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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI BiBER GENOTIPLERININ DOMATES LEKELI SOLGUNLUK VIiRUSU
(TSWV) NE KARSI DAYANIKLILIKLARININ BELIRLENMESIi

Kadir CELIK

Kilis 7 Aralik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi

Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Bekir Biilent ARPACI

YIL: 2019 Sayfa: 38

Biberlerde Domates Lekeli Solgunluk viriisiine bilinen tek dayaniklilik geni olan Tsw,
dayanikliligin Gistesinden gelen izolatlarin yayginlasmasi nedeniyle etkisini yitirmisir.
Bu tez calismasinda, Kilis ili biber iiretim alanlarinda Domates Lekeli Solgunluk
Viriisiiniin yayginligt ve bazi biber genotiplerinin TSWV’ne tepkileri belirlenmeye
calisilmistir.

Kilis ili’nden toplanan 32 ornegin 12’sinde (%37,5) Domates Lekeli Solgunluk
Virlisii’'ne rastlanmustir. Segilen TSWV 7 izolati Nicotiana tabacum ve Nicotiana
benthamiana bitkilerinde ¢ogaltilarak, TSWV etmenine dayaniklilik kaynagi belirlemek
amaci ile 32 biber genotipine mekanik olarak bulastirilmistir. Bu genotiplerde Tsw
geninin olup olmadigi molekiiler yontemlerle belirlenmistir. Tsw geni bulunan Pl
152225, P1159236 ve Chi 7 genotiplerinde TSWV 7 izolat: inokiilasyonun 15. giiniinde
negatif sonu¢ vermis, bu genin bulunmadig1 P4 ve P7 negatife yakin degerler almistir.

TSWYV 7 izolati dayaniklili§1 kirmayan izolat olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler : TSWV, Biber, Dayaniklilik, Tsw



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF RESPONSE OF THE SOME PEPPER GENOTYPES TO
THE TOMATO SPOTTED WILT VIRUS (TSWV)

Kadir CELIK

Kilis 7 Aralik University
The Institute of Naturel and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Assist. Prof. Dr.Bekir Biilent ARPACI

Year: 2019  Page: 38

The only resistance gene Tsw known to the tomato spotted wilt virus in peppers has lost
its effect due to the spread of isolates that overcome resistance. In this thesis, the
prevalence of Tomato-spotted wilt virus in pepper cultivated field in Kilis and the
response of some pepper genotypes to TSWV was investigated. Twelve of the 32
samples (37.5%) collected from Kilis Province were infected with Tomato Spotted Wilt
Virus. The selected TSWV 7 isolate was multiplied in Nicotiana tabacum and Nicotiana
benthamiana plants and mechanically inoculated with 32 pepper genotypes to determine
the source of resistance to TSWV. The Tsw gene was determined by molecular methods
in these genotypes. Tsw gene was determined in Pl 152225, P1159236 and Chi 7
genotypes, TSWV 7 isolate showed negative results on the 15th day after inoculation,
and P4 and P7 were negative. The isolate of TSWV 7 was determined as common and

not resistant breaking isolate.

Key Words : TSWV, Pepper, Resistance, Tsw
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1.GIRIS

Diinyanin neredeyse biitiin {ilkelerinde yogun olarak iiretilmekte olan sebzeler,
insanoglunun temel besin unsurlarindan birini olusturur ve genis bir tiir ¢esit
zenginligine sahiptir. Ulkemizde meyvesi yenilen sebzeler igerisinde domates ve biber,
yapragi yenen sebzeler icerisinde ise marul tiretim degerleri bakimindan ilk siralarda yer

almaktadir (Bozdogan, 2009).

Diinyanin hemen her bolgesinde yetistirilmekte olan biber (Capsicum spp.), Solanaceae
familyasinin 6nemli cinslerinden biridir. Biberin sebze tarimi igerisindeki Gneminin
arttirmasindaki neden, meyvelerinin taze olarak tiiketildigi gibi toz biber, konserve,
tursu ve salca yapiminda kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Biberi insan
beslenmesinde Onemli kilan faktorler; sindirimi kolaylagtirmasi, kanser riskini
azaltmasi, c¢esitli agrilara iyi gelmesi, dogal yatigtirici ve antibakteriyel ozellikte

olmasidir (Akinci, 1999).

Tiirkiye, yaklasik 2.600.000 ton (FAO, 2015) yillik biber iiretimiyle Diinya’da tigiincii
sirada, Akdeniz havzasinda bulunan diger iilkeler icerisinde ise en dnemli iretici iilke
konumundadir. Uretimin biiyiik bir kism1 (470.000 ton) 6rtii altinda, dzellikle Antalya,
Mersin ve Hatay illerinde yapilmaktadir. Samsun, Manisa, Bursa, Izmir, Canakkale’de
ise biber {iretiminin agik alanlarda yapildig1 6nemli illerdir. Ayrica Sanlurfa, Gaziantep,
Kilis ve Kahramanmarag’taki iiretimin 6énemli bir kism1 toz ve pul biber imalatinda
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de 2017 yilinda 26.187 dekar ekilen alanda 114.891 ton,
dolmalik biber i¢in 147.145 dekar alanda 418.435 ton carliston biber, sal¢alik ve kapya
biber i¢in 325.584 dekar alanda 957.030 ton ve sivri biber i¢in 316.716 dekar alanda ise
967.466 ton sivri biber tiretimi gergeklestirilmistir. Baharatlik biber {iretimi ise 122.415
da alanda 228.531 tondur (TUIK, 2018).

Biber yetistiriciliginde viriis, bakteri, nematod ve mantar v.b. gibi biyotik etmenlerin
sebep oldugu verim kayiplari, ana sinirlayict faktorlerden bazilaridir. Kimyasal
uygulamalar, kiiltiirel uygulamalar (budama, sulama, giibreleme, vb.) ve dayanikl ¢esit

kullanimi, hastalik ve zararlilarin yayilmasinin kontrolinde 6n plana cikmaktadir.



Kimyasal miicadele bazi hastalik ve zararlilarin yayilmasini 6nlemesine ragmen viriis
hastaliklarina kars1 etkili degildir. Kiiltirel uygulamalar da hastalik ve zararh
kontroliinde her zaman ekonomik koruma saglamayabilmektedir.Bu durumda Dayanikli
cesit kullanimi, en etkin miicadele yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Simsek ve

ark., 2015).

Biberde hastalik yapan viral etmenlerden Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV),
Diinya’da ilk olarak 1919 yilin’da Avustralya’da tespit edilmis ve Brittlebank tarafindan
‘domatesin lekeli solgunlugu’ olarak adlandirilmigtir (Murphy ve ark., 1995; Adkins,
2000; Stevens ve ark., 1992).

Biinyaviridae familyas1 Tospovirus cinsinde yer alan ve bitkilerle birlikte boceklerde
enfeksiyona neden olan tek tiir, Domates Lekeli Solgunluk Virtisi (TSWV) diir. TSWV
diinyada genis bir yayilis alanina sahiptir. TSWV’ nin konukgular1 arasinda domates,
biber, patlican, marul, yer fistigi, kabakgiller (hiyar, kavun, karpuz), enginar gibi tiirler
stis bitkileri ve baz1 yabanci otlar yer almaktadir (Marchoux ve ark., 1991). TSWV,
Japonya’da krizantem {iretimini sinirlayan en 6nemli faktorlerden birisidir (Matsuura ve
ark., 2002). Onbes viriis tliriiniin yer aldigi tospoviriis cinsinde tarimsal iiriinlerde en
fazla zarar vereni TSWV (German ve ark., 1992; Tomlinson, 1987)’dir. Diinya’da
kiiltiir bitkilerinde en fazla zarar olusturan ilk 10 viriis arasinda yer alan ve ekonomik
oneminden dolayr giiniimiizde iizerinde en yogun ¢aligma yapilan bitki viriislerinden
birisi TSWV’dir (Sevik ve Arli-S6kmen, 2012). Tiirkiye’de TSWV Mersin, Antalya,
Samsun, Mugla Adana, Sanlurfa, Canakkale illerinde bildirilmistir (Y1ldirim, 2010).

Trips tiirleri etmenin yayilisinda etkili olmaktadir. TSWV’ nin en 6nemli vektorleri F.
occidentalis ve T. tabaci’ dir (Krishna-Kumar ve ark., 1993). Tripslerin biyolojik ve
kimyasal kontrolii, acik alan ve oOrtii alti biber yetistiriciliginde oldukca zordur.
Miicadeleyi daha da giiglestiren en 6nemli faktor, etmenin genis bir yabanci ot konukgu

dizisinin bulunmasidir.

