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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI DOMATES CESITLERINDE DOMATES LEKELi SOLGUNLUK
VIRUSUNE (Tomato Spotted Wilt Virus = TSWV) DAYANIKLILIK GENINIiN
MARKOR DESTEKLIi SELEKSiYON YONTEMIiYLE BELIRLENMESI

Giilderen KOCA

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Bitki Koruma Anabilim Dal

Damsman: Dog¢. Dr. Bayram CEVIK

Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus, TSWV) tiim diinyada
oldugu gibi tilkemizde de domates yetistirilen alanlarda yaygin olarak bulunmakta ve
domates lretiminde sorun olusturmaktadir. TSWV bitkide solgunluk, meyvede
deformasyon, siirgiin uglarindan geriye dogru 6liime neden olup {iiriin kalitesi ve
verimini diisiirerek domates {iretiminde O©nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Daha Once yapilan arastirmalarda yabani bir domates tiirii olan Solanum
peruvianum’da bulunan dominant Sw-5 geninin domateste TSWV’e kars1 dayaniklilk
sagladig1 belirlenerek bu gen bir¢ok ticari domates cesidine melezleme yoluyla
aktarilmistir (Oguz ve ark., 2010). Sw-5 geniyle baglantili molekiiler markorler
gelistirilerek klasik 1slah yontemlerin en biiyiik dezavantaji olan uzun seleksiyon
stirelerinin kisaltilmasi i¢in markor destekli seleksiyon yontemi diinyada basarili bir
sekilde uygulanmaktadir. Ancak markor yardimiyla seleksiyon (MAS) gerek
TSWV‘ye dayanikli ¢esitlerin belirlenmesi gerekse islah g¢aligsmalarinda dayanikli



bireylerin belirlenmesi amaciyla iilkemizde pek yaygin olarak kullanilmamaktadir.
Bu c¢alismada iilkemizde faaliyet gosteren 8 farkli tohumculuk firmasindan temin
edilen 71 farkli domates ¢esidinin Sw-5 TSWV dayaniklilik genini tasiyip
tagimadiklart belirlenmistir. Bu amagla elde edilen domates tohumlari ekilerek farkl
domates cesitlerinin fideleri gelistirilmistir. ~ Yetistirilen domates fidelerinden
genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra bu ¢esitlerin TSWV’a dayaniklilik
durumlar1 daha 6nce gelistirilen ve Sw5 lokusuyla baglantili oldugu gdsterilen Sw-5-
2, CT220 markdrleri ve bu calismada gelistirilen Sw-5a-e markoriine spesifik
primerler kullanilarak PCR yontemiyle belirlenmistir. Sw-5-2 markoriine spesifik
primerlerle yapilan PCR sonuglarmma gore 71 ornekten 15 tanesinin TSWV’ne
dayanikli olduklarint ve bunlarin 14 tanesinin sw-5 geni i¢in heterozigot olduklari
belirlenmistir. Buna karsin CT220 markoriine spesifik primerler yapilan PCR
sonucunda 25 tane domates ¢esidinin Sw-5 lokusu icermedigi ve TSWV’ne karsi
dayaniksiz oldugu tespit edilmistir. Bu calismada gelistirilen Sw5-a-e markoriine
spesifik primerlerle yapilan PCR taramasi sonucunda ise 65 O6rnegin TSWV’ una
dayanikli oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar domateste MAS yontemi
kullanilarak Sw-5 geninin varligmin etkin bir sekilde belirlenecegini ve iilkemizde
yaygin olarak yetistirilen domates c¢esitlerinin ¢ogunun TSWV’ne dayaniklilik

saglayan sw-5 lokusunu tasidiklarini yani viriise dayanikli olduklarini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Domates, domates lekeli solgunluk viriisii, markor destekli

seleksiyon, PCR

2012, 60 sayfa



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

DETECTION OF Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) RESISTANCE GENE IN
DIFFERENT TOMATO CULTIVARS BY MARKER ASSISTED
SELECTION METHOD

Giilderen KOCA

SiileymanDemirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bayram CEVIiK

Tomato spotted wilt virus (TSWV) is common in the tomato growing regions of
Turkey as it is in the world, and it is considered as a main problem in tomato
cultivation. TSWYV decreases the quality and outturn of the crop, thereby leading to
substantial economic loss by causing wilting in plants, deformation in fruits, dieback
in shoot tips and reducing the economic value of tomato. As a result of previously
research, it was found that wild tomato species Solanum peruvianum contains the
Sw-5 gene conferring resistance to TSWYV, and the resistance was transferred to
many commercial tomato cultivars through classical breeding. In order to shorten the
long periods of selection which is the most considerable disadvantage of classical
breeding methods, with the help of developments in molecular markers, marker
assisted selection (MAS) was successfully implemented all over the world linked to
the Sw-5 gene. However, MAS has not been commonly used in Turkey to determine

the cultivar resistant to TSWYV or to determine resistant lines and hybrids in breeding



programs. In this study, the presence of Sw-5 TSWV resistance gene in 71 different
tomato cultivars supplied from 8 separate seedling companies operating in our
country is determined. The tomato seeds obtained for this purpose was planted and
seedlings of different tomato cultivars were grown in controlled environmental
growth chamber. After the isolation of the genomic DNA from the grown tomato
seedlings, the presence of the sw-5 gene conferring the resistance to TSWV was
determined by PCR method using primers specific to three markers linked to Sw-5
gene While two of these markers Sw-5-2 and CT220 were developed previously and
proved to be related to Sw5 locus and one additional marker, sw5 a-e, was developed
in this study. In PCR results obtained with primers specific to Sw-5-2 marker, 15
samples out of 71 were determined to be resistant to TSWV, and 14 out of these
samples were determined to be heterozygote for sw-5 gene. On the other hand, the
PCR results obtained by the primers specific to CT220 marker revealed that 25
tomato species did not contain Sw-5 gene and shown to be sensitive to TSWV. As a
result of the PCR scan through the use of primers specific Sw5-a-e marker, it was
ascertained that 66 of the samples were resistant to TSWV. The results of the all
three markers showed that that the presence of the Sw-5 gene can effectively be
identified by the use of MAS and that most of the tomato species commonly grown
in Turkey contained sw-5 locus conferring resistance to TSWV and they are

considered resistant to the virus.
Key Words: Tomato, tomato spotted wilt virus, marker assisted selection, PCR

2012, 60 pages
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1.GIRiS

Diinyada ve iilkemizde en ¢ok yetistirilen ve tiiketilen iirtinlerden biri olan domates
bitkisi ilging bir tarihe sahiptir. Ilk olarak sar1 renkli bir domates yabani tiirii Bolivya
ve Peru’da bulunduktan sonra Meksika’da yetistirilip, Kristof Kolomb'un Amerika'y1
kesfinden sonra gemilerle Avrupa'ya gonderilmistir. italyanlarm sari renginden
dolay1 onu altin elma olarak adlandirmasinin ardindan ¢ok ge¢cmeden domatesin
kirmiz1 tiirleri ortaya c¢ikmustir. Domates Amerika'da ilk defa Thomas Jefferson
tarafindan yetistirilmesine ragmen 1900 yilina kadar domatesi pek ¢ok insan zehirli
olduguna inanarak yemeyi reddetmistir (Anonim, 201la). Ancak domates
meyvesinin tadi ve lezzetinin anlagilmasindan sonra 1990°1ii yillarda yetistiriciligi ve
tilketimi hizla artarak diinyada en ¢ok yetistirilen, ticareti yapilan ve tiiketilen

sebzelerinden biri konumuna gelmistir.

Domatesin ¢ok fazla tiiketilmesinin nedeni icerdigi besinler ve vitaminlerden dolay1
insan beslemesine katkisinin ¢ok olmasindandir. Domates meyvesinde A, B1, B6, C
vitaminlerinin yaninda yiiksek oranda likopen bulunmaktadir. Likopenin degisik
kanser tiirlerine kars1t Onleyici etkisinin bulunmasinin yaninda likopen bagisiklik
sistemini giiclendirir, beyin hiicrelerini yaslanmaya kars1 korur, kan basincini diistiriir
ve kolestrolii kontrol etmeye yardimci olmaktadir. Ayrica domates icerdigi
vitaminlerle sa¢ ve cilt saghigi agisindan da O6nem arz etmektedir. Domates
meyvesinde bulunan bu vitaminler ve Onleyici mineraller genellikle domatesin

kabugunda daha yiiksek oranda bulunmaktadir (Anonim, 2011b).

Diinya’da ve Tirkiye’de iretilen en onemli sebze tiiri olan domates Solanacea
familyasi igerisinde yer almaktadir. 2008 yili FAO verilerine gore tiim diinyada
5.227.883 ha alanda 129.649.883 ton domates iiretilirken iilkemizdeki 300.000 ha
tiretim alaninda yilda 10.985.400 ton domates iiretilmektedir. Diinya’da domates
tiretim miktar1 yakindan incelendiginde 33,6 milyon ton iiretimle Cin 1. sirada yer
alirken onu 11,5 milyon ton ile ABD, 9,9 milyon ton ile Tiirkiye, 8.5 milyon ton ile
Hindistan ve 7,5 milyon ton ile Misir izlemektedir. Uretim acisindan bu miktar ile

Cin ve ABD’den sonra 3. sirada yer alan Tiirkiye domates iiretiminde diinyada s6z



sahibi llkelerden biri olup Avrupa’nin en biiylik domates fireticisi konumundadir

(Anonim, 2010).

Domates taze olarak tiiketildigi gibi islenerek endiistride; salga, piire, konserve
(dilimlenmis, tiim soyulmus), ket¢ap, domates suyu vb. yapmminda da
kullanilmaktadir. Diinyada domatesin en ¢ok islenerek bu iirtinlere doniistiiriildigi
basta ABD’de Kaliforniya Vadisi olmak {izere Akdeniz kiyilar ve Cin’in Xinjiang ve
Ic Mongolia eyaletleri olmak iizere ii¢ biiyiik bolge vardir. Bu ii¢c bolge diinya
islenmis domates iriinleri tretiminin %85°ni ger¢eklestirmektedir (Bayraktar ve

Kaya, 2009).

Domates ekonomik a¢idan 6nemli tarimsal {irtinlerden biri olup en fazla ticarete konu
olan sebzelerin basinda gelmektedir. Domates salcasi, piiresi, sosu vb. domates
tirlinlerinin diinyada 2,7 milyar dolarlik ithalat, 2,1 milyar dolarlik ihracat pay1 ile
yaklagik 5 milyar dolarlik bir domates endiistrisi gelismistir. Diinyada 2007 yilinda
5,6 milyon ton taze domates ihracati yapilarak 6,5 milyar dolarlik gelir saglanmistir.
Diinyada en ¢ok ihracat yapan iilkeler Meksika, Ispanya, Hollanda, Urdiin, Tiirkiye
seklinde siralanmaktadir. Taze domates ihracatinda Tiirkiye diinyada 5. sirada yer

almasina ragmen ton basina ihracat degeri olduk¢a diisiiktiir.

Domates iilkemizin en 6nemli sebze iirlinii olup lilkemizin toplam sebze iiretiminin
yaklasik %38’ini domates olusturmaktadir. Ulkenin hemen her bolgesinde domates
tiretilmekle birlikte, taze tiiketime yonelik domates {iiretimi genellikle Akdeniz
kiyisinda ortii alti alanlarda yapilmaktadir. Ulkemizde iiretilen domatesin %20’si
isleme endiistrisine gonderilmekte geriye kalan kismi taze olarak ihra¢ edilmekte
veya i¢ pazarda tiiketilmektedir. Tiirkiye domates iiretiminin %17’sini Antalya’da
gerceklestirmekte olup izmir, Canakkale ve Mersin diger énemli {iretim bélgelerini
olusturmaktadir. Antalya bolgesinde daha ¢ok sofralik domates tiretimi yapilirken
endiistriye yonelik liretim ise genellikle Marmara ve Ege Bolgelerinde Balikesir,

Bursa, Manisa ve Canakkale illerinde yapilmaktadir (Anonim, 2009).



Domateste hastalia yol acan ¢ok sayida fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri
bulunmaktadir. Domates yetistirilen alanlarda 200’den fazla hastalifin domates
bitkisine zarar vererek ekonomik kayiplara neden oldugu tespit edilmistir (Chupp ve
Sherf, 1960; Dixon, 1981; Berlinger, 1986; Watterson, 1986; Ganoo ve Saumtally,
1998).

Domateste hastaliga yol acan birgok viral etmen bulunmakla birlikte ticari olarak
ortli altinda ve agikta domates yetistiriciligi yapilan alanlarin hemen hemen hepsinde
goriilen domates lekeli solgunluk virlisii (TSWV) domatesin en 6nemli hastaliklar
arasinda yer almakta olup Onemli miktarda iiriin kayiplarina neden olmaktadir.
Domates lekeli solgunluk virtisii (TSWV) Bunyaviridae familyasi Tospoviris
grubuna dahildir. TSWYV ilk kez 1915 yilinda teshis edilmis olup 900’den fazla bitki
tiriinde hastalik olusturmaktadir. Virlis tohumla taginamazken mekanik olarak ve
farkli trips tiirleri ile tasinmaktadir. TSWV diinyanin bircok domates iiretim
bolgesinde yayilmis olup onlarca yilda milyarlarca dolarlik iiriin kaybina neden

olarak giiniimiizde de ekonomik énemini devam ettirmektedir (Pappu et al., 2000).

Bu nedenle uzun yillardir TSWV’ne karsi dayaniklilik kaynaklar1 arastirilarak
genetik dayaniklilik gelistirilmeye calisilmistir. Bu kapsamda yapilan calismalar
sonucunda TSWV’ne kars1 dayaniklilik saglayan Sw-5 geni 1992 yilinda domatesin
yabani bir ¢esidi olan Solanum peruvianum bitkisinde belirlenmistir.Yapilan
caligmalar sonucunda TSWV’ne kars1 dayaniklilik saglayan Sw-5 geninin tek bir
dominant gen oldugu belirlenerek melezleme 1slahi yoluyla ticari domates ¢esitlerine
aktarilmig ve bunun sonucunda yeni taze tliketime uygun ticari bir ¢esit olan
‘Stevens’ ¢esidi gelistirilmistir (Stevens et al., 1992). Daha sonra Sw-5 geni
melezleme 1slah1 yoluyla birgok ticari domates ¢esidine aktarilarak diinyanin farkli
tretim bolgelerinde TSWV’ne dayamikli farkli Ozelliklerde domates g¢esitleri
gelistirilip  yetistirilmeye baslanmigtir. Bu 1slah  ¢alismalarini  destekleyip

hizlandirmak amaciyla Sw-5 geniyle baglantili molekiiler markorler gelistirilmistir.

Molekiiler markorler, genomda bir gen ya da gen boélgesi ile iliskili DNA pargasi

olarak tanimlanmaktadir. Klasik 1slah yontemlerinin etkinligini artirmak ve 1slah



siirelerini kisaltmak amaciyla 1slahgilar tarafindan istenilen 6zellikte bireylerin daha
kolay ve giivenilir bir sekilde se¢ilmesini saglayan markor destekli seleksiyon
yontemi kullanilmaya baslanmistir. Markor destekli seleksiyon iki ebeveynin
melezlenmesinden olusturulan bitki popiilasyonlar: igerisinde istenilen 6zellikleri
tagityan bireylerin bu ozellikleriyle iligkili markorler yardimiyla segilmesine olanak
saglanmaktadir. Bu sekilde 1slah ¢aligmalarinda seleksiyon siiresi kisaltilarak 1slah
calismalar1 hizlandirilmakta ve daha kisa siirede ¢esit 1slaht saglanmaktadir. Ayrica
belirleyici ozelliklerle iligkili markdrler yardimiyla istenilen 6zelliklerle ilgili

genlerin klonlanmasi saglanmaktadir (Knapp, 1994).

