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OZET

ARMUT YIKIM FITOPLAZMASI (‘Candidatus Phytoplasma pyri’)
HASTALIGINA KARSI ASIYLA TASINMA ETKINLiGiNiN VE FARKLI
ANAC-CESIT REAKSiYONLARININ ARASTIRILMASI

Bu calismada armut yikim fitoplazmasi (AYF, ‘Candidatus Phytoplasma pyri’)
hastaliginin astyla tasinma etkinligi ve farkli anag-¢esit kombinasyonlarinin bu hastaliga
kars1 reaksiyonlarin belirlenmesi amaclanmistir. Boylece dogal kosullarda, vektorler
disinda hastaligin tasinma ve yayilma yollarn ile ilgili elde edilecek veriler AYF
hastaligina karst kontrol stratejileri gelistirmede yararli olacaktir. Hastaliga karsi
dayanikli olarak bilinen BA-29 anaci iizerine enfekteli olarak bilinen kaynak bitkiden
alian gozler asilanarak asiyla tasinma etkinligi belirlenmistir. Ayrica dayanikli olarak
bilinen 3 farkli anag¢ (Pyrus communis, klonal anaglardan BA-29 ve OHF 333) iizerine
tilkemizde iiretimi yaygin olarak yapilan yerli ve yabanci ¢esitlerden (Deveci, Santa
Maria, Williams ve Ankara) asilamalar yapilmis ve bu kombinasyonlarin AY
fitoplazmasina karsi reaksiyonlari belirlenmis; bunun yaninda tim bitkilere AY
fitoplazmas: ile enfekteli olarak bilinen kaynak bitkiden alinan gozler de asilanmustir.
Hem asiyla tasinma denemesinde hem de anag-cesit kombinasyonlarinda kullanilan tiim
bitkiler belirli araliklarla Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragmenti Uzunluk
Polimorfizmi (PZR-RFUP) yontemi ile testlenmistir. Testleme sonuglarina gore
AYF’nin ag1 ile tasinma orant %8, anag-cesit kombinasyonlarinin bu hastaliga karsi
reaksiyonunun belirlenmesinde ise bu oran %4.861 olarak bulunmustur. OHF 333 anaci
lizerine asili ¢esitlerde en yiiksek PD enfeksiyon orani saptanmistir. Deveci ¢esidi diger
cesitlerden daha hassas bulunurken; Ankara c¢esidinde herhangi bir enfeksiyon
bulunamamastir.

2011, 51 sayfa

Anahtar Kelimeler: Armut, ‘Candidatus Phytoplasma pyri’, anag-gesit kombinasyonu,
as1 ile tasinma, PZR-RFUP.



ABSTARCT

INVESTIGATION ON TRANSMISSION EFFICIENCY OF PEAR
DECLINE PHYTOPLASMA ‘Candidatus Phytoplasma pyri’ BY GRAFTING
AND REACTIONS OF DIFFERENT ROOTSTOCK-SCION COMBINATIONS

In this study, transmission efficiency of pear decline phytoplasma (PD, ‘Candidatus
Phytoplasma pyri’) by grafting and reactions of different rootstock-scion to disease
were investigated. Thus, in natural conditions, the obtained data on dissemination and
spread of this phytoplasma rather than vectors will be useful in order to develop control
strategies to PD. Buds taken from an PD infected plant were grafted on BA-29 which is
known resistant to disease and transmission efficiency by grafting were investigated.
Furthermore, native and foreign cultivars (Deveci, Santa Maria, Williams and Ankara)
which were intensively grown in our country were grafted on 3 different PD resistant
rootstocks (seedling rootstock, Pyrus communis and clonal rootstocks BA-29 and OHF
333) and reactions of different rootstock-scion combinations to PD phytoplasma were
determined and beside this all plants were grafted by buds taken from PD infected plant.
All plants used in both experiments were periodically tested by Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphisims (PCR-RFLP). According to the
obtained results, transmission rate of PD by grafting was detected as 8% and infection
rate of different rootstock-scion combinations inoculated with this phytoplasma was
detected as 4.861%. The cultivars grafted on the rootstock of OHF 333 were revealed
the highest PD infection rate. The cultivar Deveci was found more sensitive than the
other cultivars while the infection was not detected on Ankara cv.

2011, 51 pages

Key words: Pear, ‘Candidatus Phytoplasma pyri’, rootstock-scion combinations,
grafting, PCR-RFLP.
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1.GIRIS

Tiirkiye meyveciliginde ve dis ticaretinde 6nemli yeri olan armut ¢esitli iklim ve
toprak kosullarinda yetigebilen, bakimi kolay, i¢ ve dis pazarlarda iyi fiyat bulan, uzun
siire agagta kalabilen ve depoda muhataza edilebilen bir meyve tiiriidiir.,

2009 yil1 verilerine gore; tilkemizde armut (Pyrus communis L.) 33.060 ha alanda
yetistirilmekte ve 384.244 ton liretimi ile yumusak ¢ekirdekli meyveler igerisinde elma
(Malus communis L.)’ dan sonra 2. siray1 almaktadir (Anonim, 2009).

Armut agaclarinda hastalik ve zararlilar ekonomik olarak énemli kalite ve verim
kayiplarina neden olmaktadir. Zararli bocekler, fungal ve bakteriyel hastaliklar degisik
kimyasallar kullanilarak etkili bir savasim yontemi ile bagarili bir sekilde
Onlenebilmektedir. Ancak; viriis, viroid ve fitoplazma gibi hastaliklarla ayni sekilde
kimyasal miicadele yapilamamaktadir.

Virtisler tarafindan neden oldugu sanilan bazi bitki hastaliklarinin morfolojik
olarak insan patojeni olan mikoplazmalara benzeyen ve floemde kolonize olan
prokaryotlarla iligkili oldugu ilk kez 1967 yilinda yapilan elektron mikroskop
calismalariyla ortaya konmustur (Doi ve ark., 1967). Bu tarihten sonra ylizlerce bitki
hastalik tablosunun mikoplazma benzeri organizmalar tarafindan neden olundugu
bildirilmigtir. Laboratuvar kosullarinda gelismeleri miimkiin olmadigindan son 10 yila
kadar c¢ok az karakterize edilmis, ribozomal rDNA baz dizisi tayininin miimkiin
olmasindan sonra bitki floeminde ve boceklerde kolonize olan, hiicre duvarindan
yoksun bu prokaryotlarin Mollicutes sinifinin iginde biiyiikk bir monophyletic grup
olusturdugu goriilmiistiir. Bu patojenlerin tanis1 20 yildan fazla bir siire mikroskobik
gozlemler (DAPI boyama) ya da elektron mikroskopi yontemleri ile yapilmistir. Ancak,
son 20 yildir DNA-temelli teknolojilerin uygulanmasiyla prokaryotlar igerisinde farkli
molekiiler kiimelerin ayirt edilmesi miimkiin olmustur. Karsilastirilmali Uluslararasi
Mikoplazma Arastirma Projeleri Komitesi (IRPCM)’nin Bitki Mikoplazmalar1 Birimi
bu gruba ait prokaryotlar1 tanimlamak igin ‘fitoplazma’ adim1 vermis; ‘Candidatus
Phytoplasma’ cinsi Onerilerek bu prokaryotlarin resmi simiflandirilmas: yapilmaya
baslanmigtir (IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working Team, 2004).

Fitoplazmalar biyiikliikleri 200-800 nm arasinda degisen, hiicre duvarsiz
prokaryotlar olup polimorfiktir ve sadece canli konuk¢u dokularinda yasayabilen obligat

parazit canlilardir. Fitoplazmalar prokaryot canlilarin Mollicutes sinifinda yer alirlar ve



diinyada yaklasik 1000 kadar bitki tiiriinde hastaliklar yapmaktadirlar. (Seemiiller ve
ark., 2002). Bitkilerin floem dokusunda, bdceklerin viicut sivisinda ¢ogalan
fitoplazmalar, bocek yumurtalari kanaliyla nesilden nesile tasinabilirler. Insan ve
hayvanlar1 enfekte eden mikoplazmalardan 16S ve 23S ribozomal bolgeler arasinda
kalan bosluk bdlgesi ile genetik olarak ayrilabilirler. Onerilen ilk fitoplazma tanilama ve
smiflandirma sistemleri vektorle tasinmadaki 6zellesme, konukgu dizisi ve cezayir
meneksesi gibi genel bir konukgudaki simptom olusumlar1 esasina dayanmaktadir.
Onceleri poliklonal antiserum daha sonra da monoklonal antiserumlarin gelistirilmesi
ile fitoplazma gruplar1 arasinda ilk farkliliklarin ortaya konmasini saglanmaistir.

