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ONSOZ

Viriisler tarimsal olarak en onemli bitki patojenleri arasinda yer alirlar. Bitki viral
hastaliklar1 ¢ogu iiriinde oldugu gibi biberde de 6nemli diizeylerde ekonomik kayiplara
sebep olurlar. Ulkemiz ve diger pek ¢ok iilkede TMV, TSWV, PVY, PepMoV ve CMV
basta olmak flizere bir c¢ok viral etmen biber tariminda Onemli verim ve kalite
kayiplarina sebep olmakta ve hatta bazi bolgelerde biber tarimini imkansiz hale
getirmektedirler. Diinyada tohum ticaretinin yayginlasmasi, tohum iiretiminin ¢ok
farkl iilkelerde yapiliyor olmasi tohumla taginan hastalik etmenlerinin yayilma hizin1 da
arttirmistir.  Bir ¢ok virilis etmeninin farkli patotiplerinin olmasi o viriis tiiriine ait her
patotip icin farkli bir dayaniklilik geninin aktarilmasin1 gerektirmektedir. Dolayisiyla,
glinlimiiz biber cesitlerinin herhangi bir piyasa degerinin olmasi i¢in bu hastalik
etmenlerine dayaniklilik saglayan genlerden en az bir veya bir kag¢ina ¢ogu zaman
hepsine birden sahip olmasi gerekmektedir. Dolayisiyla, bu projede verimi ve kalitesi
yuksek yerel cesitlere coklu viiis hastalik etmenlerine dayanikli saglayan genetik

faktorler molekiiler teknolojilerin yardim ile aktarilmaya caligilmistir.

Bu proje TUBITAK tarafindan Dog. Dr. Sami Doganlar’a saglanan destekle
tamamlanmistir (TUBITAK 1030063).
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OZET

Tiirkiye biber iiretiminde diinya’da {igiincii sirada yer almaktadir. Biber bitkisi
ulkemizin hemen hemen her yoresinde salga, tursu, taze tiikketim ve kurutma amaclar
icin yetistirilmektedir.  Virlis hastaliklar1 verim diisiikliiklerinin yanisira meyve
kalitesindede bozukluklara sebep olmaktadir. Kalitesi diigiik iirliniin gerek i¢ ve
gereksede dis pazarlarda degerlendirilmesi giiglesmektedir. Tiirkiye’de yetistirilen yerel
ve melez c¢esitlerin hi¢ birinde problem olan viral hastalik etmenlerinin hepsine birden
dayaniklilik mevcut degildir. Bununla birlikte, 6nemli bir ¢ok viriise kars1 dayaniklilik
yabani tiirlerde belirlenmistir. Giiniimiize kadar yabani tiirlerde belirlenen dayaniklilik
kaynaklarmin hi¢ biri etkili ve basarili bir sekilde kiiltiir tiri Capsicum annuum’ a
aktarilamamistir.  Molekiler genetik haritalarin olusturulmasi, dayanikliligi kontrol
eden genlerin sayisini, her bir genin dayaniklilik karakteri Uzerine etkisi ve bu genlerin
biber genomundaki yerlerinin belirlenmesini miimkiin kilabilmektedir. Dayaniklilig1
kontrol eden genler belirlendikten sonra, bu genlerle link halinde olan molekiler
isaretleyiciler kullanmak suretiyle yabani tiirden belirlenen dayaniklilik genleri istenilen
kiiltiir biber cesitlerine aktarilabilmektedir. Onerilen bu projede, yabani biber tiirleri C.
chilense ve C. frutescens ¢ok zarar verici ve genis bir alanda dagilim gosteren ii¢ 6nemli
biber bitkisi viriislerine karsi test edilmistir. Bu viriisler arasinda tiitiin mozayik viriisii
(TMV), patates Y viriisii (PVY) ve hiyar mozayik virlisii (CMV) bulunmaktadir. Bu
yabani ture ilaveten, New York-TMV ve -CMV izolatlarina kars1 dayanikli olduklari
belirlenen ileri 1slah hatlar1 da Tirkiye’de mevcut viral izolatlarla test edilmistir.
Genetik haritalama populasyonlari gelistirilmis ve bu hastaliklara dayanikliligi saglayan
genlerle baglanti halinde olan molekiiler isaretleyiciler belirlenmistir. Dayaniklilikla
baglanti halinde oldugu belirlenen molekiler isaretleyiciler kullanarak dayaniklilik

genleri iilkemizde yetistirilen biber ¢esitlerine aktarilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, PVY, CMV, TMV, molekiiler 1slah, QTL



ABSTRACT

Turkey ranks third in world production of pepper. The crop is grown throughout the
country and has numerous uses: as a fresh vegetable, for paste, dried, pickled and
conserved. Viruses are a major pathogen of pepper and can severely reduce the yield
and quality of the crop. In turn, poor quality limits processing and export of pepper in
Turkey. None of the current local or hybrid varieties grown in the country have
multible virus resistance. However, resistances to many important viruses have been
identified in the wild relatives of cultivated pepper. To date, none of these resistances
have been successfully transferred to Capsicum annuum. With the aid of molecular
genetic markers and linkage maps, it is possible to determine the number of genes
controlling resistance, their individual effects on the trait and their genomic locations.
Once this has been done, markers that are linked to resistance can be used to expedite
the transfer of the resistance genes from the wild species to cultivated pepper. In the
proposed research, accessions of the wild pepper species C. Chilense and C. frutescens
were screened for resistance to three of the most damaging and widespread diseases of
pepper: Tobacco mosaic virus (TMV), cucumber mosaic virus (CMV) and potato virus
Y (PVY). In addition to the wild species, advanced breeding lines that have been
shown to be resistant to American (New York) isolates of TMV and CMV were
screened for resistance to Turkish isolates of all three viruses. Mapping populations
were developed and molecular markers linked to resistance loci were identified.
Linked markers can be used for marker-assisted selection to transfer these resistances to

Turkish pepper cultivars.

KEYWORDS: Pepper, PVY, CMV, TMV, Molecular Breeding, QTL



1. Giris

Biber giinliik diyetimizin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Diinyada yaklasik 24
milyon ton/yil biber iretilmektedir. Turkiye 1.85 MT ton uretimiyle Cin ve
Meksika’dan sonra 3. sirada yer almaktadir (FAO, 2005). Ulkemizde &rtiialti biber
tiretimi 2003 yilinda 300 BT ton olup, toplam biber iiretiminin yaklasik %18’lik kismini
olusturmaktadir. Biber tariminin toplam sera sebzeciligi icindeki pay1 ise %15
civarindadir. Ulkemizde biber yetistiriciligini verim ve kalite agisindan etkileyen pek
cok biyotik faktorler bulunmaktadir. Biyotik faktorler icerisinde viral hastalik etmenleri
biber tarimini yetistiriciliginin yapildigi her yéremizde ciddi bir sekilde etkilemektedir.
Viral etmenler arasinda hiyar mozayik viriisii (CMV), tiitlin mozayik virlisii (TMV),
patates Y virtsu (PVY) ve domates lekeli solgunluk viriisii (TSWYV) baslicalarini
olusturmaktadir. Verim stabilitesini ve tiriin kalitesini arttirmasi ve viriis vektorlerini
kontrol etmek icin daha az pestisit kullanim1 gibi olumlu sonuglarindan dolay1 ¢oklu
viriis dayanikliligi 6nemli bir 1slah ¢alisma konusudur. Son zamanlara kadar ¢ok buyiik
yatirimlar yapilmasina ragmen konvansiyonel 1slah yontemleri ile viriislere dayaniklilig
saglayan biitlin komponentleri igeren bir 1slah hatti heniiz gelistirilememistir. Bu
durumun bir ¢ok sebebi arasinda en 6nemlisi fenotipe dayali seleksiyonlarda istenilen
diizeyde basarili sonuglarin alinamamasidir. Dolayisiyla, en 6nemli biber virus hastalik
etmenlerine kars1 dayaniklilig1 saglayan genlerin biber genomunda haritalanmasi ve bu
genlerle baglantili olan molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi ile birlikte bu genlerin
molekiiler 1slah1 imkan dahilinde olmustur. CMV, PVY, TSWV, PepMoV ve TMV
virus hastalik etmenlerine yonelik biber’de son zamanlarda c¢ok sayida haritalama
caligmalar1 yapilmig ve dayaniklilikta rol oynayan genetik faktorler belirlenmis ve bu
genlerle baglant1 gosteren molekiiler isaretleyicler ortaya konmus ve artik diinyada
(kismende iilkemizde) rutin olarak kamu ve 06zel sektor biber i1slah programlarinda

kullanilmaya baglanmistir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Biber

Capsicum biberleri Solanaceae ailesi icerisinde tek bir cinse ait olan meyveli
bitkilerdendir. Capsicum tiirleri Meksika, Giiney Peru ve Bolivya’da ortaya ¢ikmistir
ve bes kiiltiir tlrG ve bu turlere ait yiizlerce ¢esit icermektedir. Biitiin dogal biber
populasyonlar1 diploid olup ayni kromozom sayisina (2n = 24) sahiptir. Ginimize
kadar, en az 25 adet yabani biber tiirliniin varligi rapor edilmistir. Kiiltiire alinmus tiirler
arasinda C. annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum var. Pendulum and C.
pubescens yer almaktadir (PICKERSGILL, 1997).

C. annuum hemen hemen diinyanin her tarafinda en yaygin olarak yetistirilen tiirdiir ve
tatli bell tipi biber tiplerine ait biber cesitleri kadar ac1 sivri biber tiplerine ait ¢ok sayida
biber ¢esitleri icermektedir. Bu tlir domates ve patates gibi beyaz renkli ¢iceklere sahip,
kiiciik, dalli, otsu ve tek yillik bir tiirdiir. Meyveleri sekil, biiyiiklik ve renk
bakimindan oldukca farkliliklar arz etmektedir. Tam olgunlasmamis meyveler yesil
renlidir. Olgun meyve renkleri beyaz ve mor renkleride igeren sari ile parlak kirmizi
arasinda degisiklik gosterir. Meyve sekilleride degisiklik gosterir. Meyve sekilleri
uzundan dar ve hemen hemen yuvarlak sekle kadar farklilik gosterir. C. frutescens
tropic ve 1iliman iklime sahip alanlarda esas olarak kiiltiire alinir ve genellikle daha ¢ok
fiery tada sahiptir. C. chinense bilimsel isminin tersine, Guney Amerika orijinlidir. Bu
tiir igerisinde bilinen en aci1 chili biberleri arasinda gosterlen habanero tip biber ¢esitleri
yer almaktadir. C. baccatum ¢ogunlukla Orta ve Giiney Amerika yiiksek kesimlerinde
yetistirilen bir tiirdiir ve aji olarak isimlendirilmektedir. C. pubescens kiiltiire alinmig

biberler arasinda enaz bilinen tiirdir.

Tiirkiye’de biber iiretimi stirekli bir artis (4-10% artis/y1l) gostermektedir. Bunun bir
sonucu olarak, 1980 yilinda 220.000 ton olan toplam biber tiiretimi giliniimiizde
1.900.000 ton seviyelerine ulasmistir (FAO, 2005). Biber iiretiminin énemli bir kismi1
(%33) Akdeniz Bolgesinin kiy1 kesimlerinde yapilmaktadir. Ege, Marmara ve
Karadeniz Boélgeleri iiretim bakimindan Akdeniz Bolgesini takip etmektedir. Biber
tiretimi bakimindan Tirkiye yillik 1.829.000 ton (%7 si) liretim miktariyla Cin’den
sonra (12.531.000 ton tretmektedir) ikinci sirada yer almaktadir (FAO, 2005).



2.2. Bitki Virusleri

Bitki hastaliklar1 bitkilere ve bitki {irlinlerine verim ve kalite agisindan zarar verdikleri
icin insanlar i¢in Onemlidir. Bitki hastaliklar1 g¢iftgilere ekonomik kayiplara sebep
olurlar, tiiketicilerin daha fazla harcama yapmalarin1 sonuclarlar ve ormanlar, parklar,
cadde boylar1 ve evler arasindaki bitkilere zarar vererek cevre giizelligini bozarlar.
Bitkilere hastalik yapan ¢ok sayida hastalik etmeni bulunmaktadir. Bu etmenler
arasinda viral hastalik etmenleri Ozellikle sebze tiirlerine en ciddi zararlar1 veren

etmenler arasinda yer almaktadirlar.

Biber iiretimi farkli virlis etmenleri tarafindan smirlandirilir. Tiirkiye’de en yaygin
gorlilen viriis hastalik etmenleri arasinda sirasiyla, hiyar mozayik viriisi (CMV) ve
patates Y virust (PVY) olarak gosterilmektedir (YILDIZ ve ark., 1990). Tutun
mozayik virisi (TMV) ve titln etch virlst (TEV) biber bitkisine zarar veren dnemli
virlisler arasindadir. Biber mild mottle viriisii (PMMoV) ve domates lekeli solgunluk

virts (TSWV) giderek énem kazanmaktadir.

Hiyar mozayik virtisii (CMV) verim ve kaliteyi azaltarak bitkilere énemli ekonomik
zararlar verirler. Sonu¢ olarak, CMV aralarinda hiyar, domates ve biber’inde
bulundugu ¢ok sayida iiriinde verim kayiplarindan sorumludur (BRUNT ve ark., 1990;
DANIELS ve CAMPBELL, 1992; DOUINE ve ark., 1979; GRUBE ve ark., 2000b;
KEARNEY ve ark., 1990; SIKORA ve ark., 1998). CMV ¢ok genis bir konuk¢u agina
sahiptir ve ¢ok sayida sebze, slis ve diger bitki tiirlerini infekte edebilmektedir
(PALUKAITIS ve ark., 1992). Bazi 6nemli konukgu bitki tiirleri arasinda biber, hiyar,

domates ve muz yer almaktadir.

2.2.1. Hiyar Mozayik Viriisii (CMV)

Hiyar Mozayik Virtsi (CMV) Bromoviridae ailesi igerisinde Cucumoviriis cinsine ait
bir tirddr (GALLITELLI, 2000; ROOSSINCK, 2002). CMV 29 nm genisiliginde ¢
kisimdan olusan polyhedral bir viriistiir. CMV parcaciklar1 isometrik yapida olup bir
protein kilifi icermektedir ve tek sarmalli ve artt sense RNA genomuna sahiptir.
Virtsun capsidi birbirine benzeyen 180 protein altbirimi (icosahedral symmetry)
icermektedir. Virionlar1 %18 civarinda RNA icermektedir. CMV ii¢ farkli pozitif
sarmallt RNA genomuna (RNA1, 2, 3) ve ayrica altgenomik bir RNA (RNA4) ye sahip



bulunmaktadir (ROOSSINCK, 2001). RNA1 ve 2 viral replikase enziminin
komponentleridir (HAYES ve BUCK, 1990). RNA3 protein kilifi ve virlisiin bir
hiicreden digerini hareketini saglayan 3a proteinlerini kodlayan agik okuma
cercevelerine (ORF) sahiptir (DAVIS ve SYMONS, 1988). Protein kilifi altgenomik
RNAA4 ten cevrilmektedir. RNA4 ise viriis ile infekte olmus hiicrelerde yer alan RNA3
iin eksi sarmalindan g¢evrilmistir (SCHWINGHAMER ve SYMONS, 1977,
GALLITELLI, 2000). Ayrica, son zamanlarda, 2b proteini CMV’nin bazi irklari ile
infekte edilmis bitkilerde bulunmustur. RNA2’nin altgenomik RNA’inden cevrilen 2b
proteini konukg¢uya O6zgiin uzun mesafe viriis tasinmasindan (DING ve ark., 1995;
GALLITELLI, 2000) ve konukcu bitkilerde gen silencing reaksiyonunu Ortmesi ile
iliskili oldugu saptanmustir (LI ve ark., 1999). Dolayisiyla, RNAI1, 2, 3 konukgu
bitkilerin sistemik olarak infeksiyonunda gereklidir (GALLITELLI, 2000). Ayrica,
CMV’nin bazi wrklarinda viriis replikasyonunda rol oynadig: diisiiniilen RNAS proteini
de mevcut bulunmaktadir (GALLITELLI, 2000). Bunun yanisira, CMV uydu (satellite —
satRNA) RNA’leri igermektedir. Uydu RNA’leri infekte olmus bitkilerin dokularinda
CMYV birikimini azalmaktadir (GARCIA-ARENAL ve ark., 2000). CMYV rklan dizi
benzerliklerine ve serolojik iligkilerine gore {i¢ ana alt grup icerisinde siniflandirilirlar.
Bu gruplar altgrup IA, IB ve altgrup II olarak tanimlanirlar (ROOSSINCK, 2001, 2002;
GARCIA-ARENAL ve ark., 2000; GALLITELLI, 2000). IA ve IB altgruplar II
altgrubundan daha ¢ok siklikta ortaya ¢ikmaktadir (CRESCENZI ve ark., 1993;
FRAILE ve ark., 1997).

CMV’nin replikasyon mekanizmasi diger bitki viriislerine benzemektedir ancak halen
tam olarak bilinmeyen replikasyon mekanizmasi ile ilgili ¢ok sayida 6zgiin detaylar
vardir. Bir bitki iizerinde afit beslendigi zaman hiicre igerisine viriis parcaciklarini
kolayca tastyabilir. Virlis pargaciklari ayrigir ve viral RNA’ler dagilir. CMV’nin
RNAL1 ve 2’si viral replikasyonda yer alan viral replikase’in protein komponentlerini
sentezlemek iizere sitoplazmik ribosomlarda translasyona ugrar (BARNETT ve WOOD,
1978). Bu kompleks yapi zarlara baglanir (HAYES ve BUCK, 1990) ve daha sonra
viral replikase viral RNA’lerle biraraya gelir ve viral replikasyon kompleksini
olustururlar. Replikase niikleotid dizilerini tanir ve CMV RNA’lerinin her birinde
bulunan kodlama yapmayan 3' ucu bdlgesinde dizileri baglar. Viral replikase CMV
RNA'lerinin her birinin (+) viral RNA sarmalin1 kullanarak (-) viral RNA sarmalarini

sentezler. Sentezlemenin bazi noktalarinda, (-) sarmallarin sentezlenmesi duru ve viral



replikase (+) viral RNA sarmalim sentezler. Bu islem konukg¢u faktorleri ve 1la

proteinleri ile regule edilmektedir.

Sinkronize replikasyon c¢alismalar1 kilif proteini sentezlenmesinin oraninin viral
replikasyonun baslangi¢ devrelerinde olduk¢a yavas oldugunu ancak infeksiyon
asamasinda daha baskin (dominant) hale geldini gostermistir (GONDA ve SYMONS
1979). Viral protein sentezlenmesi regiilasyonu muhtemelen viral kilif proteini mRNA
(RNA4) sentezlenmesi seviyesinde olmaktadir. Virion’larin olusumu muhtemelen
CMV RNA’leri ile CMV kilif proteinleri arasindaki interaksiyonlardan ortaya g¢ikan
dogal bir islemdir (CHEN ve FRANCKI, 1990). CMV RNA’lerinin inokiile edilmis
yapraklar igerisindeki hareketini serbest RNA halinde veya nukleoprotein kompleksi
halinde yada viriis pargaciklar1 halinde mi oldugu heniiz bilinmemektedir. Hastalik
olusturan RNA’lerin yapraktan yapraga tasinmasi viriis parcaciklar1 sayesinde oldugu
sanilmaktadir.  Infekte olmus hiicrelerde beslenen afitler viriis pargaciklarinin

sitoplazma yolu ile kazanirlar ve diger bitkilere viriisii aktarirlar.

CMV ¢ok iyi calisilmis bir viriistiir. Cok farkli bitki tiirlerini infekte edebilen ve
degisik simptomlara sebep olan ¢ok sayida CMV irklart mevcuttur (PALUKAITIS ve
ark., 1992). CMV israrci olmayan bir sekilde afitler tarafindan yayilirlar. Viriis infekte
olmus yapraklarda afitler tarafindan ¢ok kisa bir siirede (beslenme sirasinda bir
dakikadan daha az siiregte) kazanmilmaktadir ve duyarli bir bitkiye hemen
tasinabilmektedir. Duyarli bir bitki CMV ile infekte oldugunda, bocek vektorleri ve
insanlar tarafindan diger saglikli bitkilere bulagtirilirlar. CMV 80 den fazla farkli afit
tirleri tarafindan tasinmaktadir (GALLITELLI, 2000). Virls afit vektorleri icerisinde
cogalmazlar ve afitlerin gelecek déllerinede tasinmazlar. CMV tasityan en énemli afit
tlrleri arasinda Myzus persicae (yesil seftali afiti) and Aphis gossypii (pamuk afiti) yer
almaktadir. Bu tiirler ayn1 zamanda CMV taginmasi ile ilgili denemelerde yogunlukla
kullanilmaktadir. Biber, hiyar ve kereviz gibi CMV’ye duyarl bitkilerin tohumlarinda
CMV c¢ok diisiik siklikta yada hi¢ tasinmamaktadir. CMV kiiskiit gibi bitki paraziti
bitkiler tarafindanda tasinabilmektedir (FRANCKI ve ark., 1979). Ayrica, ¢evre sartlari
CMV yayilmast i¢in 6nemlidir (STIMMANN ve SWENSON, 1967).

Hiyar Mozayik Viriisii yaprak, c¢igek ve meyvelerin beneklenmesi, renk solgunlugu ve

bozukluguna sebep olarak bitkileri etkilemektedirler. Uriinler verim ve kalite acisindan

10



onemli kayiplara ugrarlar. CMV tarla veya sera kosullarinda yetistirilen iirlinleri
etkileyebilir. Geng fideler ilk bir ka¢ haftalik siire¢ igerisinde tarlada sikca CMV
infeksiyonuna ugrarlar. Genellikle tarla infeksiyonlar1 bitkiler altt haftalik iken ve
giiclii biiyiime gosterirken olmaktadir. Inokiilasyondan dort - bes giin sonra, geng
gelisen yapraklar beneklenmeye, bozulmaya ve kivrilmaya baslarlar.  Yapraklarin
kenarlari alta dogru kivrilmaya baslarlar. Ileri donemlerinde biiyiime drastik olarak
azalir. Bitkiler daha kisa sap internotlar1 ve pediollerinin bir sonucu olarak ciicelesmis
gorundrler. Bu tip bitkiler daha az miktarlarda ¢i¢cek ve meyve olusturur ve bitki
calims1 bir goriin kazanir. Inokiilasyondan sonra bitki iizerinde olusan meyveler soluk
yesil veya koyu yesil alanlarin ¢evreledigi beyaz alanlar gosterirler. Ayrica, infeksiyon

meyvelerin sekillerinin bozulmasina sebep olurlar.

