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OZET

Yiksek Lisans Tezi

SALKIM SOGUTTE (Salix babylonica) HASTALIGA NEDEN OLAN
FITOPLAZMANIN PCR iLE TANILANMASI

Zohaib Ul HASSAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali
Fitopatoloji Bilim Dal1

Danigsman: Prof. Dr. Hidayet BOSTAN

Erzurum, Erzincan, Tokat, Amasya, Sivas, Ankara, Eskisehir, Kiitahya,
Afyonkarahisar ve Trabzon illerinde park ve bahgelerdeki salkim sogiitlerde (Salix
babylonica Linn) cadisiipiirgesi, top benzeri yapilar, kismen ve tamamen kuruma
seklinde fitoplazmalara 6zgii simptomlar gézlenmistir. Bu illerden toplam 23 agactan
ornek alinip fitoplazmalara sipesifik universal pirimer ¢ifti (P1/P7) ve nested-PCR
(F16F2n ve R16R2) ile testlendiginde simptomlu agaglardan alinan Orneklerin
tamamindan sirastyla 1800 ve 1200 bp’lik PCR iiriinleri elde edilmistir. Bu ¢aligsma ile
hastalik etmeni fitoplazma Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinde yer alan illerde ilk defa tespit
edilmistir. Diger taraftan bu illerde yapilan gozlemelerde salkim sogiit disinda diger
sogiit tirlerinde (Salix spp.), kavaklarda (Populus spp.), hus agaglarinda (Betula spp.),
akcaagac (Acer spp.), karaaga¢ (Ulmus spp.), disbudak (Fraxinus spp.), bogiirtlen
(Rubus spp.) ve sakayik (Paeonia spp.) bitkilerinde de fitoplazmalara 6zgii simptomlar
gozlenmistir.
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Anahtar Kelimeler: Salix babylonica, Fitoplazma, Nested-PCR



ABSTRACT

Post Graduate Thesis

CHARACTERIZATION OF PHYTOPLASMA DISEASE ON THE WILLOW
(Salix babylonica) WITH PCR

Zohaib Ul HASSAN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Hidayet BOSTAN

It was observed some syptoms on willow (Salix babylonica Linn.), peculiar to
phytoplasma such as witches-broom, early yellowing and partial or complete drying, in
the parks and gardens of Erzurum, Erzincan, Tokat, Amasya, Sivas, Ankara, Eskisehir,
Kiitahya, Afyonkarahisar and Trabzon. To determine the agent causing these symptoms,
a total of 23 trees were sampled from these places and tested with phytoplasma-specific
universal primer pair (P1 / P7) and nested-PCR primer pair (F16F2n and R16R2). PCR
products of 1800 and 1200 bp were obtained from all the samples taken from
symptomatic trees, respectively. This study shows the presence of this pathogen in
different regions of Turkey, that have been identified for the first time. In an addition to
these findings, the phytoplasma-specific symptoms were also observed on other willow
species (Salix spp.) as well as, on other plants including; poplar (Populus spp.), birch
trees (Betula spp.), maple (Acer spp.), elm (Ulmus spp.), ash (Fraxinus spp.), blackberry
(Rubus spp.), and peony (Paeonia spp.).
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1. GIRIS

Hiicre ic¢i obligat patojen olan fitoplazmalar (genus ‘Candidatus Phytoplasma’)
Mollicutes sinifi i¢erisinde yer almaktadir (Bertaccini et al. 2014; Satta et al. 2017).

Bitkilerin floem dokusunda kolonize olan, hiicre duvar1 olmayan fitoplazmalar as1 ve
kiiskiitle (Cuscuta spp) tasmabilmekle birlikte en etkin sekilde Cicadellidae, Cixidae,
Psyllidae Delphacidae ve Derbidae familyalarina ait bocek tiirleri tarafindan taginarak
bitkilerde ciddi derecede zararlara neden olmaktadirlar (Lee et al. 2000; Nejat and
Vadamalai 2013).

Mekaniksel olarak tasinmayan fitoplazmalar daha Onceleri simptomlariin viriislere
benzemesi ve vektorlerle tasinmasi nedeniyle virlis benzeri hastalik etmenleri (Spaldon,
1958); morfolojik ozellikleri ve hiicre duvarinin olmamasi nedeniyle mikoplazma
benzeri organizmalar (MBO: MLO:Mycoplasma-Like Organism) olarak adlandirilmistir
(Doi et al. 1967). 1992 yilinda Mollicute Taksonomisi Alt Komitesi (The Subcommittee
on the Taxonomy of Mollicutes) tarafindan gecici olarak “phytoplasma”; 2004 yilinda
ise ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma sp.” olarak mollicutes smifi igerisinde
konumlandirilmiglardir (IRPCM 2004).

Bitkilerdeki simptomlar1 bitki tiirii ve fitoplazmaya gore de8ismekle birlikte genel
olarak ¢i¢ek olusumunu saglayan genin isleyisini etkileyerek petal hiicrelerinde pigment
kayb1 sonucu ‘phyllody’ (leaf-like petals), normal ¢iceklenme yerine yesil yaprak
benzeri olusumlar ‘virescence’ (green flowers), steril ¢icek olusumu ve diizensiz
ciceklenme (Lee et al. 2000; Bertaccini 2007; Nejat et al. 2009); fotosentezde rol
oynayan klorofil ve karatonid sentezine neden oldugu modifikasyon ve inhibitasyon
sonucu Aster sarilik (Lee et al. 2000; Bertamini and Nedunchezhian 2001; Bertaccini
2007; Nejat et al. 2009; Alfaro-Fernandez et al. 2011); biiyiime hormonlari tizerinde
etkisi sonucu yan tomurcuklarda anormallik, internotlarda kisalma cadi siipiirgesi

(witches broom), calilasma, deformasyon, siirgiinlerde yassilasma ve ciicelesme



olusumlarinin fitoplazmalara 6zgii en yaygm simptom tipleri oldugu kaydedilmistir
(Bertaccini 2007; Nejat et al. 2009; Li et al. 2013a; Abou-jawdah et al. 2014; Ren et al.
2017; Rao et al. 2018). Bu genel simptomlara ilaveten fitoplazmalarin top benzeri yap1
olusumu (Alfaro-Fernandez et al. 2011); yapraklarda kiiglilme, yaprak kenarlarinda
bosluk (Li et al. 2014), ¢igek saplarinda kalinlasma, ¢igeklerde kiimelesme, diizensiz
cicekleneme (Jakovljevic et al. 2015; Pribylova et al. 2015); yapraklarda kizariklik,
sarilik, kok dokularinda kahverengilesme ve ciiriiklilk gibi simptomlara da neden
oldugu rapor edilmistir (Yang et al. 2016). Bunlara ilaveten bazi konukgularin
fitoplazma ile enfekteli oldugu halde herhangi bir simptom gostermedigi tespit
edilmistir (Jakovljevic et al. 2015; Katani¢ et al. 2016; Fugita et al. 2017).

Hiicre duvar1 olmamasi, sadece tek bir hiicre membrani ile ¢evrili olmasi nedeniyle belli
bir sekle sahip olmayan fitoplazmalar sadece canli konukcu hiicresi igerisinde
tomurcuklanip boliinerek ¢ogalabilmektedirler. Genom uzunluklart 530-1600 kb
arasinda degisen fitoplazmalar yaklasik 500 nm capinda obligat patojenler olup ancak
elektron mikroskopta goriilebilmekte, vektorleri ile konukcu bitkileri arasindaki
gecisleri sayesinde varlik ve yayilislarint devam ettirmektedirler (Seemiiller and

Schneider 2004; Lee et al. 2005; Bertaccini 2007).

Mollikuteslerin diger iiyeleri gibi, fitoplazmalar da dairesel ¢ift sarmalli kromozomal
DNA’ya ilaveten bakterilerdeki plazmidlere benzer patojenite ve virlilanslikta dnemli
rol oynayan kii¢ilk DNA parcalarina sahiptirler. Diger taraftan farkli guruplarda yer alan
baz1 fitoplazma tiirlerininin 16Sr’in farkli bolgelerinin Gemini virlislerindeki genlerle
onemli derecede ortak sekans benzerligi gosteren kisa dairesel plasmid benzeri ekstra
kromozomal DNA (EC-DNA: Encoded-DNA) igerdikleri (Kuboyama et al. 1998;
Rekab et al. 1999; Nishigawa et al. 2002a); ve bu DNA parcalarinin fitoplazma ile
vektor bocek arasindaki etkilesimde rol oynadigi rapor edilmistir (Ishii et al. 2009).

Standart metabolik fonksiyonlardan sorumlu pek c¢ok genden yoksun olan
fitoplazmalarin metabolik fonksiyonlarin1 kodlayan gen sayist mikoplazmalarla

mukayese edildiginde daha azdir (Bai et al. 2006; Razin 2007). Bu nedenle seker gibi



ihtiya¢ duydugu metabolit iiriinlerin ¢ogunu hiicre i¢i parazit olarak dogrudan konukcu
hiicresinden alirlar (Oshima et al. 2004; Christensen et al. 2005; Bai et al. 2006; Razin
2007). Cogu proteinin yap1 taslarindan birisi olan triptofanin (trp) fitoplazmalarda
UGG, mikoplazma ve spiroplazmalart da kapsayan diger prokaryotlarda UGA
tarafindan kodlanmasi (Bertaccini et al. 2009); fitoplazmalarin 16S ve 23S ribozomal
bolgeler arasinda isoleucine tRNA (tRNA'"®) ve Alanine tRNA’y1 (tRNAA®) kotlayan
yaklasik 300 bp’lik bir ara bolgeye sahip olmasi fitoplazmalar ile mikoplasmalar
arasindaki farkliliklardan bir digeridir (Bertaccini et al. 2009).

