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OZET

DOMATESTE (SOLANUM LYCOPERSICUM L.) BAZI HASTALIK VE
ZARARLILARIN TESHISI ICIN MOLEKULER TANI KiTLERININ
OLUSTURULMASI

Fitnet YILDIZ

Yiiksek Lisans Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Mayis 2010, 82 Sayfa

Ulkemizde oldugu gibi tiim diinyada &nemli bir sebze olan domatesin (8.
lycopersicum) iiretimi birgok bakteri, fungus, viriis ve nematod hastaliklarindan
olumsuz yonde etkilenmektedir.

Domates iiretimini olumsuz etkileyen bakteriyel hastaliklarin baginda bakteriyel
kanser (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), bakteriyel benek
(Pseudomonas syringae pv. tomato), bakteriyel solgunluk (Ralstonia solanacearum)
ve bakteriyel leke (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) gelmektedir.

Yaygin olan domates fungal hastalilar1 igerisinde alternaria dal kanseri (Alternaria
alternata f.sp. lycopersici ), yaprak kiifii (Cladosporium fulvum), fusarium
solgunlugu (Fusarium oxysporum f. lycopersici), kiilleme (Oidium lycopersicum), geg
yaniklik (Phytophthora infestans), giimiisi yaprak lekesi (Stemphylium lycopersici),
mantari kok ¢iirtikligii (Pyrenochaeta lycopersici) ve verticillium solgunlugu
(Verticillium dahliae) ilk siralarda yer almaktadir.

Domateste bakteri ve fungus kaynakli hastaliklarin yan sira onemli verim
kayiplarina neden virlis kaynakli hastaliklarda mevcuttur. Domateste goriilen 6nemli
viriis hastaliklar1 arasinda sar1 yaprak kivircikligr viriisii (TYLCV), domates lekeli
solgunluk viriisii (TSWV), domates mozaik viriisi (TMV), hiyar mozaik viriisii
(CMV) ve patates Y viriisii (PVY) bulunmaktadir. Domates {iretimini olumsuz yonde

etkileyen zararlilarin baginda ise kok-ur nematodlar gelmektedir.



Hastalik ve zararlilara kars1 yapilan miicadelede yaygin olarak kimyasal yontemler
kullanilmaktadir. Ancak kimyasal miicadelenin ¢evre ve insan sagligina biiylik
zararlar1 oldugu bilinmektedir. Bu durum hastalik ve zararlilara kargi uygulanacak
miicadelede genetik dayaniklilifi en etkin yol oldugunu gostermektedir. Molekiiler
markirlar, i¢inde domatesinde bulundugu birgok kiiltiir bitkisinde bakteri, fungus,
viriis ve kok uru nematoduna dayanikli lokuslarin belirlenmesinde etkin olarak
kullanilmaktadir.

Bu caligsma ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Kisim Uzunluk Polimorfizmi (PCR-
RFLP) olarak da bilinen Cogaltilarak Kesilmis Polimorfik Sekans Polimorfizmi
(CAPS) ve Sekans1 Karakterize Edilmis Alanlar (SCAR) markarlar1 kullanilarak kok-
ur nematodu (Meloidogyne), fusarium solgunlugu [Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Sacc.) Snyder ve Hansen], domates mozaik viriisii (ToMV), domates sar1
yaprak kivircikligi viriisii (TYLCV), verticillium solgunlugu (Verticillium dahliae),
patates Y viriisii (PVY), mantari kok ¢iirtikligii [Pyrenochaeta lycopersici (Schneider
and Gerlach)], kiilleme (Oidium lycopersicum] ve domates lekeli solgunluk viriisii
(TSWV) hastaliklarina karst dayaniklilik lokuslarmin teshisinde kullanilabilecek
multipleks (¢oklu), singlepleks (teksel) tanmi kitleri gelistirilmistir. Bu dayaniklilik
ozelliklerine ek olarak asit fosfotaz -1 (Aps-1) ve beta karoten (B) lokuslarinin
belirlenmesinde kullanilabilecek kitler de gelistirilmistir.

Calisma kapsaminda gelistirilmis olan bu tani1 ve teshis kitleri bir taraftan islah
programlarinda markir yardimiyla seleksiyon g¢aligmalarinda kullanilabilecegi gibi
diger taraftan hat ve c¢esit karigimlarmin tespitinde de kullanilabilecektir. Kitlerin
kullanim ile aragtiricilarin daha kisa siirede ve diisiik maliyetli analiz yapabilmelerine

olanak saglanacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Domates, Hastalik Tanis1, Markir Yardimiyla Seleksiyon
Multipleks-PZR

Jiiri:  Prof. Dr. A. Naci ONUS (Danigsman)
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MOLECULAR DIAGNOSTIC KITS FOR DIAGNOSIS
OF SOME DISEASES AND
PESTS IN TOMATO (SOLANUM LYCOPERSICUM L.)

Fitnet YILDIZ

M.Sc. Thesis, Department of Horticulture
Adviser: Prof. Dr. A. Naci ONUS
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Tomato (Solanum lycopersicum L.) is an important cultivated plant grown in many
parts of the world. However production of tomato in the world and in our country
suffers from many bacterial, fungal viral and nematode diseases. Bacteria diseases
include bacterial canker (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis), bacterial
speck (Pseudomonas syringae pv. tomato), bacterial wilt (Ralstonia solanacearum)
and bacterial spot (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria).

Common tomato fungal diseases are alternaria stem canker (Alternaria alternata
f.sp. lycopersici), leaf mold (Cladosporium fulvum), fusarium wilt (Fusarium
oxysporum f. lycopersici), powdery mildew (Oidium lycopersicum), late blight
(Phytophthora infestans), gray leaf spot (Stemphylium lycopersici), corky root rot
(Pyrenochaeta lycopersici) and verticillium wilt (Verticillium dahliae).

Viral diseases include Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), Tomato Spotted
Wilt Virus (TSWV), Tomato Mosaic Virus (TMV), Cucumber Mosaic Virus (CMV)
and Potato Virus Y (PVY). Several species of Meloidogyne produce root-knot
nematode disease in tomato.

Molecular markers have been used in identification of bacterial, fungal, viral and
nematode resistance loci in many plant species including tomato. In the present study
several Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) also know as Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) and

il



Sequence Characterized Amplified Region; (SCAR) markers were multiplexed or
used as singleplex to develop identification kits for root-knot caused by three species
of Meloidogyne, vascular wilt disease caused by Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Sacc.) [Snyder and Hansen], tomato mosaic virus (ToMV), tomato
yellow leaf curl disease (TYLCD), Verticillium dahliae Kleb., potatoes Y virus
(PVY), corky root rot disease caused by Pyrenochaeta lycopersici (Schneider and
Gerlach), Cladosporium fulvum, powdery mildew caused by Oidium lycopersicum
and tomato spotted wilt virus, (TSWV).

In addition to these resistance traits, kits were also designed for identification of
two quality traits; acid phosphatase-1 (Aps-1) and Beta-carotene (B). Several markers
used in kits are co-dominant markers, which directly recognize the homozygote and
heterozygotes in F, progeny, making the selection process for resistance traits more
precise compared to phenotypic selection in segregating populations.

Therefore these kits developed in the present study will be very useful for
selecting individuals with desired characters in marker assisted selection (MAS)

program and identification of an individual in mixtures of seedlings.

KEYWORDS: Disease Diagnosis, Marker Asisted Selection, Multiplex-PCR,

Tomato
Committee: Prof. Dr. A. Naci ONUS (Adviser)

Prof. Dr. Kenan TURGUT
Assoc. Prof. Dr. Ersin POLAT
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ONSOZ

Onemli kiiltiir bitkilerinden olan domates iiretimi giiniimiizde yiizlerce mikro-
organizmanin neden oldugu hastaliklar nedeniyle tehdit altindadir. Domateste
dayanikli hatlarin kullanilmasi énemli ekonomik kayiplara neden olan hastalik ve
zararlilarm yayilmasini 6nlemek i¢in son derece onemlidir. Hastalik ve zararlilara
dayanikli hat veya cesitlerin teshisi her gecen giin artan uluslararasi ticaretin ve yeni
olusan hastalik ve zararlilarin varligiyla giderek daha da 6nem kazanmaktadir.
Giiniimiizde her gecen giin yeni teknikler gelistirilmekle birlikte bu tekniklerin hemen
hemen hepsi dis kaynakli olup yiiksek maliyet gerektirmektedir. Maliyeti diigiirmenin
alternatif yontemi ise var olan tekniklerin etkin bir sekilde kullanilmasidir. Bu tez
kapsaminda markir destekli seleksiyon caligmalarinda, ¢esit ve hat ayriminda etkin

bir sekilde kullanilabilecek diisiik maliyetli markir set sistemleri olusturulmustur.

Bu kitlerin kullanilmasiyla domates 1slahinda dayanikli ve seckin ¢esitlerin
gelistirilmesinde hizli ve diisiik maliyetli tekniklerin kullanildigi markir destekli
yontemlerin bitki 1slahinda kullanilmasiyla katkilar saglanabilecektir. Ulusal
tohumculuk sektoriimiiz caligmada gelistirilen kitleri kullanarak daha etkin ve

glivenilir hat ve cesitlerin gelistirilmesinde kullanabileceklerdir.

Bu tez calismasinda yardim ve desteklerinden dolay1r Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii 6gretim {iyesi Danigman Hocam Sayin Prof. Dr. A.
Naci ONUS’a, her konuda yardimlar1 ve destegi ile hep yamimda olan Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii dgretim iiyesi Saymn Dog. Dr.
Mehmet KARACA’ya ve tezin tiim asamalarinda yardimimi esirgemeyen Sayim Dr.
Ayse Giil INCE’ye en icten tesekkiirlerimi sunarim. Degerli katkilari igin jiiri
iiyelerim Sayin Prof. Dr. Kenan TURGUT (Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimii) ve Saym Dog. Dr. Ersin POLAT a (Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii) tesekkiir ederim.

Bu giine kadar her tiirli maddi manevi destegiyle hep yanimda olan canim annem
Hatun YILDIZ, babam Ismail YILDIZ ve kardeslerime desteklerinden dolay1

tesekkiir ederim.
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Kisaltmalar

AFLP ‘Amplified Fragment Length Polymorphism’

AJE Agaroz Jel Elektroforesiz

BME ‘B-mercaptoethanol’

BTSAP Basit Tekrarli Sekanslar Arast Polimorfizmi

BTSP Mikrosatelit veya Basit Tekrar Sekanslari Polimorfizmi

CAPS ‘Cleaved Amplified Polymorphic Sequence’

CIA Kloroform izoamil Alkol

CTAB ‘Cetyl Tri-Methyl ammonium Bromide’

CKPS Cogaltilarak Kesilmis Polimorfik Sekans Polimorfizmi

CKUP Cogaltilmig Kisim Uzunluk Polimorfizmi

DAMD ‘Directed Amplification of Minisatellite DNA’

DNA ‘Deoxyribonucleic Acid’ (Deoksiriboniikleik Asit)

dNTP ‘Deoxyribonucleotide triphosphate’

DSA Dogrudan Sekans Analizleri (‘Direct Sequencing’)

EB Ekstraksiyon ¢ozeltisi

EDTA ‘Ethylenediamintetraaceticacid’

ISSR ‘Inter-Simple Sequence Repeat’

LB Lezyon ¢ozeltisi

LiCl ‘Lithium chloride’

MA Molekiiler agirlik

MgCl, Magnezyum kloriir

NaCl Sodyum Kloriir

NaOAc Sodyum Asetat

NIR ‘Near Isogenic Lines’

PCR-RFLP ‘Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism’

PVPP ‘Polyvinylpolypyrrolidone, Insoluble’

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PZR-SKUP Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Kisim Uzunluk Polimorfizmi

RAPD ‘Random Amplified Polymorphic DNA’

RCDP Rastlantisal Cogaltilmis DNA Polimorfizmi

iX



RFLP
RNA
SCAR
SF
SKEA
SKUP
SLS
SNP
SSCP
Ta

TBE

TE

Tm
TNP
ToMV
TRIS
Triton X-100
TSUP
Tween-20
TSWV
TYLCD

uv
YMDC

‘Restriction Fragment Length Polymorphism’
‘Ribonucleic Acid’ (Riboniikleik Asit)

‘Sequence Characterized Amplified Region’

Seyreltme Faktorii

Sekansi Karakterize Edilmis Alanlar

Smirlandirilmis Kisim Uzunluk Polimorfizmi

Sodyum Laruil Sarkosil

‘Single Nucleotid Polymorphism’

‘Single Stranded Conformational Polymorphism’
Amplifikasyon sicakligi (‘Annealing Temperature”)
TRIS-Borate EDTA

TRIS-EDTA

‘Melting Temprature’ (Erime sicakligi)

Tek Niikleotid Polimorfizmi

‘Tomato mosaic virus’ (Domates Mozaik Viriisii)

‘Tris (hydroxymethyl) aminomethane’

‘Octyl phenol ethoxylate’

Tek Sarmalli Uygunluk Polimorfizmi

‘Polyoxyehtylene sorbitan monolaurate’

‘Tomato spotted wilt virus’ (Domates lekeli solgunluk viriisit)
‘Tomato yellow leaf curl disease’ (Domates sar1 yaprak
kivircikligr virtisii)

Ultraviyole

Minisatellite veya Y 6nlendirilmis Minisatellitli DNA Cogaltim1



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1. Domates ¢igek kisimlart ve morfolojisi........ccveveeeevieriienieeiieiecie e, 13
Sekil 2.2. Domateste farkli meyve tipleri ve meyve renkleri.........cccoceeeeveerieeneeennnnnne. 13
Sekil 2.3. Domates sar1 yaprak kivircik virtisti Zarart ..........ccceeevveeveveeenineeesveesneeennnn. 16
Sekil 2.4. Domateste KOK-ur nematodu. ..........ccueeeerereineeeiieeeiee et 17
Sekil 2.5. Domateste mantari KOk ¢UrikIUZl......c.cevveevieviieiiieiieiieieeeeeeeee e 19
Sekil 2.6. Domates MOzaik VIITST..........cooeviiiieiiiee et 21
Sekil 2.7. Domateste Verticillium solgunlu@u...........c.cccoeuveveiiieieiieicecieceeeeee 23
Sekil 2.8. Domateste kiilleme hastaligi........ccceevviiiviieiciieciieec e, 25
Sekil 2.9. Domateste fusarium solgunlugu hastaliSi..........ccccceeviiiiviiiniiieciee e, 27
Sekil 2.10. Domateste yaprak Kifil. .......ccccveiviieiiiiiriiecie e 28
Sekil 2.11. Domates lekeli solgunluk virlis hastalig1..........ccccceeveieriviieniieeciee e, 29
Sekil 4.1. Bitkilerden DNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforesis caligmalart........ 47

Sekil 4.2. Genomik DNA’lar ve bu DNA’larin PZR c¢aligmasinin agaroz jel

elektroforesiz yontemi ile teyidi .......cceeeeereenieriiieieee e 50
Sekil 4.3. PZR profili A ile ¢ogaltilan lokuslar............ccoccevriieiiininniiieee e, 51
Sekil 4.4. PZR profili B ile ¢ogaltilan lokuslar..........c.ccccceevviiivciiiiiiieiieeee e, 52
Sekil 4.5. PZR profili C ile ¢ogaltilan lokuslar............ccocceveieiiiiiiniieeeeee 53

Sekil 4.6. Oidium lycopersicum allelleri i¢in uygun PZR profilinde lokuslarin teyit

LTe FT 0011 55

xi



Sekil 4.7. Domates mozaik viriisii (ToMV) allelleri i¢in uygun PZR profilinde

lokuslarin teyit €dilmMeESi........ccccveeerieeiiiieriee et 56

Sekil 4.8. BK_FR1, APS1 _FRI1, BK FR2, CR_FR, ToMV_FR, Fus FR2, REX FR,
C8B_FR, TMV_FR6, FLUV_FR, FUS FR, FUS FRI allelleri icin uygun

PZR profilinde lokuslarin teyit edilmesi. ........ccoecueerieriieiiierieieeieeieeeeene 57
Sekil 4.9. Meloidogyne incognita dayaniklilik testi (REX_FR-Taqg 1)......cccccveueeneee. 58
Sekil 4.10. TY1 FR primer ¢ifti ile hat ve ¢esitlerin taranmast .........cc.cceecvveeeeeeneenee. 59
Sekil 4.11. B, Aps-1 ve Ve lokuslarinin restriksiyon enzimleri ile taranmast ............. 61

Sekil 4.12. Cladosporium fulvum (Cf geni) lokusuna ait SCAR markirinin CAPS

markirina donUstiriilmesi........coveeeeieieiiiiieiee et 63
Sekil 4.13. MK-N-TYLC-BK test kiti agaroz jel elektroforesis.........c..ccccevvuerereennene 65
Sekil 4.14. Oidium lycopersicum teshis Kiti...........c.ccevievieiiecieiieiesieeieee e 67
Sekil 4.15. SCAR-OI-Fus-C8B-TMYV test kiti agaroz jel elektroforesis..................... 69
Sekil 4.16. 12 IoKUSUNUN tATANINAST .......eeeeveieerreeereeeereeeeteeeeireeeeaeeeereeeereeeesreeeereeensnes 70

xii



CIZELGELER DiZiNi
Cizelge 1.1. 2007 y1li diinya sofralik domates iiretimi ve ilk 10 iilke siralamasi ......... 3

Cizelge 1.2. Dilinya domates ihracatinda yer alan baglica iilkeler ve ihracat miktarlar

(2007 ettt 3
Cizelge 1.3. Diinya domates ithalatinda 6nemli lilkeler ve ithalat paylar1 (2007)........ 4
Cizelge 1.4. Domateste yaygin olarak bulunan bazi hastalik ve zararlilar ................... 5
Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primer ¢iftleri ........ccocoveieeiieniiiiiiieeeee 41
Cizelge 3.2. PZR Profil A ..c.oooeoeie ettt e 43
Cizelge 3.3. PZR Profil B.....couooiieee e 43
Cizelge 3.4. PZR Profil C.....cocuiiiiieeeee e 44
Cizelge 4.1. Calismada kullanilan hibrit ¢esitler ve 6zellikleri...........cocceeveerernnnenne. 46

Cizelge 4.2. Calismada kullanmilan domateslere ait genomik DNA’larin

spektrofotometrik 6lglim degerleri........coovvierierieriieieeeee e 49
Cizelge 4.3. Caligmada gelistirilen kitlerle tanis1 yapilabilecek lokuslar ................... 64
Cizelge 4.4. Caligmada kullanilan SCAR lokus kombinasyonlari..............ccccceeeeennee. 68

xiii



1. GIRiS

Giliniimiizde 7 milyara yaklasan diinya niifusunun yirmi yil sonra 9 milyara
ulasacagi tahmin edilmektedir. Diinya niifusunun artmasina paralel olarak bitkisel
iiretimin de artirilmasi temel zorunluluktur. Ancak besin kaynaklarinin giiniimiize
kadar olan gelisimi incelendiginde bitkisel iiretimde elde edilebilecek artisin niifusa
paralel olarak artmasinin miimkiin olamayacagi ve diinyada var olan mevcut gida

sikintisinin daha da biiyiiyebilecegi 6ngoriilmektedir.

Giliniimiize degin degisik yontemlerle gelistirilen verimli ve kaliteli cesitlerin
kullanimiyla birlikte sulama, giibreleme, hastalik ve zararlilarla miicadele gibi
kiiltiirel islemlerin uygulanmasiyla (Yesil Devrim) birim alandan daha yiiksek verim
ve daha Kkaliteli iirlin elde edilmesini saglamistir. Buna kargin mevcut tarim
alanlarinin yerlesime agilmasi, tarimda kullanilabilecek yeni verimli alanlarinin yok
denecek kadar az olmasi ve kiiresel 1sinma nedeniyle degisen biyotik ve abiyotik
cevresel kosullar gibi sebeplerden dolay1 artan niifus oranina cevap verilebilecek iiriin

artiginin saglanmasinin miimkiin olmayacagini gostermektedir.

Temel besin maddelerinin {iretimini sinirlayan olumsuz etkileri ortadan kaldirmak
ve tliretimi en iist diizeye ulastirmak icin iizerinde 6nemle durulmasi gereken
konularin basinda bitki 1slah1 gelmektedir. Tarimsal iiretimde kullanilacak olan
genetik materyalin olusturulmasinda, klasik 1slah yontemleri giiniimiize degin
agirlikli olarak kullanilmistir. Bu yontemler bitkilerde verim ve kalitenin artirilmasi
icin kullamlarak insanlarin beslenme ve giyinme ile ilgili gereksinimleri
karsilanmistir. Ancak klasik bitki 1slah1 yontemleri ile giiniimiize kadar saglanan
tarimsal {iretim artig1 ile hizla artan niifus karsisinda ihtiya¢ duyulan {iriin miktarini
kargilamanin ve istenilen biitiin 6zelliklerin bir genotipte toplanabilmesinin pek de

miimkiin olmayacagi diisiiniilmektedir.

Kiiltiir bitkilerinin verimini arttirmak, tirtin kalitesini diizeltmek, uygun olmayan
sartlara dayaniklilik veya tolerans kazandirmak, hastaliklar ve zararlilar nedeniyle

ortaya cikan {iriin kayiplarin1 azaltmak icin klasik 1slah yontemlerinin desteklenmesi



amaciyla biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji gibi yeni teknolojilerin tarimda ve

ozellikle bitki 1slahinda kullanilmas1 gerekmektedir.

Klasik bitki 1slah1 metotlar1 ile yeni gesit ve hatlarin gelistirilmesinin ¢ok uzun
zaman almasi, kiltiir bitkilerine aktarilmak istenilen gen/genlerin her zaman
aktarilamamasi tiim tiirler i¢in kullanilamamasi ancak akraba tiirler arasinda yapilan
caligmalardan {imit var sonuclar almmasi1 gibi zorluklar klasik bitki 1slahinin
dogasinda mevcuttur. Buna karsilik genetik miihendisligi ile birlikte kullanilan
modern teknolojiler sayesinde bitkiler aleminde olmasa bile hayvanlarda veya diger
mikroorganizmalarda bulunan veya yapay olarak elde edilen genler belirlenerek
bitkilere aktarilmakta ve yeni 6zelliklere sahip ¢esitlerin gelistirilebilmesine imkan

saglanmaktadir.

Insan beslenmesinde kullanilabilecek yaklasik 5.000 bitki tiiriinden 1.500’niin
tarimi1 yapilmaktadir (Swaminathan 1993). Bu tiirlerden 250’sine dahil olan yaklagik
250.000 cesit insanlarm besin gereksinimlerinin biiyiik bir kismimi karsilamaktadir
(Wilkes 1993). igerdigi gesitli mineral ve vitaminler ile insan saglhgi i¢in yararli gida
maddelerinden olan domates ve domates {iriinlerinin son yillarda tiiketimdeki pay1

ortalama artmaktadir.

