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DOMATES SARI YAPRAK KIVIRCIKLIK VIiRUSU (Ty-3) VE DOMATES
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Ocak 2021; 61 sayfa

Cesitli virtisler domates iiretiminde 6nemli verim ve kalite kayiplarina sebep
olmaktadir. Bu calismanin amaci; verim ve kalite 6zellikleri bakimindan ticarilesme
potansiyeli olan fakat 6nemli iki virlis etmenine hassas bahar yetistiriciligine uygun
sirik sofralik domates ¢esit adaymin ebeveyn hattina ilgili viriislere kars1 dayaniklilik
kazandirmaktir. Domates Solgunluk Viriisii ve Domates Sar1 Yaprak Kivirciklig
Viriisiine kars1 dayaniklilik veren genler markir yardimli geriye melezleme program ile
ebeveyn hatta aktarilmistir. Bunun ig¢in, TYLCV’ye ve TSWV’ye hassas “51” numarali
ebeveyn hat ¢ift dayanim tasiyan donor “202 F1” numarali hibritle melezlenmistir. Elde
edilen ilk popuilasyon (pseudo-BC1F1) fide doneminde molekiiler markirlar ile
taranmis, Ty-3 ve Sw-5 tasiyan bitkiler serada yetistirilmis, “51” numarali tekrarlanan
ebeveyne geriye melezlenmistir. Bitkisel ve agronomik karakterler bakimindan {istiin
olan bitkilerden elde edilen BC2F1 tohumlarindan tekrar fide yetistirilmis ve yukardaki
islemler tekrar edilmistir. Cift virlis dayanimli tekrarlanan ebeveynin ozelliklerini
sergileyen BC2F1 bitkileri kendilenmis ve homozigot ¢ift virlis dayanimli BC2F2
bitkileri elde edilmistir. Cift dayanimli (Ty-3 ve Sw-5) bitkiler ilgili molekiiler markirlar
yardimiyla belirlenmis ve BC2F2 asamasina kadar getirilmistir. Ty-3 ve Sw-5’e
genlerini homozigot tasiyan 12 adet bitki tekrarlanan ebeveynin yerine ve ¢ift viriis
dayanimli hibrit domates adaylarinin gelistirilmesinde kullanilacaktir. Ty-3 ve Sw-5
geniyle baglantili molekiiler markirlar kullanilarak ikili dayanimli hatlar gelistirilmesi,
domateste onemli ekonomik kayiplara neden olan TYLCV ve TSWV viriislerine karsi
yerli ve dayanikli c¢esit gelistirilmesini saglayacaktir. Calisma ile markir destekli
seleksiyon yontemlerini kullanarak Sw-5 ve Ty-3 genlerini tasiyan ebeveyn hatlar
gelistirilmistir. Dayaniklilik genlerini tagiyan hibritlerin ticarilesmesi ile bu etmenlerden
kaynaklanan verim ve kalite kayiplar1 dnlenecektir.

ANAHTAR KELIMELER: TYLCV, TSWV, MAS, domates, Sw-5, Ty-3, molekiiler
markirlar, 1slah, hibrit tohum, dayaniklilik.
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ABSTRACT

BREEDING OF TOMATO LINES RESISTANT TO TOMATO YELLOW LEAF
CURL (Ty-3) VIRUS AND TOMATO SPOTTED WILT VIRUS (Sw-5) BY
MOLECULAR MARKER ASSISTED BACKCROSSING METHOD

Sevde Nur YEMSEN
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Nedim MUTLU

January 2021; 61 pages

Various viruses cause significant yield and quality losses in tomato production.
The aim of this study is; to provide resistance to the related viruses to the parent line of
the indeterminate table tomato variety candidate suitable for spring cultivation, which
has commercialization potential in terms of yield and quality characteristics but is
sensitive to two important virus factors. Genes giving resistance to Tomato Spotted Wilt
Virus and Tomato Yellow Leaf Curl Virus were transferred to one of the parent lines by
a marker-assisted backcrossing program. For this, the parent line numbered "51"
sensitive to TYLCV and TSWV was hybridized with hybrid numbered 202 F1" the
donor carrying double resistance. The first population obtained (pseudo-BC1F1) was
screened with molecular markers at the seedling stage. Plants bearing Ty-3 and Sw-5
were grown in the greenhouse. "51" is backcrossed to the repeated parent. Seedlings
were grown again from BC2F1 seeds obtained from plants superior in terms of herbal
and agronomic characters and the above procedures were repeated. BC2F1 plants
exhibiting double virus resistant repeat parent characteristics were inbred and
homozygous double virus resistant BC2F2 plants were obtained. Double strength (Ty-3
and Sw-5) plants were identified with the help of relevant molecular markers and
brought up to BC2F2 stage. 12 plants that carry genes homozygous to Ty-3 and Sw-5
will be used instead of the repeated parent and will be used in the development of
double virus resistant hybrid tomato candidates. Developing dual strength lines using
molecular markers linked to the Ty-3 and Sw-5 genes will enable the development of
native resistant varieties against TYLCV and TSWV viruses that cause significant
economic losses in tomato. Parental lines carrying the Sw-5 and Ty-3 genes were
developed using marker-assisted selection methods. With the commercialization of
hybrids carrying resistance genes, the yield and quality losses caused by these factors
will be prevented.

KEYWORDS: TYLCV, TSWV, MAS, tomato, Sw-5, Ty-3, molecular markers,
breeding, hybrid seed, resistance.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
dH20O : Distile su
dNTP : Deoksiribonukleik asit trifosfat
EDTA : Etilen diamin tetra asetikasit
TE : Tris-EDTA
HCI : Hidrojen klortr
MgClI2 : Magnezyum klortr
M : Molar
mM : Milimolar

Pmol : pikomol

\ : Volt

ul : Mikrolitre
ml : Mililitre
ar : Gram

mg : Miligram
Ng : Nanogram



Kisaltmalar

RAPD

RFLP

SRAP

SCAR

STS
ISSR

AFLP

SSR
TE
Tris
PCR
CTAB
DNA
RNA
BC
TSWV

TYLCV :

: Random Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Cogaltilmigs Polimorfik

DNA)

: Restriction Fragment Length Polymorphism (Kesilen Parga Uzunluk

Polimorfizmi)

: Sequence-Related Amplified Polymorphism (Sekansa Bagli Cogaltilmisg

Polimorfizm)

: Sequence Characterized Amplified Region (Dizisi Karakterize Edildikten
Sonra Amplifiye Edilmis Bolge)

: Sequence-Tagged Sites (Dizisi Etiketlenmis Alanlar)
: Internal Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi)

: Amplified Fragment Length Polymorphism (Amplifiye Edilmis Fragment

Uzunluk Polimorfizmi)

: Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlari)

: Tris— EDTA

: Trisodyum tuzu

: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
: Setil tri-metil amonyum bromur

: Deoksiribonikleik asit

: Ribontikleik asit

: Backcrossing

: Tomato spotted wilt virus

Tomato yellow leaf curl virus
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GIRIS S.YEMSEN

1. GIRIS

Bir kltir bitkisi olan Domates (Solanum lycopersicum L.), patlicangil
(Solanaceae) ailesindendir ve 2n = 24 kromozomludur (Spooner et al. 1995). Domates
diinyada en ¢ok iiretilen ve tiiketilen tarim iirlinlerinden biridir. Domateslerin birgok
yabani ve kiiltiire alinmig akrabasi vardir. Domates, Galapagos Adalari, And Daglar ,
Ekvador ve Bolivya'ya kadar pek c¢ok bolgede yetistirilmektedir(Rick 1973; Taylor
1986). Yetistirilen domateslerin yabani akrabalari rakima baghdir. Genis bir cesitlilik
gosterir ve ayn1 zamanda enlemden etkilenir. Tiir gelisimi 6nem tagiyan bir gen bankasi
olusturur (Rick ve Holle 1990).

FAO'mun 2014 verilerine gore diinya domates iiretimi yaklasik 170.750.767
tondur. Cin 50 milyon tonla ilk swada yer aliyor. Hindistan ve Amerika Birlesik
Devletleri bu siranin ardindan takip etmektedir. Tiirkiye, yaklasik 12,6 milyon ton olan
diinya domates tretiminin% 7,2'sini karsilamaktadir. Tiirkiye'nin iiretimi ABD'nin
ardindan dordiincii sirada yer almaktadir (FAO 2017). Ulkemizin tiim bdlgelerinde
yetistirilebilen domatesler agirlikli olarak Bat1 Karadeniz, Akdeniz ve Ege bolgelerinde
yetistirilmektedir. Antalya Tirk domates iiretiminde birinci siradadir. Antalya’yi
takiben sirayla Mersin ve Mugla illeri takip etmektedir (TUIK 2017).

Domates meyveleri baslangigta yesildir ve solanin icerir. Domatesler
olgunlastikc¢a solanin kaybolur ve kirmiziya doner. Domates bitkileri K, B1, B6, B, C ve
A vitaminleri, niasin, yag, karbonhidratlar, potasyum, protein, kalsiyum, demir ve bol
miktarda likopen icerir. Bu vitaminlerden A, B6, B1, C vitaminlerinin ve likopenin
antioksidandan sagladig1 faydasi sebebiyle kanserin bazi g¢esitlerine ve Kkalp
hastaliklaria kars1 koruyucu etkisi s6z konusudur (Salk ve ark. 2008).

Giiniimiizde Tiirkiye'de ticari iiretim i¢in kullanilan ¢ogu domates ¢esidi ¢esitli
abiyotik ve biyolojik faktorlere duyarhdir. Viriisler, nematodlar ve mantarlari biyolojik
faktorler domates verimini diisiirecektir. (Pandey ve ark., 2003). Kiiltiir bitkilerinde
yabani otlar, zararlilar ve hastaliklarin neden oldugu iiriin kayiplarmin degeri% 31-42
arasinda degismektedir. Bu kayiplarn% 14,1'1 hastaliktan kaynaklandi,% 12,2'si yabani
otlar ve % 10,2'si ise zararlilar olusturmustur. Uriin kayiplarinin ekonomik degeri yillik
550 milyar ABD dolaridir. (Agrios 2005).

