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TSWV’ye dayaniklilik geni ile iliskili olan SCACsss CAPS markirt 1slah programlarinda
dayanikli ve hassas biber genotiplerini ko-dominant seviyede (RR, Rr, 1) ayirt etmek i¢in
kullanilmaktadir. Ancak farkli genetik arka plana sahip olan bazi 1slah materyallerinin
heterozigot ve homozigot diizeyde seleksiyonunda tutarsiz sonuglar almabilmektedir. Bu
caligmada farkli genetik kaynaklardan elde edilmis F2 biber genotiplerinin SCACsg markiri
kullanarak domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV)’ne karsi dayanikliliginin molekiiler
yontemlerle testlenmesinde iki farkli enzimle (Xbal ve Taql) yapilan kesim sonuglarmin
karsilagtirmali olarak birlikte degerlendirilmesinin ve dayanikli ile hassas genotiplerin ko-
dominant seviyede belirlenmesinde kullanilabilirliginin test edilmesi amaglanmustir.
Calismada F2 asamasindaki iki popiilasyona ait genotipler SCACsss CAPS markin
kullanilarak test edilmistir. Calismada her iki popiilasyondan toplam 110 adet F2 bitkisine ait
genomik DNA SCACsss CAPS markirt ile PCR’da gogaltilmis ve elde edilen PCR triinleri
Xbal ya da Taql enzimleri ile kesilmistir. Kesim tiriinleri % 2’lik agaroz jelde ayristirilarak
UV altinda gorintilenmistir. Calisma sonuglari popiilasyonlardan bir tanesine ait F2
genotiplerinde heterozigot ve homozigot diizeyde beklenen genotipik a¢ilimi (1RR:2Rr:1rr)
verirken diger popiilasyonda F2 seviyesinde beklenen agilimin elde edilebilmesi i¢in her iki
enzime ait kesim sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi sonucu dayanikli ve hassas bireylerin
heterozigot ve homozigot seviyede ayirt edilebilecegini gostermistir. Sonuglar agilim gésteren
F2 popiilasyonlarinda SCACsss CAPS markirmin TSWV’ye karsi hassas ve dayanikh
genotiplerin  belirlenmesinde, iki enzimle kesim yapilarak basarili bir sekilde
kullanilabilecegini teyit etmistir.
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A CAPS marker linked to resistance gene to TSWV in pepper was employed to classify
tolerant and susceptible plants at co-dominant level (RR, Rr, rr). During this process selecting
heterozygote and homozygote resistant plants from different genetic backgrounds may show
some deviations. In this experiment for determination of heterozygote/homozygote
resistance/susceptible genotypes developed from different genetic background using two
enzymes (Xbal and Taql) separately at the same time and assessing the gel pictures together
was studied. For this purpose, the F2 pepper plants belonging to two different population and
each population developed from different genetic background were tested with SCACsgs
marker. The genomic DNA of 110 plants representing both populations were amplified with
SCAC568 CAPS marker and the PCR products were digested with Xbal and Taql enzymes.
The digested fragments were separated in agarose gel and visualized under UV light. The
genotypes belonging to one population gave the expected segregation (LRR: 2Rr: 1rr) at F2
level while the other population required digestion of PCR products with both Xbal and Tagl
enzyme separately and assessment the results together to determine resistant and susceptible
plants at co-dominant level and to obtain the expected F2 segregation. The results showed that
SCAC568 CAPS marker can be used successfully to select the resistant and susceptible
genotypes in F2 segregation population by employing two enzymes.
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1. Giris

Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV) diinyada biber
iretimini sinirlayan ve ekonomik kayiplara neden olan en
6nemli ilk on viriis arasinda yer almaktadir (Goldbach ve Peters
1994; Parrella 2003). TSWYV ilk defa Avustralya’da Brittlebank
(1919) tarafindan rapor edilmis olup domates, biber, marul,
patates, papaya, yerfistig1 tiitiin gibi ¢ok cesitli konukgusu
bulunmaktadir (German ve ark. 1992; Parrella ve ark. 2003).
Tiirkiye’de ilk defa marul bitkisinde Tekinel ve ark. (1969)
tarafindan tespit edilen TSWV daha sonra domates (Tekinel
1973), tiitiin (Azeri 1994) ve biberde de (Yiirtmen ve ark. 1999)
tespit edilmistir. TSWV’nin neden oldugu iiriin kayiplarini en
aza indirmek i¢in farkli kontrol metotlart uygulanmaktadir.
Vektorle miicadelede kullanilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metotlar hem uygulamas: giic hem de genellikle yetersiz
kalmaktadir (Rosello ve ark. 1996; Cebolla-Cornejo ve ark.
2003). Bu nedenle miicadelede en iyi yontemin TSWV’ye
dayanikli gesit gelistirmek oldugu belirtilmektedir (Floor 1971).
Dayanikli ¢esit gelistirme ¢alismalarinda uygulanan klasik
testleme zaman ve iggiicii kaybma neden olan zahmetli bir
yontemdir (Moury ve ark. 2000). TSWV’ye dayaniklihd
kontrol eden gen (Tsw) birgok Capsicum chinense biber

genotipinde (‘PI  152225°, ‘PI 159236°, ‘CNPH 275’
‘C00943’ve  “7204°) tespit edilerek 10. kromozomda
haritalannmg  ve  kiiltiir  gesitlerine  (Capsicum  annum)

aktarilmustir (Black ve ark. 1991; Costa ve ark. 1995; Boiteux
1995; Moury ve ark. 1997; Jahn ve ark. 2000). TSWV’ye
dayaniklilik geninin (Tsw) islah ¢alismalarinda kullanimini
kolaylagtirmak i¢in Moury ve ark. (2000) tarafindan yiiriitiilen
calismada Tsw'ye bagli oldugunu tespit edilen RAPD (Rastgele
¢ogaltilmis polimorfik DNA) markiri, CAPS (kesilmis
¢ogaltilmig polimorfik diziler) markirina gevrilerek (SCACses),
markir yardimiyla 1slah (MAS) ¢alismalarinda kullanilmaya
baglanmustir (Celik ve ark. 2018). Arastiricilar SCAR makirina
ait PCR emplikonlarimin Xbal, Taql, veya Haelll emzimleri ile
elde edilen kesim firiinlerinin TSWV’ye dayanikli ve hassas
genotiplerin belirlenmesinde farkli genetik arka plana sahip
genotiplerde basar1 ile kullanilabilecegine isaret etmislerdir
(Moury ve ark. 2000). Ancak, SCACses + Xbal markirt ile
tarafimizda yapilan bazi molekiiler testleme sonuglarinda farkli
dayaniklililk  kaynaklar1  kullanilarak  gelistirilmis ~ F2
popiilasyonuna ait bireylerde beklenen agilimm (1RR:2Rr:11r)
elde edilemedigi, heterozigot ve homozigot bireylerin kesin
olarak ayirt edilmesinde bazi giigliiklerin var oldugu
belirlenmistir.

Bu caligmada farkli iki genetik kaynaktan olusturulmus iki
F2 popiilasyonuna ait genotiplerinden elde edilen DNA ile
SCACses primeri kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri ayr1 ayri
hem Xbal ile hem de Taql enzimi ile kesilmis ve iki kesim
sonucu karsilastirilarak birlikte degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

Caligma materyali olarak iki farkli dayanikli F1 (Rr)
kaynagi kullanilarak elde edilen iki biber (Capsicum annum)
popiilasyonun (Popiilasyon I ve Popiilasyon II) F2 bireyleri
kullanilmustir. Popiilasyon I’den 52 ve popiilasyon II’den 58
adet olmak tizere toplam 110 F2 bitkisinin yaprak rneklerinden
CTAB protokolii (Doyle ve Doyle 1987) uygulanarak DNA
izolasyonu yapilmistir. DNA &rnekleri agaroz jelde yiiriitiilerek
kalite kontrolii ve konsantrasyon esitlemesi yapildiktan sonra
Moury ve ark. (2000) tarafindan gelistirilmis CAPS markiri
(SCACses) kullanilarak PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir.

