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Bu calisma ile sebze tiirleri arasinda biber (Capsicum annum L.) bitkisinde hastaliga neden
olan Domates noktali leke solgunluk virtisiinin (TSWV veya Tomato spotted wilt viriis) neden
oldugu artan infeksiyon sayisini ve iilkemizde 1slah edilen ve heniiz 1slah edilmemis yerel biber
popiilasyonlarinin TSWV'e karsi dayanikliliklart molekiiler yontemler ile arastirilmistir. Bu
amacla, Karaisali/Salbas (sal¢alik), Kahramanmaras (toz biber), Sanliurfa (Isot), Diyarbakir
dolmalik sar1 biber ve Sena, Dila, Hayriye, 134, 124/1, 124/2, 171, CM334 ¢esitlerinin genetik
analizleri yapilmistir. Bu ¢alisma, dayanikli ve hassas biber ¢esitlerini ko-dominant seviyede
belirledi. Ek olarak, cesitlerin durumlari hem heterozigot hem de homozigot diizeyde (RR, Rr, 1)
bulundu. Sonug olarak elde edilen sonuglar ve bilgiler yerli 1slah¢1 firmalar ile paylasilarak ve 1slah
caligmalarinda kullanilabilecektir.
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ABSTRACT

This research focuses on Tomato spotted wilt virus (TSWV), the causative agent of disease
in pepper plants (Capsicum annum L.), a significant vegetable species. Despite the importation of
materials claimed to be resistant, TSWYV infections have been on the rise, with this virus identified
as the primary factor contributing to the increased incidence of infections in our country.
Additionally, the study explored the genetic resistance of local pepper populations, which have not
undergone improvement, against Tomato spotted wilt virus (TSWV). The study investigated the
genetic resistance of local pepper populations to Tomato spotted wilt virus (TSWV) and
subsequently introduced these resistant traits into the country's agriculture. To achieve this
objective, the research examined various populations, including Karaisali/Salbas (tomato paste),
Kahramanmaras (powdered pepper), Sanlurfa (Isot), Diyarbakir bell pepper populations.
Additionally, improved varieties such as Sena, Dila, Hayriye, 134, 124/1, 124/2, 171, and CM334
were also included in the study. We studied the genes of different types of peppers to see which
ones are resistant or sensitive to diseases. We found out which genes dominate and how they
combine (RR, Rr, rr). The results will be shared with local breeding companies and used to
improve pepper varieties.

Keywords: Pepper, Tomato Spotted Wilt Virus, Breeding, Isot, resistance screening
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1. GIRIS

Solanaceae (Patlicangiller) familyasi igerisinde yer alan biber (Capsicum annuum L.), taze
sofralik ve sanayide islenerek tiiketilecek sekilde ticari olarak iiretimi yapilan 6nemli sebze
tirlerinden biridir. Tiirkiye, Tiirkiye 2023 yili tarimsal istatistiklerine gére domates ve karpuzdan
sonra en fazla tiretimi yapilan sebze tiirii olan biber, yaklagik 3.1 milyon ton iiretim miktar: ile
diinya biber tiretiminde Cin biber iiretiminden sonra 2. sirada yer almaktadir (TUIK, 2023).

Tiirkiye, biber iiretimi kapya, dolmalik, sivri ve Carliston olmak iizere 4 farkli biber ¢esidi
seklinde 802.389 dekar alanda yetistirilmektedir (TUIK, 2023). Uretim alaninm biiyiikliigii
bakimindan 2023 verilerine gore en Onemli biber ireticisi iller arasinda Canakkale, Antalya,
Samsun, Bursa ve Manisa yer almaktadir (TUIK, 2023). Biber (Capsicum annuum L.) sebze tiirleri
icerisinde onemli bir yere sahip olup, sofralik, tursu, kizartma, dondurulmus iirtinler, sos, sal¢a, toz
biber, konserve, biber suyu, baharat olarak tiiketilmesinin yaninda ilag ve boya yapiminda da
kullanilmaktadir. Tiirkiye, 763.977 dekar alanda 3.018.777 ton biber iiretimiyle Akdeniz iilkeleri
arasinda onemli bir uretici konumunda bulunmaktadir. Adana 24.792 dekarda 173.981 ton,
Kahramanmaras 10.368 dekarda 17.255 ton, Sanliurfa 23.622 dekarda 70.479 ton ve Diyarbakir
12.911 dekarda 22.685 ton biber iiretimleri ile Tiirkiye tiretiminde yaklasik %9,42 gibi 6nemli bir
paya sahiptir (TUIK, 2023).

Biber iiretiminde, diger sebzelerde oldugu gibi karsilasilan problemler nedeniyle, ekim
alanlar1 ile elde edilen sebze iiriin miktarlar1 arasinda bir iliski bulunmamaktadir. Bitki hastaliklart
iretimi smirlamakta ve pazar degerini diisirmektedir. Son yillarda yapilan aragtirmalar, bu
hastaliklarin hiicresel patojen olmalar1 ve miicadele yeteneklerinin sinirli olmasi nedeniyle viriis
hastaliklarindan kaynaklanan zararin ¢ok boyutlu oldugunu gostermistir. Antalyanin/Kumluca da
yiiriitiilen bir arastirmada biberlerde hastalik oran1 % 96,49 olarak rapor edilmistir. Bu arastirmada
ulagilan sonuglar diger arastiricilarin ayni bolgede yaptigi arastirma sonuglari ile benzerlik
gostermektedir.. Bozdogan (2009) yapmis oldugu siirvey calismasinda, Antalya ilinin Kumluca
ilcesinde biber bitkilerinde TSWV bulasikligint % 92°lik hastalik oran1 ile Beykonak
mahallesinde,% 96,92’lik hastalik orani ile en fazla bulasikligi ise Mavikent mahallesinde tespit
etmistir. Arastirict bu ¢alisma kapsaminda, Antalya ilinin Kumluca il¢esinden toplam 90 adet biber
bitki 6rnegi toplamis ve bunlardan 86’sinin TSWYV ile bulagik oldugunu belirlemistir. Ayrica,
testlenen tiim bitkiler icin genel hastalik oranini %9 5,55 olarak hesaplamistir (Yesil ve Gomlekli
(2021).

Biber bitkisi viral hastaliklara ¢ok hassas olmasi sebebi, ile birden fazla viriis hastaligina
konukguluk etmektedir. Tiitiin Mozayik Viriisii (TMV), Hiyar Mozayik Viriisii (CMV), Biber Hafif
Benek Virtisii (PMMoV) ve Patates Y Viriisii ve Domates Noktali Leke Solgunluk Viriisti (TSWV)

gibi daha birgok viriislerin iilkemizde biberde hastaliklara neden oldugu arastiricilar tarafindan



rapor edilmistir (Yilmaz ve Davis, 1984 Giildiir ve ark., 1994; Yurtmen ve ark.,1998; Nie ve Singh,
2002; Mason ve ark., 2003).

Bu virtislerden biri de TSWV (Tomato spotted wilt virus)’dir. Bunyaviridae familyast,
Orthotospovirus cinsi igerisinde yer almaktadir (Uhrig ve ark., 1999; Tsompana ve ark., 2005).
TSWV ilk defa 1915°de Avustralya’ da ragor edilmistir. (Brittlebank, 1919). Tospoviriisler (genus
Orthotospovirus, family Tospoviridae), esas olarak thrips vektorlerinin diinya capinda yaygin
olmasi nedeniyle, artik bircok sebze, siis bitkileri ve endiistriyel iiriin i¢in 6nemli bir patolojik
tehdit durumundadir (Goldbach ve Peters, 1994). TSWYV, bitkilerde hastaliklara neden olan viriisler
icerisinde 34 dikotiledon ve 7 monokotiledon bitki gurubundan 85 bitki familyasina ait 1.000° den
daha cok bitki tiirlinii kapsayan en genis konukcu dizisine sahip viriislerden birisidir (Edwarson ve
Christie, 1986; Sherwood ve ark., 2009).

TSWV'nin ¢ok sayida konukgu tiiriinii enfekte etmesi, kiiresel olarak yetistirilen triinler
iizerinde ekonomik olarak zararlidir (Rob ve Dick, 1994). TSWV'nin tarimsal agidan &nemli
mahsullerde neden oldugu simptomlar konuk¢udan konukguya degisiklik gostermektedir
(Sherwood ve ark, 2009). Diger yandan bitkinin yasi, bitkinin beslenmesi ve g¢evre (6zellikle
sicaklik) nedeniyle tek bir konukgu tipinde simptomlarda degisiklik olabilmektedir. Viriisiin neden
oldugu yaygin simptomlar arasinda bodurluk, meyvede halkali lekeler ve yapraklarda nekrozu gibi
simptomlar bulunmaktadir (Best, Rupert J., 1968).

TSWV, Thrips tabaci, T. setosus, T. palmi Frankliniella occidentalis, F. fusca, F. intonsa,
F. schultzei ve Scirtothrips dorsalis (EPPO/CABI, 1997a; EPPO/CABI, 1997b) gibi bir¢ok trips
tiiriiniin de dahil oldugu 11 trips tiirii ile tasinmasi nedeniyle ayr1 bir 6neme sahiptir. Diger bir
ozellik de TSWV’un bazi thrips tiirleri ile kalici olarak tasinan tek viriis olusudur. Ekonomik
onemleri sadece neden olduklar1 ekonomik kayiplardan degil, aym zamanda fazla sayida
konukcuda infeksiyona neden olmalari, thrips vektdrleri tarafindan etkili tasinmalar1 nedeniyle yok
edilmelerinin veya kontrollerinin zor oldugunun kanitlanmasindan kaynaklanmaktadir (Pappu ve
ark., 2009).

Yaklasik 5000 trips tiirlinden sadece 14 tanesi tospoviriislerin etkili bir sekilde tasiyicisi
konumundadir (Nagata ve ark., 2004; Riley ve ark., 2011). Tospovirus cinsine ait 17 viriis hastalik
etmeni, 14 trips tiirii tarafindan taginmaktadir.

Bildigimiz gibi lizere ¢ok sayida viriis birden farkli takim ve familyaya ait vektor
boceklerle tasinmakta ve yayilmaktadir. Diger yandan 6zellikle Tospoviriisler basta olmak {izere,
son zamanlarda ve yillarda neden oldugu ve verdigi ekonomik kayiplardan dolay1 bu viriisiin 6nemi
hergecen yil artmakta ve TSWV sadece tripslerle taginmaktadir. (Cizelge 1.1.) Bu yiizden hangi
viriislerin hangi tiir tripslerle tagindiginin bilinmesi miicadele agisindan son derece 6nem arz

etmektedir (Sevik, 2008; Pappu ve ark., 2009).



