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Diyarbakır ili domates üretim alanlarındaki fitoplazma hastalıklarının 

belirlenmesi amacıyla 2018 yılında sürvey çalışmaları yürütülmüş ve fitoplazma 

belirtisi gösteren ve göstermeyen toplam 278 adet yaprak örneği rastgele toplanmıştır. 

Toplanan örneklerde fitoplazma varlığı, R16mF2/R16mR1 ve R16F2n/R16R2 

üniversal primerlerin kullanıldığı Nested qPCR yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. 

Nested qPCR yöntemi ile testlenen örneklerin 7 (%2.5)’sinin fitoplazma etmeni ile 

enfekteli olduğu tespit edilmiştir. Fitoplazma örneklerine ait 1.250 bp’lik 

amplifikasyon ürünü 16S rDNA dizilerinin BLAST ve sanal RFLP analizleri 

sonucunda 7 domates örneğinin 1’i ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (16Sr group XII, 

subgroup A) ile 6’sının ise ‘Candidatus Phytoplasma trifolii’ (16Sr group VI, subgroup 

A) ile enfekteli olduğu tespit edilmiştir. Fitoplazma izolatlarının 16Sr DNA dizilerine 

yapılan çoklu dizi karşılaştırmasında Diyarbakır izolatlarının dünyadaki diğer 

fitoplazma izolatları ile %99-100 arasında benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir. 

Yürütülen bu çalışma ile ‘Ca. P. solani’ ile ‘Ca. P. trifolii’ Diyarbakır ili domates 

üretim alanlarında ilk defa rapor edilmiştir. 

ANAHTAR KELİMELER: Diyarbakır, Domates, Fitoplazma, Nested qPCR, 

Moleküler Karakterizasyon 
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Survey studies were carried out in 2018 in order to determine phytoplasma 

diseases in tomato production areas of Diyarbakır, 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 qPCR method 

using universal primers R16mF2 / R16mR1 and R16F2n / R16R2. It was determined 

that 7 (2.5%) of the samples tested with Nested qPCR 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 XII, 

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 Diyarbakır 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 Diyarbakır. 

KEYWORDS: Diyarbakır, Tomato, Phytoplasma, Nested qPCR, Molecular 

Characterization 
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1. GİRİŞ 

Dünyada yaygın olarak üretimi yapılan domates (Solanum lycopersicum)’in 

kültür bitkisi olarak kullanımı Peru kıyılarında başlamıştır (Günay, 1992). Benzer 

iklim koşullarına sahip ekvatorun 30° kuzey enlemi ile 30° güney enlemi arasında 

kalan bölgelerin bu kültür bitkisinin yetiştirilmesi için en uygun iklim şartlarına sahip 

olduğu belirlenmiştir (Günay, 2005). Avrupa’ya 16. yüzyılda getirilen domates (Díez 

ve Nuez, 2008), ülkemize ise 18. yüzyılda getirilmiştir (Bayraktar, 1973). Ülkemize 

getirilen domates, yaygın olarak yetiştirilen ve sevilerek tüketilen bir sebze durumuna 

gelmiştir (Yazgan ve Fidan, 1996). 

Domates meyvesi besin içeriği olarak; karotenoidler, lipitler, organik asitler, 

proteinler, selüloz, pektin, polisakkaritler ve %93-95 oranında da su’dan oluşmaktadır 

(Minoia vd. 2010; Petro‐Turza, 1986). Domates zengin bir mineral, organik asit, 

vitamin ve besin lifi kaynağıdır. Ayrıca vitamin A, C ve potasyum minerali 

bakımından zengindir. Domatesin kalori ve yağ oranı düşük olup, kolesterol içermez 

(Kabelka vd. 2004). Domates likopen, beta karoten, flavanoidler içerdiğinden dolayı 

koruyucu bir bitki olarak görülür. Özellikle likopenin anti-oksidatif faaliyetleri ve anti-

kanser fonksiyonlarından dolayı son yıllarda popülerliği artmıştır (Raiola vd. 2014). 

Dünyada ve ülkemizde domates en önemli sebzeler arasında yerini korumakta 

ve taze kullanımının yanı sıra gıda endüstrisinde ketçap, domates suyu, sos, püre, 

pestil, çorba, konserve gibi çeşitli işlenmiş ürünler olarak da tüketilebilmektedir 

(Razdan, 2006). 

Dünya Tarım Örgütü (FAO)’nün verilerine göre, 2017 yılı itibari ile dünyada 

4 848 384 dekar alanda 182 301 395 ton domates üretimi yapılmaktadır (Şekil 1.1). 

 

Şekil 1.1. 2017 yılı dünya toplam domates üretim miktarı ve alanı (Anonim, 2020a) 
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FAO verilerine göre dünyada domates üretiminin en fazla yapıldığı ülke 60 

milyon ton ile Çin olurken, Hindistan 21 milyon ton üretim ile ikinci, ülkemiz 13 

milyon ton domates üretimiyle üçüncü sırada yer almaktadır (Şekil 1.2). 

 

Şekil 1.2. Ülkelere göre 2017 yılı domates üretim miktarları (Anonim, 2020b) 

Türkiye İstatistik Kurumu (TÜİK)’nun 2019 yılı verilerine göre Türkiye’de 

sofralık domates üretiminin en fazla yapıldığı bölge 4 171 193 ton ile Akdeniz bölgesi 

iken, salçalık domates üretimi 1 758 958 ton ile en fazla Marmara bölgesinde 

yapılmıştır. Güneydoğu Anadolu bölgesi 495 656 ton toplam domates üretimiyle en az 

üretiminin yapıldığı bölge konumundadır (Şekil 1.3).  

 

Şekil 1.3. 2019 yılı itibari ile bölgelere göre salçalık ve sofralık domates üretim 

miktarları (Anonim, 2020c) 
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TÜİK verilerine göre Güneydoğu Anadolu Bölgesinde 312 bin ton toplam 

domates üretimi ile en fazla domatesin üretildiği il Şanlıurfa iken, 75 bin ton sofralık 

ve 15 bin ton salçalık olmak üzere toplam 90 bin ton üretim ile ikinci sırada Diyarbakır 

ili yer almaktadır (Şekil 1.4). 

 

Şekil 1.4. Güneydoğu Anadolu Bölgesindeki illerde salçalık ve sofralık domates 

üretim miktarları (Anonim, 2020d) 

 

Birçok kültür bitkisinde olduğu gibi domates üretiminin yapıldığı alanlarda 

hastalıklar çok ciddi kayıplara neden olmaktadır. Bu kayıpların bir kısmına da 

fitoplazma hastalıkları neden olmaktadır.  

Fitoplazmalar başta virüs veya virüs benzeri hastalık etmeni olarak 

değerlendirilmiş (Spaldon, 1958) ama daha sonra mikoplazmalara benzemesi nedeni 

ile mikoplazma benzeri organizma (MLO: Mycoplasma-like organism) olarak 

adlandırılmışlardır (Doi vd. 1967).  Mollicute Taksonomisi Alt Komitesi tarafından 

bitki patojeni mollicute’leri ifade etmek için bu patojenlerin “phytoplasma 

(fitoplazma)” olarak adlandırılması kabul edilmiştir (Çarpar ve Sertkaya, 2015). Daha 

sonra moleküler teknikler ile tanımlaması yapılan türler “Candidatus phytoplasma sp.” 

olarak isimlendirilmiştir (Çarpar ve Sertkaya, 2015). 

Fitoplazmalar yaklaşık 500 nm çapında, tek bir hücre membranı ile çevrili olup, 

belirgin bir şekli mevcut değildir. Cicadellidae, Fulgoridae, ve Psyllidae familyasına 

ait böcek türleri ile taşınan ve bitki floeminde sınırlı bakteriyel patojenlerdir (Lee vd. 
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2000; Bertaccini, 2007; Weintraub vd. 2006). Sürekli olarak bitki ve böcekler 

arasındaki geçişleri sayesinde canlılıklarını ve yayılışlarını sürdürebilmektedirler 

(Hogenhout vd. 2008). 

Fitoplazma varlığı bitkide ciddi simptomların gelişmesine neden olur. Enfekteli 

bitkide ortaya çıkan simptomlar; yapraklarda kloroz, nekroz, kızarma, sararma, yaprak 

boyutunda küçülme, aşağı doğru kıvrılma veya yukarı doğru kayık şeklinde belirtiler 

oluşturabilir (Bertaccini vd. 2009; Sugio vd. 2011). Çiçeklerdeki simptomlar ciddi 

malformasyonlara,  mevsim dışında çiçeklenmeye, bor eksikliği ile karıştırılabilen 

çiçek nekrozuna neden olabilir (Lee vd. 2000). Meyvede ise kantitatif ve kalitatif 

kayıplara, meyve ağırlığında %30-60 oranında azaltma, meyvelerde küçülme, taşlaşma 

ve meyve olgunlaşmasında gecikmelere neden olabilir. Çoğu durumda fitoplazma 

enfeksiyonları bitkilerin normal büyümesini de etkileyebilir. Bu anormal gelişmeler 

bitkide cücelik, çalılaşma ve cadısüpürgesi yapısına neden olabilir (Seemüller vd. 

