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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TSWV VIRUSUNE DAYANIKLI YERLi PEMBE DOMATES CESITLERININ
MOLEKULER ISARETLEYICILER KULLANILARAK GELISTIRILMESI
ABDULLAH ERTEKIN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ahmet IPEK

Domates diinyada en ¢ok tiretimi yapilan sebze tiiriidiir. Diinyada ve iilkemizde domates
iretimini sinirlandiran hastaliklarin  basinda virlis hastaliklar1 gelmektedir. Viriis
hastaliklar1 icerisinde de domates lekeli solgunluk viriisi (TSWV) ilk sirada yer
almaktadir. TSWV viriisii domatesin meyve yapisinda meydana getirdigi deformasyonlar
nedeniyle kalite ve verimin diigmesine neden olmaktadir. Bu viriis hastaligi ile miicadele
etmenin en etkin yontemi, hastaliga kars1 dayanikli ¢esit kullanmaktir. TSWV’ye karsi
bilinen dayaniklilik geni baskin bir gen olan Sw-5 genidir. Bu Yiiksek Lisans Tez
calismasinin amac1 TSWV’ye dayanikli yeni yerli pembe domates c¢esitlerinin
gelistirilmesidir. Calismada TSWV’ye dayanikli 2 adet kirmizi domates hatti ve bu
hastalia kars1 hassas, uzun yillardir ticari olarak kullanilan “Nazli F1” pembe domates
cesidi bitki materyali olarak kullanilmistir. Hassas ebeveyn ile genetik olarak dayanikli
oldugu bilinen 1slah hatlar1 ile yapilan melezler 6 dénem kendilenmis ve mekanik
inokulasyon yontemi ile testlenmistir. Molekiiler testleme yontemi sadece F2 ve F6
kademesindeki bitkilerde uygulanmistir. Molekiiler testlemede Sw-5 geni ile baglantili 2
adet SCAR (NCSw-003, NCSw-012) molekiiler isaretleyici kullanilmistir. Yapilan
testlemeler sonucunda molekiiler isaretleyicinin dayanikli allelini tasiyan pembe
domateslerin, ayn1 zamanda mekanik inokulasyon yontemi ile de dayanikli oldugu
gozlenmistir. Sonug olarak, Sw-5 geni ile baglantili molekiiler isaretleyiciyi tasiyan
domatesler TSWV’ye dayanikli oldugu gézlemlenmis fakat bu molekiiler isaretleyiciyi
tasimayan domates bitkilerinin ise TSWV’ye karsi hassas oldugu tespit edilmistir.
Yapilan bu ¢calismada TSWV’ye dayanikli domates hatlarinin gelistirilmesinde molekiiler
isaretleyicilerin basari ile kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sw-5, SCAR, TSWV, Pembe domates, PCR,
2020, vii + 63 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

DEVELOPMENT OF LOCAL PINK TOMATO VARIETIES RESISTANT TO TSWV
USING MOLECULAR MARKERS

Abdullah ERTEKIN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof.Dr. Ahmet IPEK

Tomato is the most produced vegetable type in the World. Virus diseases are the leading
diseases that limit tomato production in the world and in our country. Tomato spotted wilt
virus comes first among these diseases. TSWV causes a decrease in quality and yield due
to deformations in fruit structures. Chemical and biological control methods are
insufficient in the fight against TSWV. The most effective metod to combat this virus is
to use disease-resistant varieties. The known gene for resistance against TSWV is the Sw-
5 gene, adominant gene. The aim of this Master's Thesis study is to develop new varieties
of domestic pink tomatoes that are resistant to TSWV. In the study, two red tomato lines
resistant to TSWV and ‘“Nazli F1°’ pink tomato variety, which has been used for many
years, are used as plant materials. Hybrids made with breeding lines known to be
genetically resistant whit the sensitive parent were self-pollinated for 6 generation and
tested by mechanical inoculation method. Molecular testing method was applied only in
plants at the F2 and F6 stage. Two SCAR molecular markers (NCSw-003, NCSw-012)
associated with the Sw-5 gene were used in molecular testing. Pink tomatoes carrying the
resistant allele of the molecular marker were also found to be resistant by mechanical
inoculation method. As a result, tomatoes carrying the molecular marker associated with
the Sw-5 gene were observed to be resistant to TSWV, but tomato plants that did not
carry this molecular marker were found to be sensitive to TSWV. In this study, it has been
demonstrated that molecular markers can be used successfully in the development of
TSWV resistant pink tomato lines.

Key words: Sw-5, SCAR, TSWV, Pink Tomato, PCR,
2020, vii + 63 pages.
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1. GIRIS

Insanoglunun var olusundan beri temel ihtiyaclarin basinda besin maddeleri gelmektedir.
Giin gectikce artmakta olan niifusla orantili olarak tarim arazilerindeki azalisla birlikte
gida sikintisi giderek artmaktadir. Tarim arazilerin azalisi ile birim alandan alinan verimi
arttirmak adma bircok ¢alisma yapilmaktadir. Tiirkiye tarim arazisi bakimindan
potansiyeli yiiksek bir iilkedir. Ekolojik ve cografik konumundan dolay1 bir¢ok bitki
tiiriiniin gen merkezi konumundadir. Tiirkiye’de ve Diinyada sebze gruplari igerisinde

domates ekonomik degeri ile ilk sirada yer almaktadir.

Domates (Solanum lycopersicum), patlicangiller (Solonaceae) familyasindan olup,
meyvesi yenen sebzeler grubunda yer alan bir bitki tiiriidiir. Tropik bolgelerde ¢ok yillik
olmasina ragmen diger bolgelerde tek yillik olarak yetistiriciligi yapilan bir sebzedir
(Ozdogan ve Seferoglu 2015). Domates biyolojik olarak kendisine ddllenen bir sebze
tiriidiir ancak %1-5 oraninda yabanci déllenme de goriilebilmektedir. Kromozom sayisi
2n=24"diir (Keskin 2014). Besleyiciligi ve lezzetli olusundan dolayr diinyanin birgok
yerinde en ¢ok fliretilen ve tiiketilen sebze tiiri olarak yerini almistir (Ertiirk ve Cirka
2015). Domates yetistiriciligi yapilan bolgelerde {ireticiler bakimindan énemli bir gelir

kaynagidir.

Domates diinyada en fazla iiretimi yapilan sebzelerin basinda gelmektedir (Cizelge 1.1).
Tiirkiye, domateste diinyada en fazla iiretim yapan dordiincii iilke olarak yerini
almaktadir. FAO verilerine gore 1,1 milyar ton olan toplam sebze {iretiminde domates
162 milyon ton ile biiyiik bir paya sahiptir. 2016 y1l1 itibari ile diinya yas sebze iiretiminde
ilk dort sirayr alan iilkeler; Cin, Hindistan, ABD ve Tiirkiye’dir. Ulkemiz ise 12,1 milyon
tonluk domates tiretimi ile Cin, Hindistan ve ABD’den sonra diinya domates iiretiminde
4. sirada yer almakta ve lilkemiz sebze iiretimindeki pay1 yaklasik %401 bulmaktadir

(Kilig ve ark. 2017).



Cizelge 1.1. Diinya yas sebze iiretim miktar1 (ton) (Anonim 2019)

2014 2015 2016 2017 2018
Domates 174787530 176823434 178158 747 180945772 182 256 458
Kuru Sogan 89 157 147 91 457 876 94838690 97484228 96 773819

Hiyar ve

76 111 305 78 037 657 79844838 77896545 75219440
Kornisonlar
Lahana 70 690 783 70 190 424 69790058 70452635 69 381555
Pathican 49 997 219 50 560 709 51302856 52489150 54077210

Ulkemizin sebze iiretimi diizenli olarak artis gostermektedir. Son yillarda ortii alti sebze
yetistiriciligine olan yonelim, lilkemizin domates {iretimindeki artisinda 6nemli bir pay
sahibidir. Ortii alt1 yetistiriciligi ile birlikte domates iiretimi neredeyse tiim yila
yayilmustir. Tiirkiye’de taze tiiketim igin domates liretimi agikta ve seralarda, sanayide
hammadde olarak kullanilan domates ise acikta yapilmaktadir (Arikbay 1996). Taze
olarak tiiketildigi gibi sal¢a, domates suyu, konserve, kurutularak, tursu, recel ve ketcap
seklinde degerlendirilmektedir (Turhan ve Seniz 2009). Domates vitamin ve mineral

maddelerce zengindir. Domates bitkisi sicak ve 1liman iklim sebzesidir.

