Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi
Journal of Agricultural Faculty of Gaziosmanpasa University

http://ziraatdergi.gop.edu.tr/

JAFAG

ISSN: 1300-2910
E-ISSN: 2147-8848
(2015) 32 (2), 32-40

Arastirma Makalesi/Reseach Article

Tokat Yéresinde Kiraz ve Visne Agaclarinda Oliimlere Neden Olan Hastahk
Etmenlerinin Belirlenmesi

Ozer CALIS'#, Yusuf YANAR?

! Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii,07070 Antalya, Tiirkiye
’Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii Tokat, Tiirkiye
* e-mail: ozercalis @akdeniz.edu.tr

Alindig tarih (Received): 28.08.2014
Online Baski tarihi (Printed Online): 08.04.2015

Kabul tarihi (Accepted): 11.03.2015
Yazili baski tarihi (Printed): 00.00.2015

Ozet: Tiirkiye Diinya kiraz ve visne iiretiminde ilk siralarda olup bu sert ¢ekirdekli meyvelerin iiretiminde son
yillarda ciddi problemler yasanmaktadir. Ozellikle kiraz ve visne agaglarinda kisa siirede éliimlere neden olan
hastaliklar goriilmektedir. Bu ¢aligma Tokat yoresinde kiraz ve visne agaglarinda dliimlere neden olan hastalik
etmenlerini ortaya koymak, bu hastalik etmenlerini klasik ve molekiiler olarak tanimlamak ve ileride yapilacak
caligmalar i¢in bir temel olusturmayi amaglamaktadir. Bu amacgla Tokat Merkez, Pazar, Turhal, Niksar ve Erbaa
kiraz ve vigne iretim alanlarinda siirveyler gerceklestirilmistir. Siirveylerde toplanan bitki 6rneklerinden
laboratuvarda fungal ve bakteriyel etmenler besi ortaminda, fitoplazma ve viral etmenleri ise toplam genomik
DNA’lan elde edilerek izole edilmiglerdir. Besi ortamlarinda gelisen fungal ve bakteriler 6zel besi yerlerinde
saflagtirilarak tanilanmistir. Yapilan klasik tani testleri ve patojenisite testleri kiraz ve visnelerde kurumalara neden
olan hastalik etmelerinin Leucostoma spp. ve Alternaria spp. oldugunu ortaya koymustur. Gergeklestirilen
molekiiler analizler toplam genomik DNA igerisinde ksilem ve floeme 6zellesmis oldugu bilinen bakteri ile virus
etmenlerinin bulunmadigin ortaya koymustur. Bu c¢alismadan elde edilen veriler, kiraz ve visnede problem olan
hastalik kaynakli agag oliimleri ile miicadele stratejilerinin olusturulmasinda fayda saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kiraz ve vigne hastaliklari, kiraz ve visne, Leucostoma spp., hastalik tanilama

Identification of Sudden Death Diseases On Sweet and Sour Cherry Orchards in Tokat
Province

Abstract: Turkey is in the top of among the most world's sweet and sour cherry producer countries. However, the
stone seed fruit trees experience serious disease problems in recent years. Especially, sweet and sour cherry trees
are heavily affected with dieback and sudden deaths occurred in short time. This study aims to investigate disease
agents on the sweet and sour cherries with applying classical and molecular identification techniques and also to
establish a basis for future studies. Tokat's cherry production areas have been searched to determine present
infection statu. Hence, surveys were carried out on cherry orchards at Tokat Central, Pazar, Niksar Erbaa
provinces. Collected plant samples from the surveys brought to our laboratory; fungi and bacteria were isolated on
specific mediums and viruses and phytoplasmas were analysed using total genomic DNAs respectively. The fungal
and bacterial pathogens were purified from the culture and they were used in pathogenicity tests. Leucostoma spp.
and Alternaria spp. were identified in conventional diagnostic and pathogenicity tests. Molecular analyses within
total genomic DNAs revealed that neither phytoplamas nor viruses are present our samples. Investigation of the
disease agents will let to control the important disease and establish a main step for future studies.