Onemli miicadele alternatifleri, etmene dayaniklilik kaynaklarinin arastirilmasi ve

dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesidir. Bu miicadele alternatifinin zayif yonii ise, bircok



sebze tirinde TSWV’ne kars1 kullanilabilecek etkili bir dayaniklilik geninin
bulunmayisidir. Domateste yabani bir tiirde (Lycopersicon peruvianum) var olan
dominant Sw-5 geni TSWV’nin bitkide sistemik olarak yayilisin1 engellemektedir
(Stevens ve ark., 1991). Biberde ise bir¢ok Capsicum chinense Jacq. hatt1 (“PI 152225”
ve “PI 159236 Black ve ark., 1991; “CNPH 275”Boiteux ve ark., 1993; “PI 15”Jorda
ve ark., 1994 ; “C00943”Hobbs ve ark., 1994; “7204”Nuez ve ark., 1994) TSWYV Kkars1
hipersensitiv dayaniklilik sergilemektedir. PI1152225, P1159236 ve CNPH 275 biber
genotipleri etmene monogenik dominant bir dayaniklilik saglamakta ve Tsw olarak
isimlendirilen bu gen ii¢ genotipte de ayni lokus iizerinde yer almaktadir (Boiteux,
1995). Bu lokus biberde onuncu kromozom iizerindir ve Pvr4 ve Pvr7 lokusuna oldukga
yakindir. Geriye melez populasyonlar1 {izerinde yapilan haritalama c¢aligmalar
dayaniklilig1 saglayan baska genlerin de var olabilecegini gdstermistir (Jahn ve ark.,

2000).

Domates lekeli solgunluk viriisii, boyutlar1 80 ila 120 nm arasinda degisen kiire
seklindedir (Lian ve ark., 2013). Tospovirus cinsinin viriisleri, tek sarmalli RNA'dan
olusan ii¢ parcali bir genoma sahiptir. Bu genom, RNA polimeraz RNA'sin1 kodlayan
yaklagik 9 Kb'lik biiyiik bir segmentten NSm ve bir oncii proteini kodlayan yaklasik 4.8
Kb'lik bir orta segmentten ve glikoproteinlerden Gl ve G2 proteinini kodlayan yaklasik
3 kb'lik kiiciik bir segmentten olusmaktadir (Tsompana ve ark., 2005). Etmen
yapraklarda nekrozlar, mozaikler seklinde semptomlar, giimiis ya da bronzlasmis
yapraklar belirtileri arasindadir. Meyvelerde diizensiz sekiller veya nekrozlar goriilebilir

(Moury ve ark., 1998).

1919 yilinda Giliney Avustralya'da kesfedilen TSWV, tiim kitalara yayilmistir (Lian ve
ark., 2013). Thripsleri kontrol etmek i¢in yogun pestisit kullaniminin ardindan 1940'lar
ve 1980'lerde yayginligi azalmistir. Bati Avrupa ve Kuzey Amerika'da yayginligi
azalirken Dogu Avrupa, Gliney Amerika ve Amerika Birlesik Devletlerinin batisinda
ozellikle Kaliforniya ve Hawai de etkinligini devam ettirmistir (Moury ve ark., 1998).
Avrupa Gida Giivenligi Kurumu verilerine gore patojen tiim kitalarda ve Avrupa

Birligi’nin tiim tilkelerinde mevcuttur (Sekil 1, 2) (EFSA, 2012).



®=NMevcut [ = Yaygin @®= |okalize
@-= Karantina altinda O=  Nadir

Sekil 2. TSWV’nin Avrupa ve Akdeniz Ulkelerinde Yayilis Alan1 (EFSA, 2012)



Thrips vektorii ile kimyasal miicadele TSWV'yi kontrol etmek i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmis, ancak vektorde insektisit direnci gelismistir. Thrips vektorlerine karsi avci
boceklerin kullanilmasi, baska etkili kontrol araci olmustur (Moury ve ark., 1998). Bu
vektorleri kontrol etme girisimlerine paralel olarak, dayamikli ¢esitler gelistirilmistir.
Biberde, Tsw geni, etmene dayaniklilig1 saglayan tek dominant gendir (Black ve ark.,
1991) ve 2000 yilinda yayinlanmasindan sonra (Moury Ve ark., 2000) ticari kayda giren

biber ¢esitlerinin birgoguna aktarilmistir.

Tsw geni bulunduran biber cesitlerinin genis capta kullaniminin ardindan, hizli bir
sekilde dayanikliligin {istesinden gelen TSWV izolatlar1 ortaya ¢ikmistir (Tentchev ve
ark., 2011; Almasi ve ark., 2015). Bu yeni izolatlar ilk olarak Italya ve Ispanya gibi
Akdeniz’e kiyist olan biber tireten bolgelerde bildirilmistir (Almasi ve ark. 2015).
Bugiin, Tsw geninin iistesinden gelen virtilant TSWV izolatlarina dayanikli ¢esitlerin
yetistirildigi her alanda rastlanmistir. Baz1 ¢aligmalar etmenin NSs protein bolgesinin

Tsw geninin dayanikliliginin kirilmasindan sorumlu oldugunu gdstermistir (Almasi ve

ark., 2015; Tentchev ve ark., 2011).



2. ONCEKI CALISMALAR

Domates Lekeli Solgunluk Viriisii, biber ve domatesin de igerisinde yer aldigi 800’den
fazla iiriinde zarara yol agmaktadir (Roselld ve ark., 1996). Solanaceae familyasi,
birbirine benzer 6zelliklere sahip bir¢ok patojen tarafindan enfekte edilmesi sebebiyle
patojenlere dayaniklilik genlerinin haritalanmasi ve ¢alisma mekanizmalar1 konusunda
siklikla kullanilmaktadir. Tiitlin Mozaik Viriisii (Whitham ve ark., 1994) ve Domates
Lekeli Solgunluk Viriisii karakterizasyonu tamamlanmis ve dayaniklilik genleri
klonlanmis patlicangillerde hastalik yapan iki énemli viriistiir. Ug¢ kisimdan olusan tek
sarmalli RNA’ya sahip TSWV; S, M, ve L (Mumford ve ark., 1996) bolgelerinden
olugmaktadir. L bolgesi RNA’dan bagimsiz RNA polimeraz, M boélgesi viral kilifi
olusturan 2 glikoprotein ile birlikte tasinim proteinini olustururken S bolgesi
niikleokapsid proteinini sentezlemektedir. Farkli RNA bolgelerine sahip olmasi
TSWV’nii genetik olarak modifikasyonlara uygun hale getirmektedir. Bu nedenlerle

viral fonksiyonlarin haritalanmasinda ve patojen konukgu iligkilerini agiklamada

kullanilabilmektedir (Qiu ve ark., 1998).

Dayaniklilik genlerinin ve bu genlerle iligkili markorlerin klonlanmasi dayaniklilik
genlerinin fonksiyonlari, konukg¢unun patojene tepkileri ve bu genlerin evrimi
konusunda 6nemli bilgiler elde edilmesine olanak saglamaktadir (Meyers ve ark., 1999).
Monokotiledon ve dikotiledon bir¢ok bitki tiiriinde klonlanan funguslara, bakterilere,
nematodlara ve viriislere dayamiklilik genleri arasinda 6nemli 6lciide benzerlikler
bulunmaktadir. Bu benzerlikler niikleotid baglanma bolgeleri, 16sin tekrarlamalar1 gibi

benzer gen fonksiyonlarini ortaya ¢ikaran gen dizilerinde yer almaktadir (Bent ve ark.,

1994; Milligan ve ark., 1998).

Viriislere karsi dayanikli ¢esitlere olan ihtiyag, Capsicum tiirlerinde mevcut genetik
dayaniklilik kaynaklarinin kullanilmasini tesvik etmistir. Islahgilar viriislerle etkili
miicadele stratejisi olarak, biberdeki dominant/resesif dayaniklilik mekanizmasi
caligmalar1 lizerinde yogunlagmiglardir. Tarimsal iiretimde 6nemli verim kayiplarina
neden olan TSWV’ne genetik dayaniklilik caligmalari son yillarda hiz kazanmistir.

Domateste TSWV ilk dayaniklilik ¢aligmalari L. pimpinellifolium ve L. esculentum



tirlerinde iki dominant (Sw-1a ve Sw-1b) ve ii¢ resesif (sw-2, sw-3, ve sw-4 ) genin
dayanikliligr sagladigin1 gostermektedir (Stevens ve ark, 1994). Bu iic gen domateste
mevcut izolatlara dayanikhi§i artik saglayamamaktadirlar. Bununla birlikte L.
peruvianum’ da tanimlanan Sw-5 geni daha stabil bir dayaniklilik saglamakta, etmenle
bulastirilan bu gene sahip bitkiler lokal nekrozlar gdstermesine ragmen belirtiler mozaik
haline dontigmemektedir. L. peruvianum’da bulunan diger bir TSWV dayaniklilik geni
Sw-6 dir. Sw-5 lokusu haritalanmis, Sw-6 lokusu ise haritalanmamustir (Stevens ve ark.,
1991).