Genel olarak yetistiricilik periyodu boyunca ideal ortalama sicaklik istegi 20-25°C
arasindadir. Bu sicaklik degerleri altinda ve {izerinde seyreden hava sicakliklarinda
verimlilik azalmaktadir. 10°C nin altindaki sicakliklarda cicek olusumu iizerine olumsuz
etki etmekte ve gece donlarindan olumsuz etkilenmektedir. 30°C iizerindeki hava
sicakliklarinda gigeklenme goriilmekte; ancak déllenme gerceklesmemektedir. Dollenme
olmadan gelisen meyveler tohum baglamamakta ve verim 6nemli dl¢lide diismektedir.
Domates sicakligi sevdigi kadar 15181 da seven bir sebze tiiriidiir. Cigeklenme i¢in giinliik
en az 6 saat 1siklanmaya ihtiyag duyan domates az 151k yogunluguna karsi duyarhdir.
Ozellikle kis aylarinda 151k ve sicaklik degerlerindeki azalis iiriin miktarlarinda da azalisa
sebep olmaktadir. Dollenmenin saglikli bir sekilde gerceklesebilmesi icin domates %70-

80 oraninda oransal hava nemine ihtiya¢ duymaktadir (Ata 2015).

Domates, kumlu topraklardan agir killi topraklara kadar her tip toprakta yetistirilse de en

iyl sonucu derin, gegirgen, su tutma kapasitesi yiiksek, humus ve besin maddelerince



zengin tinli topraklarda vermektedir. Domates meyvesinin biiyiik bir kismini su (%93-
95) olusturmaktadir. Kalan %5-7 oraninda ise organik bilesikler, organik asitler, alkolde
¢Oziinemeyen kati maddeler, karatenoidler ve lipitler olusturmaktadir (S6nmez ve
Ellialtioglu 2014). Domates meyvesindeki kuru madde igerikleri ve yiizdeleri Cizelge

1.2’ de verilmistir.

Cizelge 1.2. Domates meyvesindeki kuru madde bilesenleri ve yiizdeleri
(Sonmez ve Ellialtioglu 2014)

Meyve Icerigi % Meyve Icerigi %
Fruktoz 25 Seliiloz 6
Glukoz 22 Hemiseliiloz 4
Sakkaroz 1 Mineraller 8
Sitrik Asit 9 Yaglar 2
Malik Asit 4 Askorbik Asit 0.5
Protein 8 Renk Maddeleri 0.4
Dikarboksilik Amino Asit 2 Ugucu Bilesikler 0.1
Pektinler . Digerleri( Amino Asit, 1
Vitaminler, Polifenoller)

Domatesin anavatani Orta ve Giiney Amerika olup kiiltiir bitkisi olarak kullanimi Peru
kiyilarinda baglamistir (Gilinay 1992). Domates anavatanit olan Peru, Bolivya ve
Ekvatordan 16. Yiizyilda Avrupa’ya getirilmistir. Tiirkiye’ye girisi ise Adana {lizerinden
yaklagitk 100 ila 150 yil 6nce olmus ve giliniimiizde Anadolu da yaygin olarak
yetistirilmekte ve tiikketilmektedir (Yazgan ve Fidan 1996).

Cizelge 1.3’de verilen TUIK verilerine gére 2018 yilinda 12 150 000 ton domates iiretimi
gergeklestirilmistir. Bu iiretimin 8 414 920 tonu sofralik olarak tiiketilmis, 3 735 085 tonu
salgalik iiretiminde kullanilmistir. 2019 yilinda 12 814 990 ton domates iiretimin 8 836
055 tonu sofralik tiiketilmis ve 4 005 935 tonu salcalik iiretiminde degerlendirilmistir.
Cizelge 1.4°de verilen TUIK verilerine gdre ortii altinda gergeklestirilen domates iiretimi

2004 yilinda tiretim miktar: 1 960 185 ton (Anonim 2004) iken 2019 yilinda ortii altinda



domates iiretim miktar1 4 083 681 milyon tona ulasmistir. Aradan gecen 15 yillik siirecte

ortii alt1 tiretim miktar1 yaklasik olarak 2 kat arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 1.3. Tiirkiye domates toplam tiretim miktarlart (Anonim 2020a)

Yillar Uretim Miktar1 (Ton)
2015 12 615 000
2016 12 600 000
2017 12 750 000
2018 12 150 000
2019 12 814 990

Cizelge 1.4. Tiirkiye ortii alt1 domates tiretim miktarlar1 (Anonim 2020b)

Yillar Ortii alt: Uretim Miktar1 (Ton)
2015 3 394 447
2016 3614 522
2017 3829 831
2018 3 888 555
2019 4083 681

Domates yetistiriciliginde, fide doneminden itibaren hasada kadar gegen siire zarfinda
fungal, bakteriyel ve viriis hastaliklari son derece 6nemli kayiplara neden olmaktadir.
Fungus ve bakteriyel hastaliklara kars1 kiiltiirel, mekanik ve kimyasal miicadele
yontemleri gelistirilmistir. Ancak viriislerin neden oldugu hastaliklara kars1 heniiz

herhangi bir kimyasal miicadele yontemi bulunmamaktadir (Valizadeh ve ark. 2011).



Ozellikle domates yetistiriciliginde énemli kayiplara neden olan Tomato spotted wilt
virtis’i (TSWV) bir tospovirus’tiir. Genis bir konuk¢u araligina sahip olan TSWV
Ozellikle kiltiir bitkileri ve siis bitkilerinde salgin yaparak biiyiik oranlarda verim ve kalite
kayiplarina neden olmaktadir (Adkins 2000). TSWV ilk olarak Avustralya da tespit
edilmigtir. Glinlimiizde ise bu virlis, Avrupa ve diinya ¢apinda ¢ok biiyiik ekonomik
kayiplara yol acan bir salgin hastalifa neden olmaktadir. TSWV’ den kaynakli verim
kayiplarinin oransal degerleri %30’dan baslayarak %100°e kadar ulasabilmektedir.
TSWV’ nin zarar yaptig1 diger sebze tiirleri patlican, marul, fasulye, biber, tiitiin, enginar,
papaya, patates, yerfistigi ve kereviz olup ve bu tiirlerde de 6nemli kayiplara neden

oldugu bildirilmistir (Sevik 2011).

Bitkilerde viral hastaliklara karsi miicadele olduk¢a zordur. Giintimiizde en gilivenilir ve
basarilt yontemlerden birisi hastaliga karsi direngli veya tolerant ¢esitler kullanmaktir.
Tospo virlislerde dayaniklilik saglayan genler S. lycopersicum’un cesitlerinde ve S.
habrochaites, S. peruvianum, S. chilenseve ve S. pimpinellifolium dahil olmak tiizere
yabani olan domates cesitlerinde bulunmustur (Oguz ve ark. 2009). TSWV hastaligina
kars1 bilinen en giivenilir dayaniklilik kaynagi ise Sw-5 geninin sagladigi dayaniklilik
oldugu tespit edilmistir.

Bugiine kadar yapilan arastirmalar sonucunda TSWV’ ye karsi dayaniklilik saglayan 5
baskin (Sw-1a,Sw-1b,Sw-5,Sw-6 ve Sw-7) ve 3 resesif (Sw-2,Sw-3,Sw-4) gen tespit
edilmistir (Panthee, ve ark. 1953). Sw-5 geni ilk olarak L. peruvianum da tanimlanan
dayaniklilik genidir. Sw-5 genini tasiyan bitkiler, viriisiin sistematik yayilimini
kisitlayabilmektedir (Dianese ve ark. 2010). TSWV i¢in Sw-5 geninin, domatesin 9.
kromozomunun tizerinde bulundugu tespit edilmistir. Sw-5 geni 5 alleli ( Sw-5a, Sw-5b,
Sw-5¢,Sw-5d,Sw-5¢) vardir. Bu 5 allellerden TSWV viriisiine kars1 dayaniklilik i¢in Sw-
5b allelli kullanilmaktadir (Panthee ve Ibrahem 2013). Sw-5 gen kiimesinin potansiyel
olarak mikrobiyal iirlinleri taniyabilen ve bitki hiicresi bagisikligina yol acan sinyal
yollarin1 aktive edebilen protein reseptorlerini kodladigi belirlenmistir. Domates
genomunda birkag Sw-5 homologu bulunmaktadir. Sw-5b homologu bunlardan sadece
bir tanesidir ve genis bir yelpazede (Trips-iletimli) ortofotoviriislere karsi islevselligi

nedeniyle yogun bir sekilde ¢aligilmistir.



