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OZET

NITELIKLIi BIBER ISLAH HATLARININ GENETIK VE BAZI ViRUS
HASTALIKLARINA DAYANIKLILIK YONUNDEN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

CEYLAN OZLEM OKAY
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BAHCE BITKILERI ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI 39 SAYFA
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESiI ERCAN EKBI(C)

Bu ¢alisma 2017-2018 yillarinda Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Bolimii Biyoteknoloji laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Denemede kullanilan 35 adet
kendilenmis ve saflastirilmis nitelikli biber 1slah hatlar1 ile 3 adet ticari biber ¢esidi
Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidirliigiinden temin edilmistir. Calismada
19 adet SRAP primer kombinasyonu kullanilarak biber hatlarinin genetik
karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica biber 1slah hatlarinda molekiiler markirlar
yardimiyla PVY, TSWV ve PMMoV’'ne dayamiklilik taramalar1 yapilmustir. Ug
burun biber tipine sahip G13 1slah hatt1 her ii¢ hastalia da dayanikli ¢ikmistir. 19
SRAP markir1 toplam 85 allel iiretmis ve bunlarin 56’s1 biber hatlar1 arasinda
polimorfizm gostermistir. Primer kombinasyonu basina ortalama polimorfik allel
say1st 2.94 olarak tespit edilmistir. Primer kombinasyonlarinin ortalama polimorfizm
bilgi icerigi degerleri 0.17 ile 0.98 arasinda degismis ortalama 0.58 bulunmustur.
MEOI1+EMO2 ile ME18+EMI11 primer kombinasyonlarindan en yiiksek polimorfik
allel sayilart (6 allel) elde edilmistir. MEO4+EMO8 primer kombinasyonunun
polimorfizm bilgi icerigi degeri de 0.98 olarak belirlenmistir. SRAP markirlar
verilerine dayali olusturulan dendrogramda biber 1slah hatlar1 5 ana gruba ayrilmistir.
Biber hatlarinin benzerlik indeks degerleri 0.35 ile 0.97 arasinda degismistir.
Korelasyon matrisinin dengrograma yansimasini gésteren mantel test degeri r = 0.90
olarak hesaplanmistir. Temel bilesen eksenlerinden ilk 4’1l biber hatlar1 arasindaki
toplam varyasyonun % 84.9’unu agiklamistir.

Anahtar Kelimeler: C. annuum, SRAP, PCA, Karakterizasyon, Polimorfizm.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF ELITE PEPPER BREEDING
LINES FOR GENETICS AND RESISTANCE TO SOME VIRUS DISEASES

CEYLAN OZLEM OKAY

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

HORTICULTURE

TYPE OF THE THESIS, 39 p.
(SUPERVISOR: DR. OGR. UYESI ERCAN EKBI()

This study was conducted in biotechnology laboratory of Ordu University
Agricultural Faculty Department of Horticulture during 2017-2018. Thirty-five
pepper breeding lines and 3 commercial pepper varieties were kindly provided from
Blacksea Agricultural Research Institute. Total 19 SRAP primer combinations were
used to genetically characterization of pepper breeding lines. Additionally those lines
were screened by molecular markers for PVY, TSWV and PMMoV. The line G13
(icburun pepper type) was found to be resistance for 3 of the viruses. 19 SRAP
primer combinations produced total 85 alleles and 56 alleles were polymorphic for
tested pepper lines. Average polymorphic allele number per primer combinations
were 2.94. PIC of the primer combinations were ranged between 0.17 and 0.98 and
mean value was calculated as 0.58. The primer combinations MEO1+EMO02 and
ME18+EM11 gave the highest polymorphic allele numbers (6 alleles). The highest
PIC value 0.98 was obtained from the MEO4+EMO08 primer combination.
Dendrogram, drawn by SRAP marker data, separated the pepper lines into five
groups. Similarity index values of pepper lines were changed between 0.35 and 0.97.
Mantel test value, represent for correlation matrix in dendrogram, was calculated as r
= 0.90. The first 4 axis of the PCA was expalned 84.9 % of total variation among the
elite pepper breeding lines.

Keywords: C. annuum, SRAP, PCA, Characterization, Polymorphism.
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SIMGELER ve KISALTMALAR LISTESI
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R . Geri Primeri
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UPGMA : Aritmetik Ortalama Kullanilarak Agirliksiz Gruplama Y 6ntemi
SRAP . Sequence-related amplified polymorphism
TAE . Tris (asetat) EDTA (buffer)

TE : Tris EDTA (buffer)

TSWV . Domates Lekeli Solgunluk Virtisii




1. GIRIS

Biber diinyada ve lilkemizde degisik sekillerde yogun olarak tiiketilen 6nemli bir
sebze tiiriidiir. Biberin Solanaceae familyasinin Capsicum cinsi i¢inde tropik ve
subtropik bolgelerde yetisen yaklasik 20-30 tiirii bulunmaktadir (Greenleaf, 1986).
Bunlardan 5 tiir (C. annuum, C. baccatum, C. frutescens, C. pubesces, C. chinense)
ekonomik olarak kiiltiire alinmistir. Islah programlarinda en ¢ok tercih edilen ticari
tir Capsicum annuum’dur (Bosland ve Votava, 2005). Biber 2n= 2x = 24
kromozomludur (Greenleaf, 1986). Biberin diploid genom biiylkligi yaklasik
1.25x109 baz ciftidir (Andrew ve ark., 1996).

Genelde 1liman iklimlerde yetisen biberin kdkeninin 7000 y1l dnceye dayandigi ve
anavataninin Orta ve Giiney Amerika oldugu bilinmektedir (Verit ve ark., 2001;
Ahmed, 2013). Biberin Tirkiye’ye girisi 16. yiizyillda olmustur. Ticari etkilesimler
sonucu Avrupallar tarafindan Istanbul’a getirilen biber, zamanla tiim Anadolu’ya

yayilmistir (Vural ve ark., 2000).

Biber diinyada hemen her yerde yetistirilmektedir. Onemli biber iireticisi iilkeler

Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1 2016 Y1l Diinya Taze Biber Uretim ve Alan Degerleri

ULKELER ALAN (ha) URETIM (ton)
Cin 753.040 17.458.282
Meksika 170.135 2.737.028
Tirkiye 89.032 2.457.822
Endonezya 260.222 1.961.598
Ispanya 17.823 1.082.690
Amerika Birlesik D. 26.830 921.150
Nijerya 96.965 746.157
Misir 41.303 637.760
Cezayir 2.251 596.670
DUNYA 1.938.788 34.497.462

Kaynak: FAO 2018

Cizelge 1.1’de goriildiigii gibi 2016 yilinda diinyada biber tiretimi 1.938.788 ha
alanda toplam 34.497.462 ton olarak gerceklesmistir. Ulkeler bazinda Cin
17.458.282 ton’luk iiretimle birinci sirada yer alirken bunu sirasiyla; Meksika,
Tirkiye, Endonezya ve diger iilkeler takip etmektedir. Tiirkiye 89.032 ha iiretim

alani ile diinya toplam biber iiretim alanlarinin % 4. 6’sin1, 2.457.822 tonluk tiretim



degeri ile de diinya biber tiretiminin % 7.1°ini gergeklestirmistir. Tiirkiye nin her

bolgesinde az veya c¢ok biber yetistiriciligi yapilmaktadir.

Biber toplam ekilis alani, liretimi ve ticareti agisindan yas sebze grubunun en 6nemli
tirlinlerinden birisini olusturmaktadir. Tiirkiye’nin il bazinda biber tiretim degerlerine
baktigimizda salgalik -kapya biberde Canakkale (222.363 ton), dolmalik biberde
Antalya (87.982 ton), sivri biberde Mersin (264.836 ton), ¢arliston biberde Antalya
(74.014 ton) 1. sirada yer almaktadir. Ortii alt1 biber iiretim degerlerine baktigimizda
cam sera ve plastik serada biber iiretiminde Antalya 1. sirada, algak tiinelde salcalik
ve sivri biber tliretiminde Adana, dolmalik ve carliston biber {iretiminde Antalaya 1.
siradadir. Yiiksek tiinel biber iiretiminde ise salgalik biberde Antalya, dolmalik ve

sivri biberde Mersin, carliston biberde Samsun 1. sirada yer almaktadir (TUIK,

2017).

Sebze tiirlerinde ¢esit dinamigi tiiketici tercihleri dogrultusunda oldukg¢a ytiksektir.
Major sebze tiirlerinde her yil ¢ok fazla miktarda gesit gelistirilmektedir. Biyotik
(Sanchez-Solana ve ark., 2016) ve abiyotik stres (Korkmaz ve Durmaz, 2017)
kosullarina dayaniklilik, kalite (Yesil ve Ertung, 2012), verimlilik 6nemli 1slah
amaglaridir. Cesit gelistirme siireci her ne kadar uzun yillar alsa da son 25-30 yilda
teknolojinin gelismesiyle birlikte molekiiler teknikler 1slah programlarinin siiresini
kisaltmistir. Molekiiler yontemler ile 1slahgilar ellerindeki genetik materyalleri hizli
bir sekilde karakterize edebilmekte (Eserkaya Giileg ve ark., 2010; Bozokalfa ve ark.,
2017; Gupta ve ark., 1994), istenilen karakterlere ait genler ile baglantili olan
markirlar gelistirebilmekte (Giilsen ve ark., 2005; Li ve Quiros, 2001), gelistirilmis
markirlar yardimi ile seleksiyon yapabilmekte (Filiz Kog, 2011; Eserkaya Giileg ve
ark., 2010) ve tiirlerin genom haritalarini ¢ikarabilmektedirler (Milligan ve ark, 1998;
Rossi, 1998). RFLP (Kesilmis Cogaltilmis Polimorfik DNA), RAPD (Rasgele
Cogaltilmis DNA Farkliliklar1), AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunlugu Farkliligy),
mikrosatellit markirlari, SNP (Tek Niikleotit Farkliliklar1) ve SRAP (Sekansa Dayali
Cogaltilmis DNA Farkliliklar1) bitki 1slahinda kullanilan baslica molekiiler
yontemlerdir (Li ve Quiros, 2001). Gelismis DNA temelli bu yontemlerin 1slahta

kullanilabilirligi ile birlikte klasik 1slah siirecinde 1slahg¢inin karsisina ¢ikan



sorunlarin iistesinden kolayca gelinebilmekte ve yeni bir g¢esidin gelistirilebilmesi

i¢in uzun yillar beklenmesine gerek kalmamaktadir (Palmer, 1992).

Cesit gelistirme 1slahinin ilk ayagi bitkisel genetik kaynak zenginligidir. Bitki
genetik kaynaklar1 yerel genotipler, bunlarin yabani akraba tiirleri, eski ¢esitler ve
genetik 6zellikleri tam olarak belirlenmis hatlardan olusmaktadir. Bitki 1slah1 ve yeni
cesit gelistirme ¢alismalarinda tasidigi 6nem nedeniyle incelenen bitki tiiriine iligkin
yerel populasyonlarin ve islah hatlarinin hem morfolojik hem de DNA seviyesinde
tanimlanmasi ve bu verilere dayali akrabalik derecelerinin ortaya koyulmasi 6zellikle

hibrit ¢esit gelistirme agisindan biiyiik bir dnem tagimaktadir.