Reaksiyonda 20-30 ng ul! genomik DNA, 1.5 pl 10xPCR
buffer, 1 pl 2.5 mM dNTP karigim, 2 pl 25 mM MgCly, ileri (5
GTGCCAGAGGAGGATTTAT 3°) ve geri &
GCGAGGTGGACACTGATAC 3°) primerlerin (10 pmol ult)
her birinden 1 pl ve 0.08 ul (5 U ult) Tag polymerase enzimi
iceren karigim kullanilmistir. PCR cihazinda (MyGenie 96-
Bioneer) dongii protokolii 3 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 35
dongili 95 °C’de 50 saniye denatiirasyon, 57 °C’de 45 saniye
baglanma, 72 °C’de 50 saniye uzama, bunu takiben 72 °C’de 10
dakika son uzama seklinde uygulanmistir. PCR iiriinlerinin
teyidi amaciyla % 1.5°luk agaroz jelde ayristirilmis ve etidyum
bromid ile boyanan jel wultraviyole transilliminatorde
gorlintiilenmistir. Daha sonra her bir F2 materyalinden elde
edilen PCR iiriinii Xbal ya da Taql enzimleri ile ayr tiiplerde
kesim iglemine alinmigtir. Bu asamada, PCR {iriinlin 7 pl’si bir
tiipe almarak 1ul Xbal (10 U ul) enzimi, diger 7 pl>’si farkl
bir tiipe alinarak ul Taqgl (10 U ul) enzimi eklenmis ve her iki
tipe 1 pl 10X kesim tamponu ve 2 pl niikleaz icermeyen steril
su eklendikten sonra Xbal enzimi ile kesim igin 37 °C’de ve
Taql enzimi i¢in ise 65 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Kesim sonrasi elde edilen driinler % 2’lik agaroz jel
elektroforezinden sonra ultraviyole transiliiminatdrde
goriintiilenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

SCACsss primeri ile yapilan PCR reaksiyonu sonuglari her
iki popiilasyona ait genotoiplerde 568b¢ biiyiikliigiinde DNA
amplifikasyonun var oldugunu goéstermistir  (Sekil 1).
Popiilasyon I’e ait olan 52 F2 bitkisinden elde edilen PCR
iriinleri her genotip i¢in ayr tiiplerde olacak sekilde Xbal ve
Taql enzimleri ile kesilmistir. Xbal enzimi ile yapilan kesim
reaksiyonu sonuglart dayanikli homozigot (RR) genotiplerin
PCR iiriinlerinin biiylik oranda kesilerek agaroz jelde yaklasik
280b¢ uzunlugunda tek bant goriintiisii olustururken,
heterozigot genotiplerde (Rr) kesilen ve kesilmeyen {iriinlerin
olusturdugu iki bant (280bg¢ ve 568bg) goriintiillenmis ve hassas
genotiplerde (1r) ise elde edilen PCR iiriinii kesime ugramayarak
568b¢ Dbiyiikliginde tek bant belirlenmistir (Sekil 2a).
Popiilasyon I’e ait 52 adet F2 bitkisinin Taql enzimi ile yapilan
kesim iglemi sonucunda homozigot dayanikli (RR) bireylerin
PCR iiriinleri (568bg) kesime ugramazken, homozigot hassas (rr)
bireylerde PCR iiriinii tamanu ile kesilerek yaklasik 230 ve 330
be bityiikliigiinde riinlere doniigmiistiir (Sekil 2). Heterozigot
bireylerde hassas allel kesime ugrayarak 2 band (230bg¢ ve
330bg) olustururken, dayanikli allel kesilmeyerek 568bg
biiyiikliiglinde kalmig ve agaroz jelde toplam 3 DNA bandi
olarak goriintiilenmigtir (Sekil 2b). Popiilasyon I’de her iki
enzimle ayri ayri yapilan kesim sonuglari birbiri ile ve SCACses
markirmin gelistirildigi (Moury ve ark. 2000) ¢alisma sonuglart
ile tam olarak uyumlu bulunmustur. Ayrica, F2 bireylerinin
26’sinin heterozigot dayanikli (Rr), 14 tanesinin homozigot
dayanikli (RR) ve 12 &rnegin ise hassas (rr) sonug iiretmesi tipik
bir F2 popiilasyonunda beklenen 1:2:1 acilimi ile de
ortiismektedir (x>= 0.15; p< 0.05) (Cizelge 1).