Avrupa, Amerika ve diger geligsmis iilkeler tiiketimin en fazla oldugu iilkeler olup
tilketimleri sabit bir biiylime gostermektedir. Rusya, Cin, Hindistan ile Afrika gibi
gelismekte olan tilkelerde ise kisi basi tiiketim diisiik olmakla birlikte hizli bir sekilde
artmaktadir. Orta Dogu’da 1997 yilinda 6.2 kg olan kisi bas1 tiikketim 2007 yilinda
10.8 kg’a yiikselmis ve toplam tiiketim yillik ortalama %13 oraninda artmistir. Son
yillarda Cin’de ise domates tiiketimi ortalama %15 oraninda arttig1 bilinmektedir

(Anonymous 2010).

Diinyada ve iilkemizde en fazla yetistirilen sebze tiirlerinden biri olan domates
2007 yilinda yaklasik olarak 126 milyon ton iiretilmistir. Uretimin yaklasik %90°a
yakin kismi Kuzey Yarimkiire’de temmuz-aralik aylarinda ve %10’luk kismi ise
Giiney Yarimkiire’de ocak-haziran aylarinda yapilmaktadir. Ulkemiz, 2007 yih
verilerine gore 9.919.000 ton ile diinya domates iiretiminde 3. sirada yer almaktadir

(Cizelge 1.1). Diinyada 2007 yili domates liretiminde ise 33.645.000 ton ile Cin ilk



sirada yer almakta ve bunu 11.500.000 ton ile ABD takip etmektedir (Anonymous

2010).

Cizelge 1.1. 2007 y1li diinya sofralik domates iiretimi ve ilk 10 iilke siralamas1

Siralama Ulkeler Uretim (ton)
1 Cin 33.645.000
2 Amerika 11.500.000
3 Tiirkiye 9.919.000

4 Hindistan 8.585.000

5 Misir 7.550.000

6 Italya 6.025.613

7 Iran 5.000.000

8 Ispanya 3.615.000

9 Brezilya 3.364.438
10 Meksika 2.900.000

Diinya Toplam 126.246.708

Diinya 2007 yili sofralik domates ticaretine bakildiginda ise; sofralik domates

ihracat1 5.6 milyon ton ve 6.5 milyar dolar deger olarak gergeklesmistir. Diinyada en

biiyiik domates ihracatgist Meksika olup bunu sirastyla ispanya, Hollanda, Urdiin

takip etmektedir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2°de goriildiigii lizere diinya domates ihracatinda Tiirkiye 5. sirada yer

almakta ve tilkemizde yetistiriciligi yapilan yas sebzeler icerisinde en fazla ihracati

yapilan iirlin domates olmaktadir (Anonymous 2010).

Cizelge 1.2. Diinya domates ihracatinda yer alan baslica iilkeler ve ihracat miktarlar

(2007)

Ulkeler Miktar (Ton) Fiyat ($/ton)
1 Meksika 1.052.686 1.015
2 Ispanya 884.244 1.334
3 Hollanda 842.027 1.827
4 Urdiin 386.968 453
5 Tiirkiye 370.613 799
6 Fas 297.593 685
7 Amerika 245315 1.268
8 S. Arabistan 207.717 456
9 Belgika 202.772 1.461
10  Fransa 167.646 1.616

Diinya Toplam 5.683.925 1.108




Cizelge 1.3’de verildigi tizere 2007 yili diinya domates ithalatinda ise %18.66’lik
pay ile Amerika ilk sirada, Almanya %17 ile ikinci sirada, Ingiltere ise %11 ile

ticiincii sirada yer almaktadir (Anonymous 2010).

Cizelge 1.3. Diinya domates ithalatinda 6nemli iilkeler ve ithalat paylar1 (2007)

Ulkeler Deger Miktar ithalat Birim Pay (%)
(1.0008) (Ton) Fiyati ($/Ton)
Amerika 1.283.017 1.070.807 1.198 18.66
Almanya 1.227.834 663.561 1.85 17.86
ingiltere 771.036 419.649 1.837 11.22
Fransa 582.690 495.007 1.117 8.48
Rusya 534.742 550.528 971 7.78
Hollanda 342.696 192.597 1.779 4.99
Kanada 267.082 196.529 1.359 3.89
Isvec 165.039 81.651 2.021 2.4
Belgika 132.376 74.405 1.779 1.93
Polonya 118.415 80.112 1.478 1.72

Ulkemizde 2008 yilinda gerceklestirilen toplam 21.476.323 ton sebze iiretimi
icerisinde 10.985.355 ton ile domates ilk sirada yer almaktadir. Domates iilkemizin
hemen her bdlgesinde yetistirilmekle birlikte, sofralik tiiketime yonelik tiretim
genellikle Akdeniz Bolgesinde ortii altinda ve agikta yapilmaktadir (Anonim 2008).
Ulkemiz 2008 yili toplam domates iiretiminin 7.419.814 tonu olan sofralik domates
iretiminin 3.294.901 tonu Akdeniz Bolgesinden saglanmistir. Akdeniz Bolgesinde
yapilan bu iiretimin ise 1.936.778 tonu Antalya’da iiretilmistir (Anonim 2009a).

Ulkemizde yetistirilen domatesin %20’ si isleme endiistrisine gonderilmektedir.
Endiistriye yonelik iiretim ise genel olarak Marmara ve Ege Bdlgelerinde, Balikesir,
Bursa, Manisa ve Canakkale illerinde gergeklestirilmektedir. Samsun, Mugla, Icel,
Tokat, Izmir ve Konya diger énemli iiretim alanlar1 olmakla birlikte {ilkemizin hemen

hemen tiim illerinde domates yetistiriciligi yapilabilmektedir (Anonim 2009a).

Farkli iklim bolgelerine sahip iilkemizde yaz aylarinda tarlada, kis aylarinda ise
cam ve plastik seralarda yetistirilen domatesler sayesinde tiim yil pazarda taze
domates bulmak miimkiindiir. Diinya domates iiretim rakamlarindan da anlasilacagi
iizere iilkemiz de domates verimi diinya ortalamasinin oldukc¢a iizerindedir. Ancak

iiretimimiz Hollanda ile karsilastirildiginda dekara verimimiz yaklasik olarak 12 kat



daha az oldugu goriilmektedir (Anonymous 2007). Hollanda'nin bu basaris1 kiiltiirel
islemlerin yan1 sira hastalik ve zararlilara dayanikli hat ve g¢esitlerin kullanilmasi ve

bu konuda yogun ¢aligmalarin yapilmasidir.

Serada yapilan yetistiricik artikca gerekli kiiltiirel islemlerin tam uygulanmamasi,
her yil aym bitkinin yetistirilmesi, hastalikli bitki artiklarinin iiretim alanindan
uzaklastirilmamasi, seralarin iyi havalandirilmamasi gibi nedenlerden dolay1 pek ¢ok
hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Domateste fungal ve viral hastalik etmenlerinin yani sira
pek ¢ok bakteriyel etmen de Onemli iirlin kayiplarina neden olmaktadir. Kaynak

makalelerden derlenen domateste yaygin olarak iiretim ve verim kaybina neden olan

hastalik ve zararlilar etmenleri ile birlikte Cizelge 1.4°de verilmistir.

Cizelge 1.4. Domateste yaygin olarak bulunan bazi hastalik ve zararlilar

Hastahk/Zararh Mikroorganizma Gen Kaynak
Alternaria dal Alternaria alternata f. sp. Asc S. lycopersicum
Kanseri lycopersici
Mantarimsi kok Pyrenochaeta lycopersici py-1 S. hirsutum
curtkligi S. peruvianum
Fusarium Fusarium oxysporum f. sp.  I-1 S. pimpinellifolium
solgunlugu lycopersici race 0
Fusarium Fusarium oxysporum f. sp.  1-2 S. pimpinellifolium
solgunlugu lycopersici race 1
Fusarium Fusarium oxysporum f. sp.  1-3 S. pennellii
solgunlugu lycopersici race 2
Fusarium bas ve Fusarium oxysporum f. sp.  Frl S. peruvianum
kok ciirtkligi radicis-lycopersici
Geg yaniklik Phytophthora infestans Ph-1 S. pimpinellifolium
Ph-2
Ph-3
Yaprak kiifti Cladosporium fulvum Cf S. peruvianum
(Fulvia fulva) S. pimpinellifolium
Glimiisi yaprak Stemphylium lycopersici Sm S. pimpinellifolium
lekesi
Kiilleme Oidium lycopersicum Ol-1 S. hirsutum
Ol-2 S. habrochaites
S. lycopersicum
Kiilleme Leveillula taurica Lv S. chilense
Verticillium Verticillilum dahliae Ve S. lycopersicum
solgunlugu S. pimpinellifolium
Bacterial benek Pseudomonas syringae pv.  Pto S. pimpinellifolium

tomato




Cizelge 1.4. Devami

Hastahk/Zararh  Mikroorganizma Gen Kaynak
Bakteriyel leke Xanthomonas campestris Bs-4 S. pennellii
pv. vesicatoria

Domates mozaik Tomato mosaic virus Tm-1 S. hirsutum

viriisii (ToMV) Tm-2 S. peruvianum
Tm?2? S. peruvianum

Domates lekeli Tomato spotted wilt virus Sw-5 S. peruvianum

solgunluk viriisii (TSWV)

Domates sar1 Tomato yellow leaf curl Tylc S. pimpinellifolium

yaprak kivircikligit  virus (TYLCV) Ty-1 S. chilense

virtisii Ty-2 S. habrochaites

Kok-ur nematodu  Meloidogyne arenaria Ma S. peruvianum

Kok-ur nematodu  Meloidogyne incognita Mi S. peruvianum

Kok-ur nematodu  Meloidogyne javanica Mj S. peruvianum

Alfalfa mozaik Alfalfa mosaicvirus Am S.hirsutum

virlisii (AMV)

Patates Y viriisii Potato virus Y (PVY) Pot-1 S. habrochaites

Ulkemizde yetistirilen kiiltiir bitkilerinde ekonomik olarak zarara neden olan
toplam 430 hastalik, zararli ve yabanci ot bulunmaktadir. Bunlardan 275’ini bocekler
85’ini hastalik etmenleri 70’ini de yabanci otlar olusturmaktadir. Bunlarla gerekli
miicadele c¢aligmalar1 yapilmadiginda triin kaybi ortalama %35 dolaylarinda
olmaktadir (Anonim 2009b). Bu kayiplar kiiltiir bitkisindeki zararlinin tiir ve
yogunluguna bagli olarak bazen %100’lere ulagabilmesi miimkiindiir. Bitkisel
iiretimde ekonomik yonden oldukea biiyiik rakamlara ulasan bu kayiplarin 6énlenmesi
ve biyolojik dengenin korunarak siirdiiriilebilir tarim i¢in tarimsal {iretim tekniklerine

uygun olarak yapilmasi zorunluluk haline gelmistir.

Bitkisel dretimi kisitlayan en Onemli etmenlerin basinda patojenik

mikroorganizmalar gelmekte ve diinya genelinde {retimi genel olarak tehdit
etmektedir. Tarimsal liretimin yogunlasmasi ile iireticiler, liriinlerini korumak amaci
ile tarimsal kimyasallar1 siirekli olarak yiiksek oranlarda kullanmaya baslamislardir.
Ancak kimyasallarin (pestisit, fungisit, herbisit, bitki biiyiime diizenleyiciler ve

hormonlar) ¢evreye verdikleri zararlarin yam sira bitkilerde kalinti birakmasi,



patojenlerin zamanla dayaniklilik kazanmalar1 gibi pek ¢ok problem de kimyasal

kullaniminin sinirlayici yonleri olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Biyolojik miicadele yontemi hastalik ve =zararlilarla miicadelede tarimsal
kimyasallara alternatif bir yontem olabilmektedir. Biyolojik miicadele olarak
glinlimiizde 6zellikle kok hastaliklarina karsi miicadelede rizobakteriler kullanilmakta
ve bunlar bitki biliylime diizenleyici rizobakteriler olarak adlandirilmaktadir. Bu
bakteriler ile bitki patojenleri aralarinda yagam alan1 ve besin maddeleri i¢in rekabet
etmesiyle patojenlerinin zararlari azaltilabilmektedir (Compant vd 2005). Ancak
rizobakterilerin biyolojik miicadelede kullanilmasinin gelecekte diger bazi sorunlara
yol agabileceginin yaninda etkin mekanizmanin tam olarak bilinmemesi nedeniyle

glinlimiizde pratige tam olarak aktarilamamaktadir.

Bitkiler genellikle patojen saldirilarina karst dogal (genetik) bir savunma
mekanizmasina sahiptir. Patojen saldirisindan 6nce bitki cesitli sekillerde uyarilarak
(alkaloit, sinyal transitorler vb) savunma mekanizmasini baslatmakta ve olusturdugu
fiziksel ve biyokimyasal etmenlerle hastalik olusumunu azaltabilmekte veya
engelleyebilmektedir. Gerek fiziksel (0rnegin yaprak sekli veya biiylime habiti)
gerekse biyokimyasal (enzim veya fenolik bilesiklerin iiretilmesi) olarak genler
tarafindan kontrol edilmekte ve dolayisiyla genotipte bulunan dayanikliligi temsil

etmektedir (Compant vd 2005).

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilmakta olan kimyasal miicadele gerek cevreye
gerekse insan sagligina olan olumsuz etkilerinden dolay1 tercih edilmemeli veya metil
bromit 6rneginde oldugu gibi ¢evre ve insan sagligi acisindan tehlikeli olan
kimyasallarin kullanimi yasaklanmalidir. Genetik dayaniklilik etkin miicadelede bir
taraftan basitligi diger taraftan etkinligi nedeniyle tercih edilmektedir. Genetik
dayanikliligin molekiiler teknikler kullanilarak belirlenmesi her gecen giin
yayginlagmaktadir. Molekiiler tekniklerden DNA markirlar1 (belirtegleri) basitligi,
ekonomik olmasi ve dogrulugu (giivenilirligi) nedeni ile diger molekiiler tekniklere
oranla avantajlara sahiptir. DNA markirlar1 genetik dayanikliligin belirlenmesinde ve
cesitlere aktarilmasinin (Markir Yardimiyla Seleksiyon) yaninda tiir veya cesitler

arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde, gida maddelerinin igeriklerinin tespitinde ve



cinsiyet ayrnminda da yaygin olarak kullanilmaktadir (Dax vd 1998, Doganlar vd
1998, Kawchuk vd 1998, Huang vd 2000, Ohmori vd 2000, Ince vd 2010b).

Hizli ve diisiik maliyetli tekniklerin kullanildigi markir destekli yontemlerin bitki
1slahinda kullanilmasi olduk¢a 6nemlidir. Giiniimiizde yeni teknikler gelistirilmekle
birlikte bu tekniklerin hemen hemen hepsi dis kaynakli olup yiiksek maliyet
gerektirmektedir. Maliyeti diislirmenin alternatif yontemi ise var olan tekniklerin
etkin bir sekilde kullanilmasidir. Bu tez kapsaminda markir destekli seleksiyon
caligmalarinda, ¢esit ve hat ayriminda, hastaliklara ve zaralilara dayanikli, kaliteli
cesitlerin  gelistirilmesinde kullanilabilecek diisiik maliyetli markir sistemleri

olusturulmasi amaglanmustir.

Olusturulan bu hastalik ve zararl teshis veya tani kitleri diger bitkilerde de benzer
caligmalarin olusturulmasma katki saglayabilecektir. Domateste var olan ve
ekonomik kayiplara neden olan hastalik ve zararlilarin basta biber, patlican olmak
iizere diger sebzelerde de var oldugundan benzer yaklasimlarla bu sebzelerde de
kullanimini tesvik edecektir. Tez ¢alismasinda olusturulan bu tani kitlerinin hastalik
ve zararlilara dayanikli ve kaliteli cesitlerin gelistirilmesinde kullanimi ulusal

tohumculuk faaliyetlerine katkilar saglayabilecektir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Solanum lycopersicum L. eski adi veya sinonim isimleri Lycopersicon
lycopersicum L. veya Lycopersicon esculentum L. olan domates aralarinda tiitiin,
patates, patlican, biber ve giizelavratotunun da bulundugu Solanaceae familyasina
dahil olan ve diploid genomunda 24 kromozomu bulunan énemli bir kiiltiir bitkisidir.
Domatesin anavatani Orta ve Giiney Amerika olup kiiltiire alinmas1 Peru kiyilarinda
basladig1 ve buradan ozellikle Ispanyol koloniler araciligiyla diinyaya yayildig
diisiiniilmektedir (Giinay 1992). Avrupa’da domates ilk kez 1554 yilinda Italya da
bilinmeye baglamistir. Domatesin Anadolu’ya ne zaman girdigine iligkin belgeler
bulunmamakla birlikte Bayraktar (1973), domatesin 1900’li yillarda ilk kez
Adana’ya getirildigini ve ilk yillarda ‘Frenk patlicani’ olarak adlandirildigin
belirtmektedir. Bu yillarda Fransizlarin Adana ve civarinda etkili oldugu

diisiiniildiigiinde domatesin iilkemize Fransa’dan gelmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Domates Solanaceae familyasinin Solanum cinsi i¢inde yer almakta ve bu cins
icinde yer alan tiirlerde meyveler genel olarak tiiketim amaciyla kullanilmaktadir.
Bazi tiirlerinin meyvelerinde tomatin ve solanin olmasi nedeniyle zehirlidir. Solanum
cinsi i¢inde yer alan ve kiiltiirii yapilan domatesler 1768 yilinda Miller tarafindan
Lycopersicon esculentum Mill. olarak adlandirilmistir. Daha sonra Linne (L.)

domatesi Solanum lycopersicum L. olarak adlandirmistir (Cobb 2008).

Miller tarafindan yapilan bir simiflandirmaya gore Lycopersicon cinsi i¢inde yer
alan domatesler meyve renklerine gore iki alt cinse ayrilmistir. Bu siniflandirmaya
gore meyveleri kirmizi renkli domatesleri i¢inde toplayan alt cinse Eulycopersicon,
yesil ve beyaz domatesleri kapsayan alt cinsler ise Eriolycopersicon grubu altinda
toplanmistir. Eulycopersicon alt cinsi igine giren Onemli tiirleri Solanum
lycopersicum ve Solanum pimpinellifolium’dur. Eriolycopersicon alt cinsi ise

Solanum hirsutum ve S. peruvianum tiirlerini igermektedir (Miller 1768).

Domates ¢ogunlukla tek yillik otsu bir bitki olmasma ragmen uygun ekolojik
kosullarda bitki ¢ok yillik olarak da gelisebilmektedir. Domates tohumlarinin
cimlenmesi ile dnce kazik bir kok meydana gelir. Kazik kok hizla gelisir ve 20 giin

icinde 20 cm uzunluga ulasir. Kazik koék belli bir boya ulagtiktan sonra kokler



iizerinde sagak kokler, sagak kokler lizerinde de ince kilcal tiiyler olusur. Domateste
koklerin %70’ine yakini topragin 20-50 cm derinligine kadar ulagir. Cok az bir kismi
50 cm’den derine gidebilmektedir. Bununla birlikte domatesin kuraga dayanikli bir
bitki olmas1 nedeniyle kurak kosullarda koklerin 150 cm derine kadar ulasabildigi
gozlemlenmistir (Glinay 1992, Kaygisiz ve Aybak 2004).

Domates otsu bir govdeye sahip olup gdovde baslangicta yuvarlak, yumusak ve
iizeri tiiylidiir. Bitki geligimi ile birlikte gévde kesiti koseli bir hal alir ve odunsu bir
yapt kazanir. Bitki dallanmaya ¢ok yatkin olup, gévde belirgin olmayan bogum ve
bogum aralarindan olusmustur. Yapraklarin govdeye baglandigi yerden, koltuk
denilen yeni siirgiinler ¢ikar. Domates gévdesinin boylanmas ile ilgili olarak sinirsiz
(indeterminate) biiyiime gosterenler ve smirli (determinate) biiylime gosteren
domatesler olmak iizere iki tip biiylime sekli goriiliir (Gilinay 1992, Kaygisiz ve

Aybak 2004).

Simirsiz biiyiime gosteren domateslerde 4-5 bogum olustuktan sonra ana biiyiime
ucunda degisim meydana gelerek ¢igek salkimini olusturur. Daha sonra biiytime ucu
gelismesine devam ederek yeni bir yaprak ve cigcek salkimindan olusan siirgiinii
olusturur. Bdylece biiylime simirsiz olarak devam eder. Bitki boyu 1 yil i¢inde 10
m’nin iizerine ¢ikabilir. Koltuklardaki siirgiinler budanarak, bitkiye govde, yaprak ve

ciceklerden olusan bir yap1 kazandirilabilir (Giinay 1992, Kaygisiz ve Aybak 2004).

Smirli biiylime gosteren domateslerde ise ana biiyime ucu 2-4 yaprak
olusturduktan sonra ¢igek tomurcugu olusur ve gelisme c¢icek tomurcuguyla son
bulur. Cicek sap1 sayist sinirhdir. Bitki dik veya calims1 formda gelisir. Bitki boyu
genel olarak 40-60 cm arasinda olup en fazla 2 m’ye kadar boylanabilmektedir

(Giinay 1992, Kaygisiz ve Aybak 2004).

Domateste ana govde lizerindeki biiyiime ucu ¢igeklenme donemine kadar gesitlere
gore farklilik gostermekle birlikte 7-11 yaprak olusturur. Erkenci gesitlerde 2-3
yaprak sonra, gecci ¢esitlerde 6-8 yaprak sonra ¢igek tomurcugu olusur. Yapraklar 3-
8 adet yaprak¢igi birlesmesinden olusan bilesik yapraktir. Yaprak uzunlugu genel
olarak 10-50 cm arasinda degismektedir. Yaprakcik kenarlar1 disli ve iizeri tiiyle kaph

olup alt yiizdeki tiiyliiliikk durumu daha fazladir. Domateslerde basit parcali, patates,
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burusuk ve dar dilimli olmak iizere 4 tip yaprak sekline rastlanilir. Kiiltiiri yapilan

domateslerde daha ¢ok parcali yaprak sekli goriiliir (Gilinay 1992).

Bitkinin generatif doneme geg¢mesi ile birlikte biliylime ucunda farklilasma
meydana gelir ve yaprak taslaklarinin yaninda cigek tomurcugu taslaklari da
olusmaya baslar. ilk cicek salkimi 6-7. bogumdan sonra olusur. ikinci cicek salkimu,
1. cicek salkimindan sonraki bogumlarda meydana gelir. Cicekler salkim seklinde
olup salkim sekli ve salkimdaki ¢igek sayisi ¢esitlere ve yetistirilme kosullarina bagl
olarak degisiklik gosterir. Domates ¢igek salkimlarinda basit, basit ¢atalli ve ¢ift dalli
olmak iizere 3 tip dallanmaya rastlanir (Gilinay 1992, Kaygisiz ve Aybak 2004).

