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ŞANLIURFA İLİ BİBER YETİŞTİRİLEN ALANLARDA FİTOPLAZMALARIN 

MOLEKÜLER YÖNTEMLERLE SAPTANMASI VE KARAKTERİZASYONU 

 

Zehra MEZRELİ 

 

 

Harran Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Bitki Koruma Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Mehmet Ertuğrul GÜLDÜR 

Yıl: 2019, Sayfa: 38 

 

Bu çalışma Şanlıurfa ili biber yetiştirilen alanlarda fitoplazma hastalığına benzer simptomlar gösteren 

biber bitkilerinde, fitoplazma varlığını saptamak ve karakterizasyonu yapmak amacıyla yürütülmüştür. 

Bozova, Haliliye, Karaköprü, ve Birecik ilçelerine bağlı biber yetiştirilen alanlarda sararma, boğum 

aralarının kısalması, bodurlaşma, küçük yaprak oluşumu gibi fitoplazma benzeri simptom gösteren 

biber bitkilerinden 28 örnek toplanmıştır ve testlenmiştir. Toplanan örneklerden elde edilen total 

DNA’lar P1/P7 üniversal primer çifti ile Direct PCR ve R16F2n/R2 primerleri ile Nested PCR yapılıp 

EcoR1, Alu1, RsaI, HhaI, HpaI, HpaII ve TaqI enzimleriyle kesilip karakterizasyonu yapılmıştır. 

Yapılan çalışmalar sonucunda toplanan örneklerin %64,29 pozitif bulunmuş ve var olan fitoplazma 

etmeninin Ca. Phytoplasma trifolii olduğu saptanmıştır.  
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This study was carried to detect and characterizate phytoplasma in pepper plant showing phytoplasma 

like symptoms in pepper production areas in Şanlıurfa.  A total of 28 samples were collected and 

tested from pepper plants showing symptoms such as yellowing, shortening of the nodes, stunting, 

small leaf formation, and phytoplasma-like symptoms in pepper cultivated areas of Bozova, Haliliye, 

Siverek, and Birecik districts. Total DNA obtained from collected samples was analyzed by Direct PR 

and P1/P7 universal primer pairs and by Nested PCR with R16F2n/R2 At last stage this products was 

cut with EcoRI, AluI, RsaI, HhaI, HpaI, HpaII and TaqI enzymes. The results of this study indicated 

that %64.29 of samples were infected with phytoplasma agent which was idendified as Ca. 

Phytoplasma trifolii.  

 

KEYWORDS: Pepper, PCR-RFLP, enzym, characterization, phytoplasma 
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SİMGELER ve KISALTMALAR 

 

 

SİMGELER  

 

Da Dekar 

Mg Miligram 

Ml Mililitre 
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μΜ Mikromolar 
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LP Latent Period 
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1. GİRİŞ  

 

 

Biber (Capsicum annum L.), patlıcangiller (Solanaceae) familyasından çeşitli 

tür ve formları olan bir bitkinin meyvesidir. Sıcak ve ılıman iklimlerde yetişebilen 

biber bitkisi, ılıman iklimlerde tek yıllık olarak yetiştirilebilirken sıcak iklimlerde 

birkaç yıllık olarak yetiştirilebilmektedir.  

 

Domatesle aynı familyadan olan biber bitkisinin anavatanı Tropikal Amerika 

olduğu buradan da dünyaya yayıldığı kabul edilmektedir. Özellikle Brezilya, çeşitli 

tür ve formların orijin merkezidir. Biber bitkisi ilk olarak İspanya’ya girmesiyle 

beraber yayılması kolaylaşmıştır ve İngiltere, Orta ve diğer Avrupa ülkelerinden 

sonra Balkanlara getirilmiş ve Türkler tarafından Orta ve Kuzey Afrika ülkelerine 

tanıtılmıştır.  

 

Morfolojik ve agronomik özelliklerine göre çok sayıda çeşitliliğe sahip olan 

biber, meyve yapısı ve şekli bakımından farklı kültürlere göre farklı şekillerde 

tüketilmektedir. (Bozokalfa ve Eşiyok, 2006). Sofralık sivri biber, çarliston, 

dolmalık, kapya, yerel biberler, süs biberleri ve turşuluk biber gibi tipleri vardır. 

Gıda sanayiden ilaç ve boya sanayisine kadar birçok yerde kullanılan biber; salça, 

közleme, konserve, sos, turşu, toz-pul biber şeklinde işlenmiş olarak kullanılmasının 

yanında taze ve kurutulmuş olarak da tüketilmektedir. Biber düşük kalorili olup A ve 

C vitaminlerince zengindir.  Kırmızı biberde limondan daha fazla C vitamini 

bulunmaktadır. İnsan sağlığına açısından bakıldığında vitamin ve minerallerin 

yanında bibere acı ve yakıcılık tadı veren capsaicin alkolloidi sayesinde antioksidant 

özelliği taşımaktadır. Bu özelliği sayesinde mide, sinir ve salgı bezlerine iyi gelir ve 

kan dolaşımı ve basıncını düzenlemek gibi yararları vardır. Biberin insan vücuduna 

faydasının yanında ekonomik olarak da gelir kaynağı olmaktadır ve bu yüzden birçok 

ülke üreticiliğini yapmaktadır. Türkiye’de önemli biber üreticilerinden biridir ve 

özellikle Çukurova, Harran Ovası ve Gaziantep yörelerinde salçalık kapya biber ve 

dolmalık biber büyük oranda yetiştirilmektedir. 
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Ülkemizde salçalık-kapya biber 346.248 da üretim alanı ile üretim miktarı 

1.128.060 ton iken dolmalık biber 131.351 da üretim alanı ile 397.175 ton 

üretilmiştir. 

 

Salçalık-kapya biber 34.009 da üretim alanı ile 102.776 ton, dolmalık biber ise 

5.555 da üretim alanı ile 13.225 tonu Şanlıurfa ilinde üretilmiştir (TUİK,2018). 

 

Biber bitkisi tarlada ve serada yetiştirilebilir ancak verimi ortamdaki ilaç ve 

hastalıklardan ciddi şekilde etkilenir (Dikilitas, Guldur, Deryaoglu, & Ozcan, 2011).  

Bununla beraber zararlılara karşıda çok hassas bir bitkidir. Biberlerde görülen önemli 

hastalıklar; biber kök boğazı yanıklığı (Phytophtora capsici), bakteriyel kanser ve 

solgunluk (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), bakteriyel benek 

hastalığı (Pseudomonas syringae pv. Tomato), kurşuni küf (Botrytis cinerea), meyve 

çürüklüğü ve bazı virüs hastalıklarıdır. Bunun yanı sıra nematodlar, bozkurt (Agrotis 

spp.), danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa), biber gal sineği (Asphondylia capsici), 

yeşil kurt (Heliothis spp.), kırmızı örümcekler, sarıçay akarı (Polyphagotarsonemus 

latus), beyaz sinek (Bemisia tabaci) ve thrips (Thrips tabaci) gibi zararlılar da biber 

bitkisine zarar vermektedir.  