2011). 

Domates üretim alanlarında görülen fitoplazma hastalıklardan bazıları; ‘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 hastalıklara ve 

ürün kayıplarına neden olmaktadırlar. 

Bu çalışma ile Diyarbakır ili ve ilçelerinde domates üretiminin yoğun olarak 

yapıldığı alanlardaki fitoplazma hastalık etmenlerinin Nested qPCR yöntemi ile 

araştırılması ve yaygınlık durumlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. Tespit edilen 

fitoplazma izolatlarının filogenetik analizleri gerçekleştirilmiştir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

             Ekonomik olarak bitkilerde ciddi hastalıklara ve ürün kayıplarına neden olan 

fitoplazma hastalıkları ilgili ülkemizde ve dünyada birçok çalışma yapılmıştır. Bu 

çalışmalar ile farklı konukçu desenlerinde birçok fitoplazma hastalığı tespit edilmiştir. 

Bu çalışmalardan bazıları ile ilgili bilgiler aşağıda sunulmuştur. 

2.1. Türkiye’de fitoplazmalar ile ilgili yapılmış bazı çalışmalar 

Özdemir vd. 2007 yılında yayınladıkları çalışmalarında, Marmara bölgesinde 

2004 ile 2007 yılları arasında, domates tarlalarından ve tarla kenarlarından toplanan 

bitki ve zararlı böcek örneklerindeki fitoplazma varlığının saptanması için Nested PCR 

yöntemi kullanılmış. Bu testlemeler sonucu domates üretim alanlarında stolbur 

hastalığı tespit edilmiş. Cuscuta campestris, Orobanche ramose, Datura stramonium, 

Polygonum persicaria, Setaria spp., Chenopodium album, Amaranthus albus gibi 

yabancı otlar domates alanlarında alternatif konukçu olarak belirlenmiş. Domates 

tarlalarından toplanan 22 böcek türü arasında Tyhlocyba quercus'un domates stolbur 

hastalığının potansiyel vektörü olduğu bildirilmiştir.  

Canik, 2007 yılında Isparta, Yalova ve Ankara illerindeki elma ve armut 

bahçelerinden hastalık belirtileri gösteren 201 adedi elma, 133 adedi armut olmak 

üzere toplam 334 adet örnek Apple Proliferation Fitoplazma (AP) ve Pear Decline 

Fitoplazma (PD) enfeksiyonları açısından incelenmiş. Elde edilmiş tüm örnekler DAPI 

boyama, Nested PCR ve RFLP' ye tabi tutulmuş. Yapılan çalışmalar sonucunda, 

Isparta ve Ankara'dan toplanan örneklerden toplam 9 adet elma örneğinde ‘Ca. P. mali’ 

tespit edilmiştir. Yalova ve Ankara'dan toplanan toplam 11 adet armut örneğinde ‘Ca. 

P. pyri’ saptanmıştır. Bu çalışma ile elmada ‘Ca. P. mali’ enfeksiyonu Türkiye' de ilk 

kez saptandığı bildirilmiştir. 

Sertkaya vd. 2008 yılında yayınladıkları çalışmalarında, 2004 tarihinde Adana, 

Mersin ve Niğde illerindeki elma bahçelerinde simptomlu ve simptomsuz 10 farklı 

elma çeşidinden 28 örnek toplanmış ve Nested PCR yöntemi ile testlenmiş. 28 elma 

örneğinden 6'sının ‘Ca. P. mali’ tespit edilmiş. Bu çalışma ile ‘Ca. P. mali’nin 

Türkiye'deki ilk kaydı olduğu bildirilmiştir. 

Eroglu vd. 2010 yılında yayınladıkları çalışmalarında, 2003-2010 yılları 

arasında Erzurum ve Şanlıurfa illerinde patates bitkisinde fitoplazma belirtisi gösteren 

8 bitki örneği toplanmış ve Nested PCR testi uygulanmış. Pozitif örnekler sanal RFLP 
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analizine tabi tutulmuş. Patates bitkilerinde stolbur fitoplazması tespit edildiği 

belirtilmiştir. 

Özdemir ve Saygılı, 2012 yılında Bursa ve Çanakkale illerinin domates üretimi 

yapılan alanlarında survey çalışmaları yapmış. Stolbur hastalığının görüldüğü 

dönemde araziden simptom gösteren ve göstermeyen domates bitkilerinden tohumlar 

alınmış. Çalışmalar sonucunda, stolbur hastalığının yoğun olarak görüldüğü bölgeler 

saptanmış ve domates stolbur hastalığının tohumla taşınmadığı belirtilmiştir. 

Catal vd. 2013 yılında yaptıkları çalışmalarında toplam 20 Susam ( Sesamum 

indicum L.) örneğine Nested PCR testi uygulanmış.  Pozitif bulunan 4 örnek pTZ57R 

/ T Vektörü içerisinde klonlanmış ve Beckman Coulter 8000 CEQ Genetik Analiz 

Sistemi kullanılarak sekanslanmış. BLAST analizi sonucunda örnekler 16SrIX grubu 

fitoplazma olduğu belirlenmiş.  Türkiye'de 16SrIX grubundan bir fitoplazmanın 

susamda enfeksiyonunun ilk kaydı olduğunu bildirilmiştir. 

Çaglayan vd. 2013 yılında yayınladıkları çalışmalarında, 2011 yılında Uşak 

ilinde mevsim dışı çiçeklenme gösteren kiraz ağaçlarından 15 örnek toplanmış ve 

Nested PCR testi uygulanmış. Örneklerin 7’sinin pozitif olduğu belirlenmiş. PCR 

ürünleri RFLP analizi yapılmış. BLAST analiz sonucunda pozitif örneklerin ‘Ca. P. 

asteris’  olduğu belirlenmiş. ‘Ca. P. asteris’in Türkiye'de  kiraz ağaçlarındaki ilk kaydı 

olduğu bildirilmiştir.  

Ertunc vd. 2015 yılında Türkiye'de bağcılığın yoğun olarak yapıldığı alanlarda 

309 bitki örneği toplanmış ve fitoplazma varlığının saptanması ve tanımlanması için 

Nested PCR ve RFLP analizleri yapılmış. Testlemeler sonucunda fitoplazma 

enfeksiyonu oranı %18.33 olarak belirlenmiş. Pozitif örneklerden 16SrXII-A, 16SrV, 

16SrI-B ve 16SrIX grubuna ait fitoplazmalar tespit edildiği belirtilmiş. Çalışma 

kapsamında Diyarbakır ilinden alınan 10 bağ örneğinin 3’ünde 16SrXII-A grubu 

fitoplazma tespit edildiği bildirilmiştir.   

Sarı, 2015 yılında yayınladıkları çalışmalarında, 2013 ile 2014 yıllarında Hatay 

ilinde bulunan nar ağaçlarından 154 bitkiden yaprak ve sürgün örnekleri toplanmış. 

Yapılan PCR analizlerinde testlenen nar bitkilerinin hiçbirisinde fitoplazma tespit 

edilemediği bildirilmiştir.  

Alp vd. 2016 yılında yayınladıkları çalışmalarında, 2014 yılında Van ili süs 

bahçelerinde kadife çiçeği bitkilerinde kızarıklık belirtileri tespit edilmiş. PCR ile test 
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edilen örnekler beklenen 1.2 kb DNA fragmentleri elde edilmiş. Amplifiye edilmiş 

PCR fragmentleri bir plazmid vektörüne klonlanmış. Rekombinant plazmid DNA izole 

edilmiş ve çift taraflı olarak dizilenmiş. 16S rDNA dizilerinin BLAST analizi ve sanal 

RFLP analizi sonucu ‘Ca. P. solani’ fitoplazmasının varlığı tespit edilmiş. Kadife 

çiçeği ‘Ca. P. solani’nin konukçusu olduğunun ilk kaydı olduğu bildirilmiştir.  

Usta vd. 2017 yılında Van ilinden toplanan 8 hıyar örneğine Nested PCR testi 

uygulanmış. 16S rDNA fragmentleri çoğaltılmış ve test edilen sekiz örneğin dördünde 

1.25 kb uzunluğunda DNA fragmentleri elde edilmiş. Beklenen band büyüklüğünü 

veren örneklerden rastgele seçilen iki örnek bir plasmid vektörde klonlanmış. 