Cigek salkimindaki ¢iceklerden her biri erselik ve tam cicektir. Domates
cigeklerinde 5 veya 6 adet erkek organ ve 1 adet 2-4 karpelli disi organ bulunur (Sekil
2.1). Disi organin tepecigi yesil ve tomurcuk seklinde olup anter konisi i¢inden
goriilebilir. Erkek organlarin boylar disi organla hemen hemen ayni boyda veya daha
uzundur. S. lycopersicum ve S. pimpinellifolium’un disindaki tiirlerde anterlerin boyu

disi organdan daha kisadir. Bu nedenle bu tiirlerde yabanci tozlanma belirgindir.

Sekil 2.1. Domates ¢i¢ek kisimlart ve morfolojisi.
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Kiiltliir formlarinda yabanci tozlanma orani %2’dir. Bununla birlikte gerek diisiik
gerekse yiiksek sicakliklarda disi organin boyunun uzamasi nedeniyle yabanci

tozlanma orani1 %35’e kadar ¢ikabilir (Giinay 1992, Kaygisiz ve Aybak 2004).

Domateslerde meyve iriligi cesitlere gore farklilik gostermekle birlikte kiiltiir
formlarimda meyve cap1 2-15 cm arasinda degisiklik gosterir. Meyve capina gore
domatesler kiiciik, orta irilikte ve iri olarak degerlendirilirler. Meyvelerde yuvarlak,
uzun-yuvarlak, basik, yiirek, erik, armut ve koza gibi ¢ok farkli tiplere rastlamak
miimkiindiir (Sekil 2.2). Sofralik domateslerde genelllikle yuvarlak, yassi-yuvarlak
sekil tercih edilir. Sal¢ca sanayisinde kullanilacak domateslerde ise sekil Gnemli
degildir. Genel olarak armut ve koza sekilli, silindir sekilli domatesler kullanilir (Diez

ve Nuez 2008).

Renk meyvenin olgunlagmasi ile degisir. Meyve irilesip normal biiyiikliigiini
alinca meyve rengi yesilden kirmiziya donerek meyve rengini alir. Domates
meyvesinin istenilen renge ulagmasi karotenoid grubu renk maddelerinden 6zellikle
likopenin birikimine baghdir. Domateslerde renge baglh yesil, olgun yesil, pembe,
kirmizi, agik kirmizi olmak tizere 5 farkl olgunluk donemi belirlenmistir. Meyvenin

sertligi de olgunlasma durumu ile iliskilidir (Giinay 1992, Kaygisiz ve Aybak 2004).

Domates tohumlari kiiciik, genellikle 3-4 mm ¢apinda ve bobrek seklinde olup
yuvarlak ve yassidir. Tohumlar beyaz-gri-sar1 renkte olup ve iizerinde beyaz sik
tiiyler bulunur. Tohum, lizerindeki bu tiiyliiliik 6zelligi ile diger Solanaceae familyasi
tirlerinden ayrilir. Domates tohumlariin 1 g’inda 300-350 adet tohum bulunur. 1000

tane tohum agirligi cesitlere bagl olarak 2.7-3.3 g arasinda degisim gostermektedir.

Tozlanma ve dollenme normal kosullarda oldugunda bir meyveden 20-400 adet
tohum elde edilebilir. Domates tohumlar1 optimum ¢imlenme sicaklhiginda (25°C) 3-7
glin icerisinde ¢imlenir. Tohumlar 5-10°C sicaklik ve %30-40 nem bulunan depo

kosullarinda canliligini 3-5 yil koruyabilmektedir (Kaygisiz ve Aybak 2004)

Domates meyvesinin %94-95’1 su geriye kalan kismi kuru maddedir. Domatesin
kuru maddesinin 6nemli bir boliimiinii sekerler olusturmaktadir. Domateslerde

bulunan amino asitlerden methionin, tyrosin, triptofan miktar1 oldukga yiiksektir.

12



Sekil 2.2. Domateste farkli meyve tipleri ve meyve renkleri.
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Domates igerisinde A, Bj, B, Bs, C, K vitaminlerini i¢cermekte olup A ve C
vitaminleri yoniinden olduk¢a degerlidir. 100 g domates, yetiskin bir insanin gilinliik
A vitamini gereksinmesinin % 20-40’1n1 karsilar (Gould 1983). Kirmiz1 domateslerde
parlak kirmizi rengi veren likopen insan sagligi agisindan onemli bir antioksidanttir.
Likopen serbest radikallerin normal hiicre bilyiimesi ve gelismesine {izerine olan
olumsuz etkilerini 6nlemektedir. Serbest radikaller kanser, kalp hastaliklar1 ve erken

yaslanmaya 6nemli potansiyel olarak bilinmektedir.

Domates bitkisinde oldugu gibi, meyvesinde de toksik alkoloidler olan
glikositlerden tomatin ve solanin bulunmaktadir. Bunlardan solanin miktar1 yesil
renkli meyvelerde fazla miktarda bulundugu i¢in domatese aci1 tadi verir. Yapilan
arastirmalar sonucunda 100 g yesil olum donemindeki domateste 90 mg tomatin
bulundugu belirlenmistir. Olgunlasan domateslerde tomatin tomatinaz enzimi ile
parcalanmaktadir. Yapay olarak olgunlastirilan domateslerin, bitki {izerinde
olgunlasan meyvelere gore daha fazla tomatin bulundurduklar1 belirlenmistir. Solanin
ise sadece yesil meyvelerde ve bitkinin yesil aksaminda bulunur. 100 g yesil
olumdaki domates meyvelerinde 9-32 mg solanin bulundugu belirlenmistir. Duyarl
kisilerde yesil meyveden 2-5 tane yenmesiyle zehirlenme goriilebilir. Domates
olgunlastik¢a solanin kaybolur. Portakal renkli domates meyvelerinde ise bu deger
0.1-0.8 mg’a diismektedir. Domatesin tursu olarak degerlendirilmesi sirasinda solanin

miktarinda diisiis olmaktadir (Davies ve Hobson 1981).

Ulkemizde domates vyetistiriciligini smirlandiran etmenler arasinda en basta
hastalik ve zararlilar gelmektedir. Ulkemiz tarimi acisindan ekonomik éneme sahip
olan domates, gerek birim alandan alinan {iriin miktar1 gerekse elde edilen iiriinlerin
kalitesi bakimindan gelismis iilkelerle rekabet halindedir. Bunun i¢in domates
yetistiriciliginde uygun gesit se¢iminden baslanarak bakim sartlari, hasat, nakliye ve

uygun muhafazanin yapilmasiyla ilgili arastirmalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

Domates yetistiriciligindeki basarida gerek kalite gerekse hastalik ve zararlilara
dayanimi bakimindan secilen c¢esidin 6nemi son derece biiyiiktiir. Giiniimiizde
gelistirilen yeni cesitlerin yetistirilecegi bolgelerdeki mevcut hastalik ve zararlilara

kars1 dayaniklilik veya tolerans 6zelligine sahip olmasi istenmektedir. Bu durum hem
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elde edilen firiiniin verimini hem de kalitesinin yiikselmesini saglamaktadir. Ancak
yetistirilecek ¢esit belli hastalik ve zararlilara dayanikli degilse ve bu hastalik ve
zararlilara kargi miicadele de yoksa beklenen verim ve kaliteye ulagilamamaktadir. Bu
nedenle ¢esit her ne kadar kaliteli olursa olsun hastaligin yayildigi bolgelerde
yetistiriciliginin yapilamamasi1 nedeniyle diger dayanikli cesitlerin kullanilmasi

gerekecektir.

Domateste sar1 yaprak kivircik hastaligit (TYLCD) diinya genelinde biiyilik
kayiplara neden olmaktadir. Bu hastalia neden olan viriisler Geminiviridae
familyasina dahil olan Begomovirus cinsine giren en az bes farkli virlis tiirl
tarafindan olusturulmakta olup tiitiin beyazsinegi (Besimia tabaci) tarafindan

tasinmaktadir (Fauquet ve Stanley 2005).

Hastalik belirtileri domates c¢esitlerine gore degismekle birlikte genel olarak
enfeksiyondan kisa bir siire sonra bitkilerde gelisme yavaslamakta ve bitkiler
bodurlagmaktadir. Yeni ¢ikan yapraklarda kiiciilme, sekil bozuklugu, ice veya disa
dogru kivrilma ve tiim yapraklar1 kapsayacak sekilde kenarlarinda sararmalar
seklinde ortaya cikar (Sekil 2.3). Bu viriis ile enfekte olan bitkiler ¢icek olusturmaz,
olusan c¢igeklerden de ¢ok azi meyve tutar. Meyve olustugunda ise kiigiik, kuru ve

ticari degerini kaybetmektedir.

Domates sar1 yaprak kivircikligr viriisime (TYLCV) karsi dayaniklilik yabani
domates tiirlerinde (6rnegin Solanum pimpinellifolium, S. habrochaites, S.
peruvianum ve S. chilense) bulunmaktadir (Laterrot 1992, Pico vd 1996, Pico vd
1999, Pilowsky ve Cohen 2000). Bu hastaliga dayaniklilik mekanizmasi tiirlere gére
degismekle birlikte genellikle tek ve tam olmayan dominant (‘incompletely
dominance’ veya ‘semi-dominance’) ile resesif poligenik (‘polygenic recessive’)

karakter gosterebilmektedir (Lapidot ve Friedmann 2000, Castro vd 2007).

TYLCD’ye dayaniklilik geni Zamir vd (1994) tarafindan S. chilense LA1969
hattindan kiiltiir formlara transfer edilerek ¢alisilmigtir. LA1969 hattindaki TYLCD
dayaniklilig1 tam olmayan tek bir Ty-1 geni ile iki veya ii¢ yardimci gen tarafindan
kontrol edilmektedir. Ty-1 geninin 6. kromozomda bulundugu gériilmiis ve TG297 ile

TG97 SCAR DNA markirlarinin arasinda yer aldig1 belirlenmistir (Zamir vd 1994).
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Sekil 2.3. Domates sar1 yaprak kivircik viriisti zarari.
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Meloidogyne tiirlerinin neden oldugu kok-ur nematodu diinyada bitkisel iiretimde
basta oOrtii alt1 sebze yetistiriciligi olmak iizere domates, muz ve patates alanlarinda
onemli ekonomik kayiplara neden olan ana =zararlilarin basinda gelmektedir.
Nematodlar bitkinin kok sistemine yerlesir ve bitki 6z suyunu emerler. Bu durumda
bitkinin gdsterdigi reaksiyon sonucu koklerde urlar ve anormal olusumlar meydana
gelir (Sekil 2.4). Bunun sonucunda da bitkinin topraktan su ve besin aligverisi
kisitlanmaktadir. Boylelikle bitkide gelisme yavaslayarak bodurlagma, sararma,
solma, renk degisiklikleri ile ¢icek ve meyve silkmeleri meydana gelir. Enfeksiyonun
agir oldugu durumlarda ise bitki tamamen kuruyabilir. Nematod zarar1 domates ve
patlicanlarda genellikle %25-35 arasinda iiriin kaybina neden olmakla birlikte bu

oran bazen %50-60'a kadar yiikselebilmektedir (Ozarslandan 2009).

Sekil 2.4. Domateste kok-ur nematodu.

Nematod tiirleri arasinda Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria, M.
hapla, M. acrita, M. exiqua ve M. thamasi bulunmakta olup bu tiirlerden, M.
incognita ve M. javanica’nin en yaygin ve ekonomik olarak 6nemli tiirler oldugu, M.
arenaria ve M. hapla’nin ise ender rastlanan tirler oldugu bildirilmektedir
(Ozarslandan 2009).

Yapilan calismalarda diinya genelinde 75 iilkeden elde edilen 1000 kdk-ur

nematodu populasyonundan %52’sinin M. incognita, %30’unun M. javanica, %8’inin
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M. arenaria, %8’inin M. hapla geriye kalan %2’sini ise diger tiirlerden olustugu
bildirilmektedir (Johnson ve Fassuliotis 1984).

Nematod ile miicadele yontemlerinin basinda genellikle fumigantlar (6rnegin metil
bromit) veya nematisitlerin kullamimi gelmektedir. Ozellikle metil bromit, ozon
tabakasinda incelmelere neden oldugu ve UV igmlarinin atmosferden gecisini
artirmast nedenleri ile kullammmi yasaklanmistir. Nematodlarmin miicadelesinde
kullanilan nematisitlerin sakincalar1 nedeniyle alternatif miicadele yontemlerine daha
fazla agirlik verilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Alternatif miicadele yontemlerinden
biyolojik miicadelenin heniiz arastirma sathasinda olmasi ve pratige tam olarak

aktarilmamasi nedeni ile genetik dayaniklilik 6n plana ¢ikmaktadir.

Nematoda karst dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi ile nematodun {iremesinin
tamamen engellemesi veya ¢ok az diizeyde tutulmasi, 6zel uygulama teknigi ve pahali
donanim gerektirmemesi nedenleri ile diger miicadele yontemlerine gore ucuz cevre
dostu olmasindan dolay1 tercih edilmektedir. Nematoda kars1 dayaniklilik aralarinda
domatesinde bulundugu degisik kiiltiir bitkilerinde gelistirilmistir (Milligan vd 1998,
Yaghoobi vd 1995, Tamulonis vd 1997a, 1997b, Brown vd 1996, Garcia vd 1996).

M. incognita, M. javanica ve M. arenaria tiirlerinin neden oldugu kdk-uruna Mi
geni dayaniklilik gostermekte ancak diger kok-ur nematodlarina karsi dayaniklilik
saglamamaktadir. 1940’11 yillarda baslatilan c¢alismalarda Mi geni S. peruvianum
PI128657°den kiiltiir formalara aktarilmaya calisilmis ve tek bir F; bitkisinde basari
saglanmistir (Smith 1944). Bundan sonraki ¢alismalarda Medina-Filho ve Tanksley’e
(1983) gore bu bitki Mi dayaniklilik kaynagi olarak kullanilmis ve ticari gesitlerin
gelistirilmesinde  biiylik katki  saglamistir.  Geleneksel 1slah yoOntemlerinden
introgresyon ile kiiltiir bitkilerine transfer edilmis olan Mi geni ile birlikte S.
peruvianum P1128657’nin biiyiik kromozom bdlgesinin transfer edilmis olmasi ve bu
bolgenin rekombinasyonu kisitladig: belirlenmistir (Liharska vd 1996, Messeguer vd
1991, Ho vd 1992). Rekombinasyonun artirtlmasi ve Mi genine daha yakin bir
markirin bulunmasina yonelik ¢alismalar yiriitilmiis ve bu ¢aligmalarda Mi genine
yakin asit fosfotaz (‘acid phosphatase-1’ (Aps-1)) geni ile birlikte diger bazi DNA
markirlari da belirlenmistir (Ho vd 1992, Kaloshian vd 1998, Williamson vd 1994).

18



Pyrenochaeta lycopersici (Schneider and Gerlach) diger bir toprak kokenli fungus
olup domatesin yani1 sira kavun, marul, patlican, fasulye ve hiyar gibi kiiltiir
bitkilerinde kok sistemi gelisimini engelleyerek verim kaybma neden olmaktadir
(Gerlach ve Schneider 1964). Bu fungusun neden oldugu mantari kok ciiriikligi
(‘corky root rot”) hastalig1 ekonomik zarara neden olabilecek en 6nemli ve en yaygin
kok hastaliklar arasinda yer almaktadir. Fungusla enfekteli koklerde kahverengi
nekrotik lekeler, mantarlagmis esmer kok kisimlar ve ¢atlamig bolgeler olusur (Sekil
2.5). Hastaligin bulastig1 bitkilerde kiigiik besleyici koklerin cilirlimesiyle gelisme
yavaglarak bitki bodurlagmaktadir.

Pyrenochaeta lycopersici fungusu iliman bolgelerde %70-75 oranlarina verim
kaybma neden olmasi bakimindan &nemlilik arz etmektedir (Doganlar vd 1998).
Hastalikla savasta metil bromit ve diger fungisitler kullanilmakla birlikte bu
uygulamalarin ¢evreye ve insan sagligma olan =zararlarindan dolay1 genetik
dayaniklilik 6nem kazanmaktadir. Pyrenochaeta lycopersici etmenine dayaniklilik
genleri Solanum hirsutum ve Solanum peruvianum’da belirlenmistir (Hogenboom
1970). ilk olarak 1983 yilinda mantari kok ciiriikliigiine dayaniklihk geni (py-1)
belirlenmis olup dayaniklilik geni kiiltiir formlarina transfer edilmis ve ilerleyen

yillarda bu gene ait DNA markirlar1 belirlenmistir (Doganlar vd 1998).

Sekil 2.5. Domateste mantari kok ciirtikligii.

19



Domates iiretiminde olumsuz etkiye sahip olan diger bir hastalik tiitiin mozaik
viriistiniin diger bir tipi olan domates mozaik viriisiidiir (ToMV). Hastalik belirtileri
giin uzunluguna, 151k yogunluguna, sicakliga, etmenin 1rkina ve enfeksiyon zamanina
bagh olarak degismekle birlikte genel olarak yapraklar {lizerinde renk degisikligi,
kahverengi cizgiler, genc yapraklarda ipliksi incelmeler (flijer yaprak tipi) ve

deformasyonlar olarak kendini gostermektedir (Sekil 2.6).

Domates meyvesinde i¢ kahverengilesmesi (‘Internal browning’), ToMV’nin bir
veya birden fazla irki tarafindan meydana getirilen ve domates meyvelerinde zarar
yapan bir hastaliktir. Viriis ile bulasmis domates bitkilerinin yesil aksaminda hastalik
belirtilerine rastlanmadigi halde, meyvelerin kabuk altindaki i¢ dokularinda
kahverengi mantarimsi nekrotik dokular olusturabilmektedir (Sekil 2.6). Yiiksek
sicakliklarda Tm%/tm2? irka meyvede koyu-kahverengi benekler olusturabilmektedir
(Dax vd 1998). Hastaligin ekonomik 6nemi enfeksiyon zamanina gore degiskenlik
gostermekle birlikte geng bitkilerin enfeksiyonu sonucunda iiriin kaybmin %350

oranina kadar ulastig1 saptanmistir (Anonim 2010).

ToMV dayanikli ¢esitlerin elde edilmesi ¢alismalar1 1940’11 yillarda baglatilmstir.
Ilk caligmalarda Tm-1 dayamikhilik geni i¢in Solanum peruvianum kullanilmistir.
1960’1 yillarda Tm2? geni ayni kaynaktan kiiltiir bitkilerine transfer edilmistir
(Motoyoshi ve Oshima 1977). ToMV dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde Tm2?, Tm-
1 gbre daha etkin olarak kullanilmaktadir (Dax vd 1998).

Domateste bulunan bes farkli ToMV dayaniklilik geninden ikisi olan Tm2 ve
Tm2a’da ¢ogu dayaniklilik markirlarinda oldugu gibi Solanum peruvianum L.
orijinlidir (Ohmori vd 2000). Her iki gen domateste 9. kromozomun uzun kolunda yer
almaktadir. Bu genler bazi ToMV 1rklarma dayaniklilik géstermekte olup genomda
bulunmalar1 durumunda viriisiin hiicreler aras1 gecisini dnleyerek bitkiye dayaniklilik
mekanizmasi sunmaktadir (Nishiguchi ve Motoyoshi 1987, Meshi vd 1989, Ohmori
vd 2000). Yapilan ¢alismalarda Tm2 veya Tm2a lokuslarindan sadece birini tagiyan
cesitlerin ToMV hastaligina daha hassas olduklar1 goriilmiis ancak bu durumun tam

anlamiyla nasil gergeklestigi ortaya konulamamistir (Ohmori vd 2000).
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Sekil 2.6. Domates mozaik viriisii.
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Bitkilerde Verticillium tiirleri biiyiikk ekonomik kayiplara neden olan diger bir
hastalik etmenidir. Verticillium diinyada 6nemli tarimsal tiriinleri kapsayan sayisiz
bitki tiiriinde solgunluga neden olabilen toprak kaynakli bir patojendir. Ulkemizde
Verticillium solgunluguna neden olan fungus pamuk, susam, aygigegi, bamya,
domates, biber, patlican, boriilce, fasulye, patates, yerfistigi, kavun, maydanoz,
seftali, kayisi, zeytin, karanfil, datura, domuz pitragi, horozibigi ve pire otunda

saptanmistir.

Domateste Verticillium solgunluguna Verticillium dahliae Kleb. fungusu neden
olmaktadir. Solgunluk bitkinin iletim demetlerine yerlesen fungus tarafindan
olusturulmakta ve yapraklarda solma, alt yaprak uglarinda sararmalara neden
olmaktadir. Ayrica govde ve yaprak ayasinda kahverengi lekeler seklinde kendini
gosterebilmektedir  (Sekil 2.7). Verticillium  zarar1  bitkilerin  yapraklarini
kuruttugundan dolay1, verimi biiyiik 6l¢iide diisiirmekle birlikte nadir olarak Sliimlere

de neden olabilmektedir (Karahan 1965).

Hastaliga karst etkili bir kimyasal miicadele olmamasi nedeniyle kiiltiirel
onlemlerle miicadele yapilmaya ¢alisilmaktadir. Kiiltiirel yontemler arasinda; toprak
sicakliginda ani diistislerin engellenmesi amaciyla diizenli sulamanin yapilmasi,
yetistiriciligin yapilmadig1 sicak donemlerde solarizasyon uygulanmasi, hastalikli
bitkilerin sokiiliip ortamdan uzaklastirilmasi, toprak islemeye dikkat edilmesi ve
bunlarin yani sira ekim nébetinin uygulanmasi sayilabilmektedir. Kiiltiirel yontemler
veya tarim ilaglar1 kullanilarak hastaliktan kurtulma ¢abalari, Verticillium dahliae ile
miicadelede ¢ok fazla etkin olmadigi gibi ekonomik de degildir. Yetistiricilik
sirasinda kiiltiirel onlemler almak, hastaligin ¢ikisini ve yayilmasini yavaslatici diigiik
etkili bir korunma ydntemi oldugundan, dayanikli ¢esit kullanmak tek ¢oziim yolu

olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Domates bitkisinde Verticillium dahliae Kleb. irk 1’e dayaniklilik 9. kromozomun
kisa kolunda bulunan tek bir dominant gen (Ve) tarafindan kontrol edilmektedir
(Simko vd 2004). Bu gen ilk kez Schaible (1951) tarafindan ‘Peru Wild’ yabani
domates hattindan belirlenmis olup daha sonra Darby vd (1978) tarafindan bes kez

22



Sekil 2.7. Domateste Verticillium solgunlugu.
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geriye melezleme ve iki generasyon kendileme caligmalart ile kiiltiir bitkilerine

transfer edilmistir (Darby vd 1978).

Ve dayaniklilik genine iliskin ilk DNA markir1 yakin izogenik hatlar (‘Near
Isogenic Lines’, NIR) kullanilarak Kawchuk vd (1994) tarafindan belirlenmistir.
Belirlenmis olan bu RAPD markir1 yine ayni arastiricilar tarafindan 1998 yilinda daha
etkin bir markir sistemi olan SCAR’a doniistirtilmistiir. Verticillum (Ve) lokusuna
6zgli SCAR markin kullanilarak dayanikli, hassas veya heterozigot ve homozigot

hatlar segilebilmektedir.