 

Bu etmenlerin yanı sıra son yıllarda ülkemizde ve dünyada biber yetiştirilen 

alanlarda sararma, bodurlaşma, yaprak nekrozu, çiçek kısırlığı, çalılaşma ve cadı 

süpürgesi gibi simptomlar sergileyen biber bitkilerinde, moleküler yöntemler 

vasıtasıyla adına fitoplazma adı verilen bakteriyel patojenler saptanmıştır. Herkesçe 

bilinen fungal ve virüs patojenlerinin yanı sıra fitoplazmalar son zamanlarda dünya 

çapında bir çok farklı üründe ciddi bir tehdit olmaktadır (Junqueira, Bedendo & 

Pascholati, 2004; Margaria ve ark., 2014) ve biber bitkisi de bu tehditten 

etkilenmektedir.  

 

Daha önceleri mikoplazma benzeri organizma (MLO) olarak adlandırılan 

fitoplazmalar ilk kez 1967 yılında Doi ve ark. tarafından bildirilmiştir (Lee ve 

ark.,1992). Fitoplazmalar floemle sınırlı, dünya çapında çeşitli bitkilerde çok sayıda 

hastalıkla tanınan prokaryotlardır (McCoy ve ark., 1989; Schneider ve ark., 1999). 
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Karşılaştırılmalı Uluslararası Mikoplazma Araştırma Projeleri Komitesi 

(IRPCM)’nin Bitki Mikoplazmaları Birimi bu gruba ait prokaryotları tanımlamak 

için ‘fitoplazma’ adını vermiş; ‘Candidatus Phytoplasma’ cinsi önerilerek bu 

prokaryotların resmi sınıflandırılması yapılmaya başlanmıştır (IRPCM Phytoplasma/ 

Spiroplasma Working Team, 2004). 

 

Virüsler tarafından neden olduğu sanılan bazı bitki hastalıklarının morfolojik 

olarak insan patojeni olan mikoplazmalara benzeyen ve floemde kolonize olan 

prokaryotlarla ilişkili olduğu ilk kez 1967 yılında yapılan elektron mikroskop 

çalışmalarıyla ortaya konmuştur (Doi ve ark., 1967). Bu patojenlerin tanısı 20 yıldan 

fazla bir süre mikroskobik gözlemler (DAPI boyama) ya da elektron mikroskobik 

yöntemleri ile yapılmıştır. Ancak, son 20 yıldır DNA temelli teknolojilerin 

uygulanmasıyla prokaryotlar içerisinde farklı moleküler kümelerin ayırt edilmesi 

mümkün olmuştur. 

 

Fitoplazmalar 2 tip nükleik asit (DNA ve RNA) içermektedir ve virüsler ve 

bakteriler arasında ara form oluşturan tek hücreli canlılardır. Bakterilerden farklı 

olarak sert bir hücre duvarına sahip değillerdir ve polimorfik yapılıdırlar. Yaşamları 

için canlı dokuya ihtiyaç duyan fitoplazmaların büyüklükleri 200-800 nm arasındadır 

ve G+C oranı düşüktür ayrıca kültüre alınamazlar. Birçok böcek ve bitkide 

hastalıklara neden olan fitoplazmalar obligat parazit olup, in-vitro koşullarında 

kullanılan mevcut teknikler ile kültüre alınamazken, 2012 yılında Contaldo ve ark. 

axenic kültürde fitoplazmaları geliştirmişlerdir (Contaldo ve ark., 2012). 

Fitoplazmalar dünyada yaklaşık 1000 kadar bitki türünde hastalık yapmaktadır 

(Seemüller ve ark., 2002) ve dünyada birçok otsu ve odunsu bitkilerde yıkıcı ve 

ekonomik kayıplara neden olmaktadırlar.  

 

Doğada fitoplazmalar Hemiptera takımına bağlı Cicadellidae, Fulgoroidae ve 

Psyllidae gibi familyalardaki vektör böcekler tarafından taşınmaktadır (Weintraub ve 

Beanland, 2006) ayrıca aşıyla ya da Cuscuta spp. gibi bazı parazitik bitkilerle 

taşınabildiği  de saptanmıştır (Marwitz ve ark., 1974; Heintz 1986). 
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Bitkilerin floem kanallarında ve böceklerin vücut sıvısında çoğalabilen 

fitoplazmaların bir sonraki nesle aktarılması böcek yumurtalarıyla 

gerçekleşebilmektedir. İnsan ve hayvanları enfekte eden mikoplazmalardan 16S ve 

23S ribozomal bölgeler arasında kalan boşluk bölgesi ile genetik olarak ayrılabilirler. 

Önceleri poliklonal antiserum daha sonra da monoklonal antiserumların geliştirilmesi 

ile fitoplazma grupları arasında ilk farklılıkların ortaya konmasını sağlanmıştır 

(Yavuz,2011). 

 

Fitoplazmalı ile enfekteli bitkiler normal bir bitkinin fizyolojisinden ve 

davranışından farklı olarak çeşitli simptomlar gösterir. Fitoplazma hastalıkları 

ürünün kalite ve verimine verdiği yüksek etkilerle beraber dünya çapında önem arz 

etmektedir (Bertacinni ve ark.,2014). 

 

Enfekteli bitkiler sarılık, cadı süpürgesi, phyllody, yaprak bükülmesi ve geriye 

doğru ölüm, proliferation (aşırı büyüme), beyazlaşma, havai köklerin oluşması, 

stolbur, bazı çiçeklerde polen tablasının genişlemesi şeklinde simptom 

göstermektedirler. 

 

Bunların dışında konukçu bitkilerde fitoplazma enfeksiyonları büyümeyi 

baskılar, yaprak boyutunu azaltırlar, boğum aralarını kısaltırlar ve apikal dormansiyi 

baskılar. Bu etkilerle beraber bitkinin çalışması, sürgün büyümesinde yoğunlaşma, 

ürün kaybı ve tüm bitkinin gerilemesine hatta kaybına neden olabilir. Hastalıklı 

bitkilerde görülen yaprağın ve sürgünün sararması gibi simptomlar karetenoidler ve 

klorofilin yıkılmasıyla ortaya çıkan sararmalardır (Bertamini ve Nedunchezhian, 

2001).  

 

Şanlıurfa ilinde biber yetiştiriciliği ekonomik anlamda önem arz etmektedir. Bu 

nedenle bu çalışma Şanlıurfa ili biber üretim alanlarında fitoplazma etmeninin 

varlığını saptamak ve karakterizasyonunu yapmak amacıyla yürütülmüştür. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

 

Dünyada her yıl büyük oranda kayıplara neden olan fitoplazmalar yüzlerce 

bitki türünün felaketidir (Lee ve ark. 1997). Fitoplazmalar Tenericutes şubesi, 

Mollicutes sınıfı, Acholeplasmatales takımı, Acholeplasmataceae familyası 

içerisinde Candidatus cinsine aittirler (Zhao ve ark., 2013). Şu ana kadar 

fitoplazmalar 19 gruba ve 40’tan fazla alt gruba ayrılmıştır. Bununla beraber 30’dan 

fazla farklı fitoplazma “Candidatus” adı altında sınıflandırılmaktadır (Lee ve ark., 

2004, 2006; Al-Saady ve ark., 2008). Fitoplazmalar 100 familyaya ait 700 den fazla 

bitki türünde floem dokularında kolonize olarak enfekte eder ve floem dokularında 

yaşarlar (Bai ve ark., 2006). Bu yüzden, fitoplazmalar farklı bitki türleri arasında 300 

den fazla farklı hastalıkla ilişkilendirilmektedir. Sebzelerde, meyve ağaçlarında, süs 

bitkilerinde, çimlerde bu etmen bulunabilir (McCoy ve ark., 1989; Lee, 1992). 