Cizelge 1.1 Tospovirus cinsi icerisinde yer alan viriisler Ve tagiyan vektor trips tiirleri

Tospovirlis Vektori

TSWV Frankliniella occidentalis
TSWV Frankliniella intonsa
TSWV Frankliniella bispinosa
TSWV Frankliniella fusca
TSWV Frankliniella schultzei
TSWV Frankliniella cephalica
TSWV Frankliniella gemina
TSWV Thrips tabaci

TSWV Thrips setosus

Viriis, sirkiilatif olarak devam eden en az on farkli trips tiirli tarafindan tasiabilir
(Sherwood ve ark., 2009). Frankliniella occidentalis veya Bati1 ¢igek tripsi, diinya ¢apinda ve
seralarda TSWV'nin de vektorii oldugu bilinen en yaygin trips tiiriidiir. Thripsler, yumurtalarini
sap, yaprak veya cicek gibi bitki dokularinin igine gémerler. Thrips yumurtadan 2 ila 30 giinde
cikar ve yasam dongiisiinii tamamlar (Sherwood ve ark., 2009). Ergin tripler, govde, yaprak ve
cicek tomurcuklarindan beslenir. TSWV'nin yayilmasina, tripslerin ve tireme hizinin biiyiik etkisi
vardir. TSWV i¢in vektoriin viriisii biinyesine almasi ve viriisiin bocekten bitkiye aktarilmasi siiresi
vektor tiirtine baghdir (Sherwood ve ark., 2009).

TSWV’nin trips tarafindan tasinabilmesi ancak larva donemindeki trips’in viriisii bulagik
bitkiden almasi ile miimkiin olabilmektedir. Tripslerde larva donemi yaklasik 1-3 giin siirmektedir
(Moritz ve ark., 2004). Larva donemindeki tripsler ancak bulasik bitkilerle beslendikleri zaman
TSWV’yi biinyelerine alabilirler. Orta bagirsak bariyerleri infeksiyonu onlediginden dolayi,
yetigkin thripsler TSWYV ile infekte olamazlar yani viriisii biinyelerine alamazlar (Nagata ve ark.,
1999). Bununla birlikte, larva doneminde TSWYV ile basarili bir sekilde bulasan tripsler, viriisii
yasamlart boyunca beslendikleri saglikli bitkilere bulastirabilirler (Sherwood ve ark., 2009).
Frankliniella occidentalis i¢gin TSWV'nin alinmasi ve bitkiye aktarilmasi bes dk kisa olabilir.
Fakat, optimum bulagma i¢in alinma ve verme siireleri 21.3 saat ve 42.7 saattir (Wijkamp ve ark.,
1996).

TSWYV ile miicadelede, diger viriis hastaliklarinda oldugu gibi bulasmay1 6nlemek c¢ok
onemlidir. TSWV ile bir bitki bir kez bulastiginda, onu kurtarmak veya tedavi etmek miimkiin
degildir. Hastaliga kars1 genetik olarak dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi, etmenle miicadelede en
etkili yontemlerden biridir. Bununla birlikte, viriisle miicadele igin pratik yontemler arasinda
vektorle miicadele, yabanci otlarla miicadele ve kiiltiirel onlemler yer almaktadir (Best, Rupert J.,
1968).



TSWV’nin Tirkiye’de ¢esitli kiiltlir bitkisi ve siis bitkilerinde neden oldugu hastaliklar
tizerine bir¢ok arastirma yapilmis ve lilkemizde varligi ortaya konulmustur.

TSWV, Tirkiye’ de ilk defa Tekinel ve arkadaslar1 tarafindan marul bitkilerinde 1969
yilinda rapor edilmistir. Daha sonra domates (Tekinel, 1973; Fidan, 1993; Fidan, 1995; Azeri,
1994; Giildiir ve ark., 1995; Yilmaz ve ark., 1995; Giildiir, 1997; Arli Sokmen ve Sevik, 2006;
Sevik ve Arli-S6kmen, 2007; Ozdemir ve ark., 2009; Yardime:r ve Kilig, 2009), tiitiinde (Azeri,
1994), biberde (Yurtmen ve ark., 1999; Arli-Sokmen ve ark., 2005; Yardimci ve Kilig, 2009),
Patlicanda (Kamberoglu ve ark., 2009), kabaklarda (Yardimer ve Kilig, 2009) ve bazi yabanci
otlarda (Arli-Sékmen ve ark., 2005; Ozdemir ve ark., 2009) degisen oranlarda tespit edilmistir.
Bilindigi gibi viriis iilkemizde oldukga yaygin bir haldedir ve her gegen yil yayilis gostermektedir.

Son yillarda 6zellikle biber ekim alanlarinda TSWV kaynakli ¢ok ciddi ekonomik kayiplar
goriilmektedir. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii’ niin kiiltiir bitkilerinde sebep oldugu iiriin
miktarindaki kaybindan kaynaklanan miktar, yetistirilen bitki tiiriine, bolgenin ekolojik ve iklin
sartlarina ve mevsim sartlarina gore degisim gosterebilmektedir. Bu nednele tarimsal iriinlerin
TSWYV’ nin etkisinden dolay1 yasanan iiriin kayiplarindan dogan ekonomik kayibin parasal degerini
net bir sekilde belirtmek gii¢ olmaktadir (Bos, 1982; Strange ve Scott, 2005). Ancak TSWV nin
diinyada kiiltiir bitkilerinde neden oldugu ekonomik kaybin miktarinin 1 milyar dolarin iizerinde
oldugu diistiniilmektedir (Uhrig ve ark., 1999; Griep ve ark., 2000).

TSWYV, ozellikle biber iiretim bolgelerinde son yillarda énemli ekonomik kayiplara neden
olmustur. TSWV’yi 6nemli kilan bir baska sey de tripslerdir. Uretim materyali ticaretinin diinya
capinda yayginlasmasi ve kolaylasmasi nedeniyle, 6zellikle viriise karsi dayanikli oldugu iddia
edilen ¢esitlere ait bol miktarda tohumlar yurtdigsindan ithal edilmektedir. Ancak viriis kaynakli
infeksiyonlar, oOzellikle biber iiretim bolgelerinde her yil artmaktadir. Aragtirmanin amaci,
dayanikli olarak iddia edilen ithal materyallere ragmen bu artisin nedenini belirlemektir. Ayrica,
TSWV'ye kars1 genetik olarak dayanikli olup olmadiklarini ve {ilkemizde yetistirilen ve heniiz
yetigtirilmemis yerel biber populasyonlarinin TSWV'ye kars1 duyarliliklarini belirlemek ve {ilke
tarimina sunmaktir.

Vektorii olan tripslerin de varligt TSWV’yi 6nemli hale getirmektedir. Son yillarda
Diinyada iiretim materyali ticaretinin yayginlagsmasi ve kolaylagsmasi ile yurt disindan bol miktarda
ozellikle viriise kars1 dayanikli oldugu iddia edilen gesitlere ait tohumlar ithal edilmektedir. Ancak
virtis kaynakli enfeksiyonlar 6zellikle biber tiretim alanlarinda her gegen yil artis gostermektedir.

TSWV'nin en az alt1 farkli irki rapor edilmistir; streynler arasinda goriilen simptomlar ve
enfekte edilen konukgu siir biiyiik 6l¢iide farklilik gostermektedir. Bu hastalik daha 6nce tropik
ve subtropik bdlgelerde yasayan iirlinleri tehdit ediyordu, ancak su anda her yerde goriilmektedir
Son zamanlarda Diinya ¢apinda kapali ve acik alanda iiretimi yapilan birgok sebze tiirii, domates
lekeli solgunluk virtisii (TSWYV) nedeniyle énemli verim kayiplarina ugradi.(Sevik, 2015). Thrips
tiirlerinin yaygimligi ve virlisle bulasik bitki materyalinin hareketi bunun ana nedenidir. Hastalikla
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bulagik bitkilerin erken ve dogru tespit edilmesi ile ortadan kaldirilmasi ve vektor popiilasyonunu
azaltmak, hastalikla miicadelenin temel prensiplerini olusturmaktadir.

TSWV, bir adet internal nucleocapsid protein (N); G1 ve G2 olmak iizere iki adet
membrane glycoprotein ve bir adet biiyiik protein (L) iceren yaklagik 70-110 nm capinda kiiresel
zarfli tek bir partikiile sahiptir. Bir TSWV partikiilii %5 niikleik asit (RNA), %70 protein, %20 lipit
ve %35 karbonhidrat igermektedir (Adkins, 2000). Genom 3 farkli (S RNA; 2.9 kb, M RNA; 4.9 kb
ve L RNA; 8.9 kb), (-) sens ve ambisens ssSRNA molekiiliinden olugsmaktadir, 2.9 kb biiyiikligiinde
olan ambisens S RNA, viral (v) sensde 52.4 kDa’luk yapisal olmayan bir protein (NSs) ve viral
komplementary (vc) sensde 29 kDa biiyiikliigiinde N (Niikleokapsid) proteinini kodlamaktadir.
NSs proteini, 1.7 kb’lik viral sens subgenomik RNA’dan, N proteini ise 1.2 kb’lik viral
komplementary sens subgenomik mRNA’dan sentezlenmektedir, 4.9 kb biiyiikliigiinde olan
ambisens M RNA, viral sensde 33.6 kDa’luk yapisal olmayan bir protein (NSm) ve viral
komplementary sensde 127.4 kDa’luk reseptor gorevi yapan Gl ve G2 glikosilat membran
proteinlerini kodlamaktadir, 8.9 kb’lik (-) sens L RNA ise, 331 kDa biiyiikliigiinde bir putative
RNA-dependent-RNA polymerase (RdRp) proteini (L) kodlayan viral komplementary (vc) sens bir
ORF igermektedir (Adkins, 2000; Tsompana ve ark., 2005).

Bu arastirmanin amaci hem dayanikli iddiasiyla ithal edilen materyallere ragmen bu artisin
nedenini ortaya koymak ve iilkemizde islah1 yapilmig ve heniiz 1slah edilmemis yerel biber
popiilasyonlarinin  TSWV’ye karsi genetik olarak dayaniklhilik/duyarlilik  durumlarinin
aragtirtlmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda Karaisali/Salbag (Salgalik), Kahramanmaras (Toz biber),
Sanlurfa (Isot), Diyarbakir top biber popiilasyonlarmin ve 1slah edilmis olan Sena, Dila, Hayriye,
134, 124/1, 124/2, 171, CM334 cesitlerinin genetik analizlerini yapmak ve dayaniklilik veya
duyarlilik durumlarinin ortaya konulmasidir. Bu tez ¢aligsmasi ile arastirma kapsamindaki biber
cesitlerinin dayanikli veya hassas olanlarm ko-dominant (Heterozigot olmasi durumunda alel
genlerin her ikisinin de etkisini ayn1 anda birlikte gostermesi durumudur) seviyede belirlenmistir.
Ayrica cesitlerin durumlar1 heterozigot ve homozigot diizeyde (RR, Rr, 1r) ortaya konulmasi

amaclanmustir.