Fitoplazma teshisi son yillara kadar sadece serolojik olarak veya spesifik
klonlanmig DNA problari ile yapilabilmekteydi. Genel ve giivenilir fitoplazma teshis ve
tanilama sistemini gerc¢eklestirmek igin, korunmus ribozomal fitoplazma bolgesi
(16SrRNA) iizerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) (Polimeraz Chain Reaction:
PCR) / Restriksiyon Fragment Uzunluk Poliforfizmi (RFUP) (Restriction Fragment
Length Polymorphisim: PFLP) ve Nested-PZR yontemleri gelistirilerek uygulanmistir.
Bu teshis yaklasimlari hizli ve giivenilir yollarla fitoplazma ile ilgili hastaliklarin
epidemiyolojilerine 151k tutmustur.

Meyve agaclarinda ekonomik anlamda zarar yapan ve olduk¢a yaygin olan {i¢
fitoplazma hastaligi bulunmaktadir. Bunlar: Avrupa sert ¢ekirdekli meyve sariligi
fitoplazmas1 (ASCSF) (European stone fruit yellows; ESFY), Armut Yikimi (AYF)
(Pear decline=PD) ve Elma ¢oklu siirgiin (ECSF) (Apple Proliferation=AP)
fitoplazmas1’ dir. Bu ii¢ hastalik ile ilgili son yillarda yapilan ve patojenlerin korunmus
genlerini iceren 16SrDNA’sinin baz dizilerinin tayini ve RFLP analizlerini igeren
molekiiler ¢caligmalara gore armutlarda PD fitoplazmasinin, ESFY ve AP fitoplazmalar
ile birlikte ‘Apple proliferation (AP)’ grubuna (16SrX) ait olduklar1 belirlenmistir.

Son yillarda fitoplazma grubu patojenlerin siniflandirilmast ve bilimsel
isimlendirilmesi konusunda yapilan ¢alismalar sonucunda ASCSF su anda Candidatus
Phytoplasma prunorum, AYF Candidatus Phytoplasma pyri, ECSF ise Candidatus
Phytoplasma mali olarak adlandirilmaktadir (Seemiiller ve Schneider, 2004).

AYF Kuzey Amerika, Afrika, Asya ve Avrupa’da armut yetistiriciligi yapilan bir
cok iilkede armutlarin en tahrip edici hastaligi olarak bildirilmistir (OEPP/EPPO, 2007,
Seemiiller, 1989; Blomquist ve Kirkpatrick, 2002; Malinowski ve ark., 1996; Avinent



ve ark., 1997; Del Serrone ve ark., 1998; Marcone ve ark., 1999). AYF’nin iki tip
simptomu gozlenmektedir; biri hizli yikim digeri ise yavas yikim ya da yaprak
kivrilmasidir. Bu etmenin farkli tipteki simptomlarinin ortaya ¢ikist anacin
hassasiyetine ve Kkiiltiirel uygulamalara 6zellikle de psillidlerin kontrol edilebilmesine
baghdir. Hizli yikimlarda asi bolgesindeki floem gelisme donemi boyunca bitkiye
gerekli besini gonderemeyecek kadar zarar goriir, meyve gelisimi durur, meyve ve
yaprak hizla solar. Bunu, yaprak yanmasi ve 6liim takip eder, agaglar genellikle birkag
haftada oOliirler. Yavas yikimlarda ise agacin yavas bir sekilde zayiflamasi soz
konusudur, uglarda gelisimler azalir veya tamamen durur. Yapraklar az, kiigiik, agik
yesil, derimsi goriiniislii ve u¢ kisimlarindan hafifce kivrilmigtir. Bu yapraklar
sonbaharda anormal olarak kirmizilasir ve erken dokiiliirler. Patojen saldirisinin ilk
yillarinda c¢iceklenme ¢ok yogundur, ancak daha sonra daha az ¢i¢ek olusur, meyve
tutumu azalir ve normal biiyiikliige ulagamaz.

AYF armut yetistiriciligi yapilan bir ¢ok iilkede armutlarin en tahrip edici
hastaligi olarak bildirilmistir (Seemiiller, 1989; Blomquist ve Kirkpatrick, 2002;
Malinowski ve ark., 1996; Avinent ve ark., 1997; Del Serrone ve ark., 1998 Marcone ve
ark., 1999). AYF siddetinin anag/kalem kombinasyonuna bagli olarak degistigi
(Seemiiller, 1989), etmenin asiyla ve armut psillast Cacopsylla pyri ve C. pyricola
(Carraro ve ark; 1998; Jensen ve ark., 1964) ile tagindig1 saptanmustir.

AYF’sinin farkli anaglar iizerine asili ¢esitlerde degisik reaksiyonlara neden
oldugu bilinmektedir. Hastalik siddetinin derecesinin enfekteli bitkilerde oldukca
degisken oldugu ve kullanilan anag¢-kalem kombinasyonlarina gore bu siddetin degistigi
ortaya koyulmustur (Seemiiller ve ark., 1998). Pyrus pyrifolia ve P. ussuriensis iizerine
asili armut agaglarinda AYF’ nin hizli 6lime neden oldugu oysa P. communis, P.
betulifolia ve P. calleryana iizerine asili armutlarda ise yavag Olim gorildigi
belirlenmistir (Seemdtiller ve ark., 1998).

Ulkemiz ekonomisi igin énemli olan armutlarda bugiine kadar AYF konusunda
yapilan ¢alismalar 6n ¢alisma niteligindeki sorvey c¢alismalar1 olup, bu ¢aligmalarin
detaylandirilmas1 ve ilave ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Armut ireticileri
as1gdzl alacaklart bitkileri fitoplazmalarin varligl agisindan testletme imkanina sahip
olmadiklarindan, enfekteli bitkilerden asigézii alabilmekte ve bu etmenleri saglikli

bitkilere bulastirabilmektedir. Bunun sonucunda ise armut yetistirilecek yeni alanlara bu



etmenlerin yayilmasia neden olabilmektedirler.
Bu caligma ile iilkemizde AYF’nin hem as1 yoluyla tasinma etkinliginin
arastirtlmast hem de farkli anag¢-¢esit kombinasyonlarmin bu etmene Kkarsi

reaksiyonlariin belirlenmesi amaglanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Yurt disinda yapilan ¢calismalar

Gectigimiz son 25 yila kadar fitoplazmalarin siniflandirilmast ve birbirinden
ayirt edilmesi, enfekteli bitkilerde olusturduklart simptomlara, bitki ve bdcek
konukgularmin spesifikligi gibi biyolojik 6zelliklerine dayanilarak yapiliyordu.
Biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi uzun zaman almakta ve is giicli gerektirmekte
bazen de giivenilir olmamaktayd:r (Lee et al., 1998). Molekiiler yontemlere dayali
analizler son yillarda giderek artarak fitoplazmalarin teshisinde ve siniflandirilmasinda
daha dogru ve giivenilir sonuglara ulasilmasini saglamistir.

AYF, ECSF, Rubus bodurlagma, Picris echioides (bristly oxtangue) sariligt ve
pamuk (Gossypium hirsutum) phyllody hastaliklarina sebep olan fitoplazmalar sirasiyla
dogal enfekteli bitkilerden deney ortamindaki konukgulara Catharanthus roseus
(pervane ¢icegi) ve Cuscuta spp. (kiiskiit) aktarilmiglardir. Bu fitoplazmalarin tanilari
cogaltilmis ribozomal DNA’nmin kullanmildigt PZR-RFUP yontemiyle yapilmistir.
Restriksiyon profilleri incelendiginde pamuk phyllody vektoriintin baklagil ve bezelye
phyllody’e sebep olan fitoplazmalardan farkli oldugu ayirt edilmistir. Oysa pamuk
phyllody adli tek bir etmenden kaynakli hastalik oldugu sanilmaktaydi (Marcone ve
ark., 1999).

AYF Kuzey Amerika, Afrika, Asya ve Avrupa’da armut (Pyrus communis)
yetistiriciligi yapilan bir ¢ok iilkede armutlarin en tahrip edici hastaligi olarak
bildirilmistir (OEPP/EPPO, 2007; Seemiiller, 1989; Blomquist ve Kirkpatrick, 2002;
Malinowski ve ark., 1996; Avinent ve ark., 1997; Del Serrone ve ark., 1998 Marcone ve
ark., 1999). AYF siddetinin anag/kalem kombinasyonuna bagli olarak degistigi
(Seemiiller, 1989), etmenin asiyla ve armut psillas1 Cacopsylla pyricola (Jensen ve ark.,
1964) ile tasindig1 saptanmistir. Avrupa’da yerli armut ¢esitlerine ilaveten bir¢ok yabani
armut tlirleri ve ayvalarin AY fitoplazmasinin konukgusu oldugu bildirilmistir
(OEPP/EPPO, 2007; Seemiiller, 1989). AYF’nin psylla beslenmesi ve kiiskiit yolu ile
Cezayir menekselerine tasindigr belirlenmistir (Kaloostian ve ark., 1971; Marcone ve
ark., 1999).

Pyrus pyrifolia ve P. ussuriensis {izerine asili armut agaglarinda AYF’nin hizl
6lime neden oldugu oysa P. communis, P. betulifolia ve P. calleryana iizerine asili

armutlarda ise yavas 6liim goriildiigii belirlenmistir (Seemiiller ve ark., 1998).



