T.C.

HARRAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

SANLIURFA iLi YONCA ALANLARINDA FITOPLAZMA
ETMENLERININ MOLEKULER YONTEMLER ILE SAPTANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE KONUKCUSUNDA OLUSTURDUGU
BiYOKIMYASAL DEGISIKLIiKLER

Hiimeyra AYVACI

BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

SANLIURFA
2023



ICINDEKILER

Sayfa No

OZET oottt i
ABSTRACT ...ttt i
TESEKKUR ..ottt sttt iii

SEKILLER DIZINT....coviiiiieicisieese st iv
CIZELGELER DIZINT ....ooiiiiiiiceeeceeeeeeee e Vi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI .....ccoooiiiiiiiiniiiseseeesessssieens vii

LGIRIS oottt 1
2. ONCEKI CALISMALAR ......cocoititiiiieteeeteteeee et eee e ettt enae st s st esss s senenae s 9
2.1.Tiirkiye’de Fitoplazmalarla Ilgili Yapilan Caligmalar; ..........ccccccveeverrirenersienersnnenenans 9

2.2. Yonca Bitkisinde Fitoplazmalarla T1gili Calismalar; ............cc.cooverirerrirerersieenrerenennns 10

2.3. Fitoplazma- Konukgu Etkilesimleri ile ilgili Yapilmis Calismalar; ...........cccccvcvnneee. 14
2.4. Biyokimyasal CalISmalar.............ccoiviiieiiriiniesie e s 17
2.5. Yonca-Fitoplazma Vektorii ile Tlgili Yapilmis Calismalar; ..........cccocoveevvercerercrenennen. 19

3. MATERYAL Ve YONTEM ....ooiiiiiiiiiiieieiesieise et snsnns 21
3.1 MALEIYAIIEE ... e 21
3.1.1. Arastirmanin gerceklestigi yer ve kullanilan bitki materyalleri............cccocvevvennne. 21
3.1.2. PCR ve Sekans dizileme ¢alismalarinda kullanilan materyaller..............ccccoennenne. 21

3.1.2.1. PCR (Direkt-PCR ve Nested-PCR) ve Elektroforez Calismasi I¢in

Kullanilan Malzemeler;........coovviiiieiiiiiiiie e saee e 21

3.1.2.1. Sekans analizleri sonrasinda kullanilan program ...........c.ccccoevveviiercninnenn 22

3.1.3. Biyokimyasal analizlerde kullanilan ekipmanlar.............ccccoceoveriniinienininncnenene, 22
3.1.4. Istatistik analiz icin kullanilan program............ccceeveeereeeuerieeresieerssiesesseeesesenas 22

3.2 YONECIN vttt e 22
3.2.1. Bitki materyallerinin tOplanmast ..........c.cerveieiiinieniesieiee e 22
3.2.2. DNA EKSLrAKSIYONU ...cuvveiieiieiie et ste e ste et et et este e te e e snaesraesreesneaeeenes 23
3.2.3. PCR CaliSMAlari ......ccivieiieiiiieiie sttt sbe b ssbe s sraeesnnee e 24
3.2.4. Kiiskiit ile bulagik olan bitkilerin tarladan toplanilmasi ...........cccocevveieeiieiiennnn 27
3.2.5. BiyoKimyasal analiZIEr ...........ccooeiiiiiiiiie e 27
3.2.5.1. Protein iceriginin belirlemesi ........c..ccevverviririninicicece e 27

3.2.5.2. Klorofil igeriginin belirleNmesi ..........cccooerererinieieiece e 28

3.2.5.3. Fenol igeriginin belirlenmesi.........ccccveiveriririiiniceece s 29

3.2.5.4. Prolin igeri@inin belirlenmesi ...........ccevvvreririnineeice e 29

3.2.5.5. Malondialdehit (MDA) igeriginin belirlenmesi...........c.cooevvvrireirerinennenn 30

3.2.5.6. Peroksidaz (E.C.1.11.1.7, POX) aktivitesinin belirlenmesi............c.c.c........ 31

3.2.5.7. Katalaz (E.C.1.11.1.6, CAT) aktivitesinin belirlenmesi............ccccccevvernnnns 31

3.2.5.8. Jasmonik asit (JA) iceriginin belirlenmesi ...........ccocerverieeiieeieiiiiienienens 31

3.2.5.9. Salisilik asit (SA) iceriginin belirlenmesi..........cccceveerierieenieeiieieiieses 32

3.2.6. ISAtISK ANALZ.....cvocveiseiiiiscici e 32

4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA .....coiiiiiiiiii e 33
4.1. Yonca Bitkisinde Belirlenen Simptomlar...........ccooeviiiiinceeseens 33
4.2. Yonca Tarlalarinda Bulunan Yabanct Otlar ...........cccocvviiiiiniiiiiiineseeeeeeee e 35
4.3. Survey Degerlendirilmesi . ...ccoveciiiiieiiciesee s 38
4.4. Yabanci Otlarda Saptanan Fitoplazmalar ............ccccoviiriiiiiniiiieeeeeee e 39
4.5. Molekiiler Teknikler Kullanilarak Fitoplazmalarin Tanilanmast ..........cccccevvvviennennn. 39
4.6. Filogenetik ANAHZIEIT .........coo i 43
4.7. Kiskiit Bitkilerinde Fitoplazmanin Teshisi.........cccocovvniiiiiniiiiiiiiie, 46
4.8. Fitoplazma ile Bulasik Yonca Bitkilerinde Meydana Gelen Biyokimyasal Degisiklikler
.................................................................................................................................... 50

4.8.1. Klorofil igeriginin belirlenmesi ..........cocvevveiiiiiiiiiiciee e 50
4.8.2. Protein igeri@inin belirlenmesi.........ccocvvieieiiiiiiiiiiicceec e 51

4.8.3. Fenol igeriZinin belirleNmmMeSsi ......cuvviveiiiiiiiiiiiie e 52



4.8.4. Prolin iceriZinin belirlenmesi ........cccvevvririreeieeieeie e 53

4.8.5. Lipit peroksidaz aktivitesinin (MDA) belirlenmesi...........ccccooeiviniiiiiiiies 54
4.8.6. CAT (E.C.1.11.1.6, CAT) aktivitesinin belirlenmesi ............ccoccovvniiiininiinens 55
4.8.7. POX (E.C.1.11.1.7, POX) aktivitesinin belirlenmesi ............ccccooevniiiiniiiinens 56
4.8.8. JaSMONIK BSIT (JA) ottt 56
4.8.9. SAlISHIIK ASIT (SA) ..vieeiiitirieieete ettt bt e 57

4.9. Istatiksel ANAlZ SONUGIATT..........c.cvueveveerierceeietecee e et seseeee st eneeas 58

5. SONUGCLAR ve ONERILER ......cccoiviiiiiininiiieiisieseisiese st ssssssse s ssssessssassessnsnns 60

KAYNAKLAR Lo 63



OZET

Doktora Tezi

SANLIURFA iLi YONCA ALANLARINDA FiTOPLAZMA ETMENLERININ
MOLEKULER YONTEMLER iLE SAPTANMASI, KARAKTERIZASYONU VE
KONUKCUSUNDA OLUSTURDUGU BiYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER

Hiimeyra AYVACI

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mehmet Ertugrul GULDUR
Yil: 2023, Sayfa: 79

Diinya da oldugu gibi Tiirkiye’de de en 6nemli yem bitkilerinden biri olan yonca bitkisinde son 8 yil
icerisinde fitoplazmalarin neden oldugu simptomlara benzer (kiiciikk yaprak, sararma, kizariklik,
bodurluk, cadi siipiirgesi gibi) simptomlar gézlemlenmistir. Bu ¢alisma 2018-2021 yillar1 arasinda
Sanlmurfa ilinde yonca yetistiriciligi yapilan arazilerde kiigiik yaprak, sararma, kizariklik, bodurluk ve
cadi siipiirgesi gibi simptomlar gosteren bitkiler tizerinde gergeklestirilmistir. Yapilan bir dizi molekiiler
testler (DNA izolasyonu, DNA dizileme, Direkt-PCR ve Nested-PCR) sonucunda etmenin Canditatus
Phytoplasma australasia (16Srll-D) ile %99.92 oraninda iligkili oldugu belirlenmistir. Ayrica etmenin
bitkinin fizyolojisinde meydana getirdigi biyokimyasal degisiklikler arastirilmistir. Dokuz farkli
parametre {izerinde yapilan arastirma sonucunda; infekteli bitkilerin saglikli bitkilere kiyasla klorofil ve
protein igeriklerinin oldukea diisiik oldugu, ancak Fenol, Prolin, MDA (lipit peroksidaz aktivitesi), CAT
(katalaz aktivitesi), POX (peroksidaz aktivitesi) ve JA (jasmonik asit) igeriklerinin oldukga Yyiiksek
oldugu belirlenmistir (P<0.05). Infekteli bitkilerin saglhkl bitkilere kiyasla SA (salisilik asit) igeriginin
ise yiiksek oldugu ancak istatiksel olarak anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir(P<0.05). Diger yandan
etmenin saglikli bitkilere taginma yollar1 ve yabanci ot konukgulari arastirilmistir. Sonug olarak;
Sonchus asper (Dikenli esek marulu) %98.7, Convolvulus arvensis (Tarla sarmasigi) %98.7, Cuscuta
spp. (Kiiskiit) %98.7, Lolium perenne (ingiliz ¢imi) %98.7ve Orobanche spp. (Canavar otu) %98.6
oraninda Ca. P. australasia ile iligkili oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Fitoplazma, Candidatus Phytoplasma australasia (16SrlI-D),
biyokimyasal degisiklikler, yabanci ot, molekiiler testler
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Symptoms similar to those caused by phytoplasma (such as small leaves, yellowing, reddening, stunting,
witches' broom) have been observed in lucerne, one of the most important forage crops both in Turkey
and worldwide, during the last 8 years. This study was conducted on plants showing symptoms of small
leaves, yellowing, reddening, stunting, and witches' broom in lucerne fields in Sanlurfa province
between 2018 and 2021. As a result of a series of molecular tests (DNA isolation, DNA sequence,
Direct-PCR and Nested-PCR), the factor was found to be 99.92% related to Canditatus Phytoplasma
australasia (16Srll-D). In addition, the biochemical changes caused by the agent in the plant physiology
were investigated. As a result of the research conducted on nine different parameters; it was determined
that the chlorophyll and protein contents of infected plants were quite low compared to healthy plants,
but the Phenol, Proline, MDA (lipid peroxidase activity), CAT (catalase activity), POX (peroxidase
activity) and JA (jasmonic acid) contents were quite high (P<0.05). It was determined that the SA
(salicylic acid) content of infected plants was higher compared to healthy plants, but there was no
statistically significant difference (P<0.05). On the other hand, the ways of transfer of the agent to
healthy plants and weed hosts were investigated. In conclusion; Sonchus asper (Prickly donkey lettuce)
98.7%, Convolvulus arvensis (Field creeper) 98.7%, Cuscuta spp. (Dodder) 98.7%, Lolium perenne
(English grass) 98.7% and Orobanche (Monster grass) 98.6% were associated with Ca.P.australasia.

KEYSWORDS: Phytoplasma, Candidatus Phytoplasma australasia (16Srll-D), biochemical changes,
weed, molecular tests
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1.GIRiS Hiimeyra AYVACI

1.GIRIS

En eski yem kaynagi olarak bilinen yonca (Medicago sativa) bitkisi, diinya
capinda 80 milyon dekar tizerinde yetistirilen, “yemlerin krali¢esi” olarak adlandirilan
ve nitrojen sabitleyici 6zellikleri sayesinde tarim tarihinde yillardir iiretilen baklagil
yem bitkilerinden biridir (Russelle, 2001). Uygarliklarin gelismesi ve hayvanlarin
ciftlikler altinda beslenmesi ile yonca bitkisinin birgok o0zelligi fark edilmistir.
Ozellikle yoncanmn miikemmel hayvan yemi sagladigi, toprag: iyilestirdigi, diger
mahsullerin  verimliligini artirdigint  ve bunlarin  disginda ilag  yapiminda
kullanilabilecegi belirlenmistir. Tarihsel siirece bakildiginda diinya genelinde yonca
tiretiminin 1980’11 yillarda yaklasik 32 milyon hektar iiretim alanina sahip oldugu
bilinmektedir (Michaud ve ark., 1988). Giiniimiize yaklastik¢a ise 35 milyon hektar
alanda 255 milyon ton yonca yetistiriciliginin yapildigi bilinmektedir (Karadas ve ark.,
2019). Yonca, baklagiller familyasina ait olan ve tilkemizde en fazla yetistiriciligi
yapilan yem bitkilerinden biridir. Ozellikle de son yillarda yem bitkilerinin
yetistiriciligine devlet desteginin gelmesi hem ekim alanlarinda hem de verimde ciddi
oranlarda artislarin gergeklesmesine neden olmustur (Acar ve ark., 2020). Ulkemizde
tarim yapilan toplam arazi miktarinin 238 639 481.1 dekar oldugu, bunun ise 6 470

151 dekarinda yonca yetistiriciligi yapildigi bilinmektedir (Tiiik, 2022).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de yonca iiretiminin yillara gore yetistiriciligi yapilan alan ve verim miktarlar

Ekim alani | Hasat edilen Uretim Ekim alani Hasat Uretim
(Yesil ot) alan (Yesil miktar (Yesil (Tohum) edilen miktari
(da) ot) (da) ot) (da) alan (Tohum)
(ton) (Tohum) (ton)
(da)

2017 | 6594 319 6 566 119 17 561 190 15 848 15 848 922
2018 | 6351052 6 332 567 17 544 946 18 488 18 488 1204
2019 | 6412128 6 379 330 17 949 264 30 025 30 025 1513
2020 | 6628887 6 600 147 19 290 519 28 850 28 850 1695
2021 | 6730474 6 669 741 19 310 959 31432 31432 1861
2022 | 6435927 6411294 19 064 213 34 224 34 224 2 049

Giineydogu Anadolu bolgesinde toplam yonca ekim alan1 118 247 dekar olup
bunun 44 583 dekar1 (%37.70) Sanliurfa ilinde yer almaktadir. Ulke genelinde yonca
tohum tretim alanlarmin %35°lik kismi ise yine Sanlurfa ilinde bulunmaktadir

(TUIK, 2022).
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Yonca bitkisi, her tiirlii ¢evre kosulunda yetisebilen ve yiiksek besin degeri
sayesinde hayvan beslenmesinde (yas ot, kuru ot ve silaj) oldukga tercih edilen ¢ok
yillik bir mera bitkisidir. Yem bitkisi olarak tercih edilmesinin nedenleri sirasiyla;
hayvansal iiretimde verimliligi artirmasi, yiiksek sindirilebilir 6zelligi, rumen florasi
igin gerekli vitamin ve mineral igerigine sahip olmasi, kuru madde alimini saglamasi
ve tlreme giiciine olan olumlu etkileridir (Kir ve Soya, 2008). Geleneksel
yetistiricilikte mono kiiltiir olarak ekilmektedir. Ayrica yonca bitkisi, koklerinde yer
alan rizobiler ile simbiyotik iliskiler kurarak atmosferdeki nitrojeni amonyaga
dontistiirtir. Bu amonyak bitkiye glutamin ve {ire gibi organik birlesikler saglar. Diger
yandan, ¢ogu mera tiirlinden farkli olarak olusturduklari kazik kokleri sayesinde toprak
icerisinde daha derinlere inerek su ihtiyaclarini karsilarlar ve bu sayesinde su eksikligi
¢eken bolgelerde kolaylikla yetistirebilirler (Brown, 2004). Yonca standinin ortalama
Omriiniin 7-9 yil oldugu ancak Langer (1973) tarafindan yapilan bir arastirmada ise bir
yonca standinin uygun c¢evre kosullar1 altinda 20 yila kadar yasayabilecegi

belirtilmistir.

Son yillarda azotlu giibrelerin yogun olarak kullanilmalarina ragmen yonca
tarim1 yine de hayati bir rol istlenir. Yonca bitkisinin yeni kullanim alanlarmin
gelistirilmesi sayesinde gelecek yillar igerisinde daha duyarli yaklagimlarin ortaya
c¢ikabilecegi diisiiniilmektedir (Russelle, 2001).