Tiim diinyada iiretim ve tilketim acisindan onemli bir yer teskil eden biberin
yetistiriciliginde hastalik ve zararlilar ciddi bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Biber yetistiriciliginde her yil ciddi {iriin kayiplarina neden olan ve
tiretimi azaltan 506 hastalik, zararli ve yabanci ot bulunmaktadir. Bu etmenlerden

bazilar viriisler, bakteriler, funguslar ve nematodlardir (Agrios, 1988).

Acikta ve Ortli alt1 sebze yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi alanlarda, fide
doneminden hasada kadar gegen gelisme doneminde ortaya g¢ikan bu hastalik
etmenleri, bitkilerin yapraklarinda, gévde veya meyveleri iizerinde halkali lekeler,
klorotik ve nekrotik alanlar, mozaik, sararma, damar bantlagmasi, kiigiilme, yag
lekesi goriiniimlii alanlar, 6z bosalmasi, ¢iiriiklilk ve genel olarak bitki boyunda
kisalma, gibi semptomlara neden olmaktadir. Bu patojenler arasinda viral etmenler,
bitkiden bitkiye vektor boceklerle tasinabilmeleri, cok kisa bir siirede genis alanlara
yayilabilmeleri, mekanik olarak bulasabilmeleri ve o6zellikle direkt bir kimyasal
miicadele yonteminin bulunmamasi nedenleri ile ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu durum
bitkilerde tirin kaybina, kalite bozulmalarina, bazen de iiretimin terk edilmesine
neden olabilmektedir. Virlisiin saptanmasi, tanilanmasi, Ozelliklerinin ortaya
konularak tasinma yollarinin belirlenmesi, bu viral etmenlere karsi yapilacak
miicadele yontemlerinin ve uygulamalarin esasin1 olusturmaktadir. Viriis hastaliklar
ile en 1yi miicadele eger var ise dayanikli ¢esit kullanilmasidir. Bu da dayanikli ¢esit

1slahinin 6nemini ortaya koymaktadir.

S6z konusu hastaliklara karst dayaniklilik i¢in klasik testleme yoOntemleri

kullanildiginda, etmenle inokiilasyon, ortam kosullar1 ve etmenin agresifligine bagh



olarak inokiilasyondan belli bir siire sonra bitkideki hastalik belirtilerine gore
dayaniklilik degerlendirmeleri yapilmaktadir. Bu yontem hem zaman alicidir hem de
testlemede pek cok faktdre (inokiilasyon yontemi, etmen, ortam kosullari) bagh
olarak belirtilerde degisiklik gostermesi giivenirligi etkilemektedir. Ayrica ayni
bitkide birgok hastalik testlemesinin ayni anda yapilamamasi 1slah siirecini daha da
uzatarak bir¢cok hastalifa dayanikli hat ve ¢esidin gelistirilmesini giiglestirmektedir.
Islah programlarinda molekiiler markir yardimli seleksiyon (MAS) metotlarinin
gelismesiyle, minimum zaman ve maddi girdisiyle maksimum giivenilir bilgi
edinilmektedir (Kellerhals ve ark., 2008). Boylelikle iistiin genotiplerin bulundugu
bir popiilasyon elde edilmektedir (Milligan ve ark, 1998). Bugiin istenilen
genotiplerin  se¢cimi DNA seviyesinde yapilabilmekte arazide ya da sera

denemelerinde uzun yillar siiren asamalara gerek kalmamaktadir.

Major sebze tiirlerinde her yil 1slah¢1t kurum ve kuruluslar tarafindan piyasaya yeni
gesitler c¢ikarilmaktadir. Islah¢i kurum ve kuruluslarin varliklarini  devam
ettirebilmeleri bu ¢esit dinamigine uyum saglamalar1 ile miimkiindiir. Bu yilizden
islah¢ilarin  ellerindeki genetik kaynagin zenginligi ve niteligi c¢ok Onemlidir.
Yiiriitiilen bu ¢alismada Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii biinyesinde bulunan
biber 1slah hatlarinin genetik karakterizasyonu ile PVY (Patates Y viriisii), PMMoV
(Biber hafif leke wiriisii) ve TSWV (Domates benekli solgunluk viriisii)’ne

dayaniklilik yoniinden molekiiler markirlar ile taranmasi amag edinilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1 Molekiiler Calismalar

Sitthiwong ve ark., (2005) Tayland’dan 10 biber (Capsicum annuum L.) genotipinin
genetik karakterizasyonunu RAPD markirlart ile test etmislerdir. Calismada 12
RAPD primeri kullanilmistir. Arastiricilar denemeye konu olan 10 biber genotipi
arasindaki benzerlik katsayisinin  0.209 ile 0.891 arasinda degistigini tespit
etmiglerdir. Calisma sonucu elde edilen dendrogramin iki ana gruba ayrildigim
bildirmislerdir. RAPD markirlarina dayali olarak elde edilen kiimelemenin, farkli

biber genotiplerinin morfolojik 6zellikleri ile tutarli bulundugu rapor edilmistir.

Kwon ve ark., (2005) yaptiklar1 ¢alismada SSR markirlarini kullanarak bazi biber
(Capsicum annuum L.) ¢esitlerini tanimlamayir ve morfolojik 6zelliklerinin
homojenligini ve kararliligin1 karsilastirmayr amaglamislardir. Calismada otuz alt1
biber genotipi kullanilmig, 27 SSR primeri 89 polimorfik bant iretmistir.
Arastirmacilar incelenen biber genotiplerinin benzerlik degerlerinin 0.65-1.00
arasmda degistigini bildirmislerdir. Kullanilan SSR primerlerinin PBI degerlerinin

0.03 ile 0.877 arasinda degistigi ve ortalama PBI degerinin de 0.529 oldugu

belirlenmistir.

Chen ve ark., (2007) 15 biber genotipinin karakterizasyonunda RAPD ve ISSR
markirlarin1 kullanmiglardir. Calismada test edilen 23 RAPD primeri toplam 209
bant ve 16 ISSR primeri de 94 bant vermistir. Primer basina ortalama bant sayisi
RAPD primerleri igin 9.09 iken ISSR primerlerinde bu deger 5.88 olarak
belirlenmistir. Arastirmacilar biber genetik kaynaklarinda ISSR primerlerinin RAPD
primerlerinden daha fazla genetik farklilhik yakaladigini ve genetik farkliliklar
belirleme ¢alismalarinda ISSR markirlarinin RAPD markirlarindan daha uygun ve

daha giivenilir oldugunu bildirmislerdir.

Costa ve ark., (2009) biber genotiplerinde morfolojik ve molekiiler karakterizasyon
calismasini  yliriitmislerdir.  Biber  genotiplerinin 52  adedi  molekiiler
karakterizasyonuna alimmis ve 8 adet RAPD primeri kullanilmisgtir. RAPD
primerlerinden elde edilen veriler ile olusturulan dendrogramda genotipler % 50
benzerlik indeksi ile 2 ana gruba ayrilmis ve ilk grupta 3 alt kiime olusmustur.

Arastirmacilar genetik kaynaklarin karakterizasyonunda morfolojik veriler ile RAPD



markirlarinin tamamlayict oldugunu ve bu gibi diversifikasyon ¢alismalarinda farkli

tekniklerin kullanilmasinin 6nemli oldugunu vurgulamislardir.

Xiaohua ve ark., (2010) biberde genetik karakterizasyon i¢in RSAP, SRAP ve SSR
markir sistemlerini karsilastirmislardir. Calismada 10 biber 1slah hatti bitkisel
materyal olarak kullanilmistir. Biber hatlarinin genetik karakterizasyonunda 41
RSAP primer kombinasyonu, 23 SRAP primer kombinasyonu ve 23 SSR primeri test
edilmistir. Test edilen markir sistemlerinden RSAP 538 polimorfik bant, SRAP 230
polimorfik bant ve SSR primerleri 21 polimorfik bant vermistir. Primerlerin
polimorfizm oranlar1 RSAP, SRAP ve SSR markir sistemlerinde sirastyla % 25.4, %
29.64 ve % 51.2 olarak belirlenmistir. Arastiricilar lokus basma bant sayilari
bakimindan RSAP primer kombinasyonunda ortalama 51.7 bant, SRAP
primerlerinde 64 ve SSR markirlarinda 1.78 adet bant elde edildigini rapor
etmiglerdir. Biber hatlar1 arasindaki genetik uzaklik araligi 0.171-0.789 olarak tespit

edilmistir.

Xu ve ark., (2011) biber genetik kaynaklarinin molekiiler karakterizasyonunda SRAP
markirlarint ~ kullanmiglardir.  Arastirmacilar 72 biber genetik materyalin
karakterizasyonunda 17 SRAP primerini test etmislerdir. SRAP primer
kombinasyonlar1 toplam 182 bant olusturmus ve bunlarin 118’i polimorfik bant
olarak belirlenmistir. Biber genotipleri arasindaki benzerlik katsayis1 0.56 ile 0.91
arasinda degismistir. SRAP verilerinden olusturulan kiimeleme analizinde 72 biber
genotipi 8 gruba ayrilmistir. Arastirmacilar morfolojik verilere dayali yapilan
karakterizasyon ile SRAP markirlarina dayali karakterizasyon arasinda farkliliklarin
oldugunu ve SRAP markirlarinin kullanilmasi ile genetik karakterizasyonun daha

etkili ve stabil oldugunu vurgulamislardir.

Liu Zhiain ve ark., (2011) yiirtttiikleri calismada SRAP markirlarini kullanarak biber
(Capsicum spp.) gen kaynaklari arasindaki genetik g¢esitliligi morfolojik ve
molekiiler olarak arastirmiglardir. Morfolojik 6zellikler kullanilarak yapilan
karakterizasyon calismasinda biber genotipleri 4 gruba ayrilmis ve aralaridaki
benzerlik indeks degeri 0.69 bulunmustur. Arastirmacilar biber genotiplerinin
molekiiler karakterizasyonunda 17 SRAP primeri kombinasyonu kullanmislardir.

Kullanilan 17 SRAP primer kombinasyonunun toplam 182 bant verdigi ve bunlarin



118’inin biber genotipleri arasinda polimorfizm gosterdigi bildirilmistir. Ayrica
molekiiler karakterizasyonda Dbiber genotipleri arasindaki benzerlik indeksi
degerlerinin 0.56 ile 0.91 arasinda degistigi ve genotiplerin de 8 grup olusturdugu

rapor edilmistir.

Wu ve ark., (2012) biberde genetik uzaklik ve heterozis arasindaki korelasyonlarin
belirlenmesi {izerine ¢aligmiglardir. Calismada 5 baba ebeveyn, 6 ana ebeveyn ve
bunlardan yar diallel metoduyla elde edilen 25 F1 hibrit test edilmistir. Ebeveyn
hatlar1 arasindaki genetik uzakliklarin  belirlenmesinde SRAP  markirlar
kullanilmistir. Arastirmacilar ebeveyn hatlar arasindaki genetik uzaklik degerinin

artmasina bagli olarak verimde heterozis etkisinin arttigini bildirmislerdir.

