢ogaltimini saglayan PCR prosediirii
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gelistirmiglerdir. Farkli bahgelerin farkli alanlarindan toplanmis olan 6rneklerin basarili
cogaltimi, hastalik ajaninin nispeten homojen bir organizma oldugunu gostermistir.
Convolvulus arvensis, Solanum nigrum gibi baglarda dogal olarak enfektelenmis yabanci
otlardan ve baglardan toplanan Hyalesther obsoletus vektoriinden hazirlanan template
DNA’nin ¢ogaltimmi basarmiglardir. Boceklerin asma fidanlarindaki beslenmesi ile
patojene vektorliik yaparak bitkilerde tipik sarilik simptomunun gelistigini gostermislerdir.

Fitoplazmalar1 filogenetik gruplarina gore smiflandirilmas: ve tanimlanmasini
saglayacak teshis yoOnteminin gelistirilmesi i¢in fitoplazmalarin 16S-23S “intergenic
spacer” bdlgelerinin dizilim farkliligi avantajindan yararlanilmistir. SR dizilerinden
hazirlanan10 adet PCR primeri ile grup spesifik olarak DNA c¢ogaltimi saglanmistir. Elm
yellows, Ash yellows ve Pear decline gibi bazi fitoplazma gruplar i¢in SR primeri ile 16S
rRNA genini i¢ine alan spesifik primer c¢ifti olusturulmustur. Bu primer c¢iftleri spesifik
fitoplazma gruplarina 6zgilidiir ve baska diger fitoplazma gruplarindan PCR iiriinlerini
cogaltmazlar. Korunmus olan transfer RNA (tRNA)’y1 saglamlastirmak ic¢in kullanilan
primer dizinleri ve evrensel primer ile birlikte test edildigi tiim fitoplazmalarin teshisi
giivenilir sekilde yapilmistir. Bu primerlerin, arazi Orneklerinde belirli gruptaki
fitoplazmalarin teshisinde etkili bir ydontem olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Smart
ve ark., 1996).

Carraro ve ark., (1998) ESFY nin tasinmasi ¢alismalarinda araziden yada enfekteli
bitkilerden yakalanmis Cacopsyyla pruni’yi kullanarak fitoplazmay1r Japon erigine
deneysel tasinmasini basarmislardir. Enfeksiy6z psylloslarin farkli gruplar1 inokiile
edilerek test edilen bitkilerin %89’unda enfeksiyon saptanmislar ve hem nimflerin hem de
erginlerin hastali§i aktarabilecegini gostermislerdir. Kafese konulan bocekler test
bitkilerine hastaligi ¢ok hizli nakletmislerdir. Ortalama 4-5 aylik inkiibasyon periyodu
sonrasi ilk test bitkileri tipik simptomlar1 gdstermistir. Inokulum kaynaklari, test bitkileri
ve vektorler fitoplazma varligi agisindan PCR ile gozden gegirilmistir. Bitkilerden ve
bdceklerden alinan izolatlar deney sonucunda benzer restriksiyon profili gostermistir. AP
grubunun iiyeleri olan PD ve ESFY’nin her ikisinin de Cacopsylla spp. ile tasindigini
gostermiglerdir (Carraro ve ark., 1998).

Avrupa’daki sert g¢ekirdekli meyve agaclarinin siddetli geriye oliim hastalig
(Severe decline diseases) ile fitoplazmalarin iligkisinin spesifik olarak saptanmasi i¢in PCR
ile DNA ¢ogaltim yontemini kullanilmistir. PCR primerleri, ESFY fitoplazmasinin
ribozomal olmayan genomik fragmaninin PCR sekans iirlinlerinden elde edilen, kismi
dizilimine dayanilarak diizenlenmistir. Yaklasik 300’iin iizerinde sert ¢ekirdekli
orneginden elde edilen toplam DNA’larinin 237 bg’lik kismimin spesifik ¢ogaltilmasina
dayali PCR yontemi gelistirilmistir. Ozellikle AP ve PD gruplarindaki fitoplazmalara
benzeyen diger fitoplazmalarla hastalanmis ya da saglikli kontrollerden alinmis olan
DNA’larda higbir PCR iiriinii saptanmamuistir. Fitoplazma infeksiyonu tiim o6rneklerde
evrensel ribozomal primerler kullanilarak PCR ¢ogaltimi ile kontrol edilmistir. Spesifik ve
evrensel primerlerle saptanma oran1 %97 olarak tespit edilmistir. ESFY fitoplazmalari,
Fransa’nin en onemli sert ¢ekirdekli iiretim bolgelerinin oldugu 139 iiretim alanindan
114’tinde saptanmustir. Yazin saptanan klorotik yaprak kviricikligi benzeri tipik
simptomlar ile kisin saptanan simptomlar fitoplazma varlig1 agisindan %95 oraninda
iliskili oldugunu gostermistir. Bununla birlikte simptom gdstermeyen agaglardan alinan
orneklerin % 51'nde fitoplazma saptamislardir ( Jarausch ve ark., 1998).
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PD, ESFY, Rubus stunt, Picris echioides (bristly oxtangue) yellows ve pamuk
(Gossypium hirsutum) phyllody hastaliklarina sebep olan fitoplazmalar sirasiyla dogal
enfekteli bitkilerden deney konukgulara Cantharanthus roseus ve Cuscuta ssp (kiiskiit)
aktarilmiglardir. Bu fitoplazmalarin tanilar1 ¢ogaltilmis ribozomal DNA’nin kullanildig:
RFLP-PCR yontemiyle yapilmistir. Restriksiyon profilleri incelendiginde pamuk phyllody
ajaninin, baklagil ve bezelye phyllody’ye sebep olan fitoplazmadan farkli oldugu ayirt
edilmistir. Oysa bu hastalifa daha 6nce pamuk phyllody adli tek bir etmenden kaynakli
hastalik oldugu sanilmaktayd: (Marcone ve ark., 1999).

