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OZET

ELMA COKLU SURGUN FITOPLAZMA HASTALIGI (‘Candidatus
Phytoplasma mali’)’NIN BiYOLOJIiK MUCADELESINDE ENDOFITIiK
FUNGUSLARIN ETKINLiIGININ ARASTIRILMASI

Bu calismada Elma Coklu Siirgiin Fitoplazma Hastaligi (Candidatus
Pyhtoplasma mali)’nin biyolojik miicadelesinde endofitik funguslarin
etkinliginin belirlenmesi amaclanmistir. Boylece pratikte kimyasal miicadele
olanagi olmayan hastalik etmenine kars1 farklt kontrol stratejileri
gelistirilebilme olanaginin saglanmasi hedeflenmistir. Calisma kapsaminda
Icel, Adana, Nigde, Isparta, Hatay ve Karaman illerinde elma iiretim alanlarinda
simptomolojik olarak Elma Coklu Siirgiin Fitoplazma (ECSF) hastaligina
benzeyen belirtiler gosteren elma o6rnekleri PCR analizleriyle testlenmis ve
enfeksiyon oran1 % 8,05 olarak bulunmustur. Ca. P. mali ile enfeksiyon oram
en yiiksek bulunan Igel ili basta olmak iizere Adana ve Nigde illeri elma
bahgelerindeki saglikli ve enfekteli elma agaglarindan endofit fungus tiirleri
izole edilmis, bu funguslarin morfolojik ve molekiiler tanisi ile birlikte
patojenisite ¢caligmalar1 yapilmistir. Saglikli elma agaglarindan en yaygin olarak
izole edilen endofit funguslardan Epicoccum nigrum, Aureobasidium pullulans,
Ulocladium consortiale’nin ECSF hastaligina karsi etkinlikleri in vitro ve in
vivo kosullarda incelenmistir. Her bir fungus izolatinin ECSF hastalik
yogunlugunu farkli diizeylerde etkiledigi, en yiiksek etkinin A. pullulans’a ait
oldugu ve ECSF hastalik yogunlugunu uygulama sonrasi %34,18 etki degeri ile
azalttig1 belirlenmigtir.

Bu calisma ile biyolojik miicadele etmeni olan endofit funguslarin
elmalarda ECSF hastalig1 tizerine etkileri Tirkiye’de ilk kez arastirilmis ve
hastaligin kontrol stratejilerinin olusturulmasinda 6nemli 6n bulgular elde
edilmistir.

2019, 103 sayfa

Anahtar Kelimler: Malus domestica, fitoplazma, endofit fungus, kontrol



ABSTRACT

INVESTIGATION ON EFFICIENCY OF ENDOPHYTIC FUNGI IN
BIOLOGICAL CONTROL OF APPLE PROLIFERATION (Candidatus
Phytoplasma mali) PHYTOPLASMA DISEASE

The aim of this study was to determine the efficiency of endophytic fungi
in biological control of Apple Proliferation Phytoplasma (Candidatus
Pyhtoplasma mali). Thus, it is aimed to provide the possibility of developing
different strategies against this disease which can not be controlled by
chemicals. In this study, apple samples that showing similar symptoms to Apple
Proliferation (AP) disease were tested with PCR analyses and average infection
rate was found to be 8.05% in apple production areas in Igel, Adana, Nigde,
Isparta, Hatay and Karaman provinces. Endophyte fungi species were isolated
from healthy and phytoplasma infected apple trees in apple orchards of Adana
and Nigde provinces, especially in the province of Icel, which had the highest
infection rate with Ca. P. mali. Morphological and molecular identifications and
pathogenicity of these fungi were performed. The efficiency of Epicoccum
nigrum, Aureobasidium pullulans and Ulocladium consortiale which were
commonly isolated from healthy apple trees were investigated under in vitro
and in vivo conditions against to AP disease. It was determined that each isolate
had different effects on the severity of AP disease. Aureobasidium pullulans
had the highest effect, and decreased the disease intensity with 34,18% effect
value after the application.

This is the first study on investigation of the effects of endophyte fungi as
a biological control agents for AP disease on apples in Turkey. As a result of
the study, important preliminary evidences were obtained for developing
control strategies of phytoplasma disease in apples.

2019, 103 pages

Key Words: Malus domestica, phytoplasma, endophytic fungi, control



TESEKKUR

Doktora tez konumun belirlenmesi, arastirilmasi ve yazimi sirasinda sahip oldugu
bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi saglayan
saygideger danisman hocalarim Prof. Dr. Mona GAZEL ve Dr. Ogr. Uyesi Fatih Mehmet
TOK’a sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez konusunun belirlenmesi ve calismalarin takip edilmesinde yardimlarini
esirgemeyen Tez izleme Komitesi iiyeleri Prof. Dr. Kadriye CAGLAYAN, Prof. Dr.
Cigdem ULUBAS SERCE, Ogr. Uyesi. Dr. Hatice Digdem OKSAL ve Prof. Dr. Emine
Mine SOYLU’ya, tez ¢alismalarim sirasinda tiim bdliim olanaklarindan yararlanmami
saglayan MKU Bitki Koruma Boliim Baskanligi’na, maddi destek veren TAGEM e ve
tim c¢alismalarimi eksiksiz yiiriitebilmemde maddi manevi desteklerini esirgemeyen
kurumum Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisii Midirliigii'ne; emegi gecen
yardimlarini esirgemeyen tiim ¢aligma arkadaslarima en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim sirasinda desteklerini esirgemeyen, hayatimin her aninda yanimda
olduklarmi bildigim, varliklarindan gii¢ aldigim sevgili ailem ve Melek’ime sonsuz

tesekkiirler ...
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1. GIRIS

Tiirkiye sahip oldugu ekolojik kosullar sayesinde kayisi, elma, erik, badem, kiraz
gibi bir ¢ok meyve kiiltiiriiniin merkezi konumundadir. Bunlar igerisinde elma (Malus
domestica), ana vatan1 Anadolu, Kafkasya ve Tiirkistan olan, yetistiriciligine milattan
onceki yillarda baglanmis oldugu bilinen, besin degeri oldukc¢a yiiksek ve bircok farkli
¢esidi bulunan bir 1liman iklim meyvesidir. Rosales takimi, Rosaceae familyasi,
Pomoideae alt familyasina ait olan elma, tilkemizde de uzun yillardan beri yetistiriciligi
yapilan, liretim ve alan bakimindan diger iliman iklim meyvelerinin basinda yer alan bir
meyve tliridur.

Yumusak c¢ekirdekli meyveler igerisinde kullanim ve yararlari agisindan énemli
bir yeri olan elma, her mevsim farkli gesit yetistirilebilme olanagina sahip, besin
maddelerince oldukg¢a zengin bir meyvedir. Golden, Fuji, Santana, Amasya, Jonathan,
Summer Red, Granny Smith, Arapkizi, Gala, Goldstar, Hanna, Rayka, Starking, Top Red
ve Pinova gibi elma cesitleri gerek yurt disinda gerekse iilkemizde yaygin olarak yetisen
elma cesitleri arasindadir. Elma yetistiriciligi yapilan iilkelerde taze olarak tiiketiminin
yan sira kurutulmus meyve, meyve suyu, komposto, marmelat, regel, tatl, sirke, sarap,
esans ve kozmetik gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Glintimiizde Tiirkiye’nin hemen her bolgesinde elma yetistiriciligi yapilmaktadir.
Karadeniz kiy1 bdlgeleri, Kuzey Anadolu, Dogu ve i¢ Anadolu yaylalari civarindaki gegit
bolgeleri ve Giiney bolgesindeki Goller Yoresi elma yetistiriciligi yapilan baslica
alanlardir. Son yillarda elde edilen verilere bakildiginda diinya elma tiretiminin 5 milyon
hektar alanda yapildigi, Tiirkiye’nin 171 bin hektar alan ile %3,3’liik tiretim alanini
kapsadig bilinmektedir. Uretim miktarlarina bakildiginda ise diinya elma iiretiminin 85
milyon ton civarinda oldugu ve Tiirkiye’nin yaklasik 3 milyon ton iiretim ile %3.6’lik
paya sahip oldugu goriilmektedir (FAO, 2017). Tiirkiye’de 2018 yil1 verilerine gore elma
tiretimi bir 6nceki yila oranla %19 artmis, 1.746.404 dekar alanda 61.288.452 adet meyve
veren agac sayist ile 3.625.960 ton degerine ulasmistir (TUIK, 2018).

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi elma agaclarinda goriilen hastalik ve
zararlilar ekonomik anlamda olduk¢a Onemli verim ve kalite kayiplarina neden

olmaktadir. Fungal ve bakteriyel hastaliklar, hastaliklarin tasinmasina yardimci olan



vektor bocekler ve yabanci otlar kimyasal miicadele yapilarak onlenebilmekte, ancak
viriis, viroid ve fitoplazma gibi hastaliklarla kimyasal miicadele yapilamamaktadir.

In vitro kosullarda kiiltiire alinamadigindan, son yillara kadar birgok 6zelligi
bilinmeyen bazi organizmalarin son yillarda ribozomal DNA (rDNA) baz dizileme
teknikleri ile biiylik bir monofiletik grup olusturdugu anlasilmistir. Simptomatolojik
ozellikleri, vektdr boceklerle tasinabilmeleri ve yayilislart acisindan viriislerin neden
oldugu diisiintilen sarilik benzeri birgok bitki hastaligina aslinda hiicre duvari
bulunmayan gram pozitif prokaryotlarin neden oldugu 50 yil1 agkin siiredir bilinmektedir.
Bu prokaryotlarin floemde kolonize oldugu ve insan patojeni mikoplazmalara benzedigi,
ilk kez 1967 yilinda yapilan elektron mikroskop calismalariyla ortaya konmustur (Doi ve
ark., 1967). DAPI boyama ya da elektron mikroskopi yontemleri ile 20 yildan fazla bir
stiredir tanist yapilan bu patojenlerin son 30 yildir DNA-temelli teknoloji kullanima ile
prokaryotlar igerisinde farkli molekiiler kiimelere ait olduklart belirlenmistir.
“Karsilagtiritlmali Uluslararas1t Mikoplazma Arastirma Projeleri Komitesi” (International
Research Programme in Comparative Mycoplasmology, IRPCM) Bitki Mikoplazmalar1
Birimi bu patojenlerin dahil oldugu prokaryotlara ait grubu tanimlamak i¢in ‘fitoplazma’
admi vermis; ‘Candidatus Phytoplasma’ cinsi olarak isimlendirilmesi Onerilerek bu
prokaryotlarin  resmi  siniflandirilmast  yapilmaya  baslanmistir ~ (IRPCM
Phytoplasma/Spiroplasma Working Team, 2004).

Seksenli yillarin  basindan bu yana hastaliklarin  biyolojisi, ekolojisi,
epidemiyolojisi ve vektor boceklerle etkilesimi tizerine yapilan birgok ¢aligma sonucunda
bu hastaliklarin fitoplazmalarla iliskili oldugu anlasilmistir.

Fitoplazmalar Mollicutes sinifinda yer alan, diisiik Guanin ve Sitozin igerigine
sahip, biiyiikliikleri 200-800 nm arasinda degisen, 1000’den fazla bitki tiiriinde hastaliga
neden olan, hiicre duvar1 bulunmayan polimorfik prokaryotlardir (Lee ve ark., 2000;
Bertaccini, 2009). Obligat parazit olduklarindan sadece canli konuk¢u dokularinda
yasayabilmektedirler (Seemiiller ve ark., 2002). Bitkilerin floem dokusunda kolonize olan
ve vektor boceklerle taginabilen fitoplazmalar nesilden nesile taginabilmektedir. Genetik
olarak 16S ve 23S ribozomal alanlar arasindaki bolgelerin ¢ogaltilmasiyla elde edilen
DNA pargalarinin kullanimi ile insan ve hayvanlar1 enfekte eden mikoplazmalardan
ayrilabilirler. Fitoplazma tanilama ve simiflandirma sistemleri ile ilgili yapilan ilk

calismalarda bu etmenlerin ayrimlarinin Cezayir Meneksesi gibi genel bir konukgudaki



simptom olusumlari, enfekte edebildigi konuke¢u dizisi, vektér bocek taginmalarindaki
Ozellikleri esas alinarak yapildig1 goriilmiistiir.

Son yillara kadar fitoplazma teshislerinde sadece serolojik yontemler veya
spesifik klonlanmig DNA problar1 kullanilmakta iken gelisen sistemler ve edinilen yeni
bilgiler dogrultusunda fitoplazma teshislerinde 6nemli ilerlemeler saglanmistir. Serolojik
tan1 yontemlerinden poliklonal antiserumlarin kullanimi ile fitoplazma gruplari arasinda
ilk farkliliklar ortaya konulmus, daha sonra monoklonal antiserumlarin gelistirilmesi ile
daha ileri diizeyde tanilamalarin yapilabilmesine olanak saglanmustir. Prokaryotlarin
siiflandirilmasinda son yillarda yaygin olarak molekiiler yontemler kullanilmakta olup
filogenetik caligmalarinda yiiksek derecede korumali bolge olan 16S rRNA geni
kullanilarak fitoplazma taksonomisinde 6nemli gelismeler saglanmistir (Martini ve ark.
2007) .Prokaryotlarda rRNA’y1 kodlayan 16S, 23S ve 5S olmak iizere 3 gen bolgesi
bulunmaktadir. Bunlar ara bolgelerle ayrilmakta ve sekansta, hem cins hem tiir
seviyesinde uzunluk agisindan ¢esitlilik gostermektedir. 16S ve 23S rRNA bolgeleri
yiiksek derecede korunmus dizileri i¢eren bdlgelerdir. Bu iki bolge arasindaki boliimiin
cogaltilmasi genellikle “internal transcribed spacer (ITS)-PCR olarak tanimlanmaktadir.
Boylece 16S-23S rRNA’nin intergenik transkripsiyon bolgesi igindeki polimorfizmler
ortaya c¢ikmakta ve bakteriyal tiirlerin karakterizasyonunda kullanilabilmektedir
(Leblond-Bourget ve ark. 1996).

Korunmus ribozomal fitoplazma bolgesi (16S rRNA geni) iizerinde yapilan
calismalar sonucunda teshislerde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polimerase Chain
Reaction: PCR) / Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polymorphisim: RFLP) ve Nested-PCR yontemleri, Realtime PCR (Gergek
zamanli PCR) yontemleri gelistirilerek uygulanmistir (Marzachi, 2004). Kullanilan bu
teshis yontemleri fitoplazma hastaliklarinin  daha hizli ve giivenilir yollarla
saptanabilmesi ve hastaliklarin epidemiyolojilerine yonelik 6nemli bilgilerin elde
edilmesine olanak saglamistir.

Sert ve yumusak ¢ekirdekli meyve agaglarinda zarar yapan ve ekonomik anlamda
oldukca 6nemli kayiplara neden olan fitoplazma hastaliklarinin patojenlerin korunmus
genlerini igeren 16S rDNA’smin baz dizileri tayini ve RFLP analizlerini kapsayan
molekiiler ¢aligmalara gére Apple Proliferation (AP) grubuna (16SrX) ait olduklar

belirlenmistir. Bu grup icerinde yer alan en dnemli fitoplazma etmenleri Avrupa Sert



Cekirdekli Meyve Sarilig1 Fitoplazmasi (ASCSF) (European stone fruit yellows; ESFY),
Armut Yikimi Fitoplazmast (AYF) (Pear decline; PD) ve Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmas1 (ECSF) (Apple Proliferation; AP)’dir. Son yillarda fitoplazma grubu
patojenlerin siniflandirilmasi ve bilimsel isimlendirilmesi ile ilgili yapilan ¢aligsmalar
sonucunda ECSF hastaligi etmeni ‘Candidatus Phytoplasma mali’ olarak
adlandirilmaktadir (Seemiiller ve Schneider, 2004). Etmeni ‘Candidatus Pyhtoplasma
mali’ olan Elma Coklu Siirgiin Fitoplazma (ECSF) hastalig1 elma agaclarinin en énemli
hastaliklarindan biri olmasinin yani sira EPPO’nun karantina listesinde bulunmakta ve
tilkemizde Ek-1 A grubu patojen listesinde yer alarak potansiyel tehlike olarak kabul
edilmektedir (Anonim, 2011).

ECSF hastaligina neden olan Ca. P. mali Fransa, Almanya, Italya, Yunanistan,
Bulgaristan, Ispanya, Isvicre, Belcika, Kanada, Tiirkiye gibi diinyanin hemen hemen
birgok yerinde elma yetistiricili§i yapilan alanlarda ekonomik anlamda verim ve kalite
kayiplarina neden olan 6nemli bir hastaliktir. Elma agaglarinda simptomlu ve simptomsuz
olarak bulunabilen bu etmen, simptomlu agaglarin yapraklarinda kizildan sariya kadar
degisen renklenmelere, biiyiimede gerilemelere, meyve olusumunda azalmalara, yaprak
stipullerinde anormal biiylimelere, rozetlesmelere ve o6zellikle ‘cadi siiplirgesi’ olarak
tabir edilen simptomlara neden olmaktadir (Seemiiller ve Schneider, 2007).

ECSF hastalig1 ilk olarak italya’da saptanmis (Rui ve ark., 1950), bununla birlikte
hastaligin uzun yillardan bu yana Avrupa kitasinda birgok iilkede elma iiretim alanlarinda
ciddi sorunlara neden oldugu bildirilmistir (Seemiiller ve Schneider, 2004). Ulkemizde
ise son yillarda Akdeniz bolgesinde, Ankara, Yalova ve Nigde’de calisilan sinirli sayidaki
ornekte hastalik tespit edilmistir (Canik ve Ertung, 2007; Sertkaya ve ark., 2008;
Dagtekin, 2009).

ECSF’nin gerek kok kaynagsmasi gerekse vektor boceklerle etkin olarak taginmast
nedeniyle sertifikali fidan kullanim1 hastalik kontroliinde yeterli olmamaktadir. Ayrica
ECSF hastaligina kars1 dayanikli ¢esit kullanimi ve fitoplazmanin tasinmasinda rol
oynayan vektor boceklerle kimyasal miicadele ¢aligmalarinda elde edilen sonuglarin
yeterli olmamas1 nedeniyle etmenle etkili bir miicadele yontemi belirlenememistir. Son
yillarda yapilan g¢aligmalarda fitoplazma hastaliklarina kars1 bakteriyel ve fungal

endofitler ile miicadele olanaklarina yonelik calismalar baslatilmistir.



Fungal endofitler bitki dokularinda hastalik simptomuna neden olmayan
mikroorganizmalardir (Porras-Alfaro ve Bayman, 2011). Daha ¢ok Ascomycotina ve
Deuteromycotina igerisinde yer alan endofit funguslar taksonomik ve ekolojik olarak
siniflandirilabilen heterojen mikroorganizmalardir (Petrini ve ark., 1992). Canli bitki
dokular1 icerisinde kolonize olan ve bitkilerde herhangi bir olumsuz etki olusturmayan
grup olarak tanimlanan endofitlerin konukgularinda genelde mutualist bir yasam
stirdiirdiikleri belirtilmistir (Hirsch ve Braun, 1992). Endofitlerin konukgu bitkileri pozitif
yonde etkiledigi, otsu yapilar1 azalttig1, kurakliga, stres kosullarina ve hastaliklara karsi
dayaniklilig1 arttirdigi ve bitki gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir (Rodriguez ve ark.,
2008).

Fitoplazma hastalig1 ile bulasik bahcgelerde hastaligi tedavi etmeye yoOnelik
herhangi bir miicadele yontemi bulunmamakla birlikte, fitoplazmalarin tasinmasinda
etkili rol oynayan vektor bocekleri kontrol altina alacak kimyasal miicadele yontemleri
ile fitoplazma bulagmalar1 Onlenmeye c¢alisilmaktadir.  Giinlimiizde endofit
mikroorganizmalarla yapilan calismalarin fitoplazma hastaliklarina karsi alternatif bir
miicadele stratejisi saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Fungal endofitlerin bulundugu bag
alanlar1 ve elma bahgelerinde ‘recovery’ olarak adlandirilan bitkilerin kendilerini tolere
ederek yineleyebildigi bir durumun gozlendigi, hatta Epicoccum nigrum ve
Aureobasidium pullulans gibi endofit fungus tiirlerinin biyokontrol ajani olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Martini ve ark., 2009). Yapilan son ¢aligmalarda Ca. P.
mali ile enfekteli Cezayir Meneksesi (Catharanthus roseus) test bitkilerine inokule edilen
E. nigrum‘un fitoplazma simptom siddetini ve fitoplazmanin bulundugu konukcu
dokularda fitoplazma yogunlugunu azalttig1 bildirilmistir (Musetti ve ark., 2011).

Ulkemizde farkli illerde yetistirilen elma agaclarindaki fitoplazmalarin
PCR/RFLP yontemleriyle tanilanmasi ve endofitik bakterilerle etkilesimleri konusunda
caligmalar yapilmis olmasina ragmen, endofitik funguslarin fitoplazmalara kars: etkileri
konusunda herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bunun yani sira ECSF’ye karsi
dayanikli elma c¢esitlerinin olmamasi nedeniyle hastaligin kontroliinde eradikasyon ve
vektor miicadelesi disinda etkin bir yontem bulunmamaktadir. Son yillarda ¢evreyle dost
miicadele yontemlerinin daha fazla 6nem kazanmasiyla birlikte bitkilerin savunma
mekanizmalarini tesvik etmek amaciyla endofit mikroorganizmalarin kullanimi gibi

uygulamalar yayginlagsmaya baglamistir.



Yapilan bu caligma iilkemizde elma fidanlarinda fungal endofitlerin ECSF’ye
etkileri ile ilgili ilk ¢alismadir. Planlanan bu c¢alisma ile elma agaclarinda ECSF
hastaligina neden olan ‘Candidatus Phytoplasma mali’’nin molekiiler testlerle
belirlenerek karakterizasyonunun yapilmasi, elma siirgiin ve yapraklarindan izole edilen
fungal endofitlerin hem elmada hem de model bitki Cezayir meneksesi (Catharanthus
roseus)’'nde ECSF hastalifina kars1 biyolojik miicadele etkinliginin saptanmast ve
boylece fitoplazma hastaliklarina karst miicadele olanaklarmin arastirilmasi

amagclanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Diinyada Fitoplazmalar Konusunda Yapilan Calismalar

Bitki viriis hastaliklarinin neden oldugu simptomlara benzer belirtilere sahip olan,
hiicreler arast dokularda ve daha ¢ok floemde bulunup, yapraklarda kii¢iilme, sararma ve
cali formunda yapilara neden olan etmen yapilan ilk calismalarda MBO (Mikoplazma
Benzeri Organizmalar) olarak tanimlanmistir. Ancak yillar igerisinde gergeklestirilen
calismalar sonucunda fitoplazma olarak adlandirilmistir (Doi ve ark., 1967; IRPCM,
2004).

