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Yiriitilen bu c¢alismada, ¢inko eksikligine karsi dayanikliligi kontrol eden
genlerin/QTL’lerin kromozom bdlgelerinin belirlenmesi, bu genlere bagli molekiiler
markirlarin tespit edilmesi ve Inter Primer Binding Sites (IPBS) markirlariin biber
genomunda ilk defa haritalanmasi amaglanmistir. Elde edilen bulgular ve ydntemler,
biberin (Capsicum annuum L.) iiyesi oldugu Solanaceae familyasina ait diger bitki
tiirleri i¢in de kullanilabilir nitelikte olabilir.

Bu ¢alismada Alata/Mersin Bahge Kiiltiirleri Arastirma Merkezine ait ¢inko (Zn)
etkinligi yiikksek Capsicum annuum L. hatt1 Alata21A ile Zn etkinligi diisitk Capsicum
frutescens L. P1281420’nin melezlenmesi ile olusturulan 93 adet F bireyine ait F2;3
popllasyonu kullanilmistir. Genetik haritalama calismasi F» populasyonunda, ¢inko
etkinligi testlemeleri secici genotipleme ile belirlenen 93 F. bitkisine ait F2:3 projenileri
kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Zn etkinlik testlemeleri, her F2;3 projenisine yirmidort (24)
bitkinin yarist ¢inko destekli, diger yarisi ¢inko desteksiz bitki diisecek sekilde ¢
tekerrurlu tesaduf bloklari deneme desenine gore kurulmustur. Yetistirilen bitkiler 0-5
skalasina goére puanlanmig ve kuru madde miktarlar1 her birey icin ayr1 ayr
belirlenmistir. Hesaplamalar ile elde edilen sonuclar, karakteri kontrol eden
genleri/QTL’leri barindiran kromozom bdlgelerinin yerinin tespitinde kullanilmigtir.
Haritalama igin kullanilan her baglanti grubu dominant SRAP (Sequence-Related
Amplified Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), IPBS (Inter
Primer Binding Sites) markirlar1 ve ko-dominant SSR (Simple Sequence Repeat)
markirlar1 kullanilarak belirlenmigtir. Markir analizleri sonucu elde edilen veriler ile
JoinMap 4.1 programinda genetik harita olusturulmus ve MapQTL 6 programiyla da
genlerin/QTL’lerin yerleri tespit edilmistir. Cinko etkinligini kontrol eden 36 QTL 2, 3,
5, 8.1, 8.2, 10.2, 11, 12, X1, X3 ve X4 kromozomlarinda tespit edilmistir. Yapilan bu
calisma ile ilk defa IPBS markirlar1 (44 adet) biber genomunda haritalanmistir. Bu
aragtirma ile saptanan sonuglar, ¢inko eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan gizli ve
gorindr verim kayiplarini gidermek igin kullanilabilir niteliktedir. Cinko etkinliginin
genetik mekanizmasinin anlasilmast ve bu karakteri kontrol eden genlerin baglanti
gruplarinin belirlenmesi, ¢inko etkinligi yiiksek biber cesitlerinin gelistirilip tilkemizin
diinyada bir adim 6ne tasinmasi saglanabilir.
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The aim of the study was to identify chromosomal regions of QTL/genes
determining zing-efficiency, development of molecular markers linked to the trait, and
mapping the Inter Primer Binding Sites (IPBS) markers in the pepper genome. Results
may be applicaple to other plant species that belong to Solanaceae family.

The plant material of the study was developed by crossing Capsicum annuum L.
Alata21A and Capsicum frutescens L. P1281420, and selfing to generate F2 population.
Genetic mapping was carried out in the F2 population while phenotyping was done
using F3 progenies of F2 plants selected from two contrasting groups, low vs high zinc-
efficient plants. Zinc efficiency was tested at F2:3 generation, 12 plants for low-zinc
and 12 plants for normal zinc fertilization with three replications at Alata Horticulture
Research Institute, Erdemli, Mersin. Zinc deficiency was scored using a 0-5 scale, and
dry matter of each plant was measured at the end of treatment. The mean value of F3
progenies was used to map the trait in pepper genome. Linkage groups were created
using dominant SRAP (Sequence-related amplified polymorphism) and IPBS, and co-
dominant SSR (Simple Sequence Repeat) markers. Molecular markers were analyzed
using JoinMap 4.1 softare to create linkage map, and MapQTL 6 software to map the
QTL/genes on pepper genome. The 36 QTLs affecting zinc efficiency were mapped on
chromosomes 2, 3, 5, 8.1, 8.2, 10.2, 11, 12, X1, X3, and X4. The 44 IPBS markers were
mapped on pepper genome for the first time. The results are expected to be usefull for
breeding zinc efficient pepper lines/cultivars for areas suffering from hidden yield loss
due to available soil zinc content.
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ONSOZz

Bu tez c¢alismasinda biberde (Capsicum annuum L.) ¢inko etkinliginin
belirlenmesi, ¢inko noksanligina karsi dayanikliligi kontrol eden genlere bagh
molekiiler markirlarin tespit edilmesi ve s6z konusu oOzelliklerin haritalanmasi
amagclanmustir.

Oncelikle tez konumu secerken isteklerimi géz Oniinde bulundurup bana
yardimct olan tez danigsmanim Prof. Dr. Nedim MUTLU’ya tesekkiirlerimi sunarim.
Tezimin ilerleyisi i¢in yardim talep ettigim yardimi esirgemeyen Mersin/Erdemli’de
faaliyet gosteren Alata Bahce Kiiltirleri Arastirma Enstitlisii Midiirliigii ¢alisanlarina
ve bu zorlu tez siirecinde benden destegini bir an igin bile birakmayan degerli hocam
Yrd. Dog. Dr. Hasan PINAR’a, en 6nemlisi tim egitim hayatim boyunca benden maddi
ve manevi desteklerini esirgemeyen, bugiin bu tezi hazirlamama vesile olan sevgili
aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Tim canhilarin saghkli gelisebilmeleri onlarin  dengeli bir sekilde
beslenebilmelerine baglidir. Bitkilerin beslenmesinde mutlak gerekli olan elementler;
makro ve mikro besin elementi olmak tizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Beslenmede
daha yiksek oranda ihtiya¢ duyulan azot, fosfor, potasyum, magnezyum, kalsiyum gibi
elementler makro element sinifinda yer alirken, miktar bazinda daha az ihtiya¢ duyulan
demir, mangan molibden, bor, bakir ve ¢inko gibi elementler ise mikro element
sinifinda yer almaktadirlar. Bu bitki besin elementlerinin kullanildig1 ¢esitli glibreleme
programlar1 bitkinin tiirli, gelisim donemi, iklim, yetistirme teknigi vb. gibi faktorlere
bagli olarak dengeli bir bigimde bitkiye uygulanmaktadir.

Tirkiye’de artan iiretim alami ile stratejik bir {iriin haline gelen biber
yetistiriciliginde, makro ve mikro bitki besin elementlerinin yeri olduk¢a 6nemlidir.
Insan, hayvan ve bitkide saglikli bir gelisim i¢in elzem olan en &nemli mikro besin
elementlerden birisi de c¢inkodur (Zn). Cunkid Zn elementi, enzimlerde Kkatalitik,
kokatalitik ve yapisal olarak ti¢ sekilde rol almaktadir (Vallee ve Auld 1990, Vallee ve
Falchuk 1993). Cinkonun metabolik fonksiyonlar1 6zellikle azot, oksijen ve kiikiirt ile
tetrahedral kompleksler olusturmaya yatkin olmasi {izerine kuruludur ve bdylece enzim
reaksiyonlarinda fonksiyonel (katalitik) ve striiktlirel rol oynar (Vallee ve Auld 1990).
Rol aldigi bu enzimlerden en onemlilerine karbonik anhidraz, Cu-Zn slperoksit
dismutaz, alkol dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz, fosfolipaz, karboksipeptidaz, alkalen
fosfataz ve RNA polimeraz 6rnek gosterilebilir. Cinko ayrica Zn-finger, Zn-cluster ve
Ring-finger gibi transkripsiyonu diizenleyen proteinlerde onemli yapisal rol oynar ve
enzim smiflarinin altisinda da bulunan tek metaldir (Barak ve Helmke 1993). Bitkilerde
cinko iceren veya c¢inkonun aktive ettigi enzimler karbonhidrat metabolizmasinda,
protein  sentezinde, hiicre membraninin  korunmasinda, oksin  sentezinin
diizenlenmesinde ve polen olusumunda gorev almaktadirlar (Marschner 1995).

FAO tarafindan 15 iilkede 190 tarla denemesi ile ydrdtilen bir mikro element
projesinde, ¢inkonun verime en yiiksek etkiyi yapan mikro element oldugu tespit
edilmistir (Sillanpdd 1990). Bitkilerin ¢inkoya nispeten daha az ihtiyag duymalarina
karsin ¢inkonun bitki sagligi ve gelisimindeki payr cok biiyliktiir. Yetersiz ¢inko
beslenmesi durumunda bitkinin gelisim ve diger yasamsal fonksiyonlarinin azalmasi
neticesinde verim ve kalite kayiplari bas gosterecektir. Bu durum tlkemiz ve dinya
tarim ekonomisinde ¢esitli sorunlarin olusmasina neden olacaktir.

Cinko eksikliginin neden oldugu fizyolojik bozukluklarin en basinda
“bodurlasma” gelmektedir. Bitkilerde biiyiime hormonu olarak gorev yapan indol asetik
asit (IAA) metabolizmasimin bozulmasi sonucu yaprak ve bitki boyunda azalmalar
gOzlenmektedir. Buna ek olarak yapraklarda kloroz ve/veya rozetlesme de
gorilmektedir. Biitliin bu ¢inkonun noksanlik belirtileri ilk Once bitkilerin geng
yapraklarinda meydana gelmektedir. Ayrica ¢inko, protein sentezi ve karbonhidrat
metabolizmasinda da 6nemli rol oynamaktadir. Cinko noksanliginda ¢inkoya bagimli
enzimlerin etkinliginin azalmasi sonucunda bitkide 6nemli derecede metabolik sorunlar
olusmaktadir. Siddetli ¢inko noksanlig1 kosullarinda kloroplast yapisinin bozulmasi ve
fotosentetik elektron transferinin engellenmesi nedeniyle de bitkide fotosentez agi
sekteye ugramaktadir (Sharma vd 1982).
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Tiirkiye topraklar1 alinabilir ¢inko yoniinden “en yaygin ¢inko noksanligi”
gosteren Ulkelerden birisi olarak tanimlanmistir (Alloway 2009). Topraklarimizin ¢inko
yonunden yetersiz olmasinin nedenleri olarak; yiksek kil ve yiiksek kalsiyum karbonat
icerigi, pH’nin 7°den fazla oldugu toprak kosullarda ¢inkonun zor ¢dziinebilir olmasi,
alimabilir disiik c¢inko igerigi, antagonistik etkiye sebep olan ylksek fosfor,
magnezyum, kalsiyum igerikleri sayilabilir. Bu nedenle ¢inko noksanliginin fazla olarak
gortldiigli tilkemiz topraklarinda, noksanlia toleransi yiiksek cesitlerin 1slah1 6nem
kazanmaktadir.

Gelisen teknoloji ve biyoteknoloji alanindaki bilgi birikimlerinin artmasi ile
gunimizde 1slah ¢alismalar1 hiz kazanmistir. Yillardan beri siiregelen klasik 1slaha ek
ve alternatif olarak markir yardimli seleksiyon (MAS) yontemi kullanilmaya
baslanmistir. Cinko etkinliginin fizyolojik ve genetik olarak kompleks bir yapi
gostermesi ve ¢inko etkinligi yiiksek ¢esitlerin gelistirilmesinde fenotipik seleksiyondan
elde edilecek genetik ilerlemenin yavas (kalittm derecesinin diisiik) olmas1 nedeni ile
markir yardimli seleksiyon (MAS) ¢ok giiglii bir alternatif yontem olarak karsimiza
cikmaktadir (Pinar 2013). Ayrica bu yontem, arastirmaya konu olan genlerin genomda
yerinin tespiti i¢in ¢ok 6nemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Biberde ise simdiye
kadar turler arasinda (Livingstone vd 1999, Rao vd 2003) ve tir icerisinde (Barchi vd
2007, Ben-Chaim vd 2001, Lefebvre vd 1995) farkli genetik kaynaklarla ve amacla
bircok genetik harita olusturulmustur. Bu amag¢ dogrultusunda dominant karakterde olan
cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP), sekans iligkili cogaltilan polimorfizmi
(SRAP), degisken DNA dizilerinin tesadiifen ¢ogaltilmasi (RAPD) ve kodominant
karaktere sahip olan basit sekans tekrar1 (SSR), boliinerek ¢ogaltilmis polimorfik diziler
(CAPS), smirlayict enzim parca wuzunluk polimorfizmi (RFLP) markirlan
kullanilmaktadir. Bu markirlar, arastirma i¢in kullanilan popiilasyona ait tiirler haricinde
akraba olan tiirlerin genotipleri ile yapilan ¢alismalar i¢in de kullanilabilmektedirler.
Biberde ise Capsicum annuum x Capsicum frutescens tiirleri arast melez popiilasyonlari
(Portis vd 2006, Ben-Chaim vd 2006) ve Capsicum annuum x Capsicum chinense melez
popiilasyonlart (Yi vd 2006, Lee vd 2009) basit sekans tekrart markir1i (SSR)
kullanilarak haritalanmistir.

Wu vd (2009) tarafindan Sol Genomics Network’te yaymlanan 94 adet C.
frutescens var. BG 2814-6 x C. annuum cv. NuMex RNaky. melezlemesi ile elde edilen
F2 popiilasyonunun kullanildigi ve 12 adet biber kromozomuna denk gelen 12 baglanti
grubunun olusturuldugu ilk tam biber haritasinda toplam 381 adet olmak (izere SSR,
COSII, CAPS, dCAPS ve SCAR markirlar1 kullanilmistir. Ayni entegre haritada
kullanilabilir 280 adet COSII markirinin olas1 kromozom bdlgesi belirtilmistir. Buna ek
olarak 47 tane SSR markir1 da C. annuum x C. frutescens melez populasyonunda
haritalanmistir (Portis vd 2006).

Biberde daha 6nce ¢inko etkinligi ile ilgili yapilan ¢alismalarla ¢inkonun kalitim
mekanizmasi tespit edilmistir (Pmar 2013). “Biberde (Capsicum annuum L.) ¢inko
etkinliginin belirlenmesi ve haritalanmasi” konulu c¢alismanin sonucu ile biitiin bu
bilgiler birlikte kullanildiginda, ilgilenilen genin/6zelligin (QTL) yerinin genomdaki
lokasyonunun belirlenmesi ile biber 1slahinda bu 6zellik bakimindan biiyiik bir gelisme
kaydedilmis olacaktir. Ozellige ait olan genin, ¢inko noksanligina hassas olan diger
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biber tiirlerine aktarilmasi ile yine ayni oOzellik bakimindan verimli gesitlerin
gelistirilebilmesi miimkiin olacaktir.

Tezin ilerleyen boliimlerinde, konu ile ilgili terimler hakkinda genel bilgiler
verilecek, daha once yapilan ¢alismalara deginilecek, calismada kullanilan materyaller
ve yontemler detayli olarak incelenecek ve yapilan analizler dogrultusunda elde edilen
veriler birbirleri ile karsilastirilip saptanan sonuglar sunulacaktir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Diinyada 31.171.567 ton, Tiirkiye’de 2.159.348 ton iiretim miktarina sahip olan
biber, Tiirkiye’nin diinyada lider oldugu ilk bes iiriinden biri olan stratejik bir bitkidir
(TUIK 2013). Biberin anavatan1 Giiney ve Ota Amerika Kitas1 olup; dzellikle Bolivya,
Peru, Paraguay, Kuzey Arjantin, Giiney Brezilya ve Meksika bir¢ok biber tirinin gen
merkezidir, Antartika hari¢ tim diinyada yetistirilebilmektedir (Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitiisii (BATEM) 2009). Cin, Tiirkiye, Meksika, Ispanya, ABD,
Endonezya biber dretimindeki 6nemli Ulkelerdir (Cizelge 2.1.). Haploid kromozom
sayis1 12 (n=12) olan biber Magnoliopsida (iki ¢enekliler) sinifina iiyedir. Solanaceae
familyasinin igerisinde yer alan biberin en fazla kullanilan tiirii ise Capsicum annuum L.
olarak adlandirilmaktadir. Capsicum L. cinsine ait bilinen biber tdrleri; C. annuum, C.
chinense, C. pendulum, C. pubescens, C. minimum, C. baccatum, C. abbreviatum, C.
anomalum, C. breviflorum, C. buforum, C. brasilianum, C. campylopodium, C.
cardenasii, C. chacoense, C. ciliatum, C. chlorocladium, C. coccineum, C. cordiforme,
C. cornutum, C. dimorphum, C. dusenii, C. exile, C. eximium, C. fasciculatum, C.
fastigiatum, C. flexuosum, C. galapagoensis, C. geminifolum, C. hookerianum, C.
lanceolatum, C. leptopodum, C. luteum, C. microcarpum, C. minutiflorum, C. mirabile,
C. parvifolium, C. praetermissum, C. schottianum, C. scolnikianum, C. stramonifolium,
C. tetragonum, C. tovarii, C. villosum, C. violaceum’dur.

