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SANLIURFA iLi BiBER YETiSTiRILEN ALANLARDA FiTOPLAZMALARIN
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Yil: 2019, Sayfa: 38

Bu calisma Sanliurfa ili biber yetistirilen alanlarda fitoplazma hastaligina benzer simptomlar gosteren
biber bitkilerinde, fitoplazma varligini saptamak ve karakterizasyonu yapmak amaciyla yiirtitiilmiistiir.
Bozova, Haliliye, Karakdpri, ve Birecik ilgelerine bagli biber yetistirilen alanlarda sararma, bogum
aralariin kisalmasi, bodurlasma, kiiciik yaprak olusumu gibi fitoplazma benzeri simptom gosteren
biber bitkilerinden 28 o6rnek toplanmustir ve testlenmistir. Toplanan 6rneklerden elde edilen total
DNA’lar P1/P7 universal primer cifti ile Direct PCR ve R16F2n/R2 primerleri ile Nested PCR yapilip
EcoR1, Alul, Rsal, Hhal, Hpal, Hpall ve Tagl enzimleriyle kesilip karakterizasyonu yapilmigtir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda toplanan érneklerin %64,29 pozitif bulunmus ve var olan fitoplazma
etmeninin Ca. Phytoplasma trifolii oldugu saptanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, PCR-RFLP, enzim, karakterizasyon, fitoplazma
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DETECTION AND CHARACTERIZATION OF PHYTOPLASMAS WITH MOLECULAR
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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 Sanlurfa. 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 EcoRlI, Alul, Rsal, Hhal, Hpal, Hpall and Tagl 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



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismamin siiresi boyunca tecriibeleriyle ve bilgi birikimi ile
beni yonlendiren ve maddi ve manevi olarak benden yardimlarini esirgemeyen degerli hocam sayin
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Gorevlisi Eray SIMSEK ‘e ve Yiiksek lisans dgrencisi Nesibe KILIC *a ve egitim hayatim boyunca
bana madden ve manen yardimci olan aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica arazi ¢alismalarim boyunca bana yardimci olan Ziraat Teknikeri Kamil EVCI ve Ziraat
Mihendisi M. Biilent ATILGAN’ a ¢ok tesekkiir ederim.

Tezin maddi olarak desteklenmesine olanak saglayan Harran Universitesi Bilimsel

Arastirmalar Koordinatorliigii (HUBAK) ne tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Biber (Capsicum annum L.), patlicangiller (Solanaceae) familyasindan ¢esitli
tir ve formlar1 olan bir bitkinin meyvesidir. Sicak ve 1liman iklimlerde yetisebilen
biber bitkisi, 1liman iklimlerde tek yillik olarak yetistirilebilirken sicak iklimlerde

birkag yillik olarak yetistirilebilmektedir.

Domatesle ayn1 familyadan olan biber bitkisinin anavatan1 Tropikal Amerika
oldugu buradan da diinyaya yayildig1 kabul edilmektedir. Ozellikle Brezilya, cesitli
tir ve formlarmn orijin merkezidir. Biber bitkisi ilk olarak Ispanya’ya girmesiyle
beraber yayilmasi kolaylasmistir ve Ingiltere, Orta ve dier Avrupa iilkelerinden
sonra Balkanlara getirilmis ve Tiirkler tarafindan Orta ve Kuzey Afrika iilkelerine

tanitilmastir.

Morfolojik ve agronomik o6zelliklerine gore ¢ok sayida cesitlilige sahip olan
biber, meyve yapist ve sekli bakimindan farkli kiiltiirlere gore farkli sekillerde
tiketilmektedir. (Bozokalfa ve Esiyok, 2006). Sofralik sivri biber, carliston,
dolmalik, kapya, yerel biberler, sus biberleri ve tursuluk biber gibi tipleri vardir.
Gida sanayiden ilag ve boya sanayisine kadar bircok yerde kullanilan biber; salga,
kozleme, konserve, sos, tursu, toz-pul biber seklinde islenmis olarak kullanilmasinin
yaninda taze ve kurutulmus olarak da tiiketilmektedir. Biber diisiik kalorili olup A ve
C vitaminlerince zengindir. Kirmizi biberde limondan daha fazla C vitamini
bulunmaktadir. Insan sagligina agisindan bakildiginda vitamin ve minerallerin
yaninda bibere act ve yakicilik tad1 veren capsaicin alkolloidi sayesinde antioksidant
ozelligi tasimaktadir. Bu 6zelligi sayesinde mide, sinir ve salgi bezlerine iyi gelir ve
kan dolasimi ve basincini diizenlemek gibi yararlar1 vardir. Biberin insan viicuduna
faydasinin yaninda ekonomik olarak da gelir kaynagi olmaktadir ve bu ylizden bir¢cok
ulke dreticiligini yapmaktadir. Tiirkiye’de onemli biber iireticilerinden biridir ve
Ozellikle Cukurova, Harran Ovasi ve Gaziantep yorelerinde salgalik kapya biber ve

dolmalik biber biiyiik oranda yetistirilmektedir.
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Ulkemizde salgalik-kapya biber 346.248 da iiretim alani ile {iretim miktari
1.128.060 ton iken dolmalik biber 131.351 da tretim alani ile 397.175 ton

tiretilmistir.

Salgalik-kapya biber 34.009 da tiretim alani ile 102.776 ton, dolmalik biber ise
5.555 da iiretim alani ile 13.225 tonu Sanlwrfa ilinde iiretilmistir (TUIK,2018).

Biber bitkisi tarlada ve serada yetistirilebilir ancak verimi ortamdaki ilag ve
hastaliklardan ciddi sekilde etkilenir (Dikilitas, Guldur, Deryaoglu, & Ozcan, 2011).
Bununla beraber zararlilara karsida ¢ok hassas bir bitkidir. Biberlerde gorilen énemli
hastaliklar; biber kok bogazi yanikligi (Phytophtora capsici), bakteriyel kanser ve
solgunluk (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), bakteriyel benek
hastaligi (Pseudomonas syringae pv. Tomato), kursuni kiif (Botrytis cinerea), meyve
clirikliigli ve bazi1 viriis hastaliklaridir. Bunun yani sira nematodlar, bozkurt (Agrotis
spp.), danaburnu (Gryllotalpa gryllotalpa), biber gal sinegi (Asphondylia capsici),
yesil kurt (Heliothis spp.), kirmiz1 6riimcekler, sarigay akar1 (Polyphagotarsonemus
latus), beyaz sinek (Bemisia tabaci) ve thrips (Thrips tabaci) gibi zararlilar da biber

bitkisine zarar vermektedir.

Bu etmenlerin yani sira son yillarda iilkemizde ve diinyada biber yetistirilen
alanlarda sararma, bodurlagsma, yaprak nekrozu, ¢i¢ek kisirligi, ¢alilasma ve cadi
stplrgesi gibi simptomlar sergileyen biber bitkilerinde, molekuler yontemler
vasitasiyla adina fitoplazma ad1 verilen bakteriyel patojenler saptanmistir. Herkescge
bilinen fungal ve viriis patojenlerinin yani sira fitoplazmalar son zamanlarda diinya
capinda bir ¢ok farkli tiriinde ciddi bir tehdit olmaktadir (Junqueira, Bedendo &
Pascholati, 2004; Margaria ve ark., 2014) ve biber bitkisi de bu tehditten
etkilenmektedir.

