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DOMATES TOHUMLARINDA GENETIK CESITLILIGIN
MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

KAYGUSUZ, Giilhan

Yiksek Lisans Tezi, Tohumluk Bilimi ve Teknolojisi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Ismail Can PAYLAN
Agustos 2024, 72 sayfa

Genetik c¢esitlilik, organizma popiilasyonlar1 igerisindeki, bitki tiirleri
arasindaki kalitsal cesitliligi temsil eder. Ciftlesen bir popiilasyondaki bu genetik
varyasyon havuzu, bitkiyi iyilestirmenin yani sira ayni zamanda secilimin de
temelidir. Bu sebeple, bu bitki genetik ¢esitliliginin korunmasi, insanligin simdiki
ve gelecekteki refahi i¢in sarttir. Son yillarda, tarimsal biyogesitlilik, siirdiiriilebilir
kullanim ve kalkinma i¢in koruma da dahil olmak iizere biitiinciil bir biyogesitlilik
gorilisinlin  benimsenmesinin 6nemi konusunda artan bir farkindalik vardir.
Calismanin temel amaci, domates tohumlarindaki genetik cesitliligin molekiiler

yontemlerle belirlenmesidir.

Bu ¢alisma kapsaminda, tiim diinya ekonomisi agisindan olduk¢a énemli olan
genetik cesitlilik belirlemesinde Real Time PCR teknigi kullanilmistir. Bu sayede,
bu yontemin kullaniminda optimize edilen parametrelerin belirlenmesinin ardindan
diger molekiiler yontemlerle kiyaslayabilme imkani sunmustur. Real Time PCR
teknolojisi, istenilen geninin hizli bir sekilde belirlenmesinde, duyarlilik, 6zgiilliik
ve tekrarlanabilirlik acisindan oldukga giizel avantajlar sunmaktadir.
Amplifikasyon sirasinda iiriin olusumunu izleyebilme 6zelligi, bu yontemle elde

etmis oldugumuz verilerin daha giivenilir olmasini saglamaktadir.

Calisma kapsaminda kullanilan 10 farkli ¢cesit domates bitkisinden elde edilen
200 adet 6rnek, DNA kontrolii ve Real Time PCR ile analizler saglanmistir. Elde
edilen sonuglar melting analiz degerleri karsiliginda ¢esitlerin homozigot mu

heterezigot mu oldugunu bizlere sunarak genetik cesitlilik derecesini géstermistir.



viii

Bu tez ¢alismasi, domates bitkisinin genetik cesitliliginin belirlenmesinde
Real Time PCR tekniklerinin etkinligini vurgulamaktadir. Elde edilen sonuglar, bu
alandaki genetik ¢esitlilik calismalarina degerli ve onemli bir katki saglayarak,
tarimsal iiretimde genetik ¢esitlilige daha ¢ok 6nem vererek bu konuda daha ¢ok

caligmalarin yapilmasina katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Domates, genetik ¢esitlilik, g-PCR, molekiler markor.



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY IN TOMATO
SEEDS BY MOLECULAR METHODS

KAYGUSUZ, Giilhan

MSc in Seed Science and Technology
Supervisor: Prof. Dr. Ismail Can PAYLAN
August 2024, 72 pages

Genetic diversity represents the hereditary variation among plant species
within organismal reproduction. This pool of genetic growth in a mating record is
not only what encompasses the plant but also the basis for becoming. In this way,
the genetic diversity of this plant is preserved and developed for the modern and
development of humanity. In recent years there has been increasing recognition of
the importance of adopting a holistic use of biodiversity, including biodiversity
management, sustainable use and conservation for development. The main purpose

of the study is to link genetic differences in embryos.

Within the scope of this study, Real Time PCR technique was used to
determine genetic diversity, which is very important for the world economy. In this
way, it provides the opportunity to compare with other molecular methods after
determining the parameters optimized in the use of this method. Real Time PCR
technology offers great advantages in terms of sensitivity, specificity and
reproducibility in the rapid determination of the desired gene. The ability to monitor
product formation during amplification makes the data we obtain with this method

more reliable.

200 samples obtained from 10 different types of tomato plants used within
the scope of the study were analyzed with DNA control and Real Time PCR. The
results obtained showed the degree of genetic diversity by showing us whether the
varieties were homozygous or heterozygous in response to the melting analysis

values.



This thesis study emphasizes the effectiveness of Real Time PCR techniques
in determining the genetic diversity of tomato plants. The results obtained can make
a valuable and important contribution to genetic diversity studies in this field and
contribute to further studies on this subject by giving more importance to genetic

diversity in agricultural production.

Keywords: Tomato, genetic diversity, g-PCR, molecular marker.
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Yapmis oldugum bu tez calismasinda danismanim Sayin Prof. Dr. Ismail Can
PAYLAN ile giinimiizde ¢ok sik kullanilan Real-Time PCR yoéntemi ile dinya
capinda olduk¢a yaygin bir sekilde iiretim ve tiiketimi yapilmakta olan domates
bitkisinin  tohumlarindaki  genetik  ¢esitliligin ~ belirlenmesi  konusunda
yogunlagsmaya gidilmistir. Kiiresel iklim degisikligi etkilerinin zaman gegtikge
artmaya basladig1 ve kaliteli gida iiretiminin gln gectikce daha ¢ok dnem kazandigi
giiniimiizde, tarim sektorii ve bu sektoriin iginde olan ekonomik, stratejik bir
faaliyet alani olan tohumculugun 6nemi giin gegtikge daha ¢ok anlasilmaktadir.
Diinya niifusunun artmasiyla birlikte gida giivenligi ve giivenilirliginin
saglanmasinda bitkisel ve hayvansal {iretimin yeterliligi ayn1 zamanda devamlilig1
son derece Onem arz etmektedir. Domates germplazmasini iyilestirmek, hizli
genetik kazanimlar elde etmek ve stres faktorlerine ve hastaliklara karsi daha
yiiksek direncli ¢esitler {iretmek icin ¢esitli yeni teknikler gelistirilip,
uygulanmaktadir. Ancak tiim bu gelismelere ragmen yasanan genetik c¢esitliligin
azalmasi durumunda, bir¢ok genin genetik havuzdan kalic1 olarak kaybolmasina ve
cok sayida geleneksel c¢esidin kaybolmasina neden olmaktadir. Yiriitmiis
oldugumuz bu c¢alismada, molekiiler belirtecler kullanilarak farkli domates
genotipleri i¢indeki genetik ¢esitliligin Olgiilmesi ve biyo bilisim araglar
kullanilarak genetik agidan siniflandirilabilecek bu sayede saflik diizeyleri tahmin

edilebilecektir.
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1. GIRIS
1.1 Domates Bitkisinin Tarihsel Gelisimi

Tiirkiye ekolojik kosullarinin sagladigi avantajlari ile diinyada oldukga dikkat
ceken bir Glkedir bu yuzden tarim potansiyeli oldukga yiiksektir (Yorgancilar vd.,
2015). Ulkemizin sebze (retim miktarmin yaklasik %4011 domates
olusturmaktadir. Tiirkiye’de domates, sadece liretim, tiiketim agisindan degil ayni
zamanda ekonomik degeri agisindan da sebzeler igerisinde ilk siralardadir.
Domates, iretimi yapilan bolgelerde ciftgilerin en 6nemli gelir kaynaklarindan
birisidir (Dura ve Murat, 2023). “Lycopersicum esculentum L.” latince ismiyle
bilinen domates sebzesinin anavatan1 Orta ve Giliney Amerika’dir. Dlnya sebze
tiketimi bakimindan en Ustte yer alan domates kiltur bitkisi olarak ilk defa Peru
kiyilarinda kullanilmistir. Domates Avrupa kitasimna yapilan kesifler sonucunda

Kristof Colomb tarafindan getirilmistir.

“Domates” ad1 Gliney Amerika’daki “xitomate” veya “zitotomate” kelimesi
ve Meksika’daki “tomati” kelimesinden tiiretilmistir (Baki, 2014). 1753 yilinda
domatesin bitkiler alemindeki siniflandirmasini ilk olarak Carl Linnaeus Solanum
lycopersicon ismini vermistir. On bes yilin ardindan Phillip Miller, S. esculentum

Mill. S. olarak degisim gostermistir (Taylor, 1986).

Bircok taksonomistin orijinal isimlendirmesinin S. lycopersicon oldugunu
diistindiigii  halde literatirde S. esculentum’dur. 2005 yilinda Peralta ve
arkadaglarmin yaptiklari arastirmada Solanaceae familyasina ait yeni yabani
domates cesitlerinin bulunmasi ile yapilan bagka bir siniflandirmada Solanum
lycopersicum olarak isimlendirilmistir ve diger tiirler gesitli adlar almiglardir
(Peralta and Spooner, 2005).

Siniflandirilmasi ile alakali tarihi gelisim siirecinde yabani domatesler
morfolojik karakterler 6zelliklerine ve yasadiklar1 kosullara gore gosterdikleri
farkliliklar sebebiyle arastirmacilarin cesitli siniflandirmalara maruz kalmstir.
Domates tiirlerinin iki yillik veya ¢ok yillik olmalari, yapisinda tly veya diken

bulunup bulunmadigi, ince ve otsu gévdesinin ¢ali ya da dik formda olup olmadigi,



yapraklarinin dizilisleri ve gigek salkiminin tekli, ikili veya ¢oklu olma durumu gibi
cok sayida faktore bagli olarak degerlendirilmistir (Oguz, 2010).

Domates bitkisinin Avrupa’ya gelisiyle alakali kayitlar1 ilk olarak 1554°te
Pier Andrea Mattioli tutmustur. Kuzey Amerika’daki yetistiriciligine iliskin
kayitlar da 1710’lu yillardadir (Tigchelaar, 1986). Domates bitkisinin Tiirkiye’deki
kiltiriiyle alakali gegmisinin 1900’lii yillara dayandigi ve yetistiriciliginin

Adana’da ilinde baslayip yayginlastigi diisiiniilmektedir (Vural vd., 2000).

Domates kiiltiiriiniin diger bitkilere kiyasla daha ge¢ baslamasinin sebebi,
onceden zehirli oldugunun diisiiniilmesi bundan dolay: tiiketilmemesidir (Giinay,
2005). Domatesin yesil renkteki meyvelerinde bulunan solanin, bas agrisina sebep
verdigi i¢in ilk zamanlarda bu bitkinin zehirli oldugu disiinilmiistiir. Solanaceae
familyasi igerisinde ¢ok sayida zehirli tiir vardir ve domates bu tiirler ile kolaylikla
karigabilmektedir. Zehirli bir etkiye sebep olan bu familyanin bitun Gyelerinin
sahip oldugu solanin maddesi alkaloit bir maddedir (Tigchelaar, 1986). Bu yizden
sUs bitkisi olarak yetistirilmeye baslanmistir. Avrupa iilkelerinde “ask elmasi”

adinda yetistirilmistir fakat gida olarak yaygin bir sekilde kabul gérmemistir.

Daha sonraki yillarda, yenilebildigi ve faydali oldugu diisiiniilerek diinyanin
her yerine yayilmistir (Razifard et al., 2020). Ginlimuzde domatesin kuzey ve
gliney yarim kiirede biyiik 6l¢iide iiretimi yapilmaktadir (Tigchelaar, 1986, Vural
vd., 2000; Gunay, 2005).

Diinyada gerek iiretim ve tiiketim degerlerinin fazlaligi, gerekse tiiketim
sekillerinin farkliligiyla domates yiiksek iiretim degerine sahip olan sebzelerden biri
olarak on plana ¢ikmistir (Gunay, 2005; Razifard et al., 2020; Saeed and Fatima,
2021).

1.1.1 Domates bitkisinin kimyasal icerigi

Diinya ¢apinda yaygin olarak iiretimi ve tiiketimi yapilmakta olan domates
tarimsal bakimdan 6nemli bir bitki olmustur (Faten et al., 2018). Domates bitkisinin

10 veya 15 cm boyunda, odunumsu bir gévdesi vardir. 10-25 cm uzunlugundaki



yapraklarin (stlinde 5 ila 9 adet yaprakgiklar bulunmaktadir. Yapraklari yapisal
olarak tuyludir. Domates gicekleri 1-2 cm uzunlukta ve genelde sar1 bir sap
Uzerinde olup 3 ilal2 adettir. Genelde kirmizi, yenebilen etli meyvesi yabani
bitkilerde bir ila iki santimetre ¢apindadir (Baki, 2014).

Taze tiikketimine ek olarak gida sanayinde dondurulmus, salga, sos, ketcap,
tursu, dilimlenmis sekli, kiip seklinde dogranmis veya kurutulan hali, konserve gibi
oldukca farkli alanlarda kullanilmaktadir (Dura ve Murat, 2023).

Bir diger yandan domates, tarimsal yonden énemli genleri dikotiledon kultlr
bitkilerine uygulamak ag¢isindan model bir bitki olarak kullanilabilmektedir.
Domates kendine 6zgil besin degeri sayesinde tibbi agidan oldukg¢a 6nemli bir bitki
olarak goriilmektedir. Domates, besin degeri olarak likopen, beta karoten,
flavanoidler, C vitamini ve hidroksisinnamik asit tiirevleri icermektedir (Faten et
al., 2010).

y VITAMIN
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Sekil 1.1. Domates bitkisi besin igerigi (Faten et al., 2010).

Domates bitkisi 6zellikle son yillarda, likopenin anti-oksidatif etkileri ve anti-
kanser fonksiyonlar1 sebebiyle arastirmacilarin oldukga ilgisini ¢gekmektedir. Bu
nedenle, domates bitkisinin tretimi ve tiketimi surekli olarak artis gostermektedir
(Faten et al., 2010). Domates, saglig1 gelistiren birgok bilesik igerir ve dengeli bir
diyetin besleyici bir pargasi olarak kolayca entegre edilebilir. Son on yilda

tiiketiciler, gidalarin saglik yararlarinin kaynagi oldugu ve gidalarin ¢esitli kronik



hastaliklarin ve islev bozukluklarinin 6nlenmesindeki rollerinin daha fazla farkina

vardilar (Pem and Jeewon, 2015).

Domatesin besinsel 6nemini blylk oOlcude vitaminler, karotenoidler ve
fenolik bilesikler dahil olmak iizere ¢esitli saglig1 gelistirici bilesikler saglamaktadir
(Raiola et al., 2014, Li et al., 2018). Bu biyoaktif bilesikler, anti-enflamatuar, anti-
alerjik, antimikrobiyal, damar genisletici, antitrombotik, kardiyo-koruyucu ve
antioksidan etkiler de dahil olmak Uzere oldukca cesitli fizyolojik ozelliklere
sahiptir (Raiola et al., 2014). Domates bitkisi insan diyetindeki ana likopen
kaynagini temsil eden karotenoidler agisindan ¢ok zengindir (Viuda et al., 2014).
Karotenoidler ve polifenolik bilesikler, domatesin besin degerine katkida bulunur
Ve tat, aroma ve doku dahil olmak iizere fonksiyonel 6zelliklerini gelistirir (Raiola

etal., 2014).

Domates ayrica dogal olarak olusan antioksidanlar olan Vitamin C ve E gibi
blyuk miktarlarda metabolitlere sahiptir (Agarwal and Rao, 2000). UCLA
Health'in aragtirmalari sonucu ayni zamanda en yiiksek su igerigine sahip bir
meyvedir. Domatesin %94 orani ile karpuzdan dahi daha ¢ok su tasidigini
saptamislardir (Blanton, 2023). Domates bitkisinin igeriginde potasyum, folat ve K
vitamini de bulunur (Demircan, 2023). Yapilan incelemelerle domates bitkisinin

sagliksal yonlinden oldukga yarari bulundugu saptanmigtir (Cus vd., 2018).

