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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BIBERDE TSWV DAYANIMININ YERLI KAPYA BIBER CESITLERINE
MOLEKULER ISARETLEYICILER KULLANILARAK AKTARILMASI

Onur COBAN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ahmet [PEK

Ulkemizde yogun bir sekilde iiretimi ve tiiketimi yapilan biber tiplerinin baginda kapya
biberi gelmektedir. Taze tiiketimin yani sira, sanayi alaninda da c¢ok fazla kullanim
alanlart bulunmaktadir. Son donemlerde kapya biber {iretimini etkileyen faktorlerin
basinda tomato spotted wilt viriis (TSWV) hastaligi gelmektedir. TSWV hastaliginin
kimyasal miicadelesi bulunmamasindan dolayi, iiretimlerde verim kayiplarina sebep
olarak, tarimda biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. TSWV hastalig: ile en
etkin miicadele yontemlerinin basinda, bu hastaliga dayanikli gesitlerin kullanilmasi
gelmektedir. Bu c¢alismada, yerel kapya biber ¢esidine (Ata-16) TSWV ye dayanikli
oldugu bilinen ticari olarak satig1 yapilan kapya biber ¢esidinden (Nr-07), molekiiler
markor yontemleri kullanilarak TSWV dayaniklilik geninin aktarilmasini saglayarak,
iretimde hem ekonomik kayiplar1 en aza indirmek, hem de yerel kapya biber
¢esidimizin yok olmasinin Oniine ge¢ilmesi hedeflenmistir. Buna ek olarak, bu tez
sonucunda elde edilen bitkisel materyaller (TSWV) hastaligina dayanikli yeni kapya
biber ¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in gen kaynagi olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: TSWV, Kapya biber, Molekiiler isaretleyici

2021, vii + 41 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

TRANSFER OF TSWV RESISTANT TO LOCAL PEPPER VARIETIES USING
MOLECULAR MARKERS

Onur COBAN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet IPEK

A Capia pepper is one of the important types of pepper varieties that are produced and
consumed extensively in our country. In addition to fresh consumption, there are many
areas of use in industry. In recent years, TSWV disease of Tomato spotted wilt virus
(TSWV) disease is the leading factor affecting capia pepper production. Due to the lack
of chemical control of TSWV Tomato spotted wilt virus disease, it causes great
economic losses in agriculture by causing yield losses in production. One of the most
effective methods of combating TSWYV disease is the use of resistant varieties. In this
study, by using molecular marker methods to transfer the TSWYV resistance gene from
the commercially sold capia pepper variety (Nr-07), which is known to be TSWV
resistant to the local capia pepper variety (Ata-16), It was aimed to both minimize
economic losses and to prevent the extinction of our local capia pepper variety. In
addition, the plant materials obtained from this thesis can be a gene source for the
development of new capia pepper varieties resistant to (TSWV) disease.

Key words: TSWV, Capia pepper, Molekular markirs

2021, vii + 41 pages.
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1. GIRIS

1492 yilinda Cristof Colomb ve arkadaslarinin Amerika’y1 kesfetmesi ile birlikte,
burada bitkilerin {izerindeki meyvelerin tadinin ¢ok acit oldugu bir tiiriin yetistirildigini
gormiislerdir. Giiney Hindistan’da karabiber yetistiriciliginin yogun olmasindan dolay1
Cristof Colomb ve arkadaslar1 ilk olarak bulunduklari bdlgenin Giiney Hindistan
oldugunu diistinmiislerdir. Fakat arastirmacilarin 500 yil siire igerisinde yapmis
olduklar1 arastirmalar ve elde ettikleri yeni veriler neticesinde Cristof Colomb ve
arkadaslarinin kesfettikleri yerin Amerika Kitasi oldugunu, bulduklarin bitkisin ise sos
yapiminda yogun olarak kullanilan ve genis alanlarda {iretimi yapilan aci1 biber
oldugunu kesfetmislerdir. Boylece Cristof Colomb ve arkadaslari, Amerika Kitas1 ile
birlikte biberi de bulmuslardir. Amerika ‘nin kesfi ile birlikte diinyada biber ekilisinin
yayildig1 goriilmektedir ( Esiyok 2006).

Biberin anavataninin, Amerika kitasinin Orta ve Giiney bolgesi oldugu bilinmektedir
(Verit ve ark. 2001, Ahmed 2013). Bolivya’nin, act biberin anavatani oldugu
bildirilmektedir (McLeod ve ark. 1983, Pickersgill 1984). Biberin ticari olarak
yetistiriciligi 1600’1 yillarda baslayip, zaman igerisinde tiiketimi hizh bir sekilde artis
gostermistir (Dewitt ve ark. 1990). Kapya biberi Giiney Amerika, Kosta Rika, Peru,
Bolivya, Meksika ve tiim Giliney Avrupa iilkelerinde yogun bir sekilde tretimi
yapilmaktadir (Kumari 2012). Ulkemize girisi ise 16 yy.‘in ortalarinda Avrupalilar ile
yapmis oldugumuz ticaretler sonucunda giris yaptigi ve zamanla tiim Anadolu’ya

yayildigi belirtilmektedir (Vural ve ark. 2000).

Biber, Solanales takimi, domates ve patlican gibi sebze tiirlerini de i¢inde barindiran
Solanaceae (Patlicangiller) familyasindan, Capsicum cinsi igerisinde yer alan bir sebze
tiriidiir. Biber sicak iklim bitkisidir. Bu sebepten dolay: tropik iklimlerde ¢ok yillik,
iliman iklimlerde ise tek yillik bir sebze tiiridiir (Aybak 2002, Pernezny ve ark. 2003).

Kapya biberi (Capsicum annuum L.), bir diger adi ile ‘yaglik biber’ olarak ta
tamimlanmaktadir. Ik zamanlar taze tiiketim olarak salga yapiminda kullamldig: gibi,
gelisen teknolojinin ve insanoglunun tiiketim aligkanliklarinin degismesi sonucu,

endiistriyel sektorde hazir gida olarak, dondurulmus gida, aci sos, tursu, baharat ve



konserve icerisine kdzlenmis sekilde de tiikketiminin yaygin olarak arttigi goriilmektedir
(Ozdikmenli ve ark. 2013).

Diinya’daki biber iiretimine baktigimizda, hazir gida tiiketiminin artmas ile birlikte,
endistriyel alanda da biber ihtiyacinin arttig1 dngoriilmektedir. Birlesmis Milletler Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO) nun verilerine gore diinyadaki biber iiretim alan1 2015 yilinda
1.879.989 ha iken, 2018 yilinda 1.990.423 ha yiikseldigi goriilmektedir (Cizelge 1.1).
Biberin diinyadaki iiretim miktarlarina baktigimizda ise Birlesmis Milletler Gida ve
Tarmm Orgiitii (FAO)’nun verilerine gdre 2015 yilinda 33.189.148 ton iken, 2018
yilinda bu oran yaklasik olarak %10 artis ile birlikte 36.771.482 tona ulagmistir (FAO,
2020).

Cizelge 1.1. Diinya’daki biber tiretim miktar1 ve alani

YILLAR URETIM MIKTARI (Ton) URETIM ALANI (Ha)
2105 33.189.148 1.879.989
2016 34.567.250 1.931.365
2017 35.988.989 1.962.491
2018 36.771.482 1.990.423

FAO 2018 yili verilerine gore, diinyadaki biber liretiminin yaklasik olarak % 50’si,
18.214.018 ton ile Cin’de gerceklestirilmistir. 2. sira da 3.379.289 ton ile Meksika, 3.
sira da ise 2.554.974 ton ile Tiirkiye yer almaktadir (Cizelgel.2).

Cizelge 1. 2. Diinya’da yogun biber {iretimi yapan iilkelerin tiretim miktarlar

ULKELER URETIM MIKTARI (Ton)
Cin 18.214.018
Meksika 3.379.289
Tiirkiye 2.554.974
Endonezya 2.542.358
Ispanya 1.275.457




Tiirkiye’de birgok biber ¢esidinin iiretimi (macar biberi, siis biberi, california wonder,
jalopen vs.) yapilsa da, en yogun olarak kapya, sivri, dolma ve garliston gesitlerinin
iretimi yapilmaktadir. Tirkiye’deki biber {iretiminin yogun bir sekilde yapildigi
bolgeler Ege, Marmara, Karadeniz, Giliney ve Giineydogu Anadolu bélgeleridir. Ege,
Marmara ve Karadeniz bolgelerinde iiretilen biber genellikle taze tiiketim icin ve
endistriyel amagli (k6zleme, sal¢a vs.) kullanilmaktadir. Dogu ve Giineydogu Anadolu

bolgelerinde iiretilen biberler ise, ac1 sos, toz ve pul biber yapiminda kullanilmaktadir.