Popiilasyon II’de test edilen 58 F2 genotipinin 56 adetinden
PCR iiriinii elde edilmistir. Bu 56 genotipe ait {iriinlerin Xbal
enzimi ile yapilan kesim analizi sonucunda, 11 adet hassas (rr)
bireye ait PCR iirliniiniin beklendigi sekilde kesime ugramadig:
goriilmiistiir (Sekil 3a). Ancak, geri kalan tim F2 bireylerinin
(45 adet) profili ise tamamu ile heterozigot bir bireyden
beklenen profil ile uyum gostermis olup, bu popiilasyondan
homozigot dayanikli (RR) jel profili elde edilememistir (Sekil
3a). Dolayisi ile, popiilasyon II’de Xbal
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500bp

Sekil 1. Baz1 F2 genotiplerinde SCACsgg primeri ile yapilan PCR reaksiyonu sonucu elde edilen 568 bp’lik iiriinlere ait 6rnek jel goriintiisii. M: 1 kb
DNA.

Figure 1. The gel picture of 568 bp PCR product obtained with SCAC568 primer M: 1 kb DNA.
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Sekil 2. Popiilasyon I’e ait 52 6rnegin PCR iirlinlerinin iki farkli enzim ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii. (a) Xbal enzimi ile kesilmis
tiriinler, (b) Taql enzimi ile kesilmis tirtinler, M: 1 kb DNA, RR: dominant homozigot, Rr: heterozigot, rr: resessif homozigot genotipler.

Figure 2. The gel picture of digested PCR product of 52 samples belonging to Population I; using two different enzymes, a: The digested fragments
with Xbal enzyme, b: The digested fragments with Tagl enzyme. M: 1 kb DNA, RR: dominant homozygote, Rr: heterozygote rr: recessive
homozygote genotypes.

Cizelge 1. PCR iiriinlerinin Xbal ve Taql enzimi ile yapilan kesim sonuglart (Popiilasyon I).

Table 1. The result of PCR products digested with Xbal and Taqgl enzymes (Population I).

Sample No Xbal Taql Sample No Xbal Taql Sample No Xbal Taql
1 Rr Rr 19 Rr Rr 37 Rr Rr
2 Rr Rr 20 Rr Rr 38 Rr Rr
3 Rr Rr 21 Rr Rr 39 Rr Rr
4 Rr Rr 22 Rr Rr 40 7* RR
5 RR RR 23 r m 41 r m
6 RR RR 24 RR RR 42 m m
7 RR RR 25 r m 43 m m
8 RR RR 26 r m 44 Rr Rr
9 m m 27 RR RR 45 Rr Rr
10 m rr 28 RR RR 46 Rr Rr
11 m m 29 Rr Rr 47 Rr Rr
12 RR RR 30 Rr Rr 48 RR 7*
13 Rr Rr 31 Rr Rr 49 RR RR
14 Rr Rr 32 RR RR 50 Rr Rr
15 Rr Rr 33 RR RR 51 Rr Rr
16 Rr Rr 34 m rm 52 Rr Rr
17 RR RR 35 r m
18 RR RR 36 Rr Rr

*; Belirsiz sonug. *; Ambiguous results.
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enzimi ile elde edilecek sonuglar yalnizca dayanikli ve hassas
bireyleri giivenilir bir sekilde ayirirken, RR ve Rr profilini
ayiramamaktadir (Cizelge 2). Testleme sonucu elde edilen 3:1
acitlim orani, tipik bir F2 popiilasyonunda kodominant bir
markirdan beklenen oran (1:2:1) ile uyumsuz olup (x?= 24.96;
p> 0.05), ancak dominant bir markirdan elde edilecek sonuglar

500bp
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ile uyum gdsterebilir (x?= 0.85; p< 0.05), Oysa, popiilasyon
I’den elde edilen sonuglar ve Moury ve arkadaslarinm (2000)
calisma sonuglart SCACses lokusunun ko-dominant bir markir
oldugunu gosterirken farkli bir genetik arka plana sahip
popiilasyon 1II genotipleri i¢in dominant markir 6zelligi
gostermistir.

