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OZET

DOMATESTE MOLEKULER MARKOR SELEKSIYONU iLE
DOMATES LEKELI SOLGUNLUK VIiRUSU ve KOK-UR
NEMATODUNA DAYANIKLI HAT GELiSTiRME

KAHRAMAN, Ayse

Doktora Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dal
Tez Damgmant: Prof. Dr. Hiilya ILBI
Temmuz 2017, 75 sayfa

Domates, Solanaceae familyasina ait diinyada ve tilkemizde yetistiriciligi en
fazla yapilan sebze tiiriidiir. Domates yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen
birgok hastalik etmeni ve zararli bulunmaktadir. Tez ¢alismasi, Domates lekeli
solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virlis, TSWV) ve toprak kaynakli bir
zararl olan kok-ur nematoduna karsi dayanikli domates hatlarinin gelistirmesi
amactyla 2012-2015 yillar1 arasinda Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii’ nde
gerceklestirilmistir. Bu amacgla, Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisii domates gen
havuzunda yer alan sofralik domates hatt1i M68 ile Tomato Genetic Resource
Center (TGRC)’den temin edilen Domates lekeli solgunluk viriisiine dayanikli
LA3667 ve nematoda dayanikli LA2941 domates hatlariyla melezlemeler
yapilmistir. Dayanikliligin  belirlenmesinde klasik PCR, real-time PCR ve
mekanik inokulasyon yontemleri kullanilmistir. Bu c¢alismada, TSWV ve
nematoda dayanikli hatlar gelistirmek amaciyla 2 popiilasyon olusturulmustur.
Popiilasyon 1 TSWV’e dayaniklilik amaciyla olusturulmus olup, 1slah
kademesinde monogenik (1:2:1) agilimina gére 150 F; bireyinde 35 homozigot
dayanikli, 74 heterozigot dayanikli ve 41 hassas birey elde edilmistir. Popiilasyon
2 ise TSWV ve nematoda dayaniklilik amaciyla olusturulmustur. Populasyon 2’de
F, kademesinde yapilan molekiiler testlemede 92 bitkide 9:3:3:1 a¢ilimina uygun
bir agilim belirlenmistir. Bu agilimda nematod dayaniklilik geni Mi ve TSWV’e
dayaniklilik geni Sw-5 bakimindan homozigot dayanikli 5 birey belirlenmistir.

Ayn1 zamanda Popiilasyon 1’de gelistirilen F, 1slah kademesinde bulunan 30 adet
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genotipin molekiiler olarak testlemesi yaninda, Sw-5 lokusu bakimindan
homozigot dayanikli 3 hat ve 2 hassas hatta mekanik inokulasyon yoluyla
biyolojik testlemeye alinmis ve dayaniklilik sonuglarimin, molekiiler ve biyojik

olarak birbiriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Domates, TSWV, Nematod, dayaniklilik, molekiiler

markor.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF RESISTANT LINE TO TOMATO SPOTTED
WILT VIRUS AND NEMATODE WITH MOLECULAR MARKER
ASSISTED SELECTION

KAHRAMAN, Ayse

PhD. In Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Hiilya iLBI
July 2017, 75 pages

Tomato is the most common vegetable species of the Solanaceae family
both the world and in Turkey. There are many diseases and pests adversely
affecting tomato cultivation. The study carried out at the Aegean Agricultural
Research Institute between 2012 and 2015 in order to develop tomato lines

resistant to Tomato spotted wilt viriis, (TSWV) and knot-root nematode, a soil-

borne pest. For this purpose, TSWV resistant LA3667 and nematode resistant
LA2941 tomato lines obtained from Tomato Genetic Resource Center (TGRC)
were crossed with the fresh-market tomato line M68 in the tomato gene pool of
the Aegean Agricultural Research Institute. Classical PCR, real-time PCR and
biological testing methods were used for determination of durability of the
resistance. Two populations have been established to develop lines resistant to
TSWV and nematode. The first population was established for resistance to
TSWYV, and in the F, population, 35 homozygous resistant, 74 heterozygous
resistant and 41 susceptible individuals were obtained in 150 F, plants according
to the monogenic (1: 2: 1) expression. Population 2 established, in order to obtain
pyrimading to two (Sw-5 and Mi genes) homozygous genes in same individual.
Population 2 carried out an expansion suitable for the 9: 3: 3: 1 segregation of 92
individuals was determined in the molecular test performed at the F, population.
Five genotypes with homozygous resistance were identified in the nematode

resistance gene Mi and TSWV resistance gene Sw-5.



In population 1, at the F, stage, three homozygous lines were taken for
biological testing to TSWV. Results of biological test and molecular test were

concordantly.

Keywords: Tomato, TSWV, nematode, resistance, molecular marker. MAS.
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Birlikte yiiksek lisans ve doktora tez ¢alismasi yapma firsati buldugum,
tiniversite yasamim boyunca bana her zaman destek olan, yanimda olan, fikirleri

ve dnerileriyle yeni ufuklar agan danisman hocam Sayin Prof. Dr. Hiilya iLBI’ye,

Tez calismalarinda bana yon veren saymn danigsman hocalarim, Prof. Dr.
Benian ESER e, Prof. Dr. Ersin ONOGUR’a Prof.Dr. Eftal DUZYAMANa, Prof.
Dr. Pervin KINAY TEKSUR’e, tezin son seklinin olusmasinda fikirleriyle katk1
saglayan saym Prof. Dr. Ahmet BALKAYA ve Prof. Dr. Bayram CEVIK

hocalarima,

Calismalarim siiresince goriis ve Onerileri ile katki saglayan yardimlariyla
beni yonlendiren, her zaman destegini hissettigim degerli ¢alisma arkadaslarim
Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii Sebzecilik Sube Sefi Sayin Sevgi MUTLU ya,
degerli ¢alisma arkadaslarim M.Astm HAYTAOGLU ve Seyfullah BINBIR e

Doktora calismalar1 i¢in genetik materyal temini ve calismalarin
gerceklestirildigi, is yerim olan Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisi (ETAE)

yonetimi ve ¢alisanlarina;

Molekiiler ¢aligmalar sirasinda imkanlarindan yararlandigim E.U. Tohum
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi(TOTEM), Klasik Testlemelerin
yapildigr Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi (BATEM)’e ve testleme
caligmalarinda bana yardime1 olan Nejla CELIK ve Bengi Kiitiik TOPKAYAya,

Istatistiksel analizler icin bana yardimci olan, Ege Universitesi’nden Dr.
Tansel Kaygisiz Asgiogul’a, Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden Dr. Erol
Kiiciik, izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii’'nden, Dr. Ibrahim Celik’e,

Tezin yazimi i¢in bana yardimer olan Anda¢ Cavdar, Fatih Giil, Aysegiil
Altunok ve kardesim Naz’a
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Yasamim boyunca sevgi ve fedakarliklarini benden esirgemeyen ve bu
caligma siiresince de her tiirlii destegini esirgemeyen sevgili annem, babam ve

kardeslerime ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum L.) patatesten sonra en cok tiiketilen
sebzelerin basinda gelmekte olup, 6nemli bahge bitkilerinden biridir (Foolad and
Panthee 2012). Bugday, misir, arpa ve patates gibi iiretimi yogun olarak yapilan
kiiltiir bitkileriyle karsilastirildiginda, domates bitkisi daha geg kiiltiire alinmustir.
Islah tarihgesi eski donemlere uzanmayan domates, giiniimiizde pek ¢ok alanda

onemli bir konuma sahiptir.

Tiirkiye, uygun cografik ve iklim kosullar1 nedeniyle diinyanin en 6nde
gelen taze sebze ve meyve iireticileri arasinda yer alir. Tiirkiye’nin toplam sebze
{iretiminin %38’ini domates {iiretimi olusturmaktadir. Ulkemizde sebze isleme
sanayiinde en ¢ok islem goren tiirler domates ve biberdir. Tiirkiye domates
tiretiminin yaklasik %30’u islenmis olarak domates salcasi, domates suyu, ketgap,
domates piiresi ve dogranmis domates olarak degerlendirilir. Domates salgasi,
Tiirkiye’nin islenmis meyve ve sebze ihracat iirlinlerinin en Onemlileri
arasindadir. Tiirkiye’nin her yerinde domates iiretimi yapilmasina karsin, sofralik
tilketime uygun yetistiricilik Akdeniz bolgesinde seralarda gergeklestirilmektedir.
Antalya’daki seralarda toplam iiretimin yaklasik %17’si iiretilmektedir. Izmir,
Canakkale ve Mersin diger 6nemli iiretici illerdir. Islenmis gida sanayi icin
yetistirilen sanayilik domates T{retiminde ise Marmara ve Ege bdlgelerinde

Balikesir, Bursa, Manisa ve Canakkale 6nde gelen illerdir (Yanmaz vd., 2015).

Ulkemiz agisindan ekonomik olarak énemli bir {iriin olan domateste, ¢ogu
kiiltiir bitkisi tiretiminde oldugu gibi yetistiriciligi sinirlayan bir¢ok hastalik ve
zararll bulunmaktadir. Uretimi artirmak ve kaliteli iiriin elde edebilmek igin
yetistiriciligi tehdit eden hastalik ve zararlilardan korunmak &nemlidir.
Dayaniklilik ¢alismalariyla domateste 50°den fazla hastalik ve zararli dayaniklilik
geni tamimlanmistir ve 1slah programlarinda ticari gesitlerin gelistirilmesinde

kullanilmaktadir (Bai and Lindhout, 2007).

Diinyada domates {iretimini en fazla smirlandiran viriislerin basinda
Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus-TSWV) ve Domates

sar1 yaprak kivirciklik viriisii (Tomato yellow leaf curl virus-TYLCV)



gelmektedir. Giiniimiizde bitki virlis hastaliklarinin  kimyasal miicadelesi
bulunmamaktadir. Bu nedenle viriis kaynakli hastaliklara kars1 en etkin ekonomik
ve ¢evreci yontem hastaliklara karsi dayanikli ¢esit kullanilmasidir (Hull and
Davies, 1992).

Domateste hastalik yapan viral etmenlerin yani sira zararlililar da 6nemli
iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Bunlardan en Onemlilerinden biri obligat
organizmalar olan kok ur nematodlaridir (Meloidogyne spp.). Kok wur
nematodlarinin domateslerde % 42-54 oraninda iiriin kaybma neden oldugu

bildirilmektedir (Netscher and Sikora,1990).

Kok ur nematodlarina karsi miicadele etmek amaciyla rotasyon,
solarizasyon ve genis etkilere sahip fiimigantlar (Metil Bromid, Dazomet, vb.)
veya spesifik nematisitler kullanilmaktadir. Ancak kullanilan kimyasallarin insan
ve c¢evre sagligi acisindan etkileri nedeniyle iilkemizde ve pek cok tilkede
yasaklanmistir (Hatipoglu, 2007). K6k ur nematodlarina dayaniklilik ¢aligmalari,
nematodun gelismesini 6nlemesi, kimyasal uygulama gereksinimi olmamasi ve
cevre dostu bir yontem olmasindan dolay: biiyiik bir 6nem tagimaktadir (Boerma
and Hussey, 1992). Kok-ur nematodlarina dayanikli domates gesitlerinin

gelistirilmesi 6nemli miicadele yontemlerindendir (Mistanoglu vd., 2016).

DNA markorleri 1980°lerden itibaren pek ¢ok alanda oldugu gibi domates
dayaniklihik  1slahinda  seleksiyonu kolaylastirmast ve yeni g¢esitlerin
gelistirilmesinde Onemli bir arag olmustur. Hastalik dayanmiklilik genlerini
tanimlamaya yoOnelik markorler, 1slah programlarinda seleksiyonda (MAS)
kullanilmaktadir. Boylece, birden fazla dayaniklilik genini ayni genotip iizerinde

piramitlemek miimkiin olabilmektedir (Collard et al., 2005).

Bu caligmada; molekiiler markdr yardimli seleksiyon 1slahi kullanilarak
domates yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen verim ve kalite kayiplarina
neden olan TSWV ve toprak kaynakli bir etmen olan nematoda kars1 dayaniklilik

kazandirilmis domates 1slah hatlarinin gelistirilmesi amaglanmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Domates Hakkinda Genel Bilgiler

Domates (Solanum lycopersicum L.) Solanaceae familyasina ait tek yillik
bir sebzedir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Domatesin botanik olarak siniflandirilmasi.

Alem: Plantae

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Solanales

Familya: Solanaceae

Cins: Solanum

Tiir: Solanum lycopersicum L.

Domatesin siniflandirilmasi ilk olarak 1753 yilinda Linnaeus tarafindan
bitkilerde cins ve tiir adin1 verme sistemi, “Linnaeus'tan Turler Plantarum’un ilk
baskisinda baslamistir. Linnaeus domatesleri Solanum sinifinda S. lycopersicum
ve S. peruvianum olarak siiflandirmigtir. Daha sonra botanik¢i Philip Miller ise
domatesi  Lycopersicon cinsinde Lycopersicon esculentum Mill. olarak
adlandirmistir. Uzun yillar birgok arastirici tarafindan bu isimle kullanilmis ve
giinimiizde ise yapilan molekiiler ve morfolojik arastirmalar 1s18inda Solanum

cinsinde siniflandirilmaktadir (Peralta and Spooner, 2007).

Diinyada tohum gen bankalarinda domatesin 75000°den fazla aksesyonu
bulunmaktadir. Bu bankalarin bazilart Asian Vegetable Research and
Development Center (AVRDC), C. M. Rick Tomato Genetics Resource Center
(TGRC) ve United States Department of Agriculture (USDA) gen bankalaridir.
Gen bankalarinda domatesin yabani akrabalarini igeren genis koleksiyonlarinin
yani stra kiiltiir ¢esitleri de korunmaktadir. Domates Genetik Kaynaklart Merkezi
(TGRC) domatesin yabani ve kiiltiir tiirleri yaninda nitelikli 1slah materyallerini
de kapsayan genis bir koleksiyona sahiptir. Koleksiyonda yer alan nitelikli

domates hatlar1 birgok ¢alismada kullanilmaktadir. Ulkemizde ise Ege Tarimsal



Arastirma Enstitiisi Ulusal Tohum Gen Bankasinda ve Tiirkiye Tohum Gen

Bankasinda iilkemiz orjinli domates genetik kaynaklar1 bulunmaktadir.

