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BAZI BIBER HAT VE CESITLERININ }
Tobacco mosaic tobamovirus (TMV)'E DAYANIKLILIGININ
MEKANIK INOKULASYON VE ELISA TESTLERI ILE BELIRLENMESI
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Ozet

Ortiialt! biber (Capsicum annuum L.) yetistiriciliinde dnemli verim kayiplari ve
kalite bozulmalarina neden olan virlis hastaliklarinin basinda 7obacco mosaic
tobamovirus (TMV) gelmektedir. Ulkemizde ve diinyada viriis hastaliklar ile kimyasal
miicadelenin olmamasi, Ureticilerin dayanikli cesit kullanmalarini gerektirmektedir. Bu
galisma, 2005-2009 yillari arasinda “Turkiye F1 Hibrit Sebze Cesitlerinin Geligtirilmesi
ve Tohumluk Uretiminde Kamu-Ozel Sektér Isbirli§i Projesi” kapsaminda
yuritilmastir. Calismada, sonbahar ve ilkbahar ddnemlerinde, Enstiti gen
havuzunda bulunan 156 adet biber hatti ile 36 adet 6zel sektdre ait cesit, TMV
etmenine karsi testlenmistir. Saksilara ikiser adet dikilen biber fideleri 2-4 yaprakli
déneme gelince hazirlanan virlis inokulumu bitkilerin yapraklarina mekanik
inokulasyon yontemine goére inokule edilmistir. Bitkiler haftalik olarak gézlenmis ve
olusan belirtiler kaydedilmistir. Inokulasyondan 4-6 hafta sonra gézlem sonuglar
semptomatolojik olarak ve laboratuarda ELISA testi ile dederlendirilmistir. Calismalar
sonucunda, Enstitliye ait 15 adet hat ile 6zel sektdre ait 2 adet gesit dayanikl olarak
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biber, Capsicum annuum, Tobacco mosaic tobamovirus, TMV,
Dayaniklilik,

DETERMINATION OF SOME PEPPER LINES AND VARIETIES
RESISTANT TO 7obacco mosaic tobamovirus (TMV) WITH
INOCULATION AND ELISA TESTS

Abstract

The virus Tobacco mosaic tobamovirus (TMV) disease causes major losses in
yield and quality in pepper cultivation. No chemical control of the virus disease forces
growers to use resistant varieties in the world. This study was carried out in the
frame of “Improvement of Turkey F; Hybrid Vegetable Variety and Public-Private
Sector Collaboration in Seed Production Project” between 2005 and 2009. 156
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Pepper lines in gene pool of Institute and 36 varieties of private sector were
screened against TMV resistance in greenhouse in autumn and spring seasons.
Plants sown two plants per pot were infected with pathogen by mechanical
inoculation at 2-4 true leaf period. The symptoms were weekly observed and
recorded. Observations were evaluated at 4-6 weeks after inoculation by
symptomatologic and ELISA. As a result of this study, 15 lines of Institute and 2
varieties of private sector were determined resistant.

Keywords: Pepper, Capsicum annuum, Tobacco mosaic tobamovirus, TMV,
Resistance,

1. GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.) bitkisi Solanaceae familyasinin Capsicum
cinsine dahil olup; iklim istedi yoniinden ik ve sicak iklim sebzesidir
(Wien, 1997). Gerek Dinyada ve gerekse Tirkiye'de sevilerek tiiketilen,
icerdigi vitamin ve mineral maddelerce insan beslenmesi ve sagligina olumlu
katkisi olan ve (zerinde islah galismalarinin en fazla yogunlasti§i sebze
tlrlerinden biridir. Tlrkiye 1.796.177 ton biber Uretimi ile Dinyada Cin ve
Meksika’dan sonra 3. sirada yer almaktadir (Anonim, 2009). Yetistiriciligi
yapllan bitkilerin dogrudan toprak Ustli organlarinda zararlara yol acgan
hastaliklarin basinda viral hastaliklar gelmektedir. Biberde zararli olan 42
adet virtsiin biberde yaptigi yillik zarar oraninin % 42-% 80 dolayinda
oldugu tahmin edilmektedir. Bu viriisler arasinda Hiyar Mozaik Virlisii (CMV),
Patates Y Virlisi (PVY), Biber Cizgili Damar Viriisi (PVBV), Tutiin Mozaik
Virlisti (TMV) en 6nemli virislerdir (Palloix, 1994; Ekbic vd., 1997).