CMV karst korunma stratejileri diger cogu viriislerdeki gibidir.  Sebze ve siis
bitkilerinde hiyar mozayik virlisii dayanikli ¢esit kullanimi, viriisten ari stoklarin
cogaltilmasi, viriisle infekte olmus bitkilerin yok edilmesi, triin rotasyonu ve vektor
aktivitesinin ortadan kaldirilmasi ile esas olarak kontrol edilmektedir (GOLDBACH,
2003). CMV’ye dayanikli ¢esitler bir ¢ok iiriin i¢in gelistirilmistir. Seralarda transplant
edilen bitkiler hiyar ve lili gibi CMV biriktiren bitkilerden izole edilmedilidir.
Boceklere kars1 kimyasal ilag uygulamalart CMV’den bitkileri koruma yollarindandir.
Bununla birlikte, CMV her zaman ¢ogu diger viriisler gibi etkili bir sekilde kontrol
edilememektedir. Bu durumun iki sebebi vardir: (1) Pek ¢ok Griin ve yabani ot tlri
konukgu yada virlis rezervuari olarak rol oynadiklari i¢gin, CMV’nin ¢ok genis bit
konukea agina sahip olmasi problemi karmasik hale getirmektedir. (2) CMV’ye genetik
dayaniklilik sadece bir kag tiirde mevcuttur. Alternatif yaklasim olarak, uydu RNA ve
kilif proteinlere dayali transgenik teknolojilerin kullanimi tamitilmistir (BEACHY ve
ark., 1990; TIEN ve WU,1991).

2.2.2. Patates Y Virusu (PVY)

Patates Y viriisii sebze tariminin yapildigi bolgelerde énemli bir bitki patojenidir ve
uriin kalite ve verimini % 80’e kadar azaltabilmektedir (HAMALAINEN ve ark., 1997).
PVY Potyviridae familyasi igerisinde yer alan Potyviriis grubuna ait (WEILGUNY ve
SINGH, 1998) tek iplikli ve pozitif polariteli bir RNA virusudir (JACQUOT ve ark.,
2005).
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Bitki virtsleri sekil ve yap1 bakimindan degisiklik gosterebilirler. PVY ipliksi sarmal
yapida olup %5,4-6,4 niikleik asit ve %93,6-94,6 protein icermektedir. Genomu tek
parcali olup 10,4 kb uzunlugundadir. Viriis 740 nm uzunlugunda ve 11 nm
genisligindedir (BOONHAM ve BARKER,1998). PVY genomu yaklasik olarak 9700
bazlik RNA’dan olugmaktadir ve bu RNA’nin 3" ucundaki, kilif proteini kodlayan
bolgenin aminoasit yada nikleotid dizisini igeren ve 3’ ucuna cgevrilmeyen bolgenin
niikleotid sekansini igeren baz dizisi, tiirlerin ayriminda kullanilmaktadir. Genomun 5’
ucundaki sekans daha biiyiiktiir ve bu sekansta suslarin ayriminda kullanilmaktadir

(SPETZ ve ark., 2003).

PVY tarafindan olusturulan hastalik “patates damar bantlasmasi1 mozaik™ veya “siddetli
mozaik” hastahig1 olarak bilinmektedir. Dogada ii¢ susu mevcuttur. PVY®, ortak sus
olarak bilinmektedir ve patatesin yetistirildigi her yerde goriilmektedir. Ik kez SMITH
(1931) tarafindan tanimlanmistir. Mozaik, yaprak dokimi, yaprak ve gévde nekrozu ve
tiitiin bitkilerinde ise hafif mozaikler seklinde semptomlar gostermektedir. PVY",
nekrotik sus olarak bilinmektedir ve ilk kez 1950’lerde bulunmustur. Bu sus, patates
bitkilerinde hafif mozaik ya da hi¢ bir semptoma neden olmazken tittinde yaprak 6limdi
ve damar nekrozuna neden olmaktadir (SINGH,1992). PVY" susu diinya capinda
dagilmistir ve ilk kez 1990 yilinda Kuzey Amerika’da izole edilmistir. PVYS, ¢izgi susu
olarak bilinmektedir ve ilk kez 1984 yilinda tanimlanmistir (BECZNER ve ark., 1984).
Patates yapraklarinda klorotik mozaik ve yumrularda nekrotik halkalar seklinde

semptomlar gosterir.

PVY genel olarak, aralarinda Solanaceae, Chenopodiaceae, Amaranthaceae,
Compositae, Leguminosae gibi ekonomik oneme sahip {irlinler basta olmak iizere 27
familya icerisinde yer alan 69 cinsin 342 turinden fazlasin1 hastalandirabildigi
saptanmistir (BOOHAM ve BARKER,1998). Capsicum annuum, Capsicum frutescens,
Chenopodium quinoa, Lycopersicon esculentum, Nicotina tabacum, Solanum

tuberosum, Tinantia erecta PVY’nin hassas konukgu tirlerine drneklerdir.

Dogada hastaligin vektorii Aphid (yaprak biti)’dir. PVY, 73 farkli aphid tiirii ile biitiin
diinyaya yayilmistir (VARVERI, 2000). En 6nemli vektorleri Myzus persicae, Aphis
nasturti, Myzus certus, Aphis fabae, Rhopalosiphum insertum ve Macrosiphum

euphorbiae’dir.  PVY vektor ile kalict olmayan (non-persistent) sekilde tasinir

12



(VARVERI, 2000). Aphid, hastalikli bitkide beslenmeye basladiktan bir kag saniye
iginde viriisii biinyesine alir ve hemen nakleder. Konukcu bitkide inkibasyon siresi 5—

15 giindiir. Viriisiin tarlada yayilmasindaki en énemli etken afitlerdir.

PVY’nin replikasyonu sirasinda, virlis mekaniksel olarak ya da vektorler tarafindan
yaralandirilmis hiicre duvarindan gecer ve dogrudan penetrasyon yolu ile tiimiiyle
sitoplazmaya aktarilir (WHITHAM ve WANG, 2004). Kapsid enzimler tarafindan
pargalanir ve viral iirlin hiicre sitoplazmasinda sentezlenmeye baglar. Pozitif polariteli,
tek iplikli PVY, parental RNA’y1 mRNA olarak kullanir ve pozitif iplik¢ik direk olarak
proteine cevrilir. Cevrilen protein olduk¢a blylktir ve fonksiyonel olabilmesi icin
proteazlarca parcalanmasi gerekmektedir. Sentez edilen proteinlerden biri ise RNA
polimeraz’dir. RNA polimeraz, pozitif RNA’y1 kalip olarak kullanarak komplementer
negatif RNA sentez eder ve gift iplikli RNA olusturmus olur. Negatif iplik¢ik kalip
olarak kullanilarak yeni pozitif iplik¢ikler sentez edilir. Tim partikiiliin birlesmesi
sitoplazmada gergeklesir. ilk olarak bos kapsid olusur daha sonra viral niikleik asit
kapsid icinde paketlenir. Olgunlagan viriis, hiicrenin otolizisi ile saliir
(AGRIOS,1997). PVY, tarla ve seralarda ¢ok kolay yayilir ve en biiyiik bulasma etmeni
Aphid’lerdir. Bulasmay1 6nlemek i¢in belirli periyotlarla bocek ilaglar1 kullanilmalidir.
Kullanilan alet ve donanimin temiz ve steril olmasina dikkat edilmelidir. PVY
konukgulart olan patates, domates, patlican ve biber ekim alanlar1 arasinda mesafeler

olmalidir. PVY ile enfekte edilmis bitkiler goriildiigli anda yakilarak yok edilmelidir.

PVY ’nin bir¢ok susu domates, biber ve tiitiinde hafif beneklenmelere neden olmaktadir.
PVY enfeksiyonu tutlin bitkisinin verimini %30’a kadar azaltabilir. Tatin damar
nekrozu hastaligina neden olan PVY" susu, iiriiniin tamamen kaybina neden olur. Biber
ve domateste de Onemli hasar ve kayiplara neden olur. PVY", patates yumrusunda
halkasal nekrotik lekelere neden olmaktadir (MEHLE ve ark., 2004). Eger bitki diger
viriislerin de enfeksiyonuna ugrarsa hasar ¢ok daha yok edici olur. PVY-PVX ayni anda
enfeksiyona neden olduklarinda yapraklardaki kivirciklagma ve damar nekrozu cok
daha siddetli olur.

Hastaliin semptomlar1 viriisiin  susuna, cesitlerin hassasiyetine, enfeksiyon

zamanindaki bitkinin yasina ve ¢evre kosullarina baglidir. Hastalifin belirtileri olan

mozaik ve beneklenme sicaklik 38°C’nin iizerine ¢iktig1 zaman maskelenebilir. Genel
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olarak, nekroz, kivirciklagma, sararma, yaprak dokiimii ve erken Oliim hastalik
belirtileridir. Hastaligin ilk belirtileri diizensiz mozaik ve koyu lekeler seklindedir
Hastaligin ileri safthalarinda tepedeki yapraklarda kivirciklagsma olusur. Yaprak kirgill
olur ve dokunuldugunda kolaylikla sapa bagl oldugu yerden kopar. Alt yapraklar ise
nekrotiklesip govdeye yapisir. Biiylimede geri kalma olustugu gibi yumru baglama da

azalir.

Hasta yumrudan gelen bitkide ilk belirtiler kivirciklasma ve mozaiklesmedir. Daha
sonra yaprak alt damarlar1 boyunca kahverengi beneklenmeler goriiliir ve ileri
sathalarda benekler siyah ¢izgi goriiniimiinii alir. Bazi ¢esitlerde ise yapraklarda
nekrotik lekeler ve benekler olusur. Bitkilerde bodurlasma meydana gelir. Geg
enfeksiyonlar bitkide yuksek hasarlara sebep olmaz; gec¢ enfeksiyonlar semptom
gOstermez ya da ¢ok hafif semptom gosterirler. Viriis, tohuma yerlesmez ve tohum ile

aktarilamaz. PVY, meyvede semptomlar olusturmaz.

2.2.3. Tutin Mozayik Virist (TMV)

TMV iiriin kayiplarina sebep olan, dokuz bitki ailesine ait aralarinda tiitiin, domates,
biber, hiyar ve ¢ok sayida siis bitkisininde bulundugu en az 125 bitki tiiriinii kolayca
mekanik olarak infekte edebilmektedir (ZAITLIN ve ISRAEL, 1975). Tobamovirus
grubuna ait olan TMV bir RNA virisudir ve spiral olarak kivrilmis ssRNA’lerden
meydana gelmistir. 300 °A uzunlukta ve 150 °A genislikte uzun cubuk seklinde
pargaciklar halinde bulunmaktadir. Virilis kapsidini disardan saran bir zarfi yoktur.
Konukguyu infekte ettiginde bitki hiicreleri igerisinde girer ve orada replike olur. Viriis
RNA’leri proteinlerinin konuk¢u mekanizmasi tarafindan sentezlenmesini yonetirler.
RNA ve protein Uretildikten sonra, kendi kendilerini biraraya getirirler. Capsomer ve
RNA’lerin biraraya getirilmesinden sonra konukg¢u hiicrelerinin parcalanmasini takiben

hiicre disina atilirlar (KLUG, 1999).

TMV infeksiyonunun simptomlart az c¢ok diger viriislerinkine benzemektedir.
Yapraklar beneklenir ve bozulur. Bitkiler ciicelesir. Meyveler beneklenir ve sekli
bozulur. Sistemik infeksiyon bir ¢ok virlis patovart ve bitki kombinasyonlarindan
olusur. Bu durumda, bitkiler solgunlasir, sararma gosterir ve sonunda olir. TMV
tasinmasi i¢in vektor gerekli degildir. TMV elle veya mekanik yollarla kolayca

taginabilir ve kotli hava sartlarina olduk¢a dayaniklidirlar. Bitki atiklarinda kuru
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toprakta 2 yil, nemli toprakta 1 ay veya kok pargalarinda 22 ay canli ve viriilent
kalabilirler. Sera demiri veya cami gibi ortamlarda bile uzun siire yeniden bulasma
kaynag1 olarak durabilmektedirler. Bulasik topraklara dikilen saghkli fideler kokte
olusan kiiclik yaralardan bile viriis hastaligina kolayca yakalanabilirler. Tohumlarin tri-
sodyum-fosfat soliisyonundan gecirilmesi, saglikli tohum kullanilmasi, miinavebe
uygulanmasi, domates, patlican ve hiyarin ardindan ayni araziye biber dikilmemesi gibi
koruyucu 6nlemler onerilmistir. Ancak, onerilen bu kiiltiirel uygulamalarin hi¢ birisi

etkili bir ¢6ziin yolu olamamastir.

2.3. Molekuler Haritalama

Molekdiler haritalama kompleks genetik kontrolii olan karakterleri ¢alismak ve anlamak
icin Umitvar bir stratejidir. Hastaliga dayaniklilik, genotiplerin ¢evreyle iligkileri ve
patojenlerin  virlilensliklerindeki ~ farkliliklardan ~ dolayi,  ¢alismast  zordur
(YOUNG,1996). Uzerinde calisilan karakterlerle iliskili olan genomik bélgelerin
belirlenmesi amaciyla yapilan molekiiler haritalama c¢alismalar1 hastaliklara
dayanikliligin tespit edilmesinde yardimci olabilmektedir. Bitkilerde dayaniklilik
kalitatif veya kantitatif karakter olarak kontrol edilmektedir. Kalitatif bir karakter,
major bir fenotipik etkiye sahip olan ve tek bir gen tarafindan kontrol edilen karakterdir
ve Mendel oranlaria gore agilim gosterirler. Monogenik bir karakterdir. Ornegin,
bitkilerde bazi tip hastaliga dayanikliliklar, bezelyede ¢i¢cek rengi ve Drosophila’da goz
rengi monogenik karakterlerdir. Bu tip karakterler farkli (discrete) fenotipik varyasyona
sahiptirler. Kalitatif bir karakterin tersine, kantitatif bir karakter ¢evre kosullarinin
onemli miktarda etkiledigi birden ¢ok sayida genler tarafindan kontrol edilen polygenik
bir karakterdir ve devamli (continuous) agilima sahiptir. Bu tip poligenik karakterler
Mendel oranlarina gore agilim gdstermezler. Ornegin, bitki yiiksekligi, verim, kalite ve
tuz toleransi kantitatif karakterlerdr. Kantitatif karakterler kantitatif karakter lokuslari
(QTL = Quantitative Trait Loci) tarafindan kontrol edilmektedir. Bir kantitatif karakter
lokusu devamli agilim gosteren bir karakteri etkileyen gen(ler)i igeren kromozom

bolgeleridir.

QTL haritalamasi i¢in bir ka¢ sart bulunmaktadir. Bu sartlar arasinda: (1) molekiiler
isaretleyicilerin ve iizerinde caligilan karakterlerin agilim gosterdigi genis ve uygun bir
haritalama populasyonu; (2) kodominant isaretleyicilerden olusan bir biitiin genetik

baglant1 haritasi; (3) isaretleyici ve karakter allelleri arasinda baglant1 disequilibriumu;
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(4) kantitatif karakterleri 6lgebilecek giivenilir bir metod; (5) isaretleyici ve karakterler
arasindaki Onemli iligkileri ortaya koyabilecek istatistik metodu, yer almaktadir
(EDWARDS ve PAGE, 1994; EDWARDS ve ark., 1987; LANDE ve
THOMPSON,1990). QTL haritalamasinda haritalama populasyonlar1 ¢ok 6nemlidir.
Bu populasyonlar arasinda Fj, gerimelez (BC) populasyonlari, rekombinant saf dol
hatlar1 (RIL) ve ¢ift haplodirler (DH) yer almaktadir (Sekil 1). F, populasyonunun
gelistirilmesi kolaydir. Haritalama ¢alismalarinda 6nemli bir parametre olan ¢ok sayida
rekombinasyon olay1 elde edilir. Bir F, populasyonunda butin muhtemel genotipler
(AA, Aa, aa) miimkiindiir. Bdylece gen aksiyonlart1 dominant/resesif veya aditif
seklinde tahminn edilebilmektedir. Geri melez populasyonlarida 1slah ve gen transferi
icin 1yi populasyonlardir ve gelistirmesi kolaydir. Ancak, bu populasyonlarda, biitiin
genotipler (sadece AA, Aa) mimkiin olmadigr i¢in resesif QTL’leri belirlemek
imkansizdir. Rekombinant safddl hatlarimi gelistirmek uzun zaman gerektirdigi icin
zordur ancak F, populasyonlarinda goriilenden daha fazla sayida rekombinasyon
olustugu i¢in 6nemli avantajlara sahip populasyondur. Cogu bitkilerde cift haploid
olusturmak ¢ok zordur veya ¢cogu zaman imkansizdir. Cift haploid hatlarin dezavantaji
biitiin genotipler (sadece AA, aa) miimkiin olmadigi i¢cin bu populasyonlarda gen

aksiyonunu belirlemek miimkiin degildir.

Ebevyn A
X —— > F4 hibrit MFZ Populasyonu
Ebevyn B
Ebevyn A
X — F1 hibrit
Ebevyn B X —  BC; populatasyonu
Ebevyn B
Ebevyn A kendileme kendileme
X - Fl_> F2_> Fg,_> > RIL (homozigot)

Sekil 1. Haritalama caligmalari i¢in F2, BC and RIL populasyonlarinin olusturulmasi

16



Hastaliga dayaniklilikta rol oynayan genlerin haritalanmasi i¢in fenotipik analizler
(0rnegin ELISA degerleri veya hastalik gozlem skorlari), isaretleyici analizleri ve
istatistiki analizler isaretleyici (genotip) ve dayaniklilik (fenotip) arasindaki onemli
iliskileri olusturmak i¢in kullanilmistir. Fenotipik ortalama ve isaretleyici genotipi
arasindaki iligki hastaligi kontrol eden genleri haritalamada yardimci olacaktir.
Populasyonu isaretleyici genotiplerine (AA, Aa, aa) bagli olarak gruplara ayirdiktan ve
her bir genotipik smif i¢in fenotipik ortalamalar1 belirledikten sonra ortalamalar
arasinda bir farklilik olup olmadigimi goérmek i¢in ANOVA benzeri kiyaslamali bir
istatistiki test yapilmalidir. Bdylece, isaretleyici ile baglantili olan {izerinde ¢alisilan
karakter icin bir QTL oldugu sonucu varilabilmektedir. QTL analizleri iizerinde
caligilan karakteri kontrol eden gen sayisini, her bir QTL’in toplam fenotipe olan etkisi,
gen aksiyonunu (dominant/resesif, aditif, overdominant) ve QTL x cevre iligkilerini

belirlemeye yardimc1 olmaktadir.

Haritalama g¢alismalarinda kullanilan molekiiler isaretleyiciler morfolojik ve molekdler
isaretleyiciler olmak {izere esas olarak iki grup igerisinde siniflandirilirlar. Morfolojik
isaretleyiciler goriinen bir fenotipik degisikligi kodlayan genlerdir. Ciicelik veya
antoksiyanin iiretimi morfolojik isaretleyicilere ornektir. Morfolojik isaretleyicilerin
cogu dominant veya resesif alleller olarak agilim gosterirler. Molekiiler isaretleyiciler
protein, gene veya DNA seviyesinde farklilik gosterirler. AFLP, SSR, CAP, RFLP,
RAPD isaretleyicileri molekiiler isaretleyicilerdir. Bunlar arasinda AFLP, SSR ve
CAPs PCR’a dayali isaretleyicilerdir.

2.3.1. Cogaltilmis Parcacik Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

AFLP genetik isaretleyici teknolojileri igerisinde en son gelistirilen teknolojilerden
birisidir (VOS ve ark., 1995). AFLP isaretleyicilerini kullanmanin avantaji herhangi bir
sekanz bilgisine ihtiya¢ duymamasidir. Multipleks orani yiiksektir, daha az primer
kombinasyonu gerektirir ve tekrarlanabilirligi oldukc¢a yiiksektir (BREYNE, 1999;
VOS ve ark., 1995; BECKER ve ark., 1995). AFLP’ler iizerinde ¢alisilan genomun
kompleks yapilarina ve islem igerisinde bir kag adimin degistirilmesi ile
duzenlenebilmektedir.  Ozellikle ¢ok biiyiikk genoma sahip organizmalarda basarili
oldugu ispatlanmistir (HAN ve ark., 1999). AFLP isaretleyicileri genetik baglanti

haritalarinin  olusturulmasi, 6zgiin genomik bolgelerde daha fazla isaretleyici ile
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¢Oziiniirliiglin arttirlmasinda, genetik ¢esitlilik analizlerinde ve en Onemlisi c¢esitler

arasindaki benzerligin saptanmasi gibi oldukca genis uygulama alanlar1 vardir

AFLP’ler secici PCR sonrasit farkli uzunlukta pargacik polimorfizmine dayalidir.
Adaptor — homolog primerler kullanilarak yapilan PCR’1 takiben enzimle kesilmis
parcaciklarin uglarina adaptorler eklenir. Bu sekilde yiizlerce parcacik PCR ile
cogaltilabilmektedir. PCR ile elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin sayisini azaltmak
igin, primer se¢iciligi Primerin 3’- ucuna tesadufu nukleotidlerin eklenmesiyle
arttirtlabilmektedir. PCR rtni amplikonlar bozulabilir polyacrylamide sekanz jelinde
veya DNA dizi analiz sistemleri ile Kkapillar olarak bir baz ciftine kadar
ayristirilabilmektedir. AFLP analizi ile ¢cok az masrafla ayn1 anda binlerce bagimsiz
lokusu belirleme kapasitesi vardir. AFLP primerleri laboratuvarlar arasinda primer
dizilerinin yayimlanmasi ile kolaylikla paylasilmaktadir. Biitiin bu 6zgiin 6zellikleri
AFLP analizini bitki tiirleri igerisinde genetik polimorfizm caligmalarinda miikemmel

bir sistem yapmaktadir.

AFLP sistemi biberde br ¢ok molekiiler genetik baglant1 haritasinin olusturulmasinda
kullanilmistir. LIVINGSTONE ve ark., (1999) C chinense x C. annuum populasyonu
icin bir AFLP/RFLP haritas1 olusturmustur.  Bu iki sistemin integresyonu ile
olusturulmus bir harita 1000 den fazla isaretleyici i¢germektedir ve domates ve biber
tiirleri arasinda genom kiyaslamalar1 yapilmasina imkan saglamistir. Benzeri bir
tiirleraras1 populasyon kullanarak, KANG ve ark., (2001) yaklasik 600 isaretleyici
iceren bir AFLP/RFLP baglanti haritast olusturmustur. Ayrica, AFLP’ye dayal
haritalar tiirleri¢i melezlemelerden gelistirilmis populasyonlar i¢inde olusturulmustur
(BEN CHAIM ve ark., 2001b; LEFEBVRE ve ark., 2002). PARAN ve ark. (2004)
degisik populasyonlar kullanilarak hazirlanan alt1 adet baglant1 haritasini kullanarak tek

bir integre biber baglanti haritasi olusturmustur.

