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Diyarbakir ili domates {iretim alanlarindaki fitoplazma hastaliklarinin
belirlenmesi amaciyla 2018 yilinda siirvey calismalar1 yiriitilmiis ve fitoplazma
belirtisi gésteren ve gostermeyen toplam 278 adet yaprak ornegi rastgele toplanmastir.
Toplanan orneklerde fitoplazma varhigi, R16mF2/R16mR1 ve R16F2n/R16R2
tiniversal primerlerin kullanildigi Nested gPCR yontemi kullanilarak arastirilmisgtir.
Nested qPCR yontemi ile testlenen 6rneklerin 7 (%2.5)’sinin fitoplazma etmeni ile
enfekteli oldugu tespit edilmistir. Fitoplazma oOrneklerine ait 1.250 bp’lik
amplifikasyon firiinii 16S rDNA dizilerinin BLAST ve sanal RFLP analizleri
sonucunda 7 domates 6rneginin 1’1 ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (16Sr group XIl,
subgroup A) ile 6’sinin ise ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’ (16Sr group V1, subgroup
A) ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Fitoplazma izolatlarinin 16Sr DNA dizilerine
yapilan c¢oklu dizi karsilastirmasinda Diyarbakir izolatlarinin diinyadaki diger
fitoplazma izolatlar: ile %99-100 arasinda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Yiriitiilen bu ¢alisma ile ‘Ca. P. solani’ ile ‘Ca. P. trifolii’ Diyarbakir ili domates

tiretim alanlarinda ilk defa rapor edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Diyarbakir, Domates, Fitoplazma, Nested gPCR,

Molekiiler Karakterizasyon
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Survey studies were carried out in 2018 in order to determine phytoplasma
diseases in tomato production areas of Diyarbakir, and a total of 278 leaf samples with
and without phytoplasma symptoms were collected randomly. The presence of
phytoplasma in the collected samples was investigated using the Nested gqPCR method
using universal primers R16mF2 / R16mR1 and R16F2n / R16R2. It was determined
that 7 (2.5%) of the samples tested with Nested gqPCR method were infected by
phytoplasma agent. As a result of BLAST and virtual RFLP analysis of 16S rDNA
sequences of 1,250 bp amplification product of phytoplasma samples, one of the seven
tomato samples was identifed as "Candidatus Phytoplasma solani" (16Sr group XIl,
subgroup A) and remaining 6 were "Candidatus Phytoplasma trifolii" (16Sr group VI,
subgroup A). In multiple sequence comparison of phytoplasmal 16S rDNA sequences,
it was found that Diyarbakir isolates were shared 99-100% similarity with other
phytoplasma isolates in the world. With this work carried out ‘Ca. P. solani’ and 'Ca.

P. trifolii’ was reported for the first time in the tomato production areas of Diyarbakir.

KEYWORDS: Diyarbakir, Tomato, Phytoplasma, Nested gPCR, Molecular

Characterization
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1. GIRIS

Diinyada yaygin olarak iiretimi yapilan domates (Solanum lycopersicum)’in
kiiltiir bitkisi olarak kullanimi Peru kiyilarinda baslamistir (Giinay, 1992). Benzer
iklim kosullarina sahip ekvatorun 30° kuzey enlemi ile 30° giiney enlemi arasinda
kalan bolgelerin bu kiiltiir bitkisinin yetistirilmesi i¢in en uygun iklim sartlarina sahip
oldugu belirlenmistir (Giinay, 2005). Avrupa’ya 16. ylizyilda getirilen domates (Diez
ve Nuez, 2008), iilkemize ise 18. yiizyilda getirilmistir (Bayraktar, 1973). Ulkemize
getirilen domates, yaygin olarak yetistirilen ve sevilerek tiiketilen bir sebze durumuna

gelmistir (Yazgan ve Fidan, 1996).

Domates meyvesi besin igerigi olarak; karotenoidler, lipitler, organik asitler,
proteinler, seliiloz, pektin, polisakkaritler ve %93-95 oraninda da su’dan olusmaktadir
(Minoia vd. 2010; Petro-Turza, 1986). Domates zengin bir mineral, organik asit,
vitamin ve besin lifi kaynagidir. Ayrica vitamin A, C ve potasyum minerali
bakimindan zengindir. Domatesin kalori ve yag orani diisiik olup, kolesterol igermez
(Kabelka vd. 2004). Domates likopen, beta karoten, flavanoidler i¢erdiginden dolayi
koruyucu bir bitki olarak gdriiliir. Ozellikle likopenin anti-oksidatif faaliyetleri ve anti-

kanser fonksiyonlarindan dolay1 son yillarda popiilerligi artmistir (Raiola vd. 2014).

Diinyada ve iilkemizde domates en 6nemli sebzeler arasinda yerini korumakta
ve taze kullanimimin yani sira gida endiistrisinde ket¢ap, domates suyu, sos, piire,
pestil, ¢corba, konserve gibi ¢esitli islenmis triinler olarak da tiiketilebilmektedir
(Razdan, 2006).

Diinya Tarim Orgiitii (FAO) niin verilerine gére, 2017 yili itibari ile diinyada
4 848 384 dekar alanda 182 301 395 ton domates iiretimi yapilmaktadir (Sekil 1.1).

4.848.384

Toplam Uretim Toplam Uretim
Miktari (ton) Alani (da)

Sekil 1.1. 2017 yil1 diinya toplam domates tiretim miktar1 ve alan1 (Anonim, 2020a)



FAO verilerine gore diinyada domates liretiminin en fazla yapildig: iilke 60
milyon ton ile Cin olurken, Hindistan 21 milyon ton iretim ile ikinci, tilkemiz 13

milyon ton domates tiretimiyle tiglincii sirada yer almaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Ulkelere gére 2017 yili domates {iretim miktarlar1 (Anonim, 2020b)

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)nun 2019 yili verilerine gore Tiirkiye’de
sofralik domates tiretiminin en fazla yapildigi bolge 4 171 193 ton ile Akdeniz bolgesi
iken, salgalik domates tiretimi 1 758 958 ton ile en fazla Marmara bolgesinde
yapilmistir. Giineydogu Anadolu bolgesi 495 656 ton toplam domates iiretimiyle en az
tiretiminin yapildigi bolge konumundadir (Sekil 1.3).

4.500.000
4.000.000
3.500.000
3.000.000
2.500.000
2.000.000
1.500.000
1 =3 =
e =
Akdeniz ge Marmara Karadeni Dogu Guney
Anadolu Anadolu dogu
Anadolu
OSalgalik (ton) 50343 1.675.874 1.758.958 279241 55211 28.609 157.699

O Sofralik (ton)  4.171.193  1.383.055  1.017.855 796.636 662.134 467225 337.957

Sekil 1.3. 2019 yili itibari ile bolgelere gore salgalik ve sofralik domates iiretim
miktarlar1 (Anonim, 2020c¢)



TUIK verilerine gére Giineydogu Anadolu Bélgesinde 312 bin ton toplam
domates iiretimi ile en fazla domatesin iiretildigi il Sanliurfa iken, 75 bin ton sofralik
ve 15 bin ton salgalik olmak iizere toplam 90 bin ton tiretim ile ikinci sirada Diyarbakir

ili yer almaktadir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Glineydogu Anadolu Bolgesindeki illerde salgalik ve sofralik domates
tiretim miktarlar1 (Anonim, 2020d)

Birgok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi domates iiretiminin yapildig: alanlarda
hastaliklar ¢ok ciddi kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplarin bir kismina da

fitoplazma hastaliklar1 neden olmaktadir.

Fitoplazmalar basta virlis veya virlis benzeri hastalik etmeni olarak
degerlendirilmis (Spaldon, 1958) ama daha sonra mikoplazmalara benzemesi nedeni
ile mikoplazma benzeri organizma (MLO: Mycoplasma-like organism) olarak
adlandirilmiglardir (Doi vd. 1967). Mollicute Taksonomisi Alt Komitesi tarafindan
bitki patojeni mollicute’leri ifade etmek igin bu patojenlerin “phytoplasma
(fitoplazma)” olarak adlandirilmasi kabul edilmistir (Carpar ve Sertkaya, 2015). Daha
sonra molekiiler teknikler ile tanimlamasi yapilan tiirler “Candidatus phytoplasma sp.”

olarak isimlendirilmistir (Carpar ve Sertkaya, 2015).

Fitoplazmalar yaklasik 500 nm ¢apinda, tek bir hiicre membrani ile ¢evrili olup,
belirgin bir sekli mevcut degildir. Cicadellidae, Fulgoridae, ve Psyllidae familyasina

ait bocek tiirleri ile taginan ve bitki floeminde sinirli bakteriyel patojenlerdir (Lee vd.