Tim domates tirleri diploid (2n=2x=24) kromozom sayisinda ve
yapisindadir. Domates genomunun, 950 Mbp biiyiikliikte, 12 kromozom iizerinde
“Heinz 1706” domates c¢esidinin genom sekanslanmasiyla yaklasik 35 000 gen
icerdigi belirtilmektedir (Rothan et al., 2016). RNA sekanslanmasi ile elde edilen
caligma sonuglarina goére domateste 34 727 protein kodlayan gen ve 97
miRNA’nin varlig1 belirlenmistir (Tomato Genome Consortium, 2012). Domates
molekiiler olarak karakterize edilmis bitki tiirleri igerisinde uygulamali ve temel
aragtirmalar agisindan miikemmel bir model bitkidir. Yetistirilmesinin kolay
olusu, kisa yasam dongiisii, yiiksek oranda (%98) kendine dollenmesi (Levy et
al.1978), biiyiik iiretim potansiyeli, tozlasma ve hibridizasyon kontrolii yaninda
genetik kaynaklara olan ulasilabilirliginin kolaylig1 ve kiigiik genoma (950 Mbp)
sahip diploid yapida olmasi nedeniyle genetik ¢alisma konularmin basinda yer
almaktadir (Foolad, 2007).

2.2 Domatesin Ekonomik Onemi

Domates, 100 yildan daha kisa bir siirede diinya ¢apinda en onemli {iriin
olmustur ve kisi basina, patatesten sonra en fazla tiiketilen sebzedir (FAOSTAT,
2015). Ayrica domates tiikketim sekli bakimindan ¢ok ¢esitlidir. Cig tiiketilebildigi
gibi diger yiyecekleri gesitlendirmesi ve islenmis iiriinleri de 6nemli bir sektor

olusturmaktadir.

Tiiketim hacmi istiinliigii nedeniyle A ve C vitaminleri, esansiyel mineral
ve besinlerin aliminda 6nemli katkilar1 bulunmaktadir. Ayrica zengin bir likopen

kaynag1 olarak kansere kars1 dnemli bir besindir (Foolad, 2007).

Diinyada 2014 yilinda toplam 170.886.876 ton domates tiretimi yapilmistir
(FAOSTAT, 2016). Cin bu iiretimde en fazla paya sahiptir. Ulkemiz ise Cin,
Hindistan ve ABD’nin ardindan doérdiincii sirada yer almaktadir Cizelge 2.2°de

baz1 onemli domates tireticisi tilkelerin 2014 yil1 iiretimleri verilmistir.



Cizelge 2.2. Baz1 6nemli domates {ireticisi {lilkelerin 2014 yili {iretimleri

(FAOSTAT, 2016).
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Tirkiye

Tiirkiye’de iiretilen domatesin biiyiik boliimii taze olarak tiiketilmekte
geriye kalan yaklasik % 30’u gida sanayinde islenmektedir. Sanayide islenen
toplam miktarin ise % 80’1 salga, % 15’1 konserve ve kuru domates iiretimi igin
kalan kisim ise ketcap, domates suyu vb. domates iriinleri imalati igin
kullanilmaktadir. Ulkemiz domates salcasi iiretim kapasitesi bakimindan
Diinya’da 4. ve salca ihracatinda 7. sirada yer almaktadir. Tiirkiye’nin sebze
thracati miktan tiirler igerisinde incelendiginde, domates %57 payla ilk sirada yer

almaktadir (Yanmaz vd., 2015).

Tiirkiye’de 2016 yilinda 1.806.873 dekar alanda 12.600.000 ton domates
tretilmistir. Bu tretimin 8.581.247 tonu sofralik domatesten, 4.018.753 tonu
sanayilik domatesten olusmaktadir. Sanayilik ve sofralik domates iiretim

miktarlar1 bakimindan énde gelen iller Antalya, Bursa, Manisa ve Izmir’dir

(TUIK, 2017).
2.3 Diinyada ve Ulkemizde Domates Islah Programlari

Domatesin kiiltiire alinmas1 diger {riinlere gore yakin zamanlarda
gerceklesmis olup 400 yillik gegmise sahiptir. Domatesin 1500°li  yillarin
baslarinda Avrupa’ya getirildigi buradan daha genis bdlgelere yayildig
belirtilmektedir. Avrupa’da ilk tanimlamasi 1544 yilinda Pertus Matthiolius
tarafindan hazirlanan herbaryum ile olmustur. Uzun yillar siis bitkisi olarak

kullanilmasma karsin Fransa’da 18.yiizy1l sonlarinda Vilmorin tarafindan



hazirlanan tohum katalogunda sebze olarak kullanimindan s6z edilmektedir.
Ingiltere’de 18.yiizy1l ortalarinda domates tiiketiminin oldukca yaygm oldugu ve
domatesin Ingiltere’den Orta Dogu ve Asya’ya Halep konsolosu John Baker
tarafindan getirildigi belirtilmektedir (Bergougnoux, 2014).

Domates %98 oraninda kendine déllenir (Levy et al., 1978). Bu 6zelliginden
dolayr ilk gelistirilen domates cesitleri aile igerisinde seleksiyonu yapilan
cesitlerdir. Nesilden nesile aktarilan anlaminda ‘“heirloom” g¢esitler olarak
adlandirilir. “Heirloom” ¢esitler agik tozlanan, biiyiikliik, sekil ve renk
bakimindan &zgiin olan c¢esitlerdir (Watson, 1996). Etkili 1slah programlari
1870’lerde Amerika’da bilinen ilk domates 1slah¢ist Livingston’un gelistirdigi ilk
ticari domates ¢esidi “Paragon” ile baslamistir. Livingston’un islahtaki amaci
diizgiin meyve yiizeyine sahip, biiylikliigii homojen ve daha lezzetli bir domates
gelistirmek olmustur. 1946 yilinda ilk hibrit domates ¢esidi “Single Cross”
piyasaya sunulmustur (Dorst, 1946).

Giintimiizde domates pazari olduk¢a Onemlidir ve piyasada rekabet
edebilmek icin siirekli yeni cesitler gelistirmek ve gelistirilen yeni cesitlere yeni
degerler, nitelikler kazandirmak gerekmektedir. Bir ticari domates c¢esidinin
ortalama satig omrii yaklasik 5 yil olarak 6ngoriilmektedir. Bu da ¢ok rekabetgi bir
1slah asamasini beraberinde getirmektedir. Kamu ve 6zel sektoriin domates 1slah
programlarinin amaglar1 lokasyona, ihtiyaglara ve kaynaklara gore degisiklik
gostermektedir. 20. yiizyilda domateste islah amaglari 1970’1 yillarda verim,
1980’lerde uzun raf omrii, 1990’larda tat ve gilinlimiizde ise besin degeri ve

hastaliklara dayaniklilik olarak tanimlanmaktadir (Bai and Lindhout, 2007).

Ulkemizde Cumhuriyet doneminde ¢esit gelistirme ve tohumluk
dretimlerinin sistemli bir sekilde yapilmasi amaciyla, 1926 yilinda Adapazari,
Eskisehir ve Istanbul (Yesilkdy)’de “Tohum Islah ve Uretme istasyonlar:”
kurulmustur. Tirkiye, 1963 yilinda Uluslararast Tohum Test Birligi (ISTA)‘ya
iiye olmus ve ¢ikarilan 308 sayili “Tohumculuk Tescil, Kontrol ve Sertifikasyonu
Kanunu” iilkemizde ¢esit gelistirme ve tohumculuk ¢aligmalarinda uluslararasi
kurallar uygulanmaya baslanmistir. Bu kanun ile kaliteli tohumluklarin devlet
garantisi ile iiretim ve dagitimi hadeflenmistir. Cesit 1slahi, tohumluk {iretimi ve

dagitimmda 1980 yilindan sonra bir dizi tesvik yasasit ile ©zel sektdriin



tohumculuk sektoriine girmesi saglanmistir. 1984 yilinda tohumluk ithalatinin
serbest birakilmasi ve ithal edilen tohumlar icin siibvansiyon verilmesi ile 6zel

tohumculuk kuruluslarinin sayilar1 artmistir ( Altindal ve Akgiin, 2007).

Bu donemde yurtdisindan bir¢cok ¢esit introdiiksiyon yoluyla getirilip,
adaptasyon calismalar1 yapilmistir. Tk yurtdis1 orjinli standart domates cesitleri
SC2121, H-2274 gesitleridir. 1980°1i yillarda en ¢ok yetistirilen ¢esitler: Earlyana,
Maryglobe, Manalucia, Yalova-9, H-2274, SC2121, Campell-11, AT-29, CAL-
ACE ve Super California gesitleridir. Bu donemde bilinen pek ¢ok domates ¢esidi

Amerikan menseiilidir (Kiitevin ve Tiirkes, 1994).

Tiirkiye’de 1980 yilindan sonra tohumculuk yasasinin degismesiyle yurt
disindan tohumluk dis alimina kolaylik getirilmistir. Tohumculuk sektdriinde
devletin %95 diizeyinde olan pay1 azaltilmis, 6zel tohumculuk sirketlerinin tohum
{iretimi ve pazarlamasindaki payr %89-100’e c¢ikmistir. Ulkemizdeki yabanci
tohum sirketlerinin yaninda yabanci sirketlerle ortak olan ve tamamen yerli
sermayeli  tohumculuk sirketleri kurulmustur. Tohumculuk sektoriiniin
gelismesiyle birlikte tilkemizdeki gesit sayisi da artmustir (Yanmaz vd., 2015).
Tiirkiye’de ilk hibrit domates 1slah ¢aligmalari, 1980 yilinda Antalya Sebzecilik
Arastirma Enstitiisii’'nde baslamistir. Ulkemizde gelistirilen tescilli ilk hibrit
cesitler, 1990 yilinda Lale F1 (Altin Tohumculuk), 1991 yilinda Zeynep F1
(Bursa Tohumculuk), 1993 yilinda Ertekin VF F1 ve Gen¢ VF F1 (Antalya
Sebzecilik Arastirma Enstitiisii) cesitleridir (H. Ekiz, so6zli goriisme). 1990’1
yillarin ortalarindan sonra bir¢ok yerli tohum kuruluslart caligmalarina hiz
vererek, biyoteknolojik yontemleri kullanarak, birgok yerli hastalik ve zararlilara
dayanikli oturak ve sirik hibrit domates cesitleri gelistirmekte olup, yurtdisina

ihracat yapmaktadirlar ( M. Ozkale, sozlii goriisme).

Ulkemizde, Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Miidiirliigii, (TTSM)’ye her
yil domates cesidi tescil amaciyla sunulmaktadir (Giliveng, 2016). 2017 yih
TTSM’de kayith tescilli domates ¢esidi sayis1 754 ve 437 adet tiretim izinli olmak
tizere toplam 1191 tescilli domates ¢esidi bulunmaktadir (TTSM, 2017).



2.4 Domates Yetistiriciliginde Hastalik ve Zararhlara Dayamkhhk

Domates yetistiriciliginde fungal, bakteriyel ve viral etmenlerin neden
oldugu bir¢ok hastalik bulunmaktadir. Domates, ekonomik olarak zarar meydana
getiren 200 den fazla tiirde patojen ve zararliya konukguluk yapar. Kok-ur
nematodlart (Meloidogyne spp.) bunlarin igerisinde en Onemlilerindendir.
Bitkilerin koklerinde irili-ufakli ur olusturmalar1 ile tanimabilen kok-ur
nematodlari, bitki paraziti nematodlarinin en 6nemli gruplarini olusturmakta olup,
100 den fazla tiirii tanimlanmistir (Seid et al., 2015). Sekil 2.1’de viriisler ve

toprak kaynakli etmenlerin olusturdugu zararlardan goriintiiler verilmistir.

Sekil 2.1. Domates bitkilerinde hastalik ve zararlhilar sonucu olusan zararlar a,b ve c sekillerinde
virlis kaynakli zararlar d ve e kok-ur nematodlarimin domates bitki koklerinde bitki

koklerinde olusturduklari besin alinimini engelleyen urlar (orijinal).

Genellikle, bu patojen ve zararlilarla miicadele etmek i¢in baz1 fungisit ve
pestisitlerin kullanim1 zorunlu hale gelmektedir. Ancak kullanilan bu kimyasallar
iiretici ve tiiketicilerin sagligi agisindan ayni zamanda dogal cevre i¢in ¢ok

zararlidir (Bai and Lindhout, 2007).



Ozellikle viriislerin ve toprak kaynakli etmenlerin neden oldugu hastaliklar
nedeniyle domates yetistiriciliginde ekonomik anlamda bir¢ok zarar meydana
gelmektedir. Viriis hastaliklarinin  kimyasal miicadelesinin olmamasi, toprak
kaynakli etmenler olan nematodlara kars1 uygulanacak olan kimyasal yontemlerin
cevreye ve insan sagligina olan etkilerinden dolay1 dayanikli ¢esit kullanim1 6nem

tasimaktadir.

2.4.1 Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV-Tomato Spotted
Wilt Virus)

1915 yilinda ilk defa Brittlebank tarafindan Avustralya’da tespit edilen
TSWV (Brittlebank, 1919; Samuel et al., 1930), insan ve hayvanlarda patojen
virlis tiirlerini de i¢eren Bunyaviridae familyasina ait Tospovirus cinsinde yer alan

15 viriis tiirtinden birisidir (Oguz, 2010).

Diinya’da en fazla zarar olusturdugu bitki tiirleri arasinda domates, biber,
marul, tiitlin, yer fisti1 ve baz1 siis bitkileri yer almaktadir. TSWV, Tiirkiye’de ilk
olarak Tekinel ve ark. (1969), tarafindan marul bitkilerinde, ardindan domateste
(Tekinel, 1973; Fidan 1993; Fidan,1995; Azeri, 1994; Gildiir ve ark., 1995;
Yilmaz ve ark., 1995; Giildiir, 1997; Arli-Sokmen ve Sevik, 2006; Turhan ve
Korkmaz,2006; Sevik ve Arli-Sokmen, 2012; Ozdemir ve ark., 2009; Yardimc1 ve
Kilig, 2009), tiitiinde (Azeri, 1994), biberde (Yiirtmen ve ark., 1999; Arli-S6kmen
ve ark., 2005; Yardimci ve Kilig, 2009), patlicanda (Kamberoglu ve ark., 2009),
kabakta (Yardimci ve Kilig, 2009) ve bazi yabanci otlarda da(Arli-S6kmen ve
ark., 2005; Ozdemir ve ark., 2009) tespit edilmistir.

TSWV, domates yetistiriciliginde ve diger dnemli kiiltiir bitkilerinde en
tehlikeli 10 viris tliriinden birisi olmakla birlikte Diinya’da hemen hemen her

yerde sorun olusturmaktadir (German et al., 1992).

TSWV, Akdeniz ve Avrupa Bitki Koruma Organizasyonu (EPPO) ve
tilkemizde de karantina usullerince i¢ ve dis karantinaya tabi viriisler arasinda yer

almaktadir (Sin, 2015). EPPO A2 karantina listesinde, Tiirkiye Bitki Karantinasi
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Yonetmeligi'nde ise ‘Tiirkiye de sinirli olarak bulunan ve ithale mani teskil eden

karantinaya tabi zararli organizmalar’ listesinde yer almaktadir (Kili¢ vd., 2017).