Tiirkiye istatistik Kurumu (TUIK) 2019 verilerine gére, Ulkemizde en yogun iiretimi
yapilan biber ¢esidi %47 lik orani ile kapya biber ilk sirada bulunmaktadir. Bunu sirasi
ile %34 oran ile sivri, %14 orani ile dolma ve %35 orani ile carliston biberi takip

etmektedir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1. 3. Tiirkiye’de iiretimi yapilan biber gesitlerinin, yillara gére iiretim miktarlari

YILLAR  KAPYA (ton) SIVRI(ton) DOLMA (ton)  CARLISTON (ton)

2015 879.775 919.004 393.190 115.568
2016 957.030 967.466 418.435 114.891
2017 1.107,713 945.361 420.904 134.194
2018 1.128,060 930.349 397.175 99.390
2019 1.234.423 902.203 371.918 117.125

Kapya biberi, taze tiiketimin yaninda, hazir gidada da yogun olarak kullanilmasindan
dolay1, diger biber ¢esitleri ile kiyasladigimizda en fazla ekim alanina sahip oldugu
goriilmektedir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2019 verilerine gére, Ulkemizdeki
toplam biber ekim alaninin %47°lik kismini olusturan kapya biber tiretimi ilk sirada yer
almaktadir. Bunu sirasi ile sivri biber (%35), dolma biberi (%15) ve carliston biber (%3)

takip ettigi goriilmektedir (Cizelge 1.4).



Cizelge 1. 4. Tiirkiye’de iiretimi yapilan biber g¢esitlerinin, yillara gore iiretim alanlar

(da)

YILLAR KAPYA SIVRI DOLMA CARLISTON
2015 308.417 313.149 143.626 27.425
2016 325.584 147.145 316.716 26.187
2017 333.132 141.534 303.341 27.159
2018 346.248 131.351 290.885 18.040
2019 372.775 122.952 277.642 19.305

Ulkemizde illere gore kapya biber iiretimlerine baktigimizda ise, Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) 2019 verilerine gore, Canakkale ilimiz iilkemizdeki toplam kapya
tretim alaninin %8,36’lik kismini karsilayarak 66.277 da iiretim alani ile ilk sirada,
50.371 da iiretim alan1 ile Sanliurfa ilimiz 2. sirada, 35.362 da iiretim alan1 ile Manisa

ilimiz 3. sirada yer aldig1 goriilmektedir (Cizelge 1.5).

Cizelge 1. 5. Ulkemizde yogun kapya biber iiretimi yapilan iller

ILLER URETIM ALANI (da) URETIM MIKTARI (ton)
Canakkale 66.277 234.735
Sanliurfa 50.371 134.896
Manisa 35.362 134.349
Samsun 30.375 76.063
Bursa 21.646 91.103
[zmir 20.484 56.678
Adana 19.180 105.668
Antalya 15.587 131.920

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2019 verilerine gére, Ulkemizdeki kapya biber
tiretimin de elde edilen iiretim miktarlarina baktigimizda ise, liretim alaninda oldugu
gibi elde edilen iiretim miktarlarinda da 234.735 ton ile Canakkale ilimiz ilk sirada
bulunmaktadir, 2. Sirada 134.896 ton ile Sanlurfa ilimiz, 3. sirada ise 134.349 ton ile
Manisa ilimizin yer aldig1 goriilmektedir (Cizelge 1.5).



Biberin ekonomik degeri kadar, biinyesinde barindirdigi besin maddeleri bakimindan da
onemli bir sebze tiirli oldugu goriilmektedir. Bu besin degerleri oran1 iklim, toprak, ¢esit
se¢imi, sulama, giibreleme, bakim gibi faktorlere bagl olarak degisim gostermektedir.
Ancak biber genel olarak biinyesinde 340 mg/100 gr oraninda C vitamini bulundurmasi
ile meyveler arasinda en yiiksek oranda C vitaminine sahip oldugu goriilmektedir
(Govindarajan ve ark. 1986a). Bunun yaninda A, E, B1, B2 ve B3 vitaminleri, P, S, Fe,

Mg ve Ca mineralleri yoniinden zengindir (Govindarajan ve ark. 1986b).

Bibere acilik tadimi veren capsaicin (C18H27NO3) maddesidir. Capsaicin, alkoloid
bilesenli bir yapiya sahiptir. Tipki havugta oldugu gibi, biberinde rengini veren alfa ve
beta karotenleridir. Karetonoid pigmentler biberin renginin (sar1, turuncu, yesil, kirmizi)
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu tip capsaicin ve renk pigmentleri olan
karetonoidlerin biber meyvesindeki miktart meyvenin olgunlasma siiresine gore

farkliliklar gosterebilmektedir (Govindarajan 1986b).

Biberin son yillarda iiretim ve tiiketiminin artmasinin nedenlerinden biri de, insan
sagligia yapmis oldugu katkiya dayanmaktadir. Ozellikle ac1 biberin biinyesinde
bulunan capsaicin maddesi kanser hiicrelerinin pasiflesmesine katkisi oldugu, biber
cesitleri igerisinde kapya biberde bulunan lutein maddesinin gozlerde meydana
gelebilecek hastaliklar1 azalmasii sagladigi, sindirim sistemini rahatlattigi, kalp ve
damar hastaliklarina karsi olumlu yonde katkida bulundugu goriilmektedir (Akinci ve

Akinci,. 1999, Kumar Shaha ve ark. 2013).

Iklim, su, giibreleme, toprak yapisi, arazi yapisi vs. gibi etmenler hasat zamaninda
tarimsal Uriinlerin verimini etkiledigi gibi, ayn1 zamanda da bitki patojenleri (viriis,
bakteri ve fungus) de tarimsal {iriinler {lizerinde olumsuz etki yaratarak, ¢esitli
hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir. Tarimsal iriinlerin ekonomik kayba
ugramasina neden olan viriisler arasinda ilk siralarda yer alan Domates Lekeli
Solgunluk Viriisii (TSWV) diir (Goldbach ve ark. 1994, Griep ve ark. 2000).

TSWV (Domates Lekeli Solgunluk Viriisii) hastaligi, bitki yetistiriciligi agisindan ¢ok

onem teskil etmektedir. Bunun en biiyiik nedenlerinden biri, kimyasal miicadelesinin



bulunmamasidir. ister agik saha yetistiriciligi olsun, isterse ortii alt: yetistiriciligi olsun,
tohumdan hasada kadar gecen siire igerisinde bitkilerin vejetatif ve generatif
kisimlarinda istenmeyen deformasyonlarin goriillmesine neden olabilmektedir (Anonim,
2006a).

Bitkideki belirtileri; bodurlagma, yapraklarin, meyvelerin ve gévdenin {izerinde mozaik
seklinde kahverengi halkali lekeler, klorotik ve nekrotik lekeler ve sararmalar,
yapraklarin iizerinde bulunan damarlar arasinda kiigiilmeler, meyvelerde sekil
bozukluklar1 ve meyve iizerinde kahverengi lekeler seklinde belirtiler olusturdugu
goriilmektedir. TSWV hastaliginin bitkiler arasinda yayilmasinda vektor bocekler
onemli rol almaktadir. Bu vektor boceklerin basinda da thrips yer almaktadir (Anonim,
2006D).

TSWV (Domates Lekeli Solgunluk Viriisii)’nin kiiltlir bitkilerinde neden oldugu iiriin
kaybindan kaynaklanan ekonomik kayip miktari, yetistirilen {irine (biber, domates,
patlican, marul, kereviz vs.), bolge sartlarina (yayla, ova, ortamdaki nem vs.) ve mevsim
sartlarina gore degisim gosterebilmektedir. Bundan dolay1 tarimsal tirinlerin TSWV’nin
etkisinden dolayr yasanan iriin kayiplarindan dogan ekonomik kayip miktarinin
rakamsal degeri net bir sekilde belirtmek gii¢ olmaktadir (Bos 1982, Strange ve Scott,
2005). Ancak TSWV’nin diinyada kiiltiir bitkilerinde neden oldugu ekonomik kaybin
miktarinin 1 milyar dolarmn iizerinde oldugu disiiniilmektedir (Uhrig ve ark. 1999,
Griep ve ark. 2000).

