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TOBITAK
ONSOZ
Biber gunlik diyetimizin 6nemli bir bilesenidir. Bu nedenle Ulkemizde en ¢ok
yetistirilen ve degisik sekillerde tliketilen sebze bitkileri arasinda yer almaktadir.
Ulkemiz biber Gretim miktari bakimindan diinya da énemli bir yerdedir. Kok-uru
nematodlari biber tarimina ekonomik dlzeylerde zararlar yapan, uretimini
sinirlayan ve hatta bazi yorelerde imkansiz hale getiren en énemli bitki zararlilar
arasinda yer almaktadir. Kimyasal ilaglama ya da cok pahall bir islem olan
solarizasyon yapmaksizin o6zellikle sera kosullarinda biber tarimini yapmak
mumkuin degildir. Bu nedenle, kdk-uru nematodlarina dayanikh ¢esit kullanimi en
basarili strateji olarak gorilmektedir. Gunumuze kadar yuritilen klasik 1slah
calismalarindan basarili sonuclar elde edilememistir. Halen kék-uru nematoduna
dayanikli bir gesit bulunmamaktadir. Onerilen projede kdk-uru nematodlarina
dayanikhlik saglayan genlerden birisi olan N geni tzerinde ¢alisiimistir. Bu genin
markdre dayali 1slah ¢alismalari ile istenilen gesitlere aktariimasi igin gerekli olan
baglantili molekiler markorler proje kapsaminda belirlenmigtir. Bu proje
TUBITAK tarafindan Prof. Dr. Anne FRARYye saglanan destekle
tamamlanmistir (TUBITAK 1100675).
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OZET

Dinyada yilda yaklasik 31 milyon ton biber Gretilmektedir. Turkiye toplam 2.1
milyon ton yillik biber Gretimi ile Cin (16 milyon ton/yil) ve Meksika (2.4 milyon
ton/yil)Y’dan sonra dinyanin en ¢ok biber Ureten 3. ulkesidir (FAO 2012). Akdeniz
ve Ege Bolgeleri Ozellikle orti-alti ve sera biber yetistiriciligi bakimindan en
onemli bolgelerimizdir. Akdeniz kiyi1 seridinde Antalya'nin Demre, Finike ve
Kumluca ile igel'in Kazanli iretim sahalarinda yogun bir sekilde sera biber
yetistiriciligi yapiimaktadir. Toplam sera sebzecilidi i¢cinde biber yetistiriciliginin
yapildigi kisim yaklasik %15'lik bir alani kapsamaktadir. Bir ¢ok biyotik ve
abiyotik faktor biber yetistirilen bdlgelerimizde biber tarimini sinirlamakta, verim
ve kaliteyi dislirmektedir. Kék-ur nematodlari biyotik faktorler arasinda yer alan
en onemlilerinden birisidir ve uUlkemizde biber yetistirilen alanlarin en 6nemili
zararhsidir. Koék-ur nematodlari bitki koklerinde irili ufakli urlar olusturmak
siretiyle bitkinin kokleri vasitasiyla topraktan su ve besin madde alinimini
kisitlamaktadir. Sonug¢ olarak, kok-uru nematod zararindan dolayl bir ¢ok
bdlgemizde biber yetistiriciligi zarar gérmektedir ve mevcut micadele yontemleri
ile dretim maliyetleri artmaktadir. Nematodlarla kualtirel micadele yapmak
mimkin gorinsede 6zellikle orti-alti yetistiriciligi acisindan pratik ve ekonomik
olmaktan oldukga uzaktir. Nematod mucadelesinde tek yol biber yetigtirilecek
topraklarin solarizasyonu veya nematositlerin kullaniimasidir. Her iki islemde
pahali, yogun emek isteyen ve gevre dostu olmayan yaklasimlardir. Ozellikle
nematositlerin son derece toksik olmalari, sinirli bir sire koruma saglamalari ve
kalinti etkilerinden dolayr kullanimlari sakincalidir. Genis alanlarda yapilan
calismalarinda ise toprak solarizasyonu pratik dedildir ve ¢ok pahaliya mal
olmaktadir. Dolayisiyla, nematod probleminin bulundugu bdlgelerimizde dayanikli
biber cesitlerinin yetistiriimesi belkide en kolay, pratik, ucuz ve c¢evre dostu
yaklasimdir. Ulkemizde yetistirilen biber gesitlerinin hic biri dogal olarak kék-uru
nematod dayanikliligina sahip degildir. Ancak, kok-uru nematodlarina karsi
dayanikhligi birgok Capsicum annuum’da belirlenmistir ve bu dayaniklilik
genlerinin bir ¢codu degisik biber cesitlerine aktarilmigtir. Ancak, dayaniklilik
gen’lerinin aktariimasi yodun bir sekilde tarla ve sera kosullarinda nematod
testlemeleri gerektirdigi igin zor bir islemdir. Bu nedenle bu gen’lerin etkili bir
sekilde 1slahi sinirhdir. Onerilen bu projede biberde belirlenen kok-uru
nematodlarina dayaniklilik saglayan N geni ile baglantili olan molekiler markorler
belirlenmistir ve N geninin baglantil markdér ile Turk biber gesitlerine aktariimasi
islemine baslanmigtir.

Anahtar Kelimerler Biber, Kok-Uru Nematodlari, Dayanikhlik, Molekuler

Haritalama, Molekdler Islah
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ABSTRACT

Worldwide pepper production is approximately 31.0 milyon tons per year. Turkey
is one of the most important countries in the world in terms of pepper production
and area planted. Turkey ranks third in annual pepper production with 2.1 million
tons produced while China, produces 16 million tons (FAO 2012). The
Mediterranean and Aegean regions are the most important regions for pepper
production especially in terms of growth under cover or in the greenhouse.
Greenhouse peppers are intensively grown along the Mediterranean coast in
Antalya’s Demre, Finike and Kumluca regions and igel's Kazanl production area.
Pepper accounts for approximately 15% of the total greenhouse vegetable
production. Pepper vyield, quality and growth are limited by many biotic and
abiotic factores. Root knot nematode is one of the most important biotic factors
affecting pepper production. Root-knot nematodes form root knots on the plants
roots and limit the intake of water and nutrients from the soil. As a result, pepper
growers in many regions suffer crop damages from nematodes and current
control methods increase production costs. Cultural methods for the control of
nematodes are possible however they are neither practical nor economical. The
only alternatives are solarization of soil or the use of nematicides. Both methods
are expensive, difficult, laborious and/or dangerous for the environment.
Nematicides are extremely toxic, are only effective for a limited period and leave
residues in the soil. In large production areas, solarization is not a practical
solution and is also very expensive. Thus, increasing production costs. As a
result, perhaps the easiest, most practical, cheapest and most environmentally
friendly approach is the development of nematode resistant pepper cultivars.
None of the current cultivars grown in Turkey have nematode resistance.
However, many resistant Capsicum annuum accessions have been identified
and genes for resistance (N and Me genes) have been transferred to cultivars.
This is also a difficult task as plants must be tested for resistance under
greenhouse or field conditions. For this reason, these resistance genes have
been of limited use in breeding. In the proposed project, molecular markers
linked to N gene were identified and, the progress to transfer N gene to Turkish
pepper cultivars have been started by using linked markers

Keywords

Pepper, Root-Knot Nematodes, Molecular Mapping, Molecular Breeding
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GiRiS

Kok-uru nematodlari (Meloidogyne spp.) tlkemizde biber Uretimini sinirlayan ve
o6nemli duzeylerde ekonomik kayiplara sebep olan ve hatta bazi boélgelerimizde
biber tarimini imkansiz hale getiren en 6nemli bitki zararlilari arasinda yer
almaktadirlar. Gunimuzde geligtirilen yeni biber cesitlerinin ticari degerinin
olmasi icin birgok hastalik etmenlerine dayanikliik saglayan genlerden en az bir
veya bir kagina ¢ogu zaman da hepsine birden sahip olmasi gerekmektedir.
Nematod dayanikhihdi giinimuz biber ¢esitlerinde mutlaka bulunmasi gereken bir
karakterdir. Bazi 6nemli pazarlar i¢cin nematod dayanikliigi tek basina bir 6n sart
haline gelmistir. Bu nedenle, verimi ve kalitesi ylksek ve ayni zamanda kok-ur
nematoduna dayanikli olan yeni biber cesitlerinin tohumluk piyasasinda yer
edinmesi c¢cok kolay olacaktir. Dolayisiyla, yurltilen projede biberde kok-uru
nematoduna dayaniklilik saglayan N geninin biber genomundaki yerinin lokalize
edilmesi saglanmis ve genle baglantili olan molekiler markorler belirlenmistir. Bu
amaci gergeklestirmek icin projede 6ngdrildigi gibi dnceki ¢calismalarda kok-uru
nematoduna dayanikl oldugu rapor edilen bazi gen kaynaklarinin (N geni
tasiyan) 6zellikle Turkiye’de problem olan Meloidogyne incognita irk 2 ile test
edilerek bu irka da dayaniklilik sagladiklari belirlenmistir. Patolojik testlemeler
sonucunda dayanikli bulunan gen kaynaklari (Carolina Wonder ve Charleston
Belle) proje ortagi Yuksel Tohumculuk Tarim San. Tic. Ltd. $ti. Firmasi
tarafindan saglanan duyarli ¢esit (AZN-1) ile melezlenmigtir. Elde edilen F1
melezler tekrar nematod ile patolojik testlemelere alinmis ve testlemeler
sonucunda dayanikli olduklari dogrulanan bitkiler kendilenerek F2 ve AZN-1
cesitine geriye melezlenerek BC1F1 generasyonlari olusturulmustur. Haritalama
ve markor belileme calismalarinda F2 populasyonlari kullaniimistir.  Proje
yuratalirken N geni Fransiz ve Cinli iki grup tarafinda biber genonumda 9.
kromozomda haritalanmistir. Bu nedenle, markoér belirleme c¢alismalarinda 9.
kromozom Uzerinde yogunlasiimistir. Calismada 9. Kromozomda yer alan butin
SSR, COSII ve ayrica proje kapsaminda tarafimizca gelistirilmis SNP markoérleri
kullanilimistir. Onerilen proje sonucunda N genine gok siki baglantili olan SNP
markorleri  belirlenmigtir ve halen bu markdrler N geninin markore dayal

seleksiyon metodu ile AZN-1 cesitine aktariimasi islemine baglanmistir.
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LITERATUR OZETi

Turkiye biber Uretimi Turkiye istastistik kurumu verilerine gére 1987 yilinda
250.000 ton iken 2008 yilinda 2.1 tona ulagmisgtir (FAO 2012). Turkiye yillardan
beri kiraz, kayisi, kavun gibi meyvelerde Dinyada en 6nemli Uretici olmasina
ragmen, son on yilda sebze Uretimi meyve Uretimine kiyasla daha fazla geliserek
biber ve domates Turkiye'nin en dnemli tarimsal ihrag¢ UGrlnleri haline gelmistir.
Kok-ur nematodlar kaltdr bitkilerinin kdklerinde irili ufakli ur (gal) olusturmalari ile
karakterize edilirler ve dinyada tarimsal alanlarda blylk ekonomik kayiplara
neden olmaktadirlar. Ginimuze kadar dinyada 80 tirG tespit edilmistir (Siddiqi
2000). Ancak, tropikal, subtropikal ve iliman iklim bolgelerinde Meloidogyne
incognita Chitwood, M. javanica Chitwood, M. arenaria Chitwood ve M. hapla
Chitwood en yaygin ve ekonomik olarak en énemli Kok-ur nematodu tirleridir
(Johnson ve Fassuliotis 1984, Sasser ve Carter 1985, Netscher ve Sikora 1990).
Konukgu ve nematod iligkilerine bagh olarak bu tdrlerin ¢ok sayida konukgu
irklari  bulunmaktadir. Decker ve Fritzsche (1991) dinya genelinde M.
incognita’nin 4, M. javanica’nin 2 ve M. arenaria’nin 2 konukgu irkinin oldugunu
belirtmiglerdir. Kok-ur nematodlari ortu alti sebze dretiminin yapildigi tim Kiyi
bdlgelerimizde en 6nemli zararlilardan birisi durumundadir. M. incognita, M.
javanica, M. arenaria, M. hapla, M. chitwoodi ve M. thamesi U(lkemizde
tanimlanan kok-ur nematodu turleridir (YUksel 1974, Pehlivan ve Kaskavalci
1993, Elekgioglu ve Uygun 1994, Mennan ve Ecevit 1996, Kaskavalci ve Oncler
1998, Ozarslandan ve ark. 2007). Turkiye'de Kok-ur nematodlarinin irklari ile
yapilan c¢alismalarda Akdeniz Bdlgesi'nde, Orta Karadeniz Bdlgesinde ve
Canakkale ilinde M. incognita Irk 2’sinin ve M. javanica Irk 1’inin bulundugu tespit
edilmistir (Sogut ve Elekcioglu 2000, Mennan ve Ecevit 2001, Gozel ve Gunes
2007, Devran ve So6gut 2010). Bircok sebze turi kok-uru nematodlarinin
konukgulari arasinda yer almaktadir. Sasser (1980) sebze uUretiminde kdék-ur
nematodlarinin domateste %29, patlicanda %23 ve biber bitkisinde %12 verim
kaybina neden olduklarini bildirmektedir. Antalya’da sebzelerde Kok-ur
nematodlarinin %16.7, Adana’da ise %47 oraninda verim kayiplarina neden
oldugu belirtimektedir (Agdaci 1978). Yapilan irk calismalarinda Turkiye'de
Meloidogyne javanica’nin irk 1'i yaygin olarak bulunmustur. Meloidogyne
javanica’nin bu irki Capsicum annum L. tirinde beslenmedigi icin ekonomik
olarak dnemli degildir (Ozarslandan ve Elekgioglu 2003). Ancak, ortialti biber
yetigtiriciliginde M. incognita ve M. arenaria dnemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. S6gut ve Elekgioglu (2007) Adana Kazanli Bolgesinde M. incognita
ile yogun olarak bulasik seralarda %80’e yakin verim kayiplari tespit etmiglerdir.
Vito ve ark. (1985) M. incognita’nin toprakta 2.2 adet yumurta + L2

9
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yogunlugunda %58, 0.17 yogunlunlugunda %20 urlin kaybi olabilecegini tespit
etmislerdir. Khan ve Khan (1991) farkli C. annuum c¢esitlerinde M. incognita’nin
Ureme faktorini 0.8 ile 16.3 arasinda tespit etmistir. Kék-ur nematodlari 6zellikle
sebzelere 6nemli zarar veren biyotik stresler faktorlerinden birisidir ve diinyada
her yil yaklasik 125 milyon dolar degerinde Urln kayiplarina neden olmaktadir
(Sasser ve Freckman 1987, Bird ve Kaloshian 2003, Chitwood 2003, Atkinson ve
ark. 1995, Koenning ve ark. 1999). Kok-ur nematodlari bitki kdklerinden direk
hicre 6zsuyu emerek beslenmelerinin yaninda emgi sirasinda enzimler
salgilamakta ve kok hlcre ve dokularinda deformasyonlara neden olmaktadirlar.
Ayrica bitki koklerinde yaralar meydana getirerek bitkileri ikincil toprak kokenli
patojenlere karsi duyarliliklarini artirmaktadirlar. Koklerin agir infeksiyonu
sonucunda biyumede gerileme, yapraklarda sararma (chlorosis), koklerde
urlanma ve bitkideki su ve besin maddelerinin iletiminde problemler olmakta ve
sonugcta verimde buyuk disusler meydana gelmektedir (Bird ve Kaloshian 2003).
Nematodlarla mulcadelede  glinUmizde  yogdun olarak  kimyasallar
kullaniimaktadir. Ancak Metil bromid basta olmak tzere son yillarda nematodlara
karsi kullanilan nematisitlerin bir ¢ogu insan ve c¢evre saghdina zararh
etkilerinden dolay! Avrupa Ulkelerinde ve Amerika’da yasaklanmistir (Broun ve
Supkoff 1994, Sorribas ve ark. 2005). Turkiye’de de nematodlara ve toprak
kokenli zararlilara karsi toprak fumiganti olarak kullanilan Metil bromid 2007 yih
sonunda yasaklanmasi hedeflenmigtir (Ylcel ve ark. 2007). Nematodlara karsi
yapillan kimyasal micadelenin insan sagligina ve c¢evreye olan olumsuz
etkilerinden dolayi son yillarda alternatif micadele yontemleri (zerine ¢ok yodun
calismalar yapilmaktadir. Ekim nébeti kok-ur nematodlarinin ¢ok fazla konukgu
dizisine sahip olmalari nedeniyle éneriimemektedir (Abad ve ark. 2003). Kok-ur
nematodlarina karsi en dnemli mucadele yontemlerden birisi dayanikh g¢esit
kullanimidir. Ginumuzde o6zellikle domates yetigtiriciliginde M. incognita, M.
javanica ve M. arenaria’'ya karsi dayaniklilik saglayan ve Mi geni igceren ticari
domates c¢esitleri yogun olarak kullaniimaktadir. Biber bitkilerinde de dayaniklilik
saglayan kaynaklar farkli galismalarda bildirilmektedir. Ancak henuz ticari olarak
kullanimlari yaygin degildir ve bu konudaki islah ¢alismalari devam etmektedir.
Kok-ur namatodlariyla mucadelede dogal dayanikhlik genlerinin kullaniimasi
tercih edilen bir yontemdir (Williamson ve Kumar 2006). Bazi bitki tlrlerinde
nematoda dayanikllik kantitatif karakter lokuslari ile (QTL) saglanir; fakat bu
genler tanimlanamamisir (Dale ve Phillips 1982). Bazi bitkilerde ise dayanikhhk
genleri tek bir dominant gen (R geni) tarafindan saglanmaktadir. Dayanikliligi
saglayan R geni nematode daki Avr geni ile etkilesime girmekte ve sonugta bitki
savunma mekanizmasini tetiklenmektedir. Bitki savunma mekanizmasinin

