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OZET

BIBER'DE (Capsicum anuum) TOTUN MOZAIK VIRUSU (TMV -TOBACCO
MOSAIC ViRUS) VE DOMATES LEKELI SOLGUNLUK VIiRUSU (TSWV -
TOMATO SPOTTED WILT VIRUS)’NE KARSI MOLEKULER MARKIR
YARDIMLI (MAS) SELEKSIYON ILE DAYANIKLI HATLARIN
GELISTIRILMESI

Canseri BOZKUS
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Nedim MUTLU
Haziran 2018; 45 sayfa

Biberin tiiketim aliskanliginda 6nemli bir yerinin olmasi ve Diinya yas sebze
ticaretinde 6nemli bir yer almasi sebebiyle yogun 1slah ¢alismalarina konu olan tiirler
arasindadir. Fakat her sebze tiirlinde oldugu gibi hastalik/zararli baskisi dayanikli
genetik materyal gelistirme, dolayisiyla dayanikli hibrit gelistirme, galismalarina ivme
kazandirmigtir. Mekanik / Kklasik testlemenin zorluklar1 nedeniyle de ilgili patojenlere
karst dayanim saglayan gen(ler)e bagli molekiiller markir kullanimi hizla
yayginlasmigtir. Hastalik ve zararlilar arasindan biber i¢in ilk sirada TMV/(Tobacco
mosaic viriis) ve TSWV(Tomato Spotted Wilt Virus) gelmektedir. Bu nedenle ¢alismada
TMV ve TSWV dayaniklilik genleri bakimindan agilim gdsteren biber populasyonlarinda (F2
ve F3) dayanikli bitkilerin ilgili molekiiler markirlar yoluyla tesbiti ve ¢oklu dayanimli hatlarin
gelistirilmesi amaglanmustir.

Calismada markir destekli seleksiyon (MAS) yontemi kullanilmig, 12 adet ticari
cesit(F1 hibrit) 2012 guz sezonunda dikilmis, kendilenmis ve F2 tohumlari alinmistir. Agilim
gosteren F2 generasyonunda segilen bitkilerde TMV dayanimi igin L3 ve L4 alleleri, ve
TSWV dayanimi igin de Tsw genlerinin varligi tespit edilmistir. F2 generasyonunda
secilen bitkilerin F3 projenilerinde segilen bitkilerde bu dayanimlar ilgili molekiiler
markirlar ile takip edilmistir. Calismada TSWV dayanimi ig¢in kodominant CAPS
markirt SCAC568 kullanilmis, TMV dayaniminda; L3 alleli i¢in 189D23M, L4 allelinin
amplifikasyonu i¢inde 060I12END dominant markerlar1 kullanilmistir. L3 ve L4 dayanimlar
dominant markirla takip edildigi i¢in F2 popiilasyonunda beklenen segregasyon 3:1,
Tsw dayanimi ise kodominant markirla takip edildigi i¢in segregasyon 1:2:1 olmustur.
llgili markir lokuslarinin F2 agilimlart igin kikare(y2) analizleri yapilmistir.
Kodominant markir beklenen 1:2:1 ac¢ilimi gdstermis olmasina ragmen L3 ve L4
lokuslarini temsil eden dominant markirlar beklenen 3:1 acilimindan 6nemli derecede
sapma gostermistir. MAS kullaniminin biber 1slahi i¢in 6nemi ve sonuglari tartigilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, dayaniklilik, L3, L4, virlis
JURI: Prof. Dr. Nedim MUTLU
Dr. Og. U. Cengiz IKTEN

Dr. Og. U. Hasan PINAR



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF PEPPER (Capsicum anuum) LINES FOR
RESISTANCE AGAINST TOMATO MOSAIC VIRUS (TMV) AND TOMATO
SPOTTED WILT VIRUS (TSWV) VIA MOLECULAR MARKER ASSISTED

SELECTION (MAS)

Canseri BOZKUS
MSc Thesis in Agricultural Bitechnology
Supervisor: Prof. Dr. Nedim MUTLU
June 2018; 45 pages

Pepper have an important place in consumption habits and taking in a big place
in world's vegetable exports. As a result when seed companies decided to start breeding
activities pepper is among the preferred species. Disease pressure has accelerated the
development of resistant material/line and resistant hybrids, because of the difficulties
of mechanical testing, the use of molecular markers in plant breeding has accelareted in
the last decade.

In this study, the marker assisted selection (MAS) method was used. In 2012
autumn season 12 commercial hybrid variety planted, selfed and obtained F2 seeds .
The presence of L3, L4 alleles for TMV resistance, and Tsw gene for TSWV resistance
were detected using the molecular markers linked to the gene of interests in the selected
F2 plant, and among the F3 progenies of the selected plants. The markers were co-
dominant CAPS marker SCAC568 for TSWV resistance, and dominant markers
189D23M for the L3 allele and 06012END for the L4 allele. Two dominant markers
linked to L3 and L4 alleles were dominant with an expected segregation ratio of 3: 1,
and a co-dominant marker linked to Tsw resistance with an expected segregation ratio
of 1:2:1 in F2 population. Kisquare (X?) analysis was performed to test segregation
distortion in the F2 population for both dominant and co-dominant marker results. The
codominant marker linked to the Tsw gene segregated 1:2:1 as expected. However,
dominant markers linked to L3 and L4 alleles showed significant distortions.
Ramification of MAS in pepper breeding is discussed.

KEYWORDS: L3, L4, Pepper, resistance, Tsw, virus
COMMITTEE: Prof. Dr. Nedim MUTLU
Asst. Prof. Dr. Cengiz IKTEN

Asst. Prof. Dr. Hasan PINAR



ONSOZ

Solanaceae familyas1 102 genus ve 2500 tiir ile ve ¢ok sayida zirai agidan dnemli
yiyecek ve ilag olarak kullanilan bitkilere sahiptir.

Bu konu; 1slah konusunda yapmis oldugum ¢alismalarla ilgili olmas1 ve bunlari
gelistirici nitelikte olmasi nedeniyle Danigsman’im Sn. Prof. Dr. Nedim MUTLU’nun
Onerisiyle secilmistir.

Islah iirlin yelpazesinin gelismesi ve tiiketici isteklerinin artmasi nedeniyle giin
gectikce onemi artan ve artmaya devam edecek olan bir ¢alisma alanidir. Fakat klasik
1slah c¢aligmalart molekiiller markir ¢alismalariyla desteklenmek zorundadir. Markir
destekli seleksiyon; hastalik baskisinin artmasiyla dayanikli gesit gelistirmenin elzem
olmasi nedeniyle generasyon ilerletme i¢in kullanilan en Onemli yontemdir. Arazi
calismalarini silirdlirdiigiim zamanlarda hastalik baskisinin yiiksek olmasi1 ve thrips
miicadelesinin gii¢ olmasi nedeniyle yasadigimiz materyal kayiplar1 molekiiler markir
destekli seleksiyonun 6nemini tecriibe ederek de anlamamiza neden olmustur.

Tezi hazirlama ve bu alanda kendimi gelistirme konusunda benden bilgi ve
manevi destegini asla esirgemeyen Hocam Sn. Prof. Dr. Nedim Mutluya, yiiksek lisans
egitimim sirasinda bana anlayis gosteren yogun calisma temposunda beni destekleyen
aileme tesekkiir ediyorum.
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AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Biber'de (Capsicum anuum) Tiitiin mozaik viriisii (TMV -Tobacco
Mosaic Virus) ve Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV -Tomato Spotted Wilt Virus)’ne
Kars1 Molekiiler Markir yardimli (MAS) seleksiyon ile dayanikli hatlarin gelistirilmesi ~ adli
bu ¢alismanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu
tez ¢calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin1 gésterdigimi beyan ederim.
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1. GIRIS

Biber; domates ve patlican gibi Solanaceae (Patlicangiller) familyasindan ve
Capsicum cinsi i¢indedir. En ¢ok tiiketimi yapilan tiir Capsicum annuum L.’dur. Sicak
iklim sebzesidir. Tropik iklimlerde ¢ok yillik bir bitkidir.

Biberin anavatani Sili, Peru, Meksika, Orta Amerika kabul edilmektedir. Giiney
Amerika, 6zellikle Brezilya, ¢esitli biber tiir ve formlarin orijin merkezidir.