Fransiz eriginin (Prune d’Ente) 5 yeni yetistirme alaninda ve Frenk eriginin (Reine
claude) yeni kolonilerinin yetistirildigi 11 alanda ESFY fitoplazmalan siirgiinlere inokiile
edilerek 6 yil boyunca konukcu reaksiyonu degerlendirilmistir. Tiim test edilmis Prunus
domestica bahgelerinde ESFY enfeksiyonlart PCR ve DAPI yontemleri ile test edilerek
hepsinin ESFY’a duyarli oldugu saptanmistir. Yeni Fransiz erigi (Prune d’Ente)
bahgelerinin tamaminin daha duyarl oldugu, genellikle ESFY simptomlar1 gosterdigi ve
%19 oraninda Oliimler meydana geldigi gozlenmistir. Meyve agirligi belirgin derecede
azalmistir. Frenk erigi genotiplerinde hi¢ 6liim izlenmemis ve sadece iki bah¢ede hafifi
siddette ESFY simptomlar1 gézlenmistir (Jarausch ve ark., 2000).

Farkli sert c¢ekirdekli tiirlerini enfekte eden ESFY fitoplazmasinin genetik
degiskenligini tayin etmek i¢in 927 bg ribozomal olmayan fragman kullanilmistir. Bunun
icin 4 farkli Akdeniz {ilkesinden 175 izolat, 7 adet restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan
PCR-RFLP analizi ile test edilmistir. ESFY fitoplazmasina ait hi¢bir polimorfizm tespit
edilmemistir. Ama ESFY ve AP fitoplazmalarinin homolog fragmanlar1 arasinda 18
restriksiyon alaninin 12’sinde farklilik gosterdigi saptanmistir. Fransiz ESFY’sinin 846 bg
olan bir fragmani tepit edilmistir. Bu ESFY fitoplazma dizisinin AP grubu fitoplazmalarin
niikleotid dizisi ile % 89,7 benzerlik gosterdigini ifade etmektedir. Tiim dizinin G+C
icerigi belirgin olarak diisiik (%15,4), A+T icerigi ise yliksekti. Bu ¢aligmada Tiirkiye’de
ESFY fitoplazmasinin varligi ilk olarak tespit edilmistir. Ayrica daha 6nce bildirilmemis 5
farkli Prunus tiriinde de fitoplazma saptanmistir. Bu calisma farkli Prunus tlirlerini
etkileyen ESFY fitoplazma izolatlarinin genetik olarak homojen oldugunu, ancak AP
fitoplazmasindan ayirt edilebilecegini gostermistir. Bu ylizden bunlar farkli taxonlari
temsil etmektedir (Jarausch ve ark., 2000).

Giineydogu Ingiltere’de bir bdlgede badem agaglarmi enfekte eden fitoplazma,
florosan mikroskobu ve PCR ile tespit edilmistir. Agac¢lardaki patojenler enfeksiyonundan
kaynaklanan simptomlar degiskenlik gosterirken, bazilarinda hi¢ simptom yok veya
siddetli simptomlar tasiyorlardi. 16S rRNA gen bolgelerinin ¢ogaltilmasini saglayan grup
spesifik primerlerin kullanildigi PCR deneyleri, gliney ve dogu Avrupa’da goriilen ESFY
izolatlarindaki fitoplazmalarla benzerlik gosterdigini saptamistir. Bu calisma birlesik
kralliktaki badem tiirlerinde fitoplazma varligini bildiren ilk ¢alismadir. Enfeksiyonun
kaynagi ise bilinmemektedir. Meyve endiistrisi i¢in ise bu yeni hastalik tartisilmaktadir
(Davies ve Adams, 2000).

1994-1998 yillart arasinda Kayis: klorotik yaprak kivircikligi hastaliginin yiiksek
oranda izlendigi giliney ve glineybati Fransa’daki kayis1 yetistirilen iki bolgede, ESFY
fitoplazmasinin konukgularini tanimlamak i¢in arazi ¢alismast yapilmistir. Ellibir farkli
bitki tiirtinden toplam 431 6rnek, evrensel ve ESFY spesifik primerler kullanilarak PCR ile
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test edilmistir. Tipik ESFY simptomu gosteren 6 farkli yabani badem tiiriinde ve simptom
gostermeyen Rosa canina, Fraxinus excelsior ve Celtis australis tlrlerinde fitoplazma
enfeksiyonu tespit edilmistir. Fitoplazmasinin yayilmasinda bu tiirlerin olas1 etkileri
arastirildiginda Rubus spp. tiirlerinde, Avrupa’daki geriye Olim simptomlar1 goriilen
akcaagac¢ ve karaagaclarda elm yellows, alder yellows ve rubus stunt fitoplazmalar tespit
edilmistir. Malva sylvestris’de rubus stunt fitoplazma varligi ilk defa gosterilmistir. Ayrica
Convolvulus arvensis’te stolbur fitoplazmasi tespit edilmistir. Cornus sanguinea’da ise
daha Once hi¢ rapor edilmemis bir fitoplazma tipi tespit edilmistir. 16STDNA-RFLP
paternine gore bu yeni fitoplazma stolbur fitoplazma grubuna aittir (Jarausch ve ark.,
2001).

Gliney Fransa’da (Languedoc-Roussillon) 1994 ve 2000 yillar1 arasinda badem
agaclarin1 enfekte eden ESFY fitoplazmasi hakkinda epidemiyolojik ¢alisma yapilmistir.
Hastaligin yayilmasina havadaki vektorlerin etkili oldugunu ve hastaligin baslangicta
yayillma oranlarmin ise diisiik oldugu saptanmistir. ESFY nin yiiksek oranda enfekte ettigi
kayis1 bahgelerinden ve etrafindan homopter familyasindan olan 7000 bocek toplanmaistir.
ESFY fitoplazmasmin tespiti icinse, bunlardan 1000 tanesi, evrensel ribozomal ve
ribozomal olmayan spesifik primerler kullanilarak yapilan nested-PCR yontemi ile
arastirllmistir. Digerleri ise test bitkilerine bulastirilarak arastirilmasi igin kafeslere
yerlestirilmistir. Yakalanmig olan hicbir c¢ekirge tiirlinde PCR yontemiyle ESFY
fitoplazmasina rastlanmamistir. Kayist agaglarinin ana¢ fidanlar1 olan Prunus domestica,
P. cerasifera ve P. spinosa lizerinde yakalanmis olan Cacopsylla pruni psyllid’inde ise
fitoplazma tespit edilmistir. Nested-PCR yontemi kullanilarak, bir kayist agacinda
yakalanmis olan Synophosis lauri’de ESFY fitoplazmasim1 ag¢iga c¢ikarmislardir.
Fransa’daki epidemiyoloji ¢alismalarinda ESFY fitoplazma vektorii olarak Cacopsylla
pruni‘nin rol oynadig1 belirlenmistir. Iki yil siiresince nisan—kasim aylar1 arasinda kayisi
fidanlar1 konukgu bitki olarak kullanildiginda higbir dogal bulagma gozlenmemistir. Fakat
tiim yil boyunca bahgede birakilmis kayis1 fidanlarinin 50 tanesinin biri hari¢ hepsinde
enfeksiyon gelismistir. Erken ilkbaharda ESFY enfeksiyonu, Cacopsylla pruni’ nin hayat
dongiisii ile dogal bulasma sonuglar1 ortak goriilmiistiir ( Jarausch ve ark., 2001).

