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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum Diyarbakir Ili Misir Uretim Alanlarinda
Goriilen Fitoplazma Hastaliklarinin Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi baslikl
bu caligmanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima
bagvurmaksizin tarafimdan yazildigin1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem
metin i¢inde hem de kaynak¢ada yoOntemine uygun bicimde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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DIYARBAKIR iLi MISIR URETIiM ALANLARINDA GORULEN
FIiTOPLAZMA HASTALIKLARININ MOLEKULER YONTEMLER iLE
ARASTIRILMASI
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Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. H. Murat Sipahioglu
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2018

Diyarbakir ili Misir iretim alanlarindaki muhtemel fitoplazma hastaliklarini
arastirmak amaciyla 2016 yilinda kapsamli Survey caligsmalar1 yiirtitilmistiir.
Toplanan  numunelerdeki  ‘Candidatus Phytoplasma asteris’, ‘Candidatus
phytoplasma solani’ ve Spiroplasma kunkelii fitoplazmalarmin varligi, iiniversal
primerlerin kullanildigir Nested-PCR yontemi ile arastirilmistir. Tim PCR testlerinde
pozitif ve negatif kontroller bulundurulmustur. Yiiriitilen survey calismalarinda
genel olarak musir bitkilerinde fitoplazma-benzeri belirti gdsteren bitkilerin oraninin
%1’den ¢ok daha az oldugu gbzlenmistir. Elde edilen gézlem sonuglarini laboratuvar
testlerini dogrulamistir. Diyarbakir ili survey alanlarindan toplanan toplam 225 musir
orneginin  hi¢birinde arastirma konusunu olusturan fitoplazma hastaligina
rastlanmamistir. Elde edilen test sonucglarina gore surveyler esnasinda gézlemlenen
kimi fitoplazma-benzeri belirtilerin biyotik ya da abiyotik hastalik etmenlerinden
ileri geldigi anlasilmistir. Yorede yetistiriciligi yapilan misirlarda fitoplazma ve
sipiroplazma hastaliklarinin tespit edilmemis olmasi Diyarbakir ili misir yetistiriciligi

acisindan 6nemli bir sans olarak degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyarbakir, misir, fitoplazma hastaliklari, survey, nested-PCR



ABSTRACT
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30+vii Page
2018

INVESTIGATION OF PHYTOPLASMA DISEASES IN CORN
PRODUCTION AREAS OF DIYARBAKIR PROVINCE BY MOLECULAR
METHODS

Survey were conducted in 2016 in order to investigate possible phytoplasma diseases
in the main corn production areas of Diyarbakir province. The presence of
‘Candidatus phytoplasma asteris', 'Candidatus phytoplasma solani' and Spiroplasma
kunkelii phytoplasms in the collected samples were investigated by Nested-PCR
method using universal primers. Positive and negative controls were included in each
PCR assay. In the survey studies conducted, it was observed that the proportion of
plants showing phytoplasma-like symptoms in maize plants was much less than 1%.
The observations were confirmed the laboratory test results. None of the 225 corn
samples collected from the Diyarbakir province and its districts were found infected
by any phytoplasma diseases screened in this study. According to the test results
obtained, it has been understood that phytoplasma-like symptoms observed in maize
plants were derived from other biotic or abiyotic disease factors. The fact that
phytoplasma and spiroplasma diseases have not been detected in the corn cultivated

in the region is considered as an important chance for Diyarbakir’s maize cultivation.

Key Words: Diyarbakir, maize, phytoplasma diseases, survey, nested-PCR



TESEKKUR

Misir liretimi Diyarbakir ilinde son yillarda olduk¢ca Onem kazanmustir.
Diyarbakir ilinde yaklasik olarak 200.000 dekar alanda musir iiretimi yapilmaktadir.
Diinyada misir liretim alanlarinda fungal, bakteriyel, viral, ve fitoplazma hastaliklari
onemli oranlarda verim kayiplarina neden olmaktadir. Misir iiretim alanlarinda
gorillen ‘Candidatus Phytoplasma asteris’, ‘Candidatus phytoplasma solani’ ve
Spiroplasma kunkelii 6nemli fitoplazma ve spiroplazma hastaliklar1 arasinda yer
almaktadir. Ulkemizde misir iiretim alanlarinda goriilen fitoplazma hastaliklarinin
tespitine  yonelik  giinlimiize kadar yiritilmiis herhangi  bir  ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bugiin itibar1 ile fitoplazma ve spiroplzma hastaliklarin1 6nlemeye yonelik
kullanilabilecek herhangi bir kimyasalin olmamasi bu hastalik etmenlerine karsi

uygulanabilecek kiiltiirel 6nlemleri 6n plana ¢ikartmaktadir.

Yiirtitilen bu c¢alisma tilkemiz misir iiretim alanlarinda verim kayiplarina
neden olan fitoplazma ve sprioplazma etmenlerinin varhiginin tespiti agisindan
olduk¢a Oneme sahiptir. Bu c¢alisma sonucunda Diyarbakir ili misir iiretim

alanlarinda herhangi bir fitoplazma hastaliginin varligi tespit edilememistir.

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismamin her asamasinda bilgi birikimi ve
tecriibeleriyle beni yonlendiren yol gdsteren ozellikle maddi ve manevi olarak
yardimlarin1 esirgemeyen ¢ok degerli hocam saym Prof. Dr. Hikmet Murat
SIPAHIOGLU’ na tesekkiirlerimi sunarim. Calisma sirasinda emegi gegen Yiiksek
lisans ogrencileri Ebru ILHAN ve Neslihan TURGUT’a yardimlarindan dolay:

tesekkiir ederim.

Bu calismanin vyiiriitiilmesinde Inonii iiniversitesi Bilimsel Arastirmalar

Projeler Baskanligi (BAP) 2016.12 nolu proje ile desteklenmistir.
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1.GIRiS

Misir, Zea mays L. bitkisinin anavatant Amerika kitasi olup diinyaya
yayilmasi bu kitanin kesfinden sonra olmustur. Misirin Tirkiye’ye 1600 yillarinda
geldigi bilinmektedir (Kiin, 1997). Diinya niifusunun, enerji ve protein ihtiyacinin
biiyiik bir kismin1 karsilayan tahillar ig¢erisinde misirin ayri bir dnemi vardir. Bir
sicak iklim bitkisi olan musir, sahip oldugu cesit zenginligi ve yiiksek adaptasyon
kabiliyeti nedeni ile diinyanin hemen her yerinde tarimi yapilabilen bir kiiltiir
bitkisidir (Sezer ve Yanbeyi, 1997).

