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Dünya’da ve Türkiye’de önemli bir üretim ve tüketim sahasına sahip olan biber (Capsicum annuum), 

artan dünya nüfusu ile abiotik ve biotik stres faktörlerine de maruz kalmaktadır. Küresel ısınma ve 

aşırı sulama ile toprakta tuz birikimi artmakta, bu koşullar altında biotik stres faktörlerinin yıkıcı etkisi 

daha şiddetli olarak görülmektedir. Bu çalışma, doğal olarak fitoplazma etmeni ile infektelenmiş biber 

bitkilerinin tepkisi suni olarak oluşturulmuş NaCI stresi altında incelenmiştir. Sararma, çalılaşma, 

bodurluk ve küçük yaprak oluşumu gibi tipik fitoplazma belirtileri görünen biber bitkileri PCR 

yöntemi ile fitoplazma açısından test edilmiş, etmenin ‘Candidatus Phytoplasma’ olduğu 

belirlenmiştir. Çalışmada fitoplazma etmeni ile bulaşık olduğu belirlenen ve sağlıklı kontrol bitkileri 

üzerinde tesadüf parselleri deneme desenine göre dört grupta üç tekerrürlü olacak şekilde 

yürütülmüştür. Bu gruplar; a) kontrol, b) fitoplazma ile infekteli bitkiler, c) 100 mmol L-1 NaCI 
uygulaması yapılan sağlıklı bitkiler, d) 100 mmol L-1 NaCI uygulanan fitoplazma ile infekteli bitkiler. 
Her bir grupta yer alan bitkiler su ihtiyacına göre (2-3 gün ara ile) dört hafta boyunca su ve tuz 
çözeltisi içeren suyla sulanmıştır. Muameleler sonucunda infekteli biber bitkilerinin 10. ve 30. 
gününde alınan örneklerden yapılan biyokimyasal analizlerde; klorofil (toplam, a ve b), fenol, CAT, 
JA ve SA’in kontrol grubuna kıyasla azalış olduğu ancak protein, prolin, MDA ve POX değerlerinde 

artış olduğu belirlenmiştir. NaCI ile muamele edilen ‘Candidatus Phytoplasma’-infekteli biber 
bitkilerinde yapılan ölçümlerde kontrol grubuna kıyasla klorofil (toplam, a ve b), protein, CAT, POX, 
JA ve SA değerlerinin azaldığı fakat fenol, prolin ve MDA değerlerinin arttığı belirlenmiştir. 
 
ANAHTAR KELİMELER: 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, a 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, a 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. GİRİŞ 
 

 

Biber bitkisi Solanaceae ailesi içerisinde yer alan; Magnoliopsida sınıfının, 

Solanales takımının, Capsium L. cinsi grubunda yer alır. 

 

Biberin köken olarak Orta Amerika’dan geldiği düşünülmektedir. Biberin 

farklı bölgelere uyum sağlaması farklı türlerin oluşumuna sebep olmuştur (McLeod 

ve ark., 1983). Amerika’da yetiştirilen ilk bitkilerden biri olan biber, M.Ö 7.500 

yıllarında yetiştirildiği görülmüştür. Çin ve Hindistan’a buradan yayılmış, daha sonra 

Avrupa kıtasına ve Afrikaya yayılmıştır (Tripodi ve ark., 2021). 

 

Biber bitkisi sıcak ve ılıman iklim şartlarında yetişebilen tek ya da birkaç 

yıllıktır. Uygun gelişim ortamı için havanın ve toprağın nemi, ışık, sıcaklık, gibi 

unsurlar önemli dış etmenlerdir. Gelişimini tamamlayamamış biberler, tuhaf şekiller 

gösterirler ve sert meyvelerin en önemli sebeplerinden birinin olumsuz çevre 

koşulları olduğu görümüştür (Hernandez-Perez ve ark., 2020). 

 

Biber bitkisi düşük sıcaklıklara hassas olduğundan sıcaklık -2°C ila -3°C 

arasında olduğunda gelişimi durur. Don tehdidinden dolayı fidelerin viollerde 

yetiştirilip hava ve toprak sıcaklığı uygun koşulara ulaştığında dikimi yapılmalıdır (Ji 

ve ark., 2020). 

 

Biber, Türkiye’nin her bölgesinde yetiştirilmekle birlikte Akdeniz, Marmara, 

Karadeniz ve Ege bölgesinde yaygın olarak tarımı yapılmaktadır. Marmara ve Ege 

bölgelerinde biber tarımı, sofralık ve gıda endüstriside, Doğu ve Güneydoğu 

Anadolu’da ise genel olarak toz ve pul biber için üretilmektedir. Üretimin çoğunluğu 

iç pazarda tüketilirken, %2’lik küçük bir kısmı ise dış ülkelere satılmaktadır (Kılıç, 

2020). Biber önemli bir besin maddesi olmasının yanı sıra; son dönemlerde kozmetik 

ve ilaç sanayisinde de önemi giderek artmaktadır (Baenas ve ark., 2019). 
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Türkiye’de 2021 TÜİK verilerine göre dolmalık, çarliston, salçalık, kapya ve 

sivri biber olmak üzere toplamda 3.091.295 ton biber üretilmiştir (TÜİK, 2021). 

 

Ülkemizde ve dünyada üretim payı artan ve ekonomik olarak önem arz eden 

biber yetiştiriciliğini kısıtlayan önemli faktörler; biotik hastalık ve abiotik stres 

etmenleridir. Fungal, bakteriyel ve viral hastalıklar önemli biotik faktörler arasında 

iken; abiotik faktörler ise nem, kuraklık, sıcaklık ve tuzluluk gibi faktörler olup biber 

yetiştiriciliğini önemli ölçüde kısıtlamaktadır (Choudhary ve ark., 2016). 

 

Son yıllarda biber üretim alanlarının çoğunda fitoplazma adı verilen; bir 

noktada birden fazla sürgün oluşumu, sararmalar, bodurluk, çiçek kısırlığı ve yaprak 

nekrozları gibi simptomlar gösteren; moleküler yöntemler ile tanımlanabilen 

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

 

Fitoplazmalar; Prokaryotae aleminin Mollicute sınıfında yer alan floemle 

sınırlı, hücre duvarı bulunmayan, bitkilerin floem dokularında veya bazı böcek 

türlerinde obligat parazit olarak yaşayan bakterilerdir (Bertaccini ve ark., 2019). 

 

Daha önceleri virüs ya da virüs benzeri hastalık etmeni sanılan fitoplazmalar 

önemli bitki hastalıkları arasındadır (Rao. 2021). Mikoplazmalara benzemesinden 

dolayı mikoplazma benzeri organizmalar (MBO: MLO: Mycoplasma-like organism) 

olarak isimlendirilmiştir (Doi ve ark., 1967). Gelişen biyolojik yöntemler ile birlikte 

fitoplazmaların aşı, vektör, hatta yabancı otlar ile canlı dokulara taşındıkları 

belirlenmiştir (Maejima ve ark., 2020). Fitoplazmalar böcek ve bitki arasında 

etkileşim halinde olduğundan bu sayede yayılımını ve canlılığını korumaktadırlar 

(Hogenhout ve ark., 2008). 

 

Fitoplazmalar dünyada ekonomik öneme sahip süs bitkileri, sebze ve 

meyvelerde önemli hastalıklara yol açmakta ve bazı kültür bitkilerinde verim 

bakımından en önemli sınırlayıcı biotik etmen olarak saptanmıştır (Bertaccini ve 

ark., 2018). Japonya'da 1967 yılında infekteli dut ağacında ilk kez fitoplazma tespit 

edilmiştir (Zhu ve ark., 1998).  
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Fitoplazma ile enfekte olan bitkilerde besin maddesi taşınımını 

engellendiğinden yaşlı yapraklarda anormal olarak karbohidrat birikimi meydana 

gelmekte, karbohidrat birikimi meyve ve çiçek gibi organlarda gelişim geriliğine 

neden olmaktadır (Maust ve ark., 2003). Glukoz, fruktoz ve karbohidrat transferinin 

floem dokuları ile yapıldığı bilindiğinden ve fitoplazmaların da floem dokularında 

enfeksiyona neden olduğu tespit edildiğinden, bu durumun ortaya çıkması normal bir 

hastalık sendromu olarak görülmektedir. Ancak boyutları mikron düzeyinde olan 

fitoplazmaların fiziksel olarak iletim demetlerini tıkamasının mümkün olmayacağı 

değerlendirilmiştir. Fitoplazmaların etki mekanizması hala tam olarak 

anlaşılamamakla birlikte, klorofil ve karbonhidrat translokasyonları ile ilgili 

biyokimyasal sistemin gen ekspresyon işleyişini etkilediği düşünülmektedir. 

