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OZET

SUSAM GENETIK STOKUNUN PHYLLODY HASTALIGINA KARSI
DAYANIKLILIK BAKIMINDAN TARANMASI VE MOLEKULER ANALIZi

Riistem USTUN

Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Biilent UZUN
Haziran 2014, 53 sayfa

Bu calisma, 542 susam genotipinin phyllody hastaligina karsi dayaniklilik
bakimindan taranmasi ve molekiiler tekniklerle incelenmesi amaciyla 2012, 2013 ve
2014 yillarinda Antalya'da yiiriitiilmiistiir. Genotipler araziye augmented deneme
deseninde iki yil siiresince ekilmis ve phyllody hastaliginin tarlada gézlemleri alinarak
1-5 sklasina gore degerlendirilmistir. Tarlada potansiyel dayanikli olarak belirlenen
genotipler serada bir kez daha testlenerek, dayaniklilik dogrulanmistir. Tarla ve sera
kosullarindaki denemelerden hastalikli ve saglikli bitkilerden yaprak ve doku 6rnekleri
almarak DNA izole edilmistir. DNA ornekleri dogrudan, nested ve real-time PCR
yontemleriyle analiz edilmistir. Dogrudan PCR yonteminde P1-P7 primerleri
kullanilmis ve yaklasik 1800 bp uzunlugunda iiriin elde edilmistir. Nested PCR
yonteminde ise R16F2n- R16R2 ve Fu5-Ru3 primer ¢iftleri kullanilmis ve sirasiyla
yaklasik 1240 bp ve 880 bp tiriinleri elde edilmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin sekans
ve RFLP analizi yapilmis ve bu molekiiler analizler sonucu phyllody hastalik etmeni
olan fitoplazmalar smiflandirilmistir. Bu veriler 1s18inda pigeon pea witches’-broom
(16SrIX-C) ve peanut witches’-broom (16Srll-D) gruplarina ait fitoplazmalarin
bolgemizde phyllody hastaligina sebep oldugu belirlenmistir. Daha sonra sekanslardan
elde edilen DNA dizilimine gore primer ve probelar dizayn edilerek real-time PCR
yontemi ile hastalik etmeni irkinin hangi grubuna ait oldugu hizli ve pratik yolla
belirlenmistir. Antalya kosullarinda phyllody hastaligint yayan bocegin Orosius
orientalis oldugu tespit edilmis ve bu hastalik vektor bocek yardimiyla ve asilama
yontemiyle saglikli bitkilere basarili sekilde aktarilmistir. Sonug olarak, incelenen 542
susam genotipinden ACS38 ve ACS102 genotiplerinin hastalik etmenine kars1 dayanikli
olduklar1 saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Susam, Sesamum indicum L., phyllody, sekans, vektor
bocek, taginma, dayaniklilik

JURI: Prof. Dr. Biilent UZUN (Danisman)
Dog. Dr. Taner AKAR
Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN



ABSTRACT

SCREENING AND MOLECULAR ANALYSIS FOR PHYLLODY DISEASE
RESISTANCE IN SESAME GENETIC STOCK

Riistem USTUN

MSc Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Biilent UZUN
June 2014, 53 pages

The study was conducted to screen 542 sesame genotypes for phyllody disease
resistance in the growing years of 2012, 2013 and 2014 in Antalya. The augmented
experimental design was used for the field trials. Sesame plants in the field were scored
for the disease according to 1-5 scale. The genotypes identified resistance the disease
under field conditions were further confirmed under greenhouse condition. Phytoplasma
infected and healthy sesame plant leaf samples were collected in the field and the
greenhouse. DNAs were isolated from selected samples which were analysed by direct,
nested and real-time PCR methods. P1-P7 primers used in direct PCR produced 1800 bp
amplicons. Primers of R16F2n- R16R2 and Fu5-Ru3 were also used in nested PCR and
they produced 1240 bp and 880 bp products, respectively. Sequencing of PCR
amplicons and RFLP analyses of those products were realized, too. The phytoplasmas
were classified into pigeon pea witches’-broom (16SrIX-C) and peanut witches’-broom
(16SrlII-D) groups based on the data. New primers and probes were designed for real-
time PCR from sequencing of the PCR amplicons so that the detection of the disease
and the relative quantification of resistance level in sesame genotypes were determined,
simultaneously. Orosius orientalis was identified as the vector insect of phyllody in
sesame. Using with grafting and the insect vector were successfully transferred to
healthy plants. As a result, genotypes ACS38 and ACS102 were found resistant to
phyllody disease.

KEYWORDS: Sesame, Sesamum indicum L., phyllody, sequence, vector,
transmission, resistance
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ONSOZ

Susam hem tohumu hem de yag1 dogrudan tiiketilebilen 6nemli bir yagh tohum
bitkisidir. Ozellikle sahip oldugu antioksidanlar sayesinde tiiketimi ve bilinitligi gittikge
artmaktadir. Ancak {ilkemizde tiim yagli tohumlu bitkilerde oldugu gibi susamda da
yeterli iiretimin saglanamamasi susam ithalatini zorunlu kilmaktadir. Hastalik ve
zararlilara dayanikli, yiiksek verim ve yag igerigine sahip farkli gesitlerin ¢cok sayida
olmamasi yetersiz iiretimin baslica nedenleridir. Yetistirme kosullarina uygun, canli ve
cansiz stres faktorlerine dayanikli ve yiiksek verimli ¢esitlerin gelistirilmesi {lilkemiz
susam 1slahinin ana hedeflerinde yer almaktadir. Gilinlimiizde biyotik stres
faktorlerinden en Onemlisi susam phyllody hastalig1 olarak karsimiza cikmaktadir.
Phyllody hastaliginin susam tarlalarindaki varligr énemli olumsuz etkiye sahiptir. Son
10 yillik siirece baktigimizda susam tarlalarinda biiyiikk verim kayiplari meydana
gelmektedir. Bu g¢alismada susam iireticilerinin biiyiik bir sorunu olan phyllody
hastaligina karsi, susam genetik stokundaki dayanikli genotiplerin tespit edilmesi
amagclanmustir.
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1. GIRIS

Fitoplazmalar, biiytikliikleri 200-800 nm arasinda degisen, hiicre duvarsiz
prokaryotlar olup, sadece canli konuk¢u dokularinda yasayabilen obligat parazit
canlilardir. Fitoplazmalar, prokaryot canlilarin Molikiitler simifinda yer alirlar ve
diinyada yaklagik 1000 kadar bitki tiirlinde hastalifa neden oldugu belirtilmistir
(Seemiiller vd 2002). Hasta bitkilerin floem borusunun kalburlu kismindaki elementleri
(karbonhidrat, siikroz gibi) emerek yasarlar. Bu canlilar sert hiicre duvarina sahip
degillerdir ve etraflar tek bir zarla ¢evrili oldugu i¢in antibiyotiklere kars1 hassastirlar.
Fitoplazmalarin; tahillarda, sebzelerde, meyve agaglarinda, siis bitkilerinde ve agaglarda
olusan hastaliklarla iligkisinin oldugu 6ne siiriilmiistiir (Vidhyasekaran 2004).

Fitoplazmalar, bocek  vektorler ve  bitkilerdeki  konuk¢u hiicrenin
sitoplazmasinda gelisir ve cogalirlar. Tomurcuklanma vasitasiyla aseksiiel olarak
iireyebilme yetenegine sahiptirler. Fitoplazmalar enfekte ettikleri bitkilerin 6ncelikle
floem iletim demetlerine saldirirlar ve floem dokusunda kalirlar. Bu patojenler bitkilerin
floeminde beslenen yaprak pireleri, Cixidiae ve Psillidae familyasina bagh vektor
boceklerle tasmirlar. Bocek bitkide beslenirken yaptigi emgi ile patojeni biinyesine
almakta ve daha sonra beslenme kanal1 ve tiikiiriik bezleri ile patojeni saglikli bitkilere
tagimaktadir. Genellikle bocegin enfekteli oldugu bir latent déonemi vardir. Bu donem
bdcegin tiiriine ve yapisina gore birkac saatle bir kag¢ hafta arasinda degisebilmektedir.
Vektor bocekler biinyelerinde bulunan fitoplazmadan etkilenmezler ve bir zarar
gormezler. Fitoplazmalar ayrica kiiskiit ile de tasinmaktadir. Bu yolla taginmada en ¢ok
kullanilan bitki, deneysel c¢aligmalarda bitkilere fitoplazma irki aktarilmasinda da
onemli bir bitki olan Cezayir meneksesidir (Catharanthus roseus L.). Bu sekilde pek
cok fitoplazma 1wrki Cezayir meneksesinde muhafaza edilmektedir. Diger taraftan
asilama, celikle iiretim, mikro ¢ogaltim gibi seksiiel ¢ogaltmadan farkli yontemlerle
yapilan c¢ogaltma islemlerinin fitoplazma tasinmasinda onemli rol oynadigi uzun
yillardir bilinmektedir. Tohumla tasinma ise hala arastirilan bir konu olmakla birlikte,
yonca bitkilerinde ve hindistan cevizinde gizli sarilik fitoplazmasinin ¢ok az sayida
bitkide tohumla tasindig1 belirlenmistir. Fitoplazmalar kis1 hastalik bulasmis vektor
boceklerde veya ¢ok yillik konukeu bitkilerde gegirebilmektedirler (Bertaccini 2007).

Ik fitoplazma hastalid1 olan aster sariligi 1902 yilinda rapor edilmis ve aster
sarthiginin, 1967 yilina kadar bir virlis hastalifi oldugu varsayilmistir. Viriisler
tarafindan neden oldugu sanilan bazi bitki hastaliklarinin morfolojik olarak insan
patojeni olan mikoplazmalara benzeyen ve floemde kolonize olan prokaryotlarla iliskili
oldugu ilk kez 1967 yilinda yapilan elektron mikroskop c¢aligmalariyla ortaya
konulmustur (Doi vd 1967). Bu tarihten sonra yiizlerce bitki hastaligina mikoplazma
benzeri organizmalarin etmen oldugu bildirilmistir. In vitro kosullarinda gelismeleri
miimkiin olmadigindan son 15 yila kadar ¢ok az1 karakterize edilmis, ribozomal DNA
(rDNA) baz dizisi tayininin miimkiin olmasindan sonra bitki floeminde ve boceklerde
kolonize olan, hiicre duvarindan yoksun bu prokaryotlarin Mollicutes sinifinin i¢inde
bliylik bir mono-filogenetik grup olusturdugu goriilmiistiir. Bu patojenlerin tanisit 20
yildan fazla bir siire mikroskobik gozlemler (DAPI boyama) ya da elektron mikroskop
yontemleri ile yapilmistir. Ancak, son c¢eyrek asirda DNA-temelli modern
biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasiyla prokaryotlar igerisinde farkli molekiiler
kiimelerin ayirt edilmesine olanak taninmistir. Mikoplazma benzeri organizmalar terimi
1967-1994 yillar1 arasinda sararma hastaligina sebep olan organizmalarin adi olarak



kullanilmigtir. Uluslararas1 Mikoplazma Arastirma Projeleri Komitesi’nin (IRPCM)
Bitki Mikoplazmalar1 Birimi bu gruba ait prokaryotlar1 tanimlamak i¢in ‘fitoplazma’
adimm vermis; ‘Candidatus Phytoplasma’ cinsi Onerilerek bu prokaryotlarin resmi
smiflandirilmas: yapilmaya baglanmistir (IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working
Team 2004).

Fitoplazmalarin ayrimi ve saptanmasi, hastalifin teshisi i¢in gereklidir.
Fitoplazmalar, insan ve hayvanlar1 enfekte eden mikoplazmalardan 16S ve 23S
ribozomal Dbolgelerin  arasinda kalan bosluk bolgesi ile genetik olarak
ayrilabilmektedirler. Onerilen ilk fitoplazma tanilama ve smiflandirma sistemleri
vektorle taginmadaki 6zellesme, konukgu dizisi ve Cezayir meneksesi gibi genel bir
konukgudaki semptom olusumlar1 esasina dayanmaktadir. Onceleri poliklonal antiserum
daha sonra da monoklonal antiserumlarin gelistirilmesi ile fitoplazma gruplar1 arasinda
ilk farkliliklarin ortaya konulmasi saglanmistir. Gegen 30 yilda yapilan birgok c¢abaya
ragmen fitoplazmalar kiiltiire alinamamigtir. Bundan dolayi, kiiltiire alinan prokaryotlara
uygulanan geleneksel siniflandirma yontemiyle de siiflandirilamamistir. Son dénemde
ticari patentli saf bir kiiltiir ortaminin gelistirildigi ve bu ortamda belirli sartlar altinda
fitoplazmalarin ¢ogaltildig rapor edilmistir. ilk kez konukgusu olmadan bir fitoplazma
irkinin saf kiiltiir ortaminda gelistirildigi rapor edilmistir (Contaldo vd 2012).

Bu prokaryotlar gecmiste in vitro olarak kiiltiire alinamadigindan alternatif
metotlar kullanilmistir. Gegmiste bu amag¢ i¢in hem DNA hibridizasyonu hem de
serolojik yontemler kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); bitki, bocek ve
konukgu bitkilerdeki fitoplazmalar1 belirlemek igin elverisli bir yontem oldugundan
giiniimiizde en ¢ok kullanilan ve uygulanan yontemdir. Fitoplazma genomunun,
fitoplazmaya 6zgii 16S rRNA bdlgesinin ¢ogaltilmasiyla elde edilen DNA pargalarindan
PCR primerleri gelistirilmistir. Ancak 16S rRNA genomuyla iliskili olan
fitoplazmalarin birbirine benzer olmasi fitoplazmalarin ayirt edilmesini zorlastirmistir.
Glinlimiizde, fitoplazmalarin ayrimimi saglayan bolgenin 16S ve 23S rRNA genom
bolgesi oldugu saptanmis ve ana fitoplazma gruplarini ayirt etmeyi saglayacak spesifik
genom bolgelerine 6zgli PCR primerleri gelistirilmistir. Bu teknik; epidemiyolojik
caligmalar, vektor iliskilerinin analizi ve hastaligin kontroliine yonelik strateji
gelistirilmesi agisindan 6nemlidir (Smart vd 1996). Giiniimiizde halen fitoplazmalarin
tespitinde evrensel ve spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR ydntemi yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Susam Pedaliaceae familyasina ait olup, Sesamum cinsi igerisinde 37 tiirii
barindirmaktadir. Diinyada Sesamum cinsi igerisinde sadece Sesamum indicum L. (2n =
26) tiriiniin kiiltlirii yapilmaktadir (Kobayashi 1981). Susam; Hindistan, Myanmar,
Sudan ve Cin basta olmak suretiyle diinyanin tropik ve subtropik iklim kusaklarina
sahip bir¢ok yerde kiiltiirli yapilan tek yillik bir yag bitkisidir. Diinya susam ekim alani
7.897.048 hektar olup en fazla ekilis alanina sahip tilkeler 1.820.000 ha ile Hindistan ve
1.570.000 ha ile Myanmar’dir. Sudan 820.260 ha ile bu iki iilkeyi takip etmektedir.
Diinya toplam susam iiretimi 4.036.289 ton olup, 620.000 ton ile Myanmar ve 610.000
ton ile Hindistan yine en fazla susam iretimini gerceklestiren iilkelerdir. Bu iilkeleri
600.620 ton tiretimiyle Cin izlemektedir. Diinyada ortalama hektara diisen susam verimi
0.51 ton/ha'dir (FAO 2012). Ulkemizde ise susam ekilisi 24.807 ha iken iiretim 15.457
ton ve ortalama verim 0.62 ton/ha’dir (TUIK 2013).



Susamin gelisme siiresinin kisa olmasi, toprak se¢iciliginin fazla olmayisi, besin
maddelerine duydugu ihtiyacin az olmasi, kurakliga toleransli olusu ve pazarlama
konusunda sorun olmamasi sebebiyle iilkemizde ana ve ikinci iiriin olarak 6nemli bir
yer tutmaktadir. Diinyada ve Tiirkiye’de ¢esitli ekolojik kosullara adapte olmus, ¢ok
sayida susam varyete ve ekotipi bulunmaktadir. Bu varyete ve ekotipler, pek ¢ok
genotipin bir araya geldigi popiilasyonlar halindedir. Bugiine kadar diinyanin bir¢ok
iilkesinde bu tiir popiilasyonlardan teksel ve toplu seleksiyonuna dayal1 olarak pek ¢ok
istiin  Ozellikli susam c¢esidi gelistirilmektedir (Baydar vd 2000). Yerel genetik
materyalden ciftgiler tarafindan bilingli veya bilingsiz olarak yapilan seleksiyonlar,
bugiin halen ticari olarak iiretilen pek ¢ok susam ¢esidinin ortaya ¢ikmasina olanak
saglamistir (Ashri 1989). Bilinen en eski yag bitkisi olmasina karsin susam, diger kiiltiir
bitkilerine gore ¢ok daha az arastirilan bir iirlin olmustur. Susamda 1slah ¢alismalari ise
sinirlt sayida olup 6zellikle iilkemizde ise son derece kisithdir. Tiirkiye dahil olmak
tizere bir¢ok iilkede 1slah edilmis ¢esitler heniiz tam anlamiyla kabul gérmemistir. Islahi
yapilmis bitkiler elde edilmesine karsin genelde adaptasyon giicii yliksek yerel cesitler
tercih edilmektedir (Baydar vd 1999). Bu da susamda genetik ¢esitliligin korunmasina
olanak saglamistir.

Susam, tohumlar1 % 50-60 yag iceren bir bitkidir. Hatta baz1 tiplerde yag orani
% 62.7°ye kadar cikabilmektedir (Uzun vd 2007, 2008). Igerdigi bu yiiksek yag orantyla
da tam bir besin ve enerji kaynagidir. Susam; iilkemizde en ¢ok tahin yapiminda, simit
iretiminde, sekerleme ve pastacilik alanlarinda kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik
sanayinde ve sabun yapiminda da susamdan yararlanilmaktadir. Kiispesi kaliteli bir
hayvan yemi olup, misir unundan yapilan ekmege katki maddesi seklinde ilave edilerek
insan gidasi olarak da kullanilmaktadir.