Daha onceleri mikoplazma benzeri organizma (MLO) olarak adlandirilan
fitoplazmalar ilk kez 1967 yilinda Doi ve ark. tarafindan bildirilmistir (Lee ve
ark.,1992). Fitoplazmalar floemle sinirli, diinya ¢apinda ¢esitli bitkilerde ¢cok sayida
hastalikla taninan prokaryotlardir (McCoy ve ark., 1989; Schneider ve ark., 1999).
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Kargilagtirllmali  Uluslararas1 Mikoplazma Arastirma Projeleri Komitesi
(IRPCM)’nin Bitki Mikoplazmalar1 Birimi bu gruba ait prokaryotlar1 tanimlamak
icin ‘fitoplazma’ adim1 vermis; ‘Candidatus Phytoplasma’ cinsi Onerilerek bu
prokaryotlarin resmi siniflandirilmasi yapilmaya baslanmistir IRPCM Phytoplasma/
Spiroplasma Working Team, 2004).

Viriisler tarafindan neden oldugu sanilan bazi bitki hastaliklarinin morfolojik
olarak insan patojeni olan mikoplazmalara benzeyen ve floemde kolonize olan
prokaryotlarla iligkili oldugu ilk kez 1967 yilinda yapilan elektron mikroskop
calismalariyla ortaya konmustur (Doi ve ark., 1967). Bu patojenlerin tanist 20 yildan
fazla bir sure mikroskobik gdzlemler (DAPI boyama) ya da elektron mikroskobik
yontemleri ile yapilmistir. Ancak, son 20 yildir DNA temelli teknolojilerin
uygulanmasiyla prokaryotlar igerisinde farkli molekiiler kiimelerin ayirt edilmesi

miimkiin olmustur.

Fitoplazmalar 2 tip nukleik asit (DNA ve RNA) icermektedir ve virlsler ve
bakteriler arasinda ara form olusturan tek hiicreli canlilardir. Bakterilerden farkli
olarak sert bir huicre duvarina sahip degillerdir ve polimorfik yapilidirlar. Yasamlari
icin canlt dokuya ihtiya¢ duyan fitoplazmalarin biiyiikliikleri 200-800 nm arasindadir
ve G+C orant disiiktiir ayrica kiiltiire alinamazlar. Bircok bocek ve bitkide
hastaliklara neden olan fitoplazmalar obligat parazit olup, in-vitro kosullarinda
kullanilan mevcut teknikler ile kiiltiire alinamazken, 2012 yilinda Contaldo ve ark.
axenic Kkiiltirde fitoplazmalar1 gelistirmislerdir (Contaldo ve ark., 2012).
Fitoplazmalar diinyada yaklasik 1000 kadar bitki tiirlinde hastalik yapmaktadir
(Seemiiller ve ark., 2002) ve diinyada bircok otsu ve odunsu bitkilerde yikici ve

ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar.

Dogada fitoplazmalar Hemiptera takimina bagli Cicadellidae, Fulgoroidae ve
Psyllidae gibi familyalardaki vektor bocekler tarafindan tagimmaktadir (Weintraub ve
Beanland, 2006) ayrica asiyla ya da Cuscuta spp. gibi bazi parazitik bitkilerle
tasinabildigi de saptanmistir (Marwitz ve ark., 1974; Heintz 1986).
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Bitkilerin floem kanallarinda ve bdceklerin viicut sivisinda ¢ogalabilen
fitoplazmalarin ~ bir  sonraki  nesle  aktarilmast  bdcek  yumurtalariyla
gerceklesebilmektedir. Insan ve hayvanlar1 enfekte eden mikoplazmalardan 16S ve
23S ribozomal bolgeler arasinda kalan bosluk bolgesi ile genetik olarak ayrilabilirler.
Onceleri poliklonal antiserum daha sonra da monoklonal antiserumlarin gelistirilmesi
ile fitoplazma gruplar1 arasinda ilk farkliliklarin ortaya konmasimi saglanmistir

(Yavuz,2011).

Fitoplazmal1 ile enfekteli bitkiler normal bir bitkinin fizyolojisinden ve
davranigindan farkli olarak ¢esitli simptomlar gosterir. Fitoplazma hastaliklar
iriiniin kalite ve verimine verdigi yiiksek etkilerle beraber diinya ¢apinda 6nem arz

etmektedir (Bertacinni ve ark.,2014).

Enfekteli bitkiler sarilik, cadi siipiirgesi, phyllody, yaprak bikilmesi ve geriye
dogru Oliim, proliferation (asir1 biiylime), beyazlasma, havai koklerin olusmasi,
stolbur, bazi ¢iceklerde polen tablasinin genislemesi seklinde simptom

goOstermektedirler.

Bunlarin disinda konukgu bitkilerde fitoplazma enfeksiyonlar1 biiylimeyi
baskilar, yaprak boyutunu azaltirlar, bogum aralarini kisaltirlar ve apikal dormansiyi
baskilar. Bu etkilerle beraber bitkinin ¢aligmasi, siirgiin biiylimesinde yogunlagma,
iriin kayb1 ve tiim bitkinin gerilemesine hatta kaybina neden olabilir. Hastalikli
bitkilerde gorulen yapragin ve siirgiiniin sararmasi1 gibi simptomlar karetenoidler ve
Klorofilin yikilmasiyla ortaya ¢ikan sararmalardir (Bertamini ve Nedunchezhian,

2001).

Sanlurfa ilinde biber yetistiriciligi ekonomik anlamda 6nem arz etmektedir. Bu
nedenle bu calisma Sanlwrfa ili biber iiretim alanlarinda fitoplazma etmeninin

varligin1 saptamak ve karakterizasyonunu yapmak amaciyla yiiriitiilmiistiir.



2. ONCEKIi CALISMALAR Zehra MEZRELI

2. ONCEKI CALISMALAR

Diinyada her yil biiylik oranda kayiplara neden olan fitoplazmalar yiizlerce
bitki tarinin felaketidir (Lee ve ark. 1997). Fitoplazmalar Tenericutes subesi,
Mollicutes smifi, Acholeplasmatales takimi, Acholeplasmataceae familyasi
icerisinde Candidatus cinsine aittirler (Zhao ve ark., 2013). Su ana kadar
fitoplazmalar 19 gruba ve 40’tan fazla alt gruba ayrilmistir. Bununla beraber 30’dan
fazla farkli fitoplazma “Candidatus” adi altinda siniflandirilmaktadir (Lee ve ark.,
2004, 2006; Al-Saady ve ark., 2008). Fitoplazmalar 100 familyaya ait 700 den fazla
bitki tiirinde floem dokularinda kolonize olarak enfekte eder ve floem dokularinda
yasarlar (Bai ve ark., 2006). Bu yiizden, fitoplazmalar farkli bitki tiirleri arasinda 300
den fazla farkli hastalikla iligkilendirilmektedir. Sebzelerde, meyve agaclarinda, siis
bitkilerinde, ¢imlerde bu etmen bulunabilir (McCoy ve ark., 1989; Lee, 1992).
Fitoplazma etmeni bir¢ok 6nemli {iriiniin verimini kisitlayan énemli bir faktor olarak
distiniilmektedir (Lee ve ark., 2000).

