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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

BAZI BİBER GENOTİPLERİNİN PVYV (Pepper vein yellows virus)’YE 

TEPKİLERİNİN BELİRLENMESİ 

 

Alaittin APALAK 

 

Kilis 7 Aralık Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Bahçe Bitkileri Anabilim Dalı 

 

Danışman: Yrd. Doç. Dr. Bekir Bülent ARPACI 

 

YIL: 2017  Sayfa: 38 

 

 

Biberlerde Biber Sarı Damar Virüsü (PVYV) dayanıklılık kaynağı belirlemek amacı ile 

30 biber genotipinde yaprak bitleri aracılığı ile ve arazi koşullarında çalışmalar 

yürütülmüştür. Çalışmalar sonucunda yaprak ve yaprak damar aralarındaki renk 

açılması, bitkide genel sarılık, meyvedeki şekil bozukluğu ve renk değişimleri gibi 

simptomatolojik gözlemler dikkate alınarak bitki yaprak ve meyvelerinden örnekler 

toplanmıştır. DAS-ELISA yöntemi ile virüsün genotiplerde multiplikasyonu belirlenmiş 

etmen RT-PCR ve sekans analizi sonucu doğrulanmıştır. Çalışmada vektörlerle yapılan 

bulaştırmalar ve arazi çalışmaları sonucu Yolo Wonder, Yolo Y, W4 ve Sangria  

çeşitlerinin etmene duyarlı olduğu belirlenmiştir. PM 1615=HD330, PM 1050=Bousso 

10, PM 1088=Bojonegro ve PM  1694=Mayfouq genotiplerinin etmene dayanıklı 

olabileceği ancak vektörler aracılığı etmen ile bulaştırılarak doğrulanması gerektiği 

sonucuna ulaşılmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler : PVYV, Biber, Yaprak bitleri, Dayanıklılık 
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ABSTRACT 

 

MSc. Thesis 

 

DETERMINATION OF SOME PEPPER GENOTYPES RESPONSE TO PVYV 

(Pepper vein yellows virus)  

 

Alaittin APALAK 

 

Kilis 7 Aralık University  

The Institute for Studies in Sciences and Engineering  

Department of Horticulture  

 

Supervisor: Assist. Prof. Dr.Bekir Bülent ARPACI 

 

Year: 2017 Page: 38 

 

In this study  in order to determine the source of resistance to PVYV in the 30 pepper 

genotypes, samples from plant leaves and fruits were collected considering the 

simptomatological observations such as coloring between leaves and leaf veins, general 

jaundice in the plant, deformations in the fruit and color changes after aphid 

transmission and open field studies. Multiplication of the virus on the pepper genotypes 

had been determined by DAS-ELISA and confirmed by RT-PCR and sequence analysis. 

As a result of the aphid transmission it was determined that Yolo Wonder, Yolo Y, W4 

and Sangria were susceptible to the disease and  PM 1615=HD330, PM: 1050=Bousso 

10, PM 1088=Bojonegro ve PM  1694=Mayfouq genotypes were found be able to resist 

to pathogen but the resistance have to confirmed by aphid transmission. 

 

 

Key Words :  PVYV, Pepper, Aphids, Resistance 
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1.GİRİŞ 

 

Biberin insan beslenmesinde kullanımının yaklaşık 7 bin yıl önceye dayandığı, 

yetiştiriciliğinin ise 5 bin yıldan beri yapıldığı birçok araştırmacı tarafından 

bildirilmiştir (Heiser, 1969).  Arkeolojik bulgular ışığında biberin anavatanının Amerika 

kıtası olduğunu ve Capsicum  baccatum L. türünün ilk kez M.Ö 2000 yıllarında Peru’da 

yetiştirilmeye başlandığını bildirmiştir. Aztek, Maya ve İnka yerli halkları üzerinde 

mistik ve ruhani bir etkisi olan biber, uzun yıllar tanrının bir hediyesi olarak kabul 

görmüştür (Bosland ve Votava, 1999).  Türkiye, önemli gen merkezlerinden biri 

olmakla birlikte bitki genetik kaynakları ve genetik çeşitlilik bakımından dünyadaki en 

önemli ülkeler arasında yer alır. Küçük, (2001) Anadolu’nun Capsicum annuum L. türü 

için bir mikro gen merkezi olduğunu belirtilmiştir. 

 

Solanaceae familyasına dahil olan Capsicum cinsi içerisinde yaklaşık 30 türün 

bulunduğu bildirilmiştir. Ancak temel olarak Capsicum annuum L., C. baccatum L., C. 

chinense Jacq., C. frutescens L., ve C. pubescens Ruiz & Pav. olmak üzere 5 tür kültüre 

alınmıştır. 

 

Biber insan beslenmesinde önemli bir yere sahiptir ve mineral besin maddeleri 

açısından zengindir. 100 g taze yeşil tatlı biber 1.1g protein, 92.6 g su, 0.2 g yağ 1.4 g 

selüloz ve 4.2 g karbonhidrat içermekte ve 29 kalori kazandırmaktadır (Günay, 2005).  

Dünyada toplam 714.188 ha alanda 16.147.559 ton biber üretimiyle Çin ilk sırayı 

alırken; 143.465 ha alanda 2.732.635 ton üretimiyle Meksika ikinci sıradadır. Türkiye 

ise 2.127.944 ton biber üretimini 101.000 ha alanda gerçekleştirmektedir. Bu değerle 

dünyadaki toplam biber üretiminin % 6’ sını karşılamaktadır. Ancak verim bakımından 

incelendiğinde dekardan alınan 2106 kg verimle Dünya’da 36. sıradadır (FAO, 2017). 

 

Biber bitkisinin üretimini birçok abiyotik ve biyotik faktör etkilemektedir. Yanlış veya 

yetersiz tarımsal uygulamaların yapılması, canlı ve cansız hastalık etmenleri sebebiyle 

üründe önemli düzeyde verim kayıpları meydana gelmektedir. Sebze üretim alanlarında 

üretimi sınırlayan biyotik hastalık etmenleri arasında fungus, bakteri ve virüsler yaygın 

olarak bulunmaktadır. Bu etmenler arasında, kimyasal ve fiziksel yapısı, semptom 
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oluşturması, boyutu, taşınması, enfeksiyon şekli ve etkin bir mücadelenin olmayışı 

sebebi ile virüs hastalıklarının önemli bir yeri vardır (Agrios, 1997). Virüs 

hastalıklarının kontrolünde doğrudan kimyasal mücadele olmadığından, hastalığın 

yayılmasını engellemek için koruyucu önlemler önem kazanmaktadır. Virüs 

hastalıklarının kontrolünde erken tanı ve teşhis, etkili vektör virüs kaynağının yok 

edilmesi ve yabancı ot mücadelesi, sayılabilecek temel koruyucu önlemler arasında yer 

alır (Demir, 2005). 

 

Türkiye’de biber yetiştiriciliğini olumsuz etkileyen çok sayıda viral etmen rapor 

edilmiştir. Bir kısmı mekanik olarak temas yoluyla taşınabildiği gibi bazıları, yabancı 

otlarla, enfekteli tohumla veya vektör böceklerle (yaprakbiti, trips), enfekteli olmayan 

alanlara doğru taşınmaktadır. Bu kayıpların, daha çok vektörle taşınan virüslerden 

kaynakladığından şüphe edilmektedir. Özellikle son on yıl içerisinde biber 

yetiştiriciliğinin yaygın olarak yapıldığı Güneydoğu ve Doğu Akdeniz bölgelerinde 

yaprakbitleriyle taşınan virüs enfeksiyonlarını tespit etmek amacıyla yapılan bir 

araştırmada Hıyar mozaik virüsü (CMV), Yonca mozaik virüsü (AMV), Patates X 

virüsü (PVX), Patates Y virüsü (PVY), Biber noktalı benek virüsü (PMMoV) ve Tütün 

yanıklık virüsü (TEV)’nden en az bir tanesi ile enfekteli olduğu belirlenmiştir (Buzkan 

ve ark., 2006). 

