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OZET

BiBERDE DOMATES LEKELI SOLGUNLUK VIiRUSUNE (TSWV)
DAYANIKLILIK LOKUSUNUN SCAR iSARETLEYiCiSiNE (MARKIRINA)
CEVRILMESI

Selcan SEVINC SOLAK

Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damsman: Yrd. Doc. Dr. Hatice IKTEN
Haziran 2016, 78 sayfa

Domates Lekeli Solgunluk Viriisi (TSWV) Diinya’da ve iilkemizde biber
tretimini siirlandiran onemli bitki viriis hastaliklarindan bir tanesidir. Bu c¢alismada,
TSWV’ye dayanikli gesit gelistirmek igin yapilan 1slah g¢alismalarinda kullanilan
mevcut molekiiler testleme yonteminin dezavantajlarini ortadan kaldirilmak amaci ile
yeni markir(lar)in gelistirilmesi hedeflenmistir.

Patojenin baskis1 altinda kaldig1 gozlemlenen F4 kademesindeki biber bitkileri
arazi kosullarinda izlenerek, bunlardan 96 tanesi yeni markir(lar)in gelistirilmesi igin
yapilan c¢alismalarda calisma materyali olarak kullanilmistir. Moury vd (2000)
tarafindan gelistirilen SCAR markirt kullanilarak ilgili gen bolgesi ¢ogaltilmis ve iki
ayr1 CAPS asamasindan sonra genotiplerin kodominant seviyede (RR, Rr, rr) TSWV’ye
dayanimlart belirlenmistir. Yeni markir(lar) gelistirilmesi i¢in yapilan g¢aligmalarin
birinci kisiminda SCAC568 primerinin  SRAP primerleri ile kombinasyonlari
olusturularak toplamda 58 primer kombinasyonu denenmistir. Caligmanin iKinci
kisiminda ise biber igin gelistirilmis ve ¢ogu haritalanmig 29 adet SSR primeri
kullanmilmistir. Bulk Segregasyon Analizi yontemi ile polimorfik oldugu belirlenen
primerler markir adayi olarak degerlendirilmistir.

Hpmse031 SSR primerinden (Yi vd. 2006) elde edilen sonuglarin TSWV’ nin
mevcut molekiiler testlenmesinden elde edilen sonuglar ile tutarlihik gosterdigi
belirlenerek; ilgili primerin PCR amplifikasyon firiinleri agaroz jel ve Fragment
Analyzer® sistemi kullanilarak goriintilenmistir. 96 adet F4 kademesindeki biber
bitkisinin disinda, farkli genetik altyapida 381 adet biber genotipinde markir test
edilmistir. TSWV’ye dayanikliligin molekiiler testlenmesinde yeni gelistirilen markir
enzim kesim basamaklarini ortadan kaldirdig1 i¢in isgiicli, zaman ve maliyet agisindan
avantaj saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: TSWV, SCAR, SCAC568, SRAP, SSR, Hpmse031
JURI: Yrd. Dog. Dr. Hatice IKTEN (Danisman)

Prof. Dr. Nedim MUTLU
Yrd. Dog. Dr. Hasan PINAR



ABSTRACT

CONVERTING THE RESISTANCE LOCUS OF TOMATO SPOTTED WILT
VIRUS (TSWYV) IN PEPPER TO SCAR MARKER

Selcan SEVINC SOLAK

MSc Thesis in Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hatice IKTEN
June 2016, 78 pages

Tomato Spotted Wilt Virus (TSWYV) is one of the important plant virus diseases
which limitates the pepper production in our country and the world. In this study, the
development of the new marker(s) has been aimed in order to remove the disadvantages
of the present molecular testing method which is used in breeding works to improve a
type resistant to TSWV.

Totally 96 pepper plants on F4 rank have been used as study materials. By using
SCAR marker developed by Moury et. al (2000), related gene spot has been multiplied
and genotypes’ resistance to TSWV at codominant level (RR, Rr, 1r) after two seperate
CAPS phase has been determined. In the first part of the study to develop new markers,
totally 58 primer combinations have been tried by generating SCAC568 primer
combinations with SRAP primers. In the second part of the study, 29 SSR primers most
of which are mapped, and developed for pepper, have been used. The primers
determined as polymorphic with Bulk Segregation Analysis method has been evaluated
as marker candidates.

Stating that the results obtained from Hpmse031 SSR primer show consistency
with the results from the present molecular testing of TSWV, PCR amplification
products of the related primer have been viewed by using agarose gel and Fragment
Analyzer system. Apart from 96 pepper plants on F4 rank, the trial of the marker has
been practiced on 381 pepper genotypes at different genetic substructure. The marker
newly developed at molecular testing of the resistance to TSWV will provide
advantages in terms of work force, time and finance as it removes enzyme fraction
steps.

KEYWORDS: TSWV, SCAR, SCAC568, SRAP, SSR, Hpmse031
COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Hatice IKTEN (Supervisor)
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ONSOZ

Mevcut tarimsal tiretim alanlar1 ve iiretim yontemleri ile ontimiizdeki 20 yil
icerisinde artan diinya nufiisuna yetecek kadar gida maddesi iiretimi miimkiin
goriilmemektedir. Kimyasal giibre, hastalik ve zararlilar i¢in tarimsal miicadele ilaci
kullanimi, mekanizasyon ve sulama teknikleri gibi yontemler kisa siireli bitkisel
tiretimde artig saglamasima ragmen c¢evre ilizerinde onemli baskilar yaratmaktadir.
Modern biyoteknolojik yontemlerin klasik 1slah yontemleri ile birlikte kullanilmasinin
kuraklik, tuzluluk, hastalik ve zararlilara dayaniklilik, besin icerigi iyilestirilmesi, verim
ve kalite artig1 gibi bir¢ok agidan biiyiik kolaylik saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada; biber yetistirciligi yapilan alanlarda iiretimi sinirlandiran domates
lekeli solgunluk virilisiine dayanikli c¢esit gelistirilmesi amaci ile yapilan 1slah
caligmalarina isgiicii, maliyet ve zaman acisindan fayda saglayacagi diisiiniildiigl icin
molekiiler yontemlerden yararlanarak ve mevcut yontemin dezavantajlarini ortadan
kaldirmak i¢in yeni markir(lar)in gelistirilmesi amaglanmistir.

Bu tez ¢alismasinin hazirlanmasi sirasinda yardimlarini esirgemeyen, her konuda
bilgi ve tecriibesinin yani sira insani olarak hayatima kattig1 degerlerden dolay:
danigman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Hatice IKTEN’e sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi
sunarim. Laboratuar ¢aligmalar1 sirasinda bilgi ve imkanlarini eksik etmeyen sayin
hocalarim, Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN’e, Prof. Dr. Nedim MUTLU’ya ve bu
calismayr maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Koordinasyon Birimine, ¢aligmanin bitkisel materyalini saglayan Siirde Tarim-Proto
Tohum LTS’ne, ¢alismaya verdigi destek ve yardimlari i¢in Canseri BOZKUS’a, Sayin
Ibrahim CELIK ve Nejla CELIK e, laboratuar ¢alismalarim sirasindaki yardimlar igin
Semra GONUL’e, Ozlem YUCESAN’a ve Ars. Gor. Duygu SARI YOL’a tesekkiir
ederim.

Sevgi ve desteklerini hayatim boyunca hissettigim sevgili aileme tesekkiir
ederim.
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1. GIRIS

Bitki virlis hastaliklar1 birim alandan saglanan verimi diistirmek ve kaliteyi
bozmak suretiyle 6nemli boyutlarda ekonomik kayiplara neden olmaktadir ve ekonomik
kayiplarin Oniine ge¢gme c¢abalari uzun yillardan bu yana insanlhigin ugrasi alanin
olusturmustur (Candar ve Erkan 2011). Virislerin ¢ok sayida konuk¢usu ve irklarinin
bulunmasi, ¢ok farkli taginma sekillerinin olmasi, diger bitki patojenlerinden farkli
olarak, etkili bir kimyasal kontrolii olmamasindan dolay1 viriis hastaliklar1 ile miicadele
oldukga zordur (Sevik 2011).

Diinya’da bitki viriislerinden kaynaklanan toplam zarara ait kesin rakamlar
bulunmamaktadir. Ciinkii y1ldan yila, mevsimden mevsime, bolgeden bolgeye, tirlinden
iriine degisiklik gostermektedir (Sevik 2011). Ancak bazi farkli iirlinlerde viriisler
nedeni ile olusan zarar ve kayiplar ile ilgili tahmini veriler mevcuttur. Viral
hastaliklardan kaynaklanan kayiplarin minimize edilmesi amaci ile farkli miicadele
yontemleri  kullanilmaktadir  ancak;  kullanilan  yontemlerin  ¢ogu  viriis
infeksiyonlarindan korunmaya yonelik olup, uygulamasi zordur. Bitkisel {iretimin
devamliliginin saglanmasi i¢in dayanikli ¢esit kullaniminin gerekliligi vurgulanmis ve
ekonomik, pratik, ¢evre dostu oldugu belirtilmistir (Varma 1993).

Hastalik etmeni ile karsilasan bitkinin, etmen tarafindan olusturulacak
infeksiyona kars1 gosterdigi dayanma giiciine ‘dayaniklilik’ adi1 verilmektedir. Bitkilerde
goriilen dayaniklilik reaksiyonlari, infeksiyon oOncesi dayaniklilik ve uyarilabilir
dayaniklilik olarak iki grupta toplanmaktadir (Huang 1985). Infeksiyon &ncesi
dayaniklilik (pasif dayaniklilik) bitkilerin kalitimsal olarak sahip oldugu yapisal,
kimyasal ve morfolojik faktorlerden kaynaklanmaktadir (Hammerschmidt 2007).
Uyarilabilir dayanmiklilik (aktif dayaniklilik) ise genler tarafindan saglanmaktadir ve
zararli saldirisindan sonra aktiflesmektedir (Hammerschmidt 2007). Dayaniklilik
genleri, patojene karsi dayanikliligi kontrol eden yapisal proteinlerdir (Staskawicz vd
1995) ve nesilden nesile aktarilabildigi, 1slah ve genetik miihendisligi ¢alismalariyla
dayanikli bitki elde etme programlarinda kullanilabildigi (Candar ve Erkan 2011), dogal
ya da yapay yontemlerle sonradan kazandirilabildiginin (Lalanne 1966) anlagilmasindan
sonra, bitki virlislerine dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi en etkili ve basit
yaklagimlardan olmustur.

Bitki ve patojen genlerinin arasindaki genetik interaksiyonlarin arastirilmasi
sonucu; dayanikliligin sadece bitkiden kaynaklanmadigi patojen genomunun da etkili
oldugu belirlenmis olup; dayaniklilik geni ile patojen geni arasindaki iligkiye ‘gen i¢in
gen’ adi verilmistir (Flor 1971). Bitki patojeninin sahip oldugu aviriilens (avr) genlerin
elisitor proteinleri kodladigi, bitkinin sahip oldugu dayaniklilik genleri (R) tarafindan
kodlanan reseptor proteinlerinin patojenin varligini anlayarak savunma mekanizmasini
aktive ettigi belirlenmistir (Calig 2011). Bu aktivasyon sonrasinda, hipersensitif
reaksiyon (HR) olusturmak sureti ile (viriisiin infeksiyon yaptig1 bolgenin etrafini saran
hiicrelerde programli hiicre 6liimleri) patojenin yayilmast engellendigi Flor tarafindan
(1971) ortaya konulmustur. Dayaniklilik genlerinin patojen ile interaksiyonunun
yapisinin anlagilmasinin hastaliklara siirekli dayanikliligin saglanmasi i¢in 6nemli
oldugu vurgulanmistir (Lefebvre ve Chevre 1995).
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Dayaniklilik genleri kalitsal olarak, monogenik (tek gen), oligogenik (birkag
gen) ve poligenik (cokgen) olabilmektedir (Lefebvre ve Chevre 1995). Giiniimiize
kadar, farkli bitki patojenlerine karsi tanimlanan dayaniklilik genlerinin biiylik bir
kisminin monogenik dominant dayaniklilik ortaya koydugu Maule vd (2007) tarafindan
belirlenmistir ve digerlerine gore basit ve sonug elde edilmesi daha kolaydir. Oligogenik
veya poligenik dayaniklilik ¢evre kosullarindan etkilenmektedir ve bu yiizden daha
karmasiktir (Mather ve Jinks 1971). Kantitatif 6zellik lokusu ya da QTL (Geldermann
1975) aymi hastaliga kars1 dayaniklilik saglayan genlerin ve kromozomlar {izerindeki
yerlerinin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Lefebvre ve Chevre 1995). Uzerinde
calisilan dayaniklilik genleri ile ilgili markir veya gene 6zgii primerler kullanilarak
ebeveynler ve islah sonucu elde edilen bireyler (F1, F2 vb) fide doneminde PCR ile
hizli ve giivenli bir sekilde belirlenebilmektedir; molekiiler markirlardan bu sekilde
yararlanilmasina 1slah programlarinda ‘Markir Destekli Seleksiyon (MAS)’ adi
verilmektedir (Devran 2006).

MAS klasik 1slah metotlarinin basarisinin, hizinin arttirilmasi ig¢in gerekli
tekniklerin basinda yer almaktadir. Birgok bitki tiiriinde verim, kalite, hastalik ve
zararlilara dayaniklilik gibi konularda MAS’dan yararlanilmaktadir. Erken seleksiyonla
1islah siiresinin kisaltilabilmesi, geriye melezleme ile dayanikliligin aktarilmasinda,
genler arasindaki baglantinin (linkage) kirilmasinda ve taranmasi zor olan 6zelliklerin
belirlenmesinde kolaylik saglamaktadir. Bunlarin yani sira; karantina kapsamindaki bazi
hastalik ve zararlilara dayaniklilik i¢in testlemeye gereksinimin olmamasi, dolayisiyla
daha az sayida bitki ile ¢alismaya imkan saglayarak is giicli ve maliyet bakimindan
avantajli olmasi nedeni ile giiniimiizde yogun olarak kullanilmaktadir (Pinar vd 2013).

Molekiiler markirler DNA seviyesindeki degisiklikleri icerir ve genelde iki birey
arasinda DNA seviyesindeki farkliligin ortaya ¢ikarilmasina yardimci olur. Molekiiler
markir yontemlerinin her biri avantaj ve dezavantajlar igerir. Bu nedenle markir
analizlerinin se¢imi; polimorfizm seviyesi, populasyon tipi, lokus sayisi, kullanim
kolayligi, maliyeti ve laboratuvar alt yapisi gibi kriterler g6z oniinde bulundurulup
amaca uygun olarak yapilmahdir (Giilsen ve Mutlu 2005). Bu dogrultuda, DNA-DNA
hibridizasyonu temelli (RFLP) ve PCR temelli (RAPD, SSR, ISSR, AFLP, SRAP vb.)
yontemlerden yararlanilmaktadir.

SRAP (Sequence Releated Amplified Polymorphism) Li ve Quiros (2001)
tarafindan gelistirilmis, PCR temelli dominant markir sistemidir. SRAP primerleri 17-
18 niikleotitden meydana gelmekte, bunlardan bir tanesi ileri (forward) digeri ise geri
(reverse) olarak gorev yapmaktadir ve bu primerler ile dogrudan gen bdlgeleri
cogaltilmaktadir. Primer 13-14 niikleotitden olusan ¢ekirdek kismi ile bunu takip eden 3
secici niikleotitden olusmaktadir. Primerin basindaki 10 veya 11 niikleotitden sonra
gelen dort niikleotit dizini ileri primerinde CCGG dizinine; geri primerinde AATT
primer dizinine sahiptir. SRAP primerleri genomdaki agik okuma bélgeleri dedigimiz
(ORFs) bolgelerini ¢cogaltir ve daha dnce yapilan ¢aligmalarda polimorfizm oranlarinin
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Budak vd 2004, Mutlu vd 2008, Xu vd 2014).

SRAP markir sisteminden diger dominant markir sistemlerinde oldugu gibi tiir
ici ve tiirler arast hibrit populasyonlarda (Hale vd 2007) taksonomik diizeyde genetik
varyasyonlarin  degerlendirilmesinde (Uzun vd 2009), linkage haritalarinin
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olusturulmasinda ( Lin vd 2003, 2009, Yeboah vd 2007, Levi vd 2011, Guo vd 2012) ve
kantitatif Ozellik lokuslarmin (QTL) belirlenmesinde (Chen vd 2007, Yuan vd
2008, Zhang vd 2009) yararlanilmistir.

SSR (Simple Sequnce Repeat) teknigi polimorfizm seviyesi (Litt ve Luty 1989)
ve giivenilirligi yiiksek olmakla beraber, tizerinde ¢alisilan genomla ilgili tekrarlanan
baz dizilerinin belirlenmesi ve bunlarin primer olarak kullanilabilmesi i¢in 6n ¢alisma
gerektirmektedir. Bu nedenle maliyeti yliksektir ancak; 6teki PCR’a dayali tekniklere
gore daha fazla bilgi igermektedir (Powell vd 1996a). Basit Tekrarli Diziler olarak
adlandirilan SSR primerleri tekrarlanan kisa niikleotid dizilimlerinin (1-6) (Gupta vd
1996, Thiel vd 2003) genomda bulunma durumu ve tekrarlanma sayilarindaki farkliliga
bagli olarak genotipler arasindaki polimorfizmi belirlemektedir. Sayilari (n) 10 ile 80
arasinda degisen (A)n, (AT)n, (AAT)n, (GA)n ve (AAG)n dizileri bitkilerde en yaygin
sekilde bulunmaktadir (Tautz 1989, Akkaya vd 1992). SSR’lar genom iizerinde
lokuslarinin sabit olmas1 ve ¢ok sayida bulunabilmeleri, kodominant yapilari, yiiksek
oranda polimorfizm gostermeleri ve otomatik analiz sistemlerine uygun olmalar
nedeniyle markir gelistirme ¢alismalarinda tercih edilmektedir.

