Arastirma Makalesi/Research Article

www.dergipark.org.tr/tr/pub/mediterranean

MEDITERRANEAN
AGRICULTURAL SCIENCES
(2019) 32(3): 297-305
DOI: 10.29136/mediterranean.594474

Biber hafif benek viriis’iine (PMMoV) kars1 L4 dayaniklihk durumunun
taranmasi ve molekiiler yontemlerle karakterizasyonu

Screening of L4 resistance status to pepper mild mottle virus (PMMoV) and
characterization by molecular methods

Hakan FIDAN®, Murat BARUT

Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Antalya

Sorumlu yazar (Corresponding author): H. Fidan, e-posta (e-mail): hakanfidan@akdeniz.edu.tr
Yazar(lar) e-posta (Author e-mail): murab07@gmail.com

MAKALE BILGISi

0z

Alinis tarihi 19 Temmuz 2019
Diizeltilme tarihi 05 Eyliil 2019
Kabul tarihi 05 Eyliil 2019

Anahtar Kelimeler:

L4 geni

Dayanikliligin kirilmasi
Biber

Biber hafif benek viriisii
PMMoV

Biber hafif benek viriisii (Pepper mild mottle virus- PMMoV) Tobamoviriisler igerisinde yer
alan diinya genelinde biber tiretim alanlarinda en sik karsilagilan viriislerden biridir. Bu viriis
¢ogu zaman hasat donemine kadar gizli kalabilmekte ve en biiyiik zararlarini hasat doneminde
meyveler tlizerinde meydana getirebilmektedir. Bolgemizde son yillarda biber {iretim
alanlarinda siklikla karsilagilan bir problem olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Diinyanin farkli
bolgelerinde L4 geni vasitasiyla saglanan dayanikliligi kiran viriis izolatinin rapor edilmesi,
iilkemizde de PMMoV’nin epidemi durumunun arastirilmasi gerekliligini ortaya koymustur.
L4 dayanikliigmin etkinligini belirleyebilmek i¢in bolgemizden biber iiretim alanlarinda
PMMoV ile siipheli 6rnekler toplanmigtir. RT-PCR teknigi ile dogrulanan bu 6rnek PMMoV-
Kum olarak kodlanmistir ve Gen bankasma kaydi yapilarak erisim numarasi (MK806437)
alinmistir. PMMoV-Kum izolat: 1 hassas (Bl) ve 5 dayanikli (L4B1, L4B2, L4B3, L4B4,
L4B5) bitkilerine mekanik inokulasyon yontemi ile bulastirilmigtir. Yapilan fenotipik
gozlemler neticesinde PMMoV-Kum izolatinin L4 genine bagl dayaniklilign kiramadig:
biyolojik testler ile dogrulanmistir. Dayanikli olarak segilen bitkiler iizerinde herhangi bir
PMMoV simptomunun olugsmamasi iizerine en basarili ¢alisan L4 markirlarini belirlemeye
yonelik primerlerin belirlenmesi tez ¢aligmasinin seyrini belirlemis ve en basarilt markirin AP-
TIAP-8 ve P118/119primer ciftleri oldugu tespit edilmistir.
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Pepper mild mottle virus (PMMoV) is one of the most common Tobamoviruses can be found
in worldwide. This virus has potential to cause economic losses and has kept secret infections
until harvest time causing great damages on pepper fruits at this period. During 2016-2019
production periods, it has been frequently seen in pepper grown areas. Several isolates
reported from different regions of the world regarding resistance with L4 gene fights against
this virus disease. In this study, we aimed to investigate how the PMMoV increased and
understood its incidence pepper grown areas in Turkey. In order to determine the effectiveness
of L4 resistance, PMMoV and other suspected pepper samples were isolated. The collected
samples were studied by RT-PCR technique using PMMoV-Kum isolate and its gene bank’s
access number (MK806437) was registered. A sensitive (B1) and 5 resistant (L4B1, L4B2,
L4B3, L4B4, L4B5) plants were mechanically inoculated with the PMMoV-Kum isolate and
their phenotypic observations were recorded. The PMMoV-Kum isolate was confirmed as
avirulent in biological tests, the PMMoV could not overcome L4 gene mediated resistance.
Furthermore, a successful primer set has determined as AP-7 / AP-8 in L4 gene mediated
resistance against occurrence of any PMMoV symptoms on the tested plants. Determining new
PMMoV isolates which break the L4 gene mediated resistance, phylogenetic analyzes was
performed to determine its place among the world’s isolates.
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1. Giris

Biber (Capsicum annuum L.) diinyada en yaygin olarak
iiretilen ve tiiketilen ayn1 zamanda ekonomik olarak dnemli yere
sahip sebze gruplarindan biridir. FAO 2017 yili verileri
incelendiginde diinya genelinde 34655.814 ton biber iiretimi
yapildig1 rapor edilmistir (FAOSTAT 2018). Ulkemizde de
yogun olarak tarimi yapilan biber bitkisi TUIK 2018 verileri
temel alindiginda, Antalya ve ilgelerinin toplam 439.255 ton ile
ilk sirada yer aldig1 goriilmektedir. Biber iilkemizde Salgalik-
Kapya, Dolmalik, Sivri ve Carliston gesitleri olarak {iretimi
gerceklestirilmekte olup, bu {irlin gruplan igerisinde 187.311
ton ile Sivri gesidi en fazla {iretimi yapilan biber g¢esidi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (TUIK 2018).