2. ONCEKI CALISMALAR

TSWV Polonya’ da ilk defa 1950 yilinda rapor edilmis ve daha sonra 1970’ li yillarda
Polonya’ nin giiney bati golgelerinde tiitlin {iretim alanlarinda zarar verdigi rapor edilmistir.
Tiitiinde en yiiksek verim kaybi 1977 yilinda gézlenmis ve 22.000 ha tiitiin alaninda yaklagik
10.000 ton tiitiiniin bu viriis tarafindan tahrip edildigi bildirilmistir (Jankowski ve ark, 1980).

Roca ve ark (1997), Ispanya'nin Kuzeydogusu'ndan topladiklar1 sekiz TSWV izolatmin
cesitliligi lizerine yaptiklar1 bir calismada, on konukgu tiirle karsilastirildiginda, izolatlar arasinda
hafif bir biyolojik degiskenlik oldugunu ancak aralarinda genetik olarak higbir fark olmadigin
kesfettiler.

Holcomb ve ark (1999), Melampodium divaricatum ve Nicotiana bentamiana bitkilerinde
TSWV'nin disaridan mekanik yollarla inokulasyonunu arastirdilar. Uygulama gergeklestirildikten 2
hafta sonra Nicotiana bentamiana ve 2 ay sonra Melampodium divaricatum'da TSWV belirtileri
goriilmeye baslandi. Melampodium divaricatum bitkisinin simptom gosteren yapraklari ELISA
yontemi kullanilarak test ettiler. Yapilan testler hastalik belirtilerinin TSWV tarafindan
kaynaklandigini ortaya ¢ikardi. Boylece, 1999 yilinda Giiney Amerika'da ilk TSWV goriildiigiinii
rapor ettiler.

Akdeniz'de TSWV ilk olarak Italya'da bahge ve siis bitkilerinde sorun haline geldi (Lisa ve
ark., 1990; Vaira ve ark., 1993), ispanya (Jorda, 1993) ve Fransa (Marchoux ve ark., 1991), daha
sonra Slovenya (Mavric ve Ravnikar, 2001), Arnavutluk (Cota ve Merkuri, 2004), Yunanistan
(Chatzivassiliou ve ark., 1996, 2000), Tiirkiye (Yardimer ve Kilig, 2009; Yurtmen ve ark., 1999),
Israil (Antignus ve ark., 1994, 1997), Urdiin (Anfoka ve ark., 2006), ve Tunus (Ben Moussa ve
ark., 2000, 2005). Karadag'daki varlig1 da tespit edildi (Zindovic ve ark., 2011). Direngli biber
cesitlerinde tsw genini susturabilen TSWV-RB izolatlar1 ilk olarak Brezilya'dan rapor edilmis
(Ferrand ve ark., 2019), bunu italya'dan gelen raporlar izlemistir. Ayrica, domates ve biber
bitkilerinin siklikla yetistirildigi diger baz1 yerlerde de gozlemlenmistir (Deligoz ve ark., 2014;
Debreczeni ve ark., 2015; Almasi vd., 2017; Giines ve Giimiis, 2019).

TSWVnin en sik enfekte ettigi yabanci otlar Louisiana'da Asteraceae'nin iki tiirii olan
Sonchus asper ve Lactuca floridana ve Ranunculaceae ailesinin bir iiyesi olan Ranunculus
sardous'tur (Chatzivassiliou vd., 2001).

ABD’ nin Georgia vilayetinde, 2004 yilinda TSWV’ nin tiitiin bitkilerinde sebep oldugu
yillik kaybin 17 milyon dolardan fazla oldugu rapor edilmistir (Mandal ve ark., 2008).

Azeri (1981), 1980'li yillarin ortalarinda Canakkale ilinde yapilan bir caligmada tiitiin
bitkisinde TSWV'i tespit etmistir.

Mandal ve ark (2002) ¢esitli yerfistigi genotiplerini diigiitk (30) mekanik inokulasyon
yonteminde kullandiklar1t TSWV'e nasil tepki verdiklerini inceledi. C11-2-39 yerfistig1 genotipinin



yiiksek sicakliklarda TSWV'e direncinin en yiiksek oldugunu ve yiiksek sicakliklarda TSWV
infeksiyonun azaldigim kesfettiler.

2009 yilinda Bozdogan, iilkemizin en énemli domates iiretim bdlgesi olan Antalya ve bazi
ilgelerinde yiiriittiigii bir arastirmada, test edilen bitkilerin %80'inin, biber érneklerinin %91'inin ve
marul 6rneklerinin %93'tiniin TSWV ile enfekte oldugunu rapor etmistir.

Yardimci ve Culal-Kili¢ (2009) Bati Akdeniz'deki on iki bolgeden 337 ornek alarak bir
calisma yiiriittiiler. Ornekler, hryar, domates, biber, patates, marul, kabak ve DAS-ELISA
yontemiyle test edildi. Sonug olarak, 157 6rnek TSWYV ile infekte olmustur.

Kamberoglu ve ark (2009) 2006 ve 2007 yillarinda Mersin'de (Dogu Akdeniz Bolgesi) acik
yetistiricilik alanlarinda ve Antalya'da (Bati Akdeniz Bolgesi) ortiialt1 yetistiricilik alanlarinda
patlican bitkilerinden TSWV belirtileri gosteren bitki 6rnekleri toplayarak ELISA ve RT-PCR
yontemlerini kullanarak tanimladilar. Bu arastirma, tilkemizde bu hastalik etmeni viriisiin patlican
bitkisinde ilk kez ortaya ¢iktigini bildirmistir.

Sertkaya (2015) Hatay'da marul (Lactuca sativa) ve 1spanak (Spinacia oleracea) bitkilerinin
yapraklari, 2011-2012 yillarinda kabariklagma, bitkide bodurluk, yukari veya asagi dogru kivrilma,
gevreklesme, klorotik veya nekrotik lezyonlar, mozaik, halkali lekeler, damarlarin a¢ilmasi, damar
nekrozu, siddetli kloroz ve Sliim gibi belirtiler gosterdi. Marul ve 1spanak bitkilerinin yapraklari,
biyolojik (mekanik inokulasyon) ve serolojik (DAS-ELISA) yontemler kullanilarak cesitli viriislere
maruz birakilmistir. Bunlar Alfalfa mosaic viriis (AMV), Sarimsak mozaik viriis (CMV), Sarimsak
mozaik obamovirus (TMV), Tobacco ring spot viriis (TRSV), Lettuce mosaic virus (LMV), Beet
western yellows virus (BWYYV), Mirafiori marul biiyiikk damar viriisiidiir. Marul ve 1spanak
bitkilerinden alinan &rnekler sirasiyla %67.9 ve %38,8 oraninda viriis bulagimi gosterdi. 53 marul
orneginde LMV (%47,1), MiLBVV (%11,3), TSWV (%5,6) ve CMV (%3,7) bulunurken, 18
1spanak 6rneginde CMV (%16,6), TSWV (%11,1) ve LMV (%11,1) bulundu.

Momol (2000) Florida eyaletinde TSWYV viriisiinii ilk kez Habanero ve Tobasco
biberlerinde DAS-ELISA testi kullanilarak belirlemistir. Biberlerin yapraklarinda hastalik
belirtilerinin goriilmesi iizerine, DAS-ELISA yontemi ile 6rnekler viriise karsi test edilmistir.
Bulgular, Habanero'da %1,5, Tobasco'da ise %1 hastalik orani oldugunu gostermistir.

Yardimci ve ark (2017) 2014 yilinda Isparta ve Burdur'da domates yetistiren bolgelerde
TSWYV benzeri belirtiler gozlemlenen bitki 6rnekleri toplayarak DAS-ELISA yontemi kullanilarak
TSWV varligim belirlemeye calistilar. DAS-ELISA sonuglar1 negatif ¢ikmistir ancak RT-PCR
calismasi, 6rneklerin TSWYV ile bulasik oldugunu gostermistir. Bu aragtirma, TSWV teshisinde
DAS-ELISA yonteminin daha az hassas oldugunu gostermistir.

Gomlekli (2021) 2020 senesinde Eyliil-Aralik aylari igerisimde Antalya ili Kumluca
ilgesinde biber seralarinda gergeklestirilen siirveyler ile viriis belirtisi gosteren biber bitkilerinden
57 adet ve sera igerisinde ve sera ¢evresinde bulunan biber digindaki bitkilerden veya yabanci
otlardan 99 adet olmak flizere toplam 156 adet yaprak Ornekleri toplanmistir. Sonrasinda
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laboratuvara testleme yapilmak amaciyla getirilen bitki drnekleri Cift Antikorlu Sandvi¢ Enzime
Bagli Immiinosorbent Testi (DAS-ELISA) yontemi ile TSWV enfeksiyonlarini belirlemek igin
testlenmistir. Tiim bu testlemeler sonucunda, testlemis olan yaprak &rneklerinin %55,76’simnin
TSWYV ile bulasik oldugu tespit edilirken, bu oran biber ornekleri i¢in %96,49 ve diger bitki
ornekleri igin ise %32,32 olarak saptanmugtir. Siirvey ¢alismalari sirasinda biber disindaki 31 farkl
bitki ve yabanci ot tiiriinden 13’iine ait yaprak oOrneklerinin viriisle bulasik oldugu ortaya
konulmustur. Ayrica, siirvey calismalar1 sirasinda biber seralarindaki TSWV belirtilerine benzer
belirtiler sergileyen biber bitkileri sayilarak, bu viriis hastaliginin yayginlik orant Kumluca ilgesi ve
mahalleler bazinda hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda TSWV’nin yayginlik oranlari;
Kumluca %26,93, Mavikent %26,92, Beykonak %32,27, Salur %20,66, Haciveliler %21,13,
Adrasan %17,66, Merkez %13, Kavakkody %25 olarak bulunmustur.

Greenough ve ark (1990) plastik film malglarmin domates, biber ve tiitiin tarlalarinda thrips
gocii ve domates benekli solgunluk viriisii (TSWV) vakasi iizerindeki etkisi arastirildi. Ug
uygulama (aliiminyum yiizeyli plastik malg, siyah plastik mal¢ ve mal¢lanmamis kontrol), ii¢ ayri
iiriin alaninin her birinde rastgele tam blok tasarimiyla diizenlendi. Tedavi alanlaria Thrips goct,
sar1 yapigkan tahta tuzaklarin kullanimiyla tahmin edildi. Malgsiz uygulamayla karsilagtirildiginda
aliminyum ylizeyli malg, domateste sikisip kalan thrips sayisint %68, TSWV vakasini ise %64
azaltt1. Biberde thrips sayis1 ve TSWV goriilme siklig1 sirastyla %60 ve %78 oraninda azald:. Ikinci
bir lokasyonda, aliiminyum yiizeyli malg sayesinde yakalanan thrips sayis1 %33 oraninda azaltildi
ve her bir uygulama alaninda domates, biber ve tiitiiniin kombine ekiminde TSWYV vakas1 %60
oraninda azaltildi. Tuzaklardan, bilinen iki TSWV vektorii olan Thrips tabaci ve Frankliniella
fusca dahil olmak tizere gesitli thrips tiirleri tespit edilmistir.

