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Makale Bilgileri 0z
Makale Gegmisi Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV) diinyada biber iiretimini sinirlayan ve ekonomik kayiplara neden olan bir
Gelis: 17.11.2022 viral hastalik etmenidir. TSWV’ye dayanikhhg: kontrol eden gen (Tsw) bircok Capsicum chinense biber genotipinde
Kabul: 30.12.2022 (‘P1152225’, ‘P1 159236°, ‘CNPH 275’ “‘C00943’ve ‘7204) tespit edilerek 10. kromozomda haritalanmis ve kultur
Yayin: 31.12.2022 gesitlerine (Capsicum annum) aktarilmistir. Sw-5’in homologu haritalanamamasina ragmen fenotipik olarak benzer
genler domateste vardir, bircok Sw5 homologu hem domotes hem biberde benzer bdlgelerde bulunmustur. Tsw ve
Anahtar Kelimeler: Sw5 arasindaki iliski TSWV’nin genetik ¢alismalar: yoluyla incelenmistir. Viral kokenli bu patojen ile miicadelede
Biber en etkili ve gevreci yol dayanikh gesit kullanmaktir. Calismamizda S3 kademesinde 40 adet genotipin domates lekeli
TSWV, solgunluk virusu (tswv)' e karst dayamm diizeyleri calismalarda SCAR markéri kullaniimistir. Genotiplerin 5 adet

Molekiiler markr homozigot dayanim (RR), 15 adet hassas (rr), 20 dayanikli (Rr) olarak tespit edilmistir.

Determination of TSWYV Resistance Levels of Some Properties of Capia Pepper Lines
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Avrticle History Tomato spotted wilt virus (TSWV) is a viral disease agent that limits pepper production and causes economic losses in
Received: 17.11.2022  the world. The gene controlling resistance to TSWV (Tsw) has been detected in many Capsicum chinense pepper
Accepted: 30.12.2022 genotypes ('PI 152225', 'Pl 159236', 'CNPH 275"C00943', and '7204") and mapped on chromosome 10 it has been
Published: 31.12.2022 mapped to cultivars (Capsicum annum). Although the homolog of Sw-5 could not be mapped, phenotypically similar
genes are present in tomatoes, with many Sw5 homologs found in similar regions in tomatoes and pepper. The
relationship between Tsw and Sw5 has been studied through genetic studies of TSWV. The most effective and

PeKeeyrwords: environmentally friendly way to combat this viral pathogen is to use resistant varieties. Our study investigated the
TSF\)IF\J/V' resistance levels of 40 genotypes at S3 stage against tomato spotted wilt virus (TSWV) investigated. SCAR marker

was used in molecular studies. Genotypes were determined as 5 homozygous resistant (RR), 15 sensitive (rr), and 20

Molecular marker heterozygous resistants (Rr).
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GIRIS