ESFY fitoplazmasinin 20 ¢esidi seftali, seftali hibrid GF677 ve P. marianna GF 8/1
agaclarina agilama yontemi ile bulastirilarak test edildiginde, viriilent etkilerinde belirgin
farkliliklar oldugu goriilmiistiir. En viriilent tiirler seftali fidanliklarindaki tiim agaglari
oldirmiistiir. Hafif tiirler ise Olime sebep olmamistir ama orta dereceli yaprak
simptomlarina ve agacin direncinde azalmaya sebep olmustur. Viriilent 6zellik, genellikle
patojen-siirglin kombinasyonuna dayanmaktadir ve siirgiiniin, patojenin esas konukcusu
oldugu bircok vakada c¢ok siddetlidir. Sert c¢ekirdekli meyve agaglarinin direncini
arastirmak i¢in 23 adet fidan ESFY ile inokiile edilmistir. Prunus domestica fidanlarindan
Ackermann, Brompton, P1275 ve Prunus cerasifera fidanindan Myrabolan daha az
etkilenmistir. GF677, GF8/1 ve P. insititia fidanlarindan St Julien A ve St Julien GF655/2
fidanlarinda daha az hasar olusmustur. Isthara, P. cerasifera fidanindan Myrabolan ve
seftali fidanlar1 Higama ve GF305 az ¢ok hassasiyet; Montclar fidanligindaki seftali agac
ve fidanlarinda, St Julien 2’de yiiksek derecede hassasiyet izlenmistir. Farkh
fidanliklardaki kiraz aga¢larindan Gisela 3 ve F 12/1 en az hassas gesitlerdir. Oysa Gisela 1
ve Weihroot 158 ve Gisela 5 ise daha ¢ok etkilenmistir. Test edilmis tiim kok ve filizlerde
fitoplazmalar ya DAPI ya da PCR yontemi ile test edilmistir. Bununla birlikte saptanma
siklig1 ve fitoplazma konsantrasyonlari, hassas genotiplere gore direngli konukgularda
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genellikle daha azdir (Kison ve Seemiiller, 2001).

ESFY fitoplazmasinin Cacopsylla pruni vektorii ile tasinma parametrelerini
inceleyen calismada seralarda, psyllid gruplart kullanildiginda en az kazanim periyodu 2-4
giin, en diisiik latent periyod 2-3 hafta ve en diisiik inokiilasyon periyodu ise 1-2 giin
oldugu goriilmiistiir. Vektorler infektivitesini dlene kadar siirdiirmektedirler. Dogal sartlar
altinda C. pruni infektivitesini kis boyunca ve devam eden bahar boyunca saklar. Diger kis
geldigi zaman ise bocek sert ¢ekirdekli meyve agacina ulagsmistir ve infekte edebilecek
kabiliyettedir. Arastirma C. pruni vektoriiniin ESFY fitoplazmasinin devamli tasiyicisi
oldugunu gostermistir (Carraro ve ark., 2001).

Uzun yillardir Avusturya’daki kayisi1 bahgelerinde, siirgiinlerde goriilen siddetli
geriye Olim hastalifindan etkilenen agaclardaki baslangi¢ simptomlar1 su ve besin
kaynaklarmin eksikligine benzemektedir. Genel simptomlar yaprak kivircikligi, kloroz ve
erken kirmizilagma simptomlarini tarif etmektedir. Biiylime sezonunda ani 6liimlere sebep
olmaktadir. Kii¢ilk meyve olusumu ve kurumus yapraklar yine sonbahar boyunca devam
etmektedir. ESFY fitoplazmasinin 16SrXB altgrubuna ait fitoplazmalar, nested PCR/RFLP
analizi ile Avusturya’nin 2 farkli bolgesindeki etkilenmis agaclarda yiiksek oranda
saptanmugstir (Laimer ve ark., 2001).

ESFY infekteli bahgelere komsu kiiltiire alinmamis agaclarda ve kiltiirii yapilan
sert ¢cekirdekli meyvelerin izolasyonu sirasinda, P. spinosa, P. domestica ve P. cerasifera
tiirlerinin, ESFY fitoplazmasi tarafindan enfekte edildigi saptanmistir. Bu tiirler aym
zamanda ESFY ajaninin vektorii olan C. pruni tarafindan istila edilmislerdir. Buna karsilik
P. avium, P. cerasus, P. mahaleb gibi kiiltiire alinmamais tiirlerde ise patojen ve vektori
saptanmamustir. Kontrollii sartlarda ESFY fitoplazmasinin boceklerle ve asilama ile
bulagmasinin incelendigi ¢alismalarla, arazide elde edilen bilgiler dogrulanmistir (Carraro
ve ark., 2002).

Liibnan’da sert cekirdekli meyvelerin saglik durumlarini aragtirmak amaciyla
ylriitiilen arazi c¢aligmalar1 sirasinda Bekaa bolgesinde badem agaglarinda yaprak
sararmast, siirgiinlerde geriye dogru 6liim simptomlar1 gdzlenmistir. Belirtilen simptomlar1
tasiyan biitlin agaclarda karakteristik “cadi siipiirgesi” olusumu dikkat c¢ekmektedir.
Toplanan ornekler PCR yontemiyle analiz edildiklerinde badem dokular1 fitoplazma
enfeksiyonu bakimindan pozitif reaksiyon vermislerdir. Cogaltilan fitoplazma DNA’s1
RFLP ile analiz edilmis ve restriksiyon profillerinin Bati Avrupa’daki badem agaglarini
enfekte eden fitoplazmalardan farkli oldugu saptanmigtir. Saptanan fitoplazmanin
cogaltilmis DNA analizleri sonucunda PPWB grubuyla yakindan iligkili oldugu
goriilmiistiir. Bu hastalik Bekaa vadisinin orta ve dogu kisimlarina yayilirken son arazi
caligmalari, bu hastalifin kuzey Liibnan’da hizli bir sekilde ilerledigini, ¢ok siddetli
enfeksiyona sebep oldugunu gostermistir. Raskifa ve Dair Amar bolgelerinin ise en gok
etkilenen bolgeler oldugu ortaya konulmustur (Choueiri ve ark., 2003).

