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OZET

Orthotospovirus (Tospoviridae) cinsi tiyesi olan Tomato spotted wilt orthotospovirus
(TSWV), diinyada en yaygin ve ¢ok sayidaki bitki tiiriinde (domates, biber, patates, yer
fistig1, marul, siis bitkileri vs) ekonomik zarara neden olan viriislerden biridir. Biberde
(Capsicum spp.) TSWV enfeksiyonu sonucu konuk¢u genotipine bagli olarak yaprak,
govde ve meyvede kloroz, nekroz ve halka leke simptomlarina neden olmaktadir. Viriisiin
siddetli enfeksiyonlar1 meyvelerin pazar degerinin diismesine Ve bitki Oliimlerine yol
acmaktadir. Agik alanda birgok trips tiliriiyle (Ozellikle Frankliniella occidentalis)
persistent-propagatif yolla tasinan TSWV'nin kontrolii genis konukgu dizisine sahip olmasi
ve vektoriiyle etkili miicadelenin olmamasi nedeniyle neredeyse olanaksizdir. Biber
kiiltiriinde Capsicum chinense hatlarindaki Tsw geni tarafindan saglanan monogenik
dayaniklilik 6zelligi, viriise dayanikli C. annuum g¢esitleri elde etmek igin 1slah
calismalarinda kullanmilmistir. Ancak son yillarda Tsw-dayaniklilik geninin kirildig: viriisiin
yaygin oldugu birgok iilkede bildirilmistir. TSWV ile basarili miicadele stratejisi icin
konukgudaki genetik dayaniklilik kaynaklarinin kullanilmasi zorunludur. Yoéntemin
basarist ise Uretim alanlarinda bulasiklik yapan ve ekonomik kayiplara neden olan viriisiin
izolatlarmin yapisinin ¢ok iyi bilinmesiyle miimkiin olacaktir. Bu c¢alismada, Mersin,
Adana ve Kahramanmaras illerindeki biber alanlarinda ekonomik kayiplara neden olan
TSWV’nin izolatlarinin yapisi, orijinleri ve izolatlar arasi iligkinin ortaya c¢ikarilmasi
amagclanmistir. Ortii alt1 ve acik biber iiretim alanlarindan elde edilen TSWV izolatlarinin
molekiiler ve biyolojik karakterizasyonu yapilmis; izolatlarin genetik ¢esitliligi ve
popiilasyon yapisi analiz edilmistir. Reassortant izolatlarin bulunma durumu arastirilmis ve
biber genotiplerinin belirlenen reassortant izolatlara reaksiyonlari incelenmistir. Tiirk
TSWV-biber izolatlarinin akrabalik iligkilerinin ve cografi orijinlerinin belirlenmesi igin,
viriis genomunun L, M ve S RNA bdlgelerinin kismi dizinleri gen bankasinda kayitl diger
TSWV izolatlarinin dizinleriyle ¢oklu karsilagtirmasi yapilmistir.

RdRp gen bolgesi dizinleriyle yapilan filogenetik analizinde izolatlarin genel olarak

cografi orijinlerine gore gruplandigi gortilmiistiir. NSm gen bolgesine gore, Tiirk TSWV-



biber izolatlari, italya (HQ830185.1) izolatiyla aym kladda yer alarak diger referans
izolatlardan ayr1 gruplanmistir. Bazi izolatlar, N gen bolgesinin kismi dizinlerinin analizine
gore Fransa ve Ispanya izolatlariyla ayr1 bir grup olustururken bazilarinin ise NSs
bolgesine gdre ABD, Ispanya, Fransa ve Giiney Kore izolatlariyla ayri bir grup
olusturdugu belirlenmistir. DAS-ELISA testi sonucu TSWV’nin tekli enfeksiyonunu
tasiyan 14 izolatin biyolojik klonlar1 dayanikli biber genotiplerine mekanik olarak taginmis
ve meydana getirdigi simptomlar gdzlenmistir. NSs gen bolgesinin 843 nt uzunlugundaki
DNA dizisinden elde edilen 281 amino asit dizinleri Kkarsilastirildiginda Tsw
dayanikligminin kirilmasindan sorumlu spesifik bir amino asit degisimi belirlenmemistir.
TSWV'nin genetik yapisini ve bu viral tiirde varyasyonu sekillendiren potansiyel faktorleri
agiklamak icin yapilan analizlerde, TSWV’nin gen bdlgelerinin negatif se¢ilimin etkisinde
oldugu fakat RdRp ve NSs gen bolgelerinde ise bazi amino asitlerin pozitif segilim
etkisinde oldugu belirlenmistir. Ayrica, biberdeki TSWV popiilasyonunun sekillenmesinde
rekombinasyon ve reassortment olaylarmin etkili oldugu belirlenmistir. Farkli biber
genotiplerinin reassortant TSWV-biber izolatlarina karsi dayaniklilik saglamadigi

belirlenmistir.
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POPULATION DIVERSITY OF Tomato spotted wilt virus PEPPER ISOLATES AND
RESPONSE OF PEPPER GENOTYPES TO REASSORTANT ISOLATES

PhD THESIS

Selin Ceren BALSAK

ABSTRACT

Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV), the type member of the genus
Orthotospovirus (Tospoviridae), is one of the most widespread and economically
important plant viruses affecting many crops such as tomato, pepper, potato, tobacco,
peanut, lettuce, bean, and ornamental species. In pepper (Capsicum spp.), symptoms
caused by TSWV infection vary depending on host genotype and include stunting of the
whole plant, chlorosis and necrosis of the new growth, apical downward leaf curling,
mosaic or necrotic lesions on leaves, stems, and fruits. The disease can cause the death of
the plant or drastically reduce the marketing value of fruits. Effective control of TSWV is
difficult due to the wide host range of both the virus and thrips vectors, its transmissibility
by several thrips species in persistent and circulative interaction of TSWV thrips,
especially Frankliniella occidentalis. Concerning pepper, several Capsicum chinense lines
possess monogenic resistances conferred by the Tsw gene and have been used to breed C.
annuum cultivars resistant to TSWV. However, the breakdown of Tsw-resistance gene has
been reported from many countries in where TSWV is widespread. The most efficient way
to control the spread of TSWV is the use of genetic resistance available in plant hosts. For
that reason, the nature of virus isolates infecting the agricultural areas and causing
economic losses in production should be well known. This study, it was aimed to
investigate the structure and origin of TSWV isolates, and to reveal the relationship
between the isolates in three pepper growing locations; Mersin, Adana, Kahramanmaras.
Molecular and biological characterization of TSWW isolates from the greenhouse and the
open field was done and their genetic diversity and population structure have been
analyzed. Prevalance of reassortant isolates was studied while their and their interaction
with pepper genotypes have been studied.

Partial nucleotide sequences of L, M, and S RNA segments of viral genome were

used for multiple comparisons of Turkish and other TSWV isolates in GenBank to



determine the phylogenetic relationship and geographical origin of Turkish TSWV-pepper
isolates.

They were grouped according to their geographical origin in the phylogenetic tree
made with RdRp sequences. The Turkish TSWV-pepper isolates were in the same clad
with the isolate in Italy (HQ830185.1) while grouped separately from other reference
isolates based on the sequences of NSm region. According to the N gene region, the
isolates formed a separate group with the isolates of France and Spain while some were
grouped with the isolates of the USA, Spain, France, and South Korea according to the
NSs gene region. Biological clones of fourteen individual TSWV isolates induced various
symptoms in resistant pepper genotypes. There was no significant amino acid change
responsible for Tsw-resistance breakdown according to aminoacid sequence encoded by
NSs gene region of 843 nt (281 aa) in length. Based on the analysis to examine the genetic
structure of TSWV and explain the potential factors that shape the variation in this viral
species, it was determined that negative and positive selection were very efficient in the
population structure of TSWV in peppers, as well as recombination and reassortment
events. In the last part of the research, none of the pepper genotypes was found to carry
resistance to reassortant TSWV-pepper isolates. Besides, the genotypes did not provide
resistance to the reassortant TSWV-pepper isolates.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A.B.D. Amerika Birlesik Devletleri

aa Amino asit

b¢ Baz cifti

cDNA complementary DNA (Tamamlayict DNA)
CcMmvVv Cucumber mosaic virus

DIECA Diethyldithiocarbamic Acid

dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik asit

dNTP Deoksiniikleotit trifosfat

dsRNA Double-stranded RNA (Cift iplikli RNA)
EDTA Ethylene diamine tetra acetic acid

ELISA Enzyme-linked immunossorbent assay
EtBr Ethidium bromid

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations
FEL Fixed Effects Likelihood

g Gram

GRSV Groundnut ringspot virus

HR Hipersensitif reaksiyon

Kb Kilo base

M Molar

MEGA Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MqgCl, Magnezyum klortir

mL Mililitre

mM Milimolar

Nal Sodyum iyodiir
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PCR
pH

PVY
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RdRp
RNA
RT
SLAC
sn
SSRNA
TAE
Taq
TCSV
TEV
TMV
TNA
TSWV

TUIK

National Center for Biotechnology Information
Nucleocapsid protein (Niikleokapsid protein)
Non-structural movement protein (yapisal olmayan hareket proteini)

Non-structural silencing supressor protein (yapisal olmayan susturmay1
baskilayan protein)
Niikleotid

Optical density (Optikal yogunluk)

Open Reading Frame (Ag¢ik okuma bolgesi)
Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Power of hydrogen

Potato virus Y

Resistance

Recombination Detection Program
RNA-dependent-RNA polymerase
Riboniikleik asit

Reverse transcription (Tersine Transkripsiyon)
Single-Likelihood Ancestor Counting

Saniye

Single-stranded RNA (Tek iplikli RNA)

Tris -Acetic Acid- Edta

Thermus aquaticus

Tomato chlorotic spot virus

Tobacco etch virus

Tobacco mosaic virus

Toplam niikleik asit

Tomato spotted wilt orthotospovirus

Tiirkiye Istatistik Kurumu



TYLCV Tomato yellow leaf curl virus
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1.GIRiS

Biber (Capsicum spp.) (act veya tatli biber) diinyada 6nemi siirekli artan baharat ve
sebze tiridiir (Gniffke ve ark., 2013). Anavatani tropikal Orta ve Giiney Amerika olan
Capsicum cinsi, bitkiler aleminin en biiyiikk familyas1 olan Solanaceae familyasinin
tiyesidir (Hunziker, 2001). Bu cinste 41 tiir bulunurken (Barboza ve ark., 2020), bunlardan
sadece 5 tiiriin (Capsicum annuum L., C. frutescens L., C. chinense Jacg., C. baccatum L.,
C. pubescens Ruiz ve Pavon) kiiltiirii yapilmaktadir. Bunlar igerisinde pazar taleplerine
uygun meyve tipleri ¢esitliligiyle Capsicum annuum, ticari olarak en fazla yetistirilen
tiurdiir (Wang ve Bosland, 2006). Diinyada 2018 yilinda 1.776.334 ha alandan 4.164.594
ton/y1l kuru biber, 1.990.423 ha alandan 36.771.482 ton/y1l yas biber {iretimi yapilmistir
(FAO, erisim tarihi 01.06.2020). Tiirkiye, yaklasik 2.625.669 ton (TUIK, 2019. Erisim
tarihi 01.06.2020) yillik biber iiretimiyle diinyada {gilincii sirada, Akdeniz havzasinda

bulunan diger iilkeler igerisinde ise en dnemli liretici durumunda bulunmaktadir.

Hastalik ve =zararlilar, tim diinyada biber yetistiriciligini O6nemli Olgiide
sinirlamaktadir. Bazi bolgelerde hastalik ve zararlilarin kontrolii i¢cin yapilan masraflar
tiretim girdilerinin biiylik bir kismint olusturmaktadir. Son 30 yilda tropik ve subtropik
bolgelerdeki biber liretim alanlarinda enfeksiyon yapan viriis tiirleri sayist ve yayginliklari
dikkate deger diizeyde artis gostermistir. Buna neden olan faktorler arasinda, bu bolgelerde
biber iiretim alanlarinin genislemesiyle birlikte biber yetistiriciliginin yogunlugunun
artmasi, taze tiiketim {irlinlerinin ticaret hacminin ve hizinin artmasiyla viriis ve vektor
tagtyan {iriinlerin yeni lokasyonlara tasinmasi ve iklim degisikliginin viriis ve vektorleri
icin uygun cografya araligin1 genisletmesi sayilabilmektedir. Farkli viriis tilirlerinin artan
yayginliklari, ayni bitki iizerinde iki veya daha fazla viriis tiiriiniin birlikte enfeksiyon
yapma riskini de arttirmaktadir. Viriis tlirleri arasindaki sinerjik iligkiden kaynakli simptom
siddetinin artmas1 ve konuk¢u dayanikliliginin zayiflamasi yaninda, genetik
rekombinasyon ve genom parcalarinin birbirleri arasindaki degisimi de viriis tiirlerinin

saldirganliginin ve vektorle tasimabilirliginin artisina da neden olmaktadir.

Diinyada biber yetistiriciligini sinirlayan énemli faktorler arasinda viral hastaliklar
yer almaktadir (Martelli ve Quacquarelli, 1983; Yoon ve ark., 1989; Florini ve Zitter,
1987; Green ve Kim, 1991). Biberde 70’den fazla viriisiin enfeksiyon yaptigi rapor
edilirken (Kenyon ve ark., 2014), Akdeniz havzasinda 15 farkli taksonomik grupta yer alan



20 kadar viriis tiirliniin biber yetistiriciliginde ekonomik olarak zarar meydana getirdigi

bildirilmistir (Moury ve Verdin, 2012).

Bu viriisler igerisinde en 6nemli olanlar1 tohumla tasinan tobamoviriisler, Potyvirus
iiyesi olan ve yaprak bitleriyle tasinan Potato virus Y (PVY) ve Tobacco etch virus (TEV),
Cucumovirus cinsinde yer alan Cucumber mosaic virus (CMV) ve tripsle tasinan
tospoviriislerdir (Moury ve Verdin, 2012). Mekanik olarak tasinan tobamoviriisler ortii alti
yetistiricilik alanlarinda, vektor bocekle tasinan potyviriisler, cucumoviriisler ve
tospoviriisler agik alanlarda daha yaygindir. Bu havzada ortaya ¢ikan en onemli virls,
Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV)’dur. TSWV, Tospoviridae familyasi igindeki
tek bitki virlis grubu olan Orthotospovirus cinsinin temsilci tiyesidir. TSWV, uzun yillar bu
cinste bilinen tek virilis olurken, 1990’11 yillardan itibaren virilisiin erken simptomlarina
dayal1 yapilan teshisler aslinda bagka orhotospoviriislerin de oldugunu géstermistir. Buna
ragmen TSWYV, tospoviriisler igerisinde diinyada en yaygin olanidir. Yirminci ylizyilin
basinda ilk kez rapor edilmesinden sonra (Brittlebank, 1919; Samuel ve ark., 1930),
TSWV’nin yayilisinda 1940-1980 yillar1 arasinda diisiis izlenirken, TSWV’nin tiim
diinyada yeniden yayilmasi 1980°den itibaren Kuzey Amerika’da, 1987°de Bat1 Avrupa’da
ve 1993’de Avustralya’da baslamistir (Allen ve Broadbent, 1986; Greenough ve ark.,
1985; Dietzgen ve ark., 2005; Kirk ve Terry, 2003). Diinyadaki en 6nemli bitki viriisleri
listesinde ikinci sirada yer alan TSWV’nin yillik 1 milyar dolardan fazla zarara neden

oldugu bildirilmistir (Adkins, 2000; Scholthof ve ark., 2011).

TSWV’nin konukc¢u dizisi igerisinde yabanci otlar, siis bitkileri, biber ve domates
gibi bahce bitkilerinin de yer aldigr 1000°den fazla bitki tiirii bulunmaktadir (Parella ve
ark., 2003; Persley ve ark., 2006; Pappu ve ark., 2009; Hanssen ve ark., 2010). TSWV
genel olarak konukgularinda kloroz, nekroz, halka leke, bodurluk, yaprak, gévde ve
meyvelerde cizgi, halkali leke gibi belirtilere neden olmaktadir. Ozellikle olgun
meyvelerde meydana getirdigi klorotik ve nekrotik halka lekeler meyvenin pazar degerini
diistirmektedir (German ve ark., 1992; Mumfod ve ark., 1996; Chiemsombat ve Adkins,
2006). Tirkiye’de TSWV enfeksiyonu ilk kez Tekinel ve ark. (1969) tarafindan marulda
tanilanirken, daha sonra tiitiin (Azeri, 1981), domates (Tekinel, 1973; Azeri, 1994; Arli-
Sokmen ve ark., 2005; 2006), biber (Yurtmen, 1998; Arli-S6kmen ve ark., 2005; Deligoz
ve ark., 2014; Bozdogan ve Kamberoglu, 2015; Keles-Oztiirk ve Baloglu, 2019; Giines ve
Glimiis, 2019), kabak (Yardimci ve Culal-Kilig, 2009), patlican (Kamberoglu ve ark.,



2009), 1spanak (Sertkaya, 2015) ve Anthurium sp. (Fidan ve ark., 2016) bitkilerinde de

rapor edilmistir.

Viriis, dogal olarak Frankliniella ve Thrips tiirleriyle (Thysanoptera: Thripidae)
persistent ve propagatif yolla tasinmaktadir (Ullman ve ark., 1993; Prins ve Goldbach,
1998). Tohumla tasinmayan TSWV’nin iiretim alanlarinda yayilmasinda enfekteli yabanci
ot tirleri virlis kaynagi olarak onemli rol oynar (Reddy ve Wightman, 1988). Viriis
kaynaklar1 vektor boceklerin konukgular1 olduklari zaman, TSWV’nin yayilmasinda ilk
odaklar1 olusturmaktadir (Duffus, 1971; Thresh, 1981). Tospoviriislerin yayilimin
engellemek amaciyla tretim alanindaki yabanci ot miicadelesi, trips popiilasyon takibi
amactyla mavi veya sar1 yapiskan tuzak kullanimi, iiretim alanindaki bitki kontroliiniin
stirekli yapilmasi ve enfekteli bitkilerin {iretim alanindan uzaklastirilmasi gibi 6nlemler
virlisin yayilmasini kismen 6nlemektedir. Fakat, tospoviriislerin genis konuk¢u dizinine
sahip olmasi, hastaligin kontroliinii zorlastirmaktadir (Matteson ve Terry, 1992; Roditakis
ve ark, 2001). Ayrica, TSWV’nin taginmasinda 6nemli rolii olan tripslerin, yumurtasini
bitki dokusunun igerisine birakmasi, toprakta pupa olmasi, larva ve erginlerinin ¢igeklerin
icinde bulunmasindan dolay1r miicadeleleri oldukga giictiir (Robb ve Parella, 1995). Genis
konuk¢u dizinine sahip olan tripslerin dol sayilarinin fazla olmasi ve bazi kimyasallara
diren¢ gelistirmis olmasi1 bu zararliya karst yapilan kimyasal miicadeleyi etkisiz
kilmaktadir (Espinosa ve ark., 2002; Dagli ve Tung, 2006). TSWV'nin genis konukcu
dizisine sahip olmasi, izolatlarinin popiilasyon yapisinin gesitliligi ve vektorleriyle etkili

sekilde tasinmasi nedeniyle, koruyucu yollarla miicadelesi olanaksizdir.

Virlislin yayilmasini kontrol etmek i¢in en etkili miicadele yontemi, konukguda
virlise karst mevcut genetik dayaniklilik  kaynaginin - kullanilmasidir.  Solanum
peruvianum’da Sw-5, Capsicum chinense Jacg.’de Tsw genleri TSWV dayanikliligi
kazandiran baskin genlerdir (Pappu ve ark., 2009). Tsw geni birgok ticari geside 1slah
yoluyla aktarilmis ve etmene dayanikli bir¢cok biber ¢esidinin gelistirilmesini saglamistir.
Bugiine kadar C. chinense’de bulunan Tsw lokusunda farkli bir dayaniklilik alleli (Boiteux,
1995) ya da Capsicum spp. tiirlerinde bir baska dayaniklilik lokusu (Boiteux, 1995; Moury
ve ark., 1997) bulunmamistir. Dayanikli bitkilerde viriis enfeksiyonlar1 sonrasinda asir
duyarhilik (hypersensitivity, HR) reaksiyonu meydana gelmekte ve lokal nekrotik lezyonlar

olusmaktadir.

Ancak son yillarda Tsw-dayaniklilik geninin kirilldigi rapor edilmektedir. Bunun

nedenleri arasinda konukc¢unun erken donemde (2-4 gergek yaprakli donem) viriisle



enfektelenmesi ve gelisme donemleri siiresince yiiksek sicakliklara (28-33 °C) maruz
kalmasi (Moury ve ark., 1998; Soler ve ark., 1998; 1999) ve en 6nemlisi TSWV nin farkli
cografyalara adaptasyonu nedeniyle dayaniklilig1 kiran yeni izolatlarin ortaya ¢ikmasi yer
almaktadir (Tsompana ve ark., 2005; Lopez ve ark., 2011; Tentchev ve ark., 2011). Bu
durum biber tariminda biiylik ekonomik kayiplara neden olurken, acil yeni dayaniklilik

kaynaklarin belirlenmesi ihtiyact dogmustur.

Virlis genomu sirasiyla “large” (L), “medium” (M), “small” (S) olarak
isimlendirilen tek iplikli {i¢ pargali RNA segmentinden meydana gelmistir (Whitfield ve
ark., 2005). TSWV'nin ii¢ pargalt genom yapisi, ayni bitki {izerinde viriisiin izolatlarinin
coklu enfeksiyonlarinda RNA segmentlerinin tamaminin birbirleri arasinda degistirmek
suretiyle yeni varyantlarinin meydana gelmesine neden olmaktadir. TSWV'nin popiilasyon
cesitliligi lizerine yapilan arastirmalarda, izolatlar arasi akrabalik iliskileri ve orijinleri
bakimindan ¢ok sayida gruplarin olustugu goézlenmektedir. Viriisiin ¢ok sayida cografi
olarak birbirinden ¢ok wuzak izolatlari, TSWV'nin uzak cografyalara tasinmasi ve
adaptasyonunda reassorment ve rekombinasyon mekanizmasmin etkili oldugunu
gostermektedir (Tentchev ve ark., 2011; Lian ve ark., 2013). Patojenlerin ortaya ¢ikmasi,
yeni konukgulara genetik adaptasyonu ve sonraki yayilimi konukcu popiilasyonlarinda
varhigimi siirdiirmesiyle gerceklesir. Patojenlerin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan evrimsel
stireclerin ve digsal ekolojik faktdrlerin her birinin roliiniin anlagilmasi i¢in dayaniklilik
kirllmasi ¢alismalari, patojen popiilasyonlarinin genetik analizleriyle birlikte yiiriitiilmesi

zorunludur.

TSWV ile miicadelede siirdiiriilebilir dayaniklilik i¢in kullanilacak en etkili
yontem, konukguda genetik dayaniklilik kaynaklarmin belirlenmesidir. Bu nedenle
oncelikle, lokasyona 6zgii izolat ve/veya reassortantlarin karakterize edilmesi ve Tsw geni

disinda farkli dayaniklilik gen kaynaklarinin belirlenmesi gereklidir.

Tiirkiye'de, reassortant (yeni tasnif edilmis) izolatlarin varligi bilinmemektedir.
Tirkiye’de Capsicum spp. tiirlerindeki TSWV izolatlarinin orijinleri, viriilansliklar1 ve
cogunlukla viriise dayaniklilik geni iceren biber konukgularindaki dayaniklilik genleriyle
olan iligkileri incelenmemistir. Tarim alanlarinda TSWV izolatlarinin tiim diinyada oldugu
gibi reassortment ve/veya rekombinasyon gibi siire¢ten gegmis olma ihtimali olmasina
karsin, viriis izolatlarinin kendi aralarindaki rekombinasyon ve reassortment potansiyelleri

bilinmemektedir. Yapilan arastirmada bu sorulara karsililk bulmak amaciyla



Kahramanmarag, Mersin ve Adana’da ortii alti ve agiktaki biber alanlarindan elde edilen
TSWYV izolatlarinin;

i.  molekiiler ve biyolojik 6zelliklerinin incelenmesi,
ii.  genetik ¢esitliliginin ve popiilasyon yapisinin incelenmesi,
lii.  izolatlar aras1 reassortment ve/veya rekombinasyon iliskisinin belirlenmesi,
Iv.  olas1 reassortant izolatlara, bazi biber genotiplerinin reaksiyonlarin belirlenmesi

amagclanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. TSWV’nin Morfolojisi ve Genom Yapisi

Orthotospovirus su ana kadar Tospoviridae familyasinda siniflandirilan tek cinstir
ve 26 virlis tiriinden olusur. TSWV, Orthotospovirus cinsini temsil eden {iyesidir
(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Bu cinste yer alan viriisler bitki ve bdcekleri
enfektelemesinin yani sira her iki konukgusunda da ¢cogalma yetenegine sahiptirler. Bu cins
Bunyavirales siifinda bitki patojeni tek cins olma 6zelligine sahipti ancak son zamanlarda
farkli familyalarda yer alan bitki patojeni 3 farkli cins (Tenuivirus, Emaravirus ve
Coguvirus) daha bildirilmistir (Pappu ve ark., 2020).

TSWV partikiilleri ¢ift katli lipit membranla gevrili olup, 80-120 nm (;alpmda
pleomorfik sekillidir (Sekil 2.1). Virionlari, %5 niikleik asit, %70 protein, %20 lipit ve %5
karbonhidrat icermektedir (Adkins 2000; Chen ve ark., 2016).