TSWYV hastaliginin kimyasal miicadelesinin olmamasindan dolayi, kiiltiirel miicadeleye
onem verilmesi gerekmektedir. Kiiltiirel miicadele olarak, acgik saha ve ortii alt1
yetistiricilikte, hava sirkiilasyonunu saglayan seranin pencerelerine ve kapi girisine,
thrips vektorleri ve diger boceklerin gegmesini engellemek igin 0,2-0,3 mm genisliginde
tilllerin takilmasi, sar1 ve lacivert feromon tuzaklarin asilmasi, alet ve ekipmanlari
kullanmaya baglamadan once iyice dezenfekte edilmesi, hastalik goriilen bitkiler kokii
ile birlikte seranin disina cikarilarak imha edilmesi, yabanci otlarin sera iginde ve
etrafinda bulundurulmamasi seklinde Onlemler alinabilmektedir. Fakat en ©Onemli

miicadele yontemi TSWV’ye dayanikli ¢esitlerin tercih edilmesidir.



Bitki 1slah1 ¢alismalarinda TSWV’ye dayanikli biber cgesitleri elde etmek oncelikli
hedeflerden biri olmalidir. Islah caligmalarina baslayabilmek icin ilk adim olarak
1slahginin elinde bitkisel genetik kaynaklarinin bulunmasi gerekmektedir. Artik yavas
yavas yok olmaya baslayan atalarimizdan kalma yerel gesitler, en iyi bitkisel genetik

kaynak materyali olarak kullanilabilmektedir.

Islah ¢alismalar1 ¢ok uzun yillar almaktadir. Bu durum hem zaman kaybina, hem de
maddi yonden bir kayba neden olmaktadir. Teknolojinin gelismesi ile birlikte 1slahgilar,
molekiiler markir yontemlerini kullanarak (RFLP, RAPD, AFLP, SNP, SRAP) islah
calismalarinda daha kisa siirede hedefe ulasabilmektedirler. Bu durum daha kisa siirede
ve daha diisiikk maliyetlerle piyasadaki ¢esitliligin artmasina ve yeni ¢esitlerin daha kisa

stirede daha ekonomik olarak elde edilmesini saglamaktadir (Li ve Quiros, 2001).

Bu calismada, yerel kapya biber ¢esitlerinin yok olmasinin Oniine gegmek amaci ile
molekiiler isaretleyiciler kullanarak, yerel kapya biber ¢esidine TSWV dayanimi
kazandirip, hastalik dayanimimi artirarak verim artis1 saglamak, bdylece kaybolmaya
yiz tutmus yerel cesitlerimizi tekrar tarima kazandirmaktir. Ayni1 zamanda da bu
calismalar sirasinda elde edilecek yeni genotipleri, 1slah caligmalarinda kullanilmak

lizere gen havuzunda saklanmasi planlanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Viriislerin Morfolojik Yapisi

Viriislerin yapist niikleik asit, protein kilifindan meydana gelmektedir. Viriislerin
karakterlerinin taginmasinda niikleik asitler gorev almaktadir. Niikleik asitlerin disinda
protein zar bulunmaktadir. Boylelikle protein zar, niikleik asitlerin korunmasinda rol
oynamaktadir. Viriisler canli hiicrelerde ¢ogalabilen niikleoproteinlerdir. Sadece canli
hiicrelerde yasayabilmektedirler. Bitkilerin biinyesine mekanik ya da bdcek emgilerinin
neden oldugu yaralardan girebilmektedirler. Virilisler yapisal olarak farkli sekillere
sahiptirler. TMW c¢ubuk seklinde, CMW kiiresel sekline sahip viriislerdir. Eksiksiz
yapiya sahip olan viriislere virion adi verilmektedir. Virion virlislerine 6rnek olarak

TSWV gosterilebilmektedir. (De Haan ve ark. 1990).

2.2. Viriislerin Belirtileri

Viriisler, bitkilerin yaprak, govde, kok, ¢igek ve meyveler lizerinde farkli simptomlara
neden olmaktadir. Yapraklar lizerinde goriilen simptomlar, klorofil miktarlarinda
azalmasina sebep olmasindan dolayi, yaprak renklerinin sarimsi renk almasina ve bazi
durumlarda da bitkinin yaprak renginin kirmizims: renk almasina, uglarda kirilmalar,
damarlarda bantlagsma, halkali leke seklinde, govde iizerinde goriilen simptomlar ise
bodurlagma, dal uglarinda yanma seklinde kurumalar, meyveler iizerindeki belirtileri
ise, sekil bozukluklar, sigil seklinde kabarciklar, dairesel lekeler seklindedir (Soler ve

ark. 1998).

Sekil 2.1. TSWV'nin biber yapragindaki simptomlar1 (Celik 2019)



Sekil 2.2. TSWV'nin meyve iizerindeki simptomlar: (Anonim 2021)

2.3. Viriislerin Yayilma Yollar:

Viriislerin bitkilere tasinmasinda birgok etken sebep olabilmektedir. Mekanik (riizgarla,
hayvanla, insanla, alet ekipmanla vs.), tohumla (tohum kabugunda, tohumun
endosperminde, tohumun embriyosunda), toprakla (nematodla, fungusla), parazit
bitkilerle (kiiskiit gibi tam parazit bitkiler), boceklerle (vektorler) ve akarlar yolu ile
tagimabilmektedirler (Gordillo ve ark. 2008).

Tez konusu olan TSWV viriisii, genellikle thrips tiirleri araciligi ile taginmaktadir.
Viriisiin tasinmasinda en etkin rol oynayan thrips tiirleri, Thrips tabaci ve Frankliniella
occidentalis vektorleridir (Tung ve Gogmen, 1995). Thripsler, yapragin en iist ve en alt
yapisini olusturan epidermal dokusunda 15-30 dakika arasinda beslenmesi durumunda,
viriisii biinyesine alabilmektedir. Bu siirenin uzamasi, viriisiin tasinmasinda daha etkin
rol oynamaktadir (Wijkamp ve Peters, 1993). Viriisiin yayilmasini saglayan vektorler,
larva déneminde ag1z yolu ile aldiklar: viriisleri orta bagirsak kisminda ¢ogaltarak, salgi
kanallarina tastyarak viriisii bulagtirmaktadirlar (German ve ark. 1992). Viriisii
blinyesinde bulunduran vektorler, en fazla 1 ay siire igerisinde virlisii bulastirma

yetenegine sahiptirler (Nagata ve ark. 2002).



2.4. Viriislerle Miicadele Yontemi

Black ve ark. 1991, Capsicum annum L. tiirii icerinde TSWV’ye dayaniklilik geni
bulunmadigini, sadece capsicum tiirleri icerisinde yer alan Capsicum chinense gibi bazi

tiirlerinde dayaniklilik geni bulundugunu belirtmislerdir.

Cheng ve ark. 1989, PI-152225 ve PI-159236 numarali Capsicum chinense tiirii
icerisinde yer alan hatlar ile Capsicum annum’un uyumlu bir sekilde melezleme

isleminin yapilabilecegini belirtmislerdir.

Moury ve ark. 1998, homozigot gen kaynaklarinin dayanim giiciiniin, heterezigot gen
kaynaklarinin dayanim giiciine gore daha yiiksek oldugunu, bu yilizden yiiksek
sicakliklarda yapilan 1slah caligsmalarinda saglikli sonuclar elde etmek i¢in homozigot

gen kaynaklarinin kullanilmasinin daha saglikli oldugunu belirtmislerdir.

2.5. Viriislerin Bulunusu ve Yayihisi

Domates Lekeli Solgunluk Virlisi (TSWV), diinyada ilk kez 1915 yilinda
Avustralya’da goriilmiistlir. Buradan da hizli bir sekilde sicak iklim kusagi bolgelerine
dogru yayilarak, diinya ¢apinda bitki tiirleri icin 6nemli bir hastalik teskil eden viriis

haline gelmistir (Rosello ve ark. 1996).

[ran’da TSWYV viriisii ilk olarak patates, soya ve domates bitkilerinde ELISA-DAS
yontemi uygulanarak 1999-2000°li yillarda tespit edilmistir (Golnaraghi 2001,
Pourrahim ve ark. 2001).

Holcomp ve ark. 1999 yilinda Melampodium divaricatum ve Nicotiana bentamiana
bitkilerine disaridan mekanik yollarla TSWYV inokulasyon ¢alismasi yapmuslardir.
Uygulama yapilan bitkilerde ilk simptom belirtileri, uygulama yapildiktan 2 hafta sonra
Nicotiana bentamiana da, 2 ay sonra da Melampodium divaricatum da TSWYV belirtileri
goriilmeye baglanmistir. Melampodium divaricatum bitkisinin simptom gosteren

yapraklardan numune alinarak, ELISA yontemi ile testleme yapilmistir. Yapilan
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testleme sonucunda TSWV oldugu saptanmistir. Boylece 1999 yilinda Giiney
Amerika’da ilk TSWYV goriildiigii ispatlanmigtir.

