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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DOMATES BAKTERIYEL KANSER VE SOLGUNLUK HASTALIGINA KARSI
DAYANIKLI M3-9 MUTANT DOMATES BiTKISINDE HARITALAMA
CALISMALARI

FERHAT OZDEMIR

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BIiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. YUSUF YANAR)
(IKINCI DANISMAN: YRD. DOC. DR. OZER CALIS)

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis domates iiretiminde karsilagilan en
zarar verici hastalik etmenlerindendir. Ulkemizde hastalik etmeni birinci derece
karantinaya tabidir. Hastalik etmeni ile miicadele konusunda biiyiik ¢alismalar yapilsa
da ticari olarak dayanikli bir gesit gelistirilememistir. Bu calismada Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’nin en virulent irki olan Cmm2 izoalatina dayanikli
M3-9 mutant domates bitkisinde PCR temelli haritalama c¢alismast yapilarak
dayaniklilik lokusunun hangi kromozomda oldugu arastirilmistir. Bunun icin ilk olarak
dayanikli M3-9 mutant domates bitkisi Stvari ticari bitkisi ile melezlenerek M3-9 x
Slvari Fi bitkisi olusturulmustur. Olusturulan F1 bitkisinin kendilenmesine izin
verilerek M3-9 x Sivari F2 popiilasyonu domates bitkileri olusturulmustur. F»
popiilasyonunda 80 bitkide patojenisite testi yapilmis ve patojen PCR teknigi ile
tanilanmistir. Patojenisite testi sonucu 23 bitki dayanikli ve 57 bitki ise hassas olarak
fenotipte belirlenmistir. Patojenisite testi sonucu belirlenen en dayanikli ve en hassas
9’ar bitkide 120’nin iizerinde markor ile haritalama g¢alismasi yapilmistir. Yapilan
haritalama caligmasi sonucu fenotipteki dayaniklilik ve hassaslik durumunu genotipte en
belirgin olarak veren markor belirlenmistir. Calisma sonucu mutant M3-9 bitkisinde
dayanikliligin 5. kromozomda kontrol edildigi bir INDEL markorii ile belirlenmistir.

2016, 70 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: PCR, Markér, Genetik haritalama, Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Domates, Dayanikli ¢esit, SSR



ABSTRACT

MASTER THESIS

MAPPING STUDIES IN M3-9 RESISTANT TOMATO MUTANT PLANT
AGAINST BACTERIAL CANCER AND WILTING DISEASE
FERHAT OZDEMIR

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND
APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

SUPERVISOR: PROF. DR. YUSUF YANAR
CO-SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. OZER CALIS

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis is one of the most damaging pathogens in
tomato production. The pathogen has been subjected to a first-degree quarantine organism in
Turkey. There are great management efforts to control the pathogen but there is no resistant
commercial varieties developed yet. In this study, we studied M3-9 tomato mutant plants which
resistant to the most virulent isolate of Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Cmm2
using PCR-based mapping analysis to locate the resistant locus on M3-9 chromosomes.
Therefore, M3-9 resistant tomato mutant plants were crossed with commercial susceptible
Suvari variety and M3-9 x Suvari crosses were established. Then whole F1 plants were selfed
them with allowing pollination from others. On 80 F2 tomato plants were inoculated in
pathogenicity tests and they were analysed in the PCRs. Pathogenicity tests revealed that
phenotypically 57 tomato plants were susceptible and 23 plants were resistant to Cmm2 in the
F2 population. From the F2 population, chosen 9 most resistant and susceptible plants were
analysed with more than 120 molecular markers to map resistant locus in the PCRs. Mapping
study results have identified the most linked marker in genotypes where the marker was exactly
matched with the phenotypes. The M3-9 mutant resistant locus was mapped with an INDEL
marker on its 5th chromosome.

2016, 70 pages

KEYWORDS: PCR, Molecular markers, Resistance, Genetic mapping, Clavibacter
michiganensis subsp. Michiganensis, Tomato, Resistant variety, SSR markers
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1. GIRIS

Domates (Lycopersicum esculentum L.) anavataninin Giiney Amerika’nin orta
ve giliney kisimlart oldugu bilinen diinyada en fazla ihtiya¢ duyulan ve tarimi yapilan
sebzelerden birisidir. Giliney Amerika’nin bati kiyilariin domatesin anavataninin
merkezi oldugu ve Amerika kitasinda, ekvatorun 30° kuzey enlem ve 30° giiney enlem
sinirlar1 arasinda kalan bdlgelerin domatesin anavatant kapsami igerisinde oldugu
bildirilmektedir (Glnay, 2005). Domates orijini olan Peru, Bolivya ve Ekvator’dan
Ispanyollar tarafindan 16. yiizyilda Avrupa’ya getirilerek yetistirilmeye baslanmustir.
Domates adi Peru’da Maya uygarligi zamaninda “xtomatl” ya da “tomatl” olarak
adlandirilmistir  (Kiigiiker, 1994). Domates uzun zaman Once insanlari romantik
yaptigina inanildigr i¢in “ask elmasi” olarak adlandirilmistir. Benzer sekilde domates
ad1 Ispanyolca “tomate” olarak adlandirilirken, bu isim de Nahuatl dilinde

“tomatotl”’dan alinmistir (Anonim, 2016a).

Yabani sar1 renkli bir domates tiirii Bolivya ve Peru’da bulunmustur. Bu yabani
tiir Meksika’da yetistirilmistir. ilerleyen dénemlerde Kristof Kolomb'un Amerika'y:
kesfi ile gemilerle Avrupa'ya gonderilmistir. Sar1 renginden dolay Italyanlar onu “altin
elma’ olarak adlandirmis, fakat kirmiz1 tiirleri cok gegmeden ortaya ¢ikmistir. Domates
Amerika Birlesik Devletleri'nde ilk defa Thomas Jefferson tarafindan yetistirilmistir.
Ama pek cok insan yemeyi zehirli olduguna inanarak reddetmis ve 19.ylizyila kadar
yememisglerdir (Anonim, 2016a). Uzun sure zehirlidir diye cekinilen ve yenmeyen

domates daha sonra Avrupa’da kiiltiir bitkisi olarak kabul gérmiistiir (Ekinci, 1972).

Kiltur domatesi Kristof Kolomb'un Amerika'yr kesfinden sonra Amerika’dan
Avrupa’ya, oradan ise Afrika’ya gegmistir. Gliniimiizde kiiltiirii yapilan domateslerin
ana materyalinin L. peruvianum oldugu, L. hirsitum, ve L. pimpinellifolium’dan
faydalanilarak gelistirildigi bilinmektedir (Vural ve ark., 2000). Anadolu’nun domatesle
tanigsmas1 150 yil once getirilmesiyle baslamigtir. Glinlimiizde sevilerek tiiketildigi igin

yaygin olarak yetistirilmektedir (Yazgan ve Fidan, 1996).

Domates bitkisinin kok sistemi dallanmis kazik kokler ve buradan ¢ikmig
sekonder kokler yani kilcal koklerle oldukga kuvvetli bir yapidadir. Yapraklar tiiylerle
kapli ve bilesik sekilde olan bir bitki tiiriidiir. Erselik ¢icek yapisi itibariyle kendine

1



dollenebilen bir bitkidir (Vural ve ark., 2000). Toprak istegi itibariyle ¢ok segici
olmayan sebzelerden biri olan domates, pH aralig1 5.5-7 arasinda olan topraklarda verim
ve kalite bakimindan daha iyi sonuglar vermektedir. Bununla birlikte toprak analizleri

yapilmali ve uygun giibreleme programlari uygulanmalidir (Kasap, 2010).

Domatesin bu kadar fazla talep gormesi ve yetistirilmesi insan beslenmesi
acisindan da Oonemini ortaya koymaktadir. Genel olarak A ve C vitaminleri ve gesitli
mineral maddelerce zengin bir sebze olan domates, 100 g igersinde yetiskin bir kiginin
ginlik A vitamini ihtiyacinin %20'sini, C vitamini ihtiyacinin ise %40 11
karsilayabilecek ve 20 kalori veren bir igerige sahiptir. A vitamini bakimindan daha
zengin domates genotiplerini iiretmek seleksiyon 1slahi sayesinde yapilabilecek olsa bile
yilksek A vitamini igerigine sahip cesitlerin renk bakimindan istenilen o6zellikleri
saglamamasi ve tiiketicilerin bu turuncu renkteki meyveleri tercih etmemesi nedeniyle

istenmeyen bir 6zelliktir (Grierson ve Kader, 1986).

Kalt ve ark., (1999) ile Cano ve ark., (2003)'na gore oOnceleri yapilan
calismalardaki ama¢ domatesin yola dayanim ve raf Omriiniin uzatilmasina
dayanmaktayken, O’Kennedy ve ark. (2006) ile Shahidi ve Naczk (1995) ise domatesin
icerdigi antioksidan aktivitesi yiiksek bilesenlerin iizerindeki ¢alismalar son yillarda
domatese olan ilgiyi arttrmis ve saglik {lizerindeki faydalar1 ele alindigim

sOylemislerdir.

Domates igeriginde bulunan likopen viicut tarafindan absorbe edilen bir anti-
oxidant’tir. Zarar gérmiis hiicreleri onarmaya yardimci olur. Anti-oxidant’lar kansere
sebebiyet verebilen DNA oxidasyonuyla savasan bir bilesimdir. Kandaki likopen
miktar1 arttikga, okside edilmis Dbilesikler azalmaktadir (Anonim., 2016b)
Kardiyovaskiiler hastaliklardaki azalisin a-karoten, B-karoten ve pB-kriptoksantin
alimindaki artistan dolayr gergeklestigi son yillardaki c¢aligmalarla bildirilmektedir
(Kopsell ve Kopsell, 2006). Willcox ve ark., (2003)’nin bildirdigine gore domateste
likopenin kandaki miktarmin artis1 ile kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigi
belirtilmektedir. Chan ve ark., (2005) ve Giovannucci (2005)’de yine kandaki likopenin
artisiyla prostat kanser riskinin azaldigini sO@ylemektedirler. Hayvanlar Uzerindeki

calismalardan elde edilen sonuglar ve hiicre kiiltiiriiyle yapilan ¢aligmalar da likopenin



antikanserojenik ve damar sertligini 6nleyici olarak bulundugu ‘in vitro’ ve ‘in vivo’

calismalarla kanitlanmistir (Omoni ve Aluka, 2005).

Diinyada en fazla yetistirilen sebze turlerinden birisi olan domatesin, diinyada
toplam 4,8 milyon hektar alanda 159 milyon ton iiretimi yapilmaktadir. Yapilan bu
tiretimde diinyada onde gelen iilkeleri sirasiyla su sekildedir. Cin Halk Cumbhuriyeti
(CHC), Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Tiirkiye ve Misir takip ederken,
Hollanda hektara gore verimin en fazla oldugu iilkedir. CHC diinya iiretiminin yaklasik
ticte birini kargilamakta olup, ililkemizin diinya domates liretiminden aldig1 pay %7
seviyesindedir. Bu miktar hem agikta hem de Ortl altinda yapilan yetistiricilik alanlarin
kapsamaktadir (FAO, 2012)

Bu kadar biiyiik tiretimi yapilan ve ticari dnemi olan domatesin dogal olarak
gerek acik alanda gerekse sera kosullarinda tiretimini ve kalitesini kisitlayan biyotik ve
abiyotik hastalik etmenleri bulunmaktadir. Funguslar, bakteriler, virusler ve viroidler
gibi abiyotik hastalik etmenleri domateste biiyiik tiriin kayiplarina ve kalitenin olumsuz
etkilenmesine neden olmaktadir (Karaca ve Saygili, 1982). Domateste 6zellikle hastalik
olusturarak {iriin kayiplarina neden olan bakteriler su cinsler igersindedir. Pseudomonas,
Xanthomonas, Clavibacter, Erwinia, Agrobacterium ve Ralstonia (Ustin, 2008).
Domatesin en tahrip edici hastaligi Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Smith) Davis et al.’in (Cmm) patojeninin neden oldugu bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligidir. Hastalik etmeni tohum kaynakli oldugundan dolayr miicadele edilmesi ¢ok
zor olmaktadir (Erkan, 1988).

Hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
ozellikle sicakligin ve nemin yiiksek oldugu tropikal ve subtropikal bolgelerde domates
tretimini bulastigi alanlarda zorlastirmaktadir. Bu durum pestisit kullanilmadan
domates yetistiriciliginin yapilmasina hi¢ imkan vermemektedir. Bu ytzden Clavibacter
domatesin en yikici bakteriyel hastaligidir. Hastalik bitkilerde gévdede kanser ve tum
bitkide tek tarafli solgunluk belirtileri gosterirken, yapraklarda kavrulmus leke, ilerleyen
donemlerde iletim demetinde bosalmalar ve 6liim gerceklestirmektedir. Ayrica bitkinin
govde ve yaprak damarlarinda da kanserler olusabilmektedir (Agrios, 1997; Calis ve
ark., 2013a).



Solanaceae familyasinda bulunan yabanci otlar, bulasik tohumlar, ge¢mis iiretim
sezonundan kalan bitki artiklar1 ve hastalik etmeniyle bulasik topraklar inokulum
kaynaklarimi olusturmaktadir (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008). Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’ Solanaceae familyasinda bulunan bitkilerde zarar
olustursa da en biiyiik kayiplari domates bitkisinde meydana getirmektedir (Cetinkaya-
Yildiz ve Aysan, 2008).

Ulkemizin disaridan ithal ettigi tohum, fide ve diger iiretim materyallerinin,
hastalik etmeninin birinci derecede karantinaya tabi olmasindan dolay1 bakteriyel kanser
ve solgunluk hastaligi ile bulasik olmamasi gerekir. Bu nedenden dolay1 herhangi bir
sekilde Tiirkiye’ye bulasik bir materyalin giris yapmasi kesinlikle yasaktir. Domates
tiretimini kisitlayan en dnemli hastaliklardan birisi olan bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaliginin giiniimiizde hala etkin bir miicadele yontemi bulunmamaktadir. Hastalikla
micadelede sadece bitkiyi koruyucu amagli kimyasal uygulansa da etkin bir ¢6zim
bulunamamakta ve tiretimde artan girdiler gogalmaktadir. (Calis ve ark., 2014a). Calis
ve ark., (2014a)’ nin belirttigine gore kimyasallarin ¢evreye olumsuz etkisi ve girdiler

g0z oniinde tutulunca en etkili miicadele yontemi dayanikli ¢esit kullanmaktir.

Calis ve ark. (2013b) ve Calis ve ark. (2014b)’nin bildirdiklerine gore diinyada
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karst dayanikli ticari bir domates
¢esidi bulunmamaktadir. Hastalik etmeninin bu kadar ¢ok tehdit olusturmasindan dolay1
1slahgilar ve bitki korumacilar biyoteknolojik yontemleri kullanarak domates bitkilerini
genetik olarak dayanikli hale getirmek i¢in ¢alismalarini siirdiirmektedirler (Martin ve
ark., 1993).

Calis ve ark. (2013a)’nin yaptiklar1 ters genetik calismasinda Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’e hassas saf hat olan NCEBR3 domates bitkisini
etil metan sulfanate (EMS) ile mutasyona ugratmislar ve elde edilen M1 tohumlarinin
kontrollii bir sekilde kendilenmesini saglamislardir. Olusturulan M2 populasyonu bir
sonraki generasyona yine kontrollii sekilde kendilenerek M3 popiilasyonunun olugmast
saglanmistir. M2 ve M3 popiilasyonlarinda en viriilent irk olan Cmm2’ye dayanikli M3-
9 ve M3-15 Umitvar mutant domates bitkileri tespit edilmistir. Bu ¢alismanin devami

niteliginde yaptiklar1 diger caligmalarda dayanikliligin resesif karakterde bir gen



tarafindan kontrol edildigini belirlemislerdir. Mutant M3-9 ve M3-15 bitkilerinin
genetik farkliliklarim1 anlamak amaciyla yapilan c¢alismalarinda farkli genetik

Ozelliklere sahip olduklar1 belirlemislerdir (Calis ve ark., 2013a).