Sekil 2.1. TSWV’nin morfolojik yapist (https://talk.ictvonline.org)

Viriis genomu bir negatif ve iki ambisense (iki yonlii) duyarlilikta ti¢ parcali, tek
iplikli RNA (single stranded RNA, ssRNA)’dan olusmaktadir. RNA pargalart molekiiler
biiyiikliiklerine gore sirasiyla biiyiik (Large: L, 8.9 kb), orta (Medium: M, 4.8 kb) ve kii¢iik
(Small: S, 2.9 kb) olarak isimlendirilir (Sekil 2.2) (Goldbach ve Peters, 1996; Cortez ve
ark., 2001). Negatif duyarliliga sahip L RNA, viriis replikasyonunda 6nemli rol oynayan
RNA’ya bagli RNA polimeraz (RNA-dependent-RNA polymerase, RdRp) kodlamaktadir
(de Haan ve ark., 1991). M ve S RNA’lar iki yonde de kodlama yapmaktadir. M RNA,
virlisin hiicreden hiicreye tasinmasini saglayan yapisal olmayan hareket proteini (Non-
structural movement: NSm) (Li ve ark., 2009) ve viriisiin vektoriiyle tasinmastyla ilgili iki

glikoproteini (Gn/Gce) kodlamaktadir (Sin ve ark., 2005; Naidu ve ark., 2008).



NSm, plasmodesmaya yakin hiicre i¢i lokalizasyonu, plasmodesma modifikasyonu (Prins
ve ark., 1997; Storms ve ark., 1998), RNA’ya baglanma (Soellick ve ark., 2000) ve viriisiin
hareketini smirlandiran hiicre duvar1 ve sitoplazmik membranin yapisin1 degistirme
(Kormelink ve ark., 1994; Storms ve ark., 1995) gibi bitki viriisii hareket proteinlerinin
(movement protein, MP) tipik 6zelliklerine sahiptir. Gn, viriis baglanmasinda ve tripslerin
orta bagirsak hiicrelerine girisinde, Gc ise pH’ya bagl viriis girisinde fiizyon proteini
olarak rol oynamaktadir (Bandla ve ark., 1998; Medeiros ve ark., 2000; Pappu ve ark.,
2020). Glikoproteinlerin, trips proteinleriyle etkilesime girmesi, zarfsiz mutantlarin tripsle
tasinma Ozelliklerini yitirmesi ve tripsle taginabilen izolatlarin M RNA reassortantlarinin
da bu 6zellige sahip olmasinin belirlenmesiyle, bu proteinlerin tripslerle tasinmada gerekli
oldugu anlagilmistir (Nagata ve ark., 2000; Sin ve ark., 2005). S RNA ise yapisal olmayan
susturmay1 baskilayan protein (non-structural silencing supressor, NSs) (Takede ve ark.,
2002) ve niikleokapsid protein (nucleocapsid, NP)’i kodlamaktadir (de Haan ve ark., 1991;
Pappu ve ark., 2009). Ayn1 segment iizerinde iki yonde kodlama stratejisi yapan dizinler,
birbirleriyle genler arasi bolge (intergenic region, IGR) ile ayrilmistir (Goldbach ve Peters,
1996) (Sekil 2.2).

TSWv-L 5 e - 3 gokb
’ NSm "

TSWV-M 5 —ree 3 4.8kb

TSWV-S g — S N3 29

Sekil 2.2. TSWV’nin genomik organizasyonu (L: biiylik (large) RNA, RdRp: RNA-
dependent-RNA polimeraz, M: orta (medium) RNA, NSm: yapisal olmayan
protein, Gn/Ge: glikoproteinleri, S: kiiclik (small) RNA, NSs: yapisal olmayan
protein, N: niikleokapsid proteini)

2.2. TSWV’nin Epidemiyolojisi

Orthotospoviriislerin bilinen vektorleri Thripidae familyasinda yer almaktadir ve bu
familyada yaklasik 1710 trips tiirli bulunmaktadir (Riley ve ark., 2011). Tiirkiye’de ise
Thysanoptera takimina ait 193 tiir belirlenmis olup, 66’s1 Thripidae familyasina aittir
(Tung ve Hastenpflug-Vesmanis, 2016). Tripslerin mevcut tiir sayisi, genis konuk¢u
dizisine sahip olmasi ve farkli cografi bolgelerde yaygin goriilmesine ragmen, TSWV nin

sadece 9 tiirle persistent-propagatif yolla tagindigi bilinmektedir:



Thrips tabaci Lindeman (Wijkamp ve ark., 1995), T. setosus Moulton (Tsuda ve ark.,
1996), Frankliniella occidentalis Pergande (Wijkamp ve ark., 1995; Medeiros ve ark.,
2004), F. schultzei Trybom (Wijkamp ve ark., 1995), F. fusca Hinds (Naidu ve ark., 2001),
F. bispinosa Morgan (Avila ve ark., 2006), F. intonsa Trybom (Wijkamp ve ark., 1995), F.
cephalica Crawford (Ohnishi ve ark., 2006) ve F. gemina Bagnall (de Borbon ve ark.,
1999). Bunlar igerisinde viriisiin tasinmasinda en etkili olan1 F. occidentalis Pergande’tir
(Jones, 2005; Whitfield ve ark., 2005; Persley ve ark., 2006).

Vektor, larva ve ergin donemlerinde aktif olarak konukguda beslenir. Birinci larva
donemi virlis kazaniminin en etkin oldugu donemdir ve viriis kazanimi vektor gelistikce
azalir. Larvada viral enfeksiyon orta bagirsakta baslar, ¢ogaldiktan sonra orta bagirsak
boyunca yayilir ve daha sonra orta bagirsagi cevreleyen kas hiicrelerini ve tiikiiriik
bezlerini enfekte eder. Fakat, ergin bireylerin orta bagirsaginin epitel hiicrelerindeki
farklilasma nedeniyle viriisiin tiikiiriik bezlerine gegisi gergeklesemez. Bu nedenle
tripslerin ergin donemlerinde viriis kazanimi yoktur. Prepupa ve pupa donemlerinde
bitkide beslenme olmadigindan viriis kazanimi ve tasinmasi gerceklesmez. Ergin
donemdeki tripsler kanatli ve oldukca hareketli olduklarindan en ¢ok bu dénemde viriis
tasinir (Rotenberg ve ark., 2015). Ayrica, orthotospoviriislerde transovarial tasinma
goriilmez (Whitfield ve ark., 2005; Riley ve ark., 2011). Viriisiin vektoriiyle taginma
etkinligi larva donemindeki tripsin TSWV enfekteli konuk¢u bitkiden kazanmis oldugu
virlis miktar1 ve bireysel olarak boceklerdeki viriis titrasyonuyla yakin iligkilidir (Montero-
Astua ve ark., 2014). Vektor trips tiirlerinin etkili virlis vektorii ve zararli olmasinin
nedenleri olarak cok sayida dol vermesi, kisa jenerasyon siiresi, hizli hareket etmeleri, sakl

alanlari tercih etmeleri ve polifag olmalar1 gosterilmektedir (Rotenberg ve ark., 2015).

Mekanik olarak kolaylikla tasinan TSWV’nin tohumla taginmadig: bildirilmektedir.
Cok sayida yabanci ot tiirii virise konukguluk ederken (Chatzivassiliou ve ark., 2007)
TSWV’nin yayilmasindaki etkinlikleri kesinlik kazanmamistir. Ancak bazi yabanci ot
tirlerinin tripslere de konukculuk yapmasi nedeniyle, vektor tripslerle TSWV’nin
yayilmasinda baslangi¢ enfeksiyon kaynagi olarak énemli rol oynamaktadirlar (Reddy ve
Wightman, 1988).



2.3. TSWV’nin Cografi Dagilimi ve Ekonomik Zarari

TSWV, en zararli 10 bitki viriisii arasinda ikinci sirada gelmektedir (Scholthof ve
ark., 2011). Viriis basta yabanci otlar, tiitin (Nicotiana tabacum), biber (C. annuum),
domates (Solanum lycopersicum), marul (Lactuca sativa), patates (Solanum tuberosum),
yerfistig1 (Arachis hypogaea), bezelye (Pisum sativum), kereviz (Apium graveolens) olmak
tizere 1090’dan fazla konukcu dizisine sahiptir (Parrella ve ark., 2003; Pappu ve ark.,
2009; Hanssen ve ark., 201; Salamon ve ark., 2012; Li ve ark., 2015).

TSWV’nin meydana getirdigi simptomlar konuk¢u bitki tiirii ve ¢esidine,
enfeksiyonun gerceklestigi ¢evre sartlarina, konuk¢u bitkinin i¢inde bulundugu gelisme
donemine ve viriisiin irkina bagl olarak farklilik gostermektedir (Soler ve ark., 1998;
Mandal ve ark., 2006; Diaz-Pérez ve ark., 2007). Virlis konukgularinda genel olarak
yapraklarda lokal klorotik ve nekrotik lekeler, halka lekeler, nekrotik ¢izgiler, klorotik
cizgiler, beneklenme, bitkide bodurlagsma, solgunluk ve siirgiin ucu kurumasi gibi
simptomlara neden olmaktadir (Sekil 2.3) (Koike ve ark., 2007; Moury ve Verdin, 2012).
Biberde (C. annuum) konukgu genotipine bagli olarak yaprak, govde ve meyvelerde
mozaik veya nekrotik lezyon, bitkide bodurlagsma, yeni siirgiinlerde kloroz ve nekroz, tepe
yapraklarinda asagiya dogru kivrilma gibi simptomlar meydana getirmektedir (Sekil 2.3).
Viriisiin siddetli enfeksiyonlarinda bitki Sliimleri veya iirlin pazar degerinin biiyiik olgiide

diismesine neden olur (Boiteux, 1995; Soler ve ark., 1998; Moury ve Verdin, 2012).

TSWV’nin varligi ilk kez 1915 yilinda Avustralya’nin Victoria eyaletinde, Yeni
Zelanda’da ise 1934 yilinda domates bitkilerinde tespit edilmistir (Brittlebank, 1919;
Adkins, 2000). Tasinmasinda etkili vektor olan F. occidentalis’in 1993 yilinda gelisiyle,
kitanin diger bolgelerine yayilarak epidemilere neden olmustur (Malipatil ve ark., 1993;
Latham ve Jones, 1997). Bununla birlikte, 1895 yilinda Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde Ohio sehrinde domateste, 1905 yilinda Cape Town’daki tiitiin bitkilerinde
benzer simptomlar gézlenmis ve bilinmeyen hastalik olarak rapor edilmistir. Bu bilgiler
dogrultusunda TSWV’nin farkli konukgularda uzun siiredir varligini siirdiirdiiglinii ve
orijininin belirsiz oldugu belirtilmektedir (Peters, 1998). Avrupa’da TSWV ilk kez Birlesik
Krallik’ta 1929 yilinda siis bitkisi olan Solanum pseudocapsicum’da tespit edilmis olup,
daha sonra domates, biber, tiitiin ve 6zellikle giiney Avrupa’da siis bitkilerinde ciddi
zararlara neden olmustur (Smith, 1932; Kazinczi ve ark., 2007).



TSWV’nin yayilmasinda 1940 ve 1980'li yillar arasinda biiyiik bir diisiis izlenirken,
1980'li yillardan sonra Kuzey Amerika'da, 1987 yilinda Bati Avrupa'da, 1993 yilinda
Avustralya'da ve daha bir¢ok yerde hizla yayilmaya baglamistir (Allen ve Broadbent, 1986;
Dietzgen ve ark., 2005; Kirk ve Terry, 2003).

Sekil 2.3. Domates (a,b), biber (c,d) ve yerfistig1 (e,f) bitkilerindeki TSWV simptomlari
(a,b: https://plantpath.ifas.ufl.edu/; c,d: https://plantpath.ifas.ufl.edu/; e,f:
http://nwdistrict.ifas.ufl.edu/)

Bati Avrupa’da TSWV epidemisi 1980’lerin sonunda Fransa, Italya, Portekiz ve
Ispanya gibi iilkelerin siis bitkileri ve sebze endiistrisinde ciddi kayiplara neden olmustur
(Smith, 1957; Peters ve ark., 1996; Pappu ve ark., 2009). TSWV’nin 1987 yilinda

Ispanya’da ortaya ¢ikmasiyla biber, domates ve kavun iiretimi énemli diizeyde diismiistiir
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(Cebolla-Cornejo ve ark., 2007). Viriis bat1 iilkelerinde (Bati Avrupa ve ABD) yaygin
durumdayken kademeli olarak iliman, subtropik ve tropik bdlgelere dogru yayilmistir
(Mateus ve ark., 2012). Viriis Ortadogu ve Asya’da Uzakdogu iilkelerinde (Iran, Japonya,
Cin, Giiney Kore) de rapor edilmistir (Mumford ve ark., 1996; Golnaraghi ve ark., 2001;
Jones, 2005; Massumi ve ark., 2007; Hu ve ark., 2011; Lian ve ark., 2013). Asya kitasinda
bitkilerde siddetli zarara neden olan 14 Orthotospovirus iiyesi icerisinde TSWV’ nin en
yaygin ve ekonomik zarar1 en yiiksek tiir oldugu bildirilmistir (Anfoka ve ark., 2006;
Massumi ve ark., 2007; Pappu ve ark., 2009).

Sekil 2.4. TSWV nin yayilis alan1 (https://www.eppo.int)

Meksika’da Chrysanthemum bitkisinde TSWV enfeksiyonu sonucu yaklagik %90
(Ochoa ve ark., 1999), ABD’de Georgia ve Florida’da tiitiin, yerfistigi, biber ve domateste
%30-60 triin kaybmin oldugu kaydedilmistir (Bertrand, 2001; McPherson ve ark., 2003).
TSWV enfeksiyonu sonucu Georgia’da 1996-2006 yillart arasinda yerfistiginda 12.3
milyon, tiitiinde 11.3 milyon, domateste 9 milyon ve biberde 326 milyon dolar kayip
oldugu tahmin edilmektedir (Riley ve ark., 2011). Diinyada, TSWV’nin enfeksiyonu
sonucu yilda 1 milyar dolardan fazla ekonomik zarara neden oldugu belirtilmistir (Uhrig ve

ark., 1999; Griep ve ark., 2000).

Tiirkiye'de TSWV’nin varligit konusunda ilk kayit Tekinel (1969) tarafindan
yapilmistir. Mersin ili ¢evresindeki bazi sebze (patlican, marul, biber, fasulye) alanlarinda
gorlilen hastaliklar1 belirlemek amaciyla yaptiklari ¢caligmalarda, marul bitkisinde goriilen
belirtilerin TSWYV olabilecegi yoniinde bulgular elde etmislerdir. TSWV nin neden oldugu
hastalik Azeri (1981) tarafindan Canakkale ilinde tiitiin bitkisinde goriilmiis, daha sonra

Balikesir, Manisa, Usak ve Samsun illerinde rapor edilmistir. Samsun'da son yillarda
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domates ve biber alanlarinda TSWV'nin artan epidemisi Arli-Sokmen ve ark. (2005)
tarafindan rapor edilmis ve viriisiin domates bitkilerinde bitki gelisimi ve verimi iizerine
etkisini incelemistir. Birgok yabanci ot tiiriinde TSWV enfeksiyonu belirlenmis ve yabanci
otlarin biber {iretim alanlarinda enfeksiyon kaynagi olarak risk olusturdugunu bildirmistir.
TSWV domateste %42.1 diizeyinde iiriin kaybina ve iriinlerin pazar degerinin %95.5

diizeyinde diismesine neden olmustur (Sevik ve Arli-S6kmen, 2012).

Akdeniz Bolgesi’nin batisinda sebze iiretim alanlarinda yapilan arastirmada
testlenen tiim Ornekler icerisinde biber Orneklerinde %67.1, marulda %66.6, domateste
%46.9 ve kabakta %16.6 diizeyinde TSWV enfeksiyonu tanilanmigtir (Yardimer ve Culal-
Kilig, 2009). Kamberoglu ve Alan (2010), Adana ve Mersin illerindeki marul alanlarinda
TSWV’nin yaygmhigmnit Yardimci ve Kilig (2009)’in bulgularindan farkli olarak daha
diisiik seviyelerde (%1.2) bulmustur. Kamberoglu ve Bozdogan (2015)’nin Antalya
Bolgesindeki biber, domates ve marul bitkilerini TSWV poliklonal antiserumu kullanarak
ELISA ile testlediklerinde 6rneklerin % 88.2’sinde TSWV tanis1 yapmislardir. Sertkaya
(2015), Hatay ilinde yiiriittiigli calismada ise marul ve 1spanak bitkisinde TSWV
enfeksiyonunu belirlemistir. Ayrica bu ¢alismada, Conyza (Erigeron) canadensis ve

Sonchus oleraceus bitkilerinde TSWV’nin ilk kez belirlendigi rapor edilmistir.

2.4. TSWYV Miicadelesinde Tsw Geni Kullanilmasi

TSWYV, Solanaceae (patlicangiller) familyasindaki tiirlerde 6nemli {iriin kayiplarina
neden olmaktadir. Viriisiin ¢ok sayida trips vektoriine sahip olmasi, vektoriinde taginma
sekli ve vektor tripslerin konukgu dizisinin genis olmasi, vektorlerle kimyasal miicadelede
basarinin diisiik olmasi ve tripslerin insektisitlere kars1 dayaniklilik kazanmasi nedenleriyle
TSWYV miicadelesi basarisiz olmaktadir (le, 1970; Cho ve ark., 1989; Rice ve ark., 1990;
Boiteux ve ark., 1993).

Biberde TSWV’nin neden oldugu hastaligi kontrol etmek ve insektisitlerin ¢cevreye verdigi
zarar1 yok etmek i¢cin dayanikli ¢esit kullanilmasi en etkili miicadele stratejisi olarak
onerilmektedir (Boiteux, 1995). Asir1 duyarhilik temeline dayanan TSWV’ye Kkalitsal
dayaniklilik C. chinense Jacq.’nin baz1 hatlarinda (‘P1159236°, ‘PI 152225°, ‘CNPH-275’,
‘C00943°, “7204’) bulunmus tek dominant gen olan Tsw geniyle kontrol edilmektedir (De
Avila 1994; Boiteux, 1995; Moury ve ark., 1997). Dominant karakterdeki Tsw geni ticari
islah programlarinda kullanilan, niikleotid-baglanma bdolgesi ve 18since zengin tekrarli

(nucleotide-binding site-leucine-rich repeat, NBS-LRR) boélgelere sahip R (Resistance)
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genleri sinifina aittir (de Ronde ve ark., 2013). C. chinense'nin bazi PI hatlarindaki mevcut
Tsw geni, C. annuum gesitlerine aktarilmistir (Black ve ark., 1991; Boiteux, 1995; Moury
ve ark., 1997). Bugiine kadar da C. chinense’de Tsw lokusunda baska bir dayaniklilik alleli
(Boiteux, 1995) veya Capsicum spp. tiirlerinde farkli bir dayaniklilik lokusu bulunmamistir
(Boiteux, 1995; Moury ve ark., 1997). Tsw geni 10. kromozomda haritalanmistir (Jahn ve
ark., 2000). Dayanikli bitkilerde viriis enfeksiyonlar1 sonrasinda asir1 duyarlilik
reaksiyonuyla birlikte etmenin temas ettigi komsu hiicrelerin 6liimii gerceklesmekte ve
lokal nekrotik lezyonlar olusmaktadir. Viriisiin enfeksiyonu sirasinda konukguda Tsw
geniyle meydana gelen HR sonucu, TSWV’nin hiicreler arasindaki hareketi sinirlandirilir
ve sistemik enfeksiyon engellenir (Black ve ark., 1991; Boiteux, 1995; Soler ve ark.,
1999). Islah calismalarinda molekiiler testlemede kullanilmak tizere Tsw lokusuna bagh
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) markir1 gelistirilmis ve CAPS (Cleaved

Amplified Polymorphic Sequence) markirina donistiiriilmistiir (Moury ve ark., 2000).

Son yillarda Tsw-dayaniklilik geninin kirildig1 rapor edilmektedir. Bunun nedenleri
olarak konukgunun erken dénemde (2-4 gergek yaprakli) viriisle enfektelenmesi, gelisme
donemleri siiresince yiiksek sicakliklara maruz kalmasi1 (>28 °C) (Pennazio, 1995; Moury
ve ark., 1998; Soler ve ark., 1998, 1999; Chung ve ark., 2018) ve en 6nemlisi TSWV’nin
farkli cografyalara adaptasyonu nedeniyle dayamikliligi kiran yeni izolatlarin ortaya
cikmasi gosterilmektedir (Tsompana ve ark., 2005; Lopez ve ark., 2011; Tentchev ve ark.,
2011).

Soler ve ark. (1998) dayanikli PI hatlarinda ortam sicakliginin 30/18 °C
(glindiiz/gece) oldugu durumlarda, bitkinin gelisme donemine bagli olmaksizin tiim

bitkilerde TSWV nin sistemik enfeksiyonunun gelistigini belirtmistir.

Ancak daha diisiik ortam sicakliklarinda (25/18 °C, giindiiz/gece) bitkinin 2 gergek
yaprakli doneminde yapilan inokulasyon sonrasinda bitkilerde sistemik enfeksiyon
gelisirken, 4 gergek yaprakli donemlerinde viriis inokulasyonu sonrasi bitkilerde sistemik
enfeksiyon olusmadigi, inokulasyon yapilan yapraklarda nekrotik lekelerin olustugunu
belirtmistir. Soler ve ark. (1999) dayanikli biber hatlar1 (Pl 152225, Pl 159236) ve duyarli
biber cesidinde (C. annuum “’Negral’’) farkl sicakliklarda (25 ve 30 °C) viriisiin bitkideki
hareketini incelemistir. Her iki sicaklik ortaminda Negral ¢esidinin 2 ve 4 yaprakli
déneminde yapilan inokulasyonda, ilk simptomlar inokulasyondan 3 giin sonra gériilmeye
baslamistir. TSWV’nin duyarli ve dayanikli biber bitkilerindeki hareketini izlemek i¢in

inokulasyondan 7 giin sonra bitkilerin farkli bolgelerinden (inokulasyon yapilan kisim,
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yaprak ucu ve yaprak sap1) alinan dokular DAS-ELISA ile testlenmistir. PI 152225 ve Pl
159236 hatlarinda 25 °C sicakliktaki ortamda bitkilerin iki yaprakli doneminde yapilan
inokulasyon sonucu, duyarli bitkilere kiyasla viriis, inokulasyon yapilan bolgede ve yaprak
ucunda gok diisiik oranda tespit edilmistir. Bitkilerin dort yaprakli donemlerinde ise sadece
inokulasyon yapilan bolgede tanilanmistir. PI 152225, PI 159236 hatlarinda 30 °C
sicaklikta yapilan inokulasyon sonucu bitki gelisim donemlerinde sistemik enfeksiyon

meydana geldigi saptanmistir.

TSWV’ye yeni dayaniklilik kaynaklar1 arastirmak icin yapilan calismada 6
Capsicum tiiriine ait 486 tip ve 30 ticari F; hibritlerinin, TSWVpap izolatina dayaniklilig
test edilmistir. C. chinense’nin ‘AC09-207° tipi yeni dayaniklilik kaynagi olarak
tanimlanmistir. Dayanikliligin tek gen tarafindan saglandigi belirlenmistir. AC09-207°de
olusan nekrotik simptomlarin ‘PI 152225’ hattinda meydana gelenlerle benzerlik gosterdigi
fakat inokulasyon yapilan kotiledonlar ve yeni olusan yapraklarda gézlenen simptomlarin
dayaniklilik kaynagi olan PI 152225 ve ‘P1159236°’da olanlardan 6nemli oranda farklilik
gosterdigi belirlenmistir. TSW ve yeni dayaniklilik geninin lokasyonlarini karsilastirmak
icin allelizm testi yapilmistir. Yeni dayaniklilik kaynagi ve bilinen dayaniklilik kaynaklar
(Pl 152225, P1159236, ve P1159234)’ndan olusturulan Fi, F, ve resiprokal geri melez
populasyonlarinda rekombinasyon belirlenmemistir. Yeni dayaniklilik geninin  Tsw
lokusundaki tek allel veya Tsw’ye bagli farkli gen tarafindan kontrol edildigi belirtilmistir
(Hoang ve ark., 2013).

Bitkideki dayaniklilik genleri viriis enfeksiyonu i¢in gerekli olan korunmus
motifleri tanimak ve dayaniklili§i kiran mutantlarin olusumunu en aza indirmek i¢in evrim

gecirmistir (Janzac ve ark., 2009).

Fakat, iiretim alanlarinda dayanikli cesitlerin ¢ok yaygin kullanimi hedef patojen
poplilasyonlarinda giiclii secilim baskist olusturur ve dayanikliligin kirilmasina yol agar.
Dayanikliligin kirtlmasi; patojenin aviriilens (avr) geninde meydana gelen mutasyon
ve/veya rekombinasyon olaylart viriilent varyantlarinin ortaya c¢ikmasi ve bu viriilent
varyantlarin uyumu ile bitki popiilasyonunda bulunma ve agroekosistemde yayilmasinin

artmasi sonucu gerceklesir (Leach ve ark., 2001).

Boiteux ve Nagata (1993) ilk kez TSWYV izolatlarinin C. chinense’de (Pl 159236)
sistemik enfeksiyona (genel nekroz ve bodurlagma) neden oldugunu bildirmistir. Hobby ve
ark. (1994) Lousiana’da domatesten izole edilen irklarin 'PT 152225 ve ‘PI 159236’
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hatlarinda sistemik enfeksiyon olusturdugunu bildirmistir. Bunu takiben, son yillarda Tsw
dayamklilik genini kiran izolatlarin varligr: italya (Roggero ve ark., 2002; Margaria ve
ark., 2007), Ispanya (Margaria ve ark., 2004), Avustralya (Thomas-Carroll ve Jones, 2003;
Sharman ve Persley, 2006), Kore (Chung ve ark., 2012; Hoang ve ark., 2013), Macaristan
(Almasi ve ark., 2015) ve Tirkiye (Deligdoz ve ark., 2014; Almasi ve ark., 2020) gibi
birgok tilkede rapor edilmistir.

