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oz

Amag:Biber (Capsicum annuumlL.) genotiplerinin SSR (Simple Sequence Repeats)
markorleri ile genetik karakterizasyonuyapilmistir.

Materyal ve Metot:Calismada kullanilan biber cesitleri Akdeniz Bolgesinde yer alan
Antalya ilindeki cesitli fide sirketlerinden temin edilmistir. Toplamda 10 gesit biber fidesi
ve 10 SSR primeri ile PCR calismalar ylruttlmustar.

Bulgular:SSR markorleri ile yapilan UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic mean) analizleri sonucunda biber cesitleri 2 ana gruba ayrimistir. Birinci
ana grup iki alt gruba aynlmstir. ilk alt grupta Vezir, U¢burun, Aciburun, Yiikselince,
Anadol, Serenad, Hayfa Sili yer almaktadir. ikinci alt grupta ise Jalomex yer almaktadir.
ikinci ana grupta Ergenekon ve Kanyon genotipleri yer almaktadir. Vezir- Ucburun ve
Yiikselince- Anadol cesitleri benzer gruplar olup incelenen SSR bolgeleri bakimindan
benzer 6zellik gostererek birlikte gruplanmistir. Ergenekon- Kanyon, Serenad- Hayfa
Sili kendi aralarinda benzerlik gésteren diger gruptur. En uzak benzerlik Jalomex ve
Ergenekon arasinda olup, ikinci uzak benzerlik Jalomex- Kanyon arasindadir. Toplam
allel sayisinin 162, spesifik allel sayisinin 60 oldugu ve bant blyukliginin ise 164 ile
294 bg arasinda degistigi belirlenmistir. Polimorfik bilgi icerigi (PBI) 0.04 ile 0.89 arasinda
degisim gOstermistir.

Sonug:Turkiye'deki biber tiirlerine ait SSR bulgularimiz, bélgede bundan sonraki 1slah
calismalarinda ebeveyn seciminde bir basamak olustururken, biber genotiplerinin
yayllma alanlarinin belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastiriimasinda,biber

genotiplerinin karakterizasyonunda kullanilabilir.

ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to investigate the molecular characterization
of pepper (Capsicum annum L.) genotypes using SSR markers.

Material and Methods:The pepper seedling varieties used in the study were obtained
from various seedling companies of Antalya province in the Mediterranean Region. PCR
analyses were carried out with 10 different pepper seedlings and 10 SSR primers in total.

Results: As a result of analysis with SSR markers, pepper varieties were divided into 2
main groups according to UPGMA method. The first main group is divided into two sub-
groups. In the first sub-group Vezir, Ucburun, Aciburun, Yiikselince, Anadol, Serenad,
Hayfa Sili is located. In the second subgroup, Jalomex is located. The second main group
is Ergenekon and Kanyon. Vezir-Ucburun and Yiikselince- Anadol varieties are similar
groups and grouped together with the same characteristics in terms of the regions
examined. Ergenekon-Kanyon, Serenad-Hayfa Sili is another branch showing similarity
among themselves. The most distant similarity is between Jalomex and Ergenekon, the
latter being between the similarity Jalomex-Kanyon. It was determined that the total
number of alleles was 162, the number of specific alleles was 60, and the band size
ranged from 164 to 294 bp. Polymorphic information content (PIC) ranged from 0.04
to 0.89.

Conclusion:SSR findings of pepper species in Turkey, creating a step in the selection
of the next breeding parents to work, to determine the span of pepper genotypes, the
comparison of genetic collection, used in the characterization of pepper genotypes.
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GiRis