2000; Bertaccini, 2007; Weintraub vd. 2006). Siirekli olarak bitki ve bdcekler
arasindaki gecisleri sayesinde canliliklarini ve yayiliglarimi siirdiirebilmektedirler
(Hogenhout vd. 2008).

Fitoplazma varlig: bitkide ciddi simptomlarin gelismesine neden olur. Enfekteli
bitkide ortaya ¢ikan simptomlar; yapraklarda kloroz, nekroz, kizarma, sararma, yaprak
boyutunda kiiglilme, asagi dogru kivrilma veya yukari1 dogru kayik seklinde belirtiler
olusturabilir (Bertaccini vd. 2009; Sugio vd. 2011). Ciceklerdeki simptomlar ciddi
malformasyonlara, mevsim disinda ¢igeklenmeye, bor eksikligi ile karistirilabilen
cicek nekrozuna neden olabilir (Lee vd. 2000). Meyvede ise kantitatif ve Kkalitatif
kayiplara, meyve agirliginda %30-60 oraninda azaltma, meyvelerde kiigiilme, taslasma
ve meyve olgunlasmasinda gecikmelere neden olabilir. Cogu durumda fitoplazma
enfeksiyonlar bitkilerin normal biiylimesini de etkileyebilir. Bu anormal gelismeler
bitkide ciicelik, ¢alilasma ve cadisiipiirgesi yapisina neden olabilir (Seemiiller vd.

2011).

Domates iiretim alanlarinda goriilen fitoplazma hastaliklardan bazilari; ‘Ca. P.
australasia’, ‘Ca. P. solani’, ‘Ca. P. aurantifolia’ ve ‘Ca. P. trifolii’ (Singh vd. 2012;
Usta vd. 2018; Dong vd. 2013) olup, ekonomik olarak bitkilerde ciddi hastaliklara ve

iirlin kayiplarina neden olmaktadirlar.

Bu ¢alisma ile Diyarbakir ili ve ilgelerinde domates liretiminin yogun olarak
yapildig1 alanlardaki fitoplazma hastalik etmenlerinin Nested qPCR yontemi ile
arastirilmas1 ve yayginlik durumlarinin belirlenmesi amaclanmistir. Tespit edilen

fitoplazma izolatlarinin filogenetik analizleri gergeklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Ekonomik olarak bitkilerde ciddi hastaliklara ve iiriin kayiplarina neden olan
fitoplazma hastaliklar1 ilgili lilkemizde ve diinyada bir¢ok calisma yapilmistir. Bu
caligmalar ile farkli konukcu desenlerinde bir¢ok fitoplazma hastalig1 tespit edilmistir.

Bu calismalardan bazilari ile ilgili bilgiler asagida sunulmustur.
2.1. Tiirkiye’de fitoplazmalar ile ilgili yapilmis bazi cahismalar

Ozdemir vd. 2007 yilinda yaymladiklar1 ¢alismalarinda, Marmara bolgesinde
2004 ile 2007 yillar1 arasinda, domates tarlalarindan ve tarla kenarlarindan toplanan
bitki ve zararli bocek 6rneklerindeki fitoplazma varliginin saptanmasi igin Nested PCR
yontemi kullanilmig. Bu testlemeler sonucu domates iiretim alanlarinda stolbur
hastalig1 tespit edilmis. Cuscuta campestris, Orobanche ramose, Datura stramonium,
Polygonum persicaria, Setaria spp., Chenopodium album, Amaranthus albus gibi
yabanci otlar domates alanlarinda alternatif konukcu olarak belirlenmis. Domates
tarlalarindan toplanan 22 bocek tiirii arasinda Tyhlocyba quercus'un domates stolbur

hastaliginin potansiyel vektorii oldugu bildirilmistir.

Canik, 2007 yilinda Isparta, Yalova ve Ankara illerindeki elma ve armut
bahgelerinden hastalik belirtileri gosteren 201 adedi elma, 133 adedi armut olmak
tizere toplam 334 adet 6rnek Apple Proliferation Fitoplazma (AP) ve Pear Decline
Fitoplazma (PD) enfeksiyonlar1 agisindan incelenmis. Elde edilmis tiim 6rnekler DAPI
boyama, Nested PCR ve RFLP' ye tabi tutulmus. Yapilan ¢alismalar sonucunda,
Isparta ve Ankara'dan toplanan drneklerden toplam 9 adet elma 6rneginde ‘Ca. P. mali’
tespit edilmistir. Yalova ve Ankara'dan toplanan toplam 11 adet armut 6rneginde ‘Ca.
P. pyri’ saptanmistir. Bu ¢aligsma ile elmada ‘Ca. P. mali’ enfeksiyonu Tiirkiye' de ilk

kez saptandig bildirilmistir.

Sertkaya vd. 2008 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, 2004 tarihinde Adana,
Mersin ve Nigde illerindeki elma bahgelerinde simptomlu ve simptomsuz 10 farkli
elma ¢esidinden 28 6rnek toplanmis ve Nested PCR yontemi ile testlenmis. 28 elma
orneginden 6'sinin ‘Ca. P. mali’ tespit edilmis. Bu ¢alisma ile ‘Ca. P. mali’nin
Tiirkiye'deki ilk kaydr oldugu bildirilmistir.

Eroglu vd. 2010 yilinda yaymladiklar1 ¢alismalarinda, 2003-2010 yillari
arasinda Erzurum ve Sanlurfa illerinde patates bitkisinde fitoplazma belirtisi gosteren

8 bitki drnegi toplanmis ve Nested PCR testi uygulanmais. Pozitif 6rnekler sanal RFLP
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analizine tabi tutulmus. Patates bitkilerinde stolbur fitoplazmasi tespit edildigi

belirtilmistir.

Ozdemir ve Saygili, 2012 yilinda Bursa ve Canakkale illerinin domates iiretimi
yapilan alanlarinda survey c¢alismalar1t yapmis. Stolbur hastaliinin goriildigi
donemde araziden simptom gosteren ve gostermeyen domates bitkilerinden tohumlar
alinmig. Caligmalar sonucunda, stolbur hastaliginin yogun olarak goriildiigii bolgeler

saptanmis ve domates stolbur hastaliginin tohumla tasinmadig belirtilmistir.

Catal vd. 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda toplam 20 Susam ( Sesamum
indicum L.) 6rnegine Nested PCR testi uygulanmis. Pozitif bulunan 4 6rnek pTZ57R
/' T Vektori icerisinde klonlanmis ve Beckman Coulter 8000 CEQ Genetik Analiz
Sistemi kullanilarak sekanslanmig. BLAST analizi sonucunda 6rnekler 16SrIX grubu
fitoplazma oldugu belirlenmis. Tiirkiye'de 16SrIX grubundan bir fitoplazmanin
susamda enfeksiyonunun ilk kaydi oldugunu bildirilmistir.

Caglayan vd. 2013 yilinda yaymnladiklar1 ¢alismalarinda, 2011 yilinda Usak
ilinde mevsim disi giceklenme gosteren kiraz agaglarindan 15 6rnek toplanmis ve
Nested PCR testi uygulanmis. Orneklerin 7’sinin pozitif oldugu belirlenmis. PCR
iriinleri RFLP analizi yapilmis. BLAST analiz sonucunda pozitif 6rneklerin ‘Ca. P.
asteris’ oldugu belirlenmis. ‘Ca. P. asteris’in Tiirkiye'de kiraz agaclarindaki ilk kaydi

oldugu bildirilmistir.

Ertunc vd. 2015 yilinda Tiirkiye'de bagciligin yogun olarak yapildigi alanlarda
309 bitki 6rnegi toplanmis ve fitoplazma varliginin saptanmasi ve tanimlanmasi igin
Nested PCR ve RFLP analizleri yapilmis. Testlemeler sonucunda fitoplazma
enfeksiyonu orani1 %18.33 olarak belirlenmis. Pozitif 6rneklerden 16SrXI1I-A, 16SrV,
16Srl-B ve 16SrIX grubuna ait fitoplazmalar tespit edildigi belirtilmis. Caligma
kapsaminda Diyarbakir ilinden alinan 10 bag 6rneginin 3’iinde 16SrXII-A grubu
fitoplazma tespit edildigi bildirilmistir.

Sar1, 2015 yilinda yayinladiklari galismalarinda, 2013 ile 2014 yillarinda Hatay
ilinde bulunan nar agaclarindan 154 bitkiden yaprak ve siirgiin ornekleri toplanmis.
Yapilan PCR analizlerinde testlenen nar bitkilerinin higbirisinde fitoplazma tespit
edilemedigi bildirilmistir.

