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Baz fasulye genotiplerinin Bean common mosaic virus
(BCMV) ve Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV)’a
dayamkhilik durumlarmmin kalitatif, kantitatif ve molekiiler
yontemlerle belirlenmesi

ilyas DELIGOZ! Miray ARLI SOKMEN?

SUMMARY

Determination of resistance to Bean common mosaic virus (BCMV) and Bean
common mosaic necrosis virus (BCMNYV) in some common bean genotypes
using qualitative, quantitative and molecular methods

In 2007, a total of five bean cultivars, two of which are commercial cultivars, and one
breeding line were evaluated for presence of known resistance genes and resistance levels
to BCMV and BCMNV using qualitative, quantitative and molecular methods. Five plants
of each cultivars and breeding line were inoculated with NL-3 strain of BCMNYV and NL-4
strain of BCMV, and all plants were evaluated for virus symptoms and vigor. Additionally,
plants were tested by DAS-ELISA to evaluate the virus titer on non-inoculated trifoliate
leaves quantitatively. Also, two SCAR markers, SW-13 linked to the dominant | gene and
SBD-5 for the recessive gene bc-1% were used to screen these genes in those cultivars by
PCR. Results showed that cultivars Zulbiye and Ozeren Seker and 4F-3260 breeding line
posses the dominant | gene which is responsible for resistance to BCMV, and Akdag has
the recessive gene bc-22 which confers resistance to all known strains of BCMNV and
BCMV except NL-4. Cultivars Ozeren Seker and Ozeren Barbunya occurred to possess the
recessive gene bc-1% which is responsible for resistance to four strains of BCMV (NL-1,
NL-7, US-2, NL-2) and NL-8 strain of BCMNV.
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OZET

2007 yilinda ikisi tescilli olmak iizere bes fasulye ¢esidi ve bir 1slah hattinin BCMV ve
BCMNV’ye karsi dayaniklilik diizeylerinin ve sahip olduklari dayaniklilik genlerinin
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kalitatif, kantitatif ve genetik olarak belirlenmesine ¢alisilmigtir. Bu amagla her ¢esitten bes
bitki, BCMNV NL-3 1rki ve BCMV NL-4 1rki ile inokule edilerek gesitlerin dayaniklilik
diizeyleri simptomatolojik olarak incelenmistir. Buna ilave olarak, DAS-ELISA yontemi ile
cesitlerdeki viriis enfeksiyon diizeyi kantitatif olarak da ortaya konmustur. Ayrica,
dominant | genine spesifik SW-13 ve resesif bc-1% genine spesifik SBD-5 SCAR markérleri
ile PCR ydntemi uygulanarak cesitlerin s6z konusu genleri bulundurma durumu molekiiler
olarak belirlenmistir. Ziilbiye ve Ozeren Seker cesitlerinin ve 4F-3260 1slah hattmnin
BCMV’ye kars1 dayaniklilikta rol oynayan dominant | genine, Akdag cesidinin NL-4 hari¢
BCMV ve BCMNV nin bilinen biitiin irklarina kars: dayamkliligi saglayan resesif bc-2
genine, Ozeren Seker ve Ozeren Barbunya cesitlerinin ise BCMV’nin dort (NL-1, NL-7,
US-2, NL-2) ve BCMNV’nin NL-8 irkina kars1 dayaniklihg: saglayan bc-12 genine sahip
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Fasulye, BCMV, BCMNV, Dayaniklilik
GIiRiS

Bean common mosaic potyvirus (BCMV) ve Bean common mosaic necrosis
potyvirus (BCMNYV) fasulye alanlarinda yaygin olarak enfeksiyona neden olan ve
% 80’¢ varan {riin kayiplari olusturabilen onemli iki viriistiir. Acyrthosiphon
pisum, Aphis craccivora, A. fabae ve Myzus persicae gibi bir¢ok yaprak biti tiirii ile
non-persistent yolla, mekanik olarak bitki 6z suyu ile, tarimsal ekipmanlarla,
tohumla ve polenle tagiabilen bu viriisler ayn1 bolgede bulunabilmekte ve bazen
de ayni1 bitkiyi enfekte edebilmektedir (Silbernagel et al. 2001).