1.1.2 Domates bitkisinin ekolojik istegi

Domates meyvesinin sekli cesit tiirline gore farklilik gostermekte, rengi de
cogunlukla kirmizi olmakla birlikte sari, beyaz ve siyah olanlart da
gorulebilmektedir (Naika et al., 2005). Domates i¢in uygun toprak tir, yeterli su
tutma kapasitesine ve havalandirmaya sahip ve tuzsuz, yeterli mineral madde igeren
topraklarin ¢cogunda iyi yetigse de daha ¢ok derin, iyi drene edilmis, kumlu-tinh

topraklari tercih etmektedir.

Ayrica saglikli bir {irlin varlig1 i¢in toprak {iist tabakasi gegirgen olmali ve
toprak derinligi en az 15-20 cm arasinda olmalidir. Domates bitkisi, genis bir pH

araligina orta derecede toleranslidir, ancak yeterli besin kaynagi ve mevcudiyetin
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oldugu durumlarda pH derecesi 5.5- 7 derece olan topraklarda daha guzel
yetismektedir (Vural vd., 2000).

Domates iklim olarak ilik ve sicak iklim bitkisidir. Sicaklik 14 °C altina
diistiigiinde olgunlasmasi gecikir ve bu nedenle verimi diiser. En ideal yetistirme
sicaklik araligt 22-26 °C arasindadir. Sicaklik 10 °C’den az oldugunda ve
35 °C’den ¢ok oldugunda meyve tutumu, polen sayist ve canliligr azalir, diisiik ve
yiiksek sicakliklarda bitki gelisimi olumsuz etkilenir. Bunlarin disinda bitkinin
gelisimi ve tretimini etkileyen en énemli durumlardan birisi kuraklik faktoradur
(Ata, 2015).

Ozellikle yaz mevsiminde sicakligm yiiksek oldugu zamanlarda bitki ve
topraktan yiiksek miktarlarda su kayiplar1 olmakta, bu kayiplarin sebebiyle bitkide
gozle goriilebilir derecelerde stres belirtileri olusmaktadir (Camoglu vd., 2018). Su
stresine maruz kalan bitkilerde olusan ilk belirti solmadir. Turgor basinct bitki
hiicrelerini sisirir ve onlari dik durumda tutar. Su stresinden turgor basincin
etkilenmesi sonucu yaprakta bulunan hiicreler ¢6kmeye baglar ve sonrasinda
yapragin yapisinda gevsek bir goriintil ortaya ¢ikar. Kismi olarak solmus olan
bitkiler hizli bir sekilde sulama ile geri kazanilsa bile su stresinin ilerlemesi

durumunda bitki Gzerinde ciddi hasarlar meydana gelir (Anonymous, 2021).

Domates bitkisi metabolit biyosentezi, meyve kalitesi ve bitki yetistirme
kosullarindan etkilenir (Diouf et al., 2018). Domates tretimi her bitkide oldugu gibi
su kaynaklarinin kithgi, topraklarin tuzlanmasi ve diger abiyotik stresler dahil

olmak {izere diinya ¢apinda farkli sorunlarla kars1 karsiyadir (Fahad et al., 2017).

Ozellikle Akdeniz iklimine sahip tilkelerde, Giiney Avrupa ile Kuzey ve
Giliney Amerika'daki bazi kisimlar dahil olmak iizere, domates yetistiriciligi giderek
artan bir sekilde kuraklik ve tuzluluk gibi zorlayici kosullarla karsi karsiya
kalmaktadir. Bu da sonu¢ olarak bu alanlardaki domates ciftcilerinin rekabet
giliciinii azaltmaktadir. Yasanan tiim bu durumlar ekosistemin biitlinliglini

etkileyerek kirsal sektorlerin yer degistirmesine sebep olur (Muriel et al., 2019).



1.1.3 Diinyadaki domates ekim alani, iiretim ve verimi

Dinyadaki domatesin ekim alan1 2021°de bir dnceki seneye gore %3,3’liik
bir artis gostererek yaklasik 51,7 milyon dekara yiikselmistir. Dunyada yapilan
domates Uretim miktari ise bir dnceki seneye gore %2,4 artis yaparak yaklagik 189,1
milyon tona ulagsmistir (Demircan, 2013). (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Dunyadaki domates ekim alani, iiretim ve verimi (Demircan, 2013).

Diinyadaki domates (retimi acisindan en onemli tlkelerden olan Cin,
Hindistan, Tiirkiye, ABD, Italya’nin toplam domates iiretim miktar1 2021 yili itibart
ile toplam domates iiretiminin %63’liikk paymn1 kapsamaktadir. Bu bes tlkedeki
Uretimin artis1 diinyada yapilan domates tiretiminin 2021 yilinda bir dnceki yila
gore yaklasik %2,9 artis gostererek 189,1 milyon tona g¢ikmasimi etkilemistir
(Demircan, 2023) (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Dunyadaki domates Gretiminde énemli Gretici tlkeler (bin ton) (FAO, 2023).

Ulkeler 2017 2018 2019 2020 2021
Gin 59.109 60.919 62.869 67.740 67.538
Hindistan 20.708 19.759 19.007 20.550 21.181
Tirkiye 12.750 12.150 12.842 13.204 13.095
ABD 11.138 12.613 10.859 10.939 10.475
Italya 6.016 5.798 5777 6.248 6.444
Misir 6.729 6.778 6.814 6.494 6.245
« Cin 35,7
37,2
= Hindistan
Tiirkiye
ABD
= talya
3.5
= Diger 11,2
9,9 6,9

Sekil 1.3. Dunya domates tiretiminin tilkelere gére dagilimi (2021, %) (Demircan, 2023).
1.1.4 Tirkiye domates ekim alani, iiretim ve verimi

Gilinlimiizde hemen hemen tiim bolgelerimizde yetistirilmektedir (Gliveng,
2017). Ozellikle daha ¢cok Akdeniz, Ege ve Marmara bélgelerinde yapiliyor olup
¢esit ayrimi sirastyla sanayilik ve sofralik olmak iizere iki ayri iiretim grubu ile
iliskilendirilebilir. Ortii alt1 {iretimi neredeyse tamamen sofralik cinslerle
gerceklestiriliyorken, acik tarla sartlarinda yapilan domates iiretimi hem sofralik
tilkketime hem de sanayi kullannomina yo6nelik olarak yapilmaktadir (Vural vd.,
2000).

Birlesmis Milletler Diinya Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) verilerine gore,
ulkemiz 2021 yilindan itibaren yaklasik 13,1 milyon ton iiretimiyle diinyadaki

uretimi bakimmdan Cin ve Hindistan’dan sonra iiciincii siradadir. TUIK verilerine



gore, Tiirkiye’nin 2022 yilindan itibaren sebze tretim miktar1 ortalama olarak 31,6
milyon tondur. Ulkemizde en cok tretilen sebze tirii domatestir. Uretilen miktar
bakimindan tilkemiz 2022 yilinda toplam sebze Gretiminde %41,2 (13 milyon ton)

paya sahiptir.

Ulkemizde domates yetistiriciligi iki sekilde yapilmaktadir bunlar agikta ve
ortli altinda iiretimdir. Tirkiye’de oOrtii altinda yapilan domates iiretim miktari
toplam yapilmakta olan domates iretiminin %31,8’lik paymi (4,1 milyon ton)
kapsamaktadir (Demircan, 2023).

Tiirkiye domates ekim alanlarina baktigimizda 2022 yilinda bir 6nceki seneye
kiyasla ekim alanlarinda yaklasik %3,6 azalma gortlmektedir. Ulkemizin 2022
yilinda toplam domates uretimi de bir 6nceki seneye kiyasla yaklasik olarak %0,7
azalarak 13 milyon ton olmustur. Verim ise 2022 yilinda %3 artis gostererek 81,8
ton/ha olmustur (Demircan, 2023) (Cizelgel.2).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’deki domates ekim alan, iiretim ve verimi (TUIK, 2023).

Yillar Ekim alani1 (bin ha) | Uretim (bin ton) Verim (ton/ha)
2018 169 12.150 71,9
2019 173 12.842 74,2
2020 174 13.204 75,9
2021 165 13.095 79,4
2022 159 13.000 81,8

Domates, diinya tiretiminde 6nemli bir rol oynamasi sebebiyle tilkemizdeki
tarim sektorii agisindan ¢ok 6nemli bir konuma sahiptir. Bu durumun baslica
nedeni, domatesin diinya capindaki yiiksek iiretim, tiiketim ve ticaret seviyesidir.
Domates bitkisi, iilkemizde ortii alt1 ve tarla sebzeleri arasinda en ¢ok tiretimi
yapilan sebzelerden biridir. Ulkemizdeki domates iiretiminin biiyiik bir kismi
Marmara, Akdeniz ve Ege bdlgelerinde yapilmaktadir (Devran ve Ozalp, 2015).
Ulkemizde 2022 yilinda domates dretiminin %38,8°1 salgalik, %61,2’si sofralik

olarak yetistirilmistir. Sofralik domates iiretim miktar1 2022 yilinda bir 6nceki



seneye kiyasla ortalama %7,3, azalmistir sal¢a igin domates Uretimi de ortalama

olarak %11,7 oraninda artig gostermistir (Demircan, 2023).

Gizelge 1.3. Tiirkiye’deki sofralik ve salgalik domates ekim alanlar, iiretim ve verimi (TUIK, 2023).

Salgalik Domates Sofralik Domates

Villar Ekim Alam Uretim Verim Ekim Alam Uretim Verim

(bin da) (bin ton) (kg/da) (bin da) (bin ton) (kg/da)
2018 520 3.735 7.183 1.175 8.415 7.162
2019 542 4.006 7.391 1.192 8.836 7.413
2020 628 4,548 7.242 1.117 8.656 7.749
2021 582 4.515 7.758 1.070 8.581 8.020
2022 603 5.045 8.366 984 7.955 8.084

1.2 Genetik Cesitlilik Hakkinda Genel Bilgiler

Genetik ¢esitlilik, evrimsel gesitliligin bir anahtaridir (Dyer et al., 2014).
Bitkisel 1slah programinda istiin kiiltlirlii ¢esitlerin gelistirilmesi bakimindan
{ilkemiz i¢in bilyiik 6nem tasimaktadir. ilk olarak genetik cesitlilik, farkl1 gesitler
arasinda mevcut olan genetik farklilik seviyesini tahmin etmek i¢in kullanilir. Bitki
popiilasyonlarinda mevcut olan genetik cesitlilik, koruma ve bitki yetistirme
acisindan elveriglidir. Bitkilerdeki sahip olunan genetik ¢esitlilik, bitkilerin gelisimi
acisindan olanak saglar. Hem bitki yetistiricilerinin hem de ¢ift¢ilerin segtigi
bitkilerin genetigini bulmak amaciyla siirekli olarak kullanilan bir¢ok teknik

mevcuttur (Rai et al., 2010).

Genetik gesitlilik aslinda biyolojik ¢esitliligin bit tiiriidiir. Biyolojik cesitlilik;
ortam icerisindeki ekosistemlere ait cesitliligi, trler igindeki genetik ¢esitliligi
kapsamaktadir. Genetik ¢esitliligin belirlenmesinde etkili olan ana giigler dogal
mutasyonlar ve bunlart secen dogal seleksiyonlardir. Mutasyonlara ek olarak goc
ve rekombinasyonlar popiilasyonlar1 yavas¢ca ama devamli bigimde alt
popiilasyonlara ayirir. Boylece cografi irk, alt tiirler ve tiirler olusturur boylece
ekolojik sartlara uyumlu genetik ve biyolojik ¢esitlilik olusturmaktadir. (Dirik,
1997).
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Amerikan Ulusal Bilim Vakfi'nin 2007°de yapmis oldugu arastirmada bir
tlran kendi igerisindeki gesitliliginin, tiirler arasi ¢esitliliginin devam etmesinde ya
da tam tersi durumda, vazgecilemez ve gerekli oldugu ayrica genetik ¢esitlilikle
biyogesitlilik arasinda bir bag oldugu sonucu ¢ikarilmistir (Lankau, 2007). Tir i¢i
genetik cesitlilik, canlilarin degisen ¢evre kosullarina adapte olabilmesinin ve tlrin

devamliligin1 saglamasinin bir garantisidir (Dirik, 1997).

Genetik cesitlilik, bir tiire ait gen havuzundaki genetiksel 6zelliklerinin
toplamidir. Herhangi bir 6zelligi belirleyen gen daima aymidir ancak genin
allellerinin baz dizisi degiskendir (Hughes ve Stachowicz, 2004). Bu durumda
genetik ¢esitlilik ortaya ¢ikmaktadir (Hilooglu, 2012). Genetik ¢esitlilik bitki 1slah1
icin temel bir kaynak durumundadir (Dirik, 1997).

Genetik cesitliligin artmas1 bitki hastaliklarina ve zararlilarina karsi1 daha
direncli tlrlerin gelistirilmesinde sonug¢ olarak o tiiriin gelistirilmesi konusunda
oldukc¢a 6nemli oldugunu gostermistir (Hajjar vd., 2008). DNA belirteglerinin 1slah
yonteminde 6nemli bir teknik oldugu, 6zellikle genetik cesitlilik ve gen haritalama

calismalariyla da belirlenmistir (Pradeep Reddy vd., 2002).

1.2.1 Genetik cesitlilikte kullanilan belirte¢ sistemler

1.2.1.1 Morfolojik belirtecler

Burada kalitatif olarak gozlemler yapilmaktadir. Popiilasyonda bireyi ya da
bir birey grubunu diger gesitlere gore ayr1 kilan 6zelligi belirtectir. Mesela bir
cicegin rengi ya da yapragmin sekli gibi ozellikler morfolojik belirte¢ olarak
kullanilabilir. Ancak belirte¢ olarak bunlar sinirlidir ve ayni morfolojiye sahip olan

diger tiir veya gesitlerle karistirilabilme ihtimali vardir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

1.2.1.2 Bivokimyasal belirtecler

Molekdler belirtecler ile kiyaslandiginda maliyet agisindan daha uygundur.
Bu belirteglerdeki varyasyonlar, kodlayici DNA kisimlarindaki benzerligi olmayan

degisikliklerden veya translasyon sonrasi protein modifikasyonlarindan
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kaynaklanir. Popiilasyonun yapisi biyokimyasal belirte¢lerin kullanimi konusunu
da etkilemektedir (Hilooglu, 2012).

1.2.1.3 DNA belirtecleri

Molekiiler belirtegleri, morfolojik belirteclerden ayiran en Onemli bazi

ozellikler:

-Morfolojik belirteglerin  ¢ogunun fenotipi bitlin  bitki seviyesinde
tanimlanabilir. Fakat molekiler lokuslar, bitin bitkilerde, doku ve hiicre

seviyesinde denenebilir.

-Allel frekansi, morfolojik belirteglere kiyasla molekiiler lokuslarda daha

fazladir.

-Morfolojik mutantlar, istenmeyen fenolojik etkilerle birlikte olmaya

egilimlidirler.

-Morfolojik lokustaki alleller, heterozigot genotiplerin tanimlanmasini

kisitlayan bir dominant-resesif gibi birbirlerini etkilemektedir.

-Molekiler lokuslar, bir populasyondaki bireylerin  genotiplerin

tanimlanmasina izin vererek kodominant durus gosterirler (Khang ve Spoor, 2001).

Sadece bir belirteg tim gereksinimleri karsilayamaz. Bu sebeple farkli
belirtecler birlikte kullanilmalidir. Belirteg se¢imi yaparken bazi yerlere 6nem
verilmeli; yiksek dizey polimorfizm, dominant-kodominant olma durumu,
belirtecin genomdaki dagilimi, yinelenebilirlik, giivenilirlik, kolay analiz ve
otomasyon uygunlugudur. Tiim bunlarda yalmzca bir belirtegte olmadigindan
dolay1 bu 6zelliklerden en ¢ok uyumluluk gosteren belirtecler secilmelidir (Tamam,
2008).

