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Ozet

Biber (Capsicum annuum L.), Diinya’da ve Tirkiye'de Uretilen en 6nemli sebze
tlrlerinden biridir. Tirkiye biber lretiminde diinyada Ugiincl sirada yer almaktadir.
Biberde hastalik olusturan ve biber liretimini sinirlayan pek ok virlis bulunmaktadir.
Patates Y Virlisii (PVY) biber yetistirilen alanlarda verim ve kalite kayiplarina sebep
olmaktadir. Bu hastalikla miicadelede en kolay ve en ekonomik yol dayanikh cesitlerin
kullaniimasidir. Dunya‘da PVY'nin, PVY0O, PVY1 ve PVY1-2 olmak Uzere Ug irki mevcut
olup, timine dayanikliik yabani SCM 334 biber genitériinde bulunan dominant Pvr4
geni tarafindan saglanmaktadir. Bu calismada SCM 334 biber genitdrii kullanilarak
sivri biber cesidine geri melezleme ile Pvr4 geninin aktariimasi amaglanmistir.
Dayanikli genotipin meyve seklini dizeltmek igin hassas genotip ile Ug¢ kez geri
melezlenmistir. Dayanikli ve hassas bitkileri belirlemek amaciyla mekanik inolukasyon
ve molekiiler testlemeler yapilmistir. Molekiiler testlemelerde Pvr4 geni ile baglantili
ve bu gene oldukca yakin olan kodominant CAPS (cleaved amplified polymorphic
sequence) molekiler markir kullanilmistir. Mekanik inokulasyon ile testleme sonuglari
molekiiler testleme sonuglarini dogrulamaktadir. Bu calisma, TUBITAK-KAMAG
109G029 nolu projenin bir bolimuaddr.

Anahtar Kelimeler: Sivri biber, Pvr4 gen, CAPS, Mekanik inokulasyon

DEVELOPMENT OF LONGER PEPPER RESISTANT LINES TO
POTATO VIRUS Y (PVY)
Abstract
Pepper (Capsicum annuum L.), is one of the most important vegetable
species produced both in the world and in Turkey. Turkey is in third place in pepper
production in the world. There are many viruses affecting and limiting pepper
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production. Potato Y virus (PVY), a member of the genus potyvirus, is one of the
most common viruses infecting pepper crops. Improving resistant pepper varieties
against the disease is more advantageous and easy way to control disease in
production area. There are 4 races such as PVY0Q, PVY1 and PVY1-2 in the world. The
dominant Pvr4 resistance gene in wild type SCM 334 pepper confers a complete
resistance to the three pathotypes of potato virus. In this study, resistant genotype
SCM 334 and susceptible long pepper inbred line were crossed to improve resistance
in breeding lines. To eliminate the undesirable characteristics of the resistant
genotypes, resistant line was backcrossed three times with susceptible genotypes.
Mechanical inoculation and molecular methods were used to determine the reaction
of backcross progenies to the disease. The dominant CAPS markers were used to
determine resistant and susceptible plants and results from the mechanical
inoculation method were verified with the CAPS marker. This study is a part of
“Improvement of F1 Hybrid Vegetable Varieties and Qualified Lines in Turkey” basic
project and financed by Scientific and Technological Research Council of Turkey
(TUBITAK-KAMAG 109G029).

Key Words: Long type pepper, Pvr4 gene, CAPS marker, Mechanical inoculation

1. GIrRIS

Turkiye, biber Uretiminde diinyada Uglinci sirada yer almaktadir. 2011
yili itibari ile dinyada 24 milyon ton biber Uretilmekte olup; Tirkiye, Cin ve
Meksika'dan sonra 1875269 ton Uretim ile 3. sirada yer almaktadir (FAO,
2011).