Misirin sistematikteki yeri sdyledir.
Alem: Plantae (Bitkiler)

Sube: Angiospermae (Kapali tohumlular)
Sinif: Monocots ( Tek ¢enekliler)
Takim: Poales

Familya: Poaceae

Cins: Zea

Tiir: Zea mays L.

Maisirin botanik 6zellikleri;

Misir, Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait monokotiledon bir bitkidir.
Poaceae familyasi igerisinde ¢igeklenme bigimi bakimindan diger tiirlerden farklidir.
Cigekleri monoik yapida olup, erkek (tepe piiskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) ayni
bitki tizerinde fakat farkli yerlerde bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozomlu olup
diploid bir bitkidir. Misir, genis adaptasyon kabiliyeti nedeniyle Diinya’nin farkl
bolgelerinde kiiltirii  yapilabilmektedir. 50° kuzey enleminden 50° giiney
enlemlerine, deniz seviyesi ile 3000 m ye kadar olan yiiksekliklerde ve ayrica bir¢cok

toprak tipinde tarimi yapilabilmektedir (Morris, 2002)

Muisir, genis bir kullanim alani olmasi nedeni ile diger tahillara gore oldukga
farkli bir konuma sahiptir. Icerdigi zengin besin maddeleri ile misir, hem insan hem
de hayvan beslenmesinde kullanilabilmektedir. Hayvan beslenmesinde yem
hammaddesi olarak kullanilan misir, insan beslenmesinde ise dogrudan kullaniminin
yan sira birgok gida maddesinin iiretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir.

Muisir danesinin yapisinda ticari degere sahip bir ¢ok kimyasal bilesik vardir. Olgun



bir danede %70-75 nisasta, % 8-10 protein ve % 4-5 yag igerir (Earle ve ark., 1946).
Muisir, nisasta protein ve yag kaynag: olarak kullanilmasinin disinda diger birgok
kullanim alanlar (glikoz; igeceklerde ve regel yapiminda, etanol; biodizel yakit,

plastik yapiminda ve bunun gibi) ile de dikkat gekmektedir.

Diinya musir ekim alanlari, %]11°den fazla artarak 177 milyon hektari
asmistir. Bu alan genislemesinde ABD, Cin, Brezilya ve Ukrayna’nin pay1 énemlidir.
Daha diisiik miktarl1 olmakla birlikte AB, Arjantin ve Meksika gibi diger 6nemli
tiretici iilkelerdeki alan artiglar1 da bu gelisimi desteklemistir.

Tiirkiye nin misir tiretimi 2000 yilinda 2.3 milyon ton iken, 2011 yilina gelindiginde
4.2 milyon tonluk bir iiretim miktarina ulagilmistir. Bu artisin en 6nemli nedeni
verimdeki artis olarak gosterilebilir. Ulkemizde 11,3 milyon ha’lik alanda tahil
tiretimi gergeklestirilmektedir. Bu alanin % 6’sinda misir iiretimi yapilmaktadir.
Diyarbakir ili tahil {iretimi agisindan 6nemli bir yere sahiptir. Diyarbakir ili misir
tiretimi 192.000 da alanda yapilmaktadir. Misirda verim kaybina neden olan 6nemli
ti¢ fitoplazma hastaligi bulunmaktadir. Bunlar misir yaprak zararlis1 Dalbulus maidis
ile taginan Maize bushy stunt phytoplasma, Maize redness disease ( misir kizariklik
hastalig1) ve Maize spiroplasma kunkelii’dir.
Misir yetistirilen alanlarda 6nemli derecede ekonomik kayiplara yol acan
bazi fitoplazma hastaliklar1 sunlardir:
e Misir ¢calimsi ciicelik fitoplazmas1 (Maize bushy stunt phytoplasma)
Bilimsel ismi: ‘Candidatus Phytoplasma asteris’
e Misir kizariklik hastaligi (Maize redness disease) Bilimsel ismi:
‘Candidatus phytoplasma solani’
e Misir ciicelik spiroplazmasi1 (Maize stunt spiroplasma) Bilimsel
ismi: Spiroplasma kunkelii
Misir calimsi ciicelik fitoplazmasi1 (Maize bushy stunt phytoplasma), Hastaligin
ilk belirtileri yaprak kenarlarinda kloroz olusumu goriliir. Aynt zamanda yaslh
yapraklar kirmizimsi bir renk alir. Bitki biiylidiikge hastalik ilerleyerek yeni ¢ikan
yapraklar daha kloritik goriinlime sahip olur ve kenarlar1 yirtik gériiniime sahip olur.
Bitkinin nodlar1 arasinda kisalma ve siirglinlerde artis goriliir. Piiskiiller kisir olarak
olusur. Sicaklik hastaligin siddetini arttirmaktadir.
Misir kizarikhik hastahi@i (Maize redness disease), Misir kizariklik hastaligi
diagnostik simptomlar gosterir. Temmuz ay1 ortalarinda yapraklarda renk degisimi

2



gozlenir. Hastalik 1957 yilinda Sirbistan'n Banat bolgesinde rapor edilmistir.
Belirtiler genelde merkezindedir. Yaprak orta damarinda kizariklik olusur.
Kocanlarda deformasyonlar ve olgunlagsma bozukluklar1 gozlenir.

Misir ciicelik spiroplazmasi (Maize stunt spiroplasma), Enfekteli bitkilerde
bodurluk ve kloritik ¢izgilenmeler goriiliir. Enfekteli bitkiler genellikle kirmizimsi
mor yaprak rengi gostermektedir. Simptomlar iklim kosullari, misir ¢gesidi ve diger
patojenlerin varligina bagh olarak degisebilir. S. kunkelii misir tiretimini sinirlayan
ve Orta ve Giiney Amerika'da ekonomik zarar olarak bildirilmistir. S. kunkelii
verimi% 50 ile (% 70 ortalama),% 90 arasinda degisen azalma ve enfekteli bitkiler

(agirlik olarak) 3 kat daha az tahil {iretimi neden oldugu gdsterilmistir.

Yiiriitiilen bu caligmanin amaci Diyarbakir ili misir iiretim alanlarinda hastaliga yol
acan ‘Candidatus Phytoplasma asteris’, ‘Candidatus phytoplasma solani’ ve

Spiroplasma kunkelii fitoplazma hastaliklarinin varligini arastirmaktir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

Fitoplazmalar prokaryot canlilarin Mollicutes smifinda yer almakta olup,
buyiiklikleri 200-800 nm arasinda degisen, tek hiicreli, hiicre duvari olmayan,
obligat parazitlerdir. Konuk¢u haricinde yasamlarini stirdiiremezler. Konukgu hiicre
sitoplazmasinda biiylir ve ¢ogalirlar ancak elektron mikroskobu ile izlenebilirler.
Fitoplazmalar iki tip niikleik asit icermekte (DNA ve RNA) olup viriisler ile
bakteriler arasinda bir ara form olusturmaktadir. Tomurcuklanma vasitasiyla asekstiel
olarak iirerler. Bitkilerin floem iletim demetinde bulunurlar ve kiiltiire alinamazlar
(Seemiiller ve ark., 2002).

