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TEZ BiLDiRiMi

Tez igindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde
elde edilerek sunuldugunu, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada
bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini ve tez
tizerinde Yiiksekogretim Kurulu tarafindan higbir degisiklik yapilamayacagi igin tezin
bilgisayar ekraninda goriintiilendiginde asil niisha ile ayni olmasi sorumlulugunun

tarafima ait oldugunu beyan ederim.

BAHAR KARAPINAR



OZET

KAHRAMANMARAS iLi KIRAZ BAHCELERINDE FITOPLAZMALARIN
PCR/RFLP ANALIZLERIYLE TANILANMASI, KARAKTERIZASYONU VE
OLASI VEKTORLERIN BELIRLENMESI

Tirkiye’ de kiraz agaclarinda fitoplazmalar ile ilgili ¢caligmalar ¢ok simirli olup,
vektorleri konusunda detayli bir c¢alisma yiriitilmemistir. Bu ¢alismada,
Kahramanmaras ilinde yetistirilen kiraz agaglarindaki fitoplazmalarin varligt PCR-
RFLP analizleri ile belirlenmis, hem fitoplazmalarin hem de boceklerin konukgusu olan
yabanci otlarda fitoplazmalarin varligi belirlenmis, fitoplazma ile enfekteli kiraz
bahgelerinden ve c¢evredeki yabanci otlardan olasi fitoplazma vektorii bocekler teshis
edilmis, bocek biinyesinde fitoplazma varligi molekiiler yontemlerle arastirilmis, vektor
boceklerle deneysel tasima calismalart yapilmistir. Bu ¢alismada kiraz agaclarinda
gbzlenen en yaygin simptomlar kismi dal kurumalari, asir1 siirgiin olusumu ve ¢igcek
tomurcuklarinin ve yapraklarinin sik gelisimi, sararma ve dallarin uglarinda ¢iplaklagma
olmustur. Kiraz bahcelerinde bulunan yabanci otlarda ise virlis simptomlarina benzer
mozaik, sararma ve damar bantlasma simptomlar1 gozlenmistir. Yapilan arazi
calismalar1 sonucunda toplam 52 kiraz, 5 visne ve 4yabanci ot 6rnegi toplanmis olup,
Nested-PCR analizleriyle testlenen kirazlardan 5 tanesinde fitoplazma saptanirken
(%9.61), visne ve yabanci ot Orneklerinde fitoplazma saptanamamistir. Kiraz
orneklerinin RFLP analizlerinde bu fitoplazmalarin Ca. P. prunorum, ve Ca. P. pyri
olduklar1 belirlenmistir. Kiraz bahgelerinden Cicadellidae familyasina ait 796 adet
bocekten 127 tanesi fitoplazma agisindan pozitif olarak saptanmis olup bocek
biinyesinde fitoplazma enfeksiyon orani %15.95 olarak belirlenmistir. Fitoplazmalarin
deneysel tagima ¢alismalarinda 10 adet kiraz bitkisinin 7 tanesinin 16Srl (Aster sariligi
fitoplazmasi, Ca. P. asteris) ile enfekteli oldugu, denemede kullanilan Psammotettix
striatus bireylerinin biinyesinde 16Srl fitoplazma enfeksiyon oraninin %18,43 oldugu
belirlenmistir.

2018, 57 sayfa
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ABSTRACT

DETECTION AND CHARACTERIZATION BY PCR/RFLP ANALYSES OF
PHYTOPLASMAS IN SWEET CHERRY ORCHARS IN KAHRAMANMARAS
PROVINCE AND DETERMINATION OF POSSIBLE VECTORS

There are very limited studies on sweet cherry tree phytoplasmas in Turkey, but not any
information of their vectors. In this study, presence of phytoplasmas in sweet cherry
trees growing in Kahramanmaras province was detected by PCR-RFLP analysis, the
presence of phytoplasmas in weeds which are the host of vectors and phytoplasmas, the
vector species collected from phytoplasma infected sweet cherry trees and from weeds
grown in and around of cherry orchards were identified, the presence of phytoplasmas
in vectors were determined by molecular methods and the experimental transmission
trials were done. In this study, the most common symptoms observed on sweet cherry
trees were yellowing, partial shoot drying, proliferation, ¢icek tomurcuklarinin ve
yapraklarinin sik gelisimi, yellowing, baring of shoot terminals. The weeds found in
sweet cherry orchards showed virus-like symptoms such as mosaic, yellowing and vein
banding symptoms. Totally 52 sweet cherry, 5 sour cherry and 4 weed samples were
collected from surveyed regions and according to nested-PCR analysis 5 sweet cherry
trees were found infected by phytoplasma (9.61), but phytoplasma was never found in
sour cherry trees and weed samples. RFLP analyses of sweet cherry samples showed
that these phytoplasmas were Ca. P. prunorum and Ca. P. pyri. 127 out of 796 insects
belongs to Cicadellidae family collected from sweet cherry orchards were found
phytoplasma positive, and the infection rate of phytoplasma in insects was detected as
15.95%. In experimental transmission trials, 7 out of 10 young sweet cherry plants were
found infected with 16Srl (Aster yellows phytoplasma, Ca. P. asteris) and the infection
rate of 16Srl group phytoplasma in Psammotettix striatus specimen used in transmission
trials was detected as 18,43%.

2018, 57 pages

Key words: Sweet cherry, phytoplasma, nested-PCR, vector



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez konusunun belirlenmesinde, arastirilmasi ve yazimi sirasinda
sahip oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢alismay1 yonlendiren ve her tiirlii yardimi
esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Mona GAZEL’e sonsuz saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Tez konusunun belirlenmesi ve ¢aligmalarin takip edilmesinde her tiirlii yardimi
esirgemeyen Hocam Sayin Prof Dr. Kadriye CAGLAYAN’a, calismamda Cicadellidae
orneklerinin ayrimi ve teshisleri konusunda yardimei olan Saym Hocam Prof. Dr.
Hiiseyin BASPINAR’a ve Saym Hocam Dr. Ogretim Uyesi Kamuran KAYA’ya ve
Ziraat Yiiksek Miihendisi Mehtap ACIOGLU’ na ve isimlerini burada zikredemedigim
ama yardimlarini esirgememis olan arkadaglarima ve calismalarim sirasinda desteklerini

esirgemeyen ailem ve esime ¢ok tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET ..ottt ettt bbbttt bbbttt
ABSTRACT .ttt ettt sttt er e e sb e e te st e be e beeneeeReente et ne e re e I
TESEKKUR ...ttt sttt sttt Il
ICINDEKILER ..ottt sn st n s e \Y;
SEKILLER DIZINT ...ocviiiiiiciiicicceeeeece ettt \Y
CIZELGELER DIZINT ..ottt Vil
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT .....ccccoooiiiiiiiiceececce e, IX
Lo GIRIS oottt ettt ettt 1
2. ONCEKI CALISMALAR .....cocooiitiieieieeee ettt 4
3. MATERYAL ve YONTEM ......cooouiiiiiiniiiiieinsiesis st 18
TN AV -1 (=Y Y | USSR 18
R I 0] 1115 1 1 LT TP PP UPRTPP 18
3.2.1. Bitki Orneklerinin TOPIANMAST ........cccevevvieeeeiereieeceeie et 18
3.2.2. Vektor Boceklerin Toplanmasi ve Tasima Denemelerinin Yapilmas .......... 18
3.2.3. Molekiiler CaliSmalar..............ceeiiiiirioiiiiiiee e 19
3.2.3.1. Niikleik Asit EKStrakS1yOnU ........cccceiiiiiiiiiiiiiiiiieiecesee e 19
3.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) .......c.ccceviiieiecie e 20
3.2.3.3. Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLP) Analizi.................... 22

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ..o 23
4.1. Arazi Caligmalar1 ve Simptomolojik GOzlemler ............ccoovvvviiieniiiiiiee 23
4.2. Bitkilerden niikleik asit izolasyonu ve PCR analizleri ............cccovviiiiiiiinninnnnn, 28
4.3. Vektor boceklerin toplanmasi ve tasima denemelerinin yapilmasi .............co....... 30
4.4, Tagima denemeleri ve PCR AnalizIeri ........cccccocvviiiiiiiiiiiiiiic e 36
4.5, RFLP ANANZIET ..o 41
0. SONUC ...ttt ettt e e et e s he e et e e b e e e b e e nae e e be e s bn e e reennn e 42
KAYNAKLAR ettt sttt ne e st et easeesseeteeneesbeenteaneesneenes 44
(046 ) 1)1 1 15T 49
e S T SRS 50


file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885203
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885204
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885204
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885207
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885207
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885206
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885205
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885208
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885217
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885218
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885219
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885219
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885219
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885252
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885252
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885252
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885252
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885219
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885250
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885251
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885251
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885252
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885252
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885335
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885336
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380885337
file:///C:/Users/mehmet/Desktop/tez%20yazım%20klavuzu.docx%23_Toc380885251

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.

Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.
Sekil 4.16.

Sekil 4.17.
Sekil 4.18.

SEKILLER DiZIiNi

Sararma simptomu gozlenen kiraz agaclart ..........ccccvvciiiieiiiienniienninn,
Kiraz agac¢larinin bazi dallarinda gézlenen dal kurumalari .............c.........
Kiraz agaclarinda gézlenen asir1 siirgiin olusumu simptomu.. ..................

Kahramanmaras’in Andirin ilgesi’nde kiraz agaglarinda gézlenen
asir1 stirglin olusumMu SIMPLOMU ......ccviriiiiiiieiieie e

Kahramanmaras Andirin ilgesi’nde kiraz agaglarinda gézlenen
bogum noktasindan birden fazla siirglin ¢ikisi simptomu ...........cccvevrveenne

Kahramanmaras Andirin ilgesi’nde kiraz agacinda gozlenen asiri
SUrgiin oluSumMu SIMPLOMUL ....veivviiiiiiiiice e

Kahramanmarag’tan toplanan Medicago sp. (yabani yonca)’de
gbzlenen mozaik ve sararma simptomlart ..........ccccoceviieiiiiienie e

Kahramanmaras’tan toplanan Amaranthus sp. (horoz ibigi)’de
gozlenen damar bantlagsmasi ve mozaik simptomlart ............ccocevvenennnnnn.

Kahramanmarasg’tan toplanan Physalis sp. (fener otu)’de gozlenen
damar bantlasmasi ve mozaik simptomlari..........ccccoecveviiiniiienniieniieennn

Prince ve ark., (1993)’na gore ile ekstrakte edilen 33 numaral kiraz
DNA’smin spektrofotometre ile dl¢tim grafigi (Konsantrasyon:
119.5, 260/280:1.93, 260/230:1.69).....cccvervirieiiiriiriiniinieriene e

Prince ve ark., (1993)’na gore ile ekstrakte edilen 56 numarali visne
DNA’sinin spektrofotometre ile 6l¢iim grafigi
(Konsantrasyon:101.1, 260/280:1.91, 260/230:1.56) .........cccccevervevverreennn.

DNA Plant mini Kitinin (Qiagen) modifikasyonu ile ekstrakte edilen
83 numarali kiraz DNAnin spektrofotometre ile 6l¢iim
grafigi(Konsantrasyon: 237.2,260/280:1.83, 260/230:1.33).........ccccceunene

M1/M2 primerleri ile yapilan nested-PCR analizleri sonucu elde
edilen agaroz jel goriintiisii. M: Lambda DNA DNA ladder (MBI
Fermentas). 1-52: Kahramanmaras ilinden toplanan kiraz ornekleri;
53-57: Kahramanmaras ilinden toplanan visne Ornekleri; 58-61:
Kahramanmaras toplanan yabanci ot drnekleri, 62: Su kontrol; ES:
‘Ca. Phytoplasma prunorum’; AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’pozitif
KONEFOHIEY ...