Key Words: Sweet and sour cherry diseases, sweet and sour cherries, Leucostoma spp., disease identification

1. Giris

Kiraz ve visne Tirkiye’de ¢ok miktarda
iiretilen iki 6nemli tas ¢ekirdekli meyvedir. Kiraz
genellikle taze meyve olarak visne ise regel,
marmelat ve meyve suyu olarak tiiketilmektedir.
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Tiirkiye kiraz tiretiminde 45246 hektar (ha) alanda
438550 ton (t) ile diinya kiraz iiretiminde ilk
sirada yer almaktadir (FAO, 2014). Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) 303376 t ile
iilkemizden sonra ikinci sirada bulunmaktadir.
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Ancak ABD iirettigi kirazi ¢ok daha etkili bir
sekilde pazarlamakta ve ihracat bakimindan
Tiirkiye ancak tglincli sirada yer almaktadir
(Anonim, 2012).

Kiraz iiretimi Tiirkiye’de iklim sartlarina ve
yillara gore degismektedir. Baslica kiraz iiretimi
Kemalpasa (Izmir), Manisa, Sultandag: (Afyon),
Aksehir (Konya), Uluborlu (Isparta), Honaz
(Denizli) gibi merkezlerde gerceklesmektedir. Bu
merkezlere ilave olarak Bursa, Amasya ve
Tokat'ta da Onemli miktarda kiraz ve visne
yetistiriciligi yapilmaktadir. Son yillarda Tokat
yoresi ve yukarida belirtilen tim merkezlerde
hizla yayilan bodur ve yar1 bodur anaclar iizerine
asili kiraz gesitleri ile iretimde ve kalitede 6nemli
artiglar gergeklestirilmistir (Anonim, 2014). Tokat
ili ve ilgelerinde kiraz iiretimi son yillarda 20000
tonun tiizerine ¢ikmasi, kirazin yurt digina ihracati
ve Tlretilen visnelerin meyve nektart olarak
degerlendirilmesiyle ~ 6nemli  gelir  kaynagi
olmustur. (TUIK, 2014).

Bodur ve yar1 bodur anaglar iizerine asilanan
kirazlarda ciddi problemler goriilmeye
baglanmistir. Bodur kiraz ve visnede goériilen
hastaliktan dolayr agacin yapraklarinda Once
kizarma, genel gorliniimde yapraklarda kloroz ve
hafif solgunlukla birlikte dallarin u¢ kisimlarindan
itibaren geriye Olim gercekleserek (dieback)
agacin tamami kisa siire igerisinde Olmektedir.
Hastalik etmeni tiim kiraz ve visne {retim
alanlarin1  etkileyerek her yil artan oranlarda
kayiplara neden olmaktadir. Kiraz ve visne
agaclarinda goriilen bu Oliimlerin Tokat {iretim
alanlarindaki durumunu ortaya koymak ve
hastalik etmenini tanilamak amaci ile bu ¢aligma
gerceklestirilmistir. Boylece ileride hastaligin
kontrolii i¢in uygulanacak miicadele ¢aligmalarina

temel olusturulmus olacaktir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Siirvey c¢alismalari: Hastaligin Tokat
kiraz ve vigne liretim alanlarindaki durumunu ve
yaygmhigint belirlemek i¢in Tokat Merkezden
baglayarak Kemalpasa, Emirseyit, Giiryildiz
istikametinde Turhal, Pazar, Niksar ve Erbaa
ilgelerinde kiraz yetistiriciligi yapilan bahgelere