Alp vd. 2016 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda, 2014 yilinda Van ili siis
bahgelerinde kadife ¢igegi bitkilerinde kizariklik belirtileri tespit edilmis. PCR ile test



edilen ornekler beklenen 1.2 kb DNA fragmentleri elde edilmis. Amplifiye edilmis
PCR fragmentleri bir plazmid vektoriine klonlanmis. Rekombinant plazmid DNA izole
edilmis ve ¢ift tarafli olarak dizilenmis. 16S rDNA dizilerinin BLAST analizi ve sanal
RFLP analizi sonucu ‘Ca. P. solani’ fitoplazmasimin varlig1 tespit edilmis. Kadife

cicegi ‘Ca. P. solani’nin konuk¢usu oldugunun ilk kaydi oldugu bildirilmistir.

Usta vd. 2017 yilinda Van ilinden toplanan 8 hiyar 6rnegine Nested PCR testi
uygulanmis. 16S rDNA fragmentleri ¢ogaltilmis ve test edilen sekiz 6rnegin dordiinde
1.25 kb uzunlugunda DNA fragmentleri elde edilmis. Beklenen band biiyiikliigiini
veren Orneklerden rastgele segilen iki ornek bir plasmid vektdrde klonlanmis.
Saflastirilan rekombinant plasmid DNA’s1 ¢ift yonlii olarak dizilenmis ve 16S rDNA
dizisinin BLAST ve sanal RFLP analizleri yapilmis. Hiyar numunelerinin birinde ‘Ca.
P. solani’ ve ‘Ca. P. trifolii’ saptanmis. Yazarlarin bilgisine gore, Tiirkiye’de hiyarlari
dogal olarak enfekte eden ‘Ca. P. solani’ ve ‘Ca. P. trifolii’ fitoplazma etmenleri ilk

defa bu caligsma ile rapor edildigi bildirilmistir.

Usta vd. 2018 yilinda Van ilindeki domates tarlalarindan alinan 6rnekler
Nested PCR yontemi ile testlenmis. Test edilen 100 domates 6rneginden 11'inde 1.25
kb'lik bir DNA band1 elde edilmis. Amplifiye edilmis PCR iiriinleri daha sonra pGEM
T-Easy vektoriine klonlanmis ve yeni nesil DNA sekanslama (NGS) sistemi
kullanilarak sekanslanmig. 16S rDNA dizilerinin molekiiler tespitleri sanal RFLP
analizi ile karakterize edilmis. Pozitif 6rneklerin ‘Ca. P. trifolii’ ve ‘Ca. P. solani’
oldugu belirlenmis. Bu ¢aligsma ile Tiirkiye'de domateste ‘Ca. P. trifolii” ilk kez rapor
edildigi bildirilmistir.

Korkmazoglu, 2018 yilinda Sanliurfa ilinde top akasya agaclarinda fitoplazma
hastaliklarin1  belirlemek amaciyla toplanan Orneklere Nested PCR yontemi
uygulanmis. Testler sonucunda bazi 6rneklerde beklenen diizeyde bant (1250 bp)
gbzlenmis. PCR iirtinleri lizerinden yapilan RFLP sonuglarina gore etmenin fitoplazma

oldugu belirlenmis fakat tiir teshisleri yapilmamaistir.

Kagcar, 2019 yilinda yayinladig: tez ¢alismasinda, Diyarbakir ili misir liretim
alanlarindaki fitoplazma hastaliklarin1 arastirmak amaciyla 2016 yilinda survey
caligmalar yiiriitiilmiis. Toplanan 225 misir 6rnegi Nested PCR yontemi ile testlenmis.

Diyarbakir ili misir alanlarinda fitoplazma hastaliina rastlanmadigini bildirmistir.

Alar, 2019 yilinda Diyarbakir iline bagli Cinar, Bismil ve Sur il¢elerindeki



biber iiretim alanlarindan alinan 6rnekler Nested PCR yontemiyle testlenmis. Nested
PCR sonucu firiinleri EcoRI restriksiyon enzimiyle RFLP yapilmis. Bu ¢alisma ile
Diyarbakir ilinde biber bitkilerinde fitoplazma enfeksiyonu ilk kez saptandigini

bildirmis fakat tiir teshisleri yapilmamaistir.
2.2. Diinya’da fitoplazmalar ile ilgili yapilmis bazi calismalar

Menon ve Pandalai, 1960 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmada, fitoplazmalarin
bitki floeminde yasayan hiicre duvarinda yoksun bakteriler oldugu belirtilmis, floem
sistemi ile embriyolar arasinda dogrudan bir baglantinin olmamasi nedeniyle

fitoplazmalarin tohumlara gegemedigini bildirmislerdir.

Doi vd. 1967 yilinda yayinladiklar1 caligmada, fitoplazmalar enfekteli bitkilerin
floem dokularinda bulunan c¢ok kii¢iik hiicrelerinin elektron mikroskobunda
gbzlemlenmeden Once virlis oldugu diisiiniildiigii belirtilmis. Elektron mikroskobu
gozlemlerine dayanarak, enfekteli bitkilerin dokularindaki hiicre duvarindan yoksun

yapilar mikoplazmalara benzetilerek 0yle adlandirildigini bildirmislerdir.

Okuda vd. 1972 yilinda yayimnladiklar1 ¢aligmada, 1603 yilinda Japonya’da
bulunan ilk fitoplazma hastaligin1 oldugu sonradan belirlenen ve kayitlara gegen Dut
bodurluk hastaligi (Mulberry dwarf disease) olarak gegen, kiiltiire alinamayan bir viriis

tarafindan olusturuldugu diisiiniildiigiinii bildirmislerdir.

Clark vd. 1989 yilinda yaymladiklari ¢alismada, fitoplazmalar bitkilerin farkl:
organlarinda tespit edildigini ve otsu konukgu bitkilerin ¢igcek yapilarinda genellikle

yiiksek konsantrasyonda oldugunu bildirmislerdir.

McCoy vd. 1989 wyilinda yaptiklart ¢alismada, fitoplazmalarin ¢igek
anormalliklerine ve meyve malformasyonlarina neden oldugu igin enfekte olmus

bitkilerden elde edilen tohumlarin ¢imlenmedigini belirtmislerdir.

Bertaccini vd. 1992 yilinda yayinladiklari ¢alismada, fitoplazmalarin; vektor
bocekler, asilama, budama, yumru kokler, rizomlar ve kiiskiitler ile taginabildigini

belirtmislerdir.

Davis ve Sinclair, 1998 yilinda yayinladiklari ¢alismada, fitoplazmalarin neden
olduguna inanilan birgok bitki hastaligi, fitoplazma gruplarinin molekiiler analizlerle
tanimlanmadan 6nce simptomolojik olarak tanimlandigini belirtmisler. Ayrica bazi

fitoplazmalarin botanik konukgu araliklarinin vektorler ve vektor besleme tercihleri ile



iletimde 6zgiilliikleri yansittigini da bildirmislerdir.

Lee vd. 1998a yilinda yaynladiklar1 c¢alismada, fitoplazmalar birkag
endoniikleaz  restriksiyon enzimi  kullanip RFLP  analizi  uygulanarak
siniflandirilabilmektedir. Tim fitoplazmalarin RFLP deseni korundugundan,
bilinmeyen fitoplazmalar tim referans fitoplazmalarin RFLP desenleriyle

karsilastirilarak teshisi yapilabilecegi belirtilmistir.

Lee vd. 1998b yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, 16S ribozomal RNA (rRNA)
sekanslarinin analizine dayanan kapsamli filogenetik caligsmalar, fitoplazmalarin

filogenetik olarak Mollicutes sinifi liyesi olarak olusturuldugunu belirtmislerdir.

Del Serrone vd. 2001 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, 1999-2000 yillar1 arasinda
Italya’da fitoplazma hastaliklariyla iliskili oldugu diisiiniilen domates bitkileri tespit
edilmis. PCR ve RFLP kullanilarak karakterize edilen orneklerde, bunlarin 16S rRNA
grup L, III, V ve XlII'ye ait fitoplazmalar oldugu belirlenmis. Tespit edilen grup 111 ve
grup V fitoplazmalari, domateste ilk kayit oldugu bildirilmistir.

Jiang vd. 2004 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, dut ciice fitoplazma
hastaliginin dut ¢ekirdeklerinde tespit edildigini, (Necas vd. 2008) yaptiklar1 calismada
ESFY ile enfekte olan kayist bitkisinin ¢ekirdeklerinde de bu hastalig1 barindirdig,
(Nipah vd. 2007) yaptiklar1 ¢caligmada ‘Ca. P. asteris’ ile enfekteli misir bitkisinin
tohumlarinda da bu etmenin tespit edildigi, (Olivier vd. 2006, 2010) yaptiklari
caligmalarda aster sarihigi (AY) etmeninin Brassica rapa tohumlarinda da tespit

ettiklerini bildirmislerdir.