Giintimiizde fitoplazmalar 29 grup ve 89 alt gruptan olugsmaktadir. Hastaliklar
daha onceden adlandirildigindan sonradan saptanan fitoplazma ajanlarinin isimleri
arasinda halen bir diizenleme yoktur. Molekiiler teshis yontemlerinin gelismesi ile
benzer hastalifa neden olan farkli fitoplazmalar saptanmistir. Ayn1 zamanda farkli
adlarla adlandirilan hastaliklarin tek bir fitoplazma tarafindan enfekte edildigi
anlagilmistir. Fitoplazmalar her ne kadar ilk olarak elektron mikroskobu yontemi ile
teshis edilmis olsa bile boyama, serolojik ve DNA’ya dayali yontemler
geligtirilmistir. Serolojik ve DNA teknikleri farkli fitoplazmalarin ayirt edilmesini,
spesifik olarak tespitini ve siniflandirilmasini saglamistir (Welliver,1999).

Fitoplazmalar vektor boceklerle tasinan, bitki floeminde siirli bakteriyel
patojenlerdir ve diinya dogal ekosisteminde ve iiriinlerde yikicit kayiplara neden
olurlar (Lee ve ark., 2000; Bertaccini, 2007).

Onemli bitki patojenleri arasinda yer alan fitoplazmalar énceleri viriis veya
viriis benzeri hastalik etmeni olarak degerlendirilmistir (Spaldon, 1958).

Daha sonra mikoplazmalara benzemesi nedeni ile mikoplazma benzeri
organizma (MBO:MLO: Mycoplasma-like organism) olarak adlandirilmistir (Doi ve
ark., 1967).

Mollicute Taksonomisi Alt Komitesi (the Subcommittee on the Taxonomy of
Mollicutes) tarafindan 1992 yilinda bitki patojeni mollicute’leri ifade etmek iizere bu
patojenlerin “phytoplasma (fitoplazma)” olarak adlandirilmas1 kabul edilmistir
(Anonymous, 1992).

Daha sonra giivenilir molekiiler teknikler ile tanimlamasi yapilan tiirlerin
“Candidatus phytoplasma sp.” olarak isimlendirilmesi uygun goriilmiistir

(Anonymous, 2004). Fitoplazmalar 500 nm c¢aplarinda, tek bir hiicre membrani ile

4



cevrili, belirgin bir sekli olmayan kiiciik bakterilerdir. Kiiltlir ortamina alinamazlar,
canli dokuya muhtagtir. Fitoplazmalar siirekli olarak bitki ve bocekler arasinda
gegisler sayesinde canliligini1 ve yayilisini siirdiirmektedir (Hogenhout ve ark., 2008).

Oldukga tipik belirtiler olusturabilmesi nedeni ile patates stolbur hastaliginin
simptomlara dayali olarak arastirilmasi iilkemizde fitoplazmalar ile ilgili yapilan ilk
calismalar arasinda yer almaktadir (Citir,1985).

Fitoplazmalar sert hiicre duvarlarina sahip degildir, tek bir membranla
cevrelenmistir ve kiiresel veya pleimorfiktir ve mikoplazmalara benzer boyutlara
sahiptir (80-800 nm); Bu nedenle fitoplazmalar 1967'de kesfedildikten sonra
mikoplazma benzeri organizmalar olarak adlandirilmistir (Doi ve ark., 1967).

Fitoplazmalar bocek vektorleri tarafindan bulastirilir ve meyve agaclari ve siis
bitkileri gibi ekonomik acidan 6nemli bitkiler de dahil olmak {izere 700'den fazla
bitki tiirli tizerinde enfekte olurlar (Bertaccini, 2007).

Enfekte olan bitkiler, bodurlasma, sarilik, cadi siipiirgesi (filizlerin
cogalmasi), phyllody (cicek yerine yaprak benzeri dokularin olusumu), virescence
(¢igek organlarinin yesillendirilmesi), proliferasyon (Cicek organlarindan siirgiinlerin
biiyiimesi), mor list (yapraklarin ve damarlarin kizarikligi) ve filomekroz (Hogenhout
ve ark., 2008).

Fitoplazmalar, enfekte olmus bitki konukgularinin floem dokularina
parazitlesir ve bocek vektorleri tarafindan bulasirlar (Christensen ve ark., 2005;
Hogenhout ve ark., 2008).

Fitoplazma genomik o6zelliklerini tanimlamak igin 1990'li yillarda tim
diinyaya cesitli genom projeleri baglatilmis ve baz1 genomik fragmanlar
Klonlanmistir (Miyata ve ark., 2002, 2003; Oshima ve ark., 2002).

Genel olarak, bir fitoplazma genomu, bir kromozom ve essiz bir replikasyon
genine sahip ¢esitli kiigiik plazmidlerden olusur (Nishigawa ve ark., 2001; Oshima ve
ark., 2001a; Firrao ve ark., 2007), Ca. P. mali 'nin higbir plazmiti yoktur (Kube ve
ark., 2012).

Fitoplazma kromozomu biiyiikliigii 600-880 kb'dir, diger bitki patojenlerine
kiyasla oldukg¢a kiigiiktiir, ancak mycoplasma'lara benzemektedir. Phytoplasma
genomlari, mycoplasmalara (Glass ve ark., 2000) ve endosimbiyotik bakterilere
benzer diisik bir G + C igerigine (% 21-28) sahiptir. (Tamas ve ark., 2002;
Wernegreen, 2002)



Parazitik ve / veya simbiyotik bakterilerin kiiciik genomlart ¢ogunlukla
fonksiyonel genlerden olustugundan, bu organizmalardaki metabolik yollarin
karsilastirmalari, ¢ogu zaman mikrobik yasam bi¢ciminde ve evrimsel koklerinde
temel ayrimlar ortaya koymaktadir (Moran, 2002)

Fitoplazma genomu DNA replikasyonu, transkripsiyon, translasyon ve
protein translokasyonu gibi temel hiicresel fonksiyonlar i¢in genler icerse de bir¢cok
metabolik geni kaybetmistir. (Kakizawa ve ark., 2001; Jung ve ark., 2003)

Genel olarak, mikoplazmalar, trikarboksilik asit dongiisii, sterol biyosentezi,
yagli asit biyosentezi, de novo niikleotid sentezi ve ¢ogu amino asidin biyosentezi
icin genlerden yoksundurlar; Dolayistyla, bu yollarin iiriinlerini kendilerine tedarik
etmek i¢in konukgularina tamamen giivenmeleri gerekir (Razin ve ark., 1998).