Yem bitkilerinin basarili bir sekilde yetistirilmesi hayvansal {iretimin
koruyucusu olarak nitelendirilir. Bu nedenle hayvansal iiretim i¢in yetistirilen yem
bitkilerinin iretimindeki gereksinimlerin iyi belirlenmesi, ayrica elde edilecek
ciktilarin yiiksek kalite ve verim talebini dengelemesi/karsilamasi gerekmektedir
(Moot ve ark., 2003). Yonca yetistiriciliginde ilk adim hig siiphesiz ¢evre kosullarinin
belirlenmesidir. Ancak ¢evre kosullarinin disinda yem kalitesini etkileyen hastaliklar,
zararlilar ve yetistiricilik esnasinda tarlada mevcut bulunan yabanci otlarin etkilerinin
de iyi bilinmesi ve gerekli dnlemlerin yetistiriciligin ilk basindan itibaren dikkatlice

planlanmas1 gerekmektedir.
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Yonca iliretiminde kaliteyi ve verim miktarini azaltan bir¢ok abiyotik ve biyotik
stres faktorleri vardir. Cevresel kosularin verim tizerine etkileri hi¢ siiphesiz goz ardi
edilmeyecek kadar fazladir. Ancak hastalik ve zararlilarin etkilerinin giin gectikce
cevre kosullart ile ikili stres olusturarak daha hizli ve yikict olduklart goriillmektedir.
Yonca bitkisinde mevcut olan biyotik stres faktorlerinden en onemlileri sirasiyla,
zararlilar; yonca hortumlu bocegi [Hypera variabilis Herbst., Hypera postica
(Gyllenhal), Phytonomus postica (Coleoptera: Curculionidae)]. Yoncada mevcut
bulunan fungal hastaliklar, Peronospora trifolium, Pseudopeziza medicaginis,
Stemphylium botryosum, Phoma medicaginis, Leveillula taurica, Colletotrichum spp.,
Sclerotinia sclerotiorum, Mocrophomina phaseolina, Fusarium spp., Rhizoctonia
solani’dir. Yoncada bulunan viral etmen ise; Yonca mozaik viriisii (Alfalfa Mosaic
Alfamovirus-AMYV). Yoncada bulunan yabanci otlar ise; Kiiskiit (Cuscuta campestris),
Yabani hardal (Sinapis arvensis), Yabani turp (Raphanus raphanistrum), Coban
cantas1 (Capsella bursa-pastoris), Sar1 ot (Boreava orientalis), Esek dikeni
(Onopordium spp.), Kangal (Carduus spp.), Tarla sarmasig1 (Convolvulus arvensis),
Koy gogtiren (Cirsium arvense), Cayir otu (Bromus spp.)’dur. Bu zararli ve hastalik
etmenlerinin diginda son yillarda birgok farkli bitki tiiriinde hastaliga neden olan ve
zaman gegctikge etkisi daha siddetli hale gelen fitoplazma hastaligi da yonca bitkisinde
goriilmeye baslamistir. Ozellikle hastalikl bitkilerde siddetli simptomlarin goriilmesi
ve her gegen yil bulasikligin daha fazla olmasi bu etmeni yonca bitkisi i¢in dnemli
verim kayiplarina neden olan hastaliklardan biri haline getirmistir. Fitoplazma etmeni
giin gectikce daha siddetli hale gelmektedir. Ozellikle kiiresel 1sinmanin etkisiyle
fitoplazma etmeninin daha hizli bir sekilde ¢ogalma ve yayilim gerceklestirdigi
bilinmektedir (Galetto ve ark., 2011).

Prokaryot 6zelligi tasiyan fitoplazmalar hem bitki hem de bocekler iginde
yasayabilen patojenik bakterilerden biridir (IRPCM, 2004). Mollicutes sinifina ait olan
bu etmen, diinya genelinde farkli 6zelliklere sahip bir¢ok bolgede ve farkli bitki
dizilerinde hastaliga neden olabilmektedir. Genellikle Hemiptera takiminda yer alan

bitki 6z suyu ile beslenen bocekler vasitasiyla konukgu bitkiler arasinda taginir. Ayrica
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kiiskiit ve tohumla tasinmalar1 konusunda birgok ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Genel olarak
bu patojen konukgularin yapraklarinda; sararma, kiiglilme, kloroz ve phyllody,
ciceklerinde; virescence (cicek yesillenmesi) ve bitkinin genelinde ise; bodurluk ve
cadistiptirgesi (witches’ broom) gibi simptomlara neden olmaktadir. Hastalik diinyada
ilk olarak 1600 yilarinda basinda rapor edilmis ve bunu takip eden yillarda diinya
genelinde birgok farkli bolgede ve farkl bitkide varligi rapor edilmistir (Okuda,1972;
Hogenhout ve ark., 2008). Hastalik onceleri viriis benzeri belirtiler olusturdugu ve
kiiltire alinamadigindan dolay1 viriis olarak nitelendirilmis, ancak Doi ve
arkadaslarinin 1967 yilinda yiiriitmiis olduklar bir ¢aligmada farkli fitoplazmalar ile
bulasik bitkilerin floemlerinde insan ve hayvan mikoplazmalarina benzeyen yapilar
bulmus ve bu yapinin hiicre duvarinin olmadigi ve mikoplazma benzeri biiyiikliikte
(80-800 nm) plemorfik yapiya sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonrasinda
1994 yilina gelindiginde etmen iizerine yapilan aragtirmalar géz Oniine alinarak
Fitoplazma Calisma Grubu Uluslararasi Mikoplazmoloji Organizasyon (The
International Organization for Mycoplasmology=IRPCM)’nunda etmenin adinin
“Fitoplazma” olarak isimlendirilmesi kabul etmistir. Ardindan 2004 yilinda IRPCM
(The International Organization for Mycoplasmology) tarafindan “Candidatus (Ca.)
Phytoplasma™ olarak yeni bir cins igerisinde yer almasi 6nerilmistir IRPCM, 2004).

Bu etmenin tanmilanmasinda molekiiler belirtegler kullanilmaktadir.
Fitoplazmalarin molekiiler sekans ¢aligmalari, olusan gruplar ve alt gruplarin genetik
olarak farkli ve tutarli zengin bir takson olusturmasina neden olmustur (Lee ve ark.,
1998). Genetik tiirler igin hazirlanan bu takson temelde 16S rRNA gen dizilerinin
karsilastirilmasina dayanir. Giiniimiize gelindiginde fitoplazmalarin ribozomal 16S
rRNA genine dayal1 33 grup altinda toplandigini ve toplamda alt gruplar dahilinde 49
farkl tiirii bulundugu bildirilmistir (Bertaccini ve ark, 2022).
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Cizelge 1.2. Fitoplazma siniflandirilmasinda kullanilan 16Sr grup/altgrublar.

‘Ca. Phytoplasma’ tiirleri GenBank Kaynak

numarasi
'Ca. P. allocasuarinae'- (16SrXXXIII-A) | AY135523 (Marcone ve ark., 2004a)
'Ca. P. americanum'- (16SrXVIII-A) DQ174122 (Lee ve ark., 2006)
'Ca. P. asteris'- (16SrlI-B) M30790 (Lee ve ark., 2004a)
'Ca. P. aurantifolia’- (16SrlI-B) Ul15442 (Zreik ve ark., 1995)
'Ca. P. australasia'- (16Srll-D) Y10097 (White ve ark., 1998)
'Ca. P. australiense'- (16SrXII-B) L76865 (Davis ve ark., 1997)
'Ca. P. balanitae'- (16SrV-F) AB689678 (Win ve ark., 2013)
'Ca. P. brasiliense'- (16SrXV-A) AF147708 (Montano ve ark., 2001)
'Ca. P. caricae'- (16SrXVII-A) AY725234 (Arocha ve ark., 2005)
'Ca. P. castaneae'- (16SrXIX-A) AB054986 (Jung ve ark., 2002)
'Ca. P. cirsii'- (16SrXI-E) KR869146 (Safarova ve ark., 2016)
'Ca. P. cocostanzaniae' X80117 (Tymon ve ark., 1998)
'Ca. P. convolvuli'- (16SrXII-H) JN833705 (Martini ve ark., 2012)
'Ca. P. costaricanum'- (16SrXXXI-A) HQ225630 (Lee ve ark., 2011)
'Ca. P. cynodontis'-(16SrXIV-A) AJ550984 (Marcone ve ark., 2004b)
'Ca. P. dypsidis' MT293886 (Jones ve ark., 2021)
'Ca. P. fragariae'- (16SrXII-E) DQO086423 (Valiunas ve ark., 2006)
'Ca. P. fraxini'- (16SrVII-A) AF092209 (Griffiths ve ark., 1999)
'Ca. P. graminis'- (16SrXVI-A) AY725228 (Arocha ve ark., 2005)
'Ca. P. hispanicum'- (16SrXIlI-A) AF248960 (Davis ve ark., 2016)
'Ca. P. japonicum'-(16SrXII-D) AB010425 (Sawayanagi ve ark., 1999)
'Ca. P. luffae'- (16SrVIlI-A) AF248956 (Davis ve ark., 2017)
'Ca. P. lycopersici'- (16Srl-Y) EF199549 (Arocha ve ark., 2007)
'Ca. P. malaysianum'- (16SrXXXII-A) EU371934 (Nejat ve ark., 2013)
'Ca. P. mali'- (16SrX-A) AJ542541 (Seemiller ve Schneider, 2004)
'Ca. P. meliae'- (16SrXIlI-G) KuU850940 (Fernandez ve ark., 2016)
'Ca. P. noviguineense' LC228755 (Miyazaki ve ark., 2018)
'Ca. P. omanense'- (16SrXXIX-A) EF666051 (Al-Saady ve ark., 2008)
'Ca. P. oryzae'- (16SrXI-A) D12581 (Jung ve ark., 2003b)
'Ca. P. palmae'- (16SrlV) ui8747 (Harrison ve ark., 2007)
'Ca. P. palmicola’- (16SrXXII-A) KF751387 (Harrison ve ark., 2014)
'Ca. P. phoenicium'- (16Sr1X-B) AF515636 (Verdin ve ark., 2003)
'Ca. P. pini'- (16SrXXI-A) AJ632155 (Schneider ve ark., 2005)
'Ca. P. pruni'- (16SrllI-A) JQ044392 (Davis ve ark., 2013)
'‘Ca. P. prunorum'- (16SrX-B) AJ542544 (Seemiiller ve Schneider, 2004)
'Ca. P. pyri'- (16SrX-C) AJ542543 (Seemiiller ve Schneider, 2004)
'Ca. P. rhamni'- (16SrXX-A) X76431 (Marcone ve ark., 2004a)
'Ca. P. rubi'- (16SrV-E) AY197648 (Malembic-Maher ve ark., 2011)
'Ca. P. sacchari' VWXMO00000000 | (Kirdat ve ark., 2020)
'Ca. P. solani'- (16SrXII-A) AF248959 (Quaglino ve ark., 2013)
'Ca. P. spartii'- (16SrX-D) X92869 (Marcone ve ark., 2004a)
'Ca. P. stylosanthis'- (16SrXXXVII-A) MT431550 (Jardim ve ark.,2021)
'Ca. P. sudamericanum'- (16SrVI-1) GU292081 (Davis ve ark., 2012)
'Ca. P. tamaricis'- (16SrXXX-A) FJ432664 (Zhao ve ark., 2009a)
'Ca. P. trifolii'- (16SrVI-A) AY390261 (Hiruki ve Wang, 2004)
'Ca. P. tritici'- (16SrI-C) DQO078304 (Wu ve ark., 2009)
'Ca. P. ulmi'- (16SrV-A) AY197655 (Lee ve ark., 2004b)
'Ca. P. woydetiae'- (16SrXXXVI-A) KC844879 (Naderali ve ark., 2017)
'Ca. P. ziziphi'- (16Srv-B) AB052876 (Jung ve ark., 2003a)
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Fitoplazmalarin smiflandirilmasinda, tiirler arasinda evrimsel iliskilerin
belirlenmesinde ve taksonomisinin olusturulmasinda 16S rRNA geninden
yararlanilmaktadir. Ancak son yillarda yapilan calismalarda 16S rRNA geninin
biyogesitlilik acisindan alt gruplarin  smiflandirilmasinda  yeterli olmadigi
belirlenmistir (Zhao ve ark., 2009b). Bu eksiligin giderilmesi i¢in 17 tane restriksiyon
enziminin (BamHI, Alul, Bfal, Dral, BstUI (Thal), Hhal, Hinfl, EcoRI, Haelll, Hpal,
Hpall, Msel, Kpnl, Sau3Al (Mbol), Rsal, Tagl ve Sspl) kullanilabilecegi bildirilmistir
(Lee ve ark., 1998). Alt gruplarin basarili bir sekilde smiflandirilmasinda bu 17
restriksiyon enziminin hem laboratuvar biinyesinde hem de sanal olarak

uygulanabilecegi rapor edilmistir (Wei ve ark., 2008).

Siniflandirma ve alt gruplarin belirleyici ¢alismalar1 sonucunda diinya
genelinde yonca bitkisinde en yaygin olan fitoplazmanin Alfalfa witches’broom
(AWB) oldugu bildirilmistir (Khan ve ark., 2002). Ayrica yonca bitkisinde; italya ve
Sibirya’da stolbur fitoplazmasi, Hindistan’da little leaf fitoplazmasi1 ve Amerika’da ise
aster yellows fitoplazmasi rapor edilmistir (Marzachi ve ark., 2000; Starovic veark.,
2012; Suryanarayana ve ark., 1996; Peters ve ark., 1999). Baska bir ¢alismada ise;
herkese agik olan GenBank’sinda (ncbi.nlm.nih.gov) mevcut bulunan sekans dizilerine
dayanarak yonca bitkilerini infekte eden yedi adet 16Sr fitoplazma grubu (1, 11, 111, V,
VI, VII, XII) oldugu bildirilmistir (Gopurenko ve ark. 2016).

Diger bircok patojen gibi fitoplazmalarda konukgu igerisinde c¢ok sayida
biyokimyasal degisikliklere neden olmaktadir. Ornegin; Hameed ve arkadaslarinin
2017 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada fitoplazma etmeninin mas fasulyesinde
tizerinde cesitli fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikleri (fenolik birlesikler, protein,
POD, CAT, PPO, toplam klorofil, klorofil a ve klorofil b) etkilediklerini rapor
etmiglerdir. Bagka bir ¢alismada; fitoplazma etmeninin limon bitkisi igerisinde bazi
birlesikleri degistirdigi bildirilmistir (Zafari ve ark., 2012). En eski raporlardan birinde
ise, Catharanthus roseus bitkisinin gelisimi sirasinda fitoplazma etmeni tarafindan
infekte edilmesi sonucunda klorofil sentezinde bir azalmanin oldugu rapor edilmistir

(Chang, 1977). Bir baska arastirmada; fitoplazma ile infekteli misir bitkilerinin
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protein igeriklerinin saglikli misir bitkilerine kiyasla daha diisiik oldugu belirtilmistir
(de Oliveira, 2002). Ayrica saglikli limon (Citrus aurantifolia) bitkilerinin yapraklari
ile fitoplazmayla infekteli limon bitkilerinin yapraklari kiyaslanmis ve infekteli
bitkilerde protein igeriginde bir azalma goziikiirken, peroksidaz (POX) aktivitesinde
bir artig oldugu bildirilmistir (Zafari ve ark., 2012). Maize bushy stunt fitoplazmasi ile
infekteli misir bitkilerinin saglikli bitkilere kiyasla diigiikk klorofil igerigine sahip
oldugu ve yiiksek fenol bilesikleri i¢erdigi bildirilmistir (Junqueira ve ark., 2004). Bu
tarz degisiklikler tizerine son yillarda birkag ¢alisma yapilmistir. Ancak fitoplazma ile
infekteli yonca bitkileri savunma yanitlar1 ve salisilik-jasmonik asit seviyeleri
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Ozellikle, savunma genlerinin aktivasyonunda
jasmonik-salisilik asit 6nemlidir (Derksen ve ark., 2013). Ayrica fitoplazma ile
enfekteli olan yonca bitkilerinin savunma enzimlerinin direnglerini gosteren prolin ve
MDA seviyeleri hakkinda herhangi bir ¢alisma s6z konusu degildir. Prolin ve MDA
birikimi; biyotik ve abiyotik streslerden kaynaklanan ve streslere yanit olarak konuk¢u
biinyesinde meydana gelir. Bu nedenle prolin ve MDA seviyelerinin belirlenmesi,
fitoplazma-yonca etkilesimlerinde meydana gelen sistemik reaksiyonlarindaki yolun
belirlenmesi igin 6nemlidir. Bu nedenler dogrultusunda fitoplazma ile infekteli ve
saglikli yonca bitkilerinde Klorofil, fenol, peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT)
aktiviteleri, protein, jasmonik asit (JA), salisilik asit (SA), prolin ve MDA igeriklerinin
belirlenmesi ve kiyaslanmasi i¢in meydana gelen biyokimyasal degisiklikler

arastirilmastir.
Arastirmamizdaki amagclari siralayacak olursak;

1. Sanlwrfailindeki yonca iiretim alanlarinda fitoplazma acisindan fitoplazma
hastaliginin PCR (direkt-PCR, nested-PCR) yontemiyle saptanmasi ve
yaygmliginin belirlenmesi

2. Elde edilen PCR iirlinlerinin dizileme islemleri tamamlanarak dizi
sekanslarinin olusturulmas: ve bu sekanslari kullanilarak MEGAX
programi yardimiyla filogenetik agacin1  olusturularak  etmenin
karakterizasyonunun belirlenmesi

3. Enfekteli bitkiler icerisinde meydana gelen biyokimyasal degisikliklerin
saptanmasi

4. Enfekteli bitkiden saglikli bitkiye tasinma yollarinin arastirilmasi
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5. Hastaligin olas1 yabanci ot konukgularinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1.Tiirkiye’de Fitoplazmalarla ilgili Yapilan Calismalar;

Caglar ve Elbeaino (2013), Tiirkiye’nin Adana bolgesinde ii¢ farkli bahge
tizerinde iki y1l boyunca yiiriitiilen ¢alismada California privet (Ligustrum ovalifolium
Hassk.) bitkilerinde gézlemlenen sararma, cadi siipiirgesi olusumu, geriye dogru 6liim
ve ¢okme gibi simptomlar incelenmis ve bu etmenin Turkish Ligustrum witches’
broom (TuLiWB) fitoplazmasi olarak adlandirilarak, %92 oram ile en ¢ok 16Srll

(peanut witches’ broom) grubuna benzedigini rapor etmislerdir.