Bilindigi (izere bitki virlis hastaliklari ile miicadele, hastalik goriildikten
sonra miimkiin olmamakta ve ciddi Uriin kayiplari yani sira kalite kayiplarina
da yol acmaktadir. Ayrica viral hastaliklar cok kolay yollardan yayilmalan
nedeniyle, 6zellikle sonbahar doéneminde vyapilan Gretimlerde 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Yildiz vd., 1990). Viris hastaliklarinin
kontroliinde dogrudan kimyasal micadele olmadigindan, hastaligin
yayllmasini 6nlemek icin Koruyucu Onlemler énem kazanmaktadir. Viriis
hastaliklarinin  kontroliinde erken tani ve teghis, virlis kaynadinin yok
edilmesi, etkili vektor ve yabanci ot miicadelesi, sayilabilecek temel koruyucu
onlemlerdir (Demir, 2005). Sayilan bu virislerin pek codu afitler tarafindan
bulastiriirken, bazilar ise nematod, thrips, yaprak kurtlari, beyazsinekler ve
funguslar tarafindan; baz virlsler ise mahiyeti tam olarak bilinmeyen toprak
icindeki vektorler tarafindan bulastinimaktadir (Green vd., 1991). Bu nedenle
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virls hastaliklari ile miicadelede, hastalik etmeninin ¢ok iyi taniniyor olmasi,
gerek hastaligin bitkiye bulasmadan 6nce gerekse ilk hastalik belirtileri
gorildikten sonra alinacak onlemler daha o6nemli olmaktadir (Zitter
vd., 1984).

Ortiialti alanlarda viriis hastaliklarindan korunmak, diger bir ifadeyle
hastalik gikisini 6énlemek amaciyla baslangic olarak hastaliklara dayanikli
oldugu bilinen gesitler tercih edilmeli ve oldukca saglikli gériinen bitkilerden
tohum alinmali veya sertifikali tohum kullaniimalidir. Tohumla tasinmayan
virlls hastaliklarinda bile hasta bitkilerden alinan tohumlarin gimlenme
glglerinin dislik oldudgu saptanmistir. Bu nedenle virlis hastaliklari ile
miicadelede en basit ve etkili yontem dayanikli gesit kullanmaktir (Fletcher,
1989). Bu calismada; “Tirkiye F1 Hibrit Sebze Cesitlerinin Gelistirilmesi ve
Tohumluk Uretiminde Kamu-Ozel Sektor Isbirligi Projesi” kapsaminda, Bati
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisi (BATEM) biber islah hatlarinin ve baz
Ozel sektdr firma cesitlerinin 7obacco mosaic tobamovirus (TMV)'e karsi
mekanik  inokulasyon yontemi ile testlenmesi ve bu ydntemin
kullanilabilirliginin ortaya konulmasi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Testlemelerde BATEM biber gen havuzunda bulunan islah hatlan ile
Ozel sektore ait cesitlere ait biber fideleri, dayanikli ve hassas oldugu bilinen
biber cesitlerine ait fideler, Ege Universitesinden temin edilen TMV izolati,
pH:7 olan 0.01 M Fosfat buffer, 6 numara saksi (180 x 165 mm) ve 3:1:1
oraninda torf, perlit ve kum karisimi igeren steril harg ortami, TMV antiserum
kiti kullaniimigtir.

2.2. Yontem
2.2.1. Mekanik inokulasyon

BATEM biber gen havuzunda bulunan 156 adet islah hatti ve 6zel
sektore ait 36 gesit olmak lizere toplam 192 genotip mekanik inokulasyon
yontemi ile testlenmistir. Testlenecek biber hat ve gegsitlerine ait tohumlar
torfla doldurulmus plastik kaplara ekilmis ve fideler ilk gergek yapraklarini
olusturduklari ddénemde viyollere sasirtilmistir. Viyollerde 3-4 yaprakl
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doéneme gelen fideler, icerisinde 3:1:1 oraninda torf, perlit ve kum karigimi
bulunan saksilara her saksiya ikiser bitki olacak sekilde sasirtilmistir. Her
muamele igin 12 bitki ve 2 bitki de kontrol olmak (izere toplam 14 bitki
kullaniimistir. Testlemede kontrol olarak, dayanikli ve hassas oldugu bilinen
gesitlerden 10 bitki dayanikh kontrol ve 10 bitki de hassas kontrol olarak ve
her hattan 2 bitki de inokule edilmeden negatif kontrol olarak
bulundurulmustur.