Son yillarda TSWV’ne dayaniklilik saglayan Sw-5 geniyle iliskili bircok markor
gelistirilmistir. Gelistirilen bu markorler domates ve diger bitkilerde TSWV’ne karsi
dayaniklilik gelistirmek amaciyla MAS yoluyla 1slahta veya diinyanin farkli domates
tiretim bolgelerinde yetistirilen c¢esitlerin TSWV’ne dayaniklilik durumlarinin

belirlenmesi amaciyla bagarili bir sekilde kullanilmigtir ve hala kullanilmaktadir.

Ulkemiz o6nemli bir domates iireticisi olmasma ve ¢ok sayida domates cesidi
yetistirmesine ragmen Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen yerli ve yabanci domates
cesitlerinin Sw-5 genini igerip igermedikleri ve TSWV’ne karst dayanikli olup
olmadiklar1 ¢ogunlukla bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci lilkemizde yaygin
olarak yetistirilen yazlik, kislik domates ¢esitlerinin TSWV’ne kars1 dayaniklilik
saglayan Sw-5 genini icerip igermediklerini markor destekli seleksiyon yontemiyle
belirlemektir. Buna bagli olarak farkli tohum firmalarindan temin edilen 71 farkli
domates ¢esidinde, sw-5 geniyle baglantili 3 farklt markor kullanilarak TSWV’ne
dayaniklilik saglayan sw-5 geni icerip icermedikleri markor destekli seleksiyon
yontemiyle belirlenerek bu domates ¢esitlerinin TSWV’ne dayaniklilik durumlari

tespit edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Domateste Hastalik Yapan Viriisler

Diinyada domates ve biber yetistiriciligi yapilan alanlarda, daha once yapilan
calismalarda c¢esitli viriislerin varligi tespit edilmistir. Tiitlin mozayik virlisi
(Tobacco mosaic virus, TMV), domates mozayik viriisii (Tomato mosaic virus,
ToMV), hiyar mozayik viriisii (Cucumber mosaic virus, CMV), patates Y viriisii
(Potato virus Y, PVY), tiitlin etch viriisii (Tobacco etch virus, TEV), yonca mozayik
virlisii (Alfalfa mosaic virus, AMV) ve domates sar1 yaprak kivirciklik viriisiiniin
(Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) domates yetistirilen alanlarda varligi tespit
edilmistir. Ayrica domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt virus,
TSWV) hem domates hem de biber yetistirilen alanlarda yaygin olarak bulunmakta

ve onemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Jones et al., 1993).

2.2. Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (Tomato spotted wilt viriis, TSWYV)

Domates lekeli solgunluk viriisii (Tomato spotted wilt tospovirus, TSWYV),
Bunyaviridae familyasina bagli Tospovirus grubuna dahil bir viriistiir (Colariccio et
al., 2004).

2.2.1. Partikiil morfolojisi ve genom yapisi

TSWYV 85 nm genisliginde izometrik yapida zarth partikiillere sahiptir. Virionlar, %5
niikleik asit, %70 protein, %20 lipit ve %S5 karbonhidrat icermektedir. Genom
yapilar1 tek iplikcikli lineer yapida 3 farkli RNA’dan meydana gelmektedir. En
biiylik genom pargasi 8.897 kb (L-RNA), ikinci biiylik pargast 5.4 kb (M-RNA) ve
ticlincii biliyiik parcast 2.916 kb (S-RNA) uzunlugundadir. Niikleik asitleri, Haan
(1990) tarafindan izole edilerek temel bilesiminin oransal olarak %16.2 G, %31.6 A,
%19.3 C ve %32.9 U‘den olustugu belirlenmistir (Kiigtik, 2006).



Sekil 2.1. Domates lekeli solgunluk viriisii partikiillerinin elektron mikroskobunda
cekilmis goriintiisii

(http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009 )

2.2.2. Viriisiin konukcular:

Domates lekeli solgunluk viriisii polifag bir viriistiir. Domates, biber, marul, tiitiin,
yerfistigi ve farkli siis bitkiler bu virlisiin konukgularindandir. TSWYV; 15
monokotiledon ve 69 dikotiledon familya olmak iizere toplam olarak 84 familyada
900’den fazla bitki tiirlinde hastalik olusturabilmektedir. Ayrica yabanci otlar ve siis
bitkileri viriis kaynagi olarak bildirilmistir (Gordillo et al.,2008).

Solanacea familyasi viriisiin ana konuk¢ularini icermekte olup bu familyaya mensup
100°den fazla tiirde hastaliga yol agmaktadir. Bununla birlikte viriis toplam 271
kiltlir bitkisi tiiriinde enfeksiyona neden olarak hastalik olusturmaktadir. Viriisiin
hastalik yaptigi bitkiler arasinda enginar, patlican, hindiba (Cichorium spp.),
kabakgiller (hiyar, kavun ve karpuz), soya ve patates gibi 6nemli tarimsal {iriinler de
yer almaktadir. Her ne kadar virlisiin nohut ve mercimekte de zarar olusturdugu
Brezilya’da bildirilmis olsa da Akdeniz {ilkelerinde bu bitkilerde viriisiin varligi
heniliz belirlenmemistir. Siis bitkileri arasinda ise baslica konukculari; Aster,

begonya, Dahlia ve Gerbera’dir. Ayrica Amaranthus spp., Portulaca oleracea,



Senecio vulgaris, Solanum nigrum gibi yabanci otlar da viriisiin bilinen konukgulari
arasinda yer almaktadir. Bu ve diger yabanci otlar da bu virilisiin konukg¢ularindan

olup viriisiin epidemiyolojisinde de 6nemli rol oynamaktadirlar (Anonim, 2006).

2.2.3. Viriisiin tasinma yollari

Virlis mekaniksel olarak ve trips vektorleriyle persistent olarak tasinmaktadir.
TSWYV, Thysanoptera takimi Thripidae familyasi i¢inde yer alan 3 cinse (Thrips,
Frankliniella, Scirtothrips) ait 9 trips tiirii ile sirkiilatif ve propagatif olarak
(vektoriin hiicrelerinde g¢ogalarak) tasinmaktadir. Bu tiirler arasinda, sogan tripsi
(Thrips tabaci Lindeman), bati gicek tripsi (Frankliniella occidentalis Pergande),
cicek tripsi (F. intonsa Trybom), tiitiin tripsi (F. fusca Hinds), pamuk tripsi (F.
schultzei Trybom), soya fasulyesi tripsi (T. setosus Moulton), kavun tripsi (T. palmi
Karny), florida c¢igek tripsi (F. bisipinosa Morgan) ve biber tripsi (Scirtothrips
dorsalis Hood) bulunmaktadir (Kisha-Kumar et al., 1993; Johnson et al., 1995;
Mound, 2001; Stumpf and Kennedy, 2005).

Sekil 2.2. TSWV ‘niin domates bitkisinde tripslerle taginmasi

http://tr.wikipedia.org/wiki/Trips




2.2.4. Hastaligin belirtileri

TSWYV, domates bitkisinde; gen¢ yapraklarin bronz renge doniismesine, yapraklarda
kiigiik ve fazla sayida siyah lekeler olugmasina, bitkide solgunluk ve ciicelige, bitki
govdesinde siyah c¢izgi seklinde lekelere, meyvelerin {izerinde klorotik halkali
lekelerin olusmasina, meyvelerde deformasyon ve siirgiin uglarindan itibaren geriye
dogru o6liimlerin olusumuna neden olarak domates meyvelerinin kalite ve veriminde
diisiis olmasina sebep olmaktadir. Bu sekilde deforme olmus meyve, taze tiikketimde
kullanilamaz hale gelmekte, ekonomik degerini kaybetmekte ve pazarlanmasi
zorlagmakta hatta imkansiz hale gelmektedir. Bu nedenle iilkemizde 6nemli bir sebze
olan domates ve domateste zarar1 6nemli bir viriis olan TSWV’iin belirlenmesi, su an
ve ileride karsilasilacak sorunlarin da Onlenmesi agisindan biliyiikk bir Onem

tasimaktadir (Korkmaz ve Turhan, 2006).

Sekil 2.3. TSWV’niin domateste olusturdugu belirtiler

(http://www.settfest.com/2009/01/pests-and-diseases/)




2.2.5. Hastaligin bulunusu ve yayginhgi

Domates lekeli solgunluk viriisi (TSWV) ilk olarak, 1915 yilinda Brittlebank
tarafindan Avusturalya’da domates bitkisi {izerinde tespit edilmistir. Viral orijinli
oldugu ise, Samuel et al., (1930) tarafindan ortaya konulmustur. Son yillarda biiyiik
ekonomik Oneme sahip olan bu viriis diinyanin bircok domates iiretim bolgesinde
yaygin olarak goriilmeye baslanmis, Kuzey ve Giliney Amerika, Avrupa ve Asya

kitalarina kadar yayilmistir (Adkins et al., 2005).

EPPO verilerine gore hastaligin diinyadaki cografik dagilimi asagidaki gibi
bildirilmistir. Viriis Cezayir, Avusturya, Belgika, Bulgaristan, Hirvatistan, Kibris,
Cek, Misir, Fransa (ilk kez 1933’de goriilmiis fakat 1987°den beri bir daha
gbriilmemis), Almanya, Yunanistan, Bulgaristan, irlanda, Israil, Italya, Libya,
Litvanya, Malta, Moldova, Hollanda, Polonya, Portekiz, Romanya, Rusya, Slovakya,
Ispanya, Isvec, Tiirkiye, Birlesik Krallik (Ingiltere, Iskogya), Ukrayna ve
Yugoslavya’da bulunmaktadir. Ayrica Norveg, Danimarka ve Finlandiya’da viriis
tespit edilmis ancak eradike edilmis veya edilmektedir. Tunus ve Fas’da ise virlisiin

varlig1 rapor edilmesine ragmen heniiz dogrulanmamistir (Anonymous, 1998).

TSWV, iilkemizde ilk olarak Canakkale, Balikesir, Manisa, Usak ve Samsun
illerinde tiitiin bitkisinde, daha sonra; Izmir ve Manisa illerinde ise domates
bitkisinde (Azeri, 1981; 1994), Akdeniz bdlgesinde ise TSWV ilk olarak 1995
yilinda Adana ilinde tespit edilmis (Degirmenci ve Uzunogullar, 2007) ve ayni
dénemde Mersin ilinde yapilan bir ¢alismada ise %86.5 oraninda TSWV enfeksiyonu

tespit edilmistir (Giildiir et al., 1995).

Canakkale ilinde yapilan bir ¢calismada 99,2 ha alandan 200 6rnek alinarak ELISA ve
DTBIA yontemleriyle test edilmistir. ELISA testi sonucunda 9 drnek TSWYV ile
enfekteli bulunmustur. ELISA testinde TSWYV ile enfekteli bulunan 6rnekler DTBIA

yonteminde de enfekteli olarak bulunmustur (Korkmaz ve Turhan, 2006).

Samsun ilinde yapilan bir ¢alismada domates, biber ve tiitlin yetistirilen alanlardan

toplanan 414 adet yaprak 6rnegi TSWYV poliklonal antiserumu kullanilarak ELISA



yontemiyle test edilmistir ve 28 tanesi TSWV’le enfekteli bulunmustur. Sonuca gore
biber, tiitlin ve domates Orneklerinden en yiiksek absorbans degerine sahip birer
TSWYV izolat1 segilip test bitkilerine mekanik inokulasyon yapilmistir. Segilen tiitiin
ve domates izolatlariin sw-5 genini iceren baz1 domates ¢esitlerinde dayanikliligin
kirilmasina sebep oldugu ancak biber izolatinin dayanikliligimi kiramadigi

saptanmustir (Yildirim ve Arli S6kmen, 2011).

Bati1 Akdeniz bdlgesinde yapilan bir calismada domates, biber, patates, marul, kabak
ve hiyar yaprak ornekleri alimarak 12 bdlgeden 337 6rnek kullanilmis ve DAS-
ELISA yontemiyle testlenmistir. Sonugta 157 6rnek TSWYV ile infekteli bulunmustur
(Yardimei1 ve Kilig, 2009).

Ulkemizin en 6nemli domates iiretim bdlgesi olan Antalya ve bazi ilgelerinde
yapilan bir caligma sonucunda, testlenen domates Orneklerinden %80, biber
orneklerinden %91 ve marul 6rneklerinden %93 oraninda TSWYV ile enfekteli bitki
bulunmustur (Bozdogan, 2009). Marmara Bolgesi’nde (Bilecik, Bursa ve Sakarya)
yapilan ¢alisma sonucunda testlenen bitki orneklerinin %5-78 oraninda TSWYV ile
enfekteli oldugu tespit edilmistir (Degirmenci ve Uzunogullari, 2007). Bu ve diger
calismalar TSWV’ niin iilkemizin 6nemli domates iiretim bdlgelerinin tiimiinde

yaygin olarak bulundugunu gostermistir.

2.2.6. Hastalikla miicadele

Diger viriislerle oldugu gibi domates lekeli solgunluk viriisiiyle kimyasal miicadele
miimkiin degildir. Ancak kiiltiirel 6nlemler alinarak viriisiin yayilimi yavaslatilarak
hastalik yogunlugu diisiiriilebilir. Bu amagla sanitasyon uygulamalarina dikkat
edilmeli ve fidelikler, 6zellikle siis bitkileri ve yabanci otlarin bulunmadig: bir alanda
kurulmalidir.  Hastalikli  bir  bitki  belirlendiginde, hemen  sokiilerek
uzaklagtirilmalidir. Duyarli konukgular arasinda yer alan siis bitkileri, bu tip seralarin
yakininda yetistirilmemelidir. Seralarin gerek i¢ gerekse dis alanlarinda yabanci
otlarin yok edilmesi hem enfeksiyon kaynagi olarak hem de trips popiilasyonunu
artirmamas1 ag¢isindan olduk¢a Onemlidir. Seralar, dikim sonrasinda miimkiin

oldugunca sik kontrol edilmeli ve sera igerisindeki sar1 yapiskan tuzaklar ile trips
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varlig1 her an incelenmelidir. Seralarda tripslerin giremeyecegi delik ¢apina (0.2-0.3
mm) sahip tiiller, ya da tel kullannmi da korunma amaciyla alinacak onlemler
arasindadir. Domates yetistiriciliginde 15181 yansitan malglarin kullanimi, tamamen
yok etmese de trips popiilasyonunu diisiirmede kullanilabilir. Ozellikle trips tiirleri
arasinda TSWV’nii en hizli ve aktif tagiyabilen Frankliniella occidentalis’in varlig
her zaman kontrol edilmelidir (Anonim, 2007). Ayrica gerekirse trips tiirleriyle
kimyasal miicadele yapilarak vektor popiilasyonu diisiiriilmelidir. Bu hastalik etmeni
viriis ile miicadele amaciyla bir¢ok farkli yontem denenmis ancak en etkin yontemin
genetik dayaniklilik oldugu tespit edilmistir (Stevens et al.,1992).

TSWV’ne dayamiklilik gelistirmek amaciyla dogal dayaniklilik genlerinin

belirlenmesi icin ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.