Solanaceae familyasindan domates, patates ve patlican’da SSR markirlart
kullanilarak genetik haritalama c¢alismalar1 yapilmig (Broun ve Tanksley 1996,
Smulders vd 1997, Milbourne vd 1998, Nunome vd 2003) olup; bu tiirler arasinda yakin
filogenetik akrabalik bulunmasina ragmen gelistirilen SSR markirlarin  Capsicum
tirlerinde kullanilamadigi belirtilmistir (Minamiyama vd 2006). Lee vd (2004)
tarafindan tiirler arasi1 melezleme ile (C. annuum ‘TB68’ X C. chinense ‘Habanero’)
SSR markirlar1 kullanilarak baglanti haritas1 olusturulmustur. Mikrosatelit lokuslarin
‘SNU-RFLP’ baglant1 haritasina yerlestirilmis ve olusturulan harita ‘SNU2’ olarak
adlandirilmigtir. Onbes baglantt grubunun 46 SSR ve 287 RFLP markin ile
olusturuldugu, biber genomunun 1,761.5 ¢cM lik kisminin haritalandig1 belirtilmistir
(Lee vd 2004).

Diinya’da ve iilkemizde biber iiretimini sinirlandiran ve ekonomik kayiplara
neden olan viriis hastaliklarinin en 6nemlilerinden bir tanesi ‘Domates Lekeli Solgunluk
Viriisii (TSWVY diir. 1k olarak 1915 yilinda Avustralya’da rapor edilmistir (Brittlebank
1919). Thripslerle tasindigi (Pittman 1927) ve hastalik etmeninin virlis oldugunun
tespitinden sonra; domates lekeli solgunluk viriisii olarak adlandirilmistir (Samuel vd
1930). Diinya’da konukgusu oldugu bitkilerde ortalama 1 milyar dolarlik ekonomik
zarara neden oldugu belirtilmistir (Goldbach ve Peters 1994).

TSWV ile miicadelede fiziksel ve biyolojik yOntemlerin yetersiz kalmasi
(Rosello vd 1996), kimyasal yontemlerin etkinliginin diisiik olmasi ve thripslerin
kullanilan piretroidler, karbamatlar, organik fosforlular ve abamektin igerikli
insektisitlere kars1 direng gelistirmeleri (le 1970, Cho vd 1989, Rice vd 1990),
kullanilan kimyasallarin bitkisel {iriinlerde kalint1 olusturabilmesinin yani sira insan ve
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cevre sagligima vermis oldugu zararlar nedeni ile dayanikli ¢esit kullaniminin 6nemi giin
gectikce artmaktadir.

Kiltiirii yapilan biber tiirlerinin ¢ogunlugunu olusturan Capsicum annuum ’'da
TSWV’ye dayaniklilik genine ( Tsw ) rastlanmamustir. Dayaniklilik kaynagi C. chinense
Jacq. olup; en az bes farkli C.chinense hattinin dayaniklilik sagladigi bildirilmistir
(‘PI152225°, ‘PI 159236°, ‘CNPH 275°, °C00943°,°7204’). Biberde TSWV’ye
dayanikliligin dominant tek gen ( Tsw ) tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir ve
10.kromozomda haritalanmistir. (Boiteux 1995, Jahn vd 2000). Daha sonra yapilan
markir gelistirme ¢alismalarda Tsw lokusuna bagli RAPD markiri elde edilmis ve CAPS
markirina doniistiiriilerek (SCAC568) 1slah programlarinda molekiiler testlemelerde
kullanilmaya baslanmistir (Moury vd 2000). Ancak bu amagla gelistirilen SCAC568
markirt ile yapilan testlemeler sonucu elde edilen bilgiler dayaniklilik lokusunda
bulunan ve SCACS568 primeri ile ¢ogalan hassas analog gen bdlgelerinin varlig
nedeniyle bazi biber hatlarinda yaniltici olabilmektedir. Bu nedenle dayanikliligin
tespiti original ¢alismada belirtildiginin yanisira ekstra ikinci bir restriksiyon enzim
kesimi gerektirmekte ve zaten fazla olan is giiclinii ve malzeme gereksinimi ikiye
katlamaktadir (ikten vd 2010). Giivenilir molekiiler testlemenin iki ayr1t CAPS asamasi
gerektirmesi nedeniyle yapilabilecek hata oranini arttirmaktadir. Bunun yanisira, ortaya
konulan molekiiler verilerin dogru yorumlanmasinda da hatalar olusabilmektedir.

Bu calismada, TSWV’ye dayanikliligin molekiiler testlemesinde yasanan
olumsuzluklarin giderilebilmesi i¢in; SRAP X SCACS568 primerleri kombinasyonlari
olusturarak; mevcut molekiiler testleme yonteminde kullanilan primer ¢iftinin
(SCAC568 F,R) cogalttigi bolgeden yararlanmak ve biber i¢in gelistirilmis SSR
primerlerini kullanarak yeni markir/markirlarin gelistirilmesi amaglanmistir. Elde edilen
markir ile yapilan testlemelerde halen kullanilan metotta yer alan enzimlerle kesim
basamagina gerek kalmayarak sadece PCR ile testleme tamamlanabilecegi i¢in yeni
testleme metodu 6nceki metottan hizl, giivenilir ve daha ekonomik olacaktir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Biber ( Capsicum annum L.) Hakkinda Genel Bilgiler

Biber; domates, patates, tiitin ve petunya’nin dahil oldugu Solanaceae
(patlicangiller) familyasindan Capsicum cinsine ait olup 1lik iklimlerde tek yillik, tropik
iklimlerde ise ¢ok yillik olarak yetistirilen kiiltiir bitkisidir. Diinya’da yetistirildigi
alanlarin fazlaligi, farkli kullanim alanlar1 ve ¢ok sayida farkl: tiir igermesinden dolay1
(Palloix 2003) ayni1 familyadaki domatesten sonra ikinci dnemli sebze tiirtidiir.

Biberin anavataninin Orta ve Giiney Amerika oldugu bilmesine karsilik, yapilan
taksonomik c¢alismalar sonrasinda biber orijinlerinin tiirlere gore farklilik gosterdigi
ortaya konulmustur. Amerika’nin kesfinden 6nce diger kitalarda bilinmezken 15.yy. n
sonlarma dogru K. Kolomb tarafindan Avrupa’ya getirilmis, daha sonra Afrika,
Hindistan ve Cin’e yayilmistir. Ulkemize ilk biber cesitleri 16. yy. da Osmanl
Imparatorlugu déneminde gelmistir (Vural vd 2000).

Capsicum tiirlerinin meyve sekli (oval, yuvarlak, uzun, yassi, silindirik, kiire),
biiyiikliigii, rengi (sar1, kirmizi, yesil), aromasi, aciligr gibi morfolojik farkliliklar taze,
kurutulmus, baharat gibi farkli sekillerde tliketilmesine olanak saglamaktadir
(Govindarajhan 1987). Siis bitkisi olarak kullaniminin yayginlastigi Palloix vd (2003)
tarafindan belirtilmistir. Ac1 biberlerin igerdigi kapsaisin alkoloidinin kanserli hiicreleri
oldiirdiigii tespit edilmis olup; ilag sanayinde, kirmizibiberin igerdigi capsorubin,
capsonthin, zeaxantin ve karotin gibi renk maddeleri nedeni ile boya sanayinde
kullanilmaktadir. Biber meyvesindeki yliksek C vitaminin yani sira A, B, E ve K
vitaminleri ile insan beslenmesinde 6nemli yer tutmaktadir.

Capsicum genusu igerisinde 30 farkli tiir bulunmakla beraber; C. annuum, C.
frutescens, C. chinense, C. baccatum ve C. pubescens (Eshbaugh 1980, IBPGR 1983)
kiiltirii yapilan tiirleri olusturmaktadir. Meksika, Afrika, Asya’da yetistirilen aci
biberlerin ve 1liman iklim kusagindaki tatli biberlerin cogu C. annuum tiiriine ait olup;
Diinya’da en fazla yetistirilen ve en bilinen tiirdiir. C. annuum’un Latin Amerika gibi
nemli olan bolgelere adaptasyonu diisiik oldugundan; C. frutescens ve C. chinense bu
bolgelerde tercih edilmektedir. Kiiltiirii yapilan 5 tiirtin, yetistirildigi alanlara ve tiikketim
sekillerine gore farkliliklar gosterdigi Pickersgill (1997) tarafindan belirtilmistir.

Capsicum tiirleri kromozom sayilarina gore 2n=24 ve 2n=26 olmak iizere iki
gruba ayrilirlar. Sadece C. annuum var. glabriusculum tiiriiniin tetraploid (2n=4x=48)
oldugu belirlenmistir (Pickersgill 1977). Haploid genom biiyiikligi 2702- 3420 Mbp
(Galbraith vd 1983) olup; domates, patates, patlicandan 3-4 kat, Arabidopsis thaliana
dan 20 kat daha biiyiiktiir.
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Capsicum’un mevcut genetik kaynaklarini korumak, tiirlerinin devamliligini
saglamak, yeni cesitlerin ve genetik varyasyonlarin olusturulabilmesi i¢in diinyanin
farkli yerlerinde gen havuzlari kurulmustur. Avrupa’da yedi farkli arastirma merkezinde
Capsicum’un 12,000 aksesyonunun varligi (Daunay vd 2001) ve Tiirkiye’nin Capsicum
annuum L. tiiri i¢in bir mikro gen merkezi oldugu Kiigiik (2001) tarafindan
belirtilmistir.

Tohum endiistrisi ve tescilli F1 hibritlerin sayisindaki 6nemli artis nedeni ile
biberin mevcut genetik cesitliliginden yararlanarak verimin ve meyve Kkalitesinin
arttirtlmasi, soguga toleransli,  hastaliklara dayanikli cesitlerin gelistirilmesi 1slah
yoniinden onemlidir. Yabani tiirler bircok hastalik etmenine kars1 dayaniklilik genleri
icerdikleri i¢in ¢ok Onemlidir. Biberde {iretimi sinirlandiran virlis hastaliklarina karsi
dayaniklilik genleri Capsicum annuum ve bazi yabani biber tiirlerinde tespit edilmistir.
C. annuum, C. chinense ve C. chacoense ‘nin L lokusundaki farkli allellerinin
Tobamoviriislere (TMV ve PMMoV) (Boukema 1982, Rast 1988), C. chinense’ nin
TSWV’ye (Boiteux 1995), C. annuum ve C. chinense’nin Potyviriislere (PVY,
PepMoV, PVMV) (Boiteux vd 1996, Caranta vd 1996, Kyle ve Palloix 1997) karsi
dayaniklilik genleri igerdikleri belirlenmistir. C. annuum, C. frutescens, C. baccatum’da
ise hiyar mozaik viriisii’ne (CMV) kismen dayaniklilik tespit edilmistir (Ben Chaim vd
2001, Grube vd 2000, Monma ve Sakata 1997, Suzuki vd 2003).

2.2. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWYV) Hakkinda Bilgiler

Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWYV) ilk olarak 1915 yilinda Avustralya’da
domates bitkisinde rapor edilmistir (Brittlebank 1919). Hastalik ilk olarak
Avustralya’nin giiney batisinda rapor edilmis olup, ¢ok kisa siirede Avustralya’nin tiim
bolgelerine ve Diinya’ya yayildigi Best tarafindan (1968) bildirilmistir. Thripslerle
tasindigr (Pittman 1927) ve hastalik etmenin viriis oldugunun tespitinden sonra;
‘Tomato Spotted Wilt Virus’ olarak adlandirilmistir (Samuel vd 1930).

TSWV’nin 1968°de 150 (Best 1968), 1994°de 650 (Goldbach ve Peters 1994),
2003’de monokotilon 15, dikotilon 69 bitki familyasindan, aci bakla, ¢obangantasi,
ebegiimeci gibi yabanci otlar, kadife ¢igegi, zinya ¢igegi, kasimpati, yildiz ¢igegi,
gerbera gibi siis bitkileri, domates, biber, yer fistig, tiitiin, sogan gibi bir¢ok sebze tiirii
dahil olmak tizere yaklagik 1100 bitki tiiriinde (Parella vd 2003) hastaliga neden oldugu
ve Diinya’da konukcusu oldugu bitkilerde ortalama 1 milyar dolarlik ekonomik zarara
neden oldugu (Goldbach ve Peters 1994) bildirilmistir.

Hastaligin vektorii olan thripslerin (Thysanoptera: Thripidae); 0,5-5 mm
uzunlugunda kii¢lik canlilar olmalari, polifag beslenmeleri (sebze, siis bitkileri, yabanci
otlar, meyve agaglari), yiiksek tireme kabiliyetleri (Morse ve Hoddle 2006) ve
kullanilan  insektisitlere  direng  gelistirmeleri  miicadeleyi  zorlagtirmaktadir.
Yumurtalarin1 yaprak dokusuna birakmalari, larvalarinin ¢igeklerde, pupalarinin
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toprakta bulunmasi uluslararasi ticaret ile Diinya’da yayilmalarini kolaylastirmistir.
Avrupa’da ilk olarak 1929°da Ingiltere’de TSWV rapor edilmistir. Thrips tabaci
hastaligin vektorii olarak kaydedilmis olup; o tarihlerde kimyasal miicadele ile kontol
altina alinabildigi belirtilmistir (Pappu vd 2009).

Hastaligin vektorlerinden biri olan F. occidentalisin 1980’lerin basinda Bati
Amerika’dan Avrupa’ya bulasmasi ile italya (Vaira vd 1993), Fransa (Marchoux vd
1991) ve Ispanya’da (Jorda 1993) salgin boyutunda enfeksiyon olusturdugu rapor
edilmistir.

Hawaii’de ananas yetistiriciligi yapilan alanlarda ilk olarak 1926’ da TSWV’ye
rastlanmistir. 1960°da ise domates ve marulda ¢ok fazla {iriin kayiplarina neden oldugu
belirtilmistir. Tazmanya’da 1982°de ilk olarak patateste (Sampson ve Walker 1992),
1987°de ise Kuzey Ispanya’da kavun, domates, biber bitkilerinde dnemli derecede
tiretimi kisitladigr (Jorda ve Osca 1991, Moriones vd 1998), Arjantin’de ise 1990
yilinda domates, biber ve marul yetistirilen alanlarda hastaligin salgin boyutunda oldugu
belirtilmistir (Gracia vd 1999).

TSWYV, iilkemizde ilk olarak Canakkale’de tiitiin bitkisinde ve bunu takiben
Balikesir, Manisa, Usak ve Samsun’da gorilmiistiir (Azeri 1981). Domateste 1995
yilinda Giildiir vd tarafindan Akdeniz Bdlgesinde Mersin ili ve c¢evresinde teshis
edilmistir. Yiirtmen vd (1999), biberde Mersin’in Kazanli bolgesinde TSWV varligini
tespit etmisleridir.

Tekinel vd (1969), Cukurova’da yaptiklar1 arastirmada marul bitkisinde TSWV
olabilecegine dair bulgular elde etmislerdir. Kamberoglu ve Alan (2010), Cukurova’da
TSWV’nin marul yetistirilen alanlarda varligin1 ve goriilme sikligin1 belirlemek amaci
ile Adana-Mersin illerinde 400.000 bitkide gozlemlerde bulunmuslardir ve TSWV
simptomlar1 gosteren 336 bitkiyi ELISA testi ile testlemislerdir. Pozitif sonug elde
edilen ornekler ile SRNA’ya spesifik primerler kullanilarak RT-PCR yapilmistir ve
testlenen bitkiler arasinda TSWV goriilme oranini %1.2 olarak bulmuslardir.

Arli S6kmen vd (2005), Samsun ilinde biber yetistiriciligi yapilan alanlarda
bir¢ok viriis hastaliginin varligini rapor etmislerdir. 1998 ve 1999 yillar arasinda 313
ornek toplanarak ELISA ile testlenmis ve viriislerin teshisi yapilmistir. Tiitlin mozaik
virtisii (TMV), Domates mozaik viriisii (ToMV), Patates Y virtisii (PVY), Hiyar mozaik
virisii (CMV), Alfalfa mozaik viriisii (AMV) ve domates lekeli solgunluk viriisii
(TSWV) olmak {izere toplanan orneklerde 6 adet viriis tiirii tespit edilmistir. Onbes
farkli familyadan 24 yabanci ot tiirliniin testlenmesi ile 16 tanesinin en az bir viriis tiirli
ile bulasik oldugu belirlenmis ve Hibiscus trionum ( Venice mallow)’ un TSWV ve
PVY’nin yeni konuk¢usu oldugu belirtilmistir. Biber yetistiriciligi yapilan alanlarda
yabanci otlarin varlig virlis infeksiyonlarinin olugma riskini arttirdigi rapor edilmistir
(Arli S6kmen vd 2005).
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Yardimci ve Kili¢ (2009), Bat1 Akdeniz boélgesinde 2006-2007 iiretim sezonunda
sebze yetistiriciligi yapilan alanlarda TSWV’nin varligin1 ve goriilme oranmni tespit
ettikleri ¢caligmada; TSWYV simptomlarini gosteren domates, biber, patates, marul, kabak
ve hiyar yapraklarini ¢aligma materyali olarak kullanmislardir. Oniki lokasyondan 337
ornegi toplayarak DAS-ELISA testi ile testlemisler ve test sonuglarina gore 157 6rnegin
TSWYV ile bulasik oldugu ve %46.58 goriilme siklig1 belirlemislerdir. Biberde %67.16,
marulda %66.66, domatesde %46.94 ve kabakda %16.66 oraninda TSWYV infeksiyonu
gozlemlemislerdir. Calismanin yapildig1 siire igerisinde Thripslerin baskin oldugu
gozlemlenmis ve vektorii Frankliniella occidentalis Pergande olarak teshis etmislerdir.
TSWYV pozitif drneklerden hazirlanan ekstrakt ile bazi bitkilerde mekanik inokiilasyon
gerceklestirmiglerdir. Mekanik inokiilasyon sonrasi Catharanthus roseus da yaprak
deformasyonu ve mozaik lekeler, Pelargonium zonale de normal gelisimin durmasi ve
bitkilerde 6liim, Nicotiana glutinosa ve Nicotiana tabacum White Burley de yaprak
deformasyonu, yaprak damarlarda sararma, mozaik lekeler ve nekrotik local belirtilerin
olustugunu tespit etmislerdir.