Fitoplazmalar biiyiikliikleri 200-800 nm arasinda degisen, hiicre duvarsiz
prokaryotlar olup polimorfik yapida ve sadece canli konuk¢u dokularinda yasayabilen
obligat parazit canlilardir. Ayrica bitkilerin sadece floem dokularinda yer alan, donemsel
olarak ¢ok diislik konsantrasyonlarda bulunabilen ve bitki igerisindeki dagilim1 diizensiz
olan bu patojenlerin yaklasik 1000 kadar bitki tiiriinde hastalik yaptigi bildirilmistir (Lee
ve ark. 2000; Seemiiller ve ark., 2002).

Diinya genelinde fitoplazmalar igerisinde Apple Proliferation (AP) grubu (16Sr
X) meyve agaglarinda en ¢ok gozlenen fitoplazma hastalik grubudur. Enfekteli agaclarda
onemli verim ve kalite kayiplarina ve hatta siddetli enfeksiyonlarda aga¢ 6liimiine neden
olan AP grubu fitoplazmalar ekonomik agidan da oldukca 6nemlidir. Bu grup i¢inde,
Candidatus Phytoplasma mali (Apple proliferation, AP - Elma ¢oklu siirgiin fitoplazmasi,
ECSF), Candidatus Phytoplasma pyri (Pear decline, PD - Armut yikim fitoplazmasi,
AYF) ve Candidatus Phytoplasma prunorum (European stone fruit yellows, ESFY -
Avrupa sert ¢ekirdekli meyve sarilig1 fitoplazmasi, ASCSF) yer alir (Lee ve ark., 1998).

AP grubuna dahil olan patojenlerin filogenetik analizleri sonucunda 16Sr DNA
dizileri arasinda oldukga yliksek oranda benzerlikler oldugu ve %1-1,5 arasinda niikleotid
farkliliklar1 ile birbirlerinden ayrildiklar1 ve ‘Candidatus’ olarak siniflandirildiklar:
bildirilmistir (Seemiiller ve Schneider., 2004)

AP grubu hastaliklarindan ECSF’nin EPPO’nun A2 karantina listesinde bulunan
ve lilkemizde heniiz bir karantina patojeni olarak kabul edilmemesine ragmen Ek-1 A
grubu patojen listesinde yer alarak potansiyel tehlike olarak kabul edilen yikici bir

fitoplazma hastalig1 oldugu rapor edilmistir (OEPP\EPPO, 1978, Anonim, 2009).



ECSF hastaliginin ana konukcusu elma agaclaridir. Cesitlerin hastalia karsi
reaksiyonlarinda farkliliklar olmasina ragmen bircok elma ¢esidi ECSF’ye karsi
duyarhdir. Belle de Boskoop, Gravenstein, Starking, Golden Delicious ve Winter Banana
en hassas ¢esitler olarak bilinirken Roja de Benejama c¢esidinin hastaliga karsi daha
dayanikli oldugu bildirilmistir (EPPO Data Sheet, 2012).

Fitoplazmalarin tespiti ve teshisi i¢in gerceklestirilen bir ¢alismada farkli ¢esitler
tizerinde gozlemler yapilmis, Bohnapfel, Bracburn, Damasonski kosmag, Elstar, Florina,
Gala, Gloster, Golden Delicious, Golden Winter, Idared, Jonagold, Lord Lambourne,
Rootstock M11, Rootstock M9, Majda, Melrose, Mutsu, Peinischer Krummstiel, Prima,
Red Belle de Boskoop, Reinette du Canada, Steirischer Maschanzler ve White transparent
gibi 33 farkli cesit incelenmis, yapilan ELISA ve PCR analizleri sonucunda ‘Golden
Delicious’ elma cesidinin hastaliga kars1 diger cesitlere gore ¢ok daha hassas oldugu
saptanmistir (Brzin ve ark., 2003).

ECSF hastaliginin en 6nemli belirtileri bodurlagsma, verimsizlesme, govdede
kirmizi-kahverengi kabuk olusumlar1 ve agag iizerindeki bu renkli bélgelerin zamanla
nekrotik bir goriinlim almasi1 sonucu bazi dallarin solmasidir. Siirgiinlerde rozet yaprak
olusumu oldukga tipik bir simptomdur ve asir1 yan dallanma sonucu "cadi siipiirgesi”
olarak tabir edilen belirtiler olusur. Yapraklarin yan kulak¢iklarinda anormal biiylimeler
meydana gelir. Bahar aylarinda hafif kloroz, yaz aylariin sonuna dogru ise erken yaprak
kizarmas1 goriiliir. Enfekteli agaglarda erken donemde meydana gelen yapraklar kiiciik
ve diizensiz olusmaktadir. Ciceklenmede azalma, meyvelerde kii¢iilme ve meyve
dokiimleri goriiliir. Hastalik nedeniyle ¢ok sayida zayif kok olusumu meydana gelebilir.
Siddetli enfeksiyonlarda hastalikli agaglarda oliimler goriilebilmektedir. ECSF nin tiim
elma cesitlerini etkiledigi ve meyve boyutunda %50’ye varan oranda kiiciilmelere,
agirhiginda ise % 63-74’e varan azalmalara neden oldugu ortaya konulmustur (Blumer ve
Bovey, 1957; Bovey, 1963; 1972).

ECSF ile enfekteli agaglarin o&zellikle elma kiillemesine (Podosphaera
leucotricha) hassasiyet gosterdigi, bu agaclarda gelisimin zayif oldugu ve bazen kabuk
dokusunda uzunlamasina kirmizimsi kahverengi yivler olustugu goézlenmistir (Bovey,
1963; 1972).

Hastalik etmeninin elma agacinda dagilimmin yil boyunca sabit kalmayip

mevsimlere bagli olarak degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Kis aylarinda patojenin



bulundugu iletim demetlerinin dejenere olmasi nedeniyle patojen kdk bolgesinde
yogunlagmaktadir. Nisan-Mayis aylarinda havalarin tekrar 1smnmasiyla patojenin
koklerden govdeye dogru yayildigi ve yaz sonu ile erken sonbahar donemlerinde
hastaligin en yiiksek seviyeye ulastig1 belirlenmistir (Seemiiller ve ark., 1984).

ECSF’nin yayilmasinda enfekteli as1 gozii kullanimi1 ve kok kaynasmalar: 6nemli
rol oynamaktadir (Ciccotti ve ark., 2008). Bunun yaninda bazi psillidlerin de bu hastaligin
yayillmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Seemiiller, 1990). Hastaligin bilinen en
etkin vektorleri Cacopsylla picta ve Cacopsylla melanoneura’dir (Jaraush ve ark., 2003).
Ayrica Fieberiella florii yaprak piresi ECSF hastaliginin diger bir vektorii olarak
bildirilmigstir (Krczal ve ark. 1989; Tedeschi ve Alma, 2006). Ayn1 zamanda yapilan
calismalar dogrultusunda polen ve tohumla taginmadiklar1 bilinmektedir. Bunun yani sira
hastalik etmeni Cuscuta spp. (kiiskiit) kullanilarak enfekteli elma agaglarindan Vinca
rosea L. test bitkisine taginabilmistir (Marwitz ve ark., 1974; Heintz, 1986).

Hastalik yapay olarak inokule edildiginde hastalik belirtilerinin ilk olarak inokiile
edilmis dallarda kendini gdsterdigi, belirgin simptomlarin ikinci yildan sonra ortaya
ciktigr saptanmis, (Morvan ve Castelain, 1975) elma anag¢ ve gesitlerinin biiyiik bir
cogunun hastaliga kars1i hassas oldugu ve etmenle etkili bir miicadele yonteminin
olmadig1 ortaya konulmustur (Loi ve ark., 1995).

Italya’nin  kuzeyinde meyve yetistiriciligi yapilan Trentino bdlgesinde
‘Candidatus Phytoplasma mali’nin 1990’lardan sonra siddetli epidemi yaptigi ve
hastalig1 tasiyan vektor boceklerin varligi nedeniyle hastalik yayilmasini kontrol etmenin
oldukca zor oldugu bildirilmistir (Frisinghelli ve ark., 2000; Tedeschi ve ark., 2002;
Jarausch ve ark., 2003).

Kuzey Romanya’da yapilan bir ¢alismada ‘Florina, Generos ve Aura’ ¢esidi elma
agaclarindan 2012 yili gliz doneminde fitoplazma simptomlari gosteren ornekler
toplanmustir. Yapilan DAS-ELISA ve Nested-PCR analizleri sonucunda DAS-ELISA ile
sadece 3 Ornekte pozitif sonug¢ alindigi ancak Nested-PCR yontemi ile testlenen tiim
orneklerde Ca. P. mali’nin tespit edildigi belirtilmistir (Zagrai ve Zagrai, 2013).

Fitoplazmalarin deneysel olarak tasinmasi ile ilgili caligmalara bakildiginda
kiiltiire alinamayan mikroorganizmalar olmalarindan dolay1 hastalik teshisi i¢in en basit
yontemin biyolojik indeksleme yontemi oldugu bildirilmis ve "Candidatus Phytoplasma

mali" inokiilasyonu i¢in 4 farkli teknik kullanarak biyolojik indeksleme c¢aligmalar



karsilastirilmistir. Elma ve Cezayir meneksesi lizerine yarma as1, kabuk asisi, goz asis1 ve
yonga as1 olmak iizere dort farkli asilama teknigi denenmistir. Yarma ve kabuk asinin
dokularin inceligi ve kirilganligindan dolay1 Cezayir Meneksesi i¢in uygun olmadigi ve
sadece yonga aginin tuttugu, elma agaclarinda ise en iyi ve en kisa siirede bulasmalarin
yonga ve kabuk asidan elde edildigi belirlenmistir. Elma fidanlarinda ilk fitoplazma
simptomlarinin agilamadan 3 ay sonra yarma ve kabuk asilarinda ortaya ¢iktigi, goz ve
yonga agida ise belirtilerin daha ge¢ gozlendigi bildirilmistir. Cezayir Meneksesinden
Cezayir Meneksesine fitoplazma inokulasyonunun en basarili sekilde yonga asi ile
gerceklestirildigi ve belirtilerin de inokulasyondan sonraki ikinci ayda goriildigi
belirtilmistir. Enfekteli elmalardan Cezayir Meneksesine yonga asi ile fitoplazma
inokulasyonun daha diisiik oranlarda oldugu ve belirtilerin ortaya ¢ikisindan 6nceki latent
stirenin daha uzun oldugu belirtilmis ve biyolojik indekslenme i¢in elma agacinin Cezayir
Meneksesinden daha uygun oldugu saptanmistir (Aldaghi ve ark., 2007a).

2004 yilinda yapilan bir ¢aligmada yeni bir fenomen olan, yeniden iyilesme olarak
tabir edilen ‘recovery’ durumunun gézlendigi agaclarda fitoplazma varligina bakilmaistir.
ECSF simptomu gosteren ve gostermeyen agaglar iizerinde yapilan serolojik ve
molekiiler caligmalar sonucunda iyilesme gosteren agaglarin siirgiin ve yapraklarinda
fitoplazmalarin saptanamadigi, ancak kok bolgelerinde etmenin saptandigi bildirilmistir.
12 yil boyunca yapilan testlemelerde ECSF simptomu gostermeyen bu agaglarin
koklerinde fitoplazma varlig: tespit edilmistir. Ayrica hem simptomlu hem de iyilesme
goriilen agaglarin kok ve siirgiinlerinden alinan 6rneklerle agilama ¢aligmalari yapilmus,
ancak her iki durumda da hastalifin as1 ile tasinmadigi belirtilmis ve bu agaglarin
koklerinde kolonize olan fitoplazmalar ile ilgili daha detayli arastirmalarin yapilmasi
gerektigi vurgulanmistir (Carraro ve ark., 2004).

ECSF ve AYF’ nin neden oldugu fitoplazma hastaliklarinin as1 yoluyla taginma
durumunun belirlendigi bir caligmada fitoplazmalarin ki donemi boyunca agag¢lardaki
varligi incelenmistir. ECSF’nin gdvde asilamasi yoluyla sadece Subat doneminde %11
oraninda tasindigi, Mart ayinda ise uygulanan tim kalem asilarinin taginmada etkili
oldugu belirlenmistir. AYF’ nin ise Subat doneminde asilama yoluyla sadece %1,8
oraninda tasinabildigi, Mart doneminde ise tiim denemelerin basarisiz oldugu
belirtilmistir. Fitoplazmalarin y1l boyunca genellikle koklerde daha yogun bulundugu,
Nisan ve Mayis gibi tekrar kokten govdeye hareket ettigi bildirilmistir. Agaglarda en
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yiksek fitoplazma yogunlugunun yaz sonu ve sonbahar baglarinda olustugu,
dejenerasyonun ise Aralik ayinda gerceklestigi saptanmistir. Fitoplazma ile enfekteli
elma agaclarinda olusan dejenerasyonun 13-24°C sicakliklar arasinda ¢ok yavas meydana
geldigi bildirilmistir (Seemiiller ve ark., 1984).

ECSF ile enfekteli Cezayir Menekseleri ve geng elma fidanlariyla sera ortaminda
kurulan bir denemelerde fitoplazma ile enfekteli ve saglikli test bitkilerinin sicaklik ile
iliskisi arastirilmistir. Yapilan DAPI testlemeleri sonucu 21-24°C arasinda i1yi simptom
olusturan test bitkilerinin yaprak petiollerinde ve kok kilcallarinda fitoplazmaya
rastlanmig, 29-32°C arasinda simptom olusturmayan test bitkilerinin sadece koklerinde
fitoplazma oldugu saptanmistir (Ducroquet ve ark., 1986).

In vitro ortamda yapilan bir ¢aligmada saglikli Malus pumila elma anaglarina
MM106’den alman AP ile bulasik kalemlerden asilar yapilmistir. Ug aylik gdzlem ve
bekleme periyodunun ardindan agi tutma oraninin %58-79 arasinda degistigi, dogru
zamanda yapilan testlemeler sonucunda AP ile bulagikligin %80’den %97’ye kadar
cikabilecegi bildirilmistir (Jarausch ve ark., 1999).

ECSF hastaligiin enfekteli bir agagtan saglikli baska bir agaca asilama sayesinde
taginabildigi bildirilmistir. Fitoplazmanin tasinmasinda enfekteli kii¢iik doku parcalarinin
kullanimindan cok, kalem asis1 uygulamalarinin daha etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica
fitoplazma 1ile enfekteli oldugu bilinen simptom gostermeyen agaclardan alinan
orneklerde fitoplazma varlig1 tespitinde govde yerine kokten ornek alinmasinin daha
dogru oldugu, fakat yil icerisinde fitoplazmalarin agaglarin kok kismindan bagka
kisimlara hareket edebilecegi bildirilmistir (Seemiiller ve ark., 2011).

1999-2001 yillar1 arasinda yapilan bir c¢alismada ECSF’nin Cacopsylla
melanoneura ile saglikli elma fidanlarina tasinmasi arastirilmistir. ECSF ile enfekteli
oldugu diislinlilen psyllidler toplanmis, enfekteli olan psyllidlerin hangi gelisim
doneminde tasimay1 gercgeklestirecegi belirlenmeye c¢alisilmistir. Denemeler sonunda
kislayan ergin psyllidlerin etkili bir sekilde hastalig1 tasidigi saptanmistir. Enfekteli
psyllid nimflerinin ve ilkbahar dénemindeki ergin psyllidlerin ¢ok az bir kisminin
hastalig1 kisa inokulasyon periyodunda tastyabildigi gézlemlenmistir. Fitoplazmay1 en
etkili sekilde C. melanoneura’nin kiglayan erginlerinin tasidigi saptanmstir (Tedeschi ve
Alma, 2004).

11



Darbe yontemi kullanilarak vektor boceklerin toplandigr bir ¢alismada ‘Ca. P.
mali’ ve ‘Ca. P. prunorum’ un neden oldugu fitoplazma hastaliklarinin 2 psyllid tiirii olan
Cacopsylla melanoneura ve Cacopsylla pruni’ nin farkli gelisim donemlerindeki varhig
aragtirtlmistir.  C. melanoneura’ nin hi¢bir doneminde Ca. P. mali’ varhigina
rastlanmazken, C. pruni’nin yumurta, nimf ve erginlerinde Ca. P. prunorum’un varligi
belirlenmistir. C. pruni’ nin nimf ve yeni erginleri iizerinde yapilan denemeler sonucunda
disi bireylerin Ca. P. prunorum’u kalitsal olarak hastalikli agaclardan saglikli agaclara
tagiyabilecegi belirtilmistir (Tedeschi ve ark., 2006).

ECSF’nin Avrupa’da birgok elma bahgesinde siddetli enfeksiyonlara neden
oldugu, bu hastaligin ag1 materyalleri, kok kaynagsmalar1 ve bitki 6zsuyunu emen vektor
boceklerle tagmabildigii bildirilmistir. 2006 yilinda Kuzey italya’da elma bahgelerinde
yapilan ¢alismada Mart-Haziran aylarinda iki psyllid tirii Cacopsylla picta ve C.
melanoneura‘nin hastaligir yayan 6nemli tiirler oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligma
sonucunda hastaligin C. melanoneura ile tasinma orani %]1’in altinda bulunurken, C.
picta ile tasinma oraninin %11-33 arasinda degistigi saptanmistir (Baric ve ark., 2010).

2012-2013 yillarinda Hirvatistan’da yiiriitiilen bir caligmada yabani elma ve armut
bahgelerinde fitoplazma varligina bakilmis ve farkli 3 lokasyonda SrX, Srl ve Srlll
grubuna giren fitoplazmalar oldugu tespit edilmistir. Yabani elma bahgelerinden toplanan
ornekler ile yapilan Nested-PCR, RFLP ve sekans analizleri sonucunda 2 izolattan birinin
Apple Proliferation (SrX) grubu ile digerinin ise X-diseases (Srlll) grup ile benzerlik
gosterdigini ilk kez belirlemiglerdir (Jezic ve ark., 2016).

2016 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada farkli boyalar ve problar kullanilarak
16SrX grubu fitoplazmalar i¢in real-time PCR protokolleri denenmis ve hassaslik,
spesifiklik agisindan Nested-PCR analizleri ile karsilastirnllmistir. Yapilan analiz
sonuglarina bakildiginda real-time protokollerinin 10-100 defa daha hassas oldugu bir kez
daha ortaya konmustur (Kiss ve ark., 2016)

Hirvatistan’da 2011-2014 yillar1 arasinda elma agaclari ve vektor psillidler
tizerinde yapilan bir aragtrmada Ca. P. mali varligi ilk kez belirlenmis ve
karakterizasyonu ortaya konulmustur. aceF gen bdlgesi ile gergeklestirdikleri filogenetik
analizler sonucunda Hirvatistan izolatlarinin daha oOnce tanimlanmis fitoplazma
izolatlarinin aceF genleri ile benzerlik gosterdigi ve kayit altina alinmamis yeni bir aceF

gen bolgesi belirlendigi belirtilmistir (Krizanac ve ark., 2017)
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Slovenya’da 2012-2015 yillar1 arasinda elma ve kayist bahgelerinden toplanan
ornekler ile yapilan bir calismada AP grubu igerisine giren Ca. P. mali ve Ca. P. prunorum
etmenlerinin molekiiler ¢esitliligi ortaya konmustur. aceF, pnp, secY ve imp gen bolgeleri
kullanilarak yapilan ¢alismada Ca. P. mali i¢in imp geninin en degisken gen bolgesi
oldugu belirlenmistir (Dermastica ve ark., 2018).

2.2. Ulkemizde Fitoplazmalar KonusundaYapilan Calismalar

Tiirkiye’de 1966-1969 yillar arasinda Ankara, Afyon, Eskisehir, Kayseri, Konya,
Kirsehir, Nevsehir ve Nigde’de yapilan bir survey caligmasinda meyve bahgeleri ile
fidanliklarda Pyrus malus L. Amasya, Golden Delicious, Starking Delicious, Kanada
Reinette Ingiliz, Hiiryemez, Bodur ve Ferik elma gesitlerinde Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazma hastalig1 ile ilgili aragtirmalar yapilmistir. Yapilan goézlemler sonucunda
goriilen simptomlara bakilarak hastaligin sadece Ankara'da Ayas meyve fidanliginda
Rome beauty ve Golden Delicious meyve fidani gesitlerinde olabilecegi bildirilmistir
(Ozkan ve Kur¢man, 1976).

2005-2006 yillar1 arasinda Mayis ve Kasim aylarinda yiiriitiilen bir survey
calismasinda Isparta, Yalova ve Ankara illerindeki elma bahcelerinden fitoplazma varlig
siiphesiyle toplanan 334 adet 6rnek fitoplazma enfeksiyonlar1 agisindan incelenmistir.
Yapilan DAPI boyama, DAS ELISA, Nested PCR ve RFLP analizleri sonucunda Isparta
ve Ankara illerinden toplanan 9 adet elma 6rneginde ‘Candidatus Phytoplasma mali’
tespit etmistir. Rsal ve Sspl restriiksiyon endoniikleaz enzimleri sayesinde RFLP ile
izolatlarin karakterizasyonu ve benzerlik dizi analizleri ile akrabalik durumlar
belirlenmistir (Canik, 2007).

2004 yilinda Agustos ve Eyliil aylar1 arasinda yapilan bir survey ¢alismasinda 17
farkli bahgeden 10 farkli elma ¢esidinden 28 simptom gosteren ve 3 simptom
gostermeyen elma agacinin siirgiin ve yapraklarindan 6rnekler toplanarak testlenmistir.
Yapilan molekiiler analizler sonucunda Adana ve Nigde illerinden toplanan 6 drnegin
‘Candidatus Phytoplasma mali’ ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Sertkaya ve ark.,
2008).