Bu calisma; Calis ve ark. (2013a)’nin yaptiklar1 ¢alisma sonucu Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’e dayanikli olarak bulunan mutant M3-9 mitvar
bitkisi ile hassas ticari ¢esitlerin melezlenerck genetik zenginlik kazandirilmasi sonucu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) temelli haritalama ¢aligmasi yapilarak dayanikliligi

saglayan lokusun hangi kromozom {izerinde oldugunu tespit etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Domateste Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Hastalik Etmeni ve
Epidemik Durumu

Domateste bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina neden olan Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis hastalik etmeni gram pozitif bir bakteridir.
Bakteriyel etmen ilk Bacterium michiganense olarak Erwin F. Smith tarafindan
isimlendirilmistir. ilerleyen zamanlarda cesitli isimlendirmeler alsa da terminolojik
isimlendirmenin kabuluyle yaklasik 50 yil boyunca Corynebacterium michiganense
olarak isimlendirilmistir. Taksonomik smiflandirmanin gelismesiyle birlikte, patojen
bakterinin hiicre duvar1 yapisi hakkinda yeni bilgiler elde edilmis ve 1980’11 yillarda
Clavibacter smifi igersinde siiflandirma yapilarak Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis olarak adlandirilmigtir (Gleason ve ark., 1993). Hastalik etmeni patojen
optimum olarak 20-29 santigrad derecede gelisirken, 35 santigrad derecenin {izerinde

ise ¢ok nadir olarak gelisme gosterebilir (Holt ve ark., 1994).

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin birincil inokulum
kaynaginin tohum oldugu belirtilmektedir. Etmen meyve etinden tohuma bulasarak,
tohumlar1 yilizeysel sekilde kaplamaktadir. Hastalik etmeninin bu sayede bir sonraki
generasyonda bulasik tohumlar araciligiyla ilk olarak kotiledon yapraklara daha sonra
da vaskiiler dokuya kolaylikla gectigi bilinmektedir (Ozaktan ve Bora., 1991).

Ozaktan (1991)’nin bildirdigine gore hastalik etmeninin dogal olarak enfekteli
tohumlarda etmenin tohuma bulasma oran1 % 1-5 iken yapay olarak enfekte edilen
tohumlarda ise tohuma bulagsma oran1 % 21-40 oldugu tespit edilmistir. Hastalik etmeni
patojen bulastigi tohumlarda, tohum kabugu ya da tohum zarindan gegerek tohumda
enfeksiyon gerceklestirir. Patojenin tohumun en i¢ bolgesinde bulunan embriyoya

giremedigi saptanmistir (Patino-Mendez, 1964).

Hastalik etmeni patojen olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
Onemli inokulum kaynaklarinda birisi de etmenle bulasik topraktir. Patojenin

topraktacanli kalabilmesi iizerine aragtirmacilar tarafindan farkli ¢alismalar yapilmistir.



Strider (1967) yaptig1 calismada patajenin topraga inokulasyonu sonrasinda canli
kalabilme stiresini arastirmistir. Calisma sonucunda hava ile kurutulan bulasik toprakta
inokulasyonu takiben 7. aya kadar etmen geri izole edilebilirken 8. aydan sonra etmen
geri izole edilememistir. Arastirmaci 2 santigrad derecedeki nemli toprakta patojenin
18-30 ay gibi bir siire boyunca toprakta canliligini siirdiirdiigiinii ve viriilentliginin
devam ettigini belirlemistir. Bu ¢alismadan elde edilen bilgilere gore hastalik etmeninin

canlilig1 ve virtilentligi lizerine toprak nemliliginin etkili oldugu goriilmektedir.

Belguzar (2014) Turkiye Tokat sartlarinda 2012 yil1 yaz ve ki aylarinda yaptigi
calismada hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in toprakta
kalabilme siiresini arastirmistir. Yaz aylarinda hastalik etmeni 15. giin sonrasinda geri
izole edilemezken, kis aylarinda 28. giin sonrasinda geri izolasyonlarda hastalik
etmenine rastlanmamistir. italya’da Ciccarone ve Carili (1948) yaptiklari calismada
hastalik etmeninin toprakta canliligini arastirmiglar ve 4 yil canliligin1 koruyabildigini
bildirmiglerdir. Bu c¢alismalardan anlagilacagi iizere hastalik etmeni patojen olan
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in toprakta kalicilig1 bolgelere gore 15

giin ile 4 y1l arasinda farklilik gdsterdigi anlagiimaktadir.

Hastalik etmeni patojenin bir diger inokulum kaynagi ise bulasik bitki atiklaridir.
Fatmi ve Schaad (2002) yaptiklar1 ¢calismada patojenle bulasik bitki artiklarinda hastalik
etmeni patojenin canli kalabilme siiresini farkli cografik bolgelerde arastirmislardir.
Aragtirmada toprak ylizeyindeki bulasik domates gdvdelerinde; ABD’nin Ohio ve
California eyaletlerinde 314, Fas’in Melk Zhar bélgesinde 194 ve Fas’in Ait Melloul
bolgesinde 132 giin siireyle canliligin siirdiirebildigini belirlemislerdir. Ayn1 bolgelerde
topraga gomiilen bulasik domates govdelerinde ise California’da 240, Ohio’da 340,
Melk Zhar ve Ait Melloul’da 60 giin siireyle canliliklarini koruduklarini saptamislardir.
Belgiizar (2014)’in Tiirkiye Tokat sartlarinda Temmuz 2013-Temmuz 2014 tarihleri
arasinda yaptig1 calismada topraga gomiilen bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligiyla
bulasik domates artiklarinda patojenin canli kalabilme siiresini arastirmistir. Arastirma
sonucunda patojenle bulasik bitki artiklarinda 1 ay siireyle hastalik etmeni patajenin
canli kalabildigini saptamistir. Arastirmacilarin sonuglarina gore hastalik etmeni patojen

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in bulasik bitki artiklarindaki canlilik



stireleri lizerine cografi bolge, bulasik bitki artiginin toprakta olmasi veya olmamasi

durumlar etki etmektedir.

Hastalik etmeninin olusturdugu semptomlar sistemik ya da lokalize
enfeksiyonlarn olusmasina gore farklilik gosterir. ikincil enfeksiyonlarin olusturdugu
semptomlar genelde sinirli olup, asil semptomlari genelde birincil enfeksiyon olan
sistemik enfeksiyonlar olusturmaktadir. Enfeksiyon tohum ya da acilan yaralar ile
gerceklesmis ve patojen iletim demetlerine ulagmigsa sistemik enfeksiyon gergeklesir.
Sistemik enfeksiyon bitkide kendini ilk olarak solgunluk semptomuyla gostermektedir.
Sistemik enfeksiyon sonucu geng¢ fidelerde hizla solma ve ¢okmeler, yashi domates
bitkilerinde ise solgunluk semptomu yavas yavas gergeklesir. Patojenin sistemik olarak
enfekte ettigi bitkilerin govdelerinde iletim demetlerinin renk bozulmasi ile dnce sariya
ilerleyen donemlerde kahverengiye donen bir renk aldig1 goriiliirken, gévdelerde dikey

sekilde ¢atlamalar yani kanserler goriiliir (Yildiz, 2007).

Bakteriyel hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in
bitkiye giris enfeksiyonu dogal aciklik ve yaralar yolu ile olmus ise ilk olarak bitkide
nekrozlar ve yaprakta meydana gelen lekeler ile olusan lokalize semptomlar meydana
gelir. Lokalize enfeksiyonun ilk semptomlar1 genellikle yaprakgiklarin kenarmndaki
nekrozlar olusturmakta ve buna ‘yanmis faz’ ismi verilmektedir. Yanmis faz belirtisi ilk
olarak kahverengilik alt yaprak¢igin kenarlarinin kurumasiyla baslayarak kendini
gostermektedir. Nekrotik alanlar zamanla genisler yaprak ve zamanla biitiin bitki
govdesinin biiziilmesine neden olur. Diger bir degisle lokalize enfeksiyonlar zamanla
sistemik enfeksiyonlara doniisebilmektedir. Hastalilk etmeni patojenin ilerledigi
donemlerde domates meyvesinde meyvenin albenisini diisiiren kenarlar1 beyaz haleli
ortast kahverengi ‘kus gozii’ adi verilen spesifik semptomlar olugmaktadir. Etmen
Solanaceae familyasinda hastalik olusturuyor olsa da bu familya igersinde en fazla

semptom gosterdigi ve hastalik olusturdugu bitki domatestir (Y1ldiz, 2007).

Hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domateste
meydana getirdigi tahrip edici zararlarin Oniine gecilebilmesi i¢in en basta sistemik
enfeksiyonlart meydana getiren inokulum kaynagi olan bulasik tohumlar, bulasik

topraklar ve bulasik bitki artiklarindan ari iiretim yapilmasi gerekmektedir. Daha sonra



ise iretim sezonu boyunca yapilan budama, koltuk alma gibi bir takim islemler
sirasinda hastalikla bulasik bitkilerden saglikli bitkilere hastalifin bulasmamasi igin

dikkatli olunmalidir.

Calis ve ark., (2014a)’nin da belirttigine gore arastirmacilar bakteriyel kanser ve
solgunluk etmeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile micadele
konusunda c¢esitli arastirmalar yapsalar da giinlimiizde etkin bir miicadele yontemi
gelistirilememistir. Giiniimiizde hastalik etmeniyle miicadelede kullanilan pestisitler
sadece koruyucu amagl olup hastalik ile miicadelede kesin bir etki saglayamamaktadir.
Bu bakimdan hastaliktan kaynakli kayiplar, iiretimde artan girdilerin yami sira
kimyasallarin da hem g¢evre hem de insan saglig1 iizerine zarar1 goz Oniine alininca
cevreci ve en etkili miicadele yontemi olarak dayanikli ¢esit kullanmak gerektigi

anlagilmaktadir ( Calis ve ark., 2014a).

Domateste bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina dayaniklilik agisindan
baktigimizda dayaniklilik kaynagi olarak domatesin yabani tiirlerinden Lycopersicum
hirsutum, L. peruvianum ve L. pimpinellifolium tanimlanmaktadir (Sandbrink ve ark.,
1995). Arastirmacilarin bazilar1 hastalik etmenine karsi dayanikliigin ¢ok gen yani
kantitatif bir dayanmiklilik oldugunu bildirirken bazilar ise tek gen yani kalitatif bir
dayaniklilik ile hastaligin kontrol edildigini bildirirler (Karabulut, 2014; Lindhout ve
Purimahua., 1989).

Kabas ve ark.,, (2010)’min bildirdigine gore Tiirkiye’de hastalik etmeni
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis patojenine karsi tescil ettirilen 577

adet ticari domates c¢esitleri icersinde hastaliga karsi dayanikli bir ¢esit bulunamamustir.

Hastalik etmeni patojen olan Cmm 20. ylizyilin baginda ilk olarak ABD’nin bir
eyaleti olan Michigan’da saptanmistir. Hastalik etmeni ilk defa goriildiigii zamandan
itibaren diinyanin ¢esitli domates ftretim yerlerinde tespit edilmistir (Gleason ve
ark.,1993). Cmm’nin Kenya, Ontaria ve Carolina gibi domates tiretimi yapilan yerlerde
epidemi zamanlarinda %60-80 nin lizerinde kayiplar olusturdugu bildirilmistir (Sherf ve

Macnab., 1986).



Hastalik etmeni patojen Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
Tiirkiye’de Tokgoniil (1998)’iin bildirdigine gore I¢ Anadolu’da ilk olarak Ankara’da
saptanmistir. Daha sonraki yillarda sirayla domates iiretim alanlarinda hastalik etmeni
Cmm’nin varlig1 ¢esitli arastirmalarla belirlenmistir. Giiney Dogu Anadolu’da Bremer
ve ark., (1952), Marmara’da Karahan (1965), Ege’de Karaca ve Saygili (1977), Dogu
Akdeniz’de Cinar (1980), Cukurova’da Oktem (1985), Bati Akdeniz’de Basim ve
ark.,(2004)’nin  yaptigi calismalar bu bolgelerde hastalik etmeni Cmm patojeni

bulundugunu belirtmistir.

Oktem (1984) Ankara’da yaptig1 ¢alismada hastalik etmeni patojen Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in bu ilde % 0.5 ile % 23 oraninda yayginlik
gosterdigini belirtmistir. Tespit ¢calismalarinin yapildig: ilgelerde bazi alanlarda hastalik

etmeniyle bulasik alanlarin %100 oldugunu da bildirmistir.

Ozyilmaz (2001) yaptig1 survey ¢alismalarinda I¢ Anadolu bolgesinde Cmm’nin
varligint 14 ilde arastirmistir. Domates iiretim alanlarinda 354 noktadan 6rneklemeler
almislar yapilan arastirma sonucunda Afyon ili haricinde diger illerde bakteriyel kanser
ve solgunluk hastalifinin varhigin tespit etmislerdir. Hastalik en yaygin olarak Isparta

ilinde %5.25 olarak tespit edilmistir.

Dogu Anadolu bdlgesinde Erzincan’m Oltu Erzurum’un Ispir ve Artvin Yusufeli
ilgelerinde Target ticari domates cesidinin iretildigi 6 farkli iretim alanlarinda
hastaligin yaygmligi arastirilmistir. Arastirmada elde edilen izolatlar biyokimyasal ve
yag asid metil ester analizleriyle Cmm olarak tanimlanmigtir. Bu c¢alisma sonucunda

hastalik yaygiliginin bu ilgelerde %100 oldugu saptanmistir (Sahin ve ark., 2002).

Basim (2002) tarafindan Isparta ili ve g¢evresinde yapilan ¢alismada ortii alti
domates iiretim alanlarinda yaptiklari surveylerde 40 tane seranin hastalik etmeni
patojen olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ile bulasik oldugunu
bildirmektedir.

Yildiz (2007)’in Dogu Akdeniz bolgesinde Antalya, Adana, Mersin, Marmara
bolgesinde Bursa, Ege bolgesinde Izmir ve Dogu Karadeniz bdlgesinde Artvin’de

yaptig1 surveylerde domates bitkilerinde hastalifin semptomik olarak yogun bir sekilde
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goriildiigiinii belirtmistir. Domates iiretimi yapilan bu illerde hastalik belirtilerinin
onceki sezonda daha yiiksek oldugu ve bolgede %70-80 dolaylarinda goriildiigiinii
bildirmistir.

Belglzar (2014) Tokat Merkez ve ilcelerinde Domateste Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis’in neden oldugu Bakteriyel Solgunluk ve Kanser
Hastaliginin bulunma oranlarini belirlemek icin survey calismalari yapmistir. 2011
yilinda 65 domates tarlasinda, 2012 yilinda ise 163 domates tarlasinda surveyler
yaparak ornekler almistir. 2011 yilinda 543 da’lik alanda, Cmm etmeninin neden oldugu
hastaligin arazide bulunma durumu %9.64, 2012 yilinda ise 1246.5 da’lik alanda Cmm
etmeninin neden oldugu hastaligin arazilerde bulunma durumu ortalama %4.98 olarak
belirlemistir. 2011 yilinda bolgede hastaliga rastlanma orani Merkez’de %88.88 iken
ilcelerde ise Niksar’da %54.54, Erbaa’da %52.38, Turhal’da %46.15 ve Pazar’da
%18.18 olarak, 2012 yilinda hastaliga rastlanma orani en fazla Erbaa ilgesinde %61.90
olarak bulmustur. Tokat Merkez’de %52.85, Turhal ilgesinde %47.72, Pazar ilcesinde

%44.44 ve Niksar ilgesinde ise hastaliga rastlamamistir.

2.2. Bitkilerde Hastaliklara Dayamklihk Kavrami ve Molekiiler Markorler

Bitkilerde hastaliga dayaniklilik kavrami, hastalik olusturan patojen etmenlerin
cogalma ve gelisme gostermesini bitkiler tarafindan engellenmesidir (Roberts, 2002).
Bitkilerin hastalik etmenlerine kars1 dayanikliligi; hastalifa yiiksek direng, orta
derecede direng ve diisiik direng seklindedir. Bitkiler hastalik etmenine yiiksek diizeyde
direng gosteriyorsa patojen hicbir sekilde ¢ogalamaz ya da c¢ok diisiik diizeylerde
cogalabilir. Direng orta ve diisiik seviyelerde ise hastalik etmeninin ¢ogalmasi belli bir
seviyede meydana gelir. Buna karsin patojene direng gostermeyen bitkilerde etmen
tamamen cogalir ve meydana getirdigi yogun enfeksiyon sonucu bitkilerin 6liimiine
neden olabilmektedir. Genetik dayaniklilik kalitimsal olarak; tek gen dayaniklilifi,
birka¢ gen dayaniklilig1 ve ¢ok gen dayanikliligi seklindedir (Roberts, 2002).