Diger taraftan fitoplazmalar nispeten kiiclik genoma sahip olmasina karsin, bircok genin
cok sayida kopyasina ve heterojen iki tRNA operon bolgesine sahip olup farkl
konukgularda ve vektorlerde etmenin canli kalmasindan, genetik cesitlilikten sorumlu
kendilerine 6zgii ¢ok sayida transposable gen ile transcripsiyonun sonlamasinda rol
oynadigi sanilan Tandem (tekrar eden) palindromlara (REP:repetitive palindromes)
sahiptir (Bai et al. 2006; Jomantiene and Davis 2006; Jomantiene et al. 2007).

Fitoplazmalar genetik olarak bir¢ok yonden mikoplazma, bakteri ve viriislerden farkli
olmasi yaninda fitoplazma tiirleri arasinda kromozom boyutlarinda da farkliliklarin
oldugu belirlenmistir. Nitekim patates ve domateste stolbur hastalifina neden olan
Candidatus Phytoplasma cynodontis’in patates irkinin kromozomu 530 kb, domates
irkinin kromozomunun 1,350 kb oldugu ve bu farkliligin ise gen duplikasyonlarindan

ileri geldigi tespit edilmistir (Marcone et al. 1999; Lee et al. 2005).

Diger taraftan fitoplazmalarin membranlar1 {izerinde fitoplazma tiirline 06zgi,
birbirinden farkli, homolog olmayan, konuk¢u ve vektor hiicrelerine tutunmada,
konukgu hiicreleri ile interaksiyonda, enfeksiyon ve kolonizasyonda, vektorle
tasinmada, patojenite ve konuk¢u dayanikliliginin tetiklenmesinde belirleyici rol
oynayan ve toplam hiicresel membran proteininin 6nemli bir béliimiinii olusturan son
derece antijenik proteinler bulundugu tespit edilmistir (Yu et al. 1998; Berg et al. 1999;
Blomquist et al. 2001; Barbara et al. 2002; Morton et al. 2003; Kakizawa et al. 2004).

Birbirinden farkli bu hiicre yilizey proteinlerinin mevcudiyeti fitoplazmalarin serolojik



olarak ayrimina imkan verdigi gibi vektorlerle tasinmasinda ve enfeksiyonlarinda da rol
oynayabilecegi rapor edilmistir (Seemiiller and Schneider 2004; Suzuki et al. 2006;
Hoshi et al. 2007).

Fitoplazmalarin hiicre i¢i obligat patojen olmalar1 ve sistemik olarak taginmalarina
karsin bitki dokulart icerisindeki dagilimlari da farklilik gostermektedir. Nitekim
bitkilerin meristem dokularinin fitoplazmalardan ari oldugu, konsantrasyonlarinin ise
bitki tiir ve ¢esidine, fitoplazma tiir ve 1rkina, bitki aksamina ve mevsime gore degisim
gosterdigi, genellikle kok dokularinda diisiik, siirgilin ve dallarda orta, olgun yapraklarda
ise koklere oranla yaklasik 40 kat daha yogun bulundugu tespit edilmistir (Berges al.
2000; Sinclair and Griffiths 2000; Christensen et al. 2004; Musetti et al. 2005;
Bertaccini 2009).

Yayilig ve tasinmalar1 vektorlere baglilik gdsteren fitoplazmalar vektorlerin biinyesine
vektorler enfekteli bitkiyle beslenirken bitki 6zsuyu ile ge¢cmekte, sindirim sistemine
takiben vektoriin kanina gecip tikriik bezlerinde kolonize olarak enfeksiyonu
gerceklestirecek konsantarasyona ulasmasi haftalarca slirmekte ve bu donem latent
periyot olarak adlandirilmaktadir (Danielli et al. 1996; Alma et al. 1997; Kawakita et al.
2000; Hanboonsong et al. 2002; Tedeschi et al. 2006).

Fitoplazmalarin  mekaniksel olarak tasinmamasi, bitki dokusu igerindeki
konsantrasyonlarinin diigiik olmasi, konsantrasyonlarinin mevsim ve bitki aksamina
gore degisim gostermesi, hayvanlarda ve insanlarda enfeksiyona neden olan
mikoplazmalarin aksine in vitro kiiltiirde ¢ogaltilamamasi onlarin molekiiler teknikler
disindaki geleneksel yontemlerle tan1 ve siniflandirilmalarini zorlastirmaktadir (Lee and
Davis 1986). Gegmiste fitoplazmalar Dbitkilerdeki belirtilerine, bitkilerin floem
dokusundan alinan kesitin elekron mikroskopu goriintiisiine ve serolojik reaksiyonlarina
gore (Immunofluorescence, immunosorbent elektron mikroscopu, dot blot ve ELISA)
tanilanmaya ¢alisilmistir. G6zleme dayali simptomlar ve elektron mikroskopi goriintiisii
ilk tan1 ve diger hastalik etmenlerinden ayrim icin yeterli olsa da kesin tanilama igin

yetersiz, serolojik testler ise tiir ve irk diizeyinde hassasiyet ve giivenilirlikten uzak



kalmaktadir. Ancak fitoplazma DNA’s1 klonlanip sekans verileri belirlendikten sonra bu
guruptaki hastalik etmenlerinin kesin, giivenilir ve hizli sekilde ayriminda gelisen
teknolojiye bagli olarak molekiiler tekniklerin kullanimi geleneksel yontemlerin yerini

almistir (Kirkpatrick et al. 1987).

Gliniimiizde fitoplazmalar niikleik aside dayali molekiiler tekniklerle (PCR, PCR-RFLP,
hibridizasyon, kismi sekans dizilimi) hem bitki dokularindan hemde vektdrlerinden

geleneksel yontemlere gore daha hizli, hassas, gilivenilir ve ekonomik sekilde

belirlenebilmektedir (Hogenhout et al. 2008).

Bununla birlikte irk ve tiir diizeyinde ayrimlarin yapilmasinda ve fitoplazmalarin
siniflandirmasimin Oniindeki sorunlarin basinda gen bankasindaki veri azlhigir geldigi
sOylenebilir. Bir diger sorun ise fitoplazmalarin taginmalarinda rol oynayan vektorlerle

ilgili calismalarin yetersizligidir.

Mevcut verilerin dogrultusunda giinlimiize kadar fitoplazmalarin siniflandirilmast,
gruplandirilmasi ve tanilar1 cogunlukla P7/P1 iiniversal primer ¢iftinin amplifiye ettigi
1.8 kb’lik 16S rRNA (P7) ve 23S rRNA (P1) arasinda kalan bolgenin sekans dizilimleri
baz alinarak gergeklestirilmektedir. Buna gore fitoplazmalar 33 gurup ve 133 alt guruba
ayrilmigtir (IRPCM 2004). P1/P7 primerlerinin amplifiye ettigi fragmentin farkli
resrtriksiyon enzimleri ile kesilerek elde edilen fragment sayisi ile fragmentlerin
konumu ise tiirlerin ayrimimda ve konumlandirilacagi alt gurublarin belirlenmesinde

ilave olarak kullanilmaktadir (Pérez-Lépez et al. 2016, 2017).

Tiir diizeyinde 16S rRNA bolgesindeki sekans benzerligi %97.5’den daha az ise
fitoplasma tiir, benzerlik (>1200 bp) <97.5%’den fazla ise ‘Ca. Phytoplasma
species’olarak kabul edilmektedir. Herhangi bir alt guruba yerlestirilemeyen tiirler ise
IRPCM (Phytoplasma/Spiroplasma Working Team-Phytoplasma Taxonomy Group)
tarafindan eksik tanimlanmig prokaryotlar ‘Candidatus (Ca) phytoplasma sp’ statiisii
altindaki tiirler olarak konumlandirilmaktadir (IRPCM 2004; Lee et al. 2006b; Valiuans
et al. 2006; Al-Saady et al. 2008; Zhao et al. 2009; Franova et al. 2018).



Tanilamalarda 16S-23S ara bolgesine (Internal Transcribed Spacer:ITS) ilaveten
nispeten degisken bolgeler olan rp (ribosomal protein), tuf (elongation factor Tu), rplV
(rpl22)—-rpsC (rps3), secY (a protein translocase subunit), map, uvrB-degV, nusA, secA,
ve rpoB gen bolgeleri baz alinarak dizayn edilen primer ¢iftleri de fitoplazmalarin
ayrimi i¢in Onerilmektedir (Marcone et al. 2000; Botti et al. 2003; Lee et al. 2006; Wei
et al. 20044a; Bertaccini et al. 2007; Martini et al. 2007; Zhao et al. 2009).

Fitoplazmalarin diinya genelinde 700’den fazla bitki tiiriinde (sebze, meyve, siis
bitkileri, kereste, gélge agaglari, yabanci ot) hastaliga neden olarak ciddi derecede verim
kayiplarina neden oldugu rapor edilmistir (Bertaccini 2007; Hoshi et al. 2007,
Bertaccini and Duduk 2009; Nejat and Vadamalai 2013; Abou-Jawdah et al. 2014,
Wang et al. 2014). Her gecen giin fitoplazma kaynakli hastaliklara tek ve ¢ok yillik bitki
tiirlerinde yenilerinin ilave edilmesi ve yayiliglarinin artmasi ¢cogu fitoplazma kaynakli
hastaligin iilkelerin karantina listesinde yer almasina yol agmustir (Lee et al. 2000; Chen
et al. 2008; Teixeira et al. 2009). Diger taraftan bilinen konukgularina ilave olarak tek
yada ¢ok yillik ¢cok sayida yabanci ot tiirii ve siis bitkisinin siptomlu yada simptomsuz
fitoplazmalara konukguluk ettigi ve edebilecegi belirtilmektedir (Weintraub and Jones
2010; Jakovljevic” et al. 2015).

Fitoplazmalarin varliklarini siirdiirmesinde konukcular1 kadar vektorleri de kritik 6neme
sahiptir. Zira fitoplazmalar taginma ve yayilmalarinda vektorlerine bagimlilik
gostermektedir (Lee et al. 2000; Weintraub and Beanland 2006; Bertaccini and Duduk
2009; Nejat and Vadamalai 2013). Bu nedenle fitoplazmalarin kontroliinde konukg¢u
cevresi, rezerv konukgularinin belirlenmesi kadar, potansiyel dogal vektorleri ve bu

vektorlerin etkinliklerinin de tespiti dnem tagimaktadir (Jakovljevic et al. 2015).