Latham ve Jones (1996) 1993'te yaptiklari arastirmaya gore Bati Avustralya'da bat1 ¢igek
tripsi  (Frankliniella occidentalis), bitkilerin 6nemli zararlisi oldugunu belirtmiglerdir. Bu
zamandan sonra TSWYV nedeniyle bahge bitkilerinde zarar verici virlis hastalik epidemileri artt1.
TSWV icin yiirttiikleri anket ¢alismasinda, ¢ok sayida bahge bitkisi infeksiyona ugramasina
ragmen domates ve biber en fazla infeksiyona ugradi.

Chatzivassiliou ve ark (2001) Trips tabaci, Frankliniella occidentalis veya her iki vektoriin
de bulundugu Yunanistan'in farkli bolgelerinde Tospovirus benzeri belirtiler gosteren bitkilerden
ornekler almislar ve bu bitkileri infekte eden viriisleri belirlemek icin ELISA testi kullanmislardir.
Calismada, Impatiens necrotic spot virus (INSV) ve Tomato spotted wilt virus (TSWV) i¢in N
proteinine karsi poliklonal antiserumlar kullanilmistir. Tiim 6rnekler TSWV' e karsi pozitif sonug
verirken, INSV' e kars1 negatif olarak tespit edilmistir. Konukcu aralig1 aragtirmalari, Leguminosae
ve Cucurbitaceae ailelerine ait tiirler arasinda duyarlilikta farklilik oldugunu gdstermistir. Bu
calismada, Solanum melongena, Celosia cristata, Dianthus chinensis, Stephanotis floribunda ve

Catharanthus roseus tiirleri Yunanistan'da TSWV'nin yeni konukgulari oldugunu kesfettiler.



Graves ve ark (2002) Carolina eyaletinde en az iki yil iiretim yapilmamus arazide 28 tek
yillik ve ¢ok yillik bitki tiirinde TSWYV vektorii olarak en yogun tiitiin thripsine rastlandigini rapor
etmislerdir.

Kamberoglu ve ark (2005) Mersin’de 2004 yilinda TSWV igin yapilan survey
calismasinda; mozaik, sararma, nekrotik lekeler ve ciicelik simptomlarini gosteren veya
simptomsuz olan 18 adet Ranunculus arvensis L. ve 20 adet Ranunculus muricatus L. bitkisi
toplanmustir. TSWV’ nin vektorii olan bati ¢igek thripsi (Frankliniella occidentalis (Pergande)) bu
bitki tiirleri {izerinde, gorsel olarak tanimlanmistir (Dr. E. ATAKAN, Cukurova Universitesi,
tarafindan teshis edilmistir).

Vektor olarak en yiiksek varliga sahip trips tiirleri F. occidentalis olurken, onu Thrips
palmi ve Thrips tabaci izlemistir. Sonug olarak, Emilia sonchifolia ve Amaranthus dubius tiirlerinin
as1 kaynaklar1 ve vektor rezervuarlari olduklari belirlenmistir (Ebratt vd. 2013).

TSWYV, mekanik tagima testlerinde olduk¢a duyarli olmalarina ragmen F. occidentalis
tarafindan Galinsoga parviflora ve Sonchus oleraceus'a bulasamamustir. F. occidentalis'in farkli
yabanci otlardaki larva sayist ile beslenme zarari arasinda onemli bir iliski bulunmustur. Trips
iiremesini destekleyen ve TSWV'nin iyi konukgular1 olan yabanci otlarin varligi, epidemiyolojideki
rollerinin ve hastalik kontrolii i¢in yonetimlerinin 6neminin agik bir gdstergesidir (Macharia vd.
2016).

Gupta ve ark (2018) yapmis oldugu calismada, bitki konak¢ilarinda TSWV viriisiine karsi
direng saglayan ¢esitli genler (Sw-1a ve Sw-1b, sw-2, sw-3, sw-4, Sw-5, Sw-6 ve Sw-7 gibi) ve
proteinler (DNA-J gibi) de tammlamistir. Domates, thrips ve TSWV etkilesimine genel bir bakis
saglamiglardir.

Batuman vd. (2020) Kaliforniya'nin Orta Vadisinde, 2005 yilindan itibaren TSWV'nin
primer vektorii olan Bat1 ¢igek tripsi (F. occidentalis)'nin populasyonunun artisina bagli olarak
sanayi tipi domateslerde ekonomik boyutta 6nemli olarak ortaya ¢iktigini ifade etmislerdir.
TSWVnin bodlgedeki epidemiyolojisini anlayabilmek i¢in Bati g¢icek tripsi popiilasyonlari,
seralarda TSWV sikligi ve iliskili agik alanlarda domateste 2007-2013 yillar1 arasinda
gozlemiglerdir. TSWV'nin sikligimin infeksiyon belirtileri  tim gézlemlenen tarlalarda
belirlenmistir. TSWV sikligt %1'den 20'ye kadar degiskenlik gdstermistir. Primer inokulum
kaynaklarinin tek olmadigi, iiretim bolgesine bagh olarak trips TSWV inokulum kaynaklarinin
farklilik gosterdiklerini bildirmislerdir.

Steven ve ark (1994) Birkag domates benekli solgunluk viriisii (TSWV) direng geni
tanimlanmigtir (Sw1 a, Swl b, sw2, sw3, sw4, Sw-6 ve Sw-5); ancak Sw-5, ¢oklu tospoviriislere
kars1 dayanikliligi nedeniyle domates yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan tek gendir (Boiteux
ve Giordano, 1992; Stevens ve digerleri, 1992, Stevens, bildirilmemis veriler). Nadir olmasina
ragmen, Sw-5'1 yenen yeni TSWV izolatlar1 tespit edilmistir (Latham. ve Jones, 1998; McMichael
ve digerleri, 2002). Solanum chilense'den gelen tospoviriis direnci Stevens ve ark, tarafindan

10



tammlanmigtir. Ve bu tiiriin introgresyonunun saha kosullarinda yararli oldugu gdsterilmistir
(Canady ve digerleri, 2001). Bu germplazm, Sw-5'i yenen izolatlara karsi direng gostermistir
(Stevens, bildirilmemis veriler).

Rosello ve ark (1996) Tomato spotted wilt virus (TSWV), %100'e kadar varan verim
kaybina neden olan domateslerde meydana gelen ciddi hastaliklardan birisi oldugunu rapor
etmislerdir. Son zamanlarda, bu viriisiin 6nemi nedeniyle viral partikiilleri, hastalik vektorleri,
tasinma ve kontrol teknikleri iizerine arastirmalar yapilmistir. Bu hastalikla miicadele etmek icin
genetik dayanikliligin bir ¢6ziim olabilecegini vurgulamislardir. Genetik dayaniklilik, tasinmayi
onleme vektorleri ve inokulum azaltmayi1 hedefleyen diger yaklasimlarin hastaligi durdurmada
etkisiz goriinmesi nedeniyle tamamlayici olabilir.

Chatzivassiliou ve ark (2001) Frankliniella occidentalis, Trips tabaci veya her iki vektoriin
de bulundugu Yunanistan'in farkli bolgelerinde Tospovirus benzeri belirtiler gosteren bitkilerden
ornekler almiglar ve bu bitkileri infekte eden viriisleri belirlemek i¢in ELISA testi kullanmislardir.
Calismada, Impatiens necrotic spot virus (INSV) ve Tomato spotted wilt virus (TSWV) i¢in N
proteinine karsi poliklonal antiserumlar kullanilmigtir. Tiim 6rnekler TSWV' e kars1 pozitif sonug
verirken, INSV' e kars1 negatif olarak tespit edilmistir. Konukgu aralig1 aragtirmalari, Leguminosae
ve Cucurbitaceae ailelerine ait tiirler arasinda duyarlilikta farklilik oldugunu gdstermistir. Bu
calismada, Solanum melongena, Celosia cristata, Dianthus chinensis, Stephanotis floribunda ve
Catharanthus roseus tiirleri Yunanistan'da TSWV'nin yeni konukgulari oldugunu kesfettiler.

Margaria ve ark (2004) TSWV'nin dayanikli biber ¢esitlerinde dayaniklilik kiran izolatlar1
Ispanya'nin Almeria bolgesinde incelenmistir. 2003 yili sonbaharinda, daha énce TSWV'ye
dayanikli oldugu goriilen bir biber ¢esidi, TSWV infeksiyonu ile siklikla iligkili belirtiler gosterdi.
TSWV dayanikliligi kiran izolatlar italya'dan, Sw-5 genini tasiyan domates tiirlerinden ve tsw
genini tastyan biber tiirlerinden bulundu. Bu, 2004'te Ispanya'daki arazi kosullar1 alinda TSWV
izolatlarinin tsw geninin sagladig1 dayanikliligi kirdigi ilk arastirmadir.

Lian ve ark (2013) 2004 yilinda, italya'min Mesagne, Apulia bolgesindeki tarla
bitkilerinden Sw-5 genine sahip bitkiler iizerinde TSWV ornekleri topladilar. Alinan yaprak
ornekleri viriis varligi icin test edildi ve sadece TSWV ile bulasik oldugu bulundu. Bu 6rneklerden
alinan izolatlar ve Sw-5 geni tasiyan F1 gesitleri izerinde mekanik inokulasyon yaparak TSWV'nin
dayamkliligin test ettiler. 2004 yilinda italya, test edilen F1 bitkileri iizerinde infeksiyon olusturan
ilk izolat olarak rapor edildi.

Hoang ve ark (2013) 6 Capsicum tiirii ve 30 ticari F1 hibritinden olusan bir biber
germplazm koleksiyonunu TSWVPap'e karsi direng agisindan degerlendirmis ve Capsicum
chinense "AC09-207" nin yeni bir diren¢ kaynagi olabilecegini bildirmistir. Genetik analiz ve
allelizm testleri, Capsicum chinense "AC09-207 "deki direncin tek bir dominant gen tarafindan
verildigini ve yeni diren¢ geninin Tsw lokusunda benzersiz bir allele sahip olabilecegini veya Tsw
ile sikica baglantili farkli bir gen tarafindan kontrol edilebilecegini gdstermektedir.
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Peiro ve ark (2014) tarafindan yiiriitilen bir baska ¢alismada, TSWV ve Sw-5b geni
arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢alismada dizi analizleri karsilastirildi. Daha 6nceki dayanikliligt
kiran izolatlar (C118Y ve TI120N) ve dayanikliligi kirmayan izolatlar kullanildi. Nicotiana
benthamiana igin {i¢ adet dayanikli TSWV izolati (RB1 T120N, RB2 C118Y ve dayanikli izolat)
kullanilmigtir. Calisma, NSm alanin Sw-5 dayanikliliginin aviriilens belirleyicisi oldugunu ve
C118Y ve T120N mutasyonlarinin dayanikliligin kirilmasindan sorumlu oldugunu tespit etmistir.

Debreczeni ve ark (2015) Ispanya'da yapilan bir arastirma, yabani ve kiiltiirel gesitler
iizerinde dayaniklilig1 azaltan izolasyonlar1 ortaya cikardi. TSWYV iizerinde genom caligmalar1 ve
L, M ve S segmentleri iizerindeki bes ORF (Open reading frame olarak bilinen Ag¢ik Okuma
Bolgeleri) lizerindeki analizler, dayanikliligi kiran izolata iliskin bilgi sagladigini rapor etmislerdir.