Fitoplazmalar bakterilerden farkli olarak hiicre duvarina sahip degildirler onun
yerine 3 tabakali hiicre zar1 vardir. Boyutlar1 0.2-0.8 um arasinda degisen ¢ok kiigiik
sira dis1 ¢aplara sahiptirler ve bitki floemlerinde ve vektor boceklerin 6zsuyu emici
organlarinda yasar ve g¢ogalirlar. Genom boyutlar1 600-1300 kb arasinda degisir ve

diisiik G+C oranina sahiptirler (Kollar ve Seemdiller, 1989).

Bitki tiirleri arasinda fitoplazmalarin tasinmasi kiiskiit (Cuscuta spp.) gibi
parazitik bitkiler ve de tohumla da olabilmektedir (Khan ve ark., 2002; Botti ve
Bertaccini, 2006).

Fitoplazmalar bitkiler de virescence (cicek ta¢ yapraklarin yesil rengi almast),
witches’ broom, c¢icek kisirligi ve phyllody (¢icek yerine yaprak benzeri yapilarin
¢ikmasi) gibi ¢esitli simptomlara neden olurlar (Lee ve ark., 2000). Ancak vektor
tirleri Auchenorrhyncha alttakimi ig¢indeki birka¢ familya ile sinirlidir; Cercopidae,
Cixiidae, Derbidae, Delphacidae, Cicadellidae ve Psyllidae (Weintraub and
Beanland, 2006). Ayrica Cicadellidae familyasindaki 88 tiiriin fitoplazma tasidig

bilinmektedir. Bircok belirti fitoplazmanin bocekte tasinma dongiisiiniin vektor
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bocegin yasam dongiisiine ve beslenme aligkanligina (monofag, polifag) bagh
oldugunu gostermistir. Polifag vektorler monofag olarak beslenen boceklerden daha
fazla genis capta bitki tiiriiniin inokule edebilme potansiyeline sahiptirler. Ornegin
polifag yaprak pireleri (leathopper) tarafindan tasinan aster yellows hastaligi genis
bir capta konukgu dizisini enfekte edebilir (Beanland ve ark., 2000).

Fitoplazmalarin  kazanilmasi enfekteli bitkilerin floeminden beslenen
boceklerin  beslenmesi boyunca pasif olarak yapilir.  Fitoplazmanin gerekli
yogunlugu saglayabilmesi icin gecen siireye Kazanim Saglama Periyodu
(Acquisition Access Period-APP) denir. AAP suresi birka¢c dakika surebilir ama
genellikle saatle dlglilmektedir. AAP’ nin artmasi daha fazla fitoplazma edinme
firsat1 verir (Purcell,1982).

Daha oOnce enfekteli olmayan bir bocegin, enfekteli bir bitkinin floeminden
fitoplazmay1 aldiktan sonra baska bir bitkiyi enfekte etme yetenegi kazanmasi icin
gecen sure (Latent Periyod) 7-80 giin arasindadir (Murral ve ark., 1996; Nagaich ve
ark, 1974). Fitoplazma enfeksiyonu, fitoplazma etmeni konukc¢u bitkiye aktarildiktan
yaklasik 7 giin sonra simptom gostermeye baslar bu durum farkli bitki tiirlerinin
farkli ¢esitlerine gore daha da uzun sirebilir (Hogenhout ve ark. 2008; Moya-
Raygoza ve Nault, 1998). LP siiresi boyunca orta bagirsaktaki epitel hiicreleri
icindeki hiicre i¢i sistem araciligiyla hareket edebilir ve bir kese icerisinde ¢ogalir,
veya iki orta bagirsak hiicresi arasindan gegebilir (Lefol ve ark., 1994). Fitoplazmalar
ayni1 zamanda Malpigi tiiplerini (Lherminier ve ark., 1990), yag kiitlelerini ve beyni
(Lefol ve ark., 1994; Nakashima ve ark., 1995), iireyici organlar1 (Kawakita ve ark.,
2000) ve bdceklerin hemolenflerini enfekte edebilir. Genis bitki ve bocek konukgu
araligiyla birlikte uzun inkiibasyon periyodlar1 tahmin edilemez fitoplazma

epidemileri yapar (Hogenhout ve ark. 2008).

Boceklerdeki birgok dokuda fitoplazmalar ¢ok sayida bulunur ve cogalirlar
fakat c¢ogunlukla tiikiirik bezlerinde ve bagirsakta bulunurlar ve bdceklerin
viicudunda kolonize olmak ve cogalabilmek i¢in bagirsak bariyerlerinden ge¢gmek

zorundalardir (Marzachi et al., 2004). Tukirik bezlerindeki hicreleri ve bagirsak
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hicreleri fitoplazma ile enfekteli olan bocekler beslenirken bitkiye salgiladig
tiklirik araciligiyla fitoplazmanin bitkinin floemine icerisine girmesini saglar

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

Fitoplazmalar bitkileri olumsuz olarak etkilemesine ragmen, bocek vektorlerin
formda ve hayatta kalma konusunda noétr ya da pozitif etkiye sahip olabilir. Bazi
caligmalar vektdr boceklerin besin kaynagi yoklugunda ve diisiik sicakligin maruz
kalindig1 durumlarda fitoplazma enfeksiyonlarindan yararlanabildigini gostermistir

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

Konuk¢u bitkilerde fitoplazma enfeksiyonlari bircok simptoma neden olur.
Ornegin, phyllody; tag yapraklarin anormal sekilde geliserek ¢anak yaprak benzeri
yapilarin olusmast (Mor ve Zieslin, 1992), virescence; bitkinin ¢igeginde ya da
stirgiiniinden yesil pigmentin anormal gelisimi (Lee ve ark, 2000), witches’ broom
(cad1 siipiirgesi); bir noktadan birden fazla siirgliniin ¢ikmasi, proliferation(asir
cogalma); bitki hiicrelerinin hizla ¢ogalmasi sonucu ¢ok sayida alt dalin ve gévdenin
cikmasi ve karbonhidrat sentezi ve tasimmimindaki degisikliklerin neden oldugu
diisliniilen sararma bazi belirtileridir. Bu simptomlarla beraber fitoplazmalar stresden
kaynakli kiigiik yaprak, kloroz, bogum aralarinin kisalmasi, meyvelerin bozulmasi ve
biiylime geriligi gibi spesifik olmayan belirtilere de neden olabilir (Lee ve ark., 1997;
Pracros ve ark., 2006).

