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Diinya’da ve Tiirkiye’de dnemli bir iretim ve tiiketim sahasina sahip olan biber (Capsicum annuum),
artan diinya niifusu ile abiotik ve biotik stres faktorlerine de maruz kalmaktadir. Kiiresel 1sinma ve
asir1 sulama ile toprakta tuz birikimi artmakta, bu kosullar altinda biotik stres faktorlerinin yikici etkisi
daha siddetli olarak goriilmektedir. Bu ¢alisma, dogal olarak fitoplazma etmeni ile infektelenmis biber
bitkilerinin tepkisi suni olarak olusturulmus NaCI stresi altinda incelenmistir. Sararma, ¢alilasma,
bodurluk ve kiiciik yaprak olusumu gibi tipik fitoplazma belirtileri goriinen biber bitkileri PCR
yontemi ile fitoplazma agisindan test edilmis, etmenin ‘Candidatus Phytoplasma’ oldugu
belirlenmistir. Calismada fitoplazma etmeni ile bulasik oldugu belirlenen ve saglikli kontrol bitkileri
tizerinde tesadiif parselleri deneme desenine goére dort grupta ii¢ tekerriirlii olacak sekilde
yiiriitilmiistir. Bu gruplar; a) kontrol, b) fitoplazma ile infekteli bitkiler, ¢c) 100 mmol L-1 NaCI
uygulamasi yapilan saglikli bitkiler, d) 100 mmol L-1 NaCI uygulanan fitoplazma ile infekteli bitkiler.
Her bir grupta yer alan bitkiler su ihtiyacina gore (2-3 giin ara ile) dort hafta boyunca su ve tuz
cozeltisi igeren suyla sulanmistir. Muameleler sonucunda infekteli biber bitkilerinin 10. ve 30.
giiniinde alinan 6rneklerden yapilan biyokimyasal analizlerde; klorofil (toplam, a ve b), fenol, CAT,
JA ve SA’in kontrol grubuna kiyasla azalig oldugu ancak protein, prolin, MDA ve POX degerlerinde
artis oldugu belirlenmistir. NaCl ile muamele edilen ‘Candidatus Phytoplasma’-infekteli biber
bitkilerinde yapilan dl¢iimlerde kontrol grubuna kiyasla klorofil (toplam, a ve b), protein, CAT, POX,
JA ve SA degerlerinin azaldig: fakat fenol, prolin ve MDA degerlerinin arttig1 belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, fitoplazma, PCR-RFLP, tuz stresi, biyokimyasal analiz
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Pepper (Capsicum annuum), which has an important production and consumption area in the world
and in Turkey, is also exposed to abiotic and biotic stress factors with the increasing world population.
With global warming and excessive irrigation, salt accumulation in the soil increases, and under these
conditions, the destructive effect of biotic stress factors is seen to be more severe. In this study, the
response of pepper plants naturally infected with phytoplasma was investigated under artificially
formed NaCl stress. Pepper plants with typical phytoplasma symptoms such as yellowing,
witches’broom, stunting and small leaves were tested for phytoplasma by PCR method, and it was
determined that the agent was 'Candidatus Phytoplasma'. The study was carried out in four groups
with three replications according to the randomized plot design on plants and healthy plants
determined to be contaminated with phytoplasma agent. These groups are; a) control, b) plants
infected with phytoplasma, c) healthy plants treated with 100 mmol L-1 NaCl, d) plants infected with
phytoplasma treated with 100 mmol L-1 NaCl. The plants in each group were irrigated with water and
salt solution for four weeks (2-3 day intervals) according to their water needs. In the biochemical
analyzes made from the samples taken on the 10th and 30th days of the infected pepper plants as a
result of the treatments; It was determined that chlorophyll (total, @ and b), phenol, CAT, JA and SA
decreased compared to the control group, but there was an increase in protein, proline, MDA and POX
values. In the measurements made on 'Candidatus Phytoplasma'-infected pepper plants treated with
NaCl; it was determined that chlorophyll (total, @ and b), protein, CAT, POX, JA and SA values
decreased, but phenol, proline and MDA values increased compared to the control group.

KEYWORDS: Pepper, Phytoplasma, PCR-RFLP, salt stress, biochemical analysis
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1.GiRiS Sidika DURMUS

1. GIRIS

Biber bitkisi Solanaceae ailesi igerisinde yer alan; Magnoliopsida sinifinin,

Solanales takiminin, Capsium L. cinsi grubunda yer alir.

Biberin koken olarak Orta Amerika’dan geldigi distiniilmektedir. Biberin
farkli bolgelere uyum saglamasi farkli tiirlerin olusumuna sebep olmustur (McLeod
ve ark., 1983). Amerika’da yetistirilen ilk bitkilerden biri olan biber, M.O 7.500
yillarinda yetistirildigi goriilmiistiir. Cin ve Hindistan’a buradan yayilmis, daha sonra

Avrupa kitasina ve Afrikaya yayilmistir (Tripodi ve ark., 2021).

Biber bitkisi sicak ve iliman iklim sartlarinda yetisebilen tek ya da birkag
yilliktir. Uygun gelisim ortami i¢in havanin ve topragin nemi, 1sik, sicaklik, gibi
unsurlar 6nemli dis etmenlerdir. Gelisimini tamamlayamamis biberler, tuhaf sekiller
gosterirler ve sert meyvelerin en 6nemli sebeplerinden birinin olumsuz ¢evre

kosullar1 oldugu goriimiistiir (Hernandez-Perez ve ark., 2020).

Biber bitkisi diistik sicakliklara hassas oldugundan sicaklik -2°C ila -3°C
arasinda oldugunda gelisimi durur. Don tehdidinden dolay1 fidelerin viollerde
yetistirilip hava ve toprak sicakligi uygun kosulara ulastiginda dikimi yapilmalidir (Ji
ve ark., 2020).

Biber, Tiirkiye’nin her bolgesinde yetistirilmekle birlikte Akdeniz, Marmara,
Karadeniz ve Ege bolgesinde yaygin olarak tarimi yapilmaktadir. Marmara ve Ege
bolgelerinde biber tarimi, sofralik ve gida endiistriside, Dogu ve Giineydogu
Anadolu’da ise genel olarak toz ve pul biber igin iiretilmektedir. Uretimin gogunlugu
i¢ pazarda tiiketilirken, %2’lik kiigiik bir kismi1 ise dis iilkelere satilmaktadir (Kilig,
2020). Biber 6nemli bir besin maddesi olmasinin yani sira; son donemlerde kozmetik

ve ila¢ sanayisinde de 6nemi giderek artmaktadir (Baenas ve ark., 2019).
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Tiirkiye’de 2021 TUIK verilerine gore dolmalik, carliston, salcalik, kapya ve
sivri biber olmak iizere toplamda 3.091.295 ton biber iiretilmistir (TUIK, 2021).

Ulkemizde ve diinyada iiretim pay1 artan ve ekonomik olarak énem arz eden
biber yetistiriciligini kisitlayan 6nemli faktorler; biotik hastalik ve abiotik stres
etmenleridir. Fungal, bakteriyel ve viral hastaliklar 6nemli biotik faktorler arasinda
iken; abiotik faktorler ise nem, kuraklik, sicaklik ve tuzluluk gibi faktorler olup biber

yetistiriciligini 6nemli dl¢lide kisitlamaktadir (Choudhary ve ark., 2016).

Son yillarda biber iiretim alanlarinin ¢ogunda fitoplazma adi verilen; bir
noktada birden fazla siirgiin olusumu, sararmalar, bodurluk, ¢igek kisirlig1 ve yaprak
nekrozlart gibi simptomlar gosteren; molekiiller yontemler ile tanimlanabilen

bakteriyel patojenler tespit edilmistir (Krishnan ve ark., 2019).

Fitoplazmalar; Prokaryotae aleminin Mollicute sinifinda yer alan floemle
siirli, hiicre duvari bulunmayan, bitkilerin floem dokularinda veya bazi bdcek

tiirlerinde obligat parazit olarak yasayan bakterilerdir (Bertaccini ve ark., 2019).

Daha onceleri viriis ya da viriis benzeri hastalik etmeni sanilan fitoplazmalar
onemli bitki hastaliklar1 arasindadir (Rao. 2021). Mikoplazmalara benzemesinden
dolay1 mikoplazma benzeri organizmalar (MBO: MLO: Mycoplasma-like organism)
olarak isimlendirilmistir (Doi ve ark., 1967). Gelisen biyolojik yontemler ile birlikte
fitoplazmalarin as1, vektor, hatta yabanci otlar ile canli dokulara tasindiklari
belirlenmistir (Maejima ve ark., 2020). Fitoplazmalar bdcek ve bitki arasinda
etkilesim halinde oldugundan bu sayede yayilimini ve canliligini korumaktadirlar

(Hogenhout ve ark., 2008).