Holguin-Pena vd. 2007 yilinda Meksikaya bagli Baja California'da yiiriitiilen
bu calismada fitoplazma belirtileri gosteren domates bitkilerine Nested PCR ve
sonrasinda RFLP uygulanmis. Pozitif domates drneklerinin %85'inin 16Srl-B alt grubu
olan ‘Ca. P. asteris’, %10'u 16SrXIII-A grubu bir fitoplazma oldugu belirlenmis. Baja
California'da fitoplazma varliginin ilk molekiiler kaydi oldugu bildirilmistir.

Vellios ve Lioliopoulou, 2007 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, 2005 ile 2006
yillar1 arasinda domates bitkisindeki fitoplazma hastaliklarin1 belirlemek amaciyla
Yunanistan'in farkli bolgelerindeki domates tarlalarinda survey gerceklestirilmis. PCR
analizi ile testlenen bitkiler daha sonra gruba 6zgii primerler kullanilarak testlenmis.
Bu testler sonucunda aster saris1 (16Srl) ve stolbur (16SrXI1I-A) fitoplazmalar tespit

edildigi bildirilmis.



Contaldo vd. 2012 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, Obligat bir parazit olan
fitoplazmalar, in-vitro kosullarinda kiiltiire alinamazken, yaptiklar1 ¢alismada

Fitoplazmalar1 axenic ortaminda kiiltiire alinabilindigini bildirmisler.

Singh vd. 2012 yilinda Hindistan'da bat1 Uttar Pradesh'in Meerut bolgesindeki
fitoplazma belirtisi gosteren 8 domates bitkisi Nested PCR yontemi ile testlenmis.
Sekans analizleri sonra BLAST analizi yapilan pozitif 6rnekler ‘Ca. P. aurantifolia’
oldugu belirlenmis. Hindistan'da domates bitkisini enfekte eden bu fitoplazmanin ilk

kayd1 oldugu bildirilmis.

Khalil vd. 2019 yilinda yayinladiklari ¢alismada, 2017 yilinda Suriye'nin
Humus eyaletinde fitoplazma belirtileri gosteren toplanan 12 domates bitkisi 6rnegi
Rusya Fitopatoloji Arastirma Enstitiisii'ne génderilmis. Nested PCR ve RFLP analizi
uygulanan 6rnekler ‘Ca. P. trifolii’ etmeni oldugu belirlenmis. Suriye'deki domatesleri

enfekte eden bu fitoplazmanin ilk kaydi oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Diyarbakir ili domates liretim alanlarindan alinan 278 bitki 6rnegi ¢calismanin
ana materyali olarak kullamilmistir. Arazi calismalar1 ve molekiiler ¢alismalarda
kullanilan termalcycler, mikropipet, mikropipet uglari, PCR tiipleri, primerler, SYBR
Green, polietilen torba, etiket, GPS cihazi, diger ¢esitli kimyasallar ve sarf malzemeler

caligmanin diger materyallerini olusturmustur.
3.2. Metot
3.2.1. Arazi calismalari

Diyarbakir ili ve ilgeleri arazi ¢aligmalarinin siirvey alanini olusturmustur
(Sekil 3.1). 2018 yilinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile giidiimlii 6rnek alma yontemine gore
ornekleme yapilmigs (Bora ve Karaca, 1970) ve tesadiifi olarak segilen domates
tarlalarindan en az bir adet olmak fizere, fitoplazma simptomu gosteren veya
gostermeyen bitkilerden 6rnekler alinmistir (Cizelge 3.1). Alinan domates 6rneklerinin
GPS koordinatlar1 kaydedilerek, etiket bilgileriyle beraber polietilen torbalara konup
laboratuvara getirilmis ve molekiiler ¢alismalarda kullanilmak iizere +4 °C muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.1. Diyarbakir ilinde siirvey c¢alismalart kirmizi renkle belirtilen ilgelerde
ylriitilmustiir
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Cizelge 3.1. Survey ¢alismalarinin yiiriitiildiigi Diyarbakir iline ait ilgeler ve toplanan
domates bitkisi 6rnegi sayilari

Tigeler Toplanan Ornek Sayis

Bismil 16
Cermik 21
Cinar 17
Ciingiis 13
Dicle 21
Egil 10
Ergani 91
Hazro 5
Hani 1
Kayapinar 11
Kulp 23
Lice 25
Sur 9
Yenisehir 15
Toplam 278

3.2.2. Molekiiler calismalar
3.2.2.1. DNA ekstraksiyonu

Toplanan domates 6rneklerinden fitoplazma varliginin arastirilmasi i¢in DNA
izolasyonu yapilmigtir. DNA izolasyon g¢alismalar1 Qiagen DNeasy Plant Mini Kit
(Kat. No: 69106) kullanilarak yiiriitiilmiistiir. DNA izolasyonu i¢in firmanin 6nerdigi
protokol uygulanmistir. Buna gore; toplanan domates yapraklari sivi azot yardimiyla
ezilerek 0.1 gram’1 1.5 mI’lik eppendorf tiiplere alinmistir. Eppendorf tiiplere alinan
orneklerin tizerine 400 pl AP1 buffer ve 4 ul RNase A ilave edilerek kuru blok 1siticida
65°C*de 10 dk siireyle inkiibe edimistir. Eppendorf tiiplere daha sonra 130 pul AP2
buffer ilave edilerek karistirllmis ve 5 dk buzda inkiibe edilmistir. Bitki dokularinin
cokelmesi igin 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis {istte kalan s1vi mikropipet yardimi
ile alinarak pembe kolon (QlAshredder spin colon)’a aktarilmis ve 14.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilmistir. Pembe kolon atilmis ve biriktirme tiipiinde kalan sivinin 1.5 kati
kadar AP3/E bufferdan ilave edilerek pipetaj yapilmustir. Biriktirme tiipiindeki yaklasik
650 ul olan siviy1 beyaz kolon (DNeasy Mini spin colon)’a transfer edip, 15 dk oda
sicakliginda beklettikten sonra 8.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Biriktirme tiipii,
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icindeki sivi ile beraber atilmis ve beyaz kolon yeni bir biriktirme tiipiine
yerlestirilmistir. Beyaz kolon’a 500 ul AW bufferdan ilave edildikten sonra 14.000
rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Biriktirme tiipiinde toplanan sivi uzaklastirilmis ve
tekrar 500 ul AW bufferdan ilave edilerek 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Yeni bir 1.5 mI’lik eppendorf tiipline beyaz kolon yerlestirilmis ve 100 pl AE bufferden
ilave edilerek 10-15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Eppendorf tiipiine
yerlestirilmis beyaz kolon 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Beyaz kolon atilmig
ve eppendorf tiipiin iginde toplanan 100 pul DNA soliisyonu -80°C’de muhafazaya

almmustur.

3.2.2.2. Yuvalanmis Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Nested
gPCR)

Domates 6rneklerinde fitoplazma varligini aragtirmak igin Lee vd. (1993)’nin
yaptiklar1 calisma modifiye edilerek Nested gPCR yontemi uygulanmustir. iki asamali
olarak gergeklestirilen bu yontemde birinci agsamada R16mF2/R16mR1 primerleri
kullanilarak drneklere Real-time PCR testi uygulanmistir. Ikinci asamada ise birinci
asamada elde edilen PCR firiinleri 1/50 oranda sulandirtlip R16F2n/R16R2 primerleri
kullanilarak Nested qPCR islemi gerceklestirilmistir. Fitoplazmalarin teshisinde

kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Nested gPCR testi i¢in kullanilan primer dizilerine ait bilgiler

Baz

Primer Primer Dizilimi y
Uzunlugu

R16mF2 5’-CATGCAAGTCGAACGGA-3’
1.Asama 1800 bp
R16mR1 5’-CTTAACCCCAATCATCGAC-3°

R16F2n 5-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’

2.Asama 1250 bp
R16R2 5’-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3

Fitoplazmalarin teshisi i¢in steril bir PCR tiipiine toplam 20 pl hacimde olacak
bicimde Cizelge 3.3’teki PCR bilesenleri konularak Nested gPCR islemi
gerceklestirilmigtir. Kullanilan sicaklik dongiilerine ait bilgiler Cizelge 3.4’de

verilmistir.
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Cizelge 3.3. Nested gPCR testi i¢in kullanilan bilesenlerin miktar

Kullanilan bilesenler 1.Asama 2.Asama

SYBR® Green Master Mix 10 pl 10 pl

Primer Forward (10 pmol) 0.4 pl 0.4 ul

Primer Reverse (10 pmol) 0.4 ul 0.4 ul

Su 7.2 ul 7.2 ul

DNA 2 ul 2 ul (M50 oraninda sulandirilmis)
Toplam 20 pl 20 pl

Cizelge 3.4. Nested gPCR testi i¢in kullanilan sicaklik dongiilerine ait bilgiler

