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Azarbaycanda “Candidatus Phytoplasma solani”
fitoplazmasinin genetik muxtalifliyi vo onun hagerat
vektorlarinin tedqiqi

Ezamiyyat lzra atrafli
hesabat

Azarbaycanda askar olunmus “Candidatus
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Phytoplazma solani” fitoplazma izolyatlarinin DNT
ekstraktlari ve xasta bitkilerin Uzsrindan toplanaraq
96%-li spirtde saxlanilmis hagerat vektorlari
Fransanin Bordo ssharine aparimis ve ordada
muasir molekulyar metodlarla tadqiq edilmisdir.

1. “Candidatus Phytoplazma solani”
fitoplazmasinin  genetik muxtalifliyini Multilokus
sekvens analiz (MLSA) vasitssile tadqiq etmak Ugln
yeni geyri ribosomal genin nukleotid ardiciligi alda
olunaraq xarakterizae edilmisdir. Bu maqsadla ‘Ca. P.
solani’ (StolP) fitoplazmasinin SSH vasitesile alda
edilmis  SDRO0OCO09 gen fragmenti secilmisdir.
Secilmis genin ‘Ca. P. asteris’ fitoplazmasinin 2-
Hydroxycarboxylate transporterini kodlasdiran mleP1
geninin nukleotid ardicilig1 ile zaif homologiya
gosterdiyi tayin edilmisdir. Bele ki, Blast N programi
ile axtarigs zamani , SDRO0CQ09 gen fragmenti ‘Ca. P.
asteris’ fitoplazmasinin 2-Hydroxycarboxylate
transporterini kodlasdiran mleP1 geni ila yalniz 44%
identiklik gostarmigdir. Genin nukleotid ardicilligini
tamamlamaqg Ugln SDR0O0C09 fragmentinin
sonluglarindan gonsu DNT fragmentlarina
istigamatlonmis  dord praymer  (GWMIeP1D,
GWMIeP1DN, GWMIeP1G and GWMIeP1GN) dizayn
edilmisdir. Dizayn edilmis praymerlorloe Genome-
Walker universal kit (BD Biosciences Clontech)
vasitasile “xromosom Uzerinda gazinti” metodu il
amplifikasiya heyata kegirilmisdir.  “Saga dogru
addimlama” GWMIeP1D va AP1 praymerleri ilo ilkin,
GWMIeP1DN va AP2 praymerlori ilo Nested PZR,
“sola dogru addimlama” iss GWMIeP1G va AP1
praymerlari ile ilkin, GWMIeP1GN va AP2
praymerlari il Nested PZR vasitesile hayata
kegirilmisdir. PZR reaksiyalar stolbur fitoplazmasinin
PO izolyati ile yoluxdurulmus banévsaden ayriimis ve
muxtalif restriksiya fermentleri ila hidroliz olundugdan
sonra adaptorlara tikilmis dogqquz GenomeWalker
DNT banki Uzarinde apariimisdir. GWMIeP1GN va
AP2 praymerloari ile Nested PZR naticesinde 0,5
m.n.c. vo 1 m.n.c. Olgulerinde iki PZR mahsul,
GWMIeP1DN ve AP2 praymerlari ilo Nested PZR
naticesinda da iki (0,5m.n.c. va 1 m.n.c.) PZR mahsul
alda edilmisdir. dlda edilmis PZR mahsullar mavafiq
praymerlarle birlikde sekvens olunmugdur. PZR
mahsullarin  nukleotid ardicilliglari  SDR0O0C09
fragmentinin nukleotid ardicilligr ile birlagdirilarek
1,890 m.n.c. uzunlugunda fragment alde edilmisdir.
Yeni alda olunmus bu fragment (1,890 kb) asasinda
dord yeni praymer (MleP1-F1, MleP1-R1, MleP1-F2,
MleP1-R2) dizayn edilmis va bu praymerlorlo
aparilan PZR reaksiyalar naticasinde iki yeni PZR
mahsul alda olunaraq sekvens edilmisdir. Yekun
sekvens Phred, Phrap, ve Consed software
programlari vasitesiloe kombine va redakto edilarak
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1,925 m.n.c. uzunlugunda fragmentin alde olunmasi
ilo naticeloanmigdir. Bu yekun fragmentin nukleotid
ardicilhglart  Uzsrinde zulal kodlagdiran nukleotid

ardicilliglarinin (CDS-coding sequence)
prognozlasdiriimasi hayata kegirilmisdir.
FrameD oxunma gorgivesi ilo

prognozlasdiriimis CDS (491 amin tursu) BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/) oxsarliq axtaris
programinin vasitesile analiz edilmisdir.

