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Biber (Capsicum annuum L.) diinyada en yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik olarak énemli yere sahip sebzelerden
gruplarindan biridir. Biber yetistiriciligi yapilan agik alanlar ve seralarda iiretim girdilerini sinirlandiran faktorlerin
basinda viriis hastaliklar1 gelmektedir. Tohumla ve mekanik yollarla taginabilen Tobamovirus grubuna ait viriislerden
ozellikle Pepper mild mottle virus (PMMoV) ve son yillarda 6zellikle domates iiretiminde ciddi problemlere sebep olan
Tomato brown rugose fruit virus (ToBRFV) biber yetistiriciligi yapilan alanlarda ciddi enfeksiyonlara sebep olmaktadir.
Bu iki viriis de biber bitkilerinde benzer simptomlar meydana getirmeleri sebebiyle simptomatolojik olarak ayirt etmek
oldukca zordur. Teshis i¢in viriislere spesifik primerler ile RT-PCR yapilmasi gerekmektedir. Viriis enfeksiyonlarindan
korunmanin en etkili yontemi dayanikli ¢esit kullanmaktir. Bu calismada biber bitkilerinde L4 dayaniklilik genini
tanilayan farkli klasik markirlar ve DYN firmasina ait ‘simple probe’ teknolojisiyle ¢alisan L4 RealTime kiti kullanilarak,
MAS (Marker-Assisted Selection) ¢aligmalariyla L4 geni tanilamas: hem klasik PCR hem de qPCR (quantitative PCR)
sonuglariyla kiyaslanmistir. MAS analizlerinde ise L4 genini tanilamak i¢in kullanilan markirlar ile kiyaslama galigsmasi
yapilmistir. RealTime PCR ile uyumlu calisan, beklenen-gozlenen sonuglarini dogrulayan klasik PCR markiri da
belirlenmistir. Laboratuvar imkanlart elverigli oldugu siirece L4 klasik markirlarinin qPCR Kkitleri ile dogrulanmasi
gerektigi, tek markira bagl kalinarak alinan sonuglarin giivenilir olmadig: ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: MAS, L4 dayaniklilik geni, PMMoV, ToBRFV, viriis

SYMPTOMATOLOGY OF TOBAMOVIRUSES INFECTING PEPPER PLANTS AND THE COMPARISON
OF REALTIME PCR RESULTS WITH DIFFERENT MARKERS DIAGNOSING THE L4 GENE

ABSTRACT

Pepper (Capsicum annuum L.) is one of the most widely grown and economically important vegetable groups in the
world. The primary factors limiting production inputs in open fields and greenhouses where pepper is cultivated are virus
infections. Major infections in pepper growing areas are caused on by the PMMoV, one of the Tobamovirus group’s
viruses that can spread mechanically and by seeds, and the TOBRFV, which has recently caused serious issues with tomato
production. It is quite difficult to diagnose these two viruses symptomatologically, requiring RT-PCR with virus-specific
primers for complete diagnosis. The usage of resistant cultivars is the best defense against viral infections. In this study,
the results of MAS analyze performed with both classical PCR and qPCR using various markers identifying the L4 gene
in pepper plants were compared. The markers used to identify the L4 gene were compared with the results of the MAS
analysis. Additionally, a traditional PCR marker was identified, which enhances RealTime PCR and supports the observed
results. As long as there are laboratory facilities available, it has been revealed that L4 classical markers should be
confirmed using qPCR kits and that the results from using only one marker are unreliable.
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GIRIS

Biber (Capsicum annuum L.) diinyada ve
iilkemizde yaygin olarak {iretilen ve tiiketilen, ayni
zamanda ekonomik olarak onemli yere sahip sebze
gruplarindan biridir. Ulkemizde Kapya, Dolmalik,
Sivri ve Carliston c¢esitleri olarak farkli biber
genotiplerinin  {iretimleri  gerceklestirilmektedir.