Kiraz agaclarinda darbe yontemiyle japon semsiyesine diisen
bdceklerin emgi tiipii yardimiyla toplanmasi.........c.ccoevviiiiiiiiiiiiiecnnns
Kiraz bahgesinden ve bahge civarindan atrapla bocek toplanmasi............
Morfolojik teshisi yapilmis olan boceklerin %96 alkol iceren tiipten
alinmasi, yikanmasi ve Kurutulmast..........cccevviieniniiene e
Ekstraksiyon amaciyla plakalara boceklerin yerlestirilmesi......................
Wasko ve ark. (2003)’nin metodunun bazi modifikasyonlariyla

ekstrakte edilen Psammotettix  striatus (2G) DNA’sinin
spektrofotometre ile Ol¢iim grafigi (Konsantrasyon: 302.2,

260/280:2.04, 260/230:1.47) .c.ooiuiiiiiieieieeee st


file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212
file:///C:/Users/Hp/Desktop/masa%20üstü/YL%20TEZLER/KVLCM%20SON/YENİ%20TEZ%2002.11.15%20kapak.docx%23_Toc380919212

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.
Sekil 4.26.
Sekil 4.27.
Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Wasko ve ark. (2003)’nin metodunun bazi modifikasyonlariyla
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yapilan Cicadellidae familyasina ait boceklerin M1/M2 primerleri ile
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goriintiisii.1-92: Araziden toplanan Cicadellidae familyasina ait
farkli bocek tiirleri. —K: Negatif kontrol, AP: ‘Ca. Phytoplasma
pyri’; PD: ‘Ca. Phytoplasma mali’ pozitif kontroller. W: Su kontrol .......
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yapilan Cicadellidae familyasina ait boceklerin M1/M2 primerleri ile
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Farkli Cicadellid tiirler ile kiraz bitkilerine kurulan tasima denemesi
boceklerinin P1P7 primerini takiben fU3/fUS {iniversal primeri
kullanilarak yapilan nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz
jel gorintiisi. 1-17: Tasima denemesinde kullanilan P. striatus
bireyleri; M: Lambda DNA DNA ladder (MBI Fermentas), ES: ‘Ca.
Phytoplasma prunorum’; AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’; PD: ‘Ca.
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Kiraz bitkilerine kurulan tasima denemesi bitkilerinden toplanan
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Fermentas), +C: Aster yellows fitoplazma pozitif kontrol, -C: Su
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

°C Sicaklik
Da Dekar

Mg Miligram
ml Mililitre

ul Mikrolitre
ar Gram

ng Mikrogram
ng Nanogram
nm Nanometre
M Molar

mM Milimolar
pmol Pikomol

KISALTMALAR

CTAB Cetyl Trimethylammonium Bromide
bp baz ifti

d220 Cift distile su

Dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik Asid

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
EtBr Ethidium Bromid

ETOH Ethanol

PCR Polymerase Chain Reaction

rpm Revolutions per minute (dakikadaki devir sayist)
SDS Sodyum Dodesil Siilfat

TAE Tris asetat EDTA

TE Tris EDTA

uv Ultraviyole

\Y Volt



MLO
ESFY
PD
AP
NaCl

Mikoplazma Benzeri Organizma
European stone fruit yellows
Pear decline

Apple Proliferation

Sodium Chloride



1.GIRIS

Rosaceae familyasinda olan kirazin (Prunus avium L.) anavatan1 Hazar Denizi ile
Karadeniz arasindaki bolgedir. Ulkemiz kirazin orijin merkezlerinden biri olup oldukca
genis alanlarda kiraz yetisitirciligi yapilmaktadir. 2017 yilinda Tirkiye kiraz {iretimi
854,009 dekar alanda yapilmis ve 627,132 ton kiraz elde edilmistir. 2017 yili
Kahramanmaras ilinde kiraz {iretimi ise 20,156 dekar alanda ve toplam 17,945 ton kiraz
tretimi  gergeklestirilmistir (Anonim, 2017). Diinyada 1500 civarinda kiraz ¢esidi
bulunmaktadir. Ulkemizde yetistirilen en yaygin temel cesit iri, sert ve tatl meyve eti,
catlamaya dayanikli meyvesi, uzun yesil sapi, yola ve muhafazaya dayaniklilig: ile
diinyanin en 6nemli kirazlar1 arasina girmis olan “0900 Ziraat” ¢esididir. Hastalik ve
zararlilarin diger meyve agaglarinda oldugu gibi kiraz agaglarinda da onemli 6l¢iide
verim ve kalite kayiplarina yol agtigi bilinmektedir. Zararli bocekler, bakteriyel ve
fungal hastaliklar cesitli kimyasallar kullanilarak kontrol altina alinabilmekte ancak
virtis, fitoplazma ve viroidlerle kimyasal miicadele olanagi bulunmamaktadir.

Virlisler tarafindan sebep oldugu tahmin edilen bazi bitki hastaliklarinin
morfolojik olarak mikoplazmaya benzeyen prokaryotlarin floem dokusunda kolonize
oldugu ilk kez 1967 yilinda ortaya konulmustur (Doi ve ark., 1967). Japon
arastirmacilar, elektron mikroskobu kullanarak sarilik hastaligi goriilen bitkilerde hiicre
duvar1 olmayan mikroorganizmalar1 goriintiilemislerdir. Simdiye kadar sarilik hastalig
olarak adlandirilan hastaliklar daha sonra saprofitik yasayan veya insan ve hayvanlarda
hastalik yapan mikroplazmalara benzedigi i¢in mikoplazma benzeri organizmalar olarak
isimlendirilen etmenler tarafindan sebep oldugu bildirilmistir. In vitro’ da gelismemesi
nedeniyle son 15 yil dncesine kadar ¢ok az 6zelligi bilinen bu organizmalar, ribozomal
DNA dizilimi sayesinde bitki floemi ve bdcekleri kolonize edebilen ve hiicre duvari
olmayan bu prokaryotlarin smifi igerisinde biiyiik bir monofiletik grup oldugu
anlagilmistir.  Uluslararas1  Karsilastirmali  Mikoplazmoloji ~ Arastirma  Projesi
(International Research Project for Comparative Mycoplasmology)’ nin Fitoplazma
Calisma Grubu, 1990’ I yillarda, prokaryotlarin bu grubunu tamamlayabilmek icin
‘fitoplazma’ ismini vermis ve 2004 yilinda bu prokaryotlarin resmi siniflandirilmasi

‘Candidatus Phytoplasma’ cinsi olarak yapilmaya baslanmistir (IPRCM, 2004).



Fitoplazma hastaliklar1 tiim diinyada oldukc¢a farkli bitkilerde hastaliklara neden
olmaktadirlar. Fitoplazmalarla ilgili oldugu bilinen hastaliklar, tropik alanlarda
Hindistan cevizi gizli sarilik (coconut lethal yellowing), sandal agaci sivrilme hastaligi
(sandal spike diseases), paulownia cadi siipiirgesi (paulownia witches’ broom), misirda
bodurlagsma (corn stunt), geltik sar1 ciicelik hastaligi (rice yellow dwarf diseases)
ekonomik olarak 6nemli olanlardir. Hindistan, Orta Afrika, Avrupa ve ABD iilkelerinde
orman agaglar1 fitoplazma hastaliklarindan biiyiilk oranda zarar gérmislerdir. Kiraz,
asma, elma, armut, erik, kayisi, turunggil ve iiziimsii meyvelerin ¢cogunlugu sarilik, cadi
stiptirgesi, geriye dogru 6liim ve asirt slirglin olusumu olarak adlandirilan fitoplazma
hastaliklarindan farkli oranlarda etkilenmektedirler. Fitoplazmalarin kiiltiir bitkilerinin
yanisira yabanci otlarda da ciddi boyutlarda epidemi yaptigi ortaya konulmustur
(Bertaccini, 2007).

Obligat parazit olan fitoplazmalar bakterilere benzeyen tek hiicreli ve hiicre duvari
olmayan bitki patojenleridir. Konuk¢u hiicrenin sitoplazmasinda ve vektor boceklerin
blinyesinde c¢ogalan fitoplazmalar tomurcuklanma ile aseksiiel tiireme yaparlar.
Fitoplazmalar enfekte ettikleri bitkinin iletim demetlerinden floemine saldirir ve floem
dokusuna yerlesir. Bu patojenler bitkilerin floeminden beslenen yaprak pireleri,
Cixidiae ve Psillidae familyasina bagli boceklerle persistent yolla tasinirlar. Vektor
bocek bitkide emgi yaparak beslenirken patojeni biinyesine alir ve daha sonrasinda
beslenme kanali, tiikiiriik bezlerine iletir ve c¢ogalir. Patojen igeren vektor saglikli
bitkilerle beslenirken patojeni aktarir. Diger taraftan, asilama, ¢elikle tiretim, mikro
cogaltim gibi seksliel ¢ogaltmadan farkli yontemlerle yapilan c¢ogaltma islemlerinin
fitoplazmanin tasinmasinda rol oynadigi uzun yillardir bilinmektedir. Tohumla tasima
ise hala arastirilan bir konu olmakla birlikte, yonca bitkilerinde Hindistan cevizi gizli
sartlik (coconut lethal yellowing) fitoplazmasinin ¢ok sayida bitkide tohumla tagindig
belirlenmistir. Fitoplazmalarin kiiskiit yoluyla da bir bitkiden digerine tasindigi
bilinmektedir. Cezayir meneksesi (Vinca rosea) fitoplazmalarin irklarinin muhafaza
edildigi onemli bir indikator bitkidir.

Oldukga korunmus 16S rRNA gen dizileri fitoplazmalarin siiflandirilmasinda en
cok kullanilan molekiiler arag olmustur. PCR ile cogaltilmis 16S rRNA dizilerinin
RFLP analizine gore ise 33 farkli grup tanimlanmistir (Bertaccini ve ark., 2014).



Bu c¢alismanin amaci, lilkemizde kiraz yetistirciliginin olduk¢a 6nemli oldugu
Kahramanmaras ilinde kiraz agaclarindaki ve bahge i¢inde bulunan yabanci otlardaki
fitoplazmalarin varliginin PCR-RFLP analizleri ile belirlenmesi ve fitoplazma ile
enfekteli kiraz bahgelerinden ve ¢evredeki yabanci ot populasyonlarindan toplanacak
olas1 vektor adayr boceklerin teshis edilerek molekiiler yontemlerle bocek biinyesinde

fitoplazma varliginin arastirilmasidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Kiraz (Prunus avium L.) Rosaceae familyasina dahildir. Anavatan1 Hazar Denizi
ile Karadeniz arasindaki bolge olan kirazin orjin merkezlerinden biri de tilkemizdir.
Diinyada genis bir yayilma alanina sahip kiraz {iretiminde, iilkemiz 627,132 ton
tiretimiyle diinya kiraz iiretiminde énemli bir paya sahip olup iiretimi yildan yila hizla
artis gostermektedir (Anonim, 2017). Kiraz yetistiriciligi Turkiye’nin farkli iklim ve
toprak yapisina sahip tarimsal bolgelerine yayilmis olmasina ragmen, en yaygin
yetistiricilik 6zellikle Ege ve Akdeniz Bolgelerinde yapilmaktadir. Ege Bolgesinde
346.329 dekar alandan 202.132 ton verim alinmakta, Akdeniz Bolgesinde ise 132.372
dekar alandan 120.661 ton verim alimmaktadir (Anonim, 2016). Son yillarda yurt
disindan kontrolsiiz bir sekilde getirilen farkli kiraz cesitleriyle yeni bahgeler tesis
edilmekte ve iiretim alan1 giderek artmaktadir.

2017 yilinda Tiirkiye kiraz tiretimi 854,009 dekar alanda yapilmis ve 627,132 ton
kiraz elde edilmistir. 2017 yili Kahramanmaras ilinde kiraz tiretimi ise 20,156 dekar
alanda ve toplam 17,945 ton kiraz iiretimi gerc¢eklestirilmistir (Anonim, 2017).

Ulkemizde kiraz agaclarinda sorun olusturan fungal, bakteriyel ve viral hastaliklar
konusunda birgok g¢alisma yapilmis olmakla birlikte fitoplazma hastaliklart ile ilgili
caligmalar olduke¢a sinirli kalmistir.