2. MleP1 geninin nukleotid ardicilliglari
Uzerinda zulal kodlasdiran ve “Ca. P. australiense”
noévunun guman olunan malat/sitrat simporterini
kodlagdiran geni ile muqgayisede daha dayisken
hissesinden altt praymer (MleP1-F3, MileP1-F4,
MleP1-F5, MleP1-R3, MleP1-R4, MleP1-R5) dizayn
edilmisdir:

Dizayn edilmis praymerlor INRA-Bordo
Merkazinin fitoplazma kolleksiyasinda saxlanilan bes
referens stolbur izolyatlari (PO; GGY; 19-25; P7 va
T292) lglin sinaqdan kegiriimisdir. Ug Nested PZR
(MleP1-F3/MleP1-R3, MleP1-F4/MleP1-R4, MleP1-
R5/MleP1-F5) reaksiyasi hayata kegirilmis ve
naticelar elektroforez vasitasila 1%-li aqaroza gelinda
analiz edilmigdir. Naticada MleP1-F3/MleP1-R3 cutu
ilo sinaqdan kegirilmis bes stolbur izolyatlarinin har
biri G¢cin PZR mahsul amplifikasiya edilmisdir.
MleP1-F4/MleP1-R4 praymerlari ilo hayata kegirilmis
PZR test bes stolbur izolyatindan tgu (PO; GGY ve
19-25) Ggun amplikon vermisdir. MleP1-R5/MleP1-F5
ilo ise bes fitoplazma izolyatindan yalniz biri (GGY)
dctin PZR mahsul amplifikasiya olunmusdur. MleP1-
F3/MleP1-R3 praymerlari ilo alde edilon PZR
mahsullarla ayri-ayriligda ham MleP1-F4/MleP1-R5,
ham da MleP1-F5/MleP1-R4 praymer cutliklari Ggln
Nested PZR reaksiya qoyulmusdur.

Beloliklo, yekun olaraq Stolbur qgrupu
fitoplazmalari  Uglin mleP1 geninin  nukleotid
ardicilhginin - amplifikasiyasina asaslanan qrup-
spesifik Nested PZR test G¢lin MleP1-F3/MleP1-R3
(birinci PZR dgun) va MleP1-F5/MleP1-R4 praymer
cutlikleri segilmis ve yeni Nested PZR test
metodunun seraiti muayyean edilmisdir.

3. Azerbaycanda askar edilmis “Candidatus
Phytoplazma solani” izolyatlarinin genetik muxtalifliyi
birlikde dord qeyri-ribosomal genin (mleP1, Stamp,
secY, va tuf) nukleotid ardicilliglarinin musyyan
edilmasi asasinda Multilokus Sekvens Analiz
vasitasile tedqiq edilmisdir. Bu maqgsadls “Candidatus
Phytoplazma solani” izolyatlarinin qgeyri-ribosomal
genlari spesifik Nested PZR metodlarla amplifikasiya
edilmisdir. ©lde olunmus Nested PZR msahsullar
sekvens olunmusdur. Sekvenslarin ilkin
xromatogramlari yigilaraq Chromas, preGAP ve
GAP4 (Staden package) mantigi programlari
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

vasitesilo assambla ve redakts edilmisdir. Redakts
edilmis xromotogramlardan nukleotid ardicilliglar
eksport olunmus ve nukleotid ardicilhglarinin
verilonler bazasinda homologlarinin  axtariimasi

Genbank malumat bankinda
(http://gib.genes.nig.ac.jp) BLASTN ve BLASTX
axtarig  programlarinin  komakliyi ile  hayata

kegirilmigdir. BLASTN ve BLASTX  programlari
Biotexnoloji informasiya Milli Merkezinin (National
Center for Biotechnology (NCBI)) serverinden
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) alde edilmisdir.