 

Herhangi bir kimyasal mücadelesi olmayan fitoplazma hastalığı son 

dönemlerde yaygın olarak araştırılması ve alternatif mücadele yöntemleri için 

hastalığın mekanizmasının iyi anlaşılması gerekmektedir. Elde edilen sonuçlar 

enfeksiyon öncesi ve sonrasında önlem almamıza yardımcı olacaktır (Gurr ve ark., 

2016). Fitoplazmaların yayılımını kolaylaştıran vektör böceklerle mücadele etmek, 

konukçu yabancı otları kontrol altına almak, fitoplazmalara karşı dayanıksız 

bitkilerin ekimi ve dikiminden kaçınmak gibi alternatif mücadele yöntemleri büyük 

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

 

Biberde fitoplazmanın yanı sıra abiotik bir diğer stres faktörü olan toprakta tuz 

birikimi de bitkinin büyümesini, gelişimini ve verimini önemli ölçüde etkilemektedir 

(Shams ve ark., 2019). 

 

Tuzluluk; yarı kurak ve kurak iklim bölgelerinde çözünebilir tuzların aşırı artan 

sulama ile birlikte artan taban suyunun kapilarite yoluyla toprak yüzeyine çıkması ve 

suyun buharlaşması sonucu tuzun toprak yüzeyine yakın bölümünde ve toprak 

yüzeyinde birikmesidir (Moustafa-Farag ve ark., 2020). Topraktaki tuzluluk abiotik 

stres faktörlerinden olup bitkinin hem toprak altı hemde toprak üstü aksamında 

birçok olumsuzluklara neden olmaktadır (Khan ve ark., 2020). Topraktaki tuzluluğa 

yol açan bileşikler klorürler, nitratlar, sülfatlar, karbonatlar, bikarbonatlar ve 
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boratlardır, fakat NaCI stresi en yaygın olanıdır (Bui, 2017). Tuz (NaCI) oranının 

toprak çözeltisinde %0.5’ten fazla bulunması toprağın tuzlu toprak olarak kabul 

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

 

Bitkilerin kök çevresinde çözünmüş tuzların artması ozmotik basıncın da 

artmasına neden olmakta ve toprakta bulunan suyun alınmasında güçlük çekmesi ve 

toksik iyonların artması ile toksisite durumu ortaya çıkmaktadır (Wang ve ark.,2021). 

Tuz stresinden dolayı oluşan stomaların kapanması ile su kaybı engellenirken 

fotosentez için ihtiyaç duyulan CO2’nin alınımı da kısıtlanır. Bitkilerde; sararma, 

nekroz, solgunluk, cüceleşme, verim kaybı, yaprak ve kök ölümü gibi simptomlar tuz 

stresinin başlıca belirtileridir (Kwon ve ark., 2019). Yüksek tuz konsantrasyonu 

nedeniyle bitkide iyon birikimi ve stomaların kapanması, klorofilde azalışa neden 

olmaktadır. Tuz stresi altında klorofil-a (chl-a), klorofil-b (chl-b), toplam klorofil 

(chl) azalış göstermektedir (Ahmad ve ark., 2019). Tuz stresinden kaynaklı olarak 

protein sentezi inhibe edilmekte ve bitkide protein miktarı azalmaktadır (Arif ve ark., 

2020). 

 

Tuz stresine karşı bitkide bazı savunma mekanizmaları mevcut olmakla birlikte 

bitkinin bu koşullarda salgıladıkları enzimler bitkiyi strese karşı korumak adına 

kalkan oluşturmaktadır. Fenolik bileşikler, bitki stres altındayken üretilen reaktif 

oksijen türlerine karşı koruma sağlar ve serbest radikalleri temizlemede önemli 

görevler üstlenirler (Waskiewicz ve ark., 2013). Qiu ve ark. (2014) tuz stresi 

altındaki buğday bitkisinde jasmonik asitin (JA) tuz stresini azaltarak bitkiyi koruma 

altına alırken bitkinin gelişim ve büyümesinde önemli rol oynadığını saptamışlardır. 

 

Tuz stresi altındaki bitkilere dışarıdan salisitik asit (SA) uygulandığında tuz 

stresinin etkilerinin büyük ölçüde azaldığı rapor edilmiştir (El-Esawi ve ark., 2017). 

Tuz stresi altında yaşlanan biber yapraklarında, artan Na+ ve CI- iyonları ile birlikte 

lipit peroksidasyon ürünü olan malondialdehitte (MDA) seviyesinin arttığı 

görülmüştür (Shams ve ark., 2019). Domates bitkisinde, tuz stresi muamelesinden 

sonra katalaz (CAT) enzimi artış göstermiştir (Li, 2009). Prolin; hidroksil 

radikallerinin düzenlenmesinde, hücrelerin stabilizasyonu, ozmotik basıcın ve 
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sitozolik pH’nın ayarlanmasında rol oynayan etkili bir organik maddedir (Shakeri ve 

ark., 2019). Yapılan çalışmalarda tuza dayanıklı bitki türlerinde prolin 

konsantrasyonu yüksek oranlarda tespit edilmiştir (El-Moukhtari ve ark., 2020). 

Abiotik stres koşullarında dayanıklı bitkilerde CAT, POX aktivitesi artarak hücreye 

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

 

Biotik ve abiotik stres faktörleri bitkilerin gelişimini olumsuz etkilediğinden, 

bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal değişimler meydana gelmektedir (Dikilitaş ve 

ark., 2009). Bu iki stres faktörünün bitki bünyesinde aynı anda bulunması 

durumunda oluşacak değişimler ise hala araştırılmakta olan konular arasındadır 

(Ravat ve ark., 2013). 

 

Bu çalışmada fitoplazma ile infekteli olduğu tespit edilen biber bitkilerine tuz 

uygulaması yapılarak bitkide hem hastalık hem de tuz stresinin ayrı ayrı ve birlikte 

etkileri değerlendirilmiştir. Hastalık etmeninin floem iletim sisteminde enfeksiyon 

yapması glukoz, karbohidrat ve aminoasit taşınımının genç dokulara iletiminde 

olumsuz etkiye sahip olması nedeniyle çiçek ve meyve veriminin hem kantite hem de 

kalite açısından olumsuz etkilediği bilinmektedir. NaCI minarelerinin ise sulama 

sonucu bitki iletim demetlerinden ksilem sistemi vasıtası ile bitkinin üst kısımlarına 

taşındığı bilinmektedir. Dolayısı ile her iki stres faktörlerinin farklı iletim demetlerini 

kullanarak strese neden olduğu görüldüğünden, her iki stres faktörünün kombine 

olarak biber bitkisi üzerindeki sıralı (sequential) ya da aynı andaki (simultaneous) 

etkileri daha önce yeterince çalışılmadığı gibi bitki savunma sisteminin iki farklı 

karakterdeki stres tiplerine tepkisi diğer bitkilerin savunma sistemlerini anlamak için 

de model olacaktır. Bu alanda yapılacak çalışmalara temel oluşturacağı gibi ıslah 

çalışmaları için de önemli veriler sunacaktır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 
 

 

Fitoplazmalar, Mollicutes sınıfından hücre duvarı olmayan yalnızca floemde 

yaşayan bitki patojeni bakterilerdir (Bertaccini, 2021). 

 

Elma çoklu sürgün fitoplazma hastalığı (AP) fitoplazmaların floem vasıtası ile 

beslenen psyllidler ve aşı ile taşındığı tespit edilmiştir (Oppedisano ve ark., 2020). 

 

Fitoplazmalar Hemiptera takımından; Cicadellidae, Fulgoridae, Psyllidae 

familyalarında yer alan böcek türleri; üretim materyalleri (aşı, tohum, çelik vb.) ve 

küsküt köprüleriyle taşınmaktadır (Ghosh ve ark., 2019). 

 

Fitoplazmalar, vektör böceklerin beslenmeleri esnasında böceğin vücuduna 

giriş yapar ve bu böcekler vasıtasıyla bitkiler arasında yayılım gösterirler. 

Fitoplazmalar böcek hemolimfinde ve bitki floeminde çoğalır ve yaşarlar 

(Bertaccini., 2021). 

 

Bitkinin floem dokularında bulunduklarından bitkide sistemik olarak hareket 

etme imkânı bulurlar. Vektör böceklerin vücudunda ya da konukçu bitkilerde kışı 

geçirirler (Alma ve ark., 2019). Bazı çalışmalarda fitoplazmaların konukçu oldukları 

bitki aksamlarında düzensiz olarak yayıldığı belirlenmiştir (Seemüller ve ark., 1984). 

Aynı zamanda fitoplazma yoğunluğu odunsu bitkilerde mevsimsel olarak farklılık 

göstermiştir. Fitoplazmalar havanın soğuk olduğu zamanlarda, özellikle odunsu 

bitkilerde kök ve gövdede iken havaların ısınmasıyla birlikte vejetatif aksamlara 

doğru yayılırlar (Nolte ve ark., 2020). 