Uretilen domates ¢esitlerinde hastaliklara ve zararh etkenlere kars1 direng
genlerinin olmamasi, domatesin dogal olarak yetistirilen ¢esitler i¢in bir diren¢ kaynagi
olarak kullanilmasina imkan vermektedir. Yabani domatesler, zararlilara ve hastaliklara
direnebilen hastalik direnci genlerine sahiptir. Son yillarda gerekli direng genlerinin
ekili domateslere aktarilmasi ve yiiksek verim 6zelliklerinin elde edilmesi ¢ok dnemli
hale gelmistir (Pandey ve ark. 2003).

Klasik 1slah programlarinda son yillara kadar, ekili bitkilerin basta bitkisel
uriinlerdeki zararlilar ve hastaliklar olmak {izere diger birgok tarimsal Ozelligini
iyilestirmede 6nemli bir faktor haline gelmistir. Klasik 1slah yontemleri bazen yetersiz
olabilir veya oldukca uzun surebilir. Bitki biyoteknolojisi yontemleri Turkiye’de biiyiik
onem kazanmistir. Tarmmsal 6neme sahip genler, genetik haritalar aracihigiyla ekili
tiirlere verimli, hizl1 ve kolay bir sekilde aktarilabilir (Kandemir ve Yildirim 2001).
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Domates yetistiriciliginde hastaliklarin ve zararh etkenlerin neden oldugu verim
kaybmi azaltmak icin kimyasal ve kiiltiirel 6nlemler alinir. Ancak {irlinlerde bulunan
pestisit kalintilar1 nedeniyle yetistirme uygulamalar1 hastaliklar1 kontrol altina almak
icin yeterli olmayip, tekrarlanan uygulamalar ve c¢evreye zararli faktorler ile
sonu¢lanmaktadir. Son yillarda bitki direng genlerinin kullanimi ¢ok Onemlidir.
Dayanikli ¢esitlerin kullanilmasi en etkili yontemdir (Agrios 1997).

Acik alanlarda ve kapali alanlarda meyve biylikligiine gore bir¢ok farkli
domates cesidi yetistirilebilir. 20 gramdan az meyvesi olan cesitlere kiraz (cherry)
domates, 250 gramdan daha agir olan cesitlere ise iri (beef) domates adi verilir (Causse
ve ark. 2007a). Sofralik ve endiistriyel kullanim i¢in belirleyici ¢esitler agik alanlarda
uretilirken, seralarda yetistirilen tipler ise ; tane ,kokteyl, pembe, kiraz, erik ve iri
cesitlerdir. Serada domates yetistiriciliginde% 100 F1 hibritleri kullanilmaktadir.
Domates ¢esitlerinin% 75-80'1 taneli ve iri domates ¢esitleridir (TTSM 2016).

Domateste F1 melezi, iki farkli ebeveyn arasindaki bir melezden olusur ve
genellikle toplam verim ve erken verim, ebeveynlerinden daha yiksektir. Ek olarak,
hibrit domates ¢esitleri, her iki ebeveynden farkli zararlhlara diren¢ genlerini kalitim
olarak alarak daha fazla diren¢ geni tasir (Fehr 1991).

Domates yetistiricileri, hibrit ¢esit gelistirme se¢cim asamasinda iireticilerin ve
tiikketicilerin ihtiyaglarini géz oniinde bulundurmalidir. Bu nedenle yapilacak iyilestirme
aragtirmas1 multidisipliner, karmasik ve uzun bir siireci igerir. Islah slrecini ve se¢im
asamasini  kisaltmak ve kolaylastirmak i¢in bircok biyoteknolojik yontem
gelistirilmistir. Biyoteknolojik yontemlerden biri olan molekiiler markir yardimli
seleksiyon (MAS) kullanilarak, 6zellikle hastalik ve zararh direnci ile ilgili markirlar
kullanilarak se¢im siireci kisaltilabilir ve kolaylastirilabilir. Bu nedenle zamandan ve is
giiciinden tasarruf ederek, fide asamasinda istenilen 6zelliklere sahip bitkileri kisa
stirede tespit etmek ve islah arastrmasi baslangicinda gerektiginde ebeveyn olarak
kullanmak gibi avantajlar1 vardir (Young and Tanskley 1989; Barone et al. 2005).

MAS ayrica geri ¢aprazlama programlarinda, resesif ve ilave gen transferinde
de onemlidir. MAS, ayni yil 1slah programlar: i¢in kullanilabildigi gibi gen piramidi
arastirmalar1 i¢cin de kullanilmaktadir. (Williams et al. 1993; Foolad 2007).

Domates lekeli solgunluk virtisii (TSWV) , kiltdr bitkilerinde 6nemli ekonomik
oneme sahiptir. Ik on viriis arasinda ikinci siradadir (Scholthof vd. 2011). Bunyaviridae
ailesi, orthopoxvirus cinsine dahil olan bir hastalik faktoriidiir (Francki vd. 1991).

Domatesin belirli zararlilara ve hastaliklara karsi direnci bir gen tarafindan
kontrol edilir. Dominant (baskin) karakter gostermektedir. Domateste S. peruvianum’da
bulunan baskin Sw-5 geni, TSWV'ye direng kaynagi olarak tanimlanmustir. ilk olarak
ticari domates ¢esidi Stevens'a aktarildi(Stevens vd. 1992). Sw-5 diren¢ geni melezleme
yoluyla ticari domates cesitlerine aktarildi. Bitki viriisleri, bitkilerde g¢aligmasini
saglamak i¢in bir veya daha fazla proteini kodlar(Hull 2002).

Geminiviradae familyasinda begomovirus genusuna ait olan Domates Sari
Yaprak Kivirciklik Viriisii (Tomato Yellow Leaf Curl Virus, TYLCV), beyaz sinek,
Bemissia tabaci vasitasi ile taginir. Begomovirusler dairesel tek zincirli DNA’dan
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olusan bitki virtisleridir. Cogu bitki viriisiiniin RNA genomuna sahip olur. Buna ragmen
DNA bulundurmalari onlarin sira dis1 bir 6zellikte oldugunu gdsterir. Begomovirusler
dairesel tek zincirli DNA’dan olusan bitki viriisleridir. TYLCV genomu her birinin
uzunlugu 2.5 ve 3 kb olan bir veya iki halkasal tek zincirli DNA molekiiliine sahiptir
(DNA-A ve DNA-B) (Czosnek 2007).

Domates Sar1 Yaprak Kivirciklik Viriisii domateste yetistiriciligi sinirlayan viriis
hastaliklarinin en 6nemlilerinden birisidir(Pico et al. 1996). TYLCV enfeksiyon
siddetine gore degismekle birlikte, yetistirilen {riiniin tamamen kaybina neden
olabilmektedir (Polston and Anderson 1997).

Bu nedenle bu tez ¢alismasinda, ‘PROTO’ tohum firmasinda sera i¢in baharlik
sezona uygun basarili bir hassas saf hat domates adayma TSWV ve TYLCV dayanimi
kazandirmak i¢in materyal olarak 32.12.2.3.1.11-1 pedigree numarali domates hattina
geri melezleme ve markir yardimli seleksiyon yontemiyle aktarilmasi amaglanmistir.
Acilim gosteren geri melez (BC) popiilasyonlarinda heterozigot, BC2F2 jenerasyonunda
ise homozigot dayanikli genotiplerin seleksiyonu molekiiler markirlar ile belirlenmesi
ve iki viriise de dayanikli hatlar gelistirilmesi hedeflenmistir. Boylece g¢oklu viriis
hastaligina dayanikli hibrit ¢esit adaylarinin gelistirilmesi miimkiin olacaktir. Molekiiler
markirlarin seleksiyonda kullanilmasi ¢oklu virlis dayanikli g¢esit gelistirme siiresini
kisaltmig, zamandan ve is giiciinden kazang saglanmasina imkan vermistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1.Domates Hakkinda Genel Bilgiler

Domates, haploid kromozom sayist 12 olan diploid bir bitki tiirtidiir. Patates,
patlican, tiitiin, petunya ve biber gibi ekonomik degeri yiiksek bitkiler dahil 3000'den
fazla tiir iceren Solanaceae familyasina aittir (Bai Y. and P. Lindhout 2007). 10.000'den
fazla domates c¢esidi vardir (Peralta and Spooner 2006; Foolad 2007). Domates
yetistiriciligi arastirmast yaklasik 400 yil Once basladi. Bu nedenle, diger
patlicangillerle karsilastirildiginda nispeten yeni bir arastrma alanidir. Domates
yetistirme arastirmalarinin bu kadar ge¢ baslamasmin bir¢gok nedeni olabilir, ancak en
onemli nedenlerden biri insanlarin domateslerin bir zamanlar zehirli oldugu
diistiniilmesidir (Glnay 2005).

Bazi iilkeler onemli iiretim miktarlar1 ile diinyada ilk siralarda yer almaktadir.
Tiirkiye 12,6 milyon ton domates tiretimi olmaktadir. Cin, Hindistan ve ABD’ den sonra
Tirkiye dordiincii sirada yer alir (Cizelge 2.1.) (FAO 2018).

Cizelge 2.1. Diinyadaki en fazla domates elde eden iilkelerin siralamasi (FAO 2018)

Sira Uretim (ton)
Cin 57 milyon
Hindistan 19 milyon
ABD 15 milyon
Trkiye 12 milyon
Misir 8 milyon
Iran 6 milyon
Italya 5 milyon
Ispanya 4 milyon
Brezilya 3.8 milyon
Meksika 3.4 milyon
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2.2.Domateste Hastalik Yapan Viriisler

Domates iiretiminde hastalik ve zararlilar ciddi ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir. Hastaliklarin neden oldugu onemli ekonomik kayiplarin basinda viral
hastaliklar gelir. Virlis hastaliklarinin olusturduklar1 zararlar bolgesel, mevsimsel ve
iriinden iiriine degisiklik gosterir. Domateste goriilen viral hastaliklarda son yillarda
artig gozlemlenmektedir (Sevik 2011).

Domates iiretim alanlarinda goriilen en onemli viral hastalik faktorleri; Hiyar
mozaik virlsi ,Domates mozaik viristi, Patates Y virlist , Patates X virustu, Domates
sar1 yaprak kivirciklik viriisii, Domates halkali leke viriisii ve Domates lekeli solgunluk
virtisii ’diir (Valizadeh vd. 2011).