Biber, patlicangiller (Solanaceae) familyasindan Capsicum cinsi icerisinde yer alan bir
sebze turidur. Yetistiricilikte biber verimliligini sinirlandiran birgok abiyotik ve biyotik stres
faktorleri vardir. Domates lekeli solgunluk virtisii (TSWV) diinyada biber dretimini sinirlayan
ve ekonomik kayiplara neden olan bir viral hastaliktir. Domates lekeli solgunluk virlsi
(TSWV) yapraklarin sararmasina ve bazi durumlarda bitkinin yapraklarinin kirmizimsi bir renk
olusturmasina, yaprak uglarinin kirilmasina neden olur iken, govde (zerinde gorulen
simptomlar ise bodurlasma, dal u¢larinda yanma seklinde kurumalar meydana gelir, meyveler
Uzerinde ise, sekil bozukluklar, sigil seklinde kabarciklar meydana gelmektedir (Soler ve ark.,
1998). Hastalik dogrudan meyveleri etkileyip trinin pazar degerini oldukca disurar (Yilmaz,
2002). Patojone kars1 etkin bir micadele yontemi yoktur. Biber tariminda bu en etkin ve en
ekonomik yontem olarak dayanikli ¢esit kullaniimalidir. TSWV’ye dayanikliligi kontrol eden
gen (Tsw) bircok Capsicum chinense biber genotipinde (‘PI 152225, ‘Pl 159236, ‘CNPH 275’
‘C00943’ve “7204°) tespit edilerek 10. kromozomda haritalanmis ve kdltlr cesitlerine
(Capsicum annum) aktarilmistir (Black ve ark., 1991; Costa ve ark., 1995; Boiteux, 1995;
Moury ve ark., 1997; Jahn ve ark, 2000). Sw-5’in homologu haritalanamamasina ragmen
fenotipik olarak benzer genler domateste de vardir ve birgok Sw-5 homologu hem domates hem
biberde benzer bolgelerde bulunmustur. Tsw ve Sw-5 arasindaki iliski TSWV’nin genetik
calismalar1 yoluyla incelenmistir (Jahn ve ark., 2000). Hastalik ve zararlilarla micadelede
kimyasal uygulamalar, kiltirel uygulamalar ve dayamkli cesit kullanimi gibi yéntemler
kullanilmaktadir. Viral hastaliklara kars: kimyasal micadele ile birlikte, kilttrel uygulamalarin
kullanimi da hastalikla micadelede zaman zaman etkisiz kalmaktadir. Dayanikl: ¢esit kullanimi
ise en etkili ve gcevreci miicadele yontemi olarak kabul edilmektedir. Bu yon ile dayanikli gesit
gelistirmek bitki 1slahinin 6nemli konular: arasinda yer almaktadir. Dayanikli gesit kullanim:
sadece verim ve kalitenin artisin1 degil, ayn1 zamanda strdurulebilir bir gevre ile uyumlu bir
micadele yontemidir (Qi ve ark, 2022; Boiteux, 1995; Moury ve ark., 1997). Ginumuzde
bircok yeni cesit gelistirilmis olmasina ragmen hastahik ve zararhlara dayanikliligin
iyilestirilmesi konusunda ¢alismalar halen devam etmektedir. Domates lekeli solgunluk virlsi
biber yetistiriciligi yapilan tlkelerde ciddi kayiplara sebep olmaktadir. Viral etmen Turkiye
dahil dinyanin bircok yerinde 6nemli hasarlar meydana getirmektedir. TSWV (domates lekeli
solgunluk virtsu)’nin kaltdr bitkilerinde neden oldugu (rlin kaybindan kaynaklanan ekonomik
kayip miktari, vyetistirilen bolge sartlarina ve mevsim kosullarina gore degisim
gOsterebilmektedir. Bundan dolay: tarimsal drunlerin ekonomik kayip miktarinin rakamsal
degerini net bir sekilde belirtmenin gl¢ oldugu belirlenmistir (Bos, 1982; Strange ve Scott,
2005). Ayrica meyve kalitesinin diismesine bagli olarak Urtinlerin pazar verimin dismesi de bir
baska kayip olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alisma ile tlkemizde ekonomik olarak yetistiriciligi
yapilmakta olan biber genotiplerinin domates lekeli solgunluk viriisi (TSWV) ' e kars1 dayanim
durumlar1 molekdler olarak belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Bitkisel Materyal

Calismada 2021 bahar Aksu ilgesinde SELKO sirketine ait AR-Ge serasinda S3
kademesinde 40 adet kapya tipi biber bitkisel materyalini olusturmustur.
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Ydntem