Fitoplazma etmeni birçok önemli ürünün verimini kısıtlayan önemli bir faktör olarak 

düşünülmektedir (Lee ve ark., 2000). 

 Fitoplazmalar bakterilerden farklı olarak hücre duvarına sahip değildirler onun 

yerine 3 tabakalı hücre zarı vardır.  Boyutları 0.2-0.8 µm arasında değişen çok küçük 

sıra dışı çaplara sahiptirler ve bitki floemlerinde ve vektör böceklerin özsuyu emici 

organlarında yaşar ve çoğalırlar. Genom boyutları 600-1300 kb arasında değişir ve 

düşük G+C oranına sahiptirler (Kollar ve Seemüller, 1989). 

 

Bitki türleri arasında fitoplazmaların taşınması küsküt (Cuscuta spp.) gibi 

parazitik bitkiler ve de tohumla da olabilmektedir (Khan ve ark., 2002; Botti ve 

Bertaccini, 2006). 

 

Fitoplazmalar bitkiler de virescence (çiçek taç yaprakların yeşil rengi alması), 

witches’ broom, çiçek kısırlığı ve phyllody (çiçek yerine yaprak benzeri yapıların 

çıkması) gibi çeşitli simptomlara neden olurlar (Lee ve ark., 2000).  Ancak vektör 

türleri Auchenorrhyncha alttakımı içindeki birkaç familya ile sınırlıdır; Cercopidae, 

Cixiidae, Derbidae, Delphacidae, Cicadellidae ve Psyllidae (Weintraub and 

Beanland, 2006). Ayrıca Cicadellidae familyasındaki 88 türün fitoplazma taşıdığı 

bilinmektedir. Birçok belirti fitoplazmanın böcekte taşınma döngüsünün vektör 
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böceğin yaşam döngüsüne ve beslenme alışkanlığına (monofag, polifag) bağlı 

olduğunu göstermiştir. Polifag vektörler monofag olarak beslenen böceklerden daha 

fazla geniş çapta bitki türünün inokule edebilme potansiyeline sahiptirler. Örneğin 

polifag yaprak pireleri (leafhopper) tarafından taşınan aster yellows hastalığı geniş 

bir çapta konukçu dizisini enfekte edebilir (Beanland ve ark., 2000). 

 

Fitoplazmaların kazanılması enfekteli bitkilerin floeminden beslenen 

böceklerin beslenmesi boyunca pasif olarak yapılır.  Fitoplazmanın gerekli 

yoğunluğu sağlayabilmesi için geçen süreye Kazanım Sağlama Periyodu 

(Acquisition Access Period-APP) denir. AAP süresi birkaç dakika sürebilir ama 

genellikle saatle ölçülmektedir.  AAP’ nin artması daha fazla fitoplazma edinme 

fırsatı verir (Purcell,1982). 

 

Daha önce enfekteli olmayan bir böceğin, enfekteli bir bitkinin floeminden 

fitoplazmayı aldıktan sonra başka bir bitkiyi enfekte etme yeteneği kazanması için 

geçen süre (Latent Periyod) 7-80 gün arasındadır (Murral ve ark., 1996; Nagaich ve 

ark, 1974). Fitoplazma enfeksiyonu, fitoplazma etmeni konukçu bitkiye aktarıldıktan 

yaklaşık 7 gün sonra simptom göstermeye başlar bu durum farklı bitki türlerinin 

farklı çeşitlerine göre daha da uzun sürebilir (Hogenhout ve ark. 2008; Moya-

Raygoza ve Nault, 1998). LP süresi boyunca orta bağırsaktaki epitel hücreleri 

içindeki hücre içi sistem aracılığıyla hareket edebilir ve bir kese içerisinde çoğalır, 

veya iki orta bağırsak hücresi arasından geçebilir (Lefol ve ark., 1994). Fitoplazmalar 

aynı zamanda Malpigi tüplerini (Lherminier ve ark., 1990), yağ kütlelerini ve beyni 

(Lefol ve ark., 1994; Nakashima ve ark., 1995), üreyici organları (Kawakita ve ark., 

2000) ve böceklerin hemolenflerini enfekte edebilir. Geniş bitki ve böcek konukçu 

aralığıyla birlikte uzun inkübasyon periyodları tahmin edilemez fitoplazma 

epidemileri yapar (Hogenhout ve ark. 2008). 

 

Böceklerdeki birçok dokuda fitoplazmalar çok sayıda bulunur ve çoğalırlar 

fakat çoğunlukla tükürük bezlerinde ve bağırsakta bulunurlar ve böceklerin 

vücudunda kolonize olmak ve çoğalabilmek için bağırsak bariyerlerinden geçmek 

zorundalardır (Marzachi et al., 2004). Tükürük bezlerindeki hücreleri ve bağırsak 
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hücreleri fitoplazma ile enfekteli olan böcekler beslenirken bitkiye salgıladığı 

tükürük aracılığıyla fitoplazmanın bitkinin floemine içerisine girmesini sağlar 

(Ammar ve Hogenhout, 2006; Hogenhout ve ark. 2008). 

 

Fitoplazmalar bitkileri olumsuz olarak etkilemesine rağmen, böcek vektörlerin 

formda ve hayatta kalma konusunda nötr ya da pozitif etkiye sahip olabilir. Bazı 

çalışmalar vektör böceklerin besin kaynağı yokluğunda ve düşük sıcaklığın maruz 

kalındığı durumlarda fitoplazma enfeksiyonlarından yararlanabildiğini göstermiştir 

(Murral ve ark. 1996; Madden ve ark. 1984; Ebbert ve Nault, 1994). 

 

Konukçu bitkilerde fitoplazma enfeksiyonları birçok simptoma neden olur. 

Örneğin, phyllody; taç yaprakların anormal şekilde gelişerek çanak yaprak benzeri 

yapıların oluşması (Mor ve Zieslin, 1992), virescence; bitkinin çiçeğinde ya da 

sürgününden yeşil pigmentin anormal gelişimi (Lee ve ark, 2000), witches’ broom 

(cadı süpürgesi); bir noktadan birden fazla sürgünün çıkması,  proliferation(aşırı 

çoğalma); bitki hücrelerinin hızla çoğalması sonucu çok sayıda alt dalın ve gövdenin 

çıkması ve karbonhidrat sentezi ve taşınımındaki değişikliklerin neden olduğu 

düşünülen sararma bazı belirtileridir. Bu simptomlarla beraber fitoplazmalar stresden 

kaynaklı küçük yaprak, kloroz, boğum aralarının kısalması, meyvelerin bozulması ve 

büyüme geriliği gibi spesifik olmayan belirtilere de neden olabilir (Lee ve ark., 1997; 

Pracros ve ark., 2006). 

 

Önceden fitoplazma ile enfekteli bitkilerin tahrip olmasının ana nedeninin aşırı 

büyüyen bakterilerin bitki besinini kullanmasından dolayı olduğu düşünülmekteydi 

(Strauss,2009). Ancak fitoplazma tarafından salgılanan proteinlerin bazılarının bitki 

hücresinin nükleusuna girdiği ve bitki genlerinin ekspressiyon kalıbında 

değişikliklere neden olduğu görülmüştür (Xiaodong ve ark. 2007; Hoshi ve ark. 