Ikten ve ark. (2014), susam bitkisi {izerine yikici etkileri olan phyllody
hastaliginin susam bitkilerinde meydana getirdigi simptomlari, etiyolojisi, taksonomisi
ve vektorleri arastirilmis ve yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda etmenin pigeon
pea witches’-broom 16SrIX-C ve peanut witches’-broom 16Srl1-D alt gruplarina dahil

oldugu ve vektoriiniin O. Orientalis oldugunu rapor etmislerdir.

Ozdemir ve Cagirgan (2015), Antalya Universitesi deneysel susam calisma
alaninda dogal olarak olusan bir jiit bitkisinde phyllody, anormal c¢igek olusumu,
sararma, yaprak boyutunda azalma ve kisa internod belirtilerinin goriilmesi lizerine
calismalar yiiriitilmis. Yapilan bir dizi molekiiler analizler sonucunda etmenin daha
onceki yillarda ayni deneme alaninda bulunan susam bitkisinde tespit edilen 16SrlI
grubu fitoplazma oldugu ve gelecek yillarda dogal olarak yetisen bu jiit bitkisinin

muhtemelen inokulum kaynagi olacagini rapor etmislerdir.

Ozdemir (2018), 2012-2014 yillar1 arasinda Antalya’da susam yetistiriciligi
yapilan tarlalarda susam phyllody hastaliginin vektorlerinin belirlenmesi igin
toplamda 65 bocek Ornegi toplamis ve bir dizi molekiiler ¢aligma sonucunda N.

haematoceps vektorii biinyesinde ti¢ farkli fitoplazma oldugu ve bu fitoplazmalarin;
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peanut witches’-broom (16Srll); clover proliferation (16SrVI1); ve pigeon pea
witches’-broom (16SrIX) grubu fitoplazmalar oldugunu rapor etmis. Ayrica
restriksiyon enzimleri (Rsal ve Taql) kullanilarak yapilan PCR-RFLP sonucunda ise

bu fitoplazmalarin II-D, VI-A ve IX-C alt gruplarina ait olduklarini da bildirmisti.

Ayvact ve ark. (2021), kaktiis (Opuntia sp.) klodlarinda goriilen renk
degisiklikleri, kizariklik, siirgiinlerde ¢ogalma ve cadi siipiirgesi gibi fitoplazma
benzeri olusumlar incelenmis ve bunun sonucunda etmenin %99.2 oraninda 16SrIl

grubu ile benzerlik gosterdigi bildirilmistir.

2.2. Yonca Bitkisinde Fitoplazmalarla ilgili Cahsmalar;

Khan ve ark. (2001), Umman’nin Sultanate bdlgesinde yer alan yonca
tarlalarinda yapmis olduklar1 surveylerde 1-2 yasindaki yoncalarin siirgilinlerinde
¢cogalma ve yapraklarinda sararma simptomlart gozlemlerken, 4-5 yasindaki
yoncalarin koklerinde ise kardeslenme simptomlar1 gézlemlenmis. Bu simptomlari
gosteren bitkilerden toplanan 6rnekler molekiiler ¢alismalara [PCR, PCR-RFLP (Rsal,
Alul, Haelll, Hhal, EcoRlI, Tagl, Tru9l ve Sau3AI)] tabi tutulmus ve sonucunda bu
etmenin 16Srll (peanut witches' broom) fitoplazma grubuna ait oldugu bildirilmis.

Wilson ve ark. (2001), Avustralya’da bazi bitkilerde (susam, mas fasiilyesi ve
yerfistig1 gibi) fitoplazmalarin az bilinen 6zelliklerini arastirmak i¢in yiiriitmiis
olduklar1 ¢aligmada; tek bir yonca 6rneginde 16SrlIl grubu icerisinde yer alan tath

patates kiiciik yaprak V4 (SPLL-V4) irkini ilk kez rapor etmislerdir.

Khan ve ark. (2002), Umman sultanliginin Al-Batinah, Al-Sharqiya, al-
Bureimi ve i¢ bolgelerinden cadr siipiirgesi simptomlar1 gosteren yonca tarlalarindan
ornekler toplanmis ve yapilan molekiiler temelli analizleri sonucunda etmenin

PapayaYC (16SrlI grubu) oldugu bildirilmistir.
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Pilkington ve ark. (2003), Avusturalya’nin yonca tarlalarinda yiiriitmiis
olduklart caligmaya gore; yapraklarda ve koklerde fitoplazma benzeri simptomlar
incelenmis ve bu infekteli bitkilerden alinan 6rnekler 16S-23S rRNA intergenik ara
bolgesine (SR) 6zgii oligoniikletid primerler kullanilarak infekteli ve saglikli yonca
bitkilerinin DNA’lart iizerinden PCR islemleri gergeklestirilmis, ardindan RFLP
islemlerine tabi tutulmustur. PCR islemi sonucunda elde edilen sekans dizileme
sonucunda olusturulan filogenetik analize gore Avusturalya yonca sariligi (ALuY)

etmeninin 16SrIl gurubu ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir.

Jones ve ark. (2005), 2003 yilinda Bolivya’nin Rio Chico, Limon Pampa
bolgesinde bulunan yonca tarlalarinda cadi siipiirgesi ve kiiciik yaprak olusumu
simptomlar1 gdsteren bitkilerden Ornek toplamis ve yapmis olduklari bir dizi
molekiiler ¢alisma sonucunda bu etmenin ash witches’broom (GenBank erisim no:
AY568302) hastalig1 ile %98 oraninda benzerlik gosterdigini ve 16Srl aster yellow
(‘Candidatus Phytoplasma asteris’) grubunun bir iiyesi oldugu bildirilmis.

Conci ve ark. (2005), Arjantin’nin ‘Cuyo’ (orta batisinda yer alan) bolgesinde
bulunan yonca tarlalarinda witches’-broom belirtileri goriilmiis ve bu belirtileri
gosteren bitkilerden aldiklar1 6rnekler dncelikle elektron mikroskop altinda incelenmis
ve floemlerinde pleomorfik olarak hastaligi gozlemlemislerdir. Ardindan yiiriitmiis
olduklari PCR ve RFLP calismalari sonucunda etmenin 16SrVII (Ash Yellows)
grubuna dahil oldugu ancak birkag farkliliktan dolayr 16SrVII-C alt grubuna dahil

edilmesi gerektigi rapor edilmis.

Getachew ve ark. (2007), Avustralya’da yonca tarlalarinda Avustralya lucerne
yellow (ALuY) fitoplazmasinin biiylik sorunlara yol actig1 ve yapilan molekiiler analiz
sonucunda elde edilen sekans analizine gore etmenin “Candidatus Phytoplasma

australiense” ile iligkili oldugunu rapor etmiglerdir.
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Li ve ark. (2012), 2011 yilinin temmuz ayinda Cin’in Shaanxi bogesindeki
yonca tarlalarinda witches’ broom benzeri simptomlar gozlemlemis ve bu simptomlu
bitkiler lizerinde yiiriitmiis olduklar1 PCR ¢alismalar1 (universal primerler P1/P6 ve
ardindan nested primeleri R16F2n/R2) sonucunda elde edilen sekans, filogenetik ve
RFLP analizlerine goére etmenin 16SrV-B alt grubu ile iliskili oldugunu rapor

etmislerdir.

Starovic ve ark. (2012), Sirbistan’in ii¢ farkli lokasyonunda bulunan yonca
tarlalarinda goézlemlenen bodurluk, c¢ogalma, phllody, yapraklarda sararma ve
kizariklik gibi simptomlar incelenmis ve ylriitmis olduklari molekiiler galigmalar
sonucunda etmenlerin 16Srl11-B ve 16S rXII-A gibi iki farkli fitoplazma grubuna ait

olduklarini rapor etmislerdir.

Hosseini ve ark. (2013), Iran’nin Orta ve Giiney Dogu eyaletlerindeki yonca
tarlalarinda kiiclik yaprak olusumu, sararma ve cadi siipiirgesi seklinde simptomlar
gbozlemlemisgler ve bunun sonucunda yiiriitmiis olduklari DNA, PCR ve diger
molekiiler temelli analizlerin sonucunda bu fitoplazmanmn 16SrII-D alt grubu ile

iliskili oldugu rapor edilmis.

Al-Saleh ve ark. (2014), Suudi Arabistan’in Riyad bolgesinde alfalfa witches’-
broom fitoplazmasinin bocek vektorlerinin tespiti igin yiiritmiis olduklari ¢alismada
84 yonca 6rneginin 54’iiniin, 94 E. decipiens’in ise 65’inin pozitif oldugu ve bunun
16SrIl (peanut witches’ broom grubu) ile %97.3-98.8 oraninda benzer olduklar rapor

edilmistir.

Esmailzadeh Hosseini ve ark. (2015), yaklasik 28 yil énce Iran’in giineyindeki
Jiroft bolgesinde alfalfa witches’broom (AWB) hastalig1 rapor edildigi, bunu takip
eden yillarda tlkenin tropik ve subtropik bolgelerinde hastaligin yayginliginin

goriilmesi ve yonca tarlalarinda goriilen yapraklarda kiigiilme-sararma, bogum
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aralarinda kisalma, virescence, phllody, c¢ogalma, kisirlik, cadi siipiirgesi ve
yapraklarda kivrilma gibi simptomlarin incelenmis ve bunun sonucunda bu etmenlerin
16Srl, 16SrIl, 16SrVI ve 16SrXII gruplarinda siiflandirilmistir. Ayrica bu derlemede

Prosopis farcta ve Cararia draba AWB’nin dogal konukgular1 olarak rapor edilmistir.

Gopurenko ve ark. (2016), yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada kloroz ve cadi
sliptirgesi sergileyen 26 yonca bitkisi, infekteli yonca tarlasi icerisinden 12 farkl tiir
toplamda 38 yabanci ot ve 106 hemipter vektdr toplanmig ve bir dizi molekiiler
caligmalar yapilmistir. Molekiiler ¢alismalar sonucunda yonca 6rneklerin 26’smin 1171
ve vektor orneklerinin 106’sinin 9’u fitoplazma ile infekteli oldugu ancak yonca
orneklerinin 9’unun sekans analizlerinin elde edildigi ve sekans analizleri sonucunda
2 Ornegin  >99.8 oraninda 16Srll-A alt grubu ile 7 Ornegin ise >99.9 oraninda

Stylosanthes little leaf [StLL] fitoplazmasi ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir.

Girsova ve ark. (2017), Rusya da baklagillerin yetistiriciligi agisindan
ekonomik 6nem arz eden dort farkli bolgede 2009-2013 yillar1 arasinda baklagil
bitkilerinden (6zellikle yonca ve ti¢giil) survey yapilmis ve bunun sonucunda simptom
gosteren toplamda 22 farkli baklagil tiirinden 161 ornek toplanmis. Toplanan
orneklerin 103’1 pozitif sonug vermis ve toplamda 4 grup (16Srl, 16SrIIl, 16SrVI ve
16SrXI1) ve 6 alt gruba (16Srl-B, 16Srl-C 16Srll1-B, 16SrllI-F, 16SrVI-A ve 16SrXIlI-
A) ait olduklari rapor edilmis.

Omar (2017), Suudi Arabistan’in Qassim bolgesinde yonca ve sebze
tarlalarinda 2015 yili igerisinde yapmis oldugu siirveyler sonucunda fitoplazma ile
bulasik oldugunu diisiindiigii bitkilerden 6rnek toplamistir. Ardindan yiiriitmiis oldugu
molekiiler caligmalar sonucunda yonca bitkileri ile bulasik oldugu belirlenen
fitoplazmanin 16SrIl grubu igerisinde yer aldigi rapor edilmistir. Diger yandan
calismada bir yillik yonca tarlalarinda bulasiklik oraninin %3.14 oldugu ve {i¢ yillik
tarlalarda ise bulagiklik oranmin %77.48 oldugu bildirilmistir.
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Tahir ve ark. (2017), 2016 yilinda Sudan’da yiiriitmiis olduklar1 galismada dort
farkli yonca tarlasinda (her biri yaklasik 60 ha) yapraklarda sararma ve bodurluk
simptomlar1 gosteren bitkilerden 6rnekler alinmis molekiiler analizlere tabi tutulmus
ve elde edilen sekans sonuglarina gére 16Srll- Ca. phytoplasma aurantifolia ile %99

oraninda benzerlik gosterdigi bildirilmistir.

Al-Subhi ve ark. (2018), Ummad’da yetistiriciligi yapilan 11 6nemli {iriin
tizerinde tipik fitoplazma enfeksiyonu belirtileri gozlemlemis ve bu infekteli
bitkilerden alinan oOrnekler 16S rRNA, secA, tuf, imp ve SAP1l1 genelerinin
amplifikasyonu ve sekanslar1 izlenerek elde edilen dizilerin peanut witches’broom

(16Srll-D) >%99 benzerlik gosterdigini rapor etmislerdir.

Al-Kuwaiti ve ark. (2019), Irak’ta kum zeytini [Dodonaea viscosa subsp.
Angustifolia (L. f.) J.G. West], boriilce [Vigna unguiclata (L.)] ve yonca (Medicago
sativa L.) tizerinde kii¢iik yaprak ve cadi siiplirgesi belirtileri gozlemlemisler ve bu
belirtileri gosteren bitkilerden 6rnekler alarak molekiiler temelli testlere tabi tutmuslar.
Elde edilen sekanslar sonucunda yonca bitkilerinde mevcut olan fitoplazma etmeninin
Candidatus Phytoplasma aurantifolia (16Srll-D alt grup) ile iligkili oldugunu rapor

etmislerdir.

2.3. Fitoplazma- Konukeu Etkilesimleri ile lgili Yapilmis Calismalar;

Doi ve ark. (1967), elektron mikroskobu ile ilk kez fitoplazmalari
goriintiilediler ve daha oOnceleri viriis olarak adlandirilan bu patojenin aslinda

mikoplazma benzeri bir organizma oldugunu rapor etmislerdir.

Ploaie (1981), tarafindan yapilan bir arastirmada; fitoplazmalarin bitkilerin

floem dokulart ile beslenen Cicadellidae (Yaprak pireleri), Fulgoridae (planthopper)
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ve Psyllidae familyalarinda yer alan vektorler ile hastalikli bitkilerden saglikli bitkilere
tasindig1 bildirilmistir.

Lee ve ark. (2000), fitoplazmalarin boyutlarinin 200-800 nm arasinda
degisebilen, hiicre duvari barindirmayan, prokaryot hiicre yapisinda, polimorfik
yaptya sahip ve yalnizca canlt hiicre ihtiva eden konukgular {izerinde yasayan obligat

bir parazit oldugunu bildirmistir.