2.3.2. Basit Sekans Tekrarlar1 (SSRs) — Microsatellites

Diger bir timitvar teknik basit dizi tekrarlar1 olarakta bilinen mikrosatellite isaretleyici
(SSR) analizleridir. Bu isaretleyicier kisa, birbiri ardina tekrarlardan olusan DNA
dizileridir. Tekrar birimlerinin sayis1 mayoz boliinme sirasinda replikasyon kaymasi ve
esit olmayan crossover’dan dolayr bireyler arasinda ortaya ¢ikan farkliliki arz

etmektedir. Genomlarda ¢ok miktarda bulunmasi ve kolaylikla saptanabilmesi, yiiksek
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diizeyde polimorfizm seviyesine sahip olmasi ve otomatik sistemlerle kolaylikla
belirlenmesinden dolayi, SSR’lar molekiiler genetik analizler i¢in 6zellikle faydalidir
(RAFALSKY ve TINGEY, 1993). SSR’lar normalde genomlarin kodlama yapmayan

bolgelerinde olusurlar (http://www.sgn.cornell.edu/markers/microsats.pl).

Mikrosatelit’ler AFLP’lerde bulundugu kadar yiiksek diizeylerde multipleks oranina
sahip degildir ve primer dizayn etmek i¢in 6n sekanz bilgilerinin bulunmasi gereklidir.
SSR’lar kodominant isaretleyicilerdir ve bilinen diger biitiin isaretleyici sistemlerine
gore daha yiiksek dizeylerde polimorfizm géstermektedirler (BOWERS ve ark., 1996).
Bu yiiksek derece polimorfizm sebebi analiz edilen bdlgenin tekrar motifleri olmasi ve
boylece replikasyon sirasinda DNA polimerizasyonunun kaymasindan dolayr ortaya
cikan wuzunluktaki degisiklige duyarli olmasindandir.  Gen kodlayan bdlgeleri
icermedikleri i¢in, SSR’lar genellikle seleksiyon baskisi ile karsi karsiya kalmamaistir.
Bundan dolayi, genomlarin bu alanlarmin modifikasyonu organizmalara 6lumcil
degildir ve bu nedenle miktarlar1 oldukga fazladir. Bu durum bu isaretleyicileri birbiri
ile ¢cok yakin iliskili olan bireyleri (cesitleri) ayirt etmek i¢in iyi bir sitem yapmaktadir.
Primer’ler tekrarlar1 iki tarafindan c¢evreleyen sekanzlerden gelistirilmektedir.
Bireylerin tekrar motifleri arasindaki uzunluk farkliliklar1 PCR amplifikasyonu ile

ortaya konulmaktadir.

AFLP gibi, SSR isaretleyicileride biber genom haritast olusturulmasinda kullanilmistir.
LEE ve KIM (2003) gelistirdikleri 46 adet SSR isaretleyicisini KANG ve ark. (2001)
tarafindan gelistirilen AFLP/RFLP haritasina eklemistir. Ilave SSR isaretleyicileri LEE
ve ark. (2004) ve Y1 ve ark. (2006) tarafindan gelistirilmistir. Toplam olarak 226 SSR

isaretleyicisi C. annuum-C. chinense F, populasyonunda haritalanmstir.

2.3.3. Kesilmis Cogaltilmis Polimorfik Sekanslar (CAPS)

CAP’ler RFLP isaretleyicilerine analog olan kodominant isaretleyicilerdir. COSII
isaretleyicileri Asterid tiirlerinde tek kopya korunmus ortolog genlerinden gelistirilmis
bir tip CAP isaretleyici sistemidir (http://www.sgn.cornell.edu/markers/cosii_markers).
CAP isaretleyici analizlerinde, bir allele 6zgilin bir kesim kismi1 igeren DNA bolgesi
PCR ile gogaltilir ve uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilir. Bu teknikte, Gen
bankasindan belirlenen veya ¢cDNA klonlarindan veya genomik DNA’dan olusturulan

sekanz spesifik primerler ile ¢ogaltilmaktadir. PCR ile ¢ogaltilmasindan sonra, DNA
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parcaciklart uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilir ve kesilmis Urtinler 1 X TBE
tampon ¢Ozeltisi icerisinde hazirlanan 2-4%’lik agaroze jelde ayristirilir.  Bu
ayristirmanin bir sonucu olarak farkli uzunluktaki bantlara gore bireyler arasindaki

polimorfizm saptanmaktadir.

Her isaretleyici sistemi birbirleriyle kiyaslandiklarinda bazi avantaj ve dezavantajlari
vardir. AFLP, SSR ve CAP’ler yuksek derecede tekrar Uretilebilmektedir. AFLP ve
SSR sistemleri ¢ok polimorfi isaretleyicilerdir. MILBOURNE ve ark. (1998) patates’te
SSR larin AFLP’den daha polimorfik oldugunu belirlemislerdir. McGREGOR ve ark.
(2000) ise ayni bitkide tam tersi bir sonu¢ elde etmislerdir. SSR ve CoslI’lar
kodominant olarak skorlanirken AFLP isaretleyicileri genellikle dominant olarak
skorlanmaktadir. AFLP ve Cosll isaretleyici analizleri icin ylksek kalite DNA’ya
gereksinim vardir. AFLP i¢in degil ancak Cosll ve SSR’lar i¢in 6n dizi bilgisine ihtiyag
bulunmaktadir. Biber i¢in CoslI sistemine dayali bir molekiiler genetik baglant1 haritas1

halen olusturma asamasindadir (STEVEN TANKSLEY, Kisisel iletisim).

2.4. Biberde viriis dayanikhi@1 haritalamasi ile ilgili 6nceki calismalar

Viriis, bakteri, nematod, fungus ve bocek dayamikliliginda rol oynayan ¢ok sayida tek
gen veya kantitatif karakter lokuslari degisik Solanaceae tiirlerinde haritalanmigtir
(PILLEN ve ark. 1996). Akraba tiirlerde yapilan haritalama ¢aligmalar1 ayni genlerin
farkli konukgularda ayni patogenlere karsi dayaniklik saglayip saglamadiklarinin
anlasilmasina yardimei olur. Son on bes yil igerisinde, farkli Capsicum tiirleri igin ¢ok
sayida genetik baglanti haritasi yaymlanmistir. Bu haritalarin ¢ogu C. annuum x C.
chinense arasinda yapilan tiirlerarasi melezlemelerden yada C. annuum turd icerisinde
yapilan tiirleri¢i melezlemelerden gelistirilen F,, BC; veya cifthaploid populasyonlar
kullanilarak olusturulmuslardir. ilk biber genetik baglant1 haritasinda, 14 adet isozyme
isaretleyicisi C. annuum and C. chinense populasyonunda haritalanmistir (TANKSLEY
ve ark. 1984). Bu haritada, dokuz isaretleyici dort baglanti grubunda (kromozom)
yerlestirilmistir. Daha sonraki haritalarda, RFLP, RAPD, SSR ve AFLP isaretleyicileri
kullanilmistir. LIVINGSTONE ve ark. (1999) C. annuum x C. chinense
melezlemesinden gelistirilen bir F, populasyonunda su ana kadar olusturulan en
kapsamli biber- domates kiyaslamali genom haritasini olusturmustur. Bu haritada 1000
tizerinde isaretleyici 3 baglanti grubu igerisine yerlestirilmistir. CARANTA ve ark.
(2002) C. annuum “Vania” (CMV dayanikli) ve C. annuum “H3” (CMV duyarli)
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arasinda yaptiklari melezleme c¢alismasindan elde ettikleri Fp’lerden 101 adet
cifthaploid hattt CMV dayaniklilig1 ve isaretleyici gelistirilmesi i¢in analiz etmislerdir.
Bu populasyonda, toplam 184 adet isaretleyiciyi (93 AFLP, 51 RFLP, 38 RAPD ve 2
morfolojik) 20 baglanti grubu icerisinde haritalamiglardir. LEE ve ark. (2004) C.
annuum “TF68” ve C. chinense *“Habanero” arasinda yapilan tiirlerarasi
melezlemesinde gelistirilen 107 adet F, populasyonu kullanarak 46 adet SSR
isaretleyicisini biber genomunda haritalamistir. ilaveten, ayn1 populayonda 146 adet
RFLP isaretleyicisi haritalanmistir.  MINAMIYAMA ve ark. (2006) C. annuum
“Manganji” x C. annuum “Tongari” melezlemesinden gelistirilen 117 adet c¢ifthaploid
kullanarak 123 SSR, 228 AFLP, 60 RAPD ve 1 CAP isaretleyicisini igeren bir baglanti

haritas1 olusturmustur.

Hastaliklara dayaniklilik lokuslarinin belirlenmesi ve haritalanmast bu lokuslarin
haritaya dayali klonlama ¢alismalarinda ilk adimi1 olusturmakta ve ayrica isaretleyiciye
dayali seleksiyon c¢alismalarinda kullanmasina imkan saglamaktadir.  Ornegin,
Phytophthora capsici ( LEFEBVRE ve PALLOIX, 1996), PVY (CARANTA ve ark.
1997b) ve CMV (CARANTA ve ark 1997a) dayanikliligi saglayan QTL’ler belirlenmis
ve biber genomunda haritalanmistir. CARANTA ve ark. (1997a) 138 isaretleyici
kullanarak yaptiklar1 ¢calismada {i¢c genomik bdlgenin biberde CMV dayanikliliginda rol
oynadigini belirlemislerdir. GRUBE ve ark. (2000a) hastaliklara dayaniklilikta rol
oynayan genlerin genomik pozisyonlarini ve domates, biber ve patates de bu genlerin

homologlarini ¢alismistir.

3. Gerecg ve Yontem
3.1. Bitkisel Materyaller

Bu projede kullanilan Fg ileri 1slah hatlar1 Cornell Universitesi’nden saglanmistir. Bu
materyal, dayanikli bir yabani tiirle (Capsicum frutescens) yapilan tiirlerarasi melezleme
calismalarindan tiliretilmigtir. Elde edilen F; melezler TMV ve CMYV izolatlarina karsi
test edilmis ve dayanikli bulunanlar sekiz generasyon kendilenmek ve her bir
generasyonda bu iki virlis izolatlariyla test edilmek siiretiyle bu iki hastaliga karsi
dayanikli ileri 1slah hatlar1 gelistirilmistir (Prof. RICHARD ROBINSON, kisisel
iletisim). Bu hatlar sekiz generasyon kendilemenin nedeni dayaniklilikta rol oynayan

genleri homozigot hale getirmektir.  Duyarli kontrol olarak, iilkemizin degisik
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yorelerinde yetistirilen (Bagci Carliston, Sera Demre, Dolmalik) ve diger bazi
uluslararas1 ¢aligmalarda dayaniksiz ¢esit olarak kullanilan bazi standart hatlarda
(California Wonder) c¢alismaya eklenmistir. Yabani tiirler ve kiiltiir ¢esitlerine ait
tohumlar Menemen-izmir, Hollanda ve Amerika’daki gen bankalarindan temin
edilmistir. Fg hatlart Cornell University arastiricilarindan Prof. RICHARD
ROBINSON, CMV dayanikli orijinal yabani tir Capsicum frutescens yine Cornell
University arasticilarindan Prof. MOLLY JAHN’dan temin edilmistir.

3.2. Virus inokilasyonu

Bu caligmada, genetik materyal olarak kullanilan biitiin tohumlar Oncelikle 2x2
viyollerde ¢imlendirilmislerdir. Cimlenmeden iki hafta sonra fideler daha iyi blyime
icin 10 cm. ‘lik saksilara aktarilmislardir. Saksilar iklim odasi igerisinde tamamen
tesadiifii olarak yerlestirilmis ve deneme boyunca 16 saat 151k ve 22 OC sicaklik olacak
sekilde tutulmuslardir. Bitkiler dort yaprakli devreye geldiklerinde virislerle inokiile
edilmistir (CELEBI TOPRAK ve ark. 2003). TMV, PVY veya CMV inokiile edilmis
titin, patates veya domates dondurulmus yapraklart inokulum kaynagi olarak
kullanilmistir.  CMV-Fny inokulumu Prof. PETER PALUKAITIS (Dept. Virology,
Scottish Crop Research Institute), TMV inokulum kaynagi Dr. MUSTAFA GUMUS
(Ege Universitesi Bitki Koruma Béliimii) ve PVY inokulum kaynag: olarak PVY? susu
kullanilmis ve Dr. CAROL CARANTA (INRA - Fransa) tarafindan saglanmustir.
Butun inokulum kaynaklari mekanik inokiilasyon teknigi kullanilarak tiitiin, patates
veya domates bitkisinde ¢ogaltilmis ve siirekli inokulum kaynag: olarak -80 °C derin

donduru i¢erisinde tutulmustur.

Biber fideleri 4-5 yaprakli devrede TMV, PVY ve CMV virlsleri ile aym sekilde
mekanik olarak inokule edilmistir. Inokulasyonlardan bir giin 6nce ve bir giin sonra
bitkiler masalarin altina alinip, gazete kagitlariyla cevrilerek golgede birakilmistir.
Inokulasyonlar 6gleden sonra yapilmistir. Viriis inokulum kaynag: olarak ¢ogaltilmis
olan patates, ttin veya domates yapraklari toplanip, havan-havaneli yardimiyla iyice
ezilerek bitki 6zsular1 alinmigtir. Alinan bitki 6zsuyu fosfat tamponu kullanilarak 1:10
oraninda seyreltilmistir. Fosfat tamponu, 1L distile su icerisinde 1,47 mM KH,PO, ve
8,1 mM NayHPOy-susuz c¢oziilerek pH7,4’¢ ayarlanip kullanilmistir.  Seyreltme
yapilirken fosfat tamponunun +4°C olmasina dikkat edilmistir. Seyreltilmis inokulum

kaynagi buz iizerine konularak inokulasyonlar yapilmistir. Inokulasyondan &nce,
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karsilikl segilen U¢ yaprak ytizeyine hafifce carborundum serpilmistir. Pamuklu ¢cubuk
ile yaprak yiizeyine inokulum kaynagi iyice strilmiis ve karsilikli kiigik iki delik
acilarak isaretlenmistir. Negatif kontrol olarak iki tituin ve iki biber bitkisi sadece fosfat
tamponu ile inokule edilmistir. Benzer sekilde iki tiitiin ve iki biber bitkisi pozitif
kontrol olarakta inokule edilmistir. Inokiilasyondan yarim saat sonra biitiin bitkiler
fazla karborondan ve viriislerden temizlenmesi i¢in su ile yikanmigtir. Bitkiler mekanik
inokiilasyondan sonra bir giin karanlikta tutulmustur. Daha sonra, bitkiler uygun
yukarida soz edildigi sekilde yetistirme kosullarinda iklim odasinda tutulmustur. Bir

hafta sonra bitkiler ayn1 sekilde tekrar inokiile edilmistir.

3.3. Fenotipik Karakterizasyon

Bitkilerin viriis inokiilasyonlarina gosterdikleri tepkileri (simptom gelisimi) belirlemek
icin gorsel olarak 1-5 skalasi ve DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) yontemi kullanilmistir. ilk inokiilasyondan iki hafta
sonra, inokiile edilen yapraklar toplanmig ve ELISA yapilarak inokiilasyonun basarili
olup olmadigi belirlenmistir. ELISA analizleri CLARK ve ADAMS (1977) tarafindan

tanitilan yonteme gore yapilmustir.

Virtislerle inokiilasyondan sekiz hafta sonra her bir bitki simptom gelisimi bakimindan
gorsel olarak skorlanmistir. Ilk goérsel simptomlar inokiilasyondan sonra 7-10 giin
icerisinde goOrllmeye baslanmistir.  Simptom seviyelerine gore 1 ve 5 arasinda
skorlanmistir. 1 = hig¢ bir simptom gelismemistir; 2= ¢ok az klorosis gozlenmistir; 3=
bazi klorosis ve mozayik gelismeye baslamistir; 4= ¢ok miktarda mozaik ve yaprak
bozulmalar1 olusmaya baglamistir; 5= ¢ok miktarda mozayik gelisimi ve yaprak ve

meyvelerde bozulmalar hatta bitki 6ltimleri olusmustur (Sekil 2).

1 2 3 4 5
Sekil 2. CMV simptomlar1 ve 1-5 skalasi.
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DAS ELISA analizleri icin inokule edilmis yapraklar inokulasyondan 15 giin sonra
toplanmistir. Sistemik (inokule edilmeyen) yapraklar ise inokule edilen yapraklarin 2-3
yaprak {stiindeki yapraklarin alinmasiyla inokulasyondan bir ay sonra toplanarak DAS-
ELISA metodu ile ADAMS ve CLARK (1977)’in 6nerdigi sekilde uygulanmustir.
Agdia firmasindan saglanan antikorlar (Alkalin peroksidaz) kullanilmistir. Toplanan
bitki yapraklari merdane (sap roller) yardimi ile ezilerek suyu alinmis ve yaprak suyu
1:10 oraninda (2 damla yaprak suyu:900 pul ekstraksiyon tamponu) ekstraksiyon
tamponu igerisinde seyreltilmistir. Ekstraksiyon tamponu 1L PBST tamponu igerisinde
20 g PVP (polyvinilprolidon), 1,3 g Na;SOg3-susuz, 0,2 g NaNs3, 2 g albumin, 20 g
Tween-20 ¢oziiliip, pH7,4’e ayarlanarak kullanilmistir. Kaplama tamponu, 1L distile
su icerisinde 1,59 g Na,COg3, 2,93 g NaHCO3, 0,2 g NaNj ¢ozulip pH 9,6’ya
ayarlanarak hazirlanmistir. CMV, TMV ve PVY virlslerine 6zgiin capture anti-PVY
antikor 1:200 oraninda kaplama tamponu igerisinde seyreltilmistir. ELISA
mikroplakast (Nunc-Immuno Plates MaxiSorp F96, Bioreba) her bir kuyucuga 100 pl
kaplama tamponuyla seyreltilmis spesifik antikor yiiklenerek kaplanmistir.
Mikroplakalar, stre¢ film ile sikica sarilmis ve nemli bir bezin arasina konulup kapakl
bir kutu icerine yerlestirilerek 16 saat 4°C’de bekletilmistir. 16 saat sonra
mikroplakalar dort kere yikama tamponu (PBST) ile Mikroplaka Yikayicist (ASYS
Hitech GmbH-Atlantis) cihazinda yikanmistir. Bioreba firmasindan hazir olarak alinan
toz halindeki yikama tamponu, 1L distile su igerisinde 10 g ¢oziilerek hazirlanmistir.
Ekstraksiyon tamponu icinde seyreltilen ve buz tzerinde muhafaza edilen yaprak 6z
sular1 (antijen)’ndan her bir kuyucuga 100 pl yiiklenmistir. Mikroplakalar stre¢ film ile
sikica sarilmis ve nemli bir bezin arasina konulup kapakli bir kutu igerine yerlestirilerek
16 saat 4°C’de bekletilmistir. 16 saat sonra tabaklar tekrar dort kere yikama tamponu
(PBST) ile Mikroplaka Yikayicist cihazinda yikanmistir. Peroks enzim konjugati anti-
PVY, CMV ve TMV antikorlar1 ile 1:200 oranindan konjugasyon tamponu igerisinde
seyreltilmistir. Konjugasyon tamponu 1:4 oraninda MRS (Agdia) ve PBST c¢ozelti
karisimindan hazirlanmis ve mikroplakadaki her bir kuyucuga 100 pl yliklenmistir.
Mikroplakalar, stre¢ film ile sikica sarilmis ve nemli bir bezin arasina konulup kapakl
bir kutu igerine yerlestirilerek 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. iki saat sonra
mikroplakalar tekrar dort kere yikama tamponu (PBST) ile Mikroplaka Yikayicisi
cihazinda yikanmistir. Her bir kuyucuga TMB peroksidaz substrat sollisyonundan
(Agdia) 100 pl yiiklenmis ve mikroplakalar yine ayni sekilde kapakli kutu igerisine
konularak 30-60 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. ~ Mikroplakalardaki renk
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degisikligi ELISA Mikroplaka Okuyucusu (Thermolabsystems-MultiskanEX) cihazi ile
fotometrik olarak 630 nm (PVY icin) ve 405 nm (CMV ig¢in)’de dlglilmiistiir. Pozitif ve
negatif kontroller Agdia firmasindan saglanmistir. Negatif kontrol igin secilen bitkilerin

ELISA sonuglarinin ortalamasinin iki kat1 pozitif yani hasta olarak kabul edilmistir.

3.4. Genotipik karakterizasyon

Her bir bitki DNA’s1 Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kiti kullamlarak
cikarilmistir. Bu ¢alismada, AFLP, SSR (mikrosatellite) ve CAP isaretleyicileri CMV
icin biber dayaniklilik genlerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Projede yer almasina
ragmen diger aragtiricilar tarafindan TMV ve PVY dayanikliliginda rol oynayan genler
haritalandig1 ve bu genlerle baglant1 gosteren isaretleyiciler belirlendigi i¢in ayrica bu

projede de bir haritalama ¢alimasi yapilmamustir.

Haritalama ¢aligmasinda kullanilan biitiin metodlar PCR’a dayalidir. Her bir isaretleyici
polimorfik olup olmadiklarini testlemek i¢in oncelikle anag¢ DNA’larinda testlenmistir.
Sadece polimorfik bulunan isaretleyiciler haritalama populasyonunda uygulanmustir.
AFLP analizleri icin biber’de galistigi daha onceki ¢alismalarda belirtilen 13 primer
kombinasyonu kullanilmistir (Tablo 1). AFLP analizinde ilk adim genomik DNA’nin
restriksiyon enzimleri ile kesilmesidir. Bunun icin, 5 pl DNA (=250 ng), 5 pl 5x
reaksiyon tampon ¢ozeltisi, 2 pul EcoR 1/Mse | ve 13 pl steril dH,0O igeren karisim 1.5 pl
mikrosantrifiij tiipii ierisine konur, karistirilir ve 2 saat siireyle 37°C’de inkibe edilir.
Daha sonra, restriksiyon endonuklease aktivitesini inaktif hale getirmek i¢in, bu karisim
15 dakika siireyle 70°C’de tutulur. ikinci asamada, 24 pl adaptdr baglama soliisyonu ve
1 pl T4 DNA ligase enzimi DNA karisimina eklenir ve iki saat siireyle 20°C’de inkiibe
edilir. Bu baglama karisimi 1:10 oraninda TE tampon ¢6zeltisi (10 pl mixture + 90 ul
TE tampon c¢ozeltisi) ile diliisyon edilir.  Ugiincii asama, 6n amplifikasyon
reaksiyonunun hazirlanmasidir. Bu asamada, 40 pl 6n amplifikasyon primer karigima,
on asamada hazirlanmis olan 5 ul diliisyon edilmis kalip DNA, 5 pl 10x PCR tampon
cozeltisi + Mg ve 1 ul Tag DNA polymerase enzimi igeren karisim 0.5 ml.
mikrosantrifiij tiibii icerisine eklenir ve iyice karigtirilir. Santrifiigasyondan sonra,
karisim miiteakip profil (94°C/30 saniye, 56°C/1 dakika, 72°C/1 dakika ve 20 dong;
4°C’de tutulur) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. Bu PCR reaksiyonundan 3 pl iiriin alinir
ve 147 ul TE tampon cozeltisi icerisinde dilisyon edilir. Son asama segici AFLP

amplifikasyonudur. Bu asamada, iki reaksiyon karistirilir. Ilk karisim (karisim 1) 2.5
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ul isaretlenmis EcoRI primeri, 1.5 pl Msel primeri (ANTP igerir) ve 1 pl steril dH,O
igerir. Ikinci karisim (karisim 2) 2 pl 10x PCR tampon ¢ozeltisi + Mg, 0.1 pl Tag DNA
polymerase enzimi ve 79 pl steril dH,O igerir. PCR reaksiyonunu baslatmak igin,
ticlincii agsamadan elde edilen 5 pl diliisyon edilmis PCR {irtinii, 5 pl karisim 1 ve 10 pl
karisim 2 bir PCR tiipii igerisine konulur ve miiteakip touchdown profili kullanilarak
cogaltilir (94°C/30 saniye, 65°C/30 saniye, 72°C/60 saniye; sonra 12 déngii PCR yapilr.
Bu islem icin her bir dongiide baglanma sicaklig1 0.7°C diisiiriiliir, son olarak, 94°C/30
saniye, 56°C/30 saniye, 72°C/1 dakika profili olan 23 dongiiliik bir PCR daha yapilir.