Saflaştırılan rekombinant plasmid DNA’sı çift yönlü olarak dizilenmiş ve 16S rDNA 

dizisinin BLAST ve sanal RFLP analizleri yapılmış. Hıyar numunelerinin birinde ‘Ca. 

P. solani’ ve ‘Ca. P. trifolii’ saptanmış. Yazarların bilgisine göre, Türkiye’de hıyarları 

doğal olarak enfekte eden ‘Ca. P. solani’ ve ‘Ca. P. trifolii’ fitoplazma etmenleri ilk 

defa bu çalışma ile rapor edildiği bildirilmiştir. 

Usta vd. 2018 yılında Van ilindeki domates tarlalarından alınan örnekler 

Nested PCR yöntemi ile testlenmiş. Test edilen 100 domates örneğinden 11'inde 1.25 

kb'lik bir DNA bandı elde edilmiş. Amplifiye edilmiş PCR ürünleri daha sonra pGEM 

T-Easy vektörüne klonlanmış ve yeni nesil DNA sekanslama (NGS) sistemi 

kullanılarak sekanslanmış. 16S rDNA dizilerinin moleküler tespitleri sanal RFLP 

analizi ile karakterize edilmiş. Pozitif örneklerin ‘Ca. P. trifolii’ ve ‘Ca. P. solani’ 

olduğu belirlenmiş. Bu çalışma ile Türkiye'de domateste ‘Ca. P. trifolii’ ilk kez rapor 

edildiği bildirilmiştir.  

Korkmazoğlu, 2018 yılında Şanlıurfa ilinde top akasya ağaçlarında fitoplazma 

hastalıklarını belirlemek amacıyla toplanan örneklere Nested PCR yöntemi 

uygulanmış. Testler sonucunda bazı örneklerde beklenen düzeyde bant (1250 bp) 

gözlenmiş. PCR ürünleri üzerinden yapılan RFLP sonuçlarına göre etmenin fitoplazma 

olduğu belirlenmiş fakat tür teşhisleri yapılmamıştır. 

Kaçar, 2019 yılında yayınladığı tez çalışmasında, Diyarbakır ili mısır üretim 

alanlarındaki fitoplazma hastalıklarını araştırmak amacıyla 2016 yılında survey 

çalışmaları yürütülmüş. Toplanan 225 mısır örneği Nested PCR yöntemi ile testlenmiş. 

Diyarbakır ili mısır alanlarında fitoplazma hastalığına rastlanmadığını bildirmiştir. 

Alar, 2019 yılında Diyarbakır iline bağlı Çınar, Bismil ve Sur ilçelerindeki 
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biber üretim alanlarından alınan örnekler Nested PCR yöntemiyle testlenmiş. Nested 

PCR sonucu ürünleri EcoRI restriksiyon enzimiyle RFLP yapılmış. Bu çalışma ile 

Diyarbakır ilinde biber bitkilerinde fitoplazma enfeksiyonu ilk kez saptandığını 

bildirmiş fakat tür teşhisleri yapılmamıştır. 

2.2. Dünya’da fitoplazmalar ile ilgili yapılmış bazı çalışmalar 

Menon ve Pandalai, 1960 yılında yayınladıkları çalışmada, fitoplazmaların 

bitki floeminde yaşayan hücre duvarında yoksun bakteriler olduğu belirtilmiş, floem 

sistemi ile embriyolar arasında doğrudan bir bağlantının olmaması nedeniyle 

fitoplazmaların tohumlara geçemediğini bildirmişlerdir. 

Doi vd. 1967 yılında yayınladıkları çalışmada, fitoplazmalar enfekteli bitkilerin 

floem dokularında bulunan çok küçük hücrelerinin elektron mikroskobunda 

gözlemlenmeden önce virüs olduğu düşünüldüğü belirtilmiş. Elektron mikroskobu 

gözlemlerine dayanarak, enfekteli bitkilerin dokularındaki hücre duvarından yoksun 

yapılar mikoplazmalara benzetilerek öyle adlandırıldığını bildirmişlerdir. 

Okuda vd. 1972 yılında yayınladıkları çalışmada, 1603 yılında Japonya’da 

bulunan ilk fitoplazma hastalığını olduğu sonradan belirlenen ve kayıtlara geçen Dut 

bodurluk hastalığı (Mulberry dwarf disease) olarak geçen, kültüre alınamayan bir virüs 

tarafından oluşturulduğu düşünüldüğünü bildirmişlerdir. 

Clark vd. 1989 yılında yayınladıkları çalışmada, fitoplazmalar bitkilerin farklı 

organlarında tespit edildiğini ve otsu konukçu bitkilerin çiçek yapılarında genellikle 

yüksek konsantrasyonda olduğunu bildirmişlerdir. 

McCoy vd. 1989 yılında yaptıkları çalışmada, fitoplazmaların çiçek 

anormalliklerine ve meyve malformasyonlarına neden olduğu için enfekte olmuş 

bitkilerden elde edilen tohumların çimlenmediğini belirtmişlerdir. 

Bertaccini vd. 1992 yılında yayınladıkları çalışmada, fitoplazmaların; vektör 

böcekler, aşılama, budama, yumru kökler, rizomlar ve küskütler ile taşınabildiğini 

belirtmişlerdir. 

Davis ve Sinclair, 1998 yılında yayınladıkları çalışmada, fitoplazmaların neden 

olduğuna inanılan birçok bitki hastalığı, fitoplazma gruplarının moleküler analizlerle 

tanımlanmadan önce simptomolojik olarak tanımlandığını belirtmişler. Ayrıca bazı 

fitoplazmaların botanik konukçu aralıklarının vektörler ve vektör besleme tercihleri ile 
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iletimde özgüllükleri yansıttığını da bildirmişlerdir. 

Lee vd. 1998a yılında yayınladıkları çalışmada, fitoplazmalar birkaç 

endonükleaz restriksiyon enzimi kullanıp RFLP analizi uygulanarak 

sınıflandırılabilmektedir. Tüm fitoplazmaların RFLP deseni korunduğundan, 

bilinmeyen fitoplazmalar tüm referans fitoplazmaların RFLP desenleriyle 

karşılaştırılarak teşhisi yapılabileceği belirtilmiştir.  

Lee vd. 1998b yılında yayınladıkları çalışmada, 16S ribozomal RNA (rRNA) 

sekanslarının analizine dayanan kapsamlı filogenetik çalışmalar, fitoplazmaların 

filogenetik olarak Mollicutes sınıfı üyesi olarak oluşturulduğunu belirtmişlerdir. 

Del Serrone vd. 2001 yılında yaptıkları çalışmada, 1999-2000 yılları arasında 

İtalya’da fitoplazma hastalıklarıyla ilişkili olduğu düşünülen domates bitkileri tespit 

edilmiş. PCR ve RFLP kullanılarak karakterize edilen örneklerde, bunların 16S rRNA 

grup I, III, V ve XII'ye ait fitoplazmalar olduğu belirlenmiş. Tespit edilen grup III ve 

grup V fitoplazmaları, domateste ilk kayıt olduğu bildirilmiştir. 

Jiang vd. 2004 yılında yayınladıkları çalışmalarında, dut cüce fitoplazma 

hastalığının dut çekirdeklerinde tespit edildiğini, (Nečas vd. 2008) yaptıkları çalışmada 

ESFY ile enfekte olan kayısı bitkisinin çekirdeklerinde de bu hastalığı barındırdığı, 

(Nipah vd. 2007) yaptıkları çalışmada ‘Ca. P. asteris’ ile enfekteli mısır bitkisinin 

tohumlarında da bu etmenin tespit edildiği, (Olivier vd. 2006, 2010) yaptıkları 

çalışmalarda aster sarılığı (AY) etmeninin Brassica rapa tohumlarında da tespit 

ettiklerini bildirmişlerdir. 

Holguín-Peña vd. 2007 yılında Meksikaya bağlı Baja California'da yürütülen 

bu çalışmada fitoplazma belirtileri gösteren domates bitkilerine Nested PCR ve 

sonrasında RFLP uygulanmış. Pozitif domates örneklerinin %85'inin 16SrI-B alt grubu 

olan ‘Ca. P. asteris’, %10'u 16SrXIII-A grubu bir fitoplazma olduğu belirlenmiş. Baja 

California'da fitoplazma varlığının ilk moleküler kaydı olduğu bildirilmiştir. 