4. Azerbaycanda askar edilmis “Candidatus
Phytoplazma solani” izolyatlarinin Avropa ve Araliq
Daenizi hdvzasinda askarlanmig izolyalar ile gohumluq
alagelerinin  muayyen edilmasi Uglun Filogenetik
Analizdan istifade edilmisdir. Filogenetik Analiz Mega
6 programi ile hayata kegirilmis, tadqiq edilen har bir
gen ugun filogenetik agac Maximum Parsimony alaeti
ilo qurulmusdur. Vmp1 geninin polifilogeniyasini
arasdirmaq Ugun “Candidatus Phytoplazma solani”
izolyatlarinin  vmp1 geni amplifikasiya edilmisdir.
Amplifikasiya mehsullari Rsal, Alul, Taqgl, Hphl
restriksiya fermentleri ile RFLP analizine maruz
goyulmusdur. Naticelar Qiagen robotu vasitasile
Qiaxcel kapilyar elektroforetik analiz edilmigdir.

5. Spirtde saxlanilan hagerat vektorlar
elektron mikroskopiya ve barkodlagdirma vasitasila
molekulyar identifikasiya  edilmigdir. Elektron
mikroskopiya ile identifikasiya erkak haserat
fordlerinin cinsi organlarinin quruluguna asasan
hayata kecirilmisdir. Molekulyar identifikasiya Ugun
ise  heserat vektorlarindan DNT  ekstraksiya
edilmisdir. DNT ekstraktlari mtCOIl mitoxondri markeri
vasitesila barkodlasdiriima vasitesila identifikasiya
olunmusdur.

Layihanin yerina
yetirilmasindan (elmi
todbirda va ya qisamiiddatli
elmi tacriibakegmada
istirakdan) alda edilan
naticalar, onlarin yenilik
doaracasi, elmi va praktiki
ohamiyyati

“Candidatus Phytoplazma solani”
fitoplazmasinin yeni geyri ribosomal geninin nukleotid
ardicilhgr elde olunaraq xarakterize edilmigdir.
Nukleotid ardicilhgl alde olunaraq xarakterize edilen
yeni genin 2-Hydroxycarboxylate transporterini

kodlasdiran mleP1 geni oldugunu musayyan
edilmisdir.

“Candidatus Phytoplazma solani”
fitoplazmasinin geyri-ribosomal mleP1 genini

amplifikasiya etmaya imkan veran yeni Nested PZR
test metodu hazirlanmigdir.

“Candidatus Phytoplazma solani” fitoplazmasinin tuf
geninin sekvensinin filogenetik analizi naticasinds
Azarbaycanda Uzim bitkisinde BN izolyatlari
arasinda 3 tuf genotipi agkar edilmisdir:
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- Abseron yarimadasindan toplanmis ‘Qara yay
Uzimd’ sortunda askarlanmis ‘Ca. P. solani’
isolyatlari  tuf-b1l adlandirilan, Qarbi Avropada ¢ol
sarmasigl (Convolvulus arvensis) ile slagali oldugu
bilinen, Umumi tuf-type ‘b’ genotipine uygun
olmusdur.

- 'Qara shani’ va ‘Mahmudu’ sortlarinda muayyen
olunmus diger ‘Ca. P. solani’ izolyatlari tuf ‘a’ tipi ve
tuf ‘b’ tipi arasinda araliq movqge tesil edoan tuf-b2
genotipine aid oldugu ve onun Urtica dioica yabani
bitki rezervuarlari ile olagali oldugu muayyan
edilmisdir.

- Qabals rayonundan goturilmus ‘Qara kismisi’ Gzim
sortunda askarlanmis butin ‘Ca. P. solani’ izolyatlari,
son vaxtlar Ruminiyada toplanmis xasta kartof
bitkilerinde askarlamis tuf-b3 genotipi ile eyni
genotipa malik olmusdur.