Villela ve ark., (2014) yaptiklar1 g¢alismada Brezilyanin farkli bdolgelerinde
yetistirilen Capsicum baccatum tiiriine ait 20 adet biber yerel genotipini SSR
markirlar ile taramiglardir. Arastirmacilar 8 SSR primerinin genotipler arasinda
toplam 43 polimorfik bant verdigini ve primer basina ortalama 5 bant elde edildigini
bildirmislerdir. Kullanilan primerlerin PBI degerlerinin 0.54 ile 1.00 arasinda

degistigi bildirilmistir.

Dhaliwal ve ark., (2014) biberde SSR markirlart ile genetik karakterizasyon
calismasini yiriitmiislerdir. Denemede toplam 64 biber genotipi 50 SSR primeri ile
taranmigtir. Kullanilan 50 SSR primerinden 27 tanesi polimorfik bantlar vermistir. 27
primer toplam 75 bant (ortalama 2.78) olusturmustur. Bu pimerlerin polimorfizm
bilgi igerik (PBI) degerleri de 0.39 ile 0.78 (ortalama 0.59) arasinda degismistir. SSR
markirlar ile karakterize edilen biber gen kaynagi 9 kiimede gruplandirilmistir.
Arastirmacilar kullanilan SSR primerlerinin biber genotiplerini ayrimlamada etkili

oldugunu rapor etmislerdir.

Torres ve ark., (2014) yiiriittikkleri ¢alismada Capsicum annuum ve Capsicum
pubescens biber tiirlerinde ISSR ve SSR markirlarin1 Kkullanarak intraspesifik
ayrimlama yapmislardir. Arastiricilar ¢alismada 8 adet ISSR primeri kullanarak
toplam 38 bant elde etmislerdir. ISSR markirlart kullanilarak elde edilen bant sayilar1
15 ila 23 arasinda degisiklik gostermis olup, iki markirdan da polimorfik veri
saglanmistir. ISSR i¢in PBI degeri 0.77 bulunmustur. Her iki tiirde de SSR markirlar

kullanilarak tanimlanan sonuglarda markir basina bant sayisi, 1 ila 10 arasinda



degismistir. SSR i¢in ortalama PBI degeri 0.5 bulunmustur. Her iki teknigin de test
edilen iki Capsicum tiiriinii ayirt etmede etkili oldugu bildirilmistir.

Tsaballa ve ark., (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada Yunanistan’dan toplanmis 30
yerel biber genotipi ile bir ticari ¢esidi ISSR, SCoT ve EST-SSR markirlan ile
karakterize etmislerdir. Caligmada ISSR ve SCoT tekniklerinin denemeye alinan

genotipleri iyi bir sekilde ayrimladigini bildirmislerdir.

Zhang ve ark., (2016) yiiriittiikleri ¢alismada Cin’in 31 farkli bolgesindeki biber
genetik kaynaklarindan 372 adet yerel ¢esit ve genotipin SSR markirlari ile taranarak
cesitler arasindaki genetik iliskiyi ortaya koymayr amaglamiglardir. Calismada 28
SSR primeri kullanilarak toplam 363 polimorfik bant iiretilmistir. Arastiricilar biber
genotipleri arasindaki benzerlik katsayilarmi 0.09 ile 0.92 arasinda, primerlerin PBI

degerlerinin ise 0.08 ile 0.092 arasinda oldugunu tespit etmistir.

Bhatt ve ark., (2017) kimyon genotiplerinin molekiiler karakterizasyonunda SRAP
markirlarini kullanmiglardir. Arastiricilar, 2 ileri (MeO1 ve Me02) ve 6 geri (EmO01,
Em02, Em03, Em04, Em05 ve EmO06) olmak {iizere toplam 12 SRAP primer
kombinasyonu ile kimyon genotiplerini ayrimlamaya calismislardir. Kullanilan
primer kombinasyonlarinda toplam 65 bant elde edilmis ve bunlardan 60’1nin
polimorfik oldugu bildirilmistir. Primer kombinasyonlarinin bireysel olarak
olusturduklar1 toplam bant sayist 3 ile 14 arasinda degisir iken polimorfik bant
sayillar1 da 1 ile 13 arasinda degismistir. Me0Ol+EmO5 primer kombinasyonu
toplamda en yiiksek bant sayisin1 vermistir (14 bant). Elde edilen bu bantlardan 11’1
polimorfik olarak gézlenmistir. Bunu toplamda 13 bant veren MeO1+EmO1 primer
kombinasyonu takip etmistir. Ayrica bu primer kombinasyonunda elde edilen biitiin
bantlar kimyon genotipleri arsinda polimorfik olarak gozlemlenmistir. Primer
kombinasyonlarmin polimorfizm bilgi igerikleri (PBI) 0.14 ile 0.51 arasinda
degismistir. En yiiksek PBI degeri (0.51) Me02+EmO06 primer kombinasyonundan

elde edilmistir.

Bozokalfa ve ark., (2017) biber genotiplerinin genetik karakterizasyonunda SRAP
markirlarint kullanmiglardir. Arastirmacilar ¢alismada 33 primer kombinasyonunu
test etmisler ve bunlardan 23’iiniin biber cesit ve genotipleri arasinda polimorfizm

olusturdugunu  belirlemislerdir.  Polimorfik olarak  belirlenen 23  primer



kombinasyonu toplamda 202 adet polimorfik bant olusturmustur. Temel bilesen
analizinin ilk 9 ekseni genotipler arasindaki toplam varyansin % 85.18’ini
aciklamistir. Yapilan kiimeleme analizinde kofenetik korelasyon katsayisinin r=0.85
oldugu ve bu degerin biber genotipleri arasindaki benzerlik katsayilarini 6nemli
derecede etkiledigi bildirilmistir. Arastirmacilar olusturulan dendrogramda biber
genotipleri arasinda % 64’liikk bir benzerlik katsayisinin genotipleri 4 ana gruba
ayirdigini bildirmislerdir. Ayrica SRAP markirlari ile olusturulan benzerlik indeksine
gore birbirine en yakin olan genotipler arasindaki benzerlik indeks oraninin % 93

oldugu tespit edilmistir.

Sharmin ve ark., (2018) 20 adet yerel biber genotiplerinin karakterizasyonunda SSR
primerlerini kullanmiglardir. Calismada kullanilan 5 adet polimorfik SSR primeri
toplam 10 bant vermistir. Primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) 0.225 ile
0.50 arasinda degisirken ortalama orani ise 0.371 olarak tespit edilmistir. En yiiksek
PBI degeri CAMS-806 primerinden elde edilirken bunu 0.489 deger ile GPMS-161
SSR primeri takip etmistir. SSR markirlarina dayali verilerden olusturulan benzerlik
indeksi ilgilesim matrisi degerleri 0.000 ile 1.000 arasinda degismistir. Kiimeleme
analizinde 20 adet biber genotipi 2 ana gruba ayrilmistir. Arastiricilar SSR

markirlarinin biber genotiplerini ayrimlamada etkili oldugunu vurgulamislardir.



2.2 Viriis Calismalan

Ekbig (1998), biberde PVY’ye dayaniklilik 6zelligi i¢in Bulk Segregant Analizi ile
RAPD isaretleyicilerin belirlenmesi amaciyla KM1 ile SCM 334 melezlemesinden
elde edilen F2 ve GML1 populasyonu kullanmistir. Arastirict ¢alisma sonucunda,
PVY’nin degisik wrklarina dayaniklilik saglayan Pvrd genine ait bir molekiiler
isaretleyici elde edemediklerini ancak, SCM 334’iin sahip oldugu Pvr4 geninin
PVY’ye kars1t monogenik bir dayaniklilik sagladigini tespit etmislerdir. Bu sonuglara
dayali olarak dayaniklilik 1slahinda geri melezleme yontemi ile bu dayanikliligin

aktarilabilecegini bildirmistir.

Arnedo-Andrés ve ark., (2002) biberde PVY’ ne dayaniklilik saglayan Pvr4 lokusuna
baglt RAPD ve SCAR markirlart gelistirmiglerdir. PVY’ne dayanikli SCM-334 ile
hassas YoloWonder biber genotipleri resiprokal olarak melezlenmis olusan Fi
bireyleri kendilenerek 110 adet F» bireyi olusturulmustur. F> bireyleri de
kendilenerek her biri yaklasik 25-30 bitkiden olusan toplam 96 F3z hatti elde
edilmistir. Bununla birlikte F1 bitkilerinin ebeveyn hatlarla melezlenmesi ile BC1
populasyonlart da olusturulmustur. Olusturulan populasyonlar mekanik inokiilasyon
ile virtise dayaniklilik yoniinden taranarak fenotipte dayanikli ve duyarli bireyler
belirlenmistir. Bulksegregant analizi (BSA) ile toplam 800 RAPD primeri test
edilmistir. Primer basina ortalama bant sayis1 6 ile 7 arasinda ¢ikmistir. Test edilen
primerlerden 2 tanesi DNA bulk’lar1 arasinda polimorfik olarak belirlenmistir.
Bulk’lar1 olusturan bireyler polimorfik bant olusturan primerler ile test edildiginde
bu primerlerden biri duyarli genotiplerden olusan 11 bitki igerisinde sadece 1
tanesinde bant olusturdugu i¢in bu primer iptal edilmis ve sadece UBC19 primeri
Pvr4d lokusuna bagli markir olarak kaydedilmistir. Polimorfik olarak elde edilen
UBC191432 primerinin polimorfik bandindan olusturulan SCUBC19 SCAR
markirmin  genomda bulundugu yer ve/veya ¢ok biiylikk olmasindan dolay

seleksiyonda yanlis pozitifler verdigi bildirilmistir.

Arli-Sokmen ve ark., (2005) Samsun ilinde yaptiklari caligmalarda biberde zarar
yapan viriislerin belirlenmesinde (AMV, CMV, PVY, ToMV, TMV, TSWV) DAS-
ELISA yontemini kullanmiglardir. Bu viriislerin kimligini belirlemek i¢in tarlada

yetisen biberlerden toplam 313 6rnek toplanmustir. Test edilen 313 bitkinin 42'si iki
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kat enfekte olmustur. Arastiricilar bitki 6rneklerinin % 15.4°tGiniin TMV+PVY ile
bulasik oldugunu bildirmislerdir. Bu ayn1 zamanda Tiirkiye'deki biber tarlalarinda
AMV'nin ilk raporu olarak kabul edilmistir.

