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Biberlerde Biber Sar1 Damar Viriisii (PVYV) dayaniklilik kaynag belirlemek amaci ile
30 biber genotipinde yaprak bitleri araciligi ile ve arazi kosullarinda g¢alismalar
yiriitilmiistiir. Caligmalar sonucunda yaprak ve yaprak damar aralarindaki renk
acilmasi, bitkide genel sarilik, meyvedeki sekil bozuklugu ve renk degisimleri gibi
simptomatolojik gozlemler dikkate alinarak bitki yaprak ve meyvelerinden Ornekler
toplanmigtir. DAS-ELISA yontemi ile viriisiin genotiplerde multiplikasyonu belirlenmis
etmen RT-PCR ve sekans analizi sonucu dogrulanmistir. Caligmada vektorlerle yapilan
bulastirmalar ve arazi ¢alismalari sonucu Yolo Wonder, Yolo Y, W4 ve Sangria
gesitlerinin etmene duyarli oldugu belirlenmistir. PM 1615=HD330, PM 1050=Bousso
10, PM 1088=Bojonegro ve PM 1694=Mayfouq genotiplerinin etmene dayanikli
olabilecegi ancak vektorler araciligi etmen ile bulastirilarak dogrulanmasi gerektigi

sonucuna ulagilmistir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF SOME PEPPER GENOTYPES RESPONSE TO PVYV

(Pepper vein yellows virus)

Alaittin APALAK
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The Institute for Studies in Sciences and Engineering

Department of Horticulture

Supervisor: Assist. Prof. Dr.Bekir Biilent 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 : PVYYV, Pepper, Aphids, Resistance
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

AMV: Alfalfa mosaic virus (Yonca mozaik viriisii)
CMV: Cucumber mosaic virus (Hiyar mozaik virtisii)
CM344: Criollo de Morelos 334

CAPS Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler

DAS: Double Antibody Sandwich

ELISA: Enzim ilintili immiin test

elF4E: Okaryotik translasyon baslangic faktdrii 4E
FAO: Gida ve Tarim Orgiitii

ha Hektar

kb: Kilobaz

M: Molar

MAS: Marker Assisted Selection ( Markirlara dayali seleksiyon)
mg: Miligram

ml: Mililitre

MRNA: Mesajct RNA

nm: Nano metre

O.D.405: 405 nm okuma degeri

PeVeMoV  Pepper veinal mottle virus(Biber damar benekleneme viriisii)
PLRV: Potato leafroll virus (Patates yaprak kivircikligi viriisii)
PMMoV: Pepper mild mottle virus (Biber noktali benek viriisii)

PVA: Potato viriis A (Patates A viriisii)

PVM: Potato viriis M (Patates M viriisii)

Pvr: Potyviriislere dayaniklilik lokusu

PVX: Potato virus X (Patates X virtisii)

PVBV: Biber ¢izgili damar Viriisii

PVY: Potato virus Y (Patates Y virlisii )

RNA: Riboniikleik asit

TEV: Tobacco etch virus (Tiitiin yaniklik viriisii)
TMV: Tobacco mosaic virus (Tiitiin mozaik viriisii)
ToMV: Tomato mosaic virus (Domates mozaik viriisii)
TSWV: Domates lekeli solgunluk viriisii

Vi



TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu

ul: Mikrolitre

VPg: Viral protein kodlayan bolge
CpCDV Chickpea chlorotic dwarf viriis
BYDV Barley yellow dwarf viriis
PLRV Potato leafroll viriis

TuYV Turnip yellows viriis

CABYV Cucurbit aphid-borne yellows luteovirus
CP kilif proteini

BMYV Brassica yellows viriis

BMYV Beet mild yellowing viriis
PVYV Pepper vein yellows viriis
BChV Beet chlorosis viriis

MABYV Melon aphid-borne yellows viriis

SCSV Subterranean clover stunt viriis
ORF alt1 acik okuma cergevesi

RdRp RNA'ya bagimli RNA polimeraz
SNP tek niikleotid polimorfizm
cDNA Tamamlayict DNA

RT Tersine Transkripsiyon
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1.GIRIS

Biberin insan beslenmesinde kullaniminin yaklasik 7 bin yil onceye dayandigi,
yetistiriciliginin ise 5 bin yildan beri yapildig1 bircok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir (Heiser, 1969). Arkeolojik bulgular 1s18inda biberin anavataninin Amerika
kitast oldugunu ve Capsicum baccatum L. tiiriiniin ilk kez M.O 2000 yillarinda Peru’da
yetistirilmeye baslandigim1 bildirmistir. Aztek, Maya ve Inka yerli halklar iizerinde
mistik ve ruhani bir etkisi olan biber, uzun yillar tanrinin bir hediyesi olarak kabul
gormiistiir (Bosland ve Votava, 1999). Tiirkiye, dnemli gen merkezlerinden biri
olmakla birlikte bitki genetik kaynaklar1 ve genetik ¢esitlilik bakimindan diinyadaki en
onemli {ilkeler arasinda yer alir. Kiigiik, (2001) Anadolu’nun Capsicum annuum L. tiirii

icin bir mikro gen merkezi oldugunu belirtilmistir.

Solanaceae familyasina dahil olan Capsicum cinsi igerisinde yaklagik 30 tiirlin
bulundugu bildirilmistir. Ancak temel olarak Capsicum annuum L., C. baccatum L., C.
chinense Jacq., C. frutescens L., ve C. pubescens Ruiz & Pav. olmak {izere 5 tiir kiiltiire

alinmistir.

Biber insan beslenmesinde Onemli bir yere sahiptir ve mineral besin maddeleri
acisindan zengindir. 100 g taze yesil tath biber 1.1g protein, 92.6 g su, 0.2 gyag 1.4 g
selitloz ve 4.2 g karbonhidrat igermekte ve 29 kalori kazandirmaktadir (Giinay, 2005).
Diinyada toplam 714.188 ha alanda 16.147.559 ton biber iiretimiyle Cin ilk sirayi
alirken; 143.465 ha alanda 2.732.635 ton iiretimiyle Meksika ikinci siradadir. Tiirkiye
ise 2.127.944 ton biber iiretimini 101.000 ha alanda gerceklestirmektedir. Bu degerle
diinyadaki toplam biber {iretiminin % 6’ sin1 karsilamaktadir. Ancak verim bakimindan

incelendiginde dekardan alinan 2106 kg verimle Diinya’da 36. siradadir (FAO, 2017).

Biber bitkisinin iiretimini birgok abiyotik ve biyotik faktor etkilemektedir. Yanlis veya
yetersiz tarimsal uygulamalarin yapilmasi, canli ve cansiz hastalik etmenleri sebebiyle
iirlinde onemli diizeyde verim kayiplar1 meydana gelmektedir. Sebze iiretim alanlarinda
tiretimi sinirlayan biyotik hastalik etmenleri arasinda fungus, bakteri ve viriisler yaygin

olarak bulunmaktadir. Bu etmenler arasinda, kimyasal ve fiziksel yapisi, semptom



olusturmasi, boyutu, tasinmasi, enfeksiyon sekli ve etkin bir miicadelenin olmayisi
sebebi ile viriis hastaliklarinin 6nemli bir yeri vardir (Agrios, 1997). Viris
hastaliklarinin kontroliinde dogrudan kimyasal miicadele olmadigindan, hastaligin
yayllmasimi engellemek i¢in koruyucu Onlemler ©Onem kazanmaktadir. Viriis
hastaliklarinin kontroliinde erken tani ve teshis, etkili vektor viriis kaynaginin yok
edilmesi ve yabanci ot miicadelesi, sayilabilecek temel koruyucu dnlemler arasinda yer

alir (Demir, 2005).