Etmen Sicaklik Dongiileri DNCA(\) ng‘erJl:ﬁEgu
95°C 5 dk
95°C 40 sn
1.Asama Fitoplazma | 55°C 60 sn | 40 Dongii 1800 bp
72°C 90 sn
72°C 10 dk
4°C 0
95°C 5dk
95°C 40 sn
2.Asama Fitoplazma | 55°C 60 sn | 40 Dongii 1250 bp
72°C 90 sn
72°C 10 dk
4°C 00

Asimetrik bir siyanin boyasi olan SYBR Green ile yapilan Nested gPCR
analizinde, pozitif numuneler bir floresan boya reaksiyonu ile tespit edilir. C; (cycle
threshold), gercek zamanli PCR reaksiyonlarinda floresan sinyal miktariin,
gbzlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri (esik degerini) gegtigi dongii sayisi

(esik dongiisii) olarak tanimlanir (Anonim, 2020e).

e Ctdegeri 29 dongiiniin altinda ise, analiz edilen numunede bol miktarda hedef

niikleik asid oldugunu gosteren giiglii pozitif bir reaksiyon meydana gelmistir.

e Ctdegeri 30-37 dongii araliginda ise, analiz edilen numunede orta miktarlarda
hedef niikleik asidin oldugunu gosteren pozitif bir reaksiyon meydana

gelmistir.

e Ct degeri 38-40 dongii araliginda ise, bir enfeksiyon durumu veya c¢evresel
kontaminasyonu temsil edebilecek minimum miktarda hedef niikleik asidi

gosteren zayif bir reaksiyon meydana gelmistir.
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Fitoplazma etmenlerinin teshisi i¢in yapilan Nested gPCR testinde Ct degeri

38’den az olan ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.2.2.3. Nested gPCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezde kosulmasi

gPCR yonteminde jel elektroforez islemine ihtiya¢ olmamasina ragmen SYBR
Green boyasi ile yapilan qPCR yonteminde, istenmeyen PCR firiinlerinin ¢ogalmasiyla
da floresan boya a¢iga ¢ikabileceginden yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir
(Gtinel, 2007). Yanlis pozitif sonuglarin 6niine gegmek i¢in Nested gPCR sonucu elde
edilen DNA iriinleri %1°lik agaroz jel hazirlanarak elektroforez yapilmistir. Jelin
hazirlanmasi igin 1 gr agaroz (SeaKem® LE) ile 100 ml 1X TAE (Tris-Asetik asit-
EDTA) tampon ¢6zeltisi mikrodalga firinda ¢6ziilmesi saglanmustir. Jel tepsisine tarak
takilmis ve jel hava olusturmadan yavas¢a dokiilmiistiir. Jelin soguyup katilagmasi i¢in
yaklasik 30 dk beklenmistir. Soguyan jelden tarak dikkatlice g¢ikarilmis ve jel
elektroforez tankina alinmistir. Jel gukurlarina GeneDireX marka 100 bp DNA marker
(Kat. No. DM003-R500), fitoplazmaya ait pozitif 6rnek (Agdia), su kontrol ve PCR
tirtinleri ylikleme tamponu (Thermo marka 6X looding buffer) ile jele yiiklenmistir.

Gii¢ kaynagi 90Volt’a ayarlanip 70 dakika siire ile elektrik akim1 uygulanmistir.
3.2.2.4. DNA’mn goriintiilenmesi ve analizi

Elektroforez isleminden sonra jel, etidyum bromide igeren c¢ozeltide
boyanmistir. DNA’lar jel goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilenmis ve 1250 bp
uzunlugundaki fragmentler pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif kabul edilen
ornekler steril bistlirii yardimiyla kesilerek 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine alinmis ve

dizilemelerinin yapilmasi i¢in firmaya gonderilmistir.

3.2.2.5. Tespit edilen fitoplazma izolatlarinin benzerlik katsayilari ve sanal RFLP

analizi

Molekiiler ¢alismalar sonucu elde edilen fitoplazmalara ait 16SrDNA’larin ¢ift
yonlii dizilenmesi i¢in BM labosis firmasia gonderilmistir. 16S rDNA dizileri sanal
bir jel ¢izim yazilimi olan pPDRAW32 (AcaClone) kullanilarak Kesilen Parca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) analizine tabi tutulmus ve bilgisayar simiilasyon modeli elde
edilmistir. Yaklasik 1250 bp uzunlugundaki her bir 16S rDNA dizisi on yedi farkli
kesim enzimi (Alul, BamHI, Bfal, BstUl (Thal), Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl,
Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl ve Taql) ile kesilerek elde edilen

DNA fragmentleri program yardimi ile % 1.0’lik sanal agaroz jelde kosulmus ve hakiki
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jel goriintiisii olusturulmustur (Lee vd. 1998a). Sanal RFLP benzerlik katsayis1 16Sr
DNA dizileri web tabanli iPhyClassifier (Zhao vd. 2009) programi yardimiyla elde

edilmistir.

3.2.2.6. Tespit edilen fitoplazma izolatlarinin ¢oklu dizi karsilastirmasi ve

filogenetik analizi

Tespit edilen fitoplazma izolatlarinin 16Sr DNA dizileri CLC Main Workbench
bioinformatik programlarimi ile ¢oklu karsilastirmalari Neighbor Joining algoritmasi
ile yapilmis elde edilen filogenetik agag ise 1000 tekrar analizi ile olusturulmustur.
16Sr DNA dizileri tespit edilen fitoplazma etmenleri National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Gen Bankasindan BLAST programu ile arastirlmig

ve farkli iilkelere ait farkli izolatlar ile benzerlik yiizdeleri belirlenmistir.
3.2.2.7. 16S rDNA dizilerinin gen bankasmna girilmesi

Domates numunelerinde tespit edilen fitoplazma etmenlerine ait 16Sr DNA
dizileri Gen Bankasi (NCBI)’na kaydedilmistir.
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4, ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Arazi Calismalar:

Diyarbakir iline bagli; Cermik, Ciingiis, Egil, Ergani, Cinar, Sur, Kayapinar,
Yenisehir, Hazro, Kulp, Lice, Bismil, Dicle ve Hani ilgelerindeki domates alanlarinda
fitoplazmalarin varliginin ve yayginligin tespit etmek amaciyla domates bitkilerinde
rozetlesme, yaprak kivrilmasi, morarma, ¢icek sterilitesi, yapraklarda sekil bozuklugu,
yapraklarda sararma, meyvelerde sekil bozuklugu ve bodurlasma gibi belirtiler
gosteren ve gostermeyen 278 bitkiden yaprak 6rnegi toplanmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2,
Sekil 4.3).

Sekil 4.1. Domates bitkisinde gozlenen (a) yapraklarda sekil bozuklugu ve kayik
seklinde kivrilma, (b) yapraklarda sekil bozuklugu ve sararma

Sekil 4.2. Domates bitkisinde gozlenen (c) bodurluk ve yaprak yiizeyinde
kabarciklagma, (d) yapraklarda sararma ve beyaz lekeler
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Sekil 4.3. Domates bitkisinde gézlenen (e) yapraklarda renk kirilmasi, (f) meyvede
sekil bozuklugu

4.2. Molekiiler Calismalar

42.1. Nested gPCR yontemi ile testlenen 6rneklerin fitoplazma ile enfekteli olup

olmadiginin tespit edilmesine dair bulgular

2018 yilinda Diyarbakir ili domates alanlarindan toplanan Orneklerde
fitoplazma varligin1 tespit etmek amaci ile bitkilerden izole edilen total DNA
numunelerine Nested gqPCR testi uygulanmustir. Yiriitiilen testlerde su kontrol
kullanilirken, pozitif kontrol olarakta Diyarbakir Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigtinden temin edilen Ca. P. solani’, ‘Ca. P. mali’, ‘Ca. P. prunorum’ ve ‘Ca.
P. vitis® etmenleri kullanilmistir. Testlenen 278 domates yaprak 6rneginden 7’inin
fitoplazma ile enfekteli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6). Ertunc
vd. 2015 yilinda Diyarbakir ilindeki bag alanlarinda yaptiklari bir g¢aligmada
fitoplazma tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bu Diyarbakir ilindeki ilk fitoplazma
varliginin kaydi olarak ge¢mistir. Alar, 2019 yilinda yaptig1 calismasinda Diyarbakir
iline bagli Cinar, Bismil ve Sur il¢elerindeki biber bitkilerinde fitoplazma enfeksiyonu
saptandigini bildirmis ve bunun Diyarbakir ilinde bulunan biberlerdeki fitoplazma

varliginin ilk kaydi oldugunu belirtmistir.