Sebze ¢esitleri arasinda domates, hakkinda en fazla ¢alismalar yapilan ve en
modern molekiiler genetik yontemlere uygulama firsati sunan bir bitkidir (Grandillo

etal., 1999). Su anda arastirmacilar domates Uzerine ¢ok sayida ¢aligmalar yapmaya
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devam ediyor ve domates bitkisinin kalite, verim gibi ozellikleri daha fazla
gelistirmeyi amaglamaktadirlar (Kaya, 2012). Domates, dinyadaki ekonomik ve
besleyici 6nemine ek olarak, etli meyve gelisimi arastirmalarinda rol bir model

haline gelmistir (Karlova et al., 2014).

Bir genomik kaynak olarak hizmet eden domates meyvesi genomunun
tamami dizinlenmistir ve domates icin genetik, fiziksel haritalar ve molekdiler
belirtecler mevcuttur (Suresh et al., 2014). Ayrica bir dizi iyi karakterize edilmis
monogenik mutantlar, TILLING popiilasyonlari, yabani domates tirleri,
rekombinant kendilenmis hatlar ve genom diizenleme araglari da mevcuttur (Rocha
etal., 2013).

Genetik cesitlilik, bir bitki, hayvan veya mikroorganizma tiirii i¢indeki
kalitimin iglevsel bolumlerindeki varyasyondur. Belirli bir cografi alandaki turlerin
cesitliligi, mevcut ¢esitliligi degerlendirmek ve biyolojik ¢esitliligin korunmasi i¢in
kullanilir. Bitki genetik ¢esitliligi, tarimsal ilerlemenin 6nemli bir bilesenidir

(Harlan et al., 1971).

Molekiler markor galismalart sadece klasik 1slah yerine kullanilamamakta
fakat klasik 1slahin basarisini artirmayi saglayan destekleyici ve tamamlayici
yontem gibi gortlmektedir. Giin gegtikce gelisen molekiiler markor teknolojisi ve
markor destekli seleksiyon yontemi sayesinde bitki 1slah ¢alismalar1 daha da etkin
olarak ydrutilerek, klasik 1slaha kiyasla daha kisa vakitte basarili ve giivenilir

sonuglar verecektir (Yorgancilar, 2015).

Morfolojik ve fenotipik karakterizasyonlar, genetik farklilasmay1 6l¢gmenin
kolay bir yolunu sunar bu yizden genetik degiskenligi degerlendirmek igin
kullanilmiglardir. Domateslerde fenotipik degerlendirme geleneksel olarak tohum
ve meyve Ozelliklerine gore dayanmaktadir. TUm bunlara ek olarak karyolojik
caligmalar bitki tanimlama, smiflandirma ve taksonomi bdolumlerinde
kullanilmistir. Bu ¢alismalar bitkinin kokeni, evrimi ve karsilikli iligkileri hakkinda
onemli bilgiler saglamistir (Asraf et al., 2007). Karyotip, sitogenetik ve kromozom
evriminin temeli olarak kabul edilmis olan kromozomlarin sayisini, boyutunu ve

seklini kapsar. Kromozom sayisi bir tiirden diger tiire gore degisir.
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Solanum lycopersicum yani domatesin kromozom sayisi 2n = 24°tir. Fedorov
(1969) yaptig1 ¢alismalarla, farkli ekili domates ¢esitlerinde 24 ve 26 kromozom
bulundugunu saptamistir. Sicaklik degisimi, termodinamik etkiler vasitasiyla
kromozom yapisini (siipramokiiler) ve DNA’y1 (molekiiler) etkileyebilir (Cave,
1981).

Fenotipik degerlendirme, cesitlerin intraspesifik ayrimciligi i¢in yeterli
olacak kadar varyasyon gostermez ve gevresel etkilerden etkilenen sinirli sayida
fenotipik 6zellik icerir. Molekdler bilgi ise genetik yapiya daha derin bir bakis agis1
saglar, belirteg tekniklerini kullanarak heterozigot lokuslari tespit ederek daha
gercekei genetik iligkileri ifade eder. Ayrica molekiiler degerlendirmenin daha fazla
belirteci vardir ve basit kalittimin nétr 6zelliklerini temsil edebilir bu yiizden
fenotipik degerlendirmeden daha elverislidir (Glowacka, 2004). 1990°dan beri
RAPD, AFLP ve SSR dahil olmak {izere ¢ok sayida molekiler teknik mevcuttur.

flerleyen zamanlarda genetik ¢esitliligi degerlendirmek igin kullanilabilecek
otuzdan fazla farkli molekiiler belirteg tiirii olusturulmustur. Bu genetik belirtecler
kullanilarak tarimsal genetik varyasyonu karakterize etmek i¢in yaygin olarak
kullanilir (Selvi and Khader, 1993). Uzun yillardir gen kaynaklarmi toplama
calismalar1 devam etmekte ve bu kaynaklardan birgok 1slah ¢alismasinda genetik

havuz olarak yararlanilmaktadir (Durdu, 2022).

Ulkemizde de énemli bir kiiltir tiirii olan domates meyvesi tizerinde gok
sayida c¢alisma yapilmig, popiilasyonlarin toplanma calismalar1 yildan yila
cogalmistir. Bu ¢alismalar icerisinde gen kaynaklarinin muhafazasi amaciyla ¢ok
sayida genetik materyal toplanmig olsa da mevcut envanterin karakterizasyon

caligmalart kapsaminda bazi eksikler oldugu soylenebilir (Durdu, 2022).

Domates meyvesi iizerinde giiniimiize kadar yapilan 1slah caligmalarinda,
hastaliklara dayaniklilik, tarlalarda dayanikliligin saglanmasi, pazarlara ulagim,
albeni ve raf dmriinii artirmak gibi faktorlerin yaninda rengi, meyve iriligi ve daha
bircok fenotipik 0zellikler iizerinde de durulmustur. Yapilan ¢alismalar sonucunda
bircok ticari domates cesitleri gelistirilmistir. Islahgilarin, yetistiricilerin ve

tlketicilerin birbirine baglanmasini saglayan domates 1slah programlari gln
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gectikce artmakta ve tiiketici pazari igin gelistirilen cesit sayisi da bir o kadar
artmaktadir (Rocha et al., 2013).

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de domates i1slahi iizerine yogun
caligmalar yapilmaktadir. Bu calismalar sayesinde her gecen giin yeni cesitler
piyasaya cikmakta bu da yiiksek bir rekabeti beraberinde getirmektedir. Ulkemizde
domates hakkinda yapilan 1slah galismalarinda son zamanlarda oldukca 6nemli

basarilar saglanmistir (Kiymaci, 2021).
1.3 Bitki Islahinda Genetik Cesitliligin Onemi
1.3.1 Bitki 1slahinin 6nemi

20. Yiizyilda Mendel ve Darwin yapmis oldugu kesifler ile genetik ve bitki
1islah1 icin bilimsel temeli olusturmustur (Rocha et al., 2013). Biyoteknoloji,
genomik aragtirmalar ile molekiiler markdr uygulamalarinda olan ilerlemelerin
geleneksel olarak yapilan bitki 1slah uygulamalar: ile butin hale getirilmesi ile
birlikte 21. yiizyi1lda molekiiler bitki 1slahinin temelinin olusmasini saglamistir.
Gunlmuizde iklim degisikligi ve kiiresel 1sinma seklinde belirti gosteren kiresel
problemler, genetik kaynaklarin bizler igin degerinin ve 6neminin anlasilmasini
saglamistir. Giin gegtik¢e cogalan diinya niifusunun gida ihtiyaci yiiksek verimli
cesitler gelistirmek yolu ile karsilanmistir (Selvi and Khader, 1993).

Tum dinyada ciddi bir sekilde yayilan g¢evre sorunlarimin sinirlari asan
niteligine paralel olarak, uluslararasi dizeyde c¢oziimlerin gelistirilmesi igin
caligmalar ve arastirmalar artmistir. Biyolojik ¢esitlilik, gida gibi insanlarin esas
gereksinimlerini karsilamasi agisindan vazgecilemez bir konumdadir. Biyolojik
cesitlikte olusan kayiplar aym1i zamanda ekolojik hizmette de kayiplarin
yasanmasina Sebep olmaktadir. Ulkemiz biyolojik ve bitkisel cesitlilik agisindan
olduk¢a zengin olmasina ragmen yasanan cesitli negatif durumlar sebebi ile
biyolojik ¢esitlilik kaybryla karsilagsmaktadir (Glowacka, 2004).
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Tiim bu durumlarin sonucunda ortaya ¢ikma ihtimali olan olumsuz etkiler
dikkatlice ele alinip incelendiginde, yasanan siirekli ve hizli degisimdeki etkiler,
dunyadaki uluslararast kurum kuruluslarin bu durum karsisinda kaygilanmalarina
sebep olmustur. 1992 yilinda imzaya agilan Birlesmis Milletler Biyolojik Cesitlilik
Sozlesmesi dogal kaynaklarin korunmasi igin yapilan taahhttlerden biridir (Durdu,
2022).

Bitki 1slahinin temel amaci, karakter olarak gelismis olan bir veya birden fazla
cesit, hibrit ¢esitler Uretmek amaciyla ebeveynler elde etmektir (Bilgin ve Korkut,
2005). Bitki 1slah1 ayn1 zamanda, yiksek kaliteli, verimli, olumlu olmayan cevre
kosullarina, hastalik ve zararlilara karsi daha direncli c¢esitler elde etmektir
(Alkemade vd., 2009).

Bitki 1slahi, ekonomik agidan olduk¢a 6nemi olan tir, bitki cins ve gesitlerinin
genetik yapisini, genetik ve sitogenetiklerden faydalanarak dretici ve tiiketicinin
arzulari yonunde planli, programli bir bigcimde degistirme ve gelistirmektir (Tosun
ve Sags6z, 2005). Bitki islahinin asil amaci, genetik yapida gerceklestirilen
degisimden sonra olusacak varyasyondan faydalanip, yapilacak olan seleksiyon ile
daha fazla verime ve kaliteye sahip, ¢evre sartlarina uyum kabiliyeti fazla olan yeni
cesitleri olabilecek en kisa zaman diliminde elde etmedir. Bitki 1slahindaki
caligmalarda melezlemelerle seleksiyondaki etkinlik ve genetik islemler artirilir. Bu

islemler oldukca zaman gerektiren, zahmet isteyen ve fazla maliyetli islemlerdir.

Molekiiler biyoloji caligmalari, 1953’te Watson ve Crick’in DNA yapisini
aciklamasi ile baslayip 1990 yilindan sonra biiyiik gelismeler gostermis, 1996
yilindan sonra ise transgenik bitkilerin iretilmeye baglanmasiyla daha farkli bir
gorinim kazanmigtir. Giiniimiizde alternatif olarak, klasik bitki 1slah1 programlart
icin tamamlayici nitelikte olan ve destek veren yeni molekuler biyoteknolojik
yontemler kullanilmaktadir. Molekiler markoérlerden; Kkalitatif ve kantitatif
ozelliklerin 1slah edilmesinde, seleksiyon islemlerinde, genetik ve linkage
haritalamalarinda, gesitleri tanimlama ve koruma konusunda, genotipler arasindaki
genetik uzakligin belirlenmesi alanlarinda faydalanilmaktadir (Bilgin ve Korkut,
2005).
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Bitki 1slahinda genetik ¢esitlilik biiyiik 6nem tagir ¢linkii:

1. Adaptasyon: Cesitlilik, bitkilerin farkli ¢evresel kosullara ve iklim
degisikliklerine uyum saglamasina olanak tanir.

2. Hastalik Direnci: Cesitli genetik 06zellikler, bitkilerin hastalik ve
zararlilara kars1 direng gelistirmesini saglar.

3. Verim ve Kalite: Genetik ¢esitlilik, verimliligi ve tirlin kalitesini artiran
yeni ¢esitlerin gelistirilmesine olanak tanir

4. Islah Caligmalarinin Siirekliligi: Genetik ¢esitlilik, 1slah¢ilara daha genis
bir gen havuzu sunarak, uzun vadede daha etkili ¢aligmalar yapmalarini

saglar (Vaughan et al., 2007).

Bu yuzden genetik ¢esitliligin korunmasi, siirdiiriilebilir tarim ve gida
giivenligi agisindan kritik 6neme sahiptir. Islah ¢alismalari, bu ¢esitliligi kullanarak
daha dayanikli ve verimli bitki tiirleri gelistirilmesine katkida bulunur (Choudhury
etal., 2014).

Genetik ¢esitlilik doganin bize sundugu bir armagandir. Genetik ¢esitlilik,
mevcut verimliligi artirarak gida giivenliginin saglanmasinda oldukc¢a 6nemli bir
role sahiptir (Bhandari et al., 2017). Genetik gesitlilik, herhangi bir {iriini
tyilestirmenin temelidir. Yiksek verimli {iriin ¢esitlerinin  gelistirilmesi,
iyilestirilmis kaliteye sahip olan, tercih edilen cesitler ile genetik ¢esitlilik saglanir.
Genetik cesitlilik ¢esitlerin zararlilara, hastaliklara, sicak ve soguk stresine karsi
direncinin artirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Smale et al., 2002). Bitki
yetistiricileri genetik kaynaklardaki cesitliligi; gida glivenligini, siirdiirtilebilirligi
ve iklim degisikligine adaptasyonu etkileyen kiiresel acidan zorluklari ele almak
amactyla yeni Uriin gesitleri gelistirmek i¢in kullanirlar. Genetik ¢esitlilik, bir birey
poplilasyonundaki DNA dizisindeki farkliliklar1 inceleyerek degerlendirilebilir
(Choudhury et al., 2014).

Bitkilerde daha fazla genetik c¢esitliligin olmas1 onlara ani cevresel
degisikliklere uyum saglama konusunda dikkate deger bir yetenek kazandirir.
Cesitli genomik araglar ve 1slah yontemleri, genetik ¢esitliligin ticarilestirilmis Urtin

cesitlerine dahil edilmesinin verimliligini ve hassasiyetini gelistirmistir, ancak bitki
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1slah1 hala zaman ve kaynak agisindan yogun bir siire¢ olarak devam etmektedir
(Vaughan et al., 2007).

Bitkilerde yapilan 1slah ¢alismalarinda melezleme yolu ile genetik islemlerin
ve seleksiyondaki etkinlik artirilmak istenmektedir. Ama yapilacak olan bu islemler
fazla uzun zaman isteyen, zahmet ve yiksek maliyet gerektiren islemlerdir ve 1slahi
yapilmak istenen bitkinin tipine gore degisiklik gostermektedir (Sehirali vd., 2005).
Molekdler belirtecler bir gendeki gerekli kombinasyonlarin daha erken
tanimlanmasma yardimci olur. Istenen bir genotipin bitki ciceklenmesi
gerceklesmeden Once tespiti tam olgunlasmasi beklenmeden ya da hibriyolojik
tespit analizi yapilmadan yaklasik bir yil kadar Greme strecinde bitkilerin

melezlenebilmesine imkan saglamaktadir (Sehirali vd., 2005).

Thomas Morgan yaptigi ¢alismalarla Ozelliklere ait kalitim ve genetik
rekombinasyon 6zelliklerine ait baglantisin1 bulmustur. Yapmis oldugu bu bulus
kalitimsal kromozom teorisinin ana hatlarin1 olusturmustur. Teorinin gelismesi ve
ardindan baglant1 gruplarinin ortaya ¢ikmasi ile genetik belirtecler ile alakali bir
konsept olusturulmasiyla bitki islah1 markdér uygulama alam1 haline gelmistir
(Zietkiewicz vd., 1994). Geleneksel 1slah siire¢ agisindan oldukca maliyet gerektirir
ve kullanilacak olan maddi kaynaklar vakit olarak ¢esitliligin olusmasi 12 ila 15 y1l
veya daha da uzun yillar sdrebilir (Bilgin ve Korkut, 2005).