Vellios ve Lioliopoulou, 2007 yılında yayınladıkları çalışmada, 2005 ile 2006 

yılları arasında domates bitkisindeki fitoplazma hastalıklarını belirlemek amacıyla 

Yunanistan'ın farklı bölgelerindeki domates tarlalarında survey gerçekleştirilmiş. PCR 

analizi ile testlenen bitkiler daha sonra gruba özgü primerler kullanılarak testlenmiş. 

Bu testler sonucunda aster sarısı (16SrI) ve stolbur (16SrXII-A) fitoplazmaları tespit 

edildiği bildirilmiş. 
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Contaldo vd. 2012 yılında yayınladıkları çalışmada, Obligat bir parazit olan 

fitoplazmalar, in-vitro koşullarında kültüre alınamazken, yaptıkları çalışmada 

Fitoplazmaları axenic ortamında kültüre alınabilindiğini bildirmişler. 

Singh vd. 2012 yılında Hindistan'da batı Uttar Pradesh'in Meerut bölgesindeki 

fitoplazma belirtisi gösteren 8 domates bitkisi Nested PCR yöntemi ile testlenmiş. 

Sekans analizleri sonra BLAST analizi yapılan pozitif örnekler ‘Ca. P. aurantifolia’ 

olduğu belirlenmiş. Hindistan'da domates bitkisini enfekte eden bu fitoplazmanın ilk 

kaydı olduğu bildirilmiş. 

Khalil vd. 2019 yılında yayınladıkları çalışmada, 2017 yılında Suriye'nin 

Humus eyaletinde fitoplazma belirtileri gösteren toplanan 12 domates bitkisi örneği 

Rusya Fitopatoloji Araştırma Enstitüsü'ne gönderilmiş. Nested PCR ve RFLP analizi 

uygulanan örnekler ‘Ca. P. trifolii’ etmeni olduğu belirlenmiş. Suriye'deki domatesleri 

enfekte eden bu fitoplazmanın ilk kaydı olduğu bildirilmiştir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

Diyarbakır ili domates üretim alanlarından alınan 278 bitki örneği çalışmanın 

ana materyali olarak kullanılmıştır. Arazi çalışmaları ve moleküler çalışmalarda 

kullanılan termalcycler, mikropipet, mikropipet uçları, PCR tüpleri, primerler, SYBR 

Green, polietilen torba, etiket, GPS cihazı, diğer çeşitli kimyasallar ve sarf malzemeler 

çalışmanın diğer materyallerini oluşturmuştur. 

3.2. Metot 

3.2.1. Arazi çalışmaları 

Diyarbakır ili ve ilçeleri arazi çalışmalarının sürvey alanını oluşturmuştur 

(Şekil 3.1). 2018 yılında yürütülen bu çalışma ile güdümlü örnek alma yöntemine göre 

örnekleme yapılmış (Bora ve Karaca, 1970) ve tesadüfi olarak seçilen domates 

tarlalarından en az bir adet olmak üzere, fitoplazma simptomu gösteren veya 

göstermeyen bitkilerden örnekler alınmıştır (Çizelge 3.1). Alınan domates örneklerinin 

GPS koordinatları kaydedilerek, etiket bilgileriyle beraber polietilen torbalara konup 

laboratuvara getirilmiş ve moleküler çalışmalarda kullanılmak üzere +4 °C muhafaza 

edilmiştir. 

 

 

 
 

 

Şekil 3.1. Diyarbakır ilinde sürvey çalışmaları kırmızı renkle belirtilen ilçelerde 

yürütülmüştür
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Çizelge 3.1. Survey çalışmalarının yürütüldüğü Diyarbakır iline ait ilçeler ve toplanan 

domates bitkisi örneği sayıları 

İlçeler Toplanan Örnek Sayısı 

Bismil 16 

Çermik 21 

Çınar 17 

Çüngüş 13 

Dicle 21 

Eğil 10 

Ergani 91 

Hazro 5 

Hani 1 

Kayapınar 11 

Kulp 23 

Lice 25 

Sur 9 

Yenişehir 15 

Toplam 278 

 

3.2.2. Moleküler çalışmalar 

3.2.2.1. DNA ekstraksiyonu 

Toplanan domates örneklerinden fitoplazma varlığının araştırılması için DNA 

izolasyonu yapılmıştır. DNA izolasyon çalışmaları Qiagen DNeasy Plant Mini Kit 

(Kat. No: 69106) kullanılarak yürütülmüştür. DNA izolasyonu için firmanın önerdiği 

protokol uygulanmıştır. Buna göre; toplanan domates yaprakları sıvı azot yardımıyla 

ezilerek 0.1 gram’ı 1.5 ml’lik eppendorf tüplere alınmıştır. Eppendorf tüplere alınan 

örneklerin üzerine 400 μl AP1 buffer ve 4 μl RNase A ilave edilerek kuru blok ısıtıcıda 

65°C‘de 10 dk süreyle inkübe edimiştir. Eppendorf tüplere daha sonra 130 μl AP2 

buffer ilave edilerek karıştırılmış ve 5 dk buzda inkübe edilmiştir. Bitki dokularının 

çökelmesi için 14.000 rpm’de 5 dk santrifüj edilmiş üstte kalan sıvı mikropipet yardımı 

ile alınarak pembe kolon (QIAshredder spin colon)’a aktarılmış ve 14.000 rpm’de 2 dk 

santrifüj edilmiştir. Pembe kolon atılmış ve biriktirme tüpünde kalan sıvının 1.5 katı 

kadar AP3/E bufferdan ilave edilerek pipetaj yapılmıştır. Biriktirme tüpündeki yaklaşık 

650 μl olan sıvıyı beyaz kolon (DNeasy Mini spin colon)’a transfer edip, 15 dk oda 

sıcaklığında beklettikten sonra 8.000 rpm’de 1 dk santrifüj edilmiştir. Biriktirme tüpü, 
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içindeki sıvı ile beraber atılmış ve beyaz kolon yeni bir biriktirme tüpüne 

yerleştirilmiştir. Beyaz kolon’a 500 μl AW bufferdan ilave edildikten sonra 14.000 

rpm’de 1 dk santrifüj edilmiştir. Biriktirme tüpünde toplanan sıvı uzaklaştırılmış ve 

tekrar 500 μl AW bufferdan ilave edilerek 14.000 rpm’de 1 dk santrifüj edilmiştir. 

Yeni bir 1.5 ml’lik eppendorf tüpüne beyaz kolon yerleştirilmiş ve 100 μl AE bufferden 

ilave edilerek 10-15 dk oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. Eppendorf tüpüne 

yerleştirilmiş beyaz kolon 8000 rpm’de 1 dk santrifüj edilmiştir. Beyaz kolon atılmış 

ve eppendorf tüpün içinde toplanan 100 μl DNA solüsyonu -80°C’de muhafazaya 

alınmıştır. 

3.2.2.2. Yuvalanmış Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Nested 

qPCR) 

Domates örneklerinde fitoplazma varlığını araştırmak için Lee vd. (1993)’nin 

yaptıkları çalışma modifiye edilerek Nested qPCR yöntemi uygulanmıştır. İki aşamalı 

olarak gerçekleştirilen bu yöntemde birinci aşamada R16mF2/R16mR1 primerleri 

kullanılarak örneklere Real-time PCR testi uygulanmıştır. İkinci aşamada ise birinci 

aşamada elde edilen PCR ürünleri 1/50 oranda sulandırılıp R16F2n/R16R2 primerleri 

kullanılarak Nested qPCR işlemi gerçekleştirilmiştir. Fitoplazmaların teşhisinde 

kullanılan primerlere ait bilgiler Çizelge 3.2’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2. Nested qPCR testi için kullanılan primer dizilerine ait bilgiler 

 
Primer Primer Dizilimi 

Baz 

Uzunluğu 

1.Aşama 
R16mF2 5’-CATGCAAGTCGAACGGA-3’ 

1800 bp 
R16mR1 5’-CTTAACCCCAATCATCGAC-3‘ 

2.Aşama 
R16F2n 5’-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’ 

1250 bp 
R16R2 5’-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3 

Fitoplazmaların teşhisi için steril bir PCR tüpüne toplam 20 μl hacimde olacak 

biçimde Çizelge 3.3’teki PCR bileşenleri konularak Nested qPCR işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Kullanılan sıcaklık döngülerine ait bilgiler Çizelge 3.4’de 

verilmiştir.  
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Çizelge 3.3. Nested qPCR testi için kullanılan bileşenlerin miktarı 

Kullanılan bileşenler 1.Aşama 2.Aşama 

SYBR® Green Master Mix 10 μl 10 μl 

Primer Forward (10 pmol) 0.4 μl 0.4 μl 

Primer Reverse (10 pmol) 0.4 μl 0.4 μl 

Su 7.2 μl 7.2 μl 

DNA 2 μl 2 μl (1/50 oranında sulandırılmış) 

Toplam 20 μl 20 μl 

 

Çizelge 3.4. Nested qPCR testi için kullanılan sıcaklık döngülerine ait bilgiler 

 Etmen Sıcaklık Döngüleri 
Çoğaltılan 

DNA Uzunluğu 

  95°C 5 dk   

  95°C 40 sn   

1.Aşama Fitoplazma 55°C 60 sn 40 Döngü 1800 bp 

  72°C 90 sn   

  72°C 10 dk   

  4°C ∞   

  95°C 5 dk   

  95°C 40 sn   

2.Aşama Fitoplazma 55°C 60 sn 40 Döngü 1250 bp 

  72°C 90 sn   

  72°C 10 dk   

  4°C ∞   

 

Asimetrik bir siyanin boyası olan SYBR Green ile yapılan Nested qPCR 

analizinde, pozitif numuneler bir floresan boya reaksiyonu ile tespit edilir. Ct (cycle 

threshold), gerçek zamanlı PCR reaksiyonlarında floresan sinyal miktarının, 

gözlemlenebilmesi için gereken minimum değeri (eşik değerini) geçtiği döngü sayısı 

(eşik döngüsü) olarak tanımlanır (Anonim, 2020e).  