Seemiiler ve ark. (2002), yiirlitmiis olduklar1 bir ¢alismada; fitoplazmalarin
floem dokullarinda bulunan, konsantrasyonlarinda donemsel olarak farkliliklar
gosteren ve bitki biinyesinde diizensiz dagilim sergileyen bir patojen oldugunu

belirtmisglerdir.

Weintraub ve Beanland (2006)’in hazirlamis olduklar1  derlemede;
fitoplazmalarin  Cicadellidae, Cixidae, Psyllidae, Delphacidae ve Derbidae

familyalarina ait bocekler tarafindan tagindigi belirtilmistir.

Bertaccini (2007), fitoplazma tarafindan enfekte edilmis bitkilerde normal
bliylime silirecinde mevcut olan diizenleyiciler dengesinde bozulmalar sergileyerek
virescence/phllody, c¢igeklerde kisirlik, tomurcuklarda ¢ogalma, cadi siipiirgesi,
internod uzama ve bodurluk gibi simptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olduklarini

bildirmislerdir.

Musetti ve ark. (2010), yiiriitmiis olduklari; Elma agaglarinda, elma ¢oklu
siirgiin fitoplazmasinin iyilesme sirasinda elma agaclarinin yaprak floemlerin de
anormal kalloz ve floem- protein birikimi belirlenmis. Enfeksiyona bagl olarak olusan
kalloz birikimi ve floem-protein agregasyonu Ca?* birbirleri ile bagimh siiregler

oldugundan, floem plazma membranindan ice dogru bir Ca®" akis1 gergeklestirerek
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elma agaglarini iyilestirmek adina savunma mekanizmalarini aktive etmek igin bir

sinyal olarak islev olabilecegi bildirilmis.

Nanda ve ark. (2010), tarafindan ROS’un gegici tiiretimi, bitki-patojen
etkilesimlerinin ilk olaylarinda tespit edildigi ve patogenez sinyal transdiiksiyon

regiilatorlerinde 6nemli bir sinyal olarak rol oynadig1 bildirilmistir.

Galetto ve ark. (2011), yiriitmiis olduklar1 bir ¢alismada kasimpati ve
'Flavescence Dorée' fitoplazma etmenlerinin farkli sicakliklar ve CO2 kosullarinda
bocek vektorleri (Euscelidius variegatus Kirschbaum, Scaphoideus titanus Ball) ve
farkli bitki konukg¢ularinda (Vitis Vinifera (L.), Vicia Faba (L.) ve Avena Sativa (L.))
bu iki fitoplazmanin ¢ogalma sekillerini incelemisler ve daha sicak kosullar altinda

daha hizli olduklarini rapor etmislerdir.

Underwood (2012), tarafindan kaleme alinan derlemede; Patojenler bitki
biinyesine girer girmez papilla olarak adlandirilan hiicre duvari birikmesi yoluyla
hiicre duvarmin fungal ve bakteriler dahil olmak iizere ¢ok sayida patojeni erken
algilanmasina bir yanit olusturabilecegini ve ¢esitli patojenik mikroorganizmalara
stirekli maruz kalinmas1 durumda bitkinin hem yapict hem de koruyucu savunma

mekanizmalari gelistirebilecegini bildirmistir.

Musetti ve ark. (2013), tarafindan fitoplazma enfeksiyonunun floem ve kalbur
borulari lizerinde etkilerini incelemis ve bunun sonucunda fitoplazma enfeksiyonunun
kalbur tiiplerinde Ca* akis1 getirerek kalloz birikmesini veya protein tikamasi ile
kalbur borularmnin tikanmasina yol agtig1 bildirilmistir. Ayrica Ca?* akisinin iletken

elementlerin hiicre duvarimin kalinlagsmasini saglayabilecegi de bildirilmistir.
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Bertacini ve ark. (2022), tarafindan yapilan c¢alismada; ‘Candidatus
Phtoplasma’ cinsinin molekiiler ve biyokimyasal olarak eksik karakterize edilmesi ve
bu eksikligin giderilmesi igin artan molekiiler ¢esitliligin kullanilarak, tam veya
neredeyse tam 16S rRNA gen dizilerinin yeniden sekans kimlikleri paylasilmis ve bu
yeni olusturulan sekanslar i¢in dizilerin >98.65 olarak sekans kimlikleri yeniden revize

etmiglerdir.

Dikilitag ve ark. (2019), tarafindan yapilan bir ¢alismada; bitkilerin dolayl
veya dogrudan abiyotik ve biyotik stres faktorleri ile karsilastiklarinda bu stres
faktorlerine kars1 degisik bazi metabolik faaliyetler ortaya koydugunu. Ayrica diger
tlim organizmalarinda siire gelen igleyisleri sirasinda karsilastiklart abiyotik ve biyotik
stres faktorleri sonucunda da hiicre icerinde de degisik metabolik faaliyetlerinde

meydana gelecegi belirtilmistir.

2.4. Biyokimyasal Cahismalar

Chang (1977) nin yiiriitmiis oldugu bir arastirmada fitoplazma ile infekteli olan
Catharanthus roseus bitkisinin klorofil igeriginde belirgin bir azalma oldugu

bildirmistir.

de Oliveira ve ark. (2002), Brezilya’da musir bitkisinde en fazla gézlemlenen
maize bushy stunt phytoplasma (MBSP) ve corn stunt spiroplasma (CSS)
hastaliklarinin musir gelisimi tizerine etkileri incelenmis. Calismanin sonucunda
infekteli bitkiler daha az gelistigi, farkli oranlarda besin aliminin diistiiglinii ve bunun

sonucunda enfekteli bitkilerin daha az protein icerigi gésterdigini bildirmislerdir.

Maust ve ark. (2003), Meksika’da hindistancevizi (Cocos nucifera)
yetistiriciligi yapilan bolgelerde ciddi sorun yaratan oliimciil sararma (LY) olarak

adlandirilan fitoplazma etmeni lizerinde yliriitmiis olduklar1 ¢alisma sonucunda;
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etmenin bitkide sirasiyla, erken meyve diisiimii, nekroz olusumu, yapraklarda kloroz,
yaslanma ve son olarak bitkide 6liim gibi simptomlari gosterdiklerini bildirilmiglerdir.
Ayrica simptomlarin gériinmeye baslanmasindan 6nce bitki biinyesinde fizyolojik
baz1 degisiklerin meydana geldigini; Ornegin, fotosentetik oranlarda ve kok
karbonhidrat konsantrasyonlarinda azalmalar olmasina ragmen yaprak karbonhidrat

oranlarinda artig gozlemlediklerini rapor etmislerdir.

Bertamini ve ark. (2004), Grapevine Leafroll enfeksiyonunun asma (Vitis
Vinifera L.) yapraklar tizerinde fotosentetik pigmentler, ¢6ziiniir proteinler, ribuloz-
1,5-bisfosfat karboksilaz (RUBP), nitrat rediiktaz, fotosentetik aktiviteler ve tilakoid
membran proteinlerindeki degisiklikler arastirilmis ve etmen ile bulasik yapraklarin
toplam klorofil, karotenoidlerinde, ¢6ziiniir protein ve RUBP seviyelerinde azalma
oldugu, diger yandan fotosentetik orani, stomatal iletkenlik ve terleme oranlarinda

onemli derecede azalma oldugunu da rapor etmislerdir.

Junqueira ve ark. (2004), Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP) ile enfekteli
misir bitkilerinde meydana gelen biyokimyasal degisiklikleri arastirmak i¢in dayanikli
ve duyarl hibrit ¢esidi kullanarak protein, fenol, klorofil ve seker igerikleri incelendi.
Azalan klorofil i¢eri disinda, her iki hibrit i¢cinde diger tiim parametrelerde artis oldugu

rapor edilmistir.

Zafari ve ark. (2012), Candidatus Phytoplasma aurantifolia ile infekteli limon
bitkileri icerisinde meydanda gelen biyokimyasal degisiklikleri incelemis ve polifenol
(PPO), peroksidaz (POX) ve siiperoksit (SOD) aktivitelerinin saglikli bitkilerden
ziyade enfekteli bitkilerde daha fazla oldugu. Diger yandan klorofil, oksin, protein ve
toplam ¢oziiniir/azalan seker iceriklerinde azaldigini boylece etmenin fotosenteze ve

yaslanmaya miidahale edebilecegini bildirilmistir.
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Rusjan ve Mikulic-Petkovsek (2015), Bois noir (BN) fitoplazmasinin
asmalarin (Vitis vinifera cv.) siirglin/cubuklarinda lignifikasyon ve fenolik maddeler
tizerinde meydana getirdikleri degisiklikler incelenmis ve bunun sonucunda asma
cubuklarinda lignifikasyon agsamalarinda flavonoid ve stilbenoidleri etkileyerek bitkiyi

olumsuz etkileyebilecegini bildirmislerdir.

Hameed ve ark. (2017), Mas fasiilyesi tizerinde diinya genelinde sorun teskil
eden phyllody hastaligi tizerinde yiiriitmiis olduklar1 ¢alismada; etmenin konukgu
tizerinde meydana getirdigi pato-fiyolojik degisiklikler incelenmis ve toplam fenol
oranin dort genotipte, protein iceriginin iki genotipte, POD’un dort genotipte, PPO’un
bir genotipte, PAL’in iki genotipte dnemli 6l¢iide artigini ancak CAT ve Klorofil a, b
ve toplam klorofil oranlarinda tiim genotiplerde dnemli 6l¢iide azalma oldugunu rapor

etmislerdir.

Negro ve ark. (2020), tarafindan tiziim bitkilerinde 6nemli verim kayiplarina
neden olan Candidatus phytoplasma solani’nin Vitis Vinifera L. yapraklarinda
fenilpropanoid yolunda sentezlenen ikincil metabolikler iizerinde meydana gelen
degisiklikler incelenmis. Fenol ve flavonoid iiretiminde belirgin bir artig, lignin

iceriginde ise paralel bir azalma oldugunu rapor etmislerdir.

2.5. Yonca-Fitoplazma Vektorii ile Tlgili Yapilmis Calismalar;

Pilkington ve ark. (1999), Avustralya’nin tohum endiistrisinin biiyiik bir
kismin1 olusturan yonca tohumlarinda ciddi verim kayiplarina neden olan yonca
sariligl hastaligi lizerine yiiriitilmis olan bir ¢alismada; 8 tohum firmas1 ve 62
ciftciden elde edilen bilgiler degerlendirilmis ve bu etmenin her iki eyalette de yaygin
olarak meydana geldigi ve siddetinin 6nemli ekonomik kayiplara neden oldugunu

bildirmislerdir.
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Esmailzadeh-Hosseini ve ark. (2011), Iran’da alfalfa witches’broom (AWB)
fitoplazma konukgular:t 2007-2009 yillar1 arasinda arastirmis ve bunun sonucunda
Prosopis farcta (Banks & Soland.) Macbr ve Cardaria draba (L) Desv. Bitkilerinden
elde edilen etmen birbirine benzer olduklari ve ajanin Yazd AWB (peanut

witches’broom) fitoplazmasi oldugu rapor edilmis.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Arastirmanin gerceklestigi yer ve kullamilan bitki materyalleri

Calismada molekiiler ve biyokimyasal analizler Harran Universitesi- Ziraat
Fakiiltesi- Bitki Koruma Boliimiinde yer alan laboratuvarlarda ve cam seralarda
gerceklestirilmistir. Sanliurfa iline bagl Ceylanpinar, Siverek ve Surug ilgelerinde yer
alan yonca tarlalarinda fitoplazma belirtisi gosteren yonca bitkileri ve yabanci otlar

arastirma materyali olarak kullanilmistir.

3.1.2. PCR ve Sekans dizileme ¢alismalarinda kullanilan materyaller

3.1.2.1. PCR (Direkt-PCR ve Nested-PCR) ve Elektroforez Cahsmasi i¢cin

Kullanilan Malzemeler;

PCR islemi esnasinda; Niikleazsiz PCR suyu (Thermo), kapakli santifiij tiipti
(1.5-2ml), kapakl1 PCR tiipii (0.2ml), Taq polimeraz (DreamTaq Thermo), PCR buffer
(Thermo), dNTP setler (Thermo), primer g¢iftleri (R16F1/R0- R16F2n/R2), negatif ve
pozitif kontrol triinleri, otomatik pipetler (0-1ul, 1-10ul, 10-20ul, 20-100ul, 100-
1000ul) (Brand), otomatik pipet uglar1 (Brand), Thermocycle cihazi (Thermo),
elektroforez tank ve giic monitorii (Biorad), agaroz (Sigma), Tris-acetate-EDTA
(TAE) (Thermo), marker (Thermo), etidyum bromid (Sigma), UV transilluminator,
mikrodalga, buzdolaplar1 ve dondurucular (-20°C ve -80°C), raklar ve eldivenler

kullanilmistir.
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3.1.2.1. Sekans analizleri sonrasinda kullanilan program

Sekans analizlerinin degerlendirilmesinde MEGAX programi kullanildi

(MEGAX).

3.1.3. Biyokimyasal analizlerde kullanilan ekipmanlar

Biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasallar; (NaH2PO4, Coomassie
Brillant Blue G-250, Bovine Serum Albumin Fraction V (Sigma), Aseton, Methanol,
Folin-Ciocalteau, Na2CO3, Glacial asetik asit, Fosforik asit, Ninhidrin, Siilfosalisilik
asit, Toltien, L-prolin, Trikloroastik asit (TCA), Thiobarbituric asit (TBA), Guaiacol,
H>O2, Na2EDTA, Etanol, FeClI3).

3.1.4. Istatistik analiz icin kullanilan program

Calismada elde edilen verilerin oncelikle Excel programina (Microsoft 365®)
aktarilarak  grafikleri  olusturulmustur.  Ardindan  verilerin  istatistiksel
degerlendirilmesinde Windows versiyon 20.1 yazilimi1 (Minitab Inc., State College,
PA, USA) kullanilmistir (Minitab Inc., 2020).

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki materyallerinin toplanmasi

Bu calismada kullamilan bitki materyaller1 2020-2022 yillar1 arasinda
Sanlurfa’nin Ceylanpinar, Siverek ve Surug ilcelerinde yonca yetistiriciligi yapilan
tarlalardan temin edilmistir. Sararma, kizariklik, bodurluk veya cadi siipiirgesi gibi
simptomlar gosteren bitkilerden glidiimlii 6rnekleme ile toplamda 86 yonca ve 39
yabanci ot Ornegi toplanmuistir (Sekil 3.1). Alinan Ornekler sirasiyla; ayri ayri
posetlenmis ve etiketleme (yer, tarih ve godzlemlenen simptom vb.) islemleri

gerceklestirilmistir. Etiketleme islemi sonrasinda soguk zincir kosullart (4-6°C)
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altinda laboratuvara getirilerek -20°C’de (DNA ve biyokimyasal analiz ¢aligsmalar

gerceklesinceye kadar) muhafaza edilmistir.

Hilvan

Sekil 3.1. Sanlurfa ili Ceylanpinar, Siverek ve Surug il¢elerinde yer alan yonca tarlalarindan yonca ve
yabanc1 ot 6rnek toplanmistir

Ayrica tarlalardan kizariklik, sararma, bodurluk ve cadi siipiirgesi gibi
simptomlar gosteren bitkiler tarladan kokleriyle beraber alinarak saksilara dikilmis ve

sera kosullar altinda ¢alismalarda kullanilmak i¢in muhafaza edilmistir.
3.2.2. DNA ekstraksiyonu

Ahrens ve Semmiiller (1992) tarafindan hazirlanan protokol simptom gosteren

orneklerin DNA izolasyonlari i¢in kullanilmistir. Bu protokole gore;

1. Oncelikle her bir bitkiden 1 gr tartilarak ekstraksiyon poseti igerisine
yerlestirilmistir. Ardindan ekstraksiyon poseti icerisine daha Onceden
hazirlanmis  oldugumuz CTAB buffer’dan (pH:8) 4 ml eklenerek

homojenizator ile ezilmistir.
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2. Elde edilen ekstraksiyon 1.5 mI’lik santifiij tiiplerine alinarak 5000 rpm’de 5
dk santifiij edilmistir (+4°C).

3. Santifiij isleminden ¢ikan tiiplerin iist faz kismindan 600 ul alinarak steril 1.5
ml’lik ependorf tliplerine aktarilmis ve 65°C’de 30 dk boyunca kuru 1siticida
inkiibasyona birakilmigtir.