Badem (P. amygladus), birgok Akdeniz iilkesinde kazangli bir meyve olma
ozelligini stirdiirmektedir. Yakin zamanda Liibnan’daki badem agagclarini harap eden yeni
bir hastalik bildirilmistir. Hastalik birka¢ yil igerisinde bitkiyi oldiiren, meyve ya da
cicegin gelismedigi siirglinlerde cadi siipiirgesi olusumuna benzer gelisimi ile karakterize
edilen simptomlarla ifade edilmektedir. Etmenin rRNA operon dizilimlerinin PCR ile
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cogaltilmasiyla agaglarda goriilen hastaligin fitoplazma enfeksiyonundan kaynaklandigi
saptanmistir. RFLP analizleri ile de bu fitoplazmanin Pigeon pea witches-broom (PPWB)
grubuna ait oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada simptomlu bitkilerdeki fitoplazma varligi
elektron mikroskopu ile dogrulanmistir. Bu fitoplazma badem, erik ve seftali fidanlarina
as1 ile tasinmaktadir. Bu fitoplazmanin 6zelligi rRNA dizilimi analizi ile arastirildiginda
PPWB grubunda daha 6nce rapor edilen diger fitoplazmalardan farkli oldugu saptanmistir.
16SrDNA filogenetik agaci, mollicutes sinifinin farkli bir alt sinifinin {iyesi olarak badem
agaci fitoplazmasi tanimlanmistir. Bu yeni fitoplazmanin tespiti i¢in yeni oligoniikleotid
dizinler kullamlmustir. Liibnan’daki badem fitoplazmasi Iran’da Almond brooming olarak
adlandirilan hastaliga sebep olan fitoplazma ile benzerlik gostermektedir. Bu
benzerliklerinden dolayr Iran ve Liibnan’daki Almond witches’ broom ile iliskili

fitoplazmanin Candidatus ph. phonicium olarak adlandirilmasi 6nerilmistir (Verdin ve ark.,
2003).

Urdiin’de, Al-Jubiha ve Homret bolgelerindeki seftali agaclarinda Aster Yellows
fitoplazmas1 saptanmistir. Enfekteli agaclarin yapraklarinda sararma, kizarma ve diizensiz
1slak lekeler izlenmistir. Siddetli enfeksiyonlarda yapraklar ve meyveler olgunlasmadan
dokiilmiistiir. Tiim simptomlu seftali agaclarindan, R16F2/R2’yi takip eden P1/P7 evrensel
primerlerinin kullanildig1 nested-PCR yontemiyle fitoplazmalar saptanmistir. Simptom
gbzlenmeyen seftalilerden ise PCR firiinleri elde edilememistir. Endoniikleaz Alul, Hpall,
Kpnl ve Rsal’nin kullanildigi RFLP analizinde tiim 6rnekler i¢in aymi restriksiyon profili
tiretilmistir. Bunlar Amerikan Aster Yellows (16Srl) fitoplazma zinciri ile aynidir. Bu
yaym Urdiin’deki seftali agaglarinin aster yellows fitoplazma tarafindan etkilendigini
gosteren ilk yayindir (Anfoka ve Fattash, 2004).

Fitoplazmanin etken oldugu, AP, PD ve ESYF ekonomik olarak 6nemli olan bitki
hastaliklar1 arasindadir. Filogenetik analizler bu patojenlerin her birinin 16StDNA zincir
dizilimlerinin ayn1 ya da birbirlerine ¢ok yakin oldugunu ortaya koymustur. Bu ii¢
fitoplazma arasindaki niikleotid pozisyon farklar1 %1 ile %1,5 arasinda degismektedir. Bu
ylizden %2,5’luk esik degerin altindadir. Candidatus sinifindaki fitoplazma tiirlerini ayiran
fakat AP, PD ve ESFY ajanlarinin tiirlerini ayirt edebilmek i¢in destekleyen bilgiler, diger
molekiiler markorlerin calisiimasiyla elde edilmistir. Bu ii¢ fitoplazma serolojik olarak
birbirinden ayrilir, vektorlerle tasinma ve konukgu gegisleri agisindan belirgin farkliliklar
gosterirler. Bu sonuglardan AP, PD ve ESFY fitoplazmalari birbirlerine yakin tiirlerdir ama
farkli taksondadirlar ve tiir seviyesinde ayirt edilebilirler. Candidatus phytoplasma mali,
Candidatus phytoplasma pyri, Candidatus phytoplasma prunorum isimleri sirasiyla teklif
edilmistir (Seemiiller ve Scheneider, 2004).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1 Survey ve Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Bu arastirma Kahramanmaras’a bagli koylerde kurulmus olan ev ve kapama
bahgeleri ile Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi (K.S.U.) Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii’niin Tarimsal Arastirmalar Genel Midiirliigii (TAGEM) arastirma projesi
destegiyle kurmus oldugu Sert Kabuklu Meyveler Arastirma Merkezi (SEKAMER)’nde
yer alan badem, seftali ve erik bahgelerinden alinan 6rneklerle yiiriitiilmiistiir. K.S.U.
SEKAMER’deki badem plantasyonu 1999 yilinda Cukurova Universitesi (Adana), Harran
Universitesi (Sanlurfa), Akdeniz (Merkez), Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii
(Yalova)'nden saglanan asili-tiiplii fidanlarla tesis edilmistir. Agaclar iizerindeki
simptomatolojik goézlemler ve 6rnek toplanmasi calismalart 2007 yili nisan ayindan
itibaren baslayip, kasim ayinin sonuna kadar siirmiistlir. Aragtirma materyalini olusturan
yaprak ornekleri ve odun c¢elikleri toplam 204 badem (123 6rnek SEKAMER’ den), 30
erik ve 30 seftali agacindan alinmistir. SEKAMER badem koleksiyon parselinden alinan
bitki ornekleri Laurenne, NK/111, Ferrognes, 48/2, Masbovera, Garrigues, Texas gibi
badem ¢esitlerini igeren agaglardan alinmistir. Diger Orneklerin toplandigi koylerde
bulunan ev bahgelerindeki badem agaclarimin ve SEKAMER bulunan erik ve seftali
koleksiyon parselindeki agaclarinin gesitleri ise bilinmemektedir. ilkbahar ve yaz
doneminide kapsayan (Nisan ve Agustos aylar1 arasinda agaglardan yaprak ornekleri, kis
doneminde ise (Eyliill ve Aralik aylar1 arasinda) odun ¢elikleri 6rnek olarak alinmistir.
SEKAMER’ den alinan 6rnek posetlerinede agaglarin sira iizeri ve aga¢ numarasi yazilmis;
Kahramanmaras’tan alinan 6rneklere ise dogrudan numara verilmistir.