Biber yetistiriciligi yapilan agik alan ve seralarda
dretim  verilerini  sinirlandiran  birgok  faktor
bulunmaktadir. Biber yetistiriciliginde hem kaliteyi
hem de iiretim miktarim1 etkileyen en Onemli
parametrelerin = basinda  kimyasal miicadelesi
miimkiin olmayan viriis hastaliklar1 gelmektedir.
Uretim alanlarinda en sik karsilasilan vektorler;
yaprak bitleri (Myzus persica), thripsler (Thrips
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tabaci, Frankliniella occidentalis) ve beyazsinekler
(Bemisia tabaci) olarak bilinmektedir ve bu vektorler
Oonemli verim Kkayiplarina sebep olan viriislere
vektorlik  yapma  Ozellikleriyle  etkin  rol
oynamaktadir. Bazi arastirmacilar biber iiretim
alanlarinda sik rastlanan ve 6nemli olan ilk {i¢ viris
olarak; Potato virus Y (PVY), Tomato spotted wilt
virus (TSWV) ve Pepper mild mottle virus (PMMoV)
oldugunu belirtmislerdir. Pepper mild mottle virus
(PMMoV) ve Tomato brown rugose fruit virus
(ToBRFV)’iin de dahil oldugu Tobamovirus’lerin
bilinen bir bdcek vektérii olmamasina ragmen
mekanik yollarla ve temas ile bulasabilmeleri
nedeniyle  {iretim  alanlarinin  en  Onemli
problemlerindendir. Viriis hastaliklar1 ile miicadelede
en basarili yonetim modeli, dayanikli ¢esitlerin 1slahi
ve bu hastaliklara vektorlik yapan boceklere karsi
kiiltiirel-kimyasal miicadele yontemlerinin
kullanilmasidir. Bir¢ok viriis vektorii ile kimyasal-
kiiltiirel miicadeleler yapilarak hastalik kontrol
altinda tutulabilmektedir. Ancak Tobamovirus’ler
gibi temas yoluyla bulasabilen ve su ana kadar
vektorii tespit edilmeyen virlislerin varlig1 bliylik bir
problem olarak karsinmza ¢ikmaktadir. Viriilensligi
cok vyiiksek olan bu viriislerin miicadelesinde
dayanikli gesitlerin kullanilmasimin 6nemi daha da
artmaktadir [9].

Biber bitkisinin genomundaki 12C ve R3a
lokuslarinin pozisyonu, birkag kantitatif 06zellik
lokusuna (QTL) sahip bir R-gen kiimesini ve ayrica
baskin bir diren¢ geni olan L’yi icermektedir. L
lokusunda, Capsicum annuum (L1), Capsicum
frutescens (L2), Capsicum chinense (L3) ve
Capsicum chacoense (L4) [2, 3]. Dayaniklilig
kontrol eden dort genin allelizmi, TMV direncinin
erken bir genetik ¢aligmasinda gosterilmistir [3]. L
geninin, Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato
mosaic virus (ToMV), Paprika mild mottle virus
(PaMMYV) ve Pepper mild mottle virus (PMMoV)
dahil olmak ftizere biberi enfekte eden birkag
Tobamovirus’e dayaniklilik kazandirdig
gosterilmistir  [6, 18]. Bu Tobamovirus’ler,
patojenitelerine ve muadili direng L genleri ile
etkilesimlerine bagl olarak farkli patotipler -PO, P1,
P1,2 ve P1,2,3- olarak smiflandirilmistir. P1,2,3
olarak smiflandirilan birkagc PMMoV izolatinin en
agresif oldugu gosterilmistir, L4 hari¢ tim L geni
aracili dayaniklilik, sistemik enfeksiyonun meydana
geldigi yerlerde etkisiz kalmaktadir [14, 11]. L4, asir1
duyarli tepkiyi (HR) indiikleyerek Tobamovirus’lerin
cogu patotipine karsi direng saglar. Tobamovirus’iin
kilif proteini, belirgin bir HR olusturarak L gen aracili
direnci ortaya ¢ikardig1 gosterilmistir [2].

Diinyada bulunan PMMoV izolatlar1 P1.2 veya
P1.2.3 olarak adlandirilmigtir [15]. L3 genini tasiyan

bitkiler patotip P1.2’ye dayanikli, fakat P1.2.3e kars1
hassas oldugu belirtilmistir [14]. L4 genine sahip
bitkiler ise her iki patojene karsida dayaniklilik
saglamaktadir [14, 11].