Ulkemizde 6nemli bir pazari bulunan hibrit pembe domatesler genellikle yerel
poplilasyonlar kullanilarak islah edilmistir ve TSWYV virlisline karst hassastir. Pembe
domates 1slahinda molekiiler yontemler ile TSWV virlisiine dayaniklilik saglayan
genlerin aktarilmasi 6nem arz etmektedir. Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin amaci,
TSWV viriistine dayaniklilik saglayan Sw-5 genin Sw-5b allelinin kirmizi domates
cesidinden pembe domates ¢esidine hem molekiiler isaretleyici hem de inokulasyon

yontemi kullanarak aktarmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Domateste Hastalik Yapan Viriisler

Domates diinyada ve iilkemizde en ¢ok iiretimi yapilan sebze tiirtidiir. Domates
tiretiminde hastalik ve zararlilarin 6nemli ekonomik kayiplara yol actig1 bilinmektedir.
Hastaliklarin olusturdugu ekonomik kayiplarin basinda viral hastaliklarin  geldigi
bilinmektedir. Viriis hastaliklarinin olusturduklar1 zararlar bolgesel, mevsimsel ve
triinden triine degisiklik gostermektedir. Son yillarda domateste goriilen viral
hastaliklarda artislar gozlemlenmektedir (Sevik 2011). Ulkemizin degisik bolgelerinde
domates bitkilerinde farkli viriis tiirlerinin enfeksiyon olusturdugu tespit edilmistir.
Domates iiretiminin yapildigi alanlarda iiriin kayiplarina sebebiyet veren viriislerin
basinda Tomato spotted wilt virus (TSWV), Cucumber mosaic virus (CMV), Tomato
mosaic virus (ToMV), Potato Y Virus (PVY), Potato X Virus(PVX), Tomato yellow leaf
curl virus (TYLCV) ,Tomato ring spot virus (TRSV), Tobacco mosaic virus (TMV),
Tomato black ring virus (TBRV), Tomato chlorosis virus (TOCV) rapor edilmistir
(Valizadeh ve ark. 2011; Kili¢ ve ark. 2017).

2.2. TSWV Belirtileri

Domateste  TSWV’ nin neden oldugu hastaligin belirtileri, oldukca ¢esitlilik
gostermektedir. Belirtiler konukcu bitkiye, yilin zamanina ve cevresel kosullara gore
degismektedir (Soler et al., 1998). TSWV’ nin domates bitkisinde ilk goriiniir belirtileri,
geng yapraklarda kiigiik kahverengimsi-siyah ¢ok sayida dairesel kiigiik lekelerdir (Sekil
2.1.A). Bu hastalik etmeni bitki biinyesinde yapraklarda kivirciklik, solgunluk ve
bodurluk gibi belirtiler olusturur. Hastalik ilerledikg¢e yapraklarin biiylime uglar1 6lebilir.
Govde ve yaprak sapt boyunca genellikle koyu, parlak c¢izgiler goriilir. Meyvede
genellikle karakteristik yesil, sar1 ve kirmizi hafif i¢ ice gegmis halkalar goriiliir (Sekil
2.1.B). Bu viriis domates meyvesinde deformasyona neden olarak kalite, verim ve pazar

degerinin azalmasina yol agmaktadir (Sevik 2015).



Sekil 2.1. A) TSWV’ nin yaprakta olusturdugu semptomlar B) TSWV’ nin domates
meyvesine verdigi zararlar gosterilmektedir.

2.3. Viriisiin Tasinma Yollar

Ulkemizde TSWYV ilk olarak marul bitkisi iizerinde tespit edilmistir (Tekinel ve ark.
1969). TSWV diinyada yaygin olan bir viriistiir (Colariccio et al., 2004). Domates lekeli
solgunluk virtisii (Tomato spotted wilt virtis, TSWV) hysanoptera takimi Thripidae
familyas1 icinde yer alan 3 cinse (Thrips, Frankliniella, Scirtothrips) ait 9 trips tiirii ile
sirkiilatif olarak ve yayilarak (vektoriin hiicrelerinde ¢ogalarak) tasinmaktadir. Bu 9 tiir
trips arasinda 6zellikle viriisiin yayilmasinda etkili olan tripsler F. Occidentalis (bati ¢igek
tripsi), F. scultzeive Thripstabaci’dir (Nagata et al., 2000; Sevik 2008). TSWV’ nin
birgok iilkede domates disinda da farkli bitki tiirlerinde zarar yaptigi gozlemlenmistir.
Bolgelere, iklim sartlar1 ve gevresel etmenlere bagli olarak TSWV’ nin en 6nemli vektorii
Flower Thripsi (Frankniell aoccidentalis) olarak bildirilmistir (Adkins 2000). Thripidae
familyasina ait olan trips vektorleri ile yayilmasindan dolay1 genis bir alana yayilmis ve
konukgularin fazla olusundan dolay1r da diinya {izerinde 6nemli bir viriistiir. Birgok
vektor-viriis birligi gibi, tripsler TSWV iliskisi de ¢ok spesifiktir. Uretim alanlarinda

onemli ekonomik kayiplara sebebiyet vermistir (Akcura ve Sevik 2005).



2.4. Viriis Morfolojisi ve Genom yapisi

Viriislerin genel olarak yapist niikleik asit, protein, zar (peplos), lipid ve khodan
olusmaktadir. Viriis yapisinda niikleik asitin gorevi genel karakterlerin tasiyiciligi roliine
sahiptir. Proteinlerin viriis biinyesindeki genel gorevleri, ¢ogunlukla niikleik asidi saran
kilifta, zarfli (zarli) viriislerin zarinda fonksiyonel enzimler veya yapisal olarak
bulunmaktadir. Proteinler, niikleik asidi korumak, viriis simetrisini belirlemek ve hiicreye
girisinde gorev almaktadir. TSWV’ nin virionlarinin, diger bitki virisleri ile
karsilastirildiginda daha karmasik bir yapida oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu yapis1 diger
viriislerden ayrilan en tipik 6zelligidir (De Haan et al., 1990). Virionlar dis goriiniisleri
ile kiiremsi yapilar1 andirmakla beraber yaklasik olarak 80-110 nm ¢apindadir. Virionlar
iki adet viral glikoprotein olan G1 ve G2’den olusan yiizey ¢ikintilarina sahiptir. TSWV
partikiili %5 niikleik asit (RNA), %70 protein, %20 lipid ve %5 karbonhidrat
icermektedir. Viral yilizey (kabuk) tizerinde 3 viral RNA bulunmaktadir ve her biri boyut
olarak bir birinden farklilik gostermektedir. Biiyiik (L), orta (M), kiigiik (S) olarak
isimlendirilmistir (Adkins 2000). RNA segmentlerinden birisi negatif poleritede (negatif
duyarli 3°—5’) diger ikisi ambisense (hem 5°—3’hem de 3°—5’ 6zelligi) ozellik tasir.
Kabuk icinde bulunan glikoproteinler virionlari olgunlasmasini saglamakla beraber

tripslerin TSWV’ yi tanimasinda gorev alir (Pappu ve ark. 2009).

2.5. Viriis Konukgulari

Domates Lekeli Solgunluk Viriisiiniin (TSWV) genis bir konukg¢u araligina sahip olusu
epideminin yogun bir sekilde gerceklesmesine neden olmaktadir. Tek ve ¢ift ¢enekli
bitkilerde 80’ni agkin familya ve 700’den farkli bitki tiiriiniin bulundugu ¢ok genis bir
konuke¢u araligina sahiptir (Gordillo et al.,2008). Tropik ve subtropik bolgelerde siis
bitkilerinde, yabanci otlarda ve kiiltiir bitkilerinde yogun bir epidemi olusturmaktadir
(Oguz ve ark. 2009; Wilson et al., 2000). Sebze gruplari igerisinde Solanacea familyasi
viriisiin ana konukgularini barindirmakla beraber 100’{in iizerindeki tiirde hastaliga yol
acmaktadir. Viriisiin hastalik olusturdugu bitkilerin basinda domates ve marul bitkileri

gelmektedir. Bununla birlikte patlican, enginar, hiyar, kavun, karpuz, yerfistigi, soya,



tiitlin ve patates gibi tarimsal dnemi yiliksek bitkilerde de hastalik goriilmektedir (Sevik

2011; Rosello ve ark., 1996).
2.6. Hastalhikla Miicadele

Domates lekeli solgunluk viriisii ile dogrudan kimyasal miicadele yontemi mevcut
degildir. Kimyasal miicadele yontemi tripsler i¢in kullanilabilir bir yontem olmakla
beraber birgok trips tiirii kimyasal ilaglara kars1 bagisiklik kazanmistir (Oguz ve ark.
2009). Tercih edilmesi gereken kimyasal ilaglar daha c¢ok tripslerin beslenmesini
bozabilecek ilaglardir. Kimyasal miicadele tek basina kesin ¢oziim degildir. Kimyasal
miicadelenin yaninda kiiltiirel 6nemler alarak viriisiin yayilisint sinirlamak miimkiin
olabilmektedir. Ozellikle seralarda tripslere kars1 feromon tuzaklar kurulmali, tripslerin
giremeyecegi sekilde tiiller cekilmelidir (Sevik 2008). Bunlara ek olarak viriise
konukguluk edebilecek yabanci ot ve siis bitkileri yetistiricilik yapilacak alanlardan
uzaklastirllmalidir. Hastalikli bitkiler sokiilerek yetistirme alaninin disina ¢ikartilmali ve
yakilarak imha edilmelidir. Domates lekeli solgunluk viriisiine kars1 glinlimiizde en etkili
miicadele yontemi olarak genetik dayaniklilik yontemi 6n plana ¢ikmaktadir (Sevik
2015). Biyolojik miicadelede predator akar Neoseiulus cucumeri ile birlikte Orius
laevigatus * ve ‘Amblyseius swirsksii’ tripsler ile miicadelede avci bocek tiirleri arasinda
basar1 oran1 yiiksek olmalart nedeni ile 6n plana ¢ikmaktadir (Arthurs ve ark. 2009; Sevik
2015).