Alinan o6rnekler buz kaplar1 igerisinde muhafaza edilerek laboratuvara getirilmistir.
Toplanan Ornekler DNA izolasyon iglemi yapilana kadar +4°C’deki buzdolabinda
saklanmustir.

Cizelge 3.1. Kahramanmaras’a bagh koylerdeki bahgeler ile K.S.U. SEKAMER
koleksiyon parselinden alinan bitkisel 6rnekler

Bolge Badem ornek Erik 6rnek Seftali 6rnek
sayis1 sayisi sayis1
Ayaklhicaoglu koyii 1 - -
Gafarh koyii 6 - -
Yassipmar 2 - -
Agyar yaylasi 1 - -
Bademli-I yaylasi 20 - -
Bademli-II yaylasi 21 - -
Kandil 30 - -

SEKAMER 123 30 30
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3.2. Metot
3.2.1.Bitki Orneklerinden DNA Izolasyonu

Orneklere uygulanan DNA izolasyon islemi asagida belirtildigi sekildedir. DNA
izolasyonunda kullanilan tampon ¢ozeltilerin igerikleri ve hazirlanma yontemleri Ek 1'de
yer almaktadir.

(1) Araziden toplanan simptom gosteren ve gostermeyen badem yapraklarinin orta
damarlar1 bisturi vasitasiyla kesilip, her birinden 0,1 gr' lik o6rnekler hazirlanmigtir.
Ornekler 1,5 mI’lik ependorf tiiplere konulmustur.

(i1) Ependorf tiiplere konulan 6rnekler, plastik cubuk vasitasiyla 750 ul 6rnek ezme
tampon ¢ozeltisinden (Ek.1) eklenip vorteks de iyice karigtirllmistir. Vortekslenen tiipler
60°C’de termoblok iizerinde 10 dakika bekletilmistir.

(i11)) Bu islemden sonra tlipteki 6rnekler 10000 devir/dak hizda 5 dak. santrifiij
edilerek tiip igindeki sivi iki faza ayrilir. Ustte kalan siv1 fazdan 750 pl sivi alnip 2 ml’lik
ependorf tiiplere aktarilmistir. S1vi fazin {istiine esit hacimde kloroform/isoamilalkol (24:1)
eklenerek, tekrar vorteksleme islemine tabi tutulmustur. Daha sonra 14000 devir/dak hizda
10 dak. santrifiij edilir.

(iv) Ustte kalan sividan 750 pl kadar alinip esit miktarda kloroform/eklenmistir.
Daha sonra vorteksleme islemine tabi tutulup karisigm 10000 devir/dak hizda 10 dak.
santrifiij edilmistir. Tiipte iistte kalan temiz s1vi kisimdan 500 pl alinip 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere aktarilmigtir.

(v) Siv1 ornekler iizerine esit hacimde 500 pl kloroform eklenip, 10.000 devir/dak
hizda 10 dak. santrifiij edilmistir. Orneklerde DNA ¢dkelmesi -20°C’de 1 giin veya -
80°C’de 2 saat bekletilip daha sonra 14000 devir/dak hizda 10 dak. santrifiijje tabi
tutulmustur. Altta kalan c¢okelti iizerine 1 ml %70‘lik etilalkol konularak yikama
yapilmistir. Daha sonra 10000 devir/dak hizda 3 dak. santrifiij edilerek oda sicakliginda
kurumasi saglanmistir. Kuruyan tiiplerin herbirinin igerisine 50 pl steril deiyonize su
eklenip, pipetle karistirilarak homojen hale getirilip daha sonra -20°C’de PCR analizi
yapilincaya kadar depolanmustir.

Izole edilen DNA Kkalitesi % 1’lik agaroz jelde elektroforez vasitas: ile kontrol
edilmistir. Son hacimdeki DNA’larin 1/10’luk kismi elektroforez analizi ile test edilmistir.

3.2.2. PCR Analizi

Izole edilen DNA’lar ile PCR analizi badem cad1 siipiirgesine spesifik primerler
(AlmF1/ AlmR1) ve fitoplazma evrensel primerleri (P1/P7) kullanilarak analiz edilmistir.

AlmF1/AlmR1 spesifik primerleri kullanilarak hazirlanan PCR reaksiyonu toplam
20 ul icerisinde 5 ul DNA ile yapilmistir. Reaksiyon karigimi 2ul 10x termofilik buffer
(Fermentas), 1.6 pul 25mM MgCl, (Fermentas), 04 pupl 10mM dNTP
(Deoxyniicleotidetriphosphate) 0.6 pul AlmF1/AlmR1 badem cadi siipiirgesi fitoplazmasina
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spesifik primerler, 0.2 ul Tag DNA polimeraz (Fermentas) enziminden ve 9.6 ul dH,O’dan
olusmustur.

P1/P7 evrensel primerleri kullanilarak hazirlanan PCR reaksiyonu toplam 20 pl
icerisinde 3 ul DNA ile yapilmistir. Reaksiyon karisimi 2ul 10x termofilik buffer
(Fermentas), 1.2 ul 25mM MgCl, ( Fermentas), 0,4 ul 10mM dNTP
(Deoxyniicleotidetriphosphate) 1ul P1/P7 evrensel primerleri, 0.2 ul Tag DNA polimeraz
(Fermentas) enziminden ve 11.2 pul dH,O’dan olugsmustur.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan P1/P7 evrensel primer dizinleri ve badem cadi siipiirgesi
fitoplazmasina spesifik hazirlanmis primer dizinleri

Primer 5’den 3’e dogru Molekiiler biiyiikliigii (bc) Kaynak

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 1831 Smart ve ark.,1996

P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT

AlmFl  CCTTTTTCGGAAGGTATG 1512 Verdin, 2003

AlmR1 GATAACACGCTTAAGACG

AlmF1/AlmR1 primerleri i¢in kullanilan PCR reaksiyon profili termocycler’da (MJ
Research, Texas); 94°C'de 2 dak. (ilk denatiirasyon), 92°C'de 45 sn (denatiirasyon),
53°C'de 45 sn (hibridizasyon), 72°C'de 60 sn (uzama), 35 dongii ve son uzama adiminda
ise 72°C'de 5 dak. olarak belirlenmistir.

