Phytophthora capsici'ye dayanikli bazi biber genotiplerinin SRAP ve SSR belirteclerle
genetik farkliliklarinin belirlenmesi
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Dinyada biber vyetistiriciligini sinilayan en 6nemli hastaliklardan birisi, kok bogazi yanikligidir. Bazi bagka
tirlerde oldugu gibi Capsicum annuum L. tiriine ait farkli genotiplerde de etmene karsi dayaniklilik kaynaklari
mevcuttur. Dayaniklilik dizeyi farkli biber genotiplerinin genetik iligkilerinin belirlenmesi, dayaniklilik ile ilgili
gen/genlerin kiltir gesitlerine aktarilmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada, P. capsici'ye karsi dayaniklihk
dizeyi ve orijini farkli 12 dayanikli ve 4 duyarli biber genotipin filogenetik iligkileri SRAP (Sequence Related
Amplified Polymorphism) ve SSR (Simple SequenceRepeat) molekiler belirtegleriyle belirlenmistir. Bunun igin,
144 SRAP primer kombinasyonu ve 27 SSR primer cifti kullanilmistir. Otuz iki SRAP primeri herhangi bir PCR
Urind vermemistir. Elli primer kombinasyonunda yalnizca monomorfik DNA banti olugurken 31 primer
kombinasyonu polimorfizm saglamis toplam 254 DNA fragmenti elde edilmis, bunlarin, 99'u (%39) monomorfik,
155’i (%61) polimorfik DNAbandi olarak degerlendirilmistir. SRAP belirtecleri ile 16 biber genotipi birbirinden
genetik olarak ayriimistir. SSR primerinin 15’i monomorfik bant olusturmasina kargin 12 SSR primeri ile toplam 36
DNA bandi elde edilmis bunlarin 33'0 (%93) polimorfik olmustur. SSR belirte¢ sistemi ile 16 biber genotipinin
bazilari (PM-217 KM2-11, Perennial LS-279, PBC-178, Sera Demre, PBC 179 KMAE-12) birbirinden
ayrilamamistir. SRAP ve SSR belirteg verileri birlikte degerlendirildiginde, genotiplerin genetik iliskisi, orijine gore
kiimelemesi daha bilgi verici olmustur. P. capsici'ye karsi dayaniklilik genitéri olarak kullanilan CM 334'den, PM
702, Perennial, PM-217, Tayvan'da temin edilen PBC grubu (1364, 1365, 178, 179 ve 413) ile Kahramanmaras
biber populasyonundan selekte edilen KM211genotipleri genetik olarak farkli gruplarda yer aldidi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biber; Kok bogazi yanikligi; SRAP; SSR; Genetik iligki

Investigation of genetic diversity of different accessions of resistance against Phytophthora capsici L.
using SRAP and SSR markers

