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Biber (Capsicum annuum L.) sofralarimizda giinliik taze tiiketimden gida endiistrisine kadar genis bir tiiketime sahipken
ayrica kapsaisinoid iceriginden dolay alternatif tedavi yontemleri, tropikal kremler, aerosol spreyler ve savunma silahlar1
gibi ¢ok farklr alanlarda kullanilabilmektedir. Onemli ihracat kalemlerimizden biri olan biberin yetistiricilik alanlarinda
yaygin olarak Domates lekeli solgunluk virlisii (TSWV)’ne rastlanmaktadir. C.chinense tiiriine ait Tsw geni, biberlerde
TSWV’ye karst dayaniklilifi kontrol etmektedir ve bu gen giiniimiizde 1slah metotlar1 ile kiiltlir cesitlerine
aktarilmaktadir. Tsw geni iceren biberler TSWV simptomu géstermezken Ispanya’da 2004, Tiirkiye’de ise Samsun’da
2014, Antalya’da 2016 yillarinda dayanikli biber cesitlerinde simptomlarin gelistigi gézlemlenmis ve rapor edilmistir. Bu
calismada, firmamizin gen kaynaklarinda bulunan yerel ¢esitler; Hatay, Urfa, Antep, Elazig ve Maras biber hatlari
kullanilmistir. Bu biber hatlar1 Tsw geninin varlig1 belirlenmek iizere molekiiler olarak testlenmistir. Gen taramasi yapilan
biberlere, Antalya il¢elerinden Kas, Demre, Kumluca, Aksu, Serik ve Gazipasa’da toplanan TSWV izolatlari
bulastirilarak molekiiler ve klasik testleme arasindaki dogruluk karsilastirilacaktir. Molekiiler olarak Tsw genine spesifik
SCAC568 primeri kullanilarak PCR’da ¢ogaltilmis, ardindan XBAI ve Taql enzimleri ile kesilmistir. Sonuglar 70 adet
bitkiden 2 tanesi homozigot ve 43 tanesi heterozigot dayanikli bulunurken 25 tanesi ise hassas bulunmustur. Farkli 6
bolgeden toplanan izolatlarin bulastirilmasindan 8 giin sonra, molekiiler olarak dayanikli tespit edilen biberlerde simptom
olusmaya basladig1 gézlemlenmistir. Bu biberler TSWV hastalik primerleri ile testlendiginde sonug¢ pozitif ¢cikmistir.
Antalya’da yetistiricilik yapilan bolgelerde yaygin olarak dayanikliligin iistesinden gelen TSWV 1 izolat1 oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: MAS, PCR, tespit, viriis

MOLECULAR DETERMINATION OF THE TOMATO SPOT WILD VIRUS RESISTANCE GENE IN
PEPPER VARIETIES AND COMPARISON WITH CLASSIC TESTS

ABSTRACT

Pepper (Capsicum annuum L.) has a wide consumption on our tables, from daily fresh consumption to the food industry,
it can also be used in many different areas such as alternative treatment methods, tropical creams, aerosol sprays and
defense weapons due to its capsaicinoid content. Tomato spotted wilt virus (TSWV) is commonly encountered in the
cultivation areas of pepper, which is one of our important export items. The Tsw gene of the C.chinense species controls
resistance to TSWV in peppers and this gene is now transferred to cultivars by breeding methods. While peppers
containing the Tsw gene did not show TSWV symptoms, symptoms were observed and reported in resistant pepper
varieties in Spain in 2004, in 2014 in Samsun, and in 2016 in Antalya. In this study, local varieties found in the gene
resources of our company; Hatay, Urfa, Antep, Elazig and Maras pepper lines were used. These pepper lines were
molecularly tested for the presence of the Tsw gene. The accuracy between molecular and classical testing will be
compared by infecting the peppers with gene screening with TSWYV isolates collected in Kas, Demre, Kumluca, Aksu,
Serik and Gazipasa, districts of Antalya. It was amplified by PCR using molecularly Tsw gene-specific primer SCAC568,
then digested with XBAI and Taql enzymes. Results while 2 of 70 plants were found to be homozygous and 43 of them
heterozygous resistant, 25 of them were found susceptible. It was observed that 8 days after the contamination of the
isolates collected from 6 different regions, symptoms began to occur in peppers that were found to be molecularly
resistant. The result was positive when these peppers were tested with the TSWYV disease primers. It was determined that
there is TSWV 1 isolate that overcomes the resistance commonly in the regions where agriculture is made in Antalya.
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GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.) iretimi ve tiiketimi
bakimindan tilkemizde ve diinyada 6nemli ekonomik
dneme sahiptir. Uretim miktarina gére FAO verileri
sirastyla Cin, Meksika ve Tiirkiye’dir [5]. TUIK
bitkisel tiretim istatistiklerine gore iilkemizde 2020
yilt igerisinde biber tiretimi 2.636.905 milyon tondur
[11]. Ulkemizde iller arasinda Antalya’nin bitkisel
iretim degeri 16 milyon TL olup ilk sirada yer
almaktadir. Tiirkiye genelinde oOrtii alti {iretimin
%39’u Antalya’da gergeklesmektedir. Toplamda
312.226 dekar ortii alt1 alanda {iretim yapilmaktadir.
Ortii alti biber iiretimi ise iilkemiz genelinde
2.636.905 ton olup 533.435 tonu Antalya’da
iretilmektedir. Bu rakamlara gore Antalya biber
iiretiminin %68’ini olusturmaktadir.