Fitoplazmalar, Mollicute smifina dahil olan, bakterilere benzeyen tek hiicreli,
hiicre duvar1 olmayan, obligat paraziter bitki patojenleridir. Filogenetik olarak diisiik
oranda G+C igeren, gram +, hiicre duvar1 olmayan bir grup mikro organizmalardir
(Weisburg ve ark., 1989). Fitoplazmalarin diinyada yiizlerce iirlinde hastalik yaptigi
bildirilmistir (Lee ve ark., 2000). Fitoplazma hastaliklarinin bazilar1 konukgu dizisi ve
yayitlimi bakimindan olduk¢a smirli kalmigsa da, tiim diinyada oldukga fazla bitki
grubunda hastalifa neden olduklar1 saptanmistir. Diinyada farkli bitkilerde
fitoplazmalarla iliskili oldugu bilinen en yaygin hastaliklar, misir bodurlasma (corn
stunt), celtik sar1 ciicelik hastaligi (rice yellow dwarf diseases), tropik alanlarda
hindistancevizi dldiiriicli sarilik (coconut lethal yellowing), sandal agact basak hastalig
(sandal spike disease), paulownia cadi siipiirgesi (paulownia witches’ broom) ekonomik
olarak en onemlileridir. Kiiltiir bitkilerinin yanisira orman agaglar1 da Hindistan, Orta

Afrika, ABD ve Avrupa gibi lilkelerde fitoplazma epidemilerinden dolay1 oldukca fazla



zarar gormektedirler. Meyve agaglarindan elma, armut, erik, kayisi, kiraz, turunggil,
asma ve liziimsli meyvelerin ¢ogunlugu sarilik, yikim, asir1 siirglin olusumu ve cadi
stipiirgesi  olarak adlandirilan fitoplazma hastaliklar1 ile hastalanmaktadir. Diinya
capinda kiiltiire alinan birgok otsu bitki ve yabanci otlarda 6nemli 6lglide epidemi yapan
fitoplazmalar bulunmaktadir (Bertaccini, 2007).

Fitoplazmalar enfekte ettikleri bitkilerin floem dokularinda ve vektor boceklerin
cesitli dokularinda yasamlarini siirdiirmektedirler (Bertaccini ve Duduk, 2010). Dogada
bitkilerin floem dokularinda beslenen vektor bocekler beslenmeleri sirasinda patojenleri
saglikl bitkilere aktarilirlar. Bu patojenler bitkilerin floeminde beslenen yaprakpireleri,
Cixidiae ve Psillidae familyasina bagli boceklerle tasmir ve kisi vektor boceklerin
biinyelerinde veya ¢ok yillik konukgu bitkilerde gegirmektedirler (Sugio ve ark., 2011).
Bu familyalara dahil olan boécekler bitkilerde beslenirken yaptiklart emgi ile patojeni
biinyesine alir ve daha sonra beslenme kanali, tiikiiriik bezleri yolu ile patojeni saglikli
bitkilere aktarma 6zelligine sahiptirler. Bazi ¢alismalar fitoplazmalarin konukgu bitki
biinyesinde diizensiz olarak dagildigini gostermislerdir (Seemiiller ve ark., 1984).
Ayrica odunsu dokuya sahip bitkilerde fitoplazma yogunlugu mevsimsel olarak
dalgalanmalar gostermektedir. Genel olarak bitkinin kdk dokularinda oldukca az sayida
bulunurlarken, govde dokularinda kok dokularmma oranla daha yogun olarak
bulunduklar1 saptanmis ve ayrica en yogun olarak bulunduklar1 dokular yaslh yapraklar
olarak saptanmistir (Christensen ve ark., 2004). Fitoplazmalar ayrica kiiskiit ile de
tasinmaktadir, bu yolla taginma genellikle arastirmalar i¢in fitoplazmalarin Cezayir
meneksesi (Vinca rosea) gibi deneysel konukcu bitkilere aktarilmasi agisindan
onemlidir. Bu sekilde pek cok fitoplazma 1rki cezayir meneksesinde muhafaza
edilmektedir. Fitoplazmalar hastalikli bitkilerden saglikli bitkilere vektor bocekler,
tiretim materyalleri (tohum, asi, ¢elik vb.) (Kaminska ve Korbin, 1999) ve kiiskiit
(Dickinson ve Hodgetts, 2013) kopriileri ile tagimaktadirlar. Tohumla taginma ise hala
aragtirilan bir konu olmakla birlikte, hindistan cevizi gizli sarilik fitoplazmasinin
yoncalara tohumla tasindiginin ama tohumla tasinma oraninin olduk¢a az oldugu
belirlenmistir (Bertaccini, 2007). Fitoplazmalarin yonca, domates, misir ve yaglik
kanola bitkilerinin tohumlariyla da tasinabilme olasiliklar1 cesitli caligsmalarla
gosterilmistir (Khan ve ark., 2002; Botti ve Bertaccini, 2006; Calari ve ark., 2011;
Chung ve Jeong, 2014).



Diinya kiraz yetistiriciliginde dzellikle italya, Cek Cumhuriyeti ve Bulgaristan’da
son yillarda fitoplazmalarla iligkili ciddi sorunlar bildirilmis ve kiraz dliimleri 6nemli
bir sorun olarak ortaya c¢ikmustir. Kirazda ilk geriye Oliim hastalig1r “leptonekrosis”
olarak adlandirilmistir (Goidanich, 1934). Kalifornia’da X-hastalig1 ile enfekteli kiraz
agaclan siddetli simptom gdstermis ve bazi alanlarda kiraz yetistiriciliginin bitmesine
neden olmustur (Steenwyk ve ark., 1995). Hastaligin yayilma hiz1 kullanilan anag¢ ve
vektor populasyonuna bagli olarak degismistir (Suslow ve Purcell, 1982). Prunus
mahalep dayanikli olmasi nedeniyle as1 bélgesinde hipersensitif reaksiyon verdiginden
tizerindeki enfekteli kiraz agacglari hizla olmiistiir (Paltrinieri ve ark., 2008). Diger
anaglarda geriye Oliimiin daha yavas oldugu bildirilmistir (Uyemoto ve ark., 1991;
Kirkpatrick ve ark., 1995).

Amerika’da kiraz bahgelerinde goriilen kuruma nedenleri ile ilgili olarak sunulan
bir raporda sebebin X-hastaligi oldugu belirtilmis ve bu hastaliga 16SrlIIl taksonomik
grubuna ait fitoplazmalarin neden oldugu bildirilmistir. Bu etmenden dolayi, agag
Olimlerinin yilda ortalama %3-5 arasinda meydana geldigi bazi1 durumlarda
yetistiricilerin bahceyi 2-3 yil icinde kaybettikleri rapor edilmistir. Ilk kez 1931 yilinda
Kalifornia’da tanilanan bu hastalik, 20 yil sonra Kalifornia’nin kuzeyindeki Napa ve
Sonoma bolgesindeki kiraz endiistrisini yok etttigi, hastaligin hala diger bolgeler i¢in
potansiyel bir tehdit olmaya devam ettigi, enfekteli agaglardan yaprak piresi Fieberiella
florii tarafindan saglikli agaglara tagindigi rapor edilmistir. Ayrica kuruyan agaglarin
yerine yeni bahgeler tesis ederken, cesitlerin dayanikli olan mahlep iizerine asili olarak
tercih edilmesi gerektigi vurgulanmistir (Lee ve ark., 1992).

Cinde 1989°da kiraz endiistrisini ciddi boyutlarda etkileyen Cin kirazinda (Prunus
pseudocerasus) oldiiriicii sarilik hastaligi (lethal yellows disease) ortaya ¢ikmistir (Zhu
ve ark., 1998). Ilkbahar aylarmin sonuna dogru hastalikli kiraz agaglarinin
yapraklarinda sarilik géze carpmakta ve erken yaprak dokiimii meydana gelmektedir.
Bu agaclar ya hi¢ meyve olusturmamis, ya da ¢ok kiiclik olmustur ve sonugta hasta aga¢
tic dort yil iginde Olmiistiir. Bu hastalia neden olan etmen 16Sr-V (elm yellows)
grubunun wrkidir. Cin’de 2007 yilinda yapilan kiraz agaclarindaki survey sonucunda
agacglarda virescence belirtileri goriilmiis ve bu simptomu gosteren agaglarda
‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (16SrI grubu) fitoplazmasi saptanmistir (Gao ve ark.,
2011).



Avrupa’da simptomlu kiraz bitkilerindeki fitoplazmanin Avrupa sert ¢ekirdekli
meyve sariligt hastaligmma (ESFY) neden olan 16SrX taksonomik grubuna ait
‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ oldugu saptanmistir (Paltrinieri ve ark., 2001).

Cek Cumbhuriyeti’nde kiraz ve visne agaglarinin genellikle aster sariligi
fitoplazmasi1 (16Srl) ile enfekteli oldugu bildirilmistir. Kirazlarda bodurluk, yaprak
kivrilmas: ve sarilik, visnede ise kiiciik yaprak olusumu, agagta kuvvet azalmasi ve
geriye Oliim belirtileri gosteren agaglarin 16Srl grubuna ait ‘Candidatus Phytoplasma
asteris’ ile enfekteli oldugu bildirilmistir. Bunun yan1 sira kirazda elma ¢oklu siirgiin
hastaligina (apple proliferation) neden olan C. Phytoplasma mali, visnede ise C.
Phytoplasma prunorum (16SrX grubu) saptanmistir (Navratil ve ark., 2001). Cek
Cumbhuriyeti’nde 2009-2010 yillarinda yapilan surveylerde ise 25 visne agacindan 9
adedinde fitoplazma tespit edilmis ve bunlarin ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’
oldugu belirlenmistir (Ludvikova ve ark., 2011). Fitoplazma ile enfekteli agaglarda
bodurluk, yaprak kivrilmasi ve sararma; visne agaglarinda ise kiigiik yapraklilik, kiigiik
meyvelilik, seyrek yesil aksam ve geriye 6liim gozlenmistir.

‘Candidatus P. asteris’ ayrica Litvanya’da visnelerde kiraz kiiciikk yapraklilik
hastalig1 olarak tanimlanan asiri siirgiin olusumu, kiicliik yaprak ve geriye 6lim ile
iligkili oldugu ve 16SrI-Q grubuna ait oldugu saptanmistir (Valiunas ve ark., 2009).
Kiigtik yaprak olusumu ve asir1 yaprak dokiimii gosteren visne agaclarinin ise 16SrVI
grubuna ait clover fillodi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Jomantiene ve ark., 2011).

Macaristan’da kiiciik yapraklilik, solgunluk ve geriye Olim simptomlarinin
gozlendigi kiraz agaclarinda 16SrX-B (ESFY) ve 16Srl-B (aster sariligi) fitoplazmalari
tespit edilmistir (Varga ve ark., 2001).

Italya’da siddetli geriye 6liim belirtleri gosteren kirazlarda 16SrV-B, 16SrllI-B ve
16SrXI11-A (Stolbur) grubu fitoplazmalar tespit edilmistir (Paltrinieri ve ark., 2008). Yaz
sezonunun baglangicinda bu agaclarin yapraklari normalden daha kii¢lik olup, kloroz,
kizarma, kivrilma belirtileri gostermekte ve erken dokiilmektedir. Slovakya’da
solgunluk, geriye oliim, ¢icek ve floem nekrozu gozlenen kiraz agaclarinda ise
Candidatus P. mali tespit edilmistir (Mehle ve ark., 2007).

Hirvatistan’da meyve agaglarinin ve bunlarin  vektorlerin - ‘Candidatus

Phytoplasma asteris’ ile enfekteli oldugu bildirilmistir (Krizanac ve ark., 2010).



[ran’da kiraz agaclarmin iki farkli fitoplazma ile enfekteli oldugu bildirilmistir
(Zreik ve ark., 1995). Yaprak kivrilmasi ve cadi siiplirgesi simptomlar1 gosteren Kiraz
agaclarinda ‘Candidatus P. asteris’ saptanmistir. Bununla birlikte 16Sr RNA geni ve
16S-23S yapilan sekans analizlerinde kiigiik yaprak ve rozetlesme simptomlar1 gosteren
kiraz agaglarinda 16Srll grubuna ait ‘Candidatus P. aurantifolia’ tespit edilmistir (Zirak
ve ark., 2010).

Fitoplazmalarin 50 y1l 6nce kesfedilmesinden bugiine kadar yapilan ¢alismalarda
hiicre disinda bir ortamda kiiltiire alinma cabalar1 basarisiz olmustur, bu durum kiiltiire
alman prokaryotlarda uygulanan geleneksel metodlar ile fitoplazmalarin taksonomik
durumlarim1  belirlemeyi  zorlagtirmistir.  Son 30 yila kadar fitoplazmalarin
siniflandirilmas1 ve birbirinden ayirt edilmesi, enfekteli bitkilerde olusturduklar
simptomlara, bitki ve bdcek konukgularmin 6zellismesi gibi biyolojik 6zelliklerine
dayanilarak yapiliyordu. Biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi de uzun zaman almakla
birlikte, is giicli gerektirmekte ve bazen de giivenilir olmamaktaydi (Lee ve ark., 1998).
Molekiiler yontemlere dayali analizler son yillarda giderek artarak fitoplazmalarin
teshisinde ve siniflandirilmasinda daha dogru ve giivenilir sonuglara ulasilmasini
saglamistir. Modern Mollicutes sistematiginde polifazik taksonomi sistemi uyarlanmig
olup, bu sistem son yillarda fenotipik, genotipik ve filogenetik kriterlere gore
uyarlanmistir. Fitoplazma tanisinda uygulanan molekiiler temelli analizlerin biyolojik
caligmalardan daha dogru ve giivenilir oldugu ortaya konulmustur.