Quince A anaci iizerine asili armutlarin AYF enfksiyonuna daha hassas
olduklari, Franco comune anaci iizerine asili William ve Decana del Comizio
cesitlerinin daha az hassas oldugu ve %29-43 oraninda enfeksiyon goriildiigli, oysa
Farold 40 ve Farold 87 iizerine asili William armut c¢esitlerinde enfeksiyon oraninin
%357 oldugu ve fitoplazma pozitif agaclarin tiimiiniin simptomsuz oldugu saptanmigtir
(Pastore ve ark., 1998).

AYF’nin siddetinin anag¢ ve lizerine asili olan c¢eside bagl olarak degiskenlik
gosterdigi bildirilmistir. P. communis, P. betulifolia, P. calleryana ve Cydonia
oblongata (ayva) iizerine asili agaglar AYF ile enfektelenmisler, ancak bunlar AY
fitoplazmasinin en tolerantidirlar, as1 nooktasinda ve ta¢ kismiinda (en az siddette)
geriye dogru olim simptomlarin1 géstermiglerdir. P. ussuriensis ve P. serotina gibi
Asya anaclar lizerine asili olanlarin en hassas oldugunu ve agagta hizli ya da ilerleyen
geriye oliim simptomlarinin goriildiigiinii ve as1 noktasinda belirgin bir kahverengi hat
olustugunu saptamiglardir. Bu anacglarin (AYF’nin bulundugu bélgelerde) asir1 hassas
oluslarindan dolayr artik kullanilmadigini bildirmislerdir (Seemiiller ve ark., 1998;
Westwood ve ark., 1971).

Hastaligin siddetinin derecesi enfektali bitkilerde degisken oldugunu; ve
kullanilan anag-kalem kombinasyonlar1 ve g¢eside gore bu siddetin degistigini ortaya
koymuslardir (Seemdiller ve ark; 1998).

AYF’nin vektorleri olan C. pyri ve C. pyricola (Carraro ve ark., 1998; Jensen ve
ark., 1964) ile insektisit kullanarak miicadele etmek oldulga zor olup, hastaligin
yayilmasini 6nlemede yeterli olmamaktadir. Enfeksiyon kaynaklarini uzaklastirmak i¢in
hastalikli agaglarin budanmasi gibi alinacak diger onlemlerde yeterli etkiye sahip
degildir. AYF kontroliinde en iimit verici yaklagimin dayanikli bitkilerin kullanimi
olarak saptanmistir. Fitoplazmalar bozulmamis floem kalbur borularinda bulunduklari
i¢cin patojenin, floemin dejenere oldugu toprak {istii aksaminda kis aylarinda azaldigini,
bunun aksine fitoplazmalarin fonksiyonel kalbur borulariin tiim yil boyunca koklerde
yasadigini, takip eden ilkbaharda ise koklerden siirgiinlere yeniden kolonize olabildigini
bildirmislerdir (Schaper ve Seemiiller, 1982, Seemiiller ve ark., 1984).

ECSF’de oldugu gibi dayanikli ana¢ kullanimmin AYF miicadelesinde
kullanilabilecegi bildirilmistir (Seemiiller ve ark., 1992, 2008).



Gegtigimiz ylizyilda (50°li ve 60’li yillarda) Giiney Amerika‘da meyve
yetistiriciligi yapilan Pasifik kiyilarinda AYF hastaligina armut anaglarinin farkl
reaksiyon verdigi yapilan ilk gozlemlerle belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda oriental
anaglar P. pyrifolia ve P. ussuriensis iizerine asili agaglarin hastaliktan oldukca
etkilendigi ve ¢ok sayida agacta geriye dogru olim gozlendigi belirlenmistir. Bu
sonuglarin aksine bazi P. communis gesitleri ve P. betulifolia ¢ogiirleri tizerindeki
agaclarin daha az etkilendigi ortaya koyulmustur (Blodgett ve ark., 1962).

P. communis cvs. Old Home X Farmingdale’nin hibritlerinden elde edilen
bitkilerde dayaniklilik gozlenmistir. Bdyle genotipler AYF’na dayanikli olarak
tanimlanmistir. Aksine ithal edilen Fransiz tohumlarindan yetistirilen P. communis
¢ogiirlerine asili bitkiler hassasiyet gostermistir (Westwood ve ark., 1976, Westwood ve
Lombard, 1982).

AYF tahrip edici bir hastalik olup; pisillidler ve as1 ile tasinmaktadir (Hibino ve
ark., 1971, Davies ve ark., 1992, Carraro ve ark., 1998a). Bu hastalik diinyada armut
yetistirilen alanlarin bircogunda yaygin olarak goriilmektedir (Hibino ve Schneider,
1970, Schaper ve Seemiiller, 1982, Davies ve ark., 1992, Guinchedi ve ark., 1994,
Malinowski ve ark., 1996, Schneider ve Gibbs, 1997, Del Serrone ve ark., 1998,
Marcone ve ark., 1999, Ember ve ark., 2004, Seemiiller 1989, Nemeth 1986).

2.2. Ulkemizde yapilan ¢calismalar

Giliniimiize kadar iilkemizde sert ¢ekirdekli meyve agaclarindaki
fitoplazmalarin saptanmasi konusundaki caligmalar son yillarda yogunlagmis ve ilk
simptomolojik bulgular Caglayan ve Gazel (1999) tarafindan bildirilmistir.

Bursa ilinde ticari Deveci armut cesitlerinden toplanan oOrneklerde ve bu
bitkilerin tizerindeki armut psillidi Cacopsylla pyri L.’de armut yikim fitoplazmsi
saptanmugtir (Ulubas Serce ve ark., 2006).

Bursa ilinde yapilan 6n ¢alisma niteligindeki arastirmanin devaminda patojenin
hastalik orani belirlenmis ve testlenen 116 armut agacinin, % 52.58’inin AY
fitoplazmasi ile enfekteli oldugu bulunmustur. Etmen testlenen Deveci, Santa Maria,
Comice and William armut ¢esitlerinde sirastyla % 58.06, 48.57, 44.44 ve 40 oraninda
saptanmuistir (Gazel ve ark., 2007).



Ulkemizde yapilan bir diger sérvey calismasi 2005-2006 yillarinda yiiriitiilmiis
ve Ankara ilinden 5, Yalova ilinden 6 armut 6rnegi DAPI ve Nested-PZR / RFUP
yontemleriyle testlenerek orneklerin tiimiinde AYF saptanmistir (Canik ve Ertung,
2007).

Dogu Akdeniz Bolgesi’nden alinan 2 armut 6rneginin bir tanesinde PZR/PFUP
yontemi kullanilarak AYF tespit edilmistir (Sertkaya ve ark., 2005).

Armut ¢ogiirii (Pyrus communis L.) {izerine asili Deveci ¢esidinde ‘Candidatus
Phytoplasma pyri’ enfeksiyonunun meyve kalitesi, toplam fenolik igerik ve antioksidan
kapasitesine olan etkisi arastirilmis ve meyve iriliginin azaldigi, pH’ nin arttigi, abortif
ve saglikli tohum sayisinda ve agirliginda, suda ¢oziilebilir kuru madde ve asiditede
onemli bir degisiklik olmadigi, enfekteli kabuk dokusunda saglikli dokuya oranla
toplam fenolik ve antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugu saptanmistir (Gazel ve ark.,
2010).



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Fitoplazma kaynagi

Bu arastirmanin arazi ¢alismalart Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Boliimiiniin Arastirma Tiil Serasinda (Screenhouse), tiim testlemeler ise
ayni boliimiin Viroloji laboratuarinda yapilmistir.

‘Candidatus Phytoplasma pyri’ inokulumu olarak Bursa’nin Giirsu ilgesinden
saglanan Deveci ¢esidine ait bir bitki (Gazel ve ark., 2007) kullanilmigtir (Sekil 3.1).
Inokulum kaynag olarak kullanilan bu bitki dnceki calismalarda AYF ile enfekteli
olarak saptanmis olmakla birlikte bu g¢alisma kapsaminda yeniden Nested-PZR ve
RFUP ile testlenmis ve AYF ile enfekteli oldugu bulunmustur.

Sekil 3.1. Bursa’nin Giirsu ilgesinden alinan ve inokulum kaynagi olarak kullanilan

AYF ile enfekteli agacin genel goriiniimii
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3.1.2. AY fitoplazmasimin asiyla tasinma etkinligi ve farkhh anacg-gesit
kombinasyonlarinin belirlenmesi

AY fitoplazmasmin asiyla tasinma etkinliginin belirlenmesi i¢in iilkemizde
yaygin olarak kullanilan klonal ayva anaglarindan BA-29 anaglar1 fidan iireten 6zel
firmalardan saglanmistir.