Arjantin’de ilk TSWV Lisionthus bitkisinde goriilmistiir. Simptom gdsteren
yapraklardan alinan numuneler ELISA testine tabii tutularak TSWV oldugu
kanitlanmistir (Wolcan ve ark. 1996).

TSWYV virlisi ABD’nin Georgia eyaletinde ilk kez hastaligin konukgusu olan tiitiinde
1986 yilinda goriildiigi bildirilmistir. TSWV tiitiin tarlalarinin tamaminda goériilmesine

ragmen, zarar kaybinin %2 nin altinda oldugu tespit edilmistir (Culbreath ve ark. 1991).

Florida eyaletinde TSWYV viriisiiniin ilk kez 2000 yilinda DAS-ELISA testi kullanilarak
Habanero ve Tobasco biberlerinde tespit edilmistir. Biberlerin yapraklarinda simptom
belirtilerinin goriilmesi iizerine DAS-ELISA yontemi ile testleme yapilmis olup,
testleme sonucunda da hastalik oraninin Habanero da %1,5 oraninda, Tobasco da ise %1

oraninda oldugu bildirilmistir (Momol 2000).

Graves ve ark. 2002 yilinda Carolina eyaletinde 28 adet yillik ve ¢ok yillik bitki tiirleri
tizerinde en az 2 yil iiretim yapilmamis arazide yapmis olduklar1 ¢aligmada, TSWV

vektorii olarak en yogun tiitlin thripsine rastlandigini bildirmislerdir.

Lousiniana eyaletinde TSWV ilk olarak 1972 yilinda domates, tiitiin ve biber
bitkilerinde gortildiigi bildirilmistir (Black 1973, Greenogh ve ark. 1990). TSWV’nin
bu liriinler iizerinde biiyiik Ol¢iide ekonomik kayiplar meydana getirdigi rapor edilmistir

(Bond ve ark. 1983).

Lousiana eyaletinde yapilan bir arastirmada, malglama yoOnteminin, thriplerin
popiilasyonu tizerindeki etkileri ve buna bagli olarak ta TSWV nin yayilmasina etkileri
izerine bir ¢alisma yapilmistir. Domates ve biberde yaptiklart uygulama da, arazinin
rastgele boliimlerine aliiminyum renkli plastik mal¢ malzemesi ile siyah renkli plastik
mal¢ malzemesi sermislerdir. Arazinin bir kismina ise mal¢ malzemesi sermemislerdir

ve thrips popiilasyonunu 6lgmek i¢in sar1 yapiskan tuzaklar yerlestirmislerdir. Yapilan
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calisma sonucunda malglama yapilan kisimlarin, malglama yapilmayan kisma gore
TSWYV oraninin ortalama %65, sar1 tuzaklardaki thrips popiilasyonun da ortalama %35

oraninda bir diisiise neden oldugunu bildirmislerdir (Greenogh ve ark. 1985).

Hausbeck ve ark. 1992 yilinda Pennsylvani’da ticari olarak siis bitkileri iiretimi yapilan
seralarda, camgiizeli ve begonya da TSWV ile infekteli bitkilerin oldugunu tespit

etmislerdir.

Yudin ve ark. 1990 yilinda ireticilerin ekonomik yonden kayiplariin minumum
diizeyde olmasi i¢in, TSWV ile miicadelenin erken donemde mi yoksa thrips
poplilasyonunun ¢ogaldigi dénemde mi iireticilerin miicadeleye baslamalar1 gerektigi
konusunda bir calisma yapmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda TSWYV ile miicadelenin
thrips popiilasyonu ¢ogalmadan Once, erken yapilan miidahalelerde, {ireticilerin

ekonomik kayiplarin minimum seviyede oldugunu tespit etmislerdir.

Mandal ve ark. 2002’nin yapmis oldugu ¢alismada farkli yerfistig1 genotiplerinin diisiik
(<30) ve yiiksek sicakliklarda (>30) mekanik inokulasyon yonteminde kullandiklar
TSWV’nin gosterecekleri tepkilere bakmigslardir. Yiiksek sicakliklarda C11-2-39
yerfistig1 genotipinin TSWV’ye direncinin en yiiksek oldugunu ve yiiksek sicakliklarda

TSWYV infeksiyonun da azalma oldugunu bildirmislerdir.

Tekinel ve ark. 1969 yilinda Mersin ilinde farkli bitki tiirleri (marul, biber, fasulye,
patlican) tizerinde yapmis olduklar1 hastalik etmenlerini belirleme c¢alismalarinda,
marulda TSWV hastalig1 olabilecek bulgular elde etmelerine ragmen, iilkemizde ilk kez
1980 li yillarin ortalarinda Canakkale ilinde Azeri (1981) tarafindan yapilan ¢alismada
tiitiin bitkisinde TSWV hastalig1 tespit edilmistir. Ulkemizin sahil kesimi olan Akdeniz
Bolgesine ise TSWV hastalig1 ilk olarak 1995 yilinda giris yaptig1 goriilmektedir
(Guldiir ve ark. 1995).

Canakkale ilinde 2003 yilinda baslatilip ve 2 yil siiren ¢alismada, yaklasik olarak 1.000

dekarlik dikili domates alanlarindan TSWV hastaligi simptomunun belirtisi olabilecek

yapraklardan numune alinmugtir. Yaklasik olarak 2 yil igerisinde toplamda alinan 200
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yaprak ornegi, ELISA yontemi kullanilarak yapilan testleme sonucunda, toplamda 9

bitkide hastaligin bulasik oldugunu saptamiglardir (Turhan ve Korkmaz 2006).

Celik ve ark. 2018’de yapmis olduklar1 ¢alismada, Domates Lekeli Solgunluk Viriisii
(TSWV) ne dayanikli sivri biber hatlarint gelistirmislerdir. BATEM (Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii) den alinan TSWV’ye hassas hem agik saha hem de
Ortiialt1 liretimine uygun serademre 8 (P1) adinda sivri biber ¢esidi ile TSWV’ye
dayanikli li¢ adet hibrit (P2, P3, P4) ¢esidi materyal olarak kullanmislardir.

Melezleme galismasinda ise ana ebeveyn olarak P1, baba ebeveyn olarak ta P2, P3 ve
P4 hibrit cesitleri kullanilarak, 3 kombinasyon seklinde melezleme yapmislardir.
Melezlemeden sonra elde edilen f1 tohumlar: fide haline getirilerek, geng¢ yapraklardan
numune alinarak mekanik inokulasyon yontemlerinden biri olan ELISA testine tabii
tutarak dayanim aktarilmis ¢esitleri kesfetmislerdir. ELISA testini uygularken kontrol
cesit olarak hastaliga hassas cesit olan serademre 8 ve hastalia dayanikli olan PI
152225 genotipini kullanmiglardir. Yaptiklari ELISA testini dogrulamak icin ise
molekiiler testlemeden faydalanmiglardir. CTAB yontemini kullanarak, bitkilerin geng
yapraklarindan numune alinarak DNA izolasyonuna bakmislardir (Doyle ve Doyle,
1990). Bu yontemde CAPS primeri olan SCACsgs primerini kullanmiglardir. SCACseg
primeri Moury ve ark. 2000 tarafindan bulunmustur. Bu yontemleri kullanarak elde
ettikleri dayanikli genotipleri seraya dikim yaparak seleksiyon yapmislardir.
Seleksiyonda genotiplerin morfolojik ve fenolojik karakteristik gozlemlemelerini
yapmislardir. Bu tip gozlemleme yontemine pedigri yontemi denilmektedir (Kalloo
1988). Pedigri yontemini kullanarak yapmis olduklart gézlem sonuglarini bir gizelge
haline getirerek istenilen 6zelliklere sahip ii¢ yeni genotip bulmuglardir. Bulduklar ii¢
yeni genotipi de yeni c¢esitlerin 1slahinda kullanilmak itizere 6zel sektdrde bir tohum

firmas ile anlagsma imzalayarak, bulduklari hatlar1 kullanmalarina izin vermislerdir.