 

Yaklaşık 600’den fazla bitki hastalıklarına neden olan fitoplazmalar birçok 

bitki çeşidine etki etmektedir (Trivellone ve Dietrich. 2021). İnfekteli bitkilerde tipik 

simptomlar sarılık, cadı süpürgesi, phyllody/virecense, geride doğru ölüm ve yaprak 
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bükülmesidir (Kumari ve ark., 2019). İnfekteli bitkilerde karetenoidlerin ve klorofilin 

yıkımıyla sararma simptomu çok fazla görülmektedir (Teixeira ve ark., 2020). 

 

Daha önceleri fitoplazmaların tespiti için DAPI ve serolojik yöntemler 

kullanılsada son yıllarda bitki ve böceklerde fitoplazmanın saptanması için PCR 

kullanılmaktadır (Bertaccini ve ark., 2019). PCR yöntemi; DNA’nın izolasyonu, 

DNA’nın PCR ile çoğaltılması ve RELP analizi ile üç aşamadan oluşmaktadır 

(Zamharir ve ark., 2019). 

 

Biberde sararma ve bodurlaşmaya; kerevizde ise yapraklarda beyazlaşmaya ve 

bodurluğa neden olan hastalık etmeninin ‘Candidatus Phytoplasma solani’ ile ilişkili 

olduğu tespit edilmiştir (Delić ve ark., 2016). 

 

Avrupa ve Akdeniz’de biber, patates, mısır, asma, tütün ve kereviz gibi birçok 

bitkide ‘Candidatus Phytoplasma solani' yaygın bulunan fitoplazma etmenidir 

(Bertaccini ve ark., 2018). 

 

Türkiye’de 2002-2004 yıllarında yapılan çalışmada susam, patlıcan ve biberin 

fitoplazma ile infekteli olduğu bulunmuştur. Bu etmenlerin RFLP analizleri ile 

16SrVI-A grubundan olduğu ve domates iri tomurcuk fitoplazma etmeni ile ilişkili 

olduğu belirlenmiştir (Sertkaya ve ark., 2007). 

 

Yılmaz ve ark. (2019), Adana, Mersin, Kahramanmaraş ve Şanlıurfa’da yaptığı 

çalışmada; biberde kloroz, bodurluk, boğum arası kısalığı ve küçük yaprak oluşumu 

gibi yaygın belirtilere sebep olan fitoplazma etmenini saptamak için geniş kapsamlı 

bir çalışma yapmıştır. Çalışma sonucunda Şanlıurfa’da elde edilen fitoplazmanın 

“Candidatus Phytoplasma trifolii” (16SrVI) ile %99 benzerlik gösterdiği ve 16SrVI-

A altgrubundan olduğu saptanmıştır. Mersin'den alınan örnekler ise %96 

“Candidatus Phytoplasma asteris” (16SrI) ile benzerlik olduğu saptanmıştır. 

 

Fitoplazma ile enfekte olmuş bitkiler üzerinde yapılan bir çalışmada, 

fotosentez, protein, karbohidrat ve bitkinin savunmasında yer alan oksin, salisilik asit 
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ve jasmonik asit gibi sinyal yollarındaki değişimler araştırılmıştır (Dermastia ve ark., 

2019). 

 

Dünyada ve Türkiye’de küresel ısınma, nüfusun hızla artması, su kaynaklarının 

azalması ve yanlış tarım uygulamaları gibi sebeplerden dolayı kurak ve yarı kurak 

sahalarda toprağın tuz seviyesi önemli ölçüde artmakta ve bitkiler için büyük bir 

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

 

Toprak tuzlarının bitkilere zarar verecek seviyelerde tuz oranında artış 

yaşanmasının temel sebepleri; çözünebilir tuzların taban suyunun artması ile tuzlar 

buharlaşma ile toprağın üst katmanlarına çıkar ve toprakların tuzlulaşmasına neden 

olurlar (Okur ve Orçen. 2020). 

 

Tuzluluk; bitkinin yaprak alanında azalmaya, kök ve gövdenin gelişiminin 

zayıflamasına, doku ve organlarında farklılaşmaya, meyve verim ve kalitesinde 

düşüşe neden olmaktadır (Arif ve ark., 2020). 

 

Yüksek tuz stresi sonucu bitkide; ozmotik basıncın artmasıyla bitki su alınımda 

sıkıntı yaşar ve bundan dolayı bitki beslenemez. Bitkide Na+ ve CI- iyonlarının 

artmasıyla bitki besin elementlerini hücrelere ulaştıramadığından bitki 

metabolizmasını bozar. Hücre içi sıvının mineral yapısını ve Ca+ dengesini bozar 

(Tanveer ve ark., 2020). Bu stres koşulları bitkilerde genellikle stomaların 

kapanmasına ve fotosentezin azalmasına yol açar. Stresin devam etmesi durumunda 

bitkinin büyümesi ve gelişimini tamamen durdurabilir (Byrt ve ark., 2018). 

 

Topraktaki tuz; tohum çimlenmesi, fide büyümesi, enzim aktivasyonu, protein 

sentezi gibi metabolik faliyetleri engelleyerek bitki büyüme ve gelişimini 

kısıtlamaktadır (Masonda ve ark., 2018). 
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Tuz stresi enzim sentezini olumsuz yönde etkilediğinden protein yapımı 

azalmakta ve bu durum bitkinin tüm metabolik faaliyetlerine yansımaktadır (Shah ve 

ark., 2021). 

 

Tuz stresi nedeniyle yapraklarda azalan klorofil miktarı; bitkinin türü, stresin 

şiddeti ve süresiyle ilişkilidir. Stres altındaki bitkilerde klorofil oranı genellikle düşüş 

eğilimindedir (Najar ve ark., 2019). 

 

Biber, tuz stresine orta derecede dayanıklılık gösteren bir bitkidir. Biber bitkisi, 

farklı gelişme dönemlerinde tuza karşı; orta hassas ve hassas toleranslı olduğu 

belirlenmiştir (Bora. 2015). Farklı biber çeşitlerinde; çimlenme ve fide döneminde 

yapılan tuz çalışmasında çimlenmenin yüzdesinin azaldığı ve çeşitler arasında tuza 

dayanıklılığın farklılık gösterdiği belirtilmiştir (Yıldırım ve Güvenç, 2006). 

 

Bibere (Capsicum annum) uygulanılan tuz (NaCl) stresi sonucu; bitkide prolin 

konsantrasyonun arttığı fakat klorofil içeriğinin azaldığı belirlenmiştir (Abdelaal ve 

ark., 2019). Prolin, strese karşı dayanıklılık sağlayan, suda çözünebilen bir 

aminoasittir. Stres altındaki bitkilerde genellikle birikim oluşur (De Oliveira ve ark., 

2020). 

 

Prolin, tuz stresi altındaki bitki hücrelerinde en fazla ölçülen metabolittir. 

Hücrelerde stabilizasyonu, hidroksil radikallerinin düzenlenmesinde, sitozolik 

pH’nın ayarlanması ve ozmolit olarak görev yapan bir organik maddedir (Shafi ve 

ark., 2019).  

 

Tuz genellikle bitki yapraklarında erken yaşlanmaya neden olmaktadır (Yeo ve 

ark., 1991). Yaprak yaşlanması genel olarak klorofil veya protein noksanlığı ve hücre 

zarı geçirgenliğinin artmasıyla meydana gelmektedir (Asad ve ark., 2019). 
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Tuz stresi sonucunda yapraklardaki erken yaşlanma malondialdehit (MDA) ile 

bağlantılıdır. Bitkide iyon birikiminin artmasıyla MDA mitarında da artış olmuştur. 

Çeltik bitkisinde yapılan bir çalışmada; tuza dayanıklı çeşitte MDA düşük oranlarda 

ölçülmüş fakat tuza duyarlı çeşitte ise yüksek değerlerde ölçülmüştür (Lutts ve ark., 

1996). MDA molekülleri membranlarda doymamış yağ asitlerinin parçalanmasından 

oluşurlar. Stres koşulları altında arttığından MDA seyiyesinin belirlenmesi, stres 

toleransının belirlenmesinde önemli bir yol göstericidir (Dolatabadian ve ark., 2008). 

 

Börülceye tuz stresi (abiotik) ve börülce şiddetli mozaik virüsü (CPSMV) 

(biotik) eşzamanlı olarak uygulanan stresler, bitki türüne, patojene ve stres 

yoğunluğuna bağlı olarak patojenlere karşı artan veya azalan duyarlılıkla sonuçlanan, 

birbirine katkı maddesi veya antagonist olabilir. Fakat bu çalışmada tuz stresi 

CPSMV enfeksiyonuna duyarlılığı artmıştır (Varela ve ark., 2019). 