4. Inkiibasyondan alan tiiplerin iizerine 600 pl kloroform-izomilalkol (24:1)
ilave edilerek 1 dk vortekslenmis ve ardindan 12000 rpm 15 dk santifiij
islemine tabi tutulmustur (+4°C). (Bu asama iki kez tekrarlanmistir.)

5. Tamamlanan bu agama sonrasinda olusan iist fazdan 300 pl alinarak temiz
santrifiij tiiplerine aktarilmigtir. Uzerine 300 ul isopropanol (-20 °C) eklenerek
1 dk vortekslenerek -20 °C’de 1 saat bekletilmistir.

6. -20 °C’de cikartilan tiipler 12000 rpm’de 15 dk santrifiij (+4 °C) islemine tabi
tutulmustur.

7. Islem sonrasinda tiiplerin s1v1 kismu dokiilerek iizerine 1000 ul % 70’lik etanol
(-20 °C) eklenerek 15000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

8. Santriflij isleminden c¢ikan tiliplerin sivi kismu dokiilerek kurutulmaya
birakilmistir.

9. Kuruma iglemi sonunda 50 pl Tris-EDTA (1x) eklenerek ornekler +4 °C bir
gece bekletilmistir. Ardindan Ornekler kullanilincaya kadar -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.3. PCR Cahismalari

PCR amplifikasyon islemi ile hedef bolgenin ¢ogaltilmast amaglanir. Koch
postiilatlar fitoplazmalarin tanilama islemi i¢in yeterli olmamasi nedeniyle molekiiler
araglar kullanilmisgtir (Dermastia ve ark., 2017). Bu yiizden tanilama islemi
fitoplazmanin korunmus gen bolgesi olan 16SrDNA gen bolgesi {izerinden
gerceklestirilmistir. Bu analiz direkt-PCR ve nested-PCR olmak iizere iki asamada
gerceklestirilmistir (Davis and Lee, 1993; Duduk ve ark., 2013). ilk asamada 1 400 bp
bant veren R16F1/R16R0 primer giftleri, ikinci asamada ise 1 250 bp bant veren
R16F2n/R16R2 primer c¢iftleri kullanilmistir (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 2.1. Direkt ve nested-PCR islemlerinde kullanilan primer giftlerinin baz dizilimleri

Primer Adi Dizileme (5’-3’) Referans

R16F1 5'-AAGACGAGGATAACAGTGG-3' Lee ve ark., 1995
R16R0O 5'-GGATACCTTGTTACGACTTAACCCC-3' Lee ve ark., 1995
R16F2n 5'-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3 Gundersen ve lee, 1996
R16R2 5'-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3' Gundersen ve lee, 1996

PCR mix i¢in sirasiyla; PCR buffer (10x), ddH20, dNTP (10mM
konsantrasyon olacak sekilde 100 mM’lik Deoksiniikleotid trifosfat (AATP-dCTP-
dTTP-dGTP)’larin her birinden 10 pl alinarak 40 pl ANTP karisima 60 pl ddH20
eklenerek elde edilmistir), Primer ¢ifti (R16F1/R16R0 veya R16F2n/R16R2) (20uM),
MgCl2 (10mM), Taq polimeraz (5U/ul) ve DNA ekstraksiyonundan elde edilen
niikleik asitler (20-40 ng/ul) dikkatlice eklenerek 0.2 ml’lik tiipler icerisinde iglem
yuritilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 50 pul olacak sekilde islem
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.2. PCR isleminde bir tiip icerisinde bulunmasi gereken materyaller; DNA materyali, taq
polimeraz, dNTP, primer ¢ifti,mix buffer ve ddH20. Caligmada kullanilan thermocycle
cihazi (Thermo)

Elde edilen DNA’lar kullanilarak hazirlanan PCR iiriinleri 6ncellikle direkt-
PCR islemine [95 °C’de 3 dakika boyunca ilk denatiirasyon (1 dongii); [95 °C’de 1
dakika denatiirasyon; 54 °C’de 2 dakika primer baglanmasi (Tm-(3-5)); 72 °C’de 3
dakika uzama] (35 dongii); 72 °C’de 10 dakika son uzama (1 dongii)] tabi tutulmustur.
Ardindan direkt-PCR iirtinleri 1/50 oraninda sulandirilarak nested-PCR islemine [94
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°C’de 2 dakika boyunca ilk denatiirasyon (1 dongii); [94 °C’de 30 saniye
denatiirasyon; 55 °C’de 1 dakika primer baglanmast; 72 °C’de 1:30 dakika uzama] (35
dongii); 72 °C’de 10 dakika son uzama (1 dongii)] tabi tutulmustur.

O 950°C  105.0°C Wl

Stage 1

105.0 °C

Method: R16F1-R0

HOT HOT

Pause Run \:.:’:" I:::mll Display Method SKIP sTOP Pause Run View Method Display Method SKIP STOP
jon Time Information Time
N

Sekil 3.3. Direkt ve nested PCR ¢alismalarinda uygulanan thermocycle kosullari

Amplifikasyon iriinleri %1°lik agaroz jel icerisinde, 0.5xTAE (67 mmol L-1
Tris-HCI, 22 mmol L-1 acetate acid, 10 mmol L-1 EDTA, pH 0.8) buffer ile dolu olan
elektroforez tanki igine alinarak 5 volt/cm yiiriitiilmiistiir. islem sonrasinda jel etidyum
bromiir (ETBR, 10 mg ml?) ile boyanarak UV transilliiminatér yardimiyla
goriintiilenmistir. Pozitif olarak belirlenen tiim bitkilerin DNA sekans analizlerinin

yapilmasi i¢in dizilemeye gonderilmistir (MedsanTEK).

Dizilemeden gelen forward ve revers dizileri MEGAX programi kullanilarak
birlestirilmis ve tek bir dizi haline getirilmistir. Ardindan MEGAX programi
kullanilarak olusturulan sekans analizleri 49 ‘Ca. Phytoplasma’ grup/alt gruplari ile

karsilastirilarak filogenetik agaglar1 olusturulmustur (Bertacini ve ark.,2022).
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3.2.4. Kiiskiit ile bulasik olan bitkilerin tarladan toplanilmasi

Yonca tarlalarinda gerceklestirilen surveyler esnasinda fitoplazma hastaliginin
belirtilerini gosteren tarla sarmasig1 ve yonca bitkisi arasinda olusan kiiskiit kopriileri
fotograflanmis ve bu ii¢ bitki tarladan alinarak etiketlenmistir. Ardindan soguk zincir
kosullar altinda laboratuvara getirilmis ve molekiiler ¢aligmalar1 gergeklestirilinceye

kadar — 20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5. Biyokimyasal analizler

Biyokimyasal analizlerin c¢alisilmasindaki hedef; bitkilerin fitoplazma
etmenine kars1 bitki biinyesinde meydana getirdigi savunma tepkilerinin incelenmesi
icin gergeklestirilmistir. Enfekteli ve saglikli oldugu molekiiler analizlerle belirlenen
bitkilerden oOrnekler alinmis ve biyokimyasal analizler i¢in materyal olarak
kullanilmistir. Pozitif oldugu belirlenen bitkilerin ayni zamanda elde edilen DNA
dizilerinin de ayn1 olmasi1 ve standart hatanin en aza indirgenmesi i¢in Ceylanpinar
yonca izolati (NCBI erisim numarasi: MW048988) kullanilmistir. Bu sayede, segilen

bu temsilci bitki tizerinden biyokimyasal analizler gergeklestirilmistir.

3.2.5.1. Protein iceriginin belirlemesi

Protein miktarin1 belirlemek icin Bradford (1976) tarafindan hazirlanan
protokole gore yaklasik 0.5 g yaprak drnegi almmus ve 5 ml 50 mmol™ sodyum fosfat
tamponu (pH 7) igerisinde homojenize edilmistir. Daha sonra, 5 ml Coomassie Brillant
Blue G-250 ile 100 pl bitki 6zii karistirtlmis ve ¢ozelti 595 nm’de okunmustur. Protein
standart egrisi i¢in farkli konsantrasyonlarda (10-100 ug ml™) Bovine Serum Albumin

Fraction V (Sigma) kullanilmstir.
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Sekil 3.4. Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bovine Serum Albumin Fraction V (Sigma) kullanilarak
hazirlanan standart egrisi

3.2.5.2. Klorofil i¢eriginin belirlenmesi

Yonca yapraklarinin klorofil igerigi, Arnon (1949) tarafindan hazirlanan
yontemde kiiglik modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir (Karakai ve ark.,
2020). Bitkilerden yaklasik 0.5 g 6rnek alinarak, 5 ml asetonda:su (80 v/v) igerisinde
homojenize edilmistir. Ardindan, sivi kisim filtre kagidindan gegirilerek elde edilen
¢ozelti 151k gecirmeyen tiiplere aktarilmistir. Daha sonra ¢ozeltinin klorofil a 663.5 nm
ve klorofil b 645 nm’de %80 aseton kontroliine karsi spektrofotometrede
okututulmustur (Epoch-BioTek). Klorofil icerigi, mg g* taze yaprak g. olarak ifade
edildigi icin asagidaki formiillerle hesaplanmistir (Karakas, 2013).

Toplam klorofil (mg/l)= 20.2 Asss+ 8.02 Aces.s (3.1)
Klorofil a (mg/l)= 12.7 Ases5- 2.69 Asas (3.2)
Klorofil b (mg/l)= 22.9 Asss- 4.68 Ases.s (3.3)
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3.2.5.3. Fenol iceriginin belirlenmesi

Shetty ve arkadaglar1 (1995) tarafindan hazirlanmis olan protokolde birkag
kiigtik modifikasyon yapilarak fenol igerigi belirlenmistir. Yonca bitkilerinin
yapraklarindan yaklasik 0.5 g 6rnek %80 metanol icinde homojenize edilmistir.
Ardindan 95 °C’de 30 dakika inkiibe edilerek 10.000 rpm’de 10 dakika santifiij
edilmistir. Toplam fenol igeriginin belirlenmesi igin 300 ul bitki ekstratindan alinmig
ve 1.5 ml Folin-Ciocalteau (1:10 su ile seyretilmis) ilave edilmistir. Bu asamadan 5
dakika sonra 1.2 ml %20 Na>COs ilave edilmis ve karanlikta 40 °C’de 30 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Renk degisikliginin belirlenmesi igin spektrofotometrede
760 n’de okutulmustur (Epoch-BioTek). Fenol igerigi, farkli konsantrasyonlarda

hazirlanan gallik asit standart egrisi kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.5.4. Prolin igeriginin belirlenmesi

Bates ve arkadaslarinin (1973) protokoliinde bazi modifikasyon yapilarak
prolin igerigi belirlenmistir (Karakas ve ark., 2021). Analizde renk reaktifi olarak asit-
ninhidrin (30 ml glacial asetik asit ve 20 ml 6 mol L™ fosforik asit icinde 1.25 g
ninhidrin ¢oziilmesiyle hazirlanmistir, 4 °C’de 24 saat muhafaza edilebilir)
karisimindan olusan bir bilesik kullanilmistir. Yonca yapraklarindan alinan yaklagik
0.5 g 6rnek s1v1 azot igerisinde homojenize edilmis ve lizerine 10 ml %3 siilfosalisilik
asit ilave edilerek ¢ozdiiriilmustiir. Elde edilen ekstrakt daha sonra filtre kagidindan
(Whatman No:1) gecirilmistir. Karisimdan 2 ml alinarak iizerine 2 ml asit ninhidrin
ilave edilmis ve 100 °C’de 1 saat kaynatilmistir. Reaksiyon daha sonra buz icerisinde
sogutulmustur. Daha sonra reaksiyon karisimina 5 ml toliien ilave edilerek 30 saniye
vortekslenmistir. Olusan iki fazin iist kismi mikropipet yardimiyla alinarak
spektrofotometrede 515 nm’de saf toliilen’e karsi okutulmustur. Standart egri, farklh

konsantrasyonlarda L-prolin’de hazirlanmistir.
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Sekil 3.5. Prolin igeriginin belirlenmesi i¢in kullanilan L-prolin satandart egrisi

3.2.5.5. Malondialdehit (MDA) iceriginin belirlenmesi

Lipid peroksidaz olarak da bilinen MDA analizi i¢in, Heath ve Packer
(1968)’m hazirlamis olduklar1 protokol kullanilmistir. Protokol iizerinde birkag
modifikasyon yapilmistir (Karakas ve ark., 2021). Yaklasik 0.5 g yonca yapragi
alinmig ve 10 ml % 0.1 trikloroastik asit (TCA) iginde homojenize edilerek 10.000
rpm‘de 5 dakika santifiijlenmistir. Daha sonra ekstraktan 1 ml alinarak iizerine %5
thiobarbituric asid (TBA) iceren 4 ml %20 TCA ilave edilerek karisim 95 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda buz banyosu yardimiyla hizlica
sogutma islemi gergeklestirilmistir. Ardindan 10.000 rpm’de 10 dakika santifiij
edilerek tist faz kismindan 300 ul alinarak playtlere aktarilmistir. Spektrofotometrede
532 nm ve 600 nm’de okumasi yapilmistir. MDA igeriginin belirlenmesinde asagida

verilen formiil kullanilmistir (Karakas, 2013).

MDA (nmol g-1 taze agirlik) = [Ekstrakt hacmi (ml)x[(Assz-Aso0)/(155 mmol Lt cm1)] /6rnek
miktar1 (gram)]x10° (3.4)
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3.2.5.6. Peroksidaz (E.C.1.11.1.7, POX) aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in Cvikorova ve arkadaslari’nin (1994)
hazirladig1 protokolde bazi degisiklikler yapilarak kullamilmistir (Karakas ve ark.,
2019). Yonca bitkisinden yaklasik 0.5 g 6rnek alinmis ve iizerine 50 mmol™ fosfat
tampon (pH 7.0) ilave edilerek homojenize edilmistir. Elde edilen ekstraksiyondan 100
ul almarak iizerine 3 ml reaksiyon (13 mmol L™ guaiacol, 5 mmol L* H,0, ve 50
mmol L sodyum fosfat, pH 6.5) karisimi ilave edilmistir. Reaksiyon H20; ilavesiyle
baslatilmis ve 1 dakika araliklarla spektrofotometrede (Epoch-BioTek) 470 nm’de 25
°C’de 3 kez okutulmustur. Bir birim peroksidaz aktivitesi icin AA470 nm’de 0.1
absorbans/dakika olarak belirlenmistir. Sonuglar {inite mg™? protein olarak ifade

edilmistir.

3.2.5.7. Katalaz (E.C.1.11.1.6, CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Milosevic ve Slusarenko (1996) tarafindan hazirlanan protokoliinde kiiglik
modifikasyonlar yapilarak katalaz aktivitesi Ol¢iilmiistir (Karakas ve ark., 2013).
Yoncalardan yaklasik 0.5 g yaprak 6rnegi alinmis ve 5 ml fosfat tamponu (pH 7.0)
eklenerek homojenize edilmistir. Elde edilen ektraksiyonun siipernetant kismimdan 50
ul alinmis ve iizerine 2.95 ml reaksiyon karisimi (10 mmol L H,0,, 50 mmol L
sodyum fosfat buffer, pH 7.0 ve 4 mmol L™ Na2EDTA) ilave edilmistir. Playtlere
yiiklenen 6rnekler spektrofotometrede (Epoch-BioTek) 240 nm’de 25 °C’de 30 saniye
boyunca okunmustur. Bir birim katalaz enzimi; 1 dakikada 1 pmol H20>’yi pargalayan

enzim miktar1 olarak ifade edilmis ve deger iinite mg™ protein olarak belirtilmistir.

3.2.5.8. Jasmonik asit (JA) iceriginin belirlenmesi

Annijeri ve arkadaslar1 (2011) tarafindan hazirlanmis protokole gére jasmonik
asit miktar1 belirlenmistir. Ilk olarak, 1 g yaprak 6rnegi alinarak oda sicakliginda ve
karanlikta 10 ml etanol icerisinde 12 saat boyunca bekletilmistir. Yaklasik 12 saat
sonra karigim filtre kagidi (Whatman No:1) yardimiyla siiziilerek elde edilen

ekstraksiyondan alinan ornekler playtlere eklenerek spektrofotometrede (Epoch-
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BioTek) 323 nm’de okutulmustur. JA konsantrasyonunun belirlenmesinde, mutlak
etanolde c¢oziindiriilen farkli JA konsantrasyonlarinda hazirlanan standart egri

kullanilmustir.