Matsunaga ve ark., (2003) Capsicum tiirlerinde biber hafif leke viriisiine (PMMoV)
dayaniklilik saglayan L4 lokusu igin seleksiyonda kullanilabilecek markirlar
gelistirmek i¢in g¢aligmiglardir. Calismada dayanikli genitorler ile hassas cesit
melezlemesinden elde edilen F2 a¢ilim populasyonunu mekanik olarak testlemisler
ve fenotipine gore dayanikli ve hassas iki DNA grubu (Bulk Segregant)
olusturmuslardir. Aragtirmacilar L4 allelinin varligin1 gésteren markirlar belirlemek
amaci ile 172 adet 10 bazlik RAPD primeri ile 344 adet 12 bazlik primerler olmak
izere toplam 516 primeri test etmislerdir. Denemede sadece bir RAPD primeri
(WA31) 1500 bp uzunlugunda L* lokusunun varligimi gosteren bir bant vermistir.
Arastirmacilar bu bandi jelden ekstrakte ederek sekanslamislar ve buradan 1500 bp
agirliginda tek bant veren ve dayanikliligi gosteren bir SCAR  markir
olusturmuslardir. Yapilan analizler ile bu markirin gene olan uzakliginin 1.5 cM’dan

daha yakin oldugu hesaplanmistir.

Demir (2005), Kahramanmaras ve il¢elerinden topladigi 171 biber 6rnegini CMV,
AMV, PVX, PVY, PMMoV ve TEV i¢in DAS-ELISA yontemi ile testlemis ve
orneklerin % 52.6’sinin bir veya daha fazla viriisle enfekteli oldugunu bildirmistir.

Toplanan 6rneklerde PMMoV ’nin enfeksiyon orani ise % 8.2 olarak belirlenmistir.

Moodley ve ark., (2015) 6 adet hibrit biber ¢esidini PVY’ne dayaniklilik i¢in hem
klasik inokiilasyon hem de ARMS-PCR (Tetra-primer amplification refractory
mutation system polymerase chanereaction) teknigini kullanarak test etmislerdir.
Test edilen 6 F1 hibrit cesitte Patates Y Viriisiine dayaniklilik kontroliinde rol
oynayan pvr2* lokusunun genotipini ortaya ¢ikarmiglardir. Arastiricilar hassas olan
tiim gesitlerin pvr2™ alleline sahip oldugunu ve bu allelin varliginin viriise hassashkta

baskin oldugunu bildirmislerdir.

Salamon ve ark., (2016) biberde TSWV’ne dayanikli hibrit gelistirmek amaci ile
dayanikli bireylerin seleksiyonunda Tsw genine bagli SCAR markir sistemini
kullanmiglardir. Aragtirmacilar bir ac1 biber ¢esit ile bir tath biber ¢esidini TSWV’ne
dayanikli melezinden (P.I. 159236) ¢ekilen TSR hatt1 ile caprazlamiglardir. F1, F2 ve
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BC1 bireyleri viriilensi yiiksek TSWV-PO0 izolat1 ile mekanik olarak bulastirilmistir
ve dayanikli bireyler fenotipte belirlenmistir. Fenotipte dayanikli olan bireyler SCAR
T12 markin ile testlenmis, F1 ve BC1 popiilasyonlarindan DH bitkiler ¢ekilmistir.
DH bitkilerden Tsw genini tasiyanlar SCAR markir1 yardimu ile belirlenmistir.

Celik ve ark., (2017) biber 1slah hatlarint molekiiler markirlar yardimi ile TSWV’ne
dayaniklilik yoniinden test etmislerdir. Calisma 2010-2014 yillar1 arasinda Bati
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nde ylriitiilmustiir. Dayaniklilik kaynagi
olarak 3 dayanikli genitér kullanilmis ve genitorler agik tozlanan Serademre 8 ¢esidi
ile melezlenmis ve sonra agilim popiilasyonlar1 (F2-F5) olusturulmustur. Molekiiler
testlemeler sadece F1 ve F5 kademesindeki bitkilere mekanik inokiilasyonun
dogrulanmasi amaci ile uygulanmistir. Arastirmacilar dayanikliligin DNA diizeyinde
belirlenmesinde SCACseg markirim1  kullanmiglardir. Bu markirin - TSWV’ne

dayaniklilikta seleksiyon amaciyla etkili bir sekilde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Karatas ve ark., (2017) baharat yapimina uygun olan 43 kirmiz1 biber hattinin Patates
Y virtisit (PVY)'nin (0), (1), ve (1,2) patotiplerine reaksiyonlarini arastirmislardir.
Calismada PVY’nin, LYE84 (0), CAA16 (1) ve SON4I1P (1,2) izolatlar1 Nicotiana
tabacum L. " Samsun " tiitiin ¢esidi lizerinde ¢ogaltimi yapilmis ve virilisiin varlig
PVY poliklonal antiserum kullanilarak DAS-ELISA testi ile dogrulanmistir. PVY (0)
patotipi, bitki yapraklarinda mozaik, PVY (1) patotipi, yaprak yiizeyinde
deformasyon, yapraklarda ice kivrilma, bitki govdesinde sekil bozuklugu ve
meyvede seritler halinde renk agilmasi simptomlar1 olusturmustur. PVY (1,2)
patotipi, yaprak damari ¢evresinde nekrozlar olusturmustur. Ug¢ kirmiz1 biber hattinda
PVY patotiplerinden kaynakli simptom meydana gelmedigini bildirmislerdir.
Denemelere dahil edilen 43 hattin iki tanesinde (62, 63), PVY patotiplerinin
¢ogalmasi ve yayilmasinin disiik seviyelerde oldugu sonucu elde edilmistir.
Serolojik testlerden alinan sonuglara goére, bu ii¢ hattin, PVY’nin {i¢ patotipine de

dayanikli hatlar oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel Materyal

Denemede Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen 35 adet biber
1slah hatt1 ve 3 adet ticari biber ¢esidi olmak tizere toplam 38 biber hat ve gesidi

bitkisel materyal olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan Genotipler ve Kodlar1

Hat/Cesit Kod Meyve Tipi
209-1 GO01 Kil biber
3YM-4-1 G02 Kil biber
86-1 G03 Kl biber
1YM-2-1-2 G04 Kl biber
S5-1-2-3 G05 Kl biber
CY-1 G06 Kl biber
8YM-9-5 GOo7 Kl biber
14YM-13-2 G08 Kl biber
19YM-4-1 G09 Kil biber
9YM-6-3 G10 Kil biber
15-H-3-1 G11 Ug burun
17-H-2-4 G12 Ug burun
37-H-D-6 G13 Ug burun
DM-4 Gl14 Sivri biber
DM-3 G15 Sivri biber
DM-1 G16 Kapya
43H-7 G17 Kapya
65YM-6 G18 Kapya
39H-16 G19 Kapya
68H-12 G20 Kapya
145-2 G21 Ug burun
SE-15 G22 Kapya
SN-3 G23 Kapya
74-3-1 G24 Kapya
CTK G25 Kil biber
173 G26 Kil biber
19-H-1-2 G27 Kl biber
38-H-9 G28 Ug burun
BS-5-4-1 G29 Sivri biber
BS-11-2-2-1 G30 Kil biber
5-H-2 G31 Sivri biber
68-H-1 G32 Ug burun
13-H-1 G33 Sivri biber
6H-7-2 G34 Sivri biber
23H-10-1 G35 Sivri biber
Seyrek G36 Kil biber
Burkalem G37 Kil biber
BTK G38 Kl biber
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3.2 Yontem
3.2.1 Molekiiler Karakterizasyon
3.2.1.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Haymes (1996)’nin gelistirdigi miniprep DNA izolasyon yontemine
gore gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 izolasyon Protokolii

3.2.1.1.1 Kullanilan Kimyasal ve Cozeltiler
1. Ethanol-Acetate Cozeltisi

96 ml ETOH
4 ml 3 M NaAC (pH 5.2)

2. izolasyon Tamponu:

100 mM tris-HCI (pH 8.0)

1.4 M NaCl

20 mM EDTA

% 2 CTAB (hexadecyl-trimethyl-ammonium bromide)

% 0.4 B-mercaptoethanol
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3. TE Cozeltisi:

10 mM tris
1 mM EDTA (pH 8)

4. Kloroform / izoamil alkol Cozeltisi (24/1)

240 ml kloroform
10 ml izoamil alkol

izolasyon Protokolii:

1.

10.

11.

50-80 mg (gen¢ yapraklardan 3-4 tane) taze bitki yapraklar1 alinarak 1.5 ml
eppendorf tiiplere konulmustur.

Omekler mikro havaneli yardimi ile tiiplerin icerisinde iyice ezilmistir.
Tiiplere 500 pl izolasyon tamponu (extraction buffer) eklenerek yavasca iyi
bir sekilde karistirilmistir.

Omekler su banyosunda 30 dakika siireyle 65°C’de inkiibasyona tabi
tutulmustur.

Tiiplere 150 pl  chloroform/isoamyl alcohol ¢ozeltisi  eklenerek
karistirilmustir.

Omnekler 3 dk siireyle 14000 rpm kosullarinda santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminden sonra tiiplerin iist kisminda kalan sivi 1.5 ml’lik temiz
eppendorf tiiplere aktarilmistir.

Uzerine 600 pl etanol-asetat ¢dzeltisi eklenerek DNA ¢oktiiriilmiistiir.
Ornekler 14000 devirde 3 dk siire ile santrifiij edilmis ve iistteki siv1
dokiilerek DNA’nin tiiplerin tabaninda toplanmas1 saglanmaistir.

300 ul % 70 ETOH eklenerek tekrar 3 dk siireyle 10000 rpm kosullarinda
santrifiij edilmis ve boylece DNA’larin yikanmasi saglanmistir.

Ust sivis1 dokiilen tiipler basasag tutularak oda sicakliginda yaklasik olarak 1
saat siireyle bekletilerek DNA disindaki sivilar uzaklastirilmis ve tizerine 200

ul TE ¢ozeltisi eklenip vortex ile ¢ozdiirilmiistiir.

3.2.1.2 Arastirmada Kullanilan SRAP Primerleri

Calismada cizelge 3.2°de verilen SRAP primerleri kullanilmistir. Uygun primer

ciftinin belirlenmesi amaci ile bitkisel materyaller arasindan birbirlerinden farkli
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oldugu diisiiniilen 6 biber hattt: kullanilarak ileri ve geri primer giftleri ile (20 ileri x
15 geri) toplam 300 primer kombinasyonu taranarak polimorfizm gdsteren primer
kombinasyonlar1 belirlenmistir. Alt1 biber hatt1 arasinda polimorfik olarak belirlenen
ve tekrarlanabilir bantlar veren primer kombinasyonlar1 deneme materyalini

olusturan 38 biber hat ve ¢esitlerinin molekiiler karakterizasyonunda kullanilmustir.