Onceden fitoplazma ile enfekteli bitkilerin tahrip olmasmin ana nedeninin asir1
biiyliyen bakterilerin bitki besinini kullanmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmekteydi
(Strauss,2009). Ancak fitoplazma tarafindan salgilanan proteinlerin bazilarinin bitki
hiicresinin  niikleusuna girdigi ve bitki genlerinin ekspressiyon kalibinda
degisikliklere neden oldugu goriilmiistir (Xiaodong ve ark. 2007; Hoshi ve ark.
2009). Bu ¢ogu zaman normal bitki gelisimi ile etkilesime neden olan hastaligin
belirtileri ile tutarlidir; bitkinin vejatatif gelisimini tetikleme, tireme geligimini
baskilama gibi. Bundan dolay1 bitki daha fazla yaprak, dal ve siirgiin olusturur. Bitki
¢ogu zaman c¢alilagir ve ¢ok yogun bir sekilde dallanarak “witches’ broom (cadi

Siipiirgesi)” goriiniimiine donebilir.
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Molekiiler  tekniklerin  uygulanmasindan  6nce  hastalikli  bitkilerde
fitoplazmalar1 saptamak zordu ve bu yiizden simptomatoloji var olan fitoplazma
etmenini teshisi i¢in birincil dnemli adimd: (Bertaccini ve Duduk, 2010; Naghmeh ve
Ganesan, 2013). Fitoplazmalarin teshis teknikleri 1980’lerin basina enzyme-linked
immunorbent assay (ELISA) metoduna bagli olarak yayilmaya baslanmistir. ELISA
¢ok sayida 6rnegin goriintiilenmesi i¢in kullanighdir ve bitki virtsleri ve spiroplasma
caligmalarinda genis ¢apta kullanilmaktadir. Molekiiler tekniklerin gelismesiyle

beraber, enfekteli bitkilerde fitoplazmalar1 saptamak kolay ve giivenilir olmustur.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction- PCR) 1971 yilinda
Kleppe ve ark. tarafindan agiklanan molekiiler bir tekniktir. PCR temel olarak birkag
saat igerisinde tek bir DNA molekiiliinden milyarlarca kopyalanmasi esasina dayanir.
PCR 1990 yilinda Deng ve Hi tarafindan fitoplazmalarda basarili bir sekilde
uygulanmistir. Son zamanlarda PCR’ye dayali niikleik asit teknikleri bitkilerde ve
boceklerde fitoplazmalarin saptanmasinda en verimli ve yaygin teshistir (Smart ve
ark., 1996). PCR galismalar1 korunmus boélgelere dayanmaktadir (16Sr DNA,
ribosomal protein, tuf, 16S-23S bolgesi) ve ¢esitli konukgu bitkilerden ve
bdceklerden bilinen ve bilinmeyen fitoplazmalar1 saptamak ve tanilamak igin
kullanilmaktadir (Deng ve Hiruki, 1991; Ahrens ve Seemuller, 1992; Lee ve ark.,
1993; Schnieder ve ark., 1993; Wang ve ark., 1994;). 16S rDNA bolgesini
hedefleyen universal grup spesifik primerler ¢ok genis bir capta bitki ve vektor
icerisindeki en kiiciik fitoplazma miktarin1 saglayabilen daha hassas ve verimli

araclar saglamaktadir.

Restriction Fragment Lenght Polymorphisim (RFLP) 16S rRNA gen dizilimine
dayali olan belli fitoplazma irklariin molekiiler karakterizasyonunu ve saptanmis
tiim fitoplazmalarin tanilanmasinda kullanilan yaygin bir yontemdir. Fitoplazmalarin
ribozomal gruplarini ve alt gruplarimi ayirt etmek i¢cin 17 tane retsriksiyon enzimi
kullanilmaktadir. Hepsinin igerisinde en aydinlatici restriksiyon enzimleri; Alul,

Hhal, Hpall, Msel, Rsal ve Tag!’ dir.
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Single Fragment Lenght Polymorphism (SSCP), PCR ile c¢ogaltilmis
fragmanlardaki genetik varyasyonlarin tespiti i¢in hassas ve hizli olan PCR bazli bir
yontemdir. SSCP ayrica, molekiiler degiskenlikteki fitoplazmalarin tespitinde de
uygulanabilir (Orita ve ark.1989).

Hindistan, Yeni Delhi’de yapilan bir ¢alismada biber bitkilerinde witches’
broom (cadi siipiirgesi) ve kiiglik yaprak olusumu gozlenmistir ve ayni zamanda

patlican bitkisinde de kiiglik yaprak olusumu goriilmistiir (Rao ve ark., 2017).

Hindistan’da kirmiz1 biberler de ‘Ca. P. asteris’, 16SrlI-D; (Khan ve Raj 2006;
Sharma ve ark., 2015), Endonezya’da ‘Ca. P. aurantifolia’, (Harling ve ark. 2009),
Cin’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 16SrlI; (Tran- Nguyen ve ark., 2003) ve Ispanya’da ‘Ca. P. trifolii’;
(Castro ve Romero, 2002) gibi farkli fitoplazma irklari birgok tilkede tanimlanmis ve

karakterize edilmistir.

Kiiba’da Holguin eyaletinde yapilan bir ¢alismada c¢alilasan dolmalik biberlerin
%15’inde Ca. Phytoplasma asteris goriilmiistiir (Arocha, 2007).

Bosna Hersek’in Semberija eyaletinde fitoplazma varligin1 saptamak igin
nested-PCR/RFLP kullanilarak simptom gosteren ve gostermeyen biber ve kereviz
ornekleri toplanilarak testlenmistir. Kereviz (Apium graveolens) ve biberde
(Capsicum annuum) yapilan c¢aligmalarda “Giant Prague” kereviz c¢esidinde
calislasma ve yapraklarda beyazlama goriiliirken, Fortesa, Niska Sipka ve Amanda
¢esidi biberlerde yaprak sararmasi ve ¢alilasma gortilmistiir. Trul ve Hpall enzimleri
kullanilarak test edilen, tiim simptom gosteren drneklerde 16S rDNA RFLP sonuglari
Ca. Phytoplasma solani varligini saptamustir (Delic” ve ark, 2016).

Candidatus Phytoplasma trifolii Ispanya’da biber alanlarinda ve Urdiin’de
domates alanlarindaki hastaliklarla iliskilendirilmektedir (Anfoka ve ark 2003;

Castro ve Romero, 2002).
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Liibnan’in Beka Vadisi’nde yapilan bir calismada fitoplazma ile infekteli
oldugu diistiniilen biberlerde ¢alilasma, sararma ve dalgali yaprak kenarlar ile

beraber kiigiik yaprak olusumu goriilmiistiir (Choueiri ve ark. 2007).

Biber (Capsicum annuum L.) diinya ¢apinda yetistirilen tarim Urunddr ve
bircok solaneceous tiiri gibi, bir fitoplazma hastaligi olan stolbur’dan etkilenebilir
(McCoy ve ark.., 1989; Fos ve ark., 1992). Bu hastaligin simptomlari bogum
aralariin kisalmasi, ¢okg¢a biiyliyen yesil ¢iceklerin olusumu, canak yapraklarin
ayrilamamasi sonucu olusan bozuk gelisim ve meyve setindeki bozukluklar bu

hastaligin simptomlaridir (Cousin, 1980; Schneider ve ark. 1993).