2008 yili Agustos-Ekim aylar1 arasinda Egirdir Bahge Kiiltiirleri Arastirma

Merkezi, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Isparta ile Osmaniye’deki bazi
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bahgelerden siipheli siirglin 6rnekleri toplanmis, Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Fragment Uzunlugu Polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemiyle ECSF
(Candidatus Phytoplasma mali) varligi belirlenmeye ¢alismistir. 28 bahgeden toplanan
150 bitkiden sadece dort tanesinde ECSF saptanmustir. Fitoplazma ile bulasik dort
Ornegin li¢ tanesinin DNA dizilemesi yapilmis, referans izolatlarla karsilastirmis ve %94-
99 oraninda benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur (Dagtekin, 2009).

Hatay’da kurulan bir denemede ECSF (Candidatus Phytoplasma mali) ile
enfekteli agaglardan alinan as1 gozleri saglikli fidanlara aktarilarak ECSF’nin asiyla
taginma etkinligi belirlenmistir. Sera sartlarinda 100 adet zerdali anacina daha once
pozitif bulunan referans ECSF izolat1 inokule edilmistir. Asilamalarin ardindan yapilan
testlemeler sonucunda fitoplazmanin as1 ile taginma orani %12,76 olarak belirlenmistir
(Giiltekin, 2011).

Tiirkiye’de ilk kez yapilan bir ¢alismada yumusak ¢ekirdekli meyve agaclarinda
hastaliga neden olan fitoplazmalarin 6nemli vektorlerinin psyllidler oldugu bildirilmistir.
2010-2011 yillar1 boyunca yabani ve kiiltiir formda ¢esitli yumusak c¢ekirdekli meyve
agaclarindan potansiyel vektor olabilecek psyllid tiirleri toplanarak, Candidatus
Phytoplasma mali ile enfekteli olma durumu ortaya konmustur. Toplanan psyllidlerin
morfolojik 6zelliklerine bakilarak bu vektor boceklerin Cacopsylla picta, C. melanoneura
ve C. affinis karigimi, C. crataegi, C. pyrisuga, C. pyri, C. pyricola ve Cacopsylla tiirleri
oldugu saptanmustir. Fitoplazma ile enfekte orani en yiiksek psyllid tiiriiniin C. picta
(%4,36) oldugu, sirasiyla ardindan gelen tiirler C. pyri (%3,84), C. melanoneura veC.
affinis karisimi (%2,77) ve C. crataegi (%]1,67) olarak belirlenmistir. C. pyrisuga, C.
pyricola ve bazi Cacopsylla tiirlerinde fitoplazma saptanamamig, C. picta, C.
melanoneura-C. affinis karisimi ve C. pyri tiirlerinde hem Ca. P. mali hem de Ca. P. pyri’
belirlenirken, C. crataegi’de sadece C. pyri varligina rastlanmigtir (Kaya ve ark., 2016).

Ankara ve Isparta illerini kapsayan bir calismada elma, armut ve kayisi
agaclarindan ornekler toplanmis, universal ve grup spesifik primerler kullanilmis, Trul,
Rsal, SSpl enzimleri ile RFLP analizleri yapilmistir. Kayis1 agaglarinda 16SrX grubu
karisik enfeksiyonlarin oldugunu belirlemislerdir. Armut agaclarindan alinan 6rneklerin
16SrX-A ve C ile enfekteli oldugunu, elma agaglarindan alinan 6rneklerin ise 16SrX-A

ile enfekteli oldugunu ortaya koymuslardir (Canik ve ark., 2019).
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2.3. Diinyada Endofitik Funguslar Konusunda Yapilan Cahsmalar

Son yillarda fitoplazmalara karsi endofitik funguslarla biyolojik miicadele
caligmalar1 baglamis olup, timit-var sonuglar elde edilmistir (Musetti ve ark., 2011).

Endofitler yasamlarinin tiimiinde veya belli bir kisminda canli bitki dokularini
istila eden ve bitki dokularmin tamaminda belirgin olmayan simptomsuz enfeksiyonlara
neden olan ancak higbir hastalik olusturmayan fungus veya bakteriler olarak
tanimlanmistir (Wilson, 1995).

Konukgu bitkilerinin canli dokularinda higbir simptom olusturmadan yasam
dongiilerini gegiren endofitik funguslar bitkileri patojenik funguslar, bakteriler, bocekler
ve nematodlara karst koruyan etmenlerdir. Yapilan arastirmalarda biyolojileri ve etki
mekanizmalart tam olarak anlagilamamasima ragmen bu funguslarin hastaliklarin
kontroliinde kullanilan antibiyotikler gibi 6nemli ikincil metabolitler ve biyoteknolojik
ajanlar oldugu belirtilmistir (Gimenez ve ark., 2007).

Simptom olusturmayan endofitler ilk olarak 1898 yilinda Lolium temulentum
tohumlarindan izole edilmis ve kiiltiire alinmistir (Vogl, 1898).

Endofitlerin yasamlar1 boyunca konukcular: ile yakin iliskiler i¢inde gelismekte
olduklari, konukc¢uya veya dokuya 6zellesmis olduklar1 ortaya konulmustur (Zhou ve
Hyde, 2001; Tao ve ark., 2008).

Endofit varliginin konukgu bilesenine bagli oldugunun diisiiniilmesinin yaninda
saprofitik organizmalar ile konukg¢u arasindaki ozginliigiin de bitki igerisindeki
endofitlere bagli oldugu bildirilmistir (Paulus ve ark., 2006).

Yapraklardaki ve odun dokularindaki endofitlerin konukguya, konukgu cinsi veya
konukgu familyasina spesifik oldugu belirtilmistir (Arnold, 2007). Bu 6zgiinliigiin bastaki
endofit kolonizasyonuna veya yaprak yada odun kismindaki maddelere bagli oldugu
bildirilmistir (Paulus ve ark., 2006; Hyde ve ark., 2007).

Endofitik funguslarin latent patojenler oldugu (Brown ve ark., 1998; Jumpponen,
2001; Photita ve ark., 2004), mikoriza funguslar1 (Sieber, 2002) veya saprofitik
organizmalar (Gardes, 2002; Promputtha ve ark., 2007) gibi ortak yasama uyumlu
olduklar1 ve konuk¢u dokularinda saptanabildikleri ortaya koyulmustur (Mostert ve ark.,
2000; Schulz ve Boyle, 2005).
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Fungal endofitlerin ekosistemde ayrigmalarda ve besin dongiisiinde dnemli yere
sahip olduklar1 ve bir¢cok bitkinin kokiinde simbiyotik yasamlart sonucu faydalar
sagladiklar1 bildirilmistir (Christensen, 1989).

Endofitik mikroorganizmalarin birgogunun antibiyotikler ve antitliméral ilaglara
benzer biyoteknolojik bilesimler iiretebilme yeteneginde olduklart belirlenmistir (Schulz
ve ark., 2002).

Fungal endofitlerin yapisal ve fonksiyonel olarak konukcu bilesenlerine benzer
metabolitler gelistirdigi bilinmektedir (Strobel, 2002). Ayrica fungal endofitlerin
giberellinler gibi bitki biiylime hormonlarmi da iiretebilme yeteneginde olduklari
saptanmistir (MacMillan, 2002).

Endofit organizmalarinin ekolojik rolii tam olarak belirlenememekle birlikte bu
organizmalarin  bircogunun konukcularin1 pozitif etkiledigi bilinmektedir. Bu
organizmalarin bitki gelisimini tesvik ettigi, stres kosullarina kars1 bitkilerde dayaniklilik
gelistirdigi ve konukgularini hastalik ve zararlilara karst korudugu belirlenmistir
(Rodriguez ve ark., 2008).

Fitoplazmalarin neden oldugu hastaliklarin iyilesmesi olarak isimlendirilen
olusum (recovery phenomen) iizerine son zamanlarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda
biyokontrol ajanlarinin fitoplazma hastaliklarinin miicadelesindeki rolleri arastirilmaya
baslanmistir. Endofitler olarak tanimlanan kontrol ajanlariin saglikli ve fitoplazma ile
enfekteli bitkiler lizerine uygulanmasi sonucu fitoplazma ile iligkili hastaliklarin
simptomlarinda azalmalarin goriildiigi belirtilmistir (Bianco ve ark., 2013).

Aurebasidium pullulans (de Bary) Arnoud ve Epicoccum nigrum Link her yerde
bulunabilen mikrofunguslardandir ve birgok iirlinde endofit olarak saptanmislardir
(Musetti ve ark., 2005; Rodolfi ve ark., 2006; Prasongsuk ve ark., 2005). Her iki fungusun
antibiyotik iiretebildigi ve fitopatojenik funguslara kars1 antagonistik etki gosterebildigi
saptanmistir (Madrigal ve ark., 1991). Aym1 zamanda bu funguslarin hasat 6ncesi ve
sonrast olusan bazi hastaliklara kars1 biyolojik miicadele etmeni olarak kabul edildigi
bildirilmistir (Elmer ve ark., 2001; Schena ve ark., 2003).

Fitoplazma hastaliklarinin miicadelesine yonelik yapilan c¢aligmalarda bag
alanlarinda enfekteli, saglikli ve iyilesme gosteren bitki biinyelerinde fungal edofitlerin
varhigi belirlenmistir. Belirlenen bu endofitlerin biyokontrol ajanlar1 olarak

kullanilabilecegi ifade edilmistir (Grisan ve ark., 2011).
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ECSF ile enfekteli bitkilerde simptomlarin dogal olarak azalmasi iyilesme olarak
adlandirilmaktadir. lyilesme belirtisi gosteren bitkilerde fizyolojik ve molekiiler
temellere dayanan c¢alisilmalar yapilmis (Musetti ve ark., 2004; 2010) ve bu durumun
bitkilerde sistemik kazanilmis dayaniklilikla iliskili oldugu bulunmustur (Musetti ve ark.,
2004). Endofit mikroorganizmalarin ise konukcularinda meydana getirdikleri
dayaniklilikta rol oynadiklar1 ortaya konulmustur (Martini ve ark., 2009).

Son zamanlarda ortaya konulan hipoteze gore iyilesme belirtisi gosterme olarak
adlandirilan simptomlardaki beklenmedik azalmalarin S.A.R (Systemic Acquired
Resistance, sistemik kazanilmis dayaniklilik) mekanizmasi ile ilgili oldugu belirtilmistir.
Fitoplazma enfeksiyonlarina karst savunma mekanizmasinin arttirilmasinda endofitik
mikroorganizmalarin aktif rol oynadig diisiiniilmektedir (Musetti ve ark., 2011).

Endofit funguslarin bazi fungal, bakteriyel hastaliklar ve ECSF gibi fitoplazma
hastaliklarina kars1 etkileri son yillarda ¢alisilmaya baslanmustir. italya’da deneysel
konuk¢u Cezayir Meneksesinde (Catharanthus roseus) ECSF ile endofitik fungus
Epicoccum nigrum arasindaki iliskiler arastirilmis, ECSF asilanmis ve Epicoccum nigrum
ile muamele edilmis bitkilerde simptom siddetinde bir azalma gozlenmis, Real-time PCR
sonuglarina gore de fitoplazma konsantrasyonu saglikli bitkilere oranla 2-8 kat daha
diisiik bulunmustur (Musetti ve ark., 2011).

Epicoccum nigrum’un {irettigi antibiyotiklerin Monilia laxa’ya etkili oldugu
bildirilmistir. Bu etmenin baglarda Plasmopara viticola ve Botrytis cinera (Kortekamp,
1997; Fowler ve ark., 1999) pamukta ise Pythium tiirlerini (Hashem ve Ali, 2004) inhibe
edici 6zellige sahip oldugu bildirilmistir.

Endofit mkroorganizmalar lizerine yapilan farkli bir galismada ise Ca. P. mali ile
enfekteli agaglardaki bakteriyel endofit durumuna bakilmis, farkli agaglardan farkl tiirler
izole edilmistir. Calisma kapsamida izole edilen bakteriyel endofitlerin bazilarinin farkl
bitki patojenlerine karsi biyokontrol ajani oldugunu; fitoplazma hastaliklarina karsi
vektor bocek miicadelesi disinda siirdiiriilebilir kontrol yontemlerininin miimkiin
olabilecegini belirtmislerdir (Bulgari ve ark., 2012).

Ulkemizde Ca. P. mali varligi saptanmasina ragmen temene karsi endofitik

funguslarin etkileri konusunda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma 2013-2018 yillarinda, Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Bitki Koruma Boliimii ve Adana Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisii Miidiirligii,
Biyoteknoloji ve Mikoloji laboratuvarlarinda yiirtitilmiistiir.

Calismada kullanilacak olan Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi (ECSF) belirtisi
gosteren bitki materyalleri igel, Adana, Nigde, Isparta; Hatay, Karaman illeri elma
yetistirilen alanlarda fitoplazma benzeri simptom goézlenen elma agaglarindan alinmistir.
Icel’de Giilnar, Gézne, Mut, Uzuncaburg ve Arslankdy’den; Adana’da Havutlu, Pozanti
ve Saricam’dan; Nigde’de Camardi ve Ulukisla’dan; Isparta’da Egirdir’den; Hatay’da
Iskenderun’dan ve Karaman merkezde bulunan simptomlu elma agaclarindan siirgiin ve
yaprak ornekleri alinmistir. Ayni bahgelerde gerek saglikli gerekse hastalik belirtisi
gosteren elma agaglarindan endofit funguslarin teshisi i¢in de 6rnekler alinmistir. DNA
izolasyonlar1 ve PCR analizlerinde tampon ¢ozeltiler, primerler, agaroz jel ve jel
goriintiileme sistemleri kullanilmistir. Endofit funguslarin izolasyonunda patates dekstroz
agar (Difco) ve patates dekstroz broth (Difco) besi ortamlari, antibiyotikler, petri kaplari
kullanilmigtir. Patojenisite testlerinde torf ve perlit gibi bitkisel iiretim malzemeleri
saksilar ve test bitkileri kullanilmistir.

Fitoplazma gruplarini temsil eden izolatlarin (+) DNA 6rnekleri Xavier Foissac
(INRA, Fransa) ve Prof. Dr. Assunta Bertaccini (Italya)’dan temin edilmistir. Saglikli
GF305 seftali yapraklari1 negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Bu ¢alismada ayrica model bitki olan Cezayir meneksesi (Catharanthus roseus)
22-25°C giindiiz sicakligi, 12-16°C gece sicakligi %40-80 nem ve 16h fotoperyot
kosullarindaki serada tohumdan yetistirilmistir. Calismada kullanilan in vitro cv. Golden

Delicious elma fidanlari ticari olarak iiretim yapan firmalardan satin alinmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan in vitro cv. Golden Delicious fidanlari (sol) ve Cezayir
Menekseleri (sag)

ECSF hastalig: ile enfekteli agaclardan alinan gozler ile cv. Golden Delicious
elma fidanlarina ve Cezayir Menekselerine asilama ¢aligmalart yapilmis; s6z konusu
etmen karantina Ek-1 A grubu patojen listesinde yer alarak potansiyel tehlike olarak kabul

edildiginden tiim ¢aligmalar bocek gecirmeyen tel seralarda gerceklestirilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi Konusunda Yapilan Calismalar
3.2.1.1. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi ile ilgili Arazi Calismalar

Icel ve Adana illerinde daha once ECSF hastalig1 tespit edilmis olan elma
bahgelerinden 6rnekleme yapilarak calisilmaya baslanmistir (Ulubas Serge, TUBITAK
1090448, yaymlanmamis veriler). 2013-2014 yillarinda Adana ve Igel illerinde elma
yetistiriciligi yapilan yerlerde periyodik olarak iki ayda bir olacak sekilde yil boyunca
arazi ¢ikislart yapilmistir. 2013 ve 2014 yillarinda as1 kalemi temini i¢in yapilan arazi
cikiglarinda fitoplazma pozitif bulunan agaglarin sékiilmiis oldugu gézlemlenmistir. Bu
nedenle 2015-2018 yillar1 arasinda ECSF’nin daha once rapor edildigi Nigde, Hatay,
Isparta ve Karaman illerine arazi ¢ikiglar1 yapilarak asir1 siirglin olusumu, gelisme geriligi
ve stipiillerde biiylime simptomu gdsteren elma agaglarindan 6rnekler toplanmistir (Sekil
3.2).

Orneklemeler elma yetistirilen bahgelerin %1’ini temsil edecek sekilde
gerceklestirilmekle birlikte ev bahgelerinden de 6rnekler alinmistir. Her ilde ECSF ile

enfekteli olabilecegi diisiiniilen silipheli agaclarin her birinden, agaci temsil edecek
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sekilde dort yanindan siirglin ve yaprak ornekleri alinmistir. Alinan 6rnekler polietilen
torbalara ayr1 ayri konulmus, etiketlenmis ve testlenmek iizere Biyolojik Miicadele
Arastirma Enstitiisii Mudiirliigli, Biyoteknoloji Laboratuvarina sogutuculu termoslar
igerisinde getirilmistir. Getirilen Orneklerden fotograflamalar yapilmis, kayitlar

tutulmug, DNA izolasyonlar1 ve iki agamali Nested-PCR analizleri yapilmistir.

.')'43‘

WJEQ‘If‘dlr o V.
‘4' ; ‘:}, X

ADANA ¥
. Sanca,m"
Adan

ad

< J* e é
e Havutiuf

. =

. o
~4 %4
ni i¢in

Sekil 3.2. Elma Coklu Siirgiin Fitop azmasi ile enfekteli bitki mateai te
ornek toplanan alanlar

3.2.1.2. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmas’nin As1 Ile Tasinma Etkinliginin

Saptanmasi

ECSF’nin inokulum kaynagi olarak tutulmasi i¢in gerceklestirilen ¢alismalarda
as1 ile tasinma denemeleri kurulmustur. 2013-2018 yillar1 arasinda gergeklestirilen arazi
caligmalar1 sirasinda toplanarak Nested-PCR ve RLFP analizleri tamamlanip Ca. P. mali
ile enfekteli oldugu belirlenen elma agaglarindan alinan as1 kalemleri hem cv. Golden
Delicious elma fidanlarma hem de test bitkisi olarak kullnailan Cezayir meneksesi
(Catharanthus roseus)’lerine goz ve kabuk asist ile agilanmistir. Asilama galismalarinda
fitoplazma pozitif bulunan her bitki i¢in 3 tekerriir olacak sekilde deneme kurulmus,
toplamda 2 bitki negatif kontrol olarak birakilmistir. Pozitif oldugu bilinen siirgiinlerden
hem kabuk hem de durgun g6z asisi yapilmistir. Asilamalar fitoplazma

konsantrasyonunun en yiiksek oldugu Ekim-Kasim aylarinda yapilmistir. Asilanan tiim
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bitkiler bocek girisinin engellendigi tel seralarda kontrollii kosullar altinda muhafaza
edilmis ve bakimlar1 diizenli olarak yapilmistir. Asilama yapilan bitkilerde as1 bolgesinin
nemli tutulabilmesi icin bitkilerin iizerine as1 bolgesini kaplayacak sekilde naylon poset

gecirilmis ve naylon poset kademeli olarak agilmustir.

3.2.1.3. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi’nin Vektor Bocekle Tasinma Etkinliginin

Saptanmasi

ECSF’nin  vektor boceklerle tasinma etkinliginin saptanmasi ¢aligmalari
kapsaminda 2017 yilinin Mart ve Mayis aylar1 arasinda hastaligin potansiyel vektorii
oldugu bilinen psyllidlerin (Cacopsylla spp.) Igel ilindeki enfekteli bahgelerde varlig
gbzlenmistir. Kislayan erginler Nisan sonu-Mayis basinda goriilmiis ve orneklemeler
yapilmistir. Orneklemeler elma bahgelerinde enfekteli oldugu diisiiniilen agaclarin 4
farkli yoniinii temsil edecek sekilde Steiner hunisi kullanilarak, darbe yontemiyle
toplanmistir. Darbeler sonucu kavanoz igerisine diisen vektor bocekler firca yardimiyla
toplanmis, agizlan tiil ile kapatilan falkon tiiplere aktarilmis ve buz akiileri igerisinde
Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisi Miidiirliigii, Biyoteknoloji Laboratuvarina
getirilmis ve tasima caligmalarinda kullanilmistir. Toplanan psyllidler (Cacopsylla spp.)
tohumlardan ekim yapilarak yetistirilen 4-6 aylik test bitkilerine (Catharanthus sp.) ve
1,5 yasinda olan elma fidanlarina (Golden delicious) salinmistir. Deneme kapsaminda 10
adet test bitkisine bitki bagina 5 ergin, 5 adet elma fidanina bitki bagma 10 ergin olacak
sekilde salim yapilmistir.

Bocek aktarilan test bitkileri bocek gegirmeyen tel kafesler i¢erisine konulmus ve
deneme kontrollii kosullar altinda 20-24°C sicaklikta iklim odalarinda muhafaza
edilmistir. Bocek salimi yapildiktan 15-20 giin sonra salinan bocekler fir¢a yardimi ile
toplanmis, hem bdceklerden hem de bitkilerden DNA ekstraksiyonu ve ardindan PCR

analizleri yapilmistir.
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3.2.14. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmas1 Konusunda Yapilan Molekiiler

Cahismalar

3.2.1.4.1. DNA izolasyonu

Araziden toplanan bitki materyallerinin DNA izolasyonu Doyle ve Doyle
(1990)’e gore yapilmis, elde edilen total niikleik asitlerin konsantrasyonu Nanodrop ile
Olciilmiistiir.

1. Yaprak orta damari ya da siirglinlerden floem dokusundan alinmis 1gr. taze

doku steril havanda s1v1 azot ile ezilmistir.

2. Her bir 6rnege 5ml %2.5’luk CTAB eklenmistir (Bu asamada CTAB

sollisyonuna taze olarak %0.2 oraninda 2-mercaptoetanol eklenmistir).

3. Havanlardaki homojenattan 1 ml alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplere

aktarilmistir.

4. Tiipler 30 dakika 65 °C’deki su banyosunda inkiibe edilmistir.

5. Su banyosundan alinan tiipler iizerlerine 1ml 24:1 chloroform:isoamilalkol

eklenerek vortexlenmistir.

6. Tiipler 13.000 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

7. Olusan supernatant temiz bir tiipe alinarak iizerine 2/3 hacim soguk isopropanol

eklenmis ve tiipler 2-3 defa alt {ist edilerek hafif¢e karistirilmistir.

8. Tiipler 13.000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

9. Olusan supernatant dikkatlice dokiilerek, pellet iizerine 1ml %70’lik etanol

eklenip 5-15 dakika beklenmistir.