Anag-cgesit kombinasyonlarimin AYF’na karsit reaksiyonlarinin belirlenmesi
calismasinda ise armut ¢ogiri (Pyrus communis L.), klonal anaglardan BA-29 ve OHF
333 ile bu anaglar iizerine asilanacak olan Deveci, Ankara, Williams ve Santa Maria
armut ¢esitlerinin as1 kalemleri fidan iiretimi yapan 6zel firmalarindan saglanmistir.

Bu calismada kullanilan tiim anaglar ve ¢esitlerin alindig1 agaglar testlenmis ve

AYF agindan negatif bulunmustur.
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3.2. Yontem
3.2.1. AY fitoplazmasinin asiyla tasinma etkinliginin saptanmasi

AY fitoplazmasinin asiyla tasinma etkinliginin saptanmasi i¢in Bursa’nin Giirsu
ilgesinde bulunan ve AYF ile enfekteli oldugu saptanan armut agacindan alinan
inokulumlar Temmuz 2009’ da 50 adet BA-29 anaci tizerine durgun goz asisi teknigi ile

astlanmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Temmuz-2009 doneminde AY fitoplazmasi ile enfekteli agactan alinan

gozler ile yapilan asilama galigmasi.

AYF ile enfekteli olmayan saglikli armutlardan alinan asigozleri 2 adet anaca
asilanarak kontrol bitki olarak yetistirilmistir.
Asilanan tim bitkiler bocek girislerinin engellendigi tiil seralara alinmis ve

diizenli olarak bakimlar1 yapilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Asiyla tasinma etkinliginin belirlenmesi igin tel seralarda kurulan denemenin

genel goriinimii

3.2.2. Farkhh anac-cesit kombinasyonlarinin AY fitoplazmasina Kkars1
reaksiyonlarmmin belirlenmesi

Farkli anag-gesit kombinasyonlarinin AY fitoplazmasina karsi reaksiyonlarinin
saptanabilmesi i¢in MKU tiil seralarinda kurulan denemede armut ¢ogiir anaglarindan
(Pyrus communis L.), klonal anaglardan BA-29 ve OHF 333 kullanilmigtir. Bu anaglar
tizerine saglikli Deveci, Ankara, Williams ve Santa Maria ¢esitlerinden gozler alinarak
inokulum etkinligini arttirmak amaciyla Temmuz 2009, Mart 2010 ve Kasim 2010
olmak tizere toplam 3 kere asilama yapilmstir.

Her anagtan 68 adet olmak iizere toplam 204 anag¢ toprak ve giibre karigimi
iceren 15 litrelik saksilara dikilmistir. Her anag ise 17’serli 4 gruba ayrilmis ve her grup
tizerine Deveci, Ankara, Williams ve Santa Maria ¢esitlerinden alinan gozler durgun

g0z asis1 teknigi ile Temmuz 2009 doneminde agilanmigtir-
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Farkli anag-gesit kombinasyonu ile elde edilen 17°ser grup bitkiden 2 tanesi
kontrol bitki olarak ayrilmis ve toplam 180 (3 anag x 4 ¢esit x 15 bitki = toplam 180
bitki) bitkiye AY inokulumu verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Farkli anag-¢esit kombinasyonlarmin AY fitoplazmasma karsi
reaksiyonlariin belirlenmesi amaciyla kurulan denemede kullanilan anag-gesit isimleri

ve sayilari

ANAGCLAR
Cogiir Anaci BA-29 OHF 333
- INOKULUM | INOKULUM |INOKULUM | INOKULUM |INOKULUM | INOKULUM
CESITLER| | . . | .
VERILEN VERILMEYEN VERILEN VERILMEYEN VERILEN VERILMEYEN
DEVECI 15 2 15 2 15 2
ANKARA 15 2 15 2 15 2
WILLIAMS 15 2 15 2 15 2
SANTA
SAN A 15 2 15 2 15 2

Inokulum etkinliginin arttirilmasi amaci ile Mart 2010 déneminde ayni 180
bitkiye siirglin goz asis1 teknigi ile agilama yapilmustir.

Son olarak fitoplazma konsantrasyonunun yogun oldugu Kasim ayinda (2010)
ayni 180 bitkiye kabuk inokulasyonu yapilmistir. Asilanan tiim bitkiler bocek
girislerinin engellendigi tel seralara alinmis ve diizenli olarak bakimlar1 yapilmistir

(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Farkli anag-¢esit kombinasyonlariin belirlenmesi amaciyla kurulan deneme

bitkilerinin seradaki genel goriiniimii

3.2.3. Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. Niikleik Asit izolasyonu

- DNA izolasyonu igin 0.10-0.25 g yaprak orta damari veya siirgiinden kazinan doku
Ornegi alinarak sivi azotla ezilir.

- Doku erimeden her 6rnek tizerine 1200 ul 2XCTAB, %1 mercaptoetanol, 2 ul RNase
eklenerek 2 ml’lik ependorf tiiplere aktarilir.

- Tiipler 5 dakika oda sicakliginda veya 37 °C’de bekletilir.

- 500 pl chloroform oda sicakligindaki ekstrakta eklenir. Tipler en az 1 dakika
karistirilarak 14.000 rpm’de 30-60 saniye santrifiij edilir.

- Ust faz yeni tiiplere aktarilir ve iizerlerine 150 pl silica eklenerek 5 dakika karistirlir.

- Tlipler maksimum hizda 2-3 saniye santrifiij edilir.
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- Ustteki s1v1 atilir ve tiiplere agzina kadar Silika yikama buffer’1 eklenir. Yikama buffer
ile doldurulan tiipler vortex edilir ve 2-5 saniye. maksimum hizda santrifiij edilir.

- Ustteki s1v1 atilir.

- Yikama iglemi tekrar edilir.

- Yapilan ikinci yitkamanin ardindan tiipler 37 °C’de 10 dakika kurutulur.

- 800 ul steril su ile DNA’lar sulandirilir. Sulandirilan DNA’lar 68 °C‘lik su
banyosunda 5 dakika tutulur ve ardindan tiipler vortexlenir.

- Tiipler maksimum hizda 2-3 saniye santrifiij edilir ve istteki siv1 yeni tiipe aktarilir.

- Tiiplerdeki DNA’nin ¢6keltilmesi i¢in 0.1 hacim (80 pl) 5M NaCl eklenir ve toplam
hacme 0.666 hacim isopropanol eklenir.

- Tiipler en az 1 dakika karistirilir ve maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilip tstteki
stvi atilir.

- 1 ml %70’lik soguk alkol eklenir ve pelletin yerinden oynamamasina dikkat edilerek
tiipler yavagca alt list edilerek alkol dokiiliir. Kisa bir santrifiijden sonra kalan sivi
pipetle alinir.

- Tiipler 37 °C’de 20-30 dakika etiivde bekletilir.

- Tiplere 30-200 pl steril su eklenir.

- Tiipler PZR ¢alismalarinda kullanilincaya kadar —20°C’de muhafaza edilir (Rogstad,
1992).

Ekstraksiyonda kullanilan tiim tampon ¢ozeltilerin igerikleri EK 1°de verilmistir.

3.2.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) testleri

Izole edilen DNA’larin PZR islemi iki asamada (direkt- ve nested-PZR)
gerceklestirilmigtir. (Lee ve ark., 1992). Direkt-PZR’da 1800 bp {iriin veren P1 ve P7
primer cifti, Nested-PZR’de ise 1050 bp iiriin veren FO1 ve RO1 primer c¢iftleri
kullanilmistir. Primerlerin baz dizileri ¢izelge 3.2de verilmistir.

Direkt-PZR asamasinda niikleik asitler 1/50 oraninda sulandirilarak hazirlanan
karigimdan 1ul alinarak 24 pl’lik reaksiyon karisimina eklenmistir. Reaksiyon karisimi
10XPCR buffer (100mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, % 0.01 gelatin), 1.5 mM
MgCl,, 250 uM dNTP’ler, 20 pmol primerler, 2 {inite Taq polimeraz’dan olusmustur.
Direkt-PZR dongiisii; 94°C’de 2 dakika denaturasyondan sonra, 94°C’de 1 dakika,
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57°C’de 2 dakika ve 72 °C’de 3 dakikadan olusan 35 dongiiyii takiben 72°C’de 10

dakikadan olusturulmustur.

Direkt-PZR’dan sonra uygulanan Nested-PZR asamasinda FO1/R01 primerleri

kullanilmistir. Direkt-PZR firtinleri 1/50 oraninda sulandirildiktan sonra, bundan 1 pl

alinarak yeni hazirlanan reaksiyon karisimina eklenmistir. Nested-PZR’da ise tiipler

94°C’de 2 dk; 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 55°C’de 30 sn. baglanma, 72°C’de 1 dk

uzama 35 dongi seklinde gergeklestirilmis ve son uzama 72°C’de 5 dk olacak sekilde

yapilmistir. (Lee ve ark., 1998).