BCMV ve BCMNV, fasulyede birbirine ¢ok benzer simptomlar olustururlar. Bu
simptomlar mozayik, ciicelesme, yaprak kivircikligi ve kloroz seklindedir. Diger
bir simptom ise sistemik nekrozdur. Bu simptom tepe nekrozu (top necrosis) veya
siyah kok (black root) olarak da adlandirilmaktadir (Cooper and Jones 1983). Tepe
nekrozu hipersensetif reaksiyon sonucu vaskuler nekrozun ilerlemesi ile olugsmakta
ve bazen bitkinin 6liimiine sebep olmaktadir. Eger fasulye ¢esidi dominant 7 genine
sahipse bitkide tepe nekrozu simptomu olusmaktadir. Dominant / genine sahip
bitkiler BCMYV ile enfekteli ise sistemik nekroz 30°C’nin {izerindeki sicakliklarda,
BCMNYV ile enfekteli ise biitiin sicakliklarda olusmaktadir (Kelly 1997). Bu
yiizden [/ genine sahip bitkilerde 30°C sicaklikta BCMV ve BCMNV’nin
simptomatolojik olarak ayrimi miimkiin iken, / geni mevcut olmayan ¢esitlerde iki
viriislin ayrilmasi zor olmaktadir (Gilbertson et al. 2001).

Ali (1950) fasulyede BCMV’ nin 1rklarina kargi dayanikliligi saglayan dominant |
genini belirlemistir. Bu gen giiniimiizde BCMV ve BCMNV’ye kars1 dayaniklilik
islahinda resesif bc genleri ile birlikte etkili olarak kullanilmaktadir. | geni
dayaniklilik yaniti olugturmasinin disinda BCMNV ’nin tohumla taginabilmesini de
engelleme yetenegine sahiptir (Kelly 1997). Ancak bitkide | geni tek basina, yani
resesif bc genleri ile birlikte degilse BCMV’ nin nekroza neden olan irklart 30 °C
iizerinde ve BCMNV nin 1rklar1 ise tiim sicakliklarda | geni dayanikliligini kirarak
bitkide hipersensetif reaksiyon sonucu sistemik Oldiiriici nekroza neden
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olabilmektedir. Bu durum Korunmamis | Geni Dayaniklilig1 olarak bilinmektedir
(Drijfhout 1994).

Fasulyede, BCMV ve BCMNV dayaniklilig1 ile ilgili diger genler resesif bc
genleridir ve bunlar irka spesifik (strain specific) ve irka spesifik olmayan (non-
strain specific) seklinde ayrilmaktadir (Coyne et al. 2003). Drijfhout (1978)
fasulyede BCMV ve BCMNV’ye karsi dayaniklilikta rol oynayan 6 resesif bc
genini 4 ayri lokusta tespit etmislerdir. Bu lokuslardan bc-1 ve bc-2 lokusu ¢oklu
allellere sahiptir. Resesif bc genleri igerisinde be-1, be-17, be-2, be-2% ve be-3 viriis
irkina spesifiktir. bc-u geni ise viriis 1rkina spesifik olmayan gendir ve | geninin
olmamasi durumunda diger bc-genleri tarafindan olusturulan dayanikliligin ortaya
¢ikmasindan sorumludur. Dominant | geninin varhiginda bc-1, bc-1? ve bc-3
genleri, bc-u genine ihtiya¢ duymaksizin dayanikliligi saglayabilmektedirler. Buna
karsin bc-2% geninin dayamiklihk yaniti olusturabilmesi i¢in dominant | geninin
varliginda da mutlaka bc-u geninin bulunmasi gerekmektedir (Kelly1997, Miklas et
al. 2000, Silbernagel 1995).

Eger bir gesitte dominanat / geni irka spesifik bc genleri (bc-1%, bc-2%, be-3) ile
kombine edilirse bu durum Korunmus / Geni Dayanikliligi olarak adlandirilir
(Coyne et al. 2003) ve boyle bir ¢esitte BCMV’ nin nekrotik irklari sistemik
nekroza neden olmazken, BCMNV’nin 1irklar1 tarafindan olusturulan sistemik
nekroz ya bir bolgede sinirlandirilir, ya geciktirilir ya da tamamen engellenir.
Ornegin, BCMNV NL-3 1rki ile inokule edilen I+bc-1° gen kombinasyonuna sahip
fasulye cesidinde inokule edilen yaprakta ortaya c¢ikan nekroz damarlar ile
siirlandirilirken, I+bc-2? gen kombinasyonuna sahip fasulye gesidinde inokule
edilen yapraklarda viriis sadece kiiciik lekeler seklinde smirli kalir. I+bc-3
genlerine sahip ¢esitlerde ise nekrotik belirtiler olusmaz (Kelly 1997).