Fakat biber yetistiriciligi yapilan alanlarda hem
kaliteyi hem de tiretim miktarini etkileyen en énemli
faktorlerin  basinda virliis hastaliklart  gelmekte
oldugunu belirtmistir [1]. Viriis hastaliklarina kars1
basarili kimyasal bir miicadele yontemi bulunmaz. Bu
sebeple tiretimde dayanikli bitki tercih edilmeli ve bu
virisleri ~ tastyan  vektorlere  karst  Onlemler
almmalidir. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii
(TSWYV), Frankliniella occidentalis vektori ile
iretim alaninda hizla yayilabilen bir Tospovirus
oldugunu bildirilmistir [2]. Domates, biber, marul,
titlin gibi 900’den fazla bitki tiiriinde hastalik
olustururken, yabanci otlar ve siis bitkileri viris
kaynagi oldugunu bildirilmistir [7].

Gelismekte olan biyolojik ve biyoteknolojik
caligmalar tarim alaninda da aktif olarak
kullanilmaktadir. Bitki DNA’lar1 molekiiler genetik
analizler sonucu elde edilebilir ve tipki insanlarda
oldugu gibi kimlikleri belirlenebilir, genetik haritalar
cikarilabilir. Ozellikle bitki 1slah ¢aligmalarinda
markir destekli seleksiyon (MAS) ile hastaliklara
kars1 dayanikli genlerin bitkide var olup olmadigi
tespit edilebilir. Biberde TSWV ye kars1 gelistirilmis
Tsw alleleri ile iliskili molekiiller markirlar
kullanilmaktadir. TSWV’ye dayamiklilik geni ile
iliskili olan SCAC568 CAPS markir1 1slah
programlarinda  dayamikli  ve  hassas  biber
genotiplerini ko-dominant seviyede (RR, Rr, 1r) ayirt
etmek i¢in ikten [8] ¢alismalarinda kullanilmustir [2].

Gilinlimiizde dayaniklilig1 saglamaya devam eden
(RI) izolatinin zaman i¢inde mutasyonlara ugramast
ile zamanla dayaniklilig1 kiran (RB) izolatt meydana
geldigini belirtmistir [3]. Ispanya’da biber iiretimi
yapilan alanlarda Tsw geni igeren biberlerde
dayaniklilign kiran TSWYV izolatinin ilk raporu
Margaria ve ark. [10] tarafindan yayimlanmistir [8].
Ulkemizde ilk kez Samsun’da Deligdz [4] biber
yetigtirilen alanlarda rapor edilitken Antalya’da

Fidan [6] dayaniklilig1 kiran izolat rapor edilmistir [4,
6].

MATERYAL VE METOT

Antalya  Biber Uretimi Yapilan Alanlardan
TSWV’li Orneklerin Toplanmast

Kas, Demre, Kumluca, Aksu, Serik ve

Gazipasa’da biber yetistiriciligi yapilan alanlarda
TSWV simptomlu yaprak ve meyve Ornekleri
toplanarak AG Tohum laboratuvarlarina getirilmistir.
Her il¢enin 4 farkli biber serasindan alinan toplam 24
adet ornek laboratuvara getirilmistir. TSWV nin eski
ve yeni irklarina ve 6nemli biber viriis hastaliklarina
kars1 molekiiler markirlar ile testlenmistir.