Cizelge 3.2. Direkt ve Nested-PZR analizlerinde kullanilan universal ve Elma Coklu

Siirgiin fitoplazmasi grubu fitoplazmalari i¢in spesifik primer baz dizileri

Cogalan DNA | Evrensel | Baz dizilimleri ve referans
uzunlugu (bp) | primerler
P1 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA-3’
Direkt-PZR 1800 (Deng ve Hiruki, 1991)
P7 5’-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’
(Smart ve ark.,1996)
FO1 5’-CGGAAACTTTTAGTTTCAGT-3’
Nested-PZR 1050 (Lee ve ark., 1995)
RO1 5’- AGGTGCCCAACTAAATGAT-3’

(Lee ve ark., 1995)

3.2.3.3. Jel Elektroforez

PZR dirinlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla iiriinler %1.2’lik agaroz jel

elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez 1XTAE ortaminda gergeklestirilmis

ve jelin hazirlanmasinda da yine ayni ortam kullanilmigtir.

Jele 3 pl yiikleme tamponu ile birlikte 12 pl Nested-PZR {irlinii karigtirilarak

yiiklenmis ve 120 Voltta 35 dakika siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. Jelde

triinlerin yiiriitiilme islemi bittikten sonra jel 1 mg/pul Etidyum bromid iceren 1XTAE

ortaminda 3-5 dakika siireyle boyanmustir.

Boyama isleminden sonra jeller UV transilluminatdrde gozlenerek fotograflanmis

ve sonuglar degerlendirilmistir (Lee ve ark. 1992). Jel elektroforezde kullanilan tampon

¢ozelti, yiikkleme tamponu ve etidyum bromid’in icerigi EK 2’de verilmistir.
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3.2.3.4. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFUP analizi)

PZR iriinlerinin RFUP analizleri amaciyla Nested-PZR sonucu referans
izolatlarla ayn1 seviyede bant olusturan fitoplazma pozitif 6rnekleri PZR iirlinlerinden
5-15 ul’si restriksiyon endoniikleaz enzimleri Rsal, Bfml (Sfcl), BsaAl (Ppu2ll) ve Sspl
ile Kesilmistir. PZR iriinleri firmanin Onerileri dogrultusunda Bfml (Sfcl) ve Sspl
enzimleri ile 37°C’de 1-16 saat, BsaAl (Ppu21l) enzimi ile 30°C’de 1-16 saat kesime
tabi tutulustur.

Elde edilen restriksiyon tiriinleri %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus,
ethidium bromide ile boyanmis ve sonuglar UV trans-illuminatérde go6zlenerek
fotograflanmistir.

Enzim kesimi sonucu pozitif kontrollerden AY fitoplazmasi ile ayn1 bant profili

olusturan ornekler AYF ile enfekteli olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE DEGERLENDIRME

Bu calisma ile armutlarda 6nemli kayiplara neden olan Armut Yikim Fitoplazma
hastaligi ile enfekteli armutlardan alinan as1 gozii kullanimu ile asiyla tasinma oranlari
ve kullanilan farkli anag-¢esit kombinasyonlarinin bu etmene karsi reaksiyonlari

arastirilmistir.

4.1. Asiyla Tasinma Etkinliginin Saptanmasi

AY fitoplazmasinin asiyla tasinma etkinliginin belirlenmesi i¢in 50 adet BA-29
klonal anaci lizerine Gazel ve ark. (2007) tarafindan enfekteli oldugu belirlenmis Deveci
armut cesidi ile yapilan asilamalarda tiim asilarin tuttugu ve siirdiigii saptanmistir (Sekil

4.1).

Sekil 4.1. AY fitoplazmasinin asiyla tasinma etkinliginin belirlenmesi amaciyla

asilanmis bitkilerde siiren asilarin goriiniimii
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AYF inokulumu verilen bazi bitkilerde kontrol bitkilerine oranla gelisme geriligi
saptanmis ancak AYF hastaligina spesifik tipik kizarma simptomlart gézlenmemistir
(Sekil 4.2). Ancak bu bitkilerin asilamadan yaklasik 1,5 yil sonra 6ldiigli gozlenmistir
(Sekil 4.3).

Sekil 4.2. As1 ile tasima calismasinda AYF inokulumu verilen bitkilerde g6zlenen

gelisme geriligi (solda) ve kontrol olarak kullanilan bitkinin genel goriiniimii (sagda)



Sekil 4.3. Ast ile tasima c¢aligmasinda AYF inokulumu verilen bitkilerde gozlenen

oliimler (solda ve sagda) ve kontrol olarak kullanilan bitkinin genel goriiniimii (ortada)

4.1.1. Asiyla Tasinma Denemesinin PZR Sonuclari

Asiyla tasinma denemesinde kullanilan tiim bitkiler 4 aylik peryotlarla FO1\R01
primerleri kullanilarak Nested—PZR ile testlenmistir.

Yapilan testlemeler sonucunda agilamadan yaklagik 10 ay sonra Haziran 2010’ da
ilk pozitif sonuglar alinmig ve Ekim 2010 donemlerinde yapilan testlemelerde de yine
ayni sonuclar elde edilmistir. Her 2 donmede yapilan testlemelerde 10, 11, 21 nolu
toplam ¢ bitki fitoplazma pozitif bulunmus ve enfeksiyon oranmnin % 6 oldugu
saptanmigtir (Sekil 4.4 ve 4.5). Subat 2011 doneminde yapilan testlemelerde tiim

bitkilerde sonuglar negatif bulunmustur.
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M1 2 3456 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 1819 PD APES W

Sekil 4.4. Armut yikim fitoplazmasinin asi ile tasinma denemesinde FO1/RO1 primerleri
kullanilarak yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisi. M: Molekiiler
marker (DNA ladder mix MBI Fermentas- SMO403), 1-19: Testlenen armut 6rneklert,
PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES (Avrupa
Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol

M 2021 22 2324 25 2627 28 29 30 31 32 33 34 35 36 3738 PD AP ES W

Sekil 4.5. Armut yikim fitoplazmasinin as1 ile taginma denemesinde FO1/R01 primerleri

kullanilarak yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisi. M: Molekiiler
marker (DNA ladder mix MBI Fermentas- SM0403), 20-38: Testlenen armut 6rnekleri,
PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), ES (Avrupa
Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol



22

Fitoplazmalarin bitki icinde diizensiz dagildigi ve enfeksiyonun mevsimsel
olarak farklilik gosterdigi géz Oniine alindiginda, Subat 2011 déneminde yogunlugun
toprak alti aksamlarda (Schaper ve Seemiiller, 1982; Seemiiller ve ark., 1984)
olabilecegi diistintilerek Haziran ve Ekim 2010°da fitoplazma pozitif saptanan 3 bitkiye
ilaveten 17 adet bitki tesadiifen segilmis ve toplam 20 bitkinin kilcal koklerinden
ekstraksiyon yapilmis ve nested-PZR islemine tabi tutulmustur. Daha Onceki
testlemelerde fitoplazma ile enfekteli olarak saptanan 3 bitkiden sadece 10 nolu bitki
pozitif sonu¢ vermis, diger 2 bitkide (11 ve 21 nolu bitkiler) herhangi bir bant olusumu
goriilmemistir (Sekil 4.6).

1 4 8 10 11 12 13 15 18 19 20 21 23 25 26 28 30 32 35 40 ES PD W

Sekil 4.6. Armut yikim fitoplazmasinin ag1 ile tasinma denemesinde bitki koklerinden
elde edilen DNA’larin FO1/R01 primerleri ile yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen
jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (DNA ladder mix MBI Fermentas- SMO403), 1, 4,
8, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 19, 20, 21, 23, 25, 26, 28, 30, 32, 35, 40: Testlenen armut
ornekleri, ES (Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim
Fitoplamasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Nisan 2011 déneminde yapilan testlemeler sonucunda 10 nolu bitkinin yani sira 45

nolu bitkide de fitoplazma pozitif sonug elde edilmistir (Sekil 4.7).