2.3. Domates Lekeli Solgunluk Virtsi (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV)
2.3.1. TSWV'nin Morfolojik ve Genomik Yapisi

TSWV’nin virionlari, diger bitki viriisleri ile karsilastirildiginda daha karmasik
bir yapidadir. Bu yap1 TSWV’yi diger bitki viriislerden ayiran en belirgin 6zelliktir (De
Haan et al. 1990).

Virionlar dig goriiniisleri ile kiiremsi yapilar1 andirmakla beraber yaklasik 80-
110 nm ¢apinda iki adet viral glikoprotein olan G1 ve G2’den olusan ylizey ¢ikimtilaria
sahiptir (Sekil 2.3.1). TSWV partikiilleri% 5 niikleik asit (RNA),% 70 protein,% 20
lipid ve% 5 Kkarbonhidrat icerir. Viral yizey (kabuk) uUzerinde 3 viral RNA
bulunmaktadir ve her biri boyut olarak birbirinden farklilik gosterdigi belirtilmistir.
Biiyiik (L), orta (M), kii¢iik (S) olarak isimlendirilmistir (Adkins 2000). Kabuk i¢inde
bulunan glikoproteinler virionlar1 olgunlagsmasini saglar ve beraber tripslerin TSWV’yi
tanimasinda rol oynar (Pappu ve ark. 2009).
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Sekil 2.3.1. a) TSWV viriis partikiiliiniin genomik yapisi, b) TSWV enfekteli bir bitki
hlcresinde elektron mikroskobik virion gorintisi (Moyer vd.1999)

2.3.2. TSWV'nin Konukcular

Domates Lekeli Solgunluk Virlisiiniin genis bir konukgu yelpazesine sahip
olmasi yogun bir epidemiye neden olur. Monokotiledon ve dikotiledonlarda 80'den fazla
familyaya ve 700'den fazla farkl bitki tiiriine sahip genis bir konuk¢u yelpazesine
sahiptir (Gordillo et al. 2008). Sebze gruplar1 arasinda Solanacea ailesi, viriisiin ana
konak¢ilarin1 barmdirmakta ve 100'den fazla tiirde hastaliklara neden olmaktadir.
Domates ve marul, viriisiin hastaliga neden oldugu baslica bitkilerdir. Ancak patlican,
enginar, hiyar, kavun, karpuz, yer fistig1, soya, tiitiin ve patates gibi tarimsal 6nemi
yiksek hastaliklar da goriilmektedir. (Rosello ve ark. 1996; Sevik 2011). Tropikal ve
subtropikal bolgelerde siis bitkileri, yabani otlar ve kiiltiir bitkilerinde yogun bir
epidemi olusturur (Wilson et al. 2000; Oguz ve ark. 2009).

2.3.3. TSWV'nin Domateste olusturdugu Belirtileri

Domates bitkisinde TSWV; bronzlasan geng yapraklar, bitki iizerinde kiigiik ve
cok sayida siyah nokta, solma ve ciicelik, bitkide siyah cizgiler seklinde lekeler, meyve
iizerinde klorotik halkalar lekelerin olusumu, meyvelerde deformasyon ve slrgln
uclarindan geriye dogru oOliimler gercekleserek domates meyvelerinin kalite ve
veriminde azalmaya neden olur (Sekil 2.3.3). Boylelikle deforme olmus meyve taze
tiikketim i¢in kullanilamaz, ekonomik degerini yitirir ve satilmasi zor hatta imkansiz hale
gelir. Bu nedenle TSWV'nin domateste dnemli bir viriis oldugu ve domatesin iilkemizde
onemli bir sebze oldugu tespit edilmistir ki bu da simdi ve gelecekte karsilagilacak
sorunlarm 6nlenmesi acisindan oldukca dnemlidir (Korkmaz ve Turhan 2006).
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Sekil 2.3.3. @) TSWV’nin domates yapragindaki belirtileri, b) TSWV’nin domates
meyvesindeki belirtileri (Melzer 2012; Jones 2014)

2.3.4. TSWV'nin Tasinimi

TSWYV mekanik olarak ve tripsler tarafindan tasinir (Sekil 2.3.4). Asi, bocekler,
akarlar , nematodlar ve tohumlar gibi vektorler yoluyla bitkilere yayilir (Fereres ve
Raccah 2009). Bazi1 bitki tohumlarmin tohum kabugunda TSWV'nin tasima orani
digiiktiir. Bu nedenle, TSWV epidemiyolojisinde tohum ile tasmmasi ¢ok Onemli
degildir. Raporlara gore, TSWV' tasiyan domates tohumlarinin oramt % 1 kadar
disiiktiir (Le 1970).

TSWYV, Thysanoptera takimi Thripidae familyasi i¢inde olan 3 cinse (Trips,
Frankliniella, Scirtotrips) ait 9 trips tirQ ile sirkilatif ve propagatif olarak tasimmaktadir
(Sevik, 2015). TSWV'nin vektorde replikasyonu, orta bagirsak ve salgi kanali yoluyla
iki agsamada gergeklestirilir (German vd. 1992).

Tripsler gelisimlerini 4 evrede olusturur (Sekil 2.3.4). Bunlar yumurta, larva,
pupa ve ergin evreleridir. Ilk olusan larva yumurtadan 7 giin sonunda ¢ikar. Yaklagik 7
giin beslendikten sonra pupa donemine gecerler. Pupa donemi yaklasik 3—4 gln surer ve
pupadan ¢iktiktan sonra ergin doneme giren tripsler beslenmeye devam etmektedirler.
Erginin yasam siiresi ortam sicakligina bagli 20 ile 40 giin arasinda degisir ve optimum
sicaklik gereksinimi 25-27 © C ve nem gereksinimi % 70'tir (Sevik 2007).
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TASINMA
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Sekil 2.3.4. a) Tospoviriislerin tripsler ile biyolojik doneme gore tasinma periyodu
(Whitfield et al. 2005), b) TSWV’nin domates bitkisinde tripslerle taginmasi

Viriisiin yayilabilmesi i¢in, vektore larva asamasinda viriis bulagsmis olmasi
gerekir. Pupa asamasina gegcmeden Once, virlis partikiilleri salgi kanallarindan, ortakanal
epitel hiicrelerinden ve orta bagwsak kaslarindan ge¢melidir. Tripslerin larva
asamasinda viriisii emmesi i¢in yaprak epidermal hiicrelerinin ylzeyinde 15-30 dakika
beslenmesi gerekir (Wijkamp ve Peters 1993).

Trips viriisii, edinildikten sonraki yasam dongiisii boyunca tasiyabilir. (Nagata
vd. 2002). Fakat virus partikilleri vektor yumurtaya giremez. (Wijkamp vd. 1996).
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2.3.5. TSWV ile Mucadele

Domates lekeli solgunlugun dogrudan kimyasal miicadele yontemi yoktur.
Tripsler i¢in kimyasal miicadele yontemleri mevcut olmasina ragmen, bir¢ok trips tiirii
kimyasal ilaglara karsi bagisiklik/ diren¢ kazanmistir(Oguz ve ark. 2009). Ilk tercih
edilmesi gereken kimyasal ilaglar tripslerin beslenmesini bozanlardir. Tek basina
kimyasal miicadele nihai ¢6ziim degildir. Kimyasal kontrole ek olarak, kiiltiirel
faktorlerin de viriisiin yayilmasmi sinirladig: diisiiniilebilir. Ozellikle seralarda feromon
tuzaklar1 kurulmali ve trips girmesini 6nlemek i¢in tiil ¢ekilmelidir (Sevik 2008). Ayrica
viriise konukculuk edebilecek yabani otlar ve siis bitkileri yetistirme alanindan
uzaklastirilmalidir. Hastalikli bitkiler ekim alanindan uzaklastirilmali ve yakilarak imha
edilmelidir. Giiniimiizde genetik dayaniklilik yontemleri domates lekeli solgunluk
virlisiine karst en etkili yontem haline gelmistir (Sevik 2015). Biyolojik miicadelede
predator akar Neoseiulus cucumeri ile ‘Orius laevigatus’ ve ‘Amblyseius swirsksii’
tripsler ile micadelede aveci bocek tiirleri arasinda basar1 orani daha yiiksek olmalari
sebebiyle 6n plana ¢ikmaktadir (Arthurs ve ark. 2009; Sevik 2015).

Greenough vd. (1990), tripslerin ¢evreden uzaklastiriimasinda plastik film malg
kullanimi1 ile TSWV'nin domates, biber ve tiitiin bitkilerindeki etkinligi arasindaki iliski
incelenmislerdir. Domates yetistiriciligi i¢in aliiminyum-plastik malgtaki trips sayis1%
68 azalirken, TSWV yogunlugu% 64 azalmistir. Biber ekiminde kullanilan malgta trips
say1s1% 60, TSWV yogunlugu ise% 78 azaltildi. Biber, domates ve tiitiiniin birlikte
yetistigi plastik kapli alanda TSWV yogunlugu% 60, trips sayisi% 33 azalmistir.
Florida'da 2000-2002 yillar1 arasinda yapilan baska bir ¢alismada, UV yansitict malg
kaplamalarin trips kolonizasyonunu ve her 3 yilda bir TSWV yogunlugunu azaltabildigi
bildirilmistir (Momol vd. 2004).

2.3.6. TSWV Sw-5 Dayamikhilik Geni

Gilintimiizde TSWV ile miicadelenin en etkili yolu, direngli veya toleransh
cesitler kullanmaktir. TSWV'ye direncli domates melezlerinin kullanilmas1 viriisiin
neden oldugu ekonomik kayiplari Onleyebilir. Orthotospovirus’lere direng saglayan
virls tirevi genler igeren transgenik bitkiler gelistirilmistir (Candar ve Erkan 2011).

Sw-5 geni, TSWV'ye diren¢ kaynagi olarak kullanilir. Gen, domatesin yabani
akrabalarindan biri olan Solanum peruvianum'da bulundu ve ticari Stevens (LA3667)
cesidine aktarildi (Spassova vd. 2001; Barone 2004; Garland vd. 2005). Bu genin
onceki c¢aligmalarinda hastalik direnci, viriislerin mekanik olarak inokulasyonuyla
belirlendi (Spassova vd. 2001).