1990'larin basinda, MLO'larin 16S rRNA gen dizilimleri, Acholeplasma
laidlawii, Spiroplasma citri ve birka¢ mikoplazmasiyla oldugu gibi birbirleriyle
karsilastirildi (Kuske ve Kirkpatrick 1992; Namba ve ark., 1993).

1990°lh  yillarda, molekiiler biyolojideki ilerlemeler, DNA-DNA
hibridizasyonu (Kirkpatrick ve ark., 1987) ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
fitoplazmik DNA'nin dogrudan algilanmasini sagladi (Deng ve Hiruki 1991).

Fitoplazma kokenli hastaliklarin arastirilmast daha ¢ok simptomatolojiye
dayali olarak baslamistir. Fitoplazmalarin bir¢cogu tipik belirtiler meydana
getirmektedir. Bu nedenle simptomoloji fitoplazma hastaliklarinin tanisinda ilk teshis
adimi1 olarak 6nem tasimaktadir. Ancak fitoplazmalarin tanilamasinda yeterli ve
giivenli bir yontem degildir. Fitoplazma tanmi1 ¢alismalarinda molekiiler yontemler en
hizli ve giivenilir tekniklerdir. Ulkemizde fitoplazmalar ile ilgili molekiiler teknikler
(PCR-RFLP), DAPI (4’-6 diamidino-2-phenylindole ile DNA boyama) ve elektron
mikroskop (TEM) yontemleri kullanilarak yapilan ilk tani ¢aligmalar1 2002 yilinda
Dogu Akdeniz Bolgesi’nde baslamistir (Sertkaya ve ark., 2005). Daha sonra
tilkemizin bir ¢cok bolgesinde sert ¢ekirdekli ve yumusak cekirdekli meyvelerde
olmak iizere bir¢ok fitoplazma hastaliklar1 ve vektorlerine yonelik c¢alismalar
yogunluk kazanmistir (Sertkaya ve Carpar 2015; Gazel ve ark., 2007; Canik ve
Ertung, 2007; Caglayan ve ark., 1999, 2004; Sertkaya ve ark., 2005; Ulubas Serce ve
ark., 2006).

Fitoplazma hastaliklar1 konusunda iilkemizde yiiriitilen c¢aligmalarin
cogunlugu sert ve yumusak cekirdekli meyve agaclar iizerinedir. Ulkemiz sert ve

yumusak cekirdekli meyve yetistiriciligini tehdit eden fitoplazma hastaliklar1 EPPO
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(European Plant Protection Organisation)’nun karantinaya tabii organizmalar
listesinde yer almaktadir (OEPP/EPPO, 1996). Bunlardan Candidatus P. prunorum
hassas ve geng kayisi ve erik agaclariin 1-2 yil igerisinde 6lmesine (Nemeth, 1986),
digerlerinde ise verim kaybi ve meyve kalitesinin diismesine neden olmaktadir.
Armutta goriilen Ca. P. pyri hassas anaclar iizerine asili agaclarin hizla 6liimiine
neden olmaktadir. Bursa ilinde yiiriitilen bir ¢calimada armutlarda %52 oraninda
Armut yikim fitoplazmasi1 (Pear decline phytoplasma) tespit edilmistir. Hastaligin
Deveci ¢esidinde onemli verim kayiplarina neden oldugu ve geng yastaki armut
agaclarinin birkag yil i¢erisinde 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (Gazel ve ark.,
2007). Etmenin hem armut agaglarinda hem de vektér bocekte saptanmis olmasi
etmenin yayiliminda vektorlerin 6nemini bir kez daha kanitlamistir. Bu hastalik ayni1
zamanda Ankara ve Yalova’da saptanmistir (Canik ve Ertung, 2007). Avrupa sarilik
fitoplazma hastalig1 (ESFY) hastalif1 ise Avrupa da oldugu gibi iilkemizin de bir¢cok
bolgesinde yer alan gen kaynaklarinda % 54, ticari bahgelerde ise %3 oraninda
saptanmigtir (Caglayan ve ark., 1999, 2004; Sertkaya ve ark., 2005; Ulubas Serce ve
ark., 2006). AP iilkemizde bulunmasina ragmen elma yetistirilen alanlarda yaygin
degildir. Etmen Ankara ve Isparta illerinden toplanan 201 6rnegin yaklasik %4 {inde
tespit edilmistir (Canik ve Ertung, 2007). Ayn1 etmen Adana ve Nigde illerinde de
belirlenmistir (Sertkaya ve ark., 2008). Vektorleri konusunda bir kayit
bulunmamaktadir (Ulubas Serge ve ark., 2012).

Bugiin itibari ile 29 grup ve 89 alt grubtan olusan fitoplazmalarin ayiriminda
ve smiflandirmasinda bazi molekiiler markdrlar kullanilmaktadir. 16S rRNA geni
fitoplazma arastiricilart arasinda en ¢ok kullanilanidir. Bu markoér fitoplazmalarin
teshisinde iyi sonuclar vermektedir. 16S rRNA geni {izerindeki bazi universal
oligoniikleotid primer c¢iftleri, 16S-23S i¢sel aralayict bdlge (Intergenic spacer
region) ve kismi 23S rRNA geni dizisini kapsayan primerler diizenlenmistir. Bunlar
cesitli tlirde bir¢cok fitoplazmanin DNA ¢ogalmasini saglamaktadir. 16S rRNA gen
dizilisinin, secilen enzimlerle RFLP analizi fitoplazmalarin siniflandirilmasinda
kullanilmaktadir (Lee ve ark., 1993; Schneider ve ark., 2005). On yedi restiksiyon
enzimi ile RFLP analizini esas alan siniflandirma semasi olusturulmustur. Biiytik
gruplarin ayirimi, 1-2 kb PCR amplikonunun RFLP goriintiilerinin  benzerlik
(similarity 10 coefficients) oranina gore hazirlanmistir (Lee ve ark., 1998). iki farkl
grup arasindaki RFLP goriintiilerinin benzerlik oran1 %90 veya daha azdir. Bir grup

igerisinde alt grup olusumlar1 bu amplikon igerisindeki yan restriksiyon analizi ile
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belirlenmistir. Bir bilinmeyen fitoplazma 1rk1 o grubun mevcut iiyelerininkinden bir
veya daha fazla kesim bolgesine sahipse yeni bir alt grup olarak atanmistir. Bu tablo
periyodik olarak giincellenmektedir (Lee ve ark.,. 1998; Ulubas Serge ve ark., 2012).
Fitoplazmalarin ayirimi ve smiflandirilmasinda gen temelli bagka sistemler de
kullanilmaktadir. Ornegin Tuf geni, ribozomal protein geni, SecY geni, SecA geni ve
diger genler fitoplazma etmenlerinin aymrmminda ve simiflandirmasinda
kullanilabilmektedirler (Martini ve ark., 2002; Martini ve ark., 2007; Lee ve ark.,
2004a ve b; Ulubas Serge ve ark., 2012).