Biber yetistiriciligi yapilan acik alan ve seralarda iiretim
verilerini sinirlandiran birgok faktér karsimiza ¢ikmaktadir.
Biber yetistiriciligi yapilan alanlarda hem kaliteyi hem de
iretim miktari etkileyen en Onemli parametrelerin basinda
viriis hastaliklar1 gelmektedir (Anandakumar ve ark. 2008).
Uretim alanlarinda en sik karsilasilan vektorler; yaprak bitleri
(Myzus persica), thripsler (Thrips tabaci, Frankliniella
occidentalis) ve beyazsinekler (Bemisia tabaci) olarak
bilinmektedir ve bu vektorler 6nemli verim kayiplarina sebep
olan viriislerin tagmiminda etkin rol oynamaktadir. Bazi
arastirmacilar biber iiretim alanlarinda sik rastlanan ve onemli
olan ilk ¢ viriis olarak; Potato virus Y (PVY), Tomato Spotted
wilt virus (TSWV) ve Pepper mild mottle virus (PMMoV)
oldugunu belirtmiglerdir (Kim ve ark. 2008; Janzac ve ark.
2009; Scholthof ve ark. 2011). Fakat, Biber hafif benek
virlisii’niin de (PMMoV) dahil oldugu Tobamoviruslerin bilinen
bir vekorii olmamasina ragmen temas ile bulasabilmeleri
nedeniyle iretim alanlarmm en biiyilk sorunlari olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Virlis hastaliklar1 ile miicadelede en
basarili yonetim modeli, dayanikli cesitlerin 1slah1 ve bu
hastaliklara vektorlik yapan boceklere karsi kiiltiirel-kimyasal
miicadele yontemlerinin kullanilmasidir. Birgok virlis vektorii
ile kimyasal-kiiltiirel miicadeleler yapilarak hastalik kontrol
altinda tutulabilmektedir. Fakat daha biiylik sorun ise,
Tobamovirusler gibi temas yoluyla bile rahatlikla bulasabilen ve
su ana kadar vektorii tespit edilmeyen ya da edilemeyen
viriislerin varligidir. Viriilensligi ¢ok yiiksek olan bu viriislerin
miicadelesi bir o kadar zor olmaktadir.

Son zamanlarda hem iireticiler ve hem de 1slah firmalarn
tarafindan, PMMoV ile ilgili sikayetlerin arttig1 tespit edilmistir.
Yiritmis oldugumuz bu calisma ile de bu sikayetlerin
nedenleri ve L4 ile saglanan dayanimin kirilip kirilmadiginin
tespit edilmesi yolu izlenmistir. Kimyasal, fiziksel ve kiiltiirel
yontemler, PMMoV kontroliinde bir yere kadar basari
saglayabildigi i¢in, dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi en énemli
kontrol stratejisi olarak kabul edilmektedir. Tobamoviruslere
karst dayaniklilhikta kullanilan L lokusu Capsicum tiirlerinin
yabani ve kiiltir formlari, Capsicum annuum (L1), Capsicum
frutescens (L2), Capsicum chinense (L3) ve Capsicum
chacocense (L4) de bulunmustur (Boukema 1980; Berzal-
Herranz ve ark. 1995). PMMoV'ye karsi dayaniklilik L1'den
L4'e kadar siralanabilen 4 adet dayaniklilik geni tarafindan
saglanmaktadir (Boukema 1984). L genleri aracihigi ile
Tobamoviruslerin PO, P1, P1.2 veya P1.2.3 patotipleri tizerinde
dayaniklilik sagladigi belirlenmistir (Csillery ve ark. 1983;
Pernezny ve ark. 2003; Wetter ve ark. 1984). PO patotipine ait
viriisler, herhangi bir L geni tasiyan bitkilere bulagsamaz. Benzer
bir sekilde viriislerin ait oldugu P1, P1.2 ve P1.2.3 patotipleri
sistematik olarak sirasiyla L1 ve Lla genlerini; L1 ve L2
genlerini ve L1 ile L3 genlerini enfekte edebilmektedir (Sawada

ve ark. 2005). Bu siniflandirmaya uygun olarak da diinyada
bulunan PMMoV izolatlart P1.2 veya P1.2.3 olarak
adlandirlmuistir (Rast 1988). L3 genini tagiyan bitkiler patotip
P1.2'ye dayaniklidir, fakat P1.2.3’e karst hassastir (Matsunaga
ve ark. 2003). Aksine, L4 genine sahip bitkiler her iki patojene
karsida dayaniklidir (Matsunaga ve ark. 2003; Kim ve ark.
2008).

Ulkemizde de Tobamoviruslere karsi dayaniklilik da L3 ve
L4 genleri etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Yogun biber tarimi
yapilan alanlarda PMMoV ile karsilagilmasi sonucunda bu gen
vasitasiyla dayanikliligin kirilip  kirilmadigr akillarda soru
isaretleri olusturmaktadir. Yiiriitmiis oldugumuz bu calisma ile
iretim alanlarinda kullanilan biber ¢esitleri {izerinde L4
genlerinin varligir molekiiler markirlar yardimiyla belirlenmistir.
L4 geni igeren bitkilerde PMMoV mekanik olarak bulagtiriimig
ve L4 dayanikhiliginin kirilmadigi belirlenmistir. L4 geni
kullanilarak yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda arastirmacilara
basarili bir yol haritast saglamak amaciyla rapor edilen
markirlar denenmistir. Gergeklestirmis oldugumuz ¢alisma ile
hem L4 geninden kaynakli dayamiklhiligin = kirilmadig:
belirlenmis ve bu genin varliginin tespitinde en basarili sekilde
sonug veren molekiiler markirin tespiti yapilarak arastirmacilara
sunulmasi hedeflenmistir.

2. Materyal ve Metot

Yiiriitiilen c¢aligma esnasinda kullanilan PMMoV izolati
Antalya bolgesinde yogun biber tariminin yapildigi Kumluca
ilgesinde bulunan seralardan temin edilmistir. PMMoV
izolatinin L4 geni vasitasiyla saglanan dayanikliliginin
istesinden gelip gelmedigini belirleyebilmek igin 1 adet hassas
(B1) ve 5 adet ticari olarak L4 geni barindirdigi beyan edilen
cesit (L4B2, L4B3, L4B4, L4B5, L4B6) test bitkisi olarak
kullanilmigtir. Bitkilere deneme siiresi boyunca 7 giin araliklarla
thrips, beyazsinek, kirmizi Oriimcek ve yaprakbiti ilaglar
uygulanmustir. Sulama suyu olarak 18.18.18+2Mg+ME giibreli
su kullanilmistir. Deneme hem serada hem de iklim odasinda 5
tekerriirlii olarak kurulmustur. Denemeler esnasinda sera i¢inde
herhangi bir suni 1siklandirma veya 1sitma yapilmamstir. Tklim
odasinda ise bitkiler fliioresan lambalarla 1siklandirilmig (16
saat aydmlik, 8 saat karanlik) ve iklim odasinin sicaklifi
25°C’de tutulmustur.