Cizelge 2.1. Dinya biber tretiminde 6nemli Glkeler ve tretimdeki paylar1 (FAO 2006)

Ulkeler Uretim Miktar1 (Ton) %
Cin 13.031.000 50.4
Turkiye 1.842.175 7.1
Meksika 1.681.116 6.5
Ispanya 1.074.100 4.1
ABD 893.610 3.6
Endonezya 871.080 3.4
Diger Ulkeler 6.473.783 25.03
TOPLAM 25.866.864 100

Biberin biyolojik 6zelliklerine bakacak olursak; biber bitkisinin cicekleri erselik

(hermafrodit) yapidadir.

Stamenli ve karpelli c¢icekler ayri

bireyler Uzerinde

bulunmaktadir. Kendine déllenmenin yani sira % 3-30 oraninda yabanci déllenmeye de
rastlanir. Bunun nedeni; erkek ve disi organin farkli zamanlarda déllenme olgunluguna
erigsmesidir (Gilinay 1981). Biber ¢igeklerinde erkek ve disi organlarin boy ve konumlari
ile dollenme yapabilecek devreye gegis zamanlar1 arasinda gesitli farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. Diger taraftan bir¢ok arastirici biberlerde ¢esit karakteri ve ekolojik
kosullara gore % 9-32 oraninda yabanci dollenme oldugunu kabul etmektedirler.
(Bayraktar 1970).

100 g taze yesil tathh biberde, 1.2 g protein, 0.29 g yag, 92.6 g su, 4.2 @
karbonhidrat ve 1.4 g seliloz bulunmaktadir. Ayrica yesil tath biberler A, B1, B2, P, K
ve C vitaminlerince de zengindir. Biberde vitaminlerin yani sira alkaloitler de
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bulunmaktadir. Biber 6zellikle C vitamini miktar1 bakimindan ¢ok degerlidir. Biberin
100 graminda ortalama 125 mg vitamin C vardir. Igerdigi mineral ve vitaminlerin
yaninda, aci1 biberlerde aci ve yakici tadi veren “capsaicin” alkoloidi 6nemli bir
antioksidandir.

Okatyotik hiicre yapisina sahip olan canlilardaki diploid somatik hiicre
cekirdegindeki miktarin yarisinda ya da haploid ¢ekirdekte bulunan DNA miktarinin
pikogram olarak ifadesine “C Degeri” denmektedir. Yapilan g¢alismalar sonucunda
kromozomun 2 kopyasinda da bulunan DNA miktarlar1 (2C) C. annuum tdri icin 7.65
pa/cekirdek, C. pubescens icin 9.72 pg/cekirdek ve genel olarak Capsicum turleri igin
ise ortalama 8.42 pg/cekirdek olarak hesaplanmistir (Belletti vd 1998). Degerler
karsilastirildiginda biber genomunun domates (Solanum lycopersicum L.) genomundan
3-4 kez daha biiyiik oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Arumuganathan ve Earle 1991).

Dinyada ve Tlrkiye’de artan iiretim alan1 ve ekonomik olarak énemli bir Grln
haline gelen biberin yetistiriciliginde etkisi olan faktorlerden birisi bitki beslemedir.
Tirkiye’de yetistirilen tiriinlerde 6zellikle tahillarda ¢inkonun Onemli bir beslenme
sorunu oldugu bildirilmistir (Cakmak 2004). Topraklardaki ¢inko eksikligi probleminin
giderilmesi icin uygulanabilecek iki 6nemli ydntemden birincisi; topraklarin bitki
ihtiyacin1 karsilayabilecek miktarda c¢inko ile giibrelenmesi, ikincisi ise ¢inkonun
noksan oldugu ortam sartlarinda bile verim kaybina ugramayan yiiksek ¢inko
etkinligine sahip yeni c¢esitlerin gelistirilmesidir. Bugiine kadar gerek iscilik gerekse
uzun 1slah siireglerinin zamansal zorluklar1 nedeni ile 6zellikle ¢inko gibi 6nemli bitki
besin elementlerinde etkinligin belirlenmesi, kaliimiin hesaplanmasi1 ve haritalama
caligmalar1 yavas bir seyirde ilerlemis olsa da, artan biyoteknolojik gelismeler sayesinde
bu ve benzeri ¢aligmalarin yiiriitiilmesi ginimizde hiz kazanmistir.

2.1. Cinkonun Bitkiler icin Onemi

Cinko periyodik cetvelin gegis elementleri grubunda kabul edilen ve yer
kabugunda en c¢ok bulunan elementler arasinda 23. sirada yer alan +2 degerlikli bir
elementtir. Toprak ve organizmalarin yapisinda bulunan bir¢ok elemente nazaran daha
az miktarda bulunmasina ragmen, 6zellikle canli organizmalarin yagamsal fonksiyonlar1
acisindan Onemli gorevleri istlenmektedir. Noksanliginin s6z konusu oldugu
durumlarda yapisal ve metabolik islevlerde ¢esitli problemlerin meydana gelmesi, ¢inko
elementinin 6nemini daha iyi vurgulamaktadir. insanlardaki ¢inko noksanligi riskinin
diinya niifusunun yaklasik olarak ii¢te birine tekabiil ettigi belirlenmistir (World Health
Organization 2004).

Cinkonun bitkinin saglikli gelismesi i¢in mutlak gerekli bir bitki besin elementi
oldugu Sommer ve Lipman (1926) tarafindan caligsmalarla belirlenmistir. Noksanlig1 ise
ilk defa ¢inkoya karsi duyarli ve bu konudaki caligmalar i¢in iyi bir test bitkisi olan
musir bitkisinde gézlemlenmistir (Barnette ve Warner 1935).

Bitkilerdeki bitki besin maddesi miktarini toprak, iklim, toprak isleme teknikleri
gibi faktorler etkileyebilecegi gibi bitkinin yasi, tiirii ve genetik 6zellikleri gibi bitkisel
faktorler de etkilemektedir. Bitkinin ihtiya¢ duydugu elementin noksanligi arttikca,
bitkideki gerekliligi de o derecede artmaktadir.
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Cinkonun sahip oldugu 6nem, onun birden fazla metabolik faaliyet ve striiktiirel
yapida rol almasindan ileri gelmektedir. Bilindigi iizere canlilarin yapi tasi olarak
adlandirilan hiicrelerin islevselliginde proteinler 6nemli rol oynamaktadirlar. Ve ¢inko
bitkide protein sentezine dogrudan katilan ve 300’den fazla enzimin etkinliginde
dogrudan veya dolayli olarak rol alan bir elementtir (Coleman 1992, Marschner 1995,
CGakmak 2000). Cinko birgok enzimde merkez atom olarak gorev almaktadir.

Karbonik anhidraz enzimi, bitkilerin fotosentez yetenegi ile birlestirildiginde
yine ¢inkonun Onemi 6n plana ¢ikmaktadir. Karbonik anhidraz enzimi, CO2'nin
doniisiimlii hidrasyonunu katalizleyen ve Zn*? iceren bir enzimdir (Odabasoglu ve
Kiifrevioglu 2001). Karbonik anhidraz (CA), bitkisel dokularda en ¢ok yapraklarda
bulunur ve fotosentezde elektron transport zincirinde elektron vericisi olan HCO™
iyonlarin1 temin eder (Vaklinova vd 1984, Majeau vd 1994). Bu nedenle c¢inko
noksanliginda karbonik anhidraz enziminin yapisinda meydana gelen bir problem
nedeni ile fotosentez oraninda azalmalar gézlenecektir. Bu durum Cs bitkilerine gore Cs
bitkilerinin fotosentez oranlarini daha ¢ok etkileyecektir (Burnell vd 1990). Fotosentez
yetisinin azaldig1 bitkilerin yapraklarinda klorozlar meydana gelmektedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Biber yapraginda ¢inko noksanligina bagli olarak olusan kloroz
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CuZn-superoksit dismutaz (CuzZnSOD) ise superoksidin, hidrojen perokside
(H202) dismutasyonunu katalizlemektedir. Bu enzimde ¢inko ve bakir bir arada
bulunmaktadir. Cinko noksanliginda yine bu enzimin aktivitesi azalirken agiga c¢ikan
oksijen (O2) miktar1 da ters oranda artmaktadir. Toksik O radikallerinin artmasiyla
birlikte membran lipidlerinin peroksidasyonu ve membran gegirgenligi de artmaktadir
(Cakmak ve Marschner 1988). Bu durum ise hiicrelerde ¢esitli hasarlara yol agmaktadir.

Cinko noksanlig1 plazma membran gecirgenligini arttirarak 6zellikle koklerden
kiiciik molekiillii bilesiklerin yikanmasina ve buradaki fosfolipid miktarinin azalmasina
neden olmaktadir (Welch vd 1982). Buna ek olarak ¢inko hiicre membraninin yapisi ve
bitiinligi icin gerekli bir unsurdur. Hiicre disi ortamdaki ¢inko konsantrasyonu
yiikseldigi zaman membran yapisindaki ¢inko konsantrasyonu da artarak koruyucu bir
etki gostermektedir (Vallee ve Galdes 1984). Cinko, membranin fosfolipid ve siilfidril
gruplarina baglanarak veya polipeptid zincirlerinde kalan sistein proteini ile tetrahedral
kompleksler olusturarak membran lipidlerini ve proteinlerini oksidatif zararlanmaya
kars1 korur (Giines vd 2000).

Cinko noksanliginda genotipsel farkliliklara bagli olarak, demir noksanliginda
oldugu gibi koklerden fitosidoresfer salinmasi meydana gelebilmektedir (Zhang vd
1989, Cakmak vd 1994). Bu durumun ise rizosfer ve koklerin hiicre duvarlarindan
cinkonun mobilitesine katki sagladigi belirlenmistir (Treeby vd 1989, Zhang vd 1991).
Triticum aestivum ve Triticum durum bugday tiirleri ile yapilan bir aragtirmada,
fitosidoresfer salimmin genotipsel olarak varyasyon gostermesinin temel nedeninin
deoxymugineic asitteki farkliliklardan kaynaklandig: belirlenmistir (Cakmak vd 1994,
1996).

Bitkilerde biiylime ve gelismede rol alan en 6nemli hormanlardan birisi de dogal
bir oksin hormonu olan indol asetik asittir. Indol asetik asidin biyolojik sentezi icin
triptofan aminoasidi gorev almaktadir. Bitkilerde ¢inko noksanliginin en agik belirtisi
olan bodur biiyiime ve kii¢lik yaprak olusumu oksin metabolizmasindaki bozulmadan ve
Ozellikle indol asetik asit (IAA) olusumundaki azalmadan ileri gelmektedir (Kacar
1998). Yapraklarin kiigiiliip kiimelesmesi seklinde ortaya ¢ikan yapi ¢inko noksanligi
belirtisinin en tipik 6rneklerindendir.

Fruktoz 1,6-bifosfataz enzimi alti karbonlu sekerlerin kloroplastlarda ve
sitoplazmada dagilimi diizenlerken, aldolaz ise ii¢ karbonlu fotosentez {iriinlerinin
kloroplastlardan sitoplazmaya tagimini diizenler ve aldolaz enzim aktivitesi bitkilerin
cinko ile beslenme durumunu 6nemli oranda yansitir (O’Sullivian 1970). Bu durum ise
cinko elementinin karbonhidrat metabolizmasindaki roliinii agik¢a ortaya koymaktadir.

Cinko eksikliginin oldugu bitkilerde diisiik protein icerigi ve yiiksek aminoasit
icerigi RNA yapisinin bozulmasinin bir sonucudur. RNaz aktivitesinin daha yiiksek
oranda olmasinin bitkide ¢inko eksikliginin tipik Ozelligi oldugu belirtilmektedir.
(Sharma vd 1982). Johnson ve Simons (1979) tarafindan yapilan bir arastirmada soya
fasulyesindeki RNaz aktivitesi ile ¢inko arasindaki bag iliskilendirilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. Soya fasulyesinin taze agirligi, RNaz aktivitesi ve protein azotuna ¢inko
uygulamasinin etkisi (Johnson ve Simons 1979)

inko .
Uygulamam Taze Agarlik (g) | A2 AKIVIEES | o osein Azotu (%)
(mg/L) ()
0.005 4.0 74 1.82
0.01 5.1 58 2.25
0.05 6.6 48 278
0.10 10.0 40 3.65

Cinkonun DNA ve RNA metabolizmasi, hiicre boliinmesi ve protein
sentezindeki rolleri uzun zamandir bilinmesine ragmen son zamanlarda DNA
kopyalanmasi, tanimlanmasi ve gen baskinliginin diizenlenmesi gibi islevleri yiiriiten
protein molekilu (¢cinko-metal proteinleri) de bulunmustur (Coleman 1992, Vallee ve
Falchuk 1993). Ornegin; Zinc-finger proteini, transkripsiyonda gorevli olan TF-11IA
(transkripsiyon faktor 111A)’da ¢inkonun yer aldigi bolgedir. DNA ¢ift sarmalinin biylk
oluguna yerlesir, DNA bazlar ile temasa gecer ve DNA’da 6zgiin baglanma bolgesine
baglanarak gen regiilasyonunda gorev alir. DNA sentezinde rolu olan bir¢ok enzimin
sentezi icin ¢inko gerekmektedir. DNA sentezi icin hlcre dongisinin G1 fazinda
cinkoya gereksinim vardir ve DNA sentezi i¢in major enzim olan DNA polimerazin
aktivitesi icin cinko gereklidir (Belgemen ve Akar 2004). RNA polimeraz, cinko
varliginda RNA i¢indeki dort riboniikleozidin de polimerizasyon reaksiyonunu katalize
eder. Cinko eksikligi hiicrelerin total RNA igerigini degistirmez fakat mRNA sentezinin
kompozisyonunu degistirir (Arcasoy 2002).

2.2. Toprak ve Cinko Iliskisi

Cinko, yerkabugunu olusturan elementler arasinda yer almaktadir. Ortalama
cinko konsantrasyonlari sirastyla mineral toprakta 50 pg total Zn g, organik toprakta
66 pg total Zn g* ve birgok tarim topraklarinda ise 10-300 ug total Zn g bulunmaktadir
(Alloway 1995, Barber 1995).

Kayaclar ¢inkoyu degisik formlarda biinyelerinde barindirirlar. Bu formlara
cinko sulfur, cinko silfat, ¢inko oksit, ¢inko fosfat, ¢inko karbonat ve ¢inko silikat
ornek olarak verilebilir. Bu bilesikleri igeren kayaglarin ayrigmasi ile olusmus topraklar,
yiiksek konsantrasyonlarda ¢inko ve diger elementleri iceren topraklardir (Barak ve
Helmke 1993). Yapilan bir calismada ise killi topraklarin ¢inko adsorbsiyon
kapasitelerinin kumlu topraklara gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Shuman
1975).

Topraklarda noksanligr en yaygin goriilen bitki besin maddelerinin arasinda
cinko da yer almaktadir. Toprak ¢ozeltisinin ¢inko konsantrasyonu oldukga diisiiktiir ve
3x10® M ve 3x10° M arasinda degisir (Hodgson vd 1966). White ve Zasoski (1999)’ye
gore, ¢inko noksanliginin en yaygin oldugu iilkeler Akdeniz Bolgesi, Gliney Dogu ve
Dogu Asya iilkeleri ve Avustralya’dir. Tiirkiye topraklarinin %49.83 tiniin (14 milyon
hektar) yarayigh ¢inko kapsamui kritik deger olarak kabul edilen 0.5 mg/kg’nin altindadir
(Eyiipoglu vd 1994). Toprakta bulunan organik madde miktari, topragin pH degeri,



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Cansu SIMSEK

kireg icerigi, yarayish fosfor, demir ve mangan kapsami, topraktaki kil miktar1 ve tipi
gibi faktorler topraklarda bulunan yarayish ¢inko miktarini etkileyen faktorlerdendir.
%2’den diisiik organik madde ve yiksek oranda kalsiyum karbonat (CaCO3) iceren
topraklar ¢inko noksanliginin en ¢ok goriildiigii topraklardir. 1511 adet toprak ornegi ile
yapilan bir ¢caligmada, Tiirkiye’de en diisiik ortalama ¢inko degerine sahip ilk 5 il sirasi
ile Van (0.26 mg/kg), Tunceli (0.32 mg/kg), Denizli (0.33 mg/kg), Burdur (0.34 mg/kg),
Kastamonu (0.37 mg/kg) olarak tespit edilirken en fazla ortalama ¢inko igerigine sahip
iller ise Mus (2.52 mg/kg), Mersin (1.86 mg/kg), Artvin (1.78 mg/kg), Rize (1.62
mg/kg) ve Trabzon (1.44 mg/kg) olarak belirlenmistir (Eylipoglu vd 1998).

Hatay, Adana ve Mersin illerindeki turung bahgelerinde yapilan bitki besin
maddelerinin diizeyini belirleme c¢alismasinda, yapilan yaprak analizlerine gére basta
cinko olmak tlizere mikro elementlerin genellikle yetersiz diizeyde oldugu belirlenmistir
(Torun vd 2005). i¢ Anadolu bélgesinde yapilan diger bir calismada ise yiiksek pH
degerine sahip kiregli topraklarin ve yetersiz organik madde diizeyinin (< %2) bu
alandaki topraklarin ¢inko agisindan yetersiz olusunu agiklamistir (Cakmak vd 1996).

2.3. Cinkonun Topraktan Alinim ve Bitkiye Tasinimi

Cinko toprakta yalnizca Zn*? formunda bulunmaktadir ve bitki tarafindan da
ayni formda alinmaktadir. Topraktaki ortalama 5.0 ve 7.0 pH araligi, ¢inkonun optimum
diizeyde alinabilmesi i¢in en elverisli deger olarak kabul edilmistir (Sekil 2.2)

TR VT Orta Hafif | Cok hafif| Cok hafif| Hafif Orta
e | | Azor | |
e FOSFOR | | | |
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— aeom e
e e S N 3 B e
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e BAKIR & CINKO I B mes e m—
o — N
| |

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

pH

Sekil 2.2. Bitki besin elementlerinin bitkiler tarafindan optimum sekilde alindigi pH
degerleri

Bitkilerin genellikle ¢inko istekleri diisiiktiir. Kuru maddede sahip olduklari
cinko igerikleri en fazla 100 mg/kg diizeyindedir. Akan su kiiltiirii ile yapilan bir
calismada 0.01x107® ile 2.5x10 M ginko igerigine sahip olan s1v1 besin ¢ozeltisi 8 farkli
bitki tiirlinden maksimum ya da maksimuma yakin verimin alinabilecegini belirlemistir
(Carroll ve Loneragan 1969).