Aramburu ve ark (2015) tsw genine sahip dayanikli biber cesitleri Ispanya'nin kuzey-dogu
bolgesinde satilmaya baglandi ve TSWV kaynakli hastalik belirtileri gosterdiklerini rapor
etmiglerdir. Tsw dayaniklilik genine sahip biber ¢esitlerinden alinan Ornekler Nicotiana
glutonasa'ya bulastirildi ve buradan alinan 6rnekler Tsw dayaniklilik genine sahip biberlere
bulastirildi. TSw genine sahip c¢esitler ve dayanikliligi kiran izolatlar iizerinde bulastirildi. NRB
(None Resistance Breaking -Dayanikliligi kirmayan izolat) izolatlari herhangi bir belirti
gostermezken, RB (Resistance Breaking Dayanikliligi Kiran izolat) izolatlart Tsw dayaniklilik
genine sahip biber ¢esitlerinde siddetli belirtiler géstermistir.

Margaria ve ark (2015) Amerika Birlesik Devletleri, 2016 yilinda domatesin Sw-5
dayanikliligini kiran TSWV izolatinin tiim genom bilgilerini ilk kez yayinladi. 8914, 4765 ve 2984
niikleotid, {i¢ par¢adan olusan L, M ve S segmentlerinin uzunluklarinda bulunmustur. Aminoasit
bazlan ile niikleotid bazlarin1 karsilastirdilar. Filogenetik analizler, RdARp bolgesindeki izolatlar
onceki Hawaii izolatlarindan farkli bir alanda gruplandirdigim gosterdi. TSWV'nin
evrimlesmesinde farkli cografik orijinler oldugu ve Giiney Kore, italya ve Brezilya izolatlari
arasinda reassortment oldugu M segmentine ait veriler tarafindan gosterilmistir.

Domateste Sw5 geni, biberde ise tsw direnci TSWV'ye kars1 direng saglamaktadir. Ancak
farkli galigmalarda arastirmacilar hem biberde (Delig6z ve ark., 2014; Gabor ve ark., 2012; Hobbs
ve ark., 1994; Margaria ve ark., 2004; Roggero ve ark., 2002; Sharman ve Persley, 2006) hem de
domateste (Aramburu ve Marti, 2003; Debreczeni ve ark., 2014; Fidan ,2016; Lian ve ark., 2013;
Lopez ve ark., 2011; Margaria ve ark.,, 2004; Peiro ve ark., 2014) diren¢ kirict izolatlar
bildirmislerdir.

Celik ve ark (2017) tarafindan yayimnlanan ¢alismada, biber bitkisinin TSWV'nin meyve ve
yaprak lizerinde en fazla zarar verdigi bitkilerden birisi oldugu rapor edilmistir. Diinya ¢apinda,
domates ve karpuzdan sonra biber TSWYV igin en yaygin sebze tiiriidiir. 2017 yilinda yapilan bir
calismaya gore, TSWV'ye karsi dayanikli biber hatlarimin gelistirilmesi igin c¢aligmalar
yiirttiliyordu. Pedigri yontemi kullanilarak TSWV'ye dayanikli on sivri biber hatti trettiler.

12



2019 yilinda Antalya’ da yapilan bir arastirmada, TSWV’ iine kars1 dayaniklilik geni ile
alakali olan ve Moury ve arkadaslarmin 2000 yilinda gelistirmis olduklar1t CAC568 CAPS markir
¢iti ile dayanikli ve hassas biber genotiplerini ko-dominant seviyede (RR, Rr, rr) ortaya
konulomustur. SCAC568 markir ¢iftini kullanarak Tomato spotted witl virlis® e Kkarst
dayanikliliginin konttol edilmesinde Xbal ve Taql enzimleri ile RFLP sonucuna gore elde edilen
kesim sonuglarmin karsilagtirmali olarak birlikte degerlendirilmesinin ve dayanikli ile hassas
genotiplerin kodominant seviyede belirlenmesinde kullanilabilirligin test etmistir. Aragtirmada F2
kademedeki 2 popiilasyona ait genotipler SCAC568 CAPS markir ¢ifti aracigligiyla kontrol
edilmistir (ikten, H.,2019)

2024 Ocak Ayminda Nigde Universitesinde yapilan bir ¢alismada, Domates benekli
solgunluk orthotospovirus (TSWYV, Orthotospovirus tomatomaculae) direng genleri (Tsw, Sw5)
biber ve domates bitkilerinde tanimlanmistir. Direngli ¢esitlerin gelistirilmesi, viral enfeksiyonlarin
iistesinden gelmek igin popiiler yoOnetim stratejilerinden biridir. Ancak, direngli ¢esitlerin
gelistirildigi bircok yerde diren¢ genlerinin bozuldugu belgelenmistir. Bunun baslica nedeni, bu
cesitlerin art arda kullanilmasi nedeniyle diren¢ kirict (RB) hatlarin ortaya g¢ikmasidir. Bu
izolatlarin gelisimi Tiirkiye'de hem domates hem de biber bitkilerinde biiyiikk kayiplara neden
olabilir. TSWV'nin goriilme sikligini arastirmak i¢in, Tirkiye'de domates ve biber yetistirilen
illerin yaygin bolgelerinden 150 simptomatik &rnek toplanmugtir. Ornekler viriis titresini arttirmak
icin asilanmig ve ELISA ile dogrulanmustir. ELISA-pozitif 6rnekler ters transkripsiyon-polimeraz
zincir reaksiyonu ile dogrulanmistir. Domates ve biber bitkilerinde direng genlerini taramak igin
dizi karakterize edilmis ¢ogaltilmis bolge (SCAR) ve CAPS belirtegleri kullanilmustir. Pozitif
TSWV-izolatlari, RB izolatlar1 i¢in NSs veya NSm genlerinde daha 6nce bildirilen mutasyonlara
sahip olup olmadiklarini belirlemek igin kismen dizilenmistir. Viriis karakterizasyonuna gore, NSm
ve NSs amino asit dizileri daha dnce tanimlanmis mutasyonlar gostermemistir. Direng geni tagiyan
izolatlar kismi genom dizileri igin ¢ogaltilmistir. Filogenetik analizler hem NSs hem de NSm'nin
ayni genetik havuzda dagildigini ortaya koymustur. N gen dizisi karsilagtirmasi ve filogenetik
analiz, Tiirk izolatlariin ayr1 bir kladda kiimelendigini gostermistir. Bu bulgular, biber ve
domateste TSWYV enfeksiyonlar1 ve direng genleri hakkinda filogenetik analiz ile fikir vermektedir.

Ulkemizde biber bitkilerini dayaniklilik durumlarinin ortaya konulmasi amactyla TSWV
disinda Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV)’ e karsi biber popiilasyonlarin dayaniklilik durumlari
ko-dominant seviyede arastirilmig ve s6z konusu virlise karst hassas bulunmuslardir. (Caglar ve

ark., 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1. Arastirmanin Yiiriitiildiigii Yer ve Bitkisel Arastirma Materyalleri
Arastirma Laboratuvart ve Bitki Viriisleri Arastirma Serasinda yiiriitiilmiistiir. Viyollere ekilen

Arastirma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bitki Viriisleri

bitkisel materyal ve cesitler Sekil 3.1 ve 3.2’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1 Cukurova Universitesi Bitki Viriisleri Arastirma Serasinda bitkilerin tohum ekimlerinden

Sekil 3.2 Calismalarin yiiriitiildiigii Cukurova Universitesi Bitki Viriisleri Arastirma Serasinda
ilerleyen haftalardaki yetistiricilik ¢aligmalar

Aragtirmalar sirasinda kullanilan bitkilerin kaynagint SENA, 134, 124/2, CM334,
SALBAS (Popiilasyon), 171, ISOT (Popiilasyon), 124/1, DILA, HAYRIYE, DIYARBAKIR TOP
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BIBER (Popiilasyon) cesitlerine ait temin edilen tohumlar olusturmustur. Viyollere ekilen bitkilerin

¢imlenme donemlerine ait gorseller Sekil 3.3’te gosterilmistir.

Sekil 3.3 Biber ¢esitlerinin ¢imlenmeye basladigi evreler

Diger yandan Adana, Kahramanmaras, Sanlurfa ve Diyarbakirda yerel popiilasyonlarin
yetistirildigi alanlardaki yapilan gidiimlii surveylerde simptomlu bitkiler yine arastirma
materyallerini olusturmustur. Surveylerde secilen orneklerin simptomlu gen¢ yapraklar

toplandiktan sonra numaralandirilip etiketlenerek buz kutusu igerisinde laboratuvara getirilmistir.

3.1.2 Biyolojik Tami (Mekanik Inokulasyon) Cahsmalarinda Kullanilan Materyaller

Biyolojik ¢aligmalarda SENA, 134, 124/2, CM334, SALBAS (Popiilasyon), 171, iSOT
(Popiilasyon), 124/1, DILA, HAYRIYE, DIYARBAKIR TOP BIBER (Popiilasyon) popiilasyon ve
cesitlerin TSWV’ {ine biyolojik olarak dayaniklilik durumlarini ortaya koymak i¢in s6z konusu
cesitlerin tohumlarindan elde edilen fideler biyolojik indeksleme c¢aligmalarinin materyalini
olusturmustur (Sekil 3.4). Biyolojik tani caligmalarinda kullanilan biber bitkileri Cukurova
Universitesi Bitki Viriisleri Arastirma Serasinda yetistirilmistir. Ayrica mekanik inokulasyon
calismasinda porselen havan ve havaneli, 0,02 M fosfat tamponu i¢in gerekli olan NaH,P0,.2H,0,

Na,HPO4.H,0 ve 2-mercaptoethanol kullanilmistir.
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Sekil 3.4 Biyolojik indeksleme ¢aligmalarin materyalini olusturan gesitlerin tohumlarindan elde
edilen fideler

3.1.3 Molekiiler Calisma Materyalleri
Total Niikleik Asit Izolasyonu, PCR, RFLP, RT-PCR ve Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda
Kullanilan Materyaller

Molekiiler calismalarda 6zellikle bitkilerden DNA izolasyonunda kullanilan CTAB buffer
(2% wiv setiltrimetilamonyum bromiir, 1.4 M NaCl, 0.2 %2-3-mercaptoethanol, 20 mM EDTA,
100 mM Tris-HCI, 2% polyvinylpyrrolydone), chloroform/izoamylalkol (24:1), isopropanol,
%70’lik etil alkol, TE (1X) buffer ile TSWYV ile bulasik oldugundan siiphelenilen bitkilerden total
NA isolasyonunda kullanilan 6ziitleme buffer1 (100mM Tris-HCI pH.8.0, 50 mM EDTA pH. 7.0,
500mM NaCl, 10 mM 2. mercapto-ethanol 1/1000), Sodium Dodecylsulfat (%20), potasium
asetate (5 M), sodium asetate (3M) ve %100’lik Ethanolden viroloji laboratuvarinda
hazirlanmstir.