2.7. Hastaligin Bulunusu ve Yayihisi

Tospoviridae familyasina ait olan domates lekeli solgunluk viriisi(TSWV) ilk olarak
1915 yilinda Avustralya’da Brittlebank tarafindan domates bitkisi iizerinde tespit
edilmistir (Brittlebank 1919). Son yillarda iilkemizde ve diinya genelinde ¢ok biiyiik
ekonomik zararlar olusturan domates lekeli solgunluk viriisii Avustralya’da tespit edilmis
olsa da diinyanin bir¢ok bolgesinde ¢ok sik goriilmeye baslanmis ve Kuzey ve Giiney
Amerika, Avrupa ve Asya kitalarina yayildigi bildirilmistir (Adkins et al., 2005).
Tiirkiye’de TSWV icin farkl bolgelerde birgok ¢alisma yapilmustir. Ulkemizde <“TSWV
sebze gruplart icerisinde ilk olarak marulda Tekinel ve. Ark (1969) tarafindan rapor

edilmistir’’(Sertkaya 2015). Ulkemizde domates iizerinde TSWV’ nin varlig1 ilk olarak
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1995 yilinda Mersin’de rapor edilmistir. Diinya ve iilkemizde bir¢ok ekonomik kayiplara
neden olan domates lekeli solgunluk viriisii karantina patojeni olarak diizenlenmesi i¢in
onerilen EPPO A; zararhi listesine eklenmistir (Oguz ve ark. 2009). Domates lekeli
solgunluk viriisii disinda domateste 6nemli kayiplara neden olan domates kloroz viriisii (
Tomato chlosis virus), domates enfeksiy6z kloroz viriisii (Tomato infectious chlorosis
virus), domates ringspot virlisii (Tomato ring spot virus) ve domates sari yaprak
kivircikligi da (Tomato yellow leaf curl virus) EPPO A: listesinde bulunan diger viriisler

olarak yer almaktadir (Anonim 2020c).

2.8. Molekiiler isaretleyiciler

Bitki 1slahinin temeli ekonomik degere sahip bitki tiir ve cesitlerinin genetik yapisinda
(genetik ve sitogenetik esaslara dayali) degisiklikler meydana getirerek yetistirici ve
tiikketici istekleri dogrultusunda daha kaliteli, yiiksek verimli, hastalik ve zararlilara
dayanikli ¢esitleri planli ve programli olarak gelistirmektir (Yorgancilar 2015).
Geleneksel bitki 1slahi tek basina bu konuda her zaman yeterli olmamakta ve uzun zaman
alan bir yontemdir. Buna ek olarak, geleneksel bitki 1slah1 ¢evre sartlarindan c¢ok
etkilenmektedir. Bitki 1slahg¢ilar1 bu sebeplerden dolay:r farkli arayislar ve yontemler
icerisine girmiglerdir. Son yillarda bitki 1slahgilart molekiiler isaretleyici teknolojisinin
bitki 1slahinda daha giivenilir ve kesin sonuglar vermesinden dolayr molekiiler yontemlere
yonelmislerdir (Budak ve ark. 2004).

Molekiiler bitki 1slah1 gen ya da gen bolgelerine baglanti gosteren molekiiler
isaretleyicilerin bitki 1slahinda kullanilmasini kapsamaktadir. Giiniimiizde molekiiler
1slah ¢aligmalarmin temelini olusturan molekiiler isaretleyicilere dayali se¢ilim (MAS)
uygulamalari kisa siirede hastaliklara dayanikli, yliksek kalite ve verim 6zelliklerine sahip
bitki cesitlerinin gelistirilmesine olanak vermektedir. Ulkemizde yeni ¢esit gelistirme
calismalarinin etkin bir sekilde yapilabilmesi ig¢in molekiiler isaretleyici teknolojisinin,
geleneksel bitki 1slahina entegre edilmesi kaginilmaz olmustur. Molekiiler isaretleyiciler
genel tanimu ile bireyler arasindaki DNA farkliliklarini ortaya koyan yontemlerdir (Karp
ve ark., 2012; Yorgancilar 2015).

Bitki Islah1 Seleksiyonunda Kullanilan Molekiiler Isaretleyiciler;
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e Morfolojik Isaretleyiciler
e Biyokimyasal Isaretleyiciler
e DNA Isaretleyicileri

DNA isaretleyicileri farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligini ¢esitli sekillerde ortaya
koyan isaretleyicilerdir (Giilsen ve Mutlu, 2005). DNA isaretleyicilerinin

siiflandirilmasi Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. DNA isaretleyicilerinin siniflandirilmasi (Vardar ve ark. 2010)

DNA Isaretleyicileri
Niikleotid Dizisine Spesifik Olmayanlar Sekansa Spesifik Olanlar
Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Basit Dizi Tekrar1 (SSR)
(RAPD)
Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi Basit Sekans Tekrarlamalar1 Arasi
(ALFP) Polimorfizm (ISSR)

Sekansi Karakterize Edilmis Cogaltilmis
Bolgeler (SCAR)
Boliinerek Cogaltilmis Polimorfik
Diziler (CAPS)

Rastgele Cogaltilmis Mikroselit
Polimorfizmi (RAMP)
Sekansa Bagli Cogaltilmis Polimorfizmi
Hedef Bolge Cogaltma Polimorfizmi
(TRAP)

Tek Iplik Konformasyon Polimorfizmi
(SSCP)

Tek Niikleotit Polimorfizmi (SNP)
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Bitki 1slahinda molekiiler isaretleyici destekli se¢cim (MAS), spesifik genlere, allellere
veya coklu kombinasyonlara bagli genetik isaretleyicileri tanimlayarak hastalik
direncinin se¢iminde, yaygin ve basarili bir bigimde kullanilmistir. Bu yiizden molekiiler
isaretleyicilere dayali segilimde ozellikle esbaskin (homozigot ve heterozigot bireyleri
ayirabilen molekiiler isaretleyiciler) isaretleyiciler tercih edilmektedir. Ozellikle CAPS
(Boliinerek Cogaltilmis Polimorfik Diziler) ve SCAR (Sekansi Karakterize Edilmis
Cogaltilmis Bolgeler ) isaretleyicileri 6n plandadir. SCAR ve CAPS isaretleyicileri
ozellikle domates i¢in pek ¢ok arastirmaci tarafindan hastalik ve zararlilara dayaniklilik
icin 1slah programlarinda yogun olarak tercih edilen isaretleyiciler arasinda yer

almaktadir (Pinar ve ark. 2013; Giilsen ve Mutlu, 2005).

Bozdogan (2009), 2007 ve 2009 yillar1 arasinda Antalya merkez, Serik ve Kumluca
ilgelerinde yetistiriciligi yapilan domates, biber ve marul sebzelerinden aldig1 yaprak
orneklerinin sonucunda Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (Tomato spotted wilt virus,
TSWYV) saptamistir. Arazilerde siipheli goriilen bitkilerden alinan yaprak ornekleri
ELISA yontemi ile test edilmis ve hastalik orami saptanmistir. Siirveyler sirasinda
toplanan 6rneklerde toplam hastalik oranin1 %88.25 olarak tespit etmistir. ELISA testi
sonucunda viriis ile bulagik oldugunu tespit ettigi marul, domates ve biberi siras1 ile Ay,
S1 ve Ki seklinde kodlayarak mekanik inokulasyon ve RT-PCR c¢alismalarinda
kullanmistir. Mekanik inokiilasyon sonrasinda Ajizolati, indikator bitkiler iizerinde 7-10
giin arasinda, S1 ve Kjizolatlar1 20-24 giin arasinda hastalik simptomlar1 goriilmiistiir.
Yapilan caligmada ortaya ¢ikan sonug Ajizolatinin patojenitesinin daha yiiksek oldugunu

ortaya koymustur.

Turhan ve Korkmaz (2006), Canakkale ilinde 2003 ve 2004 yillar1 arasinda agikta liretimi
yapilan domates bitkilerinden, Domates Lekeli Solgunluk Virlisi’ niin (TSWV)
varliginin belirlenmesi i¢in sliphelenilen bitkilerden yaprak 6rnegi almistir. Alinan yaprak
ornekleri ELISA yontemi ile test edilmistir. Toplam da 99,5 ha alandan TSWV
simptomlarina benzer simptom olusturan ve TSWV oldugundan siiphelenilen bitkilerden
toplamda 200 Ornek testlenmistir. ELISA yonteminde viriis ile bulasik ¢ikan bitki
ornekleri DTBIA yontemi ile de testlenmistir ve her iki yontemi birbiri ile kiyaslama

imkan1 olusturmustur. Iki testleme sonucunda da 9 6rnek infekteli olarak bulunmustur.
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Bulasik olan 6rneklerden alinan viriisiin, mekanik inokulasyon yontemi ile indikator

bitkilere aktarilmasi saglanmistir.