P1/P7 primerleri igin kullanilan PCR reaksiyon profili termocycler’da (MJ
Research, Texas); 94°C'de 4 dak. (ilk denatiirasyon), 95°C'de 30 sn (denatiirasyon),
58°C'de 30 sn (hibridizasyon), 72°C'de 120 sn (uzama), 35 dongii ve son uzama adiminda
ise 72°C'de 7 dak. olarak belirlenmistir.

3.2.3. PCR Uriinlerinin Analizi

PCR ile ¢ogaltilmis olan DNA o6rneklerinin 10 pl lik miktarlar %1 lik agaroz jel
tizerinde elektroforez ile analiz edilmistir. Elektroforez analizi 1x TAE (Ekl) tamponu
kullanilarak 5v/cm de 90 dak. siireyle uygulanmistir. Fragmentlerine ayrilmis olan DNA
ornekleri etidium bromit (10mg/ml) boyamasindan sonra ultraviyole iizerinde
gorsellestirilmis ve fotografi (GelDoc-It imaging system) cekilmistir. DNA parcalarinin
biiytlikliigii "250 b¢ DNA standart1 "(Favorgen) kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Simptomatolojik G6zlem

IIkbahar ve yaz dénemini kapsayan (Nisan-Agustos) badem gelisim peryoduyla ve
kis dinlenme doneminde (eyliil-aralik) agaclar gozlem altina alinarak simptomlar takip
edilmistir (Sekil 4.1). Agaclarda gozlenen baslica olumsuzluklar siirgiin u¢larinda kuruma
ve geriye dogru oliim (Sekil 4.2), yapraklarda sararma ve kiiciilme (Sekil 4.3), meyvelerde
renk degisikligi (Sekil 4.4), meyvelerde kiiciilme ve deformasyondur (Sekil 4.5).
[lkbaharda en sik rastlanan simptom yaprak boyutlarinda kiigiilme ve kivrilma, yaz sonuna
dogru yapraklarda kirmizilasma ve beneklenme belirginlesmektedir. Meyve hasadinin
oldugu donemde ise meyvelerde deformasyon, kiiciilme renk degisiklikleri gozlenmistir.
Kisin ise siirgiin uglarinda calilagma benzeri simptomlar izlenmistir. Ev bahgelerinde
izlenen simptomlar benzer olarak SEKAMER koleksiyon parselindeki agaclarda da
izlenmistir. SEKAMER koleksiyon parselinde yabanci otlara ve vektorlere karsi miicadele
yapilmasina ragmen diger Orneklerin toplandigi ev bahgelerinde bu zararlhilara karsi
belirgin miicadelenin yapilmadig1 gézlenmistir. Yine ayni sekilde SEKAMER koleksiyon
parselinde agaclarin diizenli bakim ve sulamalarin yapildigi buna karsin ev bahgelerinde
ise rastgele bir bakim ve sulama sisteminin oldugu izlenmistir. Ayrica saglikli goriiniimde
olan bitkiler ve hasta goriiniislii agaclarin genel goriiniisleri arasinda belirgin farkliliklar
gozlenmistir. Simptomatolojik gozlem sirasinda 8 farkli lokasyonun tiimiinde de bazi
agaclarda bu goriinlis bozukluklar1 saptanmistir. Ancak saptanan simptomlarin siddetinin
ise ¢ok cesitli oldugu izlenmistir. Baz1 agaglarda hafif simptomlar mevcutken bazilarinda
daha agir simptomlar mevcuttu. Hatta bazi badem agaglarinda sebebi tespit edilemeyen
Oliimler izlenmistir. Bolgede bu ¢alismanin yapildig1 tiim badem c¢esitlerinde (Laurenne,
NK/111, Ferrognes, 48/2, Masbovera, Garrigues, Texas) simptomatolojik bulgular
saptanmig olup, tiim bu saglikli ve hasta goriiniislii badem agaclarindan 6rnekler alinmistir.

- -mw

Sekil 4.1. SEKAMER Badem koleksiyon parselinden genel bir goriiniis
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-

Sekil 4.2. Agaglarda gozlenen baslica olumsuzluklar siirgiin uglarinda kuruma ve geriye
dogru 6liim

SoN ¢

Sekil 4.3. Yapraklarda sararma ve kii¢lilme
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Sekil 4.4. Meyvelerde renk degisikligi

Sekil 4.5. Meyvelerde kii¢lilme ve deformasyon
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4.2. PCR Analizi

Yapilan surveyde toplam 264 adet bitkiden alinan 6rneklerden izole edilen DNA’lar
ilk olarak badem cadi siipiirgesi hastaligina neden olan fitoplazmanin dogrudan teshisi i¢in
fitoplazmaya spesifik hazirlanmis primerlerle (AImF1/AImR1) PCR yontemiyle analiz
edilmistir. Kahramanmaras’a bagl koylerdeki ev bahgeleri ile K.S.U. SEKAMER badem
koleksiyon parselindeki badem agaglarindan alinan higbir 6rnekte fitoplazma enfeksiyonu
gosterecek 1512 be biiyiikliiglinde DNA fragmenti elde edilmemistir. Ayni DNA 6rnekleri
olas1 baska fitoplazma enfeksiyonu arastirmak amaciyla evrensel primerler (P1/P7)
kullanilarak PCR analizleri tekrar edilmistir. Bu primerlerle de fitoplazma varligim
gosterecek 1831 bg biiyiikliiglinde DNA fragmenti elde edilmemistir.

Deng ve Hiruki 1991 yilinda, Ahrens ve Seemiiller 1992 yilinda, Prince ve
arkadaglar1 ise 1993 yilinda yaptiklari ¢aligmalarinda MBO’larin zincirlerinin tespit ve
ayriminda PCR analizi ile ¢ogaltilmis DNA’lar kullanmislardir. Bu arastirmalarin
onciiliigiinde PCR halen bu MBO’larin tespitinde yaygin olarak kullanilan giivenilir bir
yontemdir. Bizde bu ¢alismamizda, bu patojenin tespitinde evrensel ve spesifik primerlerin
kullani1ldig1 DNA ¢ogaltim yontemi olan PCR yontemini kullandik.