2.1. Misir ¢alimsi ciicelik fitoplazmasi (Maize bushy stunt phytoplasma)

Yaprak piresi Dalbulus maidis tarafindan tasinmaktadir. (Nault, 1980).

Duyarli misir fidelerinin bu mollicutler tarafindan enfekte edildigi zaman
bitki gelisiminde, beslenmede ve ¢ekidek iiretiminde ciddi hasarlar olusur. (Oliveira
ve ark., 2002b; Oliveira ve ark., 2005).

Beslenme ile ortaya ¢ikan yaralanmalar nadiren de olsa dnemlidir; yaprak
piresi tarafindan taginmasiyla musir clicelik spiroplazmasi, Misir ¢alimsi ciicelik
fitoplazmas1 ve misir rayado fino marafiviriis ciddi ekonomik kayiplara neden olur.
(Nault 1980, Nault ve ark. 1981).

Misir yaprak piresi Amerika’nin giineyinden Arjantin’e ve Karayip adalarina
kadar olan neotropikler boyunca yayilir. (Nault 1983)

Yaprak piresinin dagilimi ile patojenlerin nakletigi dagilim cakigmaktadir.
Ozellikle baslangigta ucusan giir musir fitoplazmalar bu ¢alismamnin odak noktasi
olarak  distiniilmiis ve ilk olarak Meksika’nin  yiikksek rakimlarinda
bulunmustur(Davis 1973, 1977) ama baska yerlerde de bu the Neotropics
yiikselmeler oldugu goriilmistiir. (Nault ve ark. 1979,1981).

Bu Mollicutes birinde duyarli musir fidesi enfeksiyonunun goriilmesi
bitkilerin gelisimi, beslemesi ve ¢ekirdek tiretimi tizerinde ciddi hasarlara neden olur.
(Oliveira ve ark., 2002b; Oliveira ve ark., 2005).

D. Maydis tarafindan ucusan giir misir fitoplazmalarinin iletimi ¢alisilmistir
(Nault, 1980; Legrand and Power, 1994), Ancak, fitoplazma ve Spiroplasma iletimi
arasindaki etkilesimler tam olarak anlasilamamistir Bu calismada, D. Madison
tarafindan farkli ¢evresel kosullar altinda fitoplazma iletimi iizerine Spiroplasma ve

fitoplazma ediniminin etkileri degerlendirilmistir.
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2.2 Misir kizarikhik hastali@i (Maize redness disease)

Misir kizariklik (MR) hastalig fitoplazma ile iligkili misir ciddi bir hastaliktir
(16SrXI11-A) , bu hastalik cixiidae bitki pireleri Reptalus panzeri(diisiik)tarafindan
musira iletilir(Jovie ve ark., 2007).

Hastalik, bitkinin kizarmasi, tamamen kurumasi ve anormal bir sekilde kulak
gelisiminin sonrasinda yapragin orta damari, yaprak ve sap kizarmasi ile karakterize
edilir. Misir kizarikligi Sirbistan, Romanya ve Bulgaristan'dan 50 yildan fazla
zamandan beri rapor edilmesine ragmen bir vektdr ve hastaligin epidemiyolojik
dongiisii yakin zamanda belirlenmistir. (Jovie ve ark., 2009).

Italya’da musir kizarikhiginmn beliritileri ile ilgili yapilan son calismalarda
(Calari ve ark., 2010), ayn1 zamanda tercih edilebilen ana bitki olarak misir igin olasi
R. panzeri .(Jovie ve ark., 2010) devam eden ve gelecekte de devam etmesi beklenen
yayilan hastaligin vce bu hastaligin vector boceklerin olacagini isaret etmistir .

Onceki raporlarda macar {iziim-sarap baglarinda ve onlarm dogal
enfeksiyonlarinda stolbur phytoplasma ile R. panzeri varsigi goriilmiistiir (Palermo
ve ark., 2004), misir iiretiminin ekonomik 6nemi yaninda, Macaristan topraklarinda
MR varligiin incelenmesi ihtiyacini arttirmistir. biz bu arastirmanin ilk sonuglarini
sunuyoruz.

Tiim fitoplazmalar hem kendi yerel bitkisi igerisinde hem de bocek vektoriine
carparak kendi i¢inde bir ¢ift enfeksiyon dongiisii vardir. (Gasparich, 2010).

Fitoplazmalar yerel bitki araliklar1 genellikle spesifik bocek vektoriiniin
konukgu aralig tarafindan kontrol edildigi kabul edilmektedir. Stolbur phytoplasma
(alt grup 16SrXII-A) 6nemli Solanaceae bitkileri, asma, kereviz, seker pancari, ¢ilek,
lavanta ve musir igeren genis bir bitki konukgu araligina sahiptir. (Gamier ve ark.,
2000; Jovie ve ark., 2007).

Misir kizarikligi(MR) Sirbistan’nin Banat bolgesinde R panzer: tarafindan
iletilen stolbur phytoplasma ile iliskilidir. (Duduk ve Bertaccini, 2006; Jovie ve
arkadaslari, 2007;. 2009).

Hastalik misirda yikict kayiplara neden olabilir (Bekavac ve ark., 2008). Ilk
hastalik belirtisi, Temmuz sonlarinda yaprak ve yapragin orta damarida kizarma
sonucu goriillir. Yaprak ve saplarin kizarmasi zamanla yogunlasir ve bitkiler eyliil
ay1 baginda kurumaya baslar. Burada kritik olana sey, kulak gelistirme ve tohum seti

bu hastaliktan olumsuz olarak etkilenir.



Misir kizarikligi 1960 yilindan beri aralikli olarak Sirbistan, Romanya ve

Bulgaristan'da ortay ¢ikmustir (Sutié ve ark., 2002).

2.3 Musir ciicelik spiroplazmasi (Maize stunt spiroplasma)

Misir ciicelik spiroplazma hastaligi dogrudan yaprak piresi beslenmesiden
dolay1 daha 6nemli verim kayiplarina neden olabilir (Nault 1985, Moya-Raygoza ve
Nault 1998).