Son yillarda Erzurum’da salkim sogiitte (Salix babylonica Linn) cadisiipiirgesi, top

benzeri yapilar ile kismi kuruma seklinde fitoplazmalara 6zgili simptomlar gézlenmistir.

Hastalik belirtilerinin fitoplazmalara 6zgili olusu, yapilan literatiir taramas1 sonucunda

daha once Tiirkiye’de salkim sogiitte fitoplazmalarla ilgili herhangi bir arastirma



kaydina rastlanilmamis olmasi lizerine farkli illerdeki agaclardan alinan ornekler
tizerinden etmenin fitoplazmalara sipesifik universal pirimerler kullanilarak PCR ile

tanilanmas1 amag¢lanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de bitkilerde hastaliga neden olan fungal, bakteriyel ve
viral hastalik etmenleri ile mukayese edildiginde fitoplazma kokenli hastaliklarla ilgili
yapilmig arastirma sayisinin az oldugu sdylenebilir. Bunun en 6nemli gostergesi de yine
ayni hastalik etmenleri ile kiyaslandiginda hala fitoplazmalarin siniflandirma, konukcu
cevreleri, vektorleri ve bu vektorlerin etkinlikleri ile ilgili sorunlarin devam ediyor
olmasidir. Bunun temelinde ise fitoplazmalarin tasinma sekillerinin, Vvektorlerine
baglilik gdstermesi, hiicre i¢i obligat patojen oluslari ve hiicre duvarlarinin olmayist
nedeniyle belli bir sekle sahip olmayislaridir. Yine hiicre i¢i obligat patojen olan
viriislerle karsilastirildiginda fitoplazmalarin gen sayisinin fazla ve genomlarinin ¢ok
daha uzun olusu, tiir ve 1rk diizeyinde sekans dizilimlerinin belirlenmesini zorlastiran
faktorlerden bir digeridir. Zira genlerin dizilim ve fonksiyonlarinin belirlenmesinin
ciddi derecede is giicli, maliyet, zaman, bilgi ve teknolojik destek gerektirmesi bu

hastalik etmenleri ile ilgili calismalari sinirlandiran faktorler arasinda sayilabilir.

Nitekim bitkilerde hastalik olusturan fitoplazmalarla ilgili diinyada yapilmis
aragtirmalara bakildiginda biiyiikk c¢ogunlugunun tanilama ve konukgu ¢evresinin

belirlenmesine yonelik olarak gerceklestirilmis olmasi bu fikri desteklemektedir.

Han et al. (2013), Kore'de disbudak agaglarinda internodlarda kisalma ve cadi siipiirgesi
simptomlar1 gosteren agaglardan aldiklari 6rnekleri P1/P7 primerleri ile testleyip sekans
dizilimlerini belirlediklerinde etmenin marul fitoplazmasi ile %99.6, altin yagmur ile

%100 oraninda 6zdes oldugunu belirlemislerdir.

Franova and Spak (2013), c¢igeklerinde anormallik, siirgiinlerde gelisme geriligi,
yapraklarda morluk ve beyazlik goriilen Apium graveolens L. bitkilerden aldiklar1 floem
orneklerini elektron mikroskobunda incelediklerinde fitoplazmalar1 goriintiileyip, PCR
ile testleyip RFLP analizi ve sekans dizilimlerini tespit ettiklerinde etmenin aster sarilik

grubundan, 16Srl-C alt grubunda yer aldigin1 saptamislardir.



Du et al. (2013), Cin'in Sincan sehrinde tomurcuklarda irilesme belirtileri gosteren
domates bitkilerinden aldiklar1 6rnekleri PCR ile testlediklerinde yaklagik 1.2 ve 1.8
kb'lik PCR firiinii elde etmislerdir. Sekans karsilastirmasi yaptiklarinda etmenin

"Candidatus Phytoplasma trifolii" (16S rVI grubu) ile iliskili oldugunu belirlemislerdir.

Biswas et al. (2013), Hindistan'in farkli lokasyonlarinda fitoplazmalara 6zgii belirti
gosteren lif bitkisinden (Hibiscus sabdariffa) topladiklari ornekleri universal primer
ciftleriyle (P1/P7 ve R16F2n/16R2) testlediklerinde sirasiyla 1850, 1200 bp ve 1023
bp’lik fragmentler elde etmislerdir.

Abou-Jawdah et al. (2014), Libnan'in kiy1 bolgelerinde 1200 metreyi asan
yiiksekliklere kadar hizla yayilis gosteren ve yirmi yil igerisinde 150.000'in iizerinde
badem, seftali ve nektarin agacinin Oliimiine neden olan etmenin Candidatus
Phytoplasma phoenicium almond cad: siipiirgesi hastaligi (AImWB) oldugunu, etmenin
Asymmetrasca dekoltelar’a (Hemiptera, Cicadellidae) tarafindan tasindigini ve bu
hastaligin Liibnan’da tas g¢ekirdekli meyve bahgelerinde en yaygin goriilen hastalik

oldugunu rapor etmislerdir.

Aryan et al. (2014), Avusturya’da asma bahgelerinde yaygin olarak bulunan Vine
Candidatus Phytoplasma solani (Stolbur) ile iligkili Bois noir (BN) hastaliginin yayilisi
ile bu hastaligin vektorii olan Hyalesthes obsoletus arasindaki iliskiyi arastirdiklarinda
Hyalesthes obsoletus'un popiilasyon yogunlugu ile enfeksiyon yogunlugu arasinda

dogrusal bir iligki oldugunu saptamislardir.

Fan et al. (2014), Paulownia agaglarinda cadi siiplirgesi simptomuna neden olarak ciddi
derecede verim kayiplar1 olusturan fitoplazma hastaligina kars1 in vitro kosullarda metil
metansiilfonatin (MMS) miicadelede kullanilabilirligini arastirdiklar1 ¢alismada
simptom gosteren bitkilere MMS uyguladiklarinda simptomlarin kayboldugunu ve
bitkilerin normal gelisim seyri gosterdiklerini, ayni zamanda bu hastaligin etkiledigi

hormon genlerinin de normale dondiigiinii gézlemlemislerdir.
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Li et al. (2014), Cin’de iki farkli lokasyonda agik alanda yetistirilen elma fidanlarinda
kiigiik yaprak, yapraklarda kenar boslugu ve sarilik simptomu gosteren fidanlardan
aldiklar1 yaprak orneklerini elektronmikroskobu ve nested-PCR ile testlediklerinde 1.1
ve 1.2 kb'lik fragmentler elde ettiklerini, saflastirilmis 1.2 kb’lik PCR iirtinlerinin RFLP
analiziyle de bu hastaligin ‘Ca. Phytoplasma ziphi’ ile iliskili oldugunu bulmuslardir.

Wang et al. (2014), Fitoplazmalar ve konukgular1 arasindaki etkilesimlerin
anlasilmasinda ilk adimin gerek konuk¢u gerekse patojenin genom dizilimlerinin
bilinmesinin 6nemli rol oynadigini belirterek, veri bankasina girilmis 5 filogenetik
gruptan 10 fitoplazma gen dizilimini karsilastirdiklarinda 170 korunmus gen bolgesini
belirleyip bu genlerin 75 tanesinin ribozomal yap1 ve biyogenezle iligkili oldugunu
belirlemislerdir. Tahmin edilen sentezlenmis protein kodlarinin ise bu belirlenmis
genler icerisinde yer almadigii ve bu genlerin farkli olabilecegini ileri stirmiislerdir.
Ayrica, bes grup arasinda gruba 6zgii genlerin biiyiik cogunlugunun hipotetik proteinler
oldugunun belirlenmesine karsin bazilarinin putatif proteinler (potential effectors)
oldugunu ve bu bolgelerden birisi olan 16SrI bolgesindeki farkliliklarin guruplar
arasindaki patojenite farkliliginda kismen de olsa rol oynayabilecegini ileri

siirmislerdir.

Caicedo et al. (2015), Porto Riko'da Cajanus cajan, Catharanthus roseus, Tabebuia
heterophylla, Melicoccus bijugatus, Ixora coccinea, Mangifera indica, Opuntia spp.,
Citrus spp. ve Coffea arabica bitkilerinde fitoplazmaya 0zgii simptom gosteren
bitkilerden 62 6rnek alip PCR ile testlediklerinde (16S rRNA ve ribozomal protein
genlerini: rplV-rpsC) alinan 6rneklerin %350'sinin fitoplazma ile enfekteli oldugunu
sekans analizinin ise bu fitoplazmanin giivercin bezelyesi cadi siipiirgesi (pigeon pea
witches broom phytoplasma :PPWB) ile %99 oraninda benzerlik gosterdigini

saptamislardir.

Flores et al. (2015), Brezilya’da Sao Paulo eyaletinde meyve bahgeleri yakininda
bulunan ve fitoplazmalara Ozgii cadi siipiirgesi, bodurluk belirtileri gosteren ve

gostermeyen Erigeron sp. bitkilerini P1/Tint ve R16F2n/16R2 pirimerlerini kullanarak
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nested-PCR ile testlediklerinde 16S rRNA geninden 1.2 kb genomik fragment elde
ederek etmenin fitoplazma oldugunu ve bu 1irkin daha dnce belirlenmis olan 'Candidatus
Phytoplasma fraxini* suslart ile %98'den %99'a kadar sekans benzerligi gosterdigini ve
bu wkin 16SrVII gurubu igerisinde, 16SrVII-D alt gurubunda yer aldigini

saptamiglardir.