Ulkemizde biber yetistiriciliginde fungal, bakteriyel ve viral hastalik
etmenleri nedeniyle 6nemli kalite ve verim kayiplar ortaya cikmaktadir. Bu
hastallk etmenleri arasinda ozellikle virlis hastaliklari biber Gretimini ve
verimi sinirlamaktadir. Bu virlslerden Potato virus Y (PVY) biber ekilen
alanlarda Urinin kalitesine ve miktarina énemli derecede zarar vermektedir
(Yilmaz ve Davis, 1985; Palloix vd., 1994).

Patates Y virlisti, Potyviridae familyasina ait Potyvirlis grubuna giren
tek sarmal RNA igeren bir viriistiir. Ilk olarak 1930'u yillarda tespit edilmistir
(Arnedo-Andres vd., 2006). Virlis, Amarantaceae, Chenopodiaceae,
Compositae ve Leguminosae familyalarindan ¢ok sayida bitki tirGni ve
Solanaceae familyasindan patates, biber, domates ve titin bitkilerini de
enfekte etmektedir (McDonald ve Singh, 1996; Ward ve Shukla, 1991).
Ozellikle patates alanlarinda PVY'den dolayi % 100 iriin  kayiplari
gortlebilmektedir (Warren vd., 2005). Akdeniz Bdlgesi ortlialti biber Gretim
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alanlarinda da PVY'den dolayr 6nemli (riin kayiplarina rastlanmaktadir
(Tobais vd., 2001).

Patates Y virlisiiniin alindigi konukcu bitkiye ve biber varyetelerinin
hastalik etmenine goésterdigi semptoma baglh olarak pek c¢ok patotipi ve
irklari mevcuttur (Ekbig vd., 1997). Diinyada PVY'nin, PVY0, PVY1 ve PVY1-2
olmak Uzere Uc¢ irki mevcuttur (Dogimont vd., 1996). Ekbic vd., (1997),
yaptiklari calismada Turkiye’de PVY'nin 0 ve 1 patotiplerinin bulundugu
bildirilmistir. Yine, 2007-2010 yillari arasinda Antalya ili ortualti biber
Uretiminde PVY patotiplerinin  belirlenmesi amaciyla Antalya-Merkez,
Kumluca, Finike, Demre, Kas, Serik, ve Alanya ilceleri ortialti biber
alanlarinda ydritilen bir calismada Antalya ilinde PVY'nin O irkinin varlgi
tespit edilmistir (Celik vd., 2012). Bu irklarin tamamina SCM 334 biber
genitoriinde bulunan Pvr4 geninin dayanikliik sagladidi bildirilmistir (Arnedo-
Andrés vd., 2006). SCM 334 biber genitorii bibere arz olan Phytophthora
capsici Leon., (Gilabert vd., 2008; Kim vd., 2008) ve kok-ur
nematodlarindan olan M. arenaria, M. incognita, ve M. javanica.'mn da
dayanikliik kaynaklari arasinda yer almaktadir (Pegard vd., 2005).

Hastallk ve zararllara karsi dayanikliik saglayan genlerin kontrolQ
morfolojik markirlar kadar molekiiler markirlar da islah calismalarinin
vazgecilmezleri arasinda yer almaya baslamistir. Son yillarda bibere ariz olan
virislere karsi dayanikhlik galismalarinda markir destekli seleksiyon (MAS)
amach calismalar artis gostermektedir. Potyvirus'lere dayaniklilik saglayan
resesif genler "pvrl, pvr2, pvr6 ve pvr7" yakinligi tespit edilen markirlar
bunlardan bazilaridir (Caranta vd., 1999; Arnedo-Andrés vd., 2002; Arnedo-
Andrés vd., 2006; Ben Khalifa vd., 2009).

Ekbi¢ (1998), biberde PVY'ye dayaniklik 6zelligi icin Bulk Segregant
Analizi (BSA) ile RAPD isaretleyicilerin belirlenmesi amaciyla KM1 ile SCM 334
melezlemesinden elde edilen F, ve GM; populasyonu kullaniimistir. Calisma
sonucunda, PVY'nin degdisik irklarina dayaniklilik sadlayan Pvr4 genine ait bir
molekiiler isaretleyici elde edemediklerini, ancak, SCM 334'lin sahip oldugu
Pvr4 geninin  PVY'ye karsi monogenik bir dayanikliik sagladidini ve
dayanikhlik 1slahinda geri melezleme yontemi ile bu dayanikliigin
aktarilabilecegi tespit etmislerdir.