Tsw geni biberde domates lekeli solgunluk tospovirus viriisiine karsi dayaniklilik
saglayan Sw-5 homologu gendir. Bu gen bir RAPD markoériiyle baglantili olarak
kromozom 10’un bir bdlgesinde haritalanmistir. Sw-5 ‘in birtakim homologlar1 biber
ve domateste karsilik gelen ayn1 pozisyonda bulundugu halde Sw-5’in
haritalanmamis homologlar1 domateste fenotipik olarak benzer, baskin TSWV
dayaniklilik geni C. annuum’da da ayni bdlgede haritalanmistir. Tsw ve sw-5
arasindaki iliski TSWV niin genetik ¢alismalar1 boyunca incelenmistir. Tswv-A’nin
hacmi biberdeki Tsw ve domatesteki sw-5 geninin iistesinden gelmek icin Tswv
genomunun farkli bolgelerinde haritalanmistir. Bu ylizden, biber ve domatesteki
direncin fenotipik ve genetik benzerliklerine ragmen biz bundan su anlami ¢ikaririz;
sw-5 ve Tsw tasiyan bitkilerde enfeksiyonun sonucunu ayri viral gen iiriinleri kontrol

etmektedir (Jahn et al., 2000).

Amerika ve Brezilya isbirligi ile yapilan bir ¢alismada genis spektrumlu tospoviriis
dayaniklilik geni olan sw-5 izolasyonu yapilarak elde edilen gen dizilimlerinin
karsilagtirilmast ile kok ur nematodu dayaniklilik geni olan Mi geninin homolog
oldugu ve yapisal ve fonksiyonel olarak benzerlik gosterdigi tespit edilmistir

(Brommonschenkel et al., 2000).
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2.3. Molekiiler Markorler

Markor herhangi bir birey veya popiilasyonun bir karakteriyle veya bu karakterle
baglantili1 fenotipik bir 6zelik bir gen ya da gen DNA pargas1 veya biyokimyasal
madde olarak tamimlanmaktadir. Ug temel genetik markér tipi vardir: bunlardan
birincisi morfolojik markorlerdir (klasik ya da goriilebilir markorler) ki bunlar
fenotipik ozellikler ya da karakterlerdir. Ikincisi biyokimyasal markérlerdir, bunlar
enzimlerin allellik degiskenleridir ve izoenzimler olarak adlandirilirlar. Ugiincii
markor sistemi molekiiler ya da DNA markdrleridir. Molekiiler markérler DNA

tizerindeki varyasyonlar1 gosterir (Jones et al, 1997).

Morfolojik markdrler genellikle ¢igek rengi, tohum bigimi gibi goriilebilir fenotipik
karakterlerdir. Izoenzim markérleri, elektroforez islemiyle ve spesifik boyamayla
belirlenmektedir. izoenzim ve morfolojik markérlerin sayilarmin az olmasi, gevre
faktorlerinden ve bitki gelisim evrelerinden etkilenmeleri bunlarin en 6nemli

dezavantajlaridir (Collard et al., 2005).

Molekiiler markorler, genomda bir gen ya da gen bolgesine iliskin DNA pargasi
olarak  tanimlanmaktadir. Molekiiler =~ markdrler  bitkilerde  baslica, gen
kaynaklarindaki bireylerin tanimlanmasi, akrabalik iliskilerin belirlenmesi,
haritalama ve seleksiyon amaciyla kullanilmaktadir. Bu tekniklerde baslangigta
enzim alt birimleri kullanilmakla birlikte daha sonra genomik DNA, organel DNA’s1
ya da satellit bolgeler gibi kisimlarin esas alindigit DNA markdrleri uygulama alani

bulmustur (Agaoglu ve Ergiil, 1999).

DNA markorleri, genel olarak sayilarimin ¢ok olmasindan dolayr en yaygin
kullanilan markor tipidir. Bu markdrler, DNA’da olusan nokta mutasyonlari,
insersiyonlar, delesyonlar veya DNA’nin replikasyonunda olusan hatalardan
meydana gelmektedirler (Paterson,1996; Collard et al., 2005). Morfolojik ve
biyokimyasal markorlerin tersine, DNA markorleri sinirhi sayida degildirler, cevresel

ve bitki gelisim evrelerinden etkilenmezler (Collard et al., 2005).
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DNA markérleri kullanilan yontemler temelinde 3 ana gruba ayrilabilir: (1)
hibridizasyona dayali1 markdrler; RFLP  (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ve oligoniikleotid parmak izlerinin ¢ikarilmasi, (2) polimeraz zincir
reaksiyonuna (PCR) dayali markoérler; RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), SSR (Simple Sequence
Repeat), STS (Sequence-Tagged Site), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat), CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence), ALP (Amplicon Length Polymorphism) markérleri, (3)
DNA sekanslamasina dayali yontemler; SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

markdrleri 6rnek olarak verilebilir (Jones et al., 1997; Gupta et al., 1999).

Yukarida belirtilen 3 grup markorler disinda MP-PCR (Microsatellite Primed
Polymerase Chain Reaction), AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain
Reaction), AS-PCR (Allele Specific Polymerase Chain Reaction), DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) stratejileri de polimorfizmin belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Gupta et al., 1999). Bu markérlerin hizli sonug vermeleri, ¢evre
sartlarindan etkilenmemeleri ve seleksiyon asamasindaki dogruluklari, agronomik
acidan istiin karakterlerin se¢iminde, markorler yardimiyla seleksiyonu en giivenilir

uygulama haline getirmistir (Budak ve ark., 2004).

Tospovirus dayanikliligiyla iliskili markorler gelistirmek amaciyla calismalar
yapilmistir ve bu amagla markor destekli seleksiyon calismalarinda kullanilmak

tizere molekiiler markdrler gelistirilmistir.

2.3.1. Markor destekli seleksiyon (MAS)

Uzun ve zahmetli fenotipik seleksiyon agamasindan dolayi klasik melezleme 1slahi
zaman alic1 ve ¢evre sartlarina ¢ok bagl bir yontemdir. Sebzecilikte yeni bir ¢esidin
1slaht sekiz ile on iki yil arasinda bir siire almakta ve hatta bu gelistirilen ¢esidin
piyasaya ¢ikarilmasi garanti edilememektedir. Bu nedenle bitki 1slahgilar seleksiyon
asamasin kisaltacak daha etkili yeni yontemler gelistirmislerdir. Istenilen bir

ozellikle iligkili molekiiler markdrlerin gelistirilmesiyle fenotipik 6zelliklerin
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genotipik olarak belirlenmesi saglanarak (markor destekli seleksiyon yontemi
gelistirilerek) bitki 1slahinda 6nemli alanlarda kullanilmaktadir. Bu yontem bitki
islahinda  hizlandirilmis  seleksiyon stratejileri  gelistirilerek yeni cesitlerin

gelistirilmelerine olanak saglanmistir (Korzun, 2002).

Bu molekiiler markorlerin kullanimi tiirler arasinda veya icinde DNA sekans
varyasyonunu gozleyerek yeni genetik varyasyon kaynaklarinin bulunmasi ig¢in
kullanilmaktadir. Markor destekli seleksiyonda iki ebeveynin melezlenmesinden
olusturulan bitki popiilasyonunda istenilen genlerle iligkili markorler tespit edilerek
bunlarin 1slah g¢alismalarinda erken seleksiyon kriteri olarak kullanmak veya bu
markorlerden hareketle ilgili genlerin klonlanmasinin saglanmasi amaglanmaktadir.
Ayrica MAS, kantitatif Ozelliklerin seleksiyonu ve kaliim mekanizmasinin
aragtirllmasinda, molekiiler ~ baglantt  haritalarinin ~ olusturulmasinda  ve

tamamlanmasinda da potansiyel olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Knapp, 1994).

Markor destekli seleksiyon Tospoviriislere karsit dayaniklilik gelistirmek amaciyla
domatese yapilan 1slah c¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu konuda

yapilan MAS caligsmalar1 agagida 6zetlenmistir.

2.4. Domateste Sw-5 geniyle ilgili MAS calismalar:

Polonya’da yapilan bir ¢aligmada 271 primer kullanilarak ¢ farkli 6zellige sahip
domates ¢esidinde (Stevens x Rodade - direncli; Rey de los Tempranos — tolerant;
Potentat — duyarli) RAPD analizleri yapilmistir. Kullanilan 71 primerden 28 tanesi
bu bitkilerde siirekli polimorfizim olusturmus ve bunlarin dayaniklilik geniyle iliskili
oldugu test edilmistir. Dayanikli ve duyarl bireylerden olusturulan F2 bireyine bulk
segregant analizi (BSA) uygulanmistir. Sonug olarak kullanilan primerlerden 5 tanesi
dayanikli ve duyarli c¢esitler arasinda farklilik gostererek bunlarin birbirinden
ayrilmasii saglamistir. Bu primerlerden sadece biri 1996°’da Chague tarafindan
rapor edilmis olmasina ragmen diger dordiiniin dayanikliyla duyarl bitkileri ayiran

yeni primerler oldugu belirtilmistir (Smiech et al., 2000).
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Yapilan diger bir ¢aligmada taze pazar i¢in (Poly 39) ve islenmek (AD-17) igin
uygun iistiin 6zellikler gésteren ancak TSWV’ne duyarl olan iki domates hattina sw-
5 geninin markor destekli seleksiyonu yapilarak dayaniklilik 1slahi uygulanmustir.
Bu amagcla bu her iki hat TSWV’ne kars1 direng veren sw-5 genini iceren Stevens
cesidiyle melezlendikten sonra bir geri ¢aprazlama programi yapilmistir. Geri
caprazlama programinda dayanikli bireylerin secilmesinde sw-5 dayaniklilik genine
cok yakindan bagli olan CAPS (Folkertsma ve ark.,, 1999) markoriinden
yararlanilmistir. Bu markoriin es baskin (co-dominant), 6zellikte olmasi dayanikli
bireylerin belirlenmesinin yaninda dayanikli bireylerin heterozigot mu yoksa
homozigot dayanikli m1 olduklarini belirleyerek geri caprazlamalarin agamalarinda
istenilen Ozellikte ve dayanikli bitkileri se¢gmek amaciyla etkili bir sekilde
kullanilmigtir. Calismada ayrica dayaniklilik kazandirilan her iki elit hattin sw-5
dayaniklilik genlerini fonksiyonel olarak tasidiklarini gostermek ve dayanikliligin
basarili bir sekilde bu hatlara aktarildigini onaylamak igin TSWV’yle asilama testi
yapilarak elde edilen hatlarin dayaniklilik durumlar teyit edilmistir (Langella et al.,
2004).

Avustralya’da yapilan bir ¢alismada daha onceden gelistirilen ve sw-5 geniyle
baglantili oldugu belirlenen CT220 markoriine ek olarak sw-5b geninin LLR
(leucine-rich repeat) motifine spesifik yeni bir markor gelistirilerek domates
¢esitlerinin taranmasinda kullanilmistir. Gelistirilen LRR ve CT220 markdrlerine
spesifik primerler bir arada kullanilarak test edilen bitkilerden LLR i¢in 300 bp
CT220 i¢in ise 200 bp biiyiikliiglinde bantlar ¢ogaltilarak bitkilerde sw-5 geninin
varhig1 belirlenmistir. Gelistirilen ikili markor sisteminde gerek duyuldugunda
dayanikli bitkilerin genotipleri belirlenerek homozigot ve heterozigot bireyler ortaya
konulabilmektedir. Bu amacla PCR sonucunda elde edilen LLR ve CT220 PCR
tirtinlerine daha sonra Asel enzimiyle kesilmis ve uygulamadan sonra DNA’lar analiz
edildiginde 300bp biiyiikliigiindeki LRR bantlari, 200bp biiyiikliigiindeki kesilmemis
CT220 bantlar1 ve yaklasik 100 bp biiyiikliiglindeki kesilmis 2, CT220 fragmentleri
tespit edilmistir. 300 ve 200 bp bantlar dayamikliligit 100 bp ise duyarlilig
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gosterirken hepsinin birden bulunmasi ise bitkinin heterozigot oldugunu gostermistir.
Bu sekilde 50 farkli domates ¢esidini test edilmis ve bunlardan 34 tanesi dayanikli
bulunurken 16 tanesi ise duyarli ¢ikmistir (Garland et al., 2005).

TSWYV tiitiinde de hastalifa yol acarak onemli kayiplara neden olmaktadir. Bu
nedenle TSWV’ne dayaniklilik kaynaklar1 aragtirilarak Nicotiana alata ¢esidinde
dayanikliligin bulundugu ve virlise dayanikliligin tek bir dominant genle saglandigi
belirlenmistir. Daha sonra bulunan dayaniklilik geni klasik melezleme ve geriye
melezleme yoluyla ticari tiitlin ¢esitlerine aktarilmistir. TSWV’ne dayaniklilik
saglayan tek bir dominant gene sahip tiitiin ¢esitlerinden biri olan ‘Polalta’ ve duyarh
titlin tiirlerinde bulk segregant analiz (BSA) yontemi kullanilarak dayaniklilikla
iliskili AFLP markorleri belirlenmistir. Dayaniklilikla iliskili oldugu belirlenen 4
AFLP markorlerinin daha sonra dizilimi yapilarak basarili bir sekilde biiyiik 6lgekli
uygulamaya uygun SCAR markdriine doniistiiriilmiistiir. Gelistirilen bu markorlerin
TSWV’ne dayanikli tiitiin c¢esitlerinin 1slahin1  hizlandirarak dayanikli tiitiin
cesitlerinin gelismesini kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir (Moon and Nicholson,
2007). Sw-421 TSWV’ne dayaniklilik saglayan sw-5 geniyle baglantili bir SCAR
(sequence characterized amplified region) markorii olup TSWV’ne dayaniklilik
iceren Lycopersicon peruvianum (L.)’da bulunan sw-5 geninin 1.0 ¢cM uzakliginda
bulunmaktadir. Bu markoér daha onceden belirlenip sw-5 dayaniklilik tasiyan
domates ¢esitlerinin belirlenmesinde ilk kullanilan markér olmasina ragmen heniiz
gelismis domates popiilasyonlarinda test edilmemistir. Calismanin amaci ‘sw-421°
SCAR markorii kullanarak sw-5 dayaniklilik geni igeren Stevens domates ¢esidi ile
caprazlanmig ve daha sonra geri caprazlanmis popiilasyonlardaki dayanikli
homozigot (sw-5/sw-5) ve heterozigotlar1 (sw-5/sw-5%*) duyarli homozigot (sw-
5*/sw-5*) bitkilerden ayirt etmektir. Sirasiyla 940 bp ve 900 bp bantlarinin
amplifikasyonu dayanikli homozigot ve duyarli homozigot kontrolleri karakterize
etmekte buna karsin her iki bandin birlikte bulunmasi ise bitkilerin heterozigot
oldugunu gostermektedir. Bant desenlerine dayanarak 57 bitki sw-421 SCAR
markoriine spesifik primerler kullanilarak sw-5 geni acisindan analiz edilerek
karakterizasyonlar1 yapilmistir . Bu bitkilerden 18’1 (%31,6) dayanikli homozigot, 81
(%14) dayanikli heterozigot ve 31’1 ise (% 54,4) duyarli homozigot olarak

belirlenmistir. Calismadan elde edilen bulgular SCAR ‘sw-421" markoriiniin 1slahta
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ve dayaniklilik allellerinin piramidinin olusturulmasinda 6énemli bir ara¢ olacagini

gostermistir (Nascimento et al., 2009).