2009). Bu çoğu zaman normal bitki gelişimi ile etkileşime neden olan hastalığın 

belirtileri ile tutarlıdır; bitkinin vejatatif gelişimini tetikleme, üreme gelişimini 

baskılama gibi. Bundan dolayı bitki daha fazla yaprak, dal ve sürgün oluşturur. Bitki 

çoğu zaman çalılaşır ve çok yoğun bir şekilde dallanarak “witches’ broom (cadı 

süpürgesi)” görünümüne dönebilir. 
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Moleküler tekniklerin uygulanmasından önce hastalıklı bitkilerde 

fitoplazmaları saptamak zordu ve bu yüzden simptomatoloji var olan fitoplazma 

etmenini teşhisi için birincil önemli adımdı (Bertaccini ve Duduk, 2010; Naghmeh ve 

Ganesan, 2013).  Fitoplazmaların teşhis teknikleri 1980’lerin başına enzyme-linked 

immunorbent assay (ELISA) metoduna bağlı olarak yayılmaya başlanmıştır.  ELISA 

çok sayıda örneğin görüntülenmesi için kullanışlıdır ve bitki virüsleri ve spiroplasma 

çalışmalarında geniş çapta kullanılmaktadır. Moleküler tekniklerin gelişmesiyle 

beraber, enfekteli bitkilerde fitoplazmaları saptamak kolay ve güvenilir olmuştur.  

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction- PCR) 1971 yılında 

Kleppe ve ark. tarafından açıklanan moleküler bir tekniktir. PCR temel olarak birkaç 

saat içerisinde tek bir DNA molekülünden milyarlarca kopyalanması esasına dayanır. 

PCR 1990 yılında Deng ve Hi tarafından fitoplazmalarda başarılı bir şekilde 

uygulanmıştır. Son zamanlarda PCR’ye dayalı nükleik asit teknikleri bitkilerde ve 

böceklerde fitoplazmaların saptanmasında en verimli ve yaygın teşhistir (Smart ve 

ark., 1996).  PCR çalışmaları korunmuş bölgelere dayanmaktadır (16Sr DNA, 

ribosomal protein, tuf, 16S-23S bölgesi) ve çeşitli konukçu bitkilerden ve 

böceklerden bilinen ve bilinmeyen fitoplazmaları saptamak ve tanılamak için 

kullanılmaktadır (Deng ve Hiruki, 1991; Ahrens ve Seemüller, 1992; Lee ve ark., 

1993; Schnieder ve ark., 1993; Wang ve ark., 1994;).  16S rDNA bölgesini 

hedefleyen universal grup spesifik primerler çok geniş bir çapta bitki ve vektör 

içerisindeki en küçük fitoplazma miktarını sağlayabilen daha hassas ve verimli 

araçlar sağlamaktadır.  

  

Restriction Fragment Lenght Polymorphisim (RFLP) 16S rRNA gen dizilimine 

dayalı olan belli fitoplazma ırklarının moleküler karakterizasyonunu ve saptanmış 

tüm fitoplazmaların tanılanmasında kullanılan yaygın bir yöntemdir. Fitoplazmaların 

ribozomal gruplarını ve alt gruplarını ayırt etmek için 17 tane retsriksiyon enzimi 

kullanılmaktadır. Hepsinin içerisinde en aydınlatıcı restriksiyon enzimleri; AluI, 

HhaI, HpaII, MseI, RsaI ve TaqI’ dir. 
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Single Fragment Lenght Polymorphism (SSCP), PCR ile çoğaltılmış 

fragmanlardaki genetik varyasyonların tespiti için hassas ve hızlı olan PCR bazlı bir 

yöntemdir. SSCP ayrıca, moleküler değişkenlikteki fitoplazmaların tespitinde de 

uygulanabilir (Orita ve ark.1989). 

 

Hindistan, Yeni Delhi’de yapılan bir çalışmada biber bitkilerinde witches’ 

broom (cadı süpürgesi) ve küçük yaprak oluşumu gözlenmiştir ve aynı zamanda 

patlıcan bitkisinde de küçük yaprak oluşumu görülmüştür  (Rao ve ark., 2017).  

 

Hindistan’da kırmızı biberler de  ‘Ca. P. asteris’, 16SrII-D; (Khan ve Raj 2006; 

Sharma ve ark., 2015), Endonezya’da ‘Ca. P. aurantifolia’, (Harling ve ark. 2009), 

Çin’de 16SrI-B;  (Li ve ark., 2013), Meksika’da Ca. P. asteris’, ‘Ca P. trifolii’; 

(Randall ve ark., 2009; Santos-Cervantes ve ark,. 2008), Rusya’da 16SrXII-A; 

(Ember ve ark. 2011), Iran’ da ‘Ca. P. aurantifolia’; (Faghihi ve ark., 2016), 

Avusturalya’da 16SrII; (Tran- Nguyen ve ark., 2003) ve İspanya’da ‘Ca. P. trifolii’; 

(Castro ve Romero, 2002) gibi farklı fitoplazma ırkları birçok ülkede tanımlanmış ve 

karakterize edilmiştir. 

 

Küba’da Holguín eyaletinde yapılan bir çalışmada çalılaşan dolmalık biberlerin 

%15’inde Ca. Phytoplasma asteris görülmüştür (Arocha, 2007). 

 

Bosna Hersek’in Semberija eyaletinde fitoplazma varlığını saptamak için 

nested-PCR/RFLP kullanılarak simptom gösteren ve göstermeyen biber ve kereviz 

örnekleri toplanılarak testlenmiştir. Kereviz (Apium graveolens) ve biberde 

(Capsicum annuum) yapılan çalışmalarda “Giant Prague” kereviz çeşidinde 

çalışlaşma ve yapraklarda beyazlama görülürken, Fortesa, Niška Šipka ve Amanda 

çeşidi biberlerde yaprak sararması ve çalılaşma görülmüştür. TruI ve HpaII enzimleri 

kullanılarak test edilen, tüm simptom gösteren örneklerde 16S rDNA RFLP sonuçları 

Ca. Phytoplasma solani varlığını saptamıştır (Delic´ ve ark, 2016). 

Candidatus Phytoplasma trifolii İspanya’da biber alanlarında ve Ürdün’de 

domates alanlarındaki hastalıklarla ilişkilendirilmektedir (Anfoka ve ark 2003; 

Castro ve Romero, 2002). 
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Lübnan’ın Beka Vadisi’nde yapılan bir çalışmada fitoplazma ile infekteli 

olduğu düşünülen biberlerde çalılaşma, sararma ve dalgalı yaprak kenarları ile 

beraber küçük yaprak oluşumu görülmüştür (Choueiri ve ark. 2007).  

 

Biber (Capsicum annuum L.) dünya çapında yetiştirilen tarım üründür ve 

birçok solaneceous türü gibi, bir fitoplazma hastalığı olan stolbur’dan etkilenebilir 

(McCoy ve ark.., 1989; Fos ve ark., 1992). Bu hastalığın simptomları boğum 

aralarının kısalması, çokça büyüyen yeşil çiçeklerin oluşumu, çanak yaprakların 

ayrılamaması sonucu oluşan bozuk gelişim ve meyve setindeki bozukluklar bu 

hastalığın simptomlarıdır (Cousin, 1980; Schneider ve ark. 1993).  

