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Oz

Potato virus Y biberde enfeksiyon olusturan en yaygin virlslerden bir tanesidir. Bu ¢alismada, 23 biber
¢esidi ve 30 islah hattinin PVY-0 ve PVY-1 patotiplerine karsi reaksiyonlari belirlenmis ve pvr2 lokusundaki pvr2
allel genleri mekanik inokulasyon ve molekiler yontemler ile belirlenmeye calisiimistir. Her cgesit ve hatta ait
doérder bitki, PVY-0 ve PVY-1 patotipleri ile ayri ayri inokule edilmistir. inokule edilen bitkiler, viriis belirtileri ve
DAS-ELISA sonuglarina gore degerlendirilmistir. Daha sonra dayanikli ve hassas olarak belirlenen bazi gesitlerin,
tetra primer amplification refractory mutation system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR) yontemi
kullanilarak pvr2 allelleri belirlenmeye galisilmistir. Calisma sonucunda test edilen islah hatlarinin tamami her iki
patotipe hassas olarak bulunmustur. Ug ticari gesit her iki patotipe dayanikli olarak belirlenirken bir gesit ise
PVY-O’a karsi dayanikli olarak belirlenmistir. Ayrica, pvr2+ alleli biitin hassas bitkilerde belirlenirken, pvr2’,
pvr2? ve pvr22 allelleri yalnizca dayanikl genotiplerde belirlenmistir. Molekiler ¢alisma sonuglari, resesif pvr2
allellerine spesifik SNP (tek niikleotid polimorfizm) markarleri ve tetra primer ARMS PCR metodunun biber islah
programlarinda PVY’ye dayanikli ve hassas genotiplerin seciminde kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Biber, Potato virus Y, dayanikhlik, SNP markor

Reactions of Some Pepper Breeding Lines and Cultivars to Pathotypes 0 and 1 of Potato
virus Y (PVY) and Analyzing Recessive Resistance Genes in Pepper Plants

Abstract

Potato virus Y is considered one of the most common virus infecting pepper crops. In this study, a
total of 23 commercial pepper cultivars and 30 breeding lines were screened for their reaction to PVY-0 and
PVY-1 pathotypes and the presence of pvr2 allele genes at the pvr2 locus were investigated using mechanical
inoculation and molecular methods. Four plants of each pepper cultivars and lines were inoculated with PVY-0
and PVY-1 pathotypes. Inoculated plants were evaluated according to virus symptom appearance and DAS-
ELISA results. Some resistant and susceptible pepper cultivars and lines were further characterized using tetra-
primer amplification refractory mutation system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR) to identify the pvr2
alleles. Results showed that all breeding lines were susceptible to both pathotypes. Three commercial pepper
cultivars were resistant to both PVY-O and PVY-1, and however, one cultivar was resistant to only PVY-0.
Additionally, pvr2+ allele was determined in all the susceptible pepper genotypes whereas pvr2, pvr2? and
pvr23 alleles were determined in only resistant genotypes. The results of molecular studies indicated that SNP
(single nucleotide polymorphism) markers, which are specific for the recessive pvr2 alleles, and the tetra
primer ARMS PCR method could be used for selecting PVY-resistant and susceptible genotypes in pepper
breeding programs.

Key words: Pepper, Potato virus Y, resistance, SNP marker
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Giris

Biber (Capsicum annuum L.); Solanaceae
familyasi Capsicum cinsine dahil olan bir bitki tiir
olup, domates ve hiyardan sonra diinyada en
yaygin olarak yetistirilen sebze tariddir. Dinya
genelinde yillik biber tretimi 36136996 ton olup
Tirkiye, 2636905 ton (retim ile Cin, Meksika ve
Endonezya’dan sonra 4. sirada yer almaktadir
(FAO, 2022). Potato virus Y (PVY) basta patates,
biber, domates, titiin ve Solanaceae familyasina
ait diger bitkiler olmak lzere 31 familyaya ait 495
tirde enfeksiyon olusturabilen bir viris tird olup,
mekanik olarak ve yaklasik 73 yaprak biti tiri ile
non-persistent sekilde tasinabilmektedir (Varveri,
2000; Kerlan ve Moury, 2008). Basta Akdeniz
Ulkeleri olmak (lizere, diinyanin pek ¢ok bdlgesinde
biberde yaygin olarak enfeksiyon olusturan PVY’nin
neden oldugu verim kayiplari hassas cesitlerde %
80’e ulasabilmektedir (Hamalainen ve ark., 1997).
Virisin 1irk ve patotipleri enfekte ettikleri Grln
guruplarina goére siniflandiriimakta olup, biberdeki
patotipleri 0, 1 ve 1,2 seklinde adlandirilmaktadir.
Tirkiye’de bugiine kadar yapilan ¢alismalarda PVY-
0 ve PVY-1 patotiplerinin biberde enfeksiyona
neden oldugu belirlenmis olup, yaygin patotipin ise
PVY-0 oldugu tespit edilmistir. (Palloix ve ark.,
1994; Celik ve ark., 2012; Deligéz ve Arli S6kmen,
2020)