Abstract

Phytophthora capsici L. is one of the most important pathogens of pepper in the world. Different genetic resources
that resistant to P. capsici have been reported so far. Determination of the phylogenetic relationships of resistant
pepper genotypes is important for transferring of resistance gene/genes to cultivated varieties. In this study, 12
pepper genotypes from different accessions of resistance and 4 susceptible genotypes tested with P. capsici were
identified genetic relationship among genotypes using 144 SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism)
and 27 SSR (Simple Sequence Repeat) primer combinations. 31 SRAP primers were polymorphic and yielded
254 polymorphic DNA fragments. Fifty SRAP primers were only monomorphic. However, 32 SRAP primers were
not produced PCR products. Results showed that 16 pepper genotypes were genetically separated from each
other by SRAP primers. Twelve SSR primers yielded total 36 DNA fragments, 33 of these were polymorphic
(93%). However 15 SSR primers only produced monomorphic DNA bands. Results showed that Pepper
genotypes PM-217 KM2-11, Perennial LS-279, PBC-178, Sera Demre, PBC 179 and KMAE-12 were not
separated with SSR markers. When the SRAP and SSR marker data were evaluated together, the results were
more informative about the genetic relationship of genotypes and clustering by origin. Findings indicated that the
genotype CM 334 which is resistance resource to P. capsici was genetically different from PM 702, Perennial,
PM-217, Taiwan's group called as PBC label (1364, 1365, 178, 179 and 413) and KM211 selected from
Kahramanmaras pepper populations.
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1. Girig Biber, dinyada yaygin olarak yetistirilen ve ¢gok
fazla tiketilen sebzelerden birisidir. 2016
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verilerine gobre dinyada 32.7 milyon ton,
Turkiye'de ise 2.5 milyon ton biber dretimi
gerceklesmistir. Tirkiye, biber Uretiminde Cin
ve Meksika’dan sonra dglnclu  sirada
bulunmaktadir (TUIK, 2016). Biber (retimi
yapilan alanlarda verim kaybina neden olan ve
yetistiriciligi sinirlayan bircok hastalik etmeni
bulunmaktadir. Biber koék bogazi yanikhig
(Phytophthora capsici Leonian) bunlarin en
o6nemlilerinden olup, biberlerde kok bogazi
yanikhdi olusturarak énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Cakir vd., 2001; Gogmen,
2006; Babadoost ve Pavon, 2013;
Barchengerve vd., 2018). Phytophthora
capsici'ye karsi mucadelede surdurulebilir ve
cevre ile uyumlu metotlarin basinda dayanikl
cesitlerin gelistiriimesi gelmektedir.
Phytophthora capsici'ye dayanikhlik kaynaklari,
Guney Meksika orijinli, C. annuum tlrtne ait
Criollo de Morelos 334 (CM334), PI 201232, PI
201234, Pl 201237 ve PI 640532 (McGregor
vd.,, 2011), Orta Amerika kaynakh AC2258
(Ares vd., 2005). Hindistan kokenli ‘Perennial’
(Thabuis vd., 2003) ve Turkiye orijinli KM211
(Gégmen ve Abak, 2010) bildiriimistir. CM334,
P. capsici’ye kargi dayanikhlik dizeyi en yuksek
genotip olup ayrica bazi virGsler gibi baska
patojenlere karsida dayanikhlik sagladigi
bildirilmistir (Quirin vd., 2005; Alcantara ve
Bosland, 1994; Ortega vd., 1991). Son yillarda
P. capsici'ye karsi ticari olarak tolerant cesitler
geligtiriimis olmasina karsin dayanikh ticari
biber gesitleri heniiz gelistirilememistir. Clnka,
P.capsici'ye dayanikh genotipler, yabani biber
formunda olup, klltrd yapilan biber ¢esitlerine
morfolojik olarak olduk¢a uzak, meyvesi kuguk
ve acidir (Thabuis vd., 2004). Hastalik
etmenine  karsi dayanikhihdin mekanizmasi
kompleks yapida olup ¢ok gen tarafindan
(poligenik) kontrol edilmektedir (Pochard ve
Daubeze, 1980; Abak, 1982; Palloix vd., 1988;
Lefebvre vd., 2002; Curtis, 2014). Ayrica P.
capsici'nin  konukguya 06zgu birgok patotip
varhdi da bildirilmistir (Hwang vd., 1995; Oelke
vd., 2003; Gégmen 2006; Lee vd., 2010; Jiang
vd., 2015; Barchengervd., 2017). Hastalik
etmenlerine karsi dayanikli gesitler gelistirmek
icin dayanikli bitkilerden, dayanikhhdi saglayan
allellerin, duyarli kultir cesitlerine aktarilmasi
gerekmektedir. Geriye melezleme ile yabani
hatlardaki dayanikhlik genlerinin kiltir hatlarina
aktariimasi sirasinda onemli oranda
dayanikhhgin aktarilamadigi gorilmustar
(Palloix vd., 1990). Bunun igin dayanikhlk islahi
calismalarinda hastalik etmenine karsi farkl
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dayaniklihk kaynaklarinin belirlenmesi
gereklidir. Dayanikhlik kaynaklarinin morfolojik
Ozelliklerinin ~ bilinmesi, genetik yakinhdinin
saptanmasi, dayanikliik dizeyinin ve ilgili
patojene reaksiyon duizeyinin bilinmesi islah
programlari i¢in ¢ok &nemlidir. Ayrica farkh
dayanikhhk kaynaklarindan farkli gen allellerin
biraraya getirilerek gen piramiti olusturularak
dayaniklihgi ylksek cesitler gelistirebilecektir
(Stuthmanvd., 2007; McGregor vd., 2011).
Phytophthora capsici'ye karsi dayaniklihk
kaynagi olarak kullanilan CM334 genotipine ve
dayaniklihk dizeyi farkli diger genotiplerin
birbiriyle olan genetik iligskisinin  bilinmesi
hastalia kargi dayanikli gesitlerin gelistirmesi
biber islahi i¢gin 6nemli olacaktir. Biber
genotipleri  arasinda  genetik  farkliginin
belirlenmesi icin Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLPs), Amplified Fragment
Length  Polymorphisms  (AFLPs) (Paran
vd., 1998), Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPDs) (Rodriguezvd.,1999; Ilbi, 2003)
uygulanmistir. Daha sonra, biber genom
bilgilerinin artmasi sonucu daha spesifik
primerler dizayn edilerek Simple Sequence
Repeats (SSRs) (Morgante vd., 2002; Lee
vd., 2004; Kwon vd., 2005; Portis vd., 2007),
Sequence Specific Amplification
Polymorphisms (SSAPs) (Tam vd., 2005),
Sequence-Related Amplified Polymorphisms
(SRAP) (Li ve Quirois, 2001; Ren vd., 2008;
Bozokalfa ve Ascgiogul, 2017), Restriction Site
Amplification ~ Polymorphism (RSAP) (Du
vd., 2010) belirtegleri kullaniimistir. Bu
c¢alismada, P.capsici'ye dayanikliik duzeyleri
farkli olan 16 adet biber genotipi arasindaki
genetiksel iligkiler SRAP ve SSR belirtegleri
kullanilarak arastiriimistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitisi’nde
2006 yilinda yaratilen c¢alismada, Capsicum
annuum ve Capsicum frutescens turlerine ait 16
farkh biber genotipi kullaniimistir (Cizelge 1)
2.2. Metot

2.2.1. DNA izolasyonu

Biber tohumlari, ayri ayri kigik cimlendirme
kaplarinda bulunan steril torflara ekilmis ve
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Cizelge 1. Calismada kullanilan biber genotipleri ve P. capsici'ye karsi dayaniklilik durumlari