10
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baslatilabilmesi icin bitkide R geninin ve nematode da da Avr geninin bulunmasi
gerekmektedir. Bu mekanizma Guard hipotezi olarak adlandiriimaktadir. Bu
mekanizmada Avr proteini bitkide R proteinlerinden baska proteinleri hedefler, R
proteinleri  bitkideki patojen tarafindan meydana getirilen proteinlerdeki
degisimleri algilar ve ¢ogu zaman hipersensitif cevap olan (HR) bitki savunma
makizmasini baslatir (Cabrera Poch ve ark. 2006). Bitkilerde R geni yoksa, Avr
geninin hedef proteini algilanamaz ve hastalik olusur. Kok-ur nematoduna
dayanikhlik saglayan genler daha cok yabani bitki turlerinde bulunmaktadir
(Roberts 1995). Bitkilerdeki dogal nematoda dayaniklihk genlerinin baska
bitkilerde heterolog anlatimiyla (expresyonu) ilgili calismalar yapilmasina
ragmen, basarili sonuglar alinamamistir; &érnegin Globodera cinsine ait
dayanikhlik saglayan HeroA geni, bu tire karsi duyarli domatese aktarildiginda
Globodera’ye karsi dayanikliligini kaybettigi gérilmastir (Sobczak ve ark. 2005).
Cesitli bitkilerde (patates, biber ve domates) kok-ur nematodlarina dayaniklilik
genlerinin (H1, Me, N ve Mi-1 genleri) haritalar olusturulmus ve bazi genler
klonlanmistir. Cogu tatl biber (Capsicum annuum) gesitleri M. incognita ‘ya karsi
oldukga hassastir (Taylor ve Sasser 1978). Ancak, nematod dayanikliligi biber
Islah calismalarinda son zamanlara kadar ilgi cekmemistir. Biberde (Capsicum
annuum) N ve Me gen’lerinin nematodlara kargl dayaniklilik sagladigi
bildiriimektedir (Hare 1956) ve bu dayanikhlik genleri Mississippi Nemaheart
biber cesiti gibi bir cok kultlr cesitlerine aktaniimistir (Hare 1957, Fery ve Dukes
1996). Ayrica, Orta Amerika ve Hindistan orijinli iki adet aci Capsicum annuum
¢esidinde (PM217 ve PM687) U¢ ana kdk uru nematoduna karsi dayaniklilik
belirlenmistir (Hendy ve ark. 1983). Hendy ve ark. (1985) tarafindan yapilan
kalitim belirleme calismalarinda PM217 nolu hattan iki (Mel ve Me2), PM687
nolu hattan iki (Me3 ve Me4) ve Yolo Wonder gesidinden de bir (Me5) adet olmak
Uzere bes adet gen belirlemiglerdir. Glnimize kadar biberde alti tane kdk uru
nematodlarina dayaniklilik saglayan gen (Mel, Me3, Me4, Me5, Me6 ve Me7)
tanimlanmistir (Tablo 1) ve bu genlerin bir ¢cok Meloidogyne tlrine karsi
dayanikliigi kontrol ettigi belirtiimistir (Djian-Caporalino ve ark. 2006). Bu
genlerden Mel, Me3 ve Me4 genleri M. incognita, M. arenaria ve M. javanica
turlerine karsi dayanikhhgi kontrol eden genig spektrumlu genlerdir (Hendy ve
ark. 1985, Djian-Caporalino ve ark. 1999). N Geni ise M.incognita irk 1, irk 2, irk
3 ve irk 4, M.arenaria irk 1 ve irk 2 ve M.javanica turlerine karsi dayanikhhk
saglamaktadir (Thies ve Ferry 2000). Thies ve Ariss (2009) tarafindan yapilan
son genetik calismalarda ise N ve Me3 genleri arasindaki allelik iligkiler
belirlenmistir. Bu g¢alisma sonuglarina gére bu iki gen birbirinden farkli genler

olup ayni genin farkh allelleri olmadigi ortaya konmustur.
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Tablo 1. Biberde Kok-ur nematoduna dayanikli kaynaklar

Kok-ur Nematod
Accession Biber Tdrleri | Tara Gen Kaynak
Carolina Capsicum M. incognita, race Zamora  ve
Cayenne annuum 1,2,3,and 4 N ark. 1994
Carolina Capsicum M. incognita, race Thies ve ark.
Cayenne annum 1,2,3,and 4 N 1997
Carolina Capsicum M. arenaria race 1
Cayenne annum and 2 N Noe 1992
N + 1
Charleston Capsicum M. incognita race | recessiv | Fery ve
Hot annum 1,and 3 e Dukes, 1997
Charleston Capsicum M. arenaria race 1 Thies ve ark.
Belle annum and 2, M. javanica | N 2000
Carolina Capsicum M. arenaria race 1 Thies ve ark.
Wonder annum and 2, M. javanica | N 2000
Capsicum Fery ve Thies
PA-353 chinense M. incognita race 3 | N 1997
Capsicum Fery ve Thies
PA-398 chinense M. incognita race 3 | N 1997
Capsicum Fery ve Thies
PA-426 chinense M. incognita race 3 | N 1997
M. javanica, M. Djian-
Capsicum incognita, M. | Me3, Caporalino
Pl 322719 annum arenaria Me4 2007
M. javanica, M.
incognita, M. Djian-
Capsicum arenaria, M. | Mel, Caporalino
P1 201234 annum chitwoodi Mech2 2007
M. javanica, M.
incognita, M. Djian-
Capsicum arenaria, M. | Me7, Caporalino
CM334 annum chitwoodi Mechl 2007
Djian-
Capsicum Caporalino
YW annum M. arenaria Me5 2007
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GUnUimuze kadar yapilan genetik haritalama caligmalari sonucunda orijinalde
P1322719 nolu Capsicum annuum tohum érneginden tiretilen PM687 nolu inbred
(safdol) hattan belirlenen Me3 ve Me4 genleri icin baglantili olan molekiler
isaretleyiciler belirlenmistir (Djian-Caporalino ve ark. 2001). Ayrica, bu iki genin
biberin dokuzuncu kromozomu (P9) Uzerinde lokalize oldugu ve birbirinden 10
cM uzakta oldugu gdsterilmistir (Djian-Caporalino ve ark. 2007). DH330 hatti ile
yapilan genetik acilim analizlerinde P1201234 tohum &rneginden tdretilmis
PM217 nolu inbred (safddl) hatta tasinan Mel ve M. chidwoodi ye dayaniklilik
saglayan Mech2 geninin baglantili oldugu ve birbirinden 0.13 cM mesafede yer
aldig1 gdsterilmistir (Berthou ve ark. 2003). ilaveten, M. chitwoodi (Mech1) ve M.
incognita (Me7) ya dayanikliik saglayan iki lokus CM334 nolu genotipten
turetilmis PM702 nolu inbred (safdél) hattan belirlenmistir. Ancak, yapilan
haritalama c¢alismalarinda bu alti geninde birbiriyle baglantih oldugu ve
dokuzuncu kromozom (zerinde 28 cM lik bir bélgede grup halinde lokalize
oldugu belirlenmigtir (Djian-Caporalino ve ark. 2007). Ayrica, Carolina Wonder ve
Charleston Belle cesitlerinde yer alan N geni ile ilgili yapilan markér belirleme
calismalarinda ise bu genle baglantili olan bir AFLP (Thies 2004) ve bir SCAR
markora (Wang ve ark. 2009) gelistirilmistir. Ancak, ginimize kadar yapilan
¢alismalarda N geninin biber genomundaki pozisyonu ve molekiler islah
calismalarinda daha etkili, yakin, daha guvenilir ve pratik kullanilabilecek biber
spesifik bir markér ortaya konulamamistir. Dolayisiyla, dnerilen bu projede
oncelikle N geninin biber genomundaki yeri yuksek ¢ozunurlikte belirlenmistir.
Bu iglem basari ile yapildiktan sonra N geni ile baglantili olan biber spesifik bir
SSR ve SNPmarkéra gelistirilmigtir. Boylece, bu c¢alismalarda elde edilen
molekdiler isaretleyiciler N geninin MAS uygulamalari ile dncelikle Yksel

Tohumculuk Firmasi biber c¢esitlerine aktariimasina baglanmistir.
GEREC VE YONTEM

1. Nematod Testlemeleri

Biber hatlarinin dayanikhlik testlemelerinde Meloidogyne incognita Irk 2
kullaniimigtir. Turkiye’de sebze ve meyve yetigtirilen tarim arazilerinde yapilan
c¢alismalarda M. incognita ve M. javanica ortu alti Gretim yapilan bolgelerde en
yaygin kok-ur nematodu turd olarak belirlenmistir. Bu turler Gzerinde yapilan irk
calismalari sonucunda M. incognita’nin irk 2, M. javanica’nin ise irk 1’inin daha
yaygin irklar olduklari tespit edilmistir. M. javanica irk 1 biber kulturlerinde
gelisememektedir. Dolayisiyla, biber tarimi i¢in ¢ok fazla ekonomik dnemi yoktur.

Ozarslandan ve Elekgioglu (2003) llkemizde ticari olarak yetistiriciligi yapilan
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biber gesitlerinde M. javanica irk 1’in gelismedigini gostermiglerdir. M. incognita
irklarindan ise Ulkemizde yalnizca irk 2 yaygin olarak bulundugu yapilan farkli
¢alismalarda belirlenmistir. Bu nedenle projede biber hatlarinin testlenmesinde
daha 6nce projelerde alt yapi calismalari tamamlanan M. incognita Irk 2
populasyonlari kullaniimistir. TUBITAK-TOVAG 1070016 no’lu arastirma projesi
kapsaminda Meloidogyne incognita irk 2’nin saf kdalttrleri olusturulmustur,
morfolojik ve molekuiler yontemler kullanilarak tur tanisi, North Carolina konukgu
testi kullanilarak ise irk tanisi yapilmistir. Kék-ur nematodunun uretimi ve bitki
testleme calismalarinda %76 kum, %7 kil ve %17 mil karigimi toprak ve 250 ml
plastik saksilar kullaniimistir. Denemelerde kullanilacak toprak karisimi 121 °C
sicaklikta 20 dakika otoklav yapilarak sterilize edilmistir. Calisma 25+1 °C

sicaklik ve % 655 nem igeren bitki yetistirme kabinlerinde yuratalmagtar.

1.1. Meloidogyne incognita irk 2’nin uretilmesi

1.1.1. Bitkilerin yetistirilmesi

Calismada Kok-ur nematodu dretimi son derece duyarli reaksiyon gdsteren
Tueza domates cesidinde yapilmistir. Domates tohumlari fide harci bulunan
viyollere ekilmis ve fideler 2. gercek yaprakli doneme geldiklerinde her bir

sakslya 1 bitki olacak sekilde steril toprak doldurulmus saksilara sasirtiimigtir.

1.1.2. K6k-Ur Nematodu inokulasyonu ve Uretimi

Tueza F1 domates fideleri 4. gercek yaprakli doneme geldiginde her bir bitkiye
kok bogazi yakininda agilan deliklere (yaklasik 2 cm derinliginde) 1000 adet
infektif M. incognita irk 2 ikinci dénem larvasi inokule edilmistir. infekte edilen
domates fideleri 8 hafta sireyle M. incognita irk 2’nin Uremesi i¢in saksi
icerisinde iklim kabinlerinde yetistirilmistir. Testleme g¢alismalarinda yeterli sayida
kok-ur nematodu populasyonu elde etmek icin Uretimde yaklasik 100 adet bitki
kullaniimistir. inokulasyondan 8 hafta sonra bitkiler sokiilerek urlu koklerde
disilerin olusturdugu yumurta kiimeleri binokiler mikroskop altinda toplanmis ve
gelistiriimis Baermann-Huni yontemi (Hooper 1986) ile yumurta kimelerinden
infektif ikinci dénem larvalar elde edilmistir. Elde edilen infektif larvalar testleme
calismalarinda kullaniimistir. Bitkilere nematod inokulasyonu igin ortalama
1000’er adet infektif larva 1sik mikroskobu altinda santriflj tUplerine sayimlari

yapilarak inokulasyona hazir hale getirilmistir.
1.2. Testleme Galigsmalari

1.2.1. Dayanikli Gen Kaynaklarinin M. incognita irk 2 ile Testlenmesi
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Projede kok-ur nematodlarina dayanikh biber genetik kaynaklari kullaniimistir.
Denemede karsilastirma yapmak icin standart cesit olarak Californiya Wonder
biber cesidi duyarli ¢esit olarak kullaniimigtir. Calisma 10 tekerrtrli olarak
yuratilmustir. Calismada kullanilacak olan bitkilerin tohumlari viyollere ekilmis
ve gercek yapraklar olustuktan sonra icerisinde steril kumlu toprak bulunan 250
ml plastik saksilara sasirtiimistir. Fideler 2-4. gercek yaprakli ddneme geldiginde
kok bogazi etrafinda agilan 2 cm derinligindeki deliklere ikinci donem larvalar
inokule edilmistir. Denemeler 25+1 °C (guindiiz) ve 20+1 °C (gece) sicaklik ve %
6515 nem igceren tam kontrolli iklim odasi kosullarinda 10 tekerrtrli olarak
yurGtiimastir.  inokulasyondan 8 hafta sonra deneme sonlandiriimis ve

degerlendirmeler yapilmigtir.
1.2.2. F4, F; ve F3 Bitkilerinin M. incognita irk 2 ile Testlenmesi

Dayanikli ve duyarli bitkilerin melezlemesi sonucu elde edilen F; ve F, tohumlari
viyollere dikilmis ve ilk gercek yapraklari olustuktan sonra steril kumlu toprak
bulunan plastik saksilara alinmistir. Bitkiler 2-4 gercek yaprakli déneme
geldiginde kok bogazi etrafinda acgilan 2 cm derinligindeki deliklere yaklasik 1000
adet ikinci dénem larva inokule edilmistir. Denemeler 25+1 °C (giindiiz) ve 20+1
°C (gece) sicaklik ve % 655 nem iceren tam kontrollii iklim odasi kosullarinda
yuritilmistir. inokulasyondan 8 hafta sonra bitkiler sokiilerek deneme

sonlandiriimis ve degerlendirmeler yapilmigtir.
1.3. Nematod Testlemesi Sonuglarinin Analiz Edilmesi

Nematod testleme calismalari inokulasyondan 8 hafta sonra sonlandiriimistir.
Bitkiler sokuldukten sonra kokler yikanmis ve koklerde urlanma oranlar (Gl):
yluzde olarak koklerdeki urlanma orani 0-10 urlanma orani indeksi kullanilarak
belirlenmigtir. Urlanma orani %20’nin altinda ise bitki dayanikh olarak
degerlendirilmigtir (Barker, 1985). Kdklerde yumurta kiimesi sayisi: Her bir kok
sisteminde yumurta kiUmeleri sayilmis ve bulunan deger 20’den az ise bitki
dayanikli, 20'den c¢ok ise duyarl olarak degerlendiriimistir (Hadisoeganda ve
Sasser 1982).