PVY ile miicadelede kiltlirel énlemler ve
vektor kontroll kismen etkili olabilmekte ise de en
etkili yontem dayanikl gesitlerin kullaniimasidir.
Biberde PVY’ye karsi dayaniklilik, bazi resesif ve
dominant genler tarafindan saglanmaktadir. Bu
genlerden pvrl lokusunda bulunan resesif pvri
geni PVY'nin 0 patotipine karsi dayaniklilikta rol
oynamaktadir (Greenleaf, 1986; Ruffel ve ark.,
2006). ikinci dayanikliik lokusu olan pvr2’'de
bulunan pvr2’ alleli, PVY'nin O patotipine, pvr2?2
alleli ise PVY’'nin O ve 1 patotiplerine karsi
dayaniklilikta rol oynamaktadir (Kyle ve Palloix,
1997). Diger allel pvr23 kantitatif dayaniklilik
lokuslari  (Quantitative resistance locus=QRL)
icerisinde major etkiye sahip bir gen olarak PVY-0,
PVY-1 ve PVY-1,2 patotiplerine karsi dayanikhlikta
etkili olmaktadir (Caranta ve ark., 1997; Ayme ve
ark., 2007). Bu genlerden farkli olarak resesif
pvr3’iin PVY-0 patotipine, dominant Pvr4 geninin
PVY-0, PVY-1 ve PVY-1,2 patotiplerine ve resesif

pvr5 geninin ise PVY-O patotipine karsi
dayaniklilikta rol oynadigi bildirilmistir (Palloix,
1992; Dogimont ve ark.,, 1996). VYapilan

arastirmalar, biberde PVY’ye dayanikhlikta rol
oynayan resesif genlerin 6karyotik translasyon

baslatma faktorlii olan elF4E geni ile iliskili
oldugunu (bu genin homologu) gostermistir
(Shopan ve ark., 2020). Biberde pvr2 lokusu

tarafindan kodlanan elF4E geninin genomik dizileri
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kullanilarak yapilan analizde ise lokusun, bes exon
ve doért introndan olustugu (Ruffel ve ark., 2004),
pvr2 allel genlerinde (pvr2+, pvr2', pvr2?, pvr23)
yalnizca 2-4 nikleotidlik farkliliklar oldugu ve bu
genlerin elF4E genindeki mutasyonlar sonucu
meydana geldigi ortaya konulmustur (Ruffel ve
ark., 2002; Robaglia ve Caranta, 2006).

Tirkiye’de biberde PVY patotiplerine
dayaniklilik ile ilgili sinirli sayida ¢alisma yapilmig
olup (Buzkan ve ark., 2012; Celik ve ark., 2012;
Celik ve ark., 2013; Karatas ve ark., 2017), bu
calismalarda farkh biber hat ve cesitlerinde PVY’ye
karsi  dayaniklihk  bulundugu  belirlenmistir.
Ulkemizde markér destekli islah galismalarinin
fasulye (Yeken ve ark. 2018), bugday (Kurt Polat ve
Yagdi, 2021) ve biber (Ozkaynak ve ark., 2014) gibi
farkh Griinlerde 6rnekleri bulunmaktadir. Bununla
birlikte biberde PVY’ye karsi dayaniklihkta rol
oynayan pvr2 allel genlerinin  molekiler
yontemlerle belirlenmesi ile ilgili ise herhangi bir
calisma yapilmamistir. Bu ¢calismada bazi biber hat
ve gesitlerinin Samsun ilinde belirlenmis olan PVY-0

ve PVY-1 patotiplerine  karsi  dayanikhhk
durumlarinin arastirilmasi ve dayanikhlikta rol
oynayan pvr2 allel genlerinin  molekiler

yontemlerle ortaya konulmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

PVY patotipleri

Biber cesitleri ve islah hatlarinin PVY’ye karsi
dayanikliik durumlarinin belirlenmesinde PVY-0
patotipi olarak SB-12 izolati, PVY-1 patotipi olarak
ise SC-87 izolati kullaniimistir. Her iki patotip,
Samsun ilinde biber bitkilerinden izole edilmis ve
hassas Yolo Wonder c¢esidinde c¢ogaltilarak
muhafaza edilmistir.