“Candidatus Phytoplazma solani” fitoplazmasinin
secY geninin  filogenetik analizi naticesinde
Azarbaycanda ikisi indiyadek rast galinmayan yeni
genotip olmagla, dord fargli secY genotipinin
movcudlugu agkar edilmigdir:

-Qabala rayonundan toplanan "Qara kigmisi"-de
askarlanan 'Ca.P.solani' izolatlarinin hamisi
indiyadek malum olan butin referans 'Ca.P.solani'
izolyatlarindan fergli olan yeni bir sec Y genotipina
malik olmusdur. Bu yeni secY genotipi Avropada rast
galinan referans S4 genotipindan iki tek nukleotid
polimorfizmi (SNP) ile ferglenmisdir.

- Abseron yarimadasindan toplanmis ‘Qara sanr’, ‘AJ
sanl’ ve ‘Qara yay uzumu’ sortlarinda, elace de Quba
rayonundan toplanmis badimcan va bibar bitkilarinda
askar olunmus 'Ca.P.solani' izolyatlari Araliq danizi
arazisinde yayllmig S1 secY genotipine uygdun
galmisdir.

-Abseronda "Mahmudu" UzUm sortunda agkar edilan
'‘Ca.P.solani" izolyati eyni Uzim sahasindan toplanmis
batin diger izolyatlarindan farqli, yalniz Fransada
lavanda bitkisinde askarlanmis S14 secY genotipi ila
identik olmusdur.

-Quba rayonunda Prunus myrobolan agaclarinda va
eyni gavall baginda olan sarmasiglarin Uzarindan
toplanmig 6 yoluxmus H. obsoletus haserat
vektorlarinda askar olunmus doérdincl secY genotipi
indiyadek dinyada malum olan butin secY
genotiplarindan farglanmisdir.

‘Ca. P. solani’ izolyatlarinin Stamp genlerinin
filogenetik analizi ile sakkiz Azarbaycan Uzim BN
izolyatlarinda doérd mauxtelif Stamp  genotipi
differensiasiya edilmisdir:

-Qabale rayonundan olan ‘Qara kismig’ sortundan
olan UzUm bitkilerinde yeni stamp genotipina uygun
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olan 2 BN izolyati agkarlanmigdir.

-Azarbaycandan olan diger uzum BN izolyatlari 3
muxtelif stamp genotipi gostarmisdir. AZ GR22-14,
AZ GRO06-15 vo AZ GR15-15-nin BN izolyatlarinda
Stamp geninin amplifikasiyasi indiyadek malum
olmayan murakkab ardiciliglar muayyan edilmisdir.
Stamp geninin sekvens ardiciliginin - maximum
parsimony filogenetik analizi svvalki analizlardan
artig malum olan 4 genetik grup ile birlikds, olave
olaraq yalniz Azerbaycan izolyatlarinda askarlanmig
2 yeni filogenetik qrupun da oldugunu askara
cixartmisdir.  Abseron yarimadasindan olan GzUm
bitkilerinda askarlanan 3 stamp genotipi
Azarbaycanin  diger  rayonlarindan  toplanmig
badimcan, bibar, tomat, azgil ve gilasda askarlamis 4
digar stamp genotipi ile birlikda Il filogenetik qrupda
toplanmisdir ve onlarin Livanda agkarlanmis ‘Ca. P.
solani’ izolyatlari ile gohumlug alagalerine malik
oldugu muayyan edilmisdir.

Layiheda yeni hazirlanmis Nested PZR vasitesile
amplifikasiya edilmis mleP1 geninin sekvens analizi
5 muxtslif mleP1 genotipinin askarlanmasi il
Azarbaycanda UzUim bitkilerinde Ca. P. solani’
izolyatlarinin daha yuksak muxtalifliyini askara
cixartmisdir:

-Abseron yarimadasindan toplanmig uzim
bitkilerinde askarlanmis ‘Ca. P. solani’ izolyatlar bir-
birinden ferglenen dord muxtelif mleP1 genotipleri
gOstermis, Qebaladen toplanmis  UzUmlardaki
izolyatlar ise eyni mleP1 genotipina malik olmusdur.
-Abgseron yarimadasindan toplanmis “Ala shani”
Uzim sortunda askar olunmus ‘Ca. P. solani’
izolyatinin mleP1 genotipi Azerbaycanda tomat,
biber, gilas, ezgilde ve Fransa, italiya, Almaniya ve
Livanda askarlanmigs ‘Ca. P. solani’ reference
izolyatlari ile eyni genotipe malik olmusdur.