23

Sekil 4.7. Armut yikim fitoplazmasinin as1 ile tasinma denemesinde FO1/RO1 primerleri

kullanilarak Nisan 2010’da yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintlisii. M:
Molekiiler marker (DNA ladder mix MBI Fermentas- SMO403), 3, 6, 7, 9, 12, 31, 34,
43, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 55, 58, 59: Testlenen armut 6rnekleri, ES (Avrupa
Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu

Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif controller, W: Su control

AY fitoplazmasinin asiyla tasinmasi denemesinde elde edilen tiim sonuglar

Cizelge 4.1°de verilmistir

Cizelge 4.1. AY fitoplazmasinin asiyla tasinma denemesinde asilanan tiim bitkilerden

yapilan nested-PZR sonuglari

CESIT/ANAC
DEVECI/BA-29
Testlenen Aylar Enfekteli/Asilanan tiim bitkiler
Haziran 2010 3/49
Ekim 2010 3/49
Subat 2011 -149
Nisan 2011 2/49
Haziran 2011 1/49




24

4.1.2. Asiyla Tasinma Denemesinin RFUP Analizleri

FO1\RO1 primer ¢ifti ile yapilan Nested-PZR iiriinlerinden fitoplazma pozitif
bulunan drnekler Rsal, Sspl, Bmfl ve Bsal (Ppu21ll) restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilarak RFUP ile analiz edilmistir. Elde edilen jel goriintiileri asagida verilmistir
(Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

M
- —
- —
- —
pu—
JE—
Cmm=mmp
—

Sekil 4.8. Asi ile taginma (10, 11, 21, 45 nolu 6rnekler) 6rneklerinin FO1/R01 primerleri
kullanilarak elde edilen PZR firiinlerinin Rsal enzimi ile kesilmesinden sonra olusan
bant profilleri. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), -E: Negatif kontrol, ES (Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu
Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Sekil 4.9. Ast ile taginma (10, 11, 21, 45 nolu 6rnekler) 6rneklerinin FO1/RO1 primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin Sspl enzimi ile kesilmesinden sonra olusan
bant profilleri. M: DNA markirt (MBI Fermentas), -E: Negatif kontrol, ES (Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu

Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Sekil 4.10. As1 ile tasinma (10, 11, 21, 45 nolu Ornekler) Orneklerinin FO1/R01
primerleri kullanilarak elde edilen PZR tiriinlerinin Bfml enzimi ile kesilmesinden sonra
olusan bant profilleri. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), -E: Negatif kontrol, ES
(Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP
(Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Sekil 4.11. As1 ile tasinma (10, 11, 21, 45 nolu Ornekler) Orneklerinin FO1/R01
primerleri kullanilarak elde edilen PZR iriinlerinin Ppu21l enzimi ile kesilmesinden
sonra olusan bant profilleri. M: DNA markiri (MBI Fermentas), -E: Negatif kontrol, ES
(Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP
(Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Bu ¢alisma sonucunda AYF’nin asilama yapildiktan yaklagik 10 ay sonra PZR
ile saptanabildigini goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore enfekteli as1 gozii
kullnilmasi ile hastaligin %8 oraninda tasinabildigi ve bu oranin ileriki yillarda daha
artabilecegi goz Oniline alindiginda daha tehlikeli sonuclarin ortaya ¢ikabilecegi
goriilmektedir. Fitoplazmalar odunsu bitkiler i¢inde diisiik konsantrasyonda oldugu ve
diizensiz dagildiklari i¢in enfeksiyondan sonraki ilk yillarda molekiiler yontemlerle dahi
saptanamadiklar1 Berges ve ark. Tarafindan ortaya konulmustur.

Elde ettigimiz sonuglara gore asiyla tasima yapilan bitkilerde asilama yapildiktan
10 ay sonra sadece 3 bitkide enfeksiyon saptanirken zaman ilerledik¢e bu sayinin arttigi
goriilmiistiir. Bu bitkilerin gozlemlerinin ve periyodik olarak PZR ile testlemelerinin

ontimiizdeki yillarda yapilmasi1 gerekmektedir.
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4.2. Farkh Anac¢-Cesit Kombinasyonlarinin AY Fitoplazmasina Kars1

Reaksiyonlarinin Belirlenmesi

Farkli anag-gesit kombinasyonlarinin AY fitoplazmasina Karsi reaksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan asilamalarda 180 adet bitki asilanmis ve asis1 tutmayan

bitkilere yeniden asilamalar yapilmstir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Farkli anag-gesit kombinasyonlarinin AY fitoplazmasina Karsi

reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla agilanmig bitkilerin genel gériinimii

Farkli anag-gesit kombinasyonlarmin AY fitoplazmasina Karsi reaksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla AYF inokulumu verilen bitkilerde kontrol bitkilerine oranla yine
gelisme geriligi saptanmis ancak AYF’na spesifik tipik kizarma simptomlar

gozlenmemistir.
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4.2.1. Farkh Anac-Cesit kombinasyonlarmin AY Fitoplazmasina Kars1
Reaksiyonlarinin Belirlenmesi icin yapilan PZR Sonuclar

Anag-cesit kombinasyonu denemesinde kullanilan tiim bitkiler 4 aylik peryotlarla
FO1/RO1 primerleri kullanilarak Nested-PZR ile testlenmistir.

Yapilan testlemeler sonucunda Haziran 2010 déneminde 170 nolu o6rnek (PD
inokulumu verilmis OHF 330 {izerine asili Santa Maria) fitoplazma pozitif bulunmustur

(Sekil 4.13).

M 167 168 169 170 171 172 173 174 175176 177 178 179 180 181 182 183 184 185186 AP T4 W

Sekil 4.13. Farkli anag-cesit kombinasyonlarinin armut yikim fitoplazmasina karsi
reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla bitki DNA’larinin FO1/RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintlisii. M: Molekiiler marker (DNA
ladder mix MBI Fermentas- SM0O403), 167-186: Testlenen armut 6rnekleri, AP (Elma
Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), T4 (Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi): Pozitif

kontroller, W: Su kontrol

Ekim 2010 doneminde yapilan testlemelerde 60 (PD inokulumu verilmis Pyrus
comunis tlizerine asili Deveci), 168 (PD inokulumu verilmis OHF 333 iizerine asili Santa
Maria) ve 214 (PD inokulumu verilmis OHF 333 iizerine asili Williams) numarali
bitkiler fitoplazma pozitif bulunmus, daha 6nce fitoplazma pozitif bulunan 170 nolu
ornek ise negatif sonu¢ vermistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
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M 42 L3 Lt LS L6 47 L8 L9 SO 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 AP T4 W

Sekil 4.14. Farkli anag-cesit kombinasyonlarinin armut yikim fitoplazmasina karsi
reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla bitki DNA’larinin FO1/RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (DNA
ladder mix MBI Fermentas- SMO403), Testlenen armut Ornekleri: 42-61, Pozitif
kontroller: AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi), T4 (Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik
Fitoplazmas1), W: Su kontrol

Sekil 4.15. Farkli anag-gesit kombinasyonlarinin armut yikim fitoplazmasina karsi

reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla bitki DNA’larimin FOI/RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisi. M: Molekiiler marker (DNA
ladder mix MBI Fermentas- SMO403), 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 171,
173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 184: Testlenen armut O6rnekleri, PD
(Armut Yikim Fitoplamasi): Pozitif kontrol, W: Su kontrol
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Sekil 4.16. Farkli anag-gesit kombinasyonlarmin armut yikim fitoplazmasina karsi

reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla bitki DNA’larmin FOI/RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (DNA
ladder mix MBI Fermentas- SM0403), 208-214: Testlenen armut 6rnekleri, ES (Avrupa
Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi): Pozitif
kontroller, W: Su kontrol
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Fitoplazmalarin bitki i¢inde diizensiz dagildig1 ve enfeksiyonun mevsimsel olarak
farklilik gosterdigi géz oniine alindiginda, fitoplazma pozitif saptanan 4 bitkiye (60,
168, 170 ve 214 numaral1 bitkiler) ilaveten 16 adet bitki daha tesadiifen secilmis ve
toplam 20 bitkinin kilcal koklerinden ekstraksiyon yapilmis ve nested-PZR islemine
tabi tutulmugtur. Daha Onceki testlemelerde fitoplazma ile enfekteli olarak saptanan 4

bitkiden hig birisinden pozitif bant elde edilememistir (Sekil 4.17).

PO

- -'-""'W'b‘-

Sekil 4.17. Farkli anag-cesit kombinasyonlarinin armut yikim fitoplazmasina karst
reaksiyonlarinin belirlenmesi denemesinde farkli bitki koklerinden elde edilen
DNA’larin FO1/R01 primerleri ile yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: Molekiiler marker (DNA ladder mix MBI Fermentas- SM0403), 60, 64, 67, 76, 79,
128, 130, 132, 135, 137, 154, 165, 168, 170, 202, 214: Testlenen armut 6rnekleri, ES
(Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP
(Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Nisan 2011 doneminde yapilan testlemelerde testlenen tiim bitkilerden sadece 186
nolu (PD inokulumu verilmis OHF 333 iizerine asili Deveci) fitoplazma pozitif sonug

vermistir (Sekil 4.18).

30 156 213 215

Sekil 4.18. Farkli anag-cesit kombinasyonlarinin armut yikim fitoplazmasina karst
reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla bitki DNA’larmin FOI/RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (DNA
ladder mix MBI Fermentas- SMO403), 98, 108, 114, 120, 123, 134, 136, 145, 153, 165,
167, 182, 186, 190, 196, 213, 215: Testlenen armut ornekleri, ES (Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu
Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Haziran 2011 doneminde yapilan nested-PZR testlemelerinde daha onceden
fitoplazma ile enfekteli olarak saptanmamis 176 ve 183 nolu (PD inokulumu verilmis
OHF 333 iizerine asili Deveci) 6rneklerde beklenen seviyede band elde edilmistir (Sekil
4.19).