10. Tipler 11.400 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

11. Santrifiijden alinan tiiplerdeki etanol dokiilerek tiipler 37°C’de kurutulmustur.

12. Kuruyan tiiplere 400 ul TE buffer eklenip oda sicakliginda 10-30 dakika

bekletilmis, tiiplere 1/10 hacim sodyum asetat, 2 hacim %95 soguk etanol eklenip

hafifce karistirilmustir.

13. Tipler 14.000 rpm’de 4°C’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

14. Olusan supernatant dikkatlice dokiiliip, pellet {izerine 1.5ml %70’lik etanol

eklenip 5-15 dakika bekletilmistir.

15. Tiipler 11.400 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
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16. Santrifiijden alinan tiiplerdeki etanol dokiiliip tiipler vakumda 5 dakika
kurutulmustur.

17. Kuruyan tiiplere 400 ul TE buffer eklenip oda sicakliginda 10-30 dakika
bekletilmis, tiiplere 1/10 hacim sodyum asetat, 2 hacim %95 soguk etanol eklenip
hafifce karistirilmistir.

18. Tiipler 14.000 rpm’de 4°C’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

19. Olusan supernatant dikkatlice dokiiliip, pellet tizerine 1.5ml %70’lik soguk
etanol eklenip 5-15 dakika beklenmistir.

20. Tipler 11.400 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

21. Santrifiijden alinan tiiplerdeki etanol dokiiliip tiipler vakumda 5 dakika
kurutulmus, olusan supernatant dikkatlice dokiiliip, pellet iizerine 1.5ml %80’lik
soguk etanol eklenip 5-15 dakika beklenmistir.

23. Tiipler 11.400 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

24. Santrifiijden alinan tiiplerdeki etanol dokiiliip tiipler vakumda 5 dakika
kurutulmustur.

25. Kuruyan tiiplere 100 pl TE buffer eklenerek -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1.4.2. PCR Analizleri

Ekstrakte edilen DNA’lardan fitoplazma teshisi iki agamali yontemle tiniversal
primerler kullanilarak yapilmustir. Ik asamada (Direkt-PCR) 1800 bp iiriin veren P1
(Deng ve Hiruki, 1991)/ P7 (Smart ve ark., 1996) primer ¢iftleri; ikinci asamada (Nested-
PCR) ise 1050 bp iiriin veren FOl / RO1 (Lorenz ve ark., 1995) primer ciftleri
kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Candidatus Phytoplasma mali’nin teshisi amaciyla kullanilan iiniversal
primerlerin dizileri

Primer Baz Dizilimi (5’-3”) Referans
Direct-PCR  P1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA Deng ve Hiruki, 1991
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Smart ve ark., 1996
Nested-PCR  FO1 CGGAAACTTTTAGTTTCAGT Lorenz ve ark.,1995
RO1 AAGTGCCCAACTAAATGAT Lorenz ve ark., 1995
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Direkt-PCR asamasinda niikleik asitler 1/30 oraninda sulandirilarak hazirlanan
karistmdan 1pl alinip 24 pl’lik reaksiyon karigimina eklenmistir. Reaksiyon karigimi
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-PCR dongiisii; 94°C’de 2 dakika denaturasyondan sonra, 94°C’de 1 dakika,
57°C’de 2 dakika ve 72 °C’de 3 dakikadan olusan 35 dongiiyli takiben 72°C’de 10
dakikadan olusturulmustur.

Direkt-PCR’dan sonra uygulanan Nested-PCR asamasinda FO1/RO1 primerleri
kullanilmistir. Direkt-PCR {iriinleri 1/30 oraninda sulandirildiktan sonra, karigimdan 1 pl
alinarak yeni hazirlanan reaksiyon karisimina eklenmistir. Nested-PCR’da ise tiipler
94°C’de 2 dakika denaturasyondan sonra, 94°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de
1 dakikadan olusan 35 dongiiyii takiben 72°C’de 5 dakika olacak sekilde yapilmistir (Lee
ve ark., 1998).

3.2.1.4.3. Jel Elektroforez

PCR iiriinlerinin goérsel hale getirilmesi amaciyla triinler %1.2’lik agaroz jel
elektroforez iglemine tabi tutulmustur. Elektroforez 1XTAE ortaminda gergeklestirilmis
ve jelin hazirlanmasinda da yine ayn1 ortam kullanilmistir. Jele 3 pl yiikleme tamponu ile
12 pl Nested-PCR iiriinii karistirilarak yiiklenmis ve 120 Voltta 45 dakika siireyle
elektroforeze tabi tutulmustur. Jelde tirtinlerin ytiriitilme islemi bittikten sonra jel 1 mg/ul
Etidyum bromid igeren 1XTAE ortaminda 3-5 dakika siireyle boyanmigtir. Boyama
isleminden sonra jeller UV transilluminatorde gozlenerek fotograflanmis ve sonuglar

degerlendirimistir (Lee ve ark., 1992).

3.2.1.4.4. RFLP Analizi

PCR iriinlerinin RFLP analizleri amaciyla Nested-PCR sonucu referans
izolatlarla ayn1 seviyede bant olusturan fitoplazma pozitif 6rneklerin PCR f{iriinleri 5-15
ul’si restriksiyon endoniikleaz enzimlerinden Rsal ve Sspl ile kesilmistir. PCR {iriinleri
Sspl ve Rsal enzimleri ile 37°C’de 1-16 saat kesime tabi tutulmustur. Kontrol amaci ile

farkli fitoplazma gruplarina ait izolatlar da enzim kesimine dahil edilmistir. Olusan band
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profillerine gore (Lee ve ark., 1998) ‘Candidatus Phytoplasma mali’ ile enfekteli bulunan

ornekler asilama ¢aligmalarinda kullanilmistir.

3.2.1.4.5. Sekans Analizleri

PCR ile beklenen seviyede bant veren ve RFLP analizinde pozitif kontrollerle ayn1
bant profili elde edilen izolatlara ait PCR f{irlinlerinin baz dizilerininin belirlenmesi
asamas ticari firmadan (BM Labosis, Ankara) hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmis ve
sonuglar on-line olarak alinmistir. Kaba baz dizisi kromotogramlart ChromasPro 1.7.6
kromotogram analiz programiyla birlestirilmis ve diizenlenmistir. Elde edilen diziler
NCBI gen bankasi veri tabaninda BLAST analizleri ile karsilastirilmistir. Veri tabanindaki
kayith izolatlarla eslesme gosterenlerden secim yapilarak Mega 7 programi ile sekans
hizalama ve niikleotit dizilerinin benzerlik oranlar1 belirlenmistir (Kumar ve ark., 2016).
Filogenetik analizler Maximum Likelihood method Kimura 2 parameter method 3

kullanilarak gergeklestirilmistir (Kimura, 1980).

3.2.1.4.6. Ger¢ek Zamanh PCR (Real Time PCR)

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen DNA’lardan fitoplazma teshisi, hedef niikleik
asit miktarlarinin belirlenmesi ve niikleik asit miktarlarindaki degisimleri belirlemek
amaci ile genel fitoplazma tespiti i¢in kullanilan fitoplazma spesifik TagMan yontemi
kullanilarak Real-time analizleri yapilmistir (Christensen ve ark., 2004).

Cizelge 3.2. Teshis ve patojen degisimlerini belirlemek amaciyla kullanilan fitoplazma
spesifik primer ve prob dizileri

Primer Baz Dizilimi (5-3) Referans
Fitoplazma F CGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGA Christensen ve
Fitoplazma R TCTTCGAATTAAACAACATGATCCA ark., 2004

Probe FAM-TAMRA TGACGGGACTCCGCACAAGCG
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Cizelge 3.3. Fitoplazma teshisi amaciyla yapilan Real-time PCR’da kullanilan karigim
icerigi
Roche 480 probes master 10 pl

Primer F (10 pM) 1 pl
Primer R (10 pM) 1 pl
Probe (2,5uM) 0.75 pl
Su 225 ul
Genomik DNA 5ul

Cizelge 3.4. Fitoplazma teshisi amaciyla kullanilan Real-time PCR dongiileri

Real-time PCR
95 °C 10dk 1 dongii
95 °C 10sn 45 dongii

60 °C’de (okuma agik) 1dK

3.2.2. Endofit Funguslar Konusunda Yapilan Calismalar

3.2.2.1. Endofit Funguslar fle Tlgili Arazi Calismalar

Yapilan Nested-PCR ¢alismalarinda saglikli ve Ca. P. mali ile enfekteli oldugu
saptanan elma agaclarindan yeniden 6rnek toplanmis ve endofit fungus ¢alismalarinda
kullanilmistir. Bu amagla 6zellikle endofit funguslarin daha aktif oldugu sonbahar
aylarinda, Nested-PCR analizleri ile saglikli ve fitoplazma ile enfekteli oldugu saptanan
elma agaglarinmn farkli dallarindan iki yillik siirgiin ve yaprak drnekleri alinmistir. Ornek
alirken agaclarin dort farkli yoniinden ve farkli dallarindan 6rnekleme yapilmasina dikkat
edilmistir. Her bir agactan en az 5 yaprak ve 5 siirgiin érnegi alinmistir. Ornekler kese
kagitlarina sarilip etiketlendikten sonra i¢inde buz kutular1 bulunan termoslar yardimiyla

laboratuvara getirilmis ve izolasyon yapilincaya kadar 4°C’de saklanmustir.

3.2.2.2. Elma Fidanlar ve Test Bitkilerinin Endofit Funguslar Ile inokulasyonu
Endofit fungus izolasyonu Liu ve ark. (2001)’nin 6nerdikleri yonteme gore

gerceklestirilmistir. Izolasyonda besi ortami olarak bakteri gelisiminin engellenmesi

amaciyla streptomisin ve tetracyline ilave edilmis Patates Dekstroz Agar (PDA) ortami

kullanilmis ve kullanilan ortamda herhangi bir gelisme olup olmayacagini gézlemlemek
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amaciyla higbir ekim yapilmadan ortama saf su ilave edilerek i¢ kontrol uygulamasi
yapilmustir.

Oncelikle bitki &rnekleri akmakta olan musluk suyu altinda 5 dakika ve ardindan
%70 etanolde 3 dakika bekletilmistir. Daha sonra %5°lik sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde
5 dakika bekletilen 6rnekler 3 kez steril saf su ile durulanmis ve siirgiinler 1 cm’lik,
yapraklar ise 1 cm?’lik parcalara ayrilmistir. Son olarak siirgiin 6rnekleri besi ortamina

alinmadan 6nce boyuna 2’ye ayrilmistir (Sekil 3.3).

. ©%.Yavuz

Sekil 3.3. Laboratuvar ortaminda endofit fungus izolasyonu i¢in toplanan bitki
materyallerinin hazirlanisi

Bu sekilde ylizey sterilizasyonu yapilmis bitki parcalarindan en az 10’ar yaprak
ve slirglin 6rnegi 350 mg/L streptomisin ilave edilmis PDA ortami bulunan petri kaplarina

steril kabin igerisinde aktarilmistir. Petri kaplar1 25 °C’ye ayarlanmis karanlik bir
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inkiibatdrde 5-7 giin siireyle bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan, Barac ve ark.
(2004)’nin Onerdikleri kriterlere gore funguslar koloni morfolojisi ve miselyumlar ile
konidiosporlarinin mikroskop altinda incelenmesiyle cins diizeyinde teshis edilmistir.
Teshisi yapilan koloniler daha sonra PDA ortaminda alt kiiltiire alinarak 4°C’ye
ayarlanmig sogutucularda saklanmistir (Sekil 3.4).

| 444 A 0>
Sekil 3.4. Laboratuvar ortaminda fitoplazma ile enfekteli ve saglikli elma dokularindan
endofit funguslarin izolasyon ¢alismalar1

3.2.2.3. Patojenisite Calismalari

PDA’da gelisen farkli fungus izolatlartyla elma fidanlarindan alinan yapraklar
kullanilarak patojenite ¢calismasi yapilmistir. Elma fidanlarindan alinan elma yapraklar
sodyum hipoklorit ve tween iceren su igerisinde bekletilip saf su ile yikandiktan sonra
kurumaya birakilmistir. Kuruyan yapraklarin sap kisimlarina pamuk sarilip 1slatilarak

nemli ortamda kalmasi saglanmistir. Nemlendirilen yapraklar nemli kurutma kagidi
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igeren petrilere yerlestirilmistir. Gelisen funguslardan diskler alinarak nemlendirilen
yapraklar {izerine konulmustur. Kontrol olarak ise temiz PDA’dan alinan diskler
yapraklar iizerine yerlestirilmistir. Petrilere yerlestirilen yapraklar {izerindeki gelisimler
1 haftalik inkiibasyon periyodunun ardindan gézlemlenmistir. Yaprak iizerinde olusan

simptomlara bakilarak patojen 6zelligi olan funguslar elenmistir (Sekil 3.5).

-\ )

Sekil 3.5. Morfolojik olarak tespit edilemeyen fungal 6rneklerin patojenite ¢aligmalari

3.2.2.4 Endofit Funguslar ile lgili Molekiiler Calismalar
3.2.2.4.1. DNA izolasyonu

Funguslardan DNA izolasyonu Lecellier ve Silar (1994)’1n 6nerdikleri yonteme
gore yapilmistir. Buna gore;

1. PDA’da gelistirilen funguslarin taze kiiltiirlerinden 450 mg miselyum spatula

yardimi ile alinmuistir. Miseller 3 ml ekstraksiyon buffer (10 mM tris-HC1, 1 mM

EDTA, 100 mM NaC1l ve 2% SDS) igerisinde steril bir havanda homojenize

edilmisir.

2. Homojenattan 1 ml alinarak 2 ml’lik ependorf tiipe aktarilip vortexlenmistir.

3. Vortexlenen tiipler 30 saniye sivi azotta bekletilip 70°C’lik su banyosunda

1stitilmastir.

4. Vortexleme ve dondurup 1sitma islemi 3 kez tekrarlandiktan sonra tiipler 10.000

rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir.
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5.0lusan  supernatant  yeni  bir  tiipe  aktarilip  esit  hacimde
fenol:kloroform:isoamilalkol (25:24:1) ile 2 kez yikama yapilmis, ardindan 8.000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir.

6. Yeni tiipe alinan supernatant esit hacimde kloroform:isoamilalkol (24:1) ile 1
kez yikanmigtir.

7. Tiipler 8.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir.

8. Elde edilen supernatant yeni bir tiipe aktarilip iizerine 2/3 hacim soguk
isopropanol eklenip hafifce karistirtlmistir.

9. Tiipler 12.000 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiijlenmistir.

10. Olusan pellet 0.5 ml %70 soguk etanol ile yikanmistir.

11. Tiipler 12.000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiijlendikten sonra supernatant
dokiilmiistiir.

12. Pellet kuruduktan sonra iizerine 400 pl TE buffer, 1/10 hacim 3M sodyum
asetat ve 2 hacim % 95 soguk etanol eklenip hafif¢e karistirilmistir.

13. Tiipler 14.000 rpm’de 4°C’de 5 dakika santrifiijlenip olusan supernatant
dokiilmiistiir.

14. Olusan pellet 1 ml %70’lik etanol ile 2 kez, 1 ml %80’lik etanol ile 1 kez
yikandiktan sonra kurutulmustur.

15. Kuruyan pellet tizerine 100 pl TE buffer eklenmistir.

16. Son adimda 6rnekler RNase ile muamele edilip 1 saat siireyle 37 °C’de

bekletilmistir. DNA konsantrasyonlari spektrofotmetre ile belirlenmistir.

3.2.2.4.2. PCR Analizi

Ekstrakte edilen DNA’lardan endofit teshisi yaklasik 500-600 bp iiriin veren
ITSI/ITS4 primer ¢ifti kullanilarak yapilmistir (Cizelge 3.5). PCR asamasinda niikleik
asitlerden 1pl alinip 24 pl’lik reaksiyon karistmina eklenmistir. Reaksiyon karigimi
10XPCR buffer (100mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCl,), 1.5 mM MgClz, 200 uM
dNTP’ler, 0.4 uM primerler, 0.625 iinite Taq polimeraz’dan olugsmustur. PCR dongiisti;
94°C’de 2 dakika denaturasyondan sonra, 94°C’de 1 dakika, 54°C’de 1 dakika ve 72
°C’de 1 dakikadan olusan 38 dongiiyii takiben 72°C’de 10 dakikadan olusmustur.
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Cizelge 3.5. Fungal endofitlerin teshisi amaciyla kullanilan primer dizileri

Primer Baz Dizilimi Referans
ITST 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3° (Gardes ve Bruns, 1993)

ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ (Gardes ve Bruns, 1993)

3.2.2.4.3. Jel Elektroforez

PCR fiiriinlerinin gorsel hale getirilmesi 3.2.1.4.3.’de anlatildig1 gibi yapilmistir.
(Lee ve ark., 1992).

3.2.2.4.4. Sekans Analizleri

PCR ile ¢ogaltilan her bir izolata ait PCR iirliniiniin DNA dizilerinin belirlenmesi
amaciyla ticari firmadan (lontek, Istanbul) hizmet alimi yapilmis ve sonuglar on-line

olarak alinmistir. Sekans analizleri 3.2.1.4.6’da anlatildig1 gibi yapilmistir.

3.2.3. Vektor Bocekler ile Tlgili Molekiiler Calismalar

3.2.3.1. DNA izolasyonu

Toplanan boceklerin alkol ve saf su kullanilarak yiizey sterilizasyonu yapildiktan
sonra DNA izolasyonlar1 Thermo Fisher Scientific GeneJET Genomic DNA Purification
Kiti kullanilarak yapilmistir.

1. Araziden toplanan vektdr bocekler alkol ve saf su ile steril edildikten sonra her

bir birey 1 6rnek kabul edilerek eppendorf tiip icerisine alinmis ve ezme ¢ubugu

ile ezilmistir.

2. Her tiipe 180 pl Digestion Solution eklenerek ezme ¢ubugu ile karistirilmis ve

tizerine 20 pl Proteinase K eklenerek tiipler alt {ist edilmistir.

3. Tiipler 400 rpm’de 56°C’de 45 dk inkibasyona tabi tutulmustur.

4. Tipler icerisine 20 pul RNase A Solution eklenir, arada bir ¢alkalanarak oda

sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
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5. Bekleme siiresinin ardindan tiiplere 200 pl Lysis Solution eklenerek
vortexlenmistir.

6. Her tiipe 400 pl %50 Ethanol eklenerek karistirilmistir.

7. Elde edilen soliisyon filtreli tiiplerden gecirilmistir.

8. Filtreli tiipler 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

9. Altta biriken sivi kisim atilmus, filtreli kisim yeni toplama tiipiine alinarak
iizerine 500 pul Wash Buffer I eklenmistir.

10. Tiipler 9230 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

11. Filtreli tiiplere 500 pul Wash Buffer II eklenerek ile ayn1 islem tekrarlanmistir.
12. Tipler 11500 rpm’de 3 dk santrifiijlenmistir.

13. Genomik DNA’nin toplanabilmesi i¢in 100 pl Elution Buffer eklenerek ayni
islem 1,5 ml’lik steril toplama tiipii kullanilarak yapilmistir.

14. Tiipler 2 dk oda sicakliginda bekletilmis ve ardindan 9500 rpm’de 1 dk
santrifiijlenmistir.

15. Steril toplama tiipii i¢erisinde biriken sivi -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. PCR Analizi

Izolasyon sonrasi elde edilen DNA’lardan fitoplazma teshisi P1/P7-F01/R01
primer ciftleri kullanilarak iki agsamali Nested-PCR ile ger¢eklestirilmistir (Cizelge 3.1)
(Tedeschi ve Alma, 2004).

Vektor bocekler i¢in kullanilan PCR dongiileri 3.2.1.4.2°de anlatildig1 gibi Lee ve
ark. (1998)’nin yaptig1 calisma dogrultusunda gerceklestirilmistir.

3.2.3.3. Jel Elektroforez
Vektor boceklerin bilinyesindeki fitoplazmay1 saptamak i¢in yapilan PCR

isleminin ardindan tirlinler 3.2.2.4.3.”de anlatildig1 gibi gorsel hale getirilmistir (Cizelge
3.1)
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3.2.4. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi - Endofit Fungus Etkinligi Calismalari

3.2.4.1. Elma Fidanlar ve Test Bitkilerinin Endofitik Funguslar ile inokulasyonu

Calisma kapsaminda elde edilen tiim izolatlarin etkinligi arastirilacagindan daha
diisiik etkiye sahip fungal izolatlarin gézden kagirilmamasi i¢in yapilacak tiim asamalar
fidanlardan daha hassas olan model bitki Cezayir Meneksesinde de uygulanmustir.
Inokulasyonlar 1-1.5 yasinda elma fidanlar1 ve 90 giinliik Cezayir Menekselerine
uygulanmigtir. Caligsmalarda kullanilan tiim bitkiler inokulasyonlardan 6nce fitoplazma
ve endofit funguslar yoniinden testlenmis ve ¢alismada saglikli bitkiler kullanilmistir.

Tiir teshisi yapilan endofitik funguslarin Ca. P. mali’ye kars1 etkinliklerinin
belirlenmesi amaciyla elma fidanlarima ve Cezayir Meneksesine Oncelikle endofitik
funguslar inokule edilmistir.

Inokulum hazirlamak igin her bir izolattan birer disk alinarak iginde 100 ml steril
PDB (Patates Dekstroz Broth) bulunan 300 ml’lik erlenlere atilarak ve 25°C’de 120
rpm’de bir ¢alkalayicida 5 giin gelismeye birakilmigtir. 5 giin sonra her bir erlendeki
kiltiir 4 kat tiilbentten gecirilerek miselyal kitle uzaklastirilmistir. Tiilbentten gegen sivi,
tiiplere koyularak 2000 rpm’de santrifiij edilmis, tist s1v1 uzaklastirilmis, dibe ¢éken tortu
ise steril saf su ile sulandirilmis ve spor yogunlugu, thoma lami kullanilarak 10°
spor/ml’ye ayarlanmistir.

Topraga sulama yoluyla verilen inokulum, tohumdan gelistirilen Cezayir
Meneksesi bitkilerine her saksiya 30 ml, elma fidanlarina ise her saksiya 100 ml olacak
sekilde uygulanmistir (E+: Endofit fungus uygulanmis). Ayrica endofit fungus
uygulanmayip sadece steril saf su verilmis bitkiler de kontrol olarak kullanilmistir (E-:
Endofit fungus uygulanmamis). Her bir fungus izolati i¢in 20’ser bitki kullanilmistir.