Turkiye, kuzey yarimkurede yer almasi, bulundugu
yarimada ve enlem-boylam ozellikleri itibariyle genis bir
bitki 6rtlsline ve ¢ok sayida farkli bitki ¢esidine sahiptir.
Diinya ¢apinda en ¢ok biber Gretiminin yapildigi tlkeler
sirastyla Cin, Meksika, Tiirkiye, Endonezya ve Amerika'dir.
Biber Turkiye'de oldukga genis tarim alanlarina sahip
olup Ulkenin iklimi yetistiricilige olduk¢a musait
oldugu icin tim bolgelerde Uretimi yapilabilmektedir.
Ulkemizde biberin ¢ok sayidaki cesitliligi ve genis Giretim
alanlarina sahip olusu, biber gen kaynaklari agisindan
zengin oldugunun en giizel géstergesidir (Ozbek, 1947).
2018 yiliitibariyle toplam biber Giretim miktari 2.554.974
ton olup bunun 1.128.060 tonu kapya biber, 930.349
tonu sivri biber, 397.175 tonu dolmalik biber ve 99.390
tonu carliston biberdir (TUIK, 2019). Biber, Solanaceae
ailesinin bir Uyesi olup, Uyesi oldugu Capsicum cinsi
cok sayida tur icermektedir. En yaygin tirler, Capsicum
chinense, C. frutescens L.,.C. annuum L., C. baccatum L.
var. pendulum ve C. pubescensdir (Eshbaugh, 1980).
Diinyada Capsicum chinense ve Capsicum frutescens
nemli alanlarda yetisirken, Capsicum baccatum aci
olmasindan dolayi sinirlh bolgelerde yetistirilir. Capsicum
pubescens turinun tuketimi taze olarak yapilirken deniz
seviyesinden yuksek alanlarda uUretimi yapilmaktadir
(G6¢men, 2006). Biberin onlarca gesidi bulundugu gibi
kullanim alani da oldukca genistir. Ozellikle yiyecekleri
renklendirmede, tatlandirmada, kozmetik ve alternatif
tip alaninda sik¢a kullanilmaktadir. Biber, icerdigi
besinler bakimindan fazlasiyla zengin olmakla beraber
icerik olarak da oldukca degerlidir. 100 g yesil biber
29 kalori olup 1.1g protein, 0.2 g yag, 92.6 g su, 4.2 g
karbonhidrat, 1.4 g seliiloz icermektedir. A, B1, B2, C
vitaminleri agisindan da oldukg¢a zengin olup, K ile P
vitaminleri ve alkoloidleri de icermektedir (Vural ve ark.
2000; Giinay, 2005).

Nukleik asit temeline dayali genetik markorlerin
genom analizlerinde kullanimi islahgilar icin sikca
basvurulan ve ihtiya¢ duyulan bir alandir. Bu markérler
kullanilarak birbirine morfolojik olarak ¢ok yakin olan
kiltlr cesitleri ayrlabilir ve tanimlanabilir (Yorgancilar
ve ark., 2015). Geleneksel bitki i1slahi zaman ahcidir ve
cevresel sartlara baghdir. Molekiiler 1slah ¢alismalari ise
klasik 1slaha oranla daha az isguict ve daha kisa zaman
gerektirirken ihtiya¢ duyulan populasyon buyukligu
klasik 1slaha nazaran ¢ok daha kiiciik olmaktadir (Gupta
and Rustgi, 2004, Furan ve Yice, 2009).

Bitki genetik ¢esitlerinin tanimlanmasi, tohum
ornekleri ya da turler arasindaki genetik varyasyonun
miktari ve dagiliminin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenerek
yapilmaktadir. Tirler arasindaki ¢esitlilik, molekuler

seviyede SSR, ISSR, AFLP, SNP ve RAPD teknikleri ile
belirlenebilmektedir (Paran et al., 1998; Karakurt
and Huber, 2009; Hulse-Kemp et al., 2016; Karatas ve
ark., 2017). SSR tekniginde, ardisik dizi tekrarlarinin
sayisindaki farkhiliklar sayesinde PCR sonucu farkh
uzunlukta parca cogaltimi yapilir. Bu tekrarlar ¢cok yakin
tir ve cesitler arasinda dahi tekrarlanan Unitelerin
sayisinda degisiklige yol acan mutasyonlar nedeni
ile oldukca polimorfiktir (Gupta et al., 1994). Ayrica
kodominant markor vermesi ve PCR kolayligina sahip
olmasi da kullanim oranini arttirmaktadir (Réder et
al., 1995). Bu calismada biber (Capsicum annuumL.)
materyaline ait 10 6rnek bitki genotipinin 10 SSR
belirteci yardimi ile tir ici genetik yakinliklari ve
farklihklari, diger cesitler ile yakinlik dereceleri ve
populasyona ait DNA kimlik tespiti hedeflenmistir.