 

İspanya'da, Ebro nehri bölgesinde tarlalarda biber stolbur hastalığı görülmüş ve 

fitoplazma enfeksiyonu ile ilişkilendirilmiştir (Castro ve Romero, 1996). 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu, dizileme ve filogenetik analiz ile DNA 

amplifikasyonu, stolbur grubundan (16SrXII) açıkça farklı olan Clover proliferation, 

fitoplazmasının 16SrVI grubu içinde sınıflandırılması gerektiğini göstermektedir 

(Castro ve Romero, 2001). 

 

Adana ve Hatay’da patlıcan, biber ve cezayir menekşesinde stolbur 

simptomları ile susamda fillodiye neden olan etmenin Ca. Phytoplasma trifolii’nin 

neden olduğu saptanmıştır (Sertkaya ve ark., 2007). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

 

3.1. Materyal  

 

3.1.1. Araştırmanın yürütüldüğü yer ve bitkisel materyaller 

 

Çalışmada kullanılan bitkiler Şanlıurfa ili biber yetiştiriciliği yapılan Birecik, 

Bozova, Haliliye ve Siverek ilçelerine bağlı biber üretimi yapılan tarlalardan 

toplanan örneklerden oluşmuştur.  

 

Laboratuvar çalışmaları Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma 

Bölümü Viroloji Laboratuvarında yürütülmüştür.  

 

3.1.2. PCR ve RFLP çalışmaları için kullanılan materyal 

 

Hastalık belirtisi gösteren bitkilerin yapraklarından elde edilen total DNA’lar 

ve DNA eldesinde kullanılan kimyasallar, PCR ve RFLP çalışmaları için materyal 

olmuştur. 

 

RFLP çalışmalarında EcoRI, AluI, RsaI, HhaI, HpaI, HpaII ve TaqI (Thermo 

Scientific, ABD),   enzimleri kullanılmıştır. 

  

3.2. Yöntem 

 

3.2.1.  Örneklerin toplanması 

 

Şanlıurfa iline bağlı Birecik, Bozova, Haliliye ve Siverek ilçeleri biber üretim 

alanlarından 2018 yılı haziran-ağustos ayları arasında örnekler toplanmıştır. Biber 

bitkilerinde sararma, bodurlaşma, küçük yaprak oluşumu ve boğum aralarında 

kısalma gösteren ve fitoplazma ile bulaşık olduğu düşünülen bitkilerden güdümlü 

örnekleme yapılarak toplanmıştır. Birecik ilçesine bağlı 1 köyden 3 farklı araziden 3 

örnek, Bozova ilçesine bağlı 3 köyden 3 örnek, Haliliye ilçesine bağlı 14 köyden ve 

farklı arazilerden 20 örnek ve Siverek ilçesine bağlı 1 köyden 2 örnek alınmıştır.  
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Negatif kontrol olarak simptom gösteren bitkilerle beraber hiçbir belirti 

göstermeyen sağlıklı biber bitkilerinden de örnekler alınmıştır.  

 

Fitoplazma ile enfekteli olduğu düşünülen örnekler yer ve tarih yazılarak ayrı 

ayrı polietilen poşetlere konulup laboratuvara getirilmiştir. Laboratuvara getirildikten 

sonra kayıt altına alınıp, testleninceye kadar +4˚C de muhafaza edilmiştir. 

 

Toplanan örneklerin yaprak orta damarları ve saplarından 1 g olacak şekilde 

alınarak total DNA izolasyon çalışmalarında kullanılmıştır.  

 

3.2.2. Total DNA ekstraksiyonu çalışmaları 

 

Total DNA ekstraksiyonu çalışmalarında Ahrens ve Seemüller (1992)’ın 

kullanmış olduğu yöntem baz alınarak, bazı değişikliklerle beraber uygulanmıştır. 

 

a- Bitkilerin yaprak orta damarları ve küçük yapraklarından alınan 

örnekler (1 g için 6 ml) CTAB buffer (EK-1) ile ekstraksiyon poşetinde ezilmiştir. 

 

b- Ekstraksiyon poşetlerinde ezilen örneklerden 600 mikrolitre alınıp, 

1.5. ml lik Eppendorf tüplerine konulmuş ve 5.000 rpm’de 5 dakika santrifüj 

edilmiştir. 

 

c- Santrifüj yapılan örneklerin üste kalan sıvı kısmından 600 mikrolitre 

alınarak yeni Eppendorf tüplere aktarılmış ve 35 dakika 65 ˚C de su banyosunda 

inkübe edilmiştir.  

 

d- İnkübasyonu takiben tüpler içerisine 600 mikrolitre chloroform / 

izoamylalkol (24:1) eklenerek 1-2 dakika vortex yapılmıştır. 

 

e- Vortexlenen tüpler 12.000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir.  

f- Santrifüjden alınan örneklerin üste kalan sıvı kısmından 300 

mikrolitre alınarak yeni Eppendorf tüplere aktarılıp üzerine 300 mikrolitre soğuk 

isopropanol ilave edilip -20 ˚C de 1 saat bekletilmiştir.  
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g- Daha sonra tüpler 12.000 rpm de 15 dakika santrifüj edilmiştir. 

 

h- Santrifüjden alınan tüplerin sıvı kısmı dökülerek tüpler oda 

sıcaklığında kurutulmuş ve ardından 1.000 mikrolitre etanol eklenerek 15.000 rpm 

de 5 dk santrifüj edilmiştir.  

 

i- Santrifüjden alınan tüplerin sıvı kısmı dökülüp elde edilen pellet oda 

sıcaklığında kurutulmuştur. Kurutulan pellet 50 µl TE (1X) buffer içinde 

çözdürülmüş ve elde edilen total DNA’lar kullanılıncaya kadar -80 °C de 

saklanmıştır. 

  

3.2.3.  PCR çalışmalarında kullanılan kimyasalların konsantrasyonlarının 

ayarlanması 

 

PCR çalışmaları 200 µl’ lik PCR Eppendorf tüplerinde 50 µl hacimde 

yürütülmüştür. PCR çalışmalarında kullanılan DNA miktarları, nükleik asit 

izolasyonu sonucunda elde edilen yoğunluk dikkate alınarak 1/20 oranında 

sulandırılmıştır. 

 

Hedef bölgelerin çoğaltımı için gerekli olan ve 100’er mM 

Deoksiribonükleotid trifosfat (dTTP, dATP, dGTP, dCTP)’ lar dan 20’ şer µl 

alınarak 25 mM olan 80µl lik dNTP karışımına 120µl ddH2O ilave yapılarak 200 µl 

ye tamamlanmıştır. Bu karışım sonucunda dNTP’ ler 20 Mm olarak elde edilmiştir. 

DNA’nın çoğaltılma işlemleri sırasında kullanılan Green Buffer son hacimde 1X 

konsantrasyonda, Dream Taq DNA Polimeraz (5u/µl) enzimi 1,25u ve son olarak 

ddH2O ile son hacmi 50 µl olacak miktarda kullanılmıştır. 