Molekdler karakterizasyon icin gen¢ fide doneminde bulunan bitkilerden steril bistiri
yardimiyla bitkinin saglikli, gen¢ yapraklarindan her genotipin temsil edecek sekilde on adet
bitkiden DNA izolasyonu icin 6rnekler alinmistir. Bitkilerden alinan geng yaprak érnekleri 80
°C derin dondurucuda DNA izolasyonu yapilincaya kadar muhafaza edilmistir. Biber yaprak
doku 6rneklerinden toplam DNA izolasyonu, QiagenTissueLyzerllcihazinda CTAB protokoliine
gore gerceklestirilmistir. Biber yaprak DNA o6rnekleri ve CAPS molekdler isaretleyiciler
(Moury ve ark., 2000) (asagida Cizelge 1’de verilmistir) kullanilmistir. PCR reaksiyonlari Frary
Onerilen yonteme gore yapilmistir. Bu yonteme goére: 25 pl reaksiyon karisimi icerisinde 1 pl
kalip DNA (40-60 ng/ul), 2.5 pl 10X PCR tampon c¢ozeltisi (1x), 0.5 pl dNTP (0.2 mM), her
birinden 0.5 pl olmak Gzere ileri (Forward) ve geri (Reverse) primerler (10 pmol), 0.25 pl
Tagpolymerase enzimi (0.25U) ve 19.75 pl steril dH2O icermektedir. PCR reaksiyonlari
GeneAmMp®PCRSystem 9700 (Applied Biosystems) cihazi kullanilarak yapilmistir. PCR
dongusi (35 dongu igin 94°C/5 dakika, 94°C/30 saniye, 50°C/45 saniye, 72°C/45 saniye 72°C/5
dakika ve so sicaklik 4°C) kullanilarak uygulanmistir amplifikasyonun olup olmadigi, PCR
urunleri %1’lik agarose jelde yurttulerek amplifikasyonun olup olmadig: kontrol edilmistir.
PCR drunleri polimorfizm saglayan (gerekli ise) uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilmistir.
Bu iglem icin 15 pl PCR urund, 1.5 pl 10x kesimleme tampon ¢ozeltisi (1x), 0.2 pl (100x) BSA
(1x) (enzim icin gerekliyse), 0.5 ul restriksiyon enzimi ve 2.8 ul steril dH20 kullanilmastur.
Reaksiyonda kullanilan enzim tipine bagl olarak uygun sicakliklarda en az 3-4 saat inkiibe
edilmistir. Orneklerin kesimlenen parcaciklarinin ayristiriimas: icin kapiller relektroforez
sistemi kullanilmastir.

Tablo 1. Hastal:k testlemesinde kullan:lan primer listesi.

Markor isimleri Markorler Primerlerinnikleoit dizilimi
SCAC568- F SCAR GTGCCAGAGGAGGATTT
SCAC568-R SCAR GCGAGGTGGACACTGATA

BULGULAR VE TARTISMA

Molekdler islemler sonucunda elde edilen 6rnekler kapillar ektroforez sistemi ile
gorintilenmis bu gorintuler degerlendirilerek pozitif ya da negatif seklinde dayaniklilik
durumlar: belirlenmistir. Sonug olarak ¢alismada yer alan biber genotiplerinin TSWV etmenine
kars1; % 12.5 homozigot dayanimh (RR), % 67.5 heterozigot dayanimli (Rr), % 20’sinin ise
hassas (rr) oldugu belirlenmistir.

Celik ve ark., (2018), yaptiklar1 bir calismada 210 bitki fide déneminde SCAC568 markiri
ile taranmis ve 44 bitki hassas, 166 bitki heterozigot dayanikli olarak belirlenmistir. Coban
(2021)’in yaptig1 bir calismada SCAR yontemi ile, 6 farkli F1 bitkisinin TSWV hastaligina
dayanmiklilik geni tasidhig:i tespit edilmistir. Biberde yapilan baska bir calismada F2
populasyonunda, 26’sinin heterozigot (Rr), 14 homozigot (RR) dayaniml: ve 12 hassas (rr)
olarak bulmustur. Ayrica F2 populasyonun 56 adetinden PCR Grund elde edilmis bunlarin Xbal
enzimi ile yapilan kesim analizi sonucunda, 11 adet hassas (rr) bireye ait PCR drinlnin kesime
ugramachgin bildirilmistir (ikten, 2019). Polat ve ark., 2016°da yaptiklar: calismada 118 birey
testlenmis ve 568 bp band elde edilen 48 homozigot birey tespit edilmistir. Calismada
SCACS568 kullanilarak dayanikli ve homozigot- heterzigot dayanikli bireylerin belirlenmesinde
yontemin basarili sekilde uygulanabilir oldugunu bildirmiglerdir. Kin ve ark., (2013)'de
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yaptiklart calismada 773 birey testlenmis ve 455 homozigot dayanikli, 117 heterezigot
dayanikli olarak bildirilmistir. Yapilan baska bir calismada CAPS markirlar: kullaniimis ve 346
genotip icerisinden 150 adet homozigot (RR) 83 adet heterezigot (Rr) dayanikli ve 113 adet
hassas (rr) oldugunu tespit etmislerdir (Ozalp, 2019).