No Genotip adi Tar adi Temin edildigi yer P.capsici’'ye kargi reaksiyon*
1 CM 334 Capsicum annuum New MexicoState, ABD Dayanikli
PM 702 Capsicum annuum INRA, Fransa Dayanikli
3 PM 217 Capsicum annuum ¢.0.ZF.B.B.B. izolata 6zgii dayanikli
4 Perennial Capsicum annuum ¢.U.zFB.B.B izolata 6zgii dayanikli
5 Early jalapone Capsicum annuum New MexicoState, ABD Dayanikli
6 Cherry biber Capsicum annuum New MexicoState, ABD Duyarli
7 LS 279 Capsicum annuum c.U.ZzFBBB izolata 6zgl dayanikli
8 PBC 1365 Capsicum annuum Tayvan Dayanikli
9 PBC 1364 Capsicum annuum Tayvan Dayanikli
10 PBC 178 Capsicum annuum Tayvan Dayanikli
11 PBC 179 Capsicum annuum Tayvan Dayanikli
12 KM2 11 Capsicum annuum ¢.U.zFB.B.B Dayanikli
13 KMAE 12 Capsicum annuum ¢.U.zFBB.B Duyarli
14 COO 276 Capsicum frutescens New MexicoState, ABD Duyarli
15 PBC 413 Capsicum annuum Tayvan Dayanikli
16 Sera Demre Capsicum annuum BATEM Duyarli

*Biber genotiplerinin P. capsici’ye reaksiyonu (Gé¢men 2006)

INRA; French National Institute for Agricultural Research, BATEM; Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisi Madarligu;
C.U.Z.F.B.B.B.;Cukurova Universitesi, Ziraat Fakdiltesi, Bahge Bitkileri Bolimi

Cizelge 2. Qall§[nada kullanilan SRAP primeri ve dizilimleri

Primeradi  Ozelligi  Primerdizisi (5'-3") Primer adi  Ozelligi  Primerdizisi (5'-3")

ME1 ileri TGAGTCCAAACCGGATA EM3 Geri GACTGCGTACGAATTCGA
ME3 ileri TGAGTC CAAACCGGAAT EM4 Geri GACTGCGTACGAATTTGA
ME4 ileri TGAGTCCAAACCGGACC EM5 Geri GACTGCGTACGAATTAAC
MES5 ileri TGAGTCCAAACCGGAAG EM6 Geri GACTGCGTACGAATTCCA
ME6 ileri TGAGTCCAAACCGGACA EM7 Geri GACTGCGTACGAATTCAA
ME7 ileri TGAGTCCTTTCCGGTCC EM8 Geri GACTGCGTACGAATTCAC
MES8 ileri TGAGTCCTTTCCGGTGC EM9 Geri GACTGCGTACGAATTCAG
ME9 ileri TGAGTCCAAACCGGAGG EM13 Geri GACTGCGTACGAATTCTG
EM1 Geri GACTGCGTACGAATTAAT  EM14 Geri GACTGCGTACGAATTCTT
EM2 Geri GACTGCGTACGAATTTGC  EM15 Geri GACTGCGTACGAATTGAT

Cizelge 3. Calismada kullanilan SSR primerleri ve dizilimleri

Primer adi Primer dizilimi (5'-3") Primer dizilimi (5'-3")
Hpms 1-5 GACAATGTTGAAAAAGGTGGAAGAC CCAAACGAACCGATGAACACTC
Hpms 1-148 GGCGGAGAAGAACTAGACGATTAGC CCACCCAATCCACATAGACG
Hpms 1-155 ACGAGGCCCAAGCTGTTATGTC TTGTCCCGACTCTCCATTGACC
Hpms 1-281 TGAGGCAGTGGTATGGTCTGC CCCGAGTTCGTCTGCCAATAG
Hpms 1-172 GGGTTTGCATGATCTAAGCATTTT CGCTGGAATGCATTGTCAAAGA
Hpms 2-45 CGAAAGGTAGTTTTGGGCCTTTG TGGGCCCAATATGCTTAAGAGC
Hpms 2-24 TCGTATTGGCTTGTGATTTACCG TTGAATCGAATACCCGCAGGAG
AA840692 TGGAAGTGATTACTGGAAACCATGC GGGGTTTAGTCATGGAATCTTTTGC
AA840689 GACAACATAGGCGGACCTTTGG TGCTTTAGGTCTACGTCCTTGCAC
Hpms 2-13 TCACCTCATAAGGGCTTATCAATC TCCTTAACCTTACGAAACCTTGG
Hpms 1-173 TGCTGGGAAAGATCTCAAAAGG ATCAAGGAAGCAAACCAATGC
Hpms 1-117 ACCCAAATTTGCCTTGTTGAT AATCCATAACCTTATCCCATAAA
cimlendirme dolabinda 27°C’de Calisma kapsaminda 9 adet ileri (forward) ve

cimlendirilmistir. Tohum ekiminden 20 gln
sonra olusan geng bitkilerin yapraklari pens ile
kopartilarak eppendorf tlplere alinmistir. DNA
izolasyonu, 0.5g taze vyaprak dokusundan,
DNA izolasyon kiti (Promega Wizard Genomic
DNA Purification, Oslo/Norveg) kullanilarak
yapilmigtir.