Spiroplasma kunkelii  (Whitcomb) (Whitcomb ve arkadasslar1 1986),
Americanin tropik ve subtropikal bolgelerinde misir (Zea mays L.) bitkilerini
etkileyen en ciddi hastaliklardan biri olan "maize stunt spiroplasma " ii¢ patojenden
biridir (Bradfute ve arkadaslar1 1981, Hruska ve arkadaslar1 1996, Oliveira ve ark.,
1998).

Arjantin'de baskin "musir ciicelik spiroplazma" patolojisi, daha Once tarif
edilenlerden daha az karmasiktir. Exitianus obscurinervis'in  (Hemiptera:
Cicadellidae) son zamanlarda deneysel kosullarda bir vektdr oldugu bulunmasina
ragmen, Dalbulus maidisi (DeLong ve Wolcott) iilkede mevcut olan bilinen tek
vektor tiirtidiir (Paradell 1995, Paradell ve ark,. 2001) (Carloni ve ark. 2011).

Bazi bitkilerdeki tarla kenarlar1 6nemlidir, ¢iinkii bu kenarlar, otcul bocekleri,
parazitoitlerini ve predatorlerini koruyan habitatlar olustururlar (Ramsden ve ark.,
2015).

Misir kuruduktan sonra, misir tarlalarinin kenarlarinda yetisen yesil otlar,
bocekler icin gida kaynaklart olarak kullanilirlar. Bu tek ¢enekliler, misir bitkilerinin
viral ve bakteriyel patojenlerini barindirma yetenegine sahip otgul yaprak
tomurcuklar1 (Hemiptera: Cicadellidae) tarafindan kolonize edilir ve bu patojenler bir
sonraki misir yetistirme mevsiminde ekinlere gonderilebilecegi endiselerine neden
olur (Moya-Raygoza ve ark., 2007 ).

Corn Stunt Spiroplasma, ii¢ patojenin en 6nemlisi oldugundan, Latin Amerika
boyunca misirda yiliksek hasar diizeylerine neden olmaktadir. En yiiksek
enfeksiyonlar Orta Amerika, Arjantin ve Peru'da bulunur; Incelenen misirm% 100'i
CSS ile simptomlara sahiptir (Nault ve ark., 1981; Hruska ve Gomez, 1997; Gimenez
Pecci ve ark., 2002). Ayrica, Corn Stunt Spiroplasma ve onun ana vektori D.
maidis, Amerika kitasinda genis dagilim gostermektedir. Her ikisi de giineydogu ve
giineybati ABD'den Arjantin'e kadar bulunmustur (Nault, 1990).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Diyarbakir ili Bismil, Cinar, Silvan ve Yenisehir il¢elerinde Misir iiretimi
yapilan alanlardan Agustos doneminde 225 Misir bitkisinin yapragi toplanarak
Candidatus Phytoplasma asteris’, Candidatus phytoplasma solani’ ve Spiroplasma

kunkelii fitoplazmalarinin teshislerinde kulanilmistir.

BINGOL
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Sekil 3.1. Diyarbakir ilinde survey gergeklestirilen alanlar.
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3.2 Yontem

3.2.1 Survey ¢alismalari

Diyarbakir ili misir tiretimi yapilan tarlalardan taze musir yaprak ornekleri
toplanmustir. Ornekleme olabildigince tarlayr temsil edecek sekilde tarlanin farkli
yerlerinden yapilmistir. Orneklemede simptom gosteren ve gdstermeyen bitkilerden
rastgele yaprak numuneleri alinmistir. Toplanan musir yaprak Ornekleri polietilen
posetlerde soguk bir sekilde muhafaza edilerek laboratuvara getirilmistir.
Laboratuvara getirilen 6rnekler PCR testlerinde kullanilmak tiizere +4 derecede

muhafaza edilmistir.

3.2.2 Molekiiler test calismalari

Toplanan Orneklerde Candidatus Phytoplasma asteris’, Candidatus
phytoplasma solani’ ve Spiroplasma kunkelii fitoplazmalar1 igin DNA ekstraksiyonu
ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) adimlarindan olusacak sekilde testler

uygulanmustir.

3.2.2.1 DNA ekstraksiyonu

Diyarbakir ili musir tarlalarindan toplanan yaprak ornekleri Candidatus
Phytoplasma asteris’, Candidatus phytoplasma solani’ ve Spiroplasma kunkelii
infeksiyonlarini belirlemek i¢in, DNA yapili olduklarindan, DNA esktraksiyonu
yapilmistir. DNA ekstraksiyonu Diyarbakir ili misir yetistiricilik alanlarindaki
fitoplazma hastaliklarina ait DNA ticari kit yardimu ile izole edilmistir. DNA ticari
kite gore; Polietilen poset icerisine 100 mg bitki dokusu ve tizerine 350ul Lysis
Buffer A eklenerek homojenize edilmistir. Homojenize edilen sivi alinip 1.5 mL’lik
ependorf tiiplerine birakilmistir. 50 pl Lysis B ve 20 ul RNase A eklenmistir. 1 Dk
vortex edilmistir. Tiipler ara sira sallamak kaydiyla 65 °C’de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibe edildikten sonra tiiplerin {izerine 130 pl Precipitation Solution
ekledikten sonra 2-3 kez salladiktan sonra 5 Dakika sogukta inkiibe edilmistir. Buzda

inkiibe edilen tiipler alinarak 14.000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir.
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Santrifiij edildikten sonra istte kalan sividan 450-500 pl alinip yeni ependorf
tiplerine eklendikten sonra 400 bitki gDNA binding soliisyonu ve 400 pl 96%
ethanol eklenip homojen karismasi i¢in sallanmistir. Karisim 6nce yarisi hazirlanan
kolon tiiplere aktarilip 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilip altta kalan sivi
atildiktan sonra sivinin geri kalan kismi kolon tiiplere eklenip tekrar 8.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Kolon tiiplere 500 pl Wash bufferl eklenerek 10.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek altta kalan sivi atilarak ilk yikama islemi
tamamlanmistir. 2.Y1kama islemi 500 ul Wash Buffer2 eklenerek 14.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edilip altta kalan sivilar atildiktan sonra tiiplere herhangi bir ¢6zelti
eklenmeden 14.000 rmp’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Son asamada ise kolon
tipler almip filtreli kisimlari ependorf tiiplere yerlestirilerek {izerlerine 100 pl
Elution Buffer eklenerek 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 10.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA’larin filtrelerden gegerek ependorf tiiplerine
akmas1 saglanmistir. Elde edilen DNA’lar PCR’da kullanilmak iizere -85 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Universal primerler

Misir ¢alimsi ciicelik fitoplazmasi, Misir kizariklik hastaligit ve Misir ciicelik
spiroplazmasi fitoplazmalarinin Nested-PCR ile tespit edilmeleri i¢in 1. adimda
R16mF2/R16mR1 primerleri, 2. adimda ise R16F2n/R16R2 primerleri kullanilmistir
(Lee ve ark. 1993; Gundersen and Lee, 1996).