Viriis mekanik yolla ve 9 trips tiirii ile tasinmaktadir. Bu tiirler arasinda,
sogan tripsi (Thrips tabaci Lindeman) ve bati ¢i¢ek tripsi (Frankliniella

occidentalis Pergande) en yaygin olanlaridir (Mau and Martin, 2002).

2.4.1.1 Belirtileri

TSWYV, domates bitkisini ciddi oranda etkilemekte ve donemli derecede tiriin

kayiplarina neden olabilmektedir.

TSWYV ile bulasik bitkilerde bodurlagma, yapraklarda kloroz, meyvelerde
klorotik ve nekrotik halka seklinde lekeler meydana gelmektedir (German et al.
1992).

Domateste yapraklar tizerinde once kahverengi daha sonra bronz rengine
doniisen lekeler olusmaktadir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3). Yapraklar asagi ve ige
dogru kivrilip, kirilgan bir yapiya donlismektedir. Yaprak sapinda, govdede ve
yeni gelisen siirgiinlerde koyu kahverengi cizgiler gdzlemlenmektedir. Siirgiin
uclarinda geriye dogru 6liim, bitkide tek yonlii ya da homojen bodurlagma ve
genel solgunluk tipiktir. Meyveler iizerinde ¢ok sayida i¢ ice ge¢mis, merkezi
kabarik olan halkalar seklinde lekeler goriilmektedir. Cicekler enfeksiyondan 6nce
olusmus ise meyvelerde belirti goriilmeyebilir. Enfeksiyondan sonra olusmus ise
olgunlagmamis, yesil renkli meyvelerde sekil bozuklugu ve i¢ ice gegmis yuvarlak
lekeler goriilmektedir. Olgunlasmis meyvelerde ise ¢cok sayida konsantrik ve etrafi

sar1 renkte olan daire seklinde lekeler olusmaktadir (Giildiir, 1997;Sin, 2015).



Sekil 2.2. TSWV domates yapraklarinda olusturdugu kahverengi lekeler (orijinal).

Sekil 2.3. TSWV nin domates meyvelerinde olusturdugu simptomlar (orijinal).

2.4.1.2 TSWV dayanmikhlik genleri

TSWV dayaniklilig1 ile iligkili genler ilk olarak Finley (1953) tarafindan 5
farkli dayaniklilik geni (Swla, Swlb, sw2, sw3, sw4) olarak tanimlamistir. Bu
genlerin izolat spesifik olup, ayrica dayaniklilk mekanizmasinin farkl
Tospoviriisler tarafindan kirilabildigi bildirilmistir (Price et al., 2007, Saidi and
Warade, 2008).

Dominant kalittim gosteren Sw-5 geni ise ilk olarak Giiney Afrika kaynakli

“Stevens” domates ¢esidinde tamimlanmustir (Stevens et al.,1992).
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S. peruvianum’dan gelistirilen S. lycopersicum “UPV-32” hattinda
tanimlanan dayaniklilik geni Sw-6’nin trips inokulasyonuna kismi dayaniklilik ve

virus izolatlarina Sw-5‘ten daha az dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir (Rosello
etal., 1998, 2001).

Son olarak, Sw-7 tanimlanmistir ve S. chilense kaynakli LA 1938°‘den,
Solanum lycopersicum’a aktarilmistir (Canady et al., 2001, Stevens et al., 2006,
Price et al., 2007, Saidi and Warade, 2008). Sw-7 geni yeni bir dayaniklilik
kaynag1 olarak belirlenmis olup, dayaniklilik mekanizmasi ile ilgili aragtirmalar
devam etmektedir (M.R. Stevens, sozlii goriisme). Cizelge 2.3’de dayaniklilik

saglayan genler ve kaynaklar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.3. TSWV’e dayaniklilik saglayan genler ve kaynaklari.

Genler Kaynak Kalitim Referans

Sw-12 S. lycopersicum Dominant (Finlay, 1953)

Sw-1° S. lycopersicum Dominant (Finlay, 1953)

Sw-2 S. lycopersicum Dominant (Finlay, 1953)

sw-3 S. lycopersicum Resesif (Finlay, 1953)
sw-4 S. lycopersicum Resesif (Finlay, 1953)
Sw-5 S. peruvianum Dominant | (Stevens et al., 1992)
Sw-6 S.peruvianum Dominant | (Rosello et al., 1999).

Sw-7 | S.chilense (LA 1938) | Dominant | (Stevens et al., 2006).

Sw-5 geni ilk olarak S. peruvianum’da tanimlanmistir ve farkli cografik
bolgelerden TSWV izolatlarina karst kararli bir dayaniklilik sagladigi
bildirilmektedir (Boiteux and Giordano, 1992, 1993, Stevens et al., 1991, 1992,
1994, 1996, Rosello et al., 1998). Stevens et al.,, (1995), Sw-5 genini 9.
kromozomun telomerik bolgesinde Restriction Fragment Length Polymorphism

(RFLP) markorleri CT71, CT220 ve Sw-5ten yaklasik 0.5 ¢cM uzaklikta Random
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Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markoérii 421R ile haritalandirmistir. Yakin
Izogenik Hatlar’dan (Near Isogenic Lines, NILs) elde edilen segregant L.
esculentum geri melez populasyonunu kullanarak Stevens et al., (1996) bir sonraki
haritay1 1 ¢cM uzaklikta RAPD markorii 421R ve Sw-5 ‘ten 2.4 cM uzaklikta
RFLP markorii CT220 ile olusturmustur. Chague et al., (1996)

Shi et al., (2011) Sw-5 genine spesifik olarak tanimlamaya yonelik
yaptiklar1 ¢alismada PCR bazli markorler ve TSWV spesifik gen tiirevli SNP
markorleriyle calismiglardir. Sw5-b allelini tanimlamis ve ticari gesitler ve
TGRC’den alinan aksesyonlarla gergeklestirilen c¢alismada 26 genotiple
tanimlama yapilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan 14 aksesyon (LA 3667, LA0655,
LA 0656, LA 1221, LA 1802, LA 2088, LA 2821, LA 2823, LA 3130, LA 3432,
LA 3433, LA 3471 ve LA 3473) arasinda sadece LA 3667, 541 bp fragmentinde
bant vererek Sw-5 genini igerdigi belirlenmistir. Calismada kullanilan Sw-5 geni
iceren diger genotipler ise Talladega, BHN-444 ve Sophya ticari cesitleri

olmustur.

Domateste simdiye kadar genis spektrumlu Tospovirus dayanikliligi ile
ilgili en iyi direng seviyeleri SW-5 geninde bildirilmistir. Bu lokus (Sw-5) en az
bes paralog gen (Sw-5a, Sw-5b, Sw-5c, Sw-5d ve Sw-5e ) igerir. Bu paralog
genlerden Sw-5b asil dayaniklihigi temsil etmektedir Sw-5a ve Sw-5b gen
kiimesini kapsayan genomik gen bolgesi i¢inde farkli dizilerden olugan 7 primer
ciftini igeren bir paneli degerlendirmislerdir (Dianese et al., 2010). Bir gen ¢ifti
tek ve ko-dominant dayanikli ve hassas hatlar arasinda polimorfizm gostermistir.
Bu amplikonlarin sekans analizi sonunda ortaya ¢ikan amplikonlarda Sw-5
lokusuna spesifik insersiyon ve delesyonlarda meydana gelen farkliliklar oldugu

belirlenmistir.

Ulkemizde domateste markorlere dayali seleksiyon iizerine c¢alismalar
bulunmaktadir. Oguz (2010), Tiirkiye kaynakli domates genetik kaynaklarinin ve
baz1 yabani genotiplerin etmene karsi dayanimlarimi morfolojik ve molekiiler
olarak arastirmislardir. Kontrol olarak TSWV dayaniklilik geni, Sw-5 genini

tastyan LA 3667, Formula F1 ve S. peruvianum genotipleri dayanikli kontrol
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olarak kullanilmiglardir. Arastirma sonunda tiim yerel genotiplerin etmene karsi

hassas oldugu belirlenmistir.

Koca (2012), tarafindan yapilan ¢alismada, Tirkiye’de faaliyet gosteren 8
farkli tohumculuk firmasindan temin edilen 71 farkli domates ¢esidinin Sw-5
dayaniklilik genini tasiyip tasimadiklari arastirmistir. Bu cesitlerin TSWV'a
dayaniklilik durumlart Sw-5 lokusuyla baglantili olan Sw-5-2, CT220 markorleri
ve bu c¢alismada gelistirilen Sw-5a-¢ markoriine spesifik primerler kullanilarak
PCR yontemiyle belirlenmistir. Domateste MAS yontemi kullanilarak Sw-5
geninin varliginin etkin bir sekilde belirlenecegi ve Tiirkiye’de yaygin olarak
yetistirilen domates c¢esitlerinin ¢ogunun TSWV'a dayaniklilik saglayan Sw-5

lokusunu tasidig: belirtilmistir.

Sat (2015), serada TSWV'e kars1 iki dayanikli (Asil F1, Ferman F1), bir
tolerant (Cigdem F1) ve bir duyarli (Kardelen F1) gesitleri ile viriisiin fizyolojik,
morfolojik ve biyokimyasal faaliyetleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi
amaglanan calismada; seralarda oldukca yaygin olan TSWV' e kars1 kimyasal
miicadele yonteminin olmamasi nedeniyle enfeksiyondan korunmada en etkili

faktor olan dayanikli ¢esitlerin kullaniminin 6nemi belirtilmistir.

2.4.2 Kok ur nematodlari

Bitki paraziti nematodlarin tespiti ve teshisi mikroskobun icadindan sonra
olmus ve nematodlarla ilgili ilk kayit 1799 yilinda bugday gal nematodu Anguina
tritici olarak belirtilmektedir (Thorne, 1961; Siddiqi, 2000). Cok sayida bitki
tiriinde zarar meydana getiren, tarimsal anlamda ciddi verim kayiplarina neden
olan kok-ur nematodlar1 ilk kez 1855 yilinda Ingiltere’de Berkeley tarafindan
bulunmustur (Whitehead, 1968). Kok-ur nematodlarinin bitkide kolayca taninan
belirtiler meydana getirmesi ve diger tiirlere oranla zarar derecelerinin yiiksek

olmasz, bu tiirler tizerindeki ¢aligmalarin yogun olmasina neden olmustur.

Diinyanin tropik ve subtropik iklim bolgelerinde yiiriitiilen arastirmalarda
ekonomik 6neme sahip dort kok-ur nematod tiirii (M. incognita, M. javanica, M.

arenaria ve M. hapla ) bulunmustur (Netscher and Sikora, 1990).



15

2.4.2.1 Zararlan

Kok ur-nematodlar1 endoparazit (bitki biinyesinde yasayan ve g¢ogalan)
nematodlardir. Beslenme sirasinda stiletinden (sokucu-emici olarak agiz
ignesinden) hiicre igerisine biraktig1 toksik salgilar sonucunda bitkinin koklerinde
urlar meydana getirirler. Sekil 2.4’de kok-ur nematodlarinin domates bitkisi
koklerinde olusturdugu urlar gosterilmistir. Bu wurlar, bitkideki su dolasim
diizenini bozar ve kokiin fonksiyonlarini engeller. Bitkide gelisme yavaslar ve
durur, bodurlagsma goriiliir. Yapraklarda sararma, cicek ve meyve dokiilmeleri
olur. Enfeksiyon agir ise bitki tamamen kuruyabilir (Besirli ve Yasarakinci,
2004).

Sekil 2.4. Kok-ur nematodlarinin domates bitkisi koklerinde olusturdugu urlar (orijinal).

Bulasik bitkilerin koklerdeki urlarin baklagil nodozitelerinden farki, daha
acik renkli ve muntazam sekilli oluslaridir. Bu urlarin igerisinde ergin disiyi de
bulmak miimkiin olabilmektedir. Nematodun zarar derecesi populasyon
yogunluguna ve bitki ¢esidine gore degismektedir. Bakteriyel ve fungal hastalik
etmenleriyle bulagik bitkilerde kok-ur nematodlarinin zarari artmaktadir. Tiim
bolgelerimizde bu nematod tiirlerine rastlanabilmektedir (Besirli ve Yasarakinci,

2004).
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Kagkavalc1 (1998) yazlik sebze yetistirilen alanlarda kok ur nematodlart
(Meloidogyne spp.)'nin tiirlerinin saptanmasi ve bu bolgedeki yayilislar ile
ekonomik Onemlerinin ortaya konmasi amaciyla yaptiklar1 calismada sanayi
domateslerindeki kok ur nematodlar1 bulasiklik derecesinin verim azalmasi

izerinde %80,1 oraninda etkili bir faktoér oldugunu belirtmistir.

Kok-ur nematodlarinin konuk¢usunun c¢ok olmasi, sulanabilen alanlarda
ozellikle sebzelerin yetistirilmesi, baz1 yerlerde, yil i¢inde birden fazla {iriiniin

iiretiminin yapilmasi nedeniyle kiiltiirel onlemlerin uygulanmasi gii¢c olmaktadir.

Kok-ur nematodlarinin yasamasini etkileyen baglica faktorler duyarh
(hassas) konukgular ve iklime bagli olan toprak sicakhigidir. Ikinci en 6nemli
faktor de sulama veya yagisa bagli olarak degisen toprak nemidir. Ayrica, toprak

yapist da populasyon yogunlugu iizerinde etkili olan bir diger onemli faktordiir

(Mutlu, 2015).

Ulkemizde yapilan calismalar ile kok ur nematodlart M. incognita, M.
javanica, M. arenaria, M. hapla ve M. thamesi tiirlerinin bulundugu, en yaygin ve
ekonomik olarak zarar yapan tiirlerin ise M. incognita ve M. javanica oldugu
belirtilmistir (Yiksel, 1974; Elek¢ioglu ve Uygun 1994, Elekcioglu et al., 1994,
Mennan ve Ecevit, 1996, Kaskavalc1 ve Onciier, 1999, Sogiit ve Elekgioglu,
2000).