 Ct değeri 29 döngünün altında ise, analiz edilen numunede bol miktarda hedef 

nükleik asid olduğunu gösteren güçlü pozitif bir reaksiyon meydana gelmiştir. 

 Ct değeri 30-37 döngü aralığında ise, analiz edilen numunede orta miktarlarda 

hedef nükleik asidin olduğunu gösteren pozitif bir reaksiyon meydana 

gelmiştir. 

 Ct değeri 38-40 döngü aralığında ise, bir enfeksiyon durumu veya çevresel 

kontaminasyonu temsil edebilecek minimum miktarda hedef nükleik asidi 

gösteren zayıf bir reaksiyon meydana gelmiştir. 



 

15 

 

Fitoplazma etmenlerinin teşhisi için yapılan Nested qPCR testinde Ct değeri 

38’den az olan örnekler pozitif olarak değerlendirilmiştir. 

3.2.2.3. Nested qPCR ürünlerinin agaroz jel elektroforezde koşulması 

qPCR yönteminde jel elektroforez işlemine ihtiyaç olmamasına rağmen SYBR 

Green boyası ile yapılan qPCR yönteminde, istenmeyen PCR ürünlerinin çoğalmasıyla 

da floresan boya açığa çıkabileceğinden yanlış pozitif sonuçlara neden olabilmektedir 

(Günel, 2007). Yanlış pozitif sonuçların önüne geçmek için Nested qPCR sonucu elde 

edilen DNA ürünleri %1’lik agaroz jel hazırlanarak elektroforez yapılmıştır. Jelin 

hazırlanması için 1 gr agaroz (SeaKem® LE) ile 100 ml 1X TAE (Tris-Asetik asit-

EDTA) tampon çözeltisi mikrodalga fırında çözülmesi sağlanmıştır. Jel tepsisine tarak 

takılmış ve jel hava oluşturmadan yavaşça dökülmüştür. Jelin soğuyup katılaşması için 

yaklaşık 30 dk beklenmiştir. Soğuyan jelden tarak dikkatlice çıkarılmış ve jel 

elektroforez tankına alınmıştır. Jel çukurlarına GeneDireX marka 100 bp DNA marker 

(Kat. No. DM003-R500), fitoplazmaya ait pozitif örnek (Agdia), su kontrol ve PCR 

ürünleri yükleme tamponu (Thermo marka 6X looding buffer) ile jele yüklenmiştir. 

Güç kaynağı 90Volt’a ayarlanıp 70 dakika süre ile elektrik akımı uygulanmıştır. 

3.2.2.4. DNA’nın görüntülenmesi ve analizi 

Elektroforez işleminden sonra jel, etidyum bromide içeren çözeltide 

boyanmıştır. DNA’lar jel görüntüleme sistemi kullanılarak görüntülenmiş ve 1250 bp 

uzunluğundaki fragmentler pozitif olarak kabul edilmiştir. Pozitif kabul edilen 

örnekler steril bistürü yardımıyla kesilerek 1.5 ml’lik eppendorf tüplerine alınmış ve 

dizilemelerinin yapılması için firmaya gönderilmiştir. 

3.2.2.5. Tespit edilen fitoplazma izolatlarının benzerlik katsayıları ve sanal RFLP 

analizi 

Moleküler çalışmalar sonucu elde edilen fitoplazmalara ait 16SrDNA’ların çift 

yönlü dizilenmesi için BM labosis firmasına gönderilmiştir. 16S rDNA dizileri sanal 

bir jel çizim yazılımı olan pDRAW32 (AcaClone) kullanılarak Kesilen Parça Uzunluk 

Polimorfizmi (RFLP) analizine tabi tutulmuş ve bilgisayar simülasyon modeli elde 

edilmiştir. Yaklaşık 1250 bp uzunluğundaki her bir 16S rDNA dizisi on yedi farklı 

kesim enzimi (AluI, BamHI, BfaI, BstUI (ThaI), DraI, EcoRI, HaeIII, HhaI, HinfI, 

HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI (MboI), MseI, RsaI, SspI ve TaqI) ile kesilerek elde edilen 

DNA fragmentleri program yardımı ile % 1.0’lik sanal agaroz jelde koşulmuş ve hakiki 
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jel görüntüsü oluşturulmuştur (Lee vd. 1998a). Sanal RFLP benzerlik katsayısı 16Sr 

DNA dizileri web tabanlı iPhyClassifier (Zhao vd. 2009) programı yardımıyla elde 

edilmiştir. 

3.2.2.6. Tespit edilen fitoplazma izolatlarının çoklu dizi karşılaştırması ve 

filogenetik analizi 

Tespit edilen fitoplazma izolatlarının 16Sr DNA dizileri CLC Main Workbench 

bioinformatik programlarımı ile çoklu karşılaştırmaları Neighbor Joining algoritması 

ile yapılmış elde edilen filogenetik ağaç ise 1000 tekrar analizi ile oluşturulmuştur. 

16Sr DNA dizileri tespit edilen fitoplazma etmenleri National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) Gen Bankasından BLAST programı ile araştırlmış 

ve farklı ülkelere ait farklı izolatlar ile benzerlik yüzdeleri belirlenmiştir.   

3.2.2.7. 16S rDNA dizilerinin gen bankasına girilmesi 

Domates numunelerinde tespit edilen fitoplazma etmenlerine ait 16Sr DNA 

dizileri Gen Bankası (NCBI)’na kaydedilmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

4.1. Arazi Çalışmaları 

Diyarbakır iline bağlı; Çermik, Çüngüş, Eğil, Ergani, Çınar, Sur, Kayapınar, 

Yenişehir, Hazro, Kulp, Lice, Bismil, Dicle ve Hani ilçelerindeki domates alanlarında 

fitoplazmaların varlığının ve yaygınlığını tespit etmek amacıyla domates bitkilerinde 

rozetleşme, yaprak kıvrılması, morarma, çiçek sterilitesi, yapraklarda şekil bozukluğu, 

yapraklarda sararma, meyvelerde şekil bozukluğu ve bodurlaşma gibi belirtiler 

gösteren ve göstermeyen 278 bitkiden yaprak örneği toplanmıştır (Şekil 4.1, Şekil 4.2, 

Şekil 4.3). 

  

Şekil 4.1. Domates bitkisinde gözlenen (a) yapraklarda şekil bozukluğu ve kayık 

şeklinde kıvrılma, (b) yapraklarda şekil bozukluğu ve sararma 

 

  
 

Şekil 4.2. Domates bitkisinde gözlenen (c) bodurluk ve yaprak yüzeyinde 

kabarcıklaşma, (d) yapraklarda sararma ve beyaz lekeler 

a b 

c d 
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Şekil 4.3. Domates bitkisinde gözlenen (e) yapraklarda renk kırılması, (f) meyvede 

şekil bozukluğu 

 

4.2. Moleküler Çalışmalar 
 

4.2.1. Nested qPCR yöntemi ile testlenen örneklerin fitoplazma ile enfekteli olup 

olmadığının tespit edilmesine dair bulgular 

2018 yılında Diyarbakır ili domates alanlarından toplanan örneklerde 

fitoplazma varlığını tespit etmek amacı ile bitkilerden izole edilen total DNA 

numunelerine Nested qPCR testi uygulanmıştır. Yürütülen testlerde su kontrol 

kullanılırken, pozitif kontrol olarakta Diyarbakır Zirai Mücadele Araştırma Enstitüsü 

Müdürlüğünden temin edilen ‘Ca. P. solani’, ‘Ca. P. mali’, ‘Ca. P. prunorum’ ve ‘Ca. 