Biberde ise TSWV dayaniklilig: ile ilgili sadece tek bir gen tanimlanmistir. TSw olarak
isimlendirilen bu dayaniklilik geni C. chinense Jacq. tiirline giren USDA PI 152225, PI
159236, Panca ve 7204 c¢esitlerinde yer almaktadir (Boiteux 1995; Moury ve ark.,
1997). Tsw geni igeren biber ¢esitleri mekanik inokulasyondan sonra belirti
gostermemekte, lokal lezyonlar olusturduktan sonra Sw-5 geni tasiyan TSWV
bulastirllmis domates bitkilerine benzer sekilde yapraklarini dokerek hipersensitiv
dayaniklilik sergilemektedir (Boiteux 1995). Bu genotipler TSWV ile aym familya
icerisinde yer alan TCSV ve GRSV’ne karsi dayaniklilik saglayamamaktadirlar
(Boiteux ve Nagata, 1993; Boiteux ve Avila, 1994).

NSs proteinini kodlayan gen dizileri karsilastirildiginda, viriilent ve avirulent izolatlar
arasinda kayda deger bir mutasyon farki goriilmemis, bircok farkli mutasyonun Tsw
geninin kirilmasinda rol oynayabilecegi bildirilmistir. Ote yandan bu genin iistesinden
gelen virtilant izolatlar filogenetik olarak diger izolatlardan ayrilmistir (Tentchev ve ark.

2011).

TSWV mevcut 3 genomunu diger izolatlarla degistirme kapasitesine sahiptir ve bu
Ozelligi genetik olarak farklilagsma potansiyeli saglamaktadir (Tsompana ve ark. 2005).
Reassortment olarak isimlendirilen bu degis tokus biberlerde dayanikliligin {istesinden

gelmesine olanak saglamaktadir (Margaria ve ark., 2007).

TSWYV genomu L, M ve S (large, medium and small) olarak tanimlanan 3 farkli ssRNA

kismindan olusmaktadir. Genomun bu yapida olmasi ayni bitkiye bulasan iki farkl



izolatin birbiri ile bu kisimlar1 degistirme olanagi saglamaktadir. Bu yetenegi sayesinde
TSWV izolatlarinin biberdeki dayanikliligin {istesinden gelebildikleri agiklanmigtir
(Jahn ve ark., 2000; Margaria ve ark., 2007).

Viriislerin neden oldugu hastaliklar tarimsal iiretimde en 6nemli problemlerden biridir.
Viral enfeksiyonlarin yayilmasini 6nlemek icin farkli yontemler mevcuttur. Hastalikli
bitkilerin agag¢larin imhasi, viriislere direng gosteren genlere sahip gesitlerin kullanimi
vektor boceklerle miicadele bunlardan bazilaridir. Bu yontemler arasinda, dayanikli
cesitlerin kullanimi en etkili ve ¢evreye duyarli yontemdir. Ancak, bazi bitki viriisleri
zaman igerisinde diren¢ genlerinin iistesinde gelirler. Potiviriislere dayaniklilik genleri
gibi baz1 genler 50 yildan beri kullanimlarina ragmen etkili olmaya devam ederken,

digerleri birkag yil igerisinde etkinligini kaybedebilir (Moury ve ark., 2010).

Bitkilerde diren¢ mekanizmalari etmenin viriilent hale gelmesi ile dogrudan iliskilidir.
Avirulent viriis, bir direng geni tasiyan bitki genotipinde enfeksiyona neden olmayan
viriistiir. Diren¢ geninin tiistesinden gelen viral izolat, direng gosteren popiilasyonda
hiicre seviyesinde mutasyon veya nadiren rekombinasyon yoluyla ortaya ¢ikar. Daha
sonra, viriilant izolat, diger izolatlarla rekabet halinde bitkide ¢ogalir ve birikir. Son
olarak, viriilant izolat ¢evreye yayilabilir ve diger bitkilere bulasabilir (Moury ve ark.,
2010).

Niikleotid baglanma bdlgelerine drnek olarak Okaryotik translasyon baslangi¢ faktorii
4E (elF(is0)4E) bolgesi verilebilir. Bu bolge Potyviridae familyas: viriis tiirlerinin viral
protein genomuna baglanmakta ve etmenin enfeksiyonunu dogrudan ilgilendirmektedir.
4E (elF(is0)4E) bolgesi mutasyona ugramis mutant duyarli bitkiler {izerinde yapilan
caligmalar biberde ©nemli ekonomik kayiplara sebep olan Tiitlin yaniklik viriisi
(Tobacco etch virus=TEV) niin de yer aldig1 potyviriislere resesif dayanikliligi bu
bolgenin sagladigint gostermistir (Lellis ve ark., 2002; Ruffel ve ark., 2002). Resesif
dayanikli mutant allel ile karsilastirildiginda duyarli allelde meydana gelen
mutasyonlarin bitkiye dayanikliligi kazandirdigi, pvr2 geni iceren dayamikl bitkilerde
ise duyarliligin elF4E’lin gecici etkisi ile oldugu ve elF4E’nin pvr2 genini kodladig:
kanitlanmistir (Ruffel ve ark., 2002). Kang ve ark., (2005) ise eIF4E bolgesinin pvrl



geninini kodladigini 6ne sitirmiis, tiir i¢i ve tiirler arast melezlemelerle pvrl ve pvr2

genlerinin allelik yapida oldugu sonucuna ulagmislardir.

Flor (1942)’ye gore kalitatif direng gene kars1 gen iligkisine karsilik gelir. Bitkideki
savunma reaksiyonlarin1 tetikleyen patojen enfeksiyonun gelismesini Onler.
Dayanikliligin ortaya ¢ikmasi igin, bitkide direng geni (R) bulunmali ve patojen kendine
0zgii avirulens genine (Avr) sahip olmalidir. Etkilesim, patojenin gelisimini engelleyen

hizli bir asir1 duyarlilik savunmasina (HR) neden olur (Hossard ve ark., 2010)

Kantitatif direng ise patojen lizerinde kismi bir etki yaratir ve genellikle etkileri
kantitatif ve kiimiilatif olan cesitli poligenik genlerin etkisinden kaynaklanir. QTL
olarak tanmimlanir ve her QTL'in patojenin gelisimine dayaniklilik saglayan bir veya

daha fazla gen icerdigi diistiniiliir (Hossard ve ark. 2010).

Patojenin farkli evrelerini etkileyen kantitatif genlerin kombinasyonu genellikle yiiksek
seviyede direng saglar ve liriin kaybini dnler (Palloix ve Ordon 2011). Patojene direng,
uzun silire boyunca genis alanlarda yetistirilen ¢esitlerde hastaligin gelisimi i¢in uygun

kosullar altinda etkili oldugunda siirdiiriilebilir kabul edilir (Johnson, 1981).

Dayaniklilik patojen popiilasyonlarinda diren¢ mekanizmalarinin kiritlimini tetikleyen
evrimsel kuvvetlerin yogunluguna baglidir. Bu parametreler, viriilans mutasyonlarinin
sayisi, yayllma yetenegi ve genetik silirilklenmenin etkisi seklinde sayilabilir.
Dayanikliligin siirdiiriilebilmesi i¢in kalitatif direng¢ geni ile birlikte bir veya daha fazla
QTL kombinasyonunun farkli patojenlerde etkinligi kanitlanmistir (Palloix ve ark.,
2009). Bununla birlikte QTL tarafindan saglanan dayanikliligin, kalitatif dayanikliliktan
daha etkin oldugu sdylenemez. Diger taraftan major bir dayaniklilik geni ile kantitatif
dayanikliligin  kombinasyonu dayanikliligi daha siirdiiriilebilir hale getirilebilir.
Kantitatif dayanikliligin biberde Patates Y viriisii (PVY)’ilinde siirdiiriilebilir olmadig:
bildirimistir (Montarry ve ark., 2012).

Sicakligin 28 °C’nin lizerine ¢iktig1 kosullarda TSWV Tsw geninin iistesinden gelmekte

33 santigrad derecenin {izerine ¢ikmasiyla viriisiin sistemik olarak yayilmasi



kolaylagmaktadir (Roggero ve ark., 1996). Bununla birlikte Hoffman ve ark., (2001),
diisiik sicaklik kosullarinda Tsw geninin {istesinden gelen TSWV izolatlarinin ya da

patotiplerinin bulundugunu belirtmistir.

