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BiBERDE BAZI VIRAL KAYNAKLI HASTALIKLARA KARSI
DAYANIKLILIGIN ARASTIRILMASI

GOKSU, Duygu

Yiiksek Lisans Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dal
Tez Danismant: Prof. Dr. Hiilya Ilbi
Eyliil 2016, 45 sayfa

Biber (Capsicum spp.) diinyada iiretimi en ¢ok yapilan aromatik
sebzelerden biridir ve bu &zelligi ile diinya yiyecek endiistrisinde 6nemli bir rol
oynar. Ulkemizde yas meyve ve sebze iiretiminde dnemli bir paya sahip olan
biber yetistiricilinde tireticilerin karsilastigi en biiyiik sorunlardan biri ¢ok énemli
verim kayiplarina yol acan viral hastaliklarla miicadele zorlugudur. Bu
hastaliklardan Tiitiin Mozaik Viriisii (TMV), Patates Y Viriisii (PVY) ve Domates
Lekeli Solgunluk Virisii (TSWV) miicadelesi en zor olanlardir. Yeni alternatif
¢ozlimler ftretilen virtislerle miicadelede en etkili ¢oziim dayanikli gesitlerin

gelistirilmesidir.

Bu tez projesinde temel amag, molekiiler isaretleyiciler kullanilarak tohum
firmalarna ait saf ve ileri biber hatlarinda TMV, PVY ve TSWYV viral hastaliklara
kars1 dayanikli lokuslarin tespit edilmesidir. Boylece ileride bu hastaliklara kars1
yiirlitiilen dayaniklilik 1slah1 programlarinda gen piramidi c¢aligmalarina temel
olusturmak istenmektedir. Dayanikli ¢esit gelistirme faaliyetlerinde bulunan
firmalarin mevcut hatlari, molekiiler teknikler kullanilarak s6z konusu hastaliklara
dayaniklilik bakimindan test edilerek 1slahta seleksiyon gergeklestirilmistir.
Molekiiler tekniklerin 1slahta kullanilmasi hem klasik 1slah yontemlerine gore
daha kisa siirede istenen sonuca ulasma hem de 1slahgilara ileriki ¢alismalarinda

biberde gen piramidi olusturma imkani saglamaktadir.

Anahtar sozciikler: Biberlerde Viral Hastaliklar, Tiitiin Mozaik Viriisii
(TMV), Patates Y Viriisii (PVY), Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV)






ABSTRACT

SCREENING OF PEPPER LINES FOR RESISTANCE TO
VIRAL DISEASES

GOKSU, Duygu

MSc in Horticulture Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Hiilya Ilbi
September 2016, 45 pages

Pepper growers have an most important market in Turkey which is of fruit
and vegetable production countries. The most difficult diseases are: Cucumber
Mosaic Virus (CMV), Tabocco Mosaic Virus (TMV), Potato Virus Y (PVY) ve
Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV). The resistant varities are the most effective
alternative solution in the struggle against viruses. The main goal of this study to
develop pepper varieties which have several resistant genes (gene pyramiding) by
using MAS.

Pure and breeding lines that were obtained from seed companies have been
examined by molecular markers linked to genes confers resistance to Tomato
Spotted Wilt Virus (TSWV), Potato Virus Y (PVY), Tomato Mosaic Viriis
(TMV). As these lines have been scanned for the pathogen resistance, they have

been appraised by their yield and quality performances as well.

Using moleculer markers in breeding, helps to reduce time and consuming
and also to develop pepper varieties which have several resistant genes (gene
pyramiding).

Keywords: Pepper, Viral Diseases, Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV),
Potato Virus Y (PVY), Tomato Mosaic Viriis (TMV).






XI
TESEKKUR

Bu calismada her asamada degerli goriis ve bilgileriyle yon veren ve ¢aligma
stiresince yonlendirici destegini esirgemeyen, tez konumun belirlenmesinde ve
calismam siiresince degerli katkilarini ve sabrin1 esirgemeyen danisman hocam,

sayin Prof. Dr. Hiilya ilbi'ye tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin laboratuvar agamalarinin yliriitiilmesine olanak saglayan Tohum
Teknolojisi ve Arastirma Merkezi (TOTEM) Midirliigii'ne tesekkiir ederim.
Ayrica, c¢alismanin finansal deste§ini saglayan Bilim, Sanayi ve Teknoloji
Bakanligi, Lider Tohum ve AD-ROSSEN tohum firmalar yetkililerine tesekkiir

ederim.

Tezimin laboratuvar c¢alismalarimda benimle birlikte c¢alisan molekiiler
biyoloji laboratuvar arkadaslarim Ali Kiin ve Damla Kantiirer’e tesekkiirlerimi

sunarim.

Her zaman benden maddi ve manevi destegini esirgemeyen anneme Ve

esime Ozellikle tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1500l yillarda Kristof Kolomb tarafindan Avrupa'ya getirilen biberin
anavatant Amerika'dir. Biber, tropikal ve subtropikal iklim kosullarin1 daha ¢ok
sevse de giiniimiizde Antartika hari¢ tiim kitalardaki tilkelerde yaygin olarak
iiretilen-tiiketilen ve bir¢ok farkli sekilde kullanilan bir kiiltiir bitkisidir (Duman
ve ark., 2002). Endiistri agisindan degeri yadsinamayacak derecede bir bitki olan
biber, 16. yiizyilda Istanbul’a geldigi ve ardindan diger bdlgelerimize yayildigi
belirtilmektedir (Celik ve ark, 2013). Giiniimiizde biber iiretiminde Tiirkiye kayda
deger bir potansiyele sahiptir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) ile Birlesmis
Milletler Gida ve Tarmm Orgiiti (FAO)’nun arastirmalar1 Tiirkiye’nin biber
tiretiminde diinya tlkeleri arasinda basi ¢ektigini gostermektedir. Tiirkiye'de biber
tiretimi 1900 yilinda 900 ton iken, 2000 yilinda 1480 tona yiikselmis, 2011 yilinda
diinyada tiretilen 24 milyon ton biberin 875 269 ton tiretimini gergeklestirerek Cin

ve Meksika’dan sonra iigiincii siraya yerlesmistir (FAO, 2011; Ozalp, 2010).

Aromatik bir bitki olan biber, mutfakta taze, dondurularak, kurutularak,
konserve, salca ya da baharat seklinde, yemeklerde, hazir gidalarda,
kizartmalarda, tursularda, soslarda kullaniminin yani sira boya ve ilag sanayinde
de oOnemli bir yere sahiptir (Kilig ve ark., 2015). Biitiin meyve sebzelerin
uretimiyle karsilastirildiginda da biberin Tirkiye'de en yliksek iiretim oranina
sahip sebzelerden biri olmasi ve tiretim miktarinin yillara gore artis gostermesi
dikkat cekmektedir. Ancak diinya ¢apinda tarima en elverigli lilkelerden biri olan
Tiirkiye'nin de tarim arazilerinin zamanla azaldig1 goriilmektedir. Diinyada ve
iilkemizde niifus yogunlugu, sanayilesme kentlesme gibi nedenlerle artan yeterli
ve dengeli beslenme sorununa, azalan tarim alanlar1 da eklenince durumun daha
da karmagik bir hal aldigi soylenebilir (Akbay ve ark., 2005). Boyle bir sorunla
miicadelede en etkili yollardan biri ekili arazilerden en yiiksek verimin elde
edilmesidir. Verimin en yiiksek diizeyde tutmasi icin ise kayiplarin azaltilmasi
gerekir. Uriin ve kalite kayiplarinin en biiyiik nedenleri arasinda fungal, bakteriyel
ve viral hastaliklar bulunmaktadir. Bu hastaliklarin diinya ¢apinda her y1l yaklasik
60 milyar dolar iiriin kaybi meydana getirdigi tahmin edilmektedir. Onlem
alinmazsa ekili ftriinlerin tamamimin kaybmma neden olabilecek dereceye

gelebilecegi bilinmektedir (Sevik, 2015).



Bu hastaliklarla bag etmenin zorlugu, hasta bitkilerin getirdigi ekonomik ve
ticari kayip, miicadele igin harcanan zaman ve gii¢, yontemin zayifligi nedeniyle
bitki ve tohum kalitesindeki diisiis, uluslararasi arenadaki rekabet giiciinii
zayiflatmasi gibi birgok farkli yonden kendini gosterir (Celik ve ark., 2013). Oyle
ki, baz1 viriis hastaliklar1 nedeniyle bazi bolgelerde iiretilen tiriinlerin iiretiminden
vazgecilmektedir. Kisacasi genis ac¢idan bakildiginda kayiplarin yalniz bitki
diizeyinde kalmadigi1 ¢ok daha genis kapsamli zararlara yol actig1 goriilmektedir.
Dolayisiyla bu durum viral hastaliklardan kaynaklanan kayiplara karsi onlem
alinmas1 ve kaybin en aza indirilmesi igin etkili miicadelelerin gelistirilmesinin

zorunlulugunu agikca yansitmaktadir (Sevik, 2015).

Biberlerde goriilen fungal, bakteriyel ve wviral hastaliklar arasinda
miicadelesi en zor olan viriislerin sebep oldugu viral hastaliklardir. Viral
hastaliklarla miicadelede yapilmasi gereken ilk sey onlem almak ve viriisiin
bolgeye girisini engellemektir. Virlis bulagsmis bitkiler varsa tespit etmek ve
saglikli olanlardan ayiklamak gerekir. Bu, diger bolgelere ve bitkilere bulagmasini
ve yayllmasmin Onlenmenin yollarindan biridir. Hastaliklarla miicadelede
gelistirilen farkli yontemlerden iireticilerin ilk aklina gelen kimyasal miicadele
yontemidir. Ancak bolgenin viriisten tamamen arinmasi i¢in kimyasal yollara
basvurulmasi ne yazik ki viriisler i¢in etkili bir yol degildir. Diger zararlilarin
aksine pestisitlerle kontrolii olmayan virlis hastaliklar1 i¢in farkli kiiltiirel
miicadele yontemleri gelistirilmektedir. Bunlarin basinda termoterapi ve doku
kiiltiirii gibi yontemlerle elde edilen (Yesil ve Ertung, 2012) viriisten ar1 bitkilerle
iiretim yapilmasi, miinavebe, sanitasyon, eradikasyon, dezenfeksiyon, iiretim
alanlarin birbirinden ayrilmasi, vektér bulunmayan alanlarda tiretim yapilmasi,
virlis tasiyict vektorlerle kimyasal veya kimyasal olmayan miicadele edilerek
bitkiden bitkiye tasinmasinin 6nlenmesi, 1slah ve molekiiler biyoloji teknikleri ile
virlise dayanikli bitkilerin elde edilmesi gelmektedir (Sevik, 2015). Tiim bunlara
ragmen viral hastaliklar nedeniyle yasanan ¢ok biiylik iiriin kayiplari, biberlerde
virlislere karsi dayanikliligin arttirilmasi ¢aligmalarinin baslamasina yol agmuistir.
Biberlerde virtislere kars1 yapilan ¢alismalar ile dayamikliligin gelistirilmesi ise

oldukga etkin, en ekonomik ve en kolay yontemdir (Celik ve ark., 2013).



