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OZET

DOMATESTE FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. RADICIS-
LYCOPERSICI’YE KARSI DAYANIKLILIK ICIN
MOLEKULER iSARETLEYICILERIN BELIRLENMESI

(DEMIRELLI) KABAS, Aylin

Doktora Tezi, Bahge Bitkileri Boliimii
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Hiilya ILBI
Eyliil 2008,

Fusarium kok ve kok bogazi ¢liriikligii, Fusarium oxysporum f.sp.
radicis lycopersici (FORL), domateste onemli verim kaybina sebep
olmaktadir. Bu calismada, FORL’a dayaniklilik saglayan tek dominant
gen’e (Frl) molekiiler 1slahta kullanilabilecek yakinlik ve 06zellikte
molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi arastirilmistir. Dayanikli ‘Fla.
7781° hatt1 ile hassas ‘560’ nolu hat melezlenmis ve Bati Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii (BATEM)’de F,, F, ve BC1 populasyonlari
elde edilmistir. Ebeveynler, F, ve BCI1 bitkileri FORL izolatiyla
testlenmistir. Frl ile iligkili molekiiler isaretleyici belirlemek igin,
domatesin 9. kromozomunda oldugu bilinen 7 SSR ve 9 Cos II
isaretleyicilerine ilaveten 247 SRAP, 419 dayanikli gen analoglari (RGA)
ve 576 Cos II- SRAP primer kombinasyonu kullanilmistir. Dayanikl ile
hassas ebeveynler ve bulklar arasinda polimorfizm tespiti i¢in Bulk
Segregant Analizi (BSA) yapilmistir. Toplam 2925 markir lokusundan,
644°u SRAP ile 18’1 SSR ile 1336’s1 RGA lokus, 9’u Cos II ile ve 918
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adedi de Cos II- SRAP kombinasyonundan elde edilmistir. Ancak
incelenen lokuslar bakimindan Cos II haricinde dayanikli ve hassas
ebeveynler ile bulklar1 arasinda polimorfizm belirlenememistir. Cos 11
isaretleyicileri ile 12 farkli kesim (restriction) enzimi ile kesilerek
dayanikli- hassas ebeveynler arasinda dayaniklilikla iligkili polimorfik
olanlar belirlenmistir. Bunlardan C2_ At3g63200 Cos II isaretleyicisi
BsuRI, Vspl, Taql, Rsal, Nedl, Adel, Dpn I, Hin6l, Hhal, Asull, Mael
enzimleriyle ebeveynler arasinda polimorfizm olusturmustur. Bu
kombinasyonlar  bulklar1  olusturan  bireylerde test edildiginde
C2_At3g63200 Cos II isaretleyicisi Taql enzimi ile kesimi Frl ile iligkili
olabilecegi diisilinlilen kolay skor edilebilen ko-dominant polimorfizm
gostermistir. Frl geniyle iliskili molekiiler isaretleyici(ler) bu hastaliga
karst molekiiler 1slaha gecisi ve dayanikli cesit gelistirme zamanin

kisaltacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Domates, fusarium oxysporum f.sp.radicis
lycopersici, MAS, Frl
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ABSTRACT

FINE MAPPING OF FUSARIUM OXYSPORUM F.SP.
RADICIS LYCOPERSICI (FRL) RESISTANCE IN TOMATO

(DEMIRELLI) KABAS, Aylin

Ph D, Department of Horticulture
Supervisor: Dog. Dr. Hiilya ILBI
September 2008

Fusarium crown and root rot, incited by Fusarium oxysporum f.sp.
radicis lycopersici (FORL), causes significant yield losses in tomato. The
objective of this study was to develop a closely linked molecular markers
to single dominant resistance gene, Frl, against FORL for use in marker
assisted selection (MAS). Resistant ‘Fla. 7781’ and susceptible ‘560’
were crossed to form mapping population. F;, F,, and BC1 were
developed Bati Akdeniz Agricultural Research Institute (BATEM),
Antalya. Parents, F, and BC1 plants were tested with known FORL
isolate. In addition to 7 SSR and 9 Cos II markers located on
chromosome 9, we also used 247 SRAP, 419 RGA and 576 Cos II-
SRAP combinations. Resistant and susceptible parents and bulks were
screened using Bulk Segregant Analysis (BSA). Of the 2925 marker
locus, 644 was SRAP, 18 SSR, 1336 RGA, 9 Cos II and 918 Cos II-
SRAP combinations. Cos II markers were cut with 12 restriction
enzymes and C2 At3g63200 Cos II marker gave co-dominant
polymorphisms when cut with BsuRI, Vspl, Taql, Rsal, Nedl, Adel, Dpn
I, Hin6l, Hhal, Asull, Mael enzymes. This marker and Taql enzyme
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combination showed a easily scorable co-dominant polymorphism
between resistant and susceptible individuals. To develop molecular
markers tightly linked to Frl will shorten the time, and to the

development of resistant varieties.

Keywords: Tomato, fusarium oxysporum f.sp.radicis lycopersici,
MAS, Frl
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1. GIRiS

Domates (Solanum lycopersicum L.), patlicangiller (Solanaceae)
familyasindan anavatani Giiney ve Orta Amerika olan tek yillik bir bitki
olup, Amerika’dan Avrupa’ya, buradan da tiim diinyaya yayildig:
bilinmektedir. Domatesin 100 g’inda 0.55 mg vitamin B6, 1700 IU
vitamin A, 0.10 mg vitamin Bl ve 21 mg vitamin C bulunmaktadir
(Sevgican, 1999). C vitamini antioksidan 6zellikleri bilinen vitamindir ve

domates bu vitaminin 6nemli kaynaklarindan biridir.

Bunlarin yaninda domates yliksek oranda antioksidan potansiyele
sahip likopen (2722 pg) icermektedir. Ozellikle son doénemlerde
tiikketicilerde saglikli ve dengeli beslenme bilincinin olusmasi temel {iriin
olarak domatesi karsimiza ¢ikarmaktadir. Diinya’da ve ililkemizde en ¢ok
uretilen domates, taze tliketiminin yani sira endiistriyel kullanim
(konserve, salga, ketcap, tursu vb) agisindan da onemli bir yer teskil

etmektedir.

Iklim degisikliklerine karsi dayanikli olmasi yaninda kolay
yetistiriciligiyle de bir¢ok iiretici tarafindan tercih edilen domates, toplam
ekilis alani, tretimi ve ticareti agisindan da Tiirkiye’de yas sebze
grubunun en 6nemli iirlinlerinden birisini olusturmaktadir (Cevri, 2008;

Gilistan, 2006).

Uretim miktar1 agisindan incelendiginde Tiirkiye; Cin, Hindistan ve
ABD’ den sonra Diinyada dordiincli sirada yer almaktadir. Diinya’da
tiretilen 125 milyon ton domatesin %7,9’u Tirkiye’de iiretilmektedir

(FAO, 2006). Ulkemizdeki toplam 1 048 803 ha sebze alanmin %24.8’i



domates tiretimi i¢in kullanilmaktadir. 2005 yilinda toplam 9 700 000 ton
domates iiretimi gerceklestirilmistir (TUIK, 2006). Bu miktar acikta ve
ortiialtinda yapilan yetistiricilik alanlarin1 kapsamaktadir. Bu yetistiricilik
sekilleri bolgelere gore farklilik gostermektedir. Marmara ve Ege
Bolgeleri sanayiye yonelik iliretim yaparken, Akdeniz Bolgesinde taze
tiikketime yonelik ortilalt1 yetistiriciligi yogunlagsmustir. Ortiialti domates
yetistiriciliginde 2 067 738 ton ile domates ilk sirada yer alirken bunu
sirastyla hiyar, karpuz, biber ve patlican takip etmektedir (Ozalp ve
Aktag, 2008).

Ulkemizde ve diinyada iiretim ve tiiketim acisindan nemli bir yer
teskil eden domatesin yetistiriciligi esnasinda hastalik ve zararlilar ciddi
bir problem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Domateste yaklasik olarak
200’den fazla hastalik bulunmaktadir. Bunlar viriisler, bakteriler,

nematodlar ve funguslardir (Agrios, 1988; Jones, 1991).

Hastalik etmeni olan Fusarium tiirleri dogada en yaygin fungus
tiirleridir. Her tiirlii toprak i¢inde, organik materyallerin tizerinde farkli
formlarda yasarlar. Simptomlari, bitkilerin organlar1 ve tiirlerine gore
farklilik gostermektedir. En ¢ok goriiniir simptomu da kok ¢lirtikliigii ve

solgunluktur (Ozer ve Soran, 1991).

Fusarium tiirleri iginde domateste en yaygin goriileni Fusarium
oxysprum’dur. Fusarium oxysporum domateste Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici (FOL) ve f. sp. radicis lycopersici (FORL) olarak
goriilmektedir. Bunlar, domatese benzer konuk¢u patojen olmalarina
ragmen ayri formda hastaliktirlar. FOL solduruken, FORL kok ve kok

bogazi ¢iirlimelerine neden olmaktadir (Attitalla et al., 2004).



FOL’un neden oldugu solgunluk énemli verim kayiplarina neden
olmakta, siddeti ise 6zellikle seralarda ekonomik nedenlerle herhangi bir
miinavebe programi uygulanmamasi sonucu duyarli ¢esitlerle yildan yila
daha ¢ok artmaktadir (Yiicel, 1989; Sherf and Machab, 1986). Bu fungus
koklerdeki vaskiiler sistemi etkiler, su transferini engelleyerek bitkilerde
hizli ve ani d6liimlere neden olmaktadir. Hastaligin goriildiigii bitkilerde
yapraklar dnce kurur daha sonra da solma ve dliimler ortaya ¢ikmaktadir
(McGrath et al. 1987, Malhotra and Vashistha, 1993). FOL un 3 irkinin
oldugu bildirilmistir (Bohn and Tucker, 1939; Alexander and Tucker,
1945; Grattidge and O’Brien, 1982; Volin and Jones, 1982).
Dayanikliligin kalitimi irka 6zel olarak tek dominant gen ya da birden
fazla dominant gen tarafindan saglanmaktadir. Hastaligin 2. 1rkina
dayaniklilik saglayan I-2 geni, domatesin 11.kromozomunda yer alip,
kaynagi Solanum Pimpinellifolium’dan saglanmistir. 1-1 ve 1-3 geni
domatesin 7. kromozomunda yer almakta ve 1k 1 ve 3’c¢ karsi

dayaniklilig1 saglamaktadir (Stall ve Walter, 1965).

FORL ise 6nemli toprak kdkenli patojen olup, fungusun bazi form
spesialleri (f.sp.) konukcuya Ozellesmistir. F. oxysporum f.sp. radicis
lycopersici (FORL), domatesin kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii etmenidir
ve ilk olarak Japonya’da bulunmustur. Daha sonra Amerika, Kanada,
Avrupa ve Israil’i de igeren birgok iilkede de tespit edilmis olup, 1988
yilinda ingiltere’de kaydedilmistir (Omar et al., 2006).

Tiirkiye’de ise bu patojen ilk olarak Can vd., (2004) tarafindan
saptanmistir. Hastaligin uzun zamandir domates tiretilen bolgelerde ¢ok
yaygin oldugu ve Onemli verim kayiplarina neden oldugu da

bilinmektedir.



Hastaligin erken semptomlar1 domates fidelerinde bodurlasma,
sararma, olgunlasmamis kotiledonlar ve yapraklarin azalmasi olarak
goriintirken, ileri semptomlarda kok ¢iirlimeleri, solma ve Oliimler
olmaktadir (Roberts et al., 2000). Kok bolgesindeki ¢iiriikliikk ve gévde
iletim demetlerindeki nekroz, toprak ylizeyinden en fazla 15-30 cm

yiikseklige kadar c¢ikmaktadir (Sekil 1 a, b). Etmen bitkinin toprak

ylizeyine yakin gdvde iizerinde beyaz- pembe sporulasyon vermektedir

(Can vd., 2003).

Sekil 1 a-b. Fusarium oxysporum f.sp.radicis lycopersici’nin domateste
meydana getirdigi simptomlar (Orijinal resim)

Bitkide goriilen solgunluk oncelikle giliniin en sicak zamaninda
meydana gelmekte ve bitki gece yeniden iyilesmektedir. Ancak enfekte
bitkilerde ilerleyen asamalarda solgunlugun siddeti artmakta ve oliimler

goriilmektedir (Roberts et al., 2000).

Fusarium solgunlugunun (Fusarium wilt) tersine, kok ve kok

bogazi ¢iiriikliiglinde (=fusarim crown and root rot) fungusun



gelisebildigi toprak sicakliklarr 10-20°C arasindadir. Diisiik toprak pH’s1,
amonyum nitrat ve nemli topraklar hastaligin siddetini arttirmaktadir
(Roberts et al., 2000). Son yillarda Fransa’da ve diger bazi {ilkelerde,
sicakligin 26°C’nin iizerinde oldugu yaz aylarinda da bir¢ok isletmede bu

hastalikla karsilasilmistir (Blancard, 2005).

FORL’nin toprak icindeki hareketi < 2,5 cm’dir. Patojenin bir
bitkiden digerine yayilmasi kokler tarafindan olmaktadir. Ayrica bulagik
bitkilerden ve klamidosporlarin toprak igindeki pargalarin makine,
ayakkabi, sagitma kaplar1 ve diger malzemelere bulagsmasi yolu ile FORL

yayilmaktadir.

Sterilizasyon yapilan toprakta patojen hizla yayilim gosterdigi igin,
hastalikla miicadele zor olmaktadir. Miicadele de 6ncelikle hastaliktan ari
temiz fidelerin kullanilmasi, kiiltiirel islemlere dikkat edilmesi
gerekmektedir. Yetistiricilik yapilacak alanlarda toprak fumigantlar ile
ilaclama yapilarak hastalikla miicadelede edilmektedir. Ancak pestisid
kullaniminin ~ 6zellikle toprak kokenli patojenle uygulanmasinda
karsilasilan teknik, ¢evresel ve ekonomik zorluklar nedeniyle istenilen
hastalik kontrolii saglanamamaktadir. Bunun yaninda Dogu Akdeniz
Bolgesinde bulunan seralarda uygun gelisme kosullar1 bulunan fusarium
oxysporum’un hava kokenli sporlarinin sera topraginda yeniden kolonize
olmast kimyasallarin kullantmindaki basariyr azalttigi bilinmektedir
(Yiicel, 1989). Miicadelede biyolojik ajanlarin kullanimi diger bir
miicadele yontemidir ancak dayanikli ¢esitlerin kullanimi en ekonomik,

cevreci ve siirdiiriilebilir yontemdir.



Dayanikli c¢esitlerin gelistirilmesi uzun 1slah c¢alismalar1 sonucu
ortaya c¢ikmaktadir. Ciinkii dayaniklilik kaynaklart domatesin yabani
tirlerinde bulunmaktadir ve bir c¢eside eklenen pek ¢ok dayaniklilik
genleri, 1slah caligmalarinda beraberinde istenmeyen Ozellikleri de

getirmektedir (Scott, 2005).

Son yillarda biyoteknoloji alanindaki hizli gelismeler, bitki
1slahinda kullanimini rutin hale getirmistir. Klasik 1slah ¢aligmalarinda
kullanilan morfolojik isaretleyiciler genotipleri birbirinden ayirmaya
yardimci olmakla birlikte fenotipik 6zelliklerdir ve c¢evre kosullarindan
etkilenebilmektedir. Bu karakterlerden herhangi birinin resesif (¢ekinik)
olmast durumunda homozigot dominant ve heterozigot bireyler tespit
edilememektedir. Bundan dolay1 0Ozellikle hastaliklara dayaniklilik
1slahinda molekiiler isaretleyicilerin kullanimi ile klasik bitki 1slahinda

biiyiik bir gelisme saglanmustir.

Dayanikli  genlerle  baglantii  molekiiler isaretleyicilerin
kullanilmasinda ana avantaj, hassas ya da dayanikli genotiplerin
secilebilmesidir. Geng bitki yapraklarindan DNA hizla c¢ikarilir ve
bulunan dayanikli genler analiz edilir, yalnizca dayanikli genotipler
secilerek melezlenir ve sonraki generasyonlarda yeni dayanikli gesitler
elde edilir. Boylelikle seleksiyon i¢in zaman ve yer azaltilarak bir giinde

yiizlerce bitki ayn1 anda seg¢ilebilir (Barone et al., 2005).

[saretleyici yardimli seleksiyon (MAS), 1slah populasyonlarmin,
bitki gelisiminin erken asamalarinda azaltilmasina izin vermektedir.
Boylelikle bitki ve hayvan 1slahindaki faydasi artmaktadir. Genis

populasyonlar pek c¢ok molekiiler isaretleyiciler ile taranabilmektedir.



MAS metotlarinin gelismesiyle, minimum zaman ve para girdisiyle,
maksimum bilgi elde edilmektedir (Frey et al., 2008). Boylelikle iistiin
genotiplerin bulundugu bir populasyon elde edilmektedir (Dayteg et al.,
2007). Bugiin istenilen genotiplerin se¢imi, DNA seviyesinde
yapilabilmekte arazide ya da sera denemelerinde uzun yillar siiren
asamalara gerek kalmamaktadir. Pek ¢ok molekiiler isaretleyici kombine
olarak kullanilabilmekte ve farkli genlerin ayni 1slah hattinda toplanmast

saglanabilmektedir (Hospital, 2003).

Islah programlarinda pek cok birey ekonomik anlamda kisitlama
gerektirir, molekiiler isaretleyicilerin kullanimi, teknik agidan kullanimi1
kolay, ucuz ve bilgilendiricidir. Temelde, iki farkli DNA isaretleyici
teknigi mevcuttur. Birincisi DNA hibridizasyonuna dayali RFLP
(restriction fragment length polymorphism), digeri ise PCR (polymerase
chain reaction)’ye dayali SSR (simple sequence repeats), RAPD (random
amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length
polymorphism) ve SRAP (sequence related amplified polymorphism)
teknikleridir (Giilsen ve Mutlu, 2005; Hernandez, 2004). PCR basit ve
hizl1 bir metottur, yalnizca kiigiik bir ham ekstrakt DNA ister ve prosediir

otomasyona baglidir.

Giliniimiizdeki 1slah programlar1 agirlikli olarak dayanikli c¢esit
gelistirmeye yonelik olmaktadir. Cilinkii yetistiricilikte 6nemli ekonomik
kayiplara yol acan hastaliklarla en etkin miicadele yontemi dayanikli
cesitlerdir. Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici, verimde
9%20-60 oraninda kayiplara neden olmaktadir (Omar et al., 2006). FORL
ile ilgili genetik dayaniklilik tek (Frl geni) bir dominant gen tarafindan
kontrol edilmektedir (Roberts et al., 2000; Vakalounakis, 1988).



Dayaniklilik kaynagi, domatesin yabani bir tiiri olan Solanum
peruvianum’dur ve dayanikliligi ifade eden gen Frl olarak sembolize
edilmistir (Laterrot and Moretti, 1991). Frl ile iliskili isaretleyici
belirlemeye yonelik olarak yapilan galismalarda Frl’nin domatesin 9.
kromozomunda yer aldig1 ve tiitiin mozaik viriisiine dayaniklilig1 kontrol
eden genle (Tm-2) resesif ah genine yakin yerde (> 5 cM) lokalize
oldugu belirlenmistir (Fazio et al., 1999; Vakalounakis et al., 1997).
Fazio et al., 1999°da yaptig1 ¢alismada Frl genine 5.1 cM uzaklikta tespit
edilen RAPD isaretleyicisi, gene uzak oldugu i¢in 1slah ¢aligmalarinda

seleksiyonda kullanilamamustir.

Bu noktadan hareketle bu g¢alismada; Frl genine daha yakin
olabilecek ve 1slahta isaretleyicilere dayali seleksiyonda (MAS)

kullanilabilecek molekiiler isaretleyici(lerin) bulunmasi amag¢lanmistir.