Biber kromozomu 11’in alt kolunda haritalanan L
geni icin ¢esitli DNA markorleri ve haritalama
popiilasyonlar1 ~ kullanilarak ~ birkag ~ markdr
gelistirilmistir. Sugita ve ark. [16] tarafindan L3
lokusundan 4.0 ¢cM’de bulunan Random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markorleri
gelistirilmistir. L3 lokusuna (\0.1 cM uzaklikta) daha
yakin konumlanan markirlar, bulked segregant
analysis-amplified fragment length polymorphism
(BSA-AFLP) ve resistance gene analog (RGA)
haritalamas:  kullanilarak  gelistirilmistir  [17].
Matsunaga vd. [14], birka¢ L4 baglantili isaretleyici
gelistirilmistir. L4 lokusundan 1.5 c¢cM uzaklikta
bulunan RAPD belirteglerinden biri (WA31-1500),
AP7-APS8 adiyla bir SCAR  markiria
doniistiiriilmiigtiir. Bagka bir haritalama ¢aligmasi, L4
ile baglantili ti¢ AFLP markir1 olusturmus ve en yakin
markir  (L4SC340) bir SCAR  markiria
doniistirilmiigtir.  [11]. Bu  isaretleyici  iki
popiilasyonda test edildiginde, isaretleyici L4’ten 0.9
ve 1.8 cM uzakta haritalanmistir ve bu belirteclerin
varligl, L4 geninin iyi haritalanmasi ve L3 ile L4
arasindaki alelik iliskinin aydinlatilmasi i¢in biiyiik
bir firsat saglamistir. Daha sonraki yillarda L4 genini
tanilamak icin cesitli klonlama ve haritalama
caligmalart Yang vd. [19] tarafindan 060I2END
dominant markir1 ve 087H3T7 co-dominant markir1
gelistirilmistir. Lee vd. [12] tarafindan L4 genini
tanilayan bir SCAR co-dominant markir da literatiire
geemistir. TG036 [13] markirindan tiiretilen Tm3-
DRS markiri, PCR primer ¢ifti P118 ve primer P119
olarak tanimlanmis ve PCR iirlinlerinin, Trull (Msel)
enzimiyle kesilmesi sonucu L4 alelinin varligim
gosteren bir markir olarak patenti alinmistir [1]. L4
geni i¢in arastirtlan markirlarin sekans dizilimleri
Cizelge 2.’de 6zetlenmistir.

Yapilan bu c¢aligmada biber bitkilerinde
Tobamavirus grubuna kars1 dayaniklilik saglayan L4
geninin tanilamasinda kullanilan alt1 farkli markir ve
bir adet RealTime kiti kullanilarak markirlari
sonuclart kiyaslanmigtir. Heterozigot ve hassas
kontrollerin eklendigi klasik ve RealTime PCR
caligmalarinin sonuglarindaki farkliliklar
kaydedilerek L4 geni i¢in kullanilacak en uygun
markirin belirlenmesi amaclanmustir. Ek olarak biber
bitkilerini enfekte eden ve iilkemizde rapor edilmis
olan iki farklhi  Tobamovirus hastaliginin
simptomatolojisi de bu calismaya dahil edilmistir.
ToBRFV’nin L4 geni tasiyan dayanikli biber
bitkilerinde sebep oldugu simptomlarin, PMMoV ile
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karigtirilmamas1 igin simptomatolojinin 6neminin
vurgulanmasi da amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Caligmada piyasada satilan tescilli ¢esitleri
kontrol grubu olarak kullanilmustir (Cizelge 1). Bu
cesitler dolmalik tiplerden olusan Sobek F1
(Syngenta Tohum), Doddo RZ F1 (Rijk Zwaan),
Torpido F1 (Multi Tohum), Kanije F1 (Multi
Tohum), Zafer F1 (Yiksel Tohum), ASG 407 F1
(Asgen Tarim) ; Carliston tipi Nicole F1 (ADRossen
Tohum), Dolma tipi Egeli F1 (ADRossen Tohum). iki
adet homozigot dayanikli sentetik kontrol de
caligmaya dahil edilmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan hibrit ¢esitler ve L4

dayanimlari
Table 1. Hybrid varieties and their L4 resistances

Cesit Ismi L4 Dayanimi

Sobek F1 +

Doddo RZ F1 +

Torpido F1 -

Kanije F1 -

Zafer F1 +

Asg 407 F1 +

Egeli F1 T

Nicole F1 +

Metot

*Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu: Materyal
olarak kullanilan g¢esitlerden yaprak Ornekleri
almarak CTAB [8] metodu modifiye edilerek
uygulanmustir. Elde edilen niikleik asit ornekleri,
PCR ¢alismalarinda kalip olarak kullanilmustir.

*Klasik ve Real Time PCR Caligmalar:
Caligmadaki 9 farkli kontrol bitkinin niikleik asitleri,
Cizelge 2’de belirtilen primer dizilimleri kullanilarak
klasik PCR ¢aligmalarina tabii tutulmustur. Bu
caligmalarda GRS Hotstart Taq Mastermix (2X)
(GRISP, Portekiz) kiti kullanilarak 12.5 pul
Mastermix, 1.5 ul forward primer,1.5 pl Reverse
primer, 2 pl DNA ve 7.5 pl steril su eklenerek totalde
25 ul hacimde PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.
PCR kosullarinda ise Cizelge 2.’deki annealing
sicakliklarn takip edilerek 95°de 5 dk 1 dongi,
95°C’de 30 sn, 53-64°C’de 30 sn ve 72°C’de 30 sn-1
dk 40 dongii ve 72°C’de 10 dk 1 dongii olacak sekilde
uygulanmstir.