Cizelge3.1 Nested-PCR 1.adim ve 2.adim testi ile kullanilacak primer dizilerine ait

bilgiler

Primer Cogaltilan DNA Uzunlugu
R16mF2 5’-CAT GCA AGT CGA ACG GA -3’

R16mR1 5°-CTT AAC CCC AAT CAT CGA C -3° ==) 1800 bp
R16F2n 5’-GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG-3’

R16R2 5°-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3 == 1250 bp
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3.2.2.3. PCR reaksiyonu

Candidatus Phytoplasma asteris’, ‘Candidatus phytoplasma solani’ ve
Spiroplasma kunkelii fitoplazmalari i¢in DNA ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
hedef genlerin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli PCR malzemeleri ticari firmadan temin
edilmistir. Fitoplazma hastaliklarinin tespitinde Nested-PCR yontemi kullanilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) islemi iki asamada yapilmistir. Bunlar direk-
PCR ve Nested-PCR’dir (Lee ve ark., 1992). iki asamali olarak yiiriitilen PCR
isleminin birinci asamasinda elde edilen PCR firiinlerin 1/50 oranda sulandirilarak
Nested-PCR protokoliine uyularak yapilmistir. Candidatus Phytoplasma asteris’,
Candidatus phytoplasma solani’ ve Spiroplasma kunkelii fitoplazma hastaliklarinin

tespiti i¢cin PCR isleminde steril tiipii igerisine;

Cizelge 3.2 PCR’da kullanilan malzemeler. 1.Adim: Direkt-PCR 2.Adim: Nested-
PCR

1.ADIM (25ul) 2.ADIM (50ul )
Steril saf su 11.875 pl 28.75 ul
MgCI2 1.5 ul 3ul
dNTP (dATP, dGTP, 1.5 ul 1ul
dCTP, dTTP)
5X buffer 5ul 10 pl
Primerl (20mM) 0.5l 1l
Primer2 (20mM) 0.5l 1l
Kalip DNA 5ul 5ul
Tag Polimeraz enzimi 0.125 0.25 pl
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Cizelge 3.3. Candidatus Phytoplasma asteris’, ‘Candidatus phytoplasma solani’ ve
Spiroplasma kunkelii fitoplazmalarinin PCR ile arastirilmasi i¢in ¢ogaltilan bolgenin

baz uzunlugu ve PCR sicaklik dongiileri:

Fitoplazmalar Sicaklik Dongiileri Cogaltilan Uzunluk

Candidatus Phytoplasma asteris’ 94°C........ 2 dk

Candidatus phytoplasma solani’ 94°C....... 1 dk

Spiroplasma kunkelii 55°C........ 2 dk 35 dongii
72°C....... 3 dk
72°C........10 Dk

3.2.2.4. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezde kosulmasi

Nested-PCR sonucu elde edilen PCR iiriinleri %1°lik agaroz jel kullanilarak
elektroforez yapilmistir. 1 gr agaroz (Pronasafe), 100 ml 1XTAE (Tris-Asetik asit-
EDTA) tamponu i¢inde mirodalga firinda homojen olarak ¢oziindiikten sonra jel
tepsisine tarak takilarak tepsiye dokiilmistiir. Jelin katilasmasi i¢in ortalama 20-25
dakika beklenmistir. Jel katilagsmasindan sonra tarak jele zarar vermeden dikkatli bir
sekilde cikarilarak elektroforez tankina yerlestirilmis ve iizerini kapatacak sekilde
IXTAE tamponu dokiilmiistiir. Jel cukurlarina DNA marker ve PCR firiinleri
Florosan boya ile jele yiiklenmistir. Yiikleme tamamlandiktan sonra elektroforez

apartina 100 V’luk elektrik akimi 30 dakika stireyle uygulanmistir.

Sekil 3.2 PCR iiriinlerinin florosan boya ile hazirlanan %1°lik jele yiiklenmesi
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5 16S rRNA geni

165 B B 235 Bl s

4—
16mF2 i .. R1I6mR1
¢sel aralayici bolge

(Intergenic spacer region)

PCR’1mn birinci agsamasinda ¢ogaltilan R16mF2-
R16mR1 fragmenti, yaklasik 1800 bg

5’ 16S rRNA geni . . 3

_> ‘_
R16F2n R16R2

PCR’1n Nested asamasinda ¢ogaltilan
R16F2n-R16R2 fragmenti, yaklasik
1250 be

5 16S rRNA geni 3

Sekil 3.3 Fitoplazmalarin rRNA geni iizerinde Nested-PCR ile ¢ogaltilan R16mF2-
R16mR1 fragmenti ile etmenin grup ve alt gruplarinin tespit edilmesinde yararlanilan

16S rRNA genini igeren R16F2n-R16R2 fragmentinin sematik gosterimi.

3.2.2.5. DNA’y1 goriintiileme ve analizi

PCR ile c¢ogaltilan DNA firiinleri elektroforez edildikten sonra jel
goriintiileme analiz sistemi ile goriintiilenmistir. Gorlintiileme sonucunda Candidatus
Phytoplasma asteris’, Candidatus phytoplasma solani’ ve Spiroplasma kunkelii 1250

bp uzunlugunda fragmentler pozitif olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Survey Calismasi

Diyarbakir ili; Bismil, Cinar, Silvan ve Yenisehir ilgelerinden misir iiretimi
yapilan bolgelerden Candidatus Phytoplasma asteris’, Candidatus phytoplasma
solani” ve Spiroplasma kunkelii fitoplazmalarinin varhigimni tespit etmek igin tarlay
miimkiin oldugunca temsil edecek sekilde rastgele 225 yaprak 6rnegi toplanmistir

(Cizelge 4.1).

Toplanan 6rneklerde kizariklik ve koganlarda deformasyonlar goze ¢arpmistir
(Sekil4.1).

Sekil 4.1. Misirda kizariklik ve koganda deformasyonlar.