2.2.1. Hastalik etmeni ile ilgili bilgiler

Hastalik etmeni (TSWV) Bunyaviridae familyasindan Tospoviriis cinsine
dahildir. Tospovirtislerin bu familyadan bitkilerde infeksiyon olusturan tek cins (Uhrig
vd 1999, Sevik 2007) oldugu ve Bunyavirus, Phylebovirus, Nairovirus, Hantavirus
cinslerinin ise hayvanlarda infeksiyon olusturdugu belirtilmistir (Elliot 1990, Francki vd
1991). Tospoviriisler; niikleotit ve aminoasit dizilimi, serolojik &zellikleri, vektor,
konukgularina gére (Goldbach ve Kuo 1996, Jain vd 1998) 20 tiire (Sevik ve Tohumcu
2010) ayrilmistir. Impatiens necrotic spot viriis (INSV), Tomato chlorotic spot viriis
(TCSV), Groundnut ringspot viriis (GRSV), Watermelon silver mottle viriis (WSMV)
bu tiirlerden bazilaridir.

TSWV partikiillerinin genisligi 80-110 nm ¢apinda kiireye benzer sekilde oldugu
(Mohammed 1973) ve %5 niikleik asit (RNA), %70 protein, %20 lipid ve %5
karbonhidrat icerdigi belirtilmistir (Le 1970, Adkins 2000, Sevik 2007). TSWV
genomu 3 pargali olarak belirlenmis ve biiyiikliiklerine gére; Small (S), Medium(M) ve
Large (L) RNA dan olugsmaktadir (Rosello vd 1996). L RNA (8.9 kb) negatif kutuplu
genom organizasyonuna sahip iken, mRNA (5.4 kb) ve sRNA (2.9 kb) ambisense
genom organizasyonuna sahiptir (Hull 2002).

TSWV genomunda 6 protein 5 farkli ORF (open reading frame= agik okuma
cercevesi) bolgesinden kodlanmaktadir. L RNA tek ORF bolgesinden viral replikasyon
ve genome transkripsiyonu ig¢in gerekli olan RNA-dependent polymerase (RdRp)
sentezlemektedir (Whitfield vd 2005). mRNA iki ORF bdlgesinden viral partikiillerin
hiicreden hiicreye tasinmasinda gorevli oldugu diisiiniilen NSm proteinini (36 kDa) ve
viriis membranini olugturmakla gorevli Gn, Gc glikoproteinlerinin 6n maddesini ( 127.4
kDa) kodlamaktadir (Cortez vd 2001). SRNA dan iki adet protein sentezlenmektedir.
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Bunlardan ilki NSs (52.4 kDa) proteini olup islevi tam olarak anlagilamamistir. Diger
protein ise niikleokapsit (N) proteini (29 kDa) olup, virion kilifin olusturulmasinda
gorevlidir (Cortez vd 2001). SRNA’nin Tsw’ye dayanikliligin kirilmasinda genetik
belirleyicileri igerdigi de Jahn vd tarafindan (2000) belirlenmistir ancak; aviriilens
faktorler halen aciklanamamustir.

2.2.2. Hastah@in vektorii ile ilgili bilgiler

TSWV’nin thripsler (Thysanoptera:Thripidae) ile persistent ve sirkiilatif olarak
tasindig1  belirtilmistir (Whitfield vd 2005). Diinya’da Frankliniella, Thrips,
Scirtothrips, Ceratothripoides, and Dictyothrips  (Jones 2005, Pappu vd 2009)
cinslerine dahil 14 farkli thrips tiriiniin (Frankliniella occidentalis Pergande, Thrips
tabaci Lindeman, F. schultzei Trybom, Ceratothripoides claratris Shumsher, F.
bispinosa Morgan, F. cephalica Crawford, F. fusca Hinds, F. gemina Bagnall, F.
intonsa Trybom, F. zucchini Nakahara& Monteiro, Thrips palmi Karny, T. setosus
Moulton, Scirtothrips dorsalis Hood, ve Dictyothrips betae Uzel) hastaligin vektorii
oldugu rapor edilmistir (Ciuffo vd 2010, de Borbon vd 2006, Jones 2005, Ohnishi vd
2006, Premachandra vd 2005). Bu tiirlerden Frankliniella occidentalis Pergande, Thrips
tabaci Lindeman ve F. schultzei Trybomun en yaygin tiirler oldugu rapor edilmistir.
Amerika, Kanada, Avrupa ve Avustralya’da hastaligin yayilmasinda; F.occidentalis in
Thrips tabaci den daha fazla etkili oldugu (Ullman vd 1997) ortaya konulmustur.
Ulkemizde ise Frankliniella occidentalis ve Thrips tabaci nin (6zellikle Ege ve Akdeniz

bolgelerinde) TSWV nin yayilmasinda etkili olan 2 énemli vektdr oldugu belirtilmigtir
(Lodos 1982, Azeri 1994, Tung ve Gogmen 1995, Tung 1985).

Hawaii, Mau’de 1981-1984 yillar1 arasinda TSWV ve thrips surveyi yapilmig
olup; hastaliga rastlanma sikligi ve thrips sayisinin algak yerlerde (366 m) iiretim
yapilan alanlarda daha fazla oldugu belirlenmistir. Frankliniella occidentalis, F. Scultzei
ve Thrips tabaci nin hastaligin tasinmasinda etkili oldugu vurgulanmistir. F.
occidentalis in 366 m ve 634 m de, Thrips tabaci nin ise 701 m de dominant olarak
bulundugu kaydedilmistir. Kula’da 23 adet diger thrips tiirlerinin varligr tespit
edilmistir. Neohydatothrips gracilipes, Baileyothrips limbatus ve Scirtothrips inermis in
Hawaii’de yeni tiirler oldugu belirlenmistir. Thrips sayist ile TSWV’nin yaygimligi
arasinda baglant1 oldugu belirtilmis olup, aylik yagis, sicaklik, minimum ve maximum
sicaklik degerlerinde hastalifin goriilmesi tizerinde etkili oldugu belirtilmistir (Cho vd
1987).

Thripsler bitki 6zsuyunu emerek verdikleri dogrudan zararin yani sira; bitki
viriis hastaliklarinin tasiyicist olmalart ve polifag beslenmeleri nedeniyle Diinya’da
onemli zararlilardan bir tanesidir. Thripslerin 1. donem larvalarinin infeksiyonlu bitkiler
ile beslenmesi sonucu viriisii biinyelerine almakta ve bitkilerde infeksiyona neden
olmamaktadir. Hastaligin tasinmasi viriisiin replikasyonu ve tiikriik bezlerine taginmasi
ile 2. donem larva ya da Thrips erginleri ile ger¢eklesmektedir (Wijkamp vd 1993).
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2.2.3. Hastahi@in belirtileri ve miicadelesi

TSWV ile bulagik bitkilerde meydana gelen simptomlar bitkinin gelisme
donemi, ¢evresel faktorler (sicaklik, 1s1k), konukcu bitki ve viriis tiirline bagli olarak
cesitlilik gostermektedir (Adkins 2000). Yiiksek sicakligim (> 30°C) TSWV
infeksiyonlarim1 arttirdigi (Roggero vd 1999) ve bazi dayanikli biber c¢esitlerinde
sistemik belirtiler olusmasina neden oldugu belirtilmistir (Moury vd 1998). Bitkinin
biitlin aksamlarinda sararma ve siirglin ucunu kurutarak aniden biiylimenin durmasi,
yapraklarda kivrilma, mozaik ya da nekrotik beneklenme, meyvede i¢ ige gecmis sari
halkalar ve deformasyon (Cho vd 1989) C. annuum’da goriilen belirtileridir.

TSWV’nin miicadelesinde, kimyasal uygulamalar sadece vektore yoOnelik
olabilmekte ancak; bilingsiz ve yogun ilag kullanimi sonucu vektorlerin pyrethroids,
carbamates, organophosphates ve abamectin igerikli insektisitlere karsi direng
gelistirmeleri (le 1970, Cho vd 1989, Rice vd 1990), meyvelerde kalint1 olusturabilmesi,
ireticilerin maliyetlerini arttirirken; cevre ve insan sagligini olumsuz etkilemesi gibi
nedenlerle etkinligi diisiik bulunmaktadir. Kimyasal kontrole alternatif olabilmesi igin
thrips predatorleri gibi biyolojik yontemler ya da thripslerin sera igine girmesini
onleyecek aglarn kullanilmasi (Jones 2004), UV yansitict malglarin uygulanmasi gibi
farkl fiziksel yontemler ve etkinlikleri aragtirilmigtir.

Giircistan’da 1999, 2000, 2001 ve 2002 yillarinda ilkbahar doneminde domateste
thripslerin ve thripslerle tasinan TSWV’nin azaltilmasma yonelik farkli yontemler
denenmis ve meyve verimi gozlenmistir. Franklinielle occidentalis (Pergande) ve
Frankliniella fusca (Hinds) populasyonlari yapiskan tuzaklar kullanilarak tespit
edilmistir. Konukg¢u bitki dayanikliligi, insektisit uygulamalar1 ve giimiis ya da metalik
yansitict mal¢ kullaniminin etkileri ¢aligmanin konusunu olusturmustur. ‘BHN444’
TSWYV dayanikli domates ¢esidi glimiis yansitict mal¢ kullanilan siralarda thripslerden
ve TSWV’nin etkilerinden en diisiik seviyede etkilenmis olup; verim artisi
gozlemlenmistir. Topraga ‘imidacloprid’ uygulamasinin ardindan erken dénemdeki
bitki yapraklarina thripslere karsi etkili insektisit uygulamasi thrips ve hastaligin
kontroliinde bagarili bulunmustur. Domates verimi ile F. fusca sayist ve hastaligin
goriilme ylizdesi arasinda ters orantili iligki, her ¢igekteki F. occidentalis sayisi ile
hastaligin goriilme yilizdesi arasinda pozitif iligki bulunmustur. TSWV’ nin etkisinin
yiiksek oldugu donemlerde (>17) erken yetistirme sezonunda thrips kontrolii i¢in bu
yontemlerin uygulanmasinin domates verimini arttirmada etkili oldugu Riley ve Pappu
(2004) tarafindan bildirilmistir. Topraga imidacloprid uygulamasi ve bitki dikiminden
sonra thrips kontolii i¢in yapraktan insektisit uygulamasi ile bir sezonda %17 oraninda
hastaligin azaltilabildigi belirtilmistir (Riley 2000).

Farkli plastik toprak malglarmin (siyah plastik malg, UV yansitict malg),
insektisit uygulamalariin ve thrips predatorlerinin kullanilmasi gibi farkli yontemlerin
hastaligin vektorii olan Frankliniella tiirlerine etkileri Reitz vd (2003) tarafindan
yiiriitiilen bir calismada ortaya konulmustur. UV yansici malglarin siyah malglara oranla
erken donemde thrips populasyonunu kontrol altina almada ve verim iizerinde daha
fazla etkili oldugu, kullanilan insektisitlerin etken maddelerine gore Frankliniella
populasyonlarinda farkliliklar yarattigi gozlemlenmistir. O. insidiosus ve Geocoris
punctipes (Say) predatdrlerinin thrips populasyonunu baskiladigi ve O. insidiosus
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spinosad etken maddeli insektisitlerden daha az etkilendigi bildirilmigtir. Biber
yetistiriciligi yapilan alanlarda UV yansitict malglar ile bitkinin erken donemlerinde
spinosad etken maddeli insektisitlerin kullanimin thrips populasyonun azalttig1
belirtilmistir (Reitz vd 2003).

Mirabilis jalapa ve Harpulia cupanioides bitkilerinin antiviral etkileri tam
olarak ortaya c¢ikarilmamis olsa da; bu bitkilerden elde edilen antiviral proteinlerin
TSWV’yi azaltmadaki etkinligi arastirilmistir. Mirabilis jalapa (MAP) ve Harpulia
cupanioides (HAP) dan elde edilen proteinlerin %60-80 oraninda hastaligin
engellenmesinde etkili oldugu belirlenmistir. Map’in 400 pg/ml lik konsantrasyonun
TSWYV nin engellenmesi i¢in yeterli oldugu bulunurken, HAP’1n ise 800 pg/ml dozunun
lezyon olusmasini %98.41 oraninda engelledigi bulunmustur (Devi vd 2004).

Domateste UV yansitict malg, ‘acibenzolar S methyl” ve insektisit
uygulamasinin TSWV ve thrips populasyonu iizerine etkinligi Florida’da (Momol vd
2004) ve Giiney Italya’da (Fanigliulo 2009) arastirilmistir. Hastaligin yayilimimi
engelleyebildigi belirtilmistir.

Hastaligin goriilme oranina bagli olarak mevcut miicadele yontemlerinin tek
basina etkili olmadigi ve farkli miicadele yontemlerinin birlikte kullanilarak belli
oranlarda TSWV kontrolii saglanabilecegi belirtilmistir (Riley ve Pappu 2000).
Bitkilerdeki dayaniklilik genlerinin kesfedilmesi ve kiiltiir ¢esitlerine aktarilmast; viriis
hastaliklar1 ile miicadelenin yeni bir boyut kazanmasma yol agmistir. Krizantem
(Daughtrey vd 1997), marul (Cho vd 1996), domates (Stevens vd 1992) ve biber’de
(Boiteux ve de Avila 1994) TSWV’ye kars1 dayaniklilik kaynaklar1 belirlenmis olup;
domateste Solanum peruvianumda ‘Sw-5’ geninin dayaniklilik sagladigi kiiltiir
cesitlerinden Solanum lycopersicuma aktarildigit Moury vd (1998) tarafindan
belirtilmistir.

Patojenin temasa gegtigi konukcu hiicre ve komsu hiicrelerin hizli bir sekilde
Olmesi, hiicre 6liimlerinden sonra nekrotik lekelerin olusmast ‘Hipersensitif Reaksiyon
(HR)’ olarak adlandirilmaktadir (Goodman ve Novacky 1994). Capsicum tiirlerinden C.
chinense ve C. baccatum’un ‘PI159236°, ‘P1152225 (Black vd 1991), ‘CNPH275’
(Boiteux vd 1993), ‘7204’ (Nuez vd 1994), ‘PI15” (Jorda vd 1994) ve*C00943’ (Hobbs
vd 1994) genotiplerinde HR olusturak TSWV’ye dayaniklilik sagladigi gézlemlenmis
ancak; allelizm ve progeny testlerinden sonra C. chinese’nin‘P1152225°, ‘P1159236°,
‘CNPH275°,°7204’ hatlarinda dayaniklilik bulundugu, dominant tek gen (Tsw)
tarafindan kontrol edildigi ve biitiin hatlarda aynm1 lokusta yer aldig1 belirlenmis olup
(Boiteux 1995, Boiteux ve De Avila 1994, Moury vd 1997); 10. kromozomun ug
kisminda haritalanmistir (Jahn vd 2000).
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Farkli sicaklik (25°C ve 30°C) ve gelisme donemlerinin (2-4 yaprakli)
C.chinense’nin ‘PI1152225” ve ‘P1159236° dayanikli genotipleri iizerine etkileri Soler vd
(1998) tarafindan arastirilmistir. 30/18°C (glindiiz/gece) sicakliklarinda her iki biiyiime
doneminde de sistemik belirtiler gdzlemlenmistir. 25/18°C de bitki 2 yaprakli biiyiime
donemindeyken sistemik belirtilerin olustugu ancak; 4 yaprakli donemde herhangi bir
belirti olusmadigr ve iliman iklim kosullarinda mevcut dayaniklilik kaynaklarinin
infeksiyonlar1 6nleme potansiyeli daha fazla bulunmustur.

Inokiilasyon kosullar1, yiiksek sicaklik ve viriis izolatma bagli olarak, mevcut
dayaniklilik kaynaklarmnin etkinligi diisiik bulunmus olup; italya (Roggero vd 1996),
Ispanya (Margaria vd 2004), Avustralya (Thomas-Carrol vd 2003) ve Tiirkiye’de
(Deligdz vd 2014) Tsw geni tasiyan biberlerde dayanikliligin kirildigi rapor edilmistir.
Erken donemde hastaliga yakalanan bitkilerde sistemik infeksiyonlar gozlemlenmis
olup; (Moury vd 1998, Soler vd 1998) yeni dayaniklilik kaynaklarinin bulunmasi
hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda farkli Capsicum tiirlerine ait 29 genotip de
TSWV ile mekanik inokiilasyon gerceklestirilmis ve bes hatta dayaniklilik farkli
yiizdelerde gozlemlenmis olup; ‘ECU973’ hattinda en iyt TSWV dayaniklilig1 elde
edilmigtir. Mekanik inokiilasyon sonrasi elde edilen verilerin desteklenmesi i¢in 3 farkli
TSWYV izolati ayrica thrips inokiilasyonu da gergeklestirilmis ve %100 dayaniklilik
performansi gosterdigi belirlenmistir (Cebolla-Cornejo vd 2003).

6 Capsicum tiirline ait 487 genotip ve 30 ticari F1 ¢esidinde TSWV’ye yeni
dayaniklilik kaynagi bulunmasi i¢in yapilan bir ¢alismada; C. chinense’nin ‘AC09-207’
hatt1 yeni dayaniklilik kaynagi olarak tanimlanmis ve dayanikliligin tek gen tarafindan
saglandig1 belirlenmistir. AC09-207 de olusan nekrotik simptomlarin ‘P1152225° ile
benzerlik gosterdigi ancak; inokiile edilen kotiledonlar ve yapraklarda olusan
simptomlarin bilyiik oranda ‘P1152225” ve ‘P1159236” farkli oldugu belirlenmistir. Yeni
dayaniklilik geni ve Tsw geninin genomdaki lokasyonunun kiyaslanabilmesi i¢in
alleizm testleri yapilmistir. Yeni dayaniklilik kaynagi ve mevcut dayaniklilik
kaynaklarindan (PI1152225, P1159236 ve P1159234) olusturulan F1, F2 ve reciprocal
geri melez populasyonlarinda rekombinasyon bulunmamistir. Yeni dayaniklilik geninin
Tsw lokusundaki tek allel ya da Tsw’ye bagl (link) farkli gen tarafindan kontrol
edilebilecegi belirtilmistir (Hoang vd 2013).

2.3. TSWV’ye Dayanikhihigin Klasik Yontemlerle Testlenmesi

Hastaliklara dayanikli g¢esit gelistirilmesi amaci ile yapilan 1slah ¢aligmalarinda
hassas ebeveyn ile dayanikli ebeveynin melezlenmeleri sonucu elde edilen dayanikli
bireylerin belirlenmesi en bityiik zorlugu olusturmaktadir (Devran 2003).