P. vitis’ etmenleri kullanılmıştır. Testlenen 278 domates yaprak örneğinden 7’inin 

fitoplazma ile enfekteli olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.4, Şekil 4.5, Şekil 4.6). Ertunc 

vd. 2015 yılında Diyarbakır ilindeki bağ alanlarında yaptıkları bir çalışmada 

fitoplazma tespit ettiklerini belirtmişlerdir. Bu Diyarbakır ilindeki ilk fitoplazma 

varlığının kaydı olarak geçmiştir. Alar, 2019 yılında yaptığı çalışmasında Diyarbakır 

iline bağlı Çınar, Bismil ve Sur ilçelerindeki biber bitkilerinde fitoplazma enfeksiyonu 

saptandığını bildirmiş ve bunun Diyarbakır ilinde bulunan biberlerdeki fitoplazma 

varlığının ilk kaydı olduğunu belirtmiştir. 

 

 

e f 
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Şekil 4.4. Fitoplazma varlığının araştırılması için qPCR ile testlenen 1-94 no’lu 

örneklerin amplifikasyon eğrisi görüntüsü, P: Pozitif Kontrol, S: Su 

Kontrol, 29, 44: Pozitif bulunan örnek 

 

 

 
 

Şekil 4.5. Fitoplazma varlığının araştırılması için qPCR ile testlenen 95-188 no’lu 

örneklerin amplifikasyon eğrisi görüntüsü, P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol, 

107, 115, 132, 162: Pozitif bulunan örnek 

 
 

P 

44 
29 

S 

P 

S 

107 

115 

162 

132 
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Şekil 4.6. Fitoplazma varlığının araştırılması için qPCR ile testlenen 189-278 no’lu 

örneklerin amplifikasyon eğrisi görüntüsü, P: Pozitif Kontrol, S: Su Kontrol, 

219: Pozitif bulunan örnek 

qPCR sonucu pozitif bulunan örnekler 1/50 oranında sulandırılarak Nested qPCR 

yöntemi ile testlenmişlerdir. Yürütülen testte su kontrol kullanılırken, pozitif kontrol 

olarakta Agdia firmasından temin edilen ‘Ca. P. solani’, ‘Ca. P. mali’, ‘Ca. P. 

prunorum’ ve ‘Ca. P. vitis’ etmeni kullanılmıştır. Su kontrol Ct değerinin altında 

kalırken, pozitif kontroller ve pozitif örnekler Ct değerinin üstüne çıkmıştır (Şekil 4.7). 

 

Şekil 4.7. Fitoplazma varlığının araştırılması için Nested qPCR ile testlenen pozitif 

örnekler, pozitif kontroller ve su kontrolüne ait amplifikasyon eğrisi 

görüntüsü 

Nested qPCR yöntemi ile testlenen ve enfekteli olduğu tespit edilen domates 

P 

S 

219 
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örneklerine ait sonuçların kontrol edilmesi ve moleküler karakterizasyon 

çalışmalarında kullanılmak üzere DNA dizilemelerinin yapılması amacıyla ‘Ca. P. 

solani’ etmenine ait pozitif kontrol örneği ile birlikte jel elektroforezde koşturulmuştur. 

Nested qPCR testinde pozitif kontrol ve pozitif tespit edilen 7 örnek 1250 bp 

büyüklüğünde DNA bandı oluştururken, su kontrolde herhangi bir bant oluşmamıştır 

(Şekil 4.8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8. Diyarbakır ilinden alınan domates örneklerinde fitoplazma varlığını tespit 

etmek için uygulanan Nested qPCR testinin agaroz jel görüntüsü, M: Marker 

(100-3000 bp), P: Pozitif kontrol, S: Su kontrol, 29, 44, 107, 115, 132, 162, 

219: Pozitif örnek 

 

Testlenen 278 domates yaprağı örneğinden 7(%2.5)’sinin fitoplazma etmeni ile 

bulaşık oldukları tespit edilmiştir. Nested qPCR yöntemi ile testlenen örneklerden 

fitoplazma bulaşıklık oranının en yüksek bulunduğu ilçe %9.5 bulaşıklıklık oranı ile 

Çermik olurken, onu %9 bulaşıklık oranı ile Kayapınar, %5.9 bulaşıklık oranı ile Çınar 

ve %3.3 bulaşıklık oranıyla Ergani takip etmiştir. Bismil, Çüngüş, Dicle, Eğil, Lice, 

Hazro, Hani, Kulp, Sur ve Yenişehir ilçelerinden alınan domates örneklerinde 

fitoplazma etmeni tespit edilmemiştir (Çizelge 4.1). Özdemir vd. 2007 yılında 

Marmara bölgesindeki domates üretim alanlarında, Eroglu vd. 2010 yılında Erzurum 

ve Şanlıurfa illerindeki patates bitkilerinde, Özdemir ve Saygılı, 2012 yılında Bursa ve 

Çanakkale illerindeki domates üretim alanlarında ve Alp vd. 2016 yılında Van ili süs 

bahçelerindeki kadife çiçeği bitkilerinde ‘Ca. P. solani’ tespit etmişlerdir. Vellios ve 

Lioliopoulou, 2007 yılında Yunanistan'ın farklı bölgelerindeki domates tarlalarında 

 M    P    S   29   44   107 115  132 162  219  

1250 bp 
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‘Ca. P. asteris’ ve ‘Ca. P. solani’ tespit ettiklerini bildirmiş, Santos-Cervantes vd. 2008 

yılında Meksika’daki biber ve domates bitkilerinde ‘Ca. P. asteris’ tespit ettiklerini 

bildirmişlerdir. Singh vd. 2012 yılında Hindistan'nın batı Uttar Pradesh'in Meerut 

bölgesinde domates bitkilerinde ‘Ca. P. aurantifolia’ tespit etmişlerdir. Zamora vd. 

2014 yılında Küba’nın San José bölgesindeki domates tarlalarında ‘Ca. P. asteris’ 

tespit ettiklerini belirtmişlerdir. Usta vd. 2017 yılında Van ilinde hıyar bitkilerinde ve 

Usta vd. 2018 yılında yine aynı ildeki domates bitkilerinde ‘Ca. P. solani’ ve ‘Ca. P. 

trifolii’ etmenlerinin saptandığını belirtmişlerdir. Khalil vd. 2019 yılında Suriye'nin 

Humus eyaletindeki domates bitkilerinde ‘Ca. P. trifolii’ etmeni bulmuşlardır. 

Çizelge 4.1. Diyarbakır ilinde sürveyler sonucu alınan örneklerde tespit edilen 

fitoplazma sayısı, bulunma oranları ve tespit edilen ilçeler 

Sürvey 

yapılan ilçeler 

Örnek 

sayıları 
Tespit edilen fitoplazma sayısı, oranı ve türleri 

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

Bismil 16 - - - - 

Çermik 21 2 %9.5 2 - 

Çınar 17 1 %5.9 1 - 

Çüngüş 13 - - - - 

Dicle 21 - - - - 

Eğil 10 - - - - 

Ergani 91 3 %3.3 2 1 

Hazro 5 - - - - 

Hani 1 - - - - 

Kayapınar 11 1 %9 1 - 

Kulp 23 - - - - 

Lice 25 - - - - 

Sur 9 - - - - 

Yenişehir 15 - - - - 

TOPLAM 278 7 %2.5 6 1 

Moleküler testler sonucunda fitoplazma etmeninin tespit edildiği bazı bitkilerde 

gözlemlenen sararma, yaprakta deformasyonu ve içeri doğru kıvrılma gibi belirtilere 

ait resimler aşağıda verilmiştir (Şekil 4.9, Şekil 4.10, Şekil 4.11). 
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Şekil 4.9. ‘Ca. P. trifolii’ ile enfekteli domates bitkisi görüntüsü 

 

Şekil 4.10. ‘Ca. P. trifolii’ ile enfekteli domates bitkisi görüntüsü 

 

Şekil 4.11. ‘Ca. P. solani’ ile enfekteli domates bitkisi görüntüsü 
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4.2.2. Tespit edilen fitoplazma izolatlarının benzerlik katsayıları ve sanal RFLP 

analizi 

Pozitif bulunan 7 örneğin 16S rDNA dizi analizleri iki farklı firmaya dört kez 

yaptırılmasına karşın, sadece DFT29 ve DFT132 izolatlarına ait numunelerden 

beklenilen boyutta nükleotid dizileri elde edilebilmiştir. Bu iki izolatın 16S rDNA 

nükleotid dizileri web temelli iPhyClassifier programı ile analiz edilerek etmenlerin 

fitoplazma türleri ve bağlı oldukları grup ile alt grupları tespit edilmiştir. Aynı program 

ile Gen Bankasındaki referans izolat (Ulaşım no: AY390261) dizisi kullanılarak her 

iki izolata ait RFLP benzerlik katsayıları oluşturulmuştur. Bu analizde DFT29 ve 

DFT132 izolatı ‘Ca. P. trifolii’ olarak tespit edildiğinden, bu izolatlara ait 16S rDNA 

dizilerine ait sanal RFLP modeli, aynı türün referans izolatı ile karşılaştırılmış ve 

DFT29 izolatının benzerlik katsayısının 1.00 olduğu tespit edilmiştir. iPhyClassifier 

ile yürütülen analizde DFT29 nolu fitoplazma izolatlarının 16SrVI fitoplazma grubu 

ve A alt grubunun birer üyesi olduğu belirlenmiştir. DFT132 izolatına ait 16S rDNA 

dizisinin benzerlik katsayısı ise 0.97 olarak tespit edilmiştir. Bu izolatın 16SrVI içinde 

bir varyant yada yeni bir alt grup üyesi olabileceği belirlenmiştir. 

