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OZ: Bu ¢alisma 2013-2015 yillarinda, Ege Boélgesi’nde Canakkale, Denizli, Izmir ve Manisa illerinde baglarda
fitoplazma hastalik etmenleri Candidatus Phytoplasma vitis (Flavescence doree (FD)) ve Candidatus Phytoplasma solani (Bois
noir (BN)) molekiiler yontemlerle belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir. Calisma alamini kapsayan 4 ilin, 13 ilgesindeki 119
bagda Eyliil-Kasim aylarinda tesadiifi drnekleme yontemine géore siirveyler gerceklestirilmistir. Survey alaninda geligsme geriligi,
yapraklarda renk degisikligi, kizarma, sararma, ice ve asagi dogru yaprak kivrilmasi, diizensiz olgunlasma belirtileri gosteren
toplam 194 asmamn yillik siirgiinlerinden yaprak ve siirgiin ornekleri alinmistir. Hastalik etmenlerinin tanilanmasi molekiiler
yontemler kullanmilarak yapilmigtir. Multiplex nested PCR ydntemiyle yapilan tanilamada 22 adet rnek FD 'nin yer aldigi 16 Sr V
grubu, 14 oOrnek ise BN'nin bulundugu 16 Sr XII grubu igin porzitif reaksiyon vermistir. Yapilan ¢ift yonlii DNA sekans
analizinden elde edilen verilerin NCBI-BLAST analizine gére 16 Sr V grubuna ait oldugu belirlenen 22 adet izolat gen
bankasinda kayitli Candidatus Phytoplasma vitis izolatlar: ile % 97 'nin altinda benzerlik gésterdiginden tiir diizeyinde bu
etmenin varligr dogrulanmamisgtir. Ote yandan, 16 Sr XII grubunda yer alan 14 adet izolatin 2 adedi gen bankasinda kayith
Candidatus Phytoplasma solani (BN) izolatlari (Acc. No. JQ977744.1) ile % 99 benzerlikte saptanmis ve bu izolatlar
Candidatus Phytoplasma solani olarak tamimlannmistir. S6z konusu 2 izolat Denizli ili Bekilli ilcesinden alinan érneklerdir.
Vektor béceklerin saptanabilmesi amaciyla, hastalik etmenlerinin tespit edildigi bitkilerde goriilen Hemiptera takimina ait
bocekler toplanmistir. Teshis sonucunda ¢alismada elde edilen tiirlerin fitoplazma hastaliginin vektorii oldugu bilinen tiirlerden
farkly oldugu belirlenmigstir. Ege Bolgesi bag alanlarinda BN saptanmasina ragmen yayilmasinda etkili olan vektor béceklerin bu
alanlarda bulunmadigr ortaya koyulmugtur.

Anahtar kelimeler: Fitoplazma hastaliklar, asma, siirvey, molekiiler metotlar, Hemiptera.

Determination of Grapevine Phytoplasma Diseases and Possible Vectors in the Aegean Region

ABSTRACT: This study was conducted to use molecular methods to determine the phytoplasmas Candidatus
Phytoplasma vitis (Flavescence doree (FD)) and Candidatus Phytoplasma solani (Bois noir (BN)) in vineyards of Canakkale,
Denizli, Izmir and Manisa provinces in the Aegean Region between 2013-2015. In these locations, surveys with random
sampling were carried out between September and November. In the areas surveyed, vine stocks exhibiting typical symptoms
such as: irregularly or stunted developing vines, colour change and downward curling of leaves, turning red, turning pale, etc.
were sampled and leaf and sucker samples were taken from yearly suckers. Totally 119 vineyards were surveyed in 13 districts of
Denizli, Manisa, Izmir and Canakkale and samples were collected from 194 vines. Molecular techniques were used to identify
phytoplasma and its presence. In the multiplex nested PCR tests 22 samples gave positive reactions for 16 Sr V group including
FD, however 14 samples gave positive reactions for 16 Sr XII group in which BN is involved. The presence of the FD was not
confirmed because NCBI-BLAST analysis of the double-stranded DNA sequencing data of 22 strains belonging to 16 Sr V
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group showed 97% similarity with Candidatus Phytoplasma vitis strains found in GenBank. On the other hand, 2 out of 14
strains from 16 Sr XII group indicated 99% similarity with Candidatus Phytoplasma solani (BN) strain (Acc. No. JQ977744.1)
in GenBank and these strains were identified as Candidatus Phytoplasma solani. These two isolate samples were taken from
Bekilli District, Denizli Province. Insects belonging to Hemiptera Order were collected from infected grapevines in order to
detect the presence of vector species. As a result of morphological identification, it was revealed that collected specimen are
different from species known as vectors of BN. Despite the presence of BN in the Aegean Region, vector insects that spread the

disease have not been found.

Keywords: Phytoplasma diseases, grapevine, survey, molecular methods, Hemiptera.

GIRIiS

Bagcilik, Tiirkiye ekonomisinde ayr1 oneme sahip
bir tarimsal faaliyettir. Diinyada bagcilik i¢in en
elverisli iklim kusaginda yer alan iilkemiz, ¢ok eski
bir bagecilik kiiltiirline de sahiptir. Arkeolojik
bulgulara gore, asma tiiriiniin ilk olarak Kafkasya
ve Anadolu’da kiiltiire alindig1 ve zamanla buradan
diinyanin hemen her yerine dagildigi kabul
edilmektedir.