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Cansu SIMSEK

Topraktan kok yiizeyine ¢inko tagimimi saglayan en Onemli mekanizma,
topraktan koke tagiman sollsyonun yiksek miktarda cinko igcermesidir (Barber ve
Silberbush 1984). Cinko, kiregli topraklarda karbonatlar tarafindan adsorbe edilmekte
ya da ZnCO3 ve Zn(OH)2 gibi ¢oziiniirliigi ¢ok diisiikk olan bilesikler olusturmaktadir
(Trehan ve Sekhon 1977, Erdal vd 2003). Bu durumda olan toprak kosullarinda
koklerce ¢inkonun topraktan alinimi zorlagsmaktadir ya da hi¢ alinim olmamaktadir.
Fakat yapilan caligmalar dogrultusunda ¢inkonun yiiksek pH degerlerinde tek degerlikli
katyon (ZnOH™") olarak alinabildigi tespit edilmistir (Marschner 1995). Yine de toprakta
fazla miktarda bulunan bikarbonat, bitkiler tarafindan ¢inkonun alinmasini ve toprak
iistii organlarina tasinmasini olumsuz etkilemektedir (Mengel ve Kirkby 1982).

Arbuskular mikoriza koklerin bulundugu topragin hacmini genisleterek
cinkonun topraktan alimini arttirabilmektedir (Kothari vd 1991, Ortas 2012). Bitki
koklerinden salgilanan fitosiderosferin topraktaki rizosfer pH’sin1 degistirmesiyle de
cinkonun selatlanip bitkilerce alinabilir hale getirilmesinde rol oynamaktadir (Fageria
ve Stone 2006).

Cinkonun yarayighiligi iklim kosullariyla da baglantilidir. Cinkonun bitki
koklerince almiminda toprak nemi onemli bir rol oynamaktadir. Ilkbaharin soguk,
yagisli ve az giinesli gectigi lokasyonlardaki ¢inko eksikligi, mikrobiyal faaliyetlerin
azalmasi neticesinde daha sik olarak goriiliir (Lucas ve Knezek 1972, Giines vd 2000).

Cogu bitki besin elementi toprakta birbiriyle rekabet halindedir. Ayrica bazi
elementlerin, ayni ortamdaki bir diger elementin yarayishligini arttirabildigi gibi aym
sekilde azaltabilmektedir. Fosfor, ¢inkoya antogonistik etki yapan elementlerden
birisidir. Fosfor bitki gelisimini arttirdigr ig¢in seyreltme etkisi yaparak da ¢inkonun
miktar olarak azalmasina neden olabilmektedir (Stukenholtz vd 1966). Fosforun ¢inko
alimin1 azaltict etkisi kii¢iik kok sistemine sahip bitkilerde ve 6zellikle ortamdaki ¢inko
miktar1 orta ya da az oldugunda daha belirgin hal almaktadir (Marschner ve Schropp
1977).

2.4. Bitkilerin Cinko Etkinligiyle Iliskisi ve Kalitiminin Belirlenmesi

Teze konu olan biber (Capsicum annuum L.) bitkisi, tinli-kumlu, tili-killi ve
organik maddece zengin topraklarda en iyi gelisimi gdstermektedir. Biberin fasulye,
turunggil, misir, piring gibi goreceli olarak ¢inko noksanligina karsi duyarliliginin
yiiksek oldugu belirlenmistir (Eken, 2007). pH’nin 6.0 ve 6.5 arasinda oldugu kosullar
biber icin optimumdur. Yapilan g¢alisma ile topraktaki ¢inko eksikliginin dzellikle
yiiksek tuz uygulamasi altinda (yiiksek pH degerinde) biberin yesil aksam buyimesini
onemli Ol¢tide etkiledigi belirlenmistir. Artan sodyum kloriir (NaCl) uygulamasi yesil
aksam kuru madde iretimini azaltmigtir, fakat bu azalma 2 mg c¢inko/kg toprak
uygulamasinda 10 mg ¢inko/kg toprak uygulamasina gore daha fazla olmustur (Aktas
vd 2006).

Topraktaki yarayish c¢inkonun aliimi bitki koklerinin yapisiyla da iliskili bir
durumdur. Sacak kok yapisina sahip olan biber gibi bitkiler, daha fazla kok yiizey
alanina sahip oldugu i¢in ¢inko ve diger besin elementlerin kullanilabilirligini
arttirabilmektedir.
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Cinko randimanli genotipler, ¢inko takviyesi yapilmayan kosullarda ¢inko
randimansiz genotiplere gore koklerden siirgiinlere daha fazla ¢inko tagimaktadirlar
(Cakmak vd 1996, Rengel ve Graham 1995). Ancak yapilan ¢alismalar dogrultusunda
diisiik ¢inko igeren toprak kosullarinda yetisen bugdaydaki analiz sonuglari, ¢inko
acisindan etkin olan ve olmayan ¢esitlerin sitoplazma ve kofullarda benzer oranlarda
cinko icerdiklerini, hiicre i¢i ¢inko durumunun c¢inko etkinligi ile iliskili olmadigini
ortaya ¢ikarmistir (Hacisalihoglu vd 2003).

Cinko elementinin noksan oldugu kiregli topraklardaki arazi denemelerinde,
cinko etkinligi ile siirgiindeki toplam ¢inko miktar1 arasinda pozitif bir iliski oldugu
belirlenmistir (Cakmak vd 1997, Graham vd 1992). Tahillarda ise yiiksek c¢inko
etkinliginin ifade edilebilmesinin bitkilerin ¢inkoyu topraktan alabilmesi ve dokularda
etkili bir sekilde kullanabilmesi ile iliskilendirmistir (Cakmak vd 1998). Yuksek verimli
bitkilerin elde edilmesi besinsel problemlerin 6nline gegmek ve yetistiricilikte ekonomik
acidan yarar saglamasi agisindan 6nem teskil etmektedir. Bu durumda bitki 1slahi,
verimli ¢esitlerin gelistirilmesinde Onemli rol oynamaktadir. Yiiksek pH’dan
kaynaklanan mikroelement noksanliklar1 giibreleme ile giderilemeyebilir ve bu nedenle
genetik ¢ozumler gereklidir (Erenoglu vd 1999). Bitki tiir ve gesitleri arasinda ¢inko
etkinligi acisindan biiyiik genotipik varyasyonlar oldugu i¢in bu varyasyonlarin
seleksiyon yolu ile kullanimiyla ¢inko bakimindan yiiksek etkinlige sahip bitkilerin
1slah edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Cakmak vd 1998). Phaseolus vulgaris ile
yapilan ¢alismada kontrolli melezlemeler ile ¢inko igeriginin %10’a kadar
arttirilmasinin miimkiin oldugu bulunmustur (Gelin vd 2007). Fakat arazi ortaminda
yapilan klasik testlemeler lokasyon, toprak tiirii ve iklim gibi kriterlere bagli olarak
varyasyon gosterdigi icin daha giivenilir bir alternatif metot olan molekiiler ¢calismalara
bagvurulmaktadir. Caligmada kullanilan saksi denemeleri analiz fenotipik gozlem ve
besin elementi etkinliginin kalitiminin hesaplanabilmesi imkan1 sunmaktadir.

Kalitim hesabi, meydana gelen fenotipik varyasyonun ne kadarmin cevresel
etmenlerden ve ne kadarinin genotipik etmenlerden kaynaklandigini ifade etmek igin
kullanilan bir yontemdir. Kalitim iki sekilde ifade edilebilir: 1. Bir popullasyondaki
genetik varyasyon (V) nedeniyle olusan fenotipin (Vp) oranmin ifade edildigi “genis
anlamda kalitm (H?) ”dir ve H? = Vo/Vp seklinde hesaplanmaktadir (Klug ve
Cummings 2005). Genis anlamda kalittim derecesinin 1.0’a yakin olmasi, bir
populasyondan elde edilen fenotipik varyasyona ¢evre etkisinin ¢ok az oldugunu, 0’a
yakin olmasi ise varyasyonun hemen hemen tamaminin ¢evresel etkiden
kaynaklandigin1 belirtmektedir (Klug ve Cummings 2005). 2. Eklemeli genetik
varyasyon (Va) nedeni ile meydana gelen fenotipik varyasyonun “dar anlamda kalitim
(h?)” ile ifade edilmesidir ve h’>= Va/Vp olarak hesaplanmaktadir (Klug ve Cummings
2005). Yiiksek demir ve ¢inko igerigine sahip yumrularin gelistirilmesinin hedef oldugu
tathh patates 1slahinda, demir ve ¢inko arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
bulunmustur (Courtney 2007). Bitki besin elementi agisindan yiiksek derecede kalitim
derecesi ve genetik varyasyona sahip olan tiirler, yine bitki besin elementi agisindan
etkin olan tiirlerin 1slahinda kullanilabilmektedir.

Ekmeklik bugday genotipleri ile yapilan bir ¢alismada, kuru sartlarda bayrak

yaprak klorofil icerigi ve basakta tane sayis1 kalitiminin eklemeli gen etkisinde oldugu
ve bayrak yaprak yesil kalma siiresi, bayrak yaprak kiil icerigi, tist bogum uzunlugu,
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bitki boyu, 1000 tane agirlig1 ve tek bitki tane verimi kalitiminin eklemeli olmayan gen
etkisinde oldugu belirlenmistir (Ozturk vd 2006).

2.5. Cinko ile Baglantili Genler ve Haritalama Calismalari

Cinko tagimimui ile baglantili genler ilk defa Arabidopsis thaliana bitkisi ile
yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Eng vd 1998). Bu genler ZIP gen ailesine {iye olan
ZIP1, ZIP2, ZIP3 ve ZIP4 genleridir (Sekil 2.3). ZIP gen ailesi, kadmiyum, demir,
mangan, ¢inko gibi katyonlarin bitkideki taginiminda gérev alan genlerdir (Eng vd
1998). ZIP1 ve ZIP3 genleri bitki koklerinde ekspres olmakla birlikte ¢inkonun
topraktan aliminda gorevli iken ZIP2 geninin nerede ekspres oldugu belirlenememistir.
ZIP4 geni, genom sekanslamasi yardimi ile ¢inko noksanlig1 yasayan bitkilerin siirglin
ve koklerinde tespit edilmistir (Grotz vd 1998). Ayrica mayalarda ¢inko tasinimu ile
ilgili ZRT1 ve ZRT2 genleri bulunmaktadir (Zhao ve Eide 1996). Yine mayalarla
yapilan bir ¢alismada IRT1 geninin demir tasinimindakinin yani sira mangan ve ¢inko
tasiniminda da gorev aldigi belirlenmistir (Korshunova 1999).

Shoot Root

+ -  + -

ZIP1

ZIP3

ZIP4

Sekil 2.3. Strgiin ve koklerdeki ZIP1, ZIP2 ve ZIP4 genlerinin northern blot géruntuleri

Pirincte (Oryza sativa) yapilan bir ¢calismada fonksiyon bakimindan benzerlikleri
bulunan fakat farkli pH kosullarinda farkli aktivite gésteren iki adet ¢inko baglantili gen
kesfedilmistir (Ramesh vd 2003).

Kompleks 06zelliklerin  bulundugu genotiplerdeki genetik varyasyonun

tanimlanmasinda fenotipik ve genotipik datalarin arasindaki bagin kullanildig istatiksel
bir yontem olan QTL (Quantitative trait locus), spesifik bir 6zelligi kontrol eden ¢oklu
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gen bolgelerini haritalama ¢aligsmalarinda ¢esitli molekiler markir yontemleri ile birlikte
kullanilmaktadir (Miles ve Wayne 2008).

Bugday ile yapilan bir ¢alismada ¢inko konsantrasyonu ile ilgili 4 QTL ve ¢inko
kapsami ile alakali 7 QTL bolgesi belirlenmistir (Shi vd 2008).

Madhukar ve Swarna melezinden gelistirilen bir piring popiilasyonunda ise
yapilan haritalama sonucu 1., 3., 5., 7., ve 12. kromozomda ¢inko ve demire bagli 5 adet
QTL bolgesi belirlenmistir (Anuradha vd 2012).

Fasulyede yapilan bir ¢alismada ise, tohumdaki ¢inko igeriginin tek dominant
karakterdeki bir gen tarafindan kontrol edildigi ifade edilirken (Cichy vd 2005), soya
fasulyesinde ise ¢inko alimimin daha ¢ok eklemeli genlerin tekelinde oldugu tespit
edilmistir (Spehar 1995).

Arabidopsis halleri ve Arabidopsis lyrata ile yapilan tiirlerarast melezleme
caligmasi ile ¢inko toleransinda rol oynayan 3 adet QTL haritalanmistir (Willems vd
2007).

Triticum discoccum yabani bugday tiirii ve Triticum durum ile yapilan ¢alismada
cinko, demir ve bakir ile baglantili olan QTL bolgeleri ile Tohumlardaki protein
konsantrasyonu ile ilgili QTL bolgeleri arasinda énemli iliskiler tespit edilmistir (Peleg
vd 2009).

Molekiiler markirlar, PZR temelli molekiiler markirlar (RAPD, SSR, AFLP,
SRAP gibi), PZR temelli olmayan molekiiler markirlar (RFLP) ve DNA c¢ip ve
dizilemeye bagli olanlar (SNP’ler gibi) olmak iizere ii¢ guruba ayrilmaktadirlar
(Sadeghzadeh 2008). Son yillarda sistematik ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan
molekiiler markirlar ¢esitli avantajlara sahiptir; 1) ¢cevre faktorlerinden etkilenmezler, 2)
cekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel genomlar
ayr1 ayr1 caligilabilir, 3) genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklari i¢in daha az
pleiotrofiktir (bir genin birden fazla karakteri kontrol etmesi), 4) her bir ebeveynden
gelen farkli karakterler tespit edilebildigi i¢in bitkilerin genetik kokeni tespit edilebilir,
5) sonsuz sayida molekiiler markir elde edilebilir (Giilsen ve Mutlu 2005). Teze konu
olan ve haritalama i¢in kullanilan molekiiler markirlara SSR, RAPD, SRAP ve IPBS
(retrotranspozonlar) 6rnek verilebilir.

2.5.1. Basit tekrarh dizi (Simple sequence repeats (SSR)) markirlar

Yiksek organizmalarda henliz gorevleri bilinmeyen, ancak diizenleyici rollere
sahip oldugu disiiniilen, rasgele tekrarlanan DNA bolgeleri (minisatellitler ve
mikrosatellitler) vardir (Rafalski ve Tingey 1993). Bitkilerde (AT)n, (AAG)n ve (AAT),
gibi tekrarlar bitkilerde ¢ok yaygindir (Akkaya vd 1992). Basit dizi tekrari olarak
bilinen mikrosatellitlerin (1-6 bp) iki ucunda da bulunan bazlarin sekans bilgisine
dayanilarak o bolgelere 0zgli 18-22 bp’lik primerler tasarlanabilmektedir. Minisatellitler
genellikle kromozomlarin u¢ kisimlarinda, yani telomere yakin bolgelerde bulunmasina
karsin, mikrosatellitler Okaryotlara ait kromozomlar {izerinde daha bol ve gelisigiizel bir
dagilim gosterir (Tautz 1989). Polimorfizm tekrar sayisindaki fakliliklara bagli olarak
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gelismektedir. Tekrar sayisindaki farkliliklarin  kaynagi ise DNA replikasyonu
sirasindaki kaymalardir (Schlotterer ve Tautz 1993). Jel goriintiiemesinde farkli
biydkliklerde belirlenen bantlar farkli allelleri gostermektedir. SSR kodominant bir
markir oldugundan homozigot ve heterozigot genetiplerin ayrimlari yapilabilmektedir.
SSR markirlar1 bu ¢alismada oldugu gibi genetik haritalama ve genetiksel varyasyonun
belirlenmesinde kullanilabilmektedir.

Fasulye popiilasyonunun kullanildigt ve SSR markirlarinin yardimi ile 11
kromozomu kapsayan genetik haritanin olusturuldugu bir calismada, demir ve ¢inko
besin elementleri ile iligkili QTL bolgeleri tespit edilmistir (Blair vd 2010).

Gana’daki c¢ocuklarin beslenmesi ve anne sagligi i¢in 6nemli, demir ve ¢inko
igerigi yiiksek olan Solanum torvum, Solanum aethiopicum ve Solanum anguivi
(patlican tiirleri) ile yapilan ¢alismada tiirler arasindaki genetik cesitliligin belirlenmesi
icin SSR markirlart kullanilmistir (Oppong vd 2015).

Avustralya’daki kanola g¢esitlerinin arasindaki akrabalik derecesinin belirlenmesi
icin genotiplerin 18 SSR primeri ile taranmasi1 sonucunda 112 adet polimorfik gen
bolgesi tespit edilmistir (Wang vd 2009).

6 tane elit Sili biberi (Capsicum annuum L.) arasindaki genotipik farki
belirlemek icin yapilan c¢alismada ise 58 adet SSR markiri ile 83 adet allel
belirlenmistir. Elde edilen bazi bantlarin biber i¢in spesifik olabilece§i ve c¢esitlerin
ayriminda kullanilabilir oldugu tespit edilmistir (Dhaliwal vd 2013).