Temmuz-Ekim 2013 aylar1 arasinda farkh

zamanlarda ziyaret edilerek bahgelerden hastalik
ornekleri toplanmustir (Sekil 1). Orneklemeler
bahgelerin biiyiikliikleri ile dogru orantili olarak
gerceklestirilmistir. Orneklemeler gerceklestirilir-
ken hastaligin belirtilerini gosteren kiraz ve vigne
agaclart segilerek giidiimli  bir Ornekleme
gerceklestirilmistir (Bora ve Karaca, 1970). Tipik
hastalik belirtileri gosteren agaclardan yaprak,
sirglin, dal ve odunsu dokulardan &rneklemeler
yapilmistir (Sekil 1). Alinan 6rnekler plastik poset
icerisine konularak termo kutulara yerlestirilmis,
etiketlemeler yapilmustir. Laboratuvara getirilen
ornekler +4 °C deki buzdolabina yerlestirilerek
patojen izolasyonlar1 yapilincaya kadar burada
saklanmigtir. Ayrica Orneklemelerin  yapildigi
bahgelerin tam bodur, yar1 bodur ya da normal
bahge tesisi olup olmadigi, arazinin biiyiikliigii,
hastaligin en ¢ok goriildiigli c¢esitler iireticilere
sorularak  Orneklerin  alindigi  bahgelerin
koordinatlar1 GPS (Global Positioning System) ile
belirlenmigtir (Cizelge 1).

NgRr _yBassitiik

Resadiye

Sekil 1. Tokat Merkez ve ilgelerinde Ornekleme
yapilan kiraz ve visne bahgelerinin harita tizerindeki
cografik konumlari. Ornekleme alanlart ‘siyah
yildiz’ ile gosterilmistir.

Figure 1. Sweet and sour cherry samples were
collected from Tokat province. In sampling, the
plant materials were specifically taken from
diseased trees considering proportional size of the
area. Coordinates of the samples was determined
with a GPS. Samples were marked with 'black star'
on the Tokat map.
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2.2. Patojen izolasyonlari: Toplanan drnekler
laboratuara getirildikten sonra iki tiir izolasyon
gergeklestirilmistir.  Fungal bakteriyel
hastaliklarin izolasyonu igin ylizey sterilizasyonu
ve Orneklerin besi ortamina yerlestirilmesinden
olusan patojen izolasyonlar1 ilk asamay1

Ve

olusturmustur.  Ikinci asamada ise iletim
demetlerine Ozellesmis bakteri (fitoplazma) ve
viruslerin tanilanmasma yonelik yapilan DNA
izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
analizlerini igermektedir.

Cizelge 1. Siirvey calismalarinda drneklerin toplandigi bahgelerin cografik konumlari.
Table 1. Geographical locations of collected samples and their orchards.

Ornek| |

Ads i Yerlesim yeri Enlem Boylam

Ml Tokat Tekbir Evleri 40°21° 237K | 36°31’ 11”D
M2 Tokat Tekbir Evleri 40° 21’ 40”K | 36°31° 23”D
M3 Tokat Kemalpasa 40° 21°25” K | 36° 30’ 28D
M4 Tokat Kemalpasa 40° 21’277 K | 36° 30’ 29”D
M5 Tokat Emirseyit 40°20° 56”K | 36° 28 ’22”D
M6 Tokat Emirseyit 40°20° 527K | 36° 24’ 58D
M7 Tokat Komeg 40° 20’ 527K | 36°24°56” D
M8 Tokat Komeg 40°20° 36K | 36°22°51”D
M9 Tokat Giiryildiz 40°20° 36”K | 36°22° 52D
M10 | Tokat Giiryildiz 40° 20’ 59”K | 36° 22’ 20”D
M11 | Tokat Kat 40° 19’ 517K | 36°22° 16”D
M12 | Tokat Vasfi Diren Dimes | 40° 20’ 46”K | 36° 08’ 39”D
M13 | Tokat Turhal 40° 20’ 48”K | 36° 08 40”D
M14 | Tokat Turhal 40° 20’ 48”K | 36° 08 40”D
M5 Tokat Turhal 40°20°49” K | 36° 08’ 43”D
M6 Tokat Niksar 40° 22’ 10K | 36° 38°22”D
M7 Tokat Akbelen 40° 26 08”K | 36° 42’ 45”D
M8 Tokat Niksar 40° 39’ 40”K | 36°47° 60”D
M9 Tokat Niksar 40°29°20”K | 36° 45 58°D
M10 | Tokat Niksar 40° 31’ 46”K | 36° 54° 42D
M21 |Tokat Niksar 40° 29’357 K |36°56°58” D
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2.2.1. Fungal ve bakteriyel etmenlerin
izolasyonu: Steril kabin igerisinde hastalikli ve
saglikli dokular1 igeren bitki ornekleri, igerisine
%35’lik ¢amasir suyu, %96’lik etil alkol ve steril
distile su konulmus 250 ml’lik beherlerde ardisik
olarak 1 dakika  bekletilerek  ylizey
dezenfeksiyonu yapilmistir. Dezenfekte edilen
ornekler steril kurutma kagitlar1 arasina almarak
kurutulmustur.  Yiizeyleri dezenfekte edilen
ornekler icerisinde su agari veya nutrient agar
bulunan 90 mm ¢apli Petri kaplar1 {izerine
yerlestirilmigtir. ~ Petrilerin ~ kapak  kenarlar1
parafilm ile kapatilarak 28°C inkiibatoérde 3-4 giin
bekletilmistir. Inkiibatdrden ¢ikartilan ornekler
incelenerek gelisen fungal koloniler besin
yoniinden daha zengin olan patates dekstrose agar
(PDA) ortamina, bakteriler ise spesifik King’s B
agara transfer edilerek saf kiiltiirler elde edilmeye
calisilmustir.