Caranta vd., (1999), ‘Yolo Wonder’ ve ‘CM 334’ melezlemesinden elde
ettikleri F, populasyonu (zerinde, Pvr4 geniyle linkage olusturabilmek
amaciyla AFLP molekiiler isaretleyicileri kullanmigtir. Pvr4 genine en yakin
bulunan AFLP isaretleyici, islah calismalarinda MAS amagh kullanilabilmek
amaciyla kodominant CAPS molekiiler isaretleyiciye ddnistirilmistir. Yine,
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Arnedo-Andrés vd. (2002), ‘Yolo Wonder’ ve ‘SCM 334’ melezlemesinden
elde ettikleri F, ve F; populasyonu lizerinde pwr4 alleli ile baglantili RAPD
markirini belirleyerek, 1slah calismalarinda MAS amach kullanmak amaciyla
dominant SCAR markirina donUstirmislerdir. Fakat elde edilen markirin
dominant karakterde olmasi repulsion/trans badlanti durumunda olmasi
nedeniyle markir yardimli geriye melezleme islahinda kullanilamamaktadir.

Bu calismada, SCM 334 biber genitori kullanilarak serademre 8 sivri
biber gesidine geri melezleme ile dayaniklligin aktariimasi amaglanmistir.
Calismanin geri melez asamalarinda 6nce mekanik inolukasyon ardindan
Pvr4 genine vyakin olan kodominant CAPS molekiler isaretleyiciler
kullanilarak dayanikli bitkiler tespit edilmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

Bu calisma Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii Midirligi’nde
(BATEM) 2010 ile 2012 yillan arasinda yuritalmastir. Calismada bitkisel
materyal olarak dayanikli SCM 334 genitorii ve Enstitiiye ait PVY’ye hassas
ve agik tozlanan bir biber gesidi olan Serademre 8 (SD8) kullanilmigtir. SD8
demre tipi sivri biber gesidi olup llke genelinde agikta ve o6rtlialtinda yaygin
olarak yetistiriimektedir. Bu cesitte hastallk dayamimi yoktur. Mekanik
inokulasyon galismalarinda PVY izolati olarak daha dnceki galismalardan elde
edilen PVY 0 rrkina ait inokulum (Celik vd., 2012), GM bitkileri, hassas
kontrol olarak SD8 standart biber gesidi, dayanikli kontrol olarak SCM-334
genitoriine ait fideler, pH’si 7 olan 0.01M fosfat buffer (Na,HPO,4.2H,0-
NaH,P0,4.12H,0), 180x165 mm boyutlarinda 6 numara saksi ve steril harg
kullanilmigtir.  Molekiler testleme galismalarinda mekanik inokulasyon
testlemeleri sonucu dayanikli olarak tespit edilen bitkiler, dayanikli SCM-334
biber genitdri ve hassas SD8 biber genotipine ait fidelerden alinan taze
yaprak drnekleri, Pvr4 geni icin CSO-CAPS primeri, A/MNI isimli kesim enzimi
kullanilmgtir.

