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Determination of apple proliferation phytoplasma disease (Candidatus Phytoplasma mali)
in apple orchards in Adana and igel provinces

Adana ve icel illerinde elma bahgelerinde elma ¢oklu siirgiin fitoplazma hastaligi (Candidatus Phytoplasma
mali)’ nin varliginin belirlenmesi
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Aims: In this study, the presence of Apple Proliferation (Candidatus
Pyhtoplasma mali) was investigated in Adana and igel provinces.
Methods and Results: Surveys were conducted in apple growing areas of
Adana and icel provinces between 2013-2016 and 234 trees in 39 different
orchards were investigated for phytoplasma diseases. DNA isolations of
samples, PCR and RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
analysis were performed. Amplicated fragments of 14 out of 234 samples
tested by PCR/RFLP analysis observed as same as “Candidatus
Pyhtoplasma mali” positive control.

Conclusions: Apple (Malus domestica Borkh.) is among the temperate
pome fruits that has been important production areas, and grown for
many years in our country. AP is listed in quarantine in our country and
economically limits apple production in the world. So that, the condition
of the disease is important in the apple growing areas.

Significance and Impact of the Study: This study was conducted to
determine the presence of AP in Adana and igel provinces, and especially
was to reveal the presence of phytoplasma infection in igel.
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GiRiS

Ulkemiz pek cok meyve tiiriiniin {retimine olanak
saglayan iklim kosullari sayesinde uzun yillardir yumusak
ve sert cekirdekli bircok meyvenin vyetistiriciliginde
onemli konumdadir. [hman iklim meyvelerinden biri olan
elma, Rosales takimi, Rosaceae familyasi, Pomoideae alt
familyasina ait olan, Tirkiye’de hemen hemen her
bolgede yetistirilmesinin yani sira vyillar icerisinde
Uretiminde artislar oldugu goézlenen 6nemli bir meyve
tlradir. Yurdumuzda tiiketilen baslica meyvelerden biri
olan elma organik asit ve mineral madde icermesinin
yani sira vitamince zengin bir besindir.

Diinya Uretimine bakildiginda yaklasik 5 milyon hektar
alanda yapilan elma yetistiriciliginin Glkemizde bir 6nceki

yila oranla %3.6 artarak 171 bin hektar alanda yapildigi
gorilmektedir (Anonim, 2017a)Tirkiye’de ise bolge bazli
elma yetistiriciligi yapilan alanlara bakildiginda Akdeniz
Bolgesi Uretimi ton olarak %18.4°Unl karsilamaktadir
(Anonim, 2017a).

Elma vyetistiriciligi yapilan alanlarda ekonomik agidan
ciddi kayiplara neden olan hastalik ve zararllarin bir¢cogu
kimyasal miicadele yontemleri ile dnlenebilmekte ancak
herhangi bir kimyasal miicadelesi olmayan virs, viroid
ve fitoplazma gibi hastaliklar icin 6nleyici veya yayllmayi
engelleyici 6nlemler 6ne ¢ikmaktadir.

Fitoplazmalar  bircok bitki ve aga¢ tirinde
enfeksiyonlara neden olan, bitkilerin floem dokularinda
kolonize olan, floem dokusunun yani sira boéceklerin
vicut sivilarinda c¢ogalabilen ve in vitro ortamlarda
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kiltire alinamayan obligat parazitlerdir (Seemdiller ve
ark., 2002).