Cizelge 3.2 Arastirmada Kullanilan SRAP Primerleri

Ileri (Forward) Primeri Geri (Rewerse) Primeri
MEOQO1 | TGAGTCCAAACCGGATA | EM02 | GACTGCGTACGAATTTGC
MEOQO2 | TGAGTCCAAACCGGAGC | EM03 | GACTGCGTACGAATTGAC
MEOQO3 | TGAGTCCAAACCGGAAT | EM04 | GACTGCGTACGAATTTGA
MEO4 | TGAGTCCAAACCGGACC | EM05 | GACTGCGTACGAATTAAC
MEQ5 | TGAGTCCAAACCGGAAG | EM06 | GACTGCGTACGAATTGCA
MEO06 | TGAGTCCAAACCGGTAA | EM07 | GACTGCGTACGAATTCAA
MEQO7 | TGAGTCCAAACCGGTCC | EM08 | GACTGCGTACGAATTCTG
MEQ9 | TGAGTCCAAACCGGAGG | EM09 | GACTGCGTACGAATTCAG
ME10 | TGAGTCCAAACCGGAAA | EM10 | GACTGCGTACGAATTTAG
ME12 | TGAGTCCAAACCGGTAG | EM11 | GACTGCGTACGAATTCCA
ME14 | TGAGTCCAAACCGGTCT | EM12 | GACTGCGTACGAATTCTT
ME16 | TGAGTCCAAACCGGGCC | EM13 | GACTGCGTACGAATTCTC
ME17 | TGAGTCCAAACCGGGCG | EM14 | GACTGCGTACGAATTCGC
ME18 | TGAGTCCAAACCGGGCT | EM15 | GACTGCGTACGAATTCTA
ME19 | TGAGTCCAAACCGGGTA | EM16 | GACTGCGTACGAATTCTG
ME21 | TGAGTCCAAACCGGTCA
ME?23 | TGAGTCCAAACCGGGGT
ME24 | TGAGTCCAAACCGGTTG
ME25 | TGAGTCCAAACCGGAGA
ME?26 | TGAGTCCAAACCGGACT

3.2.1.3 SRAP PCR Analizleri

PCR reaksiyonlari i¢in Cizelge 3.3’de gosterilen karigim ve miktarlar hazirlanmistir.
Cizelge 3.3’te belirtilen karisimlarin aynist virlis hastaliklarina dayanikli hatlarin

belirlenmesinde de kullanilmstir.

Cizelge 3.3 SRAP PCR Reaksiyon Protokolii

Icindekiler Hacim
PCR Master Mix (Dreamtaq Green Master Mix) 7.5 ul
Ileri primer (10 pmol) 1 pl
Geri primer (10 pmol) 1l
H>O (gift destile) 2.5l
Genomik DNA (10 ng/ul) 3ul
TOPLAM 15 ul

SRAP PCR reaksiyonlar: Yildiz ve ark. (2011)’nin kavunda kullandiklart protokole
gore ylritilmistir (Cizelge 3.3).
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3.2.1.4 PCR Kosullan
PCR kosullar Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4 PCR Kosullar1

Sicakhik | Siire | | Déngii Sayisi
94°C 2 dak On denatiirasyon 1

94°C 60s denatiirasyon

35°C 60 s yapisma 5

72°C 60 s Uzama

94°C 60 s denatiirasyon

50°C 60 s yapisma 35
72°C 60 s Uzama

72°C 5 dak Uzama 1

3.2.1.5 Viriis Hastaliklarina Dayamkhhk

Viriislere dayaniklilik belirlemede kullanilan markir ve primerler Cizelge 3.5°te

verilmigtir.

Cizelge 3.5 Viriislere Dayaniklilik Testlerinde Kullanilan Primerler

Viriis Markar Primerler Referanslar
oY SO F CGAAGAGAGAAGGTC CARANTA ve ark.
—— R TCAGGGTAGGTTATT (1999)

F | CGTACTGTGGCTCAAAACTC | MATSUNAGA ve
PMMoV. | AP-7/AP-8 R | ATTCGCACCGTTTAGCCCGT ark.( 2003)

F | GTGCCAGAGGAGGATTTAT Moury ve ark.
TSWV SCACss "R [ GCGAGGTGGACACTGATACT (2000)

Calismada kullanilan biber hat ve ¢esitlerinin Patates Y Virisi (PVY), biber hafif
leke virtisi (PMMoV) ve domates lekeli solgunluk virtisii (TSWV)’ne karsi
testlenmesinde daha Onceki c¢alismalarda gelistirilen molekiiler markirlardan
yararlanilmistir. PVY i¢in Caranta ve ark. (1999)’nin gelistirdikleri ve Pvr4 lokusuna
bagli CSO markiri, TSWV i¢in Moury ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri SCAC
markirt ve PMMoV i¢in Matsunaga ve ark. (2003)’nin gelistirdikleri L4 lokusuna
bagli AP-7/AP-8 markirlar1 kullanilmistir.

a. PVY Dayamikhlik Taramasi

PVY dayaniklilik taramasi i¢in kullanilan PCR protokolii Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.6 PVY Dayaniklilik Taramasi igin PCR Protokolii

Sicakhik | Siire | | Dongii sayisi
94°C 3 dak on denatiirasyon 1

94°C 30s denatiirasyon

54°C 30s yapisma 35
72°C 60 s Uzama

72°C 7 dak Uzama 1

Kesme islemi 10 pl PCR iiriinii + 18 pl deiyonize H20 + 2 ul enzim tamponu + 0.1
ul AIWNI enzim karisiminin 37 °C’de 1 saat 45 dakika inkiibe edilmesi suretiyle
firma onerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elektroforez isleminden sonra elde
edilen jel goriintiilerinde 458 bp agirliginda bant olusturan hatlar dayanikli olarak
kaydedilmistir.

b. TSWV Dayanikhilik Taramasi

TSWV dayaniklilik taramasi i¢in kullanilan PCR protokolii Cizelge 3.7’de

verilmistir.

Cizelge 3.7 TSWV Dayaniklilik Taramasi I¢in PCR Protokolii

Sicaklik | Siire | | Dongii sayisi
94°C 3 dak on denatiirasyon 1

94°C 30s denatiirasyon

54°C 30s Yapisma 35
72°C 60 s Uzama

72°C 7 dak Uzama 1

Kesme islemi 10 pl PCR firiinii +18 pl deiyonize H20+2 pl enzim tampon +01 pl
Xbal enzim karisiminin 37 °C’de 1 saat 45 dakika inkiibe edilmesi suretiyle firma
onerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elektroforez isleminden sonra elde
edilen jel goriintiilerinde 568 bp agirliginda bant olusturan hatlar dayanikli olarak
kaydedilmistir.

c. PMMoV Dayamkhilik Taramasi

PMMoV dayaniklilik taramasi igin kullanilan PCR protokolii Cizelge 3.8’de

verilmistir.
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Cizelge 3.8 PMMoV Dayaniklilik Taramasi I¢in PCR Protokolii

Sicakhik | Siire | | Dongii Sayisi
94°C 3 dak On denatiirasyon 1

94°C 30s denatiirasyon

56°C 30s Yapisma 35
72°C 60 s Uzama

72°C 7 dak Uzama 1

Elde edilen PCR fiirtinleri elektroforezde kosturulmus ve gortintiileme sisteminde jel
goriintiilerinin fotograflar1 ¢ekilmistir. Jel goriintiilerinde 1400 bp agirliginda bant

veren hatlar dayanikli olarak kaydedilmistir.

3.2.1.6 Elektroforez

SRAP markirlart ve hastalik testlemesi igin yiirlitilen PCR c¢aligmalarindan elde
edilen irtinler, icerisinde 1x TAE tampon ¢ozeltisi bulunan elektroforez tankinda %
J’liikk yiiksek c¢oziiniirliklii agaroz jele yiiklenerek 100 V ve 300 mA akimda
kosturulmustur. Agaroz jel lizerinde ayrilan bantlarin agirliklarinin tahmini amaciyla
jele en az 1 sira 100 bp (New England Biolabs Inc.; Sekil 3.2) marker DNA (ladder)

yiikklenmistir. Elektroforez islemi 4 saat siire ile devam ettirilmistir.

Base Pairs  Mass (ng)
- 1,517 45

- 1,200 35
- 1,000 a5
- 900 27
- 800 24
=700 21
] 18
- s00/517 &7
=400 38
- 300 29
- 200 25
- 100 48

Sekil 3.2 100 bp DNA Ladder Baz Cifti Agirliklart
3.2.1.7 Goriintiilleme

Elektroforez isleminden sonra jel 20 dakika siire ile ethidium bromide ¢6zeltisinde
bekletilmis daha sonra UV transilluminatorde (INGENIUS, Syngene)

gorlntiilenmistir.
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3.2.1.8 SRAP Markirlarinin Degerlendirilmesi

Her bir primer ¢ifti i¢in her genotipe ait bant profilleri var (1) veya yok (0) seklinde
skorlanmustir. Her bir SRAP primer kombinasyonunun olusturduklart toplam bant
sayilar1 ve polimorfik bant sayilari hesaplanmistir. Primer kombinasyonlarinin
calismada kullanilan biber hatlarini ayrimlamadaki basarisinin gostergesi olan

polimorfizm bilgi icerigi (PIC) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

c 2
PICI = 1 = Epl

i=1

I= j’inci primerin i’inci alleli

n= j’inci primerin allel sayisi

p= allel frekans1

3.2.1.9 Kiimeleme Analizi

Biber gen havuzundaki hat ve g¢esitlerin genetik olarak benzerliklerinin ortaya
konmasi amaciyla Jackard benzerlik indeksine gore NTSYS-pc paket programi
(Rholf, 1993) yardimiyla DICE (Dice, 1943) modiiliinde UPGMA (unweighted-pair
group method with aritmethic average) metodu kullanilarak kiimeleme analizi

yapilmig ve korelasyon matrisi olusturulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Biber Hatlarmin PVY, TSWV ve PMMoV Hastaliklarina Dayamklihk
Durumlar

Calismada kullandigimiz 35 adet biber 1slah hatt1 ile 3 adet ticari biber ¢esidinin
PVY, TSWV ve PMMoV hastaliklarina dayanikliliklarinin belirlenmesinde 6nceki
calismalarda belirlenen molekiiler markirlardan faydalanilmistir. Biber hatlarinin
markirlar yardimi ile seleksiyon sonucu s6zii edilen viriis hastaliklarina dayaniklilik
durumlar1 Cizelge 4.1°de ve jel goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2, ve Sekil 4.3’te

verilmistir.