Biberler iizerinde PMMoV’ye kars1 miicadelede en etkin
yontem L4 geninin kullanilmast ve etkin bir bigimde molekiiler
markirlar ile belirlenebilmesidir. L4geninin varligini tespit
edebilmek icin DNA ekstraksiyonu GeneJET Plant Genomic
DNA Purification Kit kullanilarak  gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon ¢aligmasi sonucunda elde edilen DNA’larin
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Her bir 6rnek i¢in PCR
bilesenleri i¢in; DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific,K1081,Germany), 11 ul, Forward primer 1.0
uM, Reverse primer 1.0 pM, Template DNA 10 pg - 1 pg, steril
distile su 11 pl olarak belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 6
test bitkisi, biberde L4 geninin tespitinde yayimnlanmis ve kabul
goren primerler; L4SC340 (Kim ve ark. 2008), AP-7/AP-8
(Matsunaga ve ark. 2003), 060I12END- 087H3T7 (Yang ve ark.
2009), P118/P119 (Lefebvre ve ark. 2002) ile test edilmistir.
Kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 1’de verilmistir.

Yiiriitillen ¢alisma sirasinda kullanilan biber bitkileri
Akdeniz  Universitesi  Fitopatoloji  seralarinda muhafaza
edilmistir. Mekanik inokulasyon c¢alismalari igin %0.1 2-
mercaptoethenol igeren 0.02 M Fosfat tampon ¢ozeltisi (pH: 7)
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Cizelge 1. L4 dayanimini belirlemek i¢in kullanilan primerlere ait bilgiler.

Table 1. Information on primers used to determine L4 gene.

Marker Primer Ismi Primer dizilimi 5° 3’ Boyut(Bg) Annelig
087H3T7 087H3T7F CCTTTGCCTGCATTATTCTTG 440 62
087H3T7R GCCCAAATTTATTCCCAAATGC
06012END 06012END-2F GCACATCAGCAGGTTTAGTACG 751 62
06012END-2R CCAACTGTCAAACCTCGG
L4SC340 L4SC340F AAGGGGCGTTCTTGAGCCAA 340 53
L4SC340R TCCATGGAGTTGTTCTGCAT
AP-7/AP-8 AP-7 CGTACTGTGGCTCAAAACTC 1400 58
AP-8 ATTCGCACCGTTTAGCCCGT
P118/P119 P118 AATCCTTCAACTGCCATTTC 350 58
P119 ATTGGGACATGAGGTGTGTA

1:5 (w/v) oraninda kullanilmigti. PMMoV izolat1 porselen
havanda ezilmistir. Bitkilerin farkli sicaklik ve ortamlarda
virlise  karst  gosterdikleri  dayaniklillk  cevaplarimi
inceleyebilmek igin bitkiler {izerinde farkli donemlerde mekanik
inokulasyon islemleri gergeklestirilmistir. Her dénem igin
bitkilere 5’er kez mekanik inokulasyon islemi yapilmistir.
Simptomlarin hassas ¢esitler {izerinde gelismesiyle birlikte
virlistin varligim1 dogrulayabilmek adma RT-PCR caligmalari
gerceklestirilmistir.

L4 geninin varligi molekiiler olarak karakterize edildikten
sonra bu bitkilerden yaprak Ornekleri alinarak RT-PCR
calismalarinda kullanabilmek i¢in Thermo Scientific— RNA
izolasyon Kkiti (Thermo Scientific,KO731, Germany), ile
bitkilerden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen
RNA’lar spektrofotometrede optimize edilerek (A260/280 1.8-
2.0) konsantrasyonlar1 200 ng/ul olacak sekilde ayarlanmstir.
RNA optimizasyonu yapildiktan sonra Thermo Scientific Verso
1-Step RT-PCR Kit ReddyMix kullanilarak tek asamali RT-
PCR (One Step RT-PCR) caligmalar1 yiiriitiilmiistir. Her bir
ornek icin RT-PCR bilesenleri, Verso Enzim Mix 0.5 pl, 2X-1-
Step PCR ReddMix* 12.5 pl, RT Enhanser 1.25 pl, Forwrd
primer 1 pl, Reverse primer 1 pl, RNA 2 ul, ddH20 6.25 pl
toplamda 25 pl olacak sekilde ayarlanmugtir. Simptomlarin
sadece PMMoV’ye ait oldugunun tespit edilebilmesi igin Fidan
ve Sar1 (2019)’a gore iliretim alanlarinda en sik rastlanan viriis
hastaliklarina kars1t RT-PCR calismalar1 yapilmis ve elde edilen
izolatin sadece PMMoV oldugu dogrulanmistir. Elde Edilen
RT-PCR iirtinleri %1.5 lik agaroz jel de yiiriitiilmiis Ethidium
bromide ile boyandiktan sonra Biometra jel goriintilleme
cihazinda UV altinda gériintiilenmistir.

Velasco ve ark. (2002) PMMoV’yi tanilamak amaciyla
geligtirdikleri primerleri kullanilarak PMMoV-Kum izolatinin
replikasyon proteini tizerindeki 4015-4807 araligimnin (183 kDa
bolgesi) ampifikasyonu yapilarak genom bilgileri elde
edilmistir. Elde edilen veriler soy agacimin olusturulmasi
asamasinda kullanilmistir. Bu amagla RT-PCR’da 50 pl
hacimde ¢aligilarak 10 pl ’lik hacim jelde yiiriitiilmiis ve
40 ul’lik  kalan kismi  dizileme hizmeti almak igin
gonderilmistir. Dizilemede Sentebiolab firmasindan hizmet
alimi gergeklestirilmistir. Dizileme sonucunda elde edilen
veriler CHROMAS v.2.6.4 (Technelysium Pty. Ltd.), BIOEDIT
v.7.2.5 (Hall 1999) ve Mega7 (Kumar ve ark. 2011) programlari
kullanilarak analiz edilmistir. CHROMAS progranu ile yaklasik
806 bp uzunlugunda olan driinlerin forward ve reverse
dizilerinin bas ve son kisimlarindaki okuma kirlilikleri
silinmigtir. Daha sonra forward ve reverse dizileri BIOEDIT
programinda iist iiste denk getirilerek okuma dogrulanmis ve
olasi baz kaymalar1 diizeltilmistir. Caligmaya ait olan tiim