Markor yardimiyla seleksiyon yontemi viriis inokule edilmeksizin dayaniklilik
genlerinin  bitkilerde belirlenebilmesine olanak saglayabilmesi nedeniyle
giinimiizde yogun olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem virlis testlemeleri ile
kombine edilerek, ozellikle BCMV ve BCMNV ye karst uzun siireli dayaniklilig
saglamak i¢in gen piramidi olusturma programlarinda kolayliklar saglamaktadir
(Melotto et al. 1996, Johnson et al. 1997, Kelly 1997, Strausbaugh et al. 1999,
Miklas et al. 2000). Fasulye dayaniklilik genlerine spesifik baz1 markdrler gesitli
arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir. Bunlardan | (Haley et al. 1994a, Melotto
et al. 1996), bc-3 (Haley et al. 1994b; Johnson and Gepts 1994, Miklas et al.
1996, Mukeshimana et al. 2005, Naderpour et al. 2010) ve bc-1° (Myers et al.
1996, Miklas et al. 2000, Vandemark and Miklas 2005) dayaniklilik genlerine
spesifik molekiiler markorler giintimiizde BCMV ve BCMNV’ye dayaniklilik
1slah1 ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Ulkemizde bugiine kadar fasulyede BCMV ve BCMNV nin yaygmlik durumu ile
ilgili caligmalar yapilmis olmasina ragmen ¢esit ve 1slah hatlariin dayanikliligi ve
molekiiler markorlerin bitki dayanikliligini belirlemede kullanim olanaklari ile
ilgili ¢aligmalar yapilmamistir. Bu c¢alismada, baz1 fasulye genotiplerinin BCMV
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ve BCMNV’ye dayaniklilik durumlarmim kalitatif, kantitatif ve molekiiler
yontemler kullanilarak belirlenmesi ve kullanilan yontemlerin fasulyede
dayaniklilik 1slah1 programlarinda kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

BCMY ve BCMNY i1rklari

Calismada fasulye c¢esitlerinin dayaniklilik durumlarint ve sahip olduklar
dayaniklilik genlerini belirlemek igin BCMV’nin NL-4 irki ve BCMNV’nin NL-3
ikt kullanilmigtir. Bu irklarla enfekteli tohumlar USDA-ARS (United States
Departnent of Agriculture-Agricultural Research Service, ABD)’den temin
edilmistir.

Fasulye cesit ve 1slah hatlar

Dayaniklilik ¢alismasinda Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan
gelistirilmis Ziilbiye ve Akdag tescilli g¢esitleri, yerel olarak yetistirilen Seyfe
Sekeri, Ozeren Sekeri ve Ozeren Barbunya cesitleri ve 4F-3260 1slah hatt1 hatt1
kullanilmistir. Ayrica kontrol olarak BCMV ve BCMNV ’ye hassas Dubbele Witte
ve her iki viriise dayanikli IVT 7233 c¢esitleri kullanilmigtir. Kontrol olarak
kullanilan g¢esitler USDA/ARS, ABD’den temin edilmistir.

Fasulye cesitlerinin yetistirilmesi ve viriis inokulasyonu

NL-3 ve NL-4 wrklar1 ile enfekteli olan tohumlar ekildikten sonra ¢imlenen bitkiler
2-6 haftalik olunca, simptom gosteren yapraklar kopartilarak 1gr yaprak/10 ml
buffer olacak sekilde steril havanda fosfat tampon ¢ozeltisi (% 1 K;HPO,, % 0.1
Na,SOs, pH: 7.5) igerisinde ekstrakte edilmistir (Sengooba et al. 1997). Daha
sonra 10 cm ¢apindaki saksilarda steril torf i¢inde 5 tekerriirlii olarak yetistirilen
cesitlerin primer yapraklari Y2- % arasi biylkliige ulastiginda yapraklara 500
mesh’lik karborandum tozu piiskiirtiilerek tek kullanimlik plastik eldiven ile irklar
¢esitlere bulastirilmistir. Her gesit i¢in birer adet kontrol bitki birakilmis ve bu
bitkilere sadece tampon ¢dzeltisi inokule edilmistir. inokulasyon yapilan yapraklar
¢cesme suyu altinda yikanarak 22°C +1 ve 12 saatlik fotoperiyoda ayarli iklim
odasina yerlestirilmistir (Drijfhout et al. 1978).