RT-PCR ¢alismalarinda kullanilan 200 pl’lik PCR eppendorf tiipleri, Reverse Transkriptaz
enzimi (M-MLV, 200 u/ul), Reverse Transkriptaz buffer (M-MLV buffer 5X), RNAse inhibitorii
(40/ul), dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP (100 mM), bitki ve viriisiin hedef bolgesine spesifik
tek iplikli oligoniikleotid primer ¢iftleri (Nour ve ark (2013)’nin dizayn ettigi ve onerdigi TSWV
SRNA  iizerinde niikleokapsit protein gen  bolgesine  spesifik SRNA F; 5'-
ATGTCTAAGGTTAAGCTCAC-3' / R; 5-TTAAGCAAGTTCTGCGAGTT-3' primer ¢ifti ve
Giines ve Glimis (2018)’in dizayn ettikleri ve Onerdikleri M RNA iizerinde glikoprotein gen
bolgesine  spesifik MRNA F; 5-TGCTCACCATCCAACATTTC-3* [/ R; 5-
CGAGAAGAAGAATCAACCATCC-3" ve LRNA iizerinde RNA dependent RNA polimeraz
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enzimi gen bolgesine spesifik LRNA F; 5-TGTCAAAATCACTGCCGA TG-3' / R; 5-
TTCCCCAAAACCCTGCTACT -3, Taq polimeraz (5 u/ul), PCR buffer (10X), firmalardan satin
almmustir. S6z konusu ve TSWV’ nin saptanmasinda ve tanilanmasi amaciyla sentezlettirilen
primer giftlerinden 6ncelikle MRNA F/R primer ¢ifti araziden toplanan ve inokulum kaynagi
olarak kullanilan bitkilerin testlemelerinde kullanilmigtir. Molekiiler aragtirmalrada dayanikliliklik
kontrolii i¢in tesltnen biber ¢esit ve popiilasyon’ larindan dayanikli olanlar saptandigi halde TSWV
simptomu gosteren bitkilerin tetlemelerinde MRNAF/R, LRNAF/R ve SRNAF/R primer ¢iftlerinin
tamami kullanilaca ve virilisiin dayami8klilik genini kirabilen izolat olup olmadigt kontrol
edilecektir.

Biber gesitlerin TSWV” ¢ kars1 dayaniklik durumlarinin ortaya konulmasinda Moury ve ark
(2000) olusturdugu ve 6nerdigi ozellik C. chinensis te resistant alle (Tsw) gene spesifik SCAC568
Forward: 5-GTGCCAGAGGAGGATTTAT-3' / SCAC568 Reverse: 5-GCGAGGTGGACACTG
ATACT-3 primer ¢ifti ve devaminda RFLP ¢alismasi i¢in Xbal ve Tagl enzimleri firmalardan satin
alinmustir. Xbal ve Tagl Enzimlerinin kullanim amacimiz; TSWV’ e karsi dayaniklilik
caligmalarinda kullandigimiz ve testledigimiz gesit ve popiilasyonlar1 ko-dominant sevide (RR, Rr
ve 11) ortaya koymaktir. SCAC568 primer c¢ifti ile elde edilen 568 bp biiylikliigiindeki PCR iiriinii’
niin Xbal ve Taql restriksiyon enzimleri ile reaksiyonu sonucunda RFLP profilleri su sekilde
sonuglanmaktadir. Xbal restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP uygulama sonucunda biber ¢esit yada
popiilsyonun bireylerinde dayaniklt ve homozigot (RR) bireylerinin PCR {irlinleri ¢ogunlukla
kesilerek agaroz jelde 280 bp biiyiikliigiinde tek bir bant profili, heterozigot biber bireylerinde (Rr)
280 bp ve 568 bp seklinde kesilen ve kesilmeyen PCR f{irlinleri olarak 2 bant goriintiilenirken
hassas bireylerde (rr) elde edilen PCR iiriinii kesime ugramayarak 568 bp biiyiikliigiinde tek bant
goriilmektedir. Taql enzimi ile yapilan RFLP calismasi sonucunda homozigot dayanikli (RR)
bireylerin PCR iiriinleri (568 bp) enzim tarafindan kesilmezken, homozigot hassas (rr) bireylerde
PCR firiiniin tamami kesilerek yaklasitk 230 bp ve 330 bp biiyiikliigiinde PCR firlinlere
doniigmiismektedir. Heterozigot bireylerde hassas allel kesime ugrayarak 230 bp ve 330 bp
biiyiikliiglinde 2 bant olustururken, dayanikli allel kesilmeyerek 568 bp biiytikliiglinde kalir ve
agaroz jelde toplam 3 DNA bandi olarak goriintiilenir. (Moury ve ark, 2000).

Gergeklestirilen molekiiler ¢alismalarin (PCR, RFLP ve RT-PCR) iiriinlerinin kontroliinde

agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir.

Agaroz Jel Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Materyaller

Agaroz jel elektroforez ¢aligmalari ile kontrol edilecek olan materyal olarak biber popiilasyon
ve ¢esitlerin dayaniklilik durumlarinin kontrolii amaciyal yapilan PCR ¢aligsmalari sonucunda elde
edilen PCR iiriinleri ve RFLP ¢aligsmasi sonucunda elde edilen niikleik asit parcalari kullanilmugtr.
Agaroz jel caligmalarinda kullanilan Agaroz viroloji laboratuvarindan temin edilmis olup, DNA
marker firmalardan satin alinmistir.
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3.2 Yontem
3.2.1 Cesitlere Ait Tohumlarin Ekilmesi ve Fidelerin Yetistirilmesi ve Biyolojik indeksleme
Calismalan

Arastimada kullanilan SENA, 134, 124/2, CM334, SALBAS (Popiilasyon), 171, ISOT
(Popiilasyon), 124/1, DILA, HAYRIYE, DIYARBAKIR TOP BIBER tohumlar1 fide toprag
(1.1.1) oraninda, elenmis hayvan giibresi, toprak ve Urgiip Tas1 karistirilarak viyollere
doldurulmustur ve tohum ekimleri yapilmistir. Bu saksilar, tohumlar ¢imlendirilinceye kadar 24-
25°C sicaklik ve %70-80 nem igeren 6zel sera bolmesinde muhafaza edilmistir. Cimlenen tohumlar
kotiledon yaprak doneminden baglayarak ayni sicaklik ve nem kosullarinda yaklagik 10.000 lux
Daylight 151k kosullarinda 16/8 (aydinlik/karanlik) periyodunda tutulmustur. Daha sonra bu fideler
ayni karistm doldurulmus olan saksilara (9x9x13) aktarilmistir ve diizenli olarak hastalik ve
zararlilara karsi ilaglanmistir. Biyolojik indeksleme c¢aligmalarinda kullanilan cesitlere ait bitki

materyalinin gorselleri Sekil. 3.5te verilmistir.

Sekil 3.5 Biyolojik indeksleme (mekanik inokulasyon) i¢in yetistirilmis fideler

Sorvey alanlarindan toplanmis ve RT-PCR ile TSWYV ile bulasik oldugu belirlenmis
orneklere ait bitkilerin yapraklart % 0,1°lik 2-mercaptoethanol iceren 0.02 M Fosfat tampon
(pH:7.0) ¢ozeltisi karigimi ile 1:5 (w/v) oraninda porselen havanda ezilmistir. Elde edilen
ekstraksiyon 2 katl tiilbent ile siiziildiikten sonra énceden karborundum tozu serpilerek hazirlanan
test bitkilerinin yapraklarma asilanmistir. inokulasyondan sonra karborundum tozu ve bitki 6zsuyu

artiklarini uzaklastirmak i¢in bitkiler gesme suyu ile yikanmistir (Sekil 3.6).
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Astlanan bitkiler bir giin karanhkta tutulduktan sonra 22-24°C derece sicaklikta kontrollii

bir klima odasinda seraya taginmustir. Bitkilerde simptom olusumu periyodik olarak gézlenmistir.

3.2.2 Total NA Ekstraksiyonu Calismalar

Soérvey alanlarindan toplanan ve TSWYV ile bulasik oldugu diisiiniilen biber bitkilerinin
geng yapraklarindan tiilbent’ten gegirilerek elde edilen bitki 6zsuyu, tim NA ekstraksiyonu igin
kullanilmigtir. Astruc ve ark (1996) tarafindan Onerilen yontem, tiim niikleik asit (NA)

izolasyonunu gergeklestirmek i¢in kullanilmistir. izlenen basamaklar sirasiyla:

= Biber bitkilerinin geng¢ yapraklarindan toplanan ornekler 6ziitleme bufferr (100 mM
Tris-HCI pH.8.0, 50 mM EDTA pH. 7.0, 500 NaCl, 10 mM 2. mercapto-ethanol
1/1000) ile 1:4 (w/v) oraninda sulandirilarak porselen havan igerisinde havaneli
yardimu ile ezilerek bitki 6zsuyu steril tiilbent yardimu ile siilmistiir. Bitki 6zsuyundan
Iml alinmis ve eppendorf tiipleri igerisine yerlestirilmistir.

= Bitki 6zsuyunun i¢inde bulundugu tiipler 3 dakika 4.000 rpm de santrifiij edilmistir.

= Santrifiij islemi sonundan tiipler igerinden 1 ml siipernatant kismi almarak yeni
ependorf tiiplerine konulmustur. Daha sonra Orneklerin tizerine 50 pl Sodium
Dodecylsulfat (%20) ilave edilerek vortekste karistirilmig ve sonra tiipler 65 °C’ de 30
dakika su banyosunda bekletilmistir.

= Su banyosundan alinan tiiplere 250 pl potasium asetate (5M) ilave edilerek 20 dakika
buz icerisinde bekletildikten sonra tiipler 15 dakika 13.000 rpm de santrifiij edilmistir.

= Santriflij isleminden sonra siipernatant (siv1) kisim ikiye boliinmiis ve 500 pl® si yeni
hazirlanmis eppendorf tiiplerine konarak -70 °C ‘de saklanmustir. Geriye kalan 500 pl

slipernatant yeni hazirlanan eppendorf tiiplerine konulup, {izerine %100°‘liik
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Ethanolden 500 pl ilave edilerek 1 ml‘ye tamamlanmigtir. Daha sonra tiipler vortekste
karigtirllmisgtir.

= Sonra tiiplere 50 ul sodium asetate (3M) ilave edilmistir ve Ornekler tekrar
karistirilarak -70 °C* de bir gece bekletilmistir.

= Ornekler 15 dakika 14.000 rpm de santrifiij edilerek siipernatan ortamdan
uzaklastirilmis ve eppendorf tilipleri ters gevrilerek filtre kagidi tlizerinde 5 dakika
kurutulup daha sonra pellet {izerine 1 ml ethanol (%70) ilave edilmistir.