Han et al. (2015), Kore’de Melia azedarach var. japonika agaglarinin yapraklarinda
sararma, yaprak ebatlarinda kiigiilme ve cadi siipiirgesi siptomu goézlemlediklerini 16Sr
DNA sekans analizinin bu fitoplazmanin ‘aster sarilk group’ icerisinde yer alan 16SrI-B
ribozomal alt gurubu iiyesi oldugunu ve sekans benzerliginin bu alt gurup iyeleri ile

%99.5-100 arasinda benzerlik gdsterdigini rapor etmislerdir.

Jakovljevic et al. (2015), Kuzey Sirbistan'da bes farkli lokasyonda diizensiz ¢igeklenme
gosteren 27 Cirsium arvense, 1 Cirsiumvulgare ve 3 Carduus acanthoides bitkilerinden
aldiklar1 6rneklerin tamaminda Cirsium arvense’ diizensiz ¢i¢eklenme hastaligini (CMI)
tespit etmislerdir. Yine ayn1 lokasyonlarda yaygin olarak yetisen fakat hi¢ bir simptom
gostermyen 19 bitki tiirtinii testlediklerinde ise Lathyrus tuberosus (2/5) ve L.
aphaca’nin (1/5) ile enfekteli olduklarini; Auchenorrhyncha'nin alti familyasindan 19
bocek tiiriinii testlediklerinde ise Euscelis incisus (deltocephalid leafhopper) bireylerinin
%10 oraninda fitoplamay1 tasidiklar1 ve bu tiiriin testlenilen tiirler arasinda fitoplazmay1

tastyan tek vektor oldugunu saptamislardir.

Ptibylova et al. (2015), Alanya’da (Tiirkiye) zayif ¢igek kiimeleri, ¢igek sayisinda
azalma, kalinlagsmis ¢igek sap1 belirtileri gosteren 9 Verbana hibridinden aldig: kesitleri
elektron mikroskobu ve fitoplazmaya 6zgii P1A/P7A, gruba 6zglii F1A/rp/R1A ve
amplikon tireten Tuf genine sipesifik fTufAy/rTufAy) pirimer ¢iftleri ile testlediklerinde
sirasiyla 1800, 1200 ve 940 bp’lik PCR f{iriinii elde ettiklerini, amplifiye edilen bdlgenin
sekanslarin1 gen bankasindaki verilerle mukayese ettiklerinde ise fitoplazmanin ‘aster
sarilik’ grubunda yer aldigin1 ve bu bitki tiirlinde bu etmenin ilk defa belirlendigini

rapor etmigledir.
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Salehi et al. (2015), iran'm Yazd ilinde salatalik ve kabak ekim alanlarinda
fitoplazmalarla enfekteli olduklarmi belirledikleri bitkilerden etmeni Orosius
albicinctus ile Cezayir meneksesi, yonca, salatalik, havug, susam, ayg¢icegi, kadife
cicegi, patlican, kabak, domates ve maydanoz bitkilerine tasidiklarinda bu bitkilerde de
benzer simptomlar1 gézlediklerini belirterek sonucun konukgu-fitoplazma-vektor iliskisi

acisindan yeni kayit oldugunu ortaya koymuslerdir.

Wang et al. (2015), Cin'in Nanjing bolgesindeki menekse iiretim alaninda sarilik ve
gelisme geriligi simptomunun goriildiigii fideleri fitoplazmaya 6zgii evrensel primerler
P1/P7 ile testleyip amplifiye edilen bolgenin sekans verilerinin (16S rDNA'ya ve rp
genine dayanan) RFLP ve filogenetik analizini yaptiklarinda etmenin "Candidatus
Phytoplasma ziziphi™ (16SrV-B) ile iliskili oldugunu saptamislardir.

Salehi et al. (2015), iran'n Fars ilinde kiiciik yapraklarin goriildiigii narlardan alian
yaprak orneklerini P1/P7, takiben R16F2n/R16R2 primer ¢ifti ile testlediklerinde 1,250
bp’lik fargment elde ettiklerini DNA sekans analizi ve flogenetik analiz verilerinin
fitoplazma 1rklarmin ayni oldugunu ve bu irklarin 16SrII-D alt gurubunda yer aldigim

belirlemislerdir.

Fernandez et al. (2016), Arjantin’de Cin dutu (Melia azedarach) agaglarinda goriilen
sarilik hastaliginin Cin agag sarilik hastaligi (ChTY) etmeni ile iligkisini ortaya koymak
icin 16S rRNA gen bolgesinin sekans dizilimi belirlediklerinde etmenin 16Sr XIII
fitoplazma grubunda yer aldigini, ChTY wrklarmin 16SrXI1I grubundaki fitoplazma ile
%98-99 16S rDNA gen dizilim benzerligine sahip oldugunu, gen bankasina sekans
verileri girilmis olan biitiin fitoplazmalarla ‘Candidatus Phytoplasma’ mukayese
ettiklerinde ise ‘Candidatus Phytoplasma hispanicum’ hari¢ benzerligin %97.5'ten daha
az olmasinin ChTY'yi ‘Candidatus Phytoplasma’ tiirlerinden ayirdigini, etmenin
16SrXIIIT grubu i¢indeki 16SrXIII-G alt grubunda yer aldigini, 16S rDNA (1.2 kb) ve
rpLV-rpsC (1.3 kb) genlerinin RFLP profilinin ise ChTY'yi diger iiyelerden farkini
ortaya koydugunu belirleyerek etmeni "Candidatus Phytoplasma meliae” olarak

tanimlamisglardir.
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Katani¢ et al. (2016), Hirvatistan’da karagaglarda sarilik simptomu etmeni olan
‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma ulmi’nin Ulmus laevis ve Ulmus minor tiirlerindeki
yayiligini arastirdiklarinda etmenin U. laevis'in %75 oraninda yaygin oldugunu, ancak
agaglarin yarisindan fazlasinin herhangi bir simptom gostermedigini, Phytoplasma
ulmi’nin haricinde 'Candidatus Phytoplasma solani’ ve 'Ca. Phytoplasma asteris'inde
yaygin oldugunu tespit etmislerdir. Toplanan 62 izolatin 16S rRNA, ribozomal protein
rpl22, rps3, secY ve secY genlerinin dizi analizi ¢ikardiklarinda ise etmenin 16Srl alt
grubu icerisinde 16Srl-B ile iligkili oldugunu, Hirvatistan izolatlarinin ortak bir orijin
paylastigint ve Giineydogu Avrupa'dan 'Ca. Phytoplasma ulmi' suslariyla yakindan
iligkili oldugunu belirleyerek dizi analizi yaptiklarinda Ca'ya 6zgii diziler i¢indeki
konumlar1 da dahil olmak iizere daha once hi¢ belirlenmemis olan mutasyonlar

oldugunu da tespit etmislerdir.

Yang et al. (2016), Cin’de Salvia miltiorrhizayt1 (Ada Cay1) bitkilerinde kizil renge
neden olan kizariklik hastaliginin %30 ile %50 arasinda yayginlik gosterdigi, hastaligin
bitkilerde bodurluk, ciceklerde malformasyon, yapraklarda kizariklik, kok liflerinde
kahverengilesme, siyahlasma ve ileri asamada koklerde ciiriikliige neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Fitoplazmalara 6zgili simptomlarin gézlendigi bitkileri fitoplazmaya
Ozgii sipesifik pirimerler kullanilarak PCR ile tetslendiklerinde 1800 bp’lik fragment
elde edildigini, 16S rRNA, tuf, secY ve vmpl gen dizileri etmenin Candidatus
Phytoplasma solani (subgroup 16SrXII-A) ile sirasiyla %99, %100, %99 ve %98
oraninda ortak dizilime sahip oldugunu belirlemislerdir. Fitoplazmanin Ca. P. Solani
dahil olmak iizere 16SrXII-A grubunun tiyeleri ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigini,
farkl1 bolgelerden toplanan izolatlarin ise birbiriyle %100 oraninda ayni oldugunun

belirlendigini ilk rapor olarak sunmuslardir.

Fugita et al. (2017), Brezilya’da kurak sezon boyunca otlak, ¢ayir ve ayn1 zamanda gok
sayida onemli kiiltiir bitkisi igerisinde yaygin olarak yetisen bir yabanci ot tiirii olan
Brachiaria decumbens'dan topladiklari simptomsuz orneklerin %90’dan fazlasinin
fitoplazma ile enfekteli oldugunu belirleyerek bu bitkinin bu fitoplazma igin yeni bir

alternatif konukcu oldugunu rapor etmislerdir.



14

Ren et al. (2017), Cin’de Yesil Taflan (Euonymus bungeanus ) bitkilerinde anormal dal
gelisimi, kiiciik yaprak tesekkiilii ve phyllody simptomlarmin gorildiigii bitkilerde
simptomlarin E. bungeanus cadi siipiirgesi (EbWB) hastaliginin belirtilerine benzerlik
gosterdigi ve bu hastaligin yayilisinda artis oldugunu belirterek simptomlu bitkilerden
topladiklar1  yaprak Orneklerini fitoplazmaya spesifik evrensel primer cifti
(R16mF2/R16mR1) ile testleyip, 16S rRNA, rp ve secY genlerinin dizilim ve
filogenetik analizlerini ¢ikarip RFLP ile etmenin EbW-B 16SrV- B, rpV-C ve secY-C

alt grubuna ait oldugunu saptamislardir.

Ahmad et al. (2017), Pakistan’da phyllody ve cadi siiplirgesi simptomu gosteren
Brassica campestris (sarson) bitkilerininden aldiklar1 6rnekleri PCR (16S rRNA and tuf
geni), RFLP analizi, 151tk mikroskobu goriintlisii ve hastaligin dogal vektorii olan
Orosius albicinctus (leafhopper) ile tasinma testini gergeklestirip PCR ile amplifiye
edilen bolgelerin sekans analizi sonuglari ile etmenin 16SrIX-H alt gurubunda yer

aldigini ilk rapor olarak yayinlamislardir.