 

Waterhouse ve ark., (1988) biberlerde zarara neden olan viral etmenlerden Luteoviridae 

familyasının Enamovirus, Luteovirus ve Polerovirus olmak üzere üç cinsten oluştuğunu 

ve Polerovirus cinsinde bulunan virüslerin mekanik olarak diğer bitkilere taşınmadığını 

bildirmiştir. Bu cins içerisinde yer alan PYLCV ve BWYV ilk kez, biberlerde 

Hatay’dan alınan örneklerin moleküler karakterizasyonu için yapılan detaylı incelemede 

karışık enfeksiyon olarak belirlenmiştir. Karışık enfeksiyon taşıyan örnekten izole 

edilen nükleik asit dizi analizleri, virüslerin Biber sarı yaprak kıvırcıklık virüsü (Pepper 

yellow leaf curl virus, PYLCV) ve Pancar batı sarılık virüsü (Beet western yellows 

virus, BWYV) olduğunu göstermiştir (Buzkan ve ark., 2013). 

 

Polerovirüs cinsi virüsler (familya Luteoviridae) önemli bitki patojenleridir. Sebze 

üretimi yapılan alanlarda sıklıkla büyük verim kayıplarına neden olur. Poleroviral 
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virionlar, bir icosahedral kılıf içinde kapsüllenmiş tek sarmallı bir pozitif  RNA'dan (+ 

ssRNA) oluşur. Yaprak bitleri tarafından persistent olarak taşınır. Yaprak aralarında 

sararma, yaprakta renk değişimi, yaprakta kıvırcıklık, ve bodurlaşma belirtileri 

gösterdiğini bildirmiştir. (Katis ve ark, 2007) 

 

Polerovirus cinsi Luteoviridae familyasında bulunup, bu cinste yer alan virüsler 

yaprakbitleriyle perzistent (sirkülatif) ve propagatif olmayan (vektör İçinde 

çoğalamayan) yolla taşınmaktadır (Fereres ve Raccah, 2009). 

 

Özellikle ülkemizde, üretimin artışına paralel olarak söz konusu virüslerin zararı 

belirgin olarak ortaya çıkmakta ve bu zararın önüne geçmek kimyasal ve kültürel 

uygulamalarla mümkün olamamaktadır. Bunun en etkin çözümü ise dayanıklı çeşit 

kullanmaktır. Dünyada olduğu gibi ülkemizde de dayanıklı F1 çeşitlerin kullanımı 

yaygınlaşmıştır (Şimşek ve ark., 2015). 

 

Kültür bitkilerinde kalite ve verim kaybına sebep olan virüs hastalıkları ile günümüzde 

değişik kültürel önlemler kullanılarak mücadele yapılmaktadır. Bunların başında; 

termoterapi ve doku kültürü gibi yöntemlerle elde edilmiş virüslerden ari üretim 

materyali kullanılması, ürün münavebesi, çapraz koruma, inokulum kaynağı olabilecek 

bulaşık bitkilerin tarım alanlarından uzaklaştırılması, virüs vektörleri (böcek, nematod, 

fungus vs.) ile mücadele edilmesi ve virüslere dayanıklı bitkilerin geliştirilmesi (Klasik 

ıslah ve moleküler biyoloji teknikleri kullanılarak) gelmektedir. Bununla birlikte, 

özellikle virüs vektörleriyle kimyasal mücadelede kullanılan insektisitlerin çevre ve 

insan sağlığı üzerindeki olumsuz etkileri ve bu kimyasallara karşı dayanıklı vektör 

ırklarının ortaya çıkması, virüslerden ari bitkilerin ise arazi koşullarında meydana gelen 

enfeksiyonlara karşı dayanıklılık göstermemesi araştırıcıları son yıllarda moleküler 

biyoloji tabanlı tekniklerle virüslere ve vektörlere dayanıklı bitkilerin elde edilmesine 

yönlendirmiştir (Yeşil ve Ertunç, 2012). 

 

Kimyasal mücadelesinin henüz olmaması ve biber yetiştiriciliğini önemli ölçüde 

kısıtlıyan polerovirüslere karşı dayanıklı materyal kaynakların araştırılması büyük önem 

arz etmektedir. Çalışmada kulanılan biber genotiplerine bulaşık biber bitkilerinden 
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yaprak biti ile polerovirüs taşınarak biber genotiplerinde oluşturdu tepkiler 

incelenmiştir. Polerovirüslerin oluşturduğu infeksiyonlara göre biber tiplerinden alınan 

örneklerde Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV)’ye karşı tepkileri DAS-

ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunesorbent Assay) yöntemine 

göre analiz ederek dayanıklı veya tolerant hatların olup olmadığı araştırılmıştır. Bu 

çalışma da amaç bazı biber genotiplerinde kontrollü koşullar altında ve arazi şartlarında 

polerovirüslere dayanıklılık durumu belirlenecek olup ıslah çalışmalarında 

kullanılabilecek dayanıklı materyallerin tespit edilmesi çalışmanın temel amacıdır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

Türkiye’de baharatlık biber üretiminin büyük bir kısmı Kahramanmaraş, Gaziantep, 

Şanlıurfa, Diyarbakır, Adıyaman ve Hatay illerinden karşılanmaktadır. Biber meyveleri 

taze olarak tüketilirken, yaygın olarak ülkemizin güney bölgelerinde toz biber veya 

salça olarak da işlenmektedir. Bu bölgelerin büyük bir bölümünde yetiştiricilik, lokal 

populasyonlardan alınan tohumlarla yapılmaktadır. Tohumda yüksek oranda açılım 

olduğundan, ana bitkiden gelen özelliklerde değişim meydana gelmekte ve biber 

meyvesinin kalite özelliklerinde önemli ölçüde kayıplar olmaktadır. Bu amaçla, sözü 

edilen yörelerdeki üniversiteler ve bölge araştırma enstitüleri üstün özelliklere sahip 

yeni hatlar ve hibrid çeşitler elde etmek amacıyla ıslah programları uygulamaya 

başlamıştır (Akıncı ve Akıncı, 1999).  

 

Biber yetiştiriciliğinde ekonomik anlamda kalite ve kantite parametrelerinin düşmesinde 

viral kaynaklı etmenlerin etkisi büyüktür. Türkiye’de açık alanlarda biber tarımının 

yapıldığı birçok yörede virüs enfeksiyonları tespit edilmiştir. Virüslere karşı doğrudan 

kimyasal mücadelenin mevcut olmaması, diğer kontrol yöntemlerinin üreticiler 

tarafından yeterli düzeyde bilinmemesi ve virüs epidemiyolojisi ülkemizde yeterli 

çalışmanın yapılmamış olması virüs zararlarından kaynaklanan kayıpların her geçen gün 

artmasına neden olmaktadır.  

 

Biberlerde viral ajanların neden olduğu ilk hastalık teşhis çalışmaları yakın zamanda 

başlamış ve Mathews (1992), son yıllarda yoğunlaşan çalışmalar sonucunda biber 

bitkisine hastalık yapan 17 virüs grubu ve bu gruplarda 37 virüs olduğunu belirtmiştir.  

 

Polerovirus cinsi Luteoviridae familyası üye olan Cucurbit aphid-borne yellows virus 

(CABYV)  ilk kez 1982'de Fransa'da bildirilmiştir. Virüsün özellikle yaşlı yapraklarda 

sararma ve  koyulaşmaya neden olduğu, virüsün erken enfeksiyon oluşturduğu kavun ve 

hıyarda % 40-50 verim kayıplarına neden olduğu belirtilmiştir. Polerovirüslerin spesifik 

yaprak biti vektörleri ile sirkülatif  nonpropagatif  bir şekilde taşındığı ancak mekanik 

olarak taşınmadığı bildirilmiştir. CABYV'nin Myzus persicae ve Aphis gossypii 

tarafından sıklıkla diğer kabakgil türlerine taşındığı bildirilmiştir (Lecoq ve ark, 1992). 
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Tayvan'da CABYV ilk kez 1997'de kavun üzerinde bulunmuş ve 1997-2007 yılları 

arasında yapılan çalışmalarda kabakgil bitkilerinde yaygın olarak tespit edilmiştir (Deng 

ve ark., 2007). 

 

Polerovirüs partikülleri, yaklaşık 25 nm'lik bir isohedral simetriye ve 5,7 kb'lik tek 

iplikli  (ss) pozitif  RNA molekülüne sahiptir. Genom altı açık okuma çerçevesinde 

(ORF'ler) organize edilir. Yaklaşık 200 nt'lik bir kodlamayan intergenik bölge (IR), 

ORF3'ten (kılıf proteini, CP) ORF2'yi (muhtemel RNA'ya bağımlı RNA polimeraz, 

RdRp) ayırmaktadır. (D'Arcy ve Domier, 2005). 