Susam; sesamin, sesamol, sesamolin ve sesaminol antioksidanlarini icermektedir
(Yoshida ve Takagi 1997). Yiiksek degerde proteini ve liriine 6zgii bir bilesik olan
phenylpropanoidi de susamin yapisinda bulunmaktadir. Susam tohumlarinin veya
ununun tiiketimi ile insan ve farelerde kolesterol seviyesinin azaldigi saptanmigtir (Chen
vd 2005). Bunlara ek olarak, susam ve igeriklerinin tiiketimi ile kan plazmasinda E
vitamini konsantrasyonunun arttig1 da belirlenmis (Frank 2005) ayrica antikanserojen
(Kapadia vd 2002) ve antimutajenik (Kaur ve Saini 2000) etkilerinin oldugu da
bildirilmistir.

Ulkemizdeki susam ekiminin yildan yila diistiigii gozlenmektedir. 1990’1
yillarin basinda 85.000 ha olan susam ekim alanlar1 giiniimiizde 24.000 ha’a kadar
gerileme gostermistir. Bu gerilemenin baslica nedenleri; iilkemizdeki susam
ekimlerinde kullanilan tohumlarin kapsiillerini ¢atlatmasi sebebiyle hasat sirasinda
olusan verim kayiplar1 ve dolayisiyla makinali hasada elverissizlik ve kullanilan
tohumlugun yerel popiilasyonlardan secilmesi nedeniyle verimlerin diisiik olmasidir.
Susam ekim alanlarindaki azalmada yukaridaki faktorlerin etkisi olmakla beraber,
phyllody hastaliginin susam tarlalarindaki varligir da 6nemli bir etkiye sahiptir. Son 10
yillik siirece baktigimizda, phyllody hastaliginin en etkin oldugu yer Hatay ili ve ¢evresi
oldugu goriilmektedir. Bu siire i¢erisinde Hatay’daki ekim alanlarinin tamamina yakini
sadece phyllody hastaliginin yaygin epidemisi sonucu yok olmustur. Bu siirecte Ege ve
Bat1 Akdeniz Bolgeleri acisindan phyllody hastaligi cok sorun olmamis ama potansiyel
tehlikesini hissettirmistir. Uzun (2007)'a gore phyllody zararinin Ege ve Akdeniz'de
tahmin edilenden ¢ok daha fazla oldugu ve hizla yayginlastig1 ifade edilmistir. Son ti¢



dort yillik donemde de phyllody fitoplazmasi yayginlasarak iilkemizin susam tarimi
yapilan biitiin bolgelerini az veya c¢ok etkisi altina almistir. Hatta 2009 yilinda
BATEM’de Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Miidiirliigli adina yiiriitiilen ¢esit tescil
denemesi, phyllody hastaligi yogunlugundan iptal edilmistir. Bu hastalikla miicadelede
en ekonomik, ¢evreci ve siirdiiriilebilir yol ise dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesidir. Ne
var ki, ililkemizde phyllody hastaligina dayanikli bir g¢esit heniiz gelistirilmemistir.
Diinyada ise Sesamum alatum tiirinde dominant ve kiiltlirii yapilan S. indicum tiiriinde
ise resesif bir dayamikliligin oldugu bildirilmistir (Singh vd 2007). Dayaniklilik
konusunda yapilan ¢alismalar ¢cogunlukla S. alatum tiiriine yogunlasmis olmakla birlikte
olduk¢a yenidir. Singh vd (2007), 150 genotip, 32 ¢esit ve 4 yabani tiirli iceren bir
dayaniklilik ¢alismasinda 7 hat ile S. alatum ve S. mulayanum’un dayanikli oldugunu
rapor etmislerdir. Kalitim caligmasi neticesinde kiiltiir susamlarinin resesif bir gen,
yabanilerin ise dominant bir gen sayesinde dayanikli oldugu ifade edilmistir. Fakat
sonuglarin giivenilirligi tartigmaya aciktir. Parani vd (1996), Sesamum alatum’un
dayaniklilik mekanizmasi lizerinde yiiriittiigli calismada, vektor bocek yerine asilama ile
yapilan bulagtirmalarda S. alatum bitkilerinde dayanikliligin % 40 seviyelerinde
oldugunu ifade etmistir. Arastirmacilar dayanikliligin tek bir resesif gen tarafindan
kontrol edildigini ve bitkinin hastalia dayanikli degil, vektor boceklere dayanikli
oldugunu ifade etmislerdir.

Bu tezde, diinyada susam tarimi yapilan bir¢ok iilkeden orijin alan 542 farkli
susam genotipi i¢inden phyllody hastaligina dayaniklilik kaynaginin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla tiim genotipler tarlada phyllody epidemisi altinda
fenotiplendirilmis, potansiyel dayanikli olan genotipler sera sartlarinda bire bir
testlenerek dayaniklilik kaynaklari dogrulanmistir. Dayaniklilik kaynaginin dogru
olarak tespit edilmesi maksadiyla klasik ve nested PCR analizleri ile real-time PCR
teknikleri etkin bir sekilde kullanilmigtur.



2. KURAMSAL BiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Doi vd (1967), mikoplasma benzeri organizmalar1 (MBO) ilk kez elektron
mikroskobuyla saptamislar ve adlandirmiglardir.

Woese vd (1980), prokaryotlardaki rRNA geni sekanslarmin analizleriyle
fitoplazmalar1 (mikoplazmalar1) ayirt etmislerdir. Fitopatojenik mikoplazma benzeri
organizmalarin molikiitler sinifina ait oldugu one siiriilmektedir. Molikiitler sinifinda 4
ana filogenetik grup bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla, Mycoplasma hominis, M.
pneumoniae, Spiroplasma, and Anaeroplasma’dir.

Molikiitlerin molekiiler teshisi, 16S ribozomal RNA (rRNA) genlerine 6zgi
hazirlanan primerlerin gelistirilmesiyle miimkiin olmustur. Okaryotlarin 16S benzeri
rRNA dizileri ile bakterilerin, molikiitlerin ve hiicre i¢i organellerin 16S rRNA dizileri
temel alinarak bes c¢ift PCR primeri sentez edilmistir. Bu PCR primerleri, kiiltiire
alinabilen ile kiiltlire alinamayan degisik molikiitlerin 16S rRNA gen dizileri ile yiiksek
homoloji, Okaryotik niiklear 16S-benzeri rRNA ya da hiicre i¢i organellerinin 16S
rRNA genleri ile de diisiik dizilim homolojisi gdstermektedir. Molikiitlere 6zgii DNA
preparatlari ile PCR uygulamasi yapildiginda, uzun zincirli 16S rRNA genleri ve kisa
zincirli 16S rRNA genlerinin degisken bolgeleri basarili olarak g¢ogaltilmistir. Ayni
primerler Escherichia coli ve saglikli bitki DNA preparatlart kullanildiginda ise
cogaltim yapmamistir (Deng ve Hiruki 1991).

Ahrens ve Seemiiller (1992), 16S rRNA gen dizisinin ¢ogaltildigi PCR
metoduyla mikoplazma benzeri bitki patojenlerinin DNA’larim1 saptamiglardir. Bu
calismalarinda Catharanthus roseus’dan izole edilmis MBO izolatlar1 ile sistemin
uygunlugunu test etmislerdir. Tiim izolatlardan 24 dongli sonrasinda ¢ogalma tirlinii
olan MBO DNA’sin1 elde etmiglerdir. Bu yontemle bulasik bitkiden alinan 6rneklerde
ise 40 dongii sonrasinda MBO’nin DNA pargacigr saptanmigtir. Belirti gdstermeyen
bitkilerdeki MBO varliginin, DNA ¢ogaltim isleminin yapildigi RFLP analizi ile tespit
edilebilecegi gosterilmistir.

Salehi vd (1992), susam bitkilerinde phyllody hastaliginin etiyolojisi ve
taginmast iizerine yaptiklar1 calismalarinda phyllody hastaliginin Iran'da yikici bir etkiye
sahip oldugunu ve temel belirtilerin; ¢igeklerde sararma, uzama ve phyllody olusumu
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, 151k mikroskobu altinda susam ve kolza bitkilerini
incelemis ve floem bdlgesinde mavi renkte lekeler tespit etmiglerdir. Elektron
mikroskobunda yapilan c¢ok daha ayrintili inceleme neticesinde enfekteli susam
bitkilerinde mikoplazma benzeri organizmalar bulundugu rapor edilmistir. Ayni
calismada, susam phyllody hastaliginin bir susam bitkisinden digerine asilama yaparak
bulastirma yapilabilecegi basarili bir sekilde gosterilmistir. Susam tarlalarindan gesitli
leathopper grubundan bdcekler toplanmis ve bunlar iginden sadece Neoaliturus
haematoceps hastalign aktarmistir. Bu calisma Iran’da susam phyllody hastaliginin
sebebi mikoplazma benzeri organizma (MBO) oldugunun tespiti ve N. haematoceps’in
(MBO’nun) vektorii oldugunun ilk raporudur. Vektor bocek kullanilarak 22 konukcu
bitkide calisma yapilmis ve sadece kolza (B. napus), tere (Lepidium sativum), Cezayir
meneksesi (Catharanthus roseus), marul (Lactuca sp.) ve semizotunda (Portulaca
oleracea) hastalik gelismis ve ¢alisilan diger tiirlerde gelismemistir.



Schneider vd (1993), PCR ile ¢ogaltilmis 16S rRNA’nin kesim yeri analizi ile
bitki patojeni MBO’larin siniflandirilmasi ¢alismalarinda yabanci ot, tek yillik ve ¢ok
yillik bitkilerden olusan 52 izolatta ¢alismislar ve bu izolatlar1, Alul ve Rsal restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesmiglerdir. Arastirma sonuglarina gore; ayni grupta yer alan
izolatlarin arasindaki benzerligin % 97.8 ila % 99.5 arasinda oldugu; farkh
gruplardakilerin ise % 89.6 ila % 92 oraninda benzerlik gosterdigini bildirmislerdir.

Lee vd (1993), MBO’larin teshisi ve smiflandirilmasi i¢cin 16S rRNA’nin
cogaltilmast ve analizi ¢alismalarinda, 16S rRNA’nin PCR ile cogaltilarak RFLP
uygulanmasi sonucu 16SrIl ve 16SrIX fitoplazmalarinda aralarinda bulundugu 40
fitoplazma izolatin1 siniflandirmislardir.

Bagpmar vd (1993), 1991'de Mayis ayindan Eyliil’e kadar Adana'da ana ve
ikinci iiriin olarak yetistirilen susamlarda Circulifer haematoceeps ve Orosius orientalis
(Matsumura)  dinamik  populasyonlart  (Homoptera:  Cicadelliade) iizerinde
caligmislardir. Ayrica, enfekte olmus susam bitkilerinde hem Spiroplasma citri olusumu
hem de phyllody hastalifi gozlenmistir. Her iki hastalik i¢in sirasiyla C. haematoceps
ve O. orientalisin vektdor bocekler oldugu rapor edilmistir. Mayis’da toplanan
C.haematoceps (S. citri barindiran ve kis uykusundaki biitiin disiler) Ornekleri
laboratuvarda ELISA ile hastalig1 tasidig1 saptanmistir. C.haematoceps populasyonunun
artis1 ile S.citri ile enfekte olan ikinci liriin susam bitkisi sayis1 yaz ortasina kadar 125
bitki artmistir. Bir¢cok susam bitkisi ayn1 zamanda S. citri ve phyllody ile enfekte
olmustur. Bu calisma S.citri epidemiyolojisi ile C.haematoceps populasyonu arasinda
yakindan iligki oldugunu gostermistir.

Kersting (1993), susam phyllodysinin olusumu, dagilimi, davranis1 ve vektor
bocekleri konusunda Tirkiye'de yiiriittiikkleri calismalarinda, hastaligin Giiney Akdeniz
Bolgesi’nde ve Tiirkiye'nin giineydogusu boyunca bulunan biitiin susam alanlarinda
yaygin oldugunu belirtmislerdir. Phyllody, cadi siipiirgesi ve yesil pigmentin anormal
gelisimi (virescence) ana semptomlar olarak alanlarda gozlemlenmistir. Bazi susam
bitkilerinde kapsiil iriligi meydana gelmistir. Mikoplazma benzeri yapilar, enfekteli
susam bitkilerinde gozlemlenirken saglikli bitkilerde gdzlemlenmemistir. Susamda
bulunan cesitli yaprak zararlilar1 arasinda sadece Circulifer haematoceps (M&R),
hastalig1 susamdan Cezayir meneksesine tasimistir. Cezayir meneksesine taginma orani
yaklagik % 22 civarindadir. Vektor spesifikligine gore, Tirkiye'deki susam MBO
phyllodysinin gériilmesi Hindistan ve Burkina Faso'dan farkli fakat Iran'da bulunan ile
benzer oldugu arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir.

Smart vd (1996), fitoplazmalarin belirleyici 6zelligini gelistirerek, filogenetik
gruplarina gore smiflandirmak igin, fitoplazmalarin 16S-23S (SR bolgeleri) gen
bolgelerindeki sekans farkliligindan faydalanmislardir. Bu 6zel bolgenin sekanslarindan
10 farkli PCR primer ¢ifti gelistirilmis ve bir grup i¢indeki 6zel bdlgeyi ¢ogalttigi
goriilmiistiir. Karaagac sarihifi, disbudak agaci sarilign ve armut ¢okerten gibi bazi
fitoplazma gruplart i¢in SR primeri 16S rRNA gen bolgesindeki spesifik primerle
eslesmistir. Bu primer ¢iftlerinin her biri bir fitoplazma grubuna 6zgilidiir. Ayrica bu
primerler, diger fitoplazma grubuna ait uzunlukta PCR iirlini ¢ogaltmamistir.
Korunmus tRNA bolgesine gore yaygin bir primer tasarlanmis ve tiim fitoplazmalar
cogaltilarak test edilmistir. Hi¢ bir primer saglikli bitkiden alinan DNA'y1 beklenen



bliytikliikte tiretmemistir. Bu primerlerin belirli fitoplazmalar1 ayirt etmede etkili sekilde
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Fitoplazmalarin ayriminda ve siiflandirilmasinda bazi molekiiler markerler
kullanilmistir. 16S rRNA geni fitoplazma siniflandirilmasinda en ¢ok kullanilan
bolgedir ve fitoplazmalarin siniflandirilmasinda ¢ok yararli olmustur. 16S rRNA geni
tizerindeki baz1 evrensel veya generik oligoniikleotid birimleri kullanilarak 16S-23S
i¢gsel ara bolge ve kismi 23S rRNA gen dizisini kapsayan primerler diizenlenmistir ve
bunlar bitki ve bocek vektorlerle iligkili cesitli tiirlerde fitoplazma DNA’larinin
cogaltmasimi saglamistir. 16S rRNA gen dizisi RFLP analizlerinde kullanilmis ve
Schneidder vd (1993) ve Lee vd’nin (1993) yaptigi c¢aligmalarla fitoplazmalarin
siniflandirilmasinda uygulanmistir. 17 restriksiyon enzimi ile RLFP analizi esas
alarak fitoplazmalarin kapsamli siniflandirilma semas: insa edilmistir. Biiyiik
gruplarin ayrimi, 1-2 kb PCR f{riinlerinin RFLP analizleri neticesinde verdikleri
benzerlik oranma gore hazirlanmistir (Lee vd 1998). Iki farkli grup arasindaki RFLP
goriintiilerinin benzerlik oran1 % 90 veya daha azdir. Bir grup igerisinde alt grup
olusumlar1 bu amplikon igerisindeki yan restriksiyon analizi ile 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 vd 1998).

Gergek zamanhi kantitatif PCR, niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde
giiniimiizde kullanilan bir metottur. Bu teknoloji “kinetik PCR” ve “homogenous PCR”
isimleriyle de tarif edilmektedir. “Real-time PCR”da olusan iiriin miktar1 reaksiyon
boyunca olusan {iriin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi
sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun devir sayisi belirli miktardaki DNA
molekiillerinin elde edilmesi agisinda da gereklidir. Cift zincirli DNA’ya baglanan
“SYBR-Green I” floresan boya en basit metoddur. “SYBR-Green I” boya ile belirleme
cok 1y1 isleyen bir metoddur fakat reaksiyon ortaminda herhangi bir ¢ift zincirli DNA
bulundugunda floresan 1s1ma yapabilir. Bu primer-dimer olusumu da olabilir. Bunda
bagka giivenilir bir sekilde kullanilan {i¢ adet floresan 1s1ma yapabilen isaretli prob
vardir. Bunlar “TagMan® probe” veya hidroliz prob, molekiiler bead yontemi ve
hibridizasyon problarini igeren problardir. “Real-time PCR”in kullaniminda bir¢ok
avantajlar vardir. “Real-time PCR”1m tipik kullanim alanlar1; patojen saptanmasi, gen
anlatiminin analizi, kromozomlardaki sayisal-yapisal bozukluklarin analizi ve son
zamanlarda “realtime” immiino PCR ile protein belirlemesidir. Ticari olarak satilan
bircok “real-time” cihazi vardir. Birbirleri arasindaki temel farkliliklar “eksitasyon™ ve
“emisyon” dalga boylari, hiz1 ve ayn1 anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir.
“Real-time PCR” teknolojisinin, kullanicilar tarafinda tercih edilen ¢esitli alanlardaki
Onemi gittik¢e artmaktadir (Giinel 2007).