Rao et al. (2018), Dort baklagil tirinde (cowpea:Vigna unguiculata, pigeon
pea:Cajanus cajan, lentil :Lens culinaris ve mung bean: Vigna radiata), yapraklarda
kiiciilme, sararma, dallarda yassilasma ve cadi siipiirgesi gibi fitoplazmalara 6zgii
simptomlarin  goriildiigii bitkilerden alinan yaprak Orneklerini nested-PCR ile
(fitoplazmaya sipesifik universal P1/P7 takiben 3Far/3Rev primerleri) testlediklerinde
simptomsuz bitkilerde herhangi bir amplifikasyon gozlenmedigini, simptomlu
bitkilerden 1300 bp’lik fragmentler elde edildigini, 16S rDNA’nin sekans dizilimi ve
RFLP analizlerinin sonuglarina gore ise flogenetik verilerinin dort farkli bitki tiiriinden
elde edilen sonuglarin dort farkli alt guruba ait fitoplazma oldugunu dogrulamislardir.
Sonuglara gore ‘mung bean witches’ broom’dan elde edilenin ‘Ca. P. aurantifolia’
(16Srll- D), pigeon pea’den elde edilenin ‘Ca. P. phoenicium’ (16SrIX-C), lentil’den
elde edilenin Ca. P. trifolii’ (16SrVI-D) ve cow pea’den elde edilenin (flat stem disease)
‘Ca. P. cynodontis’ (16SrXIV-A) ile iliskili oldugunu belirleyip sonuglan ilk kayit

olarak yayinlamislardir.
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2.1. Tiirkiye’de Fitoplazma ile ilgili Yapilmis Calismalari

Farkli iilkelerde, farkl: bitki tiirlerinde yapilmis ¢alismalara bakildiginda arastirmalarin
bliyiik cogunlugunun ilk kayit niteliginde, tani, konuk¢u ve vektor tespitine yonelik
oldugu anlasilmaktadir. Tirkiye’de de farkli bitki tlirlerinde, farkli zamanlarda, farkl
aragtirmacilar tarafindan yapilmis calismalarin amacinin da diinyada yapilmis
calismalarla paralellik gosterdigi literatiir sonug¢larindan anlagilmaktadir. Tiirkiye’de

yapilmis arastirmalara bakildiginda:

Gazel vd (2007), Tirkiye’nin 6nemli armut iiretim alanlarindan birisi olan Bursa ilinde
yapraklarinda kizariklik, kivirciklik, yapraklarda kiiciilme ve yaprak sayisinda azalma
gibi fitoplazmalara 6zgii simptomlarin gozlendigi armut agaglarindan aldiklar1 61 6rnegi
universal primer c¢iftleri (P1/P7 ve R16F2/R2) ile testleyip amplifiye edilen bolgeyi
RFLP ile analiz ettiklerinde etmenin ‘Candidatus Phytoplasma pyri’ (Pear Decline, PD)

oldugunu belirlemislerdir.

Sertkaya vd (2005), Tirkiye’nin Akdeniz Bolgesinde meyve (badem, kayisi, seftali,
armut ve erik) agaclarindan topladiklar1 24 6rnegi PCR-RFLP ile tanilayip TEM’
(Transmission Elktron Mikroskopi) incelediklerinde 24 Ornegin altisinin European
Stone Fruit yellows (ESFY, 16SrX-B) ve pear decline (PD, 16SrX-C) ile enfekteli

oldugunu ilk rapor olarak yayinlamislardir.

Sertkaya vd (2007), susam ve cezayir meneksesinde phyllody, patlicanda sarilik gibi
fitoplazmalara 6zgili simptom gosteren bitkilerden etmeni tanidiklarinda etmenin clover
proliferation group (16SrVI-A); stolbur phytoplasma group (16SrXII-A) ile iliskili

oldugunu belirleyerek sonuglart ilk rapor olarak yaymlamislardir.

Ulubag vd (2007), Tirkiye'nin kiyt bolgeleri boyunca Tiirkiye’ye ozgii alti kayisi
¢esidinde sera sartlarinda ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’a karsi bu gesitlerin
reaksiyonlarmi belirlemek amaciyla etmeni asiyla c¢esitlere tasidiklarinda benzer

simptomlar1 gozlemlediklerini ilk rapor olarak sunmuslardir.
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Gazel vd (2009), Tirkiye’nin Akdeniz Bolgesinde lokal ve ithal kiiltir cesidi
kayisilarda (Prunus armeniaca L) Candidatus Phytoplasma prunorum belirlediklerini

ve etmenin kayisilarda %77 oraninda verim kaybina neden oldugunu tespit etmislerdir.

Caglar ve Elbeaino (2013), Adana bélgesinde bazi Ligustrum ovalifolium Hassk.
bitkisinde sararma, cadi siipiirgesi ve geriye dogru 6liimlerin oldugunu gézlemleyip 30
ornegi nested-PCR ile (universal pirimerlerle:P1/P7) ile testleyip amplifiye edilen
bolgenin sekans dizilimi belirleyerek etmeni Tiirk Ligustrum cadr siipiirgesi (TuLiWB)
olarak tanimlayip etmenin 16SrIl (peanut witches’ broom group) ile %92 oraninda

sekans benzerligi gosterdigini ilk rapor olarak yayinlamiglardir.

Cagirgan et al. (2014), Antalya ilinde, Afrika ve Asya'da siirgiinleri ve yapraklart lif
iiretiminde kullanilan ancak Tiirkiye’de bir yabanci ot tiirli olarak yetisen jiit bitkisinde
(Corchorus olitorius L.) phyllody, internotlarda kisalma, yapraklarda sararma,
kizariklik derimsi yapir olusumu gibi simptomlar1 goézlemlemisler ve bu etmenin

susamlardaki fitoplazma hastaligi ile iliskili olabilecegini rapor etmislerdir.

Caprak ve Sertkaya (2015), Tiirkiye nin farkli bolgelerinde 2000 yilindan 2015 yilina
kadar farkl bitki tiirlerinde (bag, meyve, sebze, tarla bitkileri, siis bitkileri ve yabanci
otlar) fitoplazma kokenli patojenler ve vektorleri ile dogal konukgularma yonelik

yapilmis arastirmalar1 degerlendirerek sonuglari tablo halinde vermistir (Cizelge 1).

Cizelge 2.1. Dogu Akdeniz Bolgesi’nde yapilan ¢alismalarda belirlenen fitoplazmalar

Etmen Grubu Hastalik Ad1 | Kisaltma | Konuk¢u Kaynak
Rubus stunt | 16SrV-E | Rubus stunt: RSP: Bogiirtlen Sertkaya vd
subgroup Rubus ciicelik | RCF 2005
(Elm yellows
group)
Stolbur 16SrXIl- | Tomato big | TBB: Domates Sertkaya vd
phytoplasma | A bud: DIT 2007
Domates  iri
tomurcuk




Cizelge 2.1. (devam)
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Candidatus 16SrX-B | European ESFY: Badem, Sertkaya vd
Phytoplasma Stone  Fruit | ASSF Erik, Kaysi, | 2005;
prunorum Yellows: Seftali Ulubas
Avrupa  sert Serce vd
cekirdekli 2006
sarilik
Candidatus 16SrX-C | Pear decline: | PD: AYF | Armut Sertkaya vd
Phytoplasma Armut yikim 2005;
pyri Ulubas
Serce vd
2006
Candidatus 16SrX-A | Apple AP: Elma Sertkaya vd
Phytoplasma proliferation: | ECSF 2007,
mali Elma  ¢oklu
surgin
Sesame 16SrVI-A | Sesame SPP: SPF | Susam, Sertkaya vd
phyllody phyllody: Cezayir 2007
phytoplasma Susam fillodi meneksesi,
(Clover Patlican,
proliferation Biber,
group) Orosius
orientalis
Giilde - - - Giil Caglar vd
fitoplazma 2011
Candidatus 16Srv - - Zeytin Fidan  vd
Phytoplasma 2012
ulmi
(EIm yellows
group)
White leaf- | 16SrXIV | Beyaz BGWL Cynodon Caglar vd
phytoplasma yapraklilik dactylon 2013
Turkish 16Srll Turkish TuLiWB | Kurtbagri Caglar and
Ligustrum Ligustrum Ligustrum Elbeaino,
witches’ cadr sliplirgesi ovalifolium | 2013
broom fitoplazmasi
phytoplasma
Stolbur 16SrXI1- | Stolbur STOL Patates, C. | Sertkaya vd
phytoplasma | A Arvensis 2013

Alp et al. (2016), Van ilinde park ve bahgelerde bodurluk, kizariklik, siirgiinlerde

deformasyon ve ciicelik belirtileri gosteren kadife ¢igegi (Tagetes erecta L.) 6rneklerini
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PCR ile testleyip, amplifiye edilen bolgenin sekans dizilimini ¢ikarip, RFLP analiziyle

etmenin “Candidatus Phytoplasma solani” oldugunu belirlemislerdir.

Gazel vd (2016), Ege Bolgesindeki (Aydin ili) nar (Punica granatum L.)
agaclarindafitoplazmaya 6zgii sararma, solgunluk, deformasyonlar, yapraklarda kizarma
ve geriye dogru Oliim belirtileri gosteren agaglardan ornek alip fitoplazmaya 0zgii
universal pirimer ¢ifti (16S rRNA ve tuf gen primerleri) kullanarak nested-PCR yapip
amplifikasyon {rtinlerini (16Sr (I) F1/R1) Trull, Tsp5091 ve Hhal restriksiyon
enzimleri ile kesime tabi tuttuklarinda etmenin 16SrI-B ve 16SrXII-A oldugunu ilk

kayit olarak bildirmislerdir.