 

Biberde zararlı olan 42 adet virüsün yaptığı yıllık zarar %42-%80 dolayındadır. Bu 

virüsler arasında Hıyar mozaik virüsü (CMV), Patates Y virüsü (PVY), Biber çizgili 

damar virüsü (PVBV), Tütün mozaik virüsü (TMV) en önemli virüslerdir (Palloix, 

1994; Ekbiç ve ark., 1997). 

 

Arlı-Sökmen ve ark. (2005) Samsun'da topladıkları toplam 313 biber örneğinde DAS-

ELISA ile %15,4'ünde TMV+PVY karışık enfeksiyonunu tanılamıştır. AMV, biber ekili 

alanlarda ilk kez bu çalışmada rapor edilmiştir. Yaklaşık 15 familyaya ait 24 yabancı ot 

türünün 16 tanesinde en az bir virüs enfeksiyonu belirlenmiştir. Amaranthus retroflexus, 

(CMV, PVY, ToMV, TMV ve TSWV’nün ortak konukçusu olarak belirlenirken, 

Hibiscus trionum, PVY ve TSWV için yeni bir konukçu olarak rapor edilmiştir.  

 

Buzkan ve ark. (2006), Güneydoğu (Şanlıurfa, Gaziantep) ve Doğu Akdeniz 

(Kahramanmaraş, Hatay) bölgelerinde biberde yaprakbitleriyle taşınan virüslerin 

bazılarının yayılımlarını tespit etmek amacıyla toplanan örnekleri DAS-ELISA ile 

CMV, AMV, PVX, PVY, PMMoV ve TEV için testlemiştir. Örneklerin %64,8’inin bir 

veya daha fazla virüsle enfekteli olduğunu belirlemiştir. PVY biberde en yaygın virus 

olarak bulunurken bunu PVX, AMV, TEV, PMMoV ve CMV enfeksiyonları takip 

etmiştir. PMMoV örnek alınan bütün bölgelerde ilk kez tespit edilmiştir. Aynı 

araştırmacının Kahramanmaraş’ta yetiştirilen biberlerde tohumla taşınan virüslerin PCR 

ile tanılanmasına yönelik araştırma yapmış ve çok az oranda tohumda CMV tespit 
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edilmiştir (Buzkan ve ark., 2009). Yörede virüslerin tohumla taşınma oranının önemli 

olmayacak seviyelerde olduğunu söylemek mümkündür. 

 

Buzkan ve ark. (2013) Hatay'dan alınan örneklerde PYLCV ve BWYV'ün karışık 

enfeksiyonunu tanılanmışlardır. Her iki virüs Luteoviridae familyasında Polerovirus 

cinsinde yer almaktadır. Polerovirus cinsinde yer alan virüsler (+) yönde, linear, tek 

sarmal RNA ve altı ORF’ye sahiptirler. Partikülleri izometrik şekilli, 25-30 nm 

büyüklüğündedir. Viral nükleik asit 5600-5882 nt’den meydana gelmiştir. Luteoviridae 

familyasındaki bütün virüsler floemde sınırlıdır ve yaprakbitleriyle (Myzus persicae, 

Aphis gossypii) sirkülatif (propagatif olmayan) perzistent olarak taşınırlar (Beuve ve 

ark. 2007; Dombrovsky ve ark., 2010).  

 

Luteoviridae familyasında üye olan grupların mekanik olarak, bitki özsuyunun konukçu 

indikatör bitkilere taşınması mümkün olmadığını bildirmiştir. (Waterhouse ve 

ark.,1988).  

 

Polerovirüslerın serolojik tanılanmasında, virüslerin poliklonal antiserumları arasında 

çok yakın ilişki bulunmaktadır (Duffus ve Russell, 1970; Hauser ve ark., 2000). Bazı 

virologlara göre BMYV, BWYV’ün ırkı olarak kabul edilmektedir. Son 10 yılda her iki 

virüsü birbirinden ayırd etmek için yapılan çalışmalarda, BMYV’nün birçok Avrupa 

orijinli yabancı otları enfektelediğini, ancak konukçu dizisinin BWYV’nün Avrupa 

izolatından daha dar olduğu vurgulanmıştır (Stevens ve ark. 1994; Graichen ve 

Rabenstein, 1996).  

 

Luteoviridae familyasına dahil Polerovirüs cinsinin şekerpancarında hastalık yapan üç 

üyesi mevcuttur. Şekerpancarı hafif sarılık virüsü (Beet mild yellowing virus=BMYV), 

Şeker pancarı kloroz virüsü (Beet chlorosis virüs=BChV) ve Şeker pancarı batı sarılık 

virüsü (Beet western yellows virus-USA=BWYV-USA) dür. Kısmen Avrupa’da 

bulunan ve şeker pancarını hastalandırmayan BWYV izolatı henüz Şalgam sarılık 

virüsü (Turnip yellows virüs=TuYV). olarak adlandırılmamıştır. Etmenle bulaşık şeker 

pancarının yaşlı yaprakları bulaşmadan sonraki 4-6 hafta içerisinde saramaya başlar. 

Daha sonra tamamen sararır ve kalınlaşır. Birçok yaprak biti türü ile persistent olarak 
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taşınan polerovirüslerin en önemli vektörü şeftali yaprak biti (Myzus persicae) dir 

(Stevens ve ark. 2005). 

 

Stevens ve ark. (1994), şekerpancarından topladıkları BMYV izolatları arasındaki 

çeşitlilikleri monoklonal antibadilerle test ederek indikatör bitkilere taşınımlarını 

karşılaştırmışlardır. Yaygın BWYV izolatlarının monoklonal antibadilerle reaksiyona 

girdiğini ve çoban çantası bitkilerini hastalandırdığını BMYV izolatının antibadilerle 

reaksiyona girmediğini ve çoban çantası birkilerini hastalandırmadıklarını bildirmiştir. 

 

Wilson ve ark. (2012) Tasmanya’da ekonomik öneme sahip brokkoli, karnabahar, 

fasulye ve bezelye ürünlerinini Potyvirüsler, Luteoviridae familyasına dahil virüsler ve 

AMV, CMV, SCSV (Subterranean clover stunt virüs) TSWV ve Karnabahar mozaik 

virüsüne karşı test etmişlerdir. Her ürün için muhtemel virüsleri test ettikleri 

çalışmalarını 2007-2010 yılları arasında gerçekleştirmişlerdir. Havuçta virüse 

rastlamazlarken Bezelye ve brokkoli Luteoviridae familyasına dahil virüslerin en fazla 

görüldüğü türler olmuşlardır. Potyvirüslerden bezelyede PSbMV (Pea seed-borne 

mosaic virüs) ilk yıl görülmüş tohumların yenilenmesi ile sonraki yıllarda bu virüse 

rastlanmamıştır. Luteovirüs izolatlarının ise Şalgam sarılık virüsü (Turnip yellows virüs) 

olduğu belirlenmiş ve izolatların CABYV ile benzerlik gösterdiğini belirlemişlerdir.  

 

Xiang ve ark. (2008) CABYV Çin izolatının RNA genomunu tamamını dizilemişler ve 

MABYV (Melon aphid-borne yellows virüs) virüsünü ilk defa belirlemişlerdir. 

CABYV-CHN izolatının % 89.0 oranında Fransız CABYV izolatı ile benzerlik 

gösterdiğini bildirmişlerdir. MABYV ile CABYV ve diğer polerovirüsler arasında ise % 

50.7–74.2 arasında değişen oranlarda benzerlikler bulmuşlardır. Farklı gen bölgelerinin 

oluşturdukları aminoasit dizilemlerinin benzerliklerinin ise % 24.8 ile % 82.9 arasında 

değiştiğini belirten araştırmacılar MABYV’i polerovirüs cinsinin yeni bir üyesi olarak 

duyurmuşlardır. 

 

Shang ve ark. (2009) Cucurbit aphid-borne yellows virüs(CABYV) ve Melon aphid-

borne yellows virüs (MABYV)ünün kabakgillerde sararmalara neden olduğunu 
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bildirmişlerdir. Rekombinasyon analizinin MABYV’in rekombinant bir virüs 

olabileceği doğrultusunda sonuç verdiğini belirlemişlerdir. 