TSWYV izolatlarinin popiilasyon ¢esitliligi ¢alismalarinda, li¢ izolat biyotipinin
oldugu ortaya ¢ikmustir: dayanikli domates ve biber bitkilerini enfekteleyemeyen yabani
izolat (wild type: WT), sadece dayanikli domates bitkilerini enfekteleyen ancak dayanikl
biberleri enfekteleyemeyen Sw-5 dayaniklilik kiran (Sw-5 resistance breaking: SBR),
dayanikli biberleri enfekteleyen ancak dayanikli domatesleri enfektelemeyen Tsw
dayaniklilik kiran (Tsw resistance breaking, TBR) izolatlar. Bunun disinda biberde Tsw
veya domateste Sw-5 genleri tasiyan biber ve domates bitkilerinde hastalik yapan dogal
TSWV izolati bulunmamaktadir (Debreczeni ve ark., 2015). WT ve SBR biyotipindeki
izolatlarin M segmentinin niikleotid ve amino asit dizinlerinin karsilastirilmast sonucu
NSm proteinin 118. (C—Y) veya 120. (T—N) amino asitlerdeki degisimin Sw-5
dayanikliliginin kirilmasindan sorumlu oldugu belirlenmistir (Lopez ve ark., 2011). Fidan
ve Sart (2019) Antalya’daki seralardan toplanan domates bitkilerinden elde ettigi
dayanikliligi kiran izolatlarin hiicreden hiicreye gegisten sorumlu olan NSm proteinin
amino asit dizininde meydana gelen bir mutasyonun (C118Y) Sw-5 geninini sagladigi

dayanikliligin kirilmasindan sorumlu oldugunu belirtmistir.

NSs proteininin konukg¢u bitkinin gen susturma mekanizmasini baskilayan protein
oldugu ve bitkinin dayanikliliginin kirilmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Takeda ve

ark., 2002; de Ronde ve ark., 2014).

NSs proteini, kiigiik RNA’lara (mikroRNA/siRNA) ve uzun dsRNA’lara baglanip
RNA susturmasini baskilamaktadir (RNA silencing suppressor, RSS) (Schnettler ve ark.,
2010). Tsw dayaniklilik geni i¢in avr protein olarak rol oynayan NSs proteinin amino asit
dizinleri incelendiginde, dayanikliligi kiran TSWV izolatlarinin tamaminda spesifik tek
nokta mutasyonunun olmadigi, ¢esitli amino asit pozisyonlarinda farkliliklar gdsterdigi
belirtilmistir (Tsompana ve ark., 2005; Margaria ve ark., 2007; Almasi ve ark., 2015;
2017). RSS ve avr ozellikte olan NSs proteininin N-terminal ucundaki (1-113 aa) tiim
mutasyonlarin HR olusturma yetenegini kaybetmesine neden oldugu ve N-terminal ucunun

NSs’nin avr aktivitesi igin 6nemli oldugu vurgulanmistir (de Ronde ve ark., 2014).
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Margaria ve ark. (2007) yabani izolat (wild type: WT) ve Tsw dayaniklilik genini
kiran izolatlarinin  (Resistance breaking, RB) S RNA niikleotid dizinlerini
karsilastirdiklarinda, 5° ve 3’ translasyonu yapilmayan terminal bdlgelerde (Untranslated
region, UTR) farklilik olmadigini bildirmistir. Buna karsin WT ve RB izolatlarinin genler
arast bolgelerinin (Intergenic region, IGR) ayn1 dizini tasiyabildigi gibi baz1 RB izolatlar
ile farklilik gosterebildigi belirlenmis olup, bu gen bolgelerinin TSw geninin kirilmasindan
sorumlu olmadigini rapor etmislerdir. WT ve RB izolatlarinin NSs geninin amino asit
dizinleri karsilastirildiginda, birka¢ amino asit farkliliklarinin goriildiigii fakat tiim RB
izolatlarinda ortak gozlenen bir mutasyonun olmadigi belirtilmistir. Farkli NSs dizinlerine
sahip olan WT ve RB izolatlarinin protein yapilar karsilastirildiginda, aralarinda 6nemli
sayilabilecek bir farkliligin gozlenmedigini bildirmislerdir. Dayaniklilig1 kiran izolatlarda
amino asit degisikligine neden olan mutasyonlarin, TSW geninin segilim baskisi sonucunda
olustugu sonucuna ulagamadiklarini rapor etmislerdir. Ayrica, RB izolatinin NSs geninini
tastyan ekspresyon vektorleri agro-infiltrasyon yontemiyle 16C transgenik N. benthamiana
yapraklarina muamele edilmis ve yesil floransan protein (green fluorescent protein, GFP)
ekspresyon testi ile TSWV’nin NSs geninin transkripsiyon sonrasi gen baskilamada (post-

transcriptional gene silencing, PTGS) rol oynadigini saptamistir.

Aramburu ve ark. (2015) Ispanya’da ticari biber {iretim yapilan alanlardan kloroz,
bodurlagsma ve ug yapraklarda sistemik nekroz gibi belirtilere sahip TSw geni tasiyan
dayanikli biber bitkilerinden saflagtirilan biyolojik klonlarin, TsSw geni tasiyan dayanikli
biberlerdeki biyolojik karakterizasyonu calismalarinda (i) dayanikliligi kiran izolatlarin
tipik simptomu olan kloroz ve bodurlasma ve (ii) siddetli sistemik nekroz olmak tizere iki

farkli simptom olusturdugunu belirlemiglerdir.

Ayni virlisiin farkli wrklarinin sinerjik etkilesimiyle dayanikligi kirmayan izolatlarin,
dayanikliligt kiran izolatlarla karisik enfeksiyonlarinda Tsw geni tasiyan biberlerde

enfeksiyona neden olabilecegini belirtmistir.

Almasi ve ark. (2017) Macaristan’da biber bitkilerinden izole edilen WT ve RB
izolatlarmin NSs geninin amino asit dizinlerinin iki amino asitinin (104aa, 461aa) farkli
oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢esitlilik g6z 6niinde bulundurularak dért mutant klon (WT-
T104A, WT-T461A, RB-A104T, RB-A461T) olusturulmustur. Gegici protein
ekspresyonun belirlenmesi amaciyla WT, RB ve olusturulan NSs proteininin nokta
mutantlart C. annuum cv. Brendon bitkilerine agro-infiltrasyon yontemiyle aktarilmistir.
Macaristan TSWV izolatlarinda belirlenen tek bir amino asit degisikliginin (T104A) RB
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fenotipinin olugmasina neden oldugunu rapor etmislerdir. Agro-infiltrasyon yontemiyle
16C GFP transgenik N. benthamiana bitkilerinde WT ve RB izolatlarinin NSs
proteinlerinin  gecgici ekspresyonu gergeklestirilmis ve gen susturmayir baskilama

Ozelliklerinde 6nemli bir farklilik olmadigini géstermislerdir.

2.5. TSWV Iizolatlarimn Rekombinasyon ve Reassortment Ozelligi ve Popiilasyon

Yapisi

Diger bitki viriislerinden farkli olarak TSWV nin {i¢ par¢ali RNA yapis1 nedeniyle,
izolatlarmin ayn1 konukgu {izerinde karisik enfeksiyonlari sonucu aralarinda genetik
materyal aligverisi meydana gelerek konuk¢u dayanikliligini kiran yeni izolatlarin
meydana gelme riski yiiksektir. Viriisiin izolatlarinin ¢oklu enfeksiyonlarinda genomik
segmentlerinin tamamini birbirleri arasinda degistirmek suretiyle yeni varyantlarinin
meydana gelmesi “reassortment” olarak adlandirilmaktadir (Simon-Loriere ve Holmes,
2011). Reassortment mekanizmas: ilk kez Best (1961) tarafindan g¢alisilmistir. Genetik
degisimin farkli bir formu olan ¢ogunlukla pozitif duyarli ssRNA genomlarinda kolaylikla
meydana gelen “rekombinasyon” ise iki viriis izolatinin niikleotid dizinlerini iceren RNA
molekiiliiniin olusmasiyla sonuclanir. Rekombinasyon, RNA molekiiliiniin her tarafinda
(basi, ortas1 veya sonu) gerceklesebilir. Bu nedenle, rekombinasyon, genin agik okuma
cercevesinde (Open Reading Frame, ORF) ve bu bolgelerden kodlanan proteinlerin islevsel
degisimine neden olurken, reassortment ORF’lerde ve proteinin islevinde bir degisiklige

neden olmaz (Mcdonald ve ark., 2016).

TSWV'in popililasyon c¢esitliligi lizerine yapilan arastirmalarda, izolatlar arasi

akrabalik iligkileri ve orijinleri bakimindan ¢ok sayida gruplarin olustugu gézlenmektedir.

Virlisiin ¢ok sayida ve cografi olarak birbirinden ¢ok uzak izolatlarinin olmasinin,
TSWV'nin uzak cografyalara tasinmasi ve adaptasyonunda reassorment ve rekombinasyon
mekanizmasinin etkili oldugunu gostermektedir. TSWV’nin genetik c¢esitliligi, popiilasyon
yapist ve dogal izolatlarda belirlenen rekombinant ve reassortant izolatlarmin varlig

hakkinda yiiriitiilen ¢calismalardan bazilar1 asagida verilmistir.

Tentchev ve ark., (2011) ¢ogunlugu domates ve biber olmak tizere farkli konuk¢u
tirlerinden aldiklart TSWV izolatlariyla, virlisiin popiilasyon yapisint incelemislerdir.
Viriis genomunun ic RNA segmentine gore yapilan analizde, izolatlarin %83’ {iniin cografi

orijinine gore gruplandigi, geriye kalan izolatlarin (%17) RNA segmentlerinin ise farkli
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gruplarda yer aldigini belirlemislerdir. Ispanya, Fransa ve Italya’dan alinan izolatlarda
reassortment olaymin yaygin bulundugu ve bu mekanizmanin TSWV’nin ortaya ¢ikmasi

ve epidemilere neden olmasinda 6nemli rol oynadig belirtilmistir.

Lian ve ark. (2013) Kore’de farkli konukgulardan izole ettikleri 13 TSWV
izolatinin tim genom dizini ve diger iilkelerin TSWV izolatlarinin RNA segmentlerine
gore yaptiklar filogenetik ve rekombinasyon analizi sonucunda, Kore izolatlarinin L ve M
RNA segmentlerinin Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika, S RNA segmentlerinin ise Cin ve
Japonya orijinli olabilecegini belirtmislerdir. Izolatlarin rekombinasyon analizinde ise
izolatlar arasinda 12; Kore izolatlarinda ise 5 rekombinasyon olay1 saptanmistir. Belirlenen
rekombinantlarin ii¢linlin tim L RNA segmentini igermesinden dolay1 rekombinasyondan

ziyade reassortment olay1 sonucunda meydana gelmis olabilecegi sonucuna varmislardir.

Margaria ve ark. (2014) italya’da biberden izole ettikleri iki TSWV izolatinin (p105
ve p202/3WT) tiim genom dizinini elde etmek amaciyla yiiriittiikleri ¢alismada, izolatlarin
RdRp bolgelerinin %97.9, Gn/Gce bolgelerinin %95.9 oraninda niikleotid dizin benzerligine
sahip oldugunu gozlemislerdir. Izolatlarla olusturulan filogenetik agacta ise Italyan
izolatlar1 farkli gruplarda yer almistir. pl05 izolatinin S RNA segmentinin, Kore
izolatlartyla rekombinasyonu sonucu meydana geldigi belirlenmistir. Ayrica Kore
izolatlarinda L RNA segmentinde belirlenen rekombinasyonda, p202/3WT izolatt mindr
ebeveyn olarak belirlenmistir. Izolatlarin filogenetik ve rekombinasyon analizi sonucu;
Asya ve p202/3WT izolatlar1 arasindaki reassortment olayinin yeni izolatlarin ortaya
cikmasinda veya Kore izolatlarinin p202/3WT izolatlarinin goriillmesinde 6nemli roliiniin

olabilecegini bildirmislerdir.

Timmerman-Vaughan ve ark. (2014) Yeni Zelanda’daki TSWV izolatlarinin
cografi orijinleri tizerine yurittikleri ¢aligmada 1992-2009 yillari arasinda farkli bolge ve
konukgulardan elde ettikleri 23 TSWV izolati kullanmustir. izolatlarin filogenetik
akrabalik iliskilerini incelemek i¢in yapilan filogenetik agagta L ve M RNA segmentlerine
gore 2 izolat (MAFO ve PFR04) Kore, Japonya ve Cin izolatlartyla geriye kalan 21
izolattan farkli bir grup olusturmustur. N genine ait dizinlerle yapilan filogenetik agagta 4
grup olusmus, 3 izolat (MAF04, PFR04 ve MAF02) Japonya ve Kore izolatlariyla, 20
izolat ise ABD, Bat1 Avrupa, Giiney Amerika, Brezilya ve Hollanda izolatlarindan olusan
gruplarda yer almistir. Filogenetik agacta ¢ok sayidaki denizasirt izolatin farklilik
derecelerinin karmagikligindan dolayr dogrudan karsilastirma yapilamadig: belirtilmistir.

MAFO02 izolat1 olast reassortant izolat olarak degerlendirilmistir. Rekombinasyon veya
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reassortment olaylarinin Yeni Zelanda TSWV izolatlariin genom kompozisyonunu
sekillendirdigi ongoriilmiistiir. Ayica N geninde dort amino asit bolgesinin negatif secilim

etkisinde oldugu tespit edilmistir.

Margaria ve ark. (2015) 2012 yilinda italya’nin ¢cogunlukla tathi biber yetistirilen
Carmagnola sehrinde TSWYV enfeksiyonunun goriilmeye bagladigini ve bu bolgede
TSWV’ye dayanikli gesitlerin ¢ok yaygin olmadigint belirtmislerdir. TSW geni tasiyan
biberden izole edilen p331 arazi izolatimin RdRp, NSm, Gn/Gc, NSs ve N proteinin
kodlandig1 bolgelerin dizinleri kullanilarak, karakterizasyonu daha 6nceden yapilmis, p105
ve p202/3WT izolatlar1 (Margaria ve ark., 2014) ile rekombinasyon analizi
gerceklestirilmistir. Izolatlarin filogenetik analizinde p331 ve p202/3WT izolatlar1 L ve S
RNA segmentlerine gore beraber gruplanirken, p331 izolatinin pl05 ile M RNA
segmentine gore gruplandigi tespit edilmistir. p331 izolatinin, farkli TSWV izolatlarinin
aralarindaki reassortment iliskisi sonucu ortaya ¢iktigi rapor edilmistir. Ayrica, p331 izolati
C. chinense’de sistemik enfeksiyona neden olurken ebeveyn izolatlarin ise Tsw

dayanikliligini kiramadig belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal toplanmasi

Tez caligmasinin materyalini olusturan biber 6rnekleri (yaprak ve meyve) 2017-
2019 yillar arasinda biber yetistiriciliginin yaygin oldugu Adana, Mersin, Kahramanmaras
illerinde ortli alti (Nisan-Haziran) ve agikta yapilan biber {iretim alanlarindan (Haziran-

Agustos) toplanmistir.

3.1.2. Double antibody sandwich-enzyme linked-immunosorbent assay (DAS-ELISA)

testinde kullanilan antiserumlar

TSWV, CMV, PVY ve Tobacco mosaic virus (TMV)’lerin tanisinda kullanilan

poliklonal antiserumlar Loewe Biochemica (Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Mekanik inokulasyonda kullanilan test bitkileri

Enfeksiyon kaynagi olusturmak, viriis titrasyonunu arttirmak ve TSWV izolatlarmin
biyolojik klonlarini saflastirmak amaciyla Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum cv.
Samsun NN ve Vigna unguiculata indikator bitkileri kullanilmistir. Nicotiana spp.
tohumlart KSU-Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimiinden temin edilmistir. V.
unguiculata tohumlar1 ise ticari firmadan alinmistir. TSWYV izolatlarinin biyolojik
karakterizasyonu Tsw geni tasimayan (Naz F1, Eastern seeds) ve Tsw geni tasiyan (Mertcan
F1, Yiiksel tohumculuk) ticari ¢esitler, 6zel firmalardan temin edilmistir. C. chinense (PI
152225, dayanikli) biber hatti, PM hatlar1 olarak kodlanan genotipler INRA (Institut
National de la Recherche Agronomique) Fransa Ulusal Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden,
Maras 6 ve Maras 19 hatlar1 Dr.Ogr. Uyesi Bekir Biilent Arpaci tarafindan temin edilmis
olup, P1 439381 (C. baccatum) hatti ise Prof. Dr. Nihal Buzkan tarafindan United States of
Agriculture (USDA), Plant Genetic Resources Conservation Unit arastirma kurulusundan

temin edilmistir.

3.1.4. TSWYV izolatlarinin popiilasyon yapisimin belirlenmesinde kullamilan primerler

TSWV biber izolatlarinin popiilasyon yapisi, viriis genomunun L, M, S RNA
bolgelerinden hazirlanmis primer dizinleri (Cizelge 3.1) kullanilarak polimeraz zincir

reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) yontemiyle incelenmistir.
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Cizelge 3.1. TSWV genomunun L, M ve S RNA bdlgelerini ¢ogaltan primer dizinleri
(Tentchev ve ark., 2011; Debreczeni, 2015)

Bolge Primer dizisi (5’ ten 3' e) DNA
be

L RNA —replikaz
geni (kismi)

Df GATAGACGAGGATGCTGTTT 983
Dr CAGCAGTGTCCAGTATTTTC
M RNA -NSm geni

(kismi)
NSmMEWd ACATTACACAAGCTCCTCTACC 826

NSMReV CCTTTAGGRATTATCAGCTTGC

S RNA NSs geni
NSsfinF TGATTTRAAGGAGCCTTACAAC 684
NSsmilF ARGCTTTRGGCAAAGTGAATG

NSsfinR AACAAAHCYCAAATTTGGCC 1111
S RNA NP geni
NdebF AGCAAACTTTAATTAAACACAC 984
NfinR CCTAACAAACGACTGCGG
3.2. Metot

3.2.1. Simptom gozlemleri ve 6rnekleme ¢alismalar:

Agikta ve Ortii altinda yetisen biber bitkilerinin genel goriiniimiinde sekil
bozuklugu, klorotik veya nekrotik halka leke, yapraklarda sararma, meyvelerde agik ve
koyu sarr/kirmizi alanlar tagiyan bitkilerden yaprak (Sekil 4.1) ve meyve ornekleri (Sekil
4.2) toplanmstir. Ornek alinacak araziler tesadiifi olarak segilmis olup, 5 dekardan kiigiik
arazilerden 1-5 adet; 5 dekardan biiyiik olan arazilerden ise 5-10 adet 6rnek toplanmuistir.
Saha ¢alismasi sonucunda Adana, Mersin ve Kahramanmaras illerinden 300 biber meyve
velveya yaprak érnegi toplanmustir (Cizelge 3.2). Ornekler seffaf plastik torbalar igerisine
alinip, torbalarin {izerine drneklerin alindig1 lokasyon, tarih bilgileri yazilarak sogutulmus

termos kaplarinda laboratuvara getirilmistir.
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Cizelge 3.2. Biber 6rneklerinin toplandig il/ilgeler ve 6rnek sayilar

iller Tigeler Acik/Ortii alt Toplam
Ornek Sayisi
Seyhan
Adana Yiiregir 42/76 118
Karatas
Mersin Akdeniz
Tarsus 26/65 91
Kahramanmaras Tiirkoglu
Pazarcik 61/30 91
300

3.2.2. DAS-ELISA testi

TSWV’nin tekli enfeksiyonlarini tasiyan biber Orneklerini se¢gmek iizere,

arastirmada toplanan biitiin 6rnekler TSWV yanisira Akdeniz havzasinda biber alanlarinda

yaygin olan CMV, PVY ve TMV (Moury ve ark., 2012) i¢in de testlenmistir. Viriislerin

tanisi, poliklonal antiserumlar (Loewe Biochemical, Almanya) kullanilarak DAS-ELISA

(Clark ve Adams, 1977) yontemiyle yapilmistir. Yaprak veya meyve orneklerinden 0.1 g

tartilip, Ornek ezme torbalarma konularak 1:10 (agirlik/hacim) oraninda Ornek ezme

tamponuyla (Ek 5) ezilmistir. Ornekler testleme islemi gerceklestirilinceye kadar +4 °C’de
bekletilmistir. TSWV TMV, CMV ve PVY i¢in firmadan temin edilen pozitif ve negatif

kontroller kullanilmigtir. ELISA testi firmanin kullanim 6nerisine gore:

Kaplama tamponu (EK 5) igerisinde 1:200 oraninda seyreltilmis poliklonal
antiserum ile plakalar 200 pl/cukur olacak sekilde kaplanmistir. Plakalar 37 °Cde 4
saat inkiibasyona birakilmaistir.

Plakalar 3 defa 3 dk aralikla yikama tamponu (Ek 5) ile yikanmustir.

Ornek ezme tamponuyla hazirlanmis test drnekleri, plakalara 200 pl/cukur olacak
sekilde, iki tekerriirlii olarak eklenmistir. Plakalar +4 °C’de 16 saat inkiibasyona
birakilmstir.

Plakalar 3 defa 3 dk aralikla yikama tamponu ile yikanmistir.

Enzimle isaretlenmis virlis antiserumlari, konjugat tamponu (Ek 5) igerisinde 1:
200 oraninda seyreltilmis ve plakalara 200 pl/¢ukur olacak sekilde dagitilmistir.
Plakalar 37 °C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir.

Plakalar 3 defa 3dk araliklarla yitkama tamponu ile yikanmustir.
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e Substrat tamponu igerisinde 1 mg/ml p-nitrophenylphosphatase hazirlanmis ve 200
ul/gukur olacak sekilde eklenmistir ve oda 1s1sinda inkiibasyona birakilmaistir.
e ELISA plaka okuyucusunda (SEAC SIRIOS) 405 nm dalga boyunda 1-2 saatlik

stirelerde plakalarin okumasi yapilmistir.

Negatif orneklerden elde edilen OD (optical density) degerinin en az 2 kati

absorbans degerine sahip olan 6rnekler pozitif kabul edilmistir.

3.2.3. TSWV izolatlarinin saflastirilmasi ve biyolojik karakterizasyonu

DAS-ELISA testlerinde TSWV nin tekli enfeksiyonunu tastyan viriis izolatlar1 N.
benthamiana, N. tabacum cv. Samsun NN indikator bitkilerine mekanik inokiilasyon
yoluyla tasinarak izolatlarin titrasyonu artirilmistir. TSWV izolatlar1 V. unguiculata
tizerine mekanik olarak tasinarak izolatlar1 biyolojik klonlarinin saflagtirmasi yapilmistir.
Bu biyolojik klonlar N. tabacum cv. Samsun NN, N. benthamiana, dayanikli (C. chinense,
P1152225; C. annuum cv. Mertcan F;) ve duyarli (C. annuum cv. Naz F;) biber bitkilerine

mekanik olarak tasinmig ve biyolojik karakterizasyonu yapilmstir.

3.2.3.1. Test bitkilerinin yetistirilmesi

Mekanik inokulasyonda kullanilacak N. tabacum cv. Samsun NN, N. benthamiana
ve biber tohumlar1 tohumlart steril torf ve perlit igeren tohum ekim kabina, V. unguiculata
bitkilerinin tohumlari ise saksilara ekilmis ve 16/8 saat (1s1k/karanlik), 25 °C sicaklik, %60
oransal nem bulunan iklim odasina yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Nicotiana spp. fideleri 2
yaprakli doneme geldiklerinde plastik bardaklara, biber bitkileri ise saksilara tekli olarak
sasirtilmustir. Iklim odas1 ve yetistirilen bitkiler zararli ve hastalik gelismesinin 6nlenmesi

amaciyla diizenli olarak kontrol edilmistir.

23



Sekil 3.1. Mekanik inokulasyon i¢in yetistirilen test bitkileri
3.2.3.2. Mekanik inokulasyon

Mekanik inokulasyon i¢in enfeksiyon kaynagi yaprak ve/veya meyve orneklerinin
1:4 (agirlik/hacim) oraninda ezme tamponu [0.03 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) (Ek
6), %2 (agirlik/hacim) diethyldithiocarbamate (DIECA), 20 mg/ml aktif komiir, 20 mg/ml
karborandum] ile ezilmesiyle hazirlanmistir. Mekanik inokulasyon tiitiin bitkilerine 2-4
yaprakli, biber bitkilerine ise 4 ger¢ek yaprakli donemde yapilmistir. Negatif kontroller,
indikator bitkilere sadece fosfat tamponu uygulayarak elde edilmistir (Moury ve ark.,
2004). Test bitkileri 16/8 saat (1s1k/karanlik), 25 °C sicaklik, %60 oransal neme sahip iklim
odasma konularak simptom gelismesi goézlenmistir. Mekanik inokulasyon yapilmis
orneklerin zarar gormesi veya tekrarlanmasi gerektigi kosullar diisiiniilerek, yaprak ve
meyve oOrnekleri, susuz kalsiyum kloriir bulunan petri kaplarma konularak +4 °C’de

saklanmustir.