Dayanikliligin kalitimsal durumunu bilmek 1slah ¢alismalarinda biiyiik 6nem arz
etmektedir. Tek gen dayanikliligi ile kontrol edilen dayaniklilik 1slahlar1 diger
dayaniklilik sekillerine gore oldukga basittir ve sonu¢ elde edebilmek daha kolaydir.
Cok gen dayanikliliginda ise dayaniklilik bitki genomunda birden fazla bolgede etkili
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olmakta bunun sonucunda da Mendel’in genetik ac¢ilimma uygun oranlar
vermeyebilmektedir (Geiger, 1989). Bu durumda o6lgiimler kantitatif olarak yapilmakta
ve dayanikliligi saglayan farkli yerlerdeki her bolgeye QTL denilmektedir (Young,
1996).

Klasik 1slah yontemlerinde bu diren¢ kaynaklarinin 6zelliklerinin belirlenmesi
fazla 1g giicii ve uzun zaman gerektirerek oldukca giic olmaktadir. Ayn1 zamanda
geleneksel yontemlerle 1slah edilen ya da olusturulan yeni popiilasyonlarda (F1, F2...,
vb.) Ozellikle ¢ok gen direncinde testlerin yapilmasi hemen hemen imkansizdir. Biitiin
bu durumlar géz Oniine alindig1 zaman karsilasilan zorluklarin molekiiler markorler
yardimiyla giderilmesi daha da kolaylasmaktadir (Ballvora ve ark., 1995: Bradshaw ve
ark., 1998: Lu ve ark., 1999). Klasik 1slah c¢alismalarinda markoérlerin kullanilmasiyla
gen etiketleme ve gen haritalama caligmalarinin siiresini kisaltan yonteme Markor

Destekli Seleksiyon (MAS) ad1 verilmektedir (Joshi ve ark., 2000).

Calismalarda kullanilacak molekiiler markorler; polimorfik olmali ve butin
genomda kullanilabilmeli, genetik fakliliklar1 ortaya ¢ikarmada yeterli olmali, ¢ok
sayida giivenilir ve bagimsiz markor iiretmeli, az miktarda doku ya da DNA
gerektirmeli, hizli, basit ve biitceye uygun olmali, farkli fenotipler arasinda baglanti
kurabilmesi gibi 6zellikler tasidiginda ideal bir molekiiler markor ¢aligmasinda avantaj
saglar. Ancak higbir molekiiler markoér bu 6zelliklerin hepsini birden tagimamaktadir.

Molekiiler markorler kullanim amaglarina gore su sekilde siralanabilir;

1. Gegis tiiriine gore (maternal cekirdek kalitimi, biparental c¢ekirdek
kalitimi, paternal organel kalitimi, maternal organel kalitimu,)

2. Gen aksiyonuna gore (kodominant ve dominant markorler)

3. Analiz metotlarina gére (PCR temelli olmayan = Hibridizasyon ve PCR
temelli markorler) (Kesawat ve Das, 2009).

Basit dizi tekrarlar1 (SSR-Simple Sequence Repeats) markdorleri mikrosatellitler
olarak ta bilinmektedir. Bu markorler DNA dizileri icinde tekrar eden 1-6 b¢’ni
taramaktadir. SSR primerleri akrabalik derecesi bulunan tiirler aras1 farkli canlilarda
kullanilabilmektedir. Mikrosatellit sayilarinin farkliligina sebep olan temel olaylar DNA

replikasyonu sirasinda meydana gelmis olan dizi atlama, dogru olmayan baz eslesmeleri

12



ya da krossing-over olaylarmin esit olmamasindan kaynaklanir. Bu durum jel

elektroforeziyle kolayca belirlenebilmektedir (Matsuoka ve ark., 2002).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markdrleri, populasyonlardaki
bireylerin genomunda meydana gelen tek nikleotid farkliliklar1 olarak bilinmektedir.
Bitkiler dahil bir ¢ok canli tiiriinde ortaya g¢ikabilen bir varyasyondur. Eklenme ve
silinme SNP olusmasinda (InDel) niikleotid dizisi degisimine neden olan temeldir. Gen
haritalamada, MAS ile 1slah ve harita temelli gen klonlama ¢alismalarinda ¢ok etkin bir
sekilde kullanilmaktadir. SNP olusumlar1 aksi bir durum olmazsa DNA bdlgelerinin
kodlama yapmayan yerlerinde gorilmektedir. Ayni1 zamanda kodlama yapan bolgelerde
de meydana gelebilmektedir. Bu durumda aminoasit dizisinde degisime sebep olabildigi
durumlar olurken, aminoasit dizisinde hicbir degisiklige de neden olmayabilir. Bu
durumda genin kodladig: tiriinde veya gende herhangi bir degisiklik meydana gelmez

(Sunyaev ve ark., 1999).

Giliniimiizde molekiiler markor teknikleri karsilagtirildiginda kodominat yapida
ve polimorfizmi yilksek SSR ve SNP markérlerinin diger markor tekniklerine gore daha
fazla tercih edildigi bildirilmektedir ( Eserkaya-Guleg ve ark., 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Dayamkh ve Hassas Domates Materyallerinin Temini

Calismada kullanilan domates materyalleri daha onceden test edilerek fenotipte
dayanikli veya hassas olarak tespit edilmis cesitlerdir. Calismanin ana materyalini
olusturan ve dayanikliligin haritalanacak oldugu bitki M3-9 Umitvar mutant saf hat
domates cesididir. Hassas fenotip gosteren bitkiler ise farkli tohum firmalar tarafindan

tiretilip piyasada yetistirilen F1 domates ¢esitleridir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan hibrit hassas domates c¢esitlerinin temin edildigi

yerler

Domates Cesidi Cesit Ozelligi Temini

1 | Newton Hibrit F1 Syngenta, Antalya

2 | Alkan Hibrit F1 Yiksel Tohumculuk,
Antalya

3 | Shvari Hibrit F1 Yuksel Tohumculuk,
Antalya

4 | Marmara Hibrit Fy Yiksel Tohumculuk,
Antalya

5| Esin Hibrit Fy Syngenta, Antalya

Dayanikli olarak tespit edilen M3-9 bitkisi daha 6nceden EMS (etil metan
siilfanate) mutajeniyle mutasyona ugratilmis EBR3 bitkisinden elde edilmistir. GOU
Ziraat Fakiiltesi icersinde yer alan Bitki Koruma Anabilim dali Fitopatoloji
laboratuarindaki tohum koleksiyonu icersinden temin edilmistir. Bu dayanikli olarak
bulunan M3-9 domates ¢esidi homozigot yapida olup, kontrollii sekilde kendileme

islemleri yapildigi i¢in heterozigot agilim gostermemektedir.
3.1.2. Calismada Kullanilan Bakteriyel Etmenin (Cmm2) Temini

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domates bitkileri Gzerinde en
fazla hastalik semptomuna neden olan Cmm2 ki1 Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat

Fakiiltesinde bulunan Fitopatoloji boliimiindeki stoklardan temin edilmistir.
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3.1.3. Calismada Kullanmilan Besi Yerleri

Domateste Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastalik etmeni bakteri olan Cmm2
wrkinin F1 ve F» bitkilerinde patojenisite testi igin gelistirildigi besi yeri glikoz yeast
carbonate agar (GYCA)’dir. Bu ortamda etmen hem daha yogun bir sekilde gelismekte
hem de daha hizli siirede gelisme gostermektedir. F1 ve F2 bitkilerinden etmen geri
izole edildikten sonra King-B besi yerinde gelistirilmis ve PCR teknigi ile tanilanmak

icin stoga alinmigtir. Besi yerlerinin igerikleri EK-A’da verilistir.

3.2.YOntem
3.2.1. Bitki Materyallerinin Sera Ortaminda Yetistirilmesi

Calismanin ana materyallerinden olan M3-9 domates bitkisi ve hibrit 6zellikte
olan ticari ¢esitler daha 6nceden bakteriyel patojen Cmm2 ile test edilmistir. Yapilan
testler sonucunda calismada kullanilacak olan domates c¢esitlerinden ticari; Esin,
Marmara, Alkan, Siivari ve Newton bunlarin yaninda ayrica M3-9 Umitvar mutant
domates ¢esidi de fenotipik olarak skorlanmistir. Bu skorlamada ticari gesitlerin etmene
kars1 olan duyarliligi ve M3-9 iimitvar mutant domateslerin patojene kars1 dayaniklilig

(Sekil 3.1. ve sekil 3.2.) ispat edilmistir (Calis ve ark., 2013a).

Sekil 3.1. Dayanikli M3-9 bitkisi (A) ile hassas ticari gesit Siivari (B) bitkisinin
inokulasyon sonrasi fenotipik goriiniimii
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Sekil 3.2. Dayanikli M3-9 bitkisi (A) ile hassas ticari gesit Siivari (B) bitkisinin
inokulasyon sonrasi iletim demetlerinin goriintiisti

Calismada kullanilan M3-9 ve ticari domatesler uygun sera ortaminda
caligmanin her asamasinda asagida belirtilen sekilde standart olarak yetistirilmistir.
Tohum yatagi olarak viyoller icersinte steril torf ihtiva eden ortam kullanilmistir (Sekil
3.3.). Tohumlar bu ortamlara 0.5 cm derinlikte her bir popiilasyonun karismamasi igin
etiketlenerek ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan domates tohumlarini bulunduran viyoller
GOU Biyoteknoloji serasinda 16 saat 151k 8 saat karanlik ortam ve sicaklig1 ortalama 25
°C olan kontrollii ortamda %60 nispi nemde yetistirilmistir. Sonra standart bir sekilde

sulama islemleri gerceklestirilmistir.

s Lt
e ‘iadh il

Sekil 3.3. Domates fidelerinin viyollerde yetistirilmesi
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Ekimi yapilan domates tohumlar1 ¢imlenip ¢ikis yaparak 2-3 gergek yaprakli
fide haline geldigi zaman saksilara sasirtilmistir. Sasirtildiklart ortam ayni oranda
toprak, perlit, torf ve yanmis hayvan giibresi ihtiva etmektedir. Bu ortam daha 6nceden
hastalik ve zararlilardan arindirilmak amaciyla 1 atm basingta 15 dk 121 °C’de otaklav
edilmistir. Domates fideleri saksilara sasirtildiktan sonra sera ortaminda kontrollii bir
sekilde gelismeye birakilmistir. Bu esnada domateslere koruyucu ilaglamalar ve bitki

besin maddeleri verilmis standart olarak giinliik sulamalar1 yapilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Fidelerin saksilara sasirtildiktan sonra serada bakimi

3.2.2. Domateste F1 ve F2 (Haritalama) Popiilasyonlarimin Olusturulmasi

Tek bazlik mutasyona sebep olan EMS ile mutasyona ugratilan NCEBR3
bitkisinden meydana gelen M3-9 bitkisi ile orijinal NCEBR3 bitkisinden elde edilecek
olan F> bitkilerinden molekiiler olarak haritalama ¢aligmasinin ¢ok zor olmasi nedeniyle
M3-9 bitkisi ticari ¢esitlerle melezlenip genetik havuzu zenginlestirilmistir.
Melezlemeler sonucunda hastaliga dayanikli M3-9 domates ¢esidi ve ticari Fi
bitkilerinden elde edilen yeni F1 bitkileri sera ortaminda kontrollii bir sekilde

gelistirilmistir. Cigek donemine geldiginde M3-9xTicari F1 bitkilerinin gigekleri
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havalanmaya izin veren ancak polen gecisini engelleyen parsomen kagitlariyla
kapatilarak kontrollii bir sekilde kendilenmesi saglanmis olup F» bitkileri tohumlarinin
olusmasi saglanmistir. Genetik havuzu zenginlestirilerek olusturulan M3-9xTicari F»

popiilasyonu haritalama ¢alismalarinda kullanilmistir.

3.2.2.1. Domateslerin Melezlenerek Fi Popiilasyonlarimin Olusturulmasi

Viyollere tohumlari ekilen dayaniklt mutant M3-9 ve hibrit ticari ¢esitler sera
ortaminda 3.2.1.°de anlatildig1 gibi yetistirilmistir. Bitkiler c¢iceklenme donemine
geldiginde tam olarak agmis ¢igeklerden polenleri steril petri kaplarina alinarak serin ve
giines gérmeyen ortamda 2-3 giin sonra tam olarak agmamis ¢igeklerde melezleme

yapilabilmesi i¢in olgunlagmasi saglanmistir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Olgunlastirilmak i¢in polen alinan ¢igek (A) ve melezleme yapilan ¢icek (B)

Dayanikli M3-9 ve hassas ticari ¢esitlerin melezlenmesi islemleri tam olarak
acmamis ¢igeklerde gerceklestirilmistir. Melezleme islemine baslamadan once eller ve
melezleme aletleri %70’lik etil alkol (Ek-B) ile steril edilmistir. Ilk olarak tam olarak
agcmamis c¢icekler sec¢ilmistir. Bu c¢iceklerin tag ve canak yapraklart ¢igegin i¢
bolgelerinde bulunan ovaryuma zarar vermeden steril pens ile uzaklastirilmigtir. Daha
sonra icersinde erkek organlari bulunan kisim ovaryum ve disicik tepesine zarar

vermeden uzaklastirilmistir.
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Bu islemlere Emaskulasyon ve Kastrasyon denilmektedir. Melezleme
yapilabilmesi i¢in disi organ tek basina birakilmistir (Sekil 3.6.). Disi organ tek basina
birakildiktan sonra tozlama islemine gecilmistir. Havanin durumuna ve disi ¢igegin
stigmasinin olgunlagsmis olmasina gore tek basina birakilan disi ¢igekler hemen 6nceden
olgunlagtirilan polenlerle tozlama yapilmis ya da kese kagidi igersine alinip stigmanin

olgunlagmasi beklenmistir.

w51
39

' <

Sekil 3.6. Acmamis domates ¢iceginde tag, canak ve erkek organlarin uzaklagtirilmasi
disi organin tek kalmasi

Canak, tag ve erkek organlarin uzaklastirilmasindan sonra tek basina birakilan
disi organ daha Onceden melezlemelerde kullanilmak amaciyla olgunlastirilmis petri
kab1 igersindeki polenlere daldirilarak tozlama isleminin yapilmasi saglanmistir. Bu
isleme polinasyon adi verilmektedir. Bu islemden sonra melezleme yapilan ¢igek bir
parsomen kagida gegirilerek etiketlenmistir. Bu parsomen kagidin 6zelligi ise hava ve
151k gegirebilirken polen gegisine engel olmasidir. Boylece disaridan gelebilecek olan

herhangi bagka domates ¢esidinin polenleriyle dollenme olmayacaktir (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Cicekte tozlama ve etiketlenmis F1 tohumlarini tagiyan meyvenin erken
goranim
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Melezleme islemleri giiniin serin saatleri olan sabah ve aksam {izerileri
yapilmigtir. Bunun sebebi ise disicik tepesinin iizerindeki sivinin yiiksek sicakliktan
dolay1r kurumasina ve yapilan tozlamadaki polenlerin disicik tepesine yapismamasina

engel olmaktir. Boylece dollenme kontrollii bir sekilde gergeklestirilmistir.

Ilerde cikabilecek sorunlardan dolayr 5 ticari popiilasyonla M3-9 mutant
domates melezlenerek F1 hibrit bitkiler olusturulmustur. Burada ilerdeki aksamalar
boylece giderilmis olmaktadir. Yani melezleme sonucu olusturulan herhangi bir M3-
9xTicari F1 tohumlar1 yeterli olmadiginda veya ekildikten sonra dogal afet, hastalik,
zararhidan kaynakli bir sikinti yasandigi zaman 5 ticari g¢esitten herhangi baskasiyla

yapilan melezlemelerden elde edilen F1’lerin kullanilmasi planlanmustir.

Yapilan ¢alismada domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin en yikici
irkina dayanikli olan M3-9 mutant domates ¢esidi ile ticari cesitler arasindaki
melezlemeler su sekilde yapilmistir. Anne olarak dayanikli ¢esidimiz olan M3-9
kullanilirken baba olarak hassas ticari g¢esitlerin kullanildigi gibi, anne olarak hassas
ticari bitkiler kullanilirken baba olarak dayanikli mutant M3-9 bitkileri kullanilarak ta

melezlemeler 2 yonlii olarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.8.).