Kaya vd (2016), Tirkiye'de farkli lokasyonlardan ‘Candidatus Phytoplasma mali’nin
konukg¢usu olan Malus spp. (apple:EIma), Cydonia oblonga (quince:ayva), Crataegus
spp. (hawthorn) ile ‘Candidatus Phytoplasma pyri’nin potansiyel kislama konuk¢usu
olma potansiyeli tagiyan armudun yabani ve kiltir formlarindan (Pyrus spp.)
Cacopsylla picta, C. melanoneura-C. affinis complex, C. crataegi, C. pyrisuga, C. pyri,
C. pyricola ve C. acopsylla pisyllid tiirlerini belirleyip en yiiksek popiilasyon
yogunluguna C. Picta’nin sahip oldugunu, bunu C. pyri, C. melanoneura-C. affinis ve
C. crataegi’nin takip ettigini ve bu tirlerin ‘Ca. P. mali’nin potansiyel vektori

olabilecegini ilk kayit olarak yaymlamislardir.

Ustiin vd (2017), susamin en tahripkar hastaliklarindan birisi olan phyllody hastaligina
kars1 hastaligin en yaygin olarak goriildiigii alanlardan dayanikli susam genotiplerini
belirlemek i¢in hastaligin bitkilerdeki siddetine gore toplam 542 Grnegi taramis ve bu

genotiplerden sadece otuzunu dayaniklilik testlerinde kullanmak tizere se¢gmislerdir.

Ozdemir (2018), 2012-2014 Antalya ilinde susam tarlalarindan topladigi toplam 65
Neoaliturus haematocepsm (Cicadellidae) Orneginin fitoplazma tasiyip tasimadigini
sipesifik universal P1/P7 ve R16F2n/R16R2 primer ciftlerini kullanarak testlemistir.
Fitoplazmalarin 1250 bp'lik amplifikasyon bdlgesinin sekans analizini ¢ikardiginda 16S
rDNA bolgesine gore yer fistig1 cadi siipiirgesi (Grup II), yonca ¢ogalmasi (Grup VI) ve
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giivercin bezelyesi cadi siipiirgesi (Grup IX) olmak tizere {i¢ farkli fitoplazma tiirii tespit

etmiglerdir.

Sogiitlerde Fitoplazmalar ile Tlgili Cahsmalar

Sogiit tiirlerinde yapilmis aragtirma sayisinin ¢ok sinirli oldugu, yapilmis az sayidaki
calisgmanin da diger hastalik etmenlerinde oldugu gibi tanilamaya yonelik oldugu

sonuglarinda ilk kayit olarak yayinlandig1 anlagilmaktadir. Calismalara bakildiginda:

Khadhair and Hiruki (1995), Kanada’da sogiitlerde sogiit cadi siipiirgesi (Willow
witches'-broom:WWB), iiggiillerde li¢giil cogalma (clover proliferation: CP), patateste
patates cadi siipiirgesi (potato witches'-broom: PWB) ve yoncada yonca cadi siipiirgesi
(alfalfa witches'-broom:AWB) ile birlikte PCR ile testleyerek RFLP analizi
yaptiklarinda soégiitlerden (Salix bebbiana Sarg., Salix discolor Muhl., Salix exigua
Nutt, and Salix petiolaris Sm.) elde ettikleri fitoplazma ile digerleri arasinda belirgin bir

fark olmadigin belirlemislerdir.

Alfaro-Fernandez et al. (2011), Ispanya’da salkim ségiitlerde (Salix babylonica Linn)
sarilik, top benzeri yapilar ve Kkiiciik yaprak olusumunun goriildiigii bitkilerden
topladiklar1 yaprak ornekelerini nested-PCR ve RFLP ile analiz ettiklerinde etmenin

stolbur gurubuna (16SrXII) ait oldugunu belirlemislerdir.

Mou et al. (2014), Cin’de cadi siipiirgesi simptomu goézlemlenen Salix tetradenia
(Sogiit) bitkilerinden aldigi Ornekleri transmision elektron mikroskopda inceleyip,
fitoplasmaya sipesifik universal primer ¢ifti (R16F2n/R16R2) ile nested-PCR
yaptiginda 1.2 kb’lik fragment elde ettiklarini, 16S rDNA bdélgesinin sekans dizilimi
cikardiklarinda ise izolatlarin %99.84, %99.68 ve %99.76 oraninda birbiriyle benzerlik
gosterdigini ve fitoplazmanin 16Srl-B alt gurubunda yer aldigini ilk rapor olarak

yayinlamislardir.
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Zamharir and Taheri (2017), Iran’in Isfahan kentinde farkli lokasyonlarinda cad:
sliplirgesi simptomu gosteren sogiitlerden (Salix babylonica Linn.) topladiklar1 yaprak
orneklerini ilk asamada universal pirimer ¢ifti olan P1/P7 ile amplfiye edip takiben
R16F2n/R16R2 ile nestet PCR ile testleyip 16S ribosomal RNA (rRNA) geni ve 16S—
23S rRNA intergenic spacer bolgesinin sekans dizilimini ¢ikardiklarinda etmenin

16SrXII gurubuna ait bir fitoplazma oldugunu rapor etmislerdir.

Diinyada 1990 yilindan itibaren yapilmis c¢alismalar tarandiginda sogiitlerde
fitoplazmalarla ilgili sadece 4 arastirma yapildigi, Tiirkiye’de ise herhangi bir arastirma
yapilmamis oldugu anlasmistir. Bu literatiir verileri dogrultusunda fitoplazmalara 6zgii
simptom gosteren sogit agaclarindan alinan 6rnekler iizerinden etmenin PCR ile

tanilanmasi amac¢lanmastir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismalarda kullamlan bitki materyali

Calismada bitki materyalleri olarak 2018 yilinin Nisan ve Mayis aylarinda Erzurum (6),
Erzincan (4), Sivas (2), Yozgat (2), Ankara (2), Kiitahya (3), Afyonkarahisar (2) ve
Trabzon (2) ilinde park ve bahgelerde fitoplazmalara 6zgii cadi siipiirgesi, kismi
kuruma, top benzeri yapilar, sik ve kiiciik yaprak tesekkiilii seklinde belirtiler gdsteren
salkim sogiitlerden (Salix babylonica Linn.) alinan 6rnekler kullanilmistir (Sekil 3.1).
Bu amagla toplam 23 simptomlu bitkiden alinan 6rnek buz kutusu igerisinde laboratuara
(Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Viroloji Laboratuari)
getirilmis ve niikleik asit ekstraksiyonunda kullanilacak sekilde hazirlanip -20°C'de
muhafaza edilmisdir. Siirvey ¢alismasi yiiriitiilmekte olan Atatiirk Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon birimi tarafindan desteklenmis olan “Bazi Yabanci
Otlar Tiirlerinde (Sisymbrium, Raphanus ve Rapistrum spp.: Brassicaceae) Belirlenen
Viriislerin Morfolojik ve Molekiiler Karakterizasyonu isimli ve 6629 FCD-2018" nolu

proje kapsaminda yiiriitiilmiistiir.
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Sekil 3.1. Cadi siipiirgesi simptomu gosteren salkim sogiit (Salix babylonica)

3.1.2. Yararlanilan cihazlar

Cizelge 3.1. Yararlanilan cihazlar ve markalari

Cihazlar Markalan
Adjustable Pipette 1-10, 10-100, 100-1000 pl Ependorff
Buz Makinasi Beko

Dijital Hassas terazi

Denver instruments

Labcycle Gradient PCR

SensQuest Lab Cycler

Manyetik Karigtirici Dijtal 1sitict

Heidolph MR 3001

Otoklav Niive

pH metre Ohaus Starter 3100
UV Jel Goriintiileme Sistemi BioRad

Centrifuge Sigma




23

Cizelge 3.1. (devam)

Sicak Su Banyosu Polyscience
Elektroforez Tanki Max Fill

Gii¢c Kaynagi Consort E861

Su Terazisi Iso Lab Germany
Farkli boyutlarda Beher Iso Lab Germany

Olcii silindirleri

Iso Lab Germany

Mikrodalga Firin

Vestel

3.1.3. Yararlanilan sarf malzemeleri

Cizelge 3.2. Sarf malzemeleri ve markalari

Malzemeler Markalari
Agorose (Molecular Biology) SIGMA
Chloroform (Molecular Biology) MERCK
Conical santriifuj tube 50 ml polyproplen IsoLab
Disposable Latex gloves MedPoint
DNase | (RNase free) (Molecular Biology) PROMEGA
Santriifiij tube 2 ml IsoLab
Ethanol (%99.9 Absolute) MERCK
Iso Amyl Alcohol (Molecular Biology) SIGMA

Iso Proponol (Molecular Biology) SIGMA
PCR microtubes Eppendorf
Pipet ucu Eppendorf
Phenol (Kati, Molecular Biology) MERCK
dNTP’s Set (Promega Corporation, USA) PROMEGA

Taq Polimeraz

SIGMA-ALDRICH

6xDYE

Thermo Fisher Scientific

Ethidium Bromide

SIGMA

10 pul’lik pipet ve pipet uglari

EPPENDORF

S0XTAE

ThermoFisher Scientific

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)

SIGMA
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3.2. Ekstraksiyonda Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlamisi

3.2.1. CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)

%2 (w/v) CTAB

1.4 M NaCl

20 mM EDTA

100 mM Tris- HCI (pH 8.0)
%0.2 (v/v) 3 -Mercapta ethanol

1 M Tris-HCI (pH 7,5)

12,11 g Tris 80 ml saf suda ¢oziindiiriiliip, HCI ile pH:8.0’a ayarlandiktan sonra son

hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

0,5 M EDTA, (500 ml stok, pH 8,0)

93 g EDTA (Etilenediaminetetra-asetat disodyum -2H20) 400 ml saf suda ¢6ziindiiriiliip

NaOH ile pH:8.0’a ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlanmistir.

5 M NaCl

292 g NaCl 1 litre saf suda ¢6ziindiiriilerek hazirlanmistir.

IX TE (Tris-EDTA) Tamponu

Her 500 ml TE i¢in 5 ml 1 M Tris-HCI (pH=7.5) ile 1 ml 0,5 M EDTA (pH=8,0) alinip

toplam hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlanmustir.
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3 M Sodyum Asetat (pH=5)

408 g sodyum asetat trihidrat (NaC2H30.-3H20) 800 ml saf suda ¢oziindiiriilmiis ve 3
M asetik asit ile pH 5.0’a ayarlanip toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlanip

filtre edilerek sterilize edilmistir.