Elma Coklu Sirglin Fitoplazma (ECSF) hastaligl olarak
isimlendirilen Avrupa ve Akdeniz Bitki Sagligini Koruma
Orgiitii (EPPO)’niin karantina listesinde bulunan ve
etmeni ‘Candidatus Pyhtoplasma mali’ olan hastalik
elma agaclarinin  6nemli hastaliklarindan biridir.
Ulkemizde ise sinirll bélgelerde varligi tespit edilen
hastalik potansiyel tehlike olarak kabul edilmektedir
(Anonim, 2011). Hastaligin ilk olarak italya’da ortaya
¢ikisindan bu yana Avrupa’da bir¢ok (lkede elma
yetistiriciligi yapilan alanlarda ©6nemli enfeksiyonlar
olusturdugu bildirilmistir (Rui ve ark., 1950; Seemidiller ve
Schneider, 2004). Ulkemizde vyapilan c¢alismalara
bakildiginda 6zellikle 2000°li yillarda Akdeniz Bolgesi,
Ankara, Yalova ve Nigde’de etmenin varligl tespit
edilmistir (Canik ve Ertung, 2007; Sertkaya ve ark., 2008;
Dagtekin, 2009).

Bu calisma kapsaminda Adana ve igel illeri elma
bahcelerinde ECSF'nin yayginhginin PCR/RFLP
analizleriyle belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Calismanin patojen materyali olan ECSF icin Adana ve icel
illerinde fitoplazma simptomlarinin goézlendigi elma
agaclarindan  Ornekler  toplanmistir.  Fitoplazma
gruplarini temsil eden izolatlara ait pozitif kontrol DNA
ornekleri Dr. X. Foissac (INRA, Fransa) ve Dr. A. Bertaccini
(italya)’dan temin edilmis, saglikl GF-305 yapraklari
negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Yontem

Enfekteli Bitki Materyallerinin Temini

Orneklemeler elma vyetistirilen alanlarin %1’ini temsil
edecek sekilde gergeklestirilmis, bununla birlikte ev
bahcelerinden de o6rnekler alinmistir (Bora ve Karaca,
1970). Her iki ilde agaclarda yaprak stipillerinde asiri
blylime, dallarda ¢iplaklasma ve verimde azalma
simptomlarinin gézlendigi agaclarin her birinden, agaci
temsil edecek sekilde dort yanindan siirglin ve yaprak
ornekleri alinmistir. Alinan drnekler ayri ayri polietilen
posetlere konularak etiketlenmis, buzluklar igerisinde
DNA izolasyonu vyapilmak (zere laboratuvara
getirilmistir.

Bitki Materyallerinden DNA izolasyonu

Araziden toplanan bitki materyallerinin DNA izolasyonu
Martini ve ark., (2009) tarafindan modifiye edilen Doyle
ve Doyle (1990) yontemi kullanilarak yapilmistir.
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Bu yontemde 1 gr bitki dokusu havanlar icerisinde sivi
azotla ezilmis, Gzerine 5 ml %2.5 CTAB sollisyonu
eklenmistir (100 mmol I Tris pH 8.0; 1.4 mol It NaCl; 50
mmol | EDTA pH 8.0; % 2.5 CTAB; % 1PVP-40;
ekstraksiyondan hemen 6énce %0.2 2-mercaptoethanol
eklenmistir). Olusan homojenattan 1 ml’si 2 ml’lik tlipe
alinmis ve 65°C'de 30 dakika inkube edilmistir.
inkiibasyonun ardindan tiipler tizerine 1 ml chloroform-
isoamyl alkol (24:1) ilave edilerek hafif¢e karistiriimistir.
Tipler 17.950 g’'de 4°C’ de 15 dakika santrifijlendikten
sonra olusan supernatantin Uzerine 2/3 hacim
isopropanol eklenmistir. Tipler pellet olusumu igin
17.950 g’de 4 °C’ de 15 dakika santrifiijlenmistir. Olusan
pellet %70’lik soguk etanol ile yikanmigtir. Vakumda
kurutulan tlaplere 100 ul TE soltsyonu eklenerek -
20°C’de muhafaza edilmistir.