Tablo 2. Genotiplerin TSWV’ye Dayan:mlar:n: Gosteren Cizelge

Genotip (TSWV)  dayanim Genotip (TSWV)  dayanim
No durumu * No durumu *
2-1 Rr 46-1 rr
2-3 Rr 49-1 Rr
3-2 Rr 50-1 Rr
14-1 RR 53-1 Rr
20-1 Rr 55-1 rr
21-1 Rr 58-1 Rr
22-1 Rr 59-1 rr
32-1 Rr 60-1 Rr
33-1 Rr 61-1 rr
34-1 Rr 61-2 rr
26-1 Rr 66-2 rr
37-1 Rr 72-1 Rr
37-2 RR 73-1 rr
37-3 Rr 74-1 rr
39-1 Rr 78-1 Rr
42-1 Rr 82-1 RR
43-1 Rr 82-3 Rr
45-1 RR 84-1 Rr
45-2 Rr 85-1 Rr
45-3 RR 85-2 Rr

*: RR =homozigot dayanikli, *: Rr = heterozigot dayanikli, *: rr =hassas

SONUC

Sonug olarak diinya izerinde oldukga genis bir Uretim alan1 ve Uretim miktarina sahip
olan biber yetistiriciliginde dnemli problemler olusturan Domates lekeli solgunluk viristne
(TSWV)'e kars1 dayaniklilik genine sahip olan genotiplerin bulunmasi 1slah agisindan degerli
bir durumdur. Calisma sonucunda biberde énemli problemler olusturan Domates lekeli
solgunluk viriisiine dayanim diizeyi g6z énine alinmistir. Tez ¢alismamizda S3 kademesinde
40 genotipin 5 adet homozigot dayanikli, 27 adet heterzigot dayanikli ve 8 adet hassas rr
TSWV’ye dayanimlarinin molekiler olarak belirlenmistir. Calismanin sonucunda homozigot
dayamm gosteren 14-1, 37-2, 45-1, 45-3, 82-1 nolu genotiplerin ileride yuratulecek 1slah
calismalar: icin evebeyn hat potansiyelleri ortaya ¢ikmistir. Bu galisma sonucu elde edilen
veriler 1s1ginda melezleme programlar: olusturulabilecegi ve TSWV ye dayanikli kapya biber
cesitleri gelistirilebilecegi distnulmektedir.

KAYNAKLAR

Black L.L., Hobss, H.A., & Gatti, J.M. (1991). Tomato spotted wilt virus resistance in Capsicum
chinense ‘Pl 152225’and ‘Pl 159236°. Plant Disease, 75, 863.

Boiteux, L.S. (1995). Allelicrelation ships between genes for resistance to tomato spotted wilt to
spovirus in Capsicum chinese. TheoreticalandApplied Genetics, 90(1),146-149.

65



Allam ve ark. (2022) Eregli Tarim Bilimleri Dergisi

Bos, L. (1982). Crop Losses Caused By Viruses. Crop Protection, 1(3), 263-282.

Costa, J., Catala, M.S., Lacasa, A., Diez, M.J., & Nuez, F. (1995). Introduction of plant genetic
resistance to TSWV from C. chinense ‘Pl 159236’ in different pepper genetic back grounds.