2.4.2.2 Domateste Kok Ur-Nematodlarina dayamiklihk

Domateste kok-ur nematodlarina kars1 dayaniklilik, ilk olarak domatesin
yabani tiirlerinden Solanum peruvianum Mill. PI128657 gozlenmistir (Bailey,
1941). Embriyo kurtarma teknigi kullanilarak dayamiklilik S. lycopersicum'a
aktarilmistir (Smith, 1944). Mi geninin tek dominant kalitimli bir gen oldugu ve
bitkilerin dayaniklilik durumunu belirlemek i¢in yapilan caligmada kullanilan
nematod tiiri olan M. incognita’ya dayanikliligi ifade etmek igin verilmistir
(Gilbert and McGuire, 1956).
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Bitki paraziti kok-ur nematodlarina kars1 bilinen genetik dayanikliligin %52
oraninda monogenik, %28 oraninda oligogenik ve %20 oraninda poligenik
genlerin kontroliinde oldugu bildirilmistir (Bingefors, 1982; Sidhu and Webster
,1981; Hussey and Boerma 1992). Nematod dayanikliligi ile ilgili genetik
calismalar monogenik/vertikal — dayaniklilik  i{izerinde = yogunlasmaktadir.
Monogenik bagka bir ifadeyle tek, dominant genler ile saglanan dayaniklilik,
Mendel acilimi gostermesi, kalittmin belirlenmesinin ve aktarilmasimin kolay
olmasi ile bitki 1slah programlarinda tercih edilmektedir. Cok gen kontroliinde
olan dayanikliligin klasik 1slah metodlari ile belirlenmesi, secilmesi ve aktarilmasi
zordur. Domateste kok-ur nematodlarina dayaniklilik saglayan Mi geni
monogenik gen kontroliindedir (Bailey 1941). Geriye melezleme 1slah metodu ile
kok ur nematodlarina dayanikli VFN-8 ve Anahu kiiltiir cesitleri gelistirilmistir
(Filho and Stevens, 1979). Gelistirilen birgok dayanikli ¢esidin orjininin bu
cesitlerden olustugu bildirilmektedir (Gallardo, 1989).

Domateste Mi dayaniklilik geni, kok-ur nematodlart M. incognita, M.
javanica ve M. arenaria tiirlerine dayaniklilik saglamakta ( Roberts and Granfell,
1992) ayrica patates afidi (Macrosiphum euphorbiae) (Rossi et al., 1998; Godzina
et al., 2010) ve beyaz sinek (Bemisia tabaci) biyotipleri Q (Nombela et al., 2001)
ve B (Jiang et al., 2001)’ye dayamiklhilik saglamaktadir. Bu bakimdan da
birbirinden farkli 3 patojen tiirline kars1 dayaniklilik gosteren ilk bitki
dayaniklilik geni olarak belirtilmektedir (Maleita et al., 2011).

Domateste Mi geni, 6. kromozomun sentromere yakin kisa kolunda
(Kaloshian et al., 1998) haritalanmistir Bakterilere, funguslara ve viriislere karsi
direngte (dayaniklilik) etkili olan bitki proteinlerinin bir familyasinin
karakteristigi olan NBS-LRR grubuna aittir (Milligan et al., 1998). Domates sar1
yaprak kivircikligr virlisii (TYLCV)’ne dayaniklilik saglayan Ty-1 geni de aym
kromozom {iizerinde bulunmaktadir.Her iki dayaniklilik geninin ayni genomik
bolgede ve birbirlerine ¢ok yakin olmasi nedeniyle domateste Ty-1 geni tasiyan
domates bitkilerinde kok-ur nematoduna dayaniklilig: tespit etmek i¢in PMil2 ve
Mi23 markorleri gelistirilmistir (E1 Mehrach et al., 2005; Seah et al., 2007b).
Devran vd. (2013) . Yapilan ¢alismalarda, domates 1slah hatlarinda dayanikliligin

belirlenmesinde kullanilan PMil2 markoriiniin - istenmeyen ilave bantlar
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verebildigi, Mi23 markorii ile tutarl sonuglara ulasildigi belirtilmektedir (Cortada
et al., 2008; Ozarslandan vd., 2010; Maleita et al., 2011; Devran ve Sogiit, 2014).

Danso et al., (2011), diinyanin farkli boélgelerine ait ticari ve yerel 28
domates ¢esitleri igeren kok ur nematodu dayaniklilik geni (Mi) spesifik
molekiiler markori Mi23 ile taranmustir. FLA 505-BL 1172, 2641A, Adwoa
Deede, Terminator F1, Tima ve2644A ¢esitleri ve dayanikli kontrol ¢esit VENT,
Mi dayaniklilik lokusuna spesifik 380 bp’de bant olusturarak molekiiler olarak
dayanikli olarak belirlenmislerdir. Hassas kontrol ¢esit UC-82’de bant olusumu
gbzlenmedigi belirtilmistir. Aragtirma sonunda molekiiler markér Mi23F/Mi23
primerinin domates genotiplerin kok ur nematodlarina dayaniklilik durumlarinin

belirlenmesinde giivenilir ve etkin oldugu belirtilmistir.

Soya (2008), 288 domates 1slah hattinin kdk ur nematodlarina ve
verticillium solgunluguna dayanikliliklarmin CAPS markoérleriyle belirlenmesi
icin yapilan caligmada; kok ur nematodlarina hassas 200 genotip, heterozigot

dayanikl1 45 genotip ve homozigot dayanikli 2 bitki genotipi belirlenmistir.

Zengin (2016), molekiiler markoér yardimli seleksiyon (MAS) islahi ile
farkli domates tiplerinde (kiraz, kokteyl, tekli salkim ve ir1) birden fazla hastaliga
ve/veya nematoda dayanmikli genotiplerin gelistirilmesi amaciyla, bir g¢alisma
yapilmustir. Bu amagla; Ty-1, Ty-3a, Sw-5, Frl ve Mi genlerini heterozigot tasiyan
ticari bir ¢esit ile bu genleri homozigot hassas olarak tasiyan 4 adet enstitii hatti
melezlenmistir. Calisma sonucunda farkli meyve tiplerinde (kiraz, kokteyl, tane,
beef) F3; generasyonunda 95 adet genotip gelistirilmistir. Calismada Ty-3a (Ty-1)
ve Sw-5 genlerini 19 genotip, Mi ve Frl genlerini 26 genotip, Ty-3a (Ty-1) ve Frl
genlerini 12 genotip, Sw-5 ve Frl genlerini 15 genotip elde edilmistir. Ayrica Sw-5
ve Mi genlerini 7 genotip, Ty-3a (Ty-1), Sw-5 ve Frl genlerini 7 genotip, Sw-5, Mi

ve Frl genlerini 3 genotip bir arada homozigot olarak tasidigi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilmis olan,
TSWV ve nematoda hassas M68 hatti ile dayaniklilik aktarmak amaciyla
TGRC’den temin edilen TSWV’ye dayaniklilik saglayan Sw-5 genini igeren LA
3667 ve nematoda dayaniklilik saglayan Mi genini iceren LA 2941 sofralik hatlar

kullanilmustir.

3.1.1 Hassas materyal

M68: Bitki ve meyve Ozellikleri bakimindan 6ne ¢ikan, sanayi ve sofralik
ozelligi iyi, 150-200 g agirlikta, orta erkenci, yuvarlak meyveli bir hattir.
Hastaliklara dayaniklilik yOniinden hassas oldugu belirlenmistir. Sekil 3.1.°de
meyve ve bitki tipi goriilmektedir.

Sekil 3.1. Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilmis olan ve gen havuzunda yer

alan sofralik M68 hatti.



20

3.1.2 TSWYV dayanikh materyal

LA 3667: TGRC’den temin edilmistir. Sekil 3.2’de LA 3667 aksesyonuna

ait bitki ve meyve o6zellikleri goriilmektedir. Aksesyonla ilgili bilgiler:

e Takson (Solanum): S. lycopersicum

e Takson (Lycopersicon): L. esculentum

e Donor: Mikel Stevens

e Genotip ge¢misi: Hibrit iirlini

e Mating System: Autogamous-SC

e Kromozom sayisi: 24

e Aciklama: F5 Stevens x Rodale

e Kategori: Hastalik dayanikliligi, monogenik

e Aksesyon yili: 1995

e Genler: Sw-5

Sekil 3.2. LA3667 Sw-5 lokusu iceren TGRC aksesyonu.

3.1.3 Nematod dayanmikh materyal

LA2941, TGRC’den temin edilmistir. Sekil 3.3’te aksesyona ait meyve sekli
goriilmektedir. Aksesyonla ilgili bilgiler:
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e Takson (Solanum): S. lycopersicum

e Takson (Lycopersicon): L. esculentum

o Cesitismi: UC-TR51

e Dondr: Craig Giannini

e Mating System: Autogamous-SC

e Kromozom sayisi: 24

e Aciklama: Rick Jones sofralik 1slah hatti
e Kategori: Hastalik dayanikliligi

e Aksesyon yili: 1988

e Genler: I,Mi Ve

Sekil 3.3. LA2941Mi dayanikli aksesyonu.

3.2 Yontem

TSWV ve nematoda dayanikli domates hatlar1 gelistirmek i¢in yapilan
calismada “markor yardimli piramitleme” (Marker-assisted pyramiding) yontemi
kullanilmistir. Bu yontem i¢in izlenen asamalar, asagidaki alt basliklarda

aciklanmustir.
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3.3 Populasyon Olusturma

3.3.1 TSWV (Domates Lekeli Solgunluk viriisii)’ne dayamkh

populasyon olusturma

Tez caligmasinda ilk olarak Domates lekeli solgunluk viriisii’ne dayaniklilik
geni (Sw-5) iceren hatlarin olusturulmasina yonelik popiilasyon olusturulmustur.
Olusturulan popiilasyon “popiilasyon 17 olarak adlandirilmistir. ETAE’nin
hastaliklara dayaniklilik bakimindan duyarlt M68 nolu 1slah hatti ile TGRC’den
temin edilen Sw-5 geni bakimindan homozigot dayanikli LA 3667 islah hattinin
ile melezlenme ile olusturulmustur. Populasyon olusturma ¢alismalar1 2012, 2013

ve 2014 yil1 ilkbahar ve sonbahar iiretim sezonlarinda gergeklestirilmistir.

Popiilasyon 1’in olusum semasi Sekil 3.4°te gosterilmistir.

TSWYV -Dayanikh Populasyon Gelistirme (Populasyon 1)

LA3667
Mé8 Sw-3 (RR)
Sw-3 (1) Homozigot
hassas Dayaniklt

MELEZLEME
F1-Sw-3 (Rr) Monogenik Kalitim (kendileme ve MAS)

F2-Sw-5 (1:2:1)(RR:Rr1r) (Kendileme ve Markore Dayal Seleksiyon)

F3 (RR) (kendileme)

|

F4 (RR)- (Markére Dayal Seleksiyon +Biyolojik Testleme (TSWV Mekanik Inokulasyon)

Sekil 3.4. Populasyon 1 i¢in izlenen agamalar.
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3.3.1.1 2012 yili calismalar1

Tohum ekimleri hazir torf kullanilarak 228’lik polistren fide viyollerine
yapilmistir. Fide dikimleri 140x50 cm aralikla Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
deneme alanina yapilmistir. Domates lekeli solgunluk viriisiine dayanikli ( LA
3667) ve hassas (M68) ebeveynler melezlenmistir. Melezlemeler 20 Mayis 2012 -
10 Haziran 2012 tarihleri arasinda g¢igeklenmelerin yogun oldugu donemde
gerceklestirilmistir. Kademe ilerletmek amaciyla melez meyvelerden elde edilen
tohumlar 06 Agustos 2012’de ekilmis ve 07 Eylil 2012°de 10 adet F; fidesi
seraya dikilmistir (Sekil 3.5).

10 adet F; bitkisinden alinan yaprak 6rneklerinden yapilan markor analizi
(Dianase, 2010) sonunda heterozigot dayanikli (Rr) olduklar1 belirlenmistir. Bu Fy
bitkileri kendilenmeleri izole kosullarda yetistirilerek saglanmistir. Her bir F;
bitkisinden (01.02.2013) 10 adet meyve alinarak F, tohumlari ¢ikarilmistir.( Sekil

3.6 ) tohum hasadi i¢in F; bitkilerden segilen meyveler goriillmektedir.

Sekil 3.5. 2012 sonbahar iiretim sezonunda kademe ilerletmek amaciyla serada yetistirilen F1

(M68x LA 3667) bitkileri.
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M6 8 x LA
3667
Fi

Sekil 3.6. F1 bitkilerinden elde edilen meyveler.

3.3.1.2 2013 yili calismalari

F1 bitkilerinden elde edilen tohumlarin 200 tanesi F, islah kademesi igin
viyollere ekilmistir (11.03.2013). Tohum c¢ikis1 gergeklesen 190 adet fidenin 140
X 50 cm aralikla Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii deneme alanina dikimi 24
Nisan 2013 te yapilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Deneme alinan dikimi yapilan F2 bitkilerinin goriintiisii.
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F2 populasyonunda yer alan 190 bitkinin kendilemesi yapilarak tohumu
alinabilen 150 bitkisinden taze yaprak ornekleri alinarak Dianase et al., (2010)’a

gore markor analizi yapilmistir.

TSWV bakimindan homozigot dayanikli (RR/Sw-5) oldugu belirlenen 35 F,
bireyinin meyvelerinden alinan tohumlar herbirinden beser bitki olacak sekilde
14.08.2013’te ekilmistir. Yetistirilen F3 bireylerinin fideleri 05.09.2013 tarihinde

seraya dikilmistir.

3.3.1.3 2014 yili calismalar:

F3 Dbireylerinde kendilemeler yapilmis ve olgunlasan kendilenmis
meyvelerin hasat1 13.02.2014 tarihinde yapilarak, tohumlart alinmistir (Sekil 3.8).
Fs bireylerinde bitki habitiisii, cigceklenme durumu ve meyve sekli yoniinden
gozlemler yapilmis ve bitki habitiisti giiglii, ¢igeklenme durumu iyi ve yuvarlak
meyve sekilli 30 adet kendilemesi yapilan homozigot F3 bireyinin secimi

yapilmuistir.

Sekil 3.8. Etiketlenmis fideler ve serada F3 kademesindeki domates hatlari.

3.3.1.4 2015 yili calismalari

Fs populasyonundan segilen 30 F4 bireyin herbirinden 20 bitki olacak
sekilde 4 Mart 2015 tarihinde ekilmistir. Fide doneminde yapilan markor analizi
ile homozigot dayanikli Sw-5(RR) 10’ar adet F, kademesindeki 3 hat Bati

Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde biyolojik testlemeye alinmistir.



26

3.3.2 Nematoda dayamklh populasyon olusturma

Molekiiler testleme sonucunda Sw-5 dayaniklilik genini homozigot olarak
icerdigi  belirlenen F, kademesindeki 77 nolu birey  (Sw-5'/Sw-
5")(M68XLA3667), homozigot Mi geni tasiyan LA2941(Mi"'Mi*) ile
melezlenerek her iki dayaniklilik geni M68 hattinda piramitlenmeye c¢aligilmistir.
Bu popiilasyon Populasyon 2 olarak adlandirilmistir. Populasyon 2’nin olusum

semasi Sekil 3.9°da gosterilmistir.