M 31 32 33 34 35 36 37 38 35 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 5758
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Sekil 3. Populasyon II’e ait 58 6rnegin (56 tanesinde iiriin elde edilmig) PCR iriinlerinin iki farkli enzim ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
(a) Xbal enzimi ile kesilmis tirinler, (b) Taql enzimi ile kesilmis tiriinler, M: 1 kb DNA.

Figure 3. The gel picture of digested PCR product of 58 samples (56 samples amplified) belonging to Population Il using two different enzymes, a:
The digested fragments with Xbal enzyme, b: The digested fragments with Tagl enzyme. M: 1 kb DNA.

Cizelge 2. PCR iiriinlerinin Xbal ve Taql enzimi ile yapilan kesim sonuglari (Popiilasyon II).

Table 2. The result of PCR products digested with Xbal and Taql enzymes (Population Il).

Sample No Xbal Taql Sample No Xbal Taql Sample No Xbal Taql
1 Rr Rr 21 Rr Rr 41 Rr Rr
2 .Rr Rr 22 Rr Rr 42 Rr RR
3 m Rr 23 Rr RR 43 Rr RR
4 m Rr 24 Rr RR 44 Rr Rr
5 Rr RR 25 Rr Rr 45 Rr Rr
6 Rr RR 26 Rr Rr 46 Rr RR
7 Rr RR 27 Rr Rr 47 Rr RR
8 Rr Rr 28 Rr Rr 48 Rr Rr
9 m Rr 29 Rr Rr 49 Rr Rr
10 m Rr 30 m Rr 50 Rr Rr
11 Rr Rr 31 Rr Rr 51 Rr Rr
12 Rr Rr 32 Rr RR 52 Rr RR
13 Rr Rr 33 Rr RR 53 Rr Rr
14 Rr Rr 34 Rr RR 54 7* 7*
15 Rr RR 35 Rr RR 55 Rr Rr
16 Rr RR 36 m Rr 56 Rr Rr
17 Rr Rr 37 ™% ™% 57 r Rr
18 Rr Rr 38 m Rr 58 r Rr
19 Rr Rr 39 Rr Rr
20 Rr Rr 40 Rr Rr

*; Belirsiz sonug. *; Ambiguous results.
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Popiilasyon II’de test edilen ayni genotiplere ait PCR
tirtinleri, Taq I enzimi ile kesime tabii tutularak uyumsuzlugun
sebebi arastirilmis ve sonuglar agaroz jelde incelenmistir (Sekil
3b). Taql kesim sonuglar1 incelendiginde, Xbal kesim enzimi
sonuglarmin 45 adet F2 genotipinden 16’smmn dominant
homozigot dayanikli genotip oldugunu (568b¢ kesilmemis PCR
iirtinii) geri kalan 40 F2 genotipinin ise heterozigot (Rr) bireyler
oldugunu gostermistir (Sekil 3b). Bu durum SCACses markirinin
bazi biber genotiplerinde dominant davrandigi sonucunu teyit
etmektedir. Sonuglar, Taql kesim sonucu heterozigot bir
bireyden beklenen profil ile tam uyumlu olup, daha 6nce Xbal
kesimi ile hassas (rr) olduklart belirlenen 11 genotip dahil hi¢bir
genotip hassas profil gostermemistir (Sekil 2b ve 3b). Bu durum,
Taql kesim sonuglar1 (16RR: 40Rr) popiilasyon II’de yalnizca
dayanikli birey genotip varligini ortaya koyarak hatali sonuglar
iretmekte ve tipik bir geri melez 1slah programinda hassas
bireylerin heterozigot dayanikli olarak yorumlanmasina yol
agabilecek sonuglar tiretmektedir.