2. Genetik Materyallerin Olusturulmasi
Denemede kullanilacak genetik materyaller asagidaki Tablo 2 de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Calimada dayanikli kaynak olarak kullanilan biber genotipleri

Tar Genotip Kaynak | Nematoda Tepkisi

Capsicum annuum | Carolina Wonder | USDA Dayanikli
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(CW)
Capsicum annuum | Charleston Belle (CB) | USDA Dayanikli

Proje kapsaminda nematoda dayanikli bulunan kaynaklar (CW ve CB) Yuksel
Tohumculuk Firmasi tarafindan temin edilen duyarli bir biber gesiti (AZN-1) ile
melezlenmigstir. Bu ¢alismada Carolina Wonder ve Charleston Belle’den gelen N
dayanikhlik geninin Yiksel Tohumculuk Firmasina ait AZN-1 biber cesitine
molekller markdrler kullanilarak aktariimasi konu olarak secilmistir. Carolina
Wonder ve Charleston Belle c¢esitlerinin dayanikh gen kaynagi olarak
secilmesinin diger dnemli bir nedeni ise bu genotiplerin Turkiye’de biberlere
ekonomik dizeyde zarar yapan (¢ ana nematod tlrine de dayaniklilik
saglamasidir. Ayni zamanda, bu kaynaktan gelen dayaniklilik genleri 28 °C’nin
uzerindeki ylksek sicakliklarda da etkisini gostermektedir. Dayanikli genotiplerle
(CW ve CB) firma cgesitleri arasinda yapilan melezlemeler sonucunda elde edilen
F1 melezleri (her bir kombinasyondan en az 10 adet melezleme yapilmistir)
nematod testlemelerine tabi tutulmus ve dayanikliidindan emin olunan en az 10
adet F1 bitkisi kendilenerek F2 populasyonlari ve uygun anaca (AZN-1) geriye
melezlenerek en az 100 bitkiden olusacak olan bir BC1F1 generasyonu
geligtiriimistir. En az 250 bitkiden olusan bir F2 populasyonu gen haritalama ve
markdr belirleme c¢alismalarinda kullanilmigtir. Uygun bayUklige ulasan (4
yaprakli dénem) bitkiler nematodla testlenmis ve her bir bitkinin nematod
inokilasyonuna olan tepkisi belirlenmistir. Nematod testlemeleri sonucunda
sadece dayanikli bulunan F2 bitkileri nematod okumalari sonunda tekrar sera
kosullarinda topraga aktariimistir. Bu bitkiler daha sonra kendilenerek F3
generasyonu olusturulmustur. Elde edilen bu F3 generasyonuna ait bitkiler
(herbirinden en az 10-20 bitki 6rnegi) tekrar nematod testlemelerine tabi
tutulmustur. Boylece, hem F2 generasyonundaki tepkimelerinin dogrulugu ortaya
konmus ve hemde N geni i¢in geligtirilen markoérlerin dayaniklilik geni ile agilim

gOsterip gostermedigi belirlenmigtir.
3. Genetik Haritalama ve Molekiiler Islah GCalismalari

Molekuler markéor belileme ve haritalama c¢alismalar icin bir F2 populasyonu
kullaniimigtir. Dayanikh bulunan F2 populasyonuna ait bireylerin kendilenmesi ile
geligtirilmis  olan F,3; populasyonunda markér dogrulama c¢alismalar
gerceklestiriimistir. Haritalama calismalari igin 6ncelikle, nematod testlemeleri
baslamadan 6nce her bir F2 bitkisinden DNA’lar c¢ikariimistir. Bitki DNA’larinin
izole edilmesi igin Fulton ve ark. (1995) tarafindan tanitilan yontem kullaniimisgtir.
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Nematod testlemelerinde 25°C’lik sicaklik rejimi uygulanmistir. Populasyonlar bu

sicaklikta nematodla testlenmis ve fenotipik olarak karakterize edilmistir.

3.1. SSR ve COSII Markor Analizleri

Biber genomuna 6zel olarak gelistirilen SSR primerleri ile COSII Markérleri,
oncelikle PCR ile ¢ogaltiimistir. PCR karigsimi igerisinde: 10uM’lik ileri ve geri
primerlerden 0.75 ul, 1X PCR tampon ¢ozeltisi, 0.50 uyl dNTP karisimi (10mM),
0.5 U Tag DNA polimeraz enzimi ve yaklagik 50 ng genomik kalip DNA yer
alacak sekilde kullaniimistir. PCR amplifikasyon protokolii: 95 °C’'de 4 dakika 6n
denatlirasyon, ardindan 35 déngii 94 °C/30 saniye denatiirasyon, 50- 55°C/30
saniye tavlama (annealing), 72 °C/45 saniye uzama (extension) ve son asama
olarak 72 °C'de 10 dakika son uzama ve 4°C’de tutmayi igerecek sekilde
standardize edilmistir. Herbir PCR (rind, Fragment Analyzer (Advanced
Analytical) kapiler elektroforez sisteminde ylksek ¢ozunurlikte gérintilenmistir.
SSR bantlart arasindaki uzunluk farklarinin en vyiksek hassasiyette
belirlenebilmesi igin, drneklerin kapiler sistemde yuratilmesinde DNF900
Reagent Kit (Advanced Analytical), dUreticinin talimatlari dogrultusunda
kullaniimigtir.  SSR  bantlari, ProSize 2.0 (Advanced Analytical) yazilimi
kullanilarak analiz edilmistir. Uzunluk y6ninden polimorfizim goéstermeyen COSI|
markorleri restriksiyon enzimleri ile kesilerek polimorfizim aranmis ve polimorfik

olan PCR bantlari co-dominant olarak skorlanmistir.
3.2. SRAP Markor Analizleri

SRAP markér sistemi, bitki genlerinin agik okuma bdlgelerini (ORF) hedefleyen
primerlerin kombinasyonlar halinde kullaniimasi ile, farkh bitki tdrlerinde
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Grunu uretebilen, dominant, tekrar edilebilirligi
yuksek bir markoér sistemidir. Bu ydnteme goére: 20 mL PCR karisimi igerisinde 2
pl 10X PCR tampon ¢ozeltisi, 20-50 ng DNA, 2 pyl Mg2+, 0.7 pl dNTP, 2ul ileri
(forward) primer, 2 yl geri (reverse) primer ve 0.3 yl Tag DNA polymerase enzimi
yer alacak sekilde gergeklestiriimistir. PCR amplifikasyonu 6ncelikle 94°C’de 5
dakikalik bir 6n denatlrasyon iglemi yapiimistir. Bu islemden sonra 94°C’de 1
dakika denaturasyon, 35°C’de 1 dakika annealing ve 72°C’de 1 dakika uzama
islemleri 5 déngu halinde uygulanmigtir. Daha sonra, annealing sicakligi 55°C’ye
yukseltilerek. islem bu sekilde 35 déngu daha yapiimistir. En sonunda 72°C’de
10 dakika stireyle son bir uzama gergeklestirilerek PCR islemi tamamlanmistir.
Agorose jel elektroforezinde PCR durlnleri yurutilmis ve polimorfik bantlar

var/yok seklinde skorlanmistir.
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3.3. SNP Markori Analizleri

Gliney Kore’'nin Seoul Universitesinden Doil Choi ve arkadaslari, 2013 yilinda
biber genomunu dizileme analizlerini tamamlamiglardir. Proje kapsaminda
biyoinformatik araclar kullanilarak N genine ait genom bdlgesinin dizileri
incelenmistir ve bu bdlgeye ait diziler Uzerinden primerler dizayn edilmigtir. Daha
sonra bu primerler ile haritalama populasyonunun ebeveylerinde SNP markoru
belirlemek icin dizileme analizleri gergeklestiriimistir. Belirlenmis olan aday SNP

markorleri CAPS yontemi kullanilarak genotiplenmistir.

3.4. SNP genotipleme i¢cin CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic

Sequence) analiz yonteminin gelisgtirilmesi

Dizileme analizi ile belirlenen SNP konumlarinin haritalama populasyonunda
genotiplenmesinde, SNP alleline bagh restriksiyon profili farklarinin
gozlemlenmesine dayali CAPS yéntemi kullaniimigtir. SNP’lere &6zel CAPS
yontemi gelistiriimek Uzere oncelikle her bir SNP’i iceren DNA dizisi, NEBcutter
V2.0 yazihmi kullanilarak incelenmistir. Dizi icerisinde SNP konumuna denk
disen restriksiyon enzimi tanima bdlgesi bulunuyor ise, SNP alleline bagli olarak
enzimin motifi tanima 6zelliginin degigip degismedigi analiz edilmistir. Bu iglem
geligtirilen her bir aday SNP markora icin gerceklestirilmis olup, restriksiyon
enzimi motifini degistiren SNP’ler, CAPS analiz yontemi ile genotiplenmek Uzere
secilmigtir. SNP’ler, CAPS yontemi ile Oncelikle haritalama populasyonun
ebeveynlerinde genotiplenerek gosterdikleri polimorfizm dogrulanmistir, ardindan
haritalama analizleri icin gerekli olan verileri elde etmek tUzere CAPS analizleri

populasyona uygulanmigtir.
3.4.1. CAPS analiz yontemi

SNP’leri barindiran DNA bdlgeleri oncelikle PCR ile cogaltiimistir. PCR
amplifikasyonu icin 1x AmplitagGold® PCR Tamponu, 2.5 mM MgCl,, 200uM her
bir ANTP (Promega), 300 nM her bir primer, 1 Unite AmplitaqGold® polimeraz
enzimi (Applied Biosystems Foster City CA), 4.0uL (100 ng) DNA ve nikleaz
icermeyen H,O iceren bir protokol hazirlanmis olup. Toplam reaksiyon hacimleri
100uL’dir. PCR durlnleri belirtilen program ile cogaltiimistir; baslangic DNA
denatlirasyonu igin 95°C‘de 10 dakika; 35 dongli 95°C'de 30 saniye
(denaturasyon), 55-60°C’de 30 saniye tavlama (annealing), 72°C’de 30 saniye
uzama (extension) ve 1 dongu 72°C’de 10 dakika son uzama ve 4°C’de tutma.
PCR urinleri, DNA Clean and Concentrator (Zymo) kit kullanilarak
saflastinimigtir, ardindan NEBcutter V2.0 yazihmi kullanilarak tespit edilmis olan

restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu enzim igin uygun sicaklikta
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gerceklestiriimistir. Restriksiyon karisimlar, 20ul saflastirilmis PCR Urinu, 10U
restriksiyon enzimi (NEB), 1X restriksiyon tampon icerecek ve reaksiyon hacmi
sterilize distile su ile 25ul'ye tamamlanacak sekilde standardize edilmistir.
Reaksiyon inkiibasyon sicakli§i ve slresi, her bir enzim icin Ureticinin protokolu
dogrultusunda uygulanmigtir.  Restriksiyon drlnleri, Fragment Analyzer
(Advanced Analytical) kapiler elektroforez sisteminde go6rintilenmis olup,
drneklerin cihazda yuratilmesinde, DNF900 Reagent Kit (Advanced Analytical)
kullaniimistir. SNP alleline dayali restriksiyon profil farklari, ProSize (Advanced

Analytical) yazilimi ile gérintilenip, co-dominant sekilde skorlanmistir.
3.5. Data Analizleri

Haritalama populasyonun ebeveynleri arasinda polimorfik bulunan SSR, SRAP,
COSIl ve SNP markorleri, populasyondaki acihmlari temel alinarak genotiplerin
0zgun bir lokus i¢in her bir SNP ve mikrosatellite degerleri: var (present) icin 1,
yok (absent) icin 0 ve heterozigot bireyler icinde 0,5 gibi degerlerle skorlanmistir,
dominant markdrler icin ise var/yok (1/0) skorlamasi gerceklestirilmistir. Veriler
baglanti haritalamasinda kullaniimak tGzere JoinMap yazilimi Kosambi haritalama

fonksiyonu kullanilarak ele alinmis ve baglanti haritasi olusturulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA
1. Nematod Testlemesi

1.1. Nematod inokulum Kaynaklarinin Uretilmesi

Proje kapsaminda dayaniklilik kaynagi olarak kullanilacak biber genotiplerinin
nematod ile testlenmesinde, Turkiye'de sebze ve meyve yetistirilen alanlarda en
yaygin kok-uru nematod turt olarak saptanan Meloidogyne incognita irk 2 (KA1
ve G3 izolatlarn) kullaniimistir (Ozarslan ve Elekgioglu 2003). Kok-ur
nematodunun Uretimi ve bitki testleme galismalarinda %76 kum, %7 kil ve %17
mil karisimi toprak ve 250 ml plastik saksilar kullaniimistir. Denemelerde
kullanilacak toprak karisimi 121 °C sicaklikta 20 dakika sureyle otoklav yapilarak
sterilize edilmistir. Calisma 25+1 °C sicakllk ve % 65+5 nem igeren bitki
yetistirme kabinlerinde yuritilmastir. Calismada, 6ncelikle, testlemelerde
kullanilacak inokulum kaynaklari olusturulmustur. Bu amag¢ icgin, proje
baslatiimadan iki ay o6nce, kok-uru nematoduna yuksek duzeyde duyarlilik
gosteren bir domates cesiti (Tueza F1) kok-uru nematodu dretimi igin
kullaniimigtir. Bu islem igin yaklasik 50 civarinda Tueza F1 c¢esitine ait tohumlar
ekilmis ve elde edilen fideler 4 gergek yaprakli déneme geldiklerinde her bir

bitkiye kdk bogazi yakininda agilan deliklere (yaklasik 2 cm derinliginde) 1000’er
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adet infektif M. incognita iIrk 2 KA1 ve G3 izolatlarina ait ikinci donem larvalari
inokule edilmistir. infekte edilen domates fideleri 8 hafta siireyle M. incognita irk
2’nin  dremesi igin saksl igerisinde iklim kabinlerinde vyetigtirilmistir.
inokulasyondan 8 hafta sonra bitkiler sokiilerek urlu koklerde disilerin
olusturdugu yumurta kUmeleri binokller mikroskop altinda toplanmis ve
Baermann-Huni yontemi (Hooper 1986) ile yumurta kiimelerinden infektif ikinci
doénem larvalari elde edilmistir. Elde edilen bu infektif larvalar nematod testleme
calismalarinda kullaniimak (izere +4 °Cye kaldiriimistir.

1.2. Dayanikh Genetik Kaynaklarin M. incognita irk 2 KA1 ve G3 izolatlari ile
Testlenmesi

Projede kok-ur nematodlarina dayaniklilik saglayan N genini tagidid1 daha énceki
calismalarda (Thies ve ark. 2000) rapor edilen ve USDA’den temin edilen iki adet

biber genotipi (Carolina Wonder ve Charleston Belle) genetik kaynak olarak
kullaniimigtir (Sekil 1).

Capsicum annuum cv. Carleston Belle Capsicum annuum cv. Carolina Wonder

Sekil 1. Calismada dayanikh genetik kaynak olarak kullanilan biber genotiplerinin
resimleri gorilmektedir.

Denemeye karsilastirma yapmak igin standart gesit olarak Californiya Wonder
biber ¢esidi duyarh gesit olarak eklenmigtir. Calismada her genotip 6-10 bitki ile
temsil edilmistir. Calismada kullanilan bitkilerin tohumlari viyollere ekilmis ve
gercek yapraklar olustuktan sonra igerisinde steril kumlu toprak bulunan 250 ml
plastik saksilara sasirtimistir. Fideler 4. gergcek yaprakli doneme geldiginde kok
bogazi etrafinda agilan 2 cm derinligindeki deliklere ikinci dénem larvalar inokule
edilmistir. Denemeler 25+1 °C (giindiiz) ve 20+1 °C (gece) sicaklik ve % 655
nem iceren tam kontrolli iklim odasi kosullarinda 6-10 tekerrirli olarak

yuritilmustir. inokulasyondan 8 hafta sonra denemeler sonlandiriimigtir ve
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degerlendirmeler yapilmistir. Bitkiler plastik saksilardan sdkuldikten sonra
bitkilerin kékleri yikanmis ve kéklerinde urlanma oranlari (Gl = Galling Index) 1-5
urlanma orani indeksi kullanilarak belirlenmigtir (Barker 1985). Urlanma orani
%20’nin altinda ise bitki dayanikli olarak degerlendirilmigtir (Barker 1985). Ayrica
her bir bitki kéklindeki yumurta kiimesi sayisi sayilimistir. Bulunan deger 20’den
az ise bitki dayanikli, 20'den c¢ok ise duyarli olarak degerlendirilmistir
(Hadisoeganda ve Sasser 1982).

1-5 Skalasi:

1: Kok sisteminin % 0-3 urlu veya yumurta kimeleri ile kaph

2: Kok sisteminin % 4-25'i urlu veya yumurta kimeleri ile kapl
3: Kok sisteminin % 26-50’si urlu veya yumurta kuimeleri ile kapli
4: KOk sisteminin % 51-80'i urlu veya yumurta kiimeleri ile kaph

5: Kok sisteminin % 81-100’u urlu veya yumurta kumeleri ile kapli

Nematod testlemeleri sonucunda, g¢alismada dayanikli genetik kaynak olarak
kullanilan biber genotipleri (Charleston Belle ve Carolina Wonder) ulkemizde
biber yetigtirilen alanlarda problem olan M. incognita iIrk 2’ye karsi dayanikli
bulunmuslardir, Yiksel Tohumculuga ait safhat (AZN-1) (Sekil 2) ve duyarli
kontrol olarak kullanilan California Wonder ise duyarli bulunmustur. Tablo 1

batin bitkilerden elde edilen sonuglari ve Tablo 2 ise genel degerlendirmeleri

gbstermektedir.