TSWV-Nematod Dayamkh Populasyon Gelistirme (Populasyon 2)

LA 2941 Sw-5 (rr)/Mi(RR)
, ‘\" )‘;;‘r ‘: ' A

F1- Sw-5/Mi (ReRr) Kendileme

F2-Sw-3/Mi populasyonu(3® 5222 = 0 genoti

(4/16 (R1Ry), 2V16(R1RR).2/16(R11r), 2/ 16(RRR1),2/16(rrR1).1/16(rrRR),1/16(RR11)
1/16(rrrr), 1/16(RRRR)

MAS (Markors Dayal Seleksiyon)

F3 ————= F4([RRRR)

Sekil 3.9. Populasyon 2 igin izlenen agamalar.

3.3.2.1 2013 yili cahismalari

TSWV dayanikliligi kazandirilmak igin olusturulan F, popiilasyonundaki
homozigot dayanikli 77 nolu birey, 10.06.2013-14.06.2013 tarihlerinde Mi geni
bakimindan homozigot dayanikli LA 2941 ile melezlenmistir (Sekil 3.10). Melez
meyvelerinden alinan tohumlar 14.08.2013 tarihinde torf igeren polistren viyollere
ekilmistir. Her iki gen bakimindan molekiiler testleme sonucunda heterozigot
oldugu belirlenen 10 adet F; bitkisinin 05.09.2013 tarihinde dikimi yapilmustir.
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Sekil 3.10. TSWV Homozigot dayanikli F2 (77) bitkisi ile LA 2941 melez meyvesi.

3.3.2.2 2014 yili calismalar1

F1 Dbireylerinin 2013 sonbahar sezonunda (Eylil 2013-Subat 2014)
kendilenmesi ile elde edilen meyvelerden alinan 200 tohum ilkbahar doneminde
(12.03.2014) torf igeren polistren viyollere ekilmistir. Cikis1 olan 140 adet F,
bireylerine ait fideler 28 Nisan 2014 tarihinde deneme alanina dikilmistir (Sekil
3.11).

Sekil 3.11. Populasyon 2 deneme alani.

F, bireylerinde salkim izolasyonu yontemi kullanilarak kendilemeler
yapilmistir. Populasyonda kendileme sonucunda meyve tutumu saglanmis olan
bitkilerde etiketleme yapilarak 92 F, genotipinden yaprak ornegi alinmustir.
Analizde kontrol olarak hassas M68, LA 3667 (homozigot dayanikli-Sw-5+/Sw-



28

5+), LA 2941 (homozigot dayanikli-Mi+/Mi+) ve heterozigot dayanikli F;
bitkileri (M68xLA3667 ve 77xLA2941) kullanilarak, 96 genotipten olusan analiz
gerceklestirilmistir.

Yapilan analiz sonucunda her iki gen bakimindan dayanikli homozigot (Sw-
5+/Sw-5+-/Mi+/Mi+) 5 F, bireyi belirlenmistir. Her iki gen bakimindan
homozigot F, bireylerinin 05.08.2014 tarihinde kendilenmis meyvelerinin hasati

yapilarak F3; tohumlar1 elde edilmistir.

Her iki gen bakimindan homozigot 5 adet F, bireyinde bitki ve meyve
ozellikleri acisindan a¢ilim devam edeceginden uygun bitki ve meyve
ozelliklerine sahip bitkilerin seleksiyonunu yapabilmek amaciyla 50’ser bitki
olarak 16.09.2014 tarihinde ETAE seralarina dikimi gergeklestirilmistir. Bitkilerin
tamaminda 2014 sonbahar doneminde (Eylil 2014-Ocak 2015) kendileme
yapilarak F3 kademesinde bitki habitusu giiclii, ¢igeklenme durumu iyi ve
yuvarlak meyveli bireylerin kendilenmis meyvesi elde edilen 105 adedinin
tohumlar: 14 Ocak 2015 tarihinde alinmustir.

3.3.2.3 2015 yili calismalari

F, kademesine gelen populasyona ait bireylerin tohum 04 Mart 2015
tarihinde ekilmis, fidelerin dikimi 27 Nisan 2015 tarihinde gergeklestirilmistir.

Populasyonda her hatta ait kendilenmis meyveler hasat edilmistir.

Populasyonun olusturulmasinda Sw-5 geni bakimindan homozigot olan
fakat bitki ve meyve Ozellikleri agisindan heterozigot yapida olan F2 -77 nolu
birey kullamilmistir. Ancak c¢alismada popiilasyon olusturmak i¢in kullanilan
ebeveynler bitki ve meyve ozellikleri yoniinden benzer karakterlere sahip olmalari
nedeniyle bu 0Ozellikler yonlinden genis bir farklihk goézlenmemistir. Bu
poplilasyonun bitki ve meyve Ozellikleri acisindan da homozigot duruma
gelmesiyle birlikte en iyi seleksiyon genel kombinasyon yeteneklerinin ortaya

konulmasi olacaktir.
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3.4 Molekiiler Testlemeler

Tez caligmasinda her iki geni bir hatta toplamak (gen piramidi) i¢in
olusturulan melez ve kendileme popiilasyonlarinda markor seleksiyonunda klasik

PCR ve Real-Time PCR yontemleri kullanilmistir.

3.4.1 Klasik PCR ile molekiiler testlemeler

Populasyon 1’de M68, LA 3667, F1 ve F2 bitkilerine ait yaprak ornekleri
stv1 azotla muamele edildikten sonra Doyle&Doyle (1981) yontemine gére DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Dianase (2010) ‘S-w-5-2° primerine gore molekiiler

testleme gergeklestirilmistir. Cizelge 3.1°de Primer sekans dizilimi verilmistir.

Cizelge 3.1. Primer ‘S-w-5-2" primer sekans dizilimi.

Primer Dizilimi: Dianase ve ark. (2010).

Forward: 5’-AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT-3’

Reverse: 5’-TTCCGCATCAGCCAATAGTGT-3’

PCR Reaksiyonu mix i¢in kullanilan protokol:

10X BUFFER: 1uL

e dNTP: 0,7 uL (2,5 mM dNTP)

e MgCl,: 0,6 uL (50 mM MgCl,)

e Primer Forward: 0,5 uL (100 ng)

e Primer Reverse: 0,5uL (100 ng)

e Taq Polimerase: 0,1 pL (0,5 U of Taqg DNA polymerase (Invitrogen))

e DNA:2uL

e H,0:45uL
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DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Protokol

Sw-5 lokusunu tanimlamaya yonelik DNA amplifikasyonu saglamak icin

kullanilan PCR tabanli ¢ogaltim programa:

e 94°C‘de 2 dakika ilk denatiirasyon basamagi,

e 94 °C‘de 30 saniye (denatiirasyon), 50°C‘de 1 dakika (annealing),
72°C‘de 30 saniye(elongasyon) 29 dongii (denatiirasyon, annealing ve

elongasyon) tekrar edilmistir.

e 72°C‘de 5 dakika ve oo zamanda 4°C‘de inkiibasyon seklinde

uygulanmstir.

3.4.2 Real-Time PCR ile molekiiler testlemeler

Populasyon 2’de 77 nolu birey ile LA 2941 hattinin melezinden
(77XLA2941) elde edilen F1 bitkileri, F2 populasyonuna ait bireyler ve ebeveyn
hatlarin taze yaprak orneklerinden DNA izolasyonu DYN Genotyping SuperFast
DNA Extraction Kit (DYN-SF-02) kullanilarak yapilmstir.

Izlenen DNA Izolasyon yontemi:

* 4-5 mm ¢apinda bitki yaprak ornegi 96’lik plate igerisine alinmig, ezme

ya da parcalama islemi yapilmamustir.
»  Orneklerin bulundugu plate igerisine 50 pl Buffer A eklenmistir.
» Daha sonra 2 dakika 4000rpm’de satrifiijlenmistir.
e 98°C’de 90 saniye inkiibe edilmistir.
* Ardindan inkiibe edilen 6rneklere 120 ul Buffer B eklenmistir.
e Temiz bir plate igersine 75 pl Buffer C eklenmistir.

* Daha sonra Buffer A ve Buffer B eklenmis plate’den 20 pl alinip, Buffer

C bulunan plate‘e eklenmistir.
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e Seyreltilmis Buffer C’li 6rnekler PCR i¢in kullanilmistir. Konsantre
ornekler (Buffer A+Buffer B) gerektiginde seyreltilebilmek icin -

20°C’de derin dondurucuda saklanmustir.

Sekil 3.12 izlenen DNA izolasyon asamasi i¢in 6rnek alma ve kullanilan

sollisyonlara ait goriintiiler verilmistir.

"

DYN Genotyping SuperFast DNA Extraction Kit

Sekil 3.12. a) Geng yapraklardan 6rnek alma islemi, b) Plate icerisine alinmig yaprak ornekleri

¢) Kullanilan izolasyon soliisyonlar1 (orijinal).

Real-Time PCR; kalitatif ve kantitatif analizlerde kullanilan, tek bir cihazla
olusan amplifikasyon ve floresan sinyalin deteksiyonu ile olugan verinin es-
zamanli olarak goriintiilendigi bir cihazdir. Populasyon 2°de 77 nolu birey ile LA
2941 hattinin melezinden elde edilen F; bitkilerine, F, populasyonuna ait bireylere

ve ebeveynlere ait deteksiyon bu cihaz ile gergeklestirilmistir.

Tiim Real-Time PCR sistemleri floresan boya ile tanilama yapmaktadir. Bu
sistemlerde ¢esitli floresan boyalar kullanilmakta olup, Etidyum bromid diisiik
hassasiyeti nedeniyle kullanilmamaktadir. Calisma 470-514 nm dalga boylarinda
eksitasyon ve emisyonda etkili SimpleProb (6-FAM) probu ile erime egrisi
sicakligi (Melting Curve Point) analizi ile degerlendirilmistir. Simple Prob

deteksiyon formatinda cihazda okuma yapilmistir.
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Dayanikliligin aktarilmasinin belirlenmesi i¢in Sw-5 ve Mi-23 marker DY N-
1004-81-Sw-5 ve DYN-1028-81-Mi-23 iiriinler kullanilmistir. PCR’da DNA
amplifikasyonu ve analiz i¢in uygulanan PCR protokolii Cizelge 4.2’de

gosterilmistir.

Sw-5 geni igin Cizelge 3.2 ve Mi geni i¢in Cizelge 3.3’te verilen erime egrisi

sicakligi pik degerlerine gore skorlama yapilmistir.

Cizelge 3.2. Sw-5 i¢in Kullanilan DNA amplifikasyon ve erime egrisi sicakligi
(Melting Curve Analysis) protokolii.

Deteksiyon Formatt: Simpleprobe
Reaksiyon Hacmi: 18ul
Programlar
Program adi Dongiiler Analiz Modu
Pre-inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 50 Miktar belirleme(kantifikasyon)
Melting 1 melting
Sogutma 1 -
Sicaklik Degerleri
N o Veri Siire Sicaklik PR
Degerler(°C) Modu (ss:dldl:ss) Ora%l((;sc " Okuma Degeri(°C)
Pre-inkiibasyon
95°C - 0:10:00 4,4
Amplifikasyon

95°C - 0:00:10 4,4
57°C single 0:00:12 2,2
72°C - 0:00:15 4,4

Melting
95°C - 0:01:00
40°C - 0:02:00
75°C Siirekli 5

Sogutma
40°C - 0:00:30 2,2
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Cizelge 3.3 DYN-1004-81- Sw-5 genini degerlendirmek i¢in kullanilan erime

egrisi sicaklig1 degerleri.

DYN-1004-81 Sw-5
Sicaklik Degeri(°C) ]
Genotip
Erime Noktasi (Melting Point Sicakligr)
50°C 4 (R-Dayanikli-tipll)
57°C 3 (R-Dayanikli-tipl)
62°C 1 (s-Hassas)
50°C ve 62°C 2,5/heterozigot dayanikli (r-Tipll/s)
57°C ve 62°C 2/heterozigot dayanikli (r-Tipl/s)

Cizelge 3.4. DYN-1028-81-Mi-23 Mi genini degerlendirmek igin kullanilan erime

egrisi sicaklig1 degerleri.

Mi- DYN-1028-81-Mi-23
Sicaklik Degeri(°C)
Erime Noktasi (Melting Point Sicakligi ) Genotip

66°C 3 (R-Dayaniklr)

69°C 5 (s-Hassas-tip 1)

73°C 1 (s-Hassas-tip I)

66°C ve 73°C 2/heterozigot dayanikli (r/s Tip I)
66°C ve 69°C 4/heterozigot dayanikli (r/s Tipll)
69°C ve 73°C 6 (hassas-s I/sll)




3.5 Morfolojik Calismalar

Morfolojik karakterizasyon, UPOV (2001) (International Union for The
Protection of New Varieties of Plant: Uluslar Aras1 Yeni Bitki Cesitleri Koruma
Birligi) ve IPGRI (1996) (Descriptors for Tomato-Lycopersicon spp.-
International Plant Genetic Resources Institute)'’nin domates karakterizasyon
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kriterlerine gore gergeklestirilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Kullanilan morfolojik karakterizasyon kriterleri.

Ozellikler

Aciklamalar

Puan

1. Fide: Hipokotilde antosiyan

olusumu

yok

var

2. Bitki: Yetisme sekli

yer

sirik

3. Bitki giicii

zayif

orta

giiclii

4. Govde: Tuyliligu

yok

az

orta

yogun

5. Yapraklar: Durusu

yar1 dik

yatay

sarkik

karisik

6. Yaprak: Tipi

tipl

tip 2

tip 3

tip 4

7. Yaprak: Rengi

acik yesil

orta yesil

koyu yesil

~N| O W B W N P O N O W N O W | W DN N R O
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Cizelge 3.5. Kullanilan morfolojik karakterizasyon Kriterleri (devam)

Ozellikler Aciklamalar Puan

8. %350 ciceklenme giin sayisi

9. Cigek: Rengi sar1

portakal

¢ok kiiciik

kiigiik

10. Meyve: Biiytkliigi orta

bityiik

cok biiyiik

yassi

aZ yassi1

yuvarlak

Al W N R O N O W DN

Yiiksek

yuvarlak

ol

11. Meyve: Sekli kalp bigiminde

uzunca 6

silindirik

uzunca armut 7

bi¢iminde

erik biciminde

yuvarlak

12. Meyve: Enine kesiti koseli

dizensiz

yok
13. Meyve: Kopma dokusu

var

kiigtik
14. Meyve: Cigek sap1 kopma

orta
noktasinin biiytikligii

bityik

kiiciik
15. Meyve: Cigek sap1 izinin

orta
genisligi

~N| O W N O] W O] | W N k| 0o

bityiik
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Cizelge 3.5. Kullanilan morfolojik karakterizasyon kriterleri (devam)

Ozellikler Aciklamalar Puan
benekli 1
16. Meyve: Disi organ izinin yildiz seklinde 2
sekli cizgisel 3
diizensiz 4
centikli 1
17. Meyve: Cicek burnu sekli diiz 2
sivri uglu 3
18. Meyve: Cekirdek evi sayisi
19. Meyve: Yesil yaka (olumdan | yok 1
once) var 9
az 3
20. Meyve: Yesil yakanin
orta 5
koyulugu (olumdan 6nce) i
kuvvetli 7
i acik yesil 3
21. Meyve: Rengi (olumdan i
orta yesil 5
once)
koyu yesil 7
sar1 1
portakal 2
) pembe 3
22. Meyve: Rengi (olumda)
parlak kirmizi 4
koyu kirmizi 5
kahve kirmizi 6
23. Meyve agirhigi g cinsinden
24. Meyve genisligi cm
25. Meyve yiiksekligi cm
erkenci 3
26. Ciceklenme zamani orta 5
gecci 7
erkenci 3
27. Olum zamani orta 5
gegei 7
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OO0

Yasst Azvyasst Yuvarlak Yiksek Yuvarlak
8. . J—" = 7 ]
Kalp seklinde Uzunca silindirik Uzunca armut Enk seklinde

Sekil 3.13. Domateste meyve sekilleri (IPGRI, 1996).