Dayaniklilik 1slahi ¢aligmalarinda dayanikli ve hassas
bitkilerin dogru bir sekilde seleksiyonu en énemli basamaktir ve
¢ok sayida 1slah materyalinin kisa siirede ve giivenilir, bir
yontemle test edilmesi amaglanir. Bu nedenle farkli iirtinlerde
onemli hastaliklarin dayaniklilik genleri ile iliskili markir
gelistirme ¢alismalari tiim diinyada yaygin olarak yiiriitilmekte
ve mevcut markirlara yenileri eklenmektedir (Moury ve ark.
2000; Shi ve ark. 2011; Yang ve ark. 2012; Nevame ve ark.
2018). Dayaniklilik geni/genleri ile ilgili markir gelistirme
caligmalarinda genellikle yabani genetik kaynaklara ihtiyac
duyulmaktadir. Bazen birden fazla yabani genotip dayaniklilik
gen/ genlerin kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Bu durum da
bir genetik kaynaktan gelen dayaniklilik geni icin gelistirilmis
markirin baska bir kaynaktan elde edilen dayaniklilik geninin
belirlenmesinde etkin olarak ¢alisamayacagina isaret etmektedir.
Bu caligmada biberde TSWV dayaniklilik geni (Tsw) igin
Moury ve ark. (2000) tarafindan gelistirilmis CAPS markiri
farkli genetik kaynaklardan olusturulmus iki farkli F2 biber
popiilasyonunda test edilmistir. SCACses primeri (Moury ve ark.
2000) ile elde edilen PCR fiiriinleri iki farkli enzim ile kesilerek
sonuglar degerlendirilmistir. Popiilasyon I’in PCR iiriinleri hem
Xbal ile hem de Taql ile kesildiginde her iki enzimin kesim
sonuglar1 tek basma dayanikli ve hassas bireyleri ko-dominant
seviyede ayirt edebilirken, diger popiilasyonda (popiilasyon II)
F2 genotiplerinin ko-dominant seviyede ayirt edilebilmesi i¢in
her iki enzimle yapilan kesim sonuglarinin birlikte
karsilastirmali olarak degerlendirilmesi gerektigini gostermistir.
Popiilasyon 1I’de homozigot dayanikli genotipler (RR) Taql
enzim kesim sonuglari, hassas genotipler (rr) ise Xbal enzim
kesim sonuglar1 ile dogru olarak degerlendirilmistir. Bunun
disinda, kalan genotipler ise her iki kesim enzimi sonucunda da

heterozigot  profili  irettigi i¢in dogru bir sekilde
tanimlanabilmistir.
4. Sonug

Bu ¢alismada farkli genetik kaynaklardan elde edilmis F2
biber genotiplerinde SCACses markirinin PCR iirtinleri Xbal ve
Taql enzimleri ile ayr1 ayr kesilerek kesim iriinlerinin
TSWV’ye dayanikli ve hassas genotiplerin belirlenmesindeki
etkinlikleri belirlenmeye c¢alisilmigtir. Caligma sonuglart fakli
genetik arka plana sahip bitkilerde Xbal enzimi ile yapilan
kesimlerin dayanikli genotipleri dominant diizeyde dogru bir
sekilde belirleyebildigi, Taql kesim sonuglarinin ise ayni
genotiplerde hatali sonuglar tiretebildigini géstermistir. Sonuglar
ayni zamanda TSWV’ye karst dayaniklilik icin farkli allel

formlarinin farkli genetik arka planlarda var olabilecegini ve
markira dayali seleksiyon yapilabilmesi igin SCACsss
lokusunun PCR amplifikasyonu sonrast Xbal and Taql
enzimlerine ait kesim sonuglariin kargilastirmali olarak birlikte
degerlendirilmesinin gerekli oldugunu gostermistir.
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