Bu hastaliga kars1 dayanikl yerli domates ¢esidi yok denecek kadar
azdir. Aragtirma sonucunda elde edilecek isaretleyicilerin yerli dayanikli
hibrit ¢esit eldesini rutin hale getirecegi, hiz kazandiracagi ve dayanikli
yerli g¢esitlerin pazar paymi arttiracagl disiiniilmektedir. Ayrica
molekiiler igaretleyiciler yardimiyla hastaliklara dayanikli domates

anaglarmin gelistirilmesi de miimkiin olabilecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Fusarium oxysporum {le flgili Calismalar

Toprak kokenli bitki patojenlerin ¢ogu, Onemli bahce ve tarla
kiiltiirlerinde ¢okerten, fide yanikligi, kok ve kok bogazi ¢iirikligi, kok
kahverengilesmesi ve solgunlugu gibi ekonomik bakimdan 6nemli kok

hastaliklarinda esas rolii oynarlar (Yiicel, 1989).

Fusarium’un 20’nin {stiinde tiirii vardir. En ¢ok goriilenleri,
Fusarium solani, Fusarium oxysporum ve Fusarium
chlamydosporum’dur. F.avenaceum, F.culmorum, F moniliforme, F.
equiseti gibi bazi fusarium tiirleri bitki tiirii ayirt etmeksizin bulagtirma
yaparken, bazilar1 cinse, tiire hatta ¢eside ozgiidiir. Ornegin, F.
coeruleum, F. eumartii ve F. sambucinum patatese, F. buharicum

pamuga, F. xyllarioides kahve’ye 6zgiidiir.

Tiirkiye’de Fusarium tiirlerinin varlig1 iizerine yapilan ¢calismalarda
55 bitki tiirtinde 31 Fusarium tiirli saptanmistir. Domatesten izole edilen
fusarium tiirlerinin ise bolgelere gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.
F. oxysporum, F. equiseti, F.solani Cukurova Bélgesinde; F.solani Izmir,
Manisa, Aydin, Denizli, Mugla, Kiitahya ve Balikesir; F. oxysporum,
Usak ve Canakkale; F. equiseti Ankara; F.solani Ege Bolgesinde; F.
oxysporum ve F. semitectum Usak, Canakkale ve izmir’de saptanmistir
(Ozer ve Soran, 1991).

Fusarium oxysporum Solanaceae bitkilerinde farkli solgunluga

neden olmaktadir. Domateste Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ve
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radicis lycopersici, patlicanda fusarium oxysporum f. sp. melongenae,

biberde fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum’dur (Miller et al., 1996).

Fusarium oxysporum mikrokonidi, makrokonidi ve klamidospor
olmak tizere {i¢ tip spor iiretmektedir. FORL nin yayilmasinda ve hayatta
kalmasinda bu spor tiplerinden ikisi gdze c¢arpmaktadir. Mikrokonidi
formu nekrotik dokuda biiylik kalinti igermekte ve sterilazyon yapilan
sera topraklarinda hava akimi ile yayilmaktadir. Klamidosporlar ise kalin
duvarlara sahiptirler ve fungus toprakta uzun periyodlar boyunca hayatta
kalabilmektedir (Ozbay ve Newman, 2004). F. oxysporum Patates
Dekstroz Agar (PDA) gibi kati ortam kiiltiirlerinde cogaltilabilirler.
Genel olarak, havai miselleri once beyaz goriiniir, daha sonra F.
oxysporum’un 1rkina yada tiirline gére mor’dan koyu pembeye degisen
renge doniisebilirler. Eger sporlar ¢ok yogunsa kiiltiir, krem ya da

turuncu renginde goriiniir (Gonsalves et al., 1993).

Fusarium oxysporum genis bir konukg¢u araligina sahiptir. Bu
fungusun baz1 form spesiesleri konukcuya 06zellesmistir. Fusarium
solgunlugu etmeni F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), kok ve kok
bogazi ¢iiriikliigli etmeni F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici (Forl)
olarak bilinmektedir (Armstrong, 1981; Farley et al., 1975). Bu iki
patojen morfolojik olarak ayirt edilemez. Her ikisi de domateste konukg¢u

olmalarina ragmen ayr1 formda hastaliktirlar (Attitalla et al., 2004).

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ilk olarak 1895 yilinda
tanimlanmis ve diinyanin 32 {ilkesinde yayilim gostermistir. Hastaligin 3
ik bildirilmistir. Irk 1 en yaygin olup, cografi bdlgelerin pek ¢ogunda
rapor edilmistir. Irk 2 ilk olarak 1940 yilinda Ohio’da rapor edilmis
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ancak 1961 yilinda Florida’da bulunana kadar ¢ok yaygin olmamustir.
Avustralya, Meksika, Israil, Fas, Hollanda ve Irak’ta goriilmiistiir. Irk 3
ise ilk olarak 1966 yilinda Brezilya’da rapor edilmis daha sonrasinda

Avustralya, Florida ve Kaliforniya’da bulunmustur (Wong, 2003).

Fol i¢in optimum toprak ve hava sicakligi 28°C’dir. Cok sicak
(34°C) ya da ¢ok serin (17-20°C) toprak sicakliklar1 hastaligin gelisimini
yavaglatmaktadir. Hastalik hassas domates gesitlerinin ksilem dokusuna
yerlesmekte ve bitkinin su tasim sistemini etkilemektedir. Sonugta
yapraklarda ve bitkide sararma, solma ve 6liimler olmaktadir (Katan et

al., 1997; Wong, 2003).

Kok ve kok bogazi giiriimelerine neden olan FORL ise; ilk olarak
1974 yilinda Florida’da bulunmustur. Hastalik 6zelikle Florida’nin giiney
bolgelerindeki asidik, kumlu topraklarda yetistirilen domates alanlarinda
yaygin olarak tespit edilmistir. Daha sonra Kanada, Meksika, Israil,
Japonya ve pek cok Avrupa iilkesinde bulunmustur. Sera ve agik
alanlarda 6nemli verim kayiplarina neden olan hastalik 06zellikle
topraksiz tarimin uygulandig besin soliisyonunun re-sirkiile edildigi NFT
(Nutrient Film Technique), kaya yiinii gibi ortamlarda biiyiik kayiplara
neden olmaktadir. Verim kaybi % 15-65 arasinda degismektedir
Fungusun bitkiye girisi yara yiizeylerinden olmakta, simptomlar1 fide
asamasinda sararma, olgunlagsmamis kotiledonlar ve yaprak sayisinda
azalma iken yash bitkilerde yavas sararma, hasat sonuna kadar
yasayabilme seklinde goriilmektedir. Hastaligin gelisebildigi optimum
sicaklik 21°C’dir (Ozbay ve Newman, 2004; Roberts et al., 2000; Rowe
and Farley, 1977; Jarvis et al., 1981).
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Fusarium oxysporum genis bir fungal patojen olup, ekonomik
olarak énemli 100’den fazla konukg¢usu bulunmaktadir. F. oxysporum’un
genetik  cesitliligi  Vejetatif  Uyumluluk  Gruplart  (Vegetative
Compatibility Group; VCG) ile siiflandirilmaktadir. Bir fungus tiir{iniin
veya 1wrkinin  birbirine olan  genetik yakinligt  bu  sekilde
arastirilabilmektedir. Bu yontem ilk olarak 1980’li yillarin ortalarinda
Puhalla tarafindan gelistirilmistir. Buna gore vejetatif uyumluluk
izolatlarina 4-5 sayidan olusan VCG kodu verilmis, ilk {i¢ say1
konukguya oOzellesmis, son sayida form speciese ait olacak sekilde

verilmistir (Kistler et al., 1998).

Fusarium tiirlerin tanilanmasinda ayrica serolojik bir yontem olan
ELISA testi ve DNA molekiilleri arasindaki dizilim farklarmin ortaya
kondugu RFLP yontemi de kullanilmaktadir (Summerel et al, 2001).

Ornegin nohutta sararma ve solgunluga neden olan F. oxysporum
f.sp. ciceris’in 8 irki igin Ozellikli primerler gelistirilmis ve bunlarin
kullanilmasiyla ¢esitli bolgelerden toplanan irklarin ayrimi yapilmistir

(Gasco and Diaez, 2003).

Attitalla et al., (2004), FOL ve FORL izolatlarinin farkliliklarini
saptamak icin 3 teknikle calismistir. Isozim DNA, mitokondrial DNA
RFLP ve osmotik methodlar kullanilarak fungal pigmentler ortaya
cikarilmustir. izolatlar cografik olarak genis bolgelerden toplanmis ve
sonugta mitokondrial DNA RFLP teknigi, FOL ve FORL izolatlar

arasindaki farkliligi belirlemede en etkili ara¢ oldugu belirlenmistir.

Ingiltere, Hollanda, Fransa ve Belcika’dan elde edilen 37 FORL
izolat1 ile yapilan calismada 4 vejetatif uyumluluk grubu (VCG)
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belirlenmistir. Bunlarin ii¢ tanesi (0090, 0091, 0094) 6nceden 0097 ise
yeni tammlanmistir. VCG 0094 ingiltere, Hollanda ve Belgika’da
dominant iken Fransa degildir. Ayrica bu izolat {i¢ alt gruba boliinmistiir.
Yiiksek seviyede genetik farklilik gdsteren bu patojenin bat1 Avrupa’da
bircok VCG ve alt gruplar1 bulunmustur (Katan and Katan, 1999).

Italya’da 5 farkli bolgeden toplanan Forl izolatlar ile 5 VCG
grubunun olusturuldugu ¢alismada, 65 izolatin VCG 0090, 99 izolatin
VCG 0091, 23 izolatin VCG 0092, 2 izolatin VCG 0093 ve 2 izolatin da
VCG 0096 oldugu bildirilmistir. Ayrica Italya’da ki Forl’un populasyon
yapisinin Isarail’de bildirilen ile benzer oldugu ortaya konmustur (Primo

et al, 2001).

Ulkemizde ise Adana- Mersin’de bulunan plastik tiinellerden alinan
domates drneklerinde Forl etmeni saptanmistir. Bu izolatlarin VCG 0090
I ve VCG 0091 I oldugu belirlenmistir. VCG 0090 II ve VCG 0091 I'e
ait 11 izolat yerel domates ¢esidine (Urfa) kok daldirma metoduna gore
inokiile edilmis ve 24+2°C (12 saat foto periyot)’de biiyiimeye
birakilarak enfeksiyonlu bitkilerden re izolasyon yapilmistir(Can vd.,

2003).

F.oxysporum f. sp. radicis lycopersici tarafindan sebep olan
fusarium kok ve kok bogazi hastaligi Akdeniz Bolgesinde, Avrupa,
Amerika ve Japonya’da bildirilmis olup, lilkemizdeki ilk bildirimi Can

vd., (2004) ¢alismasidir.

Hastalikla miicadelede farkli yontemlerin kullanildigi pek ¢ok

calisma yapilmistir. Bu miicadele yontemleri arasinda hastaliktan ari fide
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kullanimi, kiiltiirel Onlemler, kimyasal miicadele ve solarizasyon,

biyolojik kontrol sistemi ve dayanikli ¢esit bulunmaktadir.

a) Hastaliktan ari fide kullanilmasi; yetistiriciligin ilk agamasinda
dikkat edilmesi gereken Onlemdir. Yetistiricilik esnasinda kiiltiirel
islemlere dikkat edilmeli, hastaligin goriildigii bitkiden digerine gecis

engellenmelidir.

b) Kimyasal miicadele ve solarizasyon: Hastalikla miicadele %100
etkili bir kimyasal olmamakla birlikte toprak solarizasyonunda metil
bromit kullanimi iyi bir kontrol saglamaktadir. Ancak bu kimyasalin
ozon tabakasinda yarattig1 tahribat sonucu yasaklanmasi, steril toprakta
fungusun yeniden bulagsma yapmasi ve kimyasallarin timori tesvik
etmesi, besin ve sudaki kalintilarinin insanda kansere neden olmasi bu
miicadele seklini etkisiz hale sokmaktadir (Omar et al., 2006).
Solarizasyon ise yaz mevsimi sicak gecen bolgelerde yapilabilmekte
basarisini ise toprak nemi, sicakligi, glines 1s1gmin siddeti ve siiresi gibi

faktorler etkilemektedir (Yiicel, 1989).

c¢) Biyolojik kontrol sistemi: Yapilan arastirmalar gostermektedir ki
hastalikla miicadele de biyolojik ajanlarin kullanimi da etkili bir
yontemdir. Trichoderma fungusu Forl ile miicadele de basar1 saglamistir.
Bu konu ile ilgili olarak pek ¢ok arastirma yapilmis olup, Trichoderma
harzianum kullantminin hastaligi % 12 oraninda azalttigi bildirilmistir

(Datnoff and Pernezny, 2001).

d) Hastalikla miicadelede %100 etkili yontem dayanikli ¢esit
kullanimidir. Bu konu ile ilgili ¢aligmalara bakildiginda Japonya’da

‘IRB-301-30’ ve ‘IRB-301-31’ dayanikli 1slah hatlarinin gama 1sinlamasi
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ile elde edildigi bildirilmektedir. ‘IRB-301-31" sonraki 1slah
calismalarinda kullanilarak, pembe meyveli ‘Ohio CR6’ c¢esidi
gelistirilmistir. Yapilan islah c¢aligmalar ile dayaniklilik yeni ¢esitlere
aktarilmistir (Yamakawa and Nagata, 1975; Scott and Farley, 1981).
Miicadele de ayrica anaglarin kullanimi da 6nemli bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Hibar et al., (2006) ‘Beaufort F,” ve ‘He-Man F;’
anaglar1 ile yapmis olduklari denemede dayanikli ana¢ kullaniminin
verim ve Kkaliteyi arttirdigin1 ayrica hastalikla miicadele de etkili

oldugunu ortaya koymuslardir.

2.2. Molekiiler isaretleyicilerin Kullamlmas1 1ile ilgili
Cahsmalar

Cesitlilik  ve  genetik  iligkileri  belirlemede  molekiiler
isaretleyicilerden  faydalanilmaktadir.  Isaretleyiciler; — morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler olmak {izere 3 sekilde gruplanabilmektedir.
Morfolojik isaretleyiciler, bitki populasyonu iginde, bir bitki ya da bir
grubunu digerlerinden ayiran segici Ozellik, o genotipi ayiran bir
isaretleyici olarak degerlendirilir. Biyokimyasal isaretleyiciler, tohum
proteinleri, yapraklarda bulunan kimyasallar, sekonder metabolitler,
izoenzimler, vs. bu gruba girerler. Ancak en yaygin kullanilan

komponentler izoenzimler ve tohum proteinleridir.

Molekiiler isaretleyiciler, son yillarda sistematik calismalarinda
yaygin olarak kullanilmakta olup, cesitli avantajlara sahiptir. Cevre
faktorlerinden etkilenmezler, ¢ekirdek ve farkli kalitim sekline sahip
kloroplast ve mitokondri gibi organel genomlar ayr1 ayr1 ¢alisilabilir,

genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklar1 i¢in daha az pleiotrofiktir
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(bir genin birden fazla karakteri kontrol etmesi), her bir ebeveynden
gelen farkli karakterler tespit edilebildigi igin bitkilerin genetik orijini
tespit edilebilir, sonsuz sayida molekiiler isaretleyici elde edilebilir

(Giilsen ve Mutlu, 2005).

Molekiiler isaretleyici teknolojisi hizla gelismekte ve ticari 1slah
programlarinda 1990’lardan beri kullanilmaktadir. Islah ¢aligmalarinda
istenen genotipler segilerek melezlenir, boylelikle seleksiyon i¢in zaman
ve yer azaltilarak bir giinde yiizlerce bitki ayn1 anda secilebilir (Barone et

al., 2005; Young and Tanskley, 1989).

Klasik bitki 1slahi, {istiin bireyler arasindan fenotipik seleksiyon ile
istenen bireylerin se¢imine dayanmaktadir. Ornegin fasulyede tohum
blyiikliigli ve tohum kabugundaki pigmentasyon arasindaki iliskiyi
1slahg¢ilar uzun yillar morfolojik karakterizasyonda kullanmiglardir. Fakat
morfolojik karakterizasyonun genetik ve 1slah ¢aligmalarinda kullanimi
dominansi ya da epistatik interaksiyon, vb. durumlarda bazi zorluklari

ortaya koymustur (Foolad, 2007).

Islah¢ilar hastaliklara dayanikli ¢esit gelistirmede giivenilir ve hizli
molekiiler isaretleyicileri kullanmaktadirlar. Isaretleyici kullanarak

seleksiyon (MAS) ile dayanikli genlerin transferi miimkiin olmaktadir.

Isaretleyici yardimli seleksiyon (MAS) bitki 1slahinda maliyeti
azaltmakta, seleksiyonun dogruluk ve verimliligini arttirmaktadir. Ayrica
fide asamasinda  seleksiyon saglayarak 1slah  programlarini
hizlandirmaktadir. MAS gen piramidinde, geriye melezleme
programlarinda, resesif ve eklemeli gen transferlerinde de Onemlidir.

MAS ile yil i¢inde ¢ok yonlii 1slah programlarini yiiriitmek miimkiindiir.
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[saretleyici yardimli  seleksiyon (MAS) teknolojisi hastaliklara
dayaniklilik i¢in kullaniminin yaninda domateste olgunlagsma, karotenoit
icerigi (Lycopene, beta karoten) vb. dzellikler i¢in de kullanilmaktadir

(Williams et al., 1993; Foolad, 2007).

Genel olarak iki tip molekiiler isaretleyici bulunmaktadir. RFLP
(Restriciton Fragment Lenght Polymorphism=Kesilmis par¢a uzunluklari
farklilig1), tipi molekiiler isaretleyiciler DNA-DNA hibridizasyonuyla
gerceklestirilmektedir ve genellikle radyoaktif maddelerle tespit
edilmektedir. Diger sinif isaretleyiciler ise SSR, ISSR, RAPD, AFLP ve
SRAP gibi PCR’a dayal1 isaretleyicilerdir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

PCR’a dayali isaretleyicilerin kullanimi, kullanici i¢in kolay, ucuz,
hizli, ve daha az yogunlukta isgilicii gerektirmesinden dolay1r hizla

artmistir.

Bu c¢alismada SRAP, SSR, RGA ve Cos II isaretleyicileri ile
degisik kombinasyonlar kullanilmigtir. Bundan sonraki boliimlerde bu

isaretleyicilerin kullanimu ile ilgili caligmalar yer almaktadir.

2.2.1. Sequence Related Amplified Polymorphism (SRAP) ile
Ilgili Calismalar

SRAP, Li and Quiros, (2001) tarafindan gelistirilmis, basit,
giivenilir, yeterli oranda ve kolay elde edilir bandlar veren PCR’a dayal1
isaretleyici sistemidir. 17 ve 18 bp uzunlugunda ileri (forward) ve geri

(reverse) primerlerinden meydana gelmektedir. Forward primerleri 13

yada 14 bp uzunlugundaki bir ana dizilimden meydana gelmektedir ve
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CCGG dizilimi tarafindan takip edilmektedir. 3’ ucunda 3 adet segici
(aywran) niikleotid igcermektedir. Reverse primerleri de forward primerleri
gibi benzer bilesimden meydana gelmekte, CCGG dizilimi yerine AATT
dizilimini i¢ermektedir. AATT dizilimini de primerin sonunda 3’ ucunda

eklemeli {i¢ se¢ici niikleotid takip etmektedir.

SRAP isaretleyicileri, RAPD isaretleyicilerine gore daha yiiksek
oranda tutarli sonuglar ortaya koymaktadir. AFLP isaretleyicilerine gore

daha ucuz ve daha az is¢ilik gerektirmektedir (Li and Quiros 2001).

SRAP isaretleyicileri bir ¢ok tiirde genetik cesitlilik caligmalarinda

basariyla kullanilmistir.

Li and Quiros, (2001) Brassica oleracea L.’nin rekombinant 1slah
hatlar1 ve double-haploid hatlarinda ¢alismislar ve jelden izole edilen
bantlarin %45’1 dizilim analizinden sonra Gen bankasindaki bilinen
genler ile eslestigini bildirmislerdir. Dizilim analizinden sonra SRAP
isaretleyicilerinin =~ %20’sinin  ko-dominant isaretleyici oldugunu
belirlemislerdir. Bu ¢alismada SRAP ile Brassica’da bulunan
glucosinolate  desaturation genini (BoGLS-ALK) isaretlediklerini
belirtmislerdir.