Sekil 2. Melezleme g¢alismalarinda anag olarak kullanilacak Yiksek Tohumculuk
Firmasina ait biber gesiti AZN-1 ait resim
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Tablo 3. Calismada kullanilan iki izolat ile yapilan nematod testleme sonuclari

M. incognita | Genetik Kaynak Fenotipik Degerlendirme
izolat
Carolina Wonder | Yumurta Paketi | Skala Sonug
0 0 R
0 0 R
1 1 R
0 0 R
0 0 R
0 0 R
Charleston Belle
0 0 R
0 0 R
1 1 R
0 0 R
0 0 R
0 0 R
KAL >100 5 5
>100 5 S
>100 5 S
>100 5 S
>100 5 S
5
M. incognita | Genetik Kaynak Fenotipik Degerlendirme
izolat
Carolina Wonder | Yumurta Paketi | Skala Sonug
0 0 R
0 0 R
0 0 R
0 0 R
0 0 R
0 0 R
Charleston Belle
0 0 R
1 1 R
0 0 R
0 0 R
0 0 R
0 0 R
G3 75 4 S
72 4 S
150 5 S
120 5 S
150 5 S
100 5 S

Bu sonuglara gore denemede kullanilan dayanikli biber genotipleri Turkiye'de
problem olan M. incognita irk 2’nin iki farkli izolatinada (KA-1 ve G3) dayaniklihk
gOstermigtir. Sekil 3A ve 3B genotipler arasinda yapilan istatistik analizleri ile

elde edilen sonuglari géstermektedir.
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Sekil 3A. KA1 izolati ile yapilan testleme sonuglari histogrami
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Sekil 3B. G3 izolati ile yapilan testleme sonugclari histogrami

Bu sonuglara goére, yapilan t-testi ile dayanikh kaynaklar (Carolina Wonder ve
Charleston Belle) iki duyarli genotiple (Carolina Wonder ve AZN-1) kok-uru
nematoduna tepki bakimindan istatistiki olarak 6nemli derecede (P> 0.001)
farkhlik gdstermistir. Buna karsin, dayanikh kaynaklar arasinda kok-uru
nematoduna tepki bakimindan 6énemli derecede bir farklilik goézlenmemistir.
Projede kullanilan biber genotiplerinin nematoda tepkimeleri Tablo 4’de
verilmistir. Ayrica, c¢alismada kullanilan dort genotipin nematod testlemesi
sonucu elde edilen kdk resimleri Sekil 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Testleme c¢alismasinda kullanilan genetik materyaller ve nematoda

gosterdikleri tepkiler

Genotip Ur Skalasi Yumurta Nematoda
(1-5) Kiumesi Tepkisi
Sayisi
1 | AZN-1 (Yuksel 4 > 97 Duyarh
Tohumculuk)
2 | Charleston Belle 1 3 Dayanikli
3 | California Wonder 4 > 83 Duyarh
(USDA)
4 | Carolina Wonder 1 4 Dayanikli
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Sekil 4. Nematod testlemesi sonucu elde edilen kdk resimleri

1.3. Dayanikh Bulunan Hatlarin Yiiksel Tohumculuk Firmasi GCesitleri
Melezlenmesi

Kok-uru testlemeleri sonucunda Turkiyede problem olan M. incognita irk 2
izolatlarina karsi dayanikh olduklari gosterilen biber genotipleri ile Yuksel
Tohumculuk Firmasina ait kdk-uru nematoduna duyarh bir biber ¢esiti (Capsicum
annuum cv. AZN-1) arasinda en az 10 kombinasyon halinde melezlemeler
yapiimistir ve F1 generasyonlari olusturulmustur. Asagidaki resimlerde AZN-1
cesiti Uzerine yapilmis melezler gorulmektedir (Sekil 5). Daha sonra, dayanikh
olduklari nematod testlemeleri ile dogrulanan F2 bitkileri kendilenerek F2 ve

AZN-1 gesitine geriye melezlenerek BC1F1 generasyonu olusturulmustur.
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Sekil 5. Capsicum annuum cv. AZN-1 ile yapilan melezler

Ayrica, projede ongorulen B plani geregi N genini tasityan diger biber genotipleri
ve dayanikli kaynaklarla yapilan melezlemeler sonucu elde edilen F1’ler nematod
testlemesine tabi tutulmustur. Bu calismada kullanilan biber genotipleri ve

nematod testlemesine alinan bitki sayilari agagidaki Tablo 4A ’da verilmistir.

Tablo 4A. ikinci rapor déneminde nematod testlemesine alinan biber genotipleri

Materyal Bitki Sayisi | ACIKLAMA
AZN-1 32 Hassas Kultur Formu Biber
Caroline Wonder 32 N Dayanikli
Charleston Belle 32 N Dayanikli
07T197, Capsicum
frutescens 32 N Dayanikli
Charleston Belle X 07T197 32 F1
Caroline Wonder X 07T197 32 F1
Caroline Wonder X AZN-1 32 F1
Charleston Belle X AZN-1 32 F1
Red Habanero, Capsicum
PA353 32 chinense, M. incognita race 3
Jamaica Scotch Bonnet,
Capsicum chinense, M. incognita
PA398 32 race 3
Yellow Scotch Bonnet, Capsicum
PA426 24 chinense, M. incognita race 3
Numex Nematodor - 1 24 N Dayanikli Iki farkli tip vard, tip 1
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Numex Nematodor - 2 15 N Dayanikli, iki farkl tip vardi, tip 2

Biber genotipleri ile kurulan denemeler 2 farkl inokulum yogunlugunda iklim
odasi kosullarinda 24+2 C sicaklik ve % 60+10 nem kosullarinda yapilmistir.
Denemelerde testleme calismalari M. incognita irk 2 Antalya populasyonu ile
yapilmistir. Birinci deneme 5 tekerrlrll olarak kurulmustur ve kok-uru
nematodunun 10-12 yumurta paketi, yaklasik 5000 yumurta inokulasyonu
yapilmigtir. ikinci deneme 7 tekerriirlii olarak kurulmustur ve yaklasik 2000
infektif ikinci donem larva inokule edilmistir. Calisma sonucunda dayanikl bitki
materyallerinden Numex 1 ve Numex 2 gesitleri M. incognita irk 2’ye karsi ylksek
Dusuk

yogunlukta bu cesitlerde gal indeksi 3’'Un altinda (0-10 Zeck Skalasina gore)

kok-uru nematodu inokulasyonunda duyarli reaksiyon géstermistir.
bulunmustur. Her iki Numex c¢esidinde de birbirine yakin sonuglar alinmistir.

Denemeye alinan diger cesitlerde yiksek derecede dayaniklilik tespit edilmigtir.

En duyarli cesit AZN-1 olarak tespit edilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Nematod testleme sonuglari

Biber CV 5000 Yumurta 2000 Larva
inokulasyonu inokulasyonu
Gal indeksi YP+Gal Gal indeksi YP+Gal
sayisl sayisl
Charleston Belle X
0,0+0,0a 0,0+0,0a | 0,0+0,0a 0,0+0,0a
07T197
Caroline Wonder 0,0+0,0a 0,0+0,0a | 0,0+0,0a 0,0£0,0a
Caroline Wonder X
0,0+0,0a 0,0+0,0a | 0,0+0,0a 0,0+0,0a
AZN-1
Charleston Belle 0,0+0,0a 0,0+0,0a | 0,0+0,0a 0,0+0,0a
Caroline Wonder 0,0+0,0a 0,0+0,0a | 0,0+0,0a 0,0+0,0a
AZN-1 X Charleston
0,4+0,3a 0,8+0,6a | 0,14+0,2a 0,3+0,3a
Belle
07T197 15,2+12,
1,0+0,8a 24 0,5+0,3a 2,5+1,2a
PA 353 0,2+0,2a 1,2+1,2a | 0,3%0,2a 1,5+1,1a
PA 398 0,8+0,4a 6,4+3,5a | 0,3+0,2a 1,5+1,0a
PA 426 0,6+0,3a 2,2+1,2a | 0,3+0,2a 1,0+0,8a
Numex Nematodor - 1 78,0+8,7 37,814,
4,6+0,4b 2,8+0,7b
b 9b
Numex Nematodor - 2 54,6+12, 32,6+14,
3,6+0,6¢ 2,8+0,8b
1b 8b
AZN-1 258+25,6 78,615,4
7,8+0,4d 5,0+0,4c
c c
Bu testlemeler sonucunda dayanikh bulunan bitkiler Yiksel Tohumculuk

Firmasina génderilmistir. Dayanikh bitkiler Firmada buyuatulmus ve kendilenmigtir.
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Boylece, tohumluk sayilari artinlmistir. Ayrica, bu hatlar AZN-1 gesiti ile de

melezlenmistir.

1.4. N geni i¢in Yiiksel Tohumculuk Firmasinda Yiiriitiilen Islah Caligmalari

1. Proje kapsaminda N nematod dayanikliik geni tasiyan ve testleme ile
dayanikliligi belirlenen Carolina Wonder (CW) materyali firma blnyesinde farkli
tiplerden (Sivri, Carli, Dolma, California Wonder tipi, Macar Tipi, Kapya vb.)
yaklasik 30 hatla melezlenmistir. Melezlemelerden sonra elde edilen F1’ler
kendilenerek F2 ve sonrasinda ise F3 generasyonu asamasina gelinmistir. Farkli
tiplerde N geni tagiyan nematod dayanikl hatlar gelistirme ve hatlari saflastirma

galismalari sonugclandiriimis.

2. Proje kapsaminda N geni tasiyan Carolina Wonder (CW) materyali ile AZN-1
materyali melezlenerek F1 ve F2 asamasi tamamlanmistir ve haritalamada
kullaniilmaya baslanmigtir. Ayrica, elde edilen F1 bitkileri hassas materyal (AZN-
1) ile geri melezlenerek BC1F1 bitki populasyonu olusturulmustur. Olusturulan
BC1F1 populasyonu N geni tanimlamasinda kullanilacak markoérlerle taranacaktir
ve dayanikli bulunan bitkiler tekrar AZN-1 cesiti ile geriye melezlenmek siretiyle
BC2F1 generasyonu olsuturulacaktir. Paralel bir calisma olarak dayanikh
bulunan BC1F1 bitkileri kendilenerek BC1F2 agilim populasyonu olusturulmustur.

3. 256 adet F2 bitkisi nematodla testlenerek nematod dayanikli ve hassas olanlar
belirlenmigtir. Nematod dayanikli F2 bitkileri seraya aktariimistir ve serada F3
tohumlari elde edilmigtir. Elde edilen F3 hatlari iginden bitki gelisimi (dik-yari dik-
yatik tip), yaprak, giceklenme, erkencilik ve meyve 6zellikleri yoninden istenilen

tipe uygun en iyi 15 adet F3 hatti secgilmistir.

4. Secilen 15 F3 hattina ait elde edilen tohum miktarina bagh olarak (15-40 adet
arasinda degisiyor) ekim yapilmistir. Ayrica nematod testlemesi icin hassas
California wonder, hassas AZN-1, dayanikli Caroline wonder hatlarinin her
birinden 24’er bitki gelisecek sekilde ekim yapilmistir. F3 bitkileri nematodla
testlenmigtir. Testlenen bitkilerde dayanim durumlari 2014 ilkbahar doneminde
bellirlenmigtir.

5. F2 agamasindaki dayanikhhidin islah ve marker analizleri agisindan F3
asamasinda da teyit edilmesi gerekmektedir. F2'de dayanikh bulunup F3
asamasindan testlenen hatlarda dayanikliligin seviyesi ve homozigot, heterozigot
olma durumlari belirlenecektir. Dolayisiyla F3’'de nematod yéninden testlenen bir
hatta ait 24 bitkinin hepsi patolojik teste dayanikh ¢ikarsa bu hat icin homozigot
dayanikl olacak 24 bitkiden bir kismi dayanikh bir kismi1 hassas ¢ikarsa bu hat

heterozigot dayanikli olarak belirlenecektir. Bu asamadan sonra molekuler
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isaretleyici analizleri yapilacak ve analizler tamamlanmigtir. Molektler analizlerin

tamamlanmasi F3 bitkilerinin test sonucunu ile birlikte saglanmistir.

1.5. F2 populasyonlarinin Nematod ile testlenmesi

Daha o6nceki rapor doéneminde olusturulan 2 adet F2 populasyonu (AZN x
Carolina Wonder ve AZN x Charleston Belle)ndan sadece bir tanesi bu rapor
déneminde nematod ile testlemeye alinmistir. Testlemeye sadece bir
populasyonun alinmasinin sebebi hem Carolina Wonder ve hemde Charleston
Belle ayni gene (N genine) sahip olmalaridir. Testlemeye 6 adet dayanikh
(Carolina Wonder), 6 adet duyarli (AZN), 6 adet F1 (AZN x Carolina Wonder) ve
256 adet F2 bitkisi alinmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6. F2 popllasyonu Nematod testleme sonugclari

AZN-1 Gal Gal
F2 Sayisi indeksi
1 160 5
2 15 2
3 3 1
4 3 1
5 YOK YOK
6 12 1
7 YOK YOK
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0
14 15 2
43 10 1
44 270 5
45 0 0
46 0 0
47 0 0
48 0 0
49 0 0
50 0 0
51 0 0
52 12 1
53 346 5
54 200 5
55 15 2
56 0 0
57 4 1
58 0 0
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228

72

62
70
125

114

351

95

252

59
60

61

62
63
64
65
66
67

68
69
70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82
83
84
85

86
87

88
89
90
91

190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
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202 0 0
203 0 0
204 0 0
205 62 4
206 225 5
207 640 5
208 0 0
209 0 0
210 0 0
211 0 0
212 0 0
213 0 0
214 0 0
215 75 4
216 0 0
217 0 0
218 0 0
219 0 0
220 780 5
221 0 0
222 650 5
223 450 5
224 550 5
225 0 0
226 133 5
227 0 0
228 0 0
229 0 0
230 0 0
231 0 0
232 0 0
233 80 5
234 0 0
235 0 0
236 265 5
237 0 0
238 0 0

Testleme sonuncunda F2 jenerasyonunu olugturan bitkilerden 191 adeti (%77°0)
dayanikli (kok-uru olugturma endeks miktarlarina gore O ile 2 gallenme arasinda)
ve 57 adeti (%23’'U) duyarli (k6k-uru olusturma endeksi 2 den fazla) olarak
degerlendirilmistir (Sekil 6). Sekil 6'da F2 dagilimi grafik olarak verilmigtir.

Sekil 6. M. incognita race 2 irki ile testlenen F2 bireylerinde Gal indeksi dagilimi
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Sekil 6. Gal indeksinin birey sayisina dagihmini gésteren grafik

Elde edilen bu sonuglardan 191:57 (3:1) agihim orani N geni tarafindan saglanan
dayanikhligin tek bir dominant gen oldugunu ortaya koymustur. Bu sonug¢ Chi-
square testi ile dogrulanmistir (p degeri: 0.88). Testlemeler sonucunda dayanikh
bulunan butun F2 bireyleri nematod analizlerini muteakiben plastik saksilara
alinmis ve hemen proje ortadi Yiksel Tohumculuk firmasina génderilmistir. Su
ana kadar saglikli durabilen 30 civarinda F2 bitkisi kendilenerek F3 generasyonu
olusturulmustur. Ayrica, Daha o6nceki rapor déneminde yapilan calismalarda,
uretilen dayanikli F1’ler (AZN x Carolina Wonder ve AZN x Charleston Belle)
AZN c¢esitine geriye melezlenerek BC1F1 generasyonu olusturulmustur. Bu
generasyona ait bitkiler hasat edilerek BC1F1 tohumlari elde edilmistir. Bu
populasyonlar N geninin MAS (makoére dayall seleksiyon) ile i1slah ¢alismalarinda
kullanilacaktir. Ayrica proje kapsaminda yetistirilen F2 popullasyonundan F3
populasyonu tiretiimis ve nematod testlemesi yapilmis sonuglar Tablo7’de
gosterilmistir. Bu calismalara ilaveten, nematod testlemeleri sirasinda, her bir F2
bitkisinden DNA izolasyonu igin yaprak ornekleri alinmis ve DNA’lar Promega Kiti
kullanilarak izole edilmistir. izole edilen DNA’larin kalite ve kantitesi Nanodrop ile

belirlenmistir. Sonuclar Tablo 8'te verilmistir.

1.6. F3 populasyonlarinin Nematod ile testlenmesi
Tablo 7’de F3 populasyonlarinda yapilan nematod testlemeleri sonucu elde
edilen veriler 6zetlenmistir.