Fitoplazmalar in vitro olarak kiiltire alinamadigindan alternatif metodlar
kullanilarak etmenleri saptamak gereklidir. Ge¢gmis yillarda bu amag¢ i¢cin hem DNA
hibridizasyonu hem de serolojik yontemler kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase chain reaction, PCR), bitki ve bocek konukcularindaki fitoplazmay1
belirlemek icin elverigli bir yontem oldugundan son yillarda tercih edilen bir yontem
olmustur. Fitoplazma genomunun, fitoplazmaya 06zgli 16SrRNA  bolgesinin
cogaltilmasiyla elde edilen DNA pargalarindan PCR primerleri gelistirilmistir. Ancak,
16StRNA genomuyla iliskili olan fitoplazmalarin birbirine benzer olmasi bu
fitoplazmalarin ayirt edilmesini zorlagtirmistir. Son yillarda, fitoplazmalarin ayrimini
saglayan bdlgenin 16S ve 23S rRNA genom bolgesi oldugunu saptanmis ve ana
fitoplazma gruplarin1 ayirt etmeyi saglayacak spesifik genom bolgelerine 6zgli PCR

primerleri gelistirilerek yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Smart ve ark., 1996).



Tiim prokaryotlarda oldugu gibi fitoplazmalarin {iniversal olarak tanilanmasi ve
siniflandirilmasi amaciyla 16S ribozomal RNA (16S RNA) gen dizisi bilgileri yaygin
olarak kullanilmaktadir (Bertaccini ve ark., 2014). Bu mikroorganizmalarin hassas ve
dogru tanilanmasi fitoplazma kaynakli hastaliklarin kontrolii i¢in bir 6n sarttir. 16S
rRNA’ya dayali ilk fitoplazma teshisi 1990’lardan (Deng & Hiruki 1991; Schneider ve
ark., 1993) sonra gergeklestirilmistir ve glinimiizde gesitli niikleik asit bazli teknikler
temel alinarak PCR (Baric & Dalla 2004; Zhang ve ark., 1998) yontemi ile devam
etmektedir. Son 30 yilda gelistirilen ¢esitli protokol ve yontemler ile gerek bitki
materyali gerekse vektor bocek biinyesinden fitoplazmalarin varligi tespit edilerek
fitoplazma hastaliklarinin  yayilmasimnin  engellenmesi ve ekonomik etkilerinin
azaltilmas1 amag¢lanmistir.

Fitoplazmalarin  aymriminda ve smiflandirmasinda kullanilan  molekiiler
markorlerden 16STRNA geni en ¢ok kullanilanidir ve fitoplazmalarin teshisinde iyi
sonuglar almmistir. 16S rRNA geni {izerindeki bazi universal veya generik
oligoniikleotid primer ¢iftleri, 16S-23S ig¢sel ara bolge (intergenic space region) ve
kismi 23SrRNA geni dizisini kapsayan primerler diizenlenmis olup, bunlar bitki ve
vektor bocek biinyesindeki fitoplazmalarin DNA’sinin ¢ogalmasini saglamaktadir. 16S
rRNA gen diziliminin, secilen enzimlerle RFLP analizi Schneider ve ark (1993) ve Lee
ve ark. (1993) tarafindan fitoplazmalarin siniflandirilmasinda uygulanmistir. Onyedi
restiksiyon enzimi ile RFLP analizi esas alinarak fitoplazmalarin kapsamli siniflandirma
semasi olusturulmustur. Biiyiik gruplarin ayirimi, 1-2 kb PCR amplikonunun RFLP
goriintlilerinin benzerlik (similarity coefficients) oranma gore hazirlanmistir (Lee ve
ark., 1998). iki farkli grup arasindaki RFLP goriintiilerinin benzerlik oran1 %90 veya
daha azdir. Bir grup igerisinde alt grup olusumlari bu amplikon igerisindeki yan
restriksiyon analizi ile belirlenmistir. Bir bilinmeyen fitoplazma 1rk1 o grubun mevcut
tiyelerininkinden bir veya daha fazla kesim bdlgesine sahipse yeni bir alt grup olarak
belirlenmistir (Bertaccini ve ark., 2014). Bugiine kadar 33 tane fitoplazma grubu ve her

bir grupta da bir veya birden fazla alt grup saptanmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Fitoplazmalarin 16S ribosomal DNA’larinin RFLP analizleri ve/veya

sekans yontemiyle siniflandirilmasi (Bertaccini ve ark., 2014)

16SR STRAIN (ACRONYM) ‘Candidatus sp.’ GENBANK
SUBGROUP NUMARASI
16Srl: Aster yellows (America, Europe, Asia, Africa)
I-A Aster yellows witches’ broom (AYWB) NC_007716
I-A Tomato big bud (BB) L33760
I-B Onion yellows mild strain (OY-M) NC_005303
I-B Aster yellows (MAY) ‘Ca. P. asteris’ M30790
I-C Clover phyllody (CPh) AF222065
I-D Paulownia witches’ broom (PaWB) AY 265206
I-E Blueberry stunt (BBS3) AY?265213
I-F Aster yellows apricot-Spain (A-AY) AY265211
-1 Strawberry witches’ broom (STRAWBI1) U96614
I-K Strawberry witches’ broom (STRAWB2) U96616
I-L Aster yellows (AV2192) AY180957
I-M Aster yellows (AVUT) AY265209
I-N Aster yellows (1oWB) AY265205
I-O Soybean purple stem (SPS) AF268405
I-P Aster yellows from Populus (PopAY) AF503568
I-Q Cherry little leaf (ChLL) AY034089
I-R Strawberry phylloid fruit (StrawbPhF) AY102275
I-S Mexican potato purple top phytoplasma (COAH10) FJ914654
I-U Mexican potato purple top phytoplasma (JALG6) FJ914650
-V Mexican potato purple top phytoplasma (SON18) FJ914642
I-wW Peach rosette-like disease (PRU0382) HQ450211
I-Y “Brote grande” of tomato ‘Ca. P. lycopersici’ EF199549
16Srll: Peanut witches’ broom (America, Africa,

Europe, Asia, Australia)
-A Peanut witches’ broom (PnWB) L33765
I1-B Lime witches’ broom (WBDL) ‘Ca. P. aurantifolia’ U15442
I1-C Faba bean phyllody (FBP) X83432
I1-D Papaya mosaic (PpM) ‘Ca. P. australasia’ Y 10096
I-E Pichris echioides phyllody (PEY) Y16393
I-F Cotton phyllody (CoP) EF186827
16Srlll: X-disease (America, Europe, Asia)
11-A Peach X-disease (PX11CT1) ‘Ca. P. pruni’
11-B Clover yellow edge (CYE) AF173558
I-C Pecan bunch (PB) GuU004371
1-D Goldenrod yellows (GR1) GuU004372
II-E Spiraea stunt (SP1) AF190228
I1-F Milkweed yellows (MW1) AF510724
-G Walnut witches’ broom (WWB) AF190226/AF190227
I-H Poinsettia branch-inducing (PoiBl) AF190223
-1 Virginia grapevine yellows (VGYIII) AF060875
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Cizelge 2.1(Devami). Fitoplazmalarin 16S ribosomal DNA’larinin RFLP analizleri

ve/veya sekans yontemiyle siniflandirilmasi (Bertaccini ve ark., 2014)

I1-J Chayote witches’ broom (ChWBIII) AF147706
-K Strawberry leafy fruit (SLF) AF274876
Ii-L Cassava frog skin disease (CFSD) EU346761
-M Potato purple top (MT117) FJ226074
I-N Potato purple top (AKpot6) GU004365
I1-P Dandelion virescence (DanV) AF370119/AF370120
-Q Black raspberry witches” broom (BRWB7) AF302841
M-T Sweet and sour cherry (ChD) FJ231728
"ni-u Cirsium white leaf (CWL) AF373105/AF373106
-V Passion fruit phytoplasma (PassWB-Br4) GU292082
16SrlV: Coconut lethal yellows (America, Africa)

IV-A Coconut lethal yellowing (LYJ-C8) AF498307
IV-B Yucatan coconut lethal decline (LDY) U18753
IV-C Tanzanian coconut lethal decline (LDT) X80117
16SrV: Elm yellows (Europe, America, Asia, Africa)

V-A Elm yellows (EY) ‘Ca. P. ulmi’ AY197655
V-B Jujube witches’ broom (JWB-G1) ‘Ca. P. ziziphi’ AB052876
V-C “Flavescence dorée” (FD-C) X76560
V-D “Flavescence dorée” (FD-D) AJ548787
V-E Rubus stunt (RuS) ‘Ca. P. rubi” AY197648
V-F Balanite witches’ broom (BItWB) ‘Ca. P. balanitae’ AB689678
16SrVI: Clover proliferation (Europe, America, Asia)

VI-A Clover proliferation (CP) ‘Ca. P. trifolii’ AY390261
VI-B Strawberry multiplier disease (MC) AF190224
VI-C Ilinois elm yellows (EY-IL1) AF409069/AF409070
VI-D Periwinkle little leaf (PLL-Bd) AF228053
VI-E Centarurea solstitialis virescence (CSVI) AY270156
VI-F Catharanthus phyllody phytoplasma (CPS) EF186819
VI-H Portulaca little leaf phytoplasma (PLL-Ind) EF651786
VI-I Passionfruit (WB-Br4) ‘Ca. P. sudamericanum’ GU292081
16SrVII: Ash yellows (America, Europe)

VII-A Ash yellows (AshY) ‘Ca. P. fraxini’ AF092209
VII-B Erigeron witches’ broom (ErWB) AY034608
VII-C Argentinian alfalfa witches’ broom (ArAWB) AY147038
16SrVIII: Loofah witches’ broom (Asia)

VIII-A Loofah witches’ broom (LufWB) AF086621
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Cizelge 2.1(Devami). Fitoplazmalarin 16S ribosomal DNA’larinin RFLP analizleri

ve/veya sekans yontemiyle siniflandirilmasi (Bertaccini ve ark., 2014)

16SriX: Pigeon pea witches’ broom (Europe, Asia,
America)
IX-A Pigeon pea witches’ broom (PPWB) AF248957
IX-B Almond witches” broom (AIWB) ‘Ca. P. AF515636
phoenicium’
IX-C Naxos periwinkle virescence (NAXOS) HQ589191
IX-D Almond witches’ broom (AIWB) AF515637
IX-E Juniperus witches’ broom GQ925918
IX-F Almond and stone fruit witches’ broom (N27-2) HQ407532
IX-G Almond and stone fruit witches’ broom (A1-1) HQ407514
16SrX: Apple proliferation (Europe, America)
X-A Apple proliferation (AP) ‘Ca. P. mali’ AJ542541
X-B European stone fruit yellows (ESFY) ‘Ca. P. AJ542544
prunorum’
X-C Pear decline (PD) ‘Ca. P. pyri’ AJ54254
X-D Spartium witches’ broom (SpaWB) ‘Ca. P. spartii”  X92869
X-E Black alder witches’ broom (BAWB(BWB)) X76431
16SrXI: Rice yellow dwarf (Europe, Asia, Africa)
XI-A Rice yellow dwarf (RYD) ‘Ca. P. oryzae’ AB052873
XI-B Sugarcane white leaf (SCWL) X76432
XI-C Leafhopper-borne (BVK) X76429
16SrXII: Stolbur (Europe, Asia, America, Africa,
Australia)
XII-A Stolbur (STOL11) ‘Ca. P. solani’ AF248959
XI1-B XI1-B Australian grapevine  yellows L76865
(AUSGY) ‘Ca. P. australiense’
XII-C Strawberry lethal yellows (StrawLY) AJ243045
XII-D Japanese hydrangea phyllody ‘Ca. P. japonicum’ AB010425
XII-E Yellows diseased strawberry (StrawY) ‘Ca. P. DQ086423
fragariae’
XI-F “Bois noir” (BN-Op30) EU836630
XI-G “Bois noir” (BN-Fc3) EU836647
XII-H Bindweed yellows (BY-S57/11) ‘Ca. P. convolvuli’ JN833705
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Cizelge 2.1(Devami). Fitoplazmalarin 16S ribosomal DNA’larinin RFLP analizleri

ve/veya sekans yontemiyle siniflandirilmasi (Bertaccini ve ark., 2014)