Domateste Tospoviruslere karst simdiye kadar bildirilen en genis spektrumlu
dayaniklilik sw-5 lokusu tarafindan saglanmaktadir. Bu lokus sw-5a’dan sw-5¢’ye
kadar en az bes homolog gen icermektedir. Bu genlerden Sw-5b asil dayaniklilik
genini temsil etmektedir. Brezilya ve Hollanda igbirligiyle yapilan bu ¢alismada sw-
5a ve sw-5b gen bolgesi kapsayan bir genom bolgesinde farkli dizilerdeki 7 ¢ift PCR
primeri domateste sw-5 geninin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Kullanilan
primerlerden biri Sw5-2 sadece dayanikl bitkilerde tek bir es baskin (co-dominant)
bant iireterek sw-5 genini igeren ve icermeyen domates cesitlerinin ayrimini
saglamigtir. Primerlerle ¢ogaltilan DNA’larin  dizilimleri belirlenip analizleri
edildiginde c¢ogaltilan bantlarin sw-5 lokusuna spesifik oldugunu DNA
biiytlikliiklerinde kiiclik varyasyonlar bulundugunu ve aralarindaki farklarin baz
ekleme ve c¢ikarmalardan kaynaklandigini gostermistir. Dayanikli ve dayaniksiz
cesitlerin ayrimini gosteren primerlerle cogaltilan bolgenin fonksiyonel sw-5b
geninin promotdr bdlgesinin -31 pozisyonundan genin i¢ine kadar uzandigi
belirlenmistir. Gelistirilen bu primer kullanilarak arazide yetistirilen ve Tospovirus
dayanikliligr bilinmeyen domates cesitlerinde ve dayamiklilik durumu bilinen
domateslerin belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Elde edilen bulgular
gelistirilen sw-5-2 primer setinin tospoviriis dayanikliligini sera ve arazi kosullarinda
etkin bir sekilde belirledigini ve markor yardimiyla seleksiyon igin iyi bir markor

oldugunu gostermistir (Dianese et al., 2010).

Bati1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nde (BATEM) yapilan bir ¢alismada gen
havuzunda bulunan bazi domates hatlar1 ile Sw-5 geni tasiyan dayanikli LA 3667
domates hatt1 ve yine dayanikl ticari bir ¢esit olan Formula F; kullanilarak sw-5
geniyle baglantili markor taramasi yapilmistir. Test edilen domates hat ve
cesitlerinde Sw-5 geninin varligini tespit etmek icin CAPS markorii kullanilmastir.
Yapilan ¢aligma sonucunda Sw-5 geni tasiyan dayaniklt LA 3667 domates hatt1 ve
Formula F; cesidinde Sw-5 gen bdlgesi ile iliskili oldugu bilinen 300 bp’lik DNA
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band1 ¢ogaltilirken BATEM gen havuzunda bulunan domates hatlar1 igerisinde Sw-5

genine spesifik 300 bp’lik bant tespit edilememistir (Oguz ve ark., 2010).

Mersin ilinde yapilan bir calismada Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii
domates gen havuzunda bulunan 350 adet domates hattt SCAR markériine spesifik
Sw-5-2 primeri kullanilarak taranmistir. Sonu¢ olarak 27 adeti dayanikli olarak

bulunmustur (Pinar ve ark., 2011).

Ulkemizde domateste markdr destekli seleksiyon (MAS) ile ilgili ¢ok sinmirli sayida
calisma yapilmistir. Ulkemizde yetistirilen domates ¢esitlerinin sayis1 ve domatesin
tilkemiz agisindan ekonomik degeri géz oniinde bulundurulursa bu c¢alismalarin ne
kadar degerli oldugu anlasiimaktadir. Ulkemizde TSWV’ niin varlig1 ve yaygmlig
bilinmesine ragmen bu hastaliga karsi dayaniklilik gelistirmeye yonelik fazla bir
calisma bulunmamakta yapilan calismalarda ise MAS yonteminden ¢ok fazla
yararlanilmamaktadir. Bu ¢alismada iilkemizde faaliyet gosteren firmalardan temin
edilen 71 farkli domates ¢esidinin TSWV ‘ne kars1 dayaniklilik saglayan Sw-5 genini
tasiylp tagimadiklarma gore bu cesitlerin TSWV’ne dayaniklilik durumlar ortaya

konulmustur.

18



3. MATERYAL ve YONTEM:

3.1. Bitki Materyali:

Caligmanin bitki materyalini ililkemizde yaygin olarak yetistirilen yazlik, kishk
domates ¢esitlerinden TSWV’ne dayanikli oldugu bilinen, bilinmeyen veya
diistiniilen 71 farkli domates ¢esidi tohumlari olusturmustur. Bu tohumlar iilkemizde
faaliyet gosteren yerli ve yabanct 8 tohum firmasindan saglanmis olup tohum
firmalarinin haklarinin korunmasi agisindan firmalarin isimleri verilmeyip A, B, C,

D, E, F, G, H firmalar1 olarak isimlendirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan domates ¢esitleri ve TSWV ’ne dayaniklilik

durumlari
FIRMA Cesit numarasi Cesit ismi TSWVine
dayamkhhk
1 Ag013 Bilinmiyor
2 Agl02 Bilinmiyor
3 Agl03 Bilinmiyor
E 4 Agl92 Bilinmiyor
g 5 Agl94 Bilinmiyor
E 6 Ag368 Bilinmiyor
< 7 Ag623 Bilinmiyor
8 Ag633 Bilinmiyor
9 Ag740 Bilinmiyor
10 Ag750 Bilinmiyor
11 Ag949 Bilinmiyor
12 Manyla Dayanikli
% 13 Elenora Duyarlt
g 14 Lisa Dayaniklt
E 15 Calipso Duyarl
- 16 Herkiil Duyarl
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17 Sagaro Dayanikl
18 Nora Duyarl
19 Meryva Bilinmiyor
20 Bonus Duyarhi
x 21 Rio grande Duyarl
Ei 22 H-2274 Duyarl
E 23 Biokan Duyarh
= 24 NS77 Duyarli
25 Alida Bilinmiyor
26 Allegro Duyarhi
27 Alsancak Duyarlt
28 Alyans Duyarli
29 Aspava Duyarli
30 Azra Duyarl
31 Ceylin Duyarli
32 Esin Dayanikl
% 33 Ikram Bilinmiyor
£ 34 Jadelo Bilinmiyor
E 35 Karakaya Duyarl
s 36 Linda Duyarl
37 M-16 Duyarli
38 M-19 Duyarli
39 Malike Bilinmiyor
40 Maydo Duyarli
41 Swanson Dayanikl
42 Vuslat Duyarhi
43 191 Dayaniksiz
x 44 Fenike Bilinmiyor
Ei 45 Klass Dayanikli
E 46 Limyra Duyarli
= 47 Natura Duyarl
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48 Ninja Duyarhi
49 Pegasus Duyarl
50 Sipahi Duyarli
51 Tayfun Dayanikl
52 Agrotek09 Duyarl
- 53 Agrotek16 Duyarli
g 54 Agrotek28 Duyarhi
% 55 Agrotek79 Duyarl
3 56 Agrotek89 Duyarli
57 Agrotek2099 Duyarh
58 T6307 Dayanikl
59 Axas0 Dayanikl
380
60 42051 Dayanikl
E 61 72986 Dayanikl
g 62 42078 Dayanikl
% 63 42139 Dayanikli
o 64 72211 Dayanikli
65 3337 Dayanikl
66 42162 Dayanikl
67 6305 Dayaniklt
68 72065 Dayanikl
% 69 Erika Bilinmiyor
E = 70 Yagmur Duyarli
it 71 41-23 Duyarli
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3.2. Domates Bitkilerinin Yetistirilmesi:

Kullanilan domates (Lycopersicum esculentum) cesitlerinin = tohumlari, 2:1:1
oraninda torf:toprak:giibre karisimi igeren viyollere ekilerek her bir cesit viyoller
iizerinde etiketlenmistir. Ekim yapilan viyoller Siileyman Demirel Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimiindeki iklim odalarinda 25-26 °C sicaklik, % 60 nem
ve 16 saat fotoperiyot uygulamasi altinda tutularak domates fideleri yetistirilmistir.
Fideler diizenli olarak sulanip giibrelenerek yaprak ornekleri alinana kadar ayni
ortam ve kosullarda yetistirilmeye devam edilmistir. Yetistirilen domates fideleri
Sekil 3:1°de gosterilmektedir. Bitkilerden 3-5 yaparak 6rnegi alinarak kullanilincaya
kadar -80 °C’de dondurularak veya kurutulduktan sonra 4 °C‘de saklanmustir.

Sekil 3.1. Iklim odalarinda viyollerde yetistirilen domates ¢esitleri fideleri

3.3. DNA izolasyonu:
Dondurularak veya kurutularak saklanan ve farkli domates cesitlerine ait yaprak

orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyon yontemi olarak

daha once rapor edilen ve bir¢ok bitkide de basarili bir sekilde genomik DNA
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izolasyonu elde etmek amaciyla kullanilan bir yontem olan CTAB niikleik asit
izolasyonu yontemi kullanilmistir.

Bu amagla yaklasik 100 mg yaprak Ornegi 1.5 ml‘lik eppendorf tiiplerinde 1 ml
CTAB (%2 CTAB, %2 PVP-40, 100 mM Tris-HCI, pHS8, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA ve %0.2 mercaptoethanol) soliisyonu igerisinde ezici ¢ubuklar yardimi ile
ezilmistir. Ezilerek CTAB igerisinde homojenize edilen doku ornekleri vorteksle
iyice karistirilmistir. Ornekleri iceren tiipler -20°C’de 5-15 dk bekletilerek
dondurulduktan sonra vortekste en yiliksek hizda en az 60 sn karistirllmistir. Elde
edilen homojenat 65 °C’de en az 15 dk inkiibasyona birakildiktan sonra 10.000 g’de
5 dk siireyle santriflij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda 650 pl supernatant alinarak
yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifij tlipine eklenmis ve lizerine esit hacimde 24:1
kloroform izoamil alkol karisimi eklenerek 15.000 g’de 10 dk siireyle santrifiij
yapilmistir. Santrifiij sonrasinda 500 pl supernatant alinarak 350 pl izoproponol
igeren yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline eklenmis ve karisim 15.000 g’de 10
dk stireyle santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra sivi kisim dokiilerek elde edilen
pelet 1 ml %70’lik etanol ile yikanmistir. Karisim 15.000 g’de 5 dk santrifiij
yapildiktan sonra sivi kisim dokiilerek tiipler oda sicakliginda 10-15 dk
kurutulmustur. Kurutulan peletler 100 pl, 20 mM Tris-HCI, pH 8 soliisyonu ile
¢ozdiiriildiikten sonra —20°C’de saklanmistir. CTAB total niikleik asit izolasyonunun

bazi asamalar1 Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

Sekil 3.2. CTAB niikleik asit izolasyonunun agamalar1 A) Dokularin siv1 azot

icerisinde dondurulmasi B) Ezici ¢gubuklarla dondurlmus dokularin ezilmesi C)

Satriflij uygulamasi
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3.4. Primerler:

Daha 6nce Sw-5 lokusuyla baglantili bulunan markoérlerin ¢ogaltilmasi1 amaciyla
gelistirilen ve TSWV’ne dayamikliligin belirlenmesinde basarili  bir sekilde
kullanildiklart literatiirde belirtilen primerlerden yararlanilmistir. Bu primerler
MSCI18SrRNA (Sahin Cevik ve ark., 2008) kontrol primerleri, Sw-5-2 (Dianese ve
ark., 2010) primerleri ve CT220 (Garland ve ark., 2005) primerleri kullanilmistir.
Ayrica daha once rapor edilen genlerin Sw-5 lokusuna veya lokusta yer alan
genlerden sadece sw-5b ye spesifik olmasindan dolay1 bu ¢alismada Sw-5 lokusunda
bulunan 5 farkli sw-5 geninin ayrilmasi amaciyla gen bankasi veri tabaninda bulunan
Sw-5a, Sw-5b, Sw-5c, Sw-5d, Sw-5e genleri karsilastirilarak tiim Sw-5 genlerinde
korunmug ancak hepsinden farkli biiylikliikte DNA parcalar1 ¢ogaltilan bir cift
primer tasarlanarak Sw-5 lokusunu tasiyan g¢esitlerin hangi Sw-5 genini tagidiklarinin
belirlenmesi de amacglanmustir. Literatiirden alinarak yararlanilan ve bu ¢alisma

kapsaminda tasarlanan primerlerin dizisi ve 6zellikleri Tablo 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Yapilan ¢alismada kullanilan primerlerin adi, baz dizisi ve alinan

kaynak
Primer Kodu Primer Dizisi Kaynak
MSCS5818S rRNA F | TTAACGAGGATCCATTGGAGGGC Sahin Cevik ve ark. 2008
MSC5918StRNA R | TACTAGGAATTCCTCGTTGAAGACC Sahin Cevik ve ark. 2008
BC87 Sw-5-2F AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT Dianese ve ark. 2010
BC88 Sw-5-2R TTCCGCATCAGCCAATAGTGT Dianese ve ark. 2010
BC89 Sw5-a-e F TATGCCACAGAGATAAATGG Bu ¢alisma
BC90 Sw5-a-eR TGGTAATTTCTTGTCCTTGAA Bu ¢alisma
BC145 CT220 F TCTTATATTGTGGAGTTTTTGTCG Garland ve ark. 2005
BC146 CT220 R TCCACCCTATCAAATCCAAC Garland ve ark. 2005
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3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Domates bitkilerinden elde edilen DNA orneklerinin her biri elde edilen DNA’nin
PCR’a uygunlugunu belirlemek amaciyla 18S rRNA genine spesifik MSC primerleri
ve TSWV dayaniklilik genini igeren sw-5 lokusuyla baglantili ii¢ farkli markdre
spesifik primerler kullanilarak PCR yontemiyle test edilmistir. Kullanilan her bir
primer farkli PCR kosullar1 gerektirdiginden PCR calismalar1 ¢ogaltilan gen veya

markdrlere gore ayr1 ayr1 agiklanmustir.

Sekil 3.3. Yapilan PCR ¢alismalarinin agamalar1 A) PCR karisiminin hazirlanmast
B) PCR makinesinde ¢ogaltim yapilmasi

3.5.1. Ribozomal RNA Genlerinin Cogaltilmasi

Elde edilen genomik DNA’larin PCR c¢aligmalarina uygun olup olmadigim
belirlemek amaciyla calismada kullanilan tiim domates bitkilerinden elde edilen
genomik DNA’lardan 18S rRNA genine spesifik MSC58 ve MSC59 primerleri
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyon (PCR) yapilmistir. Bu amagla 1X PCR
tampon soliisyonu, 0,5 pul DNA, 0.2 mM dNTP, 10 pmol MSC58 ve MSC59
primerleri ve 1.25 iinite Taqg DNA Polimeraz ezimi (Fermantas) eklenerek hazirlanan
karisim su ilave edilerek 25 pl’ye tamamlanmistir. PCR makinesi énce 94°C’de 3

dakika 6n denatiirasyonu takiben 94°C’de 30 s denatiirasyon 50 °C’de 30 s primer
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baglanmasi ve 72° C’de 1 dk polimerizasyon asamalarinin 40 defa tekrarlanmasinin
ardindan 72°C’de 5 dk son polimerizasyon yaptiktan sonra +4°C’de siirekli kalacak
sekilde programlanmistir. Hazirlanan karisim PCR cihazina konularak belirtilen
program uygulanmistir. Elde edilen PCR iirlinleri asagida belirtildigi gibi agaroz

jelinde elektroforez yontemiyle ayristirildiktan sonra analiz edilmistir

3.5.2. Sw-5 lokusuyla baglantih markorlerin ¢ogaltilmasi

Bu calisma kapsaminda TSWV’ne dayanikli domates bitkilerinde bulunan sw-5
lokusuyla baglantili olarak bulunan ve gelistirilen farkli markdrler kullanilmastir.
Daha 6nce rapor edilen markorlerden lokusla baglantili CT200 ve Sw-5b genine
spesifik Sw5-2 markorleriyle ve bu calisma kapsaminda gelistirilen ve sw5
lokusundaki 5 farkli sw5 genini ¢ogaltabilen Sw-5 a-e markdrleri kullanilmistir. Bu

markdrlerin PCR yontemiyle ¢ogaltim kosullar1 agagida verilmistir.