Ispanya'da, Ebro nehri bolgesinde tarlalarda biber stolbur hastalig1 gériilmiis ve

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

Polimeraz zincir reaksiyonu, dizileme ve filogenetik analiz ile DNA
amplifikasyonu, stolbur grubundan (16SrXII) agik¢a farkli olan Clover proliferation,
fitoplazmasmin 16SrVI grubu icinde smiflandirilmasi gerektigini gostermektedir
(Castro ve Romero, 2001).

Adana ve Hatay’da patlican, biber ve cezayir meneksesinde stolbur

simptomlar1 ile susamda fillodiye neden olan etmenin Ca. Phytoplasma trifolii’nin

neden oldugu saptanmistir (Sertkaya ve ark., 2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmamn yiiriitiildiigii yer ve bitkisel materyaller

Calismada kullanilan bitkiler Sanliurfa ili biber yetistiriciligi yapilan Birecik,
Bozova, Haliliye ve Siverek ilcelerine bagli biber iiretimi yapilan tarlalardan

toplanan 6rneklerden olugsmustur.

Laboratuvar calismalar1 Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma

Bolumi Viroloji Laboratuvarinda yiirtitiilmistiir.

3.1.2. PCR ve RFLP ¢alismalari icin kullanilan materyal

Hastalik belirtisi gdsteren bitkilerin yapraklarindan elde edilen total DNA’lar
ve DNA eldesinde kullanilan kimyasallar, PCR ve RFLP ¢alismalar1 i¢in materyal

olmustur.

RFLP galismalarinda EcoRI, Alul, Rsal, Hhal, Hpal, Hpall ve Tagl (Thermo

Scientific, ABD), enzimleri kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Sanliurfa iline bagl Birecik, Bozova, Haliliye ve Siverek ilgeleri biber (retim
alanlarindan 2018 yili haziran-agustos aylari arasinda ornekler toplanmistir. Biber
bitkilerinde sararma, bodurlasma, kiiciik yaprak olusumu ve bogum aralarinda
kisalma gosteren ve fitoplazma ile bulasik oldugu diisiiniilen bitkilerden giidimli
ornekleme yapilarak toplanmistir. Birecik ilgesine bagli 1 kdyden 3 farkli araziden 3
ornek, Bozova ilgesine bagl 3 kdyden 3 6rnek, Haliliye ilgesine bagh 14 kdyden ve

farkl1 arazilerden 20 6rnek ve Siverek ilgesine bagli 1 kdyden 2 6rnek alinmustir.

11
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Negatif kontrol olarak simptom g0steren bitkilerle beraber hicbir belirti

gostermeyen sagliklt biber bitkilerinden de 6rnekler alinmistir.

Fitoplazma ile enfekteli oldugu diisiiniilen ornekler yer ve tarih yazilarak ayri
ayr1 polietilen posetlere konulup laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara getirildikten

sonra kayit altina alinip, testleninceye kadar +4°C de muhafaza edilmistir.

Toplanan orneklerin yaprak orta damarlar1 ve saplarindan 1 g olacak sekilde

alinarak total DNA izolasyon ¢aligmalarinda kullanilmistir.

3.2.2. Total DNA ekstraksiyonu ¢alismalari

Total DNA ekstraksiyonu galismalarinda Ahrens ve Seemiiller (1992)’in

kullanmis oldugu yontem baz alinarak, bazi1 degisikliklerle beraber uygulanmaistir.

a- Bitkilerin yaprak orta damarlar1 ve kiigiik yapraklarindan alinan

ornekler (1 g icin 6 ml) CTAB buffer (EK-1) ile ekstraksiyon posetinde ezilmistir.

b- Ekstraksiyon posetlerinde ezilen 6rneklerden 600 mikrolitre alinip,
1.5. ml lik Eppendorf tiiplerine konulmus ve 5.000 rpm’de 5 dakika santrifj

edilmistir.

C- Santrifiij yapilan 6rneklerin iiste kalan sivi kismindan 600 mikrolitre
alinarak yeni Eppendorf tiiplere aktarilmis ve 35 dakika 65 °C de su banyosunda

inkiibe edilmistir.

d- Inkiibasyonu takiben tiipler igerisine 600 mikrolitre chloroform /

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

e- Vortexlenen tipler 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
f- Santrifiijjden alinan Orneklerin iiste kalan sivi kismindan 300
mikrolitre alinarak yeni Eppendorf tiiplere aktarilip lizerine 300 mikrolitre soguk

isopropanol ilave edilip -20 °C de 1 saat bekletilmistir.

12



3. MATERYAL ve YONTEM Zehra MEZRELI

g- Daha sonra tiipler 12.000 rpm de 15 dakika santrifiij edilmistir.

h- Santrifiijden alinan tiplerin sivi  kismi dokiilerek tupler oda
sicakliginda kurutulmus ve ardindan 1.000 mikrolitre etanol eklenerek 15.000 rpm

de 5 dk santrifiij edilmistir.

i- Santrifijden alinan tiiplerin sivi kismi dokiiliip elde edilen pellet oda
sicakliginda kurutulmustur. Kurutulan pellet 50 ul TE (1X) buffer icinde
¢Ozdiriilmiis ve elde edilen total DNA’lar kullanilincaya kadar -80 °C de

saklanmistir.

3.2.3. PCR ¢alismalarinda kullamlan kimyasallarin konsantrasyonlarimin
ayarlanmasi

PCR c¢alismalart 200 pl’ lik PCR Eppendorf tiiplerinde 50 pl hacimde
yuritilmustir. PCR c¢alismalarinda kullanilan DNA miktarlari, niikleik asit
izolasyonu sonucunda elde edilen yogunluk dikkate alinarak 1/20 oraninda

sulandirilmistir.

Hedef boélgelerin  ¢ogaltimi  icin  gerekli olan ve 100’er mM
Deoksiriboniikleotid trifosfat (dTTP, dATP, dGTP, dCTP)’ lar dan 20’ ser pl
alinarak 25 mM olan 80pul lik ANTP karisimina 120ul ddH2O ilave yapilarak 200 ul
ye tamamlanmistir. Bu karisim sonucunda dNTP’ ler 20 Mm olarak elde edilmistir.
DNA’nin ¢ogaltilma islemleri sirasinda kullanilan Green Buffer son hacimde 1X
konsantrasyonda, Dream Taq DNA Polimeraz (5u/ul) enzimi 1,25u ve son olarak

ddH20 ile son hacmi 50 pl olacak miktarda kullanilmistir.

3.2.4. Hedef bolgelerin gogaltilmasi (PCR)

PCR c¢alismalari korunmus boélgelere dayanmaktadir (16Sr DNA, ribosomal
protein, tuf, 16S-23S bolgesi) ve ¢esitli konukgu bitkilerden ve boceklerden bilinen
ve bilinmeyen fitoplazmalar1 saptamak ve tanilamak i¢in kullanilmaktadir (Deng ve

Hiruki, 1991 ; Ahrens ve Seemiller, 1992; Lee ve ark., 1993b; Schnieder ve ark.,
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1993; Wang ve ark., 1994;). 16S rDNA bolgesini hedefleyen universal grup spesifik
primerler ¢ok genis bir capta bitki ve vektor igerisindeki en kiiclik fitoplazma
miktarini saglayabilen daha hassas ve verimli araglara olanak saglamaktadir. 1/50
(V/V) oraninda 1X TE ile sulandirilarak total niikleik asit olarak elde edilen DNA’lar
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) calismalarinda kullanilmistir. Fitoplazmalarin
saptanmasi, teshisi ve siniflandirilmast 16SrDNA bdlgesine goére PCR-RFLP,
Nested-PCR gibi molekiiler yontemlerle yapilmaktadir. Direckt-PCR’de 1800 bg
urin veren universal P1/P7 primerleri, Nested-PCR’de R16F2n/R16R2 primer

ciftleri kullanilmistir. Primerlerin baz dizileri Cizelge 3.1.” de verilmistir.