Sw-5'in "gen kars1 gen" hipotezine gore TSWV, diren¢ saglayan dominant bir
gendir. Bitkilerde, Sw-5 direng geni, TSWV'de Avr genine sahip viriislerin yalnizca R
proteini tarafindan tanindigini algilanir. Genel olarak, tek bir viral Avr proteini, R geni
araciligryla dayaniklilig: tetiklemekten sorumludur (Hallwass vd. 2014).
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Sw-5 geni, domates kromozomu 9'un telomerine ¢ok yakindir ve RFLP
markirinin CT220 ve CT71'e ¢cok yakindir. Sw-5 geni, daginik bir gen ailesine aittir. Sw-
5 genine yakin olan bu familyanin diger iyeleri 9. kromozomun diger bolgelerinde ve
12. kromozomda yer almaktadir (Garland vd. 2005).

2.4.Domates Sar1 Yaprak Kivircikhik Viriisii (Tomato yellow leaf curl virus-
TYLCV)

2.4.1.TYLCV Hakkinda Genel Bilgiler

Israil’de 1930’lardan itibaren goriilmeye baslanmistir.1960’11 yillara kadar
teshisi yapilamamustir. Ilk defa 1964 yilinda Cohen ve Harpaz tarafindan tespiti
bildirilmistir. Bu tarihten gilinlimiize kadar Orta Doguda yayilmistir ve etkisi
gozlemlenmistir. Ozellikle Kuzey ve Orta Afrika ile Giineydogu Asya’da domates
iiretimi yapilan bir¢ok alanda siklikla rapor edilmistir. Hastalik son 10 yilda Avrupa’nin
giineyinde salgmlar meydana getirmistir (Labidot et al. 2001).

Gegmiste tropikal ve subtropikal bolgelerdeki bir¢ok iilkede% 100'e varan iiriin
kayiplarina yol agarak 10-450 milyon ABD dolar1 ekonomik zarara neden olmustur
(Awasthi 2020).

TYLCV, Begomovirus cinsine aittir. Tek sarmalli dairesel DNA genomuna ve
ikozahedral parcacik yapisina sahip bir viriistiir (Diaz-Pendon vd. 2019). Calismalarda,
virlis domates bitkisinin floem ve mezofil hiicrelerinde bulunmustur (Michelson et al.

1997).

TYLCV'nin neden oldugu bulasict bitki hastaliklar1 ilk olarak agirlikli olarak
Akdeniz iklimine sahip oldugu iliman alanlarda, tropikal ve subtropikal bolgelerde
bildirilmistir (Czosnek and Laterrot, 1997). Giinimiizde iklim kosullar1 hizla
degisirken, hastalik yayilimi her mevsimde goriilmiistiir (TTSM 2017).

2.4.2. TYLCYV 'nin Konukg¢ular:

TYLCV, tutin (Nicotiana tabacum), biber (Capsicum annuum), taze fasulye
(Phaseolus vulgaris) mercimek, bakla gibi kiiltiir bitkilerinin yani sira petunya (Petunia
x hybrida), lisiyantus ve boru ¢igegi gibi siis bitkileri ile 1sirganotu, yabani otlar da dahil
olmak tizere koOpek iiziimleri gibi bir¢ok konak¢1 vardir (Diaz-Pendon et al.
2010).Virusin temel konukgusu domatestir (Lycopersicon esculentum). Konukculardan
bir tanesi de tiitiindiir buna ragmen, bu bitkide belirti gostermemektedir (KKGM 2016).

2.4.3. TYLCV'nin Belirtileri

TYLCV, tiitiin beyazsinegi (Bemisia tabaci) ile tasinmaktadir. B. tabaci
diinyada 175’ten fazla iilkede rapor edilmesinden simdiye istilact bir zararli olarak
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bilinmektedir. Ayrica 24’ ten fazla tiire sahiptir ve boyle olmasi miicadelesini oldukca
zorlagtirmaktadir (De Barro et al. 2011).

TYLCV’nin yapraklardaki ilk belirtisi yaprak kenarlarinda ve damar aralarinda
olusan sararmalardir. Hastalanmis yapraklarin gelismesi durarak, igce dogru kivrilir ve
bitki biiylimesi zayiflar (Aybak et al. 2007). Yaprak ayasi biiyiik ol¢lide kiigiiliir.
Olgunlasan meyvelerde zarara neden olmaz ama yeni meyve olusumu engellemektedir.
Cigceklenme oOncesi donemde hastalia yakalanmis olan bitkilerin bodurlagtigi
goriilmiistiir. Onemli oranda iiriin kayb1 olmaktadir (Moriones et al. 2000)(Sekil 2.4.3.).

Sekil 2.4.3. TYLCV nin yapraklardaki belirtisi

2.4.4. TYLCYV 'nin Tasinim

TYLCYV, beyaz sinek tastyicisi (Bemisia tabaci) araciligiyla domates bitkilerine
yayilir. TYLCV kontrol edilmesi, ¢ok pahalidir ve domates yetistiriciligide zordur.
Gecmisten glinlimiize, bu viriisle savagmak icin beyaz sinekleri kontrol etmek, yabani
otlar1 ortadan kaldwrmak ve yetistiricilik sezonunu degistirmek gibi gesitli yontemler
kullanilmistir (Kil vd. 2016).

Beyazsinegin emgi ile viriisli biinyesine almasi, yaklasik 10 ile 60 dakikalik bir
beslenme gerektirir. Sinegin nimf donemindeki beslenmeyle biinyesine viriis alir. Ergin
donemde de sinegin biinyesinde tasmmmaya devam eder. Viriis vektor bilinyesine
alindiktan sonra, 20-24 saat bekleme (latent) donemi olur. Viriisiin agresifligine bagl
olmak Uzere 10-12 giin, en fazla ise 20 giin hastalik yapabilme o6zelligi vardir. Bu
siireler sonrasinda, virlis vektorii olan beyaz sinegin biinyesinde aktive olmaktadir. Bir
sonraki jenerasyona aktarilmamaktadir (Topakei ve ark. 2019).
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TYLCYV, birincil olarak beyaz sineklerle taginir. Bu duruma yani sira viriisiin
belirli bir alana sekonder olarak yayilmasi oldukca yaygindir. Viriis mekanik olarak
bulagsmaz, bu sebeple calisanlar tarafindan bulasik bitkilerden saglikli bitkilere bu
sekilde yayilma olasilig1 oldukg¢a diistiktiir. Fakat seyrek te olsa, mekanik olarak
taginabildigi durumlar s6z konusu olup rapor edilmistir (GTHB 2008).

2.4.5. TYLCYV ile Miicadele ve Genetik Dayamkhihk Kaynaklar

TYLCV direng arastirmasinin ilk asamasinda yapilan arastirmaya gore, S.
lycopersicum'dan domatesinden elde edilen tiim genotiplerin hastaliga duyarli oldugu
tespit edildi, bu nedenle 1slah aragtirmasi, yabani domates tiirlerinin diren¢ genlerini
yetistiriciligi  yapilan kiiltiir ¢esitlerine aktarmanin odagi haline geldi. S.
pimpinellifolium, S. peruvianum, S. chilense, S. habrochaites ve S. cheesmaniae yabani
domateslerin hastalik dayaniklilik mekanizmasi ve dayaniklilik orani farklhidir (Pico et
al. 1996; Scott 2006; Ji et al. 2007a, 2007b, 2007c, 2008, 2009a, 2009b; Vidavski
2007).

Simdiye kadar, farkli yabani domates tiirlerinde bir¢ok dayaniklilik lokusu
konumlandirildi. Dayaniklilikta etkili genler dominant Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4 ve resesif
ty-5 genleridir (Zamir et al. 1994; Hanson et al. 2000; Ji et al. 2007a, 2007b, 2007c,
2009; Anbinder et al. 2009). 6.kromozomda Ty-1 ve Ty-3 genleri, 11.kromozomda Ty-2
geni, ve 4.kromozomda ty-5 geni bulunur.

Castro et al. (2007) Ty-1 geni i¢in yapilan bir ¢alismada JB-1 markiri i¢in 3 tane
allel bant tespit etmislerdir. Allel 1 400 bp, allel 2 400 bp'den daha fazla baz
biiytikliglinde, allel 3 ise 500 bp uzunlugunda bant vermistir. Allel 2 ve 3'lin allel 1
Uzerine dominant veya ko-dominant oldugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada JB-1
markirmin Ty-1 genine ¢ok yakin oldugu tespit edilmistir. Calismadaki Ty-1 geni
olmayan materyal, bu allel 3 bandmi higbir sekilde gdstermemistir. Ty-1 homozigot
direngli bitkilerin Mi genini tasimadig belirlenmistir.

Yapilan ilk caligmalarda, Ty-1 ve Ty-3 geni S. chilense'den aktarimistir. Ty-1 ve
Ty-3 genleri 6.kromozom iizerinde birbirlerine ¢cok yakin bdlgede olduklar1 Ji et al.
(2007) ve Castro et al. (2007) tarafindan rapor edilmis olmasina ragmen, baska bir
calisgmada Verlaan et al. (2013), Ty-1 ve Ty-3 genlerini ayn1 genin allelleri oldugunu
tespit etmislerdir.

12



MATERYAL VE METOT S.YEMSEN

3. MATERYAL VE METOT
3.1. Analiz i¢cin Kullanilan Bitki Materyali

Bu calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarmmsal Biyoteknoloji
laboratuvar1 ile Proto Tohum seralarinda yiiritilmistir. TYLCV’ye ve TSWV’ye
hassas “51” numarali ebeveyn hat ve ¢ift dayanim tagiyan dondr ‘202 F1” numarali
hibrit kullanilmigtir. Arazi hat listesi Cizelge 3.1.” gOsterilmistir.

Cizelge 3.1. Proto Tohum Tarim Uriinleri Pazarlama Ltd. Sti.’den elde edilen domates
hat listesi

Kod Arazi Hat Ad1 Kod Arazi Hat Ad1

1 51 10 213
2 200 11 215
3 201 12 217
4 202 13 218
5 204 14 219
6 205 15 220
7 207 16 796
8 209 17 797
9 212
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3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Bu c¢alisma kapsaminda kullanilan domates bitkileri Proto Tohum Tarim
Uriinleri Pazarlama Ltd. Sti. biinyesinde ortii altinda yetistirilmistir (Sekil 3.2.).