Domates bitkisinde onemli verim kayiplarina neden olan diger bir hastalik
kiillemedir. Oidium lycopersicum fungusunun neden oldugu bu hastalik o6zellikle
Kuzey Yarimkiire’de etkili olmaktadir. Kiilleme etmeni yapraklarda kiiciik, diizensiz
tozlu beyaz alanlar olarak baglayip daha sonra yaprak sap1 ve govdede de benzer
sekilde beyaz tozlu alanlar olarak ilerleme gosterir. Hastalik etmeninden ilk once
yash olan alt yapraklar etkilenir. Daha sonra genc¢ olan {ist yapraklara dogru yayilma
gosterir ve yapraklar zamanla sarararak hastaliktan dolayr kururlar (Sekil 2.8).
Hastalik bitkilerde daha kisa hasat periyodu olusturmasi, meyvelerde kiigiilme ve

azalmasina bagli olarak 6nemli 6l¢iide verim kaybina neden olmaktadir.

Glinlimiize degin gelistirilmis olan domates gesitlerinin biiyiik cogunlugu kiilleme
hastaliga duyarlidir. Dolayisiyla dayaniklilik genini (Ol-1) igermemektedir (Huang vd
2000). Bu nedenle de hastalik etmeninden korunmak amaciyla genellikle fungisitler

kullanilarak domates yetistiriciligi yapilabilmektedir.

Kiilleme hastaligina dayaniklilik kaynagi olan OI-1 geni yabani domateslerde
belirlenmis olup bunlardan S. hirsutum ve S. parviflorum detayli olarak ¢aligilmistir.
Yapilan ¢alismalarda dayaniklilik mekanizmalar1 ag¢isindan OI-1’in tek gen tarafindan
kodlandig1 ve eksik dominant ozellik gosterdigi goriilmiistiir. Domateste 6.
kromozom {izerinde bulundugu belirlenen OI-1 geninin 6. kromozom iizerindeki
konumu Aps-1, Mi ve Cladosporium fulvum dayaniklilik genlerinden olan Cf-2/Cf-5’e
yakin oldugu belirlenmistir (Van der Beek vd 1994).
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Sekil 2.8. Domateste kiilleme hastalig.
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Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) [Snyder & Hansen] toprak kokenli
bir fungus olup domateste solgunluk hastaligina (fusarium solgunluguna) neden olan
diger dnemli bir etmendir (Staniaszek vd 2007). Bu fungus Sekil 2.9’da gorildiigi
gibi kokte bulunan iletim demetlerine zarar vermekte ve bitkinin su alimini 6nleyerek
bitkiyi 6ldiirebilmektedir (McGrath vd 1987, Malhotra ve Vashistha 1993). Hastaliga
dayanim i¢in yapilan 1slah ¢aligmalan ile aralarinda domatesinde bulundugu bazi
kiiltiir bitkilerinde fusarium solgunluguna karsi dayaniklilik genleri belirlenmistir

(Malhotra ve Vashistha 1993).

Fusarium solgunluguna neden olan 3 farkli Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
irk1 belirlenmistir (Stevens ve Rick 1986, Beckman 1987). Yabani domates tiirlerinde
yapilan ¢alismalarda 4 farkli dayaniklilik geni tespit edilmis olup bu genler R genleri
olarak isimlendirilmistir (Huang ve Lindhout 1997, Frary ve Tanksley 2001).

Molekiiler haritalama ¢aligmalart ile 1-1 ve -3 genlerinin domateste 7.
kromozomda, | ve I-2 genlerinin ise 11. kromozomun kisa ve uzun kollarinda
bulunduklar1 saptanmistir (Staniaszek vd 2007). Introgresyon calismalari ile 1-2 geni
S. pimpinellifolium’dan kiiltiir formalarina transfer edilmis olup bu gen Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici 2. irkina dayaniklilik saglamaktadir (Stall ve Walter
1965).

Gennaro vd (1999), domateste yapmig olduklar1 bir ¢alismada kok ciiriikliigiine
neden olan Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’ye dayaniklilik geninin 9
nolu kromozom {izerinde bulundugunu ve tek bir dominant genle idare edilmekte
oldugu belirlemislerdir. Calismada RAPD teknigi kullanilarak toplam 1000 adet 10
mer'lik primer degisik sayida dayanikli ve hassas domates hatlarinda kullanilmig ve
bu RAPD primerlerinden tgiiniin (116, 194 ve 655) Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici’ye dayaniklilik genine bagli oldugu tespit edilmistir. Ayni
caligmada ayrica RFLP teknigi de kullanilmig ve elde edilen TG101 kodominant
markirinin Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’ye dayaniklilik genine bagl
oldugu teyit edilmis ve TG101 markir1 ile gen arasindaki genetik iligki 5.1 cM
uzaklikta oldugu belirlenmistir (Gennaro vd 1999).
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Sekil 2.9. Domateste fusarium solgunlugu hastaligi.
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Domates yaprak kiifii Cladosporium fulvum fungusu neden olmaktadir. Bu fungus
yapraklar lizerinde once sar1 lekeler daha sonra bu lekelerin alt kismina rastlayan
yerde kahverengimsi bir kiif meydana getirerek kisa zamanda biitiin yapraklari

kaplayarak bitkinin kurumasina neden olabilmektedir (Sekil 2.10).

Bu hastaliga dayaniklilik ¢cok sayida gen tarafindan (Cf-0, Cf-2, Cf-4, Cf-5 ve Cf-9)
kontrol edildigi 6ngoriilmektedir. Bu genlerden Cf-4 ve Cf-9 1 nolu kromozomun kisa
kolu {izerinde bulunmakta olup bu genlerden Cf-9 Cladosporium fulvum hastaligina
dayaniklilik yoniinden en etkili gen oldugu tespit edilmistir (Takken vd 1999). Cf-9
genine 6 cM bir yakinlikta TG236 ve CP46 adli iki RFLP markirt gelistirilmistir
(Balint-Kurti vd 1994). Diger bir ¢aligmada ise Thomas vd (1995) S. Lycopersicum x
S. pennellii hibritinden elde edilen F, bireylerini kullanarak 3 adet AFLP markirinin

Cf-9 genine baglh oldugunu belirlemislerdir.

Sekil 2.10. Domateste yaprak kiifii.
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Domates lekeli solgunluk viriisii (‘Tomato spotted wilt tospovirus-TSWV?),
Bunyaviridae familyasina bagli Tospovirus grubuna dahil bir viriis olup, Thrips
tabaci, T. setosus, T. palmi, Frankliniella occidentalis, F. fusca, F. intonsa, F.
schultzei ve Scirtothrips dorsalis tiirleri ile etkin olarak taginabilmektedirler. Hastalik
once kahverengi daha sonra bronza doniisen lekeler olusturarak yapraklarin asagi ve
ice dogru kivrilmalarma ve kirilgan bir yapiya donligmesine neden olmaktadir.
Meyveler iizerinde ise ¢ok sayida i¢ ice gegmis, kabarik halkalar seklinde lekeler
goriilmektedir (Sekil 2.11). Viriisle bulasik bitkilerde ¢evre sartlari, bitkinin
hastalandig1 donem, etmenin yogunlugu ve yaygmligina bagl olarak bazen %100’e

ulasabilen zararlar olusabilmektedir.

Sekil 2.11. Domates lekeli solgunluk viriis hastalig.

Domates lekeli solgunluk viriisiine kars1 Swla, Swlb, Sw2, Sw3, Sw4, Sw-5 ve Sw-
6 olmak iizere yedi adet gen belirlenmistir (Anfoka vd 2006). Finlay (1953) yapmis

oldugu bir arastirmada TSWYV dayanikliligin1 dominant Sw-1a ve Sw-1b, resesif Sw-
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2, Sw-3 ve Sw-4 genleri tarafindan kontrol edildigini belirlemistir. TSWV
dayaniklilik genlerinden S. peruvianum cv Stevens'da elde edilen dominant 6zellikli
Sw-5 dayanikliligi modern bitki 1slahinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Rosell6 vd
1998, Stevens vd 1992, Van Zijl vd 1986). Sw-5 geninin bir ¢ok tospoviriis tiirii ve bu
tiirlerin bazi izolatlarina dayaniklilik saglamasi nedeni ile tercih edilmektedir
(Boiteux ve Giordano 1993). Bunlara ek olarak domateste 9 nolu kromozomun uzun
kolunda belirlenen Sw-5 geni basit kalitimli tek bir gen tarafindan kontrol edilmekte
olup Mendel kurallar ¢ercevesinde agilimi gostermektedir. Bu 6zelligi ile ekonomik
Oonemi olan domates ¢esitlerine introgresyon ¢alismalari ile aktarilmistir (Boiteux ve

Giordano 1993, Stevens vd 1995, Langella vd 2004).

Modern tarimsal faaliyetler arasinda hastalik ve zararlilara dayanikli hat ve
cesitlerin gelistirilmesi yaninda genetik acidan kalite 6zellikleri yoniinden iistiin
cesitlerinde gelistirilmesinde yararlar bulunmaktadir. Domateste dominant bir genin
(B) varligi meyvenin beta-karoten yoniinden zengin likopen yoOniinden diisiik
olmasina neden olmaktadir. Domateste B lokusu 6. kromozomun uzun kolu tizerinde
yer almaktadir. Beta-karoten A vitaminin dncii molekiilii olup insan beslenmesinde
onemli bir yeri bulunmaktadir. Paiva ve Russell (1999) beta-karotenin antioksidan
0zelliginin bulundugunu ve bu nedenle de insan beslenmesinde 6nemli oldugunu
vurgulamaktadir. Vitamin A eksikligi 6zellikle gelismekte olan iilkelerde cocuklarda
hastaliklarin olusumu yaninda 40’11 yaslardan sonra insanlarda gérme bozukluklarina
neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle de c¢eltikte altin g¢eltik projesi
gergeklestirilerek vitamin A yonilinden zengin g¢eltik cesitleri (‘Golden Rice’)

gelistirilmistir.

Lincoln ve Porter (1950) ilk olarak B geninin varliginin yesil renkli meyveli S.
hirsutum Humb. & Bonpl. ve kirmizi renkli meyveli S. lycopersicum arasinda yapilan
melezleme ¢aligmalari ile ortaya koymustur. Bundan sonraki ¢aligsmalarda arastiricilar
beta-karoten igerigini artirmak amaci ile geleneksel islah yontemleri kullanarak
kirmiz1 renkli ancak diisiik beta-karoten igeren cesitlere sar1 renkli meyveli yiiksek
beta-karoten iceren c¢esitlerden B genini aktarmaya yonelik c¢aligmalar

gergeklestirmiglerdir (Zhang ve Stommel 2001).
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Diger bir kalite unsuru olarak domateste apaz genlerini tasiyan g¢esitler elde etmek
onemlidir. Aps-1 geni apaz enzimlerini kodlamakta ve diisiik pH degerlerinde
fosfomonoesterlerdeki inorganik fosfati hidrolize ederek bitkilerin fosfat1 daha etkin

kullanmasini saglamaktadir (Williamson ve Colwell 1991).

Bitkilerde apaz enzimlerinin bir¢ok rolii bulunmakla birlikte bunlarin basinda
organik fosfattan inorganik fosfat iiretimi gelmektedir. Domateste apaz enziminin iki
alleli bulunmakta ve bunlardan biri olan Aps-1, Mi geni ile birlikte 6. kromozom
tizerinde yer alarak nematoda dayaniklilik ¢alismalarinda Mi geni yoniinden se¢im

icin markir olarak kullanilmaktadir (Williamson ve Colwell 1991).

Hastalik ve zararlilardan korunmak amaciyla tarimda yaygin olarak kimyasal
miicadele yontemleri kullanilmaktadir. Ancak kimyasal miicadelenin ¢evre ve insan
sagligina biiylik zararlar1 oldugu bilinmektedir. Bu durum hastalik ve zararlilara karsi
uygulanacak miicadelede genetik dayanikliligin en etkin yol oldugunu
gostermektedir. Gerek hastalik ve zararhlara dayanikli gerekse kalite yoniinden
nitelikli yeni cesit gelistirme amaciyla tiim kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi domateste
de geleneksel 1slah yontemleri uzun yillardir kullanilmaktadir. Dayaniklilik ve kalite
kalittm1 dominant ve kuvvetli bir gene dayaniyorsa, hibrit ¢esitlerin gelistirilmesinde
basari ile kullanilabilmektedir (Boyaci 2007). Geriye melezleme ¢aligsmalart daha ¢ok
hastalik ve zararlilarla, kalite 6zellikleri yoniinden {istiin 6zelliklere sahip yabani
bitkilerdeki genlerin kiiltiir bitkilerine aktarilmasinda basariyla kullanilmakta ancak

bazi tiirlerle yapilan melezlemelerden fertil bireyler elde edilememektedir.

Son yillarda hizlanan genetik miihendisliginden dikkate deger basarilar
beklenmekte ancak uluslararasi biiyiilk sermayelerin gelismekte olan iilkelerdeki
biraktig: etkiler nedeni ile beklenen yararlari tam olarak ortaya konulamamistir. Bu
durumda bitki 1slahgilar1 ve arastiricilari tarafindan genetik miihendisligi disinda
diger baz1 yontemler kullanarak veya gelistirerek yiiksek kalitede, hastalik ve
zararhilara dayanikli ¢esitleri gelistirmeye yonelik c¢alismalarin  yapilmasi
gerekmektedir. Genetik miihendisligi yontemlerinin disinda DNA markir yéntemleri
veya Targetting Induced Local Lesion in Genomes (TILLING) gibi ters genetik

yontemlerinin kullanilmas1 gerekmektedir. Giiniimiizde hastalik ve zararlilara
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dayaniklilik genlerinin (lokuslarin) bir kismi DNA markirlart  yardimiyla
belirlenebilmektedir (Zhang ve Stommel 2001, Castro vd 2007, Stainiaszek vd 2007).
DNA markir yontemleri kullanilarak hastalik ve zararlilara dayanikli cesitlerin
gelistirilmesinde, var olan genlerin belirlenmesinde ve birden fazla hastalik, zararl
veya kalite kriterlerinin belirlenebilecegi yeni yontemlerin gelistirilmesinde yararlar
bulunmaktadir (Dax vd 1998, Doganlar vd 1998, Kawchuk vd 1998, Huang vd 2000,
Ohmori vd 2000).

DNA markirlar1 veya isaretleyicileri (belirtecleri), bakteri, fungus, nematod, viriis,
bitki ve hayvan cins, tiir veya cesitleri arasindaki farkliligin tespit edilmesinde,
cesitlerle ebeveynleri arasindaki benzerliklerin belirlenmesinde, 6nemli hastalik ve
zararlilarin kromozom iizerindeki konumlarinin belirlenmesinde (haritalama), cinsiyet
tayininde, gida maddelerinin iceriklerinin belirlenmesinde, kullanilan tiir ve cinslerin
ayirt edilmesinde, genomda bulunan gen veya genlerin fiziksel olarak karakterize

edilmesinde oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir (ince vd 2010a, ince vd 2010b).

Glinlimiizde oldukca farkli DNA markir teknikleri belirlenmis olup degisik
amaglarla yonelik olarak kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan DNA markir
teknikleri igerisinde; Sinirlandirilmig Kisim Uzunluk Polimorfizmi (SKUP veya
‘Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)’), Mikrosatellit veya Basit
Tekrar Sekanslar1 Polimorfizmi (BTSP), Basit Tekrarli Sekanslar Aras1 Polimorfizmi
(BTSAP veya ‘Inter-Simple Sequence Repeat (ISSR)’), Cogaltilmis Kisim Uzunluk
Polimorfizmi (CKUP veya ‘Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)’),
Minisatellite veya Yonlendirilmis Minisatellitli DNA Cogaltimi (YMDC veya
‘Directed Amplification of Minisatellite DNA (DAMD)’), Rastlantisal Cogaltilmis
DNA Polimorfizmi (RCDP veya ‘Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)’),
Tek Sarmalli Uygunluk Polimorfizmi (TSUP veya ‘Single Stranded Conformational
Polymorphism (SSCP)’), Tek Niikleotid Polimorfizmi (TNP veya ‘Single Nucleotid
Polymorphism (SNP)’), Polimeraz Zinir Reaksiyonu-Kisim Uzunluk Polimorfizmi
(PZR-SKUP veya ‘Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism  (PCR-RFLP)’), Cogaltilarak Kesilmis Polimorfik = Sekans
Polimorfizmi (CKPS veya ‘Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS)’),
Sekans1 Karakterize Edilmis Alanlar (SKEA veya ‘Sequence Characterized

32



Amplified Region (SCAR)’), ‘CAPS-Mikrosatellit’ (CAPS-Microsatellite) ve
Dogrudan Sekans Analizleri (DSA veya ‘Direct Sequencing’) gibi teknikler
kullanilmaktadir. Bu tekniklerin hemen hemen hepsi, morfolojik ayrim tekniklerine
ve diger molekiiler ayrim tekniklerinden olan izoenzim teknigine oranla daha kolay,
ucuz ve giivenilirdir (Zhang ve Stommel 2001, Skupinova vd 2004, Sharma vd 2008,
Karaca vd 2008).

Yukarida adlar1 verilen DNA markirlarmin se¢imi bircok faktore baglhidir. Bu
faktorlerin basinda teknigin basitligi, dogrulugu, tekrarlanabilirligi ve tekrar
iretilebilirligi yaninda arastiricilarin ve laboratuarlarin donanimiyla da iligkilidir.
Mikrosatellit teknigi tekrarlanabilirlik, tekrar {iretilebilirlik ve basitlik acisindan en
onde gelen markir sistemi olmasina karsin iizerinde ¢alisilan genoma 6zgii primerler

gerektirdigi i¢in bir¢ok bitkide kullanimi kisithdir.

RAPD sisteminin basitligi ve tekrarlanabilirligi (‘repeatability’) disinda tekrar
iiretilememe (‘reproducibility’) sorunu nedeniyle giiniimiizde kullanimi azalmaktadir.
Tekrarlanabilirlik aynm1 6rneklerle ayni termal dongii cihazinda ayni sonuglarin
alimmas: tekrar tiretilebilirlik ise farkli arastiricilarin farkli termal dongii cihazlarinda
ayni sonucu ulasilmasi olarak bilinmektedir (Karaca vd 2008). ISSR markir sistemi
RAPD markirlarma oranla daha giivenilir olmakla birlikte ¢oklu bant vermesi ve

¢Oziiniirligiiniin diisiik olmasi en biiyiik dezavantajidir (Sharma vd 2008).

Giliniimiizde bir¢ok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi domateste bakteri, fungus, viriis,
kok uru nematoduna dayaniklilik ve kalite lokuslarinin belirlenmesinde DNA
markirlari etkin olarak kullanilmaktadir. Ornegin domateste yaygin olarak zarar veren
Meloidogyne incognita Kofoit & White nematoduna karsi markir yardimiyla
seleksiyonda kullanilabilecek markir sistemi Skupinova vd (2004) tarafindan
belirlenmis olup yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Es-dominant CAPS markiri
kullanilarak homozigot dayanikli ve homozigot hassas hatlar ve heterozigot

genotipler kolaylikla belirlenebilmektedir.

Domateste diger bir viriis hastaligina (TYLCD) Begomovirus cinsine ait viriisler
neden olmaktadir. Domateste sar1 yaprak kivircikligi hastaligi olarak bilinen bu

hastaliga kars1 dayaniklilik lokusu (Ty-1) Castro vd (2007) tarafindan gelistirilmistir.
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Dominant 6zellik gosteren CAPS markir1 kullanilarak hassas hatlar homozigot ve

heterozigot dayanikli hatlardan ayirt edilebilmektedir.

Molekiiler ¢aligmalarla domates mozaik viriisiine (ToMV) dayaniklilik genlerinden
olan Tm22 geninin belirlenmesinde kullanilabilen 5 farklit DNA markir gelistirilmistir
(Tanksley vd 1992, Dax vd 1994, Young vd 1988). ToMV dayaniklilik lokusu Tm-1
icin dominant RAPD markirt Ohmori vd (1995) tarafindan belirlenmistir. Aym
aragtiricilar tarafindan 1996 yilinda Tm-1 i¢in bir SCAR markir1 gelistirmis olup bu

markir RAPD markirina gore daha giivenilir sonuglar vermektedir.

Toprak kokenli Ralstonia solanacearum bakterisinin neden oldugu bakteriyel
solgunluk hastalig1 diinya genelinde aralarinda domatesin de bulundugu bir¢ok
bitkinin tiretimini olumsuz etkilemektedir. Miao vd (2009) bu hastaliga dayaniklilik
markir1 belirlemislerdir. Ancak bu markir dominant 6zellikte olup bu hastaliga karsi
dayaniklilik markirinin kullaniminda sorunlar yasanmaktadir. Bu markir dayanikh
hatlarda yaklagik 200 baz ¢ifti uzunlugunda bir markir verirken hassas yada
dayaniksiz hatlarda herhangi bir markir iiretememektedir. Bu durum ise hassas
hatlarin  belirlenmesinde olusabilecek PZR hatalarindan dolayr kullanimini

siirlamaktadir.

Domateste 6nemli bir diger fungus zarar1 Oidium lycopersicum tarafindan 6zellikle
Kuzey Yarimkiirede etkili olmakta ve ¢ok sayida ¢esitte biiyiik oranda verim kaybina
neden olmaktadir. Kiilleme hastalig1 i¢in Huang vd (2000) bes adet SCAR markir1
gelistirmistir. Bu markirlardan biri dayanikli digeri ise hassas hatlarin teshisinde

kullanilabilmektedir.

Domateste Verticillium solgunluguna Verticillium dahliae Kleb. fungusu neden
olmaktadir. Ve dayaniklilik genine iliskin ilk DNA markir1 yakin izogenik hatlar
(‘Near Isogenic Lines’, NIR) kullanilarak belirlenmistir (Kawchuk vd 1994).
Belirlenmis olan bu RAPD markir1 yine ayni arastiricilar tarafindan 1998 yilinda daha
etkin bir markir sistemi olan SCAR’a donistiirilmiigtir. Kawchuk vd (1998)
gelistirdikleri SCAR markir1 Ve genine 0.67+0.49 c¢cM harita birimi diizeyinde tespit
edilmistir. SCAR markirt hem dominant (Ve) hem de resesif (ve) genleri

belirleyebilmektedir. Ancak bu markirlarin boyu yaklasik 1 kb biiyiikliigiinde olmas1
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nedeni ile standart agaroz jel elektroforesis caligmalarinda kullaniminda giigliikler

bulunmaktadir.