Tiirkiye’de biber yetistiriciligini olumsuz etkileyen c¢ok sayida viral etmen rapor
edilmistir. Bir kism1 mekanik olarak temas yoluyla tasinabildigi gibi bazilari, yabanci
otlarla, enfekteli tohumla veya vektor boceklerle (yaprakbiti, trips), enfekteli olmayan
alanlara dogru tasmmmaktadir. Bu kayiplarin, daha ¢ok vektorle tasinan viriislerden
kaynakladigindan siiphe edilmektedir. Ozellikle son on yil igerisinde biber
yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi Giineydogu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde
yaprakbitleriyle tasinan virlis enfeksiyonlarini tespit etmek amaciyla yapilan bir
arastirmada Hiyar mozaik viriisti (CMV), Yonca mozaik viriisii (AMV), Patates X
virtisii (PVX), Patates Y viriisti (PVY), Biber noktali benek viriisii (PMMoV) ve Tiitiin
yaniklik virtisii (TEV)’nden en az bir tanesi ile enfekteli oldugu belirlenmistir (Buzkan
ve ark., 2006).

Waterhouse ve ark., (1988) biberlerde zarara neden olan viral etmenlerden Luteoviridae
familyasinin Enamovirus, Luteovirus ve Polerovirus olmak iizere ii¢ cinsten olustugunu
ve Polerovirus cinsinde bulunan viriislerin mekanik olarak diger bitkilere tasinmadigini
bildirmistir. Bu cins igerisinde yer alan PYLCV ve BWYV ilk kez, biberlerde
Hatay’dan alinan 6rneklerin molekiiler karakterizasyonu icin yapilan detayli incelemede
karigik enfeksiyon olarak belirlenmistir. Karisik enfeksiyon tasiyan Ornekten izole
edilen niikleik asit dizi analizleri, viriislerin Biber sart yaprak kivirciklik virtisii (Pepper
yellow leaf curl virus, PYLCV) ve Pancar bati sarilik viriisii (Beet western yellows

virus, BWYV) oldugunu gostermistir (Buzkan ve ark., 2013).

Poleroviriis cinsi viriisler (familya Luteoviridae) 6nemli bitki patojenleridir. Sebze

tiretimi yapilan alanlarda siklikla biiyiik verim kayiplarina neden olur. Poleroviral



virionlar, bir icosahedral kilif icinde kapsiillenmis tek sarmalli bir pozitif RNA'dan (+
ssSRNA) olusur. Yaprak bitleri tarafindan persistent olarak tasinir. Yaprak aralarinda
sararma, yaprakta renk degisimi, yaprakta kivirciklik, ve bodurlasma belirtileri

gosterdigini bildirmistir. (Katis ve ark, 2007)

Polerovirus cinsi Luteoviridae familyasinda bulunup, bu cinste yer alan viriisler
yaprakbitleriyle perzistent (sirkiilatify ve propagatif olmayan (vektdr Iginde
¢ogalamayan) yolla tasinmaktadir (Fereres ve Raccah, 2009).

Ozellikle iilkemizde, iiretimin artigma paralel olarak s6z konusu viriislerin zarari
belirgin olarak ortaya ¢ikmakta ve bu zararin Oniline ge¢mek kimyasal ve kiiltiirel
uygulamalarla miimkiin olamamaktadir. Bunun en etkin ¢6ziimii ise dayanikli gesit
kullanmaktir. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de dayanikli F; ¢esitlerin kullanimi

yayginlagmistir (Simsek ve ark., 2015).

Kiiltiir bitkilerinde kalite ve verim kaybina sebep olan viriis hastaliklari ile giiniimiizde
degisik kiiltiirel Onlemler kullanilarak miicadele yapilmaktadir. Bunlarin basinda;
termoterapi ve doku kiiltiirii gibi yontemlerle elde edilmis viriislerden ari tretim
materyali kullanilmasi, {iriin miinavebesi, ¢apraz koruma, inokulum kaynag: olabilecek
bulasik bitkilerin tarim alanlarindan uzaklastirilmasi, viriis vektorleri (bocek, nematod,
fungus vs.) ile miicadele edilmesi ve viriislere dayanikli bitkilerin gelistirilmesi (Klasik
1slah ve molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak) gelmektedir. Bununla birlikte,
ozellikle viriis vektorleriyle kimyasal miicadelede kullanilan insektisitlerin ¢evre ve
insan saghg: tizerindeki olumsuz etkileri ve bu kimyasallara kars1 dayamkli vektor
wrklariin ortaya ¢ikmasi, viriislerden ari bitkilerin ise arazi kosullarinda meydana gelen
enfeksiyonlara karst dayaniklilik gdstermemesi arastiricilart son yillarda molekiiler
biyoloji tabanh tekniklerle viriislere ve vektorlere dayanikli bitkilerin elde edilmesine

yonlendirmistir (Yesil ve Ertung, 2012).

Kimyasal miicadelesinin heniiz olmamasi1 ve biber yetistiriciligini 6nemli oOlcilide
kisitliyan poleroviriislere karsi dayanikli materyal kaynaklarin arastirilmasi biiylik 6nem

arz etmektedir. Calismada kulanilan biber genotiplerine bulasik biber bitkilerinden



yaprak biti ile poleroviriis tasmnarak biber genotiplerinde olusturdu tepkiler
incelenmistir. Poleroviriislerin olusturdugu infeksiyonlara gore biber tiplerinden alinan
orneklerde Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV)’ye karsi tepkileri DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immunesorbent Assay) yontemine
gore analiz ederek dayanikli veya tolerant hatlarin olup olmadigi arastirilmistir. Bu
calisma da amag bazi biber genotiplerinde kontrollii kosullar altinda ve arazi sartlarinda
poleroviriislere  dayaniklilik  durumu  belirlenecek olup 1slah  ¢alismalarinda

kullanilabilecek dayanikli materyallerin tespit edilmesi ¢alismanin temel amacidir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Tirkiye’de baharatlik biber iiretiminin biiyiik bir kismi Kahramanmaras, Gaziantep,
Sanlurfa, Diyarbakir, Adiyaman ve Hatay illerinden karsilanmaktadir. Biber meyveleri
taze olarak tiiketilirken, yaygin olarak iilkemizin giiney bolgelerinde toz biber veya
salca olarak da islenmektedir. Bu bdlgelerin biiylik bir boliimiinde yetistiricilik, lokal
populasyonlardan aliman tohumlarla yapilmaktadir. Tohumda yiiksek oranda agilim
oldugundan, ana bitkiden gelen oOzelliklerde degisim meydana gelmekte ve biber
meyvesinin kalite 6zelliklerinde 6nemli 6l¢iide kayiplar olmaktadir. Bu amagla, sozii
edilen yorelerdeki tiniversiteler ve bolge arastirma enstitiileri Uistliin 6zelliklere sahip
yeni hatlar ve hibrid ¢esitler elde etmek amaciyla islah programlar1 uygulamaya

baslamistir (Akinci ve Akinci, 1999).

Biber yetistiriciliginde ekonomik anlamda kalite ve kantite parametrelerinin diismesinde
viral kaynakli etmenlerin etkisi biiyiiktiir. Tiirkiye’de acik alanlarda biber tariminin
yapildig1 bir¢ok yorede viriis enfeksiyonlari tespit edilmistir. Viriislere karsi dogrudan
kimyasal miicadelenin mevcut olmamasi, diger kontrol yoOntemlerinin ireticiler
tarafindan yeterli diizeyde bilinmemesi ve viriis epidemiyolojisi iilkemizde yeterli
calismanin yapilmamis olmas: viriis zararlarindan kaynaklanan kayiplarin her gecen giin

artmasina neden olmaktadir.

Biberlerde viral ajanlarin neden oldugu ilk hastalik teshis caligmalar1 yakin zamanda
baslamis ve Mathews (1992), son yillarda yogunlagsan c¢aligsmalar sonucunda biber

bitkisine hastalik yapan 17 viriis grubu ve bu gruplarda 37 viriis oldugunu belirtmistir.