RFLP ile olusturulan siniflandirma sistemi 16S rRNA dizilerinin analizi ile
olusturulan filogenetik agac ile benzerdir. Her bir grubun en az bir fitoplazma tiirii ile
temsil edilmesi onerilmistir (Gundersen vd 1994). Son yillarda tablo daha gérsel RFLP
goriintiileri kullanilarak daha ileriye gilincellenmistir (Wei vd 2007, 2008; Zhao vd
2009, Martini ve Lee 2013). Gliniimiizde 31’den fazla grup ve 100’den fazla alt grup
icermektedir. Her bir alt grup tek bir RFLP goriintiisiinden olugsmaktadir. 16S rRNA
geninin dizilemesi gorsel RFLP analizinin olusturulmasi i¢in gereklidir. Pratikte gercek
RFLP analizi, bilinmeyen bir fitoplazma hastaliginin 6n karakterizasyonunda ya ¢ok



sayida Ornek analiz edilecekse veya dizileme imkani yoksa tercih edilebilir. Bu
giincellenmis tablo fitoplazmalarin en kapsamli siniflandirilmasini temsil eder ve
fitoplazma 1rklarinin hizli tanis1 amaciyla kullanigli molekiiler markerler saglamaktadir.

Selvanarayanan vd (2000), Hindistan'da Orosius albicinctus tarafindan taginan
phyllody hastaligina karst susam bitkilerinin dayanikliligr iizerine bir c¢alisma
yapmiglardir. Dayanikli olabilecegi diislinlilen dort tane susam cesidinde testler
yapmuslardir. Arastirma bir ¢ift¢i tarlasinda tesadiif parselleri deneme desenine gore bes
tekerriirlii olarak yiritiilmiistiir. Ekimden 30 giin sonra her hafta yapiskan tuzakla
vektor populasyonunu izlemislerdir. Her denemeden rastgele hasta olan bitkiler se¢ilmis
ve her hafta gozlemler alinmistir. Hastaligin siddetini belirlemek i¢inde hastaliktan zarar
gormis kapsiillerin ve dallarin yiizdesi kayit altina alinmigtir. TMV 4 digerlerine gore
hastaliga daha az hassas goriilmiistiir. En hassas ¢esit % 21.8 hastalik zarariyla TMV 3
¢esidi olmustur. Bitkilerin erken déneminde bocek populasyonu az seviyedeyken 51
giinde bdocek populasyonu en iist seviyeye ulasmis ve daha sonrada azalarak devam
etmistir. Susam cesitlerindeki bdcek popiilasyonu istatistiksel olarak Onemsiz ve
aralarinda iligki olmadigin1 belirtmislerdir.

Al-Sakeiti vd (2005), 2004 yilinda Umman'da susam phyllody hastalig1 iizerine
bir ¢alisma yapmislardir. Hastalikli ve saglikli susam bitkilerinin toplam DNA's1
cikarilmis ve DNA oOrnekleri P1-P7 primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Daha sonra
PCR iirlinlinii dogrudan kalip DNA olarak kullanilarak R16F2n-R16R2 primerleri ile
nested PCR yapilmistir. Bu PCR f{iriinleri 7ru91, Haelll, Hhal ve Rsal isimli dort tane
kesim enzimi kullanilarak RFLP yontemiyle kesilmis ve analiz edilmistir. Witches’-
broom hastalig1 tasiyan yonca ve lime limon agact DNA'lart pozitif kontrol, saglikli
bitkiler ve suyu negatif kontrol olarak kullanmiglardir. Hastalikli bitkiler ve pozitif
kontroller P1-P7 primer ¢ifti ile kurulan PCR 1.8 kb biiyiikliiglinde bir iiriin, nested
PCR ise 1.2 kb biiyiikligiinde bir {iriin Uretmistir. Negatif kontrollerde ise iiriin
gbzlenmemistir. RFLP sonuglarina gore susam fitoplazmasi, 16Srll grubuna ait olan
yonca fitoplazmasi ile ¢ok benzer ¢ikmistir. Bu ¢alisma ile Umman'daki susam phyllody
hastaliginin 16SrIl grubuna ait witches'-broom hastaligi oldugunu ilk kez rapor
etmislerdir.

Esmailzadeh-Hosseini vd (2007), 2003-2005 yillar1 arasinda Iran'm Yazd
bolgesinde susam tarlalarinda bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Fitoplazma iceren (tasiyan)
yaprak zararlist olan Orosius albicinctus bulmuslar ve toplamiglardir. Tagima testleri
sera kosullarinda yliriitiilmistiir. Yonca, kanola, turp, susam, kirmizi turp, Cezayir
meneksesi ve tere bitkilerini kullanmislardir. Bitkilerdeki ve boceklerdeki hastaligi
belirlemek icin yaygin primelerle nested PCR yapmuslardir. Phyllody tarafindan enfekte
olmus susam, tere ve pancar bitkilerinin hastaligini1 fitoplazmaya 6zgii 1200 bp 16S
rDNA bolgesini PCR ile ¢ogaltarak dogrulamislardir. Cogaltilan DNA fragmentini bes
endoniikleaz kullanarak RFLP teknigiyle 16SrIl (peanut witches’ broom phytoplasma)
grubuna ait oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢aligma Iran’da susam phyllody hastaliginin
Orosius albicinctus tarafindan tagindiginin ilk raporu olarak ifade edilmistir.

Hindistan'in Uttar Pradesh sehrinin g¢esitli bolgelerinde yer alan susam
tarlalarinda % 12-20 oraninda phyllody olusumu gézlenmistir (Khan vd 2007). Hastalig1
belirlemek i¢in Bahraic bolgesinden toplanan saglikli ve hastalikli yaprak 6rneklerinin
DNA's1 c¢ikarilmig, hastalik belirtisi gosteren biitliin bitkiler, phyllody hastalig1



fitoplazmas1 ile iliskilendirilmis ve saglikli goziiken bitkilerde hastalik etmenine
rastlanilmamistir. Molekiiler siniflandirmada 6zel yaygin primerler olan P1-P6 (Deng
ve Hiruki 1991) primeri ile PCR yapilmis ve yaklasik 1,5 kb PCR f{iriinii alinmistir.
Cikan PCR fiiriiniiniin kalip DNA olarak kullanilmasi ile R16F2n-R16R2 primerleri
(Gundersen ve Lee 1996) ile nested PCR yapilmis ve yaklasik 1.3 kb iirlin elde
etmislerdir. Daha sonra bunun 1.3 kb biiyiikliigiinde olan PCR iiriinii klonlanmis ve
sekans1 ¢ikarilmistir. Sekans, blast yapilmis (Genbank Acc.No.: DQ431843) ve barley
deformation (AY734453), aster yellows (AY665676), onion yellows (AP006628),
silene virescence (AY744070), ash witches’-broom (AY566302) ve maize bushy stunt
(AY265208), fitoplazmalar1 ile % 99 benzer c¢ikmistir. Bdylece fitoplazmanin
‘Candidatus phytoplasma asteris’ (16Srl) grubuna ait oldugunu belirlenmistir. Khan vd
(2007), Hindistan'da 16SrI grubu susam phyllody hastaliginin ilk kez bildirildigini ifade
etmislerdir.

Singh vd (2007), fitoplazma hastaligina karsi dayanikli susam ¢esitlerinin
gelistirilmesi ve taranmasi iizerine bir calisma yapmuslardir. 11k basta 150 germplazm,
32 ¢esit ve 4 yabani tiir 2005 yilinda tarla kosullarinda degerlendirilmistir. Susamda
phyllody hastaligina dayanimin kalitimini1 belirlemek i¢in 3 tiir i¢i ve 2 tiirler arasi
olmak iizere melezlemeler yapilmistir. Daha sonra her melezden ikiser tane melez
dayanikli genler arasindaki allelik iliskiyi test etmek i¢in isimlendirilmistir. F2 ve geri
melezleme analizlerine dayanarak susamda phyllody hastaliina dayanikliligin tiir ici
melezlerde resesif bir tek gen tarafindan kontrol edilirken, tiirler arasi melezlerde de
dominant tek bir gen tarafindan kontrol edildigi one siiriilmiistiir. Tiir ici melezlerde
ortaya konulan resesif dayaniklilik allelik olmayan bagimsiz iki genin sonucu ortaya
cikarken, tiirler aras1 melezlerde goriilen dayaniklilik bir dominant ve bir resesif gen
tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir.

Sertakaya vd (2007), fitoplazma enfekteli susam ve Solanaceous bitkilerinde
molekiiler tanimlama ve belirleme ¢alismalart yapmiglardir. Calisma 2002-2004
yillarinda Tirkiye'de yiriitiilmistiir. Phyllody belirtisi gosteren susam ve Cezayir
meneksesi, stolbur belirtisi gdsteren biber, ince ve sar1 yaprakli patlican ve biiyiik
tomurcuk semptomlar1 gosteren domates bitkileri taranmistir. Empoasca sp. ve Orosius
orientalis (Matsumura) [= albicinctus (Distant)] tiirii bocekler 2003 yilinda phyllody
hastalikli susam tarlalarindan toplanmistir. Susamda, Cezayir meneksesinde, biberde
patlicanda ve O. orientalis vektor boceginde fitoplazma tespit edilmis ve RFLP analizi
ile 16SrVI grubu ile ¢ok yakindan iligkili oldugunu sdylemislerdir. Domateste tespit
edilen fitoplazmanin da 16SrXII grubuna ait oldugu ifade edilmistir. Bu calisma
Tiirkiye'de Solanaceous bitkilerinde ve susam bitkisinde fitoplazma varliginin
molekiiler tekniklerle belirleme ve karakterizasyonu icin yapilan ilk calisma ve
rapordur.

Akhtar vd (2009), Pakistan'da susam bitkisinde phyllodynin énemli bir hastalik
oldugunu belirtmigler ve hastalifin belirtileri, etiyolojisi ve tasinmasi iizerine bir
calisma yapmislardir. Floral virescence, phyllody ve prolifesasyon en yangin belirtileri
olup; sararma, kapsiillerin catlamasi, kapsiildeki tohumlarin ¢imlenmesi kapsiillerde
kararma ve bitkinin u¢ kisimlarimin sorgu¢ seklini almasi da goriilen semptomlar
arasindadir. Akhtar vd (2009) hastaliklt susam bitkilerinin 16S rDNA bdlgesinden
fitoplazmaya 6zgii 1250 bp bolgeyi PCR ile ¢ogaltmislar ve ¢ikan PCR iiriintinii RFLP
analizi ve sekans sonuglarina dayanarak hastaliga sebep olan fitoplazma irkinin 16SrIlI-



D grubuna ait oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar ayrica phyllody hastaligini
kiiskiit otu (Cuscuta compestris) asilayarak ve vektor bocek (Orosius albicinctus)
kullanarak hastalig1 basarili bir sekilde susama aktarmislardir. Benzer bir ¢alisma Win
vd (2010) tarafindan Burma'da yapilmistir. Aragtirmacilar 2010 yilinin Ocak ayinda
Yezin ve Naypyitaw bolgelerinde phyllody semptomlu susam bitkilerini toplamis ve
etiyolojisi aragtirmiglardir. PCR kullanilarak susamda phyllody hastalig1 belirlenmistir.
16S rDNA bolgesinin RFLP analizleri sonucu fitoplazmanin ‘Candidatus Phytoplasma
asteris’ (16SrI-B) 1rki oldugunu belirlemislerdir.

Rajeswari vd (2010), susam tohum taslagi kiiltiirii vasitasiyla S.indicum ve
S.alatum arasinda tiirler arasi hibrit iireterek phyllody hastaligi dayanimini taramak i¢in
basit ve etkili bir protokol optimize etmistir. S.indicum ve S.alatum melez 1rki
iiretiminde, embriyo alinmadan kapsiil tutturulmasi 289 uM gibberellik asit (GA3), 80.6
uM a-naphthalene asetik asit (NAA) ve 23.3 uM kinetin igeren biiylime diizenleyicinin
sprey yoluyla kullanilmasi ile tozlagmadan en fazla 7 giin sonraya kadar uzatilmistir. 8.8
uM benzylaminopurine (BAP), 2.8 uM indole asetik asit (IAA) ve 1712.3 uM
glutamine iceren MS ortaminda iiretilmis (kiiltiir edilmis) oviiller 7 giinliikk kapsiilden
temizlendiginde organojenez direk basariya ulasmistir. 0.27 uM NAA eklenmis yari
dayanimli MS ortaminda regenerantlar kok iiretmistir. S.alatum x S.indicum hibrit
bitkisi fenotipik olarak anaclarinin 6zellikleri bakimindan orta derecededir. Elde edilen
hibritlerin sera kosullarinda phyllody hastaligina kars1 dayanikliligi kismen direngli
olarak ifade edilmistir.

Ikten vd (2011), Antalya ¢evresindeki susam tarlalarinda goriilen phyllody
hastalifinin frekans dagilimi iizerine bir ¢alisma yapmigslardir. Phyllody hastaliginin
bitkileri bodurlagtirdigini, yaprak yapisini bozdugunu ve yapraklarin kivirciklagtirdigini,
meyve olusumunu azalttigin1 ve bunun sonucunda dnemli verim kayiplarina yol agtigini
belirtmislerdir. Bitki belirtilerinin, bitkinin degisik biliylime evrelerinde ¢esitli
semptomlar olusturdugunu belirtmislerdir. Yapilan survey sonucunda Aksu bdlgesinde
% 62, Bogazkent % 59, Denizyaka % 42, Beskonak % 37, Désemealt1 % 56 oraninda
hastalik olusumu gozlenmistir. Antalya bolgesinin genelinde hastalik olusumunun %
50’ye kadar ¢ikabildigi belirtilmistir.

Manjunatha vd (2012), Hindistan'in Karnataka bolgesinin glineyinde susamda
phyllody hastalig1 olusumu tizerine 2009-2010 yillarinda ¢alisma yapmislardir. Hastalik
goriilme orant % 17-75 arasindadir. Semptomlara gore hastalik isimlendirilmis ve
nested PCR ile 16S rDNA ¢ogaltilmistir. Bunun ardindan g¢ogaltilan PCR {iriiniiniin
RFLP analizi ve sekans1 yapilmistir. Filogenetik agac ve RFLP analizleri sonucunda bu
bolgedeki susam phyllody hastaligi irki 16SrI gruba ait oldugunu belirtilmistir.

Win vd (2012), Burma'da (Myanmar) fitoplazma hastaliklar: ile ilgili molekiiler
analizler yapmislardir. 2010-2011 yillarinda Burma'nin farkli bolgelerinde siyah ve
yesil mercimekte, sirik fasulye ve susamda tipik fitoplazma hastaliklar
gozlemlenmistir. Hastalik belirtisi gdsteren bitkiler yaygin primerler kullanilarak PCR
yapilmis ve 16S rRNA geni, ribozomal protein geni translokase protein genleri
sekanslar1 ¢ikarilarak analizi yapilmistir. Yapilan bu 3 genin analizlerine dayanarak
susam dahil tiim bitkilerin ‘Candidatus phytoplasma aurantifolia’ (16SI1I-B) grubuna ait
oldugunu belirtmislerdir.
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Akhtar vd (2013), susam germplazmimin phyllody hastaliga kars1 tarla
degerlendirmesi iizerine bir ¢aligma yapmislardir. Phyllody hastaligi Pakistan dahil
diinya genelinde susam iiretimini tehdit eden baslica bir hastaliktir. Hastaligin
kontroliinde dayanikli ¢esitlerin kullanim1 daha ekonomik ve kalict bir ¢oziimdiir. Farkl
bolgelere ait dayanikli 133 susam genotipi tarla kosullarinda yogun hastalik baskisi
altinda iki yil iist iiste degerlendirilmistir. ilk y1l 3 farkli genotip yiiksek derecede
dayanikli ve hasat yapana kadar hastalik belirtisi goriilmemis, 11 farkli genotip % 3.12-
10 arasinda dayanikli ¢ikmis ve diger genotipler % 10.71-65.12 arasinda g¢ikmustir.
Ertesi yil tiim genotipler ekilmis ve hepsinde phyllody hastalik belirtisi gozlenmis, fakat
ilk y1l yliksek derecede dayanikli ¢ikan 3 genotip ve dayanikli olan bir genotip ikinci y1l
% 3.25-10 oraninda dayanikli ¢ikmaistir.

Ikten vd (2013), Antalya bolgesinde susam tarlalarinda yogun tepe
kivirciklasmast  ve  yaprak  kivrilmast  gibi  phyllody hastaligi  belirtileri
gozlemlemislerdir. Hastalikli ve saglikli bitkilerden alinan yaprak dokularmin toplam
DNA's1 ¢ikarilmig ve 16S rRNA bolgesinin evrensel primeri olan P1-P7 primerleri ile
PCR vyapilmistir. Cikan PCR {iriinii R16F2n-R16R2 primerleri ile nested PCR
yapilmustir. Sirasiyla hastalikli bitkilerden 1.8 kb ve 1.2 kb iiriin olusmus, saglikli
bitkilerde bir ¢ogalma olugsmamis ve negatif kontrol olarak kullanilmistir. Nested PCR
tiriinleri NCBI BLAST kullanilarak sekans ve analiz edilmis. 1118 bp olan {iriiniin
sekansi, peanut witches’-broom phytoplasma irki ile % 99 benzer ¢ikmistir (Genbank
erisim numarasi: 1.33765.1). Alul, Bael, Bfal, Hhal, Hindlll ve Mbol kesim enzimleri
kullanilarak RFLP analizi yapilmis ve hastaligin 16Srll grubuna ait oldugunu
belirtmislerdir. Bu susam irkinin Tiirkiye'de ilk kez bulundugunu ve isimlendirildigini
rapor etmislerdir.