MATERYALveYONTEM
Materyal

Calismada ulkemizde yaygin olarak yetistiriciligi
yapilan, farkh agronomik ozelliklere sahip ve
yetistiricilerin  verdigi 6n bilgilerle olusturulan
seleksiyon krtiterleri dogrultusunda secilen 10 farkh
biber cesidibitkisel materyal olarak kullaniimistir.
incelenen cesitlere ait fideler Antalyada bulunan
Yiksel Tohum ve Multi Tohum sirketlerinden ticari
olarak temin edilmistir. Kullanilan 10 biber cesidi;
Ergenekon F1(dolma), Kanyon F1 (carliston), Vezir F1
(sivri), Actburun F1 (aci kil sivri), Ucburun F1 (Gcburun),
Yikselince F1 (sivri), Jalomex F1 (jalapeno), Anadol
F1 (dolma), SerenadF1 (kapya), Hayfa Sili F1 (sili)dir.
Bu calisma, literatlir taramasi sonucu arastirmalarda
kullanilarak basarili sonuclarin alindigi 10 SSR primer
cifti ile yurGttlmustir (Cizelge 1).

Yontem

Biber DNA'sinin izolasyonu 50-60 mg geng yaprak
materyali kullanilarak CTAB ekstraksiyon protokoli ile
gerceklestirilmistir (Weising et al., 1991). ilk asamada
yaprak ornekleri sivi azot kullanilarak porselen havan
icinde ezilmistir. 500 pul DNA izolasyon tampon ¢ozeltisi
(1M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA, 5 M NaCl, 20 g CTAB),
0.8 g PVP, 100 pl B-mercaptoethanol ilave edilmis
ve Ornekler bir siire daha tampon c¢ozeltisi icinde
ezildikten sonra ependorflara alinmis ve izolasyon
islemi protokole uygun olarak gerceklestirilmistir. Son
asamada DNA'nin ¢Oziinmesi amaciyla tiiplere 50 pl
TE buffer (1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA) eklenerek
her 6rnegin kalitesi %1.2'lik agaroz jel elektroforezinde
kosturulan standart A-DNA’ larla karsilastirilarak
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Cizelge 1. Biber genotiplerinde kullanilan primer ciftleri
Table 1. Primary pairs used in pepper genotypes

SSR Forward (ileri) Reverse (Geri)

UD099 AAAAACACAACCCGTGCAAT AAATTCCTCCAAGCCGATCT
DCA4 TTAACTTTGTGCTTCTCCA CC AGTGACAAAAGCAAAAG
GAPU59 CCCTGCTTTGGTCTTGCTAA CAAAGGTGCACTTTCTCTCG
GAPU103 GCATCGCTCGATTTTATCC GCATCGCTCGATTTTATCC
GAPU47 GATCAGCTTAGTCTCATATTCTCTCTC CCTCGACTGATTTACACACCA
Ch05e03 CGAATATTTTCACTCTGACTGGG CAAGTTGTTGTACTGCTCCGAC
GD147 TCCCGCCATTTCTCTGC AAACCGCTGCTGCTGAAC
GD15 CGAAAGTGAGCAACGAACTCC CAAGTTGTTGTACTGCTCCGAC
RIMO19 ATTCAAGAGCTTAACTGTGGGC CAATATGCCATCCACAGAGAAA

belirlenmisti.  DNA  konsantrasyonu  belirlemek Elde edilen jel goriuntileri, bant varligi durumunda

amaciyla spektrofotometrede 260 ile 280 nm dalga
boylarinda okumalar vyapilarak ¢ozeltinin  safligi
260 nm ve 280 nm'de oOlclilen absorbans degerleri
arasindaki oran (0OD260/280) ile degerlendirilmistir.
DNA konsantrasyonu (ug/puL) = OD260 x 50 x SO/1000
formli ile hesaplanmistir. (OD260: 260 nm'de 6l¢lilen
absorbans degeri SO: Sulandirma orani)

iyi amplifikasyon olusturmayan primerler elemine
edilerek Cizelge 1'de verilen listede goriilen 10 primer
ile cahisiimistir. Calismamizda kullandigimiz primerler,
UDO099, DCA4, GAPU59, GAPU103, GAPU47, Ch05e03,
GD147,GD15, RiM019 ve RiIM036'dr.

UDO99, DCA4, primer ciftleri icin PCR reaksiyonu:
PCR reaksiyonu; son hacim 50 pl olacak sekilde 20 ng
DNA, 1 pl dNTPs, 4 pl MgCl,, 1 pl Tag DNA polimeraz,
2 ul her bir primer, 1 X PCR buffer’dan 5 pl (50 mM KCl,
10 mM Tris-HCI pH: 8.3, 1.1 mM MgCl,, 0.01% gelatin)
eklenmis ve son hacim dH,0 ile tamamlanmistir.