Diinya iilkeleri arasinda, bag alan1 yoniinden
Tiirkiye; Ispanya, Fransa, Italya ve Cin’den sonra
S5.sirada (467 bin ha), yas liziim iiretimi yoniinden
ise Cin, Italya, A.B.D., Fransa ve Ispanya’nin
ardindan- 6. (yaklagik 3,9 milyon ton) siradadir.
Toplam {liziim iiretimimiz igerisinde sofralik
iziimin payr %52,70 (2.218.056 ton) iken,
kurutmalik {iziim %36,46 (1.534.499 ton), saraplik
izim ise %10,84’lik (456.353 ton) bir paya
sahiptir (Anonymous, 2020). Bolgeler itibari ile
iiretimimiz  incelendiginde Ege Bolgesi’nde
cekirdeksiz kuru iizim, Akdeniz Bolgesi’nde ilk
turfanda sofralik i{iziim, Marmara Bolgesi’nde
sofralik ve saraplik iiziim, I¢ Anadolu ve
Guneydogu Anadolu Bolgeleri’nde ise saraplik,
siralik, sofralik, c¢ekirdekli kurutmalik {iziim
yetistiriciliginin gelisme gosterdigi goriilmektedir.
Tiirkiye {iziim iiretimi TUIK 2019 verilerine gore
dretimin %381 Manisa, %11°’1 Denizli, %8’1
Mersin, %4’i Izmir, %3’erlik kismi Gaziantep ve
Mardin illerinden ve %34’lik kismi da diger
illerden saglanmistir. Sofralik iiziim tretiminin;
%22’si Manisa, %15’1 Mersin, %12’si Denizli ve
%4 erlik kismi da Gaziantep ve Diyarbakir’dan
elde edilmektedir. Kurutmalik iiziim {retiminin
%68’i Manisa, %6’s1 Denizli, %4’ Izmir ve
%3’erlik kismi da Mardin ve Konya’dan,
kurutmalik ¢ekirdeksiz iizlim tiretiminin ise %89u

Manisa, %6’s1 Izmir ve %5’i de Denizli’den
saglanmaktadir. Saraplik liziimiin %20’si Denizli,
%12’si Kilis, %10’u Nevsehir, %9’u Tokat ve
%8’1 Elazig’da iretilmektedir. Tiirkiye iizlim
ihracat1 ile iilke ekonomisi igin Onemli bir gelir
kaynagmi olusturmaktadir. 2019 yili diinya kuru
iizlim ihracat miktar1 814 bin ton, ihracat degeri ise
1,8 milyar dolar olup ihracat miktar1 bir dnceki yila
gore %10, ihracat degeri ise %1 diisiis géstermistir
(Anonim, 2020).

Fitoplazmalar floemde yasayan, tek hiicreli ve
hiicre duvar1 olmayan prokaryotik organizmalardir
(Anonymous, 2011a). Cok sayida bitki tiiriinil
hastalandiran fitoplazmalar 16 S tDNA genindeki
farkliliklara gore siniflandirtlmis ve 40°1n iizerinde
fitoplazma grubu belirlenmistir (Zhao ve Davis,
2016).

Asmalarda hastalifa neden olan en Onemli
fitoplazmalar; Candidatus  Phytoplasma  vitis
(Flavescence dorée (FD) Elm yellows grubu, 16 S
rtDNA V ve Candidatus Phytoplasma solani (Bois
noir (BN), Stolbur phytoplasma grubu, 16 S rDNA
XIDdir. Iki farkli grupta yer alan bu fitoplazmalar
asmalarda renk degisimi, gelisme geriligi,
yapraklarda asagi dogru kivrilma, meyve
kalitesinde azalma seklinde birbiri ile benzer
belirtiler olugtururlar (Anonymous 2011a, 2011 b).

Fitoplazmalar as1 yoluyla ve Hemiptera takimindan
vektor bocekler ile tasinmaktadir. Hemiptera tiirleri
bitkilerin vejetatif aksamindan 6zellikle yaprak ve
geng siirglinlerinden sokucu-emici agiz yapilariyla
bitki 6zsuyunu emerler. Ovipozitorleriyle de
yaprak doku ve damarlarinin igine yumurta
birakirlar. Boylece bitkide emgi yapilan yerlerde
klorofil azalmasi, salgilanan toksik madde
nedeniyle iletim demetlerinde tikanma ve bitkinin
fizyolojik diizeninde farklilasmaya meydana gelir.
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Bocekler, bitkilerde hastalik etmeni olan viriis,
riketsia, bakteri ve fitoplazmalari saglam bitkiye
tastylp bulastirarak hastalik etmeninin kisa siirede
yayilmasina neden olurlar (Lodos, 1986; Sforza ve
ark., 1998; Kramer 1981, Kalkandelen, 1987).
Hemiptera takimindan ozellikle Cicadellidae ve
Cixiidae familyalarma ait tiirler fitoplazmalarin
tasinmasinda onemlidir (Ertung, 2013).