On yedi farklı kesim enzimi (AluI, BamHI, BfaI, BstUI (ThaI), DraI, EcoRI, 

HaeIII, HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI (MboI), MseI, RsaI, SspI ve TaqI) 

kullanılarak DFT29 izolatının 16S rDNA dizisine ait sanal RFLP profili 

oluşturulduğunda referans izolat ile benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir. Bununla 

birlikte DFT132'nin sanal RFLP profili referans izolat ile karşılaştırıldığında büyük 

oranda benzerlik gösterirken sadece SspI kesim enzimi ile kesimde farklılık tespit 

edilmiştir (Şekil 4.12). SspI kesim enzimi ile kesimde referans izolatta 1 bant 

gözlenirken DFT132 nolu izolatta 2 bant oluştuğu gözlenmiştir. 
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Candidatus Phytoplasma trifolii DFT29 nolu izolat (Ulaşım no: MT434684) 

 

Candidatus Phytoplasma trifolii DFT132 nolu izolat (Ulaşım no: MT434685) 

 

Candidatus Phytoplasma trifolii referans izolat (Ulaşım no: AY390261) 

 

Şekil 4.12. DFT29 ve DFT132 izolatlarının pDRAW32 yazılımı kullanılarak sanal 

%1’li agaroz jelde sanal RFLP profillerinin oluşturulması. SspI kesim 

enzimi ile oluşan profillerdeki farklılık kutu içine alınmıştır. MW: 1kb 

Promega boyutunda marker. 

4.2.3. Tespit edilen fitoplazma izolatlarının çoklu dizi karşılaştırması ve 

filogenetik analizi 

Domates bitkisinde tespit edilen 7 pozitif örneğe ait 16S rDNA dizileri NCBI 

web tabanlı veri bankasından BLAST analizleri gerçekleştirilmiştir. Altı ‘Ca. P. 

trifolii’ izolatı (DFT29, DFT44, DFT107, DFT115, DFT132, DFT219) ve bir ‘Ca. P. 

solani’ izolatı (DFS162) isimlendirilmiştir
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Filogenetik ağaç CLC Main Workbench 20.0.3 programı yardımı ile 

yapılmıştır. İzolatlar arasındaki nükleotit benzerlikler ve farklılıklar ağaçta 

dallanmalara neden olmuştur. Fitoplazma izolatlarının dizisi bugüne kadar gen 

bankasından yayımlanmış diğer fitoplazma izolatları ile karşılaştırıldığında farklı 

oranlarda benzerlikler gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 4.13). 

‘Ca. P. trifolii’ olarak tespit edilmiş izolatlar ile dünyadaki bazı ‘Ca. P. trifolii’ 

izolatları arasında yapılan karşılaştırmada en az benzerlik gösteren izolat %98.9 

benzerlik oranıyla (JX123321.1 ulaşım numaralı Çin izolatı) DFT29 izolatı, en fazla 

benzerlik gösteren izolat ise %99.8 (MK433199.1 ulaşım numaralı İran izolatı) 

benzerlik oranıyla DFT44 izolatı olmuştur ve oluşturulan filogenetik ağaçta bu 

izolatlarla gruplanmışlardır. ‘Ca. P. solani’ olarak tespit edilmiş DFS162 izolatı ise 

dünyadaki bazı ‘Ca. P. solani’ izolatları ile yapılan karşılaştırmada en fazla benzerliği 

%99.7 benzerlik oranıyla MN398471.1 ulaşım numaralı Türkiye (İzmir) izolatı 

olmuştur ve oluşturulan filogenetik ağaçta bu izolat ile gruplanmıştır. Filogenetik 

ağaçta ve nükleotit karşılaştırmasında kullanılan fitoplazma izolatları Çizelge 4.2’de 

verilmiştir. 

Çizelge 4.2. Filogenetik ağaçta ve nükleotit karşılaştırmasında kullanılan Gen 

Bankasında kayıtlı fitoplazma izolatlarına ait ulaşım numarası, ülke ve 

baz uzunluğu bilgileri 

Sayı Ulaşım Numarası Ülke 
Baz uzunluğu 

(bp) 

1 MF092789.1 Meksika 1415   

2 JX123321.1        Çin 1250 

3 MK660150.1        Çin 1810 

4 MG788318.1      İran 1250 

5 KC835139.1       İtalya 1244 

6 MN398471.1     Türkiye (İzmir) 1244 

7 KU556855.1       Sırbistan 1169 

8 KJ957010.1         Türkiye (Van) 1244 

9 JN887313.1        Polonya 1648 

10 MK433199.1        İran 1707 

11 EF186821.1        Fransa 1532 

12 KF178706.1       ABD 1705 

13 MK209688.1       Türkiye (Ş.urfa) 1195 
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(Çizelge 4.2.’nin devamı)  

14 AY496005.1 ABD 1504 

15 KP099582.1  İspanya 1114 

16 AY197655.1  Çin 1527 

17 AF092209.1  ABD 1722 

18 AB052873.1  Tayland 1360 

19 AJ550984.1  İtalya 1780 

20 AB054986.1  Japonya 1522 

21 AJ632155.1  İspanya 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  Küba 1521 

28 AY725234.1 Küba 1516 

29 AY197644.1 ABD 1527 

30 AJ575108.1  İspanya 1556 

Tespit edilen fitoplazma izolatlarına ait nükleotitlerin dünyadaki bazı 

fitoplazma izolatları ile karşılaştırılması CLC Main Workbench 20.0.3 programı ile 

gerçekleştirilmiştir. Bu karşılaştırma ile DFT29 izolatında 8 nükleotitte yer değiştirme 

mutasyonu, 3 nükleotitte ekleme mutasyonu ve 3 nükleotitte ise silme mutasyonu 

olduğu gözlenmiştir. DFT44 izolatında 1, DFT107 izolatında 3, DFT115 izolatında 2 

ve DFT219 izolatında ise 7 nükleotitte yer değiştirme mutasyonu olduğu gözlenmiştir. 

DFT132 izolatında ise 2 nükleotit ekleme ve 2 nükleotit silme mutasyonuna 

uğramışken 3 nükleotidinde yer değiştirme mutasyonu olduğu gözlenmiştir (Şekil 

4.14). DFS162 izolatının 3 nükleotidinde yer değiştirme mutasyonu ve 1 nükleotitte 

ekleme mutasyonu olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.15). Oksal vd. 2017, Malatya ilinde 

yaptıkları çalışmada biberde buldukları  ‘Ca. P. trifolii’ etmeninin iki farklı izolatından 

birini diğerinden 8 nükleotit daha uzun olduğunu bildirmişlerdir. Quaglino vd. 2013, 

yaptıkları çalışmada ‘Ca. P. solani’ izolatları arasında 1 nükleotitte değişim olduğunu 

bildirmişlerdir. 
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Şekil 4.14. Domates bitkisinde tespit edilen Candidatus Phytoplasma trifolii 

izolatları(DFT29, DFT44, DFT107, DFT115, DFT132, DFT219)’nın 

CLC Main Workbench 20.0.3 programı yardımı ile yapılmış çoklu 

nükleotit dizi karşılaştırması 

 

Şekil 4.15. Domates bitkisinde tespit edilen Candidatus Phytoplasma solani 

izolatı(DFS162)’nın CLC Main Workbench 20.0.3 programı yardımı ile 

yapılmış çoklu nükleotit dizi karşılaştırması  

 