Table 1. AFLP primer kombinasyonlari

EcoRlI primerleri ~ Msel primerleri
E AAC M CAC
E AAC MCTG
EACC M CAA
E ACC M CAC
E ACC M CTA
EACT M CAG
EACT M CTA
EACT MCTG
E AGC M CAA
E AGC M CAT
E AGC M CTC
E AGG M CAA
E AGG M CTA

Biitiin bu PCR’lar sonrast, iki diliisyon yapilir. ilk diliisyon; 1:3 PCR iiriinii/dH,O (7 pl
PCR + 14 pl dH,0) diliisyonudur. Ikinci diliisyon; 27 pl érnek yiikleme soliisyonu
(SLS), 0.5 pl isaretleyici standartt 600 bp ve ilk dilusyondan 3 pl kullanarak 1:10
hazirlanan diliisyondur. Hazirlanan 6rnekler dizi analizi cihazi kabina yiiklenir ve bir
damla mineral yag ile kaplanir. Daha sonra, orneklerin yiiklendigi kap Beckman-
Coulter Genetic Analysis System CEQ™8800 igerisine yerlestirilir. Frag-4 metodu
AFLP analizleri (ayrisma 90 °C, 120 saniye. ; capillary 50 °C; injeksiyon 2.0 kV, 30
saniye; ayrisma 4.8 kV, 60 dakika) i¢in kullanilir. Bu asamadan sonra, sonuglar Tablo 2
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de verilen parametrelere gore istenmeyen veya diisiik kalite drnekleri ¢ikarmak igin

filterlenir.

Tablo 2. AFLP analizleri icin filterleme parametreleri

Isim Operator Degerler
Analiz ¢iktisi Esit degil geger
Ortlama akim > 13
Ortlama akim < 6
Diisiik D1 SNR = evet
Peak lerin sayisi < 10
Akim degisikligi > B

SSR analizleri igin, bu calismada Hpms isaretleyicileri kullanilmigtir.  Hpms
isaretleyicileri i¢in, PCR reaksiyonlar1 miiteakip sekilde yapilmistir: 25 pl reaksiyon
karisimi 1 pul DNA (40-60 ng/pl), 2.5 pl 10X PCR tampon ¢ozeltisi (1x), 0.5 pl dNTP
(0.2 mM), her birinden 0.5 ul olmak Uzere ileri (Forward) ve geri (Reverse) primerler
(10 pmol), 0.25 pl Tag polymerase enzimi (0.25 U) ve 19.75 pl sterile dH,O
igcermektedir. PCR reaksiyonlarit GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
1sidiizenleme cihazi kullanilarak yapilmistir. Hpms isaretleyicileri i¢in PCR islemi,
hazirlanan karisim 1sidiizenleme cihazinda 94°C’de 5 dakika tutulduktan sonra her bir
dongl; 94°C’de 30 saniye, 50 veya 55°C’de 45 saniye, 72°C’de 45 saniye tutularak 35
dongii yapilmistir. Son déngiiden sonra &rnekler 72°C’de 5 dakika tutularak slem
tamamlanmustir. PCR iiriinleri ileriki analizler yapilincaya kadar 4°C tutulmustur. Son
olarak, PCR ile elde edilen iiriinler arasindaki uzunluk farklarin1 belirlemek igin
orneklerin hepsi 1 x TBE tampon ¢6zeltisi kullanilarak hazirlanan 2-4% agaroz jelde

yiirlitiilmiistlir ve dokiimantasyon (Alpha Inotech) sistemi kullanilarak goriintiilenmistir.

COSII isaretleyicileri CAP tipi isaretleyicilerdir. COSII isaretleyicileri i¢in PCR
reaksiyonlar1 miiteakip sekilde uygulanmistir (FRARY ve ark., 2004: 25 pl reaksiyon
karisimi1 1 pl DNA (40-60 ng/pl), 2.5 pl 10X PCR tampon ¢ozeltisi (1x), 0.5 pl dNTP
(0.2 mM), her birinden 0.5 ul olmak Uzere ileri (Forward) ve geri (Reverse) primerler
(10 pmol), 0.25 ul Tag polymerase enzimi (0.25 U) ve 19.75 ul steril dH,0O
icermektedir. PCR reaksiyonlar1 GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
thermocysler cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Cosll isaretleyicileri miiteakip PCR profili
(35 ddngu icin 94°C/5 dakika, 94°C/30 saniye, 50°C/45 saniye, 72°C/45 saniye 72°C/5
dakika ve 4°C tutulur) kullanilarak cogaltilmistir. Amplifikasyonu miiteakiben, PCR
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Uriinleri %1 lik agarose jel kullanilarak amplifikasyonun olup olmadig1 kontrol edilmis
ve PCR calismig ise. elde edilen PCR f{iriinii polimorfizm saglayan uygun bir
restriksiyon enzimi ile kesimlenmistir. Bu islem igin 15 pl PCR drind, 1.5 pl 10x
kesimleme tampon ¢dzeltisi (1x), 0.2 pl (100x) BSA (1x) (enzim icin gerekliyse), 0.5 pl
restriksiyon enzimi ve 2.8 pl steril dH,O kullanilmistir. Reaksiyon kullanilan enzim
tipine bagli olarak uygun sicakliklarda enaz 3-4 saat olmak iizere inkiibe edilmistir. Son
olarak, ornekler pargaciklarin ayristirilmast igin 1 xXTBE tampon ¢0zeltisi igerisinde
hazirlanan 2-4% agarose jelde yliriitiilmiis ve dokiimantasyon (Alpha Inotech) sistemi

kullanilarak goriintiilenmistir.

QTL haritalama caligmalar1 i¢in genotipik ve fenotipik veriler basit dogrusal regresyon
kullanilarak ve qGENE bilgisayar programi (NELSON, 1997) yardimi ile analiz
edilmistir. Yapilan analizlerde isaretleyici ve fenotip arasinda P< 0.01 daha diisiik
seviyede olmasi bir QTL’in varligin1 ortaya koymak icin smir deger olarak

kullanilmuistir.

4. Bulgular ve Tartisma

4.1. TMV, PVY ve CMV dayaniklilik genlerinin Tiirk cesitlerine aktarilmasi

Calisma 1 Eyliil 2002 tarthinde resmen baslatilmistir. ilk asamada, calismanim viriis
testleri ve gen haritalama caligsmalar1 i¢in gerekli alet ekipmalarin temin edilmesine
baslanmustir. 11k alt1 aylik siire¢ icerisinde virlis testlerinde kullanmak (izere ELISA
okuyucu ve haritalama ¢aligmalarinda kullanilmak iizere PCR cihazi alinmistir. Ayrica,
bu siire¢ igerisinde projede kullanilacak diger sarf malzemeler ve kitlerde satin
alimmustir.  ilk hedef olarak Tiitiin Mozayik Viriisii se¢ilmistir.  Yapilan viriis
testlemelerinde 20 ileri 1slah hatt1 (Fg, C. annuum x C. frutescens), 6 dayaniksiz kontrol
(C. annuum) ve 8 adet C. chinense ve C. frutescens tirlerine ait tohum o6rnekleri
(accessions) kullanilmistir. Her bir hattan en az 10 bitki testlemelerde kullanilmistir.
Denemede kullanilan hatlarin TMV  viriisiine reaksiyonlar1 ELISA testi ile

belirlenmistir. Sonuclar Tablo 1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3. TMV testleme sonuglari

Genetik Soykiitiigii |Inokule Edilen|Sonuglar+Standart Sapma |Semptomlar
Materyal (Pedigree) |Bitki Sayisi  |(Minimum/Maximum)
C.annuum 02P20 7 0.44+0.05 Inokule edilen
California yapraklarda
Wonder mozayik
belirtileri
C.annuum x 02P07 9 0.03+0.01 (p<0.0001) |Sadece
C.frutescens, Fg inokule edilen
yapraklarda
nekrotik
belirtiler
C.annuum x 02P33 11 0.06+0.01 (p<0.0001) |Sadece
C. frutescens, Fg inokule edilen
yapraklarda
nekrotik
belirtiler
C.annuum TR 02P19 8 0.27£0.07 (p = 0.06)  |Genel yaprak
70634 dokilmesi var

Tablo 3’den de goriildiigi gibi ileri 1slah hatlar1 (en az 10 bitki) TMV inokulasyonuna
negatif tepki gostermistir (yani dayanikli bulunmustur). Yapilan istatistiki analizlerde,
iki ileri 1slah hatti1 (02P07 ve 02P33)’na ait ELISA degerleri dayaniksiz kontrol cv.
California Wonder (02P20)’la kiyaslandiginda 6nemli derecede farkli olduklar
belirlenmistir. 1leri 1slah hatlarinda tespit edilen bu dayaniklilik homozigot haldedir
clinkii test edilen biitiin bitkiler dayaniklihik gdstermistir.  Bu sonuclar zaten
beklenmektedir. Ciinkii, Cornell arastiricilar ile yapilan goriismelerde de bu hatlarin
TMV izolatlarina dayanikli olacag: belirtilmistir. Bu arada TMV ile ilgili yapilan diger
caligmalarda TMV dayanikliligin1 saglayan genin biber genomundaki yeri belirlenmis
ve TMV dayaniklilik geni L simgesiyle isaretlenmis ve biber genomunda 11. kromozom
Uzerinde haritalanmistir. Dolayisiyla, bu projede TMV i¢in ayrica bir haritalama
caligmas1 yapilmasma gerek kalmamistir.  Ancak, dayaniklilik genlerinin Tiirk
cesitlerine aktarilmasi i¢in ilk testlemelerde dayanikli bulunan yada dayaniklilig
dogrulanan Fg hatlar1 Bagc1 Carliston (02P19), Sera Demre, Dolmalik Biber ¢esitleri ile
melezlenmistir. Tablo 4 de proje kapsaminda yapilan melezleme kombinasyonlari

verilmigtir.
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Tablo 4. TMV dayanikli hatlarla yapilan melez kombinasyonlari

Ana Hat Baba (tozlayic1) Hat Fi
Capsicum annuum cv Dolmalik | TMV-Fg (C. annuum x C. frutescens) +
Capsicum annuum cv Dolmalik | CMV-Fg-1 (C. annuum x C. frutescens) +
Capsicum annuum cv Dolmalik | C. annuum (CGN16844) +
Capsicum annuum cv Dolmalik | CMV-Fg-2 (C. annuum x C. frutescens) +
Capsicum annuum cv Carliston CMV-Fg-2 (C. annuum x C. frutescens) +
Capsicum annuum cv Carliston CMV-Fg-1 (C. annuum x C. frutescens) +
Capsicum annuum cv Carliston C. annuum (CGN16844) +
Capsicum annuum cv Carliston TMV-Fg (C. annuum x C. frutescens) +
Capsicum annuum cv C. Wonder | CMV-Fg-2 (C. annuum x C. frutescens) +
Capsicum annuum cv Serademre | CMV-Fg-2 (C. annuum x C. frutescens) +

Tablo 4’den de goriildiigii gibi TMV dayanikli Fg hatlar1 degisik kombinasyonlarda

melezlemelerde kullanilmis ve ¢ok sayida F1 hatlart tiretilmistir. Olusturulan bu F1’ler
ve CMV ve TMV dayanikli Fg hatlar1t CMV ile testlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Melezlemelerde kullanilan bazi anaglar ve F; melezleri ile yapilan CMV

testleme sonuglari.

Genotip Pedigri Numarasi Tepki
Aciklama ELISA
degeri (R/S)
Tutln Duyarli kontrol 0.709 S
Tatln Duyarli kontrol 0.865 S
Tutln Duyarli kontrol 1.009 S
Tatdn Bufer inokilasyonu 0.003 R
Tatdn Bufer inokilasyonu 0.003 R
Tatun Bufer inokilasyonu 0.002 R
03P1 02P19X02P35 TR70634 Xx TMV R Fg 1,5905 S
03P1 02P19X02P35 TR70634 X TMV R Fg 1,205 S
03P1 02P19X02P35 TR70634 x TMV R Fg 0,1315 R
03P1 02P19X02P35 TR70634 X TMV R Fg 0,797 S
03P1 02P19X02P35 TR70634 X TMV R Fg 2,277 S
03P2 02P19X02P03 TR70634 x CMV R Fg 2,6365 S
03P2 02P19X02P03 TR70634 Xx CMV R Fg 0,0165 R
03P2 02P19X02P03 TR70634 x CMV R Fg 0,0525 R
03P2 02P19X02P03 TR70634 Xx CMV R Fg 1,0445 S
03P2 02P19X02P03 TR70634 x CMV R Fg 0,315 S
03P3 02P20X02P36 CGN16842 x CMV R Fg 2,459 S
03P3 02P20X02P36 CGN16842 x CMV R Fg 0,202 S
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03P3 02P20X02P36 CGN16842 x CMV R Fg 0,0315 R
03P3 02P20X02P36 CGN16842 x CMV R Fg 3,4435 S
03P4 02P18X02P3 TR70630 x CMV R Fg 0,0755 R
03P4 02P18X02P3 TR70630 x CMV R Fg 0,0445 R
03P4 02P18X02P3 TR70630 x CMV R Fg 1,7495 S
03P4 02P18X02P3 TR70630 x CMV R Fg 1,1225 S
03P5 | 02P35Xcv.Serademre | TMV R Fg x Serademre 0,0205 R
03P5 | 02P35Xcv.Serademre | TMV R Fg x Serademre 0,1155 S/IR
03P5 | 02P35Xcv.Serademre | TMV R Fg x Serademre 1,4045 S
03P5 | 02P35Xcv.Serademre | TMV R Fg x Serademre 3,017 S
03P5 | 02P35Xcv.Serademre | TMV R Fg x Serademre 0,001 R
03P7-1 02P19X02P28 TR70634 x CGN16854 0,018 R
03P7-2 02P19X02P28 TR70634 x CGN16854 2,889 S
03P7-3 02P19X02P28 TR70634 x CGN16854 2,295 S
03P7-4 02P19X02P28 TR70634 x CGN16854 0,0045 R
03P7-5 02P19X02P28 TR70634 x CGN16854 0,024 R
03P8-1 02P19X02P36 TR70634 x CMV R Fg 0,01 R
03P8-2 02P19X02P36 TR70634 x CMV R Fg 2,6845 S
03P8-3 02P19X02P36 TR70634 x CMV R Fg 0,4995 S
03P8-4 02P19X02P36 TR70634 x CMV R Fg 2,3805 S
03P9-1 02P18 TR70630 0,1655 S
03P9-2 02P18 TR70630 1,9325 S
03P10-1 02P19 TR70634 3,535 S
03P10-2 02P19 TR70634 1,1665 S
03P10-3 02P19 TR70634 0,095 S
03P10-5 02P19 TR70634 0,0975 S
03P11-3 02P20 CGN16842 0,904 S
03P11-4 02P20 CGN16842 nd
03P11-5 02P20 CGN16842 0,2765 S
03P11-6 02P20 CGN16842 2,494 S
03P12-1 02P28 CGN16854 0,0715 S
03P12-2 02P28 CGN16854 0,0155 R
03P12-3 02P28 CGN16854 0,068 R
03P12-4 02P28 CGN16854 2,5075 S
03P12-5 02P28 CGN16854 1,64 S
03P13-1 02P3 CMV R Fg 0,0135 R
03P13-2 02P3 CMV R Fg 0,0465 R
03P13-3 02P3 CMV R Fg 0,017 R
03P13-4 02P3 CMV R Fg 0,0285 R
03P13-5 02P3 CMV R Fg -0,0055 R
03P10(C) 02P19 0,02 R
03P3(C) 02P20X02P36 0,002 R
09P11 02P20 0,03 R
(none)
03P8 02P19X02P36 0,021 R
(none)
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Tablo 5’den de goriildiigii gibi CMV ve TMV dayanikli Capsicum frutescens’ten
tiretilmis Fg hatlarn1 (03P13-1 - 03P13-5) CMV’ye karsida homozigot dizeyde
dayaniklilik gostermistir. Bu hatlarin dayanikliligi Tablo 3’de verilen sonuglarla
paralellik gostermektedir. Denemede duyarli kontrol olarak kullanilan C. annuum’larin
cogu bu testlemede de dayaniksiz bulunmustur. Yanliz 02P28 pedigri nolu hattin viruse
dayanikli oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle bu testlemede bazi bitkiler dayanikli
bulunmustur. Denemede kullanilan degisik F1 melez kombinasyonlar1 ise CMV
inokulasyonuna degisen diizeylerde tepkimeler vermistir. Bazi F;’lar dayanikli olurken
bazilarida dayaniksiz olarak belirlenmistir. Bu beklenen bir sonugtur. Ciinkii, Capsicum
frutescens’ten gelen CMV dayanikliligr kantitatif kaliim gostermektedir. Daha 6nceki
yapilan ¢alismalarda da benzeri sonuglar bulunmustur. Dayanikli bulunan F; bitkileri
secilmis ve kendilenmeye birakilmis ve segilen bazi dayanikli F;’ler uygun anaglaria
geriye melezlenerek BC; populasyonlari olusturulmustur (Tablo 6). Bu populasyonlari
olusturmanin esas amaci dayamiklilikta rol oynayan genleri Tiirk g¢esitlerine

aktarilmasidir.

Tablo 6. Proje kapsaminda gerceklestirilen melezleme kombinasyonlari, generasyonlar

ve lretilen tohum sayisi.

Melez Kombinasyonlari Generasyon Uretilen Tohum Sayisi
02P19 X 02P03 F> 670
02P19 X 02P35 F2 750
SERADEMRE X 02P35 F> 450
02P19 X 02P28 F> 690
02P20 X 02P36 F2 125
02P19 X 02P36 F> 1000
02P18 X 02P03 F> 1420
02P19 X 02P03 F2 250
02P19 X 02P28 F> 410
02P28 X (02P19 X 02P28) BC; 178
02P18 X (02P18 X 02P03) BC, 180

Melezleme galigsmalar1 devam ederken, bir yandanda testlenmeleri yapilmamis Fg ileri

hatlarinin ve bu hatlarla bazi Tiirk biber cesitleri arasinda yapilan melezlemelerden
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turetilen F; melezlerin CMV ile testlemelerine devam edilmistir. Sonuglar Tablo 5°te

verilmigtir.

Tablo 7. Bazi Fg hatlar1 ve bu hatlarla yapilan melez kombinasyonlarinin CMV ile

testleme sonuglari.