Diinya c¢apinda tarla sartlarinda heniiz tanimlanamayanlarin yaninda farkli
guruplara mensup yaklasik 55 viriisiin bitkileri enfekte ettigi kaydedilmistir.
Tirkiye’nin birgok farkli bolgesindeki ekim alanlarinda biberlerde goriilen
hastaliklarla ilgili birgok farkli ¢aligma yapilmaktadir. Yapilan calismalarda
varlig1 tespit edilen TMV, CMV, PVY, TEV ve TSWV en ¢ok verim kaybina

neden olan viriisler olarak kendini géstermektedir (Bostan ve Dursun, 2002).

Tez kapsaminda, bu viriislerden TMV, PVY ve TSWV'ye kars1 dayaniklilik
saglayan genler ile iligkili molekiiler markorler kullanilarak dayanikli
hatlarin/gesitlerin gelistirilmesi amaglanmistir. Firmalarin gen havuzunda bulunan
biber hatlarinin s6z konusu viriislere kars1 dayaniklilik saglayan genlerden birini
veya daha fazlasini icerenlerin belirlenerek, 1slah programinin olusturulmasinda

Firmalara yon verilmesi saglanmaya calisilmistir.






2. LITERATUR BILDIRISLERI

Cigekliler (Fenerogon) subesinin, kapali tohumlular (Angiospermae) alt
subesinin, ¢ift ¢enekliler (Dicotyledoneae) smifinin, bilesik ta¢ yapraklilar
(Simpetal) alt sinifinin, patlicangiller (Solanaceae) familyasinin Capsicum cinsine
ait olan biberin, genel olarak diinya ¢apinda 25 Capsicum tiiriiniin var oldugu
bilinmektedir. En yaygin olan bes tiir, Capsicum annuum L., Capsicum frutescens
L., Capsicum chinense, Capsicum pendulum ve Capsicum pubescens'dir (Yaldiz,
2008).

Biber yetistiriciliginde iiretimi kisitlayan ve her yil ciddi iiriin kayiplarina
neden olan 506 hastalik, zararli ve yabanci ot bulunmaktadir (KKGM, 2010).
Bunlar arasinda miicadelesi en zor olanlar viriislerdir. Diinya genelinde biber
tiretimini verimde ve kalitede negatif yonde etkileyen viriislerin benzer tiirler
arasinda kolayca bulastigi goriilmektedir. Green ve Kim (1994)'in hastalik
olusturdugunu belirttigi yaklasik 65 farkli viriis grubuna dahil olan ve biberlerde
en ciddi verim kayiplarina neden olan baslica viriisler sunlardir: Tiitlin Mozaik
Viriisti (TMV - Tobacco Mosaic Virus), Hiyar Mozaik Viriisii (CMV - Cucumber
Mosaic Virus), Patates Y Virisi (PVY - Potato Y Virus), Domates Lekeli
Solgunluk Viriisii (TSWV - Tomato Spotted Wilt Virus), Tomato Mosaic Virus
(ToMV), Alfalfa Mosaic Virus (AMV), Pepper Mild Mottle (PMMoV), Pepper
Veinal Mottle Virus (PVMV), Pepper Ringspot Virus (PRSV) (Kilig ve ark.,
2015). Ulkemizde meyve ve sebze iiretiminde &nemli paya sahip olan biber
yetistiriciliginde iireticilerin karsilastig1 en biiylik sorunlardan biri viriis kaynakli
hastaliklardir. Tiirkiye’de de farkli bolgelerdeki ekim alanlarinda yapilan
calismalarda biberlerde TMV, CMV, PVY, TEV, ToMV, PMMoV, TSWV, PVY,
AMV belirlenmistir (Bostan ve Dursun, 2002).

Viral hastaliklarla miicadelenin zorlugu ve etkin yontemlerin azlig
nedeniyle yeni alternatif ¢Oziimler Ttretilmektedir. Bu alternatifler arasinda
bitkilerin dayanikliliginin arttiritlmasi ve iiretimde dayanmikli ¢esit kullanmi en

etkili ve cevreci ¢6ziim olarak goériilmektedir (Yesil ve Ertung, 2012).



Viriisler tarafindan enfekte edilemeyen bitkiler, dayanikli bitkilerdir. Bu
bitkiler bagisik olduklar1 hastaliga asla yakalanmazlar. Viriis konukgusu olan ve
enfekte edilebilir bitkiler ise dayanikli, tolerant, duyarli ve asir1 duyarli olmak
tizere kendi icinde dort sinifa ayrilir. Duyarli bitkiler, viriisiin kolayca
cogalabildigi ve saldirdig bitkilerdir. Asir1 duyarh bitkiler, enfeksiyona siddetli
tepkiler verirler. Tolerant bitkiler enfeksiyon sonrasi az bir etki gézlenen ve bu
zararin belirli bir diizeyde kaldigi, yliksek ekonomik zarara doniismedigi
bitkilerken, dayanikli bitkiler, virlis saldirisin1 ve replikasyonunu sinirlandirmis
bitkilerdir (Candar ve Erkan, 2011). Dayaniklilik bitkide kalitsal ya da sonradan
kazanilmis bir 6zellik olabilir. Hastalikla karsilasan bitki patojene karsi koyarak
durumu kendi lehine gevirebilir (Ilbag1 ve Citir, 2006).

Bitkilerin dayaniklilig1 yapisal, biyokimyasal ve genetik Ozelliklere gore
ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin kalm bir kiitiikiila tabakasi, tiiylii bir yaprak yiizeyi
ya da kalin bir epidermis hiicresi gibi Ozellikler bitkiyi viriisiin tasiyicisi olan
vektore karst koruyabilmektedir. Bitkinin fizyolojik olarak meydana getirdigi
tepkileri iceren bu tiir 6zellikler yapisal dayanikliliga girmektedir (Candar ve
Erkan, 2011). Bitkinin biyokimyasal dayaniklili§i ise bitkinin virlis girisini
engelleyen bazi molekiilleri sentezlemesiyle ilgilidir. Bitki bu biyokimyasal
molekiilleri enfeksiyondan o©nce dogal olarak sentezliyor olabilecegi gibi
enfeksiyondan sonra hastaliga kars1 koruyucu bir tepki olarak tetiklenmesiyle de
sentezi baslatilmis olabilir (Yesil ve Ertung, 2012). Uyarilmis dayaniklilik da
denen bu mekanizma bitkinin kendi dogal savunma mekanizmast oldugu i¢in
sagliga ve cevreye olumsuz etkisi yoktur (Arict ve Yardimci, 2001). Genetik
dayaniklilik ise 1slah ve genetik miihendisligi caligmalariyla nesilden nesle

aktarilan bir yontemdir (Candar ve Erkan, 2011).

DNA, biitiin canlilarda hayatsal olaylarin sifresini tasir ve hiicrelerin kontrol
merkezidir. Canlinin fenotipi, morfolojik degisiklikleri, metabolik fonksiyonlari,
molekiiler bilesenleri DNA tarafindan kontrol edilir. Bitki hastaliklarinda bitki ile
patojen arasindaki etkilesimi de belirleyen DNA'min 6zellikleridir. Dayanikliligin
derecesi bitki ile patojen arasindaki etkilesime ve dayanikliligin yonetildigi gen
sayisina baghdir. Uzun siirecli etkilesimler sonucunda dayaniklilik ve duyarlilik

derecesine bagli olarak bitkiler yeni ¢esitler olustururken, viriisler yeni irklar



olusturmaktadir. Dolayisiyla belirli bir viriise karsi olusturulan dayanikli bitki
tiirlerinin ileride daha gii¢lii viriis irklar tarafindan enfekte edilebilecegi yiliksek
olasiliklidir. Yine de gelisen genetik miihendislik yontemler sayesinde iiretilen
mekanizmalar daha kontrollii bir bicimde bitkilerin lehine kullanilabilmektedir

(Ilbag1 ve Citir, 2006).

Mendel'in 1866 yilinda yaptigr calismalara dayanan yeni caligmalar
bitkilerin kalitsal 6zelliklerinden bilingli bir sekilde faydalanmanin yolunu
acmustir. Bircok bitki tiirlindeki genetik c¢esitliligin azlig1 nedeniyle yerel ve
yabani akrabalardan dayaniklilig1r saglayan uygun genler gelistirilen tekniklerle
elde edilip kiiltiir bitkilerine aktarilmaktadir (Eserkaya Giileg ve ark., 2010).
Boylece dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in yapilan uzun 1slah ¢aligsmalar ile
dayaniklilik kaynaginin bulundugu bitki gesitleri belirlenerek iistiin genotiplerin

bulundugu popiilasyonlar elde edilmektedir (Dayteg ve ark., 2007).