Budak et al, (2004) SRAP primerlerini kullanarak ¢esitli
koleksiyondaki 53 ¢im (buffalograss) genotipinin genetik cesitliligini
degerlendirmistir. 34 SRAP primer kombinasyonunun kullanildig:
calismada genotipler arasindaki genetik uzakligin 0.33’den 0.99’a kadar
degisim gosterdigini  belirlemislerdir. SRAP gibi PCR’a dayal
teknolojilerin kullaniminin genetik c¢esitliligin dl¢lilmesinde etkili bir

ara¢ oldugunu bildirmislerdir.
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Suman et al., (2008) 30 sekerkamis1 genotipini, 31 SRAP primer
kombinasyonu ile taramiglar ve 1364 fragmentin 1135 (%83)’ini
polimorfik bulmuslardir. Primer kombinasyonlarindan ortalama 44
parcacitk elde edilmis ve 119 (%8.7)’unun tiire spesifik oldugu
bildirilmistir.

Li et al., (2007) turpta genetik cesitlilik analizinin RAPD, AFLP ve
SRAP isaretleyicilerini kullanarak yaptig1 ¢caligmada, 11’1 ¢in varyetesi, 5
yabanci kiiltlir varyetesi ve 1 yabani olmak iizere toplam 17 varyete
kullanmiglardir. RAPD isaretleyicisi %93,4’lik bir oranla en fazla
polimorfizmi vermis, ayrica RAPD ve SRAP’a dayali dendogram verileri
ile morfolojik ozelliklere gore siniflandirma arasinda uyum oldugunu

bildirmislerdir.

Smutkupt et al., (2006) 22 baklagilde DNA parmak izini belirlemek
ve her ¢esit icin spesifik isaretleyici saglamak icin SRAP
isaretleyicilerini kullandiklar1 c¢alismada, 84 SRAP primer ¢ifti ile
taranmis, 8 primer ¢ifti en iyl sonucu vermistir. 393 DNA fragmenti

%96.95 ile polimorfizm verdigini bildirmislerdir.

Giilgen vd., (2007) SRAP ve fenotipik isaretleyicilerin kullanildig:
ve 23 bamya genotipinin arasindaki g¢esitlilik ve iliskiye bakilan
calismada, 39 kombinasyonlu ileri ve ters (forward ve reverse) SRAP
primerleri kullanilmistir. 21 Tiirk ve 2 USA bamya genotipi 97 skorlanan
isaretleyicinin %50’sinde polimorfizm bulunmustur. 23 genotipin 17’si
(%74) 0.93 benzerlik ile birbirinden ayirt edilmistir. Arazide 33 kalitsal
ozellik oOlgiilmiis ve 28’1 (%85) polimorfik bulunmustur. 33 fenotipik
isaretleyiciye dayali UPGMA dendogrami tiim genotipleri ayirt etmistir.
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Fakat bamya genotiplerinin cografi iligskisi belirlenememistir. Bu
calismada SRAP isaretleyicilerinin, bamya genotiplerinde cesitlilik

calismalarinda kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Anna and Mark, (2005), SRAP, AFLP ve SSR tekniklerinin
karsilastirildigi ¢alismada 24 elit brokoli hat grubunun farkliligim
arastirmistir. Genomik DNA, 24 AFLP, 24 SRAP ve 44 SSR primer ¢ifti
kullanilarak denenmistir. Bu degerlendirmede SSR primer bagina
ortalama 2 pargacik vermis, AFLP metodu SSR’dan daha az oranda
polimorfizm (%63) gdstermesine ragmen, primer basina 20 pargacik
tiretmigtir. SRAP primer basina ortalama 14 bant iiretmis ve bunlarin da
% 82’si polimorfik bulunmustur. Bu calisma ile AFLP ve SRAP
primerlerinin elit brokoli hatlarinda farklilik ¢alismalarinda daha etkin

oldugu ortaya konulmustur.

Hiyarda yiiksek sicakliklara dayaniklilikda QTL analizi ve genetik
haritalama i¢cin SRAP isaretleyicisinin kullanildig1 ¢calismada, her bir ileri
(forward) primeri farkli geri (reverse) primerleri ile kombinasyon
yapilmis ve polimorfizm orani 5’ten 8’e ¢ikarilmistir. Ayni sekilde geri
(reverse) primerleri de, farkli ileri (forward) primerleri ile kombinasyon
yapildiginda polimorfik primer oraninin 2’den 11°e arttig1 belirlenmistir.
Geri (Reverse) primerleri SA4 yada EM6 biitiin ileri primerleri ile test

edildiginde tanimlanan polimorfik bandlar vermistir (Qian et al., 2006)

SRAP isaretleyicileri akrabalik iliskileri belirlemenin yan1 sira
dayaniklilik, kalite gibi pek c¢ok oOzellikle iligkili haritalarin

olusturulmasinda da yaygin kullanilan bir yontem olmustur.
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Yeboah et al., (2007) hiyarda SRAP ve ISSR isaretleyicilerine
dayali genetik haritalama yaptiklar1 ¢aligmada, ‘PW0832’ ve ‘PW0801’
hiyar hatlarin1 melezlemisler ve 112 F; bitkisini kullanmiglardir. 50 ISSR
primeri ve 132 SRAP primer kombinasyonlarindan 13 (%26) ISSR
primerleri ve 26 (%20) SRAP primer ciftleri polimorfik bulunmustur.
Toplam 109 polimorfik isaretleyicilerin 48’1 ISSR ve 61’1 SRAP’tir.
Ortalama polimorfik bantlar, ISSR’da 4, SRAP’te 2’dir. Bu calisma ile
hiyar, 7 baglantil1 gruba ayrilmistir ve bulunan isaretleyiciler, isaretleyici

yardimli seleksiyon ¢alismalarinda kullanilabilinir olarak bildirilmistir.

Junsong et al., (2005) S06 ve S52 hiyar 1slah hatlarini kullanarak F,
populasyonu olusturduklar1 ¢alismada, 64 SRAP primer kombinasyonu
108 polimorfik bant elde etmislerdir. Mapmaker3.0 kullanilarak, baglanti
grubu yapilmis ve 77 SRAP isaretleyicisi 9 iliskili gruba ayrilmistir. Tlk
cicek bogum ozelligi ile ifade edilen Ffn geni 9. Iliski grubunda

haritalanmis ve 10.3 ¢cM and 12.1 ¢cM mesafesinde bulunmustur.

Ferriol et al.,, (2004) 47 kabakta morfolojik karakterizasyon
sonucunda farklilik elde etmisler, molekiiler analizde 5 ileri (mel-2-6-7-
8) ve 4 geri (em1-2-5-6) ile 11 SRAP primer kombinasyonunda toplam
148 fragment elde etmisler ve bunlarin 98’ini (%66.2) polimorfik

bulmuslardir.

Levi and Thomas, (2007) 24 karpuz ¢esidinde 146 isaretleyici
(RAPD, ISSR, AFLP ve SRAP) kullanilarak yaptiklar1 haritalama
calismasinda farkli linkage gruplar tespit etmistir. 53 RAPD’in 5°i
(%9.4), 15 ISSR’1in 6’st (%40.0), 37 AFLP’nin 30’u (%81.0) ve 41
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SRAP isaretleyicinin 33l (%80.5) polimorfizm gostermis ve SRAP

isaretleyicilerinin polimorfizmde en etkili oldugu ortaya konulmustur.

Yang et al., (2006) SRAP ve SSR isaretleyicilerini Brassica’da
karsilastirdigi  ¢alismasinda SRAP isaretleyicilerinde her primer
kombinasyonu ortalama 20.36 band vermis ve 4.44 polimorfik bant elde
edilmistir. SSR’da ise 3.88 ortalama bandin hepsi polimorfik

bulunmustur.

Han et al., (2007) Cin lahanalarinin genetik cesitlilik ve farkliligini
SRAP isaretleyicilerini kullanarak yaptiklari ¢alismada, 215 lokus 21 ¢ift
SRAP primerleri ile taranmiglardir. Genetik varyasyonun Ol¢iimii,

genetik farkliligin katsayisint % 58.22 bulmustur.

Wu et al., (2003) SRAP ile pamukta genetik baglant1 haritasini
olusturma c¢alismalarinda, ‘Handan208’ ve ‘Pima90’ hatlarinin
melezlenmesi ile 129 F, bireyi elde edilmistir. Iki ebeveyn arasindaki
polimorfizmi bulmak i¢in 136 primer ¢ifti F, populasyonunda
kullanilmis, me3 ve em2 kombinasyonlarinda en fazla polimorfik bant
elde edilmistir. MAPMAKER/EXP3.0 programi kullanilmig ve 39
baglanti gruplar1 iizerinden 237 lokus haritalanmigtir. Bu SRAP

isaretleyicileri ile pamukta ilk baglanti1 haritalamas1 olmustur.

Juan et al., (2001) kerevizde resesif ve tek genle kontrol edilen
CeMV virtsti ile iliskili markér c¢alismalarinda, F, ve BCl1
populasyonlar1 kullanilarak tarama yapmislardir. Melem?2 isaretleyicileri
dominant ve ikinci isaretleyici me8em?2 resesif olarak iliskilendirilmistir.
Acilim populasyonunda her iki igaretleyici kullanilarak tarama yapilmisg

ve hastalifa dayanikli homozigot ve heterozigot genotipler belirlenmis,
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boylelikle hastaliga dayaniklilik i¢in fide asamasinda seleksiyon
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Rahman et al., (2007) tohum kabugu rengi icin Brassica tiiriinde
yaptiklar1 ¢alismada, Span cesiti (kahverengi tohumu) ve Bari-6 (Sar)
melezlenerek Fy, F», F3 ve BC1 elde edilmistir. Sar1 hat ana ebeveyn gibi
kullanildiginda polen etkisi bulunmustur. Tohum kabugu rengi,
kahverengi, sari-kahverengi ve parlak sar1 seklinde acilim gostermis ve
SRAP isaretleyicisi ana tohum kabuk rengi Brl/brl ile baglantili
bulunmustur. Bu isaretleyici 1slah ¢alismalarinda seleksiyonda kullanmak

icin SNP ve SCAR isaretleyicisine ¢evrilmistir.

Yuanyuan et al.,, (2007) Brassica napus’un (salgam) genetik
baglantis1 i¢in 142 SRAP, 163 fonksiyonel isaretleyici, 160 SSR ve 117
AFLP isaretleyicisi, SI-1300 ve Eagle melezlenmesi ile elde edilen F,
populasyonundaki 184 birey kullanilmigtir. Bu harita 3.53 ¢M ortalama
isaretleyici aralig1 ile 2054,51 ¢cM’i kapsamaktadir.

SRAP isaretleyicileri kullanilarak Pamukta yapilan ¢alismada, 129
F, bitkisini ‘Handan208’ x ‘Pima90’ melezinden elde etmislerdir.
Toplam 136 primer ¢ifti kullanilmis ve iki ebeveyn arasinda 76 primer
ciftinde en iyi polimorfizm ortaya konulmustur. Caligmada en fazla me3-
em2 kombinasyonunda polimorfik bant elde edilmistir (Maoging et al.,

2003).
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2.2.2. Simple Sequence Repeat (SSR) ile Ilgili Calismalar

Simple sequence Repeats (SSR) cok sayida art arda tekrarlanan,
genetik isaretleyicilerin lokusa 6zel bilgi formundaki 2- 5 niikleotidden
meydana gelmektedir. Yiiksek organizmalarda heniiz gdrevleri
bilinmeyen, ancak diizenleyici rollere sahip oldugu diisiiniilen, rasgele
tekrarlanan DNA bolgeleri vardir. Bu tekrarlarin her {initesindeki
niikleotid sayisina gore, mikrosatellit ve minisatellit olarak adlandirilir.
Mikrosatellitler icerisinde en yaygini diniikleotid (6rnegin ATATAT)
tekrarlar olmakla birlikte, 1-6 bp’lik tekrarlar da bulunabilmektedir
(Giilsen ve Mutlu, 2005).

Mikrosatellitler, ayn1 zamanda STR (short tandem repeats) veya
SSR (simple sequence repeats) olarak da anilir ve 11-60 bp
uzunlugundaki tekrarlardan olusan minisatellitlerden (VNTR) farklidir.
Minisatellitler genellikle kromozomlarin u¢ kisimlarinda, yani telomere
yakin bolgelerde bulunmasina karsin, mikrosatellitler yiiksek organizma
(Eucaryote)’lara ait kromozomlar {izerinde daha bol ve gelisigiizel bir
dagilim gosterir. Bu nedenle, bu tiir tekrarlara dayali bilgiler biitiin
genomu daha dogru temsil etmektedir. SSR Okaryatik genomlara dogru
yayilirlar. PCR teknigi kullanilarak analiz edilebilirler. SSR genetik
haritalama  ¢alismalarinda  genetik  c¢esitliligin ~ belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Ve pek c¢ok bitki tiirtinde 6rnegin, Arabidopsis, musir,
piring ve soya tiirlerinde kullanilir (Glilsen ve Mutlu, 2005; Poleg et al.,
2001; Rafalski and Tingey, 1993).

Rajput et al., (2006) yaptiklar1 ¢alismada 60 RAPD primerinin

taramasin1  iceren bir ag sistemi olusturulmustur. Tekrar elde
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edilebilirligini onaylamak i¢in her deneme 50 defa 10 aday tarafindan
yapilmig, RAPD ve SSR teknikleri ¢alisilmistir. Her teknik igin
laboratuarda farkli adaylara dagitilmis ve elde edilen sonuglar orijinal
gonderici sonuglari ile karsilastirilmistir. Calisma sonucunda RAPD’lerin
yeniden elde edilebilirliginin zor oldugu ortaya c¢ikarken, SSR allelleri
biitiin adaylar tarafindan ¢ogaltilmis ve sadece kiiciik farkliliklar elde

edilmistir.

He et al., (2003) ¢ok sayida SSR isaretleyicisini gelistirmek ve
karakterize etmek icin yaptiklari ¢aligmada, 158 ¢ift SSR primeri 19
farkli domates set ¢esidinde taranmislardir. 129 ¢ift DNA fragmenti elde
edilmis ve 65’1 polimorfik bulunmus ve 19 set domates ¢esidi polimorfik

bulunan SSR lokuslaria gore siiflandirilmistir.

Tam et al., (2005) Domates ve biberde genetik ¢esitlilik icin SSAP,
AFLP ve SSR isaretleyicilerini kullanmiglardir. Bu ii¢ isaretleyici
sisteminin  karsilastirildign  calismada  SSAP  (sequence-specific
amplification polymorphism) en bilgilendirici isaretleyici olarak
bulunmustur. Domates i¢in SSAP, genetik varyasyon ve iliskileri ayrintili
bir sekilde gosterirken, SSR’1n spesifik genetik iliski belirlemeye sahip
oldugu bildirilmistir.

Areshchenkova and Ganal, (1999) domateste bidirilen GATA
motifini igeren tetraniikleotid mikrosatellitlerin uzun dizilimi, biitiin
kromozomlarin sentromerleri etrafinda toplanmistir. Bu c¢alismada
domates mikrosatellitleri GA, GT, AT diniikleotid motifleri GATA gibi

degerlendirilmis ve Lycopersicum esculentum varyeteleri iginde
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degiskenlikleri haritalanmistir. GATA mikrosatellitlerinin domatesin

sentromer bolgesinde yiiksek oranda kiimelendigi bildirilmistir.

Martinez et al., (2006) ¢alismalarinda 19 SSR isaretleyicisi ve 7
AFLP primer kombinasyonu, giiney-dogu Ispanya’nin yerel 48 domates
cesidini karakterize etmek icin kullanilmislar ve yerel kiiltiir domatesinin
tanimlanmasinda SSR ve AFLP isaretleyicilerinin faydali oldugunu

bildirmislerdir.

Xia Ma et al, (2008) pamukta ‘Jianglingzhongmian’® x
‘Zhejiangxiaoshanliishu’” melezlenmesinden elde edilen 189 F, bitkilerini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, 6092 ¢ift SSR primerleri ile iki ebeveyn
arasinda polimorfizm bulunmustur. F, populasyonunda 268 c¢ift SSR
primerleri ile daha iyi polimorfizm elde edilmistir. Toplam 320
polimorfik band iretilmis ve JoinMap3.0 ile baglanti haritas
olusturulmustur. Ug fenotipik dzellik ile 267 lokus, 13 baglanti grubu
tizerinden haritalanmigtir. Haritanin toplam uzunlugu 2508.71 cM ve

ortalama bitisik isaretleyiciler aras1 mesafe 9.40 cM bulunmustur.

Zhang et al., (2007) caligmalarinda iki elit bugday varyeteleri
‘Huapei 3’ ve “Yumai 57’ melezlenmesinden elde edilen 168 hat ile yeni
genetik baglanti haritast bildirilmiglerdir. Harita da 305 lokus, 283 SSR
ve 22 EST-SSR isaretleyicisi ile ifade edilmis, ortalama bitisik
isaretleyiciler arasi mesafe 7.02 ¢cM ve toplam harita uzunlugu 2141,7
cM bulunmustur. 22 yeni SSR isaretleyicisinin kromozomal lokasyonlart

ve harita durumlar1 belirlenmis ve 14 baglantili grup bulunmustur.
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Eluch et al, (2008) arpada genetik cesitliligin arastirildig
calismada, 48 arpa gentipi 22 SSR isaretleyicisi ile analiz edilmis ve 4

isaretleyicinin tiim arpa genotiplerinde ayrim yaptigini bildirmiglerdir.

Meyvelerde de SSR tekniklerinden faydalanilmaktadir. Hong-Li et
al., (2008) seftalide genetik ¢esitlilik i¢in 51 ¢esitle SSR kullanarak, 22
polimorfik SSR primer ¢ifti se¢gmis ve 51 seftali ¢esidinde toplam 111
allel bildirmislerdir.

Zhu et al, (2006) 241 F, bitkisinde domates mildiyosi
(Phytophthora infestans) SSR isaretleyicisi ile taradiklart ¢alismada,
hastaliga dayaniklilig1 ifade eden Ph-ROL geninin 9. kromozomda olup,
SSR isaretleyicisi TOM236’a genetik uzakligimin 5.7 c¢cM oldugunu

bildirmislerdir.

Katzir et al., (1996) 8 kavun, 11 hiyar, 5 kabak, 1 balkabagi ve 3
karpuzda SSR isaretleyicilerini kullanmiglar ve toplam 7 SSR’in 5
tanesinin, kavun genotiplerinde polimorfizm gosterdigini, 7 SSR’mn 4
tanesinin de hiyar genotiplerinde 18—0.64 arasinda bir genetik uzaklik

gosterdigini ortaya koymuslardir.

Danin-Poleg et al., (2000) kabakgil tiirlerinden gelistirilen 61 tane
SSR isaretleyicisinin 40 tanesiyle, 13 adet kavun ve 11 adet hiyar
¢esitleri arasindaki uzunluk farkliliklarim1 arastirmislardir. Bu SSR’lar,
egzotik ve tath kavun gruplart arasindaki farki belirlemis ve ayrica
hiyarda iki alt tiir olan C. sativus var. sativus ve C. sativus var.

hardwickii birbirlerinden ayirabildigini bildirmislerdir.
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2.2.3. Resistance Gene Analoque (RGA) ile lgili Cahismalar

Gegmisteki 10 yil iginde pek ¢cok R geni (Dayaniklilik Genleri)
tanimlanmis, klonlanmis, sequencelenmis ve farkli bitkilerde Ornegin
arabidopsis, domates, marul, patates, keten ve tiitiinde karakterize
edilmistir. R genleri genis spektrumlu patojenlerin, virlis, bakteri ve
funguslara dayanikliligini ifade etmektedir. Ve R genleri amino asit
seviyesinde dizilim motiflerini paylagmaktadir. PCR teknolojisi
kullanilarak, dizilim homologlar1 arasinda hastaliklara dayanikli genler,
tanimlanir, klonlanir. Pek ¢ok tanimlanan RGA bilinen R genlerinin
durumlarina gore soya, Arabidopsis, piring, arpa, bugday, patates ve
misirda haritalanmistir. Arabidopsiste 2 RGA, fonksiyonel bir R
geninden yada R gene ailesinden tiiretilmistir (Zhang, 2002).