 

Yaprak malformasyonu ve lekelenme gösteren bir Çin lahana bitkisinin RNA'sı 

(Brassica campestris ssp. Pekinensis) etiketlenmiş, bitki virüslerini ve viroidlerini 

saptayabilen bir DNA çipi hibridize edilmiştir. Beet mild yellowing virus (BMYV) ve 

Beet western yellows virus (BWYV) için spesifik probların pozitif sonuçlar vermiş 

BMYV, BWYV, Beet chlorosis virus ( BChV) ve Turnip yellows virus (TuYV) de dahil 

olmak üzere çeşitli polerovirüslerle % 90 veya daha fazla benzerlik göstermiştir.  Lim 

ve ark, 2015). 

 

Hindistan, Endonezya, Mali, Filipinler, Tayland ve Tayvan'daki tarlalardan toplanan 29 

biber ve  köpek üzümü örneğinde ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

PCR) ile Polerovirüs enfeksiyonu  belirlenmiştir. Kısmi genom dizilerinin sekans 

analizi ile 13 biber örneğinde Pepper vein yellows virus (PeVYV) saptamışlardır 

(Knierim ve ark., 2013). 

 

Xiang ve ark., (2008) 2006 yılında Çin’de yaptığı survey çalışmalarında şeker pancarı 

ürerim alanalarının %5-%30 arasında değişen oranlarda sarılık semptomları 

gözlemlemişlerdir. Yaşlı ve orta yaşlı yaprakların damar aralarında gözlemledikleri 

sararmaların daha önce Hauser ve ark. (2000) ve Stevens ve ark., (2005) tarafından 

diğer ülkelerde rapor edilen polerovirüs (Beet western yellows virus, BWYV; Beet mild 

yellowing virus, BMYV; Beet chlorosis virus, BChV) semptomları ile benzerlikler 

gösterdiğini ifade etmişlerdir. Marullardan topladıkları izolatların da BWYV olduğunu 

belirleyen araştırmacılar marul izolatlarının %88-98 oranında şekerpancarından izole 

edilen izolatlarla benzerlik gösterdiklerini belirlemişlerdir. 

 

Brassica  yellows virus, Luteoviridae ailesi içinde Polerovirüs cinsinde yeni tanımlanan 

bir türdür. Brassica yellow virüs (BrYV), Çin Halk Cumhuriyeti ve Güney Kore 

genelinde yaygın olarak bulunur ve lahanagilleri etkileyen önemli bir virüstür. (Zhang 

ve ark, 2014) 
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Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV), dünya genelinde baklagil bitkilerde 

sararma belirtilerine neden olur. İran ve Slovakya'dan CABYV izolatları için kılıf 

proteini (CP) geni sekansları ilk kez bildirilmektedir. CABYV izolatlarının sekans 

benzerliğinin virüsün epidemik yaygınlığını yansıttığını ve virüsün konukçu ve vektörel 

böcek miktarına bağlı olarak dünya genelinde hızla yayıldığını bildirmişlerdir. (Bananej 

ve ark, 2009)  

 

Marul yetiştiriciliği yapılan bölgelerde ciddi kayıplara neden olan Luteovirus grubunun 

bir üyesi olan Pancar Batı Sarılık Virüs (BWYV), birçok. Marul çeşitlerinde (Lactuca 

sativa L.) veya L. serriola L. ve L. saligna L.'de BWYV'ye karşı tam direnç tespit 

edilememiştir. Maisonneuve ve ark., (1991)  L. virosa'nın test edilen üç hattından biri 

olan  IVT 280, BWYV'ye aşırı dirençli olduğu görülmüştür. Bu direncin kalıtım 

derecesi duyarlı L. virosa IVT 1398 ile yapılan karşılaştırması sonucunda dominant bir 

direnç genin varlığını doğrulamış olup bu gen için Bw sembolü önermişlerdir. 

(Maisonneuve ve ark., 1991) 

 

Walkey ve Pink, (1990) yaptığı çalışmada ticari ve diğer bazı marul türlerinde Beet 

Western Yellow Virüs (BWYV)’ ne tarla ve sera koşullarında dayanıklılığın belirlemesi 

için 1985, 1986 ve 1987 yıllarında yapılan tarla deneylerinde marul çeşitlerinin 

BWYV’ye reaksiyonlarında farklılık gösterdiğini ancak ana ticari türlerde dayanıklılığın 

tespit edilmediğini Batavian tipi çeşitlerde,  Lactuca perennis ve  L. muralis'de aşırı 

direnç olduğunu belirlemişlerdir. BWYV  bazı marul çeşitlerinde % 63  verim kaybına 

neden olduğunu, bazı marul çeşitlerinde ise %38 oranında  olgunlaşmayı geciktirdiğini 

belirlenmişlerdir.  

Dogimont ve ark., (1997) Fransada Kavun’da (Cucumis melo L). Cucurbit aphid-borne 

yellows luteovirus (CABYV) dayanıklılığı kalıtımını belirlemek için dayanıklı bir Hint 

hattı olan PI 124112 ile Charentais tipi duyarlı bir çeşit Vedrantais arasındaki 

melezlerden elde edilen üç generasyonu incelemişlerdir. F2 dölleri ve rekombinant 

yakın dölleri doğal enfeksiyon koşulları altında açık alanda ve kontrollü koşullardaki 

Myzus persica yaprak biti tarafından taşıyarak bitkilerdeki virüs çoğalmasının ELISA 

ile belirlemişlerdir. PI 124112'deki CABYV dayanıklılığının iki bağımsız tamamlayıcı 
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resisif gen tarafından sağlandığını belirlenmişlerdir. Bu genlere cab-1 ve cab-2 

sembollerini vermişlerdir. 

 

TuYV % 26-46 ya kadar  verim kaybına neden olur. Ilıman sonbahar ve kış koşulları 

yaprak bitlerinin gelişmesi ve yayılmasında etkilidir. Potansiyel dayanıklılık genlerinin 

tanımlanması ve kullanılması bu önemli viral hastalığı kontrol etmek için alternatif bir 

strateji sağlamaktadır. Son çalışmalarda TuYV’ya dayanıklılıkta kullanılabilecek 

potansiyel bir dayanıklılık geninin tespit edildiğini bildirmişlerdir (Stevens ve ark., 

2008). 

Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) ve Cereal yellow dwarf virus-RPV 

(CYDV-RPV)’lerine dayanıklılık ve duyarlığın ölçülmesi için yapılan bir çalışmada 

spesifik primerler  kullanılarak yellow dwarf disease (YDV) hastalığının tanılanmasında  

kullanılma potansiyeline  sahip olduğunu belirlenmiştir (Balaji ve ark., 2003). 

 

Potato leafroll virus (PLRV) en yaygın virüslerden biri olup Patateste önemli bir virüs 

hastalığıdır. Virüs çoğalmasına karşı dayanıklılıkçalışmalarında 2 adet QTLbölgesi. 

Belirlenmiştir. Onbirinci ve  5 ile 6. Kromozomlarda yer aldığını düşündükleri  bu 

genler için SCAR markırlarını geliştirerek dayanıklığın belirlenmesi amacı ile 

kullanılabileceklerini bildirmişlerdir (Marczewski ve ark 2001). 

 

Luteovirüs grubunun bir üyesi olan potato leafroll virüs (PLRV)  kılıf proteini geni, 

patatese aktarılmıştır. Transgenik bitkilerde PLRV multiplikasyonu düşük bulunmuştur. 

Bu genin PLRV'nin kontrolü için pratik ve aynı zamanda virüs bulaşmasının 

mekanizmalarını anlamaya yardımcı olabileceği vurgulanmıştır (Kawchuk ve ark., 

1990). 

 

Chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV) dünya genelinde nohut ürünlerini etkileyen en 

önemli biyotik hastalık etmenidir. CpCDV yerli ve ticari çeşitlerde şiddetli belirtilere 

neden olmaktadır. Transgenik nohut genotiplerinin CpCDV inokülasyonuna verdikleri 

tepkileri değerlendirmek için farklı semptomlara kantitatif değer veren  objektif bir 

puanlama sistemi geliştirilmiştir. İnokülasyon ve skorlama teknikleriyle  70 nohut 
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genotipi taranmış virüs dayanıklılığından çok vektör ile beslemeye dayanıklılığın 

virüsle mücadelede önemli olduğunu bildirmişlerdir (Kanakala ve ark.,  2013).  