Dayaniklilik testlerinde kullanilan biber hat ve
cesitleri

Dayanikhlik testlerinde Karadeniz Tarimsal
Arastirma Enstitlisli Biber Islah Projesi kapsaminda
verim ve kalite kriterleri agisindan 6n plana ¢ikmis
olan 30 biber hatti ve ticari olarak kullanilan 23
biber ¢esidi kullaniimistir. Ayrica dayanikli kontrol
olarak PVY’'nin her 3 patotipine de dayanikli olan
CM-334 hatti, hassas kontrol olarak ise olarak
PVY’'nin 3 patotipine de hassas olan Yolo Wonder
(Gebre-Selassie ve ark., 1985) cesidi kullaniimistir.
Biber hatlarina ait tohumlar Karadeniz Tarimsal
Arastirma Enstitlisi’nden, biber cesitlerine ait
tohumlar farkh ticari firmalardan, patotip ayrim
setindeki gesitlere ait tohumlar ise North Central
Regional Plant Introduction Station, lowa State
University, USDA-ARS, ABD’den temin edilmistir.
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Cizelge 1. Resesif pvr2 allel genlerine spesifik primerler ve dizileri (Rubio ve ark., 2008)

Primerler Dizi Beklenen Hedef allel
biiyikliik
(bp)
A614G FI AATGGAAGCAGTTTCTGGATTACAGAGG 177 pvr2?
RI ATACGTGAAATATGAAGCCAACACGGT 127 pvr2**2
FO CGTTGTAACTATTCTTACCGCCATGCTT 249
RO TGTAACGATTCTTTGCATTTCTGTCGA 249
G325A FI CACCCAAGCAAGTTAGTTGTGGGAGAAA 198 pvr2?
RI AATTTTATGCTTGAAACAATGTAATTC 288 pvr2*+'3
FO GTACTTATGTGAATTTGGTGTCTGCCTT 431
RO TACTAGAGTGACCAATCACTACGAGCTG 431
T200A FI TCATGGACTTTCTGGTTTGATAATCCCGT 199 pvr2*
RI CCAAGCAGCTTGTTTCGATTTCGTCT 258 pvr2'23
FO TCCCGAAAGTAAAAAAAGCACACAGCAC 402
RO TCGTGATTGTTCGATTCCCCTAATACCC 402

Fl: Forward Inner FO: Forwar Outer, Rl: Reverse Inner, RO: Reverse Outer. Her sette FO ve RO primerleri biitiin genotiplerde

bulunan yaygin alleli gogaltir. Fl ve Rl primerler ise allel spesifiktir.

Biber cesitleri ve islah hatlarinin PVY-0 ve PVY-1
patotiplerine karsi reaksiyonlarinin belirlenmesi

Biber cesitleri ve islah hatlarinin PVY’ye
karsi dayaniklilik durumlarinin belirlenmesinde her
bir patotip ayri ayri olmak Uzere, ¢alismada
kullanilan c¢esit ve hatlara 4 tekerrirli olacak
sekilde inokule edilmislerdir. Bu amagla biber gesit
ve hatlarina ait tohumlar torfla doldurulmus
viyollere veya kuglik plastik kaplara ekilmis ve
fideler ilk gergek yapraklarini olusturduklarinda 3:1
oraninda torf-perlit karisimi bulunan saksilara
sasirtilmistir. Fosfat tampon (0.02 M, pH: 7.0)
¢ozeltisinde 1:10 (gr/ml) oraninda sulandirildiktan
sonra homojenize edilerek hazirlanan PVY
izolatlarina ait inokulumlar, sasirtma isleminden 1-
2 gln sonra mekanik inokulasyon ydntemi
kullanilarak fidelere inokule edilmislerdir (Echer ve
Costa, 2002; Celik ve ark., 2012). Bu islemden
sonra yapraklar musluk suyu ile yikanmistir.
inokulasyon sonrasi bitkiler, ortalama 25°C sicaklik
iceren sera kosullarinda 21 giin gozlenmis ve
belirtiler kaydedilmistir. Ayrica, bitkiler
inokulasyondan 21 giin sonra double antibody
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
(DAS-ELISA) yontemi (Clark ve Adams, 1977) ile test
edilmistir. Inokulasyon sonrasi sistemik belirti
gosteren ve DAS-ELISA sonucu pozitif olan bitkiler
hassas (H), sistemik belirti géstermeyen ve DAS-
ELISA sonucu negatif olan bitkiler ise dayanikli (D)
olarak degerlendirilmistir.
Resesif pvr2 allel genlerinin molekiiler olarak
belirlenmesi