Arpada yapilan ¢alismada, 3 arpa double haploid haritalama
populasyonlart kullanilarak, 1H- 7H kromozomlarin genetik olarak
haritalanmasinda toplam 13 tek RGA kullanmiglardir (Steptoex Morex,
Harringtonx TR306, LUGCx Bowman) (Mamadov et al., 2006).

Guo et al., (2006) bugdayda kok ve kok bogazi fungal patojenine
(Fusarium head blight (FHB)) kars1 yaptiklar1 ¢alismada, RGA’lar
kullanmiglardir. 18 RGA primer c¢ifti ebeveynler ve bulklar arasinda
taranmig ve 7 primer kombinasyonu 22 net polimorfik bant liretmistir. Bu
kombinasyonlar populasyonda analiz edilmis ve 5 RGA isaretleyicisi

FHB ile baglantili bulunmustur.
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Zhang et al., (2007) yaptig1 ¢alismada, 22 AFLP- RGA primer
kombinasyonu ile toplam 446 AFLP- RGA amplifike olmus, dort pamuk
genotipi arasinda 76 (%17.0) ve 37 (%8.3) polimorfizm bulmustur.

Dondini et al., (2004) armut ve kayisida AFLP- RGA teknikleri
ates yaniklig1 ve Sharka’ya dayaniklilik i¢in kullanmislar ve bazi RGA
isaretleyicilerini kayis1 ve armutta Sharka ve ates yanikligina dayaniklilik

ile iligkili bulmuslardir.

Colins et al., (2001) 17 lokuslu arpa genomunu haritalamak i¢in, 12
RGA smift kullanmiglardir. RGA lokusu ile arpada kahverengi pas
hastaligina dayanikli Rph4, Rph7 ve Rph10 tanimlanmuistir.

Onal, (2006) patojensiz ortamda yetistirilmis uzun yumak otu ve
bermuda ¢imi kok ve yesil aksam cDNA orneklerinden R geni analoglari
(RGA’lar) izole etmek amaciyla, toplam 35 klonun DNA dizilemesini
yapmis ve bunlardan 4 tanesinin bilinen R genlerine ve RGA’lara
homolog oldugunu tespit etmistir. Bulunan RGA’nin DNA dizisinden
Ongoriilen aminoasit dizisinin 27 R proteinin dizileriyle karsilastirilmalar
sonucu bu RGA’ya en ¢ok yakinlik gosteren bes proteinin arpadan
MLA13, celtikten Pi-ta, pattesten GPA2, Arabidopsis’ten RPP13 ve

domatesten SW5 proteinleri oldugunu saptamislardir.

Hori et al., (2006) Fusarium bas kiifiine dayaniklilik i¢in 2 arpa
hatt1 ile melezleme ile yapilan c¢alismada ‘Harbin 2’ (dayamikl) ve
‘Turkey 6’ (hassas) hatlar1 kullanilmistir. Aragtirmada 328 AFLP, 45
SSR, 1 RFLP-STS, 1 AFLP-STS, 4 resistance gene analog (RGA) ve 4

morfolojik isaretleyici yer almistir.
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Kanazin et al., (1996) tiitiinde (N), arabidopsis (RPS2) ve ketende
(L6) dayaniklilik genlerini kodlayan bdlgelerden dizayn etmisler ve
soyada kullanmiglardir. Amplifikasyon {riinleri ile 9 RGA sinifi
belirlenmis ve bu siniflarin genetik haritalamasi 8 farkli baglanti grubu

ortaya koymustur.

Hemming et al., (2004) domateste Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici’ye dayanikliligi ifade eden 1-3 genini haritaladiklari
caligmalarinda, RFLP, Cos, bilinen genler ve RGA’lar1 kullanmislardir.
Domateste 7. kromozomun uzun kolunda yer alan 1-3 geni, 0.3 cM bdlge
kapsayan RAF isaretleyicisi, €06 ve RGA 332 ile lokalize oldugunu
bildirmislerdir.

Huang et al., (2005) genomik bilgiyi kullanarak lokal bir RGA
model adapte etmiglerdir. Domates bitkisinden domates mildiydsiine
dayaniklilik ifade eden ve 11. kromozom iizerinde yer alan R3a izole
edilmistir. R3 kompleks lokusunun karsilagtirmali analizlerde eski lokus
oldugu ve bitkide fungal patojenlere kars1 kalitsal bagisiklik icerdigi ileri

stiriilmiistiir.

2.2.4. Conserved Ortholog Set II (Cos IT) ile Tlgili Cahsmalar

Cos isaretleyicileri, asterid tiirlere ait korunmus, tek kopya ortholog
genlerden PCR yoluyla gelistirilmiglerdir. Her bir Cos II geni yalnizca bir
tek kopya Arabidopsis geni ile eslesmektedir. Cos isaretleyicileri ile

Cosll isaretleyicilerinin karsilastirilmasina baktigimizda;
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1- Arabidopsis’te oldugu gibi domates, patates, biber ve kahvede
geligtirilen EST (expressed sequence tag) baglantili unigen veri
bankasinin gelistirilmesi COS II’larin daha kolay testleme imkanin
saglamasi ile hizlanmistir,

2- Filogenetik analizleri destekleyerek smiflandirma islemlerini
hizlandirmasi,

3-Ortak tek kopya gen setlerinin farkli tlirlerin tanimlanmasini
kolaylastirmast,

4- Benzer ekzon/intron dizi gruplarina sahip olan ortholog gen
kopyalarin ¢ogaltimina olanak vermesiyle, lizerinde ¢aligilan tiirler i¢in
universal primerlarin gelistirilmesine biiyiik katki saglamasi,

5- Solanaceae familyasina iiye tiirler ile Arabidopsis arasinda
universal primerlara gére daha gii¢lii bir synteny kurulmasini saglamasi

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (www.sgn.cornell.edu).

Su ana kadar domateste 300°den fazla Cos II isaretleyicisi
haritalanmis ve gelecekte 500°tin iizerinde haritalanabilecegi
belirtilmektedir. Bu Cos II isaretleyicileri Solanace tiirlerinde (6rnegin;
patlican, biber, tiitlin vb.) haritalanabilir. Cos II isaretleyicilerinin pek

cok avantajlar1 bulunmaktadir.

AFLP, RFLP ve SSR isaretleyicileriyle tanimlanamayan bolgeler
COS 1II isaretleyicileri kullanilarak ¢ok daha hizli bir sekilde
haritalanabilmektedir. COS 1II isaretleyicileriyle yapilan haritalama
islemi AFLP, SSR ve RFLP teknikleri ile karsilastirildigi zaman daha
zahmetsiz ve ucuza mal olan bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Domates i¢in baslangicta gelistirilen bu isaretleyici setinin diger

Solanaceae familyas1 lyeleri ve aralarinda ortholoji bulunan diger


http://www.sgn.cornell.edu/
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tiirlerdeki bitki gruplarina uygulanabilir olmas1 sonucunda bugiin tiirler
aras1 akrabalik iligkilerinin ¢6ziimiinde COS II isaretleyicileri biiyiik bir
kolaylik saglamistir. Transgenik bitki {iretimi ve 1slaha ydnelik
caligmalar acgisindan COS II isaretleyicileri kullanimiyla ilgilenilen gen
ya da gen gruplarmin belirlenerek klonlanmasi daha kisa bir siirede

gerceklestirilmektedir (www.sgn.cornell.edu).

Fulton et al., (2002) genis domates EST verilerini Arabidopsis
genomik dizilime karsi taramiglar ve 1025 gen tanimlamiglardir. Bu
genlerin her iki genomunda tek bir kopyasi oldugunu bildirmislerdir. Bu
gen seti, domates ve arabidopsis gibi farkli genomlar arasinda
kiyaslamali haritalama ¢aligsmalarinda kullanilabilir. Bu Cos isaretleyici
seti, kiyaslamali genomlarda, filogenetiklerde ve bitki evrimi boyunca
dogal genlerin korunmasini acgiklama ¢alismalarinda tanimlanir. 27.000

domates unigenleri %55°1 Arbidopsis genomu ile eslesmektedir.

2.3. Domateste Dayanikhihk Cahsmalarinda Molekiiler

Isaretleyicilerinin Kullanilmasi

Domatesin ilk klasik baglant1 (iligki) haritasi isaretleyicileri 12
gostermis ve 1968 yilinda bildirildiginde 153 morfolojik ve fizyolojik
isaretleyiciyi icermistir. Yillar icerisinde harita genislemis, 258
morfolojik ve fizyolojik isaretleyiciyi gelistirilmistir. Domateste 1300’iin
tizerinde morfolojik, fizyolojik ve hastaliklara dayaniklilik genleri
bulunmakta ve bugiin bunun yaklagik 400’t haritalanmis durumdadir

(Foolad, 2007).
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Sandbrink et al, (1995) Clavibacter michiganensis ssp.
michiganensis’in neden oldugu domates bakteriyel solgunluk ve kanser
hastaligina dayanikli L. peruvianum LA 2157 ve hassas L. peruvianum
LA 2172’den geriye melez populasyonu olusturmuslar ve hastaligi iceren
lokusu haritalamak i¢in RFLP isaretleyicilerini kullanmislardir. 1, 6, 7, 8
ve 10. kromozomlar {iizerinde 5 bdlgenin dayanikliligi icerdigini

bildirmislerdir.

Coaker and Francis, (2004) Clavibacter michiganensis ssp.
michiganensis’a dayaniklilii kontrol eden Rem 2.0 ve Rem 5.1 iki QTL
lokusunu haritalamislardir. Rem 2.0 14.9 ¢M aralikla 2. kromozomun
tizerinde, Rem 5.1 ise 4.3 c¢M aralikla 5. kromozomun iizerinde
haritalanmistir. 750 F, bitkisinden elde edilen agilimla calisilmis ve
dayanikliligin eklemeli gen ve eklemeli epistatik interaksiyon ile kontrol
edildigini bildirmislerdir.

Stommel and Zhang, (2001) domateste Antraknoz dayanikliliginin
kalittmin1 ve QTL analiz ettigi calismada, hastalifa hassas ‘US28’ cesidi
ve 3 dayanikli 1slah hatti arasinda melezleme yaparak F;, F, ve BC
populasyonu olusturmuslardir. Hastaligin skorlamasi ebeveynlerde ve
melezleme ile olusturulan populasyonun meyvelerinde yapilmistir.
Hassas ‘US28’ ve dayanikli 115-4 hattinin melezlenmesinden elde edilen
F, populasyonundaki RAPD analizi, hastaliga dayaniklilbkta QTL’i

belirlemede faydalanilmigtir.

Dayanikli genlerle baglantili molekiiler isaretleyicilerin 1slahta
kullanilmast 1slahin basarisin1 arttirmaktadir. Molekiiler isaretleyici

teknolojisi, bir ya da birden fazla patojene dayanikliligi tek bir hatta
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toplamay1 saglamaktadir. Piramit sistemi olarak adlandirilan bu teknikte
bir hat birden fazla dayaniklilig1 blinyesinde bulundurmaktadir. Yapilan
calismada; TMV (dayanikli gen Tm2a), Verticilium dahliae (Ve geni) ve
Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici (Frl geni) hastaliklarina
dayanikli Momor ve Verticilium dahliae (Ve geni), Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici (I ve 12 geni), Stemphylium spp. (Sm geni) ve
Meloidogyne incognita (Mi geni) hastaliklarina dayanikli Motelle
melezlenmistir. Elde edilen F;’ler kendilenerek F,’ler elde edilmistir. Bu
asamada 12, Mi, Tm2a ile baglantili CAPS isaretleyicisi ve Frl ile iliskili
RAPD isaretleyici kullanilarak molekiiler analiz yapilmistir. Sonugta 4
hastaliga dayanikli homozigot genleri tasiyan 20 F4 ve 2 F; genotipi elde
edilmistir (Barone et al., 2005).

Vincent et al., (2001) siyah kiif ciiriikliik etmeninin dayaniklilik
kaynagi L. cheesmanii ile yaptiklar1 ¢alismada, RFLP ve PCR’a dayali
isaretleyiciler kullanmiglardir. Geriye melezleme ve kendileme

generasyonlarinda MAS kullanilmustir.

Danesh et al., (1994), bakteriyel solgunluga dayanikliligin
calisildig1 aragtirmada dayanikli ve hassaslarin melezlenmesi ile elde
edilen 71 F, bitkisi, 79 DNA isaretleyicisi ile analiz edilmistir. Kok ve
stirgiin inokiilayonu yapilarak, 0-5 skalas1 kullanilmistir. Toplam 290
RFLP arastinlmig fakat yalmizca 67’si agilim analizinde segilmistir.
Polimorfik RFLP isaretleyicileri 59°u domates genetik haritasi tizerinde

11 baglant1 grubu ile haritalanmistir.

Kawchuk et al., (1998) dominant verticilium solgunlugu geni (Ve)
ile yapilan ¢alismada RAPD molekiiler isaretleyici kullanilmis, dayanikli
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‘Craigella’ ile hassas ‘Ailsa Craig’ Resiprokal olark melezlenmis ve F,
populasyonundaki 600 bitki Ve i¢in taranmis, F, bitkileri kendilenerek de
F; bitkileri elde edilmistir. Ve lokusu 0.67 + 049 cM’dan az

bulunmustur.

Diwan et al., (1999) domateste Ve geni ile ifade edilip, tek
dominant gen tarafindan kontrol edilen Verticillium dahliae 1tk 1’in
haritalamasin1 yaptiklari ¢alismada, RI, F, ve IL olmak tlizere 3 farkli
haritalama populasyonu kullanmislardir. Tiim haritalama populasyonlari,
9. kromozomun kisa kolu fiizerinde RFLP isaretleyicisi GP39 ile

baglantili oldugunu bildirmiglerdir.

Ji and Scott, (2006) dayanikliligin 3 lokus tarafindan idame ettigi
Domates Sar1 Yaprak Kivircikligt (TYLCV) RAPD isaretleyicileri
UBC697 ve UBC621 1. bolge (Ty-1); UBC264, UBC169, UBC197 ve
UBC365 2. bolge; UBC131, UBC137, UBC236 ve UBC389 3. bolgeden
polimorfizm gostermistir. Bu isaretleyicilerin arasindan UBC697,
UBC264 dayanikli genler ile iliskili bulunmustur. Calismada bu

isaretleyiciler ko-dominant isaretleyici olan SCAR’a ¢evrilmistir.

Doganlar et al., (1998) mantarimsi kok ¢iiriikliigiine (Pyrenochaeta
lycopersici) dayanikliligi ifade eden Py-1 genini haritalamak i¢in RAPD
ve RFLP isaretleyicilerini kullanmislardir. OPW-04, OPC-02, OPG-19
primerleri NIL arasinda polimorfizm gostermistir. F; bitkileri RAPD
isaretleyicisinin Py-1 geni ile baglantisini onaylamak i¢in kullanilmus,
OPW-04, OPC-02 klonlanmis ve domates baglant1 haritasinda RFLP gibi
haritalanmis, 3. kromozomun kisa kolunda TG40 ve CT 31’in arasinda

yer almistir.
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Behare et al., (1991) dort Stemphylium tiiriiniin neden oldugu Gri
yaprak lekesi hastaliina dayanikli geni (Sm) RFLP kullanarak
haritaladiklar1 ¢aligmada, 124 F, bitkisi kullanmiglar ve Sm geninin T10

ve TG110 arasinda bulundugunu bildirmislerdir.

Dickinson et al., (1993) RFLP ve RAPD isaretleyicileri ile
Cladosporium fulvum’a dayaniklilik i¢in kullanilmigtir. Dayanikliligt
ifade eden Cf-2 ve Cf-5’in domatesin 6. kromozunda, ayni
bolgedeoldugunu belirlemistir. Bu bolge GP79 ve Aps-1’in arasinda ve
nematoda dayanikliligi ifade eden Mi geni ile benzer oldugu ortaya
konulmustur. Calismada RAPD isaretleyicileri ile Cf-2 ve Cf-5 genlerini
tagtyan ‘Moneymaker’ arasinda polimorfizm elde edilmis, RFLP ile

edilememistir.

Staniaszek, (2007) domateste fusarium oxysporum
f.sp.lycopersici’ye dayanikli homozigot 2 hat ‘A238” (hassas) ve ‘A241°
(dayanikli) melezlenerek, F; hibrit ve F, populasyonlari elde edilmistir.
Ebeveyn bilesenleri ve bulk segregant analizlerinin polimorfizmi 712
RAPD DNA primerleri ve 100 inter simple dizilim tekrar primerleri ile
yapilmistir. Domateste 11 kromozomda ve patateste spesifik PCR
isaretleyicilerinin polimorfizminde cahisilmustir. iki isaretleyici I-2 geni
ile baglantili olarak tanimlanmistir. 1-2 geni ve isaretleyici arasinda 11.7
cM mesafe hesaplanmistir. Bu iki isaretleyicinin dayaniklilik 1slahinda,

dayanikli genotipleri belirlemek i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir.

Domateste fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici’ye
dayanikli Frl lokusu ve tiitin mozaik viriisi’niin bircok 1rkina

dayanikliligr tastyan Tm-2 lokusu arasindaki iliskinin arastirildigi
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calismada, ‘IRB-301-31" 1slah hatt1 ile ‘Motelle’ melezlenerek, 222 F,
bitkisi kendilenmis ve her bir F; grubundan 15-60 fide fusarium ve
TMV’nin “0” wrkina dayaniklilik testi yapilmistir. Frl ve Tm-2 arasinda
5.1 = 1.07 map units oraninda siki bir bag bulundugunu gostermistir

(Vakalounakis et al., 1997).

RAPD DNA isaretleyicilerinin Frl ile baglantisinin kuruldugu
caligmada, hassas ve dayanikli domates hatlari, 1000 random 10 mer
primerler ve 3 uygun RAPD isaretleyicisi (UBC 116, 194, 655)
kullanilarak taranmis, UBC 194 Frl ile baglantili bulunmustur. Ko-
dominant PCR isaretleyicisi TG101 Frl ile baglantili bulunmus, TG101
ve dort RAPD isaretleyicileri kullanarak, Frl {izerinde geri melez
populasyonunda 950 bitkide benzer grupta oldugu ortaya konmustur.
TG101, 655, 116, 194 polimorfik allel, Frl ile baglantili bulunmustur. Bu
populasyonda UBC 194 Frl’den 5.1 ¢cM uzaklikta yer almistir (Fazio et
al., 1999). Ancak bulunan bu isaretleyiciler Frl genine uzakta oldugu igin
miitehakip generasyonlarda devamliligi saglanmamis ve 1slahta kullanimi

miimkiin olamamistir

PCR’a dayali kdk ur nematodlarina dayanikliligi ifade eden Mi
geni ile baglantili kodominant isaretleyicilerin gelistirildigi ¢aligmada
birgok isaretleyici tanimlanmistir. REX-1 isaretleyicisi, Mi genine Aps-
1’den daha yakin bulunmustur, homozigot ve heterozigot bireylerde hizli

ve rutin bir sekilde ayirt edilmistir (Williamson et al., 1994).

Sw-5 lokusu domateste Domates Lekeli Solgunluk Viriisiine
(TSWV) dayaniklilig1 ifade edip, tek dominant gen tarafindan kontrol
edilmektedir. Stevens et al., (1995)’de yaptig1 calismada L. esculentumX



38

L. penelli F, populasyonununda TSWV’ye dayaniklilhik igin acilim
yapilmustir. Bir RAPD isaretleyicisinin (GAGCACGGGA) 2200 bp’de

olusturdugu lokus ile Sw-5’e baglantili oldugu belirlenmistir.

Lycopersicon penelli’den elde edilen 1-3 geni fusarium oxysporum
f.sp.lycopersici’nin 3.’cli irkina dayanikliligi ifade etmektedir. PCR
tabanli dizilim, SCAR, CAPS ve RGA isaretleyicileri, I-3 lokusunun
etrafinda MAS i¢in kulllanilabilir ¢ok yakin isaretleyiciler oldugu
belirlenmistir (Hemming et al., 2004).