Bu ama¢ dogrultusunda klasik ve molekiiler testleme yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Klasik testleme yontemi; mekanik inokiilasyon (hastalik etmeninin
bitkiye bulastirilmasi) ya da vektor inokiilasyonu (tarla kosullarinda thripslerin
bitkilerde dogal infeksiyon olusturmalar1) seklinde gergeklestirilmektedir.
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Inokiilasyon sonrasi bitkilerde gézlem yapilarak ya da serolojik testlerden yararlanilarak
(Stevens vd 1992, Boiteux ve de Avila 1994) dayanikli ve hassas genotipler
belirlenebilmektedir.

2.4. TSWV’ye Dayanikhiligin Molekiiler Yontemlerle Testlenmesi

Glinlimiiz kosullarinda {iretim sahasi ve zamanina bagl olarak en az ii¢ veya
daha fazla hastalik ve zararli etmene kars1 dayanikliliga ihtiya¢ duyulmaktadir. ihtiyag
duyulan dayaniklilik sayist artikca, 1slah siiresi uzamakta (Pmar vd 2013) ve klasik
yontemlerle; bir bitkinin aym1 anda birden fazla patojenle testlenmesi
imkansizlagmaktadir (Moury vd 2000). TSWYV bir¢ok Avrupa iilkesinde karantina altina
aliman patojenler arasindadir, bu yilizden vektoriin iiretimi, ya da inokulumun
hazirlanmas1 sirasinda kontrollii sartlarda c¢alisilmasi ve bulagsmalarin 6nlenmesi
gerekmektedir. TSWV’nin mekanik inokiilasyon ile destabilize oldugu (de Resende vd
1991; Moury vd 1997) ve bunun inokulumun homojenitesinin siirdiiriillmesinde engel
olusturdugu belirtilmistir. Yiiksek sicakligin dayanikliligin bozulmasina neden olmasi
(Roggero vd 1996, Moury vd 1998, Soler vd 1998) testlenecek ortamda sicakligin
kontrol edilmesini gerektirmektedir. Klasik yontemlerle dayaniklilik testlemesi
yapilacak bitki sayisinin fazla oldugu durumlarda daha genis testleme alanina ihtiyag
duyulmast ve beraberinde daha fazla isgiicii gerektirmesi, gerek indikator bitkilerin
yetismesi i¢in gerekse inokiilasyondan sonra bitkilerden sonug¢ alincaya kadar gegen
siirenin uzun olmasi nedeni ile TSWV’ye dayanikliligin molekiiler testlenmesi klasik
testlenmesine iyi bir alternatif olusturmaktadir.

TSWV’nin biberdeki mevcut molekiiler testlemesi Moury vd (2000) tarafindan
gelistirilmistir. 250 adet 10 bp uzunlugunda farkli RAPD primerleri F2 (‘PI 195301 %
‘PI 152225 ) kademesindeki 153 adet bitkide BSA yontemi ile taranmistir ve bu
primerlerden dort (OPAC10, OPAH13,0PAF16, OPBO01) tanesinin Tsw lokusu ile
baglantili oldugunu bulmuslardir. OPB01750 ve OPAC10593 RAPD markirlarinin
CAPS markirma doniistiiriilmesi i¢in iyi birer aday oldugu belirtilmis ancak; OPB01750
RAPD markirindan gelistirilen SCAR markirinin 25 farkli restriksiyon enzimi ile
kesilmesi sonucu bireylerde polimorfizm elde edilememistir. OPAC10593 RAPD
markirinin  klonlanmast ve DNA dizisinin belirlenmesinden sonra; DNA dizisi
kullanilarak SCAR primeri sentezlenmis (SCAC568) ve bu primer ile PCR
amplifikasyonunda 568 bp biiyiikliigiinde tek bant elde ettiklerini belirtmiglerdir.

Dominant SCAR markirin kodominant markira ¢evrilmesi amaciyla 2 dayanikli
genotip (P1152225 ve P1152236) ve 7 farkli hattan izole edilen DNA’lardan SCAC568
primeri ile PCR amplifikasyonu yapilarak, elde edilen 568 bp biiyiikliigiindeki bant
Xbal restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Dayanikli genotiplerde SCAR markirin
restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu 74 bp ve 494 bp biiyiikligiinde 2 DNA band:
elde edilirken; diger 7 genotipde enzim kesim bélgesininin olmadigi belirlenmistir. F2
kademesindeki 139 adet genotip ile yapilan analizler sonrasinda kodominant CAPS
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markirmin (SCAC568 + Xbal) OPAC10593 RAPD markir1 ile ko-segregasyon
gosterdiginin belirlenmesi ile ayni lokusta bulunduklar1 ortaya konulmus ve markirin
gene uzakliginin 0.87 ¢cM oldugu belirlenmistir. Xbal restriksiyon enzimi disinda Taql
ve Haelll enzimleri ile dayanikli genotipler (P1152225ve PI152236) ve 5 Capsicum
annuum hatt1 arasinda polimorfizm elde edilmis ve bu polimorfizmin C. annuum’un
Tsw geni aktarilan g¢esitlerinde genetik temellerin anlasilmasi i¢in kullanigh olabilecegi
belirtilmistir. C. chinense’nin ‘7204’ dayanikli hattinda gelistirilen bu CAPS markar ile
C. annuum’un hassas hatlar1 arasinda polimorfizm elde edilememistir. SCAR
amplifikasyonunun Xbal, Tagl ve Haelll restriksiyon enzimlerinden biri ile kesilmesi
sonucu ‘PI152225° ve °‘PI159236° ve testlenen C. annuum hatlar1 arasinda esit
polimorfizm oranlar1 elde edilirken; ‘7204’ ve ‘PI195301° hatlarinin Xbal enzimi ile
kesilmesine ilaveten Taql ya da Haelll enzimi ile kesilmesinin gerekliligi belirtilmistir.

2.5. Biber Cahismalarinda Kullamilan Molekiiler Markirlar

Capsicum tiirlerinde; tiir igi ve tiirler arasi genetik ¢esitlilik analizleri, DNA
parmak izlerinin ¢ikarilmasi, tohum saflik analizleri, filogenetik akrabaliklar, genomik
kiitiiphanelerin olusturulmasi, baglant1 (linkage) analizleri ve ilgilenilen genlerin (acilik,
hastaliklara dayaniklilik vb.) haritalanmas1 gibi bir¢ok alanda molekiiler markirlardan
yararlanilmaktadir. Molekiiler markirlarin ¢evresel faktorlerden etkilenmemeleri,
cekirdek ve farkli kalittm sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel
genomlariin ayri ayr1 calisilmasina olanak saglamasi, sayilarinin ¢ok fazla olmasi,
genetik degisiklikleri daha fazla yansitmalari (Giilsen ve Mutlu 2005) gibi
avantajlarindan dolay1 yogun olarak kullanilmaktadir.

Tanksley (1984) tarafindan biberde enzim kodlayan genlerin linkage haritasinin
olusturulmasi amaglanmistir. Tiirler arast melezleme (C. annuum X C. chinense) ile 9
adet izoenzim markir1 kullanarak linkage haritas1 olusturmustur. Linkage haritas: ile
Solanaceae familyasi igindeki diger cinslerin ortolog gen bolgelerinin kiyaslanmasi ve
koromozomlarda meydana gelen degisimlerin belirlenmesi hedeflenmistir. C.
annuum’da gen duplikasyonlarmin varligi bu ¢alisma ile ortaya konulmustur (Tanksley
1984).

RFLP’ nin izoenzimlere oranla C. annuum tiirlerinde daha fazla polimorfizm
belirlenmesine olanak sagladigi; genetik ¢esitlilik, haritalama c¢aligmalart ig¢in daha
uygun oldugu Lefebvre vd (1993) tarafindan belirtilmistir. Kodominat 6zellik
gostermesine karsilik; radyoaktif isaretli problarin kullanilmasi, fazla isgiicii
gerektirmesi ve pahali olmasi teknigin uygulamasma sinirlamalar getirmektedir
(Tanksley 1989).

Domates ve biberdeki genetik benzerlik ve farkliliklarin ortaya koyulmasi amaci
ile Tanksley vd (1988) tarafindan biberde ilk RFLP temelli baglanti haritasi
olusturulmustur. Domates yapraklarindan izole edilen RNA ve biber yapraklarindan
izole edilen mRNA dan cDNA problari sentezlenmistir. C. annuum ve C. chinense’ nin

14



KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI  Selcan SEVINC SOLAK

melezlenmesi ile elde edilen F1 lerin C. annuum ile geri melezlenmesi sonucu 46 adet
bitki haritalamada kullanilmistir. 80 tane RFLP markir1 kullanilarak 14 adet linkage
grubu olusturulmustur. Domates ve biberin ayni genleri igerdigi ancak; biberde linkage
gruplarinin  lizerindeki genlerin sirasinin, domatestekinden ¢ok farkli oldugu
belirlenmistir. Karsilastirmali haritalama ile domates kromozomunda en az 32 adet
kirtlmanin meydana geldigi ve biber genomundaki ortolog genlerin pozisyonlarinin
aciklanabilecegi belirtilmistir (Tanksley vd 1988).

Mullis vd (1986) tarafindan Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PCR)
kesfedilmesi, PCR temelli marker sistemlerinin (RAPD, AFLP, SSR, SRAP, ISSR vb.)
kullaniminin  6niinii  agmistir. PCR kaynakli polimorfizmin sebebi, kromozom
diizeyinde meydana gelen yerlestirme/iptal ve mutasyon nedeniyle olusan primer
yapisma bolgesi kazanci/kaybi olabilecegi belirtilmistir (Giilsen ve Mutlu 2005).

Biberde hibrit tohum saflifi ve g¢esit tanimlamada RAPD markirlarinin
potansiyelinin degerlendirilmesi i¢in yapilan ¢alismada; 5 jalopeno F1 hibrit ¢esidi ve
ebeveylerinin 10 bazlik 12 RAPD primeri ile analizi yapilmigtir. 10 RAPD primerinden
toplam 177 tekrarlanabilir bant elde edilmis olup; bantlarin biiyiikliigii 300 ile 1600 bp

arasinda degistigi, bir primerden ortalama 17 bant elde edildigi ve RAPD markirlarinin
ozellikle rutin tohum kalite analizlerinde kullanilabilecegi vurgulanmustir (ilbi 2002).

Capsicum’un diger tiirlerine oranla Capsicum annuum L. nin 6zellikle meyve
sekli yoniiniinden genis varyasyon gosterdigi ancak; ticari gesitlerde 6zellikle F1 hibrit
biberlerinde genetik varyasyonun az ve gesitlerin birbirinden ayrilmasinin zor oldugu
vurgulanmaktadir. ik olarak bitkinin farkli biiyiime dénemlerindeki morfolojik
Ozelliklerinden yararlanilarak (Sithiwong vd 2005), daha sonraki ¢alismalarda
izoenzimler, kromozom morfolojisi (Pickersgill 1971) gibi yontemler kullanilmistir.
RFLP (Lefebvre 1993), AFLP, RAPD (Paran 1998) markir sistemlerinin genetik
cesitlilik caligmalarinda kullanilabilirligi vurgulansa da; RAPD analizlerinde radyo aktif
isaretli problara ve primer sentezi icin DNA sekansi bilgisine ihtiya¢ duyulmamasi,
kolay, isgiicii gerektirmemesi, az miktarda DNA (5-50ng) ile calisilabilirligi nedeni ile
diger markir sistemlerine gore avantajli bulunmaktadir.

Tekrarlanabilirliginin ve markir spesifikliginin diisiik olmasi nedeni ile RAPD
ve ISSR markirlarinin hassasiyetinin arttiritlmasi i¢in; bu yontemlerden elde edilen
bantlarin jel tizerinden kesilerek 3" sonlarindaki DNA dizisinin tespiti ve daha uzun
dolayis1 ile spesifik primerler olarak PCR reaksiyonlarinda kullanilmasi (SCAR
markirlarina donistiiriilmesi) ile giivenilirliginin arttirilabilecegi belirtilmistir (Yu vd
2000, Paran ve Michelmore 1993). SCAR markirlar1 genellikle dominant olduklarindan,
restriksiyon enzimleri ile kesilerek kodominant markirlara doniistiiriilebilmektedir
(Konieczyn ve Ausubel 1993). Biber disinda domateste de ¢esitli hastalik ve zaralilara
kars1 dayaniklilik igin SCAR ve CAPS markorleri gelistirilmis olup; 1slah
programlarinda yogun bir sekilde kullanildig1 belirtilmistir. (Barone 2004).
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Yabani biber hatti ‘SCM334’ de dominant ‘Pvr4’ geninin patates Y viriisiiniin
(PVY) tig irkina (0, 1, 1-2), PepMoV kars1 dayaniklilik sagladigi (Pasko vd 1992) ve bu
genin marker destekli seleksiyon (MAS) programlarinda kullanilmas1 amaci ile gen ile
baglantili AFLP markirlar1 bulk segregasyon analizi (BSA) yontemi kullanilarak tespit
edilmistir. Bu lokustaki 8 AFLP markir1 haritalanmistir ve gene en yakin markir
kodominant CAPS markirina doniistiiriilerek; farkli biber hatlarinda markir destekli
seleksiyon caligmalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Caranta vd 1999). Arnedo-
Andres vd (2002), ‘Pvr4’ lokusu ile baglantih SCAR ve RAPD markirlari
gelistirmislerdir. Yapilan bir bagka calismada ise; C. chinense nin ‘P1159236° hattinda
bulunan dominant ‘Pvr7’ geninin PepMoV’ye kars1 dayaniklilik sagladigi belirlenmis
olup; Pvrd geni ile baglantili CAPS markirt olusturulmustur. Biberde dominant
dayaniklilik genlerinden Tsw- Pvr4- Pvr7 nin kiime halinde bulundugu ilk defa bu

calisma ile ortaya konulmustur ve 10. kromozomun ug¢ kisimda haritalanmistir (Grube
vd 2000).

Biberde aciligin kapsaisin molekiilii tarafindan saglandigi ve biyosentezi Punl
lokusuna yerlesmis olan agiltransferaz enziminin kodladig1 varsayillan AT3 genine bagh
olarak gergeklesmektedir (Sener vd 2010). Kapsaisinoid bilesiklerinin sadece Capsicum
cinslerinde bulundugu ve genotiplerin kapsaisin miktarmin diisiik sicaklik ve 1s1k
yogunlugunda diistik oldugu, ¢evre kosullarindan etkilendigi (Murakami vd 2006) rapor
edilmistir. Markir destekli seleksiyon (MAS) programlarinda kullanilabilmesi igin bu
lokusla baglantili molekiiler markir gelistirilmesi amaci ile bir¢cok calisma yapilmigtir
(Truong vd 2009). Blum vd (2002), Punl den 0.4 c¢M uzaklikta bulunan ‘fibrillin
geni’nin DNA sekansini kullanarak CAPS markir1 gelistirmislerdir ve bu markirin
kullanilan populasyona gore, Punl lokusuna 3.6 ya da 12.2 ¢cM uzaklikta oldugunu,
MAS’ da kullanilabilmesi i¢in markirin uzak oldugu Minamiyama (2005) tarafindan
belirtilmistir.

16



MATERYAL ve METOT Selcan SEVINC SOLAK

3. MATERYAL ve METOT

Arastirmanin, laboratuar calismalar1 Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Biyoteknoloji ana bilim dalinda, arazi calismalari ise Siirde Tarim-Proto
Tohum LTS’de 2012-2015 yillar1 arasinda yiriitilmistir. TSWV’ye dayanikli ¢esit
gelistirilmesi i¢in yapilan 1slah ¢alismalarinda kullanilan mevcut molekiiler testlemenin
dezavantajlarmin giderilmesi amaci ile Tsw genine bagli molekiiler markir(lar)in
gelistirilmesi hedeflenmistir.

Calisma birbirini takip eden ii¢ kistmdan olugmaktadir.

1. Ortii alt1 biber yetistiriciligi yapilan ve patojenin baskisi altinda kalan bitkilerin
gozlemlenmesi ve simptomlarin varhigi-yokluguna gore degerlendirilerek
TSWV’ye dayanimlarinin fiziksel olarak belirlenmesi. Bu bitkilerden yaprak
orneklerinin alinmas1 ve DNA izolasyonu yapilarak mevcut testleme yontemi ile
TSWV’ye dayanimlariin molekiiler olarak belirlenmesi,

2. SCAR (SCAC568)-SRAP kombinasyonlar1 kullanilarak, hassas ve dayanikli
bitkilerden olusturulan bulk DNA’lar ile PCR kurulmasi ve polimorfik bulunan
kombinasyonlarin tiim bireylerde taranmast,

3. Biber i¢in gelistirilmis SSR primerlerini kullanarak; hassas ve dayanikli bulklar
ile PCR amplifikasyonunun yapilmasi ve polimorfik olan primerlerin tiim
bireylerde taranmasi.

3.1. Materyal

Calisma materyali Siirde Tarim-Proto Tohum LTS’ den temin edilmistir. Degisik
meyve tipleri ve farkli genetik altyapiya sahip F4 kademesindeki biber 1slah
materyallerinin arazi kosullarinda TSWV’ye dayanimlar: fiziksel olarak gézlemlenerek
96 tanesi se¢ilmistir ve yeni markir(lar)in gelistirilmesi icin yapilan g¢alismalarda
kullanilmigtir. Elde edilen markirin giivenilirliginin testlenmesi amaci ile farkli genetik
altyapiya sahip 381 adet biber genotipinde taramasi gerceklestirilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. TSWV’nin saha sartlarinda gozlemlenmesi ve hastahiga dayamkhhgin
skorlanmasi

Ortii alt1 biber yetistiriciligi yapilan ve patojenin dogal baskis1 altinda kalan F4
kademesindeki 1slah materyallerin gdzlemlenerek ve simptomlarin varligi-yoklugu
degerlendirilerek calisma materyallerinin TSWV’ye dayanimlart fiziksel olarak
belirlenmistir.
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3.2.2. DNA izolasyonu

Arazi kosullarinda TSWV’ye dayanimlar1 fiziksel olarak gozlemlenmis
bitkilerin her birinden geng¢ yaprak Ornekleri alinarak DNA izolasyonu yapilmuistir.
DNA izolasyonu ‘Promega’ firmasmnin  ‘Wizard Genomic DNA Purification Kit’i’
kullanilarak ve {retici firmanin protokolii uygulanarak 400 mg yas yapraktan
gerceklestirilmistir.