 

Akkurak ve ark. (2022) ‘Ca. Phytoplasma asteris’ etmeni ile infekteli marul 

bitkisinin fizyolojisinde ve biyokimyasal komponentlerindeki değişimleri 

incelemişlerdir. İnfekteli bitkilerde protein ve toplam klorofil miktarının azaldığını; 

MDA birikimi, Prolin, POX ve CAT enzim aktivitelerinin ise sağlıklı kontrol 

bitkilerine kıyasla artma eğiliminde olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Ayvacı ve ark. (2022) ‘Ca. P. aurantifolia’ fitoplazma etmeni ile infekteli 

yonca bitkisinin fizyolojisinde ve biyokimyasal parametrelerinde meydana gelen 

değişimleri araştırmışlardır. Çalışma sonucunda infekteli bitkilerde protein ve toplam 

klorofil miktarının kontrol bitkilerine kıyasla azaldığını; MDA birikimi, Prolin, CAT, 

POX, fenol, salisilik asit ve jasmonik asit içeriğinin ise infekteli bitkilerde arttığını 

rapor etmişlerdir. 
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3.  MATERYAL ve YÖNTEM 
 

 

3.1.  Materyal 
 

3.1.1.  Araştımanın yürütüldüğü yer ve bitkisel materyaller 
 

Bu çalışma, Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü 

Viroloji ve Fitopatoloji Laboratuvarlarında yürütülmüştür. 

 

Çalışmanın bitkisel materyalini Şanlıurfa ili biber yetiştirilen alanlardan 

toplanan biber bitkileri oluşturmuştur. 

 

3.1.2.  PCR ve RFLP çalışmaları için materyalin oluşturulması 
 

Araziden toplanan ve fitoplazma ile bulaşık olduğu şüphelenilen biber 

bitkilerinden elde edilen total nükleik asitler PCR (Polymerase Chain Reaction) ve 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) çalışmalarında materyal olarak 

kullanılmıştır. Direkt ve nested-PCR çalışmalarında kullanılan primerler Çizelge 3.1 

de verilmiştir. 

 
Çizelge 3.1. PCR çalışmalarında kullanılan primerler 
 

 
Direkt PCR 

DNA uzunluğu Primerler Referans 

 
1.400 bp 

R16F1 (Lee ve ark., 1994) 
R16R0 (Davis ve ark., 1997) 

 
Nested PCR 

 

 
1.250 bp 

R16F2n (Lee ve ark., 1995) 

R16R2 (Lee ve ark., 1995) 
 

Toplamda 17 (Alul, BfaI, EcoRI, BstUI, BamHI, DraI, HaeIII, Hhal, HpaII, 

HinfI, HpaI, SspI, KpnI, RsaI, Sau3AI, MseI, Hhal ve Taql enzimleri) restriksiyon 

enzimi kullanılarak etmen iPhyclassifier yazılımı ile tanılanmıştır. 
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3.2.  Yöntem 
 

3.2.1.  Örneklerin toplanması ve NaCI uygulamaları 
 

Şanlıurfa ili biber yetiştirilen alanlarda fitoplazma ile bulaşık olduğu 

şüphelenilen ve sararma, bodurlaşma, çalılaşma biçiminde simptom gösteren biber 

bitkileri kökünden sökülüp, Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma 

Bölümü’ne ait seralara getirilerek 1:1 oranında tof:perlit içeren saksılara transfer 

edilmiştir. Şüpheli biber bitkilerinden fitoplazma teşhisi için taze yaprak alınarak 

DNA izolasyonu yapılıncaya kadar -20°C’de buzdolabında muhafaza edilmiştir. 

 

 

Deneme fitoplazma etmeni ile bulaşık olduğu belirlenen ve sağlıklı kontrol 

bitkileri üzerinde tesadüf parselleri deneme desenine göre dört grupta üç tekerrürlü 

olacak şekilde yürütülmüştür. Bu gruplar; a) kontrol, b) fitoplazma ile infekteli 

bitkiler, c) 100 mmol L-1 NaCI uygulaması yapılan sağlıklı bitkiler, d) 100 mmol L-1 

NaCI uygulanan fitoplazma ile infekteli bitkiler. Her bir grupta yer alan bitkiler su 

ihtiyacına göre (2-3 gün ara ile) dört hafta boyunca su ve tuz çözeltisi içeren suyla 

sulanmıştır. 

 

Deneme başlangıcı ve sonunda biber bitkilerinin yapraklarından örnekler 

alınan örnekler kese kağıtlarına konularak etiketlenip, -20°C’de biyokimyasal 

analizler yapılıncaya kadar muhafaza edilmiştir. 
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3.2.2.  DNA ekstraksiyonu çalışmaları 

 
DNA ektraksiyonu Ahrens ve Seemüller (1992) metodunda bazı değişiklikler 

yapılarak hazırlanmıştır. 

 

a) İnfekteli bitkilerin, genç yaprak ve floem dokularından alınan örnekler (1 g 

örnek için 5 ml) CTAB buffer (%2 w/v cetyltrimethylammoniumbromide, 1.4 

mol L-1 NaCl, %0.22-β-mercaptoethanol, 20 mmol L-1 EDTA, 100 mmol L-1 

Tris-HCl, %2 polyvinylpyrrolydone, pH 8.0) çözeltisi ile DNA ekstraksiyon 

poşetlerinde homojenize edilmişlerdir. 

 

b) Bu ekstraksiyondan 1 ml alınarak Eppendorf tüplere (1.5 ml) aktarılmış ve 5 

dakika 5000 rpm’de santrifüj edilmiştir. 

 

c) Santrifüjlenen örneklerin supernatant kısımlarından 600 µl alınıp yeni 

Eppendorf tüplere aktarılmıştır. Daha sonratüpler 65°C de 30 dakika su 

banyosunda inkubasyona bırakılmıştır. 

 

d) İnkubasyon sonrasında her bir tüpün içine 600 µl kloroform/izoamil alkol 

(24:1) eklenmiş ve karışım 1 dakika karıştırılmıştır. 

 

e) Daha sonra tüpler 10 dakika boyunca 12.000 rpm’de santrifüj edilmiştir (d-e 

aşamaları iki kez tekrar edilmiştir). 

 

f) Supernatant kısmından 300 µl alınmış ve yeni Eppendorf tüplere (1.5 ml) 

aktarılmış ve üzerine 300 µl isopropanol eklenerek 1 saat -20℃’de 

bekletilmiştir. 

 

g) Daha sonra tüpler 10 dakika 12.000 rpm’de santrifüj edilmiş. 

 

h) Üst kısım uzaklaştırılarak pellet %70’lik soğuk etil alkol ile yıkanarak 

santrifüj edilerek, oda sıcaklığında kurutulmuştur. Daha sonra pellet 50 µl 
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Tris-EDTA (1X) buffer ile çözdürülüp elde dilen total DNA’lar -70℃’de 

moleküler çalışmalarda kullanılıncaya kadar muhafaza edilmiştir. 

 

3.2.3.  PCR çalışmalarında kullanılan kimyasalların konsantrasyonlarının 

ayarlanması 
 

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

Çalışmada kullanılan total DNA miktarları nükleik asit izolasyonu sonucu elde 

edilen yoğunluk dikkate alınarak 20 ng/µl olacak şekilde seyreltilmiştir. PCR 

ürünlerinin amplifikasyonu sırasında her primer 10 pmol/µl konsantrasyonunda 

kullanılmıştır. 

 

Çalışma amacına uygun olan hedef bölgelerin çoğaltımı için gerekli olan ve 

100’er mmol L-1 Deoksinükleotidtrifosfat (dTTP, dATP, dGTP, dCTP)’lardan 20’şer 

l alınarak 120 l ddH2O ilave edilmesi ile 200 l ye tamamlanmıştır. Bu karışım 

sonucunda dNTP’ler 10 mmol L-1 konsantrasyonda PCR reaksiyonunda 

kullanılmıştır. DNA’in çoğaltılması sırasında kullanılan Taq DNA Polimeraz (5 

ünite/ l) enzimi 1,25 konsantrasyonda ve son olarak ddH2O son hacmi 

tamamlayacak miktarda kullanılmıştır. PCR çalışmalarında kullanılan kimyasallar 

Çizelge 3.2 de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.2. PCR reaksiyon bileşenleri ve konsantrasyonları 
PCR bileşenleri Konsantrasyon Bir örnek (µl) 
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/µl 0.25 
Total DNA  20 ng/ µl 1 
Toplam  50 µl 
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3.2.4.  Hedef bölgelerin çoğaltılması (PCR) 
 

Biber yaprak örneklerinden elde edilen total DNA’lardan PCR amplikasyonu 

direkt ve nested olmak üzere iki aşamada gerçekleştirilmiştir. Direkt PCR’da 1400 

bp ürün veren R16R1/R16R0 primer çifti, nested-PCR’da ise 1250 bp ürün için 

R16R2n/R16R2 primer çifti kullanılmıştır. 

 

Örneklere uygulanan Termal Cycle programında 35 döngü içerisinde bulunan 

primerin tm (melting temperature) bağlanma sıcaklığı (annealing temperatutre) 

değeri dikkate alınarak uygulanmıştır. Direkt ve nested-PCR çalışmalarında 

kullanılan Termal Cycle döngüleri Çizelge 3.3 de verilmiştir. 