Yapilan melezlemeler her bitkide 3 tane ¢icegi gecmeyecek ve 3 giinde bir
tekrarlanacak sekilde gergeklestirilmistir. Yani bir ¢igek lizerinde melezleme yapilan
cigek harici digerleri bitkiden uzaklastirilmistir. Bir bitkide toplamda 3 dolde 1’er tane
cicekte melezleme yapilmis olup diger c¢icekler bitkiden uzaklastirilmistir. Bu
melezleme yapilan g¢igekler 3. gline kadar her giin polinasyon islemine tabi
tutulmuglardir. Bunun sebebi ise melezlemelerde meyve tutumunun oranini

yukseltmektir.
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Sekil 3.8. 2M3-9 x Ticarid ve olusan meyvesi, @ Ticari x M3-92' ve olusan meyvesi

Yapilan melezlemeler sonucunda F; tohumlarini tasiyan meyveler olusmustur.
Olusan meyveler hasat zamanma gelince GOU biyoteknoloji serasinda hasat edilip
GOU Ziraat Fakiiltesi Fitopatoloji boliimiine tohumlar1 ¢ikarilmak amaciyla
getirilmistir.  Tohumlar c¢ikarildiktan sonra kurutma kagitlarn {izerinde 2-3 gln
kurutulmuslardir. Kuruyan tohumlar 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarilmistir. Biitiin
meyvelerin hasadi beklenene kadar ilerde ¢alismada kullanilmak amaciyla buzdolabinda

+4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Melezlemelerden Elde Edilen Fi1 Tohumlarimin Yetistirilmesi ve F2

Tohumlarinin Elde Edilmesi

Melezlemelerden elde edilen ve +4 °C’de muhafaza edilen Fi tohumlari
3.2.1.’de belirtildigi gibi GOU biyoketnoloji serasinda yetistirilmistir. Fide déneminde
2-3 gercek yapraklt doneme geldiginde yine 3.2.1.°de belirtilen esit miktarlardaki

karisim igersine saksilara sasirtilmistir.

Generatif olgunluga gelen bitkilerin ¢icekleri heniiz agmadan yabanci
dollenmeyi 6nlemek amaciyla ¢igekler parsomen kagidiyla kapatilmistir. Bu sayede

hem yabanci dollenme 6nlenmis olup hem de kendileme islemi kontrollii bir sekilde
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gerceklestirilmistir. Her bitkide 3 dol parsomen kagidina alinip {izerleri etiketlenmistir.
Bitkilerde 3 doliin parsomen kagida alinma sebebi bitkinin daha fazla doli saksi iginde
bliylitemeyecegi ve i¢ersinde tohum olusturamadigi i¢indir. Gelisime birakilan meyveler
hasat donemine varincaya kadar sera igersinde hastalik ve zararlilara karsi ilach
miicadeleye devam edilmistir. Ayrica bitkilerin kendilerini daha iyi toplayabilmesi i¢in
mikro-makro besin elementleri takviyesi yapilmis olup en verimli sekilde tohum alimi

saglanmstir.

Parsomen kagidi icersinde doéllenen meyveler belirli bir olgunluga geldiginde
disindaki parsomen kagidi c¢ikarilmis ve olgunlasmasi beklenmistir (Sekil 3.9.).
Olgunlasan meyvelerden tohumlar 3.2.2.1.°deki gibi hasat edilmistir. Haritalama

calismasinda kullanilmak tizere +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.9. F> tohumlarini tagiyan kendilenmis domatesler

3.2.3. F1 ve F2 Populasyonu Domates Bitkilerinde Patojenisite Testi

Melezleme islemleri gergeklestirildikten sonra elde edilen meyvelerin bizim
istedigimiz meyveler olup olmadigimi kontrol etmek amaciyla patojenisite testleri
yapilmistir. Bu testlerde anne mutant M3-9 baba ticari ($M3-9 x Ticarid) melezleri
kullanilmis olup bunlarda patojenisite testi sonucunda dogru olup olmadigina karar
vermek kolay olacaktir. Bunun sebebi ise dayanikliligin ¢ekinik (resesif) karakterde bir
gen tarafindan kontrol edilmesidir. Ayrica daha dnceden mutant x mutant ve mutant x
ticari melezleri testlere tabi tutulmus olup F1 bitkilerinin hassas karakter gostermesinden

dolayidir.
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Yapilan bu patojenisite testi sadece hassaslik ya da dayaniklilik agisindan degil
caligmanin ilerlemesinde emin adimlarla yiirlinmesini kesinlestirdigi i¢in 6nem arz
etmektedir. Yapilan patojenisite testi sonuglari yapilan melezlemelerin $M3-9 X

Ticarid F1 popiilasyonunun dogrulugu agisindan énemli olup bunu ortaya koyacaktir.

Patojenisite testlerinin yapilabilmesi i¢in F1 ve bu Fi’ler igersinde $M3-9 X
Siivarid F1 populasyonundan elde edilen F2 (haritalama) popiilasyonlar1 3.2.1.’daki
gibi sera ortaminda yetistirilmistir. F1 bitkileri 6ncelik olarak ekildikten sonra 2 gruba
ayrilmigtir. Bu gruplardan birisi kendilenmesi saglanarak F2 tohumlarini olusturmak

icin kullanilirken diger grup patojenisite testlerine tabi tutulmustur.

Patojenisite testi yapmak i¢in bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmeni
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in domateste en yikici irki olan Cmmz2
onceden hazirlanan steril besi yeri olan GYCA’da 3’lii ve 4’li ¢izimleri yapilarak
gelistirilmistir. —20 °C’de stokta bulunan bakteriler steril kabin icersinde eritildikten
sonra once kabinin %70’lik etil alkol ile steril edilmesiyle GYCA besi yerlerine

cizimleri yapilmistir (Sekil 3.10.).

{iiiiiid

Sekil 3.10. Bakterilerin GYCA besi ortamina steril kabinde ¢izilmesi
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Steril kabinde ¢izimi yapilan bakteriler daha sonra petri kaplarinin hava almasini
ve bulasmay1 engellemek amaciyla etrafi parafilm ile sarilmistir. Etrafi parafilm ile

sarilan petri kaplar1 3 giin boyunca +28 °C’de inkiibatorde gelisimi beklenmistir.

GYCA besi yerinde Cmm2 k1 gelistirildikten sonra F1 popllasyonu domates
bitkilerinin 4-5 gercek yaprakli doneme geldikleri zaman steril kiirdan yardimiyla
govdeye kok bogazinin istiinden ilistirilerek mekanik inokulasyonu (Sekil 3.11.)
gerceklestirilmistir (Yildiz, 2007). Kontrol olarak steril kirdanlar steril dH20 (saf su)
ile muamele edilmis ve bitkilerin bazilarinin kok bogazi iistiine ilistirilerek kontrol

grubu olusturulmustur (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. Hastalik etmeni patojenin gelisimi (A), bitkilerin gévdesine mekanik
inokdlasyon (B), kontrol grubu bitkiler (C)

F2 haritalama popiilasyonu olarak $M3-9 x Siivarid F1 bitkilerinin kontrolli
olarak kendileme sonucu olusturulan F> popiilasyonu kullanilmistir. Bu F»
popiilasyonunu olusturan tohumlar 3.2.1.’de belirtildigi sekilde yetistirilmistir. 3-4
gercek yaprakli donemde 3.2.1.°de belirtilen esit orandaki yetistirme ortamlar1 bulunan
steril saksilara sasirtilmistir. Haritama popiilasyonu olan $M3-9 x Siivarid F»
bitkilerine calismada karisiklik olmamasi ig¢in F.O.1, F.0.2,... F.0.80 secklinde
isimlendirme yapilmistir. F2 haritalama popiilasyonunu olusturacak olan 80 bitki
yetistirilmistir. Bunlarin yaninda bu popiilasyonu elde etmede kullanilan ebeveyn M3-9

ve Siivari bitkileri de ayn1 kosullar altinda yetistirilmistir (Sekil 3.12.).
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Sekil 3.12. Ebeveyn anne M3-9 (A), baba Suvari (B) ve $M3-9 x Siivarid F2
populasyonu kodlanan bitkileri (C)

F> bitkilerine inokulasyon hemen gergeklestirilmemistir. Bunun sebebi
haritalama popiilasyonunda her bitkinin genetik yapisinin birbirinden farkli olabilecegi
i¢in yapilan patojenisite testi ile bitkilerin 6liimii riskini almamaktir. F2 popilasyonunda
patojenisite testleri klonlanmis olan bitkilerde yapilmistir. Bitkiler belli biiytikliige gelip
koltuk verdigi zaman bu koltuklar bitkilerden steril bistiiri yardimiyla kesilerek
alinmistir. Alinan koltuklarin hepsi ayr1 kaplarda iizerleri etiketlenerek steril su

igersinde koklendirilmistir.

Butlin bu yapilan islemlerdeki ana ama¢ haritalama poptlasyonunda Cmm?2
patojen 1rkina kars1 direng gostermeyen bitkilerin inokulasyon sonrasinda hemen
O0lmesinin Oniline gecmektir. Boylece yapilacak olan PCR analizleri i¢in gerekli olan
DNA bitkilerden daha rahat bir sekilde temin edilebilmistir. Koklenen koltuklar
3.2.1.’da belirtilen toprak, torf, perlit ve yanmig hayvan giibresi karigiminin dnceden

steril edilmis ve doldurulmus saksilara sasirtilmistir (Sekil3.13.).
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Sekil 3.13. F, haritalama bitkilerindeki koltuk gelisimi (A), alinan koltuklarin
koklendirilmesi (B), koklenen klon bitkilerin saksilara sasirtiimasi (C)

PM3-9 x Siivarid F haritalama bitkilerinden genetik olarak ayni 6zellik

gosterecek olan klonlarin alinmasiyla elde edilen bitkiler saksilara sasirtildiktan sonra 4-

5 gergek yaprakli donemleri takip edilmis ve GYCA besi ortaminda yetistirilen

bakteriyel kanser hastalik etmeni Cmm2 ile inokulasyonlar1 3.2.3.’nin basinda

belirtildigi sekilde yapilmustir (Sekil 3.14.).

Sekil 3.14. F; popiilasyonunda patojenisite testinin yapilmasi

3.2.4. F1 ve F2 Domates Popiilasyonlarindan Patojenin Geri Izolasyonu ve DNA

Izolasyonu

Patojenisite testleri sonucunda F1 ve F: bitkilerinde 1 ay sonrasinda fenotipik

skorlamalar yapilmistir. Skorlamalar sonucunda bakteriyel kanser hastalik etmeni
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Clavibacter michiganensis susbp. michiganensis’in domateste en fazla semptomu
olusturan ve zarar veren irki olan Cmm2 hastalik semptomlarini bitkilerde gostermistir.
Bitkilerde solgunluk, yapraklarda nekrozlar gorilirken iletim demetleri agildiginda ise
renk degisimleri ve bosalmalar gézlemlenmistir. F2 popiilasyonlarinda ise bazi bitkilerin
hastaliga kars1 diren¢ gosterdikleri ve herhangi hastalik semptomlarina rastlanmadigi
gbzlemlenmistir. Bu belirtilerin Cmm2 patojeninden mi kaynaklandigi yoksa ¢evresel
kosullar ya da bagka bir hastalik etmeninden dolay1r m1 kaynaklandigini belirlemek i¢in

bitkilerin govdelerinden 6rnekler alinmustir.

Omekler GOU Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Anabilim dali Fitopatoloji
bolumiinde steril kabin icinde pamukla %70’lik alkolle temizlenmistir. Temizlenen
orneklerden alinan kesitler yine steril kabin igersinde steril havanlarda doviilerek 6z
suyu ¢ikartilmistir. Cikarilan bitki 6z suyu King-B besi yerine 6ze yardimiyla 3°lii ve
4’10 cizimleri yapilmistir. Bitki 6z suyu aktarilan petrilerin kenarlar1 parafilm ile
kapatilip hastalik etmeninin en iyi gelisme sicakligi olan 28 °C’de inkiibatore alinmistir

(Sekil 3.15.).

Sekil 3.15. Besi ortamina bitki 6z sulariin aktarilmasi (A) ve inkiibatére konulmasi (B)

OM3-9 x Siivarid Fi1 ve Fz popiilasyonlarindan geri izolasyonu yapilip
inkiibatorde gelistirilen bakteriler daha sonra tekrar 3. ve 4. bolgeden 1 6ze dolusu
alinarak yeniden King-B besi yerinde saflastirilmigtir. Saflastirilan bakterilerden ilerde

PCR ile spesifik markorler (Cizelge 3.3.) yardimiyla teyit edilmesi igin hem orijinal
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Cmm2’nin hem de King-B besi yerinde gelistirilen bakterilerden Nejat ve ark.,
(2009)’1n belirttigi gibi toplam genomik DNA’lar1 ¢ikarilmistir. YOntemin prosedur(
asagidaki sekildedir;

1. Bakteri izolatlar1 9 ml Nutrient Broth (Ek-B) sivi besi yerine asilanarak 200
dev./dk. ¢alkalayicida gece boyu 27 £1 °C’ de gelistirilmistir.

2. Bakteri stispansiyonundan 1 mililitre steril ependorf tiiptine alinmis ve tiipler
15.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

3. Pelet alinarak siipernatant ortam digina atilmigtir. Ependorfta bulunan peletin
uzerine 600 pl CTAB (Ph:8.00) (Ek-B) eklenerek vortekslenmistir.

4. Tapler icindeki sollisyonla 65 °C’ deki su banyosunda yarim saat bekletilmistir.

5. Banyodan alinan her bir tipe 600 pl Cloroform isomil alkol eklenmis ve 1’er dk
vortekslenmistir.

6. 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilarak iist kisma ¢ikan supernatant icinde
DNA yeni ependorf tlp icine aktarilmistir. TUplere 600 pl derin dondurucuda -
20 °C’de sogutulmus isopropanol eklenmistir. Tiipler derin dondurucuda (-20
°C) 45 dk. bekletilmistir.

7. 12.000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir.

8. Ust siv1 kisim dikkatlice dokiilmiis ve -20 °C’de sogutulmus % 70’lik alkolden
1000 pl tiiplere eklenmistir. 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak alkolle
yikama yapilmstir.

9. Ependorf tiipler ters cevrilere alkol dokiilmiis ve steril kabinde 1 saat kurumaya
birakilmstir.

10. Ependorf tlpler icerisine 30 ul TE Buffer (Ek-B) koyulmustur. Izole edilen
DNA’lar PCR amplifikasyonlarinda kullanilmak amaci ile -20 °C’de muhafaza
edilmistir.

11. DNA orneklerinin izole edilip edilmedigi %1°lik agarose jelde jel elekroforez

sisteminde goriintiilenerek DNA 6rneklerinin izole edildigi teyit edilmistir.

Bu yontemde 1 ve 2 numarali adimlar bakterilerin yogunlugunun ¢ok az oldugu
durumlarda uygulanmasi daha uygundur. Eger bakteriler yeteri derecede gelismis ise 1

ve 2 numarali adimlar izlenmeden direk 3 numaradan baslanilarak devam edilebilir.
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3.2.5. Kalitim Derecesinin Belirlenmesi

Haritalama ¢alismasi yapilabilmesi i¢in 80 tane F» bitkisi yetistirilmis olup bu
bitkiler hatalik etmeni Cmm2 patojeniyle patojenisite testlerine tabi tutulmustur.
Patojenisite testleri sonucunda bitkilerde meydana gelen semptomlara bakilarak bitkiler
fenotipik olarak 0-5 skalasina gore degerlendirilip skorlanmistir. Skorlamalardan elde
edilen tablo ile istatistiki analiz yapilmstir. Istatistiki Khi-Kare (X?) (Sekil 3.16.) testi

uygulanarak analizler yapilmistir.

, G- B)’
ey B)

Sekil 3.16. Khi-Kare (x?) testi formalii
3.2.6. F2 Haritalama Popiilasyonu Bitkilerden DNA izolasyonu

9M3-9 x Siivarid F2 haritalama poptlasyonu bitkilerinde inokulasyon sonucu
elde edilen semptomlar goz oOniinde alinarak hastaliga direng¢li (dayanikli) ve direng
gostermeyen (hassas) bitkiler skorlanmistir. Skorlanan bitkiler icersinden hastaliga karsi
en direngli ve en direngsiz bitkiler segilmistir. Sambrook ve ark. (1989)’nin yapraktan
DNA izolasyon yonteminin modifiye edilmis sekliyle saf DNA’lar elde edilmistir. DNA
izole etme islemi sirasinda proteinleri parcalamak i¢in Proteinaz K, RNA’lan
parcalamak i¢inse RNase adi verilen enzimler kullanilmistir. Kloroform/isoamylalkol
24:1 oraninda ortamda parcalanan proteinleri, hiicre icerigini ve RNA parcalarini

uzaklagtirmak i¢in kullanilmistir. Asagida protokliin agamalari verilmistir.
DNA izolasyon protokoli:

» 15-2 cm boyundaki yaprak Orneklerinin her biri Oncelikle sivi nitrojen
kullanilarak ependorf tiip icerisinde toz hale gelecek sekilde ezilir. Daha sonra
her tiipe 500 pl buffer (Ek-B) ilave edilir.