Inokulasyon yapilan bitkiler 25°C giindiiz sicaklik, %40-80 nem kosullarindaki
serada gelismeye birakilmistir. Fitoplazma ile agilama ¢alismalarinda inokulum kaynagi
olarak kullanilan bitkilerden tekerriirlii sonuglar alinamadigindan fitoplazma
inokulasyonu asamasina gecilememis; fungal endofit inokulasyonu ve etkinligi

caligmalarina Ca. P. mali ile enfekteli agaglar tizerinde devam edilmistir.
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3.24.2 Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi - Endofit Fungus Etkinligi Analiz

Sonuc¢lan

Yapilan Real-time PCR analizleri sonucunda endofit fungus uygulama oncesi ve
sonrasi elde edilen dongii esik degerlerinin (Cq) ortalamalari alinmistir. Alinan
ortalamalar kullanilarak uygulama 6ncesi ve sonrast degerler ile kontrol degerlerinin %
degisim degerleri belirlenmistir. Ayrica % degisim degerleri kullanilarak uygulama
yapilan izolatlarin % etki degerleri Sun-sheperd formiilii ile hesaplanmistir (Karman,
1971).

Veri analizlerinin hesaplanmasinda SPSS (Version 23) paket programi
kullanilarak elde edilen ortalama verilere ANOVA tek etken varyans analizi
uygulanmistir. Ortalamalar arasindaki olasi farkliliklar %5 6nem seviyesinde Duncan

coklu karsilastirma testi kullanilarak degerlendirilmistir (Karman, 1971).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE DEGERLENDIRME

4.1. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmas Ile ilgili Yapilan Calismalar

4.1.1. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmas: ile Ilgili Arazi Cahsmas1 Bulgular

4.1.1.1. Orneklerin Toplanmasi ve Izolasyon Bulgular

Fitoplazma ile enfekteli bitki materyali temini i¢in arazi ¢alismalar1 2013-2018
yillar1 arasinda yiiritiilmistiir. Arazi ¢ikislarina Eylil 2013°de baslanmistir. Yapilan
calismada Icel ve Adana illeri basta olmak iizere Hatay, Konya, Nigde ve Isparta
illerinden 6rnekler ¢alisilmistir. Toplam 50 farkli bahge gezilerek 360 adet bitki 6rnegi
toplanmistir. (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Fitoplazma ile enfekteli bitki materyalinin toplandig il-ilgeler, bahge ve
toplanan 6rnek sayilari
Ornek ahnan yer Ornek alinan bahce sayis1 Toplam érnek sayisi

Icel -Giilnar 5 14
Icel-Gozne 8 24
Icel-Mut 4 22
Icel-Uzuncaburg 5 20
18

20

Icel-Arslankdy 5 24
16
icel 27 158
Adana-Havutlu 4 16
Adana-Pozanti 7 48
Adana-Sarigam 1 12
Adana 12 76
Nigde-Camardi 4 24
Nigde-Ulukisla 2 20
Nigde 6 44
Isparta-Egirdir 2 18
14

Isparta 2 32
Hatay-Iskenderun 2 20
Hatay 2 20

6

Karaman-Merkez 1 24
Karaman 1 30
Toplam 50 360
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Calisma kapsaminda Igel ilinde Giilnar, Gézne, Mut, Uzuncaburg ve Arslankdy’e
gidilmis toplam 27 farkli bahge gezilmis ve 158 6rnek toplanmis; Adana ilinde Havutlu,
Pozanti, ve Cukurova Universitesi’ne gidilmis toplam 12 farkli bahgeden 76 ornek
alimmis; Nigde ilinde Camardi ve Ulukisla’ya gidilerek 6 farkli bahceden 44 6rnek
toplanmis; Hatay ilinde 2 farkli bahgeden toplam 20 6rnek alinmig; Karaman ilinden 30
ornek ve Isparta ilinde 2 fakli bah¢eden 32 6rnek alinmis; toplam 360 adet 6rnek
toplanmustir.

Orneklerin toplandig1 farkli elma bahgelerinde yapilan simptomatolojik gdzlemler
sonucunda agaclarin genel goriiniimlerinde dallarda ¢iplaklagmalarin oldugu, siirgiin
uclarina dogru bu belirtilerin yogunlasabildigi ilk gdze ¢arpan belirtiler olmustur (Sekil
4.1,4.2 ve 4.3).

Sekil 4.1. I¢el-Giilnar’da fitoplazma ile enfekteli bulunan elma agaci dallarinda
gbzlenen deformasyonlar
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Sekﬂ 4.3. Igel-Arslankdy’de fitoplazma ile enfekteli elma agacinda gozlenen, siirgiin
uclarma dogru artan ¢iplaklagsma simptomlari
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Muthaiyan (2009)’a gore ECSF ile enfekteli agaglarda yapraklarin erken donemde
olugmaya basladigi, ilerleyen siireglerde yapraklarda kloroz ve kizarmalarin goriildigi,
yaprak uglarinda testere benzeri disli yapilarin olustugu, diizensiz ve kiiclik olan
yapraklarin erken doénemde dokiilmesi ile siirgiinlerde c¢iplaklagmalarin gorildigii
belirtilmistir. Bunun yani sira bazi agaclarda ¢ok erken donemlerde meyve dokiimleri
g6zlendigi bildirilmistir.

Siirgiinlerde olusan bogum aralarindaki kisalmalar sonucu saglikli agaglara oranla
sirglinlerin daha kisa oldugu goze carpmistir (Sekil 4.4). Bogum aralar1 kisalan
stirgiinlerde asir1 yan dallanmalarin meydana geldigi goriilmiistiir. Bovey’in 1963 yilinda
yapmis oldugu calismasinda elmalarda ‘proliferation’ diye adlandirilan hastaligin
karakteristik belirtisinin geng siirgiinlerdeki gozlerin erken siirmesi sonucu olustugunu ve
fidanlarda cadi siipiirgesine benzeyen bodurlasma, ¢alilasma, yapraklarin kiigiilmesi ve

stirgiinlerde bogum aralarinin kisalmast ile tabir edildigini bildirmistir.

D efiks YAVUZ ' © Sefika YAVUZ

Sekil 4.4. Elma agaglarinda gézlenen simptomlar: enfekteli siirgiinlerde gozlenen cadi
stipiirgesi olusumu ve stipiillerde biiyiime simptomu (solda), saglikli siirgiin (a) enfekteli
siirgtin (b) (sagda).
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Bazi agaclardan alinan ornekler iizerindeki yapraklarin yan kulakg¢iklarinin
normalden biiyiik oldugu ve yaprak biiyiikliiklerinin de saglikli yapraklara oranla daha az
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.5). Elma bahcelerinde Zagrai ve Zagrai (2013)
yaptiklart ¢alismada hastalikli agacglarin yapraklarinda yan kulakg¢iklarda biiyiimeler
oldugunu gozlemlemislerdir. Benzer sekilde Davies ve ark. (1986) 2 yil boyunca
yirlittikleri ¢aligmalar esnasinda enfekteli agaclarin siirglinlerinde meydana gelen
‘proliferation’ olusumuna neden olan kiigiikk yapraklarin stipullerinde biiylimeler

oldugunu gézlemlemislerdir.

(b)

© Sefika YAVUZ

Sekil 4.5. Elma agaglarindan alinan siirgiin ve yaprak drneklerinde gozlenen simptomlar;
enfekteli siirglinlerin yaprak stipullerinde goriilen anormal biiyiimeler, (a) enfekteli
yaprak, (b) saglikli yaprak (solda), enfekteli yapraklarda stipul goriintiisii (sagda)

Fitoplazma pozitif bulunan agaclar1 daha sonraki donemlerde yeniden testlemek
amactyla yapilan arazi ¢ikislart esnasinda siddetli enfeksiyona sahip bazi agaglarin
kurudugu hatta agaclarin sokiimlerinin yapilmis oldugu gézlenmistir. Benzer ¢aligmalar
dogrultusunda karsilasilan simptomlara bakildiginda fitoplazma ile enfekteli agaglarda
genel anlamda geriye dogru oliimlerin goriildiigli ve hastaligin agaglarin tamamen

kurumasina neden oldugu belirtilmistir (Musetti, 2008).
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Hastaligin genel simptomlarina bakildiginda EPPO (2017)’da belirtildigi tizere
Ca. P. mali’nin en tipik simptomunun cadi siipiirgesi olusumu oldugu, bunun yaninda
yapraklarda ve meyvelerde kiiclilmeler goriildiigii ve yapraklardaki yan kulakc¢iklarin
normalden biiyilik oldugu saptanmustir.

ECSF ile enfekteli olarak saptanan elma agaglarindan as1 kalemleri alinarak
asilama c¢alismalart baglatilmistir. ECSF pozitif olan bazi 6rneklerin kurudugu bazi

bahgelerin ise sokiilmiis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. (a) Fitoplazma ile enfekteli elma agacinda gézlenen siirgiinlerde ¢iplaklagsma
simptomu (Kasim 2013), (b) Bir yi1l sonra {iretici tarafindan sékiimii yapilan ayn1 agag

(Kasim 2014)

i
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Fitoplazma ile enfekteli bitki materyali temini i¢in 2013-2017 yillar1 arasinda
yapilan arazi c¢alismalarinda toplanan 360 adet bitki 6rneginin DNA izolasyonlar1 ve
Nested-PCR analizleri tamamlanmustir.

Yapilan Nested-PCR analizlerine gore Igel Giilnar’dan Eyliil 2013’te toplanan 14

elma 0rneginden sadece 1 tanesi fitoplazma pozitif bulunmustur (Sekil 4.7)

Sekil 4.7. Igel Giilnar’dan toplanan 14 elma agacindan elde edilen bitki DNA’larmin
FO1/R0O1 primerleri ile yapilan Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel
goriintiisii. M: Molekiiler marker (Thermo Scientific SM1331), 1-14:Giilnar elma
ornekleri, AP: Elma Coklu Siirglin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES:
Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmast; Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Icel-Mut’a yapilan arazi ¢ikislarinda gezilen 4 bahgeden toplanan 22 ornek
fitoplazma testlemelerinde negatif ¢ikmistir (Sekil 4.8).

8 9 10 11 12 AP PD W

Sekil 4.8. icel-Mut’dan alman elma 6rneklerinden elde edilen DNA’larinin FO1/R01
primerleri ile yapilan Nested-PCR analizlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. M:
Molekiiler marker (Thermo Scientific SM1331), 1-12: Mut’dan toplanan elma 6rnekleri,
AP: Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, Pozitif kontroller,
W: Su kontrol

Igel-Uzuncaburg’dan 5 farkli alandan toplanan 38 elma agacinin Nested-PCR ile
testlenmesi sonucunda 2 ornegin fitoplazma ile enfekteli oldugu ortaya koyulmustur

(Sekil 4.9)

230 4567 3 T T 1213

Sekil 4.9. Icel-Uzuncaburg’dan alinan elma &rneklerinin DNA’sinim FO1/R01 primerleri
ile Nested-PCR ile analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: Molekiiler
marker (Thermo Scientific SM1331), 1-16: Uzuncabur¢’tan alinan elma ornekleri AP:
Elma Coklu Siirglin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert
Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi: Pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Icel Gozne’den toplanan 24 drnegin Nested-PCR ile testlenmesi sonucu 4 &rnek

fitoplazma pozitif bulunmustur (Sekil 4.10).

9 10 11 12 13 14 15 16 1

M 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 AP PD ES W

Sekil 4.10. Icel Gozne ve Adana Havutlu’dan alinan elma 6rneklerinden elde edilen bitki
DNA’larmin FO1/RO1 primer ¢ifti ile yapilan Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen
jel gortntiisii. M: Molekiiler marker (Thermo Scientific SM1331), ist jel; 1-16: Adana
Havutlu drnekleri, iist jelde sondaki 1-7 ve alt jel 8-24: icel Gzne drnekleri, AP: Elma
Coklu Siirgiin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli
Sanlik Fitoplazmas, Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Adana-Havutlu’dan toplanan 16 elma 6rneginin Nested-PCR analizleri sonucunda
fitoplazma ile enfekteli olmadiklar1 belirlenmistir. (Sekil 4.11)

Adana Pozantr’dan 48, Camardi’'ndan 24 ve Cukurova Universitesi arazilerinden
12 olmak iizere toplanan 84 elma &rneginden yapilan Nested-PCR analizleri sonucunda

bu 6rneklerin fitoplazma ile enfekteli olmadiklari belirlenmistir. (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. (a) Pozanti’dan alinan elma o6rneklerinden elde edilen DNA’larin FO1/R01
primerleri ile yapilan Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M:
Molekiiler marker (Thermo Scientific SM1331), 1-12: Pozanti’dan toplanan elma
ornekleri, AP: Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, Pozitif
kontroller, W: Su kontrol (b) Camardi’dan alinan elma Orneklerinden elde edilen
DNA’larin FO1/R01 primerleri ile yapilan Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen
agaroz jel goriintiisii. M: Molekiiler marker, 1-8: testlenen elma ornekleri, AP: Elma
Coklu Siirgiin Fitoplazmas1, W: Su kontrol (c) Cukurova Universitesi elma bahgelerinden
toplanan elma orneklerinden elde edilen DNA’larin FO1/RO1 primerleri ile yapilan
Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: Molekiiler marker, 1-
8: testlenen elma ornekleri, AP: Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim
Fitoplazmasi, Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Nigde, Ulukisla’da fitoplazmalarin daha yogun bulundugu sonbahar aylarinda 2
farkli alandan 20 adet 6rnek toplanmis, yapilan Nested-PCR analizlerinde 5 adet 6rnegin
fitoplazma ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12).

.4 .5 6 7 .8 9 1011 12 AP PD W

Sekil 4.12. Nigde Ulukisla’dan alinan bitki DNA’larinin FO1/RO1 primerleri ile yapilan
Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (Thermo
Scientific SM1331), 1-12: Ulukisla’ya ait elma Ornekleri; AP: Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi Pozitif kontrol, W: Su kontrol
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Isparta ilinde elma yetistirilen 2 farkli alandan alinarak Biyolojik Miicadele
Arastirma Enstitiisi Midirliigii'ne gonderilen 32 adet elma Orneginden 6 tanesi

fitoplazma pozitif bulunmustur (Sekil 4.13).

Sek-ii 4.13. Isparta’dan toplanan elma 6rneklerinin DNA’larmin FO1\RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: Molekiiler
marker (Thermo Scientific SM1331), 1-14: testlenen elma 6rnekleri, AP: Elma Coklu
Siirgiin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik
Fitoplazmasi: Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Fitoplazma ile enfekteli bahgelerin gerek sokiilmesi, gerek agaclarin imha
edilmesi ya da kurumasi nedeni ile mevcut kaynaklarin kaybedilmesi sonucu 6zellikle
enfekteli 6rneklerin daha sik rastlandigi Icel iline arazi cikislarna devam edilmistir.
Bunun yani sira Karaman’dan Biyolojik Miicadele Arastirma Enstitiisii’'ne gonderilen
farkli 6rnekler de galismaya dahil edilmis ve gerekli testlemeler yapilmistir. Arslankdy’e
yapilan arazi ¢ikislarinda elma yetistiriciligi yapilan 5 farkli alana gidilmis ve toplam 60
adet 6rnek alinmistir. Alman drneklerde yapilan Nested-PCR analizleri sonucunda 7 adet
ornek fitoplazma pozitif bulunmustur. (Sekil 4.14) Karaman’a ait drnekler ile yapilan

caligmada ise 30 6rnekten 4 tanesi fitoplazma ile enfekteli olarak tespit edilmistir (Sekil

4.15).
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Sekil 4.14. Icel-Arslankdy’den alman bitki DNA’larmin FO1/R01 primerleri ile yapilan
Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (Thermo
Scientific SM1331), 1-11: testlenen elma Ornekleri, AP: Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik
Fitoplazmasi: Pozitif kontroller, W: Su kontrol

Sekil 4.15. Karaman’dan alinan bitki DNA’larinin FO1/R01 primerleri ile yapilan Nested-
PCR analizleri sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: Molekiiler marker (Thermo Scientific
SM1331), 1-8: testlenen elma oOrnekleri, AP: Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi, PD:
Armut Yikim Fitoplazmasi1 Pozitif kontrol, W: Su kontrol

4.1.1.2. RFLP Analizi Bulgulari

Nested-PCR analizleri ile testlenen elma ornekleri arasinda fitoplazma pozitif
bulunan 6rneklerin RFLP analizleri i¢in 6rnekler yeniden Nested-PCR ile ¢ogaltilarak
Rsal ve Sspl kesim enzimleri ile kesime tabi tutulmustur. Enzim kesimi sonucunda
fitoplazma pozitif bulunan &rneklerin AP pozitif kontrolii ile ayn1 bant profiline sahip
oldugu goriilmistiir (Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18).
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Sekil 4.16. Icel-Giilnar’dan alinan elma &rneklerinden elde edilen DNA’larin FO1/R01
primerleri kullanilarak yapilan Nested-PCR iiriinlerinin Sspl (Thermo Scientific FD0774)
ve Rsal (Thermo Scientific FD1124) enzimleri ile kesilmesinden sonra agaroz jelde
olusan bant profilleri. M: Molekiiler marker (Thermo Scientific SM1331), 6, 1A, 1B, 1,
19, 21: testlenen elma 6rnekleri, AP: Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim
Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi: Pozitif kontroller, W: Su
kontrol

14 AP PD ES -E 14 AP .PD ES -E

Sekil 4.17. Icel-Uzuncabur¢’dan alinan elma orneklerinden elde edilen DNA’larmn
FO1/RO1 primerleri kullanilarak yapilan Nested-PCR iirtinlerinin Sspl (Thermo Scientific
FDO774) ve Rsal (Thermo Scientific FD1124) enzimleri ile kesilmesinden sonra agaroz
jelde olusan bant profilleri. M: Molekiiler marker (Thermo Scientific SM1331), 7 ve 14:
testlenen elma ornekleri, AP: Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim
Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi: Pozitif kontroller, W: Su
kontrol
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Sekil 4.18. Icel-Gozne’den alinan elma orneklerinden elde edilen DNA’larmF01/R01
primerleri kullanilarak yapilan Nested-PCR iiriinlerinin Sspl (Thermo Scientific FD0774)
ve Rsal (Thermo Scientific FD1124) enzimleri ile kesilmesinden sonra agaroz jelde
olusan bant profilleri. M: Molekiiler marker (Thermo Scientific SM1331), 4, 8, 10, 18,
19, 6: testlenen elma 6rnekleri, AP: Elma Coklu Siirglin Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim
Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi: Pozitif kontroller, W: Su
kontrol

Yapilan ¢aligmalarda fitoplazmalarin PCR ile ¢ogaltilan 16S rDNA’larin RFLP
analizleri ile siniflandirilabildigi; bu yontemle yapilan siniflandirmalarin kolay oldugu ve
sonuca hizlica ulagilabildigi bildirilmistir (Lee ve ark., 1998). Ca. P. mali iizerine yapilan
bazi ¢alismalarda analiz sonuglarina bakildiginda RFLP analizlerinde Rsal ve Sspl
enzimleri kullanilarak yapilan kesimlerde bu g¢alismada elde edilen bant profillerine
paralel sonuglar elde edildigi ve s6z konusu iki enzim kullanilarak ECSF hastalik

etmeninin Ca. P. mali olarak belirlenebildigi bildirilmistir (Kaya ve ark., 2016).

4.1.1.3. Sekans Analizi Bulgular:

Ca. P. mali i¢in yapilan DNA dizi analizleri ¢alismalarinda fitoplazma ile
enfekteli elma izolatlar1 alindiklar ilgelere gore kodlanarak kullanilmistir (GL: Giilnar,
G: Gozne, UZ: Uzuncaburg, I: Isparta, A: Arslankdy, K: Karaman, U: Ulukisla).
Kullanilan bu izolatlar NCBI veri bankasinda kayitlh olan diinya izolatlar1 ile

karsilastirilarak soy agaci olusturulmustur (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Ca. P. mali ile enfekteli izolatlarin bazi iilke izolatlar1 ile olusturulan
filogenetik analizi, Dendogram Maximum Likelihood Kimura 2 parameter model 3’e
gore olusturulmustur, GL: Giilnar, G: Gézne, UZ: Uzuncaburg, I: Isparta, A: Arslankoy,
K: Karaman, U: Ulukisla izolatlarini1 temsil etmektedir

Soy agact Mega 7 programi kullanilarak Maximum Likelihood Kimura 2
parameter model 3 istatistik analizi ile olusturulmustur. Dendorgamda kullanilan diinya
izolatlar1 ¢alismada elde edilen izolatlarla %99 ve iizeri benzerlik gosteren izolatlar
kullanilarak olusturulmustur.