3.5.2.1. CT220 markoriiniin ¢cogaltilmasi

Calismada kullanilan tim domates bitkilerinden elde edilen genomik DNA’lardan
CT220 markoriine spesifik BC145 ve BC146 primerleri kullanilarak PCR
yapilmustir. Bu amagla daha o6nce rapor edilen PCR yontemi (Garland ve ark. 2005)
baz1 degisiklikler yapilarak uygulanmistir. Bu amacla 1X PCR tampon soliisyonu, 1
ul DNA, 0.2 mM dNTP, 20 pmol BC145 ve BC146 primerleri, 2.5 linite Taq DNA
polimeraz (Fermentas) ve 2.5 mM MgCl, igeren bir karisima su ilave edilerek 50 pl
karisim hazirlanmistir.  PCR makinesi 94°C’de 3 dakika 6n denatiirasyonu takiben
94°C’de 30 s denatiirasyon 50 °C’de 30 s primer baglanmasi ve 72° C’de 30 s
polimerizasyon asamalarinin 40 defa tekrarlanmasinin ardindan 72°C 5 dakika son
polimerizasyon yaptiktan sonra +4°C’de siirekli kalacak sekilde programlanmustir.

Hazirlanan karistm PCR cihazina konularak belirtilen program uygulanmistir. Elde
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edilen PCR iiriinleri asagida belirtildigi gibi agaroz jelinde elektroforez yontemiyle

analiz edilmistir.

3.5.2.2. Sw5-2 markoriiniin ¢ogaltilmasi

Calismada kullanilan tim domates bitkilerinden elde edilen genomik DNA’lardan
Sw5-2 markoriine spesifik BC87Sw-5-2F ve BC88Sw-5-2R primerleri kullanilarak
PCR yapilmistir. Bu amagla daha 6nce rapor edilen PCR yontemi (Dianese ve ark.
2010) bazi kiigiik modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. Oncelikle 1X PCR
tampon soliisyonu, 1 ul DNA, 0.2 mM dNTP, 20 pmol BC87Sw-5-2F ve BC88Sw-5-
2R primerleri, 2.5 linite Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve 2.5 mM MgCl, igeren
bir karisima su ilave edilerek 50 pl’lik PCR karisim hazirlanmistir. PCR makinesi
94°C’de 3 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C’de 30 sn denatiirasyon 55 °C’de 30 sn
primer baglanmasi ve 72° C’de 30 sn polimerizasyon asamalarimin 40 defa
tekrarlanmasinin ardindan 72 °C 5 dk son polimerizasyon yaptiktan sonra +4 °C’de
stirekli kalacak sekilde programlanmistir. Hazirlanan karigim yukarida belirtildigi
gibi programlanan PCR cihazina konularak ¢ogaltim saglanmistir. Elde edilen PCR
triinleri asagida belirtildigi gibi agaroz jelinde elektroforez yontemiyle analiz

edilmistir

3.5.2.3. Sw-5a-e markoriiniin ¢cogaltilmasi

TSWV’ne dayaniklilik saglayan sw-5 lokusunun belirlenmesi amaciyla ¢alismada
kullanilan tiim domates bitkilerinden elde edilen genomik DNA’lardan sw-5
lokusunda bulunana Sw-5a, Sw-5b, Sw-5c, Sw-5d ve Sw-5e genlerine spesifik
BC89Sw-a-e F BC90Sw5-a-e R primerleri kullanilarak PCR yapilmistir. Bu amagla
1X PCR tampon soliisyonu, 1 pul DNA, 0.2 mM dNTP, 20 pmol BC89Sw-a-¢ F
BC90Sw5-a-e R primerleri 2.5 {inite Taq DNA polimeraz (Fermentas) ve 2.5 mM
MgCl, iceren bir karisima su ilave edilerek 50 pl karistm hazirlanmistir. PCR
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makinesi 94°C’de 3 dk 6n denatiirasyonu takiben 94°C’de 30 sn denatiirasyon 50-
55°C’de 30 sn primer baglanmasi ve 72° C’de 30 sn polimerizasyon asamalarinin 40
defa tekrarlanmasinin ardindan 72°C’de 5 dk son polimerizasyon yaptiktan sonra
+4°C’de siirekli kalacak sekilde programlanmistir. Hazirlanan karisin PCR cihazina
konularak belirtilen program uygulanmistir. Elde edilen PCR fdirlinleri asagida

belirtildigi gibi agaroz jelinde elektroforez yontemiyle analiz edilmistir.

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Farkli primer setleriyle elde edilen PCR iirlinleri agaroz jel elektroforez yontemiyle
ayristirilarak analiz edilmistir. Bu amagla %1,5 agaroz jelininin hazirlanmasi i¢in 1,5
g agaroz (Sigma ) 100 ml 1X TAE (Tris-acetate-EDTA) tamponu igerisinde
mikrodalga firinda 1sitilarak ¢ozdiriilmiistiir. Cozdiiriilen agaroz biraz sogutulduktan
sonra igerisine 1 pl 10 mg/ml Ethidyum bromiir eklenip iyice karistirildiktan sonra
jel linitesine (BioRad) dokiilerek taraklar takilmistir. Agaroz jeli katilagtiktan sonra
taraklar ¢ikartilarak jel 1X TAE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirilmistir.
PCR iirtinlerinden 10 pl almarak 2 pl 6X yiikleme boyasiyla karistirildiktan sonra
(Biobasic, CA) agaroz jeline yiiklemistir. Jelin sonuna ve/veya basina 100 bp DNA
biiyiiklik markorleri de yiiklenerek jel 30-60 dk stireyle 100 V elektrik akimi
uygulanarak elde edilen PCR iiriinleri elektroforez yontemiyle ayristirilmistir.
Ayristirilan PCR iiriinleri daha sonra Mini BIS-Pro (DNR, Israil) gériintiileme

cithazinda ultraviyole 151k altinda goriintiillenmistir.

3.7. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Bu caligmada tasarlanarak Sw-5 lokusuna spesifik markor gelistirmekte kullanilan
BC89Sw-a-e F BC90SwS5-a-e R ile yaklagik 230-300 bp uzunlugunda bant veya
bantlar ¢ogaltilmasi amaglanmigtir Bu primerlerle sw-5 lokusunda bulunan sw-5a
sw-5b sw-5¢, sw-5d ve sw-5¢ genleri i¢in sirastyla, 278 bp, 258 bp, 232 bp, 284 bp
ve 308 bp biiyiikligiinde bantlar g¢ogaltmasi gerekmektedir. Ancak bantlarin

biiyiikliiklerinin birbirine yakin olmasindan dolay1 yukarida belirtilen sekilde agaroz
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jel elektroforeziyle ayristirilarak aralarindaki farklarin goriilmesi miimkiin degildir.
Bu nedenle sw-5 lokusuna sahip bitkilerin hangi sw-5 genlerini tasidiklarin
belirlemek amaciyla BC89Sw-a-e F BC90Sw5-a-e R primerlerinin kullanilarak elde
edilen PCR iiriinlerinin ¢6ziiniirliigli ¢ok daha yiiksek olan poliakrilamid jelinde
ayrigtirilarak analiz edilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle yapilan ¢alismadan daha
kesin bir sonug almak ve daha net bir skorlama yapabilmek agisindan BC89Sw-a-e¢ F
BC90Sw5-a-e R primerleri kullanilarak elde edilen PCR f{irtinleri %10 poliakrilamid
jelinde elektroforez yontemiyle ayristirilmistir. Elektroforez isleminden sonra jel

glimiis nitratla boyanarak ¢ogaltilan bantlar analiz edilmistir.

3.7.1. Poliakrilamid Jelin Hazirlanisi

10X TBE  (Tris-borate-EDTA)  buffer, %40 poliakrilamid, @TEMED
(Tetramethylethylenediamine), %10 amonyum persulfate karisimi stoklarindan 3 ml
TBE buffer, 7,5 ml poliakrilamid, 30 ul TEMED ve 300 pl amonyum persulfate
alinarak hazirlanan karigimin hacmi steril su ile 30 ml’ye tamamlanarak jel karigimi
hazirlanmistir. 20-25 boyutlarinda poliakrilamid jel dikey -elektroforez {initesi
kurulduktan sonra hazirlanan jel karisimi kaliba dokiilerek %10’luk poliakrilamid jel
hazirlanmigtir. PCR {iriinlerinden 10 pl almarak 2 ul 6X yiikleme boyasiyla
karigtirildiktan sonra jele yiiklenmistir. Jel 16 saat siireyle 50 V elektrik akimi

uygulanarak ornekler jelde ayrigtirilmigtir.

3.7.2. Giimiis Boyama (Silver Staining)

Poliakrilamid jelde ayristiritlan DNA bantlarini goriintiilemek amaciyla poliakrilamid
jellerde hassas bir boyama saglayan giimiis nitrat boyamasi kullanilmigtir. Bu amagla
jel sollisyonu i¢in 25 ml (%50) etil alkol ve 5 ml ( %10) asetik asit karistirilarak 20
ml steril su ile 50 ml’ye tamamlanan birinci sabitleme sollisyonu igerisine
konulmustur. Jel 30 dk sabitleme soliisyonu igersinde ¢alkalanmistir. Bu soliisyon
dokiildiikten sonra Sml etil alkol ve 0,5 ml asetik asit karistirilarak su ile 50 ml’ye
tamamlanan ikinci sabitleme soliisyonuyla 30 dk g¢alkalanmustir. Ikinci sabitleme

soliisyonu da dokiiliip 50 ml su ve 0,1 gr giimiis nitrat (AgNO3) karigimi ile 30-45 dk
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calkalanmistir. Bu islem sirasinda jelin bulundugu kap aliiminyum folyo ile
sartlmistir ¢linkii AgNO3 1s18a duyarhidir. AgNO3 dokiiliip jelin tizerine 100 ml steril
su dokiilerek hizlica 2-3 kez elle calkalanip dokiilmiistiir. Jelin iizerine 50 ml
developer soliisyonu (2,1 gr KOH 50 ml steril su i¢cinde hazirlanir) eklenmistir. Jelin
bulundugu kap hafif egilerek soliisyon kabin bir kdsesinde toplanip ve jele
degmeyecek sekilde 0,525 ml formaldehid (H-CHO) eklenip hizlica elle
calkalanmistir. Sivilar karisinca bantlar belirginlesene kadar calkalayicida
calkalanmistir. Bantlar belirginlesince jel beyaz bir zemin iizerine alinarak fotografi

cekilmisgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DNA lizolasyonu Sonugclari

Yapilan caligmada iilkemizde faaliyet gosteren 8 farkli tohumculuk firmasindan
temin edilen TSVW’ne dayanikli, dayaniksiz, dayaniklilik durumu bilinmeyen 71
farkli domates c¢esidinin fideleri yetistirilmistir. Yetistirilen fidelerden yaprak
ornekleri alimarak CTAB niikleik asit izolasyonu yontemiyle genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. Yapilan izolasyon calismalari sonucunda kullanilan biitiin
domates ¢esitlerden basarili bir sekilde genomik DNA izolasyonlar yapilmistir. Elde
edilen genomik DNA’lar agaroz gel elektroforez yontemiyle analiz edilerek
goriintiilenmistir. Calismada kullanilan 1-71 numarali domates drneklerinden DNA
izolasyonu sonucunda elde edilen genomik DNA’lar Sekil 4.1.’de gdsterilmekte olup
tim Orneklerden benzer goriinti elde edilmistir. Jel goriintiisi yakindan
incelendiginde tiim orneklerden genomik DNA elde edilmesine ragmen elde edilen
DNA miktarlarinda farkliliklar goriilmiistiir. Bu farkliliklarin baslangigta alinan
yaprak doku miktarlarindaki farkliliklardan veya izolasyon asamalarindaki pipetleme
farkliliklarindan kaynaklandigi distiniilmektedir. Elde edilen DNA miktarlarinda
baz1 kiigiik farkliliklar bulunsa da tiim 6rneklerden PCR’da kullanilacak saflik ve
miktarda DNA elde edilmistir.
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Sekil 4.1. 1-71 aras1 6rneklerin genomik DNA izolasyonunu gdésteren jel goriintiisi
M: 100 bp plus DNA biiytikliikk markorti, 1-71: Domates cesitleri

4.2. PCR Analizleri

Calismada kullanilan 71 domates bitkisinden elde edilen genomik DNA 6rneklerinin
her biri dncelikle elde edilen DNA’nin PCR’a uygunlugunu belirlemek amaciyla 18S
rRNA geninin ¢ogaltilmasinda kullamlmistir. Orneklerin tamami daha sonra
TSWV’ne dayaniklilik genini igeren sw-5 lokusuyla baglantili Sw-5-2, Sw5-a-e,
CT220 olmak iizere ii¢ farkli markore spesifik primerler kullanilarak PCR
yontemiyle test edilmistir. Tiim PCR ¢alismalarinda hi¢ genomik DNA i¢cermeyen su
kontrolii, sw5 lokusu icermedigi bilinen yerli c¢esitlerden Ilgin’dan elde edilen
genomik DNA negatif kontrol olarak, TSWV’ne dayaniklilik saglayan Sw-5
lokusunu tagidig1r 6n caligmalarla belirlenen domates ¢esitlerinden birisi (9. 6rnek)
pozitif kontrol olarak tiim PCR c¢alismalarinda kullanilmistir. Yapilan PCR

caligsmalarinin sonuglar1 her gen veya markdr icin asagida 6zetlenmistir.
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4.2.1. 18S Ribozomal RNA Genin PCR’la Cogaltilmasi