3.6 Klasik Testleme (Mekanik Inokulasyon)

Calismada molekiiler olarak dayanikli ve hassas olarak belirlenen 5 domates
islah hattinda F, kademesinde mekanik inokulasyon yapilmistir. Mekanik
inokulasyon 14 Nisan 2015 ile 15 Mayis 2015 tarihleri arasinda BATEM (Bat1
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii) Antalya ‘da gergeklestirilmistir.

TSWV inokulum kaynagi olarak BATEM Bitki Koruma Boéliimii viroloji

laboratuvarlarindaki hastalikli bitki 6rnekleri kullanilmastir.

14 Nisan 2015 tarihinde ilk ger¢ek yapraklari olusan TSWV’ne dayanikliligi
molekiiler olarak belirlenmis F4 kademesindeki 3 dayanikli hat (Sw-5/RR) ve 2
hassas hat (Sw-5/rr) BATEM’de biyolojik olarak testlemeye alinmistir. Testleme
yapilan her bir hattan 10 bitki, hassas kontrol ETAE hassas hattt M68, Sw-5
lokusu igeren dayanikli oldugu bilinen LA 3667 ve BATEM kodlu hassas kontrol
olarak 10 ar bitki kullanilmis ve her bir saksiya 2 ser adet gelecek sekilde

sasirtilmistir. Sekil 3.14°te testleme yapilan domates hatlar1 gosterilmistir.
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Sekil 3.14. Hastalik testlemesinde kullanilan domates hatlari.

TSWV ile bulasik oldugu belirlenmis domates bitkilerinden elde edilen
inokulum steril porselen bir havan igersinde iyice ezilmis. igersine 1:5 oraninda
0,01 M fosfat tampon ilave edilmistir. inokulasyonda kullanilan fosfat tampon; 1
It 0.01 M igin, 1 It suya 5.253 g KH,PO, (MA=136.09), 10.93 g Na,HPO,4.2H,0
(MA=177.99) eklenerek, pH=7.0 olacak sekilde hazirlanmistir. Soliisyonun
icerisine %1 oraninda Na;NO; ve % 0.1 oraninda Merchaptoethanol eklenmis ve
+4°C’de saklanmistir. Inokulasyonda kullanilan inokulum kaynagi, 100 g
hastalikli bitki ornegine 200ul fosfat tampon eklenerek hazirlanmistir.  BitKi
ornekleri porselen havanlara konmus ve bitki 6zsuyu tampona gececek sekilde
iyice ezilmistir. Bitki artiklar siiziilerek ¢ozeltiden ¢ikarilmis ve ¢dzelti igerisine
hastalik etmeninin girisini saglayabilmek i¢in yaprak dokusunu zedelemek
amaciyla carborandum tozu serpilmistir. Bu hazirlik islemleri ve inokulasyon
islemleri sirasinda inokulum kaynaginin buz igerisinde tutulmasina dikkat
edilmigtir. Sasirtma isleminden 1 giin sonra hazirlanan bu inokulumla fidelerin
kotiledon ve ilk gerg¢ek yapraklarina siinger yardimiyla siiriilerek inokulasyon
islemi gerceklestirilmistir. Bu islemden 3-4 dakika sonra bitkilerin yapraklarina

sprey ile su piiskiirtiilerek yapraklar iizerindeki inokulum fazlaliklar1 yikanmistir.
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Bu islem tamamlandiktan sonra bitkilerin kurumasini Onlemek amaciyla

yukaridan piiskiirtme suretiyle su takviyesi yapilmistir.

3.7 Kullanilan istatistiksel Yontemler

Gelistirilen populasyonlarda gozlenen frekanslarin, beklenen frekanslara
uyumunu belirlemek i¢in Ki-kare Hipotez Testi (anlamlilik testi) kullanilmustir.
Teste 0,05 anlam diizeyinde uyuma bakilmistir. Cluster Analizi i¢in “NTSYSpc
2.20j, (C) 1986-2006, Applied Biostatistics Inc.” istatistiksel programi

kullanilmastir.
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4. BULGULAR
4.1 Morfolojik Degerlendirmelere iliskin Bulgular
4.1.1 Ebeveynlerin morfolojik 6zellikleri

Tez ¢alismasinda kullanilan ebeveynlere (M68, LA 3667 ve LA 2941) ait
morfolojik gozlemler yapilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda ebeveynler
arasinda hipokotilde antosiyanin olusumu (var), bitki biiyiime sekli (determinate),
bitki giicii (giiclii), bitki govde tiyliligli (orta), yapraklarin durusu (yatay),
yaprak tipi (standart), yaprak rengi (yesil), ¢icek rengi (sar1) ve meyve enine

kesiti(yuvarlak) bakimindan farklilik gézlenmemistir.

Kullanilan ebeveynler (M68, LA 3667 ve LA 2941) meyve sekli, meyve
bliyilikliigii, meyve agirhigi, meyvede olum oncesi renk, meyve olum oncesi yesil
yaka (green shoulders - gs), meyve sekli, meyve eni, meyve boyu ve meyve
agirlign morfolojik karakterleri acisindan farkliliklar gozlenmis olup, Cizelge

4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Ebeveynlere ait baz1 morfolojik ve fenolojik 6zellikler.

Onellikler M 68 LA 3667 LA 2941
(Hassas) (Sw-5)geni (Mi) geni

% 50 ¢igeklenme giin sayist 20-25 giin 30-35 giin 20-25 giin
% 50 meyve baglama giin sayisi 58-64 giin 70-80 giin 60-65 giin
Bitki habitusu Toplu-giiclit | Giiglii Giiglii
Yetisme sekli Yer Yer Yer
Yaprak tipi Standart Standart Standart
Meyve biiyiikligi Orta Orta Orta
Meyve olum Oncesi yesil yaka Var Yok Yok
Ezeg}lll\:;j;uolum oncesi yesil yakanin Hafif Yok Yok
Meyve olum siiresi (giin) 75 100-110 80
Meyve eni-boyu (cm) 7,3-6,1 cm 8,0-9,0 cm 7,0-5,0 cm
Meyve sekli Yuvarlak Yiiksek yuvarlak | Hafif basik yuvarlak
Meyvenin enine Kkesiti Yuvarlak Yuvarlak Yuvarlak
Meyve cekirdek evi sayist 5-6 5-6 4-5
Meyve rengi Kirmizi Kirmizi Kirmizi
Meyvede kopma noktasinin varligt Var Var Var
Meyvede ¢igek burnu sekli Diiz Sivri Diiz
Meyvede ¢igek burnu izi sekli Yildiz Yildiz Yildiz

Ebeveynlerden hastalik genleri (Sw-5 ve Mi) bakimindan homozigot hassas
durumda bulunan M68, giiclii bitki yapisinda, meyve sekli yuvarlak, meyvede
olum Oncesi yesil yaka hafif derecede bulunmaktadir. Fide dikiminden itibaren %
50 gigeklenme giin sayisi (20-25 giin) ve % 50 meyve baglama giin sayist (73-78
giin) sayis1 bakimidan LA 3667°den erkencidir. TSWV’a dayanikli popiilasyon
gelistirmek amaciyla kullanilan LA 3667, diger ebeveynlere gore meyve sekli
bakimindan yiiksek yuvarlak, meyvede ¢igcek burnu sekli sivri ve meyvede kaliks
sepalleri diger ebeveynlere gore daha uzun oldugu gézlemlenmistir. Fenolojik
olarak diger ebeveynlere gore % 50 ciceklenme ve % 50 meyve baglama giin
sayilarina bakildiginda daha gecci oldugu tespit edilmistir. LA 2941 ise giigli
bitki yapisinda, meyve sekli yuvarlak, meyvede olum Oncesi yesil yaka
bulunmamaktadir. Fide dikiminden itibaren % 50 ¢igceklenme giin sayist (20-25

giin) ve % 50 meyve baglama giin sayis1 (60-65 giin) olarak gézlemlenmistir.
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Domates 1slah ¢aligmalarinin en ¢ok yapildig tiirlerin basinda gelmektedir,
diger kiiltiir bitkileriyle karsilastirildiginda gesitler arasinda genetik cesitlilik
azdir. Islah calismalarinda yeni ¢esit gelistirme i¢in (dayaniklilik aktarmak,
popiilasyon gelistirmek) geriye melezleme 1slah yOntemi yerine melezleme

(kombinasyon 1slahi) ve hibrit ¢esit agilimlar1 kullanilmaktadir.

4.1.2 Populasyon 1’in morfolojik 6zelliklerindeki degisim

TSWV dayaniklilik gelistirmek i¢in olusturulan F, kademesindeki Sw-5
geni bakimindan molekiiler testleme ile homozigot olduklari belirlenen 35 bireyde

morfolojik degerlendirmeler yapilmistir (Cizelge 4.2).

Incelenen 6zellikler agisindan bitki giicii bakimindan tiim bireylerin bitkileri
giiclii biiylime yapisinda, bitki govdeleri tiiylii, yaprak rengi orta yesil, cicek

renkleri sar1 ve meyvenin enine kesitleri yuvarlak sekilli olarak gézlenmistir.

Ebeveynlerden M68, kirmizi olum Oncesi hafif yesil yaka 6zelligine sahip,
LA3667 ise homojen olgunlasma gostermektedir. F1 bitkileri ise yesil yaka
ozelligindedir. F, kademesinde homozigot dayanikli olan 35 bireyin 14’inde
kirmizi olum oncesi yesil yaka gozlenmis olup, 21 bireyde homojen olgunlagma
gorilmiistiir. Bireylerin ¢icek burnu izi yildiz seklindedir. Cicek burnu sekli
bakimindan M68 diiz ¢i¢cek burnu sekline, LA 3667 sivri ¢icek burnu sekline
sahip olup, F1 meyveleri diiz ¢icek burnu seklinde gozlemlenmistir. F»
populasyonunda yer alan homozigot dayanikli genotiplerin 10’u sivri sekilli ¢igek
burnuna sahiptir. Ortalama meyve eni 6,9 cm ve ortalama meyve boyu 6,5cm ve

ortalama meyve agirligi ise 158 g olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. F, populasyonunda homozigot dayanikli bireylerin morfolojik ve

fenolojik gozlemleri.

Ozellikler Tanim Birey sayisi
1. Fidede antosiyan olusumu Var
2. Bitki yetigsme sekli Yer (determinate)
3. Bitki giicii Giiglii
4. Bitki govde tiiyluligi Orta
5. Yapraklarin durusu Yatay
6. Yaprak tipi Tip 2
7. Yaprak rengi Orta yesil
8. %50 ¢igeklenme giin sayisi 25-35 giin
9. Cicek rengi Sar1
e Orta biiyiikliikte Ortalama 6,9 cm
10. Meyve biiytikligii (5,1-8 om)
. Yuvarlak 27 birey
11 Meyve sekli Yiiksek yuvarlak 8 birey
12. Meyve enine kesiti Yuvarlak
13. Meyve kopma dokusu Var
14. Meyvede ¢igek sap1 kopma noktasinin Orta 16 birey
biiyiikligii Biiyiik 19 birey
. L .. Orta 27 birey
15. Meyvede ¢igek sap1 izinin genisligi Bilyiik 8 birey
16. Meyvede disi organ sekli Yildiz
. . Diiz 23 birey
17. Cigek burnu sekli Sivri 12 birey
18. Cekirdek evi sayisi 4-6
. . Yok 21 birey
19. Meyvede olumdan 6nce yesil yaka Var 14 birey
20. Meyvede olumdan 6nce yesil yakanin Az 14 birey
yogunlugu
. Acik yesil 23 birey
21. Meyvede olumdan 6nce renk Orta yesil 12 birey
22. Meyvede olumda renk Parlak kirmizi
23. Meyve agirhigi Ortalama 158 g 124 g-240¢g
24 M lisi 6,9 cm Minimum: 6 cm
- Vieyve genisligl Maksimum: 8,3 cm
. . 6,5cm Minimum: 5,2 cm
25. Meyve yiiksekligi Maximum: 8 cm
26. Cigeklenme zamani Orta
Orta erkenci 19 birey
27. Meyve olum zamani Gecei 16 birey

F, kademesinde yer alan homozigot dayanikli 35 genotip, M68, LA 3667 ve
F1 bitkilerinden olugan bireyler arasinda morfolojik gézleme dayali cluster analizi
yapilmistir. F, kademesinde yer alan homozigot dayanikli 35 genotip, M68, LA
3667 ve F1 bitkilerinden olusan bireyler arasinda morfolojik gozleme dayali
kiimeleme analizinde; bireyler arasinda (0,998-1,000) arasinda benzerlik katsayisi
oldugu goriilmiistiir. Populasyonu olusturan ebeveynlerin birbirine ¢ok benzer
morfolojik 6zelliklerinden dolayi, F2 populasyonunda bireyler arasinda énemli

diizeyde farklilik goriilmemistir. Kiimeleme analizi ile elde edilen dendogramin
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matris verilerinden olusturulan “ coph” (co-phenetic) matrisi ile “sahn” matrisine
gore hazirlanmis benzerlik matrisi verileri arasinda Mantel (1967) testi ile

olusturulan matris arasindaki korelasyon r=0,869 bulunmustur.

Sekil 4.1. Populasyonl F, populasyonunda yer alan homozigot dayamikli bireylerin benzerlik

derecelerini gosteren dendogram.