16SrXIll: Mexican periwinkle virescence (America)

XII-A Mexican periwinkle virescence (MPV) AF248960

XI11-B Strawberry green petal (SGP) U96616

16SrXI1V: Bermudagrass white leaf (Europe)

XIV-A Bermudagrass white leaf (BGWL) ‘Ca. P. AJ550984
cynodontis’

XIV-B Bermudagrass white leaf Iran EF444485

16SrXV: Hibiscus witches’ broom (America)

XV-A Hibiscus witches’ broom (HibWB) ‘Ca. P. AF147708
brasiliense’

XV-B Guazuma witches’ broom (GWB) HQ258882

16SrXVI: Sugarcane yellow leaf syndrome (America)

XVI-A Sugarcane yellow leaf syndrome ‘Ca. P. graminis’ AY725228

16SrXVII: Papaya bunchy top (America)

XVII-A Papaya bunchy top ‘Ca. P. caricae’ AYT725234

16SrXVIII:  American potato purple top wilt (America)

XVIII-A American potato purple top wilt ‘Ca. P. DQ174122
americanum’

16SrXIX: Chestnut witches’ broom (Asia)

XIX-A Chestnut witches’ broom ‘Ca. P. castaneae’ AB054986

16SrXX: Rhamnus witches’ broom (Europe)

XX-A Rhamnus witches’ broom ‘Ca. P. rhamni’ AJ583009

16SrXXI: Pinus phytoplasmas (Europe)

XXI-A Pinus phytoplasma (PinP) ‘Ca. P. pini’ AJ310849

16SrXXIlI:

XXI-A Lethal yellow disease Mozambique (LYDM) ‘Ca. KF751387
P. palmicola’

XXI11-B Cape St. Paul wilt disease (CSPW) Y13912/JQ868442

16SrXXIII:

XXII-A Buckland valley grapevine yellows AY083605
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Cizelge 2.1(Devami). Fitoplazmalarin 16S ribosomal DNA’larinin RFLP analizleri

ve/veya sekans yontemiyle siniflandirilmasi (Bertaccini ve ark., 2014)

16SrXXIV:
XXIV-A Sorghum bunchy shoot AF509322
16SrXXV:
XXV-A Weeping tea witches broom AF521672
16SrXXVI:
XXVI-A Sugarcane phytoplasma D3T1 AJ539179
16SrXXVII:
XXVII-A Sugarcane phytoplasma D3T2 AY539180
16SrXXVIII:
XXVIII-A Derbid phytoplasma AY 744945
16SXXIX: Cassia witches’ broom (Asia)
XXIX-A Cassia witches’ broom (CaWB) ‘Ca. P. omanense’ EF666051
16SXXX: Salt cedar witches’ broom (Asia)
XXX-A Salt cedar witches’ broom ‘Ca. P. tamaricis’ FJ432664
16SXXXI: Soybean stunt (America)
XXXI-A Soybean stunt (SoyST1cl) ‘Ca. P. costaricanum’ HQ225630
16SXXXII: Malaysian periwinkle virescence and phyllody
(Asia)
XXXI1I-A Malaysian p. virescence (MaPV) ‘Ca. P. EU371934
malaysianum’
XXXI11-B Malayan yellow dwarf phytoplasma (MYD) EU498727
XXXII-C Malayan oil palm phytoplasma (MOP) EU498728
16SXXXIII:  Allocasuarina muelleriana phytoplasma
(Australia

XXXI1I-A Allocasuarina phytoplasma ‘Ca. P. allocasuarinae’  AY 135523

RFLP ile olusturulan gruplama 16S rRNA dizilerinin analizi ile olusturulan ile
olduk¢a benzerdir. Her bir grubun en az bir fitoplazma tiirii ile temsil edilmesi
onerilmistir (Gundersen ve ark., 1994). Son yillarda, yukarda verilen tablo gorsel RFLP
goriintiileri kullanilarak daha ayrintili bir sekilde giincellenmistir (Wei ve ark., 2007;
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2008). Her alt grup tek bir RFLP goriintiisiinden olusmaktadir. Tabloda referans
fitoplazma 1irklarmin RFLP modelleri verilmek zorundadir. Bu goriintiilerin
karsilastirilmas1 ile bir arastirict bilinmeyen bir fitoplazma irkinin 16S rRNA gen
dizisini ya gercek yada bilgisayar araciligi ile olusturulan gorsel RFLP analizi araciligi
ile tanimlayabilir. 16S rRNA geninin dizilemesi gorsel RFLP analizinin olusturulmasi
icin gereklidir. Pratikte, gergek RFLP analizi, bilinmeyen bir fitoplazma hastaliginin 6n
karakterizasyonunda ya ¢ok sayida 6rnek analiz edilecekse veya dizileme imkani yoksa
tercih edilebilir. Cizelge 2.1. fitoplazmalarin en kapsamli smiflandirmasini temsil
etmekte ve fitoplazma irklariin hizli tanist amaciyla kullaniglhi molekiiler markorlerin
gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

16S rRNA geni temelli sistemin fitoplazma siniflandirmasindaki faydasi bu genin
olduk¢a korunmus olmasindandir, bdylece universal oligoniikleotid primerler oldukca
kolay diizenlenebilmekte ve gen bankasindan temin edilebilen dizilerle kapsamli
filogenetik agaclar cizilebilmektedir. Ancak, ¢ok korunmus dogasi nedeniyle, 16S
rRNA geni yakin akraba ama farkli olan fitoplazma strainlerinin ayiriminda yetersiz
kalmaktadir. Bazi alt gruplarin biyolojik olarak birden fazla farkli 1k igerdigi
bilinmektedir.

Ulkemizde sert cekirdekli meyve agaclarindaki fitoplazmalarin saptanmasi
konusundaki ilk simptomolojik bulgular Caglayan ve Gazel (1999) tarafindan
bildirilmis olup daha sonraki yillarda detayli galismalar yapilmistir. izmir’den toplanan
erik ornekleri arasinda sadece bir adet Japon erigi (Prunus salicina) agacinda PCR-
RFLP ile ESFY fitoplazmasi ilk kez iilkemizde tespit edilmistir (Jaraush ve ark., 2000).
Dogu Akdeniz Bolgesi’'nde 2003-2004 yillar1 arasinda sert ¢ekirdekli meyve
bahgelerinde yapilan kapsamli sorvey ¢alismalari sonucunda toplanan 174 adet 6rnekten
dort kayis1 agacinin ESFY fitoplazmasi ile enfekteli oldugu PCR-RFLP yontemi ile
saptanmistir (Caglayan ve ark., 2004). Adana, Hatay ve Igel illerinden toplanan toplam
21 kayisi, badem, seftali ve erik agacindan 4 tanesinin ESFY fitoplazmasi ile enfekteli
oldugu bildirilmistir (Sertkaya, 2005). Ulkemizin bircok bdlgesinde gerek gen
kaynaklarinda gerekse ticari sert ¢ekirdekli meyve bahgelerde fitoplazmalarin varligi
arastirilmig ve gen kaynaklarinda Ca. Phytoplasma prunorum fitoplazmasi %54,8 ticari
bahgelerde ise %3,2 oraninda saptanmis olup etmenin vektorleri konusunda bir kayit

rapor edilmemistir (Ulubas Serce ve ark., 2006).
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2007-2009 yillar1 arasinda yiiriitiilen bir yiiksek lisans ¢aligmasinda Mersin’de
Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii (ABKAE) Miidiirliigi’ niin damizlik kayisi
parselinde bulunan bir¢ok ¢esit ile Mut yoresinde ticari olarak yetistirilen bazi yerli ve
yabanci kayisi gesitlerinin Ca. P. prunorum ile enfesiyon durumunun molekiiler
yontemlerle belirlenmesi amaciyla toplanan 6rnekler PCR-RFLP yontemi ile testlenmis
olup 112 adet simptomlu ve simptomsuz kayisi 6rneginde fitoplazma enfeksiyon orani
% 8.035 olarak belirlenmistir (Altan, 2009).

Dogu Akdeniz Bolgesinde ESFY hastaligmmin vektorleri ve etmeni yayma
potansiyelleri/donemleri konusunda yiiriitiilen bir TUBITAK projesi kapsaminda,
Circulifer  haematoceps, Empoasca spp., Exitianus capicola, Macrosteles
quadripunctulatus, Phlepsius sp, Psammotettix procincialis, P. striatus, Orosius
orientalis ve Zyginidia pullula (Cicadellidae: Homoptera) tiirleri toplanmis ve bu
tirlerden sadece Empoasca spp., Macrosteles quadripunctulatus ve Psammotettix
procincialis ile tasima denemeleri yapilmistir. Yapilan PCR/RFLP testlerinde
Empoasca spp. (1/6), Macrosteles quadripunctulatus (1/8) ve Psammotettix procincialis
(1/12) ESFY tespit edilmistir (Sertkaya, 2005). Ancak, bu ¢alismada saptanan tiirlerin
hi¢ birisi ESFY’nin vektorii olmayip, diinyada bu hastaligin en etkili vektorii olarak
bildirilen Cacopsylla pruni yapilan arazi ¢alismalari sonucunda bulunamamamaistir. Bu
psillidin tilkemizde varlig1 ve hastaligi tasidigina dair ilk bulgular 2010-2011 yillarinda
Ulubas Serce ve ark., (2011) tarafindan yapilan ¢alisma sonucu elde edilmis olup adi
gecen caligmada altt farkli sert ¢ekirdekli meyve yetistiriciligi yapildigi bir¢ok ilde
kapsamli sorvey calismalari yapilmis, C. pruni Adana, Mersin, Bursa ve Yalova
illerinde P. spinosa ve yabani Prunus tiirlerinde bulunurken, Hatay ve Malatya illerinde
bulunamamistir; Mersin ilinden toplanan C. pruni’lerin testlenmesi sonucunda bu
bireylerin Ca. Phytoplasma prunorum i¢erme oranlarinin %23 oldugu tespit edilmistir.

Tiirkiye’de kayisilardan elde edilen i¢ Ca. P. prunorum, iki adet armut ve bir C.
pyri’den elde edilen Ca. P. pyri izolatlarinin imp, aceF, pnp ve SecY genleri kullanilarak
yapilan Karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda 126 kodlu Tiirkiye-ESFY izolatinin diger
Avrupa izolatlarindan farkli olan bir grupta yer aldigi saptanmistir (Danet ve ark.,
2011).

Tiirkiye’deki sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda fitoplazma hastaliklar1 konusunda

baz1 caligmalar bulunmasina ragmen, kiraz agaclarinda bulunan fitoplazmalarin
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molekiiler karakterizasyonu ve vektorleri konusunda caligmalar hala eksiktir. Bu
caligmada, Kahramanmaras ilinde yetistirilen kiraz agaclarindaki fitoplazmalarin
varliginin  PCR-RFLP analizleri ile belirlenmesi, fitoplazma ile enfekteli Kkiraz
bahgelerinden ve c¢evredeki dogal ot populasyonundan toplanan olasi vektor adayi
bocekler teshis edilerek molekiiler yontemlerle bocek biinyesinde fitoplazma varlig
arastirilmasi, hem fitoplazma hem de boceklerin konuk¢usu durumunda olan yabanci
otlarda fitoplazmalarin varhi§inin belirlenmesi, vektor boceklerle saglikli kiraz
fidanlarina tasima denemelerinin yapilarak vektér olma potansiyellerinin belirlenmesi

amaglanmstir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Yapilan bu ¢aligmada Kahramanmaras ilinde kiraz yetistirilen il¢elerinden kiraz
ornekleri, yabanci otlar ve bu alanlardan toplanan Psyllidae ve Cicadellidae
familyalarina ait bocek tiirleri, calismanin materyalini olusturmustur. Kahramanmaras
ilinde yapilan arazi ¢alismalar1 sonucunda toplam 52 Kiraz, 5 visne ve 4 yabanci ot
olmak iizere toplam 61 bitki Ornegi toplanmis ve c¢alismada materyal olarak

kullanilmastr.