Polerovirus cinsi Luteoviridae familyasi {iye olan Cucurbit aphid-borne yellows virus
(CABYV) ilk kez 1982'de Fransa'da bildirilmistir. Viriisiin 6zellikle yasl yapraklarda
sararma ve koyulagsmaya neden oldugu, viriisiin erken enfeksiyon olusturdugu kavun ve
hiyarda % 40-50 verim kayiplarina neden oldugu belirtilmistir. Poleroviriislerin spesifik
yaprak biti vektorleri ile sirkiilatif nonpropagatif bir sekilde tasindigi ancak mekanik
olarak taginmadigi bildirilmistir. CABYV'nin Myzus persicae ve Aphis gossypii
tarafindan siklikla diger kabakgil tiirlerine tagindig1 bildirilmistir (Lecoq ve ark, 1992).



Tayvan'da CABYV ilk kez 1997'de kavun iizerinde bulunmus ve 1997-2007 yillar
arasinda yapilan ¢alismalarda kabakgil bitkilerinde yaygin olarak tespit edilmistir (Deng
ve ark., 2007).

Poleroviriis partikiilleri, yaklagik 25 nm'lik bir isohedral simetriye ve 5,7 kb'lik tek
iplikli (ss) pozitif RNA molekiiliine sahiptir. Genom alt1 agik okuma c¢ercevesinde
(ORF'ler) organize edilir. Yaklagik 200 nt'lik bir kodlamayan intergenik bdlge (IR),
ORF3'ten (kilif proteini, CP) ORF2'yi (muhtemel RNA'ya bagimli RNA polimeraz,
RdRp) ayirmaktadir. (D'Arcy ve Domier, 2005).

Biberde zararli olan 42 adet virlisiin yaptig1 yillik zarar %42-%80 dolayindadir. Bu
virtisler arasinda Hiyar mozaik viriisii (CMV), Patates Y viriisii (PVY), Biber ¢izgili
damar virtsii (PVBYV), Tiitiin mozaik viriisii (TMV) en 6nemli viriislerdir (Palloix,

1994; Ekbig ve ark., 1997).

Arli-Sokmen ve ark. (2005) Samsun'da topladiklar1 toplam 313 biber 6rneginde DAS-
ELISA ile %15,4linde TMV+PVY karisik enfeksiyonunu tanilamistir. AMYV, biber ekili
alanlarda ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir. Yaklasik 15 familyaya ait 24 yabanci ot
tiirtiniin 16 tanesinde en az bir viriis enfeksiyonu belirlenmistir. Amaranthus retroflexus,
(CMV, PVY, ToMV, TMV ve TSWV’niin ortak konukc¢usu olarak belirlenirken,
Hibiscus trionum, PVY ve TSWV i¢in yeni bir konuk¢u olarak rapor edilmistir.

Buzkan ve ark. (2006), Giineydogu (Sanlurfa, Gaziantep) ve Dogu Akdeniz
(Kahramanmarag, Hatay) bolgelerinde biberde yaprakbitleriyle tasiman viriislerin
bazilarinin yayilimlarin1 tespit etmek amaciyla toplanan oOrnekleri DAS-ELISA ile
CMV, AMV, PVX, PVY, PMMoV ve TEV icin testlemistir. Orneklerin %64,8’inin bir
veya daha fazla virlisle enfekteli oldugunu belirlemistir. PVY biberde en yaygin virus
olarak bulunurken bunu PVX, AMV, TEV, PMMoV ve CMV enfeksiyonlar takip
etmistir. PMMoV 0Ornek alinan biitiin bolgelerde ilk kez tespit edilmistir. Ayni
arastirmacinin Kahramanmaras’ta yetistirilen biberlerde tohumla taginan viriislerin PCR

ile tanilanmasina yonelik aragtirma yapmis ve ¢ok az oranda tohumda CMV tespit



edilmistir (Buzkan ve ark., 2009). Yorede viriislerin tohumla taginma oraninin énemli

olmayacak seviyelerde oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Buzkan ve ark. (2013) Hatay'dan alinan orneklerde PYLCV ve BWYV'in karisik
enfeksiyonunu tanilanmiglardir. Her iki viriis Luteoviridae familyasinda Polerovirus
cinsinde yer almaktadir. Polerovirus cinsinde yer alan virlisler (+) yonde, linear, tek
sarmal RNA ve alti ORF’ye sahiptirler. Partikiilleri izometrik sekilli, 25-30 nm
blytikliglindedir. Viral niikleik asit 5600-5882 nt’den meydana gelmistir. Luteoviridae
familyasindaki biitiin viriisler floemde sinirhdir ve yaprakbitleriyle (Myzus persicae,
Aphis gossypii) sirkiilatif (propagatif olmayan) perzistent olarak tasinirlar (Beuve ve
ark. 2007; Dombrovsky ve ark., 2010).

Luteoviridae familyasinda iiye olan gruplarin mekanik olarak, bitki 6zsuyunun konukg¢u
indikator bitkilere taginmasi miimkiin olmadigmi bildirmistir. (Waterhouse ve
ark.,1988).

Poleroviriislerin serolojik tanilanmasinda, viriislerin poliklonal antiserumlar1 arasinda
cok yakin iligki bulunmaktadir (Duffus ve Russell, 1970; Hauser ve ark., 2000). Baz1
virologlara gore BMYV, BWY V’iin 1rki olarak kabul edilmektedir. Son 10 yilda her iki
viriisii birbirinden ayird etmek icin yapilan ¢aligmalarda, BMY V’niin bir¢ok Avrupa
orijinli yabanci otlar1 enfekteledigini, ancak konuk¢u dizisinin BWYV’niin Avrupa
izolatindan daha dar oldugu vurgulanmistir (Stevens ve ark. 1994; Graichen ve

Rabenstein, 1996).

Luteoviridae familyasia dahil Poleroviriis cinsinin sekerpancarinda hastalik yapan {i¢
tiyesi mevcuttur. Sekerpancari hafif sarilik viriisii (Beet mild yellowing virus=BMYYV),
Seker pancar1 kloroz viriisii (Beet chlorosis virtis=BChV) ve Seker pancari bati sarilik
viriisii (Beet western yellows virus-USA=BWYV-USA) diir. Kismen Avrupa’da
bulunan ve seker pancarini hastalandirmayan BWYV izolati heniiz Salgam sarilik
virlisii (Turnip yellows virtis=TuYV). olarak adlandirilmamistir. Etmenle bulasik seker
pancarinin yash yapraklari bulasmadan sonraki 4-6 hafta icerisinde saramaya baslar.

Daha sonra tamamen sararir ve kalinlasir. Bir¢ok yaprak biti tiirii ile persistent olarak



tasiman poleroviriislerin en onemli vektorii seftali yaprak biti (Myzus persicae) dir
(Stevens ve ark. 2005).

Stevens ve ark. (1994), sekerpancarindan topladiklar1t BMYV izolatlar1 arasindaki
cesitlilikleri monoklonal antibadilerle test ederek indikator bitkilere tasinimlarini
karsilastirmiglardir. Yaygin BWYV izolatlarinin monoklonal antibadilerle reaksiyona
girdigini ve ¢oban cantasi bitkilerini hastalandirdigint BMY'V izolatinin antibadilerle

reaksiyona girmedigini ve ¢oban c¢antasi birkilerini hastalandirmadiklarini bildirmistir.

Wilson ve ark. (2012) Tasmanya’da ekonomik Oneme sahip brokkoli, karnabahar,
fasulye ve bezelye lriinlerinini Potyviriisler, Luteoviridae familyasina dahil viriisler ve
AMV, CMV, SCSV (Subterranean clover stunt virtis) TSWV ve Karnabahar mozaik
virlistine kars1 test etmislerdir. Her iriin i¢in muhtemel viriisleri test ettikleri
calismalarin1  2007-2010 yillart arasinda gerceklestirmiglerdir. Havugta viriise
rastlamazlarken Bezelye ve brokkoli Luteoviridae familyasina dahil viriislerin en fazla
gorildiigl tirler olmuslardir. Potyviriislerden bezelyede PSbMV (Pea seed-borne
mosaic viriis) ilk yil goriilmiis tohumlarin yenilenmesi ile sonraki yillarda bu viriise
rastlanmamistir. Luteoviriis izolatlarinin ise Salgam sarilik virlisti (Turnip yellows viriis)

oldugu belirlenmis ve izolatlarin CABY'V ile benzerlik gosterdigini belirlemislerdir.