= Ornekler RNA‘larm ¢dkmesi icin 5 dakika 13.000 rpm de santrifiij edilerek tiip
icerisindeki ethanol atilarak eppendorf tiipleri kurutma kagitlarnn ile dikkatlice
kurulanmustir.

= Elde edillen total RNA‘lar 50 ul RNAse free distile su ile sulandirilmgtir. Ornekler
15ul ve 35 pl olmak iizere ikiye boliinerek eppendorf tiipleri igerisinde -20 °C de

muhafaza edilmistir.

3.2.3 Bitkiden DNA Ekstraksiyonu Calismalari

Karaisali salgalik, Kahramanmarag toz, Sanliurfa isot ve Diyarbakir top biber, Sena, Dila,
Hayriye, 134, 124/1, 124/2, 171, CM334, Capsicum chinense bitkilerinden yapilan DNA
izolasyonu calismalarinda Ahrens ve Seemiiller (1992)’nin kullandigi CTAB buffer temelli yontem

uygulanmustir.

= Poplilasyon ve cesitlere ait bitkilerin gen¢ yapraklarindan alinan ve tartilarak 1 g
olarak ayarlanan 6rnek 4 ml CTAB buffer (2% wi/v cetyltrimethylammonium bromide,
1.4 M NaCl, 0.2 % 2- B -mercaptoethanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, 2%
polyvinylpyrrolydone, pH 8.0) ile porselen havan iginde havaneli yardimi ile
ezilmistir.

= Bu ekstraksiyondan 600 mikrolitre alinmis ve 1.5 mililitrelik eppendorf tiiplerine
konuldu ve su banyosunda 30 dakika boyunca 60 derece sicaklikta inkubasyona
birakildi.

= Daha sonra pargalama igin tiipler igerisine 600 mikrolitre chloroform/izoamylalkol
(24:1) ilave edilerek 1 dakika siireyle vorteks yapilmistir.

= Tipler 12.000 devir/dakika da 10 dakika santrifiij edilmistir (¢ ve d asamasi1 2 kez
yapilmistir).

= Supernatanttan 500 microlitre alinarak yeni eppendof tiiplerine aktarildi ve iizerine 2/3
oraninda soguk isopropanol ilave edilip -20°C de 20 dakika bekletilmistir.

= Tiipler 15 dakika siireyle 12.000 devir/dakika ile santrifiij edildi.
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= Tiplerin dibindeki pellet % 70’ lik etil alkol ile yikanarak oda sicakliginda
kurutulmustur.

= Daha sonra pellet 100 pul TE (1X) buffer ile ¢ozdiriildi ve elde edilen DNA’lar
kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4 Simptom Géosteren Bitkisel Materyallerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
Testlenmesi

In vitro kosullarda 6zellikli bir DNA pargasinin kopyalarinin kisa zincirli oligoniikleotid
primerler yardimi ile yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanabilen
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’1n temeli hedef DNA'nin (tespiti istenen genetik materyalin)
spesifik deoksiriboniikleotid primerleri ve 1stya dayanikli DNA polimerase enzimi yardimiyla in
vitro kosullarinda gogaltilmasi ve tanilanmasi seklinde 6zetlenir.

Calismalar stiresince TSWV’nin niikleokapsit protein, glikoprotein ve RNA dependent
RNA polimeraz enzimi gen bolgelerinden 777 bp, 584 bp ve 568 bp’lik bdlgeyi cogaltmak icin
PZR calismasi yapilirken ilk islem reverse transcriptase enzimi kullanilarak viral RNA dan
komplementer DNA (cDNA) elde etmek olmustur. Daha sonra in vitro kosullarda tek iplikli viral
cDNA kopyalarina ikinci bir cDNA sentezletilerek ¢ogaltim yapilmistir. PZR uygulamalarinda her
bir dongii (yukarida verilen ii¢ asamanin tamami) yeterli sayida DNA miktarina ulasabilmesi i¢in
30-35 kez tekrarlanmustir.

Simptom gosteren bitkilerden elde edilen total NA’lerin testlenmesinde TSWV varligin
arastrimak i¢in RT-PCR c¢aligmalari, daha 6nce Nour ve ark (2013)’nin ve Giines ve Giimiis
(2018)’nin dizayn ettigi ve kullandigi primer c¢iftleri kullanarak yoOntemlerinde gerekli
modifikasyonlar yapilarak yiiriitiilmiistiir. Oncelikle komplementer DNA (cDNA) sentezlemek igin
RT asamasi gergeklestirilmistir.

1 pl total NA (200 ng/ul), 1 pl Reverse primer ve 8 pl ddH,0 ile kanstirilip 95°C’de 3
dakika inkube edip sonrada 10 dakika buzda bekletilmistir. Daha sonra bu karisim {izerine 15 pl
RT karisimindan (5 pl M-MLV RT buffer, 1 ul dNTPs (10 mm), 1 pl MMLYV (200 unit), 0,5 ul
RNasin ve 2,5 H,0) eklenen ornekler termocycle da 42°C 1 saat bekletilerek cDNA’lar elde
edilmistir.

Daha sonra PCR ¢aligmast i¢in 1 pul cDNA, 1 pul Forward primer (10 pmol/ul) primer, 1 pl
Reverse primer (10 pmol/ul) primer, 1 ul ANTP karisimi (10 mM), 5 ul Taq Buffer (10X), 1,25 u
Taq polimeraz enzimi (5 u/ul) ve ddH,O ile 50 ul’lik son hacim olusturulmustur. PCR tiipleri daha
onceden programlanmis olan termocycle aletine yerlestirilmistir. Orneklere uygulanan termocycle
programinda 35 dongii igerisinde bulunan baglanma sicakligi (annealing temperatutre) primerin
diisiik tm (melting temperature)’li olam1 dikkate alinarak ve hesaplanarak uygulanmistir.

Uygulanan termocycle programi Cizelge 3.1. *de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1 Simptom Gosteren Bitkisel Materyallerin PCR ile Testlenmesinde Uygulanan
Termocycle Programi

RT asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Reverse Transcripsiyon 42 60 1 kez
PCR asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 3dk 1 kez
Denatiirasyon 95 1dk

Primerin baglanmasi Tm-3 1dk 35 kez
Primerin uzama 72 1dk

Eksik ipliklerin tamamlanmasi 72 10 dk 1 kez

Calismas1 sonucunda ¢ogaltilan PCR iiriinleri 1X’lik TAE (pH 8,3)’de hazirlanmis %1°lik

agaroz jelde kontrol edilmistir.

3.2.5 Biber Cesitlerinin Dayamikhlik Durumlarinin PCR ile Testlenmesi

Biber cesitlerin TSWV’ye kars1 dayaniklilik/duyarlilik durumlarinin ortaya konulmasinda
Moury ve ark (2000)’nin olusturdugu ve 6nerdigi 6zellik C. Chinensis’ te resistant allel (Tsw) gene
spasifik SCAC568 Forward/Reverse primer ¢ifti ve devaminda RFLP c¢alismasi i¢in Xbal ve Taqgl
enzimleri kullanilmig olup testlenen gesitlerin dayanikli ile hassas olanlar ko-dominant seviyede
belirlenmistir. Ayrica ¢esitlerin durumlar1 heterozigot ve homozigot diizeyde (RR, Rr, rr) ortaya
konulmustur.

PCR g¢alismasi i¢in 1 ul cDNA, 1 pl SCAC568 Forward (10 pmol/ul) primer, 1 ul
SCAC568 Reverse primer (10 pmol/ul) primer, 1 ul ANTP karisimi (10 mM), 5 pl Taq Buffer
(10X), 1,25 u Taq polimeraz enzimi (5 u/ul) ve ddH,0 ile 50 pl’lik son hacim olusturulmustur.
PCR tiipleri daha &nceden programlanmis olan termocycle aletine yerlestirilmistir. Orneklere
uygulanan termocycle programinda 35 dongii igerisinde bulunan baglanma sicakligi (annealing
temperatutre) primerin diisilk tm (melting temperature)’li olan1 dikkate alinarak ve hesaplanarak
uygulanmigtir. Uygulanan termocycle programu Cizelge 3.2. ’de gosterilmistir. Calismast
sonucunda ¢ogaltilan PCR irlinleri 1X’lik TAE (pH 8,3)’de hazirlanmis %1’lik agaroz jelde

kontrol edilmistir.

Cizelge 3.2 Biber Cesitlerinin Dayaniklilik Durumlarinin PCR ile Testlenmesinde Uygulanan
Termocycle Programi

PCR basamag Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 3dk 1 kez
Denatiirasyon 95 1dk

Primerin baglanmasi Tm-3 1dk 35 kez
Primerin uzama 72 1dk

Eksik ipliklerin tamamlanmasi 72 10 dk 1 kez

23



3.2.6 PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimeri ile Kesilmesi (RFLP)

RFLP c¢alismalarinda, dayaniklilik ¢aligmalari igerisinde ¢esitlere ait DNA’larin PCR
caligsmasi sonucunda ¢ogaltilan ve agaroz jel elektroforez yontemi ile kontrol edilerek goriintiilenen
PCR iirtinleri Xbal (5’ T | CTAGA3 /3 AGATC1TS)veTaql (B’ T|CGA3 /3 AG
C 1 T 5°) restriksiyon endoniikleaz enzimleri kesim analizine tabi tutularak ve bu sekilde gesitlerin
dayaniklilik durumlari ortaya konulmustur. RFLP caligsmalari enzimin alindigi firmanin 6nerdigi
protokol dikkate alinarak yiiriitiilmiistiir. RFLP ¢alismalarinda 10 pl PCR iriini 17 pl ddH,O ile
sulandirilarak ve 2 pl RE 10X buffer, 1 pl restriksiyon enzimi ilave edilmistir. Enzimin geni hedef
noktadan kesmesi igin 6rnekler 37°C’de 5-15 dakika (Xbal), 65°C’de 5-15 dakika (Taql) de
Onerilen siirede inkube edildikten sonra ornekler 1X’lik TAE (pH 8,3)’de hazirlanmis %2,5’1ik

agaroz jelde kontrol edilmistir.

Agaroz Jel Elektroforez Calismalari
Agaroz Jel Elektroforez ¢aligmalarinda RT-PCR, PCR ve RFLP caligsmalari sonucunda elde
edilen iirtinler (DNA) kontrol edilmistir. Agaroz Jel Elektroforez calismasi Galitelli ve Minafra

(1994)’e gore yapilmustir. Islemler sirastyla:

= Agaroz miktari, kontrol edilen PCR iiriiniiniin molekiil agirhig:r dikkate alinarak
hesaplanmig ve tartilmustir. Buffer olarak 1XTAE buffer kullanilomigtir.

= Tartilan agaroz-TAE buffer karisiminda agaroz eriyinceye kadar isitilmustir.

= Agaroz erigi tekrar 62 °C’ ye kadar sogumasi i¢in bekletilmistir ve daha sonra
elektroforez tankina aktarilmistir.

= Jel tamamen donduktan sonra tarak cikartilmistir ve bu tank elektroforez aletine
yerlestirilmistir. Uzerine buffer eklenmistir.