» Ependorf tlplerinde bulunan her 6rnege bir iinite Proteinase - K eklendikten

sonra (1 Unite 5 pl konsantrasyon) vorteksde 1 dk. karistirilir.
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40 pl %20 SDS (veya 80 pl %10 SDS) (Ek-B) eklenir. Ornekler alt iist edilerek
iyice karistirilir. SDS’den sonra vorteks kullanilmaz. Su banyosunda 65°C’de 2
saat bekletilir. 15 dakikada bir alt Ust edilerek iyice karismasi1 saglanir.

Tupler su banyosundan cikarildiktan sonra 5 dk. oda sicakliginda sogumasi
beklenir. 2/3 hacim (400 pl) kloroform : isoamil alkol (24:1) eklenir. 10-15 dk.
hafifce alt st edilir ve iyice karistirilir.

10 000 rpm’de 15 dk. santrifuj edilir.

Elde edilen siipernatant yeni bir ependorf tiipiine alinir. Supernatant’a 400 pl
soguk 2-propanol eklenir. 1-2 dk. alt Ust edilir. Bu islemden sonra DNA gozle
goraldr.

10 000 rpm’de 15 dk. santrifuj edilir.

Santrifujden sonra Ust kisimdaki sivi dikkatlice dokdlir. Tabanda kalan Pelet
kurutulur. Pelet bulunan ependorfa 400 pl 1X TE eklenir. 4°C’de 1 gece
dinlendirilir.

2. giin DNA 60 °C’deki su banyosunda 3 saat 15 dk.’da bir karistirilarak eritilir.
RNase (10 mg/ml) ¢ozeltisinden 1 pl eklenir. 60 °C’deki su banyosunda 1 saat
boyunca 15 dk.’da bir karistirilarak bekletilir.

Tupe 400 pl kloroform: isoamil alkol (24:1) eklenir. Tlpler 10-15 dakika hafifce
alt Ust edilir.

15 dk. 10 000 rpm’de santrifuj edilir.

Sipernatant 100 pl 1,2 M (Molar) NaCl (veya 26 pl 5M NaCl ) (Ek-B) koyulan
yeni tiipe alinir. Hafifce karistirlir.

800 pl %96 soguk etil alkol eklenir. DNA alt iist edilip karistirilarak ¢okeltilir.
10 000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilir. Ustteki siv1 dikkatlice dokulir.

Pelet 1 200 pl %70 soguk etil alkol ile hafifce yikanir. Alkol peletin oldugu
yerin karsisina dokilmelidir. 200 ul’lik pipetle 200 ul’si ilk olarak sonra geri
kalan1 1000 pl’lik pipetle dikkatlice dokilir. Yikanan pelet ters cevrilerek 2
saat kurutulur.

Kuruyan pelet 100 pl 1X TE’de ¢6zilur. 1 gece 4°C’de ¢Ozinmesi beklenir.
Diger giin 65°C su banyosunda 3-4 saat eritilir. Toplam 20 pg civarinda saf
DNA elde edilebilir.
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3.2.7. PCR Calisma Metodu

PCR (Polymerase Chain Reaction veya polimeraz zincirleme tepkimesi), yeri
bilinen belirli bolgeler arasindaki niikleik asit dizilerini markdrler yardimiyla enzimatik

olarak ¢ogaltilmasi islemine verilen addir.

Metot kisaca suni olarak bir tiip i¢inde belirli bolgedeki niikleik asitlerin
cogaltilmas1 esasina dayanmaktadir. Bunun i¢in kullanilan spesifik niikleik asit sirasi
bilinen genellikle 6-25 bp’lik markoérler gerekmektedir. Bir ¢esit klonlama olarak da
bilinen PCR; 94-98 °C araliginda DNA’nin denatiirasyonuyla baslar. 37-65 °C
araliginda annealing (tavlama) ile primerlerin yapismasiyla devam eder. 72 °C
sicaklikta DNA uzamasina (extension) dayanan ve tekrar eden dongilerden
olusmaktadir. Bu ii¢ devre istenilen dongii sayisi ayarlanarak defalarca istenilen
b6lgenin c¢ogaltilmasiyla birlikte milyonlarca DNA elde edilmesini saglar. Bu islem
termal-cycl adin1 verdigimiz bu ti¢ devrenin gerek sicaklik gerek gerceklesme siirelerini

ayarlamamizi saglayan alet ile gerceklestirilir (Anonim, 2016¢)

PCR islemi sirasinda reaksiyonda bazi kimyasallar énemlidir. Tampon ¢ozelti
adim1 verdigimiz kimyasal; ortamin tuz konsantrasyonun optimum eder ve pH’y1
duzenler. MgSO4 ’ e polimeraz enzimi ihtiya¢ duyarken, A, T, G, C nukleotidleride
DNA iiretiminde kullanilir. Bu bahsedilen kimyasallarin herhangi birinin eksik ya da
istenilen konsantrasyon ve miktarda olmamasi elde edilecek PCR iiriiniin ya hig
olmamasi ya da istenilen goruntinin elde edilememesi gibi sonuglar ile karsilasmamiza
neden olabilir. Calismada aksi Dbelirtilmedikge Cizelge 3.2.te  belirtilen

konsantrasyonlar ve miktarlarda kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. PCR amplifikasyonlarinda kullanilan kimyasallar, konsantrasyonlar1 ve

miktarlari
Kimyasal Madde Final Miktar
konsantrasyon (mikrolitre= pl)
dsH-0 Ultra Saf 17ul
MgCl. 20 mM 4ul
Taq Buffer 10X 4ul
dNTP Mixture 2.5mM 4ul
Primer 1 10 mM 4ul
Primer 2 10 mM 4ul
Taq Polimerase 05U 1ul
DNA 50 ng/100 2ul
Toplam: 40 pl

3.2.7.1. Bakteriyel Patojenin Molekuler Olarak Tanilanmasi

OM3-9 x Siivarid F1 ve F2 popiilasyonu domates bitkilerinde gergeklestirilen
patojenisite testleri sonucu hassas bitkilerin gévdelerinden bakteriler izole edilmistir.
izole edilen bakterilerin DNA’lar1 izole edilerek spesifik primerler ile Cmm olup
olmadigi tanilanmistir. Bunun igin Louws ve ark., (1999)’nin gelistirdikleri 614 bp
bliyiikliiglinde bant olusturan CMM5 ve CMMBG6 primer ¢ifti kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Patojen tanimlanmasinda kullanilan primerler

Primer Baz Dizilim Baz Biiyiikliigii
CMM5 GCGAATAAGCCCATATCAA 614 bp
CMM6 CGTCAGGAGGTTCGCTAATA 614 bp

Kullanilan primer ¢itleri ile yapilan PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen

patojen bakterilerin Cmm oldugu tanisi kesin olarak koyulabilmistir.

3.2.7.2. Haritalama Populasyonu F2’de Molekiiler Cahsmalar ve Kullanilan

Markorler

Calismanin en &nemli kismmi olusturan laboratuar calismalarinda GOU

Biyoteknoloji laboratuari alt yapist kullanilmistir. Yapilan F2> popllasyonundaki lokus
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haritalama ¢alismalarinda toplamda 120’in dstiinde SSR ve INDEL markorleri
kullanilmistir (Cizelge 7.1., Cizelge 7.2. EK-C’de verilmistir). Yapilan ¢alismada amag
fenotipteki direngli (dayanikli) ve direng gdstermeyen bitkileri genotipte skorlamaktir.
PCR karigimlart Sambrook ve ark., (1989)’nin o yillarda belirttikleri protokoliin

modifikasyonu seklinde olusturulup optimize edilen kosullarda kullanilmistir.

PCR amplifikasyonu icin gerekli olan kimyasallar ve miktarlar1 3.2.7.1.°da
cizelge 3.3.’te verilmistir. Caligmada kullanilan SSR ve INDEL markérlerinin
Ozellikleri ve markdrlerin ¢alismalarda hangi 6zelliklere sahip olmasi gerektigi 2.2.°de

anlatilmistir.

3.2.7.3. PCR Urinlerini Jel Elektroforezde Gorintiileme

Laboratuar c¢aligmalarinda PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen PCR
tirtinlerini goriintiilemek igin jel elektroforez sistemi kullanilmigtir. Sistemde — yonden
+ yone bir elektrik akimi verilmekte olup bu akim icersinde Ethidium Bromide boyar
maddesi bulunan %3’lik metaphor jel ve %2’lik agarose jel icersindeki PCR driini
daha sonra bilgisayar ortaminda goriintiilenebilmektedir. Ayrica izole edilen DNA
orneklerinden gergekten izolasyon gerceklestirildi mi diye teyit etmek igin %1°lik
agarose jelde kullanilmistir. Genellikle 60-100 voltluk bir elektrik akimi

uygulanmaktadir. Metaphor ve agarose jellerin hazirlanis protokolii asagidaki gibidir.

» Hangi boy jel boxda yapilacagina gore jel box’in alabildigi kadar dH20
ile birlikte 5 X TBE karisim1 yapilir.

> -20 °C’de 15 dk. bekletilir.

» Tartilan Metaphore agarose, hazirlanan karisimin igine aktarilir ve 10 dk.
1siticilt mayetik karistiricida balikla karistirilir.

» Terazide karisimin ilk kiitlesine bakildiktan sonra (zerine 100 dH20
eklenerek 15 dk. karistirilir.

» Erlenmayerin iizeri stre¢ filmle beraber kapatilir, 2-3 delik agildiktan
sonra mikrodalgada kaynamaya birakilir.
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Mikrodalgada ilk kitlesine inene kadar 45 sn’de bir karistirilarak
kaynatilir.

Ik kiitlesine 20 g kalinca 85-90 °C arasinda geldiginde jel kiivetinin
kenarlarina silikon cekilir.

[k kiitlesine indiginde mikrodalga firindan alinir. Ethidium Bromide 85-
90 °C arasindayken eklenir, yavasca karistirilir. Tamamen karisinca jel
tankina dokiiltir.

Oda sicakliginda 75 dakika , +4 °C’de 30 dk. bekledikten sonra ylkleme
yapilabilir.

Agarose jelde istenen dH20 ve 5 X TBE dolapta bekletilmeyerek direk

olarak karisim hazirlanir.
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4. BULGULAR
4.1. F1 Popiilasyonunda Yapilan Patojenisite Testi Sonuclar

GYCA besi yerinde gelistirilen bakteriyel kanser hastalik etmeninin en yikici
irk1 olan Cmm2 ile melezlemelerin dogrulugunu anlayabilmek amaciyla F1 bitkilerine
patojenisite testi yapilmustir. Inokiilasyondan sonraki 1 hafta bitkiler her giin kontrol
edilmistir. Bitkiler inokulasyondan sonraki 1 aya kadar diizenli bir sekilde sulamalari
yapilmis kontrol edilmislerdir. inokulasyon sonrasi her hafta hastalik semptomlarinin
varligi gozlemlenmis ve degerlendirilmistir. Ayn1 dogrultuda kontrol grubu bitkiler

kendilenmeye birakilan bitkiler olup herhangi bir hastalik semptomu goriilmemistir.

Sekil 4.1. F1 domates gdvdelerinde kanser ve govde icersi 6ziin bosalmasi

Inokulasyon sonrasi 2.haftadan itibaren bitkilerde fenotipik olarak govdede
kanserler gozlemlenmistir. 1 ay sonrasinda bitkilerin gévdeleri inokulasyon bdlgesinin
alt tarafindan kesilerek {ist bolgesinin simetrik olarak ikiye ayrilmasiyla agildiginda ise

govde Oziiniin tamamen bosaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.1.)
4.2. F2 Popiilasyonunda Yapilan Patojenisite Testi Sonug¢lari

Melezlemeler sonucu olusturulmus olan haritalama popiilasyonu genetik havuzu
zenginlestirilen M3-9 mutant domates bitkisi ile ticari Suvari bitkisinden elde edilen
OM3-9 x Suvarid(F.0O.) F2 popilasyonudur. Bu F.O F, popiilasyonundan patojenisite

testleri yapmak ve fenotipteki hastaliga karsi direng gdsterimini genotipte skorlamak
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icin 80 tane bitki yetistirilmistir. Bu bitkiler patojen Cmm?2 ile inokulasyonu sonrasinda
1. ay sonunda fenotipik skorlamalar yapilmistir. Fenotipler skorlanirken Francis ve ark.,

(2001)’nin belirttigi 0-5 skalas1 kullanilmistir. Bu skalaya gore;

0= Direngli, bitkinin herhangi bir aksaminda hastalik semptomu goriilmeyen

bitkiler ( Sekil 4.2.)
3= Orta hassas, bitkilerde solgunluklar ve gévdelerde kanserler, ( Sekil 4.2.)
5= Hassas, bitkilerde asir1 semptomlar ve bitkinin 6liimii seklindedir ( Sekil 4.4).

Bu belirtilen skalaya gore bitkiler gruplandirilmistir. Ayni1 6zellikleri tagiyan
bitkiler bir cizelge olusturularak orada belirtilmistir. Calismalarda karismay1 6nlemek
ve kolaylik agisindan $M3-9 x Siivarid F2 bitkilerinin her biri 3.2.3."de belirtildigi gibi

ayr1 ayr1 ‘F.O.” olarak adlandirilmistir.

Sekil 4.2. F.O F, popilasyonu direncli bitki fenotipik (A), direncli bitki gévde kesiti
(B), orta hassas bitki fenotip (C), orta hassas bitki govde ici gériunumleri (D)
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Sekil 4.3. F.O F, popilasyonu direngsiz hassas bitkilerin fenotipik ve gdvde
kesitlerinden goérintmleri

F» (F.O.) popilasyonu bitkilere Cmm2 patojeniyle inokulasyon yapildiktan

sonra 1 ay sonunda 0-5 skalasina gore skorlanan 23 adet direngli, 19 adet hassas ve 38

adet orta derecede direng gosteren bitkiler fenotip olarak skorlanmistir. (Cizelge 4.1 ).

Cizelge 4.1. ?M3-9 X Siivarid (F.O.) F2 popiilasyonunda koltuk alinarak yetistirilen
domates bitkilerinin Cmm2 ile inokulasyonundan sonraki 1 ay sonunda 0-5
skalasina gore degerlendirilmesi.

0-5 skalas1 degerleri
Bitki ismi

Dayamikh =0 Orta dayamkh =3 Hassas =5

F.O0.1 X
F.0.2 X
F.0.3 X
F.0.4 X
F.O0.5
F.0.6 X
F.O0.7 X
F.0.8 X
F.0.9 X
F.0.10 X
F.0.11 X
F.0.12 X
F.0.13 X
F.0.14 X
F.0.15
F.0.16 X
F.0.17
F.0.18
F.0.19
F.0.20

x

x

XXX | X
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Cizelge 4.1. (Devam) ?M3-9 X Sivarid (F.O.) F2 popiilasyonunda koltuk almarak
yetistirilen domates bitkilerinin Cmmz2 ile inokulasyonundan sonraki 1
aysonunda 0-5 skalasina gore degerlendirilmesi.

0-5 skalas1 degerleri
Bitki ismi

Dayamkh =0 Orta dayamkh =3 Hassas = 5

F.0.21 X
F.0.22 X
F.0.23 X
F.0.24 X
F.0.25 X
F.0.26 X
F.0.27 X
F.0.28 X
F.0.29 X
F.0.30 X
F.0.31 X
F.0.32 X
F.0.33 X
F.0.34 X
F.0.35 X
F.0.36 X
F.0.37 X
F.0.38 X
F.0.39 X
F.0.40 X
F.0.41 X
F.0.42 X
F.0.43 X
F.0.43 X

F.0.44 X
F.0.45 X
F.0.46 X
F.0.47 X
F.0.48 X
F.0.49 X
F.0.50 X
F.0.51 X
F.0.52
F.0.53 X
F.0.54 X
F.0.55 X
F.0.56 X
F.0.57 X
F.0.58 X
F.0.59 X
F.0.60 X
F.0.61 X
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Cizelge 4.1. (Devam) ?M3-9 X Sivarid (F.O.) F2 popiilasyonunda koltuk almarak
yetistirilen domates bitkilerinin Cmmz2 ile inokulasyonundan sonraki 1
aysonunda 0-5 skalasina gore degerlendirilmesi.