Genotip Pedigri Inokiile Inokiile Fenotipik Tepki
numarasi edilmemis edilmis skorlama
yapraklar yapraklar (1-5 skalasi)
(ELISA) (ELISA)
Ex.Buffer 0.16
Pos.Cont. 3.2
Neg.Cont. 0.07
02P35 04T418-1 1.0785 0.597 5 S
02P35 04T418-2 0.061 0.389 1 R
02P35 04T418-3 0.5005 1.032 3 S
02P35 04T418-4 0.3185 0.977 1 S
02P35 04T418-5 0.6045 0.797 4 S
02P35 04T418-6 0.3545 0.641 3 S
02P35 04T418-7 0.3905 0.966 3 S
02P35 04T418-8 0.3215 1.047 3 S
02P35 04T418-9 0.3615 - 3 S
02P35 04T418-10 0.326 - 2 S
02P35 04T418-11 0.2445 - 1
02P35 04T418-12 0.1385 0.98 3 S
02P35 04T418-13 0.531 0.793 3 S
02P35 04T418-16 0.2515 1.271 2 S
02P35 04T418-17 0.2925 2.052 1 S
02P35 04T418-18 1.7905 0.871 4 S
02P35 04T418-19 0.55 - 2 R?
02P35 04T418-20 0.081 0.435 1 R
02P35 04T418-21 0.485 2.553 4 S
02P35 04T418-22 0.4535 0.694 3 S
02P35 04T418-23 0.4185 0.751 5 S
02P35 04T418-24 0.4885 0.934 4 S
02P35 04T418-25 -0.034 - - -
02P35 04T418-26 1.268 - - -
02P35 04T418-27 0.385 1.719 3 S
Serademre | 04T419-1 0.4115 - 4 S
Serademre | 04T419-2 0.5405 1.42 5 S
Serademre | 04T419-4 0.4915 2.194 4 S
Serademre 04T419-5 0.427 - 5 S
Serademre | 04T419-6 0.873 1.242 5 S
Serademre | 04T419-7 0.281 0.914 5 S
Serademre | 04T419-8 0.559 1.376 5 S
Serademre | 04T419-9 0.4125 1.148 3 S
Serademre | 04T419-10 1.0175 1.049 4 S
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Serademre | 04T419-11 0.531 1.149 5 S
Serademre | 04T419-12 0.064 0.415 1 ?
Serademre | 04T419-13 0.275 1.327 5 S
Serademre | 04T419-14 0.4325 1.81 4 S
Serademre | 04T419-15 - 0.785 1 S
Serademre | 04T419-16 0.694 1.44 3 S
Serademre | 04T419-17 0.1905 1.432 3 S
Serademre | 04T419-18 0.633 0.677 5 S
Serademre | 04T419-19 0.4495 0.992 5 S
Serademre | 04T419-20 0.502 1.014 4 S
Serademre | 04T419-21 0.5 3.13 5 S
Serademre | 04T419-22 0.623 1.431 5 S
Serademre | 04T419-23 0.6185 1.803 - S
02P35 X 04T420-1 0.361 2.007 4 S
Serademre
02P35 X 04T420-2 0.4245 1.212 3 S
Serademre
02P35 X 04T420-3 0.6485 1.79 3 S
Serademre
02P35 X 04T420-4 0.5665 - 4 S
Serademre
02P35 X 04T420-5 0.4575 1.439 5 S
Serademre
02P35 X 04T420-6 0.4825 1.256 5 S
Serademre
02P35 X 04T420-7 0.808 1.459 5 S
Serademre
02P35 X 04T420-8 0.083 - 1 R
Serademre
02P35 X 04T420-9 0.6095 1.622 4 S
Serademre
02P35 X 04T420-10 0.6055 1.27 4 S
Serademre
02P35 X 04T420-11 0.375 1.399 5 S
Serademre
02P35 X 04T420-12 - 1.648 4 S
Serademre
02P35 X 04T420-13 0.6285 1.29 4 S
Serademre
02P35 X 04T420-14 0.104 0.313 1 R
Serademre
02P35 X 04T420-15 0.329 0.935 5 S
Serademre
02P19 04T421-1 0.109 0.481 1 R
02P19 04T421-2 0.0465 - - -
02P19 04T421-3 -0.086 - - -
02P19 04T421-5 0.2665 - - S
02P19 04T421-7 1.48 0.9 3 S
02P19 04T421-8 -0.066 - - -
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02P19 04T421-9 -0.061 0.443 1 ?
02P19 04T421-10 0.3625 0.781 3 S
02P19 04T421-12 - 1.917 4 S
02P19 04T421-13 0.4425 2.148 5 S
02P19 04T421-14 0.2265 - - -
02P19 04T421-15 0.724 - 3 S
02P19 04T421-16 0.016 0.467 1 ?
02P19 04T421-18 0.4035 0.967 5 S
02P19 04T421-20 0.4805 1.299 4 S
02P19 04T421-21 0.798 - 1 -
02P19X02P35 | 04T422-1 0.0265 - 1 -
02P19X02P35 | 04T422-2 0.0065 - 1 -
02P19X02P35 | 04T422-3 0.1725 0.455 1 R
02P19X02P35 | 04T422-4 0.4475 1.774 4 S
02P19X02P35 | 04T422-5 0.279 - 4 S
02P19X02P35 | 04T422-6 0.9885 1.168 5 S
02P19X02P35 | 04T422-7 0.0915 - 1 R
02P19X02P35 | 04T422-8 0.349 1.845 2 S
02P19X02P35 | 04T422-9 0.4575 2.313 5 S
02P19X02P35 | 04T422-10 0.508 1.849 4 S
02P19X02P35 | 04T422-11 0.719 2.131 3 S
02P19X02P35 | 04T422-12 0.615 1.569 2 S
02P19X02P3 | 04T423-1 0.013 - 1 R
02P19X02P3 | 04T423-2 0.065 - 1 R
02P19X02P3 | 04T423-3 0.598 - 4 S
02P19X02P3 | 04T423-4 1.572 0.523 3 S
02P19X02P3 | 04T423-5 0.013 0.383 1 R
02P19X02P3 | 04T423-6 0.082 - - -
02P19X02P3 | 04T423-7 0.045 - - -
02P19X02P3 | 04T423-8 0.388 2.115 - S
02P19X02P3 | 04T423-9 0.044 - 1 R
02P19X02P3 | 04T423-10 0.062 - 1 R
02P19X02P3 | 04T423-11 0.2365 - 1 R
02P19X02P3 | 04T423-12 0.1035 - 1 R
02P19X02P3 | 04T423-13 0.2815 - 1 R
02P19X02P3 | 04T423-25 -0.056 - - -
02P3 04T424-1 0.808 - - -
02P3 04T424-3 1.288 - 2 S
02P3 04T424-5 0.6425 1.511 5 S
02P3 04T424-6 -0.0505 - - R

Tablo 7 de verilen ¢aligmalarda 02P35 (TMV igin segilmis Fg hatt), Sera Demre
(dayaniksiz kontrol), 02P19 (Bagc1 Carliston-CMV dayaniksiz ¢esit) ve 02P3 (CMV
icin se¢ilmis Fg hatti) deneme materyali olarak kullanilmistir. Tablo 7’den de
goriildiigli gibi her iki dayaniksiz kontrol Sera Demre ve Bagci Carliston hem yiiksek

fenotipik skorlar ve hemde yiiksek ELISA degerleri vermistir. Bazi Sera Demre ve
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Bagc1 Carliston bitkilerinde goriilen diisiik degerler ise tamamen denemelerde bu
bitkilerin virtisle inokile edilememesinden kaynaklanmaktadir. 02P35 bitkilerinin
biiyiik bir cogunlugu hem fenotipik skorlamada ve hemde ELISA sonuglarinda yiiksek
degerler vermistir. Bu sonug¢ bu hattin aslinda TMV ig¢in secilmis bir hat oldugu i¢in
beklenebilmektedir. Ayni zamanda bu hatla Sera Demre F; melezleride ylksek
fenotipik skorlama ve ELISA degerleri vermistir.  Dolayisiyla bu hattin CMV
dayaniklilig1 tasimadigi sonucuna varilmistir. 02P3 CMV’ye dayanikli Fg hattidir. Bu
denemede sadece 4 adet bitki calismada kullanilmistir (diisiik ¢cimlenmeden dolay1) ve
dolayistyla bu denemede elde edilen sonuclarla bu hat hakkinda saglikli kararlar
verilememistir. Daha Onceki yapilan ¢aligmalarda ise bu hat CMV’ye dayaniklilik
bakimindan en umutlu hat olarak gbéze ¢arpmustir (Tablo 5). Ancak ilging bir sekilde
02P3 hattindam tiiretilen F; bitkilerinin ¢ogu dayanikli bulunmuslardir. Bazi F;’larin
dayaniksiz olmasi ise bu karakterin kantitatif kalitim gostermesinden veya kismi
dominant bir 6zellikte olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak yinede bu sonu¢ bu 02P3
pedigri numarali Fg hattinin CMY’ye dayaniklilikta kullanilabilegini gostermektedir.
Bu denemeler soucunda elde edilen dayanikli Fj’lar kendilenerek F, ve ilgili
anaclariylada geriye melezlenerek BC1 populasyonlari olusturulmasinda kullanilmistir.
Bu calismalar sonucunda yapilan kendileme (F;) ve gerimelez (BC;) olusturma

calismalarindan elde edilen sonuclar Tablo 6’de 6zetlenmistir.

Tablo 8. Kendileme (F;) ve gerimelez (BC;) olusturma g¢alismalarindan elde edilen
sonuglar.

Melez Kombinasyonlar: Generasyon Uretilen

Tohum
Sayisi
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P03-1 (F8-98-3-C-1) F2 >100
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P03-7 (F8-98-3-C-1) F2 >100
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P03-9 (F8-98-3-C-1) F, >100
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P03-10 (F8-98-3-C-1) F2 >100
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P03-12 (F8-98-3-C-1) F2 >100
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P35-2 (F8-98-16-T-1) F2 >100
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P35-3 (F8-98-16-T-1) F2 >100
02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P35-4 (F8-98-16-T-1) F2 >100
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02P19 (Bagcr Carliston) X 02P19 (Bagc1 Carliston) BC; >100
X 02P03-7 (F8-98-3-C-1)

02P19 (Bagc1 Carliston) X 02P19 (Bagc1 Carliston) BC, >100
X 02P03-9 (F8-98-3-C-1)
02P19 (Bagct Carliston) X 02P19 (Bagc1 Carliston) BC; >100

X 02P35 (F8-98-16-T-1)

Tablo 8’den de goriildiigi gibi her bir melezleme (F, ve BC;) kombinasyonlarindan ileri

calismalarda kullanilmak iizere yeterince tohum {iretilmistir.

Bu ¢alismalara ilaveten, eldeki populasyon ve hatlarin TMV ve PVY dayanikliligindaki
kapasitelerini belirlemek icin bu viruslerle de testlemelere devam edilmistir. Degisik
generasyonlardan toplam 352 bitki tutin mozayik virtsu (TMV) ile testlenmistir (Tablo
9, 10). 05T1151, 05T1158, 05T1159, 05T1160, 05T1161, 05T1163, 05T1164 pedigri
numarali hatlar TMV-R Fg hatlar1 olup TMV’ye dayanikli olduklari Cornell biber
1slahgilar tarafindan rapor edilmistir (Prof. Robinson, kisisel iletisim). Daha 6nceki
caligmalarda 20P35 (05T1151) nolu hat dayanikli bulunmus (Tablo 3) ve iki yerel biber
cesiti (Capsicum annuum cv. Sera Demre ve Bage1 Carliston g¢esitleri) ile melezlenmistir.
Fi’larla yapilan testlemelerde dayanikli bulunan Fi’lar kendilenmek suretiyle F;
generasyonlart olusturulmustur.  Mevcut dénemde iki F, populasyonu ¢alismada

kullanilmuistir.

Tablo 9. Tiitiin Mozayik Viriisii (TMV) testlemelerinde kullanilan genetik materyaller.

Pedigri Genotip Generasyon Testlemede
Numarasi Kullanilan Bitki
Sayisi

05T1151 02P19 X 02P35 F1 12

05T1152 02P35 X Sera Demre Fa 125

0571153 02P35 (TMV-R) Dayanikli Anag 9

05T1154 02P19 X 02P35 F2 124

05T1156 02P18 (Dolmalik Biber) Dayaniksiz Cesit 13

05T1157 02P19 (Bagci Carliston) Dayaniksiz Anag 26

05T1158 C. annuum x C. furtescens TMV-R Fg 9
(98-16-T-1)

05T1159 C. annuum x C. furtescens TMV-R Fg 14
(98-9-T-1)

05T1160 C. annuum x C. furtescens TMV-R Fg 6
(98-15-T-1)

05T1161 C. annuum x C. furtescens TMV-R Fg 5
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(98-8-T-2)

05T1163 C. annuum x C. furtescens TMV-R Fg 6
(98-15-T-2)

05T1164 C. annuum x C. furtescens TMV-R Fg 3
(98-8-T-1)

Tablo 10. TMV visiiri ile yapilan testlemeler (ELISA degerleri ve hatlarin reaksiyonlari)

Pedigri Genotip Generasyon ELISA TepkKi
Numarasi Sonucu (R/YS)
05T1153-1 02P35 (TMV-R) Dayanikli Ana¢ | -0.425 R
05T1153-2 02P35 (TMV-R) Dayanikli Ana¢ | -0.034 R
05T1153-4 02P35 (TMV-R) Dayanikli Ana¢ | -0.339 R
05T1153-5 02P35 (TMV-R) Dayanikli Ana¢ | -0.414 R
05T1153-6 02P35 (TMV-R) Dayanikli Anag 0.047 R
05T1153-8 02P35 (TMV-R) Dayanikli Ana¢ | -0.085 R
05T1153-9 02P35 (TMV-R) Dayanikli Ana¢ | -0.094 R
05T1153-10 02P35 (TMV-R) Dayanikli Ana¢ | -0.094 R
05T1157-1 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Anag oldi S
05T1157-2 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Anag oldi S
05T1157-3 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Anag oldi S
05T1157-4 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Ana¢ | 1.471 S
05T1157-5 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Anag oldi S
05T1157-6 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Ana¢ | 0.217 S
05T1157-7 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Anag oldi S
05T1157-8 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Ana¢ | 0.681 S
05T1157-9 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Anag -0.12 R
05T1157-10 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Ana¢ | -0.356 R
05T1157-11 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Anag 1.72 S
05T1157-12 02P19 (Bagci Carliston) | Dayaniksiz Ana¢ | 0.076 S
05T1157-13 02P19 (Bagci1 Carliston) | Dayaniksiz Anag oldi S
05T1151-1 02P19 X 02P35 Fq -0.211 R
05T1151-2 02P19 X 02P35 Fq -0.112 R
05T1151-3 02P19 X 02P35 Fq -0.091 R
05T1151-5 02P19 X 02P35 Fq -0.084 R
05T1151-6 02P19 X 02P35 Fq 0.017 R
05T1151-8 02P19 X 02P35 Fq -0.1 R
05T11519-9 02P19 X 02P35 Fq 0.008 R
05T11519-11 | 02P19 X 02P35 Fq -0.029 R
05T11519-12 | 02P19 X 02P35 Fq -0.088 R
05T1154-1 02P19 X 02P35 F, 0.034 R
05T1154-2 02P19 X 02P35 F) 1.513 S
05T1154-3 02P19 X 02P35 F, 0.149 S
05T1154-5 02P19 X 02P35 F) -0.098 R
05T1154-6 02P19 X 02P35 F, 1.276 S
05T1154-7 02P19 X 02P35 F) -0.013 R
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05T1154-8 02P19 X 02P35 F> 1.506 S
05T1154-9 02P19 X 02P35 F2 0.062 S
05T1154-10 02P19 X 02P35 F> -0.108 R
05T1154-11 02P19 X 02P35 F2 -0.002 R
05T1154-12 02P19 X 02P35 F2 1.844 S
05T1154-13 02P19 X 02P35 F> oldi S
05T1154-14 02P19 X 02P35 F2 0.544 S
05T1154-15 02P19 X 02P35 F> -0.03 R
05T1154-16 02P19 X 02P35 F2 -0.083 R
05T1154-17 02P19 X 02P35 F> 0.093 S
05T1154-18 02P19 X 02P35 F2 -0.015 R
05T1154-19 02P19 X 02P35 F2 -0.06 R
05T1154-21 02P19 X 02P35 F2 0.152 S
05T1154-24 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-25 02P19 X 02P35 F2 0.002 R
05T1154-26 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-32 02P19 X 02P35 F2 -0.113 R
05T1154-28 02P19 X 02P35 F> -0.373 R
05T1154-29 02P19 X 02P35 F2 0.351 S
05T1154-30 02P19 X 02P35 F> -0.061 R
05T1154-31 02P19 X 02P35 F2 -0.069 R
05T1154-32 02P19 X 02P35 F> -0.062 R
05T1154-33 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-35 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-39 02P19 X 02P35 F2 -0.199 R
05T1154-40 02P19 X 02P35 F2 -0.419 R
05T1154-42 02P19 X 02P35 F2 -0.022 R
05T1154-43 02P19 X 02P35 F2 -0.084 R
05T1154-44 02P19 X 02P35 F2 -0.131 R
05T1154-45 02P19 X 02P35 F> 1.667 S
05T1154-47 02P19 X 02P35 F2 -0.03 R
05T1154-49 02P19 X 02P35 F> 0.136 S
05T1154-50 02P19 X 02P35 F2 -0.111 R
05T1154-52 02P19 X 02P35 F> 0.692 S
05T1154-53 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-54 02P19 X 02P35 F> 1.808 S
05T1154-55 02P19 X 02P35 F> -0.090 R
05T1154-57 02P19 X 02P35 F2 1.121 S
05T1154-66 02P19 X 02P35 F> 0.019 R
05T1154-73 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-86 02P19 X 02P35 F> -0.071 R
05T1154-88 02P19 X 02P35 F2 -0.087 R
05T1154-89 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-90 02P19 X 02P35 F> -0.072 R
05T1154-91 02P19 X 02P35 F2 -0.092 R
05T1154-92 02P19 X 02P35 F> 0.272 S
05T1154-93 02P19 X 02P35 F2 oldi S
05T1154-94 02P19 X 02P35 F2 -0.098 R
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05T1154-97 02P19 X 02P35 F, -0.058 R
05T1154-98 02P19 X 02P35 F, 0.121 S
05T1154-99 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-100 | 02P19 X 02P35 F, -0.025 R
05T1154-101 | 02P19 X 02P35 F, 1.943 S
05T1154-102 | 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-104 | 02P19 X 02P35 F, 0.252 S
05T1154-106 | 02P19 X 02P35 F, 1.415 S
05T1154-107 | 02P19 X 02P35 F, 1.801 S
05T1154-108 | 02P19 X 02P35 F, -0.002 R
05T1154-109 | 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-110 | 02P19 X 02P35 F, -0.023 R
05T1154-111 | 02P19 X 02P35 F, 1.390 S
05T1154-113 | 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-114 | 02P19 X 02P35 F, 0.030 R
05T1154-117 | 02P19 X 02P35 F, -0.113 R
05T1154-118 | 02P19 X 02P35 F, -0.026 R
05T1154-119 | 02P19 X 02P35 F, -0.057 R
05T1154-121 | 02P19 X 02P35 F, -0.106 R
05T1154-122 | 02P19 X 02P35 F, -0.089 R
05T1154-123 | 02P19 X 02P35 F, -0.035 R
05T1154-124 | 02P19 X 02P35 F, oldu S
05T1154-125 | 02P19 X 02P35 F, 0.135 S
05T1154-127 | 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-128 | 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-129 | 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-130 | 02P19 X 02P35 F, oldi S
05T1154-131 | 02P19 X 02P35 F, -0.057 R
05T1152-3 Sera Demre X 02P35 F, -0.079 R
05T1152-4 Sera Demre X 02P35 F» -0.052 R
05T1152-5 Sera Demre X 02P35 F, 0.095 S
05T1152-6 Sera Demre X 02P35 F, -0.052 R
05T1152-7 Sera Demre X 02P35 F, -0.01 R
05T1152-8 Sera Demre X 02P35 F, -0.076 R
05T1152-9 Sera Demre X 02P35 F, 0.001 R
05T1152-10 Sera Demre X 02P35 F, 0.002 R
05T1152-11 Sera Demre X 02P35 F, 1.378 S
05T1152-12 Sera Demre X 02P35 F, -0.098 R
05T1152-14 Sera Demre X 02P35 F» -0.043 R
05T1152-15 Sera Demre X 02P35 F, 1.121 S
05T1152-16 Sera Demre X 02P35 F, -0.089 R
05T1152-17 Sera Demre X 02P35 F, -0.036 R
05T1152-18 Sera Demre X 02P35 F, -0.083 R
05T1152-19 Sera Demre X 02P35 F, -0.091 R
05T1152-21 Sera Demre X 02P35 F, -0.103 R
05T1152-22 Sera Demre X 02P35 F» 2.177 S
05T1152-23 Sera Demre X 02P35 F, -0.094 R
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05T1152-25 Sera Demre X 02P35 F, 0.053 S
05T1152-26 Sera Demre X 02P35 F, -0.061 R
05T1152-28 Sera Demre X 02P35 F, 0.066 S
05T1152-29 Sera Demre X 02P35 F, -0.114 R
05T1152-30 Sera Demre X 02P35 F, -0.112 R
05T1152-31 Sera Demre X 02P35 F, -0.073 R
05T1152-32 Sera Demre X 02P35 F -0.011 R
05T1152-35 Sera Demre X 02P35 F, -0.049 R
05T1152-36 Sera Demre X 02P35 F, -0.101 R
05T1152-37 Sera Demre X 02P35 F, -0.091 R
05T1152-69 Sera Demre X 02P35 F, oldi S
05T1152-39 Sera Demre X 02P35 F, 0.081 S
05T1152-41 Sera Demre X 02P35 F, 0.113 S
05T1152-42 Sera Demre X 02P35 F» -0.092 R
05T1152-44 Sera Demre X 02P35 F, -0.095 R
05T1152-45 Sera Demre X 02P35 F, 0.009 R
05T1152-46 Sera Demre X 02P35 F, 0.035 R
05T1152-47 Sera Demre X 02P35 F, 0.221 S
05T1152-48 Sera Demre X 02P35 F, -0.074 R
05T1152-50 Sera Demre X 02P35 F, -0.089 R
05T1152-51 Sera Demre X 02P35 F, -0.098 R
05T1152-52 Sera Demre X 02P35 F, 0.010 R
05T1152-53 Sera Demre X 02P35 F, -0.103 R
05T1152-55 Sera Demre X 02P35 F, 1.016 S
05T1152-56 Sera Demre X 02P35 F, -0.040 R
05T1152-57 Sera Demre X 02P35 F, 0.212 S
05T1152-58 Sera Demre X 02P35 F, -0.109 R
05T1152-59 Sera Demre X 02P35 F, -0.072 R
05T1152-60 Sera Demre X 02P35 F, -0.076 R
05T1152-61 Sera Demre X 02P35 F, 0.128 S
05T1152-62 Sera Demre X 02P35 F, -0.059 R
05T1152-63 Sera Demre X 02P35 F, oldi S
05T1152-64 Sera Demre X 02P35 F, 0.006 R
05T1152-65 Sera Demre X 02P35 F, 0.005 R
05T1152-66 Sera Demre X 02P35 F, -0.436 S
05T1152-66 Sera Demre X 02P35 F, -0.361 R
05T1152-68 Sera Demre X 02P35 F, -0.093 R
05T1152-69 Sera Demre X 02P35 F, -0.125 R
05T1152-70 Sera Demre X 02P35 F, oldu S
05T1152-71 Sera Demre X 02P35 F, 0.340 S
05T1152-72 Sera Demre X 02P35 F, -0.091 R
05T1152-74 Sera Demre X 02P35 F, 1.400 S
05T1152-77 Sera Demre X 02P35 F» 2.15 S
05T1152-78 Sera Demre X 02P35 F, 0.083 S
05T1152-80 Sera Demre X 02P35 F, -0.115 R
05T1152-81 Sera Demre X 02P35 F, -0.083 R
05T1152-82 Sera Demre X 02P35 F, -0.102 R
05T1152-83 Sera Demre X 02P35 F, -0.077 R
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05T1152-84 Sera Demre X 02P35 F, -0.059 R
05T1152-85 Sera Demre X 02P35 F, -0.127 R
05T1152-86 Sera Demre X 02P35 F, -0.142 R
05T1152-88 Sera Demre X 02P35 F, -0.061 R
05T1152-89 Sera Demre X 02P35 F, -0.131 R
05T1152-90 Sera Demre X 02P35 F, -0.037 R
05T1152-91 Sera Demre X 02P35 F -0.084 R
05T1152-92 Sera Demre X 02P35 F, -0.108 R
05T1152-93 Sera Demre X 02P35 F, -0.112 R
05T1152-94 Sera Demre X 02P35 F, 2.724 S
05T1152-95 Sera Demre X 02P35 F, -0.109 R
05T1152-96 Sera Demre X 02P35 F, -0.099 R
05T1152-97 Sera Demre X 02P35 F, -0.080 R
05T1152-98 Sera Demre X 02P35 F, 0.092 S
05T1152-99 Sera Demre X 02P35 F, 1.084 S
05T1152-100 | Sera Demre X 02P35 F, -0.358 R
05T1152-102 | Sera Demre X 02P35 F, 0.054 S
05T1152-103 | Sera Demre X 02P35 F, -0.316 R
05T1152-104 | Sera Demre X 02P35 F, -0.077 R
05T1152-105 | Sera Demre X 02P35 F, -0.365 R
05T1152-106 | Sera Demre X 02P35 F, -0.132 R
05T1152-107 | Sera Demre X 02P35 F, 1.307 S
05T1152-108 | Sera Demre X 02P35 F» oldi S
05T1152-109 | Sera Demre X 02P35 F, -0.402 R
05T1152-110 | Sera Demre X 02P35 F, oldi S
05T1152-111 | Sera Demre X 02P35 F» -0.354 R
05T1152-112 | Sera Demre X 02P35 F, -0.264 R
05T1152-113 | Sera Demre X 02P35 F, -0.211 R
05T1152-114 | Sera Demre X 02P35 F, oldi S
05T1152-115 | Sera Demre X 02P35 F, oldi S
05T1152-116 | Sera Demre X 02P35 F, -0.389 R
05T1152-117 | Sera Demre X 02P35 F, -0.431 R
05T1152-118 | Sera Demre X 02P35 F, oldi S
05T1152-119 | Sera Demre X 02P35 F, -0.070 R
05T1152-120 | Sera Demre X 02P35 F» -0.209 R
05T1152-121 | Sera Demre X 02P35 F, -0.383 R
05T1152-122 | Sera Demre X 02P35 F, 0.922 S
05T1152-123 | Sera Demre X 02P35 F, 0.056 S
05T1152-124 | Sera Demre X 02P35 F, -0.357 R
05T1152-125 | Sera Demre X 02P35 F» 0.117 S
05T1152-126 | Sera Demre X 02P35 F, -0.404 R
05T1152-127 | Sera Demre X 02P35 F» -0.126 R
05T1152-128 | Sera Demre X 02P35 F» -0.391 R
05T1152-129 | Sera Demre X 02P35 F, 0.222 S
05T1152-130 | Sera Demre X 02P35 F, -0.005 R
05T1152-139 | Sera Demre X 02P35 F, 0.012 R
05T1156-1 02P18 (Dolmalik Biber) Dayaniksiz Ana¢ | 1.296 S
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05T1156-2 02P18 (Dolmalik Biber) | Dayaniksiz Anag oldi S