Simsek ve ark. 2015°de yapmis olduklar1 ¢alismada, tospoviriis ve tobamoviriislere
dayanikli yeni dolmalik biber hat ve cesitlerini gelistirmislerdir. Materyal olarak 50 adet
F6 genotipi ile ticari gesitler olarak ta 8 adet TSWV (Domates Lekeli Solgunluk Viriisii)
ye dayanikli ve 4 adette TSW’ye dayanikli ¢esitleri kullanmislardir. Dayaniklilik
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testlemesini DNA izolasyon modifiye CTAB yontemini kullanarak yapmislardir (Doyle
ve ark. 1990). Dayaniklilik testlemesinden sonra GM1F1 elde etmek i¢in, dayanikli olan
saf biber hatlar1 ile heterozigot hibrit (F1) biber ¢esitlerini melezlemislerdir. Elde edilen
tohumlar1 tekrar c¢imlendirilerek, molekiiler markirlar1 kullanarak dayanakli olan
allelleri tespit etmislerdir. Tespit edilen dayanikli genotipler ile hassas ebeveynler tekrar
melezlenerek GM2F1’i elde etmislerdir. GM2F1°i kendileyerek, GM2F2’yi elde
etmislerdir. Bu sekilde GM3F6 ve GM2F6 olana kadar kendileme islemine devam
etmiglerdir. F6 kademesindeki hatlardan L3 /L4 ve Tsw dayanimlarindan en az ikisine
sahip hatlar ile meyve sekli, bitki habitusu, verim vs. gibi listlin 6zelliklere sahip hatlar
arasinda melezleme yapmislardir. Elde ettikleri bulgulara gére F6 kademesinde 25 adet
Tsw, 14 adet L3, 20 adet Tsw+L3, ve 13 adet L4 homozigot dayaniklilik allellerini
tastyan saf hatlar elde etmislerdir. Bu hatlar arasindaki melezleme c¢aligsmalari
sonucunda yapilan kapsamli gozlem neticesinde 4 adet F1 ¢esit adayr bulmuslardir. Bu
bulmus olduklar1 g¢esitlerden birini, piyasada ticari olarak satilan 3 ¢esit ile deneme
parselleri kurup, iyi bir gozlemleme yaparak, yapilan gozlemlemeleri de, tablo haline
getirmislerdir. Bu deneme sonucunda bir c¢esidin denemede kullandiklar1 ticari 3
cesitten daha dstiin 6zelliklere sahip oldugunu saptamislardir. Bunun neticesinde de bu

¢esidi TTSM’ye basvurarak Armada F1 adinda tescil ettirmiglerdir.
Brezilya’da biber iiretimlerinde karsilasilan TSWV sorunundan dolay: toplam {iretim

miktarinin yaklasik olarak %50’den fazla kayba neden oldugu tespit edilmistir
(Cupertino ve ark. 1984).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Materyal

Ata-16 nolu iki-ti¢ loblu, genis omuzlu, kalin etli ve uzun meyve yapisina sahip olan
yerel kapya biber ¢esididir ve Marmara Bolgesinde farkli lokasyonlarda iiretici
arazilerinde tretimi gerceklestirilmektedir. Yapilan gozlem sonuglarinda TSWV
hastaligina duyarli oldugu anlasilmistir. Farkli lokasyonlarda dikimi yapilan Ata-16
bitkisinden yaprak numuneleri alinip, laboratuvar ortaminda molekiiler isaretleyiciler
yontemi kullanilarak yapilan testleme sonucunda, Ata-16 kapya biber cesidinin
TSWV’ye hassas oldugu saptanmistir. Ata-16 kapya biber ¢esidi, genis ve kalin etli
meyveye sahip olmasindan dolay1 sanayiciler i¢in k6zlemeye ¢ok uygun bir ¢esittir. En
biiyiik dezavantaji ise iiretimde biiyiik kayiplara sebep olan TSWYV hastaligina duyarh
olmasidir. Tohum piyasasinda ticari olarak satist yapilan Nr-07 F1 kapya biber ¢esidinin
TSWV’ye karst dayanimi oldugu bilinmektedir. Geri melezleme yontemi ile
dayaniklilik geni Ata-16 kapya biber ¢esidine aktarilmasi igin bu Yiiksek Lisans Tezi
gerceklestirilmistir.

Melezleme islemini rahat bir sekilde gergeklestirmek icin, riizgar olmayan ortam tercih
edilmelidir. Bunun i¢inde en uygun ortam ortii alt1 (sera) kosullaridir. Sera igerisinde
riizgar olmadigindan dolayi, baba hattindaki ¢igeklerden polen tozlari daha saglikli
sekilde alinip, ana olarak kullanilan bitkinin disi¢ik borusuna aktarilmasi (melezleme)
islemi daha rahat bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Kapali ve kontrollii alan (sera)

ayni zamanda yabanci tozlanma olasiligini da diisirmektedir.

Nr-07 (baba hat) ile Ata-16 (ana hat) arasinda melezleme yapilmistir (Sekil 3.1).
Melezleme sonucu elde edilen F1 bitkilerden yaprak ornekleri alinarak hangi bitkilerin
dayaniklilik genini tasidig1 tespit edilmistir. Dayaniklilik genini tasiyan F1 bitkiler
hassas ebeveyn ile tekrar melezlenerek Geri Melez 1 (GM1) bitkileri elde edilmistir.
GM1 tohumlan fidelik ortaminda ¢imlendirilerek fide haline getirilmistir. Fidelerden
aliman yaprak numuneleri laboratuvar ortaminda molekiiler isaretleyiciler yardimi ile
hangi GML1 bitkisinin TSWV hastaligina dayaniklilik genini tasidigr tespit edilmistir.

Dayaniklilik genini tasidigi belirlenen bitkiler saksilara sasirtilmis ve kendileme
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yapilarak dayaniklilik genini homozigot olarak tasiyan bitkilerin belirlenmesi

amaglanmistir (Sekil 3.1).

X

Ata-16 Nr-07

F1 X  Ata-16

A 4
GM1 (Geri Melez 1)

® (Kendileme)

A\ 4

S1

Sekil 3.1. Ata-16 kapya biber cesidine, Nr-07 nolu kapya biber hattindan TSWV

hastalik geninin aktarilmasi semas.

3.2 Yontem
3.2.1 Biber Bitkilerinin Yetistirilmesi

Denemede kullanilacak biber bitkilerini yetistirmek i¢in biber tohumlarinin ekim islemi
gerceklestirilmistir.  Torf-vermikulit-perlit seklinde, 3:1:1 oraninda toprak karigimi
iceren 210’luk viyollerin igerisine, her bir géze 1 adet tohum gelecek sekilde tohum
ekimi yapilmistir. Tohum ekimi yapilan viyollerin tizeri vermikulit ile kapatilip, {izerine
can suyu verilerek, viyol cimlendirme odasina alinmistir. Cimlendirme odasinda
viyoller 24 °C sicaklik ve %90 nem bulunan ortamda 7 giin bekletilerek, tohumlarin
¢imlenmesi saglanmistir. Cimlenme odasindan ¢ikarilan viyoller 18-20 °C sicakliktaki
seraya alinarak, yaklasik 40 giin gerekli bakimlar1 (sulama-gilibreleme-ilaglama)

yapilarak kapya biber fideleri hazir hale getirilmistir.
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3.2.2. Mekanik Inokulasyon

Geri melez 1 kapya biber fidelerini mekanik inokulasyonda kullanmak iizere icerisinde
12 L torf, 4 L perlit ve 4 L kum karisimi bulunan 20 L hacimli saksilara dikimi
gerceklestirilmistir. Ayrica kontrol g¢esit olarak da, ticari olarak satis1 yapilan postal
kapya biber fidesi saksilara sasirtilmistir. Cevre arazilerinden TSWYV ile bulasik oldugu
tahmin edilen biber bitkilerinden mekanik inokulasyonda kullanilmak iizere polietilen
tiiplerin igerisine alinan yaprak numuneleri, buz kutusunun i¢erinde muhafaza edilerek

laboratuvar ortamina getirilmistir.

Viriis inokulumu, 1:4 oraninda, pH’nin 7,0 oldugu, 0,01 M kadar fosfat buffer i¢eren
karisimin igerisinde hastalik ile bulasik yapraklar ezilerek 6zii ¢ikarildiktan sonra,
tizerine 600 mesh-karborandum tuzu ile silisyum oksit ilave edilerek hastalik inokulum
sollisyonu hazirlanmistir. Fidelerin dikiminden yaklasik olarak 10 giin sonra, viriis
inokulumunun bitkinin dokularina direkt etki etmesi amaci ile geng yapraklarin iizeri bir
jilet yardimiyla cizilerek kiiciik yara dokulari olusturulmustur. Virlis inokulumu
yapraklarin tizerinde bulunan bu yara dokularinin iizerine pamuklu bir bez yardimi ile
stiriilmiistiir. Bulastirma islemi tamamlandiktan 5 dakika sonra yapraklarin {izerinde
fazladan olan inokulumunu temizlemek amaci ile 2 L’lik istten basingli el pompasi ile
yapraklarin tizerine su puskiirtiilmiis ve fazladan bulunan inokulum soliisyonunun
yaprak iizerinden uzaklastirilmasi saglanmistir. Yaklasik 7 gilin sonra ayni islem 2. kez
tekrarlanmstir. inokulasyon yapildiktan sonra bitkilerin genel bakimlarma (sulama-
glibreleme-ilaglama) devam edilmistir. Yaklagik olarak 12-18 giin giin sonra, viriis

inokulumu ile bulagik bitkilerden gbzlemler alinmistir.