= 10 pl 6rnek jel deki gukurlara dikkatli bir sekilde yerlestirilmistir. Tlk ¢ukura 5 ul (1 kb
ya da 100 bp) DNA marker konulmustur. Loading buffer’daki turuncu renk (orange
G) jel’in sonuna gelene kadar jel tankina elektrik akimi verilmistir.

= Kosum islemi tamamlandiktan sonra jel, oda sicakliginda 10 dakika 100 ml H,O+30
ul (10 mg/ml distilate su) ethidium bromide karisimi igerisinde boyanmustir. Jeldeki
fazla ethidium bromide uzaklastirincaya kadar 5 dakika distile su igerisinde

tutulmustur. Sonuglar transilluminator de kontrol edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Simptomolojik Gozlemler
Aragtirmada viriis inokulum kaynagi olarak kullanilmak iizere ornek toplamak
amaciyla yapilan arazi surveylerinde 6zellikle Sanliurfa ili biber iiretim alanlarinda bitkilerde
TSWV’ninneden oldugu 6zellikle halkali lekeler ve bodurlagsma simptomlarina rastlanmigtir
(Sekil 4.1.).

Sekil 4.1 Sanliurfa’da yapilan giidiimlii surveylerde arazide saptanan ve inokulum kaynagi olarak
kullanilan simptomlu biber bitkileri
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4.2 Biyolojik indeksleme Sonuclar1

RT-PCR Testleri sonucunda toplanan oOrneklerde TSWYV saptanmis ve bulagik
ornekler mekanik inokulasyon yontemi ile arastirmada kullanilan biber popiilasyon ve
cesitlere inokule edilmistir. Mekanik inokulasyon yontemi ile viriis inokule edilen SENA, 134,
124/2, CM334, SALBAS (Popiilasyon), 171, ISOT (Popiilasyon), 124/1, DILA, HAYRIYE,
DIYARBAKIR TOP BIBER (Popiilasyon)’ bitkilerinin tamaminda genel bir bodurluk,
klorotik ¢izgili lekeler, nekrotik lezyonlar, yaprak deformasyonu, klorotik halkalar gibi
belirtiler goriilmiistiir (Sekil 4.2-12).

 SENA

Sekil 4.2 SENA ¢esidine ait biyolojik indekseleme sonuglari

Sekil 4.3 134 ¢esidine ait biyolojik indekseleme sonuglari
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Sekil 4.4 124/2 ¢esidine ait biyolojik indekseleme sonuglari

Sekil 4.5 CM334 gesidine ait biyolojik indekseleme sonuglari
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| SALBAS

Sekil 4.6 SALBAS ¢esidine ait biyolojik indekseleme sonuglari

\)

Sekil 4.7 171 gesidine ait biyolojik indeksleme sonuglar1
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~ isot

Sekil 4.8 ISOT cesidine ait biyolojik indeksleme sonuglari

Sekil 4.9 124/1 ¢esidine ait biyolojik indeksleme sonuglari
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Sekil 4.10 DILA ¢esidine ait biyolojik indeksleme sonuglar1

\ | OO NI A I MiEY
| AV

Sekil 4.11 HAYRIYE cesidine ait biyolojik indeksleme sonuglari
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DIYARBAKIR TOP BIBER

Sekil 4.12 DIYARBAKIR TOP BIBER cesidine ait biyolojik indeksleme sonuglari

4.3 Molekiiler Calisma Sonuclari
4.3.1 Genetik Analiz Sonuclari

SCACS568 primeri ile yapilan PCR reaksiyonu sonuglari ¢esit ve popiilasyonlarda 568bg
buyiikliiginde DNA amplifikasyonun var oldugunu gostermistir (Sekil 4.13). Elde edilen PCR
driinleri her gesit ve popilasyon igin ayr tiiplerde olacak sekilde Xbal ve Tagl enzimleri
kullanilarak RFLP ¢aligmasina tabi tutulmustur. Daha sonra kesim profilleri kontrol edilmistir.

Xbal enzimi ile analizine tabi tutulmasi reaksiyonu sonuglart hassas genotiplerde (rr)
PCR {irtinii kesime ugramayarak 568 bg biiytikliigiinde tek bant belirlenmistir (Sekil 4.14) (Biitiin
cesit ve popiilasyonlar).

Taql enzimi ile kesim analizine tabi tutulmas1 sonucunda homozigot hassas (rr) bireyde
PCR iirlin{i tamamu ile kesilerek yaklasik 230 ve 330 bg biiyiikliiglinde {iriinlere dontismiistiir (Sekil
4.3) (CM334). Heterozigot bireylerde hassas allel kesime ugrayarak 2 band (230 bg ve 330 bg)
olustururken, dayanikli allel kesilmeyerek 568 bg¢ biiyiikliigiinde kalmis ve agaroz jelde toplam 3
DNA bandi olarak goriintiilenmistir (Sekil 4.15) (Diger biitiin ¢esit ve popiilasyonlar) (Cizelge 4.1).

Bir diger olasilik durumunda, Xbal restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP uygulama
sonucunda biber cesit ya da popiilsyonun bireylerinde dayanikli ve homozigot (RR) bireyler
olsaydi PCR iriinleri kesilerek agaroz jelde 280 bp biiyiikliigiinde tek bir bant goérecektik.
Heterozigot biber bireyler olsaydi (Rr) 280 bp ve 568 bp seklinde kesilen ve kesilmeyen PCR
tirlinleri olarak 2 bant goriintilenecekti. Taql enzimi ile yapilan RFLP calismasi sonucunda
homozigot dayanikli (RR) bireyler olsaydi PCR iiriinleri (568 bp) enzim tarafindan kesilmeyecekti.
(Moury ve ark, 2000).

Elde edilen biyolojik indekleme ile goriintilenen simptomolojik sonuglarin kontrolii

amaciyla yapilan molakiiler analiz sonuglar1 birbirilerini dogrulamistir.
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Diger yandan molekiiler aragtirmalarin dogrulugu konusunda kullanilan SCAC primer
ciftinin PCR iiriin biyiikligii, PCR {irlinii iizerinden yapilan Xbal ve Taql enzimleri kullanilarak
yapilan RFLP jel profilleri (ikten, H., 2019) ve bu marker ve restriksiyon enzimlerinin &neren

(Moury ve ark, 2000) © nin molekiiler sonuglari ile uyum gostermistir.

1.000 bp —»
900 bp —»
800 bp —»
700 bp —»
600 bp—»
500 bp—»

400 bp—»

568 bp

300 bp —»
200 bp —»

100 bp —»

Sekil 4.13 Tomato spotted wild iriis allel (tsw) gene spesifik SCAC568 forward/ SCAC568
reverse primer ¢ifti ile yapilan PCR iiriin jel profili. %2 lik Agaroz jelde 100 bp Marker ile kontrol.

1.000 bp —>»

400 bp—»

900 bp—» |
800 bp—» |
700 bp—» £
600 bp—» |
500 bp—» £

300 bp—»
200 bp—»

100 bp —»

1T

Sekil 4.14 Tomato spotted wild iriis allel (tsw) gene spesifik SCAC568 forward/SCAC568
reverse primer ¢ifti ile yapilan PCR iriinlerinin Xbal ile RFLP sonuglar1 %2’lik garoz jelde
100 bp Marker ile kontrol.
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HAYRIYE
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PCR Mix

-
y ST

I S
7 g

ISOT
124/1
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1,000 bp—»
900 bp—»
800 bp —»
700 bp—»
600 bp—»

500 bp—»
400 bp—»

<“+—568 bp

<+—330 bp

300 bp—»
<«—230bp

200 bp —»

100 bp —»

= —

Rr T Rr

Sekil 4.15 Tomato spotted wild iriis allel (tsw) gene spesifik SCAC568 forward/ SCAC568
reverse primer cifti ile yapilan PCR {irtinlerinin Tagl ile kesim sonuglari. %2’lik Agaroz jelde 100
bp Marker ile kontrol.

Cizelge 4. 1. Biber gesit ve popiilasyonlarinda allel (tsw) geninde bulunan SCAC568 lokusunda
Xbal ve Tagl enzimlerinin tamdigi ve kestigi bolgelerin/bolgenin varligina gore
yapilan RFLP ¢aligma sonuglari

Cesit /Popiilasyon Xbal Taql
SENA rr Rr
134 rr Rr
12472 rr Rr
CM334 rr rr
SALBAS (Popiilasyon) rr Rr
171 rr Rr
ISOT (Popiilasyon) rr Rr
124/1 rr Rr
DILA rr Rr
HAYRIYE rr Rr
DIYARBAKIR TOP BIBER (Popiilasyon) rr Rr
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmada kullanilan ve TSWV’ye kars1 biyolojik ve molekiiler yontemler aracilif ile
dayaniklilik/duyarlilik durumlarinin arastirilmasi amaciyla kullanilan SENA, 134, 124/2, CM334,
SALBAS (Popiilasyon), 171, ISOT (Popiilasyon), 124/1, DILA, HAYRIYE, DIYARBAKIR TOP
BIBER (Popiilasyon) biber gesit ve popiilasyonlarinda allel (tsw) geninde bulunan SCAC568
lokusunda Xbal ve Tagl enzimlerinin tanidig1 ve kestigi bolgelerin/bdlgenin varligina gore yapilan
RFLP c¢alisma sonuglar1 neticesinde biitiin ¢esitler Xbal enzim kesim profiline gére homozigot
hassas (rr), Tagl enzim kesim profiline gére CM334 ¢esidi homozigot hassas ve diger gesit ve
popiilasyonlar heeterozigot (Rr) olarak bulunmustur.

S6z konusu arastirmada kullanilan ve diger biberlerde bulunan (tsw) genindeki SCAC568
lokusunun allel ve esbaskin olmas1 SENA, 134, 124/2, CM334, SALBAS (Popiilasyon), 171, ISOT
(Popiilasyon), 124/1, DILA, HAYRIYE, DIYARBAKIR TOP BIBER (Popiilasyon)’ lerinin
tamaminin TSWV’den etkilenecegi ve hastalanacagi sonucu ortaya ¢ikmistir.

Diger yandan bu biber cesit ve popiilasyonlarin TSWV’ ye karsi 1slah ¢alismalarinda dayanikli
cesit elde etmek icin gen kaynagi olarak kullanilamayacagi sonucuna varilmistir.

Diger biitiin viriislerde oldugu gibi TSWV’ye kars1 miicadelede 6nleyici tedbirlerin dikkate
almmasi ve bu hedef dogrultusunda viriisten ari tohum ve fide kullanilmasi, sertifikali {iretim
materyallerinin tercih edilmesi, dayanikli ¢esitlerin temin edilmesi, 6zellikle vektér miicadelesi ve
alternatif konukgularin yani yabanci otlarin tiretim alanlarindan uzak tutulmasi, miimkiinse bulagik

bitkilerin sokiiliip ortamdan uzaklagtirilmasi etkili yontem olarak énemini korumaktadir.
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