1.4 Molekiiler Markorler

Molekiler markorler, genomdaki bir gen bolgesi veya gen bolgesiyle alakali
icerisindeki DNA pargasidir. Molekiiler markorler, bitki veya hayvan mikrobiyal
tdrlerinin genomik yapisini anlamamizi saglayarak fonksiyonel ve yapisal agidan
oldukga 6nemlidir (Liu vd., 2014). Molekdler markorler; genetik markorlerin DNA
tabanli ¢esidini olusturur bu ylzden DNA markorleri de diyebiliriz. DNA
markarleri, ¢esitli genotipe sahip DNA dizilislerinin farklarini ¢ikarmay1 saglayan
markorlerdir (Botstein vd., 1980). Nukleik asit temeline bagli olan genetik
markdérlerin genom analizlerindeki kullanim alani 1slah arastirmacilart tarafindan

ihtiya¢ duyduklart bir konuma sahiptir. Molekiler markérlerden kullanim
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saglayarak birbirlerine morfolojik agidan olduk¢a yakin olan kiiltiir gesitlerinin

secimi yapilarak tanimlanmasi saglanabilir (Gupta vd., 1994).

Molekiler markdr yontemleri, DNA molekdlindn igindeki polimorfik
alanlarin tespit edilmesine dayanmaktadir. Eger populasyonda herhangi bir gen
veya ozellige ait birden ¢ok formu bulunuyor ise o gen veya fenotipik 6zellik
polimorfiktir. Polimorfizm; DNA veya kromozomal yapi, amino asit dizisi veya
fenotipik 6zelliklere ait varyasyon tarzi ¢esitli sekillerde gorinebilmektedir (Gupta
vd., 1994). Herhangi kisimdan alinan ¢ok az miktardaki doku pargasi, tam bir
genomun analiz edilebilecek oldugu DNA’y1 elde edebilmek igin yeterlidir
(Botstein vd., 1980). Ayrica DNA markorleri stabildirler, battin dokular Gizerinde
meydana c¢ikabilir, ¢evre sartlarindan etkilenmez, kodominant veya dominant

ozelliklere sahip olanlar1 da bulunurlar (Williams vd., 1990).

Kullanilmakta olan teknikler agisindan molekiler markdrler, Polimeraz
Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayali Markorler ve Hibridizasyona Dayali Markorler
olarak iki ana kisma ayrilmaktadir (Botstein vd., 1980). Hibridizasyona dayali
markorler; RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism/Siirli Parga
Uzunluklar1 Polimorfizmi), PCR tabanli markoérlere 6rnek verecek olursak; RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmig Parca Uzunlugu
Polimorfizmi), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasi
Polimorfizm), SSR (Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya -
Mikrosatelitler) verilebilir (Botstein vd., 1980).

Monomorfik markorler tanim olarak genotipler arasinda farklilik
gostermeyen markorlerdir. Polimorfik markorler ise ayn1 ya da farkli tiirlerin
bireyleri arasinda farklilik gdstermekte olan markdrlerdir. Polimorfik markorler
farkliliklari belirlediginden dolayr monomorfik olanlardan daha ¢ok faydalidirlar
(Yorgancilar vd., 2015).

Polimorfik markdrler, heterozigotlar ve homozigotlar arasindaki ayrimlagma
Ozellikleri bakimmdan kodominant ve dominant karakter olarak ayrilirlar.

Dominant markorler bulunmasi ya da bulunmamasi agisindan belirlenir,
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kodominant markdrler ise boyutlari agisindan farkliliklar gosterir. Markor allelleri
tanim olarak bir DNA markdriiniin farkli bigimleridir. Sonug olarak kodominant
markorler farkli ¢esitte ¢cok sayida allele sahip olabiliyor fakat dominant karaktere
sahip markor sadece iki adet allele sahip olabilir. Sekil 1’de kodominant markérler
ile homozigotlar-heterozigotlarin farki net olarak gortilmektedir. Fakat dominant
markorler boyle bir ayrim yapamaz (Yorgancilar vd., 2015).

Codominant Dominant
PRPF 1234567891012 5 12 34567 8 9 101112

AAaaAa AAAaAa aa Aa aa AaAA AaAA Aa aa BB bbBb B B bbB B B bbB B B bb B

Sekil 1.4. Dominant ve kodominant ve markorlerin karsilastiriimasi.

1.4.1 Hibridizasyona dayah molekiiler markorler

1.4.1.1 RFLP (restriksivon fragment length polvmorphism/simirh parca

uzunluklari polimorfizmi)

Yapilan genetik benzerlik ¢alismalarinda DNA tabanli parmak izi
teknolojileri oldukga yararli oldugu kanitlanmis bir gergektir, RFLP bitki tirlerinde
yapilan ¢esitlilik tahmini agisindan yaygin olarak kullanilmaktadir fakat yakin
zamanda gelistirilen PCR tabanli markor yoOntemleri mevcut olarak
kullanilmaktadir (Gupta vd., 1994). Hicreden izole edilmis olan genomik DNA,
belirli noktalardan nukleik asitlerin dizilimlerini taniyabilen DNA kesim enzimleri
tarafinca kesilmesiyle prob DNA’nin melezlendigi DNA ¢evresindeki farkli kesim
yapilarinin belirlenme yontemidir (Botstein vd., 1980). RFLP markor sistemi olarak
PCR temelli olmadan gelistirilmistir. RFLP markérleri 6zellik olarak kodominanttir
yani esbaskindir (Bark ve Havey, 1995). BOylece heterozigotlarin da karakterize
edilmesini saglamaktadir. RFLP, PCR esasli yontemlerin meydana ¢iktigi doneme
kadar fazlasiyla yaygin bir sekilde kullanilmistir. Dezavantajlarindan dolay1 ve
PCR temelli yontemlerin avantajlari nedeniyle kullanim olarak bazi ¢alismalar ile

kisith sekilde kullanim gosteren yontemdir (Bark ve Havey, 1995).
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RFLP yOnteminin avantajlari:

e Transferi; cinsler, tiirler ve familyalar arasinda saglanabilir.

e Giivenilirdir ¢linkii farkli laboratuvarlarda hatta farkli aragtirmacilar
benzer verilere ulasilabilir.

e Karakter olarak kodominant ozelliktedir, heterozigotlarin belirlenmesi
acisindan oldukga yaygindir.

e Polimorfizm seviyesi orta derecedir.

RFLP ydnteminin dezavantajlart:

¢ Analizi fiyat bakimindan pahali, fazlasiyla zaman ve is giicii istemektedir.

e Radyoaktif etiketleme teknigi kullaniliyor.

e Kaliteli bir DNA’ya gereksinim duymaktadir.

e Say1 olarak az miktarda kopyalanmis olan dizilisler genomlarda belirli
kistmlarda kiimelenmeleri nedeniyle genomda diizensiz dagilis
gosteremediklerinden haritalama negatif olarak etkilenir. Sonug olarak
RFLP markorleri ile elde edilmis olan haritalarda ¢ogunlukla biiyiik
bosluklar goriilebilir (Glowacka, 2004).

1.4.2 Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayah molekiiler markorler

Tarihsel olarak 1980’lerin ortasinda Cetus firmasi arastirmacilari tarafindan
yapilan ¢alismalarla gelistirmis olduklar1 klonlama yontemi, DNA haritalamas1 ve
dizi analizi tarz1 molekdler biyoloji ¢alismalarinda kullanimi baglamistir. PCR, in
vitro sartlar altinda DNA’nin enzimatik bir sekilde sentezletilmesini saglar. PCR
yonteminin gelisiminde en 6nemli konu Thermus aquaticus tarafindan elde edilmis
olan sicakliklara direncgli polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) kesfidir. Bu
enzimin vasitasiyla hucrede dogal kosullarda gerceklesebilme yetenegine sahip
olan dogal DNA replikasyonu laboratuvar kosullarinda ‘termocycler’ adinda 6zel

makineler yardimiyla gergeklesmistir (Yorgancilar, 2015).

Botstein ve arkadaslarina gére, PCR ydnteminin ortaya koyulmasiyla AFLP,

SSR, RAPD markor sistemleri ilerleyen donemlerde gelismistir. Bu teknik
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sayesinde az bir miktardaki DNA parcacigi bir dizi enzimatik reaksiyonlar
sonucunda defalarca gogaltilabilir. Fakat ¢ogaltilan bélimler DNA’nin tiim kismi1
degildir, DNA’nin istenilen ya da rastgele sentezlenmis oldugu alanlardir. PCR, ¢ift
iplik¢ikli yapiya sahip olan DNA molekilini tek bir zincire ayristirarak hedef olan
dizilere oligonukleotid bir primerin baglanmasina ve uzamasina dayanmaktadir.
Primerler, kalip halindeki DNA molekilleri yiiksek sicaklik seviyesindeyken
denatiirasyona ugratilmanin ardindan, tek iplik¢ikli DNA molekdllerinin Gzerinde
kendileri i¢in tamamlayiciligi olan kisimlara baglanmaktadirlar. Hedef bolgelere
baglanacak olan primerler de diisiik sicaklik seviyelerinde baglanmaktadirlar.
Reaksiyon kosullarinda polimeraz enzimi, ihtiyaci oldugu MgCl2 ve DNA (retimi
icin kullanilmas1 gereken olan Adenin (A), Sitozin (C), Timin (T), Guanin (G)
nlkleotidleri, pH derecesini, tuz konsantrasyon oranini optimum seviyeye getirecek
olan tampon ¢ozelti dahil olmak uizere hepsi gerekli miktarda bulunur (Yorgancilar,
2015).

Bir PCR dongusu (¢ kisimdan olusur:

e DNA iplik¢iklerinin ayrilip agilima ugramasi (Denatiirasyon),
e Primerin baglanmasi (Annealing),

e Uzama (Extention)

Polimeraz zincir reaksiyonu
[ 3 adim, 30-40 kere tekrar eder |

ﬂ-ﬁlﬂ'ﬂ»ﬂ"'bcﬂ"l}.ﬂ‘ﬂb Birinci adim:

Ayrilma fazi

hT i mﬁﬁwmmﬁ (Denatiirasyon)

ikinci adim:
Baglanma fazi
(Annealing)
Bu fazda primerler
kendi bolgelerine
baglanirlar

! TIT .
> - = el Ll L MM< Uciincii adim:
3 | Uzama fazi

} ' e N (Extension)

1| N\

[TTTTE S LT TP T TR T l/lL. «

Sekil 1.5. PCR dongisu.
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Ik olarak 95 °C gibi sicaklikla kalip halinde olan DNA’nm ¢ift sarmali
acilarak DNA tek iplikgikli sekle getirilmektedir. Ardindan primerin igerdigi
niikleotide bagli olarak 30-60 °C civarinda sicaklik ile baslatici olan DNA kalip
halindeki DNA’ya yapisir (baglanma). En son asama 72 °C sicaklikta Taq DNA
polimeraz enzimi ortamda bulunan niikleik asitleri (A-G-C-T) kullanir ve uygun
olarak gorilen DNA kismi gogalir.

S0z edilen asamalarda sadece 1-2 dakikalik bir siire kullanilmaktadir. Bu ¢
asama istege ve ihtiyaca yonelik defalarca tekrarlanabilir. DNA amplifikasyonu,
her DNA molekult Gzerinde istenen kisimlarin iki kat seviyeye cikmasiyla
tamamlanir (Yorgancilar, 2015).

1. Adim Denaturasyon

100, /
} ]' v I Y ' = l T ' o T v I
b
" 3. Adim Polimerizasyon
80
70
&3
o 60 \
b
0 ™ 2. Adim Baglanma
L
40 -
Bir dongu
- . -
e} -
30 s 1 A 1 A 1 A 1 i 1 M 1 A 1 P

0 2 : 5 .8 2 5
2 - & FParnan (dak) ~ 18 32 1% o

Sekil 1.6. PCR’n galisma prensibi (Yorgancilar, 2015).

PCR yontemi giiniimiizde birgok farkli alanlarda oldukga sik kullaniliyor.

PCR yonteminin esas kullanildig: alanlar sdyledir:

e Tanilama ve teshislerde,

e Genetik yapist degistirilmis olan bitki ya da mikroorganizmalarin analizi,

e DNA klonlamasi,

e Adli tip vakalarda saptama ve genetik akrabaliklar
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DNA diziligleri her genotipte farklidir, primerlerin aynisi kullanilacaksa bile
her genotipteki DNA iirlinleri farkli olur ve bu elde edilen farkl: iiretimler genetik
markdr amaciyla kullanilir. Bu amag¢ dogrultusunda farkli DNA markor gesitleri
kullanilmakta, giin gectikge gelistirilmektedir. PCR kullanimina dayali markorler
arasinda AFLP, RAPD, SSR ve ISSR gibi DNA markérleri arastirmalarda sik sik
kullanilir (Yorgancilar, 2015).

1.4.2.1 ISSR (Inter simple sequence repeat/Basit tekrarh diziler arasi

polimorfizm)

ISSR teknigi, Okaryotik genomda iki, ti¢, dort, bes defa tekrar eder, nukleotid
boyunca lokustan bagimsiz olarak genomda rastgele dagilim gosteren, hassasiyeti
ve tekrarlanabilmesi yiuksek olan bir tekniktir (Zietkiewicz vd., 1994). ISSR
markorleri kullanim olarak pratik, uygulanabilme agisindan kolay ve daha uzun
primerlere sahip olduklarindan giiven seviyesi oldukca yuksektir (Bornet, 2001).
ISSR primerlerini kullanmas1 az bitceli, zamandan tasarrufu olan ayrica genetik
analizlerde kolaylik sunmaktadir. Ayn1 zamanda Mendel kalitimina uygun olarak

dominant karakterli belirte¢ elde edilebilmektedir (Wang vd., 1998).

Buna ek olarak heterozigotlugun ve homozigotlugun tanimlanmasinda
kodominant belirteclerde elde edilebilir (Wang vd., 1998). ISSR, konum olarak
birbirine fazlasiyla yakin ve karsilikli sekilde konumlanmistir. Bunlar tekrar eden
bolgelerde olan yaklasik 100-3000 bg¢ uzunluga sahip DNA parcaciklaridir. ISSR,
mikrosatellitler arasinda tekrarlanmis olan DNA dizilerinin PCR y0ntemi ile
cogaltilmasidir. ISSR markorleri genetik ¢esitlilikte, genetik yapr konusunda,
filogenetik arastirmalarda, gen tespitinde, genom haritalamasinda olduk¢a yaygin
olarak kullanilmaktadir (Zietkiewicz vd., 1994).

1.4.2.2 SSR (Simple sequnce repeat/Basit tekrarh diziler veva

Mikrosatelitler)

Mikrosatellitler ya da SSR, okaryotik genomlar boyunca dagilan, ardisik
sekilde tekrarlanan iki-alti niikkleotid gruplaridir. Bu gruplar 6rnek olarak (AT)n,
(GACA)N, (GT)n, (ATT)n bigiminde gosterilmektedir. n ise ardisik tekrar sayisidir.
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DNA dizileri mikrosatellitleri cevrelemektedir ve genelde ayni cins bireylerin
arasia girerek korunmus durumdadir bu yiizden ayri genotiplerde denk gelen
SSR’larin PCR primerleriyle ¢ogaltilir. Ardisik olan SSR tekrarlarinin sayilarindaki
fark PCR sonucundaki degisik uzunluktaki parcalarin  g¢ogaltimi ile
sonuglanmaktadir. Bu tekrarlar oldukca yakin cesitler ve turlerde bile tekrar eden
unitelerde say1 olarak degisiklige sebep olan mutasyonlar nedeniyle fazlasiyla
polimorfiktir (Gupta vd., 1994). SSR’lar1 sarmalayan korunan DNA dizileri primer
seklinde kullanilir ve PCR y6ntemi yoluyla lokuslardaki farkli alleller saptanabilir.
Fakat bu yontemin kullanilabilmesi igin alakali lokuslara ait primer sekanslarini
oncesinde bilmek gerekmektedir. Arastirmacilar agisindan rahat bir bigcimde

kullanilabilmesi i¢in kullanilacak primerler belirlenir (R6der vd., 1995).