Pyrenochaeta lycopersici (Schneider and Gerlach) fungusu tarafindan neden olan
mantari kok clriikliigii hastaligi domateste onemli diizeyde verim kaybina sebep
olmaktadir. Bu hastalifa dayaniklilik markiri Doganlar vd (1998) tarafindan
belirlenmistir. CAPS markir1 es-dominant (ko-dominant) karakterde olup bu hastaliga

dayanikli veya hassas domates hatlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

TSWYV dayaniklilik geni olan Sw-5 geninin belirlenmesinde degisik DNA markir
teknikleri kullanilmigtir. Bu markirlardan RFLP teknigi kullanilarak Sw-5 geninin
domatesin 9. kromozomunun uzun konumunda oldugu belirlenmistir (Stevens vd
1995, Chague vd 1996). Stevens vd tarafindan (1996) kodominant RAPD markir
belirlenmis ve daha sonra SCAR markirina doniistliriilmiistiir. Belirlenen SCAR421
markirinin SW-5 genine uzakligi 1 cM’dan daha az oldugu belirtilmistir. Sw-5 genine
cok yakin baghhgl belirlenen markirlar MAS calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Stevens vd 1995, Stevens vd 1996, Chague vd 1996).

Toprak kokenli hastalik olan fusarium kok ¢iiriikligi [Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (FORL)] diger bir domates kok hastaligidir. Bu hastalik 6zellikle
serin mevsimlerde daha etkili olmaktadir. Fazio vd (1999) fusarium kok c¢iiriikliigiine
es-dominant karakterli RAPD markir gelistirmistir. Bu markir kullanilarak fusarium
kok ciiriikligline karst dayamikli, hassas veya heterozigot karakterli hatlar

belirlenebilmektedir.

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici domates yetistiriciliginde diinya genelinde
biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
dayamklilik farkl irklara kars1 farkli genler tarafindan saglanmaktadir. iki nolu irka
dayaniklilik 1-2 dayaniklilik geni tarafindan saglanmaktadir. Staniaszek vd (2007)
yapmis olduklari bir ¢aligmada Rsa I ve Fok I restriksiyon enzimleri kullanarak iki

farkli CAPS markir gelistirmislerdir.

Yaprak zararlilarindan Liriomyza trifolii Burgess ¢ok sayida bitkide 6zellikle fide

doneminde fotosentez yetenegini azaltarak biiyiik zararlar vermektedir. Bu zararliya
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kars1 dayaniklilik genleri genellikle kiiltiir formlarina yabani formlar kullanilarak
aktarilmaktadir. Moreira vd (1999) domateste RAPD dominant dayaniklilik lokusunu

belirlemislerdir.

Domateste B lokusu tarafindan kontrol edilen beta-karoten i¢in Zhang ve Stommel
(2001) tarafindan es-dominant karakterde CAPS markir1 gelistirilmistir. Bu markir
kullanilarak herhangi bir hattin B lokusu yoniinden heterozigot (Bb) yada homozigot
(BB, bb) oldugu belirlenebilmektedir.

Domateste asit fosfataz (Aps-1) geni kok ur nematoduna dayaniklilik genine (Mi)
yakin bir konumda bulunmakta ve Mi dayanikliliginin tespitinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Aps-1 genine dayaniklilik RFLP, RAPD ve CAPS gibi degisiklilik
DNA markir sistemleri kullanilarak belirlenebilmektedir (Ho vd 1992, Messeguer vd
1991).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bitki Materyali

Arastirmada belirtilen hastalik ve zararhilara ait dayamklilik genlerinden bir
kismini igeren 8 ticari hibrit (Vuslat Fy, Orient F;, Pegasus F;, Tayfun F;, Victory Fy,
Bestona F;, Azra F; ve Reyhan F;) domates ¢esidi ile 6zel bir tohum firmasindan elde

edilen 40 adet F, asamasindaki bitkiler kull anilmastir.

Calismada kullanilanacak olan domates cesitleri ve hatlarina ait tohumlar 2:1:1
oraninda torf, vermikulit ve perlit karisimiyla hazirlanmis olan viyollere uygun
sekilde etiketlenerek ekim islemi gerceklestirilmistir. Bitki besin maddesi ihtiyaglar
ve gerekli kimyasal ilaglamalar yapilarak fideler yetistirilmis ve DNA ekstraksiyonu
icin gerekli miktarda yaprak Ornekleri alimarak -20°C’lik derin donrurucuda

saklanmistir.

3.2. DNA Ekstraksiyonu

Molekiiler analizlerde kullanilan cesit ve hatlarin genomik DNA ekstraksiyonlari
Karaca vd (2005) tarafindan gelistirilmis olan DNA ekstraksiyon metoduna gore
yapilmistir. Bu metot uygulama esnasinda modifiye edilerek 65°C inkiibasyon siiresi
2 saat’e cikarilmis ve ekstraksiyon hacmi 2 mL’ye indirilerek ‘miniprep’ olarak
kullanilmigtir. Ekstraksiyon isleminin son basamaginda DNA 200 pL TE ¢ozeltisinde

¢Ozilmiistiir.

3.2.1. Ekstraksiyon ¢ozeltisi (EB)

DNA ekstraksiyon metodu iki ana ¢ozelti kullanilarak gergeklestirilmistir. 11k
cozelti ekstraksiyon ¢ozeltisi (EB) olarak isimlendirilmis ve tek bir 6rnek igin [0.35
M sorbitol, 100 mM tris(hydroxymethyl) aminomethane hydrochloride (TRIS-HCI,
pH 7.5), 5 mM ethylenediamine tetraacetic acid, disodium salt (EDTA, pH 7.5), % 2
(v/v) polyoxyehtylene sorbitan monolaurate (Tween—20), %1 (v/v) octyl phenol
ethoxylate (Triton X—100) ve %1 (v/v) B-mercaptoethanol (BME)] konsantrasyonlari

uygulanilmigtir.
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3.2.2. Lezyon ¢ozeltisi (LB)

Ekstraksiyon metodunda kullanilan ikinci ¢ozelti ise lezyon ¢ozeltisi (LB) olarak
isimlendirilmigtir. DNA ekstraksiyonu i¢in her bir 6rnek soliisyonu olarak 200 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, pH 80, 2 M NaCl, %2 (w/v)
Polyvinylpolypyrrolidone, Insoluble (PVPP), %2 (w/v) cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB), %2 (v/v) octyl phenol ethoxylate (Triton X-100) ve %2 (v/v) B-
mercaptoethanol (BME) hazirlanmistir.  Calismada  kullanilan PVPP  suda
¢oziinmeyen PVPP formunda olup suda ¢6ziinen formuna gore daha etkin bir sekilde

calistig1 6n denemelerde belirlenmistir.

3.2.3. DNA ekstraksyon protokolii

1) Her bir bitkiden alinan yaklagik 1 gram yaprak o6rnegi ve 100 mg PVPP
havana konularak havaneli yardimiyla sivi azot icerisinde toz haline gelinceye
kadar iyi bir sekilde ezilmistir.

2) Toz haline getirilen 6rnekler 2 mL’lik ependorf tiiplere transfer edilmis ve tiip
icerisindeki sivi azot tamammen buharlagincaya denk buz iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra iizerine 1000 pL EB ¢ozeltisi eklenmis ve 3-5
dakika vorteks cihaz1 yardimiyla c¢ozeltide iyi bir sekilde dagilmalar
saglanmig ve 10000 x g de 10 dakikalik siirede santrifiij edilmistir.

3) Santrifiij sonrasinda tiiplerdeki siipernatant (list faz) dikkatlice dokiilmiis ve
alttaki pellet (kalint1) 350 uLL LB ¢ozeltisinde birka¢ dakika vortekslenerek
¢Oziilmiis ve tlizerine 350 uLL 8 M LiCl eklenerek tekrar vortekslenerek iyi bir
sekilde karigmasi saglanmistir.

4) Daha sonra doku c¢ozelti karisimina 25 uL %20’lik SLS (‘Sodium lauryl
sarcosinate’) ¢oOzeltisi eklenmis ve vorteks cihazi yardimiyla karigtirildiktan
sonra tiipler parafilm ile sarilarak 65°C’ye ayarlanmis su banyosunda 2 saatlik
siireyle bekletilmistir. Bekleme esnasinda her 10 dakika da bir 3-5 dk
vortekslenmis ve en son su banyosundan c¢ikartildiktan sonra tekrar
vortekslenerek karistirilmistir.

5) Inkiibasyon sonrasi tiipler graniile buz iizerine alinmis ve her bir drnek {izerine

1:24 oraninda Kloroform izoamil Alkol (CIA) eklenmis ve tiipler ters-diiz
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6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

edilerek CIA siispansiyonuna iyi bir sekilde karisimi saglanarak 10 dakika oda
sicakliginda (25°C-28°C) bekletilmistir.

Daha sonra tiipler 10000 x g de 10 dakika santrifiijlenerek 3 faz olusturulmus
ve en iist fazdan (silipernatant) alinabildigi kadar hacimdeki silipernatant
(genellikle bu miktara 600 pL) yeni bir tiipe alinmustir.

Her bir tiipten alman iist faz miktar1 (600 pL) kadar iizerine CIA ekleme
islemi tekrarlanmig ve 10 dakika oda sicakliginda arada bir sallanarak
bekletilmistir.

Oda sicakliginda bekletilmis olan tiipler daha sonra 10000 x g de 10 dakikalik
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi olusan {ist faz temiz bir tiipe alinmig ve alinan miktar kadar
lizerine izoproponal (2-proponal) eklenmistir.

Her bir tiipe isoroponol ve siipernatant'in toplam hacminin 1/20’si kadar 5 M
NaCl eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda bekletilmesinin ardindan 5000 x
g de 5 dakika santrifiij edilmesiyle niikleik asit c¢okeltisi tiipiin tabaninda
toplanmig ve iist faz dikkatlice uzaklastirilmistir.

DNA pelleti tizerine 390 pL TE c¢ozeltisi [(10 mM Tris ve 1 mM EDTA, pH
8.0)] ilave edilerek c¢oziilmiistiir. Niikleik asit ¢ozeltisinde bulun RNA
molekiilleri 10 pg RNaz eklenmis birka¢ dakika vortekslemenin ardindan
37°C’de 30 dakika siireyle inkiibe edilerek uzaklastirilmistir.

Bu siirenin sonunda 40 pL. 3 M sodyum asetat (NaOAc) eklenmistir. Daha
sonra bu karisima 3 mL etanol eklenerek DNA ¢okertilmis ve ¢okertilen DNA
5000 x g de 5 dakika santrifiij edilmesiyle tiipiin tabaninda tutulmustur.
Siipernatant dikkatlice dokiilmiis ve pellet 0.75 ml %80 etanol ile yikanmis ve
5000 x g de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir.
Siipernatant dokiilmiis ve tiipler temiz bir kagit havlu {izerinde ters ¢evrilerek
etanol kalintis1 uzaklasincaya denk kurumasi beklenmistir.

Son olarak DNA peleti 0.2 mL pH 8.0 TE’ de ¢dziilmiistiir. Ornekler ileriki

calismalara kadar +4°C’de veya derin dondurucuda bekletilmistir.
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3.3. DNA Kalitesi ve Miktarimmin Belirlenmesi

Ekstraksiyonu tamamlanarak domates Orneklerinden elde edilen DNA’nin miktar

ve kalitesi spektrofotometrik ve agaroz jel elektroforez yontemleriyle belirlenmistir.

3.3.1. Spektrofotometrik yontem

Ekstraksiyonu tamamlanan DNA’nin kantite ve kalitesi belirlenmesi igin
spektrofotometrik yontemde 50 kat seyreltilmis olan toplam DNA’nin analizinde
absorbanst 190 nm ile 1100 nm arasinda tam tarama yapilmis ve ayrica Ajso, Azeo Ve
Aggo degerleri iizerinden DNA konsantrasyonu, polisakkarit varligi, kimyasal kalinti
varlig1 arastinlmistir (Karaca vd 2005). Niikleik asit miktar tayini asagidaki formiil
kullanilarak belirlenmistir. Formiilde niikleik asitler i¢in miktar tayini yapilirken Asg
nm’de niikleik asit absorbans degeriyle, deoksiriboniikleik asidin varolus katsayisinin
(¢) (DNA i¢in 50) ve ¢ozeltinin seyreltme faktoriiniin ¢carpimiyla niikleik asit miktar

mililitrede mikrogram olarak hesaplanmustir.
DNA(ug/ml) = A(260) % SF * ¢

3.3.2. Agaroz jel elektroforez yontemi

Agaroz jel elektroforez yontemiyle RNA kontaminasyonu, polisakkarit varligi ve
yiksek molekiiler agirliktaki DNA’nin  varhigr arastirilmistir.  Ekstraksiyonu
tamamlanmis olan DNA’nin kantite ve kalitesinin TRIS-Borik asit EDTA (TBE)
agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlenmesi i¢in %1.2°lik agaroz jel, 1X TBE
cozeltisi (89 mM TRIS-HCI, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH 8.0) kullanilarak
hazirlanmistir. Jel igerisine 0.5 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde ethidium

bromit 10 mg/ml ethidium bromit stoku kullanilarak ilave edilmistir.

DNA orneklerinden 1 pg hazirlanng ve 1/6 6rnek hacmi olacak sekilde 6X
yiikleme ¢ozeltisi [(‘loading dye’, Amresco), 50 mM TRIS-HCI, (pH 7.6), 0.025 mg
bromofenol blue (‘bromophenol blue’), 6.45 M gliserol (‘glycerol’)] ile
karigtirtlmistir. DNA Ornekleri jel kuyucuklarma yiiklenmis ve 1X TBE ¢ozeltisi

kullanilarak 5 V/cm uygulanmis ve 110 dakika siire ile yiiriitiilmiistiir. Elektroforesiz
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isleminden sonra DNA ultra viole (UV) transilluminator araciligtyla goriintiilenmis

UVpro yazilim programiyla bilgisayar ortaminda kaydedilmistir.

3.4. Hastaliklara Dayamklihk Teshis ve Kalite Ozellikleri Kitlerinin
Gelistirilmesi

Her bir hastalik veya kalite 6zelligi icin PZR tamamlandiktan sonra ayri ayri
agaroz jel elektroforesiz islemleri gerceklestirilerek her bir lokusun biiyiikliigi (baz
cifti) belirlenmistir. Homozigot dominant, homozigot resesif ve heterozigot allellerine
ait markir biiyiikliikleride yine aym sekilde belirlenmistir. Birden fazla hastalik veya
kalite 6zelliginin homozigot dominant, homozigot resesif ve heterozigot allelerinin
tek bir PZR igerisinde (multipleks) belirlenmesi i¢in primer ciftleri, allel biiyiikliikleri
ayr1 ayrit analiz edilerek optimum primer ve lokus sayilar1 belirlenmistir. Bu
caligmalarda en fazla lokusun en kisa ve en etkin bir sekilde karakterizasyonu igin

caligmalar gergeklestirilmistir.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

Calismada lokuslarin ¢ogaltilmasi islemi icin 120 nanogram genomik DNA, 0.5
uM uygun primer ¢ifti, 80 mM Tris-HCI (pH 8.8), 19 mM (NH4),SO4 (pH 8.8),
%0.009 Tween-20 (g/h), 0.28 mM her bir ANTP, 3 mM MgCl, ve 2 iinite Taq DNA
polimeraz enzimi kullanilarak 25 pl reaksiyon hacminde gerceklestirilmistir (Ince

2010). PZR ¢aligmalarinda Cizelge 3.1 verilen toplam 32 ¢ift primer kullanilmstir.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan primer ¢iftleri

Lokus 5'=»3' Sekansi Tm* MA**
APS F GGAACGTGGGTAGCATATGA 57.3 6246
APS F1 GGCAGGAGAATATGCCAAAA 55.3 6208
APS R GCCAATGCTCATCAATGTGA 55.3 6101
APS R1 CGTTCCATTCTCAACCCATT 55.3 5963
BK F1 CTACCGGCACCGGCAAATCAATCA 64.4 7276
BK F2 CAACCCACACTAGGCAAGTCGGGT 66.1 7332
BK F3 TGGAAGTCCAAGCCCTAATCAC 60.3 6688
BK RI CTACCGGCACTTATTCGACTATCA 61.0 7248
BK R2 CAACCCACACCCCATTTTTTTA 56.5 6549
BK R3 CAACCCACACCCCATTTTTTTA 56.5 6549
C8B F TACCCACGCCCCATCAATG 58.8 5678
C8B R TGCAAGAGGGTGAATATTGAGTGC 61.0 7497
CR F CTTCTAGTAGTCCAACAGCAACTG 61.0 7297
CR R CACTTGGTTGATGGATAGTG 58.0 6203
FLUV F CATACAACCCAATGCAAGCC 57.3 6024
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Cizelge 3.1. Devami

Lokus 5'=>»3' Sekansi Tm* MA**
FLUV_R CCAGGATGTCCAACCGACG 61.0 5783
FUS F GTCCCCACCTACTTACGA 56.0 5380
FUS FlI GGGTAAACCAATCTTCCTT 52.4 5763
FUS F2 GGGCTCCTAATCCGTGCTTCA 61.8 6373
FUS R CCGCAATCAGGTGTCCA 55.2 5155
FUS RI CCGACTGTGGTAAATCTG 53.7 5515
FUS R2 GGTGGAGGATCGGGTTTGTTTC 62.1 6868
12 F CAAGGAACTGCGTCTGTCTG 62.0 6133
12 R ATGAGCAATTTGTGGCCAGT 58.0 6172
MI F AGAACAATAGAATCTCTCTTG 52.0 6413
MI R CTTCAGGAACCCCTCAGC 58.2 5405
OL1 FI TCCGTGCTGAATGAAGATTCAAAC 59.3 7361
OL1 F2 GGTTGGAGACGAATGGAAAGATGC 62.7 7531
OL1 F3 GCTTCTAGATGCAGAAAGTTGGCG 62.7 7483
OL1 F4 TGGGATCACAGATTAACAAATGCG 59.3 7410
OL1 F5 CAAACAAAGCAGTGGATTTTTTTCG 58.1 7680
OL1 RI TCCGTGCTGATAAAACTGTTAGAC 59.3 7352
OL1 R2 GGTTGGAGACAATAGACTCGAGAT 61.0 7466
OL1 R3 CGCCCATTCCCGCATATACAG 61.8 6311
OL1 R4 ATGTGTGCGATGAGAAACGTGG 60.3 6880
OL1 RS TAAAAGCCTTAGTGGGACAGGGC 62.4 7138
PVR4 F CGAAGAGAGAAGGTC 47.8 4675
PVR4 R TCAGGGTAGGTTATT 42.4 4638
REX1 Fl1 TCGGAGCCTTGGTCTGAATT 57.3 6139
REX1 R1 GCCAGAGATGATTCGTGAGA 57.3 6202
T™™I1 F CAGCTCACGAACATTGAAGTTGAT 68.0 7361
TM1 R CAGCTCACGATAATCATTAAATTG 64.0 7320
TMV _Fl1 CCTTGACGCAGATAATGTGATGTC 61.0 7368
TMV_F2 GGTGACTGTGTAATTATGTTGTGC 59.3 7445
TMV_F3 CTGACGTCACCTTGTTGGTCTTTA 61.0 7301
TMV_F4 AGGGCCGTCTACGTGTGTTTGAAT 62.7 7415
TMV _F5 TGCCCAGCCTAATTGTCCCTAGGC 66.1 7265
TMV _F6 AGCGTCACTCCATACTTGGAATAA 59.3 7321
TMV_RI1 CCTTGACGCATTGAAAGAAATCAA 57.6 7354
TMV_R2 GGTGACTGTGGTGGAAAATGCAAA 61.0 7506
TMV_R3 CTGACGTCACTTAGCTTTGTAAAC 59.3 7303
TMV_R4 AGGGCCGTCTATTGGATCAGAGAA 62.7 7442
TMV_RS5 TGCCCAGCCTTGGAAAAAAAAGAT 59.3 7379
TMV_R6 AGCGTCACTCAAAATGTACCCAAA 59.3 7299
ToMV _F CACCTTTCCCTCTCCAA 52.8 5001
ToMV_R CACCTTTCCCCTAAAGC 52.8 5050
TSWV_F GTGCCAGAGGAGGATTTAT 56.0 5908
TSWV_R GCGAGGTGGACACTGATACT 62.0 6182
TY1 F AACCATTATCCGGTTCACTC 55.3 6012
TY1l R TTTCCATTCCTTGTTTCTCTG 54.0 6295
Ve Dom F AAGTTTCTTATTTTTCCTTCTCC 53.5 6896
Ve Dom R CTCTTAGGATTTTTGACGTGATA 55.3 7060
Ve F CCATGAACAGATGTGACTTGTGTG 61.0 7408
Ve R CGATAACAACCAACTCTCTGTCTC 61.0 7217

Tm*: Erime Sicakligi, MA**: Molekiiler agirlik
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Polimeraz zincir reaksiyonlari i¢in {i¢ farklt PZR profili (A, B ve C) kullanilmustir.
Profiller Cizelge 3.2, 3.3 ve 3.4’de gosterilmistir. Profillerde 94°C’de 3 dakika
bekletilen tiipler 6nce 10 dongiiliik 6n-PZR’de denatiirasyon i¢in 94°C’de 30 saniye,
primer baglanmasi i¢in 55°C’de (Cizelge 3.2), 60°C’de (Cizelge 3.3) veya 65°C’de
(Cizelge 3.4) 30 saniye ve sentezleme 72°C’de 1 dakikada gergeklestirilmistir.

On-PZR profilinin primer baglanma sicakligi dongii basma 0.5°C azaltilarak
gerceklestirilmistir. Otuz dongiiliik ikinci PZR profilinde ise 6n-PZR dongiisiine ait
verileri kullanilmig ancak primer baglanma sicakligi (T,) 50°C, 55°C veya 60°C
olarak sabitlenmis ve son dongiiden sonra reaksiyon 72°C’de 8 dakika bekletilerek ve
blok sicakligi 5°C indirilerek orneklerin termal dongii cihazindan alinmasima kadar

bekletilmistir (Ince 2010).

Cizelge 3.2. PZR Profil A (Ince 2010)

PZR Profili Zaman Dongii Sayisi Asama
Hot Start ~ 94°C 3 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
On PZR 94°C 20 saniye 10 dongii Denatiirasyon
55°C>50°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez
PZR 94°C 20 saniye 30 dongii Denatiirasyon
61°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez
Final 72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
5°C Sonsuz

Cizelge 3.3. PZR Profil B (ince 2010)

PZR Profili Zaman Dongii Sayisi Asama
Hot Start  94°C 3 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
OnPZR  94°C 20 saniye 10 dongii Denatiirasyon
60°C>55°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez
PZR 94°C 20 saniye 30 dongii Denatiirasyon
55°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez
Final 72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
5°C Sonsuz
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Cizelge 3.4. PZR Profil C (Ince 2010)

PZR Profili Zaman Dongii Sayisi Asama
Hot Start  94°C 3 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
OnPZR  94°C 20 saniye 10 dongii Denatiirasyon
65°C>60°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez
PZR 94°C 20 saniye 30 dongi Denatiirasyon
55°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez
Final 72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
5°C Sonsuz

Calismada 25 pL PZR iirtiniine 5 pL yiikleme c¢ozeltisi (%0.25 (g/h) bromophenol
blue, %0.25 (g/h), xylene cyanol FF ve %40 (g/h) sukroz) eklenmis ve pipetle
kanistirlldiktan sonra 15 pL miktarda, %2 veya 3.0 (g/h) oraninda yiiksek

cozliniirlikli Serva agaroz iceren jellerdeki kuyucuklara yiiklenmistir.