Biberde markir destekli seleksiyon yontemi igin, Capsicum annuum L.’nin
cDNA sekans bilgisinden yararlanilarak 2 ve 3’er bazlik SSR markiri gelistirilmistir
(Sugita vd 2013).

2.5.2. Rastgele arttirtlmis polimorfik DNA (randomly amplified polymorphic
DNAs (RAPD))

DNA pargasinin rastgele ¢ogaltimini temel alan genellikle 10 bp’lik primerin
kullanildigt markir yontemidir. Polimorfizm, primerlerin baglanma bdlgelerinin
cesitliligi ve buna baglh olarak olusan farkli uzunluktaki DNA parcaciklarindan
kaynaklanmaktadir (Williams vd 1990). Sekans bilgisine gerek olmayisi avantajidir.
Dominant bir markir oldugundan dolayr homozigot ve heterozigot genotipleri
ayiramamaktadir. Bu nedenle daha gilivenli olan SCAR markirlarina doniistiiriilerek bu
markirlarin  giivenilirligi arttirilabilmektedir (Yu vd 2000). RAPD teknigi genetik
kaynaklar arasindaki cesitlilik, bitki popiilasyonunda kullanilan bireyler arasindaki
iligkilerin tespitinde ve genetik haritalama ¢alismalarinda en fazla kullanilan
yontemlerden birisidir (Williams vd 1990, Villordon ve LaBonte 1995).

29 adet ac1 biber genotipi arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi amaci ile
yiiriitiilen bir calismada 10 adet RAPD primeri kullanilmistir ve 8 tanesi ile polimorfik
bant elde edilmistir (Rego vd 2010).
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70 adet Capsicum cinsi biber arasinda tiir igi ve tiirler aras1 genetik ¢esitlilik
belirleme caligmasinda yine RAPD markirlar1 kullanilmistir. 53 adet genotip acisindan
(16 C. annuum, 7 C. frutescens, 14 C. baccatum ve 16 C. chinense) bu primerlerin
dogrulugu teyit edilmistir (Costa vd 2005).

39 adet patates (Solanum tuberosum L.) genotipinin arasindaki genotipik
farklilig1 belirlemek i¢in yapilan ¢alismada ise SSR, ISSR ve AFLP markirlarinin yani
sira 20 adet RAPD markir kullanilmistir (McGregor vd 1999).

Bir patates tlrl olan Solanum phureja’nin genotipik karakterizasyon analizi i¢in
106 adet RAPD primeri kullanilmistir. 102 adet polimorfizmin elde edildigi ¢calismada
12 tane primerin bu g¢aligma i¢in en verimlisi oldugu tespit edilmistir (Ghislain vd
1999).

2.5.3. Sekans iliskili cogaltilan polimorfizmi (Sequence-related amplified
polymorphism (SRAP))

Genomdaki agik okuma bdlgelerini (open reading frame (ORF)) hedef alan bir
markir sistemidir. 17 niikleotidli ileri (forward) ve 18 nikleotidli geri (reverse)
primerinden meydana gelmektedir. Forward primerinin 5° ucunda 13-14 nukleotidli
cekirdek dizisinden (core sequence) sonra CCGG dizisi bulunurken reverse primerinde
AATT dizisi bulunmaktadir. Primerlerin 3’ ucunda ise ¢ adet secici nukleotid
bulunmaktadir. SRAP markirlari, RAPD markirlarina gére daha yiiksek oranda tutarli
sonuclar ortaya koymaktadir (Li ve Quiros 2001).

56 adet patlican genotipinde yapilan analizde 55 adet SRAP primer
kombinasyonu kullanilmistir. Bu ¢alisma sonucunda SRAP markir yonteminin genetik
cesitlilik ve filogenetik iligki belirlemek i¢in kullanilmasinin  uygun oldugu
belirlenmistir (Li vd 2010).

Rastgele segilen 27 primer kombinasyonu ile tarama yapilan 44 patates
varyetesinde 104 adet polimorfik bant elde edilmistir. Yapilan ¢alisma ile sz konusu
olan patates turiine ait genotipin 4 tane blyuk buyuk grup olmak tizere 7 tane alt gruba
ayrildigi tesptit edilmistir (He vd 2007).

72 biber genotipinin kullanildigi bir ¢alismada 17 adet SRAP kombinasyonu
kullanilarak genotipler arasindaki iliski belirlenmistir. Elde edilen 182 bantin 118
tanesinin farkli uzunlukta oldugu gozlemlenmistir. Analizler sonucu genotiplerin 8
farkli grup meydana getirdigi tespit edilmistir (Xu vd 2011).

2.5.4. Primer baglanma bolgesi aras1 (inter primer binding sites (IPBS)) markirlar
(retrotranspozonlar)

Genomda c¢esitli hareket edebilme kabiliyetine sahip retrotranspozonlar gibi
genetik elemanlar bulunmaktadir. Retrotranspozonlar (Sinif I transpozonlar) bir RNA
ara urun araciligryla kendilerini kopyalayarak hareket eden kalitim materyalleri olarak
adlandirilmaktadirlar ve transkripsiyon ile kendilerini RNA olarak kopyaladiktan sonra
ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi araciligi ile tekrar DNA’ya cevrilerek
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genoma dahil edilirler. Retrotranpozonlar LTR adi verilen uzun ug tekrar dizilerine ve
tRNA’ya komplementer olan korunmus primer baglanma bdlgesine sahiptirler. Bu
markir yonteminde bu baglanma bolgeleri hedef alinmaktadir.

IPBS primerleri 12, 13 veya 18 bp uzunluklarindadir. Primerlerin yapisma
(annealing) sicakliklari, primer uzunluklart ve GC (guanin ve sitozin) igeriklerine gore
45°C ile 60°C arasinda degismektedir (Kalendar vd 2010).

Genetik varyasyon ve iligkinin belirlendigi, Giineydogu bolgesinde bulunan 5
adet yillik yabani ve 1 adet ticari tiire (Cicer arietinum) ait 71 bireyle yapilan ¢alismada
IPBS primeri ile 130 polimorfik bant tespit edilmistir (primer basina 13 polimorfik
bant). NeighborNet programi ile belirlenen gruplarin, IPBS ve ISSR markirlan ile

2012).

Genetik ¢esitliligin belirlenmek istendigi ve 6 tane dominant IPBS markirinin
kullanildig1 bir ¢alismada ise Guava (Psidium guajava Linn.)’da 113 adet polimorfik
bant elde edilmistir (Mehmood vd 2013).

Populasyon yapisinin tespit edilmek istendigi bir baska calismada ise bezelyede
(Pisum sativum) 12 adet IPBS markir1 kullanilmistir. Skorlanabilir 106 banttan 81 tanesi
polimorfik bulunmustur (Baloch vd 2015).

Molekiiler ¢aligmalarda kullanilan biitiin bu markir yontemleri, QTL haritalarin
olusturulabilmesi i¢in genotipik datay1 olusturabilmek agisindan énemlidir. SSR tekrar
edilen, SRAP protein kodlayan, ve IPBS markirlarida transposable elementlerin oldugu
genom bolgelerini temsil edeceginden haritalama i¢in iyi bir genom temsili olustururlar.
Ayrica kromozoma diisen markir sayisinin arttirilmasi sayesinde, QTL bdlgesinin
yerinin daha kesin tespit edilebilmesi saglanabilmektedir. SSR gibi kodominant bilgi
ureten markir sistemlerinin kullanilmasi, genetik haritalamanin dogruluk payin
arttirmada 6nemli rol oynamaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu teze konu olan haritalama icin F2 biber popilasyonu, P1281420 (C.
frutenscens L.) ve Alata 21A (C. annum L.) genotiplerinin melezlenmesi ile
olusturulmustur. Haritalama i¢in 93 adet F» bitkisi kullanilmistir. Cinko etkinligi
denemeleri 450 adet F2 bitkisi icinden en yiiksek ve en diisiik ¢inko eksikligi gdsteren
F2 bitkilerinin kendilenmis F3 bitkilerinde yiirtitiilmiistiir. Her F3 projenisinden 12 bitki
¢inko desteksiz, 12 bitki de ¢inko destekli ortamda yetistirilmistir. Denemeler,
Alata/Mersin Bahge Kiiltiirleri Arastirma Merkezi serasinda ii¢ tekerriirlii tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore kurulmus ve bu bloklar arasindaki varyasyonlar
hesaplanmistir. Bitki materyallerinden 0-5 skalasina gore gozlem alindiktan sonra gesitli
yontemler dogrultusunda bitkinin farkli aksamlarindaki kuru madde igerikleri
belirlenmistir. Elde edilen verilerin ortalamasi, ilgilenilen QTL (Quantitative Trait Loci)
bolgelerinin  kromozom  iizerindeki yerlerinin  belirlenmesinde  kullanilmistir.
Haritalamada kullanilan baglant1 gruplar1 20 adet SSR, 5 adet RAPD, 24 adet SRAP ve
44 adet IPBS markirlar1 kullanilarak olusturulmustur. Markir taramasi ile elde edilen
veriler Microsoft Excel ortaminda, kullanilan markirin dominant ve ko-dominant olma
ozelligine gore sayisallagtirilip Joinmap 4.1 ve QTLMap 6 haritalama programlar1 i¢in
kullanilabilir hale getirilmistir.

3.1. Analiz i¢in Kullanilan Bitki Materyali

Yapilan bu caligma i¢in ebeveyn olarak Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma
Istasyonu’nun 1slah programlari igin kullandig1 Alata 21A (C. annuum) saf sivri biber
hatt1 ve Diinya Sebze Merkezi (AVRDC)’nden temin edilen PI 281420 kodlu C.
frutescens biber tiri kullanilmigtir (Sekil 3.1). Biitiin saksi denemeleri Alata Bahge
Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu’nda bulunan seralarda yapilmustir (Sekil 3.2).

Capsicum frutesence

Pl 281420

Capsicum annuum
Alata 21A

Sekil 3.1. Alata 21A ve PI 281420 ebeveynleri ve bunlarin melezlenmesi ile olusan F1
bireyleri

17



MATERYAL ve METOT Cansu SIMSEK

Genetik haritalama i¢in kullanilan ebeveynler ve olusturulan popiilasyonlar:

1. Alata 21A hatt1

2. P1281420 genotipi

3. Alata 21A (C. annuum) ve PI 281420 (C. frutescens)’nin melezlenmesi ile elde
edilen F1 populasyonu

4. Fy bitkisinin kendilenmesi ile olusturulan F> populasyonu (93 genotip)

5. F2 popllasyonun kendilenmesi ile olusturulan F3 populasyonu

3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Bitkiler, tesadiif bloklar1 deneme desenine ii¢ tekerriirlii olarak Alata Bahge
Bitkileri Arastirma Istasyonu’nun cam seralarinda yetistirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Alata Bahge Kiiltiirleri istasyonu’nda yiiriitiilen saks1 denemeleri

Testlemede kullanilan bitkilerin  yetistirilmesi i¢in, Eskisehir-Sultandni
bolgesindeki aliivyal ana materyal {izerinde olusan ve ¢inko agisindan oldukga fakir
olan toprak tipi kullanilmistir (Eken 2007). Bu topragin DTPA ile ekstrakte edilebilir,
bitkilerce alinabilir ¢inko miktari, 0.14 mg/kg’dir. Buna ek olarak bu toprak, 7.6 pH
degerine, killi tin biinyeye, %20 kire¢ ve % 0.96 organik madde icerigine sahiptir.

Biber fideleri 2:1 oraninda torf ve perlit i¢eren viyollerde yetistirilip 2-3 gercek
yaprakli evreye geldigi zaman, Eskisehir’den temin edilen ve ¢inko bakimindan fakir
olan topraklarin bulundugu (yaklasik 2 kg) saksilara aktarilmistir. Bu topragin kil
miktar1 biber yetistiriciligine gore fazla oldugu icin iizerlerine bir miktar kumlu toprak
ilavesi yapilmistir. Cinko etkinliginin belirlenebilmesi i¢in, her bir genotipe ait olan 3
saksiya ¢inko dahil biber bitkisinin yetisebilmesi i¢in gerekli olan diger biitiin giibreler
verilirken (¢inko destekli) diger {i¢ saksiya sadece ¢inko ilavesi yapilmamistir (¢inko
desteksiz).

Kullanilan giibreler ve miktarlari:
1. ZnS04.7H20 (3 g/L)

2. Ca(NOs3)2.4H20 (194 g/L)

3. KH2POq4 (72.435 g/L)

4. FeEDTA (3.1¢g/L)
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Dikim yapilmadan 6nce ¢inko verilen saksilara ZnSO4’den ve diger giibrelerden
10 ml, ¢inko verilmeyen saksilara ise ZnSOs hari¢ diger giibrelerden 10 ml verilmistir.
Her saksida F> populasyonu test edilirken 1 adet, F2:3 popilasyonu testlenirken 2 adet
bitki yetistirilmistir. Saksilara, gilinlik gereksinimi karsilayacak oranda (tarla
kapasitesindeki suyun %70’ine denk gelecek sekilde) su verilmistir.

Bitkilerin saksiya aktarilmasindan yaklasik 25 giin sonra 1-5 skalasina gore
(Sekil 3.3) gozlem alinmistir. Cinko noksanlik simptomlarina gore yapilan 1-5 skalasi
su sekildedir:

1. Cok az ya da simptomsuz (¢inko etkinligi yiiksek ebeveyne benzer)
2. Hafif siddetli

3. Orta siddetli

4. Siddetli

5. Cok siddetli (¢inko etkinligi diisiik ebeveyne benzer)

Sekil 3.3. Cinko noksanlig1 skorlamasinda kullanilan skala goriintiimii (Pinar 2013)
3.3. Genetik Haritalama ve Cinko Etkinligi Icin Popiilasyonlarin Olusturulmasi

Genetik haritalamada kullanmak amaci ile 10’ar adet Alata 21A ve Pl 281420
ebeveyn bitkilerinin yani sira 10 adet F1 ve 455 adet F bitkisi yetistirilmistir. F1, F2 ve
F> genotiplerinin kendilenmesi ile olusturulan Fs popllasyonlar1 ¢inko etkinliginin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Olusturulan F> popilasyonundaki her genotipten yaprak
ornegi almip DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonunda CTAB (cetyl
trimethylammonium bromide) protokolii izlenmistir.

455 adet F» bitkisinden ¢inko noksanligina en fazla tepki gosteren 80 ve en az
tepki gosteren 100 bitki segilmistir. Bu bitkiler hasat edilmeyip biber yetistiriciligine
uygun giibreleme yapilan ortamda yetistirilmis ve F3 bitkisinin tohumlarin1 elde
edebilmek icin tekrar kendilenmistir. Her F2 genotipini temsil eden toplam 24 (12 adet
cinko noksan ve 12 adet ¢inko destekli) tane Fs bitkisinden de yaprak, kok ve govde
ornekleri alinarak ¢inko ve kuru madde analizi i¢in kullanilmistir. Toplam 2232 (93x24)
Fs bitkisi yetistirilmistir. Alinan ornekler ilk once ayr1 ayri tartilip daha sonra esit
miktarda karistirilarak kurutulup ¢inko analizine hazir hale getirilmistir. Bitkilerdeki
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cinko miktar1 ICP (inductively coupled plasma atomic emission spectrometry) cihazinda
spektrometrik olarak belirlenmistir. ICP Ol¢imleri her bitki grubu icin U¢ tekerrGrli
olarak yapilmis ve elde edilen degerlerin ortalamasi kullanilmistir. Genetik haritalama
icin Fs bitkileri icin elde edilen degerlerin ortalamasi, F2 bitkilerinin fenotipik
ortalamas1 olarak kullanilmistir. F> populasyonuna ait 48 adet skoru 1 (¢inko etkinligi
yiiksek ebeveyne benzer) olan ve 45 adet skoru 5 (¢inko etkinligi diisiik ebeveyne
benzer) olan genotip markir analizi i¢in secilmistir.

3.4. Cinko Etkinliginin Belirlenmesi

Her F. bitkisini temsil eden 12 adet Fz bitkisinden yaprak, kok ve govde
ornekleri alinip tartilmis ve daha sonra kurutulan 6rnekler karistirilarak agat degirmende
ogiitiilmiistiir. Cinko analizinde kullanilmak {izere ogiitiilen 6rnekler kil firminda
yakilmistir. Yakilan 6rnekler ICP cihazinda analize alinmis ve ¢inko konsantrasyonu
213.857 dalga boyunda belirlenmistir. Bitki basina diisen ¢inko igerigi, ICP okumasi ile
elde edilen sonug ile bitki basina elde edilen kuru madde miktarinin garpilmasi ile
hesaplanmustir.

Cinko igeriginin belirlenebilmesi amaci ile yapraklarin kuru madde agirliklari,
F2 ve F3 bitkileri i¢in skorlarin ortalamasi, bitkilerin boylari, toplam kuru maddedeki
cinko miktar1, yapraklardaki ¢inko konsantrasyonu ve kok/siirgiin orani bakimindan
c¢inko etkinligi hesaplanmigtir.

Hesaplanan degerlerden yararlanilarak ¢inko etkinligi; ¢inko noksan kosullarda
yetistirilen 12 adet F3 bitkisinin kuru madde agirligimin ¢inko bakimindan yeterli
ortamda yetistirilen 12 adet F3 bitkisinin kuru madde agirligina bdliinerek
hesaplanmustir.