Kilic ve ark.’m (2017), Isparta ve Burdur illerinde domates iiretim alanlarinda
gerceklestirmis oldugu arastirmalarda TSWV ile enfekteli 15 adet bitki Grnegi tespit
etmistir. 2014 yilinda gerceklestirilen ¢alismalarda Isparta ilinden 44 ve Burdur ilinden
34 bitki yaprak Ornegi alarak toplamda 78 Ornekte DAS-ELISA yontemi ile yaptigi
testleme sonucunda Domates Lekeli Solgunluk Virlisi’ nin (TSWV) varligina
rastlanmamigtir. RT-PCR (Test Transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile
TSWYV ait RdRp genleri ¢cogaltilarak elde edilen sonuglarda 78 adet 6rnekten 15 adedi
TSWV ile enfekteli oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda RT-PCR yonteminin DAS-

ELISA yontemine gore daha hassas sonug verdigini ortaya koymustur.

Geyik (2017), Marmara bolgesinde yapmis oldugu surveyde viriis hastaliklarinin domates
dretim alanlarinda iirlin ve kalite kaybina neden oldugunu tespit etmistir. Marmara
bolgesinde gergeklestirmis oldugu caligmasinda domates iiretim alanlarinda hangi
viriislerin zarar olusturdugunu tespit etmistir. Caligmasini domates iiretiminin yogun
olarak yapildig1 Bursa ve Yalova illerinde yogunlastirmistir. Domates iiretim alanlarinda
yapraklarda olusan sararma, nekroz, mozaik ve sekil bozuklugu gordiigii bitkilerden
toplamda 94 adet yaprak 6rnegi almistir. Toplanan yaprak 6rneklerinde Domates lekeli
solgunluk viriisii (TSWV), Hiyar mozaik viriisii (CMV) ve Domates mozaik viriisii
(ToMV) DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir. Yapilan testleme sonucunda 19 adet
yaprak 6rneginde (%20.21) CMV, 21 adedinde (% 22.34) ToMV ve 2 adedinde (% 2.13)
TSWYV bulundugu saptanmistir.

Fidan ve ark.(2016) yaptiklar1 arastirmada Antalya’da yetistirilen Flamingo (Anthurium
scherzerianum) bitkisi {izerinde TSWV’ nin varligint tespit etmistir. 2015 yilinda
Flamingo bitkisi iizerinde virlis benzeri nekrotik, sarimsi ve koyu kahverengi lekeler
oldugu gozlemlenmigstir. DAS-ELISA yontemi ile yapilan testlemeler sonucunda pozitif
¢ikan ornekler, yapraklardan izole edilen toplam RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR
yontemi ile sonuglarin dogrulanmasi gergeklestirilmistir. RT-PCR analizinde primer ¢ifti
olarak, TSWV LIF ve TSWV L2R kullanilmistir. RT-PCR sonuglar1 %2’lik agaroz jelde
276 bp de cDNA bandi gozlemlenmistir. RT- PCR {iriinlerinin direkt sekanslamasi ve
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yapilan BLAST sonucunda biber TSWV izolatlar1 ile %96-99 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit etmistir. Anthurium bitkisi ve biber bitki izolatlari arasindaki benzerlik

oraninin yiiksek olusu ile tiirler arasinda kontrolsiiz yayilmanin ispatini1 ger¢eklestirmistir.

Oguz ve ark.(2009) Antalya bolgesinde gerceklestirdigi calismalarda domates iiretim
alanlarinda son zamanlarda 6nemli verim ve ekonomik kayiplara yol agan TSWV {izerine
calisma ylriitmislerdir. TSWV ye karst en etkin yontem olan genetik dayaniklilik
yontemi lizerinde ¢alismalar gergeklestirmislerdir. Bu virlise karsi elde edilmis olan
dayaniklilik geninin tek ve baskin bir gen olan Sw-5 geni oldugu bildirilmistir. Bu
calismada 5 farkli domates genotipini mekanik inokulasyon ydntemi kullanarak test
etmislerdir. Mekanik inokulasyonu Antalya-Camkdy yoresinden temin ettikleri TSWV
izolat1 ile gerceklestirmislerdir. Testlemede daha onceden Sw-5 geni bulundurdugu
bilenen LA 3667 domates ¢esidini kullanmiglardir. Kullanilan diger materyaller ise Cesit-
1, Cesit-2, Hat-1 ve Hat-2’dir. Antalya-Camkdy yoresinden elde edilen izolatla
testlemeler yapildiktan sonra LA 3667 ve Cesit-1 dayanikli olarak bulunmustur ve Cesit-
2, Hat-1 ve Hat-2’nin ise hassas oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda
gelistirilecek ¢esitlerde gen kaynagt olarak Sw-5 geni bulunduran c¢esitlerin

kullanilabilecegini tespit etmislerdir.

Sertkaya (2015), Hatay ilinde marul ve 1spanak sebzeleri iizerinde c¢alismalarini
gerceklestirmistir. Marul ve 1spanak bitkileri lizerinde morfolojik olarak olagandist
semptomlar goérmiistiir. Yapraklarda sararmalar, nekrotik lekeler, yaprak damarlari
arasinda genislemeler, bitkilerde bodurlasma gibi semptomlar gozlemlemistir. Her iki
sebze grubundan alinan yaprak 6rnekleri biyolojik (mekanik inokulasyon) ve serolojik
(DAS-ELISA) yontemler ile testlenmistir. Testlemelerde kontrol edilen viriis hastaliklari,
Alfalfa mosaic viriis (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Beet western yellows virus
(BWYYV), Miraflori Lettuce bigvein virus (MiLBVV), Lettuce mosaic virus (LMV),
Tobacco mosaic tobamo virus (TMV), Tobacco ring spot viriis (TRSV) ve Tomato
spotted wilt virus (TSWV)’ diir. Maruldan 53 adet ve 1spanaktan 18 adet olmak {izere
toplam 71 adet yaprak ornegi alinmigtir. Testlemelerin sonucuna gore marul ve 1spanak
bitkilerinden alinan drneklerde sirasi ile %67.9 ve %38.8 oraninda viriis enfeksiyonu
saptanmigtir. Marul 6rneklerinde LMV (%47.1), MiLBVV (%11.3), TSWV (%5.6) ve
CMV (%3.7), 1spanak oOrneklerinde CMV (%16.6), TSWV (%l11.1), LMV(%]11.1)

15



viriisleri tespit edilmistir. Bu c¢ikan sonucglarda Hatay ilinde yetistirilen 1spanak

bitkilerinde ilk defa TSWV ve LMV belirlenmesi dikkat ¢ekmistir.

Yardimer ve Kili¢’in  (2009), baz1 sebze tiirlerinde TSWV’ nin varligin1 belirlemek
amaciyla gerceklestirdikleri bir ¢alismadir. Tiirkiye’de Bat1 Akdeniz bolgesinde 2006 ve
2007 yillar1 arasinda yaptig1 arastirmada domates, biber, patates, marul, kabak ve hiyar
sebzelerinde TSWV semptomlari gosteren bitkilerden yaprak ornekleri toplamustir. 12
lokasyondan toplam 337 numune toplanmig ve DAS-ELISA yontemi ile test edilmistir.
213 domates, 67 biber, 18 patates, 15 marul, 12 salatalik ve 12 kabak bitkisinden toplanan
numuneler testlenmistir. Testleme sonucunda 157 6rnekte TSWV ile enfekteli oldugu
tespit edilmistir. Sirasi ile biber, marul, domates ve kabak da % 67,16, 66,66, 46,94 ve %
16,66 olarak tespit edilmistir. TSWV daha oOnce iilkenin diger bolgelerinde tespit
edilmekle birlikte, ilk kez Tirkiye'nin en 6nemli sebze yetistirme bdlgesi olan Bati
Akdeniz bolgesindeki domates, biber, marul ve kabak yetistirme alanlarinda tespit

edilmistir.