Kiimeleme analizinde yer alan genotipler arasinda farkli olan 6zellikler
meyve sekli, ¢icek burnu sekli, olgunlasma 6ncesi renk, ¢igek sap1 kopma noktast,
cicek sapinin genisligi ve olgunlasma zamanidir. Bu bireyler arasinda benzerlik
oranmnin ¢ok yiiksek olmasimnin muhtemel nedeni, populasyonu olusturan
ebeveynlerin birbirine ¢ok benzer morfolojik 06zelliklerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte homozigot dayanikli F, bireyleri arasinda
meyve olum zamanlar1 arasinda dnemli 95 giin ile 110 giin arasinda degisen bir
varyasyon gozlenmis olup, bu durum ebeveynlerin farkli meyve olum zamanlarina

sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir.

Popiilasyon 1’de yer alan F, populasyonuna ait bireylerin baz1 meyve ve
fenolojik ozellikleri gosterilmistir (Sekil 4.2).Popiilasyon 1°de yer alan F;
populasyonuna ait bireylerin bazi meyve ve fenolojik Ozellikleri gosterilmistir

(Sekil 4.2).



Yuvarlak, yesil yaka yok, ¢icek burnu dﬁé, orta
erkenci.

Yuvarlak, ¢icek burnu sekli diiz,
yok,olum dncesi renk yesil, orta erkenci.

yesil yaka
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Yiiksek yuvarlak, hafif dilimli, yesil yakali, ¢igek
burnu diiz, orta erkenci.
=

Yuvarlak, hafif dilimli, yesil yaka yok,cigek
diiz, gecci.

~

[
e

ok ¥ e

~

Yuvarlak, cicek burnu diiz,yesil yaka yok, orta
erkenci.

b

Yuvarlak, hafif dilimli,yesil yaka yok,gicek burnu

diiz, olum Oncesi renk agik yesil, orta erkenci

Yﬁ\;arlak, yesil yaka yok,olum oncesi renk yesil,
¢icek burnu sivri,orta erkenci.
U RNy o 7

Yuvarlak, hafif dilimli, yesil yaka yok, ¢igek burnu
diiz, olum dncesi renk yesil,gecci.

Sekil 4.2. F, populasyonu homozigot dayanikli bireylerin meyve ve fenolojik 6zellikleri.




Yuvarlak meyve, hafif dilimli, yesil yakals,
¢igek burnu diiz, orta erkenci

Yuvarlak meyv, yesil yaka var, olum Oncesi

renk yesil, ¢icek burnu diiz, orta erkenci.
3 P #

A’\

Yuvarlak meyve, yesil yaka yo, olum Oncesi
renk ag urnu diiz, orta erkenci.

/
/

Yuvarlak meyve, hafif dilimli, yesil yaka yok, ,

olum Oncesi renk yesil, ¢igek burnu diiz, gegci.
NG ) -

-le
Al
= bl

4

Yuvarlak meyve,
renk agik yesil, ¢igek burnu diiz,gegci.

hafif dilimli,olum oncesi

Yiiksek yuvarlak meyve, yesil yaka yok, ¢icek
burnu diiz, gegci.

Yiiksek yuvarlak, olum 6ncesi renk agik yesil,
¢icek burnu sivri, orta erkenci.

Sekil 4.2. F, populasyonu homozigot dayanikli bireylerin meyve ve fenolojik 6zellikleri (devam)
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olum 6ncesi renk yesil, orta erkenci.

Yuvarlak meyve, hafif dilimli, yesil yakali,

Yuvarlék ineyv, olum oncesi renk acik yesil,
yesil yaka yok, ¢igek burnu diiz, orta erkenci.
Fa . :

yesil yakali,
olum o6ncesi renk agik yesil, ¢igek burnu sivri,
orta erkenci.

Yuvarlak meyve, hafif dilimli,

&

By
Yiiksek yuvarlak

meyve, hafif dilimli, olum

oncesi renk agik yesil, orta erkenci.

o

Yuvarlak meyve, olum oncesi renk agik yesil,
yesil yaka yok, ¢igek burnu sivri, orta erkenci.

Sekil 4.2. F, populasyonu homozigot dayanikli bireylerin meyve ve fenolojik dzellikleri (devam)
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4.1.3 Populasyon 2’nin morfolojik degerlendirmeleri

F, kademesindeki her iki gen bakimindan 5 homozigot dayanikli hatta

morfolojik degerlendirmeler yapilmistir. Baz1 morfolojik 6zellikler bakimindan

(Fidede hipokotilde antosiyanin olusumu, bitki biiyiime sekli, bitki giicii, bitki

govde tiyliiliigl, yapraklarin durusu, yaprak tipi, yaprak rengi, c¢icek rengi ve

meyve enine Kkesiti) farklilik gozlenmemistir. (Cizelge 4.3) F, kademesindeki her

iki gen bakimindan homozigot bes bireyin morfolojik Ozellikleri verilmistir.

Bireyler arasinda en belirgin farklilik meyve biiyiikliikleri arasindadir( 183,5 g,
1799, 157 g, 147 9,190 g ).

Cizelge 4.3. F, kademesindeki her iki gen bakimindan Homozigot bireylerin

morfolojik 6zellikleri.

Ozellik
1. Fidede antosiyan olusumu var
2. Bitki yetisme sekli yer (determinate)
3. Bitki giicii giiclii
4. Bitki govde tiyliiligi orta
5. .Yapraklarin durusu yatay
6. Yaprak tipi tip 2
7. Yaprak rengi orta yesil
8. %50 gigeklenme giin sayisi 20-30 giin
9. Cigek rengi sar1
10. Meyve biiyiikligii Orta biiyiikliikte
11. Meyve sekli yuvarlak ve basik yuvarlak
12. Meyve enine kesiti yuvarlak
13. Meyve kopma dokusu var
14. Meyvede ¢igek sap1 kopma noktasinin biiytikliigii | orta
15. Meyvede ¢igek sap1 izinin genisligi orta
16. Meyvede disi organ sekli yildiz
17. Cigek burnu sekli Diiz
18. Cekirdek evi sayisi 4-8
19. Meyvede olumdan 6nce yesil yaka yok
20. Meyvede olumdan 6nce yesil yakanin yogunlugu | -
21. Meyvede olumdan 6nce renk acik yesil
orta yesil
22. Meyvede olumda renk parlak kirmizi
23. Meyve agirligi 183,59/1799g/1579/1479/190¢g
24. Meyve genisligi 7,1cm/ 6,6cm/7,39/699/7,69
25. Meyve yiiksekligi 6cm/6,7cm/6,1cm/6cm/5,7cm
26. Cigeklenme zamani Orta (23-29 giin)
27. Meyve olum zaman orta
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Sekil 4.3. F, kademesindeki her iki gen bakimindan homozigot bireylerin meyve tiplerine ait

goriintiiler.
4.2 Molekiiler Dayamikhilik Testlemelerine iliskin Bulgular

Dayaniklilik kazandirilmak tizere olusturulan Populasyon 1 ve Populasyon 2
icin yapilan molekiiler testlemeler Populasyon 1 i¢in klasik PCR ile Populasyon 2
icin Real-Time PCR ile yapilmistir.

4.2.1 Populasyon 1’de dayamklilik testlemelerine iliskin bulgular

Domates lekeli solgunluk virlisiine karst dayaniklilik saglamak igin
olusturulan popiilasyon 1°de F; ve F; bitkilerinde 10 adet F; bitkisinde ve F

populasyonunda 150 bitkide markor analizi gergeklestirilmistir.

F1 bireyleri ve kontrol olarak kullanilan hassas ebeveyn M68, dayanikli
ebeveyn LA 3667 ve F; bireylerine ait molekiiler analiz. Goriintiileri Sekil 4.4°de
verilmistir. Testlemeye alinan 10 Fy bireyi de Sw-5 geni bakimindan heterozigot

dayanikli bulunmustur.
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Sekil 4.4. F, bitkilerinden elde edilen bant goriintiileri (s: 510 bp, M68 hassas; R:574 bp, LA3667;
H: 510 bp ve 574 bp F; (M68x LA 3667) bitkileri.

TSWV’ne dayanikli hat gelistirmek amaciyla olusturulan Populasyon 1’in
F, kademesindeki 150 birey Sw-5 geni bakimindan molekiiler testlemeye
alinmistir. Molekiiler testlemede Sw-5 geni bakimindan homozigot dayanikli
bireyler 574 bp’de bant olustururken, hassas F bireyleri 510 bp’de, heterozigot
dayanikli 574 bp ve 510 bp’de bant olusturmuslardir.

F, populasyonunda yapilan testlemede dayanikliligin tek gen kaliim
hipotezi Ki-kare (y?) testi ile belirlenmistir. Cizelge 4.4’te Populasyon 1’in F;
kademesindeki molekiiler markor sonucu belirlenen birey sayilart ve Ki-kare testi

verilmistir.

Cizelge 4.4. Populasyon 1 i¢in, F, agiliminda molekiiler markor sonuglarina gére
Ki-kare (y?) testi.

F, Acilimi Ki-kare (%)
Genotip Gozlenen | Beklenen | Ki-kare (%)
RR (Sw-5+/Sw-5+) Homozigot dayanikli 35 375 0,16
Rr (Sw-5+/Sw-5-) Heterozigot dayanikli 74 75 0,01
rr (Sw-5-/Sw-5-) Hassas 41 37.5 0,32
Toplam 150 150 %*=0,49

Sd:2 47=(0,05)= 5,991



o1

F, agiliminda genotiplerin ¥4 RR, 2 Rr ve Y4 rr seklinde genotipik acilim
gostermesi gerekmektedir. F, aciliminda 150 bitkide yapilan testleme sonucunda
35 birey homozigot dayanikli, 74 birey heterozigot dayanikli ve 41 birey hassas
olarak gozlenmistir. F, ac¢iliminda yapilan Ki-kare(y?) testi ile monohibrit
acilimin beklenen degerleri ile uyumlu oldugu bulunmustur. TSWV’ne
dayanikliligin tek gen kontroliinde oldugu (0,05) istatistiki 6nem seviyesinde

gorilmiistiir.

Populasyon 1’de dayaniklilik ¢alismalarina homozigot dayanikli bireylerle
devam edilmis ve bu bireylerde kendilemeler yapilarak. F3 ve F, kademelerine

gecilmigtir.

Populasyon 1°de gelistirilen baz1 genotiplere yonelik biyolojik testlemede
gerceklestirmistir. TSWV’ne dayanikliligi molekiiler olarak belirlenmis Fa
kademesindeki 3 dayanikli hat (Sw-5+/ Sw-5+) ve 2 hassas hat (Sw-5-/Sw-5-)
biyolojik da olarak testlemeye alinmistir. Hassas kontrol olarak M68, dayanikli
kontrol olarak LA 3667 kullanildigr denemede ayrica BATEM koduyla dayanikli
kontrol kullanilmistir. Sekil 4.5’de testlemeye alinan hatlara ait bitkilerde

inokulasyon sonrasi goriilen TSWV belirtilerine ait goriintiiler verilmistir.
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Sekil 4.5. Dayamikli ve hassas hatlara ait bitkilerde inokulasyon sonrasi TSWV belirtileri
a) testlenen bitkilerin genel gorintiisii b) hassas ve dayamikli kontrol ¢) hassas

bitkilerde goriilen simptomlar d) hassas bitkilerde kahverengilesme.

TSWV testlemesinde kullanilan dayanikli kontrole (LA3667) ait bitkilerde
higbir hastalik belirtisi goriilmedigi, hassas kontrole (M68) ait tiim bitkilerde
hastalik belirtileri goriilmiistiir. Molekiiler olarak dayanikli olarak belirlenen 3
hatta ait bitkilerin tamaminda hastalik belirtisi goriilmemis, hassas hatlarin
bitkilerinde ise hastalik belirtileri goriilmiistiir. Testlenen bireylerde molekiiler

testleme sonugclari ile biyolojik testleme sonuglari uyumlu olarak belirlenmistir.
4.2.2 Populasyon 2’de molekiiler testlemelere iliskin bulgular

Molekiiler testleme sonucunda Sw-5 dayaniklilik genini homozigot olarak
icerdigi belirlenen F, kademesindeki 77 nolu birey (Sw-57/Sw-5%)
(M68XLA3667), homozigot Mi geni tastyan LA2941 (Mi'Mi*) ile
melezlenmistir. 10 adet F1 bitkisinde hem TSWV hem de nematod agisindan

dayaniklilik durumunu belirlemek i¢in molekiiler testleme yapilmustir.
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Real-Time PCR cihazinda gergeklestirilen analiz erime egrisi sicaklik
degerlerine gore yapilmistir. Analizde F1 bitkilerinde belirlenen Sw-5 ve Mi

genleri bakimindan meydana gelen erime noktast egrileri Sekil 4.6°da

gosterilmistir.
F1 (Sw-5/Mi)(R1Rr) (heterozigot dayanikli)
Sw-5
62°C
™ 5 ‘>
Mi § s |
|

Sekil 4.6. F; bitkilerinde olusan (heterozigot dayanikli (Sw-5/Mi) erime egrisi sicakligi degerleri
(Sw-5 igin 50°C ve 62°C) Mi geni i¢in (66°C ve 73°C).

Analizde kullanilan dayanikli kontrol LA 3667 (Sw-5 dayanikli) 50°C’de
grafik (dayanikli tip IT) olusturmus, hassas kontrol ise 62°C’de pik olusturmus,
belirtilen erime egrisi sicaklik degerlerinden, hassas genotipe uygun bulunmustur.
F1 bitkileri ise 50°C’de ve 62°C’de pik olusturmustur (heterozigot dayanikli r-
tip- 11). Kullanilan protokolde bazi erime egrisi sicaklik degerlerine 57°C’de
(dayanikli tip 1) ve 57°C ve 62°C’de (heterozigot dayanikli r-tip-1) seklinde yer

alan genotipler belirlenmemistir.

Analizde kullamlan dayanikli kontrol LA 2941 (Mi*/Mi*dayamkl1) 66°C’de
(dayanikli tip) pik olusturmus, hassas kontrol M68 (Mi/ Mi’) ise 73°C’de (hassas
genotip 1) pik olusturmustur. Fy bitkileri (Mi*/ Mi") ise 66°C’de ve 73°C’de pik
olusturmus kullanilan dayaniklilik (heterozigot dayanikli /s tip-l) olarak

degerlendirilmistir.
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F, populasyonunda testlenen 92 genotipin Sw-5 ve Mi genleri bakimidan
olusan erime egrisi sicaklik pik degerlerine gore dayaniklilik durumu

belirlenmistir.