-“Qara yay uzumu” sortunda askar olunmus ‘Ca. P.
solani’ izolyatinin mleP1 genotipi ise Azsrbaycanin
Quba rayonundan toplanmis badimcanda, elaca da,
Fransada, Cuscuta campestris il tomatdan
Catharanthus roseus bitkisina kegrilon izolyatda da
askarlanmigdir.

Azarbaycanda “Candidatus Phytoplazma solani”
fitoplazmasini yayan hasarat vektorlari identifikasiya
edilmigdir. Muayyan edilmisdir ki, Azerbaycanda
“‘Candidatus  Phytoplazma solani” fitoplazmasi
Hyalestes obsoletus ve Reptalus noahi hagerat
novleri ile yayilir. Alinan natice Reptalus noahi
haserat novunun “Candidatus Phytoplazma solani”
fitoplazmasini yaymasini gostaren ilk malumatdir.

Alinan naticaler tam yenidir. XUsusile geyd etmak
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lazimdir ki, indiyadek bu sahade tadgiqatlarda
heserat  vektorlari  identifikasiya  edilmamigdir.
Reptalus noahi névanin ‘Ca. P. solani’
fitoplazmasinin hagerat vektoru oldugu ilk dafs olaraq
Azarbaycanda askar edilmisdir. Eleca de tadgiqatlar
naticesinda indiyadek elme malum olmayan yeni
genotipler alinmisdir. Alinmig naticelar ham elmi,
ham de praktiki shamiyyata malikdir.

Layihanin yerina yetirilmasi
7. . zamani istifade olunmus
usul ve yanagsmalar

Nested PZR metodu, aqaroza gelinds elektroforetik
analiz, SSH metodu, “xromosom Uzarinda gazinti”,
multilokus sekvens analiz, filogenetik analiz, RFLP
analiz, Qiagen robotu vasitesile Qiaxcel kapilyar
elektroforetik analiz, elektron mikroskopiya,
barkodlasdirma metodu

Layihanin yerina yetirilmasi
zamani alda olunmus

8.  naticalarin gozlenilen totbiq
sahalari (konkret olaraq
geyd etmali)

Layihade hazirlanmis yeni Nested PZR test
metodundan “Candidatus Phytoplasma solani”
fitoplazmasinin epidemiologiyasinin tadqgiqinda
genotiplesdma Ugun istifade oluna biler.

Aparilan tedqigat isinde Azarbaycanda agkar
olunmus “Candidatus Phytoplasma solani”
izolyatlarinin  diger Olkelarden olan izolyatlarla
birlikde Multilokus Sekvens Analizinin naticaleri
Olkamizda yaylimis izolyatlarin mangayini
aydinlagdirmaga imkan verir.

Alinan naeticelerdan Azarbaycana idxal olunan akin
materialina nazarat Vo onlarin
sertifikatlasdiriimasinda istifade etmak mumkundur.
Layihada alde olunmus naticelardan istifade etmakla
muxtalif GzUm sortlarinin fitoplazma xastaliklerine
garsi genetik potensialininin giymatlendirilmasi
aparila biler.

Alinan naticaler patogenlere davamli olan bitki
genotiplerinin  miUayyan edilmasinda, seleksiyada
genis istifada oluna biler.

Layihada “‘Candidatus Phytoplasma solani”
fitoplazmasini  Azerbaycanda  yayan haserat
vektorlari muayyan edilmigdir ki, bu naticalerdan
istifade etmakla Stolbur va Bois Noir kimi tehlikali
fitoplazma xastaliklerinin garsisinin alinmasi ugln
mubarizs tedbirleri hazirlamaq olar.

Layiha rahbarinin imzasi
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