Catal vd (2013), Antalya bolgesinde susamda kivirciklanma, tepe uclarinin ¢ali
stiptirgesi halini almasi, yapraklarin kiiclik ve zayif olmasi ve zayif kapsiil gelisimi gibi
semptomlar belirlemislerdir. Saglikli ve hastalikli 10'ar bitki DNA's1 ile ¢ikarilmistir.
Cikarilan DNA P1-P7 primerleri ile PCR yapilmis ve PCR iiriinii dogrudan R16F2n-
R16R primerleri ile nested PCR yapilmistir. Sirasiyla hastalikli bitkilerden 1.8 kb ve 1.2
kb {irtin olugsmus, ayni tarladan, ayn1 donemde toplanan semptomsuz bitkilerde bir PCR
irtinli olusmamistir. PCR iirliinii temizlenmis pTZ57R/T vektoriine aktarilmis ve
Beckman Coulter 8000 CEQ Genetic Analysis System kullanilarak sekans edilmistir.
Sekanslar 16SrIX grubu olan ‘Brassica rapa’ phyllody phytoplasma (HM559246.1) ve
Iranian Almond witches'-broom phytoplasma (DQ195209.1) wrklariyla % 99 benzerdir.
Daha sonra bu 6rnek RFLP analizi ve sekans yapilarak kontrol edilmis ve sonu¢ ayni
cikmistir. Nihayetinde fitoplazma irkinin 16SrIX grubu oldugunu belirlemisler bu grup
fitoplazmanin diinyada ve Tiirkiye'de ilk kez rapor edildigini bildirmislerdir.

Ikten vd (2013), real-time PCR’1n fitoplazmalar1 belirlemede iyi bir alternatif
oldugunu, daha hassas, daha az zaman ve yiiksek otomatik kapasiteye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Susam bitkilerinde ve vektor boceklerde kullanilmak tizere 16SrlIl ve
16SrIX grubu fitoplazmalar1 hizli ve hassas sekilde teshisini ve hastalik miktarlarini
belirlemede Tagman problarla birlikte bir Real-time PCR gelistirmislerdir. Fitoplazma
grublariin sekansi kullanilarak 16SrIl ve 16SrIX gruplarina uygun primer ve prob
tasarlamislardir. Tasarlanan primer ve probler 16S rDNA bdlgesinde 16Srll grubunda
107 bp ve 16SrIX grubunda 127 bp bolgeyi ¢ogaltmislardir. Saglikli bitkiler ve kontrol
olarak kullanilan sablonlar diisikk veya hi¢ ylikselti gostermemistir. Real-time PCR
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yontemi hizli, hassas, 6zel ve gilivenilir sonuglar vermesinden dolayi, real-time PCR
hastaliga kars1 dayanikli hat se¢imi veya dayanikli islah programinda kullaniglt bir
yontemdir. Real-time PCR yontemiyle fitoplazma tasiyan vektdr boceklerde hizli ve
giivenilir sekilde belirlenmistir.

Tseng vd (2014), Tayvan'da susamda phyllody hastalig1 iizerine caligmalar
yapmiglardir. Tayvan'da Pitou Township ve Changhau Country bolgelerinde 2013
yilinda susam tarlalarinda phyllody ve anormal gévde yaprak kivrilmasi semptomlari
gozlemlenmistir. Alinan bitki 6rnekleri DNA's1 ¢ikarilmig ve P1-P7 primerleri ile PCR
yapilmistir. Ardindan ¢ikan iirtin kalip DNA olarak kullanilmis ve R16F2n-R16R2
primerleri ile PCR yapilmistir. Daha sonra RLFP ve sekans analizleri sonucu 16SrII-A
grubuna ait fitoplazma irki oldugunu sodylemisler ve bu calismanin Tayvan'da ilk
oldugunu rapor etmislerdir.

Ikten vd (2014), Tiirkiye'de susamda phyllody hastaliginin; belirtilerinin,
etiyolojisi, taksonomisi ve tasinmasi lizerine arastirmalar yapmuslardir. Hastalikli,
saglikli bitki 6rnekleri ve toplanilan bocek ornekleri DNA'st ¢ikarilmis ve P1-P7
primerleri ile PCR yapilmis, ardindan direk R16F2n/R2 primerleri ile nested PCR
yapilmustir. Sadece hastalikli susam bitkileri ve bocekleri sirasiyla 1.8 kb ve 1.2 kb PCR
irlinii olusmus ve hastaliksiz bitkiler PCR iiriinii vermemistir. PCR {iriinii sekans1 ve
RFLP analizi sonucuna gore siniflandirarak fitoplazmalarin pigeon pea witches’-broom
(16SrIX-C) ve peanut witches’-broom (16Srll-D) gruplarina ait oldugunu
belirtmislerdir. Toplanan bocekler arasindan sadece Orosius orientalis Matsumara'nin
phyllody hastalig1 tagidigini belirtmislerdir. Sonug olarak susamda hastaliga sebep olan
fitoplazma 1rklarinin 16SrIX-C ve 16SrII-D gruplarina ait oldugunu ve hastaligi tasiyan
vektor bocegin O. orientalis oldugunu belirtmiglerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Deneme yeri

Tarla denemeleri Antalya kosullarinda Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisti 30°50' dogu boylami 36°52' kuzey enleminde yer alan ve deniz seviyesinden
15 m yiikseklikte olan deneme arazilerinde yiiriitiilmiistiir. Sera denemeleri ise Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii ile Tohumculuk ve Tarimsal
Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne ait seralarda yiiriitiilmiistiir.

3.1.2. Deneme yerinin toprak analiz sonuclari

Denemelerin kuruldugu, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'ndeki
alanin farkli yerlerinden alinan toprak Orneklerinin enstitiiniin toprak analiz
laboratuarinda yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.1’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Deneme yeri topraginin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Toprak Analizi Sonuclar:

pH (H20) 7.8 Alkali
Kire¢ (%) 26.7 Cok yiiksek
ECX10°(25° 168 Tuzsuz
Kum (%) 8

Kil (%) 24 Siltli Killi Tin
Silt (%) 68

Organik Madde (%) 2.1 Az

P (ppm) 31 Yiksek

K (ppm) 218 Orta

Ca (ppm) 4125 Yiiksek

Mg (ppm) 376 Yiiksek

Toprak analiz sonuglarindan anlasilacag: iizere topragin pH’s1 7.8 ile alkali
toprak sinifina girmektedir. Kire¢ degeri % 26.7 olup ist sinifta yer almaktadir.
Arazinin toprak yapist milli, killi tin yapidadir. Organik madde, % 2.1; P, 31 ppm; K,
218 ppm; Ca, 4125 ppm ve Mg, 376 ppm diizeylerindedir. Susam bitkisi belirli bir
toprak istegi olmamasinin yaninda, drenaji iyi olan, notr karakterli, tuz oram yiiksek
olmayan ve orta yapili topraklarda iyi yetismektedir (Beg 1993). Dolayisiyla deneme
alaninin toprak yapis1 ve durumu susam yetistirilmesine oldukea elveriglidir.

3.1.3. Deneme yerinin iklim o6zellikleri

) Antalya, Akdeniz’e kiyis1 olan ve tipik Akdeniz ikliminin gozlendigi bir kenttir.
Ozellikle yaz doneminde sicakligin iist seviyede olmasi sicaklik istegi fazla olan susam
i¢cin son derece elveriglidir. Susamin gelisme siiresi boyunca toplam 2700 °C sicakliga
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ihtiyag duydugu diisiiniiliirse (Weiss 1971), Antalya’nin sicaklik bakimindan susam
yetistiriciligine son derece uygun oldugu goriilmektedir. Bolgede susam hem ana hem
de ikinci iirlin olarak ekilmekte olup, ekim tarihi ana {riin ve ikinci iiriin i¢in
degismektedir. Ana iirlin ekim zaman1 Nisan sonu ile Mayis basi olup, ikinci iiriin ekim
zamani ise Haziran ayinin igerisinde ger¢eklesmektedir.

2012 yilindaki deneme 6 Haziran’da, 2013 yilindaki deneme 24 Mayis tarihinde
ekilmistir. Ekim yapilan zaman hem sicaklik hem de nem orani bakimindan her iki yilda
uzun yillarin ortalamasi ile biiylik benzerlik gostermektedir (Cizelge 3.2). Bu durum
ayn1 zamanda Temmuz, Agustos, Eyliil ve Ekim aylar1 i¢in gecerli olup sicaklik ve nem
adina u¢ bir durum goézlenmemistir. Ancak yagis bakimindan yillar ve uzun yillar
arasinda fark oldugu gozlenmistir. Her iki yilin maksimum ve minimum sicaklik
ortalamalar1 dikkate alindiginda 2012 yilinin maksimum ortalama sicakligi Agustos
aymda 30.4°C, minimum ortalama sicaklig1 ise Ekim ayinda 21.8°C’dir. Bu durum 2013
yilinda maksimum 29.5°C ile Agustos ayinda ve minimum 20.2°C ile Ekim aymnda
gozlenmistir. Yagislarin uzun yillar ortalamasina gore yliksek olmasina ragmen, bu
yagiglar susam igin yetersiz kalmaktadir. Bu olumsuz durumu gidermek i¢in gerekli
sulamalar zamaninda yapilmistir.

Cizelge 3.2. Aragtirma yerinin bitki yetistirme donemine ait iklim verileri

Sicaklik °C Nem (%) Toplam Yags (kg m2)

Aylar Uzun yillar

2012 2013 2012 2013 Uzun yillar 2012 2013 Uzun yillar

ortalamasi1* ortalamasi ortalamasi1*

Mayis 20.6 22.8 20.5 69.6 66.4 63.0 55.7 45 31.8

Haziran 26.3 25.5 254 63.2 63.2 59.0 0 193 7.9
Temmuz 30.3 28.8 28.4 524 54.6 56.0 0 0 3.0
Agustos 30.4 29.5 28.2 42.8 53.8 59.0 0 0 24
Eylil 26.6 25.8 24.7 54.8 53.6 60.0 299 0 13.7

Ekim 21.8 20.2 20 64.9 43.6 61.0 205.7 104.9 78.8

Kaynak: Devlet Meteoroloji Isleri Genel Miidiirliigii, *1954-2013 yili ortalamalari
3.1.4. Genetik materyal

Uluslararasi orijinli toplam 542 genotip bu calismada genetik materyal olarak
kullanilmigtir. Bu genetik koleksiyon hastalik goézlem bahgesi seklinde Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii'niin (BATEM) Aksu/Antalya'daki deneme tarlasina 06
Haziran 2012 tarihinde ekilmistir. Muganli-57, Ozberk-82, Gélmarmara ve Uzun olmak
iizere tescilli dort cesit denemede kontrol olarak yer almistir. Denemede kullanilan
biitiin genotip ve ¢esitler Cizelge 3.3'te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Arastirmada kullanilan genetik materyalin kodu ve orijini

No Kodu Orijini No Kodu Orijini
1 ACS1 Afganistan 39 ACS44 Maisir
2 ACS2 Afganistan 40 ACS45 Misir
3 ACS3 Afganistan 41 ACS46 Misir
4 ACS4 Afganistan 42 ACS47 Etiyopya
5 ACS5 Afganistan 43 ACS48 Yunanistan
6 ACS6 Afganistan 44 ACS49 Yunanistan
7 ACS7 Afganistan 45 ACS50 Yunanistan
8 ACSS8 Afganistan 46 ACS51 Yunanistan
9 ACS9 Afganistan 47 ACS52 Yunanistan
10 ACS10 Afganistan 48 ACSS53 Yunanistan
11 ACS11 Afganistan 49 ACS54 Yunanistan
12 ACS12 Afganistan 50 ACS55 Yunanistan
13 ACS13 Afganistan 51 ACS56 Yunanistan
14 ACS14 Afganistan 52 ACS57 Yunanistan
15 ACS15 Afganistan 53 ACS58 Yunanistan
16 ACS17 Afganistan 54 ACS59 Guatemala
17 ACS18 Afganistan 55 ACS62 Hindistan
18 ACS19 Afganistan 56 ACS63 Hindistan
19 ACS20 Angola 57 ACS64 Hindistan
20 ACS21 Angola 58 ACS66 Hindistan
21 ACS22 Arjantin 59 ACS67 Hindistan, Punjab
22 ACS24 Cin 60 ACS68 Hindistan, Delhi
23 ACS25 Cin 61 ACS69 Iran

24 ACS26 Cin 62 ACS71 Iran

25 ACS27 Cin 63 ACS72 Iran

26 ACS29 Cin 64 ACS73 Iran

27 ACS30 Cin 65 ACS74 Iran

28 ACS31 Cin 66 ACS75 Iran

29 ACS32 Cin 67 ACS77 Iran

30 ACS33 Cin 68 ACS78 Iran

31 ACS34 Cin 69 ACS79 Iran

32 ACS37 Cin 70 ACS80 Iran

33 ACS38 Cin 71 ACS81 Iran

34 ACS39 Cin 72 ACSS82 Iran

35 ACS40 Cin 73 ACS83 Iran

36 ACS41 Cin 74 ACS84 Iran

37 ACS42 Misir 75 ACS85 Iran

38 ACS43 Misir 76 ACS86 Iran

Devami arkada
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Cizelge 3.3'iin devami

77 ACS87 Iran 118 ACS130 Giiney Kore
78 ACS88 Iran 119 ACS131 Gliney Kore
79 ACS89 Irak 120 ACS132 Gliney Kore
80 ACS90 Irak 121 ACS134 Gliney Kore
81 ACS91 Irak 122 ACS135 Giliney Kore
82 ACS92 Irak 123 ACS136 Giliney Kore
83 ACS93 Irak 124 ACS137 Gliney Kore
84 ACS94 Irak 125 ACS138 Gliney Kore
85 ACS95 Irak 126 ACS139 Gliney Kore
86 ACS96 Irak 127 ACS140 Gliney Kore
87 ACS97 Irak 128 ACS141 Gliney Kore
88 ACS98 Israil 129 ACS142 Gliney Kore
89 ACS99 [srail 130 ACS144 Fas

90 ACS100 Israil 131 ACS145 Myanmar
91 ACS101 Israil 132 ACS146 Myanmar
92 ACS102 Israil 133 ACS147 Myanmar
93 ACS103 Israil 134 ACSI151 Nijerya
94 ACS104 Israil 135 ACS152 Pakistan
95 ACS105 Israil 136 ACS153 Pakistan
96 ACS106 Israil 137 ACS154 Pakistan
97 ACS107 Israil 138 ACS155 Pakistan
98 ACS108 Israil 139 ACS156 Pakistan
99 ACS109 Israil 140 ACS157 Pakistan
100 ACS110 Israil 141 ACS158 Pakistan
101 ACSI111 Israil 142 ACS159 Pakistan
102 ACS 113 Israil 143 ACS160 Pakistan
103 ACS 114 Israil 144 ACSI161 Pakistan
104 ACS115 Israil 145 ACS162 Pakistan
105 ACS116 Israil 146 ACS163 Pakistan
106 ACS117 Israil 147 ACS164 Pakistan
107 ACS118 Israil 148 ACS165 Pakistan
108  ACS119 [srail 149 ACS166 Pakistan
109  ACS120 [srail 150  ACS167 Pakistan
110  ACSI121 Italya 151  ACSI168 Pakistan
111 ACS122 Japonya 152 ACS169 Rusya
112 ACS123 Japonya 153 ACS170 Rusya
113 ACS124 Japonya 154 ACS171 Rusya
114 ACS125 Japonya 155 ACS172 Rusya
115  ACSI126 Urdiin 156  ACS173 Rusya
116  ACSI127 Urdiin 157  ACS174 Rusya

117 ACS128 Kore 158 ACS175 Rusya
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Cizelge 3.3'lin devami

159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197

ACS176
ACS177
ACS178
ACS179
ACS180
ACS181
ACS182
ACS183
ACS184
ACS186
ACS187
ACS188
ACS189
ACS190
ACS191
ACS192
ACS194
ACS195
ACS196
ACS197
ACS198
ACS199
ACS200
ACS201
ACS202
ACS203
ACS204
ACS205
ACS206
ACS207
ACS208
ACS209
ACS211
ACS212
ACS213
ACS214
ACS216
ACS217
ACS218

Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Rusya
Giliney Amerika
Sri Lanka
Suriye
Suriye
Tayland
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye

198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236

ACS219
ACS220
ACS221
ACS222
ACS223
ACS227
ACS229
ACS230
ACS231
ACS232
ACS235
ACS238
ACS239
ACS241
ACS242
ACS244
ACS245
ACS246
ACS247
ACS248
ACS250
ACS251
ACS252
ACS253
ACS254
ACS255
ACS257
ACS258
ACS259
ACS260
ACS261
ACS262
ACS263
ACS265
ACS266
ACS267
ACS268
ACS269
ACS270

Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
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Cizelge 3.3'iin devami

237 ACS271 Tiirkiye 276  ACS313 Tiirkiye
238 ACS272 Tiirkiye 277  ACS314 Tiirkiye
239 ACS273 Tiirkiye 278  ACS315 Tiirkiye
240 ACS274 Tiirkiye 279  ACS316 Tiirkiye
241 ACS275 Tiirkiye 280 ACS317 Tiirkiye
242 ACS276 Tiirkiye 281 ACS318 Tiirkiye
243 ACS277 Tiirkiye 282  ACS319 Tiirkiye
244 ACS279 Tiirkiye 283  ACS320 Tiirkiye
245 ACS280 Tiirkiye 284  ACS321 Tiirkiye
246 ACS281 Tiirkiye 285  ACS322 ABD
247 ACS284 Tiirkiye 286  ACS323 ABD
248 ACS285 Tiirkiye 287  ACS325 ABD
249 ACS286 Tiirkiye 288  ACS326 ABD
250 ACS287 Tiirkiye 289  ACS327 ABD
251 ACS288 Tiirkiye 290 ACS339 ABD
252 ACS289 Tiirkiye 291  ACS340 ABD
253 ACS290 Tiirkiye 292 ACS341 ABD
254 ACS291 Tiirkiye 293  ACS342 ABD
255 ACS292 Tiirkiye 294  ACS343 ABD
256 ACS293 Tiirkiye 295  ACS345 ABD
257 ACS294 Tiirkiye 296  ACS348 ABD
258 ACS295 Tiirkiye 297  ACS349 ABD
259 ACS296 Tiirkiye 298  ACS351 ABD
260 ACS297 Tiirkiye 299  ACS353 ABD
261 ACS298 Tiirkiye 300 ACS354 Veneziiella
262 ACS299 Tiirkiye 301  ACS355 Veneziiella
263 ACS300 Tiirkiye 302  ACS356 Veneziiclla
264 ACS301 Tiirkiye 303  ACS357 Veneziiella
265 ACS302 Tiirkiye 304 ACS362 Zaire
266 ACS303 Tiirkiye 305 ACS363 Tiirkiye
267 ACS304 Tiirkiye 306 ACS364 Tiirkiye
268 ACS305 Tiirkiye 307 ACS365 Tiirkiye
269 ACS306 Tiirkiye 308 ACS366 Tiirkiye
270 ACS307 Tiirkiye 309 ACS380 Tiirkiye
271 ACS308 Tiirkiye 310 ACS381 Tiirkiye
272 ACS309 Tiirkiye 311 ACS382 Tiirkiye
273 ACS310 Tiirkiye 312  ACS383 Tiirkiye
274 ACS311 Tiirkiye 313  ACS384 Tiirkiye