Dayanikliligin saglanmasi i¢in melezlemeyle elde edildikten sonra fenotipik
seleksiyonla iistiin genotipin belirlenmesine dayanan klasik 1slah ydntemleri
zaman alic1 ve pahalidir. Tiim bunlarin yaninda her zaman kesin sonu¢ vermemesi
klasik yontemlere karsi caydirict bir nitelik kazandirmaktadir. Tam tersine istenen
genotiplerin se¢iminin DNA diizeyinde yapilmasinin kisa siirede kesin sonuglar
vermesi ise arastirmacilari viriislere karst molekiiler markorlerle dayaniklilik
yontemlerini kullanmaya tegvik etmektedir. Genomun her noktasini temsil etme
yetenegine sahip olan DNA markorleri sonsuz sayidadirlar.  Genotipin
belirlenmesi igin kullanilan morfolojik ve biyokimyasal markorler cevresel
faktorlerden oldukea etkilendikleri i¢in molekiiler markdrlerin daha istiin oldugu
soylenebilir (Yildirrm ve Kandemir, 2001). Isaret anlamma da gelen markérler,
belirli bir organizmanin 6zelliklerinin genetigi hakkinda bilgi saglarlar. DNA’nin
aktif bolgeleri olan genlerden ya da kodlama fonksiyonlarina sahip olmayan DNA
dizilerinden gelistirilirler. Boylece ayni anda birden fazla dayaniklilik geninin
belirlenmesini, genetik islemlerinin her asamasinda dayanikli ve duyarli bitkileri
birbirinden hizl1 ve giivenli bigimde ayrit edilebilmesini saglarlar (Devran, 2003).
DNA markdr haritalarinin ¢ikarilabiliyor olmasi Molekiiler Markor Seleksiyonu
(MAS-Marker Asissted Selection) uygulamalarina temel olusturmustur. Boylece

farkli biber hatlarindaki dayaniklilik genleri belirlenebilmekte ve tek bir hatta



aktarilarak dayanikli nesiller iiretilebilmektedir. Son yillarda kullanimi oldukga
yayginlasan MAS yardimiyla, yogun talepler dogrultusunda biberlerde de aym
karaktere etki eden farkli genler tek bir hatta toplanarak viral hastaliklara karsi
coklu dayaniklilik elde edilebilmektedir (Simsek, 2014). Gen piramidi de denilen
bu yontemle kalici dayanikliligin saglanmasi garanti edilebilmektedir (Eserkaya

Giileg ve ark., 2010).

Bitkilerde viriislere karst dayaniklilik tek genle kontrol ediliyorsa dikey
dayaniklilik (kalitatif); birden ¢ok genle kontrol ediliyorsa yatay (kantitatif)
dayaniklilik olarak adlandirilir. Molekiiler markdrler kalitatif ve kantitatif genlerin
haritalanmasina olanak saglar. Tek genle kontrol edilen dayanikliligin genetik
analizi mendel kanunlarina dayanir ve alleller arasinda kesin dominant iligkiler
bulunur. Fakat dominant ve resesif etkiler varsa ve birkag gen tarafindan kontrol
ediliyorsa segregasyon oranlari karmasiklasir dolayisiyla analiz ve kontrol de
zorlagir (ilbagr ve Critir, 2006). Bu baglamda dayanikli genlerle baglantili
molekiiler markorlerin belirlenmesi isleri kolaylastirir. Birden ¢ok genle kontrol
edilen karmasik kaliima sahip kantitatif karakterlerin 1slahinda etkili olarak
markorler kullanilir. DNA markor tekniklerinin bitki 1slahina uygulanmaya
baglamasi, istenen genler igin ¢esitler veya tiirler arasinda aktarim hareketinin
hizlanmasina, kantitatif ozelliklerin (verim, Kalite, kuraklik ve soguk toleransi,

hastalik ve zararlilara dayaniklilik) analiz edilmesine olanak saglar (is¢i, 2008).

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR-Polymerase Chain Reaction), in vitro
kosullarda oligoniikleotit primerler kullanilarak DNA polimeraz enzimi tarafindan
DNA’nin ¢ogaltilmast i¢in biyotenoloji ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. Kisa siirede az miktarda DNA baz dizisinden milyonlarca DNA
parcacigl iiretebilmektedir. Hizli, glivenilir ve spesifik bir yontem olmasi, kalitsal
hastaliklarin teshisi, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin
teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi, DNA hesaplamasi, patojenlerin tespit
ve teshisi gibi bir¢ok farkli alanda kullanilabilmesine olanak saglar. 1985 yilinda
kesfedilen PCR teknigi ile dayamikli bitkiler elde edebilmek amaciyla
dayanikliliktan sorumlu genlerin ve baz dizilimlerinin belirlenmesi, istenen genin
aktarimi ilgili markdr veya gene 6zgii primerler kullanilarak yapilabilmektedir.

(Y1lmaz ve Devran, 2003).



2.1 Tiitiin Mozaik Viriisii (TMYV)

2.1.1 Belirtileri

Varlig1 ilk olarak 1930°1u yillarda belirlenen Tiitiin Mozaik Virisii (TMV-
Tobacco Mosaic Tobamovirus) biber yetistiriciliginde (Capsicum annuum L.)
kalite bozulmalarmma ve genis capli iirlin kayiplarina neden olan en Onemli
hastaliklardan biridir (Celik ve ark., 2010). Hiyar Mozaik Viriisii ve Patates X
Viriisti ile birlikte mozaik hastaligina neden olan viriislerden biri olan TMV,
yapilan aragtirmalarda test edilen yaprak orneklerinde PVY viriisiine oranla daha

az bulunmaktadir (Bostan ve Dursun, 2002).

Hastaligin bulastig1 bitkinin genellikle bodur kaldig1 ve bogum aralarinin
kisaldig1 goriliir. Belirtiler genellikle geng yapraklarda agik sar1 ve yesil
mozaikler, sistemik nekrozlar ve saptan asagr dogru kivrilmalar seklinde,
meyvelerde ise koyu yesil kabarikliklar, ¢igek ve meyvelerin dokiilmesi seklinde
goriliir. Hiyar, kavun, karpuz, kabak, muz, domates, biber, boriilce ve misir
etmenin diger konukculari ve dolayisiyla hastaligin goriildiigii diger bitkiler

arasmdadir (Tarim ve K&y Isleri, 2009).

Sekil 2.1. TMV belirtileri (Tarim K&y Isleri, 2009).
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2.1.2 Yayihis1 ve Miicadele Yontemleri

Fiziksel temasla kolayca yayildigi bilinen TMV'nin bulasmasinda rol
oynayan bir bocek vektdr belirlenememistir. TMV'nin hasat sonrasi atiklarda ve
toprakta uzun siire kalabildigi, mekanik olarak ve yaprak bitleri ile tasindigi
bilinmektedir. Bulastig1 bitkilerin kok ve yapraklarina zarar vermekte ve hasta
ettigi bitkilerin saglikli bitkilere temasiyla kolayca tasinmaktadir. Bu nedenle fide
sasirtma doneminde sigara igen ciftgilerin bulasik tiitiinlerle temast TMV nin
biberlere bulagsmasini kolaylastirmis ve ardindan diger kiiltiirel islemlerle yayilmis

olabilecegi ihtimali bulunmaktadir (Bostan ve Dursun, 2002).

TMV en kararli bitki viriislerinden biridir. Kuru bitki kalintilar1 {izerinde,
domates ve biber koklerinde bile uzun yillar yagamini siirdiirebilir. Biber ve
domates tohumlar: ile tasindigr da bilinmektedir. TMV'nin dogal yasam alam

genis olmasina ragmen birincil olarak Solanaceae familyas: i¢in sorun olusturur

(Zitter, 2005).

TMV’nin kontrol edilmesi bitki saglhig1 icin cok 6nemlidir. Ozellikle bu,
viriislerin daha ¢ok tanilandig1 seralar i¢in gecerlidir. Bu nedenle kokleri de dahil
olmak iizere tiim bitki materyalinin ve arazinin dezenfekte edilerek yeni ekime
hazirlanmast ve seranin viriisleri baridirmadigindan emin olmak gerekir.
Miicadele i¢in alinan kiiltiirel 6dnlemlerin basinda tarlanin yabanci otlardan ve
bitki artiklarindan temizlenmesi gelir. Ekim alanlarinda siipheli goriilen bitkiler
imha edilmelidir. Bitkilerin bakim isleri yapilirken eller bol sabunlu su ile
yikanmalidir. Tohumla da tasindigi i¢in satin alirken viriisten ari tohumlar
olduguna emin olarak alinmasi gerekir. Eger tohumlar siipheli kalitedeyse 30
dakika kadar %10’luk ¢amasir suyu (household bleach) soliisyonunda ya da 15
dakika %10 trisodyum fosfat soliisyonunda (Na3P04) bekletilir. Bu tedbir
tohumlarin yanlizca yiizeyindeki viriisleri temizler (Zitter, 2005). Serada veya
tarlada tiitiin iceren maddeler icilmemeli ya da bagka herhangi bir amacla
kullanilmamalidir. Bir yil biber, domates, hiyar, patlican, patates ekilirken ertesi
yil havug, sogan, sarimsak, i1spanak, kereviz sonraki yil bakla, bezelye, fasulye,
sonraki yil karnabahar, lahana, turp, marul, pirasa ekilerek ekim nobeti

uygulanmasi da kiiltiirel 6nlemlerden biridir (Tarim ve Koy Isleri, 2009).
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2.1.3 Dayamikhihik Mekanizmasi, Genleri ve Molekiiler Markor

Cahismalan

Ozellikle Solanaceae grubunda énemli verim ve kalite kayiplarma neden
olan TMV, TMWYV, PMMoV gibi biberde biitiin tobamoviruslerin PO, P1, P1-2 ve
P1-2-3 olmak tizere dort farkli prototipi belirlenmistir (Celik ve ark., 2013). L
dayaniklilik geninin farkli allelleri kullanilarak yapilan farkli siniflandirmalar
sonucunda tobamoviriislere karst L3 ve L4 allel genlerinin dayanim sagladig
belirlenmistir. Bu genlerden L3; PO, P1, P1,2 ve L4; PO, P1, P1,2, P1,2,3 irklarina
dayaniklilik ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Simsek, 2014).

TMV'ye kars1 dayanikli olan L4 ve L3 genleri ile ilgili yapilan calismalar
sonunda belirlenen AFLP markori, SCAR markorii gen aktarimlarinda
kullanilmaktadir. Ben Chaim ve ark., (2000) CMV viriisii i¢in yaptiklari
dayaniklilik ¢alismalarinda TMV ile ortak dayaniklilik geni olup olmadigini
aragtirmistir. Lefebevre ve ark., (1995) ¢alismasinda 6nceden belirledigi cmw11.1
ile baglantili TG36’nin, TMV’ye dayanikli L geni ile baglantili oldugunu
belirlemislerdir. Elde ettikleri sonuglarda AFLP markoric E35/M48-101’in iyi
derecede dayaniklilik gdsterdigini ortaya koymuslardir.

L4 alleli ile baglantili AFLP markéri SCAR markoriine cevrilerek
(L4SC340) tobamoviriislere karst dayanikli cesit gelistirmede hizli ve etkili
oldugu belirtilmistir (Yang ve ark., 2009).

L4 alleline yakin olan ve TMV viriisline kars1 dayanikli olarak Matsunaga
ve ark., (2003) WA31-1500S AFLP, SCAR, RAPD markorlerini; Yang ve ark.,
(2009) 060I12END dominant SCAR markorii ve 087H3T7 ko-dominant CAPS

markdrlerini kullanmislardir.