Xiang ve ark. (2008) CABYV Cin izolatinin RNA genomunu tamamin dizilemisler ve
MABYV (Melon aphid-borne yellows virlis) virisiinii ilk defa belirlemislerdir.
CABYV-CHN izolatinin % 89.0 oraninda Fransiz CABYV izolat1 ile benzerlik
gosterdigini bildirmislerdir. MABY'V ile CABYV ve diger poleroviriisler arasinda ise %
50.7-74.2 arasinda degisen oranlarda benzerlikler bulmuslardir. Farkli gen bolgelerinin
olusturduklar1 aminoasit dizilemlerinin benzerliklerinin ise % 24.8 ile % 82.9 arasinda
degistigini belirten arastirmacilar MABY V’i poleroviriis cinsinin yeni bir iiyesi olarak

duyurmuslardir.

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

borne yellows viriis (MABYV)iiniin kabakgillerde sararmalara neden oldugunu



bildirmislerdir. Rekombinasyon analizinin MABYV’in rekombinant bir viriis

olabilecegi dogrultusunda sonug¢ verdigini belirlemislerdir.

Yaprak malformasyonu ve lekelenme gosteren bir Cin lahana bitkisinin RNA's1
(Brassica campestris ssp. Pekinensis) etiketlenmis, bitki viriislerini ve viroidlerini
saptayabilen bir DNA ¢ipi hibridize edilmistir. Beet mild yellowing virus (BMYV) ve
Beet western yellows virus (BWYYV) i¢in spesifik problarin pozitif sonuglar vermis
BMYYV, BWYYV, Beet chlorosis virus ( BChV) ve Turnip yellows virus (TuYV) de dahil
olmak iizere ¢esitli poleroviriislerle % 90 veya daha fazla benzerlik gostermistir. Lim

ve ark, 2015).

Hindistan, Endonezya, Mali, Filipinler, Tayland ve Tayvan'daki tarlalardan toplanan 29
biber ve kopek tiziimii 6rneginde ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile Poleroviriis enfeksiyonu belirlenmistir. Kismi genom dizilerinin sekans
analizi ile 13 biber 6rneginde Pepper vein yellows virus (PeVYV) saptamiglardir
(Knierim ve ark., 2013).

Xiang ve ark., (2008) 2006 yilinda Cin’de yaptig1 survey ¢alismalarinda seker pancari
drerim alanalarimin  %35-%30 arasinda degisen oranlarda sarilik semptomlari
gozlemlemislerdir. Yash ve orta yasli yapraklarin damar aralarinda gozlemledikleri
sararmalarin daha once Hauser ve ark. (2000) ve Stevens ve ark., (2005) tarafindan
diger iilkelerde rapor edilen poleroviriis (Beet western yellows virus, BWYV; Beet mild
yellowing virus, BMYV; Beet chlorosis virus, BChV) semptomlari ile benzerlikler
gosterdigini ifade etmislerdir. Marullardan topladiklari izolatlarin da BWY'V oldugunu
belirleyen arastirmacilar marul izolatlarinin %88-98 oraninda sekerpancarindan izole

edilen izolatlarla benzerlik gosterdiklerini belirlemislerdir.

Brassica yellows virus, Luteoviridae ailesi iginde Poleroviriis cinsinde yeni tanimlanan
bir tlirdiir. Brassica yellow viriis (BrYV), Cin Halk Cumhuriyeti ve Giliney Kore
genelinde yaygin olarak bulunur ve lahanagilleri etkileyen énemli bir viriistiir. (Zhang

ve ark, 2014)



Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV), diinya genelinde baklagil bitkilerde
sararma belirtilerine neden olur. Iran ve Slovakya'dan CABYV izolatlar1 icin kilif
proteini (CP) geni sekanslar1 ilk kez bildirilmektedir. CABYV izolatlarinin sekans
benzerliginin viriisiin epidemik yayginligini yansittigini ve virlisiin konukcu ve vektorel
bocek miktarina bagli olarak diinya genelinde hizla yayildigini bildirmislerdir. (Bananej
ve ark, 2009)

Marul yetistiriciligi yapilan bolgelerde ciddi kayiplara neden olan Luteovirus grubunun
bir iiyesi olan Pancar Bati Sarilik Virtis (BWYV), birgok. Marul ¢esitlerinde (Lactuca
sativa L.) veya L. serriola L. ve L. saligna L."de BWYV'ye karsi tam direng tespit
edilememistir. Maisonneuve ve ark., (1991) L. virosa'nin test edilen ii¢ hattindan biri
olan IVT 280, BWYV'ye asir1 direngli oldugu goriilmiistiir. Bu direncin kalitim
derecesi duyarli L. virosa IVT 1398 ile yapilan karsilastirmasi sonucunda dominant bir
diren¢ genin varligini dogrulamis olup bu gen igin Bw semboli 6nermislerdir.

(Maisonneuve ve ark., 1991)

Walkey ve Pink, (1990) yaptig1 ¢aligmada ticari ve diger bazi marul tiirlerinde Beet
Western Yellow Viriis (BWYV)’ ne tarla ve sera kosullarinda dayanikliligin belirlemesi
icin 1985, 1986 ve 1987 yillarinda yapilan tarla deneylerinde marul cesitlerinin
BWYV’ye reaksiyonlarinda farklilik gosterdigini ancak ana ticari tiirlerde dayanikliligin
tespit edilmedigini Batavian tipi ¢esitlerde, Lactuca perennis ve L. muralis'de asir1
direng oldugunu belirlemislerdir. BWYV bazi marul ¢esitlerinde % 63 verim kaybina
neden oldugunu, bazi marul gesitlerinde ise %38 oraninda olgunlasmay1 geciktirdigini

belirlenmislerdir.

Dogimont ve ark., (1997) Fransada Kavun’da (Cucumis melo L). Cucurbit aphid-borne
yellows luteovirus (CABYYV) dayanikliligi kalitimini belirlemek i¢in dayanikli bir Hint
hatti olan PI 124112 ile Charentais tipi duyarli bir ¢esit Vedrantais arasindaki
melezlerden elde edilen ii¢ generasyonu incelemislerdir. F, dolleri ve rekombinant
yakin dolleri dogal enfeksiyon kosullar altinda acgik alanda ve kontrollii kosullardaki
Myzus persica yaprak biti tarafindan tasiyarak bitkilerdeki viriis ¢ogalmasimin ELISA
ile belirlemislerdir. Pl 124112'deki CABYV dayanikliliginin iki bagimsiz tamamlayici
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resisif gen tarafindan saglandigini belirlenmislerdir. Bu genlere cab-1 ve cab-2

sembollerini vermislerdir.

TuYV % 26-46 ya kadar verim kaybina neden olur. I[liman sonbahar ve kis kosullar
yaprak bitlerinin gelismesi ve yayilmasinda etkilidir. Potansiyel dayaniklilik genlerinin
tanimlanmas1 ve kullanilmasi bu 6nemli viral hastaligi kontrol etmek i¢in alternatif bir
strateji  saglamaktadir. Son c¢alismalarda TuYV’ya dayaniklilikta kullanilabilecek
potansiyel bir dayaniklilik geninin tespit edildigini bildirmislerdir (Stevens ve ark.,
2008).

Barley yellow dwarf virus-PAV (BYDV-PAV) ve Cereal yellow dwarf virus-RPV
(CYDV-RPV)’lerine dayaniklilik ve duyarligin olgiilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada
spesifik primerler kullanilarak yellow dwarf disease (YDV) hastaliginin tanilanmasinda

kullanilma potansiyeline sahip oldugunu belirlenmistir (Balaji ve ark., 2003).