 

Avrupa’da kış döneminde artan sıcaklıkla birlikte mısır yetiştiriciliğinde belirgin bir 

sorun haline gele Barley yellow dwarf virus (BYDV) dayanıklılık kaynaklarının 

belirlenmesi için geniş bir germplazm setinde BYDV direncine göre genetik çeşitliliğin 

saptanması ve BYDV direncinde yer alan genlerle bağlantılı tek nükleotid polimorfizm 

(SNP) belirteçlerini tanımlamak için yapılan çalışmada bitkiler, Rhopalosiphum padi  

yaprak biti kullanılarak BYDV PAV  ile inoküle edilmiştir.  Double antibody sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) ve enfeksiyon oranına göre seçilen 

popülasyonlarda haritalama yapılmış BYDV direnci ile önemli derecede ilişkili olan 

SNP'lerin marker destekli seçimde kullanılabileceğini ve BYDV dirençli mısır 

genotiplerinin geliştirilmesi sürecini hızlandırabileceğini  belirlemişlerdir (Horn ve ark., 

2014). 

 

Barley yellow dwarf luteovirus (BYDV), tüm dünyadaki tahıllarda ciddi verim 

kayıplarına neden olur. Etiyopya orijinli arpalardan (Hordeum vulgare L.) gelen Yd2 

geni, BYDV’ye karşı direnç sağlamanın en etkili yöntemidir. Yd2 bölgesinin detaylı bir 

bağlantı haritasının oluşturulması sonucunda genin XYIp lokusunda meydana getirdiği 

protein ürünün, BYDV’ye dayanıklılık sağladığını  belirlemişlerdir (Collins ve ark., 

1996). 

 

Biber bitkilerinde zarar yapan hastalık ve zararlılar içerisinde virüsler, kimyasal 

mücadelelerinin olmaması, tohum, aşı ve vektörlerle taşınmalarından dolayı önemli bir 

yere sahiptirler (Palloix, 1994; Ekbiç ve ark., 1997). Bitki virüsleri, dünyada tarımsal 

ürünlerde hastalık yapan patojenlerin önemli bir grubunu oluşturmaktadır. Bitki virüs 

hastalıkları birim alandan sağlanan verimi düşürmek ve kaliteyi bozmak suretiyle 

önemli boyutlarda ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Bu ekonomik kayıpların 

önüne geçme çabaları yıllardan bu yana insanlığın uğraşı alanını oluşturmuştur (Çandar 

ve Erkan, 2011). 
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Virüs izolatlarının teşhisi ve dayanıklılık mekanizmasını yıkma kapasitelerini ortaya 

koyan çalışmalar, ekonomik olarak önemli ürünlerin sertifikasyon programları ve ileriye 

dönük dayanıklı varyetelerin elde edilmesi, kullanılmasını sağlamaları bakımından 

önemlidir. Ancak spesifik monoklonal antibadiler kullanılarak yapılan ELISA testi 

çalışmaları her iki virüsün ırklarının teşhisinde güvenilir sonuçlar vermemektedir. RT-

PCR bu amaçla kullanılabilecek en güçlü alternatif yöntem olarak kabul edilmektedir 

(Singh, 1998; Weilguny ve  Lorenzen ve ark., 2006). BWYV’nün biberdeki ırklarına 

yönelik çalışma bulunmazken, PYLCV’nün ırklarının teşhisinde daha spesifik olmaya 

yönelik çalışmalar devam etmekte olup, virüs genomunun farklı bölgelerinden spesifik 

primerler hazırlanmaktadır. 

 

Ben Khalifa  ve ark. (2009) Hastalık ve zararlılara karşı dayanıklılık sağlayan genlerin 

kontrolü morfolojik markırların yanında moleküler markırlar da ıslah çalışmalarında 

önemli bir yer tutmayı başarmıştır. Özellikle Son dönemlerde biberde sürekli görülen 

virüslere karşı dayanıklılık çalışmalarında markır destekli seleksiyon (MAS) amaçlı 

çalışmalar artış göstermektedir.  

 

İblağı ve ark. (2006) Bazı gen çiftlerinin hibridizasyonu sonucu patojen virüse karşı 

konukçu bitkiyi sırasıyla bağışık kıldığı, enfeksiyona dayanıklı hale getirdiği, konukçu 

da duyarlılık gerçekleştirerek, enfeksiyondan koruduğu yine genotipik değişiklikler 

yaratarak, patojen virüsün enfeksiyonuna karşı konukçu bitkide tolerans sağladığı, hatta 

virüsün vektörlerine karşı dayanıklılık oluşturduğu durumlar olduğunu bildirmiştir.  
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1. Materyal  

 

3.1.1.  Bitkisel Materyal 

 

Çalışmada kullanılan biber genotipleri Çizelge 1.’de verilmiştir. PM hatları olarak 

kodlanan genotipler INRA (Institut National de la Recherche Agronomique) Fransa 

Ulusal Tarımsal Araştırma Enstitüsü’nden elde edilmiştir. 

 

Çizelge 1. Çalışmada materyal olarak kullanılan genotipler 

 

Sıra 

No 
Genotip Sıra No Genotip 

1 PM 31=YOLO WONDER  17 PM  1685=PURPLE FLASH 

2 PM 162 =YOLO Y 18 PM  1694=MAYFOUQ 

3 
PM 217=PI201234 PIMENT 493-

1 
19 

PM  1700=BIQUINHO 

4 PM 701=L 29-6 20 PM  1179=SHATA 

5 
PM 702=CRIOLLO DE 

MORELOS 334 21 
PM 1088=BOJONEGRO N1125 

6 PM 1084=PI152225 22 PM: 1079=NU MEX CONQUISTADOR 

7 PM 1595=TOTOLAPA 23 PM: 1050=BOUSSO 10 

8 PM 1604=ISHII MIDORI 24 PM: 815=ER FU TOU 

9 
PM 1613=W4 HD(YOLO 

WONDER x CM334)4 25 
PM: 611=MULATO ROQUE 

10 
PM 1614=C69 HD( CM334 x 

Yw)69 26 

PM: 

448=VINETTE 

11 
 PM 1615=HD330 HD(PM217 x 

YW)30 27 PM 1687=ANDRATX 

12 PM  1663=BHUT JOLOKIA 28 Elbeyli Hattı 

13 PM  1678=PADRON 29 Şahibey Çeşidi 

14 PM  1681=SANGRIA 30 Yeniyapan Hattı 

15 PM  1683=CALICO Ornemental     

16 PM  1684=SANTOS FLAMME     
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1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 

10 11 12 
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Şekil 1. Çalışmada materyal olarak kullanılacan genotipler (INRA koleksiyonundan 

alınmıştır. (Çizelge 3.1’deki sıralamaya göre verilmiştir) 

 

3.1.2 Polerovirüslerin Biber Bitkilerine Taşınmasında Kullanılan Yaprak Bitleri 

 

Polerovirüsler ile bulaşık olan bitkilerden çalışmada materyal olarak kullanılan biber 

bitkilerine virüslerin taşınmasında Myzus persicae ve Aphis nerii yaprak biti türleri 

kullanılmıştır. 

 

 

 

13 14 15 

16 17 18 

19 
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3.1.3. Serolojik Çalışmalarda Kullanılan Materyal  

 

ELISA testlerinde, Çizelge 3.1’de belirtilen biber genotiplerine RT-PCR ve sekans 

analizi sonucu PVYV ile infekteli olduğu belirlenen örneklerden alınan bitki yaprakları 

ve meyveler materyal olarak kullanılmıştır. DAS-ELISA testi için kullanılan Cucurbit 

aphid-borne yellow virüs (CABYV) SEDIAG firmasından ticari olarak temin edilmiştir. 

ELISA testlerinde; ELISA kiti, tampon çözeltiler, düz tabanlı 96 kuyu içeren Maxi 

Sorpmikrotiter ELISA plateleri (NUNC-Danimarka), Thermo marka GoScan 

spektrofotometre, otomatik pipetler, pipet uçları ve saf su kullanılmıştır.  