Biber, protein, karbonhidrat, yag ve vitaminler yoniinden zengin ve beslenme
degeri acisindan ¢ok 6nemli bir sebzedir. C vitamini miktar1 bakimindan bilinenden
daha degerlidir. Her 100 gr biberde 160 mg vitamin C vardir. Degisik mineraller
icermesinin yani sira, aci ve yakici tadi veren kapsaisin alkoloidinin énemli bir
antioksidan oldugu bilinmektedir.

Meyve renkleri, sekilleri baz alinarak farkli sekillerde siniflandirilabilmektedir.
Cok farkl: tipleri bulunmaktadir; sivri biber, dolmalik biber, macar biberi, kiraz biberi,
slis biberleri, konik biberler, Kaliforniya vonder, ango tip, serrano tip ve domates biberi
bunlara 6rnek verilebilir (Sekil 1.1).

Tat durumuna gore; tatli ve aci biber, tag yaprak rengine gore; beyaz ve mor
yaprakli olarak smiflandirilirlar. Meyvesi yenen sebzeler grubundandir. Cigek
biyolojisine gore kendine dbllenen ve az oranda yabanci tozlanma goriilen bir tiirdiir.

Meyve eti rengi ve meyve eti kalinlig her tip i¢in farkli istenmektedir. Meyve
tazeyken meyve eti rengi; beyaz, sari, yesil ve yesilin degisik tonlari, mor olarak
gozlemlenmekte, meyve olgunlasmaya basladiginda ise kirmizi, sar1 ve turuncu
gozlemlenebilmektedir. Meyve et kalinligit Imm ila 6 mm arasinda degismektedir. 1
gramda tohum sayis1 100-200 adet arasinda, bin tane agirligi ise yaklasik olarak 5 gram
ila 8 gram arasinda degismektedir. Tohumlar uygun kosullarda saklandigi takdirde
canliliklarini 3-5 y1l koruyabilirler.



GIRIS C. BOZKUS

Sekil 1.1. Meyve sekillerine gore biber tipleri; @) Jalepeno; b) Macar; c¢) Dolma; d)
Carliston e) Sili; f) Serrano g) Ango

Global meyve ve sebze iretimi kaydedeger artis gostermektedir (Sekil 1.2).
Uretim gecen 10 yilin ortalamasin1 %3 gecmistir. Diinya genelinde 2011 de yaklasik
640 milyon ton meyve ve 1 milyar tondan fazla sebze elde edilmistir (FAOSTAT 2013).
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CHART 64: Per capita vegetable production, including
melons (2000-2010)
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Sekil 1.2. 2000-2010 yillar1 arasindaki diinya sebze ve meyve iretimi (FAOSTAT
2013)

Tarim ticaretinde birgok tiiketilen iriiniin yerel olarak yetistirildigi bir egilim
vardir. Lokal olarak iiretimin talebi karsilamadigi zaman kiiresel ticaret agig1 kapatmada
etkili olmaktadir.

Kiiresel yas sebze ihracatinda ikinci sirada 4,3 milyar dolarlik ihracat hacmiyle
biber gelmektedir (Sekil 1.3). Hollanda 1,1 milyar dolarlik biber ihracati ile diinya lideri
konumunda bulunmakta olup, kiiresel biber ihracatindan %26.9 pay almaktadir. Bu
iilkeyi Ispanya (802 milyon dolar, %18.8 pay) ve Meksika (785 milyon dolar, %18.5
pay) izlemektedir. Tirkiye 2012 yilinda gergeklestirdigi 75 milyon dolarlik biber
ihracatiyla 9’uncu sirada yer almistir (Cizelge 1.2) (FAOSTAT 2013).



GIRIS C. BOZKUS

CHART 82: Exports of fruit and vegetables, constant
2005 US$ (2000-2010)
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Sekil 1.3. 2000-2010 yillar1 arasindaki meyve ve sebze ihracat degeri

Cizelge 1.1. Diinya biber ihracatinda Tiirkiye’ nin siralamadaki yeri

Diinya Siralamas1 | Ulke Ihracat Kiiresel biber ihracatindan
aldig1 pay

1 Hollanda 1,1 milyar %26,9

2 Ispanya 802 milyon dolar | %18,8

3 Meksika 785 milyon dolar %18,5

9 Tiirkiye 75 milyon dolarlik | %1,32

Biber yetistiriciliginde ana sinirlayict faktorlerden bazilari; viriis, bakteri,
nematod ve mantar vb. gibi biyotik etmenlerin sebep oldugu verim kayiplaridir. Bunlar
sirayla,;

- Viriis hastaliklari; tiitiin mozaik viriisii (TMV -Tobacco Mosaic Virus), ToMV
(Tomato mosaic virus), PMMoV (Pepper mild mottle virus), domates lekeli solgunluk
viriisit (TSWV -Tomato Spotted Wilt Virus), CMV (Cucumber Mosaic Virus), PVY
(Potato visu Y) dir.
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-Nematod (Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Meloidogyne
arenaria)

-Bakteriyel leke (Xanthomanas vesicatoria), kanser ve solgunluk (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis)

-Fungal hastaliklar; kursuni kif (Botrytis cinerea), kiilleme (Leveillula taurica)
kok bogazi yanikligi (Phytophthora capsici)

-Bocekler; akar, trips (Thrips tabaci, Frankliniella occidentalis), beyaz sinek
(Bemisia tabaci), afit (Aphis gossypi), kirmizi 6riimcek(Tetranychus sp)

-Abiyotik problemler; Ca eksikliginden kaynaklanan BER (Blossom end root)

Ulkemizde ve diinyada viriis hastaliklar1 ile kimyasal miicadelenin olmamast,
triinlerde nitel ve nicel kayiplara neden olmasi Treticilerin dayanikli gesit
kullanmalarin1 gerektirmektedir. Dayanikli ¢esitlerin tesbiti i¢in; saksilara veya patoloji
serasina dikilen biber fideleri 2-4 yaprakli doneme gelince hazirlanan viriis inokulumu
bitkilerin yapraklarina mekanik inokulasyon yontemine gore inokule edilebilmekte daha
sonra bitkiler haftalik olarak gozlenmekte ve olusan belirtiler kaydedilmektedir.
Inokulasyondan 4-6 hafta sonra gozlem sonuglari semptomatolojik olarak ve
laboratuarda ELISA testi ile degerlendirilmekte, ¢alismalar sonucunda hat ve g¢esitler
dayanikli olarak belirlenebilmektedir. Kontrol bitki olarak dayanikli-hassas olarak
bilinen ¢esitler kullanilmaktadir. Bu yontemi ¢ok fazla sayida hat (hat X bitkisayisi=
cok sayida fide), ¢cok fazla sayida 1slah programinda uygulamak zaman alici bir
yontemdir ve fidenin uygun donemde testlenmesi miimkiin olmayabilmektedir. Bu
yizden daha etkili ve hizli sonuglarin almmasma yonelik olarak gelistirilen
biyoteknolojik yontemin yani Molekiiler markirlarin kullanilmasi elzem ve zorunlu hale
gelmistir (Celik 2010). TSWV mekanik olarak inokiile edildiginde mutasyon yoluyla
degisim gosterebilmektedir (Moury vd. 1997). Bu durumda homojen ve giivenilir bir
testleme yapmak her zaman miimkiin degildir. Laboratuvar calismalarinda bu tiir
inokiilasyonlarda kullanilan TSWYV izolatlarindan bazilarinin dayanikliligin {istesinden
geldigi durumlar gozlenmistir (Moury vd. 1997). Boyle bir durum dayaniklilik
testlemesi sonuglarinin yorumlamasint zorlastiracaktir.  Son olarak, dayamiklilik
testlemesi yapilacak bitki ve gevre sartlar1 sonuglari etkileyebilir. Bir¢ok hassas genotip
olgun bitki doneminde yapilan testlemelerde dayanikli gibi reaksiyon gosterebilecegi
icin testleme yapilacak biber bitkilerinin ¢ok yash olmamasi gerekmektedir (Moury
1997). Ayrica, testleme siiresince yiiksek sicaklik Tsw geninin sagladigi dayanikliligin
stabilitesini bozabilmektedir (Moury vd. 1998).