Cizlge 3.1. PCR c¢alismalarinda kulllanilan primerler ve dizileri

DNA Primerler Baz dizilimi(5°-3°) Referans

uzunlugu

: 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC Lo
Direkt 1800 bg P/1 AGG A3’ (Deng ve Hiruki,1991)
PCR

(Schneider ve ark.,
p/7 5’-CGT CCT TCATCG GCT CTT-3 1995)

Nested 1248 be R16E2n éGGéAA ACG ACT GCT AAG ACT (Lee ve ark., 1995)

PCR
5’-TGA CGG GCG GTG TGT ACA

R16R2 AAC CCC G-3° (Lee ve ark., 1995)

Daha sonra PCR tiipleri daha onceden programlanmis olan thermocycler
cihazina konulmustur. Thermocycler programinda 35 dongii igerisinde bulunan
baglanma sicaklifi (annealing temperature) primerlerin tm degerlerine gore
hesaplanip uygulanmistir. Calismada kullanilan PCR kosullart Cizelge 3.2° de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerlerin PCR kosullari

Primer Ik Deneturasyon Primer Uzama Son
Denatlirasyon Baglanmasi Uzama
(1 doéngu) 35 dongu (1 doéngu)
P1
94 °C 3 dk 94°C 1 dk 50°C 2 dk 72°C 3 dk 72"dCk 10
P7
R16F2n
R16R2 95°C 3 dk 94°C 1 dk 55°C 2 dk 72°C 3 dk 72°de10

Calisma sonucunda ¢ogaltilan T{iniversal PCR iiriinleri 1/50 oraninda
sulandirilip ¢ogaltilan iiriinden 1 pl alinarak Nested PCR analizlerinde hedef DNA
olarak kullanilmistir. Nested PCR calismalar1 yukarida belirtildigi sekilde
yiriitilmiistir ve ardindan Nested PCR sonucunda ¢ogaltilan DNA’lar 1X’lik
TAE’de (pH: 8.3) hazirlanmis olan agaroz jelde goriintilenmistir.

3.2.5. PCR urunlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi (RFLP)

RFLP anazlizlerinde PCR caligsmalarinda kullanilan ve elektroforez yontemi ile
goriintiilenen DNA o6rnekleri kullanilarak dnce ECORI enzimiyle kesilerek etmenin
fitoplazma olup olmadig1 belirlenmistir (Nejat ve ark., 2009). Ardindan fitoplazma
oldugu belirlenen Ornekler sirasiyla Alul, Rsal, Hhal, Hpal, Hpall ve Taql
enzimleriyle kesilmistir. RFLP ¢alismalarinda enzimin temin edildigi firmanin

(Thermo Scientific, ABD) tavsiye ettigi protokol dikkate alinarak uygulanmustir.

RFLP calismalarinda EcoRI enzimi i¢in;10 pl PCR rind 14 pl ddH20 ile
sulandirtlmis, 2 pl 10X buffer ve 4 pl restriksiyon enzimi ilave edilmistir. Enzimin
geni hedef noktadan kesebilmesi (GIAATTC/CT T A A1G) i¢in drnekler 37 °C
4 saat inklbe edildikten sonra 6rnekler 1X ‘lik TAE (pH 8,3) igerisinde hazirlanmig
olan %2’lik agaroz jelde kosturulmus ve fitoplazma ile enfekteli ¢ikan 6rnekler Alul,

Rsal, Hhal, Hpall, Taqgl ve Trul enzimleriyle kesilerek isleme devam edilmistir.
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Alul, Rsal, Hhal, Hpall, Taqgl ve Trul enzimleri i¢in;10 pl PCR Grind, 18 pl
ddH20, 2 ul 10X buffer ve 2 ul restriksiyon enzimi ilave edilmistir. Enzimlerin gen
tizerindeki hedef noktay1 kesmesi i¢in AluULl(AG| CT/TC1GA),Rsal(GT| AC
/ICATTG),Hhal GCG | C/C1GCG)veHpall(C/CGC/GGCTC)
,enzimlerinde kullanilana 6rnekler 37 °C ‘de 4 saat ve Trul (T TAA/AAT
T)ve Tagl (T CG A/ A G C 1 T) enzimleri ile kesilen 6rnekler 65 °C de 4 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen 6rnekler daha sonra 1X’lik TAE (pH 8,3)” de

hazirlanmis olan %?2’lik agaroz jelde kosturularak goriintiilenmistir.

3.2.6. Agaroz jel elektroforez calismalar:

Agaroz jel elektroforez c¢aligmalarinda PCR ve RFLP diriinleri
goriintiilenmistir. Nested- PCR iirtinleri % 1°lik olarak 1X’lik TAE (pH 8.3, EK2) de
hazirlanan agaroz jelde kontrol edilSmistir. Agaroz jel elektroforez ¢aligmasi
Galitelli ve Minafra, (1994)’e gore yapilmigtir. Buna gore asagidaki basamaklar

uygulanmaistir:

a- 0.8 g agaroz tartilip 80 ml’lik TAE buffer icerisine ilave edilmistir.

b- Agaroz- TAE buffer karisimi homojen bir sekilde ¢6ziiliinceye kadar

mikro dalga firinda 1sitilmistir.

c- Isitilan karisim 40°C olana kadar sogumaya birakildi ve ardindan

elektroforez finitesine taraklar yerlestirilip karisim dokiilmiistiir.

d- Jel donduktan sonra (20-25 dk sonra) taraklar dikkatli bir sekilde
cikartilip jelin tizeri 1-2 mm kadar olacak sekilde tanka 1X TAE buffer

eklenmistir.
e- Jeldeki cukurlarin igerisine 6 pl’lik &rnekler yerlestirilmistir. Ilk

cukura 6 pl’lik DNA Ladder konulmustur. Yiikleme tamponundaki sar1 ren jelin

sonuna gelene kadar jel tankina 85 volt akim verilmistir.
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f- Kosum islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 5 dakika
1000 ml H20 +50ul1 EtBr (10mg/ml) karisimi igerisinde boyanmustir. Jeldeki fazla
EtBr uzaklastirincaya kadar 5 dakika distile su i¢inde tutulmustur. Sonuclar UV

transillminator ile gériintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Survey calismalari ve 6rnekleme

Bu c¢alisma Sanlurfa iline bagli Birecik, Bozova, Haliliye ve Siverek
ilgelerinde biber iiretimi yapilan alanlarda, fitoplazma etmeninin bitkilerde neden
oldugu belirtilere bakilarak, simptom goésteren biber bitkilerinden 6rnekler (gidimlu
ornekleme) alinmistir. Bu alanlarda yaygin olarak gbze ¢arpan simptomlar sararma,
bodurlagma, kiiclik yaprak olusumu, birden fazla silirglin olusmast seklinde

gozlenmistir.