 

 
Çizelge 3.3. PCR kullanılan primerlerin çalışma koşulları 
 

Primer İlk Denatürasyon Denatürasyon Primer Bağlanması Uzama Son Uzama  

 (1 döngü)  (35 döngü)  (1 döngü) 

R16F1  

95°C 3 dk 

 

95°C 1 dk 

 

Tm-5°C2 dk 

 

72°C 3 dk 

 

72°C 10 dk R16R0 

R16F2n  

95°C 3 dk 

 

94°C 1 dk 

 

Tm-5°C2 dk 

 

72°C 3 dk 

 

72°C 10 dk R16R2 

 

Programlanması ayarlanan thermocycle cihazına PCR tüpleri konularak işlem 

başlatılmıştır. Direkt-PCR’da R16F1/R16R0 primerleri kullanılarak çoğaltılan 

ürünler 1/50 oranında sulandırılmış, bu çözeltisinden 1 µl alınarak nested-PCR’da 

nükleik asit olarak kullanılmıştır.  

 

 

3.2.5.  Agaroz jel ve elektroforez çalışmaları 

 
Galitelli ve Minafra (1994)’ya göre yapılan agaroz jel elektroforez 

çalışmasında PCR ile çoğaltılan DNA’ların kontrolü sağlanmıştır. 

Sırası ile; 
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• Agaroz %1 olacak şekilde 80 ml 1xTris-Borik asit-EDTA buffer içinde 

çözdürülmüştür. 

 

• Agaroz-TAE karışımı agaroz eriyinceye kadar mikrodalga fırınında 

ısıtılarak son hacim 80 ml olacak şekilde ayarlanmıştır. 

 

• Karışım 60°C sıcaklığa ulaşıncaya kadar bekletilmiş ve daha sonra tarak 

geçirilen tank'a dikkatli bir şekilde dökülmüştür. 

 

• Jel donduktan hemen sonra tarak dikkatlice çıkartılıp jel elektroforez 

tankına alınmıştır. Daha sonra, tank içi jel yüzeyini 1-2 mm geçecek 

şekilde 1X TAE ile doldurulmuştur. 

 

• Elde edilen nested-PCR ürünlerinden 6 µl’lik örnek jeldeki kuyucuklara 

konulmuştur. İlk çukura 6 l marker konulmuştur. Jel uzunluğu dikkate 

alınarak akım yönünde cm’ye 5 V akım ile elektroforez işlemine tabi 

tutulmuştur. 

 

• 80 dakikanın sonunda jel, 10 dakika boyunca oda sıcaklığında 

ethidiumbromide (EtBr, 10 mg mL-1) karışımı ile boyanmıştır ve daha 

sonra jel yüzeyindeki fazla ethidiumbromiden arındırmak için 10 dakika 

su içinde bekletilerek yıkanmıştır. 

 

UV transilluminatör ile sonuçlar görüntülenmiştir. 

 

3.2.6.  Sanal (in silico) RFLP ve filogenetik ağaç analizleri 
 

Fitoplazma pozitif bitkilerinden elde edilen 1250 bp’lik nested-PCR 

ürünlerinin iki yönde sekans dizileme işlemleri yapılmıştır (Sequencing – 

SeqScape® Software v2.7- MedSanTek laboratuvar malzemeleri San. ve Tic. Ltd. 

Şti. İstanbul, Türkiye). Elde edilen iki yönlü diziler MEGAX programı kullanılarak 
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1250 bp’lik tek bir dizi haline getirilmiştir. Daha sonra bu diziler sanal RFLP 

çalışması için iPhyclassifier programı üzerinden toplamda 17 (Alul, BamHI, SspI, 

HpaI, BfaI, Sau3AI, BstUI, Hhal, DraI, EcoRI, HpaII, HaeIII, RsaI, HinfI, KpnI, 

MseI, Hhal ve Taql) restriksiyon enzimi kullanılarak bir fitoplazma etmenine ait olup 

olmadığını teyit edilmiştir (Zhao ve ark., 2009). Daha sonra MEGAX programında 

Neighbor-Joining metodu kullanılarak 43 fitoplazma grubu ile karşılaştırılma 

yapılmış ve filogenetik ağaç oluşturulmuştur.  

 

3.3. Bitki Biyokimyasal Analizler 
 

3.3.1. Klorofil analizi 
 

Total, a ve b klorofil analizleri Arnon (1949) tarafınfan hazırlanan protokole 

göre yapılmıştır. Deneyde kullanılan biber bitkilerinden, yaklaşık 0.5 g yaprak örneği 

alınarak 5 ml aseton:su (% 80 v/v) çözeltisinde homojenize edilmiş sonra filtre 

kağıdından süzülerek ışık görmeyen tüplerin içine alınmıştır. Okumalar 

spektrofotometre (Epoch-BioTek) kullanılarak klorofil a için 663.5 nm, klorolofil b 

için 645 nm de gerçekleştirilmiştir. Blank %80 asetona karşı yapılarak spektro 

okuması yapılmıştır. 

Elde edilen sonuçlar aşağıdaki formüllere göre mg/l taze ağırlık olarak 

hesaplanmış ve sonrasında mg g-1 yaş ağırlık olacak şekilde ifade edilmiştir. 

Aseton ekstratlarında klorolofil konsantrasyonun hesaplanması; 

 Toplam klorofil (mg/l) =20.2A645+8.02A663.5 

 Klorofil a (mg/l) =12.7A663.5–2.69A645 

 Klorofil b (mg/l) =22.9A645–4.68A663.5 
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3.3.2. Prolin analizi 
 

Bates ve ark. (1973)’nın hazırlamış olduğu protokole göre prolin içeriği 

belirlenmiştir. Çalışmada, 1.25 g ninhydrin 30 ml glacial asetik asit ve 20 ml 6 mol 

L-1 fosforik asit karışımı kullanılmıştır (karışım 24 saat 4°C de stabil 

kalabilmektedir). Yaklaşık 0.5 g taze yaprak örneği alınarak sıvı azot içinde 

ezildikten sonra %3’lük 10 ml sulfosalisik asitte homojenize edilmiştir. Filtre 

kağıdından (Whatman No:1) geçirildikten sonra 2 ml olarak elde edilen karışımın 

içine 2 ml’lik asit-ninhydrin çözeltisi ilave edilmiş ve 1 saat 100°C de kaynatılmıştır. 

Daha sonra buz içerisine alınarak soğutulan karışıma 5 ml toluen eklenelerek 30 

saniye vortex edilmiştir. Karışımda iki fazın oluşması için bir süre beklenmiştir. Üst 

kısımda oluşan faz mikropipet ile alınarak spectrofotometre (Epoch-Bio Tek) 

cihazında absorbans değeri saf toluen kontrolüne karşı 515 nm dalga boyunda 

okutulmuştur. Sonuçlar farklı konsantrasyonlarda hazırlanan L-prolin solusyonu ile 

kıyaslanarak kalibre edilmiş ve µmol/g olarak ifade edilmiştir. 

 

3.3.3. Lipit peroksidaz (MDA) analizi 

 
Sariam ve Saxena (2000) metoduna göre yapılmıştır. Bitkilerde lipit 

peroksidasyon malondialdehit (MDA) olarak da ifade edilir. Yaklaşık 0.5 g taze 

yaprak örneği, 10 ml %0.1’lik triklor asetik asit (TCA) ile homojenize edilmiş ve 

10000 g’da 5 dakika sanrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrasında 1 ml ekstrakt alınıp, 

üzerine 4 ml’lik %5’lik tiobarbiturik asit (TBA) eklenmiştir. Elde edilen karışım 

95°C’de 30 dakika inkübasyona bırakılmış ve daha sonra buz içerisinde hızlı bir 

şekilde soğutulmuştur. Soğutma işlemi sonucunda tüpler tekrar 10000 g’da 10 dakika 

santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrasında iki faza ayrılan karışımın üst kısmı 

mikropipet kullanılarak alınmış ve spektrofotometre (EpochBio Tek) cihazında 532 

nm ve 600 nm absorbans değerlerinde okumaları yapılmıştır. 

Elde edilen veriler aşağıdaki formül kullanılarak MDA değeri hesaplanmıştır. 

MDA (nmol g-1 fresh g.) = [Extraction volume (ml) [(A532-A600) / (155 mmol 

L-1 cm-1)] / Samplequantity (g)] 103  
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3.3.4. Peroksidaz analizi (POX, E.C.1.11.1.7) 

 

Cvikrova ve ark. (1994) tarafından kullanılan yönteme göre peroksidaz 

aktivitesi için yaklaşık 0.5 g yaprak örneği alınarak 10 ml 50 mmol L-1 Na-fosfat 

çözeltisinde homojenize edilmiştir. Homojenize özden 100 µl alınarak üzerine 3 ml 

reaksiyon karışımı (13 mmol L-1 guaiacol, 5 mmol L-1 H202 ve 50 mmol L-1 sodyum-

fosfat, pH 6.5) ilave edilmiştir. Karışıma H2O2 eklenilerek reaksiyon başlatılmış ve 

spektrofotometre’de (EpochBio Tek) 470 nm’de 1 dakika ara ile 3 kez okuma 

yapılmıştır (25°C). Bir ünite peroksidaz aktivitesi ∆A470 nm’de 0.1 absorbans/dakika 

olarak, sonuçlar ünite mg-1 protein olarak ifade edilmiştir.  