Hastalik ve zararlilarin yayilmasinin kontroliinde kimyasal uygulamalar, kiiltiirel
uygulamalar (budama, sulama, giibreleme, vb.) ve dayanikli ¢esit kullanimi 6n plana
cikmaktadir. Girdi maliyetlerini arttiran ve kalinti problemleri olusturan kimyasal
miicadele bazi hastalik ve zararlilarin yayilmasini bir miktar 6nlemesine ragmen viriis
hastaliklarina kars1 etkili degildir. Ayrica, kiiltiirel uygulamalarda hastalik ve zararl
kontroliinde her zaman ekonomik koruma saglamayabilmektedir. En etkin miicadele
yontemi olarak dayanikli ¢esit kullanimi karsimiza ¢ikmaktadir.
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Birden fazla hastalik ve zararlinin bulunmasi biber domates gibi yogun olarak
tarimi yapilan tiirlerde verim ve kalite yoniinden biiyiik kKayiplara yol agabilmektedir.
Birgok bitki tiir ve ¢esidinde bir veya daha fazla zararli ve hastaliga kars1 dayaniklilik
vardir. Sebze iiretiminde kullanilan hibrit ¢esitler bu ylizden ¢oklu dayanikliliga sahip
olmalidir. Viriislerde ve diger hastaliklarda birden ¢ok tiir ve irk/patotip olmasi, hastalik
etmen sayisinin fazla olmasi mekanik izolasyonun uygulanabilirligindeki zorluklar
nedeniyle biber i¢in uygun ¢dziim olamamaktadir.

Markir destekli seleksiyon, klasik bitki 1slahinda karsilasilan bu sorunlara
alternatif olarak gelistirilen bir yaklagimdir. Bu teknik yabani gen kaynaklarindan gen
transferleri, resesif allellerin yonlendirilmesi ve seleksiyonu, erken seleksiyon gibi
kullaniminin yani sira; gen izolasyonu ve klonlanmasinda da kullanilabilir. Bu teknik
olduk¢a hizli, etkin, dogru ve ekonomik oldugu i¢in klasik 1slaha yardimci bir
seleksiyon teknigidir.

Ortiialt: biber (Capsicum annuum L.) yetistiriciliginde énemli verim kayiplar1 ve
kalite bozulmalarina neden olan viriis hastaliklarinin basinda domates lekeli solgunluk
viriisii (TSWV) ve tiitiin mozaik viriisii (TMV) gelmektedir.

Verim ve kalitedeki kayiplar1 6nlemek amaciyla TMV ve TSWYV dayaniklilik
genleri bakimindan acilim gosteren biber populasyonlarinda (F2 ve F3) dayanikli
bitkilerin ilgili molekiiler markirlar yoluyla tesbit edilmis ve ¢oklu dayanimli hatlarin
gelistirilmesine baglanmistir.

12 adet ticari ¢esit (F1 hibrit) 2012 giiz sezonunda dikilmis, kendilenmis ve F2
tohumlar1 alinmistir. 2013 bahar sezonunda her hibritten elde edilen F2
populasyonundan yaklasik 100 adet bitki dikilmistir. Bu bitkiler markir yardimli
seleksiyona tabi tutulmus, selekte edilen bitkiler kendilenerek F3 kademesine ulasmis
ve tekrar fideleri yetistirilerek markir yardimli  seleksiyon  yapilmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Tiitiin Mozaik Viriisii ve Domates Mozaik Viriisii (TMV, ToMYV)

Mekanik olarak tasman virtslerdir. TMV ve ToMV birbirleriyle yakindan
ilgilidir. TMV oldukg¢a yagin bir konukguya sahiptir. Her iki hastalikta biber domates,
patates ve yabanci otlar1 da i¢eren diger konukgular1 da enfekte eder.

Bitki biitiin gelisme asamalarinda etkilenebilir. Semptomlar bitkinin herhangi bir
yerinde nekroz olarak ya da meyve, yaprak ve govdede mozaik seklinde olabilir.
Genellikle enfekte olmus bitkiler klorotik mozaiklerle birlikte gen¢ yapraklarda sekil
bozukluklari1 olur ve normal biiyiikliigiine ulasamaz. Siddetli enfekte olmus yapraklar
solma ve dokiilmenin yanisira seklini bozar veya ana damarlarda nekrozlar goriiliir.
Enfekte olan meyveler kiigiiktiir ve nekroz klorozlu bogelerle sekli bozulur. Genel
olarak semptomlar artar ve vejetatif aksaminda agik ve koyu renkli benekler goriiliir

(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. TMV semptomlari; @) yaprak; b) meyve

Hastalik Gelismesi i¢in Uygun Kosullar:

Her iki virlisde tohum kaynaklidir. Hastaligin yayilmasi i¢in ¢ok az fidenin
enfekte olmus olmasi yeterlidir. Bu hizli yayilma ¢alisanlarin kontamine olmus elleri,
kiyafetler, sasirtma, ipe alma, budama, as1 gibi rutin islemler viriisiin mekanik taginmasi
nedeniyle ger¢eklesmektedir.

Diger viriis kaynaklar1 enfekte olmus yabani otlar ve sulama suyudur. Ikincil
yayilmasi ise bocekler (¢ekirge), kuslar ve kiiciik memelilerdir. Tiitiin tirlinleri sigara
gibi ve TMV enfekteli tiitiin bitkileri bir diger kaynaktir. Viris kotii ¢evre kosullarinda
oldukga stabildir; kuru toprakta bitki artiklarinda 2 yil, nemli toprakta 1 ay, kok
kalintilarinda 22 ay kalir. Saglikl fideler kontamine olmus topraga dikildiginde kokteki
mekanik yaralar vasitasiyla, sulama sistemleriyle enfekte olabilir.
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TMV veya ToMV benzer simptomplar verebilir. Dayanikli ¢esitler mevcuttur,
bunlar kullanilip tiriinler mukayese edilebilir.

Saglikli bitkilerden alinan tohumlar kullanilmalidir. Tohum kabugundaki TMV
veya ToMV 20 dk %15 lik trisodyum fosfat (TSP) yada 2 saat aymi soliisyonda
bekletilip suyla direk yikanir. Ayni1 yikama kaplar1 kullanilarak tohumlar tekrar re-
kontamine edilmemelidir. Dikilecek alanlar 2 yil rotasyonlu kullanilmali; domates
patates, patlican gibi hassas tiirlerin arkasindan dikim yapmaktan kac¢inilmalidir.

Fidelik temizligine dikkat edilmeli ve depolardan uzak olmalidir. Bitki
kalintilarinin ayrigsmasi i¢in buharla sterilize edilmis toprak kullanilmalidir ¢iinkiit TMV
ve ToMV kii¢iik kok ve govde kalintilarinda korunabilmektedir.

Anormal biiyiime, mozaik ve kivrilmig hastalikli fideler atilmali, bu fidelere
yakin ayni simptomlar1 gosteren fidelerde atilmalidir.

Kullanilan aletleri hastalikli bélgeden temiz bolgeye alirken dezenfekte edilmeli
bunun i¢in %5.25 lik sodyum hipokloriti 1:10 sulandirarak 10 dakika bekletilmeli,
aletler durulanmamalidir. Eller ve aletler sabun ve siitle yikanmalidir. Temiz alanlarda
calistiktan sonra en son hastaligin oldugu alanda calisilmali, kiyafetler sicak su ve
deterjanla yikanmalidir.

KONUKCULAR:

Bu virtisiin 30 farkli familyadan 199 tiirii enfekte ettigi bilinmektedir. Bir ¢ok
tirde de zarar esiginin altinda enfeksiyon goriilmiistiir (Anonymous 4). Cogunlukla
Solanaceae familyasindan petunya, domates, tiitiin gibi tiirleri enfekte eder (Anonymus
5).

COGRAFIK DAGILIM:
Tim Diinyada yaygin oldugu bilinektedir (Anonymous 4).
BIYOLOJI:

TMV Tobamoviriis grubundandir. Cubuk sekilli ve. 300 nm X 15 nm
biiyiikliigiindedir. Hastalikli yapraklarla ve kontamine olmus aletler, insan eli ile cok
kolay tasinir. Virus ayni zamanda kontamine olmus tohum kabugunda bulunur ve bu
tohumdan yetistirilen fideler enfelte olur (Anonymous 6).