hizalama (alignment) ve filogenetik analizler MEGA7 programi
ile yapilmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Biber hafif benek viriisii (PMMoV) biber iiretim alanlarinda
ekonomik anlamda zarar meydana getiren en 6nemli viriislerden
biridir. Yapilan bu c¢alisma ile de PMMoV’ye kars1i L4
vasitasiyla saglanan dayaniklilik durumlart  belirlenmeye
caligtlmistir. L4 genin aktivasyonunu belirleyebilmek igin 1
hassas (B1) ve 5 adet ticari olarak L4 geni barindirdig1 beyan
edilen gesit (L4B2, L4B3, L4B4, L4B5, L4B6) test bitkisi
olarak kullanilmigtir. Bitkiler {izerinde L4 geninin varligmin
tespit edilmesi i¢in; yayinlanmig ve kabul goren primerler;
L4SC340 (Kim ve ark. 2008), AP-7/AP-8 (Matsunaga ve ark.
2003), 06012END- 087H3T7 (Yang ve ark. 2009), P118/P119
(Lefebvre ve ark. 2002) kullanilmuistir ve Sekil 1’de PCR
caligmasmnin  sonuglart  paylagilmigtir.  Yapilan  analizler
dogrultusunda  AP-7/AP-8 primerlerinin L4 dayanimini
belirlemede en giivenilir sonucu veren primer ¢ifti oldugu tespit
edilmistir.

Test bitkilerinin PMMoV’ye kars1 tepkilerinin belirlenmesi
amaciyla viriis, bitkilere mekanik inokulasyon yontemi
kullanarak bulastirilmistir. Bulastirma sonucunda elde edilen
bulgular dogrultusunda L4 geninin PMMoV’a kars1 dayaniklilik
durumlar1 fenotipik ve genotipik gozlemler kullanilarak
belirlenmistir. Bitkilerde ilk simptomlar hassas ¢esitlerde
gbzlemlenmistir ve L4 geni var oldugu beyan edilen ¢esitlerde
ise HR (hipersensetif reaksiyon)’lar ortaya c¢ikmugtir. Farkli
donemlerde kurulan denemelerde PMMoV-Kum izolat1 sadece
hassas ¢esit olarak secilen B1 bitkisi iizerinde sistemik
enfeksiyonlar olustururken, L4 geni igeren cesitler iizerinde
herhangi bir sistemik enfeksiyon meydana getirmedigi
belirlenmistir (Sekil 2).

L4 genin farkli sicakliklarda verdigi reaksiyonlarmnin da
belirlenebilmesi amaciyla bu deneme 5 farkli donemde; biber
bitkilerinin farkli ortamlarda (iklimlendirme odalar1 ve sera) ve
farkli sicaklik donemlerde (ilkbahar, yaz, sonbahar ve kig
periyodlarinda) PMMoV enfeksiyonlarna karsi verdikleri
tepkiler belirlenmistir. Bu amag dogrultusunda olusturulan plan
Cizelge 2’de ve bitkilerin her donem PMMoV izolati ile
enfekteli olma durumu Sekil 3’de paylasilmstir.

PMMoV son yillarda biber iiretim alanlarinda biiyiik problemler
olusturmaktadir. Ozellikle Caglar ve ark. (2012)’nin yilinda
yapilan g¢aligmada L3 geni vasitasiyla PMMoV igin saglanan
dayanikliligin kirilmasinin rapor edilmesiyle birlikte bu hastalik
ile miicadelede kullanilacak tek dayaniklilik kaynagi olarak
Capsicum chacoense’den elde edilen L4 geni {iizerinden
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caligmalara devam edilmistir. L4 geni vasitasiyla sadece
PMMoV’ye karg1 degil ayn1 zamanda Tobamoiirus grubuna ait
ToMV, TMV gibi diger virlislere karsida dayaniklilik
saglanabildigi  belirtilmigtir (Boukema 1984). L4 gen
aktivitesinin kirilmig olma ihtimali bu viriislere karsi elimizdeki
en giiclii silahimiz1 kaybedebilecegimiz anlamina gelmektedir.
Bu yiizden L4 gen aktivitesini belirlemeye yonelik en basarili
molekiiler markirin tespit edilmesi, PMMoV’nin bitkiler
iizerinde olusturduklart reaksiyonlar ile birlikte
degerlendirilmesi L4 geninden saglanan dayanikliligin kirilip
kirllmadigir konusundaki siipheleri aydinlatmanin en 6nemli
adimini olusturmaktadir.

L4 geni igeren test bitkilerinin PMMOoV izolatina gosterdigi
tepkiler calisma donemi boyunca hem fenotipik hem de
genotipik  kriterlere  gore  degerlendirilmistir.  Bitkilerin
sergilemis olduklar1 fenotipik ve genotipik reaksiyonlar
birlestirildiginde geriye belirlenmesi gereken bir diger konu L4
genini en iyi belirleyen markirlarin tespitidir. Bunun i¢in daha

L4SC340
340bp

P118-119
)SSCbp

OBTHITY
d)tobp

AP7-APS
a) b) 1100bp

onceden rapor edilmis olan L4SC340, AP-7/AP-8, 06012END,
087H3T7, P118/P119 markirlar segilerek en dogru yanitt veren
markir belirlenmeye calisilmustir. Test bitkilerinin PMMoV’e
karst gosterdikleri tepkiler 5 farkli deneme kurularak
gozlemlenmistir ve her deneme sonucunda L4 geni igeren
bitkilerin PMMoV ile bulagmadigi hassas ¢esitlerin ise PMMoV
ile bulastigr dogrulanmistir. L4 genin dayaniklilik yanitlariimn
¢ok yiiksek oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmesi
ve Antalya bolgesinde PMMoV’ye ait sikdyetlerin artmasi
neticesinde bizleri en dogru sonuca ulastiracak olan molekiiler
markirt bulmaya yonlendirmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 6 test
bitkisine, biberde L4 geninin tespitinde yaymlanmig ve kabul
goren primerler; L4SC340 (Kim ve ark. 2008), AP-7/AP-8
(Matsunaga ve ark. 2003), 06012END- 087H3T7 (Yang ve ark.
2009), P118/P119 (Lefebvre ve ark. 2002) ile test edilmistir ve
sonuglar mekanik inokulasyon sonuglari ile birlestirilmistir.
Molekiiler markirlar ve klasik test sonuglari Cizelge 3’de
Ozetlenmeye caligilmigtir.