2.2.2. SRAP ve SSR primerleri

16 adet geri (reverse) SRAP primeri
kullaniimigtir (Cizelge 2). Bu SRAP primerleri ile
144 adet primer kombinasyonu olusturularak
PCR yapilmigtir. SSR belirtecleri olarak, Lee

vd. (2004), tarafindan C. annuum ve C.
chinense  melezinin  genetik  haritalama
calismasi sonucu geligtirilen 27  primer

kullaniimistir (Cizelge 3).
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2.2.3. PCR reaksiyonu

SRAP ve SSR PCR calismalari 25 pl'lik toplam
hacimde; 10-25 ng genomik DNA 1U Taq DNA
polimeraz enzimi (Promega), 50 mM MgCl,,
5 mMdNTPs, ve 25 uM ileri ve geri primerler
kullaniimigtir.  SRAP primer kombinasyonlari
icin DNA sentezleme protokolu; ilk 5 déngulde,
94°C’de 1 dk, 35°C'de 1 dk, 72°C’de 1 dk;
sonraki 35 doéngl, 94°C’de 1 dk, 50°C’de 1 dk,
72°Cde 1 dk ve son dongl ise 72°C'de
10dkolarak gercgeklestiriimistir. SSR primerleri
ile PCR calismasinda, iki farkli PCR programi
kullaniimistir. 1. Program: i ilk déngii, 94°C’de 3
dk, 30 dongu; 94°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk.
72°C’de 2 dk ve 72°C’de 10 dk ve 2. Program:
ik déngl, 94°C’'de 3 dk sonraki 30 déngu;
94°C’de 1 dk, 50°C’de 1 dk, 72°C'de 2 dk ve
72°C’de 10 dk olarak yapilmistir.

SSR ve SRAP PCR drlnleri, %3’lik agaroz
jelde (Agarose SFR, AMBRESCO) 100 V’da 3.5
saat yudritilmis ve ethidiumbromide ile
boyanarak UV 1siginda, goérintileme cihazi
(Kodak GellLogic 200) kullanilarak
fotograflanmistir.

2.2.4. Verilerin degerlendiriimesi

DNA bantlarin degerlendiriimesinde, DNA banti
varsa “1” yoksa “0” olarak skorlama yapilmistir.
Elde edilen bant verileri, NTSYS-pcversion 2.0
(Numerical Taxonomy Multivariate Analysis
System) programinda degerlendirilmistir (Rohlf,
2000, State University of New York, Stony
Brook, NY). Genotipler arasindaki genetik
benzerlik indeksleri, Dice (1945)'e gére NTSYS-
pc programi igerisindeki UPGMA (unweighted
pair-group method algorithm)’daki
kimelendirme  (cluster) analiz  (SAHN)
kullanilarak yapilmistir. Ayrica, temel koordinat

analizi (PCO) ayni programda
gerceklestiriimistir. PIC (Polymorphism
Information Content) degerleri, Smith vd.

(1997)'nin ortaya koydugu, PIC=1-Yfi’ formiile
goére hesaplanmistir.

3. Bulgular ve Tartigma

Phytophthora capsici'ye karsi dayaniklilik dizeyi
farkhh 16 biber genotipi aralarindaki genetik
iliskiyi belirlemek amaciyla, 144 SRAP primer
kombinasyonu kullaniimistir. Bunlarin 32 tanesi
PCR Urini vermemis, 81 kombinasyon ise 1-3
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arasinda degisen monomorfik DNA fragmentleri
olusmustur. 31 primer kombinasyonu ise
polimorfik DNA bantlari vermistir (Cizelge 4). Bu
31 primer kombinasyonundan 250-1600 bp
arasinda 3 ile 15 arasinda degisen, toplam
254 DNA  bandi  saylmigtir. 8  primer
kombinasyonunda (me5/em8, me3/em6,
me9/em14, med/em6, med/em7, me3/em7,
me9/em2, mel/em3) 10-15 adet DNA bandi

g6zlemlenmisgtir. me3/em6 primer
kombinasyonunda, toplam 15 adet DNA
fragmentinin ~ 13’Gnin  polimorfik  oldugu
gortlmastir.  me5/em9, me7/em5 primer

kombinasyonlari polimorfik fragment vermesine
karsilik yalnizca 3 adet DNA bandi olusmustur.
C. frutescens turine ait COO 276 genotipi ile,
C. annuum tlriine ait 15 genotipinden elde
edilen DNA bantlarinin 99'u (%39) monomorfik
ve 155'i (%61) polimorfik olup genotip basina,
6.1 monomorfik, 9.68 polimorfik ve ortalama
15.87 DNA fragmanti degerlendirilmistir. Bu
veriler 1s1dinda, ortalama primer basina 8,18
bant ve 5 polimorfik bant elde edilmistir.
Polimorfik DNA fragment orani, %33 (me7/em5
ve me8/em5) ile %100 (med4/em2) arasinda
degismis olup ortalama %60.77 bulunmustur

(Cizelge 4).