Cizelge 4.1 2016 yili Diyarbakir ilgelerinde alinan 6rnekler ve sayilari

Ornek Almnan Il Ornek Alinan ilgeler Ornek Sayist
Bismil 120
Cinar 20
DIYARBAKIR Silvan 65
Yenisehir 20
Toplam 225
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4.1.2 Molekiiler ¢caliymalarda pozitif kontrol olarak kullanilacak izolat temini

Calismada kullanilacak pozitif kontol;

Candidatus Phytoplasma trifolii’ Inonii Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma

Boliimii Fitopataloji Ana Bilim Dal1 Viroloji laboratuvarindan temin edilmistir.
4.1.3. Molekiiler ¢calismalar

Diyarbakir ili ilgelerinde Cizelge 4.1. de belirtilen bolgelerden toplanan
orneklerin tamami pozitif 6rneklerle Candidatus Phytoplasma asteris’, Candidatus
phytoplasma solani’ ve Spiroplasma kunkelii fitoplazmalar1 igin DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Fitoplazmalarin teshisi i¢in de Nested-PCR yontemiyle universal
primerlar kullanilarak Candidatus Phytoplasma asteris’, Candidatus phytoplasma
solani” ve Spiroplasma kunkelii fitoplazmalar1 i¢in analizler yapilmistir. Yapilan

analizler sonucunda herhangi bir fitoplazma varligina rastlanilmamustir.

1000 bp —p <— 1200 bp

500 bp —»
a)

1000bp —p
500bp —¥»

<— 1200 bp

1000bp  —» <— 1200bp

500bp —p
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1000 bn <— 1200bp
500 bp
1000 bp <— 1200 bp
500 bp
1000 bp <— 1200bp
500 bp
1000 bp <+— 1200 bp
500 bp
1000 bo <— 1200bp
500 bp
1000 bp <— 1200 bp
500 bp
1000 bp <— 1200bp
500 bp
1000 bn <— 1200 bp
500 bp
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1000 bp <«— 1200bp

500 bp

1000 bp

500 bp <+— 1200 bp
1000 bp <— 1200 bp
500 bp
T -l o e
1000 bp
500 bp <— 1200 bp
1000 bp <+— 1200 bp
500 bp
1000bn  —p <— 1200 bp
500bp —»
1000bn  —» <— 1200 bp
500bp —»

)
Sekil 4.2. Bismil, Cmar, Silvan ve Yenisehir ilcerinden alinan drneklere Candidatus

phytoplasma asteris’, ‘Candidatus phytoplasma solani’ ve Spiroplasma kunkelii i¢in
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uygulanan Nested-PCR tesitinin agaroz jel goriintiisii, M: Marker P1, P2: Pozitif
kontroller, N: Negatif kontrol
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5. TARTISMA VE SONUC

Diyarbakir ili misir ekimi yapilan ilgelerde yiiriitiilen survey ¢aligmalarinda
misir bitkilerinde gozlemlenen fitoplazma benzeri belirtilerin genel olarak ¢ok nadir
oldugu goézlemlenmistir. Survey alanlarinda fitoplazma benzeri belirti gosteren
bitkilerin oraninin %1’den ¢ok daha az oldugu sOylenebilir. Elde edilen gbzlem

sonuglarmni laboratuvar testleri destekler niteliktedir.

Nitekim, survey alanlarindan toplanan 225 misir yaprak orneginin tamamai tiniversal
primerlerin kullanildigi Nested-PCR yontemi ile testlenmistir. Testlenen 6rneklerin
hi¢ birinde Candidatus Phytoplasma asteris’, Candidatus phytoplasma solani’ ve
Spiroplasma kunkelii’ye rastlanmamistir. PCR testlerinin tamaminda testin
giivenilirligini saglamak amaci ile kullanilan pozitif ve negatif kontroller ¢alismistir.
Survey caligmalarinda misirlarda tespit edilen kimi fitoplazma benzeri simptomlarin
fitoplazma infeksiyonuna ait olmadigi anlasgilmigtir. Misir bitkilerinde goriilen bu
belirtilerin viral infeksiyonlardan kaynaklanip kaynaklanmadiginin anlagilmasi ek
testlemeler gerekmektedir. Yorede yetistiriciligi yapilan misirlarda fitoplazma ve
Spiroplazma hastaliklarinin tespit edilmemis olmasi Diyarbakir ili misir yetistiriciligi
acisindan Oonemli bir sans olarak degerlendirilmektedir. Adi gegen hastaliklarin
misirda bulunmamasinin en nemli nedenlerinden biri olarak yérede yaygin bigimde
sertifakali misir tohumlugunun kullanilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Yoredeki misir yetistiriciligininde fitoplazma hastaliklar1 yoniinden bitkilerin saglikli
durumlarinin devam ettirilmesi, biiyiik Olciide sertifikali tohumluk kullaniminin

devam etmesine baglidir.

Ember ve ark., (2011) 2008 yilinda Kuzey Romanya’dan topladiklar1 32
patates, 151 yabanci ot ve 4 misirdan olusan toplam 187 numunenin hi¢ birinde
fitoplazma infeksiyonu tespit etmemislerdir. Benzer bicimde Borth ve ark., (2006)
tere bitkisinde yogunlukla goriilen watercress yellows phytoplasma hastaliginin
Havai’deki bir ¢cok adada bulunmadigini bildirmistir. Sertifikali tohumluk kullanimi
sadece fitoplazma hastaliklar1 degil ayni zamanda diger hastalik etmenleri
bakimindan da énem arzetmektedir. Ornegin Amerika Birlesik Devletlerinde 1990-
2000 yillar1 arasinda iilke ¢apinda patateste Patates 1§ yumru viroidi (Potato spindle
tuber viroid, PSTVe ark)’e kars1 yiiriitilen survey calismalrinda higbir patates

bitkisinde bu patojene rastlanmamistir. Yiiriitillen survey ¢aligmalar1 patateste {ilke
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capinda yiiriitiilen sertifikasyon ¢aligmalarinin sonug verdigini gostermektedir. K. R.
Blanche ve ark., (2003) Kuzey Avusturalya’dan topladiklari 20 seker kamisi
bitkisinde seker kamisi beyaz yaprak fitoplazma (SCWL) hastaliginin olup
olmadigimi aragtirmiglardir. Yapilan arastirma sonucunda 4 seker kamisi bitkisinde

seker kamis1 beyaz yaprak fitoplazma (SCWL) tespit edilmistir.

Diyarbakir ili misir ekimi yapilan ilgelerde misirda sorun olan 6nemli
fitoplazma ve spiroplazma hastaliklarinin olmamast misir {iretimi ve verimi agisindan
olduk¢a Onemlidir. Hastaliklarin bolgeye ulasmasini engellemenin en onemli yolu
sertifikali temiz tohum kullanmaya devam etmenin yan1 sira fitoplazma
hastaliklarinin ara konukgulart arasinda yer alan ve tarla i¢inde ve kenarinda yetisen

yabanci otlarin miicadelesi ile devam ettirilebilir.
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