Mikrosatellitlerin olumsuz yan1 yeni bir markor gelistirilmedeki zorlugudur.
Yeni bir markor gelistirmek, genomik DNA klonlarinin tekrar eden oligonukleotid
icermekte olan problar ile melezlenme yoéntemiyle bulunuyor olmasi, niikleotid
dizilimlerinin belirlenebilmesi, yan yana tekrar eden yapilarin baslama ve bitme

alanlarina 6zgl baslatict DNA’lar gelistirmek gerekir.

SSR, oncelikli olarak insanlar i¢in tanimlanmistir sonrasinda ayni bulgular
hizlica diger organizmalarda kullanimi baslamistir. Fare, domuz ve sigir gibi
hayvanlarda calismalar siirmiistiir. Ardindan bitkilerdeki ¢ok sayida tiriin agisindan
fazlasiyla Onemli olan markoérler basariyla izole edilmistir, yapilacak olan
caligmalarda kullanimi baslamistir. Bitkiler i¢in yapilan genetik haritalamalarda
SSR yonteminin kullanimi, avantajlarindan dolay1 giin gecgtikge ¢ogalmaktadir.
SSR’lar yiiksek diizeyde polimorfiktir bu yuzden bitkiler icin fazlasiyla bilgi
verebilmektedir. Diger yandan kodominant (esbaskin) markor verdigi i¢in ve PCR

kolayligina sahip olmasindan dolay1 kullanim1 artmaktadir (Réder vd., 1995).

1.4.2.3 RAPD (Random amplified polymorphic DNA/Rastgele

cogaltilmis DNA polimorfizmi)

RAPD, PCR yontemi kullanilarak sentetik olarak sentezlenmis primerlerin

vasitasiyla yapilan tesadiifi DNA pargalarinin ¢gogaltimidir (Williams vd., 1990).
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Uzunluk olarak 10 nikleotide sahip baslatict DNA’lar kullanilir ve genomun
Uzerinde tesadufi olarak se¢ilmis olan DNA kisimlarinin ¢ogaltilmasidir. Sadece bir
gesit primer kullanilmaktadir ve iki DNA iplik¢igininde 5'—3’ yoOniinde
caligmaktadir, sonu¢ olarak kullanilmis primerin yapisabilecegi DNA iizerinde
birbirlerine yakin olan iki alanin amplifikasyonu yapilmaktadir. Amplifikasyon
tirtinleri agaroz ya da poliakrilamid jel elektroforezde ayrilabilmektedir ve etidyum
bromiir veya glimiis nitrat boyamasiyla goérintilenebilmektedir. RAPD yodntemi
markor teknolojisinde kolaylikla uygulanir. RFLP yénteminin aksine az miktarda
DNA’ya ihtiyag duyulur (Devos ve Gale, 1992). Vakit agisindan tasarrufun
yuksektir, primerlerin tasarimi basittir bunun gibi sebeplerden dolay: tercih edilen
bir markdrdir (Chen vd., 2015).

Kullanilan bu primerler ileri ve ayn1 zamanda geri primer gorevi gormektedir
ve ¢ogaltilmakta olan DNA parc¢aciklariin boyutu ortalama 0.5-5 kb civarinda
degisir (Kress vd., 2005). Polimorfizm, primerlerin baglandigi kisimlarimnin farklilik
durumudur, olusan gesitli uzunluga sahip DNA parcalarinin analiziyle belirlenir
(Williams vd., 1990).

Dezavantaj olarak tekrarlanabilme durumunun fazla olmamasidir (Kesawat
ve Das, 2009). RAPD markdrleri vakit ve maliyet bakimmdan olumludur fakat
dominant markorlerdir bu nedenle yorumlanmasi zor, komplekstir. Tekrar eden
biiyiik bantlarin  kullanildiginda dahi varyasyonun genetik veya farkli
mikroorganizma kaynakli kontaminasyon ve amplifikasyon esnasinda olusan
problemden mi oldugunun saptanamamasi dezavantajlarindan biridir (Lavi vd.,
1994).

RAPD-PCR tekniginin, genetik varyasyon arastirmasinda, bitki genetik
haritalamasinda ve markor yardimi ile seleksiyonda fazla olarak kullanilmasinin
sebebi, bu yontemin digerlerine kiyasla daha uygun daha az DNA’ya ihtiyag

duyulmasi ayrica otomasyon bakimindan uygun olmasidir.
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RAPD yonteminin sahip oldugu avantajlar:

e Hizli sonuglanir, maliyet acisindan ucuz, is giicii gereksinimi daha azdir.
e DNA miktarinin az olmasi yeterlidir.

e Polimorfizm seviyesi oldukca fazladir.

RAPD yonteminin sahip oldugu dezavantajlar:

e Giivenilirlik agisindan sinirli bir yontemdir.

e C(Cesitli bir laboratuvarda daha baska sonuclar ¢ikabilir, 6rnek olarak
termocycler cihazindan diger cihaza gegildiginde dahi farkli bir sonug
cikabilir (Devos ve Gale, 1992).

e Dominant bir markdr oldugundan dolay1 bu yontemle elde edilmis olan
markorlerin bagka haritalara transferi konusunda zorluklar ¢ikarabilir.
Diinyadaki birgok molekiiler genetik laboratuvarlarinda ayri bitki
¢esitlerinde RAPD ydntemi basarili olmustur. Ornegin arpa bugday, mistr,
nohut, fasulye ve patates gibi bitkilerde RAPD yontemi aktif olarak
kullanilmistir. Ravi vd. (2003), tiirler arasindaki akrabalik durumunu
O0lecmek amaciyla kiiltiirii yapilmakta olan bir bitkide SSR ve RAPD
markdr yontemlerini karsilastirmiglardir. RAPD yontemine kiyasla SSR
yonteminin sonuglart genetik akrabalik analizinde daha gercekg¢i oldugu

arastirmacilar tarafindan saptanmistir (Lavi vd., 1994).

1.4.2.4 AFLP (Amplified fragment length polymorphism/Cogaltilmis

parca uzunlugu polimorfizmi)

1995 yilinda Vos ve arkadaslari, RAPD-PCR yonteminin 6zelliklerinden
faydalanarak RAPD yoénteminin olumsuz kisimlarini tolere etmek i¢in AFLP
metodunu  gelistirmislerdir. AFLP yonteminin tekrarlanabilirlik  durumu,
polimorfizm seviyesi RAPD-PCR yontemine kiyasla daha fazladir. Burada
genomik DNA o6ncelikle 6 sonra 4 taban taniyabilen 2 kesim enzimi vasitasiyla
kesilmektedir. Kesilmis olan pargaciklarin uglaria nikleotid dizilimi bakimindan
sentetik yapidaki DNA’lar eklenmektedir. Eklenmis olan sentetik yapidaki
DNA’nin niikleotid dizilimini tasimakta olan baslatict DNA’lar kullanimiyla
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spesifik DNA cogaltim1 yapilmaktadir. islem iki asamalidir. ilki 6n Gretimdir
burada her bir ugtan DNA kesim enzimlerinin tanmidig1 diziden sonra gelen ilk
nlkleotide gdre secici bir ¢ogaltma islemi yapilmaktadir. Esas Uretim ise 6n
Uretimde olusan pargalarin kullanilmasiyla kesim enzimi tanima yerinden sonra
gelen ikinci ve Gglincu nukleotidler igin secici bir Uretme islemi yapilmaktadir. Tim
baslaticilar sentetik uglarin niikleotid dizilisini de tasidigindan dolay: Uretim son

derece spesifik kosullarda gerceklesir.

Bu yontemin polimorfizm seviyesi oldukca yiksektir. Kiyaslama yapilacak
olursa maliyet, isgiicti ihitiyaci ve glvenilik agisindan RFLP ile RAPD arasindadir.
Bircok sayida lokusu ayni anda etkin olarak taradig: i¢in parmak izi analizlerinde
¢okga kullanilir. AFLP yoénteminin dezavantajlarindan biri ¢ogunlukla dominant
markor veriyor olmasi ve gesitli genetik haritalar arasinda transfer isleminin zor

olmasidir (Walton, 1993).

1997 yilinda bir arastirmaci, kiiltiirti yapilmakta olan 18 adet arpanin genetik
varyasyonunu belirleme amaciyla SSR, AFLP, RFLP, RAPD gibi molekdler
yontemler denemislerdir. Tim bu markor cesitlerinin polimorfizm oraninin
belirlenmesinde ¢esitli etkilerinin oldugunu saptamiglardir. RFLP ve AFLP
yontemleri sonu¢ olarak birbirlerine benziyor olsa da SSR orta, RAPD’in daha

diisiik sonug verdigini saptamistir.

AFLP yonteminin sahip oldugu avantajlar:

e RAPD yonteminden yavagtir fakat RFLP yonteminden hizlidir.

e Maliyet, isgiicii ve giiven bakimimmdan RFLP ve RAPD arasinda yer
almaktadir.

e Ayni anda birgok sayida etkili olarak tarama yapmasindan dolay1 parmak
izi analizlerine olduk¢a uygundur.

e Sayi bakimindan RFLP’ye ve RAPD’e oranla daha ¢oktur.

e Genomik DNA’yla 6n bilgiye ihtiya¢ yoktur.

e Polimorfizm seviyesi fazladir.

e Otomasyona uygundur.
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AFLP yonteminin sahip oldugu dezavantajlar:

e QGenellikle dominant bir markordiir. Fakat son zamanlarda kodominant

markor de vermistir.

o (Cesitli genetik haritalar arasinda transferi zordur.

Cizelge 1.4. Molekiler markorlerin kiyaslanmasi (Genisel, 2013).

Molekiler | PCR

Belirteg Temelli | Polimorfizm | Dominantlik Verimlilik | Otomasyon | Maliyet
Teknigi Olmasi

RFLP Hayir Diisiik/Orta | Ko-dominant Ylksek Diisiik Yiksek
RAPD Evet Orta/Yiksek | Dominant Diisiik Orta Diisiik
AFLP Evet Yiksek Dominant Yiksek Orta/Yiksek | Orta
SSR Evet Yiksek Ko-dominant Yiksek Orta/Yiksek | Diisiik
ISSR Evet Yiksek Dominant Yiksek Orta/Yiksek | Diisiik

1.5 Ger¢ek Zamanh PCR (Real-Time PCR veya qPCR)

Real-Time PCR, PCR yontemiyle ¢ogaltilmis DNA pargaciklarinin
¢ogaltimini goriiniir kilabilen, monitorize edebilen floresan isareti olan problarin ve
boyalarin kullanildigi, elde edilen DNA’yla floresanin dengeli olarak ¢ogaldigi,
amplikon konsantrasyonuna ait degisimleri ger¢cek zamanli bir sekilde algilayan ve
saptayabilen bir yontemdir. Real Time PCR yOntemi; spesifik olmayan ¢ift sarmala
sahip olan DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilacak olan “SYBR Green 1” tabanli
gPCR ve spesifik DNA kisminin ¢ogaltilmasinda, tespit edilmesinde floresan
isaretli problardan kullanim saglandigi “TagMan®” tabanli qPCR olarak iki kisma

ayrilmaktadir (Kralik and Ricchi, 2017).

SYBR Green | tekniginde, reaksiyonun baslangicinda reaksiyon karigiminda
cift sarmalli DNA, primerler ve SYBR Green I floresan boyas1 bulunur. Primerlerin
baglanmasindan sonra uzama islemi basladigi anda SYBR Green I boyasi ¢ift iplige
sahip DNA’ya baglandiktan sonra floresan yayilimi baslamaktadir. DNA’daki
artmaya paralel olarak yayilim gosteren floresan sinyalin Real-Time PCR
monitorinde gorintilenen seviyesi de es zamanli artig gosterir (Kralik and Ricchi,
2017).
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TagMan® prob tekniginde, ¢ogaltimi yapilmak istenen DNA’ya
komplementer olan ve 5’ ucu “fluorophore” ve 3’ ucu “quencher” floresan boyayla
isaretlenen tek zincire sahip olan prob kullanilmaktadir. Amplifikasyon esnasinda
hedefteki nikleik asit dizisi Ustiinde primer baglanma alanlar1 arasina TagMan®
problar baglanir. Primerlerin baglanmasindan sonra yeni bir zincir olusur ve probun
baglandigr alana varildiginda TagDNA polimeraz enzimi 5’—3’ nikleaz
aktivitesiyle FAM’1 probdan ayirir. Ardindan serbest halde kalan FAM sinyal verir.
Dongulerde driindn artis1 arttikca, floresan da dengeli sekilde artis gosterir (Kralik
and Ricchi, 2017).

# SYBR w € TagMan A

Denature Annealing
° @ ° Primer \‘:‘i‘} Probe Q
@ NET
El ; ?
L DU Polymerization & strand displacement
Polymerization \ o)
Prver Probe
° B )\ Frobe ]
I ®
»_ ° . e
° Cleavage
) * o
L J e — > s

Signal detection (Polymerization completed)

Signal detection (Polymerization completed)

W W W W
* o

T W W W W —

\ J =

Sekil 1.7. Ger¢ek zamanli PCR adimlari.

SYBR Green Detection Tagman—Probe Detection
1) Denaturation ‘ 1) Denaturation ”
€@ e t ma rimer ,
TTIT vev TTTT e @ § Ouenere”
L it eiiieiiitiiil

Lt ittt iill

2) Primer annealing / Probe hybridization

mENEEERANN NN NN 3) Extension €

T =T, =9 TT1
S S S S i1 pipppipig

Sekil 1.8. Gergek zamanli PCR'de kullanilan floresan isaretleyiciler.
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1.6 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) Yontemi

SNP yontemi, iki bireyin arasinda belirli DNA parcacigindaki tek baz
farkliligidir. Baska deyisle, bir populasyondaki 6rnek bireylerin arasinda yiiksek
yer degistirebilme 6zelligi gosterebilen bir nikleotid denebilir (Wang et al., 1998).
SNP markorleri, 2000’11 yillardan beri mikroarray teknolojisine bagli yeni bir
generasyondur ve oldukca yogun bir sekilde kullanilmaktadir. SNP markor tiplerine
ait analiz ¢alismalar1 6zellikle DNA mikroarray kullanimi gibi yiiksek islem
hacmine sahiptir. Farkli DNA markor tipleri ile kiyaslandiginda, SNP ydntemi
yapilacak analizleri otomatik hala getirebilmekte ve genotip analizlerinin
etkinligini artirabilmektedir (Tyrka et al., 2004).

SNP yontemi birkag farkli kategoriye ayrilabilmektedir. Bir gendeki SNP
pozisyonuna bagli olarak SNP’ler intron (iSNP), ekzon (eSNP), promotor SNP
(pSNP1) seklinde kategorize edilir (Tyrka et al., 2004) (Sekil 1.9).

Promoter
region Intron
rSNP iSNP
(regulatory SNP) (intron SNP) <SNP sSNP

(non-Synonymous) [(Syrnonyrnous)

amino acid o amino acid
substitution substitution

Possible phenolype change

Sekil 1.9. SNP ¢esitlerinin gendeki pozisyonu (Ravel et al., 20017).

SNP analiz teknikleri bilinen SNP’lerin saptanmasi i¢in kullanimina

bakimindan siniflandirilmasi ise su sekildedir:

1) Hibridizasyona bagli yontemler
a) Mikroarray
b) Real time PCR

2) Enzime bagli yontemler
a) Nukleotid ilavesi

b) Kesme (Cleavage)
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c) Baglanma (Ligation)
d) Reaksiyon uruni saptama ve gosterim

Domates bitkisinde, domatese ait genomda polimorfizm oranmnin
belirlenmesi ve haritalamas1 i¢cin SSR, AFLP, SNP markérleri kullanilir.
Lycopersicon esculentum ve L. pennellii’'nin DNA sekanslarinin slico ile yapilan
kiyaslamalarinda 312 tane SNP elde edilmistir. L. pennellii genomik pargasinin
sekanslanarak L. esculentum ile karsilastirilmasinda ise 22 adet SNP elde edilmistir.
L. pennellii genomik DNA’sinin L. esculentum’un SSR’larin1 kapsayan DNA
pargaciklariyla kiyaslanmasi ve sekanslanmasiyla da 19 adet SNP elde edilmistir
(Simon et al., 2008).