Potato leafroll virus (PLRV) en yaygin viriislerden biri olup Patateste dnemli bir viriis
hastaligidir. Viriis ¢ogalmasmna karst dayaniklilik¢alismalarinda 2 adet QTLbdlgesi.
Belirlenmistir. Onbirinci ve 5 ile 6. Kromozomlarda yer aldigini diigiindiikleri bu
genler icin SCAR markirlarmi gelistirerek dayanikligin  belirlenmesi amact ile

kullanilabileceklerini bildirmislerdir (Marczewski ve ark 2001).

Luteoviriis grubunun bir iiyesi olan potato leafroll virlis (PLRV) kilif proteini geni,
patatese aktarilmistir. Transgenik bitkilerde PLRV multiplikasyonu diisiikk bulunmustur.
Bu genin PLRV'nin kontrolii i¢in pratik ve aynmi zamanda virlis bulagmasinin
mekanizmalarini anlamaya yardimci olabilecegi vurgulanmistir (Kawchuk ve ark.,

1990).

Chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV) diinya genelinde nohut iirtinlerini etkileyen en
onemli biyotik hastalik etmenidir. CpCDV yerli ve ticari gesitlerde siddetli belirtilere
neden olmaktadir. Transgenik nohut genotiplerinin CpCDV inokiilasyonuna verdikleri
tepkileri degerlendirmek i¢in farkli semptomlara kantitatif deger veren objektif bir

puanlama sistemi gelistirilmistir. Inokiilasyon ve skorlama teknikleriyle 70 nohut
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genotipi taranmis viris dayaniklilifindan ¢ok vektor ile beslemeye dayanikliligin

viriisle miicadelede 6nemli oldugunu bildirmislerdir (Kanakala ve ark., 2013).

Avrupa’da kis doneminde artan sicaklikla birlikte misir yetistiriciliginde belirgin bir
sorun haline gele Barley yellow dwarf virus (BYDV) dayaniklilik kaynaklarinin
belirlenmesi igin genis bir germplazm setinde BYDV direncine gore genetik ¢esitliligin
saptanmas1 ve BYDYV direncinde yer alan genlerle baglantili tek niikleotid polimorfizm
(SNP) belirteglerini tanimlamak i¢in yapilan ¢alismada bitkiler, Rhopalosiphum padi
yaprak biti kullanilarak BYDV PAV ile inokiile edilmistir. Double antibody sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) ve enfeksiyon oranina gore segilen
poplilasyonlarda haritalama yapilmis BYDV direnci ile 6nemli derecede iliskili olan
SNP'lerin marker destekli se¢cimde kullanilabilecegini ve BYDV direngli misir
genotiplerinin gelistirilmesi siirecini hizlandirabilecegini belirlemislerdir (Horn ve ark.,
2014).

Barley yellow dwarf luteovirus (BYDV), tiim diinyadaki tahillarda ciddi verim
kayiplarina neden olur. Etiyopya orijinli arpalardan (Hordeum vulgare L.) gelen Yd2
geni, BYDV’ye kars1 direng saglamanin en etkili yontemidir. Yd2 bolgesinin detayli bir
baglant1 haritasinin olusturulmasi sonucunda genin XYIp lokusunda meydana getirdigi
protein iiriiniin, BYDV’ye dayaniklilik sagladigin1  belirlemislerdir (Collins ve ark.,
1996).

Biber bitkilerinde zarar yapan hastalik ve zararlilar igerisinde viriisler, kimyasal
miicadelelerinin olmamasi, tohum, as1 ve vektorlerle tasinmalarindan dolay1 6nemli bir
yere sahiptirler (Palloix, 1994; Ekbi¢ ve ark., 1997). Bitki viriisleri, diinyada tarimsal
iirtinlerde hastalik yapan patojenlerin dnemli bir grubunu olusturmaktadir. Bitki viriis
hastaliklar1 birim alandan saglanan verimi diisiirmek ve kaliteyi bozmak suretiyle
onemli boyutlarda ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu ekonomik kayiplarin
Oniline ge¢cme ¢abalar1 yillardan bu yana insanligin ugras1 alanini olusturmustur (Candar

ve Erkan, 2011).
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Virlis izolatlarinin teshisi ve dayaniklilik mekanizmasini yikma kapasitelerini ortaya
koyan ¢aligmalar, ekonomik olarak 6nemli iiriinlerin sertifikasyon programlari ve ileriye
doniik dayanikli varyetelerin elde edilmesi, kullanilmasini saglamalar1 bakimindan
onemlidir. Ancak spesifik monoklonal antibadiler kullanilarak yapilan ELISA testi
caligmalar1 her iki viriisiin wrklarinin teshisinde giivenilir sonuglar vermemektedir. RT-
PCR bu amagla kullanilabilecek en giiclii alternatif yontem olarak kabul edilmektedir
(Singh, 1998; Weilguny ve Lorenzen ve ark., 2006). BWY V’niin biberdeki irklarina
yonelik ¢alisma bulunmazken, PYLCV’niin 1rklarinin teshisinde daha spesifik olmaya
yonelik ¢aligmalar devam etmekte olup, viriis genomunun farkli bdlgelerinden spesifik

primerler hazirlanmaktadir.

Ben Khalifa ve ark. (2009) Hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik saglayan genlerin
kontrolii morfolojik markirlarin yaninda molekiiler markirlar da islah c¢alismalarinda
onemli bir yer tutmay1 basarmustir. Ozellikle Son dénemlerde biberde siirekli goriilen
viriislere karsi dayaniklilik calismalarinda markir destekli seleksiyon (MAS) amach

calismalar artig gostermektedir.

iblag1 ve ark. (2006) Baz1 gen ciftlerinin hibridizasyonu sonucu patojen viriise kars
konukgu bitkiyi sirasiyla bagisik kildigi, enfeksiyona dayanikli hale getirdigi, konuk¢u
da duyarlhilik gergeklestirerek, enfeksiyondan korudugu yine genotipik degisiklikler
yaratarak, patojen viriisiin enfeksiyonuna kars1 konukgu bitkide tolerans sagladigi, hatta

virlislin vektorlerine kars1 dayaniklilik olusturdugu durumlar oldugunu bildirmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan biber genotipleri Cizelge 1.’de verilmistir. PM hatlar1 olarak

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

Ulusal Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden elde edilmistir.

Cizelge 1. Calismada materyal olarak kullanilan genotipler

Sira

No Genotip Sira No Genotip
1 PM 31=YOLO WONDER 17 PM 1685=PURPLE FLASH
2 PM 162 =YOLO Y 18 PM 1694=MAYFOUQ
3 PM 217=P1201234 PIMENT 493- 19
1 PM 1700=BIQUINHO
4 PM 701=L 29-6 20 PM 1179=SHATA
PM 702=CRIOLLO DE _
5 MORELOS 334 21 PM 1088=BOJONEGRO N1125
6 PM 1084=P1152225 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
PM 1613=W4 HD(YOLO . _
9 WONDER x CM334)4 25 PM: 611=MULATO ROQUE
10 PM 1614=C69 HD( CM334 x PM:
Yw)69 26 448=VINETTE
11 PM 1615=HD330 HD(PM217 x
YW)30 27 PM 1687=ANDRATX
12 |PM 1663=BHUT JOLOKIA 28 Elbeyli Hatt1
13 |PM 1678=PADRON 29 Sahibey Cesidi
14 |PM 1681=SANGRIA 30 Yeniyapan Hatt1
15 | PM 1683=CALICO Ornemental
16 |PM 1684=SANTOS FLAMME
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PM1683 CH10

Sekil 1. Calismada materyal olarak kullanilacan genotipler (INRA koleksiyonundan

almmustir. (Cizelge 3.1°deki siralamaya gore verilmistir)
3.1.2 Poleroviriislerin Biber Bitkilerine Tasinmasinda Kullanilan Yaprak Bitleri
Poleroviriisler ile bulasik olan bitkilerden ¢alismada materyal olarak kullanilan biber

bitkilerine viriislerin tasinmasmda Myzus persicae ve Aphis nerii yaprak biti tiirleri

kullanilmastir.
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3.1.3. Serolojik Calismalarda Kullanilan Materyal