Olusan simptom tiplerine gore cesitlerin dayamkhhk diizeylerinin ve
dayanikhilik genlerinin belirlenmesi

Calismada kullanilan fasulye cesitlerine viriis inokulasyonu yapildiktan sonra
bitkilerin gdsterdigi simptomlar giinliik olarak 21 giin boyunca gézlemlenmis ve
olusan simptom tipleri kayit edilmistir. Inokulasyon sonrasi sistemik enfeksiyon
gosteren c¢esitler hassas (S), sistemik enfeksiyon gostermeyen cesitler ise dayanikli
(R) olarak kabul edilmistir. Ayrica simptomlar Kelly (1997) ve Drijthout et al.
(1978)’a gore (Cizelge 1) degerlendirilerek cesitlerin sahip oldugu dayaniklilik
genleri belirlenmeye galigilmustir.
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Cizelge 1. Farkli Fasulye Genotiplerinin BCMNV NL-3 ve BCMV NL-4 Irklar1 ile
Inokulasyonu Sonrasi Olusturmasi Beklenen Reaksiyonlart ve Belirtileri
(Kelly 1997, Drijfhout et al. 1978 )

Bitki Genotipi BCMNV NL3 BCMV-NL-4
i Hassas — sistemik mozayik Hassas - Sistemik mozayik
I Hassas - sistemik nekroz Dayanikli - reaksiyon yok
i+ bc-u+bc-1° Hassas - hafif mozayik Hassas - Sistemik mozayik
|+bc-1° Dayanikli - damar nekrozu Dayanikli - reaksiyon yok
i+bc-u+bc-2° Dayanikli - reaksiyon yok Hassas - Sistemik mozayik
I+ be-u+ bc-2° [ Dayanikli - nekrotik lokal lezyon Dayanikli - reaksiyon yok
i+bc-u+ bc-3 Dayanikli - reaksiyon yok Dayanikli - reaksiyon yok
I+ bc-3 Dayanikli - reaksiyon yok Dayanikli - reaksiyon yok

DAS-ELISA ile dayamiklihgin belirlenmesi

Inokule edilmis ve kontrol olarak ayrilan bitkiler hem viriis ile sistemik olarak
enfekteli olup olmadiklariin ortaya konulmasi, hem de bitkideki viriis
konsantrasyonunun belirlenmesi icin ELISA testine tabi tutulmuslardir. DAS-
ELISA testi i¢in viriis inokule edilen yapragin iist kismindaki {iglii yapraklardan
ornekler almmistir. ELISA testi BCMV ve BCMNV’ye spesifik antiserumlar
kullanilarak Clark and Adams (1977)’a ve antiserumlarin temin edildigi firmalarin
oOnerilerine gore uygulanmstir. Sonuglar, ELISA mikropleyt okuyucusunda 405 nm
dalga boyunda absorbans degerlerinin alinmasiyla elde edilmistir. Bes tekerriirlii
olarak yiiriitiilen ¢aligmada tekerriirler arasinda en yiiksek absorbans degeri veren
bitki baz alinmis, 0.2 ve altinda absorbans degeri veren cesitler dayanikli olarak
kabul edilmistir (Strausbaugh et al. 2003b).

Molekiiler markérler yardimyla c¢esitlerdeki dayamkhhk genlerinin
arastirilmasi

Calismada kullanilan fasulye cesitleri dominant | geni ve resesif bc-1° geninin var
olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla bu genlere spesifik markorler olan SCAR
markoér SW-13 ve SBD-5 kullanilarak PCR yontemiyle analiz edilmistir.

Fasulye cesitlerinden DNA ekstraksiyonu

Fasulye c¢esitlerinden DNA’lar DNeasy DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen, Almanya)
protokoliine gore ekstrakte edilmistir. DNA Grnekleri PCR ¢alismasi yapilincaya
kadar -20°C’de saklanmigtir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Fasulye cesitlerinden elde edilen genomik DNA’larda | geninin varligi SCAR
markor SW-13 ve be-1° geninin varligi ise SCAR markor SBD-5 kullanilarak, PCR
yontemi ile tespit edilmeye ¢alisilmistir.

Primerler SW-13: (Forward Primer: CACAGCGACATTAATTTTCCTTTC,
Reverse Primer: CACAGCGACGAGGAGCTTATTA) (Melotto et al. 1996) ve
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SBD-5: (Forward primer: GTGCGGGAGAGGCCATCCATTGGTG, Reverse
Primer: GTGCGGAGAGTTTCAGTGTTGACA) (Miklas et al. 2000) lontek
(istanbul) firmasi tarafindan sentezlenmistir.

PCR reaksiyonu 5 pl 5xPCR buffer colorless (Promega, ABD), 2ul 10mM dNTPs,
her bir primerden (25 uM) 0.25 pl, 0.12ul Tag DNA polimeraz (Go Taq® DNA
polimeraz enzimi 5u/ul), Sul 25mM MgCl, ve 0.5 ul DNA (50ng toplam DNA)’dan
olugsmustur. Toplam reaksiyon hacmi RNase ve DNase igermeyen su ile
Amplifikasyonlar Bio-Rad MJ Mini PCR Thermocycler’de, 94°C’de 2dk., 34
dongii olacak sekilde 94°C’de 10s., 66°C’de 40s., 72°C’de 2dk. ve 1 dongii 72°C’de
5 dakika ile tamamlanmigtir (Strausbaugh et al. 2003a).