Otuz bir SRAP primer kombinasyonunun PIC
degerleri ortalama 0.41 olup 0.15 (me4/em6) ile
0.71(me7/em3) arasinda degisim gostermistir.
Hildebrand vd. (1992) PIC degeri 0.7 ve
Uzerinde ise yuksek duzeyde bilgi verici,
0.44'Gn altinin ise dusuk duzeyde bilgi verici
oldugunu bildirmektedirler. Buna gdre PIC
degeri, 0.15-0.27 arasinda olan 6 primer
kombinasyonu (mel/em3, med/em6, med4/em?7,
meb/em2, me9/em4 ve me8em5) oldukga
digsuk bilgi verici olarak degerlendirilmigtir. Ayni
zamanda, bu primerlerin, me5/em2 hari¢ diger
5 tanesinde polimorfizm DNA fragment orani
%50'nin altinda bulunmustur. Polimorfizm orani
%80'nin Uzerinde olup ayni zamanda PIC
degeri 0.71-0.68 olan me7/em3 ve me7/em13
primerleri ylksek bilgilendirici 6zellikte oldugu
gorulmastar. Calismada SRAP  molekiler
verileri kullanilarak dendrogram olusturulmustur
(Sekil 1). Genotipler arasinda genetik yakinlik,
0.69 (C. annuum ve C. frutescens turleri
arasinda) ile 0.96(PM702 ile Sera Demre
genotipleri  arasinda) arasinda  degisim
gostermistir. PM702 ve Sera Demre genotipleri,
orijin olarak (Meksika ve Turkiye) birbirinden
oldukga uzak ayrica P. capsici’'ye dayanikli ve
duyarli genetik kaynaklardir.
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Cizelge 4. 31 SRAP primerleriyle elde edilen DNA fragment sayisi, polimorfizm orani ve PIC degerleri

Monomorfik

Polimorfik

Toplam Polimorfizm

Primer kombinasyonu fragment sayisi fragment sayisi fragment sayisi orani (%) PIC
mel/em3 6 4 10 40 0.27
mel/em4 4 3 7 43 0.40
me3/em7 7 7 14 50 0.43
me3/em6 4 11 15 73 0.54
me4/eml 1 6 7 86 0.42
me4/em?2 0 6 6 100 0.59
me4/em3 2 4 6 67 0.53
me4/em4 2 5 7 71 0.39
me4/em6 4 3 7 43 0.15
me4/em7 6 5 11 45 0.21
me4/em15 4 5 9 56 0.54
me5/em2 3 6 9 67 0.27
me5/em4 2 4 6 67 0.42
me5/em8 4 8 12 67 0.38
me5/em9 1 2 3 67 0.39
me6/em?2 2 4 6 67 0.47
me6/em3 3 4 7 57 0.44
me7/em3 1 7 8 88 0.71
me7/em5 2 1 3 33 0.33
me7/em6 5 4 9 44 0.34
me7/em7 3 7 10 70 0.47
me7/em8 2 1 3 33 0.33
me7/em13 1 6 7 86 0.68
me8/em5 6 3 9 33 0.26
me8/em6 4 5 9 56 0.43
me8/em7 4 4 8 50 0.42
me9/em?2 4 9 13 69 0.58
me9/em3 3 4 7 57 0.43
me9/em4 5 4 9 44 0.26
me9/em8 1 6 7 86 0.36
me9/em14 3 7 10 70 0.45
Toplam/oran 99 (%39) 155 (%61) 254 (%100)
Ortalama 3.19 5.00 8.19 60.77 0.41
Capsicum annuum turine ait 15 genotipin yer yoninden kimelemede vyetersiz kalmistir

aldigi kimelemede, genetik benzerlik orani
0.80 ile 0.96 arasinda olup iki alt gruba
ayrilmistir. 1. alt kimede; CM334, PBC179,
PM702, Sera Demre, PBC1364, Cherry meyve
tipindeki biber hatti ile LS279 ve PBC1365
genotipleri, 2. alt kiimede; PM217, Perennial,
PBC178, KM211, Jalopen, PBC413 ve
KMAE12 genotiplerinin genetik yakinligi 0.80 ile
0.89 arasinda olmustur. Kahramanmaras biber
populasyonundan selekte edilen KM211 ile
KMAE12genotipleri ayni alt grupta yer almistir.
Ayrica CM334'den gelistirilen PM702 ve LS279
genotiplerinin kimelenmeside ayni olmustur.
Buna karsilik  genotiplerin P.capsici'ye
dayanikhhk durumu g6z 6nline alindiginda, P.
capsici'ye dayaniklihk dizeyi en yiksek olan
CM334 ile PBC178 ve PBC413 genotipleri iki
farkl alt grupta yer almislardir.

SRAP belirtecler, genotipleri orijinlerine gore
gruplandirma yapmasina karsilik dayaniklilik
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(Sekil 1). 27 SSR primer ile yapilan PCR
sonucunda, 15 primerde yalnizca monomorfik
DNA banti olusturmustur. Buna karsilhk, 12
primer(Hmps 1-5, Hmps 1-117, Hmps 1-148,
Hmps-1-155, Hmps 1-172, Hmps 1-173, Hmps
1-281, Hmps 2-13, Hmps 2-24, Hmps 2-45, AA-
689, AA-692,) polimorfik fragment vermigtir.
Toplam 36 DNA fragmenti elde edilmis ve 33'U
polimorfik (%93) olarak belirlenmistir (Cizelge