2.2.2. Fitoplazma ve viral etmenlerin DNA
izolasyonu: Bitki dokularn igerisinde bulunan
fitoplazma ve hiicre igerisindeki
bulunmasi i¢in toplam genomik DNA izolasyonu
Doyle and Doyle (1987)’e gore yapilmustir. izole
edilen DNA o6rneklerinde fitoplazmalarin ve DNA

viruslerin

iceren viruslerin varligini ortaya ¢ikarmak igin
PCR analizleri gerceklestirilmistir. Caligmalarda
Pierce's hastalig1 etmeni Xylella fastidiosa ve bag
sarilik fitoplazmalar1 ile Cherry Leaf Roll Virus

hastalilk  etmenlerinin  genetik  yapilarina
ozellesmis primer setleri kullanilmistir.

2.3. Molekiiler Tam

2.3.1. Primerler: Kiiltiire alimamayan
fitoplazma ve viruslerin Tokat ydresinde

kirazlarda ve visnelerde goriilen Olimlerden
sorumlu olup olmadigini anlamak amaciyla bu
organizmalara spesifik olarak dizayn edilmis
0zgli  genetik
materyalin  izole  edilen  toplam  DNA
materyalinden g¢ogaltilmasini saglamak amaciyla
calismada  kullamilmiglardir  (Cizelge  2).
Calismada kullanilan spesifik primerler segilirken
kirazlarda ani Oliimlere neden olabilecek, ayni
habitatta bulunan baglarda hastalik yapan iletim

primerler, bu organizmalara

demetlerine 6zgili olan fitoplazma ve kirazlarda
enfeksiyona neden oldugu bilinen virus
hastaliklarinin primerleri se¢ilmistir. Calismada
bu obligat hastalik etmenlerinin tanilanmasi igin
kullanilan spesifik primer ¢iftleri ve annealing
sicakliklar1 Cizelge 2'de verilmistir.

Cizelge 2. Kiraz ve visnelerde ani oliimlere neden olabilecek fitoplazma ve viruslere spesifik genetik
yapilarin PCR ile gogaltilmasinda kullanilan molekiiler primerler.
Table 2. Specific molecular primers used for PCR amplifications to detect phytoplasmas and viruses cause

sudden death disease on sweet and sour cherries.

or;:fiifna Oligo ad1 Oligo sekansi Asrll;el?lll;g t]izl;ﬁr:g:
Xylella XyfasRST31 (GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC 62°C 733 Bp
fastidiosa XyfasRST33 |CACCATTCGTATCCCGGTG 58°C
Xylella Xyfas2721int (CTGCACTTACCCAATGCATCG 59°C 700 Bp
fastidiosa Xyfas2722int [GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT 63°C