Diinya’da hizli bir yayilim gdsteren powdery mildiyd (kiilleme)’ye
dayaniklilik ol-2 geni ile ifade edilmektedir. PCR’a dayali RAPD ve
AFLP markirlan ile ¢alisilmis ve hassas Siiper Marmande ¢esidi ile
dayanikli L. esculentum var. cerasiforme melezlenerek F, populasyonu
olusturulmustur. BSA (Bulk Segregant Analizi) yapilmis ve 1500 bp’de
RAPD isaretleyicisi OPU3,509 hassas bulklarda tespit edilmistir. Bulunan
RAPD isaretleyicisi CAPS’e ¢evrilerek isaretleyici yardimli seleksiyonda
kullanilmistir (Giovanni et al., 2004).

Ohmori et al, (1996) domates mozaik viriisine (TMV)
dayaniklilig1 ifade eden Tm-1 geni ile baglantili 6 RAPD isaretleyicisi

tanimlamisglar, daha sonra da bu isaretleyicileri SCAR’a ¢evirmislerdir.

Ohmori et al., (2000) domates mozaik virisiine (TMV) dayaniklilig
ifade eden, L. peruvianum dayaniklilik kaynagi olan Tm-2 genine
baglantili isaretleyici bulmak i¢in 3 SCAR ve 3 RAPD isaretleyicisi ile
calismislardir. SCN131000, SCE16900 ve SCG09700 SCAR primerleri

Tm-2 ve Tm-2a allellerinin se¢iminde kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Dax et al., (1998) Tm2? ile ifade edilen Domates mozaik viriisiine
(TMV) dayaniklilik i¢in yaptiklar1 arastirmada, RAPD isaretleyicileri ile
hassas, dayanikli ve NIL tarama yapmis, polymorfik elde edilen bantlari
klonlaylp dizilim ettiklerini  bildirmislerdir. Calismada SCAR
isaretleyicisine ¢evrilmis, boylelikle acilim populasyonunda homozigot

ve heterozigot bireylerin ayrilabilmesi saglanmstir.

Domateste Phytophthora infestans’a dayaniklilik geninin SSR
isaretleyicileri ile baglantistnin  kalittm analizi ve tanimlamasinin
yapildigi calismada, 5 hassas hat ile dayanmikli CLN2037E
melezlemesinden 241 F, bitkisi elde edilmistir. Genetik haritalama ve
baglanti analizleri sonucunda hastaligin 9. kromozomda yer alan Ph-ROL
geni ile kontrol edildigi, SSR isaretleyicisi TOM236 ile 5.7 ¢cM uzaklikta
oldugu bildirilmistir (Zhu Shan et al., 2006).

2.4. Bulk segregant analizi (BSA)

BSA, spesifik gen ya da genomik bdlgenin hizli bir sekilde
isaretleyiciler ile taranmasi metodudur. Melezlemeden elde edilen
populasyonda secilen karakter bakimindan birbirinden farkli iki havuz
olusturulur. Boylelikle havuzlar arasindaki farklilik istenilen bdlgeye ait
olabilir. 3 RAPD isaretleyicisi marulda mildiyd hastalifina dayaniklilik
icin taranmis ve dayanikli- hassas F, bitkilerinden iki ayri bulk

olusturulmustur (Michelmore et al., 1991).

Moury et al., (2000) biberde domates lekeli solgunluk viriisiine
(TSWV)’ne dayaniklilig1 ifade eden Tsw lokusuna iligkili isaretleyici
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bulmak i¢in 4 RAPD isaretleyicisi kullanmis ve bulk segregant analizi
yapmiglardir. 153 F, bitkisi ile c¢alisilmis ve iligkili bulunan RAPD,
CAPS isaretleyicisine c¢evrilmistir. Bu isaretleyicinin Tsw’ye yakinligi
0.9-+0.6 cM olup, isaretleyici yardimli seleksiyonda (MAS)

kullanilabilir.

Soya mozaik viriisiine (SMV) dayaniklt molekiiler isaretleyicilerin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmada, dayanikli PI96983 ve hassas
Nannong 1138-2 melezlenerek F, populasyonu olusturulmustur.
Populasyon iginden 15 dayanikli ve 15 hassas DNA 0Ornegi ile iki bulk
meydana getirildikten sonra SSR isaretleyicileri ile ebeveyn ve bulklarda
tarama yapilmistir. F,’deki 5 SSR isaretleyicisi Sat 297, Sat 234,
Sat 154, Sct 033 ve Sat 120 RSC14 ile baglantili olup, 14.5 cM, 11.3
cM, 4.3 cM, 3.2 cM ve 6 cM genetik uzaklikta bulunmustur (Li Chao et
al., 2000).

Qing-Hua et al., (2003) Piringte Magnaporthe grisea dayaniklilig
ifade eden Pi15 geninin Pii geni ile iligkili oldugu bildirmistir. Fakat son
caligmalar 6. kromozomda oldugu bildirilen Pii geninin 9. kromozomda
yer alabilecegini ortaya koymustur. Pil5 geninin kromozomal yerinin
belirlenmesi i¢in baglanti analizi kullanilan molekiiler isaretleyiciler, 15
dayanikli, 141 hassas bitkiden olusan F, haritalama populasyonunda bulk
segregant analizi (BSA) yapilmistir. G103 isaretleyicisi Pil5 genine %

5.7 = 2.1 rekombinasyon ile bagli oldugunu bildirmislerdir.

Chague et al., (1997) domates sar1 yaprak kivircikligima (TYLCV)
dayaniklilik i¢in bulk segregant analizini (BSA) kullandig1 ¢alismasinda,

F4 hatlarin1 dayanikli ve hassas iki havuza ayirmistir. Her iki havuzu 600
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primer ile taramis ve 4 RAPD isaretleyicisini dayaniklilik ile iligkili
bulmustur. F, populasyonunda yapilan analiz ile biitiin isaretleyiciler,

17.3 cM mesafe ile benzer baglant1 grubunda haritalanmistir.

Shashidar et al., (2005) Piringte tane verimi i¢in SCAR, RAPD ve
mikrosatellitlerin kullanildig1 ¢alismada, en yliksek ve en diisiik tane
verimini veren 10 hattan iki havuz olusturulmustur. 200 RAPD primeri,
haritalama populasyonundaki 89 genotipte taranmig, OPAE-09 ve
OPAE-14 primerlerinin uygun bantlar verdiginin bildirmislerdir. OPAE-
09 yiiksek tane verimi i¢in pozitif bir isaretleyici iken, OPAE-14 diisiik
tane verimli bitkilerin eliminasyonu ig¢in kullanilabilecegini ortaya

koymuslardir.

Jung Kim et al, (2007), biberde tiitin mozaik viriisiine
dayanikliig: ifade eden L* lokusuna iliskili molekiiler isaretleyici
gelistirmek i¢in 512 AFLP primer kombinasyonu kullanmiglardir. Hassas
ve dayanikli DNA’lardan olusan iki havuzda 5 birey yer almistir. Toplam

19 primer ¢iftinden dayanikli havuzda skorlanabilen bant elde edilmistir.

Czembor, (2004) arpada kiillemeye dayaniklilik Mla lokusu ile
ifade edilmekte olup, bu ¢alismada RAPD isaretleyicisi baglantili Mla
lokusu belirlemede BSA kullanilmistir. 385 RAPD primeri dayanikli-
duyarli ebeveynler ve bulklarda taranmis, OPAA34 primeri Mla

lokusuna 10 cM mesafede bulunmustur.

Chunwongse et al., (1998), L. pimpinellifolium L 3708’den
mildiyoye dayanikli Ph-3 genini haritaladiklar1 ¢alismada, AFLP ve Bulk
segragant analyisis (BSA) kullanmislardir. F, populasyonu igin hassas

‘CLN657-BC1F2-274-0-15-4 hatt1 ile dayanikli L3708 melezlenmistir.
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Hastalik inokiilasyonundan sonra 9 dayanikli ve 8 hassas bitki
DNA’sindan olusan dayanikli ve duyarli iki havuz olusturulmus, 120
AFLP primer kombinasyonu bu havuzlarda ve dayanikli- duyarl
ebeveynlerde taranmistir. 6 ¢ift DNA bantlari, dayanikli ebeveyn ve
dayanikli havuz ya da hassas ebeveyn ve hassas havuz ile uyumlu
bulunmustur. Bu primerler F, bitkilerinde taranmis ve bu lokus ile
hastaliga dayaniklilik arasinda korelasyon bulunmustur. 9. kromozom
tizerinde RFLP isaretleyicileri kullanarak haritalanmistir. Bu hastalikla
ilgili olarak iki gen kontroliine (7. kromozomda Ph-1 ve 10. kromozomda

Ph-2) ilave olarak Ph-3 geni bu ¢alisma ile bildirilmistir.

Hung Lin et al, (2006) 200 RAPD primeri kullanarak domateste
sicaga tolerantlik Ozelliklerinde iligskilendirmeye c¢alismiglardir. 43 F;
RIL, CL5915 (sicaga tolerant) ve L4422 (sicaga hassas) melezinden elde
edilmistir. Caligmada cicek ve meyve sayisi, meyve tutumu, meyve
agirg verim ozellikleri bakimdan en yiiksek ve en diisiik bireylerden
olusan 7-8 DNA ile iki bulk olusturulmustur. Iki ebeveyn ve iki bulk
arasinda toplam 200 primer taranmis, 106 farkli bant elde edilmis, 22’si

polimorfizm gdstermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu caligmada; Tiirkiye’de ve Diinya’da insan beslenmesinde
onemli yer teskil eden domatesin, yetistiriciligi esnasinda %20-60
oraninda verim kaybina neden olan, Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici  (FORL) hastaligma kars1  dayaniklilik  1slahinda
kullanilabilecek yakinlikta molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesi
amaclanmaktadir. Bu amacgla gerceklestirilen bu calismada kullanilan
materyal ve izlenen yontem asagida Ozetlenmistir. Calisma BATEM
(Bat1 Akdeniz Tarmmsal Arastirma Enstitiisii) ve Ege Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Bahge Bitkilerinde yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Calismada Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici’ye
dayanikli Fla. 7781 nolu hat kullanilmistir. Bu hat, Amerika, Gulf Coast
Research and Education Center’da Domates Islahgisi J.W. Scott’dan

temin edilmistir.

Materyal taze tiiketime uygun olup, Florida gibi hastaligin yaygin
olarak goriildiigli alanlarda dayanikli ¢esitlerin ebeveyni olabilecek yada

yeni dayanikli 1slah hatlarinin gelistirilmesinde dayaniklilik kaynag:
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olarak kullanilabilecek niteliktedir (Scott and Jones, 2000). Fla. 7781’in
orijini, Fla. 7440 ve Fla. 7464 nolu hatlar arasindaki melezlemelerden
sonra F;3 generasyonuna gelmesiyle elde edilmistir. FORL’ye
dayaniklilik kaynagi, Ohio CR-6 i¢in de dayanikli ebeveyn olarak
kullanilan Ohio 89-1’dir. Fs generasyonunda Fla. 7775 ve 7781 nolu
hatlar birbirlerinden ayrilmis ve iki tane dayanikli domates hatti1 elde
edilmistir (Sekil 3.1). Calismamizda sadece Fla.7781 dayanikli ebeveyn
olarak kullanilmistir (Sekil 3.2.a ve 3.3.a). Ciinkii sadece bu materyalde
Tm-2 dayanikliligt FORL dayanikliligindan ayrilmistir, yani daha kiigiik
S. peruvianum segmenti tagimaktadir, dolayisiyla Frl genine kismen daha

yakin igaretleyiciler bulunabilecegi diigiiniilmiistiir.

F, populasyonunu olusturmak i¢in kullandigimiz hassas 560 nolu
hat ise Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiinde ytiriitiilen ortiialt:
yetistiriciligine uygun domates ¢esitlerinin gelistirilmesi projesinden elde
edilmistir (Sekil 3.2.b ve 3.3.b) Her iki ebeveynin, IPGRI (Uluslararasi
Bitki  Genetik  Kaynaklar1  Enstitiisii)  tarafindan  belirlenen
karakterizasyon kriterleri dikkate alinarak morfolojik karakterizasyonlari
yapilmustir. Dayanikli materyal yar1 sirik 6zelliginde olup, yaklasik 170 g
iken hassas ebeveyn ortiialt1 yetistiriciligine uygun sirik tipte ve 100 g’dir

(Cizelge 3.1 ve 3.2).
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Sekil 3.1. Dayanikli ebeveyn (Fla. 7781)’in pedigreesi (Scott ve Jones.,
2000)
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Sekil 3.2. a; dayanikli ebeveyn meyve resmi (Fla. 7781) b; hassas
ebeveyn meyve resmi (560),

Sekil 3.3 a; dayanikli ebeveyn bitki resmi (Fla. 7781)



Sekil 3.3. b; hassas ebeveyn bitki resmi (560),
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Cizelge 3.1. Dayanikl1 ve hassas ebeveynin bitki ve yaprak 6zelikleri

Ik Cigek | 5 g Givde
Bitkinin | Yetistirme | Sal. Govde . Govde - Bogum Arasi Yaprak | En/Boy Yaprak Yaprak
No . « Meyve o ooe. | Kalimhgr . L .
Yapis1 Sekli Uzunlugu Tiiyliiliigii Uzunluk (cm) Durusu (cm) Rengi Tipi
(cm) Sayisi (mm)
Yere .
Fla.7781 Orta Yart Sirtk 28 9 Yok 10.7 15 Do 36-34 Orta Yesil 1
ogru,
560 Orta Sirik 27 13-14 Hafif 14 17 Yukart, | 758 | Orta Yesil 1
Tyl Seyrek
Cizelge 3.2. Dayanikli ve hassas ebeveynin meyve 6zelikleri
Cicek Cicek Ren. Meyve Meyvede Ort. Meyve Cek. | Meyve Et
No ;‘g:glv‘; Salkim Sal. “ggilvle en/boy SI;"?S] Yesil ﬁ‘:}yviﬁ Agirhk Evi Kalinhig
&' | Gelisimi | Homojenligi (mm) y Yaka g (gr) Biiyiikliigii (mm)
Fla.7781 - . Yiiksek
Orta Sert Bilesik Sari-Homojen 68/72 3-4 Yok 2-3 177 Orta 5.54
Yuvarlak
560 OrtaSert | Basit | Sar-Homojen | Basik 54/49 34 Yok 4 102 Orta 7-8
*0-5 Skalas1 kullanilmistir.
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3.1.2.Fungal Materyal

Calismada kullanilan fungal materyal, Can vd., (2003)’nin Mersin
ve Adana’nin Ortlialtt domates yetistiriciligi yapilan alanlarindan izole

ettikleri FORL izolatidir.

Calismalarinda solgunluk simptomu gosteren bitkilerden elde
ettikleri Fusarium oxysporum izolatlari, Vejatatif Uyumluluk Gruplari
(VCQ) ile testlenmis ve Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici
(FORL) olarak belirlenmistir. Ayrica FORL izolatlarinin VCG 0090 II ve
VCG 0091 gruplarina ait oldugu ortaya konmustur. Elde edilen funguslar
daha sonraki c¢alismalar i¢in +4°C’deki buzdolabinda muhafaza altina

alinmustir.

Bu c¢alisma kapsaminda Amerika, Gulf Coast Research and
Education Center (J.W. Scott)’dan Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici izolati da temin edilmistir. Getirtilen bu izolat, denemede
dayaniklilik kaynagi olarak yer alan Fla. 7781’in testlenmesin de
kullanilmistir. Baysal vd., (basimda) tarafindan yapilan c¢aligmada
Tiirkiye izolatt ve Amerika izolati ISSR yoOntemiyle karsilagtirilmigtir.
Arastirma sonucunda her iki izolat arasinda herhangi bir farklilik tespit

edilmemistir.
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3.2.Yontem

Fla. 7781 hattinda oOncelikle dayanikliligini dogrulamak igin
Enstitiideki fusarium izolati ile testlenmistir. Testleme islemi Bati
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiiniin (BATEM) Sebzecilik
boliimiindeki klima kontrollu seralarda yapilmistir. Sekil 3.4. a, b’de elde
edilen sonuglar dogrultusunda dayaniklilik ve duyarlilik teyit edilmis
bitkiler goriilmektedir. Testleme sonrasi1 dayanikli bitkiler tohum eldesi
icin seraya aktarilarak kendilemesi yapilmistir. Calismada da populasyon

olusturmak i¢in teksel melezlemeler yapilmistir. Asagida, uygulanan

yontemler sirasiyla verilmistir.

Sekil 3.4 a, b Hassas ve dayanikli ebeveynlerin testlenmesi

3.2.1.Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan tiim bitkilerin tohumlar1 steril torfla
doldurulmus kaselere ekilerek c¢imlenmesi saglanmistir. Sasirtma

buytikliigiine gelen bitkilerde kotiledon yapraklar1 yere paralel durumda
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olup, gdvde kalinlagsmasi beklenmistir. Bu asamaya gelen bitkiler buharla
steril edilmis, 1:1 oraninda torf perlit karistmi olan 45°lik viyollere

aktarilmistir.

Tohum ekiminden itibaren yaklasik 3 haftalik bir siirecin sonunda
bitkiler testleme biiyiikliigline gelmistir. Dayaniklilik testlemeleri icin iki
litre hacimli saksilar kullanilmigtir. Bitkiler testleme sonuna kadar klima
kontrollu 100 m? biiyiikliigiindeki seralara yerlestirilmislerdir. Sicakliklar
en diistik 14,3 °C, en yiiksek ise. 23.7 °C olmustur.

Melezleme ve kendileme i¢in seraya aktarilacak fideler, 3—4 gergek
yaprakli biiytikliige geldiklerinde, 40 x 100 cm mesafeyle tek sirali olarak
seraya dikilmis ve can suyu ile sulama yapilmistir. Dikim Oncesi seranin
farkli bolgelerinden alinan toprak ornegi analiz edilmis ve buna gore
gelisme ve hasat donemlerinde farkli olmak iizere gilibrelemeleri

yapilmustir.

Yetistiricilik esnasinda gerekli kiiltiirel islemlerde Sevgican

(1999)°da verilen metoda gore yapilmistir.