Cizelge 4.1 Biber Islah Hatlarinin Viriis Hastaliklarina Dayanikliliklar

Hat/Cesit Tip PVY TSWV PMMoV
Go1 Kil biber S S S
G02 Kil biber S S S
G03 Kil biber S S S
G04 Kil biber S S S
G05 Kil biber S S S
G06 Kil biber S S S
GOo7 Kil biber S S S
G08 Kil biber S S S
G09 Kil biber S S S
G10 Kil biber S S S
Gl1 Ug burun R S S
G12 Ug burun S S S
G13 Ug burun R R R
Gl4 Sivri biber S S S
G15 Sivri biber R R S
G16 Kapya S S S
G17 Kapya R S S
G18 Kapya S S S
G19 Kapya S S S
G20 Kapya R R S
G21 Ug burun S S S
G22 Kapya S S S
G23 Kapya S S S
G24 Kapya S S S
G25 Kil biber S S S
G26 Kl biber S S S
G27 K1l biber S R S
G28 Ug burun S S S
G29 Sivri biber S S S
G30 Kil biber S S S
G31 Sivri biber S S S
G32 Ug burun S R S
G33 Sivri biber S R S
G34 Sivri biber S S S
G35 Sivri biber S S S
G36 Kil biber S S S
G37 Kil biber S S S
G38 Kil biber S S S

R: Dayanikli; S: Hassas
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Sekil 4.1 PVY’ne Dayanikli Genotiplerin Bant Profilleri
M: 100 bp DNA ladder

> b O
0")6‘) ";0"‘3

A D
(<5 &

@@ o - - -
Tsw /

Sekil 4.2 TSWV’ne Dayanikli Genotiplerin Bant Profilleri
M: 100 bp DNA ladder
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Sekil 4.3 PMMoV’ne Dayanikli Genotiplerin Bant Profilleri
M: 100 bp DNA ladder

Cizelge 4.1°de gorildiigii gibi 5 biber 1slah hattinin [(G11 ve G13 (ii¢ burun); G15
(sivri biber); G17 (kil biber) ve G20 (kapya)] PVY’ne dayaniklilik saglayan Pvr4
genini, 6 biber hatinin [G13 ve G32 (ii¢ burun); G15 ve G33 (sivri biber); G20
(kapya); G27 (kil biber)] TSWV’ne dayaniklilik saglayan Tsw genini ve sadece G13
hattinin da PMMoV’ne dayaniklilik saglayan L4 genini tasidigi tespit edilmistir.
Buradan da anlasildigi gibi G11 ve G17 hatlar1 sadece PVY’ne, G27, G32 ve G33
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sadece TSWV’ne dayanikli olarak belirlenirken {i¢ burun meyve tipli G13 1slah hatti
da PVY, TSWV ve PMMoV hastaliklarinin iigline birden dayanikli ¢ikmuistir.
Viriislere dayanikli hatlarin belirlenmesinde kullandigimiz markirlar Tiirkiye’de
viriis hastaliklarina dayaniklilik galismalarinda (Ozkaynak ve ark., 2014; Celik ve
ark., 2017) da basaril1 bir sekilde kullanilmistir.

4.2 Biber Genotiplerinin Molekiiler Karakterizasyonu
4.2.1 DNA Bant Profilleri

Biber hat ve ¢esitleri arasinda polimorfik olan SRAP primer kombinasyonlarinin
belirlenmesi ¢alismasinda toplam 19 primer kombinasyonu 6 biber genotipi arasinda
polimorfik olarak gozlemlenmistir. Polimorfik olarak belirlenen 19 SRAP primer
kombinasyonu denemeye konu 38 hat ve gesidin molekiiler karakterizasyonunda

kullanilmis ve elde edilen bulgular Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 SRAP Primerlerinin Biberde Olusturduklar1 Allel Sayilar1 ve
Polimorfizm Bilgi Igerikleri

Primer Adi  Toplam Band Polimorfik Polimorfizm Ort. PBi
Say1 Band Sayis1 Orani (%) Degerleri

MEO1+EMO02 8 6 75.0 0.67
MEO3+EMO02 4 2 50.0 0.62
ME14+EMO02 2 2 100.0 0.74
ME18+EMO02 6 4 66.7 0.96
ME18+EMO03 2 1 50.0 0.20
MEO3+EMO04 3 2 66.7 0.52
ME10+EMO04 5 2 40.0 0.17
ME12+EMO04 2 1 50.0 0.78
MEO1+EMO5 5 2 40.0 0.78
MEO4+EMO05 4 2 50.0 0.18
MEOQO5+EMO05 4 4 100.0 0.60
ME21+EMO05 6 3 50.0 0.85
MEO4+EMO08 6 4 66.7 0.98
ME02+EM10 5 5 100.0 0.52
MEQ9+EM10 5 3 60.0 0.32
ME12+EM10 4 4 100.0 0.35
ME17+EM10 3 2 66.7 0.66
ME14+EM11 4 1 25.0 0.75
ME18+EM11 7 6 85.7 0.43
TOPLAM 85 56 - -

ORTALAMA 4.47 2.94 65.39 0.58

SRAP primer kombinasyonlar1 38 biber hat ve cesitlerinde toplam 85 bant
olusturmustur. Cizelge 4.2°’de goriildiigii gibi primer kombinasyonu basma diisen

toplam bant sayis1 2 ile 8 arasinda degismis ve primer kombinasyonu basina ortalama

23



bant sayis1 da 4.47 olarak bulunmustur. En yiiksek bant sayist (8 bant) MEO1+EMO02
primerinden elde edilmistir. ME14+EMO02, ME18+EMO03 ve ME12+EMO04 primer
kombinasyonlar1 ise primer basina en disik (2 bant) bant veren primer
kombinasyonlar1 olmuslardir. SRAP primerlerinden elde edilen 85 bandin 56’s1 biber
hat ve c¢esitleri arasinda polimorfik olarak  gdzlemlenmistir. ~ Primer
kombinasyonlarinin polimorfik bant sayilari 1 ile 6 arasinda degismistir. Primer
kombinasyonu basina diisen ortalama polimorfik bant sayisi ise 2.94 olarak
hesaplanmistir. En yiiksek polimorfik bant sayist (6 bant) MEO1+EMO02 primer
kombinasyonundan elde edilmistir. En diisiik polimorfik bant sayis1 (1 bant) ise

ME14+EM11 primer kombinasyonundan elde edilmistir.

Primer kombinasyonlarinin polimorfizm orani incelendiginde ME14+EMO02 (%100),
MEO5+EMO05 (% 100), ME02+EM10 (%100) ve ME12+EM10 (% 100) primer
kombinasyonlarindan elde edilen bantlarin tamamimin polimorfik oldugu
belirlenmistir. En disiik polimorfizm oran1 (%25) ise ME14+EM11 primer
kombinasyonundan elde edilmistir. Primer kombinasyonlarinin ortalama polimofizm
orant 65.39 olarak hesaplanmistir. Primer kombinasyonlarinin polimorfizm bilgi
icerigi (PBI) degerlerinin 0.17 ile 0.98 arasinda degisiklik gosterdigi
gbzlemlenmistir. Primerlerin ortalama PBI degeri de 0.58 olarak bulunmustur. En
yiikksek PBI degeri 0.98 degeri ile ME04+EMO0S8 primer kombinasyonundan elde
edilirken, ME10+EMO04 primer kombinasyonu da 0.17 ile en diisik PBI degerini
vermistir. Gogmen, (2006) 16 biber genotipinde yaptig1 karakterizasyon ¢aligmasinda
kullandig1t 30 SRAP primer kombinasyonunun toplam 155 polimorfik bant verdigini
bildirmistir. Biber genotiplerinin karakterizasyonu i¢cin SRAP markirlarinin
kullanildigr bir diger ¢alismada (Keles, 2007) 8 SRAP primer kombinasyonunun 67

polimorfik bant verdigi rapor edilmistir.

Yu ve ark.,, (2008) C. annuum tiiriine ait elit biber 1slah hatlarinin genetik
karakterizasyonunda 27 SRAP primer kombinasyonunun 317 polimorfik bant
verdigini rapor etmislerdir. Xiaohua ve ark., (2010) sivri biber 1slah hatlarinda 23
SRAP markirinin toplam 776 bant verdiginin ve bunlardan 230 bandm (% 29.64)
polimorfik oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar primer kombinasyonu basina
ortalama bant sayisinin 34, polimorfik bant sayisinin da 10 oldugunu rapor

etmiglerdir. XianSong ve ark., (2011) Capsisum tiirlerine ait 72 biber genotipini
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SRAP markirlart ile ayrimlamislardir. Arastirmacilar kullanilan 17 SRAP marker
kombinasyonunun toplam 182 bant verdigini ve bunlarin 118’inin (% 64.8)
polimorfik oldugunu bildirmislerdir. XueJun ve ark., (2012) C. frutescens tiiriine ait
biber genotiplerinde yiiriittigli genetik karakterizasyon calismasinda 15 SRAP
primer kombinasyonunun toplam 321 band verdigini bildirmislerdir. Arastiricilar
primer basina ortalama bant sayisinin 21.4 ve primerlerin ortalama polimorfizm
oranlariin % 72.9 oldugunu bildirmislerdir. Adali (2017), C. annuum tiiriine ait bazi
Maras biberi genotiplerinde yaptigi calismada kullanilan 18 adet SRAP markir
kombinasyonun toplam 90 adet polimorfik bant verdigini bildirmistir. Arastirmacinin
kullandig1 primer kombinasyonlarinin polimorfizm bilgi igerik degerleride 0.09 ile
0.99 arasinda degismistir. Bozokalfa ve ark., (2017) 94 yerel biber genotipinin
karakterizasyon calismalarinda kullandiklar1 23 SRAP primer kombinasyonunun

toplam 202 adet polimorfik bant verdigini bildirmislerdir.

Literatiir bildirislerinden de anlasildigi gibi biberin genetik karakterizasyonunda
kullanilan SRAP markilarinin genotip ve hatlar1 ayrimladigi, elde edilen polimorfik
bant sayilarinin ve kullanilan primer kombinasyonu sayilarinin farkli oldugu agiktir.
Primer kombinasyonlarinin {rettikleri polimorfik bant sayilart karakterize edilen
genetik havuzun genetik tabaninin genisligi ile kullanilan jel sistemine gore degistigi
sOylenebilir. Cozilinlrligi yiiksek olan poliakrilamid jel kullanildiginda primer

basina daha fazla allel goriintiilenebilmektedir.
4.2.2 Biber Genotip ve Cesitleri Arasindaki Genetik Iliskiler

4.2.2.1 Temel Bilesen Analizi (PCA)

SRAP markirlari ile elde edilen 56 polimorfik allelin biber hat ve ¢esitleri arasindaki
varyasyona katkisini belirlemek amaciyla PCA (Principal Component Analysis)
yapilmistir (Cizelge 4.3). Ozdegeri 1’in iizerinde olan toplam 4 PC ekseni
gozlemlenmistir. PC1 ekseni 38 biber hat ve ¢esitleri arasindaki toplam varyasyonun
% 74.67’sini agiklarken, 6zdegerleri 1’in {izerinde olan ilk 4 PC ekseni de toplam

varyasyonun % 84.88’ini temsil etmistir.