Agaroz jel elektroforez

PCR sonrast olusan DNA fragmentlerinin analizi i¢in 10pul PCR iiriiniine 2pl
yiikleme tamponu [%15 ficoll 400, %0.03 bromophenol blue, %0.03 xylene cyanol
FF, % 0.4 orange G, 10 Mm Tris-HCI (pH: 7.5] ve 50mM EDTA) ilave edilmistir.
Daha sonra ornekler TBE tampon ¢ozeltisinde (89mM Tris, 89mM borik asit ve 2
mM EDTA) hazirlanan %1’lik agaroz jelde (0,5pg/ml etidium bromiir igeren)
80mA siirekli akimda 2 saat siire ile elektroforeze tabi tutulmustur. Jeldeki PCR
fragmentlerinin analizi GelDoc 2000 (Biorad, ABD) jel goriintileme sistemi
kullanilarak gergeklestirilmis ve jelde olusan bantlarin fotograflart ¢ekilmistir
(Strausbaugh et al. 2003a).

SONUCLAR VE TARTISMA

5 fasulye cesidi ve 1 1slah hatti ile yiiriitiilen ¢alismada cesitlerin dayaniklilik
diizeyleri ve sahip oldugu genler simptomatolojik, ELISA ve PCR yontemleri ile
belirlenmistir. Caligmada kullanilan gesitler 5 tekerriirlii olacak sekilde dayaniklilik
calismalarinda yaygin olarak kullanilan BCMNV NL-3 ve BCMV NL-4 irklari ile
inokule edilmistir. Olusan reaksiyonlara gore cesitlerin dayaniklilik durumlari ve
sahip olabilecekleri dayaniklilik genleri belirlenmistir (Cizelge 2).

Ayrica BCMNV NL-3 1irk1 ve BCMV NL-4 ile inokule edilen fasulye ¢esitlerine ait
bitkiler inokulasyondan 21 giin sonra DAS-ELISA ile test edilmistir. Test
sonucunda cesitlerde elde edilen maximum absorbans degerleri Cizelge 3’te
verilmistir.
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Cizelge 2. BCMNV NL-3 ve BCMV NL-4 Irki ile inokule Edilen Fasulye Cesitlerinin
Reaksiyonlar1, Olusturdugu Belirtiler ve Dayaniklilik Genleri

BCMNV NL-3 BCMV NL-4
Belirtiler Belirtiler Genler
Cesitler Reaksiyon Ino!(ule Tiim | Reaksiyon lno!(ule Tiim
Edilen Bitki Edilen BitKi
Yaprak Yaprak
Ziilbiye S* Dn, NI Sn R Sy Sy I
Ozeren
Seker S Dn, NI Sn R Sy Sy |
4F3260 Dn, NI Sn R Sy Sy [
Akdag R Sy Sy S Sy Mk';]”’ bc-2?
Ozeren Hm, Hm, 2
Barbunya S Sy Db S Sy Db bc-1
Seyfe Hm, 2
Sekeri S Sy Yk S Sy M, Yk | bc-1
Dubbele Sm,
Witte S Sy Sm,Yk S Sy Yk -
IVT 7233 R Sy Sy R Sy Sy I, bc3

*S: Hassas, R: Dayanikli, Sy: Simptom yok, Dn: damar nekrozu, NI: nekrotik lekeler, M: mozayik,
Hm: hafif derecede mozayik, Sm: siddetli derecede mozayik, Db: damar bantlagmasi, Yk: yaprak
kivrilmasi, Kh: Klorotik halkali lekeler, Sn: sistemik nekroz

Cizelge 3. BCMNV NL-3 ve BCMV NL-4 Irki ile inokule Edilen Fasulye Cesitlerinin
DAS-ELISA Sonuglarina Goére Dayaniklilik Durumlari

. BCMNV NL-3 BCMV NL-4
Cesitler *A405 | Degerlendirme | A405 | Degerlendirme
Ziilbiye 0.4 S 0.13 R
Ozeren Seker 0.17 R 0.15 R
4F3260 - - 0.18 R
Akdag 0.11 R 1.75 S
Ozeren Barbunya 1.68 S 2 S
Seyfe Sekeri 2.15 S 1.3 S
IVT 7233 (kontrol-dayanikli) 0.12 R 0.12 R
Dubbele Witte (kontrol-hassas) 2.6 S 2.5 S

*A405: Absorbans degeri (405 nm), R: dayanikli (absorbans degeri < 0.2), S: hassas (absorbans degeri >0.2), -:
Bitkilerin 21. giinden 6nce 6lmeleri nedeniyle ELISA ile test edilememistir.