Sasirtma isleminden 1-2 giin sonra fideler klasik testleme
yontemlerinden “Mekanik Inokulasyon Yéntemi’ne gdre viriis ile inokule
edilmistir. Bu amagla Ege Universitesinden temin edilip cogaltiimis olan TMV
inokulumu 1:5 oraninda, pH:7 olan 0.01 M Fosfat buffer (Na,HPO42H,0-
NaH,P0412H,0 (Antignus vd., 1997) ile ezilerek igerisine karborandum tozu
ve SiO, karnstirimis (Sekil 1a) ve bir singer yardimiyla test bitkilerinin
kotiledon ve ilk gergek yapraklarina sirilerek (Sekil 1b) virlisiin bitkiye
bulasmasi saglanmistir (Mandal vd., 2001). Bu islemden sonra 2-5 dakika
icinde yapraklara su puskirtiilmis ve inokulum fazlasi uzaklastirimistir
(Sekil 1c). Inokulasyon islemi bir hafta sonra bitkilerin {ist yapraklarinda
tekrarlanmistir. Inokulasyonlar sonrasinda bitkiler her hafta kontrol edilerek
gelisen belirtiler gdzlenmis ve kaydedilmistir (Matthews, 1991). Ayrica bitkiler
Uzerinde olusabilecek hastalik ve zararllar kontrol edilerek uygun kimyasal
ilaglarla miicadelesi yapilmistir.

/s

Sekil 1. Hazirlanan inokulum (a), biber yapraklarina TMV inokulasyonu (b), yapraklara
su puskirtme (b).

[0 =

2.2.2. DAS-ELISA testi

Bitkilerde yapilan gb6zlemler sirasinda alinan taze yaprak o6rnekleri,
TMV antiserum kiti ile firma tarafindan dnerilen test prosediiriine gore DAS-
ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immune Sorbent Assay)
teknigi ile testlenmistir (Clark ve Adams, 1977). Testlemeler sirasinda TMV
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antiserum kitine ait pozitif ve negatif kontroller kullaniimis ve 6rnekler 405
nm dalga boyundaki spektrofotometrede okunmustur.

3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Mekanik Inokulasyon

Mekanik inokulasyon sonrasinda bitkiler her hafta kontrol edilerek
gelisen belirtiler goézlenmis ve kaydedilmistir. Inokulasyon tarihinden 2-4
hafta sonra bitkilerin yapraklarinda sararma ve baz bitkilerde kuruma,
yapraklarda mozaik lekeleri ve bitkilerde bodurlasma seklinde belirtiler
gozlenmistir (Sekil 2 a,b,c). Calismada mekanik inokulasyon yontemi ve DAS-
ELISA teknigi ile 2004-2009 yillari arasinda BATEM ve 6zel sektore ait toplam
192 adet biber hat/cesit testlenmis olup, testleme sonuclar Cizelge 1'de
verilmistir.

Sekil 2. Inokulasyondan 10 giin sonra bitkilerdeki belirtiler (a), yapraklarda sararma
(b), mozaik (c)

Testleme calismalar sonucunda Enstitli'ye ait toplam 156 adet hattin
15 adedi TMV'ne dayanikli bulunurken 141 adedi duyarl bulunmustur. Ozel
sektdr cesitlerinden ise 36 adet gesitten 2 adedi dayanikli bulunurken 34
adedi duyarli olarak tespit edilmistir.

Testlemeler sonucu duyarli bulunan hatlarin, DAS-ELISA ile yapilan
analizlerde de pozitif reaksiyon verdigi tespit edilmistir. Enstitliye ait
dayanikh bulunan islah hatlan yaritilmekte olan islah programlarinda
dederlendirmeye alinmistir.
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Gizelge 1. 2004-2009 yillar arasinda biberde TMV testleme ve sonuglari

Testleme Testlenen Dayanikh Duyarh

Kurum Adi Zamani Cesit/Hat Sayisi Sayisi Sayisi

(yi) (adet) (adet) (adet)
BATEM 2004 20 0 20
BATEM 2005 14 0 14
BATEM 2006 26 0 26
BATEM 2007 40 4 36
BATEM 2008 25 0 25
BATEM 2009 31 11 20
Ozel Sektér 2005 5 0 5
Ozel Sektor 2006 17 1 16
Ozel Sektdr 2007 13 0 13
Ozel Sektdr 2008 1 1 0
TOPLAM 192 17 175

Yapilan calismada mekanik olarak inokule edilen bitkilerde gelisen
belirtilerle DAS-ELISA sonuglari karsilagtirlmig, dayanikl ve duyarh bitkiler
belirlenmistir (Sekil 3).