Tablo 7. F3 popllasyonu nematod testleme sonuglari

Plant |Root |Galling |Galling
height |length | number | Index F3 Fenotip

1 Carolina Wonder
(Dayanikl) 1 23.2 |16.0 0.0 0.0 R
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2 215 |15.6 |0.0 0.0 R
3 20.2 |20.5 (0.0 0.0 R
4 246 |20.9 |0.0 0.0 R
5 17.1 |87 0.0 0.0 R
6 23.2 |145 |0.0 0.0 R
7 21.0 |14.1 |[0.0 0.0 R
8 155 [125 |0.0 0.0 R
9 17.0 |155 |0.0 0.0 R
10 |22.2 |16.0 |0.0 0.0 R
11 |20.5 |154 |0.0 0.0 R
12 |23.1 |16.7 |0.0 0.0 R
13 |196 |17.1 |0.0 0.0 R
14 ]23.2 |16.3 |0.0 0.0 R
15 |206 |14.8 |0.0 0.0 R

2 California Wonder 1

(Duyarli) 23.2 |[11.5 [852.0 |5.0 S
2 211 |16.5 |932.0 |5.0 S
3 23,5 |[125 |745.0 |5.0 S
4 12.0 |10.1 [359.0 |5.0 S
5 235 |[13.6 [655.0 |5.0 S
6 28.2 |15.2 |872.0 |5.0 S
7 23.7 |6.5 358.0 |5.0 S
8 16,5 |135 |276.0 |5.0 S
9 18.1 |15.7 |728.0 |5.0 S
10 |21.2 |17.5 |41.0 4.0 S
11 [248 |125 |688.0 |5.0 S
12 |17.0 |13.5 |336.0 |5.0 S

1402.

13 196 |0 4450 |5.0 S
14 216 |144 |541.0 |5.0 S
15 [185 |15.0 |651.0 |5.0 S

3 AZN N (Duyarl) 1 315 [15.2 [455.0 |5.0 S
2 36.5 [23.1 [552.0 |5.0 S
3 36.2 [15.6 [825.0 |5.0 S
4 306 [16.3 [658.0 |5.0 S
5 33.1 [20.5 |[553.0 |5.0 S
6 30.0 |13.7 |412.0 |5.0 S
7 36.8 [19.5 [653.0 |5.0 S
8 31.8 [16.5 [354.0 |5.0 S
9 26.3 |11.5 |[535.0 |5.0 S
10 |29.5 |125 |672.0 |5.0 S
11 [35.1 |146 |832.0 |5.0 S
12 |26.5 |13.2 ]938.0 |5.0 S
13 [315 |141 |720.0 |5.0 S
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14 1293 [12.8 |635.0 [5.0 S
15 |30.3 [134 |711.0 [5.0 S
4 No'lu F3 1 37.0 |[276 |0.0 0.0 R
2 295 [195 0.0 0.0 R
3 275 [15.2 0.0 0.0 R
4 325 [16.5 [475.0 |5.0 S
5 19.2 |85 35.0 4.0 S
6 394 [175 3.0 2.0 R
7 415 |175 |0.0 0.0 R
8 395 [16.6 |0.0 0.0 R
9 345 |[16.6 |0.0 0.0 R
10 235 [23.3 |0.0 0.0 R
11 348 [195 |655.0 [5.0 S
12 1285 [21.0 |0.0 0.0 R
13 325 |31.2 |0.0 0.0 R
14 1435 [22.0 |0.0 0.0 R
15 |30.0 |19.0 |0.0 0.0 R
5 No'lu F3 1 26.1 |18.2 0.0 0.0 R
2 27.2 |12.7 (0.0 0.0 R
3 26.2 |126 |0.0 0.0 R
4 253 |144 0.0 0.0 R
5 30.5 |19.5 [360.0 |5.0 S
6 29.1 |145 |[87.0 4.0 S
7 285 |17.1 |0.0 0.0 R
8 26.0 |17.0 |0.0 0.0 R
9 272 |20.7 |0.0 0.0 R
10 |26.5 |27.7 |650.0 [5.0 S
11 256 [13.2 |0.0 0.0 R
12 |33.2 |13.7 |0.0 0.0 R
13 |286 [115 |0.0 0.0 R
14 375 |13.6 |0.0 0.0 R
15 244 185 |0.0 0.0 R
6 No'lu F3 1 26.1 [13.8 |0.0 0.0 R
2 26.0 (145 0.0 0.0 R
3 254 |[134 0.0 0.0 R
4 246 |[155 0.0 0.0 R
5 24.1 |16.7 |0.0 0.0 R
6 31.0 [125 0.0 0.0 R
7 275 |[13.1 |0.0 0.0 R
8 295 |[155 0.0 0.0 R
9 26.0 [15.0 |0.0 0.0 R
10 245 |17.2 |0.0 0.0 R
11 293 [185 |0.0 0.0 R
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12 129.0 |15.2 |0.0 0.0 R
13 296 |15.3 |0.0 0.0 R
14 315 |176 |0.0 0.0 R
15 293 |116 |0.0 0.0 R
7 No'lu F3 1 326 |[13.5 0.0 0.0 R
2 30.1 [13.7 [85.0 4.0 S
3 30.0 [145 (3.0 2.0 R
4 245 125 (0.0 0.0 R
5 335 [13.8 |0.0 0.0 R
6 285 |156 |[170.0 |5.0 S
7 29.5 |155 |55.0 4.0 S
8 321 |13.0 |0.0 0.0 R
9 37.0 [125 0.0 0.0 R
10 |37.5 [14.7 |0.0 0.0 R
11 323 [14.2 |0.0 0.0 R
12 1293 [14.7 |0.0 0.0 R
13 [28.0 |16.1 |0.0 0.0 R
14 130.5 [19.0 |0.0 0.0 R
15 285 [13.0 |105.0 [5.0 S
16 |30.0 |15.0 |0.0 0.0 R
17 341 |135 |0.0 0.0 R
8 No'lu F3 1 33.2 [21.1 [66.0 5.0 S
2 325 |[17.7 0.0 0.0 R
3 335 (141 0.0 0.0 R
4 316 [18.1 0.0 0.0 R
5 285 (194 0.0 0.0 R
6 385 [15.1 [680.0 |5.0 S
7 31.0 [156 [111.0 |5.0 S
8 320 |[175 |1.0 1.0 R
9 415 |16.1 |5.0 1.0 R
10 325 |17.8 |0.0 0.0 R
11 335 [205 |0.0 0.0 R
12 |32.7 |15.0 |65.0 4.0 S
13 343 |14.7 |0.0 0.0 R
14 345 |141 |0.0 0.0 R
15 355 |17.0 |0.0 0.0 R
9 No'lu F3 1 275 |156 |0.0 0.0 R
2 275 |20.0 |20 1.0 R
3 26.8 |156 (2.0 1.0 R
4 254 205 |0.0 0.0 R
5 31.7 |[15.7 |3.0 2.0 R
6 296 |16.7 |0.0 0.0 R
7 235 |15.0 0.0 0.0 R
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8 26.6 |126 |0.0 0.0 R
9 235 |135 0.0 0.0 R
10 295 |175 |0.0 0.0 R
11 |29.1 |171 |0.0 0.0 R
12 1295 [154 |0.0 0.0 R
13 |30.5 |16.8 |0.0 0.0 R
14 1281 |21.5 |0.0 0.0 R
15 270 |176 |3.0 2.0 R
10 No'lu F3 1 325 [16.5 |0.0 0.0 R
2 295 [17.1 |0.0 0.0 R
3 36.2 [17.1 0.0 0.0 R
4 265 (144 0.0 0.0 R
5 32.0 [13.5 |[8.0 2.0 R
6 344 |146 0.0 0.0 R
7 33.6 [145 [196.0 |5.0 S
8 314 |[17.0 |5.0 1.0 R
9 354 |[156 |0.0 0.0 R
10 298 |17.3 [130.0 [5.0 S
11 |21.2 |13.1 |0.0 0.0 R
12 308 [15.1 |0.0 0.0 R
13 286 [134 |0.0 0.0 R
14 138.0 |16.2 [13.0 3.0 S
15 354 [13.2 |0.0 0.0 R
16 |30.6 [185 [220.0 [5.0 S
11 No'lu F3 1 33.2 (243 |0.0 0.0 R
2 225 [|19.1 |0.0 0.0 R
3 349 |[16.6 |0.0 0.0 R
4 296 [15.0 |300.0 |5.0 S
5 350 [259 0.0 0.0 R
6 256 [22.0 ]995.0 |5.0 S
7 285 |206 [0.0 0.0 R
8 325 |175 |1.0 1.0 R
9 241 |19.7 0.0 0.0 R
10 |33.7 |13.6 |15.0 3.0 S
11 [36.2 |17.8 |0.0 0.0 R
12 |38.0 [145 |500.0 |5.0 S
13 [29.1 [21.2 |3.0 2.0 R
14 317 173 |1.0 1.0 R
15 |31.8 |30.2 |0.0 0.0 R
16 |26.0 [18.1 |2.0 1.0 R
17 315 [26.0 |1.0 1.0 R
12 No'lu F3 1 250 |[146 |0.0 0.0 R
2 296 [140 |0.0 0.0 R
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3 276 |[13.0 |0.0 0.0 R
4 347 |[13.6 |0.0 0.0 R
5 315 [17.0 |0.0 0.0 R
6 36.1 [195 0.0 0.0 R
7 295 (142 0.0 0.0 R
13 No'lu F3 1 27.8 |16.7 |[8.0 2.0 R
2 242 1156 |[3.0 2.0 R
3 252 |16.1 |0.0 0.0 R
4 256 |16.5 0.0 0.0 R
5 275 |20.7 |1.0 1.0 R
6 26.8 |15.2 |760.0 |5.0 S
7 254 152 |0.0 0.0 R
8 26.7 |20.7 |0.0 0.0 R
9 205 225 |0.0 0.0 R
10 223 |135 |0.0 0.0 R
11 285 [28.0 |0.0 0.0 R
12 236 |164 |0.0 0.0 R
13 214 [154 |0.0 0.0 R
14 121.2 |143 |135.0 [5.0 S
15 1204 [255 |97.0 4.0 S
16 |23.2 |154 |60.0 4.0 S
17 123.7 |16.0 |0.0 0.0 R
14 No'lu F3 1 30.7 [21.5 0.0 0.0 R
2 30.1 [116 |0.0 0.0 R
3 33.2 [173 |0.0 0.0 R
4 356 [18.7 |0.0 0.0 R
5 33.2 [15.2 |0.0 0.0 R
6 28.1 |146 |0.0 0.0 R
7 341 [145 |0.0 0.0 R
8 33.0 [156 |0.0 0.0 R
9 328 [22.8 0.0 0.0 R
10 |31.8 |20.1 |0.0 0.0 R
11 |31.2 |15.6 |0.0 0.0 R
12 1294 |17.2 |0.0 0.0 R
13 |35.0 [18.0 |0.0 0.0 R
14 1278 [13.2 |0.0 0.0 R
15 [33.2 |19.7 |0.0 0.0 R
16 386 [21.8 |0.0 0.0 R
17 [28.6 |20.7 |0.0 0.0 R
15 No'lu F3 1 41.8 |185 [285.0 [5.0 S
2 336 [18.1 [97.0 4.0 S
3 36.2 |13.6 |210.0 |5.0 S
4 40.3 |16.5 [350.0 [5.0 S
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5 376 [15.6 [455.0 |5.0 S
6 364 [19.2 [380.0 |5.0 S
7 36.7 |16.6 [102.0 |5.0 S
8 458 |15.7 [125.0 [5.0 S
9 425 ]15.6 |380.0 [5.0 S
10 [39.6 [14.8 [80.0 4.0 S
11 427 |15.8 |180.0 [5.0 S
12 321 [19.2 [285.0 [5.0 S
13 425 [28.7 |215.0 |[5.0 S
14 |43.7 |18.0 [120.0 [5.0 S
15 428 [185 |65.0 4.0 S
16 406 [165 |0.0 0.0 R
17 129.7 |146 |85.0 4.0 S
16 No'lu F3 1 275 |246 |0.0 0.0 R
2 28.6 [16.2 0.0 0.0 R
3 306 [185 [2.0 1.0 R
4 19.6 |151 0.0 0.0 R
5 31.0 [156 |0.0 0.0 R
6 283 |[11.7 |0.0 0.0 R
7 21.8 [19.8 |0.0 0.0 R
8 340 [145 0.0 0.0 R
9 274 |[155 0.0 0.0 R
10 [20.2 [29.6 |0.0 0.0 R
11 |30.8 |16.2 |176.0 [5.0 S
12 |22.7 [21.6 |46.0 4.0 S
13 |21.0 |21.8 |0.0 0.0 R
14 1203 |175 |0.0 0.0 R
17 No'lu F3 1 30.7 145 [45.0 4.0 S
2 224 1135 |0.0 0.0 R
3 35.7 152 |1.0 1.0 R
4 235 |135 0.0 0.0 R
5 295 (144 [56.0 4.0 S
6 275 |154 |5.0 2.0 R
7 38.0 |14.7 |0.0 0.0 R
8 340 [185 0.0 0.0 R
9 257 |156 |0.0 0.0 R
10 |30.8 [14.1 |0.0 0.0 R
11 275 126 |0.0 0.0 R
12 325 [235 |0.0 0.0 R
13 26,5 |16.1 |0.0 0.0 R
14 1235 |13.6 |0.0 0.0 R
15 333 [186 |0.0 0.0 R
16 |28.0 [14.6 [180.0 |5.0 S
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17 326 [125 |0.0 0.0
18 |34.0 |12.0 [95.0 4.0
19 |38.0 |15.3 |0.0 0.0
20 |35.8 |145 0.0 0.0
21 295 [16.8 |0.0 0.0

2. Molekiler Genetik Analizler

PV VP VRIORPY

2.1. Biber doku orneklerinden DNA izolasyonu sonuglari

Ayrica, rapor déneminde, ¢calismalarin bir sonraki is paketinde yeralan haritalama
¢alismalarina da baglanmistir. Bu amagla, projede dayanikli (Charleston Belle ve
Carolina Wonder) ve duyarh (AZN-1) materyal olarak kullanilan birber
genotiplerine ait DNA’lar ¢ikariimistir. DNA Kkalitelerinin belirlenmesi icin elde
edilen DNA’lar agaroz jel gorintileme sisteminde gorintilenmistir (Sekil 7).
Ayrica, izole edilen DNA'larin konsantrasyonlari Nanodrop kullanilarak

belirlenmigtir.

Sekil 7. Charleston Belle, Carolina Wonder ve AZN-1 biber genotiplerinden izole
edilen DNA'larin %3'luk agaroz jelde goruntilenmesi.

Tablo 8. izole edilen Azn, CB ve CW biber DNA’larinin Nano drop dlgiimlerindeki
konsantrasyonlari

Ornek ng/ul | 260/280 | 260/230 | Ornek ng/ul | 260/280 | 260/230
1 542.38 1.77 1.21 16 318.36 1.70 1.36
2 631.99 1.69 1.49 17 95.61 1.71 0.85
3 67.17 1.75 0.84 18 823.67 1.45 1.06
4 206.55 1.67 1.00 19 71.69 1.73 1.04
5 421.34 1.74 1.40 20 140.28 1.62 0.89
6 425.28 1.53 1.24 21 105.55 1.61 1.10
7 462.38 1.51 1.26 22 54.16 1.69 0.91
8 519.33 1.01 1.96 23 214.50 1.75 1.39
9 85.67 1.67 1.04 24 137.42 1.62 0.99

10 637.56 1.66 1.38 25 489.85 1.55 1.19
11| 1194.39 1.59 1.11 26 401.42 1.70 0.76
12 677.12 1.81 1.13 27 112.82 1.90 0.32
13 413.01 1.53 1.05 28 136.68 1.79 0.89
14 289.09 1.58 1.14 29 105.29 1.69 0.88
15 216.70 1.69 1.60 30 333.13 1.42 0.91
31 129.44 1.64 0.95 42 84.18 1.69 1.01
32 63.81 1.82 1.13 43 82.47 1.80 1.15
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33 19.80 1.58 1.24 44 | 102.77 1.75 0.96
34| 248.13 1.64 0.87 45 41.04 1.62 0.70
35| 159.17 1.70 0.85 46 58.47 1.67 0.73
36 | 117.48 1.71 1.00 47 | 268.11 1.10 1.13
37 87.33 1.67 1.15 48 | 101.38 2.00 0.74
38 70.10 1.70 1.14 49 | 415.48 1.71 121
39 65.31 1.76 1.12 50 60.34 1.82 1.04
40| 123.11 1.70 0.70

41 | 138.62 1.65 0.97

Haritalama cgalismalari icin biber spesifik SSR markoérleri elde edilmistir. Fazari ve
ark. (2012) yayinladiklari son ¢alismada N geni ve Me-3 geni arasinda genetik
baglanti oldugunu rapor etmektedir. Me-3 geni biber genomunda 9. Kromozomda
yer almaktadir. Bu nedenle 9. Kromozomun Me-3 bdolgesindeki markérler

oncelikli olarak temin edilmigtir.