. FitR16F2n  (GAAACGACTGCTAAGACTGG 57°C
Fitoplazma | 216R2  TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG ooc | '248Bp
Bag sarilik  [BagsarYV2 |CGCTACACCTGGAATTCTAC 57°C
fitoplazma 643 Bp
hastaligi BagsarYVl |GGGAGCTTGCTCCCCGG 62°C
Cherry Leaf [CLRVI TTGGCGACCGTGTAACGGCA 61°C 431 Bp
Roll Virus  [CLRV2 GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG 56°C
Cherry Leaf [RW1 GTCGGAAAGATTACGTAAAAGG 56°C 375 Bp
Roll Virus ~ RW2 TGGCGACCGTGTAACGGCA 61°C
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2.3.2. PCR analizleri: Klasik PCR analizleri
toplam 20 pl'lik reaksiyon karigimlari igerisinde
gercgeklestirilmis olup her bir tiip igerisinde primer
konsantrasyonuna gore degisen miktarda ultra
dsH,O, 2,5 ul 10X PCR buffer, 2 pul
deoxynucleaside triphosphate (dNTP), 2 pul
karisimin pH s ayarlayan MgCl, buffer, 2 pl
primer forward, 2 pl primer reverse, 0.3 pl Taq
polimeraz enzimi (Promega, USA) ve 1 pl
template DNA igermektedir. Bu karisimi igeren
PCR strip tiipleri termal cycler'da 94 °C'de 4
dakika (d) baslangic denatiirasyonunda
(denaturation) bekletildikten sonra 40 dongii ile
94 °C’de 1 d denatiirasyon, 45-60 °C degisken
sicakliklarda 1 d primer yapigma (annealing) ve
72 °C'de 2 d uzama (extension) sicakliklarinda
amplifkasyonlar gercgeklestirilmistir. Bu
dongiilerden sonra PCR karisimi 72 °C'de 10 d
son uzama sicakliginda kalmis, sonra +8 °C'de
bekletilerek amplifikasyonlar gerceklestirilmistir.
PCR  reaksiyonunda  ¢ogaltilan
gorilintlileyebilmek i¢in %2'lik agaroz (Sigma
Aldrich, Almanya) jel hazirlanmigtir. Hazirlanan

triinleri

agoroz jeldeki her bir kuyucuga toplam 15 ul'lik
ornek yiiklenerek dogru akim verilerek ornekler
once 110 Volt (V) da 15 d kosturulmus daha
sonra 90 V'da 45 d kosturulmustur. Kosturulan
ornekler Vilber Lourmat Jel goriintiileme
sisteminde fotograflanarak termal yazicidan
fotograflarin ¢iktilar alinmistir.

2.4. Patojenisite testleri: Nutrient ve patates
dekstroz agar iizerinde izole edilen funguslarin
tanimlamalari Prof. Dr. Yusuf YANAR tarafindan
gergeklestirilmistir. Bu fungal tiirler alt kiiltiirlere
almarak saf olarak besi ortamlarinda tiretilmistir.
Besi  ortamlarinda  yetistirilen ~ funguslarin
virulentliklerini belirlemek, en virulent fungus
izolatlar1 ile ¢aligmalar1 gerceklestirmek igin
patojenisite testleri gerceklestirilmistir.
funguslarin  virulentliklerini

izole edilen

belirlemek icin Gaziosmanpasa Universitesi
Uygulama arazisinde bulunan 0900 ziraat kiraz
¢esidinden hastaliksiz  20-30 cm

uzunlugunda dallar kesilmistir. Kesilen dallarin

taze ve

uclar1 laboratuvar ortaminda su kaybetmesini
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onlemek icin mum ile kaplanmustir. Her iki
ucundan 3 cm igeride cork borer (5 mm) ile kabuk
iizerinde yaralar acilarak PDA otaminda 7 giin
stireyle gelistirilen fungusun aktif olarak gelisen
uc¢ kisimlarindan yine mantar delici ile alinan 5
diskleri
yerlestirilmistir (Sekil 2). Daha sonra steril pamuk