Fitoplazmalar diinyada ekonomik Oneme sahip siis bitkileri, sebze ve
meyvelerde onemli hastaliklara yol agmakta ve bazi kiiltiir bitkilerinde verim
bakimindan en O6nemli smirlayic1 biotik etmen olarak saptanmistir (Bertaccini ve
ark., 2018). Japonya'da 1967 yilinda infekteli dut agacinda ilk kez fitoplazma tespit
edilmistir (Zhu ve ark., 1998).
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Fitoplazma ile enfekte olan bitkilerde besin maddesi taginimin
engellendiginden yasli yapraklarda anormal olarak karbohidrat birikimi meydana
gelmekte, karbohidrat birikimi meyve ve c¢icek gibi organlarda gelisim geriligine
neden olmaktadir (Maust ve ark., 2003). Glukoz, fruktoz ve karbohidrat transferinin
floem dokular1 ile yapildigi bilindiginden ve fitoplazmalarin da floem dokularinda
enfeksiyona neden oldugu tespit edildiginden, bu durumun ortaya ¢ikmasi normal bir
hastalik sendromu olarak goriilmektedir. Ancak boyutlart mikron diizeyinde olan
fitoplazmalarin fiziksel olarak iletim demetlerini tikamasinin miimkiin olmayacagi
degerlendirilmistir.  Fitoplazmalarin  etki mekanizmast hala tam olarak
anlagilamamakla birlikte, klorofil ve karbonhidrat translokasyonlar1 ile ilgili

biyokimyasal sistemin gen ekspresyon isleyisini etkiledigi diisiintilmektedir.

Herhangi bir kimyasal miicadelesi olmayan fitoplazma hastalifi son
donemlerde yaygin olarak arastirilmasi ve alternatif miicadele yontemleri igin
hastaliin mekanizmasinin 1iyi anlasilmasi gerekmektedir. Elde edilen sonuglar
enfeksiyon oncesi ve sonrasinda énlem almamiza yardimer olacaktir (Gurr ve ark.,
2016). Fitoplazmalarin yayilimini kolaylastiran vektor boceklerle miicadele etmek,
konuk¢u yabanci otlar1 kontrol altina almak, fitoplazmalara kars1 dayaniksiz
bitkilerin ekimi ve dikiminden kag¢inmak gibi alternatif miicadele yontemleri biiytik

onem arz etmektedir (Alma ve ark., 2019).

Biberde fitoplazmanin yani sira abiotik bir diger stres faktorii olan toprakta tuz
birikimi de bitkinin biiyiimesini, gelisimini ve verimini énemli ol¢iide etkilemektedir

(Shams ve ark., 2019).

Tuzluluk; yar1 kurak ve kurak iklim bolgelerinde ¢oziinebilir tuzlarin asir1 artan
sulama ile birlikte artan taban suyunun kapilarite yoluyla toprak ylizeyine ¢ikmasi ve
suyun buharlagmasi sonucu tuzun toprak ylizeyine yakin bdliimiinde ve toprak
yiizeyinde birikmesidir (Moustafa-Farag ve ark., 2020). Topraktaki tuzluluk abiotik
stres faktorlerinden olup bitkinin hem toprak alti hemde toprak {istii aksaminda
birgok olumsuzluklara neden olmaktadir (Khan ve ark., 2020). Topraktaki tuzluluga

yol agan bilesikler kloriirler, nitratlar, siilfatlar, karbonatlar, bikarbonatlar ve
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boratlardir, fakat NaClI stresi en yaygin olanidir (Bui, 2017). Tuz (NaCl) oraninin
toprak ¢ozeltisinde %0.5’ten fazla bulunmasi topragin tuzlu toprak olarak kabul

edilmesi anlamina gelmektedir (Blum, 1984; Chen ve ark., 2020).

Bitkilerin kok c¢evresinde ¢Oziinmiis tuzlarin artmast ozmotik basincin da
artmasina neden olmakta ve toprakta bulunan suyun alinmasinda giigliikk ¢ekmesi ve
toksik iyonlarin artmasi ile toksisite durumu ortaya ¢ikmaktadir (Wang ve ark.,2021).
Tuz stresinden dolay1 olusan stomalarin kapanmasi ile su kaybi engellenirken
fotosentez icin ihtiya¢ duyulan CO:’nin alimimi da kisitlanir. Bitkilerde; sararma,
nekroz, solgunluk, ciicelesme, verim kaybi, yaprak ve kok o6liimii gibi simptomlar tuz
stresinin baslica belirtileridir (Kwon ve ark., 2019). Yiksek tuz konsantrasyonu
nedeniyle bitkide iyon birikimi ve stomalarin kapanmasi, klorofilde azalisa neden
olmaktadir. Tuz stresi altinda klorofil-a (chl-a), klorofil-b (chl-b), toplam klorofil
(chl) azalis gostermektedir (Ahmad ve ark., 2019). Tuz stresinden kaynakli olarak
protein sentezi inhibe edilmekte ve bitkide protein miktar1 azalmaktadir (Arif ve ark.,

2020).

Tuz stresine karsi bitkide bazi savunma mekanizmalari mevcut olmakla birlikte
bitkinin bu kosullarda salgiladiklar1 enzimler bitkiyi strese karsi korumak adina
kalkan olusturmaktadir. Fenolik bilesikler, bitki stres altindayken firetilen reaktif
oksijen tiirlerine kars1 koruma saglar ve serbest radikalleri temizlemede Onemli
gorevler istlenirler (Waskiewicz ve ark., 2013). Qiu ve ark. (2014) tuz stresi
altindaki bugday bitkisinde jasmonik asitin (JA) tuz stresini azaltarak bitkiyi koruma

altina alirken bitkinin gelisim ve biiylimesinde 6nemli rol oynadigini saptamislardir.

Tuz stresi altindaki bitkilere disaridan salisitik asit (SA) uygulandiginda tuz
stresinin etkilerinin biiylik dl¢iide azaldigi rapor edilmistir (El1-Esawi ve ark., 2017).
Tuz stresi altinda yagslanan biber yapraklarinda, artan Na®ve CI iyonlar ile birlikte
lipit peroksidasyon {iriinii olan malondialdehitte (MDA) seviyesinin arttig1
goriilmiistiir (Shams ve ark., 2019). Domates bitkisinde, tuz stresi muamelesinden
sonra katalaz (CAT) enzimi artig gostermistir (Li, 2009). Prolin; hidroksil

radikallerinin diizenlenmesinde, hiicrelerin stabilizasyonu, ozmotik basicin ve
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sitozolik pH’nin ayarlanmasinda rol oynayan etkili bir organik maddedir (Shakeri ve
ark., 2019). Yapilan c¢aligmalarda tuza dayanikli bitki tiirlerinde prolin
konsantrasyonu yiiksek oranlarda tespit edilmistir (El-Moukhtari ve ark., 2020).
Abiotik stres kosullarinda dayanikli bitkilerde CAT, POX aktivitesi artarak hiicreye

zarar veren serbest radikallerin olumsuz etkilerini azaltmaktadir (Altunlu, 2019).

Biotik ve abiotik stres faktorleri bitkilerin gelisimini olumsuz etkilediginden,
bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal degisimler meydana gelmektedir (Dikilitas ve
ark., 2009). Bu iki stres faktoriinin bitki bilinyesinde aym1 anda bulunmasi
durumunda olusacak degisimler ise hala arastirilmakta olan konular arasindadir

(Ravat ve ark., 2013).

Bu calismada fitoplazma ile infekteli oldugu tespit edilen biber bitkilerine tuz
uygulamasi yapilarak bitkide hem hastalik hem de tuz stresinin ayr1 ayr1 ve birlikte
etkileri degerlendirilmistir. Hastalik etmeninin floem iletim sisteminde enfeksiyon
yapmas1 glukoz, karbohidrat ve aminoasit taginiminin gen¢ dokulara iletiminde
olumsuz etkiye sahip olmasi nedeniyle ¢igek ve meyve veriminin hem kantite hem de
kalite acgisindan olumsuz etkiledigi bilinmektedir. NaCI minarelerinin ise sulama
sonucu bitki iletim demetlerinden ksilem sistemi vasitasi ile bitkinin tist kisimlarina
tasindig1 bilinmektedir. Dolayisi ile her iki stres faktorlerinin farkli iletim demetlerini
kullanarak strese neden oldugu goriildiigiinden, her iki stres faktoriiniin kombine
olarak biber bitkisi iizerindeki sirali (sequential) ya da ayni andaki (simultaneous)
etkileri daha once yeterince calisilmadigi gibi bitki savunma sisteminin iki farkl
karakterdeki stres tiplerine tepkisi diger bitkilerin savunma sistemlerini anlamak i¢in
de model olacaktir. Bu alanda yapilacak c¢aligmalara temel olusturacagi gibi 1slah

calismalari i¢in de 6nemli veriler sunacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Fitoplazmalar, Mollicutes sinifindan hiicre duvari olmayan yalnizca floemde

yasayan bitki patojeni bakterilerdir (Bertaccini, 2021).

Elma coklu siirgiin fitoplazma hastalig1 (AP) fitoplazmalarin floem vasitasi ile

beslenen psyllidler ve as1 ile tasindigi tespit edilmistir (Oppedisano ve ark., 2020).

Fitoplazmalar Hemiptera takimindan; Cicadellidae, Fulgoridae, Psyllidae
familyalarinda yer alan bocek tiirleri; iliretim materyalleri (as1, tohum, celik vb.) ve

kiiskiit kopriileriyle tasinmaktadir (Ghosh ve ark., 2019).

Fitoplazmalar, vektor boceklerin beslenmeleri esnasinda bdcegin viicuduna
giris yapar ve bu bocekler vasitasiyla bitkiler arasinda yayilim gosterirler.
Fitoplazmalar bocek hemolimfinde ve bitki floeminde c¢ogalir ve yasarlar

(Bertaccini., 2021).