0-5 skalas1 degerleri
Bitki ismi

Dayanmikh =0 Orta dayanikh =3 Hassas = 5

F.0.62 X
F.0.63 X
F.0.64 X
F.0.65 X
F.0.66 X
F.0.67
F.0.68
F.0.69 X
F.0.70 X
F.0.71 X
F.0.72 X
F.0.73 X
F.0.74 X
F.0.75 X
F.0.76 X
F.0.77 X
F.0.78 X
F.0.79 X
F.0.80 X

4.3. F1 ve F2 Popiilasyonlarindan izole Edilen Bakterilerin PCR ile Tanilanmasi

F1 ve F2 popiilasyonlarinda hastalik semptomlarinin bizim etmenimiz olan
Cmm2’den mi kaynakli yoksa baska bir etmenden dolayr mi1 oldugunu teyit etmek
amaciyla govdelerden alinan Ornekler 3.2.4.’de belirtildigi gibi King-B besi yerinde
gelistirilmistir  (Sekil 4.4.). Gelistirilen bakterilerden toplam genomik DNA
cikarilmistir. Ayn1 zamanda pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere orijinal Cmm2
patojeninin de DNA’s1 ¢ikarilmistir. Yapilan PCR amplifikasyonlar1 sonucunda geri
izole edilen bakteri DNA’lar1 ile orijinal bakteri olan Cmm2’nin DNA’lar

karsilastirilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. F1 ve F2 bitkilerinden geri izole edilen bakteri gelisimleri

King-B besi yerinde gelistirilen bitkilerden geri izole edilen bakterilerden PCR
amplifikasyonu gergeklestirmek icin DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izolasyon
sonucunda Cmm patojenine spesifik CMM5 ve CMM6 primer ¢iftinin olusturdugu 614
bp’lik bant olusumlari ile izole edilen bakterilerin Cmm oldugu tanisi kesin bir sekilde
ortaya koyulmustur (Sekil 4.5.) (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.5. $M3-9 X Sivarid Fi1 ve F bitkilerinden elde edilen bakterilerin orijinal
Cmm2 ile olusturdugu 614 bp’lik bantlar (Ornekler Cizelge 4.2.°de
aciklanmaigtir)
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Cizelge 4.2. YM3-9 X Sivarid' F1 ve F, popilasyonu domates bitkilerinde inokulasyon
sonrasi govdeden izole edilen patojenlerin CMM5 ve CMM6 primerleri
kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonu sonuglarinin degerlendirilmesi

Ornek | Ornek Sonug
Numarasi
1 Pozitif Kontrol (1) +
2 QM3-9 X Sivarid F; +
3 F.O0.7 +
4 F.0.42 +
5 F.0.15 +
6 F.0.23 +
7 F.0.56 +
8 F.0.73 +
9 F.0.6 +
10 F.0.64 +
11 F.0.18 +
12 F.0.29 +
13 F.0.33 +
14 F.0.38 +
15 F.0.1 +
16 Negatif kontrol (su) -

4.4. Kalitim Derecesinin F2 Populasyonunda Belirlenmesi

Haritalama popiilasyonu olan F.O. F2’de 80 bitki yetistirilmis olup bu bitkiler
domateste bakteriyel kanser hastaligina neden olan Cmm2 izolat1 ile patojenisite testine
sokulmuslardir. Patojenisite testlerinden elde edilen fonotipik skorlamalar yapildiktan
sonra 4.2.’de belirtildigi gibi tablo olusturulmustur. F.O. haritalama popiilasyonunda
olusturulan tablonun degerlerine gore istatistiki analizler kalitim derecesini ortaya
koymak amaciyla yapilmistir. Kalitim derecesinin ortaya konmasinda analiz yontemi

olarak X 2 (Khi-Kare) testi uygulanmustir (Cizelge 4.3.).

F.O. popiilasyonunda 80 tane haritalama bitkisinden fenotipte 23 adet bitki
hastaliga kars1 direng gostermis, 38 adet bitki hastaliga kars1 orta diren¢ (orta hassas)
gostermis ve son olarak 19 adet bitki ise hastaliga kars1 herhangi bir direng géstermemis
yani hassas olarak skorlanmigtir. Toplam olarak fenotipte 57 hassas 23 direngli bitki

gozlemlenmistir. Bu oranlarin arasinda farkin bu derece ¢ok olmasi ise resesif

41



karakterdeki gen tarafindan bitkilerde diren¢ olusmasidir. Bu genin resesif karakterde
olmasi sebebiyle fenotipte F2 bitkilerinde %25 oraninda direng gosteren bitki gelmesi
beklenirken %75 oraninda hassas bitkilerin klasik Mendel kurallarina gore bu sekilde
olmasi beklenmektedir. Yani diger bir deyisle yetistirilen 80 bitkiden fenotipte 60
bitkinin hastaliga direng gostermezken 20 bitkinin hastalifa karsi direng gostermesi

beklenmektedir.

X2 degeri (beklenen bitkiler-gozlenen bitkiler)? / beklenen bitkiler formiiliiyle her
durum icin hesaplanmaktadir. Haritalama popiilasyonunda gozlemlenen degerler ele
alindiginda toplam X? degeri direng gosteren ve gostermeyen bitkiler i¢in 0.060 olarak

bulunmustur (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. F2 popiilasyonunda yapilan patojenisite testine gore 0-5 skalasina gore
degerlendirilen  bitkilerin  kalitim  derecesinin  khi-kare testi ile

degerlendirilmesi.
Fenotipik Gozlemlenen Beklenen Sapma 1
Reaksiyonlar (G) (B) (G-B) (G-B)YB
Dayanikli 23 20 +3 0,045
Hassas 57 60 -3 0,015
Toplam 80 80 0 0,060

Yapilan haritalama g¢alismasindaki degiskenlerde 2 tane varyans bulunmakta
olup bu varyanslar hastaliga karsi direng gosteren ve direng gostermeyen hassas
bitkilerdir. Fakat bu varyasnlarin eksikligi ise X? testlerinde serbestlik derecesinin
olmamasidir. . Bu nedenden dolay: haritalama c¢aligmasinda direng gosteren ve direng
gostermeyen fenotiplerin toplamdaki serbestlik derecesi (degree of freedom: d.f) bir
kabul edilip bu d.f derecesinde bulunmakta olan X? degeri arastirilacaktir. X? tablosu
incelendiginde ise 0.900 degeri olan 0.015’ten biiylik olmas1 kalitimin ¢evreden dolay1
olacagi hipotezini reddetmistir. Hastaliga karsi direncin resesif bir gen tarafindan
kontrol edildigi ve bu genin klasik Mendel kurallarina gore sonraki nesillere gectigi
anlasilmaktadir. Yani istatistiki olarak (¥2=0.060; d.f = 1) seklinde X? degeri ve
serbestlik derecesi gosterilir. Bilimsel olarak yazilan ve yayinlanan makalelerde bu

deger parantez igersinde gosterilir. Yapilan ¢alismada beklenen degerlerle gdzlemlenen
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degerlerin ¢ok yakin olmasi bu durumun genetik olarak bitkilerden bitkilere gectigini

veyahut genetikten dolay1 kaynaklandigi rahatca sdylenebilir.
4.5. F.0. (?M3-9 X Suivarid ) F2 Popiilasyonunda Haritalama Sonuglar

Bakteriyel kanser hastaligini olusturan Clavibacter michiganensis supb.
michiganensis’in domatesteki en fazla semptom olusturan ve zarar veren irki olan
Cmm?2 hastalik etmenine dayanikli olarak bulunan M3-9 mitvar mutant domates bitkisi
ile ticari hibrit cesit Siivari melezlerinden olusan $M3-9 X Siivarid' F2 poptlasyonunda
haritalama ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Oncelikle $M3-9 X Siivari F1 popiilasyonu
olusturulmustur. Haritalamanin gergeklestirildigi F2 popiilasyonu 3.2.2.2."de belirtildigi
gibi elde edilmistir. Yaklagik olarak 120°den fazla SSR ve INDEL markorleriyle
yapilan ¢aligmada bitkiler arasindaki polimorfizme bakilmistir. Polimorfizmlerin

goriilebilmesi i¢cin PCR firiinleri %3 liikk metaphor jelde goriintiilenmistir (sekil 4.6.).

1.2 3 4Eaeais o

Sekil 4.6. Mutant M3-9 domates bitkisi ile hassas Sivari domates bitkisinde PCR
amplifikasyonu sonucunda %3’lik metaphor jelde 100 bp’lik lader
kullanilarak polimorfizmin arastirilmasi. (L:100 bp’lik Lader, A: M3-9, B:
Suvari, 1: TGS2121, 2: SL20210_883i, 3: SSR65, 4: SSR333, 5: SSR231, 6:
SSR350, 7: TOM202, 8:SSR45, 9: TGS986 )

M3-9 domates bitkisiyle Esin domates bitkisi arasinda polimorfizm
arastirmasinda %?3’lilkk metaphore jelde kosturulan PCR f{iriinlerinden elde edilen
bantlarin 100 bp’lik lader kullanilarak Bio Capt programinda hesaplanmasiyla
polimorfik primerler belirlenmistir (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. Anne ve baba bitkilerde polimorfik olarak bulunan primerlerin olusturdugu
bantlarin % 8’lik hata pay ile Bio Capt progaraminda hesaplanmasi

Kromo Marker Baz Dizilimi Kromozom Baz
zom daki Yeri Biiyiikliigii
Forward primer (5'-3") M3-9: 207 bp
3 TGS2121 GTTGAATATGCGAAACCGTCT Siivari:258 bp
Reverse primer (5'-3") 59 57 cM Baz farki:51
CAATGTGAGACTTCTTGGCG ' bp
Forward primer (5'-3") M3-9: 166 bp
5 SL20210_ GAGGTATCAAAGTTATGCTTTCAC Suvari:185 bp
883i Reverse primer (5'-3") 4550cM | Baz farki:19
TCGATTAGTTGAGCTAGTTATTCC bp
Forward primer (5'-3") M3-9: 222 bp
2 SSR96 GTTCCCGCTTGAGAAACAAC 36,50 cM | Suvari:216 bp
Reverse primer (5'-3") Baz farki:6 bp
CCAATGCTGGGACAGAAGAT
Forward primer (5'-3") M3-9: 231 bp
1 TOM202 TGGTCACCTTC_AACT'II'TTATAC ” Siivari:240 bp
Reverse primer (5'-3") Baz farki:9 bp
AAATGATAATGAAATGGAGTGA
Forward primer (5'-3") M3-9: 212
GGGTCTCAAAGAAATGGCAC Suivari:218bp
° SSR69 Reverse primer (5'-3") 24,90 cM Baz fark1:6 bp
ACGGATCTCAGCCTCAGAAA
Forward primer (5'-3") M3-9: 172 bp
CCCAAATCAAGGTTTGTGGT Suvari:168 bp
3 =i Reverse primer (5'-3") 169,00 cM Baz farki:4 bp
TCAGATGCCACCACTCTCAG
Forward primer (5'-3") M3-9: 288 bp
GGGTTATCAATGATGCAATGG Suvari:300 bp
> TGS986 Reverse primer (5'-3") 116.22cM Baz farki:12
CCTTTATGTCAGCCGGTGTT bp

TGS2121 molekiler markori hastaliga direng gosteren M3-9 domates bitkisinde

207 bp’lik bant olusturmusken, Silvari domates bitkisinde 258 bp’lik bir bant

olusturmustur. Baz farki 51 bp olarak belirlenmis, polimorfik oldugu teyit edilmistir.

SL20210_ 883i molekiler markori hastaliga direng gosteren M3-9 domates

bitkisinde 166 bp’lik bant olusturmusken, Slvari domates bitkisinde 185 bp’lik bir bant

olusturmustur. Baz farki 19 bp olarak tespit edilmis, polimorfik oldugu teyit edilmistir.

TGS986 molekiler markorl hastaliga direng gosteren M3-9 domates bitkisinde
288 bp’lik bant olusturmusken, Sivari domates bitkisinde 300 bp’lik bir bant

olusturmustur. Baz farki 12 bp olarak belirlenmis, polimorfik oldugu teyit edilmistir.

SSR96 molekiiler markoriinde baz farki 6, TOM202 primerinde baz farki 9,
SSR27 primerinde baz farki 4 bp olarak bulunmustur. SSR45, SSR350, SSR241 ve

44



SSR65 primerlerinde ise M3-9 domates bitkisi ve Siivari ¢esitleri sirasi ile 258, 300,
185 ve 240 bp’ lik bantlar olusturmuslar fakat bantlarin biiyiikliikleri ayn1 oldugu igin

polimorfizm gbézlemlenememistir.

Cmm2 hastalik etmenine karsi direng gosteren M3-9 ve direng gostermeyen
ticari hibrit ¢esit Siivari domates bitkileri arasindaki yapilan PCR amplifikasyonu
sonucunda polimorfik olarak bulunan primerler $M3-9 X Sivarid F» popllasyonunda
yetistirilen 80 bitkiden en direngli ve en direngsiz 9’ar bitkide test edilmistir. Yapilan
PCR sonuglariyla fenotipteki bitkilerin hastalifa kars1 gosterdikleri tepkiler genotipte
molekiiler markorler yardimiyla eslestirilmistir. Anne ve baba bitkilerde polimorfizmi
belirlenen SL20210 8831 molekiiler markérii ile $M3-9 X Suvarid F» popiilasyonu
bitkilerinde yapilan haritalama c¢aligmalarinda bitkilerin hastaliga kars1 fenotipteki
direng durumu ve hassaslik durumlar1 genotipte de skorlanmistir (Sekil 4.7., Cizelge

45.).

Sekil 4.7. F»> populasyonu bitkilerde SL20210_883i primeri ile yapilan haritalamanin
%3’lik Metaphore jeldeki goruntiusu
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Cizelge 4.5. F2 popiilasyonu bitkilerde SL.20210 883i primeri ile yapilan haritalama
sonuclarinin skorlanmasi (A: M3-9, B: siivari, D:Dayanikli H:Hassas HZ:
Heterozigot F.O.: 2M3-9 X Siivarid F» popiilasyonu).

Sira Bitki D/H | Skor | Sira Bitki D/H Skor
1 M3-9 D A 11 F.0.40 H HZ
2 Slvari H HZ 12 F.0.43 H B
3 F.O0.1 D A 13 F.0.44 D A
4 F.0.3 H B 14 F.0.46 D A
5 F.0.4 H HZ 15 F.0.47 D A
6 F.0.11 H B 16 F.0.48 H B
7 F.0.13 H B 17 F.0.51 D A
8 F.0.17 H HZ 18 F.0.58 D A
9 F.0.29 H B 19 F.0.60 D A
10 F.0.34 D A 20 F.0.64 D A
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5. TARTISMA VE SONUC

Dunya’da ve Turkiye’de domates iiretim alanlarinda Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’nin neden oldugu bakteriyel kanser hastaligi biiyiik ekonomik
zararlara neden olmaktadir. Arastirmacilar yaptiklart epidemi c¢aligmalarinda bu
hastaliktan dolay1 meydana gelen iiriin kayiplarindaki miktarlar1 ¢esitli bolgelerde tespit
etmiglerdir. Hastalik etmenine karsi gerek tarla kosullarinda gerekse laboratuar
kosullarinda miicadele i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Fakat giiniimiizde net olarak
hastaliga karsi bir miicadele yontemi gelistirilememistir. Hastalik etmeninin bitkiye
bulasmasinda ¢esitli inokulum kaynaklar1 oldugu bilinmektedir. Ozellikle tohumdan
olusan enfeksiyonlarda tarla ve seralarda %100 zarar meydana getirebilmektedir.
Ciftgiler kimyasal kullanarak hastalik seyrini biraz azaltabilseler de ilerleyen
donemlerde hastaliga kars1 yapilabilecek bir sey kalmamaktadir. Son yillarda
arastirmacilar etkin ve devamli bir miicadele yontemi olan dayanikli ¢esit lizerinde
calismaya baslamislardir. Ulkemizde yapilan ¢alismalar sonucunda domates bakteriyel

kanser hastaligina karsi tam olarak dayanikli bir ticari ¢esit olmadigi teyit edilmistir.

Calis ve ark., (2012) yaptiklar1 bir calisma sonucunda Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’in domates bitkisinde en fazla enfeksiyona ve zarara neden olan
irk1 Cmm2 izolatina direng gostermeyen NCEBRS3 ticari saf domates hattini tek bazlik
degisimlere neden olan EMS mutageniyle mutasyona ugratmiglardir. Elde edilen mutant
tohumlariyla M1, M2 ve M3 popiilasyonlarina kadar kendileme yaparak gelmislerdir.
Calismalarin sonucunda ise M3 populasyonunda M3-9 bitkisinin Cmmz2 izolatina direng

gosterdigini tespit etmislerdir.