Domates orneklerinden elde edilen genomik DNA’larin PCR ¢aligmalarina uygun
olup olmadigini belirlemek amaciyla ¢calismada kullanilan tiim domates bitkilerinden
elde edilen genomik DNA’lardan 18S rRNA genine spesifik MSC58 ve MSC59
primerleri kullanilarak PCR yapilmistir. Elde edilen PCR f{iriinleri 100 bp plus DNA
biiyiiklik markoriiyle birlikte %]1°lik agaroz jelinde -elektroforez yontemiyle
ayrigtirilldiktan sonra goriintiilenmistir. Yapilan PCR ve elektroforez caligmalar
sonucundan analiz edilen tiim domates gesitlerinin ve kontrol bitkilerinin genomik
DNA’larindan 900 bp biiylkliginde 18S rRNA genine spesifik bir DNA
cogaltilirken negatif kontrol olarak kullanilan ve hi¢bir genomik DNA icermeyen ve
sadece su iceren ornekten herhangi bir DNA ¢ogaltilamamistir. Calismada kullanilan
tim domates bitkilerinin 18SrRNA genlerinin ¢ogaltilmast i¢cin MSC58 ve 59
primerleri kullanilarak yapilan PCR testinin sonuglar1 Sekil 4.2.’de gosterilmektedir.
Jel fotograflar1 yakindan incelendiginde 70 numarali 6rnek disinda kalan tiim
domates cesitlerinden 900 bp biiyiikliigiinde 18SrRNA genine spesifik DNA
bandinin ¢ogaltildigi goriilmektedir. Domates Orneklerinin tamamindan ayni
bliyiikliikte bir bant ¢ogaltilmasina ragmen c¢ogaltilan bantlarin yogunluklarinda ve
spesifik olmayan bazi bantlarin ¢ogaltilmis olmas1 bakimindan 6rnekler arasinda bazi
farkliliklar goriilmiistiir. Buna gore 8, 21, 22, 33, 35, 37, 60 numarali 6rneklerin
diger 6rneklere gore daha zayif bant verdigi goriilmiistiir. Ornekler arasinda goriilen
bant yogunlugu farkliliklarinin kullanilan genomik DNA miktarinin azligindan veya
fazlaligindan ya da genomik DNA igerisinde bulunabilecek PCR engelleyicilerinden
kaynaklandig1 digiiniilmektedir. PCR testinde 70 numarali 6rnekten herhangi bir
DNA c¢ogaltilamamigtir. Bu durum genomik DNA olmamasindan ya da genomik
DNA igerisindeki bazi PCR engelleyici maddelerin olmasindan kaynaklanabilir.
Genomik DNA izolasyonunda 70 mnolu Ornekten yeterli miktarda DNA
izolasyonunun  yapildiginin  belirlenmesi 18SrRNA  geninin bu Ornekten
cogaltilmama nedeninin DNA safligindan kaynaklandigi sanilmaktadir. Elde edilen
bulgular domates oOrneklerinden izole edilen genomik DNA’larin biri harig¢
tamamimnin  PCR caligmalarina uygun oldugu ve markér taramalarinda

kullanilabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.2. 18S rRNA genine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR sonuglarinin
jel goriintiisii M: 100 bp plus DNA biiytikliikk markorti, Su: s negatif kontrol olarak
kullanilan ve DNA i¢ermeyen su kontroliinii, -: negatif kontrol olarak kullanilan sw-
5 lokusu icermeyen domates ¢esidini +:pozitif kontrol olarak kullanilan ve sw-5
lokusu igerdigi bilinen domates ¢esidini 1-71 arasindaki sayilar: Cizelge 3.1de
gosterilen domates ¢esitlerini gostermektedir.

4.3. CT220 Markdériiniin Cogaltilmasi

Calismada kullanilan tiim domates bitkilerinden elde edilen genomik DNA’lardan
CT220 markoriine spesifik primerler kullanilarak PCR yapilmistir. Daha once
yapilan caligmalardan bu primer setinin sw-5 lokusuna sahip bitkilerde 220 bp
biiytlikliigiinde bant verecegi sw-5 lokusu tasimayanlarda ise 220 bp uzulugunda bu
bantin iretilmedigi belirlenmistir. Bu calismada CT220 markoriine spesifik

primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriinler 50 - 500 bp DNA biiytikliik
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markoriiyle birlikte %1.5°lik agaroz jelinde elektroforez yontemiyle ayristirildiktan
sonra goriintiilenerek 200 bp uzunlugundaki DNA bandinin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigi
belirlenmistir. Yapilan PCR ve elektroforez ¢alismalar1 sonucundan analiz edilen
domates ¢esitlerinin bazilarinda ve pozitif kontrol bitkilerinin genomik
DNA’larindan 200 bp biytkligiinde CT220 markoriine spesifik bir DNA
cogaltilirken negatif kontrol bitkisinden ve hi¢bir genomik DNA icermeyen ve
sadece su kontrolinden ve bazi domates Orneklerinden herhangi bir DNA
cogaltilamamigtir. Sw-5 lokusuyla baglantili CT220 markdriine spesifik primerlerle
yapilan PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinleri Sekil 4.3.’de gosterilmektedir.
Yapilan analizler sonucunda kullanilan 6rneklerin 45 tanesinden (1, 3, 5, 6, 7,9, 11,
12, 14, 20, 24, 25, 27, 28, 30, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 42, 44, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 62, 63, 64, 66, 67, 69, 71) 200 bp biiyiikliigiinde CT220
markoriine spesifik bir DNA ile 300 bp uzunlugunda baska bir DNA pargasi
cogaltilmistir. Cogaltilan bantlarin yogunluklar1 6rnekler arasinda bazi farkliliklar
gosterse de 200 bp uzunlugundaki CT220 spesifik bant yukarida belirtilen 45 6rnegin
tamaminda acik¢a goriilmekte olup Orneklerin sw-5 lokusunu tasidiklarini
gostermektedir. Buna karsin 12 domates 6rneginden (2, 4, 15, 16, 17, 18, 23,45, 60,
65, 68 ve 70 nolu ornekler) hi¢ bir DNA bandi ¢ogaltilamamistir. Bu 6rneklerin
genomik DNA’lar1 incelendiginde yeterli miktarda genomik DNA icerdigi (sekil 4.1)
ve 70 nolu 6rnek haricindeki tiim 6rneklerden 18S rRNA geni ¢ogaltildigt (sekil 4.2)
bu nedenle genomik DNA’larin PCR’a uygun oldugu goriilmekte olup bu 6rneklerin
sw-5 lokusunu tagimadiklarini géstermektedir. Bunun yaninda yapilan PCR analizleri
sonucunda 13 ornekten ise sadece 300 bp uzunlugunda CT220 markdriine spesifik
olmayan bir DNA ¢ogaltilmis olup bu 6rneklerden PCR’a uygun genomik DNA izole
edilmesine ragmen bunlarin CT220 markdriine spesifik 200 bp DNA bandini yani
sw-5 lokusunu tasimadiklar1 belirlenmistir. Bu sonuglar test edilen 71 domates
cesidinden 45 tanesinin sw-5 lokusuna spesifik CT220 markdriint tasidiklar: ve
dayanikli olabilecegini, geriye kalan 25 tanesinin ise sw-5 lokusuna spesifik CT220
markdriinii  tagimadigini ve bu nedenle TSWV’ne dayanikli olmadiklarini

gostermistir.
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Sekil 4.3. CT220 markoriine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR

sonuclarinin jel goriintiisii M: 100 bp plus DNA biiyiikliik markdrii, Su: s negatif
kontrol olarak kullanilan ve DNA igermeyen su kontroliinii, -: negatif kontrol olarak

kullanilan sw-5 lokusu igermeyen domates ¢esidini +:pozitif kontrol olarak

kullanilan ve sw-5 lokusu i¢erdigi bilinen domates ¢esidini 1-71 arasindaki sayilar:

Cizelge 3.1de gosterilen domates gesitlerini gdstermektedir.
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4.4. Sw-5-2 Markoriiniin Cogaltilmasi

Calismada kullanilan 71 domates bitkisinden elde edilen genomik DNA’larin
tamamina Sw5-2 markoriine spesifik primerler kullanilarak PCR yapilmistir. Daha
once yapilan c¢aligmalar bu primer setinin sw-5 lokusuna sahip yani dayanikl
bitkilerden 574 bp biiylkliiglinde bant iiretirken sw-5 lokusu tagimayanlarda ise
yaklasik 510 bp veya 464 bp uzunlugunda bir DNA band1 ¢ogaltildig1 belirlenmistir.
Bu calismada Sw5-2 primerleriyle yapilan PCR sonucunda elde edilen {irtinler 100
bp plus DNA biiyiikliik markoriiyle birlikte 1.5%° luk agaroz jelinde elektroforez
yontemiyle ayristirildiktan sonra goriintiilenerek 574 ve 510 veya 464 bp
uzunlugundaki DNA bantlarinin ¢ogaltilip c¢ogaltilmadigi belirlenmistir. Yapilan
PCR ve elektroforez g¢alismalart sonucundan analiz edilen domates g¢esitlerinin
bazilarinda ve pozitif kontrol bitkilerinin genomik DNA’larindan 574 bp
blyiikliiglinde Sw-5-2 markoriine spesifik bir DNA c¢ogaltilirken negatif kontrol
bitkisinden ve hi¢gbir genomik DNA icermeyen ve sadece su kontroliinden ve bazi
domates Orneklerinden herhangi bir DNA ¢ogaltilamamistir. Sw-5 lokusuyla
baglantili Sw5-2 markoriine spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda elde edilen
PCR iiriinleri Sekil 4.4.’de gosterilmektedir. Yapilan analizler sonucunda kullanilan
orneklerin 49 tanesinden (1, 2, 3, 5,6, 7, 8,9, 11, 13, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26,27, 28, 29, 30, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 43, 48, 49, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 67, 69, 71) 510 bp biiyiikliigiinde bir DNA pargasi ¢ogaltilmistir.
Buna karsin test edilen 8 domates 6rneginden (4, 15, 44, 45, 46, 51, 60, 70 nolu
ornekler) hi¢ bir DNA bandi ¢ogaltilamamistir. Bu 6rneklerin genomik DNA’lar
incelendiginde yeterli miktarda genomik DNA igerdigi (Sekil 4.1) ve 70 nolu 6rnek
haricindeki tiim orneklerden 18S rRNA geni ¢ogaltildig (Sekil 4.2) goriilmektedir.
Bu nedenle bu o6rneklerden PCR’a uygun genomik DNA izole edilmesine ragmen
bunlarin sw-5-2 markdriine spesifik 574 bp DNA bandim1 yani sw-5 lokusunu
icermediklerini gostermistir. Bunun yaninda yapilan PCR analizleri sonucunda 14
ornekten ise 574 ve 510 veya 464 bp uzunlugunda Sw5-2 markdriine spesifik iki
DNA bandi ¢ogaltilmig olup bu orneklerin Sw-5 geni bakimindan heterozigot
olduklar1 belirlenmistir. Bu sonuclar test edilen 71 domates ¢esidinden 15 tanesinin

sw-5 lokusunu tasidiklarini ve bunlardan birinin (68. O6rnek) Sw-5 lokusu i¢in
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homozigot dominant diger 14 6rnegin (10, 12, 14, 17, 32, 41, 47, 50, 61, 62, 63, 64,
65, 66 numarali 6rnekler) ise 574 bp DNA ve 510 veya 464 biiyiikliigiinde bantlarin
her ikisi de cogaltilmig olup bu bitkilerin Sw5-2 markoériinii heterozigot olarak
tagidiklar1 ve dayanikli olabileceklerini gostermektedir, Geriye kalan 42 tane
domates cesidinin ise sw-5 lokusuna spesifik Sw5-2 markoriinii tasimadigi ve bu

nedenle TSWV’e dayanikli olmadiklar1 belirlenmistir.

17 18 19 0 21 23

Sekil 4.4. Sw-5-2 markoriine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR
sonuclarinin jel goriintiisii M: 100 bp plus DNA biiyiikliik markdrii, Su: s negatif
kontrol olarak kullanilan ve DNA i¢cermeyen su kontroliinii, -: negatif kontrol olarak
kullanilan sw-5 lokusu igermeyen domates ¢esidini +:pozitif kontrol olarak
kullanilan ve sw-5 lokusu icerdigi bilinen domates ¢esidini 1-71 arasindaki sayilar:
Cizelge 3.1de gosterilen domates gesitlerini gdstermektedir.
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4.5. Sw5-a-e Primerleriyle Yapilan PCR Sonuglar:

TSWV dayanikliliginin belirlenmesi c¢alismada kullanilan 71 domates bitkisinden
elde edilen genomik DNA’larin tamamina Sw5-a-e markdriine spesifik primerler
kullanilarak PCR yapilmistir. Bu primerlerle sw-5 lokusunda bulunan sw-5a sw-5b
sw-5¢, sw-5d ve sw-5e genler i¢in sirastyla, 278 bp, 258 bp, 232 bp, 284 bp ve 308
bp biiyiikliiglinde bantlarin ¢ogaltilmasi beklenmektedir. Ancak bu bantlarin
bliyiikliiklerinin birbirlerine yakin olmasindan dolayr bu bantlarin agaroz jel
elektroforez yontemiyle ayristiritlmast miimkiin degildir. Bu nedenle sw-5 lokusuna
sahip genlerin hepsinin agaroz jelinde yaklasik 300 bp uzunlugunda bir bant
cogaltilmasi beklenmektedir. Bu bantlarin aralarindaki farklarin goériilmesi miimkiin
degildir. Bu ¢alismada Sw5-a-e primerleriyle yapilan PCR sonucunda elde edilen
triinler 100 bp plus DNA biiyiikliik markoriiyle birlikte %1.5‘luk agaroz jelinde
elektoforez yontemiyle ayristirildiktan sonra goriintiilenerek yaklasik 300 bp
uzunlugundaki DNA bantlarinin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigr belirlenmistir. Yapilan
PCR ve elektroforez ¢alismalart sonucundan analiz edilen tiim domates ¢esitlerinin
bazilarinda ve pozitif kontrol bitkilerinin genomik DNA’larindan 300 bp
biiyiikliigiinde Sw5-a-e markdriine spesifik bir DNA ¢ogaltilirken negatif kontrol
bitkisinden ve hi¢gbir genomik DNA i¢ermeyen ve sadece su kontroliinden ve bazi
domates Orneklerinden herhangi bir DNA ¢ogaltilamamistir. Sw-5 lokusuyla
baglantili Sw5-a-e markoriine spesifik primerlerle yapilan PCR sonucunda elde

edilen PCR iiriinleri Sekil 4.4.’de gosterilmektedir.

Yapilan analizler sonucunda kullanilan 6rneklerin 65 tanesinden (1, 3, 5, 6, 7, 8, 9,
10,11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 71) yaklasik 300 bp biiyiikliigiinde Sw5a-e
markoriine spesifik bir DNA parcasi ¢cogaltilmistir. Cogaltilan bantlarin yogunluklari
ornekler arasinda farkliliklar gosterse de 300 bp uzunlugundaki Sw5-a-e markoriine
spesifik bant yukarida belirtilen 65 0rnegin tamaminda agik¢a goriilmekte olup bu
sonuglar Orneklerin sw-5 lokusunu tasidiklarini gostermektedir. Buna karsin test

edilen 6 domates 6rneginden (4, 15, 28, 46, 60, 70 nolu 6rnekler) hi¢ bir DNA bandi
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cogaltilamamistir. Bu 6rneklerin genomik DNA’lar incelendiginde yeterli miktarda
genomik DNA icerdigi (Sekil 4.1) ve 70 nolu 6rnek haricindeki tiim 6rneklerden 18S
rRNA geninin ¢ogaltildig1 (Sekil 4.2) goriilmektedir. Bu nedenle bu orneklerden
PCR’a uygun genomik DNA izole edilmesine ragmen bunlarin sw-5a-e markoriine
spesifik 300 bp’lik bandi yani sw-5 lokusunu ig¢ermediklerini bulunmustur. Bu
sonuclar test edilen 71 domates c¢esidinden 65 tanesinin sw-5 lokusunu tasidiklarini
gosterirken 6 Ornekte herhangi bir bant ¢ogaltilmamis olup bunlarin SwS5-a-e

markoriinii tasimadigl ve bu nedenle TSWV’ ne dayanikli olmadiklari belirlenmistir.