Culbreath ve ark., (1991) yaptiklar1 bir calismada, TSWV’ nin neden oldugu Domates
Lekeli Solgunluk Hastaliginin, 1986 yilinda Georgia da ilk olarak tiitiin (Nicotiana
tabacum) tizerinde teshis edildigini bildirmislerdir. 1988’ de tiitiin iiretimi yapilan 48
sehirden 28’inde iirlinlerin TSWV ile enfekteli oldugunu ancak hastalik etmeninin
ortaya ¢ikma oraninin % 1° den diisiik oldugunu bildirmislerdir. 1989 yilinda, Georgia’
da tiitlin tiretimi yapilan biitiin alanlarda lekeli solgunluk gozlendigini belirtmislerdir.
Bu alanlarda yapilan incelemeler sonucunda simptom gosteren bitkilerde hastaligin
ortaya ¢ikma oraninin % 5- 7° den az olmasina ragmen bazi tiitiin bitkilerinde etmenin
ortaya ¢ikma oraninin % 20’ den fazla oldugunu ve bunun da iiriinde kayiplar meydana

getirdigini gézlemlemislerdir.

TSWYV, iilkemizde ilk olarak tiitiinde; Canakkale’yi takiben Balikesir, Manisa, Usak ve
Samsun’ da, daha sonra ise, domateste; Izmir, Manisa’ da (Azeri, 1981; 1994) ve
Cukurova’ da (Giildiir ve ark, 1995) teshis edilmistir. Once sadece domates bitkisinde
oldugu diisiiniilmiis, fakat 1997- 1998 yillar siiresince Igel’ in Kazanli bolgesinde biber
bitkisinde de ortaya ¢ikarilmistir ve bu bolgede TSWV’ nin Frankliniella occidentalis
ve Thrips tabaci vektorleri ile tasindigi bildirilmistir (Bozdogan, 2009).

Turhan ve Korkmaz (2006), iki y1l siiresince toplam 9.2 ha alanda gozlem yapmislar ve
TSWYV simptomlarini gosteren toplam 200 bitkiden drnek almiglardir. ELISA testleri ve
DTBIA yontemi sonucunda 9 6rnegi TSWYV ile infekteli bulduklarini, her iki yontemin

TSWYV tanisinda giivenle kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Arli-S6kmen ve Sevik. (2006), Samsun ilinde biber iiretim yerlerinde birgok viriis
hastalig1 oldugunu ve 1998 ve 1999 yillar1 arasinda bu viriisleri tespit i¢in toplam 313
ornek aldiklarimi ve ELISA ile test ettiklerini vurgulamislardir. Bu orneklerde AMV,
CMV, PVY, ToMV, TMV ve TSWV olmak iizere 6 adet virlis tespit etmisler, ayrica
TSWV’ nin bir¢ok yabanci ot iizerinde de varligin1 ortaya koymuslardir. Bu ¢alisma ile
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biber tarlalarinda bulunan bu yabanci otlarin ayni zamanda biberler i¢cin TSWV

infeksiyon riski meydana getirdigini bildirmislerdir.

Kiigiik (2006), E8, D2, M5 kodlu izolatlar ile asili indikator bitkilerde 5-15 giin
icerisinde simptom gozlerken, T1 izolatinin 30-60 giin gibi bir siirede simptom ¢ikisina
neden oldugunu, yapilan SDS-PAGE yonteminde TSWV’ ye ait bir protein band

gozledigini ve molekiil agirhiginin 27 kDa olarak saptadigini bildirmistir.

Bozdogan (2009), Antalya ili Merkez, Serik ve Kumluca ilgelerinde yaptigi ¢calismada
193 domates, 345 biber ve 58 marul bitkisi olmak iizere toplam 596 bitki 6rnegini
ELISA ile test etmis ve domates Orneklerinin % 80.8’ inin, biber Orneklerinin %
91.6’simnin ve marul Orneklerinin ise % 93.1’inin TSWYV ile enfekteli oldugunu

saptamistir.

Yildirim (2010), TSWV’ nin kontroliiniin hem viriis hem vektoriin konukgu ¢evresinin
genis olmasindan dolay1 oldukca zor oldugunu belirtmistir. En etkili yontem dayanikli
cesit kullanmaktir. Bitkinin hassasiyetine, tiir ve g¢esidine ve ekolojik sartlara bagli
olarak TSWV’ nin olusturdugu simptomlar farklilik gdstermektedir. Bitkinin gelisme
donemine, yasina ve viriis irkina bagli olarak simptomlarin goriintiisiic ve siddeti
farklilik gostermektedir. Etmen mozayik, konsantrik halka lekeler, geriye dogru 6liim,
bogum aralarinda kisalma, nekroz, kloroz ve yapraklarda sekil bozuklugu gibi belirtilere
neden olmaktadir. En tipik belirtisi, bitkinin tiimiinde genel bir bodurluk ve sararma ile
solgunluktur. klorotik ¢izgili lekeler ya da nekrotik lekeler ise, yapraklarda gozlenir.
Tepe siirgiinlerde beneklenmelerle birlikte dliimler olusur. Olgun meyvede konsantrik

sar1 halkali noktalar veya nekrotik ¢izgiler olugmaktadir.

Degirmenci ve Uzunogullar1 (2007), 2003 ve 2004 yillarinda domates iiretiminin
yapildigr Marmara Bolgesi’nde (Bursa, Bilecik, Sakarya ve Tekirdag) Tomato mosaic
tobamovirus (ToMV), Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV), Cucumber mosaic
cucumovirus (CMV), Potato X potexvirus (PVX), Potato Y potyvirus (PVY)’lerinin
belirlemek amaciyla bir ¢alisma yapmuslardir. Ornekleri serolojik (DAS-ELISA) ve

biyolojik yontemlerle test etmisler ve ¢alisma sonucunda, testlenen 6rnekler %1.2—-35,3
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ToMV, %5.5- 78.6 TSWV, %4.8-18.1 PVX, %7.7-37.5 PVY ve %9-68.7 CMV

virisleri ile bulasik bulmuslardir.

Roggero ve Masenga (2002) Tsw dayaniklilik genini bulunduran Capsicum chinense
PI1152225 genitorii kullanilarak gelistirilen ticari biber gesitlerinde hastaliga neden olan
Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV) izolatlar1 bulmuslardir. Direng kiran (RB)
izolatlar C. chinense PI152225'deki direnci kirmis RB olmayan izolatlarla benzer
sekilde diger konukgularda enfeksiyon olusturdugunu belirlemislerdir. RB izolatlarin
serolojik ve elektron mikroskobu ile TSWV'den ayirt edilemedigini bildirmisler ve
Frankliniella occidentalis tarafindan etkili bir sekilde aktarildigini belirtmislerdir. Bu
izolatlarin, ayni iliretim alaninda bulunan domates, biber ve enginarda goriildiiglinii
etmenin direngli bitkilerden yayilma olasiliginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

35

Margaria ve ark (2007), TSWV’nin nucleokapsid proteini (N) ve yapisal olmayan
proteini (NSs) kodlayan S RNA'nin, biberlerde Tsw dayanikliliginin iistesindengeldigini
belirlemiglerdir. Ayrica NSs bolgesinin avirulenslikle iliskili oldugunu ortaya

koymuslardir.