Klasik PCR c¢aligmalarinin sonuglarindan elde
edilen amplikonlar baz %1.5’'luk agaroz jel
hazirlanarak ve Xpert Green DNA Stain (20.000X)
(GRISP, Portekiz) boyanmistir ve iiriinler 70-100 V
arasinda yiiriitiilmiis ve UV 151k altinda goriintiileri
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kaydedilmistir. Realtime PCR i¢in DYN Firmasinin
L4 SimpleProbe kiti kullanilmis ve sonuglart Roche
LightCycler 480 cihazinda analiz edilmistir.

Cizelge 2. L4 geni igin calisilan markir listesi ve
ozellikleri

Table 2. List of markers studied for the L4 gene and
their properties

Markir Adi Dizilimi Tm (°C)
AP-7 CGTACTGTGGCTCAAAACTC 53
AP-8 ATTCGCACCGTTTAGCCCGT

L4SC340-F AAGGGGCGTTCTTGAGCCAA 53

L4SC340-R TCCATGGAGTTGTTCTGCAT

06012END-2F GCACATCAGCAGGTTTAGTACG 62
06012END-2R CCAACTGTCAAACCTCGG

087H3T7-F CCTTTGCCTGCATTATTCTTG 6

087H3T7-R GCCCAAATTTATTCCCAAATGC
P118 AATCCTTCAACTGCCATTTC 53
P119 ATTGGGACATGAGGTGTGTA

L4ASCAR-F ATCGATGCACCCCTCGTTTTAATC 64

L4SCAR-R | GAGCAGTGTGGAGTGTCTATTGCTCA

BULGULAR VE TARTISMA

Simptomatojik Bulgular

Biber bitkilerini enfekte eden Tobamoviruslerin
gosterdigi  simptomlar Sekil 1°de gosterilmistir.
Tobamovirus’lerin tipik 06zelligi olarak yaprak
simptomu  vermeyen  enfeksiyonlarin,  biber
meyvelerinde meydana getirdigi simptomlar birbirine
benzemektedir. Dolayisiyla spesifik bir tanilama
istediginde PMMoV i¢in P12/3(F) ve P12/3A(R)
primer c¢ifti [5] ve ToBRFV i¢in ToBRFVF1
ToBRFV R1 primer ¢ifti [10] kullanilarak RT-PCR
calismasi ile teshis yapilmasi gerekmektedir.

PMMoV || ToBRFV §

Sekil 1. Biber bitkilerini enfekte eden PMMoV ve
ToBRFV hastaliklarimin simptomlari

Figure 1. Symptoms of PMMoV and ToBRFV
diseases that infect pepper plants

Molekiiler Bulgular
L4 geni i¢in kullanilan markirlar ile yapilan klasik
PCR analizlerinin sonuglar1 kiyaslanarak calisilmis
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ve kalittimdaki farkliliklar belirten sonuglar tek jel
resminde toplanmistir (Sekil 2).

Real time kiti ile yapilan ¢caligmada elde edilen pik
goriintiileri Sekil 3’te paylasilmstir.

Qrru@ere e

Sekil 2. L4 geni markirlar ile Klasik PCR ile yapilan
orneklerin agaroz jel goriintiileri

Figure 2. Agarose gel images of samples made by
classical PCR with L4 gene markers
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Sekil 3. qPCR ile yapilan L4 geni sonuglar1
Figure 3. Results of the L4 gene performed by qPCR

TARTISMA

PMMoV ve o6zellikle son yillarda TOBRFV biber
iiretim alanlarinda biiyiik problemler
olusturmaktadir. Ozellikle Caglar ve ark. [7]'nin
yilinda yapilan c¢alismada L3 geni vasitasiyla
PMMoV i¢in saglanan dayanikliligin kirilmasinin
rapor edilmesi ve Fidan vd. [10]’nin yaptiklari
calismada biber bitkilerindeki dayaniklilik genlerinin
ToBRFV’ye karst etkinliginin heniiz
anlagilamadigini =~ belirtmeleriyle  birlikte  bu
Tobamovirus hastaliklar ile miicadelede kullanilacak
tek  dayamikliik  kaynagi olarak  Capsicum
chacoense’den elde edilen L4 geni ile g¢alisilmasi
onem kazanmistir. L4 geni vasitasiyla sadece

PMMoV’ye kars1 degil ayn1 zamanda Tobamovirus
grubuna ait ToMV (Tomato mosaic virus), TMV
(Tobacco mosaic virus) gibi diger viriislere karsi da
dayaniklilk  saglanabildigi  belirtilmistir  [4].
Simptomatolojik, fenotipik ©zelliklerin haricinde
bitkilerin genotiplerinin aragtirtlmasinda yardimci
olan genetik markirlar ile yapilan bu kiyaslama
caligmasinda farkli sonuglar elde edilmistir.