3.5. F2 Bitkilerinden DNA izolasyonu

Gelisimini tamamlamis 93 adet F> bitkisinin ve 2 adet ebeveyn bitkinin en taze
yapragindan izole edilen DNA’lar molekiiler analizler i¢in kullanilmistir. DNA
izolasyonu tissue lyser cihazinin yardimi ile CTAB protokoliine gore yapilmistir. CTAB
tampon cozeltisi; 2% CTAB, 100 mM TrisHCI (pH=8), 20 mM EDTA, 1.4 M NacCl,
0.2% B-mercaptoethanol tarifine gore hazirlanmistir.

Taze biber yapraklari tiiplere konulup tiizerlerine 200 pl CTAB cozeltisi
eklenerek ezme islemi yapilmistir. Ezilen 6rneklerin iizerlerine 250 pl daha CTAB
cozeltisi eklenerek 65°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmigtir. 1 saat sonra
inkiibasyondan alman Orneklere 450 pl 24:1 oranindaki kloroform-izoamil alkol
cozeltisi eklenip santrifiijde 20 dk iki fazli soliisyon olugmasi saglanmistir. Olusan iki
fazl1 ¢ozeltinin iist fazinda DNA oldugu kabul edilip pipet yardimi ile yeni tiiplere
aktarilmigtir (yaklasik 300 pl). Aktarilan bu fazin tizerine 300 pl izopropanol ¢ozeltisi
eklenip 1 gece -20°C’deki dondurucuda bekletilmistir. Ertesi giin dondurucudan alinan
ornekler santrifiij edilip tiiplerin tabaninda pellet olusumu saglanmistir (Sekil 3.4).
Olusan pelletlerdeki ¢ozelti dikkatlice dokdlip yerine 300 ul etanol konularak tekrar
santrifiij yapilmigtir. Bu islem iki defa tekrarlandiktan sonra tiiplerdeki pelletin
dismemesine dikkat edilerek icerisindeki ¢ozelti dokiildiikten sonra yarim saat
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kurumaya birakilmigtir. Kuruyan tiplere 100 pl distile su eklenerek stok DNA ¢ozeltisi
elde edilmistir.

Analizlerden oOnce izole edilen DNA’larin miktari, %21’lik agaroz jel
elektroforezi ile belirlenmistir (Sekil 3.5). Stok DNA, molekiler analizlerde
kullanilmak tizere 1:9 oraninda distile su ile seyreltilmistir.

Sekil 3.5. F2 populasyonunun ilk 9 genotipine ait DNA (5 ul) gorintisi
3.6. Markir Analizleri

455 adet F» bitkisinin arasindan genetik haritalama i¢in kullanilmak tizere 93 (+2
ebeveyn) genotip sec¢ilmistir. Ebeveynler arasinda polimorfizm verdigi tespit edilen

SSR, SRAP, RAPD ve retrotranspozon primerleri, 8 adet F> bitkisine ait DNA’lar
kullanilarak molekiiler markirlar olusturulmustur.
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3.6.1. SSR markir analizleri

Sekans ve harita bilgileri Solgenomics.net’te yer alan C. annuum ve C.
frutescens tiirlerinin melezlenmesi ile olusturulan popiilasyonda; entegre biber
haritasinda kullanilan markirlar, baglanti gruplart (kromozomlar), markirlarin
kromozom uzerindeki yerlerine dair bilgiler yer almaktadir (Wu vd 2009). Burada yer
alan 60 SSR primer ¢iftinin (F+R) ebeveynler ile taramasi yapildiktan sonra polimorfik
olan 24 tanesi dF> popilasyonuna ait 93 genotiple analiz edilmek i¢in secilmistir
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Ebeveynlerle yapilan primer taramasi sonucu polimorfik bulunan SSR
markirlari ve sekans bilgileri

Primer

No |Adi Kromozom |Baz Sekans Bilgisi (5°-37)
F AGGGCTAAGCCGTCTAAA

1 CP10081 2 263 R CTCTTCATGTCCACCCTG

8 210 F TGCTTTCAAAACAATTTGCATGG

2 HpmshpMADS R VGCGTCTAATGCAAAACACACATTAC
F TGACAGCTACCGAAAATGA

3 GP20117* 11 214 R CCTCTAATGCTGACGTGAA
F ACGAGGCCCAAGCTGTTATGTC

4 Hpms1155* 8 207 R TTGTCCCGACTCTCCATTGACC
F CACCATGTAGCATCTGGG

5 CP10023 12 177 R GATGGATGGATCGACAGA
F CATGAGGTCTCGCATGATTTCAC

6 Hpms162* 8 186 R GGAGAAGGACCATGTACTGCAGAG
F ATCTATTTTCCTCCGGCGAC

7 CAb14272* 2 259 R CGGTAAGCTGCCTTGATCTC
F TGGGAAATAGGATGCGCTAAACC

8 Hpms13* 9 223 R AACTTTAAGACTCAAAATCCATAACC
F ACCCAAATTTGCCTTGTTGAT

9 Hpms1117* 9 189 R AATCCATAACCTTATCCCATAAA
F TCCACCACAATATTTCGAAGG

10 GPMS171* 9 250 R TGGCTGTCCAACACTGTGAG
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Cizelge 3.1.in Devami

GGAAACTAAACACACTTTCTCTCTC

11 CA525390 11 196 ACTGGACGCCAGTTTGATTC
GACAGTCTTTCAAGAACTAGAGAGAG

12 CA516439* 10 158 TGGAGCAAACACAGCAGAAC
TTCCCTGTGAAAACACTG

13 GP20068* 10 118 TGTTCAACTGCTCTGAGAC
ACGAGGCGCCCTCTCTC

14 C2At1g44760* 6 250 GAGTCCAAACTGAAGCTGCC
TTTGGACCCTTTCCCTAC

15 GP20036* 11 98 GGATCAAGTAGGCGTTGA
CGAAAGGTAGTTTTGGGCCTTTG

16 Hpms245* 5 148 TGGGCCCAATATGCTTAAGAGC
GCATTAGTGGTGTTGGAC

17 Atlg14810* 8 250 GACAGGCAAGGCTATGTC
CGTCTTTCACTTGTCTTTTGTTC

18 BM59622* 3 90 AGTGGGTTCACTGACTTGGG
GGGTATCATCCGTTGAAAGTTAGG

19 Hpms141* 1-8 192 CAAGAGGTATCACAACATGAGAGG
ATCAAGACAACAACATCA

20 CAeMS060* 6 250 GTTTCGCCTATCAACAATC
AACCAGCAATCCCATGAAAACC

21 Hpms143 8 154 GGGCTTTGGGGAGAATAGTGTG
ACGAGGCGCCCTCTCTC

22 CAB847460* 8 178 GAGTCCAAACTGAAGCTGCC
GGTTATTAATCCGGTTTCG

23 GP20095* 1-8 207 TGTTGTTAGGAGAAATTAAGA
TCTCTCGTTTCTTTTCCG

24 CP10060 1 214 CCGAACTTGTAGTGCCTG
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SSR primerlerinin testlenmesinde PCR bilesenleri Cizelge 3.2’de ve PCR
dongusu ise Cizelge 3.3’de sunulan sekilde kullanilmustir.

Cizelge 3.2. SSR analizlerinde kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
DNA 2 uL
10x PCR Buffer ((NH4)2S04) 1.5 uL
25 Mm MgCl> 1.5 uL
5 U/uL Tag DNA polymerase 0.2 uL
5Mm dNTP 15uL
SSR Primeri (Forward) 1.8 uL
SSR Primeri (Reverse) 1.8 uL
H20 4.7 uL
TOPLAM 15 puL
Cizelge 3.3. SSR analizlerinde kullanilan PCR dongiisii
Sicaklik Sare Dongii Sayisi
94.0°C 3dk
94.0°C 30 sn 35
57°C 59 sn 35
72°C 59 sn 35
72°C 10 dk
4°C 0

3.6.2. SRAP markir analizleri

SRAP analizinde ileri (forward) primeri olarak Mel’den Mel3’e kadar ve geri
(reverse) primeri olarak da Em1’den Em16’ya kadar olan primerlerin 208 tane olan
kombinasyonu kullanilmistir (Cizelge 3.4). Bu kombinasyonlar ile ilk 6nce Alata 21A
ve PI 281420 ebeveynleri ile taranmis ve polimorfizm gosteren 31 adet primer Gifti

secilmistir (Cizelge 3.5).

SRAP primerlerinin testlenmesinde PCR bilesenleri Cizelge 3.6’da ve PCR
dongusu ise Cizelge 3.7’de sunulan sekilde kullanilmistir.

Cizelge 3.4. SRAP primerine ait forward ve reverse primerlerinin sekans bilgileri

Primer | Forward Sekans Bilgisi (5°-3’) | Primer | Reverse Sekans Bilgisi (5’-3")
Mel TGAGTCCAAACCGGATA Eml | GACTGCGTACGAATTAAT
Me2 TGAGTCCAAACCGGAGC Em2 | GACTGCGTACGAATTTGC
Me3 TGAGTCCAAACCGGAAT Em3 | GACTGCGTACGAATTGAC
Me4 TGAGTCCAAACCGGACC Em4 | GACTGCGTACGAATTTGA
Me5 TGAGTCCAAACCGGAAG Em5 | GACTGCGTACGAATTAAC
Me6 TGAGTCCAAACCGGACA Em6 | GACTGCGTACGAATTGCA
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Cizelge 3.4.’lin Devami1
Me7 TGAGTCCAAACCGGACG Em7 | GACTGCGTACGAATTCAA
Me8 TGAGTCCAAACCGGACT Em8 | GACTGCGTACGAATTCAC
Me9 TGAGTCCAAACCGGAGG Em9 | GACTGCGTACGAATTCAG
Mel0 | TGAGTCCAAACCGGAAA | Eml10 | GACTGCGTACGAATTCAT
Mell | TGAGTCCAAACCGGAAC | Emll | GACTGCGTACGAATTCTA
Mel2 | TGAGTCCAAACCGGAGA | Eml12 | GACTGCGTACGAATTCTC
Mel3 | TGAGTCCAAACCGGAAG | Em13 | GACTGCGTACGAATTCTG
Eml14 | GACTGCGTACGAATTCTT
Em15 | GACTGCGTACGAATTGAT
Em16 | GACTGCGTACGAATTGTC

Cizelge 3.5. Polimorfizm gosteren SRAP primer kombinasyonlari

No Primer Kombinasyonu No Primer Kombinasyonu
1 Em12 Mel0 17 Em 1 Me 2
2 Em 16 Me 8 18 Em 6 Me 6
3 Em 11 Me 8 19 Em 5 Me 8
4 Em 16 Me 13 20 Em 3 Me 10
5 Em9Mel 21 Em 3 Me6
6 Em 16 Me 4 22 Em 10 Me 6
7 Em5 Me 13 23 Em7 Me 6
8 Em 5 Me 11 24 Em 13 Me 5
9 Em 10 Me 11 25 Em 10 Me 5
10 Em 4 Me 13 26 Em 15 Me 3
11 Em 11 Me 12 27 Em6 Me 1
12 Em 5 Me 12 28 Em 14 Me 1
13 Em4 Me9 29 Em 16 Me 3
14 Em 13 Me 5 30 Em 6 Me 13
15 Em 10 Me 16 31 Em 11 Me 11
16 Em 8 Me 7
Cizelge 3.6. SRAP analizlerinde kullanilan PCR bilesenleri
Bilesenler Miktar
DNA 2 uL
10x PCR Buffer ((NH4)2S04) 1.5 uL
25 Mm MgCl, 1.5uL
5 U/uL Tag DNA polymerase 0.2 uL
5 Mm dNTP 1.5puL
SRAP Primeri (Forward) 2 uL
SRAP Primeri (Reverse) 2 uL
H20 4.3 pL
TOPLAM 15 uL
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Cizelge 3.7. SRAP analizlerinde kullanilan PCR dongiisii

Sicakhk Sire Dongii Sayisi
94.0°C 2 dk
94.0°C 1dk 5
35°C 1dk 5
72°C 1dk 5
94°C 1dk 35
50°C 1dk 35
72°C 1dk 35
4°C o0

3.6.3. RAPD markir analizleri

150 adet RAPD primeri ile ebeveynler taranarak en fazla polimorfik bant veren
12 adet RAPD primeri segilmistir (Cizelge 3.8). 93 F2 genotipi se¢ilen RAPD primerleri
ile analiz edilmistir. RAPD primerlerinin testlenmesinde PCR bilegenleri Cizelge 3.9°da
ve PCR dongustl ise Cizelge 3.10°da sunulan sekilde kullanilmistir.

Cizelge 3.8. Polimorfizm elde edilen RAPD primerleri ve sekans bilgileri

No Primer Adi Sekans Bilgisi (5°-3”)
1 TIBMBB04 ACCAGGTCAC
2 TIB17 GTTCGCTCCC
3 OPI03 CAGAAGCCCA
4 OPLO4 GACTGCACAC
B OPM11 GTCCACTGTG
6 OPM10 TCTGGCGCAC
7 OPM19 CCTTCAGGCA
8 OPB20 CCTTGACGCA
9 OPBO01 GTTTCGCTCC
10 OPAHO02 GGCAGTTCTC
11 OPACI10 AGCAGCGAGG
12 OP108 TTTGCCGGT
Cizelge 3.9. RAPD analizlerinde kullanilan PCR bilesenleri
Bilesenler Miktar
DNA 2 L
10x PCR Buffer ((NH4)2S04) 1.5 uL
25 Mm MgCl; 1.5 L
5 U/uL Tag DNA polymerase 0.2 uL
5Mm dNTP 15uL
10Mm RAPD Primeri 2 UL
H.0 6.3 uL
TOPLAM 15 uL
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Cizelge 3.10. RAPD analizlerinde kullanilan PCR dongiisii

Sicakhik Sdre Dongii Sayisi

94.0°C 3dk

94.0°C 1dk 35
38°C 45 sn 35
72°C 2 dk 35
72°C 10 dk
4°C ©

3.6.4. IPBS markir analizleri

42 adet IPBS primeri ilk 6nce ebeveynler ile taranarak en fazla polimorfizmi
gosteren 20 adet IPBS primeri belirlenmis ve polimorfik markirlar F> populasyonunda

haritalanmistir (Cizelge 3.11).

RAPD primerlerinin testlenmesinde PCR bilesenleri Cizelge 3.12°de ve PCR
dongusu ise Cizelge 3.13’de sunulan sekli ile kullanilmistir.

Cizelge 3.11. En fazla polimorfik bant veren IPBS primerleri

. e ey, Baglanma
No Primer Adi Sekans Bilgisi (5°-37) Sicakhklar:
1 2076 GCTCCGATGCCA 51°C
2 2077 CTCACGATGCCA 46°C
3 2228 CATTGGCTCTTGATACCA 60°C
4 2230 TCTAGGCGTCTGATACCA 52°C
5 2237 CCCCTACCTGGCGTGCCA 46°C
6 2244 GGAAGGCTCTGATTACCA 53°C
7 2246 ACTAGGCTCTGTATACCA 55°C
8 2249 AACCGACCTCTGATACCA 54°C
9 2253 TCGAGGCTCTAGATACCA 56°C
10 2255 GCGTGTGCTCTCATACCA 46°C
11 2272 GGCTCAGATGCCA 51°C
12 2375 TCGCATCAACCA 50°C
13 2379 TCCAGAGATCCA 46°C
14 2380 CAACCTGATCCA 46°C
15 2381 GTCCATCTTCCA 48°C
16 2383 GCATGGCCTCCA 46°C
17 2384 GTAATGGGTCCA 45°C
18 2387 GCGCAATACCCA 46°C
19 2389 ACATCCTTCCCA 46°C
20 2393 TACGGTACGCCA 48°C
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Cizelge 3.12. IPBS analizlerinde kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar

DNA 3 uL
10x PCR Buffer ((NH4)2S04) 1.5 L
25 Mm MgCl; 1.5uL
5 U/uL Tag DNA polymerase 0.3 uL
5 Mm dNTP 1.5uL

10Mm IPBS Primeri 1uL
H20 6.2 uL

TOPLAM 15 uL

Cizelge 3.13. IPBS analizlerinde kullanilan PCR dongiisii

Sicakhik Sdre Dongii Sayisi
94.0°C 3 dk
94.0°C 30 sn 35
IPI?S primerine ajt 59 o 35
baglanma sicaklig1
72°C 59 sn 35
72°C 10 dk
50°C 45 sn
40°C 45 sn
30°C 45 sn
20°C 45 sn
4°C 0

3.7. Jel Elektroforezi

PCR yardimi ile iiretilen SRAP, RAPD ve IPBS PCR iiriinlerinin UV altinda
goruntilenebilmesi %2’lik jel (400 ml TBE tampon ¢o6zeltisi, 8 g agaroz, 6 pL etidyum
bromid) kullanilmigtir. SSR {iriinlerinin goriintiilenmesinde ise %3’liikk (400 ml TBE
tampon ¢ozeltisi, 12 g agaroz, 6 puL etidyum bromid) agaroz jel kullanilmistir. Jelin
hazirlanmasinda kullanilan TBE tampon ¢ozeltisi igin ilk dnce 108 g tris, 55 g borik asit
ve 7.5 g EDTA’nin 1000 ml saf suda cozdurtlmesi ile 10X’lik stok c¢ozelti
olusturulmustur. Daha sonra bu 1X’lik c¢ozelti 9 L saf su ile karigtirilarak 1X’lik
seyreltilmis ¢ozelti hali ile kullanilmigtir. PCR Grinlerinin Gzerine 5 pL yikleme boyasi
(15 ml gliserol, 35 ml saf su, 0.05 g bromofenol blue) eklenerek jele yiklemesi
yapilmistir. Uriinler 110 V elektrik akimi ile yaklasik 4 saat 1X’lik TBE tampon
cozeltisinin igerisinde kosturulmustur. Her jel yiklemesinde ilk kuyucuklara 3 pL 1
kb’lik DNA Ladder (Thermo, GeneRuler) yiiklenmistir. Jel goriintiilemesi Minilumi,
DNR Bio-Imaging Systems markali cihazda yapilmistir.
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3.8. Baglanti Gruplarimin Olusturulmasi ve QTL Haritalama

RAPD, SRAP ve IPBS markirlarina ait PCR triinleri, bu markirlarin dominant
olmasi nedeni ile 1 (bant var) ve 0 (bant yok) seklinde skorlanmistir. SSR markiri
kodominant bir markir oldugu i¢in, SSR markirina ait PCR iirlinleri ise A (annedeki
bant), B (babadaki bant) ve H (heterozigot) olarak skorlamasi yapilmistir. Butin veriler
Microsoft Excel ortaminda analize hazir hale getirilmistir.