3.2.5.9. Salisilik asit (SA) iceriginin belirlenmesi

Rainsford’un (2004) protokoliinde kiiciik modifikasyon yapilarak salisilik asit
icerigi belirlenmistir. Protokole gore; 1 g yaprak 6rnegi alinarak, oda sicakliginda ve
karanlikta 10 ml etanolde igerisinde 12 saat boyunca bekletilmis ardindan elde edilen
ekstrat karigimi filtre kagidindan (Whatman No:1) gecirilerek 10.000 rpm’de 10
dakika santifiij edilmistir. Siipernatant kismindan 100 pl alinarak taze hazirlanmis %1
ferric klortir (FeCls) ilave edilerek toplam hacim reaksiyon karisimi 3 ml’ye
tamamlanmistir. Fe** iyonu ve SA arasinda olusan karisim (menekse rengi)
spektrofotometrede (Epoch-BioTek) 540 nm’de dl¢iilmiistiir. SA igeriginin, etanolde
hazirlanan 0-100 ppm SA konsantrasyonlar1 arasinda degisen standart egrisine gore

hesaplanmustir.

3.2.6. istatistik analiz

Fitoplazma ile infekteli ve saglikli bitkilerin biyokimyasal analizlerinden sonra
Windows versiyon 20.1 yazilimi (Minitab Inc., State College, PA, USA) kullanilarak
istatistiksel farklar test edilmistir. Tiim veriler ii¢ kopya ile ¢alisilmistir. &+ standart

hata (SH), (n=3).
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4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Yonca Bitkisinde Belirlenen Simptomlar

Sanlwurfa iline baghh Ceylanpinar, Suru¢ ve Siverek ilgelerinde yonca
yetistiriciligi yapilan tarlalarda potansiyel olabilecegi diisiiniilen kiiglik yaprak
olusumu, kizariklik, sararma, bodurlasma ve cadu siipiirgesi gibi simptomlar gésteren
bitkiler gbzlemlenmistir. Diger yandan tarla igerisinde/kenarinda fitoplazma belirtisi

tastyan yabanci otlar da gozlemlenmistir.

Sekil 4.1. Survey yapilan bir yonca tarlasi

Sanlwurfa ili Ceylanpinar, Siverek ve Surug¢ ilgelerinde bulunan yonca
tarlalarinda (Sekil 4.1.) hastalik belirtisi gosteren 86 adet drnek toplanmustir. Toplanan
orneklerin yapraklarinda kiigiik yaprak olusumu, bodurluk ve sararma (Sekil 4.2.);
kiiglik yaprak olusumu ve sararma (Sekil 4.3.); kizariklik, sararma, bodurlagsma ve cadi

stiptirgesi (Sekil 4.4.) simptomlar1 saptanmustir.
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Sekil 4.2. Yonca bitkilerinde a) kii¢iik yaprak olusumu-sararma ve saglikli bitki; b) bodurluk ve
saglikli bitki

Sekil 4.3. Yonca bitkilerinde a-b) kiigiik yaprak olusumu ve sararma ve c-d) yapraklarda sararma
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S T LN

Sekil 4.4. Yonca bitkilerinde goriilen a) kizariklik; b) sararma; ¢) bodurluk ve d) cadisiipiirgesi

4.2. Yonca Tarlalarinda Bulunan Yabanc1 Otlar

Yonca tarlalarinin kenarlarinda ve igerisinde hastalik belirtisi gdsteren 39 adet

yabanci ot toplanmustir. Toplanan yabanci otlar Harran Universitesi, Ziraat fakiiltesi,
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Hiimeyra AYVACI

Bitki koruma béliim hocalarinda saym Dr. Ogr. Uyesi Shahid FAROOQ yardimiyla
Malva sylvestris (Ebegiimeci), Sonchus asper (Dikenli esek marulu), Convolvulus
arvensis (Tarla sarmasig1), Cuscuta spp. (Kiiskiit), Orobanche (Canavar otu), Capsella
bursa-pastoris (Cobangantasi), Hordeum murinum (Pisipisi otu), Cirsium arvense

(Koygdeerten), Isatis tinctorio (Civi otu) ve Lolium perenne (Ingiliz ¢imi) olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.1.; Sekil 4.5.; Sekil 4.6.).

Cizelge 3.1. Ilgelerde yer alan yonca tarlalarindan toplanan yabanci ot tiirleri ve sayilari

Yabanci ot isimleri

Toplanan 6rnek miktari

Ceylanpinar

Malva sylvestris (Ebegimeci)

3

Sonchus asper (Dikenli esek marulu)

Convolvulus arvensis (Tarla sarmasigi)

Cuscuta spp. (Kuskit)

Orobanche spp. (Canavar otu)

Capsella bursa-pastoris (Cobangantasi)

Hordeum murinum (Pisipisi otu)

Cirsium arvense (Kdygogerten)

Isatis tinctorio (Civi otu)

Lolium perenne (ingiliz gimi)

Siverek

Malva sylvestris (Ebegimeci)

Sonchus asper (Dikenli esek marulu)

Capsella bursa-pastoris (Cobancgantasi)

Hordeum murinum (Pisipisi otu)

Isatis tinctorio (Civi otu)

Surug

Sonchus asper (Dikenli esek marulu)

Convolvulus arvensis (Tarla sarmasigt)

Capsella bursa-pastoris (Cobancgantasi)

Hordeum murinum (Pisipisi otu)

Isatis tinctorio (Civi otu)

Lolium perenne (ingiliz gimi)

RN RNNN R R R RN W N R W N R W W N
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e

Sekil 4.5. Yonca tarlalarindan toplanan yabanci otlar a) Isatis tinctorio b) Orobanche spp. ¢) Capsella
bursa-pastoris d) Hordeum murinum e) Lolium perenne f) Cirsium arvense ve g) Sonchus
asper.
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Sekil 4.6. Yonca tarlalarinda a) Malva sylvestris b) Orobanche spp. ve ¢) Convolvulus arvensis

4.3. Survey Degerlendirilmesi

Sanliurfa ili Ceylanpinar, Siverek ve Surug ilgelerinde bulunun tarlalardan
toplamda 86 yonca bitkisi ve 39 yabanci ot 6rnegi alinmis ve molekiiler testlere tabi
tutulmustur. Molekiiler analizler sonucunda toplanan 86 yonca bitkisinin 78’1 ve 39
yabanci otun 16’sinin fitoplazma etmeniyle bulasik oldugu belirlenmistir. Ceylanpinar
ilgesinden toplanan 56 yonca 6rneginin 53 tanesi pozitif olarak belirlenirken, toplanan
23 yabanci ot bitkisinin 10 tanesi pozitif olarak bulunmustur. Siverek ilgesinden
toplanan 10 yonca Orneginin 7 tanesi pozitif bulunurken, toplanan 6 yabanci ot
bitkisinin 1 tanesi pozitif olarak bulunmustur. Surug ilgesinden toplanan 20 yonca
bitkisinden 18 tanesi pozitif olarak bulunurken, toplanan 10 yabanci ot bitkilerinin 5

tanesi pozitif olarak bulunmustur (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Ceylanpinar, Siverek, Surug ilgelerinden toplanan yonca ve yabanci otlarin fitoplazma ile
bulasiklik durumu

iigeler Toplanan yonca Pozitif yonca | Toplanan yabanci | Pozitif Yabanci
bitki sayisi bitki sayisi ot sayisi ot sayisi
Ceylanpinar 56 53 23 10
Siverek 10 7 6 1
Surug 20 18 10 5

4.4. Yabanc1 Otlarda Saptanan Fitoplazmalar

Yonca tarlalarindan sirasiyla toplanan yabanci otlar; Ceylanpinar’da Sonchus
asper, Convolvulus arvensis, Cuscuta spp., Orobanche sp. ve Lolium perenne;
Siverek’te Sonchus asper ve Surug’ta Sonchus asper, Convolvulus arvensis ve Lolium

perenne bitkilerinin fitoplazma ile infekteli oldugu belirlenmistir.

4.5. Molekiiler Teknikler Kullamlarak Fitoplazmalarin Tamlanmasi

Fitoplazmalarin tanilanmasi farkli birkag asama sonucunda belirlenir. Bu
asamalardan ilki; direkt-PCR ve nested-PCR olarak iki adimda gerceklestirilmistir.
Fitoplazmalarin belirlenmesinde kullanilan 16S rRNA geni iizerinde yer alan spesifik
kismin ¢ogaltilmast i¢in R16F1/R16R0 primerleri kullanilarak direkt-PCR islemi
gergeklestirilmis ve 1400 bp bant veren jel goriintiisii elde edilmistir (Sekil 4.7.). Elde
edilen direkt-PCR iiriinlerinden spesifik olan kismin ¢ogaltilmasi i¢in R16F2n/R16R2
primerleri kullanilarak nested-PCR islemi gerceklestirilmis ve 1250 bp bant veren jel
goriintlisii elde edilmistir (Sekil 4.7. ve 4.8.). Jel goriintiileri sayesinde bitkilerin

fitoplazma ile bulasik oldugu yoniinden pozitif bantlar goriilmistiir.

39



4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA Hiimeyra AYVACI

8 9 A0 L1 12 42 ld 18

Sekil 4.7. Direk-PCR ve nested-PCR sonrasinda yonca bitkilerinin jel elektroforez goriintiileri: 1.
kuyucukta marker, 2-6. kuyucuklarda Ceylanpimar’dan alinan infekteli yonca bitkileri, 7-9.
kuyucuklarda Siverek’ten alinan infekteli yonca bitkileri, 10-12. kuyucuklarda Surug’tan
alinan infekteli yonca bitkileri, 13. kuyucukta saglikli yonca bitkisi (simptomsuz), 14. pozitif
kontrol (fitoplazma tanilanmasi igin spesifik olan 1.400 bp ve 1250 bp iireten kaktiis) ve 15.
negatif kontrol (ddH20) (%1 agaroz jel)
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Sekil 4.8. Direk-PCR ve nested-PCR sonrasinda yabanci otlarin jel elektroforez goriintileri: 1.
kuyucukta marker, 2. kuyucukta Orobanche, 3. kuyucukta Lolium perenne, 4. kuyucukta
Sonchus asper, 5. kuyucukta Convolvulus arvensis 6. Cuscuta, 7. pozitif kontrol (fitoplazma

tanilanmasi i¢in spesifik olan 1.400 bp ve 1250 bp iireten kaktiis) ve 8. saglikli yonca bitkisi
(simptomsuz) (%1 agaroz jel)

Calismada R16F2n/R16R2 primerleri kullanilarak elde edilen tiriinler DNA
dizilemesine gonderilmistir. Dizilemeden gelen iki yonlii diziler MEGAX programi
kullanilarak tek bir dizi haline getirilmistir. Olusturulan sekans dizilerinin hangi
grup/alt grup iceresinde (16Sr ribozomal gen bolgesi baz alinarak) yer aldiginin
belirlenmesi i¢in iPhyClassifier programi kullanilmistir. Tiim zamanlari ve son giincel
caligmalar1 da barindiran bu program sayesinde giivenilir in silico jel goriintiileri elde
edilerek fitoplazmalarin gruplandirilmast saglanmistir (Alsaheli ve ark., 2020;
Porotikova ve ark., 2020). iPhyClassifier programi kullanilarak 17 farkli restriksiyon

enzimi ile karsilastirilmis ve grup/alt grup teshisi yapilmistir.

iPhyClassifier programi sayesinde elde edilen in silico jel goriintiileri Sekil 4.9.
sonucunda pozitif sonu¢ veren tiim yonca bitkilerinin tamamimm ‘Candidatus
Phytoplasma australasia’ (16SrII-D) grubuna ait oldugu belirlenmistir. Fitoplazma ile
bulasik oldugu belirlenen ve dizileme islemleri sonucunda elde edilen tiim sekans

dizilerin birbirleri ile homojenlik gosterdigi belirlenmistir.
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Y10096-Ca.P.australasia

Sekil 4.9. Ceylanpinar, Siverek, Surug ilgeleri yonca tarlalarindan aliman ve infekteli oldu belirlenen
bitkilerin iPhyClassifier programi kullanilarak in silico jel goriintiileri elde edilmistir. a)
Ceylanpinar; b) Siverek, ¢) Surug ve d) Ca. P. australasia (siniflandirmada kullanilan kayitl
izolat)

Ayrica pozitif sonug veren tiim yabanci otlardan elde edilen diziler kullanilarak
iPhyClassifier programi sayesinde in silico jel gorintiileri olusturulmustur (Sekil
4.10.). Tim yabanci otlarin ‘Candidatus Phytoplasma australasia’ (16SrII-D) alt
grubuna ile iligkili oldugu, belirlenmistir. Fitoplazma ile bulasik oldugu belirlenen
yabanci otlarin her bir tiirii i¢in elde edilen sekans dizilerinin her biri kendi igerisinde
%100 homojenlik gostermistir. Bu nedenle ¢alisma her bir yabanci ot tiirii igin tek bir

dizi lizerinden ylriitilmistiir.

42



4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA Hiimeyra AYVACI

CANAVAROTU

Y10096-Ca.P.australasia

Sekil 4.10. Ceylanpinar, Siverek, Surug ilgeleri yonca tarlalarindan toplanan yabanci otlardan bulagik
oldu belirlenen bitkilerin iPhyClassifier programi kullanilarak in silico jel goriintiileri elde
edilmistir. a) kiiskiit; b) tarla sarmas181; ¢) canavarotu; d) Ingiliz ¢cimi; e) dikenli esek marulu
ve f) Ca. P. australasia (siniflandirmada kullanilan kayitli izolat)

4.6. Filogenetik Analizleri
Filogenetik analiz; fitoplazma etmeninin diger gruplar/alt grup arasindaki
evrimsel benzerliklerinin ve akrabalik derecelerin belirlenmesi i¢in yapilmaktadir.

Elde edilen sekanslar {izerinden yiiriitiilen bu calismanin temel prensibi, dizilerin

mevcut homolog yapilar1 gdz dniine alinarak olusturulan siniflandirmadir. Oncelikle
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yonca bitkilerinin PCR firtinleri sonucunda elde edilen iki yonlii (forward-revers)
diziler tek bir sekans haline getirilmis ve iPhyClassifier programi ile etmenin
‘Candidatus Phytoplasma australasia’ (16SrII-D) ile iliskili oldugu belirlenmistir.
Tiim izolatlarin 16SrDNA bolgesi iizerinden homolojik olarak %100 benzerlik
gostermesi nedeniyle her ilgeden temsilci birer izolat se¢ilmistir. Secilen bu izolatlar
NCBI iizerinden BLAST islemine tabi tutulmus ve bunun sonucunda ‘Candidatus
Phytoplasma australasia’ (16SrlI-D) ile %99.92 oraninda iliskili oldugu belirlenmistir.
Ardindan sekanslar NCBI iizerinden GenBank’a yliklenerek kaydedilmis ve erisim
numaralart  (Erisim  numaralari: MW048988, MW048989, MW048990)
olusturulmustur. Kayit altina alinan diziler MEGAX programi kullanilarak var olan 49
fitoplazma gruplari/alt gruplar ile akrabalik diizeyleri karsilastirilmis ve filogenetik
agac olusturulmustur (Sekil 4.11.). Filogenetik agaci olustururken neighbor-joining

yontemi (bootstrap 1000) ve maximum likelihood istatistik yontem kullanilmigtir.
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01 'Ca. P. ulmi AY197655 (165V-A)
Ca. P. balanitae’ ABGE9G78 (16SrV-F)
Ca. P. rubl' AY197648 (16S1V-E)
Ca. P. ziziphi’ ABOS2876 (16Srv-8)
Ca P tnfol’ AY390261 (16SVI-A)
Ca. P sudamericanum’ GU292081 (16SV1-1)
- 'Ca. P. fraxini’ AF092209 (16S/VILA)
Ca. P. malaysianum’ EU371934 (16S/XXXILA)
'Ca. P. stylosanthis’ MT431550 (16S00MVILA)
» ¢ Ca P luffaa’ AF248956 (16SVIILA)
Ca P pini AJ632155 (16S000-A)
Ca P. castancae’ ABOS4986 (16SrXIX-A)
- Ca. P. palmae’ U18747 (165:1V)
» Ca. P. paimicola’ KF751387 (16S0XXI1-A)
Ca P. noviguineense’ LC228755
Ca P._cocostanzaniae’ XB0117
Ca. P. dypsidis’ MT293886
Ca. P. wodyetae' KCB44879 (16SNOXXVIA)
Ca. P. cirs¥ KR869148 (16SrX1-E)
Ca P. sacchar’ MNBSS545
Ca P. oryzae’ D12581 (16SrXI-A)
Ca. P. cynodontis” AJS50084 (16SIXIV-A)
Ca. P. prund’ JOO44362 (16Sr1l-A)
Ca. P. phosnicium’ AF515636 (16S1X-B)
Ca P, omananse’ EF668051 (165:XXIX-A)
Ca. P. brasibense’ AF 147708 (16S/XV-AY
Ca. P. aurantifoha’ U15442 (16541-8)
, Ceylanpmnar yonca izolat
Siverek yonca lzolati