3.23.3. TSWYV izolatlarmin biyolojik Kklonlarmmn ayrilmas1 ve biyolojik

karakterizasyonu

Nicotiana spp. bitkileri iizerinde c¢ogaltilan TSWV izolatlari, V. unguiculata
bitkilerine 3.2.3.2°de belirtildigi sekliyle mekanik olarak tasmmistir. V. unguiculata
bitkilerinde sistemik yayilmayan ve lokal lezyonlar meydana getiren (Moury ve ark., 1997,
Bananej ve ark., 1998) TSWYV izolatlarinin biyolojik klonlar1 ayrilmigtir. CMV ve TMV,
V. unguiculata’da sistemik olarak yayilirken, PVY'nin konukgusu degildir (Thottappilly ve
Rossel, 1997; Salaudeen, 2016).
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Mekanik inokulasyon sonrasi V. unguiculata iizerinde meydana gelen lokal
lezyonlar bistiiri yardimiyla kesilip (en az 10 lezyon/bitki), N. benthamiana bitkilerine
mekanik olarak tekrar tasinarak titrasyonlar1 arttirilmistir. N. benthamiana bitkilerinde
sistemik olarak yayilan biyolojik klonlar N. tabacum cv Samsun NN, dayanikli (C.
chinense, PI 152225; C. annuum cv. Mertcan F;) ve duyarli (C. annuum cv. Naz F;) biber
bitkilerine mekanik olarak tasinarak (bkz. 3.2.3.2), biyolojik karakterizasyonu yapilmistir.
Izolatlarin biyolojik klonlar: tiitiin bitkilerine 2-4 yaprakli, biber bitkilerine ise 4 gercek
yapraklt donemde mekanik olarak taginmistir (bkz. 3.2.3.2.). Her biyolojik klonlarin
konukgu bitkilere inokulasyonu ¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir. Denemelerde
negatif kontroller, duyarli ve dayanikli biber genotiplerine sodyum fosfat tamponunun
mekanik inokulasyonu ile hazirlanmigtir. Test bitkileri 16/8 saat (1s1k/karanlik), 25 °C sabit
sicaklik ve %60 oransal nem bulunan iklim odalarina konulmus ve giinliik olarak

gozlemler yapilmistir.

Inokulasyonu takiben test bitkilerinde TSWV-nedenli ilk simptomlarin gézlenmeye
baslandigi 15. ve daha sonra 30. giinlerde, test bitkilerinin inokulasyon yapilan
(simptomlu) ve yeni ¢ikan yapraklari (inokulasyon yapilmayan) DAS-ELISA (bkz. 3.2.2.)
ile testlenmistir. Negatif kontrol bitkilerinden elde edilen absorbans degerinin en az 2 kati
absorbans degerine sahip olan Ornekler pozitif kabul edilmistir. Bitkilerdeki olusan

simptomlar inokulasyon yapildiktan sonraki 4 hafta boyunca gézlenmistir.

3.2.4. TSWV izolatlarinin molekiiler karakterizasyonu

TSWYV ile bulasik oldugu belirlenen izotlarin molekiiler karakterizasyonu virilis

genomunun li¢ bolgesine (L, M, S RNA) gore RT-PCR ile yapilmistir.

3.2.4.1. Viral RNA izolasyonu

Biber oOrneklerinden ve indikatér bitkilerde titrasyonu arttirilmis TSWV
izolatlarindan viral RNA izolasyonu Trizol kullanilarak yapilmistir. Steril ve sogutulmus
havan igerisindeki yaprak ve/veya meyve Ornekleri 1:10 oraninda (agirlik/hacim) Trizol
eklenerek ezilmistir. Karisim mikrosantrifiij tiiplere aktarilarak 10 dk boyunca vorteks
yapilmigtir. Uzerine kloroform eklenerek (0.2 hacim) 10 dk vorteks yapilmistir. Ornekler
14.000 devir/dk'da 15 dk oda 1sisinda santrifiij edildikten sonra iistte kalan kisim yeni
tiiplere aktarilmistir. Uzerine isopropanol (0.5 hacim) eklenmis ve bir gece -20 °C’de
bekletilmistir. Karisim 14.000 devir/dk'da 10 dk santrifiij edilmis ve RNA’larin

mikrosantrifiij tiiplerinin tabaninda toplanmasi saglanmstir.
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RNA c¢okeltisi Iml %70'lik etil alkol kullanilarak, 10.000 devir/dk'da 10 dk santrifiij
edilerek yikanmistir. Cokelti tizerine 30 pl steril saf su eklenerek homojenize edilmis, -
20 °C’de muhafaza edilmistir. izole edilen RNA’larmn saflik ve konsantrasyon dl¢iimleri
spektrofotometrede (Bio-Rad) A260/A280 dalga boylarinda yapilan dl¢iimler sonrasinda

belirlenmistir.

3.2.4.2. Tersine transkripsiyon (reverse transcription) ve tamamlayicti DNA

(complementary DNA, cDNA,) sentezi

RNA’nin tersine transkripsiyonu i¢in yaklasik 2 ug toplam RNA ve virlis RNA
segmentlerinin ¢ogaltilmasi igin hazirlanmig 10 pmol heterolog primerlerle (Cizelge 3.1)
hazirlanan karigim 70°C’de 5 dk bekletilerek RNA denatiirasyonu saglanmistir. Karigima 4
°C’de 5 dk sok sogutma yapilmistir. cCDNA sentezi 20 pl igerisinde 5X tersine
transkripsiyon tamponu (250 mM Tris-HCI, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT),
10 mM dNTP ve 200 U RevertAid Reverse Transcriptase enzimi (Thermo Scientific,
ABD) kullanilarak 42°C’de 1 saat siirede gerceklestirilmistir.

3.2.4.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction, PCR)

PCR reaksiyon karigimi 25 pl hacim igerisinde gerceklestirilmistir. Reaksiyon
karisimi 4 pul cDNA, 1X PCR thermal reaksiyon tamponu, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP,
0.2 pmol viriis spesifik homolog ve heterolog primerler (Cizelge 3.1), 1lU DNA Taq
polymerase (Thermo Scientific, ABD) ile hazirlanmistir. cDNA igermeyen reaksiyon
karisimi negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Viriis genomu RNA segmentlerini cogaltmak
icin kullanilan reaksiyon profili Cizelge 3.3’de wverildigi sekilde uygulanmistir.
cDNA’larindan elde edilen PCR amplikonlarin elektroforetik analizi %]1°lik agaroz jel
tizerinde 1XTAE (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA, pH 8.0) tamponu kullanilarak
yapilmistir. Agaroz jel 0.1 mg/ml etidium bromid ile boyandiktan sonra UV
transilluminator iizerinde goézlenmis, jel fotograflari “GelDoc-It imaging system” ile

cekilmistir.
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Cizelge 3.3. TSWV genom organizasyonuna gore L, M, S RNA bdlgelerinin ¢ogaltilmasi
icin kullanilan PCR reaksiyon profili

Genom PCR program
L (Df/Dr) 94 °C’de 45 sn
59°C’de 1 dk  * 40 dongii
72°C’de 1 dk
72°C’de 7 dk

M (NSmFwd/NSmRev) 95°C’de 1 dk
50 °C’de 1dk * 40 dongl
72°C’de 1 dk
72 °C’de 7 dk
S (NDebF/NFinR) 95 °C’de 1 dk
48°C’de 1dk  * 40 dongii
72°C’de 1dk
72 °C’de 7 dk
S (NSsFinF/NSsFinR) 95 °C’de 1 dk
50 °C’de 50 sn  * 40 dongii
72°C’de 1dk
72 °C’de 7 dk
NSsmilF/NSsFinR 95 °C’de 1 dk
48 °C’de 50 sn  * 40 dongii
72°C’de 1dk
72 °C’de 7 dk

3.2.4.4. Niikleotid dizin analizi

PCR DNA’lariin dogrudan ¢ift yonlii niikleotid dizi analizi, homolog ve heterolog
primer dizinleri kullanilarak yaptirilmigtir (MedsanTek, Ankara). Niikleotid dizinleri
ChromasPro 2.6.6. kromatogram programu ile karsilastirilmis ve konsensus dizileri elde
edilmistir. MEGA6 (Tamura ve ark., 2013) programinda, Clustal W (Thompson ve ark.,
1994) ile hizalanmigtir. NCBI (National Center for Biotechnology Information)’da Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi kullanilarak gen bankasinda kayith

diger izolatlarla niikleotid ve amino asit benzerlik oranlar1 karsilastirilmisgtir.
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Filogenetik analiz Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) metodu ve Kimura 2

parametre modeli kullanilarak yapilmis, bootstrap degeri 1000 olarak alinmistir.

3.2.5. TSWV-biber izolatlar1 popiilasyonunun genetik yapisi

Popiilasyon genetigi, popiilasyonu olusturan bireylerdeki genetik c¢esitliligi
inceleyerek popiilasyonun genetik yapisinin farkli cografi bolgelerde zaman igerisinde
nasil bir degisim gosterdigini belirlenmeye calisir. Viriislerle ilgili popiilasyon genetigi
caligmalar1 viriis izolatlarinin viriilensliklerindeki degisiklikler, epidemileri ve cografi
sinirlar1 gibi biyolojik 6zellikleri hakkinda bilgiler saglamaktadir. Bu bilgiler ayn1 zamanda
viriislerle miicadelede belirlenecek stratejilerinin - gelistirilmesinde de Onemli rol

oynamaktadir.

3.2.5.1. TSWYV izolatlarimin niikleotid cesitliligi (Pi, w), mutasyon oram (Ow) ve
haplotip cesitliligi (Hd)

Kahramanmaras, Mersin, Adana illerindeki agikta ve oOrtii alt1 biber tiretim alanlarindan
2017-2019 yillarinda toplanan ve TSWV tanis1 konmus simptomlu biber bitkilerinden elde
edilen viriis izolatlarinin genetik ¢esitliligi ve popiilasyon yapisi incelenmistir. TSWV-
biber izolatlarmin L, M ve S RNA boélgelerinin (kismi) amplifikasyonu ile elde edilen
dizinlerin niikleotid ¢esitliligi (Pi, m) (Nei, 1987) (Denklem 3.1), mutasyon orani (©w)
(Watterson, 1975) (Denklem 3.2) ve haplotip cesitliligi (Hd) DNASp version 5.10.01

(Rozas ve ark., 2010) programi kullanilarak hesaplanmustir.

Denklem 3.1.

= L J?Ji'}du
g-1 if

q: Toplam ornek sayisi; xj Ve X;: 1. ve j. dizinlerin frekansi; djj: 1 ve j. diziler arasindaki her

bir bolgedeki niikleotit farkliliginin sayisi

.
A S
.

W T ol

5!

i=1

Denklem 3.2.
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S: Segregasyon bolgelerin sayist ( ayirdedici bolge/ polimorfik bolgelerin sayisi); n:

toplam Ornek sayisi; i: { mutasyonunun frekansi

3.2.5.2. dN/dS (®) oram

DNA dizisindeki niikleotid degisimi amino asit degisimine neden olmuyorsa bu
degisimler sinonim (synonymous, dS), amino asit degisimine neden oluyorsa bu degisim
sinonim olmayan (non-synonymous, dN), olarak adlandirilmaktadir (Freeman ve Herron,
2007). dN/dS (o) oran1 <1 ise negatif (arindiric1); =1 ise noétral ve >1 olmasi durumuna
gore pozitif (gesitlendirici) se¢ilim oldugu yorumu yapilmaktadir (Yang ve Bielawski,
2000a; Yang ve Nielsen, 2000b). Bu oran SLAC (Single Likelihood Ancestor Counting)

metoduyla (www.datamonkey.org) hesaplanmustir.

3.2.5.3. Notralite (Neutrality) testleri

Kimura (1968)’nin noétral evrim teorisinde gore popiilasyondaki ¢ogu genetik
cesitliligin mutasyon ve genetik siiriiklenmenin etkisi sonucunda oldugunu savunmaktadir
(null hypotheses = sifir hipotezi). Popiilasyondaki varyasyonun kaynaginin nétr mutasyon
(rastgele) veya notr olmayan mutasyondan (pozitif veya negatif segilim) kaynakli olup
olmadigini belirlemek amaciyla yapilan nétralite testlerinde nétral teorisi ““sifir hipotezi®’

olarak kullanilmaktadir (Hedrick, 2005).

Tajima’s D degerinin negatif olmasi (D<0), popiilasyonun dengede olmadigini
gosterir. Negatif deger, popiilasyonda yararli mutasyonun yayilmasi sonucu diisiik genetik
cesitliligin gozlenmesi seklinde yorumlanirken, pozitif olmasi (D>0) ise dengeleyici
secilimi isaret eder ve popiilasyonda genetik cesitligin varligin1 gosterir. Notralite altinda
ise degerin ‘0’ (sifir) olmasi beklenir (Tajima, 1989; Fu, 1996). istatistiksel olarak
anlamli olmayan (P> 0.05) Tajima’s D degeri, popiilasyonlarin nétral dengede oldugunu
ifade eder (Stephens, 2001). D’nin ¢ok biiyiik veya c¢ok diisiikk degerler (|D| > 2) almasi

sonucu, ‘‘sifir hipotezi’’ reddedilir (Nielsen, 2001).

Fu ve Li’s D* ve F*’in negatif deger almasi, popiilasyondaki diisiik frekansli
polimorfizimlerin yiiksek oranlarda bulundugunu, nadir gozlenen haplotip varligi,
popiilasyonun genislemesi veya arka plan secilimi oldugu yorumu yapilir. Noétralite testleri
arasindaki en giiglii metot olan Fu’s Fstesti’nin negatif deger almasi yiiksek miktarda nadir
gozlenen haplotip varligini ve popiilasyon genislemesini ifade eder (Fu, 1997). Tajima’s D
(Tajima 1989), Fu ve Li’s D* ve F* (Fu ve Li 1993) ve Fu’s Fs (Fu, 1997) nétralite testleri
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DNASp version 5.10.01 (Rozas ve ark., 2010) yazilim programi kullanilarak yapilmistir.
Istatistik hesaplama sonuglar1 negatif veya pozitif olma durumlarina gore

degerlendirilmistir.

3.2.5.4. Popiilasyon farklihig testi

TSWV izolatlart toplandiklar1 cografi alanlara gore (Adana, Mersin,
Kahramanmaras) 3 alt popiilasyona ayrilmistir. Alt popiilasyonlar arasindaki genetik

farkliligin belirlenmesi amaciyla Kgst, Z, Snn ve Fgr istatistik testleri yapilmistir.

Alt popiilasyonlar arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesi i¢in kullanilan Fsr (S:
alt popitilasyon, T: toplam popiilasyon varyansi) O ile +1 arasinda deger alir. 0-0.05
arasinda ise diisiik seviyede, 0.05-0.25 arasinda ise orta diizeyde, 0.25’ten yiiksek olmasi
ise genetik ¢esitliligin oldukca yiiksek oldugu yorumu yapilir (Wright, 1951; Hedrick,
2005).

Kst degerinin sifira yakin olmasi durumunda alt popiilasyonlar arasinda genetik
farkliligin olmadigini kabul eden sifir hipotezi desteklenirken; Ksr degerinin artmasi ve
istatistiki olarak anlamli olmasi (P < 0.05) durumunda sifir hipotezi reddedilir (Hudson ve
ark., 1992). Z, degerinin ¢ok diisiik deger almasi ve P < 0.05’ ten kiiciik olmas1 durumunda
sifir hipotezi reddedilir. Sy, (the nearest neighbours of sequences=en yakin komsu dizin)
degerinin 1’e yaklasmasi popiilasyonlar arasinda énemli derecede farkliligin oldugunu, <
0.5 olmasi durumunda ise farkli lokasyonlardaki popiilasyonlarin ayni popiilasyonun

parcas1 oldugu yorumu yapilir (Hudson, 2000).

3.2.6. TSWV izolatlarimin rekombinasyon ve/veya reassortment iliskisinin

belirlenmesi

Saflastirilmis TSWV-biber izolatlarinin genom yapisinda olabilecek rekombinasyon
ve/veya reassortment iliskisi L, M ve S RNA bdlgelerinin kismi ¢ogaltilmasi ile elde edilen
niikleotid dizinler RDP4 (Recombination Detection Program 4.16) yazilim programi

kullanilarak incelenmistir (Martin ve Rybicki, 2010).

3.2.7. Biber genotiplerinin reassortant TSWYV izolatlarina kars1 reaksiyonlarinin

belirlenmesi

Bazi biber genotiplerin reaksiyonlarmin belirlenmesi amaciyla Tsw-dayanikliliginm

kiran (1) ve reassortant oldugu belirlenen (4) biyolojik klonlarin mekanik inokulasyonu,
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dort C. annuum (Er Fu Tou, CM334, Maras 6, Maras 19) ve bir C. baccatum hattina (Pl
439381) (Cizelge 3.4) yapilmistir. Her izolat, dort ger¢ek yaprakli gelisme donemindeki
her biber genotipleri igin 3 bitkiye (bkz 3.1.3) mekanik olarak tasinmistir (bkz 3.2.3.2).
Pozitif kontrol bitkisi olarak kullanilan ‘Naz F;’ (C. annuum, duyarli) ¢esidine her bir
izolat 3’er tekerriirlii mekanik inokiilasyonu yapilmistir. Negatif kontrol bitkileri ise

genotiplere sodyum fosfat tamponuyla mekanik inokulasyon yapilarak olusturulmustur.

Bitkiler iklim odasinda 16/8 saat (1sik/karanlik), 25 °C sicaklik, %60 oransal nem
bulunan sartlarda konularak simptom belirmesi igin gozlenmistir. Mekanik inokulasyonu
takip eden siiregte, izolatlarin biber genotiplerinde 15, 30 ve 60. giinde meydana getirdigi
simptom tipi gorsel olarak degerlendirilmis, konuke¢u hiicrelerinde ¢ogalmasi ve yayilmasi

serolojik yontemler (DAS-ELISA) kullanilarak izlenmistir.

Cizelge 3.4. Reassortant izolatlarin mekanik olarak tasindigi biber genotipleri

KOD/Genotip Ad1 Bulundurduklar: genler
PM 815/ ER FU TOU Cmrl
PM 702 / Criollo de Morelos 334 (CM334) pvrl’, Pvr4, L°
P1439381 Cmrg, L*
Maras 6 (Sena (Ana) X C.chacoense (Baba)) L*

Maras 19 (Maras 46 (Ana) X C.chacoense (Baba)) L*
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Simptom Gézlemleri ve Ornekleme Cahismalari

Acgikta ve ortii altindaki biber yetistiriciligi yapilan alanlarda, biber bitkilerinde
yapraklarda renk agilmasi, yaprak kivrilmasi, mozaik, i¢ ice geg¢mis dairesel lezyonlar,
meyve deformasyonu, meyvede sar1 ve kirmizi alan olusumu, nekrotik lekeler gibi
belirtiler gozlenmistir (Sekil 4.1 ve 4.2). Yapilan arazi ziyaretlerinde Mart ayinda ortii
altindaki biber bitkilerinde simptom goézlenmezken, Nisan aynin baslarindan itibaren
TSWV-benzeri simptomlar gozlenmeye basladigi belirlenmistir. Sicaklarin artmasiyla
birlikte (Haziran ortasinda) ortli altindaki biberlerin neredeyse tamaminin viriis-benzeri
simptom tagidig1 goriilmiistiir. Acikta alandaki biberlerde ise erken donemdeki fidelerde
virlis-benzeri simptomlarin goriildiigii kaydedilmistir. Sicakliklarin artmast ve meyvelerin

renklerinin donmesiyle simptomlarin ¢ok daha belirgin hale geldigi ve arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. Biber (C. annuum) bitkilerinin yapraklarinda gozlenen TSWV benzeri
simptomlar: i¢ ige ge¢mis dairesel lezyonlar (b, c, d, f), yapraklarda renk
acilmasi, yaprak kivrilmasi, yaprak deformasyonu, agik ve koyu yesil ¢izgi
simptomu (a, b, €)

33



Sekil 4.2. Biber (C. annuum) bitkilerinin yapraklarinda TSWV-benzeri simptomlar. Meyve
deformasyonu ve i¢ ige gegmis dairesel lezyonlar (a, b, d, f), nekrotik lekeler
(c), meyvede ¢izgisel simptom olusumu (d), sari-kirmizi alan olusumu (a, b, e,

f)
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4.2. TSWV Enfekteli Orneklerin Se¢imi

Adana, Mersin ve Kahramanmaras illerindeki agikta ve ortii altindaki biber tiretim
alanlarindan 2017-2019 yillarinda TSWV-benzeri simptomlar tasiyan toplam 300 meyve
ve yaprak Ornegi toplanmistir. Tiim Orneklerin TSWV spesifik poliklonal antiserum
kullanilarak DAS-ELISA ile testlenmesi sonucunda orneklerde TSWYV ile bulagiklik
diizeyinin %56.7 oldugu bulunmustur. TSWV enfeksiyonu illere gore degisiklik
gostermekle birlikte testlenen tiim Ornekler icerisinde TSWV’nin Adana’dan alinan
orneklerin % 73.7, Mersin’den alinan 6rneklerin % 52.7 ve Kahramanmaras’tan alinan
orneklerin ise %38.5’inde bulundugu teshis edilmistir (Sekil 4.3). Arastirma igin toplanan
tim Ornekler Akdeniz havzasinda yaygin olarak bulunan CMV, TMV ve PVY i¢in de
virtis-spesifik poliklonal antiserumla testlendiklerinde viriislerin sirasiyla %58.7, % 49 ve
% 32.7 diizeyinde yaygin oldugu sonucu elde edilmistir (Sekil 4.4). TSWV nin arastirma
alanindan toplanan Orneklerde diger virlislerle karisik enfeksiyon yapma diizeyleri
incelendiginde en yiiksek TSWV+TMV (%26) olarak belirlenirken bunu CMV+TMV
(%24.7), TSWV+CMV (% 20.7), CMV+PVY (16.7), TSWV+PVY (%14.3) ve
PVY+TMV (%14) oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4). Ug viriis ile karisik enfeksiyon tasiyan
orneklerde ise en fazla CMV+PVY+TMV (%7.3) kombinasyonun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Testlenen Orneklerde TSWYV tanist konmus Orneklerin illere gore dagilim
oranlart
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Sekil 4.4. Biber 6rneklerinin TSWV, CMY, TMV ve PVY ile bulasiklik durumu
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4.3. TSWYV lzolatlarinin Otcu Konukcularda Cogaltilmasi

TSWV’nin tekli enfeksiyonunu tasiyan 14 izolat N. tabacum cv. Samsun NN ve N.
benthamiana bitkilerine mekanik olarak tasinmistir. Indikatér bitkilerde TSWV'nin neden
oldugu simptomlar, inokulasyondan sonra 4-10 giin igerisinde gozlenmistir. N.
benthamiana bitkilerinde genel sarilik, mozaik lekeler ve yaprak kivrilmasi (Sekil 4.5)
gozlenirken; N. tabacum cv. Samsun NN bitkilerinde ise lokal nekrotik ve klorotik halka

lekeler, helezonik belirti ve yapraklarda kivrilma (Sekil 4.6) meydana gelmistir.

Tekli TSWV enfeksiyonunu tasidigi belirlenen TRpep-37, TRpep-47, TRpep-59,
TRpep-67, TRpep-171 ve TRpep-175 izolatlar1 Mersin ilindeki, TRpep-125, TRpep-146,
TRpep-150, TRpep-154 ve TRpep-160 izolatlar1 Adana ilindeki ortii altinda yetistirilen
Tsw geni tasiyan biber ¢esitlerinden elde edilmistir. TRpep-209 Adana, TRpep-219 Mersin
ve TRpep-272 ise Kahramanmaras ilindeki agikta yetistiricilik yapilan alanlardan elde
edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Tekli TSWV enfeksiyonu tagiyan 6rnek sayisi

Tekli TSWV Adana Mersin Kahramanmaras
enfeksiyonu/Toplam 6/118 7/91 1/91
ornek sayist 14/300
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Sekil 4.5. TSWYV izolatlarmin N. benthamiana bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar:
genel kloroz ve yaprak kivrilmasi (a), mozaik lekelere (b), siddetli kloroz ve
bitki 6liimii (c, d)

Sekil 4.6. TSWV izolatlarinin enfekteli N. tabacum cv. Samsun NN bitkilerinde meydana

getirdigi simptomlar: klorotik halka lekeler (a, b, ¢), damarlarda renk agilmasi
(c), nekrotik halka lekeler (d)
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4.4. Biyolojik Klonlarm Biyolojik Karakterizasyonu

V. unguiculata tizerine mekanik olarak tasinan TSWYV izolatlar1 inokulasyon
yapilan yapraklarda inokulasyondan 3-5 giin sonra lokal klorotik lekelere (Sekil 4.7) neden
olmustur. Her bitkiden en az 10 lezyon alinarak N. benthamiana ve N. tabacum cv. Samsun
NN bitkilerine tasmarak saflastirilmistir. Inokulasyonda her izolat igin {i¢ bitki
kullanilmistir. Inokulasyondan 7-14 giin sonra N. tabacum cv. Samsun NN bitkilerinde,
izolatlara gdre degisen farkli simptomlar olustugu gdzlenmistir (Sekil 4.8-4.16). indikator
bitkiler TSWV, CMV, TMV ve PVY i¢in DAS-ELISA ile testlenerek, TSWYV izolatlarinin
virtisiin tekli enfeksiyonundan elde edildigi dogrulanmistir. Saflastirilan biyolojik klonlar
“TR’=Tiirkiye, ‘‘pep’’=biber kisaltmalari ve izolat numaras1 kullanilarak

isimlendirilmistir (Ornek: TRpep-49).