 

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

Milosevic ve Slusarenko (1996) tarafından hazırlanan metota göre katalaz 

aktivitisi ölçülmüştür. Protokole göreyaklaşık 0.5g yaprak örneği alınarak 10 ml 

sodyum fosfat çözeltisinde homojenize edilmiş, elde edilen ekstraktan 50 µl alınarak 

üzerine 2.95 ml (10 mmol L-1 H2O2, 50 mmol L-1 Na-fosfat çözeltisi, 4 mmol L-1 

Na2EDTA, pH 7.0) reaksiyon karışımına ilave edilmiştir. Reaksiyon işlemi 

başlatıldıktan hemen sonra spektrofotometre’de (Epoch-Bio Tek) 30 saniye içinde 

240 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçülmüştür (25°C). Bir ünite katalaz 

enzim aktivitesi ∆A240 nm’de ünite mg-1 protein olarak hesaplanmıştır. Bir katalaz 

enzim ünitesi 1 dakika içinde 1 µmol H2O2’u parçalayan enzim miktarı olarak ifade 

edilmiştir (Wang ve Han, 2009). 

 

3.3.6. Protein analizi 
 

Protein analizi Bradford (1976)’a göre yapılmış, yaklaşık 0.5 g yaprak örneği 

5 ml sodyum fosfat buffer (50 mmol L-1, pH 7) içinde homojenize edilmiştir. Daha 

sonra ele edilen bitki ektraksiyonundan 100 µl alınarak üzerine Coomassie Brilliant 

Blue G-250 (100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 alınarak 5 ml %95’lik ethanol 

ile çözündürülmüştür) boyama çözeltisi eklenmiştir. Daha sonra örnekler 
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spektrofotometrede (Epoch-Bio Tek) 595 nm’de okutulmuştur. Protein standart eğrisi 

için farklı konsantrasyonlarda (10-100 µg ml-1) hazırlanan Bovine Serum Albumin 

Fraction V (Sigma) kullanılmıştır. 

 

3.3.7. Fenol analizi 
 

Shetty ve ark. (1995)’nın hazırlamış olduğu protokole göre fenol içeriği 

belirlenmiştir. Biber bitkilerinden yakşalık olarak 0,5 g taze yaprak örneği alınmış ve 

üzerine %80’lik metanol (100 ml için: 80 ml metanol+20 ml H2O) ilave edilerek 

homojenize edilmiştir. Homojenize edilen ekstratlar filtre kâğıdı (Whatman No:1) 

kullanılarak süzülmüş ve falkon tüplerine aktarılmıştır. Daha sonra 30 dakika süre ile 

95˚C sıcak su banyosunda inkulasyona ve 10000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edilmiştir. İnkübasyon işlemi sonrasında ekstraksiyon örneklerinden 300 µl alınarak 

üzerlerine 1.5 ml Folin Coicalteau (1 ml Folin-C+9 ml H2O, 1:10) ilave edilmiştir. 

Bu reaksiyon işlemi başlatıldıktan 5 dakika sonra her bir örneğin üzerine %20’lik 1.2 

ml Na2CO3 (100 ml H2O+ 20 g Na2CO3) ilave edilmiştir. Daha sonra 40˚C’de 30 

dakika inkübasyon edilerek (Epoch-Bio Tek) 760 nm’de okutulmuştur. Kalibrasyon 

için farklı konsantrasyonlarda hazırlanmış gallik asit standart eğrisi kullanılmıştır. 

Fenol içeriği mg GAE/g taze ağırlık olarak ifade edilmektedir. 

3.3.8. Jasmonik asit analizi 
 

Jasmonik asit analizi Annigeri ve ark. (2011)’e göre yaplmış, 1 g taze biber 

bitkisi yaprağı alınarak üzerine 10 ml etanol eklenmiş ve 12 saat boyunca oda 

sıcaklığında karanlık bir ortamda bekletilmiştir. Bu işlem sonrasında karışımlar filtre 

kâğıtlarından (Whatman No:1) süzülmüştür. Homojenize edilen karışımlardan 1 ml 

alınarak 323 nm’de spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazında okutulmuştur. JA 

konsantrasyonunun hesaplanmasında mutlak etanol içinde çözündürülmüş farklı JA 

konsantrasyonlarından hazırlanan standart eğri kullanılmıştır. 
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3.3.9. Salisilik asit analizi 
 

Salisilik asit analizi, Rainsford (2004) tarafından hazırlamış olan metoda göre 

yapılmıştır. Öncelikle 1 g taze biber bitkisi yaprak örneği 10 ml etanol içinde 12 saat 

boyunca oda sıcaklığında karanlık bir ortamda bekletilmiştir. Homojenize olan 

çözelti daha sonra 10000 rpm'de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Supernatant 

kısmından 100 µl alınıp %1’lik 2.9 ml ferrik klorür (FeCl3) ile karıştırılmıştır. 

Karışımın toplam hacmi daha sonra reaksiyon karışımı ile 3 ml'ye tamamlanmıştır. 

Fe3+ iyonu ile SA arasında oluşan pembe renkli karışım spektrofotometre (Epoch-Bio 

Tek) cihazında 540 nm'de ölçülmüştür. SA içeriği etanol içinde hazırlanan 0-100 

ppm arasındaki farklı SA konsantrasyonları kullanılarak hazırlanmıştır. Bunun 

sonucunda SA standart eğrisi oluşturulmuş ve buna göre hesaplamalar yapılmıştır. 

SA standartizasyon işleminde SA’ı çözen tüm çözücülerin kullanılabileceği 

belirlenmiştir. 

 

3.3.10. İstatistik analizi 
 

İstatiksel analizler SPSS No. 23 ile varyans analizi (One-way ANOVA) ile 

düzenlenmiştir. Ortalamalarda bulunan farklılıklar Duncan’s Multiple Range Test ile 

bulunmuştur. İstatistiksel olarak 0.05 (p<0.05) olan değerler önem arz etmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 
 

 

4.1. Survey Çalışmaları ve Örnekleme 

 
Şanlıurfa ilinde biber yetiştiriciliği yapılan araziden şiddetli kloroz, sararma, 

küçük yaprak, birden fazla sürgün oluşumu, çalılaşma gibi tipik fitoplazma 

simptomları gösteren biber bitkileri kullanılmıştır. Bu bitkiler araziden kökleriyle 

birlikte sökülerek, bölüm serasında saksılara aktarılmıştır. Daha sonra bu biber 

bitkilerinden örnekler alınarak fitoplazmalı ile infekteli olup olmadığı moleküler 

yöntemler ile belirlenmiştir. 

 

Fitoplazma ile infekteli ve sağlıklı bitkiler saksılara alındıktan sonra iki farklı 

sulama suyu (0 ve 100 mmol L-1 NaCI) ile 4 hafta boyunca su ihtiyacına göre 

sulanmış, fitoplazma ve tuz stresine maruz kalan bitkiler ile bu stres faktörlerine ayrı 

ayrı maruz kalan bitkilerin durumu karşılaştırılmıştır. Bu bitkiler ayrıca, hiçbir stres 

faktörüne maruz kalmayan kontrol bitkilerine göre de kıyaslanmıştır. 
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Şekil 4. 1.Sağlıklı biber bitkisine tuz çözeltisi uygulamadan önce (a, c). Sağlıklı biber bitkisine tuz 
çözeltisi uygulandıktan bir ay sonrası (b, d). 
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Şekil 4 .2. Fitoplazma ile infekteli biber bitkisi tuz çözeltisi uygulamadan önce (a,c). Fitoplazma ile 
infekteli biber bitkisi tuz çözeltisi uygulandıktan bir ay sonrası (b,d). 
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Şekil 4. 3. a) Fitoplasma ile infekteli + NaCI ile muamele edilen bitki, b) NaCI ile muamele edilen 
bitki, c) Fitoplasma ile infekteli bitki, d) Kontrol  
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4.2. Moleküler Çalışmalar 
 

4.2.1. Etmenin teşhisi ve PCR çalışmaları 

 

Sera koşullarında kurulan denemede infekteli biberlerin yaprak ve yaprak orta 

damarlarından örnekler alınmış, PCR çalışmaları sonucunda fitoplazma hastalığı ile 

bulaşık oldukları teyit edilmiştir. Ayrıca sağlıklı bitkilerden alınan örneklerden de 

PCR yapılmış, bu bitkilerin hastalıktan ari oldukları belirlenmiştir. 