Yiiksek lisans tezi olarak yapilan bu c¢alisma NCEBR3 domates bitkisinin
muatsyonu sonucu elde edilen M3- 9 bitkisinde dayanikliligi saglayan lokusun hangi
kromozom fizerinde oldugunu teyit etmektir. Bu amagla M3-9 bitkisi ile ticari hibrit
cesit olan Suvari F1 domates bitkisinin birbirleriyle melezlenmesi sonucunda $M3-9 X
Suvarid' F1 popllasyonu elde edilmistir. Elde edilen $M3-9 X Siivarid' F1 popiilasyonu
bitkiler hastalik etmeni Cmm2 ile patojenisite testine tabi tutulmustur. Patojenisite
testleri sonucunda melez F: populasyonunda bulunan bitkilerin tamaminda hastaliga

kars1 direngsizlik (hassaslik) oldugu teyit edilmistir. Haritalama c¢alismalarinin
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yapilabilmesi igin $M3-9 X Siivarid F1 bitkileri yetistirilmis ve kontrollii bir sekilde
kendilenmesine izin verilmistir. Kendileme sonucu olusan meyvelerden elde edilen
tohumlar haritalama calismalarinin yapildigi $M3-9 X Sivarid F2 popllasyonunu
olusturmustur. Bu popiilasyondan haritalama ¢alismalariin yapilabilmesi i¢in 80 bitki
yetigtirilmigtir. @M3-9 X Sivarid' F2 popilasyonunda yetistirilen 80 bitki Gzerinde
Cmm2 patojeniyle patojenisite testleri yapilmistir. Yapilan patojenisite testleri
sonucunda popilasyonda hastaliga karst en fazla direng gdsteren ve en az direng
gosteren 9’ar tane bitki se¢ilmis ve Onceden anne baba arasindaki polimorfizmin

belirlendigi primerler ile haritalama ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Van Heusden ve ark., (1999)’nin belirttiklerine gére Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis’e direncli LA2157 (Solanum peruvianum orjinli) yabani domates
hatti ve LA407 (Solanum hirsutum orjinli) yabani domates hatlar1 gelistirilmis, bu
gelistirilen domates hatlarinda hastaliga diren¢ konusunda ¢alismalar yapilmistir.
LA407 yabani domates hatlarinda yapilan ¢alismalarda hastaliga karsi direncli olarak
buluntur. Yapilan basgka bir ¢calismada LA2157 (Solanum peruvianum orijinli ) yabani
domates hatt1 hastaliga kars1 en direngli bitki olarak tespit edilmistir (Francis ve ark.,
2001). Ayrica LA2157 ile yapilan genetik analizlerde dayaniklilik genleriyle ilgili ilk
calismalarda 5 kantitatif (Quantitative trait loci :QTL) gen lokusu (Sandbrink ve
ark.,195) ve sonraki ¢alismalarda 3 QTL (Van Heusden ve ark., 1999) belirlenerek, en
etkili QTL’nin 7. kromozomda oldugu belirtilmistir. 7 no'lu kromozomda S. peruvianum
kaynakli dayaniklilikla iligkili SCAR molekiiler markorii ile belirlenerek, 1slahta
kullanilacag1 belirtilmistir. LA407 materyali ile yapilan genetik caligmalarda C.
michiganensis subsp. michiganensis izolatlarina dayaniklilikla ilgili 2. ve 5.
kromozomlarda bulunan 2 QTL belirlenerek, her iki QTL ile iligkili dayaniklilik geni

analoglari (resistance gene analogs: RGA) markarleri belirlenmistir.

Yapilan bu calismada 104 tane SSR ve 19 tane INDEL markorii kullanilarak
anne, baba ebeveynlerle birlikte 10 adet dayanikli F»> popilasyonu ve 10 adet hassas F»
popllasyonu domates bitkisinde ortalama her kromozomda 10 adet markor kullanilarak
haritalama caligmas1 yapilmistir. Yapilan haritalama c¢alismasi sonucunda bitkilerde
gergelestirilen patojenisite testi sonucu hassaslik ve dayaniklilik durumlart yani

fenotipteki hassaslik ya da dayaniklilik genotipte bir INDEL markori ile esleserek
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dayanikliligin haritalanmas1 saglanmistir. Haritalama calismast sonucu M3-9 mutant
bitkisinde dayanikliligin 5. kromozomda bir lokus tarafindan kontrol edildigi
belirlenmistir. Aym1 zamanda yapilan haritalama c¢alismasi ve kalitim derecesi
hesaplama ¢alismalarinda dayaniklilik geninin ¢ekinik karakterde oldugu ve g¢ekinik

karakterdeki dayanikliligin bir sonraki popiilasyona aktarilabildigi de tasdik edilmistir.

Arastirmacilar daha once yaptiklar1 ¢aligmalarda saf hat 6zelligi gosteren yabani
hatlarda galismalar1 gergeklestirmislerdir. Bu ¢alisma da ise tam tersine ticari bir cesitte
dayaniklilik olusturulup daha sonra bu ¢eside genetik olarak zenginlik kazandirilmistir.
Genetik zenginligin kazandirilmasiyla F2 popilsyonunda 120°den fazla markor ile
tarama yapilarak dayaniklilik lokusu arastirmasi yapilmistir. 5. Kromozom iizerinde
bulunan bu markér yardimi ile ilerde yapilacak olan sequence c¢aligmalari, gen
klonlama, aminoasit dizilimi ve genin protein yapilar1 gibi arastirilacak g¢aligmalara

kolaylik saglayacaktir.
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7. EKLER

EK-A
Glikoz yeast carbonate agar (GYCA) besi yeri

Glucose 5 gram (g)
Yeast extract 59
Calsium carbonate  40g

Agar agar1 159

Yukarida verilen kimyasallar tartilarak erlenmayere dokiilmiistiir. Kimyasallar
tizerine 1 litere dH20 (steril saf su) eklenmistir. Karistmin pH’s1 7.2°ye getirilerek
sabitlenmigtir. Karigim igersine 15 g agar agart eklenerek iyice eritilmistir.
Erlenmayerin lzeri pamuk ile kapatilmig pamugun {stiine folyo c¢ekilmistir.
Sterilizasyon i¢in 1 atm basingta 121 °C’de 15-20 dk. Otoklav edilmistir. Otoklavdan
cikan besi yerleri 40 °C sicakliga diisiince steril kabin iginde, steril 90 mm ¢apli plastik
petrilere yaklagik olarak 15-20 mililitre (ml) dokiilecek sekilde ayarlanmis ve

katilagsmalar1 saglanmustir.
KING B Besi yeri

Protease Peptone 209

Gliserin 10 ml,
K2HPO4 15¢g
MgS04.7H20 15¢g
Agar agar1 15g.

King-B besi yeri de GYCA besi ortami gibi hazirlanmis ve petrilerde katilagmasi

saglanmistir.
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EK-B

%70’lik Etil alkol ¢ozeltisi

Etil alkol 0.7 litre
Steril safsu 0.3 litre

Sirasiyla etil alkol iizerine steril saf su eklenerek %70°lik etil alkol ¢ozeltisi elde edilir.

Nutrient Broth (NB) Siv1 Besi Yeri

Nutrient Broth 849
Distile saf su 1000 mi
121°C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklav edilmistir.

100 ml Ekstraksiyon (Ctab) Buffer igin;

65 ml dH.O

10 ml 1M Tris pH:7,5

14 ml 5M NaCl

10 ml 0,5M EDTA pH:8,0

1 g CTAB kimyasal karisimi1 hazirlanarak

1 ml 14 Molar Beta-MerkaptoEthanol (BME) eklenir.

10X TE BUFFER

Tris-HCI pH:8,0 12,1 g L1
Na2EDTA.2H20 pH:8,0 3,7 g L1

%0,85’lik NaCl ¢ozeltisi

8,5 g NaCl

1 litre steril saf su
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EK-C

Cizelge 7.1. Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Kromoz
om

Marker
Ismi

Niikleotid siralamasi

Annealin

g
sicakhigi

Pozisyon

1

SSR92

Forward primer (5'-3")
AAGAAGAAGGATCGATCGAAGA
Reverse primer (5'-3")
TCATGACCACGATACTACATGTTT
C

50°C

0,00 cM

TOM196

Forward primer (5'-3")
CCTCCAAATCCCAAAACTCT
Reverse primer (5'-3")
TGTTTCATCCACTATCACGA

45°C

SSR192

Forward primer (5'-3")
ACAACATGGGAAGCACTTGA
Reverse primer (5'-3")
ATTAAATTGGGCCATGGTGA

50°C

31,50 cM

SSR308

Forward primer (5'-3")
TTTCCCTGTTTCAGCCTTTG
Reverse primer (5'-3")
GGCACGAGAATTTAGCCACT

55°C

121,00 cM

SSR222

Forward primer (5'-3")
TCTCATCTGGTGCTGCTGTT
Reverse primer (5'-3")
TTCTTGGAGGACCCAGAAAC

55°C

97,50 cM

TOM202

Forward primer (5'-3")
TGGTCACCTTCAACTTTTATAC
Reverse primer (5'-3")
AAATGATAATGAAATGGAGTGA

50°C

?

TES233

Forward primer (5'-3")
GCCTTTTCCGATCACTCCAAA
Reverse primer (5'-3")
AAGATGCCCGTACATTCGAC

55°C

2.12 MB
24.10cM

TGS2028

Forward primer (5'-3")
GTCTAGAGGATCTCGTCGATCA
Reverse primer (5'-3")
CTAGCTGCTCGGGATGTAGG

55°C

23.39 MB
29.48 cM

SSR65

Forward primer (5'-3")
GGCAGGAGATTGGTTGCTTA
Reverse primer (5'-3")
TTCCTCCTGTTTCATGCATTC

50°C

159,00 ctM

SSR117

Forward primer (5'-3")
AATTCACCTTTCTTCCGTCG
Reverse primer (5'-3")
GCCCTCGAATCTGGTAGCTT

50°C

138,00 cM

SSR5

Forward primer (5'-3")
TGGCCGGCTTCTAGAAATAA
Reverse primer (5'-3")
TGAAATCACCCGTGACCTTT

55°C

1.90 cM
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Kromozo
m

Marker
Ismi

Niikleotid siralamasi

Annealin
g

sicakhigi

Pozisyon

2

SSR26

Forward primer (5'-3")
CGCCTATCGATACCACCACT
Reverse primer (5'-3")
ATTGATCCGTTTGGTTCTGC

55°C

67.70 cM

SSR96

Forward primer (5'-3")
GGGTTATCAATGATGCAATGG
Reverse primer (5'-3")
CCTTTATGTCAGCCGGTGTT

50°C

36,50 cM

SSR22

Forward primer (5'-3")
GATCGGCAGTAGGTGCTCTC
Reverse primer (5'-3")
CAAGAAACACCCATATCCGC

60°C

99,00 cM

SSR51

Forward primer (5'-3")
CTACCCTGGTCTTGGTGGAA
Reverse primer (5'-3")
AAAGGATGCTCTAGCTTCTCCA

50°C

39,50 cM

SSR32

Forward primer (5'-3")
TGGAAAGAAGCAGTAGCATTG
Reverse primer (5'-3")
CAACGAACATCCTCCGTTCT

50°C

78,00 cM

SSR356

Forward primer (5'-3")
ACCATCGAGGCTGCATAAAG
Reverse primer (5'-3")
AACCATCCACTGCCTCAATC

55°C

44,00 cM

SSR605

Forward primer (5'-3")
TGGCCGGCTTCTAGAAATAA
Reverse primer (5'-3")
TGAAATCACCCGTGACCTTT

55°C

48,50 cM

SSR349

Forward primer (5'-3")
GAGTGATCATCCATCCTCTCA
Reverse primer (5'-3")
GGAAGAGACTTTGGACTAAGG
GA

55°C

47,50 cM

TGS373

Forward primer (5'-3")
GCATAGCGTTTTGTGGGGATT
Reverse primer (5'-3")
TAGTACAGGTGGAAACGGGC

55°C

50.24 cM

TGS2121

Forward primer (5'-3")
GTTGAATATGCGAAACCGTCT
Reverse primer (5'-3")
CAATGTGAGACTTCTTGGCG

55°C

59.57 cM

SSR231

Forward primer (5'-3")
TGCCAATCCACTCAGACAAA
Reverse primer (5'-3")
TGGATTCACCAAGGCTTCTT

50°C

75,40 cM
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Kromozo | Marker Niikleotid siralamasi Anneali | Pozisyo
m Ismi ng n
sicakhigi

3 SSR27 Forward primer (5'-3")
CCCAAATCAAGGTTTGTGGT
Reverse primer (5'-3") 169,00
TCAGATGCCACCACTCTCAG 50°C cM

3 SSR22 Forward primer (5'-3")
GATCGGCAGTAGGTGCTCTC
Reverse primer (5'-3") 99,00
CAAGAAACACCCATATCCGC 60°C cM

3 SSR86 Forward primer (5'-3")
AGGGCAACAAATCCCTCTTT
Reverse primer (5'-3") 54,00
GGAGACGAGGCTGCTTACAC 50°C cM

3 SSR50753 Forward primer (5'-3")
TGCAACATCTTAGCTCCAAGCTAGG
Reverse primer (5'-3")
CATGGACCAAGAATATGGAAACTG 72,60
C 55°C cM

4 SSR296 Forward primer (5'-3") 55°C 9.90 cM
CCGGAACAAGTCCCTTCATA
Reverse primer (5'-3")
TCAGCCAAGTTCATGGTACATC

4 SSR593 Forward primer (5'-3") 55°C 13.90
TGGCATGAACAACAACCAAT cM
Reverse primer (5'-3")
AGGAAGTTGCATTAGGCCAT

4 TGS2243 Forward primer (5'-3") 55°C 37.63
GTCAGGAGCGGCTCAATATAA cM
Reverse primer (5'-3")
TCTTTGAAGTTTATCAACATATTAC
GA

4 SSR603 Forward primer (5'-3") 50°C 45.29
GAAGGGACAATTCACAGAGTTTG cM
Reverse primer (5'-3")
CCTTCAACTTCACCACCACC

4 SSR638 Forward primer (5'-3")
GTTGGTTGGAGAAACTCCC
Reverse primer (5'-3") 25,30
AGGCATTTAAACCAATAGGTAGC 45°C cM

4 TOM184 Forward primer (5'-3")
CAACCCCTCTCCTATTCT
Reverse primer (5'-3") 25,30
CTGCTTTGTCGAGTTTGAA 45°C cM

4 SSR214 Forward primer (5'-3")
AAATTCCCAACACTTGCCAC
Reverse primer (5'-3") 95,00
CCCACCACTATCCAAACCC 50°C cM
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Kromozo Marker Niikleotid siralamasi Anneali | Pozisyon
m Ismi ng
sicakhigi
5 SSR590 Forward primer (5'-3") 55°C 107.50
TCTCAAAGTCGTTCCTTCTTGA cM
Reverse primer (5'-3")
GGAAGAGAAACGCGGACATA
5 TES1594 Forward primer (5'-3") 55°C 112.75
GTGGAGAGAATCACAAGGATGG cM

Reverse primer (5'-3")
TCATCGCATTCATAAACAGAGT

5 TGS986 Forward primer (5'-3") 55°C 116.22
TTCCCATCTCGGAAATCTCA cM
Reverse primer (5'-3")
GGTAACCTTTATGCAATTTGAGG

5 TGS1606 Forward primer (5'-3") 55°C 119.37
GATCAGATGCAATCCACCGTT cM
Reverse primer (5'-3")
TCGAATTTCGCCCCATTAT

5 TES1307 Forward primer (5'-3") 55°C 119.82
GCCGTTAATGAATGGTCGTT cM
Reverse primer (5'-3")
CCCTTCCAAATCCACTCAAA

5 TOM210 Forward primer (5'-3")
CGTTGGATTACTGAGAGGTTTA
Reverse primer (5'-3")
ACAAAAATTCACCCACATCG 45°C 25,30 cM

5 SSR49 Forward primer (5'-3") 50°C 106,00
TCTCAAAGTCGTTCCTTCTTGA cM
Reverse primer (5'-3")
GGAAGAGAAACGCGGACATA

5 SSRB1803 | Forward primer (5'-3")

1 AGACTCAGTCCCGAACAAGTTGA
AG

Reverse primer (5'-3")
ACATTACACTAAACCCCCAATTGC
C 55°C 119,00cM

5 SSR13 Forward primer (5'-3")
GGGTCACATACACTCATACTAAG
GA

Reverse primer (5'-3")
CAAATCGCGACATGTGTAAGA 50°C 27,00cM

6 TES1406 Forward primer (5'-3") 55°C 99.77 cM
GAATTCAAGATCCGGCAGATG
Reverse primer (5'-3")
AATAGATGAGGGGGCAAGGT

6 TGS588 Forward primer (5'-3") 55°C 102.59
GCAACAATGCAAGCGAAGAAA cM
Reverse primer (5'-3")
CCGAAGTGTATTAGAATCTGCG
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markarleri listesi