Bitkinin floem dokularinda bulunduklarindan bitkide sistemik olarak hareket
etme imkani1 bulurlar. Vektér boceklerin viicudunda ya da konukgu bitkilerde kisi
gecirirler (Alma ve ark., 2019). Baz1 ¢alismalarda fitoplazmalarin konukgu olduklar1
bitki aksamlarinda diizensiz olarak yayildigi belirlenmistir (Seemiiller ve ark., 1984).
Ayni zamanda fitoplazma yogunlugu odunsu bitkilerde mevsimsel olarak farklilik
gostermistir. Fitoplazmalar havanin soguk oldugu zamanlarda, 6zellikle odunsu
bitkilerde kok ve govdede iken havalarin i1sinmasiyla birlikte vejetatif aksamlara

dogru yayilirlar (Nolte ve ark., 2020).

Yaklasik 600°den fazla bitki hastaliklarina neden olan fitoplazmalar bir¢ok
bitki ¢esidine etki etmektedir (Trivellone ve Dietrich. 2021). Infekteli bitkilerde tipik

simptomlar sarilik, cadi siipiirgesi, phyllody/virecense, geride dogru 6liim ve yaprak



2.ONCEKi CALISMALAR Sidika DURMUS

biikiilmesidir (Kumari ve ark., 2019). Infekteli bitkilerde karetenoidlerin ve klorofilin

yikimiyla sararma simptomu ¢ok fazla goriilmektedir (Teixeira ve ark., 2020).

Daha oOnceleri fitoplazmalarin tespiti icin DAPI ve serolojik yontemler
kullanilsada son yillarda bitki ve boceklerde fitoplazmanin saptanmasi i¢in PCR
kullanilmaktadir (Bertaccini ve ark., 2019). PCR yontemi; DNA’nin izolasyonu,
DNA’nin PCR ile ¢ogaltilmast ve RELP analizi ile ii¢ asamadan olusmaktadir
(Zamharir ve ark., 2019).

Biberde sararma ve bodurlasmaya; kerevizde ise yapraklarda beyazlagmaya ve
bodurluga neden olan hastalik etmeninin ‘Candidatus Phytoplasma solani’ ile iligkili

oldugu tespit edilmistir (Deli¢ ve ark., 2016).

Avrupa ve Akdeniz’de biber, patates, misir, asma, tiitiin ve kereviz gibi birgok
bitkide ‘Candidatus Phytoplasma solani' yaygin bulunan fitoplazma etmenidir

(Bertaccini ve ark., 2018).

Tirkiye’de 2002-2004 yillarinda yapilan ¢alismada susam, patlican ve biberin
fitoplazma ile infekteli oldugu bulunmustur. Bu etmenlerin RFLP analizleri ile
16SrVI-A grubundan oldugu ve domates iri tomurcuk fitoplazma etmeni ile iliskili

oldugu belirlenmistir (Sertkaya ve ark., 2007).

Yilmaz ve ark. (2019), Adana, Mersin, Kahramanmaras ve Sanliurfa’da yaptigi
caligmada; biberde kloroz, bodurluk, bogum aras1 kisalig1 ve kii¢iik yaprak olusumu
gibi yaygin belirtilere sebep olan fitoplazma etmenini saptamak i¢in genis kapsaml
bir calisma yapmistir. Calisma sonucunda Sanlurfa’da elde edilen fitoplazmanin
“Candidatus Phytoplasma trifolii” (16SrVI) ile %99 benzerlik gosterdigi ve 16SrVI-
A altgrubundan oldugu saptanmistir. Mersin'den alman Ornekler ise %96

“Candidatus Phytoplasma asteris” (16Sr]) ile benzerlik oldugu saptanmustir.

Fitoplazma ile enfekte olmus bitkiler {zerinde yapilan bir c¢aligmada,

fotosentez, protein, karbohidrat ve bitkinin savunmasinda yer alan oksin, salisilik asit



2.ONCEKi CALISMALAR Sidika DURMUS

ve jasmonik asit gibi sinyal yollarindaki degisimler arastirilmigtir (Dermastia ve ark.,

2019).

Diinyada ve Tiirkiye’de kiiresel 1sinma, niifusun hizla artmasi, su kaynaklarinin
azalmasi ve yanlis tarim uygulamalar1 gibi sebeplerden dolayr kurak ve yar1 kurak
sahalarda topragin tuz seviyesi onemli Ol¢iide artmakta ve bitkiler i¢in biiylik bir

sorun haline gelmektedir (Gorji ve ark., 2017).

Toprak tuzlarinin bitkilere zarar verecek seviyelerde tuz oraninda artis
yasanmasinin temel sebepleri; ¢oziinebilir tuzlarin taban suyunun artmasi ile tuzlar
buharlagma ile topragin iist katmanlarina ¢ikar ve topraklarin tuzlulasmasina neden

olurlar (Okur ve Orgen. 2020).

Tuzluluk; bitkinin yaprak alaninda azalmaya, kok ve govdenin gelisiminin
zayiflamasina, doku ve organlarinda farklilasmaya, meyve verim ve kalitesinde

diisiise neden olmaktadir (Arif ve ark., 2020).

Yiiksek tuz stresi sonucu bitkide; ozmotik basincin artmasiyla bitki su alinimda
sikint1 yasar ve bundan dolay1 bitki beslenemez. Bitkide Na“ ve CI" iyonlarinin
artmastyla  bitki  besin  elementlerini  hiicrelere  ulastiramadigindan  bitki
metabolizmasini bozar. Hiicre i¢i sivinin mineral yapisini ve Ca’® dengesini bozar
(Tanveer ve ark., 2020). Bu stres kosullar1 bitkilerde genellikle stomalarin
kapanmasina ve fotosentezin azalmasina yol acgar. Stresin devam etmesi durumunda

bitkinin biiyiimesi ve gelisimini tamamen durdurabilir (Byrt ve ark., 2018).

Topraktaki tuz; tohum ¢imlenmesi, fide biiyiimesi, enzim aktivasyonu, protein
sentezi gibi metabolik faliyetleri engelleyerek bitki biliylime ve gelisimini

kisitlamaktadir (Masonda ve ark., 2018).
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Tuz stresi enzim sentezini olumsuz yonde etkilediginden protein yapimi
azalmakta ve bu durum bitkinin tiim metabolik faaliyetlerine yansimaktadir (Shah ve

ark., 2021).

Tuz stresi nedeniyle yapraklarda azalan klorofil miktari; bitkinin tiirli, stresin
siddeti ve siiresiyle iliskilidir. Stres altindaki bitkilerde klorofil oran1 genellikle diisiis
egilimindedir (Najar ve ark., 2019).

Biber, tuz stresine orta derecede dayaniklilik gosteren bir bitkidir. Biber bitkisi,
farkl1 gelisme donemlerinde tuza karsi; orta hassas ve hassas toleransli oldugu
belirlenmistir (Bora. 2015). Farkli biber ¢esitlerinde; ¢imlenme ve fide doneminde
yapilan tuz calismasinda ¢imlenmenin yiizdesinin azaldig1 ve gesitler arasinda tuza

dayanikliligin farklilik gosterdigi belirtilmistir (Yildirim ve Giiveng, 2006).

Bibere (Capsicum annum) uygulanilan tuz (NaCl) stresi sonucu; bitkide prolin
konsantrasyonun arttig1 fakat klorofil i¢eriginin azaldigi belirlenmistir (Abdelaal ve
ark., 2019). Prolin, strese karst dayaniklilik saglayan, suda c¢Oziinebilen bir
aminoasittir. Stres altindaki bitkilerde genellikle birikim olusur (De Oliveira ve ark.,

2020).

Prolin, tuz stresi altindaki bitki hiicrelerinde en fazla Ol¢ililen metabolittir.
Hiicrelerde stabilizasyonu, hidroksil radikallerinin diizenlenmesinde, sitozolik

pH’nin ayarlanmasi ve ozmolit olarak gorev yapan bir organik maddedir (Shafi ve

ark., 2019).

Tuz genellikle bitki yapraklarinda erken yaslanmaya neden olmaktadir (Yeo ve
ark., 1991). Yaprak yaslanmasi genel olarak klorofil veya protein noksanlig1 ve hiicre

zar1 gecirgenliginin artmasiyla meydana gelmektedir (Asad ve ark., 2019).



2.ONCEKi CALISMALAR Sidika DURMUS

Tuz stresi sonucunda yapraklardaki erken yaslanma malondialdehit (MDA) ile
baglantilidir. Bitkide iyon birikiminin artmasiyla MDA mitarinda da artis olmustur.
Celtik bitkisinde yapilan bir ¢calismada; tuza dayanikli ¢esitte MDA diisiik oranlarda
Olciilmiis fakat tuza duyarli gesitte ise yiiksek degerlerde olclilmiistiir (Lutts ve ark.,
1996). MDA molekiilleri membranlarda doymamig yag asitlerinin par¢calanmasindan
olusurlar. Stres kosullar1 altinda arttigindan MDA seyiyesinin belirlenmesi, stres

toleransinin belirlenmesinde 6nemli bir yol gdstericidir (Dolatabadian ve ark., 2008).

Boriilceye tuz stresi (abiotik) ve boriilce siddetli mozaik virlisi (CPSMV)
(biotik) eszamanli olarak uygulanan stresler, bitki tiirline, patojene ve stres
yogunluguna bagli olarak patojenlere kars1 artan veya azalan duyarlilikla sonuglanan,
birbirine katki maddesi veya antagonist olabilir. Fakat bu calismada tuz stresi

CPSMYV enfeksiyonuna duyarliligi artmistir (Varela ve ark., 2019).