Molekiiler markirlarin tanilamadaki yetkinligini
etkileyen unsurlardan biri de bu primerlerin aday gen
olan L4 genine yakin konumlanmasiyla ilgilidir.
Denemede kullanilan L4SC340 L4 genine 1.8 cM
yakininda konumlandig1 [11], AP7/AP-8
primerlerinin L4 genine olan yakinligimin 1.5 cM
yakininda oldugu [14], 087H3T7 [19] primerinin ise
gene olan uzakliginin 0.7 cM yakininda
konumlandig rapor edilmistir.

Allersma vd. [1], P118-P119 markir1 i¢in, sz
konusu bitkinin genomunda L4 diren¢ alelinin
mevcudiyeti nedeniyle Pepper mild mottle virus’ii
(PMMoV) patotip 1.2.3’e direng gdsteren Capsicum
cinsinin bir bitkisini sagladigini ve burada s6z konusu
L4 alelinin yaklagik 0.001 ila 10 cM, tercihen 0.001
ila 10 cM’lik bir genetik mesafe boyunca niikleotit
dizilerinin  ¢ikarilmasim  icermesi  gerektigini
belirtmislerdir. TM-3 diren¢ genini iceren Grup 1’in
markilart ile grup 3’tn markirlann  arasinda
gozlemlenen rekombinasyon frekansin, yaklasik 2
cM’lik bir mesafeye esdeger oldugunu ve Grup 1’in
markirlar1 ile Grup 2’nin markirlart  arasinda
gdzlemlenen rekombinasyon sikliginin da yaklagik 2
cM’lik  bir mesafeye  esdeger  oldugunu
paylasmiglardir.

Simpleprobe teknolojisiyle hazirlanmis olan ve bu
caligmada kullandigimiz RealTime L4 kiti ise hassas
ve dayanikli allelleri, dizilimlerindeki farkli
niikleotidlerin erime sicakliginin farkli olmasi
mantigina dayanarak birbirinden ayirt etmektedir.
Reaksiyon  sonrasinda elde edilen  pikler
incelendiginde 67°C’de elde edilen pik hassas
genotipi, 73°C’de elde edilen pik dayanikli genotipi,
her iki sicaklikta da pik veren Orneklerin ise
heterozigot dayanikli genotip oldugunu belirlemede
olduk¢a kolay ve hizli sonu¢ saglamaktadir.
Laboratuvar imkanlar1 elverigli oldugu siirece L4
klasik markirlariin, real time kitler ile dogrulanmasi
gerektigi ve tek markira bagli kalinarak alinan
sonuglarin yaniltici olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

SONUC

Yapilan calisma sonuglarma goére L4 geni i¢in
kullanilan markirlarin ~ sonuglarinda  farkliliklar
gozlenmistir. L4SC340 markir1 [11] SCAR dominant
bir markir olup tiim kontrollerde bant verdiginden
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kalitim belirlemede etkin bulunmamistir. AP7-APS
[14] markiri, L4 alleli tasiyan genotiplerde bant verip
olmayanlarda vermeyerek L4 geni i¢in yorum
yapilmasina olanak saglamistir fakat heterozigot
genotipleri belirleyememektedir. 060I2END [19]
markir1 dayanikli olan bitkilerde bant vermesinin yani
sira heterozigot olarak sonuglar vermediginden 1slah
caligmalart i¢in eksikligi belirlenmistir. P118-P119
[1], patentli bir markir olup Msel enzimiyle kesim
islemi sonrasi Sobek F1 ¢esidinin heterozigot
karakterde oldugunu dogrulamis fakat diger tiim
bitkileri hassas olarak gostermistir. L4SCAR [12]
markir1 da P118-P119 ile aym1 sonuglari vermistir.
Benzer sekilde 087H3T7 [19] markinn da Sspl
enzimiyle kesim sonrasi hassas/heterozigot ayrimini
gostermistir. Real time PCR simpleprobe kit
sonuclar1 degerlendirildiginde yiiksek oranda dogru
sonuclar alinmistir. Bu ¢aligmada, L4 geni analizi i¢in
klasik markirlar1 ve realtime kitleri karsilastirmali
olarak test edilmesinin 6nemi vurgulanmigtir.
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