Calismada kullanilan  biber hat ve
cesitlerinde resesif pvr2 allel genlerinin (pvr2+,
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pvr2’, pvr2? ve pvr23) varligi bu genlerle bagli SNP
markérleri kullanilarak tetra primer amplification
refractory mutation system-polymerase chain
reaction (ARMS-PCR) yontemi ile belirlenmeye
cahisilmistir (Rubio ve ark., 2008).

DNA izolasyonu

Denemede kullanilan biber bitkilerinden
DNA’lar DNeasy DNA ekstraksiyon kiti (Qiagen,
Almanya) protokoliine gore izole edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calismada Rubio ve ark. (2008) tarafindan
gelistirilen ve pvr2 allellerine spesifik olan SNP
markorleri  kullanilmistir.  Metabion (Almanya)
firmasi tarafindan sentezlenen 3 primer seti
kullanilarak 3 ayri PCR reaksiyonu olusturulmustur.
PCR reaksiyonu 2.5 pl 10xPCR buffer (15 mM
MgCI2 iceren), 0.5 pul 10 mM dNTPs, A614G seti igin
0,5 pul (2 pmol) forward inner primer, 0,375 ul (1.5
pmol) forward outer primer, 0,5 pl (2 pmol)
reverse inner primer, 0.375 pl (1.5 pmol) reverse
outer primer, G325A seti icin 0,5 pl (2 pmol)
forward inner primer, 0,5 pl (2 pmol) forward
outer primer, 1 ul (4 pmol) reverse inner primer,
0,5 ul (2 pmol) reverse outer primer, T200A seti
icin 0,75 ul (3 pmol) forward inner primer, 0.25 pl
(1 pmol) forward outer primer, 0.5 pl (2 pmol)
reverse inner primer, 0,25 ul (1 pmol) reverse
outer primer, 0,25 pl Tag DNA polimeraz (Sigma)
ve 1 pl DNA (50 ng toplam DNA)’dan olusmustur.

Toplam reaksiyon hacmi RNase ve DNase
icermeyen su ile 25 pul'ye tamamlanmistir.
Amplifikasyonlar ~ Bio-Rad MJ Mini PCR
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Thermocycler'de, 94 2C’de 3 dk (ilk denatirasyon),
35 dongl olacak sekilde 94 eC'de 30 s, A614G igin:
56 °C'de, G325A igin: 48 2C'de, T200A igin 54 2C'de
olmak tizere 30 s ve 72 2C’'de 1 dk ve 1 dongu 72
oC’'de 10 ile tamamlanmistir (Rubio ve ark., 2008).
Calismada kullanilan primer setlerine ait diziler,
hedef alleller ve beklenen bant biyuklikleri Cizelge
1’de verilmistir. Sonuglar agaroz jel elektroforezi
yontemi ile degerlendirilmistir. Jeldeki PCR
fragmentlerinin analizi GelDoc 2000 (Biorad, ABD)
jel gorintuleme sistemi kullanilarak
gerceklestiriimis ve jelde olusan bantlarin
fotograflari gekilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Biber ¢esit ve hatlarinin PVY patotiplerine karsi
reaksiyonlari

Calismada, 30 adet biber 1slah hatti ve gesitli
firmalardan temin edilen 23 adet biber ¢esidinin
patotiplerine

PVY dayaniklilik durumlari

arastinlmistir. PVY-0 ve PVY-1 patotipleri ile ayri
ayri inokule edilen 30 biber islah hattina ait
bitkilerin  tamaminda inokulasyon sonrasinda
yapraklarda mozayik seklinde sistemik belirtiler
ortaya cikmistir (Sekil 1). Islah hatlarina ait bitkilere
uygulanan DAS-ELISA testi sonucunda da tim
bitkiler pozitif reaksiyon vermistir. Bu nedenle
hatlarin tamami hassas olarak degerlendirilmistir
(Cizelge 2).