10 M Amonyum Asetat (CH3COONH)

192,70 g amoniyum asetat 250 ml saf suda ¢ozilindiiriiliip takiben filtreden gegirilerek

sterilize edilip kullanilmistir.

Kloroform:izoamil Alkol: (24:1)

24 ml kloroform tizerine 1 ml izoamil alkol ilave edilerek hazirlanmistir.

NA2S2 Oz

0.84 g NA2S,03 tartilip 100 ml saf suda ¢6ziilerek hazirlanmistir.

%2 mercaptoethanol

Ekstraksyon tamponu igerisine kullanilmadan 6nce %2 oraninda ilave edilmistir.

3.2.2. PCR Calismalarinda Kullanilan Reaktiflerin Hazirlanislar:

-10 x PCR Buffer (Sigma-Aldrich, USA): Kit igerisinde hazir.
-25 mM MgCl: (Sigma-Aldrich, USA): Kit igerisinde hazir

-Taq Polymerase (5 units/ ul, Sigma-Aldrich, USA):

-Primerler (Direkt PCR: P1, P7 ve Nested PCR: R16F2n, R16R2)
-d2H20
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3.23.5mM dNTP

I ml 5 mM dANTP hazirlamak i¢in her biri 100 mM’lik konsantrasyona sahip olan
dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’nin her birinden 20 pl alinip son hacim d2H20 ile 1 ml’ye

tamamlanip -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Primerler

Liyofilize haldeki pirimerler 10 mM olacak sekilde d>H2O ile seyreltilip PCR’da

kullanilmustir.

3.3. Elektroforez Asamasinda Kullanilan Reaktiflerin Hazirlanisi

1 Litre 50xTAE Buffer (Stok)

-242 gr Tris

-100 ml 0.5 M EDTA pH:8.0

-57.1 ml Acetic acid ilave edilip hacmi saf su ile 1llt ye tamamlanmak suretiyle

hazirlanmastir.

100 ml 0.5 M NazEDTA.2H20 (pH:8.0)

18.6 gr Na2EDTA.2H,O 70 ml H2O igerisine birakilarak {izerine 10 M NaOH ilave

edilip ¢ozlinmesi saglanmis ve pH:8.0 ayarlanip son hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.
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IXTAE buffer (Elektroforez Buffer)

1 1t i¢in 20 ml 50xTAE buffer alinip tizerine 980 ml saf su ilave edilerek hazirlanip

kullanilmustir.

%1.5’lik Jel

4.5 gr agar tizerine 150 ml 1XxTAE buffer ilave edilip mikro dalga firinda agar jel haline
getirilip tizerine 50 pl ethidium bromide (%0.05) ilave edilip takiben jel yatagina

dokiilmiistiir.

Low mass ladder

4 birim marker tizerine 1 birim 6xDYE ilave edilerek kullanilmistir.

50 ml 6x DYE

20 gr surose tartilip 30 ml suda ¢oziindiiriiliip tizerine % 0.01 gr bromophenol blue ilave

edilip son hacim suyla 50 ml’ye tamamlanmuistir.

20 ml Ethidium Bromide (10 mg/ml)

0.2 gr Ethidium Bromide tartilip 20 ml d2H20 igerisinde ¢6ziindiiriilerek hazirlanmistir.

DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) metoduna gore
gerceklestirilmistir (Doyle and Doyle, 1990). Buna gore:
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Ornek sayisina gore 2 ml’lik eppendorf tiipleri numaralandirilip icerisine nceden
hazirlanmis ve 1sitilmig olan CTAB ekstraksyon bufferindan her bir 6rnek i¢in 1 ml (%2
CTAB (w/v): 1.42 M NaCl, 200 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH=8.0, %1 Na.S:0s,
%0.2°1ik 2-Mercaptoethanol) buffer konulup iizerine sivi azot kullanilarak toz haline
getirilen bitki dokular transfer edildikten sonra tiipler her 15 dakikada hafif¢e alt-tist

edilerek 1 saat 70°C su banyosunda tutulmustur.

-Takiben 15 dk. oda sicakliginda bekletildikten sonra 4°C’de, 14000 rpm’de, 20 dk.
santrifiij edilip iist faz alinarak yeni tiiplere transfer edilmis ve lizerine esit hacimde
Chloroform:Isoamyl Alcohol (24:1) eklenerek 1 dk. yavasca alt-iist edilerek karistirilip
tekrar santrifiij edilmistir.

- Santrifiij edildikten sonra iist faz alinip iizerine esit hacimde Chloroform-Isoamyl
Alcohol (24:1) ilave edilip tekrar santrifiij edilmis ve st faz alinip {izerine 100 ul (10
M) amonyum asetat, 100 pl sodyum asetat (3 M pH: 5.5) ve 500 pl soguk (-20°C)
isopropanol eklenip karistirildiktan sonra tekrar santrifiij edilmistir.

- Bu asamadan sonra siipernatant atilip pelet vaccumlu santrifiijde (Eppendorf) 30°C’de
kurutulup tizerine 100 pl 1xTE buffer ilave edilmis ve yavasca karistirilarak

¢Oziindiiriildiikten sonra PCR i¢in kullanilincaya kadar -20°C muhafaze edilmistir.

3.3.1. DNA’min Kalitesi ve Miktarmin Tayini

DNA orneklerinin kantitatif tayini her ornekten 1 pl alinarak NanoDrop ND-3300
spektrofotometre cihazi (NanoDrop Technologies, USA) ile gerceklestirilmistir (Sekil
3.2). Protein kontaminasyonu i¢in 260/280, polifenol ve polisakarit kontaminasyonu

i¢in 260/230 oranlar1 kullanilmistir.
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Sekil 3.2. Spektrofotometre cihazi (NanoDrop Technologies, USA)

3.4. PCR Cahismalar

3.4.1. Direkt-PCR

Hastalik etmeni fitoplazmanin belirlenmesinde tiim fitoplazmalar i¢in 1800 bp fragment
veren universal pirimer ¢ifti P1 (Deng and Hiruki 1991) ve P7 (Kirkpatrick et al. 1992);
Nested-PCR i¢inse 1200 bp’lik fragment veren F16F2n ve R16R2 pirimer ciftleri
kullanilmistir (Gundersen and Lee 1996).

PCR isleminde DNA ile birlikte PCR’da kullanilan reaktiflerden Taq polimeraz harig
tamami kullanilmadan 6nce oda sicakliginda ¢ozilindiiriiliip kullanilincaya kadar kristal
halindeki buz igerisinde muhafaza edilmisdir. Coziindiiriilmiis DNA’lar numara sirasina
gore PCR tiiplerine 2 pl olacak sekilde birakilmis ve lizerine 23 pl PCR karisim
(Cizelge 3.3) ilave edilip daha onceden girilmis olan programa gore amplifiye
edilmisdir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.3. PCR reaktifleri ve bir 6rnek i¢in kullanilan miktarlar: (2ul DNA + 23ul)

Reagent Miktar (1X)
ddH20 14.35 pl
10X Buffer 2.5 ul
MgClz, 25mM 1.5ul
dNTP, 2.5mM 2.0l
Primer P1 (F): 5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (25 nt) 1.25
Primer P7 (R): 55CGTCCTTCATCGGCTCTT-3' (18 nt) 1.25

Tag Polimeraz 0.15 ul
DNA 2.0 pl

Total 25 ul

Cizelge 3.4. direkt-PCR dongii sicakliklart

PCR Sicakliklar: Sicaklik Degerleri ve siiresi Dongii Sayisi
Baslangi¢ i¢in denaturasyon | 94°C 4 dakika
sicaklig
Ara denaturasyon sicakligi 94°C 1 dakika
- 35 dongii
Amplifikasyon sicakligi 55°C 2 dakika
Tamamlayici sicaklik 72°C 3 dakika
Final sicaklik 72°C 10 dakika
Muhafaza sicakligi +4°C

3.4.2. Nested-PCR

P1/P7 primer ¢ifti ile yapilan direkt-PCR firiinleri, 1/20 oraninda seyreltilerek 16F2n/R2

primer ¢ifti ile nested-PCR’a tabi tutulmusdir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Nested-PCR dongii sicakliklart

PCR Sicaklhiklar: Sicaklik Degerleri ve siiresi | Dongii Sayisi
Baslangi¢ i¢in denaturasyon | 94°C 4 dakika
sicakligi
Ara denaturasyon sicakligi 94°C 1 dakika
: - 35 dongii
Amplifikasyon sicaklig 57°C 2 dakika
Tamamlayici sicaklik 72°C 3 dakika
Final sicaklik 72°C 10 dakika
Muhafaza sicakligi +4°C

Sekil 3.3. PCR ¢aligsmalari

3.4.4. Elektroforez Calismalar:

150 ml’'lik %1.5’lik jel i¢in 2.25 gr agaroz tartilip lizerine 150 ml 1XxTAE buffer ilave
edilerek mikrodalga firinda 4-5 dakika tutulmak suretiyle agarin jel haline gelmesi
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saglanmis ve iizerine 50 pl ethidium bromide (%0.05) ilave edilip jel yatagina
dokiilerek sogumaya birakilmistir. Takiben jel elektroforez tankina yerlestirilip {izerine

IXxTAE buffer dokiilerek drneklerin yiiklenmesi i¢in hazir hale getirlmistir.

PCR fiiriinlerinin tizerine 6xDYE (9 ul PCR iiriinii + 1 ul 6xDYE) ilave edilerek 10 pl
olacak sekilde 4-5 pl marker ile birlikte sirasiyla yiiklenmistir. Yiikleme islemi
tamamlandiktan sonra 120 V ve 120 mA de 90 dakika yiiriitiilmiis ve sonra UV

transliminatérde goriintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Farkli illerde salkim sogiitlerde (Salix babylonica) fitoplazmalara 6zgii cadi siipiirgesi,
top benzeri yapilar, kiiclik ve sik yaprakli siirgiinler, kismen ve tamamen kurumalar

seklinde simptomlar gozlenmistir (Sekil 4.1,2,3,4).