ELISA testlerinde, Cizelge 3.1’de belirtilen biber genotiplerine RT-PCR ve sekans
analizi sonucu PVYYV ile infekteli oldugu belirlenen 6rneklerden alinan bitki yapraklar
ve meyveler materyal olarak kullanilmigtir. DAS-ELISA testi i¢in kullanilan Cucurbit
aphid-borne yellow viriis (CABYV) SEDIAG firmasindan ticari olarak temin edilmistir.
ELISA testlerinde; ELISA kiti, tampon ¢d6zeltiler, diiz tabanli 96 kuyu igeren Maxi
Sorpmikrotiter ELISA plateleri (NUNC-Danimarka), Thermo marka GoScan
spektrofotometre, otomatik pipetler, pipet uglar1 ve saf su kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Calismada Kullanilan Biber Genotiplerinin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan biber bitkilerin tohumlarinin ekimi ve fidelerin yetistirilmesi i¢in,
1:1:1 oraninda karistirilan kum, toprak ve torf karisimi, plastik saksilar, plastik kiivetler
kullanilmistir. Gerekli goriildiigli zaman mikro ve makro besin elementleri iceren
giibreler uygulanmistir.

Toplam 30 genotipe ait tohumlar saksilara ekilerek kontrollii kosullarda en az 5 adet
bitki olacak sekilde yetistirilmistir. Bitkiler fide doneminde arazi ye sasirtilmigitir. Daha
sonra biber bitkilerinin gelisimleri izlenmistir.

3.2.2 Yaprak Bitleri Ile Poleroviriislerin Tasinma Cahsmalar

Calismada poleroviriisle bulagik olan biber bitkileri iizerinde Myzus persicae ve Aphis

nerii yaprak bitleri 2 giin siireyle beslenmek tizere birakilmistir. (Sekil 2)
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Sekil 2. Poleroviriisle bulagik biberlerde yaprak bitlerinin beslenmesi

Beslenme siiresi sonunda ¢alismada materyal olarak kullanilan biber bitkileri iizerine

yaprak bitleri beslenmek tizere birakilmistir. (Sekil 3)
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Sekil 3. Poleroviriislii biber {lizerinde beslenen yaprak bitlerinin ¢alismada kullanilan

biber cesitleri tizerine aktarilmasi.

3.2.3. Acik Alanda Poleroviriislere Dayanikliligin Belirlenmesi Calismalar:

Mayis - Eyliil aylarinda arazi kosullarinda Cizelge 1°de belirtilen biber genotiplerin
dikimi yapilmistir. Poleroviriislerle bulagik olan bitkilerden arazi kosullarda dogal
olarak taginmasi incelenmistir. Arazi kosullarinda polerovirisler ile bulasik oldugundan
stiphelenilen bitkilerin belirlenmesi amaciyla, oncelikle simptomatolojik gozlemler
yapilmigtir. Ornek alinan bitkilerde poleroviriislerin sebep olabilecegi nekroz, bodurluk,
bogum aralarinda kisalma, yapraklarda kivrilma ve leke, damar acilmasi, sarilik,
nekrotik lekeler ve klorotik leke belirtileri aranmistir. Viriislerin meydana getirebilecegi
simptomlardan bir veya birkagin1 gdsteren biber bitkilerinden alinan &rnekler, 6rnek
posetlerine numaralandirilarak konulmus ve buz kutusu i¢inde laboratuvara getirilmistir.
Simptomatolojik gdézlemler sirasinda, virlis simptomu gostermeyen ancak, simptomun
gizlenebileceginden siliphelenilen biber bitki Ornekleri de ayni sekilde laboratuara
getirilmistir. Bu bitki dokular1, yapilacak olan serolojik ¢alismalarda kullanilmak tizere

kisa bir siire i¢in buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.4. Serolojik Calismalar
Arazi ¢calismalarinda simptomatolojik olarak viriis ile bulagik oldugundan siiphelenilen

biber bitkisi Orneklerinde, CABYV’niin varlifi DoubleAntibodySandwich (DAS)
ELISA testi ile arastirilmistir.
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ELISA testlerinde kullanilan tampon c¢ozeltiler ve hazirlanmast Ek 1’de verilmistir.
ELISA testleri sonucunda, saglikli kontrol i¢in 405 nm’de elde edilen absorbans
degerinin en az iki kat1 veya daha fazla absorbans degeri veren ornekler siipheli olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4.1. DAS-ELISA Testi

DAS-ELISA testi ¢alismalari, Clark ve Adams (1977) tarafindan bildirilen yonteme
gore ve firmanin bildirdigi protokol dikkate alinarak modifiye edilerek uygulanmistir.
Calismada kullanilan sulandirma oranlari, kitin temin edildigi firmanin belirttigi oranlar
dikkate alinarak yapilmistir. DAS-ELISA yontemi asagida belirtilen sekilde

uygulanmigtir.

1. Virtsler i¢in spesifik y-globulin, firmanin belirttigi yonteme gore, kaplama tamponu
ile kullanilacak optimum konsantrasyona gore sulandirilarak (1/200 sulandirma) ELISA
platelerinin her bir ¢ukuruna 100 pl konulmus ve platelerin tizeri kapatilarak oda
sicakliginda 4 saat inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyondan sonra yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar {i¢ kez yitkanmistir. Yikama
tamponu li¢ dakika siireyle ¢ukurlarda bekletilmis ve ters cevrilerek plate bosaltilmistir.

3. Alt alta gelecek sekilde her c¢ift cukura, 100 pl 6rnek tamponu ile hazirlanmig
ornekler, diizenlenmis plana gore konmus ve plate’in iizeri kapatilip +4 °C de bir gece
boyunca inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra, platelerin tiim cukurlari yikama tamponu ile {ic kez
yikanmistir. Yikama tamponu, ii¢ dakika siireyle c¢ukurlarda bekletilmis ve ters
cevrilerek plate bosaltilmistir.

5. Konjugat tamponu igerisinde sulandirilmis olan enzimle isaretli y globulinden
(Konjugate) platedeki her kuyuya, 100’er pul konulmus ve oda sicakliginda 4 saat
inkiibasyona birakilmistir.

6. Inkiibasyondan sonra, yikama tamponu ile tiim ¢ukurlar ii¢ kez yikanmistir. Yikama
tamponu li¢ dakika siireyle ¢ukurlarda bekletilmis ve ters gevrilerek plate bosaltilmis ve

kagit havlu iizerine vurarak kurumasi saglanmstir.
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7. Substrat tamponunda taze olarak hazirlanmis substrattan (1mg/ml p-nitrophenyl
phosphate) her bir cukura 100 pl konmus ve 30-60 dk veya gerekli goriildiigiinde daha
uzun siire oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.

8. Olgiimler THERMO GOScan spektrofotometre ile 405 nm dalga boyunda

yapilmustir.

Arazi caligmalarinda viriisle bulasik oldugu simtomatolojik olarak siiphelenilen
orneklere yapilan ELISA testleri sonunda; ELISA okuyucusunda negatif kontrol i¢in,
405 nm de elde edilen absorbans degerinin en az iki kat1 ve daha fazla absorbans degeri

veren drnekler poztif olarak kabul degerlendirilmistir.