Son olarak ¢alismada kullanilan fasulye gesitlerinde dominant | geni ve resesif bc-

1% genininin var olup olmadigi bu genlere spesifik markérler (sirastyla SCAR

markér SW-13 ve SBD-5) kullanilarak multipleks PCR yontemi ile arastirtlmistir

(Sekil 1).
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2 3 4 5 6 7 8 9 M

-.----- —» 1300 bp

—» 690 bp

- -

Sekil 1. | geni ile bagh SCAR markér SW-13 (690 bp) ve bc-1% geni ile bagli SCAR markor
SBD-5 (1300 bp) kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu sonucu elde edilen
amplifikasyon iiriinleri. M: markér, 1: DNA icermeyen 6rnek, 2: Ozeren Barbunya,
3: Ozeren Seker, 4: Seyfe Sekeri, 5: 4F-3260, 6: Ziilbiye, 7: Akdag, 8: Amanda
(Kontrol: 1+ bc-1?), 9: Dubbele Witte (Kontrol: dayamklilik geni yok).

Ziilbiye, Ozeren Seker cesidi ve 4F-3260 1slah hattina ait bitkiler BCMV NL-4
irkina kars1 herhangi bir simptom olusturmamalar1 nedeniyle dayanikli, BCMNV
NL-3 wrkina kars1 ise sistemik nekroz yaniti olusturarak 6lmeleri nedeniyle hassas
bulunmuslardir. Bu reaksiyonlar Ziilbiye, Ozeren Seker cesidi ve 4F-3260 1slah
hattinin dominant | genine sahip oldugunu gostermistir (Cizelge 2). Drijfhout
(1978) ve Kelly (1997) tek basina (resesif genlerle korunmamig) dominant | geni
tagiyan fasulye ¢esitlerinin NL-3 irkina kars1 sistemik nekroz reaksiyonu verdigini,
NL-4 wrkina karsi ise dayanikli oldugunu bildirmiglerdir. Ogliari and Castano
(1992), 72 fasulye 1slah hattin1 NL-3 ve NL-4 1rki ile test etmisler ve 67 hattin NL-
3’e kars sistemik nekroz reaksiyonu verdigini ve bu hatlarin dominant | genine
sahip oldugunu belirlemislerdir. NL-4 1rk1 ile inokule edilen Ziilbiye, Ozeren Seker
cesidi ve 4F-3260 1slah hattina ait bitkilere uygulanan ELISA testi sonucunda
absorbans degeri 0.2’nin altinda (sirasiyla 0.13, 0.15 ve 0.18) elde edilmis ve bu
iki ¢esit ve 1slah hattinin NL-4 1rkina dayanikli oldugu serolojik olarak da teyid
edilmistir (Cizelge 3.). NL-3 irki ile inokule edilen Ziilbiye ¢esidine ait iki bitki ve
Ozeren Seker cesidine ait bitkilere 21. giiniin sonunda ELISA yapilmis ve
absorbans degerleri Ziilbiye cesidinde 0.4 (hassas), Ozeren Seker ¢esidinde ise 0.17
(dayanikli) elde edilmistir. NL-3 1rki inokulasyonu sonrasi Ziilbiye g¢esidinin
fenotipik sonuglar1 ile ELISA testi sonuglar1 birbirine paralel olmasia ragmen,
Ozeren Seker ¢esidinin fenotipik sonuglari ile ELISA sonuglari birbirine paralellik
gostermemistir. Bu ¢esit fenotipik olarak hassas, ELISA sonucunda ise dayanikli
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olarak degerlendirilmistir (Cizelge 2 ve 3). Ozeren Seker cesidinin ELISA
sonucunun esigin hemen altinda (0,17) dayanikli olarak c¢ikmasina ragmen
bitkilerin 6lmesi g¢esitteki | genin hipersensetif reaksiyonu tetikleyerek dayaniklilik
yanitin1  olusturdugunu ve viriis c¢ogalmasini simrlandirdigini  fakat hiicre
Oliimlerinin devam ettigini gostermektedir. Kelly (1997), Strausbaugh et al.
(2003a) ve Larsen et al. (2005) benzer bir sekilde BCMNV NL-3 wrkinin | geni
iceren cesitlerde sistemik nekroz nedeni ile oliimlere neden oldugunu kendi
caligmalarinda ortaya koymuslardir. Bir bitki genotipinde dominant genlerin eslik
ettigi dayaniklilik yanitlarinda bitkinin hipersensetif reaksiyonu sonucu nekrotik
belirtiler ortaya cikabilmekte ve bazen gen dozajinin yetersizligi nedeni ile
programlanmig hiicre Oliimlerinin Onlenememesi dolayisiyla bitki 6liimleri
gortilebilmektedir (Collmer et al. 2000).