54 55 56 57 58

Sekil 4.5. Sw-5a-e markoriine spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR
sonuglarinin jel goriintiisii M: 100 bp plus DNA biiytiikliilk markorii, Su: s negatif
kontrol olarak kullanilan ve DNA i¢cermeyen su kontroliinii, -: negatif kontrol olarak
kullanilan sw-5 lokusu igermeyen domates ¢esidini +:pozitif kontrol olarak
kullanilan ve sw-5 lokusu i¢erdigi bilinen domates ¢esidini 1-71 arasindaki sayilar:
Cizelge 3.1de gosterilen domates cesitlerini gostermektedir.
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4.6. Sw-5 Lokusunda Bulunan Genlerin Belirlenmesi

TSWV dayaniklilig1 saglayan sw-5 geniyle baglantili olan markorlerden daha 6nce
rapor edilen CT220 lokusu spesifik bir markér olup bitkilerde sw-5 lokusunun
bulunup bulunmadigini1 goéstermektedir. Sw-5-2 markdrii ise sw-5 lokusunda bulunan
genlerden TSWV’ne dayaniklilik saglayan sw-5b geninin promotor bolgesini de
kapsamaktadir. Bu ¢alismada daha Once rapor edilen sadece lokus spesifik
markdrden ve sw-5 geninin protein kodlamayan bolgesini iceren markdrden farkl bir
markor gelistirmek de amaglanmistir. Bu nedenle bu c¢alismada sw-5 lokusunda
bulunan 5 farkli sw-5 geninin ayrilmasi amaciyla gen bankasi veri tabaninda bulunan
Sw-5a, Sw-5b, Sw-5c, Sw-5d, Sw-5e genleri karsilastirilarak tiim Sw-5 genlerinin
korunmug ancak hepsinden farkli biiylikliikte DNA parcalar1 ¢ogaltilan bir ¢ift
primer tasarlanarak Sw-5 lokusunu tastyan g¢esitlerin hangi Sw-5 genini tasidiklarini
ortaya koyacak bir markor gelistirilmistir. Bu c¢alismada kullanilan 71 domates
bitkisinden elde edilen genomik DNA’larin tamamina Sw5a-e markoriine spesifik
primerler kullanilarak PCR yapilmistir. Bu primerler kullanilarak sw-5 lokusunda
bulunan sw-5a sw-5b sw-5¢, sw-5d ve sw-5e genler i¢in sirasiyla, 278 bp, 258 bp,
232 bp, 284 bp ve 308 bp biiylkliigliinde bantlar ¢ogaltilmasi beklenmektedir. PCR
tiriinleri yukarida belirtildigi gibi agaroz jelinde ayristirilinca yaklasik 300 bp
uzunlugunda sw-5 lokusuna spesifik bir bant iireterek test edilen bitkilerde lokusun
varliginin belirlenmesi amactyla kullanilabilmektedir. Ancak ayni PCR iiriinlerinin
¢Oziiniirliigli daha yiiksek olan poliakrilamid jelinde ayristirilmasiyla 278 bp, 258 bp,
232 bp, 284 bp ve 308 bp biiyiikliiglinde ve sirastyla sw-5a, sw-5b, sw-5¢, sw-5d ve
sw-5¢ genlerine denk gelen bantlar biri birinden kolaylikla ayilarak her bir bitkinin
sw-5 lokusunda hangi sw-5 genlerini bulundurduklart belirlenebilmektedir. Bu
amacla Sw5-2 a-e primerleriyle teste edilerek sw-5 lokusunu tasidigi belirlenen 63
domates cesidinden tekrar yapilan yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriinler 100-
500 bp uzunlugundaki bantlar iceren DNA biiyiikliik markoriiyle birlikte 10%°‘luk
poliakrilamid jelinde elektroforez yontemiyle ayristirildiktan sonra glimiis nitratla
boyanarak c¢ogaltilan bantlar goriintiilenmistir. Elde edilen jel goriintiileri analiz
edilerek 278 bp, 258 bp, 232 bp, 284 bp ve 308 bp biiyiikliigiinde ve sirastyla sw-5a

sw-5b sw-5¢, sw-5d ve sw-5e genlerine denk gelen bantlarin varlig: belirlenerek bu
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calismada kullanilan ve sw-5 lokusunu tasidigi bir onceki kisimda ortaya konan
domates ¢esitlerinin sw-5 lokusunda hangi sw-5 genini igerdikleri bulunmustur. Bazi
domates cesitlerinden SwS5-a-e  primerleriyle c¢ogaltilan PCR {iriinlerinin
poliakrilamid jelinde elektoforez analizlerinden elde edilen goriintii Sekil 4.5°de
verilmektedir. Yapilan poliakrilamid jel elektroforez calismalari sonucunda analiz
edilen 63 domates ¢esidinin tiimiinden ve pozitif kontrol bitkilerinin genomik
DNA’larindan 258 bp biiyiikliigiinde TSWV’ne dayaniklilik saglayan Sw-5b genine
ve diger sw-5 genlerine spesifik DNA bantlart c¢ogaltilirken negatif kontrol
bitkisinden ve higbir genomik DNA igermeyen ve sadece su kontroliinden DNA
bantlar1 ¢cogaltilamamstir. Elde edilen jel goriintiileri analiz edilerek her bir ¢esidin
sw-5 lokusunda bulunan Sw-5a sw-5b sw-5c¢, sw-5d ve sw-5e genlerinden hangilerini
icerdigi belirlenerek Cizelge 4-1’de ayrintili olarak verilmistir. Buna gore kullanilan
domates ¢esitleri sw-5 lokusunu olusturan tiim genler bakimindan incelendiginde test
edilen 63 domates ¢esidinden sadece 28 tanesinin lokusta bulunan sw-5a sw-5b sw-
5c, sw-5d ve sw-5e genlerinin tamamini icerdigi belirlenirken geriye kalan 35
domates ¢esidinin ise bu genlerden 2-4 tanesini icerdigi tespit edilmistir.
Poliakrilamid jelinde analiz edilen 63 domates ¢esidinin de sw-5a sw-5b sw-5¢, sw-
5d ve sw-5e genlerini tagiyan gesitlerin sayisi sirasiyla 49, 63, 56, 33 ve 37 olmustur.
Buna gore domates ¢esitlerinin sw-5 lokusunda en ¢ok bulunan gen 63 ile sw-5b
olurken en az bulunan gen ise sadece 33 ¢esitte belirlenen sw-5d geni olmustur. Elde
edilen bulgular sw-5 lokusunu igeren tiim domates c¢esitlerinin TSWV’ne

dayaniklilik saglayan sw-5b genini igerdigini gostermistir.
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Sekil 4.6.Sw5-a-e primerleriyle ¢ogaltilan PCR iirlinlerinin poliakrilamid jel
elektroforezi ayristirilmasi sonucunda Sw-5 lokusunda bulunan genleri gosteren jel
fotografi

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan tiim domates ¢esitlerinin sw-5 dayaniklilik
markorlerini bulundurma durumlari

Cesit No Sw-a Sw-b Sw-c Sw-d Sw-e
1 + + + - -
2 + + + + +
3 - + + - -
5 + + + + +
6 + + + + +
7 + + + + +
8 + + + + +
9 - + + - -

10 - + - -

11 + + + + +
12 + + - + -
13 + + - + +
14 + + - + -
16 - + + - -
17 + - + -
18 - + + - -
19 - + + - -
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62 + + + + +
63 + + + + +
64 + + + - +
65 + + + - +
66 + + - + +
67 + + +

68 + + + + +
69 + + + + +
71 + + +

4.7. Domates Cesitlerinin Dayamiklihk Markorlerine Gore Skorlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan farkli markor tiirlerinden elde edilen bulgular
degerlendirilerek ¢alismada kullanilan her bir domates ¢esidinin markorleri tasiyip
tasimadiklarina gore skorlamasi yapilmistir. Bu amagla farkli primerlerle yapilan
PCR sonuglar1 her bir 6rnek i¢in incelenmis ve her bir markore spesifik DNA bandi
cogaltilmis ise 1 ¢ogaltilmamis ise O olarak skorlanmistir. Bu skorlama her bir
markor i¢in kullanilan tim domates cesitlerine yapilarak gesitlerin bir birleriyle
karsilastirilmas1 saglanmistir. Yapilan dayaniklilik markorii skorlamalar1 Cizelge
4.3’de verilmistir. Test edilen ¢esitlerde skorlanan markorlerin bulunma durumlarina
gore ¢esidin dayanikli veya dayaniksiz olabilecegi de bildirilmistir. PCR testleriyle
taranan 3 markdrden en az ikisini tastyan domates ¢esitlerinin dayanikli olabilecegi
taranan markdrlerin  higbirini veya sadece birini tasiyanlarmin ise dayanikl
olmadiklar1 belirtilmistir. Buna gore test edilen toplam 71 domates cesidinden 12
tanesi calismada taranan CT220, sw-5-2 ve sw-5a-e markorlerinin her tigiinii de
icerdigi belirlenirken geriye kalan 59 tane gesit ise bu markdrlerden higbirini veya
sadece bir ya da bir kag¢ tanesini tasidig1 belirlenmistir. Bu domates cesitlerinden 4
tanesi (4, 15, 60, 70) taranan markorlerden higbirini icermezken 2 (28 ve 46) tanesi
sadece CT220’yi geriye kalan 65 tanesi de sadece Sw-5-2 ve Sw-5a-e markorlerini
icerdigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular bu ¢alismada kullanilan 6 g¢esidin sw-5
lokusuyla baglantili markdrleri igermedigi ve TSWV’ne duyarli olabilecegini, geriye
kalan 65 ¢esidin ise taranan {i¢ markdrden en az ikisini tasiyarak sw-5 lokusuna sahip

ve TSWV’ne dayanikli olabilecegini ortaya koymustur.
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Cizelge 4.2. Calismada kullanilan tiim domates cesitlerinin sw-5 dayaniklilik
markdrlerini bulundurma durumlari

FIRMA Cesit TSWV’e MSC CT220 Sw-5-2 | Swh-a-e Skorlama
numarast | dayamkllk | sonuglari | sonuglar1 | sonuclar1 | sonuclari
1 Bilinmiyor 1 1 0 | Dayaniklt
2 Bilinmiyor 1 0 0 1 Duyarl
3 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
f: 4 Bilinmiyor 1 0 0 0 Duyarl
‘é 5 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
:: 6 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
<« 7 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
8 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
9 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
10 Bilinmiyor 1 0 1 1 Dayanikli
11 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
12 Dayanikli 1 1 1 1 Dayaniklt
13 Duyarl 1 0 0 1 Duyarl
14 Dayanikli 1 1 1 1 Dayanikl
% 15 Duyarl 1 0 0 0 Duyarli
E 16 Duyarl 1 0 0 1 Duyarli
=
S 17 Dayanikli 1 0 1 | Duyarli
= 18 Duyarli 1 0 0 | Duyarli
19 Bilinmiyor 1 1 0 | Dayaniklt
20 Duyarli 1 1 0 | Dayaniklt
% 21 Duyarli 1 1 0 | Dayanikl
E 22 Duyarli 1 1 0 1 Dayanikli
© _E_. 23 Duyarl 1 0 0 1 Duyarh
& 24 Duyarl 1 1 0 1 Dayanikli
25 Bilinmiyor 1 1 0 1 Dayanikli
26 Duyarl 1 1 0 1 Dayanikli
= 27 Duyarl 1 1 0 1 Dayanikli
g 28 Duyarl 1 1 0 0 Duyarli
_E 29 Duyarl 1 1 0 1 Dayanikli
: 30 Duyarl 1 1 0 1 Dayanikli
31 Duyarl 1 1 0 1 Dayanikli
32 Dayanikli 1 1 1 1 Dayanikli
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33 Bilinmiyor 0 Dayanikl
34 Bilinmiyor 0 Dayanikl
35 Duyarl 0 Dayanikli
36 Duyarl 0 Dayanikli
37 Duyarl 0 Dayanikli
38 Duyarl 0 Dayanikli
39 Bilinmiyor 0 Dayanikli
40 Duyarh 0 Dayanikli
41 Dayanikli 1 Dayanikli
42 Duyarh 0 Dayanikli
43 Duyarl 0 Dayanikli
44 Bilinmiyor 0 Dayanikli
45 Dayanikli 0 Duyarli
= 46 Duyarl 0 Duyarli
g 47 Duyarl 1 Dayanikl
% 48 Duyarl 0 Dayanikli
: 49 Duyarl 0 Dayanikli
50 Duyarl 1 Dayanikl
51 Duyarli 0 Dayaniklt
52 Duyarli 0 Dayaniklt
= 53 Duyarli 0 Dayanikl
c;) 54 Duyarli 0 Dayaniklt
2 55 Duyarli 0 Dayaniklt
E 56 Duyarl 0 Dayanikli
57 Duyarl 0 Dayanikli
58 Dayanikli 0 Dayanikli
59 Dayanikli 0 Dayanikli
60 Dayanikli 0 Duyarl
61 Dayanikli 1 Dayanikli
= 62 Dayanikli 1 Dayanikli
é 63 Dayanikli 1 Dayanikli
% 64 Dayanikli 1 Dayanikli
; 65 Dayanikli 1 Dayanikli
66 Dayanikli 1 Dayanikli
67 Dayanikli 0 Dayanikli
68 Dayanikli 1 Dayanikl
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69 Bilinmiyor Dayanikl
70 Duyarli Duyarli
71 Duyarl Dayanikli
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢aligmada diinyada ve lilkemizde domates yetistirilen alanlarda 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan domates lekeli solgunluk viriisiine (Tomato spotted
wilt virus, TSWV) kars1 dayaniklilik saglayan sw-5 geninin 71 farkli ¢esitte var olup
olmadigin1 bu gene baglantili ii¢ farkli markoriin CT220, Sw-5-2 ve Sw5-a-e
kullanilmastyla belirlenmistir. Bu amacla kullanilan markorlerden ikisi CT220 ve
Sw-5-2 daha once gelistirilerek sw-5 geniyle baglantis1 gosterilmistir. Uciincii
markér olan SwS5-a-e ise bu calismada gelistirilmistir. Calismada kullanilan
markdrler farkli tiplerde markorler olup sw-5 geniyle baglantilar1 bakimindan da

farklilik gostermektedir.