mm’lik fungus bu yaralar {izerine
ile tzerleri kapatilmig ve saf distile su ile
nemlendirildikten sonra {izerleri stre¢ film ile
kaplanarak nemli perlit ortamima yerlestirilmistir
(Sekil 2). Kasa igerisinde bulunan enfekteli
cubuklarin {izeri siyah bir naylon ortii ile
kaplandiktan sonra kasa karanlik nemli bir odaya
yerlestirilmistir. Deneme tesadiif bloklar1 deneme

desenine gore li¢ tekerriirlii kurulmus ve iki kez

tekrarlanmistir. Cubuklar {izerindeki hastalik
gelisimleri  inokulasyondan 15 giin sonra
kumpasla Olciilerek lezyon uzunluklari
belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Siirvey Bulgular

Tokat 1li ve ilgelerinde gergeklestirilen

stirveylerde, hastalidin kiraz iiretiminin yapildig1
tim alanlarda yaygm oldugu belirlenmistir.
Yiiksek verim veren kirazlarin 6zellikle tam bodur
ve yar1 bodur anaglar ilizerine asilanarak bahge
tesisi yapilan yerlerde bu agaclarin hastaliklardan
daha yogun etkilendikleri ortaya konmustur.
Hastalik etmeni agaglarin yapraklarinda 6nce hafif
kizarmaya neden olmaktadir (Sekil 3). Yapraklar
iizerinde kloroz, biikiilmeler ve halkali lekeler
goriilmektedir (Sekil 3). Ug dallardan baglayarak
geriye oliim (Sekil 3) agacin ana govdesine kadar
inmektedir. Hastalikli dallarda kahverengilesme,
govde lizerinde zamklanma ve akintilarla birlikte
kabuk altinda kahverengilesmeler bulunmaktadir
(Sekil 3). Hastaliktan etkilenen odunsu iletim
dokularinda renk degisimleri tipik olup agaglar bir
ay gibi kisa siirede 6lmektedir (Sekil 3). Kuskirazi
ve siyah mahlep gibi anaglar iizerine asilanan
kirazlarda hastaligin sar1 mahlebin ana¢ olarak
kullanildig1 bitkilere goére daha az goriildiigi
saptanmuigtir.
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Sekil 2. Patojenisite testleri: 0900 Ziraat kiraz ¢esidinden alinan saglikli siirgiinler (A), siirgiin u¢larinin mum
ile kaplanmasi1 (B), ¢ubugun her iki ucundan 5 mm caplt mantar delici ile yara agilmasi (C), yara yerlerine
fungal miselleri yerlestirilmesi. Misel birakilan yerlerin iizerinin nemli pamuk ve stre¢ filim ile kaplanmasi
(D).

Figure 2. Healthy rod sticks (A) were obtained from 0900 ziraat sweet cherry trees. Both ends of sticks were
coated with wax (B) and 5 mm diameter wounds (C) were opened by cork borer, the wounds were placed
with fungal mycelia. The mycelium discs were covered with moist cotton and strech films (D).

3.2. izolasyon Bulgular ve Patojenisite

3.2.1. Fungus ve Bakteri izolasyonlar

Hastalikli kirazlardan alinan yaprak, dal,
stirgiin ve diger odunsu dokulardan yapilan fungal
ve bakteriyel izolasyonlar sonucunda elde edilen
funguslar yeni ortamlara aktarilarak saf olarak
gelistirilmistir. Bakteri izolatlar1 ise fitopatojen
bakteriler i¢in hazirlanmis segici ortamlara
aktarildiginda herhangi bir gelisme olmamistir ve

bu izolatlarin fitopatojenik bakteriler olmadigi
sonucuna varilmigtir.

Saf olarak gelistirilen funguslar Alternaria spp.
ve Leucostoma spp. olarak Prof. Dr. Yusuf
YANAR tarafindan tanilanmustir. Saf olarak
gelistirilen Leucostoma funguslar besi ortaminda
istten bakildiginda beyaz misellerden olusan
kolonilere sahip iken alttan bakildiginda
merkezde agik kahverengi-krem, uclara dogru ise
beyaz misel kolonileri olusturdugu bulunmustur.
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Sekil 3. Hastaliktan etkilen kiraz bahgesindeki agacta goriilen renk degisimi (sag iist) ve renk degisimi ile
baslayan simptomlarin yaprak, dal, govde ve odunsu dokudaki goriiniimleri (sol taraf). Hastaliktan

etkilenerek 6lmiis kiraz agaci (sag alt).