Asma fitoplazmalarindan FD’nin  vektoriiniin
Scaphoideus titanus Ball. (Hemiptera: Cicadellidae)
oldugu bilinse de (Boudon-Padieu, 2003)
Dictyophara europaeda (L.)-(Hemiptera
Cicadellidae) (Lessio ve ark., 2007; Lessio and
Alberto, 2008), Oncopsis alni (Schrank) (Boudon-
Padieu, 2003; Mehle ve ark., 2011a,b) ve Orientus
ishidae (Matsumura) (Mehle ve ark., 2010,
2011a,b) tiirleri de potansiyel vektorleri arasinda
gosterilmektedir. BN fitoplazmasinin ise ana
vektorii Hyalesthes obsoletus Signoret (Hemiptera,
Fulgoromorpha: Cixiidae) (Boudon-Padieu 2003;
Maixner, 2010 a, b) olarak bilinmektedir. Ancak
bazi iilkelerde bag alanlarinda Reptalus panzeri
(Low) (Hemiptera: Cixiidae) (Palermo ve ark.,
2004), Goniagnathus guttulinervis (Kirschbaum)
(Garau ve ark., 2005), Neoaliturus fenestratus
(Herrich-Schiffer), Circulifer haematoceps
(Mulsant and Rey), Macrosteles quadripunctulatus
(Kirschbaum), Orosius orientalis (Matsumura)
(Hemiptera:  Cicadellidac) ve yeni bazi
Auchenorrhyncha (Olivier ve ark., 2014) tiirlerinin
blinyesinde BN etmeni tespit edilerek potansiyel
vektor olduklar belirlenmistir.

Diinyanin farkh iilkelerinde rapor edilen asma
fitoplazmalan ile ilgili Tirkiye’de ¢ok sinirh
caligma bulunmaktadir (Ertun¢ ve ark., 2011,
Ertung ve ark., 2015, Ertung ve ark., 2016; Canik
ve ark., 2011a, 2011b; Karabigak ve ark., 2020).

Ertung ve ark. (2011) tarafindan Ege Bolgesi'nde,
Manisa ve Canakkale illerinde BN’ nin ve 16
SrDNA V’nin varhi@ bildirilmistir. Candidatus
Phytoplasma solani Tirkiye’de Solanaceae, nar
gibi bitki tilirlerinde tespit edilmistir (Sertkaya ve
ark., 2007; Ozdemir ve ark., 2009; Caglar ve ark.,
2010)

Bu c¢alisgma ile 2013-2015 yillarinda Ege
Bolgesi’'nde Canakkale, Denizli, izmir ve Manisa
illerinde baglarda fitoplazma siipheli belirti
gosteren asma Ornekleri molekiiler tekniklerle
incelenmis ve bu hastaliklar agisindan bolgenin
durumu ortaya konmustur. Bu etmenlerin karantina
organizmasi olmasi nedeniyle, standart test proto-
kolii hazirlanarak, bu konuda karantina analizi ve
numune analizleri yapan kuruluslarda metot
birlikteligi saglanmustir.

Ayrica, bag alanlarinda tespit edilen fitoplazma-
larin yayilmasinda etkili olan vektor bocek tiirleri
saptanmuigtir.

MATERYAL ve METOT
Siirvey calismalari

Siirvey ¢aligmalar1 2013-2015 yillarinda Canakkale,
Denizli, izmir ve Manisa illeri bag alanlarinda
Eyliil-Kasim aylarinda yiriitilmiistiir. Tesadifi
ornekleme yontemine (Bora ve Karaca, 1970) gore
yapilan siirveylerde, Tarim ve Orman Il Miidiirliik-
lerinden alinan ekilis alanlari, ekolojik faktdrler,
isgiicli ve zaman faktorleri de goz Oniline alinarak
mevcut alanlarin  %1°1 incelenerek kontroller
yapilmistir (Cizelge 1).

Bagciligin yogun olarak yapildig: il ve ilgelerde
giizergahlar belirlendikten sonra o6zellikle ithal
fidanlarla  kurulan  sofralik/saraplik  iiziim
yetistiriciligi yapilan baglarda, fitoplazma siipheli
belirti gosteren asmalardan 6rnek alinmustir.

Cizelge 1. Manisa, Denizli, izmir ve Canakkale illerindeki mevcut ve incelenen bag alanlari.
Table 1. Existing and examined vineyard areas in Manisa, Denizli, Izmir and Canakkale provinces.

1l/ Province

Mevcut alan (da)
Existing area

Incelenen alan (da)
Area examined

Manisa 715.895 7158
Denizli 445.775 4457
Izmir 123.260 1232
Canakkale 51.766 517
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Orneklemeler; gelisme geriligi, yapraklarda renk
degisikligi-kizarma, sararma, ice ve asagi dogru
yaprak kivrilmasi, diizensiz olgunlagsma gosteren
asmalarda yapilmig, yaprak ve siirglin Ornekleri
almmustir. Orneklemelerde yillik siirgiinler, iizerle-
rinde yapraklarla birlikte alinmis olup 6rnekleme
yapilan baglar ve asmalara ait bilgiler (mevki, bag
sahibi, cesit, alan, sira sayilari vs.) etiketlere
yazilmis ve Ornek alinan asmalar isaretlenmistir.
Ayrica Ornek alman her bir asmanin GPS
yardimiyla koordinatlari1 da belirlenmistir.

Alman oOrmnekler polietilen torbalar/kese kagidi
icinde etiketlenerek buz kutusunda laboratuvara
getirilmistir. Analiz i¢in hazirlanincaya kadar
ornekler 1-5 giin siireyle + 4°C’ de buzdolabinda
saklanmustir.

Vektor boceklerin toplanmasi

Hemiptera takimina ait vektor boceklerin elde edil-
mesinde japon semsiyesi ve atrap kullanilmstir.