Simptomatolojik olarak Ziilbiye, Ozeren Seker ¢esitleri ve 4F-3260 1slah hattinin
korunmus | genine (I+bc-7?) sahip olmadigi belirlenmesine ragmen (Cizelge 2),
markor ¢alismasi sonuglar1 Ziilbiye, Ozeren Seker cesidi ve 4F-3260 1slah hattinin
dominant | geninin disinda bc-72 genini de tasidigini gostermistir (Sekil 1).
Strausbaugh et al. (2003a) bu ¢alisma sonuglarina benzer bir sekilde yaptiklari bir
caligmada, Brasil-2 ¢esidinin markér sonuglarina goére | ve bc-7? genini tagidigini
belirlemelerine ragmen, Brasil-2 ¢esidinin fenotipik olarak NL-3 irkina karsi tek
basina | geni dayanikliligi reaksiyonu (sistemik nekroz) verdigini belirlemislerdir.
Benzer bir sekilde Miklas et al. (2000), markor sonuglarinin bazi bobrek (kidney)
ve c¢ali (cranberry) tipi fasulye hatlarinda | ve bc-72 genlerinin var oldugunu
gostermelerine ragmen, bu hatlarin NL-3 irkina karst korunmamus | geni
dayanikliligi reaksiyonu (sistemik nekroz) verdigini ve bu nedenle bc-/2 genine
spesifik SCAR markér SBD-5’in bobrek (kidney) ve gali (cranberry) tipi fasulye
cesitlerinde kullaniminin sinirlt oldugunu bildirmislerdir.

Akdag ¢esidi diger ¢esitlerden farkli olarak BCMNYV NL-3 1irkina kars1 dayaniklilik
reaksiyonu gosteren tek ¢esit olarak belirlenmis ve bu ¢esitte NL-3 irk1 herhangi bir
belirti olusturmamistir. Akdag ¢esidi BCMV NL-4 irkina karsi ise hassas reaksiyon
gostermistir. Akdag cesidinin NL-3 1rkina karsi herhangi bir belirti gostermeyerek
dayanikli olmasi, NL-4 irkina karsi ise hassas olmasi bu gesidin resesif bc-2
genine sahip oldugunu gostermektedir (Cizelge 2). Drijfthout (1978) ve Kelly
(1997), bir fasulye ¢esidinin BCMNV’nin NL-3 irkina kars1 dayanikli, BCMV ’nin
NL-4 irkina karsi ise hassas reaksiyon gostermesi durumunda gesitte resesif bc-22
geninin var olduguna karar verilebilecegini bildirmislerdir. NL-3 1rki ile inokule
edilen Akdag cesidine uygulanan ELISA sonucunda absorbans degeri 0.2’nin
altinda (0,11), NL-4 irki ile inokule edilen Akdag cesitlerine yapilan ELISA
sonucunda absorbans degeri 0.2’nin iizerinde (1,75) elde edilmis ve Akdag
¢esidinin NL-4 irkina hassas, NL-3 1rkina karsi ise dayanikli oldugu ELISA ile de
teyid edilmistir (Cizelge 3.). Markér sonuglari Akdag gesidinde bc-2° geninin
haricinde bc-12 geninin de var oldugunu gostermistir (Sekil 1.). Akdag cesidinde
bulunan bc-2% geninin bc-1% genine epistatik etkisinin olmasi nedeni ile gesidin bc-
1% genine sahip olup olmadigi simptomatolojik olarak belirlenememistir. Kelly
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(1997), BCMNV NL-3 irki ile bc-2° geni tasiyan fasulye gesitlerine inokulasyon
yapildiginda, bc-2? genininin bc-12 genine epistatik etkisi oldugunu ve bc-1
geninin var olup olmadiginin yalnizca molekiiller markér yardimi ve test
melezlemeleri yapilarak belirlenebilecegini bildirmistir. Akdag ¢esidinin bobrek
tipi fasulye olmas1 ve Miklas et al. (2000) tarafindan bc-1% genine spesifik SCAR
markdr SBD-5in bobrek tipi fasulye gesitlerinde kullaniminin giivenilir sonuglar
vermediginin bildirilmesi, molekiiler markor sonuglarina bakilarak Akdag ¢esidinin
bc-1% genini tasidigina karar verilemeyecegini gostermistir. Markdr sonuglarina
gore Akdag cesidinde var oldugu diisiiniilen bc-1? geninin, gercekten var olup
olmadiginin test melezlemeleri yapilarak aragtirilmasi gerekmektedir.