Daha onceki rapor doneminde kdk-uru nematoduna dayanikl (Carolina Wonder)
ve duyarli (AZN-1) biber cesitlerinin melezlenmesi sonucu F1 generasyonu
olusturulmustur. Nematod testlemeleri sonucunda butun F1 lerin dayanikli oldugu
belirlenmigtir. Dayanikli bulunan bu F1 bitkilerinin kendilenmesi sonucu nematod
dayanikhhigr saglayan N geni bakimindan acgim gdsteren F2 populasyonlari
olusturulmustur. Elde edilen bu F2 populasyonuna ait 256 birey M. incognita irk 2
izolati kullanilarak patolojik testlemelere alinmistir. Yapilan analizlez sonucunda
testlemeye alinan F2 populasyonunun %75.4’Gnun dayanikli (kék-uru olusturma
endeks miktarlarina gore 0 ile 2 gallenme arasinda) ve %24,6’sinin da duyarli
(kdk-uru olusturma endeksi 2 den fazla) oldugu ortaya konulmustur. N geninin
dominant kalitim gésteren bir gen oldugu bilinmektedir ve projemizde elde edilen
sonugclar bilinen bu bilgiyi dogrulamistir. Segregasyon orani Chi-square testine
gore uyumluluk gdstermektedir (p degeri: 0,88). N genini haritalamaya ydnelik
¢alismalar icin Oncelikle dayanikh ve duyarli ebeveynlerde 340 adet SSR ve
CAPs markorleri kullanilarak polimorfizm taramasi yapimistir. Bu calismada
kullanilan markorler liste halinde Tablo 9'da verilmistir. Polimorfizm calismasina

ait bazi sonuglar Sekil 8'de verilmistir.

Tablo 9. Polimorfizm taramasindan kullanilan primer listesi

SSR PRIMERS

HpmsEO

HpmsEOO1 | HpomsEO027 | HpmsEO053 | 89 HpmsE122 | HomsE148 | GPMS161
HpmsEO

HpmsEO002 | HpomsE028 | HpmsE054 |91 HpmsE123 | HomsE149 | GPMS162
HpmsEO

HpmsEOO3 | HpomsE029 | HpmsEO55 |93 HpmsE124 | GP20095 | GPMS163
HpmsEO

HpmsEO004 | HpmsEO030 | HomsEQ56 | 94 HpmsE125 | GP20117 | GPMS164
HpmsEO

HpmsEQOO5 | HpmsEO031 | HpmsEO57 |95 HpmsE126 | GPMS100 | GPMS165
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HpmsEO

HpmsEQOO06 | HomsE032 | HomsEO58 | 96 HpmsE127 | GPMS101 | GPMS166
HpmsEO

HpmsEQOO7 | HomsEO033 | HpmsE064 | 97 HpmsE128 | GPMS103 | GPMS169
HpmsEO

HpmsEQOO08 | HomsE034 | HpmsE065 |98 HpmsE129 | GPMS104 | GPMS171
HpmsEO

HpmsEQO09 | HomsE035 | HomsE066 | 99 HpmsE130 | GPMS107 | GPMS176
HpmsE1l

HpmsEQ010 | HomsE036 | HpmsE067 |00 HpmsE131 | GPMS109 | GPMS178
HpmsE1l

HpmsEO11 | HomsEO037 | HpmsE068 |01 HpmsE132 | GPMS111 | GPMS181
HpmsE1l

HpmsEQ012 | HomsE038 | HomsE069 | 02 HpmsE133 | GPMS112 | GPMS183
HpmsE1l

HpmsEO013 | HomsEO039 | HpmsEO70 |03 HpmsE134 | GPMS113 | GPMS185
HpmsE1l

HpmsEO14 | HomsE040 | HomsEQ71 |04 HpmsE135 | GPMS117 | GPMS186
HpmsE1l

HpmsEOQ15 | HpomsE041 | HpmsEQ72 |07 HpmsE136 | GPMS119 | GPMS187
HpmsE1l

HpmsEQ16 | HomsE042 | HpmsEO73 |08 HpmsE137 | GPMS140 | GPMS188
HpmsE1l

HpmsEQ17 | HpomsE043 | HpmsEO74 |10 HpmsE138 | GPMS141 | GPMS189
HpmsE1l

HpmsEQO18 | HpomsE044 | HpmsEO78 |11 HpmsE139 | GPMS142 | GPMS191
HpmsE1l

HpmsEQ19 | HpomsE045 | HpmsE080 |12 HpmsE140 | GPMS147 | GPMS193
HpmsE1l

HpmsE020 | HpomsE046 | HpmsEO081 |13 HpmsE141 | GPMS150 | GPMS194
HpmsE1l

HpmsEO021 | HpomsE047 | HpmsE082 |15 HpmsE142 | GPMS151 | GPMS195
HpmsE1l

HpmsE022 | HpomsE048 | HpmsE083 |16 HpmsE143 | GPMS153 | GPMS196
HpmsE1l

HpmsE023 | HpomsE049 | HpmsE084 |18 HpmsE144 | GPMS154 | GPMS197
HpmsE1l

HpmsE024 | HpomsEO050 | HomsE086 |19 HpmsE145 | GPMS155 | GPMS198
HpmsE1l

HpmsE025 | HpomsEO051 | HpmsE087 | 20 HpmsE146 | GPMS156 | GPMS199
HpmsE1l

HpmsE026 | HpomsEO052 | HpmsE088 |21 HpmsE147 | GPMS157 | U221402
EPMS36

4CL CA516044 | CP10061 9 EPMS416 |GPMS159 | GPMS1
EPMS37

AA840689 | CA516334 |CP10081 2 EPMS417 |U217183 | GPMS200
EPMS37

AA840692 | CA516439 |CP10131 3 EPMS418 |EPMS507 | GPMS201
EPMS37

AA840739 |CA517699 |CT232 4 EPMS419 |EPMS514 | GPMS202
EPMS37

Actin SR CA519548 | CT253 6 EPMS420 |EPMS538 | GPMS203
EPMS37

A-39662 CA523558 |CT59 7 EPMS421 |EPMS539 | GPMS205
EPMS37

A-39662 CA523715 |CT94 8 EPMS424 | EPMS540 | GPMS29
EPMS38

asull CA523880 |E492334 2 EPMS426 |EPMS542 | GPMS37
EPMS38

asu2 CA524065 | EPMS303 6 EPMS427 |EPMS543 | GPMS3
EPMS38

asub CA525274 | EPMS305 7 EPMS428 |EPMS546 | GPMS4
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EPMS39

asu? CA525390 |[EPMS309 |0 EPMS429 | EPMS547 | GPMS6
EPMS39

asu9 CA526211 | EPMS310 1 EPMS430 |EPMS549 | GPMSS8
EPMS39

BD76366 | CA847460 |EPMS316 |5 EPMS438 | EPMS554 | GPMS93
EPMS39

BM59622 | CA847580 |EPMS327 |6 EPMS439 |GP1017 GSP
EPMS39 Hbal81HO

BM61028 |CACCELli |EPMS330 |7 EPMS440 | GP1049 7

CAN13082 EPMS39

BM61461 |9 EPMS331 |9 EPMS441 | GP1078 hp2
EPMS40 Hpms1-

BM61910 | CaSn-R EPMS335 |2 EPMS443 | GP1102 117
EPMS40 Hpms1-

BM62655 |CaSn-SR |EPMS340 |4 EPMS446 | GP1127 143
EPMS40 Hpms1-

BM64867 | CB164833 |[EPMS342 |9 EPMS448 | GP20031 |165
EPMS41

BM67271 | CB164897 |[EPMS343 |0 EPMS449 | GP20036 |Hpms2-41
EPMS41

CA514272 |cLPT5E7 | EPMS345 1 EPMS451 | GP20056 |Idh-1
EPMS41 Mbol77E1

CA514621 |CM10 EPMS349 |2 EPMS472 | GP20062 |8
EPMS41

CA515055 |CP10020 |EPMS350 |3 EPMS480 |GP20064 |ovate
EPMS41

CA515275 |CP10023 |EPMS353 |4 EPMS490 |GP20068 |P1-P2
EPMS41

CA515649 |CP10060 |EPMS366 |5 EPMS492 | GP20087 |Pgm-2

SCAR Skdh-1 T0408 T0463 TG132 TG517 U223436

Proje kapsaminda Haritalama populasyonunun olusturuldugu anaclar kullanilarak

yapilan polimorfizm c¢alismasindan 30 civarinda markdér anaglar arasinda

polimorfik bulunmustur. Bu c¢alismalar yapilirken N geninin biber genomundaki

pozisyonu

gosterildikten sonra sadece dokuzuncu

kromozom

Uzerinde

yagunlasiimistir. Tablo 10 ve Sekil 8'de sadece 9. Kromozom markoérleri ile

yapilan ¢alisma sonuglari verilmistir.

Tablo 10. Biber dokuzuncu kormozomunda bulunan Cosll, SSR, SCAR
markorleri listesi

Scar SSCP B54 2at3909925
P1-p2 C2at5g06130 Hpms 2-41
ActinFSFR C2at2g29210 Scar B4
CaSnFS-FR Scar HM6 GPMS171
Hpms1-3 Scar PM6b Hpms1-117
ScarCD Scar HM60 HpmsE0102
CAPS F4RA4 Scar Pm6a HpmsEO82
C2at2g37240 SSCP PM5 At5958410
SSCP-B322 GPMS160 HpmsEO025
C2at3g09920 HpmsEQ094 HpmsEOOQ7
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Sekil 8. Fragment Analyser’™ Automated CE Sistemi kullanilarak yapilan

polimorfizm analizi sonuglari.

Dokuzuncu kromozom da bulunan markdrler kullanilarak yapilan polimorfizm
belirleme c¢alismalari sonucunda 12 SSR ve SCAR markéri polimorfik
bulunmustur. Polimorfik bulunan 9. Kromozom spesifik markor listesi Tablo 11’'de

verilmigtir.

Tablo 11. Polimorfik markor listeri

ScarN Hpms117
ScarPM6a Hpms1-3
ScarPM6b SSCPB54
At5g06130 CapsF4R4
SSCPB322 Epms472
SSCPPM5 CaSnFR

Haritalama calismalarinda kullaniimak Gzere dayanikli ve duyarlh anaclarla
yapilan surveyleme c¢alismalari sonucunda polimorfik bulunan markérler F2
populasyonuna uygulanmistir. Bu amag icin nematod ile testlenen 256 Dbitki
arasindan segilen en dayanikli ve duyarli 10 ar genotipe ait DNA lar ayni
miktarda karistirlarak dayanikli ve duyarli DNA havuzlari olusturulmustur.
Anaclarla yapilan polimorfizm testlemesi sonucu polimorfik bulunan markérler
Bulked segregant analizi (BSA) icin kullanilmistir. Yapilan BSA testlemeleri
sonucunda ScarPM6a, ScarN ve ScarPM6b markodrleri QIlAxcel Capilary

Electrophoresis sisteminde polymorfizm gdstermistir (Sekil 9, 10).
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Sekil 9. Bulked segregant analizi sonucunda polimorfik bulunan markdrlerin
kapillar elektroforez gorintileri. ScarPM6a markoril BSA testlemesi sonucu. 1 ve
5: AZN-1, 2 ve 6: Carolina Wonder, 3 ve 7: hassas F2 bireyleri havuz DNA’sI, 4
ve 8: dayanikh F2 bireyleri havuz DNA’sI.

= L =R ==1 [ S-S [ =0 =]

Sekil 10. ScarN markori BSA tesltemesi Capillary sonucu. B5: AZN-1, B6:
Carolina Wonder, B7: hassas F2 bireyleri havuz DNA, B8: dayanikli F2 bireyleri
havuz DNA

BSA analizi sonucunda dogrulanan ScarPM6a, ScarN ve ScarPM6b markdrleri
kullanilaral elde edilen genotipik veriler ve 256 bitkiden olusan F2 populasyonu
kullanilarak yapilan nematod testlemesi sunucunda elde edilen fenotipik bilgiler
JoinMap baglanti haritalama programi kullanilarak kismi bir genetik harita
olusturulu (Sekil 10). Olusturulan haritada ScarPM6a markoériniin N genine 3.6
cM, ScarPm6b markérinun 10.2 cM ve ScarN markérinun 22.6 cM yakininda
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismanin devaminda N genine daha yakin ve MAS
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(marker assisted selection) da kullanilabilecek yeni markorler belirlenmesi

gerekmektedir.

2.2. Haritalama Popiilasyonu Ebeveynleri Arasinda Polimorfik SRAP

Markorlerinin Belirlenmesi

Nematoda dayanikl biber ¢esidi Carolina Wonder (CW) ve duyarl gesit AZN-1
genotipleri arasinda polimorfizm gésteren markérlerin sayisinin arttiriimasi ve bu
sekilde N geninin haritalanma ¢6zunarlugunin yukseltmesi hedeflenmektedir. Bu
amaca yonelik olarak, SRAP (dizi ile iligkili cogaltma polimorfizmi) ve SNP (tek
nikleotit polimorfizmi) markdr sistemleri kullaniimigtir. SRAP markér sistemi, bitki
genlerinin acik okuma bélgelerini (ORF) hedefleyen primerlerin kombinasyonlar
halinde kullaniimasi ile, farkli bitki tirlerinde polimeraz zincir reaksiyonu trini
uretebilen, dominant, tekrar edilebilirligi yuksek bir markor sistemidir. Primer
giftlerinin, farkli bitki genotiplerinde Urettigi farkli bantlar, polimorfizmi
olusturmaktadir. Bu proje kapsaminda, N geninin haritalanmasinda kullanilan
popilasyonun ebeveynleri olan CW ve AZN-1’e ait DNA o6rnekleri kullanilarak
SRAP primer kombinasyonlari test edilmistir ve polimorfik bulunan
kombinasyonlar, haritalama popuUlasyonuna uygulanmak Uzere belirlenmigtir.
SRAP markér sisteminin yani sira, laboratuvarimizca gelistiriimis olan biber
bitkisine 6zel SNP markdrleri, CW ve AZN-1 genotiplerinde testlenmigtir. SNP
markorlerinin  genotiplenmesinde, CAPS (Kesilmis c¢ogaltiimis polimorfik dizi)
markdr sistemi kullanilmigtir. CAPS ydntemi ile SNP genotipleme, SNP’leri iceren
DNA parcalarinin PCR ile gogaltimasi, SNP’lere 6zel belirlenmis DNA kesim
enzimleri ile PCR urunlerinin kesilmesi ve SNP alellerinden kaynakli kesim profili

farkhliklarinin belirlenmesine dayanmaktadir.

SRAP primer kombinasyonlari ile uretilen PCR Urinleri, agaroz jel elektroforezi
ile goruntilenmigti. SRAP PCR drunleri ve polimorfik bulunan primer

kombinasyonlari Sekil 11’de verilmektedir.
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Sekil 11. EM1 ve EM2 SRAP primerlerinin ME1-14 SRAP primerleri ile kombinasyonuile elde edilen SRAP
markor profilleri. A: EM1 primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gosteren agaroz jel
elektroforezi; B: EM2 primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gésteren agaroz jel
elektroforezi; A ve B jellerinde her bir primer kombinasyonu igin birinci genotip AZN-1, ikinci genotip
CWdir.

EM1 SRAP primeri, ME7, ME9, ME13 ve ME14 primerleri ile kombinasyon
halinde AZN-1 ve CW genotipleri arasinda polimorfik bant Gretmektedir. EM2
primeri, ME5, ME9 ve ME11 primerleri ile kombinasyon halinde, polimorfik bant
Uretmektedir. Polimorfik bulunan bantlar, ok isareti ile Sekil 11 ’de
gosterilmektedir.
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Sekil 12. EM3ve EM4 SRAP primerlerinin ME1-14 SRAP primerleri ile kombinasyonuile elde edilen SRAP
markor profilleri. A: EM3primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gisteren agaroz jel
elektroforezi; B: EM4primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gésteren agaroz jel
elektroforezi; A ve B jellerinde her bir primer kombinasyonu igin birinci genotip AZN-1, ikinci genotip
CW’dir.

EM3 SRAP primeri, ME4, ME6 ve ME14 primerleri ile kombinasyon halinde AZN-
1 ve CW genotipleri arasinda polimorfik bant tGretmektedir. EM4 SRAP primeri,
ME4, ME6, ME8 ve ME10 primerleri ile kombinasyon halinde, polimorfik bant
uretmektedir. Polimorfik bulunan bantlar, Sekil 12'de ok igareti ile
gosterilmektedir.