 

3.2.4. Hedef bölgelerin çoğaltılması (PCR) 

 

PCR çalışmaları korunmuş bölgelere dayanmaktadır (16Sr DNA, ribosomal 

protein, tuf, 16S-23S bölgesi) ve çeşitli konukçu bitkilerden ve böceklerden bilinen 

ve bilinmeyen fitoplazmaları saptamak ve tanılamak için kullanılmaktadır (Deng ve 

Hiruki, 1991 ; Ahrens ve Seemüller, 1992; Lee ve ark., 1993b; Schnieder ve ark., 
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1993; Wang ve ark., 1994;).  16S rDNA bölgesini hedefleyen universal grup spesifik 

primerler çok geniş bir çapta bitki ve vektör içerisindeki en küçük fitoplazma 

miktarını sağlayabilen daha hassas ve verimli araçlara olanak sağlamaktadır. 1/50 

(V/V) oranında 1X TE ile sulandırılarak total nükleik asit olarak elde edilen DNA’lar 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) çalışmalarında kullanılmıştır. Fitoplazmaların 

saptanması, teşhisi ve sınıflandırılması 16SrDNA bölgesine göre PCR-RFLP, 

Nested-PCR gibi moleküler yöntemlerle yapılmaktadır. Direckt-PCR’de 1800 bç 

ürün veren universal P1/P7 primerleri, Nested-PCR’de R16F2n/R16R2 primer 

çiftleri kullanılmıştır.  Primerlerin baz dizileri Çizelge 3.1.’ de verilmiştir. 

  

 

Çizlge 3.1. PCR çalışmalarında kulllanılan primerler ve dizileri 

   

DNA 

uzunluğu 

 

Primerler 

 

Baz dizilimi(5’-3’) 

 

Referans 

 

Direkt 

PCR 

 

1800 bç 

 

P/1 

 

5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AGG A-3’ 

 

 

(Deng ve Hiruki,1991) 

 

   

P/7 

 

5’-CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3’ 

 

(Schneider ve ark., 

1995) 

 

Nested 

PCR 

 

1248 bç 

 

R16F2n 

 

5’-GAA ACG ACT GCT AAG ACT 

GG-3’ 

 

 

 (Lee ve ark., 1995) 

 

   

R16R2 

 

5’-TGA CGG GCG GTG TGT ACA 

AAC CCC G-3’ 

 

 

(Lee ve ark., 1995) 

 

 

Daha sonra PCR tüpleri daha önceden programlanmış olan thermocycler 

cihazına konulmuştur. Thermocycler programında 35 döngü içerisinde bulunan 

bağlanma sıcaklığı (annealing temperature) primerlerin tm değerlerine göre 

hesaplanıp uygulanmıştır.  Çalışmada kullanılan PCR koşulları Çizelge 3.2’ de 

verilmiştir. 
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Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan primerlerin PCR koşulları  

 

Primer 

 

İlk 

Denatürasyon 

 

Denetürasyon 

 

Primer 

Bağlanması 

 

Uzama 

 

Son 

Uzama 

 

 (1 döngü)  35 döngü  (1 döngü) 

P1  

94 ˚C 3 dk 

 

94˚C 1 dk 

 

50˚C 2 dk 

 

72˚C 3 dk 

 

72˚C 10 

dk 
 

P7 

R16F2n  

95 ˚C 3 dk 

 

94˚C 1 dk 

 

55˚C 2 dk 

 

72˚C 3 dk 

 

72˚C 10 

dk 
R16R2 

 

  

Çalışma sonucunda çoğaltılan üniversal PCR ürünleri 1/50 oranında 

sulandırılıp çoğaltılan üründen 1 µl alınarak Nested PCR analizlerinde hedef DNA 

olarak kullanılmıştır. Nested PCR çalışmaları yukarıda belirtildiği şekilde 

yürütülmüştür ve ardından Nested PCR sonucunda çoğaltılan DNA’lar 1X’lik 

TAE’de (pH: 8.3) hazırlanmış olan agaroz jelde görüntülenmiştir.  

  

3.2.5. PCR ürünlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi (RFLP)  

 

RFLP anazlizlerinde PCR çalışmalarında kullanılan ve elektroforez yöntemi ile 

görüntülenen DNA örnekleri kullanılarak önce EcoRI enzimiyle kesilerek etmenin 

fitoplazma olup olmadığı belirlenmiştir (Nejat ve ark., 2009). Ardından fitoplazma 

olduğu belirlenen örnekler sırasıyla Alu1, Rsa1, Hha1, HpaI, HpaII ve TaqI 

enzimleriyle kesilmiştir. RFLP çalışmalarında enzimin temin edildiği firmanın 

(Thermo Scientific, ABD) tavsiye ettiği protokol dikkate alınarak uygulanmıştır.  

 

RFLP çalışmalarında EcoRI enzimi için;10 µl PCR ürünü 14 µl ddH2O ile 

sulandırılmış, 2 µl 10X buffer ve 4 µl restriksiyon enzimi ilave edilmiştir. Enzimin 

geni hedef noktadan kesebilmesi (G↓A A T T C / C T T A A↑G) için örnekler 37 ˚C 

4 saat inkübe edildikten sonra örnekler 1X ‘lik TAE (pH 8,3) içerisinde hazırlanmış 

olan %2’lik agaroz jelde koşturulmuş ve fitoplazma ile enfekteli çıkan örnekler Alu1, 

Rsa1, Hha1, HpaII, TaqI ve Tru1 enzimleriyle kesilerek işleme devam edilmiştir. 
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Alu1, Rsa1, Hha1, HpaII, TaqI ve Tru1 enzimleri için;10 µl PCR ürünü, 18 µl 

ddH2O, 2 µl 10X buffer ve 2 µl restriksiyon enzimi ilave edilmiştir. Enzimlerin gen 

üzerindeki hedef noktayı kesmesi için Alu1( A G↓ C T / T C ↑ G A ), Rsa1(G T↓ A C 

/ C A↑ T G), HhaI (G C G ↓ C / C ↑ G C G ) ve HpaII ( C↓ C G C / G G C↑ C ) 

,enzimlerinde kullanılana örnekler 37 ˚C ‘de 4 saat ve TruI (T↓ T A A / A A T ↑ 

T)ve TaqI (T↓ C G A / A G C ↑ T ) enzimleri ile kesilen örnekler 65 ˚C de 4 saat 

inkübe edilmiştir. İnkübe edilen örnekler daha sonra 1X’lik TAE (pH 8,3)’ de 

hazırlanmış olan %2’lik agaroz jelde koşturularak görüntülenmiştir.  

 

3.2.6.  Agaroz jel elektroforez çalışmaları 

 

Agaroz jel elektroforez çalışmalarında PCR ve RFLP ürünleri 

görüntülenmiştir. Nested- PCR ürünleri % 1’lik olarak 1X’lik TAE (pH 8.3, EK2) de 

hazırlanan agaroz jelde kontrol edilSmiştir. Agaroz jel elektroforez çalışması 

Galitelli ve Minafra, (1994)’e göre yapılmıştır. Buna göre aşağıdaki basamaklar 

uygulanmıştır: 

 

a- 0.8 g agaroz tartılıp 80 ml’lik TAE buffer içerisine ilave edilmiştir. 

 

b- Agaroz- TAE buffer karışımı homojen bir şekilde çözülünceye kadar 

mikro dalga fırında ısıtılmıştır. 