Akkurak ve ark. (2022) ‘Ca. Phytoplasma asteris’ etmeni ile infekteli marul
bitkisinin  fizyolojisinde ve biyokimyasal komponentlerindeki degisimleri
incelemislerdir. Infekteli bitkilerde protein ve toplam klorofil miktarmin azaldigini;
MDA birikimi, Prolin, POX ve CAT enzim aktivitelerinin ise saglikli kontrol

bitkilerine kiyasla artma egiliminde oldugunu bildirmislerdir.

Ayvaci ve ark. (2022) ‘Ca. P. aurantifolia’ fitoplazma etmeni ile infekteli
yonca bitkisinin fizyolojisinde ve biyokimyasal parametrelerinde meydana gelen
degisimleri arastirmiglardir. Calisma sonucunda infekteli bitkilerde protein ve toplam
klorofil miktarinin kontrol bitkilerine kiyasla azaldigini; MDA birikimi, Prolin, CAT,
POX, fenol, salisilik asit ve jasmonik asit igeriginin ise infekteli bitkilerde arttigini

rapor etmislerdir.

10
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastimanin yiiriitiildiigii yer ve bitkisel materyaller

Bu calisma, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii

Viroloji ve Fitopatoloji Laboratuvarlarinda yiirtitiilmustiir.

Calismanin bitkisel materyalini Sanlurfa ili biber yetistirilen alanlardan

toplanan biber bitkileri olusturmustur.

3.1.2. PCR ve RFLP c¢alismalari icin materyalin olusturulmasi

Araziden toplanan ve fitoplazma ile bulasik oldugu siiphelenilen biber
bitkilerinden elde edilen total niikleik asitler PCR (Polymerase Chain Reaction) ve
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) c¢alismalarinda materyal olarak
kullanilmigtir. Direkt ve nested-PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler Cizelge 3.1

de verilmistir.

Cizelge 3.1. PCR ¢alismalarinda kullanilan primerler

DNA uzunlugu Primerler Referans
Direkt PCR
RI16F1 (Lee ve ark., 1994)
1.400 bp R16RO (Davis ve ark., 1997)
R16F2n (Lee ve ark., 1995)
Nested PCR 1.250 bp
R16R2 (Lee ve ark., 1995)

Toplamda 17 (Alul, Bfal, EcoRl, BsfUl, BamHI, Dral, Haelll, Hhal, Hpall,
Hinfl, Hpal, Sspl, Kpnl, Rsal, Sau3Al, Msel, Hhal ve Taql enzimleri) restriksiyon

enzimi kullanilarak etmen /Phyclassifier yazilimi ile tanilanmistir.

11
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3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin toplanmasi ve NaCI uygulamalari

Sanlwurfa ili biber yetistirilen alanlarda fitoplazma ile bulasik oldugu
stiphelenilen ve sararma, bodurlagsma, calilasma bi¢ciminde simptom gosteren biber
bitkileri kokiinden sokiiliip, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii’ne ait seralara getirilerek 1:1 oraninda tof:perlit iceren saksilara transfer
edilmistir. Stipheli biber bitkilerinden fitoplazma teshisi i¢in taze yaprak alinarak

DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Deneme fitoplazma etmeni ile bulasik oldugu belirlenen ve saglikli kontrol
bitkileri iizerinde tesadiif parselleri deneme desenine gore dort grupta li¢ tekerriirlii
olacak sekilde yiiriitiilmistiir. Bu gruplar; a) kontrol, b) fitoplazma ile infekteli
bitkiler, ¢) 100 mmol L™ NaCI uygulamasi yapilan saglikli bitkiler, d) 100 mmol L'
NaCl uygulanan fitoplazma ile infekteli bitkiler. Her bir grupta yer alan bitkiler su
ihtiyacina gore (2-3 giin ara ile) dort hafta boyunca su ve tuz ¢ozeltisi iceren suyla

sulanmustir.
Deneme baslangici ve sonunda biber bitkilerinin yapraklarindan ornekler

alman Ornekler kese kagitlarina konularak etiketlenip, -20°C’de biyokimyasal

analizler yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

12
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3.2.2.

DNA ekstraksiyonu ¢calismalar:

DNA ektraksiyonu Ahrens ve Seemiiller (1992) metodunda bazi degisiklikler

yapilarak hazirlanmistir.

a)

b)

d)

g)

h)

Infekteli bitkilerin, gen¢ yaprak ve floem dokularindan alinan drnekler (1 g
ornek i¢in 5 ml) CTAB buffer (%2 w/v cetyltrimethylammoniumbromide, 1.4
mol L' NaCl, %0.22-B-mercaptoethanol, 20 mmol L' EDTA, 100 mmol L-!
Tris-HCl, %2 polyvinylpyrrolydone, pH 8.0) ¢ozeltisi ile DNA ekstraksiyon

posetlerinde homojenize edilmislerdir.

Bu ekstraksiyondan 1 ml alinarak Eppendorf tiiplere (1.5 ml) aktarilmis ve 5
dakika 5000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Santrifiijlenen orneklerin supernatant kisimlarindan 600 pl almip yeni
Eppendorf tiiplere aktarilmistir. Daha sonratiipler 65°C de 30 dakika su

banyosunda inkubasyona birakilmaistir.

Inkubasyon sonrasinda her bir tiipiin igine 600 pl kloroform/izoamil alkol

(24:1) eklenmis ve karisim 1 dakika karistirilmistir.

Daha sonra tiipler 10 dakika boyunca 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir (d-e

asamalar1 iki kez tekrar edilmistir).

Supernatant kismindan 300 pl alinmis ve yeni Eppendorf tiiplere (1.5 ml)
aktarilmis ve tizerine 300 pl isopropanol eklenerek 1 saat -20°C’de
bekletilmistir.

Daha sonra tiipler 10 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edilmis.

Ust kistm uzaklastirilarak pellet %70°lik soguk etil alkol ile yikanarak

santrifiij edilerek, oda sicakliinda kurutulmustur. Daha sonra pellet 50 pl

13
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Tris-EDTA (1X) buffer ile ¢ozdiiriiliip elde dilen total DNA’lar -70°C’de

molekiiler calismalarda kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.2.3. PCR c¢alismalarinda kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlarinin
ayarlanmasi

PCR cgaligmalar1 200 pl’lik Eppendorf tiiplerinde 50 ul hacimde yiirtitiilmistiir.
Calismada kullanilan total DNA miktarlar1 niikleik asit izolasyonu sonucu elde
edilen yogunluk dikkate alinarak 20 ng/ul olacak sekilde seyreltilmistir. PCR
drlinlerinin amplifikasyonu sirasinda her primer 10 pmol/ul konsantrasyonunda

kullanilmustir.

Calisma amacina uygun olan hedef bolgelerin ¢ogaltimi i¢in gerekli olan ve
100’er mmol L' Deoksiniikleotidtrifosfat (dATTP, dATP, dGTP, dCTP)’lardan 20’ser
pl alinarak 120 pl ddH>O ilave edilmesi ile 200 pl ye tamamlanmistir. Bu karisim
sonucunda dNTP’ler 10 mmol L™ konsantrasyonda PCR reaksiyonunda
kullanilmistir. DNA’in ¢ogaltilmasi sirasinda kullanilan Taqg DNA Polimeraz (5
tnite/ul) enzimi 1,25 konsantrasyonda ve son olarak ddH>O son hacmi
tamamlayacak miktarda kullanilmistir. PCR calismalarinda kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. PCR reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlari

PCR bilesenleri Konsantrasyon Bir o6rnek (ul)
Distile su - 40.75
PCR Buffer 10 x 5
Reverse primer 10 mM 1
Forward primer 10 mM 1

dNTP mix 10 mM 1

Taq DNA polimeraz 1.25 U/ul 0.25
Total DNA 20 ng/ ul 1
Toplam 50 ul

14
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3.2.4. Hedef bolgelerin cogaltilmasi (PCR)

Biber yaprak orneklerinden elde edilen total DNA’lardan PCR amplikasyonu
direkt ve nested olmak tizere iki asamada gerceklestirilmistir. Direkt PCR’da 1400
bp iirtin veren R16R1/R16R0O primer ¢ifti, nested-PCR’da ise 1250 bp iiriin i¢in
R16R2n/R16R2 primer ¢ifti kullanilmistir.

Orneklere uygulanan Termal Cycle programinda 35 dongii igerisinde bulunan
primerin tm (melting temperature) baglanma sicakligi (annealing temperatutre)
degeri dikkate alinarak uygulanmistir. Direkt ve nested-PCR c¢alismalarinda

kullanilan Termal Cycle dongiileri Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR kullanilan primerlerin ¢alisma kosullari

Primer  Ilk Denatiirasyon Denatiirasyon Primer Baglanmasi  Uzama  Son Uzama

(1 dongii) (35 dongii) (1 dongii)
R16F1
RI16RO 95°C 3 dk 95°C 1 dk Tm-5°C2 dk 72°C3dk 72°C 10 dk
R16F2n
R16R2 95°C 3 dk 94°C 1 dk Tm-5°C2 dk 72°C3dk 72°C 10 dk

Programlanmasi ayarlanan thermocycle cihazina PCR tiipleri konularak islem
baslatilmistir. Direkt-PCR’da R16F1/R16R0 primerleri kullanilarak c¢ogaltilan
iirtinler 1/50 oraninda sulandirilmis, bu ¢ozeltisinden 1 pl alinarak nested-PCR’da

niikleik asit olarak kullanilmistir.