Elde edilen dendogramin 5 ana gruba ayrildigy, 5. ana grubun ise kendi icerisinde

5 alt gruba ayrildig1 goriilmiistiir.
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Filogenetik analiz sonucu olusan gruplara bakildiginda 1. grup igerisindeki
izolatlarin U6, Al; 2. grup icerisindeki izolatin K9, 3. grup igerisindeki izolatlarin AS,
113; 4. grup igerisindeki izolatlarin G21, U4, K24; 5. grup icerisindeki izolatlarin ise GL6,
A10, A3, U8, U7, A4, G19, I3, K8, K2, Al12, 114, G1, G18, A6 ve U2 oldugu
belirlenmistir. Kendi igerisinde 5 alt gruba ayrilan 5. ana grup izlotlarinin A12, 114, G1,
G18, A6, U2 1. alt grup; K2, 2. alt grup; G19, 13, K8, 3. alt grup; U8, U7, A4, 4. alt grup;
GL6, A10, A3, 5. alt grubu olusturacak sekilde siralandig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. DNA dizi analizi ¢alismalarinda fitoplazma ile enfekteli elma izolatlarinin
alindiklar il¢elere gore yapilan kodlamalari, GL: Giilnar, G: G6zne, UZ: Uzuncaburg,
I: Isparta, A: Arslankdy, K: Karaman, U: Ulukisla

Gruplar izolatlar
1. ana grup U6, Al
2. anagrup K9
3. ana grup A8, 113
4. ana grup G21, U4, K24
1. altgrup Al12, 114, G1, G18, A6, U2
2.altgrup K2

S.anagrup 3.altgrup G19, 13, K8
4. altgrup U8, U7, A4
5.altgrup GL6, A10, A3

Birinci ana grupta bulunan U6 ve A1 izolatlarinin en az degisim gostererek evrime
gore ortak ataya en yakin izolatlar oldugu belirlenirken en ¢ok degisime ugrayarak ortak
ataya en uzak gruba giren izolatlarin ise 5. ana grubun 1. alt grubunda bulunan G1, G18,
A6, U2 izolatlar1 oldugu gézlemlenmistir. En ileri seviyede degisim gostermis olan bu 4
izolatin Kanada’da 2018 yilinda caligilan izolat ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Birinci ana grupta bulunan U6 ve Al izolatlar1 2016 yilinda Cek Cumhuriyeti,
2009 yilinda ise Belgika’da calisilan izolatla ayni1 grupta yer almistir. 2. ana grupta
bulunan K9 izolatinin 2007 yilinda Italya’da, 2001 yilinda Cek Cumhuriyeti’nde ve 2003
yilinda ise Polonya’da calisilan izolatla ayni grupta yer aldigr goriilmiistiir. 113, A8
izolatlar1 2006 yilinda italya’da ve 2004 yilinda Hirvatistan’da calisilan izolatla ayni
gruba girerek 3. ana grubu olusturmustur. 2011 yilinda Tunus’da calisilmis olan izolat ile
G21, U4, K24 izolatlar1 4. ana grubu olusturan izolatlar olmustur. Kendi igerisinde 5 alt
gruba ayrilan 5. ana grubu U2, A6, G18, G1, 114, A12, K2,K8, I3, G19, A4, U7, US, A3,
A10 ve GL6 izolatlar1 olmustur.
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En ¢ok degisim gostererek ortak ataya en uzak olan U2, A6, G18, G2, 114, Al12
izolatlar1 ile 2015 yilinda Cek Cumbhuriyeti’'nde c¢alisilan bir izolat 1. alt grubu
olusturmustur. 2017 yilinda italya’da ¢alisilan izolat K2 ile 2. alt grubu, 2004 yilinda Cek
Cumhuriyeti’nde c¢aligilan izolat K8, 13 ve G19 izolatlar ile 3. alt grubu, 2017 yilinda
Amerika’da calisilan izolat A4, U7, U8 ile 4. alt grubu ve son olarak 2006 yilinda
Slovenya’da calisilan izolat da A3, A10, GL6 izolatlar1 ile 5. alt grubu olusturmustur.

Yapilan c¢alismalar dogrultusunda 2013-2018 yillar1 arasinda toplanan
orneklerden alinan sonuclara bakildiginda siipheli o6rneklerin daha c¢ok oldugu
gdzlemlenen Icel ilinden alman toplam 158 adet 6rnegin 14 tanesi fitoplazma pozitif
bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda igel ilinde fitoplazma enfeksiyon oraninin
%8.86 oldugu saptanmustir. Sirasi ile ilgelere bakildiginda en fazla enfeksiyon oraninin
%16.67 ile Gozne’de oldugu belirlenirken, bu oranin Araslankdy’de %11,67, Giilnar’da
%7,14, Uzuncaburg¢’da %>5,26 oldugu saptanmig, Mut il¢esinde ise herhangi bir hastalik
tespit edilemedigi belirlenmistir. Benzer sekilde Adana ilinde toplam 76 adet elma agac1
testlenmis ve testlenen tiim 6rnekler fitoplazma agisindan negatif bulunmustur. Nigde’de
ise 44 agacin testlenmesi sonucunda enfeksiyon orani1 %11,36 bulunurken, Hatay ilinde
20 agac¢ testlemis ve fitoplazma etmenine rastlanmamistir. Isparta (Egirdir) ve
Karaman’dan siipheli oldugu diisiiniilen agaclardan alinip Biyolojik Miicadele Arastirma
Enstitlisit Midiirliigi’ne gonderilen sirasiyla 32 6rnekten 6 tanesi; 30 drnekten 4 tanesi
pozitif bulunmus, enfeksiyon oranlar1 ise %18,75 ve %13,33 olarak belirlenmistir.
Yapilan bu ¢aligma kapsaminda 50 farkli bahgeden toplanan 360 adet elma agacinin
Nested-PCR/RFLP yontemleri ile testlenmesi sonucunda 29 tanesinin Ca. P. mali ile

enfekteli oldugu ve enfeksiyon oraninin %8,05 oldugu ortaya konmustur (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. 2013-2018 yillar1 arasinda Nested-PCR/RFLP yontemi ile testlenen elma
orneklerinin alindigi il,ilgeler ve Candidatus Phytoplasma mali’nin enfeksiyon orani
Bahge Fitoplazma pozitif Testlenen Enfeksiyon

i ligeler sayist bulunan agac sayis1 agac sayisi orant (%)
Icel Giilnar 5 1 14 7,14
Gozne 8 4 24 16,67
Mut 4 0 22 0
Uzuncabur¢ 5 2 38 5,26
Arslankdy 5 7 60 11,67
Toplam 27 14 158 8,86
Adana  Havutlu 4 0 16 0
Pozant1 7 0 48 0
Saricam 1 0 12 0
Toplam 12 0 76 0
Nigde Camard1 4 0 24 0
Ulukisla 2 5 20 25
Toplam 6 5 44 11,36
Isparta  Egirdir 2 6 32 18,75
Hatay  Iskenderun 2 0 20 0
Karaman Merkez 1 4 30 13,33
TOPLAM 50 29 360 8,05

Calisma kapsaminda yapilan periyodik olmayan cikislar sonucunda 2013-2018
yillar1 arasinda fitoplazma varliginin tespiti i¢in gidilen bahgelerde fitoplazma ile
enfekteli oldugu belirlenen agaglarda hastaligin  yil  igerisindeki dagilimini
gozlemleyebilmek icin ¢ikislar Bahar (Mart-Agustos) ve Giiz (Eyliil-Subat) olmak iizere
2 farkli donem olarak belirlenmis, 6rnekler alinmis ve ¢alismalar yapilmistir.

En fazla bulasikligim tespit edildigi Igel ilinde Giilnar, Gézne, Uzuncaburg ve
Arslankdy ile Nigde, Ulukisla’dan toplanan orneklerde giiz donemlerinde gidilen
bahgelerde hastalik tespit edilirken, fitoplazma ile enfekteli oldugu belirlenen agaglarda
ilkbahar donemlerinde yeniden yapilan testlemelerde sonuclarin negatif ciktig
goriilmiistiir. Adana ve Hatay illerinde farkli bahgelerde her 2 donem igerisinde de
yapilan caligmalarda sonuglarin negatif ¢iktigi saptanmis, bu illerde herhangi bir
enfeksiyona rastlanilmadigi belirlenmistir. Isparta’dan temin edilen Ornekler benzer
sekilde testlenmis ve her 2 donemde de fitoplazma ile enfekteli bulunmustur. Ancak
Karaman’dan temin edilen Orneklerde 2016 bahar doneminde fitoplazma varligina
rastlanilmasina ragmen 2016 giiz ve 2017 bahar donemlerinde ayn1 6rneklerde yapilan

calismalarda sonuglarin negatif ¢iktigi gortilmistiir (Cizelge 4.4).
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Seemiiller ve ark., (1984) yaptiklar1 ¢alismada da fitoplazma popiilasyonlarinin
meyve agaclarinin gévde ve kok kisimlarinda kis boyunca agaclarda dejenerasyonlara
neden oldugunu, en yiiksek fitoplazma yogunlugunun yaz sonu ve sonbahar baglarinda
olustugunu belirtmislerdir. Ayrica yil boyunca koklerde daha yogun bulunan
fitoplazmalarin Nisan ve Mayis aylarinda kokten govdeye dogru hareket ettigini
saptamiglardir.

Fitoplazma varliginin tespiti i¢in belirlenen donemler igerisinde testleme
calismalar1 yapilmis ve yil igerisinde farkli donemlerde fitoplazma etmeni varliginin
degiskenlik gosterdigi ortaya konmustur. Fitoplazma varhiginin yil igerisindeki
durumunun belirlenmesi amaciyla sicakliklarin farkli oldugu ilkbahar ve sonbahar
donemini igeren 6 aylik periyotlar icerisinde toplanan ve testlenen 6rneklerden elde edilen
sonuglar dogrultusunda fitoplazmalarin Eyliil-Subat aylar1 arasin1 kapsayan zaman
diliminde saptanabildigi belirlenmistir. Ancak Mart-Agustos aylarini kapsayan donem
icerisinde toplanan orneklerden bir cogunda hastalik tespit edilememistir. Bu gézlemler
dogrultusunda fitoplazma varliginin giiz déneminde saptanabildigi, sicakliklarin artmaya
basladig1 bahar doneminde ise varliginin tespit edilemedigi sonucuna ulasilmistir. Benzer
sekilde yumusak ¢ekirdeklilerde yapilan bir ¢alismada Garcia-Chapa ve ark. (2003)
fitoplazma ile bulasiklik oraninin Aralik ayinda en yiiksek oranlara ulagtifimi ve
bulasikligin kis donemi boyunca devam ettigini bildirmislerdir. [lkbahar déneminde ise
agaclarda yeni filizler siirdiigiinde ve bitki 6zli olustugunda, fitoplazma ile bulasikligin

azaldigini saptamiglardir.
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Cizelge 4.4. ECSF hastaligiin elma agaclarinda déonemsel dagiliminin belirlenmesi

amaciyla yapilan Nested-PCR ve RFLP calismalar1 sonucu*
2013 2014 2015 2016 2017 2018

Iller Ilgeler N 8 N 8 N &8 N &8 N & N

) 255555856 58¢
Icel Giilnar + -+ -

GoOzne + -+ -+ -+

Mut - -

Uzuncaburg + - + - - -

Arslankdy + - - - -
Adana  Havutlu - -

Pozant1 - -

Sarigam - -
Nigde  Camardi - -

Ulukisla -+
Isparta  Egirdir + + -
Hatay  Iskenderun - -
Karaman Merkez + - -

*Tablo icerisinde giiz ve bahar donemlerinde fitoplazma varligi (+) ve (-) sembolleri
kullanilarak belirtilmis, (-) sonuglarin alindig1 bahgelerde arazi ¢ikisi yapilmayan sonraki
donemler koyu renk ile ifade edilmistir.

4.1.1.4. Real-time PCR Analizi Bulgular:

Nigde Ulukisla’dan alinan 6rnekler Nested-PCR analizlerinin yan1 sira real-time
universal fitoplazma analizi ile testlenmis ve elde edilen sonuclar Nested-PCR
analizleriyle benzerlik gdstermistir. Nested-PCR analizlerinde Ca. P. mali ile enfekteli
bulunan 6rneklerin qPCR analizleri sonucunda elde edilen dongii esik degerleri (Cq)’ne
ve olusan egrilere bakildiginda sonuglarin 6rtiistiigii goriilmiistiir. Ca. P. mali ile enfekteli
orneklerden elde edilen Cq degerleri baz alimarak hedef patojen yogunluklari
belirlenmistir. Yapilan qPCR analizleri sonucunda hedef patojenin ilk miktar1 ile

baglantili olan dongii esik degerleri kullanilarak analizler yorumlanmistir.
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Sekil 4.20. Ulukisla’dan alinan bitki DNA’larinin real-time universal fitoplazma
protokolil kullanilarak elde edilen goriintiisii

4.1.2. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmas’nin As1 Ile Tasinma Etkinligi
Bulgular:

2013-2018 wyillar1 arasinda yapilan survey c¢alismalarinda toplanan elma
orneklerinden yapilan Nested-PCR ve RLFP analizlerinde ECSF pozitif bulunan
agaglardan alinan as1 kalemleri ile cv. Golden Delicious elma fidanlari ve fitoplazmalarin
biyolojik indeksleme denemelerinde test bitkisi olan Cezayir Menekseleri géz ve kabuk
asisi ile asilanmis ve ECSF’nin as1 ile tasinma etkinligi belirlenmeye caligilmistir (Sekil
4.20). As1 kalemi temini icin ¢ikilan arazilerde ECSF pozitif agaclarin bazilarinin
sokiildiigii gozlenmis ve ¢alismalar yeni agaglar bulunmak tizere tekrarlanmistir.

Brzin ve ark., (2003) 33 farkli ¢esit ile gergeklestirdikleri ¢alismada yaptiklar
ELISA ve PCR analizleri sonucunda cv. Golden Delicious g¢esidinin ¢ok hassas oldugunu

bildirmislerdir.
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Sekil 4.21. Ca. P. mali ile enfeketli bulunan elmalardan alinan as1 gozleri ile Cezayir
Menekselerinin asilanmast

Asilama calismalarinda testlenerek Ca. P. mali ile enfekteli bulunan siirgiinler
kullanmilmistir. Aldaghi ve ark (2007a) fitoplazmalarin tespitinde 4 farkli as1 teknigiyle
biyolojik indeksleme caligsmalar1 gergeklestirmis, elma agaclarinda en uygun teknigin
centik ve kabuk asist oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle pozitif oldugu bilinen
stirgiinlerden hem kabuk hem de durgun goz asis1 yapilmistir. Asilamalar pozitif bulunan
donemlerde gerceklestirilmekle birlikte en yogun asilama sonbahar ddneminde

yapilmustir.
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Sekil 4.23. ECSF temeni ile asilanan elma fidanlarinin genel gortiiniimii
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As1 ile tasinma denemelerinde Igel ilinde tespit edilen pozitif agaglardan 6 tanesi
asilama ¢aligmalarinda kullanilabilmistir. Giilnar’dan 1, Gozne’den 2, Uzuncaburg’dan 1
ve Arslank6y’den 2 olmak tizere toplam 6 6rnek ile gerceklestirilen asilamalar her pozitif
agac icin 3 tekerriir olacak sekilde yapilmis toplamda 18 adet elma fidan1 ve 18 adet
Cezayir Meneksesi test bitkisi olarak kullanilmistir. Benzer sekilde Isparta ve Karaman
illerinden alinan ikiger agag i¢in 6 adet elma fidan1 ve 6 adet cezayir meneksesi test bitkisi

asilanmistir. Her agsamada 2 adet bitki kontrol olarak birakilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Ast ile tasinma denemelerinde kullanilan, inokulum verilen/verilmeyen elma
fidan1 ve Cezayir Meneksesi sayilart (adet)
Fitoplazma pozitif

As1 kalemi Elmadan Cezayir Elmadan elmaya
. bulunan/Tutan as1
. alinan meneksesine agsilama asillama
Iller ozitif asa sayisl
P €3¢ "inokulum Inokulum Inokulum Inokulum Cezayir Elma
sayisi (adet) 5 . . . .
verilen  verilmeyen verilen verilmeyen Meneksesi fidani
Icel 6 18 2 18 2 0/4 2/10
Isparta 2 6 2 6 2 0/2 0/4
Karaman 2 6 2 6 2 0/2 1/4
Toplam 10 30 6 30 6 0/8 3/18

Yapilan gdzlemler sonucunda alian 6rneklerle yapilan asilamalarda Icel iline ait
10 adet, Isparta ve Karaman illerine ait 4’er adet elma fidaninda asilarin tuttugu
gorilmistir (Sekil 4.24). 6 aylik bekleme periyodunun ardindan agilarin tuttugu
fidanlarda yapilan Nested-PCR analizleri sonucunda Icel drneklerinden 2, Karaman
orneklerinden ise sadece 1 adet ECSF ile enfekteli oldugu belirlenmistir. Isparta iline ait
ornekler ise negatif sonu¢ vermistir. Cezayir meneksesi ile ilgili yapilan calismalara
bakildiginda inokulum verilen 30 adet test bitkisinin 8 tanesinde asilarin tuttugu
saptanirken analizler sonucunda tiim bitkilerin negatif sonu¢ verdigi belirlenmistir
(Cizelge). Bu durumun Lee ve ark. (2000) yaptigi bir ¢alismada belirtildigi ilizere
bitkilerin sadece floeminde bulunan fitoplazmalarin donemsel olarak hareket ettigi,
bitkilerdeki dagiliminin diizensiz oldugu ve asilama esnasinda test bitkilerine mekanik
yolla inokule edilecek enfekteli bitki parcasina ait 6zsuyun fitoplazma ile bulasik olmasi

gerektigi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.24. Ca. P mali ile enfekteli agaglardan alinan as1 kalemleri ile cv. Golden
Delicious elma fidanlarina yapilan géz asilamasi sonucu siiren elma fidanlarinin genel
gorunimu
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ECSF’nin deneysel olarak as1 ile tasinmasi denemelerinde etmenin asiyla taginma
oraninin oldukga diisiik oldugu gézlenmistir. Bu sonucun daha dnce yapilan ¢alismalarla
benzer oldugu goriilmiistiir. Giiltekin (2011) yaptigr calismada Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi (ECSF) ("Candidatus Phytoplasma mali")’nin arazi kosullarinda enfekteli
as1 gozii kullanimi ve kdk kaynasmasi yoluyla tasinma etkinligini aragtirmasi sonucunda
100 adet ¢ogiir zerdali anaci lizerinde gerceklestirilen tasima galismasinda ECSF’nin as1
ile tasinma oraninin %12,76 oldugu belirlenmistir.

Ca. P. mali ile yapilan calismalara bakildiginda etmenin agac¢ i¢cinde dagiliminin
mevsimlere bagli olarak degistigi bilinmektedir. Kis mevsiminde kok bdlgesinde
yogunlasan patojenin havalarin 1sinmast ile bitkinin iist aksamlarina dogru ilerledigi, bu
nedenle asilama esnasinda kullanilan siirgiinlerde patojen konsantrasyonunun yeterli

diizeyde olmamasi sonucu asi ile taginmanin zorlastigi ve diisiik sevilerde kaldig

belirtilmistir (Caglayan ve ark., 2019).

4.1.3. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi’nin Vektor Bocekle Tasinma Etkinligi
Bulgular:

Yapilan asilama ¢aligsmalarinin yan sira fitoplazma hastaliginin deneysel olarak
tasinmas1 amaci ile arazi cikislar1 yapilan bazi donemlerde potansiyel vektér bocek
oldugu bilinen psyllid varlig1 gézlemlenmis, potansiyel vektorlerin varligina rastlanilan
Icel ve Hatay illerinde farkli 4 bahgeden drnek toplanmistir. Bécek toplanan bahgelerden
bitki numuneleri alinarak fitoplazma agisindan da analize tabi tutulmustur.

ECSF ile enfekteli bahgelerde hastalifin potansiyel vektorii oldugu bilinen
bocekler toplanmustir. Icel (Arslankdy ve Gozne)’de ECSF ile enfekteli bahgelere 2017
yilinin Mart ve Mayis aylar1 arasinda arazi ¢ikislari yapilarak etmenin potansiyel vektorii
olarak bilinen psyllidlerin (Cacopsylla spp.) Nisan sonu-Mayis basinda kislayan erginleri
toplanmistir (Tedeschi ve ark., 2006; Baric ve ark., 2010). Kislaklardan ¢ikan ergin
psyllidlerin enfekteli agaclarda beslenmis olma olasilifi goéz Oniine almarak olasi
vektorler darbe yontemiyle toplanmistir (Kaplan ve Turanli, 2016°ya atfen Steiner, 1962)
(Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Ca. P. mali ile enfekteli elma bahgelerinden darbe yontemiyle olas1 vektor
bdceklerin toplanmasi

Onceki donemlerde fitoplazma ile enfekteli oldugu tespit edilen agaclarin yani
sira ayn1 bahgelerdeki farkli agaglardan da 6rnekleme yapilmis, toplam 25 agagtan psyllid
toplanmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Elma bahgelerinden toplanan Cacopsylla tiirleri

Yapilan arastirmalarda italya’da ECSF ile bulasik elma bahgelerinde &nemli
psyllid tiirlerinden Cacopsylla picta, C. melanoneura ve C. mali’nin varlig: bildirilmistir
(Baric ve ark., 2010). Benzer sekilde Tedeschi ve ark. (2006) italya’da Mart aymin
ortalarinda fitoplazma ile bulasik elma bahgelerinde C. melanoneura ve C. pruni tiirlerini
saptamiglardir. Tirkiye’de Kaya ve ark. (2016)’in yaptig1 bir ¢alismada Hatay ili
Iskenderun ilgesinde ECSF’nin vektdrlerinin rapor edildigi tiirleri toplamak amaciyla 2
farkli lokasyona gidilerek incelemeler yapilmis fakat 2017 yili itibari ile herhangi bir

psyllid varligina rastlanmamistir. Planlanan ¢aligma vektor boceklerle taginma caligmast
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olmayip inokulum kaynagi elde etmek ve inokulum potansiyelini arttirmak amagh
oldugundan, aliman negatif sonuglar sonrasi toplanan olast vektorlerin tiir teshisi

asamasina gecilmemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Igel ve Hatay illerinde 2017 yilinda gidilen elma bahgelerinden toplanan
bocek tiirleri, gdzlenen bahge ve agag sayilari

Gozlenen Or{l eklenen Toplanan  Bocekte
.. Orneklenen donemde ..
Bocek . . bahce - - bocek ECSF
b Iller Iigeler agac sayisl agacta
Tiirii sayisi (adet) ECSF sayisi enfekte
(adet) - (adet) Oram (%)
varhgi
. Arslankdy 3 15 - 80-100 0
Cacsopsylla Igel Gozne > 10 - . 0
PP Hatay Iskenderun 2 20 - - 0

Icel Arslankdy’den daha onceki dénemlerde fitoplazma ile enfekteli oldugu
belirlenen bahcelerden alinan 6rnekler negatif sonu¢ vermistir. Benzer sekilde Hatay’in
Iskenderun ilgesinde 2 farkli yayladan vektor bocek temini igin ¢ikilan arazilerde 20 adet
bitki Ornegi toplanmis ve fitoplazma agisindan testlendiginde yapilan Nested-PCR
analizleri sonucunda o6rnekler negatif bulunmustur.

Kislayan erginlerin fitoplazma ile enfekteli olabilme durumu oldugundan Igel
ilinden toplanan psyllidler test bitkilerine ve elma fidanlarina salinmis, bocek aktarilan
bitkiler bocek gegirmeyen tel kafesler igerisinde muhafaza edilmistir (Carraro ve ark.,

2001) (Sekil 4.27 ve 4.28).
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Sekil 4.27. Vektor bocek salimi yapilan Cezayir Meneksesi (Vinca sp.) test bitkileri
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Sekil 4.28. Vektor bocek salimi yapilan cv. Golden Delicious elma fidanlarinin genel
goruntusu

Psyllid salim1 yapildiktan 15-20 giin sonra salinan bocekler firca yardimi ile
toplanarak DNA izolasyonlar1 ve PCR analizleri yapilmistir. Yapilan Nested-PCR
analizlerinde gerek salinan boceklerde gerekse tagima denemesi kurulan bitkilerde

fitoplazma saptanamamistir (Sekil 4.29 ve 4.30).