18



Amplification

a500 Lo E N T e ]
[ : : 7799 ]
2000 _:_ ............. .............. ............. /Jz/,;""#: ____ L _

- 1500 __ ............. .............. ,-Z/ .............. e _

I : e/ : : ]
woo Lot P /”/ ....... U Co ]
| Ay S ]

I ; / : ,-5’; : ; ]
BOD 4o R PR e e ]
L . ll. . b
_— —————
0 10 20 30 40
Cycles

Sekil 4.4. Fitoplazma varhigmin arastirilmas: i¢in qPCR ile testlenen 1-94 no’lu
orneklerin amplifikasyon egrisi goriintlisii, P: Pozitif Kontrol, S: Su
Kontrol, 29, 44: Pozitif bulunan ornek

Amplification

Sekil 4.5. Fitoplazma varhiginin arastirilmasi igin gPCR ile testlenen 95-188 no’lu
orneklerin amplifikasyon egrisi goriintiisii, P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol,
107, 115, 132, 162: Pozitif bulunan 6rnek
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Sekil 4.6. Fitoplazma varliginin arastirilmasi igin qPCR ile testlenen 189-278 no’lu
orneklerin amplifikasyon egrisi goriintiisii, P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol,
219: Pozitif bulunan 6rnek

gPCR sonucu pozitif bulunan 6érnekler 1/50 oraninda sulandirilarak Nested qPCR
yontemi ile testlenmislerdir. Yiiriitiilen testte su kontrol kullanilirken, pozitif kontrol
olarakta Agdia firmasindan temin edilen ‘Ca. P. solani’, ‘Ca. P. mali’, ‘Ca. P.
prunorum’ ve ‘Ca. P. vitis’ etmeni kullanilmigtir. Su kontrol Ct degerinin altinda

kalirken, pozitif kontroller ve pozitif 6rnekler Ct degerinin iistiine ¢ikmistir (Sekil 4.7).

Amplification
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Sekil 4.7. Fitoplazma varliginin arastirilmasi igin Nested qPCR ile testlenen pozitif
ornekler, pozitif kontroller ve su kontroliine ait amplifikasyon egrisi
goruntisu

Nested qPCR yontemi ile testlenen ve enfekteli oldugu tespit edilen domates
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orneklerine ait sonuglarin  kontrol edilmesi ve molekiiler karakterizasyon
caligmalarinda kullanilmak iizere DNA dizilemelerinin yapilmasi amaciyla ‘Ca. P.
solani’ etmenine ait pozitif kontrol 6rnegi ile birlikte jel elektroforezde kosturulmustur.
Nested qPCR testinde pozitif kontrol ve pozitif tespit edilen 7 6rnek 1250 bp
biiyiikliigiinde DNA band1 olustururken, su kontrolde herhangi bir bant olusmamistir
(Sekil 4.8).

M S 29 44 107 115 132 162 219

1250 bp

Sekil 4.8. Diyarbakir ilinden alinan domates 6rneklerinde fitoplazma varligini tespit
etmek i¢in uygulanan Nested qPCR testinin agaroz jel goriintiisii, M: Marker
(100-3000 bp), P: Pozitif kontrol, S: Su kontrol, 29, 44, 107, 115, 132, 162,
219: Pozitif 6rnek

Testlenen 278 domates yapragi 6rneginden 7(%2.5)’sinin fitoplazma etmeni ile
bulagik olduklart tespit edilmistir. Nested qPCR yontemi ile testlenen orneklerden
fitoplazma bulasiklik oraninin en yiiksek bulundugu ilge %9.5 bulagikliklik orani ile
Cermik olurken, onu %9 bulasiklik orani ile Kayapinar, %35.9 bulagiklik orani ile Cinar
ve %3.3 bulasiklik orantyla Ergani takip etmistir. Bismil, Ciingiis, Dicle, Egil, Lice,
Hazro, Hani, Kulp, Sur ve Yenisehir ilgelerinden aliman domates Orneklerinde
fitoplazma etmeni tespit edilmemistir (Cizelge 4.1). Ozdemir vd. 2007 yilinda
Marmara bolgesindeki domates iiretim alanlarinda, Eroglu vd. 2010 yilinda Erzurum
ve Sanliurfa illerindeki patates bitkilerinde, Ozdemir ve Saygili, 2012 yilinda Bursa ve
Canakkale illerindeki domates iiretim alanlarinda ve Alp vd. 2016 yilinda Van ili siis
bahgelerindeki kadife ¢igegi bitkilerinde ‘Ca. P. solani’ tespit etmislerdir. Vellios ve

Lioliopoulou, 2007 yilinda Yunanistan'n farkli bolgelerindeki domates tarlalarinda
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‘Ca. P. asteris’ ve ‘Ca. P. solani’ tespit ettiklerini bildirmis, Santos-Cervantes vd. 2008
yilinda Meksika’daki biber ve domates bitkilerinde ‘Ca. P. asteris’ tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Singh vd. 2012 yilinda Hindistan'nin bati Uttar Pradesh'in Meerut
bolgesinde domates bitkilerinde ‘Ca. P. aurantifolia’ tespit etmislerdir. Zamora vd.
2014 yilinda Kiiba’nin San José bolgesindeki domates tarlalarinda ‘Ca. P. asteris’
tespit ettiklerini belirtmislerdir. Usta vd. 2017 yilinda Van ilinde hiyar bitkilerinde ve
Usta vd. 2018 yilinda yine ayni ildeki domates bitkilerinde ‘Ca. P. solani’ ve ‘Ca. P.
trifolii” etmenlerinin saptandigini belirtmislerdir. Khalil vd. 2019 yilinda Suriye'nin
Humus eyaletindeki domates bitkilerinde ‘Ca. P. trifolii’ etmeni bulmuslardir.

Cizelge 4.1. Diyarbakir ilinde siirveyler sonucu alinan oOrneklerde tespit edilen
fitoplazma sayisi, bulunma oranlar1 ve tespit edilen ilgeler

Siirvey Ornek iy
Tespit edilen fitoplazma sayisi, oram ve tiirleri
yapilan ilgeler sayilar

EBS BO ‘Ca. P. trifolii’ “Ca. P. solani’

Bismil 16 - - - -
Cermik 21 2 %9.5 2 -
Car 17 1 %5.9 1 -
Ciingtis 13 - - - -
Dicle 21 - - - -
Egil 10 - - - -
Ergani 91 3 %3.3 2 1
Hazro 5 - - - -
Hani 1 - - - -
Kayapmar 11 1 %9 1 -
Kulp 23 - - - -
Lice 25 - - - -
Sur 9 - - - -
Yenisehir 15 - - - -

TOPLAM 278 7 %2.5 6 1

Molekiiler testler sonucunda fitoplazma etmeninin tespit edildigi bazi bitkilerde
gbzlemlenen sararma, yaprakta deformasyonu ve igeri dogru kivrilma gibi belirtilere
ait resimler asagida verilmistir (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. ‘Ca. P. solani’ ile enfekteli domates bitkisi goriintiisii
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4.2.2. Tespit edilen fitoplazma izolatlarinin benzerlik katsayilar1 ve sanal RFLP

analizi

Pozitif bulunan 7 6rnegin 16S rDNA dizi analizleri iki farkli firmaya dort kez
yaptirilmasma karsin, sadece DFT29 ve DFTI132 izolatlarina ait numunelerden
beklenilen boyutta niikleotid dizileri elde edilebilmistir. Bu iki izolatin 16S rDNA
niikleotid dizileri web temelli iPhyClassifier program ile analiz edilerek etmenlerin
fitoplazma tiirleri ve bagli olduklari grup ile alt gruplari tespit edilmistir. Ayni1 program
ile Gen Bankasindaki referans izolat (Ulasim no: AY390261) dizisi kullanilarak her
iki izolata ait RFLP benzerlik katsayilari olusturulmustur. Bu analizde DFT29 ve
DFT132 izolat1 ‘Ca. P. trifolii’ olarak tespit edildiginden, bu izolatlara ait 16S rDNA
dizilerine ait sanal RFLP modeli, ayn1 tiiriin referans izolati ile karsilastirilmis ve
DFT29 izolatinin benzerlik katsayisinin 1.00 oldugu tespit edilmistir. iPhyClassifier
ile yiriitiilen analizde DFT29 nolu fitoplazma izolatlarinin 16SrV1 fitoplazma grubu
ve A alt grubunun birer iiyesi oldugu belirlenmistir. DFT132 izolatina ait 16S rDNA
dizisinin benzerlik katsayis1 ise 0.97 olarak tespit edilmistir. Bu izolatin 16SrVI i¢inde

bir varyant yada yeni bir alt grup tiyesi olabilecegi belirlenmistir.