Darbe yontemi

Bag alanlarindan vektor boceklerin toplanmasinda
japon semsiyesi kullanilmistir. Bu amagla s6z
konusu bag alanii temsil edecek sekilde her bagda
tesadiifen segilen 100’er asmanin birer siirgiinii
altina japon semsiyesi tutulup siirgiin {izerine,
ucuna plastik boru gegirilmis bir sopa ile 3 kez
vurularak japon semsiyesi iizerine diisen Hemiptera
takimina ait bireyler kaydedilmis, erginler agiz
aspiratori  ile toplanmig ergin olmayanlar
laboratuvarda kiiltiire alinarak ergin elde edilmistir
(Kaplan ve ark., 2016; Anonim, 2017).

Atrap

Bagin i¢indeki yabanci otlarda bulunan Hemiptera
takimina ait bireylerin saptanmasinda kullanil-
mistir. Bagi temsil edecek sekilde kosegenler
boyunca belirli araliklarla her bagda toplam 100
atrap sallanarak yabanci otlarda bulunan Hemiptera
takimina ait bireyler kaydedilmis, erginler agiz
aspiratori  ile toplanmig, ergin olmayanlar
laboratuvarda kiiltiire alinarak ergin elde edilmistir
(Karabacak ve ark., 2020).

Darbe yontemi ve atrap ile toplanan erginler buz
kutusu icinde laboratuvara getirilerek teshise hazir
hale getirilmis ve teshis i¢in uzmanina
gonderilmistir.

Molekiiler calismalar
Total DNA izolasyonu

Bu amagla ilk asama olarak orneklerden DNA
izolasyonu igin, asma yapraklarinin orta damarlart
cikarilmig ve 1 g tartilarak 6rnek ezme posetine
yerlestirilmistir. (Prince ve ark., 1993, Lee ve ark.,
1994). Invitrogen firmasina ait Total DNA
Purification Kit (K183001) kullanilarak, firmanin
onerdigi prosediire gore Total DNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen DNA’lar -80°C’ de derin
dondurucuda saklanmustir.

Total DNA’lara Multiplex nested PCR islemi
uygulanmugtir.

Birinci PCR asamasinda;

FDOf1 (5’-GAATTAGAACTGTTTGAAGACG-3’)
Fdorl (5’-TTTGCTTTCATATCTTGTATCG-3’)
Stol 112 (S"TATTTTCCTAAAATTGATTGGC-3’)

Stol 11r1 (5’-TGTTTTTGCACCGTTAAAGC-3")
(Daire et al., 1997),

Ikinci (nested) PCR asamasinda ise,

FD9f3b (5-TAATAAGGTAGTTTTATATGACA
AG-3")

Fdor2 (5’-GACTAGTCCCGCCAAAAG-3’)
Stol 113 (5’-ACGAGTTTTGATTATGTTCAC-3")

Stol 1112 (5’-GATGAATGATAACTTCAACTG-3’)
(Angelini ve ark., 2001, Clair ve ark., 2003)
primerlerinin kullanilmasina dayanan yontemleri
iceren protokol uygulanmistir.

1. asama

Once PCR karisimi (22 ul hacimlik reaksiyon igin
10x PCR buffer -1x; MgCl-1,93 mM; BSA-
273pug/mL; ANTP-136uM; primer FD91-0,34 uM;
primer FD9r1-0,34 upM; primer Stol 11f2-
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0,068uM; primer Stol 11rl- 0,068 pM; Taq
polymerase-0,6 U; DNA-2ul) hazirlanmustir.

Bu karisim thermal cycler cihazina (Eppendorf

Mastercycler Gradient)yerlestirilmis ve hedef
DNA’y1 ¢ogaltmak icin asagida belirtilen
parametreler uygulanmistir:

92°C 3dak. 1 dongii

92°C 1 dak.

55°C  1dak. 35 dongii

72°C  1dak.30 san

72°C 10dak. 1 dongii

2. asama

Birinci asamada elde edilen PCR firiinlerinin 1:32
oraninda seyreltmesinden sonra PCR karigimi
(25pl hacimlik reaksiyon i¢in 10x PCR karigimi -
1x; MgCl-1,93 mM; BSA-273ug/mL; dNTP-
136uM; primer FD9f3b-0,3 uM; primer FDO9r2-
0,3uM; primer Stol 11£3-0,3uM; primer Stol 11r2-
0,3 uM; Taq polymerase-0,6 U; 1 asama PCR
iriini (1:32 seyreltme)-5 pM ) hazirlanmgtir.

Bu karistm  thermal  cycler  (Eppendorf
Mastercycler Gradient) cihazina yerlestirilmis ve
hedef DNA ‘y1 ¢ogaltmak i¢in asagida belirtilen
parametreler uygulanmistir:

92°C 3 dak. 1 dongii

92°C 1 dak.

56°C  1dak. 35 dongii
72°C  1dak.30 san

72°C 10 dak. 1 dongii

PCR iiriinii % 1.5’lik agaroz jelde 50-60 dakika
sireyle 100 V  elektrik akimi  verilerek
yliriitilmistir. Daha sonra jel ethidium bromide
solusyonu ile ((Tris-acetate-EDTA) tampon
¢ozeltinin i¢cine ml’de 0.5 pg EtBr) 30 dakika
siireyle boyanmis ve UV 151k altinda olugan bantlar
goriintiilenmistir. FD i¢in1150 bp’ de, BN i¢in ise
720 bp’de olusan bantlar pozitif olarak
degerlendirilmistir.