3.2.5. Agaroz jel ve elektroforez calismalar:

Galitelli ve Minafra (1994)’ya gore yapilan agaroz jel -elektroforez
calismasinda PCR ile ¢ogaltilan DNA’larin kontrolii saglanmaistir.

Sirasi ile;

15
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» Agaroz %! olacak sekilde 80 ml 1xTris-Borik asit-EDTA buffer i¢inde

¢Ozdiirilmiistiir.

* Agaroz-TAE karisimi agaroz eriyinceye kadar mikrodalga firininda

1sitilarak son hacim 80 ml olacak sekilde ayarlanmistir.

* Karisim 60°C sicakliga ulasincaya kadar bekletilmis ve daha sonra tarak

gecirilen tank'a dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir.

» Jel donduktan hemen sonra tarak dikkatlice ¢ikartilip jel elektroforez
tankina alinmigtir. Daha sonra, tank ici jel ylizeyini 1-2 mm gececek

sekilde 1X TAE ile doldurulmustur.

* Elde edilen nested-PCR iiriinlerinden 6 pl’lik 6rnek jeldeki kuyucuklara
konulmustur. 11k ¢ukura 6 pl marker konulmustur. Jel uzunlugu dikkate
almarak akim yoniinde cm’ye 5 V akim ile elektroforez islemine tabi

tutulmustur.

* 80 dakikanin sonunda jel, 10 dakika boyunca oda sicakliginda
ethidiumbromide (EtBr, 10 mg mL™) karisim1 ile boyanmistir ve daha
sonra jel ylizeyindeki fazla ethidiumbromiden armdirmak icin 10 dakika

su icinde bekletilerek yikanmustir.

UV transilluminator ile sonuglar goriintiilenmistir.

3.2.6. Sanal (in silico) RFLP ve filogenetik aga¢ analizleri

Fitoplazma pozitif bitkilerinden elde edilen 1250 bp’lik nested-PCR
driinlerinin iki yonde sekans dizileme islemleri yapilmistir (Sequencing —
SeqScape® Software v2.7- MedSanTek laboratuvar malzemeleri San. ve Tic. Ltd.
Sti. Istanbul, Tiirkiye). Elde edilen iki yonlii diziler MEGAX programi kullanilarak
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1250 bp’lik tek bir dizi haline getirilmistir. Daha sonra bu diziler sanal RFLP
caligmasi ic¢in iPhyclassifier programi iizerinden toplamda 17 (Alul, BamHI, Sspl,
Hpal, Bfal, Sau3Al, BstUI, Hhal, Dral, EcoRI, Hpall, Haelll, Rsal, Hinfl, Kpnl,
Msel, Hhal ve Taql) restriksiyon enzimi kullanilarak bir fitoplazma etmenine ait olup
olmadigini teyit edilmistir (Zhao ve ark., 2009). Daha sonra MEGAX programinda
Neighbor-Joining metodu kullanilarak 43 fitoplazma grubu ile karsilastirilma

yapilmis ve filogenetik aga¢ olusturulmustur.

3.3. Bitki Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Klorofil analizi

Total, a ve b klorofil analizleri Arnon (1949) tarafinfan hazirlanan protokole
gore yapilmistir. Deneyde kullanilan biber bitkilerinden, yaklasik 0.5 g yaprak 6rnegi
almarak 5 ml aseton:su (% 80 v/v) ¢ozeltisinde homojenize edilmis sonra filtre
kagidindan siiziilerek 151k gormeyen tiiplerin i¢ine alimmugstir. Okumalar
spektrofotometre (Epoch-BioTek) kullanilarak klorofil a i¢in 663.5 nm, klorolofil »
icin 645 nm de gercgeklestirilmistir. Blank %80 asetona karsi yapilarak spektro

okumas1 yapilmustir.

Elde edilen sonuglar asagidaki formiillere gore mg/l taze agirlik olarak

hesaplanmis ve sonrasinda mg g’ yas agirlik olacak sekilde ifade edilmistir.
Aseton ekstratlarinda klorolofil konsantrasyonun hesaplanmast;
Toplam klorofil (mg/1) =20.2 A¢45+8.02Ass3.5
Klorofil a (mg/l) =12.7A663.5—2.69Asss

Klorofil b (mg/l) =22.9As45—4.68 Ags3 5
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3.3.2. Prolin analizi

Bates ve ark. (1973)’nin hazirlamis oldugu protokole gore prolin icerigi
belirlenmistir. Caligmada, 1.25 g ninhydrin 30 ml glacial asetik asit ve 20 ml 6 mol
L' fosforik asit karisimi kullanilmistir (karisim 24 saat 4°C  de  stabil
kalabilmektedir). Yaklasik 0.5 g taze yaprak Ornegi alinarak sivi azot iginde
ezildikten sonra %3’liikk 10 ml sulfosalisik asitte homojenize edilmistir. Filtre
kagidindan (Whatman No:1) geg¢irildikten sonra 2 ml olarak elde edilen karisimin
icine 2 ml’lik asit-ninhydrin ¢6zeltisi ilave edilmis ve 1 saat 100°C de kaynatilmistir.
Daha sonra buz igerisine alinarak sogutulan karisima 5 ml toluen eklenelerek 30
saniye vortex edilmistir. Karisimda iki fazin olusmast igin bir siire beklenmistir. Ust
kistmda olusan faz mikropipet ile alinarak spectrofotometre (Epoch-Bio Tek)
cihazinda absorbans degeri saf toluen kontroliine karst 515 nm dalga boyunda
okutulmustur. Sonuglar farkli konsantrasyonlarda hazirlanan L-prolin solusyonu ile

kiyaslanarak kalibre edilmis ve umol/g olarak ifade edilmistir.

3.3.3. Lipit peroksidaz (MDA) analizi

Sariam ve Saxena (2000) metoduna gore yapilmistir. Bitkilerde lipit
peroksidasyon malondialdehit (MDA) olarak da ifade edilir. Yaklasik 0.5 g taze
yaprak ornegi, 10 ml %0.1°lik triklor asetik asit (TCA) ile homojenize edilmis ve
10000 g’da 5 dakika sanrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda 1 ml ekstrakt alinip,
iizerine 4 ml’lik %5’lik tiobarbiturik asit (TBA) eklenmistir. Elde edilen karisim
95°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmis ve daha sonra buz igerisinde hizli bir
sekilde sogutulmustur. Sogutma islemi sonucunda tiipler tekrar 10000 g’da 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifij sonrasinda iki faza ayrilan karigimin st kismu
mikropipet kullanilarak alinmis ve spektrofotometre (EpochBio Tek) cihazinda 532

nm ve 600 nm absorbans degerlerinde okumalar1 yapilmistir.
Elde edilen veriler asagidaki formiil kullanilarak MDA degeri hesaplanmustir.

MDA (nmol g fresh g.) = [Extraction volume (ml)x[(As32-As00) / (155 mmol

L' em™)] / Samplequantity (g)]x10°
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3.3.4. Peroksidaz analizi (POX, E.C.1.11.1.7)

Cvikrova ve ark. (1994) tarafindan kullanilan yonteme gore peroksidaz
aktivitesi igin yaklagik 0.5 g yaprak ornegi alinarak 10 ml 50 mmol L' Na-fosfat
cozeltisinde homojenize edilmistir. Homojenize 6zden 100 pl alinarak iizerine 3 ml
reaksiyon karisimi (13 mmol L guaiacol, 5 mmol L' H20, ve 50 mmol L! sodyum-
fosfat, pH 6.5) ilave edilmistir. Karistma H>O; eklenilerek reaksiyon baslatilmis ve
spektrofotometre’de (EpochBio Tek) 470 nm’de 1 dakika ara ile 3 kez okuma
yapilmigtir (25°C). Bir iinite peroksidaz aktivitesi AAs7onm’de 0.1 absorbans/dakika

olarak, sonuglar iinite mg™! protein olarak ifade edilmistir.

3.3.5. Katalaz analizi (CAT, E.C.1.11.1.6)

Milosevic ve Slusarenko (1996) tarafindan hazirlanan metota gore katalaz
aktivitisi Ol¢iilmiistiir. Protokole goreyaklasik 0.5g yaprak ornegi alinarak 10 ml
sodyum fosfat ¢ozeltisinde homojenize edilmis, elde edilen ekstraktan 50 pl alinarak
iizerine 2.95 ml (10 mmol L' H,02, 50 mmol L Na-fosfat ¢dzeltisi, 4 mmol L
NaEDTA, pH 7.0) reaksiyon karisimina ilave edilmistir. Reaksiyon islemi
baslatildiktan hemen sonra spektrofotometre’de (Epoch-Bio Tek) 30 saniye icinde
240 nm dalga boyunda absorbans degerleri Olcililmiistiir (25°C). Bir iinite katalaz
enzim aktivitesi AAxs nm’de {inite mg™! protein olarak hesaplanmistir. Bir katalaz
enzim tnitesi 1 dakika i¢cinde 1 pumol H>O>’u parcalayan enzim miktar1 olarak ifade

edilmistir (Wang ve Han, 2009).