3.2.3. DNA izolasyonu

F1 ve GMI biber bitkilerinin DNA Orneklerini elde edebilmek igin, saksilara dikmis
oldugumuz bitkilerin en u¢ kisimlarindaki gen¢ yapraklardan alinan numuneler
polietilen tiiplerin igerisine toplanmis, buz lizerinde DNA izolasyonunun yapilacagi
laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3). Soguk zincirle laboratuvara getirilen

yaprak ornekleri liyofilizatorde kurutulmustur (Sekil 3.4).
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Sekil 3.2. Saksilara dikilmis bitkilerin en u¢ kisimlarindaki gen¢ yapraklardan alinan
numuneler.

Sekil 3.3. Saksilara dikmis oldugumuz bitkilerin en wug¢ kisimlarindaki geng

yapraklardan alinan numunelerin polietilen tiiplerin igerisine toplanmas.
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Sekil 3.4. Polietilen tiipler igerisine konan yaprak numuneleri liyofilizatdr cihazinda

kurutulmalari

Kapya biber bitkilerinden alinan yaprak numunelerinin DNA izolasyonu i¢in PCR

yontemi kullanilarak, Therme Gene Jet protokolii uygulanmistir.

Kiigiik tiipler igerisine (2 ml’lik), yaklagik olarak 100 mg kurutulmus yaprak drneginden
koyarak, tizerine Lizis buffer A (350 pl) ilave edilerek hiicrelerin bu 6zel soliisyon
icerisinde parcalanmalar1 saglanmistir. Parcalama sirasinda bitki dokusunun ¢ok kiigiik
parcalara ayrilmasini saglamak ve soliisyonun dibinde tortu olusmasini dnlemek igin

thissvelyser cihazi kullanilmistir.

Purifikasyon (saflagtirma) isleminde tiipiin icerisine RNA’nin pargalanmasinda
yardimci olan RNAse A enziminden 20 pl ve bir miktar Lizis buffer B (50 ul) ilave
edilerek soliisyonun dairesel bir sekilde (girdap seklinde) karismasini saglamak igin
vortex cihazindan yararlanilmistir. Inkubasyon islemini gerceklestirmek igin soliisyon,

yiiksek sicaklikta (65°C) yaklagik 12 dk. tutulmustur.

19



Soliisyonun igine protein hiicrelerini parcalamak i¢in bir miktar presipitation
sollisyonundan (120 pl) ilave edilerek, soliisyonun homojen bir sekilde karigmasini
saglamak i¢in vortex cihazi ile karistirilarak, inkubasyon islemi i¢in soliisyon buzun
icerisinde yaklasik 6 dk. bekletilmistir. Daha 6nceden parcaladigimiz hiicre kalintilarini
sollisyondan ayirmak i¢in, yaklasitk 6 dk. santrifiijleme islemi yapilarak, hiicre

kalintilarinin soliisyonun alt kismina tortu olusturup ¢ékmesi saglanmistir.

Santrifiijleme ve presipitation islemleri yapildiktan sonra soliisyonun iist kisminda kalan
stvi kismi (siipernantant) yeni bir polietilen tiipiin icerisine alinmistir (350-400 pl).
DNA zincirinin ¢ift sarmal haline doniismesini engellemek i¢in soliisyonun igerisine bir
miktar DNA bindingsolition (400 ul) ve DNA’ nin sulu soliisyonun dibine ¢okmesini
saglamak icin %96’lik etanol alkol ilave edilerek soliisyon karistirilmistir. Elde edilen
karisim (400-500 pl) spin kolona alinarak, DNA’nin kolon {izerine baglanip, saflig

yiiksek bir izolasyon saglanmistir.

Kolonun igerisindeki istenmeyen hiicre kalintilarinin soliisyonun dibine ¢ékmesini
saglamak i¢in 60 saniye santrifiijleyip (6000 g), dibe ¢oken kisim ortamdan
uzaklastirilmistir. Bu islem ikinci kez tekrar edilerek, kolonun dibinde kalan kalintilar

uzaklastirilarak, saflagtirma izolasyonun kalitesi yiikseltilmistir.

Kolonun igerisine, DNA’y1 yikamak amaci ile 500 pl AW1 (wash buffer 1) ilave edilip,
yaklasik olarak 60 saniye santrifiijlenerek (8000 g) kolonun dibinde kalan istenmeyen
materyaller ortamdan uzaklastirilmistir. DNA’y1 ikinci kez yikamak i¢in kolonun
igerisine 500 ul AW2 (wash buffer 2) ilave edilip, yaklasik olarak 180 saniye
santrifiijleme (20000 g) islemi yapilmistir. DNA’y1 yikama islemi tamamlandiktan
sonra kolon, yaklasik olarak 60 saniye daha santrifiijlenmistir (20000 g).

Santrifiijleme islemleri tamamlandiktan sonra kolon, daha 6nceden steril edilmis olan
tiiplerin (1,5 ml’lik) igerisine alinmistir. Kolonun membranina yapisik olan DNA’y1
tiipiin icerisine akitabilmek icin, icerisine 100 ul AE buffer (elution buffer) ilave edilip,
20 °Cde inkiibe islemi yapilip daha sonra da yaklasik olarak 60 saniye boyunca

santrifiijleyerek (8000 g), DNA’nin tiipiin igerisine akmasi saglanmistir. Tipiin
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icerisinde elde edilen DNA’nin bozulmadan bekletilebilmesi i¢in tiipler -20 °C ‘deki

ortama alinmistir.

3.2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR yo6ntemi kullanilarak, yaprak orneklerinden elde edilen DNA numunelerinin her
biri ¢ogaltilmistir. PCR analizi biberde TSWV hastaligina dayaniklilik saglayan gen ile
baglantili molekiiler isaretleyiciyi gelistiren Moury ve ark. (2000) tanimladig1 yonteme
gore yapilmistir. PCR analizi i¢in SCACseg ileri ve geri primerleri kullanilmistir.
SCACses F 5’-GTGCCAGAGGAGGATTTAT-3" ve SCACsss R 5-
GCGAGGTGGACACTGATACT-3’ primerlerinin niikleotid dizileridir.

Her bir PCR reaksiyonu 25 ng DNA, 200 uM dNTP karisimi, 0.3 uM ileri primer, 0.3
uM geri primeri, 1.5 mM MgCl> ve 1.25 U DNA polimeraz igcermektedir. PCR
reaksiyonlar1 steril ddH>O ile 25 ul’ye tamamlanmistir. Reaksiyon karisimi buz
tizerinde hazirlanmistir. DNA’nin ¢ogaltilmasi icin PCR reaksiyonu asagida verilen
sicaklik dongiisiine tabii tutulmustur. Cizelge 3.1°de verilen PCR dongiisiinde 2. 3. ve 4.

basamaklar 45 defa tekrarlanmistir.

Cizelge 3.1. Termal Dongii Cihaz1 Kosullar

BASAMAK NO SICAKLIK (°C) SURE (dk)
1. 94 2:00
2 94 1:00
3 60 1:00
4, 72 2:00
5 72 10:00
6 4 o

3.2.5 PCR ile Cogaltilan DNA Parcasinin Taql Enzimi ile Kesilmesi

Polimorfizmi gozlemleyebilmek i¢cin PCR reaksiyonu ile ¢gogaltilan DNA parcast Moury
ve ark. (2000) tarafindan belirtildigi gibi Taql enzimi ile asagida verilen reaksiyon

karisimi  kullanilarak kesilmistir. Cogaltilmis DNA pargasini igeren 10 pl PCR
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reaksiyonuna 18 pl sterile ddH20, 2 ul 10X reaksiyon tamponu ve 1 ul (10U) Taql
kesim enzimi eklenmistir. Enzimin DNA pargasini kesebilmesi i¢in reaksiyon karigimi

65°C’de 3 saat tutulmustur.