Calismada kullanilan 23 biber gesidinin PVY-
0 ve PVY-1 patotiplerine karsi test edilmesi
sonucunda, 19 c¢esit (Flora, Yellow Block, Orion,
Veniis, Kapya, Kandil Dolma, Ciimbiis, Ugburun,
Bafra, Elmas, Seki, Safran, Arena, Mert, Zafer, istek,
Dut, Dilber ve Abide) her iki patotiple inokulasyon
sonrasinda sistemik belirtiler olusturmus (Sekil 2)
ve hassas olarak degerlendirilmistir. Hassas olarak
degerlendirilen cesitlere ait bitkilere uygulanan
ELISA sonuglari da pozitif olarak elde edilmistir.
Test

Sekil 1. A) PVY-0 patotipinin Alt 1570 biber hattinda neden oldugu yapraklarda mozayik, B) PVY-1 patotipinin

BK 2-5 biber hattinda neden oldugu siddetli mozayik belirtisi

Sekil 2. A) PVY-0 patotipinin Climbis ¢esidinde neden oldugu yapraklarda mozayik belirtisi, B) PVY-1 patotipinin

Venus ¢esidinde neden oldugu yapraklarda mozayik belirtisi

611



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 9(3): 608—617, 2022

edilen ¢esitlerden Menta her iki patotipe karsi
herhangi bir simptom olusturmamigtir. Buna karsin
PVY-0 ile inokule edilen Menta gesidine ait bitkilere
uygulanan DAS-ELISA sonucu negatif olarak elde
edilirken, PVY-1 patotipi ile inokule edilen Menta
cesidine ait bitkiler pozitif olarak elde edilmistir.
Menta ¢esidinin  inokulasyon ve DAS-ELISA
sonuglari birlikte degerlendirildiginde PVY-0'a karsi

dayanikli oldugu belirlenmistir. PVY-0 ve PVY-1
patotipleri ile inokule edilen Sahem, Drago ve
Gaston cesitlerine ait bitkilerde her iki patotiple
inokulasyon sonrasinda herhangi bir belirti
olusmamistir. S0zl edilen gesitlere ait bitkilerde
yapilan DAS-ELISA testi sonucu da negatif olarak
elde edilmis ve bu cesitlerin her iki patotipe karsi
dayanikli olduklari belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 2. PVY-0 ve PVY-1ile inokule edilen biber islah hatlarinin dayanikhlik durumlar

Islah Hatlan PVY0 PYYL
Reaksiyon DAS-ELISA Reaksiyon DAS-ELISA
Bk-2-4-1 H P H P
Bs 11-10-1 H P H P
Bk-1-5 H P H P
Bk-1-9 H P H P
Bk 2-5-1 H P H P
Bk-2-4-2 H P H P
Bk-1-1 H P H P
Bk-1-4-2 H P H P
Alt 904 A H P H P
Alt 1570 H P H P
Alt 831-A H P H P
907 H P H P
882 H P H P
881-A H P H P
Ty-35 H P H P
Ty-311 H P H P
Ty-283 H P H P
Bs-11-2-1 H P H P
Bs-5-2 H P H P
5-3-1 H P H P
5-14-1 H P H P
14 H P H P
49-3 H P H P
137 H P H P
138 H P H P
129 H P H P
173 H P H P
875 H P H P
903 H P H P
Ctk-2010 H P H P
Y.Wonder (Hassas Kontrol) H P H P
CM 334 (Dayanikh Kontrol) D N D N

H: Hassas, D: Dayanikli, P: Pozitif, N: Negatif
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Calismada  dayanikli  kontrol  olarak
kullanilan CM-334 gesidine ait bitkilerde, PVY-0 ve
PVY-1 patotiplerinin inokulasyonu sonrasinda
herhangi bir belirti olusumu gézlenmezken, hassas
kontrol olarak kullanilan Wolo Wonder cgesidinde
ise sistemik belirtiler olustugu goérilmuistir. Buzkan
ve ark. (2012), iki ¢esit (Maras 1 ve Sena) ve 15
adet yerel popililasyondan olusan  biber
genotiplerinin PVY patotiplerine karsi
reaksiyonlarini arastirmisglar ve tiim genotiplerin
PVY-0 ve PVY-1 patotiplerine hassas olduklarini
belirlemislerdir.  Calismada  kullanilan  biber
cesitlerinin 19 tanesi her iki patotipe karsi hassas