3.2.2. Haritalama Populasyonlarinin Olusturulmasi

Haritalama populasyonunu elde etmek amaciyla, dayanikli Fla.
7781 ve hassas 560 nolu hat serada melezlenmistir. Melezlemede hassas
hat ana ebeveyn, dayanikli materyalde baba ebeveyn olarak
kullanilmistir. Vibrator yardimiyla baba bitkilerden alinan polenler, ana

ebeveyne verilmis ve F; bitkileri elde edilmistir. F; bitkileri salkim
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izolasyonu yapilarak kendilenmis ve F, bitkileri elde edilmistir. Ayrica
hassas ebeveyn ile geriye melezleme yapilarak BC1 populasyonu da

olusturulmustur (Sekil 3.5)

Hassas Ebeveyn X Dayanikli Ebeveyn
(560) (Fla. 7781)

./
() (DO ®

Sekil 3.5. Melezleme semasi

Melezlemelerde anthesis sathasindan bir giin 6nce ana olarak
kullanilacak bitkilerin ¢igek tomurcuklari, anterleri patlamadan pens
yardimi ile emaskiile edilmistir. Baba bitkilerden toplanan ¢igek tozlari
ana bitkilerin disicik tepesine siiriildiikten sonra melez numarasi,
melezleme tarihi igeren etiketler takilmistir (Sekil 3.6.a,b,c). F; meyveleri
kesilerek 6-8 saat kendi meyve suyunda fermente olmasi saglanmis daha
sonra yikanarak tohumlar cikartilmigtir. Oda sicakliginda kurumaya
birakilan tohumlar, kullanilincaya kadar +4 °C’de ki Enstitii tohum

odasinda muhafaza edilmistir.
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Sekil.3.6. a-b; Emaskiilasyon islemi, c¢; polen verme, d; kendileme ve
vibrator yardimu ile titrasyon

F, populasyonunun elde edilmesi i¢in F;’ler kendilenmistir.
Kendileme isleminde ise kullanilacak ¢igek tomurcuklar1 anthesisten bir
giin Once beyaz pamuklu bez keselerle ile izole edilmis ve daha sonra bu
salkimlarda vibratér yardimi ile tozlama gergeklestirilmistir (Sekil.
3.6.d). Bu salkimlardaki izolasyon meyve tutumu asamasina kadar devam
etmistir. Meyve tutumlar1 goriildiikten sonra salkimlar iizerindeki tiiller
kaldirilmistir. Tozlamanin hemen ardindan kendilenmis ¢igeklere etiket
takilarak isaretlenmistir. F;’lerin kendilenmesi ile F, bitkileri
olusturulmustur. Sekil 3.7 F; bitkilerinin seradaki goriinimii Sekil 3.8

Dayanikli-duyarl ebeveyn ve F; meyveleri goriilmektedir.
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Sekil. 3.7 F; bitkilerinin sera i¢indeki goriinimii
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Sekil.3.8. Dayanikli ve hassas ebeveynin melezlenmesi ile elde edilen F,
meyvelerinin gorlintiisii

3.2.3.Dayaniklilik Testlemelerinin Yapilmasi

3.2.3.1.Spor Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Fusarium tirleri PDA (Patates Dekstroz Agar) gibi besin
maddelerince zengin ortamlarda gelistirilirler. Testlemelerin yapilacagi
stvi - besi ortami Cizelge 3.3’deki stok siispansiyon ¢ozeltisi
bilesenlerinden olusmaktadir. Cizelge 3.4 de ise siispansiyon ¢Ozeltisi
bilesenleri yer almaktadir. Hazirlanan ortamlar otoklavlanarak steril
edildikten sonra fungus kiiltiirii petri kaplarinda 24°C’de 12 saat karanlik
ve 12 saat aydmlikta olmak {izere mor 1sikta 10 giin siireyle

cogaltilmistir. Alinan diskler hazirlanan soliisyona ¢eker ocak altinda
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aktarilmistir. Stispansiyon inokulum olarak kullanilmak iizere dairesel bir
calkalayict lizerinde 8 giin boyunca 50 devir/dakika siireyle
calkalanmistir. Sekil 3.9 da testelemeye hazir inokiilasyonun, testleme
oncesi inokiilasyonun spor yogunlugu Thoma Ilami kullanilarak
saptanmig ve bitkilerin testlenmesi sirasindaki spor yogunlugu 1x10°
konidi/ml’ye ayarlanmistir (Gordon et al., 1989; Zink and Gubber, 1986;
Yesilova ve Karaca, 2007).

Sekil 3.9.Testlemeye hazir inokiilasyon

Caligmada kullanilan izolatin patojenitesinin azalmamast igin
reizolasyonlar da yapilmistir. Re-izolasyon islemi i¢in hastalikli bitki
kisimlarindan alinan doku parcalar1 (3-4 mm) 2 dakikalik siire ile

% 0.5’lik sodyum hipokloritten gecirilmistir. Yiizey dezenfeksiyonuna
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tabii tutulan pargalar 3 defa steril saf sudan gecirildikten sonra steril
kurutma kagitlarinda 2 saat siireyle kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler
%?2’lik Patates Dekstroz Agar (Difco) igeren petri kaplarina her birine
5 adet doku &rnegi gelecek sekilde yerlestirilmistir. Inkiibasyon dénemi
sonunda (24°C’de 7 giin) besi yerinde gelisen fungal kolonilerin cins
diizeyindeki teshisleri mikroskop altinda morfolojik yapilarina bakilarak
gerceklestirilmistir (Singleton et al.,1992)

Cizelge 3.3. Stok silispansiyon ¢dzeltisi bilesenleri

A. Kiiltiir ortam

1. Temel ortamlar (1 litre su igin)

A ¢ozeltisi Kalsiyum Nitrat 100 g
Potasyum Nitrat 25¢g

B ¢ozeltisi Potasyum Siilfat 25¢g

C ¢ozeltisi Monopotasyum Fosfat 125¢

D c¢ozeltisi Bipotasyum Fosfat 125¢

E ¢ozeltisi Sitrik Asit 25¢g
Malik Asit 25¢

Oligoelementler Demir (Sequestrin 138) 40¢g
Mangan Siilfat 3g
Bakir Siilfat 3g
Cinko Siilfat 3g
Borax 6g
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Cizelge 3.4. Siispansiyon ¢ozeltisi bilesenleri

Sivi Sentetik Ortam

A ¢ozeltisi 20 ml

B ¢ozeltisi 20 ml

C ¢ozeltisi 20 ml

E ¢ozeltisi 1 ml

Oligoelementler 1 ml

Sakkaroz 50g

Malt S5¢g

Destile Su 1 I’ye tamamlanir
3.2.3.2.Inokiilasyon

Fusarium’a karst dayaniklilik igin yapilan testlerde inokulasyon
yontemi olarak fide kok daldirma metodu kullanilmistir. Fideler 2-4
gercek yaprakli oluncaya kadar serada yetistirilmislerdir. Testleme
biiylikliigiine gelen fideler viyollerden c¢ikartilarak akan su altinda
yikanmig ve kokleri torf-perlit karisimindan armdirilmistir (Sekil 3.10).
Inokiilasyon yapilacak fidelerin kékleri traslandiktan sonra 10° konidi/ml
konsantrasyonda hazirlanan siispansiyona 5 dakika siire ile daldirilmigtir.
Kontrol bitkileri de akan su altinda yikandiktan sonra siispansiyon yerine
suya daldirilmistir (Gordon et al, 1989; Korolev et al.,, 2000;
Vakalounakis and Fragkiadakis, 1999).
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Sekil 3.10. Testlemeye hazir fideler ve inokiilasyon

Fideler daha sonra buharla steril edilmis, torf- perlit karisimindan
olusan yaklagik 2 litre hacmindeki saksilara aktarilmig ve her saksida dort
bitki olacak sekilde dikimleri yapilmistir (Sekil 3.11) Testlemede
kullanilan kontrol bitkileri de saksilara dikilmistir. Bitkiler klima
kontrollii seralarda biiylimeye birakilmis ve testlemenin siiresi olan 4
haftalik periyotta gilinliikk sulamalar giibre kullanilmadan yapilmistir.
Ayrica sera i¢ine hobo cihazi konularak sicaklik ve nem degerleri
almmustir (Sekil 3.12.). Boylelikle patojenin istedigi sicaklik aralig: takip
edilmigtir. Testleme boyunca en yiiksek sicaklik 23.7 °C iken en diisiik
sicaklik 14.3 °C, en yliksek nem % 86.6, en diisiik nem degeri de % 54.6
olmustur. Testlemede 493 F,, 476 BCI1 bitkisi, 30 F;, dayanikli ‘Fla.
7781’ ve hassas ‘560’ ebeveynlerinden 30’ar bitki kullanilmistir.
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Testlemede ebveynler ve F; bitkileri, 3 tekerriirlii, tesadiif parselleri

deneme desenine gore kurulmustur.
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Sekil 3.12. Testleme siiresince sicaklik-nem degerleri

Denemenin kurulmasindan sonra her hafta diizenli olarak gozlem
yapilarak, hassas ve dayanikli bitkiler tespit edilmistir. Calismada

Korolev et al., 2000 modifiye edilerek testleme sonuglar



61

degerlendirilmistir. Buna goére 0= simptom gostermeyen bitkiler, 4= 6l
bitkiler olacak sekilde skala kullanilmistir. Sekil 3.13°de testelemeden 9
gilin sonra dagilim gosteren bitkiler goriilmektedir. 28. giiniin sonunda

hassas ve dayanikli bitkiler simptomlara bakarak tespit edilmistir.

Sekil 3.13. Testlemeden 9 giin sonraki goriintiiler (orijinal resim)

3.2.4. Dayamikhilik Geninin Molekiiler Olarak Haritalanmasi

3.2.4.1.DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in inokiile edilmis 3 haftalik fidelerin yapraklar
alip sivi azotla muamele edilmis (Sekil 3.14.) ve kullanilincaya kadar
(-)80°C’de bekletilmistir.

Izolasyonda CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
yontemi kullanilmistir (Aldrich and Cullis, 1993). Buna gore taze yaprak
dokusu Cizelge 3.5’e gore hazirlanmis soliisyondan 1,5 ml alinarak

porselen havanda ezilmis, 2 ayr1 ependorf tiipe 750°ser ml konularak
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ornekler 65°C’de 2 saat bekletilmistir. Daha sonra extraksiyon tiipii
icerisine 600 pl cloroform: isoamylalcol (24:1) ilave edilmis ve tiipler
vortekslendikten sonra 15 dakika 13 000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Tiplerde iki ayr1 faz olustugu goriilmiistiir. Altta kalan kati kisimda
(pellet) protein ve diger kalintilar ¢okelmis, tistteki sivi kisimda da DNA
kalmistir. Otomatik mikro pipet yardimi ile DNA iceren bu sivi kisim
yeni ependorf tiipe alinmis ve bu soliisyonun hacminin 2/3’i kadar
buzdolabinda bekletilmis olan soguk isopropanol ilave edilmistir.
DNA’nin ¢okelmesi i¢in tiipler 10 dakika 13 000 bin rpm’de santrifiij
edilmis ve yikama asamasina gecilmistir. DNA yikama buffer’1 (% 76’lik
etanol + 10 mM amonyum asetat) ile iki kez yikanmistir. Daha sonra
etanol tiiplerden uzaklastirilarak agz1 agik bir sekilde kurutulmaya
birakilmistir. Kuruyan tiiplere 100 pul TE (1X) konularak, 65°C’de 2-3
dk. bekletildikten sonra 80°C’ye konmustur. DNA kalitesi ve
konsantrasyonunu belirlemek i¢in 4 pl’lik DNA oOrnekleri % 1.5°luk
agaroz jelde 75 V’da 45 dakika yiriitiilmistir (Sekil 3.15.). Etidyum
bromid ile boyanmis olan jel KODAK GELLOGIC 200 goriintiileme
sistemi ile goriintiilemesi yapilmistir (Aldrich and Cullis, 1993; Boyaci

2007).



Sekil 3.15. DNA goriintiisii

|

O
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Cizelge 3.5. CTAB Ekstraksiyon Buffer

Sol 100 ml icin | Stok Final konsantrasyonu
NacCl 28 ml 5M 1.4M

EDTA (pH=8) 4 ml 0.5M (pH=8) | 20 mM

Tris HCI (pH=8) 10 ml 1 M (pH=8) 20 mM

CTAB 2 gr % 2

2- Mercaptoethanol | 2 mL %2

3.2.4.2.Bulked Segregant Analysis (BSA)

Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici’ye dayaniklilikla
ilgili molekiiler isaretleyicilerin belirlenmesinde Bulked Segregant
Analysis (BSA) yontemi uygulanmistir. Bu yontem herhangibir gen ya
da genomik bolgeye bagli isaretleyici belirlemek icin gelistirilmis hizli
bir yontemdir (Michelmore et al., 1991). Melezlemeden elde edilen F;
populasyonunda DNA o6rneklerinden fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici’ye dayanikli ve duyarl bireylerden meydana gelen iki havuz
olusturulmustur. Her bir havuzda 10’ar tane bireyin DNA’s1 yer almistir.
Havuzdaki her bir bireyin DNA miktar1 14 ng olacak sekilde
hazirlanmistir.  Haritalama populasyonu icin kullanilan molekiiler
isaretleyiciler hazirlanan havuzlarda, dayanikli ve duyarli ebeveynlerde

taranmistir.

Bulked Segregant Analysis (BSA) sayesinde F, populasyonunu
istenilen 6zellik bakimindan temsil edecek bireylerde taramak miimkiin

olmustur. Isaretleyicilerle yapilan tarama c¢alismalarinda, olusturulan
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havuzlar arasinda tespit edilen polimorfik bant veya bantlar daha
sonrasinda F, populasyonunda ki tiim bireylerde taranabilir. Boylelikle
analiz sayisi azalmakta, is¢ilik ve kullanilan malzemeden de tasarruf

saglanabilmektedir.

3.2.4.3.Molekiiler isaretleyicilerin Kullanimi
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Sekil 3.16. Domatesin 9. kromozomunda kullandigimiz isaretleyicilerin
yerleri (www.sgn.cornel.edu)
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Calismanin molekiiler kisminda Sekil 3.16.’da goriildigi gibi
domatesin 9. kromozomunda Frl genine yakin isaretleyicilerden 7 SSR
ve 9 Cos isaretleyicisi secilmistir. Ayrica 247 SRAP primer
kombinasyonu, 476 RGA primer kombinasyonu ve 576 SRAP- Cos
primer kombinasyonu da kullanilmistir. Calismada kulanilan Cos
kombinasyonlar1 12 farkli enzim kesilmistir. Asagida sirastyla kullanilan

primerler ve olusturulan kombinasyonlar verilmistir.

3.2.4.3.1.Sequence Related Amplified Polymorphism (SRAP)

Cizelge 3.6 ve 3.7 deki SRAP primerleri ile ebeveynler ve

dayanikli-duyarli bulklar arasindaki farklilik incelenmistir.

Cizelge 3.6. SRAP Forward primerleri ve dizilimleri (Budak vd., 2004)

SRAP Forward (5’-3%)

Primerler

Mel TGAGTCCAAACCGGATA
Me2 TGAGTCCAAACCGGAGC
Me3 TGAGTCCAAACCGGAAT
Me4 TGAGTCCAAACCGGACC
Me5 TGAGTCCAAACCGGAAG
Me6 TGAGTCCAAACCGGACA
Me7 TGAGTCCAAACCGGACG
Me8 TGAGTCCAAACCGGACT
Me9 TGAGTCCAAACCGGAGG
Mel0 TGAGTCCAAACCGGAAA
Mell TGAGTCCAAACCGGAAC
Mel2 TGAGTCCAAACCGGAGA
Mel3 TGAGTCCAAACCGGAAG




Cizelge 3.7. SRAP Reverse primerleri ve dizilimleri (Budak vd., 2004)

SRAP Primerler | Reverse (5’-3°)

Eml GACTGCGTACGAATTAAT
Em2 GACTGCGTACGAATTTGC
Em3 GACTGCGTACGAATTGAC
Em4 GACTGCGTACGAATTTGA
Em5 GACTGCGTACGAATTAAC
Em6 GACTGCGTACGAATTGCA
Em7 GACTGCGTACGAATTCAA
EmS§ GACTGCGTACGAATTCAC
Em9 GACTGCGTACGAATTCAG
EmI10 GACTGCGTACGAATTCAT
Eml1 GACTGCGTACGAATTCTA
EmI12 GACTGCGTACGAATTCTC
Eml13 GACTGCGTACGAATTCTG
Eml4 GACTGCGTACGAATTCTT
Eml5 GACTGCGTACGAATTGAT
Eml6 GACTGCGTACGAATTGTC
Eml17 GACTGCGTACGAATTGAG
EmI18 GACTGCGTACGAATTGCC
EmI19 GACTGCGTACGAATTTCA

SRAP-PCR reaksiyonu agagida belirtilen oranlara gore yapilmistir.

Miktar
DNA (ng) 2 ul
10xPCR Buffer 1,5 ul
Taq DNA polymerase(Sunit/pL) 0,2 ul
dNTP (2.5 mM) 2ul
MgCl; (25 mM) 1.5l
10 mM SRAP primer (Fw) 2 ul
10 mM SRAP primer (Rw) 2 ul
H,0 3.8 ul
Toplam 15ul

67
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DNA Sentezlenmesi (SRAP ):

DNA denatiirasyonu asamasi; 94 °C ‘de 5 dk

Primer hibridizasyon asamast;
5 dongii (94°C 1 dk, 35°C 1 dk, 72°C 2 dk).
30 déngii (94°C 1 dk, 50s°C 1 dk, 72°C 2 dk)

Polimerizasyon asamasi; 72°C 5 dk

3.2.4.3.2.Simple Sequence Repeat (SSR)

Cizelge 3.8’de SSR primerleri ile ebeveynler ve dayanikli-duyarli

bulklar arasindaki farklilik incelenmistir.

Cizelge 3.8. SSR primerleri, dizilimleri ve kromozom Tizerindeki
yeri(www.cornell.edu)

SSR Primer Dizilim (5°-3) 9. kromozom uzerindeki yeri (cM)
SSR28 F ACCAAATGGAAATGGGTCAA 50.45
SSR28 R CCCTAAGACTAACGACAACCAA 50.45
SSRI9 F CCGTTACCTTGGTCCATCAC 51
SSR19 R GGGAGATGCCACATCACATA 51
SSRISS F TACATGGTGCTCAAACTCGC 55.50
SSR155R TGGTTGAGAAGGACAGGTGA 55.50
SSR383 F ATTGTACAAAGACCCGTGGC 57.30
SSR383 R GTTGCACACTGGATCAATGC 57.30
SSR110 F TGTAACGTCAAACTTCAGGTG 61.0
SSR110R CTCCGCAATGTGTTGTATGG 61.0
SSR99 F GCCTCGGATTCAATAGCATTA 50.35
SSR99 R CACAAAGAAGCAAACAACTCCA 50.35
SSR237 F GTGGTAACGGCAAAGGGACT 50.37
SSR237 R CTTATGGCCTTAGCAGCCAG 50.37



http://www.cornell.edu/
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SSR-PCR reaksiyonu asagida belirtilen oranlara gore yapilmistir.

Miktar
DNA 2ul
10xPCR Buffer 1,5 ul
Taq DNA polymerase (5u/pL) 0,2 ul
dNTP (2.5 mM) 1wl
MgCl, (25 mM) 1.5 ul
10mM RGA primer (Fw) 2ul
10mM RGA primer (Rw) 2 ul
H,0 4.8 ul
Toplam 15wl

DNA Sentezlenmesi (SSR ):

DNA denatiirasyonu asamasi; 95°C ‘de 30 sn
Primer hibridizasyon asamasi; 40 dongii (95°C 15 sn, 55°C 30 sn, 72°C
30 sn).

Polimerizasyon asamasi; 72°C 3 dk

3.2.4.3.3.Resistance Gene Analoque (RGA)

Cizelge 3.9’da RGA primerleri ile ebeveynler ve dayanikli-duyarh

bulklar arasindaki farklilik incelenmistir.
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Cizelge 3.9. RGA primerleri ve dizilimleri (Mutlu vd, 2008)

RGA Primer Dizilim (5°-3°)
RLRRr F (1) ACACTGGTCCATGAGGTT
XLRRfR (2) CCGTTGGACAGGAAGGAG
CLRRfF (3) TTTTCGTGTTCAACGACG
CLRRrR @) TAACGTCTATCGACTTCT
S1F (5 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
AS1F ) CAACGCTAGTGGCAATCC
Ptokinl F (7) GCATTGGAACAAGGTGAA
Ptokin2 F (8) AGGGGGACCACCACGTAG
XLRRrF (9) CCCATAGACCGGACTGTT
RLRRf R (10) CGCAACCACTAGAGTAAC
Ptokind F (11) AGTGTCTTGTAGGGTATC
NBSf F (12) GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
NBSr R (13) YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC
CSOR R (14 TCAGGGTAGGTTATT
PtoFenS F (15) ATGGGAAGCAAGTATTCAAGGC
CSOF F (16) CGAAGAGAGAAGGTC

PtoFenAS F (17)

TTGGCACAAATTCTCATCAAGC

NBSAf F (18) GGAATGGGKGGAGTYGGYAARAC
NBSAr R (19) ATCATAACTTATTTTKAG

NBSBf F (20) GGNATGGGYGGBRTHGGYAARAC
NBSBr R (21) CARMGCYAAWGGYAADCC
KinaseCf F (22) ATGGGAAGCAAGTATTCCAA
KinaseCr R (23) AGTTTCCACAGCACATCACC

KinaseEf F (24)

AAGAAATTGCGGTAAAAAGGCTA
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KinaseEr R (25)

AAGATTCTGGCCATCCCAAAATC

GLPLFa R (26) CATCCTAGGTCACGAAGCAT

TIr1F1 F 27) AATTATGCTTCTTCGACGTGSTG
GLPLRa R (28) AGGATCGTGTCTATGATCTC

TIr2F1 F (29) GTGATKCCRRTTTTCTACGACGTT
TIr3F1 F (30) GGAAGTWAGRAAACAGAMSGGMGA
NB1as22F F (31) GAARAAACATGCWATGCACTTAAA

NB2as31F F (32)

TAACCYATCGTAGCTGATTTTKAG

NB2as32F F (33)

TAAYCYATCGTAACCAACTCTKAG

NBK2as4F F (34)

ACATCATCAAGAAGRATAAGRACYYTC

NBK3as5F F (35)

ATTCTGCTWCCATTWCCAAACCA

G1INbsFI F 36)

GGAGGAGTKGGWAARACWAC

Degenerate nucleic acid bases: R=A,G; Y=C,T; K=G,T; S=C,G; W=A,T; H=A,C,T;

G24R1 R (37) CKWGTWGTMACAATAATYTTWGAWCC
G1INbsR1 R (38) GTTGTYTTWCCMACWCC

G24F1 F (39) GGATCAAARATTATTGTKACWACWMG

GI3F1 F 40) CTKGTKGTKYTKGATGATRT

G14R1 R @1) CGAGAWGTNRYAATAATYCTWGAWCC
GI3R1 R 42) TYATCATCMARMACMACMAG

GI4F1 F (43) GGATCAAGGATTATTRYAACWACWMG

GI13R2 R (44) TYATCATCMARMACMACMAA

G23R2 R 43) CCAMACATCATCMARMAT

G23F1 F (46) GTKYTKGATGATGTKTGG

G23R1 R @47) CCAMACATCATCMARMAC

GLPL2 R (48) CAWAGMAARWGGVARWCC

V=A,C,G; D=A,G,T; N=A,C,G,T
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RGA-PCR reaksiyonu asagida belirtilen oranlara gore yapilmustir.