3.2.Yontem

3.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Kahramanmaras ilinde 6zellikle kiraz yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi
Bertiz, Andirin ilgelerindeki kiraz bahgeleri Mart-Aralik aylar1 arasinda ziyaret edilerek
giidimli o6rnekleme ile bitki Ornekleri toplanmistir. Fitoplazmalara 6zgii yaprak
deformasyonlari, kismi dal kurumalari, bodurluk, sarilik, kloroz, cadi siipiirgesi
olusumlart vb. anormallikler gosteren agaglardan ornekler alinmistir. Ayrica Kiraz
agaclariin ilk cicek actigi donemde ¢icek anormalligi gosteren agaglardan da drnekler
almmistir. Kiraz agaglarindan alinan 15-20 cm’lik 7-8 siirglin ve kiraz bahgeleri
igerisinde ve c¢evresindeki simptom gosteren olas1 otsu konukcgulardan toplanan 6rnekler
ayr1 ayr torbalara konulmus ve DNA analizleri yapilincaya kadar +4C’de muhafaza
edilmistir. Toplanan yabanci otlarm tiir teshisi M.K.U. Bitki Koruma Béliimii Ogretim
iiyelerinden Prof. Dr. Ilhan UREMIS tarafindan yapilmistir.

3.2.2. Vektor Boceklerin Toplanmasi ve Tasima Denemelerinin Yapilmasi

Kiraz agaglarinda bulunan fitoplazmalarin vektorii oldugu daha Onceki

calismalarda belirlenmis olan Psyllidae ve Cicadellidae (Homoptera) familyalarina ait
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bocekler, bocegin ergin doneminin aktif oldugu Mart-Nisan aylarindan Aralik ayina
kadar ornekleme yapilarak japon semsiyesi, emgi tiipii ayrica atrap sallama yontemi
kullanilarak toplanmistir. Toplanan bocekler etiket bilgileri ile birlikte plastik kutular
igerisinde canli olarak laboratuvara getirilmistir. Vektér boceklerin toplanmasi ve
morfolojik ayrimlarinin yapilarak gruplandirilmasi ve % 96’lik alkol bulunan eppendorf
tiipler icerisine alinmast M.K.U. Bitki Koruma Béliimii Ogretim iiyelerinden Dr.
Ogretim iiyesi Kamuran KAYA tarafindan, tiir teshisleri ise Adnan Menderes
Universitesi Bitki Koruma Béliimii Ogretim iiyelerinden Prof. Dr. Hiiseyin BASPINAR
tarafindan yapilmistir. Morfolojik olarak tiir teshisleri yapilan boceklerin biinyelerinde
hastalik etmeninin bulunup bulunmadigi belirleninceye kadar -20°C’ de muhafaza
edilmiglerdir. Laboratuvara canli olarak getirilen boceklerin teshisleri yapilmis ve daha
sonra tasima denemelerinde kullanilmislardir. Tasima denemeleri araziden toplanan en
yogun vektor aday tiirlerle kurulmustur.

Tasima denemelerinde araziden toplanan ve morfolojik teshisi yapilan ayni tiir
bocekler ayni saglikli fidana (fitoplazma ari) aktarilmis (ortalama 20 bocek/bitki) ve
biinyelerinde var olan olasi fitoplazmay:r bu konukgu bitkiye aktarmasi saglanmistir.
Tasima denemesi bitkileri giinliik olarak kontrol edilmis ve 6len bocekler etiket bilgileri
ile toplanarak tek birey halinde ekstrakte edilmis ve biinyelerinde fitoplazma
bulundurup bulunmadigi belirlenmeye calisilmistir. Tiim tasima denemeleri 25+1°C
sicaklik, % 60-70 orantili nem ve 16 saat 1siklanma periyodundaki iklim odalarinda 6zel
till kafesler iginde yapilmistir. Tasima denemesinde kullanilan bitkiler simptomolojik
olarak gozlenmis ve deneme kurulduktan yaklasik 6 ay sonra ve her 6 ayda bir DNA
ekstraksiyonu ve takibinde PCR yapilarak patojen tasimasinin gerceklesip

gerceklesmedigi ortaya konulmaya ¢aligilmistir.
3.2.3. Molekiiler Calismalar
3.2.3.1. Niikleik Asit Ekstraksiyonu
Araziden toplanan kiraz bitkilerinden ve tasima denemesi kurulan bitkilerden

niikleik asit ekstraksiyonu DNA Plant mini kitinin (Qiagen) protokoliiniin

modifikasyonu ve Prince ve ark., (1993)’nin yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu
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yonteme gore yaklasitk 1 gr bitki organi (yaprak orta damar1 ve siirgiin)
chloroform/phenol yontemi kullanilarak niikleik asitler ekstrakte edilmistir. DNA
izopropanol ile ¢okeltilerek elde edilen ¢okelti TE buffer’da [10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, (pH 8.0)] ¢Oziindiiriilmiis ve PCR c¢alismalar1 yapilincaya kadar —20°C’de
muhafaza edilmistir.

Araziden toplanan ve morfolojik olarak teshis edilen psillidlerden DNA
ekstraksiyonlar1 Wasko ve ark. (2003)’na gore bazi modifikasyonlarla TNES metodu
kullanilarak yapilmistir. Bu yonteme gore, psillidler tek bireyler halinde 96 g¢ukurlu
derin ¢ukurlu (2 ml) plakalarin g¢ukurlarina yerlestirilmis ve TNES ekstraksiyon
tamponunda (50 mM; 400 mM NaCl; 20 mM EDTA,; %0,5 SDS ve 0,2 ug/ul Proteinaz
K) tim gece 55°C’de inkiibe edilmistir. Her tiipe 5 ul 5 M NaCl eklendikten sonra 30
dakika 3700 rpm’de santrifiij edilmistir. Ustte toplanan sivi yeni plakalara alinarak
tizerine 400 pl soguk absolute alkol eklenerek DNA’nin ¢okelmesi saglandiktan sonra
%70 alkol ile yikanmis ve 60 pl steril su ile sulandirildiktan sonra g¢alismalarda
kullanilmak tizere —20°C’de muhafaza edilmistir.

Bitkilerden ve boceklerden extrakte edilen DNA’larin miktar ve kalitelerinin
Olgtimleri Nanodrop spektrofotometre ile olgiilerek degerlendirilmistir.Fitoplazma
gruplarini temsil eden izolatlarin pozitif DNA ornekleri X. Foissac (INRA, Fransa) ve
A. Bertaccini (Italya)’dan temin edilmistir. Saglikli kiraz yapraklar1 PCR analizlerinde

negatif kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Izole edilen bitki ve bdcek DNA’lar1  Direkt- ve Nested-PCR yontemiyle
testlenmiglerdir (Lee ve ark., 1992). Direkt-PCR asamasinda niikleik asitler 1/50
oraninda sulandirilarak 1pl DNA 50 pl reaksiyon karigimina eklenmistir. Reaksiyon
karisimi 10XPCR buffer (100mM Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI, % 0.01 gelatin), 1,5
mM MgClz, 250 uM dNTP’ler, 20 pmol primerler, 2 inite Tag polimeraz’dan
olugsmustur. Direkt-PCR dongiisii; P1/P7 primerleri kullanilarak 94°C’de 2 dakika
denatlirasyondan sonra, 94°C’de 1 dakika, 57°C’de 2 dakika ve 72 °C’de 3 dakikadan
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olusan 35 dongiiyii takiben 72°C’de 10 dakikadan olusmustur. Direkt-PCR’dan sonra
uygulanan Nested-PCR’da kullanilan primerler Cizelge 4.1’de verilmistir. Nested PCR
reaksiyon karigimma 1/50 oraninda sulandirtlmis Direkt-PCR iriinlerinden 1 pl
eklenmistir. Nested-PCR’da ise tiipler 94°C’de 2 dk; 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
55°C’de 30 sn. baglanma, 72°C’de 1 dk uzama 35 dongii seklinde gergeklestirilmis ve
son uzama 72°C’de 5 dk olacak sekilde yapilmistir (Lee ve ark., 1998). PCR iiriinlerinin
%1.2’1ik agaroz jelde elektroforezi yapildiktan sonra ethidium bromide ile boyanmis ve
sonuglar UV transilluminatérde gozlenerek fotograflanmistir (Varga ve ark., 2001).
Universal fitoplazma primerleri ile teslenen bitki ve bdcek orneklerinde fitoplazma
pozitif saptanan ornekler grup spesifik primerler kullanilarak hangi gruba ait olduklari

belirlenmeye ¢alisilmustir.

Cizelge 3.1. Bitki ve bocek orneklerinden fitoplazma teshisi amaciyla yapilan yapilan

PCR analizlerinde kullanilan primerler, baz dizileri ve elde edilen baz uzunluklar

PCR DNA

tipi Uzunlugu Prigy Primer baz dizisi 5°-3’ Kaynaklar
Adi
(bp) o
Direkt P1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA Deng ve Hiruki,
1991
1800
PCR p7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Smart ve ark.. 1996
fo1 CGGAAACTTTTAGTTTCAGT Lorenz ve ark.
1050 1995
101 AAGTGCCCAACTAAATGAT
(1&?;58': GCTTTTACTGACGCTGAGGC Gibbs ve ark., 1995
550
(1&2;232 CTTCAGCTACCCTTTGTAAC
Nested
PCR fu3 TTCAGCTACTCTTTGTAACA Lorenz ve ark.,
880 1995
rus CGGCAATGGAGGAAACT
F1 AAGACGAGGATAACAGTTGG Davis ve Lee, 1993
1050
B6 TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG Eggg"a” ve ark,
RI6R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACC CCG  Lee ve ark., 1995
1240

R16F2 GAAACGACTGCTAAGACTGG
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3.2.3.3. RFLP Analizi

PCR iiriinlerinin RFLP analizleri amactyla secilen PCR {iriinlerinden 5-15 pl’si
restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Sspl, Rsal) ile kesilmistir. Elde edilen restriksiyon
tirtinleri %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus, ethidium bromide ile boyanmis

ve sonuglar UV trans-illuminatorde gozlenerek fotograflanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arazi Calismalar1 ve Simptomolojik Gozlemler

Proje kapsaminda survey yapilan illerde kiraz bahgelerinde sararma (Sekil 4.1),
kismi dal kurumalar1 (Sekil 4.2), asir1 siirgiin olusumu ve ¢igek tomurcuklarinin ve
yapraklarinin sik gelisimi (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6) gibi fitoplazmaya benzer simptomlar
kiraz agaclarinda goézlenmistir. Yapilan arazi sorveylerinde visne agaclarinda
fitoplazmaya oOzgli simptom gozlenmemistir. Kiraz bahgelerinde horoz ibigi
(Amaranthus sp.), fenerotu (Physalis sp.) ve yabani yonca (Medicago sp.) gibi yabanci
otlarda fitoplazmaya 6zgili simptomlarda ziyade mozaik, sararma ve damar bantlagsmasi
gibi viriis benzeri simptomlar goézlenmistir (Sekil 4.7, 4.8, 4.9). Yapilan arazi

calismalar1 sonucunda toplam 52 kiraz, 5 visne ve 4 yabanci ot 6rnegi alinmstir.