1 2 3 4 5 6 78 9 101112 13 14 1516 1718 1920 21 22 23 2425 26 27 28
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Sekil 13. EM5ve EM6 SRAP primerlerinin ME1-14 SRAP primerleri ile kombinasyonuile elde edilen SRAP
markor profilleri. A: EMS primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gésteren agaroz jel
elektroforezi; B: EM6 primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gésteren agaroz jel
elektroforezi; A ve B jellerinde her bir primer kombinasyonu igin birinci genotip AZN-1, ikinci genotip
CWdir.

46



N4

TOBITAK
EM5 SRAP primeri, ME1, ME5, ME6, ME12, ME13 ve ME14 primerleri ile
kombinasyon halinde AZN-1 ve CW genotipleri arasinda polimorfik bant
uretmektedir. EM6 SRAP primeri, ME11 primeri ile kombinasyon halinde,
polimorfik bant tGretmektedir. Polimorfik bulunan bantlar, Sekil 13’'de ok isareti ile
gosterilmektedir.

1 2 3 4 56 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28
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Sekil 14. EM11ve EM12 SRAP primerlerinin ME1-14 SRAP primerleri ile kombinasyonuile elde edilen
SRAP markor profilleri. A: EM11 primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gsteren
agaroz jel elektroforezi; B: EM12 primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu gésteren
agaroz jel elektroforezi; A ve B jellerinde her bir primer kombinasyonu igin birinci genotip AZN-1, ikinci
genotip CW’dir.
EM11 SRAP primeri, ME1, ME6 ve ME7 primerleri ile kombinasyon halinde AZN-
1 ve CW genotipleri arasinda polimorfik bant tGretmektedir. EM12 SRAP primeri,
MES3, ME4, ME5, ME6, ME7, ME10 ve ME12 primerleri ile kombinasyon halinde,
polimorfik bant Uretmektedir. Polimorfik bulunan bantlar, Sekil 14’de ok isareti ile

gosterilmektedir.

1 2 34 56 7 8 9 10111213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
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Sekil 15. EM13 SRAP primerinin ME1-14 SRAP primerleri ile kombinasyonuile elde edilen SRAP markor
profilleri. Her bir primer kombinasyonu i¢in birinci genotip AZN-1, ikinci genotip CW’dir.
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EM13 SRAP primeri ME6 ve ME10 primerleri ile kombinasyon halinde AZN-1 ve
CW genotipleri arasinda polimorfik bant Gretmektedir. Polimorfik bantlar, Sekil

15’de ok igareti ile gosterilmektedir.
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Sekil 16. EM14ve EM15 SRAP primerlerinin ME1-14 SRAP primerleri ile kombinasyonuile elde edilen
SRAP markér profilleri. A: EM14 primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu
gosteren agaroz jel elektroforezi; B: EMI1S5 primerinin 14 adet ME primeri (ME1-14) ile kombinasyonunu
gosteren agaroz jel elektroforezi; A ve B jellerinde her bir primer kombinasyonu igin birinci genotip AZN-
1, ikinci genotip CW’dir.

EM14 SRAP primeri, ME9 ve ME11 primerleri ile kombinasyon halinde AZN-1 ve
CW genotipleri arasinda polimorfik bant Gretmektedir. EM15 SRAP primeri, ME1,
ME3, ME13, ve ME14 primerleri ile kombinasyon halinde, polimorfik bant
Uretmektedir. Polimorfik bulunan bantlar, Sekil 16'da ok isareti ile
gosterilmektedir.

2 34 5 6 7 8 910 1112 1314 15 16 17 18 19 2021 22 23 24 2526 27 28

Sekil 17. EM17 SRAP primerinin ME1-14 SRAP primerleri ile kombinasyonuile elde edilen SRAP markér profilleri.
Her bir primer kombinasyonu igin birinci genotip AZN-1, ikinci genotip CW’dir.

EM17 SRAP primeri ME4, ME5, ME9 ve ME10 primerleri ile kombinasyon halinde AZN-1
ve CW genotipleri arasinda polimorfik bant tGretmektedir.
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Haritalama Popiilasyonu Ebeveynleri Arasinda Polimorfik SNP Markoérlerinin
Belirlenmesi

SNP’lerin bulundugu gen bdlgelerini ¢ogaltan primer giftleri ile elde edilen PZR
drinleri, CAPS analizine tabi tutulmus, bdylece haritalama populasyonu
ebeveynleri arasinda polimorfizm gdsteren SNP’ler belirlenmistir. CAPS profilleri,

kapiler elektroforez sistemi kullanilarak gortntilenmistir (Sekil 18,19).
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Sekil 18. AZN-1 ve CW genotiplerinin SNP1 CAPS profilleri; A: AZN-1e ait CAPS

profilinin kapiler elektroferogram; B: CW’a ait CAPS profilinin kapiler

elektroferogrami.
AZN-1 genotipi, SNP12 konumunda A alelini homozigot olarak tagimaktadir. CW
genotipi ise, ayni konum igin G alelini homozigot olarak tasimaktadir. ki
genotipin  SNP alellerindeki farkhlik, BsmAl enzimi restriksiyon profillerine
yansimakta, boylece CAPS analizi ile, SNP1 lokusu genotiplenmektedir (Sekil
18).
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Sekil 19. AZN-1 ve CW genotiplerinin SNP2 CAPS profilleri; A: AZN-1"¢e ait CAPS profilinin kapiler
elektroferogrami; B: CW’a ait CAPS profilinin kapiler elektroferogrami.

AZN-1 genotipi, SNP14 konumunda T alelini homozigot olarak tagimaktadir. CW
genotipi ise, ayni konum icin C alelini homozigot olarak tasimaktadir. ki
genotipin SNP alellerindeki farklilk, MIuCI enzimi restriksiyon profillerine
yansimakta, boylece CAPS analizi ile, SNP14 lokusu genotiplenmektedir (Sekil
19).

Haritalama populasyonu ebeveynleri arasinda polimorfik SRAP markorlerinin
belirlenmesi ¢alismasi sonucunda, 238 adet SRAP kombinasyonu, her iki
ebeveyne ait DNA &rnekleri kullanilarak test edilmis, toplam 47 adet polimorfik
SRAP bandi tespit edilmigtir. SRAP markdrlerinin yani sira, ¢galismada doért adet
biber genomuna 6zel SNP markoril, ebeveynler arasinda polimorfik bulunmustur.
Polimorfik bulunan SRAP ve SNP markoérlerinin haritalama populasyonuna
uygulanmasi ve verilerin baglanti analizine tabi tutulmasi ile, N geninin
haritalama ¢ézinarlGgundn arttinimasi hedeflenmektedir.
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Biber Genomuna 6zel SNP markoérlerinin Geligtirilmesi ve Haritalanmasi:

9

07 At5g06130

66.6 At4g03280
1406 At2g29210
221.0 SHNPS SNP4
2308 TG180
2353 At4g28830
245 .7 -t SSCP_PMS5
249 11 Ky BS2
2503 4| At2006530 SNP1
251.0-~4_F- SCAR_PMEa . . . o .-
b21 1~ SCARN N geninin haritalandigi bolge
251 6 At4g16710
2520 SHP2
252 1 At4g11120

Sekil 20 Gelistirilen SNP markorleri ve N geni ile iligkilendirilmis
markorlerden olusturulmus gen haritasi.

Biber genomuna ait dizilerin domates SNP markor haritasi ile birlikte ele
alinarak incelenmesi sonucu, N geninin bulundugu bdlgeye 6zel olarak 5
adet SNP markoru geligtirilmistir. Bu SNP markoérlerinden 4 tanesi N
geninin  bulundugu kimede haritalanabilmigtir. “SNP2” markorinin,
geligtirilen diger SNP markorlerine gére N genine daha yakin oldugu tespit
edilmistir. Gelistirilen SNP markoérlerine ait diziler ve SNP alleli asagida
belirtiimigtir.

SNP1:

caacgtagtggcactgggttcatttgaacccattattttcgacgcaaatcataaatttttttgtgcaaaaacacacta
aaattgcaataaatagtaggtatgaacccataattttaaaaatacagtgggatcaatcctaagaatcttgacaac
tgcacacataaggattaaatccggatctgcectetgtttttggtgctgtaagggaccaaatacgtgtcctgataatga
tttgatctcctcattcagaacgtctaggcactggcaaattggtcgacaaaaaatatgctgtgtgaatgattgattga
gagttcctaatatggttaactttcagttgcatatatttggttgtcttgaagactcagttgtttccaaactctttttttttctttct
caaatactcaaaatgttattattggtatcagactttgaaatcaacacaagcaatgggtgaagcgatgaaaggtgt

tacaaa
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SNP2:

GATGGATGATAAAAATGGTCACCAGCCATCCCCTTCATTGCTTCCTTTTGAT
GTCCTTCGATACTTAGGCGACAAGAGTCATTGTATTCCAACTTTTCACTTAG
TGCTTCATGTTCTTCTGATGCCTCGACGGATTCATATCACAGCAGTGCTTCA
ACTGGTAGGATATATAGAATGAATAGTACCTCAAGCAGAAGGAAGCATTGG
CGTCGAAGTCCAAAAGGATAGTTTCAGATGATATATCAGACTCTTCAATTGA
TGGTTCACAATCAAAGAAAAGATGTGCCTGGGTGACACCTAATACAGATCCA
TCTTATGCTAATTTCCACGATGAAGAATGGGGAGTTCCAGTCCATGACGACA
AGAAGCTATTCGAGCTCCTTGTCCTTTGCGGGGCATTGGCTGAACTCACCT
GGCCTTCCAT

SNP3:ACTTCATCAAGTCTGTTTATACGAATAGAACGAAAAGACCATAATATA
GA[A/G]CGCGCTTCTTCATATATTTCTCTATGGAAGGCCAAGGTGTTGTTTCA
TTT

SNP4:ATGTGATCACCAACCTTTCTTGAAATCCAAATAAGCTTGGTAGACTTG
AT[T/CITGAAGTAGGAAGTGACTTGGATACTGAGTCTCTATTCAAACACCTTT
CTC

SNP5: TGACTTGATATAAAGTTTAANAAAAATNAAAAGGAATAACCCTACAAN
NAGCATTAATTTTAGGTACATGGGTCAAGTGTAAAGGTATGGATGGGGCAA
AJA/TITGAAGANCAAGAAAATGGCAAGAAAGAACTTGTAGAATGNTCAAAGTT
TTTGGAAGAAGAACTTGGAGATAAACTTTATTTTGGAGGAGATGTATTTGGA

2.3. AZN ve CW Ebeveynlerinde olusturulmus F3 popilasyonunda
SNP2 ve N genine yakin diger markorlerin testlenmesi:

SNP2 markorune ait genotip sonuglari:
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Sekil 21: SNP 2 markoriiniin popiilasyon ebeveynlerinde genotip sonuglari
A: AZN B: CW CAPS profilinin kapiller elektroferogramlari.
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SNP2 markdrinin genotiplenmesi amaci ile SNP konumu icin CAPS analizi
dizayn edilmistir. Markére Ozel olarak dizayn edilen primer ciftleri ile PZR
yapiimig, PZR urunleri EcoRI enzimi ile inkube edilmistir. (A) AZN alleli
homozigot olarak kesilir iken, (B) CW alleli ise kesilmemektedir. Gelistirilen
SNP’ye dayali CAPS analizinin F3 populasyonunda dogrulugu sinanmistir (Tablo
12).

2.4. SCAR N markoriine ait F3 popiilasyonundaki analiz sonuglari:
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Sekil 22: SCAR N markoriiniin poptilasyon ebeveynlerinde genotip sonuglari
A: AZN B: CW CAPS profilinin kapiller elektroferogramlari.
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Sekil 23: SCAR N markoriiniin  F3 popiilsayonundaki analiz sonuglari

SCAR N markéru dayanikh bireylerde 315bp civarinda PZR Urlnu
cogaltirken, duyarl bireylerde 331 bp civarinda PZR urunu ¢ogaltmaktadir.
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Dominant bir markor olan SCAR N markéri heterozigot bireyleri ayirt
edememektedir.

SCAR PM6a markorune ait F3 populasyonundaki analiz sonuglari:

q b
Samples

Sekil 24: SCAR PM6a markoriine F3 popiilasyonundaki analiz sonuglari.

SCAR PM6a markora dayanikli bireylerde 146 bp civarinda PZR Griana
cogaltirken, duyarli bireylerde 189 bp civarinda PZR Urunu ¢ogaltmaktadir.
Dominant bir markor olan SCAR PM6a markaoru heterozigot bireyleri ayirt
edememektedir.

2.5. AZN x CW ebeveynlerinden tiretilmis F3 popiilasyonu fenotip ve
genotip sonuglari:

Tablo 12. AZN x CW tiretiimis F3 populasyonuna ait fenotip bilgileri ve SNP 2,
SCAR N ve SCAR PM6a markoérlerine ait genotipleme sonuglari.

Plant |Root Galling | Galling F3 SNP | Scar | SCAR
height | length | number |Index |Fenotip| 2 N | PM6a
1 Carolina
Wonder
(Dayanikl) 1 |/23.2 |16.0 0.0 0.0 R R R R
2 1215 |15.6 0.0 0.0 R R R R
3 [20.2 [20.5 0.0 0.0 R R R R
4 124.6 |20.9 0.0 0.0 R R R R
5 |17.1 |8.7 0.0 0.0 R R R R
6 |23.2 |145 0.0 0.0 R R R
7 21.0 [14.1 0.0 0.0 R R R R
8 |155 [125 0.0 0.0 R R R R
9 |17.0 |155 0.0 0.0 R R R R
10/22.2 |16.0 0.0 0.0 R R R R
11/20.5 |15.4 0.0 0.0 R R R R
12(23.1 |16.7 0.0 0.0 R R R R
13/19.6 |17.1 0.0 0.0 R R R R
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14123.2 [16.3 |0.0 0.0 R R R R
15/20.6 |14.8 |0.0 0.0 R R R R

2 California

Wonder 1

(Duyarl) 23.2 |115 [852.0 |5.0 S S| S S
2 |211 |165 |932.0 |5.0 S S S S
3 |235 |125 |745.0 |5.0 S S S S
4 112.0 |10.1 [359.0 |5.0 S S S S
5 |235 |13.6 |655.0 |5.0 S S S S
6 [28.2 |15.2 |872.0 |5.0 S S S S
7 |23.7 |6.5 358.0 [5.0 S S S S
8 |165 |13.5 |[276.0 |5.0 S S S S
9 |18.1 |15.7 |728.0 |5.0 S S S S
10(21.2 |17.5 |41.0 4.0 S S S S
11/24.8 |125 [688.0 |5.0 S S S S
12|17.0 |135 |336.0 |5.0 S S S

1402.
13196 |0 445.0 |5.0 S S S S
14216 |14.4 |541.0 |5.0 S S S S
15/18.5 |15.0 |651.0 |5.0 S S S S
3AZNN
(Duyarl) 1 |315 |15.2 |455.0 |5.0 S S S S

2 |365 |23.1 |552.0 |5.0 S S S S
3 |36.2 |15.6 |825.0 |5.0 S S S S
4 130.6 |16.3 [658.0 |5.0 S S S S
5 (331 |20.5 |553.0 |5.0 S S S S
6 [30.0 |13.7 [412.0 |5.0 S S S S
7 [36.8 |19.5 |653.0 |5.0 S S S S
8 [31.8 |16.5 |354.0 |5.0 S S S S
9 [26.3 |11.5 |535.0 |5.0 S S S S
101295 |125 [672.0 |5.0 S S S S
11/35.1 |14.6 [832.0 |5.0 S S S S
12126.5 [13.2 [938.0 |5.0 S S S S
13315 |[14.1 |720.0 |5.0 S S S S
14129.3 |12.8 [635.0 |5.0 S S S S
15/30.3 |134 |711.0 |5.0 S S S S

4No'luF3 |1 |[37.0 |27.6 |0.0 0.0 R R R R
2 [295 (195 |0.0 0.0 R R R R
3 |275 [15.2 0.0 0.0 R R R R
4 1325 |16.5 [475.0 |5.0 S S S S
5 [19.2 |85 35.0 4.0 S S R
6 [394 (175 (3.0 2.0 R R R R
7 415 [175 0.0 0.0 R R | S R
8 [39.5 [16.6 (0.0 0.0 R U R R
9 [345 [16.6 (0.0 0.0 R R S R
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10235 [23.3 |0.0 0.0 R R|R R
11348 |195 |[655.0 |5.0 S S
121285 [21.0 |0.0 0.0 R R|R R
13|32.5 |31.2 |0.0 0.0 R R | R R
141435 [22.0 |0.0 0.0 R R|R R
15/30.0 |19.0 |0.0 0.0 R R | R