05T1156-3 02P18 (Dolmalik Biber) Dayaniksiz Anag oldi S

05T1156-4 02P18 (Dolmalik Biber) Dayaniksiz Ana¢ | 0.883 S

05T1156-5 02P18 (Dolmalik Biber) | Dayaniksiz Anag oldi S

05T1158-1 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.368 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1158-3 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.118 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1158-4 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.249 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1158-5 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.159 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1158-6 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.382 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1158-7 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.256 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1158-8 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.320 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1158-9 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.118 R
furtescens (98-16-T-1)

05T1159-1 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.395 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-2 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.442 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-3 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.087 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-4 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.432 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-5 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.290 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-6 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.021 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-7 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.430 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-8 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.355 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-9 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.407 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-10 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.439 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-11 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.414 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-12 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.377 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-13 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.668 S
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-14 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.149 R
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furtescens (98-9-T-1)

05T1159-15 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.419 S
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-16 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.280 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1159-17 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.362 R
furtescens (98-9-T-1)

05T1160-1 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.389 R
furtescens (98-15-T-1)

05T1160-2 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.121 S
furtescens (98-15-T-1)

05T1160-4 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.092 R
furtescens (98-15-T-1)

05T1160-5 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.839 S
furtescens (98-15-T-1)

05T1160-6 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.043 R
furtescens (98-15-T-1)

05T1160-7 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.390 R
furtescens (98-15-T-1)

05T1161-1 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.347 R
furtescens (98-8-T-2)

05T1161-2 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.039 R
furtescens (98-8-T-2)

05T1161-3 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.399 R
furtescens (98-8-T-2)

05T1161-4 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.349 R
furtescens (98-8-T-2)

05T1163-1 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.037 R
furtescens (98-15-T-2)

05T1163-2 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.218 S
furtescens (98-15-T-2)

05T1163-3 C. anmnuum x C. TMV-R Fg 0.089 S
furtescens (98-15-T-2)

05T1163-4 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.330 R
furtescens (98-15-T-2)

05T1163-5 C. annuum x C. TMV-R Fg 0.730 S
furtescens (98-15-T-2)

05T1163-6 C. annuum x C. TMV-R Fg -0.132 R

furtescens (98-15-T-2)

Tablo 10’tende goriildiigii gibi TMV testlemeleri i¢in oldukga iimitvar sonuglar elde
edilmistir. Denemede dayaniksiz kontrol olarak kullanilan Bagc1 Carliston ve Sera Demre
cesitleri viriisle infekte olmus ve virlis replikasyonuna inokiile edilen yapraklarin

uzerindeki Ust yapraklarda da belirlenmistir. Dayanikli Fg hatlarinin biiyiik ¢cogunlugu
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testlemelerde dayamikli bulunmustur.  Ozellikle genom haritalama calismalarinda
kullanilmak {izere iizerinden populasyonlar gelistirilen 02P35 hatti TMV’ye dayanikli
bulunmustur. Bagc1 Carliston X 02P35 F; melezlerinin tamami testlemede dayanikli
bulunmustur. Bu durum Fg hattindan gelen dayanikliligin beklenildigi gibi dominant gen
aksiyonuna sahip oldugunu isaret etmektedir. Bu caligmalarla, projede materyal olarak
kullanilan C. furtescens’ten tiiretilmis Fg hatlarinda TMV dayanikliligi dogrulanmis ve bu
hatlarla Tiirk c¢esitleri arasinda yapilan melezlemeler sonucu olusturulan F; ve F;
populasyonlarinda Tiirkiye’den toplanan TMV izolatina kars1 dayaniklilik belirlenmis ve
Tiirk ¢esitlerine aktarilmistir. TMV dayanikliligi biberde ¢ok iyi ¢alisilmis ve dayaniklilik
saglayan gen biber genomunda 11. kromozom {izerinde haritalanmistir. Biber’de TMV
dayaniklikigi saglayan gen L semboliiyle gosterilmektedir. Su ana kadar bu genin dort
degisik alleli belirlenmistir. Bu ¢alismada gen kaynagi olarak kullanilan C. frutescens L2
alleline sahip bulunmaktadir. L geninin bitun bu allelleri 11. kromozomda haritalanmaistir.
Dolayisiyla, bu projede ayrica bir haritalama yapmaya gerek kalmamistir. Mevcut
durumda, Tiirk ¢esitlerine aktarilan TMV dayanikliliginin homozigot hale getirilmesi i¢in
F2 populasyonlar1 kendilenerek Fg generasyonuna kadar ilerletilecektir. Su anda F4
bitkilerinin {iretilmesi gerceklestirilmektedir. Bu hatlar Fg generasyonuna getirildiginde L
genini tanimlayan molekiiler isaretleyiciler kullanilarak TMV dayanikli Fg-RIL hatlar
secilecektir. Paralel olarak bir generasyon geriye melezlenen populasyonlarda
homozigotlugu saglamak amaciyla alti1 generasyon kendilenerek BCiFg hatlar1 elde
edilecek ve benzer sekilde TMV tanimlayan isaretleyiciler kullanilarak dayanikli bireyler

belirlenecektir.

Eldeki populasyon ve hatlarin PVY dayanikliligindaki kapasitesini belirlemek icin

yapilan testleme sonuglar1 Tablo 11°da 6zetlenmistir.

Tablo 11. PVY ELISA sonuglari

Test ELISA degeri | ELISA
Genotip | Edilen (inokule degeri
Bitki Materyallerin Pedigrisi edilen (Ust
Sayisi yapraklar) yapraklar)
06T49-1 3 C. annuum var. Perrennial 0.002 0.009
06T49-2 0.001 0.011
06T49-3 0.003 0.009
C. annuum var. Bagc1 0.026 0.001
06T153-1 5 Carliston
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06T153-2 0.022 0.051
06T153-3 0.035 0.012
06T153-4 0.022 0.009
06T153-5 0.043 0.002
06T52-1 5 C. chinense P1159234-1 0.061 0.024
06T52-2 0.066 0.053
06T52-3 0.007 0.035
06T52-4 0.060 0.014
06T52-5 0.039 0.014
C. annuum var. California 1.375 2.007
06T159-1 1 Wonder
06T152-1 20 C. frutescens (02P03) Fg 1.302 0.435
06T152-2 0.961 2.459
06T152-3 0.657 2.350
06T152-4 1.847 0.033
06T152-5 1.568 0.008
06T152-6 0.554 0.005
06T152-7 1.967 2.125
06T152-8 1.658 0.869
06T152-9 1.918 2.313
06T152-10 0.397 0.087
06T152-11 1.131 0.015
06T152-12 1.189 0.028
06T152-13 1.998 2.469
06T152-14 2.331 2.431
06T152-15 1.873 2.517
06T152-16 2.049 2.158
06T152-17 1.912 2.589
06T152-18 0.280 0.318
06T152-19 1.842 2.386
06T152-20 2.185 0.034
Tutln — Pozitif kontrol 1.840 2.646
Tutln — Pozitif kontrol 2.561 2.796
Tutln — Pozitif kontrol 0.97 2.266
Tutun — Negatif control 0.017 0.028
Tutln — Negatif kontrol 0.015 0.028
Tutln — Negatif kontrol 0.014 0.030
C. annuum var. Bagc1 0.008 -0.010
Carliston — negative kontrol
C. annuum var. Bagc1 0.003 -0.014
Carliston — negative kontrol

PVY testlemelerinde 1 yabani tlr (C. chinense P1159234-1), 1 Fg ileri hat (C. frutescens
(02P03) ve 3 adet kiiltiir ¢esiti (California Wonder, Perrennial, Bagci Carliston)
kullanilmistir.  Yabani tiir Cornell Universitesi biber 1slahgilarindan Prof. Molly Jahn
tarafindan temin edilmistir ve bu arastiricilar tarafindan bu hatta PVY dayaniklilig

oldugu rapor edilmistir.  Calismada kullanilan kiiltiir ¢esitleri PVY’a tepkileri
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bakimindan degisik sonuglar vermistir. Kiigiik meyvelere sahip olan Perrennial ¢esiti
aslinda bir ¢ok viral ve diger hastalik etmenlerine dayanikli bir ¢esit oldugu bilinmekte
ve bir ¢cok calismada gen kaynagi olarak kullanilmistir. Bu calismada da PVY ile
yapilan testlemelerde dayaniklilik bu hattan belirlenmistir.  PVY dayanikliligi
bakimindan bize gore en ilging sonuglar C. frutescens (02P03) Fg hattindan elde
edilmistir. Tablo 11’tan da goriilebilecegi gibi bu hat PVY’a tepki bakimindan agilim
gostermektedir. Dayanikli olarak belirlenen hatlarin inokiile edilen yapraklarinda viriis
replike olmustur ancak iist yapraklarda virlise rastlanmamistir. Bu hatlarda belliki
dayaniklilik mekanizmasi mevcuttur. Bu mekanizma inokiile edilen yapraklarda replike
olan viriislin iist yapraklara tasinmasini engellemektedir. Bu hat ayn1 zamanda CMV
dayaniklilik caligmasinda da dayaniklilik kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bdylece bu
hatta CMV ve TMV dayanikliligindan sonra PVY dayanikliligida bu ¢alisma ile bu
hatta belirlenmisti. CMV dayaniklilik genlerinin haritalanmasinda kullanilacak
populasyonlar Tablo 12’da verilistir.

Tablo 12. CMYV haritalamasinda kullanilacak populasyonlar.

06T44 02.03.2006 | 20 | C. frutescens CMV 14.6.1.9

06T45 02.03.2006 20 | C. frutescens CMV - F; 14.6.1.9 x Jupiter - F;

06T46 02.03.2006 | 20 | C.annuum Jupiter

06T47 02.03.2006 | 150 | C. frutescens CMV - F, 14.6.1.9 x Jupiter - F;

06T48 02.03.2006 | 150 | C. frutescens CMV - F, 14.6.1.9 x Jupiter - F,

06T49 02.03.2006 | 20 | C.annuum Perrennial

06T50 02.03.2006 20 | C. frutescens CMV - F; 14.6.1.9 x Perennial-F;

06T51 02.03.2006 | 150 | C. frutescens CMV - F, 14.6.1.7 x Perennial -F»

06T150 | 02.03.2006 | 150 | C. frutescens - F; 02P19 x 02P03

06T151 | 02.03.2006 | 100 | C. frutescens - BC, 02P19 X 04T423
(02P19x02P03)

06T152 | 02.03.2006 | 50 | C. frutescens - Fg 02P03

067153 | 02.03.2006 | 100 | C.annuum Bagci1 Carliston

Haritalama c¢aligmalarinda 06T48 pedigree numarali populasyona (C. frutescens
14.6.1.9 x C. annuum var. Jupiter) ait 75 F; bitkisi kullanilmistir. Fenotipik analizler
icin ise bu 75 F; bitkisinin kendilenmesinden tiretilen F,.3 hatlar1 kullanilmistir. Her
bir F,.3 hattin1 temsil eden en az 10 bitki tek tek CMV viriisii ile inokiile edilmistir.
Elde edilen ELISA degerleri tek tek elde edilmis ve analizlerde kullanilmak Uzere
ortalamalar1 alinmigtir. F, populasyonundan gelen genotipik veriler ve Fj

populasyonlarindan gelen fenotipik verilerin Qgene bilgisayar programi ile
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iligkilendirilmesi sonucu CMV’ye dayaniklilikta rol oynayan genlerin biber

genomundaki yerleri ve bu genlerle baglantili olan isaretleyiciler belirlenmistir.

Bu amag icin C. annuum cv. Jupiter x C. frutescens 14.6.1.9 melezlemesinde turetilen
75 F2 bitkisine ait F3 aileleri (her birinden en az 10 adet bitki) dort yaprakli devreye
geldiklerinde CMV —Fny isolat1 ile inokiile edilmislerdir. F3 ailelerine ilaveten, Jupier
ve dayanikli ana¢ C. frutescens 14.6.1.9 kontrol olarak inokiiler edilmistir. Boylece,
toplam 1066 bitki CMV’ye tepkileri i¢in testlenmeye alimmustir. ELISA analizleri
inokilasyondan iki hafta sonra inokile edilen yapraklarda ve dort ve sekiz hafta sonra
inokiile edilmeyen {ist yapraklardan alinan yaprak o6rneklerinde uygulanmistir. Ayrica,
bitkiler inokiilasyondan sekiz hafta sonra gorsel olarak hastalik simptom gelisimi
skorlanmistir. Bu testleme sonuglar1 Tablo 13’de verilmistir. Genelde, inokile edilen
yapraklarin ELISA degerleri inokiilasyonun basarili oldugunu ve bu yapraklarda viriis
oldugunu gostermektedir. Ancak, inokiilasyondan iki hafta sonra bazi durumlarda
inokiile edilen yapraklarda diisiik ELISA degerleri elde edilmistir. Ornegin, F3 ailesi
48-7 ve 48-16 nolu hatlar bu duruma 6rnektir (Tablo 13). Bu durum muhtemelen bu
yapraklarda inokiilasyonun iyi yapilamadigini gostermektedir. Eger inokiilasyon bu
sekilde basarisiz olmussa genelde beklenen ileri donemlerde inokiile edilmeyen iist
yapraklarda yapilacak ELISA testlemelerinde de diisiik diizeyde ELISA degerleri elde
edilecektir. Ancak, bu durum bu iki F3 hatt1 i¢cin bu sekilde olmamustir. Dort ve
sekizinci hafta ELISA analizlerinde 48-7 ve 48-16 nolu F3 ailesine ait bitkilerde viriis
belirlenmistir (Tablo 13). Bu duruma yonelik ikinci agiklama ise inokiilasyon basarili
olmustur fakat viriis inokiile edilen yapraklarda artitk mevcut degildir. Bu aciklama
daha muhtemel gorinmektedir. Cunkd, inokilasyondan sonra inokule edilen yapraklar
bazen dokilmekte veya bazende test yapilmadan once 6lmektedir. Sonug olarak, ¢cok az
miktarda yaprak Ozsuyu elde edilebilmekte ve bu tip Orneklerden yapilan ELISA
degerleri diisiik ¢ikabilmektedir.

Inokiilasyondan dort hafta sonra, viriis bitki dokularinda cogalmistir ve inokiile
edilmeyen {ist yapraklara dogru taginmistir (cell to cell movement). Bu devrede, F3
bireylerinin ELISA analizleri baz1 bitkilerin tamamen dayanikli ve virlisten temiz
oldugunu gosterirken diger bazi bireylerin inokiile edilmeyen {iist yapraklarinda U¢
degerinden daha yiliksek ELISA degerli c¢ok yiikksek CMV titer leri verdigini
gostermistir. Ortalama ELISA degerleri (>0.2 duyarliligi gostermektedir) her bir F3

ailesi i¢in hesaplanmistir ve aileyi olusturan bireyler ELISA degerlerine gore dayanikli
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yada duyarli olarak karakterize edilmislerdir (Tablo 13). Genelde, F3 aileleri virls
dayanikliligt bakimindan acilim gostermistir ve aileyi olusturan bireyler igerisinde
dayanikli bitkilerin oldugu gibi duyarh bitkilerde bulunmustur. Bununla birlikte, bazi
F3 ailesi bitkileri (6rnegin, 48-42 ve 48-43 nole F3 ailesi bitkileri) inokilasyondan dort
hafta sonra tamamen duyarli hale gelmistir. Bu devrede (dort hafta sonra) ortalama
ELISA degerlerinin dagilim histogramindan elde edilen ELISA degerlerinin normal
dagilim gostermedigin ve 10 F3 ailesi (%13) ortalama ELISA degerlerinin C. frutescens

dayanikli bireylerinden daha diisiik yada yakin degerler gostermistir (Sekil 3).

25
20
&
= 15 C.frutescens
IS
: | 4
P C. annuum
s 10
I+
5 |
0 T T T T T
0-0,4 0,41-0,8 0,81-1,2 1,21-1,6 1,61-2 >2

4 weeks Elisa results (OD)

Sekil 3. Inokiilasyondan dort hafta sonra inokiile edilmeyen iist yapraklarin ELISA
sonuglart. Ok isareti iki anacin ortalama ELISA degerlerini gostermektedir.

CMV ile inokilasyondan sekiz hafta sonra inokile edilmeyen st yapraklarda elde
edilen ELISA degerleri Tablo 11° de de goriildiigli gibi dordiincii haftada elde edilen
ELISA degerleri ile ¢ok benzer bulunmustur. Ayrica, dordiincii ve sekizinci hafta
ELISA degerleri arasinda énemli pozitif korelasyon goriilmistiir (r = 0.94, p<0.0001).
Dayanikli ve duyarli bitki sayis1 da benzerlik gostermektedir ancak bazi durumlarda
daha cok dayanikli bitki inokiilasyondan sonra sekizinci haftada gozlenmistir. Bu
sonuglar bitki dayaniklilik mekanizmasinin bu bitkilerde daha yavas aktif hale geldigini
gostermektedir veya bitkiler bir sekilde viriis replikasyonundan ve tasinmasindan daha
hizli bir blyume goéstermektedir. Sekizinci hafta ortalama ELISA degerleri dagilim

histogram1 dayanikli anaca dogru bir egilim gostermektedir. 15 F3 (%20) bitkisinin
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ortlama ELISA degerleri C. frutescens dayanikli bireylerinden daha diisiik yada yakin
degerler gostermistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Inokiilasyondan sekiz hafta sonra inokiile edilmeyen iist yapraklarin ELISA
sonuglar1. Ok isareti iki anacin ortalama ELISA degerlerini gostermektedir.

Bitkiler inokiilasyondan sekiz hafta sonra virlis simptom gelisimi bakimindan tayin
edilmis ve gorsel bir skorlama verilmistir (1-5 skalasi). ELISA degerlerinin kullanildig:
sonuglar ile kiyaslandiginda daha fazla sayida bitki duyarli olarak simiflandirilmigtir
(Tablo 11). Bu durum muhtemelen besin stresi ve diger fizyolojik sartlarin viriis
hastalik simptomlar1 ile karistirllmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun bir sonucu
olarak, gorsel skorlama ile ELISA degerleri arasinda nisbi olarak zayif bir korelasyon
belirlenmistir (r=0.48, p<0.0001) ve gorsel skorlama igin olusturulan dagilim histogrami

ELISA degerleri i¢in olusturulanlardan oldukea farkli gériinmiistiir (Sekil 5).
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Sekil 5. F3 bitkilerinin gorsel skorlarinin dagilim histogrami
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Tablo 13. Inokiilasyondan iki hafta sonra inokiile edilen, dort ve sekiz hafta sonra inokiile edilmeyen {ist yapraklarin ortlama ELISA
sonuglar1 ve gorsel skorlarin ortalama degerleri