060I2ZEND
c)75mp

Sekil 1. L4 primerlerine ait jel goriintiiler, a) L4SC340 primerine ait jel goriintiisii, b) AP7-APS8 primerine ait jel goriintiileri, c) 060I2END primerine
ait jel goriintiist, d) 087H3T7 primerine ait jel goriintiisii, €) P118-P119 primerlerine ait jel goriintiisii.

Figure 1. Gel images of L4 primers, a) Gel image of L4SC340 primer, b) Gel images of AP7-AP8 primer, c) Gel image of primer 06012END, d) Gel image

of primer 087H3T7, e) Primers of P118-P119 gel image.

a) b)

Sekil 2. Mekanik inokulasyon sonrasinda bitkilerde meydana gelen simptomlar; a) Test bitkilerine mekanik inokulasyon islemi b) L4 geni bulunan
¢esitlerde meydana gelen hipersensitif reaksiyonlar ¢) Hassas bitkiler iizerinde meydana gelen ilk simptomlar.

1

Figure 2. Symptoms in plants after mechanical inoculation; a) Mechanical inoculation to test plants b) Hypersensitive response in varieties with L4

gene c) Initial symptoms on susceptible plants.
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Cizelge 2. PMMoV-Kum izolat1 i¢in olusturulan deneme plani.
Table 2. Test plan for PMMoV-Kum isolate.

301

Deneme Sayis1  Deneme Siiresi Ortalama Sicakhik Inokulasyon Tarihleri Molekiiler Test Tarihleri Yer
| Bs:23.09.18 15.8°C 1:24.09.17 10.12.18 Sera
Bt:01.12.18 11:04.09.17
111:14.10.17
1V:25.10.17
V:05.11.18
11 Bs:10.01.18 11.2°C 1:12.01.18 27.03.18 Sera
Bt:25.03.18 11:21.01.18
111:03.02.18
1Vv:13.02.18
V:23.02.18
11 Bs:01.04.18 25-28°C 1:02.04.18 13.07.18 iklimlendirme Odas1
Bt:27.07.18 11:05.04.18
111:15.04.18
1V:25.04.18
V.06.05.18
v Bs:01.07.18 25-28°C 1:02.07.18 24.10.19 iklimlendirme Odas1
Bt: 25.10.18 11:06.07.18
111:14.08.18
1V:27.08.18
V:05.10818
\% Bs:02.11.18 11.3°C 1:03.11.18 25.03.19 Sera
Bt:30.03.19 11:08.11.18
111:18.11.18
111:01.012.18
1V:11.01.19
V:21.01.19
Cizelge 3. 6 adet biber ¢esidinin 5 farkli primer kombinasyonuna ait PCR ¢alismasi sonuglari. (+, turkuaz) L4 var, (-, gri) L4 yok.
Table 3. PCR amplification results of 5 different primer combinations of 6 pepper varieties. (+, turquoise) L4 exists, (-, gray) L4 absent.
Primer / Biber Cesidi B1 L4B2 L4B3 L4B4 L4B5 L4B6
L4SC340 - - - + + +
AP-7/AP-8 - + + + + +
06012END + + + + + +
087H3T7 - - + + + +
P118/P119 - + + + + +
Calisma esnasinda elde etmeyi istedigimiz Onemli oldugumuz L4B2 ve L4B3 cesitleri iginde, L4SC340 primerine

verilerden biri L4 geninin varligini en dogru sekilde bize sunan
molekiiler markirlar1 belirleyebilmektir. Bu verilerin elde
edilmesi L4 geni kullanilarak yiiriitillen dayaniklilik 1slahi
caligmalarinda arastirmacilara biiylik kolaylik saglayacaktir.
Ayni zamanda da L4 dayaniminin etkili bir sekilde devam edip
etmediginin belirlenmesine yonelik bir adimi olusturmaktadir.
Bu amag¢ i¢in L4 geni igeren ve igermeyen bitkilerin
PMMoV’ye karsi gosterdikleri tepkiler belirlenmistir. L4 geni
iceren bitkiler PMMoV enfeksiyonlarina HR yanitlart ile karst
koyarak enfeksiyonu oOnlemesi bu genin aktivitesinin hala
saglandigin1 bizlere gostermistir. L4B2, L4B3, L4B4, L4BS5
bitkileri {izerinde herhangi bir PMMoV enfeksiyonu meydana
gelmedigi hem gozlemlerle hem de RT-PCR sonuglar ile
dogrulanmistir. B1 bitkisinde ise PMMoV enfeksiyonuna ait
simptomlar hem gozle goriiliir sekilde fark edilmis hem de RT-
PCR sonuglart ile bu simptomlarin sadece PMMoV ait
oldugunu dogrular nitelikte olmugtur. Bu veriler dogrultusunda
molekiiler markirlarinda L4B2, L4B3, L4B4, L4B5 bitkilerinin
L4 genini icerdigi B1 bitkilerinin ise L4 geninden yoksun
oldugu sonucunun elde edilmesi gerekmektedir. L4 geni i¢in
denenen 5 primer ¢iftinden sadece P118/P119 ve AP-7/AP-8
primer ¢iftleri elde ettigimiz fenotip verileri ile birebir uyustugu
sonucuna vartlmistir. L4 geni bulunmayan B1 c¢esidinde,
060I2END primerine gore pozitif sonug¢ vermesinin yaniltici
olabilecegi belirlenmistir. Ayrica L4 geni bulunduguna emin