268

DNA sekans analizi

Nested PCR sonucu elde edilen PCR iiriiniiniin
DNA dizileme analizi hizmet almi ile
yaptirtlmistir. Elde edilen sekanslar, evrensel bir
veri tabaninda (http://www.ebi.ac.uk/ http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) Blast analizi
yardimiyla kontrol edilmis ve tiir tayini yapilmistir.

SONUCLAR ve TARTISMA
Siirvey calismalarina iliskin sonuclar

Fitoplazma hastaliklariin tespitine yonelik 2013-
2015 yillar1 arasinda yapilan siirvey ¢aligmalarinda
Canakkale, Denizli, Izmir ve Manisa illerinde
toplam 13 ilge ve 119 bagda kontroller yapilmis ve
194 asmadan ornek alinmistir (Cizelge 2). Siirvey
caligmalarinda, ithal fidanlarla kurulan sofralik/
saraplik iizlim yetistiriciligi yapilan baglardan
ornekleme yapilmis olup, baslica iiziim gesitleri
Bogazkere, Okiizgdzii, Syrah, Cabernet Sauvignon,
Merlot,  Alphonse  Lavallee ve  Sultani
Cekirdeksiz’dir.

Siirvey alaninda, asmalarda gelisme geriligi,
yapraklarda renk degisikligi-kizarma, sararma, ice
ve asagl dogru yaprak kivrilmasi, diizensiz
olgunlagma belirtileri gozlenmistir (Sekil 1-6).
Nitekim aliman c¢ogu Ornek fitoplazma benzeri
belirti gostermesine ragmen etmenler tespit
edilmemistir. Bu durumda fitoplazma benzeri
belirtilerin, viriis hastaliklari, bitki besin elementi
eksiklik/fazlaliklari, genetik agilmalar, demir
klorozu, fitotoksite belirtileri ile benzerlik goster-
mesinden kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir.
Ayrica ozellikle kirmizi {iziim ¢esitlerinde asmanin
fizyolojik olarak yaslanmasi sonucu goriilen
kizarma belirtileri ile de kolaylikla karigabilmektedir.
Bag sarilig1 olarak adlandirilan bu fitoplazmalar
bitkilerde yapraklarda kizarma, i¢ce dogru kivrilma
seklinde belirtiler olusturmakta ve semptomlarina
bakilarak patojenleri ayirmak miimkiin olamamak-
tadir (Seemuller ve ark., 1998; Torres ve ark.,,
2004; Kuzmanovi¢ ve ark., 2008; Ertung ve ark.,
2011; Ertung ve ark., 2015, 2016; Canik ve ark.,
2011a,b).
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Molekiiler calismalara iliskin bulgular

Siirvey alaninda 2013-2015 yillarinda Canakkale,
Denizli, Izmir ve Manisa illerinden toplanan 194
adet asma bitki 6rneklerinde Multiplex (16 Sr V ve
16 Sr XII gruplari)) nested PCR analizlerinin
sonuclart Cizelge 2’de verilmistir. Son yillarda
fitoplazmalar daha c¢cok DNA esasli molekiiler
yontemler kullanilarak tespit edilmektedir. Yapilan
caligmalarda 6nce universal primerler kullanilarak
fitoplazma varlig1 tespit edilmekte, daha sonra

spesifik primerler kullanilarak nested-PCR ile
siiflandirilmast  yapilmaktadir. Sekans analizi
yada RFLP ile de analiz tamamlanmaktadir (Gori
ve ark., 2007; Terlizzi ve ark., 2009; Pelletier ve
ark., 2009; Margaria ve ark., 2009; Fabre ve ark.,
2011; Ertung ve ark., 2011) Flavescence doree
(FD)’ nin iginde yer aldigi 16 SrV grubuna ait
1150 bp’de ve Bois noir (BN)’1n iginde yer aldig1
16 Sr XII grubuna ait 720 bp’de bant goriintiileri
elde edilmistir (Sekil 7, 8, 9).

Cizelge 2. 2013-2015 yillarinda Canakkale, Denizli, Izmir ve Manisa il ve ilgelerinde baglardan alinan &rnek sayilari ve tespit

edilen fitoplazmalar.

Table 2. Sampling locations and number of samples taken in the vineyards of Canakkale, Denizli, izmir and Manisa provinces

and districts in 2013-2015.

Multiplex nested PCR’ gore
Enfekteli 6rnek sayis1
Number of infected
samples based on multiplex

nested PCR
. . . . Sekans
[/Province llge/District Incelenen Alinan Sonuglarma goére
Bag sayis1 ornek 16 Sr BN/FD olarak
Number of say1st 16 Srv* X tanilanan 6rnek sayisi
vineyards Number Number of infected
examinated of samples confirmed by
samples sequencing analyses
Bozcaada 7 13 - -
CANAKKALE
Eceabat 3 7 - -
Toplam/Total 10 20 - -
Bekilli 17 27 4 6 2(BN)
. Dogurulanamamig
DENIZLI Cal 15 19 4 ) Non - confirmed
. Dogurulanamamis
Giney 10 2 ! ) Non - confirmed
Toplam/Total 42 71 9 6
Buca 3 6 - -
Cesme 12 4 4 -
izZMIR Kemalpasa 4 6 -
Menderes 17 26 4 -
Urla 7 10 - -
Toplam/Total 37 60 8 5
Akhhisar 15 19 1 1
MANISA Kula 13 1 2
Salihli 6 11 3 -
Toplam/Total 30 43 5 3
GENEL TOPLAM 119 194 2 14

General Total

*16SRV: FD’nin yer aldig1 grup/ Group of FD
**16 SR XII: BN’nin yer aldig1 grup/ Group of BN
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Sekil 1. Asma yapraklarinda kizarmalar.
Figure 1. Reddening of phytoplasma infected grape leaves.