(@) (b)

Sekil 3.2. a, b) Domates bitkilerinin yetistirildigi 6rtii altindan goriintiiler

3.3. Genomik DNA izolasvou

DNA izolasyonu Doyle and Doyle (1987) tarafindan gelistirilen CTAB
(hexadecyltrimethyl ammonium bromide) izolasyon metoduna gére yapilmustir.

DNA izolasyonu Y&ntemi asamalari;

1. DNA izolasyonu yapilacak olan bitkilerin taze ve geng¢ yapraklarindan 0.1 g
doku almip 1,5 ml’lik ependorf tiiplere konulmustur.Imm biiyiikliigiinde paslanmaz
celik bilye ilave edilmistir(Sekil 3.3.1).

2. Her tiipe 150 pl %2’lik CTAB (5 M NaCl,1 M Tris-HCl(ph 8), %2 CTAB, 0,5
M ve 1.2 pl beta-mercaptoethanol) ¢ozeltisi eklenerek “tissiue lyser (doku ezici)”
cihazina konulup dokular ezilmistir.

3. Ezilen dokularm oldugu tiipler 30 sn 4 000 rpm (devir/dakika)’de santrifiijlenir.
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4. Uzerlerine 300 pl CTAB ¢ozeltisi eklenir. Elde edilen karisim 65°C’de 60
dakika siireyle inkiibe edilmistir.

5. Daha sonra tiiplere “chloroform-isoamyl alcohol” (24:1) soliisyonundan 450 ul
eklenerek alt Ust edip ¢evirerek karistirilmistir ve 20 dakika 4 000 rpm (devir/dakika)’da
santriflij edilmistir.

6. Santriflij sonucunda olusan iki ayr1 fazdan DNA’nin oldugu kabul edilip tistteki
stvi kisim (supernetant) mikropipet yardimiyla temiz tiiplere alinmigtir (Sekil 3.3.2.).
Uzerine -20°C’de bekletilmis 300 ul isopropanol eklenmistir ve alt iist edip cevirerek
karigtirilmigtir. Daha sonra bir gece boyunca -20°C’de bekletilmistir.

7. Bekletilen tiipler 20 dakika 4 000 rpm (devir/dakika)’da santrifij edilip tiiplerin
tabaninda pellet olusumu saglanmistir (Sekil 3.3.3).

8. Olusan pelletlerdeki ¢ozelti dikkatlice dokiiliip yerine 200 pl etanol konularak
tekrar 20 dakika santrifiij yapilarak DNA yikama islemi gergeklestirilmistir. Bu islem
iki defa tekrarlandiktan sonra tiiplerdeki pelletin diismemesine dikkat edilerek
icerisindeki ¢ozelti dokiildiikten sonra yarim saat kurumaya birakilmistir.

9. Kuruyan tiiplere 100 ul distile (steril) su eklenerek stok DNA ¢o6zeltisi elde
edilmistir. +4 °C’de bir gece bekletilmistir.

v

Sekil 3.3.1. DNA izolasyonu yapilacak olan bitkilerin taze ve geng yapraklari
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Sekil 3.3.2. a) Santriflij sonucunda olusan iki ayr1 faz, b) Supernetantin temiz tlplere
aktarilmasi
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Sekil 3.3.3. Pellet Olusumu

3.4. Primerler

Daha 6nceden yapilmis ¢alismalarda Sw-5 lokusu ve Ty-3 lokusuyla baglantili
bulunan markirlarin ¢ogaltilmast amaciyla gelistirilen TSWV’ne ve TVLCV’ne
dayanikliligi belirlenmesinde basarili bir sekilde kullanildiklar: literatiirde belirtilen
primerlerden yararlanilmistir (Jensen et al.2007; Ji et al. 2007 a, b, c; Dianese et al.

2010)(Cizelge 3.4.1).

Cizelge 3.4.1. Ty-3 ve Sw-5 lokuslarina ait markirlar ve sekanslari

Markir Markir
Viriis Ad1 | Gen Tipi Adi Sekanslar (5°-3") Literatlr
Jensen et al.
SCAR-Co GGT AGT GGA AAT | 2007; Jiet al.
TYLCV Ty-3 |dominant |P6-25-F2 |GAT GCT GCT C 2007 a, b, c.
GCT CTG CCT ATT
GTC CCATAT ATA
P6-25-R5 | ACC
SCAR-Co AAT TAGGTTCTT Dianese et al.
TSWV Sw-5 |[dominant |Sw-5-2- F| GAA GCC CAT CT 2010
Sw-5-2- | TTC CGC ATC AGC
R CAATAG TGT
SCAR-Co | Sw-5- TAC GAA AAT CTA
TSWV Sw-5 |dominant |110-F GTA ACT CCG CCG
Sw-5- CTATAA GGT ACC
110-R TCT AAT TGA GG
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3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizleri ve Kosullar

Bu c¢alismada kullanilan Ty-3-P6-25

Sw-5-2, ve Sw-5-110 markirlar:

belirlenmis bir PCR protokoliine gore c¢alisilmistir. Cizelge 3.5.1, Cizelge 3.5.2.).

Cizelge 3.5.1. PCR analizlerinde kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktar

DNA 3ul

10x Taq Buffer 1,5 uL

25Mm MgClI2 1,5 uL

5 U/uL Tag DNA polymerase 0,1 uL

5 Mm dNTP 1,5 uL

Primeri (Forward) 0,5 uL

Primeri (Reverse) 0,5 uL

H20 6,4 uL

TOPLAM 15 pL
Cizelge 3.5.2. Analizlerde kullanilan PCR Protokolii

Asama Siras1 | PCR Asamalan Sicakhk Sure Dongii Sayisi
1 On denatiirasyon 94.0°C 3 dakika 1

2 DenatUrasyon 94.0°C 30 saniye

3 Renatlrasyon (Annealing) |53°C -58°C |59 saniye 35
4 Uzama (Extension) 72°C 59 saniye

5 Son uzama 72°C 10 dakika 1

6 4°C 0
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3.6. Agaroz Jel Elektroforez

PCR firiinleri agaroz jel elektroforez yontemiyle ayristirilarak analiz edilmistir.
PCR sonras1 dayaniklilik genlerine bagl olarak amplifiye edilen DNA fragmentleri UV
iginlar1 altinda goriintiilenebilmesi i¢in %2’lik jel (400 ml TBE tampon ¢ozeltisi, 8 gr
agaroz, 5 pL etidyum bromid) kullanilmigtir.

Jeli hazirlarken kullanilan TBE tampon ¢ozeltisi i¢in ilk 6nce 108 gr tris, 55 gr
borik asit ve 7.5 gr EDTA’nin 1000 ml saf suda ¢6zdiiriilmesi ile 10X’lik stok ¢ozelti
hazirlanmigtir. Daha sonra bu 10X’lik ¢ozelti 9 L saf su ile karistirilarak 1X’lik
seyreltilmis ¢ozelti olarak kullanilmistir.

PCR iiriinlerinin tizerine 5 puL ylikleme boyas1 (15 ml gliserol, 35 ml saf su, 0.05
g bromofenol blue) eklenmistir. PCR iirlinii ve yiikleme boyasi karisimi jelin
kuyucuklarmna yiiklenmistir. Uriinler 110 V elektrik akimi ile yaklasik 3-4 saat 1X’lik
TBE tampon ¢ozeltisinin i¢erisinde yliriitiilmiistiir.

Jel yiiklemelerinin hepsinde ilk kuyucuklara 3 pL 1 kb’lik DNA Ladder
(Thermo, GeneRuler) yiiklemesi yapilmistir.

Ydratulen jelin gorunttlenmesi icin Minilumi, DNR Bio-Imaging Systems
markal1 goriintiileme cihazi kullanilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. DNA izolasyonu Sonugclar

Domates bitkilerinden yapilan izolasyon ¢aligmalar1 sonucunda kullanilan biitiin
domates genotiplerinde genomik DNA’lar basarili bir sekilde elde edilmistir.
Analizlerden 6nce domates bitkilerinden izole edilen DNA’larm kalitesi, %1°lik agaroz
jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Domates Orneklerinden DNA izolasyonu
sonucunda elde edilen 6rnek genomik DNA’lar Sekil 4.1.’de gosterilmekte olup tiim
orneklerden benzer goriintli elde edilmistir. Jel goriintlisii yakindan incelendiginde tiim
orneklerden genomik DNA elde edilmistir. Buna ragmen elde edilen DNA
miktarlarinda farkliliklar goriilmiistiir. Bu farkliliklarin sebebi baglangigta alinan geng
yaprak dokusunda ki miktarlarinda farkliliklardan veya izolasyon asamalarindaki pipetaj
farkliliklarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Elde edilen DNA miktarlarinda bazi
kiiclik farkliliklar bulunsa da tiim 6rneklerden PCR’da kullanilacak saflik ve miktarda
DNA elde edilmistir.

Stok DNA, molekiiler analizlerde kullanilmak tizere 1:20 oraninda distile su ile
seyreltilmistir.