Biber Hatlarinda
Olarak Belirlenmesi

Tsw Geninin Molekiiler

Firmamizin gen kaynaklarinda bulunan yerel
cesitler; Hatay, Urfa, Antep, Elazig ve Maras biber
hatlar1 kullanilmistir. Bu biber hatlar1 Tsw geninin
varligt  belirlenmek {izere molekiiler olarak
testlenmistir.

5 farkli biber hattindan heniiz fide déneminde
kotiledon yapraktan sonra ¢ikan ilk gercek
yapraklardan ornekler alinmistir. Total niikleik asit
izolasyonu CTAB protokoliine gore yapilmistir.
TSWV’ye dayanikliligi kontrol eden TSW genine
0zgli SCAC568 primeri (Forward 1 ul ve Reverse 1
ul) ve 8 ul EcoTaq 2X PCR Master mix ve 8 ul ddH-0
seklinde hazirlanmigtir. PCR  protokolii; 6n
denatiirasyon 98°C’de 1 dakika olarak baslatilmisg
94°C’de 30 saniye, 57°C’de 30 saniye, 72°C’de 30
saniye ve 36 dongili, son uzama 72°C’de 3 dakika
olarak ayarlanmistir. Cizelge 1°de primer dizilimi
detayl1 olarak verilmistir.

PCR iirtnleri elektroforez jel’de yiiriitiilerek UV
151k altinda goriintiilenmistir. 568 bp’da bant veren
PCR iiriinlerinden 10 ul yeni tiiplere aktarilmustir.
Ornek basina ddH.O 17 ul, buffer 2 ul, FastDigest
XBAI enzimi 1 ul mix hazirlanarak 37°C’de 5 dakika,
65°C’de 3 dakika protokoliinde kesime birakilmustir.
Kesim triinleri tekrar elektroforez jel’de yiiriitiilerek
UV goriintiilenerek bitkilerin dayanikliklik durumlar
belirlenmistir.
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Cizelge 1. Primer dizilimi, boyut ve baglanma

sicakligt
Markir

Dizilim
5’GTGCCAGAGGAG
SCAC GATTTAT3’

568 Reverse 5’GCGAGGTGGACA
CTGATACT3’

Boyut (bp)Baglanma Sicakligy

Forward

568 57

Klasik Testlemeler

Molekiiler  olarak  dayamiklilik  durumlari
belirlenen Hatay, Urfa, Antep, Elazig ve Maras
biberleri klasik testleme i¢in Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bo6limii Viroloji
Deneme Seralarina gotiiriilmistiir.

Antalya ilcelerinden toplanan ve testleme sonucu
TSWV pozitif ¢gikan biber 6rnekleri pagal yapilarak
0.02 M Fosfat tampon (pH:7) ¢ozeltisi + %0.1°1ik 2-
mercaptoethenol  ile  ezilmistir. ~ Dayaniklilik
durumlar1 molekiiler olarak belirlenmis biber
bitkilerine soft-sponge pad yontemi ile bulastirilmus,
ardindan  simptomatolojik  olarak  gdzlemler
yapilmstir.

BULGULAR VE TARTISMA

Antalya Biber Uretimi Yapilan Alanlardan
TSWV’li Orneklerin Testlenmesi

Antalya ilgelerinden toplanan 24 adet Ornek
TSWV’ye karsi testlenmistir. Toplanan orneklerin
tamami  TSWV acisindan pozitif bulunurken,
biberdeki diger dnemli viriis hastaliklar1 agisindan
temiz bulunmustur.

Biber Hatlarinda
Olarak Belirlenmesi

Tsw Geninin Molekiiler

Fide doneminden oOrnek alinarak TSWV’ye
dayaniklilik bakimindan molekiiler olarak testlenen
70 adet bitkiden 2 tanesi homozigot ve 43 tanesi
heterozigot dayanikli bulunurken 25 tanesi ise hassas
bulunmustur.