Biberde L3 alleli igin Sugita ve ark., (2004) PMFR11 ve PMFR21 SCAR
markorlerini, Tomita ve ark., (2008) IH6- 06, IH6-04 ve 189D23M SCAR
markorlerini, Yang ve ark., (2009) 060I12END dominant SCAR markorii ve
087H3T7 ko-dominant CAPS markorlerini tespit etmistir (Yang ve ark., 2015).
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2.2 Patates Y Viriisii (PVY)

2.2.1 Belirtileri

Ik olarak 1930’lu yillarda teshis edilen Patates Y Viriisii (Potato Virus Y-
PVY), biberlerde en yaygn goriillen viriislerden biridir. Tirkiye’de ozellikle
Akdeniz Bolgesi ortlialt1 biber iiretim alanlarinda 6énemli {iriin kayiplarina neden
olmaktadir. Solanaceae familyasindan patates, biber, domates ve tiitiin bitkilerinin
yaninda bir¢ok farkli familyay: enfekte etmektedir. PVY’den dolay1 % 100 {iriin
kayiplarinin gortildigii belirlenmistir (Celik, ve ark., 2013).

PVY, ¢ok siddetli enfkeksiyonlarla bitkiyi 6ldiirebilir. Biberlerde biiyiimede
gerileme ve bodurlasma olur, yumru baglama azalir. Tlk belirtiler, hasta yumrudan
meydana gelen bitkide mozaik ve kivirciklagsma olusumudur. Ardindan yaprak alt
damarlar1 boyunca kahverengilesme ve kararma, yapraklarda hafif beneklenme,
kivirciklagsma, damar nekrozu, diizensiz mozaik ve koyu lekeler goriliir.
Hastaligin ileri safhalarinda tepe yapraklarinda kivirciklasma, kirgil olusumu,
kolay kopmalar, dokiilmeler ve alt yapraklarda nekrotiklesme ile govdeye
yapisma baskindir. PVY diger viriislerden mozaikler, damar bantlar1 ve yaprak

nekrozlari gibi oldukga degisken semptomlarla ayrilir (Caranta ve ark., 1999).

Sekil 2.2. Biber meyvelerinde PVY belirtileri (Celik ve ark., 2012).
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2.2.2 Yayihis1 ve Miicadele Yontemleri

PVY viriisti gibi biki viriisleri tek bagina hareket etme yetenegine sahip
degillerdir. Bunlar genellikle yaprak bitleriyle veya mekanik temasla tasinir.
Mekanik temas, insan ya da riizgar nedeniyle enfekte bitkinin saglikli bitkiye
temasi ile kisa mesafelerde bulasir. Yapilan aragtirmalarda biiyiik uzakliklardaki
bitkilerde bu viriisiin goriilmesi iizerine mekanik taginmanin bu hizda yayilma igin
fazla yavas oldugu disiiniilmiistiir ve ardindan yaprak bitleri ile tasindig tespit
edilmistir. PVY, 50°den fazla yaprak biti tiiriiyle biitiin diinyaya yayilmistir.
Yaprak biti, beslenirken aldig1 viriisti saglikli bitkilere kalict olmadan bulastirir.

Geng bitkiler yaslilara gore daha kolay hastalanir (Nolte ve ark., 2009).

PVY ile miicadele i¢in baglangicta alanin bulasik bitkilerden arindirilmasi
ve yakilmas1 gerekir. Bunlarin yeni iiriin tiretiminde kullanilmas1 yanlistir. Temiz,
sertifikali ve asilanmig bitkilerin kullanilmasi hastaliga dayanikliligi arttirir ve
hasat anindaki kazanci arttirir. Ayrica arazideki mekanik bulagmalar1 engellemek
amactyla kullanilan alet ve ekipmanlarin temizligine dikkat edilmeli, hastaliklt
olabilecek bitkilere temas edilirse saglikli bitkilere bulagsma ihtimaline kars1 eller
dezenfekte edilmelidir. Tek tiik de olsa alanda goriilen hasta bitklerin yok
edilmesi gerekir (USDA, 2011).

Hastalig1 bulastiran yaprak bitlerine karsit miicadele PVY viriisline karsi
miicadelesinin en Onemli ayaklarindan biridir. Yaprak bitlerinin beslenmesini
onlemek icin kullanilan kimyasallar yontemlerden birisidir. Yaprak bitlerinin
hareket Ozelliklerine goére tarlanin tasarimmnin ve bitkilerin tarla igindeki
konumlarmin da hastaligin yayilmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (USDA,
2011).

Dayanakli bitkilerin kullanilmasi en etkili ¢6ziimlerden biridir. Bitkilerin
dayanikliligi hastaligi yapan virlisler i¢in barinma, beslenme ve c¢ogalmayi
engeller. Dolayistyla hastaligin bulagmasini ve viriisiin ¢cogalmasini yavaslatarak

bitki kaybini azaltir (Caranta ve ark., 1999).
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2.2.3 Dayanikhilhik Mekanizmasi, Genleri ve Molekiiler Markor

Cahsmalan

Potyviridae familyasinin Potyviriis grubuna giren PVY’nin i¢ ayr1 patotipi
oldugu belirlenmistir. PVY’nin bulundugu konukgu bitkiye ve hastalik etmenine
gore yapilan siniflandirmaya goére bu wrklar PVYO, PVY1l ve PVY 1-2’dir.
Tiirkiye’de ise PVY’nin 0 ve 1 patotiplerinin agirlikli olarak bulundugu
belirlenmistir (Ekbig ve ark., 1999). Patotip siniflamasina gore yapilan ¢alismalar
sonucu pvr2 dayaniklilik sisteminin PVY0 ve PVY1’e ve TEV viriisline (Tobacco
Etch Virus) karsi etkili oldugu belirlenmistir (Caranta ve ark., 1999).

Biberlerde potyviruslere karsi dayaniklilik gosterdigi belirlenen pvr’ler
olarak adlandirilan 7 genden yalnizca Pvr4’iin PVY’nin tiim patotiplerine karsi
dayaniklilik gosterdigi ve bu genin SCM 334 biber genitoriinde bulundugu
belirlenmistir (Kyle ve Palloix, 1997; Arnedo-Andrés ve ark., 2006).

PVY'ye karsi dayaniklilik saglayan Pvr4 geni ile ilgili yapilan ¢alismalar
sonunda bu genle baglantili olan AFLP markorii, SCAR markort belirlenmis ve
gen aktarimlarinda kullanilmaktadir. Ekbig (1998), Bulk Segregant Analizi (BSA)
ile PVY’ye kars1 dayanmiklilik geni belirlemek amaciyla yaptigi ¢aligmada Pvr4
genine ait bir RAPD markérii bulunmadigini belirlemistir. Yine de SCM 334’°{in
sahip oldugu Pvr4 geninin PVY’ye kars1 monogenik bir dayaniklilik sagladigini
bulmalar1 da dayaniklilik 1slahinda geri melezleme yontemi ile bu dayanikliligin

aktarilabileceginin tespitinde 6nemli bir adimdr.

Caranta ve ark., (1999), Pvr4 geniyle baglantii AFLP markdrlerini
belirleyerek kodominant CAPS markoriine, Arnedo-Andrés ve ark., (2002) Pvrd
ile baglantii RAPD markdriinii belirleyerek SCAR markoriine gevirerek
dayaniklilik 1slahinda kullanmiglardir. Celik ve ark., (2013) Pvr4 genine yakin
olan kodominant CAPS molekiiler isaretleyiciler kullanarak dayanikli bitkileri

belirlemislerdir.
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2.3 Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV)

2.3.1 Belirtileri

Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV-Tomato Spotted Wilt Virus),
1980’11 yillardan sonra ortaya ¢ikan, en fazla ekonomik kayba sebep olan ilk 10
viriis i¢inde 2. siradadir. TSWV viriisii, domates, tiitlin, marul, biber, patates gibi
bir¢ok kiiltiir bitkisini ve siis bitkilerini enfekte etmektedir (Sevik, 2015). Diinya
capinda her yil 1 milyar dolardan fazla kayba neden oldugu tahmin edilmektedir.
Ulkemizde ilk olarak 1995 yilinda, sera sebzeciliginin yapildigi en onemli
bolgelerden biri olan Kazanli-Mersin'de domateslerde tespit edilmistir (Gildiir ve
ark., 1995; Kamberoglu, 2005).

Sekil 2.3. TSWV belirtileri (Tarim Koy Isleri, 2009).

TSWV enfeksiyonu sonucunda bitkilerde goriilen genel belirtiler konukcu
bitkinin tiirine, ¢esidine, yasina, gelisme donemine (fide, vejetatif, ¢igeklenme,
meyve donemi vs.), viriisiin irkina, enfeksiyon zamanina ve iklim sartlarina
(sicaklik, 151k vs.) gore degismektedir (Sevik, 2015). Genel olarak tiim bitkilerde
bronzlasma, kivrilma, ciicelesme, nekrotik ¢izgiler ve benekler, yaprak sapi,
govde ve yeni gelisen siirgiinlerde koyu kahverengi silirglinler, siirgiin ucunda
geriye dogru Oliim, bitkide tek yonlii bodurluk ve solgunluk, olgunlagsmamis
meyvelerde yesil, acik yesil, kahverengi halka seklinde belirtiler, olgun
meyvelerde acik koyu sari, kirmizi alanlar goériilmektedir. Biberlerde ise olgun
meyvede i¢ ice sar1 halkalar, bodurluk, tiim bitkide genel sararma, yapraklarda
klorotik diizensiz lekeler, mozaik, siirgiin ucunda kurumalara bagli olarak
nekrotik ¢izgilerin meydana geldigi goriilmektedir. Siddetli enfeksiyonlarda viriis
bitkiyi tamamen 6ldiirebilmektedir (Turhan ve Korkmaz, 2006).
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2.3.2 Yayihis1 ve Miicadele Yontemleri

TSWV’ye konukculuk eden 69’a yakin bitki familyasindan yaklagik 1090
bitki tiirii bulunmaktadir. Baz1 bitki tohumlarinda, tohum kabugunda ve diisiik
oranda tagindigi i¢cin TSWV’nin yayilmasinda tohumla tasinma fazla 6nemli
degildir. TSWV’nin genellikle mekanik yolla, tripslerle ve yabanci otlarla
bulastig bilinmektedir (Turhan ve Korkmaz, 2006).