Sekil 4.7. TSWV izolatlarimin V. unguiculata bitkilerinde neden oldugu lokal lezyonlar

TSWYV izolatlarinin biyolojik klonlari, N. benthamiana bitkilerinde genel olarak
kloroz, yaprak kivrilmasi ve solgunluk belirtilerine neden olmustur. Ayni1 biyolojik klonlar
N. tabacum cv. Samsun NN bitkilerinde ise lokal nekrotik ve klorotik halka lekeler,
helezonik belirti ve yapraklarda kivrilma gibi simptomlar olusmustur. N. tabacum cv.
Samsun NN iizerinde TSWV izolatlarinin biyolojik klonlarimin simptom cesitliligine neden
olmasi, acikta ve ortii altindan alinan biber 6rneklerinde viriisiin farkli tipteki izolatlarinin
karisik enfeksiyon seklinde bulundugunu géstermektedir. Mekanik inokulasyon sonucu N.
tabacum cv. Samsun NN bitkilerinde meydana getirdikleri simptomlar agisindan farklilik

gosteren bazi izolatlarin fotograflart asagida sunulmustur (Sekil 4.8-Sekil 4.16).

TRpep-47 izolatinin biyolojik klonlar1 N. benthamiana bitkilerinde genel olarak

kloroz ve yaprak kivrilmasina neden olmustur. TRpep-47 izolatlarinin biyolojik klonlari
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ise N. tabacum cv Samsun NN bitkilerinde farkli simptomlara neden olmustur: TRpep-47/1
biyolojik Klonu helezonik ve klorotik halka lekeler olustururken, TRpep-47/3, TRpep-
47/10 Dbiyolojik klonu inokulasyon yapilan yapraklarda klorotik halka lekeler
olusturmustur. TRpep-47/12 biyolojik klonunun bitkide damarlarda renk agilmasina neden
oldugu gozlenmistir. TRpep-47/11 biyolojik klonu yapraklarda nekrotik halka lekelere
neden olmustur. TRpep-47/9 inokulasyon yapilan yaprakta halka leke olusturmus ve kisa
slire sonra bu yapraklar 6lmiistiir (Sekil 4.8).

TRpep-47/1 e Rpep-4

[

Sekil 4.8. TRpep-47 izolatinin biyolojik klonlarinin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar
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TRpep-67/1 biyolojik klonu N. tabacum cv Samsun NN bitkilerinin inokulasyon
yapilan yapraklarinda nekrotik halka lekeler, TRpep-67/2 ve TRpep-67/7 biyolojik klonlari
Klorotik halka lekeler olusturmustur (Sekil 4.9). TRpep-67 biyolojik klonlarinin N.
benthamiana bitkilerine inokulasyonundan 3 giin sonra siddetli klorozla birlikte bitki

Oliimiiniin gergeklesmesine neden oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.10).

Sekil 4.9. TRpep-67 izolatinin biyolojik klonlarinin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

Sekil 4.10. TRpep-67 izolatinin biyolojik klonlarinin N. benthamiana bitkilerinde meydana
getirdigi simptomlar

TRpep-146/1 ve TRpep-146/8 biyolojik klonlar1 N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde inokulasyon yapilan yapraklarda klorotik halkasal lekeler olustururken,
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inokulasyon yapilmayan yapraklarda simptom gdzlenmemistir. TRpep-146/9 izolat1 ise
klorotik halka leke ve damarlarda renk agilmasina neden olmustur (Sekil 4.11). TRpep-146
izolatinin biyolojik klonlar1 N. benthamiana bitkilerinde genel olarak kloroz ve yaprak

kivrilmasina neden olmustur.

TRpep-146/1 _ TRpep-146/8

317 ==

Sekil 4.11. TRpep-146 izolatinin biyolojik klonlarinin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

TRpep-150/7 biyolojik klonu N. benthamiana bitkisinde inokulasyon sonucu bitki
Oliimiine neden olurken, N. tabacum cv. Samsun NN bitkisinde inokulasyon yapilan
yapraklarda 3 giin sonra HR belirtileri gosterip, yeni olusan yapraklarda nekrotik simptom
olusturmustur (Sekil 4.12). TRpep-150/2 biyolojik klonu inokulasyon yapilan yaprakta
damarlarda renk agilmasi ve yeni ¢ikan yaprakta ise nekrotik lekelere neden olmustur.
TRpep-150/3 ise klorotik halka lekeler olusturmustur. TRpep-150 izolatinin biyolojik
klonlart N. benthamiana bitkilerinde genel olarak kloroz ve yaprak kivrilmasina neden

olmustur.
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Sekil 4.12. TRpep-150 izolatinin biyolojik klonlarinin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

TRpep-154/3 biyolojik klonu N. tabacum cv. Samsun NN’da nekrotik simptom
olusumuna sebep olurken, TRpep-154/8 ve TRpep-154/11 biyolojik klonu ise klorotik
halka lekeler olusturmustur ve bitkilerde genel sarilik goriilmiistiir (Sekil 4.13). TRpep-154
izolatinin biyolojik klonlart N. benthamiana bitkilerinde genel olarak kloroz ve yaprak

kivrilmasina neden olmustur.

Sekil 4.13. TRpep-154 izolatinin baz1 biyolojik klonlarmin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

TRpep-171/3 ve TRpep-171/10 biyolojik klonlar1 N. tabacum cv. Samsun NN’da
klorotik halka leke, kloroz ve yaprakta kivrilmaya, TRpep-171/8 nekrotik simptom ve
diger biyolojik klonlar ise damarlarda renk agilmasina ve klorotik halka leke olusumuna
neden olmustur (Sekil 4.14). TRpep-171 izolatinin biyolojik klonlart N. benthamiana
bitkilerinde genel olarak kloroz ve yaprak kivrilmasina neden olmustur.
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TRpep-171/3

Sekil 4.14. TRpep-171 izolatinin bazi biyolojik klonlarmin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

TRpep-209/6 ve TRpep-209/17 biyolojik klonlar1 N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde genel olarak klorotik halka lekeler ve damarlarda renk agilmasina neden
olurken, TRpep-209/9 biyolojik klonu ise nekrotik simptom olusumuna sebep olmustur
(Sekil 4.15). TRpep-209 klonlar1 N. benthamiana bitkilerinde genel olarak kloroz ve

yaprak kivrilmasina neden olmustur.

Sekil 4.15. TRpep-209 izolatinin baz1 biyolojik klonlarmin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

TRpep-219/10 biyolojik klonu N. tabacum cv. Samsun NN’da helezonik ve
klorotik halka lekeler olustururken, TRpep-219/13 biyolojik klonu nekrotik simptom
olusturmustur. TRpep-219/16 biyolojik klonu ise i¢ ige gecmis klorotik halka lekeler ve
damarlarda renk ac¢ilmasina neden olmustur (Sekil 4.16). TRpep-219 klonlart N.

benthamiana bitkilerinde genel olarak kloroz, yaprak kivrilmasina neden olmustur.
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Sekil 4.16. TRpep-219 izolatinin biyolojik klonlarinin N. tabacum cv. Samsun NN
bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

Ayrica, biyolojik klonlar duyarli (C. annuum) ve dayamkli (Pl 152225, C.
annuum™") biber genotiplerine mekanik olarak taginarak, izolat-konukgu interaksiyonu
incelenmistir (EK 7). Denemede negatif kontrollerde simptom olusumu goézlenmezken,
viriis izolatlarinin biyolojik klonlarinin biber genotiplerinde farkli fenotipte ozellik

gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2°de belirtilen enfeksiyon olusturmayan biyolojik klonlar haricindeki tiim
Klonlar Tsw geni tasimayan (duyarli) biber bitkilerinde, inokulasyon yapilan yapraklarinda
mekanik inokulasyondan 6-10 giin sonra klorotik halka lekelere neden olmustur. Klonlarin
sistemik enfeksiyonu sonucu ise test bitkilerinin yeni ¢ikan yapraklarinda yaprak
kivrilmasi, kiigiik yaprak olusumu kaydedilmistir (Sekil 4.17). Inokulum kalitesinden
kaynakli bazi klonlarin efeksiyon olusturmadig: diisiiniilmektedir. Bazi arazi izolatlarinda
Tsw dayanikliligini kiran ve kirmayan irklarin karisik enfeksiyon halinde bulundugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. TSWV izolatlarinin biyolojik klonlarinin viriilensligi

Enfeksiyon = Dayanmikhihgi Dayamklihg: Alindig:
izolat olusturmayan  Kirmayan kiran biyolojik Il/Yetistiricilik
biyolojik klon biyolojik klon sayisi Sekli
sayisl klon sayisi

TRpep-37 ) 11 - Mersin/Ortii alt1
TRpep-47 3 14 4 Mersin/Ortii alti
TRpep-59 - 14 - Mersin/Ortii alt1
TRpep-67 - 9 2 Mersin/Ortii alt1
TRpep-125 - 12 - Adana/Ortii alt1
TRpep-146 - 14 2 Adana/Ortii alt1
TRpep-150 - 11 1 Adana/Ortii alt1
TRpep-154 1 13 1 Adana/Ortii alt1
TRpep-160 - 10 - Adana/Ortii alt1
TRpep-171 - 12 1 Mersin/Ortii alt1
TRpep-175 - 13 1 Mersin/Ortii alt1

TRpep-209 - 14 3 Adana/Ac¢ik

TRpep-219 - 15 1 Mersin/Acik
TRpep-272 - 12 - Kahramanmaras/

Acik
Toplam 4 174 16
194
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Sekil 4.17. Biyolojik klonlarin duyarl: biber (C. annuum cv. Naz F;) bitkilerinde meydana
getirdigi simptomlar

Viriis izolatlarmin biyolojik klonlar, C. annuum™ ve Pl 152225 (C. chinense)

biber genotiplerinde ¢esitli simptomlara neden olmustur. Bunlar;

() inokulasyondan 3-5 giin sonra inokulasyon yapilan yapraklarda asirt duyarlilik
reaksiyonu sonucu lokal nekrotik lezyonlar olusmus ve 7-10 giin sonrasinda yapraklar
dokiilmistiir ( Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

(i) sistemik enfeksiyon sonucu mozaik, klorotik lekeler ve i¢ ige ge¢mis dairesel
lezyonlar (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21),

(i) u¢ yapraklarda (inokulasyon yapilmayan) kloroz ve toplu igne basi
biiytikliigiinde olusan nekrotik lezyonlar (Sekil 4.22),

(iv) siddetli sistemik nekroz sonucu bitki 6liimii (Sekil 4.23) gergeklesmistir.

Sekil 4.18. TRpep-209/3 klonunun Pl 152225’de meydana getirdigi asir1 duyarlilik
reaksiyonu
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Sekil 4.19. Biyolojik TSWV klonlariin mekanik inokulasyonu sonucu Tsw geni tasiyan
biber bitkilerinde (C. annuum™", PI 152225) inokulasyon yapilan yapraklarda
olusan lokal nekrotik lezyonlar

Sekil 4.20. TRpep-67/2 ve TRpep-154/8 klonlarinin mekanik inokulasyonu sonucu Tsw
geni tasiyan (C. annuum™, Pl 152225) biber bitkilerinde meydana gelen
kloroz, yaprak kiigiilmesi ve kivrilmasi simptomlari
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Sekil 4.21. Biyolojik TSWV klonlarinin mekanik inokulasyonu sonucu Tsw geni tasiyan
(C. annuum™", PI 152225) biber bitkilerinde meydana gelen sistemik

enfeksiyon sonucu olusan simptomlar

TRpep-209/3 biyolojik klonunun dayanikli biber genotiplerinin inokulasyon yapilan
yapraklarinda, inokulasyondan 4-6 giin sonra nekrotik lekeler olusturmustur. Daha
sonrasinda enfeksiyon yapilmayan yaprakta toplu igne basi biiyiikliigiinde nekrotik lekeler
olustugu gozlenmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. TRpep-209/3 klonunun P1 152225 bitkisinin geng yapraklarinda neden oldugu
nekrotik lezyon
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TRpep-47 (TRpep-47/17, TRpep-47/9) ve TRpep-150 (TRpep-150/7) izolatlarmin
baz1 biyolojik klonlar1 dayanikli biber genotiplerinde; inokulasyon yapilan yapraklarda 4-6
giin sonra nekrotik lekelere neden olmus ve inokulasyondan 8-10 giin sonra yapraklarin
oldiigii gdzlenmistir. inokulasyondan 23-28 giin sonrasinda ug yapraklarda nekroz olusumu

gozlenmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.23. TRpep-150/7, TRpep-47/17 ve TRpep-47/9 TSWV klonlarinin mekanik
inokulasyonu sonucu Pl 152225 bitkilerindeki sistemik nekroz sonucu bitki
Olimii

4.5. NSs Gen Bolgesi Amino Asit Dizinlerinin Karsilastirilmasi

NSs proteininin konuk¢u bitkinin gen susturma mekanizmasini baskilayan protein
ve Tsw dayaniklilik geni i¢in avr protein olarak rol oynamaktadir. Bu gen bdolgesinde
meydana gelen mutasyon veya mutasyonlar sonucunda Tsw dayanikliliginin kirildigi
bilinmektedir. Klonlar arasinda ortak bir mutasyon varligin1 belirlemek amaciyla bolim
4.4°te biyolojik karakterizasyonu yapilan TSWV izolatlariin biyolojik klonlar1 se¢ilmis
(104) ve karsilastirilmistir. Tsw dayanikliligini kiran ve kirmayan TSWV biyolojik
klonlarinin NSs gen bdolgesinin 843 nt uzunlugundaki DNA dizisinden elde edilen aa
dizinleri (281 aa) karsilastirlldiginda birkag amino asit pozisyonunda farkliliklar

belirlenmistir.

TSWV biyolojik klonlarinin 12. aa pozisyonunda Serin (S) veya Sistein (C)
bulunmaktadir. TRpep-150/7 ve TRpep-209/9 hari¢ diger dayanikliligi kiran biyolojik
klonlarmn, ayni pozisyondaki sahip oldugu amino asitin Serin (S) oldugu belirlenmistir

(Sekil 4.24)
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Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D B%| =& 6w oL

DMASequences | Translated Protein Sequences

Species/Abbrv | Group Name o e e o o e ]\ o e o o o o 3 o o o o o o o e o o 0 o o o | o o o o e e e
1. TRpep-150/7 BfiRfveERC{crxeErREvEEREREvEE o velLon fBzrviaf LRVEHVLE L rvaEBEREE
2. TRpep-209/9 LLM BarvErf LRvEKvLEGvEIBRLFKVA

3. TRpep-175/5 LM BarvEnf LRVEHKVLE rQELrivaf

4. TRpep-67/2 1AAT LRVERVLEQvVEIRRLFRYVA

5. TRpep-146/1 1A LRVBRVLEQvVEIPRLFRVA

6. TRpep-146/8 1A LRVBRVLREvVEIBRLFRVA

7. TRpep-209/17 Ly LRvERvLK@I B @R rkvAf

5. TRpep-171/8 Ly LRvEKvLkEvE R Fitva

3. TRpep-175/2 LLm LRvEKvLEGvE R ritva

10. TRpep-219/1& LLM ILRVEKVLE IQKLFKEVA

11. TRpep-47/14 1AAT LRVERVLEQVEI@RLrKVAE

12. TRpep-175/3 1AAT LRVERVLEQvVEIRRLFRYVA

13. TRpep-146/3 1A LRVBRVLEQvVEIPRLFRVA

14. TRpep-47/11 1A LRvBRVLRQIEBRLFRVA

15. TRpep-146/5 L1y LRVERvLEEI B @R FRVAE|

16. TRpep-47/9 Ly LRvEKvLkEvE R Fitva

17. TRpep-156/8 L LRvEKvLkR IRk ritva

18. TRpep-175/8 Ly LRvERVLEEvEIRRLFRVA

19. TRpep-175/11 LM LEVERVLE I KLFKVAI

20. TRpep-47/12 1AAT LRVERVLEQvVEIRRLFRYVA

21. TRpep-47/3 1AA LRVBRVLEQvVEIRRLFRVA

22. TRpep-272/5 15T LRVERVLE r@rLrikvaBEEERK

Sekil 4.24. TSWV biyolojik klonlarinin 12. aa pozisyonundaki degisimin gosterilmesi

Dayanikliligi kirmayan TRpep-175/2, TRpep-175/8, TRpep-175/11 biyolojik
klonlarmin 203. aa pozisyonunda Treonin (T) bulunurken, TRpep-175 nolu izolatin diger
biyolojik klonlarinda Valin (V) yer almaktadir. Ayn1 pozisyonda diger biyolojik klonlarda
ise Valin (V), Alanin (A) veya Izol6sin (I) bulunmaktadir (Sekil 4.25). Ayrica, biyolojik
klonlarin 273. aa pozisyonunda Proline (P) veya Serin (S) bulunurken, TRpep-209/17
dayaniklilig1 kiran biyolojik klonunda Lizin (K) yer almaktadir. Fakat, Tsw dayanikligini

kiran ve kirmayan izolatlar arasinda belirlenen spesifik bir aa degisimi belirlenmemistir.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
e WE =@ m WY 1) B LR X | B| e w M i #
DNASequences  Translated Protein Sequences I \

[EPRVSr PSS P P P Y Y | P P P P P P P Y P ) 8 P P Y P Y Y
1. TRpep-150/7 K| reERkHrarEEr k1 BEfevEvakE ik B BB KKk EEY
2. TRpep-209/9 1eEREBranEEr K1 Be@evEvakEr ik BrEB KKxESH
3. TRpep-175/3 1E8fiKT BEVE LEErkk=ES
4. TRpep-175/8 TBERKL BrexxEs
5. TRpep-175/11 1BEfiK: BrxxxES
6. TRpep-175/5 1BEfiKT LiKLBEEE xukER
7. TRpep-209/17 1BEK: Brxr&ES
2. TRpep-175/2 1BEfiK: B BE88E xxkES
9. TRpep-175/16 1BEfKL mkllmllplpvlvw LLKLirEEIRRKES

10. TRpep-146/5
11. TRpep-125/9
12, TRpep-146/1
13. TRpep-47/12
14. TRpep-47/3
15. TRpep-159/3
16. TRpep-146/8
17. TRpep-47/15
18. TRpep-€7/2

1pEREBrarEEr k8@ vEvakEr kL BLEE KKREE
1eEREEraREErkrBe@evEvakEr ik L KKEEE
1eERKHraREErk18R@evEvakEL LKL L EE kKKKEE
1pEREBraREEr k1 BEAevEvakEr L KaPLE kKKREE
1EEREBranEErk1BE@evEvakEr ik BB kKR EEH
1BEREHraREEr k1 EE@evEvak L LKL BLEB KKRErH
18R HrarEEr k1 Be@evEvakEr ik Br BB KKREEH
rEEREIBraREEIk1BEQEvEvaREL LKL DL BB kERES Ry EE T2 2 B8
1EERKIBraREEIKIBEEEvEvakEL LKL L BB kRREER) BETr 2268

PR PR B R PR PR PR LR R R P P R B AR

Sekil 4.25. TSWV biyolojik klonlarinin 203. ve 273. aa pozisyonundaki degisimin
gosterilmesi

4.6. TSWYV lzolatlarinin Filogenetik Analizi
Kahramanmaras (35), Mersin (48) ve Adana (57) illerinden elde edilen TSWV

izolatlarmin L, M ve S RNA bolgelerinin bir kisminin ¢ogaltilmasi ile elde edilen
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niikleotid dizinlerinin, NCBI’da kayithi diger TSWV izolatlar ile goklu karsilastirmasi
yapilmistir. TSWV-biber izolatlarinin akrabalik iligkilerinin ve olasi cografi orijinlerinin
belirlenmesi amaciyla filogenetik analiz yapilmistir. Filogenetik analiz MEGAG6
programinda Neighbor-joining (Saitou ve Nei, 1987) metodu ve Kimura 2 parametre

modeli kullanilarak yapilmis, bootstrap degeri 1000 olarak alinmistir.

Tirk TSWV-biber izolatlarnin L RNA segmentinin RdRp gen bdlgesinin
filogenetik analizi (Sekil 4.26) 950 nt uzunlugundaki DNA dizinleri kullanilarak NCBI’da
kayitli 33 biber izolat1 (Cizelge 4.3) ile gergeklestirilmistir. Tiirk TSWV-biber izolatlarinin
kendi aralarindaki niikleotid benzerligi %95-100, aa benzerliginin ise %94-100 arasinda
oldugu belirlenmistir. Filogenetik agag tizerinde izolatlarin genel olarak cografi orijinlerine
gore gruplandigl goriilmiistiir. Tirk TSWV-biber izolatlarinin NCBI’da kayith diger
izolatlar (Cizelge 4.3) ile niikkleotid ve aa benzerlik oraninin %93.2-99.2 arasinda oldugu
belirlenmistir. Italya’dan kayit altina alinmis izolatlar (KJ575620.1, KJ575619.1) harig,
diisiik oranda benzerlik belirlenmistir. TRpep-154 ve TRpep-160 izolatlari, digerlerinden
farkli olarak Giiney Kore (HMS581940.1, HM581937.1, MF159049.1, KY021437.1,
MF159044.1), Cin (KM657120.1), ispanya (HE600700.1, KP008132.1) ve Italya
(MK348943.1, MK348942.1) izolatlar1 (Cizelge 4.3) ile aymi kladda yer almistir (Sekil
4.26).

Cizelge 4.3. L RNA segmentinin kodladigi RdRp gen bolgesinin filogenetik analizinde
kullanilan izolatlar

Erisim Numarasi Orijin
FR692513.1 Ispanya
FR692509.1 Ispanya
FR692541.1 Ispanya
FR692510.1 Ispanya
FR692515.1 Ispanya
FR692380.1 Fransa
FR692374.1 Fransa
FR692407.1 Ispanya
HM581940.1 Giliney Kore
MF159049.1 Giliney Kore
HE600700.1 Ispanya

HM581937.1 Giiney Kore
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Cizelge 4.3.’lin devam1

MK?348942.1
KP008132.1
KY021437.1
MK348941.1
MH763621.1
MK348943.1
MG025802.1
KC261947.1
MF159038.1
KC261956.1
MH763622.1
MH763623.1
KJ575619.1
KT717691.1
KJ575620.1
KM657120.1
MF159044.1
FR692546.1

italya
Ispanya
Gliney Kore
Italya
Italya
Italya
Avustralya
Giliney Kore
Giliney Kore
Giliney Kore
Italya
Italya
Italya
Avustralya
Italya
Cin
Giliney Kore
Italya
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Sekil 4.26. Tirk TSWV-biber izolatlartyla NCBI’da kayithi diger TSWV izolatlarmin
RdRp gen bolgesine gore filogenetik analizi

Tiirk TSWV-biber izolatlarinin M RNA segmentinin kodladigit NSm geninin 771 nt
uzunlugundaki DNA dizinleriyle homoloji gosteren, NCBI’da kayitli 22 biber izolati
(Cizelge 4.4) kullanilarak filogenetik analiz (Sekil 4.27) yapilmistir. Tirk TSWV-biber
izolatlarinin kendi aralarindaki niikleotid benzerligi %97-100, aa benzerliginin ise %96-
100 arasinda oldugu belirlenmistir. Tiirk TSWV-biber izolatlarinin ¢izelge 4.4’te belirtilen
izolatlarla niikleotid benzerliginin %92-96.4, aa benzerliginin ise %94.8-99 diizeyinde
oldugu belirlenmistir. Tiirk TSWV-biber izolatlar1 NSm gen bolgesine gore italya
izolatiyla (HQ830185.1) %98.1-99.3 diizeyinde niikleotid, %699-100 aa benzerligine sahip
ve diger izolatlardan ayr1 bir grup olusturmustur. Diger 21 izolat Tirk TSWV-biber
izolatlarindan farkl bir kladda yer alarak, ayr1 bir grup olusturmustur (Sekil 4.27).
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Diger konukcu bitkilerden elde edilen gen bankasinda kayith TSWV izolatlar ile
yapilan Blast analizinde 21 Tiirk TSWV izolatin, ispanya (HM015515.1, HM015517.1,
HMO015521.1) ve Fransa (MK792775.1)’dan bildirilen domates izolatlar1 ile ayn1 grupta
yer alip, Ispanya izolatlariyla (HMO015515.1, HMO015517.1, HM015521.1) %97.8-99
niikleotid ve % 99.2-100 aa, Fransa izolatiyla (MK792775.1) %97.4 niikleotid, % 99.6 aa
benzerligi gosterdigi saptanmistir. ABD’de dahlia (AY744486.1), Sirbitan’da tiitiin
(GQ373174.1) ve Giiney Kore’de marul (KC261966.1) izolatlariyla %98.4-99 niikleotid,
%99.2-99.6 aa benzerligi belirlenmistir.

Cizelge 4.4. M RNA segmentinin kodladigt NSm gen bdolgesinin filogenetik analizinde
kullanilan izolatlar

Erisim Numarasi Orijin
KU179572.1 AB.D
KU179588.1 AB.D
MG983520.1 Italya
MH756624.1 Italya
HE600701.1 Ispanya
HQ537114.1 Ispanya
MH756627.1 Italya
KJ575621.1 Italya
KP008133.1 Ispanya
MF159054.1 Giliney Kore
MF159055.1 Giliney Kore
MH756626.1 Italya
MF159058.1 Giliney Kore
KU179608.1 AB.D
MF159060.1 Gliney Kore
HQ830185.1 Italya
MF159051.1 Giiney Kore
KM657119.1 Cin
KM657117.1 Cin
FR692605.1 Fransa
FR692604.1 Fransa
FR692602.1 Fransa
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Sekil 4.27. Tiirk TSWV-biber izolatlartyla NCBI’da kayith diger TSWV izolatlarinin M
RNA segmentinin kodladigi NSm gen bolgesine gore filogenetik analizi

Tiirk TSWV-biber izolatlarinin S RNA segmentinin kodladig1 N gen bolgesinin 777
nt uzunlugundaki DNA dizinleri kullanilarak NCBI’da kayitli 26 biber izolat1 (Cizelge 4.5)
ile filogenetik analizi (Sekil 4.28) yapilmigtir. Tiick TSWV-biber izolatlarinin kendi
aralarinda % 96-100 niikleotid, % 95-100 aa benzerligine sahip oldugu belirlenmistir. Tiirk
TSWV-biber izolatlar1 Ispanya (FR693233.1, FR693248.1, FR693103.1, FR693185.109,
FR693246.1, FR693241.1, FR693068.1) ve Fransa (FR693046.1, FR693052.1)’dan kayit
yapilan TSWYV izolatlar ile % 96-98 diizeyinde niikleotid benzerligi gosterirken, izolatlar

arasi aa benzerligi %95-100 diizeyinde belirlenmistir.
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TRpep-290, -154, -119, -211, -124, -126, -160, -175, -43, -27, -35 ve -168 nolu izolatlar
Ispanya (FR693248.1, FR693241.1, FR693185.1, FR693068.1, FR693103.1, FR693246.1,
FR693233.1) ve Fransa izolatlariyla (FR693046.1, FR693052.1) birlikte ayr1 bir klad
olusturmustur. TRpep-209 ve TRpep-46 nolu izolatlarin ise Ispanya izolatlari
(FR693248.1, FR693241.1, FR693185.1, FR693068.1, FR693103.1, FR693246.1,
FR693233.1) ile yiiksek diizeyde homoloji gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.28).