275 ACS312 Tiirkiye 314  ACS385 Tiirkiye
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Cizelge 3.3'lin devami

315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353

ACS386
ACS387
ACS388
ACS389
ACS390
ACS391
ACS392
ACS393
ACS394
ACS395
ACS396
ACS397
ACS398
ACS399
ACS400
ACS401
ACS402
ACS403
ACS404
ACS405
ACS406
ACS407
ACS408
ACS409
ACS410
ACS411
ACS412
ACS413
ACS414
ACS415
ACS416
ACS417
ACS418
ACS419
ACS420
ACS421
ACS422
ACS423
ACS424

Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye

354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392

ACS425
ACS426
ACS427
ACS428
ACS429
ACS430
ACS431
ACS432
ACS433
ACS434
ACS435
ACS436
ACS437
ACS438
ACS439
ACS440
ACS441
ACS442
ACS443
ACS444
ACS445
ACS446
ACS447
ACS448
ACS449
ACS450
ACS451
ACS452
ACS453
ACS454
ACS455
ACS456
ACS457
ACS458
ACS459
ACS460
ACS461
ACS462
ACS463

Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
Tiirkiye
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Cizelge 3.3'iin devami

393 ACS464 Tiirkiye 432 ACS503 Tiirkiye
394 ACS465 Tiirkiye 433  ACS504 Tiirkiye
395 ACS466 Tiirkiye 434  ACS505 Tiirkiye
396 ACS467 Tiirkiye 435  ACS506 Tiirkiye
397 ACS468 Tiirkiye 436  ACS507 Tiirkiye
398 ACS469 Tiirkiye 437  ACS508 Tiirkiye
399 ACS470 Tiirkiye 438  ACS509 Tiirkiye
400 ACS471 Tiirkiye 439  ACS510 Tiirkiye
401 ACS472 Tiirkiye 440  ACSs11 Tiirkiye
402 ACS473 Tiirkiye 441  ACS512 Tiirkiye
403 ACS474 Tiirkiye 442  ACS513 Tiirkiye
404 ACS475 Tiirkiye 443  ACS514 Tiirkiye
405 ACS476 Tiirkiye 444  ACS515 Tiirkiye
406 ACS477 Tiirkiye 445  ACS516 Tiirkiye
407 ACS478 Tiirkiye 446  ACS517 Tiirkiye
408 ACS479 Tiirkiye 447  ACS518 Tiirkiye
409 ACS480 Tiirkiye 448  ACS519 Tiirkiye
410 ACS481 Tiirkiye 449  ACS520 Tiirkiye
411 ACS482 Tiirkiye 450  ACS521 Tiirkiye
412 ACS483 Tiirkiye 451  ACS522 Tiirkiye
413 ACS484 Tiirkiye 452  ACS523 Tiirkiye
414 ACS485 Tiirkiye 453  ACS524 Tiirkiye
415 ACS486 Tiirkiye 454  ACS525 Tiirkiye
416 ACS487 Tiirkiye 455  ACS526 Tiirkiye
417 ACS488 Tiirkiye 456  ACS527 Tiirkiye
418 ACS489 Tiirkiye 457  ACS528 Tiirkiye
419 ACS490 Tiirkiye 458  ACS529 Tiirkiye
420 ACS491 Tiirkiye 459  ACS530 Tiirkiye
421 ACS492 Tiirkiye 460  ACS531 Tiirkiye
422 ACS493 Tiirkiye 461  ACS532 Tiirkiye
423 ACS494 Tiirkiye 462  ACS533 Tiirkiye
424 ACS495 Tiirkiye 463  ACS534 Tiirkiye
425 ACS496 Tiirkiye 464  ACS535 Tiirkiye
426 ACS497 Tiirkiye 465  ACS536 Tiirkiye
427 ACS498 Tiirkiye 466  ACS537 Tiirkiye
428 ACS499 Tiirkiye 467  ACS538 Tiirkiye
429 ACS500 Tiirkiye 468  ACS539 Tiirkiye
430 ACS501 Tiirkiye 469  ACS540 Tiirkiye

431 ACS502 Turkiye 470  ACS541 Tiirkiye
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Cizelge 3.3'lin devami

471 ACS542 Tiirkiye 507  ACS578 Tiirkiye
472 ACS543 Tiirkiye 508  ACS579 Tiirkiye
473 ACS544 Tiirkiye 509  ACS580 Tiirkiye
474 ACS545 Tiirkiye 510  ACS581 Tiirkiye
475 ACS546 Tiirkiye 511 ACS582 Tiirkiye
476 ACS547 Tiirkiye 512 ACS583 Tiirkiye
477 ACS548 Tiirkiye 513  ACS584 Tiirkiye
478 ACS549 Tiirkiye 514 ACSS585 Tiirkiye
479 ACSS550 Tiirkiye 515  ACS586 Tiirkiye
480 ACS551 Tiirkiye 516  ACS587 Tiirkiye
481 ACS552 Tiirkiye 517  ACS588 Tiirkiye
482 ACS553 Tiirkiye 518  ACS589 Tiirkiye
483 ACS554 Tiirkiye 519  ACS590 Tiirkiye
484 ACSS555 Tiirkiye 520  ACS591 Tiirkiye
485 ACS556 Tiirkiye 521 ACS592 Tiirkiye
486 ACS557 Tiirkiye 522 ACS593 Tiirkiye
487 ACS558 Tiirkiye 523  ACS59%4 Tiirkiye
488 ACS559 Tiirkiye 524 ACS595 Tiirkiye
489 ACS560 Tiirkiye 525  ACS596 Tiirkiye
490 ACS561 Tiirkiye 526  ACS597 Tiirkiye
491 ACS562 Tiirkiye 527  ACS598 Tiirkiye
492 ACS563 Tiirkiye 528  ACS599 Tiirkiye
493 ACS564 Tiirkiye 529  ACS600 Tiirkiye
494 ACS565 Tiirkiye 530  ACS602 Tiirkiye
495 ACS566 Tiirkiye 531  ACS603 Tiirkiye
496 ACS567 Tiirkiye 532 ACS604 Tiirkiye
497 ACS568 Tiirkiye 533  ACS605 Tiirkiye
498 ACS569 Tiirkiye 534  ACS601 Tiirkiye
499 ACSS570 Tiirkiye 535  ACS606 Tiirkiye
500 ACS571 Tiirkiye 536  ACS607 Tiirkiye
501 ACS572 Tiirkiye 537  ACS608 Tiirkiye
502 ACS573 Tiirkiye 538  ACS609 Tiirkiye
503 ACS574 Tiirkiye 539 Muganli-57 Kontrol
504 ACS575 Tiirkiye 540  Ozberk-82 Kontrol
505 ACS576 Tiirkiye 541 Golmarmara Kontrol

506 ACS577 Tiirkiye 542 Uzun Kontrol
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3.2. Yontem
3.2.1. Materyalin yetistirilmesi ve tarla sartlarinda yapilan dayanmikhlik gozlemleri

542 adet susam genotipinden olusan genis bir koleksiyon 6 Haziran 2012
tarihinde Antalya Aksu’da bulunan BATEM deneme arazisine augmented deneme
deseninde ekilmistir. Tohumlar 5 m uzunlugundaki siralara 70 cm sira arasi ve 10 cm
sira tizeri olacak sekilde ekilmistir (Sekil 3.1). Deneme arazisi ekimden once bitki
artiklarindan temizlenmis ve sulama yapilarak topragin tava gelmesi saglanmustir.
Takiben tarla pullukla siiriilmiis ve dekara 6 kg N, 6 kg P>Os ve 6 kg K>O gelecek
sekilde 15:15:15 kompoze giibre ile giibreleme yapilmistir.

Sekil 3.1. Genetik materyalin ekimi ve ¢ikis sonrasina ait genel bir goriintiisii

Parsellerin kenarlarina ve her 10 sirada bir phyllody i¢in iyi bir konuk¢u olan ve
laboratuvarda phyllody ile bulasik hale getirdigimiz Cezayir meneksesi (Catharanthus
roseus) sasirtilmistir (Sekil 3.2). Tarlada hastalik epidemisini artirmak igin vektor bocek
olan Orosius orientalis tiirii kontrollii sartlarda bol miktarda ¢ogaltilmis ve bu bocekler
deneme tarlasina bitkilerin ¢ikisini takiben birakilmistir. Ayrica ¢iftgi tarlalarina
gidilerek vektor bocek toplanmis, deneme alanina birakilmistir. Ayn1 zamanda Aksu,
Denizyaka, Bogazkent, Beskonak ve Ddsemealti bolgelerindeki susam tarlalarindan
hastalikl1 bitkiler saksilara aktarilmis ve deneme alanina hastalik baskisini arttirmak
amactyla sasirtilmistir (Sekil 3.3). Ekimden itibaren deneme alanindaki hastalik
epidemisi izlenmis ve her iki y1l 1-5 skalasina gore gozlemler alinarak, dayanikli ve cok
hassas tipler secilmistir (Tkten 2014). 1-5 skalasinin oranlar1 asagida verilmistir.

Bu skalaya gore;

1. Cok Dayanikli (Hastalikl1 bitki sayis1 sifir, % 100 saglikli)
2. Dayanikli (Hastalikl1 bitki oran1 maksimum % 10)

3. Toleransh (Hastalikl1 bitki oran1 % 11-20 arasinda)

4. Hassas (Hastalikl1 bitki oran1 % 21-30 arasinda)

5. Cok hassas (Hastalikl1 bitki orant minimum % 31)
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Sekil 3.3. Diger tarlalardan toplanan hastalikli bitkilerin deneme alanina sagirtilmasi

1-5 skalasina gore; cok dayanikli ve dayanikli goziiken 238 susam genotipi
secilmis ve 24 Mayis 2013'de denemenin ikinci yili olarak hastaligin yaygin bir sekilde
ortaya ¢iktig1r ayni parsellere ekilmistir. 2013 yilinda kurulan denemedeki yetistirme
sartlar1 bir onceki yilda oldugu gibi ayni sekilde yapilmig, sadece genotip sayisi
azaltildig1 icin tesadiif bloklar1 deneme deseninde iki tekerriirlii olarak kurulmustur.
Hastalik epidemisini artirmak i¢in birinci yil uygulanan metotlara aynen devam edilmis
ve dayaniklihk gozlemleri aym sekilde alinmstir. Ikinci yilin sonunda da dayanikli
olarak g6zlenen genotipler yogun hastalik baskisi altinda sera testlemesine alinmistir.

3.2.2. Vektor bocek tiiriiniin belirlenmesi ve yetistirilmesi

Antalya bolgesindeki susam tarlalarinda goriilen tiim bdcekler vakumlu bocek
toplama aleti ile toplanmistir (Sekil 3.4). Toplanan béceklerden DNA izole edilmis ve
molekiiler analizlerle hastalik tasiyan bocek tiirii belirlenmistir. Vektor bocek tiirliniin
belirlenmesinden sonra, sadece vektor bocek in vitro yetistirilmis, hastalik tagimayan
diger boceklerin in vitro yetistirilmesi birakilmistir.
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Sekil 3.4. Susam tarlalarinda goriilen boceklerin modifiye vakum cihazi ile toplanmasi

Vektor bocekleri yetistirmek icin 50 cm x 50 cm x 50 cm Olgiilerinde, sert
plastik kenarli ve orta kisimlar tiil olacak sekilde 6zel dizayn kafesler hazirlanmistir.
Saksilarda ¢imlendirilen susam bitkileri kafeslerin i¢ine yerlestirilmis ve vektor bocek
bu kafeslere birakilarak yetistirilmistir. Vektor kolonilerinin in vitro’da yetistirilmesinde
akamete ugramamasi adina kafeslere belli araliklarla ve stirekli olarak gen¢ susam
fideleri takviye edilmistir. Vektdr bocekler kis doneminde Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii bdcek yetistirme odalarinda 28 “C’de ¢ogaltilmistir.
Bahar ve yaz donemlerinde ise serada yetistirilmistir.

Bahar doneminde daha ¢ok bodcek yetistirmek ve ayni zamanda hastalik
testlemesi yapmak iizere 1 m eninde 1.5 m boyunda ve 1 m derinliginde tiil kafesler
yapilmistir (Sekil 3.5). Tiil kafesler icerisine 3 litrelik saksilara dikilmis susam bitkileri
ve phyllody hastaliginin konukgusu olan cezayir meneksesi birakilmistir. Bitkiler 10-15
cm kadar boylandiktan sonra kafese bocekler salinmis ve ¢ogalmasi i¢in uygun ortam
olan seraya birakilmistir.

i A ’\ .; r": .fj

. rany

Sekil 3.5. Sera igerisine yerlestirilen biiytik tiil kafesler
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3.2.3. Hastalik transfer ¢calismalari
3.2.3.1. Enjeksiyon yontemi ile hastalik aktarma calismasi

Bu yontemde oncelikle Aksu, Bogazkent, Denizyaka, Beskonak ve Ddsemealti
bolgelerinden hastaliklt susam bitkileri toplanmistir. Toplanan bitkiler saf su ile
yikanarak bocek ve zararlilardan ari hale getirilmistir. Steril hale getirilen bitkiler havan
yardimiyla iyice ezilerek bitki 6z suyu ¢ikarilmistir. Daha sonra phyllody hastaligi
tasityan bitki 6z suyu saglikli bitkilerin gbvde, dal ve yapraklarina enjekte edilmistir
(Sekil 3.6). Enjekte edilen 20 bitki numaralandirilmis ve kayit altina alinmistir. Kayit
altina alinan bitkilerden her hafta hem fenotipik gozlemler alinmis hem de DNA
ornekleri alinarak hastaligin transfer olup olmadigi analiz edilmistir.

Sekil 3.6. Enjeksiyon yontemiyle hastalik aktarma ¢alismasi
3.2.3.2. Asillama yontemiyle hastahik aktarma ¢aliymasi

Sera ortaminda hastalikli bitkilerden saglikli bitkilere asilama yontemi ile
hastalik etmeni aktarilmaya ¢alisilmistir. Saglikl bitkiler yeterli olgunluga ulastiginda
govde bolgesinden yaklagik 6-8 cm uzunlugunda ince bir par¢ga uzunlamasina
kesilmistir. Hastalikl1 bitkinin gévde kismindan aym biiyiikliikte bir kesit alinmistir.
Hastalikli bitkiden alinan parga, saglikli bitkinin uzunlamasina kesilen govdesine
tutturulmustur. Asilama yontemiyle tutturulan hastalikli bitki par¢asinin diigmemesi ve
asimnin dis ortamlardan etkilenmemesi i¢in parafilm ile ne ¢ok siki ne de ¢ok gevsek
olacak sekilde sarilmistir (Sekil 3.7). Asili bitkiler sera ortaminda 1 hafta boyunca
diizenli olarak gozlemlenmistir. 1 haftanin ardindan asilar tutmustur ve parafilmler
gerilmeye baslamistir. Bu donemde parafilmler alinmig ve bitkilerin yetistirilmesine
devam edilmistir. Asilama yapilan bitkilerden her hafta hem fenotipik gézlemler alinmis
hem de DNA o6rnekleri alinarak hastaligin transfer olup olmadigi analiz edilmistir.
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Sekil 3.7. Asilama yontemiyle hastalik aktarma ¢aligmasi
3.2.3.3. Vektor bocek yardimiyla hastalik aktarma calismasi

In vitro yetistirilen vektdr bocek kolonilerinin phyllody bulasik susam bitkileri
ile zorunlu beslenmis ve hastalik etmenini tasimasi saglanmistir. Bu kolonilerden
rastgele 10’ar bocek orneklenmis ve DNA analizleri ile hastalik tasiyip tasimadiklari
belirlenmistir. Kafesler icerisinde 12’ser susam bitkisi yetistirilmis ve geng donemde iki
kafese vektor bocek kolonileri birakilmistir. Bir kafese bocek salinmamis ve konrol
olarak birakilmistir (Sekil 3.8). Vektdr boceklerin birakilmasindan sonra kafesin
icerisindeki susam bitkilerinden diizenli olarak gozlem alinmistir. Vektor boceklerin
birakilmasindan 30 giin sonra da bitkilerden diizenli olarak haftada bir yaprak 6rnekleri
alimmigtir. Alinan yaprak drneklerinin DNA's1 ¢ikarilmistir. Phyllody igin spesifik olan
primerler yardimiyla PCR ve qPCR yapilarak hastalik transferinin olup olmadigi
belirlenmistir.