 

PCR amplifikasyon işlemi direkt-PCR ve nested-PCR olarak iki aşamada 

gerçekleşmiştir. Direkt-PCR’da 1400 bp ürün veren üniversal R16F1/R16R0 primer 

çifleri kullanılırken, nested-PCR’da ise 1250 bp ürün veren R16F2n/R16R2 primer 

çiftleri kullanılmıştır. ‘Ca. P. Aurantifolia’ ile infekteli olduğu kesinleşen kaktüs 

bitkisi (Opuntia sp.)’nin DNA’sı pozitif kontrol (Ayvacı, 2020) olarak kullanılırken 

negatif kontrol için nükleaz içermeyen-su (ddH2O) kullanılmıştır. Simptom gösteren 

biber bitkileri ve pozitif kontrolde beklenen düzeyde (1250 bp) bant gözlenirken; 

simptomsuz ve negatif kontrolde bant gözlenmemiştir (Şekil 4.2). 

 

 
Şekil 4.4. Nested-PCR ürünlerinin görüntüsü (%1’lik agaroz jel). 11-17: fitoplazma ile 

infekteli biber bitkileri,18: Pozitif kontrol (GenBank Erişim Numarası: U15442); 
20: Negatif kontrol; M: 1 bp marker. 
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4.2.2. Sekans analizi ve filogenetik ağaç 
 

PCR çalışmaları sonucunda yaklaşık 1,250 bp bant veren R16F2n/R2 

primerleriyle çoğaltılan ürünlerin hangi gruptan olduğunu belirlemek amacı ile 

Medsantek firmasına sekanslamaya gönderilmiştir. Sekanstan gelen örneklerin 

Forward ve Reverse dizileri Bioedit programı (Hall, 1999) kulanılarak birleştirilip 

tek bir dizi elde edilmiştir. Gerekli düzenlemeler yapıldıktan sonra MEGA7 (Kumar 

ve ark., 2016) programı kullanılarak dizi hizalanması (ClustalW) yapılmıştır. Dizileri 

GenBank’ta kayıtlı olan diziler ile karşılaştırmak için BLASTn yapılmıştır. Daha 

sonra bu dizilerden MEGA7 programı vasıtası ile filogenetik bir ağaç 

oluşturulmuştur (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.5. Fitoplazma ile infekte olan biber bitkileri örnekleri 43 fitoplazma türünün 16SrRNA gen            
dizilemesine göre neighbour-joining metodu ile oluşturulan filogenetik ağaç. 

 

Filogenetik ağaçta belirtilen; biber 1 izolatının ‘Candidatus Phytoplasma 

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

Phytoplasma aurantifolia’ ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir. Örneğin; Hindistan’da 

sebze (marul, havuç ve Fransız fasulyesi) bahçelerinde görülen yaprak sararması, 

kloroz, küçük yaprak oluşumu gibi simptomlara 16SrII (Candidatus Phytoplasma 

aurantifolia) ile %99 benzerlik gösteren bir patojenin neden olduğu rapor edilmiştir 

(Arocha ve ark., 2008). Diğer bir çalışmada, ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ 

Meksika ıhlamur ağaçlarında (Citrus aurantifolia L.) cadı süpürge hastalığının 

etmeni olduğu bildirilmiştir (Taheri ve ark., 2011). Başka bir çalışmada; İran'da 

phyllody, virescence, cadı süpürgesi, küçük yaprak ve sararma gibi belirtiler gösteren 

kirli hanım çiçeği bitkilerinde etmeninin ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ ile 
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%99 ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Hemmati ve Nikooel. 2017). Umman ve 

BAE’de yapılan çalışmada ise ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’nın neden 

olduğu cadı süpürge hastalığının limon ağaçlarında önemli bir fitoplazma hastalığı 

olduğu bildirilmiştir (Al-Ghaithi ve ark., 2017). Çin’de ise bodurluk, sararma, 

sürgünlerde çoğalma gibi tipik fitoplazma hastalık simptomları gösteren domates 

bitkilerinde etmenin ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’ ile ilişkili olduğu rapor 

edilmiştir (Dong ve ark., 2013). Meksika’da patesteslerde kızarma gibi anormal renk 

değişimlerine yol açan cadı süpürgesi hastalığının da 16SrII 'Candidatus 

Phytoplasma aurantifolia’ grubu ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Santos-Cervantes ve 

ark., 2008). Hindistan’da yapılan bir çalışmada biberde anormal çiçek gelişimi, 

sararma, küçülmüş yaprak ve boğumlar arası kısalan biberde ‘Candidatus 

Phytoplasma australasia’ ile %95 ilişkili olduğu beşirlenmiştir (Sharma ve ark., 

2015). İranda domateste yapılan araştırmada 16SrII-D alt grubundan ‘Candidatus 

Phytoplasma australasia’ olduğu belirlenmiştir (Salehi ve ark., 2014). 
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4.2.3.Sanal (in silico) RFLP 
 

Araştırmada fitoplazma tarafından pozitif olduğu tespit edilen ve F2n/R2 

primerleri ile çoğaltılan örneklerin dizileri 16Sr grubu/alt grubu sınıflandırmasına 

göre in silico RFLP analizi ile de teyit edilmiştir. İPhyclassifier yazılımı kullanılarak 

benzerlik oranı tespiti için toplamda 17 resriksiyon enzimi (Sau3AI, AluI, HpaII, 

BfaI, EcoRI, HhaI, BstUI, HinfI, RsaI, HpaI, DraI, KpnI, MseI, BamHI, HaeIII, TaqI 

ve SspI) ile karşılaştırma yapılmıştır (Zhao ve ark., 2009).  

 

Etmenin 16SrII-B ve 16SrII-D alt grubundan ‘Candidatus Phytoplasma 

aurantifolia’ ve ‘Candidatus Phytoplasma australasia’ ile yakından ilişkili olduğu 

teyit edilmiştir. (GenBank erişim numarası; U15442, Y10097) (Şekil 4.4). 

 

 
 
Şekil 4.6. F2n/R2 primerleri ile çoğaltılan biber bitki izolatları ve 16SrII-B ve16II-D alt gruplarının 

kıyaslanması ile oluşturulan in silico RFLP görseli 
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Biyokimyasal analiz sonuçları 
 

Çizelge 5. 1. ‘Ca. Phytoplasma’ ile infekte edilmiş biber bitkileri biyokimyasal parametreleri 
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Çizelge 5. 2. ‘Ca. Phytoplasma’ ile infekte edilmiş ve NaCI (100 mmol L-1) sulama suyu ile sulanan 
 biber bitkileri biyokimyasal parametreleri 
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İnfekteli biber bitkilerinden elde edilen klorofil (toplam, a ve b), fenol, protein, 

prolin, MDA, CAT, POX, JA, SA parametreleri incelenmiş, infekteli bitkilerin 

klorofil değerleri kontrol grubundan daha düşük olduğu (10. gün, kontrol: 0.77 mg g-

1 taze ağırlık; infekteli: 0.46 mg g-1 taze ağırlık) ve 30. günün sonunda her iki bitki 

grubununda klorofil içeriğinde yaşlanmaya bağlı olarak düşüş olduğu belirlenmiştir 

(kontrol: 0.41 mg g-1 taze ağırlık; infektali: 0.41 mg g-1 taze ağırlık çizelge 5.1). 

Benzer durum, klorofil a ve b parametreleri içinde benzer bulunmuştur. Ancak 30. 

günün sonunda her iki bitki grubunun (kontrol ve fitoplazma infekteli) değerleri 

arasında fark görülmemiştir. Bu durumun doğal yaşlanmadan kaynaklanan klorofil 

degradasyonu, yani parçalanmasından ileri geldiği düşünülmektedir. Benzer durum 

Ayvacı ve ark. (2022) tarafından yonca bitkisinde rapor edilmiştir. Fitoplazma ile 

infekteli bitkilerde tuz stresi daha önce çalışılmamış olduğu, ancak bitkilerin hem 

biotik hem de abiotik stres koşullarına maruz kaldıklarında klorofil değerlerinin çok 

daha degrede olduğu her iki stres grubundan (patojen ve tuz stresi) daha fazla yıkıcı 

etkiye sahip oldukları rapor edilmiştir (Dikilitas ve ark., 2020). 

 

Bu çalışmada, NaCI stresi 10 gün sonra yıkıcı etkilerini artırırken 30 gün sonra 

hem infekteli hem de NaCI ile sulanan bitkilerde minimal düzeyde gerçekleşmiştir 

çizelge 5.2. Benzer şekilde klorofil a ve b değerleri de etkilenmiş hem NaCI hem de 

fitoplazma + NaCI stresi bitkide belirgin olarak azalmıştır. 

 

Diğer bir yandan fenol, prolin ve MDA içerikleri 10. ve 30. gün sonunda ‘Ca. 