Sekil 4.1. Sararma simptomu gozlenen kiraz agaglar
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Sekil 4.2. Kiraz agaclarin bazi dallarinda gézlenen dal kurumalar:

Sekil 4.3. Kiraz agaglarinda gozlenen asirt siirgiin olusumu simptomu
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Sekil 4.4. Kahramanmarag’in Andirin ilgesi’nde kiraz agacglarinda gozlenen asir1 siirgiin
olusumu simptomu

Sekil 4.5. Kahramanmaras Andirin ilgesi’nde kiraz agaglarinda gézlenen bogum
noktasindan birden fazla siirgiin ¢ikis1 simptomu
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Sekil 4.6. Kahramanmaras Andirin ilgesi’nde kiraz agacinda gozlenen asir1 siirgiin
olusumu simptomu

Sekil 4.7. Kahramanmarag’tan toplanan Medicago sp. (yabani yonca)’de gozlenen
mozaik ve sararma simptomlari
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Sekil 4.8. Kahramanmarag’tan toplanan Amaranthus sp. (horoz ibigi)’de gozlenen
damar bantlagsmas1 ve mozaik simptomlari

Sekil 4.9. Kahramanmarag’tan toplanan Physalis sp. (fener otu)’de gbzlenen damar
bantlagmas1 ve mozaik simptomlar1
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4.2. Bitkilerden niikleik asit izolasyonu

Araziden toplanan biitiin kiraz, visne ve yabanci ot drneklerinden, bunun yaninda tasima
denemesinde kullanilan tiim kiraz bitkilerinden (tasima denemesi yapilmadan once ve
sonra 6 ay ara ile 3 kez) DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstarkte edilen bitki ve
bocek DNA’larin kalite ve miktart Nanodrop (NanoDrop 2000c, Thermo Sci, A.B.D)
cihaziyla Ol¢lilmiistiir. Yapilan ol¢timlerde her iki yontemle de hem kiraz hem de visne
agaclarindan ekstrakte edilen DNA’larin birbirine yakin degere sahip oldugu, kalite ve
miktarinin ise DNA amplifikasyonu i¢in yeterli diizeyde oldugu bulunmustur (Sekil

4.10, 4.11, 4.12)

Sekil 4.10. Prince ve ark., (1993)’na gore ile ekstrakte edilen 33 numarali kiraz
DNA’sinin spektrofotometre ile 6l¢iim grafigi (Konsantrasyon:119.5 ng/ul,
0OD260/280:1.93, 0D260/230:1.69)

b 0 o . i i o L Yo s 1 1
mralerh (5

Sekil 4.11. Prince ve ark., (1993)’na gore ile ekstrakte edilen 56 numarali visne
DNA’sinin spektrofotometre ile 6l¢iim grafigi (Konsantrasyon:101.1 ng/ul, OD
260/280:1.91, OD 260/230:1.56)
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Sekil 4.12. DNA Plant mini Kkitinin (Qiagen) modifikasyonu ile ekstrakte edilen 83
numarali kiraz DNA’nin spektrofotometre ile 6l¢iim grafigi(Konsantrasyon: 237.2
ng/ul, OD 260/280:1.83, OD 260/230:1.33)

Araziden toplanan bitki drneklerinin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen bitki

DNA’lar1 direk- ve nested-PCR yontemleriyle analiz edilmistir (Sekil 4.13).

M 12 3 4 5 6,7,8..9.1011.:12 13 14,45.1617/ 18 19..20,.21..27 23.:94: .25,.26:.27.:28 429.30..31.32

M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 ES AP

Sekil 4.13. M1/M2 primerleri ile yapilan nested-PCR analizleri sonucu elde edilen
agaroz jel goriintiisii. M: Lambda DNA DNA ladder (MBI Fermentas). 1-52:
Kahramanmaras ilinden toplanan kiraz 6rnekleri; 53-57: Kahramanmaras ilinden
toplanan visne 6rnekleri; 58-61: Kahramanmaras toplanan yabanci ot érnekleri, 62: Su
kontrol; ES: ‘Ca. Phytoplasma prunorum’; AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’pozitif
kontroller.
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4.3. Vektor boceklerin toplanmasi ve tasima denemelerinin yapilmasi

Kiraz agaglarindan darbe yontemiyle, bahge igindeki yabanci otlardan da atrap
sallama yontemiyle toplanan vektor (Sekil 4.14, 4.15) boceklerin morfolojik olarak tiir
teshisleri yapilmistir. Vektor boceklerden extrakte edilen (Sekil 4.16, 4.17) DNA’larin
miktar ve Xkalitelerinin Olgtimleri Nanodrop spektrofotometre (NanoDrop 2000c,
Thermo Sci, A.B.D) ile dlgiilerek degerlendirilmistir (Sekil 4.18, 4.19, 4.20, 4.21).
Yapilan 6l¢iimlerde boceklerden ekstrakte edilen DNA’larin kalite ve miktarinin DNA
amplifikasyonu i¢in yeterli diizeyde oldugu bulunmustur. Boceklerden ekstrakte edilen

DNA’lar Nested-PCR yontemiyle testlenmislerdir (Sekil 4.21, 4.22).

Sekil 4.14. Kiraz agaglarinda darbe yontemiyle japon semsiyesine diisen boceklerin

emgi tlipli yardimiyla toplanmasti
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Sekil 4.16. Morfolojik teshisi yapilmis olan boceklerin %96 alkol igceren tiipten

alinmasi, yikanmasi ve kurutulmasi
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Sekil 4.17. Ekstraksiyon amaciyla plakalara boceklerin yerlestirilmesi

10mm Absorbance

2402 16icosimg2G
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Sekil 4.18. Wasko ve ark. (2003)’nin metodunun bazi modifikasyonlariyla ekstrakte
edilen Psammotettix striatus (2G) DNA’sinin spektrofotometre ile 6l¢iim grafigi

(Konsantrasyon: 302.2, 260/280:2.04, 260/230:1.47)
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Sekil 4.19. Wasko ve ark. (2003)’nin metodunun bazi modifikasyonlariyla ekstrakte
edilen Psammotettix striatus (1G) DNA’sinin spektrofotometre ile 6l¢iim grafigi

(Konsantrasyon: 99.7, 260/280:2.06, 260/230:1.00)
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Sekil 4.20. Wasko ve ark. (2003)’nin metodunun bazi modifikasyonlariyla ekstrakte
edilen Psammotettix provincialis (2A) DNA’smin spektrofotometre ile 6lglim grafigi

(Konsantrasyon: 89.7, 260/280: 2.06, 260/230:1.36)
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Sekil 4.21. Wasko ve ark. (2003)’nin metodunun bazi modifikasyonlariyla ekstrakte
edilen Psammotettix striatus (2B) DNA’sinin spektrofotometre ile l¢iim grafigi

(Konsantrasyon: 196.0, 260/280:2.06, 260/230:1.47)
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Akdeniz bolgesi’'nde kiraz bahgelerinden toplam 1339 adet Cicadellidae
familyasina ait bocek toplanmistir. Toplanan bdcek Ornekleri teshis edildikten sonra
Nested-PCR yontemiyle analiz edilmis ve 1339 bocekten 231 tanesi fitoplazma pozitif

olarak saptanmis (Sekil 4.22, 4.23) olup bocek biinyesinde fitoplazma enfeksiyon orani
%17.25 olarak belirlenmistir.

6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 “48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64

M 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 K AP.&W
g 13 =

Sekil 4.22. Kahramanmaras ili kiraz bahgelerinden toplanan ve tiir teshisi yapilan
Cicadellidae familyasina ait boceklerin M1/M2 primerleri ile yapilan nested-PCR
analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii.1-92: Araziden toplanan Cicadellidae
familyasina ait farkli bocek tiirleri. —K: Negatif kontrol, AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’;
PD: ‘Ca. Phytoplasma mali’ pozitif kontroller. W: Su kontrol

M™1 2 3 456 Taes O 10111213_:]._41515171819202122ia252627-KSuaAPm

o

Sekil 4.23. Kahramanmaras ili kiraz bahgelerinden toplanan ve tiir teshisi yapilan
Cicadellidae familyasina ait boceklerin M1/M2 primerleri ile yapilan nested-PCR
analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. 1-27: Araziden toplanan Cicadellidae
familyasina ait farkli bocek tiirleri. —K: Negatif kontrol, Su: Su kontrol, ES: ‘Ca.
Phytoplasma prunorum’; AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’; PD: ‘Ca. Phytoplasma mali’
pozitif kontroller.
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Kahramanmaras ilinden toplanan ve Cicadellidae familyasina ait bocekler, birey

sayilar1 ve biinyelerinde fitoplazma saptananlarin sayilar1 ve fitoplazma ile %

enfeksiyon durumu Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kahramanmaras ilinden toplanan Cicadellidae familyasina ait tiirler ve
bocek biinyelerinde fitoplazma bulunma durumu

Bocek ad1

Fitoplazma
enfekteli/testlen
en toplam disi
birey sayisi

Fitoplazma
enfekteli/testlen
en toplam erkek
birey sayisi

Fitoplazma
enfekteli/testlen
en toplam nimf
sayisli

Fitoplazma
enfekteli/testlen
en toplam birey
sayisl

Psammotettix

provincialis 18/40 41/64 0/0 59/104
Psammotettix striatus 21/130 28/167 0/0 49/297
Balclutha hebe 2/6 4/8 0/0 6/14
Empoasca sp. 5/41 0/4 0/4 5/49
Hardya anatolica 0/3 3/8 0/0 3/11
Anaceratagallia ribauti  0/0 2/11 0/0 2/11
Asymetrasca decedens 1/26 0/31 0/0 1/57
Anaceratagallia laevis  0/1 1/6 0/0 1/7
Anaceratagallia sp. 1/3 0/0 0/0 1/3
Typhlocyba sp. 0/49 0/23 0/0 0/72
Zyginidia pullula 0/30 0/17 0/0 0/47
Erythroneura 0/30 0/11 0/0 0/41
Circulifer haematoceps  0/30 0/6 0/0 0/36
Psammotettix sp. 0/34 0/2 0/0 0/36
Cicadulina bipunctella  0/3 0/4 0/0 0/7
Circulifer sp. 0/1 0/1 0/0 0/2
Macrosteles laevis 0/1 0/0 0/0 0/1
Zyginella pulchra 0/0 0/1 0/0 0/1
Toplam 48/428 79/364 0/4 127/796

Kahramanmaras ili kiraz bahgelerinden toplanan boceklerden Cicadellidae

familyasina ait boceklerden 428 tane disi, 364 erkek ve 4 nimf olmak {izere toplam 796

adet bocek testlemeye alinmistir. Bu boceklerin biinyesinde fitoplazma bulunma orani

Nested-PCR anlizleriyle %15.95 olarak saptanmis olup, testlenen erkek bireylerde

fitoplazma oram1 %21.70 iken bu oran disi bireylerde %11.21 olarak bulunmus olup

nimflerde fitoplazma saptanamamuistir. Arazi ¢alismalar1 sonucunda en yogun bulunan

tiirler Psammotettix striatus ve Psammotettix provincialis olarak belirlenmis olup, bu 2

tir toplanan Cicadellid tiirlerinin yaklasik yaris1 kadardir. Nested-PCR yontemiyle

testlenen Psammotettix provincialis bireylerinin biinyesinde fitoplazma bulunma orani

%56.73 iken Psammotettix striatus bireylerinde bu oran %16.49°dur. Balclutha hebe’de
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fitoplazma bulunma orant %42.85 iken, Empoasca sp.’de fitoplazma bulunma orani
%10.20, Hardya anatolica’da %27.27, Anaceratagallia ribauti tiriinde %18.18,
Asymmetrasca decedens bireylerinde bu oran %1.75, Anaceratagallia laevis te %14.28,

Anaceratagallia sp.’de ise bu oran %14.28 olarak belirlenmistir

4.4, Tasima denemeleri ve PCR Analizleri

Araziden toplanan ve canli olarak iklim odasina getirilen bocekler mikroskopta
familya ve tiir bazinda ayrimlar1 yapilan Cicadellidae ve Delphacidae familyasina ait
bocekler 1-2 yasindaki saglikli kiraz fidanlar1 tizerine aktarilmis ve tasima denemeleri
Kurulmustur (Sekil 4.24, 4.25). Araziden canli toplanan bocekler havalarin asir1 sicak
olmasi ve mesafe uzakligi nedeniyle M.K.U. iklim odasma getirilinceye kadar
yarisindan ¢ogu oOldiigiinden tasima denemelerinden bazilar1 araziye tasinan saglikli

fidanlara kurulmus ve bu bitkiler hemen iklim odasina getirilmistir (Sekil 4.26, 4.27).

Sekil 4.24. Tasima denemesi amaciyla araziden toplanan bdceklerin binokiiler altinda
secilmesi ve sayilmasi
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Sekil 4.27. Tagsima denemesi yapilan bitkilerden bir goriintii

Tasima denemelerinde 10 farkli saglikli kiraz bitkisi kullanilmigtir. Tasima
denemesinde kullanilan boceklerin listesi ve blinyelerinde fitoplazma iceren tiirlerin

sayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Tasima denemesinde kullanilan bocekler ve biinyelerinde fitoplazma
bulunma durumu

Tasima Tasima Fitoplazma Fitoplazma Fitoplazma

denemesi  denemesinde enfekteli/testle  enfekteli/testle  enfekteli/testle

bitki no kullamilan nen toplam disi nen toplam nen toplam
bocek tiirii birey sayisi erkek birey birey sayis1

sayisl

1 P. striatus -/5 -/16 -/21

2 P. striatus -/10 -/9 -/19

3 P. striatus -/10 -/15 -/25

4 P. striatus -/6 1/5 1/11

5 P. striatus -/3 1/9 1/12

6 P. striatus 1/16 1/13 2/29

7 P. striatus 5/18 2/12 7/30

8 P. striatus 5/12 2/11 7/23

9 P. striatus 217 3/8 5/15

10 P. striatus 1/10 9/15 10/25

Toplam 14/97 19/82 33/179

% enfeksiyon 14.43 23.17 18.43

Yapilan tagima denemelerinde kullanilan P. striatus bireylerinin biinyelerinde
fitoplazma bulunma oran1 % 18.43 olmustur. Disi vektdr boceklerle bu oran % 14.43
iken erkek bireylerde %23.17 olarak bulunmustur (Sekil 4.28).