Sekil 4.19. Farkli anag-gesit kombinasyonlarmin armut yikim fitoplazmasina karsi

reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla bitki DNA’larinin FO1/RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (DNA
ladder mix MBI Fermentas- SM0O403), 43, 44, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180,
181, 182, 183, 184, 185, 187, 188: Testlenen armut Ornekleri, ES (Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim Fitoplamasi), AP (Elma Coklu

Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Farkli anag-g¢esit kombinasyonlarinin armut yikim fitoplazmasina karst
reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla asilanmig tiim bitkilerden yapilan nested-PZR

testlemelerinde elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli anag-cesit kombinasyonlarinin armut yikim fitoplazmasina karsi

reaksiyonlarmin belirlenmesi amaciyla agilanmis tiim bitkilerden yapilan nested-PZR

sonuglari
ANACLAR
Cogiir Anac BA-29 OHF 333
GE SiTLER Enfekteli/Tuim Bitkiler | Enfekteli/Tuim Bitkiler | Enfekteli/Tiim Bitkiler
DEVECI 1/15 /15 3/15
ANKARA -/15 -/15 -/15
WILLIAMS -/15 -/15 1/15
fAAANRTIQ -/15 -/15 2/15
42.2. Farkh Anac-Cesit kombinasyonlarmn AY Fitoplazmasmna Karsi

Reaksiyonlarinin RFUP Analizleri

Farkli anag-gesit kombinasyonlarinin AY fitoplazmasina Karsi reaksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla asilanmig bitkilerden FO1\RO1 primer ¢ifti ile yapilan Nested-
PZR testlerinde fitoplazma pozitif bulunan 6rnekler Rsal, Sspl, Bmfl ve Bsal (Ppu2ll)
restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak RFUP ile analiz edilmistir. Elde edilen
jel gorintileri asagida verilmistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23).
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170 ES PD AP -E W M 60 183 186 214 ES AP 4-E

— (I ORI OO

Sekil 4.20. Farkli anag-gesit kombinasyonu deneme bitkilerinin (170, 60, 183, 186 nolu
bitkiler) FO1/R01 primerleri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin Bfml enzimi ile
kesilmesinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markiri (MBI Fermentas), -E:
Negatif kontrol, ES (Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim
Fitoplamasi), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol

170 ES

183 186 214 ES PD

Sekil 4.21. Farkli anag-¢esit kombinasyonu deneme bitkilerinin (170, 60, 183, 186 nolu
bitkiler) FO1/R01 primerleri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin Ppu21l enzimi ile

kesilmesinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markiri (MBI Fermentas), -E:
Negatif kontrol, ES (Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim
Fitoplamas1), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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170 ES PD AP -E W M
M 60 183 186 214 ES PD AP -E W

R — —— W _— e —

L |

Sekil 4.22. Farkli anag-¢esit kombinasyonu deneme bitkilerinin (170, 60, 183, 186 nolu
bitkiler) FO1/RO1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR firiinlerinin Rsal enzimi ile
kesilmesinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markiri (MBI Fermentas), -E:
Negatif kontrol, ES (Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim
Fitoplamas1), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi): Pozitif kontroller, W: Su kontrol

170 ES PD AP -E W M 4 60 183 186 214 ES

T

— —— — — —
.-

o
—
d

e

Sekil 4.23. Farkli anag-¢esit kombinasyonu deneme bitkilerinin (170, 60, 183, 186 nolu
bitkiler) FO1/RO1 primerleri kullanilarak elde edilen PZR {iriinlerinin Sspl enzimi ile
kesilmesinden sonra olusan bant profilleri. M: DNA markir1 (MBI Fermentas), -E:
Negatif kontrol, ES (Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi), PD (Armut Yikim
Fitoplamas1), AP (Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmas1): Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Farkli anag-¢esit kombinasyonlarinin AYF’na karsi reaksiyonlarinin belirlenmesi
kapsaminda yapilan asilama ¢alismalarinda AYF’ nin agilama yapildiktan yaklagik 10 ay
sonra 1 bitkide saptanabildigi ve bu saymin zaman ilerledikge arttig1 gériilmiistiir. Bu
durum belkide fitoplazma konsantrasyonunun bitkide yeterli seviyeye ulasamadigindan
kaynaklanmis olabilir. AYF’nin farkli anaglar {izerine asili cesitlerde degisik
reaksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Hastalik siddetinin derecesinin enfekteli
bitkilerde olduk¢a degisken oldugu ve kullanilan anag-kalem kombinasyonlarina goére
bu siddetin degistigi ortaya koyulmustur (Seemdiller ve ark., 1998).

Yapilan bu calismada AYF’na en hassas anag OHF 333 olarak bulunurken, yurt
disinda yapilan bir ¢alismada OHF 333 hibritlerinden elde edilen bitkilerde AYF’na
kars1 dayaniklik gozlenmesine ragmen ithal edilen Fransiz tohumlarindan yetistirilen P.
communis ¢ogiirlerine asili bitkilerde AYF’na kars1 hassasiyet gozlenmistir (Westwood
ve ark., 1976, Westwood ve Lombard, 1982).

Bu ¢alismada OHF 333 anaci lizerine Williams, Santa Maria, Deveci ¢esitleri
asilandiginda enfeksiyon oranlari sirastyla %6.6, %13.3, %20 olarak bulunurken Ankara
cesidi asilandiginda herhangi bir enfeksiyon saptanmamistir. Ankara ¢esidinin
asilandig1 diger iki anagta da herhangi bir enfeksiyon belirlenmemistir.

Cogiir anaci lizerine ¢esitler asilandiginda Ankara, Santa Maria ve Williams
cesitlerinde herhangi bir enfeksiyon saptanmamasina ragmen Deveci c¢esidi
asilandiginda enfeksiyon %6.6 oraninda belirlenmistir. Ayrica bu denemede asilan
bitkilerde fitoplazmaya spesifik bir simptom gozlenememistir. Seemiiller ve ark.,
(1998)’nin yaptiklar bir caligmada Pyrus pyrifolia ve P. ussuriensis iizerine asili armut
agaclarinda AYF’nin hizli 6liime neden oldugu oysa P. communis, P. betulifolia ve P.
calleryana tizerine asili armutlarda ise yavas 6liim goriildiigii belirlenmistir. Pastore ve
ark., (1998)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada ise Quince A anaci lizerine asili armutlarin
AYF entksiyonuna daha hassas olduklari, Franco comune anaci lizerine asilt William ve
Decana del Comizio ¢esitlerinin daha az hassas oldugu ve %29-43 oraninda enfeksiyon
goriildiigli, oysa Farold 40 ve Farold 87 iizerine asili William armut cesitlerinde
enfeksiyon oraninin %57 oldugu ve fitoplazma pozitif agaclarin tiimiiniin simptomsuz

oldugu saptanmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye sahip oldugu ekolojik kosullardan dolay1 kaysi, kiraz, erik, elma, armut
gibi bircok meyve tiiriniin merkezidir. Sert ve yumusak ¢ekirdekli meyve
yetistiriciliginde kosullar elverisli olmasina ragmen yiiksek verimli ve kaliteli meyve
elde etmek her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu durumun en 6nemli sebeplerinden
birisi de viriis, fitoplazma ve diger asi ile tasinan patojen enfeksiyonlaridir. Bu
etmenlerden Ozellikle fitoplazmalar verim kayiplarina ve meyve kalitesinde Onemli
azalmalara neden olmaktadirlar. Bunun yaninda fitoplazmalarin bitki iginde diizensiz
dagilmalar1 ve mevsimsel degiskenlik gostermeleri nedeniyle teshislerinde Onemli
sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 oOzellikle damizlik parsellerin ve
koleksiyon bahgelerinin fitoplazma hastaliklar1 agisindan testlenmelerinde, hizli ve
giivenilir bir sekilde bu patojenlerin tanilanmasina olanak saglayan molekiiler
yontemlerin mutlak surette kullanilmasi gereklidir. Fitoplazma teshislerinde giiniimiizde
en ¢ok kullanilan PZR-RFUP analizleri ile dogru ve hizli teshis yapilabilmektedir.
Boylece mevsimlere bagli olmaksizin, bitkide diisiik konsantrasyonda bulunan
fitoplazmalar teshis edilebilecek ve sonugta fitoplazma enfeksiyonunun saglikli bitkilere
yayilmasi 6nlenebilecek ve ekonomik kayiplar azaltilabilecektir.

Armut agacglarinin en 6nemli fitoplazma hastaligi armut yikimi fitoplazmasi
(AY; Candidatus Phytoplasma pyri)’dir. Ulkemizde ticari armut bahgelerinde Armut
yikimi fitoplazmasinin varligi konusunda 2005°1i yillardan beri sorvey niteliginde
caligmalar yapilmakta, ancak etmenin asiyla tasinmasi ve anag-gesit kombinasyonlarinin
bu etmene karsi reaksiyonlarmin belirlenmesi konusunda yapilmig bir caligma
bulunmamaktadir. Bu calisma kapsaminda 6nemli bir fitoplazma hastaligi olan AYF
etmeni Ca. Phytoplasma pyri’nin arazi kosullarinda enfekteli bitkilerden alinan asi
gozleri kullanmildiginda ne oranda tasima gergeklestigi, ayrica farkli anag-gesit
kombinasyonlarinin bu etmene kars1 reaksiyonlari aragtirilmistir.