[/

ENFEKTELT SAGLIKLI

Sekil 4.2. Yapraklarda sararma, kiigiik yaprak olusumu(solda) ve saglikl bitki (sagda)
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Sekil 4.4. Sararma, bodurlasma ve bogum aralarinin kisalmasi sonucu olusan goriintii
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Sekil 4.6. Kiigiik yaprak olusumu
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Zehra MEZRELI

4.2. Molekuler Cahismalar

4.2.1. Total nukleik asit izolasyonu

Biber bitkilerinde fitoplazma etmenini saptamak amaciyla belirti gosteren
bitkilerin yaprak orta damarindan ve gelismemis iist yapraklardan total niikleik asit
izolasyonu yapilmistir. Total niikleik asit izolasyon c¢aligmalarinda Ahrens ve
Seemiiler’in  (1992) kullanmis oldugu yontemde bazi degisiklikler yapilarak

uygulanmustir.

4.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) islemi Direkt PCR ve Nested PCR olarak
2 asamada yapilmustir. Direkt PCR’DA 1.8 kb tirtin veren universal P1/P7 primerleri,
Nested PCR’da ise 1.25 kb iiriin veren R16F2n/R16R2 primer giftleri kullanilmistir.
Pozitif kontrol olarak Cezayir meneksesi (Catharanthus roseus) bitkilerinin DNA’s1,
negatif kontrol olarak saglikli bitkilerinden alinan 6rnekler kullanilmigstir. Direkt
PCR drunleri 1/50 oraninda sulandirilarak Nested PCR yapilmistir ve yaprak orta

damarlarindan alinan 6rneklerde beklenen diizeyde bant (1250 bg) gozlenmistir.

Sekil 4.7. R16F2n/R2 primerleri ile ¢ogaltilan 1250 bg uzunlugundaki Nested PCR firiinlerinin %1 lik
agaroz jeldeki gorintusi: Kuyucuklardaki tim &rnekler biber bitkisinin yaprak orta
damarindan elde edilmistir. 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 ve 16. Ornekler pozitif
M: Marker)
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4.2.3. Smiflandirma ve iPhyClassifier programinda dizi analizi

PCR analizleri sonucunda elde edilen ve agaroz jel elektroforezi ile
goruntilenerek beklenen diizeyde (1250 bg) bant veren DNA 6rnekleri etmenin
fitoplazma olup olmadigr konusunda kesin bir sonuca ulasmak icin ECORI
endoniikleaz enzimi ile kesilmistir (Nejat ve ark., 2009). Analiz sonucunda pozitif
olarak saptanan Nested PCR (rlnleri EcoRI endonUkleaz enzimi ile kesildiginde 750
bp ve 500 bp’lik bantlar halinde kesilme gozlenmistir ve etmenin fitoplazma oldugu

tespit edilmistir.

Sekil 4.8. R16F2n/R2 ile ¢ogaltilan PCR iriinlerinin EcoRI enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen
agaroz jel (%2.5) goruntisu. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 12, 15, 19, 20, 21, 24 nolu kuyucuklar
calismada kullanilan biber bikilerinden alinan 6rneklerin 750 ve 500 b¢ uzunlugundaki
RFLP deseni .M: GeneRuler 100 b¢ DNA Ladder.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
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Sekil 4.9. R16F2n/R2 primerleri ile ¢gogaltilan PCR iirlinlerinin sanal RFLP kullanilarak enzimler ile

kesilmesi; Alul(A), Rsal(B), Hhal(C), Hpal(D), Taql(E), Hpall(F) , MW: Marker,
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4.2.4. Toplanan drneklerde fitoplazma tespiti

Nested PCR sonuglarina gore aragtirma yapilan Sanliurfa iline bagl Birecik,
Bozova, Haliliye ve Siverek ilcelerinde biber (retim alanlarinda testlenen 28
ornekten 18 tanesi fitoplazma ile enfekteli olarak saptanmustir. Birecik il¢esinden
alinan 3 o6rnekten 3 tanesi pozitif, Bozova il¢esine bagli 3 drnekten 2 tanesi pozitif 1
negatif, Haliliye ilgesine bagli 20 Ornekten 11 tanesi pozitif 9 tanesi negatif ve
Siverek il¢esine bagl 2 6rnekten 2 sinin fitoplazma ile enfekteli oldugu bulunmustur.
Yapilan calismalar sonucunda toplanan 6rneklerin %64.29° u pozitif bulunmus ve

var olan fitoplazma etmeninin Ca. Phytoplasma trifolii oldugu saptanmustir.

P L b 36 K 38°42'09.73°D yuksekiik §524Im

Sekil 4.40. Sanlurfa ili 6rneklerin toplandig1 kdyler

Yaptigimiz bu calisma Meksika’nin Zacatecas sehrinde biber (Mauricio-
Castillo ve ark., 2015) ve domates (Reveles-Torres ve ark., 2018 ) bitkilerinde
yapilan ¢alismanin sonucuyla benzerlik gostermektedir. Yapilan ¢alismada simptom
gosteren biber ve dometes 6rnekleri direkt PCR ve Nested PCR analizlerinden sonra
RFLP yapilmistir. RFLP ¢alismalarinda Alul, BamHI, Bfal, BstUl (Thal), Dral,
EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al (Mbol), Msel, Rsal, Sspl ve
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Taql endonlkleaz enzimleriyle kesilen biber ve domestes 6rneklerindeki
fitoplazmanin Ca. Phytoplasma trifolii oldugu saptanmaistir.

Santos-Cervantes ve ark. (2008) Meksika’da yaptiklar1 ¢alismada, biber ve
domates bitkilerinde ¢alilasma ve kiiglik yaprak olusumuna neden olan etmeni
saptamak icin PCR urunlerini RFLP calismalarinda Haelll ve Tagl restriksiyon

enzimleri ile kesmis ve var olan etmenin Ca. Pytoplasma asteris oldugu saptanmustir.
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Zehra MEZRELI

Cizelge 4.3. Sanliurfa ilgelerine bagh koylerden toplanan érneklerin enfekte durumu

Ornegin Pozitif ¢cikan | Negatif ¢ikan
toplandigi tarih flge-Koy Ornek sayis1 | Grnek sayisi ornek sayist
Haliliye — Giilveren 3 0 3
28.06.2018 Haliliye — Uckonak 1 0 1
Haliliye — Hasankent 1 0 1
Haliliye — Ulubag 3 2 1
05.07.2018 Haliliye — Goktepe 1 1 0
Bozova- Yaylak 1 1 0
17.07.2018
Bozova — Cakmak 1 0 1
Haliliye -Sanli Mezrasi 1 0 1
Birecik — Akarcay 3 3 0
19.07.2018
Bozova — Sanliavsar 1 1 0
Haliliye — Mutluca 1 1 0
Y 4 Haliliye — Boydere 1 1 0
Siverek — Basbiik 2 2 0
Haliliye — Kogak 1 1 0
26.07.2018 Haliliye — Egerkiran 2 2 0
Haliliye — Kalecik 2 2 0
Haliliye — Giirpinar 1 1 0
Haliliye — Konag 1 0 1
Haliliye — Orta6ren 1 0 1
Toplam 28 18 10
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4.2.5. Sekans analizi ve dendogram