gore negatif sonug verip, AP-7/AP-8primerine goére pozitif
sonug¢ vermesi de bu iki primerin birbirleri ile tutarli sonuglar
vermedigi dolayisiyla da anlam karmagasina yol agabilecegi
diigtiniilmektedir. Elde edilen bu bulgular, L4 geninin kirilip
kirllmadigr  tartismasina  verilebilecek  cevabi  bizlere
sunmaktadir. Basar1 oran1 diisiik olan markirlarin kullanilmasi
L4 gen varliginin bitkilerde yanlis belirlenmesine, dolayisiyla
L4 geni bulunmayan gesitlerin arazi denemelerinde, PMMoV ile
enfekteli bitkilerin var olmasina neden olmustur. Yanlis primer
kullaniminin iilkemiz i¢in; emek, zaman ve kaynak israfina yol
actigin1 unutmamak gerekir. Bu primerlerin birbirleri ile neden
tutarli cevaplar vermediginin irdelenmesi de baska bir ¢alisma
ile aydinlatilmasi gerekmektedir.

Molekiiler markirlarin basarisini etkileyen unsurlardan biri
de bu primerlerin aday gen olan L4 genine ne kadar yakinlikta
konumlandig1 bilgisidir. Denemede kullanilan L4SC340 L4
genine 1.8 cM yakininda konumlandig1 (Kim ve ark. 2008), AP-
7/AP-8 primerlerinin L4 genine olan yakinligmm 1.5 cM
yakininda oldugu (Matsunaga ve ark. 2003), 087H3T7
primerinin ise gene olan uzaklifinm 0.7 cM yakininda
konumlandigi rapor edilmistir (Yang ve ark. 2009). Bu
aragtirmacilarin verileri dikkate alindiginda en basarili primerin
Yang ve ark. (2009) yilinda gelistirdikleri 087H3T7 primeri
olmast beklenmektedir. Buna karsilik kurmus oldugumuz bes
deneme ve bitkilerin PMMoV ile bulagtk olma durumlar
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PMMoV 880bp

PMMoV 880bp

PMMoV 880bp

Sekil 3. PMMoV inokulasyonun farkli donemlerde ve farkli ortamlarda mekanik inokulasyonuna ait veriler; a) 23.09.18-01.12.18 tarihleri arasinda
kurulan deneme, b) 23.09.18-01.12.18 denemesinde kullanilan test bitkilerinin PMMoV ile enfekteli olduguna ait RT-PCR sonuglari, ¢)
10.01.18-25.03.18 tarihleri arasinda kurulan deneme, d) 10.01.18-25.03.18 denemesinde kullanilan test bitkilerinin PMMoV ile enfekteli
oldugunun RT-PCR ile dogrulanmasi, e) 01.04.18-27.07.28 tarihleri arasinda kurulan deneme, f) 01.04.18-27.07.28 denemesinde kullanilan
test bitkilerinin PMMoV ile enfekteli olma durumunun RT-PCR ile dogrulanmasi, g) 01.07.18-25.10.18 tarihlerinde kurulan deneme, h)
01.07.18-25.10.18 tarihlerinde kullanilan test bitkilerinin PMMoV ile enfekteli olma durumunun RT-PCR ile dogrulanmasi, 1) 02.11.19-
30.03.19 tarihinde kurulan deneme, j) 02.11.19-30.03.19 tarihleri arasindaki denemede kullanilan test bitkilerinin PMMoV ile enfekteli olma
durumunun RT-PCR ile dogrulanmasi.

Figure 3. Data of mechanical inoculation of PMMoV inoculation at different periods and in different environments; a) The experiment established

between 23.09.18-01.12.18, b) RT-PCR results showing that the test plants used in the experiment 23.09.18-01.12.18 were infected with
PMMoV, c) The experiment established between 10.01.18-25.03.18 d) Confirmation that the test plants used in the 10.01.18-25.03.18
experiment were infected with PMMoV by RT-PCR, e) the experiment established between 01.04.18-27.07.28, f) the test used in the
experiment 01.04.18-27.07.28 Verification of PMMoV-infected plants by RT-PCR, g) Trial established on 01.07.18-25.10.18; J) Verification
of PMMoV infection of test plants used in the experiment between 02.11.19-30.03.19 by RT-PCR.

degerlendirildiginde en basarili primerin Matsunaga ve ark. ark. 2011). L4 gen akiivitesinin farkl.l s1.cak11klar. gibi degl s@k
(2003)°da  gelistirdikleri ~ AP-7/AP-8  primeri  oldugu  S€VI etmenlerl tarafindan etkllgmp “etkllenmed1g1n1.n
belirlenmistir. 087H3T7 primerinin  kurmus  oldugumuz bellrle.r.lmes1 amac'l}./la. gallsr}lamlzln, biyolojik test kismi bir
denemlerde L4B2 bitkisinde herhangi  bir PMMoV yll%n tim zaman dilimine dagitilarak ve farkli ortamlar (sera ve
rastlamadizi ve AP-7/AP-8, 060212END, iklimlendirme) temel alinarak planlanmigtir. Bu planlamanin
amaci sicaklik etkilerinin monogenik dominant gen olarak
belirtilen (Boukema 1983; Van Duin 1998) L4 geninin sicakliga
bagli olarak gosterdigi davranislarin belirlenmesi ve son yillarda
Antalya’daki biber iretim alanlarinda neden olan PMMoV
enfeksiyonlarinda sicaklik faktoriiniin L4 genine bagli olarak
davranigindaki etkilerindeki paymnin belirlenmesidir. Bir yil
boyunca farkli mevsimlerde planlamis oldugumuz biyolojik test
sonuglarinda 1L4B2, L4B3, L4B4, L4B5, L4B6 bitkilerinde
herhangi bir simptomun olusmamasi hem makroskobik
gozlemlerle hem de molekiiler yontemler ile belirlenmistir. Bu
veriler birlestirildiginde PMMoV-Kum izolatinin
epidemilerinde ~ sicaklilk  etmeninin  Onemi  olmadig1
belirlenmistir.