 

3.2. Metot 

 

3.2.1. Çalışmada Kullanılan Biber Genotiplerinin Yetiştirilmesi 

 

Çalışmada kullanılan biber bitkilerin tohumlarının ekimi ve fidelerin yetiştirilmesi için, 

1:1:1 oranında karıştırılan kum, toprak ve torf karışımı, plastik saksılar, plastik küvetler 

kullanılmıştır. Gerekli görüldüğü zaman mikro ve makro besin elementleri içeren 

gübreler uygulanmıştır.   

 

Toplam 30 genotipe ait tohumlar saksılara ekilerek kontrollü koşullarda en az 5 adet 

bitki olacak şekilde yetiştirilmiştir. Bitkiler fide döneminde arazi ye şaşırtılmışıtır. Daha 

sonra biber bitkilerinin gelişimleri izlenmiştir. 

 

3.2.2 Yaprak Bitleri İle Polerovirüslerin Taşınma Çalışmaları  

 

Çalışmada polerovirüsle bulaşık olan biber bitkileri üzerinde Myzus persicae ve Aphis 

nerii yaprak bitleri 2 gün süreyle beslenmek üzere bırakılmıştır. (Şekil 2) 
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Şekil 2. Polerovirüsle bulaşık biberlerde yaprak bitlerinin beslenmesi   

 

Beslenme süresi sonunda çalışmada materyal olarak kullanılan biber bitkileri üzerine 

yaprak bitleri beslenmek üzere bırakılmıştır. (Şekil 3) 
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Şekil 3. Polerovirüslü biber üzerinde beslenen yaprak bitlerinin çalışmada kullanılan 

biber çeşitleri üzerine aktarılması.  

 

3.2.3. Açık Alanda Polerovirüslere Dayanıklılığın Belirlenmesi Çalışmaları 

 

Mayıs - Eylül aylarında arazi koşullarında Çizelge 1’de belirtilen biber genotiplerin 

dikimi yapılmıştır. Polerovirüslerle bulaşık olan bitkilerden arazi koşullarda doğal 

olarak taşınması incelenmiştir. Arazi koşullarında polerovirüsler ile bulaşık olduğundan 

şüphelenilen bitkilerin belirlenmesi amacıyla, öncelikle simptomatolojik gözlemler 

yapılmıştır. Örnek alınan bitkilerde polerovirüslerin sebep olabileceği nekroz, bodurluk, 

boğum aralarında kısalma, yapraklarda kıvrılma ve leke, damar açılması, sarılık, 

nekrotik lekeler ve klorotik leke belirtileri aranmıştır. Virüslerin meydana getirebileceği 

simptomlardan bir veya birkaçını gösteren biber bitkilerinden alınan örnekler, örnek 

poşetlerine numaralandırılarak konulmuş ve buz kutusu içinde laboratuvara getirilmiştir. 

Simptomatolojik gözlemler sırasında, virüs simptomu göstermeyen ancak, simptomun 

gizlenebileceğinden şüphelenilen biber bitki örnekleri de aynı şekilde laboratuara 

getirilmiştir. Bu bitki dokuları, yapılacak olan serolojik çalışmalarda kullanılmak üzere 

kısa bir süre için buzdolabında +4 °C’de muhafaza edilmiştir. 

 

3.2.4. Serolojik Çalışmalar  

 

Arazi çalışmalarında simptomatolojik olarak virüs ile bulaşık olduğundan şüphelenilen 

biber bitkisi örneklerinde, CABYV’nün varlığı DoubleAntibodySandwich (DAS) 

ELISA testi ile araştırılmıştır.  
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ELISA testlerinde kullanılan tampon çözeltiler ve hazırlanması Ek 1’de verilmiştir.  

ELISA testleri sonucunda, sağlıklı kontrol için 405 nm’de elde edilen absorbans 

değerinin en az iki katı veya daha fazla absorbans değeri veren örnekler şüpheli olarak 

değerlendirilmiştir.   

 

3.2.4.1. DAS-ELISA Testi  

 

DAS-ELISA testi çalışmaları, Clark ve Adams (1977) tarafından bildirilen yönteme 

göre ve firmanın bildirdiği protokol dikkate alınarak modifiye edilerek uygulanmıştır. 

Çalışmada kullanılan sulandırma oranları, kitin temin edildiği firmanın belirttiği oranlar 

dikkate alınarak yapılmıştır. DAS-ELISA yöntemi aşağıda belirtilen şekilde 

uygulanmıştır.  

 

1. Virüsler için spesifik γ-globulin, firmanın belirttiği yönteme göre, kaplama tamponu 

ile kullanılacak optimum konsantrasyona göre sulandırılarak (1/200 sulandırma) ELISA 

platelerinin her bir çukuruna 100 µl konulmuş ve platelerin üzeri kapatılarak oda 

sıcaklığında 4 saat inkübe edilmiştir. 

 2. İnkübasyondan sonra yıkama tamponu ile tüm çukurlar üç kez yıkanmıştır. Yıkama 

tamponu üç dakika süreyle çukurlarda bekletilmiş ve ters çevrilerek plate boşaltılmıştır.  

3. Alt alta gelecek şekilde her çift çukura, 100 µl örnek tamponu ile hazırlanmış 

örnekler, düzenlenmiş plana göre konmuş ve plate’in üzeri kapatılıp +4 °C de bir gece 

boyunca inkübe edilmiştir.  

4. İnkübasyondan sonra, platelerin tüm çukurları yıkama tamponu ile üç kez 

yıkanmıştır. Yıkama tamponu, üç dakika süreyle çukurlarda bekletilmiş ve ters 

çevrilerek plate boşaltılmıştır.  

5. Konjugat tamponu içerisinde sulandırılmış olan enzimle işaretli γ globulinden 

(Konjugate) platedeki her kuyuya, 100’er µl konulmuş ve oda sıcaklığında 4 saat 

inkübasyona bırakılmıştır.  

6. İnkübasyondan sonra, yıkama tamponu ile tüm çukurlar üç kez yıkanmıştır. Yıkama 

tamponu üç dakika süreyle çukurlarda bekletilmiş ve ters çevrilerek plate boşaltılmış ve 

kağıt havlu üzerine vurarak kuruması sağlanmıştır.  
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7. Substrat tamponunda taze olarak hazırlanmış substrattan (1mg/ml p-nitrophenyl 

phosphate) her bir çukura 100 µl konmuş ve 30-60 dk veya gerekli görüldüğünde daha 

uzun süre oda sıcaklığında karanlıkta inkübe edilmiştir.  

8. Ölçümler THERMO GOScan spektrofotometre ile 405 nm dalga boyunda  

yapılmıştır.  

 

Arazi çalışmalarında virüsle bulaşık olduğu simtomatolojik olarak şüphelenilen 

örneklere yapılan ELISA testleri sonunda; ELISA okuyucusunda negatif kontrol için, 

405 nm de elde edilen absorbans değerinin en az iki katı ve daha fazla absorbans değeri 

veren örnekler poztif olarak kabul değerlendirilmiştir. 

 

3.2.5.Viral RNA İzolasyonu 

Yaprak ve meyve örneklerinden Tri-Reagent kit (Molecular Research Center Inc.) 

kullanılarak aşağıdaki adımlarla toplam nükleik asitizolasyonu gerçekleştirilmiştir. 

İzolasyonda kullanılan tampon çözeltilerinin içerikleri ve hazırlanma yöntemleri Ek 1’ 

de yer almaktadır. 

 Yaprak ve meyve örnekleri (500 mg), 2 ml ezme tamponu (Ek 1) içerisinde 

homojenizatör kullanılarak ezilip, kullanılıncaya kadar +4
o
C’de saklanmıştır. 

 Ezilen örneklerden 300 µl alınıp üzerine 500 µl Trizol (TR-118) veya Tri Reagent 

eklenmiştir. 

 Vortekslenen örnekler oda sıcaklığında 10 dak bekletilmiştir. 

 Örnekler üzerine 200 µl kroloform eklenip vortekslenmiştir. 

 14.000 devir/dak’de 15 dakika santrifüj yapılıp ayrıştırılan temiz sıvı kısım yeni 

tüplere aktarılmıştır. 

 300 µl izopropanol eklenen tüpler el ile çalkalanmıştır. 

 Tüpler 10 dak oda sıcaklığında bekletildikten sonra 14.000 devir/dak’de 15 dak 

santrifüj edilmiştir. 