Sekil 3.8. Vektor bocek yardimiyla hastalik transferi
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3.2.4. Sera kosullarinda dayamiklihigin dogrulanmasi

Tarlada potansiyel dayanikli olarak belirlenen genotipler sera ortaminda vektor
bocek kullanimi yoluyla daha yogun bir hastalik epidemisi altinda tekrar testlenmistir.
Testlenecek potansiyel dayanikli genotipler 3 litrelik saksilara ekilmis ve iizerlerine
isimleri yapistirilmistir. Saksilara ekilen bu genotipler tiil kafeslere birakilmistir. Her tiil
kafese hastaligin olustugunu fenotipik olarak gézlemleyebilmek amaciyla 2 tane hassas
genotip ekilmistir. Ayn1 zamanda her bir kafese 2 tane olmak {izere phyllody i¢in iyi bir
konukgu olan Cezayir meneksesi birakilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Genotiplerin sera sartlarinda dayaniklilik testlemeleri

Bitkiler yeterli olgunluga ulasinca tiil kafeslerin igerisine hastalikli bitkilerle
beslenmis vektor bocek birakilmistir. Hastalifin taginmasi i¢in uygun kosullar
olusturulduktan sonra diizenli olarak fenotipik gézlemler alinmistir. Ayn1 sekilde yaprak
orneklerinden DNA izole edilerek qPCR ile dayaniklik seviyeleri tespit edilmistir.

3.2.5. Molekiiler analizler
3.2.5.1. DNA izolasyonu

Tarla ve seradan alinan bitki yaprak Ornekleri ile boceklere ait DNA
ekstraksiyonu, Doyle ve Doyle (1990) tarafindan gelistirilen CTAB metodu ile
gerceklestirilmistir. 0.1 gr olarak hazirlanan o6rnekler 1.5 ml hacmindeki tiliplere
konulmus ve tiiplere 0.5 ml icerisinde binde 5 oraninda merkaptoetanol bulunan CTAB
(100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, % 2 CTAB) ¢6zelti konularak fiziksel
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olarak ezilmistir. Onceden sicaklig1 65 °C’ye ayarlanmis olan su banyosunda &rnekler 3
saat bekletilirken, her 15 dakikada bir hafifce ¢calkalanmistir. Su banyosundan ¢ikarilan
orneklere, tampon ¢ozeltisi ile esit miktarda (0.5 ml) kloroform:izoamil alkol (24:1)
ilave edilmistir. Tiipler oda kosullarinda galkalayict yardimiyla 15 dakika boyunca
hafifce calkalanmis ve 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Orneklerin iist
fazlar1 alinmis ve yeni 1.5 ml hacmindeki tiiplere aktarilmistir. Alinan iist faz kadar
tekrar kloroform:izoamil alkol (24:1) konulmus ve 20 dk santrifiij edilmistir. Orneklerin
iist fazlar tekrar alinmis ve alinan miktar kadar iizerine soguk (6nceden -20 °C’de
bekletilmis) izopropanol ilave edilerek DNA’nin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. DNA’ nin
daha iyi ¢okmesini saglamak icin 1 gece -20 °C’de bekletilmistir. Soguk ortamdan
cikarilan tiipler 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek DNA’nin tiipiin dibine
¢okmesi ve izopropanoliin kolayca tiipten uzaklastirilmasi saglanmistir. Izopropanol
bosaltildiktan sonra igerisine 0.5 ml % 70’lik etanol ilave edilip 15 dakika hafifce
calkalanmig ve DNA’nin yikanmasi saglanmistir. Daha sonra 10.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildikten sonra etanol bosaltilmis ve DNA’lar oda kosullarinda kurutulmaya
brrakilmistir. Daha sonra DNA’lar 0.1 ml ultra saf suda ¢dzdiiriilmiistiir. izole edilen
DNA’lar % 1’lik agaroz jelde kosturulmustur. Agaroz jel 45 dakika 60 voltta
yiritilmiis ve ultraviyole 1sik altinda goriintiisii alinarak DNA miktar1 ve kalitesi
belirlenmistir.

3.2.5.2. Dogrudan ve Nested PCR analizleri

Cikarillan bitki ve bocek DNA'lar1 phyllody hastaligr i¢cin yaygin olan ve
literatiirde bildirilen P1-P7 (Deng ve Hiruki 1991, Smart vd 1996) primerleri ile
cogaltilmistir. Toplam 20 pl olacak sekilde hazirlanan ana karisim bilesenleri ve
oranlar1 asagidaki gibidir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Dogrudan ve nested PCR’1n ana karigim bilesenleri ve oranlar1

Uriin Ad1 Miktar(ul) Yogunlugu
10X buffer 2ul 1/10
Forward primer 1.5 ul 15 pmol
Reverse primer 1.5 ul 15 pmol
Taq DNA polimeraz 0.2 ul 1 Unite
Ana Karisim dNTP 1.5 ul 0.2 mM
MgCl 2ul 1.6 mM
Template DNA 2ul 20 ng
ddH20 9.3 ul
Toplam 20 pl

Cizelge 3.4’ten de goriilecegi iizere PCR analizlerinde kullanilan ana karigim;
toplam miktar 20 pl olacak sekilde 2 pl template DNA, Forward ve Reverse primerlerin
her birinden 1,5 pl, 0,2 pul Tag DNA polimeraz enzimi, 1,5 pul ANTP karigimi, 2 pl 10X
Buffer, 2 pl MgClz ve 9.3 steril saf su seklindedir.
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Kullanilan PCR programi 94 °C’de 1 dongii (5 dk), 94 °C’ de 38 dongii (1 dk),
50 °C’ de 38 dongii (1 dk.), 72 °C’ de 38 dongii (2 dk.) ve 72 °C’ de 1 dongii (5 dakika)
olarak belirlenmistir. Yapilan her PCR da pozitif kontrol i¢in bir tane hastalikli bitki
DNA's1, negatif kontrol i¢inse bir tane saglikli bitki ve birde saf su kullanilmigtir. PCR
uygulamalar1 Bioneer MyGenie96 marka PCR cihazi ile yapilmistir (Sekil 3.10.a).

Elde edilen PCR friinlerinin gorsel olarak incelenmesinde agaroz jel
elektroforezinden yararlanilmigtir. PCR iiriinleri % 1.5'lik agaroz jele yiiklenmis, 1 saat
60 voltta kosturulmus ve ultraviyole 1s1k altinda goriintiilenerek analizleri yapilmistir.
100ml 0,5X TAE (Tris-Asetat-EDTA) buffer ve 1.5 g agaroz bir beher igerisine ilave
edilerek mikrodalga firinda agaroz tamamen ¢oziiliinceye kadar 1sitilip, agaroz tamamen
¢oziindiikten sonra biraz sogumasi beklenilmis ve yaklasik 5 pl EtBr (10 mg/ml)
solisyonu eklenmistir. PCR {irlinlerine 2 pl yilikleme boyas: eklenerek
(bromophenylblue) toplamda 10 pl’lik PCR iiriintyiikleme boyast jele yliklenmistir.
Elde edilen bantlarin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde iiretilen PCR biiytikliigiine
gore, marker olarak GeneRuler 100 bp ve 1 kb DNA Ladder Plus (MBI Fermentas)
kullanilmistir. Olusan bantlar UV 1stk  alinda DNR-mini lumi cihaziyla
goriintilenmistir (Sekil 3.10.b).

GLOBAL GENOMICS PARTNER

MyGenie96 Thermal Block

Sekil 3.10. Dogrudan ve nested PCR analizlerinde kullanilan cihazlar
a) PCR cihazi b) Jel goriintiileme cihazi

P1-P7 primerleri ile yapilan PCR f{irlinleri alinarak, daha 6zel olan R16F2n-
R16R2 ve Fu5-Ru3 primer ciftleri ile tekrar PCR yapilmis ve bdylece nested PCR
sartlart saglanmistir. Primer sekanslari ve iirettikleri iirin uzunluklar1 asagida verilmistir
(Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Kullanilan primerler, dizinleri ve boy uzunluklar1

Primer Ad1 Genomik Dizisi Uriin Bityiikliigii
P1 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3 1800 bp*

P7 5-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3 1800 bp**
R16F2n 5-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3 1239 bp***
R16R2 5-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3 1239 bp***
Fu5 5-CGGCAATGGAGGAAACT-3 880 bp***
Ru3 5-TTCAGCTACTCTTTGTAACA-3 880 bp***

*Deng ve Hiruki (1991); **Smart vd (1996); ***Lee vd (1995)

Nested PCR kosullari ile kullanilan PCR programi, yukarida verilen dogrudan
PCR kosul ve programi ile ayni sekilde diizenlenmistir.

PCR firtinleri % 1.5' luk agaroz jele yiiklenmis, 1 saat 60 voltta kosturulmus ve
ultraviyole 151k altinda goriintiilenerek analizleri yapilmistir. Jelde bakilan PCR
iriinlerinden secilenler jel {izerinde kesilmis ve dizilenmek (sekans) iizere
temizlenmistir. PCR {irlinii temizleme protokolii asagidadir.

Her 6rnek i¢in 20 ul PCR {iriini i¢in 5 pl temizleme karisimi hazirlanmigtir. 2 pl
sodyum EDTA (0.1 M), 2 pl sodyum asetat (3 M), 0.25 pl poliakrilamid (10
mikrogram/ml) ve 0.75 pl steril sudan olusan karisim hazirlanip, 20 pl PCR iiriinii ve 5
ul temizleme karisiminin tizerine 60 pl % 96'lik etanol konularak +4 °C'de 10.000 rpm
de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan pelet kaybedilmeden {iizerindeki
stvi uzaklastirllmigtir. Pelet iki defa 200 pl % 70'lik etanol ile 10.000 rpm de S'er dk
santrifiij edilerek yikanmig, bu yikamadan sonra etanol tiiplerden uzaklastirilmis ve
kurumaya birakilmistir. Kuruyan tiiplerin lizerine ddH>O su konularak dogrudan ve
nested PCR {iriinlerinin temizleme islemi tamamlanmistir. Sekanslanmaya hazir olan
ornekler sekans cihazina (Beckman Coulter CEQ 8000 Genetic Analysis System)
yiiklenerek sekanslar1 yapilmistir (Sekil 3.11.a).

3.2.5.3. Real-Time PCR (qPCR) analizleri

Real-time PCR analizleri Ikten vd’nin (2013) gelistirmis oldugu yontem
kullanilarak gergeklestirilmistir. qPCR’da kullanilan ana karisim bilesenleri ve oranlari
asagida verilmistir (Cizelge 3.6).

Kullanilan Real-Time PCR programi 95 °C’de 1 dongii (5 dakika), 95 °C’ de 40
dongli (60 sn), 60 °C’de 40 dongii (15 sn) olarak belirlenmistir. qPCR c¢alismalari
QIAGEN Rotor-Gene Q (Corbett Rotor-Gene 6000) cihazinda yapilmistir (Sekil
3.11.b).

30


http://www.qiagen.com/Products/Catalog/Automated-Solutions/Detection-and-Analysis/Rotor-Gene-Q

Sekil 3.11. Dizileme ve qPCR analizlerinde kullanilan cihazlar
a) Sekans cihazi b) Real-Time PCR cihazi

Cizelge 3.6. gPCR karisim bilesenleri ve orani

Uriin Ada Miktar(pl) Konsantrasyonu
Hazir master miks 7.5 ul

Housekeeping forward primer 0.5ul 15 pmol
Housekeeping reverse primer 0.5l 15 pmol
Phyllody evrensel forward primer 0.5l 15 pmol
Phyllody evrensel reverse primer 0.5 ul 15 pmol
Housekeeping probu 0.15 ul 15 pmol
16Sr-1I probu 0.15 15 pmol
16Sr-IX probu 0.15ul 15 pmol
Template DNA 2ul 20 ng
ddH>O 3.05

Toplam 15l
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4. BULGULAR
4.1. Tarla sartlarinda dayanikhilik testlemeleri

Tarla sartlarinda dayaniklilik testlemeleri 2012 ve 2013 yillarina ait yetistirme
donemlerinde iki yi1l boyunca yiiriitiilmistiir. Birinci yil ylriitiilen testleme
caligmalarinda tiim genetik materyal yetistirilmis, tarlada phyllody epidemisi saglanmig
ve susam bitkilerinde hastalik semptomlar1 yaygin bir sekilde gozlenmistir. Hastalik
etkisi olarak bitkilerde siirgiin ug¢larinda kontrolsiiz ¢ogalma (Sekil 4.1), ciceklerin
dollenmemesi sonucu bos ve deforme susam kapsiilleri (Sekil 4.2.a, b), yapraklarda
sararma ve kivrilma gibi gesitli semptomlar goriilmiistiir. Ozellikle bitkilerin geng
stirglinlerinde yer alan biiyiime uglarinda bir¢ok siirgiin olugmasi ve kontrolsiiz vejetatif
biiyiime meydana gelmistir. ilerleyen safhalarda ise bitki yapraklarinda sararma,
ciceklerde fertilite kayb1 gézlenmis ve son sathada tamamen yesil aksamdan olusan,
tohumsuz ve verimsiz bitkilerle karsilagilmistir.

Sekil 4.1. Phyllody hastalig1 sorgu¢ olugturmast
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Sekil 4.2. a) Cigeklerin dollenmemesi sonucu bos ve deforme susam kapstilleri

Sekil 4.2. b) Saglikli ve phyllody bulasik susam kapsiil ve ¢igekleri (soldan sirasiyla;
saglikli ¢igek, phyllody hastalikli ¢igek, saglikli kapsiil, phyllody hastalikli
kapsiil)
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2012 yilinda ekilen 29 farkli iilkeden orijin alan 542 susam genotipi tarla
kosullarinda 1-5 skalasina gore degerlendirilmistir. Koleksiyonda en c¢ok Tiirkiye
orijinli genotipler yer almis olup 119 genotip ¢ok dayanikli (1) olarak skorlanmustir.
Geriye kalan 224 genotipten ise 15 genotip dayanikli (2), 113 genotip toleransh (3), 51
genotip hassas (4) ve 45 genotip ise ¢ok hassas (5) olarak belirlenmistir. Tiirkiye orijinli
119 genotip 2012 yilinda 1 skoru almasina ragmen 2013 yilinda sadece 9 genotip ¢ok
dayanikli (1) olarak skorlanmistir. 23 genotipten olusan Rusya populasyonunda ise
sadece 3 genotip 2012 yilinda ¢ok dayanikli olarak gozlemlenmistir. 2012 yilinda ¢ok
dayanikli olarak se¢ilen Afganistan orijinli 5 genotip, 2013 yilinda da benzer sekilde
¢ok dayanikli olarak skorlanmustir. Iran, Irak ve Suriye’den toplam 33 genotip hastaliga
dayaniklilik bakimindan incelenmis ve 2012 yilinda sadece 6 genotip ¢ok dayanikli (1)
olarak skorlanmistir. Bu 6 genotipten sadece 1 tanesi 2013 yilinda tekrar ¢ok dayanikli
oldugu degerlendirilmistir. 13 ABD orijinli genotipten sadece bir tanesi 2012 yilinda
cok dayanikli (1) gozlenirken, 2013 yilinda ise bu genotip dayanikli (2) olarak
belirlenmistir. Misir, Urdiin, Angola Fas, Myanmar, Nijerya ve Veneziiella orijinli baz1
genotipler 2012 yilinda ¢ok dayanikli olarak gézlenmesine ragmen, bu iilkelerden higbir
genotip 2013 yilinda ¢ok dayanikli olarak belirlenmemistir (Cizelge 4.1). Alinan skorlar
bakimindan iki yil topluca degerlendirildiginde 3,75 ortalama hastalik skoru ile Iran
orijinli genotipler en yiiksek degere sahiptir. iran’1, 3,67 ortalama ile Hindistan takip
etmekte olup, Hindistan orijinli 6 genotipin tamaminin 2012 yilinda c¢ok hassas (5)
oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 4.1. Ulkesel orijinlere gore uluslararasi susam koleksiyonunun her iki deneme
yilinda hastalik gézlem skorlar

2012 2013

I"Jl.lf.esel Skora ait genotip Toplam Skora ait genotip sayisi Toplam
orijin — sagm — Genotip T2 3 4 5 Genotip
Afganistan 5 2 2 9 0 18 5 0 0 1 0 6
Angola 1 0 0 1 O 2 O o0 1 0 O 1
Arjantin 0O 0 1 0 O 1 O 0 O o0 O 0
Cin 4 3 2 2 3 14 1 3 0 0 © 4
Misir 2 1 0 1 1 5 0O 1 0 0 1 2
Etiyopya 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
Yunanistan 6 1 1 2 1 11 3 4 0 0 O 7
Guatemala. 0 0 0 0 1 1 0O 1 0 0 O 1
Hindistan 0 0 0 0 6 6 2 2 1 0 1 6
[ran 4 0 1 1 12 18 0O 1 11 2 2 16
Irak 2 2 4 1 4 13 1 2 0 1 0 4
Israil 5 2 13 2 0 22 2 1 2 0 0 5
Italya 1 0 0 0 O 1 O O 1 0 O 1
Japonya 2 0 2 0 O 4 O 1 0 1 0 2
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Cizelge 4.1’in devami
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dayanikli

2012 yilinda olduk¢a kapsamli olarak yapilan degerlendirmeler neticesinde ¢ok

(1) olarak degerlendirilen tiim genotipler ile dayanikli

(2) olarak

degerlendirilen bazi genotipler, 2013 yilinda tekrar denemeye alinarak testlenmistir.
Toplamda 237 genotipe ulagilmig ve bunlarda 2012 yilinda yapildigr gibi ayni sekilde
tarlada epidemi olusturulmus ve 1-5 skalasina goére skorlama yapilmistir. Alinan
gozlemler sonucunda 30 genotip ¢ok dayanikli (1) olarak belirlenmistir. Bu genotiplerin
listesi Cizelge 4.2°de sunulmustur. Iki yil boyunca yiiriitiilen tarla testlemeleri
sonucunda dayanikli bulunan bu 30 genotip sera sartlarinda dayanikliliklar1 bir kez daha

test edilmistir.