2.2. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (Tomato Spotted Wilt Virus)
KONUKCULAR:

TSWV ¢ok sayida bitkisel konukguya sahip olan polifag bir hastaliktir.
Capsicum annuum, marul, titin, domates ve g¢esitli peyzaj bitkileri baslica
konukgularidir. TSWV  bitki viriisii en yaygin konukguya sahip viriislerden biridir.
Dikotiledonlarda 271 tiir ve 7 monokotiledon familya Edwarson ve Christie (1986)
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tarafindan derlenmistir. Asteraceae, Fabaceae ve Solanaceae familyalarinin tiirlerinde
100 den fazla kayitlh konukgusu bulunmaktadir. Yabani otlar kiiltiir bitkileri gibi
konukgularidir (Jordavd. 1995), ama epidomolojilerinde 6nemli rol oynadiklari
hakkinda siipheler vardir (Van Os vd. 1993).

COGRAFIK DAGILIM:

Cezayir, Avusturya, Belgika, Bulgaristan, Hirvatistan, Kibris, Cek, Misir, Fransa
(ilk 1987°de goriilmiis, 1993°e kadar tekrar ortaya ¢ikmamis; Almanya, Yunanistan
(Girit dahil), Macaristan, irlanda, lsrail, Italya (Sicilya dahil), Libya, Litvanya, Malta,
Moldova, Fas, Hollanda, Norve¢ (yok edilme asamasinda), Polanya, Portekiz,
Romanya, Rusya (kuzey, uzak dogusu), Slovakya, Ispanya (Kanarya adalari dahil),
Isve¢, Tunus (teyit edilmedi), Tiirkiye, ingiltere (kanal adalari, Iskogya), Ukrayna.
Danimarka ve Finlandiya da tamamen yok edilmistir.

BIYOLOIJI:

TSWYV Thripidae (Thysanoptera) familyas: tarafindan dogal olarak yayilir ve
tasinir. Bu familya Thrips tabaci, T. setosus, Frankliniella occidentalis (EPPO/CABI,
1997a), F. fusca, F. intonsa, F. schultzei ve Scirtothrips dorsalis (EPPO/CABI, 1997b)
tiirlerini icerir. Viriis sadece larva evresinde elde edilir ve virilis inokulasyonu yapragin
yiizeysel epidermal hiicreleriyle beslenilmesiyle olur. Rapor edilen en kisa edinim
peryodu T. tabaci, icin 15 dakikadir fakat yayilma etkinligi beslenme zamaniyla
artmaktadir. Viriisle beslenen larva virlisii erkenden larva evresinin sonunda
bulastirabilir. Vektor 3-10 giinliik inkiibasyon siirecine girdiginde viriis tiirline bagh
olarak muhafaza edilir.

Viriisii aldiktan 22-30 giin sonra vektér maksimum enfekte edebilir ve hayati
boyunca viriisii tagir fakat transovaryal tagima (Cesitli patojenlerin, maternal vektor
organizmanin ovaryumuna, buradan yumurtalara ve yumurta kanaliyla yeni nesil
vektorlere gegmesi durumu) ‘na dair bir kanit bulunamamistir. Bu bulgular TSWV’nin
vektoriinde kalici oldugunu gostermis ve viriis serolojik olarak viriis tagiyan thrips
olarak teshis edilmistir (Cho vd. 1988).

Sekil 2.2. TSWV semptomlari; @) bitki; b) meyve
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2.3. Tobacco Mozaik Viriisii ve Domates Mozaik Viriisii Ile Tlgili Yapilan
Calismalar

Biberde TMV dayaniklilik lokusu 11. kromozomda bulunan domateste 12 ve
patateste R3 lokusuyla sinteniktir. Yang vd. (2009), 12 ve R3 lokuslarina ve
gelistirilen BAC sekans bilgilerini kullanan L link markirlarina benzer biber
bakteriyel yapay kromozom (BAC) klonlar1 tespit etmistir. BAC Kkiitiiphanesi
domates 12C-1 geni probe olarak kullanilarak taranmistir. Klon sonuglari PCR
sonuglari, sekanslama, genetik haritalama yardimiyla gruplanmistir. Linkaj analizi
BAC klonu 082F03’nin hedef bolge yakininda kromozom 11 de TG36 RFLP
markirima yakin olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Arastirmacilar, 082F03 sekansini
kullanarak daha fazla BAC klonu bulmus ve 224 kb uzunlugundaki BAC
kontiglerinde en az 3 12/R3 gen analogu oldugunu gosteren gen tahmin analizi
yapmustir. U¢ DNA markirt BAC kontig sekansini kullanarak gelistirilen L4 genine
yakin baglanti durumundadir (yaklagik 1.2 cM). L3 ve L4 birlikte segregasyonu olan
populasyonda linkaj analiziyle SNP markir1 087H3T7 gelistirilmistir. L3 ile birlikte
dagilimi/segregasyonu olan 189D23M markir1 087H3T7 ‘nin tam ters tarafinda ve
L4 ten 0.7 cM uzaklikta bulunmaktadir. Bu durum L3 ve L4 iin ayni lokusda farkl
alleller olduklar1 yerine ayni bolgede birbirine link ve farkli genler oldugu fikrini
desteklemektedir. Agresif tobamoviriis patotipi P1,2,3  “lin L4’iin elit hatlara
aktarimi i¢in bu markirlarin molekiiler 1slahta kullanimi onermistir (Yang vd.
2009).

Sugita vd. (2004), iki DH (double haploid) populasyonuna Bulk segregant
analizi uygulayarak L3 lokusuna link olan RAPD markirlar gelistirmistir. Dominant
RAPD markirlar1 E18272 ve E18286, molekiiler klonlama ve niikleotid sekanslama
yardimiyla SCAR markirina doniistiirilmistiir. Dihaploit (n=176) ve gerimelezleme
(n=190) populasyonlarmi kullanarak yapilan PCR analizi, biitin SCAR
markirlarinin PMFR 11269, PMFR11283 and PMFR21200 orijinal RAPD markirlariyla
birlikte dagilim gosterdigini ve L3 lokusundan 4 c¢M uzakta haritalandigini
gostermistir. 18 materyal kullanilarak markirin  teyit edilmesinin ardindan
kodominant SCAR markir ¢iftini; PMFR11269 and PMFR112g3 , P1159236 (C.
chinense) den elde edilen L3 allelinin 1slah programlarinda kullanilmasinin etkin
olacagi distiniilmistiir (Sugita vd. 2004).

Tomita vd. (2008), Capsicum chinense deki L* Itobamoviriis dayaniklilik geni
Capsicum annuum hatlarinda intra-spesifik F2 populasyonu (2016 bitki) kullanilarak
haritalamistir. Capsicum chinense deki L3 geni interspesifik F2 populasyonu Capsicum
chinense ve Capsicum frutescence arasindaki 3,391 bireyden elde edilmistir. L3-
dayanikliligina yakin olan AFLP markirtyla yapilan BAC kiitiiphanesi analizi domates
dayniklilik geni I2 nin homologu oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Kismi yada tam kodlama
sekanslari interspesifik kombinasyondan elde edilen 35 farkli 12 homologu 17 genetik
markirmin dejenere PCR’1indan klonlanmustir. L® geni 12 homolog markir1 TH1-04 ve
BAC-end markir 189D23M arasinda haritalanmistir. DNA fiber FISH sonuglar1 ve
BAC klonlarinin Southern blot analizi L2 lokusunun bulundugu bélgenin fazla miktarda
tekrarlayan sekanslar igedigini gostermistir. Southern blot analizi iki BAC kontiginin
ondan fazla 12 homologu igerdigini isaret etmektedir. Rekombinasyon dagilimi iki
populasyonda farklidir ve L lokusunu igeren bolgedeki linkaj esitsizligini One
¢ikarmaktadir (Tomita vd. 2008).