enfeksiyonuna
P118/P119 primerleri ile L4 geninin varligi tespit edilmistir. Bu
sonuglar birlestirildiginde 087H3T7 primerinin basar1 oranini
diisiiren bir parametre oldugu kanisina varilmaktadir. Daha
genis populasyon araliginda bu primerlerin basari oranlarinin
irdelenmesi arastirmacilarin  dogru sonuglara ulagmast igin
atilacak 6nemli bir adimdir. Ayrica Yang ve ark. (2009) L3 ve
L4 markirlar1 arasindaki genetik uzakligmn C.annum/C.chinense
veya C. annum/C. chacoense arasinda meydana gelen melezler
arasinda farkliliklar gosterebilecegini belirtmislerdir. Melezler
arasindaki farkliliklarin bu genlerin ¢aligma aktivitelerinde
herhangi bir farkliik meydana getirip getirmediginin
belirlenmesi gerekmektedir.

L genleri i¢in farkli sicakliklara bagh aleller L1a, Llc ve . L L L .
L2b, C. annuum cv. KC780, C. chinense KC667 ve C. PMMoV-Kum izolatinin bitkiler iizerindeki gézlemleri ve

baccatum Pl 439381-1-3 iizerinde tanimlanmistir (Tomita ve molekiiler c¢aligmalar1 birlestirildiginde geriye tartisilmasi
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gereken diger konu bu izolatin diinya izolatlar ile arasindaki
filogenetik iligkinin belirlenmesidir. Bu izolatin Velasco ve ark.
(2002)’nin  gelistirdigi  primerler  kullamilarak RT-PCR
caligmalart ile PMMoV’ye ait oldugu dogrulanmustir. Bu
izolatin evrimsel iliskileri hakkinda yorumlarda bulunmak ve
gO¢ haritast hakkinda ipuglar1 alabilmek i¢in sekans hizmetleri
almmis ve filogenetik analizleri gergeklestirilmistir. Sekans
hizmetleri sonucunda 793 bp uzunlugunda PMMoV’ye ait
genom pargast elde edilmistir. Elde edilen PMMoV-Kum
izolatina ait sekans bilgileri NCBI (National Center for
Biotecnology Information) veri tabani lizerinde
MK806437aksesyon numarasi ile kayit edilerek arastirmacilarin
kullanimina sunulmustur.Bu kisa sekans pargasi PMMoV-Kum
izolatinin BLAST Analizlerinde (NCBI veri tabaninda niikleotid
bazinda yapilan kiyaslama) en yakin iliskiyi %100 oranimida
KC288153 izolat1 ile kurdugu goriilmiistiir. KC288153 izolat
2009 yilinda Swrbistandan elde edilen PMMoV’ye ait bir
sekanstir (Milosevic ve ark. 2012).Bu aragtirma grubu rapor
ettikleri PMMoV sekansinin kilif proteinine &zgli bolgeyi
amplifiye ederek yaptiklari kiyas analizlerinde bu izolatin L3
geninin sagladigi dayanimi kiramayan P1.2 patotipine ait
oldugunu belirtmisleridir.

PMMoV-Kum izolatinin filogenetik analizi i¢in Tiirkiye,
Sirbistan, Japonya, Cin, Kanada, Giiney Kore, Brezilya, Tunus,
Amerika Birlesik Devletleri, Hindistan, Ispanya, Venezuela,
Avustralya'nin dahil oldugu 13 iilke filogenetik analize dahil
edilmistir. Cizelge 4’de filoegenetik analize tabi tutulan
izolatlara ait  bilgiler  paylagilmistir.Filogenetik  agag
olusturulurken dikkat edilen 6nemli bir unsur ise konukgu
araligi olmustur. Filogenetik analize dahil edilen 16 izolatin
konukgulart incelendiginde 9 tanesi biber, 3 tanesi ise yabanci
otlardan olugsmaktadir. Olusturulan Filogenetik aga¢ Sekil 4’de
paylasilmustir.

Filogenetik agaca ait veriler incelendiginde PMMoV’e ait
izolatlarin iki ana gruba bagl olarak dallandigi goériilmektedir. 1.

Cizelge 4. Filogenetik analizler i¢in kullanilan izolatlara ait bilgiler.

Table 4. Information on isolates used for phylogenetic analysis.

grup olarak nitelendirilen kiimede genel olarak L4 ve L3
dayanimimi kiran P1.2.3. ve P1.2.3.4 izolatlarin var oldugu
goriilmekte iken iilkemizin Antalya-Kumluca bdlgesinden elde
edilen PMMoV-Kum izolatininda dahil oldugu II. gruba ait
oldugu belirlenmistir. 2016-2017 yilinda Antalya-Kumluca
bolgesinden elde edilen izolatlarin Grup II’de yer almasi bu
izolatin L4 dayanimmi kiran bir patotipe ait olmadigini
sonucunu molekiiler ve klasik testlemelerden sonra filogenetik
analizi ile de dogrulanmasina imkéan saglamistir.

Ulkemizde son yillarda biber iiretim alanlarinda problem
olan PMMoV patotipinin L3 genini kiran P1.2.3 patotipi oldugu
diigiiniilmektedir. Caglar ve ark. (2012)’nmn yilinda yaptiklari
caligmalarinda L3 dayanimimi kiran izolatin {ilkemizde
varligindan s6z etmislerdir. Suan ki biber iiretim alanlarinda L4
dayanimini kiran izolata rastlanmamigtir. Ama tilkemizde P1,
P1.2 patotiplerinin varlig1 veya yokluguna dair bir ¢aligma da
mevcut degildir. Choi ve ark. (2013, 2014) Kore’de
gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda P1.2 ve P1.2.3 patotiplerinin
bulunabildigini belirtmislerdir. Antignus ve ark. (2008) ise
Israil’de benzer bir calisma yiiriiterek P1.2 ve P1.2.3
patotiplerinin ~ varligin1  6nceden belirlemislerdir.  Arazi
stirveylerinde PMMoV ile benzer 6zellikler sergileyen drnekleri
toplayip RT-PCR yontemi kullanarak PMMoV ile enfekteli
oldugunu dogrulamiglardir. Elde edilen kilif proteininin tiim
niikleotid dizilimlerini kullanarak bu protein alani icerisinde
meydana gelen bir mutasyonun P1.2.3.4 patotipini meydana
getirdigi sonucuna varmiglardir. Genda ve ark. (2007)
Japonya’da gerceklestirdikleri ¢aligmalarinda benzer yontemleri
kullanarak PMMoV’in agresiflik derecesi en yiiksek patotipi
olarak P1.2.3.4 patotipinin varh@mi rapor etmislerdir.
Ulkemizde 2017-2018 iiretim donemi igerisinde siklikla
karsilagilan PMMoV izolatinin klasik testlemeler ve molekiiler
yontemler ile L4 dayanmmini kiran bir patotip olmadig
belirlenmistir.