Cizelge 4.2. 2013 yil1 gézlemleri sonucu dayanikli olarak gézlemlenen genotipler

No Kodu (];)‘;Zglg‘l’ No Kodu (]})‘;Zgl:;‘l‘ No Kodu (]})‘;Zgl:;‘l‘
I ACSIS I 11 ACS142 I 21 ACS467 I
2 ACS37 | 12 ACS165 I 22 ACS487 1
3 ACS38 I 13 ACSI166 I 23 ACS489 I
4 ACS55 | 14 ACS169 I 24 ACS494 1
5 ACS56 ! 15 ACS365 I 25 ACS496 1
6 ACSST ] 16 ACS366 I 26 ACS503 ]
7 ACS62 | 17 ACS380 I 27 ACS505 1
8§ ACS67 ] 18 ACS446 I 28 ACSS591 |
9 ACSI02 ] 19 ACS453 I 29 ACS600 ]
10 ACS105 1 20 ACS463 I 30  Uzun 1
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4.2. Sera Kosullarinda dayamiklihginin dogrulanmasi

2012 ve 2013 yillarinda kurulan tarla denemeleri sonrasinda 30 genotip ¢ok
dayanikli (1) olarak tespit edilmistir. Bu genotiplerin dayanikliligint dogrulamak adina
sera kosullarinda testleme islemi yiriitiilmiistiir. Til kafesler icerisine konulan bu
genotipler vektor boceklere maruz birakilarak hastalikla bulasik hale getirilmis ve
yaklagik 30 giin sonra ilk hastalik belirtileri gozlemlenmistir. Yetistirme sezonu
sonunda ise tarla kosullarinda belirlenen 30 genotipten 28 tanesi sera kosullarinda
hassas ¢ikmis ve hastalik belirtileri gostermislerdir. Buna karsin ACS38 ve ACS102
genotipleri kontrollii sartlarda gerceklestirilen yogun hastalik baskisi altinda dayanikli
olarak secilmistir. ACS102 genotipinde hastalik semptomlarina rastlanmazken,
ACS38’de hastalikli bitkiler goriilmekle beraber, hastalik semptomu olusumu kontrol
bitkilere gore 15 ila 30 giin sonrasinda olusmustur.

Bu dayanikliligi tekrar dogrulamak amaciyla bu 2 genotip ve hassas
genotiplerden olusan kontrol grublart tekrar sera kosullarinda testlenmek iizere 3
tekerriir ekilmistir. Bu genotipler 3 ayr tiil kafese konulmus ve esit sayida vektor bocek
(120’ser adet) kafeslere atilmistir. Kafeslerden bir tanesine vektor bocek atilmamustir.
Daha sonra bu bitkilerden alinan yaprak ornekleri dogrudan ve nested PCR ile analiz
edilmig ve fitoplazma etmenine rastlanmamistir. Ancak yiirtitiilen real-time PCR ile bu
genotiplerin hastalik yiikii tasidigi ortaya konulmakla beraber, bu hastalik yiikii bitkide
hastalik semptomu ortaya ¢ikaracak kadar etkili olmamustir.

4.3. Bocek tiiriiniin belirlenmesi ve yetistirilmesi

Susam tarlalarinda, fitoplazma etmenini tagiyan vektdr bocegi belirlemek
amactyla Antalya'nin Aksu, Bogazkent, Denizyaka, Beskonak ve Ddsemealti
bolgelerinde belli araliklarla sorvey caligmasi yapilmig ve bir¢ok bocek tiirii
toplanmistir. Toplanan bocek tiirlerinin tamami molekiiler olarak testlenmis ve PCR
pozitif olarak sadece bir bocek tiirii belirlenmistir. Sorvey tarlalarindan ¢ok farkli sayida
bocek tiirii belirlenmesine ragmen, kesin ayrimda bulunulan tiirlerin listesi ile analiz
sonuclar1 Cizelge 4.3'te verilmistir.

Cizelge 4.3. Susam tarlalarinda toplanan bocek tiirleri ve PCR analiz sonuglari

Bocek tiirii Dogrudan PCR Nested PCR Real-Time PCR

Empoasca decipiens - - -
Bemicia tabaci - - -
Orosius orientalis + + +
Circulifer haematoceps - - -
Hemiptera ssp - - -

Cizelge 4.3’te bahse konu bocek tiirlerinin DNA analiz sonuglar1 Sekil 4.3’te
sunulmustur. Toplanan bocek tiirlerinde DNA izolasyon isleminin ardindan P1-P7
primerleri kullanilarak PCR analizi yapilmis ve PCR iriinleri % 2'lik agaroz jel
yiiriitiilerek, ultraviyole 151k altinda degerlendirilmistir. Ornek olarak yiiriitiilen Sekil
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4.3’teki jel goriintiisii incelendiginde sadece Orosius orientalis bocek tiiriinde bant elde
edildigi goriilmekte olup, bu bocek tiirliniin hastalik pozitif oldugu gostrilmistir.

Sekil 4.3. P1-P7 primerleri ile kurulan bécek PCR firiinleri (1800 bp) jel goriintiisii (1-2:
Empoasca decipiens 3-4: Bemicia tabaci 5-6: Circulifer haematoceps 7-8:
Orosius orientalis 9-10: Hemiptera ssp. 11-12: Su)

Vektor bocek tiiriinlin  molekiiler olarak belirlenmesinin ardindan farkh
bolgelerden bu bocek tiirii toplanmis ve bolgelere 6zgii hastalik tasinma oranlari
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Cizelge 4.4’ten de goriilecegi lizere en ¢ok hastalik tasinma
orant % 35 ile Bogazkent’te gozlenmis ve sirasiyla; % 32,8 ile Aksu, % 31.3 ile
Dosemealt1, % 22,5 ile Denizyaka ve en az hastalik tasinma oram1 % 20 ile Beskonak
bolgesinde belirlenmistir. Caligilan Antalya bolgelerinin ortalamasi ise % 28,3 olarak
gbzlemlenmistir.

Cizelge 4.4. Farkli bolgelerden toplanan Orosius orientalis tiiriine ait hastalik epidemisi
tagima orani

Aksu 64 21 43 32.8
Bogazkent 40 14 26 35
Denizyaka 40 9 31 22.5
Beskonak 35 7 28 20
Dosemealti 48 15 33 31.3
Toplam 227 66 161 28.3

4.4. Hastalik transfer calismalari

Hastaligin bitkiden bitkiye transferini gerceklestirmek amaciyla enjeksiyon ve
asilama yontemleri vektor bocek kullanimina ilaveten ¢alisilmistir. Enjeksiyon
yonteminde toplam 20 bitkiye bu yontem uygulanmis ve yetistirme siiresi boyunca
fenotipik gozlemler alinmistir. Enjeksiyon yapilan bitkilerde herhangi bir hastalik
semptomu gézlenmemis olup, molekiiler olarak da pozitif sonug elde edilememistir.
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Hastalik transfer c¢alismasinda kullanilan diger bir yontem olan asilama
yonteminde ise hastalikli bitkilerin vejetatif aksamlar1 10 saglikli bitkiye asilanmistir.
Asilamadan yaklagik 30 giin sonra hastalik belirtileri gézlemlenmistir. Bu bitkilerden
aliman yaprak Ornekleri molekiiler analizlere tabi tutulmus ve fenotipik gozlemlerle
paralel olarak pozitif sonuglar elde edilmistir. Boylelikle hastalikli bitkiden saglikli
bitkiye asilama yontemiyle hastalik basarili sekilde aktarilmistir.

4.5. Dogrudan ve Nested PCR analizleri

Dogrudan ve nested PCR analizleri susamda phyllody hastaliginin teshisi
amaciyla basarili bir sekilde adapte edilmis ve etkin ve yogun bir sekilde bu ¢alismada
kullanilmistir. Dogrudan PCR analizleri P1 ve P7 primerleri ile nested PCR analizleri
ise R16F2n-R16R2 ve Fu5-Ru3 primer ¢iftleri ile yapilmistir. Bu PCR analizleri ile hem
susam bitkileri hem de boceklerin fitoplazma igerip icermedigi belirlenebilmistir.
Hastalikl1 bitkilerde dogrudan PCR iiriinii olan 1800 bp’lik bant ¢ogunlukla elde edilmis
nested PCR ayn1 dogrultuda teyit etmistir. Boceklerde ise bazi drumlarda 1800 bp’lik
dogrudan PCR iiriinii alinmazken, ayni 6rneklerde nested PCR ile 1200 bp veya 880
bp’lik iiriinler elde edilmistir. Dogal olarak bdceklerdeki hastalik yiikii ile susamdaki
hastalik yiikii kiyaslanamayacak diizeyde az oldugundan, bazi durumlarda hastalik
tastyiciligr ancak nested PCR ile ortaya ¢gikarilmistir (Sekil 4.4).

g

e |

Sekil 4.4. Fu5-Ru3 primerleri ile yapilan nested PCR jel goriintiisii
4.6. Sekans analizleri

Susam phyllody hastaligina sebep olan fitoplazmanin hangi grup ve alt gruba ait
oldugunu belirlemek amaciyla sekans analizi ve sanal RFLP yapilmistir. Bunun ig¢in
PCR iirtinleri temizlenmis ve pTZ57R/T vektoriine klonlanmistir. Ardindan Beckman
Coulter 8000 CEQ Genetic Analysis System cihazi kullanilarak dizileme yapilmistir.
Sekans blastlar1, 16SrIX grubu ‘Brassica rapa’ phyllody phytoplasma (NCBI Aksesyon
No: HM559246.1) ve Iranian Almond witches'-broom phytoplasma (NCBI Aksesyon
No: DQ195209.1) wrklart ile peanut witches’-broom (NCBI Aksesyon No: L33765.1)
(16Srll) phytoplasma 1rki gibi bircok NCBI aksesyonu ile % 99 benzer oldugu
goriilmiistir. Bu dizilerin sanal RFLP ile analizi neticesinde ayni sonuglar elde
edilmistir. Analizler sonrasinda susamda phyllody olusturan fitoplazmalarin pigeon pea
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witches’-broom (16SrIX-C) ve peanut witches’-broom (16SrII-D) gruplarina ait oldugu
belirlenmis ve ilgili irklara ait elde edilen sekanslar Ek.1 ve Ek.2’de sunulmustur. Bu
sekanslar ayrica NCBI databankta KC139791, KC756845, KC756846, KC756847,
KC756848 aksesyon numaralari ile yer almaktadir.

4.7. Real-Time PCR analizleri

Gergek zamanli kantitatif PCR (Real-Time PCR veya qPCR), niikleik asitlerin
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir metottur. Bu yontemin kullanilmasi
ile olusan iirlin miktari, reaksiyon boyunca olusan {iriin miktariyla orantili olarak artan
floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlagilmaktadir.

Real-time PCR analizi i¢in her iki irka ait (16Sr-1I ve 16Sr-IX) ayr1 forward ve
reverse primerleri ve probe dizayn edilmistir. Ayn1 sekilde susam genomunu ¢ogaltmak
icin primer ve probe gelistirilmistir. Dolayistyla 3 kanalli bir real-time PCR metodu
olusturulmustur. Bu gelistirilen yontemle aym1 anda hastalik tiirli ve miktar
belirlenmistir. Ayni zamanda total susam genomunun miktar1 belirlenip, hastalik
miktarlarina oranlanarak genotiplerin hastalik yiikii ortaya ¢ikarilmistir.

Sekil 4.5’te goriildiigli lizere raw channel orange, raw channel red ve raw
channel yellow diye 3 kanal olusturulmustur. Pigeon pea witches’-broom (16SrIX-C)
grubuna ait PCR iiriinleri yesil renkte, peanut witches’-broom (16SrII-D) grubuna ait
fitoplazmalar kirmizi, saglikli bitkiler siyah ve kontrol olarak kullanilan saf su mavi
renkte gosterilmistir.

|Channels .~ Cycing A Yellow - Cydling AOrange - Cycling ARed - Cyciing Afto 35) Yellow - Cycing Afto 35)Orange -~ Cyciing Afto 35) Red
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Sekil 4.5. Real time PCR goriintiisii
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Raw channel orange yazan list kanalda pigeon pea witches’-broom (16SrIX-C)
grubuna ait fitoplazma hastaligim iiretmis ve yesil renkle gosterilmistir. Ust kanalda
goriildiigl lizere 3 tane genotip iirlin liretmis ve prob araciligi ile yiikselti vermislerdir.
Diger hastalik grubu, saglikli bitkiler ve saf su hi¢ yiikselme gostermemis diimdiiz ¢izgi
seklinde goriilmiustiir. Alt sol taraftaki kanalda ise peanut witches’-broom (16SrII-D)
grubuna ait hastalik fitoplazmasi tretilmistir ve kirmizi renkte gosterilmistir. Diger
hastalik grubu, saglikli bitkiler ve saf suda hi¢ bir egri goriilmemis diimdiiz ¢izgi
seklinde devam etmistir. Sag alt taraftaki kanalda ise susam bitkisinin DNA's1
cogaltilmistir. Sekilde goriildiigii iizere yesil, kirmizi ve siyah renkli olan DNA'lar
susam bitkisine ait {iirlinlerdir. Mavi renkli olan ise saf su olup, kontrol olarak
kullanilmistir ve sekilde goriildiigii tizere yiikselti vermemistir (Sekil 4.5).
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5. TARTISMA

Bu calismada, 29 farkli iilkeden orijin alan 542 susam genotipi agik tarla
kosullarinda phyllody hastaligina dayaniklilik bakimindan test edilmis, seleksiyon
sonucu elde edilen genetik materyal bir sonraki yil tarlaya tekrar ekilmis ve potansiyel
dayaniklilar belirlenmistir. Son asamada potansiyel dayaniklilar serada saksi
denemelerine alinmis ve yogun phyllody hastalik baskisi altinda dayaniklilik
reaksiyonlar1 hem morfolojik hem de molekiiler olarak izlenmistir. Bu amaca ulagsmak
icin susamda phyllody hastaligina neden olan fitoplazma irklar1 ve hastaligin vektori
tespit edilmis, klasik, nested ve real-time PCR uygulamalari, hastalik teshisinde ve
dayaniklilarin tespitinde etkin ve basarili bir sekilde kullanilmistir.

Susamda phyllody hastaligi ile iligkili degisik arastirmalar literatiirde mevcuttur.
Salehi vd (1992), susam bitkilerinde phyllody hastaliginin etiyolojisi ve hastalik
etmeninin taginmas {izerine yaptiklar1 calismalarda, phyllody hastaliginin iran'da yikici
bir etkiye sahip oldugunu ve temel belirtilerin yapraklarda ve ¢igeklerde sararma,
ciceklerde dollenme sorunu ve kapsiil olusturamama oldugunu belirtmislerdir. Kersting
vd (1993), Tirkiye'de yaptiklari calismada susam phyllody hastaliginin ana belirtilerinin
cadr siipiirgesi ve virescence (yesil pigmentin anormal gelisimi) olarak belirtmislerdir.
Akhtar vd (2009) ise, Pakistan'da susam bitkisinde phyllody hastalifinin belirtileri
olarak sararma, kapsiillerin ac¢ilmasi, kapsiildeki tohumlarin ¢imlenmesi ve kapsiillerde
kararma oldugunu ifade etmislerdir. Ikten vd (2011), Antalya bolgesinde susam
tarlalarindaki phyllody hastaliginin frekans dagilimi iizerine yiiriittiigii bir calismada,
phyllody hastaliginin bitkileri bodurlastirdigini, yaprak yapisini bozdugunu, yapraklarin
kivirciklastirdigini, meyve olusumunu azalttigini ve bunun sonucunda onemli verim
kayiplarina yol agtigini belirtmislerdir. Buna ek olarak yine Antalya ilinde yapilan diger
bir calismada ise Catal vd (2013), susam tarlalarinda phyllody hastaliginin 2007
yilindan beri artarak yayilmakta oldugunu belirtmisler ve baslica belirtilerin;
kivirciklanma, tepe uglarinin ¢ali siiptlirgesi halini almasi, déllenemeyen ¢igek olusumu,
yapraklarin kiiclik ve zayif olmasi oldugunu ileri siirmiislerdir. Tseng vd (2014), susam
tarlalarinda phyllody semptomlarinin; anormal gévde, yaprak kivrilmasi, tepe kisminin
cad1 siiplirgesi halini almasi ve ¢igeklerin dollenmemesi seklinde gézlemlemistir. Gerek
yurtdisinda, gerekse lilkemizde susam phyllody hastaligi belirtileri iizerine yapilan
birgok arastirma elde edilen morfolojik bozukluklar yoniinden biiyiik oranda benzerlik
gostermektedir.

Susamda phyllody hastaliginin vektoriinii belirlemek amaciyla birka¢ calisma
yiritilmistir. Salehi vd (1992), hastalik vektoriinii Neoaliturus haematoceps olarak
belirlemislerdir. Esmailzadeh-Hosseini vd (2007), Yazd bolgesinde (iran) hastaligi
tastyan vektoriin Orosius albicinctus oldugunu saptamislardir. Pakistan'da yapilan bir
calismada ise Akhtar vd (2009), hastalik etiyolojisi ve tasinmasi lizerine calismalar
yapmislar ve vektor bocegin ise Orosius albicinctus oldugunu belirtmislerdir. Bu
konudaki baska bir calisma Hindistan’da yiiriitiilmiis, vektdr bocegin Orosius
albicinctus oldugu ifade edilmistir (Selvanarayanan vd 2000). Ulkemizde yapilan bir
calismada Kersting (1993), susamda phyllody olusumu, dagilimi ve yaprak zararlisi
vektorler hakkinda arastirmalar yiirlitmiis ve vektoriin Circulifer haematoceps oldugunu
belirlemistir. Bu ¢calismaya ilaveten Adana'da yapilan bir ¢alismada Bagpinar vd (1993),
vektor bocegin O. orientalis oldugunu ifade etmislerdir. Hatay ve Adana bolgelerinde
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fitoplazma enfekteli susam ve Solanace familyasina ait bitkilerde molekiiler
karakterizasyon ve vektor belirleme c¢alismalart yapilmis (Sertakaya vd 2007),
molekiiler calismalar sonucunda vektor bocegin Orosius orientalis  oldugu
belirlenmistir. Antalya'da yapilan ¢alismada ise Ikten vd (2014), susam tarlalarindan
bircok bocek tiirii toplamislar ve toplanan bocekler arasindan sadece Orosius orientalis
Matsumara'nin fitoplazma tasidigini belirlemislerdir. Yukarida sunulan literatiirle
uyumlu olarak Orosius orientalis bu tez calismasinda da vektér bocek olarak
belirlenmistir.