Di Rienzo ve ark. (2018), domates ve enginar bitkilerinde Sw-5 geni tizerinde
calismalarinmi yiriitmiislerdir. TSWV dayanimi1 Sw-5 olarak adlandirilan baskin tek bir
gen tarafindan kontrol edilmektedir. Domateste Sw-5 dayaniklilik genini kiran
mutantlarin (SRB) varlig1 bildirilmistir. Custom TagqMan™ SNP genotipleme ve yiiksek
¢ozlinlirliiklii erime (HMR) deneyleri gibi 2 farkli PCR yontemine dayali allel ayirma
teknigi gelistirme tlizerine ¢alismalarim yonlendirmislerdir. Hem Sw-5 hem de Sw-5
olmayan ticari domates ornekleri 2015 ve 2016 yillarinda 2 yil pes pese farkli alanlarda
enfekte olmus materyalleri toplamislardir. Ug farkli melez ve gesitten domates iiretim
yilinin arkasindan gelen kis doneminde yaprak Ornekleri toplanmistir. TSWV
enfeksiyonu baslangicta ters transkripsiyon PCR ile degerlendirilmistir. Avirulent ( Sw-
5 bulasict olmayan), SNI ve SRB biyotipleri arasinda ayrim yapabilme agisindan
karsilastirilmistir. Toplanan 6rnekler viral NSm genine karsilik gelen cDNA fragmani,
RT-PCR ile ¢cogaltilmis ve sekans ile Ger¢ek Zamanli PCR bazli metotlar (yani, HRM ve
TagManproblari) arasindaki tutarliligi test etmek i¢in sekanslanmistir. Direnci kiran
fenotipten sorumlu olan sadece bir SNP olup, SRB izolatlarinin NSm gen sekansinda
tespit edilmistir. Sw-5'e direncli domates hibritleri, SRB izolatlar1 ile yalnizca

enfeksiyonlara biiriiniir, Sw-5 olmayan domates hibritleri ve enginarin ise her iki
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biyotipin enfeksiyonunu barindirdigi ortaya konmustur. TagMan testlerinin daha hassas
(TSWYV tespit esigi 50-70 RNA kopya araliginda) ve HRM'den daha giivenilir oldugunu

tespit etmiglerdir.

Zhang Zhenkia ve ark. (2016), TSWV’nin diinya iizerinde 6nemli birgok bitki tiiriinde
ekonomik kayiplara yol ac¢tigini bildirmislerdir. TSWV’ nin Cin’de farkli konukgulara
bulastig1 bildirilmistir. Zhenkia Zhang ve ark. farkli konukgulardan TSWYV izolatlar
klonlayarak Cin ve diinyadaki farklt TSWV izolatlar1 arasinda gesitliligi ve degisimi
incelemek adina ¢alismalarimi yiiriitmiiglerdir. Cin’de farkli konukgulara ait (tiitiin,
kirmizibiber ve yesilbiber) TSWYV izolatinin tam uzunluktaki genomunu (L, S, M
segmentleri) cogaltmak adina RT-PCR yontemi kullanilmistir. TSWV izolatlarn
arasindaki niikleik asit ve aminoasit sekanslanr DNAMAN ile analizleri
gerceklestirilmistir. Cin’den alinan 3 6rnek (tiitlin, kirmizibiber ve yesilbiber) i¢in tiim
genom dizileri belirlenmistir. Mevcut izolatlarla beraber 29 RNA L, 62 RNA M ve 66
RNA S i¢in molekiiler gesitlilik, filogenetik ve rekombinasyon olaylar1 i¢in analizleri
gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda 6zellikle tim TSWV genomunda M ve
S RNA’larmin A-U bakimindan zengin intergenik bdolgeyi (IGR) iceren genomik
biiyiikliikte dnemli degisiklikler oldugunu ortaya koymustur. Diinyadaki TSWYV izolatlar
filogenetik analizler sonucunda 3’lii RNA genomunun evriminde yeniden degerlendirme
yapildigina dair kanitlar ortaya koymustur. Diinya genelinde TSWYV izolatlar1 arasinda
bolgesel tercihleri olan belirgin rekombinasyon olaylar1 tespit edilmistir. Benzer
rekombinasyon olaylarina sahip TSWV izolatlari, genellikle filogenetik agaclarda daha
yakin iligkilere sahiptir. Bu ¢alismanin ve daha 6nce bildirilen ii¢ TSWV izolatida dahil
olmak tizere bes Cin TSWV izolatinin tiimii, molekiiler ¢esitlilik ve filogenetik analize
dayali farkli kokenlere sahip iki gruba ayrilabildigi ifade edilmistir. Gelisimleri sirasinda
hem yeniden degerlendirme hem de yeniden birlesme rol oynamistir. Bu sonuglar,
rekombinasyonun ¢ok-taraflit RNA viriislerinin, hatta negatif-duyarli RNA viriislerinin

gelisiminde 6nemli bir mekanizma olabilecegini gostermektedir.

Kamberoglu ve Alan (2011) marul bitkisi lizerinde TSWV goriilme sikligini aragtirmak
amaciyla 2007 ve 2008 yillar1 arasinda Adana ve Mersin illerinde inceleme yapmislardir.
Adana ve Mersin illerinde toplamda 31 tarlada 400.000 den fazla bitki alani incelenmistir.

Tesadiifen secilen arazilerden viriis benzeri semptomlar gosteren 336 marul bitkisinden
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yaprak Ornegi alinmistir. Yaprak oOrnekleri DAS-ELISA yontemi ile testlenmistir.
Sonuglar1 pozitif ¢ikan drnekler RT-PCR yontemi kullanilarak dogrulanmistir. RT-PCR
calismalar i¢in enfekte olmus marul bitkilerinden alinan TSWYV izolatlar1 kullanilarak
serada yetistirilen Nicotiana rustica bitkisine bulastirma islemi gergeklestirilmistir. Dort
adet viris ile bulagik bitki ve 4 adet kontrol bitkisi olacak sekilde mekanik inokulasyon
islemi yapilmistir. Mekanik inokulasyon islemini takiben haftalik periyotlar ile gézlemler
yapilmistir. Bulastirma yapilan bitkiler DAS-ELISA ile TSWV enfeksiyonu igin test
edilmistir. TSWV’ nin bir boliimii olan S RNA, RT-PCR i¢in DAS-ELISA yonteminden
pozitif ¢ikan numunelerde TSWV enfeksiyonun varligini dogrulamak i¢in semptomatik
bitkilerden elde edilen toplam RNA ekstratlari kullanilarak viriise 6zel olan CP5-BAM
ve CP3-Pst primerleri ile ¢ogaltilmistir. RT-PCR sonuglari, DAS-ELISA sonuglart ile tam
uyumlu sonug¢ vermektedir. TSWYV enfeksiyonu, Adana illindeki 2 kdyde, 2 tarlada tespit
edilmigstir. Mersin iline ait marul 6rneklerinde herhangi bir bulguya rastlanmamustir.
Adana ilinde marulda TSWV goriilme sikligi %]1,5 olarak bulunmustur. Toplamda
toplanan 6rneklerde ise %1,2 olarak bulunmustur. Calismanin yapildig1 marul alanlarinda
TSWYV orani diisiik olarak tespit edilmistir. Oranin diisiik olmasinin gerekgeleri arasinda
TSWV vektoriiniin diisiik popiilasyonu, bolgedeki marullarda kis ve erken ilkbahar
doneminden kaynakli oldugunu diisiiniilmektedir. Adana bolgesinde marulun yan1 sira
domates ve biberde de thrips ve TSWYV goriilme siklig1 yiiksek olmadigr tespit edilmistir.
Thrips popiilasyonlar: sicaklik artisina bagli olarak artmaya basladigindan dolay1 viriis

daha yaygin hale gelmistir.

Padmanabhan ve ark. (2019) yaptiklart ¢alismalarda Sw-7 gen bolgesi iizerinde
calismalar gerceklestirmislerdir. TSWYV dahil olmak iizere herhangi bir hastaliga karsi
koymanin en kolay ve ekonomik yontemin genetik dayaniklilik oldugunu
soylemektedirler.  Genetik dayanim ¢aligmalari adina, geleneksel 1slah da gen
kaynaklarm yetistirip segme ile baslar. Ozellikle dayanikli yabani bireyler secilir ve geri
melezleme yontemi ile kiiltlir ¢esidine istenilen genler toplanir. TSWV ye kars1 bilinen
ve c¢aligilan ilk diren¢ kaynagi S. pimpinellifolium oldugu bildirilmistir. Yillar boyunca
Sw-1a ve Sw-1b TSWYV ye karst baskin genler olarak bilinmekteydi. TSWV ye karsi 3
resesif gen (Sw-2, Sw-3, Sw-4) ve 3 baskin gen (Sw-5, Sw-6, Sw-7) tespit edilmistir. Sw-

5 gen bolgesi suanda diinya ilizerinde ticari domates c¢esitlerinde TSWV’ ye karsi
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kullanilan birincil gen kaynagi olarak bilinmektedir. Sw-5 gen bolgesi iizerinde yapilan
caligsmalar sonucunda TCSV ve GRSV ye kars1 direng gosterdigi tespit edildigi
bildirilmistir. Ne yazik ki ABD kitas1 da dahil olmak tizere Sw-5 dayanimin kirildig:
tespit edilmistir. Sw-5 dayanimini kiran TSWV izolatlarinin dizileme karsilagtirmalari
sonucunda; viriisiin bu yeteneginin, 118(C118Y) pozisyonundaki C amino asitinin Y
aminoasitlerine ve 120(T120N) pozisyonundaki T aminoasitinin N aminoasitlerine
degisiminden kaynaklandig: tespit edilmistir. NSm proteini, hiicreden hiicreye hareket,
tiibiil olusumu, semptomoloji, konak aralig1 tayini ve TSWV N proteini ile etkilesiminden
sorumludur. Biitiin bu gozlemler bir araya getirildiginde Sw-5 yerine veya bununla
birlikte diger TSWV diren¢ lokuslarin1 kullanmak gerekmektedir. TSWV icin Sw-6
diren¢ lokusu, tripsinokiilasyonu altinda kismi bir direng saglamasi ile birlikte ve Sw-5
ten daha dar bir TSWV izolat araligina kars1 etkili oldugu tespit edilmistir. Alternatif
olarak Sw-7 lokusunun, Sw-5 diren¢ lokusunu kiranlar da dahil olmak tizere TSWV

izolatlarina kars1 direng gosterdigi rapor edilmistir.