Verdin ve arkadaslariin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢calismalarinda, mollicutes sinifinin
farkli bir alt smifinin iiyesi olarak badem agaci fitoplazmasi1 tanimlamiglardir. Bu yeni
fitoplazmanin tespiti i¢in yeni oligoniikleotid dizinler kullanmiglardir. Ve bu ¢aligmada
Liibnan’daki badem fitoplazmasi Iran’da Almond brooming olarak adlandirilan hastaliga
sebep olan fitoplazma ile benzerlik gostermistir. Bu benzerliklerinden dolay: iran ve
Liibnan’daki Almond witches’ broom 1ile iliskili fitoplazmanin Candidatus ph. phonicium
olarak adlandirilmasi Onerilmistir. Biz de bu calismamizda Verdin ve arkadaslarinin
kullandigr Candidatus phytoplasma phoenicium’ a spesifik olan AlmF1 ve AlmR1
primerlerini kullandik. Yaptigimiz surveylerde, Verdin ve arkadaslariin tarif ettigi badem
cadr siiplirgesi olusumuna benzer simptomlarin izlendigi badem agaglarindan alinan
ornekler, bu patojene spesifik primerler kullanilarak test edilmesine ragmen hastalik
etmeni saptanmamustir.

Smart ve arkadaglarinin 1996 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda, evrensel primer ile
birlikte test edildiginde fitoplazmalarin teshisinin giivenilir sekilde yapilabicegini
gostermislerdir. Bu primerlerin, arazi Orneklerinde belirli gruptaki fitoplazmalarin
teshisinde etkili bir yontem olarak kullanilabilecegini belirtilmislerdir. Calismamizda,
Smart ve arkadaslarinin tarif ettigi P1 ve P7 evrensel primerleri kullanilarak tiim bitki
ornekleri ayrica test edilmistir. Fakat bu primer ile de herhangi bir fitoplazma ajani tespit
edilmemistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Badem cadi siipiirgesi hastalign 1995 yilinda ilk olarak Iran’da “badem siipiirgesi
(Almond brooming)” hastalig1 olarak bildirilmistir. Asilama ile taginmasi, tetrasiklin ve
dienes boyama tedavilerine olumlu cevap vermesi, bu hastaligin fitoplazma
enfeksiyonundan kaynaklandigir kanaatini olusturmustur. Badem siipiirgesi hastaligim
tastyan Iran’daki badem agaglarinda fitoplazma PCR ydntemiyle 2000 yilinda teshis
edilmistir. Liibnan’da 2001-2002 yillarinda badem agaglarinda benzer hastaligin epidemi
yaptig1 bildirilmistir ve 2003 yilinda bu fitoplazma ajam1 Candidatus phytoplasma
phoneicium olarak adlandirilmistir. Bunu takiben 2006 yilinda yine iran’da badem
agaclarin etkileyen 2 farkli fitoplazma tanilanmistir. Cadr siipiirgesi hastaligi ile de iligkili
olan bu yeni fitoplazma aym1 zamanda 2001 yilinda italya’da Marcone tarafindan tespit
edilmis olan Knautia arvensis phyllody (KAP) nin ajani ile yakin iliskilidir.

Liibnan ve Iran’da 1990’lardan sonra badem cadi siipiirgesi hastalig1 ile badem
{iretimi ciddi sekilde zarar gdrmiistiir. Ulkenin giineyinde epidemi baslangicindan itibaren,
Liibnan’da son 15 yil igerisinde binlerce badem agaci 6lmiistiir. Her iki lilkede de hasta
badem agaglarinda gézlenen simptomlari kok ve govdeden baglayarak gii¢siizlesen dallarin
artmasi ve cadi siipilirgesi olusumunun belirginlesmesini kapsamaktadir. Bu simptomlar
agaclarin budanmasiyla siddetlenmektedir. Agaglarda ayn1 zamanda yaprak boyutlarmnin
kiiciilmesi ve sararmasi, biiylimenin engellenmesi, geriye 6liim, sezon dis1 biiyiime, yaprak
rozetlesmesi ve erken ¢iceklenme goriiliir. Agaglarin ya da dallarin etkilenen kisimlari az
meyve verir ya da hi¢ meyve vermez. Badem cadi siipiirgesine neden olan fitoplazmanin
dogal konukgusu kiiltiire alinmis bademler (P. dulcis syn.P. amygladus ya da amygdalus
communis) ve yabani bademdir (P. orientalis). Ancak Liibnan’da bu fitoplazma
amygladus alt grubunda olan seftalide (P. persica) ve nektarin’de de (P. nucipersica)
saptanmistir. Asilama uygulamalar1 fitoplazmanin badem, seftali ve nektarin agacglarina
bulagsmasi ve yayilmasini saglamistir. Ama hastalik hi¢bir sekilde, prunus ve cerasus
altgrup lyeleri olan kayisi, erik ve kiraz agaclarina bulastirilamamistir. Deneysel kiiskiit
metoduyla Catharanthus roseus) yabanci otlarina Solanum melongena bitkisine Liibnan’da
hastaligini taginmasi basarilmstir.

Badem agaglarin1 enfekte eden fitoplazma hastaliklar1 iiriin kaybina sebep
olmaktadir. Yaklagik 20 yildir yapilan ¢alismalar, bu hastaliga neden olan fitoplazmanin
erken dénemde saptanip, zararli etkilerinin &nlenmesine ydneliktir. Fransa, Italya,
Almanya, Amerika, Iran ve Liibnan’da bu hastalifin tespiti ve kontroliine yénelik genis
aragtirmalar yapilmistir.