Elektroforesis isleminde 5 V/cm, sabit amperde elektriksel akim uygulanmis ve en
az 160 dakika 1X TRIS Borate EDTA [89 mM TRIS, 89 mM borate, 2 mM EDTA
(pH 8)] ¢ozeltisinde yiiriitilmiistiir. Elektroforesis islemi sirasinda PZR firiinleri jel
icerisinde bulunan 0.5 pg/mL ethidium bromit ¢ozeltisiyle etiketlendikten sonra UV
transilluminator yardimiyla goriintiilenmis ve UVpro yazilim programm yardimu ile

bilgisayara aktarilmistir.

3.6. SCAR Markirlarimin Olusturulmasi

Caligmada kullanilan lokuslara ait PZR analizlerinden yola ¢ikarak daha 6nceki
caligmalarda ‘Sequence Characterized Amplified Region’ (SCAR) markir1 olarak
belirtilen ve multipleks PZR’de kullanilabilen SCAR markirlart diger SCAR
markirlart ile uyumlulugu durumunda SCAR olarak kullanilmis aksi durumda ise

degisik restriksiyon enzimleri ile kesilerek CAPS markirlarina doniistiiriilmiistiir.
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3.7. CAPS Markirlariin Olusturulmasi

Caligmada kullanilacak lokuslara ait daha onceden belirlenmis olan ‘Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence’ (CAPS) markirlar1 multipleks CAPS tan1 kitine
uygun olanlar kit icerisine dahil edilmis, SCAR olarak multipleks PZR’ye uygun
olmayan markirlar CAPS markir sistemine veya CAPS markirlarimin multiplekse
uymasi agisindan yeni restriksiyon enzimleri kullanilarak yeni CAPS markirlarina

doniisiimii saglanmistir.

Caligmada kullanilan lokuslardan CAPS analizine alinacak olanlara ait restriksiyon
enzimler (Taq I, Rsa I, Hae III, Hinf I, Hind III) ilgili literatiirde belirtilen
protokollere gore 10 pL’lik reaksiyon hacminde ve 5 pL PZR iiriinii, 1 pL 10X
reaksiyon soliisyonu, 6 iinite restriksiyon enzimi kullanilarak 65°C veya 37°C de 30
veya 60 dk siirede inkiibe edilerek restriksiyon enzim ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.
Daha sonra iirlinler yukarida belirtildigi gibi agaroz jel elektroforesis islemine tabi

tutulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bitki Materyali

Calismada kullanilan bitki materyalleri 8 ticari hibrit (Vuslat F;, Orient F,, Pegasus
Fi, Tayfun F;, Victory F;, Bestona F;, Azra F; ve Reyhan F;) domates ¢esidi ile 40
adet F, hattindan olusturmustur. Cizelge 4.1°de kullanilan bu ticari ¢esitlerin bazi
hastalik veya =zararhilara olan dayaniliklar1 ile ilgili ozellikleri gosterilmistir.
Calismada kullanilan hibritlerin kit olusturmada kullanilacak biitiin lokuslar1
icermemesi veya hastaliklara dayanikliliklan ve kalite 6zelliklerine iliskin verilerin
olmamast nedeni ile degisik F, bitkilerinden de DNA izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Farkli F; bitkilerinin ¢alismaya eklenmesi ile lokusun homozigot
dominant (6rnegin MiMi), homozigot resesif (6rnegin mimi) veya heterozigot
(6rnegin Mimi) durumlart belirlenerek olusturulmus kitlerin etkinligi ve dogrulugu

teyit edilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan hibrit ¢esitler ve 6zellikleri

Domates Gen Adi

cesitleri Ty-1 12 Mi Sw-5
Vuslat F; TYLCV - - -
Orient F, TYLCV Fusarium Nematod -
Pegasus F - - Nematod -
Tayfun F, TYLCV Fusarium Nematod TSWV
Victory F; TYLCV Fusarium Nematod TSWV
Bestona F; TYLCV Fusarium Nematod -
Azra F, TYLCV - - -
Reyhan F, TYLCV Fusarium - -

Domates lekeli solgunluk virlisii hastaligina dayaniklilik Sw-5, Fusarium
solgunluguna dayaniklilik 12, domates sar1 yaprak kivircikligi hastaligina
dayaniklilik Ty-1, kok-ur nematoduna dayaniklilik Mi.

4.2. DNA Ekstraksiyonu

DNA calismalarinin en basit ancak en Onemli asamalarinin basinda kaliteli ve
yeterli miktarda DNA elde edilmesi gelmektedir. Tez calismasinda kullanilan tiim
bitkilerden genomik DNA izolasyonu Karaca vd (2005) tarafindan gelistirilmis olan
methoda gore gerceklestirilmigtir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Bitkilerden DNA izolasyonu ve agaroz jel elektroforesis caligmalari.
Sekilde a: yaprak orneklerine PVPP eklenmesi, b: sivi azot ile ezme
islemi, ¢ ve d: ezilen yaprak orneklerinin tiipleri ve transferi, e ve f agaroz
jele yiikleme isleminin gerceklestirilmesi gosterilmistir.
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4.3. Spektrofotometrik Yontemle DNA Kalite ve Miktarinin Belirlenmesi

Spektrofotometrik yontemde DNA kalite ve miktarlari Beer-Lambert yasasina
dayanilarak seyreltilen niikleik asit ¢ozeltisinin UV absorbansindan (Azzo, Azeo Ve
Ajgo) yararlanilarak belirlenmistir. Nikleik asit miktar1 260 nm dalga boyunda
niikleik asit absorbans degeriyle, DNA varolus katsayisinin (€) (DNA i¢in 50 pg/mL)

ve ¢Ozeltinin seyreltme faktoriiniin ¢arpimiyla belirlenmistir.

Iyi bir DNA ekstraksiyonunun ilk gdstergesi elde edilen niikleik asit miktar1 olsa
da bunun yaninda elde edilen DNA’nin her tiirlii pigment maddesi, polisakkarit,
protein, kimyasal kalint1 gibi maddelerden de temiz olmasi gereklidir (Ince vd 2009).
DNA kalitesinin iyi bir sekilde ortaya konmasi i¢in tiim dalga boylarinda taramanin
yapilmasi gerekmektedir. Ancak pratikte biitiin dalga boylar1 yerine genellikle 550
nm ile 650 nm dalga boyu arasi bazi renk pigment maddeleri, 280 nm’de proteinler,
260 nm’de niikleik asitler, 230 nm’de polisakkaritlerin varlig1 degerlendirilmektedir.

Calismada 190 nm ile 1100 nm dalga boylar1 arasinda dlgiimler yapilmistir.

Kaliteli bir DNA’nin gostergesi elde edilen 260 nm, 280 nm ve 230 nm absorbans
degerlerinin birbirlerine orani olarak bilinmektedir. Kaliteli bir DNA’nin 260/280
orani 1.6 ve lizeri degerde olmasi gerekirken 260/230 oraninin en az 1.0 ve iizeri
degerde olmasi1 gerekmektedir (Karaca vd 2005). Calismada kullanilan 6rneklerden
elde edilen DNA’larin kalite ve miktarlan Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2 nin
incelenmesi ile goriilecegi lizere kullanilan biitiin domates 6rneklerine ait DNA’larin
spektrofotometrik degerler oldukga iyidir. lyilik kavrami yiiksek oranli 260/280 ve
260/230 oranlarindan anlasilmaktadir. Bu oranlardan 260/280 yiiksekligi protein
kalintisinin olmadigint ve DNA’larin proteinlerden ari oldugunu gdosterirken yiiksek
260/230 oram1 polisakkaritlerin etkin bir sekilde uzaklastirilmig oldugunu
gostermektedir (Karaca vd 2005). Calismada kullanilacak domates 6rneklerinden elde
edilen genomik DNA’larin biiyiik bir boliimiiniin 260/280 oranlar1 1.8’in iizerinde
okuma degerine sahip olmustur. Bu oranlarin yiiksekligi kullanilan ekstraksiyon
metodunun giiclinli ortaya koyarak genomik DNA tabanli yapilacak her tiirlii analiz

icin kullanilabilir DNA’lar oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.2. Caligmada kullanilan domateslere ait genomik DNA’larin

spektrofotometrik 6lgiim degerleri

Ornek Ad1 A3 A0 Asgp Aze0/Az30 As60/280
Vuslat F; 0.11 0.15 0.09 1.36 1.74
Orient F, 0.04 0.08 0.04 1.79 1.83
Pegasus F,; 0.10 0.17 0.09 1.71 1.82
Tayfun F, 0.07 0.14 0.08 1.96 1.85
Victory F; 0.04 0.08 0.04 1.90 1.85
Bestona F; 0.02 0.04 0.02 1.75 2.00
Azra Fy 0.04 0.08 0.04 1.95 1.90
Reyhan F,; 0.33 0.39 0.25 1.19 1.59
Vuslat F; (bulk) 0.09 0.12 0.07 1.42 1.77
Orient F, (bulk) 0.08 0.13 0.07 1.71 1.83
Pegasus F; (bulk) 0.09 0.17 0.09 1.99 1.92
Tayfun F; (bulk) 0.32 0.48 0.28 1.50 1.72
Victory Fy (bulk) 0.04 0.06 0.03 1.73 1.88
Bestona F; (bulk) 0.04 0.07 0.04 2.03 1.87
Azra F, (bulk) 0.19 031 0.17 1.63 1.78
Reyhan F; (bulk) 0.29 0.37 0.22 1.28 1.66
F2 2666 0.06 0.07 0.04 1.15 1.89
F2 2255 0.03 0.03 0.02 1.13 1.89
F2 2243 0.04 0.07 0.03 1.55 1.91
F2 1494 0.02 0.03 0.02 1.30 2.00
F2 2899 0.05 0.08 0.04 1.41 1.90
F2 1237 0.32 0.74 0.37 2.27 1.99
F2 1239 0.40 0.96 0.49 2.38 1.96
F2 1314 0.29 0.67 0.35 2.34 1.93
F2 1335 0.24 0.55 0.28 2.28 1.94
F2 1340 0.21 0.46 0.24 2.22 1.95
F2 1342 0.47 1.08 0.56 2.30 1.92
F2 1360 0.25 0.59 0.30 2.37 1.96
F2 1363 0.31 0.65 0.34 2.11 1.93
F2 1364 0.39 0.94 0.48 2.40 1.95
F2 1370 0.29 0.65 0.33 2.22 1.97
F2 1380 0.24 0.56 0.28 2.33 1.97
F2 1456 0.18 0.39 0.20 2.19 1.94
F2 1470 0.18 0.37 0.19 2.10 1.96
F2 1477 0.25 0.59 0.30 2.33 1.98
F2 1481 0.29 0.70 0.36 2.40 1.96
F2 1531 0.13 0.24 0.12 1.88 1.98
F2 1540 0.19 041 0.20 2.18 1.99
F2 1543 0.16 0.29 0.16 1.85 1.90
F2 1565 0.10 0.20 0.10 1.98 1.94
F2 1581 0.13 0.22 0.11 1.69 1.96
F2 1583 0.10 0.19 0.10 1.93 1.97
F2 1584 0.16 0.33 0.17 2.02 1.94
F2 1657 0.64 1.41 0.74 2.22 1.91
F2 1670 0.19 0.38 0.19 1.98 1.94
F2 1671 0.10 0.13 0.07 1.27 1.97
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Cizelge 4.2. Devami

Ornek Ad1 A3 A0 Az Aze0/Az30 Aa60/280
F2 1701 0.12 0.23 0.12 1.99 1.99
F2 1709 0.08 0.15 0.07 1.87 1.97
F2 1713 0.22 0.40 0.21 1.84 1.91
F2 1815 0.14 0.30 0.15 2.06 1.97
F2 1819 0.09 0.17 0.09 1.82 1.95
F2 1921 0.15 0.30 0.16 1.99 1.96
F2 1957 0.26 0.51 0.27 1.93 1.91
F2 1964 0.64 1.42 0.77 2.22 1.84

4.4, Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Genomik DNA’nin kalitesi ve kantitesini gosteren Onemli bir ara¢ olan
spektrofotometrik Olciimler her ne kadar saflik, temizlik gibi kalite unsurlar1 hatta
miktar tayini gibi niceleyici Ozellikler hakkinda bilgi verici diizeyde olsa da
spektrofotometrik degerlerin aragtiriciya elde edilen DNA veya RNA’nin bir biitiin
halinde bulunup bulunmadig1 veya RNA kontaminasyonlarinin bulunup bulunmamast
hakkinda bilgi verememektedir (Ince 2010). Bu bilgiye ulasmak igin agaroz jel
elektroforesiz yontemi kullanilarak c¢aligmada kullanilan DNA’lar incelenmis ve
DNA’larin bir kalint1 igermedigi her tiirlii analiz i¢in uygun oldugu belirlenmistir.
Sekil 4.2°de gosterildigi iizere izole edilmis DNA’lar RNA ve polisakkarit
icermemekte ve bir biitiin halindedir. Elde edilen DNA’larin PZR caligmalari i¢in
uygunlugu Mi genine ait primer ¢ifti (REX FR) kullanilarak teyit edilmistir.

A

A1
kbbb Ak el
A1

Sekil 4.2. Genomik DNA’lar ve bu DNA’larin PZR c¢aligmasinin agaroz jel
elektroforesiz yontemi ile teyidi. A: genomik DNA profilleri ve Al: PZR
amplifikasyon profilleri.



4.6. Lokuslarin PZR Profillerinin Belirlenmesi

Caligmada kullanilan degisik hastalik ve kalite kriterlerine 6zgii markirlara ait
primer ¢iftlerinin en uygun baglanma sicakliklarini (T,) belirlemek amaci ile 3 farkl
PZR profili kullanilmistir. Profil A olarak isimlendirilen PZR c¢alismalarinda T,
sicakligr 50-55°C, profil B ise 55-60°C ve profil C 60-65°C olarak uygulanmis ve
primer ¢iftleri i¢in en uygun T, sicakliklar1 aragtinlmistir (Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5).

PZR c¢aligmalarinda baglanma sicakliginin (T,) belirli olgiilerde diisiiriilerek
uygulandigr yontem ‘Touch-down’ PZR olarak bilinmektedir. Bu yontem gradient
PZR uygulamasina gerek duymadan birden fazla primer ¢iftinin ayn1 PZR tiipii ve
profilin de kullanilmasina izin vermekte ve sonuglarin daha giivenilir bir sekilde elde
edilmesini saglayabilmektedir (Ince 2010). Gradient PZR ¢aligmalar1 gradient dzelligi
olan termal dongii cihazlarinda kullanilarak her hangi bir primer ciftinin en etkin

oldugu baglanma sicakligini belirleyen bir yaklagimdir.
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Sekil 4.3. PZR profili A ile ¢cogaltilan lokuslar. Sekildeki numaralar 1’den 34 kadar
sirastyla (1) DNA biyiikliik markiri, (2) APS FR, (3) APS FR1, (4)
BK FRI1, (5) BK FR2, (6) BK FR3, (7) TY1 FR, (8) CR _FR, (9)
FLUV_FR, (10) OL1 FRI1, (11) OL1 FR2, (12) OLI1 FR3, (13)
OL1 FR4, (14) OLI1_FRS, (15) TSWV_FR, (16) TMI1 FR, (17)
ToMV_FR, (18) FUS FR, (19) FUS FR1, (20) FUS FR2, (21) 12 FR,
(22) MI FR, (23) REX FR, (24) C8B _FR, (25) PVR4 FR, (26)
TMV_FRI1, (27) TMV_FR2, (28) TMV_FR3, (29) TMV_FR4, (30)
TMV_FRS, (31) TMV_FR6, (32) VE D _FR, (33) VE FR ve (34) DNA
biiytiklitk markir gosterilmistir. DNA biiyiikliik markir1 yukaridan asagiya
sirastyla 2000, 1500, 750, 500, 300, 150 ve 50 baz giftinden olugmaktadir.
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Sekil 4.3’nin incelenmesi ile goriilecegi lizere ¢ogu lokus T, 55-60°C baglanma
sicakliginda ¢ok sayida amplikon tretmistir. Bu durum T, 55-60°C’in ¢alismada
kullanilan lokuslarin ¢ogaltimi i¢in uygun olmadigini gostermistir. Bu profilde 32

nolu 6rmek VE _D_FR primer ¢ifti ile higbir iiriin alinamamustir.

123 4506 780 10N11213 0415161718 1920212223 24 25 36 27 20 29 30 31 32 33 o

Sekil 4.4. PZR profili B ile ¢ogaltilan lokuslar. (1) APS-FR, (2) APS-FR1, (3)
BK FRI1, (4) BK FR2, (5) BK FR3, (6) TY1 FR, (7) CR _FR, (8)
FLUV_FR, (9) OL1 FRI1, (10) OL1 FR2, (11) OLI1 FR3, (12)
OL1 FR4, (13) OLI1 _FRS, (14) TSWV_FR, (15) TMI1 FR, (16)
ToMV_FR, (17) DNA biiyiikliik markiri, (18) DNA biiyiikliilk markart,
(19) FUS_FR, (20) FUS_FRI1, (21) FUS _FR2, (22) 12 FR, (23) MI FR,
(24) REX FR, (25) C8B _FR, (26) PVR4 FR, (27), TMV_FRI1, (28)
TMV_FR2, (29) TMV_FR3, (30) TMV_FR4, (31) TMV_FRS, (32)
TMV_FR6, (33) VE D FR ve (34) VE FR gosterilmistir. DNA
biiytiklitk markir1 yukaridan asagiya sirasiyla 2000, 1500, 750, 500, 300,
150 ve 50 baz ciftinden olusmaktadir.

Sekil 4.4 gosterilen PZR profili B uygulamasindan elde edilen amplikonlar
gosterilmektedir. Bu profilde profil A’ya oranla spesifik olmayan amplikonlarin
biiyiik oranda ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Ancak 33 (VE_D_FR) nolu lokusun
profil A da oldugu gibi bu profilde de ¢alismadigi gézlenmistir. Bunun nedeni biiyiik
bir ihtimalle primer sentezi sirasinda yasanan bir sorun olabilecegi gibi bu primer
ciftinin Verticilliium dahliae igin dogru bir primer ¢ifti olmadig1 goriilmiistiir. Bu
calismada Ve dayaniklilik markir1 olarak VE D FR primer ¢ifti ile VE_FR primer

cifti kullanilmasi planlanmasina ragmen VE D FR primer ¢ifti calismadigi icin
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VE _FR primer ¢ifti Ve dayaniklilik markir1 olarak kullanilmistir. VE_FR markirinin
PZR profili A ve B’de calistig1 saptanmustir.

PZR B profilinde 5, 15, 23 ve 26 nolu Ornekler sirasiyla BK FR3, TM1 FR,
C8B_FR, ve TMV_FR2 nolu primer ¢iftlerinin bu profilde ¢alismadigi gozlenmistir.
Bu lokuslarin PZR A profiline uygun oldugu saptanmustir.

Sekil 4.5. PZR profili C ile ¢ogaltilan lokuslar. Sekildeki numaralar 1’den 34 kadar
sirastyla (1) DNA biiyiiklik markir, (2) APS_FR, (3) APS FR1, (4)
BK FRI1, (5§) BK FR2, (6) BK FR3, (7) TY1 FR, (8) CR FR, (9)
FLUV _FR, (10) OL1 FR1, (11) OL1 FR2, (12) OLI1 FR3, (13)
OL1 FR4, (14) OLI1 FRS, (15) TSWV_FR, (16) TMI1 FR, (17)
ToMV_FR, (18) FUS FR, (19) FUS FR1, (20) FUS FR2, (21) 12 FR,
(22) MI FR, (23) REX FR, (24) C8B FR, (25) PVR4 FR, (26)
TMV_FRI1, (27) TMV_FR2, (28) TMV_FR3, (29) TMV_FR4, (30)
TMV_FRS, (31) TMV_FR6, (32) VE D FR, (33) VE FR ve (34) DNA
biiytiklitkk markirt gdsterilmistir. DNA biiyiikliik markir1 yukaridan asagiya
sirastyla 2000, 1500, 750, 500, 300, 150 ve 50 baz giftinden olugmaktadir.

Caligmanin diger PZR profilinde alinan sonuglar Sekil 4.5°de gdsterilmektedir. Bu
PZR profilinde (C) lokuslara ait primer ciftleri genellikle tek amplikon tiretmislerdir.
Ancak ilgili sekilde de goriildiigii tizere 7, 8 ve 19 nolu 6rneklerin (TY1 FR, CR_FR,
FUS FR1) bu profilde olduk¢a zayif amplikon iirettikleri ve dolaysiyla PZR B
profiline uygun olduklar1 saptanmistir (Sekil 4.5).
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Calismada kullanilan biitiin  profiller birlikte incelendiginde A profilinin
cogunlukla spesifik olmayan amplikonlar {iirettigi, C profilinde ise bazi primer
ciftlerinin zay1f amplikonlar olusturdugu goriiliirken ¢ogu primer ¢iftinin B profilinde
etkin ¢alistigr saptanmistir (Sekil 4.3, 4.4, 4.5). Bu durum PZR tabanli molekiiler
aragtirmalarda mutlaka ‘Touch-down’ veya ‘gradient” PZR uygulamalarinin her hangi
bir markirin tekrarlanabilirligi ve tekrar iiretilebilirligini artirmak i¢in kullanilmasi

gerektigini gostermektedir (Ince 2010).

4.7. Lokuslarin Uygun PZR Profillerinin Teyit Edilmesi

On taramalar1 ii¢ degisik PZR profilinde [A (5550°C), B (60->55°C) ve C
(652>60°C)] tamamlanan lokuslara ait primer ¢iftleri hibrit gesitleri ve hatlar iizerinde
uygun PZR profilinde tekrar PZR ¢alismalar1 gerceklestirilerek tekrarlanabilirlikleri
teyit edilmistir. Tekrarlanabilirlik ayn1 6rneklerle aymi termal dongii cihazinda aym
sonuglarin alinmasidir. Tekrar {iretilebilirlik ise farkli arastiricilarin farkli termal
dongii cihazlarinda aynm sonucu ulasilmasi olarak bilinmektedir (Karaca vd 2008). Bu
caligmada alian sonuglarin Huang vd (2000) tarafindan belirlenen sonuglar ile aym
olmas1 Oidium lycopersicum’a ait Ol-1 dayaniklilik allelleri teshisinde uygulanan

yontemin tekrar iiretilebildigini gdstermistir.

Oidium lycopersicum dayaniklilik markirlarindan 5 farkli markir caligmada
kullanilmigtir. Sekil 4.6’da gosterildigi tizere Oidium lycopersicum allelleri ayn1 PZR
profilinde ve ayni agaroz jel konsantrasyon ve elektroforesis siirelerinde ayristirilarak
bir taraftan tekrarlanabilirlikleri belirlenmis diger taraftan da polimorfizm diizeyleri

tespit edilmistir.