Ozeren Barbunya ¢esidi BCMNV NL-3 ve BCMV NL-4 irklarmin her ikisine kars:
hassas reaksiyon gostermistir. Ozeren Barbunya cesidi her iki irkla yapilan
inokulasyonlarda da benzer bir sekilde yapraklarda hafif mozayik ve damar
bantlasmas1 seklinde belirtiler olusturmustur. Seyfe Sekeri cesidi de Ozeren
Barbunya cesidine benzer bir sekilde NL-3 ve NL-4 irklarinin her ikisine karsi
hassas reaksiyon gostermistir. Seyfe Sekeri cesidi NL-3 ve NL-4 ki ile
inokulasyon sonrasi yapraklarda hafif mozayik ve kivrilmalar seklinde belirtiler
olusturmustur (Cizelge 2). NL-3 1rk1 ile inokule edilen Ozeren Barbunya ve Seyfe
Sekeri gesitlerine yapilan ELISA sonucunda absorbans degerleri benzer bir sekilde
0.2’nin tlizerinde (sirasiyla 1.68 ve 2.15) elde edilmis ve bu gesitlerin NL-3 1rkina
kars1 hassas olduklar1 ELISA ile de saptanmigtir. NL-4 1rki ile inokule edilen
Ozeren Barbunya ve Seyfe Sekeri cesitlerine yapilan ELISA sonucunda ise
absorbans degerleri benzer bir sekilde 0.2°nin iizerinde (sirasiyla 2 ve 1,3) elde
edilmis ve her iki ¢esidin de NL-4 irkina kars1 hassas olduklart ELISA ile de teyid
edilmistir (Cizelge 3). Ozeren Barbunya ve Seyfe Sekeri gesitlerinin NL-3 1rkina
kars1 yapraklarda hafif mozayik seklinde belirtiler olusturmasi bu gesitlerin bc-12
genine sahip olabilecegini gostermektedir. Kelly (1997), NL-3 irkimin bc-1% genine
sahip cesitlerde yapraklarda hafif mozayik seklinde belirtiler olusturdugunu
belirlemistir. Markor sonuglarina gére her iki gesitte de bc-17 genine spesifik SBD-
5 markériiniin tespit edilmesi (Sekil 1), Ozeren Barbunya ve Seyfe Sekeri
¢esitlerinin bc-1% genine sahip oldugunu gostermistir.

Calisma sonucunda Kelly (1997) tarafindan Onerilen, BCMV’nin NL-4 ve
BCMNV’nin  NL-3  wklar1  kullanilarak  inokulasyon yapilan fasulye
genotiplerindeki dayaniklilik genlerinin belirlenebildigi, 6zellikle sistemik nekroz
belirtisi gosteren bitkilerde tek bagina ELISA sonuglar1 kullanilarak dayanikliligin
degerlendirilmesinin yaniltict sonuglar verebilecegi ortaya konulmustur. Calismada
kullamlan molekiiler markorlerden ise SCAR markdér SBD-5’in be-12 genini
belirlemede fenotiple uyusmayan hatali sonuglar verdigi, SCAR markér SW-13"{in
ise dominant | genini belirlemede feneotiple uyumlu sonuglar verdigi
belirlenmistir. Bu nedenle SW-13 markérii fasulye 1slah ¢aligmalarinda | geninin
seleksiyonu i¢in giivenli bir sekilde kullanilabilir.
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Ayrica bu caligmada kullanilan 5 fasulye ¢esidi ve 1 1slah hattinin BCMV ve
BCMNV’ye karst dayaniklilikta rol oynayan bazi genlere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar {ilkemizde bulunan diger kuru ve taze olarak tiiketilen
yerel fasulye populasyonlarinda ve tescilli fasulye cesitlerinde de dayaniklilik
genlerinin var olabilecegini akla getirmektedir. Bu nedenle iilkemizde tescil
edilmis ticari fasulye c¢esitlerinde ve yerel fasulye c¢esitlerinde BCMV ve
BCMNV’ye dayanikliligi saglayan genlerin var olup olmadiginin daha kapsaml
bir ¢aligma ile arastirilmasi gerekmektedir.

Bizim bilgilerimize gore bu ¢alisma Tiirkiye’de fasulye genotiplerinde BCMV ve
BCMNV’ye kars1 dayanikliliktan sorumlu olan genlerin belirlendigi ilk ¢aligmadir.
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