DNA izolasyonu yapilan drneklerin kontrolii i¢in herbir genotipten elde edilen 2
ul hacminde DNA 1 ul yiikleme boyas1 (bromophenol blue) ile karistirilarak % 1°1ik
agaroz (Sigma) jele yiiklenmistir. Elektroforez cihazinda 65 voltta 15 dakika yiiriitiilen
ornekler UV transilluminat6ér cihazi ile goriintiilenmistir. Elde edilen stok DNA’lar
ihtiyag oldugunda kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

3.2.3. Molekiiler testleme yontemi ile genotiplerin TSWV’ye dayanimlarinin
belirlenmesi

Biberde TSWV’ye karsi dayaniklilign saglayan Tsw geninin  caligma
materyallerinde molekiiler olarak tespiti CAPS markirt ile yapilmistir (Moury vd 2000)
ve bu metodun basamaklari maddeler halinde asagida 6zetlenmistir (Ikten vd 2010).

1. SCAC 568 primeri kullanilarak ilgili gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi

2. Elde edilen PCR iriinlerinin 2 ayri restriksiyon enzimi (Xba ve Taql)
kullanilarak kesilmesi

3. Kesim sonrast tirliinlerin %1,5 luk agarose jelde yiiriitiilmesi

4. FElde edilen bantlarin goriintiisiine gére RR, Rr, rr bitkilerin belirlenmesi.

Cizelge 3.1. SCAC568 ileri ve geri primerlerinin niikleotit dizilimi

Primerin adi Primerlerin niikleoit dizilimi
SCAC568- F (ileri primer) | GTGCCAGAGGAGGATTTAT

SCAC568-R (geri primer) GCGAGGTGGACACTGATACT

SCAC568 primeri ile PCR amplifikasyonundan sonra iki ayr1 kesim enzimi ile
riinler kesilecegi i¢in; Ornek bagina toplam 30 ul hacimde tepkime karigiminda
kullanilan miktarlar ve PCR dongiisii Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. PCR tepkime karisiminda kullanilan miktarlar ve PCR dongiisii

Buffer MgClI2 dNTP Primer | Tag DNA DNA
H20 1 (10x) | (25mm) | (@omm) | (zopmort) | Polimeraz | o4 1
(5 U/ ul)
1(F) ul
12,8ul 3ul 3ul 3ul 1(R) ul 0,16ul 6ul
PCR dongiisii

(2dak 20sn 95°C), 35X [(1dak 95°C)(59sn 53°C)(59sn 72°C)], (10dak 72°C)

PCR amplifikasyonu sonunda beklenen {irtiniin elde edilip edilmediginin kontrol
edilmesi icin bir stripdeki her bir ornekten 5’er pl alinarak, 3ul loading dye ile
boyanmis ve %1,5 luk agarose jelde ylrtitiilmiistiir. Agarose jele 1ul 1kb DNA leadder
(Thermo Scientific GeneRuler) kontrol olarak yiiklenerek 100V da 30 dak.
yiriitiilmiistir. DNR bio-imaging systems-Mini Lumi marka UV goriintiileme cihazinda
fotograflari ¢ekilerek, bilgisayar ortamina kaydedilmistir.

568 bp biiyiikliigiinde tek bandin varlig1 goriildiikten sonra; PCR {irtinleri iki ayri
restriksiyon enzimi (Thermo Scientific) kullanilarak kesilmistir. Kesim i¢in kullanilan
protokol, inkiibasyon siiresi ve sicakliklar1 Cizelge 3.3°de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. SCAC568 primeri ile elde edilen PCR f{irlinlerinin kesimi

o Xba Enzim Xba Inkiibasyon siiresi
PCR iriini (Konsantrasyon) Buffer H20 ve sicakhg
7 ul Tl 1ul Oul 2sa, 37°C
PCR iiriinii Tagl Enzim Taql Buffer | H20 Inkiibasyon siiresi
(Konsantrasyon) ve sicakhigi
7 ul Tl 1ul Oul 2sa, 65°C

Inkiibasyon siiresi sonunda kesim iiriinlerine 3 pl yiikleme boyas: eklenerek
%]1,5 luk agarose jelde, 1X lik TBE buffer yardimi ile 100V da 1 saat yiiriitiilmiistiir ve
sire sonunda goriintiileme cihazinda fotograflar1 ¢ekilerek, bilgisayar ortamina
kaydedilmistir.

%1,5 luk agaroz jelin hazirlanmasi: Erlen mayer icine 100 ml 1X lik TBE tampon
cozeltisi konulmus, cozeltinin i¢cine 1,5 gr agaroz (Sigma) tartilarak eklenmis ve
homojen bir karisim elde edilebilmesi i¢in karigtirilmistir. Ortalama 3 dakika
mikrodalgada 1sitilarak agarozun tampon ¢ozeltide ¢oziinmesi saglanmustir.
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Sogumast beklenen jelin i¢ine UV altinda bantlarin goriinmesini saglayan
Ethidium Bromide (3ul) eklenerek ornek sayisina yetecek kadar tarak konulmus jel
kabina dokiilmiistiir. Jel tamamen soguduktan sonra kuyucuklara zarar vermemek igin
taraklar yavasca ¢ikarilmistir ve elektroforez tankinin igine, jelin {ist kismini kapatacak
kadar 1X lik TBE tampon ¢6zeltisi dokiilmiistiir.

1X lik TBE tampon ¢ozeltisi hazirlamsi: Elektroforezde tampon ¢ozelti olarak Tris-
Borik asit-EDTA (54 g/L tris, 27,5 g/L borik asit, 40 ml 0,5 M EDTA) kullanilmustur.
Bu ¢ozelti pH:8.0 olacak sekilde 10X yogunlugunda hazirlanarak 11t saf suda
cozdiiriilmiistiir. 10X lik stok ¢ozeltiye 9 It saf su eklenerek 1X e seyreltilmistir.

3.2.4. Bulk segregasyon analizi (BSA)

Calisma materyallerinin fiziksel gozlemler ve mevcut molekiiler testleme
yontemi ile TSWV’ye dayanimlart belirlendikten sonra; Michelmore vd (1991)
tarafindan gelistirilen bulk segregasyon analizi yontemi temel alinarak dayanikli (10
birey) ve hassas (10 birey) DNA bulklar1 olusturulmustur. DNA bulklarmin
olusturulmasi i¢in segilen dayanikli ve hassas birey DNA’larindan 10 ar pl alinarak iki
farkli eppendorf tiip igerisinde karistirilmistir. Hassas ve dayanikli DNA bulklarinin
disinda fiziksel gozlemler ve molekiiler testleme sonuglar1 farklilik gdsteren genotipler
kullanilarak dort farkli DNA havuzu daha olusturulmustur. Calismada kullanilan SRAP
ve SSR markir sistemleri i¢in belirtilen bu DNA bulklar1 kullanilmis olup; Cizelge 3.4’
de olusturulan DNA bulklar1 gosterilmistir.

Cizelge 3.4. SRAP ve SSR markir sistemlerinde kullanilan DNA bulklar

B Fiziksel gozlem SCAC568 primeri ile elde edilen
ulk adi .
sonucu molekiiler testleme sonucu
Dayanikli

Bl (RR/RY) RR

B2 R. Rr

B3 R. rr

B4 rr RR

B5 rr Rr

B6 Hassas (rr) re

3.2.5. SCAC568 X SRAP kombinasyonlari ile PCR amplifikasyonu

Cizelge 3.5’de belirtilen SRAP primerleri ile Tsw genine bagli olan SCAC568
primeri (Moury vd 2000) eslestirilerek PCR amplifikasyonu yapilmistir. Bu primerler
ile Oncelikli olarak hassas ve dayanikli DNA bulklar1 arasindaki polimorfizm
incelenmis ve elde edilen polimorfizm F4 kademesindeki bireylerde analiz edilmistir.
Calismada SCAC568 forward ve SCAC568 reverse primerleri, 16 adet Em primeri ve
13 adet Me primeri ile kullanilarak toplam 58 kombinasyon olusturulmustur.
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Cizelge 3.5. Calismada kullanilan SRAP primerleri niikleotit dizilimi (Ruiz vd 2005)

Reverse primer 5'—3' Forward primer 5'—3'
Mel TGA GTC CAAACCGGATA Eml GAC TGC GTA CGA ATT AAT

Me2 TGA GTC CAA ACC GGAGC Em2 GAC TGC GTACGAATT TGC
Me3 TGA GTC CAA ACC GGA AT Em3 GAC TGC GTACGA ATT GAC
Me4 TGA GTC CAA ACCGGA CC* |Em4 GAC TGC GTACGA ATT TGA
Me5 TGA GTC CAA ACC GGA AG Em5 GAC TGC GTACGA ATT AAC
Me6 TGA GTC CAA ACC GGA CA Em6 GAC TGC GTA CGA ATT GCA
Me7 TGA GTC CAA ACC GGA CG Em7 GAC TGC GTACGA ATT CAA
Me8 TGA GTC CAAACC GGACT Em8 GAC TGC GTACGA ATT CAC
Me9 TGA GTC CAA ACC GGA GG Em9 GAC TGC GTA CGA ATT CAG
Mel0 TGAGTC CAAACCGGAAA |Em10 |GACTGC GTACGAATT CAT
Mell TGA GTC CAA ACC GGA AC Emll |GACTGC GTACGAATTCTA
Mel2 TGAGTCCAAACCGGAGA |Eml2 |GACTGCGTACGAATTCTC

Mel3 TGA GTC CAA ACC GGA AG Em13 |GACTGCGTACGAATTCTG
Em14 |GACTGC GTACGAATTCTT

Em15 |GAC TGC GTACGAATT GAT
Em16 |GAC TGC GTACGAATT GTC

SRAP-SCACS568 kombinasyonu igin kullanilan PCR tepkime karigimi toplam
15 ul reaksiyon hacminde gergeklestirilmistir. PCR tepkime karigimi miktarlari ve PCR
dongiisii Cizelge 3.6’°da gosterilmistir.

Cizelge 3.6. SRAP-SCACS568 kombinasyonlart i¢in PCR tepkime karisiminda
kullanilan miktarlar ve PCR dongiisii

Buffer MgCI2 dNTP Primer Tag DNA
H20 | 10x) | 25mM) | (1omM) | (1opmol) | Polimeraz | DNA
(5 U/ ub)
2ul(F)
4ul 1,5ul 2ul 1ul 2ul(R) 0,15ul 2,5ul
PCR dongiisii

(5dak 94 °C), 5 X [ (1dak 94 °C) (1dak 35 °C) (1dak 72 °C),
35 X [(1dak 94 °C ) (1dak 50°C) (5dak 72°C )]

Uriin amplifikasyonunu takiben 15 pl PCR iiriiniine 2 pl yiikleme solusyonu
eklenerek toplamda 17 ul’lik PCR {iriintyiikleme boyasi karisimi ethidium bromide (10
mg/ml) ile boyanmis % 3 liik agaroz jelde 1X TBE buffer yardimi ile 100 V’da 3 sa
yiirtitiilmistiir. Elde edilen bantlarin molekiil agirliklarinin belirlenmesinde marker
olarak GeneRuler 100 bp ve 250 bp kullanilmistir ve UV goriintilleme cihazinda
fotograflar1 ¢ekilerek, bilgisayar ortamina kaydedilmistir.

21



MATERYAL ve METOT Selcan SEVINC SOLAK

3.2.6 Simple sequence repeat (SSR) primerleri ile PCR amplifikasyonu

Biber i¢in gelistirilmis (Lee vd 2004, Yi vd 2006, Minamiyama vd 2006, 2007,
Nagy vd 2007, Mimura vd 2010) 29 adet SSR primeri kullanilmistir. Primerler ile
oncelikli olarak hassas ve dayanikli DNA havuzlart arasindaki polimorfizm
incelenmistir. DNA havuzlarinda elde edilen polimorfizmin bireyler ile tutarliliginin

belirlenmesi i¢in 96 adet

F4 bireyinde analizi yapilarak Tsw geni ile iliskisi

arastirtlmistir. Kullanilan primerlerin niikleotit dizilimi Cizelge 3.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Kullanilan SSR primerlerinin niikleotit dizilimi

Primer Ad1 Forward (5°-3”) Reverse (5’-3%)

CAeMS009 ACGCACCAACGAATATCTATCTCA GTTTCCGTCCAGATCTACTTTTCCTGC
CaES0089 GCCTCTGTATAACAATTCAACGG ATCGATGGAGAATGGAGTGC
CaES2666 CGACATGCTTCGTTCTTTCA TTCGCGTCGATCTGTAAGTG
CaES2865 TTATCCCTGGCAGAGACCAC TACCGATCTGAGTGTCGTGC
CaES4597 CACGAGGCTTGTCTTTCACA GGGAACAAGGGTAGGGGTAA
CAMS-020 CAGCAGTAACAGAGGCAGGTC CACAAGTGAGTTTATTCATATCACCA
CAMS-101 TCAGCAATTAACATGCCAAAA TGGATTGGGAGAAGATCGAC
CAMS-153 TGCACAAATATGAATCCCAAGA AAGTCAGCAAACACATCTGACAA
CAMS-162 GGACCGTTCAGGAGGTTACA GCCATCATTCAAAACCGAAT
CAMS-311 GGTGCGCTAGAGATGGAGAG TTTGAGTGTTCGGGACTGGT
CAMS319 TCACCTTCCACAGCATCAAG CAAACGCAAACACCAATCAG
CAMS-327 GCATCTAAGTCTACGCCCTTG AAAGCCTTTGGCAATGAACA
CAMS-668-2 ATCGTCCATTTGTGGGAAAA TGTGGTCGGAAATAGGAAGAA
CAMS-838 CCAGGATGGTGTTAAGGGTTT GTCGCATCAATGAGCATAGG
CAMS-864 CTGTTGTGGAAGAAGAGGACA GCTTCTTTTTCAACCTCCTCCT
CAMS871 ACAAAGCATCGGCTGAAAAT GCGACCAAGTACCAACAGGT
Hpms 1-1 TCAACCCAATATTAAGGTCACTTCC | CCAGGCGGGGATTGTAGATG
Hpms 1-117 AAGCTTATCCCTTTCAAATATAA ATATCTCACGTATTGCGGATTCTT
Hpms 1-148 GGCGGAGAAGAACTAGACGATTAGC | CCACCCAATCCACATAGACG
Hpms 2-13 TCACCTCATAAGGGCTTATCAATC TCCTTAACCTTACGAAACCTTGG
HpmsEQ031 CCCTAAATCAACCCCAAATTCAA CCCCCATTACCTGACTGCAAAA
HpmsEQ059 GCAAGGACGCAGTCGTTAGACA CCGCCTGTGCTGAATTGTTTAG
HpmsEQ065 TGAAATAGGCCAATCCCTTTGC ATTCCCTGGGATTCCTGCATTA
HpmsEQ96 CGGGTCAAACAAAAACCGAAGT GCTTGTGGTTGAGCTCGCTCTT
Hpms 2-21 TTTTTCAATTGATGCATGACCGATA |CATGTCATTTTGTCATTGATTTGG
Gpms 159 AAGAACATGAGGAACTTTAACCATG | TTCACCCTTCTCCGACTCC

CAMS- 336 GGTGGAAACTTGCTTGGAGA CCCAGAACCATCCACCTACT
ge241-820pms0561W | GGGAAATCATCAGTAATACTGAGAG | GGTGGAAACTTGCTTGGAGATTG
ge70-390pmA0168C | ACCAGAGCACCCCAAAAATATACA | GTTTGTTTGGGAAATGAGTGGAAT

Daha oOnceki caligmalarda uygulanmis olan PCR protokolleri bu calismada

optimize edilerek en iyi sonucu veren sollisyon miktar, oran ve PCR dongiisii
belirlenmistir (Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.8. SSR i¢cin PCR tepkime karisiminda kullanilan miktarlar ve PCR dongiisii

Buffer MgClI2 dNTP Primer Tag DNA
H20 | ox) | (25mM) | (2omM) | (10pmol) | Polimeraz | DNA
(5 U/ ul)
1ul(F)
Tul 1,5ul 1,5ul Tl 1u(R) 0,08ul 2ul
PCR dongiisii

(3dak 94°C), 35X[(30sn 94°C), (30sn 53-57°C), (60sn 72°C)], (5dak 72°C)

Toplam 15 pl hacimde hazirlanan PCR iiriinlerinden 6 pl si 2 pl yiikleme
soliisyonu karigtirilarak toplamda 8 pl’lik PCR iiriintylikleme soliisyonu karigimi
ethidium bromide (10 mg/ml) ile boyanmis ve %3 liik standart agarozda (Sigma), 1X
lik TBE buffer kullanilarak 120 V’da 6 saat yiritilmistiir. Jel DNR bio-imaging
systems-Mini Lumi marka UV goriintiileme cihazinda fotograflanmistir. PCR
riinlerinin geri kalan boliimii +4 °C de saklanarak Fragment Analyzer™ ile yapilan
analiz islemlerinde degerlendirilmistir.

Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies GmbH, Heidelberg,
Germany) Advanced Analytical firmasi tarafindan gelistirilen otomatik kapiller
elektroforez sistemidir. Cihaz sayesinde PCR iiriinleri agaroz jele gerek kalmadan
yiiksek hassasiyet ve ¢oziiniirliikte hem sanal jel ortaminda hem de kromatogramlarla
degerlendirilebilmektedir (Yol 2015).

Polimorfik oldugu belirlenen ve SCAC568 markirindan elde edilen molekiiler
sonuglar ile paralellik gosterdigi belirlenen SSR primerinin PCR {diriinleri hem agaroz jel
elektroforezi hem de Fragment Analyzer™ sistemine iretici firmanin protokolii takip
edilerek ytiklenmistir.

Cihazda analizlerin yiiriitiilebilmesi i¢in DNF-900-K0500 kodlu kit icerisinde
yer alan kimyasallar kullanilmis olup; Fragment Analyzer™ sistemi igin Orneklerin
hazirlanmas1 asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Kapiller sistem iizerinde tampon goérevi goren Inlet Buffer (930 dsDNA Inlet Buffer)
1X olacak sekilde hazirlanarak; Fisherbrande marka 96’lik plakaya her bir kuyucuga

1000 pl olacak sekilde aktarilmistir ve cihazin en iist bdlmesine yerlestirilmistir.

2. Cihazin ikinci bélmesinde yer alan analiz atiklariin biriktirildigi kutu temizlenerek
analiz i¢in hazir hale getirilmistir.