10
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Biberde TMV ve benzeri (PMMoV gibi) viriislere dayaniklilik veren L3 alleli
icin Sugita ve ark (2004) tarafindan bildirilen PMFR11 ve PMFR21 SCAR (sequence
characterized amplified region) markirlar1 kullanilmaktadir. PMF1 ve PMR1 primer
kombinasyonu ko-dominant (269 bp band L3 alleli), PMF2 ve PMR1 primer
kombinasyonu ise dominant SCAR markir1 olusturmaktadir. Tomita ve ark (2008)
belirttigi [H6-06, IH6-04 ve 189D23M SCAR markirlart da dominant markirlardir.
Tobamoviriislerde PO, P1, P1-2, ve P1-2-3 olmak iizere dort patotip bildirilmistir. Bu
siniflandirma dayaniklilik geninin (L) farkli allellerini (L1, L2, L3, L4) tasiyan
genotipler kullamlarak yapilmistir. Ispanya’da yapilan bir sérveyde saptanan viriis
izolatlarmin % 85’1 P1-2 ve % 15’inin P1-2-3 patotipine ait oldugu belirlenmistir
(Tenlladol vd. 1997). L3 allelini tastyan biber genotipleri PO, P1, P1-2 patotiplerine, L4
allelini tasiyanlar ise P1-2-3 patotiplerini kapsayan bilinen biitliin patotiplere kars
koruma saglamaktadir. L3 ve L4 genleri biberde tobamoviriislere karsi dayaniklik
saglayan allelik (veya ¢ok yakin) genlerdir. L3 geni C. chinense P1 152225 nolu tohum
orneginden, L4 geni ise C. chacoense PI 260429 nolu tohum &rneginden gelmektedir.

Ulkemizde P1-2 patotipi yaygin olmasina ragmen P1-2-3 patotipinin de son
yillarda goriildigii ve hizla yayginlasacagi diistiniilmektedir. L4 alleli P1-2 patovarini
da kapsayan ve L1, L2 ve L3 allellerinin dayaniklilik sagladigi patotiplere karsi da
koruma saglamaktadir. L4 alleli ayrica bilinen tiim Tobamovirus grubuna dahil Tobacco
mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Bell pepper mottle virus
(BePMV), Tobaccco mild green mosaic virus (TMGMV), Paprika mild mottle virus
(PaMMV), Dulcamara yellow fleck virus (DYFV), ve Pepper mild mottle virus
(PMMoV) lere kars1 dayaniklilik saglamaktadir.

L4 alleli i¢in Matsunaga vd. (2003) tarafindan bildirilen dominant WA31-1500
SCAR markir1 ve Kim vd. (2008) tarafindan bildirilen dominant L4SC340 SCAR
markirlart kullanilmaktadir. Ayrica Yang vd. (2009) tarafindan belirtilen 06012END
dominant SCAR markin ve O087H3T7 ko-dominant CAPS markirlann da
kullanilmaktadir.

2.4. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (Tomato Spotted Wilt Virus) Tle Tlgili
Yapilan Calismalar

Tsw geni Capsicum spp de TSWV (Tomato spotted wilt virus)’ a Kkarsi
dominant dayaniklilik saglar. Biberin 10. kromozomunda uzakligi + 1.3 ¢cM SCACses
markirt  kullanilarak —etiketlenmistir (Moury vd. 2000). Sw-5’in  homologu
haritalanamamasina ragmen fenotipik olarak benzer genler domateste vardir, bircok
Sw5 homologu hem domotes hem biberde benzer bdlgelerde bulunmustur. Tsw ve Sw5
arasindaki ilski TSWV’nin genetik ¢alismalar1 yoluyla incelenmistir ( Jahn vd. 2000).

Biber fidelerinde Tsw geninin varligini anlamak i¢in inokulasyon LYE 51 TSWV
izolat kullanilarak Moury vd. (1997) tarafindan agiklanan prosediir dogrultusunda
yapilmistir. Bu izolat Fransa’nin giineydogusundaki domates bitkilerinden alinmistir
(Nono-Womdim vd. 1994; Moury vd. 1997).

LYE 51 TSW izolat1 ve geng fideler kullanilarak yapilan ¢alismada P1195301
(C. frustescens hassas) ve P1152225 (C. chinense dayanikli) arasinda tiirlerarasi melez
yapilarak 153 bitki i¢eren F2 populasyonu olusturulmustur. Bu F2 bitkileri segregasyon

11
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oraninin az olmasi (Moury vd. 1997) g6z Oniinde bulundurularak segilmistir. Bu
progenilerde Tsw lokusu her F2 bitkisi i¢in PI195301 (hassas ebeveyn) ile test melezi
yapilarak degerlendirilmistir. 101 bitki; yani her test melezinden 9 bitki inokiile edilmis,
TSWV dayanimi gozlem ve DAS-ELISA (Moury vd. 1997) kullanilarak not edilmistir.

Bu method bitki genotipleme de heterozigotlar i¢in %100, homozigotlar i¢in
%99.8 giivenilirlik saglamistir. Geriye kalan 52 F2 bitkisi PI 195301 ile
melezlendiginde yeterince fertil degildi. Tim F2 bitkilerinin TSWV ye reaksiyonu
koparilmis yapraklarda (Moury vd. 1997) test edilmis ve dayanikli (homozigot ya da
heterozigot ayirt edilmeden) ya da hassas olduklari not edilmistir. Koparilmis
yapraklarda 2 farkli reaksiyon gozlenmistir; dayanikli bitkilerde erkenden ¢ok asiri
hassas (hipersensitiv) smirli nekrotik lezyonlar ve hassas bitkilerde viriisl simptomlari
olusmustur.

Homozigot dayanikli ve hassas bireylere ait PCR iriinleri agoroz jelde
yiriitilmiistir. RAPD analizi yapilmig, PCR firiinleri ayrilmis, dayaniklilik genine
linkaj veren 600 bp uzunlugundaki DNA bandi ¢ogaltilmistir. Bulunan RAPD markirt
CAPS markirina doniistiiriilmiisttir (Sekil 2.3) (Moury vd. 2000).

MARKIR Primer Primer sekansi (5°-->3) Biytikligii | Tsw
Adi ve orjini lokusuna
genetik
uzaklik
SCAR/CAPS | SCACses | Forward 568 bp, 0.87
GTGCCAGAGGAGGATTTAT | Xbal, Tagl | +0.62
or Haelll
sonrasinda
kodominant
Reverse
GCGAGGTGGACACTGATACT

Cizelge 2.3. TSW viriisiiniin molekiiler teshisinde kullanilan primer (Moury vd. 2000)
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3. MATERYAL VE METOD

Bitki materyaline konu olan ticari hibrit biberlerin listesi Cizelge 3.1°de
verilmistir. F2 ve F3 bitkilerinden izole edilen DNA’lar molekiiler markir analizleri i¢in
kullanilmistir. DNA izolasyonu tissue lyser cihazi ile CTAB protokoliine gore
yapilmistir. CTAB tampon ¢ozeltisi; 2% CTAB, 100 mM TrisHCI (pH=S8), 20 mM
EDTA, 1.4 M NacCl, 0.2% B-mercaptoethanol tarifine goére hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Calismaya konu olan F2 ve F3 popiilasyonlarinin elde edildigi hibrit biber
cesitleri ve bunlarin Tsw, L3 ve L4 markir analizlerine gére TSWV ve TMV dayanim
durumlari

Hibrit Biber Tsw? L3P L4°

Cesidi (F1)
1 NUN-DOLF1 | rr R R
2 Erciyes F1 Rr R R
3 Efes F1 Rr R R
4 Kanyon F1 Rr R R
5 Safran F1 rr R R
6 Uygar F1 Rr R R
7 Turbo F1 rr R R
8 Reis F1 rr R R
9 Mert F1 rr R R
10 Onur F1 rr R R
11 Ugburun F1 rr R R
12 Flinta F1 Rr R rr

a: Domates solgunluk viriisii (TSW)'ne dayaniklilik veren Tsw alleli
b: Domates mozaik viriisii (TMV)'ne dayaniklilik veren L3 alleli
c: Domates mozaik viriisii (TMV)'ne dayaniklilik veren L4 alleli

Yaklasik 1 g biber yapraklart 1,1 ml hacimli tiiplere konulup iizerlerine 200 ul
CTAB c¢ozeltisi eklenerek tissue lyser cihazi yardimi ile ezilmistir. Uzerlerine 250 pl
daha CTAB c¢ozeltisi eklenerek 65°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. 1 saat sonra
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inkiibasyondan almnan Orneklere 450 ul 24:1 oranindaki kloroform-izoamil alkol
¢ozeltisi eklenip santrifiijde 20 dk iki fazli soliisyon olusmasi saglanmustir. Ust fazi
(DNA) pipet yardimu ile yeni tiiplere aktarilmistir. Bu fazin iizerine 300 pl izopropanol
cozeltisi eklenip 1 gece -20°C’deki dondurucuda bekletilmistir. Ertesi glin drnekler
santrifiij edilip pellet olusumu saglanmistir. Olusan pelletler 300 pl etanol konularak
santrifiij yapilmigtir. Bu islem iki defa tekrarlandiktan sonra tiiplerdeki pelletler yarim
saat kurumaya birakilmistir. Kuruyan tiiplere 300 pl distile su eklenerek stok DNA
¢ozeltisi elde edilmistir.