Domates bitkisinde SNP tespiti tic yontem ile gerceklestirilir. Oncelikle
olarak L. esculentum’un sekans verileriyle L. pennellii’den olusan EST’lerin silico
ile yapilan karsilastirilmasinda en az %98 homolojiyle 100 bg’lik alanda bir SNP
tanimlanmustir. Burada 50 EST nin analizi 1:61 bg siklikla 312 adet SNP vermistir.
Ikinci teknikte L. pennellii’nin genomik DNA parcaciklart L. pennellii’nin
EST’lerinden elde edilmis olan primerlere bagl direkt olarak sekanslanmig ve L.
esculentum verileriyle karsilagtirilmasinda 1:92 bg siklikla 22 SNP adet olusmustur.
Kullanilan diger yontemde mikrosatelit iceren L. esculentum sekansinin primer
kaynagi olarak kullanimiyla L. pennellii’nin genomik DNA’s1 sekanslanmigtir ve
L. pennellii DNA’styla 17 pargacik basarili olarak ¢ogaltimi saglanmigtir. Bu
parcaciklarin bes adetinin L. esculentum ile yeterli diizeyde homolojiye sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu teknikle 1:22 b¢’lik siklikla 19 adet SNP bulunmustur
(Saskia et al., 2002).

1.6.1 SNP markorlerinin sahip oldugu avantajlar

SNP, DNA polimorfizm ¢esitleri arasinda en yaygin kullanilan yontemdir.
SNP’nin bu derece fazla olmasi ve kolaylikla Olgim yapilabilmesi, genetik
farkliliklar1 6nemli kilar. Genomda bulunan yiksek dizeydeki SNP lokusunun
varligi, genomik acidan Onemli olan diger bitki genleri yaninda, ¢esitli 57
izolasyonu ve c¢alismalar icin gereken yiiksek yogunluga sahip temel molekuler

genetik haritalar gelistirebilme firsat1 tanir. SNP markarleri sahip oldugu bu olumlu



32

yanlarindan dolay1 ¢esitlerin ve hatlarin sertifikalandirilmasi i¢in de yogun bir

sekilde kullanilabilmektedir (Pavy et al., 2008).

SNP’ler smirsiz sayidadir. Cok yiiksek siklikla meydana gelebilme
yetenegine sahiptir. Insana ait SNP veri taban1 dért milyondan daha fazladir. SNP
markorleri yiiksek sikliga sahiptir bu nedenle oldukga biyik bir potansiyele sahiptir
(Pavy et al., 2008).

Multiallelik markdrlerin tam tersine biallelik SNP markorleri pratikte
tamamen otomatiklestirilebilme 06zelligine sahiptir. Birka¢c bin SNP, DNA
mikroarray uygulamasi ile es zamanli sekilde analiz edilebilme yetenegine sahiptir.
Bu sebeple modern teknolojiyi kullanan SNP analiz etkinlikleri, oldukca vakit
gerektiren diger DNA analizi metotlarikinin aksine oldukga fazladir. Bunlara ek
olarak diger DNA polimorfizm tirlerinin hicbirisi SNP kadar ¢esitli ve yiksek
sayida analizler yapamaz (Kota et al., 2001).

1.7 Kaynak Ozetleri

Domates hakkindaki arastirmalar, kiiltiire alinmasindan sonra oldukg¢a hiz
kazanmigtir, onceleri yerel popiilasyonlarin arasindan Ustiin Ozelliklere sahip
genotiplerin secimi hakkinda daha yogun c¢alismalar yapilmustir. Ilerleyen
zamanlarda gen Ozellikleri, dizilimlerinin belirlenebilmesi gibi teknolojik
yeniliklerle daha kapsamli arastirmalar yapilmaya baglanilmigtir. Bagta sadece
klasik 1slah tekniklerinin kullanildig1 ¢aligmalar, biyoteknolojik ydntemlerinde
caligmalara dahil olmasiyla daha ileri bir boyut kazanarak farkli karakterleriyle 6ne
cikan ¢ok sayida F1 hibrit cesit sektdore kazandirilmistir. Domates 1slah
programlarinda hedeflenen, en az maliyetle birim alandan alinacak olan verimin
kaliteden 6duin vermeden yukseltilmesidir. Onemli olan bir diger nokta, biitln stres
etkenlerine en dayanikli ve yiiksek toleransa sahip, tiiketicilerin istegine ve

yetistirildigi ekosistemlere uygun genotiplerin olusturulmasidir (Mineo, 1990).

Domates bitkisi islenmis ve taze olarak kullanima sahip olan, zengin mikro
besin iceriklidir (Schieber vd., 2001). Domates tiiketimi giin gectikce artmaktadir.
Diinyadaki tUretim miktar1 gectigimiz 40 yil icerisinde %300 artis gostermistir. Gida
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Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin verilerine gore 2001°de 8.425.000 ton olan
domates rekoltesi her y1l artarak 2017°de 12.750.000 tona ¢ikmustir. Ulkemiz diinya
capinda ise domates Ureticisi bakimindan Ggtncl blylk dretici konumundadir
(Anonim, 2017).

Mutlu vd. (2015) ’nin yaptiklar1 bir arastirmada, Frl geni i¢in kullanilabilen
birmarkor tasarlanmiglardir. Homozigot dayanikli bireylerin 950 bp’de, hassas
bireylerin 1000 bp’de ve heterozigot dayanikli bireylerin ise 950-1000 bp'de band
olusturdugunu saptamislardir. Arastirma sonucunda bu markoériin 1slah

caligmalarinda yararlanilabilecegi 6ngoriilmiistiir.

El Mohtar vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici 1k ikiye dayaniklilik saglayan bir iki alleli igin tasarlanmig olan
markorler ile ayn1 irk i¢in dayaniklilik sagladigi bilinen 40 tane domates genotipinin
39 adetinde tahmin edilen sonucun elde edildigi, fakat 1 genotipin 1-3 genine sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica ii¢ farkli iilkede bu yontemin molekiler ve klasik

analizlerle yapilmis ¢alismalarda hala gecerli oldugu bildirilmistir.

Giiney Italya’daki pembe domates tlrli Uzerine yapilan bir calismada,
Verticilium dahliae hastalik etmenine dayaniklilik genleri arastirilmis ve s6z
konusu domateslerin bu genlere sahip oldugu tespit edilmistir. Dayaniklilig
saglayan Vel ve Ve2 genleri taranmis olup ve Vel dayaniklilik genine sahip olan
bireylerde 1001 baz ¢ifti uzunluguna sahip bant profili elde edilmistir. Ve2 genini
tasiyan dayanikli bireylerin ise 428 ve 601 b¢’de bant olusturdugu saptanmistir
(Acciarri vd., 2007).

Aazami et al. (2010), 4 farkli domates genotipini (Nora, PS-10, Peto, Roma)
in vitro kosullar altinda PEG 6000 ile yaratilan su stresi kosullarina sahip bir
ortamda kallus kiiltiirii ile yetistirmistir. Su stresi 4 farkli PEG 6000 konsantrasyonu
(0, 200, 270 ve 295 g/L) ile saglanmistir. PEG ilavesiyle tim uygulamalarda
kontrole kiyasla nispi biiyltime orani azalig géstermis, kuru madde miktarinin arttigi
tespit edilmistir. Tiim ¢esitlerde ise su stresine karsilik olarak prolin seviyeleri
yiikselmistir. Ayrica, tiim c¢esitlerde PEG konsantrasyonundaki artis ile siirgiin

olusumunda belli miktarda bir azalma goriilmiistiir. Sonu¢ olarak, domates



34

genotiplerinin kuraklik stresine karsi toleransinin belirlenmesi i¢in in vitro

taramanin uygun ve kullanilabilir oldugu sonucuna varilmaistir.

Ayaz et al. (2015), 2 domates (Nagina ve 17905) ¢esidine ait tohumlarda;
kuraklik stresi olusturma amaciyla 5 farkli PEG 6000 konsantrasyonu (%0, %2, %4,
%6 ve %8) kullanarak MS kosullar1 altinda bazi fenotipik 6zelliklerin degisimini
aragtirmiglardir. Yapilan bu arastirmanin sonucunda PEG konsantrasyonu
cogaldikca tohum ¢imlenme yiizdesi, siirgiin uzunlugu, yaprak sayisi ve yaprak
alan1 gibi baz1 degerlerin azaldigi, buna karsilik kok uzunlugu degerinin arttigi

tespit edilmisgtir.

Castellana et al. (2020), kuglk capl: iireticiler tarafindan yetistirilen bahge
tirlerinin  yerel g¢esitlerinin, glinimiizdeki tarimsal biyolojik ¢esitliligin
korunmasinda oldukga onemli bir degeri temsil ettigini vurgulamislardir. Orta
Italya’nin Umbria bolgesinden 121 farkli yerel ¢esit toplamislardir ve bunlar ticari
cesitlerle karsilastirarak genetik ¢esitlilik ve farkliliklar1 saptamaya galismislardir.
Calismada 19 farkli SSR markdrii kullanilmistir ve orta diizeyde ¢esitlilik gosteren
60 allel saptanmistir. Lokus basina ortalama allel sayisi 3.158 ve ortalama

polimorfizm bilgi icerigi de 0.38 olarak bulunmustur.

Meng et al. (2010), yabani gesitler ve kendi pazarlarindaki kiiltiirii yapilan
cesitlerin arasindaki genetik cesitliligi ortaya koymak istedigi farkli tiirlere
(Solanum lycopersicum L., hirsutum Humb L., pimpinellifolium Miller L., chilense
Dun. L., chimilenskii L., peruvianum Miller L., parvuflorum Miller L.) ait 61 farkli
varyetede RAPD ve SSR yontemi uygulamiglardir. Bu uygulamalar sonucunda
sirastyla 2062 ve 869 net bant elde etmislerdir. Ayrica SSR, RAPD'ye kiyasla
sirastyla %100 ve %43.84 olmak iizere daha fazla polimorfik iiriin ortaya
cikarmistir, daha ytiksek ortalama benzerlik katsayisi ve daha diisiik PIC degeri
SSR’ye (0.56, 0.687) kiyasla RAPD’de (0.79, 0.407) belirlenmistir. Bunun
sonucunda domateste genetik ¢esitliligi degerlendirmek i¢in SSR’1n RAPD'den

daha etkili bir markdr oldugu sonucuna varilmistir.
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Bhattarai et al. (2016), yaptiklari bir arastirmada morfolojik 0zelliklerine gore
domatesin genetik cesitliligini belirlemeyi amaglamislar, 71 farkli ticari domates
cesidini iki tekerriirli olarak tesadif bloklar1 deseninde iki yil siire ile
yetistirmiglerdir. Yaptiklar1 ¢esitlilik analizi, ortalama baglanti yontemine dayali
alt1 farkli kiime iiretmis, buradan agiga ¢ikan bes adet temel bilesen (PC), fenotipik
varyasyonun %92'sinden fazlasim1 acgiklamistir. Bu analizde ortaya ¢ikan
kiimelenmelerin, tiketicinin istegine gore belirli meyve tiirleri gelistiren 1slah

programlari i¢in 6nemli olabilecegini dile getirmislerdir.

Kaushal et al. (2017), yirmi bes farkli domates (Solanum lycopersicum L.)
genotipini inceleyerek yirmi farkli SSR markérii kullanarak genetik gesitliliklerini
analiz etmislerdir. Kullanilan 20 markérden 14 adeti polimorfik olarak bulunmus
ve lokus basina ortalama 1.57 allel ile 19'u polimorfik ve 3'i monomorfik olan
toplam 22 SSR alleli tespit edilmistir. Amplifiye edilmis lriinler aralik olarak
yaklasik 100-400 bp iken, Jaccard'in benzerlik katsayist kullanildiginda, minimum
EC519821 ve CO-3 genotipleri arasinda 0.65, maksimum EC519769 ve DARL-66
genotipleri arasinda 1.0 ve ortalama 0.83 degerleri saptanmustir. Aritmetik
ortalamalt (UPGMA) agirlikli olmayan ¢iftli grup yontemini (UPGMA) kullanan,
Jaccard'in benzerlik katsayisina dayanan kiime analizi, sirasiyla 1 ve 24 genotip
iceren ve sirastyla %75 ve %78 benzerlikte A ve B olmak iizere 2 farkli kiime
olusturmustur. Benzer olarak morfolojik ve genetik egilimler gosteren genotipler,
her iki durumda da az ¢ok birlikte gruplandirilmistir. En ¢ok varyasyon gosteren
cesidi (EC519821) igeren A Kiimesi, %0.65 benzerlik katsayisi ile pimpinellifolium
yabani tiirlerine aittir ve diger kiiltiire alinan tiirlerle farklilagmistir. Cherry ve
Cherry-2 genotipleri, yaklasik olarak %96 benzerlik gostererek benzer kimede yer
almistir. SSR markorleri, genotipleri morfolojik ve genotipik olarak ayristirmada

oldukca basarili olmustur.

Parmar et al. (2010), ¢esitli genetik materyallerin molekiiler markdorlerle olan
karakterizasyonunun, onemli markor-6zellik iligkilerinin biyolojik ve agronomik
ilgilerini tanimlamak i¢in oldukc¢a faydali bir firsat sundugunu belirtmistir.
Hindistan'in farkli cografi bolgelere sahip yirmi bes farkli sinirli ve sinirsiz bityliime
gosteren domates c¢esidinden olusan bir grupta, bu cesitler arasi genetik

kimliklerini, genetik ¢esitliligini ve genetik iliskilerini belirlemek igin yirmi ti¢ SSR
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(basit dizi tekrar1) primeri ile bir arastirma yliriitmiislerdir. Ortalama olarak,
yaklagik 150 ila 1000 bp arasinda degisen skorlanabilir bant boyutlarina sahip SSR
primerleri kullanarak 40 allel amplifiye ederek ardindan UPGMA gruplama
yontemi ile ABD c¢esitleri ayr1 bir grup olusturacak sekilde bes farkli grup elde
etmiglerdir. Kiimelenme, cografi konum farki ve biiylime aligkanlig: ile ilgili

bilinen bilgiler karsisinda tutarli bulunmustur.

Carvalho vd. (2002), Brezilya kdkenli 79 adet yerel misir ¢esidini genetik
cesitlilik bakimindan arastirmistir. PCR-ISSR kullanilmasiyla elde edilmis olan
153 adet DNA parcaciginin 116 tanesinin polimorfik olduguna varilmis ve bu
parcaciklarin musir tdrlerini genomik sekilde ii¢ ayr1 kisma ayirmaya imkan

sundugu sonucuna varilmistir.

Oguz vd. (2014), fenotipik karakterizasyon parametreleri kullanarak bazi
Turkiye yerel domates genotiplerindeki benzerlik iliskisini belirleme amaciyla 52
cesitli alandan toplanan 76 yerel domatesin, dort yabanci genotip ve sekiz yabani
cesit olarak toplamda seksen sekiz farkli domates materyali kullanmuslardir.
Aralarindaki morfolojik varyasyonun belirlenmesinin hedeflendigi ¢aligmada yerel
genotiplerin bir kisminin, varyasyonlar1 artiran aksesyonlar oldugu tespit edilmistir.
Morfolojik tanimlayicilardan elde edilmis olan bir kiime diyagrami, 0.15'lik bir
katsayida genotipleri on ana alt kiime grubunda toplamistir. Genotipler, benzersiz
belirli niteliklere dayali olarak kiime gruplarma yerlestirilmis ve 88 genotipin
86'sinin  farkli genotipler oldugu saptanmistir. G80 ve G83, tUm genotipler
icerisinde benzer (%94) genotipler olarak tespit edilerek, 88 genotip arasindaki

benzerlik katsayisi degerleri -0.11 ile 0.94 arasinda degistigi tespit edilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Cahiysmanin gerceklestirildigi yer, temin edilen tohumlar

Bu galisma Tohum Teknolojisi Uygulama ve Arastirma Merkezi Molekiiler
Laboratuvari, Ziraat Fakiiltesi Deneme Serasinda, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tohum Teknolojisi Uygulama ve Arastirma Merkezi Iklim Odalarinda

yiritilmistir.