Figure 3. Disease symptom on affected sweet cherry canopy (upper right). The pathogen cause discoloration
on leaf, branch, bark and woody tissues of the tree (left side). Death cherry tree is due to the fungal infection

(bottom right).

3.2.2. Patojenisite Testleri

Hastalik etmeni Leucostoma spp. izolatlarmin
patojenisitesini  ve  virulenslik  diizeylerini
belirlemek amaciyla yapilan siirgiin testi sonuglari
Cizelge 3'de arasinda
virulenslik diizeyleri agisindan 6nemli diizeyde
farkliliklar gbzlenmistir. En virulent izolat M-18
olup, olusturdugu lezyon uzunlugu istatistiki
olarak diger biitiin izolatlardan ve kontrolden
onemli diizeyde farkli bulunmustur. Bunu M-16,
M-7, M-1 ve M-11 izolatlar1 izlemistir. Diger
taraftan M-6, M-9, M-10, M-13, M-20 ve M-21
izolatlar1  kontrolden olusturduklar1t nekrotik
alanin uzunlugu agisindan farksiz bulunmustur

verilmistir.  Izolatlar

(Cizelge 3). Bunlarin olusturdugu nekrotik alan
kontrolde mantar delici ile agilan mekanik
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yaralanmanin olusturdugu nekrozla ayni diizeyde
kalmigtir. Bu nekrotik uzunluklar kontrolden
farksiz bulunan izolatlarin patojen olmadiklarini
veya virulenslik diizeylerinin ¢ok diigiik oldugunu
gostermektedir. Bunlarin diginda kalan bes fungal
izolat ise (M-3, M-4, M-5, M-12 ve M-17)
olusturduklar1 lezyon agisindan  kontrolden
istatistiki olarak onemli diizeyde farkli oldugu ve
11.7 ile 9.43 cm arasinda degisen uzunluklarda
lezyonlar meydana getirmisglerdir (Cizelge 3).
Virulent irklar siirgiinlerde istatistiki olarak biiyiik
lezyonlar olustururken, avirulent irklar kontrolle
ayni miktarda lezyon uzunluklari olusturmaktadir.
Bu sonuglar izole edilen Leucostoma spp.
izolatlarmin virulentliklerinin farkli oldugunu
gostermektedir. Nitekim daha Once yapilan
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caligmalarda Leucostoma tiirlerinin hiicrelerinde
dsRNA virus igerebildigi, ve bu viruslerin
fungusun genetik yapisinda degisikliklere neden
olarak virulentligini artiripp ya da azalttigi
bildirilmistir (Hammar et al., 1989: Adam et al.,

1990).

Cizelge 3. Leucostoma spp. izolatlarinin virulentlik
diizeyleri.

Table 3. Isolates of Leucostoma spp. have different
virulence levels.

. Ortalama
1zolat -
Lezyon uzunlugu
No
(cm)
M-18 2485a
M-16 15.56b
M-7 14.00 b
M-1 1397 b
M-11 12.94 be
M-5 11.17 cd
M-12 10.94 cde
M-3 10.64 cdef
M-17 9.49 defg
M-4 9.43 defg
M-9 9.32 defgh
M-13 8.27 efghi
M-21 8.00 fgh
M-10 7.52 ghij
M-6 6.78 ghij
M-20 5.821j
KONT .
ROL 6.70 hij

LSD (Least Significant Difference): 2.71
* Aym siitiin icerisinde benzer harf ile gosterilen degerler

arasindaki fark istatistiki olarak énemsizdir (P<0.05).