Cizelge 4.5. S RNA segmentinin kodladigt N gen bdlgesinin filogenetik analizinde

kullanilan izolatlar

Erisim Numarasi Orijin
FR693046.1 Fransa
FR693052.1 Fransa
FR693233.1 Ispanya
FR693248.1 Ispanya
FR693103.1 Ispanya
FR693185.1 Ispanya
FR693246.1 Ispanya
GU369722.1 Italya
GU369721.1 Italya
DQ431237.1 Italya
HQ830187.1 Italya
HQ830186.1 Italya
DQ398945.1 Italya
LC201874.1 Gliney Kore
KJ649612.1 Macaristan
HQ260982.1 Giliney Kore
FR693241.1 Ispanya
FR693068.1 Ispanya
AY818320.1 Awvustralya
MG989676.1 Italya
KM213989.1 Italya
DQ431238.1 Italya
HM581939.1 Giliney Kore
HM581942.1 Giliney Kore
KC261958.1 Giliney Kore
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Sekil 4.28. Tiirk TSWV-biber izolatlariyla NCBI’da kayith diger TSWV izolatlarinin S
RNA segmentinin kodladigi N gen bdlgesine gore filogenetik analizi

Tiirk TSWV-biber izolatlarinin S RNA segmentinin kodladigi NSs gen bolgesinin
843 nt uzunlugundaki DNA dizinleri kullanilarak NCBI’da kayitli referans 24 biber
izolatiyla (Cizelge 4.6) filogenetik analiz yapilmistir (Sekil 4.29). Tiirk TSWV-biber
izolatlarinin kendi aralarinda niikleotid benzerligi % 86.9-100, aa benzerligi ise % 78.6-
100 diizeyinde bulunmustur. Tiirk TSWV-biber izolatlarinin NCBI’da kayitli diger
izolatlar (Cizelge 4.6) ile niikleotid ve aa benzerlik oraninin % 86.6-99 ve %77.7-99

arasinda oldugu belirlenmistir.
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TRpep-43 nolu izolat, alt: italya (HQ830187.1, DQ398945.1, HQ830186.1, DQ431238.1,
MG989674.1, MG989676.1) ve bir Fransa (FR692828.1) izolatiyla ayn1 grupta yer alip,
diger biber izolatlarindan farkli bir kladda yer almistir. TRpep-43 nolu izolatin referans
izolatlariyla niikleotid benzerliginin %98.2-98.5, aa benzerliginin ise %95.5-97.5 arasinda
oldugu belirlenmistir. TRpep-154, -160 ve -175 nolu izolatlar1 Fransa izolat1 (FR692829.1)
ile %98.2-98.8 niikleotid, %95.9-97 aa benzerligi belirlenmistir. TRpep-154, -160 ve -175
izolatlari, alt1 Giiney Kore izolatiyla (MF159073.1, MFI159071.1, MF159066.1,
MF159063.1, HM581942.1, HM581939.1) niikleotid benzerligi %95.5-96.9, aa benzerligi
ise %89-94 arasindadir. TRpep-209 ve -215 izolatlar1 ispanya (DQ376184.1, DQ376185.1,
KP008134.1), ABD (KU179611.1, KU179573.1), italya (DQ376179.1, DQ376178.1,
DQ915946.1) ve Fransa (FR692823.1) izolatlariyla ayni grupta, ancak diger biber
izolatlarindan farkli bir kladda yer almistir. TRpep-209 ve 215 nolu izolatlarin referans
izolatlartyla niikleotid benzerligi % 93.9-98.8 arasinda belirlenirken, aa benzerligi ise %
89-98 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.29).

Cizelge 4.6. S RNA segmentinin kodladigt NSs gen bolgesinin filogenetik analizinde
kullanilan izolatlar

Erisim Numarasi Orijin
MG989674.1 Italya
HQ830187.1 Italya
DQ431238.1 Italya
DQ398945.1 Italya
MG989676.1 Italya
MF159063.1 Gliney Kore
MF159071.1 Gliney Kore
MF159073.1 Giliney Kore
HM581942.1 Giliney Kore
HM581939.1 Giliney Kore
DQ376179.1 Italya
HQ830186.1 Italya
KU179567.1 AB.D
DQ376178.1 Italya
DQ376184.1 Ispanya
DQ376185.1 Ispanya
KP008134.1 Ispanya
KU179611.1 AB.D
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Cizelge 4.6.’nin devami

Erisim Numarasi Orijin
KU179573.1 A.B.D
DQ915946.1 Italya
MF159066.1 Giiney Kore
FR692829.1 Fransa
FR692823.1 Fransa
FR692828.1 Fransa
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Sekil 4.29. Tiirk TSWV-biber izolatlariyla NCBI’da kayith diger TSWV izolatlarinin S
RNA segmentinin kodladigi NSs gen bolgesine gore filogenetik analizi
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4.7. Biber TSWV Popiilasyonunun Genetik Yapisi

Uc lokasyonda (Adana, Mersin, Kahramanmaras) ve iki farkli yetistiricilik
sisteminden (agikta ve Ortii alt1)) aliman Ornekleri temsil edecek sekilde secilen 3
popiilasyona ait toplam 140 TSWV-biber izolatinin L, M ve S RNA segmentlerinin
kodladigi dort bolgenin (RdRp, NSm, N ve NSs) PCR ile c¢ogaltilmasiyla elde edilen

niikleotid dizinleri popiilasyon genetigi analiz programi kullanilarak analiz edilmistir.

4.7.1. Niikleotid farklihg: (Pi, ), mutasyon oram (Ow), haplotip cesitliligi (Hd)

Virlis genomunun RdRp geni 948 nt biiyiikliigiindeki bolgesinde162 polimorfik
(degisken) bolge bulunmustur. Baz basina niikleotid ¢esitliligi (Pi, ) 0.013 olup (Cizelge
4.7), niikleotid degisiminin en fazla 126. - 225. ve 576 - 675. pozisyonlar arasinda oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.30). Mutasyon orani (©Ow) 0.031 ve haplotip sayist 56 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Ek 1).

NSm geninin 771 nt biyikligindeki bolgesinde 135 polimorfik (degisken) bolge
bulunmustur. Baz basma niikleotid cesitliligi (Pi, m) 0.013 (Cizelge 4.7), niikleotid
degisiminin ise en fazla 251. - 350. ve 451 - 550. pozisyonlar arasinda oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.30). Mutasyon orami (O6w) 0.036, haplotip sayisi 73 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Ek 2).

Cizelge 4.7. Turk TSWV-biber izolatlarinin L, M ve S RNA boélgelerinin genetik gesitliligi
ile ilgili istatistiki degerlendirme

RdRp NSm N NSs
izolat sayist 140 140 140 140
fz“ukl:fl‘l’;f dizin 948 771 777 843
Polimorfik bolge sayisi 162 135 127 112
Haplotip sayis1 56 73 51 43
Haplotip cesitliligi (Hd) 0.964 0.973 0.899 0.926
T 0.013 0.013 0.011 0.018
ow 0.031 0.036 0.032 0.030
o (dN/dS) 0.389 0.432 0.203 0.416
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N geni 777 nt biytlkligiindeki bolgede 127 polimorfik (degisken) bolge
bulunmustur. Baz basina niikleotid cesitliligi (Pi, w) 0.011 (Cizelge 4.7), niikleotid
degisiminin ise en fazla 426. - 525. pozisyonlar arasinda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.30).
Mutasyon oran1 (Ow) 0.032, haplotip sayis1 51 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve EK 3).
NSs geni 843 nt biiyiikligiindeki bolgede 112 polimorfik (degisken) bolge bulunmustur.
Baz basina niikleotid cesitliligi (Pi, m) 0.018 (Cizelge 4.7), niikleotid degisiminin ise en
fazla 201. - 300. ve 580. - 720. pozisyonlar arasinda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.30).
Mutasyon oran1 (©w) 0.030, haplotip sayis1 43 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Ek 4).

0,025 4 —FPi 002 —— Pi
002 A
0,015 4
0.015 4
0,01 4
0m 4
0,005 -
0,005
0 R 0, ]
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800
Niikleotid pozisyonu Niikleotid pozisyonu
a) RdRp b) NSm
0,03
— i —Fi
0,02
0,02 -
0,015
oo
0,01
0,005 -
0 0 A
0 200 atn 500 a0 0 200 400 600 800
Niikleotid pozisyonu Niikleotid pozisyonu
c) N d) NSs

Sekil 4.30. RdRp, NSm, N ve NSs gen bolgelerinin baz basina niikleotid gesitliligi

Haplotip c¢esitliligi, 0 ile 1 arasinda deger alir; 0’a yaklasmasi ¢esitliligin az oldugu,
I’e yakin olmast durumunda ise haplotip ¢esitliligin yiliksek olarak degerlendirilmektedir
(Nei ve Tajima, 1981). izolatlarin haplotip gesitliliginin en yiiksek NSm (0.973), en diisiik
N (0.899) geninde oldugu belirlenmistir. RARp gen bolgesindeki singleton (sekanslar

arasinda bir kez goriilen mutasyonlar) haplotip sayis1 61, NSm gen bdlgesinde 76, N gen
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bolgesinde 58 ve NSs gen bolgesinde ise 43 olarak belirlenmistir. Dort ayri gen
bolgesindeki, haplotip ¢esitliligi degerlerinin yiiksek, niikleotid ¢esitliligi degerlerinin ise
diistik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.7).

Ortii altinda yetistirilen Tsw geni tasityan biber bitkilerinden elde edilen izolatlarin
RdRp gen bolgesinin haplotip analizinde; Adana izolatlarinin ¢ogunlukla Haplotip-3 ve 9;
Mersin izolatlariin ise Haplotip-12 profiline sahip oldugu belirlenmistir. Ag¢ikta biber
iretim yapilan alanlardan elde edilen Adana izolatlarinin birgogunun Haplotip-42 profilini
sergiledigi belirlenmistir. NSm gen bdlgesinin haplotip analizinde izolatlarin alindig1 bolge
veya yetistirildigi alana gore gruplanmadigi; her haplotip profiline sahip en az 2 izolat
oldugu belirlenmistir. Singleton haplotip sayisinin yiiksek olmasindan dolay:r haplotip
sayisinin ve c¢esitliliginin yliksek oldugu belirlenmistir. N gen bdlgesinin haplotip
analizinde izolatlarinin g¢ogunlugunun Haplotip-9, 18 ve 24 profiline sahip oldugu
belirlenmistir. NSs gen bdlgesinin haplotip analizinde; Adana ve Kahramanmaras
illerindeki acikta biber {iretim yapilan alanlardan elde edilen izolatlarin genellikle
Haplotip-1; ortii altinda yetistirilen biber bitkilerinden elde edilen Mersin izolatlarinin ise

cogunlukla Haplotip-4 ve 16 profilinde oldugu belirlenmistir.

4.7.2. dN/dS (®) oranminin belirlenmesi

RdRp gen bolgesinin 948 nt biiyiikligiindeki bolgenin dN/dS (o) oran1 Datamonkey
yazilimi kullanilarak SLAC (Single-Likelihood Ancestor Counting) (Kosakovsky Pond ve
Frost, 2005) metodu ile 0.389 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7). SLAC ve FEL (Fixed
Effects Likelihood) analizinde toplam 12 kodon bélgesinde (11, 24, 34, 46, 64, 90, 99, 152,
176, 221, 239, 252) (p<0.1) negatif (saflastirict) segilim ve 1 kodon bdlgesinin ise (293.)
(A—T) pozitif secilim etkisinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.31). NSm geninin 771 nt
biiyiikliigiindeki bolgenin dN/dS (®) orami 0.432 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7).
SLAC ve FEL analizleri toplam 12 kodon bolgesinin (16, 27, 47, 71, 104, 113, 137, 143,
174, 217, 227, 247) (p<0.1) negatif secilim etkisinde oldugunu gostermistir (Sekil 4.32).

N geni 777 nt buytkligindeki bélgenin dN/dS (w) oran1 0.203 degerini vermistir
(Cizelge 4.7). Bu bolge igin SLAC ve FEL analizleri toplam 17 kodon bolgesinin (5, 46,
52, 62, 68, 85, 105, 123, 128, 160, 175, 179, 180, 187, 191, 246, 254) (p<0.1) negatif
secilim etkisinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.33).

NSs geninin 843 nt biyiikligindeki bolgenin dN/dS (w) orami 0.416 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.7). SLAC ve FEL analizleri toplam 15 kodon bolgesinin (1, 4,
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67, 85, 86, 88, 149, 150, 192, 193, 229, 234, 248, 256, 273) (p<0.1) negatif secilim
etkisinde oldugunu gostermistir. Ancak 124. (K—P) ve 203. (I—-V, A veya T) kodon
bolgesinin ise pozitif se¢ilim etkisinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.34).

SLAC analizleri genomik bolgelerin dN/dS oranlarmin <1’den kiigiik oldugunu
gostermistir. Bu durum analizi yapilan dort gen bolgesinin (RdRp, NSm, N, NSs) negatif
secilim etkisinde oldugu diisiincesini desteklemektedir. Gen bolgeleri icin elde edilen
dN/dS oranlarina bakildiginda negatif (saflastirici) segilim etkisinin en fazla N geninde

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.31. RdRp proteinin pozitif veya negatif seleksiyon altindaki kodon veya amino asit

bolgeleri, SLAC analizi (www.datamonkey.org)
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Sekil 4.32. NSm proteinin pozitif veya negatif seleksiyon altindaki kodon veya amino asit
bolgeleri, SLAC analizi (www.datamonkey.orq)
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bolgeleri, SLAC analizi (www.datamonkey.org)
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Sekil 4.34. NSs proteinin pozitif veya negatif seleksiyon altindaki kodon veya amino asit
bolgeleri, SLAC analizi (www.datamonkey.org)
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4.7.3. Notralite testleri

Biber bitkisindeki TSWV popiilasyonunun evrim mekanizmasinda rol oynayan
giicleri belirlemek amaciyla yapilan nétralite testlerinin (Tajima’s D, Fu ve Li’s D* ve F*
ve Fu’s Fs) degerleri negatif olup, istatistiki olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.8). Bu

durum nétral olmayan mutasyon hipotezinin gegerli oldugunu gosterir.

Tajima’s D degerinin istatistiki olarak anlamli ve negatif deger almasi dort gen
bolgesinin popiilasyon darbogazindan gegtigini ve popililasyonun bazi giiglii faktorler
tarafindan smirlandiriliyor olabilecegini gdstermektedir (Tajima, 1989). Popiilasyon
darbogazina neden olabilecek etkenler arasinda virlisiin yayilmasinda etkili trips
vektoriiniin biyolojisi ve beslenme aliskanligi, yeni konukgu bitkiye adaptasyon gibi

faktorler sayilabilmektedir.

Cizelge 4.8. Notralite Testlerinin Degerleri

RdRp NSm N NSs
Tajima’s D -2.0581*** -2.0373*** -2.1512* -2.1384***
Fu ve Li’s D* -3.4718** -6.1227** -3.9957** -2.5659**
Fu ve Li’s F* -3.3852** -5.1120** -3.7895** -2.8478**
Fu’s F -16.774* -45.732* -19.892* -15.240*

(*, p<0.01; **, p<0.02; *** p<0.05) *, istatistiki olarak anlamli

Tajima’s D, Fu ve Li’s D* ve F* ve Fu’s F testlerinin negatif ve istatistiki olarak
anlamli olmasi, arka plan secilimi veya popiilasyon genislemesi nedeniyle, popiilasyonda
yiiksek miktarda ender haplotiplerin (genetik varyantlarm) bulundugunu gosterir. Arka
plan secilimle ilgili gen bolgelerinde giiglii negatif (saflastirici) segilim etkisiyle gesitliligin

azalmasi ve hizli popiilasyon biiylimesini gostermektedir.

4.7.4. Popiilasyon farklihg testi

Farkli cografi bolgelerdeki TSWV izolatlarinin  karsilastirilmasi  viriisiin
epidemiyolojisini, hareketini ve gen akisi hakkinda bilgi sahibi olmamiza yardimci
olmaktadir. Ayrica viriisiin yayilmasini engellemek amaciyla belirlenecek miicadele
stratejilerinin  belirlenmesine katki saglar. Buna gore TSWV izolatlar1 alindiklar
lokasyonlara gore (Adana, Mersin, Kahramanmaras) gene ozgii 3 alt popiilasyona

ayrilmistir.  Alt popiilasyonlar arasindaki genetik farkliligi seviyesinin belirlenmesi
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amaciyla izolatlarin gen bolgesi kullanilarak Ksr, Z, Snn ve Fgr istatistik testleri (1000
permiitasyon uygulanarak) yapilmistir (Cizelge 4.9). Alt popiilasyonlarin ikili
karsilastirilmalar1 sonucunda, alt popiilasyonlar1 olusturan izolatlar arasinda onemli bir
farklilik belirlenmemis olup, izolatlarin cografi olarak birbirlerinden farkli olmadigi

belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Cografi izolatlar arasindaki gene 6zgii popiilasyon farkliligini belirlemek
amactyla yapilan istatistik testlerinin degerleri

* *

Genom  Bolge Ks Ker KgKsr: z* P Snn P Fst
P

RARp  Adana-Mersin 2352 0.031 0.0007 7.685 0.000*** 0.677 0.000*** 0.103
Adana-Kahramanmaras 2,332 0,038 0.000° 7,295 0.000" 0,776 0.000°  0.125
Mersin- 2,037 0,046 0.000° 6,658 0.000° 0,702 0,657 0.137
Kahramanmarag

NSm  Adana-Mersin 2,179 0,034 0.0007" 7,804 0.0007 0,779 0.0007  0.071
Adana-Kahramanmaras 2,289 0,003 0,134 7,219 0,092 0,741 0,042* 0.013
Mersin- 1,941 0,008 0073 6,787 0,050 0,645 0,310 0.024
Kahramanmarag

N Adana-Mersin 1,986 0,012 0,004** 7,755 0,011* 0,657 0.000°  0.038
Adana-Kahramanmaras 1,942 0,020 0.000° 7,444 0.0007" 0,695 0,024*  0.093
Mersin- 1,484 0,007 0129 6,621 0,105 0,579 0,091 0.029
Kahramanmarasg

NSs Adana-Mersin 1,670 0,010 0,014* 7,767 0,014* 0,624 0.0007" 0.027
Adana-Kahramanmaras 1,713 0,012 0,013* 7,450 0,010* 0,666 0,005**  0.038
Mersin- 1,502 0,003 0270 6,822 0,242 0,549 0,183 0.001
Kahramanmaras

P (probablity; olasilik), *, 0.01<P<0.05; **  0.001<P<0.01; *** P<0.001, *, istatistiki olarak
anlamli

Popiilasyonlarin tahmini Fst (Fiksasyon indeksi) karsilagtirmalari incelendiginde
Nsm, N ve NSs gen bolgelerinde genetik farklilasmanin genellikle diisiik diizeyde oldugu;
N geni i¢in Adana-Kahramanmaras popiilasyon ciftinin (Fst: 0.093) orta diizeyde farklilik
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.9). Ikili karsilastirmalar sonucu ii¢ popiilasyon icin
RdRp gen bolgesinin tahmini Fsr degerleri 0.125, 0.103 ve 0.137 (Cizelge 4.9) olarak
belirlenmistir ve diger gen bolgeleriyle kiyaslandiginda gen akisinin daha diisiik oldugu

saptanmuistir.

4.8. Reassortant TSWV-Biber izolatlarimin Belirlenmesi

Ayni bitkide TSWV izolatlarinin karisik enfeksiyonu, virlis genomunun farkli

bolgelerinin tamaminin birbirleri arasinda degistirilmesiyle veya ssRNA genomlarinda
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kolaylikla meydana gelen rekombinasyon sonucu iki virlis streynlerinin niikleotid
dizinlerini igeren RNA molekiiliiniin olusmasiyla yeni TSWV varyantlarin ortaya
ctkmasia neden oldugu bilinmektedir. Boliim 4.4°te biyolojik karakterizasyonu yapilan
biyolojik klonlarmn (104 adet) L, M ve S RNA bolgelerinin kismi ¢ogaltilmasi ile elde
edilen dizinler arka arkaya siralanarak tek bir dizin dosyast olarak kaydedilmistir. Viriis
genomunu meydana getiren sirastyla L, M, S RNA segmentlerinin kodladigi RdRp (950
nt), NSm (771 nt), NSs (843 nt) ve N (777 nt) genleriyle 3341 nt uzunlugunda DNA
dizinleri elde edilmistir. Niikleotid dizinler Clustal W (Thompson ve ark., 1994) ile
hizalandiktan sonra MEGAG6 (Tamura ve ark., 2013) yazilim programinda, NJ (Saitou ve
Nei, 1987) metodu kullanilarak filogenetik analiz yapilmistir. izolatlarin rekombinasyon
iligkisi, reassortantlart meydana getiren muhtemel ebeveyn izolatlar1 ve kirilma noktalari
RDP4 yazilim programindaki RDP, Geneconv, Chimaera, MaxChi, BootScan ve Siscan
metodlariyla analiz edilmistir. En az 3 metodun P degerinin P <10® ten kiigiik olmasi

durumunda rekombinasyon olay1 kabul edilmistir.

Rekombinasyon analizlerinde TRpep-154/5 biyolojik klonunun L ve S RNA
bolgelerinin, TRpep-171/3 biyolojik klonunun majér ebeveyni olarak belirlenirken,
TRpep-150/2 biyolojik klonu ise M RNA bolgesine gore major ebeveyn olarak
belirlenmistir. Genomik bolgelere gore yapilan filogenetik analizde L ve S RNA
bolgelerine gore TRpep-171/3 ve TRpep-154/5 biyolojik klonlar beraber gruplanirken, M
RNA bolgesine gore yapilan filogenetik agacta ise TRpep-171/3 biyolojik klonunun
TRpep-150/2 klonuyla gruplandigi goézlenmistir (Sekil 4.35). TRpep-171/3 klonunun
genom bolgelerinin farkli orijinli oldugu belirlenmis olup, TRpep-150/2 ve TRpep-154/5

klonlarmin reassortment iligkisi sonucu meydana geldigi belirlenmistir.
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Sekil 4.35. Izolatlarin dizin karsilastirmasi a: Genom bdlgelerine ait filogenetik agag b:
rekombinasyon veya kirilma noktalarmin SimPlot programi kullanilarak
Bootscan metoduyla gosterimi

Izolatlar arasi rekombinasyon analizine gore TRpep-175/8 klonunun L ve S RNA
bolgeleri TRpep-175/11 klonunun baglica ebeveyni olarak belirlenirken, TRpep-175/3
izolatinin ise M RNA bolgesi major ebeveyn olarak belirlenmistir. Viriis genomunun L ve
S RNA bolgelerine gore yapilan filogenetik agagta TRpep-175/11 ve TRpep-175/8
biyolojik klonlarinin birlikte gruplandigi gozlenmistir (Sekil 4.36). TRpep-175/11
biyolojik klonunun genom bdlgelerinin farkli orijinli oldugu, TRpep-175/8 ve TRpep-

175/3 biyolojik klonlarmin reassortment iligkisi sonucu meydana geldigi belirlenmistir.
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Sekil 4.36. Izolatlarin dizin karsilastirmasi a: Genom bélgelerine ait filogenetik agag b:
rekombinasyon veya kirilma noktalarinin SimPlot programi kullanilarak
Bootscan metoduyla gosterimi

RDP programi kullanilarak yapilan RdRp geninin 950 nt biiytiklikteki kisminin
rekombinasyon analizi sonucunda, 3 reassortant izolat belirlenmistir. TRpep-47/13
izolatinin reassortant oldugu, 234-764. niikleotidleri arasi kirllma noktasi olarak
belirlenmis olup; majér ebeveynin TRpep-47/4 ve mindr ebeveynin TRpep-47/11 oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.37). TRpep-67/3 reassortant izolat ise major ebeveyn
TRpep-47/15 ve mindr ebeveyn TRpep-171/10 arasinda gergeklesen 1-418. niikleotid
bolgesindeki rekombinasyon sonucu meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil
4.37). TRpep-209/8 reaasortant izolatin major ebeveyni TRpep-47/15 ve mindr ebeveyni
ise ltalya izolati (MK348941.1) belirlenmistir. izolatlar arasi rekombinasyonun 16-196.
niikleotid bolgesi arasinda gergeklestigi belirlenmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.37). TRpep-
272/3, TRpep-67/8 ve TRpep-146/1 biyolojik klonlarinda da rekombinasyon iligkisi
belirlenmis olmasina karsin en az 3 metodun P degerinin P <10 ten kiiciik olmasi sartini

saglamadigi i¢in rekombinasyon olay1 kabul edilmemistir.