Dayamikh
2. Hafta ELISA 4. hafta ELISA Dayamkh (R) 8. hafta ELISA R) /}ll)uyarh Gorsel skorlama Dayamikh (R)
Hatlar (xSE) (£ SE) /Duyarh (S) (£ SE) (S (xSE) /Duyarh (S)
48-1 0,223 + 0,03 0,716 £ 0,27 12R:6S 0,589 + 0,25 12R:6S 2,722 + 0,28 2R:16S
48-2 0,933+ 0,32 2,587 + 0,34 0R:9S 2,601 + 0,40 1R:8S 4+0,33 0R:9S
48-4 0,826 £ 0,21 1,80 £ 0,29 3R:15S 1,245 + 0,32 5R:13S 2,611 + 0,28 3R:15S
48-5 0,412 £ 0,17 2,947 £ 0,20 1R:17S 2,980 + 0,25 1R:17S 4,705+ 0,14 OR:18S
48-6 0,331 + 0,09 0,600 + 0,16 11R:6S 0,483 + 0,16 11R:6S 3,823+ 0,23 O0R:17S
48-7 0,089 + 0,03 0,995 + 0,24 1R:6S 0,896 + 0,28 1R:6S 4,571 £ 0,20 O0R:7S
48-8 0,366 + 0,06 2,008 + 0,28 2R:12S 1,685+ 0,31 2R:12S 3,285+ 0,28 OR:14S
48-10 0,263 £ 0,02 0,688 + 0,25 10R:8S 0,628 + 0,26 12R:6S 3,777+ 0,13 OR:18S
48-11 0,402 + 0,08 2,325+ 0,33 OR:7S 1,481 + 0,24 OR:7S 3,142 £ 0,70 2R:5S
48-14 0,393+ 0,14 1,428 + 0,30 4R:12S 1,133 + 0,28 4R:12S 2,875+ 0,27 1R:15S
48-15 0,197 + 0,03 0,710 + 0,25 11R:7S 0,644 + 0,27 14R:4S 2,722 + 0,32 3R:15S
48-16 0,053 £ 0,01 0,956 + 0,36 10R:4S 0,913+ 0,37 10R:4S 3,285+ 0,32 OR:14S
48-17 0,047 £ 0,01 0,542 £ 0,41 6R:1S 0,487 £ 0,42 6R:1S 2,428 + 0,57 2R:5S
48-19 0,163 £+ 0,02 3,252 + 0,06 O0R:2S 3,103 £ 0,01 OR:2S 3%0,01 O0R:2S
48-20 1,083 + 0,48 2,349 + 0,30 O0R:6S 1,493 + 0,38 OR:6S 4+0,25 O0R:6S
48-21 0,329 + 0,13 1,498 + 0,33 7R:11S 1,374 + 0,33 8R:11S 4,111+ 0,17 0R:18S
48-22 0,386 + 0,08 1,323+ 0,48 2R:6S 1,014 + 0,44 3R:5S 3,571+ 0,36 OR:8S
48-23 0,283 + 0,10 1,464 + 0,31 4R:12S 1,397 + 0,32 4R:12S 3,5+0,31 1R:15S
48-24 0,347 £ 0,15 1,473+ 0,21 4R:14S 1,473 + 0,21 4R:14S 4,111 +£ 0,25 0R:18S
48-25 0,177 £ 0,03 0,809 + 0,28 11R:7S 0,809 + 0,28 11R:7S 3,277 £ 0,26 1R:17S
48-27 0,130 £ 0,01 0,281 £ 0,17 14R:3S 0,281+ 0,17 14R:3S 2,411+ 0,31 4R:13S
48-29 0,120 £ 0,01 0,431 £ 0,22 13R:5S 0,431+ 0,22 13R:5S 2,666 + 0,24 1R:17S
48-30 0,161 + 0,03 0,019 £ 0,02 2R:0S 0,019 + 0,02 2R:0S 3%0,01 O0R:2S
48-31 0,177 £ 0,02 0,412 £ 0,21 12R:4S 0,412 £ 0,21 12R:4S 2,75+0,23 1R:15S
48-32 0,642 £ 0,17 1,264 + 0,28 4R:14S 0,828 £ 0,21 4R:14S 2,444 + 0,31 6R:12S
48-34 0,694 + 0,20 1,498 + 0,30 3R:12S 1,145 + 0,31 5R:10S 3,266 + 0,34 1R:14S
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48-35 1,191+ 0,43 2,943+ 0,15 OR:5S 2,443 + 0,52 OR:5S 4,6+0,24 OR:5S
48-36 0,480 0,14 0,900 + 0,23 6R:12S 0,469 £ 0,18 10R:8S 2,166 £ 0,37 6R:12S
48-37 0,271 £ 0,05 0,886 + 0,40 8R:3S 0,839 £ 0,41 8R:3S 3,909 £ 0,31 OR:11S
48-38 0,202 £ 0,02 0,328 + 0,16 14R:4S 0,237+ 0,16 16R:2S 2,277+ 0,22 3R:15S
48-40 0,283 + 0,08 0,422 £ 0,22 15R:3S 0,350 + 0,22 16R:2S 2,833+0,23 1R:17S
48-41 0,124 + 0,02 0,531 +0,16 1R:17S 0,247 £ 0,16 16R:2S 3,833+0,12 OR:18S
48-42 0,321 + 0,08 0,391 +0,10 OR:18S 0,159 +0,11 17R:1S 2,555+0,21 3R:15S
48-43 0,153 + 0,04 1,771 £ 32 OR:18S 1,673+0,35 10R:8S 4,444 £ 0,16 OR:18S
48-45 0,803 £ 0,22 1,960 + 0,35 OR:18S 1,163 + 0,27 7R:11S 1,944 + 0,24 6R:12S
48-46 0,194 + 0,05 1,518 + 0,26 OR:18S 1,347 + 0,30 8R:10S 3,888 + 0,29 OR:18S
48-47 0,567 0,19 1,919 £ 0,27 OR:17S 1,185 £ 0,27 3R:14S 3,058 + 0,38 2R:15S
48-48 0,365+ 0,12 1,693 0,35 1R:12S 1,347 £ 0,34 2R:11S 3,153 +£0,33 OR:13S
48-49 0,170 = 0,05 0,557+ 0,28 12R:4S 0,557 £ 0,28 12R:4S 2,625 £ 0,27 2R:14S
48-50 0,119 + 0,06 0,797 £ 0,37 8R:4S 0,797 £ 0,37 8R:4S 3,083 £ 0,33 OR:12S
48-51 0,132+ 0,03 0,555+ 0,29 9R:3S 0,555 + 0,29 9R:3S 3+0,40 2R:10S
48-52 0,197 £ 0,04 1+0,24 8R:10S 1+0,24 8R:10S 3,277 £0,33 1R:17S
48-55 0,179 £ 0,07 0,292 +£0,17 13R:3S 0,292 £ 0,17 13R:3S 2,75+£0,23 1R:17S
48-56 0,442 £ 0,15 1,909+ 0,19 1R:17S 1,909 +0,19 1R:17S 3,888 £ 0,42 3R:15S
48-57 0,908 + 0,40 1,560 + 0,32 2R:7S 1,560 + 0,32 2R:7S 3,777 £ 0,40 OR:9S
48-59 0,254 + 0,08 1,289 + 0,28 3R:15S 1,133 + 0,27 5R:13S 2,888 + 0,22 1R:17S
48-60 0,101 +£0,01 0,481 +0,18 11R:4S 0,314 +0,17 12R:3S 3,533+0,21 OR:15S
48-61 0,108 £ 0,01 1+0,32 4R:9S 0,803 £ 0,32 9R:4S 2,384 £ 0,43 5R:8S
48-65 0,346 £ 0,27 0,381 + 0,20 6R:3S 0,162 + 0,07 6R:3S 2,444 + 0,24 1R:8S
48-66 0,614 £ 0,21 1,178 + 0,28 5R:13S 0,816 + 0,28 10R:8S 3,777 0,15 OR:18S
48-67 0,270+ 0,11 1,838 + 0,50 2R:5S 1,701 + 0,55 2R:5S 4,285 + 0,36 OR:7S
48-68 0,992 +£ 0,24 1,914 £ 0,28 3R:15S 1,554 £ 0,26 3R:15S 2,944 £ 0,31 2R:16S
48-70 0,120+ 0,01 0,606 = 0,29 13R:3S 0,559 £ 0,28 13R:3S 3,25+£0,28 1R:15S
48-73 0,475+ 0,20 0,425+0,21 8R:6S 0,328 £ 0,21 11R:3S 2,714+ 0,28 1R:13S
48-74 0,499+ 0,16 0,382+ 0,19 14R:4S 0,303 + 0,15 14R:4S 3,555+ 0,16 OR:18S
48-81 0,329 £ 0,10 0,909 + 0,29 8R:8S 0,469 £ 0,19 9R:7S 3,25+£0,21 1R:16S
48-83 0,215+ 0,10 0,478 £ 0,24 14R:3S 0,277 £ 0,16 15R:2S 3,294 £ 0,16 OR:17S
48-84 0,438 £ 0,20 0,627 £0,21 11R:7S 0,573 +0,22 13R:5S 3,611 +£0,20 OR:18S
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48-87 0,280 + 0,10 1,707+ 0,19 1R:13S 1,693 +0,20 2R:12S 4,642 £ 0,19 OR:14S
48-88 0,436 £ 0,17 0,605+0,19 12R:6S 0,506 + 0,20 12R:6S 3,888 £ 0,17 OR:18S
48-89 0,518 +£0,18 1,487 £ 0,36 2R:5S 1,470 £ 0,37 2R:5S 4,428 + 0,36 OR:7S
48-90 0,382 + 0,35 0,912+ 0,40 4R:3S 0,899+ 0,41 4R:3S 4,285+ 0,28 OR:7S
48-92 0,093 + 0,06 1,114+ 0,25 7R:8S 1,032 + 0,26 7R:8S 4,133+ 0,23 OR:15S
48-93 0,027 £ 0,01 0,318 £ 0,24 7R:1S 0,28 £0,25 7R:1S 1,625 £ 0,53 5R:3S
48-100 0,050 + 0,03 1,062 £ 0,24 9R:9S 1,048 £ 0,24 9R:9S 45+£0,12 OR:18S
48-102 0,019+0,01 0,062 +£ 0,01 3R:0S 0,029 £ 0,01 3R:0S 3,666 + 0,33 OR:3S
48-103 0,355+ 0,16 1,818 + 0,32 3R:12S 1,065 + 0,25 12R:3S 4,066 + 0,11 OR:15S
48-104 0,049 + 0,03 1,300 + 0,66 2R:3S 0,929 + 0,57 3R:2S 4+0,31 OR:5S
48-105 0,076 £ 0,01 0,550 = 0,47 5R:1S 0,521 £ 0,47 5R:1S 3,666 + 0,42 OR:6S
48-111 0,134 +£ 0,08 0,586 + 0,26 13R:4S 0,546 £ 0,27 13R:4S 3,529 £0,21 OR:17S
48-115 0,031 +0,01 0,023 £0,01 4R:0S 0,041 +£0,01 4R:0S 25+0,64 1R:3S
48-116 0,105 + 0,06 1,462 + 0,31 7R:10S 1,390 + 0,30 7R:10S 4,352+ 0,17 OR:17S
48-118 0,434 £ 0,22 1,311+ 0,31 4R:8S 1,200 + 0,34 6R:6S 4,083 + 0,35 1R:11S
48-119 0,216 £ 0,10 1,245 £ 0,30 5R:9S 0,762 + 0,26 7R:7S 3,714 £ 0,26 OR:14S
48-123 0,259+0,11 1,079+£0,31 7R:10S 0,900 £ 0,32 9R:8S 3,235 +0,27 OR:17S
48-128 0,019 £ 0,02 0,705+ 0,30 11R:4S 0,618 + 0,29 11R:4S 3,2+0,31 OR:15S
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4.2. Kahtim

F3 bireylerinin virlis testleme sonuglari biber’de virlis dayanikliliginin kantitatif bir
karakter oldugunu ve hastaliga tepki bakimindan bireyler arasinda tamamen dayanikli
bireylerin oldugu gibi tamamen duyarli bireylerinde bulundugunu gostermistir. Bu
durum inokdle edilmeyen st yapraklar igin elde edilen ELISA degerlerinin 0 ile 3
arasinda degismesinden de goriilmektedir. Kantitatif karakterlerin diger bir 6zelligi
normal dagilim gostermesidir. Bu calismada, CMV’ye tepki degerleri normal dagilim
gostermektedir (Sekil 3, 4). ELISA degerleri, aile diizeyinde incelendiginde,
beklenenden daha ¢ok sayida dayanikli bitki oldugu i¢in, bir yada iki major genin
dayaniklilikta rol oynadig: diistiniilmektedir (Sekil 3, 4). Dolayistyla, bu sonuglar biber
de CMV dayaniklilik genlerinin belirlenmesi i¢in QTL haritalamasinin en iyi yaklasim

oldugunu ortaya koymustur.

4.3. Molekdler Analiz

CMV dayanikliguinda rol oynayan genlerin belirlenmesi icin, 75 bitkiden olusan bir F»
populasyonu kullanilmistir. Bu hatlar C. annuum cv. Jupiter ve C. frutescens 14.6.1.9
hatlarinin melezlenmesinden elde edilmistir.  Toplam olarak 13 AFLP primer

kombinasyonu, 144 SSR ve 287 Coll CAP isaretleyicisi polimorfizm i¢in testlenmistir.

4.3.1. AFLP (Cogaltilmis Parcacik Uzunluk Polimorfizm)

Bu c¢alismada, 13 AFLP primer kombinasyonu kullanilmistir (Tablo 11). Bu
pargaciklarin bazilarma ait temsili resimler Sekil 6, 7, 8’de verilmistir. AFLP
sisteminin yeniden iiretilebilirliginin kontrol edilmesi icin, biiyiikliik standartlari icin
Overlay grafikleri yapilmistir ve beklenen biiyiikliik standartlar1 ile {ist iiste gelmeyen
parcaciklara sahip Ornekler analizlerden c¢ikarilmistir (Sekil 7). 13 primer
kombinasyonu igin toplam olarak 2095 band ¢ogaltilmistir. E-ACC/M-CAC primer
kombinasyonu en az bandi (78 band) verirken E-ACT/M-CTA kombinasyonu ise 298
bandla en ¢ok band iireten primer kombinasyonu olmustur. Bu bandlar i¢erisinden 480
adeti polimorfik bulunmustur (Tablo 11). Primer kombinasyonu basina polimorfik
bandlarin sayist 10 (E-ACC/M-CAC primer kombinasyonu igin)’dan 62 (E-ACT/M-
CTA primer kombinasyonu i¢in)’ye kadar degisiklik gostermistir. E-ACC/M-CTA
primer kombinasyonu 8.5% ile en dusiik polimorfizm orani verirken E-ACT/M-CAG ve
E-AAC/M-CTG primer kombinasyonlari, sirasiyla, %37.7 ve %35.0 ile en yiiksek

polimorfizm oranlarina sahip olmuslardir. Biitiin primer kombinasyonlar1 i¢in ortalama
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polimorfizm oran1 %24.4’tiir. Test edilen 13 primer kombinasyonundan 12’sinde,
bandlarin ¢ogunlugu C. annuum’a 6zgundir. Toplam olaral, 297 (%64.3) C. annuum
0zgin ve 183 (%35.7) C. frutescens 6zgiin band belirlenmistir. Anaglarda polimorfik
bulunan ancak F, populasyonunda ag¢ilim gostermeyen 16 adet band analizlerden
cikarilmigtir. Boylece, 464 AFLP isaretleyicisi QTL analizleri igin kullanilmistir. Chi
square goodness-of-fit analizi bu isaretleyicilerden %33.4 (155 adet)’liniin F;
populasyonunda dominant bir isaretleyiciden beklenen 3:1 acgilimini gostermistir. Bu
acilima uymayan isaretleyicilerin sayist biber i¢in yapilan diger AFLP ¢alismalarindan

goriilenden daha fazla sayida bulunmustur (KANG ve ark. 2001, LEE ve KIM 2003).
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Sekil 6. E-ACT/M-CAG primer kombinasyonu icin elde edilen bir AFLP grafigi 6rnegi. Her bir sinyal amplifikasyon edilmis

bir pargacigi temsil etmektedir. Pargaciklarin biiyiikliikleri her bir sinyalin tizerinde verilmistir.
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Sekil 7. Overlay grafigi bir primer kombinasyonunda kullanilan 75 Ornek igin standart biyiikliiklerinin Ust Uste gelmesini
gostermektedir. Oklar beklenen biiyiikliikte iist liste gelmeyen pargaciklarr gostermektedir. Bu tip parcaciklara sahip érnekler analizden
cikarilmistir.
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Sekil 8. E-AGG/M-CTA primer kombinasyonu i¢in {i¢ drnegin AFLP sonuglarinin gosterildigi stacked grafigi
(44-C.annuum cv. Jupiter; 46-C.frutescens; 4-F; bireyi)

59



Tablo 14. Her bir AFLP primer kombinasyonu i¢in ¢gogalan ve polimorfik bulunan lokuslarin

sayist. Polimorfik bandlarin hangi anaca ait oldugu ayrica verilmistir.

EcoRl Msel | Toplam Polimorfik Capsicum Capsicum
primeri  primeri band bandlarin annuum’a ait | frutescens’e
sayi1sl sayist (%) bandlarin ait bandlarin
sayisi (%) sayist (%)
EAAC MCAC 185 49 (26.5%) 28 (57.1%) 21 (42.9%)
EAAC MCTG 140 49 (35.0%) 46 (93.9%) 3 (6.1%)
EACC MCAA 149 47 (31.5%) 15 (31.9%) 32 (68.1%)
EACC MCAC 78 10 (12.8%) 8 (80.0%) 2 (20.0%)
EACC MCTA | 259 22 (8.5%) 13 (59.1%) 9 (40.9%)
EACT MCAG 130 49 (37.7%) 27 (55.1%) 22 (44.9%)
EACT MCTA 298 62 (20.8%) 41 (66.1%) 21 (33.9%)
EACT MCTG 154 44 (28.6%) 24 (54.5%) 20 (45.5%)
EAGC M CAA 160 33 (20.6%) 18 (54.5%) 15 (45.5%)
EAGC MCAT 134 34 (25.4%) 27 (79.4%) 7 (20.6%)
EAGC MCTC 177 47 (26.5%) 24 (51.1%) 23 (48.9%)
EAGG MCAA 97 17 (17.5%) 15 (88.2%) 2 (11.8%)
EAGG MCTA 134 17 (12.7%) 11 (64.7%) 6 (35.3%)

4.3.2. SSR isaretleyicileri (Mikrosatellit)

Toplam 144 Hpms (LEE ve ark., 2004), 29 adet TC (TIGR) ve 26 domates SSR (FRARY ve
ark., 2005) SSR isaretleyicisi haritalama populasyonunun anaglari olan C. annuum cv. Jupiter
ve C. frutescens 14.6.1.9 kullanarak polimorfizm igin testlenmistir. Bu isaretleyicilerden
sadece 30 adeti (%21) ebeveynler arasinda polimorfizm vermis ve populasyonunda
haritalanmistir (Sekil 9). Domates SSR’lariin hig birisi biber anaglar1 arasinda polimorfizm
vermemistir. Tablo 15 bu isaretleyicilerin listesini ve her bir ana¢ i¢in amplifikasyon
urnlerinin beklenen buyikliklerini vermektedir. Biber F, populasyonunda haritalanan 30
Hpms isaretleyicisinde 13 tanesi (%43) kodominant bir isaretleyiciden beklenen 1:2:1 agilim
oranina uymamistir (Tablo 17). Yaklasik olarak esit miktarda isaretleyici C. annuum
homozigot (alt1 isaretleyici) ve heterozigot (bes isaretleyici) genotiplere dogru meyil
gostermistir.  Sadece iki isaretleyicide C. frutescens homozigot genotipine dogru meyil

belirlenmistir.
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Tablo 15. C. annuum cv. Jupiter and C. frutescens 14.6.1.9 anaglar1 arasinda polimofrik
bulunan Hpms isaretleyicilerinin listesi. PCR sonrasi elde edilen ¢ogaltilmis parcaciklarin

bliytikliikleri ayrica verilmistir.

Primer ismi C.frutescens i¢in bayuklik C.annuum icin baydklak
Hpms1-5 280 420+300
Hpms1-281 150 120
Hpms1-3 200 210
Hpms1-41 210 200
Hpms1-155 160 180
Hpms1-43 190 220+200
Hpms2-24 200 210
HpmsAT2-20 200 180
Hpms2-21 250 300
Hpms2-23 300 350
HpmsE002 300 350
HpmsEO005 450 400
HpmsEO003 350 330
HpmsE049 500 450
HpmsE116 400 390
HpmsE129 480 500
HpmsEQ13 510 500
HpmsE130 500+490 470
HpmsEO006 480 500
HpmsE149 180 200
HpmsEO014 100 110
HpmsEQ17 190 200
HpmsEO033 250 240
HpmsEQ16 180 170
HpmsE082 240 230
HpmsE126 210 190
HpmsEQ74 240 230
Hpms1-214 200 190
HpmsE144 320 350
HpmsE137 200 190
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Sekil 9. Biber F, populasyonuna test edilen bir Hpms isaretleyicisi 6rnegi. 1. Hat DNA
biiyiikliik standarti, 2. Hat C. annuum, 3. Hat C. frutescens ve F, populasyonu (4. Hattan sona

kadar) agarose jelde yiiriitilen Hpms SSR’min goriintiisii. ilk ve son hatlarda 100 bp’lik
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standart DNA uzunluk yiiklenmistir. Ornekler: 1 = homozigot C. annuum allelleri icin; 3 =
homozigot C. frutescens allelleri igin; 2 = heterozigot bireylerin allelleri i¢in seklinde

genotipik olarak skorlanmistir.

4.3.3. COSII isaretleyicileri

Cosll isaretleyicileri domates ve yakin akraba tiirler arasinda paylasilan konsensiis diziler
kullanilarak dizayn edilmis CAP tiirii isaretleyicilerdir (http://www.sgn. cornell. edu/markers/
cosii_markers. pl). Toplam 287 adet CoslI isaretleyicisi biber haritalama populasyonunun
anaglar1 olan C. annuum cv. Jupiter ve C. frutescens 14.6.1.9 kullanarak polimorfizm igin
testlenmigtir. ~ Sekil 10 bazi1 Cosll isaretleyicilerinin ebevenyleri kullanilarak yapilan
polimorfizm testlemeleri sonuglarin1 gostermektedir. Biber anaglarinda polimorfik bulunan
60 (%21) Cosll isaretleyicisi populasyonda haritalanmistir.  Sekil 11 test edilen Cosll
isaretleyicilerinden bir tanesinin haritalama sonuglarin1 gostermektedir. Tablo 13 Cosll
isaretleyicilerinin listesini ve polimorfik bulunan enzimleri ve kesimleme sonrasi elde edilen
rtiniin biytkligini vermektedir. Haritalanan 60 CoslI isaretleyicisinden 21 (%35) adeti
kodominant bir i¢in beklenen 1:2:1 a¢ilim oranma uymamistir (Tablo 17). 17 adet Cosll
isaretleyicisi C. annuum homozigot genotiplerine, i¢ tanesi heterozigot genotiplere ve sadece

bir isaretleyicide ise C. frutescens homozigot genotiplerine dogru meyil belirlenmistir.

Sekil 10. Polimorfizm i¢in CoslI isaretleyicileri ile yapilan survey ¢alismasi. Her ¢ift hatta

C. annuum ve C. frutescens yer almaktadir. Testlenen isaretleyiciler polimorfik enzimleri ile
birlikte gosterilmistir. Ik hatta 100 bp’lik DNA biyiikliik standart1 yiiklenmistir. *ile

gosterilen isaretleyiciler polimorfik bulunmustur.
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Table 16. COSII isaretleyicileri listesi ve polimorfik bulunan enzimlerle kesilendikten sonra

elde edilen restriksiyon trununtn buyuklikleri.

C.frutescens icin Urdn

C.annuum igin Urdn

Primer ismi Polimorfik enzim uzunlugu uzunlugu

1g07080 EcoRV 650 310
4933250b Hinf | 50 80
3063190b EcoRV 380+120 210+150+120
1927385 Hinf | 250 190
5013450 Cfo | 750 640
1971810 Afl 11 1100 620+500
1955880 Dra | 580 400+200
20937240 Taq | 500 300+200
5960990 Taq | 650 700
3923400 PCR 820 850
2028490 Rsa | 900 840
1946480 EcoRl 1000 1100
2045910 Apo | 900 1100
3913700 PCR 920 800
4916580 Hind 111 550+200 350+200
1917410 Rsa | 480+250+210 480+350+210
1930360 PCR 850+700 850+750
4918593 Alu | 750 500
1918270 Dra | 380 490
2028250 Hinf | 500 300+180
3906580 Rsa | 200 300
1967730 PCR 700 920
50959960 Rsa | 550+250 450+250
3956040 Acc | 520+210 800
4937130 Rsa | 220 210
5949970 EcoRV 750 500
5038530 Rsa | 400 390
3917040 Ase | 400 380
1914790 Cfo | 1100 680+390
2938020 Alu | 390+300+250 700+250
3927200 Dpn 1l 280+220 350+220
1978230 Rsa | 290+170 170+150
5919690 PCR 850 920
5927390 EcoRV 480 470
1951160 Dra | 1000 600+380
1978690 Hinc |1 1050 550+500
5052820 Ase | 800 400
3062940 Cfo | 750+320 1100
4926680 Nsi | 400 300
1920575 Taq | 400 500
1918660 Taq | 180 280
1918640 Cfo | 280+140 280+120
1965720 Cfo | 390 400
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2939690 Ssp | 580 480
2946580 Taq | 400+310 400+350
5¢60540 PCR 850 1000
4916710 Taq | 550+350 350
4930580 Rsa | 210+190 400
1924360 Hae 111 1050 650+400
4935560 ScrF | 280+80 280+110
3063190 EcoRV 350+120 210+150+120
5g901990 Sty | 250 120
5¢07960 Rsa | 350+200+180 400+200+180
3913180 Rsa | 350 320
5957970 Dra | 830 700
3909920 Hae I11 180+110 140+110
3902220 Rsa | 800+280 800+290
2918050 Xba | 220 250
3958790 Hae 111 510 500
4901880 ScrF | 400 380

Tablo 17. F; populasyonu igin ki kare uygunluk (iyi uyum) testinden elde edilen ki kare ve

P-degerleri. *istatistiki olarak 6nemli degerleri gostermektedir (P<0.05).