Miktar
DNA 2wl
10xPCR Buffer 1,5 ul
Taq DNA polymerase (5u/uL) 0,2 pl
dNTP (2.5 mM) 1.5 ul
MgCl, (25 mM) 1.8 ul
10mM RGA primer (Fw) 1l
10mM RGA primer (Rw) I ul
H,0 6 ul
Toplam 15 ul

DNA Sentezlenmesi (RGA ):

DNA denatiirasyonu asamasi; 94°C ‘de 3 dk
Primer hibridizasyon asamast;
5 dongti (94°C 45 sn, 45°C 50 sn, 72°C 75 sn)
5 dongii (94°C 30 sn, 50°C 35 sn, 72°C 75 sn)
35 dongti (94°C 30 sn, 55°C 35 sn, 72°C 75 sn)

Polimerizasyon asamasinda 72°C 5 dk

3.2.4.3.4. Conserved Ortholog Set II (Cos II)

Arastirmada Domatesin 9. kromozomunda sentromere yakin
bolgelerdeki (kromozom iizerindeki yerleri 52.0- 59.0 arasi) Cos II
isaretleyicileri kullanilmistir (Cizelge 3.10). Frl ile iliskili isaretleyici

belirlemeye yonelik olarak yapilan c¢aligmalarda Frl’nin domatesin 9.
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kromozomunda yer aldig1 belirtilmektedir 1999;

Vakalounakis et al., 1997). Sol Genomics Network’ta da belirtilen

(Fazio et al.,

(http://www.sgn.cornell.edu) domates haritalarindan

bolgedeki Cos 1II

genetik

faydalanarak bu isaretleyicileri  ¢alismanin

baslangicinda tespit edilmistir.

Cizelge 3.10. Cos II primerleri ve dizilimleri (www.sgn.cornell.edu)

Cos II Primer Dizilim (5’-3°) uzer?;l';:ﬁlf“‘y’:‘;i“;cM)
C2 A2g29210F (C1) | AGCAGGACACTCGATTCTCTAATAAGC 55.60
C2 At2g29210R (C1) | TGCACTAAGTAGTAATGCCCAAAGCTC 55.60
C2 Atlg03360F (C2) | AGGCATACAGTTATCTTTCAGCAACAC 56.0
C2_Atlg03360R (C2) | AGAGCATTAGTACAGCGTCTTGGC 56.0
C2 At2g47890 F (C3) | ACAACACAGCACTTTTGTATTGCAGAGC 56.10
C2 At2g47890R (C3) | TTGTGTTTTCCACAAGCAGCATTTCG 56.10
C2 At3g02680 F (C4) | ATGGCGGAGTTGCAAATTTTAAG 58.0
C2 At3g02680R (C4) | TGCAAAGCTATTCTGGGATGGAGC 58.0
C2_At3g63190F (C5) | TTGGTGCAGCCGTATGACAAATCC 52.0
C2 At3g63190R (C5) | TCCATCATTATTTGGCGTCATACC 52.0
C2 At3g48120F (C6) | ACAAATTGAGGCTGCTCATGATGAGG 59.0
C2 At3g48120R (C6) | ACGCACACGATCACGCCAAGAAC 59.0
C2 Atlg02910F (C7) | TGAACCCACTCCCACTGCTGAGTC 57.70
C2_Atlg02910R (C7) | TGCTGTGTCGAATAGCACAAGAGC 57.70
C2 At3g63200F (C8) | AAGTATGCCGTGCCACGTCAGC 52.0
C2 At3g63200R (C8) | TCAACTCCTGGTCCCACTCCTCC 52.0
C2 At4g02580 F (C9) | AACAAAACGGACCTTCCTTGGGA 52.0
C2_At4g02580 R (C9) | AGTTGCAACCTCATATACACGAATTGG 52.0



http://www.sgn.cornell.edu/
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3.2.4.3.4.1. Cos I PCR Uriinlerinin DNA Kesim Enzimleriyle Kesimi

12 farkli enzim ile 9 tane Cos II isaretleyicisi 37 °C’de 4 saat

bekletilerek kesilmistir. Kullanilan enzimler Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11.DNA kesiminde kullanilan enzimler

Enzimler Tamdig1 Bolge
BsuRI (HaellI) 5-G G*MC C-3'
3'-C C*"G G-5'
Vspl (Ase 1) S-AT"T AAT-3
3-TAAT T A-5'
Taql 5-T*C G A-3'
3'-A G C'T-5'
Trull (Msel) 5-T"T A A-3'
3'-A A T T-S'
Rsal 5-GT*A C-3
3'-C AT G-5'
Nedl 5-CATATG-3
3-GTAT A C-5
Adel (Dralll) 5-CACNNN"GT G-3'
3-GTG"NNNCAC-5§
Dpn 1 CH;
5'-G AT C-3'
3'-C T"A G-5'
CH;
Hin6I (HinP1I) 5-GMC G C-3
3'-C G C"G-5'
Hhal 5'-G C GC-3'
3-C*"G CG-5'
Asull S-TTC G A A-3
3-AAGCTT-S
Mael 5-C"T A G-3'
3'-G A T C-5'




PCR reaksiyonu asagida belirtilen oranlara gore yapilmigtir.

Miktar
DNA 2ul
10xPCR Buffer 1,5 pl
Taq DNA polymerase(Sunit/pL) 0,2 ul
dNTP (2.5 mM) 2ul
MgCl; (25 mM) 1.5
Cos II primer (Fw) 2 ul
Cos II primer (Rw) 2 ul
H,0 0.8 ul
Toplam 15ul

DNA Sentezlenmesi :

DNA denatiirasyonu asamast; 95°C ‘de 15 dk
Primer hibridizasyon asamasi; 35 dongti (95°C 30s, 72°C 1 dk).

Polimerizasyon asamasi; 72°C 3 dk

Enzimle Kesim:

10xPCR Buffer 2wl
Restriction Enzim 1wl
H,0 7wl
PCR urunu DNA 10 pl

Toplam 20 ul

75
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3.24.3.4.2. Cos II (Comnserved Ortholog Set II) ve SRAP

Kombinasyonu

Cizelge 3.10°da ki Cos II primerleri ile Cizelge 3.6 ve 3.7°deki
SRAP primerleri arasinda 576 SRAP-Cos kombinasyonu kurulmustur.

Ebeveynler ve dayanikli-duyarli bulklar arasindaki farklilik incelenmistir.

SRAP* Cos Il kombinasyonlari PCR reaksiyonu asagida belirtilen

oranlara gore yapilmistir.

Miktar
DNA 2wl
10xPCR Buffer 1,5 pl
Taq DNA polymerase(Sunit/puL) 0,2 pl
dNTP (2.5 mM) 2 ul
MgCl, (25 mM) 1.5l
10 mM primer (Fw) 2 ul
10 mM primer (Rw) 2ul
H»0 3.8 ul
Toplam 15 ul

DNA Sentezlenmesi (SRAP*Cos 11):

DNA denatiirasyonu asamasi; 94°C ‘de 5 dk
Primer hibridizasyon asamast;
5 dongii (94°C 1 dk, 35°C 1 dk, 72°C 2 dk).
30 dongii (94°C 1 dk, 50s°C 1 dk, 72°C 2 dk)

Polimerizasyon agsamasi;  72°C 5 dk
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3.2.4.4. PCR iiriinlerinin Goriintillenmesi

Calismada DNA o6rnekleri % 2.5’luk agaroz jelde 75 V’da 2-3 saat
ylriitilmiistir Etidyum bromid ile boyanmis olan jel KODAK
GELLOGIC 200 goriintiilleme sistemi sistemi ile goriintiilemesi
yapilmistir. Kullanilan isaretleyici sistemlerden bulklar ve ebeveynler
arasinda dayaniklilarda var olup, hassaslarda olmaya polimorfik bandlar

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) Izolati ile

Testlemelerin Yapilmasi ve Dayamklihgin Kalitimi

FORL’a kars1 dayaniklilik i¢in yapilan testlemede fide kok
daldirma metodu kullanilmistir (Gordon et al.,1989; Korolev et al., 2000;
Vakalounakis and Fragkiadakis, 1999). F,, F, BC1 bitkileri, dayanikli ve
duyarli ebeveynler FORL izolat1 ile testlenmislerdir. Testlemede 493 F,
bitkisi, 476 BCI bitkisi, 30’ar dayanikli ve duyarli ebeveynler ve 30 F,
bitkisi kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici ile testlenen
F;, F,, BCl ve dayanikli- hassas ebeveynlerin gosterdikleri
reaksiyonlarinin X? test sonuglar

Testlemeye alinan Gozlenen Beklenen Ac¢ilim oram X
bitkiler D:H D:H D:H

Ana (560) 0:30 0:30 0:1

Baba (Fla.7781) 30:0 30:0 1:0

F; (560x Fla. 7781) 30:0 30:0 1:0 -

F, ) . . 0.298
375:118 369.75:123.25 3:1 (P=0.585)

BCl1 . ) ) 1.64
252:224 238:238 1:1 (P=0.199)

X2, S.D=1, %] i¢in 6.63, %5 igin 3.84

X2= (Gozlenen-Beklenen)?
Beklenen

D: Dayanikli H: Hassas (Duyarl1)
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Cizelge 4.1’den de goriildigii gibi testleme sonucuna gore
dayanikli ebeveynlerin hepsinin dayanikli, duyarli ebeveynin hepsinin
duyarli oldugu belirlenmistir. Ayrica dayanikli ve duyarli hatlarin
melezlenmesinden elde edilen heterozigot Fi’lerin de tamaminin
dayanmikli oldugu gozlenmistir. Inokiilasyondan bir ay sonra F;
bitkilerinde dayanikli ebeveyenlere benzer sekilde higbir hastalik
simptomu gdzlemlenmemistir. F;’lerin kendilenmesiyle elde edilen
F,’lerde ki agilim da X* (Khi-kare) testine gore hesaplanmistir. Buna gore
X% degeri 0.298 (P=0.585) olup, 3:1 D:H dagilimi hipotezi istatiksel
acidan Onemli bir sapma gostermemistir. Bu sonuca gore dayaniklilik
i¢in agilimin 3:1 oldugu teyit edilmistir. Benzer sekilde, BC1 bitkilerinin
testleme sonrasi X° degeri 1.64 (P=0.199) bulunmus ve 1:1 dagilim
hipotezinden 6nemli bir sapma gdstermemistir. Bu bulgularin sonucunda
dayanikliligi ifade eden ve Frl olarak isimlendirilen genin tek ve tam

dominant bir gen oldugu dogrulanmustir.

4.2.Molekiiler Isaretleyici Bulgular

4.2.1. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) Bulgular:

Calismada kullanilan SRAP primer kombinasyonlarindan elde
edilen sonuglar Cizelge 4.2.°de goriilmektedir. 247 SRAP primer
kombinasyonu polimorfizm agisindan ebeveynler ve bulk DNA’lar

kullanilarak taranmustir.
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Cizelge 4.2. SRAP primer kombinasyonlarmin PCR sonuglari

Mel Me2 Me3 Me4 Me5 Me6 Me7 Me8 Me9 Mel0 Mell Mel2 Mel3
Eml + - + - + + - +PP - + + + +
Em2 - + + + + + - - - +PB + + +
Em3 + + + + - - - - R + + T T
Em4 - - - - + + - - - + - + -
Em5 + + +PP +PP + +PB - - - + +PP + -
Emé6 + - + - + + - + - + + - -
Em7 + +PP + +PP +PP + - + - + + +PP +
Em8 + +PB +PP + - + - + - +PP + +PP +
Em9 + + + - - + - - - +PP + + -
Em10 +PP + + + + + - +PP - +PP + + +
Emll + + + - + + - + - + + - +
Em12 + - + - + +PP - +PP - + + - +
Em13 + + +PP - + - + - + + + - -
Eml4 + +PP + + - + + + + - + + -
Eml15 + ¥ +PP + ¥ - - +PP - +PP +PP + +
Eml16 +PP + + + - - - + - + + + +
Em17 - - + - - - - - - - - - -
Emi18 + + + - + + - + R T+ T T N
Em19 + + + - + + + +PP + + + + +

+ : PCR iiriinii verdi PP: Ebeveynler arasi polimorfizm

-: PCR iiriinii vermedi PB: Bulklar arasinda polimorfizm
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247 SRAP primer kombinasyonundan 86 tanesinde PCR {iriinii elde
edilememigtir. PCR {irlinii elde edilen 161 kombinasyonda ise dayanikli-
duyarli ebeveynler ve dayanikli- duyarl bulklarda 644 DNA bandi elde
edilmistir. Ebeveynler arasinda 25, bulklar arasinda ise 3 polimorfizm
elde edilmis ancak hem ebeveynler hem de bulklar arasinda bir
polimorfizm goriilmemistir. Sekil 4.1’de SRAP kombinasyonlarindan
dayanikli ebeveyn-dayanikli bulk, hassas ebeveyn- hassas bulk sirasiyla
me3 x eml-19 arast kombinasyonun olusturdugu PCR iiriinleri

goriilmektedir.

Sekil 4.1 me3-em19 aras1 RP, RB, SP, SB

4.2.2. SSR (Simple Sequence Repeat) Bulgular:

Domatesin 9. kromozomunda yer alan SSR isaretleyicileri,

SolGenomics Network’ten http://www.sgn.cornell.edu) belirlenmistir.

Buna goére kromozom {iizerinde sentromere yakin bolgeler baz alinarak,

kromozomdaki yerleri 50.35 ve 61.00 arasindaki SSR isaretleyicileri


http://www.sgn.cornell.edu)/
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kullanilmistir. Calismamizda domatesin 9. kromozomunda sentromere
yakin bolgedeki 7 SSR isaretleyicisi dayanikli-duyarli ebeveyn ve
bulklarinda  polimorfizm agisindan test edilmistir Bu SSR
isaretleyicilerinden iki tanesi (SSR 155 ve SSR 383) ebeveyn ve
bulklarda PCR f{iriinii olusturmamistir (Cizelge 4.3). 5 adet SSR
isaretleyicisinden de dayanikli- duyarli ebeveyn ve bulklarda toplam 18
DNA bandi elde edilmistir. Ancak bu isaretleyiciler bakimindan

herhangibir polimorfizme rastlanmamustir.

Cizelge 4.3. SSR primerleri ile yapilan PCR sonuglar1 ve elde edilen
band sayilar

Primerler PCR sonuglar Band Sayis1 Polimorfizm
SSR 19 + 4 -
SSR 28 + 4 -
SSR 155 - - -
SSR 110 + 3 -
SSR 99 + 4 -
SSR 237 + 3 -
SSR 383 - - -

+: PCR Urlnu verdi
- : PCR Uriint vermedi ve polimorfizm yok

4.2.3. RGA (Resistance Gene Analoque) Bulgular:

29 ileri ve 19 geri olmak iizere 419 RGA primer kombinasyonu

denenmistir (Mutlu vd, 2008). Cizelge 3.9°da RGA primerlerinin agik
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isimleri yer almaktadir. 419 kombinasyonundan 85 tanesinde PCR {iriinii
elde edilememistir (Cizelge 4.4) 334 RGA kombinasyonunda ise
dayanikli- duyarl ebeveynler ile dayanikli- duyarl bulklarda 1336 DNA
bandi elde edilmistir. Ebeveynler arasinda 23, bulklar arasinda ise 6
polimorfizm goriilmiis, ancak test edilen bu RGA kombinasyonlarindan

ebeveyn-bulk arasinda polimorfizm belirlenememistir (Sekil 4.2).

—
RPRB SP SB

Sekil 4.2 Dayanikli Fla.7781, dayanikli bulk, hassas 560 ve hassas bulk
ile RGA(6-23, 25, 26, 28 ve 5-21 nolu kombinasyonlar)
primerlerinin %2.5’lik agaroz jeldeki goriintiisii
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Cizelge 4.4. RGA kombinasyonlarmin PCR sonuglar1
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PP: Ebeveynler arast polimorfizm
PB: Bulklar arasinda polimorfizm

+ : PCR {irtinii verdi
- : PCR iiriinii vermedi
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4.2.4. Conserved Ortholog Set II (Cos IT) Bulgular

Domatesin 9. kromozomunda sentromere yakin bdlgelerdeki
(kromozom {izerindeki yerleri 52.0- 59.0 aras1) Cos II isaretleyicileri
Cizelge 4.5’de belirtilen primerler kullanilarak ¢cogaltilmig ve PCR iiriinii
12 farkli enzim kesilmistir. Kesim isleminde oncelikle dayanikli ve
duyarli ebeveynler kullanilmis, elde edilen polimorfizm sonrasinda
bulklarina inilmistir (Cizelge 4.5). 12 farkli enzim ile toplam 86 DNA

bandi elde edilirken, ebeveynler arasinda 12 polimorfizm goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Cos Il isaretleyicileri ve 12 farkli enzim ile kesim sonrasi PCR ve polimorfizm sonuglari

C2_ At4g02580

Hin61 Dpnl | Mael | Adel Taql Asull | Rsal Hhal | Nedl | Vspl Trull BsuRI
(HinP11) (Dralll) (Asel) | (Msel) | (Haelll)
+ + + + + + + + + T T n
C2 A12g29210
C2_Atl1g03360 - - - - - - - - - _ - B
+ + + + + + + + + T T n
C2 A12g47890
+ + + + + + + + + T T n
C2 At3g02680
+ + + + - + + + + + + -
C2 At3g63190
+ + + + + + + i T T n PP
C2 At3g48120
+ + - + + + + + + T _ n
C2 At1g02910
C2_At3g63200 +PP PP | +PP +PP +PP | +PP +PP +PP | +PP | +PP - +PP
- + + + + + + - + - ; -

+ : PCR iiriinii verdi
- : PCR iiriinii vermedi

PP: Ebeveynler arast polimorfizm
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Sekil 4.3’de C2 At2g29210, C2 Atlg03360, C2 At2g47890,
C2 At3g02680, C2 At3g63190, C2 At3g48120, C2 Atlg02910,
C2 At3g63200, C2_At4g02580 isimli 9 Cos isaretleyicisi ve Hin6l, Dpn
I, Mael, Ase I enzimleri ile kesim goriintiisii yer almaktadir. Jel iizerinde
de isaretli olan C2_At3g63200 isaretleyicisinin Hin6l, Dpn I, Mael, Ase |
enzimleri ile kesimi; dayanmikli ve hassas ebeveynler arasinda

polimorfizm gostermistir (Sekil 4.3).