Panthee ve Ibrahem (2013), diinya ¢apinda domateste biiyiik zarar olusturan TSWV ye
kars1 ¢alismalarini yiiriitmiislerdir. TSWV ye karsi direng geninin Sw-5 geni oldugunu
belirtmislerdir. Arazi kosullarinda TSWV ye karsi direncin taranmasinin ve fenotipe
dayali direngli domateslerin gelistirilmesinin sadece zaman alict1 olmadigini, ayni
zamanda sonugsuz kalabilecegini belirtmislerdir. Molekiiler isaretleyici destekli
secilimin (MAS) bu konuda sorunlarin ¢ézlilmesinde ve ¢ok sayida bagimsiz ireme hattin
taranmasint  kolaylastiracagini  ve yardimci olacagini  belirtmislerdir. Molekiiler
isaretleyicilerin kullaniminin giivenilir olusu, kolay olusu ve yliksek oranda tekrarlana
bilmelerinden dolay1 avantajli oldugunu séylemislerdir. Yaptiklar: ¢calismada TSWV’ ye
kars1 direngli ve duyarli genotipleri belirlemek adina dort PCR bazli isaretleyicileri basari
ile kullanmiglardir. Kullanilan isaretleyicilerin 2 tanesi Sekansi Karakterize Edilmis
Cogaltilmis Bolgeler (SCAR) ve 2 tanesi Boliinerek Cogaltilmig Polimorfik Diziler
(CAPS) isaretleyicisidir. SCAR primerleri NCSw-003, NCSw-012 ve CAPS primerleri
NCSw-007 ve NCSw-011 kullanilmistir. Bu yeni isaretleyiciler ile TSWV direncini
arttirmayr amaglarken domates 1slah programlart i¢in daha yararli olacagini
belirtmislerdir. Hedefleri ¢cok sayida genotipin tarama maliyetini azalta bilmek adina

SCAR isaretleyicilerini tanimlamak oldugunu ifade etmislerdir. SCAR isaretleyicileri
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herhangi bir kesim enzimi kullanmadan TSWV’ ye direngli genotipleri belirlemek icin
dogrudan kullanilabilmektedir. Her biri ayn1 gen sekansindan olmasina ragmen, farkl
PCR bazli isaretleyicilerin boyutlarinin farkli oldugunu sdylemektedirler. Sw-5
lokusunda en az bes allellin oldugu belirtilmistir (Sw-5a, Sw-5b, Sw-5¢, Sw-5d, Sw-5e).
Bu dort molekiiler isaretleyicinin hepsinin Sw-5 lokusu ile iligkisi oldugu tespit edilmistir.
NCSw-012 primerinin Sw-5b i¢in spesifik ve NCSw-011 primerinin Sw-5a i¢in spesifik
oldugunu ifade edilmistir. Sw-5b’nin domateste TSWV’ ye diren¢ gdstermeye yeterli
oldugunu bildirmislerdir. NCSw-012 primerinin 1slah hatlarinin taranmasi1 ve TSWV

direncinin saglanmasi i¢in daha giivenilir bir isaretleyici oldugunu ortaya koymuslardir.

Pmar ve ark., (2013), domates 1slahinda klasik yontemlerle birlikte molekiiler
isaretleyicilerin kullanimin son yillarda giderek arttigini belirtmislerdir. Bu amacla QTL
(kantitatif 6zellik lokusu) ve tek genle kontrol edilen streslere dayaniklilik i¢in molekiiler
isaretleyiciler gelistirilmistir. Bu ¢alismada 6zellikle domateste hastalik ve zararlilar i¢in
gelistirilmis olan molekiiler isaretleyicilerin, isaretleyici yardimli seleksiyon (MYS) ile
domates 1slah materyallerini test ederek, islah programinda kullanilarak yardimei
olmasini hedeflemislerdir. Ozellikle domates iiretim alanlarinda sorun yasanan Tiitiin
mozaik viriisii (TMV), Domates mozaik viriisii (ToMV), Domates sar1 yaprak kivircikligi
viriisii (TYLCV), Domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV), Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, Verticillium dahliae ve nematod (Meloidogyne arenaria, Meloidogyne
incognita ve Meloidogyne javanica) gibi hastalik ve zararlilara karsi gelistirilmis
dayaniklilik isaretleyicilerinin testlemesini gergeklestirmislerdir. Sozii edilen hastalik ve
zararlilara kars1 dayaniklilik saglayan Mil.2, Ty-1, Ty-3a, Sw-5, 11, 12 ve Ve genleri i¢in
gelistirilmis olan isaretleyicilerin MYS i¢in kullanim potansiyelini belirlemislerdir.
Nematod, Verticillium dahlia, TSWV ve TYLCYV gibi hastalik ve zararlilara dayaniklilik
belirtilmis 2 adet ticari F1 domates ¢esidinin kendilenmesi ile elde edilen 92 adet F2
popiilasyonunu kullanmislardir. F2 popiilasyonu tohum ekimleri yapilarak fide iiretimine
gitmislerdir. Fideler 2 gercek yaprakli agsamaya geldikten sonra taze siirglinlerden yaprak
ornegi  almmarak CTAB izolasyon metoduna gore DNA izolasyonlarin
gerceklestirmislerdir. S6z konusu nematod, Verticillium dahlia, TSWV ve TYLCV
hastalik ve zararlilara kars1 dayaniklilik mekanizmasini incelemek adina SCAR ve CAPS

isaretleyicilerini test etmislerdir. Nematod dayanimi i¢in Mil.2 geni ile iligkili olarak
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gelistirilen Pmi ve Mi23 SCAR isaretleyicileri ile dayaniklilik testlemesi yapilmuistir.
Mi23 igaretleyicisi i¢in yapilan testleme sonucunda 25 adet homozigot dayanikli ( 380 bp
), 19 homozigot hassas ( 430 bp ) ve 48 adet heterozigot dayanikli (380-430 bp ) bant
goriintlisii elde edilmistir. F2 bitkilerin PCR taramalari, geleneksel olarak yaptiklar
dayaniklilik testleri ile molekiiler ¢alismalarin birbirini destekledigini rapor etmislerdir.
Verticillium solgunluguna dayaniklilik kontrolii ger¢eklestirmek adina Ve geni ile iliskili
3 adet isaretleyici ( VVF2, VelYP-F, Ve2 SNP 2827) kullanmiglardir. Ve2 SNP 2827
isaretleyicisi 92 adet F2 popiilasyonu taramasi sonucunda 21 adet dayanikli (242 bp ), 49
adet hassas ( 131 bp ) bant goriintiisii elde etmislerdir. Diger 2 isaretleyicide benzer
sonuglar vermislerdir. F2 popiilasyonunda TSWV dayanimini kontrol etmek amaciyla
Sw-5 geni ile iligkilendirilmis olan Sw-5.2 SCAR isaretleyicisi ile test etmislerdir. 26 adet
dayanikli ( 550 bp ), 23 adet hassas ( 500 bp ) ve 43 adet heterozigot dayanikli ( 500-550
bp ) bant goriintiisii elde etmislerdir. TYLCV i¢in dayanmiklilik saglayan 4 genden 2 si
olan Ty-1 ve Ty-3a allelleriyle iligkili olarak gelistirilen 2 adet ( Ty-1 i¢in JB-1 ve Ty-3a
icin P6-25) isaretleyici kullanmislardir. JB-1 CAPS isaretleyicisi ile homozigot dayanikli
bant elde edememislerdir. 64 adet heterozigot dayanikli ( 500-400 bp ), 26 adedinde ise
hassas bant ( 400 bp ) gorintiisii elde etmislerdir. Ty-3a geniyle iligkili P6-25
isaretleyicisi ile 24 adet homozigot dayanikli, 50 adet heterozigot dayanikli ve 18 adet
hassas bant goriintiisii elde etmislerdir ( Tim bant goriintiileri i¢in PCR firtinleri %2 lik
agaroz jelde 110 V 3,5 saat siireyle agaroz jel elektroforezinde yiiriitmiislerdir. Jel
Etidium bromid ¢6zeltisinde boyandiktan sonra UV goriintiileme cihazinda goriintiileme
yapmiglardir). S6z konusu hastalik ve zararlilara kars1 molekiiler isaretleyici kullanimin,

klasik testlemeyi destekledigi ve alternatifi olabilecegini belirtmislerdir.