Analizlerden Once izole edilen DNA’larin miktari, %]1°lik agaroz jel
elektroforezi ile belirlenmistir. Stok DNA, molekiiler analizlerde kullanilmak tizere 1:20
oraninda distile su ile seyreltilmistir.

TSWV’a dayaniklilik geni olan Tsw’nin amplifikasyonu bir CAPS markir1 olan
SCAC568 ile yapilmis, DNA kesim enzimi olarak Xbal, ve Taql kullanilmustir.
Gorilintiileme islemi Dnr Mini Lumi Bio Imaging Systems cihaziyla yapilmis ve co-
dominant marker oldugu i¢in homozigot-heterozigot luk durumlar1 géz 6niine alinarak
skorlanmustir.

Cizelge 3.2. SCAC568 markir1 primerleri

Forward GTGCCAGAGGAGGATTAT

Reverse GCGAGGTGGACACTGATACT

Cizelge 3.3. Analizde kullanilan PCR mix bilesenleri

Bilesenler Miktar
DNA 1 ul
MgCI2 3ul
Buffer 3pul
dNTP 3ul
Primer forward,Reverse) 1ul
Primer reverse) 1ul

Taq polimeraz 0.16 pul
H.0 12,84 ul
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Cizelge 3.4. PCR cihazinda amplifikasyon sicaklik ve siireleri

Sicaklik Siire
95°C 2.20 dk
95°C 1.00 dk
53°C 59 sn
72°C 59 sn
95°C 35 dk
72°C 10dk

PCR’dan ¢ikan iirtinden 4 pl alinip Taq [ enziminden 1 pl H20 1 pl, Buffer 1 pl
ile mix hazirlanir. Boyanarak jele yiiklenir.

PCR’dan ¢ikan {irtinden 4 pl alinip Xba I enziminden 1 pul H20 1 pl, Buffer 1 pl
ile mix hazirlanir. Boyanarak jele yiiklenir.

TMV dayaniklilik geni olan L3 amplifikasyonu dominant bir marker olan
189D23M*1 ile yapilmis. Goriintilleme isleminin ardindan sonuglar var/yok olarak
degerlendirilmistir. 189D23M dominant marker oldugu i¢in dayanikli (RR veya Rr)
alleli tagiyan bireyler goz oniine alinmigtir.

Cizelge 3.5. 189D23M (NB) BAC-end SCAR markiri primerleri

Forward 5’-ATTGTCAGAGTCGGGAAGCA-3’

Reverse 5’TACTATGCACAGGGTCTAGG-3’

Cizelge 3.6. 189D23M (YB) BAC-end SCAR markiri primerleri

Forward 5’-ATTGTCAGAGTCGGGAAGCA-3’

Reverse 5’-AACGACAAGGGTTTATTGTATGC-3’
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Cizelge 3.7. Analizde kullanilan PCR mix bilesenleri

Bilesenler Miktar
dNTP 1,5 ul
MgCI2 1.5 pul
Buffer 1,5 ul
Taq Polimeraz 0.08 ul
Primer forward,Reverse) 0,1ul
Primer reverse) 0,1pl
H.0 7,2 ul

Cizelge 3.7 de verilen bilesenlerden PCR mixi elde edilmis ve 6rnek sayisiyla
carpilarak ¢ogaltilmigtir. Daha sonra karisim Ornek sayisina bdliinerek tiiplere
dagitilmistir. Asagidaki kosullara gére PCR cihazinda amplifikasyonu saglanmustir.

Cizelge 3.8. PCR cihazinda amplifikasyon sicaklik ve siireleri

Sicaklik Stire
95°C 2.20 dk
95°C 1.00 dk
55°C 59 sn
72°C 59 sn
95°C 35 dk
72°C 10dk

TMV dayaniklilik geni olan L[4’lin amplifikasyonu dominant markir1 olan
060I2END ile yapilmistir. Goriintiileme islemi ardindan dayanim durumlan
degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.9. 06012END-2 markir1 primerleri

Forward GCACATCAGCAGGTTTAGTACG

Reverse CCAACTGTCAAACCTCGG TT

Cizelge 3.10. Analizde kullanilan PCR mix bilesenleri

Bilesenler Miktar
dNTP 1,5 ul
MgCI2 15 ul
Buffer 1,5l
Taq Polimeraz 0.08 pul
Primer forward,Reverse) 0,1ul
Primer reverse) 0,1ul
H.0 7,2 ul

Cizelge 3.10 daki bilesenler 6rnek sayisiyla carpilarak PCR mix’1 hazirlanmis ve
tiplere dagitilmistir. Asagidaki Cizelge 3.8 deki kosullara gore amplifikasyon
yapilmistir.

Cizelge 3.11. PCR cihazinda amplifikasyon sicaklik ve siireleri

Sicaklik Stire
95°C 2.20 dk
95°C 1.00 dk
53°C 59 sn
72°C 59 sn
95°C 35dk
72°C 10dk
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada farkli meyve tipine sahip 12 adet ticari biber hibriti alinarak
dikilmis yaprak ornekleri alinarak ilgili molekiiler markirlar yardimiyla TMV ve TSWV
dayanim durumlar1 anlagilmis ve kendilenmistir. Her hibritin kendilenmis F2 tohumlari
ekilmis, 100’er adet bitki seraya dikilmistir. Normal bakim islemleri yapilan 1200 F2
bitkisinden agromik olarak begenilen, arzu edilen bitki ve meyve Ozellikleri tasiyan,
bitkiler secilmistir. Arzu edilen karakterleri tasiyan F2 bitkileri orijinal hibritlerinin
durumu g6z 6niine alinarak TMV (L3 veya L4 allelleri) ve TSVW (Tsw) igin molekiiler
markir testlemesine tabi tutulmustur. Morfolojik olarak ve markir sonuglarina gore
secilen F2 bitkilerine ait F3 projenilerinin her birinden 10-15 arasi bitki dikilmistir.
Hibritlerdeki ve F2 ebeveynlerindeki dayanimlar g6zoniinde tutularak (dayanikli
oldugu bilinen genler/lokuslar igin) F3 projenisi tekrar molekiiler markir testlemesine
tabi tutulmustur.

Cizelge 4.1. Hibrit biber cesitleri, F2 populasyonlarina ait bitkilerde Tsw, L3, ve L4
markir analizlerine gore dayanikli ve hassas bitki sayilari, morfolojik karakterizasyon ve
molekiiler markir sonuglarina gore secilen F2 bitki sayilari

Hibrit Biber | F2’de segilen Tsw? | L3P L4°
Cesidi materyal sayisi

NUN-DOL F1 | 26 hassas | 26 12
Erciyes F1 11 9 6 0
Efes F1 12 7 2 0
Kanyon F1 13 10 7 0
Safran F1 1 hassas | O 1
Uygar F1 16 15 12 0
Turbo F1 1 hassas | 1 0
Reis F1 10 hassas | 8 10
Mert F1 3 hassas | 3 3
Onur F1 34 hassas | 4 28
Ucburun F1 5 hassas | 2 5
Flinta F1 24 14 18 hassas

Cizelge de secilen hatlardaki dayanim durumlari1 6zetlenmistir. Nundol F1’in F2
sinden 26 adet hat se¢ilmis, bunlardan 26 s1 da L3’e dayanikli yine 26 hattan 12 tanesi
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L4’e dayanikli, hibrit hassas oldugu icin tiim materyaller Tsw hassas kabul edilmistir.
Erciyes F1’in F2 sinden 11 tane hat se¢ilmis, bunlardan 9’u Tsw, 6’s1 L3 dayamiklidir
fakat hi¢ L4 dayanikl1 hat secilmemistir. Ilk siitun F2 materyalleri segilen hibrit adlarin,
ikinci siitun ka¢ adet materyal se¢ildigini, liglincli siitun Tsw geni tasiyan dayanikli
materyal sayisini, dordiincu siitun L3 geni tasiyan dayanikli materyal sayisini, besinci
sutun ise L4 geni tasiyan dayanikli materyal sayisim1 gostermektedir (Hassaslar zaten
hibritte daynim olmadigini, O ise secilen materyallerde dayniklilik olmadigini
gostermektedir).