GAPU59, GAPU103, GAPU47, Ch05e03, GD147,
GD15, RiM019, RiM036, primer ciftleri icin PCR
reaksiyonu: PCR reaksiyonu; son hacim 20 pl olacak
sekilde 20 ng DNA, 1 ul dNTPs, 1.2 pyl MgCl,, 0,5 pl
Taq DNA polimeraz, her bir primerden 0.8 pl, 2 pl PCR
buffer'dan (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH: 8.3, 1.1 mM
MgCl,, 0.01% gelatin) olusmustur.

SSR primerlerinin  tamami icin kullanilan PCR
protokoll, 95°C'de 3dk, ardindan 35 dongi olacak
sekilde, 95°C'de 60 sn, 52°C'de 60 sn, 72°C'de 60 sn ve
son olarak 72°C'de 10 dk dongi olarak belirlenmis ve
PCR drlnleri %2.2lik agaroz jelde 90 voltta yirutilerek
Kodak GelLogic 200 sistemi ile gorintilenmistir

(Dirlewanger et al., 2002; Fathi et al., 2008).

(1), yoklugu durumunda (0) degerleri verilerek skor
edilmistir. Genetik parametreler (her lokusa ait allel
sayisi (n), allel frekansi, beklenen heterozigotluk (He),
gozlenen heterozigotluk (Ho) miktari, sessiz allel
frekansi (r) ile tespit orani (Probability of Identity)
(PI) IDENTITY 1.0 (Wagner and Sefc, 1999) programi
kullanilarak belirlenmistir. Her bir genotip icin
olusturulan SSR verileri NTSYS (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System, NTSYS-pc versiyon 2.02g,
Exeter Software, Setauket, N.Y., USA, (Rohlf, 1993))
programinda analiz edilmistir. Benzerlik indeksleri Dice
(1945)'e gore hesaplanmis ve genotipler arasindaki
benzerlikler UPGMA metodu kullanilarak elde edilen
dendrogramlara gore belirlenmistir.

ARASTIRMA BULGULARI

Calismada 10 biber genotipi icerisindeki
polimorfizmleri tespit etmek icin toplam 10 SSR
primeri kullanilmis ve kullanilan markirlarin  tim
biber genotiplerinde bant liretmistir. Cizelge 2'de biber
SSR markor kombinasyonlarindan agiga cikan allel
sayisi, bant buylkligl, gozlenen (Ho) ile beklenen
(He) heterozigotluk degerleri, tespit olasiligi (TO)
ve polimorfik bilgi icerigi (PBi) oranlar verilmistir.
SSR yo6netimi kullanilarak yapilan calisma verilerine
gore toplam allel sayisi 162, spesifik allel sayisi 60
olup calismada kullanilan primerler 123 ile 442 bg
arasinda bantlar vermislerdirLokus basina allel sayisi
4-16 arasinda olup ortalama 11.6'dir. Ayrica, ¢ogu
primer cifti icin beklenen heterozigotlugun (He)
go6zlenen heterozigotluktan (Ho) daha yiiksek oldugu
belirlenirken, Ch05e03, GD147, UDA24 VE CHO095
primerlerinde beklenen heterezigotluk (He) gézlenen
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heterozigotluktan (Ho) daha disuktir. En fazla allel
sayisi RIMO19 primerinde 16 adet olarak belirlenirken,
en yiiksek beklenen heterozigotluk RiM019 (0.859)
primerinde, gézlenen heterozigotluk degeri ise GD147
(0.854) primerinde tespit edilmistir. Polimorfik bilgi
icerigi (PBi) 0.04-0.89 arasinda degisim gostermistir.
En disik PBIi degeri (0.04) GD15 primerinde tespit
edilirken, en yuksek 0.83 orani ile UDO99 primerinde
elde edilmistir. En dugsik tespit olasihgi 0.069 ile
GD147 primerinde, en yuksek ise 0.954 ile UDO99
primer ciftinde belirlenmistir. Dice benzerlik degeri
kullanilarak cesit ve genotiplerin birbirleri ile olan
iliskilerini belirlemek icin kimelendirme analizi UPGMA
metodu kullanilarak NTSYS-pc programi ile yapilmistir.
Ortaya c¢ikan gruplandirmanin benzerlik degerleri
0.76-0.88 arasinda degisim gostermistir. Biber cesitleri
arasinda yapilan grup analizinde iki ana grup ortaya
cikmistir (Sekil 1). ik ana grupta Ergenekon ve Kanyon
genotipleri yer almakta, ikinci ana grup ise dort alt
gruptan olusmaktadir. ilk alt grupta Vezir, Ucburun,
ikinci alt grupta Aciburun, Yikselince, Anadol, ti¢lnci
alt grupta Serenad, Hayfa, dordiinci alt grupta Jalomex
yer almistir. Vezir ve Ucburun ile Yiikselince ve Anadol
cesitlerini ayirt edecek polimorfizmler bulunmazken
cesitler kendi aralarinda gruplanmistir. Ergenekon,
Kanyon ve Jalomex cesitleri tek bagslarina birer alt grup
olusturmustur. Sonucta Seranad ile Hayfa genotipleri
arasinda yakin korelasyon oldugu goézlemlenmistir.
Birbirine en uzak olan genotipler ise Jalomex ve
Ergenekon olarak tespit edilmistir (Sekil 1).