Genlerin ait olduklar1 baglanti gruplarinin (kromozomlarin) lokasyonlarinin
belirlenebilmesi i¢in JoinMap 4.1 genetik haritalama programi kullanilmistir. Dominant
markira ait “1-0” seklinde yapilan skorlamalar, JoinMap 4.1 programi i¢in (a,c) ya da
(b,d) seklinde cevrilmistir. Bu ise ayni1 primer ile ¢ogaltilan PCR iirlinli goriintiisiinde,
(b,d) sadece anne olarak kullanilan genotipte bant varken baba olarak kullanilan
genotipte bant olmadigi anlamma gelmektedir. (a,c) skorlamasi ise bu ifadenin tam
tersinin gegerli oldugu durumda kullanilmistir. JoinMap 4.1 ile baglant1 gruplarinin
belirlenmesinde en diisiik LOD skoru 4.0 ile bir baglant: grubuna dahil olan ve X? (Ki-
kare) analizinde beklenenden (3:1, 1:3, 1:2:1) 6nemli sapma gostermeyen markirlar
kullanilmistir.  Ardindan, olusturulan baglanti haritasi ve ¢inko etkinligine ait veriler
MapQTL 6 programinda QTL analizlerinde (interval mapping, MQM ve rMQM)
kullanilmistir. MapQTL 6 programinin yardimi ile 6zelligi kontrol eden gen bdlgeleri
(QTL lokuslar1) belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Biberde Cinko Eksikligine Karsi Testlemenin Yapilmasi ve Kalitim ile Iliskisi

Biberde ¢inko noksanligina karsi testlemenin yapilmasi amaci ile ¢inko
noksanligina karsi hassas PI 281420 (C. frutescens) ve noksanliga dayanikli Alata 21A
(C. annuum) ebeveynlerinin melezlenmesi ile elde edilen F1 bireyleri ve bunlarin
kendilenmesi ile elde edilen F; bireyleri kullanilmistir. F1 ve F2 bireylerinin testlenmesi
yapilirken es zamanli olarak ¢inko destekli (+Zn) ve ¢inko desteksiz (-Zn) ortamlardaki
ebeveynlerin olusturdugu simptomlar da 90 giin boyunca gézlemlenmistir.

90 glin boyunca gozlemlenen ebeveynlerden Alata 21A, 75 gin sonra ¢inko
noksanligindan etkilenmeye baslamis ve 90 giiniin sonunda ise PI 281420 ebeveynine
gore daha dayanikli gériinmesine ragmen biiylimesinde azalmalar meydana gelmistir. Pl
281420 ebeveyni, tipik c¢inko eksikligi simptomlarini 15. giinden itibaren gdstermeye
baslamistir. Cinko noksan kosullarinda testlenen F2 populasyonunda ise bitki boyu 4-28
cm/bitki arasinda, govde yas agirhigr 1.25-9.37 g/bitki, gévde kuru agirligi 0.26-1.96
g/bitki, kok yas agirligi 0.43-7.73 g/bitki, kok kuru agirligr 0.1-0.99 g/bitki, toplam kuru
agirhik 0.39-2.8 g/bitki ve toplam yas agirlik ise 2.34-17.1 g/bitki arasinda degismistir.
Biitiin bu degerler incelendiginde ise F2 populasyonunda genis bir varyasyonun oldugu
tespit edilmistir. Bu nedenle ¢inko destekli ve desteksiz ortamlar arasindaki farkin daha
net anlasilabilmesi agisindan F3 popllasyonu ile yapilan testleme 6nem kazanmaktadir.

Geri melez popiilasyonu ile yapilan bir ¢alismada (Pinar 2013) ise Alata 21A
ebeveyninin sitoplazmasin1 tasiyan ve c¢inko noksan ortamda yetistirilen GM1P1
bireylerinin skorlamasinda 1-5 skalasina gore en fazla 1 skoru gozlemlenmistir.
Simptomun siddeti arttikga da kuru madde agirlifinda azalmalar meydana gelmistir.
Sonuglar g6z Onilinde bulunduruldugunda ise s6z konusu o6zellik bakimindan bir
dominant etkinin olabilecegi belirtilmistir. GMiP> populasyonunda (Pl 281420
ebeveyninin sitoplazmasini tasiyan bireylerde) ve F2 populasyonuna ait bireylerde ayni
sekilde benzer sonuclar elde edilmistir. Fakat kuru madde miktarlarinin incelenmesi
sonucunda, ¢inko noksanlig1 ile aciklanamayan %50’nin tizerinde bir genetik faktoriin
oldugu kanisina varilmigtir. Ayn1 ¢aligmada Alata 21A (C. annuum) x (C. frutesence)
Pl 281420 melezlemesinden elde edilen 206 adet F. bitkisinin ¢inko noksanligi
simptomlar1 kullanarak Wright (1968)’e gore ¢inko noksanligina dayanimi kontrol eden
minimum gen sayist 1,375 olarak hesaplanmistir. Karakter iizerindeki ¢evre varyansi
toplam varyansin yaklasik %10’u olarak hesaplanmistir. Bu durum karakterin kuvvetli
bir genetik kontrol altinda olduguna isaret etmektedir. Toplam genetik varyans icinde
eklemeli gen etkisinin %28, dominant gen etkisinin ise %72 oldugu hesaplanmigtir. Dar
anlamda kalitim derecesi genis anlamda kalitim derecesinden 2.5 kat daha kiguk
bulunmustur. Sonug olarak s6z konusu karakterin dominant bir genin etkisinde oldugu
ve yapilan X2 testi ile 12:3:1 acilmmm ve dominant epistasisin var oldugu
belirlenmistir. Alata 21A genotipindeki topraktaki ¢inko noksanligina direncin bir major
dominant lokus ve bu lokusa epistatik olan ikinci modifiye edici bir lokusun etkisinde
olduguna isaret etmektedir (Pmar 2013).

Cinko etkinligi sitoplazmik etki acisindan incelenecek olursa; Alata 21A
sitoplazmasi tasiyan Fi bireylerinin ¢inko etkinligi %89 belirlenmistir ve yliksek ¢inko
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etkinligine sahip Alata 21A ebeveyninden % 4.7 daha yiiksek cinko etkinligi gosterdigi
tespit edilmistir. PI 281420 sitoplazmasi tasiyan F1 bireylerinin ¢inko etkinligi ise % 95
olarak belirlenmistir. Bu sonuglar C. annuum veya C. frutescence sitoplazmasi tasiyan
hibrit bitkilerin birbirine yakin derecede ¢inko etkinligine sahip oldugunu ve ¢inko
etkinligi tizerine sitoplazmanin Olgiilebilir bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir.
Cinko destekli ve ¢inko desteksiz ortamlarda yetistirilen Alata 21A, PI 281420 ve C.
frutescens/C. annuum sitoplazmasi tasiyan F1 genotiplerine ait ¢inko etkinligi degerleri
Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. —Zn ve +Zn kosullarinda yetistirilen Alata 21A, PI 281420 ve C.
frutescens/C. annuum sitoplazmasi tasiyan F1 genotiplerine ait cinko
etkinligi degerleri

Genotip Cinko Etkinligi S“"plaZE‘EZ‘:‘/‘:;nTas‘d‘g‘
Pl 281420 (+Zn) %47 Capsicum annuum
21A (+ Zn) %85 Capsicum annuum
F1(21A x P1281420) +Zn %89 Capsicum annuum
Pl 281420 (+Zn) %49 Capsicum frutescens
21A (+ Zn) %091 Capsicum frutescens
F1(21A x P1281420) +Zn %95 Capsicum frutescens

Pmar (2013)’a gore F1 hibritler ¢inko noksanligina tolerant ebeveynden daha
yuksek cinko noksanlik simptomu olusturmuslardir. Bu sonu¢ da ¢inko noksanligi
simptomlarinin olusumunu kontrol eden genlerin tam (%100) dominant olmadigini
(eksik dominansi) ve F1 hibritlerde overdominant 0zellik gosteren ¢inko etkinligi ile
¢inko noksanlik simptomu olusturan genlerin tamaminin ayni genler olmayabilecegine
ve her iki 6zellige spesifik ayr1 genlerin de varligina isaret etmektedir. Dolayisiyla s6z
konusu 6zelligin yiiksek kalittima sahip tek gen degil de ¢oklu genle kontrol edilen bir
karakter oldugu goriilmektedir.

4.2. Genetik Haritalama

Cinko noksan ve destekli kosullarda hem ebeveyn bitkiler hem de F1 ve F;
popiilasyonunu olusturan bitkiler yetistirilmistir. 455 adet F> bitkisi ¢inko destekli ve
¢inko noksan kosullarda yetistirilip belirli araliklarla gozlemleri alinmistir. Genetik
haritalamada kullanilmak amaci ile ¢inko noksan kosullarda en az simptomu gdsteren
48 adet ve ¢inko noksan kosullarda en yuksek simptomu gosteren 45 adet F, bitkisi
secilmistir. Bu bitkiler normal bitki besleme rejimine gecilerek Fs tohumlart alinmistr.
F2:3 bitkilerinin ¢inko noksan ve destekli ortamda tekerriirlii yetistirilmesi sonucu elde
edilen ¢inko etkinligi degerleri QTL haritalamas1 amaciyla kullanilmistir.
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4.2.1. Molekiiler calismalar

SSR markir analizi i¢in ilk once Alata 21A ve PI 281420 ebeveynleri ile 60 adet
primerin taramas1 yapilmistir (Sekil 4.1). Uriinlerdeki polimorfizm durumu %3’liik
agaroz jelde goriintiilenmistir. Polimorfik olan ve agaroz jelde ayrisma gdosterebilen 24
adet primer cifti (Cizelge 3.1°de belirtilen) 93 adet F> bireyinin SSR markir analizinde
kullanilmak amaci ile secilmistir.

Sekil 4.1. Alata 21A ve PI 281420 ebeveynleri ile yapilan SSR primeri taramasinin 32
adet primer ciftine ait gorintlsi

Elde edilen goriintiiler dogrultusunda primer ¢iftlerinin secilen 95 birey icin
kullanilmasindan 6nce 8 Orneklik ve 3 primer kombinasyonu ile 2 tekerrirlu PCR
optimizasyonu yapilmistir. Bu optimizasyon i¢in 55°C ve 57°C olmak {izere iki adet
baglanma sicakligi (Tm) kullanilmistir. Spesifik baglanmalarin daha az oldugu 57°C
diger SSR primerlerinin testlenmesinde baglanma sicakligi olarak kabul edilmistir
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Alata 21A, PI 281420 ve diger bireylerin Hpmsl141l (A), Hpms245 (B),
GP20036 (C) ve CA516439 (D) primerleri ile elde edilen PCR urinlerinin
%31k agaroz jeldeki goruntuleri

Bu c¢alismada bilinen SSR markirlar, baglanti haritast olusturulurken gen
ve/veya QTL’leri barindiran kromozomlarin hangisi oldugunu belirlemek amaci ile
kullanilmistir. Bu markir grubuna bdyle bir 6zellik gostermesinden dolayr ‘“anchor
(kromozom-linkaj grubu)” adi verilmektedir. Anchor markirin yani sira SRAP, RAPD
ve IPBS markirlarinin da kullanilmasi sayesinde linkaj haritast olusturulup ¢inko
etkinliginden sorumlu genlerin ve/veya QTL’lerin yer aldigi kromozomlar
belirlenmistir. Bu baglamda s6z konusu karaktere yakin markirlarin gelistirilmesi
imkani1 saglanmaktadir.

SRAP markir analizine, ebeveynlerin SRAP primer kombinasyonlari ile
taranmasiyla baglanmistir. Polimorfik bant sayisinin en fazla oldugu 31 adet primer ¢ifti
ile belirlenmistir. SRAP primer kombinasyonlari ile elde edilen polimorfik bant sayilar
Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Alata 21A ve PI 281420 ebeveynlerinde SRAP primer kombinasyonlari ile
elde edilen polimorfik bant sayilar

Mel | Me2 | Me3 | Me4 | Me5 | Me6 | Me7 | Me8 | Me9 | Mel0 | Mell | Mel2 | Mel3
Eml | 2 4 3 3 2 1 1 4 2 2 2 2 3
Em2 | 0 0 3 2 3 5 3 2 2 1 1 1 2
Em3 | 2 1 0 1 4 4 0 2 2 4 0 2 4
Em4 | 1 3 2 3 2 2 1 2 5 1 1 0 5
Ems5 | 4 2 3 4 2 2 4 5 3 2 5 5 5
Emé6 | 5 3 5 5 4 4 2 0 4 4 3 3 6
Em7 | 4 3 4 3 4 5 0 2 5 2 4 4 5
Em8 | 2 2 3 3 3 4 4 2 4 1 1 1 1
Em9 | 5 2 2 3 2 1 3 4 5 2 2 0 3
Em10| 5 2 0 2 5 5 1 0 4 4 5 4 3
Emil| O 4 4 4 4 3 2 5 5 4 6 5 4
Em12 | 2 1 5 4 0 4 4 1 3 4 3 0 2
Emi13| 4 0 5 3 5 2 0 2 3 2 2 3 3
Eml4 | 6 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 2 2
Emi5| 2 4 5 1 4 2 3 2 0 1 2 4 4
Emi6 | 2 5 6 5 3 2 3 4 3 3 4 3 5

208 adet SRAP primer kombinasyonu ile toplamda 569 adet polimorfik bant
elde dilmistir. Bu ¢izelgeye dayanilarak secilen polimorfik primer kombinasyonlari
Cizelge 3.5°te sunulmustur. Polimorfik olarak secilen 31 adet primer
kombinasyonundan 4 tanesi ile ilk O6nce farkli PCR bilesenleri miktarlariyla 8’er
orneklik PCR optimizasyon c¢aligmasi yapilmistir. En net polimorfik bantlarin elde
edildigi PCR bilesenlerinin miktarlar1 belirlenince 31 SRAP kombinasyonu ile diger
genotiplerin testlemesi yapilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. SRAP primer kombinasyonlart (A: Em5-(Mel-Mel2), B: Em6-(Mel-Mel2),
C: E8-(Mel-Mel2), D: Em9-(Mel-Mel2)) ile elde edilen polimorfik PCR
driinlerine ait 6rnek gorintler

SRAP primerlerine ek olarak 12 adet RAPD primeri (Cizelge 4.3) ile de ayn1

sekilde ebeveyn taramasi yapildiktan sonra 10 adet polimorfik bant elde edilen primerle
diger 93 genotipin markir taramasi yapilmistir.

35



BULGULAR ve TARTISMA Cansu SIMSEK

Cizelge 4.3. %2’lik agaroz jelde 12 RAPD primerinden elde edilen polimorfik bant
sayilari

p
o

Primer Ad1 Polimorfik Band Sayisi

OP108
OPAC10
OPAH2
OpPBO1
OPB20
OPM19
OPM10
OPM11
OPL04

10 OPI03
11 TIB17
12 TIBMBB04
TOPLAM

OO |NO |01 WIN|F-

~NNDINWINNBA RO

N
»

Son olarak IPBS markir analizleri ile ebeveyn taramasi yapilarak en fazla
polimorfik bant veren primerler secilmistir (Sekil 4.4). Bunun igin ilk dnce Alata 21A
ve Pl 281420 ebeveynlerine ait DNA’lar ve 42 IPBS primeri ile PCR’da elde edilen
urtinlerdeki polimorfik bant sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.4). PCR amplifikasyonu
isleminde her primere ait kendi baglanma sicakligi kullanilarak optimizasyon
yapilmistir. Polimorfik bant sayilarina gore secilen 20 adet IPBS primeri genetik
haritalama amaci ile kullanilmigtir.