olarak belirlenirken yalnizca 4 tanesinde (Menta,
Sahem, Drago ve Gaston ) dayaniklilik
belirlenmistir. Bu gesitlerden Menta yalnizca PVY-0
patotipine, Sahem, Drago ve Gaston ise her iki
patotipe de dayanikli olarak belirlenmistir. Celik ve
ark. (2012), 30 biber ¢esidini Antalya ilinde biber
bitkilerinden izole edilen PVY-O patotipine karsi
test etmisler ve vyalnizca Campari c¢esidinin
dayanikli oldugunu, Abide, Seki, Safran, Zafer, Mert
ve Bafra gesitlerinin bizim ¢alismamizla benzer bir
sekilde PVY-0 patotipine karsi hassas olduklarini
belirlemislerdir.

Cizelge 3. PVY-0 ve PVY-1 ile inokule edilen biber gesitlerinin dayaniklilik durumlari

PVY-0 PVY-1
Cesitler - -
Reaksiyon DAS-ELISA Reaksiyon DAS-ELISA

Menta D N H P
Sahem D N D N
Drago D N D N
Gaston D N D N
Flora H P H P
Yellow Block H P H P
Orion H P H P
Venus H P H P
Kapya H P H P
Kandil Dolma H P H P
Climbis H P H P
Ugburun H P H P
Bafra H P H P
Elmas H P H P
Seki H P H P
Safran H P H P
Arena H P H P
Mert H P H P
Zafer H P H P
istek H P H P
Dut H P H P
Dilber H P H P
Abide H P H P
Y.Wonder (Hassas Kontrol) H P H P
CM 334 (Dayanikh Kontrol) D N D N

H: Hassas, D: Dayanikli, P: Pozitif, N: Negatif

Biber gesit ve hatlarinin pvr2 allel genleri
Reaksiyon testleri sonucunda dayanikl
olarak degerlendirilen 4 c¢esit, hassas olarak
degerlendirilen 5 gesit ve 2 islah hatti ile kontrol
olarak kullanilan patotip ayrim setine ait 4 gesitte
pvr2 allel genlerinin varlhigi ARMS-PCR yontemi ile
arastirilmistir. Calisma sonucunda Yellow Block,
Gaston, Flora, Bafra, Vends, Abide cesitleri ile 49-3
ve TY-35  hatlarinda A614G primerleri ile
gerceklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda jelde
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127, 177 bp ve 249 bp bilyukliglinde, G235A
primerleri ile gerceklestirilen PCR reaksiyonu
sonucunda 288 bp ve 431 bp blydkligiinde, T200A
primerleri ile gercgeklestirilen PCR reaksiyonu
sonucunda 199 bp ve 402 bp biyiikliglinde bantlar
elde edilmis ve s6zli edilen c¢esit ve hatlarin
tamaminin pvr2+ hassaslik alleline sahip olduklari
belirlenmistir. (Sekil 3 ve Cizelge 4). Yellow Block,
Flora, Bafra, VenUs, Abide cgesitleri ile 49-3 ve TY-35
hatlarinin, PVY-0 ve PVY-1 patotipleri kullanilarak
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yapilan mekanik inokulasyonlar sonucunda her iki
patotipe karsi hassas reaksiyon vermis olmalar
(Cizelge 2 ve 3) gesit ve hatlardaki hassaslik allelinin
varligini dogrulamaktadir. Bununla birlikte Gaston
cesidi ise PVY-0 ve PVY-1 patotipleri kullanilarak
yapilan mekanik inokulasyonlar sonucunda her iki
patotipe karsi dayanikl olarak belirlenmesine
ragmen (Cizelge 3), molekller ¢alismalar
sonucunda ¢esidin  pvr2 lokusunda bulunan
dayaniklilik genlerini icermedigi, pvr2+ hassashk
alleline sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3 ve
Cizelge 4). Elde edilen sonuglar Gaston gesidinin
PVY'nin (¢ patotipine karsi dayaniklilikta rol

oynayan dominant Pvr4 genine sahip olabilecegine
isaret etmektedir. Karatas ve ark. (2017), 43 kirmizi
biber hattini PVY’nin 0, 1 ve 1,2 patotiplerine karsi
test etmisler ve Ug¢ hattin PVY'nin ¢ patotipine
karsi da dayanikh olduklarini belirlemislerdir.
Arastinicilar dayanikh hatlarin Pvr4 geni kaynagi
olan CM-334 melez bireylerinden elde edilmesi
nedeni ile dayanikhhgin Pvr4 geni tarafindan
saglandigini bildirmiglerdir. Biberde Pvr4 geninin,
PVY’nin her (¢ patotipine karsi dayaniklilikta rol
oynadigi yapilan farkh ¢alismalarda ortaya
konulmustur (Pasko ve ark., 1992; Dogimont ve
ark., 1996).