Fitoplazma hastaligmmin simptomlart belirli antibiyotik uygulamalar1 ile
hafifletilebilir veya ertelenebilir. Fakat bu yaklasim genellikle pratik degildir. Bitkiler bu
yontemle gergekte tedavi edilmez, tedavi uygulamalarina son verildigi zaman bitkilerde
tekrar simptomlar ortaya ¢ikar. Antibiyotikleri topraga ve yapraklara uygulama yontemi
etkili degildir. Agaclar i¢in govde i¢ine injeksiyon ¢ok daha etkilidir. Enfekte bitkiler veya
dormant ¢ogaltim materyalleri (¢elik) termoterapi yontemi ile fitoplazmadan arindirilabilir.
Bu teknik iilkeye ithal edilen meyve fidanlarinda siipheli fitoplazma enfeksiyonu
oldugunda karantina alanlarinda kullanilir. Fitoplazma hastalifindan korunabilmenin en
giivenilir yolu dayanikli bitki ¢esitlerinin belirlenmesi ve gelistirilmesidir. Hastaligin
kontroliinde; bitkilerin fitoplazmadan ari olarak iiretilmesi, yabanci ot konukgularinin yok
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edilmesi, simptomlu bitkilerin yok edilmesi, hastalikli alanlara yakin alanlara hassas
bitkilerin ekiminden kacinilmasi, bitkilerde vektdr kontrolii yapilmasi, erken sezonda
yabanci ot kontrolii yapilmasi ve hastaliga daha dayanikli bitki c¢esitleri kullanilmasi
onerilmektedir (Welliwer, 1999).

Liibnan ve Iran’da yakin tarihte bademi enfekte eden bu fitoplazmanin tespit
edilmis olmasi1 ve iilkemizde bitkisel materyallerin ulusal ve uluslararast boyutta
tasinmasinda kontrol mekanizmasinin yeterli olmamasindan dolay1 hastaligin yakin
cevremizde goriilebilecegini bize diisiindiirmiistiir. Nitekim Jaraush ve ark., (2000) bir
calismasinda Tiirkiye’de Prunus cinsindeki tiirleri enfekte eden ESFY fitoplazmasinin
varhigim ilk olarak gdstermistir. Yine Ankara ve Yalova illerindeki armut bahgelerinde
goriilen PD hastaligina neden olan fitoplazma enfeksiyonunun molekiiler karakterizasyonu
nested-PCR ve RFLP yontemini kullanilarak yapilmistir. Sipahioglu ve ark., (2006)
Tiirkiye’nin Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki illerde yaptiklari ¢alismada sert ¢ekirdeklilerde
fitoplazma varhigini tespit etmislerdir.

Simdiye kadar yapilmis olan calismalar iilkemizde Prunus cinsinde yer alan
tiirlerde fitoplazma enfeksiyonlarinin varligini ortaya koymustur. Kahramanmaras ilindeki
badem agaglarinda badem cadi siipiirgesi hastaligina neden olan fitoplazma enfeksiyonunu
PCR yontemiyle ile arastirdigimiz bu c¢alisma, hastalifin yoredeki mevcudiyetini
gostermeye yoOnelik onem tasimaktadir. Calismamizda Kahramanmaras ev ve kapama
bahgeleri ile SEKAMER badem, erik ve seftali bah¢elerindeki agaglardan alinan toplam
264 adet ornekten farkli donemlerde alinan yaprak ve dormant celiklerden izole edilen
DNA’lar kullanilarak PCR yontemiyle analiz edilmistir. PCR calismalarinda oncelikle
badem cadi siipiirgesi hastalifima neden Candidatus phytoplasma phoenicum
fitoplazmasini teshis etmek amaciyla etmene spesifik hazirlanmig AlmF1/AlmR1 primer
cifti kullanilmistir. Analizler sonucunda toplanan badem, seftali ve erik Orneklerinde
badem cadi siipiirgesi etmeninin enfeksiyonlarmin bulunmadigi tespit edilmistir. Aym
ornekler olas1 diger fitoplazma enfeksiyonlarini arastirmak iizere fitoplazma evrensel
primerleri P1/P7 ile tekrar PCR’da analiz edilmislerdir. Bu calismada da &rneklerde
fitoplazma enfeksiyonlarinin olmadigir sonucuna varilmistir. Calismamizda bu etmenin
varhiginin tespit edilmemis olmast hastaligin olmadigin1 anlamia gelmemektedir.
Arastirma alan1 genisletilerek 6zel tarim firmalar1 ve tarim bakanligina bagh enstitiilere
tireticilerden gelecek sikayetler degerlendirilerek badem agaglar1 ile seftali ve erik
agaclarindan yapilacak 6rnekleme sayisi da arttirilmalidir.
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EKLER

EK:1

1. Fitoplazma DNA izolasyonun kullanilan tampon cozelti, pH 8.0 (100ml)

Kimyasal Miktar
CTAB (%2) 2 gr
NaCl (1,4M) 8,18 gr
EDTA (20Mm) 0,74gr
Tris-HCI (100Mm) 1,21gr
*f-mercaptoethanol % 2

Hazirlanan ¢6zeltinin pH degeri ayarlandiktan sonra otoklav edilir ve +4°C’de
muhafaza edilir.

*-mercaptoethanol, ¢ozelti hazirlandiktan sonra bitkisel 6rneklerde ezme islemi
yapilmadan az 6nce karigima taze olarak eklenir.

2. TAE (50X) tampon c¢ozeltisi , pH 8.0

Kimyasal Miktar
Tris base 242 gr

Glacial acetic acid 57,1 ml
EDTA 18.5 gr

Yukarida verilen miktarlar 1000 ml saf su i¢cinde hazirlanmistir.

23



OZGECMIS Didem YUZER

OZGECMIS

1980 yilinda Kahramanmaras’ ta dogdu. Ilkogretim ve Lise grenimini K.maras‘ ta
tamamladiktan sonra 2000 yilinda Kahramanmaras Siitgii imam Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitkisel Uretim Programma kayit yaptirdi. 2005 yilinda Kahramanmaras Siitcii
Imam Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim dalinda yiiksek lisans
O0grenimine basladi. Halen ayn1 anabilim dalinda egitimine devam etmektedir.

24



	1 didem kapak.doc
	2 tez onay sayfası.doc
	3 İÇİNDEKİLER.doc
	4 ÖZET.doc
	5 ABSTRACT.doc
	6 ÖNSÖZ.doc
	7 çizelge.doc
	8 ŞEKİLLER.doc
	9 SİMGE KISALTMA.doc
	10 GİRİŞ.doc
	11 ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR.doc
	12 MATERYAL METOD.doc
	13 BULGULAR TARTIŞMA.doc
	14 SONUÇ ÖNERİ.doc
	15 KAYNAKLAR.doc
	16 EKLER.doc
	17 ÖZGEÇMİŞ.doc