Hoffmann ve ark. (2001) Domates lekeli solgunluk viriisiiniin (TSWV) domatesdeki
Sw-5 genini ve TSWV'nin (N geni) tiitiin igindeki niikleokapsid geninin iistesinden
gelme genini haritalamak icin bir viral genetik sistem kullanilmislardir. TSWYV izolatlar1
A ve D' den tam bir yeniden birlestirici genotip seti olusturmustur. TSWV-A, domateste
Sw-5 genini ve tiitinde TSWV N genini yenebilmistir; buna karsin TSWV-D her iki
diren¢ c¢esidi tarafindan bastirilmigtir. Her iki direnis bi¢iminin de iistesinden gelme
ozelligi, TSWV-A'nin (MA) M RNA béliimiiyle baglantili oldugu bulunmustur. Sw-5
geninin {istesinden gelebilmenin sadece MA varligina bagli oldugu bulunmus ve
MA'nin TSWV N genini agsma kabiliyeti, TSWV-A'nin L RNA ve S RNA tarafindan
modifiye edilmistir; Nucleocapsid geninin, nucleocapsid araciligi ile direncin iistesinden
gelebilmek i¢in birincil belirte¢ olmadigi belirlenmistir. TSWV-A, -D ve tip izolat BR-
01'in M RNA boliimiiniin dizi analizi, kodlayici ve kodlamayan bdlgelerde, direncli

niikleotid dizilerinin tanimlanmasini 6nleyen ¢oklu farkliliklar ortaya koymustur.
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Birgok bitki virlisii tarafindan Patojen ve konuk¢u kaynakli direncin enfeksiyonu
baskiladig1 gozlemlenmistir. Bu sistemlerin arasinda domates lekeli solgun tospoviriis
(TSWYV) bulunmaktadir. Bununla birlikte, neredeyse tiim konuk¢u direng genlerini
kolayca asmistir ve TSWV N geninin aracilik etti§i direncin {stesinden geldigi
gosterilmistir. Diren¢ kirma mekanizmalarint daha iyi anlamak i¢in, bitki viriislerinin
direng genlerini nasil yendigini incelemek gerekir. Bunun i¢in de bir model olarak
TSWYV N gen tiirevi direnci (TNDR) secilmistir. Tanimlanmuis bir viral izolat TSWV-D
ve TSWV-10 popiilasyonu, her ikisi tarafindan baskilanmigtir. TNDR, bir N-gen
transgenik bitkisinde seri gegisle TNDR'ye tabi tutulmustur. Birinci, dordiincii ve
yedinci transferlerden 120 lokal lezyon izolatinin genotip analizi, genomik
kompozisyonun kaymasin1 dogrulamistir. L10, M10 ve SD RNA béliimlerinin her biri
mutasyon veya rekombinasyon olayindan ziyade TNDR secimine tepki olarak bagimsiz
olarak secildigini gostermistir. N-geni transgenik bitkiler {izerindeki yedinci transferi
takiben, TSWV S RNA, TSWV-D'den gelen S RNA'ya esas olarak 6zdes kalmistir; bu,
TSWV-D'den iki S RNA arasinda molekiiler- olmayan rekombinasyonun
gerceklesmedigini ve 10 ve TSWV-D'ye veya aktarilan N genine sahip olmadigini
gostermistir. Bu sonuglar, TSWV'nin yeni konake1 genotiplerine hizla adapte olmak igin
genomun yeniden siiflandirmayr kullandigi ve iki veya daha fazla pargadan olusan

unsurlar destekledigi hipotezini desteklemektedir.

Sharman ve Persley (2006), 2002'de Giiney Avustralya'daki Virginia'da, Domates lekeli
solgunluk viriisiine (TSWV) kars1 Tsw direng genine sahip olan Capsicum c¢esitleri,
TSWV enfeksiyonuna 0zgii semptomlar gelistirmistir. Serada yetistirilen iriiniin
neredeyse % 100’ii enfekte olmustur. Ornekler ELISA'da TSWYV antikorlari ile
reaksiyona girmistir. Viriis izolatlari, TSw direng genini tagiyan Capsicum ¢esitlerine ve
Capsicum chinense genotiplerine (Pl 152225 ve Pl 159236) bulastirildiginda, asirt
duyarli bir reaksiyon yerine siddetli sistemik semptomlara yol agmistir. Tsw genine
kars1 oldiiriicli olan izolatlarin Sw-5 (TSWV'ye direngli) domates genotiplerinde asiri
duyarli oldugu belirlenmistir. Standart TSWV izolatlarina ¢ok benzer molekiiler ve
biyolojik o6zelliklerinin oldugu belirtilmistir. Tsw viriilant izolatlari, 2002 ve 2004

yillarinda Virginia ve TSWV'ye direngli ve duyarli kivircik ve domates cesitlerinde
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yapilan arastirmalar sonucunda bulunmustur. izole edilmis tarlalarda Domates

Solgunluk Viriisii dayanikli biber ¢esitlerine viriis bulagtirmistir.

Biberlerde TSWV diren¢ kiran izolatlar1 daha 6nce ABD Louisiana eyaletinde,
Italya'da, ispanya'da, Avustralya'da ve Macaristan’da goriilmiistiir. izole edilen SC3-
RB'nin hem tarla hem de laboratuvar kosullarinda biber {izerindeki Tsw diren¢ genini

kirabilecegini belirlemislerdir (Deligoz v ark., 2014).

Bu hastalik ile miicadelede viriisiin bir bolgeye girisini 6nlemek, eger viriis bulagmis ise
diger bolgelere ve diger bitkilere bulasma ve yayilmasinin 6nlenmesi gerekmektedir.
Bitki virlis hastaliklarima karsi ilaghh miicadelenin miimkiin olmamasindan dolay1
giiniimiizde degisik metotlarla korunma yollarina gidilmektedir. Bunlarin basinda;
viristen ari bitkilerle tiretim yapilmasi, miinavebe, sanitasyon, eradikasyon,
dezenfeksiyon, iiretim alanlarin birbirinden ayrilmasi, vektor bulunmayan alanlarda
iiretim yapilmasi, viriis tastyici vektorlerle kimyasal veya kimyasal olmayan miicadele
edilerek bitkiden bitkiye taginmasinin Onlenmesi ve viriise dayanikli bitkilerin elde
edilmesi  gelmektedir., TSWV’nin miicadelesinde tek bir yontem yeterli
olmayabilmektedir. Bu yiizden bir¢ok miicadele yonteminin entegre olarak bir arada
kullanilmast ve olusan ekonomik kayiplarin en aza indirilmesi gerekmektedir (Sevik,
2015).

TSWYV, niikleotid dizisi ve serolojik 6zelliklerine gore, Impatients necrotic Spot virus
(INSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV), Iris
yellow spot virus (IYSV) ve Watermelon silver mottle virus (WSMoV) olmak iizere alt1

tiire ayrilmistir (Mumford ve ark. 1996).

Mun ve ark (2008), Kore’ de 2006 agustos ayinda mozaik ve nekrotiksimptomlar
gosteren seralarda biberlerde 6ldiiriicii bir hastalik tespit etmislerdir. Bu viral hastaligin
tespit edilmesi i¢in simptom gosteren ve gostermeyen 11 meyvedendrnek alinmis ve
ezilerek total RNA izolasyonunu yapmislardir. CMV, PepMoV, TSWV ve
PMMoVvirusleri i¢in spesifikprimerler dizayn edilerek kullandiklarinibelirtmislerdir.
Analiz sonucunda elde edilen iiriinler % 98 ve 100 oraninda TSWYV ile CMV nin kilif
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proteini ile uyum sagladigini rapor etmislerdir. Bunun dabiberlerde bu simptomlara
neden olan viral etmenlerin CMV ve TSWV oldugununtespit edildigini bildirmislerdir.
Bu calismay1 Kore’ de biberlerde TSWV ve CMVigin yapilmis olan ilk ¢aligma olarak
bildirmislerdir.

Mavrik ve ark (2001), yapmis oldugu calismada seralarda yetistirilen biberlerde 2000
yili temmuz ayinda nekrotik halkali lekeler oldugunu tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Simptomlar1 sadece alt yapraklarda gézlenmesine ragmen geng yapraklar ve meyvelerde
de gozlemediklerini bildirmislerdir. Simptom gdsteren yapraklardan 6rnekler alinmig ve
elektron mikroskobu altinda gozlenmis ve TSWV’ye 6zel partikiiller belirlediklerini
belirtmislerdir.

Bunyaviridae familyasina ait viriislere tipik bir 6rnek olan TSWV’nin morfolojik yapisi,

80-110 nm gapinda kiireye benzer partikiillerden olusur (Mohammed ve ark., 1973).

Domates lekeli solgunluk viriisiiniin mRNA olan biitiin dizilimi belirlenmistir. RNA
4821 niikleotid uzunlugundadir ve bir ambisense sahiptir ve kodlama stratejisi SRNA ya
benzemektedir. mMRNA segmentinde iki a¢ik okuma bulunmaktadir (ORFs) bir tanesinin
viral anlamda tahmin edilen protein boyu 33-6K dir ve oOnciiyii kodlayan viral
tamamlayict duyu G1 ve G2 glikoproteinlerinin 127.4K boyutunda oldugu tahmin
edilmektedir. Her iki ORFs de mRNA nin subgenomik sentezi yoluyla ifade
edilmektedir. Glikoproteinler i¢in haberci bir dizi sekans igermektedir ve hiicresel
baglanma alanlarinin karakteristik oldugu belirlenmistir. G1 proteinlerinin Biinyaviriis
cinsi tyeleri arasinda Oonemli benzer sekuanslar bulunmaktadir. mRNA sekansinin

aciklanmasiyla TSWV nin tamamen niikleotid dizisi tespit edilmistir.