CT220 markérii ilk olarak sw-5 lokusuyla baglantili bir RFLP markorii olarak
belirlendikten (Stevens ve ark 1994) sonra DNA dizilimi belirlenerek bu diziye
spesifik primerler tasarlanmak suretiyle CAPS markdriine doniistiiriilerek
(Folkertsma ve ark., 1999) sw-5 lokusunu taramada ve MAS ¢alismalarinda basarili
bir sekilde uygulanmistir (Folkertsma ve ark., 1999; Garland et al., 2005). sw-5
geninin homologu olan sw5-c, d, e genleri ile iligkili oldugu bilinen CT220
markoriiyle Spassova (2001), daha 6nce yapilan bir ¢galigmada Sw-5-LRR ve CT220-
ZUP primerleri bir arada kullanilarak 50 domates ¢esidi test edilmistir ve sonug
olarak bunlardan 34 tanesi 200 bp dayaniklilik bandin1 igerirken 16 tanesinin 100 bp
duyarlilik bandini icerdigi tespit edilmistir (Garland et al., 2005). Bu caligmada
CT220 primerleriyle yapilan tarama sonucunda 46 domates cesidinde 200 bp
blyiikliigiindeki dayaniklilik bandi belirlenirken 25 tane c¢esitten bu bant elde
edilememistir. CT220 CAPS markoriine doniistiiriilmesiyle ¢ogaltilan PCR {irtinleri
Mse I, veya Ase I restriksiyon ezimlerinden biriyle kesilerek sw-5 lokusunun
genotipininde homozigot veya heterozigot oldugu da belirlenebilmektedir
(Folkertsma ve ark., 1999; Garland et al., 2005). Daha Once yapilan bir ¢alismada
cesitlerin Sw-5 bakimindan heterozigot dayanikli veya homozigot duyarli olduklari
da belirlenmistir. Ancak bu calismada restriksiyon enzimleriyle kesim yapilarak
heterozigot veya homozigot ayrimi yapilmamistir. Buna karsin bu c¢alismada test
edilen domates ¢esitlerinden 9 tanesinde (8, 19, 26, 31, 41, 43, 45, 46 ve 47) CT220
markdriyle iligkili olmayan 300 bp biiyiikliigiinde bir bant ¢ogaltilmistir. Bu bant
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uygulanan PCR kosullarindan veya kullanilan PCR cihazindaki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi gibi sw-5 lokusunda ki farkliliklardan da kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu daha once yapilan calismalarda bulunmadigindan ve sw-5
lokusuyla iligkilendirilmediginden dolay1 bu ¢esitlerin dayaniklilik geni icermedikleri

distiniilmustir.

Sw-5-2 markdrii CT220°den farkl olarak lokusla baglantili degil lokusa spesifik bir
SCAR markorii olup es-baskin (co-dominanat) 6zelik gostermektedir. Bu markoriin
rapor edildigi bir ¢aligmada bu markdre spesifik primer setiyle sw-5 lokusuna sahip
yani dayanikli bitkilerden 574 bp biiylkliiglinde bant iiretirken sw-5 lokusu
tagimayanlarda ise yaklasik 510 bp veya 464 bp uzunlugunda bir DNA bandinin
cogaltildig1 belirlenmistir. Bu nedenle bu sekilde test edilen bitkilerin Sw-5 genini
tagtylp tasimadigi ve tasiyanlarin ise sw-5 geni bakimindan homozigot veya
heterozigot olduklar1 da belirlenebilmektedir. Sw5-2 markdériiyle daha once 14
domates c¢esidi kullanilarak yapilan bir ¢alismada 4 cesit (Stevens, Viradoro, S.
peruvianum ‘PI 128660°, Santa Clara R’) 574 bp biiyiikliigiinde bant icererek
dayanikli bulunurken, 2 ¢esit (Nemo Netta, ve Ohio 8245) 510 bp biiyiikligiinde
DNA band1 icererek ve 8 cgesit, ise (Santa Clara S°, Ponderosa, IPA-5, Densus,
Moneymaker, CNPH Tx-577, Alambra, ve Netta) 464 bp uzunlugunda bir bant
icererek duyarli olarak bulunmustur (Dianese et al., 2010). Sw-5-2 markoriine
spesifik primerler kullanilarak bu ¢alismada yapilan PCR sonucunda sadece bir (68.)
cesitte 574 bp biylkliiglinde bir bant ¢ogaltilarak homozigot dayanikli bulunurken
14 domates ¢esidinin (14 10, 12,14, 17, 32, 41, 47, 50, 61, 62, 63, 64, 65 ve 66 ) 464
bp ve 574 bp biiylikliigiinde bantlarin her ikisini de icererek heterozigot dayanikli
olarak bulunmustur. Geriye kalan 6rneklerin 8 tanesinden (4, 15, 44, 45, 46, 51, 60,
70 ) herhangi bir bant ¢ogaltilmadigindan ve 48 ¢esitten de sadece 510 veya 464 bp
biiyiikliigiinde bant elde edildiginden bu cesitlerin Sw-5 geni igermedikleri yani

duyarli olduklar1 belirlenmistir.
Elde edilen bulgular Sw-5-2 markériiniin daha spesifik bir markér oldugunu ve bu

markore spesifik primerlerle ¢ogaltilan DNA’larin dizilimlerinin belirlenip analizleri

yapildiginda cogaltilan Sw-5 lokusuna spesifik oldugunu c¢ogaltilan DNA’lar
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arasindaki biyiiklik farklarin baz ekleme ve c¢ikarmalardan kaynaklandigini
gostermistir. Dayanikli ve dayaniksiz g¢esitlerin ayrimin1  gdsteren primerlerle
cogaltilan bolgenin fonksiyonel sw-5b geninin promotdr bolgesinin  -31
pozisyonundan genin i¢ine kadar uzandigi belirlemistir (Dianese et al., 2010). Bu da
Sw-5-2 markoriiniin dogrudan Sw-5b genine spesifik oldugunu gostermekte olup
lokusla baglantili bulunan CT220 markoriinden daha etkili bigimde TSWV’ ne
dayanikliligin1 belirlemektedir. Bu ¢alismada her iki markorle alinan sonuglarin
kiyaslanmasi test edilen 6rneklerden ¢ogunun (45 tanesi) CT220 ile Sw-5 lokusunu
tagidig1 belirlenirken Sw-5-2 markoriiyle sw-5 genini igeren domates ¢esitlerinin
sayis1 sadece 15 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar bu markoériin daha spesifik ve
secici olugunu gostermekte olup Sw-5 lokusuyla degil sadece sw-5b geniyle spesifik
olmasindan dolay1 sadece Sw-5 b geni tagiyan bitkileri belirlemektedir. Bu ¢alismada
kullanilan 6rneklerden saglayici firma tarafindan dayanikli oldugu belirtilen 45 ve 60
numarali 6rneklerinden Sw-5-2 primerleriyle yapilan PCR sonucunda dayaniklilikla
iligkili bantlar elde edilememistir. Duyarl oldugu tespit edilen 60 numaral ¢esidin
diger markorlerle yapilan taramalar sonucunda duyarli oldugu fakat firma tarafindan
duyarl oldugu belirtilen (20, 21, 22, 24, 26, 27, 29, 30, 31, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42,
43, 44, 48, 49, 49, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 71) numaral gesitlerin Sw-5-2 ile
duyarli bulunurken cesidin diger markorlerle yapilan taramalar sonucunda Sw-5
lokusunu igermesi sonucunda dayanikli oldugu tespit edilmistir. Farkli markorlerle
farkli sonuglarin almmast PCR yonteminin uygulamasindaki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi gibi biiyiik olasilikla markorlerin  farkli  6zelliklerinden

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

TSWV dayaniklilig1 saglayan sw-5 geniyle baglantili oldugu daha 6nce rapor edilen
ve bu caligmada kullanilan markérlerden CT220 lokus spesifik bir markor olup
bitkilerde sw-5 lokusunun bulunup bulunmadigini goéstermektedir. Ancak Sw-5-2
lokusunun farkli genler igerdigi belirlenerek Sw-5b geninin dayaniklilik i¢in gerekli
oldugu ancak lokusta bulunan diger 4 genin de dayaniklili§a katk: sagladiklar1 6ne
stiriilmiistiir (Spassova et al., 2011). Calismada kullanilan markdrlerden Sw-5-2
markdrii ise Sw-5 lokusunda bulunan genlerden TSWV’ne dayaniklilik saglayan Sw-

5b geninin promotor bolgesini de kapsamakta olup sadece Sw-5b genine spesifiktir
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(Dianese et al., 2010). Bu nedenle bu markérde Sw-5 lokusunda bulunan genlerden
sadece birinin varligin1 belirtmektedir. Bu ¢alismada daha once rapor edilen sadece
lokusa spesifik markorden ve Sw-5 geninin protein kodlamayan bdlgesini igeren gen
spesifik markdrden farkli ve hem lokusun ve lokusta bulunan genlerin varliginm
belirleyen bir markor gelistirilmistir. Digerlerinden farkli bant ¢ogaltilmistir. Bu
bantlar arasindaki farkliliklar agaroz jelinde goriinmezken poliakrilamid jelinde
kolayca ayrilabilmektedir. Boylece ayn1 PCR {iriinii agaroz jelinde analiz edilerek
lokusun Sw-5 lokusunun varlig1 belirlenirken poliakrilamid jelinde ise lokusta hangi
genlerin bulundugu ortaya konmaktadir. Yapilan analizler sonucunda bu markore
spesifik primerlerle Sw-5 lokusunda bulunan Sw-5a, Sw-5b, Sw-5¢, Sw-5d ve Sw-5¢
genlerinin her birine spesifik bantlar karsilagtirilarak tiim Sw-5 genlerinde korunmus
ancak hepsinden farkli biiyiikliikte DNA pargalar1 ¢ogaltilan bir ¢ift primer
tasarlanarak Sw-5 lokusunu tasiyan g¢esitlerin hangi Sw-5 genini tagidiklarini ortaya
koyacak bir markor gelistirilmistir. Sw5-a-e primerleriyle yapilan PCR sonucunda 6
¢esidin Sw-5 lokusunu tagimadigi ve TSWV duyarli oldugu olabilecegi belirlenirken
bunun disindaki diger 65 ¢esidinde Sw-5 lokusuna sahip olugu ve TSWV’e dayanikli
oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada kullanila markoérlerin iiglinden alinan sonuglarin kiyaslanmasiyla en
fazla sayida Sw-5 lokusuna sahip domates ¢esidi bu ¢alismada gelistirilen Sw-5a-e
markoriiyle belirlenmistir. Sw-5 a-e markdriiyle 65 bitkide Sw-5 lokusu bulunurken
CT220 markoriiyle 45 cesitte ev Sw-5-2 markoriiyle ise sadece 15 bitkide Sw-5
dayanikliliginin bulundugu belirlenmistir. Bu sonuglar markériin bulunma sikliginin
taranan markoriin lokusa veya gene spesifik olmasiyla iligkili oldugu markdriin
spesifikligi arttik¢a pozitif 6rnek sayisinin azaldig: belirlenmistir. Bu nedenle sadece
bir markdér degil birkag markorle yapilan taramalar sonucundan daha saglikli
sonuglar alinabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle bu c¢alismada kullanilan {ig
markorden en az ikisiyle Sw-5 lokusunun tasidigi belirlenen ¢esitlerin TSWV’ne
dayanikli olabilecegi ancak her iic markorle pozitif sonug verenlerin ise TSWV’ne
kars1 dayaniklt olma olasiliklarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna gore
yapilacak taramalarda hem lokus hem gen spesifik markdrlerin  kullanilmasi

onerilmektedir.
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Sw-5 lokusunun TSWV’ne karsi dayaniklilik saglandigi ve dayaniklilikta en etkili
genin Sw-5b oldugu da daha 6nce yapilan calismalarda bildirilmistir. Buna ek olarak
Sw-5 lokusunda bulunan diger genleri olusturulan Sw a, ¢, d ve e genlerinin de
domateste tospoviriislere karst dayaniklilikta etki ve katkilarimin da oldugu
bildirilmistir. Bu nedenle markér yardimiyla dayanikli cesitlerin belirlenmesi
caligmalarinda sadece lokusun varligimi degil lokusun icerdigi genleri de belirleyen
bir markoriin kullanilmasi ¢esitlerin dayaniklilik durumlarinin daha iyi bir sekilde
belirlenmesine yardimci olacaktir. Bu baglamda bu ¢alismada gelistirilen Sw-5a-e
genlerinin varliginin belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanilmistir. Calismada
test edilen ve Sw-5 lokusunu tasidigi belirlenen Sw-5 a-e markoriiniin poliakrilamid
jelde analizi yapilarak kullanilan domates cesitlerinin sw-5 lokusunu olusturan tiim
genler bakimindan incelenmesi yapildiginda test edilen 62 domates cesidinden
sadece 28 tanesinin lokusta bulunan sw-5a, sw-5b, sw-5c, sw-5d ve sw-5e genlerinin
tamamini igerdigi ve en fazla dayanimi gosterecek ¢esitler oldugu belirlenmistir.
Geriye kalan 34 domates ¢esidinin ise bu genlerden 2-4 tanesini icerdigi tespit
edilmis olup sw-5a sw-5b sw-5c, sw-5d ve sw-5e genlerini tasiyan g¢esitlerin sayisi

sirastyla 48, 62, 55, 33 ve 37 olarak belirlenmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar test edilen ticari domates ¢esitlerinin bircoguna
tospoviriislere dayaniklilik (sw-5) geninin aktarildigini gostermektedir. Ancak
cesitlerin virlise karst tepkileri deneysel olarak belirlenmediginden dayaniklilik
genlerinin fonksiyonel olup olmadigi bilinmemektedir. Domates ¢esitlerinin Sw-5
lokusunu tasimalar1 dayanikli olabileceklerini gdsterirken genlerde meydana
gelebilecek mutasyon ve degisiklikler bitkide Sw-5 geni olsa bile genin ifade edilip
edilmedigine veya ifade edilme zamani ve miktarma gore degisebilmektedir. Bu
nedenle bu bitkilerinin dayanikliliklarinin inokiilasyon c¢aligmalariyla patojenite testi
yapilarak dayaniklilik teyit edilmelidir. Ancak ¢ok sayida bitkinin hizli ve giivenilir
bir sekilde taranmasi ve ¢ok sayida bireyin tiretildigi melezleme c¢alismalarinda geni
ve lokusu tasiyan bireylerin belirlenmesi amactyla markorlerin kullanimi fayda
saglamakta ve biyolojik dayaniklilik testlerinin yapilacagi ornek sayisinin en aza

indirilmesine yardimci olarak 1slah siiresini 6nemli 6l¢iide kisaltmaktadir.
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Bitkilerde dayanikliligin yayginlastirilmasi dayaniklilik genlerinin bulunabilirligine
ve ticari ag¢idan Onemli c¢esitlere aktarilmasina baglidir. Markér yardimiyla
seleksiyon yontemi kullanilarak tahil, sebze ve meyvede bir¢cok hastalifa karsi
dayaniklilik gelistirme siireci 6nemli 6l¢iide kisaltilarak dayaniklilik gelistirilmistir.
Domates lekeli solgunluk viriisiine dayamiklilik saglayan Sw-5 geni ilk olarak
Stevens ¢esidine aktarildiktan sonra yaygin olarak yetistirilen cesitlere de aktarilarak
birgok domates cesidinde dayaniklilik gelistirilmistir. Sw-5 geni halen 1slahgilar
tarafindan dayaniklilik gelistirmek amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun
en 6nemli nedenlerinden birisi dayanikliligin genetik olarak belirlenmesine yardimeci

olan markorlerin varligi ve kullanilabilirligidir.

Sonug olarak tilkemizde ekonomik 6neme sahip ihracatta da birinci sirada yer alan
domateste en tahrip edici viriis olan TSWV’ne kars1 dayaniklilik gelistirmede markor
destekli seleksiyon yontemlerinden yararlanma olanaklari yayginlastirilmalidir.
Ayrica markor destekli seleksiyonda kullanilacak dayaniklilik 6zelligiyle iliskili
farkli ozellik ve spesifiklikte yeni markdrlerin gelistirilmesi desteklenmelidir.
Viriisiin  konuk¢u sinir1 genis oldugundan dolayr bir¢cok bitkide hastaliga yol
acmaktadir. Bu nedenle domateste gelistirilecek markdrler diger konukcu bitkilerde

Sw-5 lokusunun belirlenmesinde de kullanilabilecektir.
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