Analizde kullanilan dayanikli kontrol LA 2941 (Mi*/Mi*dayanikli) 66°C’de
pik olusturmus, belirtilen dayanikli tip genotipine uygun; hassas kontrol M68 ise
73°C’de pik olusturmus, belirtilen hassas genotip I’e uygun bulunmustur. Yapilan
degerlendirmelere goére homozigot dayanikli, heterozigot dayamikli ve hassas
genotipler belirlenmistir. Protokolde yer alan 69°C’de pik olusturan (hassas tip- I),
66°C ve 69°C ( heterozigot dayanikli 1/s- tip- 1) 69°C ve 73°C pik olusturan
(hassas tip I/s tip II) seklinde genotip belirlenmemistir.

F, bitkileri Sw-5 lokusu yoniinden incelendiginde ise; 50°C’de pik
olusturmus olan F, bitkileri kullanilan protokolde belirtilen dayanikli tip II
genotipine uygun, 62°C’de pik olusturmus olan F, bitkileri ise belirtilen hassas
genotipe uygun bulunmustur. 50°C’de ve 62°C’de pik olusturmus olan F;
bitkileri ise ( heterozigot dayanikli r- tip- Il olarak degerlendirilmistir. Protokolde
yer alan 57°C’de (dayanikli tip I) ve 57°C ve 62°C’de (heterozigot dayanikli r-
tip- 1) pik olusturan genotip belirlenmemistir. Bu durumun nedeni gelistirilen
markoriin++ kullanildigt  dayamiklilk  kaynaginin =~ baz  diziliminden

kaynaklanmaktadir.

2 bagmmsiz genle kontrol edilen popiilasyonda olusan genotip sayist 3"
formiilii ile belirlenmistir. Burada 2 bagimsiz gen oldugu i¢in (Sw-5 ve Mi) n=2 ve
32=9 genotip olusmustur. Testlenen popiilasyonda 2 gen bakimindan dayaniklilik
piramitlenmek istendigi i¢cin F, populasyonunda genis bir varyasyon olugsmustur.
F, populasyonunda homozigot dayanikli 2 genin bir arada olma olasilig1 (1/16)

Ki-kare (y?) testi ile analiz edilmistir Cizelge (4.5).



55

Cizelge 4.5. Populasyon 2 i¢in, F; agiliminda molekiiler markdr sonuglarina gore

Ki-kare (y?) testi sonuglari.

Beklenen
. . ) F2’de Gozlenen bitki say1s1 .
Sw-5/Mi | Sw-5/Mi | Sw-5/Mi Ki-kare ()
bitki sayis1 say1s1

(Beklenen)
4/16 RIRr het/het 23 23 0,00
2/16 RIRR het/day 14 11,5 0,54
2/16 R het/has 11 11,5 0,02
2/16 RRRr day/het 12 11,5 0,02
2/16 rrRr has/het 10 11,5 0,20
1/16 rRR has/day 7 575 0,27
1/16 RRrr day/has 4 5,75 0,53
1/16 rrer has/has 6 5,75 0,01
1/16 RRRR | day/day 5 5,75 0,10
Toplam 92 92 v*=1,69

day: Dayanikli, het: Heterozigot dayanikli  has:Hassas
Sd:3 ¥>=(0,05)= 7,815

F, aciliminda genotiplerin 4/16 (RrRr), 2/16 (RrRR), 2/16 (Rrrr), 2/16
(RRRr), 2/16 (rrRr), 1/16 (rrRR), 1/16 (RRrr), 1/16 (rrrr), 1/16 (RRRR) seklinde
genotipik agilim gostermesi gerekmektedir. Elde her iki gen bakimindan
Birbirinden bagimsiz iki genin F, populasyonu agiliminda homozigot dayanikli,
heterozigot dayanikli ve hassas birey sayilar1 Mendel agiliminina gore (9:3:3:1)

P:0,05 istatistiki onem seviyesinde uygun bir agilim oldugu belirlenmistir.

Gelistirilen populasyonda aktarilmak istenen hastalik ve zararli dayaniklilik
genlerinin monogenik kalitimm 2 bagimsiz dominant gen bakimindan idare
edilmesi nedeniyle bu popiilasyondan gelistirilen F; bitkilerinde yapilan testleme

sonunda 9:3:3:1 oraninda agilim gézlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Markore Dayali Seleksiyon yontemi kullanilarak tiim diinyada
bliyiilk ekonomik kayiplara neden olan Domates lekeli solgunluk viriisiine
dayaniklilik saglayan Sw-5 geni ve toprak kaynakli etmen kok-ur nematodu
tiirlerine dayaniklilik saglayan Mi genlerinin piramitlenmesi amaglanmistir. Bu
amaca yonelik olarak melezleme (kombinasyon 1slah) yontemi kullanilarak iki

populasyon gelistirilmistir.

Populasyon 1, Domates lekeli solgunluk viriisiine ve kok-ur nematoduna
hassas saf domates hatti M68 ve TSWV’ne dayaniklilik saglayan Sw-5 genini
homozigot olarak iceren LA 3667 sofralik domates hattinin melezlenmesi ile
olusturulmustur. Populasyon 2, Populasyon 1’de yer alan homozigot Sw-5 genini
icerdigi molekiiler olarak belirlenmis F, kademesinde bir birey ile kok-ur
nematoduna dayaniklilik saglayan Mi genini homozigot igeren LA 2941 sofralik

1slah hatt1 melezlenerek olusturulmustur.

Gelistirilen popiilasyonlarda her iki etmene dayaniklilik seleksiyonunda
cevre kosullarindan bagimsiz ve giivenilir olmasi nedeniyle markore dayali
seleksiyon yonteminden yararlanilmistir. Her iki popiilasyonda F, 1slah
kademesinde markore dayali seleksiyon yontemi (MAS) ile homozigot dayanikli
bitkiler secilerek tek bitki seleksiyonu yapilmis ve kendileme islemi yapilarak bir
sonraki 1slah kademesine ulagilmistir. MAS yontemi ile belirlenen hassas ve

heterozigot dayanikli bireyler popiilasyonlardan elimine edilmistir.

Bu calismada, Populasyon 1’de Domates lekeli solgunluk viriisii'ne kars1
dayanikliligin belirlenmesinde SCAR (Sw-5-2) molekiiler markdriinden (Dianase
et al.2010) ve Populasyon 2’de ise Domates lekeli solgunluk viriisii ve kok-ur
nematoduna yonelik dayanikliligin  belirlenmesinde SNP (Sw-5 ve Mi23)

molekiiler markorlerinden (Shi et al.2011) yararlanilmistir.

Bu giine kadar TSWV’ne kars1 dayaniklilik saglayan 8 gen (Swla, Swilb,
sw2, sw3, sw4, Sw-5, Sw-6 ve Sw-7) tanimlanmistir (Finlay, 1953, Price et al.,

2007; Saidi,2008). Domates lekeli solgunluk virilistine dayamiklilik saglayan
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genler arasinda, Sw-5 geninin Tospoviriislere karsi giivenilir ve etkili dayaniklilik
sagladigi ve domates 1slah programlarinda seleksiyonda Sw-5 geni ile yakin
iliskide olan SCAR markorii ve SNP markorlerinin kullanildigr belirtilmektedir
(Stevens et al.,1991; Dianase et al.,2010; Shi et al., 2011, Lee et al., 2015).

Popiilasyon 1’de F, kademesinde kullanilan SCAR (Sw-5-2) markériiyle,
homozigot dayanikli bireyler 574 bp’de bant; hassas bireyler 510 bp’de;
heterozigot dayanikli bireyler 510 bp ve 574 bp’de bant olusturmustur. Dianase et
al. (2010), homozigot dayanikli Stevens ¢esidinin 574 bp biiyiikliigiinde bant
olusturdugunu, Moneymaker ile kiigilk meyve sekline sahip domates ¢esitlerinin
ise 464 bp’de bant olusturdugunu belirtmektedir. Dayaniklilik kaynagi olarak
kullanilan Sw-5 genini igceren hat LA 3667, Stevens ¢esidinden gelistirilmis bir
1slah hatt1 olmas1 dolayisiyla Domates lekeli solgunluk viriisiine dayanikli bireyler

sadece 574 bp’de bant olusturmuslardir.

Shi et al.(2011), Sw-5 ile iliskili SNP molekiiler markdrleriyle yaptiklari
calismada, Stevens cesidi kaynakli LA 3667 aksesyonunun, Tospoviriislere etkili
dayaniklilik gosterdigini belirtmistir. Tez ¢alismasinda da dayaniklilik kaynag:
olarak kullanilan ve Enstitiide saf hat haline getirilen LA 3667 hatt1 hem SCAR
hem de SNP markorii ile yapilan analizlerde Sw-5 genini igerdigi teyit edilmistir.
Ayrica, Populasyon 1’in F; bitkilerinde Sw-5 geni bakimindan yapilan molekiiler
analiz sonucu agilimmn 1:2:1 (Sw-5"/Sw-5")/(Sw-5" Sw-57)/( Sw-5" /Sw-5") oldugu
belirlenmistir. Populasyon 1’de kullanilan LA 3667 hattinin dayaniklilik saglayan
Sw-5 genini dominant olarak tasidigi ve dayanikliligin tek dominant genle kontrol

edildigi (Stevens et al.,1992; Langella et al., 2004) teyit edilmistir.

Domateste Mi dayaniklilik geni, kok-ur nematodu (M. incognita, M.
javanica ve M. arenaria ) tiirlerine dayaniklilik saglamaktadir ( Roberts and
Granfell, 1992). Domateste kok-ur nematodlarina dayaniklilik saglayan Mi geni
monogenik gen kontroliinde (Bailey 1941) olup, geninin belirlenmesine iliskin
molekiiler markdrler gelistirilmistir. Glinlimiizde yapilan 1slah c¢alismalarinda
dayaniklilik geni ile yakin iliskili Mi23 molekiiler markorii yaygmn sekilde
kullanilmaktadir (El Mehrach et al., 2005; Seah et al., 2007b; Devran vd., 2013).
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Tez galismasinda Sw-5 ve Mi genlerinin piramitlenmesi amaciyla gelistirilen
Populasyon 2’de, her iki gen ile iligkili Dyn Genotyping Firmasi tarafindan Real-
time PCR temelli gelistirilen SNP markorleri  kullanilarak —seleksiyon
gerceklestirilmistir.  Firmanin  kullanom  kilavuzunda  domateste  kok-ur
nematodlarma dayanikliligin belirlenmesinde, SNP temelli Mi23 molekiiler
markdriiniin hassas bireylerde, 3 farkli formda pik olusturdugu belirtilmektedir.
Bunlar 69°C sicaklikta, 73°C sicaklikta ve es zamanli her iki sicaklikta pik
olusturmasi seklindedir. Ancak tez calismasinda hassas bireylerin sadece 73°C
sicaklikta pik verdigi diger pikleri olusturmadigr belirlenmistir. Populasyon 2’de
homozigot dayanikli bireyler 66°C’de, heterozigot dayanikli bireyler ise 66°C ve
73°C’de pik vermistir. Benzer sekilde Domates lekeli solgunluk viriisiine
dayaniklilik yoniinden yapilan analizde, Firma kullanim kilavuzunda homozigot
dayanikli bireylerin 50°C ve 57°C olmak tizere 2 farkli sicaklik noktasinda pik
olusturdugu belirtilmistir. Fakat ¢calismada analiz edilen bireylerden homozigot
dayanikli bireyler sadece 50°C’de pik olusturmus ve hassas bireyler 62°C’de,
heterozigot dayanikli bireyler de 50°C ve 62°C’de pik olusturmuslardir. Bu
durumun c¢aligmada kullanilan dayaniklilik kaynagina bagli olarak baz

dizilimindeki farkliliktan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Shi et al. (2011) Domates lekeli solgunluk viriisiine dayaniklilikta, Sw-5b
alleline spesifik SNP markorii belirlemisler ancak bunlardan, 31.279 bp’deki T/A
ve 31.392 bp’deki A/G, SNP markorlerinin dayaniklhilik 1slahinda
kullanilabilecegi valide edilmistir. Lee et al. (2015) ise dayaniklilikla iligkili 1796
bp’de G/A olarak belirlenen SNP markorlerinin Kore’de yapilan g¢aligmada
kullanilan  dayanikli  genotiplerde kullanilabilir oldugunu belirtmislerdir.
Dolayisiyla, dayaniklilik allelinde tek niikleotid farkliliklarina (SNP)’lere dayali
teknigin 1slahta daha uygun olacag belirtilebilir.

Populasyon 2°de F, kademesinde 92 bireyde yapilan testlemede; 54 birey
Domates lekeli solgunluk viriisiine ve nematoda dayanikli, 15 birey Domates
lekeli solgunluk viriisiine dayanikli/nematoda hassas, 17 birey Domates lekeli
solgunluk viriisiine hassas/nematoda dayanikli; 6 birey ise hem Domates lekeli
solgunluk wvirlisine hem de nematoda hassas olarak bulunmustur. Bu

poplilasyonda olusan ac¢ilim Mendel agiliminin iki bagimsiz genle kontrol edilen
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9:3:3:1 (Mi+/Mi-/Sw-5+/Sw-5-)/( Mi+/Mi-/Sw-5- Sw-5-)/( Mi-/Mi-/Sw-5+ Sw-5-
) (Mi-/Mi-/Sw-5- /Sw-5-) dihibrit a¢ilimi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Nitekim, Sw-5 geni domatesin 9. kromozomunun telomerik boélgesinde (Boiteux
and Giordano, 1992), Mi geni ise 6. kromozomun sentromere yakin kisa kolunda
(Kaloshian et al., 1998) haritalanmistir. Farkli domates kromozomlarinda yer alan
Sw-5 ve Mi genleri arasinda linkage olmadig: gelistirilen Populasyon 2’de olusan

acilimda gorilmiistir.

Calismanin sonucunda dayanikli ileri 1slah hatlar1 gelistirilmistir. Domates
lekeli solgunluk viriisiine dayanikli F, kademesinde 30 ileri 1slah hatti, TSWV ve
nematoda homozigot dayanikli F4 kademesinde 100 ileri 1slah hatt1 gelistirilmistir.
Bu hatlar ileride yapilacak molekiiler ve biyolojik testleme ¢alismalarinda referans
olarak kullanilabilecekleri gibi ¢esit gelistirme ¢alismalarinda ebeveyn hat olarak

kullanilabileceklerdir.

Domates 1slah programlarinda, hastalik ve zararlilara yonelik dayaniklilik
genlerinin  belirlenmesinde gelistirilen molekiiler markodrlerin  katkilar1  ve
seleksiyonda 1slah¢ilara kazandirdigi zaman ve emek olduk¢a onemlidir. Ancak
hastalik etmenlerinin ve zararlilarin dinamik canlilar olmasi nedeniyle gelistirilen
1slah materyallerinin biyolojik olarak testlenmesi, yapilan caligmalarin etkinliginin

teyit edilmesi agisindan faydali olacaktir.
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