Sira NCBI numarasi Patotip Ulke Konuk¢u Benzerlik oranlari (%0)

1 Pm l\fl%(\)fﬁjm Tiirkiye Capsicum annuum

KC288153 Sirbistan Capsicum annuum 100.00
3 AB276030 L4BV Japonya Yesil biber 99.75
4 AB254821 Patotip P1.2 Japonya 99.75
5 KP345899 Cin Capsicum annuum 97.60
6 KU311159 Kanada 99.12
7 KR108206 Giiney Kore Rorippa palustris 97.73
8 AB550911 BR-DF01 Brezilya 97.73
9 KR108207 Giiney Kore Leonurus sibiricus 97.60
10 EF061142 Tunus Biber 97.60
11 MH063882 ABD Sili biber 97.23
12 KJ631123 Hindistan Capsicum annuum 97.23
13 LC082100 P3 Giiney Kore Aci biber 94.18
14 KX063611 P1.2 Ispanya Biber 97.73
15 KU312319 Venezuela 97.35
16 MH427282 Avustralya Apis mellifera 97.35
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Grup |

Sekil 4. PMMoV-Kumluca izolatina ait filogenetik analizler.
Figure 4. Phylogenetic analysis of PMMoV-Kum isolate.

PMMoV nin 2019 yilinda iilkemizde L4 dayaniklilik genini
kiran izolatin bulunmamas: ilerleyen donemlerde karsimiza
¢tkmayacagi anlamma gelmemektedir. Diinyanin farkli
bolgelerinde L4 genini kiran bu izolatin varligina dair raporlar
mevcuttur. Bu raporlarin genel o6zellikleri diinyanin farkli
bolgelerinde PMMoV’nin farkli patotiplerinin  karsimiza
¢ikabilecegidir. Bu arastirmalardan elde etti§imiz sonug ise
oklar1 karantina uygulamalarma g¢evirmektedir. Biber iiretim
alanlarinin yetistirilme periyodu boyunca basgta TSWV, PVY,
CMV, TMV, PMMoV gibi birgok viriis tarafindan tehdit
altindadir. Ozellikle TSWV’nin dayanikliigi kiran 1rkinin
varlig1 yetistirilme alanlarinin biiyiik bir sorun olarak kargimiza
¢ikmaktadir. Bu hastalik ile miicadelede heniiz diinyada bir
¢aligmanin varligin s6z konusu olmamasindan dolayi, yakin
gelecekte ¢oziimil olmayan PMMoV’in L4 genini kiran irkinin
ilkemize girmemesi i¢in dikkat edilmesi gereken bir konudur.
Bu amag¢ ic¢in karantina uygulamalarina agirlik verilmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica Tobamoviriisler
toprakta uzun siire kaliciligini siirdiirebilmekte ve kokler
geligtikce acilan kii¢iik yaralardan giris yaparak enfeksiyonlarini
meydana getirebilmektedir. Bu konu goz oniinde tutuldugunda
toprak dezenfeksiyonun dnemini artirmaktadir. Ozellikle 2009
yilindan bu yana toprak dezenfeksiyonlarinda tercih edilen metil
bromid’in yasaklanmast ile toprak kékenli patojenlerin oraninda
artiglar  goriilmiistiir. ~ Alternatif c¢evre dostu kimyasal
uygulamalart belirlense de fireticilerin bu konu hakkinda
bilinglendirilmeleri ve bu uygulamalarin  gelistirilmesi
gerekmektedir.

4. Sonug

Son yillarda biber iiretim alanlarinda viriis hastaliklarinin
goriilme insidansinda artislar meydana gelmistir. Uretim
alanlarinda kiiltiirel-fiziksel ve kimyasal kontrol ydntemlerinin

Grup Il

bilingsiz yapilmasi viriislerin ve onlara vektorlik yapan
etmenlerin bu alanlara erigsimini kolaylagtirmigtir. Son yillarda
Antalya’da 6zellikle Kumluca ilgesinde biber iiretim alanlarinda
sik rastlanan viriislerden biri olarak karsimiza PMMoV nin
¢ikmasi ve virlisiin diger Tobamoviriisler gibi tohumla taginmast
nedeniyle ciddiye alinmasi gereken bir problem oldugunu
bizlere gostermektedir. Bu baglamda incelenmesi gereken bir
diger konunun PMMoV ile miicadelede L4 gen aktivitesinin
enfeksiyonlara verdigi cevaplarin nitelendirilmesi gerekliligidir.
Yapilan biyolojik testlemeler ve molekiiler analizler neticesinde
L4 geni tarafindan saglanan dayanikliligin hala etkin oldugu
sonucuna varilmigtir. Ayrica L4 tanilamaya yonelik en etkili
markirlar  AP-7/AP-8 ve P118-P119 markirlar1 olarak
belirlenmistir. Dogru markir se¢iminin dogru tanilamay1
saglayacagindan L4 genine yonelik ¢alismalarda bu verilerin
o6nemi oldukga biyiiktiir. Ayrica PMMoV-Kum izolatinin
niikleotid bilgileri elde edilerek NCBI (Uluslar Arasi Gen
bankasi-MK806437) kayit edilmis ve filoegenetik analizleri
gerceklestirilmis  ve diinya izolatlari arasinda konumu
belirlenmistir.
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