Domates lekeli solgun viriisiiniin Niikleokapsid protein (N) geni, Hawaii L izolatindan
klonlanmigtir. 777 niikleotid igeren N geni, bir domates (CNPH1) ve iki marul (L3 ve
BL) izolati ile sirasiyla% 97 ve% 99 benzerlige sahiptir. Nicotiana tabacum cv.
Xanthinc ve Lycopersicon esculentum cv. VF36’nin kotiledonlart. TSWV N geni
barindiran Agrobacterium tumefaciens ile transforme edilmisti. TSWV N genini

eksprese eden R1 transjenik tiitiin bitkilerinde TSWV’ne dayaniklilik olusturdugu,
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belirgin olarak daha diisiik sayida lokal lezyon ve semptom gelisiminde gecikme

gozlemlendigi bildirilmistir. (Kim ve ark., 1994).

Tospovirtsler thripsler (Thysanoptera:Thripidae) tarafindan nakledilmektedir ve hem
thrips vektorlerinde hem de bitkiler ev sahipligi yaparak c¢ogalmaktadirlar.
Tospoviriislerde 6nemli farkliliklar vardir ve onlarin iligkileri spesifik trips tiirleri iledir
bu yiizden burada TSWYV ye sunulan sey Tospoviriis-trips etkilesimin tiimii i¢in gegerli
degildir (Sherwood, 2003).

Plastik film mal¢lamanin tripslerin yayilimi ve TSWV nin domates, biber ve tiitliin
bitkilerinin enfeksiyonu iizrinde calismalar yiiriitiilmiistiir. Ug tiir tesadiif bloklari
deneme deseninde ii¢ malg uygulamasi ile birlikte (aliminyum yiizey plastik malglama,
siyah plastik mal¢lama ve kontrol grubu) araziye yerlestirilmistir. Trips yayilis1 sar1
yapigkan tuzaklarla belirlenmistir. Malglama uygulamalart  karsilagtirildiginda
aliminyum ile yapilan malglamada dometeste trips orani %68 den %64’e diismiistiir.
Biberde trips sayilar1 ve TSWYV oranlar sirasiyla %60 ve %78 azalmistir. Trips sayisi
alimiinyum ylizeyli mal¢ uygulamasi ile %33 azaltilmistir. TSWV yayilis oran1 % 60
azalmistir. Thrips tabaci ve Frankliniella fusca etmeni tasiyan vektorler olarak

belirlenmistir (Greenough, 1990).

TSWV’nin neden oldugu pawpaw diye adlandirilan yeni bir hastalik ilk kez Hawaii
Kauai’de 1962’de gozlemlenmistir. Bitkilerdeki belirtileri  dstteki yapraklarin
lekelenmesi, nekrozu ve klorozudur. Meyve tasiyan enfekteli bitkilerin olgunlastikca
sart bir zemin {lizerine belirgin yesil halkalara sahip olan deforme olmus meyve
tirettikleri belirlenmistir. TSWV’nin yayilisi Emilia fosbergii ve E.sonchifolia gibi
bircok yabanci otla iligskilendirilmistir. Pawpaw virlisiiniin konukgu aralig1 ve fiziksel

ozellikleri incelendiginde hastaligin TSWV oldugu anlasilmistir (Gonsalves, 1986).

Bitki viriisleri arasinda, Domates lekeli solgunluk viriisi (TSWV) en genis yayilim
gosteren virlis olarak kabul edilmektedir ve en genis konukgu araligina sahiptir. Bu
viriis, diinyanin ¢esitli bolgelerinde, basta bahge ve siis bitkileri olmak {izere ¢cok sayida

epidemiden sorumludur. Konuk¢u sayisinin fazlaligi, yayilis etkinligi, vektorlerinin
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biyolojik aktivitesi, yeni izolatlarin olusmasindaki hiz ve vektorlerin kontroliindeki
zorluklar, TSWV'yi en korkulan bitki viriislerinden biri haline getirmistir. Vektor
yonetimi stratejileri ile birlikte viriis kaynagi olaran yabanci otlarla miicadele entegre
kiltiirel uygulamalar, viriisiin kontroliinde ¢ok énemli bir rol oynamaktadir. Bu yiizden,
TSWV konake¢1 bitkilerinin  bilinmesi, arastirmacilar ve giftgiler igin yararl
goriilmektedir (Parrella, 2003).

Hawai'in biiylik sebze iiretim bolgelerinde 9000’den fazla bitki 6rneginde TSWV ile
enfekte bulunan bitkilerin % 25'inin viriis ile bulasik oldugu 24 tiiriin etmenin

hastalandirdig1 yeni tiirler oldugu belirlenmistir (Cho, 1986).

Etmen diinyada biber iiretimi yapilan alanlarin tamaminda yayginlik gostermektedir.
Yapilan bu ¢alismada, CM334 ve Perennial, PM217 genotiplerinden gelistirilen, Kilis
[li biber {iretim alanlarindan selekte edilen, Kahramanmaras kirmizibiber
poplilasyonundan secilen KM211 ve Sena cesitleri melezlenmesi sonucu DAGTEM
(Dogu Akdeniz Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisi Mudiirliigli) tarafindan
gelistirilen genotiplere ek olarak TSWV’ye dayaniklilik kaynagi olarak kullanilan
toplam 32 genotip ¢aligmanin bitkisel materyalini olusturmustur. Calismada etmenin
Kilis ili’ndeki yaygmligi arastirllmig, materyal olarak kullanilan biber genotiplerinin

Kilis Ili’nde belirlenen TSWV 7 izolatina tepkileri belirlenmeye calisiimustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Calismada materyal olarak kullanilacak genotipler Cizelge 1 de verilmistir.

Cizelge 1. Calismada Materyal Olarak Kullanilan Biber Genotipleri

Sira Sira Sira Sira

No | Genotip No | Genotip No |Genotip |No |Genotip
1 CHI7 9 HD MOR-3 17 |PC-13 25 |PM-815
2 Elbeyli 24 10 |P1159236 18 |PC-24 26 |PVN3

3 Elbeyli 3 11 |HD MOR-5 19 |PC-3 27 |PVN4

4 Elbeyli 8 12 |ORIENTE3-2 |20 |PC-38 28 |PVNS8

5 Elbeylil7 13 |ORIENTE3-4 |21 |PC-38 29 | Sahinbey
6 FloridaVR2 (14 |ORIENTE3-5 (22 |PC-42 30 |W4

7 HD MOR-1 |15 |P4 23 |PI1152225 |31 |Yolo Wonder
8 HD MOR-2 |16 |PC-124 24 |P7 32 |YoloY
3.2. METOT

3.2.1. Arazi surveyi ve bitkisel 6rneklerinin toplanmasi:

Kilis ili biber ekili alanlarda viriis enfeksiyonu i¢in simptom gozlenmesi ve 6rnek
toplamak {izere surveyler yapilmistir. Surveyler biber {lretilen alanlarda Agustos
ayindan itibaren siirdiirilmiis, ve iki donemde gerceklestirilmistir. Yaprak 6rneklerinin
yani sira gen¢ meyveler de orneklenmistir (Ben Khalifa ve ark., 2009). Biberlerde
aranacak simptomlar; yapraklarda halka, elips, dalgali halkalar meyvelerde halka
seklinde ¢okiintiiler, bitkide solgunlukluk belirtileri olmustur. Simptomatolojik olarak
stipheli goriilen bitkilerden 6rnekler toplanarak, buz dolu kaplar igerisine yerlestirilen
plastik torbalarda laboratuvar ortamina getirilmis ve analizler i¢in kullanilmak iizere +4

°C’de saklanmustir.

3.2.2.Viriis enfeksiyonlarinin serolojik teshisi :

Biber oOrnekleri TSWV enfeksiyonlarin1 ortaya koymak {izere viriislere spesifik
poliklonal antiserum ile testlenmistir (Tentchev ve ark., 2011). TSWV enfeksiyonlari
tespit edilmis ornekler, viral populasyonun, tersine transkripsiyon-polimeraz zincir

reaksiyonu-fragment uzunluk polimorfizm (reverse transcription-polymerase chain
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reaction-restriction fragment length polymorphism; RT-PCR) ile analizi yapilmak {izere

kullanilmistir.

3.2.3.Toplam Niikleik Asit izolasyonu :

Surveylerde araziden toplanan 6rneklerin ve Tsw geni i¢in taranan biber genotiplerinin
toplan niikleik asit izolasyonunda uygulanan yonteme ait asamalar asagida verilmistir.

a) Yaprak ve meyve Ornekleri (500 mg), 2 ml fosfat (ezme) tamponu igerisinde
porselen havan ve havan eli kullanilarak ezilip, kullanilincaya kadar havan igerisinde
+4°C’de saklanmustir.

b) Ezilen 6rnekler tiiplere aktarilip 500 pl TriReagent eklenmistir.