On yedi farkli kesim enzimi (Alul, BamHI, Bfal, BstUl (Thal), Dral, EcoRlI,
Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl ve Taql)
kullanilarak DFT29 izolatinin 16S rDNA dizisine ait sanal RFLP profili
olusturuldugunda referans izolat ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte DFT132'nin sanal RFLP profili referans izolat ile karsilastirildiginda biiyiik
oranda benzerlik gosterirken sadece Sspl kesim enzimi ile kesimde farklilik tespit
edilmistir (Sekil 4.12). Sspl kesim enzimi ile kesimde referans izolatta 1 bant

gozlenirken DFT132 nolu izolatta 2 bant olustugu gézlenmistir.
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Candidatus Phytoplasma trifolii DFT29 nolu izolat (Ulasim no: MT434684)
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Sekil 4.12. DFT29 ve DFT132 izolatlarinin pDRAW32 yazilimi kullanilarak sanal
%1°1i agaroz jelde sanal RFLP profillerinin olusturulmasi. Sspl kesim
enzimi ile olusan profillerdeki farklilik kutu igine alinmistir. MW: 1kb

Promega boyutunda marker.

4.2.3. Tespit edilen fitoplazma izolatlarimin ¢oklu dizi karsilastirmasi ve

filogenetik analizi

Domates bitkisinde tespit edilen 7 pozitif 6rnege ait 16S rDNA dizileri NCBI
web tabanli veri bankasindan BLAST analizleri gergeklestirilmistir. Alt1 ‘Ca. P.
trifolii’ izolatt (DFT29, DFT44, DFT107, DFT115, DFT132, DFT219) ve bir ‘Ca. P.
solani’ izolat1 (DFS162) isimlendirilmistir
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Filogenetik agag CLC Main Workbench 20.0.3 programi yardimi ile
yapilmustir. Izolatlar arasindaki niikleotit benzerlikler ve farkhiliklar agacta
dallanmalara neden olmustur. Fitoplazma izolatlariin dizisi bugiine kadar gen
bankasindan yayimlanmis diger fitoplazma izolatlar1 ile karsilastirildiginda farkli

oranlarda benzerlikler gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.13).

‘Ca. P. trifolii’ olarak tespit edilmis izolatlar ile diinyadaki baz1 ‘Ca. P. trifolii’
izolatlar1 arasinda yapilan karsilastirmada en az benzerlik gosteren izolat %98.9
benzerlik oraniyla (JX123321.1 ulasim numarali Cin izolat1) DFT29 izolati, en fazla
benzerlik gosteren izolat ise %99.8 (MK433199.1 ulasim numarali Iran izolati)
benzerlik oraniyla DFT44 izolati olmustur ve olusturulan filogenetik agagta bu
izolatlarla gruplanmislardir. ‘Ca. P. solani’ olarak tespit edilmis DFS162 izolat1 ise
diinyadaki baz1 ‘Ca. P. solani’ izolatlar1 ile yapilan karsilagtirmada en fazla benzerligi
%99.7 benzerlik oraniyla MN398471.1 ulasim numarali Tiirkiye (Izmir) izolati
olmustur ve olusturulan filogenetik agagta bu izolat ile gruplanmustir. Filogenetik
agacta ve niikleotit karsilagtirmasinda kullanilan fitoplazma izolatlar1 Cizelge 4.2°de
verilmistir.

Cizelge 4.2. Filogenetik agacta ve niikleotit karsilagtirmasinda kullanilan Gen

Bankasinda kayitli fitoplazma izolatlarina ait ulasim numarasi, tilke ve
baz uzunlugu bilgileri

Baz uzunlugu

Say1  Ulasim Numarasi Ulke (bp)
1 MF092789.1 Meksika 1415
2 JX123321.1 Cin 1250
3 MK660150.1 Cin 1810
4 MG788318.1 Iran 1250
5 KC835139.1 ftalya 1244
6 MN398471.1 Tiirkiye (Izmir) 1244
7 KU556855.1 Sirbistan 1169
8 KJ957010.1 Tiirkiye (Van) 1244
9 JN887313.1 Polonya 1648
10 MK433199.1 Iran 1707
11 EF186821.1 Fransa 1532
12 KF178706.1 ABD 1705
13 MK209688.1 Tiirkiye (S.urfa) 1195
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(Cizelge 4.2.’nin devami)

14 AY496005.1 ABD 1504
15 KP099582.1 Ispanya 1114
16 AY197655.1 Cin 1527
17 AF092209.1 ABD 1722
18 AB052873.1 Tayland 1360
19 AJ550984.1 Italya 1780
20 AB054986.1 Japonya 1522
21 AJ632155.1 Ispanya 1811
22 AF147708.1 ABD 1808
23 AJ542541.1 Almanya 1784
24 X76431.1 Fransa 1473
25 AB010425.2 Japonya 1521
26 DQ174122.1 ABD 1503
27 AY725229.1 Kiiba 1521
28 AY725234.1 Kiiba 1516
29 AY197644.1 ABD 1527
30 AJ575108.1 Ispanya 1556

Tespit edilen fitoplazma izolatlarina ait niikleotitlerin diinyadaki bazi
fitoplazma izolatlar1 ile karsilagtirilmasi CLC Main Workbench 20.0.3 program ile
gergeklestirilmistir. Bu karsilagtirma ile DFT29 izolatinda 8 niikleotitte yer degistirme
mutasyonu, 3 niikleotitte ekleme mutasyonu ve 3 niikleotitte ise Silme mutasyonu
oldugu gozlenmistir. DFT44 izolatinda 1, DFT107 izolatinda 3, DFT115 izolatinda 2
ve DFT219 izolatinda ise 7 niikleotitte yer degistirme mutasyonu oldugu gézlenmistir.
DFTI132 izolatinda ise 2 niikleotit ekleme ve 2 niikleotit silme mutasyonuna
ugramigken 3 niikleotidinde yer degistirme mutasyonu oldugu gozlenmistir (Sekil
4.14). DFS162 izolatinin 3 niikleotidinde yer degistirme mutasyonu ve 1 niikleotitte
ekleme mutasyonu oldugu gozlenmistir (Sekil 4.15). Oksal vd. 2017, Malatya ilinde
yaptiklari calismada biberde bulduklar1 ‘Ca. P. trifolii’ etmeninin iki farkli izolatindan
birini digerinden 8 niikleotit daha uzun oldugunu bildirmislerdir. Quaglino vd. 2013,
yaptiklari ¢calismada ‘Ca. P. solani’ izolatlar1 arasinda 1 niikleotitte degisim oldugunu

bildirmislerdir.
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DFT29

DFT44

DFT107

DFT115

DFT132

DFT219

Ca. P. trifolii (MK433199.1) iran

Ca. P. trifolii (KF178706.1) ABD
Ca. P. trifolii (MK660150.1) Gin

Ca. P. trifolii (EF186821.1) Fransa
Ca. P. trifolii (AY496005.1) ABD

Ca. P. trifolii (MF092789.1) Meksika
Ca. P. trifolii (MG788318.1) Iran

Ca. P. trifolii (JX123321.1) Gin

Ca. P. trifoli (MK209688.1) Tlrkiye,$.urfa

g
9 g
99989 g
" Jggg@|g g
Ca. P. trifolii (KP099582.1) Ispanya gggg g
Consensus TTATC CGGAATTATT GGGCGTAAAG

Consenrati:rsz }

Sekil 4.14. Domates bitkisinde tespit edilen Candidatus Phytoplasma trifolii
izolatlari(DFT29, DFT44, DFT107, DFT115, DFT132, DFT219)’nin
CLC Main Workbench 20.0.3 programi yardimi ile yapilmis coklu
niikleotit dizi karsilagtirmasi

DFS162 '?3 G
Ca. Phytoplasma solani (KJ957010.1) Turkiye,Van ] ag

Ca. Phytoplasma solani (JN887313.1) Polonya ] ag !i Q
Ca. Phytoplasma solani (KC835139.1) ltalya a ag g g

Ca. Phytoplasma solani (MN398471.1) Tirkiye,lzmir ] ag 9 g

Ca. Phytoplasma solani (KU556855.1) Sirbistan g ag g
Consensus AAGAAGG CATCTTNTTA TTTTTAAAAG ACCTAGCAAT AG-

100%:

Conservation HH H
0% ’_| [l

Sekil 4.15. Domates bitkisinde tespit edilen Candidatus Phytoplasma solani
izolati(DFS162)’nin CLC Main Workbench 20.0.3 programi1 yardimai ile
yapilmis ¢oklu niikleotit dizi karsilastirmast