 Sıvı kısım atıldıktan sonra her tüpe 1 ml %70 etanol eklenmiş ve 14.000 

devir/dak’de santrifüj edilmiştir . 

 Daha sonra sıvı kısım atılıp tüpler kurutulmuştur. 

 Tüplere 50 µl saf su eklenip vortekslenerek -20
o
C’de muhafaza edilmiştir. 
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3.2.6. Tersine Transkripsiyon (Reverse Transcription, RT) ve Tamamlayıcı DNA 

(cDNA, complementary DNA) Sentezi 

 

 RNA izolasyonu yapılan örneklere PCR aşamasından önce Moury ve ark., 

(2004)’nın bildirdiği protokol kullanılarak aşağıdaki adımlarla tamamlayıcı 

Tersine transkripsiyon ve DNA (cDNA, complementary DNA) işlemi 

uygulanmıştır. Reaksiyon için 2 µl Toplam nükleik asit (TNA) kullanılmıştır. 

Sentez Polerovirus reverse primer (1 µl/örnek) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Karışım sırasıyla 70
o
C’de ve buzda 5’er dakika bekletilmiştir. 

 Karışıma 4 µl 5X tersine transkripsiyon tamponu , 0,8 µl 10 mM dNTP  ve 0,5 µl 

M Maloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse Transcrpitase (20,000 U) 

enzim eklenmiştir.  Reaksiyon karışımı 37
o
C’de 1 saat bekletilerek cDNA sentez 

tamamlanmıştır. 

 

3.2.7. Polimeaz Zincir Reaksiyon (Polymerase chain reaction, PCR) 

rTamamlayıcı DNA sentezlenen örneklerin çoğaltılması PCR yöntemi kullanılarak 

yapılmıştır. Analizde PCR basamakları Moury ve ark., (2004)’nın bildirdiği protokol 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 2 µl Tag Buffer (10X), 1,2 µl MgCl (25 mM), 0,3 µl 

dNTP, 0,3 µl Taq polimeraz, 1 µl Pol Gr R ve Pol G- F primerlerinden oluşan tampon 

çözelti ve 2 µl cDNA’dan oluşan 20 µl’lik karışım ile PCR gerçekleştirilmiştir. 

PCR sonrası elde edilen DNA ürünlerinin elektroforetik analizleri %1.5agaroz jel 

üzerinde 1X TAE (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA, pH 8.0) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Agaroz jel, etidium bromid boyamasından sonra UV 

transilluminator üzerinde gözlenmiş, jel fotoğrafları “GelDoc-It Imaging System” ile 

çekilmiştir. 

3.2.8. Sekans Analizi 

RT-PCR analizi sonucunda pozitif olarak saptanan örnekler METSANTEK (İstanbul 

TÜRKİYE) firmasına sekans analizine gönderilmiştir. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA  

 

Dünyada biberlerde polerovirüsler karşı dayanıklılık ile ilgili çalışma bulunmamaktadır. 

Biber genotiplerinde polerovirüslerin reaksiyonu bilinmemektedir. Bu çalışmada 30 

biber hattının kontrollü sera koşullarında vektör aracılığı ile birlikte arazi koşullarında 

doğal olarak biber bitkilerine taşınmasıyla, biber bitkilerinde meydana getirdiği 

belirtiler incelenmiş olup polerovirüslere dayanıklı olabilecek materyal kaynağı 

araştılmıştır.  

  

4.1. Yaprak Bitleri İle Polerovirüslerin Taşınması Çalışmaları 

 

PYLCV’nin biber bitkilerinde dayanıklılık genleri alleleleriyle olan ilişkileri YW 

(pvr2
+
, duyarlı), YY (pvr2

1
), W4 (Pvr4) ve Florida VR2 (pvr2

2
) indikatör bitkileri 

üzerine, virüslerin vektör yaprakbitleriyle taşınmasıyla incelenmiştir. Virüs, referans 

bitkiler üzerinde hafif şiddetten daha şiddetliye doğru ilerleyen simptomlar meydana 

getirmiş, bitkilerde virüse karşı dayanıklılık özelliği gözlenmemiştir. 

 

 

Şekil 4. Yolo Wonder (sol) ve YoloY (sağ) bitkilerine virüs taşıyan vektör 

yaprakbitleriyle polerovirüslerin taşınması ve yapraklarda PYLCV belirtileri 

 

4.2 Açık Alanda Polerovirüslere Dayanıklılığın Belirlenmesi Çalışmaları 

 

Çalışmanın ikinci yılında Mayıs - Eylül aylarında arazi koşullarında çizelge 3.1 de 

belirtilen biber çeşitlerine  açık alanda deneme kurulmuştur. Arazi koşullarında 
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polerovirüslerin çizelge 3.1 yer alan biberlere doğal olarak taşıması sonucunda meydana 

getirdiği simptomatolojik gözlemler yapılmıştır. Bitkilerde virüslerin sebep olabileceği 

nekroz, bodurluk, boğum aralarında kısalma, yapraklarda kıvrılma ve leke, damar 

açılması, sarılık, nekrotik lekeler ve klorotik lekeler belirtileri aranmıştır. 

Polerovirüslerin meydana getirebileceği simptomlardan bir veya birkaçını gösteren 

biberlerler simtomolojik olarak takip edilmiştir. Biber bitkilerinde yaprakların geneline 

yayılmış sararma veya damar aralarına yayılmış sararma gösteren biber örneklerine ve 

simptom göstermeyen biber örneklerinede ELİSA testi yapılmıştır.  

 

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                           
 

                           
 

 

 

Şekil 5.  Açık alanda polerovirüslerin biber bitkilerinde meydana getirdiği belirtiler 
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4.2. DAS-ELISA Testi Çalışmaları 

 

Cucurbit aphid-borne yellow virüs (CABYV)  sepisisifik antiserum kullanılarak, 

sarılılık, damar açılmamaları gibi belirtiler gösteren biber örneklerinin yapraklarından 

alınan örnekler DAS-ELISA testi yapılmıştır. Test sonucunda toplanan şüpheli 88 biber 

bitkisiden 6 tanesinde DAS- ELİSA testi sonucunda 405nm de negatif değerin en az iki 

katını veren örnekler pozitif kabul edilmiştir. 

 

 

Şekil 6. Elisa testinde pozitif örneklerin görüntüsü  

 

 

Çizelge 2. Biber genotiplerinin DAS-ELISA testi sonucu gösterdekleri absorbans değeri 

(405 nm ) 

 

Absorbans  

Değeri Genotip

Absorbans  

Değeri Genotip

Absorbans  

Değeri Genotip

Absorbans  

Değeri Genotip

Absorbans  

Değeri Genotip

A 0,322 Elbeyli 1 0,190 Elbeyli 9 0,396 Yeniyapan 2 0,237 PM217 0,166 PM 1614

B 0,152 Elbeyli 2 0,174 Elbeyli 10 0,208 Yeniyapan 3 0,147 PM 701 0,129 PM 815

C 0,203 Elbeyli 3 0,204 Elbeyli 11 0,207 Yeniyapan 4 0,149 PM 702 0,351 Şahinbey 

D 0,215 Elbeyli 4 0,189 Elbeyli 12 0,170 PM 448 0,127 PM 1084 0,156 PM 1614

E 0,185 Elbeyli 5 0,222 Elbeyli 13 0,143 PM 1179 0,112 PM 1054 0,119 PM 815

F 0,239 Elbeyli 6 0,190 Elbeyli 14 0,139 PM 1683 0,158 PM 1694 0,110 PM 1604

G 0,155 Elbeyli 7 0,160 Elbeyli 15 0,143 PM 1678 0,220 Hatay Biberi 0,175 PM 1615

H 0,310 Elbeyli 8 2,467 Yeniyapan 1 0,178 PM 1687 0,171 PM 1687 0,129 PM 1694

Absorbans  

Değeri Genotip

Absorbans  

Değeri Genotip

Absorbans  

Değeri Genotip

Absorbans  

Değeri

Negatif 

Kontrol

Absorbans  

Değeri

A 0,106 PM 1681 0,165 PM 1681 0,129 PM 1681 0,171 PM 702 0,087 Tampon

B 0,163 PM 1694 0,143 PM 1694 0,124 PM 1700 0,143 PM 701 0,082 Tampon

C 0,152 PM 1678 0,095 PM 1694 0,166 PM 1678 0,112 PM 217 0,081 Tampon

D 0,165 PM 1615 0,335 F 35 0,191 V3 0,078 Negatif 0,075 Tampon

E 0,105 PM 1678 0,142 PM 1685 0,134 PM 1685 0,080 Negatif 0,072 Tampon

F 0,190 Americana 0,107 PM 31 0,156 PM 31 0,076 Negatif 0,075 Tampon

G 0,176 PM 1683 0,135 PM 162 0,149 PM 162 0,087 Negatif 0,098 Tampon

H 0,129 PM 1678 0,106 PM 1681 0,271 B8 0,091 Negatif 0,173 Tampon
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Das-Elisa testi sonucunda negatif değerin iki katı ve daha fazla absorbans değeri veren 