AY fitoplazmasinin asiyla taginmasi ¢alismalarinda etmen asilamadan yaklagik
10 ay sonra Once 3 bitkide saptanmis, daha sonra ise ilave bir bitkide daha (%8’lik
enfeksiyon orani) saptanmistir. Farkli anag-¢esit kombinasyonlarinin bu etmene karsi
reaksiyonlariin belirlenmesi kapsaminda yapilan asilama calismalarinda ise asilanmig
ve slirmils 144 bitkiden 7 tanesinde AY fitoplazmasi (% 4.861’lik enfeksiyon orani)
saptanmustir. ik yapilan testlemelerde sadece 1 bitki (170 numarali bitki) AY pozitif
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bulunurken aylar ilerledikg¢e diger 6 bitkide daha enfeksiyon saptanmustir.

Bu bulgulara bakildignda gerek AYF’nin asiyla tasinma arastirmalarinda
kurulan denemede gerekse farkli anag-g¢esit kombinasyonlarinin AYF’na Kkarsi
reaksiyonlarmin belirlenmesi amaciyla kurulan denemede asilama yapildiktan yaklasik
10 ay sonra fitoplazma enfeksiyonlarinin saptanabildigi; etmenin baslangigta diisiik
konsantrasyonda oldugu ve bu oranin zaman ilerledik¢e giderek yiikselerek molekiiler
testlerle saptanabilecek diizeye geldigi goriilmiistiir.

Astyla taginma denemesinde kullanilan BA-29 anacina inokulum verildigi
zaman taginma %8 oraninda gercgeklesirken anag iizerine gesitler asilandiginda herhangi
bir enfeksiyon gergeklesmedigi saptanmustir.

Anag-gesit kombinasyonlarinda elde edilen bulgulara bakildiginda 7 pozitif
bitkiden 6 tanesinin anacinin OHF 333 olmas1 nedeniyle OHF 333 AYF’na en hassas
ana¢ olarak belirlenmistir. OHF 333 anaci iizerine Williams, Santa Maria, Deveci
cesitleri asilandiginda enfeksiyon oranlart sirasiyla %6.6, %13.3, %20 olarak
bulunurken Ankara ¢esidi asilandiginda herhangi bir enfeksiyon saptanmamistir. Diger
2 anag lizerine asilanan Ankara ¢esidinde de herhangi bir enfeksiyon belirlenememistir.

Cogiir anaci iizerine gesitler asilandiginda Ankara, Santa Maria ve Williams
cesitlerinde herhangi bir enfeksiyon saptanmamasina ragmen Deveci ¢esidi
asilandiginda enfeksiyon %6.6 oraninda belirlenmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglara bakildiginda en hassas ana¢ OHF 333 olarak
tespit edilmis ve en fazla enfeksiyonlarin Deveci ¢esidi asilanan bitkilerde oldugu
saptanmistir. Ana¢ olarak OHF 333 anaci kullanilacaksa Deveci, Santa Maria ya da
Williams ¢esitleri yerine Ankara cesidi tercih edilerek AYF bulasikliginin 6nlenebilme
thtimali arttirilabilmektedir.

Cogiir anact kullanimlarinda Deveci ¢esidi ile kombinasyon yapmak yerine
Santa Maria, Wiliams ya da Ankara gesitlerinden herhangi biri kullanilarak AYF
enfeksiyonu ihtimali 6nlenebilmektedir.

Astyla tasinmanin %8 oraninda bulunmasi fidan iiretimlerinde saglikli as1 gozii
kullaniminin ne kadar 6nemli oldugunu vurgulamaktadir. Ayrica hastaligin arazide
vektor boceklerle etkin olarak taginmasi nedeniyle sadece temiz fidan kullaniminin da
hastalik kontroliinde yeterli olamadigi bilinmektedir. Bu nedenle dayaniklilik

calismalarina da agirlik verilmeli ve tiim Onlemlerin birlikte alinmasina o6zen
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gosterilmelidir.

Ulkemizde armut yetistiriciliginde dnemli rol {istlenen 6zellikle Bursa ili icin
tehlike arz eden kontrolsiiz fidanin ithalatinin yapilmasi, bakanlik kontroliindeki
damizlik bloklarin ve fidan iiretim merkezlerinin kontrollerinin diizenli yapilmamasi,
sertifikasyon programlarina 6nem verilmemesi, ilgili kurum ve kuruluglar arasinda
yeterince bilgi alis verisi yapilmamasi ve saglikli olmayan bitki materyallerinin
kullanilmasi fitoplazma hastaliginin yayilmasini daha uygun hale getirmektedir.

Armutlarda sanitasyon ve sertifikasyon programlarinin iilkemizde de acilen
baslatilmasi1 ve bakanlik- iiniversite isbirligi ¢ercevesinde yapilacak kontrollii tiretim ile
diger virlis ve benzeri hastaliklarin yani sira AYF’nin da yayilmasi engellenerek iilke

ekonomisine katkida bulunulmasi1 miimkiin olabilecektir.
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EKLER

EK 1. Fitoplazma DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler
(Rogstad, 1992)

2 X CTAB Soliisyonu (500 ml) :

Kimyasal Miktar
CTAB 10 g
NaCl (5M) 140 ml
Tris-HCI (1M) (ph 7.4) 25 ml
EDTA (0.5M) (pH 8.0) 20 ml

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

Silika Yikama Soliisyonu (Silica Wash Buffer) (100 ml) :

Kimyasal Miktar
Ethanol (%25) 25 ml
NaCl (5 M) 2ml
Tris-HCI (1 M) (pH 7.4) 1mil
EDTA (0.5 M) (pH 8.0) 400 pl

Silica Hazirlanisi :

60 g silica iizerine 500 ml d2H20 eklenir. Karisimin ¢dkelmesi igin 24 saat beklenir. Ust
fazin 470 ml’si atilir ve tizerine 500 ml d2H20 eklenir. Karisimin tekrar ¢cokelmesi icin 5
saat beklenir. Sollisyonun iist fazindan 440 ml alinarak atilir. Geriye kalan ¢amurlu
kisim otoklav edilir ve kullanilincaya kadar stok 1.5 mI’lik tiipler i¢erisinde +4 °C’de

saklanir.
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5M NacCl (100 ml) :

Kimyasal Miktar

NaCl 29.2 g

*29.2 g NaCl 80 ml H20’da ¢oztindiiriiliir.
*Son hacim 100 ml’ye tamamlanur.

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

1 M Tris-HCI (100 ml) (pH 7.4) :
Kimyasal Miktar
Tris base 12.1¢g

*12.1 g Tris base 80 ml H20’da ¢oziindiiriiliir.
*pH’s1 konsantre HCI eklenerek ayarlanir. (pH 7.4 i¢in 7 ml HCI)
*Son hacim 100 ml’ye tamamlanur.

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

0.5 M EDTA (100 ml) (ph 8.0) :
Kimyasal Miktar
EDTA 18,6 ¢

*18.6 g EDTA 80 ml H20’da ¢oziindiiriiliir.
*Magnetik karistirici ile kuvvetli bir sekilde karistirilir.
*pH’s1 NaOH pelletleri ile 8.0’a ayarlanir.

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.
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Ek 2. AGAROSE JEL ELEKTROFOREZ COZELTILERI VE HAZIRLANMASI
(MANIATIS ve ark., 1982)

50 X TAE (100 ml) :

Kimyasal Miktar
Trizma Base 2429
EDTA (0.5 M) (pH 8.0) 10 ml

Glacial Acetic Acide 571 ml

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

Yiikleme buffer (6 X Stok icin) (15 ml) :

Kimysal Miktar
Bromophenol blue 150 mg
Glycerol 18 ¢
50 X TAE 6 ml

*-20 °C’de saklanir.

Ethidium Bromide Soliisyonu (1mg/ml) (200 ml) :

Kimyasal Miktar

0.5 X TAE 200 ml

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

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

kadar ayn1 soliisyon kullanilabilir. Daha sonraki kullanimlar i¢in tazelenmelidir.
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% 1.2°lik Agorose Jelin Hazirlanmas: :

*1.2 g agaroz, 100 ml 1 X TAE i¢inde mikrodalga firinda eritilir.

*Yaklasik 40 °C sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine
dokiilerek agarozun donmasi beklenir (15-20 dakika).

*1 X TAE ortamu igeren elektroforez tankina yerlestirilen agaroz jelin ¢ukurlarina PZR
iiriinleri ytiklenir.

*Ornek yiiklemesi, 12 pl PZR iiriinii 2 ul yiikleme buffer1 ayr1 bir yerde karistirilarak
yapilir.

*PZR iirtinlerinin 120V’da 35 dakika elektroforezinden sonra ethidium bromide
sollisyonu ile 3-5 dakika boyanir ve UV transilluminatorde sonuglar gozlenir.

*[stenildigi takdirde kamera ile paloroid fotograf gekilir.