Calismada 10 ¢esit ticari domates tohumu ve 200 adet bitki Ornegi

kullanilmuastir.

Kullanilan tohumlar (Cizelge 2.1.)

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan tohum ¢esitlerinin adlar1 ve numaralari.

TOHUM CESITLERI
TASACO 21700 F1
SYNGENTA GHIBLI
SYNGENTA FIRMUS
SYNGENTA TPC 108
SAKATA MARINA F1
SEMINIS EDEN F1
SEMINIS SENTOSA
SEMINIS SV1491TM
HAZERA KAMENTA F1
UNITED GENETICS ALBENI F1

O | oI N 0| B~ OW|IDN|PF

[N
o

2.1.2 Bitkileri yetistirme materyali

Tohumlar gerekli ve uygun kosullar altinda yetistirilmistir.
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2.1.3 DNA ekstraksiyonu materyali

DNA ekstraksiyonu asamasinda; Macherey-nagel marka ‘Total DNA/RNA
and protein purification Kkit”, steril 6rnek ezme posetleri, steril saf su, solusyonlar,
eppendorf tlpler, mikro pipet ve pipet uglari, Eppendorf Centrifuge 5430 marka
santrifiij cihazi, Qiagen TissueLyser Il marka ezme cihazi ve isitici olarak Biosan

TDB-120 marka kuru blok 1s1tict kullanilmustir.

able 1: Kit specifications at a glanc

NucleoSpin®
Parameter Plant Il
Technology Silica membrane
technology
Format Mini spin column:
Sample material Up to 100 mg
Rl Contents wet weight
Up 020 mg
10 prepe. 50 250 preps dry weight
F 740770.10 T40770.50 T407T0.250
sis Butter PL1 smL 25mL 125mL Lysate clarification NUCIGOSDIHH
sis Butter PL2 amL 20mL 100 mL Plant Filters
cipitation Buffer PL3 1mL 10 mL 25mL
\ding Bufier PC emL 30 mL 125 mL F'agmem size 50 bp -~
1sh Bufter PW1 emL 30 mL 125 mL approx. 50 kbp
1sh Bufler PW2 emL 2mL S0 mL
scontrate)* Typical yield 1-30 ug
ition Buffer PE** 13mlL 13mL 30 mL
lase A (oprikzedy” 15mg sma 2x15mg Azso/Aze 1.8-1.9
Spin® Plant Filter
1 © “ = Elution volume 2x50uL
cleoSpin® Plant 1l 10 50 250
lumns (green rings) Preparation time 30 min/é preps
llection Tubes (2 mL) 20 100 500
o manual 1 1 1 Bindina capacitv 50 ua

Sekil 2.1. Kullanilan kit i¢erigi.
2.1.4 DNA kontrolii asamasinda kullanilan materyal

S6z edilen bu asama Agaroz jel elektroforez asamasidir. Uriin olarak klasik
PCR arastirmalarindan elde edilmis olan PCR iiriinleri kullanilmistir. Orneklerin ve
jellerin hazirlanma asamasinda Sigma marka agaroz, Swiss Quality Presica 205 A
SCS marka hassas terazi, 1X TAE tampon ¢ozeltisi, mikrodalga firin, Fermentas
marka 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific marka 6X DNA Loading dye ve
Abm Safe View- Classic marka sybr safe cihazlarindan faydalanilmistir. PCR
urtinlerinin jele yuklenmesi esnasinda Owl B2 ve Owl B3 marka jel elektroforez

cihazi ve Consort E815 marka ve Owl Scientific OSP-3000LP marka gic
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kaynaklar1 kullanilmigtir. Hazirlanan jel UVP 310 GelDoc-1t> marka gorunttileme

cihaz1 ve UVP Launch Vision Work Analiz Sistemi kullanilarak ¢ekilmistir.

Sekil 2.2. Kullanilan Master Mix.

Primer Forward Sequence Reverse Sequence

Name
1 TCIC-6 AAAAATGTCACAATCCTTCG CCACCAACTAAACACATCAA
2 TCIC-36 CCATAACTAACCCTCTTGGA GAATGGATTCTAGTAGGGCA
£ TCIC-3%9 GAAGTCACAAACAAAGTCC TTGCAATATTTGGTTTGTCA
4 TCIC-86 AAGGCACACTCCAATACAAC GTGGAATTAAGGGTTAATGGT
5 TCIC-100 TACACTTGTGTGTGCGATTT GTTGAAGTAAGAGGGGGTTT
6 TCIC-106 AATGCTAGCTTAGCTGATGG ACATCACAAGTACAAAGGGG
7 TCIC-160 TCATAATAGCCACCCTCAAC AACAAACTTTTCATGGCACT
8 TCIC-lal TACGATTGCGACTGATTGT GATCAAGCCCATGATAAAAA

Sekil 2.3. Kullanilan primerler.

2.1.5 Real-time PCR (q-PCR) asamasinda kullanilan materyal

Bu asamada The RealQ Plus 2x Master Mix Green without ROX™ Kkiti
(AMPLIQON, Danimarka), 96’lik tabaklar, seal, Forward ve Reverse Primer
ciftleri (10 um), Template DNA, nuclease-free H20, Roche LightCycler 480 II
Real-Time PCR aleti, -20 °C derin dondurucu ve buz kaliplarindan faydalanilmistir.
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2.2 Yontem

2.2.1 Bitkileri yetistirme yontemi

Oncelikle tohum ekimleri uygun viyollerde gerceklestirilmistir. Uygun
kosullar altinda fide haline getirilmis olup domates bitkileri saksilara alinarak Ege
Universitesi Tohum Teknolojisi Uygulama ve Arastirma Merkezi Iklim Odalarinda
biytitillmiisttir. Her bir ¢esitten 10 saks1 ekimi yapilmis olup ¢alismada toplam 200
bitki ile analizler gerceklestirilmistir. Cesitler gercek yaprakli doneme gegtiginde
her bir bitkiden 6rnekler alinmigtir ve DNA Ekstraksiyonu bélimine gegilmistir.

2.2.2 DNA ekstraksiyonu yontemi

DNA ekstraksiyonu bdlimiinde; Macherey-nagel marka ‘Total DNA/RNA
and protein purification kit kullamlmistir. Oncelikli olarak blok 1sitic1 65 dereceye
ayarlanmistir. Ardindan 100 Mg Ornekler kirilmaz tiiplere alimmustir ve igerisine
100 pl Elution Buffer eklenmistir. Qiagen marka Tissuelyser II’de drnekler 5
dakika siirede pargalanmustir. Iyice ezilen drneklerin igine 400 pl PL1 (Lysis
Buffer) eklenip sonrasinda vortex ile iyice karistirilmistir. Hazirlanan karigimlar
kirllmaz tiiplerden eppendorf tiiplere alinmistir ve 30-45 dakika Biosan (TDB-120)
marka blok 1siticida bekletilmistir. Blok 1siticidan tiipler alindiktan sonra
icerisindeki soliisyon Nucleospin Filter’a alinip Eppendorf Cenrtifuge 5430
cihazinda 11.000 rpm de 2 dakika slirede santrifiijlenmistir. Niikleospin Filter
santrifiijden sonra atildi ve alttaki collection tube’te kalan siviya 450 ul P.C.
Binding Buffer eklenmistir ve ardindan pipetaj yapilmistir. Bu soliisyon Nucleospin
Plant II Column Filter’a alinmis ve 11.000 rpm’de bir dakika santrifiij yapilmastir.
Isleme ayni filtre ile devam edilmistir. Sonrasinda 3 asamali olan Washing
boliimiine gecilmistir. Elution buffer ‘Ornek sayis1 X 50 pl’ olacak sekilde 65
derece sicakliktaki blok 1sitictya konulmustur. Nucleospin Plant IT Column Filter’a
400 pl PWI ilave edilmistir ve 11.000 rpm’de 1 dakika slirede santrifiij yapilmustir.
Santrifijden sonra alt bélimde kalan collection tiip atilmigtir. Nucleospin Plant 11
Column Filter’a 700 pul PW2 eklenmistir ve 11.000 rpm’de bir dakika santrifj
yapilmustir. Santrifiijiin devaminda alt kisimda kalan collection tiip atilmustir.

Nucleospin Plant II Column Filter’a 200 ul PW2 eklenmis ve sonrasinda 10.500
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rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij isleminin bitmesinin ardindan
collection tube’te kalan s1vi bosaltilmis ve bos olarak 10.500 rpm’de 1 dakika daha
santriftj islemi yapilmistir. Tipler Eppendorf Cenrtifuge 5430 cihazindan
alimmistir. Nucleospin Plant II Column Filter, Collection Tube’ten alinarak
Eppendorf Tube’e yerlestirilmistir ve kapaklar agilarak 1 dakika kadar kurumasi
icin bekletilmistir. Washing asamasinda blok 1siticida bekletilen Elution Buffer her
bir Nucleospin Plant II Column Filter’a 50 ul olacak sekilde konulmustur. Bu tupler
5 dakika blok 1siticiya yerlestirilmistir. Blok 1siticidan o6rnekler alinmis ve
Eppendorf Cenrtifuge 5430 cihazinda 11.000 rpm’de bir dakika daha santrifiij
yapilmistir. Eppendorf Tube’te kalan DNA -20 °C’de saklanilmistir.

Sekil 2.4. DNA ekstraksiyon agamast (1).
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Sekil 2.5. DNA ekstraksiyon asamasi (2).

2.2.3 DNA kontrolii asamasinda kullanilan yontem

Bu asamada Agaroz jel elektroforez asamasi ile PCR ¢aligmalarindan elde
edilen sonuglar degerlendirilecektir. PCR {iriinlerinin analizi i¢in %1.5’lik agaroz
jel hazirlanmistir. 100 ml 1X TAE tamponu igerisine 1.7 g agaroz eklenmistir ve
karisim mikrodalga firinda 2.5-3 dk. bekletilmistir ardindan igerisindeki agaroz
tamamen erimis bir sekle getirilmistir. Daha sonra mikrodalgadan alinan eriyik belli

bir siire sogumaya birakilmistir ve igerisine 5 pl boya eklenmistir.
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Ardindan cihazin uygun taraklari elektroforez cihazinin tabak kismina dogru
bir sekilde gecirilmistir ve sonra jel dokiilerek donmasi i¢in birakilmistir. Jelin
donmasmin ardindan taraklar ¢ekilmistir ve tabak elektroforez cihazinin tankina
yerlestirilerek olan 1X TAE tampon ¢ozeltisi jelin lizerine hacmi 1-2 mm gegecek
sekilde eklenmistir. Her bir kuyucuga basta ladder olmak {izere 6rnekler dikkatli bir
sekilde yerlestirilmistir.

Kullanilan ladder yiikleme tamponu (6X DNA Loading dye) i¢ine 10 ul DNA
ve 2 pl ladder koyulmustur ve pipetaj yapilip ilk kuyucuga yerlestirilmistir.
Elektroforez yiiriitimii asamasi, 80 V’da 90 dk. siireyle ve 1X TAE tampon
cozeltisi igerisinde gergeklestirilmistir. Elektroforez islemi sonunda jelde ortaya

¢ikan bantlar UV 151k altinda gdzlenmistir ve fotografi ¢ekilerek kaydedilmistir.

Sekil 2.6. Jel hazirlama, yukleme ve kosturma.
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Sekil 2.7. Jel hazirlama yiikleme ve kosturma (2).
2.2.4 Real-time PCR (q-PCR) asamasinda kullanilan yontem

Yapilan bu calismada, orneklerin DNA izolasyonu esnasinda elde edilen
DNA'lar kullanilmistir. 1lk olarak orneklerimizi T1-T2-T3-T4 numarali gen
bolgeleri icin plate’e yerlestirilmistir. Pozitif kontrol de eklenmistir. Daha sonra
ornekler T5-T6-T7-T8 numarali gen bolgelerine koyularak test gergeklestirilmistir.

Bu testler 2 farkli dongiide gergeklestirilmistir.

IIki; 95 °C sicaklikta (None) 10 dakika siiren baslangi¢ denatiirasyon adimi
gergeklestirilmistir daha sonra 55 dongii boyunca sirasiyla 95 °C sicaklikta 10
saniye (none), 56 °C sicaklikta 10 saniye (single) ve 72 °C sicaklikta 10 saniye
(none) takip etmistir; ardindan 1 dongii melting ekleyerek (T1-T3), 95 °C sicaklikta
bir dakika (none), 33 °C sicaklikta iki dakika (none) ve 63 °C sicaklikta

(continuous) adimlar devam etmistir.
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Ardindan 1 dongii daha melting ekleyerek (T2-T4), 95 °C sicaklikta bir
dakika (none), 40 °C sicaklikta iki dakika (none) ve 58 °C sicaklikta 10 saniye
(none) ve 77 °C sicaklikta (continuous) adimlar devam etmistir. En son ise 40 °C

sicaklikta 30 saniye (none) soguma adimi gergeklestirilmistir.

Ikincisi; 95 °C sicaklikta (None) 10 dakika siiren baslangic denatiirasyon
adim1 gergeklestirilmistir daha sonra 55 dongii boyunca sirasiyla 95 °C sicaklikta
10 saniye (none), 56 °C sicaklikta 10 saniye (single) ve 72 °C sicaklikta 10 saniye
(none) takip etmistir; 1 dongii melting ekleyerek (T5), 95 °C sicaklikta bir dakika
(none), 40 °C sicaklikta iki dakika (none) ve 42 °C sicaklikta 30 saniye (none),
67 °C sicaklikta (continuous) adimlar devam etmistir. 1 dongli meting ekleyerek
(T6), sirastyla 95 °C sicaklikta bir dakika (none), 40 °C sicaklikta iki dakika (none)
ve 62 °C sicaklikta 10 saniye (none), 82 °C sicaklikta (continuous) adimlar devam

etmistir.

1 dongu daha melting eklenerek (T7), 95 °C sicaklikta bir dakika (none),
40 °C sicaklikta iki dakika (none) ve 42 °C sicaklikta 10 saniye (none), 63 °C
sicaklikta (continuous) adimlar devam etmistir. Son olarak 1 déngu daha melting
eklenerek (T8), 95 °C sicaklikta bir dakika (none), 40 °C sicaklikta iki dakika
(none) ve 55 °C sicaklikta 30 saniye (none), 85 °C sicaklikta (continuous) adimlar

devam etmistir.

En son ise 40 °C sicaklikta 30 saniye (none) soguma adimi

gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.8. Real-time (g-PCR) agamasi.
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Sekil 2.9. Real Time PCR asamasi 1. Dongii.
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Sekil 2.10. Real Time PCR Agamasi 2. Dongii.
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3. BULGULAR

Arastirma kapsaminda, domates tohumlarinda genetik cesitliligin molekiiler
yontemlerle belirlenmesi amaci ile ticari 10 ¢esit domates (Solanum lycopersicum)
tohumu kullanilmistir. Calismada toplam 200 bitki Ornegi ile analizler
gergeklestirilmistir. Genetik gesitliligin saptanmasi icin Real Time PCR agamasi

icin toplanilan 6rnekler kullanilmistir.