C) Vortekslenen 6rnekler oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir.
d) Ornekler iizerine 200 pl kroloform eklenip iyice karigtirilmistir.
e) 14.000 devir/dakikada 15 dakika santrifiij yapilmaistir.

f) Ayristirilan ve tiipilin tstiinde kalan temiz s1v1 kistmdan yaklasik 200-300 pl yeni

tiiplere aktarilmistir.
9) 300 pl izopropanol eklenerek karigtirilmastir.

h) Tiipler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmis, daha sonra 14.000 devir/dakikada
15 dakika santrifiij edilmistir.

) S1vi kisim atildiktan sonra ¢okeltiye 1 ml % 70 etanol eklenmistir.
), Hafifce vortekslenen tiipler 14.000 devir/dakikada 5 dakika santrifiij edilmistir.
K) Daha sonra s1v1 kisim atilip tlipler kurutulmustur.

) Tiiplere 50 ul saf su eklenip vortekslenerek -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.4. Viral izolatarin RT-PCR ile belirlenmesi:

Yaprak ve/veya biber meyveleri viral RNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Yaklagik 0,5
gr ornek Tri-Reagent kit (Molecular Research Center Inc.) kullanilarak RNA izolasyonu
gerceklestirildikten sonra Tentchev ve ark. (2011)’nin bildirdigi protokol kullanilarak
cDNA sentezi ve PCR analizi gergeklestirilmistir. PCR analizi i¢cin TSWV
izolatlarindaki RNA L — replikaz geni kodlayan bolgelere spesifik primer dizinleri
kullanilmistir Bu primerler TSWV gruplart i¢in polivalent 6zellikte olacak sekilde
hazirlanmistir. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii NSm bolgesi ileri ve geri primerleri
sirastyla. ACATTACACAAGCTCCTCTACC ve CCTTTAGGRATTATCAGCTTGC
seklinde sentezletilmistir. PCR {iriiniin yaklasik biiytikiigii 800 bazdir(Tentchev ve ark.
(2011).

3.2.4.1 Tamamlayict DNA (cDNA, complementary DNA) sentezi

TNA izolasyonu yapilan 6rneklere PCR asamasindan 6nce Moury ve ark., (2004) nin
bildirdigi protokol kullanilarak asagidaki adimlarla tamamlayici tersine transkripsiyon
ile cDNA sentez asamas1 ger¢eklestirilmistir. Reaksiyon i¢in 2 pl TNA kullanilmistir.
Sentez i¢in Dombrovsky ve ark. (2010) tarafindan hazirlanmis primer ¢iftinin 10 pM
heterolog primeri kullanilmistir. Karisim sirastyla 70 °C’de 5 dakika ve buzda 5 dakika
bekletilmistir. Karisima 4 pl 5X tersine transkripsiyon tamponu, 0.8 pul 10 mM dNTP ve
0.5 pl Maloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) ReverseTranscriptase (20.000 U)
enzim eklenmistir. Reaksiyon karigtmi 37°C’de 1 saat bekletilerek ¢cDNA sentezi

tamamlanmustir.

3.2.4.2 Polimeaz Zincir Reaksiyon (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Tamamlayic1 DNA sentezlenen 6rneklerin analizi PCR yontemi kullanilarak yapilmstir.
PCR basamaklar1 Moury ve ark., (2004)’'nin bildirdigi protokol kullanilarak
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sentezlenen 5 pul ¢cDNA ile 50 pl karisim igerisinde 1X
termofilik Taq tampon, 1.75 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, 1U DNA polimeraz enzim
(Thermo), homolog ve heterolog primerlerle gerceklestirilmistir. Reaksiyonda
hibridizasyon programi 60°C’de 70 sn olarak belirlenmis ve 40 dongii olarak

uygulanmistir (Knierim ve ark., 2010).
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3.2.5. Viriis izolatlarmin Kkiiltiire alinmasi

Teshisi yapilan TSWYV izolatlar1 Nicotiana tabacum ve Nicotiana benthamiana
bitkilerine mekanik inokiilasyon ile aktarilmistir (Sekil 3). Tohumlar ekilen bitkilerin
ilk gercek yapraklarinin ¢ikisinin ardindan 2 kotiledon/bitki olacak sekilde el
yordamiyla inokiilasyon gerceklestirilmistir (Moury ve ark., 2004). Bitkiler Kilis 7
Aralik Universitesi Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi seralarinda tutulmustur.
Viriis enfeksiyonlarinin kontrolii DAS-ELISA (Legnani ve ark., 1995) ve RT-PCR ile

kontrol edilmistir. TSWV 7 izolati genotiplerin dayanikliliklarinin belirlenmesinde

kullanilmaistir.

Sekil 3. Biber Genotiplerine Bulastirilan TSWV 7 izolatiin Nicotiana tabacum (sagda)
ve Nicotiana benthamiana (Solda) Uzerindeki Belirtileri

3.2.6. PCR Sonrasi1 DNA’larin Elektroforetik Analizi

PCR sonrasi elde edilen DNA {iriinlerinin elektroforetik analizleri % 1.5’luk agaroz jel
iizerinde 1X TAE (0,04 M Tris-acetate, 0,001 M EDTA, pH 8.0) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Agaroz jel, etidium bromid boyamasindan sonra UV

transilluminator tizerinde gézlenmis, jel fotograflar: ¢ekilmistir.

3.2.7. Mekanik Inokulasyon
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Mekanik inokiilasyonda Kilis Ili’nde yapilan suveyler sonucu belirlenen TSWV 7
izolat1 kullanilmistir. Inokiilasyon Moury ve ark. (2004)’nin belirttigi protokole gore
yaprak orneginin 4 hacim 0,03 M fosfat tamponu (Ph 7.0) ve %2 (agirlik/hacim)
DIECA, 0,09 mg/ml aktif komiir ve 0,09 mg/ml karborandumun ezilmesiyle yapilmistir.
Her genotip i¢in yaklagik 20 bitki kullanilmistir. Negatif kontroller sadece tampon

kullanilmak suretiyle inokiile edilmistir (Sekil 4).

Sekil 4. Inokiilasyon Yapilmis Biber Genotipleri

3.2.8 DAS-ELISA Testi
Buzluklarda laboratuvara getirilen Ornekler ayni giin igerisinde TSWV

enfeksiyonlarmin belirlenmesi i¢in DAS-ELISA (Clark ve Adams, 1977) testinde
kullanilmistir. Orneklerden 100 mg tartilarak, TSWV (Agdia) igin tavsiye edilen ezme
tamponu icerisinde 1:10 oraninda kullanilarak ezilmis ve testlemede kullanilincaya

kadar +4°C’de saklanmistir.

ELISA plakalart TSWV poliklonal antiserum ile kaplanmistir. Kaplama islemi i¢in
antiserumlar {retici firmalarin belirledigi; TSWV i¢in 1:200 oranlarinda kaplama
tamponu i¢inde sulandirilmigtir. Plakalar 100 pl/gukur olacak sekilde kaplanmis ve
37°C’de 2 saat siireyle, nem ¢emberi olusturulmus saklama kaplarinda bekletilmistir.

Inkiibasyon sonunda plakalar yikama tamponuyla, 3 kez ve 3 dakika arayla yikanmis ve

tyice kurulanmastir.

Ezme tamponuyla hazirlanmis 6rnekler iki tekerriirlii ve 100 pl/gukur olacak sekilde

plakalara konulmustur. Her viriis i¢in pozitif ve negatif kontroller, antiserum iiretici
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firmalardan viriislere spesifik olarak temin edilmistir. Plakalar +4 °C’de bir gece (16
saat) bekletilmistir.

Plakalar yikama tamponuyla 3 kez ve 3 dakika arayla yikanmis ve iyice kurulanmistir.

Antiserum+enzim konjugasyonu firmalarin tavsiye ettigi oranlarda (TSWV: 1:200),
konjugat tamponu icinde seyreltilmis ve 100 pl/gukur olacak sekilde c¢ukurlara
konulmustur. Plakalar 37°C’de 2 saat siireyle, nem c¢emberi olusturulmus saklama

kaplarinda bekletilmistir.

Plakalar yikama tamponuyla, 3 kez ve 3 dakika arayla yikanmis ve iyice kurulanmistir.