Sekil  4.3. C2 _At2g29210, C2_Atlg03360, C2 At2g47890,
C2 At3g02680, C2 At3g63190, C2 At3g48120, C2 Atlg02910,
C2_At3g63200, C2 At4g02580 Cos II isaretleyicileri ve Hin6I,
Dpn I, Mael, Ase I enzimleri ile dayanikli ‘Fla. 7781 ve hassas
‘560’ ebeveynlerinin kesim goriintiisii.
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Sekil 4.4‘de C2 At2g29210, C2 Atlg03360, C2 At2g47890,
C2 At3g02680, C2 At3g63190, C2 At3g48120, C2 Atlg02910,
C2_ At3g63200, C2_ At4g02580 Cos isaretleyicileri ile Taql, Asull, Rsal,
Hhal enzimleri ile kesim sonrasi goriintiisii yer almaktadir. Dayanikli ve
duyarl ebeveynler arasinda C2_At3g63200 isaretleyicisi ile Taql, Asull,
Rsal, Hhal enzimlerinin olusturdugu farklilik, ¢alismada umut verici

olmustur.

Sekil 4.4, C2 At2g29210, C2 Atlg03360, C2 At2g47890,
C2 At3g02680, C2_At3g63190, C2_ At3g48120, C2_At1g02910,
C2 At3g63200, C2 At4g02580 Cos II isaretleyicileri ve Taql,
Asull, Rsal, Hhal enzimleri ile dayanikli ‘Fla. 7781’ ve hassas
‘560’ ebeveynlerinin kesim goriintiisii.
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Sekil 4.5’de C2 At2g29210, C2_ Atl1g03360, C2_ At2g47890,
C2 At3g02680, C2 At3g63190, C2 At3g48120, C2 Atlg02910,
C2 At3g63200, C2 At4g02580 Cos isaretleyicileri ile Nedl, Vspl,
Trull, BsuRI enzimlerinin kesim goriintlisi yer almaktadir.
C2_At3g63200 isaretleyicisi ile Nedl, Vspl, Trull, BsuRI enzimleri
arasinda ve C2 At3g48120 isaretleyicisi ile BsuRI arasinda farklilik

ortaya konmustur.

Sekil 4.5  C2 At2g29210, C2 Atlg03360, C2 At2g47890,
C2_At3g02680, C2_ At3g63190, C2_ At3g48120, C2_Atl1g02910,
C2 At3g63200, C2_ At4g02580 Cos II isaretleyicileri ve Nedl,
Vspl, Trull, BsuRI enzimleri ile dayanikli ‘Fla. 7781° ve hassas
‘560’ ebeveynlerinin kesim goriintiisii
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C2 At3g63200 isaretleyicisi ile farklilik Taql ve Asull enzimleri
ile ebeveynler ve bulklarla birlikte yeniden kesilmistir. Sekil 4.6’da ayni1

isaretleyicinin Taql enzimi ile kesim goriintiisii yer almaktadir.

- 4 SR LBES

R S R S
Hassas Bireyler 5“) @ Dayanikli Bireyler

Sekil 4.6 C2_At3g63200 Cos II isaretleyicisi ile Taql enziminin, 10
hassas ve 10 dayanikli birey ile dayamikli ‘Fla. 7781° ve hassas
‘560’ ebeveynlerinin kesim goriintiisii

4.2.4.1 Conserved Ortholog Set II (Cos II) ve SRAP Kombinasyon

Bulgular

Caligmada kullanilan 9 Cos 1II isaretleyicisi SRAP isaretleyicileri
ile kombine edilerek 576 kombinasyon olusturulmustur. Cizelge 4.6.a ve
4.6.b’de SRAP- Cos II kombinasyonu yer almaktadir. Cizelge 3.10’da

Cosll isaretleyicilerinin isimleri verilmektedir. Bu kombinasyonu
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olusturmanin nedeni; kromozom lokasyonu bilinen fakat ebeveynler
arasinda polimorfizm vermeyen COS isaretleyici lokuslarmmin COS-
SRAP primerleri kullanilarak polimorfizm tespit edilmeye ve Frl geni ile

olan iligkisinin tespit edilmesi amaglanmistir.
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Cizelge 4.6a. C2_At2g29210, C2 Atl1g03360, C2 At2g47890, C2 At3g02680, C2 At3g63190, C2 At3g48120,
C2 At1g02910, C2 At3g63200, C2 At4g02580 ve SRAP kombinasyonlarinin PCR sonuglari

Eml | Em2 | Em3 | Em4
C1 +
C1
C2
C2
C3
C3
C4
C4
Cs
Cs
Co
Cé6
Cc7
(oy)
C8
C8
c9
c9

=
2
]

Em6 | Em7 | Em8 | Em9 | Em10 | Emll | Em12 | Em13 | Eml4 | Em15 | Em16 | Em17 | Em18

+
+
+

e e I
+
I I I I S
I I I I I S
I I I I o
N I S
+
A+ ] ]+
I I I S
I I I I o S
+
+

e R s

R R R R R s

| |||+

B B S S (RS B B I IS S o o I I I IS
+
o B I e e e T I S

+| |+ +]

IR IR R R e R I A R
S ™Y RS AR RS Y ) R

ol I Y N S B Y S ) TS ) I Ao IR I IR S
| | | | ] | ] ] ] ] ]

| | | | ] ] ] ] ] ] ]+

+

e I T B T B Y S ) I S

o I Y N TS TS (S IS ) BT I

o I Y I NS S Y S ) B

S N e Y N I I R

+| | | ] ] ] ] ] ] ] ]

+| | | ] |

+ + +

+: PCR Urund verdi
: PCR Urdnu vermedi

Cizelge 4.6b C2 At2g29210, C2 Atlg03360, C2 At2g47890, C2 At3g02680, C2 At3g63190, C2 At3g48120,
C2 At1g02910, C2 At3g63200, C2 At4g02580 ve SRAP kombinasyonlarinin PCR sonuglari
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Mel3

Mel2

Mell

Mel0

Me9

Me8

Me7

Me6

Me5

Me4

Me3

Me2

Mel

Em19

C1F

C1R

C2F

C2R

C3F

C3R

C4F

C4R

C5F

C5R

C6 F

C6R

C7F

C7R

C8F

C8R

C9F

CI9R
+: PCR Urund verdi

-: PCR Urdnu vermedi
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576 SRAP- Cos II kombinasyonun 117’sinden PCR iiriinii elde
edilememistir. PCR {iriinii olusturan 459 kombinasyondan 918 DNA
band1 (lokus) elde edilmistir.

Sekil 4.7°de C2_At1g02910 (forward ve reverse), C2 At3g63200
(forward) Cosll isaretleyicileri ile Eml-16 arasindaki kombinasyon

goriilmektedir.

Sekil 4.7 Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici’ye dayanikl ‘Fla.
7781 ve hassas ‘560’ ebeveynler Cos II isaretleyicileri
C2 Atl1g02910 (forward ve reverse), Cos II C2 At3g63200
(forward)ile SRAP primerleri Em1- Em16 arasi kombine edilmis,
SRAP PCR sartlar1 kullanilmstir.
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Sekil 4.8. Fusarium oxysporum f. sp. radicis lycopersici’ye dayanikli ‘Fla. 7781 ve
hassas ‘560’ ebeveynler Cos II isaretleyicileri C2 At3g63200 (reverse),
C2_At4g02580 (forward ve reverse) ile SRAP primerleri Eml- Eml16 arasi
kombine edilmis, SRAP PCR sartlar1 kullanilmstir.

Sekil 4.8’deki jel resminde ise C2 At3g63200 (reverse),
C2_At4g02580 (forward ve reverse) ile Em1-16 arasindaki kombinasyon

gorlilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) &nemli
toprak kokenli patojen olup, verimde %20-60 oraninda kayiplara neden
olmaktadir (Omar et al., 2006). Hastalikla miicadele de zirai teknikler,
kimyasal uygulamalar, biyolojik ajanlar kullanilabilir. Ancak miicadelede
%100 etkili ve en ekonomik yoOntem dayanikli ¢esit kullanimdir.
Dayanikli ¢esit eldesinde molekiiler isaretleyicilerin kullanilmasi 1slah

programlarina hiz kazandirmistir.

Son donemlerde molekiiler yardimli seleksiyon (MAS) tohum
firmalarinda rutin bir uygulama haline gelmistir. Ancak ne yazik ki bu
faaliyetlerin pek ¢ofu patentli ve yaymlanmamaktadir. Pek c¢ok
uluslararas1 tohum firmasi bu yolla 1slah programlarini yiiriitmektedirler

(Foolad, 2007).

Domateste FORL ile ilgili ilk haritalama ¢alismasi1 Fazio ve ark.
(1999) tarafindan yapilmistir. 1000 RAPD isaretleyicisinden 3 tanesi
(UBC116, UBC194, UBC655) Frl ile baglantili bulunmustur. Bu RAPD
isaretleyicilerinden Frl’ye en yakin uzaklikta UBC194 isaretleyicisi
bulunmustur. Frl’ye 5.1 ¢cM uzaklikta belirlenen RAPD isaretleyicisinin
miitehakip generasyonlarda devamliligi saglanmamis ve 1slahta kullanimi
miimkiin olamamistir. Cilinkiit MAS amagli kullanilacak isaretleyicilerin
2cM ve altinda olmasi1 istenir. Teorik olarak, 5 cM uzaktaki bir
isaretleyicinin geriye melezleme c¢alismalarinda MAS (Molekiiler
Yardimli Seleksiyon) amagh kullanilmasi durumunda [V = 1-(1-p)"
formiilinden] bes geriye melez generasyonu sonunda 1-(1-0.005)=

0.2262, yani sozii gecen markiri tagiyan %22 hassas bitki birikmis
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olacaktir. Allard 1999 formiiliine goére, ‘V’ gen ile marker arasindaki
baglantinin kirilma oranini, ‘p’ rekombinasyon fraksiyonunu, ‘n’ geriye

melez sayisini ifade etmektedir.

Calismada, hastaliga karsi dayaniklilik saglayan Frl genine
molekiiler 1slahta kullanilabilecek yakinlikta ve 0Ozellikte molekiiler
isaretleyicilerin  gelistirilmesi ve 1slah caligmalarinda kullanilmasi
hedeflenmistir. Haritalama populasyonu i¢in dayanikli Fla. 7781 ve
hassas 560 nolu hatlar melezlenerek F; populasyonu, F,’lerin
kendilenmesiyle F, populasyonu ve hassas ebeveyn ile geriye
melezlenmesiyle de BC; populasyonu olusturulmustur. Haritalama
populasyonlart FORL izolati ile testlenerek dayaniklilikla iligkili

molekiiler isaretleme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici izolati ile testlemeler
sonucu, dayaniklilik geninin (Frl) kalittmina bakildiginda, F,
populasyonunda 3:1 agilimi elde edilmistir. Vakalounakis de, (1988)
fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici’ye dayanikli ‘IRB-301-31’
domates hatt1 ile hassas ‘Motelle’ ve ‘Earlypak’ c¢esitlerini melezlemis,
Fi, F» ve BC1 populasyonlarindaki testleme sonucunda F, bitkisindeki
acitlmin 3:1 oraninda, BCI1’lerdeki agilimin 1:1 oraninda oldugunu
belirlemistir. Testleme sonuglarin da dayanikliligin tek dominant gen
tarafindan idame ettirildigini ortaya koymustur. Calismamizdan elde
edilen veriler Vakalounakis, (1988)’in bulgulariyla paralellik

gostermistir.

Haritalama c¢aligmalarinda F, populasyonundaki 10 hassas ve 10

dayanikli birey ile bulk segregant analizi (BSA) yapilmistir (Michelmore
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et al., 1991). Calismada kullanilan molekiiler isaretleyiciler, olusturulan
bulklarda ve dayanikli- hassas ebeveynlerde taranarak polimorfizm

olusturanlar belirlenmistir.

Frl ile iligkili haritalama c¢alismasinda SRAP isaretleyicisi (Li ve
Quiros, 2001) RGA isaretleyicisi (Mutlu vd., 2008) dayanikli- duyarl

ebeveyn ve bulklarda taranmistir. Ayrica SolGenomics Network’te

(http://www.sgn.cornell.edu) belirtilen domates genetik haritalarindan
faydalanarak 9. kromozomda hem TG101 hem de TM-2 allelline yakin
bolgelerde bulunan SSR ve Cos II isaretleyicileri de kullanilmistir.
Nitekim, FrI’nin domateste 9. kromozomda yer aldigt ve RFLP
isaretleyici “TG101’ ile iligkili oldugu (> 10 cM) bildirilmistir. Yine
Frl’nin tiitlin mozaik viriisiine dayaniklilig1 kontrol eden allel (TM-2) ile
resesif ah (antosiyan olusturmama) genine yakin yerde (> 5 ¢cM) lokalize

oldugu belirlenmistir (Fazio et al., 1999; Vakalounakis et al., 1997).

Caligmada test edilen 247 SRAP primerinden 161 kombinasyonda
ebeveynler ve dayanikli- duyarli bulklarda 644 DNA bandi elde
edilmistir. SRAP isaretleyicileri bir¢ok tlirde haritalama (Yeboah et al.,
20007; Levi ve Thomas, 2007; Juan et al., 2001), gen isaretleme (Li and
Quiros, 2001; Junsong et al., 2005; Mutlu vd., 2008), DNA parmak izi ve
genetik akrabalik (Budak vd., 2004; Suman et al., 2008; Li et al., 2007;
Giilsen vd., 2007; Ferriol et al., 2004; Han et al., 2007) ¢alismalarinda
basart ile kullanilmigtir. Mutlu vd., (2008) patlican’da Fusarium
solgunluguna (Fusarium oxysporum Schlecht.f. sp. melongenae)
dayaniklilik icin SRAP isaretleyicisi (Me8/EmS5) kullanmis ve 1slah
caligmalarinda markir yardimli  seleksiyonda kullanilabilir  hale

getirebilmek icin SRAP isaretleyicilerini SCAR isaretleyicisine


http://www.sgn.cornell.edu/
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dontigtiirmiistiir. Ancak ¢alismamizda SRAP kombinasyonlarindan hem

ebeveynler hem de bulklar arasinda bir polimorfizm elde edilememistir

Domatesin 9. kromozomunda yer alan 7 SSR isaretleyicisi ile
yapilan testleme sonucunda ebeveynler ve bulklarda 18 DNA bandi elde
edilmistir. SSR genetik haritalama c¢alismalarinda genetik cesitliligin
belirlenmesinde pek ¢ok bitki tiirlinde 6rnegin, misir (Senior and Heun,
1993), ¢eltik (Wu and Tanksley, 1993), arabidopsis (Bell and Decker,
1994) ve soya (Akaya vd., 1995)’da kullanilmaktadir. SSR isaretleyicileri
spesifik genetik iligski belirlemeye sahip (Tam et al., 2005) olmalarina

ragmen ¢alismamizda herhangibir polimorfizme rastlanamamustir.

Calismada kullanilan 419 RGA primer kombinasyonundan 334 i
PCR f{iriinii vermistir. Bu isaretleyicilerden ebeveynler ile dayanikli-
duyarli bulklarda 1336 lokus elde edilmisti. RGA primerlerinin
kullanilmasindaki amag¢ Frl genine ¢ok yakin bir isaretleyici tespit
edebilmenin yaninda genin kendisini veya ¢ok yakin bir homologunu

bulabilme ihtimalini degerlendirmek olmustur.

Hemming et al., (2004), domateste fusarium solgunlugu olarak
isimlendirilen fusarium oxysporum f.sp.lycopersici iizerine g¢alismislar,
hastaligin 3. irkina dayanikliligi ifade eden I-3 geninin haritalanmasi i¢in
SCAR, CAPS ve RGA isaretleyicilerini kullanarak, MAS igin
kulllanilabilir ¢ok yakin isaretleyiciler belirlemiglerdir. ~Ancak
calismamizda kullanilan RGA isaretleyicileri ile herhangibir

polimorfizme rastlanamamustir.

Domatesin 9. kromozomunda sentromere yakin bdlgelerdeki

C2 At2g29210, C2 Atlg03360, C2 At2g47890, C2 At3g02680,
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C2 At3g63190, C2 At3g48120, C2 Atlg02910, C2 At3g63200,
C2 At4g02580 isimli 9 Cos II isaretleyicileri ¢aligmada kullanilmistir.
Cos II isaretleyicileri 12 farkli enzimle kesilmistir (Hin6I, Dpn I, Mael,
Ase I, Taql, Asull, Rsal, Hhal, Nedl, Vspl, Trull, BsuRI). Ebeveynlerde
yapilan tarama sonucu C2 At3g63200 isaretleyicisi Trull hari¢ tiim
enzimlerde polimorfizm vermis, bulklara inildiginde de Taql enzimi ile
polimorfizm elde edilmistir. Bu C2 At3g63200 isaretleyicisi ve Taql
kombinasyonu bulklar1 olusturan birey ve ebeveynlerde tekrarlanarak,
polimorfizm varligi ve Frl geni ile gosterdigi dagilim koralasyonu sinirli

sayida F; ile belirlenmistir.

9 Cos II isaretleyicisi, SRAP isaretleyicileri ile kombine edilerek
576 kombinasyon olusturulmus ve 918 DNA bandi (lokus) elde
edilmistir. Calismamizda en iimitvar sonuglar Cos II isaretleyicileri ile
ortaya konulmustur. Bu isaretleyiciler ile AFLP, RFLP ve SSR
isaretleyicileriyle tanimlanamayan bolgeler, daha hizli bir sekilde

haritalanabilmektedir  (http://www.sgn.cornell.edu). Su ana kadar

domateste 300°den fazla Cos II isaretleyicisi haritalanmis ve gelecekte
500’{n tlizerinde olacagi bildirilmektedir. Fulton et al., (2002) 1025 Cos
isaretleyicisi tanimlamiglardir. Bu genlerin her iki genomunda tek bir
kopyasi oldugunu, domates ve arabidopsis gibi farkli genomlar arasinda

kiyaslamali haritalama ¢alismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Sonu¢ olarak calismada C2 At3g63200 isaretleyicisi ve Taql
enzimi kombinasyonunun Frl ile iliskili olabilecegi belirtilebilir. Ciinkii
10 hassas ve 10 dayanikli F, bitkisinde yapilan CAPS analizinde Frl
genine bagli ko-dominant bir isaretleyici olusturmustur. Ancak, bu

timitvar isaretleyicinin Frl genine olan uzakliginin belirlenmesi bundan
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sonraki ¢aligmalarda 500 F, bitkisinde taranmasi ile miimkiin olacaktir.
Cilinkii 500 F, bitkisi 1000 adet gamete denk geldiginden bulunacak
molekiiler isaretleyici teorik olarak Frl genine 100/1000=0.1 cM
¢Oziiniirliige kadar yakin olabilecektir. Bdylelikle bu isaretleyici 1slah
programlarinda kullanilarak Frl’ye dayanikli domates gesidi gelistirmesi
hiz kazanacaktir. Ayrica bu ¢alisma domateste biyotik ve abiyotik stresle

iligkili isaretleyici belirleme ¢aligmalarina 1s1k tutacaktir.

Bildigimiz kadariyla iilkemizde bu hastaliga kars1 dayanikli yerli
domates cesidi yoktur, arastirma sonucunda elde edilecek isaretleyicilerin
yerli dayanikli hibrit ¢esit eldesini rutin hale getirecegi, hiz kazandiracagi
ve dayanikli yerli gesitlerin pazar payini arttiracagi diisiiniilmektedir.
Olusturulacak bir ko-dominant CAPS isaretleyicisi diinyanin diger
bolgelerinde de FORL’ye dayanikli ¢esit gelistirmeyi kolaylastircak ve
uluslararas1 firmalarin tekelindeki Frl icin isaretleyici yardiml

seleksiyonu tiim 1slahgilarin kullanimina sunacaktir.
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