Caligmada Orient F,, Pegasus F;, Victory F; ve Bestona F; hibritleri kullanilarak
Oidium lycopersicum dayaniklilik markirlar1 arastirildiginda 5 farkli  Oidium
lycopersicum markirlarindan 4’ bagari ile dretilmis bir markirin ise tekrar
tiretilebilirligi saptanamamigtir. Oidium lycopersicum dayaniklilik markirlarindan 4’

farkl boylarda amplikon olusturmuslardir (Sekil 4.6).

OL1 FR3 yaklasik olarak 700 baz ¢ifti uzunlugunda amplikon olusturmakta ve bu
amplikon dayanikli ¢esitlerde bulunurken OL1 FR4 primer c¢ifti 680 baz
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uzunlugunda markir liretmekte ve hassas genotiplerde bulunmaktadir (Huang vd
2000). Calismada hibrit c¢esitlerle yapilan denemelerde her iki primer gifti
amplikonlar olusturmus ve bu nedenle bu markirlarin Ol-1 geninin teshisinde
dogrudan kullanilamayacagi belirlenmistir. Bu calismada her iki primer ¢ifti
birlestirilerek (multipleks) Oidium lycopersicum dayaniklilik testi i¢in bir CAPS

markiri olusturulmasi planlanmigtir.

1 2 3 4 5 6 7T & § 10 11 12 13 14 15 16

Sekil 4.6. Oidium lycopersicum allelleri i¢in uygun PZR profilinde lokuslarin teyit
edilmesi. Sekilde 1 nolu 6rnek DNA biiyiikliik markir1 olup 2000, 1500,
1000, 750 ve 500 baz cifti bantlari1 gdstermektedir. Iki, 3, 4 ve 5 nolu
kuyucuklarda bulunan o6rnekler Orient F;, Pegasus F;, Victory F; ve
Bestona F; hibritlerine ait DNA 6rnekleri olup OL1_FR1 primer ¢ifti ile
cogaltilmigtir. Ornek numaras1 6, 7 ve 8 olan kuyucuklarda Orient F,
Victory F; ve Bestona F; ¢esitlerine ait DNA 6rnekleri OL1 FR3 primer
¢ifti ile ¢cogaltilmistir. Kuyucuk numarasi 9 ile 10, 11 ve 12 nolu 6rnekler
sirasiyla Orient F;, Pegasus F;, Victory F, ve Bestona F, hibritlerine ait
DNA ornekleri olup OL1 FR4 primer ¢ifti ile ,13, 14, 15 ile 16 ornekler
sirastyla Orient F; Pegasus F;, Victory F; ve Bestona F, hibritlerine ait
DNA ornekleri olup OL1_FRS primer ¢iftleri ile cogaltilmiglardir. Sekilde
kullanilan PZR profili C olup PZR iiriinleri %2 serva agaroz jelde 2.5 saat
elektroforesis islemi ile {iretilmistir.

Caligmada diger bir tami kiti olarak domates mozaik viriisii (ToMV) hastaliginin
teshisinde kullanilabilecek TMV_FR1, TMV_FR2, TMV _FR3, TMV_FR4 ve
ToMV_FR primer ciftleri kullanimistir. Sekil 4.7°de gosterildigi iizere ToMV
hastaliginin teshisinde kullanilmasini saglamak amaciyla 4 farkli domates hibritine ait

DNA o6rnekleri ToMV primer ciftleri kullanilarak PZR C profilinde ¢ogaltilmustir.
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Sekil 4.7. Domates mozaik virlisii (ToMV) allelleri i¢in uygun PZR profilinde
lokuslarin teyit edilmesi. Sekilde 1 nolu érnek DNA biiyiikliikk markir
olup 2000, 1500, 1000, 750 ve 500 baz ¢ifti boyundaki bantlar
goriilmektedir. 2-5, 6-9, 10-13 ve 14-17 nolu kuyucuklarda bulunan
ornekler sirastyla Orient F;, Pegasus F;, Victory F; ve Bestona F; ait
DNA ornekleri olup, sirasiyla TMV_FR1, TMV_FR2, TMV_FR3 ve
TMV_FR4 primer ¢ifti ile ¢ogaltilmistir. Sekilde kullanilan PZR profili C
olup PZR iiriinleri %2 serva agaroz jelde 2.5 saat elektroforesis islemi ile
iretilmigtir.

Sekilde 4.7°de de goriilecegi iizere 4 farkli amplifikasyon profilinden 3’ii farkli
amplikon boylart {iretmislerdir. ToMV markirlarini multipleks PZR ile ¢ogaltma
calismalarinda TMV_FR1 ve TMV_FR2 ve ToMV_FR primer c¢iftlerinin ayn1 PZR
profilinde g¢ogalabilmelerine ragmen cok yakin amplikon boylar1 iiretmelerinden
dolayr multipleks PZR’ye uygun olmadiklar tespit edilmistir. Diger taraftan
TMV_FR1, TMV _F3 ve TMV_F4 primer c¢iftleri ile TMV_FR2, TMV F3 ve
TMV_F4 primer ¢iftleri ayr1 ayr1 iki set halinde multiplekse uygun olabilecegi
belirlenmistir. Ancak multipleks PZR ¢alismalarinda birden fazla hastalik veya kalite
ozelliginin test edilmesi ayn1 ozellige ait farkli allellerin teshisinden daha etkin ve
ekonomik olacagi diisiiniilerek bu ¢aligmada salt ToMV kiti gelistirilmemis buna
kargin igerisinde ToMV’nin de bulundugu farkli hastalik veya kalite Ozelliklerin

testlerinin yapilabilecegi diger kitlerin gelistirilmesine agirlik verilmistir.

Kitlerin gelistirilmesinde calismada kullanilan lokuslara ait primer c¢iftlerinin
optimal PZR profillerinin belirlenmesinden sonra ayn1 PZR ortaminda (6rnegin ayni

PZR profilinde) ¢ogalma 6zelligi gosteren lokuslarin se¢ilmesinde allel veya lokus

56



boylarmin karsilastirilarak  standart agaroz jel elektroforesis yoOntemi ile
ayristirilabilecek ve analiz edilebilecek lokuslarin belirlenmesine gegilmistir (Sekil
4.8).

Sekil 4.8’de beta-karoten (B geni), asit fosfotaz (Aps-1 geni), domates mozaik
viriisii (Tm? geni), Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (I-2 geni), Pyrenochaeta
lycopersici  (py-1 geni), Meloidogyne incognita dayaniklililk (Mi geni) ve
Cladosporium fulvum (Cf geni) c¢alisilarak multipleks olanaklari arastirilmigtir. B
genine ait bir primer ¢ifti ile Aps-1 geni, Tm? geninin iki alleli ile 1-2 geni ve Mi geni

ile Cf geni ayn1 PZR profilinde ¢ogaltilabilecegi saptanmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 121314151617 18 19 20 21 22 23

Sekil 4.8. BK_FR1, APS1_FR1, BK FR2, CR FR, ToMV_FR, Fus FR2, REX FR,
C8B FR, TMV_FR6, FLUV_FR, FUS FR, FUS FRI1 allelleri i¢in uygun
PZR profilinde lokuslarim teyit edilmesi. Kuyucuk 1 ve 11 DNA biiytiklik
markirlar1 olup 2000, 1500, 1000, 750 ve 500 baz cifti bantlarini
gostermektedir. Kuyucuk 2: BK FRI1, 3: APS1 FR1, 4 BK FR2, 5:
CR _FR, 6: ToMV_FR, 7: FUS FR2 8: REX FR, 9: C8B FR, 10:
TMV_FR6, 12-15: FLUV_FR, 16-19: FUS_FR, 20-23: FUS_FRI.

Mi ve Ty-1 genlerinin ¢aligmada kullanilan hibritlerde bulunmasi ve bu hibritlerin
sadece heterozigot konumda olmalar1 nedeni ile degisik F,, hat ve c¢esitleri
kullanilarak bu 6rneklerin bu genlere ait genetik yapilarini ortaya koymak amaci ile
caligmalar yiritilmistir. Sekil 4.9 Mi geni ve Sekil 4.10 ise Ty-1 geni yoniinden
yapilan c¢alismalar1 gostermektedir. Teshis kitlerinin olusturulmasinda sadece

heterozigot bireyler yoniinden olusturulan markirlarin kullanilmasinin homozigot

durumlarda ortaya cikacak allellerin kit igerisinde kullanilan diger allellerle aym
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boylu amplikon {iiretilmesi durumunda kitin giivenilirligi azalacagi diisiincesi ile
miimkiin oldugu kadari ile biitiin lokuslara ait homozigot dominant, homozigot resesif

ve heterozigot durumlan diisiiniilerek kitler olusturulmaya caligilmistir.

1 23 4 6567 8 910111213 1415161718192021 2223 24 25

Sekil 4.9. Meloidogyne incognita dayaniklilik testi (REX FR-Taq 1). Kuyucuklarda
(1-24) bulunan 6rnekler domates 1slah hatlar1 olup MiMi, mimi ve Mimi
(homozigot dominant, homozigot resesif ve heterozigot) genotiplerini
icermektedir. Kuyucuklar 1 ve 4’de bulunan 6rnekler Mimi genotiplere
sahip olup heterozigottur. Kuyucuklar 6, 7, 8, 9, 13 ve 15’te bulunan
ornekler MiMi genotiplere sahip olup homozigot dominanttir. Kuyucuklar
2, 3, 10, 11, 12, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 ve 24’de bulunan
ornekler mimi genotiplere sahip olup homozigot resesiftirler.

Mi geni Meloidogyne javanica, Meloidogyne arenaria ve Meloidogyne incognita
dayaniklilik mekanizmasina sahip olmasina ragmen yiiksek sicakliklarda Mi geninin
etkili olmadig1 yoniinde bulgular bulunmaktadir (Ammiraju vd 2003). Calismada
yiliksek sicakliklarda dahi etkili olan diger bir dayamiklilik lokusuna 6zgii olan
CB8 _FR primer ¢ifti de kullanilmistir. CB8 FR primer ¢ifti ile REX FR bir arada bir
kit icerisinde kullaniminin biiylik avantajlari olacaktir. Ancak CB8 FR SCAR
markirt iken REX-FR CAPS markiridir. Bu nedenle sadece REX FR primer cifti ile
cogaltilan Mi geni CAPS kitlerden birine CB8 FR ise baska bir SCAR kitine

eklenmistir.

Kite eklemeden 6nce REX-FR primer ¢ifti 24 6rnekte CAPS sistemi ile arastirilmig
(Sekil 4.9) ve giivenilir sonu¢ verdigi goriilmiistir. REX FR primer ¢ifti ile
cogaltilan amplikonlar dayanikli ve hassas Ornekler arsinda bir farklilik ortaya

koyamamaktadir ancak Sekil 4.9°da goriildiigli lizere Taq I restriksiyon enzimi ile
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kesildiginde 4 farkli allel tretmektedir. En biiyiik allel homozigot resesif ve
heterozigot Orneklerde, yukaridan ikinci siradaki allel homozigot dominant ve
heterozigot orneklerde ve sondaki allel ise homozigot dominant ve heterozigot
orneklerde bulunmaktadir. Bu yonii ile REX FR primer ¢ifti ve Tag I restriksiyon
enzimi ile elde edilen Mi CAPS markirinin ko-dominant karakterde oldugu teyit
edilmistir (Castro vd 2007). Bu ¢alismada yapilan analizlerde Mi geni yoniinden
teshis yapacak tani kitinin CAPS sisteminde olmasi gerektigi ve SCAR tani1 kitinde

yer alamayacagi da goriilmiistiir.

Meloidogyne tiirleri tiim diinyada bitkisel {iretimde Onemli verim ve Kkalite
kayiplarina sebep olmaktadir. Bu nedenle kok-ur nematoduna dayanikli hatlarin
teshisi ve bu hatlarin domates 1slahinda kullanilmasi olduk¢a Onemlilik arz
etmektedir. Mi dayaniklilik teshisinde CAPS teknigine uygun olmasi nedeni ile ayni
tani kiti igersinde yer alabilecek ve Meloidogyne zarar1 kadar 6nemli bir zarara yol
acan TYLCD hastaligina dayaniklilik teshisinde kullanilabilecegi 6n goriilmiistiir.
TYLCD dayaniklilik ¢alismalarinda CAPS markirt kullanilmakta olup Mi teshisinde
oldugu gibi Taq I restriksiyon enzimi kullanilmaktadir (Castro vd 2007). TYLCD
tanisinin  giivenilirligini test etmek amaci ile bu calismada TY1 FR primer cifti
kullanilmigtir. TYLCD (Ty-1 geni) degisik hat ve cesitlere ait genomik DNA’lar
kullanilarak uygun PZR profilinde ¢ogaltilmis ve Taq I restriksiyon enzimi ile kesim

islemi gerceklestirilmistir (Sekil 4.10).

1 2 3 4 5 ¢ 7 4 5 101 121314151607 168 10 20 21 &2 21 M

Sekil 4.10. TY1 FR primer c¢ifti ile hat ve ¢esitlerin taranmasi. Sekilde goriildigi
tizere 16 nolu 6rnek TYLCV hastaligina kars1 dayanikli, drneklerden 1,
3,4,5,9,10, 12, 17, 18, 19, 21, 22 ve 24 TYLCD yardimci allellerini
tasimakla birlikte hassas Ozelliktedir. Sekilde geri kalan diger ornekler
ise tamamen bu hastaliga karsi duyarli 6rneklerden olusmaktadir.
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TYLCD CAPS markin Mi CAPS markirindan farkli olarak dominant
karakterdedir. Diger bir sdylemle homozigot dominant ve heterozigot genotipteki
ornekler bir birlerinden ayirt edilememektedir. Sekil 4.10°da gdsterilen 16 nolu 6rnek
Ty-1 genini tasimakta ancak Ty-1Ty-1 genotipi mi yoksa Ty-1lty-1 genotipini mi
tasidig1 dominant markir tipi nedeni ile bilinememektedir. Ancak 2, 6, 7, §, 11, 13,
14, 15, 20 ve 23 numarali kuyucuklardaki &rneklerin TYLCD’ye gore hassas
olduklan diisiiniilmiistiir. Diger taraftan yardimer alleller iceren 1, 3, 4, 5, 9, 10, 12,
17, 18, 19, 21, 22 ve 24 orneklerin TYLCD’ye dayanikli olmamakla birlikte az da
olsa tolerans gosterebilecekleri 6n goriilmiistiir. Ayrica bu tez ¢alismasinda kullanilan
ve TYLCD’e dayanikli oldugu bilinen hibrit cesitlerde yapilan denemelerde
hibritlerin biri hari¢ diger hepsi Sekil 4.10’da gosterilen 16 numarali 6rnege benzer

markir profili olusturdugu ve dolayisi ile heterozigot olduklart goriilmiistiir.

REX_FR (Mi geni) ve CB8 FR (Mil geni) 6rneginde goriildiigii iizere galigmada
belirlenen bazi tam kitleri icersinde ayni hastaligin teshisinde kullanilabilecek farkli
primer ciftleri bulunmaktadir. Ornegin REX_FR primer cifti CAPS tan1 kitinde yer
alirken CB8 FR primer ¢ifti SCAR tan1 kiti igerisinde de yer almistir. Bu durumda
her iki lokusun ayni1 multipleks PZR’ye alinmamasi anlamina gelmektedir. Calismada
orijinalde SCAR olarak belirlenen bazi1 markirlarin ytliksek ¢oziiniirliik gerektirmeleri
ve bazi durumlarda ise yayimlandigr makalelerdeki allellerin tekrar iiretilememeleri
nedeni ile bu SCAR markirlarinin CAPS markirlarina doniistiirme olanaklari

arastirilmistir.

Aralarinda beta karoten (B geni), Verticillium dahliae (Ve geni), asit fosfotaz (Aps-
1 geni), Cladosporium fulvum (Cf geni) ve Oidium lycopersicum (OI-1 geni) lokuslart
hibrit ve hatlarda da uygun PZR profillerinde ¢ogaltildiktan sonra degisik restriksiyon
enzimler kullanilarak es-dominant CAPS markirlarina donistiiriilmesine yonelik
caligmalar yiiriitiilmiistiir. Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°’de olusturulan CAPS markirlari
gosterilmektedir. Sekil 4.11’in incelenmesi ile goriilecegi iizere SCAR markir1 Beta

(B) geni CAPS B markirina doniistiiriilmiistiir.
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Sekil 4.11. B, Aps-1 ve Ve lokuslarinin restriksiyon enzimleri ile taranmasi. Sekildeki
1 nolu 6rnek DNA biiyiikliik markir1 olup 2000, 1500, 1000, 750 ve 500
baz cifti bantlarim1 gostermektedir, kuyucuk numaralar 2 ile 8 arasindaki
ornekler BK_FR1 primer ¢ifti ile ¢cogaltildiktan sonra Rsa I restriksiyon
enzimi ile kesilerek CAPS markirina ¢evrilmistir. Kuyucuk numarasi 9
ile 12 arasindaki ornekler APS RF primer ¢ifti ile ¢ogaltildiktan sonra
Taq I restriksiyon enzimi ile kesilerek CAPS markirma g¢evrilmistir.
Kuyucuk numaralar1 13-16 ve 17-20 arasindaki ornekler Ve FR primer
cifti ile ¢ogaltildiktan sonra Hinf I (13-16) ve Taq I (17-20) restriksiyon
enzimi ile kesilerek CAPS markirina ¢evrilmistir.

Beta karoten lokusu yoniinden testlemesinde (Sekil 4.11) c alleli Rsa I restriksiyon
enzim Uriinlerinin bilgi icerigine sahip olmadig1 ancak a, b, d ve e allelerin beta
karoten lokusu yoniinden genotip veya c¢esitlerin analizinde kullanilabilecegi
belirlenmistir. Analizde a, b, d ve e allerinin hepisinin bulunmasi1 durumda genotip
veya cesitin heterozigot (Bb) genotipe sahip oldugu belirlenebilmektedir. Ancak
caligmada kullanilan hibrit, hat ve cesitlerin beta karoten yoniinden homozigot
dominant (BB) ve homozigot resesif (bb) 6zellikleri bilinmediginden gelistirilen kitin
allelerinden yararlanilarak Sekil 4.11°de bulunan 2 nolu 6rnegin homozigot resesif
karekterde oldugu, 3, 4, ve 5 nolu kuyucuklarda bulunan 6rneklerin heterozigot ve 6,

7 ve 8 nolu kuyucuklarda bulunan 6rneklerin ise dominant homozigot olduklari

belirlenmistir.
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Sekil 4.11’de kuyucuk numaras1 9 ile 12 arasindaki 6rnekler APS RF primer c¢ifti
ile ¢ogaltildiktan sonra Taq I restriksiyon enzimi ile kesilerek olusturulan asit fosfataz
(Aps-1 geni) CAPS markirlarini gostermektedir. Bu analiz kitinde a ile gosterilen allel
biitlin 6rneklerde bulunmakta olum testleme yoniinden 6nemsizdir. Allel adlar1 b, ¢ ve
d olarak isimlendirilen markirlarin ii¢iinii birden bulunduran 6rneklerin heterozigot
Aps-laps-1 genotip oldugu, sadece c ve d allelerini igeren ornekler homozigot
dominant (Aps-1Aps-1) ve sadece b allelini igeren drneklerin ise homozigot dominant
(aps-laps-1)  ozellikte oldugu belirlenebilmektedir. Sekil 4.11°de 12 numarali
kuyucukta bulunan o6rnek Aps-1 geni agisindan homozigot dominant, 9 ve 10
numarali kuyucuklarda bulunan o6rnekler Aps-1 geni agisindan homozigot resesif

genotipe sahip iken 11 numarali 6rnek heterozigot genotipe sahiptir.

Calismada Verticillium dahliae (Ve geni) amplikonu Hinf I (Sekil 4.11°de 13-16
numarali kuyucuklar) restriksiyon enzimi ile kesildiginde VeVe ve Veve
genotiplerinde 3 {iriin veve genotiplerinde ise 2 iiriin olustugu belirlenmistir. Bu
testlemede elde edilebilecek a alleli homozigot dominant, c alleli homozigot resesif
ve b alleli ise heterozigot genotiplerde bulunduklar1 ongoriilmiistiir. Verticillium
dahliae testelemesinde Taq I (Sekil 4.11 kuyucuklar 17-20) restriksiyon enzimininde
kullanilabilecegi belirlenmistir. Ancak allelerin biiyiikliikleri birbirlerine oldukga
yakin olmalari nedeni ile Hinf I restriksiyon enziminin kullanilmasinin daha avantajli

oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.12°de gosterildigi tizere Cladosporium fulvum (Cf geni) lokusuna ait SCAR
markirlari CAPS markirlarina doniistirtilmistiir. Gelistirilen Cf CAPS markir ile
homozigot dominant ve heterozigot genotipe sahip bireyler homozigot resesif
bireylerden ayirt edilebilimektedir. Sekil 4.12°de goriildiigii {izere a alleli testleme
agisindan bir dnem gostermezken b alleli homozigot dominant (CfCf) ve heterozigot
(Cf cf) genotiplerde bulunmaktadir. Diger bir allel olan c alleli ise homozigot resesif
(cf cf) genotiplerde bulunmaktadir. Calismada daha 6nceki ¢alismalarla belirlenmis
olan ve dominant karektere sahip SCAR markir1 ko-dominnat CAPS markirina

doniistirilmistiir.
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Sekil 4.12. Cladosporium fulvum (Cf geni) lokusuna ait SCAR markirinin CAPS
markirma doniistiriilmesi. Kuyucuklar 1-4 farkli domates hat ve
cesitlerine ait Cladosporium fulvum (Cf geni) lokuslarinin Rsa I enzimi
ile kesilmesi sonucu olusturulan iiriinler (alleler). Kuyucuklarda bulunan
ornekler homozigot (1 ve 2 nolu kuyucuklar) ve heterozigot (3 ve 4 nolu
kuyucuklar) genotipe sahip drneklerden olugmaktadir. Allelerden a biitiin
orneklerde bulunmakta olup testleme acisindan dnemli degildir.

4.8. Multipleks Tam Kitlerinin Gelistirilmesi

‘Sequence Characterized Amplified Regiona’ (SCAR) veya teknik olarak c¢ok
benzeyen STS (‘Sequence Tag Sites’) DNA markirlart RAPD, AFLP, cDNA veya
genomik DNA dizileri kullanilarak olusturulabilmektedir. SCAR markirlarmin elde
edilmesinde genellikle 22-24 niikleotid uzunlugunda primer ciftleri kullanilmakta ve
Ta’s1 yiiksek PZR c¢aligmalar1 ile amplikonlar elde edilebilmektedir. SCAR teknigi

genel olarak dominant tipte markir tiretmektedir.