TSWV’ye konukculuk eden bitki tiiriiniin genis olmasi ve bunlarin iginde
tek yillik siis bitkilerinin, yabanci otlarin bulunmasi viriisiin her mevsim
yasamasina olanak saglar ve viriisle birlikte virlisii tasiyan trips vektorlerin
yayilmasina neden olur (Kamberoglu, 2005). Sekiz farkl trips tiirii ile yayilarak
tasinan TSWYV, tilkemizde siklikla Frankliniella Occidentalis ve Thrips Tabaci
vektorleri ile 6zellikle Ege ve Akdeniz’de yayilmaktadir. Trips hasta bitkilerde
15-30 dakika beslenerek hastaligi kapar ve yasami boyunca tasir. Yine de viriis
vektoriin yumurtasina gegemez. Yogun populasyonlarinda bitkinin solunum ve
fotosentez yapmasina engel olarak bitkinin zayif kalmasina, verimin diismesine

neden olurlar (Eltez ve Karasavuran, 2006).

TSWV’nin miicadelesi i¢in ¢ok yonlii bir yontem gelistirmek daha etkilidir.
Cinki tek bir yontem yeterli gelmeyebilir. Kiiltiirel yontemler, thripslerle
miicadele ve dayaniklilik ¢alismalar1 ile birlikte daha kesin sonuglar verir ve

ekonomik kayiplarin en aza diistiriilmesini saglar (Sevik, 2015).

Uretim alanmin {iretime baslanmadan &nce ve ekim siiresince yabanci
otlardan, siis bitkilerinden ve tripslerden temizlenmesi, TSWV ile miicadele icin
alinmast gereken ilk kiltiirel 6nlemdir. TSWV’nin saptanmasinda kullanilan
serolojik yontemler esnasinda enzimle isaretlenmis antibadiler, diisiik maliyet,
giivenilirlik, yiiksek oranda duyarlilik gibi birgok avantaj saglar. En ¢ok kullanilan
serolojik yontemler ELISA ve immunoblot yontemleridir. Son yillarda
immunoblot teknigi gelistirilerek elde edilen direkt doku emdirme yontemi
(Direct Tissue Blot Immunoassay=DTBIA) ile bir¢cok virlis hastalifi ve
mikoplazma benzeri hastaliklara kars1 teshiste basari ile uygulanmaktadir (Turhan
ve Korkmaz, 2006).
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2.3.3 Dayanikhihik Mekanizmasi, Genleri ve Molekiiler Markor

Cahismalan

Subtropik bolgelerde yaygin olan TSWV, Bunyaviridae familyas: i¢indeki
Tospovirus cinsine dahil bir tirdiir (German ve ark., 1992, Gnayem, 1995).
TSWYV i¢in domateste Sw-5 geni dayanim saglarken (Oguz ve ark., 2009), biberde

Tsw geni dayanim saglamaktadir.

Moury ve ark., (2000) ¢alismalarinda, Tsw lokusundaki tek bir dominant
genle en az bes farkli C. Chinense hattina kars1 TSWV’ye karst hiperduyarl
dayaniklilik saglandigini belirlemislerdir. Belirledigi bu hatlardan (Pl 15225, Pl
159236, CNPH 275, C00943 ve 7204) tiirler arasi melezlemeyle {irettigi
poplilasyonlar1 kullanarak Tsw genine bagli dort adet RAPD markorii tespit
etmislerdir. Sonradan kodominant SCAC568, CAPS markoériine ¢evrilen bu
markdr Tsw geninin geriye melezlemesinde ve MAS ile Ustiin ¢esit ve hatlara

aktarilmasinda kullanilmaktadir.

Jahn ve ark., (2000) yaptiklar1 ¢aligmada, biberde dayanikli gen olan Tsw ile
domatesteki dayanikli gen olan Sw-5’in genetik haritalarint RAPD ve RFLP
markorlerini  kullanarak karsilastirmislar ve bu genler arasindaki iligkiyi

aciklamislardir.

Simsek (2014) TMV ve TSWV’ye karsi ¢oklu viriis dayanikliligi tasiyan
yeni biber hatlar1 gelistirmek amaciyla L3 geni i¢cin Tomita ve ark., (2008)
tarafindan belirlenen IH6-06, IH6-04 ve 189D23 SCAR markorleri, L4 geni i¢in
Yang ve ark., (2009) tarafindan kullanilan 06012END dominant SCAR markort
ve 087H3T7 kodominant CAPS markorii ve Tsw geni igin Moury ve ark., (2000)
tarafindan gelistirilen SCAC568 kodominant CAPS markérlerini kullanmislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismanin temel amaci Tiirkiye'de ve diger diinya iilkelerinde en ¢ok
yetistirilen, pazarlanan ve tiiketilen bir {iriin olan biberin siklikla karsilagilan ve
biiyiik iirtin kayiplarina yol agan belirli viriislere karst dayanikliligini genetik
olarak arastirmak ve katkida bulunmaktir. Ornek calismalarda dayaniklilikla
iligkili belirlenen markorler kullanilarak PVY, TMV, TSWV etmenlerine karsi

coklu dayaniklilik genleri iceren hatlarin ve gesitlerin gelistirilmesi amaglanmistir.

Bu amagla biberlerde verim kayiplarina neden olan ilk on viriis i¢inde yer
alan TMV, PVY, TSWV virislerinin yol ag¢tigi hastaliklara karsi tohum
firmalarina ait saf ve ileri biber hatlari, dayaniklilik genlerine 6zgii markorlerle
taranmigtir. Kullanilan materyal ve uygulanan yontemler bu bdliimde

aktarilmaktadir.

3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel Materyal

Calismada LIDER Tohum Uretim ve Pazarlama Ltd. Sti ve AD-ROSSEN
Tarim Sanayi ve Tic. AS.’den temin edilen saf ve ileri biber hatlar1 kullanilmustir.
Firmalarin bu hatlart TMV, PVY ve TSWYV viral hastaliklarina karsi genetik
dayanikliliklarinin belirlenmesi i¢in giincel literatiirlerde ad1 gegen PCR-spesifik

markdrler yardimiyla taranmustir.

Bati Akdeniz Arastirma Enstitlisinden (BATEM) temin edilen ve TMV,
PVY ve TSWV viriislerine kars1 dayanikliligr bilinen hattan tiiretilmis saf hatlar
molekiiler testlemelerde pozitif kontrol gruplari olarak kullanilmistir. Ayrica,
Amerikan Tarimsal Arastirma Servisi (Agricultural Research Service, ARS)’inden
temin edilen hat ile merkezi Tayvanda bulunan AVRDC’den (Diinya Sebze
Merkezi) temin edilen biber hatti, dayanikliligin aragtirllmasinda kontrol gruplari

olarak kullanilmstir.
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3.1.2 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in firma hatlarina ait yaprak ornekleri alinip sivi azotla
muamele edildikten sonra kullanilincaya kadar —(80)°C’de bekletilmistir.
Izolasyon CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) ydntemi (Aldrich and
Cullis, 1993) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Taze yaprak dokusu Cizelge 3.1’e gore hazirlanan soliisyondan 700 pl
alinarak porselen havanlarda ezildikten sonra 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplere
alinarak ornekler 65 °C’deki su banyosunda 2 saat bekletilmistir. Bekleme
siiresince belirli araliklarla ornekler su banyosundan alinip kuvvetlice
vortekslenmistir. Su banyosundan alinan tiiplerin tizerine 700 pl chloroform:
isoamylalcohol (24:1; v:v) ilave edilerek 5 dakika hafifce alt tist edilerek
karigtirllmistir. Bu islem sonrasinda olusan iki ayr1 fazin altta kalan kat1 kisimina
(pellet) protein ve diger kalintilar ¢okelirken, niikleik asitlerin bulundugu stteki
faz mikro pipet yardimiyla yeni tiiplere alinarak islem bir kez daha ayn1 sekilde
chloroform: isoamylalcohol (24:1; v:v) ile tekrar edilerek organik ayirim
gergeklestirilmistir. Sonrasinda olusan ikinci iist faz da yeni tliplere alinmis ve
iizerine hacimce 2/3’ii kadar —20 °C dolapta bekletilen soguk isopropanol (2-
propanol) eklenmistir. DNA’nin ¢okelmesi igin tiipler —20 °C dolapta ortalama
yarim saat kadar bekletildikten sonra 13 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
yikama agsamasina gecilmistir. Tiiplerin alt kisminda ¢okelen DNA yikama
buffer’t (%70’lik etanol + 7.5 mM amonyum asetat) ile iki kez yikanmistir.
Kullanilan buffer igerigi Cizelge 3.1°de goriilmektedir.

Cizelge 3.1. CTAB ekstraksiyon buffer igerigi.

Kimyasal Adi Stok 100 ml i¢in Kalan
konsantrasyonu
NaCl 1.4 M 8.18 gr 1.4M
EDTA (pH=8) 05M 4 ml 0.02M
TrisHCI (pH=8) 1M 10 ml 0.1M
CTAB 29r % 2

2-Mercaptoethanol 2ml % 2
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Tiplerde kalan etanoliin uzaklastirilmasi amaciyla tiipler agizlar1 acik
sekilde bir gece kurutulmaya birakilmistir. Kuruyan tiiplere elde edilen DNA’1n
miktart goz oniine alinarak 50-100 pl TE (1X) buffer konularak, 65 °C’de 2-3
dakika bekletilip DNA ¢6ziinmesi saglandiktan sonra uzun siireli saklamak

amaciyla —20 °C’ye kaldirilmistir.

DNA kalitesini ve konsantrasyonunu belirlemek igin 4 pl’lik DNA 6rnekleri
2 ul yiikleme boyastyla (6x Loading Dye, Thermo Scientific, USA) parafilm
tizerinde karigtirilarak % 1“lik agaroz jele yiiklenmis ve 100 V’da 1 saat
yiritilmistir. Etidyum bromid ile boyanan jelin UVP (Nuffield Road,
Cambridge, UK) Gel-Doc®it 310 goriintiileme sistemiyle goriintiilemesi
yapilmistir. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 3.1°de goriilmektedir.

B (]

Sekil 3.1. Ekstraksiyon sonrast DNA’larin jeldeki goriintiisii.
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3.1.3 PCR Yontemine Dayah Analizler

3.1.3.1 TMV hastaligina dayamhilik analizleri

Proje ortag:1 firmalarin elinde bulunan saf ve ileri hatlardan alinan yaprak
orneklerinden elde edilen DNA’larda TMV’ye kars1 dayaniklilik sagladig bilinen
genlerle  iliskili ~ molekiiler =~ markér  testlemelerinin  optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu genler, L3 geninde PO, P1, P1,2 wrklari; L4 geninde PO,
P1, P1,2, P1,2,3 wklarina dayaniklilik saglamaktadir (Celik ve ark. 2013).
Molekiiler testlemelerde L3 ve L4 genleri ile baglantili ve yakin olan TMV
dayanimlarindan L3 alleli icin Sugita ve ark., (2004) tarafindan belirlenen
kodominant PMFR11 SCAR markoéri ve L4 alleli i¢in Yang ve ark., (2009)
tarafindan belirtilen 060I2END dominant SCAR markéri ve O087H3T7
kodominant CAPS markérii kullanilmistir (Yang ve ark., 2015).