PCR Analizi

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen DNA’lardan fitoplazma
teshisi Nested PCR ydntemiyle yapilmistir. iki asamali
PCR isleminde ilk PCR’da 1800 bp rin veren P1 (Deng
ve Hiruki, 1991) / P7 (Smart ve ark., 1996) primer ciftleri
(P1:AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA, P7:
CGTCCTTCATCGGCTCTT); ikinci PCR’da AP grubuna
spesifik 1050 bp Urin veren FO1 / RO1 (Lorenz ve ark.,
1995) primer ciftleri (FO1: CGGAAACTTTTAGTTTCAGT,
RO1: AAGTGCCCAACTAAATGAT) kullaniimistir. Direkt-
PCR asamasinda nukleik asitler 1/49 oraninda
sulandirilarak hazirlanan karisimdan 1ul alinip 24 pl’lik
reaksiyon karisimina eklenmistir. Reaksiyon karigimi
10XPCR soliisyonu (100mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM
KCl, % 0.01 gelatin), 1.5 mM MgCl,, 250 uM dNTP’ler, 20
pmol primerler, 2 inite Tag polimeraz’dan olusmustur.
Direkt-PCR donguist; 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 dongilyl takiben 72°C'de 10
dakikadan olusturulmustur. Direkt-PCR’dan  sonra
uygulanan Nested-PCR asamasinda FO1/R01 primerleri
kullanilmistir.  Direkt-PCR  Urinleri  1/49  oraninda
sulandirildiktan sonra, karisimdan 1 pl alinarak yeni
hazirlanan reaksiyon karisimina eklenmistir. Nested-
PCR’da ise tlpler 94°C'de 2 dakika denaturasyondan
sonra, 94°C’'de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C'de 1
dakikadan olusan 35 dongiyi takiben 72°C’de 5 dakika
olacak sekilde yapiimistir (Lee ve ark., 1998).

Jel Elektroforez

PCR Urlnlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla driinler
%1.2’lik agaroz jel elektroforez islemine tabi
tutulmustur. Elektroforez 1XTAE ortaminda
gerceklestirilmis ve jelin hazirlanmasinda da yine ayni
ortam kullanilmistir. Jele 3 pl yikleme tamponu ile
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birlikte 12 pl Nested-PCR Urini karistirilarak yiklenmis
ve 120 Voltta 35 dakika siireyle elektroforeze tabi
tutulmustur. Jelde Urinlerin yiritilme islemi bittikten
sonra jel 1 mg/pul Etidyum bromid iceren 1XTAE
ortaminda 3-5 dakika siireyle boyanmistir. Boyama
isleminden sonra jeller UV transilluminatérde
gozlenerek fotograflanmis ve sonuclar
degerlendirilmistir (Lee ve ark., 1992).

RFLP analizi

PCR drlnlerinin RFLP analizinde Nested-PCR sonucu
referans izolatlarla ayni seviyede bant olusturan
fitoplazma pozitif 6rneklerin PCR drtnlerinin 5-15 pl’si
restriksiyon endontiikleaz enzimleri Rsal ve Sspl ile
37°C'de 1-16 saat kesime tabi tutulmustur. Kontrol
amaci ile farkli fitoplazma gruplarina ait izolatlar da
enzim kesimine dahil edilmistir. Olusan bant profillerine

Sekil 1. icel ilinde PCR / RFLP analizleri sonucu ECSF ile

¢iplaklagsma simptomlari (a,b)
Yapilan ¢alismada Adana ilinde 12 farkli bahge gezilerek
76 6rnek alinmis, icel ilinde ise 27 farki bahge gezilerek
158 6rnek alinmis, bdylece toplamda 39 bahgeden 234
adet bitki 6rnegi toplanmistir. Yapilan Nested-PCR
234 o6rnegin 14 tanesinin
fitoplazma ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Sekil 2).
Fitoplazma ile enfekteli olan o6rneklerdeki fitoplazma

analizleri sonucunda
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gore (Lee ve ark., 1998) ‘Candidatus Phytoplasma mali’
ile enfekteli bulunan 6rnekler belirlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Adana ve igel illerinde elma bahgelerinde elma ¢oklu
sirgiin fitoplazmasinin varliginin belirlenmesi amaciyla
yapilan survey calismalarinda elma agaclarinda dallarda
¢iplaklagsma, stipullerde anormal biylimeler, meyve
veriminde azalmalar gorilen agaclardan ornekler
alinmistir (Sekil 1). EPPO’da hastaligin genel simptomlari
arasinda en tipik olaninin cadi slpirgesi olusumu
oldugu, vyapraklarda ve meyvelerde kicllmelerin
meydana gelebildigi ve yapraklarin yan kulakgiklarinda
anormal bilylimelerin goézlemlenebildigi bildirilmistir
(Anonim, 2017b).