5). Her primer i¢in ortalama 3 DNA bantinin,
2.75 polimorfik DNA fragmenti oldugu
gorulmastar. 16 biber genotipi g6zdénine

alindiginda ortalama 2.25 fragmentin 2.06'nin
polimorfik oldugu belirlenmigtir. 12 SSR
primerin PIC degerleri, 0.34 (Hpms 1-117) ile
0.83 (Hmps 1-173) arasinda ve ortama ise 0.63
duzeyinde olmustur. Hmps 1-148,Hmps 1-5 ve
Hmps-1-155primerlerinde PIC degerleri
sirasiyla 0.74, 0.72 ve 0.71 olmus ve bu
primerlerin oldukg¢a ylksek bilgi verici oldugu
belirlenmistir (Cizelge 5).
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Sekil 1. 254 SRAP belirteciyle 15 C.annuum ve 1 C.frutescens biber genotipinin olusturdugu kiimeleme

Cizelge 5. On iki SSR primerleriyle biber genotiplerinde elde edilen DNA fragment sayisi, polimorfizm orani ve

PIC degerleri

Primer Adi Toplam fragment (bp) Polimorfik fragment (bp) Polimorfizm orani (%) PIC
Hpms 1-5 290, 300, 311 290, 300, 311 100 0.72
Hpms 1-148 175, 190, 195, 210, 230 175, 190, 195, 210, 230 100 0.74
Hpms 1-155 200, 210, 215 200, 210, 215 100 0.71
Hpms 1-281 130, 135, 150 135, 150 66 0.63
Hpms 1-172 325, 330, 345, 360 325, 330, 360 75 0.54
Hpms 2-45 140, 150 140, 150 100 0.59
Hpms 2-24 205, 220 205, 220 100 0.63
AAB40692 200, 215 200, 215 100 0.62
AA840689 270, 295 270, 295 100 0.59
Hpms 2-13 260, 295 260, 295 100 0.63
Hpms 1-173 165, 180, 185, 200 165, 180, 185, 200 100 0.83
Hpms 1-117 190, 200, 215, 240 200, 215, 240 75 0.34
Toplam 36 33 - -
Ortalama primer 3 2.75 93 0.63
Ortalama genotip ~ 2.25 2.06

Kwon vd. (2005), 66 biber genotipini 27 SSR
primer kombinasyonu ile analiz etmeleri
sonucu, PIC degerlerinin 0.03 ile 0.88 arasinda
degistigi ortalama 0.52 oldugu bildirilmistir.
Bizim sonuglarla uyumluluk goésterdigi dikkati
cekmigtir.

SSR molekuler verilerine gbére de bir
dendrogram olusturulmustur  (Sekil 2).
Capsicum annuum ile C. frutescens tirleri
arasinda genetik uzaklik SRAP belirteglerle
elde edilene gbére daha fazla (0.37)
bulunmustur. C.annuum tird iginde olan 15
genotipin genetik uzakhgi 0.76 ile 1.0 arasinda
olmustur (Sekil 2). PM-217 ve KM2-11,
Perennial ve LS-279, PBC-178 ve Sera Demre,
PBC-179 ve KMAE-12 genotiplerinin genetik
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benzerlik oranlari 1.0 olmus ve birbirinden
ayrilamamiglardir. Kimeleme analizi sonucu,
calismadaki 16 genotip iki ana gruba ayriimistir.
1. ana grupta yalnizca C. fructescens (COO-
276) tarh yer almistir. 2. ana grup; C. annuum
turline ait genotiplerin bulundugu 3 alt gruptan
olusmustur. 1. alt grupta; genetik uzaklik 0.81
dizeyinde olup CM-334 (dayaniklihk duzeyi
yuksek) ve Cherry biber(P. capsici'nin agresif
izolatlarina duyarl) yer almistir. 2. alt grupta,
genetik uzakligi 0.92 dizeyinde olup, PM-702
genotipi  ile  birbirinden  genetik  olarak
ayrilamayan ve P.capsici'ye kargi orta diizeyde
dayanikli olan PM-217, KM2-11, Perennial ve
LS-279 genotipleri kiimelenmistir. Ayrica PBC-
178 (R) ve Sera Demre (S) ile PBC-179 (R) ve
KMAE-12 (S) genotipleri yer almistir.
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Sekil 2. Polimorfik DNA fragmeni olusturan 12 SSR belirteciyle 15 C.annuum ve 1 C. frutescens biber genotipinin

olusturdugu kiimeleme analizi.

3. alt grup, Jalopeno (PBC-413 ve Early
Jalopene) ve PBC-1364 ile PBC-1365
genotipleri icermekte ve 4 genotip de P.

capsici’'ye kargl dayaniklihk géstermektedir.

SSR  molekiler  belirtegler, P.capsici'ye
dayanikhhk dizeyi farkli genotiplerin bazilarini
kimeleme yapmistir. Kahramanmaras biber
populasyonundan selekte edilen KMAE-12 (S)
ve KM2-11 (R) genotipleri farkli gruplarda yer
almistir. Buna karsilik, galismada, P. capsici'ye
karsi duyarli olan Sera Demre, KMAE-12,
Cherry biber ve COO-276 genotipleri ayri
gruplara dismustur. Jalepeno grubuna ait olan
ancak farkli  kaynaklardan (PBC 413,
Tayvan'dan; Early Jalopeno, ABD’den) temin
edilen iki genotip hem SRAP hem de SSR
belirtecleri ile analiz edildiginde kimeleri ayni
olmustur.