Sekil 2. Yaprak kenarlarindan baslayan kizarmalar.
Figure 2. Reddening of the edges of the infected leaves.
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Sekil 3. BN fitoplazmasi1 ile enfekteli omcada hastaligin
ilerlemis donemleri.
Figure 3. Progressive sympotms in BN infected vine.
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ile enfekteli asmada gelisme geriligi.

Sekil 4. Bois Noir fitoplazmast

Figure 4. Stunting of BN-infected plants.

itibaren ilerleyisi.
Figure 5. Progression of symptoms starting from leaf tips in
vine B N — infected plant.

Sekil 6. Yapraklarda kizarma-sararma seklinde renk degisikligi.
Figure 6. Red —yellow discoloration of leaves of BN-infected.
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Sekil 8. FD ve BN etmenleri i¢in uygulanmis olan PCR testi
sonucunun jel goriintiisi.

L: 100 bp DNA ladder. 2, 7, 10, 12, 13, 22: FD pozitif 6rnekler
(1150 bp) 3,4, 5, 6, 10, 15, 17, 18, 20, 21: BN pozitif 6rnekler
(720 bp) 24: Su kontrol.

Figure 8. The image of the gel showing PCR test result for the
FD and BN L: 100 bp DNA ladder. L: 100 bp DNA ladder, 2, 7,
10, 12,13,22: FD positive samples (1150 bp) 3,4, 5, 6, 10, 15, 17,
18, 20, 21: BN positive samples (720 bp) 24: water control.

Sekil 7. FD ve BN etmenleri i¢in uygulanmis olan PCR
testi sonucunun jel goriintiileri.

L: 100 bp DNA ladder. 3, 6, 16, 18, 26: FD pozitif
ornekler (1150 bp). 14, 28: FD ve BN pozitif kontrol
15,30: Su kontrol.

Figure 7. The image of the gel showing PCR test result for
the FD and BN L: 100 bp DNA ladder, 3, 6, 16, 18, 26:
FD positive samples (1150 bp) 14, 28: FD ve BN positive
control 15,30: water control.

AP e 9D (R G E5R G S 9P S0% WY fFE U2 130 1149 15

Sekil 9. FD ve BN etmenleri i¢in uygulanmis olan PCR testi sonucunun jel goriintiisii. L: 100 bp DNA ladder, 1-13:
16 SrV ve 16 Sr XII grubu negatif 6rnekler, 14: 16 SrV ve 16 Sr XII grubu pozitif kontrol, 15: Su kontrol.

Figure 9 The image of the gel showing PCR test result for the FD and BN L: 100 bp DNA ladder, 1-13: 16 SrV and 16
Sr XII group negative samples, 14: 16 SrV ve 16 Sr XII group positive control, 15: water control.

Manisa ilinde, fitoplazma siipheli asma bitkilerinden
alinan 43 6rnegin % 11.62’sinde FD’nin i¢inde yer
aldig1 16 Sr V, % 6.97’sinde BN’nin i¢inde yer
aldig1 16 Sr XII gruplar tespit edilmistir. Izmir
ilinde ise 60 6rnegin % 13.33’linde FD’nin i¢inde
yer aldig1 16 Sr V, % 8.33’iinde BN nin iginde yer
aldigi 16 Sr XII gruplart belirlenmistir. Denizli
ilinde 71 6rnegin % 12.67’sinde FD’nin i¢inde yer
aldig1 16 Sr V, % 8.45’inde BN’nin i¢inde yer
aldig1 16 Sr XII gruplan saptanmistir. Canakkale

ilinde ise alman oOrneklerde FD’nin iginde yer
aldig1 16 Sr V ve BN’nin i¢inde yer aldig1 16 Sr
XII gruplar1 tespit edilmemistir.

Multiplex nested PCR sonuglarina gore toplam 36
ornek fitoplazma ile enfekteli bulunmustur. Bu
orneklerden 22’sinde FD’nin iginde yer aldigi 16
Sr V grubu, 14’linde ise BN’nin iginde yer aldigi
16 Sr XII grubuna ait fitoplazmalar tespit
edilmistir. Orneklerin PCR iiriinlerinin sekanslama
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sonuglara uygulanan NCBI-Blast analizine gore
grup diizeyinde pozitif reaksiyon veren bazi
orneklerin NCBI’da depolanan FD/BN fitoplazma
tiirleri ile yeterli genetik benzerlik (ayni tiir olmasi
icin en az %98 benzerlik) gostermedigi ortaya
ctkmustir.  Ornegin Multiplex nested PCR testinde
16 Sr V grubu i¢in pozitif reaksiyon veren 22 adet
izolatm gen bankasinda kayith Candidatus
Phytoplasma vitis izolatlan ile benzerlik oran1 %
97°nin altinda kalmig ve bu sonuglara goére soz
konusu izolatlarin Ca P. vitis (FD) olmadig ortaya
cikmistir (Cizelge 2).