Sekil 4.1. DNA’larin %1°lik agaroz jel elektroferezindeki goriintiisii, M: 1 kb ladder
(Thermo, Generuler), 1-19: domates bitkilerinin DNA 6rnekleri

4.2.PCR Analizleri
4.2.1.Domates F1 Bitkilerinin Ty-3 ve Sw-5 Lokuslarinin PCR Degerlendirilmesi

Dayaniklilik kaynagi dondr bitkiler heterozigot oldugundan (hassa saf hat x
heterozigot dayanikli hibrit) ilk jenerasyon F1 bitkileri her gen i¢in 1:1 agilimi
gostermistir. Domates F1 bitkilerinin Ty-3 lokuslarinin ¢ogaltilmas1 sonucu 22 adet
genotip 320 ve 650 bp de bant vererek heterozigot( Rr) oldugu belirlenmistir ve 26
genotipin de 320 bp de bant vererek homozigot resesif oldugu belirlenmistir (Sekil
4.2.1).
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Sekil 4.2.1. F1 Bitkilerinden elde edilen DNA o6rneklerinin - Ty-3-P6-25 Primeri ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii, M: 1 kb
ladder (Thermo, Generuler), 1-48: F1 bitki Ornekleri, Rr: Heterozigot genotip, rr:
homozigot resesif genotip

Domates F1 bitkilerinin Sw-5-110 lokuslarinin ¢ogaltilmas1 sonucu 18 adet
genotip 400 bp de ve 500 bp uzunlugunda iki bant verip heterozigot (Rr) dayanikli
oldugu ve 30 adet genotip 500 bp uzunlugunda bant verip homozigot resesif (rr) hassas
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2.2.).
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Sekil 4.2.2. F1 Bitkilerinden elde edilen DNA o&rneklerinin Sw-5-110 Primeri ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen PCR iirlinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii, M: 1 kb
ladder (Thermo, Generuler), 1-48: F1 bitki Ornekleri, Rr: Heterozigot genotip,rr:
homozigot resesif genotip

TYLCV icin Ty-3, TSWV icin Sw-5 geniyle baglantili molekiiler markirlar
kullanilarak ikili viriis dayanimli 8 adet bitki belirlenmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2.1. F1 bitkilerinden ikili viriis dayanimi olan bitkilerin adlar1 ve dayanimlari

Arazi Ad1 Ty-3 Sw-5
797-13 Rr Rr
797-14 Rr Rr
797-21 Rr Rr
797-26 Rr Rr
797-29 Rr Rr
797-35 Rr Rr
797-41 Rr Rr
797-47 Rr Rr
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4.2.2. BC1F1 jenerasyonunda Ty-3 ve Sw-5 Lokuslarinin Markir Yardimh
Seleksiyonu

Domates F1 bitkilerinden ikili dayanimi (Ty-3 + Sw-5) belirlenen bitkiler, geri
melezleme yoOntemiyle agronomik olarak iyi Ozelliklere sahip hassas tekrarlanan
ebeveyne geri melezlenmistir ve BC1F1 popiilasyonu elde edilmistir.

Domates BC1F1 bitkilerinin Sw-5 lokuslarmin g¢ogaltilmasi sonucu 37 adet
genotip 400 bp de ve 500 bp uzunlugunda iki bant verip heterozigot (Rr) dayanikli
oldugu ve 59 adet genotip 500 bp uzunlugunda bant verip homozigot resesif (rr) hassas
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2.3.).

8§ M 9 10 11 12 13 14 15 16 M 17 18 1920 21

Rr rr
T . Rk -— WD P o v EE SR T e - e -
o e - o= -— - -

M 22 23 24 M 25 26 27 28 29 30 31 32 M 33 34 35 36 37 38 39 4
- - -

-

-—

- e G < = e U —

M4l 42 43 44 45 46 47 48

Sekil 4.2.3. BC1F1 Bitkilerinden elde edilen DNA &rneklerinin Sw-5-110 Primeri ile
cogaltilmast sonucu elde edilen PCR f{irlinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiisii, 1-96:
BCL1F1 bitki drnekleri, Rr: Heterozigot genotip,rr: homozigot resesif genotip
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M 49 50 51 52 53 54 55 56 M 57 58 59 60 61 62 63 64 M 65 66 67 68 69
=

M70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 M 81 82 8 84 85 8 87 88

...z:.

M3 9 91 92 93 94 95 9

Sekil 4.2.3.’lin devami

Domates BC1F1 bitkilerinin Ty-3 lokuslarinin ¢ogaltilmas: sonucu 34 adet
genotip 320 ve 650 bp de bant vererek heterozigot (Rr) oldugu belirlenmistir ve 62
genotipin de 320 bp de bant vererek homozigot resesif oldugu belirlenmistir (Sekil
4.2.4.)).
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Sekil 4.2.4. BC1F1 Bitkilerinden elde edilen DNA 6rneklerinin Ty-3-P6-25 Primeri ile
cogaltilmast sonucu elde edilen PCR f{irlinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiisii, 1-96:
BC1F1 bitki 6rnekleri, Rr: Heterozigot genotip,rr: homozigot resesif genotip
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Sekil 4.2.4. in devam1

TYLCV icin Ty-3, TSWV igin Sw-5 geniyle baglantili molekiiler markirlar
kullanilarak BC1F1 bitkilerinde ¢ift viriis dayanimli 13 adet bitki belirlenmistir (Cizelge
4.2)).

Cizelge 4.2.2. BCIF1 bitkilerinin ¢ift viriis dayanimi olan bitkilerin arazi adlar1 ve
dayanimlar1

Arazi Ad Ty-3 Sw-55
200-10 Rr Rr
200-12 Rr Rr
204-4 Rr Rr
204-7 Rr Rr
207-12 Rr Rr
209-1 Rr Rr
209-3 Rr Rr
209-7 Rr Rr
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Cizelge 4.2.2.’nin devami

209-8 Rr Rr
209-9 Rr Rr
2012-4 Rr Rr
212-6 Rr Rr
212-11 Rr Rr

BCIF1 bitkilerinden 10 adet bitki se¢ilmistir. Bu bitkiler hassas tekrarlanan
ebeyne geriye melezlenmis ve BC2F1 bitkileri elde edilmistir (Cizelge 4.2.3.).

Cizelge 4.2.3. TYLCV ve TSWV dayanimli BC1F1 bitkilerinin tekrarlanan ebeveyne
geriye melezlenmesi ile olusturulan BC2F1 bitkilerinin gruplar1 ve dikim planlar

Bitki Sayis1 | Arazi Adi Arazi Ad

1 220 X | 204 (4.Bitki)
2 220 X | 204 (7.Bitki)
3 220 X |209 (1.Bitki)
4 220 X | 209 (3.Bitki)
5 220 X | 209 (4.Bitki)
6 220 X | 209 (7.Bitki)
7 220 X | 209 (8.Bitki)
8 220 X |209 (9.Bitki)
9 220 X | 212 (4.Bitki)
10 220 X | 212 (11.Bitki)
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4.2.3. Domates BC1F1 Bitkilerinin Geri Melezlenmesinden sonraki elde edilen
BC2F1 bitkilerinin Ty-3 ve Sw-5 Lokuslarinin Marker Yardimh Seleksiyonu

BC2F1 olan domates bitkilerinden 360 adet bitkinin Sw-5 lokuslarma bakilmak
Uzere Sw-5-110 primeri kullanilarak PCR ¢alismasi yapilmistir (Sekil 4.2.5.). BC2F1
bitkilerinin Sw-5 lokuslarmin ¢ogaltilmas1 sonucu 151 adet genotip 400 bp de ve 500 bp
uzunlugunda iki bant verip heterozigot (Rr) dayanikli oldugu ve 209 adet genotip 500
bp uzunlugunda bant verip homozigot resesif (rr) hassas oldugu belirlenmistir.

0o 11 2 13 M

26272:29303132*33343536373:3940
—

M4l @ 408 44 45 46 47 48 M 4@ SO 51 52 S3 54 55 S6 M 57T 58 S & 6

M& 68 64 M 6 6667 68 69 M 71 T2 M 73 74 75 7% 71 T8 W 80 M

S G G G — T ——— — . ———

reeg——u— 1
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Sekil 4.2.5. BC2F1 Bitkilerinden elde edilen DNA 6rneklerinin Sw-5-110 Primeri ile
cogaltilmasi1 sonucu elde edilen PCR iirlinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii, M: 100
bp ve 1 kb ladder (Thermo, Generuler), 1-360: BC2F1 bitki 6rnekleri, Rr: Heterozigot
genotip,rr: homozigot resesif genotip
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Sekil 4.2.5.’in devami
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Sekil 4.2.5.’in devami
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BC2F1 populasyonuna ait olan 360 adet bitkinin Ty-3 lokuslarina bakilmak
uzere Ty-3-P6-25 primeri kullanilarak PCR ¢alismas1 yapilmustir (Sekil 4.2.6.). BC2F1
bitkilerinin PCR ¢aligmasi sonucu 185 adet genotip 320 ve 650 bp de bant vererek
heterozigot (Rr) oldugu belirlenmistir ve 175 genotipin de 320 bp de bant vererek
homozigot resesif oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.2.6. BC2 F1 Bitkilerinden elde edilen DNA 6rneklerinin Ty3-P6-25 Primeri ile
cogaltilmast sonucu elde edilen PCR Uriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisi, M: 100
bp ve 1 kb ladder (Thermo, Generuler), 1-360: BC2F1 bitki 6rnekleri, Rr: Heterozigot
genotip, rr: homozigot resesif genotip
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Sekil 4.2.6.’nin devami
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Sekil 4.2.6.’nin devami
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TYLCV igin Ty-3, TSWV igin Sw-5 geniyle baglantili molekiiler markirlar
kullanilarak BC2F1 bitkilerinde ikili virlis dayanimli 67 adet heterozigot(Rr) bitki
belirlenmistir (Cizelge 4.2.4.).