SRAP ve SSR  molekiler belirtegler
karsilastirildiginda; toplam DNA fragmenti
SRAP’de daha fazla (254 fragment) ancak
polimorfik DNA fragment orani %60.77
olmustur. Buna karsilik SSR’da ise toplam DNA
bant sayisi daha disuk (36), polimorfik DNA
bant orani %93 gibi yilksek seviyelerde
bulunmustur. SRAP ve SSR primerlerin
polimorfik DNA fragment olusturan gruplarinin
secilip calismaya bu primerlerle devam
edilmesi, polimorfik DNA bant oranini arttirdigi
distnulmektedir. Du vd. (2010), aci biber
genotiplerinde genetik iligkiyi belirlemek igin
uyguladiklant SRAP, SSR ve RSAP molekiler
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belirteclerde, SRAP’In  polimorfik fragment
oranini %29.6, SSR'de %51.2, RSAP'da ise
%91 oldugunu, SSR ve RSAP tekniklerinin
esasta ayni oldugu bildirilmistir. Bozokalfa vd.
(2017), 94 yerel biber genotipinin birbirlerine
olan genetik uzakliklarinin 33 SRAP primer
kombinasyonu ile belirlenmis, varyasyonun
%85 oldugunu, nedeninin farkli tipteki yerel

biber populasyonlardan kaynaklandigini
bildirmislerdir.
PIC degerleri yoninden SRAP ve SSR

molekuler uygulamalar ele alindiginda, ortama
PIC degeri sirasiyla 0.41 ve 0.63 olmustur.
Kwon vd. (2005) biber gesitlerinin stabilitesini
ortaya koymak icin SSR teknigini
uyguladiklarinda calistiklar 66 biber
genotipinde PIC  degerini 0.52 olarak
belirlemislerdir. Dato vd. (2014), biberde acilik
genini  haritalamak igin SSR  teknigini
kullanmiglar ve PIC degerinin ortalama 0.53
oldugunu, PIC degeri en yiksek olan SSR
primerlerle haritalama c¢alismasina devam
ettiklerini bildirmislerdir.

Calismada, SRAP ve SSR belirtegler, C.
annuum tarG igerisindeki genotipler arasinda
genetik uzakhgi sirasiyla, 0.82-0.94 ve 0.70-
1.00 olarak ortaya koymustur. Rodriguez vd.
(1999)’'nin RAPD belirte¢ sistemi kullanarak 6

biber tirt ile vyaptiklari c¢alismada tirler
arasinda genetik uzakhgr 0.00- 0.92 arasinda
degistigini ve ortalama 0.47 oldugunu

gostermiglerdir. SSR belirte¢g sistemi ile iki
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Capsicum turG arasindaki genetik uzakhgdin
RAPD belirte¢ ile elde edilenden daha fazla
olmasi SSR belirteclerin  biber genom
bilgilerinden elde edilmesinde etkili oldugu
bildirilmistir (Hwang vd. 2000). Rodriguez vd.
(1999) C. annuum’a ait 100 gesit ile yaptiklar
RAPD analizinde genetik uzakhgi 0.35 olarak
bildirmislerdir. Paran vd. (1998) ise C.annuum
turd igerisinde genetik uzakhdin ¢ok az (0.93)
oldugunu belirmislerdir.

SRAP ve SSR molekiler belirtecler ile elde
edilen kimeleme ve genetik uzakhk farkhhgi, iki

teknigin genomda ayri bdlgelerdeki DNA
farkhihdini  belirlemelerinden  kaynaklanmis
olacagi dusunulmektedir. SRAP belirtegler,

ORF (Open Reading Frame) bdlgesindeki
nukleotid polimorfizimini, SSR genomda dagilim

gOsteren  tekrarl  nukleotid  bolgelerdeki
nukleotid farkliigini ortaya koymaktadir (Li ve
Quiros, 2001). SRAP belirtegleri, biber

genotiplerinin genetik olarak ayriminda daha
bilgi verici olmasina kargli P.capsici'ye karsi
dayanikli/duyarli genotip kiimelemesinde
yetersiz  olmustur. Buna karsilik, SSR
kiimeleme analizi igin daha uygun bulunmustur.
Biber genomunda en fazla bulunan SSR motifi
diger bitkilerde daha az bulunan TTG'dir. iki
TTG klonunun, polimorfizm belirlemede daha
etkin oldugu bildirilmistir (Morgante vd., 2002).
Bu galismada, TTG motif yapisina sahip olan
U¢ SSR primerinden (Hpms 1-281, Hpms 2-23,
Hpms 2-45) ikisinin polimorfik SSR olarak
belirlenmis olmasi dnceki calismayi desteklemis
ve onunla uyumlu bulunmustur. Du vd. (2010)

yaptiklari aci biber genotiplerin kimeleme
analizinde, SSR ve RSAP belirteclerin SRAP
teknigine gore daha iyi oldugunu belirtmislerdir.
Dato vd. (2015) 59 biber genotipinde acilik ve

dayaniklihk genleri iceren genotiplerin
kimeleme analizi icin 24 SSR primer ile
yaptiklari galismada benzer sonuglar elde

etmislerdir.