3. Cihazdaki tiglincii bolmeye ise markir plaka konularak; alt (lower) markir 35bp, iist
(upper) markir ise 500bp olarak belirlenmistir.
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4. +4 °C’deki PCR iiriinlerinden 2 pl alinarak 96’lik plakalara aktarilan orneklerin
izerlerine 25 pl dilution buffer eklenerek santrifiij yapildiktan sonra cihazin doérdiincii
boélmesine yerlestirilmistir.

5. Cihazin yan kisminda bulunan ve baglanti bolgesinde “COND” yazan biiyiik tiipe
200 ml 1X Capillary Conditioning Solution eklenmistir. Hacmi 50 ml olan kiigtik tiipe
ise tlretici firma tarafindan hazirlanan 15 pl Intercalating Dye bulunan 50 ml jel
konulmustur.

6. Biitiin bu hazirliklarin tamamlanmasinin ardindan bilgisayarda bulunan PROSize 2.0
(Version 1.2.1.1) (Advanced Analytical Technologies, AMES, IA, USA) yazilimi
acilarak analiz baslatilarak analiz sonrasi elde edilen sonuglar goriintiilenmis ve
degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Arazi Kosullarinda Yapilan Fiziksel Gozlem Sonuglari

Siirde Tarim-Proto Tohum’un Subat 2015 tarihinde diktigi F4 kademesindeki
biber 1slah materyallerinde, gerekli rutin kontrollerin yapilmasina ragmen; Haziran ay1
baslangicinda TSWV simptomlar1 gozlemlenmistir. Sera igerisinde yetistirilen biber
bitkilerinde hastalik simptomlar1 olarak, hassas bitkilerin {ist yapraklarinda sararma,
kivrilma ve beraberinde yaprak deformasyonlarinin yani sira bitki boyunda ciicelesme
gbzlemlenmistir. Hastalik simptomlarinin varligi-yokluguna gore degerlendirmeler
yapilarak; se¢ilen 96 genotipden 27 tanesinin TSWV’ye dayanikli (R.) ve 69 tanesinin
ise TSWV’ye hassas (rr) oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.1° de fiziksel gézlem sonuglar1
ve SCACS568 primeri kullanilarak molekiiler testleme sonuglarindan elde edilen veriler
birlikte gosterilmistir.

4.2. Molekiiler Testleme

Sera kosullarinda gozlemler yapilarak TSWV’ye dayanimlari skorlanan 96
genotipin (27 adet dayanikli R. ve 69 adet hassas rr) TSWV’ye dayanimlarinin
molekiiler olarak belirlenmesi i¢cin Moury (2000) tarafindan gelistirilen SCAR markir1
(SCAC568) kullamlmustir. Tlgili gen bolgesi SCACS568 primeri kullanilarak
cogaltilmistir. Restriksiyon (kesim) enzimleri (Xba ve Taqgl) ile kesim agamasina
gecilmeden oOnce ilgili gen bolgesinin ¢ogaltildiginin kontrol edilmesi i¢in sadece 8
ornegin PCR driinlerinden 5 pl alinarak agaroz jele yiiklenmistir. 568bp
biiytikligiindeki DNA bant profili Sekil 4.1° de goriilmektedir.

M
o]

Sekil 4.1. 568 bp biiyiikligiindeki ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasi, M: 1 kb DNA
leader

568 bp biiyiikliigiindeki DNA bandinin varlig1 agaroz jelde goriintiilendikten
sonra PCR friinleri Xba ve Taqgl kesim enzimleri ile kesilerek inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyon siiresi sonunda Ornekler agaroz jelde ayristirilarak
goriintiilenmis ve genotiplerin dayaniklilik durumlar1 kodominant seviyede (RR, Rr, rr)
belirlenmistir. Doksanalti adet genotipin sekil 4.2°de Xba enzimine, sekil 4.3°de ise
Taql enzimine ait kesim {riinlerinin agaroz jel goriintiileri gosterilmektedir.
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88 M 89 90 91 92

Sekil 4.2. 96 adet genotipin PCR iiriinlerinin Xba enzimi ile kesim triinlerinin agaroz
jel goriintiisii, M: 1 kb DNA leader

7 18 19 20 21 2223 24 M

rmpmpnyaenew- BR
33 34 35 36 37 38 3940 N1 41 42 43 44 45 46 47 48

SMPE PG T - N ® -

49 50 51 52 53 354 55 37 38 3960 61 62 63 64

SRPPE & - ¥ - rEL"

e — i w
65 66 67 6869 70 71 72N 73 74 75 76 77 78 79 80

e S BT - R et £ .= o
81 82 83 84 85 86 87 1 89 90 51 92 93 53 95 96

Sekil 4.3. 96 adet genotipin PCR iiriinlerinin Taql enzimi ile kesim iiriinlerinin agaroz
jel goriinttisii, M: 1 kb DNA leader
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Cizelge 4.1. Fiziksel gozlem ve SCAC568 molekiiler testleme sonuglari

Ornek Fiziksel gozlem Molesk?iﬁfffs?leme Ornek Fiziksel gozlem MoleSkci.:iiAe\ftsei?leme
no sonuclari no sonuclari
sonuclari sonuclari

1 R. rr 49 rr RR
2 R. rr 50 re RR
3 R. rr 51 re RR
4 R. rr 52 rr RR
5 R. rr 53 rr RR
6 R. rr 54 rr -
7 R. rr 55 rr Rr
8 R. rr 56 rr RR
9 R. rr 57 R. RR
10 R. rr 58 re Rr
11 R. rr 59 re RR
12 R. rr 60 re rr
13 R. rr 61 rr rr
14 R. rr 62 rr rr
15 R. rr 63 re rr
16 R. rr 64 rr rr
17 R. RR 65 re re
18 R. RR 66 re re
19 R. RR 67 re re
20 R. RR 68 re re
21 R. RR 69 re re
22 R. RR 70 re re
23 R. RR 71 re re
24 R. RR 72 rr rr
25 R. RR 73 rr rr
26 R. RR 74 rr rr
27 rr RR 75 rr rr
28 rr RR 76 rr rr
29 rr RR 77 rr rr
30 rr RR 78 rr rr
31 rr RR 79 rr rr
32 rr RR 80 rr rr
33 rr RR 81 rr rr
34 rr RR 82 rr rr
35 rr RR 83 rr rr
36 rr RR 84 re rr
37 rr RR 85 re rr
38 rr RR 86 re rr
39 rr Rr 87 re rr
40 rr RR 88 re rr
41 rr Rr 89 re rr
42 rr RR 90 re rr
43 rr RR 91 rr rr
44 rr RR 92 rr rr
45 rr RR 93 rr rr
46 rr RR 94 rr rr
47 rr Rr 95 rr rr
48 rr RR 96 rr rr
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Arazi kosullarinda 16 adet genotipin TSWV’ye dayanimi R. olarak karakterize
edilirken; SCAC568 molekiiler testleme sonuglarina gore rr olarak karakterize
edilmistir. 31 adet genotip de ise arazi kosullarinda rr olarak karakterize edilen TSWV
dayanimlariin molekiiler olarak 26 adedinde RR ve 5 adedinde ise Rr oldugu
belirlenmistir. Fiziksel gézlem sonuglar1 ile SCAC(568) molekiiler testleme sonuglari
arasinda %49,47 oraninda uyumsuzluk tespit edilmistir.

4.3. SCAC568 ve SRAP Primerleri Kombinasyonu ile PCR Amplifikasyonu

Calismanin bu kisminda; SRAP primerleri ve Tsw geni ile baglantili SCAC568
primeri kombinasyonlar1 olusturularak c¢izelge 3.5°de gosterilen bulklar arasinda
polimorfizm bulmak amaclanmistir. Bunun i¢in 58 primer kombinasyonu kullanilmis
olup; SCAC568(R) - Em2, SCAC568(R) - Em4, SCAC568(R) - Em1, SCAC568(R) -
Me7, SCAC568(R) - Mell kombinasyonlarinin hassas ve dayanikli bulklar arasinda
polimorfizm verdigi belirlenmistir.

S00bp

Sekil 4.4. Polimorfik SCAC568-SRAP kombinasyonlariin DNA bulklarina ait agaroz
jel gortintiileri, M: 1kb DNA leader
A) SCAC568(R) - Em2
B) SCAC568(R) - Em4
C) SCAC568(R) - Eml
D) SCAC568(R) - Me7
B1: Homozigot dayanikli bulk, B2: Heterezigot dayanikli bulk
B3: Homozigot hassas bulk, B4: Homozigot dayanikli bulk
BS5: Heterezigot dayanikli bulk, B6: Homozigot hassas bulk
TSWV’ye dayanikli 2 farkli yabani genotip: K1 (P1152225), K2 (CM334)
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Bulklarda polimorfik oldugu belirlenen kombinasyonlarin 96 adet F4 bitkisinde
acilim durumunun belirlenmesi amaci ile PCR analizleri yapilmistir ancak; hassas ve
dayanikli DNA bulklarindan elde edilen polimorfik DNA bantlar1 bireylerde tekrar elde
edilememistir. SRAP ve SCAC568 primerleri i¢in optimize edilen kosullar temel
almarak PCR karisimi bilesenlerinin farkli miktarlar1 ve farkli annealing dereceleri
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 tekrarlanmistir ancak bulklardaki polimorfik DNA
bantlarinin bireylerde elde edilen sonuglarda tekrar goriintiilenememistir.

4.4. SSR Primerleri ile PCR Amplifikasyonu

29 adet SSR primerinin hassas ve dayanikli DNA bulklar1 ile yapilan PCR
analizleri sonrasinda iirlinler agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. 23 adedinden
hassas ve dayanikli bulklarda monomorfik DNA bandi elde edilirken; 4 adedinden
polimorfik DNA band: elde edilmistir. 2 adedinde ise PCR iiriinii elde edilememistir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan SSR primerleri ve PCR sonuglari

S5R primer adi | Polimorfizm | 55K primer ada Polimorfizm
CAeMSO0DS CAMSST1 -
CaES008%9 Hpms1-1 X
CaES2666 Hpms1-117 -
CaES2865 Hpms1-148 -
CaE34597 Hpms 2-13 -
CAMS-20 + HpmsEOQ031 +
CAMS-101 HpmsEQ3% -
CAMNS-153 HpmsEQG5 -
CAMS-162 HpmsEQ96 -
CAMS-311 Hpms2-21 -
CAMS-31% Gpms159 +
CAMS-327 + CAMS-336 -
CAMS-668-2 ge241-820pms0561W -
CAMS-838 ge70-390pm A 0L 68C pid
CAMNS-864

+ Polmorfizm war
- Polmerfizm vok

X PCE iriinil elde edilemedi
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Bl Bl B3 B4 BS B6 KI K2 M

Sekil 4.5. Monomorfik SSR primerlerinden Caes0089(A) ve CAMS-101(B) e ait agaroz
jel goriintiisti
B1: Homozigot dayanikli bulk, B2: Heterezigot dayanikli bulk
B3: Homozigot hassas bulk, B4: Homozigot dayanikli bulk
BS5: Heterezigot dayanikli bulk, B6: Homozigot hassas bulk
TSWV’ye dayanikli 2 farkli yabani genotip: K1 (P1152225), K2 (Cm335)
M: 1kb DNA leader

CAMS-020, CAMS-327, Gpms 159 ve Hpmse031 SSR primerleri PCR
iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrasinda hassas ve dayanikli bulklar arasinda
polimorfizm belirlenmistir. Bulklarda polimorfik oldugu belirlenen SSR primerlerinin
96 adet F4 bitkisinde ac¢ilim durumunun belirlenmesi amaci ile PCR analizleri
yapilmistir ve SCAC568 molekiiler testlenmesinden elde edilen veriler ile tutarliliklart
incelenmistir.

CAMS-020 primerinin hassas ve dayanikli bulklar ile PCR amplifikasyonu
sonrasinda yaklagik 180bp biiyiikligiindeki DNA bandinin polimorfik oldugu
belirlenmistir ve sekil 4.6’da agaroz jel goriintiisii gosterilmistir. Elde edilen
polimorfizmin F4 bireyleri ile analizleri yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.
Bireylere ait agaroz jel goriintiisti sekil 4.7’de gosterilmistir.
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Bl B2 B3 B4 BS B6

—_—

S00 bp mp s—
300 bp mm—p _ .
| | |

200 bp ™=—> — SR i e GRS i

100 bp sp °

Sekil 4.6. CAMS-020 primerinin bulklardaki agaroz jel goriintiisii
B1: Homozigot dayanikli bulk (RR), B2: Heterezigot dayanikli bulk (Rr)
B3: Homozigot hassas bulk, B4: Homozigot dayanikli bulk (RR)
B5: Heterezigot dayanikli bulk (Rr), B6: Homozigot hassas bulk (rr)
M: 1kb DNA leader (100 bp)

6 7 8 910111213141516171819 20 21222324 252627282930 3132 M

. _--_T--Q. e —

33 343536373839404]1 42434445464748495051 52 5354 555657 58596061 62 6364 M

RR

656667686970 7172 73747576777879 808182 838485868788 8990919293 9495 96 M

Sekil 4.7. CAMS-020 primerinin 96 genotipe ait agaroz jel goriintiisi
3,13,43 nolu orneklerde gosterildigi gibi diger genotiplerde skorlanmistir
M: 1kb DNA leader

31



BULGULAR Selcan SEVINC SOLAK

CAMS-327 primerinin hassas ve dayanikli bulklar ile PCR amplifikasyonu
sonrasinda yaklagitk 450 bp biyiikligindeki DNA bandmin polimorfik oldugu
belirlenmistir ve sekil 4.8’de agaroz jel goriintiisii gosterilmistir. Elde edilen
polimorfizmin F4 bireyleri ile analizleri yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.
Bireylere ait agaroz jel goriintiisii sekil 4.9°da gosterilmistir.

750bp~
500bp w—

250bp—

Sekil 4.8. CAMS327 primerinin bulklarda agaroz jel goriintiisii
B1: Homozigot dayanikli bulk (RR), B2: Heterezigot dayanikli bulk (Rr)
B3: Homozigot hassas bulk, B4: Homozigot dayanikli bulk (RR)
B35: Heterezigot dayanikli bulk (Rr), B6: Homozigot hassas bulk (rr)
M: 1kb DNA leader

345678 91011121314 151617181920212223242526272829303132 M

3334353637383940414243444546474849505152535455565758596061626364 M

il . Q_.._ - pe—

6566676869707172737475767778798081828384858687888990919293949596 M

Rr

Sekil 4.9. CAMS327 primerinin 96 genotipe ait agaroz jel goriintiisii
39,42, 87 nolu 6rneklerde gosterildigi gibi diger genotiplerde skorlanmistir
M: 1kb DNA leader

32



BULGULAR Selcan SEVINC SOLAK

Gpms 159 primerinin bulklar ile PCR amplifikasyonu sonrasinda yaklasik 300
bp biiyiikliigiindeki DNA bandmin hassas ve dayanikli bulklar arasinda polimorfik
oldugu belirlenmistir ve sekil 4.10’da agaroz jel gorintiisii gosterilmistir. Elde edilen
polimorfizmin F4 bireyleri ile analizleri yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.
Bireylere ait agaroz jel goriintiisii sekil 4.11°de gosterilmistir.

500bp we—
400bp
300bp c—

200D w—p

100bp—)

Sekil 4.10. Gpms 159 primerinin bulklarda agaroz jel goriintiisii
B1: Homozigot dayanikli bulk, B2: Heterezigot dayanikli bulk
B3: Homozigot hassas bulk, B4: Homozigot dayanikli bulk
B5: Heterezigot dayanikl: bulk, B6: Homozigot hassas bulk
M: 1kb DNA leader

3334353637383940414243 44454647 4849 50515253 545556 5758 5960 61 6263 64
5

AR IEI EI e — — - - e =
RR or )

Sekil 4.11. Gpms 159 primerinin 1-64 arasindaki genotiplere ait agaroz jel goriintiisii

40, 43nolu 6rneklerde gosterildigi gibi diger genotiplerde skorlanmistir
M: 1kb DNA leader

33



BULGULAR Selcan SEVINC SOLAK

HpmsEO31 primerinin bulklar ile PCR amplifikasyonu sonrasinda yaklagik
250bp biiytikliigiindeki DNA bandinin hassas ve dayanikli bulklar arasinda polimorfik
oldugu belirlenmistir ve sekil 4.12°de bu primerin PCR firlinlerine ait agaroz jel
goriintlisii gosterilmistir. Elde edilen polimorfizmin F4 bireyleri ile analizleri yapilarak
sonuglar degerlendirilmistir. Bireylere ait agaroz jel goriintiisii sekil 4.13°de
gosterilmistir.