Sekil 4.4. Alata 21A (1) ve PI 281420 (2) ebeveynleri ile yapilan IPBS primerleri
tarama gorintaleri
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Cizelge 4.4. IPBS primerlerinden elde edilen polimorfik bant sayilar

No Primer Adi Polimorfik Bant Sayis1
1 2077 12
2 2379 14
3 2380 16
4 2383 10
5 2384 14
6 2387 14
7 2388 14
8 2389 15
9 2277 -
10 2217 -
11 2237 6
12 2255 7
13 2074 6
14 2375 8
15 2376 -
16 2381 7
17 2391 1
18 2392 -
19 2393 6

20 2394 2

21 2270 -
22 2226 3
23 2075 3
24 2076 6
25 2272 6
26 2220 5
27 2230 7
28 2244 7
29 2246 8

30 2249 10

31 2252 2

32 2219 2

33 2221 6

34 2232 5

35 2243 8

36 2251 4

37 2253 9

38 2218 -

39 2222 5

40 2239 2

41 2228 9

42 2238 4

TOPLAM 263
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Polimorfik bant elde edilen 20 adet IPBS primeri ile 93 genotipin markir
taramasina iligkin goriintiiler Sekil 4.5’teki gibidir.
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Sekil 4.5. IPBS primerleri (2381 (A), 2380 (B), 2387 (C), 2244 (D)) ile yapilan 6rnek
tarama gorintaleri

4.2.2. Baglanti gruplarinin olusturulmasi

Baglant1 gruplar1 JoinMap 4.1 programi kullanilarak olusturulmustur. SRAP,
RAPD, SSR ve IPBS primerleri olmak (zere toplamda 311 adet polimorfik bant
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kullanilarak 16 tane baglanti grubu olusturulmustur. Gruplar olusturulurken markirlar
X? testine tabi tutulmustur. Analiz sonucu beklenen agilimdan istatistiksel olarak &nemli
sapma gosteren (p<0.001) 218 adet markir baglant1 gruplar1 olusturulmasina dahil
edilmemistir. Onalt1 baglanti grubunun olusturulmasinda kullanilan markirlar ve
kromozom uzunluklar1 Cizelge 4.5’te verilmistir. 44 IPBS, 5 RAPD, 20 SSR ve 24
SRAP olmak tizere toplam 93 markir, biber baglant1 guruplari tizerinde haritalanmistir.
Baglant1 gruplarinin (kromozomlarin) adlandirilmasinda Wu vd (2009) C. annuum x C.
frutescens tiirler arast melez popiilasyonundan elde edilen entegre biber haritasinda
kullanilan SSR markirlarindan yararlanilmistir. Bu SSR markirlarina ait sekans ve harita
bilgileri Solgenomics.net’te mevcuttur.

Cizelge 4.5. Genetik haritada kullanilan markirlar ve ait oldugu kromozomlar

Kromozom Kromozom 2 Kromozom 3 | Kromozom 5 | Kromozom 6
SSR 2 1 1 1
SRAP - - 2 3
RAPD 1 - 1 1
IPBS - 2 8 4
Toplam Markir 3 3 12 9
Sayisi
Uzunluk (cM) 4.7 38.4 53,6 114,5
K romozom Kromozom Kromozom Kromozom 9 Kromozom
8.1 8.2 10.1
SSR 5 1 3 1
SRAP 3 2 1 1
RAPD - - - 1
IPBS 6 3 - 4
Toplam Markir 14 6 4 7
Sayisi
Uzunluk (cM) 107,3 52.1 37.0 61.9
Kromozom Kromozom Kromozom 11 | Kromozom 12 Kromozom
10.2 X1
SSR 1 2 2 -
SRAP 3 1 2 3
RAPD - - - -
IPBS - 1 4 5
Toplam Markir 4 4 8 8
Sayisi
Uzunluk (cM) 23.4 33.7 60.5 37.4
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Cizelge 4.5.”in Devami
K romozom Kromozom Kromozom Kromozom Kromozom
X2 X3 X4 X5
SSR - - - -
SRAP 1 - 2 -
RAPD - - - -
IPBS 3 3 - 2
Toplam Markir 4 3 2 2
Sayisi
Uzunluk (cM) 21.4 45.5 15.3 10.7

Baglanti gruplari olusturulurken biberin 12 kromozomuna ait 2, 3, 5, 6, 8, 9, 10,
11, ve 12. kromozomlari bu gruplarda haritalanan SSR markirlar1 yardimi ile
belirlenirken SSR bulunmayan 5 gruba da X1, X2, X3, X4 ve X5 isimleri verilmistir. X
grubu olarak adlandirilan baglanti gruplar biberin 1., 4. ve 7. kromozomlar1 yaninda
diger baglanti gruplarinin devami da olabilir. JoinMap 4.1 programinda iki markir arasi
mesafe 30 cM ve LOD (logarithm of odds) skor 4 kabul edilerek analiz yapilmistir.
Burada ayn1 baglant1 grubunda bile olsa iki markir aras1 30 cM dan uzak ve LOD degeri
4.0 dan diisiik ise farkli bir baglant1 grubu olusur. 10* markirdan 1 tanesinin bu baglanti
grubunda yer alip almamasi istatistiksel olarak sansa bagli demektir. Fakat 8.1 ve 8.2
kromozomlarina ait gruplar olusturulurken LOD skor 5 alimmustir. Ayrica 8. ve 10.
kromozomlardan da 2 adet baglant1 grubu elde edilmistir. Ayn1 kromozomun bir pargasi
olarak kabul edildigi i¢in 8.1 — 8.2 ve 10.1 — 10.2 olarak adlandirilmislardir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. SRAP, RAPD, IPBS ve SSR markirlari ile olusturulan baglant1 gruplari
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Sekil 4.6.’nin Devami

Yapilan analizler sonucu toplamda 717.4 cM harita uzunlugunda bir genetik
baglant1 haritas1 elde edilmistir. Biberde yayinlanan ilk tam harita 1613 ¢M harita
uzunlugundadir (Wu vd 2009). Solgenomics.net’te Pepper-COSII, Pepper-FAO3 ve
Pepper-AC99 ismiyle yer alan biber haritalari, biberin 12 kromozomu da barindiran en
biiyiik biber entegre haritalaridir. Bu haritalar SSR, COSII, CAPS, dCAPS ve SCAR
markirlart kullanilarak olusturulmustur.

Livingstone vd (1999) tarafindan F2 biber popiilasyonu kullanilarak yapilan bir
genetik haritalama calismasinda ise 11 biiyiik (76.2-192.3 cM) ve 2 kiicik (19.1 ve 12.5
cM) toplamda ise 1245.7 cM baglant1 grubu elde edilmistir. Lee vd (2004) tarafindan
yiriitillen bagka bir haritalama g¢alismasinda ise C. annuum “TF68” ve C. chinense
“Habanero™ tiirlerinin melezlemesi ve 333 markir ile olusturulan “SNU2” biber
haritasinda 46 SSR ve 287 RFLP markir ile toplamda 1.761 c¢cM uzunlugunda baglant1
grubu olusturulmustur. Lee vd (2009) tarafindan iki tiirler aras1 ve iki tiir igi biber
populasyonu ile 4 adet genetik haritadan meydana gelen 1858 cM harita uzunlugunda
genetik baglant1 haritas1 olusturulmustur. Bu harita, 99 adet rRAMP, 51 WRKY, 152
AFLP, 13 RFLP-STS, 23 STS-BAC, 354 RFLP ve 169 SSR markirini1 barindirmaktadr.
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4.2.3. QTL analizleri

Baglant1 haritas1 JoinMap 4.1 programinda olusturulduktan sonra kantitatif
Ozelliklerin analizi i¢in MapQTL 6 kullanilmistir. Bu program igin JoinMap 4.1
programinda kullanilan genotip datasi, yine bu programda olusturulan harita (baglanti
gruplar1) datasi ve F3 popiilasyonunda yapilan analiz ve 6l¢iimler yardimi ile hazirlanan
QTL datas1 kullanilmistir. Biitiin bu veriler kullanilarak MapQTL 6 programinda
interval mapping (IM), MQM (multiple QTL mapping) ve rMQM (restricted multiple
QTL mapping) analizleri yapilmistir. Bu analizlerde s6z konusu 6zelliklerin elde edilen
baglant1 gruplari {izerinde bulunma ihtimalleri LOD skorlar ile birlikte yer almaktadir.
MapQTL 6 programindan 31 adet 6zelligin analizi yapilmistir.

QTL analizine ilk olarak 93 adet F2 bitkisinin kendilenmesinden elde edilen 93
adet F3 projenisinin ¢inko eksikligine kars1 olusturduklari simptomlarin gzlemlenmesi
ve bu simptomlarin derecelerine gore 1-5 skalasina ait ortalama degerlerinin
kullanilmasi ile baglanmistir. Skorlama islemi ¢igeklenme baslangicindan itibaren birer
hafta ara ile toplam 6 defa olmak {izere tekrar edilmistir. 1-5 skalasina gore yapilan
Olcimler, Fs popiilasyonunda ¢inko noksanligi bakimindan genis bir varyasyonunun var
oldugunu gostermistir. PI 281420 hassas ebeveyni ¢inko noksanligina karst siddetli
simptom gosterirken Alata 21A ebeveyni dayaniklilik gostermistir. MapQTL 6
programinda her F3 genotipine ait 12 bitkinin ortalama degeri kullanilmistir. Analiz
sonucunda s6z konusu Ozelliklerin 8.1, 10.2, ve 2. kromozomlarda yogunlastigi
gozlemlenmistir. opb01.650, Em5Me13.350, Em10Mel16.260 ve CP10081 bu o6zellik
icin en Onemli markirlar olup 2.04 LOD skoru ile belirlenen QTL’ler Fs ¢inko
noksanligr simptomunun %9.6’sim1 agiklamistir. 93 F» bitkisine ait veriler ile yapilan
ayni analizde ise 8.1 ve X1. kromozomlarda bu 6zelligin yogunlastig1 gdzlemlenmistir.
Em1Me2.300, 2272.1200, CA847460, Em10Mel6.260, 2387.450 ve GP20095 en
onemli markirlar olup LOD skor 2.53 ile o6zelligin %11.8’1 aciklanmistir. F3
popiilasyonuna dair elde edilen skorlar ve toplam kuru madde agirligma bagh
hesaplanan ¢inko etkinligi ile aralarinda r=-0.76 degerinde negatif fakat yiiksek bir
korelasyon elde edilmistir. Buradan; 1-5 skalasina gore yapilan skorlamada 1 degerine
yaklastikca simptomlarin azalip bitki kuru madde oraninda artis meydana geldigi
sonucuna varilmaktadir.

Toplam kuru madde agirli1 agisindan ¢inko etkinligine bakildigr zaman, ¢inko
destekli ve desteksiz ortamlarda yetistirilen Fs bitkilerinin ortalama yaprak, kok ve
govde agirliklari hesaplanmistir. Cinko noksan kosullarda simptom gozlenmese bile
kuru madde miktarinda ciddi oranlarda azalmalar meydana gelmistir. F3 popllasyonuna
ait verilerin analizi sonucunda bu 6zelligin LOD skor 1.80 ile 12. kromozomda yer
aldigr bulunmustur ve toplam varyasyonun %8.5’ini agiklamistir. Fakat bitki boyu
acisindan ¢inko etkinligine ait QTL ise 8.1 ve 12. kromozomlarda LOD skor 2.33 ile
Ozelligin %10.9’unu agiklamistir. Her iki 6zellik i¢in de 6ne ¢ikanlarin SSR markirt
CA515275 ve At1914810 oldugu tespit edilmistir. Toplam kuru madde agisindan ¢inko
etkinligi ve bitki boyu agisindan ¢inko etkinligi i¢in r=0.89 degerinde bir korelasyon
elde edilmistir. Bu sonuca bakildiginda iki 6zellik agisindan pozitif yonlii dogrusal bir
iliski var demektir. Govde kuru madde agirlig1 agisindan ¢inko etkinligi 6zelligi ise 2.07
LOD skoru ile meydana gelen varyasyonun %9.8’ini a¢iklamistir. Bu QTL’in de 8.1 ve
12. Kromozomda olma ihtimali oldukca yuksektir. 2387.450, At1g14810 ve CA515275
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yine en dnemli markirlar olarak bu 6zellikte karsimiza ¢ikmaktadir. Toplam kuru madde
agirhigr agisindan ¢inko etkinligi ve gévde kuru madde agirligina bagl ¢inko etkinligi
arasinda pozitif ve olduk¢a yiiksek bir korelasyon bulunmaktadir (r=0.97). Bu durum
bitkideki kuru madde agirliginin artmasi ile govdedeki kuru madde igeriginin artmasi ve
buna bagh olarak da ¢inko etkinliinin artmasi, gévde ve toplam kuru madde icerigini
etkileyen genlerin ortak olabilecegi anlamina gelmektedir.

Toplam kuru maddedeki ¢inko konsantrasyonu bakimindan ¢inko etkinliginin
belirlenmesinde ise daha onceki caligmalarin sonucuna istinaden bitkinin yapraklar
kullanilmistir. Ciinkii bitki besin durumunun analizi i¢in alman en uygun Ornegin
yaprak oldugu belirlenmistir (Dang vd 1993). Fakat yaprak dahil diger dokularda
bulunan bitki besin elementi konsantrasyonu bitkinin tiirli, c¢esidi, yasi ve cevre
faktorlerine gore degisiklik gosterebilmektedir. Yapilan analizler sonucu toplam kuru
maddedeki ¢inko igerigi ppm cinsinden hesaplanmistir. Alata 21A ebeveyni orta-
yuksek, Pl 281420 ebeveyni orta-diisiik ¢inko konsantrasyonuna sahip iken, iki tiiriin
melezlenmesi ile elde edilen F1 bireylerinde iki ebeveyne gore daha yuksek c¢inko
konsantrasyonu tespit edilmistir. Bu durumun heterosise veya epistatik gen etkisine
isaret ettigi disiiniilmektedir. F2 popiilasyonu ile yapilan hesaplamalar neticesinde bu
Ozellik bakimindan genis bir varyasyon oldugu belirlenmistir. Toplam kuru madde
acisindan ¢inko etkinligi ve toplam ¢inko igerigi bakimindan etkinlik arasinda r=0.84
degerinde bir korelasyon hesaplanmistir. Bitkideki kuru madde orami arttik¢a ¢inko
etkinligi agisindan da bir artis meydana gelmektedir. Duruma toplam kuru madde
agirhigr ile toplam ¢inko konsantrasyonu agisindan bakacak olursak diisiik ve negatif bir
korelasyon elde edilmistir (r=-0,06). Yani bitkideki kuru madde orani arttik¢a ¢inko
konsantrasyonunda azalma meydana gelmistir. Bunun nedeninin ise bitki gelisimi ve
boyundaki artis nedeni ile meydana gelen bir seyrelme etkisinden kaynaklanabilecegi
diistintilmektedir. F3 popilasyonu igerisinde, F1 bireyleri ve ebeveyn bitkilerdeki ¢inko
konsantrasyonlarina gore daha yiiksek ¢inko icerigine sahip bitkiler de elde edilmistir.
Toplam kuru madde ¢inko icerigine bagli ¢inko etkinligi 6zelliginin 2.91 LOD skoru ile
8.1 ve 12. kromozomlarda oldugu belirlenmistir ve varyasyonun %13.4’1i agiklanmistir.
CA515275, 2387.450, 2272.1200 ve Hpms162 bu QTL ile ilgili en 6nemli markirlardir.

Biitlin bitkilerden ayni zamanda yaprak, gévde ve kok olmak iizere ayri ayri
toplam kuru madde ve ¢inko igerigi analizleri yapilmistir. Fy bitkileri genel olarak
dayanikli ebeveyn olan Alata 21A’ya yakin bir deger almistir. Yaprak kuru madde
agirh@ina bagh ¢inko etkinligi ile toplam kuru madde agirligi bakimindan ¢inko
etkinligine ait degerler arasinda pozitif ve yiiksek bir korelasyon elde edilmistir
(r=0.95). Ayn1 zamanda yaprak kuru madde agirligina bagl ¢inko etkinligi ve yaprak
¢inko igerigi arasinda da siki bir iliski saptanmistir (r=0.63). Yapraklarda bulunan ¢inko
genel olarak bitki gelisimine katki sagladigi i¢in toplam kuru madde miktarim1 da
arttirmistir. Yaprak ¢inko icerigine baglh ¢inko etkinligi 6zelligi 2.42 LOD skoru ile 12,
X3 ve X4. kromozomlarda yer almaktadir. 2249.650, Em10Me6.350 ve CA515275
onemli markirlar olup varyasyonun %11.3’i agiklanmistir. Ayni sekilde kdk 2.23¢inko
igerigine bagl c¢inko etkinligi 6zelligi 2.42 LOD skoru ile 8.1, 11 ve 12. kromozomlarda
yer almaktadir. 2253.400, CA515275 ve At1g14810 6nemli markirlar olup varyasyonun
%10.4’1 aciklanmistir. Haritalanan 6nemli 6zelliklere ait diger bilgiler Cizelge 4.6’da
verilmigtir.
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Cizelge 4.6. Biberde cinko etkinligine iliskin 6nemli QTL’lere ait diger 6zellikler

No | Karakter ismi | <romoz En Onemli po?i;tnu % Ozellik
om Markir Eksp. | Kaynag
(cM)
F3 Skor (Fs 10.2 Em5Mel3.350 23.419 9.6 P1281420
Q2 popiilasyonunda 8.1 Em10Mel6.260 67.011 9.4 P1281420
¢inko noksanlig 2 CP10081 4.662 9.4 -
simptomu ) 2 opb01.650 0.000 9.2 P1281420
Toplam Kuru
Q4 Agirliga Bagh 12 CA515275 0.000 8.5 -
Cinko Etkinligi
o5 'i;;k,'fg’:go’" 12 CA515275 0.000 10.9 .
gt S 8.1 At1g14810 83.384 9.2 -
Etkinligi
Govde Kuru 8.1 2387.450 71.503 8.7 P1281420
Q10 | Agwhgina Bagl 12 CA515275 0.000 8.6 -
Cinko Etkinligi 8.1 Atl1g14810 83.384 8.2 -
8.1 GP20095 95.220 11.8 -
F» Skor (F 8.1 2387.450 71.503 11.0 -
012 populasyonunda 8.1 Em10Mel6.260 67.011 10.3 P1281420
¢inko noksanligi 8.1 CA847460 92.938 10.3 -
simptomu ) 8.1 2272.1200 70.501 10.2 Alata 21A
X1 Em1Me2.300 37.406 10.2 P1281420
Yaprak Cinko X3 2249.650 0.000 11.2 P1281420
Q13 | Icerigine Bagh X4 Em10Me6.350 0.000 6.3 P1281420
Cinko Etkinligi 12 CA515275 0.000 5.8 -
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Cizelge 4.6.’nin Devami

Kok Cinko 11 2253.400 33.725 10.4 P1281420
Q15 | Icerigine Bagl 12 CA515275 0.000 9.9 -
Cinko Etkinligi 8.1 At1g14810 83.384 9.3 -
Toplam Ginko 12 CA515275 0.000 13.4 -
Q16 | icerigine Bagh 8.1 2387.450 71.503 9.6 P1281420
Cinko, Etkiniici 8.1 2272.1200 70.501 9.2 Alata 21A
& 8.1 Hpms162 24.996 8.2 -

Biberde c¢inko etkinligi ile ilgili belirlenen QTL’ler degisik LOD skorlar ile
aciklanmistir. Fakat 2.0 LOD skorun altinda bulunan 6zelliklere sahip olduklari igin ayri
ayr1 deginilmemistir. Bu QTL’lere ait 0zellikler Cizelge 4.7’ de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Biberde ¢inko etkinligi ile ilgili belirlenen diger QTL’ler

—_— Onemli % Maksimum
No Karakter Ismi | Kromozom Markirlar Exp. | LOD Skoru
CA514272,
Yaprak/Toplam CP10081,
QTL30 | Cinko fcerigi 2ve3 | oobo1.650ve | OO 191
2255.750
Govde+Yaprak/
H GP20117 ve
QTL31 Top%zgi(éiimko 5vell Em3Me10.290 8.8 1.85

Ayrica yaprak fosfor igerigine bagh cinko etkinligi ve fosfor/cinko igerigine
bagl cinko etkinligi 6zelliklerine ait QTL’ler siras1 ile LOD skoru 1.96 ve 2.06 ile
aciklanmistir. Yaprak fosfor igerigine bagli ¢inko etkinligi QTL’i i¢in en Onemli
markirlar Hpms141 ve Em11Me8.400 olup 8.2 ve 11. kromozomlarda yer almistir.
Varyasyonun ise %9.2°si aciklanmistir. Fosfor/cinko igerigine bagl ¢inko etkinligi
QTL’i i¢in en oOnemli markirlar ise CA515275 ve CP10081 olup 2 ve 12.
kromozomlarda yer almistir. Varyasyonun %9.7’s1 aciklanmuistir.