A614G

249 bp
177 bp
127 bp

G325A

431bp

288 bp
198 bp

T200A

Sekil 3. Tetra primer ARMS-PCR sonucu elde edilen amplifikasyon drinleri. M: 50 bp molekiiler markor
(Promega). 1. Yellow Block, 2: Gaston F1, 3: Drago F1, 4: 49-3, 5: Flora F1, 6: Bafra F1, 7: Venus F1, 8: Menta RZ,
9: Sahem F1, 10: TY-35, 11: Abide F1, 12: Yolo Wonder (pvr2*) 13: Yolo Y (pvr2® ) 14: FVR-2 (pvr2?)15: CM-334

(pvr23) 16: Negatif kontrol
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Cizelge 4. Tetra primer ARMS PCR ydntemi sonucunda biber hat ve gesitlerinin genotipleri

Primer A614G T200A G325A
bp 127 177 258 199 288 198 Genotip
pvr 2+,21,2? 23 21,2223 2* 24,2123 2?
Biber Cesitleri/Hatlar
Yellow Block + - - + + - pvr2*
Gaston F1 + - - + + - pvr2*
Drago F1 + - + - - + pvr2?
49-3 + - - + + - pvr2*
Flora F1 + - - + + - pvr2*
Bafra F1 + - - + + - pvr2*
Venus F1 + - - + + - pvr2*
Menta Rz + - + - + - pvr2?
Sahem F1 + + + - + + pvr2?, pvr23
TY-35 + - - + + - pvr2*
Abide F1 + - - + + - pvr2*
Yolo Wonder (pvr2*) + - - + + - pvr2*
Yolo Y (pvr2') + - + - + - pvr2?
Florida VR-2 (pvr22) + - + - - + pvr2?
CM 334 (pvr23) - + + - - - pvr23

Menta c¢esidinde A614G primerleri ile
gerceklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda jelde
127 bp ve 249 bp blyikliglinde, G235A primerleri
ile gerceklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda
jelde288 bp ve 431 bp buyukliginde, T200A igin
olusturulan jelde ise 258 bp ve 402 bp
buyukligiinde bantlar elde edilmistir. Sonuglar
cesidin yalnizca pvr2' dayaniklilik allleline sahip
bir belirti sergilememesi, gesitte belirti olusumunu
engelleyebilen baska dayanikliik  genlerinin
olabilecegine isaret etmektedir. Drago cesidinde
A614G  primerleri ile gergeklestirilen PCR
reaksiyonu sonucunda jelde 127 bp ve 249 bp
blyiklGglinde, G235A igin olusturulan jelde 198 bp
ve 431 bp biyikliaglinde, T200A igin olusturulan
jelde 258 bp ve 402 bp buyikliglinde bantlar elde
edilmis ve cesidin pvr2? dayanikhlik allleline sahip
oldugu ortaya konulmustur. Molekiler markor
calismalari, Drago c¢esidinin pvr2? allel genini
tasidigini gostermistir (Sekil 3 ve Cizelge 4). Drago
¢esidinin PVY-0 ve PVY-1 patotipleri kullanilarak
yapilan mekanik inokulasyonlar sonucunda her iki
patotipe karsi da dayanikli olarak belirlenmesi
molekiler markoér sonuglarini dogrulamaktadir.