 

c- Isıtılan karışım 40˚C olana kadar soğumaya bırakıldı ve ardından 

elektroforez  ünitesine taraklar yerleştirilip karışım dökülmüştür. 

 

d- Jel donduktan sonra (20-25 dk sonra) taraklar dikkatli bir şekilde 

çıkartılıp jelin üzeri 1-2 mm kadar olacak şekilde tanka 1X TAE buffer 

eklenmiştir.  

 

e- Jeldeki çukurların içerisine 6 µl’lik örnekler yerleştirilmiştir. İlk 

çukura 6 µl’lik DNA Ladder konulmuştur. Yükleme tamponundaki sarı ren jelin 

sonuna gelene kadar jel tankına 85 volt akım verilmiştir.  

 



3. MATERYAL ve YÖNTEM  Zehra MEZRELİ 

17 

 

f- Koşum işlemi tamamlandıktan sonra jel, oda sıcaklığında 5 dakika 

1000 ml H2O +50µl EtBr (10mg/ml) karışımı içerisinde boyanmıştır. Jeldeki fazla 

EtBr uzaklaştırıncaya kadar 5 dakika distile su içinde tutulmuştur. Sonuçlar UV 

transillminatör ile görüntülenmiştir.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

 

 

4.1. Survey çalışmaları ve örnekleme 

 

Bu çalışma Şanlıurfa iline bağlı Birecik, Bozova, Haliliye ve Siverek 

ilçelerinde biber üretimi yapılan alanlarda, fitoplazma etmeninin bitkilerde neden 

olduğu belirtilere bakılarak, simptom gösteren biber bitkilerinden örnekler (güdümlü 

örnekleme) alınmıştır. Bu alanlarda yaygın olarak göze çarpan simptomlar sararma, 

bodurlaşma, küçük yaprak oluşumu, birden fazla sürgün oluşması şeklinde 

gözlenmiştir. 

 
 Şekil 4.1 Sararma ve bodurlaşma(a,b) 

 

 
Şekil 4.2.  Yapraklarda sararma, küçük yaprak oluşumu(solda) ve sağlıklı bitki (sağda) 

ENFEKTELİ 

a b 

SAĞLIKLI 
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 Şekil 4.3. Enfekteli  ve sağlıklı  bitki (a) ve geriye doğru ölüm (b) 
 

 

Şekil 4.4. Sararma, bodurlaşma ve boğum aralarının kısalması sonucu oluşan görüntü 

a b 

ENFEKTELİ SAĞLIKLI 
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Şekil 4.5. Sararma ve küçük yaprak oluşumu (a, b)    

 

 

 Şekil 4.6. Küçük yaprak oluşumu 

 

a b 
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4.2. Moleküler Çalışmalar  

 

4.2.1. Total nükleik asit izolasyonu 

 

Biber bitkilerinde fitoplazma etmenini saptamak amacıyla belirti gösteren 

bitkilerin yaprak orta damarından ve gelişmemiş üst yapraklardan total nükleik asit 

izolasyonu yapılmıştır. Total nükleik asit izolasyon çalışmalarında Ahrens ve 

Seemüler’in (1992) kullanmış olduğu yöntemde bazı değişiklikler yapılarak 

uygulanmıştır.  

 

4.2.2.  Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) işlemi Direkt PCR ve Nested PCR olarak 

2 aşamada yapılmıştır. Direkt PCR’DA 1.8 kb ürün veren üniversal P1/P7 primerleri, 

Nested PCR’da ise 1.25 kb ürün veren R16F2n/R16R2 primer çiftleri kullanılmıştır. 

Pozitif kontrol olarak Cezayir menekşesi (Catharanthus roseus) bitkilerinin DNA’sı, 

negatif kontrol olarak sağlıklı bitkilerinden alınan örnekler kullanılmıştır. Direkt 

PCR ürünleri 1/50 oranında sulandırılarak Nested PCR yapılmıştır ve yaprak orta 

damarlarından alınan örneklerde beklenen düzeyde bant (1250 bç) gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.7. R16F2n/R2 primerleri ile çoğaltılan 1250 bç uzunluğundaki Nested PCR ürünlerinin  %1 lik 

agaroz jeldeki görüntüsü: Kuyucuklardaki tüm örnekler biber bitkisinin yaprak orta 

damarından elde edilmiştir. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 ve 16. Örnekler pozitif , 

M: Marker) 

 



4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA  Zehra MEZRELİ 

 

22 

 

4.2.3. Sınıflandırma ve iPhyClassifier programında dizi analizi 

 

PCR analizleri sonucunda elde edilen ve agaroz jel elektroforezi ile 

görüntülenerek beklenen düzeyde (1250 bç) bant veren DNA örnekleri etmenin 

fitoplazma olup olmadığı konusunda kesin bir sonuca ulaşmak için EcoRI 

endonükleaz enzimi ile kesilmiştir (Nejat ve ark., 2009).  Analiz sonucunda pozitif 

olarak saptanan Nested PCR ürünleri EcoRI endonükleaz enzimi ile kesildiğinde 750 

bp ve 500 bp’lik bantlar halinde kesilme gözlenmiştir ve etmenin fitoplazma olduğu 

tespit edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.8. R16F2n/R2 ile çoğaltılan PCR ürünlerinin EcoRI enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen 

agaroz jel (%2.5) görüntüsü. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 12, 15, 19, 20, 21, 24 nolu kuyucuklar 

çalışmada kullanılan biber bikilerinden alınan örneklerin 750 ve 500 bç uzunluğundaki 

RFLP deseni .M: GeneRuler 100 bç DNA Ladder. 
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 Şekil 4.9. R16F2n/R2 primerleri ile çoğaltılan PCR ürünlerinin  sanal RFLP kullanılarak enzimler ile  

kesilmesi; AluI(A), RsaI(B),  HhaI(C), HpaI(D), TaqI(E), HpaII(F)  , MW: Marker, 

A B 

C D 

E F 
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4.2.4. Toplanan örneklerde fitoplazma tespiti 

 

Nested PCR sonuçlarına göre araştırma yapılan Şanlıurfa iline bağlı Birecik, 

Bozova, Haliliye ve Siverek ilçelerinde biber üretim alanlarında testlenen 28 

örnekten 18 tanesi fitoplazma ile enfekteli olarak saptanmıştır. Birecik ilçesinden 

alınan 3 örnekten 3 tanesi pozitif, Bozova ilçesine bağlı 3 örnekten 2 tanesi pozitif 1 

negatif, Haliliye ilçesine bağlı 20 örnekten 11 tanesi pozitif 9 tanesi negatif ve 

Siverek ilçesine bağlı 2 örnekten 2 sinin fitoplazma ile enfekteli olduğu bulunmuştur. 

Yapılan çalışmalar sonucunda toplanan örneklerin %64.29’ u pozitif bulunmuş ve 

var olan fitoplazma etmeninin Ca. Phytoplasma trifolii olduğu saptanmıştır.   