5 No'lu F3 1 /26.1 [18.2 |0.0 0.0 R R|R R
2 |27.2 |12.7 |0.0 0.0 R R | R R
3 [26.2 [126 |0.0 0.0 R R|R R
4 1253 144 |0.0 0.0 R R | R
5 |30.5 |195 |360.0 |5.0 S S
6 [29.1 |145 |87.0 4.0 S S S S
7 1285 |17.1 |0.0 0.0 R R|R R
8 [26.0 |17.0 |0.0 0.0 R R|R R
9 |[27.2 |20.7 |0.0 0.0 R R|R R
10/26.5 [27.7 [650.0 |5.0 S S S S
11256 [13.2 |0.0 0.0 R
12133.2 |13.7 |0.0 0.0 R R | S R
13/28.6 [11.5 |0.0 0.0 R R|R R
141375 |13.6 |0.0 0.0 R R|R R
15/24.4 185 |0.0 0.0 R R|R R

6No'luF3 |1 |26.1 |13.8 |0.0 0.0 R R|R R
2 [26.0 (145 |0.0 0.0 R R|R R
3 (254 |134 |0.0 0.0 R R | R R
4 1246 |155 0.0 0.0 R R|R R
5 [24.1 |16.7 |0.0 0.0 R R | R R
6 [31.0 (125 |[0.0 0.0 R R | R
7 |275 |13.1 |0.0 0.0 R R | R R
8 [29.5 [155 0.0 0.0 R R|R R
9 [26.0 |15.0 |0.0 0.0 R R | R R
10245 [17.2 |0.0 0.0 R R|R R
11129.3 185 0.0 0.0 R R | R R
12129.0 [15.2 |0.0 0.0 R R|R R
13/29.6 [15.3 |0.0 0.0 R R | R
141315 |176 0.0 0.0 R R|R R
15/29.3 |11.6 |0.0 0.0 R U R R

7No'luF3 |1 |32.6 |135 |0.0 0.0 R R|R R
2 [30.1 |13.7 |85.0 4.0 S S S S
3 [30.0 [145 (3.0 2.0 R R|R S
4 1245 125 |0.0 0.0 R R | R R
5 [335 [13.8 |[0.0 0.0 R R|R R
6 [285 |156 |170.0 |5.0 S S S
7 1295 |155 |[55.0 4.0 S S S S
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8 [32.1 [13.0 |0.0 0.0 R R
9 [37.0 |12.5 |0.0 0.0 R R R
10/37.5 [14.7 |0.0 0.0 R R|R S
111323 142 0.0 0.0 R R | R R
121293 [14.7 |0.0 0.0 R R|R R
13|28.0 |16.1 0.0 0.0 R u | u R
14/30.5 [19.0 |0.0 0.0 R R|R R
15/28.5 [13.0 [105.0 |5.0 S S S S
16/30.0 [15.0 |0.0 0.0 R R|R R
17134.1 |13.5 |0.0 0.0 R R | R R
8No'luF3 |1 332 |21.1 |66.0 5.0 S S S S
2 325 |17.7 |0.0 0.0 R R|R R
3 |[335 [141 0.0 0.0 R R | R
4 1316 |18.1 |0.0 0.0 R R | U R
5 [285 [194 0.0 0.0 R R|R R
6 385 |15.1 |680.0 |5.0 S S S S
7 |31.0 |156 |111.0 |5.0 S S S S
8 [32.0 |17.5 |1.0 1.0 R R|R R
9 [415 |16.1 |5.0 1.0 R R|R R
10|32.5 178 |0.0 0.0 R R|R R
11335 [20.5 |0.0 0.0 R R|R R
12132.7 |15.0 |65.0 4.0 S S S
13|34.3 [14.7 |0.0 0.0 R 9) R R
141345 |141 0.0 0.0 R R | R R
15/355 [17.0 |0.0 0.0 R R|R R
9No'luF3 |1 |275 |15.6 |0.0 0.0 R R | R
2 |275 200 |[2.0 1.0 R R|R R
3 [26.8 [15.6 |2.0 1.0 R R | R R
4 1254 205 |0.0 0.0 R R R
5 [31.7 |15.7 |3.0 2.0 R R | U R
6 [29.6 [16.7 |0.0 0.0 R R|R R
7 [235 [15.0 |0.0 0.0 R R | R R
8 [26.6 [126 |[0.0 0.0 R R|R R
9 [235 |135 |0.0 0.0 R R | R R
101295 [175 |0.0 0.0 R R|R R
11]29.1 |17.1 0.0 0.0 R R | R R
121295 [154 |0.0 0.0 R R|R R
13/30.5 |16.8 0.0 0.0 R R | U R
14128.1 |[21.5 |0.0 0.0 R R|R R
15/27.0 |176 |3.0 2.0 R R | R R
10No'luF3 |1 [325 |16.5 |0.0 0.0 R R R
2 1295 [171 |0.0 0.0 R R R
3 [36.2 |17.1 |0.0 0.0 R 9) R R
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4 1265 144 0.0 0.0 R R R R
5 [32.0 135 |8.0 2.0 R R R
6 344 |146 |0.0 0.0 R R R R
7 |33.6 |145 |196.0 |5.0 S S S R
8 |[31.4 [17.0 |[5.0 1.0 R R R R
9 [354 |156 |0.0 0.0 R R R R
10/29.8 |17.3 [130.0 |5.0 S R S R
11/21.2 [131 |0.0 0.0 R R R R
12/30.8 [15.1 |0.0 0.0 R R R R
13/28.6 [134 |0.0 0.0 R R R R
14/38.0 |16.2 [13.0 3.0 S R
15/354 [13.2 |0.0 0.0 R R R R
16/30.6 |18.5 [220.0 |5.0 S S S S
11 No'luF3 |1 |33.2 243 0.0 0.0 R R R R
2 225 [19.1 |0.0 0.0 R R R R
3 [349 |16.6 |0.0 0.0 R R R R
4 129.6 |15.0 |300.0 |5.0 S S S
5 [35.0 (259 |0.0 0.0 R R R R
6 [25.6 |22.0 |995.0 |5.0 S S S S
7 285 |[206 [0.0 0.0 R R R R
8 [325 |[175 |[1.0 1.0 R R R R
9 [241 |19.7 |0.0 0.0 R R R R
10/33.7 [13.6 [15.0 3.0 S S
11/36.2 |17.8 |0.0 0.0 R R R R
12|38.0 [14.5 [500.0 |5.0 S S S S
13(29.1 |21.2 |3.0 2.0 R R R R
14/31.7 |17.3 |[1.0 1.0 R R R R
15/31.8 |30.2 |0.0 0.0 R R R R
16/26.0 [18.1 [2.0 1.0 R R R R
17315 |26.0 |1.0 1.0 R R R R
12No'luF3 |1 [25.0 |146 |0.0 0.0 R R R R
2 [29.6 |14.0 |0.0 0.0 R R R R
3 |27.6 [13.0 |[0.0 0.0 R R R R
4 134.7 136 |0.0 0.0 R R R
5 |315 |[17.0 |[0.0 0.0 R R R R
6 [36.1 [19.5 0.0 0.0 R R R R
7 1295 [14.2 |0.0 0.0 R R R R
13No'luF3 |1 |27.8 |16.7 |8.0 2.0 R R R R
2 242 |156 |[3.0 2.0 R R R R
3 [25.2 |16.1 |0.0 0.0 R R R R
4 1256 |16.5 |0.0 0.0 R R R R
5 [275 [20.7 |[1.0 1.0 R R R R
6 [26.8 |15.2 |760.0 |5.0 S S S
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7 1254 |15.2 |0.0 0.0 R R|R R
8 [26.7 |20.7 |0.0 0.0 R R|R R
9 205 [225 0.0 0.0 R R|R R
10]22.3 |13.5 |0.0 0.0 R R | R R
11285 [28.0 |0.0 0.0 R R|R R
12123.6 164 0.0 0.0 R R | R R
13/21.4 |154 |0.0 0.0 R R|R R
14|121.2 |14.3 [135.0 |5.0 S S S S
15/204 [255 [97.0 4.0 S S R S
16/23.2 154 |60.0 4.0 S S S S
17/23.7 [16.0 |0.0 0.0 R R|R R
14 No'luF3 |1 |30.7 |215 0.0 0.0 R R|R R
2 |30.1 |116 |[0.0 0.0 R R|R R
3 (332 |17.3 |0.0 0.0 R R|R R
4 |35.6 |18.7 |0.0 0.0 R R|R R
5 [33.2 |15.2 |0.0 0.0 R R|R R
6 [28.1 |146 |[0.0 0.0 R R|R R
7 [34.1 145 |0.0 0.0 R R|R R
8 |33.0 (156 |[0.0 0.0 R R|R R
9 [32.8 [22.8 |0.0 0.0 R R|R R
10/31.8 [20.1 |0.0 0.0 R R | R
11131.2 |156 |0.0 0.0 R R|R R
121294 [17.2 |0.0 0.0 R R|R R
13|35.0 |18.0 0.0 0.0 R R | R R
14278 [13.2 |0.0 0.0 R R|R R
15|33.2 |19.7 |0.0 0.0 R R | R R
16/38.6 [21.8 |0.0 0.0 R R|R R
17128.6 |20.7 0.0 0.0 R R | R R
15No'luF3 |1 |41.8 |185 [285.0 |5.0 S S S S
2 [33.6 |18.1 |97.0 4.0 S S S S
3 |36.2 |13.6 |210.0 |5.0 S S S S
4 140.3 |16.5 |350.0 |5.0 S S S S
5 |37.6 |15.6 |455.0 |5.0 S S S S
6 364 |19.2 |380.0 |5.0 S S S S
7 136.7 |16.6 |102.0 |5.0 S S S S
8 458 |15.7 |125.0 |5.0 S S S S
9 |425 |156 |380.0 |5.0 S S S S
10/39.6 |14.8 |80.0 4.0 S S S S
11/42.7 |15.8 [180.0 |5.0 S S R S
12132.1 [19.2 [285.0 |5.0 S S S S
13425 [28.7 [215.0 |5.0 S S S S
14|43.7 [18.0 [120.0 |5.0 S S S S
15/42.8 [185 [65.0 4.0 S S S
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16/40.6 [16.5 |0.0 0.0 R R R
17129.7 146 [85.0 4.0 S S S S
16 No'luF3 |1 |275 |246 [0.0 0.0 R R|R R
2 |286 |16.2 |0.0 0.0 R R | R R
3 |30.6 [18.5 |[2.0 1.0 R R|R R
4 119.6 |15.1 |0.0 0.0 R R | R R
5 |[31.0 [156 |[0.0 0.0 R R|R R
6 (283 |11.7 |0.0 0.0 R R | R R
7 [21.8 [19.8 |0.0 0.0 R R|R R
8 [34.0 145 |0.0 0.0 R R | R R
9 |[274 |155 0.0 0.0 R R|R R
10/20.2 [29.6 |0.0 0.0 R R | R R
11/30.8 |16.2 [176.0 |5.0 S S S
12|122.7 [21.6 [46.0 4.0 S S S S
13/21.0 [21.8 |0.0 0.0 R R|R R
14/20.3 [175 |[0.0 0.0 R R | R R
17No'luF3 |1 |30.7 [145 [45.0 4.0 S R | S S
2 1224 |13.5 |0.0 0.0 R R | R R
3 |35.7 [15.2 1.0 1.0 R R|R R
4 1235 |13.5 |0.0 0.0 R R | R R
5 (295 [144 |[56.0 4.0 S S S S
6 275 [154 |5.0 2.0 R R | R R
7 |38.0 [14.7 |0.0 0.0 R R|R R
8 [340 [18.5 0.0 0.0 R R | R R
9 [25.7 |156 |0.0 0.0 R R|R R
10/30.8 |14.1 |0.0 0.0 R R | R R
11275 |12.6 |0.0 0.0 R R|R R
121325 235 |0.0 0.0 R R | R R
13/26.5 [16.1 |0.0 0.0 R R|R R
141235 |136 |0.0 0.0 R R | R
15/33.3 [18.6 |0.0 0.0 R R|R R
16/28.0 [14.6 [180.0 |5.0 S S S S
17|32.6 125 |0.0 0.0 R R S R
18/34.0 |12.0 |95.0 4.0 S S S S
19/38.0 [15.3 |0.0 0.0 R R|R R
20/35.8 (145 0.0 0.0 R R | R R
21{29.5 [16.8 |0.0 0.0 R R|R R

60




O

T0BITAK

SONUCLAR

Biberin buyumesini ve geligsmesini engelleyen en dnemli biyotik faktorlerden biri
kok uru nematodlaridir (Meloidogyne spp.). Kok uru nemotodlarina direngli yeni
cesitlerin gelistiriimesi hem ekonomik anlamda, hem de agronomik olarak
elzemdir. Biber bitkisinin germplazminda kok uru nematodlarina direngliligi
saglayacak genetik c¢esitlilik mevcuttur. Bu genetik cesitlilikten faydalanarak islah
programlari hazirlanmasi gereklidir. Ozellikle son 15 yillk siregte gelisen
molekuler teknolojiler kullanilarak MAS (markor destekli seleksiyon) uygulamalari
yapilmakta ve ¢ok basarili sonuglar elde edilmektedir. Proje kapsaminda MAS
uygulamalarinda kullaniimak Uzere N genine siki sikiya bagh molekiler
markorlerin - gelistiriimesi  6ngoérulmds, projenin tamamlanmasi ile mevcut
literatirde var olan markérlere kiyasla N genine ¢ok daha yakin yeni bir SNP
markorii  gelistiriimis ve bu markdér projede  kullanilan  haritalama
populasyonundan turetilen bir sonraki jenerasyonda (F3) denenmistir. Ayni
zamanda bahsi gecen F3 populasyonunda literatirde var olan ve N geninin
seciliminde kullanilabilecedi 6nerilen markérler de (SCAR N ve SCAR PM6a)
uygulanmistir. Proje kapsaminda gelistirilen SNP markoérinin, literatirde var
olan diger tim markérlerden daha dogru sonuglar verdigi goértlmastir. Proje
kapsaminda bibere 06zel gelistirimis 407 adet SSR markdri haritalama
popilasyonu ebeveynlerinde (CW ve AZN) polimorfizm ydéninden taranmis,
yalnizca 41 tanesi polimorfik bulunmustur. Ayrica tim bitki tlrlerinde kullaniimak
Uzere geligtiriimis 238 adet SRAP primer kombinasyonu, her iki ebeveyne ait
DNA ornekleri kullanilarak test edilmis, toplam 47 adet polimorfik SRAP bandi
tespit edilmistir. Bahsi gegcen markdrlerin haritalama populasyonunda acilimlarina
bakiimis ancak bu markdrlerden higbirinin literatirde var olan markaorlere kiyasla
daha yakin bir iligki vermedidi go6zlemlenmigtir. Guney Kore'nin Seoul
universitesinden Doil Choi ve arkadaslari, 2013 yilinda biber genomunu dizileme
analizlerini tamamlamiglardir. Proje kapsaminda biyoinformatik araclar
kullanilarak N genine ait genom bolgesinin dizileri incelenmis ve bu bdlgeye 6zel
genom dizileri domates SNP haritasinda taranarak aday yeni SNP markarleri
gelistirilmistir (Sekil 20). Gelistirilen SNP markdrleri ve literattrde var olan N geni
ile baglantih markérler genetik harita zerinde ayni kiime icerisinde (Sekil 20)
beklendigi gibi gruplanmaktadir. Gelistirilen SNP markdrlerinden N genine en
yakin oldugu tespit edilen “SNP2” markoérd, SCAR N ve SCAR PM6a, proje
kapsaminda testlenmesi 0Ongorilen F3 popullasyonunda analiz edilmis ve

fenotipik data ile tutarliliklari karsilastiriimistir. Proje kapsaminda gelistirilen
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SNP2 markdrinin, diger markdrlerden ¢ok daha tutarl sonuglar verdigi
dogrulanmistir. 263 bireyden olusan F3 popilasyonunda yapilan fenotipik ve
genotipik calismalarin sonucunda literatirde bulunanan ve N genine 2 cM
uzakhginda oldugu test edilmis SCAR N ve SCAR PM6a markoarleri ile proje
kapsaminda geligtirilen SNP2 markérinin gavenilirlikleri ve dodgruluklari test
edilmistir. SCAR N markori 263 bireyin 18 adedinde, SCAR PM6a ise 263
bireyin 22 adedinde fenotipik veriler ile uyumlu sonu¢ vermemistir. SNP2
markdru, 263 bireyin yalnizca 8 adedinde fenotipi hatali tahmin etmistir. Yayina
hazirlanmakta olan c¢alismamiz kapsaminda N geninin tanimlanmasinda
kullanilmak Uzere literatirde mevcut olan tim markdrlerden daha guvenilir,
kodominant ve N geni ile siki sikiya baglantili yeni bir markoér gelistirilmistir. Bu
markor sayesinde hem daha guivenilir MAS uygulamalari yapilabilecek, hem de
onumuzdeki slregte hedefimiz olan N geninin izole edilmesinde kullaniimak

uzere 6nemli bir arag olacaktir
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