N gen bolgesinin 777 nt biyiikliigindeki kisminda 2 rekombinasyon olay1
belirlenmistir. Reassortant olarak belirlenen TRpep-67/8 izolatinin rekombinasyon kirilma
noktalar1 594-828. niikleotidde belirlenmis olup, majoér ebeveynin TRpep-146/9 ve minor
ebeveynin ise TRpep-159/3 oldugu saptanmustir.
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TRpep-175/7 reassortant izolatinin major ebeveyni (TRpep-209/6) ve mindr ebeveyni

(TRpep-175/11) arasinda gerceklesen 606-829. niikleotid bolgesindeki rekombinasyon

sonucu meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.37). NSm (771 nt) ve NSs
y geldig $ g

(843 nt) gen bolgelerinde ise rekombinasyon belirlenmemistir.

Reassortment ve rekombinasyon olay1 sonucu olusan TSWYV biyolojik klonlarinin

ebeveyn izolatlart gibi Tsw dayaniklilik geniyle olan iliskisi boliim 4.4°te belirlenmistir.

RdRp

TRpep-47/13 |
234 764

TRpep-6773 I —
| I 15

TRpep-209/3 I |
60 1%

TRpep-s75 L

594 | | 828

TRoep-175/7 —
06 I 525

Sekil 4.37. Reassortant izolatlarin kirilma noktalarinin gosterimi
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Cizelge 4.10. TSWV-biber biyolojik klonlar1 arasindaki rekombinasyon iliskisinin RDP yazilim programinda farkli metodlarla belirlenmesi

Rekombinant dizinin

kirilma noktasinin

Ebeveyn dizinler

pozisyonu P degerleri
RNA Baslangi¢c Bitis Rekombinant Major Minér RDP Geneconv  Bootsca  Maxchi  Chimera  Siscan
segmenti dizin n
L 234 764  TRpep-47/13  TRpep-  TRpep-47/11 1.363E- 5.022E-08 2.587E- 3.980E- 1.125E-  3.756E-
47/4 11 07 05 07 05
1 418  TRpep-67/3 TRpep- TRpep- 1.549E- 1.819E-22 4.825E- 3.647E- 2.631E-  1.398E-
47/15 171/10 19 31 11 07 16
16 196  TRpep-209/8 TRpep- MK348941.1 2.143E- 2.442E-10 2.495E- 2.019E- 3.610E- 8.767E-
47/15 14 06 03 53 08
S 594 828  TRpep-67/8 TRpep- TRpep-159/3  3.486E- 7.627E-20 9.386E- 1.908- 1.817E-  8.750E-
146/9 18 05 E15 14 13
606 829  TRpep-175/7 TRpep- TRpep- 6.665E- 4.935E-06 7.087E- 1.328E- 1.570E- 1.229E-
209/6 175/11 08 07 09 09 11
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49. TSWV Reassortant Biber Izolatlarina Biber Genotiplerinin Dayamklihk

Reaksiyonlariin Belirlenmesi

TSWV'in konukgu dizisinin genis olmasi, izolatlarinin populasyon yapisinin
cesitliligi ve vektorlerle persistent-propagatif tasinmasi nedeniyle, kiiltiirel yollarla
miicadelesi neredeyse olanaksizdir. TSWV ile miicadelede siirdiiriilebilir dayaniklilik i¢in
kullanilacak etkili yontem, konukc¢uda genetik dayaniklilik kaynaklarinin belirlenmesi
olarak onerilmektedir. Temel arastirma sonuglarinin uygulamaya aktarilmasi i¢in TSWV
izolat ve reassortantlarina dayanikli yeni biber genotiplerinin arastirilmasi i¢in belirlenen
dayanikliligi kiran ve reassortant izolatlar biberlerde Tsw geni disinda dayaniklilik geni
veya genleri igeren genotiplere mekanik olarak tasinmistir. Denemede kullanilan PM
702/Criollo de Morelos 334 (pvrl®, Pvr4, L?) (Arnedo-Andrés ve ark., 2006; Parisi ve ark.,
2020) biber genotipi ve P1 439381 (Cmr1, L?) (Suzuki ve ark., 2003; Parisi ve ark., 2020)
hattinin diger virlislere dayaniklilik saglayan genleri bulundurdugu bilinmektedir. CM334
genotipinin Phytophthora capsici i¢in 6nemli bir dayaniklilik kaynagi oldugu ve ayrica
sahip oldugu pvr allelleri sayesinde PVY’ye dayaniklilik sagladig: bildirilmistir (Thabius
ve ark., 2003; Arnedo-Andrés ve ark., 2006; Djian-Caporalino ve ark., 2007; Arpaci ve
ark., 2016). C. chacoense (Pl 260429) Tobamovirus cinsindeki viriis tiirlerine dayaniklilik
saglayan L* genine sahiptir (Kim ve ark., 2008). Er Fou Tou genotipinin Cmrl genine
sahip oldugu ve CMV’ye dayaniklilik sagladig: bildirilmistir (Green ve Kim, 1994). Kilis 7
Aralik Universitesi Bahge Bitkileri boliimiinde Dr.Ogr. Uyesi Bekir Biilent ARPACI'nin
yirittiigi 1slah ¢aligmalarinda, Maras 6 hatt1 Sena ¢esidi ile C.chacoense’nin, Maras 19
hattt ise Marag 46 hatt1 ile C.chacoense’nin melezlenip kendilenerek F, kademesine

getirilen hatlardur.

Tsw-dayanikliligini kiran (TRpep-47/12) ve reassortant biyolojik klonlarin (TRpep-
47/13, TRpep-67/3, TRpep-171/3, TRpep-175/7) pozitif kontrol olarak kullanilan duyarli
biber genotipine (C. annuum, Naz F;) yapilan mekanik inokulasyondan 7-10 giin sonra test
bitkilerinde sistemik enfeksiyon gozlenmistir. Negatif kontrol bitkilerinde ise herhangi bir

simptom olusmamustir.
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PM 815/Er Fu Tou bitkilerinde TRpep-47/12 biyolojik klonu, inokulasyonda 10-15
giin sonra yaprak yiizeyinde Klorotik halka leke simptomlart meydana getirmistir. TRpep-
47/13, TRpep-67/3 ve TRpep-171/3 reassortant biyolojik klonlar1 ise inokulasyon yapilan
yapraklarda klorotik halka lekelere neden olurken, yeni ¢ikan yapraklarda klorotik halka
lekeler ve klorotik beneklenmeler gozlenmistir. TRpep-175/7 reassortant biyolojik klonu
inokulasyon yapilan yapraklarda nekrotik halka lekelere neden olmus ve yeni ¢ikan

yapraklarda ise klorotik benekler olusturmustur (Sekil 4.38).

PM 815 Er Fu Tou

TRpep-47/12 TRpep-47/13 TRpep-67/3 TRpep -171/3 TRpep-175/7

Sekil 4.38. TSWV izolatlarinin PM 815 Er Fu Tou genotipinde olusturdugu simptomlar

Dayanikliligi kiran TRpep-47/12 ve reassortant TRpep-47/13, TRpep-67/3 biyolojik
klonlar1 Maras 19 genotipinde halka lekeler olusturmus, yeni ¢ikan yapraklarda halka
lekelerle birlikte yaprak kivrilmasi ve bitkilerde genel sararma simptomlarina neden
olmustur. TRpep-47/13 ayn1 genotipte halka lekeler olusturmus ve yapraklarda kiigiilme
gozlenmistir. TRpep-171/3 ve TRpep-175/7 reassortant biyolojik klonlar1 klorotik halka
lekeler olusturmus ve yeni ¢ikan yapraklarda helezonik simptom goézlenmis, yapraklarda

deformasyona neden olmustur (Sekil 4.39).
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Maras 19
TRpep-47/12 TRpep-47/13 TRpep-67/3 TRpep -171/3 TRpep-175/7

Sekil 4.39. TSWYV izolatlarinin Marag 19 genotipinde olusturdugu simptomlar

C. baccatum ‘Pl 439381’ hattina TRpep-47/12 ve reassortant TRpep-67/3 biyolojik
klonlartyla yapilan inokulasyon sonrasi, bitkilerde klorotik halka ve genel sarilik
simptomlar1 gozlenmistir. Reassortant TRpep-47/13 izolati inokulasyon yapilan yaprakta
nekrotik ve klorotik halka lekeler olusturmus, daha sonra sistemik enfeksiyona neden
olmustur. Yeni ¢ikan yapraklarda klorotik halkasal lekeler meydana getirmistir. TRpep-
171/3 ve TRpep-175/7 reassortant biyolojik klonlar: bitkilerde klorotik halka lekelere,

klorotik beneklenme ve sarilik simptomlarina neden olmustur (Sekil 4.40).

Pl 439381

TRpep-47/12 TRpep-47/13 TRpep-67/3 TRpep -171/3 TRpep-175/7

N

Sekil 4.40. TSWYV izolatlarinin P1 439381 genotipinde olusturdugu simptomlar

Maras 6 genotipinde TRpep-47/12, TRpep-47/13, TRpep-67/3 ve TRpep-171/3
biyolojik klonlariyla yapilan mekanik inokulasyon sonucu bitkilerde klorotik halka leke,

yaprak kivrilmasi ve bitkilerde genel sararma simptomlarima neden olmustur. Diger

78



izolatlardan farkli olarak TRpep-175/7, bir tekerriir bitkisinde inokulasyon yapilan
yaprakta HR sonucu nekrotik lokal lezyon olusturmus ve yapraklar 7-10 giin sonra
dokiilmiistiir, yeni ¢ikan yapraklarda ise klorotik beneklenme gézlenmistir (Sekil 4.41).

Diger iki tekerriirde ise klorotik lokal lezyon ve beneklenme olusturmustur.

Maras 6

TRpep-47/12 TRpep-47/13 TRpep-67/3 TRpep -171/3 TRpep-175/7

v
el

,:\;\"\"\‘}Z;,

B 5 04

Sekil 4.41. TSWYV izolatlarinin Marag 6 genotipinde olusturdugu simptomlar

PM 702/Criollo de Morelos 334 (CM334) genotipinde, TRpep-47/12 inokulasyon
yapilan yapraklarda klorotik halka lekeler olustururken, 30. glinden sonra yapraklarda
kivrilma ve siddetli klorozlar meydana gelmistir. TRpep-47/13 bitkilerde klorotik halka
lekeler, klorotik beneklenme ve daha sonra siddetli kloroza neden olmustur. TRpep-67/3
ve TRpep-171/3 reassortant biyolojik klonlar1 test bitkilerinde klorotik halka lekeler
meydana getirmistir. Reassortant TRpep-175/7 biyolojik klonu inokulasyon yapilan
yapraklarda nekrotik halka lekelere neden olmus ve yeni ¢ikan yapraklarda da nekrotik
halka lekeler goriilmiistiir (Sekil 4.42). Inokulasyondan 30 giin sonra bitkilerde kurumalar

ve Oliimler gerceklestigi i¢in gozlem ve ELISA testi yapilamamuistir.
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PM 702 Criollo de Morelos 334

(CM334)
TRpep-47/12 TRpep -171/3 TRpep-175/7

Sekil 4.42. TSWV izolatlarinin PM 702/Criollo de Morelos 334 (CM334) genotipinde
olusturdugu simptomlar

TSWV-biber reassortant izolatlari biber genotiplerinde, inokulasyondan sonraki 15,
30 ve 60. giinde test bitkilerinin yeni ¢ikan yapraklari kullanilarak yapilan DAS-ELISA ile
viriisiin konukgusundaki hareketi izlenmistir. Marag 6 genotipinde reassortant TRpep-
175/17 biyolojik klonu disindaki diger izolatlarin OD degerlerinde tiim zamanlarda artig
gozlenmistir. PI 439381 genotipinde, tiim biyolojik klonlarin OD degerlerinin Maras 6
genotipinde oldugu gibi TRpep-175/17 klonunun diisiik degerlerde ancak digerlerinin ise
artig gosterdigi belirlenmistir. PM 815/Er Fu Tou genotipinde izolatlarin inokulasyonun 15.
ve 30. giinlerde OD degerlerinde artis gosterdigi, fakat 60. giindeki OD degerlerinin diger
genotiplerin 60. giin OD degerlerinden de diisiik oldugu belirlenmistir. Maras 19
genotipinde de izolatlarin OD degerlerinde artis gézlenmis fakat Maras 6 ve PI 439381
genotipleri ile karsilastirildiginda artis oraninin  diisiik oldugu belirlenmistir. PM
702/Criollo de Morelos 334 (CM334) genotipinde inokulasyondan 60.giine kadar TRpep-
47/13 ve TRpep-171/3 biyolojik klonlarimin OD degerlerinde artis izlenirken, diger
izolatlardan alinan OD degerlerinde diisiis kaydedilmistir (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. TSWV biyolojik klonlarinin biber genotiplerine yapilan mekanik inokulasyon
sonucu inokulasyon yapilmayan yapraklarin DAS-ELISA ile testlenmesi
sonucu elde edilen ortalama absorbans degerleri
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5. TARTISMA ve ONERILER

Tiirkiye, ortli alt1 ve agikta biber iiretimiyle Akdeniz havzasinda ve diinyada 6nde
gelen tiretici lilke konumundadir. Bu cografyada biber tariminin en biiyiik sorunlarindan
biri olan TSWV’nin Tiirkiye'de ortii altt ve agikta biber tarimi yapilan alanlarda artan
epidemileri rapor edilmeye baglamistir. Bilinen virlis hastaliklar1 miicadele stratejileri,
TSWV ile miicadelede yetersiz kalmaktadir. TSWV ile en etkili miicadele konukcu
dayaniklilik kaynaklarinin kullanilmasidir. Bunun igin de tarim alanlarinda bulunan ve
tiretimde ekonomik kayiplara neden olan izolatlarin yapisi ¢ok iyi bilinmelidir. Yapilan bu
tez calismasinda, oOrtii altinda ve agikta; sofralik, sal¢alik ve pul biber iiretiminde 6nemli
paya sahip olan Mersin, Adana ve Kahramanmaras illerindeki biber tariminda ekonomik
kayiplara neden olan TSWV izolatlarinin yapisi, orijinleri ve izolatlar arasi iligkinin ortaya
¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu amagla, Kahramanmaras, Mersin ve Adana’daki orti alt1 ve
acikta yetistiricilik yapilan biber alanlarindan elde edilen TSWV izolatlarinin molekiiler,
biyolojik karakterizasyonu yapilmis, genetik cesitliligi ve popiilasyon yapisi incelenmistir.
Ayrica, lokasyonda reassortant (yeniden yapilanmis) izolatlarin bulunma durumu
arastirilarak biber genotiplerinin belirlenen olas1 reassortant izolatlara reaksiyonlari

incelenmistir.

Ug ildeki biber alanlarindan toplanan biber orneklerinde TSWV’nin tekli
enfeksiyonunu tasiyan 14 izolat DAS-ELISA ile secilmis ve virilisiin lokal enfeksiyon
yaptig1 V. unguiculata bitkileri kullanilarak saflastirilmistir. Izolatlardan saflagtirilan
biyolojik klonlarin biyolojik karakterizasyonu N. tabacum cv. Samsun NN iizerinde
yapilmig ve farkli tipte simptomlara neden olduklar1 belirlenmistir. Daha sonra, TSWV
izolat ve reassortantlarin biber genotipleriyle olan iliskisinin ve saldirganlik diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla, TSWV izolatlarinin biyolojik klonlar1 Tsw dayaniklilik geni tagiyan
(C. chinense ‘PI 152225°, C. annuum cv. Mertcan F;) ve tasimayan (C. annuum cv. Naz
F1) biber genotiplerine mekanik olarak tasmmistir. Duyarli biber bitkilerinde, klorotik
mozaik ve halka lekeler goriilmiis, sistemik enfeksiyon sonucu yeni ¢ikan yapraklarda
yaprak kivrilmasi, kiiciik yaprak olusumu gibi tipik belirtiler meydana gelmistir. Dayanikli
biber genotiplerinde (i) lokal nekrotik lezyonlar, (ii) sistemik enfeksiyon sonucu mozaik,
Klorotik lekeler ve i¢ ige ge¢mis dairesel lezyonlar, (iii) u¢ yapraklarda (inokulasyon
yapilmayan) kloroz ve toplu igne basi biiyiikliigiinde nekrotik lezyonlar, (iv) siddetli

sistemik nekroz sonucu bitki 6liimii gibi farkli simptomlar gézlenmistir. Meydana gelen bu

82



farkli simptomlarin gozlenmesi, agikta ve ortii altinda farkli tipte TSWV izolatlarinin
karisik enfeksiyon halinde bulundugunu ve TSWV popiilasyonunda biyolojik gesitliligin

oldugunu gostermektedir.

Sinerjik etkilesim sonucunda, virlislerin birinin veya her ikisinin konuk¢usundaki
replikasyonunda artisa olanak sagladig bilinmektedir (Syller, 2012). Farkli viriislerin ayn
konukguda karisik enfeksiyon seklinde bulunmasi sinerjik etkilesime neden olacagi gibi
ayni viriisiin farkli irklarinin da karisik enfeksiyonu konukgu bitkide (yaprak ve meyve)
farkli tip ve siddette simptom olusumuna neden olmaktadir (Garcia-Cano ve ark., 2006).
Benzer sekilde, Aramburu ve ark. (2015) farkli tipte TSWV izolatlarinin karigik halde
bulundugunu ve dayanikliligi kirmayan izolatlarin, dayanikliligi kiran izolat ile karisik
enfeksiyon halinde bulunma durumunda ise sinerjik etkilesim sonucunda dayanikli biber
genotiplerinde siddetli sistemik nekroza neden oldugunu belirtmislerdir. Uretim
alanlarinda TSWV’nin farkli irklarinin karigik enfeksiyon seklinde bulunmasi konukguda
daha siddetli simptomlar olusturarak bitki Olimiine neden olmasi sonucu meydana

getirecegi zararin daha da artmasi s6z konusudur.

TSWV izolatlarimin  biyolojik karakterizasyonunun belirlenmesi  denemesi
sonucunda, TRpep-209/3 nolu izolat ile Tsw geni tasiyan biber genotiplerine yapilan
mekanik inokulasyon sonucunda, inokulasyon yapilan yaprakta meydana gelen nekrotik
lezyon sonrasi inokulasyon yapilmayan yapraklarda da nekrotik lekeler gozlenmistir. Elde
edilen bu sonug, genel olarak kabul edilen spesifik viriis-konukgu iliskisinden dolay:
enfeksiyonun basladigi noktada olusan lokal HR dayamiklilik i¢in yeterli olmadigini
dogrulamaktadir (Moury ve ark.,1997). TRpep-47/9, TRpep-47/17 ve TRpep-150/7 TSWV
biyolojik klonlarmin C. chinense bitkilerinin inokulasyon yapilan yapraklarinda nekrotik
lezyon olusurduktan sonra bitkide meydana gelen sistemik nekroz sonucu bitki Sliimleri
gerceklestigi belirlenmistir. Margaria ve ark. (2007)’da benzer sekilde yiiriittiikleri
calismada p166RB izolatinin diger izolatlardan farkli olarak C.chinense’de inokulayon
yapilan yapraklarda lokal nekrotik lezyonlar meydana getirdigini ve daha sonra yeni ¢ikan

yapraklarda da nekrotik lezyon olustugunu belirtmistir.

Tirk TSWV-biber izolatlarinin Tsw dayanikliligim1 kiran ve kirmayan biyolojik
klonlarinin (104) NSs gen bolgesinin 843 nt uzunlugundaki DNA dizisinden elde edilen aa
dizinleri karsilagtirildiginda Tsw dayanikligini kiran ve kirmayan izolatlar arasinda
belirlenen spesifik bir aa degisiminin gozlenmedigi, ancak izolatlar arasinda birgok

pozisyonda aa fakliliklarinin oldugu belirlenmistir. Yapilan filogenetik analizde ise
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dayaniklilig1 kiran ve kirmayan izolatlarin fenotiplerine gore gruplanmadigr goriilmiistiir.
Bununla birlikte NSs bolgesinde meydana gelen ¢esitli mutasyonlar, dayanikliligi kiran

fenotiplerin olugsmasina neden olmaktadir.

NSs proteininin konuk¢u bitkinin gen susturma mekanizmasini baskilayan protein
oldugu ve bitkinin dayanikliliginin kirilmasindan sorumlu oldugu bilinmektedir (Takede ve
ark., 2002; de Ronde ve ark., 2013; 2014). R gen dayanikliligina dayanarak, gen i¢in gen
mekanizmasi ve belirleyicileri viris tiirii, streyni ve konukgu bitkiye bagli olarak degisiklik
gosterir. Bir¢ok viriiste farkli genler veya gen iirlinlerinin (kilif proteini, hareket proteini,
viral polimeraz vb.) asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturdugu bilinmektedir. Genellikle, R
genine bagh dayanikliligin (¢ogunlukla dominant monogenik) kirilmasi, aviriilenslik
faktorde meydana gelen spesifik nokta mutasyonlariyla iligkilendirilmistir (Harrison,
2002). Tsw dayaniklilik genleri i¢in avr protein olarak rol oynayan NSs proteinin aa
dizinlerinin incelemesi sonucunda, dayanikliligi kiran TSWV izolatlarinin tamaminda
spesifik bir nokta mutasyonunun olmadigi, ¢esitli aa pozisyonlarinda farkliliklar gosterdigi
belirtilmistir (Tsompana ve ark., 2005; Margaria ve ark., 2007; Almasi ve ark., 2015;
2017). de Ronde ve ark. (2014) TSWV NSs proteininin ve diger Orthotospovirus NSs
proteinlerinin kristal yapisinin agiklanamadigini ve bu nedenle NSs proteininin {i¢ boyutlu
yapisinin hala bilinmedigini belirtmistir. Bu durum, NSs protein dizisindeki mutasyonlarin
sonucunun proteinin yapisinda ve islev kaybmin iizerinde etkisinin 6ngoriilebilirligini
engellemektedir. Sonug olarak, TSWV biber izolatlarinin farkli yetistirme kosullarindan
(acikta ve ortii alt1) ve gesitli biber genotiplerinden elde edilmistir. NSs geni bolgesinde var
olan aa degisikliklerinin nedeninin konukgu bitki popiilasyonunun sahip oldugu birden
fazla dayaniklilik geninin secilim baskis1 sonucu meydana gelmis olabilecegi de

diistiniilmektedir.

TSWV-biber izolatlariin kismi L, M ve S RNA bélgelerinin niikleotid dizinleriyle
yapilan filogenetik analizde, RdRp gen bdlgesi i¢in izolatlarin cografi orijinine gore
gruplandigi; TRpep-154 ve TRpep-160 izolatlarmin digerlerinden farkli olarak Giiney
Kore ve Cin izolatlar1 ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi belirlenmigtir. NSm gen
bolgesine gére, TSWV-biber izolatlarinin Italya (HQ830185.1) izolatiyla ayn1 kladda yer
alarak diger referans izolatlardan ayr1 gruplanmistir. Ayrica TSWV’nin farkh
konukcgularindan elde edilen dizinlerin kullanilmasiyla olusturulan filogenetik agacta, 21
TSWV-biber izolatlarinin, Ispanya domates referans izolatlariyla gruplandigi belirlenmis

olup bu izolatlarin konukgu orijininin domates olabilecegi diisliniilmektedir. N gen
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bolgesine gore, izolatlar Fransa ve Ispanya izolatlartyla ayr1 bir grup olusturmus, diger

kladda ise italya, Giiney Kore, Macaristan ve Avustralya izolatlar: yer almustir.

NSs gen bolgesine gore TRpep-43 izolat1 Fransa ve Italya izolatlariyla, TRpep-154,
160 ve 175 izolatlar1 Giiney Kore ve Fransa izolatlartyla, TRpep-209 ve TRpep-215
izolatlar1 ABD, Ispanya ve Fransa izolatlariyla ayni grupta yer alip, diger biber

izolatlarindan farkli kladda yer aldig1 belirlenmistir.

Popiilasyonlarin tahmini Fst (Fiksasyon indeksi) karsilastirmalar1 yapildiginda alt
popiilasyonlar1 olusturan izolatlar arasinda onemli bir farklilik belirlenmemis, izolatlarin
cografi olarak birbirlerinden farkli olmadig1 belirlenmistir. Bazt TSWV-biber izolatlarinin
dort farkli gen bolgelerine gore farkli tilkelerdeki izolatlarla benzerlik gdstermesinden
dolay1 biber iiretim alanlarinda farkli cografi orijinli izolatlarin karisik olabilecegi
degerlendirmesini yapmak miimkiindiir. Tiirkiye’ye farkli iilkelerden ithalati yapilan
birgok bitki materyaliyle ve bu bitkilerde bulunan vektoérlerle veya farkli orijinli TSWV

izolatlarinin karisik enfeksiyon halinde iilkemize girmis olabilecegi diistiniilmektedir.