»  Surug yonca izolat
Ca. P. australasia’ Y10097 (16Sr1-D)
Ca P. pyn’ AJSAZSTITICSIXCY
Ca. P.mak’ AJ542541 (16S1X-A)
Ca. P. prunorum’ AJ542544 (165:X-B)
Ca. P.sparts’ X92869 (165rX-D)
Ca. P. tamaricls’ FJ432664 (165XXX-A)
Ca. P. thamal’ X76431 (16SXC-A)
Ca. P. allocasuarinae’ AY 135523 (16SrXXXIII-A)
Ca. P. costaricanum’ HQ225630 (16SX000-A) 100
Ca P lycopersici’ EF 199540 (1654.Y)

‘Ca. P. brasiliense' AF147708 (16SrXV-A)
‘Ca. P. aurantifolia’ U15442 (16Srll-B)
Ceylanpinar yonca izolati (MW048988)

k 99
Ca. P. aster’ M30790 (16508, . . .
o PO (NOHC) 7 Siverek yonca izolati (MW048989)
Ca. P. japonicum’ AB010425 (16SeXi-D, .
Ca. . melise’ KUSS0040 (168XH1-G) 7% Surug yonca izolati (MW048990)

“ Ca. P, hispanicum’ AF248960 (16SrXIIlA)
Ca P. amencanum’ DQ174122 (16SrXVIILA)
Ca P, australense’ L76865 (165rX)1-8)
Ca. P. fraganiae’ DQO86423 (16SrXII-E)
Ca. P. convolvull' INB33705 (16SeXil-H)
Ca P. caricae’ AY725234 (16S1XVII-A)
Ca. P. solani’ AF248959 (16SrXI1-A)
L Ca. P. graminis’ AY725228 (16S(XVI-A)
A laidlawi M23932

32 ‘Ca. P. australasia' Y10097 (16Srll-D)

Sekil 4.11. Ceylanpinar, Siverek ve Surug ilgelerinde pozitif oldugu belirlenen yonca bitkileri 49
gruplar/alt gruplari ile karsilastirilarak olusturulan filogenetik agag

Diger yandan yabanci otlarin PCR {iriinleri sonucunda elde edilen iki yonlii
(forward-revers) dizilerde tek bir sekans haline getirilmis ve iPhyClassifier programi
ile tiim yabanci otlardaki etmenin ‘Candidatus Phytoplasma australasia’ (16SrII-D) ile
iliskili oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde her bir yabanci ottan elde edilen izolatlar
kendi aralarinda tamamen 16SrDNA bdlgesi iizerinden homolojik olarak %100
benzerlik gostermistir. Bu nedenle her bir tiir i¢in temsilci bir izolat se¢ilmistir. Secilen
bu izolatlar NCBI iizerinden BLAST islemine tabi tutulmus ve bunun sonucunda
sirastyla; Sonchus asper (Dikenli esek marulu) %98.7, Convolvulus arvensis (Tarla
sarmasi81) %98.7, Cuscuta spp. (Kiiskiit) %98.7, Orobanche (Canavar otu) %98.6
oraninda ve Lolium Perenne (Ingiliz ¢cimi) %98.7 oraninda ‘Candidatus Phytoplasma
australasia’ (16SrII-D) ile iliskili olduklar1 belirlenmistir. Devaminda sekanslar NCBI

tizerinden GenBank’a yiiklenerek kaydedilmis ve erisim numaralar1 (Erisim
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numaralari:  0Q160329, 0Q154849, 0Q160331, 0Q154850, 0Q160330)
olusturulmustur. Kayit altina aliman diziler MEGAX programi kullanilarak 49
fitoplazma gruplari/alt gruplari ile akrabalik diizeyleri karsilagtirilmis ve filogenetik
agac olusturulmustur (Sekil 4.12.). Filogenetik agaci olustururken neighbor-joining

yontemi (bootstrap 1000) ve maximum likelihood istatistik yontemi kullanilmistir.

5 'Ca. P. ulmi’ AY197655 (16SV-A)
3 Ca. P. balanitac’ ABGB9ET8 (16StV-F)

um’ EUS71934 (16SOOXII-A)
MT431550 (16SXXXVILA)
Ca. P. luftae’ AF248956 (16SeVIll-A)
Ca. P. pini’ AJB32155 (18S1XXI-A)
Ca. P. castanoae’ AB054986 (16SrXIX-A)
Ca P.palmae’ U18747 (16501V)
Ca. P. paimicola’ KF751387 (16SrXXII-A)
Ca. P. noviguineense’ LC228755
Ca. P. cocostanzaniae’ X80117
Ca. P. dypsidis’ MT203886
Ca. P. wodyetiae' KCBA4B79 (16SXXXVI-A)
Ca. P. cirsii’ KRBE9146 (18SrX1-E)
- Ca. P. sacchar’ MN889S45
3 Ca. P. oryzae’ D12581 (16SrXI-A)
9 Ca. P. cynodontis’ AJS50084 (16SeXIV-A)
JQO44392 (16SriI-A)
n

Ca. P. pruny
Ca P

Ca. P. brasiliense’ AF 147708 (16SrXV-A)
Ca. P. aurantifolia’ U15442 (165rl1-8)
Jrobanche- ()

Ca. P, australasia’ Y10097 (16Sri1-0)

Ca. P.pyn’ AJS42543 (165¢X-C)
Ca P.prunorum’ AJ542544 (16SrX-8)

. P.mak Alszsdt (108K ‘Ca. P. brasiliense' AF147708 (16SrXV-A)

g T oA ‘Ca. P. aurantifolia’ U15442 (16Srll-B)

Ca. P. thamni' X76431 A)

Ca. P. allocasuarinae’ AY 135523 (16SXXXIII-A) 100
Ca. P. costaricanum’ HQ225630 (16S(XXXI-A) Orobanche (0Q154850)

Ca. P. lycopersici' EF199549 (165d.Y) 100 57 Sonchus asper (0Q1 60329)

." Ca. P aster’ MI0790 (16Sr1-8)
'Ca. P. tnitici’ (16S¢1.C)
‘ n ‘Ca. P. australasia' Y10097 (16Srll-D)
SIXil-A) 49 Lolium perenne (0OQ160330)

Ca. P. um’ ABO10425 (16SeXI1-D)
r 5S1)
um’ DQ174122 (16SrXVIIL-A)

o' L76865 (1651XII-B) Convolvulus arvensis (0Q160330)
DQO8B423 (16SXII-E) 57

vull’ JNB33705 (16SeXI-H)

P cancae’ AY725234 (16SXVII-A 56 CUSCUta (OQ1 60331)

F 248959 (16SeXII-A)

P.gr nis’ AY725228 (16S1XVI-A)

A lailawy M23932

Sekil 4.12. Yonca tarlalarindan toplanan ve pozitif oldugu belirlenen yabanci otlarin 49 gruplar/alt
gruplari ile karsilastirilarak olusturulan filogenetik agac

4.7. Kiiskiit Bitkilerinde Fitoplazmanin Teshisi

Kiskiit (Cuscuta spp.) Cuscutaceae familyasina ait tam parazitik bir bitkidir
(Davis, 1978). Yapraksiz, ipliksi formada ve sarilic1 yapiya sahip olan bu bitki,
konukgusunu bulur bulmaz tutunur ve yasamini siirdiirmeye baslar. Konuk¢unun
floem ve ksilem ile baglant1 kurar (Kaya ve ark., 2018). Bu sayede yasami i¢in gerekli
olan su ve besin maddelerini (organik ve inorgank) alir (Kaya ve ark., 2018).

Fitoplazmanin bitki floeminde yer almalari ve bu sayede kiiskiitiinde floem ile
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baglanarak gerek duydugu besin maddelerini biinyesine almalar1 esnasinda
fitoplazmalara ait hiicreleri de biinyelerine dahil etmeleri nedeniyle tasiyict gorev
uistlenirler. Bu oOzellikleri nedeniyle fitoplazmalarin bir bitkiden diger bir bitkiye
taginmalari icin tasiyici bir koprii gorevi iistlenirler. Daha 6nceki bir¢ok arastirmada

kiiskiitlin fitoplazmalar1 tastyict gorevini iistlendigi rapor edilmistir.

Calismamizda tarla sartlarinda mevcut bulunan kiiskiitler incelenmis ve bunun

sonucunda toplanan 3 kiiskiit bitkisinin fitoplazma ile bulasik oldugu belirlenmistir.

Diger yandan tarlada fitoplazma simptomu gdsteren yonca ve tarla sarmasigi

arasinda kiiskiitiin olusturdugu bir koprii gozlemlenmistir (Sekil 4.13.).

Sekil 4.13. Tarlada yonca-tarla sarmasig1 arasinda kurulan kiiskiit kopriisti

Yonca bitkisi, tarla sarmagig1 ve kiiskiit tizerinde yapilan molekiiler analizler
sonucunda bu bitkilerin fitoplazma etmeni ile bulagik oldugu belirlenmistir.
Etmenlerin hangi grup ve alt gruba ait olduklarinin belirlenmesi i¢in PCR iiriinlerinin
dizileme ¢alismalari yapilmis ve elde edilen sekans dizileri iPhyClassifier programi

kullanilarak yonca bitkisinin %98.7, tarla sarmasiginin %98.7 ve kiiskiitiin %97.5
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oraninda ‘Candidatus Phytoplasma australasia’ (16SrlI-D) ile iligkili olduklari
belirlenmistir. Elde edilen sekans dizileri NCBI yiiklenerek yonca: MW048988, tarla
sarmasigl: 0Q154849 ve kiiskiit: OQ160331 erisim numaralar1 ile kayit altina

alinmustir.

Diziler iPhyClassifier programi sayesinde in silico jel goriintiileri elde
edilmistir (Sekil 4.14.). Fitoplazma ile bulasik oldugu belirlenen yonca bitkilerinin,
tarla sarmasiklarinin ve kiiskiitlerin dizileme islemleri sonucunda elde edilen tiim

sekans dizilerinin birbirleri ile homojenlik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.14. Ceylanpmar ilgesi yonca tarlasimda bulunan yonca-tarla sarmagigi-kiiskiit bitkilerinin
fitoplazma ile bulasik oldu belirlenmis ve iPhyClassifier programi kullanilarak elde edilen
sekans dizileri iizerinden in silico jel goriintiileri elde edilmistir. a) kiiskiit; b) tarla
sarmasigt; ¢) yonca ve d) Ca. P. australasia (siniflandirmada kullanilan kayitli izolat)

Ardindan MEGAX programi kullanilarak 49 fitoplazma gruplari/alt gruplari
ile akrabalik iliskileri karsilastirilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.15.).
Filogenetik agaci olustururken neighbor-joining yontemi (bootstrap 1000) ve

maximum likelihood istatistik yontemi kullanilmustir.
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5 Ca. P. cynodontis’ AJ550984 (16SrXIV-A)
Ca. P. pruni’ JQ044392 (16Selll-A)
Ca. P. phoenicium’ AF515636 (16SrX-B)
™ Ca B SEREE06LLIBER0UNA
Ca. P. brasilense’ AF 147708 (16SrXV-A)
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7, M. sativa

Ca. P. australasia’ Y10097 (16Sri1-D)
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Ca. P. pyri' AJ542543 (1681X-C)
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= 10 Gy, P. aster M30790 (1651-8) 57 M. sativa (MW048988)
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Sekil 4.15. Yonca, tarla sarmasigt ve kiiskiit bitkilerinde mevcut bulunan fitoplazma etmeninin hem
aralarinda hemde 49 gruplar/alt gruplar ile karsilastirilarak olusturulan filogenetik agac

4.8. Fitoplazma ile Bulasik Yonca Bitkilerinde Meydana Gelen Biyokimyasal
Degisiklikler

4.8.1. Klorofil iceriginin belirlenmesi

Klorofil dl¢limleri sonucunda ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile infekteli ve
saglikli yonca bitkilerinin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil icerigi Sekil 4.16°de
gosterilmistir. Infekteli yonca bitkisinin klorofil igeriginin saglikli yonca bitkileriyle
kiyasla 6nemli Ol¢iide diisiik oldugu belirlenmistir. Bu degisikligin arkasindaki ana
mekanizmalardan biri muhtemelen patojenin klorofil yoluna (fotosistem I, fotosistem
1, Mg2+ ve Fe?*’nin tikanmasi) miidahalesi olarak agiklanabilir (Xue ve ark., 2018;

Buoso ve ark., 2019; Raiesi ve Golmohammadi, 2020).

50



4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA Hiimeyra AYVACI

Toplam klorofil Klorofil a
1 a 0.35 a
5_,” 02 o 03
N 0.8 Y
:E_D 0.7 B 0.25
2o $ 0
— U m Kontrol E M Kotrol
5 04 b _ - = 0.15 b
S 03 minfekteli bitki = 01 m infekteli bitki
g 0.2 g
S 01 £ 005
e 0 _ _ 0
Kontrol lnfbeitkl-:ie“ Kotrol infekteli
bitki
Klorofil b
0.6 a
& 0.5
gy
2 04
=
E 03 m Kontrol
£
z 02 b m infekteli bitki
o
S 01 '
MW
0
Kontrol  infekteli
bitki

Sekil 4.16. Saglikli ve infekteli bitkilerin klorofil (toplam, a ve b) icerikleri

4.8.2. Protein iceriginin belirlenmesi

Patojenlerin  bitkilerin  fotosentetik  aktivite lizerinde  olusturdugu
degisikliklerden biri de protein igeriginde meydana getirdigi azalmalardir (Bertamini
ve ark., 2004). Calismada ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile infekteli bitkilerin protein
igeriginin saglikli bitkilerinden diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.17.). Boylece
patojenlerin bitkilerin fotosentetik aktivite ve fotosentez iizerinde olumsuz etkilere
neden oldugu ve bunun sonucunda protein sentezinin olumsuz etkilendigi oldukca
aciktir (Boex-Fontvieille ve ark., 2013). Protein sentezi enerji gradyanina bagl
oldugundan (Protein ve alt birimlerinin sentezi i¢in) klorofil miktarinin (toplam, a ve
b) olduk¢a azaldigr gériinmiis ve bunun protein igerigine yansidigi belirlenmistir.
Ornegin; Bertamini ve ark. (2003) fitoplazma enfeksiyonunun fotosistem II iizerinde
Oonemli bir enfeksiyona neden oldugunu bildirmistir. Fotosistem II’deki bu azalma,
biiyiik olasilikla klorofil ve light-harvesting klorofil-protein 11 komplekslerinin

igerigindeki azalmadan kaynaklandig1 bildirilmistir (Arce-Leal ve ark., 2020).
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Sekil 4.17. Saglikli ve infekteli bitkilerde protein igerigi

Ayrica farkli streslerle karsilasan bitkilerin protein ekspresiyon seviyelerindeki

azalmalar, savunma mekanizmasinin olusturdugu bir yanit oldugu bildirilmistir

(Janmohammadi ve ark., 2015). Yonca bitkisi hayvan yemi olarak tiiketildiginden,

protein seviyelerindeki azalmalar cok dnemlidir. Bu nedenle; fitoplazmalarin protein

sentezini azalttigt ve bunun sonucunda yonca tarlalarinda fitoplazma etmeninin

yaygmliginin {lirlin verimliligini azaltabilecegini belirtmek 6nemlidir.

4.8.3. Fenol iceriginin belirlenmesi

Fenolik igerikler, bitki savunma sistemlerinde bazi1 yapisal polmerlere yol

acarlar. Ayrica savunma genlerini tetiklemek icin sinyal molekiileri olarakta dnemli

rol oynarlar (Jayaraj ve ark., 2010; Singh ve ark., 2014; Tuladhar ve ark., 2021).

Calismada ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile infekteli bitkilerin fenol i¢eriginin saglikli

bitkilerinden yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18.).