Pyhtoplasma’ ile infekteli ve sağlıklı bitkilerden alınan örnekler üzerinden 

ölçülmüştür. İlk ölçümler (10. gün) sonucunda prolin ve MDA değerlerinin kontrol 

grubundan daha yüksek olduğu (10. gün, prolin kontrol: 11.82 µmol g-1 taze ağırlık; 

prolin infekteli: 12.5 µmol g-1 taze ağırlık; MDA kontrol: 28.05 nmol g-1 taze ağırlık; 

MDA infekteli: 35.02 nmol g-1 taze ağırlık), 30. günün sonunda her iki bitki 

grubunundaprolin ve MDA içeriklerinin kontrol grubundan yüksek olduğu 

belirlenmiştir (30. gün prolin kontrol: 10.09 µmol g-1 taze ağırlık; prolin 

infekteli:13.24 µmol g-1 taze ağırlık; MDA kontrol: 27.69 nmol g-1 taze ağırlık; MDA 

infekteli: 27.96 nmol g-1 taze ağırlık çizelge 5.1). Ancak bu sonuçlar istatistiksel 
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olarak önem bulunmamıştır. Ayrıca 10. günün sonunda alınan örneklerde fenol 

ölçümünün kontrol gurubuna kıyasla istatistiksel olarak önemli derecede düşük 

olduğu belirlenmiştir (10. gün fenol kontrol: 4.55 mg GAE/g taze ağırlık; fenol 

infekteli: 3.58 mg GAE/g taze ağırlık), diğer yandan 30. günün sonunda alınan 

örneklerde kontrol grubuna kıyasla infekteli grubun fenol içeriği yükselmiş olduğu 

ancak istatistiksel olarak önemli bulunmadığı belirlenmiştir (30. gün fenol kontrol: 

4.44 mg GAE/g taze ağırlık; fenol infekteli: 4.60 mg GAE/g taze ağırlık) (p≤0.05) 

(çizelge 5.1).  

 

NaCI stresi ile muamele edilen sağlıklı ve ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli 

bitkilerden alınan örneklerin prolin ve MDA içerikleri ölçülmüş kontrol ve ‘Ca. 

Phytoplasma aurantifolia’-infekteli bitkilerin prolin ve MDA içeriklerinde olduğu 

gibi benzer sonuçlar elde edilmiştir. MDA içeriğinin 30. günün sonunda alınan 

örneklerde minimal düzeyde artış olduğu ancak istatistiksel bir önemli bulunmadığı, 

diğer taraftan prolin içeriğinin 10. ve 30. gününden ve MDA içeriğinin 10. gününden 

alınan örneklerin ölçüm sonuçlarının kontrol grubu ile kıyaslandığında istatistiksel 

olarak önemli bir artışın olduğu belirlenmiştir (p≤0.05). NaCI stresi sonucunda 10. 

günde alınan örneklerin fenol içerikleri kontrol grubuyla kıyaslandığında istatistiksel 

olarak önemli azalma görülmüştür. Diğer yandan 30. günde alınan örneklerin fenol 

içerikleri ise kontrol grubuna kıyasla minimal bir artışın olduğu ancak istatistiksel 

olarak bir önemin olmadığı belirlenmiştir. 

 

Bitkilerin protein içeriklerine bakıldığında ise 10. ve 30. günün sonunda alınan 

örneklerden yapılan ölçümlerde ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli biber bitkilerinin 

kontrol bitkilere kıyasla önemli bir artışın olmadığı (çizelge 5.1) fakat ‘Ca. 

Phytoplasma’-infekteli biber ve kontrol bitkilerinin NaCI stresine maruz 

bırakıldıktan 10. ve 30. günün sonunda alınan örneklerden yapılan ölçümlerde 

kontrol grubuna kıyasla protein içeriğinin önemli derecede azaldığı belirlenmiştir 

(p≤0.05) (çizelge 5.2). Proteinler bitkilerde stres savunmasında koruyucu etkiye, 

stres etkilerini azaltmaya, hücresel bütünlüğün korunmaya ve hücre haberleşmesinde 

etkilidir (Huang 2006). Genellikle stres altında bulunan bitkilerde proteinlerin 
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biriktiği gözlenmiş ancak çalışmamızda infekteli bitkilerin NaCI ile muamelesi 

sonucunda protein oranlarında azalma olduğu belirlenmiştir. Bu durumun proteinden 

oluşan hücre zarının NaCI strsine maruz kaldıktan sonra hücre yapısının 

bozulmasından dolayı proteinin aktivitesini etkilediği düşünülmektedir (Huang 

2006). 

 

Diğer bir yandan çalışmamızda bitkilerin enzim aktiviteleri incelenmiştir. CAT 

aktivitesinin belirlenmesi için ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol biber 

bitkilerinden 10. gün sonunda alınan örneklerden yapılan ölçümlerde CAT değerinin 

kontrol grubuna kıyasla arttığı fakat 30. günün sonunda yapılan ölçümlerin ise 

kontrol grubuna göre azaldığı belirlenmiştir (çizelge 5.1). NaCI stresine maruz 

bırakılan ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol biber bitkilerinden 10. ve 30. 

gününde alınan örneklerin kontrol bitkilerine kıyasla aralarında önemli istatistiksel 

bir farkın olduğu belirlenmiştir çizelge 5.2. POX aktivitesinde ise ‘Ca. Phytoplasma’ 

infekteli ve kontrol biber bitkilerinden 10. günde alınan örneklerden yapılan 

ölçümlere göre kontrol bitkilerine kıyasla önemli bir fark olmamakla birlikte azalış 

göstermiştir (çizelge 5.1). Fakat 30. günde alınan örneklerden yapılan ölçümlerde ise 

kontrol bitkisine kıyasla arttığı belirlenmiştir. NaCI stresine maruz bırakılan ‘Ca. 

Phytoplasma’-infekteli ve kontrol bitkilerden 10. ve 30. günden alınan örneklerden 

yapılan POX ölçümlerinin sonucunda ise kontrol bitkisine kıyasla azaldığı 

belirlenmiştir (p≤0.05) (çizelge 5.2). 

 

Hücrelerde, bitki büyüme düzenleyicileri olan jasmonik asit (JA) ve salisilik 

asit (SA) bitkilerin büyümesinde ve gelişiminde rol oynar. Bu iki fitohormon (JA ve 

SA) birçok abiotik ve biotikstrese karşı bitki savunmasında iletim yollarını uyaran bir 

sinyal molekülüdür (Raza ve ark. 2021; Khan ve ark.  2020; Baghizadeh ve ark., 

2011). Çalışmada ayrıca savunma sisteminde önemli rol alan SA ve JA miktarları 

araştırılmıştır. Sonuç olarak ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol bitkilerinden 10. 

ve 30. günün sonunda alınan örneklerden yapılan SA-JA ölçümlerine göre infekteli 

bitkilerin kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde azaldığı belirlenmiştir. Ayrıca NaCI 

stresine maruz bırakılan ‘Ca. Phytoplasma’-infekteli ve kontrol bitkilerinden 10. ve 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-020-02614-z#ref-CR116
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-020-02614-z#ref-CR79
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30. günde alınan örneklerden yapılan SA-JA ölçümlerin kontrol grubuna kıyasla 

azalma olduğu belirlenmiştir (çizelge 5.2). NaCI stresi altında artması beklenen SA-

JA oranlarının düşüşünün sebebinin fitoplazmaların iletim demetlerini tıkaması 

olarak değerlendirilmiştir. Benzer sonuçlar Kaya ve İnan (2017) tarafından da rapor 

edilmiştir. 
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5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 
 

 

Araştırmalar sonucunda tuz stresi ile muamele edilen fitoplazmalı biber 

bitkilerinde simptomların şiddetlenerek artığı, bitkide geriye doğru ölümün 

hızlandığı gözlemlenmiştir. 

 

 Bitkide tuz stresinin veya patojenin varlığının ayrı ayrı bulunması 

durumunda bitkinin bu faktörleri tolere etme ihtimali daha yüksek iken bu faktörlerin 

birlikte bulunması tolere ihtimalini düşürmektedir. Ayrıca bu durum oluşan stres 

faktörleri ile mücadele süresini kısalmaktadır. 

 

 Çalışmada; fitoplazma etmeni ile bulaşık ya da bulaşma oranı yüksek olan 

biber bitkilerinin tuzlu topraklara ekiminin değerlendirilmesi gelecekteki çalışmalar 

için somut veriler sunmuştur.  

 

Ayrıca tuzlu topraklarda fitoplazma ile bulaşık biber bitkilerinin tuz stresine 

karşı biyokimyasal tepkileri belirlenerek kültürel mücadeleye katkı sağlanmıştır.  

 

Yaptığımız bu çalışma ile tuz oranı yüksek topraklarda fitoplazmalı ya da 

fitoplazma ile bulaşma oranı yüksek biber bitkilerinin bu alanlarda ekimiyle ilgili 

elimizde somut verilerin oluşmasını sağlamıştır. Bu alanda yapılacak çalışmalara 

temel oluşturacağı gibi tuzlu topraklara ve fitoplazmaya dayanıklı biber bitkilerinde 

yapılacak ıslah çalışmaları için de önemli veriler sunacaktır.
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