g L
O Seftka YAVYZ )

enfekteli bulunan elma agaglarinda gézlenen dallarda

tlrind belirlemek amaciyla RFLP analizleri yapilmistir.
Genel ve gruba spesifik primerlerle yapilan PCR analizleri
sonucunda  pozitif  bulunan tim  6rneklerdeki
fitoplazmalarin RFLP analizlerinde pozitif kontrol olarak
kullanilan DNA 6rnegi ile ayni jel profili elde edilerek,
fitoplazmanin “Candidatus Pyhtoplasma mali” oldugu

saptanmistir (Sekil 3). Altan ve ark. (2016) yaptiklari
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calismada 16 Sr-X grubuna giren fitoplazma hastaliklari
icin P1/P7 — FO1/R01 primerleri ile 9 farkh karisim
kombinasyonu ve 2 farkli PCR dongisi kullanilarak

Bu
karsilastirarak en stabil yontemi belirlemislerdir.

analizler gergeklestirilmistir. sayede sonuglari

M 142 3 45 67 89 1011 M AR sRDIESAN

Sekil 2. icel ilinden toplanan elma &rneklerinin DNA’larinin FO1/R01 primerleri ile yapilan Nested-PCR analizleri sonucu
elde edilen agaroz jel goriintliisi. M: Molekiiler marker, 1-11: Testlenen elma 6rnekleri, AP: Elma Coklu
Sirgln Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi: Pozitif

kontroller, W: Su kontrol

M 40 8 0GR 4% S AR RR.ES E

padil 4080038 396 4R 8D £5. 5

Sekil 3. icel ilinden toplanan elma érneklerinden elde edilen DNA’larin FO1/R01 primerleri kullanilarak yapilan Nested-
PCR dranlerinin Sspl ve Rsal restriksiyon enzimleri ile elde edilen RFLP Grlnlerinin agaroz jelde olusan bant
profilleri. M: Molekiiler marker, 4, 8, 10, 18, 19, 6: Testlenen elma 6rnekleri, AP: EIma Coklu Sirgin
Fitoplazmasi, PD: Armut Yikim Fitoplazmasi, ES: Avrupa Sert Cekirdekli Sarilik Fitoplazmasi, Pozitif

kontroller, -E: Enzim kullanilmayan kontrol.

ECSF pozitif olarak saptanan agaclardan yeniden 6rnek
almak icin 6 ay sonra ayni bahgeye gidildiginde, bu
agaglarin tamamen kurudugu ve sékimlerinin yapildig
gozlenmistir.

Adana ve Nigde illerinde 2004 yilinda gerceklestirilen bir
calismada 17 farkh bahce gezilerek toplanan 31 6rnekten
6 adetinde ‘Candidatus Phytoplasma mali’ varliginin
tespit edildigi rapor edilmistir (Sertkaya ve ark., 2008).
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Benzer sekilde 2008 vyilinda Egirdir Bahge Kiltirleri
Arastirma  Merkezi, Universitesi  Ziraat
Faklltesi, Isparta ile Osmaniye’deki bazi bahcelerden
toplanan 6rnekler (izerinde yapilan analizler sonucunda
toplanan 150 adet 6rnegin 4 tanesinin ECSF ile enfekteli
oldugu belirlenmis, DNA dizilemesi sonucunda 3 adet
ornegin referans oldugu
konulmustur (Dagtekin, 2009). Yapilan bu ¢alismada ise