Dayaniklilik genleriyle iliskili oldugu bilinen ve gen taramalarinda
kullanilan molekiiler markorler, primerler, gosterdikleri band seviyeleri Cizelge

3.2°de verilmektedir.

Cizelge 3.2. Molekiiler markdrlerin dayanikli ve hassas bireylerde verdigi band seviyeleri.

Gen Molekiiler PRIMER Band Seviyeleri Kesim Literatiir
Markor enzimi
L3 SCAR PMFR11 Dayanikh bireyler Sugita ve ark. 2004
(codominant 269bp’de hassas
SCAR) bireyler 283bp’de
band vermistir.
L4 CAPS 087H3T7 Dayanikh bireyler | Sspl Yang ve ark. 2009
(codominant 440bp’de, hassas
CAPS) bireyler 300bp’de
bant vermistir
SCAR (dominant | 06012END 751 bp Yang ve ark. 2009
SCAR) hassas

Cizelge 3.3’de calisma kapsaminda TMV aragtirmalari i¢in kullanilan PCR
bazli markorlerden Sugita ve ark. (2004) tarafindan belirlenen PMFR11 SCAR
markoriiniin ve Yang ve ark. (2009) tarafindan belirlenen 087H3T7 ve 06012END

markorlerinin 5'-3" yoniindeki gen dizilimleri verilmektedir.
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Cizelge 3.3. Markorlere ait gen dizilimleri (Sugita ve ark., 2004; Yang ve ark., 2009).

PCR Spesifik Markor DiziLim (5’-3’)

PMFR11 F: CTGCAGAACAACAATGGCACG

R: CTGCAGAACAACAATGGCACG

087H3T7 F: CCTTTGCCTGCATTATTCTTG
R: GCCCAAATTTATTCCCAAATGC
06012END F: GCACATCAGCAGGTTTAGTACG

R: CCAACTGTCAAACCTCGG TT

Biberin 11. kromozomu {izerinde bulanan 087H3T7 ve O060I12END
markorkerinin L genine uzaklig sirasiyla 1.2 ¢cM ve 0.8 cM (centi Morgan) olarak
bildirilmigtir. Markoérlerin - gen iizerindeki lokasyonlar1 ise Sekil 3.2°de
goriilmektedir. Sugita ve ark. (2004) tarafindan bildirilen PMFRI11 SCAR

markorii ise L3 genine 4.0 cM uzakliktadir.

: 2
(A) 3 8y
i
| /4 L D

(B) N i 2

158K24HRM B s 087H3HRM

l 060I2END.2 - 087H3T7

= ! e 7

Sekil 3.2. 06012END SCAR ve 087H3T7 CAPS markorlerinin lokasyonlar1 (Yang et al.
2009).

Her bir hattin DNA’s1, molekiiler testleme yapilacak dayaniklilik geni i¢in
asagidaki PCR protokolii kullanilarak elde edilmistir. PCR optimizasyonunda tiim

markorler i¢in kullanilan buffer icerigi ve oranlari Cizelge 3.4°te verilmektedir.

Cizelge 3.4. L3 ve L4 genleri i¢in uygulanan PCR miksi.

icerik Miktar (pl)
H20 6,7
10X PCR BUFFER with KC1 1,5
MgCl (2.5 mM) 1,5
dNTP (2.5 mM) 1,5
10 mM Primer (PF) 0,8
10 mM Primer (PR) 0,8
Taqg DNA polymerase (5 u/ pl) 0,2
DNA 2
Mix 15
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TMV’ye kars1 dayanmiklilik sagladigi bilinen L3 ve L4 genleriyle iliskili
kodominant SCAR ve CAPs markorlerinin optimizasyon isleminde elde edilen

testlemelerde kullanilan PCR programi Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. PMFR11, 060I2END ve O087H3T7 markdrleri igin uygulanan PCR
programlari.

PMFR11 060I2END 087H3T7
95°C1dk 94 °C4 dk 94 °C'de 4 dk
34 dongii94°C30s 29 dongii94°C30s 30dongii 94 °C'de 30's
55°C20s 63°C30s 63°C'de30s
72°C40s 72°C30s 72°C'de30s
72°C7dk 72 °C10dk 72 °C'de 10 dk
Hold 4 °C

Markdrlerle yapilan islemlerde PCR iiriinlerinin varligini kontrol etmek ve
belirlemek amaciyla agragoz jelde bir saat yiiriitiilmiistiir. PCR islemi sonras1 sspl
kesim enzimi gerektiren L4 geni ile iligskili CAPs markérii i¢in ve aplikasyon
uriinii olarak goriilen 6rnekler igin sspl enzimi ile kesim islemi uygulanmistir.
Kesim protokolii asagida verildigi sekilde gergeklestirilmistir.  Kesim
protokoliinde {iiretici firmanin yonergeleri izlenmis ve Cizelge 3.6°daki buffer
icerigi ve oranlar1 kullanilmistir. Kesme islemi sonunda enzim eklenerek 65
°C’deki inkiibatorde 16 saat birakilarak yiiksek sicaklikta olusabilecek

buharlagmalara kars1 tedbir olarak drneklerin tizeri parafilmle kaplanmustir.

Cizelge 3.6. L4 markorii i¢in uygulanan kesim protokolii.

icerik Miktar (pl)
H20 17
1X Buffer R
Enzim (sspl enzimi)
PCR Uriinii 10

Uygulanan markdére gore kullanilan jellerin orani ve tiirii soyledir: PMFR11
primeri i¢in %3 ‘liik mikropore agaroz jel, 087H3T7 primeri i¢in mikropore ile
karistirtlmis  %2’lik agaroz jel, 060I2END primeri i¢in %?2’lik agaroz jel
kullanilmigtir. Ardindan Etidyum bromid (EtBr) ile boyanan jeller UVP (Nuftield
Road, Cambridge, UK) Gel-Doc®it 310 goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir.
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3.1.3.2 PVY hastahgina davanililik analizleri

Proje ortagr firmalarin elinde bulunan saf ve ileri hatlardan
alian/gonderilen yaprak orneklerindenden elde edilen DNA’larda PVY ye karsi
dayaniklilik sagladigi bilinen genlerle iligkili molekiiler markor testlemelerinin
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Molekiiler testlemelerde PVY’ye karsi
dayaniklilik sagladigi bilinen Pvr4 geniyle iliskili oldugu belirlenen kodominant
CAPs markori kullanilmistir (Caranta ve ark., 1999).

Dayaniklilik genleriyle iliskili oldugu bilinen ve gen taramalarinda
kullanilan molekiiler markor, primer, gosterdikleri band seviyeleri kesim

enzimleri ve literatiir bilgisi Cizelge 3.7’de verilmektedir.

Cizelge 3.7. Molekiiler markorlerin dayanikli ve hassas bireylerde verdigi band seviyeleri.

GEN Molekiiler PRIMER Band Seviyeleri Kesim Literatiir
Markor enzimi
Pvr4 CAPs CSo 444bp’de dayanikli | AlwNI Caranta ve ark.,
bireyler, 458bp’de | enzimi 1999

hassas bireyler bant
vermektedir.

Cizelge 3.8’de calisma kapsaminda PVY arastirmalari i¢in kullanilan PCR
bazli markorlerden Caranta ve ark., (1999) tarafindan belirlenen CSO CAPs

markoriiniin 5’-3’ yoniindeki gen dizilimi verilmektedir.

Cizelge 3.8. Markorlere ait gen dizilimleri (Caranta ve ark., 1999).

PCR Spesifik Markor DiziLim (5’-3’)

CSO (Caranta) F: CGAAGAGAGAAGGTC

R: TCAGGGTAGGTTATT

Caranta ve ark. (1999) biberdeki Pvr4 dayaniklilik geninde 2.1 = 0.8 cM ile
13.8 + 2.9 cM arasindaki bolgeyi AFLP markérleriyle tarayarak sekiz baglantili
AFLP markori belirlemistir. Bunlardan en kullanigl oldugu belirlenen 2.1 ¢cM’de

bulunan CSO markérii sonradan CAPS markdriine ¢evrilerek kullanilmstir.
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Cizelge 3.8’deki her bir hattin DNA’s1i, molekiiler testleme yapilacak
dayaniklilik geni i¢in asagidaki PCR protokolii kullanilarak elde edilmistir. PCR
optimizasyonunda tiim markdrler ig¢in Kullanilan buffer igerigi ve oranlar1 Cizelge

3.9°da verilmektedir.

Cizelge 3.9. Pvr4 geni icin uygulanan PCR miksi.

icerik Miktar (pl)
H20 6,7
10X PCR BUFFER with KC1 1,5
MgCl (2.5 mM) 1,5
dNTP (2.5 mM) 1,5
10 mM Primer (PF) 0,8
10 mM Primer (PR) 0,8
Tag DNA polymerase (5 u/ pl) 0,2
DNA 2
Mix 15

PVY’ye karsi dayaniklilik sagladigi bilinen Pvy4 geniyle iliskili CAPs
markdrlerinin optimizasyon isleminde elde edilen testlemelerde kullanilan PCR

programi Cizelge 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.2. CSO markdrleri i¢in uygulanan PCR programlari.

Ccso Modifiye Degerler
93 °C1dk 94 °C 3 dk
93 °C 45 saniye 94°C3s
47 °C1 dk 52°C30s
72 °C2dk 72 °C1dk
Gt Tc 2 Rep 34 Gctc2 rep 29
72 °C5dk 72 °C10dk
Hold 4 °C Hold 4 End

Markoérlerle yapilan islemlerde PCR f{iriinlerinin varligin1 kontrol etmek ve
belirlemek amaciyla agragoz jelde bir saat yiiriitiilmustiir. PCR islemi sonrasi
AIwNI kesim enzimi gerektiren Pvr4 geni ile iliskili markor ig¢in ve aplikasyon
irtinii olarak goriilen 6rnekler icin AIWNI enzimi ile kesim islemi uygulanmstir.
Kesim protokolii asagida verildigi sekilde gerceklestirilmistir. Kesim
protokoliinde {iretici firmanin yonergeleri izlenmis ve Cizelge 3.11°deki buffer

icerigi ve oranlart kullanilmigtir. Kesme islemi sonunda enzim eklenerek 65
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°C’deki inkiibatorde 16 saat birakilarak yiiksek sicaklikta olusabilecek

buharlagsmalara kars1 tedbir olarak 6rneklerin tizeri parafilmle kaplanmustir.