3.2.5.Viral RNA izolasyonu

Yaprak ve meyve Orneklerinden Tri-Reagent kit (Molecular Research Center Inc.)
kullanilarak asagidaki adimlarla toplam niikleik asitizolasyonu gergeklestirilmistir.
izolasyonda kullanilan tampon ¢dzeltilerinin igerikleri ve hazitlanma yontemleri Ek 1’
de yer almaktadir.
e Yaprak ve meyve ornekleri (500 mg), 2 ml ezme tamponu (Ek 1) igerisinde
homojenizator kullamlarak ezilip, kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmustir.
e Ezilen 6rneklerden 300 pl alinip iizerine 500 ul Trizol (TR-118) veya Tri Reagent
eklenmistir.
e \/ortekslenen 6rnekler oda sicakliginda 10 dak bekletilmistir.
e Ornekler iizerine 200 pl kroloform eklenip vortekslenmistir.
¢14.000 devir/dak’de 15 dakika santrifiij yapilip ayristirilan temiz sivi kisim yeni
tiiplere aktarilmstir.
¢ 300 pl izopropanol eklenen tiipler el ile calkalanmustir.
e Tiipler 10 dak oda sicakliginda bekletildikten sonra 14.000 devir/dak’de 15 dak
santrifiij edilmistir.
eSivi kisim atildiktan sonra her tiipe 1 ml %70 etanol eklenmis ve 14.000
devir/dak’de santrifiij edilmistir .
e Daha sonra s1vi kisim atilip tiipler kurutulmustur.

e Tiiplere 50 pl saf su eklenip vortekslenerek -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.6. Tersine Transkripsiyon (Reverse Transcription, RT) ve Tamamlayict DNA

(cDNA, complementary DNA) Sentezi

e RNA izolasyonu yapilan orneklere PCR asamasindan 6nce Moury ve ark.,
(2004)’nin  bildirdigi protokol kullanilarak asagidaki adimlarla tamamlayici
Tersine transkripsiyon ve DNA (cDNA, complementary DNA) islemi
uygulanmistir. Reaksiyon i¢in 2 pl Toplam niikleik asit (TNA) kullanilmistir.
Sentez Polerovirus reverse primer (1 ul/6rnek) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Karigim sirasiyla 70°C’de ve buzda 5’er dakika bekletilmistir.

e Karisima 4 pl 5X tersine transkripsiyon tamponu , 0,8 pul 10 mM dNTP ve 0,5 ul
M Maloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) Reverse Transcrpitase (20,000 U)
enzim eklenmistir. Reaksiyon karisimi1 37°C’de 1 saat bekletilerek CDNA sentez

tamamlanmaistir.

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

rTamamlayici DNA sentezlenen Orneklerin ¢ogaltilmast PCR yontemi kullanilarak
yaptlmistir. Analizde PCR basamaklart Moury ve ark., (2004)’nin bildirdigi protokol
kullanilarak gerceklestirilmistir. 2 pl Tag Buffer (10X), 1,2 ul MgCl (25 mM), 0,3 pl
dNTP, 0,3 ul Taq polimeraz, 1 pl Pol Gr R ve Pol G- F primerlerinden olusan tampon
¢ozelti ve 2 ul cDNA’dan olusan 20 pl’lik karisim ile PCR gergeklestirilmistir.

PCR sonrasi elde edilen DNA firiinlerinin elektroforetik analizleri %1.5agaroz jel
tizerinde 1X TAE (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA, pH 8.0) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Agaroz jel, etidium bromid boyamasindan sonra UV
transilluminator lizerinde gozlenmis, jel fotograflar1 “GelDoc-It Imaging System” ile

cekilmistir.
3.2.8. Sekans Analizi

RT-PCR analizi sonucunda pozitif olarak saptanan drnekler METSANTEK (Istanbul

TURKIYE) firmasina sekans analizine gonderilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Diinyada biberlerde poleroviriisler karst dayaniklilik ile ilgili calisma bulunmamaktadir.
Biber genotiplerinde poleroviriislerin reaksiyonu bilinmemektedir. Bu g¢alismada 30
biber hattinin kontrollii sera kosullarinda vektor araciligi ile birlikte arazi kosullarinda
dogal olarak biber bitkilerine taginmasiyla, biber bitkilerinde meydana getirdigi
belirtiler incelenmis olup poleroviriislere dayanikli olabilecek materyal kaynagi

arastilmistir.
4.1. Yaprak Bitleri ile Poleroviriislerin Tasinmas1 Calismalari

PYLCV’nin biber bitkilerinde dayaniklilik genleri alleleleriyle olan iliskileri YW
(pvr2®, duyarl)), YY (pvr2'), W4 (Pvrd) ve Florida VR2 (pvr2®) indikator bitkileri
lizerine, viriislerin vektor yaprakbitleriyle taginmasiyla incelenmistir. Viriis, referans
bitkiler tizerinde hafif siddetten daha siddetliye dogru ilerleyen simptomlar meydana

getirmis, bitkilerde viriise kars1 dayaniklilik 6zelligi gozlenmemistir.

Sekil 4. Yolo Wonder (sol) ve YoloY (sag) bitkilerine virlis tasiyan vektor

yaprakbitleriyle poleroviriislerin tasinmasi ve yapraklarda PYLCV belirtileri

4.2 Acik Alanda Poleroviriislere Dayanikliligin Belirlenmesi Calismalar:

Calismanin ikinci yilinda Mayis - Eyliil aylarinda arazi kosullarinda ¢izelge 3.1 de

belirtilen biber c¢esitlerine acgik alanda deneme kurulmustur. Arazi kosullarinda
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poleroviriislerin ¢izelge 3.1 yer alan biberlere dogal olarak tagimasi sonucunda meydana
getirdigi simptomatolojik gézlemler yapilmistir. Bitkilerde viriislerin sebep olabilecegi
nekroz, bodurluk, bogum aralarinda kisalma, yapraklarda kivrilma ve leke, damar
acilmasi, sarilik, nekrotik lekeler ve klorotik lekeler belirtileri aranmustir.
Poleroviriislerin meydana getirebilecegi simptomlardan bir veya birkagini gosteren
biberlerler simtomolojik olarak takip edilmistir. Biber bitkilerinde yapraklarin geneline
yayilmis sararma veya damar aralarina yayilmig sararma gosteren biber 6rneklerine ve

simptom gdstermeyen biber drneklerinede ELISA testi yapilmugtir.

Sekil 5. Acik alanda poleroviriislerin biber bitkilerinde meydana getirdigi belirtiler
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4.2. DAS-ELISA Testi Calismalari

Cucurbit aphid-borne yellow viriis (CABYV) sepisisifik antiserum kullanilarak,
sarililik, damar acilmamalar1 gibi belirtiler gosteren biber drneklerinin yapraklarindan
alan ornekler DAS-ELISA testi yapilmistir. Test sonucunda toplanan siipheli 88 biber
bitkisiden 6 tanesinde DAS- ELISA testi sonucunda 405nm de negatif degerin en az iki

katin1 veren ornekler pozitif kabul edilmistir.

Absorbans Absorbans
Degeri Genotip Degeri Genotip
PM217 0,166 PM 1614
0147  [pm701 0129 |Pm815
0,149 PM 702 Sahinbey
Elbeyli 12 |0,170 PM 448 0,127 PM 1084 (0,156 PM 1614
Elbeyli 13 [0,143 PM1179  [0,112 PM1054  [0,119 PM 815
Elbeyli 14 0,139 PM 1683  |0,158 PM1694  [0,110 PM 1604
G Elbeyli15  [0,143 PM 1678 Hatay Biberi [0,175 PM 1615
Yeniyapan 1[0,178 PM1687 0,171 PM 1687  [0,129 PM 1694
Absorbans Absorbans Absorbans Absorbans |Negatif Absorbans
Degeri Genotip  [Degeri Genotip Degeri Genotip Degeri Kontrol Degeri
Alo,106 PM1681 |0,165 PM1681 _ [0,129 PM1681  [0,171 PM 702 0,087
B [0,163 PM1694 [0,143 PM1694  [0,124 PM1700  [0,143 PM 701 0,082
clo,152 PM1678 [0,095 PM1694  [0,166 PM1678  [0,112 PM 217
D 0,165 PM 1615 V3 0,078
E [0,105 PM1678 [0,142 PM1685  [0,134 PM 1685 0,080
F Americana 0,107 PM 31 0,156 PM 31 0,076
Gl0,176 PM 1683 [0,135 PM 162 0,149 PM 162 0,087
H 0,129 PM1678  [0,106 PM 1681 B8 0,091

Cizelge 2. Biber genotiplerinin DAS-ELISA testi sonucu gosterdekleri absorbans degeri

(405 nm)
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Das-Elisa testi sonucunda negatif degerin iki kati ve daha fazla absorbans degeri veren

ornekler viriisle bulagik olarak belirlenmistir. (Cizelge 2)

4.3. RT-PCR ve Dizileme Calismalari

Arazi ¢alismalar1 sonucunda toplanan drneklerden izole edilen viral RNA tamamlayici
DNA’ya dontistiiriilerek Agaroz Jel tizerinde yiiriitilmistiir. Jel iizerinde bant veren
ornekler sekans analizine gonderilmis ve orneklerde PYLCV varligi dogrulanmistir
(Sekil 7). Blast N (Altschul ve ark., 1997) analizi ile NCBI'da yer alan diger viral
genom karsilastirmalart sonucu etmenin % 81 benzerlik orani ile PYLCV oldugu

belirlenmistir.