4.2.4. 16S rDNA dizilerinin gen bankasına girilmesi 

Domates bitkisinde tespit edilen altı ‘Ca. P. trifolii’ izolatı DFT29, DFT44, 

DFT107, DFT115, DFT132 ve DFT219 (Gen bankası Ulaşım No. MT434684, 

MT434685, MT438464, MT438465, MT438466, MT438467) ve bir ‘Ca. P. solani’ 

izolatı DFS162 (Gen bankası Ulaşım No. MT437042) Gen Bankasına kayıtları 

gerçekleştirilmiştir. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Diyarbakır ili domates alanlarındaki fitoplazma hastalıklarının belirlenmesini 

hedefleyen bu çalışma ile 2018 yılında Diyarbakır iline bağlı 17 ilçenin 14’ünde 

toplam 278 adet domates yaprak örneği toplanmıştır. Toplanan örnekler 

R16mF2/R16mR1 ve R16F2n/R16R2 üniversal primerlerin kullanıldığı Nested qPCR 

yöntemiyle test edilmiştir. Nested qPCR yöntemi ile testlenen 278 domates yaprak 

örneğinden 7 (%2.5)’sinin fitoplazma ile enfekteli olduğu tespit edilmiştir. Fitoplazma 

izolatlarını karakterize etmek için, 1.250 bp’lik Nested qPCR amplifikasyon ürününe 

ait 16S rDNA dizisinin iPhyClassifier yazılımı, BLAST ve sanal RFLP analizleri 

yapılmıştır. iPhyClassifier yazılımı, BLAST ve sanal RFLP analizleri sonucunda 

pozitif bulunan 7 domates örneğinin 1’i ‘Ca. P. solani’ ile 6’sının ‘Ca. P. trifolii’ ile 

enfekteli olduğu tespit edilmiştir. Bu çalışma ile ‘Ca. P. solani’ ve ‘Ca. P. trifolii’ 

Diyarbakır ili domates alanlarında ilk defa rapor edilmiştir. DFT29 izolatına ait 16S 

rDNA dizisinden oluşturulan sanal RFLP modeli, önceden tespit edilmiş olan 16SrVI-

A alt grubunun referans modeli ile benzerlik katsayısı 1.00 çıkmıştır. DFT29 

fitoplazma izolatı 16SrVI-A'nın fitoplazma alt grubunun bir üyesi olduğu 

belirlenmiştir. DFT132 izolatına ait 16S rDNA dizisinden oluşturulan sanal RFLP 

modeli, önceden tespit edilmiş tüm 16Sr gruplarının/alt gruplarının referans 

modellerinden farklı çıkmıştır. En çok benzediği grup ise 16SrVI-A alt grubunun 

referans modeli ile 0.97 benzerlik katsayısına sahip bulunmuştur.  Bu strain kesim 

enzimi SspI, referans izolatı ile önemli farklılıklar sergilemiş ve 16SrVI grubu içinde 

yeni bir alt grubu temsil edebileceği belirlenmiştir. 

 Tespit edilen ‘Ca. P. trifolii’ (Gen bankası Ulaşım No. MT434684, 

MT434685, MT438464, MT438465, MT438466, MT438467) ve ‘Ca. P. solani’ (Gen 

bankası Ulaşım No. MT437042) Gen Bankasına kayıtları gerçekleştirilmiştir. 

Nested qPCR yöntemi ile testlenen örneklerden fitoplazma bulaşıklık oranının 

en yüksek bulunduğu ilçe %9.5 bulaşıklık oranı ile Çermik olurken, onu %9 bulaşıklık 

oranı ile Kayapınar, %5.9 bulaşıklık oranı ile Çınar ve %3.3 bulaşıklık oranıyla Ergani 

takip etmiştir. Bismil, Çüngüş, Dicle, Eğil, Lice, Hazro, Hani, Kulp, Sur ve Yenişehir 

ilçelerinden alınan domates örneklerinde fitoplazma tespit edilmemiştir.  

‘Ca. P. trifolii’ olarak tespit edilmiş izolatlar ile dünyadaki bazı ‘Ca. P. trifolii’ 

izolatları arasında yapılan karşılaştırmada en az benzerlik gösteren izolat %98.9 
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benzerlik oranıyla (JX123321.1 ulaşım numaralı Çin izolatı) DFT29 izolatı, en fazla 

benzerlik gösteren izolat ise %99.8 (MK433199.1 ulaşım numaralı İran izolatı) 

benzerlik oranıyla DFT44 izolatı olmuştur ve oluşturulan filogenetik ağaçta bu 

izolatlarla gruplanmışlardır. ‘Ca. P. solani’ olarak tespit edilmiş DFS162 izolatı ise 

dünyadaki bazı ‘Ca. P. solani’ izolatları ile yapılan karşılaştırmada en fazla benzerliği 

%99.7 benzerlik oranıyla MN398471.1 ulaşım numaralı Türkiye (İzmir) izolatı 

olmuştur ve oluşturulan filogenetik ağaçta bu izolat ile gruplanmıştır. 

Tespit edilen fitoplazma izolatlarının nükleotitlerinin dünyadaki bazı 

fitoplazma izolatları ile yapılan karşılaştırmasında DFT29 izolatında 8 nükleotitte yer 

değiştirme mutasyonu, 3 nükleotitte ekleme mutasyonu ve 3 nükleotitte ise silme 

mutasyonu olduğu gözlenmiştir. DFT44 izolatında 1, DFT107 izolatında 3, DFT115 

izolatında 2 ve DFT219 izolatında ise 7 nükleotitte yer değiştirme mutasyonu olduğu 

gözlenmiştir. DFT132 izolatında ise 2 nükleotit ekleme ve 2 nükleotit silme 

mutasyonuna uğramışken 3 nükleotidinde yer değiştirme mutasyonu olduğu 

gözlenmiştir. DFS162 izolatının 3 nükleotidinde yer değiştirme mutasyonu ve 1 

nükleotitte ekleme mutasyonu olduğu belirlenmiştir. 

Fitoplazma hastalıkları dünyada ve ülkemizde birçok kültür bitkisinde 

ekonomik boyutlarda kayıplara neden olmakta bu nedenle fitoplazma kaynaklı 

hastalıkların listesi gün geçtikçe büyümeye devam etmektedir. Fitoplazmaların 

yayılmasında enfekteli bitki materyali ile yapılan aşılama büyük önem taşımaktadır 

(Marwitz vd. 1974; Heintz, 1986; Seemüller, 1990). Bu nedenle çok yıllıklı bitkilerde 

aşılamada kullanılacak olan bitki materyallerinin fitoplazmalardan ari olması, taşınma 

ve yayılmanın engellenmesi açısından önemlidir. En önemli yayılma yollarından biri 

de vektörlerdir. Fitoplazmalar Cicadellidae, Fulgoridae, ve Psyllidae familyasına ait 

böcek türleri ile taşınabilmektedirler (Lee vd. 2000; Bertaccini, 2007; Weintraub vd. 

2006). Sürekli olarak bitki ve böcekler arasındaki geçişleri sayesinde canlılıklarını ve 

yayılışlarını sürdürebilmektedirler (Hogenhout vd. 2008). Bu vektör böceklerin 

özellikle kışlayan erginleri fitoplazmaların taşınmasında etkin rol oynadıkları 

belirtilmiştir (Tedeschi ve Alma, 2004). Vektör böcekler tarafından yayılmasının 

engellenmesi için kışlaklar ve ara konukçuların ortadan kaldırılması ve insektisitler 

kullanılarak mücadele edilmesi gerekmektedir. Bu mücadelenin yürütülmesi için 

çalışmanın yapıldığı alandaki fitoplazma vektörü böceklerin belirlenmesi kapsamlı bir 

çalışma ile ortaya konulması gerekmektedir. 
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Yapılan bu çalışma ile söz konusu fitoplazmaların örnek sayısı dikkate 

alındığında henüz düşük düzeyde olduğu değerlendirilebilir. Fakat bulaşmanın 

engellenmesi konusunda gerekli önlemler alınmadığı taktirde söz konusu fitoplazma 

enfeksiyonları gelecekte önemli sorunlara neden olabilecektir. Özellikle fitoplazma ara 

konukçuları arasında yer alan tarla içinde ve kenarında yetişen yabancı otlarla 

mücadele, fitoplazma etmenlerine karşı testlenmiş sertifikalı fide, fidan, aşı materyali 

ve tohum kullanımı, etmenin vektörü olan böcekler ile mücadele ve üreticilerin 

fitoplazma hastalığının yayılma yolları ve belirtilerine karşı bilgilendirilmesi bu 

hastalıklarla mücadele açısından son derece önemlidir. 
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