Cizelge 3.31. CSO markorii i¢in uygulanan kesim protokolii.

icerik Miktar (i)
H20 17
1X Buffer R 2
Enzim (AlwNI enzimi) 1
PCR Uriini 10

PCR diriinleri % 3’liik Metaphor-agaroz jelde (Pronadisa, Conda
Laboratuvarlar;, Madrid, Ispanya) 100 V’da 3 saat yiiriitilmiistiir. Etidyum
bromid (EtBr) ile boyanan jellerin UVP (Nuffield Road, Cambridge, UK) Gel-

Doc®it 310 goriintiileme sistemiyle goriintiilemeleri yapilmistir.

CSO geni bakimindan taranan firma hatlarinin jel goriintiisii Sekil 3.3°te

goriilmektedir.

670 671

Sekil 3.3. Pvr4 genine ait CSO jel goriinttleri. (D: Dayanikh, H: Hassas, He: Heterozigot).
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3.1.3.3 TSWV hastahigina davanililik analizleri

Proje ortagi firmalarin elinde bulunan saf ve ileri hatlardan alinan yaprak
orneklerindenden elde edilen DNA’larda TSWV’ye karsi dayaniklilik sagladigi
bilinen Tsw geniyle iliskili molekiiler markor testlemelerinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Molekiiler testlemelerde Tsw geni ile baglantili ve yakin olan
TSWV’ye kars1 dayaniklilik saglayan Moury ve ark., (2000) tarafindan belirlenen
SCAC568 kodominant CAPS markdrii kullanilmistir.

Dayaniklilik genleriyle iliskili oldugu bilinen ve gen taramalarinda
kullanilan molekiiler markor, primer, gosterdikleri band seviyeleri Cizelge

3.12’de verilmektedir.

Cizelge 3.42. Molekiiler markorlerin dayanikli ve hassas bireylerde verdigi band seviyeleri.

Gen Molekiiler PRIMER Band Seviyeleri Kesim Literatiir
Markor enzimi
Tsw | CAPS SCAC 568 Dayanikl bireyler 550bp, Tagl enzimi Moury  ve
(codomina hassas bireyler 550, 350 ve ark. 1999
nt SCAR) 250bp band vermektedir.

Cizelge 3.13’te ¢alisma kapsaminda TSWV arastirmalart i¢cin kullanilan
PCR bazli markérlerden Moury ve ark., (1999) tarafindan belirlenen SCAC 568

CAPs markoriiniin 5'-3" yoniindeki gen dizilimi verilmektedir.

Cizelge 3.5. Markorlere ait gen dizilimleri (Moury ve ark., 2000).

PCR Spesifik Markor DiziLim (5’-3")

SCAC 568 F: GTGCCAGAGGAGGATTTAT

R: GCGAGGTGGACACTGATACT

Moury ve ark., (1999) yaptiklar1 ¢alismada MAPMAKER 0.3b programi
yardimiyla SCAC56 markoriiniin Tsw lokusuna 0.87 £ 0.62 cM uzaklikta
bulundugunu hesaplanmis, yapilan taramalar sonucunda 3.2 + 1.3 cM’de
oldugunu tespit etmislerdir. Sekil 3.4 SCAC56 markoriiniin tahmini yerini temsil

etmektedir.
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Distance Marker
++ OPAF162s0
0.7 —11 SCACsss
09—

. Tsw, OPBO017s0

14.8 —

T1T OPAH13s00

Sekil 3.4. SCAC568 markorii (Moury ve ark., 2000).

Her bir hattin DNA’s1, molekiiler testleme yapilacak dayaniklilik geni i¢in
asagidaki PCR protokolii kullanilarak elde edilmistir. PCR optimizasyonunda tiim

markorler i¢in kullanilan buffer igerigi ve oranlari Cizelge 3.14°de verilmektedir.

Cizelge 3.4. Tsw geni i¢in uygulanan PCR miksi.

icerik Miktar (ul)
H20 6,7
10X PCR BUFFER with KC1 1,5
MgCl (2.5 mM) 1,5
dNTP (2.5 mM) 1,5
10 mM Primer (PF) 0,8
10 mM Primer (PR) 0,8
Taqg DNA polymerase (5 u/ pl) 0,2
DNA 2
Mix 15

TSWV’ye kars1 dayaniklilik sagladigi bilinen Tsw geniyle iliskili SCAC568
markorii optimize edilmistir. Testlemelerde kullanilan PCR programi Cizelge

3.15’te verilmistir.
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Cizelge 3.65. SCAC568 markérii i¢in uygulanan PCR protokolil.

SCAC-568

94 °Cte 3 dk
35 dongii 94 °C for 30 s
56 °C'de 45 s
72°C'de75s
72°C'de5s
Hold 4 °C

Markoérlerle yapilan islemlerde PCR f{irtinlerinin varligin1 kontrol etmek ve
belirlemek amaciyla agragoz jelde bir saat yiiriitiilmiistiir. Aplikasyon {iiriini
goriilen Ornekler Taql enzimi ile kesim islemi uygulanmigtir. Kesim
protokoliinde iiretici firmanin yonergeleri izlenmis ve Cizelge 3.16’daki gibi
buffer icerigi ve oranlar1 kullanilmistir. Kesme islemi sonunda enzim eklenerek
65 °C’deki inkiibatérde 16 saat birakilarak yiiksek sicaklikta olusabilecek

buharlagmalara kars1 tedbir olarak drneklerin tizeri parafilmle kaplanmistir.

Cizelge 3.76. L4 markori igin uygulanan kesim protokolii.

icerik Miktar (pl)
H20 17
1X Buffer R
Enzim (sspl enzimi)
PCR Uriinii 10

Bu optimizasyon i¢in PCR fiirlinleri % 3’liik Metaphor-agaroz jelde 100
V’da 3 saat yiiriitiilmistiir. Etidyum bromid (EtBr) ile boyanan jellerin UVP Gel-

Doc®it 310 goriintiileme sistemiyle goriintiilemeleri yapilmistir.

Firma hatlarmma ait DNA’larin TSWV’ye kars1 dayaniklilik durumlarim

gosteren jel ornekleri Sekil 3.5°de goriilmektedir.
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L 66 99 62 107 57 41 95 20 54 36 150 72 34 103 203 68 70 113 63 118 3 4 44 58 42 28 43 214178 48 67 19 L

Sekil 3.5. TSWV Taql Kesim Sonrast Jel Goriintiisii. (D: Dayanikli, H: Hassas, He:
Heterozigot).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 TMV Hastalig1 Testlemeleri

TMV testlemeleri i¢in L3 geniyle baglantili Sugita ve ark.,, (2004)
tarafindan belirlenen kodominant PMFR11 SCAR markérii ve L4 geniyle
baglantili Yang ve ark., (2009) tarafindan belirlenen 06012END dominant SCAR
markorii ve 087H3T7 kodominant CAPS markoérlerinin - optimizasyonu
gergeklestirildikten sonra firmalarin agronomik yonden iistiin performansa sahip
hatlar1 ve bu etmenlere dayanikli olduklar1 bilinen USDA ve AVRDC’den temin
edilen hatlar tasidiklar1 genler bakimindan bu markoérlerle taranarak dayaniklilik

durumlar1 (homozigot/heterozigot) belirlenmistir.

LIDER tohum ve AD-ROSSEN tohum firmalarindan temin edilen saf ve
ileri hatlar TMV’ye karst dayaniklilik sagladigi bilinen L geni bakimindan
taranmustir. Firmalardan gelen 6rnekler ve kontrol 6rnekleriyle PMFR11 SCAR
markorii kullanilarak yapilan taramalarda dayanikli bireyler 269bp’de hassas
bireyler 283bp’de band vermistir. 087H3T7 CAPS markorii ile yapilan
taramalarda dayanikli bireyler 440bp’de, hassas bireyler 300bp’de band vermistir.

Testlemelerden alinan sonuglar TMV ile ilgili dayaniklilik ¢alismalart yapan
Yung ve ark. (2009) tarafindan L genine 1.2 c¢cM uzaklikta bulunan 087H3T7
codominant CAPS markérii ile 0.8 ¢cM uzaklikta bulunan 06012END dominant
SCAR markdriiyle ¢alismada belirtilen bp’de band veridigi goriilmistiir. Benzer
sekilde Sugita ve ark. (2004) tarafindan belirlenen L4 genine 4.0 cM uzaklikta
bulunan codominant SCAR PMFRI11 markoériiniin ¢alismasinda belirttigi gibi

band verdigi goriilmiistiir.

Firma hatlarinin TMV’ye kars1 dayaniklihik durumlari, PMFR11 SCAR
markori i¢in Sekil 4.1°de, 060I2END dominant SCAR markéri ve 087H3T7
kodominant CAPS markdrleri i¢in Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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HEOH N H H-H H HH H H H HESRE He I S H G A SR H S H H
195 196 197 198 199 200 201 02 03 04 05 06 07 08 09 "210 211 212 213 Hti 215, 216 21»7 218 219 220 221 223 224 225 226 227

.~ 1000bp"

500 bp
7

* 13 Primer: PMFR1 4 *

eppiiay

Sekil 4.1. L3 geni ile iligkili PMFR11 markoériiniin jel goriintiisii. (D: Dayanikli, H: Hassas,
He: Heterozigot).

H H H H H H H H HET Rt HET  H H H H
202 203 204 205 206 207 208 209 202 203 204 205 206 207 208 209

Q

06012END 087H3T7

Sekil 4.2. L4 geni ile iliskili markérlerin jel goriintiisii. (D: Dayanikli, H: Hassas, He:
Heterozigot).

Firmalarm geri melez ve kendilenmis hatlarindan toplam 57 hat testlemelere
alinmis olup, TMV i¢in firmalardan gelen biber hatlar1 i¢inde 20’si heterozigot
dayanikli, 37’s1 hassas olarak belirlenmistir. L3 geni bakimindan test edilen 32 hat
hassas olarak belirlenmis, L4 geni bakimindan ise test edilen 8 hattin 3’i
heterozigot dayanikli, 5’1 hassas olarak belirlenmistir. Yapilan testlemeler sonucu

elde edilen degerler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Testlemeye alinan firma hatlari ve TMV sonuglart.