2.2 Islah ve Geri Melez Calismalan
Galismada Pvr4 genine sahip SCM 334 biber genitéri dayanikhlik

kaynadi olarak kullaniimistir. SD8 genotipi hassas materyal olup dayaniklilik
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geni aktarilacak cesittir. Dayaniklilik geri melez (GM) yontemi ile aktariimistir.
Ik dnce hassas genotip ana dayanikli cesit baba olacak sekilde melezlemeler
yapiimistir. Melezleme ile elde edilen F; bitkileri dnce mekanik inokulasyonla
testlenmis, mekanik testlemede dayanikli cikan bitkiler molekiiler olarak
testlenmistir. Molekiiler testleme sonucu Pvr4 geni bakimindan heterozigot
dayanikli bireyler tekrarlanan (recurrent) ebeveyn SD8 ile tekrar
melezlenmistir (Sekil 1). Molekiler calismalar sonucunda P4 geni
bakimindan heterozigot durumda bulunan bitkiler ve geriye melezleme
calismalarinda dayanikli GMF; bitkileri ana, SD8 bitkileri baba olarak
kullaniimistir. Her bir geriye melezleme generasyonunda fide asamasinda
izole edilen DNA'lardan dayanikli genotipler CAPS markiri ile taranmig, MAS
ile dayanikli genleri tasiyan bireyler secilmistir. Bu sekilde 3 geri melezleme
yapilmis ve her melez sonrasi mekanik inokulasyonla ve molekiiler olarak
testlemeler yapilmistir.

2.3 Mekanik Inokulasyonla Testleme Calismalari

Testlemede SCM-334 genitoriinden 10 adet bitki dayanikli kontrol
olarak, SD8 cesidinden 10 adet bitki hassas kontrol olarak kullaniimistir.
Mekanik inokulasyon ile yapilan testlemede biber fideleri, ilk gergek
yapraklarini cikardiklar ddnemde viyollere sasirtilmigtir. Viyollerde 3—4
yaprakli doneme ulasan fideler, icerisinde steril har¢ bulunan saksilara, her
saksiya ikiser adet fide olacak sekilde dikilmistir. Sasirtma isleminden 2 giin
sonra fidelere viriis inokulasyonu yapilmistir. inokulasyonda kullanilan PVY 0
irkina ait inokulum 1:5 oraninda fosfat buffer igerisinde ezilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan inokulum, fidelerin kotiledon ve ilk gergek
yapraklarina mekanik inokulasyon yéntemine goére bir siinger yardimiyla bitki
yaprak dokusu asindirilarak virlisiin bitkiye bulasmasi saglanmistir (Sekil 2a).
Bu islemden 3-5 dakika sonra yapraklara su piskurtilerek inokulum fazlasi
uzaklagtinlmistir. Virlis bulastirma iglemi birer hafta ara ile 2 kez yapilmistir
(Celik vd., 2012). Testlemeler 24-26 °C sicaklk ve %60-70 nem igeren sera
kompartmaninda yapiimistir. Bitkilerde olusan PVY belirtilerinin sonuglan 21
giin sonra alinmis (Sekil 2b) ve dayanikli bitkilerden yaprak 6rnedi alinarak
molekdler testlemeler igin DNA'lari gikarilmigtir.

46



Derim, 2013, 30 (2):42-53

(SD8) A X B (SCM 334)

(F1 bitkilerin tamami
dayaniklr)

< 7

(Testleme ve dayanikli olanlarin
segimi)

<< 7

(Testleme ve dayanikli olanlarin
A XGM2 segimi)

R 4

(Testleme ve dayanikli olanlarin
segimi)

A X F1

A X GM1

A X GM3

Sekil 1. Biberde PVY'ye dayanikli hat gelistirmede kullanilan gerimelez yontemi

2.4 Molekiiler Testleme Calismalari

Mekanik inokulasyonla testlenen ve dayanikl oldugu gérilen bitkilerin

DNA izolasyonu modifiye edilmis CTAB protokoliine (Doyle ve Doyle, 1990)
gore yapilmistir.
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Sekil 2. Mekanik inokulasyon calismalan (a), bitkilerdeki PVY belirtileri (b)