Biber cesitleri arasinda Dice coefficient metodu ile
hesaplanan benzerlik katsayisi sonuclari  0.715-0.877
arasinda farklilk gostermistir (Cizelge 3). En dusik
benzerlik katsayisi Jalomex ve Kanyon arasinda (0.715),
enyiksek benzerlik katsayilar ise Anadol veYiikselince,
Hayfa ve Anadol, U¢ burun ve Vezir genotipleri arasinda
(0.877) bulunmustur.

SONUC

Yartutmis oldugumuz calismada biber cesitlerinin
genetik karakterizasyonunu belirlemek amaci ile
10 SSR primeri ile 10 biber cesidinin molekiler
karakterizasyonu yapilmis, genotipler arasindaki iligki
ortaya konulmustur. Molekiler incelemeye alinan 10
biberin populasyon ici benzerlikleri olmasiyla birlikte

farkliliklari da ortaya konulmustur. Strmeli ve ark.
(2007)'nin yapmis olduklari ¢alismada Surmeli, Yalova
Carliston, Yalova Yaglik, Yalova Corbaci, Yalova TatliSivri,
Kandil Dolma ¢esitlerini kullanmislar ve bu cesitlerde
SSR primerleri ile polimorfizm elde edemediklerini
bildirmislerdir. Kullanilan markérlerin etkinligi PBi ve
He degerleri ile kantitatif olarak belirlenmis ve SSR
primerlerinin C. annuum genotipleri arasindaki genetik
cesitliligin belirlenmesinde etkili oldugu gortlmustir
(Mandal et al., 2013). GD15 disinda kullanilan tim
primerlerde He ve PBi degerlerinin 0.4'ten daha biiyiik
olmasi bu primerlerin etkinliginin gostergesi olarak
kabul edilebilir. PBi degerlerine dayanan primerlerin
etkinligi ile ilgili sonuglarimiz Rana et al. (2014) ve
Olatunji and Afolayan (2019)1n yaptiklari C. annuum
genotiplerinin 0.60 olan PBi degerleri ile &rtiismektedir.
En yiksek PBI degeri ise C. annuum genotiplerinde
ISSR markorleri ile yapilan calismada 0.77  olarak
belirlenmistir (Ibarra-Torres et al., 2014).

Aktas et al. (2009)'nin yuritms olduklari calismada,
llica 256 ve Kandil Dolma cesitlerinin de bulundugu
Alata Bahce Kultiurlerine ait biber genotiplerinde
genetik cesitliligi  belirlemek amaci ile yapilan
molekiiler karakterizasyon calismasinin  sonucunda
da genetik cesitliligin disik oldugu tespit edilmistir.
Literatlr calismalarindan elde edilen bu sonuclar
calismamizin sonucunu destekler niteliktedir. Lefebvre
et al. (2002)'nin yuritmas olduklar ¢alismada, biberde
hem tirici hem de tiirler arasi melzelemeler sonucunda
gelistirilen genetik haritalar belirlenmistir. Turler arasi
melezlemeler ile C. annuum x C. chinense (Livingstone
et al., 1999; Kang et al., 2001; Lee et al., 2004; Yi et al.,,
2006) ve C. annuum x C. frutescens (Chaim et al., 2001;
Rao et al., 2003; Wu et al, 2009) genom haritalari
olusturulmustur.

Calismamiz verilerine gore biber genotiplerinin
yapilarinin anlasiimasi ve siniflandirmalarin
yapilmasinda SSR markérlerinin  olduk¢a kullanisli
oldugu sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuclar,
biber genotiplerinin giderek genisleyen calisma
alanlarinin  belirlenmesinde, genetik kaynaklarin
karsilastirilmasinda, biber genotiplerinin
karakterizasyonunda ve gelecekte yapilacak islah
programlarinda ana bireylerin seciminde kullanilabilme
ozelligine sahiptir.
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