 

 

Şekil 4.40. Şanlıurfa ili örneklerin toplandığı köyler 

 

Yaptığımız bu çalışma Meksika’nın Zacatecas şehrinde biber (Mauricio-

Castillo ve ark., 2015) ve domates (Reveles-Torres ve ark., 2018 ) bitkilerinde 

yapılan çalışmanın sonucuyla benzerlik göstermektedir.  Yapılan çalışmada simptom 

gösteren biber ve dometes örnekleri direkt PCR ve Nested PCR analizlerinden sonra 

RFLP yapılmıştır. RFLP çalışmalarında AluI, BamHI, BfaI, BstUI (ThaI), DraI, 

EcoRI, HaeIII, HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, Sau3AI (MboI), MseI, RsaI, SspI ve 
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TaqI endonükleaz enzimleriyle kesilen biber ve domestes örneklerindeki 

fitoplazmanın Ca. Phytoplasma trifolii olduğu saptanmıştır.  

Santos-Cervantes ve ark. (2008) Meksika’da yaptıkları çalışmada, biber ve 

domates bitkilerinde çalılaşma ve küçük yaprak oluşumuna neden olan etmeni 

saptamak için PCR ürünlerini RFLP çalışmalarında HaeIII ve TaqI restriksiyon 

enzimleri ile kesmiş ve var olan etmenin Ca. Pytoplasma asteris olduğu saptanmıştır.   
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Çizelge 4.3. Şanlıurfa ilçelerine bağlı köylerden toplanan örneklerin enfekte durumu 

Örneğin 

toplandığı tarih 

 

İlçe-Köy 

 

Örnek sayısı 

Pozitif çıkan 

örnek sayısı 

Negatif çıkan 

örnek sayısı 

 

28.06.2018  

Haliliye – Gülveren 3 0 3 

Haliliye – Üçkonak 1 0 1 

Haliliye – Hasankent 1 0 1 

 

05.07.2018 

Haliliye – Ulubağ 3 2 1 

Haliliye – Göktepe 1 1 0 

 

17.07.2018 

Bozova- Yaylak 1 1 0 

Bozova – Çakmak 1 0 1 

Haliliye -Şanlı Mezrası 1 0 1 

 

19.07.2018 

Birecik – Akarçay  3 3 0 

Bozova – Şanlıavşar 1 1 0 

 

23.07.2018 

Haliliye – Mutluca 1 1 0 

Haliliye – Boydere 1 1 0 

 

 

 

26.07.2018 

Siverek – Başbük 2 2 0 

Haliliye – Koçak 1 1 0 

Haliliye – Eğerkıran 2 2 0 

Haliliye – Kalecik 2 2 0 

Haliliye – Gürpınar 1 1 0 

Haliliye – Konaç 1 0 1 

Haliliye – Ortaören 1 0 1 

Toplam  28 18 10 
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4.2.5. Sekans analizi ve dendogram 

 

 R16F2n/R2 dizileri, veritabanı araştırması için NCBI-blast programına 

gönderilmiştir. BLAST ve dizi analizleri 28 tane örnek arasından 2 tane çoğaltılmış 

PCR ürünü seçilerek yürütülmüştür. Şanlıurfa iline bağlı köylerden toplanan biber 

örneklerindekindeki nükleotid dizilimi Candidatus Phytoplasma trifolii (16SrVI 

grup) ile %99-100 arasında bir benzerlik olduğu bulunmuştur. Bu diziye dayalı 

olarak, Şanlıurfa’da biber yetiştirilen alanlardan toplanan örnekleri temsil edecek 

şekilde gönderilen 2 biber örneğinde fitoplazmaların 16SrDNA dizilimlerini içeren 

filogenetik ağaç oluşturulmuştur (Resim ). Filogenetik ağaç, örnekleri temsil eden 2 

PCR ürünün 16SrRNA bölgesinin gen dizileri NCBI Genbank’ taki Ca. Phytoplasma 

16Sr grubu temsilcilerinin 16‘sıyla kıyaslanıp neighbor-joing analizleri ile 

oluşturulmuştur.  

 

Şekil 4.11. Dendogram
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5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

 

 

Bu çalışma Şanlıurfa ili biber üretim alanlarında var olan fitoplazma 

etmeninin/etmenlerinin saptanması ve karakterizasyonunu yapmak amacıyla 

yürütülmüştür. Haziran, temmuz ve ağustos ayları boyunca biber üretim alanlarında 

bodurlaşma, yapraklarda sararma ve kloroz, boğum aralarının kısalması, çoklu 

sürgün oluşumu sonucu çalılaşma gibi fitoplazma benzeri simptom gösteren biber 

bitkilerin vejatatif aksamından örnekler alınmıştır. Güdümlü örnekleme ile 28 örnek 

toplanmış ve testlenmiştir. Toplanan örneklerin DNA izolsayonu, PCR ve RFLP 

sonuçlarına göre etmenin fitoplazma olduğu saptanmıştır. Belirlenen fitoplazma 

etmeninin Ca. Phytoplasma trifolii ile %99.8 oranında benzerlik gösterdiği 

saptanmıştır.   

 

Biber bitkilerinin fitoplazma ile bulaşıklılığının belirlenmesinde sararma, 

bodurlaşma ve küçük yaprak oluşumu gibi simptom gösteren örnekler alınmalıdır.  

Biberlerin fitoplazma ile bulaşıklığının belirlenmesinde Haziran, Temmuz ve 

Ağustos aylarında örnekleme yapılabilir. 

Biberlerde fitoplazma etmeninin alternatif konukçularının, böcek vektörlerinins 

ve yabancı ot konukçularının belirlenerek fitoplazmanın olası risklerinin azaltacak 

kontrol stratejileri geliştirilmelidir. 

Şanlıurfa ilinde farklı biber çeşitlerinin fitoplazma hastalığına dayanıklılığının 

belirlenerek biber verimi ve kalitesi üzerine etkilerinin ortaya çıkarılması zorunlu 

çalışma olarak görülmektedir. 
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EKLER  

 

EK1.  DNA izolasyon çalışmalarında Ahrens ve Seemüller metoduna göre 

kullanılan tampon çözeltiler  

 

CTAB Buffer ph 8.0 (200 ml)  

 

Kimyasal Miktar 

 

CTAB (%2) 

 

4 g 

NaCI (1,4 M)  

 

16,364 g 

EDTA (20 mM) 

 

1,169 g 

Tris- HCI (100 Mm) 

 

2,422 g 

PVP – 40  

 

4 g  

*ß-mercaptoethanol (% 2) 

 

400 μl  

*ß-mercaptoethanol, bitki örnekleri ezilmeden hemen önce karışıma taze 

olarak eklenir. 

 

Chloroform: Isoamyl Alcohol (24:1) 

24 ml chloroform ve 1 ml isoamyl alcohol karıştırılmıştır. 
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EK2. Agaroz Jel Elektroforez Çalışmalarında Kullanılan Çözeltiler 

 

TAE buffer (50X stok) 

 

0.5 M EDTA ph:8 

 

10 ml 

0.6 Glacial acetic acide 

 

5.71 ml 

Trizma base 

 

24.2 ml 

 

 

Çözelti 100 ml d2H2O’ ya tamamlanıp otoklav edilmiş ve oda sıcaklığında 

saklanmıştır.  

 

Ethidium Bromide  

 

 10 mg ethidium bromide 1 ml saf su içerisinde Eppendorf tüpünde eritilmiştir. Daha 

sonra bu ana stoktan 30 μl alınarak 100 ml saf su içerisine ilave edilmiştir. 

Koyu renkli bir kap içinde karanlık ortamda oda sıcaklığında saklanmıştır. 5-10 

kullanımdan sonra çözelti tazelenmiştir. 