TSWV'nin genetik yapisini incelemek ve bu viral tiirde varyasyonu sekillendiren
potansiyel faktorleri aciklamak igin tek bir konukc¢udaki cografi olarak farkli izolatlar
kullanilarak molekiiler popiilasyon genetik yaklasimi kullanilmistir. Calisma sonucunda,
Mersin, Adana ve Kahramanmaras illerindeki biberdeki TSWV nin popiilasyon yapisinda
negatif ve pozitif se¢ilimin ayn1 zamanda rekombinasyon ve reassortment olaylarimin etkili
oldugu belirlenmistir. Biber tarim alanlarimizda TSWV’nin dogal reassortant izolat
varliginin belirlenmesi amaciyla, saflastiritlmis TSWV izolatlari ile yapilan analizlerde: 2
izolatin (TRpep-154/5 ve TRpep/171/3) reassortment, 5 izolatin (TRpep-47/13, TRpep-
67/3, TRpep-209/8, TRpep-67/8, TRpep-175/7) ise rekombinasyon olay1 sonucu meydana
cikmig olabilecegi belirlenmistir. Bununla birlikte, reassortment ve rekombinasyon olayi
sonucu olusan TSWV biyolojik klonlarinin da ebeveyn izolatlar1 gibi Tsw dayanikliligini
kirmadigi belirlenmistir. Bu yiizden, dayanikliligi kiran TSWYV biyolojik klonlarinin
olusumu ile reassortment veya rekombinasyon olaylar iligkilendirilememistir. Cok sayida
izolat ile calisilmasina ragmen belirlenen rekombinasyon ve reassortment olayinin az
olmasmin sebebini; tek bir konukgu, birbirine yakin bolgelerden alinan izolatlar ve en

onemlisi TSWYV izolatlarinin kismi dizinleriyle yapilmis olmasiyla iliskilendirilmistir.

Tek-iplikli RNA viriislerinde, rekombinasyon olay1 izolatlarin yeni ¢evresel

kosullara ve konukguya adaptasyonunda nemli rol oynar. Cok pargali RNA viriislerinde
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rekombinasyon ve reassortment olaylarinin her ikisi de genetik degisim i¢in Onemlidir

(Bujarski ve Kaesberg, 1986).

Daha 6nceki bir¢ok calismada, TSWV izolatlarinda rekombinasyon ve reassortment
olayinin gergeklestigini (Qiu ve ark., 1998; Tentchev ve ark., 2011), reassortment olayinin
rekombinasyondan daha fazla goriildiigii belirtilmistir (Tentch ve ark., 2011; Lian ve ark.,
2013). TSWV nin konukgu ve vektoriinde gogalabilmesi gibi 6zelliklerinden dolay1 TSWV
popiilasyonundaki genetik heterojenite yliksektir. TSWV’nin farkli izolatlar1 arasindaki
reassortment ve/veya rekombinasyon olayi, NSs veya diger genlerinde meydana gelen
mutasyon sonucu yeni TSWV patotiplerinin bulunmasi ve dayaniklilik genlerinin farkl
uyum yetenegine sahip TSWYV izolatlarindaki secilim baskis1 gibi nedenler konukg¢u
bitkilerde patolojik degisikliklere neden olabilmektedir (Qui ve Moyer, 1999; Aramburu ve
ark., 2010; Lopez ve ark., 2011). Reassortment olay1 genellikle ayni1 viriisiin iki farkli
streyn ve/veya izolatr arasinda meydana geldigi goriilmiistiir; fakat diisiik oranda da olsa
farkli tiirler arasinda da olusmaktadir. Ornegin, Webster ve ark. (2011) Orthotospovirus
tiyesi olan Tomato chlorotic spot virus (TCSV) ve Groundnut ringspot virus (GRSV)’un M
RNA reassortantt olan LgM+1Sg genotipinin giiney Florida’da yetistirilen domateslerde
yaygin olarak bulundugunu ve siddetli simptomlara neden oldugunu belirtmislerdir.
Orthotospoviriislerin  genetigi ile ilgili yapilan calismalarda genellikle konukgu bitki
tizerinde durulmustur. Bu cinsin iyelerinin konuk¢u ve vektorlerinde ¢ogalma 6zelligine
sahip olmasindan dolay1 reassortment olayimin tripslerin biinyesinde meydana gelmis olma

olasiliginin da degerlendirilmesi gereklidir.

Moury ve ark. (2006)’nin belirttigi lizere haplotip sayisi ve c¢esitliligi viral
poplilasyonun genetik cesitliliginin Olgiilmesinde kullanilan parametrelerden biridir.
TSWV-biber izolatlarmin L, M ve S RNA segmentlerinin niikleotid g¢esitliligine
bakildiginda RdRp’nin baz basina niikleotid ¢esitliligi (Pi, ) 0.013, NSm’nin 0.013, N’in
0.011 ve NSs’nin 0.018 oldugu hesaplanmistir. Timmerman-Vaughan ve ark. (2014) Yeni
Zelanda’daki farkli konukgulardan elde edilen TSWV izolatlarinda n degerlerini RARp
gen bolgesinde 0.012 ve N gen bolgesinde 0.003 olarak hesaplamigtir. Kaye ve ark (2010)
ABD’deki TSWV-yerfistig1 izolatlarinda RdRp, NSm ve N genininindeki n degerleri
sirasiyla 0.013, 0.010 ve 0.010, Tsompana ve ark. (2005) ise farkli iilkelerden elde edilen
TSWV izolatlarindaki NSm, N ve NSs genindeki n degerlerini sirasiyla 0.030, 0.024 ve
0.034 olarak hesaplamistir. Bu durum, TSWV’nin genis konukgu dizisine sahip olmasi ve

vektoriinde persistent propagatif olarak taginmasi ile iligkilendirilebilir. Yapilan ¢alismada
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sadece biber izolatlarindan elde edilen TSWV izolatlariyla genetik ¢esitlilik belirlenmis
olup, fakli konukgulardan elde edilecek izolatlar ile bu analizlerin gergeklestirilip
karsilagtirmalar yapilmast TSWV’nin farkli konukgularindaki popiilasyon g¢esitliligi
hakkinda detayl1 bilgiler sunacaktir.

Haplotip c¢esitliligi, O ile 1 arasinda deger alir; ve degerin 0’a yaklagmasi ¢esitliligin
az, 1’e yakin olmasi durumunda ise haplotip c¢esitliligin yiiksek oldugu yorumu
yapilmaktadir (Nei ve Tajima, 1981). Analizi yapilan dort gen bdolgesinin haplotip
cesitliligi 0.899 ile 0.982 arasinda deger aldigindan incelenen gen bolgelerinde yiiksek
oranda cesitliligin oldugu sdylenebilmektedir. Cografi bolgelere gore alt popiilasyonlara
ayrilan izolatlarin kendi aralarindaki niikleotid g¢esitliliginin diisiik fakat haplotip
cesitliliginin  yiiksek olmast TSWV  popiilasyonunun genisledigini  (biiylidiigiinii)
gostermektedir. TSWV’nin bitkilerde yaygin olarak bulunmasi ve ekonomik diizeyde

Oonemli oranda zarara sebep olmast TSWYV popiilasyonunun biiyiidiigiinii dogrulamaktadir.

Dort gen bolgesinin Tajima’s D degerinin istatistiki olarak anlamli ve negatif deger
almas1 popiilasyon darbogazindan gectigini gostermektedir (Tajima, 1989; Tsompana ve
ark., 2005; Kaye ve ark., 2010). Ornegin, tripslerin etmenleri bir bitkiden digerine tagima
esnasindaki segiciligi ve trips-viriis replikasyon 6zgiinliigii gibi nedenler TSWV’nin belirli
trips biyotiplerine adaptasyonu zorunlu kilar; bu da cografi varyantlarin olusumuna sebep
olur (Bergstrom ve ark., 1999; Tsompana ve ark., 2005). Tajima’s D, Fu ve Li’s D* ve F*
ve Fu’s F testlerinin negatif ve istatistiki olarak anlamli olmasi, arka plan segilimi isaret
eder (Fu, 1997), giiglii negatif sec¢ilimin ilgili bolgelerde varyasyonu baskiladigini ve
popiilasyon genislemesi nedeniyle, popiilasyonda yiiksek miktarda ender haplotiplerin

varligin1 gostermektedir.

Izolatlarin molekiiler karakterizasyonunu yapmak iizere kullamlan RdRp, NSm, N
ve NSs gen bdlgelerinin dN/dS (®) oraninin <I’in altinda oldugu ve kilif proteinin
kodlandig1 N geninin (777 nt) en fazla negatif (saflastirici) segilim etkisinde oldugu (17
kodon) belirlenmistir. Chare ve Holmes (2004), bocekle tasinan RNA viriislerin kilif
proteinlerinin aa dizinlerini diger yollarla tagmanlara gére daha fazla negatif seg¢ilime
maruz kaldiginm bildirmistir. Farkli konukgulardan elde edilen TSWYV izolatlariyla yapilan
caligmalarda N geninin pozitif secilim etkisinde oldugu belirlenmis olmasina ragmen
(Tsompana ve ark., 2005; Kaye ve ark., 2010; Tentchev ve ark., 2011) bu ¢alismada, N
geninde pozitif se¢ilim etkisinde olan herhangi bir kodon belirlenmemistir. Timmerman-

Vaughan ve ark. (2013) farkli yillarda farkli konukgulardan elde ettikleri TSWV
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izolatlarmin N geninde pozitif secilim etkisinde olan kodon belirleyemediklerini

belirtmislerdir.

NSs (843 nt) gen bolgesinin dN/dS (w) orant SLAC metodu ile 0.416 olarak
bulunmustur. SLAC ve FEL analizi sonucu toplamda 12 kodon bélgesinin negatif segilim
etkisinde oldugu ve 2 kodon boélgesinin ise pozitif secilim etkisinde oldugu belirlenmistir.
Tentchev ve ark. (2011) NSs geninin 11 kodonun pozitif segilim etkisinde oldugu ve N
geninin dN/dS (w) degerinin NSs’den kiigiik oldugunu belirlemistir. RdRp geninde (948
nt) 1 kodon bolgesinin pozitif se¢ilim etkisinde oldugu belirlenirken, NSm gen bolgesinde
(771 nt) belirlenememistir. RARp gen bolgesinde belirlenen pozitif segilim bolgesi viriisiin
konukgu genotiplerindeki replikasyonu ve bitkideki sistemik hareketinde 6nemli role sahip
olabilir. Lopez ve ark. (2011) NSm hareket protein geninde meydana gelen pozitif segilim
domateste Sw-5 dayanikliligini kiran TSWYV streynleriyle iliskilendirmistir. Negatif se¢ilim
bitki viriislerinin varhigini siirdiirmelerinde 6nemli bir olaydir. Bu seleksiyon, replikaz,
hareket veya kilif proteininin kodlandigi genlerde fonksiyonunu kisitlayan zararli
mutatntlarin popiilasyondan ayiklanmasinda rol oynar. Popiilasyonun yeterince biiyiik
olmasi sartiyla, popiilasyon darbogazdan gegerken (6rn. ayni bitki {izerinde bir yapraktan
digerine gegerken veya vektorle taginirken) zararli mutasyonlar igeren varyantlari eleyerek
viriis popiilasyonunu stabilize eder (Elena ve ark., 2008). Sonug olarak, negatif secilim
genin fonksiyonunda bir degisiklige neden olmazken, pozitif secilim ise izolatin ¢evresel
faktorlere (konukgu, lokasyon vb.) adapte olmasinda rol oynadig: bilinmektedir. Izolatlarda
belirlenen pozitif segilimlerin izolatlarin konukgu, vektor ve/veya vektor ile tasinmasinda
etkili olabilecegi fakat dogrudan iligskilendirmenin elimizdeki verilerle miimkiin olmadig,
ancak bu izolatlar ile daha detayli ¢alisilmast sonucu degerlendirmek daha dogru olacaktir.
TSWV’nin dayaniklilik genine hizli adaptasyonu muhtemelen yetistirme alanlarindaki
heterojen popiilasyonundaki Tsw-viriilent varyantlarin secilimi ve vektorler araciligiyla
hizli yayilimiyla gerceklesmektedir. Dayanikli 1slah stratejileri ve kullanimi i¢in 6nemli
olan patojen viriilensligindeki evrimi destekleyen faktorleri anlamak siirekli koruma

saglayacaktir.

Tirk TSWV-biber izolatlariyla miicadele i¢in farkli biber hat ve genotiplerinde
virlis-konukgu iligkisini incelemek i¢in, Tsw-dayanikliligim1 kiran bir, reassortant
izolatlardan 4 tane segilmistir. Denemede kullanilan PM 702/Criollo de Morelos 334
genotipi ve PI 439381 hattinda Tirk TSWV-biber reassortant izolatlarina karsi
dayaniklilik tagimadigi belirlenmistir. Ayrica, Suzuki ve ark. (2003) yapmis olduklari
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calismada C. baccatum PI 439381 tipinin CMV ve TSWV enfeksiyonuna kars1 duyarli
oldugunu belirtmistir. PM 815/Er Fu Tou genotipinde ise enfeksiyon diger genotiplere
kiyasla daha yavas ilerlemistir. Yeni ¢ikan birgok yaprakta simptom gézlenmemis ve viriis
icin yapilan DAS-ELISA testi negatif sonuglanmistir. Sistemik enfeksiyon sonrasinda
asimptomatik yapraklarin olugsmasi RNA susturma mekanizmasiyla iliskilendirilerek viriis
birikimini azalttigi ve bu yapraklarda simptom olusumunu etkiledigi diisiiniilmektedir

(Baulcombe, 2004; Ghoshal ve Sanfagon, 2015).

Benzer durum Margaria ve ark.(2007)’nin c¢alismasinda bazi izolatlarin C.
chinense’de sistemik enfeksiyon olusturdugunu fakat yeni ¢ikan yapraklarda simptom

gozlenmedigi ve Western blot analizi ile de etmenin belirlenemedigi teyit edilmistir.

Reassortant TRpep-175/7 biyolojik klonu Maras 6 genotipinin birinci tekerriir
bitkisinde inokulasyon yapilan yaprakta HR sonucu nekrotik lokal lezyon olusturduktan
sonra yeni ¢ikan yapraklardaki sistemik enfeksiyon sonucu bitkilerde klorotik
beneklenmeler olusturmustur. Inokulasyon yapilan yapraklarda viriis birikimini engellemis
olmakla birlikte, viriisiin hiicreler aras1 yayilmasini engelleyememistir. Maras 6 ve Maras
19 genotiplerinin izolatlara reaksiyonlar1 karsilagtirilacak olursa; inokulasyon sonrasindaki
7-10 giin sonrasindaki simptom olusturmasi ve DAS-ELISA testi sonucundaki absorbans
degerlerinin daha yiiksek olmasi goz Oniinde bulundurularak Maras 6’nin Maras 19
genotipine gore daha duyarli oldugu belirlenmistir. Collembola-Cornejo ve ark. (2003) ve
Hoang ve ark. (2013) C. annuum tiirinde TSWV’ye dayanikliligin bulunamamis olmast,
dayaniklilik gen veya genlerin C. annuum tiirlerinde nadir bulundugunu gostermektedir.
Biber ve domateste enfeksiyona neden olan TSWV ve diger tospoviriislere yeni

dayaniklilik veya tolerans kaynaklarinin degerlendirilmesi gereklidir.
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Ek 2. M RNA Segmentinin NSm gen bolgesinde belirlenen haplotiplere ait niikleotid degisimleri
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Ek 3. S RNA Segmentinin N gen bdlgesinde belirlenen haplotiplere ait niikleotid degisimleri
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Ek 4. S RNA Segmentinin NSs gen bolgesinde belirlenen haplotiplere ait niikleotid degisimleri

10 20 30 40 50 &0 70 g0 90 100 110 120 130 140 150 160
ccoclescelcoonlecoclcacsllsccclooncloocallccsalcccaloscclcccaloscclcooallccoalcacclscccllonnaloocclocaslcccalancalcccalcccclccoalloccolcasclccccllonsaloocslaceclcaaal

Hap 1 TCTCCTAACAGAAATGTCCATGAATGGCTGTACTGTTTCARAGCCAAGTTTCAATCAAGT TGARAGCAACARCAGAACTGTAAATTCTCTTGCAGTGAAATCTCTGCTCATGTCAGCAGAARRCARACATCATGCCTARCTCTCAGGCTTTTGTAARAGCTT
Hap_2
Hap73
Hap_4
Hap_5
Hap_ﬁ
Hap77
Hap_a
Hap:Q

120



Ek 4.’iin devami

170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320

Hap 1 CCACTGATTCTCATTTCARAACTGAGCCTCTGGCTAAGGGTCCCAARGGTTTTGAAGCAGGTCTCTATTCAGAAATTGT TCARAGT TGCAGGAGACGAAACAAATARARCATTTTATTTATCTATTGCTTGCATTCCARACCATAACAGGGTTGAGRCAGC

121



Ek 4.’iin devami

Hap 1

H. ap72

H ap:B

Hap 4

H: ap_5

H: ap_ﬁ

H; ap_'."

H. ap_B

H. ap79

H ap:l 0
Hap 11
H: ap_l 2
H: ap_l 3
H: ap_l 4
H. ap_l ]
H ap71 6
H ap71 7
H ap_l 8
H: ap_l 9
H; ap_2 0
H: ap_2 1
H. ap72 2
H ap:2 3
Hap 24
H ap_2 5
H: ap_2 6
H; ap_2 T
H. ap_2 8
H. ap72 9
H ap:B 0
Hap 31
H: ap_3 2
H: ap_3 3
H: ap_3 4
H. ap_3 L
H ap73 6
H ap73 T
H ap_B 8
H: ap_3 9
H; ap_4 0
H: ap_4 1
H. ap74 2
H ap:4 3

330 340 350 360

370

380

390

400

410

420

430

440

450

480

470

480

TTTAAACATTTCTGTTATTTGCAAGCATCAGCTCCCAATCCGTAAATGGCCAGCTCCTTTTGAATTATCAATGATGTTTTCTGATTTAAAGGAGCCTTACAACATTGTTCATGATCCTTCATATCCTCAGAGGATTGTTCATGCTCTGCTTGARACTCAC

5 0iso
4 oiin
4 oiin
--T.
--T.
--T.
5 oliso
4 oiin
oiin

122




Ek 4.’iin devami

Hap 1

H; ap_2

H. ap_3

H. ap74

H ap75

H ap_ﬁ

H: ap_'."

H; ap_S

H: ap_g

H. ap71 0
H ap:l 1
Hap 12
H: ap_l 3
H; ap_l 4
H: ap_l 55
H. ap_l 6
H ap:l 7
Hap 18
H: ap_l 9
H: ap_2 0
H: ap_2 1
H. ap_2 2
H ap72 3
H ap72 4
H ap_2 5
H: ap_2 6
H; ap_2 T
H. ap_2 8
H. ap72 9
H ap73 0
H ap_B 1
H: ap_3 2
H; ap_3 3
H. ap_3 4
H. ap73 5
H ap73 6
H ap_B 7
H: ap_3 8
H; ap_3 9
H: ap_4 0
H. ap74 1
H ap:4 2
Hap 43

430 500 510 520 530 540 550 560 570 580 550 600 610 620 630 640
coooloscolcccalosas(occoloosaloncclacoaloonclcaoollaccnconolsscclcccaooac(sccc(oooaoscclooooloonalcooollaconccnalosoo(occalooan(sccc(ocoaoncncloocoloonalcaoal
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Ek 5. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler
Kaplama Tampon Cozeltisi pH 9.6 1000 mL

159gr Na,COs
2.93 gr NaHCO3

Yikama Tampon Cozeltisi (Washing Buffer) pH 7.2-7.4 1000 mL

8.0 gr NaCl

0.2 gr KH,PO,

2.9 gr Na;HPO,4.12H,0
0.2 gr KCI

0.2 gr NaN3

0.5 mL Tween 20

Konjugat /Ornek Tampon Cozeltisi pH 7.4 1000 mL

Yikama tamponu ¢ozeltisi igine,

20 gr  polyvinyl pyrrolidone (K10-K40)
29r bovine serum albiimin

0.1gr NaNjilave edilerek hazirlanir.

Substrat Tampon Cozeltisi pH 9.8 1000 mL

97 mL Diethanolamine

0.2gr MgCl,.6H,0

Ek 6. 0.03 M Fosfat Tamponunun Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar (pH 7, 100
mL)

0.426 ar Na2P04

0.474 gr NaH;P04.2H,0
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Ek 7. Biyolojik Klonlarin C.annuum (Naz F1), C.annuum™" ve PI 152225 (C.chinense)

bitkilerinde meydana getirdigi simptomlar

Biyolojik Klon C.annuum (Naz F,) P1 152225 ve C.annuum"™"(Mertcan
F1)
TRpep-37/1 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/2 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/3 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/4 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/5 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/7 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/8 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/9 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/10 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-37/11 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-47/1 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-47/2 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-47/3 KHL,YD/KHL,K,YD,B KHL/KHL,K,YD
TRpep-47/4 -I- -/-
TRpep-47/5 K,M/KHL,K,M NL/-
TRpep-47/6 -/- -/-
TRpep-47/7 KHL/KHL,K,YD NL/-
TRpep-47/8 K,M/K,M,YD NL/-
TRpep-47/9 KHL,K/KHL,K,YD,B K,NL/SN
TRpep-47/10 KHL,K/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-47/11 KHL,K/KHL,K,YD,B NL/-

TRpep-47/12
TRpep-47/13
TRpep-47/14
TRpep-47/15
TRpep-47/16
TRpep-47/17
TRpep-47/18
TRpep-47/19
TRpep-47/20
TRpep-47/21

KHL/K,M/YD
KHL,K/KHL,K,B

-/-

KHL,K/KHL,K
KHL,K/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL/KHL,K,YD
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL/KHL,K,YD

KHL/KHL,K,YD
NL/-

-/-

NL/-

NL/-

K,NL/SN

NL/-

NL/-

NL/-

NL/-

TRpep-59/1

KHL,K,YD/KHL,K,YD
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TRpep-59/2
TRpep-59/3
TRpep-59/4
TRpep-59/5
TRpep-59/6
TRpep-59/7
TRpep-59/8
TRpep-59/9
TRpep-59/10
TRpep-59/11
TRpep-59/12
TRpep-59/13
TRpep-59/14

KHL,K/KHL,K
K,M/K,M,YD
KHL/KHL,K,YD
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL/KHL,K,YD
KHL/KHL,K,YD
KHL/KHL,K,YD
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL/KHL,K,YD
KHL/KHL,K,YD
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL/KHL,K,YD
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B

NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-

TRpep-67/1 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B KHL/KHL,K,YD
TRpep-67/2 NHL,KHL,YD/KHL,K,YD,B KHL/KHL,K,YD
TRpep-67/3 KHL/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-67/4 KHL,K,YD/KHL,K,YD, NL/-
TRpep-67/5 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-67/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-67/7 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-67/8 KHL,K,YD/KHL,K,YD, NL/-
TRpep-67/9 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-67/10 KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-67/11 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/1 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/2 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/3 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/4 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/5 KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-125/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-125/7 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/8 KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-125/9 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/10 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-125/11 KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-125/12 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/1 KHL,YD/KHL,K,YD,B KHL/KHL,YD
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TRpep-146/2 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/3 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/4 KHL,K,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-146/5 KHL,K,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-146/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/7 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/8 KHL,K,YD/KHL,YD,B KHL/KHL,YD
TRpep-146/9 KHL,K,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-146/10 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/11 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/12 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/13 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/14 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-146/15 KHL,K,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-146/16 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/1 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/2 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/3 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/4 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/5 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/7 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B K,NL/SN
TRpep-150/8 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/9 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/10 NHL,KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-150/11 NHL,KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-150/12 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/1 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/2 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/3 NHL,KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-154/4 NHL,KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-154/5 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/7 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/8 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B KHL,K/KHL,K,YD
TRpep-154/9 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/10 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
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TRpep-154/11 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-154/12 NHL,KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-154/13 -/- -/-
TRpep-154/14 NHL,KHL,K,YD/KHL,K,YD NL/-
TRpep-154/15 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-160/1 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/2 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/3 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/4 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/5 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/6 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/7 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/8 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/9 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-160/10 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-171/1 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/2 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/3 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/4 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/5 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/7 KHL,K/KHL,K,B NL/-
TRpep-171/8 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B KHL/KHL,YD
TRpep-171/9 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/10 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/11 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/12 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-171/13 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-175/1 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-175/2 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-175/3 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-175/4 KHL,YD/KHL,YD,B NL/-
TRpep-175/5 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B KHL,K/KHL,K,YD
TRpep-175/6 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-175/7 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-175/8 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-175/9 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
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TRpep-175/10
TRpep-175/11
TRpep-175/12
TRpep-175/13
TRpep-175/14

KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B

NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-

TRpep-209/1
TRpep-209/2
TRpep-209/3
TRpep-209/4
TRpep-209/5
TRpep-209/6
TRpep-209/7
TRpep-209/8
TRpep-209/9
TRpep-209/10
TRpep-209/11
TRpep-209/12
TRpep-209/13
TRpep-209/14
TRpep-209/15
TRpep-209/16
TRpep-209/17

KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL/K,M/YD
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL/K,M/YD
KHL/K,M/YD
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B

NL/-
NL/-
NL/NL
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
KHL,K/KHL,K
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-

KHL,K/KHL,K,YD

TRpep-219/1
TRpep-219/2
TRpep-219/3
TRpep-219/4
TRpep-219/5
TRpep-219/6
TRpep-219/7
TRpep-219/8
TRpep-219/9
TRpep-219/10
TRpep-219/11
TRpep-219/12
TRpep-219/13
TRpep-219/14
TRpep-219/15

KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B
KHL,K,YD/KHL,K,YD,B
KHL,YD/KHL,K,YD,B

NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-
NL/-



TRpep-219/16 KHL,K,YD/KHL,K,YD,B KHL,K/KHL,K,YD

TRpep-272/1 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/2 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/3 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/4 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/5 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/6 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/7 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/8 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/9 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/10 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/11 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-
TRpep-272/12 KHL,YD/KHL,K,YD,B NL/-

Lokal/Sistemik Enfeksiyon, KHL: Klorotik Halka Leke, NHL: Nekrotik Halka Leke, YD:Yaprak
Deformasyonu, B:Bodurluk, K:Kloroz, NL:Nekrotik Lezyon, SN: Sistemik Nekroz, -: Simptom
yok
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