Saglikli 10 tane Kiraz bitkisine kurulan tagima denemesinde bitkiler Nested-PCR
yontemiyle 6 ayda bir testlenmistir. Tasima denemesi kurulduktan sonraki ilk 6 ayda
yapilan testlemede 10 adet kiraz bitkisinin 5 adedinin fitoplazma ile enfekteli oldugu

sonraki 6 ayda ise 2 bitkinin daha fitoplazma enfekteli oldugu saptanmistir (Sekil 4.29).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 ES AP PD W

Sekil 4.28. Farkl1 Cicadellid tiirler ile kiraz bitkilerine kurulan tasima denemesi
boceklerinin P1P7 primerini takiben fU3/fUS {iniversal primeri kullanilarak yapilan
nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. 1-17: Tagima
denemesinde kullanilan P. striatus bireyleri; M: Lambda DNA DNA ladder (MBI
Fermentas), ES: ‘Ca. Phytoplasma prunorum’; AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’; PD: ‘Ca.
Phytoplasma mali’ pozitif kontroller. W: Su kontrol
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 ES AP PD W

Sekil 4.29. P. striatus bireyleri ile saglikli kiraz bitkilerine kurulan tasima denemesi
bitkilerinin P1P7 primerini takiben F1B6 ve M1M2 tiniversal primerleri kullanilarak
yapilan nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. 1-17: Tagima

denemesi kurulan kiraz bitkileri; M: Lambda DNA DNA ladder (MBI Fermentas), ES:
‘Ca. Phytoplasma prunorum’; AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’; PD: ‘Ca. Phytoplasma mali’
pozitif kontroller. W: Su kontrol

Tasima denemesinde kullanilan Cicadellid bireylerle kurulan tasima
denemesinde bireyler oliir 6lmez hemen alinmis ve DNA extraksiyonlarini takiben
Nested PCR analizlerine tabi tutulmuslardir. Tasima denemesi bocekleri direkt PCR’da
P1/P7 nested PCR’da ise F1B6 ve ardindan MIM2 {iniversal primerleri kullanilarak
testlenmistir. Elde edilen fitoplazma izolatlarinin hangi gruba ait oldugunu belirlemek
icin I, III. ve X. Gruplara spesifik primerler kullanilarak yapilan nested-PCR
analizlerinde gerek tasima denmesindeki bocekler gerekse tasima denemesi yapilan

bitkilerde sadece I. Gruba spesifik primerlerle beklenen 1100 bp seviyesinde bant elde
edilmistir (Sekil 4.30, 4.31, 4.32).
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7 8 910 11 121314 1516 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31+4C C

Sekil 4.30. Kiraz bitkilerine kurulan tasima denemesi bitkilerinden toplanan Cicadellid
tiirler P1P7 primerini takiben 1. Gruba spesifik R16IF1/R1 primerleri kullanilarak
yapilan nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel gorintiisii. 1-31: Tagima
denemesinde kullanilan Cicadellid bocekler; M: Lambda DNA DNA ladder (MBI
Fermentas), +C: Aster yellows fitoplazma pozitif kontrol, -C: Su kontrol

3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2728 2930 31 +C C W

Sekil 4.31. Kiraz bitkilerine kurulan tagima denemesi bitkilerinin P1P7 primerini
takiben I. Gruba spesifik R16IF1/R1 primerleri kullanilarak yapilan nested-PCR
analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. 1-31: Tasima denemesi bitkileri, M:
Lambda DNA DNA ladder (MBI Fermentas), +C: Aster yellows fitoplazma pozitif
kontrol, -C: Negatif kontrol, W: Su kontrol

M1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 1112 13 14 151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 +C .C W

Sekil 4.32. Kiraz bitkilerine kurulan tasima denemesinde kullanilan bitki ve boceklerin
P1P7 primerini takiben I. Gruba spesifik R16IF1/R1 primerleri kullanilarak yapilan
nested-PCR analizleri sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. 1-20: Tasima denemesi
bitkileri, 21-30: Tasima denemesinde kullanilan bocekler; M: Lambda DNA DNA
ladder (MBI Fermentas), +C: Aster yellows fitoplazma pozitif kontrol, -C: Negatif
kontrol, W: Su kontrol
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Saglikli kiraz bitkileriyle kurulan tasima denemelerinde tasima yapildiktan bir
y1l sonra yapilan PCR testlemelerinde bitkilerin I. Gruba spesifik fitoplazma ile
enfekteli bulunmasi yaninda tasimada kullanilan boceklerde de aymi fitoplazma
bulunmustur. Araziden toplanan bocek tiirlerinin ve saghkli kiraz bitkilerininde ayni
fitoplazma ile enfekteli bulunmasi tasimanin basariyla gerceklestigini gostermekrtedir.
I. Gruba spesifik primer ¢ifti kullanilarak yapilan nested-PCR analizlerinde testlenen

tiim boceklerde 16StI grup fitoplazma ile %18.18 oraninda enfeksiyon saptanmistir.

4.5. RFLP analizi

Universal primerlerle yapilan Nested-PCR analizlerinde fitoplazma pozitif
bulunan kiraz 6rneklerinin PCR firtinleri RFLP analizleri igin Rsal ve Sspl restriksiyon
endoniikleazlarla kesilmislerdir. RFLP analizine tabi tutulan 4 kiraz 6rneginden 3 tanesi
armut yikim fitoplazmasi (Pear decline, Ca. Phytoplasma pyri), 1 tanesi Avrupa Sert
Cekirdekli meyve fitoplazmasi (European Stone Fruit Yellows, Ca. Phytoplasma
prunorum) ile enfekteli bulunmustur (Sekil 4.32). Sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda Ca.
P. pyri ve Ca. P. prunorum infeksiyonlar1 daha once yapilan galismalarda da rapor
edilmistir (Mehle ve ark., 2007).

ES AP PD L < S AP PD -E

Sekil 4.33. Kahramanmaras ilinden toplanan kiraz 6rneklerinin P1P7 primerini takiben
fU3/fUS tiniversal primer ¢ifti kullanilarak yapilan nested-PCR analizleri sonucu elde
edilen fitoplazma izolatlarinin Rsal ve Sspl enzimleri kullanilarak yapilan RFLP
analizlerinin agaroz jel gortintiisii. 1-4: Kiraz bitkileri; M: Lambda DNA DNA ladder
(MBI Fermentas), ES: ‘Ca. Phytoplasma prunorum’; AP: ‘Ca. Phytoplasma pyri’; PD:
‘Ca. Phytoplasma mali’ pozitif kontroller. -E: Enzim igermeyen negatif kontrol

41



5. SONUCLAR ve ONERILER

Tiirkiye’de meyveciligin ¢ok eski donemler dayandigi bilinmektedir. Sahip
oldugu ekolojik kosullardan dolayr pek ¢ok meyve tiriiniin gen merkezidir. Kiraz
agaclarindaki fitoplazma hastaliklarinin 6nemli verim kayiplarina ve meyve kalitesinde
azalnamara neden oldugu rapor edilmistir. Bazi fitoplazmalar meyve agaglarinda
simptom olusturmadigindan sinsice yayilabilmektedir. Bu nedenle kiraz agaglarinda
fitoplazma hastaliklarinin erken ve dogru teshis edilmesi son derece Onemlidir.
Fitoplazmalarin bitki i¢indeki ve mevsimsel dagilimi diizensiz oldugundan dolayzi,
patojenin teshisinde olduk¢a sorun yasanmaktadir. Yapilacak dogru ve erken teshis
sonucunda fitoplazmalarin saglikli bitkilere yayilmasi1 6nlenecek ve meydana getirecegi
ekonomik kayiplar azaltilacaktir. Bu c¢aligma kapsaminda, Kahramanmaras ilinde
yetistirilen kiraz agaclarindaki fitoplazmalarin varliginin PCR-RFLP analizleri ile
belirlenmis, testlenen kirazlarda fitoplazma enfeksiyon orani %9.61 oldugu ve bu
fitoplazmalarin 16SrX. gruba ait oldugu belirlenmistir. Bu oran saglikli as1 gozii
kullanilmasinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir. Testlenen az sayidaki visne
ve yabanci ot 6rneklerinde herhangi bir fitoplazma saptanamamustir.

Kiraz bahgelerinden toplanan Cicadellidae familyasina giren bdceklerin
biinyesinde fitoplazma enfeksiyon orant %15.95 olarak belirlenmis olup toplanan en
yaygin tiirler olan Psammotettix provincialis bireylerinin biinyesinde fitoplazma
bulunma oran1 %56.73 iken Psammotettix striatus bireylerinde bu oran %16.49 olarak
belirlenmistir. Fitoplazmalarin gerek as1 goziiyle gerekse vektor boceklerle etkin olarak
tagindig: bilindiginden temiz fidan kullaniminin hastalik kontroliinde yeterli olmadigim
gostermektedir.

Tasima denemesi kurulan 10 adet kiraz bitkisinin 7 adedinin fitoplazma ile
enfekteli oldugu saptanmigtir. Tagima denemesinde kullanilan Psammotettix striatus
bireylerinin biinyesinde fitoplazma enfeksiyon orani %18,43 olarak belirlenmistir.

Yapilan bu ¢alisma kapsaminda Kahramanmaras ilinde kiraz yetistirilen
alanlardaki fitoplazmalar, vektorleri velirlenmis olup, etmen ve vektoriiyle etkin
miicadele olanaklarinin yapilmasi ic¢in gerekli Onlemlerin ivedilikle alinmasi

gerekmektedir.
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Ulkemizde kiraz yetistiriciliginde saglikli olmayan bitki materyallerinin
kullanilmasi, sertifikasyon programlarina Onem verilmemesi, kontrolsiiz fidan
ithalatinin yapilmasi ve fidan iiretim merkezlerinin kontrollerinin diizenli yapilmamasi
fitoplazma hastaliklarinin yayilmasini uygun hale getirmektedir. Bu yiizden iilkemizde
sanitasyon ve sertifikasyon programlarinin en kisa zamanda baslatilarak tehlike arz eden

fitoplazma hastaliklarinin yayilmasinin engellenmesi gerekmektedir.
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EKLER

TNES BUFFER(pH 7.5) (100 ml)
5ml 1M Tris(pH 7.5)

8 ml 5M NacCl

20ml 0.5 M EDTA

5 ml 10% SDS

62 ml dH20

% 10 SDS(Sodium Dodecyl Sulfat)
10 gr Sodium Dodecyl Sulfat
100 ml dH20’ ya tamamla

0,5mM EDTA
1M 11t 372,2 gr EDTA
0,5M 11t 186,1 gr EDTA

AGAROS JEL ELEKTROFOREZ (MANIATIS ve ark., 1992)
TAEX50 (100 ml)

0.5 M EDTA pH:8 10 ml
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 24.2 g

Cozelti 100 ml d2H20’ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

PCR iiriiniiniin yiikleme ortami (15 ml 6X stok i¢in)
Bromophenol blue 15 ml

Glycerol 18 ¢

TAEX50 6 ml

Hazirlanan ortam -20 ‘C’de saklanmustir.
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Ethidium Bromide cozeltisi (1 mg/ml 200 ml stok i¢in)

0.5X TAE 200 ml

Ethidium bromide 200 pl

Koyu renkli bir kap iginde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.

%1 Agarose Jel Elektroforezi

1 gr agaroz, 100 ml 0.5XTAE i¢inde mikrodalga firinda eritilmistir. Yaklasik 40°C
sicakliga geldikten sonra, elektroforez iinitesinin jel tepsisine dokiiliip taraklar
yerlestirildikten sonra agarozun donmasit beklenmistir (15-20 dakika). 0.5XTAE ortami

iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
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