9949
QQQ
QQQ Q

G
IG
G|
G
G
G
g
g
g
|g
IQ

160
I

GII H GIGIG
ag

ggg
gg4g
94949
ggg

TATGCT TAGGGAAGAG

c):::tau:m:n:

4.2.4.16S rDNA dizilerinin gen bankasina girilmesi

Domates bitkisinde tespit edilen alt1 ‘Ca. P. trifolii’ izolati DFT29, DFT44,
DFT107, DFT115, DFT132 ve DFT219 (Gen bankasi Ulasim No. MT434684,
MT434685, MT438464, MT438465, MT438466, MT438467) ve bir ‘Ca. P. solani’
izolati DFS162 (Gen bankasi Ulasim No. MT437042) Gen Bankasina kayitlari
gerceklestirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Diyarbakir ili domates alanlarindaki fitoplazma hastaliklarinin belirlenmesini
hedefleyen bu c¢alisma ile 2018 yilinda Diyarbakir iline bagli 17 il¢enin 14’iinde
toplam 278 adet domates yaprak Ornegi toplanmistir. Toplanan Ornekler
R16mF2/R16mR1 ve R16F2n/R16R2 iiniversal primerlerin kullanildig1 Nested gPCR
yontemiyle test edilmistir. Nested qPCR yontemi ile testlenen 278 domates yaprak
orneginden 7 (%2.5)’sinin fitoplazma ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Fitoplazma
izolatlarin1 karakterize etmek i¢in, 1.250 bp’lik Nested qPCR amplifikasyon tiriiniine
ait 16S rDNA dizisinin iPhyClassifier yazilimi, BLAST ve sanal RFLP analizleri
yapilmustir. iPhyClassifier yazilimi, BLAST ve sanal RFLP analizleri sonucunda
pozitif bulunan 7 domates 6rneginin 1’i ‘Ca. P. solani’ ile 6’sinin ‘Ca. P. trifolii’ ile
enfekteli oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile ‘Ca. P. solani’ ve ‘Ca. P. trifolii’
Diyarbakir ili domates alanlarinda ilk defa rapor edilmistir. DFT29 izolatina ait 16S
rDNA dizisinden olusturulan sanal RFLP modeli, 6nceden tespit edilmis olan 16SrVI-
A alt grubunun referans modeli ile benzerlik katsayisi 1.00 ¢ikmigtir. DFT29
fitoplazma izolatt 16SrVI-A'min fitoplazma alt grubunun bir {yesi oldugu
belirlenmistir. DFT132 izolatina ait 16S rDNA dizisinden olusturulan sanal RFLP
modeli, Onceden tespit edilmis tim 16Sr gruplarinin/alt gruplarinin referans
modellerinden farkli ¢ikmistir. En ¢ok benzedigi grup ise 16SrVI-A alt grubunun
referans modeli ile 0.97 benzerlik katsayisina sahip bulunmustur. Bu strain kesim
enzimi Sspl, referans izolati ile onemli farkliliklar sergilemis ve 16SrVI grubu i¢inde

yeni bir alt grubu temsil edebilecegi belirlenmistir.

Tespit edilen ‘Ca. P. trifolii’ (Gen bankasi Ulasim No. MT434684,
MT434685, MT438464, MT438465, MT438466, MT438467) ve ‘Ca. P. solani’ (Gen
bankast Ulasim No. MT437042) Gen Bankasina kayitlar1 gergeklestirilmistir.

Nested qPCR yontemi ile testlenen 6rneklerden fitoplazma bulasiklik oraninin
en yiiksek bulundugu ilge %9.5 bulasiklik orani ile Cermik olurken, onu %9 bulasiklik
orani ile Kayapinar, %5.9 bulasiklik orani ile Cinar ve %3.3 bulasiklik oraniyla Ergani
takip etmistir. Bismil, Ciingiis, Dicle, Egil, Lice, Hazro, Hani, Kulp, Sur ve Yenisehir

ilcelerinden alinan domates orneklerinde fitoplazma tespit edilmemistir.

‘Ca. P. trifolii’ olarak tespit edilmis izolatlar ile diinyadaki baz1 ‘Ca. P. trifolii’

izolatlar1 arasinda yapilan karsilastirmada en az benzerlik gosteren izolat %98.9
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benzerlik oraniyla (JX123321.1 ulasim numarali Cin izolat1) DFT29 izolat1, en fazla
benzerlik gosteren izolat ise %99.8 (MK433199.1 ulasim numarali Iran izolati)
benzerlik oraniyla DFT44 izolati olmustur ve olusturulan filogenetik agacta bu
izolatlarla gruplanmislardir. ‘Ca. P. solani’ olarak tespit edilmis DFS162 izolat1 ise
diinyadaki baz1 ‘Ca. P. solani’ izolatlar1 ile yapilan karsilastirmada en fazla benzerligi
%99.7 benzerlik oraniyla MN398471.1 ulasim numarali Tiirkiye (Izmir) izolati

olmustur ve olusturulan filogenetik agacta bu izolat ile gruplanmustir.

Tespit edilen fitoplazma izolatlarinin niikleotitlerinin diinyadaki bazi
fitoplazma izolatlar1 ile yapilan karsilastirmasinda DFT29 izolatinda 8 niikleotitte yer
degistirme mutasyonu, 3 niikleotitte ekleme mutasyonu ve 3 niikleotitte ise Silme
mutasyonu oldugu gozlenmistir. DFT44 izolatinda 1, DFT107 izolatinda 3, DFT115
izolatinda 2 ve DFT219 izolatinda ise 7 niikleotitte yer degistirme mutasyonu oldugu
gozlenmistir. DFT132 izolatinda ise 2 niikleotit ekleme ve 2 niikleotit silme
mutasyonuna ugramisken 3 niikleotidinde Yyer degistirme mutasyonu oldugu
gozlenmistir. DFS162 izolatinin 3 niikleotidinde yer degistirme mutasyonu ve 1

niikleotitte ekleme mutasyonu oldugu belirlenmistir.

Fitoplazma hastaliklar1 diinyada ve iilkemizde bir¢ok kiiltiir bitkisinde
ekonomik boyutlarda kayiplara neden olmakta bu nedenle fitoplazma kaynakli
hastaliklarin listesi glin gectikge biiylimeye devam etmektedir. Fitoplazmalarin
yayilmasinda enfekteli bitki materyali ile yapilan agilama biiyiik onem tasimaktadir
(Marwitz vd. 1974; Heintz, 1986; Seemiiller, 1990). Bu nedenle ¢ok yillikl1 bitkilerde
asilamada kullanilacak olan bitki materyallerinin fitoplazmalardan ari olmasi, taginma
ve yayillmanin engellenmesi agisindan énemlidir. En 6nemli yayilma yollarindan biri
de vektorlerdir. Fitoplazmalar Cicadellidae, Fulgoridae, ve Psyllidae familyasina ait
bocek tiirleri ile tasinabilmektedirler (Lee vd. 2000; Bertaccini, 2007; Weintraub vd.
2006). Siirekli olarak bitki ve bocekler arasindaki gegisleri sayesinde canliliklarini ve
yayilislarini stirdiirebilmektedirler (Hogenhout vd. 2008). Bu vektor boceklerin
ozellikle kislayan erginleri fitoplazmalarin tasinmasinda etkin rol oynadiklari
belirtilmistir (Tedeschi ve Alma, 2004). Vektdr bocekler tarafindan yayilmasinin
engellenmesi igin kislaklar ve ara konukgularin ortadan kaldirilmasi ve insektisitler
kullanilarak miicadele edilmesi gerekmektedir. Bu miicadelenin yiiriitiilmesi igin
calismanin yapildig1 alandaki fitoplazma vektorii boceklerin belirlenmesi kapsamli bir

caligma ile ortaya konulmasi gerekmektedir.
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Yapilan bu g¢alisma ile soz konusu fitoplazmalarin 6rnek sayisi dikkate
alindiginda heniiz diisiik diizeyde oldugu degerlendirilebilir. Fakat bulasmanin
engellenmesi konusunda gerekli onlemler alinmadigi taktirde s6z konusu fitoplazma
enfeksiyonlar1 gelecekte dSnemli sorunlara neden olabilecektir. Ozellikle fitoplazma ara
konukgular1 arasinda yer alan tarla icinde ve kenarinda yetisen yabanci otlarla
miicadele, fitoplazma etmenlerine karsi testlenmis sertifikali fide, fidan, as1 materyali
ve tohum kullanimi, etmenin vektorii olan bocekler ile miicadele ve treticilerin
fitoplazma hastaliginin yayilma yollar1 ve belirtilerine karsi bilgilendirilmesi bu

hastaliklarla miicadele agisindan son derece 6nemlidir.
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