Sahem c¢esidinde A614G primerleri ile
gerceklestirilen PCR reaksiyonu sonucunda jelde
127 bp, 177 bp ve 249 bp biyikligiinde, G235A
icin olusturulan jelde 198 bp, 298 bp ve 431 bp
blyklGglinde, T200A igin olusturulan jelde 258 bp
ve 402 bp blyikliglinde bantlar elde edilmis ve
cesidin pvr2? ve pvr23 dayanikhlik allellerinin her
ikisine de sahip oldugu ortaya konulmustur (Sekil 3
ve Cizelge 4). PVY-0 ve PVY-1 patotipleri
kullanilarak  yapilan  mekanik  inokulasyonlar
sonucunda, Sahem cesidi her iki patotipe karsi da
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oldugunu ortaya koymustur (Sekil 3 ve Cizelge 4).
Menta cesidinin PVY-0 patotipine karsi dayanikli,
PVY-1 patotipine kars! ise hassas reaksiyon vermesi
(Cizelge 3), cesitteki pvr2' allel geninin varlgina
dogrulamaktadir. Buna karsin PVY-1 patotipi ile

inokule edilen Menta ¢esidinin, DAS-ELISA
sonucunun pozitif elde edilmesine ragmen
herhangi

dayanikli olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3). Bu
durum, cesitte  pvr2?2  geninin  oldugunu

dogrulamaktadir. Resesif pvr2? allelinin, PVY’nin 0
ve 1 patotiplerine karsi dayaniklilikta rol oynadigi
(Kyle ve Palloix, 1997), resesif pvr23 allelinin ise
QRL (quantitative resistance loci) icerisinde maj6r
etkiye sahip bir gen olarak PVY'nin 0, 1 ve 1-2
patotiplerine karsi dayanikhlikta etkili oldugu
bildirilmistir (Caranta ve ark., 1997; Ayme ve ark.,
2007). Cahismada kontrol olarak kullanilan Yolo
Wonder (pvr2+), Yolo Y (pvr2’), Florida VR-2 (pvr2?)
ve CM 334 (pvr23) cesitlerine ait jelde olusan
bantlar, sahip olduklari dayanikhlik allelleri ile
uyumluluk géstermistir.

Calismada c¢esit ve hatlarin  mekanik
inokulasyon yontemi kullanilarak elde edilen
dayaniklilik test sonuglari ile tetra primer ARMS
PCR yontemi kullanilarak elde edilen molekiler
markér sonuglart birbiri ile uyumlu olarak elde
edilmistir. Bu durum g¢alismada kullanilan SNP
markérlerinin pvr2 allel genlerinin belirlenmesinde
glivenilir oldugunu ortaya koymustur. Rubio ve ark.
(2008), SNP markérleri kullanilarak ARMS-PCR
yontemi ile yaptiklari ¢alismada da benzer bir
sekilde SNP markorlerinin pvr2 allel genlerinin
belirlenmesinde dogru sonuglar  verdigini
belirlemislerdir. Moodley ve ark. (2019), pvr2! ve
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pvr2? genlerini tagiyan lokal biber genotiplerinden
homozigot biber hatlarinin gelistiriimesi ile ilgili
yaptiklari ¢alismalarda, F; bireylerinde tetra primer
ARMS-PCR yOnteminin pvr2 allel genlerinin
seleksiyonunda kullanilabilecegini ortaya
koymuslardir.

Sonug ve Oneriler

Bu calismada test edilen biber hatlarinin
tamaminin PVY-0 ve PVY-1 patotiplerine karsi
hassas  olarak  bulunmalari, Islah hatlar
gelistirilirken PVY’ye karsi dayanikhlik agisindan
degerlendiriimedigini ve gen havuzunda s0z
konusu virise karsi dayanikh  genotiplerin
bulunmadigini ortaya koymustur. Dayanikli olarak
belirlenen gesitler, PVY’nin sorun oldugu alanlarda
bolge Ureticilerine 6nerilebilir ve ayrica biberde
dayaniklilik 1slahi ¢galismalarinda gen kaynagi olarak
kullanilabilir.  Calismada kullanilan markérlerin
PVY’ye dayanikli biber gesitlerinin gelistirilmesi ile
ilgili calismalarda pvr2 allel genlerinin
seleksiyonunda kullaniimasi, biber 1slahi
¢alismalarina 6nemli katkilar saglayacaktir.

Tesekkiir: Bu arastirma, “Samsun ilinde biber
Uretim alanlarinda enfeksiyon olusturan Potato
virus Y (PVY) patotiplerinin karakterizasyonu ve
bazi biber c¢esit ve hatlarinin PVY’'ye Kkarsi
dayanikliik  duzeylerinin  arastirilmasi”  isimli
doktora tez calismasindan Uretilmis ve Ondokuz
Mayis Universitesi PYO.ZRT1904.10.019 nolu Proje
ile desteklenmistir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda
herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

Aragtirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar
makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.
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