3.3.6. Protein analizi

Protein analizi Bradford (1976)’a gore yapilmis, yaklasik 0.5 g yaprak ornegi
5 ml sodyum fosfat buffer (50 mmol L, pH 7) i¢cinde homojenize edilmistir. Daha
sonra ele edilen bitki ektraksiyonundan 100 pl almarak {izerine Coomassie Brilliant
Blue G-250 (100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 alinarak 5 ml %95’lik ethanol

ile c¢oziindirilmiistiir) boyama ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra ornekler
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spektrofotometrede (Epoch-Bio Tek) 595 nm’de okutulmustur. Protein standart egrisi
i¢in farkli konsantrasyonlarda (10-100 pg ml') hazirlanan Bovine Serum Albumin

Fraction V (Sigma) kullanilmistir.

3.3.7. Fenol analizi

Shetty ve ark. (1995)’nin hazirlamis oldugu protokole gore fenol igerigi
belirlenmistir. Biber bitkilerinden yaksalik olarak 0,5 g taze yaprak 6rnegi alinmis ve
iizerine %80’lik metanol (100 ml i¢in: 80 ml metanol+20 ml H>O) ilave edilerek
homojenize edilmistir. Homojenize edilen ekstratlar filtre kagidi (Whatman No:1)
kullanilarak siiziilmiis ve falkon tiiplerine aktarilmistir. Daha sonra 30 dakika siire ile
95°C sicak su banyosunda inkulasyona ve 10000 rpm’de 10 dakika santrifii
edilmistir. Inkiibasyon islemi sonrasinda ekstraksiyon drneklerinden 300 pl alinarak
iizerlerine 1.5 ml Folin Coicalteau (1 ml Folin-C+9 ml H;O, 1:10) ilave edilmistir.
Bu reaksiyon islemi baslatildiktan 5 dakika sonra her bir 6rnegin tizerine %20’lik 1.2
ml Na;CO3 (100 ml H2O+ 20 g NaxCOs) ilave edilmistir. Daha sonra 40°C’de 30
dakika inkiibasyon edilerek (Epoch-Bio Tek) 760 nm’de okutulmustur. Kalibrasyon
icin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis gallik asit standart egrisi kullanilmastir.

Fenol igerigi mg GAE/g taze agirlik olarak ifade edilmektedir.

3.3.8. Jasmonik asit analizi

Jasmonik asit analizi Annigeri ve ark. (2011)’e gore yaplmis, 1 g taze biber
bitkisi yapragi alinarak iizerine 10 ml etanol eklenmis ve 12 saat boyunca oda
sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir. Bu islem sonrasinda karisimlar filtre
kagitlarindan (Whatman No:1) siiziilmiistiir. Homojenize edilen karisimlardan 1 ml
aliarak 323 nm’de spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazinda okutulmustur. JA
konsantrasyonunun hesaplanmasinda mutlak etanol i¢inde ¢oziindiiriilmiis farkli JA

konsantrasyonlarindan hazirlanan standart egri kullanilmigtir.
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3.3.9. Salisilik asit analizi

Salisilik asit analizi, Rainsford (2004) tarafindan hazirlamis olan metoda gore
yapilmistir. Oncelikle 1 g taze biber bitkisi yaprak érnegi 10 ml etanol iginde 12 saat
boyunca oda sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir. Homojenize olan
cozelti daha sonra 10000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant
kismindan 100 pl alinip %1’lik 2.9 ml ferrik kloriir (FeCl3) ile karistirilmistir.
Karigimin toplam hacmi daha sonra reaksiyon karisimi ile 3 ml'ye tamamlanmaistir.
Fe*" iyonu ile SA arasinda olusan pembe renkli karisim spektrofotometre (Epoch-Bio
Tek) cihazinda 540 nm'de ol¢iilmiistiir. SA igerigi etanol i¢inde hazirlanan 0-100
ppm arasindaki farkli SA konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlanmistir. Bunun
sonucunda SA standart egrisi olusturulmus ve buna gore hesaplamalar yapilmistir.
SA standartizasyon isleminde SA’1t ¢6zen tiim ¢oziiciilerin kullanilabilecegi

belirlenmistir.

3.3.10. istatistik analizi

Istatiksel analizler SPSS No. 23 ile varyans analizi (One-way ANOVA) ile
diizenlenmistir. Ortalamalarda bulunan farkliliklar Duncan’s Multiple Range Test ile

bulunmustur. Istatistiksel olarak 0.05 (p<0.05) olan degerler 6nem arz etmistir.

21



4. ARASTIRMA BULGULARI veTARTISMA Sidika DURMUS

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Survey Cahsmalari ve Ornekleme

Sanlhwurfa ilinde biber yetistiriciligi yapilan araziden siddetli kloroz, sararma,
kiiciik yaprak, birden fazla siirgiin olusumu, calilasma gibi tipik fitoplazma
simptomlar1 gdsteren biber bitkileri kullanilmistir. Bu bitkiler araziden kokleriyle
birlikte sokiilerek, boliim serasinda saksilara aktarilmistir. Daha sonra bu biber
bitkilerinden Ornekler alinarak fitoplazmali ile infekteli olup olmadigi molekiiler

yontemler ile belirlenmistir.

Fitoplazma ile infekteli ve saglikli bitkiler saksilara alindiktan sonra iki farklh
sulama suyu (0 ve 100 mmol L' NaCl) ile 4 hafta boyunca su ihtiyacina gore
sulanmis, fitoplazma ve tuz stresine maruz kalan bitkiler ile bu stres faktorlerine ayri
ayr1 maruz kalan bitkilerin durumu karsilastirilmistir. Bu bitkiler ayrica, higbir stres

faktoriine maruz kalmayan kontrol bitkilerine gore de kiyaslanmistir.
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- 4

Sekil 4. 1.Saglikli biber bitkisine tuz ¢ozeltisi uygulamadan once (a, c). Saglikli biber bitkisine tuz
¢ozeltisi uygulandiktan bir ay sonrast (b, d).

23



4. ARASTIRMA BULGULARI veTARTISMA Sidika DURMUS

Sekil 4 .2. Fitoplazma ile infekteli biber bitkisi tuz ¢ozeltisi uygulamadan 6nce (a,c). Fitoplazma ile
infekteli biber bitkisi tuz ¢ozeltisi uygulandiktan bir ay sonrasi (b,d).
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Sekil 4. 3. a) Fitoplasma ile infekteli + NaCl ile muamele edilen bitki, b) NaCl ile muamele edilen
bitki, c) Fitoplasma ile infekteli bitki, d) Kontrol
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4.2. Molekiiler Calismalar

4.2.1. Etmenin teshisi ve PCR calismalar:

Sera kosullarinda kurulan denemede infekteli biberlerin yaprak ve yaprak orta
damarlarindan ornekler alinmig, PCR ¢aligsmalar1 sonucunda fitoplazma hastaligi ile
bulasik olduklar: teyit edilmistir. Ayrica saglikli bitkilerden alinan 6rneklerden de
PCR yapilmis, bu bitkilerin hastaliktan ari olduklar belirlenmistir.

PCR amplifikasyon islemi direkt-PCR ve nested-PCR olarak iki asamada
gerceklesmistir. Direkt-PCR’da 1400 bp tiriin veren iniversal R16F1/R16R0 primer
cifleri kullanilirken, nested-PCR’da ise 1250 bp iiriin veren R16F2n/R16R2 primer
ciftler1 kullanilmistir. ‘Ca. P. Aurantifolia’ ile infekteli oldugu kesinlesen kaktiis
bitkisi (Opuntia sp.)’nin DNA’s1 pozitif kontrol (Ayvaci, 2020) olarak kullanilirken
negatif kontrol i¢in niikleaz icermeyen-su (ddH»O) kullanilmistir. Simptom gdsteren
biber bitkileri ve pozitif kontrolde beklenen diizeyde (1250 bp) bant gozlenirken;

simptomsuz ve negatif kontrolde bant gézlenmemistir (Sekil 4.2).