Sekil 4.1. Etmenin salkim sogiitlerin (Salix babylonica) taze siirgiin ve yapraklarindaki
simptomlar1
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Sekil 4.2. Simptomlu salkim sogiit agaci(Salix babylonica)
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Sekil 4.4. Salkim sogiitlerde (Salix babylonica) kiigiik yaprak tesekkiilii
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Erzurum ilinden fitoplazmalara 6zgii simptom gdsteren 5 ve simptomsuz bir agagtan
alinan oOrnekler fitoplazmalara sipesifik universal pirimer ¢ifti (P1/P7) ile test
edildiginde, simptom gosteren agaglardan 1800 bp’lik fragment elde edilirken saglikli
bitkilerden herhangi bir bant elde edilememistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Direkt-PCR sonuglari: M: Marker, 1: izolat 1, 2: izolat 2, 3: izolat 3, 4: Izolat
4, 5: Izolat 5, 6: Sagilikl1, 7: PCR control

P1/P7 pirimerlerinden elde edilen PCR iiriinlerinden F16F2n ve R16R2 pirimerleri
kullanilarak nested-PCR yapildiginda bu pirimer ¢iftinden beklenen 1200 bp’lik
fragmentler elde edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Farkli izolatlardan nested—PCR (F16F2n ve R16R2) ile elde edilen sonuglar

Takiben farkli ilerde (Erzurum ( Erzurum, Erzinca, Sivas, Tokat, Amasya, Ankara,
Eskisehir, Kiitahya, Afyon) yapilan gozlemlerde ayn1 simptomlart gosteren agacglardan
da ornekler (toplam 23) alinip test edildiginde bu agaglarinda enfekteli olduklari
saptanmustir (Sekil 4.7,8).
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Sekil 4.7. Direkt-PCR (P1 ve P7 ile) Marker, 2 Erzurum (Salkim Sogiit: Salix babylonica), 3,
Erzurum (Salix spp) Yapraklarinda genel kizariklik simptomu 4: Erzincan Salkim Sogiit, S:
Sivas sogiit, 6: Tokat sogiit, 7: Amasya Sogiit, 8: Ankara salkim sogiit, Eskisehir sogiit, Kiitahya
Sogiit, 9: Afyon sogiit, 10: Simptomsuz salkim sogiit, 11: Simptomsuz sogiit, 12: Negatif PCR
kontrol

8 =9 10 §11512

Sekil 4.8. Nested-PCR sonuglari: Marker, 2 Erzurum (Salkim So6giit: Salix babylonica), 3,
Erzurum (Salix spp.) Yapraklarinda genel kizariklik simptomu 4: Erzincan Salkim So6giit, S:
Sivas sogiit, 6: Tokat sogiit, 7: Amasya Sogiit, 8: Ankara salkim sogiit, Eskisehir sogiit, Kiitahya
Sogiit, 9: Afyon sogiit, 10: Simptomsuz salkim s6giit, 11: Simptomsuz sogiit, 12: Negatif PCR
kontrol
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Elde edilen PCR firiinlerinin daha 6nce yapilmis ¢alismalarla elde edilen bant agirliklar
ile ayn1 olusu; simptomlarin fitoplazmalar i¢in tanimlanmig simptom tipleri ile benzerlik
gostermesi etmenin fitoplazma oldugunu, farkli bolgelerde yeralan farkli illerden
toplanan simptomlu bitkilerde etmenin belirlenmesi ise bu fitoplazma tiiriiniin tilke
genelinde ciddi derecede yaygin oldugunu gostermistir. Diger taraftan bu hastalik
etmeni fitoplazma iilkemizde ilk defa bu ¢alisma ile salkim sogiitte (Salix babylonica)

belirlenmis olmas1 sonuglara ilk kayit olma 6zelligi katmustir.

Yine yapilan gézlemlerde salkim sogiit disinda diger sogiit tiirleri, kavak, hus, ak¢aagag,
karaagag, disbudak, bogiirtlen ve sakayikda da fitoplazmalara 6zgli simtom gosteren

bitki sayisinin dikkat ¢ekecek derecede yaygin oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkl1 agaglarda gozlemlenen siptomlar ve iller

Bitki Tiirii Simptom Tipi Gozlendigi il
Salkim Sogiit | Cadi siipiirgesi, top benzeri yapilar, | Erzurum, Erzincan, Sivas,
(Salix kiicik ve sik yaprakli siirglinler, | Tokat, Amasya, Yozgat,
babylonica) kismen ve tamamen kurumlar. Ankara, Eskisehir,
Kiitahya, Afyonkarahisar,
Trabzon.
Sogiit  (Salix | Baz1 agaglarda cadi stipiirgesi, top | Erzurum, Erzincan, Sivas,
spp.) benzeri yapilar kiigiik ve sik yaprakli | Tokat, Amasya, Yozgat,
stirglinler, kismen ve tamamen Ankara, Eskisehir,
kurumalar. Kiitahya, Afyonkarahisar,
Bazi1 agaclarda kizariklik, seyrek Trabzon.

yaprak  tesekkiili, kismen ve
tamemen kurumalar.

Kavak Kismen ve tamamen sarilik ile | Erzurum, Erzincan, Sivas,
(Populus spp.) | birlikte  kismen ve  tamemen | Tokat, Amasya, Yozgat,
kurumalar. Ankara, Eskisehir,
Kiitahya, Afyonkarahisar,
Trabzon

Hus agaci | Seyrek ve kiiciik yaprak tesekkiilii, | Erzurum
(Betula spp.) kismen ve tamamen kurumalar.
Akgaagac Ayn1 Agacin bazi dallarindaki sarilik, | Erzurum, Ankara
(Acer spp.) yaprakalrda deformasyon, kismen ve
tamemen kurumalar.

Cizelge 4.1. (devam)
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Karaagac Aym1  Agacin bazi dallarindaki | Erzurum, Ankara
agact (Ulmus | yapraklarda kizariklik, kismen ve

spp.) tamemen kurumalar.

Disbudak Cad siipiirgesi, sik ve kiigiik yaprakli | Erzurum, Ankara
(Fraxinus stirgin ~ tesekkiilii, kismen ve

spp.) tamemen kurumalar

Bogiirtlen Kiigik  yaprakli  siirgiinler, ve | Sivas

(Rubus spp.) kurumalar.

Sakayik Yapraklarda kizariklik Erzurum

(Paeonia spp.)
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5. SONUC ve TARTISMA

Yapilan c¢alisma ile Erzurum, Erzincan, Sivas, Tokat, Amasya, Yozgat, Ankara,
Eskisehir, Kiitahya ve Afyonkarahisar illerinde salkim sogiitlerde bu hastalik etmeni
fitoplazmanin belirlenmis olmasi1 hastaligin ciddi derecede yaygin oldugunu
gostermektedir. Gozlemlenen simptomlarin  ise daha oOnce fitoplazmalar igin
tanimlanmis olan simptomlarla (Biswas et al., 2013; Li et al., 2014; Pribylova et al.,
2015) benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Simptomlu agacglardan alinan Ornekler fitoplazmalara 6zgii universal pirimer c¢iftleri
(P1/P7 ve F16F2n ve R16R?2) ile testlendiginde bu pirimer giftlerinden bekelenen 1800
ve 1200 bp’lik fragmentlerin elde edilmesi agaclarin fitoplazma ile enfekteli oldugunu
dogrulamistir. Elde edilen PCR sonuglarin daha dnce sogiitlerde Kanada (Khadhair and
Hiruki, 1995); ispnaya (Alfaro-Fernindez et al., 2011), Cin (Mou et al., 2014) ve
[ran’da (Zamharir and Taheri, 2017) yapilmis ¢alismalardan elde edilen sonuglarla
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Yapilan literatiir taramasinda bu arastirmalarin

haricinde sogiitlerde fitoplazmalarla ilgili yapilmi baska kayda rastlanilmamistir.

Farkl: illerde salkim sogiitte fitoplazmalara 6zgii simptomlarin dikkat ¢cekecek boyutta

yayginlik géstermesinin nedeni ise:

» Fitoplazma yada fitoplazmalarin daha viriilans 1rk yada irklarinin ortaya ¢ikmasi,

» Etmeni tasiyan ancak daha dnce populasyonu diisiik olan daha etkin bir vektoriin
populasyonun artmast,

» Agaglarm birden fazla fitoplazma irki/tiirii tarafindan enfeksiyona maruz kalmasi,

» Mevcut vektorlerin populasyonunun artmast,

» Fitoplazmalar tasiyan vektorleri baskilayan dogal diigman populasyonlarmin farkl
nedenlerden dolay1 azalmasi,

> Iklim faktorlerinin (sicaklik, yagis, yagis rejimindeki degisim vb) patojen ve

vektorii lehine degismesi,
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> Ulkemize bu hastaligin tastyicist yeni bir vektdriin girmis olmasi olabilir.

Sogiit tirleri disinda farkli kiiltiir bitkisi ve orman agaclar1 ile park ve bahcelerde
kullanilan siis bitkilerinde de fitoplazmalara 6zgii simptomlarin dikkat cekecek
boyutlara ulasmasi bu hastalik gurubunun farkli bitki tiirlerindeki yayiliglarinin,
konukgu-patojen-vektor iligkilerinin molekiiler olarak tanilanip karakterizasyonlarinin
aragtirtlmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Sonug olarak etmenin tiir ve irk diizeyinde
tanis1 i¢in konukeu tiirli, popiilasyon dagilimi ve simptom tiplerinin belirlenerek PCR
bolgesinin  klonlanip sekans dizilimlerinin ¢ikarilmasi gerektirmektedir ki buda

kapsamli bir ¢aligma ile ortaya konulabilir.
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