Cizelge 4.2. Hibrit biber cesitleri, F3 populasyonlarina ait bitkilerde Tsw, L3, ve L4
markir analizlerine gére dayanikli ve hassas bitki sayilari, morfolojik karakterizasyon ve
molekiiler markir sonuglarina gore segilen F3 bitki sayilart

Hibrit Biber | F3’de secilen | Tsw? L3P L4¢
Cesidi materyal

sayisl
NUN-DOL 29 hassas 21 0
F1
Erciyes F1 9 7 9 4
Efes F1 4 3 0 0
Kanyon F1 21 13 3 2
Safran F1 3 hassas 0 1
Uygar F1 39 26 14 0
Turbo F1 1 hassas 0 0
Reis F1 26 hassas 7 2
Mert F1 2 hassas 1 0
Onur F1 62 hassas 23 1
Ucburun F1 | 10 hassas 3 1
Flinta F1 36 16 24 7

Cizelge 4.2 de Cizelge 4.1 de segilen F2 materyallerinden seleksiyon yapilarak
F3 generasyonuna tasinan materyal sayisini, secilen materyallerin ka¢ tanesinde Tsw,
L3, L4 oldugunu gostermektedir. Hassas olanlar hibritinde Tsw, L3, L4 genini hig
tasimayanlar, 0 degerine sahip olanlar ise se¢ilmis fakat segregasyon nedeniyle
dayaniklilik genine sahip olmayan materyaller/hatlardir.
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Klasik 1slah c¢aligmalar1 sonucu bir c¢esidin gelistirilmesi ¢esit gelistirme
asamalarinda goriildigii gibi 9-12 yil gibi uzun bir zaman almaktadir. Bu sistem tek
bitki seleksiyonuna dayali klasik 1slah yontemidir ve bu i1slah yonteminde hastaliga
dayaniklilik 1slah1 yapilmamakta sadece kalite, bitkisel 6zellikler ve verim bakimindan
degerlendirmelerle cesit gelistirilmektedir. Klasik 1slahta hastaliga dayaniklilik da 1slah
caligmalarina girdiginde 1slah sistemi biraz daha karmasik bir yapi almakta, cesit
gelistirme asamalar1 ve siiresi uzamaktadir. Hastaliga dayaniklilik 1slahinda, dayanikli
bir hat gelistirmek amaciyla dayanikli kaynaklardan ya da dayaniklilig1i patolojik
testlerle belirlenmis yabani materyallerden ve ¢esitlerden yararlanilmakta ve verim ve
diger 6zellikleri iyi olan biber saf hattina hastaliga dayanikli bir yabani hattan ya da bir
cesitten dayaniklilik aktarmak igin geriye melezleme yontemine basvurmak
gerekmektedir. Geriye melezleme yontemi ile bir dayanikliligin saf hatta aktarilmasi ise
yine 5-6 yil gibi olduk¢a uzun bir siirede ger¢eklesmekte bu durumda 1slah siiresini ve
dolayisiyla da g¢esit gelistirme siirecini daha da uzatmaktadir. Molekiiler 1slah
yontemleri kullanilarak hem hastaliga dayaniklilik kolay bir sekilde tespit edilebilmekte
hem de dayanikli olan saf hatlar kullanilarak islah siiresi ve dolayisiyla da cesit
gelistirmek kolaylagmaktadir.

MAS (markira dayali seleksiyon) bir markir (morfolojik, biyokimyasal, veya
DNA farkliligindan olusan) kullanarak verim, hastaliklara dayaniklilik, abiotik streslere
tolerans veya kalite gibi genetik kontrol altindaki karakterler i¢in dolayli seleksiyon
yapilmasidir. Bu c¢alismada kullanilacak tiim markirlar DNA markiridir.  Genler
fenotipi olusturan proteinleri iirettigi halde markirlar (eger klonlanmis bir genin dizisi
degilse) ilgili gene bagli (rekombinasyonel olarak ¢ok yakin) DNA kisimlaridir.
Hastaliklara dayaniklilik genleri i¢cin MAS kullanilmasi bitkilerin patojenle inokiilasyon
yapilmadan daha fide doneminde bir ¢ok hastalik i¢in dayanikli bireylerin tespitine
imkan veremektedir. Boylece, inokiilasyondan kaynaklanabilecek hatalar ve riskler
ortadan kalkmaktadir. Viriisler gibi hava sicakligi ve nemi ile bitkinin farkli gelisme
donemlerinde farkli reaksiyonlar verebilen patojenler icin MAS uygulamalari giiniimiiz
bitki 1slah1 ¢aligmalarinda son derece 6nemli bir hale gelmistir.

MAS metoduyla secilen hatlarda F2 generasyonunda belirlenen dayanimlara dair
dayaniklilik genleri beklenen agilimi goéstermis, Secilen bitkilerden alinan yaprak
ornekleri labaratuarda test edilerek dayanimlart belirlenmistir. Aynmi islem F3
generasyonunda da yapilmistir. Dayanimlarda Tsw’de 1:2:1 dagilimi beklenen degerlere
uygun goriliirken, L3* ve L4’ te markir sonuglart beklenen 3:1 dagilim degerinden
Oonemli sapma gostermistir.

Teorem 4.1. Ki-kare formulii

X2 = (gbzlenen—beklenen) [*2] (4.1)

beklenen

serbestlik derecesi (df)=n-1, n=dagilim gosteren grup sayisi, kodominant markir i¢in 2
(3-1), dominant markir i¢in 1 (2-1) olarak alinmistir.
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Cizelge 4.3. L3 i¢in F2 generasyonunda dagilim tablosu

L3 dayanikl | hassas toplam 6rnek sayisi
Gozlenen | 103 53 156

Beklenen | 117 39 156

Cizelge 4.4. 1.4 igin F2 generasyonunda dagilim tablosu

L4 dayanikl | hassas toplam Ornek sayisi
Gozlenen | 59 73 132

Beklenen | 99 33 132

Cizelge 4.5. TSW icin F2 generasyonunda dagilim tablosu

TSW RR Rr rr toplam 6rnek sayisi

Gozlenen 19 36 21 76
Beklenen 19 38 19 76

Tsw dayanimi i¢in x? degeri

p 19719 ° B38-36) T (9-21) " (040212031
a 19 38 19 o s

df =n—-1=3-1=2,
P=0,1-0,9

L3 i¢in:

X2

(103 -117) 2+(39—53) 2—167+502—669
- 117 39 o o

df=n—-1=2-1=1
P=0,005-0.01
L4 icin:
2_(59—99) 2+(73df=n—1 —33) 2

df=n—-1=2-1=1

P<0.001
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5. SONUCLAR

Acilim gosteren generasyonlarda (F2, F3) agronomik karakterler bakimindan
secilmig-seleksiyon yapilmis biber materyallerinin TSWV ve TMV viriislerine dayanim
durumlarinin marker yardimiyla tespiti ilgili viriislere dayanikli hatlarin gelistirilmesini
kolaylagtirmaktadir. Patojen inokulasyonuna gerek kalmamasi maliyet ve zaman
bakimindan avantajlar sunmaktadir. Islah materyallerinin se¢iliminde hastalik
dayanimlar1 goz oniine alindigindan MAS 1slahi kolaylastirmasi bakimindan énemli bir
yontemdir. Generasyon ilerletirken  bitkilerin dayanim durumu takip edilmekte,
dayanikliligin heterozigot / homozigotluk durumu belirlenebilmektedir. Calisma
sonunda TMV ve TSWV viriislerine dayaniklilik veren genleri tasiyan, genlerin
homozigot/heterozigotluk durumlart belirlenmis ve F3 generasyonunda agronomik
ozellikler bakimindan da seleksiyon yapilmig 1slah hatlari gelistirilmistir.