Fosfataz maddesi 1mg/ml olacak sekilde substrat tamponu i¢inde (substrat tamponu
antiserumlarin  temin edildigi firmalarin tavsiye ettigi bilesimde ayr1 olarak
hazirlanmistir) hazirlanmis ve 100 pl/gukur olacak sekilde ¢ukurlara konulmustur.
Plakalar 151k almayacak sekilde saklama kabinda, oda sicakliginda bekletilerek
cukurlardaki renk degisimi izlenmistir. Pozitif kontrollerde renk degisimin gozlendigi
ilk 60 dakikada 405 nm dalga boyunda, ELISA plaka okuyucusunda okumalar
yapilmistir. Negatif kontrollerden 405 nm dalga boyunda elde edilen degerlerin iki

katindan fazla olanlar1 pozitif olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Domates Lekeli Solgunluk izolatlarinin Yayginlik Durumu

Survey alaninda biber yapraklarinda Domates Lekeli Solgunluk etmeninin karakteristik
belirtileri olan semptomlara rastlanmistir. Halkali lekeler seklinde kendini gdsteren
etmenin gorildiigii, halka boyut ve sekillerinin degistigi gozlenmistir. Baz1 bitkilerde
cok kiiciik halkalarin bir araya gelmesi yapragin tamamen sar1 bir hal aldig1 nekrotik

alanlarin olustugu belirtilere de rastlanmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii’'niin Survey Alanindan Toplanan Orneklerde

Meydana Getirdigi Semptomlar

Kilis ili'nde toplanan 32 &rnegin 12’sinde (%37,5) Domates Lekeli Solgunluk
Viriisii’ne rastlanmistir. Orneklerin niikleik asit izolasyonu yapilmis ve TSWV’nin Nsm
bolgesine Ozel primerlerle gergeklestirilen RT-PCR ile elektroforetik olarak
belirlenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii'niin Survey Alanindan Toplanan Orneklerde
PCR ile Belirlenmesi :Markér 1kb (Ayrim100 bp, orta bant 500 bp) PCR Uriinii (Nsm
bolgesi) 825 bp

4.2. Biber Genotiplerinin Etmene Dayamikhhklarinin belirlenmesi

TSWV 7 ile mekanik inokulasyon ve ELISA testleri sonunda biber genotiplerinden
besinde etmen c¢ogalmamis ve negatif sonug vermistir. Kilis {li’nden selekte edilen
Ebeyli genotipleri, CM334 ve Yolo Wonder’dan gelistirilen HD-MOR hatlar1, P.
capsici’ye dayanikli gesitler gelistirmek amaci ile olustural Orient, PVN ve PC hatlari
etmene dayaniklilik sergilememislerdir. Tsw genine sahip P1152225, Chi 7 ile P1159236
secilen izolata dayaniklilik gostermistir. Bunlara ek olarak bu gene rastlanmayan P4 ve

P7 genotiplerinde de negatife yakin ELISA degerleri elde edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Biber Genotiplerinin TSWV 7 ile Mekanik Inokulasyonu Sonrasi 15.
Gostermis Olduklar1 ELISA OD (405 nm) Degerleri

Yapilan calismada TSWV nin bitkide varlig1 belirlenmis ancak sistemik olarak yayilist
arastirilmamistir. Virlisiin bulastirilan yapraklarda bulunmasi bununla birlkte apikal
yapraklarda bulunmamasi virlisiin yayilisinin bitki tarafindan engellendiginin bir
gostergesidir. Virlisiin ksilem veya floemde yayilisinin engellendigi durumlarda bitki
etmene kismen dayaniklidir. Etmenin bitkinin tiimiine yayildigi durumlarda
dayaniklliktan s6z edilemez. Bu nedenle sonraki g¢aligmalarda diisiik O.D. degeri
gosteren genotiplerde etmenin sistemik olarak yayilisi arastirilabilir. Palloix ve ark.
(1989) inokiile ettikleri bitkilerin u¢ kisimlarini keserek yan dallar {izerinde enfeksiyon

olusumunu arastirmis sistemik olarak dayanikliligi belirlemeye caligmistir.

ELISA testi sonuglarina gore segilen 18 genotip SCACS568 primeri ile taranmig 4
genotipte beklenen 568 baz giftine yakin biiyiiklikte banda rastlanmistir. Chi 7, Pl
152225 ve P1159236 bant gosteren genotipler iken Elbeyli 3, Elbeyli 8, HD MOR-2,
HD MOR-3, HD MOR-5, ORIENT E3-2, ORIENT E3-5, P4, PC-13, PC-24, PC-42,
P1152225, P7, PM-815, PVN 3, PVN 4, PVN 8, W4 ve Yolo Wonder genotiplerinde
band gortilmemistir (Sekil 8).
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Sekil 8. SCAC568 Primeri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilan PCR

Uriinlerinin Bant Goriintiisii

P1152225, P1159236 ve CNPH 275 biber genotiplerinde bulunan ve etmene monogenik
dominant bir dayaniklilik saglayan Tsw geni ii¢ genotipte de ayni lokus iizerinde yer
almaktadir (Boiteux, 1995). Biberde etmene dayaniklilig1 saglayan tek dominant gendir
(Black ve ark., 1991). Moury ve ark., (2000) tarafindan yaymladigi giinden bu yana bir
cok ticari biber ¢esidine aktarilmistir. Literatiirde bilidirildigi lizere yapilan ¢aligmada
kullanilan PI1152225 ve P1159236 genotipinde genin varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu
ile belirlenmistir. P4 ve P7 genotiplerinde bant goriilmemesine ragmen inoklasyonu
takip eden 15. giinde yapilan ELISA testinde negatife yakin absorbans degerleri
gorilmiustir.
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5. SONUC ve ONERILER

Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (Tomato spotted wilt virtis=TSWV) biber ve
domatesin de igerisinde yer aldig1 kiiltiirii yapilan 1000°den fazla bitkide enfeksiyon
yapmaktadir. Akdeniz havzasinda en yaygin viriisler arasinda yer almaktadir.
Franklieniella ve Thrips cinslerinde yer alan yaklasik 10 bocek tiirliyle tasinmaktadir.
TSWV'un 20. yy baslarinda ilk kez rapor edilmesinin ardindan 1980'li yillardan sonra
Kuzey Amerika'da, 1987 yilinda Bat1 Avrupa'da ve 1993 yilinda Avustralya'da ve daha
bir¢ok yerde hizla yayilmaya baslamistir. Tiirkiye’de de oldukg¢a yaygin olan viriisiin
Antalya, Hatay ve Samsun illerinde varligi rapor edilmistir. Viriisiin Tirkiye’de ve

diinyada hizla yayilmasinda vektorii Franklieniella occidentalis etkili olmaktadir.

Calismada Domates Lekeli Solgunluk Viriisii’niin Kilis Ili’nde yaygin olarak goriildiigii

belirlenmistir.

Survey alaninda Domates Lekeli Solgunluk etmenine 6zel belirtilere yaprak ve
meyvelerde rastlanmistir. Bitkinin gen¢ doneminde halkalar seklinde kendine gdsteren
tiitlin bitkisine yapilan mekanik inokulasyonlar sonrasinda, Domates Lekeli Solgunluk
Virlisii’niin leke seklindeki belirtileri ileriki donemlerde nekrotik lezyonlara dontistigi

gorilmiistiir.

Yerel genotipler ve kok bogazi yanikligi hastaligina gesit gelistirmek itizere farkli
dayaniklilik kaynaklarindan olusturulan popiilasyonlarda serolojik ve molekiiler
testlerde elde edilen sonuglara gore dayanikliliga rastlanilmamistir. Bununla birlikte
dayaniklilik kaynaklarinda Tsw geninin varligi dogrulanmig, Tsw geni bulunmayan P4
ve P7 genotiplerinde inokulasyonu takip eden 15. giinde negatif ELISA degerleri
alinmistir. Dayanikli olabilecek bu genotiplerde etmenin sistemik ilerleyisine yonelik
caligmalarla birlikte kantitatif ELISA yontemi ile dayanikliligin dogrulanmasi
gerekmektedir.

Bircok stres faktorii kiiltiir bitkileri yetistiriciliginde kalite ve verim kaybina neden
olmaktadir. Viral etmenlerin neden oldugu kayiplarin yildan yila de§ismesi ve bu

kayiplara karst koruyucu miicadele disinda secenek bulunmamasi bitkilerdeki viral

28



etmenlere karst dayanikli ¢esit kullanimini ve dayaniklilik islahininin énemini bir kez
daha 6ne ¢ikarmaktadir. Viriisler ile miicadelede dayanikli ¢esit kullaniminin yanisira
vektorlerle kimyasal, biyolojik ya da entegre miicadele yontemlerinin kullanilmasi

etmenin zararina en aza indirmek bakimindan 6nemlidir.
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