Smart vd (1996), evrensel primer ile birlikte test edildiginde fitoplazmalarin
teshisinin giivenilir sekilde yapilabilecegini ifade etmislerdir. Bu primerlerin, arazi
orneklerinde belirli gruptaki fitoplazmalarin teshisinde etkili bir yontem olarak
kullanilabilecegi ise yine arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur. Yirltmis
oldugumuz bu ¢alismada, Smart vd (1996) tarafindan ortaya konan P1 ve P7 evrensel
primerleri kullanilarak tiim bitki 6rnekleri test edilmis ve bu primerlerin etkili sekilde
calistig1 saptanmistir.

Glinimiize kadar fitoplazmalar RFLP analizlerine gore smiflandirilmis ve
31°den fazla grup ve 100 den fazla alt grup tespit edilmistir (Martini ve Lee 2013).
Susamda ilk siniflandirma Umman'da susam phyllody hastalig1 iizerine yapilan bir
calismada ortaya konmustur (Al-sakeiti vd 2004). Molekiiler teknikler kullanilarak
phyllody hastaliginin varligi tespit edilmis, RFLP analiz teknigiyle hastalik irkinin
simiflandirmas: yapilmis ve Umman'daki fitoplazma etmeninin 16SrIl grubuna ait
oldugu ifade edilmistir. fran'm Yazd bélgesinde susam phyllody iizerine yiiriitiilen bir
caligmada hastalik etmeninin 16Sr-II grubuna ait oldugu belirtilmistir (Esmailzadeh-
Hosseini vd 2007). Ayn1 yil Hindistan'da yapilan ¢alismada ise molekiiler analizler
sonucu hastaligin 16Srl grubuna ait bir fitoplazma varliginda ortaya ¢iktig1 saptanmigtir
(Khan vd 2007). Akhtar vd (2009), Pakistan'da yaptiklari ¢alismada PCR ve RFLP
analizi ile sekans sonuglarina dayanarak hastaliga sebep olan fitoplazma 1rkinin 16SrIl
grubuna ait oldugunu bildirmislerdir. Win vd (2010), Burma'da Yezin ve Naypyitaw
bolgelerinde phyllody belirtisi gosteren susam bitkilerinde arastirmalar yiiriitmiis ve
RFLP analizleri sonucu sahip olduklar1 fitoplazmalarin ‘Candidatus Phytoplasma
asteris’ (16Srl-B) 1rkina ait oldugunu belirlemislerdir. Manjunatha vd (2012),
Hindistan'in Karnataka bdlgesinin giineyinde 2009-2010 yillarinda susamda phyllody
hastaligina neden olan fitoplazma irkinin 16Srl gruba ait oldugunu rapor etmislerdir.
Win vd (2012), Burma'da (Myanmar) fitoplazma hastaliklar1 ile ilgili molekiiler
analizler yapmislar ve Burma'nin farkli bolgelerinde siyah ve yesil mercimekte, sirik
fasulye ve susamda tipik fitoplazma hastaliklarin1 gdzlemlemislerdir. Molekiiler
analizlere dayanarak susam dahil tiim bitkilerin ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’
(16SrIl) grubuna ait oldugunu belirtmislerdir. Tseng vd (2014), Tayvan'da susamda
phyllody hastalig1 iizerine ¢aligmalar yapmislar ve RLFP ve sekans analizleri sonucu
16SrIl grubuna ait bir fitoplazma irkinin hastaliga sebep oldugunu ileri stirmiislerdir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda ise Sertakaya vd (2007), fitoplazma enfekteli susam
bitkilerinde molekiiler karakterizasyon caligmalar1 yapmislardir. Yapilan calismada,
phyllody hastaligina neden olan fitoplazma etmeninin 16SrVI grubuna ait oldugunu
belirtmislerdir. Ikten vd (2013), Antalya bolgesinde, susam bitkilerini etkileyen
fitoplazma 1rkinin 16SrIl grubuna ait oldugunu rapor etmislerdir. Catal vd (2013),
benzer bolgede susamda phyllody hastaligina sebep olan etmenin 16SrIX grubuna ait
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oldugunu bildirmislerdir. Bu caligmada ise dogrudan ve nested PCR yapilarak, PCR
tiriinleri pTZ57R/T vektoriine aktarilmis ve sekans edilmistir. Sekanslardan bazilari
16SrIX grubu olan ‘Brassica rapa’ phyllody phytoplasma (HM559246.1) ve Iranian
Almond witches'-broom phytoplasma (DQ195209.1) wklartyla % 99 benzerlik
gostermistir. Bazilar1 ise peanut witches’-broom phytoplasma ki ile % 99’luk
benzerlige sahiptir. PCR f{iriinii sekansi ve sanal RFLP analizi sonucuna gore
fitoplazmalarin pigeon pea witches’-broom (16SrIX-C) ve peanut witches’-broom
(16SrII-D) gruplarina ait oldugu belirlenmistir. Yapilan analizler sonucu belirlenen
hastalik 1rk1 16SrIl, Ummandaki Al-sakeiti vd (2004), iran'daki Esmailzadeh-Hosseini
vd (2007), Pakistan'daki Akhtar vd (2009), Burma'daki Win vd (2012), Tayvan'daki
Tseng vd (2014), ve Tiirkiye'deki Ikten vd (2013) tarafindan elde edilen gruplar ile bire
bir benzerdir. 16SrIX 1rk1 ise Catal vd (2013)’teki ¢alismamizda gosterdigimiz {izere
tilkemizde ve diinyada ilk rapor olarak literatiire gecmistir.

Bu calismada, real time PCR metodu susamlarda phyllody hastalik grubu ve
bitkinin hastalik yiikiinii belirlemede hizli ve pratik sekilde ilk kez kullanilmistir. Bu
yontem sayesinde hassas, toleransli ve dayanikli genotipler kolay bir bicimde ayirt
edilebilmistir. Normal klasik PCR yontemi uzun siirmekte ve hastalik irki ile hastalik
yiikii belirlemede yetersiz kalmaktadir. Buna karsilik real-time PCR yontemi hizli ve
pratik sekilde hastalik 1rki ve miktar1 bakimindan sonu¢ vermektedir. Real-time
malzemelerinin pahali olmasi ise bu yontemin dezavantajidir. Gori vd (2007), iiziim
fitoplazma g¢alismalarinda real-time PCR metodunu kullanmislardir. Flavescence dorée
(FD) ve Bois noir (BN) fitoplazma hastaliklarini real-time metodu kullanarak hizli ve
pratik yolla ayirmislardir. Pelletier vd (2009), iiziimlerde hastalik yapan 16SrV ve
16SrXII fitoplazma 1rklarini real-time PCR yontemiyle hizli ve pratik bir sekilde ayirt
etmislerdir. Susamda phyllody hastaliginin tanisi, grubu ve yiikiinlin belirlenmesinde
real-time PCR protokoliiniin gelistirilmesi, bu tez ¢alismasinin da bir pargast oldugu
1110027 numarali TUBITAK-COST projesi kapsaminda  gergeklestirilmis
bulunmaktadir. Gelistirilen real time PCR (qPCR) yontemi, potansiyel dayanikli olarak
belirlenen genotiplerin dayanikliligi ve dayaniklilik seviyelerinin tespit edilmesinde
kullanilmistir. 542 susam genotipiyle baslanarak iki yil siireyle tarlada hastaliga kars
dayanmiklilhik aranmis ve tarla c¢aligmalarinda potansiyel olarak 20 dayanikli genotip
belirlenmistir. Serada yogun hastalik baskis1 altinda bire bir bir kez daha test edilen bu
20 genotipten elde edilen morfolojik gozlemler ve qPCR sonuglari, 542 genotipli
uluslararasi susam koleksiyonundan 2 genotipin dayanikli oldugunu gostermistir.
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6. SONUC

Gilintimiizde phyllody hastaliginin susam tarlalarindaki varligi tiretimi 6nemli
diizeyde azaltan bir etkiye sahiptir (Uzun 2010). Susamda bu hastaliga kars1 miicadele
icin degisik kiiltlirel tedbirler kullanilabilir. Fitoplazma hastaliginin semptomlari, belirli
antibiyotik uygulamalar1 ile hafifletilebilir veya ertelenebilir. Fakat bu yaklasim
genellikle uygulanmaz. Bitkiler bu yontemle gercekte tedavi edilmez, tedavi
uygulamalarima son verildigi zaman bitkilerde tekrar semptomlar ortaya cikar.
Fitoplazma hastaligindan korunabilmenin en giivenilir yolu, dayanikl bitki ¢esitlerinin
belirlenmesi ve gelistirilmesidir. Hastaligin kontroliinde; bitkilerin fitoplazmadan ari
olarak {iretilmesi, yabanci ot konukgularinin yok edilmesi, semptomlu bitkilerin yok
edilmesi, hastalikli alanlara yakin yerlere hassas bitkilerin ekiminden kaginilmasi,
bitkilerde vektor kontrolii yapilmasi, erken sezonda yabanci ot kontrolii yapilmasi ve
hastaliga daha dayanikli bitki ¢esitleri kullanilmasi 6nerilmektedir (Welliwer 1999). Bu
yontemler icersinde en etkin, kullanish ve ¢evreci yontemin dayanikli ¢esit kullanimi
oldugu bilinmektedir. Susamda phyllody hastaligini olusturan fitoplazmalara karsi
dayaniklilik kaynagi belirlenmesinin ana hedef oldugu bu tezde, asagidaki sonuglar elde
edilmistir.

1. Fitoplazmalarin belirlenmesinde molekiiler yontemler tiim diinyada
kullanilan en giivenilir yontem olarak bildirilmektedir (Jarausch 2000).
Uygun niikleik asit izolasyon yoOntemleriyle bitkiden elde edilecek
DNA’nin uygun primerlerle PCR’1 ve daha sonra bu PCR iiriinlerinden
uygun restrilksiyon endoniikleaz enzimleriyle yapilacak kesimi sonrasi
elde edilecek RFLP sonuglari etmen fitoplazmalarin belirlenmesinde
kullanilabilir sonu¢ vermektedir. Bu ¢aligmada susam fitoplazmalarinin
teshis ve smiflandirilmasinda klasik, nested ve real-time PCR ile sanal
RFLP analizi etkin olarak kullanilmis ve susam bitkisine adapte
edilmistir. Bu yontemlerden en hizli ve pratik olani real-time PCR olarak
belirlenmistir.

2. Molekiiler analizler sonucunda Orosius orientalis tiri bocegin
biinyesinde fitoplazma hastaligi varlig1 tespit edilmistir. Fitoplazmanin
blinyede tespit edilmesiyle, bdcegin vektor olacagi anlami
cikmamaktadir. Bu nedenle, ilerleyen asamalarda yapilan hastalik
transfer caligmalarinda, bu bocek tiirti kullanilarak saglikli susam
bitkilerine hastaligin transferi yapilmistrr. Kontrollii sartlarda sadece
bocek kullanilarak saglikli susam bitkilerinde phyllody hastaliginin
olusturulmasi, bu hastaligin vektoriiniin Orosius orientalis tlirii bocek
oldugunu gostermistir.

3. Yine hastalik transfer ¢aligmalarinda hastalikli bitkiden saglikli bitkiye,
bitki dokusu agilamak suretiyle hastalik transferi saglanmistir. Bununla
birlikte hastalikli bitki 6z suyunun saglikli bitkilere enjeksiyonunda
olumlu sonug¢ alinamamastir.
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4. Yapilan molekiiler analizler sonucunda hastalik etmenlerinin 1rklari
belirlenmistir. Fitoplazmalarin pigeon pea witches’-broom (16SrIX-C) ve
peanut witches’-broom (16SrII-D) gruplarina ait oldugu belirlenmistir.

5. Iki yil tarla kosullarinda ve yaklasik bir yil siire ile sera sartlarinda
yiiriitiilen dayaniklilik calismalar1 neticesinde, testlenen 542 genotipten
sadece ACS38 ve ACS102 nolu genotipler dayanikli olarak
belirlenmistir.
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8. EKLER
EK-1. 16SrIX-C phytoplasmasina ait 6rnek sekans

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATTAACGCTGGCGGCGCGCCTAATACATGC
AAGTCGAACGGAAACCTTCGGGTTTTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGT
AAGCAACCTGCCTTTAAGACGTGGATAACAATTGGAAACAGTTGCTAAGAC
AGGATAGGAAATTAAGAGGCATCTTTTAATTTTTAAAAGACCTTTTTCGAAA
GGTATACTTAAAGAGGGGCTTGCGCCACATTAGTTAGTTGGTAAGGTAAAG
GCTTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTCGAACAGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTT
TTGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCGACGTCGCGTGAACAATGAAGTA
CTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATTGAAAAAGAAAAAATAGTGGAAAAACT
ATCTTGACATTATTCAATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACATAAGGGGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGT
GCGTAGGCGGTTTGATAAGTCTATAGTTTAAATGCAGTGCTTAACGCTGTAG
CGCTATAGAAACTGTCTGACTAGAGTTAGATAGAGGCAAGCGGAATTCCAT
GTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGGC
GGCTTGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTC
GGGTTTCGGCTCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGT
ACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACCCCGCACAAGCGG
TGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGA
CATAATTTTGCGACATTATAGAAATATAATGAAGGTTATCAGAATTACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAAA
ACGAGCGCAACCCTTGTCGTTAGTTGCGACCACGTAATGGTGAGCACTTTAG
CGAGACTGCCAATGAAAAATTGGAGGAAGGTGAGGATTACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGATCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAGA
GTAGCTACAACGTGAGTTTTTAGCCAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGTTCGG
ATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGA
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCA
AACCACGAAAGTTGATAATACCCGAAAGCGGTCGCCTAACTTCGTCAGAAG
AGGGAGCCGTCTAAGGTAGGATCGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGT
ATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGAAACATAGA
TCATCATCTTCAGTTTTGAAAGACTTAGTTAGGTTTTTCTAATTTGAAAACTT
AGTTAAGTTTTTCTCATTTCTTTTATTTTTTGGTATCCTGGGCCTATAGCCAG
TTGGTTAGAGCACACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCATTTA
GGCCCACCAAACGTTTTGCTAAAAAAAACGTGTTATCAAAAAAAATTCTTT
GAAAAGTAGATAAACAAGAAAACAATAGCCATTTTTAAAGGAAGAAGGGC
GTACAGTGGATGCCTTGGCACTAAGAGCCGATGAAGGACGA
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EK-2. 16SrII-D phytoplasmasina ait 6rnek sekans

AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATTAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATG
CAAGTCGAACGGAAACCTTCGGGTTTTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACG
TAAGCAACCTACCCTAAAGACGAGGATAACCATTGGAAACAGTGGCTAAGA
CTGGATAGGAAGATAAAAGGCATCTTGTATCTTTTAAAAGACCTAGTTAAT
AGGTATGCTTTAGGAGGGGCTTGCGCCATATTAGTTAGTTGGTAGGGTAATG
GCCTACCAAGACGATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACAGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTT
TCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAATGACGAAGTA
CTTCGGTATGTAAAGTTCTTTTATCGAGGAAGAAAAGCAAATGGCGAACCA
TTTGTTTGCCGGTACTTGATGAATAAGCCCCGGCTAATTATGTGCCAGCAGC
CGCGGTAAGACATAAGGGGCAAGTGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGG
GTGCGTAGGCGGTCTAGTAAGTCAGTGGTGTAATGTCAACGCTTAACGTTGT
CCGGCTATTGAAACTGCTAAACTTGAGTTAGATAGAGGCGAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGAGGCGTAGG
CGGCTCGCTGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGT
CGGGTTAAACCGGTACTGAAGTTAACACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGT
ACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACAAGCGG
TGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACCCGAAAAACCTTACCAGGTCTTGA
CATGTTTTTGCAAAATGATAGTAATATCGTGGAGGTTACCAGAAACACAGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAAGTCCTAA
AACGAGCGAAACCCTTATCGTTAGTTGCCAGCACGTTATGGTGGGGACTTTA
ACGAGACTGCCAATGATAAATTGGAGGAAGGTGAGGATCACGTCAAATCAG
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGTTACAAAG
GGTAGCTGAAACGCAAGTTCTTGGCCAATCCCCAAAAACAGTCCCAGTCCG
GATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCG
AATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTC
AAACCACGAAAGTTGGCAATACCCCAAAACGGTAGCCTAACTCGTTTATTC
GAGAGGGCGCCGTCTAAGGTAGGGTCGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAA
GGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTAAGGAAACCA
ATAAAATCAATCATCTTCAGTTTTGAAAGACTTAGGCAACTAAGTTTTTCTT
CGTGACTTCACGAAGGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCTGAT
AAGCGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCCATTTAGGCCCACCAGAGTTATAGGT
TTCGTAAGAACACAAATTCTTTGAAAATTAGGTAAATAATAGTTATTTATCC
GGAACATTAAAGGAAATAAGAGCGCACAGTGGATGCCTAGGCACCAAGAG
CCGATGAAGGACG
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