PCR reaksiyon kosullari ve protokoll, Caranta vd (1999)'nin yapmis
olduklar galismadan bir takim modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. PCR
reaksiyonlari 18 pl hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar; 4.0 yl DNA (20
ng DNA), 2.0 pl dNTP (0.1 mM dNTPs), 2.0 yl MgCI2 (2.5 mM MgCl, ), 0.2 ul
Taq (0.6 U Tag DNA polymerase), 1.5 pl her bir primer (CSO-F: 5’-
CGAAGAGAGAAGGTC-3’ ve CSO-R: 5-TCAGGGTAGGTTATT-3"), 2.0 pl PCR
buffer ve 4.8 pl ddH20 kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR protokoli; 1
dongli 94°C'de 3 dk, ardindan 30 déngi olacak sekilde, 94°C'de 30 sn,
52°C'de 30 sn, 72°C'de 1 dk ve son olarak da 1 dongu 72°C'de 10 dk
seklindedir. PCR drtinleri %2’lik high resolution agaroz jelde, 110 V'da 2 saat
yuritlldikten sonra, UV 1si§i altinda goOzlenmistir. Jel (zerinde PCR
driniinden 458 bp bant gériildiikten sonra, AMNI enzimi kullanilarak kesim
islemi yapilmistir. Kesim islemi 20 pl hacimde gergeklestirilmistir. SCM 334
dayanikli, SD8 hassas kontrol olarak kullaniimistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Yabani biber hatti SCM-334'den sivri biber gesidine dayaniklligin
aktariimasinda geri melez yontemi kullanilmigtir. Calisma baslangicinda
Enstitl sivri biber cesidi SD8 ile dayaniklilik kaynadi SCM 334 genitdri hem
klasik hemde molekiiler olarak testlenmis ve SD8 gesidi hassas, SCM-334
genitdriiniin dayanikli oldugu tespit edilmistir. Bu asamada her iki genotip
melezlenmis ve F; tohumlar elde edilmistir. Calismanin ikinci agamasinda bir
onceki donem elde edilen 60 adet F; bitkilerinde testleme yapilmamis Mendel
kurallari geregi dayanikli oldugu kabul edilmistir. Yine bu donemde F; bitkileri
sivri biber cesidi SD8 ile geri melezlemeye alinmis ve elde edilen GM;F,
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tohumlari alinmigtir. Ayni genotiple galisma yapan Ekbig (1998), SCM 334'iin
sahip oldugu Pvr4 geninin PVY’ye karsi monogenik bir dayaniklihk sagladigini
ve dayaniklilik 1slahinda geri melezleme yontemi ile bu dayanikliigin
aktarilabilecegi tespit etmislerdir.

Calismanin (glinci asamasinda 6nceki donemde elde edilen GM;F,
bitkilerinden 270 adet fide 6nce mekanik inokulasyon ile testlemeye alinmis
(Cizelge 1) 128 bitki hassas iken (Sekil 3a) ve 142 adet bitkinin dayanikli
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3b). Testlemede dayanikli bitki sayisi %52
olarak saptanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 1'de verilmistir. Mekanik
inokulasyonla testlemede dayanikll olarak tespit edilen 139 bitkinin
fidelerinden alinan DNA ornekleri molekiiler olarak testlenmis (Cizelge 2) ve
26 bitkide hassas bireyde goriilmesi beklenen 458 bp'lik tek bant
belirlenmistir. 113 Heterozigot dayanikli bireyde beklenen 458 bp’lik ve 444
bp'lik bant gozlenmistir (Sekil 4). GM;F; asamasinda mekanik testlemenin
klasik testlemeyi karsilama ylizdesi %82'dir, bir bagka ifade ile markir ve gen
arasinda %18 lik bir rekombinasyon goérilmustir.

Dordiincii donemde GM,F; bitkilerinden 390 adet fide mekanik
inokulasyon ile testlenmis ve testleme sonucunda 180 adet bitkinin dayanikl
oldugu tespit edilmis olup toplam bitki icinde dayanikli bitkilerin orani % 46
olmustur. Mekanik inokulasyon ile testleme sonucu dayanikli olan bitkilerden
108 adedi molekiiler olarak testlenmis ve %87’sinin (94 adet) dayanikl
oldugu tespit edilmistir. Yine bu dénemde de dayanikli bitkilere SD8'den toz
verilerek geri melez yapilmis ve GMsF; tohumlari alinmistir.
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Cizelge 1. Gerimelez asamalari, mekanik inokulasyon yapilan bitkiler, dayanikl bitki
saylilari ve oranlari