Sekil 4.29. Tasima denemesinde kullanilan psyllidlerin DNA’larinin FO1/R01 primerleri
ile yapilan Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: Molekiiler
marker (Thermo Scientific SM1331), 1-12: testlenen 6rnekler, AP: Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, pozitif kontroller, W: Su kontrol
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Sekil 4.30. Tasima denemesi yapilan bitkilerin DNA’larinin FOI/RO1 primerleri ile
yapilan Nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: Molekiiler
marker (Thermo Scientific SM1331)1-21: testlenen 6rnekler, AP: Elma Coklu Siirgiin
Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, pozitif kontroller, W: Su kontrol

4.2. Endofit Funguslar ile lgili Yapilan Calismalar

4.2.1. Endofit Funguslarin Arazi Calismasi, Ornekleme ve izolasyon Bulgulan

Endofit fungus izolasyonunda g¢alismalar fitoplazma ile enfekteli bitki materyali
temin etmek i¢in ¢ikilan arazilerde es zamanli olarak yiiriitiilmiistiir. ECSF ile enfekteli
bitkilerin yan1 sira higbir hastalik belirtisi gostermeyen elma bitkileri de kullanilmistir.
Omekleme calismalar1 icel, Adana ve Nigde illerinden toplanan &rnekler ile endofit
fungus calismalar1 tamamlanmustir. icel ilinde Giilnar, Gézne, Mut ve Uzuncaburg’dan
22 farkli alandan 98; Adana ilinde Havutlu, Pozanti ve Sarigam’dan 12 farkli alandan 76;
Nigde ilinde Camardi’ndan 4 farkli alandan 24 olmak {iizere toplam 38 farkli alan
gezilerek hem saglikli hem de fitoplazma ile enfekteli 198 agagtan 6rnek toplanmustir.
(Cizelge 4.7)
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Cizelge 4.7. 2013-2016 yillar1 arasinda endofit fungus izolasyonu icin farkl illerde
gidilen bahge sayilari, 6rnekleme yapilan agag sayilart ve 6rneklenen bitki dokularinin
sayisl

Ornekleme yapilan Ornekleme Yapilan Bitki
Lokasyon Bahce Sayisi agac sayisi (adet) Dokusu
Icel-Giilnar 5 14
Icel-Gozne 8 24 5 siirgiin
~ lgel-Mut 4 22 5 yaprak
Icel-Uzuncaburg 5 38
Toplam 22 98 490 siirgiin + 490 yaprak
Adana-Havutlu 4 16 5 siiroi
Adana-Pozanti 7 48 5 sgrgrg Ilz
Adana-Sarigam 1 12 yap
Toplam 12 76 300 siirgiin + 300 yaprak
. 5 silirglin
Nigde-Camardi 4 24 5 yaprak
Toplam 4 24 120 siirgiin + 120 yaprak
TOPLAM 38 198 910 siirgiin + 910 yaprak

Liu ve ark. (2001)’nin onerdikleri yontemlerle gerceklestirilen endofit fungus
izolasyonu sonucunda elde edilen fungal izolatlarin cins diizeyinde teshisleri yapilmistir
(Barac ve ark., 2004). Teshisi yapilan kolonilerden aday endofit funguslar PDA
ortaminda alt kiiltiire alinmis ve 4°C’ye ayarlanmis sogutucularda muhafaza edilmistir.
Morfolojik olarak tiir teshisi yapilan ve patojen oldugu belirlenen funguslar ise caligmaya

dahil edilmeyeceginden elenmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Aday endofit funguslarin izolasyon c¢aligmalarinda elde edilen fungus
cinslerinin morfolojik goriiniimi

Koloni morfolojisi i¢in gerekli inkiibasyon periyodunun ardindan petrilerdeki
gelisimler degerlendirilmis, farkli morfolojik gelisimlere sahip Ornekler saflastirilip
morfolojik diizeyde teshisleri yapilmak iizere alt kiiltiire alinmigtir. 1 haftalik inkiibasyon
periyodunun ardindan petrilerdeki gelisimler degerlendirilmistir. Yapilan gozlemler
sonucunda petrilerde genel olarak Alternaria sp., Aspergillus sp., Aureobasidium sp.,
Botrytis sp., Cladosporium sp., Epicoccum sp., Fusarium sp., Monilia sp., Pappularia
sp., Penicillium sp., Phoma sp., Phytophthora sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp.,
Sclerotinia sp., Trichoderma sp. ve Ulocladium sp. benzeri gelisimlerin oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. 2013-2016 yillar1 arasinda yapilan izolasyonlarda saptanan ve morfolojik
teshisleri yapilan fungus cinsleri

Ornekleme yapilan Fungus
agac sayisi (adet) Tiirleri
Alternaria sp.
) Aspergillus sp.
Igel 98 Aureobasidium sp.
Botrytis sp.
Cladosporium sp.
Epicoccum sp.
Fusarium sp.
Monilia sp.
Pappularia sp.
Penicillium sp.
Phoma sp.
Phytophthora sp.
Pythium sp.
Rhizoctonia sp.
Sclerotinia sp.
Trichoderma sp.
Ulocladium sp.

Lokasyon

Adana 60

Nigde 24

Endofit olma olasilif1 olan aday endofit izolatlar1 patojenite testi igin agar

ortamina alarak 4°C’de saklanmistir (Sekil 4.32).

- _#

Sekil 4.32. Morfolojik olarak endofit oldugu diisiiniilen izolatlar
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PDA’da gelisen farkli fungus izolatlartyla elma fidanlarindan alinan yapraklar
kullanilarak yapilan patojenite calismalar1 sonucunda yapraklar iizerinde olusan

simptomlara bakilarak patojen 6zelligi olan funguslar elenmistir (Sekil 4.33).

¥ 2
4
N A e a3
A 4 / B3 1
= ¢ I N ks
w ¥ j

Sekil 4.33. Morfolojik olarak tespit edilemeyen aday endofit 6rneklerin patojenite
caligmalari

Endofit oldugu diisiiniilerek calismaya devam edilen fungus izolatlar1 igin
molekiiler ¢aligmalara gecilmis yapilan DNA izolasyonlari: ve PCR analizleri sonucunda
beklenen seviyede ;(500-600 bp) bant elde edilen 6rnekler sekans analizi yapan firmaya

gonderilmis boylece 4 farkli izolatin tiir teshisleri tamamlanmustir (Sekil 4.34).

69



Lje i S M oo oo fon pal

Sekil 4.34. ITS 1/4 primer ¢ifti ile ¢ogaltilmis DNA Orneklerinin jel goriintlisii. M:
Molekiiler marker (Thermo Scientific SM0242), 1,8: fungus 6rnekleri

Sekanstan gelen analiz sonuglarina ait baz dizilerine gére NCBI’da BLAST
analizi yapilmis ve 4 adet izolatin tiir teshisi yapilmistir. Sonuglarina bakildiginda elma
agaclarindan elde edilen izolatlarin Epicoccum nigrum, Aureobasidium pullulans ve

Alternaria consortialis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.35).

P

Sekil 4.35. Morfolojik ve molekiiler olarak teshis edilen endofit fungus tiirleri (a)
Epicoccum nigrum, (b) Aureobasidium pullulans ve (c) Ulocladium consortiale

Alternaria consortialis 1967 yilinda yapilan son isimlendirmede Ulocladium
consortiale olarak degistirilmistir. Elma izolatina ait fungal endofitin tiirii Ulocladium

consortiale olarak belirlenmistir (Simmons,1967).
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Ayrica yapilan tiim caligmalara BMAE ‘ye gelen bir ceviz orneginden elde
edilmis olan ve Epicoccum sp. oldugu diisiiniilen izolat da dahil edilmistir. S6z konusu
izolat ayni sekilde molekiiler analizlere tabi tutulmus ve ardindan sekans analizine
gonderilmis gelen dizilerin BLAST sonuglarina gore Epicoccum nigrum oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak yapilacak tiim ¢aligmalara 3 adet elma agacindan elde edilen
ve teshisi yapilan endofit, 1 adet ceviz agacindan elde edilerek teshisi yapilan endofit

olmak tizere toplam 4 adet endofit fungus izolat1 ile devam edilmistir.

Sekanstan gelen baz dizilerine gore NCBI‘da yapilan BLAST sonuglarina
bakildiginda :

Epicoccum sp. oldugu diisiiniilen ceviz izolatinin %99-100 oraninda Epicoccum nigrum

oldugu;

select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results

Max  Total Query E Per.

Description Score | Score | Cover |value | ldent | ~CCESSIon
Epicoccum nigrum isolate wb599 small subunit ribosomal RNA gene. partial intemal transcribed spacer 1. 5 8S ribosomal RNA gene am 930 930 99% 0.0 99.81% AF455395.1
Epicoccum sp. GTA 18S ribosomal RNA gene_partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene. and intemal ibed 930 930 99% 0.0 99.81% EF4322731
Epicoccum nigrum 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: intemnal spacer 1. 5.8 ribosomal RNA gene. and internal ds; 930 930 99% 0.0 9981% EU2327162
Epicoccum nigrum 18S rRNA gene (partial). [TS1. 5.8S rRNA gene. ITS2 and 28S rRNA gene (partial). strain MH193 930 930 99% 0.0 99.81% EMI917351

Epicoccum sp. oldugu diistiniilen elma izolatinin %99-100 oraninda Epicoccum nigrum

oldugu;

selectall 10sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results

Max Total Query E Per.

Accession
Score Score Cover value Ident

Description

picoccum nigrum strain UP_EPC_76 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spar 939 939 98% 00 100.00% KM434176 1

picoccum nigrum strain UP_EPC_69 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spar 939 939 98% 00 100.00% KM434170.1

[<H<N<§<|

E|
E|
Epicoccum nigrum strain UP_EPC_02 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spar 939 939 98% 00 100.00% KM434169.1
E

picoccum nigrum strain AS-L-7 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gen 937 937 98% 00 99.80% MKGE56448.1

Aureobasidium sp. oldugu diistiniilen elma izolatinin %99-100 oraninda Aureobasidium

pullulans oldugu goriilmiistiir.

selectall 10sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results

Max  Total Query E Per.

Accession
Score Score Cowver value Ident

Description

Aureobasidium pullulans strain Y23 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 983 1196 98% 0.0 99.45% KR912256.1

Aureobasidium pullulans clone AB4 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 6.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer: 981 1147 98% 00 9927% MK035874 1

Aureobasidium pullulans strain KDLYC4-9 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and 1002 1002 99% 00 9964% HQ909088 1

[<H<N<N<]

Aureobasidium pullulans strain Y11 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and i 994 994 98% 0.0 99.63% KC8976691
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Elmadan elde edilen diger bir izolatin ise Alternaria consortialis oldugu tespit
edilmistir. Alternaria consortialis 1967 yilinda yapilan son isimlendirmede Ulocladium
consortiale olarak degistirilmistir. Elma izolatina ait fungal endofitin tiirti Ulocladium

consortiale olarak belirlenmistir.

selectall 10sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
- Max  Total Query E Per. A .
Description Accession
Score Score Cover value Ident

Ulocladium consortiale strain UL1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8 rik | RNA gene, and int 961 961 99% 00 9981% KC5772701

Uncultured fungus clone VT015-C05 internal transcribed spacer 1, partial 585 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 961 961 99% 0.0 99.81% JX240408 1

Altemnaria sp. XG-5-3 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcr 961 961 99% 00 99.81% KF438014.1

Ulocladium sp.10a2-1-s 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene,_and intemal tran 961 961 9% 0.0 99.81% KT192326.1

4.2.2. Elma Fidanlan1 ve Test Bitkilerinin Endofitik Funguslar ile Inokulasyon
Bulgular:

Elde edilen izolatlarin etkinligi i¢in yapilan inokulasyonlarda kullanilan 1-1.5
yasinda cv. Golden Delicious elma fidanlart ve 90 giinliik Cezayir Menekseleri
inokulasyonlardan 6nce hastaliklar ve endofitler yoniinden testlenmis ve negatif olanlar
kullanilmistir.

Fungus inokulasyonu morfolojik olarak teshisleri yapilip sekans sonuclar ile de
endofit oldugu tespit edilen 4 izolat ile gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda
kullanilan test bitkileri ve elma fidanlarina sulama suyu seklinde verilmesi planlanan
fungal endofitlerin PDB ortamindaki gelisimleri takip edilmis, thoma lami kullanilarak
spor yogunluguna bakildiginda herhangi bir spor gelisimi olmadig1 goriilmiistiir (Sekil
4.36).
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Sekil 4.36. Endofit fungus inokulasyonu i¢in kullanilan spor siispansiyonunun hazirlanisi

Kullanilan siv1 kiiltiirlerde spor gelisimi gézlenmediginden ikinci yol olarak kati
kiiltiirlerden sulandirma yapilarak spor gelisimi olup olmadigina bakilmistir. Egik
agarlarda muhafaza edilen endofitlerden PDA ortamina yapilan ekimlerin ardindan
petriler yaklasik 3 hafta siireyle inkiibatorde tutulmustur. PDA ortaminda funguslarin

spor olusumu goézlenmis, spor yapilarinin mikroskop ile goriintiisii alinmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Elde edilen endofit funguslarin spor yapilarina ait mikroskop goriintiisii

Inkiibatorlerde gelisen ve spor olusturan endofitler PDA’lardan kazinarak steril
saf su igerisine alinmistir. Denenen bu yontem sonrasinda saf su i¢erisinde spor varligina

bakilmis ve spor yogunlugu Thoma lami ile 10° spor/m1’ye ayarlanmistir (Sekil 4.38).

Sekil 4.38. Endofit fungus inokulasyonu i¢in petrilerden kazima ile spor siispansiyonu
hazirlanigi
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Spor yogunlugu ayarlanan endofit fungus izolatlar1 Catharanthus roseus test
bitkilerine her saksiya 30 ml ve elma fidanlarina her saksiya 100 ml olmak tizere sulama

suyu seklinde inokule edilmistir. (Sekil 4.39).

Sekil 4.39. Endofit funguslarin Catharanthus roseus test bitkilerine inokulasyonu

B

Inokulasyon yapilan bitkiler 25°C giindiiz sicaklik, %40-80 nem kosullarindaki
sera sartlarinda inkiibe edilmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. Endofit funguslarin cv. Golden Delicious elma fidanlarina inokulasyonu

4.2.3. Re-izolasyon Bulgular:

Endofit fungus inokulasyonun inkiibasyon peryodunun adindan re-izolasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. Inokulasyonu gerceklerstirilen test bitkileri ve elma
fidanlarindan fungal izolatlar yeniden izole edilebilmistir. Ancak as1 ile tasinma
calismalarinda aliman olumsuz sonuglar nedeni ile fungus izokulasyonu tamamlanan
bitkilerin Ca. P mali ile inokulasyonyu asamasina gecilememistir.

ECSF ve fungal endofitelerin etkilesimi ile ilgili gergeklestirilen ¢alismalar arazi

kosullarinda Ca. P. mali ile enfekteli agaglar lizerinde tamamlanmustir.

4.3. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi-Endofit Funguslarin Etkilesimi ile flgili

Yapilan Calismalar

4.3.1. Fitoplazma ile Enfekteli Agaclara Endofit Fungus inokulasyonu Bulgular:

Yapilan ¢aligmalarda fitoplazma ile enfekteli olarak saptanan agaclardan alinan
as1 gozleri ile gergeklestirilen asilama ¢aligmalar1 sonrasinda asilari tutan ve pozitif sonug
veren 3 bitkide de periyodik olarak pozitif sonu¢ alinamadigindan fungus inokulasyonu
asamasina gec¢ilememistir. Bu nedenle yeniden arazi ¢ikisi yapilmistir. Daha 6nce asilama
caligmalarinda inokulum kaynagi olarak kullanilan agaclarin bulundugu bahgelerin
sokiimii nedeni ile Nigde-Ulukisla’ya gidilmis ve elma bahgelerinden 6rnekler alinarak
DNA izolasyonlar1 ve Nested-PCR analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.12). Analizler

sonucunda pozitif sonu¢ veren agaglarin dallar1 iizerinde ayr1 ayri inceleme yapilmis ve
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endofit funguslar ile inokulasyon c¢aligsmalari da enfekteli agaclar {izerinde
gerceklestirilmistir.

Pozitif bulunan agaclarda dallar tek tek numaralandirilmis ve her agacin 4 farkli
yoniinden Ornek alinmistir. Alinan her dal tek bir 6rnek olarak kabul edilmis ve
izolasyonlar1 yapilmistir. PCR analizleri sonucunda pozitif sonu¢ veren dallar {izerine
fungus inokulasyonu arazi kosullarinda gergeklestirilmistir. Onceki dénemlerde izole
edilip teshisi yapilan 3 adet fungus izolatinin egik agarlardan ekimleri yapilmus,
gelisimleri takip edilmis ve 3 haftalik inkubasyon siiresinin ardindan inokulasyona hazir
hale getirilmistir. Dallar iizerine uygulama yapilmak lizere hem spor siispansiyonlari

hazirlanmis hem de petrilerde spor gelisimi takip edilmistir (Sekil 4.41 ve 4.42).

=
lar {izerine yapilacak fungus
inokulasyonu i¢in spor siispansiyonu hazirlanma asamalari
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Sekil 4.42. Nigde’de fitoplazma pozitif bulunan dallar {izerine yapilacak fungus
inokulasyonu i¢in spor siispansiyonu hazirlanma asamalari

Fitoplazma pozitif sonug veren dallarda bistiirii yardimiyla yaralar agilmis ve spor

stispansiyonlar1 dallara fir¢a yardimi ile bulagtirilmistir (Sekil 4.43).

Sekil 4.43. Nigde’de fitoplazma pozitif bulunan dallar {izerine yapilan spor siispansiyon
uygulamasi
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Spor siispansiyonu uygulamasinin yani sira ayni dallarda kabuk dokularinda
acilan yaralar {izerine petrilerden alinan kesitler yerlestirilerek {izeri nemli pamuk ve
parafilm ile kapatilmistir. Uygulama yapilan dallar tek tek etiketlenmis, iizeri poset ile
ortilmis ve posetlerde delikler agilarak hava almasi saglanmistir. Pozitif bulunan
dallardan bir tanesi kontrol olarak uygulama yapilmadan birakilmistir (Sekil 4.44 ve
4.45).

Sekil 4.44. Nigde’de petrilerden alinan kesitlerin fitoplazma pozitif bulunan dallar
izerine uygulanmasi

Sekil 4.45. Nigde’de fitoplazma pozitif dallara uygulanan fungus inokulasyonu agamalar1
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Bunlarin yaninda araziden alinan ve pozitif bulunan stirgiinler tizerine de fungus

inokulasyonu yapilmis ve oda sicakliginda beklemeye alinmistir (Sekil 4.46).

Sekil 4.46. Nigde’den alinan pozitif slirgiinler lizerine laboratuvar kosullarinda uygulanan
fungus inokulasyonu asamalari

Enfekteli dallarin endofit funguslar ile inokulasyonu sonrast 3-4 haftalik
inkiibasyon siiresi beklenmis ve inokulasyonun gerceklestirildigi 6rnekler {izerinde re-
izolasyon caligsmalar1 tamamlanmistir. Yapilan re-izolasyonlarda Aureobasidium sp.,

Epicoccum sp., Ulocladium sp. izolatlari izole edilebilmistir (Sekil 4.47).

Sekil 4.47. Nigde’de pozitif slirgiinler tizerine inokule edilen funguslarin re-
izolasyonlar1

Re-izolasyon ¢aligmalarinin ardindan uygulama yapilan dallardan oOrnekler

alinarak DNA izolasyonlar1 ve Nested-PCR analizleri gergeklestirilmistir.
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4.3.2. Elma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi-Endofit Funguslarin Etkilesimi Sonrasi
Yapilan Real-time PCR Analizi Bulgular:

Nested-PCR analizleri ile testlenen elma ornekleri arasinda fitoplazma pozitif
bulunanlar Real-time PCR (quantitave PCR, qPCR) analizine de tabi tutulmustur. Yapilan
gPCR analizlerinde calisilan tiim 6rneklerin son sulandirma konsantrasyonlart nanodrop
Olctimleri ile birbirine yakin olacak sekilde ayarlanmistir (210-280ng/2ul).
Konsantrasyonlar1 ayarlanmis olan fitoplazma ile enfekteli, endofit fungus uygulanmig
ve kontrol olarak birakilan 6rneklerin cycle quantification (Cq) degerleri arasinda
farkliliklar olup olmadigi belirlenmistir.

Yapilan qPCR analizleri sonucunda fitoplazma enfekteli Orneklerden ve
kontrolden elde edilen Cq degerleri ile kullanilan analiz kiti pozitif kontroliiniin degerleri
almmistir. Ayni sekilde endofit fungus inokulasyonu ve re-izolasyon g¢alismalarinin
ardindan enfekteli 6rneklere yeniden qPCR analizleri yapilmis ve olusan Cq degerleri
kaydedilmistir. Yapilan calismalarda endofit fungus inokulasyonu dncesi ve sonrasinda
elde edilen Cq degerleri arasinda farkliliklar oldugu belirlenmistir. Endofit
inokulasyonundan once fitoplazma ile enfekteli oldugu bilinen 6rneklerin Cq degerleri
daha disiik c¢ikmistir. Fungus inokulasyonu sonrasi elde edilen Cq degerlerine
bakildiginda ise enfekteli 6rneklerde replikasyonlarin bir cogunun daha ge¢ dongiilerde
basladig1 goriilmiistiir. Dongii sayilarinin baglama noktasindaki bu degisimler analizlerde
olusan replikasyon egrilerinde de goriilmiistiir (Sekil 4.47). Cq degerlerinde degisimlere
gore endofit fungus inokulasyonu yapilan Orneklerin uygulama Oncesi ve sonrasi
degerleri arasinda dongii sayis1 farkliliklar1 meydana gelmistir. Endofit fungus
inokulasyonu sonras1 Cq degerlerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda
kontrol olarak birakilan Orneklerle yapilan analizlere bakildiginda ise fungus
inokulasyonu dncesi ve sonrasinda es zamanli olarak gercgeklestirilen DNA izolasyonlari
sonrast yapilan qPCR analizlerindeki Cq degerlerinde yine farkliliklar oldugu
gozlemlenmistir. Ancak endofit fungus inokule edilen Orneklerin aksine kontrol
orneklerindeki Cq degerlerinde artig yerine azalmalar oldugu ve replikasyonlarin daha

erken donemde basladig1 boylece dongii sayilarinin azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.48).
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Yapilan analizler sonucunda Cq dongii degerlerindeki degisimler baz alinarak
DNA konsantrasyonlarinda mevcut patojen yogunlugunda degisimler meydana geldigi
ve endofit fungus inokule edilen 6rneklerdeki hedef fitoplazma patojen yogunlugunun
azaldigi, bunun yaninda hi¢ uygulama yapilmayan fitoplazma enfekteli orneklerdeki

patojen yogunlugunun arttigt ve bu durumun dongii sayilarii etkiledigi kanisina

vartlmistir (Sekil 4.50).