3.2.6 Agaroz Jel Elektroforezi

F1 ve GML1 bitkilerinin dayaniklilik genini tagiyip tasimadigimi gozlemlemek i¢in Taql
enzimi ile kesilen DNA parcalart %2 agaroz jeli kullanilarak biiyiikligiine gore
ayristirtlmigtir. DNA kesimi tamamlandiktan sonra DNA’nin kesilmesi i¢in hazirlanan
reaksiyonlarin iizerine 3 pl yiikkleme tamponu (0.25 g bromophenol mavisi, 6 ml %50
gliserol, 4 ml ddH20, pH 8) eklenmistir. Yiikleme tamponu igceren 20 pl kesim enzimi
reaksiyonu 1X TBE (10X TBE tamponun 1 litresinde; 110 g Tris-basic, 50 g Borik asit,
20 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0) ¢ozeltisi igerisindeki %2’lik agaroz jele yliklenmistir.
DNA’lar agaroz jel igerisinde 70 volt (5 volt/cm) uygulayarak 120 dk. yiiriitiilmiistiir
(Sekil 3.5). Biiytikliigiine gore ayristiritlan DNA pargalart ultraviyole 1s1k kullanilarak

gbzlemlenmis ve fotografi ¢ekilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.5. Elektroforez tepsisindeki karisima elektrik akimi (120 volt) uygulanarak
(yaklasik 120 dk.) elektroforezin yliriitiilmesi.
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Sekil 3.6. Elektrik akimi1 islemi tamamlandiktan sonra elektroforez tepsisinden ¢ikarilan

jel, UV goriintiileme kutusunun igerisine alinarak DNA’nin goriintiilenmesi.
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4. BULGULAR

Sabah saatlerinde baba hattinin (Nr-07) ¢igeklerinden alinan polenlerin, melezleme
isleminde basar1 yiizdesinin daha yiliksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.1). Melezleme
yapmaya en uygun cicek, ta¢ yaprak renginin yesilden beyaza dondiigii ve tag
yapraklarin1 agmaya yakin oldugu donemde yapildiginda, basari oranin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Melezleme islemi yapildiktan 3-4 giin sonra, disicik
borusunun hafif morumsu seklinde renk degisimine ugramasi ve disi organin yumurtalik
kismimin hafif sismesi seklinde belirtiler gostermesi, melezlemenin gergeklestigini

gostermektedir.

Sekil 4.1. Siyah zemin iizerinde, ¢iceklerden alinan polen tozlari
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Sekil 4.2. Melezleme yapmak i¢in en uygun ¢igek tomurcuklari

Yapilan gozlemler sonucunda, elde edilen 6 farkli F1 biber genotipinde herhangi bir
hastalik simptomu goézlemlenmemistir. Kontrol ¢esit olarak saksilara dikimini
yaptigimiz kapya biber bitkilerinde yapilan gézlemler sonucunda ise, hastaliga hassas
oldugu tespit edilmistir. Bitkilerde bodurlagsma, yapraklarin iizerinde halkali siyah

lekeler gibi hastalik simptomlarina rastlanmastir.

SCAR yontemi ile elde edilen 28 F1 genotipinin, TSWV hastaligina dayaniklilik
durumlarina bakilmigtir. 6 farkli F1 bitkisinin TSWV hastaligina dayaniklilik geni
tasidigr tespit edilmistir (Sekil 4.3). Moury ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen
primerler kullanilarak gergeklestirilen PCR analizinde 568 baz ¢ifti (bg) biiytikliigiinde
sadece bir DNA pargasi ¢ogaltilmistir (Sekil 4.3A). F1 bitkilerin dayaniklilik genini
tastyip tasimadigini belirlemek igin ¢ogaltilan bu DNA pargas1 Tagl DNA kesim enzimi
ile kesilmistir (Sekil 4.3B). Dayaniklilik genini tasiyan bitkilerin ¢ogaltilan DNA
pargasi enzim ile kesilmis ve 3 farklit DNA bandi1 gézlemlenmistir. F1 bitkiler TSWV
hastaligina dayaniklilik geninin hem hassas hem de dayanikli allellerini heterozigot
olarak tasimaktadir. Bu nedenle Tagl enzimi genin dayanikli alleline kesmekte ancak
hassas allelini kesmemektedir. Bu nedenle 3 farkli DNA bandina sahip olan tiim bitkiler

geni heterozigot olarak tasimaktadir. Ancak dayaniklilik genini tagimayan bitkilerin
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DNA oOrnekleri kullanilarak c¢ogaltilan DNA pargast Taql enzimi tarafindan
kesilmediginden sadece 1 DNA bandi gozlemlenmistir (Sekil 4.3B).

Sekil 4.3. TSWYV hastaligina dayaniklilik genini tasiyan F1 bitkilerinin belirlenmesi.
A) Moury ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen primerler kullanilarak ¢ogaltilmig DNA
pargasmin agaroz jel gorlintlisi. B) Cogaltilan DNA o6rneklerinin Tagl enzimi ile

kesildikten sonraki agaroz jel goriintiisii.

Dayaniklilik genini tasidigini tespit ettigimiz 6 farkli F1 bitkisi ana bitki olarak
kullanilmis ve Ata-16 yerli kapya biber ¢esidi ile tekrar melezlenerek GM1 tohumlari
elde edilmistir. Her bir melezlemeden elde edilen GM1 tohumlarindan 15’er adet
tohum, viyollere ekilmistir. 003 nolu genotipten 11 tohum, 004 nolu genotipten 13
tohum, 008 nolu genotipten 15 tohum, 022 nolu genotipten 12 tohum, 025 nolu
genotipten 15 tohum, 026 nolu genotipten 15 tohum ¢imlenmis ve elde edilen fideler

saksilara sagirtilmistir.
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Elde edilen toplam 6 F1 bitkinin Ata-16 ile melezlemesinden elde edilen GML1 bitkileri
kullanilarak her bir F1 bitkisinin meyve ozellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
Genotipler arasi ortak ozelliklere baktigimizda, hepsinin olgunlasma oncesi meyve dis
rengi kuyu yesil, olgunlagsma sonrasi meyve dis rengi parlak koyu kirmizi, meyve eti
kalin ve meyve lop sayist ise 3’1l ve 4°1i oldugu goriilmiistiir. Genotipler arasi farklarda
ise goze garpan Ozellik olarak 026 nolu genotipin diger genotiplere gore yaklagik olarak

10 giin daha erkenci oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Elde edilen TSWV’ye dayanikli kapya biber hatlarinin meyve 6zellikleri

F1 TOPLAM BITKI HASAT HASAT MEYVE MEYVE MEYVE

NO  SAYISI  BASINA  SURESI RENGI EN BOY LOP
MEYVE (giin) (cm) (cm) SAYISI
003 11 14-15 80-90 Kirmizi 5-6 16-17 3-4
004 13 10-13 80-90 Kirmizi 5-6 13-14 3-4
008 15 10-12 80-90 Kirmizi 4-5 16-18 3-4
022 12 8-10 80-90 Kirmizi 4-5 8-10 3-4
025 15 8-10 80-90 Kirmizi 6-7 16-17 34
026 15 12-14 70-75 Kirmizi 6-7 20-18 2-3

Elde edilen 6 farkli genotipin bitki yapisina baktigimizda ise, genel olarak bitki boyu
uzun, sarkik cicek yapisi, giiclii bitki seklinde gozlem yapilmistir (Cizelge 4.2). 022
nolu genotip, kisa meyve boyu ve zayif bitki yapisi ile dikkat cekmistir.
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Cizelge 4.2. Elde edilen TSWV’ye dayanikli kapya biber hatlarinin bitki 6zellikleri

GM1 BITKI YAPISI BUYUME BIiTKi BOYU CICEK
NO GUCU SAPININ
DURUSU
003 Yar1 Dik Giugcli Uzun Sarkik
004 Yar1 Dik Giicli Uzun Sarkik
008 Yar1 Dik Orta Orta Sarkik
022 Yar1 Dik Zayif Kisa Sarkik
025 Yar1 Dik Gugli Uzun Sarkik
026 Yar1 Dik Gigli Uzun Sarkik

Sekil 4.4. GM1-003 ve GM1-004 nolu genotipler
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Sekil 4.5. GM1-008 ve GM1-022 nolu genotipler

Sekil 4.6. GM1-025 ve GM1-026 nolu genotipler
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Genotiplerin fide asamasindaki durumlarina baktigimizda ise, Sekil 4.6.’da gorildigi
gibi GM1-008 ve GM1-022 nolu genotiplerin bazi yapraklarinda, 2 yaprak bitisik
goriiniimlii sekle sahip oldugu saptanmistir. Bu tip yaprak sekli, genotiplerin genetik
ozelliginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sekil 4.7. GM1-008 ve GM1-022 nolu genotiplerin fide asamasindaki yapraklarin sekli

GM1 bitkilerinden hangisinin dayaniklilik genini tasidigini belirlemek i¢in molekiiler
isaretleyici analizi tekrar edilmistir (Sekil 4.8). Sekil 4.8A’da gortildiigi gibi Moury ve
ark. (2000) tarafindan gelistirilen primerler kullanilarak gerceklestirilen PCR analizinde
568 baz cifti (bg) biiyiikliigiinde sadece bir DNA parc¢asi ¢ogaltilmistir. PCR analizi ile
cogaltilan DNA parcalar1 Tagl enzimi ile kesildiginde dayaniklilik genini tasiyan
bitkilerde 3 farkli biyiikliikteki DNA bandi gézlemlenmistir. Bu 3 farkli bityiikliikteki
DNA bandim1 bulunduran bitkiler dayaniklilik genini heterozigot olarak tasidigindan
dayanikli olan ve fenotipi kapya biber ¢esidinde aranan ozelliklere sahip olan bitkiler
kendilenmistir. Kendilenmis bitkiler arasinda geni homozigot olarak tasiyan bitkiler

belirlenecektir.