Sekil 4.12. HpmsEO031 primerinin bulklarda agaroz jel gorintiisii
B1: Homozigot dayanikli bulk, B2: Heterezigot dayanikli bulk
B3: Homozigot hassas bulk, B4: Homozigot dayanikli bulk
B5: Heterezigot dayanikli bulk, B6: Homozigot hassas bulk
M: 1kb DNA leader

6 7 8 910 11121314151617181920212223 242526272829303132 M

-
o §

33343536 3738394041424344454647 48495051525354 55565758596061 6263 64

- — _-—— e - - - - .--B---—--

Rr

65666768697071 727374 75 76 7778 7980 8182 83 84 85 868788 8990919293 94 95 96 M|

Sekil 4.13. HpmsEOQ31 primerinin 96 genotipe ait agaroz jel goriintiisii
1, 32, 58 nolu genotiplerde gosterildigi gibi diger genotiplerde skorlanmistir
M: 1kb DNA leader (250 bp)
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CAMS020, CAMS327, Gpmsel59 ve Hpmse031 SSR primerleri ve SCAC568
testlemesinden elde edilen sonuglarin molekiiler karakterizasyonu Cizelge 4.3’de
gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. SCACS568 primeri ve polimorfik SSR primerlerinden elde edilen sonuglar

Ornek SCAC CAMS | CAMS | Gpms Hpmse Ornek SCAC CAMS | CAMS | Gpms | Hpmse
568 020 327 159 031 568 020 327 159 031
1 rr rr rr - rr 49 RR Rr RR - RR
2 rr rr rr RR rr 50 RR rr rr rr RR
3 rr r RR RR rr 51 RR rr - RR RR
4 rr RR rr RR rr 52 RR rr RR RR RR
5 rr RR RR RR rr 53 RR rr RR rr RR
6 rr RR rr RR rr 54 - rr RR rr Rr
7 rr RR RR RR rr 55 Rr rr RR rr Rr
8 rr RR Rr RR rr 56 RR RR r rr RR
9 rr RR Rr RR rr 57 RR RR RR rr RR
10 rr r RR RR rr 58 Rr rr - RR Rr
11 rr RR RR RR rr 59 RR Rr rr rr RR
12 rr RR RR RR rr 60 rr rr rr RR rr
13 rr Rr RR RR rr 61 rr Rr RR rr I
14 rr rr RR RR rr 62 rr rr RR rr rr
15 rr - - RR rr 63 rr rr I - I
16 rr Rr RR RR rr 64 rr rr r rr rr
17 RR rr RR - RR 65 rr rr I rr I
18 RR rr RR r RR 66 rr rr - RR I
19 RR rr rr rr RR 67 rr rr r rr rr
20 RR rr RR r RR 68 rr rr I RR I
21 RR rr rr rr RR 69 rr rr RR RR rr
22 RR rr rr r RR 70 rr rr RR RR I
23 RR rr rr rr RR 71 rr RR RR RR rr
24 RR rr RR rr RR 72 rr Rr RR - rr
25 RR rr rr r RR 73 rr Rr RR RR I
26 RR rr RR rr RR 74 rr Rr RR RR rr
27 rr rr RR I rr 75 rr rr RR RR I
28 rr rr rr rr rr 76 rr rr rr rr rr
29 rr rr RR I rr 77 rr rr I RR I
30 rr rr RR rr rr 78 rr rr rr RR rr
31 rr rr rr I rr 79 rr RR RR RR I
32 rr rr RR r rr 80 rr rr r RR I
33 rr rr rr rr rr 81 rr rr rr rr rr
34 rr rr rr rr rr 82 rr rr RR RR rr
35 rr rr rr I rr 83 rr Rr RR rr I
36 rr rr Rr - rr 84 rr rr RR rr rr
37 rr rr RR rr rr 85 rr rr RR - rr
38 rr rr rr RR rr 86 rr rr RR RR I
39 rr RR RR rr rr 87 rr rr Rr RR rr
40 rr rr RR RR rr 88 rr rr RR RR I
41 rr rr RR rr rr 89 rr rr RR RR rr
42 rr rr rr rr rr 90 rr rr RR RR rr
43 rr RR RR r rr 91 rr rr r RR I
44 rr rr rr RR rr 92 rr RR Rr rr rr
45 rr RR rr r rr 93 rr rr RR RR I
46 rr rr RR r rr 94 rr rr RR rr I
47 rr RR rr rr rr 95 rr rr - rr rr
48 rr Rr rr r rr 96 rr rr Rr - I
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Polimorfik oldugu belirlenen 4 adet SSR primerinin 96 adet genotip ile PCR
amplifikasyonu sonrasinda, agaroz jel gorintileri degerlendirilerek, SCAC568
molekiiler testlemesinden elde edilen sonuclar ile tutarliliklar1 karsilastirilmistir
(Cizelge 4.3). Buna gore CAMS020, CAMS327 ve Gpmsel59 primerlerinden elde
edilen sonuglarin, SCAC568 testlemesi sonuglari arasinda tutarlilik olmadig
belirlenirken; HpmsE031 markir ile yapilan molekiiler testleme sonuglari arasinda %
100 oraninda tutarlilik oldugu belirlenmistir.

HpmsEO031 markirmin (TC)6 motifinde oldugu (Yi vd 2006) ve yapilan
bioinformatik analizi sonucu TSWV’ye dayaniklilik kaynagi C. chinense genomunda
10. kromozomda 268,700,000 bp ile 285,300,00 bp genom bdlgesini kapsayan alan
icinde bulundugu belirlenmistir. Bu ¢alisma dahilinde; HpmsEO31 markirina ait sekans
ile BLAST analizi yapildiginda toplam 4 bp uzunlugunda iki indel bdlgesi tespit
edilmistir. C. annuum 'CM334', C.annuum var. glabriusculum ve C. annuum L.
TSWV’ye hassas biber genotiplerinde 171 bp uzunlugunda, C. chinensis TSWV’ye
dayaniklilik kaynaginda ise 167 bp biiyiikligiinde DNA bolgesi belirlenmistir. Bahsi
gecen indel bolgelerine ait BLAST analizi asagida sunulmustur.

Q 1 ccctaaatcaaccccaaattcaatctctetctetetetaaaaatcctetetctetetett 60
LODCEDEEEEE T PP E R e FEr e ey

S : 2687 ccctaaatcaaccccaaattcaatetetetetetet--aaaaatectet--ctetetett 2742

Q : 61 cgatcccaaattgttaaaacccaaaattcgttcactttticttcaatttttgttaacaat 120

S 2743 cgatcccaaattgitaaaacccaaaattcgttcactttticttcaatttttgttaacaat 2802

bl et e o f

Sekil 4.14. HpmsE031 markirinin BLAST analizi sonuglari

Hpmse031 markirmin ¢ogalttigt genom bdlgesinde dayanikli ve hassas
bireylerin arasinda arasinda baz sayist farkinin az olmasindan (4bp) dolay: daha net
sonug¢ elde etmek amaci ile PCR iriinleri ayrica Fragment Analyzer Capillary
Elektroforesis sisteminde goriintiilenmistir ve elde edilen jel goriintiisii sekil 4.15°de
gosterilmistir. Agaroz jel goriintiilemesi ile Fragment Analyzer Capillary Elektroforesis
sisteminden elde edilen sonuglarin paralellik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Fragment Analyzer™ ile yapilan analiz sonrasinda HpmsE03 1 markirinin 48
adet genotipe ait sanal jel goriintiisii

HpmsEO31 SSR markirinin giivenilirliginin artirilmast amact ile farkli genetik
altyapiya sahip populasyonlarda toplam 381 adet biber genotipinde denemesi
yapilmistir. Bu genotiplere ait SCAC568 primeri ile PCR amplifikasyonu ve sonrasinda
kesim tirlinlerinin agaroz jel gorintiileri, HpmsEO31 primeri ile PCR amplifikasyonuna
ait agaroz jel goriintiileri ve elde edilen sonuglarin molekiiler karakterizasyonuna ait
veriler ¢alismanin ekler boliimiinde gosterilmistir. Cizelge 4.4’de 381 adet Ornegin
temin edildigi firmalara gore gruplandirilarak adlandirilmasi, gruplarin 6rnek sayilari ve
Hpmse031 markirindan elde edilen sonuglar ile SCAC568 molekiiler testlemesinin
sonuglarinin tutarlilik yiizdelerine ait veriler gosterilmistir.

Cizelge 4.4. SCAC568 ve Hpmse031 markirlarindan elde edilen sonuglarin molekiiler
karakterizasyonu

ﬁrnekler'm ver SCAC568 moleliiler

aldwz gruplan Ornek sayisi tf:?;ﬁ:lmﬁﬂrx :;[]]il *
adlan viizdeleri
P1 96 %406 EK3
P2 40 %299.6 EK#6
P3 15 %100 EK®8
P4 32 %2995 EK11
B3 82 %099.2 EEK13
P6 96 %08 EK17

* SCAC568 ve Hpmse03 1 markirlarindan elde edilen sonuglarin molekiiler karakterizasyonunun yer
aldig1 tablolar
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5. TARTISMA

Bitki genetik dayanikliligini kullanmak, bitki virlis hastaliklar1 ile kimyasal
yontemlerin yetersiz kalmasindan dolayr en etkili ve ekonomik metottur. Biberde
TSWV’ye karst dayanikliligin dominant tek gen (Tsw) tarafindan hipersensitif
reaksiyon olusturarak saglandigi Jahn vd (2000) tarafindan ortaya konulmustur. Tsw
geninin diger tospoviris tiirlerinden tomato chlorotic spot viriis (TCSV) ve groundnut
ring spot virlisiine (GRSV) kars1 dayaniklilik saglamadigi (Boiteux ve De Avila 1994),
impatiens necrotic spot virlisin (INSV) iki izolatina kars1 dayamiklilik sagladigi
Roggero vd (1996) tarafindan belirlenmistir.

TSWV’ye dayanikli cesit gelistirilmesi i¢in yiiriitiilen 1slah calismalarinda Tsw
genini dayanikli genotiplerden istedigimiz kiiltiir ¢esidine aktarmak i¢in iki yontem
mevcuttur. Bunlardan ilki klasik geri melezleme yontemidir ve her geriye
melezlemeden Once viriis inokiilasyonu yapilmaktadir. TSWYV inokiilasyonundan sonra
gozlemler yapilarak ya da serolojik yontemler ile belirlenen dayanikli bitkiler geriye
melezlemede kullanilmaktadir. TSWV’nin bircok Avrupa iilkesinde karantina altina
alman patojenler arasinda olmasi sebebi ile vektdr tretimi, ya da inokulumun
hazirlanmasi sirasinda kontrollii sartlarda calisilmasi ve bulasmalarin 6nlenmesinin
gerekliliginin yan1 sira; TSw geni ile saglanan dayanikliligin TSWYV strainleri tarafindan
kirildig1 birgok iilkede yapilan ¢alismalarda ortaya konulmus ve elde edilen sonuglarin
yanlis yorumlanmasina neden olabilecegi Moury (1997) tarafindan belirtilmistir.
Yukarida sayilan dezavantajlarin yanisira bu yontemde homozigot (RR) ve heterezigot
(Rr) dayanikli bireylerin ayirt edilememesi ikinci yontem ‘molekiiler markir destekli
seleksiyon (MAS) un 6nem kazanmasina yol agmaktadir.

TSWYV dayanimli biber hat ve ¢esitleri gelistirilmesi amaci ile MAS amagh
kullanilabilir bir CAPS markir1t Moury vd (2000) tarafindan gelistirilmistir. Haritalama
populasyonu ‘PI 195301 (hassas ebebeyn) x PI 152225 (dayanikli ebebeyn)’
melezlemesinden olusan F2 populasyonu olan ¢alismada RAPD markirinin klonlanmasi
ve DNA dizisinin belirlenmesinden sonra, DNA dizisi kullanilarak SCAR primeri
sentezlenmis (SCAC568) ve bu primer ile PCR amplifikasyonunda 568 bp
biiytikliigiinde tek bant elde ettiklerini belirtmislerdir. SCAR primeri kesim enzimi
(Xba, Taqgl, Haelll) kullanilarak CAPS markirina doniistiiriilmiis ve CAPS markiriin
Tsw genine 0.9 + 0.6 ¢cM uzaklikta oldugu belirtilmistir. Ancak farkli genetik yapiya
sahip biber genotiplerinde yapilan testlemelerde heterozigot\homozigot diizeyde
sonuglarm degerlendirilmesinde tutarsizliklarin olabildigi gdzlenmistir. ikten vd (2010)
tarafindan yapilan bir ¢alismada bu tutarsizliklarin 6nlenmesi amaciyla Moury vd
(2000) tarafindan belirtilen yontemde uygulanan kesim asamasina ilaveten farkli bir
kesim enzimi ile ikinci bir kesim asamasinin gerekliligi vurgulamistir. Iki ayr1 kesim
enzimi kullanilarak yapilan testlemelerde farkli genetik yapiya sahip 1slah
materyallerinin TSWV’ye dayanimlarinin degerlendirilmesinde yasanan tutarsizliklar
onlense de; iki farkli kesim sonucunun degerlendirilmesinde yasanan zorluklar, zaman
kaybi, hata yapma ihtimali ve maliyetin artmasi gibi olumsuzluklari beraberinde
getirmektedir. Bu nedenlerden 6tiirii MAS amacgli kullanilabilir yeni markir(lar)in
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gelistirilmesi bu calisma dahilinde amaglanmistir. Elde edilen markir ile yapilan
testlemelerde halen kullanilan metotta yer alan enzimlerle kesim asamasina gerek
kalmayarak sadece PCR ile testleme tamamlanabilecegi i¢in yeni testleme metodu
onceki metottan daha pratik, giivenilir ve ekonomik olacaktir.

Bu calisma birbirini takip eden ii¢ asamadan olusmustur. Ilk asamada fiziksel ve
molekiiler olarak ¢alisma materyallerinin TSWV’ye dayanimlar karakterize edilmistir
(bknz. Cizelge 4.1.). Toplam 47 genotipin fiziksel gozlem sonuglari ile molekiiler
testleme sonuglar1 arasinda uyumsuzluk belirlenmistir. 16 genotip arazi kosullarinda R.,
molekiiler olarak rr; 26 genotip arazi kosullarinda rr, molekiiler olarak RR ve 5 genotip
ise arazi kosullarinda rr, molekiiler olarak Rr olarak karakterize edilirken; fiziksel
gozlem sonuglari ile molekiiler testleme sonuglar1 arasinda %49,47 oraninda tutarsizlik
oldugu belirlenmigtir. Bu durumun, TSWV simptomlarmin biber bitkilerinde
enfeksiyona neden olan diger virlis hastaliklar1 simptomlarn ile karigtirilmig
olabileceginden, hastaligin yeni bir irkinin varligindan, homozigot hassas genotipteki
(rr) bitkilere hastaligin bulastirilmamis olmasindan ya da CAPS markiri ile gen
arasindaki baglantinin kirilmis olabileceginden kaynaklanabilecegine karar verilmistir.
Thrips populasyonunun yildan yila biiyiik degisiklik gosterdigi (Saidi 2008), thripslerin
biitiin  bitkilere TSWV’yi bulastirmama olasilifit ve bitkilerde farkli biiylime
donemlerinde infeksiyon olusturabilmeleri (Mandal 2001) nedeni ile arazi kosullarinda
TSWV’ye dayaniklilikla ilgili degerlendirmelerde sinirlamalarin olusabildigi yapilan
farkli ¢alismalar ile ortaya konulmustur.

Calismanin ikinci asamasinda; mevcut testleme yonteminde kullanilan primer
ciftinin (SCAC568 F,R) cogalttig1 gen bolgesinden yararlanmak amaci ile bu primerler
SRAP primerleri ile eslestirilmis ve toplamda 58 kombinasyon olusturularak
hassas\dayanikli bulklar arasinda polimorfizm bulmak amaglanmistir. SCAC568-SRAP
primer kombinasyonlarindan 5 tanesinin hassas ve dayanikli DNA bulklari arasinda
polimorfik oldugu belirlenmis olup; F4 bireylerinde a¢ilim durumlariin belirlenmesi
icin PCR amplifikasyonlar1 yapilmistir. Ancak bulklarda elde edilen polimorfik DNA
bant profilleri bireylerde tekrar elde edilememistir. Tekrar edilebilirligini saglayabilmek
amaciyla SRAP ve SCACS568 primerleri i¢in optimize edilen kosullar temel alinarak;
farkli annealing dereceleri ve PCR tepkime bilesenlerinin farkli miktarlar1 denenmesine
ragmen sonu¢ almamamistir. Bu ¢alisma dahilinde yapilan bioinformatik analizler
sonucunda; biber genomunda SCAC568 markirinin en az 20 tane analog gen bdlgesinin
varligt belirlenmistir. Ayni1 primer kombinasyonu ile tekrarlanan farkli PCR
amplifikasyonlarinda primerin farkli analog gen bolgelerine baglanma olasiligi nedeni
ile  bulklarda polimorfik olan SCAC568-SRAP kombinasyonlarinin  tekrar
edilemeyecegine karar verilmistir.
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Calismanin {iglincli asamasinda ise biber icin gelistirilmis ve ¢ogu 10.
kromozom fiizerinde ve Tsw genine yakin bolgelerde haritalanmig 29 adet SSR primeri
kullanilarak bulk segregasyon analizi yontemi ile hassas ve dayanikli bulklar arasinda
polimorfizm veren primerlerin belirlenmesi ve elde edilen polimorfizmin Tsw geni ile
linkaj durumunda olanlarin1 bulmak amag¢lanmistir. Yirmi dokuz adet SSR primerinden
23 adedinde hassas ve dayanikli bulklarda monomorfik DNA bandi elde edilirken; 4
adedinde polimorfik DNA bandi elde edilmistir. 2 adedinde ise PCR iiriinii elde
edilememistir.

Gpms 159, CAMS-327, CAMS-020 ve HpmsEO31 olarak adlandirilan SSR
primerleri ile bulklarda polimorfik DNA bandi elde edilmistir. F4 bireylerinde
polimorfik bant profillerinin belirlenmesi amaci ile PCR analizleri yapilmistir ve elde
edilen polimorfizm bireylerde tekrarlanabilmistir. Ancak; Gpms 159, CAMS-327 ve
CAMS-020 SSR primerlerinden elde edilen sonuglarin SCAC568 primeri kullanilarak
elde edilen molekiiler sonuglar ile tutarlilik gostermedigi belirlenirken; bu durumun
bahsi gecen SSR markir lokuslarinin gene uzak olmasindan kaynaklanabilecegi
disiinilmstir.

F4 kademesindeki 96 genotipin; HpmsEO31 SSR primerinden elde edilen
sonuglar ile SCAC568 primeri ile elde edilen sonuglar arasinda rekombinasyon
goriilmemis ve %100 oraninda uyum belirlenmistir. Hpmse03 1 markirinin farkli genetik
yapilardaki gilivenilirliginin test edilmesi amaci ile 381 adet biber genotipinde taramasi
gerceklestirilmigtir. Hpmse031 ve SCAC568 molekiiler sonuglar1 arasinda P1 96 6rnek
%96, P2 40 6rnek %99,6, P3 15 6rnek %100, P4 52 6rnek %99,5, P5 82 6rnek %99,2,
P6 96 6rnek %98 oraninda uyum gosterdigi belirlenmistir. Orneklerin farkli genetik
altyapilardan gelmesinin sonucu olarak, SCAC568 ve Hpmse031 testlemesinin
sonuclar1 arasinda P1°de %4, P2’de %0,4, P4’de %0,5, P5’de %0,8 ve P6’da %2 lik
fark olustugu ve markir ile gen arasindaki baglantinin kirilmig olabileceginden
kaynaklandigina karar verilmistir.