CAPS (‘Cleaved Amplified Polymorphic Sequence’) veya diger bir adiyla PCR-
RFLP (‘Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism’)
tekniginde ise homolog olan iki veya daha fazla allel arasindaki DNA dizi farklilig1
restriksiyon enzimler kullanilarak polimorfizmi orta koyan ve giderek yaygin bir
sekilde kullanilan bir DNA teknigidir. CAPS yonteminde yaygin olarak 20-24
niikleotid uzunlugundaki primer g¢iftleri cDNA, RAPD, AFLP, RFLP veya SCAR
markirlarina ait diziler kullanilarak olusturulmaktadir. Bu teknik ile genellikle ko-
dominant markir iiretilmektedir (Karaca vd 2008, ince vd 2010a). Bu tez

calismasinda domateste verim ve kalite kaybina neden olan bazi hastalik, zararli ve 2

63



kalite kriterlerinin molekiiler yontemler kullanilarak kisa ve etkin bir sekilde
tanilarinin gergeklestirilebilecegi CAPS ve SCAR markirlar gelistirilmigtir (Cizelge
4.3). Geleneksel olarak kullanilan molekiiler teknikler 6rnegin SSR, RFLP, AFLP,
RAPD, CAPS veya SCAR genellikle tek bir lokusun 6zelliklerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Tan1 analizlerinin kisa ve ekonomik bir sekilde yapilabilirligini
artirmak amaci1 ile bu tez kapsaminda multipleks ve singlepleks tani kitleri

gelistirilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Calismada gelistirilen kitlerle tanis1 yapilabilecek lokuslar

Gen  Etmen/Kaynak Etki sekli

Mi M. incognita Kok-uru

Ve Verticillium dahliae Kleb Verticillium solgunlugu

Ty-1 TYLCV Domates sar1 yaprak kivircikligi viriis
hastalig1

py-1  Pyrenochaeta lycopersici Mantari kok ¢tirtikligi

Cf Cladosporium fulvum Yaprak kiifii

Ol-1  Oidium lycopersicum Kiilleme

12 Fusarium oxysporum f. sp. Fusarium solgunlugu

lycopersici

Tm-2  Tomato mosaic virus (ToMV) Domates mozaik viriis hastaligi

Sw-5  Tomato spotted wilt virus (TSWV) Domates lekeli solgunluk virtiis
hastalig1

Aps-1 Asit fosfotaz enzimi

B Beta-karoten igerigi

4.8.1. Multipleks CAPS tam Kkitlerinin olusturulmasi

Caligmada oOncelikle dominant 0&zellikteki SCAR markirlart ile amplikon
biiyiikliikleri ayni olan ve agaroz jelde ayirt edilemeyen SCAR markirlart CAPS
markir sistemine doniistiiriilmeye calisilmistir. Calismada gelistirilmis olan CAPS
kitlerinden birisi Pyrenochaeta lycopersici (Schneider and Gerlach) fungusuna kars1
resesif Ozellikteki dayaniklilik geni (py-1), 3 farkli Meloidogyne tiiriine karsi
dominant Ozellik gosteren geni (Mi), domates sari yaprak kivircikhigi viriisii
hastaligina (TYLCD) kars1 eksik dominant 6zellikte olan gen (Ty-1) ile beta karoten
geni olan ve dominant 6zellikteki B geni yoniinden tan1 yapabilen tek bir PZR ve tek
bir restriksiyon enzimi ile sonu¢ aliabilen MK-N-TYLC-BK adi verilen bir kit
gelistirilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13’de gosterildigi iizere bu kit yardimi ile her hangi bir domates hat veya
¢esidinin + py-1, Mi, Ty-1 ve B geni yoninden karakterizasyonu
gerceklestirilebilmektedir. Kit yontem olarak Mi ve Ty-1 yoniinden Castro vd (2007)
tarafindan gelistirilmis olan yOnteme benzemekte ancak py-1 ve B geni teshisi
yoniinden 6zglindiir. Ty-1 ve Mi geni domatesin 6. kromozomu iizerinde bulunmakta
ancak aralarinda dogrudan bir bag bulunmamaktadir. Diger taraftan py-1 geni 3’cii
kromozomda bulunurken B geni yine Ty-1 ve Mi genlerinin oldugu gibi 6. kromozom
iizerinde bulunmaktadir (Doganlar vd 1998, Zhang vd Stommel 2001, Castro vd
2007).

Sekil 4.13. MK-N-TYLC-BK test kiti agaroz jel elektroforesis. Sekilde 1 nolu
kuyucukta DNA biiyiikliik markir1 ve kuyucuklar 2 ile 15 arasinda hibrit,
hat ve cesitleri ait DNA’lar gosterilmekte olup PZR B profili ile
cogaltilmistir. Bu kit 4 farkli lokusu ayni1 anda analiz edebilmekte ve
MK: mantari kok ¢iiriikliigii (CR_FR), N: kok-uru nematod (REX FR),
TYLCD: domates sar1 yaprak kivircikligr viriisii (TY1 FR) ve BK: beta
karoten (BK_FR) lokuslarini inceleyebilmekte ve bu lokuslar agisindan
ornekleri analiz edebilmektedir. Seklin sag yan tarafindaki harflerin her
biri veya birden fazlasi lokuslara ait alleller olup a alleli mantari kok
clriikliigii geni olan py-1 genini (biitiin 6rneklerde homozigot resesif), b
alleli homozigot resesif veya heterozigot bireylerdeki mi genini, c alleli
dominant Mi genini, d alleli Ty-1 geni, e alleli ty-1 genini, f alleli etkisiz
(null) allel, g ve h allelleri B geni acisindan heterozigotlugu, k alleli ise
Mi genini gostermektedir.

Oidium lycopersicum ozellikle ortiialti domates yetistiriciliginde Onemli bir
zararhidir. Huang vd (2000) Oidium lycopersicum’a kars1 5 farkli SCAR dayaniklilik
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markirini RAPD teknigi kullanarak gelistirmislerdir. Gelistirilmis olan toplam 5
SCAR markirindan iki tanesi Ol-1 genine yakin DNA markirlart olup dominant
karakterdedir. Ol-1 geni eksik dominant 6zellik gosteren bir gendir. Daha Once
yapilmis ¢aligmalarda gelistirilmis SCAR markirlarindan (toplam 5 markir) iki
tanesinin giivenilir oldugu bilinmektedir (Huang vd 2000). Ancak bu iki markirlara
ait primer ciftlerinden biri dayanikli hat veya cesitlerde, digeri ise hassas hat ve
cesitlerde amplikon iiretmekte ve bazi durumlarda ise hassas cesitlerde dayaniklilik
markirt gézlemlenebilmektedir (Huang vd 2000). Caligmada bu markirlar OL1 FR3
ve OL1_FR4 primer ciftleri ile temsil edilmektedir.

Calismada Ol-1 dayaniklilik teshisinde kullanilabilecek bir tan1 kiti gelistirilmistir.
Gelistirilen Oidium lycopersicum teshis kitinde, PZR profili B ile her iki primer ¢ifti
multipleks yapilarak ¢ogaltildiktan sonra Hinf I restriksiyon enzimi ile kesilmis ve
%?2’lik yiiksek ¢oziiniirliklii agaroz jel elektroforesis yontemi ile ayristirildiginda
Sekil 4.14’de gosterildigi iizere gelistirilen kit ilizerinde calisilacak olan hat veya
cesitleri Oidium lycopersicum etmenine karsi homozigot dominant, homozigot resesif

veya heterozigot allelleri tagidiklarini (ko-dominant 6zellik) saptayabilmektedir.

Huang vd (2000) tarafindan gelistirilmis olan SCAR markirlarinin dominant
ozellikte olmalart nedeni ile Oidium lycopersicum hastaligina karsi dayaniklilik
gosteren homozigot dominant bir genotipi heterozigot dominant genotipten ayirt
edememekte iken bu calismada gelistirilmis olan Oidium lycopersicum teshis kiti
genotipleri daha etkin bir sekilde allellik durumlarina gore belirleyebilmektedir. Diger
taraftan Huang vd (2000) gelistirmis olduklar1 SCAR markirlarinin sadece varlik ve
yoklugu gostermeleri nedeni ile yokluk durumlari PZR c¢aligmalarindan da
kaynaklanabilecegi gbz oniine alindiginda ¢alismada gelistirilen ko-dominant CAPS

markirlarinin giivenilirligi dikkat gekmektedir (Doganlar vd 1998, ince vd 2010a).

Ancak calismada belirlenmis olan Oidium lycopersicum teshis kiti CAPS markir
teknigi olmast nedeni ile PZR g¢alismalarina ek olarak restriksiyon enzim
uygulamalar1 gerektirmektedir. Baz1 restriksiyon enzimleri ¢cok pahali olmasina
ragmen Oidium lycopersicum teshis kitinin kullandigit Hinf I enzimi en ucuz

restriksiyon enzimleri arasinda yer almaktadir.
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Bu calismada gelistirilmis olan Oidium lycopersicum teshis kitinin domates
islahinda markir yardimi ile seleksiyon ¢aligmalarinda etkin bir sekilde
kullanilabilecegi gibi ¢esit karisimlarinin  belirlenmesinde de etkin olarak

kullanilabilecek niteliktedir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Oidium lycopersicum teshis kiti. Kuyucuk 1 DNA biiyiikliikk markiri olup
yukaridan agagi 2000, 1500, 1000, 750, 500, 300 ve 150 baz ¢ifti bantlar
icermektedir. Kuyucuklar 2, 3, 6, 9, 13 ve 16 bulunan 6rnekler Olloll
heterozigot genotipleri, kuyucuklar 4, 7, 8, 11, 12, 14 ve 15 bulunan
ornekler ise Ol1011 homozigot dominant oldugu goriilmektedir. 5 ve 10
nolu kuyucuklarda ol10l1 icermektedir (homozigot resesif). Alleler a, b, ¢
ve d heterozigot genotiplerde bulunurken, b ve c alleli homozigot
dominant geneotiplerde bulunmaktadir.

4.8.2. Multipleks SCAR tani kitlerinin olusturulmasi

Calismada her biri 4 lokustan olusan toplam 16 ve 3 lokustan olusan toplam 3
olmak iizere toplam 19 SCAR kit kombinasyonu denenmistir. Bu kombinasyonlar

Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4°de gosterilen kombinasyonlar olusturulurken kombinasyona alinan
primer ciftlerinin amplikon boylarina ve amplifikasyon profiline dikkat edilmistir.
Olusturulan kombinasyonlardan biiyiik ¢ogunlugu olusturduklar1 multipleks
amplikonlar1 yoniinden tekrar lretilebilirlik 6zelligi gdsterememistir. Bunun biiyiik
bir ihtimalle primer dizilerinin birbirlerine benzemesi nedeninden kaynaklandigi

distinilmiistiir.
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Cizelge 4.4. Calismada kullanilan SCAR lokus kombinasyonlari

Kombinasyon1  Kombinasyon2 Kombinasyon3 Kombinasyon4 Kombinasyon 5

TSWV_FR OL1 FR1 TSWV_FR OL1 FRI OL1 FRI
ToMV_FR TSWV_FR FUS_FR C8B_FR FUS_FR
FUS_FR ToMV_FR C8B_FR TMV_FR2 C8B_FR
TMV_FRI1 FUS_FR TMV_FR2 Ve FR TMV_FR2

Kombinasyon 6 Kombinasyon 7 Kombinasyon 8 Kombinasyon 9 Kombinasyon10

OL1 FR4 OL1 FR4 OL1 FR4 ToMV_FR OL1 FR3
TSWV_FR TSWV_FR FUS_FR 12 FR TSWV_FR
C8B_FR C8B_FR C8B_FR TMV_FRI1 FUS_FRI
Ve FR Ve FR TMV_FRI1 Ve FR Ve FR

Kombinasyon 11 Kombinasyon 12 Kombinasyon 13 Kombinasyon 14 Kombinasyon 15

FLUV_FR OL1 FR4 FLUV_FR ToMV_FR ToMV_FR
ToMV_FR FUS_FRI OL1 FRS TMV_FRI1 FUS_FRI

FUS_FRI TMV_FRI ToMV_FR TMV_FR3 TMV_FRI1
TMV_FRI1 Ve FR Ve FR Ve FR TMV_FR4

Kombinasyon 16 Kombinasyon 17 Kombinasyon 18 Kombinasyon 19

OL1 F3R3 FUS FIRI TMV FIRlI  FLUV FR
TSWV_FR 2 FR TMV F2R2  TSWV_FR
FUS_FIRI Ve FR TMV F3R3 Ve FR
TMV FIR1

Tekrarlanabilir ve tekrar lretilebilir multipleks PZR c¢aligmalar1 i¢in bu tezde
caligilan lokuslara ait yeniden primer ¢iftlerinin dizayn edilerek, yeniden
degerlendirilmesi gerekmektedir. Kombinasyonlarda tekrarlanabilir ve tekrar
iiretilebilirlikleri tespit edilen kiilleme, fusarium, nematod ve domates mozaik viriisii
hastaliklarina 6zgii primer ciftleri kullanilarak olusturulan tami kiti agaroz jel

elektroforesis goriintiisii Sekil 4.15’da sunulmustur.
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Sekil 4.15. SCAR-OI-Fus-C8B-TMYV test kiti agaroz jel elektroforesis. Sekilde 1 nolu
kuyucukta DNA biiyiikliik markir1 ve kuyucuklar 2 ile 16 arasinda hibrit,
hat ve cesitlere ait DNA’lar gosterilmekte olup PZR B profili ile
cogaltilmigtir. Bu SCAR kiti ile 4 farkli lokusu aymi anda analiz
edebilmekte ve Ol: kiilleme (Ol FR1), Fus: fusarium (Fus FR), C8B:
yiiksek sicakliga dayanikli kok-uru nematodu (C8B_FR) ve TMV:
domates mozaik viriisii (TMV_FR2) lokuslarini inceleyebilmekte ve bu
lokuslar agisindan Ornekleri analiz edebilmektedir. Seklin sag yan
tarafindaki harflerin her biri veya birden fazlasi lokuslara ait allelleri
nitelemekte olup a allelinin varligt ToMV dayaniklilik, b allelinin varligi
kiillemeye dayaniklilik, c allelinin varlig1 fusariuma dayaniklilik ve d ve e
allellerinin varlig1 yiiksek sicakliklarda dayaniklilik gosteren kdok-uru
nematoduna (Mi) dayanikliligi gostermektedir.

Bu tez kapsaminda calisilan diger hastalik, zararli veya kalite karakterleri ile ayni
anda analiz edilemeyen fusarium solgunluguna kars1 dayaniklilik testi i¢in ayr1 bir kit
gelistirilmistir ve Sekil 4.16’de ayrica fusarium I-2 genine dayaniklilik SCAR markir1
gosterilmektedir. Bu test genotiplere bagli olarak sayist bese varan allel
olusturabilmektedir. Allelerden biri 750 baz ¢ifti uzunlugundan biraz biiyiik olup baz1
genotiplerde bulunabilirken bazilarinda bulunmamaktadir. Sekilde 4.16’te bu allel
gosterilmemektedir. Tani kitinde b ve ¢ alleleri 6nemlidir. Sadece b allelini igeren
genotipler (1-21-2) genotipine sahip olup homozigot dominant geneotiplerde
bulunmaktadir. Diger taraftan sadece ¢ allelini igeren (i-2i-2) genotiplerde ve b ve ¢
allelerini igeren Orneklerin ise heterozigot (I-2i-2) genotipte olduklarini
belirleyebilmektedir. Testlemede bulunabilecek a ve d alleleri ise fusarium

solgunluguna kars1 dayaniklilik iiserine etkisi bulunmamaktadir.
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Sekil 4.16. 12 lokusunun taranmasi. Sekildeki 1 nolu kuyucuk DNA biiyiikliik markirt
olup 2000, 1500, 1000, 750 ve 500 baz ¢ifti bantlarm1 gdstermektedir
Kuyucuk 2, 8, 12 ve 15 homozigot dominant, kuyucuk 3 ve 13
heterozigot ve kuyucuk 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11 ve 14 homozigot resesif
genotipleri gostermeketdir.

Bu tez kapsaminda tekrarlanabilirlikleri ve tekrar iiretilebilirlikleri yiiksek olan
SCAR ve CAPS markir sistemleri kullanilarak hastalik, zararli ve kalite 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilabilecek daha hizli ve ekonomik olan kitler gelistirilmistir.
Gelistirilen kitler kullanilarak domateste yaygin olarak goriilen bazi hastalik ve
zararlilara kars1 dayaniklilik testlemelerinde kullanilabilecek nitelikte olduklar: tespit
edilmistir. Ayrica bu tezde uygulanan yontem ve yaklasimlar kullanilarak bagsta

Solanaceae familyasi olmak {izere diger kiiltiir bitkilerinde de hastalik ve zararlilara

dayaniklilik ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilabilecegi dngdriilmiistiir.
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5. SONUC

Glinlimiizde domates yeryiiziinde hemen hemen biitiin {ilkelerde yetistirilmekte
olan 6nemli sebzelerdendir. Ulkemizde domates iiretimi 4.626.232 hektar alanda
yapilmakta ve ortalama dekara verim 2.723 tonu bulmaktadir. Hollanda ile
karsilastirildiginda dekara verimimiz yaklasik 12 kat daha az oldugu goriilmektedir.
Hollanda'nin bu basaris1 kiiltiirel islemlerin yani sira hastalik ve zararlilara dayanikli

hat ve ¢esitlerin kullanilmasi ve bu konuda yogun ¢alismalarin yapilmasidir.

Domateste 200’{in {izerinde hastaligin varlig1 verim ve kaliteyi etkileyen en 6nemli
faktorler arasindadir. Giiniimiizde bu hastalik ve zararlilara dayaniklilik genlerinin
(lokuslarin) bir kismi DNA markirlar1 yardimiyla belirlenebilmektedir. DNA
markirlar1 veya isaretleyicileri, bitki ve hayvan cins veya cesitleri arasindaki
farkliligin tespit edilmesinde, cesitlerle ebeveynleri arasindaki benzerliklerin
belirlenmesinde, 6nemli hastalik ve zararlilarin kromozom iizerindeki konumlarinin
belirlenmesinde (haritalama), cinsiyet tayininde, gida maddelerinin igeriklerinde
kullanilan tiir ve cinslerin belirlenmesinde, genomda bulunan gen veya genlerin

fiziksel olarak karakterize edilmesinde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

Ideal bir DNA markirmin polimorfik olmasi (herhangi bir DNA dizi bdlgesinde
farklilig1 tespit edebilmesi) ve genomda dagilim gostermesi (6rnegin sadece genomun
okromatin veya heterokromatin bolgelerinde esit siklikta bulunmasi), yeterli diizeyde
coziiniirlik vermesi (niikleotid diizeyde farkliligi ortaya cikarabilmesi), giivenilir
olmasi1 (aym1 veya farkli laboratuarlarda ayni sonucu verebilmesi), basit, hizli1 ve ucuz
olmasi, az miktarda DNAya ihtiya¢ duymasi, fenotipik ve lokus 6zelliklerine baglilik
gostermesi ve lzerinde calisilacak olan organizmanin genom bilgisine ihtiyag

duymayan 6zellikte olmasi istenmektedir.

Hizli ve diisiik maliyetli tekniklerin kullanildigi markir destekli yontemlerin bitki
1islahinda kullanilmas1 6nemlidir. Geleneksel olarak kullanilan molekiiler teknikler
ornegin SSR, RFLP, AFLP, RAPD, CAPS veya SCAR genellikle tek bir lokusa ait
ozelliklerin ~ belirlenmesinde  kullanilmaktadir.  Giiniimiizde yeni teknikler
gelistirilmekle birlikte bu tekniklerin hemen hemen hepsi dis kaynakli olup yiiksek

maliyet gerektirmektedir. Maliyeti diisiirmenin alternatif yOntemi ise var olan

71



tekniklerin etkin bir sekilde kullanilmasidir. Domateste birden fazla hastalik veya
zararliya dayaniklilik markirinin belirlenmesinde genellikle ayr1 ayri analizlere gerek
duyulmakta ve bu durum yiiksek maliyet ve zaman alict analizlerin yapilmasina
neden olmaktadir. Bu tez c¢alismasinda domateste markir destekli seleksiyon
caligmalarinda, cesit ve hat ayriminda kullanilabilecek birden fazla hastaligin veya
kalite 6zelliginin multipleks yontemle belirlenmesi i¢in gelistirilen tani kitleri mevcut
yontemlerden daha kisa zamanda yapilabilmesi ve diisilk maliyetli olmas1 nedeniyle

avantajlidir.

Domateste daha onceden belirlenmis ve literatlirler de bulunan hastalik ve
zararhilarla ilgili DNA markirlarinin bir kismi dominant karakterdedir. Dominant
DNA markirlar1 homozigot ve heterozigot lokus durumunu tam olarak ortaya
koyamamaktadir. Bu durumda ko-dominant markirlarin etkinliginin dominant
Ozellikteki markirlara gore daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Ayrica bazi
durumlarda dominant markirin varligi veya yoklugu degerlendirmeye alindigi icin
markirin  yoklugu olast Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) calismalarindan
kaynaklanabilecek hatalardan m1 yoksa resesif 6zelliginden dolay1r mi1 sorularia net
yanit verememesi nedeniyle sonuglarinin kesin olarak belirlenebilmesinde sorunlar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu tlir sorunlu markirlarin es-dominant (ko-dominant) 6zellige
doniistiiriilmesi i1le PZR c¢alismalarinin sonuglarinin daha etkin ve net olarak

degerlendirilmeleri saglanabilecektir.

Bu tez ¢aligmasinda domateste verim ve kalite kaybina neden olan bazi hastalik,
zararli ve 2 kalite kriterinin molekiiler yontemler kullanilarak kisa ve etkin bir sekilde
tanilarinin  gergeklestirilebilecegi CAPS ve SCAR markirlart  gelistirilmistir.
Caligmada gelistirilen multipleks ve singlepleks tani kitleri, hastalik, zararli ve kalite
Ozelliklerinin belirlenmesinde, tani analizlerinin kisa ve ekonomik bir sekilde

yapilabilirligini artirmas1 yoniinden ender bir ¢aligma niteligindedir.

Bu tez kapsaminda tekrarlanabilirlikleri ve tekrar iiretilebilirlikleri yiiksek olan
SCAR ve CAPS markir sistemleri kullanilarak olusturulan molekiiler tami kitleri
kullanilarak Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Meloidogyne incognita Kofoit

and White, Oidium lycopersicum, domates mozaik viriisiine (ToMV), domates sar1
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yaprak kivirctk hastaligi (TYLCD), Verticillium dahliae Kleb., domates lekeli
solgunluk viriisi hastaligina (TSWV), yaprak kiifii, Patates Y viriisi (PVY),
Pyrenochaeta lycopersici (Schneider and Gerlach) dayanikli, Beta-karoten (B) igerigi
yiiksek, asit fosfotaz (Aps-1) lokuslarinin kisa bir siirede belirlenmesinde
kullanilabilecektir. Bu kitlerin kullanilmasiyla domates 1slahinda dayanikli ve seckin
cesitlerin gelistirilmesine katkilar saglanabilecektir. Ulusal tohumculuk sektoriimiiziin
bu kitleri kullanarak daha etkin ve giivenilir hatlar gelistirilmesine katkilar

saglayabilecegi on goriilmiistiir.
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