30



Sekil 4.8. TSWV hastaligina dayaniklilik genini tagryan GM1 bitkilerinin belirlenmesi.
A) Moury ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen primerler kullanilarak ¢ogaltilmis DNA
pargasimin agaroz jel gorlintlisi. B) Cogaltilan DNA o6rneklerinin Tagl enzimi ile

kesildikten sonraki agaroz jel goriintiisii.

Ticari gesit olan Nr-07 F1 kapya biber ¢esidini kendileme yaptigimizda, ¢ok farkl
genotipler elde edilmistir. Bu genotiplerin bazilar1 meyve sekli yuvarlak ve acilik brixi
cok yiiksek olan siis biberi tipinde (Sekil 4.9), baz1 genotiplerin meyve ug¢ kisimlar kiit
seklinde, meyve durusu yukar1 yonde olan mazamort biber tipinde (Sekil 4.10), bazi
genotiplerin meyve sekli hafif basik u¢ kisma dogru incelen balik biber tipinde (Sekil
4.11), baz1 genotiplerin kardola biber tipinde (Sekil 4.12) oldugu goézlemlenmistir. Nr-
07 F1 kapya biber cesidinin tatli olmasi, kendileme sonucunda elde edilen genotipler

arasindaki ac1 biberin, acilik geninin resesif oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Nr-07 balik biber tipi Sekil 4.12. Nr-07 kardola biber tipi
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinyada niifusun artmasi, ayni zamanda da gida tiiketiminin artmasina sebep
olmaktadir. Tiiketim artisin1 karsilayabilmek igin ise, tarimsal {iretimin arttirilmasi
gerekmektedir. Tarimda, {iretimi etkileyen en biiyiik sorunlarin basinda hastalik ile
miicadele gelmektedir. Bazi hastaliklarin  miicadelesinde kimyasal yontemler
uygulayarak, hastalik ile miicadele edilebilmektedir. Fakat bazi hastaliklarin kimyasal
miicadelesi bulunmamaktadir. Bu tiir hastaliklarin basinda da TSWV (Tomato Spotted
Wild Virus) gelmektedir. TSWV hastaligi, tohum, fide, konukgu bitkiler (siis bitkileri
vs.), vektorler vasitasiyla kolaylikla yayilabilmektedir. Bu durumun sonucunda da
tarimsal tlretimde ¢ok fazla ekonomik kayiplara neden olmaktadir. TSWV hastalig1 ile
ilgili en iyi miicadele yontemlerinden birisi, iiretimde bu hastalia dayanikli cesitler
tercih edilmesidir. Son donemlerde TSWV hastaligina dayanikli gesitler elde etme
konusunda diinyada oldugu kadar, iilkemizde de ¢ok fazla sayida c¢aligmalar
yapilmaktadir. Bunun sonucunda da tarimsal iiretimde ekonomik kayiplar minimuma

indirilmis olacaktir.

Bu ¢alismada, yerel kapya biber ¢esidine (Ata-16) son donemlerde iiretimde biiyiik
ekonomik kayiplara neden olan TSWV hastaligina kars1 dayanim kazandirarak, tarimsal
tiretimde uzun yillar kullanilmasina olanak saglayip, yerel ¢esitlerin yok olup gitmesinin
oniine gecilmesi hedeflenmistir. Ticari satist yapilan Nr-07 kapya biber c¢esidinin
TSWYV dayanimina sahip oldugu firmasi tarafindan beyan edilmistir. Ata-16 yerel kapya
biber ¢esidinin TSWV ye kars1 dayaniminin olmadigini laboratuvar sartlarinda tespiti
yapilmistir. Bu iki kapya biber ¢esitleri (Nr-07 ve Ata-16) arasinda melezleme islemi
yapilip, F1 seklinde genotipler elde edilmistir. F1 genotiplerinin tohumlari
¢imlendirilip, elde edilen fidelerden yaprak numuneleri alinip, laboratuvar ortaminda
testlemesi yapilip TSWV ye dayanikli olan genotipler tespit edilmistir. Dayanikli olan
genotiplerin fideleri saksilara dikilerek, tekrar Ata-16 yerel kapya biber ¢esidi ile
melezleme yapilip geri melez 1 (GM1) genotipleri elde edilmistir. Elde edilen GM1
genotiplerinin tohumlari tekrardan ¢imlendirilip, elde edilen fidelerin yapraklarindan
numuneler alinip laboratuvar ortaminda testlemesi yapilip TSWV ye dayanikli olan
genotipler tespit edilmistir. Elde edilen TSWV ye dayanikli GM1 hererozigot

genotiplerin tohumlart tekrardan fide haline getirilip, kendileme islemi yapilip,
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dayanikli homozigot saf hatlar elde edilecektir. Elde edilen homozigot saf hatlarin

hastalik dayanimi molekiiler markor yardima ile tespiti yapilacaktir.

Celik ve ark. 2010 yilinda biberde TSWV hastaliginin yayilmasi1 ve dayaniklilik
konusunda yapmis olduklar1 ¢alismada, TSWV'nin tiim diinyada iiretimde ekonomik
yonden ¢ok fazla kayiplara neden oldugunu, bitkiler {izerindeki belirtilerinin
bodurlagsma, yapraklar iizerinde kahverengi dairesel lekeler ve meyvelerin iizerinde
lekeler ve sekil bozukluklarinin goriilerek iiretimde kayiplara sebebiyet verdigini, ayrica
TSWV hastaliginin teshisinde en giivenilir etkin yontemlerin mekanik inokulasyon,
PCR ve DAS-ELISA yontemleri oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢alismada TSWV'nin
biber liretiminde ekonomik kayiplarin 6niine ge¢mek i¢in, bu hastaliga hassas olan Ata-
16 yerel kapya biber ¢esidine TSWV dayaniklilik geni aktarilarak, bu genin
aktarildiginin tespiti i¢in de giivenilir yontemlerden biri olan mekanik inokulasyon ve

PCR yontemleri kullanilmistir.

Celik ve ark. 2018 yi1linda yapmis olduklar1 ¢calismada, TSWYV ye dayanikli demre biber
hatlar1 gelistirmislerdir. Ticari olarak satis1 yapilan fakat dayanimi olmayan SD8 demre
biber ¢esidi ile testleme sonucunda dayanikli oldugu tespit edilen 3 farkli demre biber
¢esidini melezlemislerdir. SD8 demre biber ¢esidini ana hat olarak, diger 3 ¢esidi de
baba hat olarak kullanmislardir. Ik melezlemeden sonra elde edilen hibrit (F1) tohumlar
bes kez kendileme yapilarak besinci generasyona kadar wulasmislardir. Her
kendilemeden sonra elde edilen generasyon teste tabii tutularak, dayanikli bireyler tespit
edilip, kendileme islemine dayanikli bireyler ile devam etmislerdir. Bu islemlerin
sonucunda biber 1slahinda kullanilabilecek 10 yeni hat elde etmislerdir. Bu calismada
TSWYV ye dayanikli ticari cesit olan Nr-07 kapya biber ¢esidi ile TSWV dayanimi
olmayan yerel kapya biber ¢esidi olan Ata-16 arasinda geri melezleme yapilmistir. Ana
hat olarak Ata-16 c¢esidi, baba hat olarak ta Nr-07 gesidi kullanilmistir. Melezleme
islemi yapildiktan sonra her generasyon testlemeye tabii tutularak, dayanikli oldugu
tespit edilen genotipler kendilenmistir. Sonu¢ olarak TSWV dayaniml 6 farkli kapya
biber hatt1 elde edilmistir.
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Basarili sekilde sonuglanan bu tez ¢alismasinda, elde edilen TSWV’ye dayanikli yeni
kapya biber ¢esidinin Tiirk tarimina énemli bir ekonomik katki saglayacagini ve yeni
ebeveyn hatlarin, kapya biber 1slah c¢alismalarinda 1slahgilara yardimci olacagi

distiniilmektedir.
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