Omnekler %1,5 agaroz jel iizerinde yiiriitiildiigiinde yaklasik 1,1 kb biiyiikliigiinde bant

meydana getirmislerdir (Sekil 8).

Sekil 8. Poleroviriis pozitif 6rneklerin agaroz jel lizerindeki goriintiisii (Marker 1kb)
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Walkey ve Pink, (1990) bazi Ticari ve diger bazi marul ¢esitlerinde Beet Western
Yellow Viris (BWYV)’ ne tarla ve sera kosullarinda dayaniklilik kaynaklarinin
belirlenmesi i¢in yaptiklart ¢alismada Lactuca perennis ve L. muralis'de asiri

dayaniklilik oldugu bildirmislerdir.

Dogimont ve ark., (1997) kavunda (Cucumis melo L). Cucurbit aphid-borne yellows
luteovirus (CABYV) dayanikliligin iki bagimsiz tamamlayici resisif gen tarafindan

saglandigini belirlenmiglerdir.

Maisonneuve ve ark. (1991), L. virosa IVT 280 hattinin BWY V'ye asir1 direngli oldugu

belirlemis dayanikliligi kontrol eden bu dominant gene Bw semboliinii vermislerdir.

Marczewski ve ark., (2001) Potato leafroll virus (PLRV) dayaniklilik ¢alismalarinda 2
adet QTL bolgesi belirlemis bu genler icin SCAR markirlarim gelistirmistir.

Calismada arazi ¢alismalarinda belirti gostermeyen ve ELISA testi sonucu negatif veya
diisik konsantrasyonda bulunan bulunan PM 1694, PM 1088, PM 1615 ve PM 1050
genotiplerinin  etmene dayaniklilik gosterebilecegi diisliniilmektedir. Ancak bu
genotiplerin vektorler araciligi ile dayaniklhiliklarinin dogrulanmasi gerekmektedir. Bu
genotipler ile yapilack melezlemeler daha sonraki donemlerde biberlerde etmene

dayaniklilik konusunda bilgiler verebilme potansiyeline sahiptir.
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5. SONUC ve ONERILER

Abiyotik ve biyotik faktorler kiiltiir bitkileri yetistiriciliginde kalite ve verim kaybina
neden olmaktadir. Viral etmenlerin neden oldugu kayiplarin yildan yila degismesi ve bu
kayiplara kars1 viriislere karsi kimyasal miicadelenin bulunmamasi bitkilerdeki viral
etmenlerin erken teshisinin Onemini bir kez daha one ¢ikarmaktadir. Yapilacak
teshislerde simptomatalojik gozlemlerin serolojik, biyolojik ve molekiiler testler gibi

laboratuar yontemleriyle desteklenmesi sarttir.

Biber bitkisinde kalite ve verim kaybmma neden olan viral etmenlerden biri de
poleroviriislerdir. Diinyada ve Ulkemizde poleroviriisler ile ilgili galismalar son 15-20
yil gibi kisa bir siire igerisinde yapilmis olup s6z konusu calismalarda bu cins icersinde
yer alan viriislerin belirlenmesi, karakterizasyonu gibi c¢aligmalar yapilmistir.
Poleroviriislere dayaniklilik ¢aligmalarinin olmamasi nedeniyle g¢alismada 30 biber
genotipinin poleroviriis enfeksiyonuna karsi infeksiyon ve dayaniklilik diizeylerin
belirlenmeye calisgilmistir. Surveylerde yaprak ve yaprak damar aralarindaki renk
acilmasi, bitkide genel sarilik, meyvedeki sekil bozuklugu ve renk degisimleri gibi
simptomatolojik gozlemler dikkate alinarak bitki yaprak ve meyvelerinden Ornekler
toplanmistir. Simptomatolojik gozlemler dikkate alinarak toplanan 6rnekler bolgemizde
daha &nce yaygin olarak goriilen poleroviriislerden CABYV’ne kars1 DAS- ELISA
testine tabi tutulmustur. Bu viriisiin DAS-ELISA testlerinde kullanilan antiserumlar
diger viriislerle ¢apraz reaksiyona girmektedir (Buzkan ve ark., 2013). Bu nedenle RT-
PCR yontemi ve sekans analizi ile tekrarlanmasi gerekmektedir. Bu nedenle etmen ait
viral RNA oOrneklerden izole edilerek PYLCV olarak tanimlanmistir. Birinci yilda
vektor kullanilarak yapilan bulastirmalarda Yolo Y, Yolo Wonder ve W4 genotiplerinin
etmene dayaniklilik tasimadigi belirlenmistir. Bu sonuglar ikinci yil siirdiiriilen arazi
calismalarinda da dogrulanmistir. Ikinci yi1l ¢alismalarinda her iki tekrarda yiiksek
absorbans degeri goOsteren Sangria etmene duyarli bulunmustur. Bununla birlikte
calismada arazi c¢aligmalarinda belirti gostermeyen ve ELISA testi sonucu negatif
bulunan PM 1694, PM 1088, PM 1615 ve PM 1050 genotiplerinin etmene dayaniklilik
gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu genotiplerin vektorler aracilifi ile

dayanikliliklarinin dogrulanmasi gerekmektedir
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8. EKLER
Ek 1.

ELISA Testinde Kullamilan Tampon Cozeltiler
1. Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat tampon cozeltisi)
8.0 gr NaCl
0.2 gr KH,PO4
2.9 gr Na;HPO,4.12H,0 veya
2.3 gr Na;HPO,4.7H,0
1.44. gr Na;HPO,. 2H,0
1.15 gr Na;HPO, (anhdrous)
0.2 gr KCI
0.2 gr NaN3
Yukarida miktarlart verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip, pH’s1 0.1 N
NaOH veya 0.1 N HCl ile ayarlanmis ve 4 °C’de saklanmuistir.
2. Coating Buffer pH 9.6 (Kaplama tampon cozeltisi)
1.59 gr Na,CO3
2.93 gr NaHCO3
0.2 gr NaN3
Yukarida miktar1 verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip, pH’s1 ayarlanmis
ve 4 °C’de saklanmustir.
3. Washing Buffer (Yikama tampon ¢ozeltisi)
Bir litre PBS tamponu 0.5 ml Tween- 20 ilave edilerek hazirlanmistir.
4. Sample Extraction Buffer (Ornek tampon cozeltisi)
Bir litre yikama tamponu ¢6zeltisi igine 20 gr Polyvinylpyrolidone (PVP-40)
ilave edilerek hazirlanmistir.
5. Enzyme Conjugate Buffer (Konjugat tampon ¢ozeltisi)
Bir litre 6rnek tampon ¢ozeltisine 2 gr ovalbumin (egg albumin) ilave
edilerek hazirlanmustir.
6. Substrat Buffer pH 9.8 (Substrat tampon ¢ozeltisi)
97 ml Diethanolamine 800 ml saf su i¢ine ilave edildikten sonra, 0.2 gr NaN3

eklenmis ve HCl ile pH 9.8’e ayarlanarak 1 litreye tamamlanmustir.
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