Ayrica multiplex nested PCR sonuglarina gore 16
Sr XII grubuna ait 14—adet izolattan sadece 2
adetinin gen bankasinda kayith Candidatus
phytoplasma solani (BN) izolatlar1 (Acc. No.
JQ977744.1) ile %99 benzerlikte oldugu
belirlenmistir. S6z konusu 2 izolatin Denizli ili
Bekilli ilgesinden alinan 6rneklere ait oldugu tespit
edilmistir. Diger izolatlarin benzerlik oran1 BN’nin
varligin1 dogrulamamastir.

Ulkemizde fitoplazma hastaliklar1  konusunda
yapilmig ¢alisma yok denecek kadar azdir. Ertung
ve ark. (2011, 2016) tarafindan 2009-2010 yilla-
rinda 5 bolgede, 6nemli bag alanlarinda yapilan
calismada iilkemizde tespit edilen etmenin BN
fitoplazmasi oldugu belirlenmistir. Etmen Kirklareli,
Ankara, izmir, Manisa, Elazig, Diyarbakir, Malatya,
Nevsehir, Canakkale ve Tekirdag illerinde
saptanmig olup, BN’nin vektorii olan Hyalestes
tiirlerinin iilkemizde mevcut olmakla birlikte bagi
tercih etmedigi goriilmiis ve FD fitoplazmasi ise
sadece 2 oOrnekte (Kirklareli ve Canakkale)
belirlenmekle birlikte, dogrulanmamistir. Bu
calismada, Ertun¢ ve ark. (2011)’nin sonuglarina
ilave olarak Denizli ilinde BN’nin varlig
belirlenmis olup, FD tespit edilmemistir.
Karabigcak ve ark. (2020), Erzincan ili; Merkez ve
Uziimlii ilgeleri ile bu ilgelere bagli belde ve
koylerdeki bag alanlarinda fitoplazma hastaliklart
ve olast vektdor bocek tirlerini tespit etmek
amactyla yiirtittiikleri calisma sonucunda fitoplazma
etmenlerinden Bois noir saptamislardir.
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Literatiirii inceledigimizde, bdlgemizde asma
fitoplazma hastaliklarinin belirlenmesine yonelik
Ertung ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 ¢aligmadan
sonra herhangi bir detayli calisma yapilmadigi
goriilmektedir. Bu ¢aligma ile 2013-2015 yillarinda
Ege Bolgesi'nde Manisa, Izmir, Denizli ve
Canakkale illerinde baglarda fitoplazma siipheli
belirti gosteren asma Ornekleri molekiiler tekniklerle
incelenerek bu hastaliklar agisindan durumu ortaya
konulmustur. Ege Bolgesi'nde FD fitoplazmasi
saptanmamis, Denizli ili Bekilli ilgesinde sadece 2
ornekte BN fitoplazmasi saptanmistir. FD, asma
icin en tehlikeli ve tahripkar fitoplazma hastaligi
olarak kabul edilmekte ve epidemi olusturdugunda
biiyiilk ekonomik kayiplar ortaya g¢ikabilmektedir.
Bolgemizde tespit edilmemis olmasi bagcilik
agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Vektor bocek calismalarina iliskin bulgular

Denizli ili Bekilli ilgesinde BN hastaliginin
saptandig1 iki farkli bag alaninda vektor boceklerin
saptanmasi amaciyla 21 Eyliil 2017 tarihinde arazi
caligmalar1 yapilmistir. Calismalarin yiriitiildigi
bag alanlarina ait bilgiler Cizelge 3’te verilmektedir.
Cizelge 3’te goriildiigii gibi goble terbiye sistemine
sahip 1 no’lu bag Sultani Cekirdeksiz iiziim
¢esidinden olusmakta ve iizlimler kurutmalik
amagli  degerlendirilmektedir. Duvar terbiye
sistemine sahip 2 no’lu bagda ise sofralik amagl
degerlendirilen Okiizgozii iizlim cesidi
yetigtirilmektedir. S6z konusu bagda japon
semsiyesi ve atrap yardimiyla saptanan tiirlere ait
bilgiler Cizelge 3’te belirtilmektedir.

Calisma sonucunda BN ve FD’nin vektorii oldugu
bilinen herhangi bir tiir tespit edilmemistir.

Diinyada BN’nin vektorii oldugu saptanan
Hyalesthes obsoletus Signoret, Reptalus panzeri
Low ve Dictyophara europaea  Linneaus

Tiirkiye’de varlig1 cesitli arastiricilar tarafindan
dile getirilmistir (Lodos ve Kalkandelen, 1980a,b;
Lodos ve Kalkandelen, 1988; Demir, 2006; 2008;
2017; 2019, Demir ve Demirsoy, 2009; Tanyeri ve
Zeybekoglu, 2021).
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Cizelge 3. FD hastaliginin saptandigi Denizli ili Bekilli ilgesi bag alanlarinda 2017 yilinda saptanan tiirlere ait bilgiler.
Table 3. Information on the species detected in 2017 in the vineyard areas of Bekilli district of Denizli province where FD

disease was detected.

Birey
Uziim Cesidi- Elde edilme Sayis1
N /\]?ag ’ Terbiye Sistemi Yontemi (Adet) Tir Adi GPS Koordinatlari
° I;I:)eyar Grape cultivar- Sampling Num.b er of Species GPS Coordinates
Trellis system method specimens
collected
Enlem/Latitude:38.22 90
1 Austroagallia sinuata 64
Atrap (Mulsant & Rey) Boylam/Longitude:
1 Sultani Sweep net E 1294328022299% 6
Bag/Vineyard Cekirdeksiz/Goble 5 Empoasca decipiens nlem:5e.