Isaretleyici Ki kare P AA | Aa aa Say1
Hpms1-3 9,02 0,011* 29 | 32 12 73
Hpms1-5 2,31 0,3151 18 | 44 14 76
Hpms1-41 4,52 0,1044 27 | 32 17 76
Hpms1-43 9,32 0,0095* 30 | 32 13 75
Hpms1-155 39,65 <0.0001* 2 65 9 76
Hpms1-214 0,29 0,865 15 | 32 18 65
Hpms1-281 2,21 0,3312 24 | 34 16 74
Hpms2-21 0,25 0,8825 20 | 38 17 75
Hpms2-23 4,74 0,0295* 26 | 40 5 72
Hpms2-24 0,71 0,7012 19 | 41 16 76
HpmsAT2-20 8,5 0,0143* 18 | 49 9 76
HpmsE002 1,12 0,2899 15 | 42 18 76
HpmsE003 1,18 0,5543 22 | 33 20 75
HpmsE005 13,97 0,0009* 16 | 53 7 76
HpmsE006 2,84 0,2417 15 | 36 25 76
HpmsEO013 0,63 0,4274 22 | 24 29 76
HpmsE014 4,31 0,0379* 17 | 38 9 65
HpmsE016 6,84 0,0089* 23 | 24 5 53
HpmsEO017 7,29 0,0069* 19 | 39 7 66
HpmsEO033 0,1 0,7518 12 | 26 12 52
HpmsE049 17,97 0,0001* 14 | 27 35 76
HpmsE074 7,06 0,0293* 25 | 31 10 66
HpmsE082 5,34 0,0693 23 | 31 10 64
HpmsE116 2,21 0,3312 12 | 37 20 69
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HpmsE126 12,44 0,002* 27 31 7 65
HpmsE129 7,65 0,0218* 10 39 27 76
HpmsE130 0,01 0,995 18 35 18 71
HpmsE137 3,09 0,2133 19 35 10 64
HpmsE144 0,12 0,729 17 31 15 65
HpmsE149 1,59 0,4516 21 32 14 67
1907080 3,12 0,2101 21 32 11 64
1914790 3,55 0,1695 16 27 7 50
1917410 9,92 0,007* 5 16 18 49
1918270 1,48 0,4771 20 33 13 66
1918640 3 0,2231 18 27 9 54
1918660 2,79 0,2478 20 36 11 67
1920575 11,32 0,0008* 28 22 12 65
1924360 0,49 0,7827 12 26 10 48
1927385 7,33 0,0256* 25 38 9 72
1930360 1,09 0,5798 16 34 12 62
1946480 10,13 0,0063* 25 22 11 58
1951160 1,74 0,1871 20 35 6 62
1955880 3,41 0,1818 24 35 13 72
1965720 1 0,6065 15 25 10 50
1967730 2,71 0,2579 18 22 16 56
1971810 0,41 0,522 25 25 14 65
1978230 7,52 0,0233* 25 23 17 65
1978690 6,91 0,0316* 19 16 14 49
2918050 1,57 0,2102 20 29 11 61
2028250 0,69 0,4062 12 14 11 39
2928490 5,21 0,0739 10 32 23 65
2937240 1,35 0,2453 22 36 11 71
2938020 3 0,0833 20 33 10 64
2039690 3,31 0,1911 20 33 10 63
2045910 6,44 0,04* 26 29 13 68
2946580 19,8 0,0001* 24 16 5 45
3902220 1,43 0,4892 16 25 10 51
3906580 6,94 0,0311* 25 24 19 68
3909920 0,72 0,6977 15 32 12 59
3913180 6,74 0,0344* 17 39 7 63
3913700 14,14 0,0009* 27 30 6 63
3917040 0,17 0,9185 12 27 12 51
3923400 8,5 0,0143* 25 36 8 69
3927200 4,75 0,0293* 22 24 11 59
3956040 0,02 0,8875 16 41 3 62
3058790 3,67 0,1596 17 36 9 62
3962940 9,95 0,0069* 10 44 9 63
3963190 10,71 0,0011* 27 24 11 63
3063190b 9 0,0111* 27 27 12 66
4901880 2,96 0,2276 20 24 14 58
4916580 16,52 0,0003* 25 20 6 51
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4916710 1,93 0,1648 15 0 0 44
4918593 1,28 0,5273 18 33 12 63
4926680 4,79 0,0912 19 39 9 67
4930580 0,65 0,7225 17 33 13 63
4933250b 48 <0.0001* 42 12 18 74
4935560 4,75 0,093 23 30 11 64
4937130 2,91 0,2334 20 37 11 68
5¢01990 0,53 0,4666 8 35 18 62
5907960 3,88 0,0489* 16 33 8 58
5013450 8,93 0,0028* 28 27 13 69
5019690 0,04 0,9802 13 25 12 50
5027390 4,39 0,1114 20 27 9 56
5¢38530 4,39 0,1114 22 26 12 60
5049970 3,6 0,1653 15 36 9 60
5052820 0,12 0,729 18 39 9 67
5057970 4,36 0,113 22 25 13 60
5059960 2,35 0,3088 17 37 11 65
5¢60540 3,92 0,1409 15 17 7 41
5060990 18,31 0,0001* 33 25 12 70
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Sekil 11. Biber F, populasyonunda test edilen bir Cosll 6rnegi. C. annuum (2. hat), C.
frutescens (3. hat) ve F, populasyonuna (4. hat ve sonrasi) ait DNA’lar At 1918270 CoslI
isaretleyicisi ile ¢ogaltilmis ve Dral restriksiyon enzimi ile kesimlenmistir. 1. hatta 100
bp’lik standart DNA uzunluk merdivini yiiklenmistir. Ornekler: 1 = homozigot C. annuum
allelleri i¢in; 3 = homozigot C. frutescens allelleri igin; 2 = heterozigot bireylerin allelleri icin

seklinde genotipik olarak skorlanmistir.

4.4. QTL Analizleri

QTL analizleri F, populasyonundan gelen genotipik veriler ile F3 ailelerinden gelen fenotipik
veriler kullanilarak uygulanmistir. Bu analizler i¢in toplam 570 adet molekiiler isaretleyici
(30 SSR, 60 Cosll ve 480 AFLP) kullanilmigtir. Toplam olarak, CMV ile baglantili olan yedi
genomik bolge belirlenmistir (Tablo 18).

Table 18. Biber F, populasyonunda belirlenen QTL’ler. En 6nemli isaretleyiciler isaretleyici
stitiinunda verilmigtir. R allelli dayanikliligin hangi ebevenyden geldigini gostermektedir (Cf
= C. frutescens; Ca = C. annuum). R? degeri her bir QTL’in toplam fenotip varyasyon

(dayaniklilik) igerisindeki oranmidir. Karakter siitununda tizerinde QTL belirlenen karakterler

listelenmistir.

QTL lokuslar1 isaretleyici | P-degeri | R® Karakterler R Alleli
cmvl AB120 0,0008 18% | 4WE, BWE, AVE Cf
cmv2 CD110 0,0015 16% | 4WE, 8WE, AVE Ca
cmv3 GH73 0,0025 16% | 4WE, BWE, AVE Cf
cmv4 FG63 0,004 14% | 4WE, BWE, AVE Ca
cmvs Hpms1-214 | 0,0055 16% | 4WE, AVE Cf
cmv6 AB70 0,0059 12% | 4WE, 8WE, AVE Ca
cmv7 CD120 0,0082 11% | 4WE, 8WE, AVE Cf

Genel olarak incelendiginde, bu calismadan elde edilen sonuglar konu ile ilgili biber’de daha
once yapilan caligmalarla benzer sonuglar ortaya koymustur. Bu sonuglardan bir tanesi CMV
dayaniklihginin kantitatif bir karakter olmasidir.  Onceki yaymlanmis calismalarda,
CARANTA ve ark. (1997a) CMV dayaniklilig1 i¢in toplam fenotipik varyasyonun, sirasiyla,
%24 ve %19’luk kisimlarini agiklayan iki QTL bdolgesi bulmuslardir. BEN CHAIM ve ark.
(2001b) CMV dayanikliligr i¢in toplam fenotipik varyasyonun, sirasiyla, %16 ve %33
arasinda kisimlarini agiklayan dort QTL bolgesi belirlemislerdir. CARANTA ve ark. (2002)
toplam fenotipik varyasyonun %45 ve %63 lik kisimlarmi agiklayan dort QTL bolgesi
saptamiglardir. Tablo 15°ten de goriildiigii ve beklenildigi gibi dayaniklilik allelerinin
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cogunlugu CMV dayanikli C. frutescens anacindan gelmektedir. Bu calismada CMV
dayanikliligt baglanti gosteren molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi bu karakterin

molekiiler 1slahina imkan saglayacaktir.

5. Sonug
CMV, TMV ve PVY biber bitkisini infekte eden verim ve kaliteyi olumsuz etkileyerek

onemli ekonomik zararlar veren virislerdir. Bu calismanin esas amaci bu ii¢ viral hastalik
etmenine karsi dayanikli ¢esit gelistirmede kullanilacak ileri 1slah hatlarinin molekiler
teknolojiler kullanilarak olusturulmasidir. Bu amag i¢in degisik arastiricilardan saglanan
genetik materyaller projede dayaniklilik kaynagi olarak kullanilmistir.  Bu materyaller
arasinda yabani bir biber tiri olan Capsicum frutescens esas gen kaynagi olarak
kullanilmistir. Bu projede gen kaynagi olarak kullanilan Capsicum frutescens BG2814 nolu
tohum 0Ornegi Giliney Meksika’dan toplanmistir ve CMV dayanikli hat olarak gelistirilmistir.
BG2814 nolu tohum 6rnegi Cornell biber 1slah¢ilarindan Prof. Richard Robinson tarafindan
temin edilmis ve bir CMV duyarli Capsicum annuum ¢esiti ile melezlenerek populasyonlar
olusturulmustur. Elde edilen F‘ler New York’ta problem olan CMV ve TMV ile testlenmis
ve dayanikli bulunan bitkiler ayr1 ayr1 kendilenerek ve her generasyonda tarla kosullarinda bu
iki viriis i¢in seleksiyonlar yapilarak Fg kademesine kadar getirilmistir. Bu kademede TMV

ve CMV i¢in homozigot dayanili Fg-RIL hatlar1 gelistirilmistir.

CMV/TMV dayanikli Fg-RIL hatlar1 bu projede bu iki viriise karst dayaniklilik 1slahinda gen
kaynagi olarak kullanilmistir. Bu projenin esas stratejisi bu ii¢ viral etmene dayaniklilik
saglayan faktorleri bir araya getirmektir. Bu amag icin iki stratejik yol izlenmistir. Birinci
yolda, dayaniklilik faktorlerinin Tiirk cesitlerine aktarilmasi konusu g¢aligilmistir. Bu amag
icin, elde edilen Fg-RIL hatlar1 projede 6ngoriildiigii gibi ii¢ viral etmene karsi testlenmis ve
bu hatlarda bu viriislere kars1 dayaniklilik belirlenmistir (Tablo 3, 5, 11). Bu hatlarin sadece
CMYV degil ama aynm1 zamanda TMV, TSWV, PVY gibi viriislere de dayanikli oldugu rapor
edilmistir (Molly Jahn, kisisel goriigme). Dolayisiyla, bu ti¢ viral etmene dayaniklilik
faktorlerinin Tiirk gesitlerine aktarilmasi i¢in F8 hatlarindan bazilart Bagce1 Carliston, Sera
Demre ve Dolmalik Biber tipleriyle melezlenmistir (Tablo 4, 6). Dayanikli bulunan F;’ler
kendilenerek F, populasyonlart ve uygun ebevenylerine geriye melezlenerek BC;

generasyonlari olugturulmustur.
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Paralel olarak izlenen ikinci stratejik yolda, dayaniklilikta rol oynayan genlerle baglanti
halinde olan molekiler isaretleyicilerin gelistirilmesine ¢aligilmigtir. Bdylece, bu ¢ genin
molekiiler 1slahinin imkan dahilinde olmasi planlanmistir. Bu projede 6ngorilen virislere
dayaniklilik genleri i¢in populasyonlar gelistirilirken konu ile ilgili diger ¢alismalar
incelenmistir. INRA-Fransa arastiricilarindan CAROL CARANTA ve ark. (1999) Pvr4 genini
biber genomunda haritalamis ve gen ile baglanti halinde olan bir isaretleyiciyi yayimnlamigtir.
Pvrd geni Mesika orijinli bir Capsicum annuum Criollo de Moreles 334 (CM334) tohum
orneginden belirlenmistir. Bu arastiricilara gore, Pvr4 geni bilinen bir cok PVY patovarlarina
kars1 dayaniklilik saglamaktadir. Bu projede kullanilan Fg hatlarimin ve haritalama
populasyonunun donor anaci olan ve Meksika orijinli olan Capsicum frutescens
BG2814.6.1.9 nolu hat ve F, populasyonu ile Pvr4 genini tanimlayan molekiiler isaretleyici
kullanilarak yapilan PCR ¢alismalarinda BG2814.6.1.9 nolu hatta homozigot diizeyde oldugu
ve F, populasyonunda da agilim gosterdigi belirlenmistir (veri gosterilmemistir).
Muhtemelen Capsicum frutescens BG2814.6.1.9 nolu hattan gelen PVY dayanikliligida Pvr4
genidir. Ancak, bu durumun kesin olarak ortaya konmasi i¢in CM334 ve BG2814.6.1.9 nolu
hatlar arasinda komplementasyon analizleri yapilmasi gereklidir. Bunun i¢in bu iki hat
melezlenir ve elde edilen F; ler PVY ile inokiile edilir ve agilim oranlarina bakilir. Pvr4 geni
dominant bir gen oldugu i¢in bu iki hattin melezlenmesi ile olusturulan F, populasyonunda
3:1 Mendel oranlarinda ag¢ilim gostermesi gereklidir. Bu oranin disindaki agilimlar ise bir
baska genin varligina isaret eder. Dolayisiyla, bu projede kullanilan materyalde Pvr4 geni
acilim gosterdigi igin ayrica bir haritalama yapmaya gerek duyulmamustir. C. frutescens
BG2814 nolu hattan gelistirilen populasyonlarin Pvr4 isaretleyicisi kullanilarak PVY
dayanikliliginda rol oynayan Pvr4 geni Tiirk ¢esitlerine aktarilabilecektir.

TMV’ye dayanikli 1slah hatlarinin olusturulmasi ve Tiirk ¢esitlerine aktarilmasi projenin diger
bir ayagini olusturmaktadir. TMV Tobamoviriis grubu igerinde yer alir ve Tobamovirlslerde
PO, P1, P1-2, ve P1-2-3 olmak iizere dort patotip bildirilmistir. Bu siniflandirma dayaniklilik
geninin (L) farkl allellerini (L, L%, L? L3 L% tasiyan genotipler kullanilarak yapilmustir.
Ulkemizde P1-2 patovar1 yaygin olmasina ragmen P1-2-3 patovarmninda son yillarda
goriildiigii ve hizla yayginlastigi bildirilmektedir. Bu projede esas itibariyle C. frutescens
BG2814 nolu hat ve bu hattan tiiretilmis F8-RIL hatlarinin {i¢ viral etmene karsi genetik
potensiyellerinin incelenmesi amaglanmistir. Yapilan onceki ve bu calismada BG2814 ve F8

hatlarinda ii¢ viral etmene karsi dayaniklilik belirlenmistir. Capsicum tdrlerinin
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Tobamoviriislere dayanikliligi L geninin patovar spesifik allelleri ile saglanmaktadir. L
lokusu 11. kromozomun giiney tarafindaki telomerik bolgede haritalanmistir (LEFEBVRE ve
ark., 2002). Bu ¢alismada gen kaynagi olarak kullanilan C. frutescens L? alellini tasimaktadir
ve alti Tobamoviriise kars1 dayaniklilik saglamaktadir (Tablo 19). Ancak, bu allel iilkemizde
yaygin olarak bulunan P1-2 ve P1-2-3 patovarlarina karsi dayamiklilik saglamamaktadir.
Dolayistyla, bu daynikliligin iilkemizde kullanimi olduk¢a sinirlidir. Buna ragmen, bu
dayaniklilik kaynagir Tiirk gesitlerine aktarilmaya proje kapsaminda devam edilmektedir.
Projenin bu alt kisminda da dayaniklilikta rol oynayan genin biber genomdaki yeri bilindigi

Icin haritalama caligmas1 yapilmasina gerek kalmamustir.

Tablo 19. Biberde L allellerinin tobamoviriislere kars1 sagladigi dayamkhhiklar. L* ve L*
allelleri yedi degisik tobamoviruse karsi genis bir koruma saglamaktadir.

Tobamovirus Patojen L+ | L1;1C| L* | L® L
Tobacco mosaic virus (TMV) Po F R R R R
Tomatomosaic virus (ToMV) Po F R R R R
Bell pepper mottle virus (BePMoV) Po F R R R R
Tobaccco mild green mosaic virus Po/P1 F R/F R R R
(TMGMYV)
Papricka mild mosaic virus P1 F F R R R
(PaMMV)
Dulcamara yellow fleck virus (DYFV) P1 F F R R R
Pepper mild mottle virus (PMMoV) P1.2 F F F R R
P1.23 F F F F R

L3 ve L* genleri biberde biitiin tobamoviriislere kars1 dayaniklik sagladig1 i¢in biber 1slahinda
kullanilmas: gereklidir . L allelini tasiyan biber genotipleri PO, P1, P1-2 patovarlarma, L*
allelini tasiyanlar ise P1-2-3 patovarlarini kapsayan bilinen biitiin patovarlara kars1 koruma
saglamaktadir. L geni C. chinense PI152225 nolu tohum 6rneginden L* geni ise C.
chacoense P1260429 nolu tohum orneginden gelmektedir. Ayrica, L (SUGITA ve ark.,
2004) ve L* (MATSUNAGA ve ark., 2003) genlerini tanimlayan molekiiler isaretleyicilerin

belirlenmis olmas1 bu genlerin molekiiler 1slahta kullanilmasina imkan saglamistir.
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Projenin ii¢lincii ayaginda Tiirkiye’de biber tarimina Onemli zararlar yapabilen CMV
hedeflenmistir. TMV ve PVY calismalarindan farkli olarak projenin bu alt kisminda
dayaniklilik faktorlerinin belirlenmesi igin haritalama ¢alismasi yapilmistir. C. frutescens
BG2814.6.1.9 nolu hat ve bu hattan tiiretilmis F8-RIL hatlarinda CMV dayamklilig
belirlenmis (GRUBE ve arkl. 2000) olmasina ragmen herhangi bir haritalama g¢aligmasi
yapilmamistir.  Dolayisiyla, bu c¢aligmanin amaci elde edilen ve gelistirilen hatlar1 ve
populasyonlart CMV dayaniklilig1 i¢in karakterize etmektir. Bu amaci gerceklestirmek i¢in,
biber populasyonlar1 fenotipik ve genotipik olarak karakterize edilmistir.  Caligmada
kullanilan biber bitkileri CMV-Fny patovari ile mekanik olarak inokiile edilmis ve gorsel ve
serolojik olarak ELISA ile degerlendirilmistir. Bu sonuglara gore, populasyondaki CMV
dayaniklilig1 ger¢ek dayaniklilik olarak belirlenmistir. Toplam 480 AFLP, 30 SSR ve 60
COSII isaretleyicisi polimorfik bulunmus ve biber F, haritalama populasyonunda
genotiplenmistir. Genotipik karakterizasyon biber’de CMV dayanikliliginin multigenik bir
oldugunu ve ¢ok sayida kantitatif karakter lokusu (QTL) tarafindan kontrol edildigini ortaya
koymustur. Genotipik karakterizasyonun bir sonucu olarak, yedi QTL bdlgesinin biber’de
CMV dayaniklilig: ile iliskili oldugu bulunmustur. Dayaniklilik lokuslarin yarisindan ¢ogu
(%57) C. frutescens allellerinden gelmektedir. Bu isaretleyiciler kullanilmak siiretiyle
biber’de CMV dayanakligin1 Tiirk biber cesitlerine aktarmak miimkiin olacaktir. Bu
calismaya gelecek adim olarak, bu QTL’ler i¢in bir genetik baglant1 haritasi olusturulmalidir

ve dayanikliligin molekiiler mekanizmalar1 belirlenmelidir.
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Glnluk diyetimizde 6nemli bir sebze olan biber bir ¢ok hastalik etmeninden etkilenmektedir. Bu etmenler
arasinda yer alan viriisler biber iiretimini verim ve kalite agisindan 6nemli ekonomik zararlar verirler. Viral
hastalik etmenleri ile miicadele etmenin en etken yolu dayanikli gesitlerin kullanilmasidir. Klasik 1slah
yontemler ile istenilen dlizeyde basari elde edilememistir. Son yillarda molekiiler teknolojilerin 1slahta rutin
olarak kullanilmasiyla biber bitkisine zarar yapan viral hastalik etmenlerine dayanikli materyallerin
gelistirilmesi miimkiin olmustur. Bu projede yabani bir biber turii olan Capsicum frutescens te belirlenen (¢
viral etmene kars1 dayaniklilikta rol oynayan genlerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢aligma sonucunda,
gen kaynagi olarak kullanilan Capsicum frutescens ve F8 RIL hatlarinda TMV, PVY ve CMV ig¢in
dayanmiklilik belirlenmistir. Olusturulan populasyonlar TMV igin L2 PV igin Pvr4 ve CMV igin Capsicum
frutescens ten gelen cmvl, cmv3, cmv5, cmv7 QTLlerini tagimaktadir. Bu genlerle baglantili olan
isaretleyiciler kullanilarak TMV, PVY ve CMV dayanikliliginda rol oynayan genler Tiirk Biber gesitlerine

aktarilmaktadir.

Anahtar Kelimeler:

Molekiiler Islah, Biber, PVY, CMV, TMV, Dayaniklilik, ELISA, QTL, L2 Pvrd

Projeden Yapilan Yayinlar:
Mapping QTLs for Cucumber Mosaic Resistance in Pepper (yazim asamasinda)

Construction of Genetic Linkage Map for Pepper Using AFLP, SSR and COSII markers (proje devam

ediyor, bu sene sonunda tamamlanacaktir)
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