Cukurova

izolatla benzer ortaya


http://dergipark.gov.tr/mkutbd

MKU. Tar. Bil. Derg. / MKU. J. Agric. Sci. 2019, 24(1): 15-20

Arastirma Makalesi / Research Article

gerceklestirilen analizler sonucunda ECSF ile enfekteli
bulunan &rneklerin timiniin igel iline ait &rnekler
oldugu Adana ilinden toplanan 6rneklerde herhangi bir
enfeksiyon olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde Oztiirk
ve ark. (2016) elma ve armut yetistirilen Tlrkiye’nin bati
AP
arastirmislardir.

bolgelerinde grubu fitoplazmalarin  varhgini

Isparta, Denizli, Antalya, Karaman,
Nigde, Kayseri, Bursa, Sakarya, Samsun ve Ankara illerini
kapsayan calismada 924 elma ile 850 armut agacini
incelemis, ancak sadece Isparta ve Ankara illerinde
armut yikim fitoplazmasi hastaligini saptamislardir.

Sonug olarak bu calisma, Adana ve icel illerinde ECSF'nin
yayginhginin tespitine yonelik yapilan bir arastirma ve
dzellikle icel ilinde enfeksiyon varliginin ortaya kondugu
bir ¢alisma Caglayan (2014)
yarattikleri calismada fitoplazma simptomu goézlenen

olmustur. ve ark.
armut, nar, hurma, zeytin, kaysi, erik, badem ile seftali
agaclarindaki fitoplazma hastaliklari ve olasi vektorleri
arastirmislardir. 16 Sr-X grubuna ait olan Ca. P. mali'nin
bu gruptaki

bulunma

diger fitoplazma hastaliklarina kiyasla

oraninin ¢ok daha disik oldugunu

belirlemislerdir.

Onceki yillarda Kaya ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir
calisma dogrultusunda bu fitoplazmanin tasinmasindan
sorumlu olabilecek aday psyllid tdrlerinin varhginin
belirlenmis olmasi karantina patojeni olan bu etmenle
ilgili kontrol onlemlerinin alinmasinin zorunlu oldugu
kanaatini ortaya koymustur.

OzZET

Amacg: Bu calismada Adana ve igel illerinde Elma coklu
surgiin fitoplazmasi (Candidatus Pyhtoplasma mali) nin
varligi arastirilmistir.

Yéntem ve Bulgular: Adana ve icel illerinde elma
yetistirilen alanlarda 2013-2016 yillari arasinda yapilan
arazi c¢alismalar sirasinda fitoplazma hastaliklari
acisindan 39 bahge ve 234 agac incelenmistir. Orneklerin
DNA izolasyonlari, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve
RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluklu Polimorfizm)
analizleri yapilmistir.  Sonucglara goére PCR/RFLP
analizleriyle testlenen 234 oOrnekten 14 tanesi
“Candidatus Pyhtoplasma mali” pozitif kontroli ile ayni
blyklikte amplifikasyon olusturmustur.

Genel Yorum: Elma (Malus domestica Borkh.), (ilkemizde
uzun yillardir yetistirilen, yumusak cekirdekliler arasinda
yer alan, onemli (retim alanina sahip iliman iklim
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meyvelerindendir. ECSF tilkemiz karantina listesinde yer
alan ve dinyada elma dretimini ekonomik olclde
sinirlandiran bir hastaliktir. Bu nedenle hastaligin elma
yetistiriciligi yapilan alanlardaki durumu Onem arz
etmektedir.

Calismanin Onemi ve Etkisi: Bu calisma Adana ve igel
illerinde ECSF’nin varhginin tespitine yonelik yapilan bir
arastirma olup 6zellikle icel ilinde enfeksiyon varliginin
ortaya kondugu bir ¢alisma olmustur.

Anahtar Kelimeler: Fitoplazma, elma ¢oklu sirgiin
fitoplazmasi, Canditatus Phytoplasma mali, elma,
Tlrkiye.
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