Sekil 3. TMV duyarh ve dayanikl bitkiler

3.2. DAS-ELISA Testi

Mekanik inokulasyondan 4 hafta sonra biber bitkilerinden alinan taze
yaprak ornekleri DAS-ELISA teknidi ile testlenmistir. Testlemeler sirasinda
TMV antiserum kitine ait pozitif ve negatif kontroller kullanilmigtir. ELISA ile
testlenen bazi oOrnekler ile pozitif ve negatif kontrollere ait absorbans
degerleri Cizelge 2'de verilmistir.
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Cizelge 2. DAS-ELISA analizi yapilan bazi érneklerin absorbans degerleri

Ornekler Absorbans Degeri Sonug
VT1 0.431 Pozitif
VT2 0.593 Pozitif
VT3 0.672 Pozitif
VT4 0.103 Negatif
VT5 0.566 Pozitif
VT6 0.439 Pozitif
VT7 0.259 Pozitif
VT8 0.510 Pozitif
VT9 0.099 Negatif
VT10 0.315 Pozitif
TMV Negatif kontrol 0.096 Negatif
TMV Pozitif kontrol 0.928 Pozitif

ELISA testleri sonucunda, saglikli kontrol (negatif kontrol) icin 405 nm
dalga boyunda spektrofotometrede elde edilen absorbans degerinin en az 2
kati ve daha fazla absorbans dederi veren ornekler pozitif olarak
degerlendirilmistir  (Davis, 1986; Sammons vd., 1989; Al-Shanwan
vd., 1995).

4. SONUC

Kiltir bitkilerinde virlis hastaliklari ile micadelenin, hastalik bitkiye
giris yaptiktan sonra mimkiin olmamasi ureticileri dayanikh gesit kullanmaya
sevk etmektedir. Virlis hastaliklarina karsi dayaniklilik ¢alismalarinin yeni bir
konu olmasi ve bu konunun klasik test yontemlerinden olan “Mekanik
Inokulasyon Yéntemi” ile ele alinmis olmasi bitkilerdeki hastaliklara
dayanikliigin énemini bir kez daha vurgulamistir.

TMV dayanikliik testine tabi tutulan biber ¢esitlerinde mekanik
inokulasyonlardan sonra haftalik olarak bitkilerde gézlemler yapilmistir.
Inokulasyondan yaklagik 4 hafta sonra gdzlem sonuglari degerlendirilmis,
hassas ve dayanikli hatlar belirlenmistir. Gézlemler sirasinda hassas olarak
nitelendirilen biber hatlarinda inokulasyondan sonra yeni gelisen yapraklarda
mozaik belirtileri g6zlenmistir. Dayanikli olarak nitelendirilen biber hatlarinda
ise bitkilerin inokulasyonundan sonra gelisen Ust aksaminda herhangi bir
belirtiye rastlanmamistir.
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Biber bitkileri yapilan gdzlemlerden sonra DAS-ELISA yo6ntemi ile
testlenmis ve belirti gdzlenen ve gozlenmeyen hatlara ait Ornekler
laboratuarda analiz edilmistir. Analiz sonucunda, yapraklarinda TMV belirtileri
goriilen ve hassas olarak nitelendirilen hatlara ait bitkilerden alinan érnekler
pozitif reaksiyon verirken, herhangi bir belirti géstermeyip dayanikli oldugu
kanaatine varilan hatlara ait bitkilerden alinan 6rnekler ise negatif reaksiyon
vermistir.

Bu calisma ile mekanik inokulasyonlar sonrasi yapilan gdzlemlerde
elde edilen sonuclarin dogrulugu serolojik olarak DAS-ELISA testi ile de
kanitlanmistir. Ayrica Enstitli‘de biber islahi konusunda yapilan calismalar
sonucunda elde edilen materyallerin yine Enstiti'de yapilan mekanik
inokulasyon calismalari ile Tatlin mozaik virlisii agisindan basarili bir sekilde
testlenebilecedi ortaya konulmustur. Biber islahinda calisan katiimcr &zel
firmalarin da Titlin mozaik virlist ile ilgili talep etmis olduklari dayaniklilik
testlemeleri imkanlar dahilinde yerine getirilmistir.

Sonug olarak; bu calisma llkemizde kamu ve 6zel sektdr tohumculuk
sektoriiniin, genetik materyalde hastallk ve zararllara dayaniklilik
testlemelerinin seri hale donistirilmesinde bir 6n galisma niteliginde olup,
ozellikle uygulamaya cok biiyiik katki saglamistir. Ayrica bitkilerdeki mevcut
dayanikiigin ortaya konulmasinda mekanik inokulasyon ve ELISA
galismalarina ilaveten TMV'ye karsi dayaniklilik saglayan L3 geninin bitkideki
varliginin molekiler yontemlerle de ortaya konulmasi gerekmektedir. Bu
calisma ile bitkilerin viris hastaliklarina karsi reaksiyonlarinin ortaya
konulmasinda kullanilan yontemlerden biri olan mekanik inokulasyon
yonteminin, gtivenilir sonuclar vermesi yaninda kolay uygulanabilir bir
yontem oldugu ortaya konulmustur. Bu nedenlerle i1slah calismalari sonucu
elde edilen materyallerin gbzden gecirilmesinde bdyle bir metodun
kullaniimasi ihtiyag haline gelmistir.
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