Klasik Testlemeler

Farkli 6 bolgeden alinan izolatlar dayanikli
bulunan biber hatlarina ayr1 ayri bulastirilarak bir
kombinasyon olusturulmustur. Ayrica farkli izolatlar
hassas bitkilere de mekanik olarak bulastirilarak
kontrol olarak kullanilmustir. Bulastirmadan 15 giin
sonra molekiiler olarak homozigot ve heterozigot
belirlenen dayanikli bitkilerde TSWV simptomlari
gozlemlenmistir. TSWV’ye spesifik primerle ile
testlendiginde sonuglar pozitif bulunmustur.
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Sekil 2. SCAC568 primeri ve XBAI kesim enzimi ile
Tsw geninin molekiiler olarak belirlenmesi S;
Hassas, H; Homozigot dayanikli, Ht;
Heterozigot dayanikli

SONUC

Dayanikli olarak belirlenen biber bitkilerinde
simptom goriilmesi beklenmezken, hassas bitkilerde
simptom goriilmesi beklenen bir durumdur. Fakat
yapilan c¢alismada molekiiler olarak dayanikli
belirlenen biber hatlarinda simptomlar olustugu
gozlemlenmistir. Dayanikliligin kirildig1 daha 6nceki
yapilan ¢alismalarda belirlenmis olup dayaniklilig
kiran izolatin Antalya bdlgesinde biber iiretimi
yapilan alanlarda yaygin oldugu sonucuna
ulagilmastir.

Domates iiretimi yapilan alanlarda da problem
olan TSWV, Ispanya’da {iretim alanlarinda
dayaniklililk  kiran  izolatin  disiik  oranda
gozlemlendigi bildirilmistir [9]. Antalya ilinde
2016’da tespit edilen dayanikliligi kiran izolatin ise
su anda biber {iretiminin yogun olarak yapildig Kas,
Demre, Kumluca, Aksu, Serik ve Gazipasa
ilgelerinde hakim izolat oldugu belirlenmistir.

TSWV’ye karsi dayanmkliligin  kirilmasi ile
birlikte dogal dayaniklilik kaynaklarinin arastirilmasi
ve dayaniklilik gen/genlerinin belirlenmesi ile ilgili
¢ok sayida caligma yapilmistir. Fakat diinyada ve
ilkemizde ticari olarak bulunan c¢esitlerde
dayaniklilig1 kiran izolata karsi dayaniklilik saglayan
bir ¢esit bulunmamaktadir.

Virlis hastaliklart ile miicadelede etkili bir
kimyasalin bulunmayisi ve TSWV’ye kars1 dayanikli
bir ¢esidin heniiz olmayisi kiiltlirel 6nlemleri 6n plana
cikarmaktadir. TSWV’nin aktif ve hizli yayilmasim
saglayan Frankliniella occidentalis vektorii kontrol
altinda tutmak alinabilecek en 6nemli tedbirlerden
biridir.

Molekiiler olarak homozigot ve heterezigot
dayanikli belirlenen ¢esitlere TSWV mekanik olarak
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bulastirildiginda dayaniklilik durumu fark etmeksizin
bitkilerin tiimiinde hastalik olustugu gézlemlenmistir.
Bu durum yeni dayamiklilik  kaynaklarimin
aragtirilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir.
Dayanikliligi kiran izolatlarin Ekim-Subat aylar1
arasinda  bilinen TSWV’ye 0Ozgi  simptom
gostermekte olup sicakligin yiliksek oldugu Nisan-
Mayis aylarinda dayanikliligi kiran izolatin arazide
karsilagildig1 agresif simptomlar gézlenirken ayrica
simptomlarin gézlemlendigi en yogun donem oldugu
belirlenmistir. Erken giiz sezonunda Agustos ayinda
dikilen biberlerde yine benzer agresif simptomlar

gbzlemlenmistir.
Arazide farkli bolgelerden alman ornekler
incelendiginde sicakliklarin artmasi ile birlikte

simptomlarin siddetlendigi spesifik simptomlarindan
uzaklasarak mozaik simptomlara dondiigii, Hiyar
Mozaik Viriisii (CMV) ve Patates Y Viriisii (PVY)
gibi viriislerin simptomlarma benzedigi
gozlemlenmistir. Simptomlar Tsw geni igeren ve
icermeyen cesitlerde farklilik gostermemektedir. Bu
da daha 6nce dayanikliligin kirilmasi ile ilgili yapilan
vaka bildirimleri ile ortiismektedir. Elimizde yerel
farkli genotiplerde Tsw geni iceren hatlar kullanilmis
olup farkli genetik kokene sahip bireylerin
dayaniklilik ~ kiran  izolatlara karsi TSWV
reaksiyonunun ayni oldugu gézlemlenmistir.
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