25



Cizelge 4.3 SRAP Markirlarina Dayal1 Temel Bilesen Analizi

PC Eksenleri Ozdegerler Varyasyon ;r/(;%l/z?yon
1 28.37 74.67 74.67
2 1.62 4.28 78.96
3 1.14 3.00 81.97
4 1.10 2.90 84.88

Nas (2016), SRAP markirlarina dayali temel bilesen analizinde c¢arliston biber
genotipleri arasindaki toplam varyasyonun % 77.21’ini ilk 3 PC ekseninin ve dolma
biber genotipleri arasindaki toplam varyasyonun % 87.04’{inii de ilk 5 PC ekseninin
acikladigim1 bildirmistir. Bozokalfa ve ark., (2017) SRAP markirlar1 ile biberde
yuriittiikleri ¢alismada 6zdegeri 1’in lizerinde olan toplam 9 PC ekseni oldugunu ve
bunlarin genotipler arasindaki toplam varyasyonun % 85.18’ini temsil ettigini
bildirmislerdir. Li, (2001) temel bilesen analizine dayal olarak yapilan faktdr analiz
sonucuna gore 6z degeri 1’in ilizerinde olan 9 faktor grubunun olustugunu ve bu
gruplarin toplam varyasyonun % 85’ini temsil ettigini bildirmistir. Yagcioglu ve ark.,
(2016) SRAP markirlar ile temel bilesen eksenlerinin ilk 3’iinde karpuz genotipleri
arasindaki toplam varyasyonun % 92’sinin  agiklandigin1  bildirmislerdir.
Tamamladigimiz ¢alismada kullandigimiz SRAP primer kombinasyonlarinin biber
1slah hatlar1 arasindaki genetik varyasyonun ortaya konmasinda basarili oldugu

kanisina varilmistir.

4.2.2.2 Biber Islah Hatlarinin Genetik Benzerlikleri

SRAP markir analizinden elde edilen veriler ile olusturulan dendrogram Sekil 4.4’de
verilmistir. Markir verilerine dayali genetik iliskilerin gosterildigi korelasyon matrisi
ile bu iligkinin gorsel ifadesi olan dendrogramin uyumlulugunu gésteren kofenetik
korelasyon degeri r=0.90 olarak hesaplanmistir. Bu deger genotipler arasindaki
benzerliklerin dendrogramda iyi bir sekilde ifade edildigini ve SRAP primerleri ile
yapilan bu diversifikasyon c¢alismasinin giivenilir sonuglar verdigini gostermektedir.
Hazarika ve Neog, (2014) Capsicum chinense biber genotiplerinde ISSR makirlari ile
yaptiklart molekiiler karakterizasyon calismasinda kofenetik korelasyon degerinin
diisiik (0.34) ¢iktigimn1 bildirmislerdir. Campos ve ark., (2016) farkli biber tiirlerinin
ISSR  markirlar1 ile karakterizasyonunda olusturulan dendrogramin kofenetik

korelasyon degerini 0.81 olarak hesaplamislardir. Ayni arastiricilar morfolojik ve
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agronomik verilerin kullanilmasi ile olusturulan dendrogramlarin kofenetik
korelasyon degerlerinin de 0.21 oldugunu bildirmislerdir. Nas (2016), 50 SRAP
primer kombinasyonu ile 35 Carliston biberinin ve 24 SRAP primer kombinasyonu
ile de 44 dolma biber hatlarinnin kiimelemesinde elde edilen kofenetik korelasyon
degerlerinin sirasiyla 0.81 ve 0.67 oldugunu rapor etmistir. Bozkalfa ve ark., (2017)
biber hatlarinin SRAP markirlar ile genetik olarak gruplandirilmasinda kofenetik

korelasyon degerinin 0.85 olarak hesaplandigini bildirmislerdir.

Calismamizda biber genotipleri dendrogramda 5 ana grupta kiimelenmistir. G32 (ii¢
burun), G33 (sivri biber) ve G22 (kapya) biber hatlar1 tek olarak sirasiyla 1., 2., ve 4.
grupta yer almislardir. G30 (kil biber) ve G31 (sivri biber) hatlar1 da 3. grupta yer
almistir. Biber hatlarinin 5. ana grupta yogunlastigi goriilmektedir (33 biber hatt1).
Bu grup 2 alt kiimeye ayrilabilir. Besinci grubun ilk alt kiimesinde 6 biber hatt1 (G12
ve G13=ii¢ burun; G17, G18, G19 ve G20 = kapya) toplanmustir. Ikinci alt kiimede
ise toplam 27 hat yer almistir. Bu hatlarin 16°s1 kil biber (G01, G02, G03, G04, G05,
G06, G07, G08, G09, G10, G25, G26, G27, G36, G37 ve G38), 5’1 sivri biber (G14,
G15, G29, G34 ve G35), 3’i kapya (G16, G23 ve G24) ve 3’1 de ii¢ burun (G11,
G21 ve G28) biber tipleridir. Korelasyon matrisi degerlerine gore Cizelge 4.4’de
goriildiigii gibi kil biber tipi olan Seyrek (G36) ve Burkalem (G37) ticari biber
cesitleri arasindaki korelasyon degeri en yiiksek c¢ikmistir. Bir baska deyisle
incelenen biberler icerisinde genetik olarak birbirlerine en ¢ok benzeyen bu iki ticari
biber ¢esidi olmustur. Ayrica G37 ile G02, G38 ile GO1 ve G38 ile G37 arasindaki
benzerlik katsayilar1 da yiiksek ¢ikmistir. Biberler arasindaki en diistik benzerlik G18
ve G32 biber hatlar1 arasinda bulunmus ve dolayisi ile bu iki biber hatti incelenen
biberler arasinda genetik olarak birbirlerine en uzak genotipler olarak belirlenmistir.
Bu hatlar1 sirasiyla genetik uzakligi fazla olan ve benzerlik katsayilar1 diisiik olan
G32 ile G19 ve G32 ile G17 genotipleri takip etmistir.
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Cizelge 4.4 Biber Genotipleri Arasindaki Korelasyon Matrisi

G01|G02 |G03 |G04|G05 | G0 |GO7 |G08 G09 G10|G11|G12|G13 |G14|G15|G16|G17|G18 |G19 G20 |G21 622 |G23 |G24 |G25 |G26|G27 |G28 |G29 |G30 [G31 G32 |G33 |G34 | G35 {36 |G37 |G38
G01{1.00
602]0.96{1.00
G03/0.81{0.82] 1.00]
G0410.92]0.90{0.80[ 1.00
G05]0.76{ 0.74] 0.79] 0.76{ 1,00
G06)0.940.95[0.7]0.92{ 0.75{ 1.0O
G07)0.87]0.8] 0.84{ 0.88| 0.84]0.90] 1.00)
G08) 0.88] 0.90] 0.84] 0.89) 0.82] 0.88{ 0.90] 1.00]
G09]0.94]0.93]0.7] 0.89{ 0.79] 0.94] 087 0.91) 1.00}
610]0.87]0.91] 0.84]0.89] 0.7 0.92)0.91] 0.91] 0.87} 1.00
G11)0.85[0.83] 0.7} 0.79] 0.72| 0.84) 0.83) 0.85] 0.85{ 0.87} 1.00
612]0.73]0.74]0.71] 0.70{ 0.64{ 0.72)0.72) 0.76] 0.73] 0.74] 0.84 1.00
G13/0.79{ 0.80] 0.74] 0.76] 0.67| 0.78{ 0.81{ 0.82] 0.79] 0.82] 0.84] 0.89| 1.00
(G14]0.79)0.77] 0.84] 0.81{ 0.83| 0.81) 0.84 0.82] 0.79[ 0.82{ 0.75{ 0.66) 0.69) 1.00
615]0.86{ 0.84] 0.81{ 0.83{ 0.79] 0.89)0.91) 0.86] 0.86| 0.8] 0.82{ 0.74] 0.76] 0.87) 1.0
G16)0.77]0.78] 0.75{ 0.71{ 0.7/ 0.77)0.80] 0.81] 0.78{ 0.79] 0.79| 0.76) 0.79) 0.67] 0.82{ 1.00
617)0.69]0.70] 0.79] 0.64{ 0.70] 0.68) 0.74) 0.77) 0.68 0.76{ 0.74| 0.76| 0.82) 0.67 0.75{ 0.7 .00
618 0.67 0.68] 0.69] 0.68) 0.62] 0.66{ 0.69] 0.73] 0.67] 0.70] 0.73 0.79| 0.83{ 0.56| 0.66] 0.74| 0.77| 1.00
619]0.65{ 0.66{ 0.75{ 0.60{ 0.67|0.63) 0.70] 0.74] 0.65{ 0.72{ 0.7 0.7 0.80] 0.62] 0.75{ 0.78] 0.92{ 0.81{ 1.0O
620]0.71]0.72]0.61{ 0.67] 0.51{ 0.73 0.67) 0.68) 0.71] 0.72{ 0.74] 0.79 0.85) 0.59] 0.68] 0.68| 0.74] 0.70{ 0.7| 1.0
G21)0.81]0.86[ 0.71{0.83{ 0.7/ 0.87 0.83) 0.81] 0.81{ 0.83| 0.75] 0.72) 0.75) 0.67] 0.79] 0.77] 0.63{ 0.75] 0.66] 0.69) 1.00)
622]0.64] 0.65] 0.71{ 0.72{ 0.56| .63) 0.63) 0.64] 0.64[ 0.64] 0.64] 0.71 0.71) 0.60] 0.67] 0.64] 0.64] 0.75{ 0.68] 0.68) 0.65) 1.00)
623/0.81{0.79]0.71]0.75) 0.75 0.81{ 0.81{ 0.82{ 0.85{ 0.80] 0.83] 0.68{ 0.77] 0.73] 0.85] 0.85) 0.71{ 0.70{ 0.70] 0.67] 0.74 .71 1.00
(G24)0.81]0.79] 0.79] 0.76{ 0.73] 0.79) 0.78) 0.85] 0.85{ 0.81{ 0.89| 0.75) 0.81] 0.72] 0.7} 0.79] 0.73{ 0.75{ 0.73 0.70} 0.78] 0.63{ 0.83| 1.00
625]0.87]0.85] 0.73] 0.88{ 0.72| 0.90) 0.83) 0.78] 0.84[ 0.82{ 0.78 0.72] 0.78) 0.74] 0.85] 0.74] 0.68] 0.66| 0.63| 0.73) 0.86] 0.67] 0.7] 0.75{ 1.00
G26)0.91] 0.95] 0.76{ 0.88{ 0.71| 0.94) 0.86] 0.88) 0.91] 0.89] 0.78{ 0.72| 0.75) 0.77) 0.85] 0.77] 0.63| 0.64{ 0.64| 0.71 0.87) 0.64] 0.75{ 0.75{ 0.83| 1.00
(627)0.84] 0.86] 0.85{ 0.85{ 0.790.85) 0.88) 0.86] 0.86{ 0.87 0.84| 0.68] 0.75) 0.79] 0.90] 0.79] 0.75{ 0.64| 0.72] 0.66) 0.75] 0.73{ 0.83| 0.80| 0.81 0.81) 1.00
628 0.82{0.83[ 0.75] 0.83) 0.72] 0.84{ 0.87] 0.82] 0.82] 0.86] 0.90] 0.75 0.84{ 0.71] 0.83] 0.79) 0.76 0.75{ 0.73| 0.73] 0.76) 0.69] 0.80| 0.84{ 0.79} 0.7} 0.90] 1.00
629]0.81]0.82] 0.75[ 0.75{ 0.78| 0.81) 0.78) 0.73) 0.76{ 0.80{ 0.74| 0.69 .74 0.77) 0.79] 0.75{ 0.70] 0.61{ 0.69 0.68 0.77) 0.65{ 0.7} 0.71] 0.87] 0.79| 0.79) 0.74) 1.00
630]0.74]0.79] 0.70{ 0.76{ 0.80| 0.80) 0.83) 0.84] 0.77] 0.85{ 0.77] 0.65) 0.68] 0.76] 0.75] 0.75{ 0.64{ 0.63| 0.61 0.54) 0.76] 0.52{ 0.73{ 0.74] 0.70| 0.79) 0.81] 0.80} 0.73] .00
G31]0.60] 0.64] 0.53{ 0.5 0.68] 0.65) 0.68) 0.67] 0.60[ 0.68] 0.57| 0.47 0.50) 0.67) 0.63] 0.60| 0.45{ 0.36{ 0.43] 0.37 0.59) 0.35{ 0.59] 0.53{ 0.55| 0.67 .60} 0.57) 0.65{ 0.81] 1.00
632]0.37]0.38]0.33[0.36{0.30] 0.39)0.38) 0.39) 0.37] 0.40[ 0.41{ 0.37] 0.320.39 0,40} 0.31] 0.21] 0.12{ 0.17] 0.41| 0.320.27]0.37] 0.29[ 0.33{ 0.40] 0.37 0.31] 0.29) 0.34] 0.38] 1.00
633 0.60{ 0.61{ 0.54] 0.57) 0.5} 0.62 0.65 0.60] 0.60] 0.66] 0.70] 0.61 0.64{ 0.60| 0.66] 0.63] 0.50 0.50{ 0.53] 0.67] 0.57) 0.50] 0.62] .63 0.59] 0.60] 0.63] 0.68] 0.61{ 0.59] 0.59} 0.59) 1.00
(G34]0.73]0.78] 0.74] 0.78{ 0.73| 0.79) 0.83) 0.80] 0.77] 0.85{ 0.79] 0.66 0.70] 0.74] 0.76{ 0.74] 0.70[ 0.67| 0.65{ 0.72) 0.76] 0.63] 0.70{ 0.7} 0.72{ 0.75 0.79) 0.83) 0.72] 0.80{ 0.59] 0.33{ 0.66{ 1.00
635]0.65[0.71] 0.72{ 0.72{ 0.73] 0.72)0.80] 0.78] 0.69] 0.79] 0.73| 0.57] 0.62] 0.68] 0.72] 0.72] 0.68] 0.64| 0.58 0.60] 0.72] 0.54] 0.68] 0.73| 0.63| 0.70] 0.76] 0.78] 0.61] 0.76{ 0.52{ 0.36| 0.5 0.91] 1.00
G36)0.91] 0.95] 0.80{ 0.85{ 0.72| 0.91) 0.84) 0.85] 0.8} 0.86 0.81 0.78) 0.78) 0.75] 0.86 0.76 0.68] 0.69| 0.67| 0.73) 0.87) 0.70{ 0.77] 0.78] 0.87| 0.94| 0.84) 0.78] 0.83 0.73] 0.58] 0.39| 0.59 0.75) 0.67) 1.00}
637)0.94]0.96{ 0.81{ 0.86{ 0.73| 0.91) 0.87] 0.88] 0.91] 0.87] 0.85{ 0.75] 0.82) 0.75) 0.86{ 0.80| 0.89] 0.73{ 0.68 0.74] 0.88) 0.68] 0.81] 0.81{ 0.84] 0.94| 0.81) 0.79) 0.81] 0.74] 0.60[ 0.37] 0.60| 0.75 0.68) 0.97} 1.00}
638]0.96{0.94]0.79]0.870.71)0.92| 0.85 0.87| 0.93]0.85{0.86{ 0.77)0.80) 0.7 0.88{ 0.81] 0.70] 0.71 0.68| 0.75 0.83|0.65 0.79]0.82{ 0.82] 0.92]0.83) 0.83] 0.76{ 0.72] 0.57] 0.38) 0.65) 0.77{ 0.69[ 0.92{ 0.9| 1.00