_ Sultani Paoli Boylam: 29.42.02 90

Cekirdeksiz/Goblet  yan0n semsiyesi 4 Platymetopius sp. Enlem:38.22 90 64
Beating sheet (Nimf) Boylam: 29.42.02 90

Japon semsiyesi 4 Empoasca decipiens Enlem:38.22 90 64
Beating sheet Paoli Boylam: 29.42.02 90

Atrap Sweep 1 Thsurtshurnella sp. Enlem:38.23 06 57
net Nimfi Boylam: 29.44.06 04

Jaé""i.sem;‘yefl 5 Platymetopius sp. Enlem:38.23 06 57
cating shee (Nimf) Boylam: 29.44.06 04

2. m Japon semsiyesi Arboridia adanae Enlem:38.23 06 57
Bag/Vineyard %ksjzgg();;é})wu;ﬁr Beating sheet 2 Dlabola Boylam: 29.44.06 04

Japon semsiyesi 4 Empoasca decipiens Enlem:38.23 06 57
Beating sheet Paoli Boylam: 29.44.06 04

1 Arboridia adanae Enlem:38.23 06 57
Japon semsiyesi Dlabola Boylam: 29.44.06 04

Beating sheet 3 Empoasca decipiens Enlem:38.23 06 57
Paoli Boylam: 29.44.06 04

Bayram ve ark. (2014), Marmara, Ege, I¢ Anadolu,

Bag alanlarinda goriilen FD hastaliginin vektorii S.

Dogu ve Gilneydogu Anadolu’daki bag fitanus, BN hastaliginin  vektori ise H.
alanlarindan ve kenarindaki yabanci otlardan  obsoletus tur (Weintraub ve Beanland, 2006;
Hemiptera takimma ait 8 familyadan 28 tlirlin  Koélber, 2011. Farkli konukgularda ise Circulifer
tespit edildigini, BN vektorlerinden FEuscelis tenellus  (Baker), Fieberiella  florii  Stél,
lineolatus Brullé, H. obsoletus (Hemiptera: Macrosteles sp., Neoaliturus fenestratus (Herrich-
Cicadellidae) ve D. europaea (Hemiptera: Schiffer), Orosius cellulosus Lindberg, Orosius
Dictyopharidae)’nin  saptandigini, ancak FD  lotophagorum (Kirkaldy), Orosius orientalis
vektorii  Scaphoides titanus Ball. (Hemiptera: (Matsumura), Reptalus panzeri (Low) (Hemiptera:

Cicadellidae)’un saptanamadigini ve fitoplazma
varligr ic¢in Orneklenen tiim bdceklerin PCR
sonucglarinin  negatif oldugunu bildirmektedir.
Karabigak ve ark., (2020) tarafindan Erzincan ili
bag alanlarinda fitoplazma etmenlerinden BN ve
bu etmenin potansiyel vektorleri olan Laodelphax
striatellus (Fallen, 1826) (Hemiptera: Delphacidae),

Cixiidae)’nin fitoplazma hastaliginin vektorleri
oldugu bildirilmektedir- (Weber and Maixner,
1998; Weintraub, 2007). Bag alanlarinda yabanci
otlarin varligiyla H. obsoletus’un hastaligin
yayilmasinda %30-60 etkili oldugu
bildirilmektedir. (Weintraub ve Beanland, 2006).

Erzurum ve Diyarbakir’da Hyalesthes

Empoasca sp., FEuscelis incisus (Kirschbaum .

P P . ( . " obsoletusun, Ankara ve Denizli’de Dictyophara
1868) ve  Psammotettix  sp. (Hemiptera: , N

. . 1 . ... europaea’nm saptandigi ancak PCR and PCR-
Cicadellidae) tiirlerinin tespit edildigi s . N

oy . RFLP analizlerinde etmenin varlig1 agisindan
bildirilmektedir.
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negatif sonu¢ verdigi, Trakya ve Canakkale bag
alanlarinda FD’nin saptandig1 ancak vektorii olan
Scaphoides titanus un Bulgaristan’da
saptanmasina  ragmen, Tiirkiye’de  heniiz
saptanmadig1  Dbildirilmektedir  (Ertung, 2013).
Ayrica Kalkandelen (2000), Tiirkiye’de Hyalesthes
cinsinde tespit edilen 13 tiirlin varhigim
bildirmistir. Ancak Cizelge 3’de goriildiigii gibi;
bizim g¢alismamizda elde edilen tiirler fitoplazma
hastaliginin  vektorii  oldugu bilinen tiirlerden
farklidir.

Bag fitoplazmalar1 karantina zararlilar1 olup, halen
Bitki Karantinast1  Yonetmeliginin EK  2-A
“Tirkiye’de wvarligi Dbilinmeyen organizmalar”
boliimiinde yer almaktadir. Siirvey sirasinda yerli
cesitlerden alman Orneklerde etmenler saptanma-
mustir. Bu iireticiler kendi asmalarindan tiretim
materyali almakta ve yeni asmalar1 bu materyal-
lerden yetistirmektedir. Ithal ¢ubuklar kullanarak
bag tesis eden {ireticilerde s6z konusu etmenin
tespit edilmesi, bu hastaliklarin Tirkiye’ye
vejetatif olarak, asi materyali veya asili asma
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