Geri Mekanik Mekanik Mekanik inokulasyon
melez inokulasyon yapilan  inokulasyon sonrasi  sonucu
asamasi bitki sayisi dayanikh bitki sayisi  dayanikli/hassas orani
(%)
GM1F1 270 142 52
GM2F1 390 180 46
GM3F1 508 264 51
389 195 50

Cizelge 2. Gerimelez asamalari, molekiiler testleme yapilan bitki, dayanikl bitki
sayllari ve oranlari

Geri Molekdler testlenen  Molekiiler testleme Molekilerde
melez bitki sayisi sonucu dayanikl bitki  dayanikli/hassas
asamasi saylsl orani (%)
GM1F1 139 113 81
GM2F1 108 94 87
GM3F1 175 152 87

140 120 86

Besinci dénemde GMsF; bitkilerinden 508 adet bitki mekanik
inokulasyon ile testlemeye alinmistir. Bu bitkilerden 264 adedi dayanikli
olarak gozlenmistir. Dayanikli bitkilerden 175 adedi molekiiler testlemeye
alinarak Pvr4 geni icin PCR ve kesim optimizasyon calismalari yapilmis ve 23
adedinin hassas, 152 tanesinin de heterozigot dayanikli oldugu tespit
edilmistir. Molekdiler testleme sonucu dayanikh gikan bitki sayisinin mekanik
inokulasyo ile testleme sonucu dayanikli gikan bitkiye orani %87'dir (Cizelge
2).

Calismada, mekanik inokulasyon ile testleme sonucu dayanikl bitki
sayisinin molekiler testleme sonucu arasinda tiim geri melez asamasinda
ortalama %85'lik bir uyum s6z konusu iken aralarinda %15'lik bir fark
gorilmistir. Calismamizda kullandigimiz  Caranta vd. (1999) CAPS
markirinin, Pvr4 genine yaklasik olarak 2.1 cM mesafede oldugunu
belirtmistir. Fakat acikca gdrilmektedir ki markir-gen arasinda geriye
melezleme populasyonlarinda %13-%18 arasinda (13-18 cM) rekombinasyon
gozlenmistir. Mekanik inokulasyon ile testleme ile molekiler testleme
sonuglari arasinda ortaya cikan farkin CAPS markiri ile gen arasindaki linkajin
kinldigini  géstermektedir. Calisma sonucunda molekiiler markirla yapilan
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seleksiyonlarin mutlaka mekanik inokulasyon testlemesi de yapilarak
materyal seciminin buna goére yapilmasi kanisina varilmistir.

M M Ht Ht HH HHHHH HHHHH H M

Bhkp — 458 bp

444 bp

a b

Sekil 4. CSO-CAPS isaretleyicisinin kullanimiyla elde edilen PCR (a) ve A/MNI kesim
enzimi Uriininin bant deseni (b). M: 100 bp DNA Ladder

4. SONUC

Bu calismada; SD8 cesidinin PVY’ye dayanikliidini saglamak amaciyla
dayanikli genotipten Pvr4 geni aktariimistir. Dayanikliik geninin aktarimi ile
birlikte dedisen bitki ve meyve ozellikleri geriye melezleme calismalari ile
korunmaya calisiimaktadir. Ydritllen bu islah programi ile lilkemizde genis
ekim alanina sahip SD8 cesidi kisa surede PVY'ye dayanikliik kazandiriimig
olarak Ulkemiz Ureticisinin hizmetine sunulabilecektir. Dayanikli ebeveyn CM-
334 genotipinin ayni zamanda nematod dayanimi igin 'N' geni tasidigi
bilinmektedir. Geriye melezleme ile 'N' geninin aktarildigi hatlarin tespit
edilmesi PVY ve nematod dayaniml SD8 cesidi ortaya ¢ikarma potansiyeli
tasimaktadir.

Tesekkiir

_ Bu calismada KAMAG-109G029 no'lu projemize mali destek saglayan
TUBITAK'a tesekkiir ederiz.
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