3.3. Fitoplazma ve viral etmenler

Kiraz ve vignelerde ani kurumalara neden olan
fitoplazma ve virus hastaliklari1  ortaya
koyabilmek i¢in 2 tane ksilem ile 2 floem
fitoplazmalarmma ve 2 viruse Ozellesmis primer
giftleri ile yapilan PCR analizlerinde bu
organizmalarin hedeflenen genetik materyalleri
PCR ile cogaltilamamigtir (Sekil 4). Molekiiler
calismalarda kirazlarda ani Gliimlere neden olan
bu obligat patojenlerin Xylella fastidiosa ve bag
sarilik  fitoplazmalart  olmadigr  anlagilmustir.
Ancak Cherry Leaf Roll Virus (CLRV)nin
sSRNA genetik materyalini igeren virus olmasi

DNA'da
anlasilmistir

nedeniyle toplam genomik
amplifikasyonlarmin yapilamadigi

(Sekil 4).

" Xylella fastidiosa
"Xylella fastidiosa
~Bag Sarilik

100 bp Ladder

s g Y ™
[l K2 K3K4 N KT1IK2 K3 KAN K1K2 K3 K4 N

Sekil 4. PCR analizlerinde kullanilan fitoplazma ve
viruslere spesifik primerlerin  olusturdugu jel
goruntistl.

Figure 4. Gel picture of PCR analysis with specific
primers to detect phytoplasma and viruses.

Molekiiler ¢alismalarda 6zellikle fitoplazmalar

iizerinde  durulmasinin 3 temel nedeni
bulunmaktadir. Bunlar 1) fitoplazmalarin ani
oliimlere neden olabilecek kapasitede olmalari, 11)
agaclar  Ulzerindeki  gorillen  simptomlarin
fitoplazmalarin ~ olusturdugu  belirtiler  ile
Ortiismesi, ve 1) baglar ile kiraz-visne
bahcelerinin  ayn1  ekolojik isteklere sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir.

4. Sonuc¢

Bu c¢alismada Tokat kiraz ve visne
bahgelerinde hastalik siirveyleri

gerceklestirilmistir. Siirveylerin gergeklestirildigi
tim kiraz ve visne bahgelerinde Once agag
yapraklarmin  kizardigi, yapraklarda ¢esitli
derecelerde klorotik ve nekrotik lekeler, dallarda
ve govdelerde akintilar ve geriye 6lim, odunsu
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dokularda  renk  degisimleri  bulunmustur.
Hastaligin Tokat Merkez ve ilgelerinde tiim kiraz
ve visne TUretim alanlarinda bulundugu ve
hastaliktan etkilenen agag sayisinin her gecen yil
arttig1 tespit edilmistir. Hastaligin 6zellikle tam ve
bodur anaglar iizerine asili kirazlarda daha yogun
oldugu ortaya konmustur. Alinan odun dokusu
orneklerinden kiraz ve visnelerde kisa siirede
Olimlere neden olan faktérlerden birinin
Leucostoma spp. nin yol actigi Leucostoma
kanseri olabilecegi ortaya konmustur. Leucostoma
spp.
testleri Leucostoma izolatlarinin farkl seviyelerde

izolatlar1 ile gerceklestirilen patojenisite

virulentlige sahip oldugunu ortaya koymustur.
Farkli seviyelerde virulentlik gosteren bu hastalik
etmenlerinin avirulent irklar1 kullanilarak ¢apraz
korunma ile virulent irklarin kontrol edilebilecegi
anlagilmaktadir. Bu nedenle hypoviriilent irklarin
arastirilmasi gerekmektedir.
Yapilan molekiiler analizler kiraz ve vignelerin
test edilen
olmadigim

Olimiine sebep olan hastaligin
fitoplazma ve/veya virusler
gostermigtir. Hastalilk etmeninin anlagilmasiyla
gelecekte bu patojenlerin kontrol altina alinmasi
kolaylagsacaktir. Bu amagla daha detayh
calismalara, oOzellikle bahge bitkileri ile bitki
koruma konularinda uzmanlarin bir araya gelerek
multi disipliner olarak bu problemi tiim yonleriyle

¢Oziime kavusturmasi gerekmektedir.
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