8 01011 12 1314 1516 1718 20

10.000bp

3.000bp
1.500bp

1.000bp

500bp
250bp

Sekil 4.4. Nested-PCR f{iriinlerinin gériintiisii (%1°lik agaroz jel). 11-17: fitoplazma ile
infekteli biber bitkileri, 18: Pozitif kontrol (GenBank Erigim Numarasi: U15442);
20: Negatif kontrol; M: 1 bp marker.
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4.2.2. Sekans analizi ve filogenetik aga¢

PCR c¢alismalar1 sonucunda yaklasitk 1,250 bp bant veren R16F2n/R2
primerleriyle cogaltilan iriinlerin hangi gruptan oldugunu belirlemek amaci ile
Medsantek firmasima sekanslamaya gonderilmistir. Sekanstan gelen Orneklerin
Forward ve Reverse dizileri Bioedit programi (Hall, 1999) kulanilarak birlestirilip
tek bir dizi elde edilmistir. Gerekli diizenlemeler yapildiktan sonra MEGA7 (Kumar
ve ark., 2016) programi kullanilarak dizi hizalanmasi (ClustalW) yapilmistir. Dizileri
GenBank’ta kayith olan diziler ile karsilagtirmak i¢in BLASTn yapilmistir. Daha
sonra bu dizilerden MEGA7 programi vasitast ile filogenetik bir agac

olusturulmustur (Sekil 4.3).
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‘Ca. P. ziziphi' AB052876 (16SrV-B)

‘Ca, P. balanitae’ ABBBIGTS (16SrV-F)

‘Ca. P. ulmi’ AY197655 (165rV-A)

‘Ca. P. rubi' AY197648 (165rV-E)

‘Ca. P, trifolii’ AY390261 (165rVI-A)

‘Ca. P. sudamericanum’ GU292081 (16SrVI-1)
“Ca. P. fraxini’ AF092209 (1651VII-A)

‘Ca. P. luffag’ AFOB6621 (16SrVIII-A)

‘Ca. P. malaysianum’ EU371934 (165rXXXII-A)

‘Ca. P. cirsii' KRB69146 (16SrXI-E)

‘Ca. P. oryzae' ABOS2873 (163rXI-A)
‘Ca. P. cynodontis' AJ550984 (16SrXIV-A)
‘Ca. P, palmicola' KF751387 (16SrXXII-A)

‘Ca. P. castaneae’ AB054986 (165rXIX-A)

‘Ca. P. pini' AJ310849 (16SrXXI-A)

‘Ca. P, pruni' JQ044393 (16SrlIl-A)

‘Ca. P. phoenicium’ AF515636 (1651%-B)
‘Ca. P. omanense’ EFG66051 (165rXXIX-A)

100

a2

100 100

100

9

63

‘Ca. P. brasilience’ AF147708 (16SrXV-A)
*Biber2

‘Ca. P. aurantifolia’ U15442 (165r1-8)
*Biber1

'Ca. P. australasia’ Y10096 (16Srl-D
‘Ca. P. allocasuarinag’ AY 135523 (16SrXXXIIl-A)
‘Ca. P. thamni’ X76431 (165rXX-A)

‘Ca. P. tamaricis’ FJ432664 (16SrXXX-A)

‘Ca. P. spartii' X92869 (165rX-D)

‘Ca. P. mali' AJ542541 (165rX-A)

‘Ca. P. prunorum’ AJ542544 (165rX-B)

‘Ca. P. pyri' AJ542543 (165rX-C)

‘Ca. P. costaricanum’ HQ225630 (16SrXXXI-A)
‘Ca. P. japonicum’ AB010425 (165rX)1-D)

‘Ca. P. asteris' M30790 (16511-B)

‘Ca. P. lycopersic’ EF199549 (16Srl-Y)

‘Ca. P. hispanicum' AF248960 (168rXIIl-A)

‘Ca. P. meliae’ KUB50940 (165rXIII-G)

‘Ca. P. australiense’ LT6865 (165rXII-B)

‘Ca. P. americanum’' DQ174122 (16SrXVIII-A)
‘Ca. P. fragariae’ DQOBG423 (165rXII-E)

‘Ca. P. convalvuli’ JNB33705 (16SrXII-H)

‘Ca. P. caricae’ AY725234 (168rXVII-A)

‘Ca. P. solani’ AF248959 (165rXII-A)

‘Ca. P. graminis’ JN833705 (16SrXVI-A)
"Adlaidlawii' M23932

%

4

n

‘Ca. P. brasiience' AF 147708 (16SrXV-A)
*Biber2

Ca. P. aurantifolia’ U15442 (165r11-B)
*Bibert

'Ca. P. australasia' Y10096 (163d1-D)

Sekil 4.5. Fitoplazma ile infekte olan biber bitkileri rnekleri 43 fitoplazma tiiriniin 16SrRNA gen

dizilemesine gore neighbour-joining metodu ile olusturulan filogenetik agac.

Filogenetik agacta belirtilen; biber 1 izolatinin ‘Candidatus Phytoplasma

australasia’ ile %99 ve biber 2 bitkilernin %99 benzerlik oraniyla ‘Candidatus

Phytoplasma aurantifolia’ ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Ornegin; Hindistan’da

sebze (marul, havu¢ ve Fransiz fasulyesi) bahgelerinde goriilen yaprak sararmasi,

kloroz, kiiciik yaprak olusumu gibi simptomlara 16Srll (Candidatus Phytoplasma

aurantifolia) ile %99 benzerlik gosteren bir patojenin neden oldugu rapor edilmistir

(Arocha ve ark., 2008). Diger bir ¢calismada, ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’

Meksika thlamur agaglarinda (Citrus aurantifolia L.) cadi siiplirge hastaliginin

etmeni oldugu bildirilmistir (Taheri ve ark., 2011). Baska bir calismada; Iran'da

phyllody, virescence, cadi siipiirgesi, kii¢iik yaprak ve sararma gibi belirtiler gdsteren

kirli hanim ¢igegi bitkilerinde etmeninin ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ ile
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%99 iligkili oldugu rapor edilmistir (Hemmati ve Nikooel. 2017). Umman ve
BAE’de yapilan calismada ise ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’min neden
oldugu cadi siipiirge hastaliginin limon agaglarinda 6nemli bir fitoplazma hastalig
oldugu bildirilmistir (Al-Ghaithi ve ark., 2017). Cin’de ise bodurluk, sararma,
stirglinlerde ¢ogalma gibi tipik fitoplazma hastalik simptomlar1 gosteren domates
bitkilerinde etmenin ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (Dong ve ark., 2013). Meksika’da patesteslerde kizarma gibi anormal renk
degisimlerine yol acan cadi sipiirgesi hastaliginin da 16Srll  'Candidatus
Phytoplasma aurantifolia’ grubu ile iliskili oldugu bildirilmistir (Santos-Cervantes ve
ark., 2008). Hindistan’da yapilan bir calismada biberde anormal cicek gelisimi,
sararma, kii¢iilmiis yaprak ve bogumlar arasi1 kisalan biberde ‘Candidatus
Phytoplasma australasia’ ile %95 iligkili oldugu besirlenmistir (Sharma ve ark.,
2015). Iranda domateste yapilan arastirmada 16SrIl-D alt grubundan ‘Candidatus
Phytoplasma australasia’ oldugu belirlenmistir (Salehi ve ark., 2014).
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4.2.3.Sanal (in silico) RFLP

Arastirmada fitoplazma tarafindan pozitif oldugu tespit edilen ve F2n/R2
primerleri ile ¢ogaltilan 6rneklerin dizileri 16Sr grubu/alt grubu smiflandirmasina
gore in silico RFLP analizi ile de teyit edilmistir. /Phyclassifier yazilimi kullanilarak
benzerlik orani tespiti i¢in toplamda 17 resriksiyon enzimi (Sau3Al, Alul, Hpall,
Bfal, EcoRl, Hhal, BstUl, Hinfl, Rsal, Hpal, Dral, Kpnl, Msel, BamHI, Haelll, Taql
ve Sspl) ile karsilagtirma yapilmistir (Zhao ve ark., 2009).

Etmenin 16Srll-B ve 16Srll-D alt grubundan ‘Candidatus Phytoplasma
aurantifolia’ ve ‘Candidatus Phytoplasma australasia’ ile yakindan iligkili oldugu

teyit edilmistir. (GenBank erisim numarasi; U15442, Y10097) (Sekil 4.4).

Biborl

Sekil 4.6. F2n/R2 primerleri ile ¢ogaltilan biber bitki izolatlar1 ve 16SrII-B vel6II-D alt gruplarinin
kiyaslanmasi ile olusturulan in silico RFLP gorseli

30



Sidika DURMUS
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Biyokimyasal analiz sonuclari

Cizelge 5. 1. ‘Ca. Phytoplasma’ ile infekte edilmis biber bitkileri biyokimyasal parametreleri
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4. ARASTIRMA BULGULARI veTARTISMA

Cizelge 5. 2. ‘Ca. Phytoplasma’ ile infekte edilmis ve NaCI (100 mmol L) sulama suyu ile sulanan

biber bitkileri biyokimyasal parametreleri
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Infekteli biber bitkilerinden elde edilen klorofil (toplam, a ve b), fenol, protein,
prolin, MDA, CAT, POX, JA, SA parametreleri incelenmis, infekteli bitkilerin
klorofil degerleri kontrol grubundan daha diisiik oldugu (10. giin, kontrol: 0.77 mg g
! taze agirlik; infekteli: 0.46 mg g™ taze agirlik) ve 30. giiniin sonunda her iki bitki
grubununda klorofil igeriginde yaslanmaya bagli olarak diislis oldugu belirlenmistir
(kontrol: 0.41 mg g taze agirlik; infektali: 0.41 mg g taze agirhk cizelge 5.1).
Benzer durum, klorofil a ve b parametreleri iginde benzer bulunmustur. Ancak 30.
giiniin sonunda her iki bitki grubunun (kontrol ve fitoplazma infekteli) degerleri
arasinda fark goriilmemistir. Bu durumun dogal yaslanmadan kaynaklanan klorofil
degradasyonu, yani parcalanmasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Benzer durum
Ayvaci ve ark. (2022) tarafindan yonca bitkisinde rapor edilmistir. Fitoplazma ile
infekteli bitkilerde tuz stresi daha once calisilmamis oldugu, ancak bitkilerin hem
biotik hem de abiotik stres kosullarina maruz kaldiklarinda klorofil degerlerinin ¢cok
daha degrede oldugu her iki stres grubundan (patojen ve tuz stresi) daha fazla yikici
etkiye sahip olduklar: rapor edilmistir (Dikilitas ve ark., 2020).