(a) (b)
Sekil 4.48. a) Endofit fungus inokulasyonu sonrasi fitoplazma enfekteli 6rneklerin gPCR

analizinde elde edilen egriler b) Kontrol olarak kullanilan 6rneklerin qPCR analizinde

elde edilen egriler

(a) (b)

Sekil 4.49. a) Endofit fungus inokulasyonu sonrasi fitoplazma enfekteli 6rneklerin qPCR

analizinde elde edilen Cq parametreleri b) Kontrol olarak kullanilan 6rneklerin qPCR

analizinde elde edilen Cq parametreleri
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Sekil 4.50. a) Endofit fungus inokulasyonu sonrasi fitoplazma enfekteli 6rneklerin gPCR
analizinde elde edilen Cq degerleri b) Kontrol olarak kullanilan 6rneklerin qPCR

analizinde elde edilen Cq degerleri

Tamamlanan qPCR asamalarinin ardindan elde edilen Cq dongii sayis1 degerlerine
istatistiksel analizler uygulanmigtir. Patojen yogunlugu ile orantili olarak replikasyonlarin
baslama noktalar1 arasinda meydana gelen degisikliklerin istatistiksel degerlendirmeleri

yapilarak uygulamalar arasindaki benzerlik ve farkliliklar ortaya konmustur.

4.3.3. ElIma Coklu Siirgiin Fitoplazmasi - Endofit Fungus Etkinligi Analiz Bulgular:

Yapilan qPCR analizleri sonucunda hedef patojenin ilk miktar1 ile baglantili olan
dongii esik degerleri (Cq) kullanilarak istatistiksel analizler uygulanmistir. Endofit
funguslarin ECSF enfekteli 6rneklere inokulasyonu 6ncesi ve sonrasi alinan ortalama Cq
degerleri arasindaki sayisal farkliliklar analize tabi tutularak uygulama etkilerinin
yorumlanmasi saglanmistir. Elde edilen ortalama Cq degerleri {izerinden % degisim, %
etki oranlar1 hesaplanmis ve ANOVA tek etken varyans analizi kullanilarak uygulama
Oncesi ve sonrasi olusan degerler kontrol ile karsilastirilmis ve istatistiksel olarak

sonuclara ulagilmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Fitoplazma ile enfekteli 6rneklerin endofit funguslarla inokulasyonu 6ncesi
ve sonrasi ortalama cq degerleri, % degisimleri ve % etki oranlari, K: kontrol, E:
Epicoccum nigrum izolati, A: Aureobasidium pullulans izolati, U: Ulocladium
consortiale izolat1

Uygulamalar Uygulama Uygulama Sonras1 % degisim % etki
Oncesi Ortalama Ortalama Cq
Cq Degerleri Degerleri
K 24,44 21,89 b -9,65
E 20,95 21,48 b 2,50 11,08
A 24,10 30,81 a 27,83 34,18
U 23,14 23,68 b 2,30 10,90

Analizler sonucu elde edilen ortalama Cq degerleri kullanilarak % degisim
oranlart hesaplanmistir (Karman,1971). Yapilan hesaplamalarda inokulasyonlar
soncunda daha yiiksek Cq degerine sahip olan, daha ge¢ donmeye baslayan egrilerde
egilim pozitif olarak hesaplanirken daha erken donmeye baslayan, daha diisiik Cq
degerlerinde egilim negatif olarak kabul edilmistir. Elde edilen oranlara bakildiginda
uygulanan endofit fungus izolatlarindan A. pullulans’in % degisiminin pozitif egilim
gosterdigi, diger iki izolata oranla daha yiiksek oldugu ve % 27,83’liikk degere sahip
oldugu goriilmiistiir. E. nigrum ve U. consortiale izolatlari ile yapilan uygulamalarda ise
% degisimlerin pozitif egilim gosterdigi ve sirasiyla % 2,5 ve 2,30 ile birbirine olduk¢a
yakin ve diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrole bakildiginda ise egilimin negatif olarak

gerceklestigi ve % 9,65°1ik bir degisim oranina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.51).

Sekil 4.51. : Endofit fungus inokulasyonu 6ncesi ve sonrasi alinan ortalama Cq degerleri
ile elde edilen % degisim oranlari, K: kontrol, E: Epicoccum nigrum izolati, A:
Aureobasidium pullulans izolati, U: Ulocladium consortiale izolati
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Izolatlarin % degisim oranlar1 kullanilarak uygulanan Sun-sheperd formiilii ile
hesaplanan % etki degerlerine bakildiginda ise uygulanan izolatlarda etki oraninin E.
nigrum icin % 11,08, U. consortiale iginse % 10,90 gibi yakin ve disiik seviyelerde
kaldig1 goriilmistiir. Bunun yaninda A. pullulans uygulanan 6rneklerde belirlenen etki

oraninin ise % 34,18’¢ ulastig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. Elde edilen % degisim oranlar1 kullanilarak uygulanan Sun-sheperd formiilii
ile hesaplanan % etki degerleri, E:Epicoccum nigrum izolati, A:Aureobasidium pullulans
izolat1, U:Ulocladium consortiale izolat1

Endofit fungus uygulamasi dncesi ve sonrasi elde edilen ortalama dongii esik
degerlerine bakildiginda hi¢ fungus inokulasyonu yapilmayarak kontrol olarak birakilan
orneklerdeki ortalama Cq degerlerinin 24,23’den 21,89’a geriledigi goriilmiistiir. Cq
degerlerindeki bu gerilemenin hedef patojenin ilk miktari ile orantili olmast sonucu
patojen yogunlugunun artmasindan dolayr meydana geldigi kanisina varilmistir. Kontrol
olarak elde edilen veriler dogrultusunda yapilan kiyaslamalarda E. nigrum ve U.
consortiale izolatlarinda uygulama sonrasi dongii sayilarinin arttigi gorilmistiir. E.
nigrum igin 20,95 olan degerin 21,48’¢; U. consortiale i¢in 23,14 olan degerin 23,68’¢
yiikseldigi gozlenmistir. Daha ge¢ donemde olusan dongii degisimi ve dongili esik
degerinin artmasi ile dongii sayilarindaki bu yiikselmenin patojen yogunlugunun

azalmasindan kaynaklandig diistiniilmiistiir.
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En 6nemli degisimin A. pullulans izolatinda oldugu ve uygulama oncesi 24,10
olan ortalama Cq degerinin uygulama sonrasit 30,81’e yiikseldigi belirlenmistir. Bu
yiikselisin kontrol olarak kullanilan 6rnekteki degisimin tam tersine olacak sekilde hedef

patojendeki yogunluk azalisindan oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Endofit fungus inokulasyonu oncesi ve sonrasi alinan ortalama Cq degerleri,
turuncu siitiinlar: uygulama oncesi alinan degerler, mavi siitiinlar: uygulama sonrasi
alinan degerler, K:kontrol, E:Epicoccum nigrum izolati, A:Aureobasidium pullulans
izolat1, U:Ulocladium consortiale izolat:

Elde edilen veriler 15181inda ECSF ile enfekteli 6rneklere inokule edilen fungus
izolatlarindan E. nigrum ve U. consortiale endofit izolatlarin hastaligin yogunluguna olan
etkilerinin benzer sekilde oldugu, birbirlerine yakin seviyelerde etki degerine sahip
olduklar1  goriilmiis; uygulamalarda Onemli seviyelerde etkin olamayacaklar
diistiniilmiistiir. A. pullulans endofit izolatinin etkinligine bakildiginda ise diger izolatlara
oranla farkli bir etkiye sahip oldugu ve daha yiiksek oranlarda etki gosterdigi
belirlenmistir.

Musetti ve ark., 2011 yilinda Ca. P. mali ile enfekteli Cezayir Menekselerine
baglardan elde ettikleri fungal endofitleri inokule ederek yaptiklar1 ¢alismada
kullandiklar1 endofit izolatlardan Epicoccum nigrum inokule edilmis bitkilerin simptom

siddetinde azalmalar goriildigiinii belirlemislerdir.
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Tamamlanan bu ¢alismada elde edilen verilere bakildiginda ise elma agacglarindan
izole edilen fungal endofitler kullanilmis, Ca. P mali ile enfekteli agaglardaki etkilerine
bakilmis ve benzer sekilde E. nigrum izolatinin hastalik etmeninin yogunlugunu
azaltmasmin yani sira A. pullulans ve U. consortiale izolatlariin da etkili oldugu
sonucuna varilmistir.

Kullanilan endofit izolatlar1 karsilastirildiginda ECSF hastaliginin biyolojik
miicadelesi kapsaminda hedef patojen etmenin yogunluguna olan etkilerine bakildiginda
3 izolatin da etkili oldugu, A. pullulans endofit izolatinin diger izolatlara oranla ¢alisma
kapsaminda daha timit-var sonuglar verdigi ve hedef patojen yogunlugunu azaltmada

etkinliginin daha yiiksek oldugu kanisina varilmstir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemiz sahip oldugu ekolojik kosullar sayesinde bircok meyve tiiriiniin
yetistirilebildigi onemli bir konumdadir. Sert ve yumusak ¢ekirdekli meyve tliretiminde
Oonemli bir paya sahip olan yurdumuzda yetistiricilik asamalarinda hastalik ve zararlilar
gibi bazi biyotik etkenlerden dolayr her zaman kaliteli ve verimli {iriin elde etmek
miimkiin olamamaktadir. Viriis, viriis benzeri hastaliklar ve fitoplazma hastaliklari
tiretimi smirlandiran etkenlerden bazilaridir. Bu hastaliklardan 6zellikle fitoplazma
hastaliklar1 vektor bocekler ile bitkiden bitkiye taginabilen, yikict etkilere neden olabilen,
bulundugu bitki bilinyesinde degiskenlikler gosterebilen ve iklim kosullarindan
etkilenebilen patojenler oldugundan tanilama ve miicadele asamalarinda Onemli
sorunlarla karsilasilmaktadir.

Iliman iklim meyveleri grubunda yer alan elmalarda goriilen Elma Coklu Stirgiin
Fitoplazma hastalig1 iilkemiz elma yetistirilen alanlar i¢in de tehdit unsurudur. Patojen
degiskenligi nedeni ile teshisi, kimyasal herhangi bir miicadelesi olmadigi i¢in de kontrol
altinda tutulmasi zor ve oldukca dnemlidir.

ECSF varligmma yonelik iilkemizde yapilmis g¢alismalar bulunmakla birlikte
ozellikle Adana ve Mersin illerinde elma yetistirilen alanlarda hastaligin durumu ile ilgili
kapsamli bir calismaya rastlanilmamustir. Ayrica yapilan calismalarda ECSF’ nin teshisi,
tanilamasi yapilmis ancak miicadelesine yonelik herhangi bir arastirmanin bulunmadig:
goriilmiistiir. Bu ¢aligma kapsaminda dnemli fitoplazma hastaliklarindan olan ECSF’ nin
arazi kosullarindaki varliginin yani sira etmen ile enfekteli agaglarda ve saglikli agacglarda
bulunan fungal endofitlerin durumuna da bakilmis; s6z konusu endofitlerin hastaliga kars1
herhangi bir etkisinin bulunup bulunmadig arastirilmistir.

ECSF ile bulagik bulunan agaglarda dahi etmenin mevsimsel faktorlere bagh
olarak degiskenlikler gosterdigi belirlenmistir. 6 aylik donemlerde yapilan kontroller
sonrasinda hastaligin giiz donemi olarak belirtilen Eyliil-Subat aylarinda saptanabildigi
goriilmiistiir. Bunun yani sira enfekteli oldugu bilinen agaglarin ¢ogunda bahar donemi
olarak belirtilen Mart-Agustos aylarinda hastaligin saptanamadigi goriilmiistiir.

Yapilan arazi ¢alismalarinda toplanan elma 6rneklerindeki ECSF enfeksiyon
orani % 8,05 olarak bulunmustur. Enfekteli agaclardan alinan as1 kalemleri ile yapilan

asilama caligmalarinda asilarin tutmadigi, tutan asilarda ise hastaligin asiyla taginma
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ihtimalinin oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir. Hastaligin asiyla tasinmasi ile ilgili
yasanan olumsuzluklar nedeni ile vektor boceklerle tasima ¢alismalart yapilmig ancak
bocek biinyesinde hastalik etmenine rastlanilmamis boylece tasima ¢alismalari olumsuz
sonuclanmustir.

Tim aragtirmalar dogrultusunda calisma kapsaminda elde edilen fungal
endofitlerin etkinliginin belirlenebilmesi i¢in in vitro kosullarda kurulan denemelerde
alinan olumsuz sonuglar nedeni ile etkinlik ¢aligsmalar1 arazi kosullarinda enfekteli oldugu
bilinen agaglar iizerinde gerceklestirilmistir.

Yapilan morfolojik tanilama, patojenisite, molekiiler testleme ve teshislerin
ardindan endofit oldugu belirlenen Epicoccum nigrum, Aureobasidium pullulans,
Ulocladium consortiale’nin arazi kosullarinda ECSF enfekteli aga¢ dallarina
inokulasyonu ile hastaliga karsi herhangi bir etkisinin olup olmayacagi arastirilmastir.
Fungus inokulasyonlarinin ardindan beklenen inkiibasyon siireleri sonunda enfekteli
agaclar yeniden analizlere tabi tutularak fungal endofitlerin hastalifa karsi etkinlik
diizeyleri ile ilgili veriler elde edilmistir. Fungal endofitlerin fitoplazma ile enfekteli olan
agaca inokulasyonundan once ve sonra agacglardaki fitoplazma yogunluklar1 yapilan
analizlerle sayisal olarak degerlendirilmis ve sonucglar yorumlanmastir.

ECSF ile enfekteli agaca uygulanan 3 endofit izolati da olumlu sonuglar vermis;
elde edilen izolatlarin etkinliginin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Bunlardan E.
nigrum ve U. consortiale’nin uygulama sonrasi elde edilen ECSF konsantrasyonuna
iliskin verilerin birbirine yakin degerler oldugu goriilmiistiir. Hastalik yogunlugunu
etkilemede s6z konusu 2 endofitin benzer seviyelerde kaldigi ve A. pullulans’a kiyasla
daha diisiik oranlarda etki degerine ulastig1 saptanmistir. 3 fungal endofit kiyaslandiginda
en yiiksek etkinin A. pullulans’a ait oldugu, ECSF hastalik yogunlugunu uygulama
sonras1 %34,18 etki degeri ile azalttig1 belirlenmistir.

Yiiriitiilen ¢alismalara ayr1 ayr1 bakildiginda ECSF hastaliginin tilkemizde mevcut
oldugu ve elma plantasyonlarinda yaygin olarak bulunmadig1 bir kez daha belirlenmistir.
Mersin, Nigde, Isparta ve Karaman illerinde hastalik etmeni tespit edilirken Adana ve
Hatay’da etmenin varligma rastlanmadigi ortaya konulmustur. Yapilan sorvey
calismalarinda etmenin mevsimsel farkliliklar nedeni ile olduk¢a degisken olabildigi
gorilmistiir. Etmenin asiyla taginma calismalarinda anag-kalem uyusmazligi, asi

tutmamas1 ya da tutan asilarda dahi etmenin tasinamamasi gibi olumsuzluklarla
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karsilasildig1 gortilmiistiir. Benzer sekilde vektor boceklerle tasima calismalarinda etmen
bocek biinyesinde saptanamamis ve bu yolla tasinamamistir. Ayrica sorveyler boyunca
enfekteli agaclarin ¢ogunun tireticiler tarafindan sdkiimlerinin yapildig1 gézlemlenmistir.

S6z konusu hastaligin kimyasal miicadelesinin olmayis1 ve karantina listelerinde
yer almasi nedeni ile olas1 biyolojik miicadele uygulamalari olduk¢a 6nem arz etmektedir.
Elma agaclarindan izole edilen fungal endofitlerin hastalik yogunluguna olan etkileri bu
calisma kapsaminda belirlenmistir. Boylece endofit funguslar kullanilarak ECSF
hastaligina kars1 yapilabilecek olasi biyolojik miicadele caligmalar1 arastirilmastir.
Enfekteli agaglara yapilan fungal endofit inokulasyonu sonrasinda A. pullulans izolatinin
etmenin yogunlugunu azalttiginin belirlenmesi hastalikla miicadele ¢aligmalari agisindan
Oonemli bir adim olmustur.

Yapilan bu calisma fungal endofitler ile fitoplazma hastaliklar1 arasindaki
etkilesimler iizerine iilkemizde yapilan ilk g¢alismadir. Bunun yami sira fitoplazma
hastaliklarina karst biyolojik miicadele olanaklarinin arastirildigr ilk calisma olma
ozelligini de tasimaktadir.

Hem diinyada hem de iilkemizde karantina patojeni olan ve yumusak ¢ekirdekli
agaglarin 6nemli hastaliklarindan olan ECSF’ nin yayiliminin 6nlenmesi 6zellikle elma
yetistiriciligi yapilan illerimiz agisindan olduk¢a dnemlidir. Higbir ilaghh miicadelesi
olmayan ECSF hastaligina kars1 iimit-var sonuglarin elde edildigi bu calisma hastalik
kontrolii ve yayilimimin 6nlenebilmesi agisindan 6nemli bir basamak olabilecektir.

[k adimlarin atildig1 bu ¢aligma dogrultusunda yapilabilecek daha ileri diizeyde
arastirmalar ile fungal endofitler ile fitoplazma hastaliklarmin etkilesimi, hastalig
etkileyen mekanizmalarin aydinlatilmasi ile de fitoplazma hastaliklarina karsi kontrol
imkan1 dogabilecektir. Bdylece iilkemiz acgisindan Onemli bir iriin olan elma
yetistiriciliginde tehlike arz eden, verim ve kaliteyi 6nemli dlgiide etkileyen fitoplazma
hastaliklar1 i¢in miicadele olanaklar1 saglanabilecektir.

Bunun yam sira kontrolsiiz fidan iiretimlerinin Oniine gecilerek, gerekli
sertifikasyon caligmalar1 yapilarak ve enfekteli alanlarda eradikasyon islemleri
uygulanarak hastalik yayilim1 engellenebilecektir. Olas1t durumlarda hastalik ile miicadele
olanaklar1 dogabilecek ve hastaligin kontrol edilebilmesi durumunda eradike
edilmeksizin etmenin yayilmasi engellenerek iilke tarimina ve dolayisiyla ekonomisine

katk1 saglanabilecektir.
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EKLER
EK 1. DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cézeltiler
(Doyle & Doyle, 1990)

% 2,5 CTAB Buffer (Fitoplazma i¢cin DNA izolasyon soliisyonu) (1 LT) :

Kimyasal Miktar
CTAB 25¢gr
NaCl (5 M) 81,8 gr
Tris (1 M) 1211 gr
EDTA (0.5 M) (pH 8.0) 40 ml
PVP-40 (%1) 10 gr

*Son hacim 1 It’ye tamamlanur.
*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

*Kullanim esnasinda B-mercaptoethanol taze olarak eklenir.

DNA izolasyon Buffer (Fungus icin DNA izolasyon soliisyonu) (1 LT) :
Kimyasal Miktar

Tris-HCI (10 mM)

EDTA (0.5 M) (pH 8.0)

NaCl (100 mM)

%2 SDS

*Son hacim 1 It’ye tamamlanir.

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

5 M NaCl (100 ml) :

Kimyasal Miktar
NaCl 29.2 gr
*29.2 g NaCl 80 ml H20’da ¢6ziindiirtiliir.

*Son hacim 100 ml’ye tamamlanur.

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.
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1 M Tris-HCI (100 ml) (pH 7.4) :

Kimyasal Miktar

Tris base 12.1 gr

*12.1 g Tris base 80 ml H20’da ¢6ziindiriiliir.

*pH’s1 konsantre HCI eklenerek ayarlanir. (pH 7.4 i¢in 7 ml HCI)

*Son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

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

*80 ml H20’da ¢oziinduriiliir.

*Magnetik karistirici ile kuvvetli bir sekilde karigtirilir.
*pH’s1 NaOH pelletleri ile 8.0’a ayarlanir.

*Otoklav edilir, oda sicakliginda saklanir.

TE Buffer (100 ml) (ph 8.0) :

Kimyasal Miktar
Tric-ClI 1 ml
EDTA 200 pl

*Son hacim 100 ml’ye tamamlanur.

3 M NaOAc (100 ml) (pH 5.22) :
Kimyasal Miktar
NaOAC 24.6 ¢

*Son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

%2 SDS (100 ml) :
Kimyasal Miktar
SDS 29r

*Son hacim 100 ml’ye tamamlanir.
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Ek 2. Agarose Jel Elektroforez Cozeltilerinin Hazirlanist
(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.

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

*Karanlik ortamda 151k almayacak sekilde koyu bir kap icerisinde oda sicakliginda

saklanir.

*Belirli araliklarla tazelenir.

% 1.2°lik Agorose Jelin Hazirlanmas :

*100 ml 1 X TAE igerisine eklenen 1.2 gr agarose mikrodalga firinda eritilir.

*1lit1ldiktan sonra elektroforez {initesinin jel tepsisine dokiiliir.

*Donan jel 1 X TAE ortami igeren elektroforez tankina yerlestirilerek 6rnek

yiiklemesi yapilir.
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Ek 3. Fungus izolasyonu Calismalarinda Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanist
PDA: Potato Dextrose Agar

Kimyasal Miktar

Difco™ Potato Dextrose Agar 39 gr

*Son hacim 1 It’ye tamamlanur.
*121°C’de 15 dakika otoklavlanir.

PDA: Potato Dextrose Broth
Kimyasal Miktar
Difco™ Potato Dextrose Broth 24 g.

*Son hacim 1 It’ye tamamlanur.
*121°C’de 15 dakika otoklavlanir.
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