189D23M dominant molekiiler markir1 kullanilarak L3 testlemesi sonrasi
dominant markir sonuglarina gére PCR iiriinii (band) veren bireyler homozigot veya
heterozigot TMV dayanimli bitkiler, band vermeyen bitkiler ise homozigot hassas
olanlardir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1. F2 populasyonunda gozlenen L3 alleline bagli markir bandlari
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06012END-2 dominant molekiiler markirt kullanilarak L4 testlemesi sonrasinda
ise dominant markir sonuglarina gére PCR {irlinii (band) veren bireyler homozigot veya
heterozigot TMV dayanimli bitkiler, band vermeyen bitkiler ise homozigot hassas
olanlardir (Sekil 5.2).

Sekil 5.2. F2 populasyonunda gozlenen L4 bandlari

SCAC568 kodominant molekiiler markir1 kullanilarak F2 populasyonunda
yapilan Tsw testlemesi. Kodominant markir sonuglarina gore PCR iiriinii (band) veren
bireyler Taql enzimi ile kesilmis ve homozigot veya heterozigot TSWV dayanimlh
bitkiler belirlenmistir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. F2 populasyaninda Taql enzimi ile kesildikten sonra gozlenen TSW bandlari

SCAC568 kodominant molekiiler markir1 kullanilarak F2 populasyonunda
yapilan Tsw testlemesi. Kodominant markir sonuglarina gore PCR iiriinii (band) veren
bireyler ayn1 zamanda Xbal enzimi ile de kesilmis ve homozigot veya heterozigot
TSWYV dayanimli bitkiler belirlenmistir (Sekil 5.4).

Sekil 5.4. F2 populasyaninda Xbal enzimi ile kesildikten sonra gozlenen TSW bandlar1
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Kodominant CAPS markir sonuglart F2 asamasinda bile homozigot dayanikli
bireylerin tespitini miimkiin kildigindan sadece heterozigot F2 bitkilerinin F3 projenileri
tekrar molekiiler markir testlemesine tabi tutulmustur. Halbuki dominant L3 ve L4
markirlarinin F2 sonuglarina gore yapilan seleksiyon sonrasi F3 projenilerinin tamami
tekrar markir testlemesine alinmistir. Clinkii dominant markirlar F2 asamasinda hangi
bitkinin dayanikli hangi bitkinin hassas oldugunu ortaya koymasina ragmen dayanikli
bireylerin  hangilerinin ~ homozigot veya heterozigot dayanikli  oldugunu
bildirmemektedir.

Ilgili molekiiler markirlar1 kullanarak TMV ve TSWV ye kars1 dayanikli biber
hatlar1 gelistirilmistir. Klasik 1slah, tek bitki seleksiyonu ve molekiiler markir yardimli
seleksiyonun birlikte kullanildigi bu ¢alisma ile hizli ve dogru bir sekilde degisik meyve
tiplerinde so6zii gegen virlislere dayanikli hatlar gelistirilmistir. F2 veya F3
generasyonunda TSVW ve/veya TMV dayanimi bakimindan homozigot dayanikli
bulunan bireyler kendileme / tek bitki seleksiyonu ile saflastirilmis (F6 ve istii) ve bir
¢ok meyve tipinde TSVW ve/veya TMV dayanimli hatlar gelistirilmistir. Bu hatlar
hibrit cesit adaylarina ebeveyn olarak kullanilmaktadir. Hem TMV hemde TSWV
dayanimi tagiyan hatlar kullanilarak bir adet kapya (Rosso F1) hibrit biber tescil
edilmis ve  dort  adet  sivri hibrit ~ biber  tescil asamasindadir.
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C.BOZKUS

7. EKLER

7.1 F2 dayaniklilik dagilim durumu

F2 L3 L4 Tsw
4 1,1. R R yok
5 1,2 R R yok
6 1,3 R R yok
7 1,4 R R yok
8 1,5 R R yok
1 1,6 R R yok
2 1,7 R R yok
3 1,8 R R yok
4 1,9 R R yok
5 1,10. R R yok
6 1,11 R R yok
7 1,12 R R yok
8 1,13 R rr yok
1 1,14 R rr yok
2 1,15 R rr yok
3 1,16 R rr yok
4 1,17 R rr yok
5 1,18 R rr yok
6 1,19 R rr yok
7 1,20. R rr yok
8 1,21 R rr yok
1 1,22 R rr yok
2 1,23 R rr yok
3 1,24 R rr yok
4 1,25 R rr yok
5 1,26 R rr yok
6 2,1 rr RR
7 2,2 R rr RR
8 2,3 R rr RR
1 2,4 R rr RR
2 2,5 rr RR
3 2,6 R rr Rr
4 2,7 rr Rr
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7.2 F2 dayaniklilik dagilim durumu

F2 L3 L4 Tsw
5 2,8 rr Rr
6 2,9 rr rr
I 2,10. R rr rr
8 2,11 R rr Rr
1 51 rr RR
2 5,2 R rr Rr
3 5,3 R rr RR
4 54 rr rr
5 9,5 rr Rr
6 5,6 R rr RR
7 57 R rr RR
8 5,8 rr Rr
1 A5 59 R rr Rr
2 B5 51 rr Rr
3 C5 511 R r rr
4 D5 5,12 rr r
5 ES 5,13 R rr Rr
1 Al 6,,1 rr R yok
6 F5 41 rr RR
7 G5 4,2 R rr Rr
8 H5 4,3 rr rr
1 4.4 R rr rr
2 4,5 rr rr
3 4,6 rr RR
4 4,7 rr Rr
5 4,8 rr Rr
6 49 rr Rr
7 4,10. rr rr
8 411 rr rr
1 A7 4,12 rr Rr
2 B7 8,1 R r Rr
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7.3 F2 dayaniklilik dagilim durumu

F2 L3 L4 Tsw
3 C7 8,2 R rr Rr
4 D7 8,3 rr Rr
5 E7 8,4 R rr rr
6 F7 8,5 rr Rr
7 G7 8,6 R rr Rr
8 H7 8,7 rr Rr
1 A8 8,8 R rr Rr
2 B8 8,9 R rr RR
3 C8 8,10. R rr Rr
4 D8 8,11 R rr Rr
5 E8 8,12 R rr Rr
6 F8 8,13 rr RR
7 G8 8,14 R rr Rr
8 H8 8,15 R rr Rr

I-I 8,16 R r Rr

2 Bl 9.1 R rr yok
3 10..1 R R yok
4 10,,2 R R yok
5 10,3 R yok
6 10,4 R R yok
7 10,5 R yok
8 10,6 R R yok
1 10,7 R R yok
2 10,8 R R yok
3 10,9 R R yok
4 10,,10 R R yok
5 13,1 R R yok
6 13,2 R R yok
7 13,3 R R yok
8 14,1 R R yok
1 14,2 R R yok
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7.4 F2 dayaniklilik dagilim durumu

F2 L3 L4 Tsw
2 14,3 R yok
3 14,4 R R yok
4 14,5 R yok
5 14,6 R R yok
6 14,7 R R yok
7 14,8 R R yok
8 14,9 R R yok
1 14,10. R R yok
2 14,11 R yok
3 14,12 R R yok
4 14,13 R yok
5 14,14 R yok
6 14,15 R R yok
7 14,16 R R yok
8 14,17 R R yok
1 14,18 R yok
2 14,19 R yok
3 14,20. R yok
4 14,21 R R yok
5 14,22 R R yok
6 14,23 R yok
7 14,24 R yok
8 14,25 R R yok
1 14,26 R yok
2 14,27 rr yok
3 14,28 rr yok
4 14,29 R rr yok
5 14,30. R rr yok
6 14,31 rr yok
7 14,32 rr yok
8 14,33 R yok
1 14,34 R yok
2 B7 16,1 R R yok
3 C7 16,2 R yok
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7.5 F2 dayaniklilik dagilim durumu

F2 L3 L4 Tsw
4 D7 16,3 R R yok
5 E7 16,4 R yok
6 F7 16,5 R yok
18,1 R yok Rr
18,2 R yok Rr
18,3 R yok rr
18,4 R yok RR
18,5 R yok Rr
18,6 R yok RR
18,7 yok Rr
18,8 R yok RR
18,9 R yok Rr
18,10. R yok Rr
18,11 R yok rr
18,12 R yok rr
18,13 yok rr
18,14 R yok RR
18,15 R yok Rr
18,16 R yok rr
18,17 yok rr
18,18 R yok rr
18,19 yok rr
18,20. R yok RR
18,21 yok RR
18,22 yok Rr
18,23 R yok rr
18,24 R yok rr
F2 L3 L4 Tsw
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