Bu ¢alismada, NaCl stresi 10 giin sonra yikici etkilerini artirirken 30 giin sonra
hem infekteli hem de NaCl ile sulanan bitkilerde minimal diizeyde gergeklesmistir
cizelge 5.2. Benzer sekilde klorofil a ve b degerleri de etkilenmis hem NaCIl hem de

fitoplazma + NaCl stresi bitkide belirgin olarak azalmistir.

Diger bir yandan fenol, prolin ve MDA igerikleri 10. ve 30. giin sonunda ‘Ca.
Pyhtoplasma’ ile infekteli ve saglikli bitkilerden alinan ornekler {izerinden
dleiilmiistiir. 11k &lgiimler (10. giin) sonucunda prolin ve MDA degerlerinin kontrol
grubundan daha yiiksek oldugu (10. giin, prolin kontrol: 11.82 pmol g™! taze agirlk;
prolin infekteli: 12.5 umol g™! taze agirlik; MDA kontrol: 28.05 nmol g'! taze agirlik;
MDA infekteli: 35.02 nmol g taze agirlik), 30. giiniin sonunda her iki bitki
grubunundaprolin ve MDA igeriklerinin kontrol grubundan yiiksek oldugu
belirlenmistir (30. giin prolin kontrol: 10.09 pmol g' taze agirlik; prolin
infekteli:13.24 umol g taze agirlik; MDA kontrol: 27.69 nmol g taze agirlik; MDA
infekteli: 27.96 nmol g taze agirlik gizelge 5.1). Ancak bu sonuglar istatistiksel
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olarak onem bulunmamistir. Ayrica 10. giiniin sonunda alinan orneklerde fenol
Ol¢iimiiniin kontrol gurubuna kiyasla istatistiksel olarak Onemli derecede diisiik
oldugu belirlenmistir (10. glin fenol kontrol: 4.55 mg GAE/g taze agirlik; fenol
infekteli: 3.58 mg GAE/g taze agirlik), diger yandan 30. giiniin sonunda alinan
orneklerde kontrol grubuna kiyasla infekteli grubun fenol icerigi yiikselmis oldugu
ancak istatistiksel olarak onemli bulunmadigi belirlenmistir (30. giin fenol kontrol:
4.44 mg GAE/g taze agirlik; fenol infekteli: 4.60 mg GAE/g taze agirlik) (p<0.05)
(cizelge 5.1).

NaCl stresi ile muamele edilen saglikli ve ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli
bitkilerden alinan Orneklerin prolin ve MDA igerikleri Ol¢lilmiis kontrol ve ‘Ca.
Phytoplasma aurantifolia’-infekteli bitkilerin prolin ve MDA igeriklerinde oldugu
gibi benzer sonuglar elde edilmistir. MDA igeriginin 30. giliniin sonunda alinan
orneklerde minimal diizeyde artis oldugu ancak istatistiksel bir 6nemli bulunmadigi,
diger taraftan prolin igeriginin 10. ve 30. giiniinden ve MDA igeriginin 10. giiniinden
alman orneklerin dl¢glim sonuglarinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak 6nemli bir artisin oldugu belirlenmistir (p<0.05). NaCI stresi sonucunda 10.
giinde alian orneklerin fenol igerikleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak onemli azalma gorilmiistiir. Diger yandan 30. giinde alinan 6rneklerin fenol
igerikleri ise kontrol grubuna kiyasla minimal bir artisin oldugu ancak istatistiksel

olarak bir 6nemin olmadig1 belirlenmistir.

Bitkilerin protein iceriklerine bakildiginda ise 10. ve 30. giiniin sonunda alinan
orneklerden yapilan Ol¢iimlerde ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli biber bitkilerinin
kontrol bitkilere kiyasla onemli bir artisin olmadigi (gizelge 5.1) fakat ‘Ca.
Phytoplasma’-infekteli biber ve kontrol bitkilerinin NaCl stresine maruz
birakildiktan 10. ve 30. giiniin sonunda alinan oOrneklerden yapilan Olgiimlerde
kontrol grubuna kiyasla protein igeriginin dnemli derecede azaldigi belirlenmistir
(p=<0.05) (cizelge 5.2). Proteinler bitkilerde stres savunmasinda koruyucu etkiye,
stres etkilerini azaltmaya, hiicresel biitlinliiglin korunmaya ve hiicre haberlesmesinde

etkilidir (Huang 2006). Genellikle stres altinda bulunan bitkilerde proteinlerin
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biriktigi gozlenmis ancak calismamizda infekteli bitkilerin NaCI ile muamelesi
sonucunda protein oranlarinda azalma oldugu belirlenmistir. Bu durumun proteinden
olusan hiicre zarinin NaCl strsine maruz kaldiktan sonra hiicre yapisinin
bozulmasindan dolay1 proteinin aktivitesini etkiledigi dusiiniilmektedir (Huang

2006).

Diger bir yandan ¢aligmamizda bitkilerin enzim aktiviteleri incelenmistir. CAT
aktivitesinin belirlenmesi i¢in ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol biber
bitkilerinden 10. giin sonunda alinan 6rneklerden yapilan dl¢timlerde CAT degerinin
kontrol grubuna kiyasla arttigi fakat 30. giiniin sonunda yapilan o6l¢iimlerin ise
kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir (cizelge 5.1). NaCl stresine maruz
birakilan ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol biber bitkilerinden 10. ve 30.
giiniinde alinan Orneklerin kontrol bitkilerine kiyasla aralarinda 6nemli istatistiksel
bir farkin oldugu belirlenmistir ¢izelge 5.2. POX aktivitesinde ise ‘Ca. Phytoplasma’
infekteli ve kontrol biber bitkilerinden 10. giinde alinan 6rneklerden yapilan
Olctimlere gore kontrol bitkilerine kiyasla 6nemli bir fark olmamakla birlikte azalis
gostermistir (¢izelge 5.1). Fakat 30. giinde alinan 6rneklerden yapilan 6l¢timlerde ise
kontrol bitkisine kiyasla arttigir belirlenmistir. NaCI stresine maruz birakilan ‘Ca.
Phytoplasma’-infekteli ve kontrol bitkilerden 10. ve 30. giinden alinan 6rneklerden
yapilan POX Ol¢iimlerinin sonucunda ise kontrol bitkisine kiyasla azaldig

belirlenmistir (p<0.05) (¢izelge 5.2).

Hiicrelerde, bitki biiyiime diizenleyicileri olan jasmonik asit (JA) ve salisilik
asit (SA) bitkilerin biiyiimesinde ve gelisiminde rol oynar. Bu iki fitohormon (JA ve
SA) birgok abiotik ve biotikstrese kars1 bitki savunmasinda iletim yollarini uyaran bir
sinyal molekiiliidiir (Raza ve ark. 2021; Khan ve ark. 2020; Baghizadeh ve ark.,
2011). Calismada ayrica savunma sisteminde 6nemli rol alan SA ve JA miktarlar
arastirilmistir. Sonug olarak ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol bitkilerinden 10.
ve 30. giinlin sonunda alinan 6rneklerden yapilan SA-JA Ol¢limlerine gore infekteli
bitkilerin kontrol grubuna kiyasla 6nemli dl¢lide azaldig1 belirlenmistir. Ayrica NaCl

stresine maruz birakilan ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol bitkilerinden 10. ve
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30. giinde alinan Orneklerden yapilan SA-JA Ol¢limlerin kontrol grubuna kiyasla
azalma oldugu belirlenmistir (¢izelge 5.2). NaCl stresi altinda artmasi beklenen SA-
JA oranlarinin disiisiiniin  sebebinin fitoplazmalarin iletim demetlerini tikamasi
olarak degerlendirilmistir. Benzer sonuglar Kaya ve Inan (2017) tarafindan da rapor

edilmistir.

36



5. SONUCLAR ve ONERILER Sidika DURMUS

5. SONUCLAR ve ONERILER

Arastirmalar sonucunda tuz stresi ile muamele edilen fitoplazmali biber
bitkilerinde simptomlarin siddetlenerek artigi, bitkide geriye dogru Oliimiin

hizlandig1 gozlemlenmistir.

Bitkide tuz stresinin veya patojenin varligmin ayr1 ayr1 bulunmasi
durumunda bitkinin bu faktorleri tolere etme ithtimali daha yiiksek iken bu faktorlerin
birlikte bulunmasi tolere ihtimalini diisiirmektedir. Ayrica bu durum olusan stres

faktorleri ile miicadele siiresini kisalmaktadir.

Calismada; fitoplazma etmeni ile bulasik ya da bulagsma orani yiiksek olan
biber bitkilerinin tuzlu topraklara ekiminin degerlendirilmesi gelecekteki calismalar

icin somut veriler sunmustur.

Ayrica tuzlu topraklarda fitoplazma ile bulasik biber bitkilerinin tuz stresine

kars1 biyokimyasal tepkileri belirlenerek kiiltiirel miicadeleye katki saglanmustir.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile tuz orani yiiksek topraklarda fitoplazmali ya da
fitoplazma ile bulagma orani yiiksek biber bitkilerinin bu alanlarda ekimiyle ilgili
elimizde somut verilerin olusmasini saglamistir. Bu alanda yapilacak c¢alismalara
temel olusturacagi gibi tuzlu topraklara ve fitoplazmaya dayanikli biber bitkilerinde

yapilacak  1slah  calismalar icin de  o6nemli  veriler  sunacaktir.
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