Celik, 1., Ramazan, O., Nejla, C., ilknur, P., & SULU, G. (2018). Domates lekeli solgunluk viriisii
(TSWV)’ne dayanikl: sivri biber hatlarinin gelistirilmesi. Derim, 35(1), 27-36.

Coban, O. (2021). Biberde Tswv Dayan:m:nin Yerli Kapya Biber Cegitlerine Molekuler
Isaretleyiciler Kullanzlarak Aktar:imas:. (Yiksek Lisans Tezi), Bursa Uludag Fen
Bilimleri Enstitust, Bahge Bitkileri Anabilim Dali, Turkiye.

Jahn, M., Paran, I., Hoffmann, K., Radwanski, E.R., Livingstone, K.D., Grube, R.C., Aftergoot, E.,
Lapidot, M., & Moyer, J. (2000). Genetic mapping of the Tsw locus for resistance to the
tospovirus tomato spotted wilt virus in Capsicum spp. and its relationship to the Sw-5 gene for
resistance to the same pathogen in tomato. The American Phytopathological Society, 13(6), 673-
682.

Ikten, H. (2019). Farkl genetik kaynaklardan elde edilen F, biber genotiplerinde (Capsicum annuum L.)
TSWV’ye dayanikliligin molekuler analizi. Mediterranean Agricultural Sciences, 32(1), 43-48.

Kiin, A., Atasayar, A., Giinesdogdu, N., Cansizer, A., Ozdemir, D., & Ilbi, H. (2013). Development of
Resistant Varieties to Tomato Spotted Wild Virus and Root Knot Nematodes in Pepper by Using
Molecular Markers. I. International Plant Breeding Congress. Abstract Book, p.454, Oral
presentation. 10-14 November (2013). Antalya.

Moury, B., Pflieger, S., Blattes, A., Lefebvre, V., & Palloix, A. (2000). A CAPS marker to assist
selection of tomato spotted wilt virus (tswv) resistance in pepper. Genome, 43(1), 137-142.

Moury, B., Palloix, A., Gebre-Selassie, K., & Marchoux, G. (1997). Hypersensitive resistance to tomato
spotted wilt virus in three Capsicum chinense accessions is controlled by a single gene and is
overcome by virulent strains. Euphytica, 94, 45-52.

Ozalp, R. (2019). Hibrit Biber (Capsicum annuum L.) Islah:nda Biyolojik Test ve Molekiiler /saretleyici
Yard:muyla Hat ve Aday Hibritlerin Gelistirilmesi. (Doktora Tezi), Akdeniz Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisu, Bahge bitkileri Anabilim Dal.

Polat, 1., Celik, 1., Celik, N., & Ozalp, R. (2016). Biological And Molecular Determination For
Resistance To Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) /n F2 Population Of Long-Type Pepper
(Capsicum Annuum L.). International Symposium on Biotechnology and Other Omics in
Vegetable Science. Acta Horticulturae, 26 (1), 115-120.

Qi, S, Shen, Y., Wang, X., Zhang, S., Li, Y., Islam, M., Wang, J., Zhao, P., Zhan, X., & Zhang, F.
(2022) A new NLR gene for resistance to tomato spotted wilt virus in tomato (Solanum
lycopersicum). Theoretical and Applied Genetics, 135(5), 1493-1509.

Soler, S., Diez, M. J., & Nuez, F., (1998). Effect of temperature regime and growth stage interaction on
pattern of virus presence TSWV-resistant accessions of Capsicum chinense. Plant Disease
Journal, 82(11), 1199-1204.

Strange, R.N., & Scott, P.R. (2005). Plant Disease: A Threat to Global Food Security. Annual
Review of Phytopathology, 43, 83-116.

Yilmaz, S. (2002). Bat1 Akdeniz Bélgesi’nde yeni bir virus hastaligi. Derim Dergisi, 19(2),
55-60.

66