Bugdayda c¢inko etkinligi ve dane ¢inko konsantrasyonun ile ilgili yapilan bir
QTL analizinde 2A, 4A, 7B ve 7D kromozomlarinda ¢inko noksanligi skoru ile
baglantili 4 adet QTL bulunmustur. 4B ve 4D kromozomlarinda yer alan siirgiin
biyomasi ile iliskili QTL’ler de tespit edilmistir. Bitki boyu ve bitki ¢inko ve demir
konsantrasyonlar1 arasinda siki bir iligki tespit edilmistir. Ayrica her QTL’in bireysel
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olarak degil de bir araya geldikleri zaman dane ¢inko igerigine etki -ettikleri
belirlenmistir (Geng vd 2009). Double haploid Triticum aestivum L. populasyonunda
cinko ve fosfor yogunlugunun belirlenmesi amaci ile yapilan analizlerde bu 6zelligin
coklu gen tarafindan kontrol edildigi gézlemlenmistir. Dort QTL ¢inko konsantrasyonu,
7 QTL c¢inko igerigi i¢in belirlenmistir. Tohum ¢inko konsantrasyonu igin iki QTL 4A
ve 4D kromozomlarinda fosfor konsantrasyonu QTL’i ile birlikte yer alirken, tohum
cinko icerigi ile ilgili QTL fosfor igerigi QTL’i ile birlikte 2D, 3A ve 4A
kromozomlarinda yer aldig1 tespit edilmistir (Shi vd 2008). Diploid bugday tiirii olan
Triticum boeoticum RIL popilasyonunda (recombinant inbred lines) yapilan tohum
¢inko ve demir igerigi ile ilgili ¢alismada tohum ¢inko icerigi QTL’1 7A, tohum demir
icerigi QTL’1 ise 2 adet olmak tizere 2A ve 7A kromozomlarinda bulundugu
belirlenmistir (Tiwari vd 2009).

Arabidopsis halleri x Arabidopsis lyrata petraea melezlemesi ile olusturulan F2
popiilasyonunda asir1 ¢inko birikimi ve ¢evre (bolge) arasindaki iligkiyi belirlemek icin
QTL analizi yapilmistir. Sonug olarak 1. ve 4. Kromozomlarda az ¢inko muamelesi ve
3, 6 ve 7. Kromozomlarda ise ¢ok ¢inko muamelesine baglh olarak toplam 5 QTL
belirlenmistir. Bu QTL’ler fenotipik varyansi sirasi ile %50.1 ve %36.5 oraninda
aciklamiglardir (Roosens vd 2008).

Phaseolus vulgaris L. ile yapilan ¢alismada ise tohum ¢inko ve demir igerigine
iliskin QTL’ler RIL popiilasyonunda belirlenmistir. Toplamda 9 QTL, b02, b06, b08 ve
b07 lokuslarinda yer almistir. Ayrica tohum agirlig: ile ilgili QTL yine b02 ve b08
lokuslarinda bulundugu belirlenmistir (Blair vd 2011). Cichy vd (2008) tarafindan
fasulyede yapilan baska bir ¢alismada ise tohum ¢inko, demir ve fosfor iceriklerine
iliskin QTL’ler yine RIL popiilasyonu ile yapilan calisma ile belirlenmistir. r=0.53
korelasyon degeri ile demir ve ¢inko igeriklerinin birbiri ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Demir ve ¢inko igerikleri agisindan bulunan 6zellikler birlikte 3 baglanti
grubunda yer almiglardir.

Pirincte (Oryza sativa L.) ¢inko toksisitesine karsi tolerans ile ilgili yapilan bir
calismada RIL popiilasyonunda 289 RFLP markirinin taranmasi sonucu 1, 3 ve 10.
kromozomlarda yer alan 3 adet QTL kesfedilmistir. Bu 6zellik siras1 ile 21.9, 8.9 ve 7.6
yuzdeleri ile agiklanmistir (Dong vd 2005). Cinko noksanligi ve bitki gelisimi iliskisinin
belirlendigi bir bagka calismada ise IR74 (tolerant olmayan) ve Jalmagna (tolerant)
tiirlerinin melezlenmesi ile elde edilen popiilasyon kullanilmistir. Bitki 6liimii ile iliskili
4 adet QTL belirlenmistir. Bu QTL’ler 2 ve 12. kromozomlarda yogunlagmistir. Bu
varyasyonun sirast ile %16.6 ve %24.2’si agiklanmigtir (Wissuwa vd 2006).

Double haploid arpa (Hordeum vulgare) populasyonunda mikro besin maddeleri
birikimi 6zelliginin belirlendigi bir haritalama c¢alismasinda, toplamda 9 adet lokus bu
ozellikle ilgili iligkili bulunmustur. Bu 9 lokusun 5 tanesinin ise dane ¢inko kapsamina
katki sagladigi belirlenmistir (Lonergan vd 2009).

Brassica oleracea L.’de surgin c¢inko konsantrasyonu ile ilgili yurutilen
caligmada cevre etkisinin bu 6zellik {izerindeki etkisinin fazla oldugu gézlemlenmistir.
90 adet double haploid hat ile yapilan analizler sonucunda C2, C3, C5, C7 ve C9
kromozomlarinda siirgiin ¢inko igerigi ile ilgili QTL’lerin bulunmasina ragmen biiylime
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kosullarindan kolayca etkilendigi ve bu nedenle de 1slah programinda kullanilamayacagi
belirlenmistir (Broadley vd 2010).

Biitiin bu yapilan ¢aligmalar ile karsilastirildigi zaman, bu ¢alisma ile elde edilen
bulgular neticesinde F. ve F3 popiilasyonundaki ¢inko noksanlik simptomu, toplam kuru
madde agirligl, yaprak kuru madde agirligi, yaprak ve toplam kuru madde ¢inko igerigi
konsantrasyonu, bitki boyu gibi 6zelliklere iliskin birgok QTL belirlenmistir. Yapilan
baska bir ¢alismayla (Pnar 2013) bu karakterlerin poligenik oldugu yani birden fazla
gen ile kontrol edildigi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar, biberde
yapilan Onceki ¢alismalar ile tutarlilik gdstermektedir. Bazi baglanti gruplari basina
diisen markir sayisinin az olmasimi géz Oniinde bulunduracak olursak, diger
Ozelliklerdeki varyasyonu agiklama yiizdelerinin diisiik olmast muhtemel bir sonugtur.
Fakat bu konu ile ilgili biberde yapilan onceki calismalara gore kullanilan markir
sayisinin goreceli olarak fazla olmasi nedeni ile sonuglarin daha fazla dogruluk pay:
teskil ettigi diistiniilmektedir. Ayrica yapilan bu caligma ile ilk defa IPBS
(retrotranspozon) markirlar1 biber genomunda haritalanmistir. Polimorfizmi belirlenen
20 adet IPBS markir1 ile yapilan genetik haritalama g¢alismasinda 3, 8.1, 11 ve X3.
Kromozomlarda, F2 popilasyonunda ¢inko noksanligi simptomu, gévde kuru agirligina
bagl ¢inko etkinligi, yaprak ¢inko igerigine bagh ¢inko etkinligi, kok ¢inko igerigine
bagl c¢inko etkinligi, toplam ¢inko igerigine bagl ¢inko etkinligi ve yaprak/toplam
cinko igerigine bagl c¢inko etkinligi 6zelliklerine ait QTL’lerin yerleri tespit edilmistir.

Diinyada ¢inko etkinligi ile ilgili yapilan arastirmalarin biiyiik bir kism1 daha ¢ok
tahillar gibi monokotil (tek c¢enekliler) bitkiler {lizerine yapilmis olsa da, iilkemizde
Ozellikle sebze tariminin yogun bir sekilde yapildigi Akdeniz Bolgesi i¢in biber gibi
dikotil (¢ift ¢enekli) bitkilerde de yapilmast stratejik bir 6nem arz etmektedir. Yapilan
bu ¢alismanin amacina daha genis bir persfektiften bakacak olursak, ¢inko aliminin gii¢
oldugu, iizerinde ¢inko etkinligi agisindan fizyolojik ve metabolik problemler yasayan
bitkilerin yetistigi bu topraklar ile ayni1 Ozellikleri tasiyan diger tarim alanlarinda
faaliyet gosteren dreticiler icin elde edilen sonugclar, alternatif bir ¢6zim olma
niteliginde olacaktir. Bu gibi ilerleyen biyoteknolojik teknikler sayesinde, mevcut
toprak sartlarina uygun bitki segmek yerine, bitki i¢in optimum olmayan sartlarda da
maksimum seviyede verim ve etkinlik gosteren g¢esitlerin yetistirilmesi miimkiin
kilinabilmistir.
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5. SONUC

F2, Fs popiilasyonlart ve ebeveynler igin 1-5 skalasina gore noksanlik
simptomlar1 ile bitki boylari, toplam yas ve kuru agirliklari, kok yas ve kuru agirliklari,
govde yas ve kuru agirliklarinin arasindaki korelasyonlar hesaplanmistir. Buna gore en
fazla korelasyon degeri toplam kuru agirlik (r=-0.76) ile elde edilmistir. Cinko destekli
ve ¢inko noksan ortamlar arasindaki gergek farkin belirlenebilmesi i¢in Fz popilasyonu
ile toplam kok, govde, yaprak ve toplam ¢inko icerigi ve kuru madde ile yapilan
hesaplamalara bagvurulmustur. Yapilan bu ¢alismada en yiiksek korelasyon yaprak kuru
madde agirligina bagh ¢inko etkinligi ile toplam kuru madde agirligi bakimindan ¢inko
etkinligine ait degerler arasinda elde edilmistir (r=0.95). Bu sonug ise ¢inko etkinliginin
hesaplanmasinda yalnizca yapraklarin degerlendirmeye alinmasi ile istenen sonuca
ulasilabilecegini gostermektedir.

Genetik baglant1 gruplarinin belirlenmesi i¢in JoinMap 4.1 programi kullanilmis
olup LOD skor 4 ile (8. kromozom i¢in LOD skor 5 alindi1) 16 adet baglant1 grubu elde
edilmistir. Bu 16 baglanti grubunun elde edilmesinde 311 adet polimorfik markir
kullanilmistir. Bu 311 adet markindan X? testinde Onemli sapma gosterenler
(segregation distortion gosterenler) elimine edilmis ve geriye kalan 44 IPBS, 24 SRAP,
20 SSR ve 5 RAPD markin ile genetik baglant1 haritasi olusturulmustur. Toplamda 93
polimorfik bant ile 717.4 ¢cM harita uzunlugunda bir harita elde edilmistir. Bu haritada
iki markir arasindaki ortalama mesafe 7.7 cM olarak belirlenmistir. Olusturulan genetik
baglant1 haritasindaki gruplarin belirlenmesi i¢in Solgenomics.net’te sekans ve harita
bilgileri yer alan C. annuum ve C. frutescens tiirlerinin melezlenmesi ile olusturulan
entegre biber haritasindaki 24 adet SSR markir1 dikkate alinmistir. SSR tasimayan,
hangi kromozoma ait oldugu bilinmeyen gruplar ise X1, X2, X3, X4 ve X5 seklinde
adlandirilmiglardir. Bu guruplarin 1, 4 ve 7. kromozomlar ya da herhangi bir
kromozomun pargasi olmasi olasidir. Baglanti gruplar1 olusturulduktan sonra kantitatif
ozelliklerin yerlerinin belirlenmesi amaci ile ilgili QTL analizleri MapQTL 6
programinda yapilmistir. Bu analiz i¢in ¢esitli analizler sonucu hesaplanan F3
popiilasyonunda ¢inko etkinligini belirlemeye yarayan verilerden yararlanilmigtir.
MapQTL 6 programi ile interval mapping, MQM ve rMQM analizleri yapilmistir.
QTL’lerin baglant1 gruplarinin iizerlerinde bulunma ihtimalleri LOD degerleri ile
verilmistir.

MapQTL 6 programi ile 12 6zellige bagli 36 adet QTL belirlenmistir. Bu
Ozellikler; F3 popiilasyonunda c¢inko noksanlik simptomu igin 8.1, 10.2, ve 2.
kromozomlarda 3 QTL, F2 popiilasyonunda ¢inko noksanlik simptomu igin 8.1 ve X1.
kromozomlarda 2 QTL, toplam kuru agirliga bagli ¢inko etkinligi i¢in 12. kromozomda
1 QTL, bitki boyuna bagli ¢inko etkinligi i¢in 8.1 ve 12. kromozomlarda 2 QTL, govde
kuru agirhigina bagli ¢inko etkinligi i¢in 8.1 ve 12. kromozomlarda 2 QTL, yaprak ¢inko
icerigine bagh ¢inko etkinligi i¢in X3, X4 ve 12. kromozomlarda 3 QTL, kok cinko
icerigine bagh ¢inko etkinligi i¢in 8.1, 11 ve 12. kromozomlarda 3 QTL, toplam ¢inko
igerigine bagh ¢inko etkinligi i¢in 8.1 ve 12. kromozomlarda 2 QTL, yaprak/toplam
¢cinko igerigine baglh ¢inko ekinligi i¢in 2 ve 3. kromozomlarda 2 QTL, govde+yaprak/
toplam c¢inko igerigine bagli ¢inko etkinligi i¢in 5 ve 11. kromozomlarda 2 QTL
haritalanmistir.
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F3 popiilasyonuna dair elde edilen skorlar ve toplam kuru madde agirligina bagh
hesaplanan ¢inko etkinligi ile aralarinda r=-0.76 degerinde negatif fakat yiiksek bir
korelasyon elde edilirken toplam kuru madde agisindan ¢inko etkinligi ve bitki boyu
acisindan ¢inko etkinligi icin r=0.89 degerinde bir korelasyon elde edilmistir. Toplam
kuru madde agirlig1 agisindan ¢inko etkinligi ve govde kuru madde agirligina bagh
cinko etkinligi arasinda pozitif ve oldukca yliksek bir korelasyon bulunmaktadir
(r=0.97). Toplam kuru madde agisindan ¢inko etkinligi ve toplam ¢inko igerigi
bakimindan etkinlik arasinda r=0.84 degerinde bir korelasyon hesaplanmistir. Toplam
kuru madde agirligr ile toplam ¢inko konsantrasyonu agisindan bakacak olursak diisiik
ve negatif bir korelasyon elde edilmistir (r=-0,06). Yaprak kuru madde agirligina bagh
cinko etkinligi ile toplam kuru madde agirlig1 bakimindan ¢inko etkinligine ait degerler
arasinda pozitif ve yliksek bir korelasyon elde edilmistir (r=0.95). Ayn1 zamanda yaprak
kuru madde agirligina bagli ¢inko etkinligi ve yaprak c¢inko igerigi arasinda da siki bir
iligki saptanmistir (r=0.63).

Polimorfizmi belirlenen 20 adet IPBS markin ile yapilan genetik haritalama
caligmasinda 3, 8.1, 11 ve X3. kromozomlarda, F> popiilasyonunda ¢inko noksanligi
simptomu, govde kuru agirligina bagh c¢inko etkinligi, yaprak ¢inko icerigine bagl
cinko etkinligi, kok ¢inko icerigine bagli ¢inko etkinligi, toplam ¢inko icerigine baglh
cinko etkinligi ve yaprak/toplam ¢inko igerigine baglh ¢inko etkinligi 6zelliklerine ait
QTL’lerin yerleri tespit edilmistir. Yapilan bu c¢alisma ile ilk defa IPBS
(retrotranspozon) markirlart biber genomunda haritalanmaistir.
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