Cizelge 4.2.4. BC2F1 popiilasyonuna ait ¢ift virlis dayanimi olan bitkilerin dikim
kodlar1 ve dayanimlar1

Arazi Ad1 BC2F1 Agciklama Ty-3 Sw-5
BC1 (17. Bitki) 220x204(4.Bitki) Rr Rr
BC1 (19. Bitki) 220x204(4.Bitki) Rr Rr
BC1 (20. Bitki) 220x204(4.Bitki) Rr Rr
BC1 (21. Bitki) 220x204(4.Bitki) Rr Rr
BC1 (38. Bitki) 220x204(4.Bitki) Rr Rr
BC2 (4. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (8. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (16. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (20. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (24. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (31. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (33. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (34. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (36. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (38. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (39. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC2 (40. Bitki) 220x204(7.Bitki) Rr Rr
BC3 (3. Bitki) 220x209(1.Bitki) Rr Rr
BC3 (4. Bitki) 220x209(1.Bitki) Rr Rr
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Cizelge 4.2.4.7in devami

BC6 (L1. Bitki) 220x209(8. Bitki) Rr Rr
BC6 (17. Bitki) 220x209(8. Bitki) Rr Rr
BC6 (29. Bitki) 220x209(8. Bitki) Rr Rr
BC6 (33. Bitki) 220x209(8. Bitki) Rr Rr
BC7 (3. Bitki) 220x209(9. Bitki) Rr Rr
BC7 (8. Bitki) 220x209(9. Bitki) Rr Rr
BC8 (2. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC8 (3. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC8 (8. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC8 (10. Bitki) 220x212(4.Bitki) Rr Rr
BC8 (12. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC8 (17. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC8 (25. Bitki) 220x212(4.Bitki) Rr Rr
BC8 (28. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC8 (31. Bitki) 220x212(4.Bitki) Rr Rr
BC8 (38. Bitki) 220x212(4.Bitki) Rr Rr
BC8 (39. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC8 (40. Bitki) 220x212(4. Bitki) Rr Rr
BC9 (L. Bitki) 220X212(11.Bitki) Rr Rr
BC9 (2. Bitki) 220X212(11.Bitki) Rr Rr
BC9 (8. Bitki) 220X212(11.Bitki) Rr Rr
BC9 (14. Bitki) 220X212(11.Bitki) Rr Rr
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Cizelge 4.2.4. *iin devam

BC9 (15. Bitki) 220X212(11. Bitki) Rr Rr
BC9 (30. Bitki) 220X212(11. Bitki) Rr Rr
BC3 (7. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (10. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (12. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (18. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (20. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (22. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (31. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (34. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (37. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (38. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC3 (39. Bitki) 220x209(L. Bitki) Rr Rr
BC4 (5. Bitki) 220x209(3. Bitki) Rr Rr
BC4 (19. Bitki) 220x209(3. Bitki) Rr Rr
BC4 (21. Bitki) 220x209(3. Bitki) Rr Rr
BC4 (27. Bitki) 220x209(3. Bitki) Rr Rr
BC4 (28. Bitki) 220x209(3. Bitki) Rr Rr
BC4 (29. Bitki) 220x209(3. Bitki) Rr Rr
BC4 (30. Bitki) 220x209(3. Bitki) Rr Rr
BC5 (3. Bitki) 220x209(7. Bitki) Rr Rr
BC5 (10. Bitki) 220x209(7. Bitki) Rr Rr

38



BULGULAR VE TARTISMA S.YEMSEN

Cizelge 4.2.4. *iin devam

BC5 (21. Bitki) 220x209(7.Bitki) Rr Rr
BC5 (38. Bitki) 220x209(7.Bitki) Rr Rr
BC6 (2. Bitki) 220x209(8.Bitki) Rr Rr
BC6 (8. Bitki) 220x209(8.Bitki) Rr Rr

4.2.4. Domates BC2F1 Bitkilerinin Kendilenmesinden sonraki elde edilen BC2F2
bitkilerinin Ty-3 ve Sw-5 Lokuslarinin PCR Degerlendirilmesi

Cift dayanimli BC2F1 bitkilerinden bitki ve meyve kalitesi tekrarlanan ebeyne
benzeyenler kendilenmis ve BC2F2 bitkileri elde edilmistir. Segilen ¢ift dayanimli
BC2F1 bitkisinin kendilenmesi sonucu elde edilen doller iki gen icin molekuler marker
testlemesine tabi tutulmustur (Sekil 4.2.7.). BC2F2 bitkilerinden elde edilen DNA’larin
Sw-5 geninin ¢ogaltilmas1 i¢in mevcut imkanlardan dolayr Sw-5-2 markir1
kullanilmistir. Sw-5-2 markirmin rapor edildigi gibi dayanikli bitkilerde 574 bp
biiyiikliiglinde bant iiretir ve Sw-5 lokusu tasimayan hassas bitkilerde ise yaklasik 510
bp veya 464 bp biiyiikliigiinde bir DNA bandi tiretir. 368 adet BC2F2 bitkilerinin PCR
calismasi sonucu 173 bitkinin Sw-5 bakimindan heterozigot (Rr) oldugu ,40 bitkinin de
homozigot dayanikli(RR) yani 574 bp de bant gosterdigi ve 155 bitkinin de homozigot
resesif(rr) hassas oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2.7. BC2F2 Bitkilerinden elde edilen DNA 6rneklerinin Sw-5-2 Primeri ile
cogaltilmas1 sonucu elde edilen PCR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiisii, 1-368:
BC2F2 bitki ornekleri, Rr: Heterozigot genotip, rr: homozigot resesif genotip, RR:
Homozigot dayanikli genotip
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Sekil 4.2.7.’nin devamu
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Sekil 4.2.7.’nin devamu
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BC2F2 popiilasyonuna ait domates bitkilerinden 368 adet bitkinin DNA’lar1
izole edilip Ty-3 lokuslarina da bakilmak tizere PCR ¢alismasi yapilmistir (sekil 4.2.8.)
Ty-3-P6-25 primeri ile yapilan BC2F2 bitkilerinin PCR ¢alismast sonucu 173 bitkinin
Ty-3 bakimindan heterozigot (Rr) dayanikli, 59 bitkinin homozigot dayanikli (RR) yani
650 bp de bant verdigi ve 136 bitkinin homozigot resesif (rr) yani 320 bp de bant
olusturdugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2.8. BC2F2 Bitkilerinden elde edilen DNA 6rneklerinin Ty-3-P6-25 Primeri ile
cogaltilmast sonucu elde edilen PCR iirlinlerinin %?2’lik agaroz jel goriintiisii, 1-368:
BC2F2 bitki ornekleri,Rr: Heterozigot genotip, rr: homozigot resesif genotip, RR:
Homozigot dayanikli genotip
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Sekil 4.2.8. ’in devamu

TYLCV igin Ty-3, TSWV igin Sw-5 geniyle baglantili molekiiler markirlar
kullanilarak BC2F2 bitkilerinde ikili virlis dayanimli olan 80 adet bitkinin heterozigot
(Rr) oldugu ve 12 adet bitkinin de ¢ift virlise homozigot (RR) dayanikli oldugu
belirlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada Ty-3 dayaniklhilik geni i¢in P6- 25 markirmnin test
edilmesinden sonra 92 adet domates genotipin 24’iinde homozigot dayanikli bant ve
18’inde hassas bant tespit etmislerdir. 50 adedinde her iki bant yani heterozigot bant
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elde etmislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda belirtilen hastaliga karsi molekiiler markirlar
klasik testlemeye gore dayanikli hat ve gesit gelistirmede kolaylik saglayabildigini
belirtmiglerdir (Pnar ve ark. 2013).

Bagka bir  ¢alismada Ty-3 geniyle baglantilih SCAR P6- 25 markiri
kullanilmistir. Ge4 ve Gel71 hatlarda Ty-3 ile iliskili olanlar duyarl ¢esitlerde 450 bp
dayanikli gesitlerde 650 bp bir biiyiiklik olusturmustur. Ty-1 geniyle baglantili C2-
At5g6151 merkerinda 1000 bp bir bant goriilmiistiir. P6-25 ve C2-At5g61510’un
birlestirilmesiyle olusturulan analizlerde, LA3473, CA4 ve GC171'deki Ty-1 / Ty-3
genini ayurt etmistir. SCAR P6-25 markirt ve C2-At5g61510 birlikte kullanildiginda
basarili sonug¢ vermistir. Bu ¢alismada gelistirilen domates 46 hatlar1 domates yaprak
kivircikligr virlisiinden etkilenen bolgelerde yetistiricilik yapilan domates alanlarinda
onemli genetik kaynak olabilecegi bildirilmistir (Prasanna ve ark. 2015).

Kuzey-dogu Ispanya Boélgesi’nde bulunan bir TSWV izolatinm, bilinen
dayaniklilik kaynagi Sw-5’in sagladigi dayaniklilig1 kirdigmi rapor etmislerdir. Yapilan
calismada, CAPS molekiiler isaretleyici yontemiyle Sw-5 geni tespit edilmis olan dort
degisik ticari domates c¢esidi kullanilmigtir. Domates bitkileri, yeni izolatla enfekte
edilmiglerdir. SW-5 geni bulunduran bu gesitler daha dnce birgcok farkli TSWV izolatina
kars1 testlenmis ve dayanikli olduklar1 tespit edilmis olmasina ragmen, GRAU olarak
isimlendirilen bu izolatin daha 6nce goriilen izolatlara gére Sw-5’in dayanikliligini
kirmadigini ortaya konmustur (Aramburu ve ark. 2003).

Sw-5 geni ile alakali yapilan bir c¢alismada, S. peruvianum’dan aktarilan
domateste bakteriyel solgunluk direnci olan UPV-1 islah hattinda Sw-5 allelini kontrol
eden ve hibrit yetistiricili§inde dayaniklilig1 arttirabilmek i¢in yaptiklari calismada Sw-5
ile baglantih SCAR ScrO01F/R dominant markir ¢ifti kullanilmistir. Analizlerin
goriintiilenmesinin sonucunda 400b¢ baz uzunlugunda sonu¢ vermistir. SW-5’te calisan
SCAR markir1 UPV-1 de benzer sekilde calismis ve ticari hibrit ¢esitlerinin
gelistirilmesinde UPV-1"in 6nemli oldugunu gostermislerdir (Rosella ve ark. 2001).

Sw5-2 markiriyla yapilan bir calismada 14 domates c¢esidi kullanilarak 4 c¢esit
(Stevens, Viradoro, S. peruvianum ‘PI 128660°, Santa Clara R.) 574 bp biiyiikliiglinde
bant icererek dayanikli bulunmustur. 2 ¢esit (Nemo Netta, ve Ohio 8245) 510 bp
biiyiikliiglinde DNA band1 icererek ve 8 cesit, ise (Santa Clara S, Ponderosa, IPA-5,
Densus, Moneymaker, CNPH Tx-577, Alambra, ve Netta) 464 bp biiyiikligiinde bir
bant gOstererek hassas oldugunu tespit etmislerdir (Dianese et al. 2010).

Bu yiiksek lisans ¢aligmasinda ise, marker yardimli geriye melezleme programi
yuriitiilmiistir. A¢ilim  goriilen F1  (pseudo-BC1F1l), BClFl1 ve BC2F1
jenerasyonlarinda her lokus igin 1:1 agilim, BC2F2 kendileme jenerasyonunda ise 1:2:1
acilimi goriilmiistiir. Tarama sonucunda BC2F2 olan domates bitkilerinden 368 adet
bitkinin Ty-3-P6-25 primeri ile yapilan testleme sonucu 173 bitkinin Ty-3 bakimindan
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heterozigot (Rr) ve 59 bitkinin homozigot dayanikli (RR) oldugu, ayni1 popiilasyonda
136 bitkinin homozigot resesif (rr) oldugu tespit edilmistir. Sw-5-2 primeri ile yapilan
BC2F2 bitkilerinin PCR ¢alismast sonucunda ise 173 bitkinin Sw-5 bakimimdan
heterozigot (Rr), 40 bitkinin de homozigot (RR) dayanikli oldugu belirlenmistir.