HpmsEO31 markirinin (TC)6 motifinde oldugu (Yi vd 2006) ve yapilan
bioinformatik analizi sonucu TSWV’ye dayaniklilik kaynagi C. chinense genomunda
10. kromozomda 268,700,000 bp ile 285,300,00 bp genom bdlgesini kapsayan alan
icinde bulundugu belirlenmistir. Bu ¢alisma dahilinde; HpmsE031 markirina ait sekans
ile BLAST analizi yapildiginda toplam 4 bp uzunlugunda iki indel bdlgesi tespit
edilmigtir. C. annuum 'CM334', C.annuum var. glabriusculum ve C. annuum L.
TSWV’ye hassas biber genotiplerinde 171 bp uzunlugunda, C. chinensis TSWV’ye
dayaniklilik kaynaginda ise 167 bp biiyiikliiglinde DNA bdlgesi belirlenmistir. Hassas
ve dayanikli bireyler arasinda baz sayisi1 farklilig1 az oldugu (4bp) ve bazi durumlarda
agaroz jelde ozellikle heterezigot bireylerin ayrimlart giiclesebildigi i¢in HpmsE031
primerinden elde edilen PCR iiriinleri ayrica Fragment Analyzer™ cihazina da
yiikklenmistir. Bu cihaz sayesinde molekiiler verilerin karakterizasyonunda hem daha
dogru sonuglar elde edilmis hem de goriintiileme siireci oldukga kisaltilabilecegi i¢in
testlenecek 0rnek sayisinin fazla oldugu durumlarda kullanigh olabilecegi belirlenmistir.
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6. SONUC

Hastalik ve zararlilara dayanikli c¢esit gelistirilmesi i¢in yapilan 1slah
calismalarinda dayaniklilik testlemeleri 6nemli bir basamagi olusturmaktadir. Cok
sayida bitkinin kisa siirede testlenmesi i¢in miimkiin olan en kolay, giivenilir ve diisiik
maliyetli testleme yonteminin uygulanmasi idealdir. Bu nedenle bir ¢ok tarim iirliniinde
hastalik ve zararlilara dayanikli gesit gelistirmek amaciyla yapilan 1slah ¢aligmalarinda
kullanilmak iizere molekiiler markir gelistirme g¢aligmalar1 yapilmaktadir. Molekiiler
testleme metodlarin1 daha iyi hale getirmek igin ilgili gen bolgesine daha yakin
markirlar bulmak ya da mevcut metodu kisaltip daha pratik hale getirmek igin ¢esitli
bitkilerde ¢alismalar devam etmektedir.

Biberde, TSWV’ye dayaniklilik testlemeleri i¢in mevcut molekiiler testleme
metodu iki defa enzim kesim basamagi icermekte ve heterozigot/ homozigot diizeyde
yapilan testlemelerde sonuclarin degerlendirilmesinde bazi zorluklar yasanmaktadir
(ikten vd 2010). Bu islemler hem zaman kaybina neden olmakta hem de hata yapma
ihtimalini arttirmaktadir. Bu nedenle mevcut molekiiler testleme yOnteminin
iyilestirilmesi, kesim basamaklarinin elimine edilebilmesi i¢in yeni markirlarin
gelistirilebilmesi amaci ile yapilan bu ¢alismada iki farkli markir sistemi (SCAC568-
SRAP ve SSR) kullanilarak, 96 adet F4 kademesindeki biber i1slah materyallerinde
analizler ve degerlendirmeler yapilmistir.

Arazi kosullarinda patojen baskisi altinda kalmis F4 kademesindeki biber
genotiplerinde gozlemler yapilarak TSWV’ye dayanimlan fiziksel olarak karakterize
edilmistir. Ayn1 biber genotipleri mevcut molekiiler testleme yontemi ile testlenerek
TSWV’ye dayanimlart kodominant seviyede belirlenerek; fiziksel ve molekiiler
sonuglarin arasindaki uyum incelenmistir. Buna gore; fiziksel gozlem sonuglari ile
SCAC568 molekiiler testleme sonuglari arasinda %49,47 oraninda uyumsuzluk tespit
edilmistir. Ancak; arazi kosullarinda TSWV’nin thripsler aracilig ile dogal infeksiyon
olugturmalarinda bazi sinirlayict faktorlerin bulunmasi nedeni ile bu oran beklenen bir
sonu¢ olarak kabul edilebilmektedir.

SCAC568-SRAP primerlerinin eslestirilmesi ile toplam 58 kombinasyonunun ve
biber igin gelistirilmis 29 adet SSR primerinin PCR amplifikasyonu yapilarak
hassas\dayanikli DNA bulklar1 arasinda polimorfizm arastirilmistir. SCAC568-SRAP
primer eslestirilmesinde 5 adet kombinasyonun; SSR primerlerinde ise 4 adedinin DNA
bulklar1 arasinda polimorfik oldugu belirlenmis ve F4 kademesindeki bireylerde agilim
durumlart incelenmistir. SCAC568-SRAP  polimorfik primer kombinasyonlari
bireylerde tekrar edilememistir. Bu ¢alisma dahilinde yapilan bioinformatik analizler
sonucunda, biberde SCAC568 markirmin 20 den fazla analog gen bdolgesinin varligi
tespit edilmis oldugundan, bulklarda polimorfik kombinasyonlarin bireylerde
tekrarlanamamast beklenen bir sonug¢ olarak yorumlanabilir. Bulklardan elde edilen
polimorfik SSR bant profilleri bireylerde tekrar edilebilmistir. Bu primerlerden {ig
tanesinin  SCACS568 molekiiler testlemesinden elde edilen sonuglar ile tutarlilik
gostermedigi belirlenirken; Hpmse031 primerinin SCAC568 molekiiler testlenmesinden
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elde edilen sonuglar ile %100 oraninda tutarlilik gosterdigi belirlenmistir. Farkli genetik
altyapiya sahip 381 adet biber genotipinde Hpmse031 markirinin denemesi yapilarak
giivenilirligi arastirilmistir. Bu genotiplerin SCAC568 molekiiler testlemesinden elde
edilen sonuglar ile uyum oranlari; P1 96 6rnek %96, P2 40 6rnek %99,6, P3 15 6rnek
%100, P4 52 6rnek %99,5, P5 82 6rnek %99,2, P6 96 6rnek %98 olarak hesaplanmustir.

Hassas ve dayanikli genotipler arasinda 4bp lik baz dizilimi farki bulundugu
icin PCR iiriinleri hem agaroz jele hem de Fragment Analyzer™ cihazina yiiklenmistir
ve bu sayede agaroz jelde ki ayrismanin yeterli olup olmadiginin incelenmesinin yani
sira agaroz jelden elde edilen sonuclarin desteklenmesi olanagi saglanmustir. iki
sistemden elde edilen sonuglarin birbiri ile tutarlt oldugu belirlenirken; drnek sayisinin
fazla oldugu zamanlarda Fragment Analyzer™ cihaz1 ile testleme siiresinin
kisaltilabilecegi ve isgiicli bakimindan avantaj saglayabilecegi ortaya konulmustur.

Bu c¢alisma kapsaminda; TSWV’ye dayanikli cesit gelistirilmesi i¢in yapilan
1slah ¢alismalarinda halen kullanilan SCACS568 markir1 ile molekiiler testlemenin
dezavantajlariin giderilmesi i¢in yeni markir(lar)in gelistirilmesine calisilmistir. Bu
kapsamda; Hpmse031 SSR markiri ile yapilacak testlemelerde halen kullanilan metotta
yer alan iki ayr1 enzim kesim basamagina gerek kalmayacagi, sadece PCR kurularak
testlemenin tamamlanabilecegi, daha pratik, ekonomik ve giivenilir olmasinin yani sira
daha kisa siirede daha fazla bitkinin testlenebileceginin miimkiin olabilecegi ortaya
konulmustur. Sonug olarak, diinya’da ve iilkemizde yapilan TSWV’ye dayaniklilik
testlemelerinde Hpmse031 markirinin SCAC568 markiria iyi bir alternatif oldugu
ortaya konulmustur.

lleride yapilacak ¢alismalarda; Hpmse031 markirmin kromozom iizerindeki yeri
ve Tsw dayaniklilik genine yakinlig1 fine mapping (yliksek ¢oziiniirliiklii haritalama)
yapilarak belirlenmesi planlanabilir.
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8. EKLER

EK 1. P1 33-80 numarali rneklerin Xba ve Taql enzimleri ile kesim iiriinlerinin agaroz
jel goriintiisii

.
33-80 nolu orneklerin Taql enzimi ile kesim tirlinlerine ait agaroz jel gorilintiisii

33-80 nolu 6rneklerin Taql enzimi ile kesim {iriinlerine ait agaroz jel goriintiisii
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EK 2. P1 96 6rnek Hpmse031 primeri PCR amplifikasyon {iriinleri agaroz jel goriintiisii
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EK 3. P1 96 6rnek SCAC568 ve Hpmse031 markirlarindan elde edilen molekiiler

sonuclar
ornek SCAC568 Hpmse031 ornek SCAC568 Hpmse031

1 Rr Rr 49 RR RR
2 rr rr 50 Rr Rr
3 rr Rr 51 rr rr

4 RR RR 52 rr rr

5 Rr RR 53 rr rr

6 RR RR 54 rr rr

7 RR RR 55 rr rr

8 RR RR 56 Rr Rr
9 Rr Rr 57 rr Rr
10 RR RR 58 rr Rr
11 RR Rr 59 RR RR
12 Rr Rr 60 rr rr

13 rr rr 61 Rr Rr
14 rr rr 62 RR RR
15 rr rr 63 Rr Rr
16 Rr Rr 64 Rr Rr
17 Rr Rr 65 Rr rr

18 RR RR 66 Rr Rr
19 RR RR 67 Rr Rr
20 rr rr 68 RR RR
21 Rr Rr 69 rr rr

22 rr rr 70 RR RR
23 RR RR 71 Rr Rr
24 Rr Rr 72 RR RR
25 RR RR 73 RR RR
26 Rr Rr 74 Rr Rr
27 Rr Rr 75 RR RR
28 rr rr 76 r r

29 rr rr 77 r r

30 RR Rr 78 Rr Rr
31 Rr Rr 79 RR RR
32 Rr Rr 80 rr rr

33 Rr Rr 81 rr rr

34 RR Rr 82 Rr Rr
35 RR RR 83 rr rr

36 Rr Rr 84 rr Rr
37 Rr Rr 85 RR RR
38 rr rr 86 RR RR
39 RR RR 87 rr Rr
40 Rr Rr 88 RR RR
41 Rr Rr 89 RR RR
42 rr rr 90 Rr Rr
43 RR RR 91 RR RR
44 rr rr 92 r 13

45 Rr Rr 93 RR RR
46 Rr Rr 94 RR RR
47 rr rr 95 Rr Rr
48 rr rr 96 Rr Rr
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EK 4. P2 40 6rnek Xba ve Taql enzimleri ile kesim iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

Taql enzimi ile kesim liriinlerine ait agaroz jel goriintiisii

Xba enzimi ile kesim {irlinlerine ait agaroz jel goriintiisii
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EK 5. P2 40 6rnek Hpmse031 primeri PCR amplifikasyon iiriinleri agaroz jel goriintiisii
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EK 6. P2 40 6rnek SCAC568 ve Hpmse031 markirlarindan elde edilen sonuglarin
molekiiler karakterizasyonu

ornek SCAC568 Hpmse031 ornek SCAC568 Hpmse031
1 RR RR 21 rr rr
2 RR RR 22 rr rr
3 RR RR 23 Rr Rr
4 RR RR 24 rr rr
5 Rr Rr 25 RR RR
6 RR RR 26 RR RR
7 Rr Rr 27 rr rr
8 RR RR 28 Rr rr
9 rr rr 29 rr rr
10 re re 30 Rr Rr
11 rr re 31 RR RR
12 rr rr 32 Rr Rr
13 rr rr 33 rr rr
14 rr rr 34 rr Rr
15 re re 35 RR RR
16 rr rr 36 rr rr
17 rr rr 37 RR RR
18 rr rr 38 Rr Rr
19 re re 38 RR RR
20 rr rr 40 Rr Rr
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EK 7. P3 15 6rnek, Xba ve Tagl enzimleri ile kesim iiriinlerinin ve Hpmse031 primeri
PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri

Hpmse031 primeri PCR amplifikasyon iiriinleri agaroz jel goriintiisii
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EK 8. P3 15 6rnek SCAC568 ve Hpmse031 markirlarindan elde edilen sonuglarin

molekiiler karakterizasyonu

ornek

SCAC568

Hpmse031

rr

rr

rr

rr

rr

rr

Rr

Rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr
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rr

rr

rr

rr

rr

rr

rr

Rr

Rr

rr
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EK 9. P4 52 6rnek Xba ve Taqgl enzimleri ile kesim iirlinlerinin agaroz jel goriintiisii
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Xba enzimi ile kesim iirlinlerine ait agaroz jel goriintiisii
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EK 10. P4 52 6rnek Hpmse031 primeri PCR amplifikasyon tiriinleri agaroz jel
goruntiisi

3334353637383940 4142434445464748
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EK 11. P4 52 6rnek SCAC568 ve Hpmse03 1 markirlarindan elde edilen sonuglarin
molekiiler karakterizasyonu

ornek |SCAC568 Hpmse031 ornek |SCAC568 Hpmse031

1 Rr Rr 27 rr Rr

rr rr 28 Rr Rr
3 rr rr 29 rr rr
4 rr rr 30 rr Rr
5 rr rr 31 rr rr
6 rr rr 32 rr rr
7 rr rr 33 rr rr
8 rr rr 34 Rr Rr
9 rr rr 35 rr rr
10 rr rr 36 Rr? Rr
11 rr rr 37 rr rr
12 rr rr 38 rr rr
13 Rr Rr 39 re rr
14 rr rr 40 Rr Rr
15 r rr 41 rr rr
16 rr rr 42 rr rr
17 rr rr 43 rr rr
18 rr rr 44 rr rr
19 Rr Rr 45 re rr
20 rr rr 46 rr rr
21 rr rr 47 rr rr
22 rr rr 48 rr rr
23 rr rr 49 rr rr
24 rr rr 50 rr rr
25 rr rr 51 rr rr
26 Rr Rr 52 re rr
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EK 13. P5 82 6rnek Xba ve Taql enzimleri ile kesim {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii

=1 L™ I . I T 3+
2 3 .4 s R 4 15 16 M

81 82 M
Xba enzimi ile kesim {irlinlerine ait agaroz jel goriintiisii
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EK 12. P5 82 6rnek Hpmse031 primeri PCR amplifikasyon {iriinleri agaroz jel
goruntusu

57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 MHKDK

—

5 76 77 78 79 80 81 82 M HKDK
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EK 13. P5 82 6rnek SCAC568 ve Hpmse03 1 markirlarindan elde edilen sonuglarin
molekiiler karakterizasyonu

ornek SCAC568 Hpmse031 ornek SCAC568 Hpmse031
1 rr rr 42 rr rr
2 rr rr 43 rr rr
3 rr rr 44 rr rr
4 rr rr 45 Rr Rr
5 ? rr 46 Rr Rr
6 rr rr 47 rr rr
7 Rr? rr 48 rr rr
8 rr rr 49 Rr Rr
9 rr rr 50 Rr Rr
10 rr rr 51 Rr Rr
11 rr rr 52 RR RR
12 rr rr 53 RR RR
13 rr rr 54 Rr Rr
14 rr rr 55 Rr Rr
15 rr rr 56 Rr Rr
16 rr rr 57 Rr Rr
17 re rr 58 re RR
18 rr rr 59 Rr Rr
19 rr rr 60 re rr
20 rr rr 61 Rr Rr
21 rr rr 62 Rr Rr
22 rr rr 63 RR RR
23 rr rr 64 rr rr
24 rr rr 65 re rr
25 rr rr 66 rr rr
26 rr rr 67 rr rr
27 rr rr 68 re rr
28 rr rr 69 rr rr
29 rr rr 70 rr rr
30 rr rr 71 rr rr
31 rr rr 72 rr rr
32 rr rr 73 rr rr
33 rr rr 74 rr rr
34 rr rr 75 rr rr
35 rr rr 76 rr rr
36 rr rr 77 rr rr
37 rr rr 78 rr rr
38 re rr 79 rr rr
39 re rr 80 re rr
40 rr rr 81 rr rr
41 rr rr 82 rr rr
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EK 14. P6 96 6rnek Xba ve Taql enzimleri ile kesim iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii

81 82 8 84 8 8 87 88 89 90 91 92
Xba enzimi ile kesim tirlinlerine ait agaroz jel goriintiisii

75



EKLER Selcan SEVINC SOLAK

EK 15. P6 96 6rnek Hpmse031 primeri PCR amplifikasyon iiriinleri agaroz jel
goruntisu
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EK 16. P6 96 6rnek HpmsEOQ31 primeri ile PCR amplifikasyon iiriinleri Fragment
Analyzer™ goriintiisii
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EK 17. P6 96 6rnek SCAC568 ve Hpmse03 1 markirlarindan elde edilen molekiiler

sonuglar
ornek SCAC568 Hpmse031 ornek SCAC568 Hpmse031

1 rr rr 49 rr rr
2 rr rr 50 rr rr
3 rr rr 51 rr rr
4 rr rr 52 r rr
5 rr rr 53 rr rr
6 rr rr 54 - rr
7 rr rr 55 rr rr
8 rr rr 56 rr rr
9 rr rr 57 rr rr
10 rr rr 58 rr rr
11 rr rr 59 rr rr
12 rr rr 60 rr rr
13 rr rr 61 rr rr
14 rr rr 62 RR RR
15 rr rr 63 RR RR
16 rr rr 64 RR RR
17 rr rr 65 RR RR
18 rr rr 66 RR RR
19 rr rr 67 RR RR
20 rr rr 68 RR RR
21 rr rr 69 Rr RR
22 rr rr 70 R? RR
23 rr rr 71 RR RR
24 rr rr 72 rr rr
25 rr rr 73 Rr Rr
26 rr rr 74 Rr Rr
27 rr rr 75 Rr Rr
28 rr rr 76 Rr Rr
29 rr rr 77 Rr Rr
30 rr rr 78 Rr Rr
31 rr rr 79 r Rr
32 rr rr 80 r Rr
33 rr rr 81 r Rr
34 rr rr 82 Rr Rr
35 rr rr 83 Rr Rr
36 rr rr 84 Rr Rr
37 rre rr 85 Rr Rr
38 rr rr 86 Rr Rr
39 rr rr 87 Rr Rr
40 rre rr 88 rr rr
41 rr rr 89 r r
42 rr rr 90 r r
43 rr rr 91 r r
44 rr rr 92 - r
45 rr rr 93 r r
46 rr rr 94 r r
47 rr rr 95 rr rr
48 rr rr 96 rr rr
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