örnekler virüsle bulaşık olarak belirlenmiştir. (Çizelge 2) 

 

4.3. RT-PCR ve Dizileme Çalışmaları 

 

Arazi çalışmaları sonucunda toplanan örneklerden izole edilen viral RNA tamamlayıcı 

DNA’ya dönüştürülerek Agaroz Jel üzerinde yürütülmüştür. Jel üzerinde bant veren 

örnekler sekans analizine gönderilmiş ve örneklerde PYLCV varlığı doğrulanmıştır 

(Şekil 7). Blast N (Altschul ve ark., 1997) analizi ile NCBI'da yer alan diğer viral 

genom karşılaştırmaları sonucu etmenin % 81 benzerlik oranı ile PYLCV olduğu 

belirlenmiştir.  

 

Örnekler %1,5 agaroz jel üzerinde yürütüldüğünde yaklaşık 1,1 kb büyüklüğünde bant 

meydana getirmişlerdir (Şekil 8).  

 

 

 

Şekil 8. Polerovirüs pozitif örneklerin agaroz jel üzerindeki görüntüsü (Marker 1kb) 
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Şekil 7. Örneklerden elde edilen RT-PCR ürünlerinin sekans kromatogramı 
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Walkey ve Pınk, (1990)  bazı Ticari ve diğer bazı marul çeşitlerinde Beet Western 

Yellow Virüs (BWYV)’ ne tarla ve sera koşullarında dayanıklılık kaynaklarının 

belirlenmesi için yaptıkları çalışmada Lactuca perennis ve  L. muralis'de aşırı 

dayanıklılık olduğu bildirmişlerdir.  

 

Dogimont ve ark., (1997) kavunda (Cucumis melo L). Cucurbit aphid-borne yellows 

luteovirus (CABYV) dayanıklılığın iki bağımsız tamamlayıcı resisif gen tarafından 

sağlandığını belirlenmişlerdir.  

 

Maisonneuve ve ark. (1991),  L. virosa IVT 280 hattının BWYV'ye aşırı dirençli olduğu 

belirlemiş dayanıklılığı kontrol eden bu dominant gene Bw sembolünü vermişlerdir.  

 

Marczewski ve ark., (2001) Potato leafroll virus (PLRV) dayanıklılık çalışmalarında 2 

adet QTL bölgesi belirlemiş bu genler için SCAR markırlarını geliştirmiştir. 

 

Çalışmada arazi çalışmalarında belirti göstermeyen ve ELISA testi sonucu negatif veya 

düşük konsantrasyonda bulunan bulunan PM 1694, PM 1088, PM 1615 ve PM 1050 

genotiplerinin etmene dayanıklılık gösterebileceği düşünülmektedir. Ancak bu 

genotiplerin vektörler aracılığı ile dayanıklılıklarının doğrulanması gerekmektedir. Bu 

genotipler ile yapılack melezlemeler daha sonraki dönemlerde biberlerde etmene 

dayanıklılık konusunda bilgiler verebilme potansiyeline sahiptir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Abiyotik ve biyotik faktörler kültür bitkileri yetiştiriciliğinde kalite ve verim kaybına 

neden olmaktadır. Viral etmenlerin neden olduğu kayıpların yıldan yıla değişmesi ve bu 

kayıplara karşı virüslere karşı kimyasal mücadelenin bulunmaması bitkilerdeki viral 

etmenlerin erken teşhisinin önemini bir kez daha öne çıkarmaktadır. Yapılacak 

teşhislerde simptomatalojik gözlemlerin serolojik, biyolojik ve moleküler testler gibi 

laboratuar yöntemleriyle desteklenmesi şarttır.  

 

Biber bitkisinde kalite ve verim kaybına neden olan viral etmenlerden biri de 

polerovirüslerdir. Dünyada ve Ülkemizde polerovirüsler ile ilgili çalışmalar son 15-20 

yıl gibi kısa bir süre içerisinde yapılmış olup söz konusu çalışmalarda bu cins içersinde 

yer alan virüslerin belirlenmesi, karakterizasyonu gibi çalışmalar yapılmıştır. 

Polerovirüslere dayanıklılık çalışmalarının olmaması nedeniyle çalışmada 30 biber 

genotipinin polerovirüs enfeksiyonuna karşı infeksiyon ve dayanıklılık düzeylerin 

belirlenmeye çalışılmıştır. Surveylerde yaprak ve yaprak damar aralarındaki renk 

açılması, bitkide genel sarılık, meyvedeki şekil bozukluğu ve renk değişimleri gibi 

simptomatolojik gözlemler dikkate alınarak bitki yaprak ve meyvelerinden örnekler 

toplanmıştır. Simptomatolojik gözlemler dikkate alınarak toplanan örnekler bölgemizde 

daha önce yaygın olarak görülen polerovirüslerden CABYV’ne karşı DAS- ELİSA 

testine tabi tutulmuştur. Bu virüsün DAS-ELISA testlerinde kullanılan antiserumlar 

diğer virüslerle çapraz reaksiyona girmektedir  (Buzkan ve ark., 2013). Bu nedenle RT-

PCR yöntemi ve sekans analizi ile tekrarlanması gerekmektedir. Bu nedenle etmen ait 

viral RNA örneklerden izole edilerek PYLCV olarak tanımlanmıştır. Birinci yılda 

vektör kullanılarak yapılan bulaştırmalarda Yolo Y, Yolo Wonder ve W4 genotiplerinin 

etmene dayanıklılık taşımadığı belirlenmiştir. Bu sonuçlar ikinci yıl sürdürülen arazi 

çalışmalarında da doğrulanmıştır. İkinci yıl çalışmalarında her iki tekrarda yüksek 

absorbans değeri gösteren Sangria etmene duyarlı bulunmuştur. Bununla birlikte 

çalışmada arazi çalışmalarında belirti göstermeyen ve ELISA testi sonucu negatif 

bulunan PM 1694, PM 1088, PM 1615 ve PM 1050 genotiplerinin etmene dayanıklılık 

gösterebileceği düşünülmektedir. Ancak bu genotiplerin vektörler aracılığı ile 

dayanıklılıklarının doğrulanması gerekmektedir 
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8. EKLER 

Ek 1.  

 

ELISA Testinde Kullanılan Tampon Çözeltiler 

1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tampon çözeltisi) 

8.0 gr NaCl 

0.2 gr KH2PO4 

2.9 gr Na2HPO4.12H2O veya 

2.3 gr Na2HPO4.7H2O 

1.44. gr Na2HPO4. 2H2O 

1.15 gr Na2HPO4 (anhdrous) 

0.2 gr KCl 

0.2 gr NaN3 

Yukarıda miktarları verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip, pH’sı 0.1 N 

NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmış ve 4 ºC’de saklanmıştır. 

2. Coating Buffer pH 9.6 (Kaplama tampon çözeltisi) 

1.59 gr Na2CO3 

2.93 gr NaHCO3 

0.2 gr NaN3 

Yukarıda miktarı verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip, pH’sı ayarlanmış 

ve 4 ºC’de saklanmıştır. 

3. Washing Buffer (Yıkama tampon çözeltisi) 

Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek hazırlanmıştır. 

4. Sample Extraction Buffer (Örnek tampon çözeltisi) 

Bir litre yıkama tamponu çözeltisi içine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40) 

ilave edilerek hazırlanmıştır. 

5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon çözeltisi) 

Bir litre örnek tampon çözeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave 

edilerek hazırlanmıştır. 

6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon çözeltisi) 

97 ml Diethanolamine 800 ml saf su içine ilave edildikten sonra, 0.2 gr NaN3 

eklenmiş ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmıştır. 