BC2F2 bitkilerinde 80 adet bitkinin heterozigot (Rr) ikili viriis dayanimli
oldugu ve 12 adet bitkinin ikili olarak homozigot (RR) dayanikli oldugu tespit
edilmistir. Yapilan gozlemler ve incelemeler molekiiler markirla testleme sonuglarini
desteklemistir.

F1, BCIF1, BC2F1 ve BC2F2 popiilasyonlarinda yapilan testlemede Ty-3
dayanikliliginin tek gen kalitim hipotezi ki-kare (y*) analizi ile belirlenmistir (Cizelge
4.2.5.).

Cizelge 4.2.5. Popiilasyon F1, BC1F1, BC2F1 ve BC2F2 igin, a¢ilimlarina goére Ty-3
molekiiler markir sonuglarma gore Ki-kare (y?) testi, Rr: Heterozigot dayanikli , RR:
Honmozigot Dayanikli, rr; Homozigot hassas (duyarlr)

Beklenen Gozlenen X2 degeri .
Popiilasyon Acgilim Toplam P Serbestlik
pulasy Oram P degeri | Derecesi
RR|Rr |rr |RR|Rr |rr |(Ty-3)

F1 01:01 48 - 24|24 -|22] 26 0,333 2,71 1
BC1F1 01:01 96 - | 48|48 - |34]62 8,166 10,828 1
BC2F1 01:01 360 - |180[180| - [185]|175 0,277 0,455 1
BC2F2 01:02:01| 368 92 |184) 92 | 59 | 173|136 33,536 13,816 2

Ty-3 markir testleme sonucu, yapilan ki-kare (y*) analizi ile F1, BCIF1 ve
BC2F1 popilasyonlarmin agilimlarmin beklenen degerleri ile uyumlu oldugu
belirlenmistir. BC2F2 popiilasyonunun a¢ilimi ile beklenen degerler arasinda bir sapma
oldugu belirlenmistir. TYLCV’ne dayanikliligin tek gen kontroliinde oldugu F1 (0.1),
BC1F1 (0,001) ve BC2F1 (0,5) istatistiki 6nem seviyesinde goriilmiistiir. BC2F2
(0,001) 6nem seviyesine gore degerlendirip ki-kare (y?) degeri P-degerinden yiiksek
oldugu belirlenmistir.

F1, BC1F1l, BC2F1 ve BC2F2 popiilasyonlarinda yapilan testlemede Sw-5
dayanikliliginin tek gen kalitim hipotezi ki-kare (y?) analizi ile belirlenmistir (Cizelge
4.2.6.).
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Cizelge 4.2.6. Popiilasyon F1, BC1F1, BC2F1 ve BC2F2 i¢in, agilimlarina gére Sw-5
molekiiler markir sonuglaria gore Ki-kare (y?) testi, Rr: Heterozigot dayanikli , RR:
Honmozigot Dayanikli, rr; Homozigot hassas (duyarli)

Acl Beklenen Gozlenen de)giri b Serbestlik

. ¢illim erbestli

Poplasyon Oram Toplam degeri | Derecesi
RR|Rr | rr [RR|Rr | rr | (Sw-5)

F1 01:01 48 -|124 (24 - |18] 30 3 3,841 1
BC1F1 01:01 96 - |48 (48 - | 37|59 | 5041 6,635 1
BC2F1 01:01 360 - 1180|180 - |151|209| 9,344 | 10,828 1
BC2F2 01:02:01 368 92 [ 184 92 | 40 | 173|155 73,189 | 13,816 2

Sw-5 markir testleme sonucu, yapilan ki-kare (y?) analizi ile F1, BCIF1 ve
BC2F1 popiilasyonlarinin acilimlarinin  beklenen degerleri ile uyumlu oldugu
belirlenmistir. BC2F2 popiilasyonunun agilimi ile beklenen degerler arasinda bir sapma
oldugu belirlenmistir. TSWV’ne dayanikliligin tek gen kontroliinde oldugu F1 (0.05),
BCIF1 (0,01) ve BC2F1 (0,001) istatistiki onem seviyesinde goriilmiistiir. BC2F2
(0,001) 6nem seviyesine gore degerlendirip ki-kare (y?) degeri P-degerinden yiiksek
oldugu belirlenmistir.

F1, BC1F1, BC2F1 ve BC2F2 popiilasyonlarinda yapilan testlemede Sw-5 ve
Ty-3 ikili viriis dayanikliliginin kalitim hipotezi ki-kare (y?) analizi ile belirlenmistir
(Cizelge 4.2.7.).

Cizelge 4.2.7. Popiilasyon F1, BC1F1, BC2F1 ve BC2F2 i¢in, a¢ilimlarina gore Sw-5
ve Ty-3 molekiiler markir sonuglarina gore ikili dayanimlarinin Ki-kare (y?) testi, Rr:
Heterozigot dayanikli , RR: Honmozigot Dayanikli, rr; Homozigot hassas (duyarl)

Beklenen Gozlenen | X* degeri .
Popiilasyon A¢ilim Toolam P Serbestlik
pulasy Orani P (Ty-3 degeri | Derecesi
RR|Rr|rr|RR|Rr|rr
+Sw-5)

F1 01:01:01:01 48 - 112 -1 -18] - 1,333 2,366 3
BC1F1 01:01:01:01 96 - 124 - - |13]) - 5,041 6,251 3
BC2F1 01:01:01:01| 360 - |9} - -1|67] - 5,877 6,251 3
BC2F2 09:03:03:01| 368 23192 -112 |80 -| 6,825 7,815 3

Sw-5 ve Ty-3 markir testleme sonucu, yapilan ki-kare (¥*) analizi ile F1, BC1F1,
BC2F1 ve BC2F2 popiilasyonlarinin agilimlarinin ikili viriis dayanikliligi i¢in beklenen
degerleri ile uyumlu oldugu belirlenmistir. TSWV’ne ve TVLCV’ne dayanikliligm F1
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(0.5), BC1F1 (0,1) ve BC2F1 (0,1) ve BC2F2 (0,05) istatistiki 6nem seviyesinde
gorilmiistir.
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5. SONUCLAR

“51” arazi numarali elit domates hattinin TYLCV’ye ve TSWV’ye hassas
oldugu fenotipik gozlemler ve denemeler sonucu tespit edilmistir. Cift dayanim tasiyan
dondr “202 F1” numarali hibrit ile “51” domates hattinin melezlenmesi ile Ty-3 ve Sw-5
genlerinin “51” elit hattina aktarilmas1 ve Ty-3 ve Sw-5’e ikili dayanim tagiyan domates
hattinin  geligtirilmesi hedeflenmistir. Yapilan melezlerlerden tohumlar alinip, bu
tohumlardan elde edilen fidelerden yaprak ornegi almarak Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii’nde ki Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda
TSWV’ye dayaniklilik saglayan Sw-5 geni ve TYLCV’ye dayaniklilik saglayan Ty-3
geninin hangi melezlenen bitkilere aktarildigi, molekiiler markirlar ile tespit edilmistir.
Heterozigot olarak elde edilen bireylerin geriye melezleme donglstni takiben
kendileme yontemi yapilarak saflagtirma islemi gergeklestirilmistir.

BC2F2 popiilasyonundaki domateslerden alman yaprak 6rneklerinin DNA’lar1
izole edilmis ve molekiiler markirlar ile taranmustir. Tarama sonucunda Ty-3-P6-25
primeri ile yapilan BC2F2 bitkilerinin PCR c¢alismasi sonucu 173 bitkinin Ty-3
bakimindan heterozigot (Rr) dayanikli oldugu belirlenmistir.59 bitkinin  Ty-3
bakimmdan homozigot dayanikli (RR) ve 136 bitkinin homozigot resesif (rr) oldugu
tespit edilmistir. Tarama sonucunda Sw-5-2 primeri ile yapilan BC2F2 bitkilerinin PCR
calismas1 sonucunda ise 173 bitkinin Sw-5 bakimindan heterozigot (Rr) oldugu, 40
bitkinin de homozigot (RR) dayanikli yani 574 bp de bant gosterdigi tespit edilmistir.
TYLCV i¢in Ty-3, TSWV icin Sw-5 geniyle baglantili molekiiler markirlar kullanilarak
BC2F2 bitkilerinde ikili viriis dayanimli olan 80 adet bitkinin heterozigot (Rr) oldugu
ve 12 adet bitkinin ikili olarak homozigot (RR) dayanikli oldugu belirlenmistir.
Dayanikli olan homozigotlasmis bireylerden elit hata meyve sekli, kaliks, irilik ve
sertlik bakimindan en ¢ok benzerlik goOsteren fenotipler seleksiyonda secilmistir.
Seleksiyondan sonra segilen bireyler orijinal ebeyn ile melezlenmistir. Melezleme
sonucu molekiiler markir destekli seleksiyon ile elde edilen elit hattin yeni versiyonlari
olan F1 domatesler ile hassas F1 domatesler ve ticari ¢esitler ile tekerrurli deneme
dikimi yapilarak ticari aday1 ¢esitlerinin belirlendigi denemeye girmistir.

Molekiiler markirlarla testleme sonucu belirlenen Ty-3 ve Sw-5 dayanimli hatlar
fenotipik gdézlemler ve denemeler sonuncunda da dayanikli olduklar1 gézlemlenmistir.
Yapilan gozlemler ve incelemeler molekiiler markirla testleme sonuglarini destekler
nitelikte olmustur.

Molekiiler markir yardimli 1slah, klasik 1slah metotlarina gore 1slah hatlarinin
taranmasinda siirecin daha kisa olacagini ve is giiciiniin azaltilabilecegini gostermistir.
Elde edilen sonuglar molekiiler tarama sonuglarini desteklemis ve giivenirligini ortaya
koymustur.
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