TMV Testlemeleri
RR Rr rr Toplam
LIiDER - 7 22 29
AD-ROSSEN - 13 15 28
Toplam 0 20 37 57




35

4.2 PVY Hastalig1 Testlemeleri

Arastirma kapsamimnda PVY testlemeleri icin Pvrd geniyle baglantili
Caranta ve ark., (1999) tarafindan belirlenen CSO kodominant CAPS molekiiler
markorli ile optimizasyonu gerceklestirildikten sonra firmalarin agronomik
yonden {istiin performansa sahip hatlar1 ve bu etmenlere dayanikli olduklar
bilinen USDA ve AVRDC’den getirilen hatlarin tasidiklar1 genler bakimindan bu
markorlerle  taranarak  dayaniklilk  durumlart  (homozigot/heterozigot)

belirlenmistir.

LIDER tohum ve AD-ROSSEN tohum firmalarindan temin edilen saf ve
ileri hatlar PVY’ye kars1 dayaniklilik sagladigi bilinen Pvr4d geni bakimindan
taranmistir. Firmalardan gelen Ornekler ve kontrol ornekleriyle CSO CAPS
markorii kullanilarak yapilan taramalarda dayanikli bireylerin 444bp’de, hassas
bireylerin 458bp’de band verdigi goriilmiistiir.

Testlemelerden alinan sonuglar PVY ile ilgili dayaniklilik ¢aligmalar1 yapan
Caranta ve ark. (2009) tarafindan Pvr4 genine 1.2 c¢cM uzaklikta bulunan CSO
kodominant CAPS markoriiyle c¢alismada belirtilen sekilde band verdigi

goriilmiistiir.

Firma hatlarinin PVY’ye karst dayaniklilik durumlari, CSO kodominant
CAPS markériiniin AIvNI enzimiyle kesimi sonrasi elde edilen jel goriintiisii Sekil

4.3’te verilmistir.
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SCM CM

458 bp

Hassas
444 bp
Dayanikli

Sekil 4.3. Pvr4 genine ait CSO jel goriintiisi. (D: Dayanikli, H: Hassas, He: Heterozigot).

Firmalarin geri melez ve kendilenmis hatlarindan toplam 37 hat testlemelere
alinmig olup, PVY i¢in firmalardan gelen biber hatlar1 ig¢inde dayanikli hat
belirlenemezken, 37’si hassas olarak belirlenmistir. Patates Y Viriisiine
dayaniklilik bakimindan her iki firmanin testlenen hatlar1 arasinda dayanikli hat
belirlenememistir. Yapilan testlemeler sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2. Testlemeye alinan firma hatlari ve PVY sonuglari.

PVY Testlemeleri

RR Rr rr Toplam
LIDER - - 12 12
AD-ROSSEN - - 25 25

Toplam 0 0 37 37




37

4.3 TSWYV Hastahg Testlemeleri

Arastirma kapsaminda TSWV testlemeleri icin Tsw geniyle baglantili
Moury ve ark., (2000) tarafindan belirlenen SCAC568 kodominant CAPS
markori ile testlenmistir. TSWV’ye karsi dayaniklilik gosteren genlerle ilgili
molekiiler markorlerin  optimizasyonu gergeklestirildikten sonra firmalarin
agronomik yonden iistiin performansa sahip hatlar1 ve bu etmenlere dayanikli
olduklar1 bilinen USDA ve AVRDC’den getirilen hatlarin tasidiklart genler
bakimindan bu markorlerle taranarak dayaniklilik durumlari

(homozigot/heterozigot) belirlenmistir.

LIDER tohum ve AD-ROSSEN tohum firmalarindan temin edilen saf ve
ileri hatlar TSWV’ye kars1 dayaniklilik sagladigi bilinen Tsw geni bakimindan
taranmistir. Firmalardan gelen ornekler ve kontrol ornekleriyle SCAC568
markorii kullanilarak yapilan taramalarda dayanikli bireylerin 550bp, hassas

bireylerin 550, 350 ve 250bp band verdikleri goriilmiistiir.

Testlemelerden alinan sonuglar TSWYV ile ilgili dayaniklilik ¢aligmalari
yapan Moury ve ark., (2000) tarafindan tsw genine 3.2 + 1.3 c¢M uzaklikta
bulundugu belirlenen SCAC568 kodominant CAPS markérii ile g¢aligmada

belirtilen sekilde band veridigi goriilmiistiir.

SCAC568 kodominant CAPS markdriiniin Tagl enzimi ile kesimi sonrasi
elde edilen jel goriintisinde firma hatlarinin TSWV’ye karst dayaniklilik
durumlar Sekil 4.4’de gosterilmektedir.
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TSW
TAG1 KESIM SONRASI

Sekil 4.4. TSWV Taql Jel Goriintiisii.

Toplamda 1864 biber hattinin dayanikli (homozigot veya heterozigot) ya da
hassas karakterli olup olmadiklar1 belirlenmistir. Yapilan taramalar sonucunda
TSWV’e homozigot dayanikli 877, heterozigot dayanikli 517 hat tespit edilmistir
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Testlemeye alinan Firma hatlar1 ve TSWV sonuglari.

TSWYV Testlemeleri

RR Rr rr Toplam
LIDER 444 414 371 1229
AD-ROSSEN 433 103 99 635

Toplam 877 517 470 1864
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5. SONUC

SAN — TEZ projesinin bir parcast olan bu ¢alismada, molekiiler markor
yardimli seleksiyon tekniklerini kullanarak viral etmenlere karsi birden fazla
dayaniklilik geni iceren (gen piramidi) biber hatlari/gesitlerinin gelistirilmesi
amaglanmistir.  Bu dogrultuda LIDER tohum ve AD-ROSSEN tohum
firmalarindan temin edilen saf ve ileri hatlar, TMV’ye kars1 dayaniklilik sagladig:
bilinen L3 ve L4 genleri bakimindan, PVY’ye kars1 dayaniklilik sagladig: bilinen
Pvr4 geni bakimindan ve TSWV’ye kars1 dayaniklilik sagladigi bilinen Tsw geni

bakimindan taranmuistir.

TMV i¢in firmalardan gelen biber hatlarindan toplam 57 hat testlemelere
alinmis olup, i¢inde 20’si heterozigot dayanikli, 37°si hassas olarak belirlenmistir.
L3 geni bakimindan test edilen 32 hat hassas olarak belirlenmis, L4 geni
bakimindan ise test edilen 8 hattin 3’1 heterozigot dayanikli, 5’1 hassas olarak
belirlenmistir. PVY igin firmalardan gelen biber hatlarindan toplam 37 hat
testlemelere alinmis olup, dayanikli hat belirlenemezken, 37°si hassas olarak
belirlenmistir. TSWV i¢in firmalardan gelen biber hatlarindan toplam 1864 hat
testlemelere alinmis olup, homozigot dayanikli 877, heterozigot dayanikli 517,

hassas 470 hat tespit edilmistir.

Firmalardan alman biber hatlarinin TMV, PVY ve TSWV’ye Kkarsi

dayaniklilik bakimindan tasidiklar1 gen durumlar1 Cizelge 5.1°de gosterilmistir.

Cizelge 5.1. Firmalardan alinarak testlenen hat sayilar1 ve dayamikhhklari.

Patojen Testlenen Hat Homozigot Heterozigot Hassas (rr)
Sayisi Dayanikh (RR) Dayanikh (Rr)
T™MV 57 - 20 37
PVY 37 - - 37
TSWV 1864 877 517 470

Tez ve proje kapsaminda en az 3 dayaniklilik geni tasiyan hibrit cesitlerin
gelistirilmesi ongoriilmiis ve bu, gelistirilen gesitlerin TSWV’ye kars1 dayaniklilik
geni olan Tsw’yi bulundurmalar1 dolayisiyla basariyla gerceklestirilmistir.

Molekiiler markor yardimli seleksiyonla en az iic dayaniklilik genini tagiyan
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hatlarin ~ belirlenmesi ve basart  Ol¢iiti olarak BC1lF1 ve BCI1F2
populasyonlarindaki bireylerin icerdikleri dayaniklilik genleri bakimindan
belirlenmesi ve bu genlerden en az iiclinli iceren hatlarin elde edilmesi

saglanmistir.

Her iki firmanin dayanikli g¢esitleri tescil edilmistir. Lider Tohum
Firmasimin Cesur ve Kadim isimli ¢esitleri, AD-Rossen Tohum Fimasinin ise
Heidi isimli ¢esidi tescil edilmistir. Firmalar tarafindan proje siiresince gelistirilen
TSWV’ye karst dayaniklilik geni tasiyan cesitler ve ozellikleri Cizelge 5.2°de

gosterilmektedir.

Cizelge 5.2. Firmalar tarafindan proje siiresince gelistirilen TSWV’ye kars1 dayaniklilik
geni tasiyan cesitler ve 6zellikleri.

Firma Biber ¢esidi Ozellikleri

LIDER TARIM AS. | Kadim Acik saha Guzluk ve Baharlk Carliston Biber
Cesur Orti alti, sezonluk, Sivri Biber
Saheser Ortii alti, sezonluk, carliston biber
Clio Ortii alti, sezonluk ve baharlik. Kil ile sivri biber arasi

bir segment.

AD-ROSSEN Heidi Kislik Demre Sivrisi biber
Justine Kishk Dolma biber
Rihanna Acik Saha Dolma biber
Egeli Acik Saha Dolma biber

Arastirma kapsaminda yapilan molekiiler markér yardimhi 1slah
caligmalarinin sonunda elde edilen dayanikli ¢esitlerin iiretilen bitki kayiplarinin
aza indirmesini saglamasi, liretimde daha ¢evreci bir yontem olarak kimyasallarin
kullanimin1 azaltmasi, yabanci tohum sirketleriyle rekabet sansi yaratarak ulusal
ekonomiye katki saglamasi beklenmektedir. Daha genis bir perspektifle firmalarin
Ar-Ge alt yapisina saglanan katki ile yerli hibritlerin gelistirilmesinin hiz
kazanmasi ve Ozellikle molekiiler yardimli seleksiyonun 1slah programlarinda
rutin hale gelerek gen piramitlemesi yontemiyle bir¢cok bitki icin dayanikli
cesitlerin hizli ve giivenli bir sekilde iiretilmesinin saglanmasi; gelecek yillarda
daha saglikli beslenmeyi hayatimiza katmasi1 yoniinde motive ederek 151k tutmasi

umulmaktadir.
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