52



4. ARASTIRMA BULGULAR ve TARTISMA Hiimeyra AYVACI

Fenol
35 b
w3
N
= 2.5
Sb
w2
3 Kontrol
Y5 mkKan
:t' 1 a W infekteli bitki
2
2 05 .
0
Kontrol infekteli
bitki

Sekil 4.18. Saglikli ve infekteli bitkilerde fenol igerigi

‘Ca. Phytoplasma australasia’ etmeninin stres metabolitleri iizerinde meydana
getirdigi artislar bitkinin metabolizmasi i¢in 6nemli bir tehdittir. Stresle iliskili bu
metabolitler; ozmotik potansiyelin diizenlenmesine ve savunma sistemi igerisinde
antimikrobiyal kapasiteni artirarak savunma stratejilerin olusturulmasinda rol
oynarlar. Ornegin; yiiksek miktardaki fenol ve fenolik birlesikler, mikrobiyal
kapasitesini artirarak bitki direncini artirir ve saldirtya gegen patojenin yayilmasinin
miktarini ve hizimi azaltir (Kubalt, 2016; Rasouli ve ark., 2016). Benzer bir ¢alisma
halofit bitkiler tizerinde yapilmistir. Bu bitkilerin yiiksek antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerinin fenolik savunma ile iliskili molekiilerin biyosentezini
farkl alanlarinda kullanilabilen biyoaktif molekiilere doniistiirdigiinii belirlemislerdir

(Lopes ve ark., 2021).

4.8.4. Prolin iceriginin belirlenmesi

Stres kosullar1 altinda suda ¢6ziinen bir amino asit olan prolin birikimi, bitkinin
dayanikliigmin  gostergesidir  (Naliwayski ve Sklodowska, 2021). Yiiksek
konsatrasyonlarda hiicre yapisina zarar vermesede hiicrenin ozmotik potansiyelini
diistiriir (Naliwayski ve Sklodowska, 2021). Bu 6zelligi sayesinde bitkilerin savunma
sistemleri i¢in bir bilgi kaynagidir. Calismada ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile
infekteli bitkilerin prolin igeriginin saglikli bitkilerinden olduk¢a yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Saglikli ve infekteli bitkilerde prolin icerigi

4.8.5. Lipit peroksidaz aktivitesinin (MDA) belirlenmesi

MDA birikimi, bitkinin stres altinda olup olmadiginin belirlenmesi i¢in iyi bir
isarettir. MDA miktari, stresin siddetini ve bitkilerin strese karigi direncini gosterir
(Yasmin ve ark., 2021). He ve ark. (2018) membran hasari, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) hasari, protein denatiirasyonu ve protein oksidasyonunun yani sira ozmotik
stresin abiyotik stresi takiben MDA’in artmasiyla uyumlu oldugunu bildirmistir.
Calismada ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile infekteli bitkilerin MDA igeriginin
saglikli bitkilerinden oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Saglikl ve infekteli bitkilerde MDA igerigi
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Fitoplazma etmeni vaskiiler sistem igerisinde yer almaktadir. Bu bilgiler
1s1ginda vaskiiler sistem igerisinde sikica kurulmus fitoplazmalarin, stres altindaki
bitkilerde hiicre i¢i ve dis1 ozmotik uyumsuzluklara neden olarak iyonik dengesizlikler
yaratabilir (Ghoulam ve ark., 2002; Bernardo ve ark., 2019). Bu dengesizlik, lipitlerin
ve proteinlerin sentezi i¢in ilgili enzim seviyesini degistirebilir (Hong ve ark., 2016;
Rawat ve ark, 2020). Sonug olarak gegirgenlik ve protein oksidasyonu artar (Niu ve
Xiang, 2018).

4.8.6. CAT (E.C.1.11.1.6, CAT) aktivitesinin belirlenmesi

CAT enzimi, hiicrelerde H20. azaltan veya parcalayan antioksidan
enzimlerden biridir (Ahmad ve ark., 2021). Calismada ‘Ca. Phytoplasma australasia’
ile infekteli bitkilerin CAT igeriginin saglikli bitkilerinden oldukga yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.21.). CAT aktivitesindeki artis, bitkide patojenin neden oldugu
strese kars1 direnci arttirdigi, boylece bitkinin diisiik H202 konsantrasyonlarini
korumay1 sagladigini belirtilmistir (Magbanua ve ark., 2007; Kim ve ark., 2020; Pan
ve ark., 2020).
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Sekil 4.21. Saglikli ve infekteli bitkilerde CAT igerigi
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4.8.7. POX (E.C.1.11.1.7, POX) aktivitesinin belirlenmesi

POX enzimi, ¢esitli savunma mekanizmalarina katilarak patojenlere karsi hizl
savunma saglayan en 6nemli antioksidan enzimlerden biridir (Salari ve ark., 2012;
Siddique ve ark., 2014). Calismada ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile infekteli
bitkilerin POX igeriginin saglikli bitkilerinden oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.22.). Peroksidaz aktivitesi, bitki hiicre duvarinin lignifikasyonunu ve ¢apraz
baglanmasinmi artirarak patojenin yayilmasini sinirlayan ROS iiretiminde rol oynar
(Patel ve ark., 2011). Ayrica, peroksidaz aktivitesinin suberizasyon veya yara

iyilesmesinde 6nemli rolii vardir (Yang ve ark., 2020).

POX
7]
b
=35
5
o
= 4
&b
£
) a W Kontrol
22 m infekteli bitki
5
o 1
0
Kontrol infekteli
bitki

Sekil 4.22. Saglikli ve infekteli bitkilerde POX igerigi

4.8.8. Jasmonik asit (JA)

Jasmonik asit (JA) ve tiirevleri (JAs) biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki
savunmasi igin diizenleyiciler olarak kabul edilir (Pieterce ve ark., 2012; Raza ve ark.,
2021; Sharma ve Gayen, 2021). Yaralanma, vektor ve patojen saldirilarina karsi
savunma yanitlarinin tetiklenmesi i¢in 6nemli bir sinyal molekiiliidiir (Rosahl ve
Feussner, 2004; Costarelli ve ark., 2020). Bu 6zellikleri nedeniyle bitki biinyesinde
mevcut olan JA miktar1 bizlere bitkinin patojenlere karsi olusturdugu savunma

mekanizmas1 hakkinda 6nemli bilgiler saglar. ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile
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infekteli bitkilerin JA miktarinin saglikli bitkilerinden oldukga yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.23.), P<0.05.
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Sekil 4.23. Saglikli ve infekteli bitkilerde JA icerigi

4.8.9. Salisilik asit (SA)

Bir diger bitki savunma diizenleyicisi ise salisilik asit (SA) hormonudur
(Pieterce ve ark., 2012; Raza ve ark., 2021; Sharma ve Gayen, 2021). Salisilik asit
(SA) fotosentez, terleme, iyon alinimi ve taginmasinda 6nemli rol oynayan fenolik bir
fitohormondur (Matilla-Vazquez ve Matilla 2014; de Freitas ve ark., 2019). Ayrica
yaprak anatomisini ve kloroplast yapisini diizenler (Warrier ve ark., 2013; Poor ve
ark., 2019). Calismamizda ‘Ca. Phytoplasma australasia’ ile infekteli bitkilerin SA
miktarinin saglikli bitkilerinden yiiksek oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.24.), P<0.05.
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Sekil 4.24. Saglikli ve infekteli bitkilerde SA icerigi

4.9, Tstatiksel Analiz Sonuclar:

Fitoplazma ile infekteli ve saglikli bitkilerin biyokimyasal analizlerinden sonra
hastalik yolunun mekanizmalarin1 daha iyi anlayabilmek korelasyon analizleri
gerceklestirilmistir. Korelasyon sayede olasilik kurami ve istatistiksel iki parametre
arasindaki dogrusal iligkinin yoniinii ve giiclinii belirledik. Parametreler arasinda
iligkilerin rahat bir sekilde anlasilabilmesi i¢in +/- isaretlerle sambolize edilmistir
(Windows verisyon 20.1 yazilimi (Minitab Inc., State College, PA, USA)
kullanilmustir) (Sekil 4.25.). Hastalik sonrasinda sentezlenen prolin, MDA, JA, SA,
POX, CAT, fenol gibi stres metabolikleri kendi aralarinda pozitif iligki gosterirken,
toplam klorofil ve protein ile negatif iliski gostermistir. Bitkiler hiicre yapisini birlik
tutmak ve vejetatif-generatif asamalar1 gerceklestirebilmeleri i¢i simptomlar1 dikkate
deger bir seviyeye indirmek igin proteinleri kullandigi tespit edilebilir (Staswick,
1994). Stresle iliskili tim metabolitlerin ortak bir yol izledigi agiktir. Bu nedenle
fotosentetik etkinligi ve protein seviyelerini iyilestirmek, yeni direngli yonca hatlar
iretilmesinde bize yardimci olacaktir. Ayrica, biyotik stres faktorlerinden onemli
oOl¢iide farkli olarak diger stres yollarmi kullanan abiyotik stres faktorlerinin, biyotik
ajanlarm  bulastigi  bitkilerde c¢ogalmayr kisitlayacagini  ve smirlayacagini
unutmamaliyiz (Dikilitas ve ark., 2020). Bu nedenler dogrultusunda ¢oklu direng ve
diger metabolik yollar i¢in genlerin taranmasi ileriki ¢alismalar i¢in biiyiik 6nem arz

etmektedir.
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Toplam klorofil Prolin Protein MDA CAT POX JA SA
Prolin -
Protein + -
MDA - + -
CAT - + - +
POX - + - + +
JA - + - + + +
SA - + - + + + +
Fenol - + - + + + + +

Sekil 4.25. Enfekte olmus bitkide 6lgiilen biyokimyasal parametreler (toplam klorofil, prolin, protein,
MDA, CAT, Pox, JA, SA ve fenol) arasindaki kolerasyon iligkisi (P < 0.05'e dayali LSD
testi)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Diinyanin diger birgok iilkesine gore iilkemizde yem bitkileri yetistiriciligi az
sayida alanda yapilmaktir. Ancak hayvansal iiretim pazarina bakildiginda yem bitkisi
yetistiriciliginin iilkemiz i¢in 6nemli oldugu ve yetistiricilik alanlarinin artirllmasinin
Onem arz ettigi bir gecektir. Gliniimiizde var olan alanlara bakildiginda ise yonca
yetistiriciliginin yapildigi alanlarin ciddi bir kisminin Sanliurfa ilinde yer aldigi
bilinmektedir. Yetistiriciligin bu denli az olmasinin yan sira iiretimi etkileyen birgok
biyotik ve abiyotik stres faktdrleri mevcuttur. Ozellikle de son yillarda bircok bitkide
hastaliga neden olan ve siddetinin her yil bir 6nceki yila goére artiran fitoplazma
etmenleri de yonca yetistiriciligi yapilan tarlalarda goriilmeye baslanmistir. Sanliurfa
ilinin Ceylanpinar, Siverek ve Surug ilgelerinde yer alan yonca tarlalarinda goriilen
sararma, kizariklik, kiiclik yaprak olusumu, bodurluk ve cadi siipiirgesi simptomlari
gbzlemlenmis ve yapilan molekiiler calismalar sonucunda toplanan tiim yonca

orneklerinin ‘Ca. phytoplasma australasia’ ile infekteli olduklar belirlenmis.

‘Ca. phytoplasma australasia’ ile infekteli yonca bitkileri tarla kosullarinda
incelendiginde siddetli simpomlarin gosterdigi ve yaptigimiz biyokimyasal analizler
sonucunda bitki metabolizmalarmi ciddi boyutlarda bozulduklar1 saptanmistir.
Bildigimiz kadartyla bu ¢alisma ‘Ca. phytoplasma australasia’ ile infekte olmus yonca
bitkilerindeki ilk  biyokimyasal aragtirmadir. Biyokimyasal parametreleri
degerlendirdigimizde MDA, prolin ve fenol gibi stres metabolitlerinde artis
gozlemlenirken etmenin klorofil ve protein igerigini diislirdiigii belirlenmigstir. ‘Ca.
phytoplasma australasia’nin fotosentez aktivitesini ve protein sentezini diisiirerek
bitkinin enerji metabolizmasina miidahale ettigi agiktir. Aynm1 zamanda etmen ile
miicadele edebilmeleri igin bitki biinyesinde metabolitler iiretmislerdir. Uretmis
olduklar1 bu metabolitler sayesinde fitoplazma etmeninin bitki i¢in olusturdugu

olumsuz etkileri en aza indirgenmesi saglanmaktadir.

Antioksidan enzimlerinin artan aktiviteleri sayesinde bitki savunma sisteminin

vejetatif donem boyunca aktif oldugu bilinmektedir. Ornekleme simptomlarin
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goriildiigii an itibariyla yapilir ve etmenin varligi bu sekilde belirlenir. Ancak savunma
mekanizmasinin aktif olmasi nedeniyle etmenin bitki igerisinde olusturdugu
belirtilerden 6nce varliginin kurulmus oldugu bir gercektir. Bu nedenler dogrultusunda

savunma mekanizmasinin liretim sezonu boyunca aktif olmasini 6neriyoruz.

Ayrica savunma genlerinin aktivasyonunda 6nemli rol oynayan JA ve SA
iceriklerini incelenmis. ‘Ca. phytoplasma australasia’ ile infekteli bitkilerde JA
iceriginin saglikli bitkilerden 6nemli 6lgiide yiiksek oldugu ortaya konmustur. Ancak
‘Ca. phytoplasma australasia’ ile infekteli bitkide SA igeriginin saglikli bitkilerden

yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak 6nemli bulunmamaistir.

Diger yandan yonca tarlalar1 igerisinde/kenarinda bulunan yabanci otlardan
toplanan ornekler fitoplazma acgisindan testlenmistir. Yaptigimiz bir dizi molekiiler
calisma sonucunda Sonchus asper (Dikenli esek marulu), Convolvulus arvensis (Tarla
sarmasig1), Cuscuta spp. (Kiiskiit), Orobanche (Canavar otu) ve Lolium perenne
(Ingiliz ¢imi) fitoplazma ile bulasik olduklar1 ortaya konmustur. Tiim pozitif yabanci
otlarin yine ‘Ca. phytoplasma australasia’ ile iligkili oldugu saptanmistir. Boylece
yonca tarlalar igerisinde yer alan bu yabanci ot tiirlerinin etmenin ara konukcusu
olabilecegi ve yabanci ot miicadelesinin bu anlamda etkili bir sekilde planlanmasi

gerekmektedir.

Fitoplazma enfeksiyonu sonrasinda yonca bitkilerinde oldukca yiiksek
savunma tepkileri goriilmiistiir. Bununla birlikte iklim degisiklikleri ve gevre kirliligi
nedeniyle yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk, su stresi ve donma gibi abiyotik stres
faktorleri ile viriis, bakteri veya fungus gibi biyotik ajanlar da fitoplazma ile etkilesime
girebilir ve ciddi streslere neden olabilir. Bu sebepler dogrultusunda, abiyotik/biyotik
stres ajanlarina kars1 direngli bitki tiretimi ¢cok onemlidir. Boylece yeni fitoplazmik
wrklar i¢in yonca tarlalarinin gozlemlenmesi gerekmektedir. Ayrica direngli bitki
tiretiminde bir diger 6nemli unsur ise var olan fitoplazmalar iizerinde herhangi bir

modifikasyonun olup olmadiginin belirlenmesi de 6nemlidir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER Hiimeyra AYVACI

Bir diger 6nemli unsur ise tagima sekillerinin belirlenmesidir. Fitoplazmalarin
tasinmasinda vektorle ve tohumla tasima ¢ok énemlidir. Bu konularda daha kapsamli
caligmalarin yapilmasi ve miicadele sekillerini destekleyici verilerin olusturulmasi

Onemlidir.

Gelecek yillarda yonca bitkilerinin ‘Ca. phytoplasma australasia’ya karsi
direncini ve olas1 etkilesimlerini izlemek i¢in diren¢ genini/genlerini belirlemek
gerekmektedir. Bu sayede 1slah ¢alismalarinin yapilmasi ve bu patojene kars1 dayanikli
bitkilerin elde edilmesi saglanmalidir. Ayrica gelecek yillar igerisinde meydana

gelebilecek modifikasyonlarinda takibi 6nemlidir.

Fitoplazmalar ile kimyasal bir miicadelesinin olmamasi nedeniyle kiiltiirel
miicadele yOntemlerinin iyi planlamasi ve uygulanmasi gerekmektedir.
Fitoplazmalarin yonca tohumlar1 ile tasindigi daha onceki calismalarda rapor
edilmistir (Khan ve ark. 2002). Bu nedenle hastaliktan ari olan tohumlarin kullanilmasi
cok onemlidir. Ayrica vektorle ve yabanci otlarla miicadelenin de iyi bir sekilde

yapilamasi gerekmektedir.
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