R16F2n/R2 dizileri, veritabani arastirmasi i¢in NCBI-blast programina
gonderilmistir. BLAST ve dizi analizleri 28 tane 6rnek arasindan 2 tane ¢ogaltilmis
PCR f{iriinii segilerek yiiriitiilmiistiir. Sanliurfa iline bagli kdylerden toplanan biber
orneklerindekindeki nukleotid dizilimi Candidatus Phytoplasma trifolii (16SrVI
grup) ile %99-100 arasinda bir benzerlik oldugu bulunmustur. Bu diziye dayali
olarak, Sanliurfa’da biber yetistirilen alanlardan toplanan ornekleri temsil edecek
sekilde gonderilen 2 biber 6rneginde fitoplazmalarin 16StDNA dizilimlerini igeren
filogenetik agac olusturulmustur (Resim ). Filogenetik agag, 6rnekleri temsil eden 2
PCR urunin 16SrRNA bdlgesinin gen dizileri NCBI Genbank’ taki Ca. Phytoplasma
16Sr grubu temsilcilerinin 16°siyla  kiyaslanip neighbor-joing analizleri ile

olusturulmustur.

Ca.P.costaricanum (HQ225630.1)
Ca.P.Ivycopersici (EF199549.2)
Ca.P.asteris (M30790.1)
Ca.P.meliac (KUB50940.1)
Ca.P.hispanicum (AF248960.1)
Ca.P.fragariac (DQ086423.1)
Ca. P japonicum (AB010425.2)
Ca.P.americanum {D{174122.1)
Ca.P.convolvuli (TN833705.1)
C'a.P.australiense (L76865.1)
Ca.P.caricae (AY7252341.1)
Ca.P.graminis (AY725228.1)
Ca.P.solani (AF248959.1)
Ca.P.rhamni (X76431.1)
Ca.P.allocasuarinae (AY135523.1)
Ca. P tamaricis (FJ132664.1)
Ca.P_gpartii (X92869.1)
Ca.P.prunorum {(AJ542544.1)
Ca.P.mali (AT542541.1)
Ca.P.pyri (AT542543.1)
Ca.P.brasilience (AF147708.1)
100 Ca.P.aurantifolia (U15442.1)

s C a.P._australasia (Y 10096.1)
Ca.P.pruni (TJQ044393.1)
Ca.P.phoenicium (AF515636.1)
Ca.P.omanense (EF666051.1)
Ca.P.castancae (AB054986.1)
Ca.P.pini (AT310849.2)
Ca.P.palmicola (KF751387.1)
Ca.P.oryzae (ABOS2873.1)
Ca.P.cynodontis (AJS550984.1)
Ca.P.cirsii (KR869146.1)

— Ca.P.luffaec (AF086621.2)
Ca.P.malaysianum (EU371934.2)
o3| =0 CaP.ulmi (AY197655.1)
Ca.P.rubi (AY197648.1)
100)]  Ca.P.ziziphi (AB052876.1)
Ca.P.balanitac (AB689678.1)
d= Ca.P.sudamericanum (GTT292081.1)
Ca.P.fraxini (AF092209.1)
74 Ca.P.trifolii (AY390261.1)
100 | d Zehra Biber?
A Zehra Biberlo
Acholeplasma laidlawii (AY740437.1)

100

HE

20

72

:l Raepraesanialive Sirains

0.05

Sekil 4.11. Dendogram
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5.  SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢alisma Sanlwrfa ili biber iiretim alanlarinda var olan fitoplazma
etmeninin/etmenlerinin  saptanmas1 ve karakterizasyonunu yapmak amaciyla
yuriitiilmiistir. Haziran, temmuz ve agustos aylart boyunca biber {iretim alanlarinda
bodurlasma, yapraklarda sararma ve kloroz, bogum aralarmin kisalmasi, ¢oklu
stirgiin olusumu sonucu ¢alilasma gibi fitoplazma benzeri simptom gosteren biber
bitkilerin vejatatif aksamindan 6rnekler alinmistir. Gudumli 6rnekleme ile 28 érnek
toplanmis ve testlenmistir. Toplanan 6rneklerin DNA izolsayonu, PCR ve RFLP
sonuglarina gore etmenin fitoplazma oldugu saptanmistir. Belirlenen fitoplazma
etmeninin Ca. Phytoplasma trifolii ile %99.8 oraninda benzerlik gosterdigi

saptanmistir.

Biber bitkilerinin fitoplazma ile bulasikliliginin belirlenmesinde Ssararma,
bodurlagma ve kii¢lik yaprak olusumu gibi simptom gosteren 6rnekler alinmalidir.

Biberlerin fitoplazma ile bulasikliginin belirlenmesinde Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarinda 6rnekleme yapilabilir.

Biberlerde fitoplazma etmeninin alternatif konukgulariin, bocek vektorlerinins
ve yabanci ot konukgularinin belirlenerek fitoplazmanin olasi risklerinin azaltacak
kontrol stratejileri gelistirilmelidir.

Sanlurfa ilinde farkli biber gesitlerinin fitoplazma hastaligina dayanikliliginin
belirlenerek biber verimi ve kalitesi iizerine etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi zorunlu

calisma olarak goriilmektedir.
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EKLER

EK1. DNA izolasyon calismalarinda Ahrens ve Seemiiller metoduna gore
kullanilan tampon ¢ozeltiler

CTAB Buffer ph 8.0 (200 ml)

Kimyasal Miktar
CTAB (%2) 49
NaCl (1,4 M) 16,364 g
EDTA (20 mM) 1,169 g
Tris- HCI (100 Mm) 2,422 g
PVP - 40 49
*R-mercaptoethanol (% 2) 400 pl

*R-mercaptoethanol, bitki Ornekleri ezilmeden hemen Once karisima taze
olarak eklenir.

Chloroform: Isoamyl Alcohol (24:1)
24 ml chloroform ve 1 ml isoamyl alcohol karistirilmigtir.
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EK2. Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

TAE buffer (50X stok)

0.5 M EDTA ph:8 10 ml
0.6 Glacial acetic acide 571 ml
Trizma base 242 ml

Cozelti 100 ml dHxor ya tamamlanip otoklav edilmis ve oda sicakliginda
saklanmistir.

Ethidium Bromide

10 mg ethidium bromide 1 ml saf su i¢erisinde Eppendorf tiipiinde eritilmistir. Daha
sonra bu ana stoktan 30 pl alinarak 100 ml saf su igerisine ilave edilmistir.
Koyu renkli bir kap icinde karanlik ortamda oda sicakliginda saklanmistir. 5-10

kullanimdan sonra ¢ozelti tazelenmistir.
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