SRAP verileri ile olusturulan dagilim grafiginde de Sekil 4.5’de kil biber hatlarinin
bir yerde kiimelendigi goriilmiistiir. Kil biber hatlari ile sivri biber hatlar1 birbirlerine
daha yakin gozlemlenirken kapya tipi ve {i¢ burun biber hatlar1 da birbirlerine yakin
cikmigtir. Gogmen (2006), 31 SRAP primer kombinasyonunun amplifikasyonunda
16 biber genotipi arasindaki benzerlik indeksi degerlerinin 0.29 ile 1.00 arasinda
degistigini rapor etmistir. Nas (2016), SRAP markirlar1 ile yiiriittigli ¢alismada
Carliston biber hatlar1 arsindaki genetik benzerlik katsayilarinin 0.62 ile 0.98
arasinda, dolma biber hatlar1 arasindaki genetik benzerlik katsayilarinin da 0.54 ile

1.00 arasinda degisim gosterdigini bildirmistir. Adali (2017) ise 18 adet SRAP
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primer kombinasyonu ile biber genotipleri arasindaki genetik benzerlik oraninin 0.24
ile 0.72 arasinda degistigini bildirmistir. Bozokalfa ve ark., (2017) toplam 94 yerel
biber genotipinde yiiriittiikleri karakterizasyon ¢alismalarinda biber genotipleri
arasindaki genetik benzerlik katsayilarmin 0.62 ile 0.94 arasinda degistigini rapor

etmislerdir.

Sekil 4.4 SRAP Verilerinden Elde Edilen Biber Genotip ve Cesitlerine Ait
Dendrogram

Genetik karakterizasyon c¢alismalarinda kullanilan gen havuzunun niteligi
cesit/genotip/hatlar arasindaki benzerlik katsayilarimin degisiminde en Onemli
faktordiir. Genetik tabani genis olan yani i¢inde farkli biber tiirlerini de igeren veya
meyve tipi yoniinden farkli genotipleri barindiran biber genetik kaynaklarinin
karakterizasyonunda benzerlik katsayilar1 arasindaki yelpaze ¢ok genis olmaktadir.
Yiiriittiiglimiiz bu ¢alismada kullandigimiz biber 1slah hatlar1 kil biber, sivri biber,
kapya ve ii¢ burun meyve tiplerine sahip hatlardir. Dolayist ile SRAP markirlar ile
olusturulan dendrogramda biber hatlarinin benzerlik indeks degerleri 0.35 ile 0.97

arasinda degisim gostermistir. Yukarida bazi ¢aligsmalarda gortildiigii gibi meyve tipi
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ayni olan bir populasyonun karakterizasyonunda bu degerler birbirlerine daha

yaklagmustir.
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Sekil 4.5 SRAP Verileri ile Olusturulan Dagilim Grafigi
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5. SONUC ve ONERILER

Yiiriitiilen bu c¢alismada Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii Sebzecilik
biriminin biber 1slah genetik kaynagindan alinan 35 adet elit biber 1slah hatt ile 3
adet ticari kil biber ¢esidi kullanilmistir. Calismaya konu biberlerden 17’si kil biber,
8’1 kapya biber, 7’si sivri biber ve 6’s1 da ii¢ burun tipi biberlerdir.

Biber hatlar1 arasindaki genetik benzerlikler SRAP markirlart  yardimi ile
belirlenmistir. Bununla birlikte 1slah hatlar1 PVY, TSWV ve PMMoV ’ne dayaniklilik
saglayan sirastyla Pvr4, Tsw ve L4 genleri yoniinden Onceki ¢alismalarda gelistirilen
markirlar yardimi ile taranmistir. Denemeye alinan biber hatlarindan sadece 1’inin
(G13) L4 genini tasidigi ve PMMoV’ne dayanikli oldugu gozlemlenirken, 5’inin
(G11, G13, G15, G17 ve G20) Pvr4 ve 6’smin (G13, G15, G20, G27, G32 ve G33)
da Tsw genini tagidigi ve sirastyla PVY ve TSWV’ne dayanikli oldugu
belirlenmistir. U¢ burun tipi biber 1slah hatti G13’{in Pvr4, Tsw ve L4 genlerini
tagidig1 ve her ii¢ viriis hastaligina da dayanikli oldugu goriilmiistiir. Boylece G13
hattinin ti¢ burun tipi biber 1slahi ¢alismalarinda kullanilabilecek 6nemli bir materyal
oldugu ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte G13’{in 6zellikle PVY, TSWV ve PMMoV
hastaliklarina dayanikli biber 1slah ¢alismalarinda da genitor olarak kullanilabilecek
nitelikte 6nemli bir kaynak oldugu anlasilmistir. Markirlar yardimi ile test edilen
viriis hastaliklarina dayanikli ¢ikan diger biber hatlarinin da sozii edilen viriis
hastaliklarina dayanikli biber c¢esidi gelistirme ¢alismalarinda kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.

Biber 1slah hatlar1 arasindaki genetik benzerliklerin ortaya konmasinda 19 SRAP
primer kombinasyonu biber hatlar1 arasinda polimorfizm gostermistir. SRAP
markirlar1 yardimi ile yapilan karakterizasyonda toplam 85 allel tespit edilmis,
bunlarin 56’s1 polimorfik olarak kaydedilmistir. Calismada kullanilan primer
kombinasyonu bagsina ortalama polimorfik allel sayis1 2.94 olarak hesaplanmstir.
Primer kombinasyonlarinin ortalama polimorfizm oran1 65.39 c¢ikmustir. Ayrica

primer kombinasyonlarinin ortalama PBI degeri de 0.58 olarak belirlenmistir.

Temel bilesen analizlerinden elde edilen bulgular ilk 4 eksen ile biber hatlari
arasindaki toplam varyasyonun % 84.9’u aciklanmistir. Bu deger biber 1slah

hatlarinin ayrimlanmasinin basarili oldugunu gostermektedir.

31



SRAP markir analizi verileri kullanilarak biber i1slah hatlar1 arasindaki genetik
iligkiler ortaya konulmustur. FElde edilen korelasyon matrisinden olusturulan
dendrogramda biber 1slah hatlar1 ayrimlanmistir. Olusturulan dendrogram yiiksek
oranda (r=0.90) korelasyon matrisini temsil etmistir. Dendrogramda biber hatlari

arasindaki benzerlik katsayilar1 0.35 ile 0.97 (ortalama 0.66) arasinda ¢ikmistir.

Tamamlanan bu calisma kapsaminda denemeye alinan elit biber 1slah hatlarinin
genetik benzerlikleri ile PVY, TSWV ve PMMoV hastaliklarina dayaniklilik
durumlar1 basaril bir sekilde ortaya konmugstur. Elde edilen bulgular yeni hibrit biber
cesitlerinin gelistirilmesinde ebeveyn hatlarin se¢imi noktasinda islahgilara katkilar
saglayacaktir. Ornegin TSWV ne dayanikli hibrit kil biber gelistirmek isteyen 1slahg1
incelenen kil biberleri arasinda sozii edilen hastaliga dayanikli ve heterozis etkisi
(gen rekombinasyonu) nedeniyle de birbirine genetik olarak daha uzak olan kil biber

hatlarini segecektir.
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