3.1 DNA Kontrolii Asamasi Bulgulari

Yapmis oldugumuz DNA kontroliinde, elektroforez islemi sonunda jelde
ortaya cikan bantlar UV 1s1k altinda gozlenmistir ve fotografi ¢ekilerek
kaydedilmistir (Sekil 3.1). Yapilan kontroller ve analizler sonucunda DNA’mizin

varli1 basarili bir sekilde tespit edilmistir.

Sekil 3.1. DNA kontrolu sonucu.

3.2 Real-time PCR (q-PCR) Asamasi Bulgulari

Real-Time PCR, bu yéntem PCR ile ¢ogaltilmis DNA parcaciklarinin
cogaltimin1 goriiniir hale getirebilen ve monitorize edebilme yetenegine sahip olan
floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin elde edilen DNA’yla
dengeli bicimde ¢ogaldigi, amplikon konsantrasyon sirasindaki degisimleri gercek
zamanl olarak algilayabilme yetenegine sahip, es zamanli olarak hizli bir sonug

alabilen, duyarliligi, 6zgiilliigii ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan ve saptayabilen
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PCR tabanl bir yontemdir. Bu tiir faydalarina ek olarak bu asamada 6rnek alinan

domates tohumlarinin genetik cesitliligini belirlememizde yardimc1 olmustur.

Real time PCR islemleri i¢in kullanilan protokol ile domates tohumlarinin

genetik cesitliligi 6zel, detayli bir sekilde optimize edilmis ve belirlenmistir.

Inceledigimiz domates cesitlerine ait 8 adet genin goriintiilenen bdlgenin
genetik cesitlilik farkina gore hedef etmen icin homozigot ve heterezigotluk
durumu test edilmistir. Yapilan melting analizinde her bir gen bdlgesi igin
belirlenen sicaklik degerleri karsiliginda 6rneklerin homozigot 1, heterezigot ve
homozigot 2 olup olmadigi belirlenmistir. Yapilan melting analiz sonuglari

asagidaki gibidir:

T1 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 6 ve 7 numarali 6rnek allel

bakimindan heterezigottur (Sekil 3.2).

T1Peak Temp °C| Genotype
49°C Homozygote 1
49°Cand 57 °C | Heterozygote
57°C Homozygote 2
1.504
1.404
1.304 =
. 1.204
E 1.104
$ 1.004
© 0.904
§ 0.804 6 NUMARALI BRNEK
g E;i: 7 NUMARALI ORNEK
% 0,504
S o404
¥ 0.304
0.204 P
0.104] e
0.004

3 36 38 40 42 W 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64
Temperature (°C)

Sekil 3.2. T1 geni sonucu.
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T2 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 8 numarali 6rnek allel

bakimindan homozigot 1’dir (Sekil 3.3).

T2Peak Temp °C| Genotype
67°C Homozygote 1
67 °Cand 70°C | Heterozygote
70°C Homozygote 2
1.504
1.404; \
1.304
&2 8 NUMARALI SRNEK
S. 1104
£ 1.004
§ 0.904
7 0.804]
§ 0.704]
£ 0.604]
= 0504

Z 0404
¥ 0304
0,204
0104
0.004

56 58 60 62 64 70 72 74 7% 18

66 68
Temperature [*C)

Sekil 3.3. T2 geni sonucu.

T3 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 5 numarali 6rnek allel

bakimindan homozigot 1’dir (Sekil 3.4).

T3Peak Temp °C| Genotype
52°C Homozygote 1
52°Cand 57 °C | Heterozygote
57°C Homozygote 2

7N 5 NUMARALI GRNEK

46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66
Temperatuie [C)

Sekil 3.4. T3 geni sonucu.
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T4 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 9 numarali 6rnek allel

bakimindan homozigot 2’dir (Sekil 3.5).

T4 Peak Temp °C Genotype
64°C Homozygote 1
64 °Cand 70°C Heterozygote
70°C Homozygote 2

0572
D522
D472
0.422*:
0.372
0.332*.
02729
0.222
01729

0122

9 NUMARALI ORNEK

-(didT} Fluorcscence ($#5-510)

0.072
00224

58 60 62 b4 b6 68 0 712 T4 1% 78 80
Temperalure (°C)

Sekil 3.5. T4 geni sonucu.

T5 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 4 ve 10 numarali 6rnek allel

bakimindan homozigot 2’dir (Sekil 3.6).

T5Peak Temp °C Genotype
53°C Homozygote 1
53°Cand 58°C Heterozygote
58°C Homozygote 2

2015
1,885
1.735
3 1.505]
b
3 1.435]
2 1.285]
FRRE
ERAK:
§ 0.985]
é 0.635
= 0.695]
g
= 0.535]
" 0.8
0.235] R

0.085] s

Sekil 3.6. T5 geni sonucu.
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T6 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 1 ve 3 numarali 6rnek allel

bakimindan homozigot 2’dir (Sekil 3.7).

T6Peak Temp °C Genotype
70°C Homozygote 1
70°Cand 75°C Heterozygote
75°C Homozygote 2
1.247 . 3NUMARALI ORNEK
1147 rE
1.047
g0z
g 0847
§ 0747
§ 0647
8 0547
":Z 0447
éﬂ 347

0.247
0147
0.047

58 60 62 64 66

Sekil 3.7. T6 geni sonucu.

T7 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 6 ve 7 numarali drnek allel

bakimindan homozigot 2’dir (Sekil 3.8).

T7Peak Temp °C Genotype
49°C Homozygote 1
49°Cand 57 °C Heterozygote
57°C Homozygote 2

1567 o
L915] S & NUMARALI RNEK
12574

RTE 7 NUMARALI BRNEK

% pgs?

g

g 0817

£ pesr

3 DES

£ o517

B

2 0387 - : i X \

P z :
IR S 8 —

4 48 50 52 THheandbe 58 60 62 6l

Sekil 3.8. T7 geni sonucu.
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T8 Geninde yapilan melting analiz sonucunda 6 ve 9 numarali 6rnek allel

bakimindan homozigot 1’dir (Sekil 3.8).

T8Peak Temp °C Genotype
67 °C Homozygote 1
67 °Cand 75°C Heterozygote
75°C Homozygote 2
1.021 4
0921 6 NUMARALI ORNEK ,
= %7 9 NUMARALI GRNEK \
5 0721 \
ERTE .}t\
8 P w-‘\
g o521 \ / 4% R\
14 V. ;” 4 .,/ S y N
e / . I ,/?‘ NN \'§\
= 03214 57 ‘:;:/:_\A\?‘Z/,{ 3 §74 }'\ PR\
[ L7 N’ XS5 S SN \ \\(\
TR LT SN vOAR
¥ 01z Wl T Y NOARK
a3 __:-_’/iﬁ&/ e S N, N
0.021 e
-0.07% S
62 64 66 68 70 72 . T4 7% 78 ° 80 82

Temperature [*C)

Sekil 3.9. T8 geni sonucu.

Bu incelemeler sonucunda domatesteki genetik ¢esitlilik sonucuna Real Time
PCR analizi ile varilmigtir. Her bir gen bdlgesi igin domates ornekleri genetik
cesitlilik bakimidan ayr1 ayr tespit edilmistir. 10 ¢esit i¢in yapilan analizler
sonucu 27 adet homozigot 1, 37 adet heterezigot, 16 adet homozigot 2 allel

gozlemlenmistir.
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Tiim 6rneklerin allel bakimindan sonuglari (Cizelge 3.1. ve 3.2).

Cizelge 3.1. Bitki orneklerinin allel bakimindan sonuglari (1).

OrnekNo [T1 T2 T3 T 4
1.Ornek |Homozigotl |Heterezigot |[Homozigotl |Heterezigot
2.0rnek |Homozigot2 [Heterezigot |Heterezigot  |Homozigot 1
3.Ornek |Heterezigot  [Homozigot2 |Homozigot2 |Homozigot2
4. Ornek |Heterezigot  |Heterezigot  |Homozigotl |Heterezigot
5.0rnek |Homozigotl [Homozigotl |Homozigotl |Heterezigot
6. Ornek |Heterezigot  [Homozigotl |Homozigot2 |Homozigot2
7.0rnek |Heterezigot  [Heterezigotl |Homozigotl |Homozigotl
8. Ornek |Heterezigot  [Homozigotl |Heterezigot |Heterezigot
9. Ornek |Homozigotl [Homozigot2 |Heterezigot |[Homozigot2
10. Ornek |Heterezigot  |Heterezigot  [Homozigotl |Homozigotl

Cizelge 3.2. Bitki 6rneklerinin allel bakimindan sonuglari (2).

Ornek No [T 5 T6 T7 T8

1. Ornek |Heterezigot  |Homozigot2 |Heterezigot  |Heterezigot
2.0rnek |Homozigot 1 [Heterezigot |Homozigotl |Heterezigot
3.Ornek |Homozigotl |[Heterezigot |Heterezigot |Homozigot2
4.Ornek [Homozigot2 |Homozigotl [Homozigotl [Heterezigot
5.0rnek |Heterezigot  [Heterezigot  |Homozigotl |Heterezigot
6. Ornek [Homozigotl |Heterezigot |Homozigot2 |Homozigotl
7.0rnek |[Homozigot2 |Heterezigot  |Homozigot2 |Homozigotl
8. Ornek |Heterezigot Homozigot2 |[Homozigotl |Homozigotl
9.Ornek |Heterezigot  [Heterezigot  |Homozigotl |Homozigotl
10. Ornek |Homozigot2 |Heterezigot  |Heterezigot  |Heterezigot
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Yapmis oldugumuz bu c¢alisma sonucunda, Real Time PCR'm genetik
cesitliligi belirlemede etkili bir ara¢ oldugunu ve ¢aligmanin amacina ulasmada

basarili bir sekilde kullanildigin1 géstermektedir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Yapmis oldugumuz bu c¢alisma, domates bitkilerinde genetik cesitliligin
molekiiler yontemlerle belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen kapsamli analizler
sonucunda elde edilen bulgular1 icermektedir. Real-time PCR teknigi kullanilarak
gerceklestirilen molekiiler analizler, genetik cesitlilik O6zelliklerini belirleme

siirecinde bizlere olduk¢a 6nemli bilgiler sunmustur.

Calisma kapsaminda kullanilan 10 farkli domates ¢esidinden elde edilen 200
ornek tlizerinde yapilan analizler, Real time PCR sonugclarinda ¢ikan melting analiz
degerleri sonucu ¢esitler arasinda genetik gesitlilik bakimindan 6nemli farkliliklarin
oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgu, genetik cesitliligi belirlemede molekiiler
yontemlerinin  kullanilmasinin dogru ve basarili sonuglar verdigini ortaya

koymaktadir.

Real-time PCR ve klasik PCR (Polymerase Chain Reaction) her ikisi de
DNA'nin ¢ogaltilmasin1 hedefleyen yontemlerdir, ancak aralarinda bazi 6nemli
farklar vardir. Klasik PCR ve Real time PCR’da ama¢ DNA'y1 ¢ogaltmaktir
(amplifikasyon). Fakat Real time PCR ydnteminde amplifikasyon strecinin gercek
zamanli olarak izlenebilmektedir. Real time PCR yontem olarak klasik PCR'daki
adimlar igerir, ancak ek olarak floresan boyalar veya floresan etiketli problar
kullanilir. Bu, DNA amplifikasyonunun her dongiide izlenmesini saglar. Real time
PCR cihazi, her dongiide floresans sinyalini dlger ve amplifikasyonun miktarini

belirler. Bu, amplifikasyonun belirli bir dongiideki ger¢cek zamanli verilerini saglar.

Real time PCR yontemi hassasiyet bakimindan oldukga basarilidir ¢linkii ¢ok
diistik DNA veya RNA miktarlarini bile tespit edebilir. Hiz ve verimlilik agisindan
bizlere zaman tasarrufu saglamaktadir, klasik PCR ydntemine gore sonuglar daha

hizli elde edilmektedir.

Spesifik DNA sekanslarin1 hedefleyen floresan problar kullamildig i¢in
yanlis pozitif veya negatif sonuglarin riskini azaltir. Coklu hedef tespiti sayesinde
ayni anda birden fazla gen veya hedef tespit edilebilir. Amplifikasyon siireci

sirasinda gercek zamanli izleme sayesinde DNA miktarini izleyerek, her dongiideki
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degisiklikleri anlik olarak gozlemleyebiliriz. Bu da deney siiresince hatalar1 veya

sapmalari tespit etmeye yardimci olmaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, genetik ¢esitliligin belirleme siirecinde Real-time
PCR tekniginin kullanilmasinin detayli, giivenilir ve dogru sonuglar elde etmek i¢in
etkili bir yontem oldugunu gdstermistir. Bitki genetik kaynaklari, bir kaynak olarak
simdiki ve sonraki nesiller i¢in oldukca degerli olan bitki genetik materyalidir. Bu
bulgular, bitki 1slahinda genetik ¢esitliligin 6neminin daha iyi anlagilmasi ig¢in
Oonemli bir temel olusturmaktadir. Ayrica yapmis oldugumuz bu ¢alisma, domateste
genetik  ¢esitliligin  belirlenmesinde Real-Time PCR'in etkinligini ortaya
koymustur. Elde ettigimiz bulgular aym1 zamanda, bitki 1slah1 ve genetik

calismalarina 6nemli bir katki saglamaktadir.

Arastirma sonucunda elde edilmis olan bilgiler dogrultusunda asagidaki

Onerilerin yapilmasi tarafim agisindan uygun gorilmiistiir;

Gegtigimiz donemlerde molekiiler biyolojide gormiis oldugumuz hizli
gelisme, bitki genetik arastirmalarinda, genetik ¢esitliligi korunma konusunda,
tiretim, 1slah tarzi ¢alismalar agisindan kullanimina ¢ok énemli katkilar yapmustir.
Ilerleyen zamanlarda uygulanacak olan Real time PCR ydntemi ¢alismalar1 daha

cok 6nemli katkilar saglayabilecektir.

Molekiiler markdrlerin bitki 1slahi galigmalarinda kullanilmast sayesinde geri
melez 1slahi, gen piramitlerinin elde edilmesi, resesif genlerin seleksiyonu, erken
seleksiyon, yabani gen kaynaklarindan yapilan gen transferleri gibi firsatlar sunarak

1slah ¢aligmalarinin etkinligi artirilarak yeni gesitlerin gelisimi hizlanmaktadir.

Gelisen molekiiler markdr teknolojisi ve uygulanan PCR teknikleri sayesinde
genetik cesitlilik arastirmalar1 daha etkin olarak ydrutulecek, klasik 1slaha kiyasla
daha kisa bir zamanda daha basar1 saglanacak ve daha guvenli sonuglar elde

edilebilecektir.
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Sonug olarak {ilkemiz domates gen kaynaklar1 bakimindan bir zenginlige
sahiptir. Bunda hem tiir bazinda domatesin farkli yetistiricilik yontemleri ve
istenilen diizeyde evrimsel nitelikler gelistirebilmis olmasi, hem de iilkemizin sahip

oldugu cografi 6zellikler bu noktada 6nemli bir rol oynamustir.

Ekonomik anlamda iiretim, tiiketim ve ticaret verilerine baktigimizda tilkemiz
acisindan yiiksek oneme sahip oldugu goriilen domatesin farkli etki faktorlerine
bagl olarak etkilenen yetistiriciliginin devamlilig1 ¢ercevesinde bu zenginligin

kullanim1 gerekliligi tespit edilmektedir.

Yapmis oldugumuz bu konudaki ¢aligmalar bu devamliligin saglanmasinda
temel verileri saglamakta ve 6zellikle 1slahgilara biiyiik firsatlar sunmaktadir. Bu
nedenle bu husustaki ¢calismalarin kapsaminin genisletilmesi ve sayilarinin artmasi
hem ulusal hem de kiiresel gida giivenliginin domatese diisen paymin devamlilig

bakimindan olduk¢a 6nemli géziikkmektedir.
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