Kromozo | Marker Niikleotid siralamasi Annealing | Pozisy

m Ismi sicakligi on

6 TES1563 Forward primer (5'-3") 55°C 103.46
GAAAAACAGGGGGAAAAAGGA cM
Reverse primer (5'-3")
TGCACCACATCAACCTCTTC

6 TGS760 Forward primer (5'-3") 55°C 56.61
GAAGAGAACTGAGCAAGGGAAGA cM
Reverse primer (5'-3")
TTTTCAGTCATCTCTCCCGC

6 TES697 Forward primer (5'-3") 55°C 52.39
CACCACCTGACAACCCTTCT cM
Reverse primer (5'-3")
GTTATGCGGTTGGCTTTGTT

6 SSR350 Forward primer (5'-3")
GGAATAACCTCTAACTGCGGG
Reverse primer (5'-3") 101,00
CGATGCCTTCATTTGGACTT 55°C cM

6 SSR47 Forward primer (5'-3")
TCCTCAAGAAATGAAGCTCTGA
Reverse primer (5'-3") 6,50
CCTTGGAGATAACAACCACAA 50°C cM

6 SSR578 Forward primer (5'-3")
ATTCCCAGCACAACCAGACT
Reverse primer (5'-3") 44,00
GTTGGTGGATGAAATTTGTG 55°C cM

7 TGS2276 Forward primer (5'-3") 55°C 39.98
GAACCACTTGGAACGCAAAAG cM
Reverse primer (5'-3")
CGTGTTTTGAGGTGGGTTTT

7 TGS787 Forward primer (5'-3") 55°C 53.27
GAAATTTTTCGGAAAGGGTCTT cM
Reverse primer (5'-3")
CACTTCCCGTTGTAGCCACT

7 Forward primer (5'-3") 55°C 96.12

TGS2303 GTTTCCCTATTTTTCATGGCG cM

Reverse primer (5'-3")
CCAACGGGTGTTTTCTTTAAC

7 Forward primer (5'-3")

SSR45 TGTATCCTGGTGGACCAATG

Reverse primer (5'-3") 60,00
TCCAAGTATCAGGCACACCA 50°C cM
Forward primer (5'-3")

7 SSR285 AGTGGCTCTCACCTACTGCG
Reverse primer (5'-3") 2,00
CAATTCTCAGGCATGAAACG 55°C cM
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Kromoz
om

Marker
Ismi

Niikleotid siralamasi

Annealing
sicakhig

Pozisyon

8

TES241

Forward primer (5'-3")
GTCAATTGACCCAAACAGTATTGA
Reverse primer (5'-3")
TTTGAAGGTTGGGTTTACCG

55°C

10.97 cM

TGS224

Forward primer (5'-3")
GTAAAGGCATATGGGGCAGAG
Reverse primer (5'-3")
AATTTGGGGAGGATTGAGGT

55°C

27.00 cM

TGS2819

Forward primer (5'-3")
GAACCATGGCTTCTTCTCCCT
Reverse primer (5'-3')
ACGGACAAGGTCAAATCTGG

55°C

75.37 ctM

TES1918

Forward primer (5'-3")
GTCATTGCTTACGTTGCTGCT
Reverse primer (5'-3")
ATTCATTTTCCTCCGATCCC

55°C

102.09
cM

SSR38

Forward primer (5'-3")
GTTTCTATAGCTGAAACTCAACCTG
Reverse primer (5'-3")
GGGTTCATCAAATCTACCATCA

50°C

55,00 cM

SSR594

Forward primer (5'-3")
TTCGTTGAAGAAGATGATGGTC
Reverse primer (5'-3")
CAAAGAGAACAAGCATCCAAGA

55°C

55,00 cM

SSR335

Forward primer (5'-3")
CCTCTCCATTCTGTGGTGGT
Reverse primer (5'-3")
AACCGTCCTCGATTTCACAC

55°C

49,70 cM

SSR63

Forward primer (5'-3")
CCACAAACAATTCCATCTCA
Reverse primer (5'-3")
GCTTCCGCCATACTGATACG

40°C

61,00 cM

SSRB105
694

Forward primer (5'-3")
AAAGCCAAAGTGGAAGAACTCAA
Reverse primer (5'-3")
CTCGTAAAACGTTCATCAATCTCGC

53°C

87,00cM

TES1183

Forward primer (5'-3")
GTTCAACCCCTTTTGCTTTTC
Reverse primer (5'-3')
ACCCATTCGCAAAATCTCTC

55°C

39.15cM

TGS435

Forward primer (5'-3")
GCAAAGATCCACATGAACCCC
Reverse primer (5'-3")
TTGGCCAAACAGGTCCTAAG

55°C

11.81 cM

TES889

Forward primer (5'-3")
GGAGTTGGGTTTTTCGTTCA
Reverse primer (5'-3")
ACTCATATCCCCAGACGACG

55°C

99.09 cM
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Krom
ozom

Marker
Ismi

Niikleotid siralamasi

Annealing
sicakhigi

Pozisyon

9

SSR73

Forward primer (5'-3")
TGGGAAGATCCTGATGATGG
TTCCCTTTCCTCTGGACTCA

45°C

32,00 cM

SSR69

Forward primer (5'-3")
TTGGCTGGATTATTCCTGTTG
Reverse primer (5'-3")
GCATTTGATAGAAGGCCAGC

50°C

24,90 cM

TOM23

Forward primer (5'-3")
GTTTTTTCAACATCAAAGAGCT
GGATAGGTTTCGTTAGTGAACT

45°C 50

?

SSR70

Forward primer (5'-3")
TTTAGGGTGTCTGTGGGTCC
Reverse primer (5'-3")
GGAGTGCGCAGAGGATAGAG

50°C

42,00 cM

SSR599

Forward primer (5'-3")
GGATTTCTCATGGAGAATCAGTC
TCCCTTGATCTTGATGATGTTG

55°C

109,00 ctM

SS383

Forward primer (5'-3")
ATTGTACAAAGACCCGTGGC
Reverse primer (5'-3")
GTTGCACACTGGATCAATGC

50°C

57,30 cM

SSR333

Forward primer (5'-3")
GTTCCCGCTTGAGAAACAAC
CCAATGCTGGGACAGAAGAT

50°C

?

10

SSR159

Forward primer (5'-3")
ACAACAAAGGCAGCTGGTTC
Reverse primer (5'-3")
GCTTCCGACAGCCCATATAA

50°C

46,00 cM

10

SSR318

Forward primer (5'-3")
GCAGAGGATATTGCATTCGC
Reverse primer (5'-3')
CAAACCGAACTCATCAAGGG

50°C

31,00 cM

10

SSR74

Forward primer (5'-3")
ACTCACCATGGCTGCTTCTT
Reverse primer (5'-3")
TTTCTTGAAGGGTCTTTCCC

55°C

74,00 cM

10

SSR34

Forward primer (5'-3")
TTCGGATAAAGCAATCCACC
Reverse primer (5'-3")
TCGATTGTGTACCAACGTCC

50°C
45

25,30 cM

10

SSR596

Forward primer (5'-3")
TTCGGATAAAGCAATCCACC
Reverse primer (5'-3")
TCGATTGTGTACCAACGTCC

55°C

25,70 cM
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Kromozo
m

Marker
Ismi

Niikleotid siralamasi

Annealing
sicakhigi

Pozisyon

10

SSR248

Forward primer (5'-3")
GCATTCGCTGTAGCTCGTTT
Reverse primer (5'-3")
GAGCTTCATCATAGTAACG

50°C

35,00 cM

10

SSR223

Forward primer (5'-3")
TGGCTGCCTCTTCTCTGTTT
Reverse primer (5'-3")
TTTCTTGAAGGGTCTTTCCC

50°C

80,40 cM

10

SSR479

Forward primer (5'-3")
TGTAAGAGTGTCTGCCTGCAC
Reverse primer (5'-3")
ATGGGTTCGGGTTAGCTCTT

52°C

86,00 cM

11

SSR80

Forward primer (5'-3")
GGCAAATGTCAAAGGATTGG
Reverse primer (5'-3")
AGGGTCATGTTCTTGATTGTCA

55°C

20.00

11

TGS346

Forward primer (5'-3")
TTCGAGTATATCCCATGCAAA
Reverse primer (5'-3")
GATAGATCAATCGAGGCGGA

55°C

119.99 cM

11

SSR136

Forward primer (5'-3")
GAAACCGCCTCTTTCACTTG
Reverse primer (5'-3")
CAGCAATGATTCCAGCGATA

50°C

11,00 cM

11

SSR67

Forward primer (5'-3")
GCACGAGACCAAGCAGATTA
Reverse primer (5'-3")
GGGCCTTTCCTCCAGTAGAC

50°C

24,00cM

11

TOM
144

Forward primer (5'-3")
CTGTTTACTTCAAGAAGGCTG
Reverse primer (5'-3")
ACTTTAACTTTATTATTGCGACG

45°C

12

TES27

Forward primer (5'-3")
GAAACAACAAGTGCTGCATGG
Reverse primer (5'-3")
CTTTTCCATTTATCCCGTAAAA

55°C

21.44 ctM

12

TGS209
3

Forward primer (5'-3")
GCTTTGGTTGGCTTTCCGATA
Reverse primer (5'-3")
TTGGCTGTACTTATTCGGGG

55°C

60.49 cM

12

SSR345

Forward primer (5'-3")
AAGCCAAGCTCGAACCTGTA
Reverse primer (5'-3")
ATCCATGCTGTCGCTTTCAT

60°C

72.50 cM
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Cizelge 7.1. (Devam) Calismada kullanilan SSR markorleri listesi

Kromoz
om

Marker
Ismi

Niikleotid siralamasi

Annealing
sicakhigi

Pozisyon

12

SSR44

Forward primer (5'-3")
TCATCTGCAATTCATGGCTC
Reverse primer (5'-3")
AGGTCAAGGATGTGCTTCCC

45°C

60,00 cM

SSR21

Forward primer (5'-3")
GGGTCTCAAAGAAATGGCAC
Reverse primer (5'-3")
ACGGATCTCAGCCTCAGAAA

50°C

?

SSR33

Forward primer (5'-3")
GTCTTTACACAATCTCTCACTTGG
Reverse primer (5'-3")
CTGGTCACTGAACTGCCAGA

55°C

SSR424

Forward primer (5'-3")
AAGGACTTGTGCTGGATTGG
TAGTACGCCATGGACCTTCC

55°C

SSR41

Forward primer (5'-3")
TCTCTGAAACGAGACAGAGGAA
Reverse primer (5'-3")
AGTACGTCTCCCATGGCTGT

55°C

SSR100

Forward primer (5'-3")
GCAAGCCTGTGACAATTGAG
Reverse primer (5'-3")
GTCGTCGTGTTCCGTCATAA

50°C

SSR118

Forward primer (5'-3")
AGTGGTTCCACTTGTTTAGACC
Reverse primer (5'-3")
GAATCCGATCTGGGTCAGTG

55°C

SSR130

Forward primer (5'-3")
AAACCCTCAACACCATCACC
Reverse primer (5'-3")
CATCATTTCTTTCATGGCTCC

50°C

SSR133

Forward primer (5'-3")
CCGTTCTTGGTGGATTAGGA
Reverse primer (5'-3")
AAAGAGTGAAATGTGCACAGAC

50°C

SSR142

Forward primer (5'-3")
CGAACAGATGCATAGATGAAGA
Reverse primer (5'-3%)
ACGGTGTGGACTCATGTGAA

50°C

SSR254

Forward primer (5'-3")
CCATTGGATAGCGTCTCCC
Reverse primer (5'-3")
ATTGTGCATGTTGATACCCA

57°C
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Cizelge 7.2. Calismada kullanilan INDEL markorleri

Krom | Marker Niikleotid siralamasi Annealing | Pozisyon
ozom | Ismi sicaklig
1 SL20105_11 | Forward primer (5'-3") 55°C 14.70 cM
93i CTCTCTTCTAAGACCAAAGGTAGC
Reverse primer (5'-3")
CCGTATTTCCTTTATCAGCAAAG
1 SL10126_10 | Forward primer (5'-3") 55°C 135.00
67i ATGACTGAGCATCTGCGTTC cM
Reverse primer (5'-3")
GCCGCCACTTATTGTAGGAT
2 SL10279_32 | Forward primer (5'-3") 55°C 9.10cM
5i TGATGCCGCAATTACTTTTAG
Reverse primer (5'-3")
GAAAGCCAAACCAGGATTTTC
2 SL10682_37 | Forward primer (5'-3") 55°C 19.40 cM
7i GCCGCTCGTACAAGGTTATTC
Reverse primer (5'-3")
TCGATTTCCCAAATTGAAGC
3 LEOH124i Forward primer (5'-3") 55°C 35.10 cM
CCGTCTCCTTCTCCCTCTTT
Reverse primer (5'-3")
CTGGCTGGTGTCTTCTCCAT
3 SL10690_11 | Forward primer (5'-3") 55°C 106.10
03i CAAGCAGGTAGCAAAAGACTG cM
Reverse primer (5'-3")
AAGAAAAGGGAATGTCAGTTTG
4 SL10255_34 | Forward primer (5'-3") 55°C 24.90 cM
3i TTTGCTGTATGTATATGCTCTTCC
Reverse primer (5'-3")
GCACTCTGATAAAAGACTTGCAG
4 SL10888_19 | Forward primer (5'-3") 55°C 113.70
2i AAGCCTCCTTTACCAATCAGC cM
Reverse primer (5'-3")
GCCATGAAAGTGAACTGAAGC
5 SL20210_88 | Forward primer (5'-3") 55°C 45.50 cM
3i GAGGTATCAAAGTTATGCTTTCAC
Reverse primer (5'-3")
TCGATTAGTTGAGCTAGTTATTCC
5 SL10151_42 | Forward primer (5'-3") 55°C 42.90 cM
6i GCTACAGGCAGACAGCATAGAC

Reverse primer (5'-3")
CTGCATTCCCTTGTGTTTTC
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Cizelge 7.2.(Devam) Calismada kullanilan INDEL markorleri

Kromozo | Marker Niikleotid siralamasi Annealin | Pozisyon
m Ismi g
sicakhigi
6 SL10242_5 | Forward primer (5'-3") 55°C 18.50 cM
11i ATGCGTTATCAGTTTGAGACG
Reverse primer (5'-3%)
CAGATCTGCAGCCTGAAACC
8 SL10367_5 | Forward primer (5'-3") 55°C 64.00 cM
33i CTCAAGCTGGTGCTTCTGTC
Reverse primer (5'-3")
CCCTGGGTCTTCTCCTCTTC
9 LEOH170 | Forward primer (5'-3") 55°C 59.90 cM
GGATTAGAAGAGAAAAACAAAAG
CA
Reverse primer (5'-3°)
AGCCTTCTCAAATTCCTCCTC
10 SL10464_1 | Forward primer (5'-3") 55°C 31.40 cM
45i TTTTGCACTAGGAAGCATCG
Reverse primer (5'-3")
ACATCGCTTCTCACCCTCTC
10 SL10386_2 | Forward primer (5'-3") 55°C 70.80 cM
33i TGGAGTTCTGGGTCACTTTG
Reverse primer (5'-3")
ATAGCCATCCCAAACCACAC
11 SL20244_2 | Forward primer (5'-3") 55°C 43.90 cM
52i CCATCTTTTCCGTATACTTCTCC
Reverse primer (5'-3")
TTGTCCAGAAAGGAAAGGTG
11 SL10737_1 | Forward primer (5'-3") 55°C 60.00 cM
414i CCACTCCTGGGACTCAAATC
Reverse primer (5'-3%)
TGGACCCACAGGTAATGAGG
12 SL10953_2 | Forward primer (5'-3") 55°C 21.10 cM
59i CTGTCTCTCGCTTTTCTCCTG
Reverse primer (5'-3")
ACGGAACACACCCTAAGTGC
12 SL10329_4 | Forward primer (5'-3") 55°C 78.20 cM
17i TATTGCCTGTGGCACTCTTG
Reverse primer (5'-3")
TCTTTCCAGGAGACGATTGC
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