SRAP ve SSR molekiiler belirte¢ DNA fragment
verileri birlikte UPGMA kimeleme analizi ile
genetik benzerlik dendrogrami  yapiimistir
(Sekil 3). Dendogram ve benzerlik indeksi
arasindaki  kofenetik korelasyon katsayisi
(Cophentetic Correlation Coefficient) r=0.97
bulunmus ve aralarinda ¢ok gugli bir iligkinin
oldugu belirlenmigtir. On alti biber genotipi
genetik olarak birbirlerinden ayrilmistir. Genetik
uzaklik  0.56-0.96 arasinda  degismigtir.
Capsicum annuum ile C. frutescens tirleri
arasinda genetik uzaklik 0.56 olarak
belirlenmistir (Sekil 3). Buso vd. (2003)’ nin
yapmis olduklann farkl tirlerdeki RAPD
calismasinda her iki tlr arasindaki genetik
uzakhgi 0.51 olarak belirlediklerini, her iki tlrln
ayni grupta yer aldiklarini ve bu iki tarin diger
Capsicum turlerine gére genetik olarak daha
yakin olduklarini  bildirmiglerdir. Capsicum
annuum turd iginde genotiplerin genetik
uzakhgi, 0.86 ile 0.95 (PM702 ve Sera Demre)
arasinda olmustur. Phytophthora capsici'ye kargi
dayanikhhk kaynagi olarak kullanilan CM334
genotipi, PM702, Sera Demre ve PM217
genotiplerine diger genotiplere goére genetik
olarak daha yakin (0.90) bulunmustur.
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Sekil 3. 31 SRAP ve12 SSR belirteglerin DNA fragment sonuglarinin birlikte degerlendiriimesiyle 15 C.annuum ve
1 C. frutescens biber genotipinin olusturdugu kiimeleme analizi
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PM702 ve PM217 genatipleri INRA/Fransa'da

Pochard vd. (1983) tarafindan ortaya
cikartilmistir. Bu sonug, c¢alismanin dogru
gruplandirma yaptigini ve genetik iligkileri

dogrular niteliktedir. Tayvan'dan saglanan PBC
(1365, 1364, 179) genotiplerinin genetik
yakinligi 0.89 duzeyinde olmustur. PBC178
genotipi, P. capsici'ye CM334 kadar dayanikh
olmasina kargin CM334 genotipinden genetik
olarak uzak (0.88 dizeyinde) bulunmustur.
Dayanikhlik 1slah programi ve genetik haritama
icin 6nemli sonu¢ olma o6zelligi gdstermektedir.
PBC178 genotipi, Kahramanmaras biber
populasyonundan selekte edilen dayanikli
KM211 ile ayni  kimede yer almistir.
Phytophthora capsici'ye dayaniklilik dizeyi
yuksek PBC413 genotipi diger dayanikli
genotiplere genetik olarak daha uzak (0.87)
oldugu dikkati ¢ekmistir. Kahramanmaras biber
populasyonundan selekte edilen bitki morfolojik
Ozellikleri benzeyen KMAE12 (S) ile KM211 (R)
genotipleri genetik olarak 0.86 diizeyinde farkli
gérulmastir. P.capsici'ye karsi dayaniklihk
dlzeyleri farkli olan (Gécmen 2006), CM334,
Perennial, PBC178, KM211, PBC413
kiimeleme analizinde farkli yerlerde
bulunmuslardir. Faktér analizinden elde edilen
veriler kullanilarak biber genotiplerinin birbirleri
ile iligkileri iki boyutlu dizlemde gosterilmistir
(Sekil 4).

14
0.47 >

4. Sonug

Hastaliklara karsi  dayanikli  yeni gesit
gelistirmede, dayaniklilik kaynaklarinin genetik
farklihk bilgileri 1slah programini planlamada

oldukga onemlidir.  Ozellikle ¢oklu gen
tarafindan kontrol edilen dayanikhlik
mekanizmasinda gen piramitinin

olusturulmasinda daha da 6nemli olmaktadir.
P.capsici'ye kargl dayanikli, kismi dayanikh ve
hassas 16 biber genotipin genetik iligkisini
belilemek icin SRAP ve SSR molekiler
belirtegler  kullaniimigtir.  SRAP  molekiiler
belirtecgler ile genotiplerinin timu genetik olarak
birbirinden ayriimistir. Ancak SSR belirtegler ile
C.annuum tiru icerisinde genotiplerin bir kismi
genetik olarak ayrilamamistir. Buna karsilik, C.
annuum ve C. frutences turleri arasinda genetik
uzakhk SRAP belirteglere gére daha fazla
gorulmustir. SSR ve SRAP belirteglerin birlikte
degerlendirimesinde tum genotipler genetik
olarak  birbirlerinden ayrilmiglardir.  Biber
genotiplerinin genetik iligkilerini belirlemede en
az iki molekler belirtecin kullanimi daha uygun
olacaktir. P.capsici'ye karsi dayanikli/hassas
duruma goére genotiplerin kimeleme durumu
ele alindiginda, SRAP belirteclerle kiimeleme
yapillamamis ancak SRR belirtecglerle
kimelemenin daha iyi yapilabilecegi
gorilmastur. Dayaniklilik kaynagdr CM334'den
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Sekil 4. Biber genotiplerinin Dice's genetik uzakligina gére temel bilesen analizinden (PCA) elde edilen iki boyutlu

dizlemde dagilimlari
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genetik olarak farkli genotiplerin ayri cografik
bélgelerden (PBC grubu Tayvan'da, KM211
Tuarkiye'de), degisik biber tiplerinden (Jalopene
ve Kahramanmaras biber tipinde) olusmustur.
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