Panthee ve Foolad (2012), molekiiler isaretleyicileri domateste tarimsal agidan onemli
bir¢ok genin ve QTL’ lerin tanimlanmasi ve haritalanmasinda kullanmiglardir. Domates
yetistirme programlarinda ne oOlgiide molekiiler isaretleyicilerin kullanildig1 agikca
belirtilmemistir. Teorik olarak isaretleyici kullanimi, isaretleyici destekli seleksiyon
1slah1 vasitasi ile bazi 6zelliklerin iyilestirmesi i¢in yararli olacagr savunulmustur.
Isaretleyiciler literatiirde bildirilen domates yetistiriciliginde kolayca uygulanabilir, basit
ozellikler icin bile genellikle ek cabalara ihtiyag vardir. Isaretleyicileri iyilestirmek ve

gelistirmek gerekmektedir. Bu ¢alismada domateste TSWV’ ye kars1 8 direngli gen
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tanimlandig1 belirtilmistir. Bunlardan 5 baskin (Sw-1a, Sw-1b, Sw-5, Sw-6, Sw-7) ve 3
resesif (Sw-2, Sw-3 ve Sw-4) gen oldugu belirtilmistir. Bu 8 direng geninden Sw-5 geni
higbir 1rka spesifik olmadigindan en etkili diren¢ geni oldugu bildirilmistir. TSWV
direncini ve isaretleyicileri test etmek adina yetistirilen domates bitkilerinden DNA
izolasyonu gergeklestirmislerdir. Standart bir CTAB protokolii kullanilarak izolasyonu
gerceklestirmislerdir. Yaprak ornekleri 3 haftalik bitkilerin geng¢ yapraklarindan almarak
DNA izolasyonu yapilmistir. DNA konsantrasyonu 20 ng/ pl olarak ayarlamiglardir. PCR
driinleri  %1,5> luk agaroz jel iizerinde dogrudan yiiriitme (ayirma) islemi
gerceklestirmislerdir. Etidyum bromiir boyamasiyla DNA bantlart UV 151k altinda
goriintiilenmistir. Calismada 5 isaretleyici arasinda, Sw5b-LRR hem bir SCAR hem de
bir CAPS isaretleyicisi olarak incelenmistir. Zup641, SCR001, SCR002 ve SCAR-421
SCAR isaretleyicisi olarak incelemislerdir. Ttim isaretleyiciler literatiirde belirtilen DNA
fragmanlarin1 basariyla biiyiitmiistiir. Bu isaretleyiciler test edilirken kullanilan
genotipler NC123S, NC84173 ve Crista dir. CAPS isaretleyicisi Sw5b-LRR igin
NC123S homozigot dayanikli, NC84173 homozigot duyarli ve Crista heterozigot
dayanikl1 genotiplerinde 300 bp’lik bir DNA pargas1 gozlendigini belirtmislerdir. Benzer
sekilde 2 baskin SCAR isaretleyicisinde SCR001 ve SCR002 nin her biri i¢in homozigot
ve heterozigot genotiplerden 400 bp lik bir DNA fragmani belirlenmistir. Bu belirtilen
isaretleyicilerin disinda ek olarak G5(RAPD), K16(RAPD), SI2(RAPD) ve P#72(RAPD)
dahil olmak tizere Sw-5 ile iliskili oldugu bildirilen birkag RAPD isaretleyicisini
incelemislerdir. Ancak higbir PCR amplifikasyonu olmadigi i¢in bunlarin higbirinin
bilgilendirici olmadigini belirtmislerdir. Mevcut isaretleyicilerin cogunun, 1slah ¢izgileri,
tireme ¢izgileri ve popiilasyonlarda polimorfizmin varligi acisindan daha da rafineri
edilmesi veya incelenmesi gerektigi sonucuna ulagsmiglardir. Bununla birlikte, domates
sekanslamada son gelismelerle birlikte, domates yetistiriciliginde MAS kullanimin
hizlandirmak i¢in daha bilgilendirici isaretleyiciler gelistirmenin, giderek daha da

miimkiin hale gelmekte oldugunu belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Sekil 3.1 ““Nazli F1°” hibrit ¢esitinin bitki ve meyve yapist

““Nazli F1°° Dikmen Tarima ait yerel popiilasyonlardan gelistirilmis bir pembe domates
cesididir (Sekil 3.1.). ““Nazli F1** c¢esidinin 2016 yili bahar ay1 igerisinde c¢iftci
boyutlarinda denemeleri kurulmustur. Marmara bdlgesinde kurulan denemeler de ““Nazli
F1°’ domates ¢esidinin TSWYV viriisiine kars1 hassas oldugu gézlemlenmistir. ‘‘Nazli F1°°
bitkilerinden alinan yaprak 6rnekleri Dikmen Tarim Molekiiler Biyoloji Laboratuvarin da
molekiiler olarak test edilmis ve bu ¢esidin viriise karsi duyarli oldugu tespit edilmistir.
Boylece ‘“Nazli F1°’ kalite degerleri ve verimi yiiksek bir pembe domates ¢esidi olmasina
ragmen TSWV ye kars1 hassas oldugu belirlenmistir. 281.6.A ve 283.1.1 Dikmen Tarima
ait kirmiz1 domates hatlaridir ve TSWV viriisiine dayaniklidir. Kombinasyon yetenegini
belirlemek igin 2 farkli (281.6.A, 283.1.1) kirmizi domates hattt kullanilmistir. Bu
calismada, dayaniklilik geninin “Nazli F1” aktarilmasinda dondr ebeveyn olarak
kullanilmiglardir. ““Alsancak F1°’ {iretici ve tiiketicilerin meyve boyutu, sekli ve rengi
sebebiyle en ¢ok tercih ettigi kirmizi domates ¢esitidir. Ancak ¢esidin TSWV’ ye karsi
hassas oldugu tespit edilmistir. Bu tez c¢alismasinda ‘‘Nazli F1°’ c¢esidi ile birlikte
““Alsancak F1°’ ¢esidi duyarli kontrol grubu olarak kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Domates bitkilerinin yetistirilmesi

Bu Yiiksek Lisans ¢alismasinda kullanilan domates hat ve g¢esitlerinin tohumlarinin 3:3:1
oraninda torf, perlit ve vermikulit karisimi igeren viyollere ekimi yapilmistir. Cimlenme
odasina alman viyoller yaklasik olarak 23-25°C’de 3-4 giin igerisinde ¢imlenme
gerceklestirilmistir. Cimlenme islemi gerceklesmesi ile birlikte domatesler bakim
islemleri i¢in seraya c¢ikartilmiglardir. Sasirtma yapilincaya kadar gecen siirede sulama,

giibreleme ve ilaglama gibi kiiltiirel islemler yapilmistir.

3.2.2 Dayamkhlik Islah1

Dayaniklilik geni melezleme yontemiyle “Nazli F1” pembe domates ¢esidine
aktarilmigtir. Seleksiyon molekiiler isaretleyiciler yardimi ile yapilmistir. Sekil 3.2 de
gosterildigi gibi F2, F3, F4 ve F5 popiilasyonlarinda agilimlar gozlenmistir. Bu
popiilasyonlar igerisinden se¢ilen pembe domates hatlarinin, Dikmen Tarim molekiiler
biyoloji laboratuvarinda molekiiler analizleri gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen
analizler sonucunda dayanikli oldugu tespit edilen pembe domates hatlar1 se¢ilmistir. Bir
sonraki sene dayaniklilik genini tasidigi tespit edilen pembe domates hatlari ile devam
edilmistir. Burada homozigotlagsmayi saglamak amaciyla kendileme yapilarak saf hatlarin
elde edilmesi saglanmistir. Yilda 2 generasyon olmak sart1 ile kendilemeler 3 y1l boyunca
yapilmis ve F6 generasyonu elde edilmistir. F6 generasyonundaki pembe domatesler
molekiiler isaretleyicilerle taranmustir. Ilk generasyonlarda heterozigotluk fazladir.
Ancak generasyonlar ilerledikge homozigotluk orani artacaktir. Bu nedenle F6
generasyonundaki pembe domateslerde Sw-5 genin homozigot olarak bulundugu tespit
edilmistir. Mekanik inokulasyon yonteminde ve molekiiler analizlerde kullanilmak {izere
hassas oldugu firma tarafindan beyan edilen ‘‘Alsancak F1’’ domates ¢esidi negatif

kontrol olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.2. “Nazli F1” pembe domates ¢esidine, 281.6.A ve 283.1.1 numarali kirmizi
domates hatlarindan TSWV’ ye kars1 hastalik dayanimin aktarilmasi ve saf hatlarin elde
edilmesi gosterilmistir.

ANNE BABA
“Nazlt F1” (sw5sw5) X 281.6.A (Sw5Sw5) / 283.1.1 (SW5Sw5)

(Dayanimin Aktarildigi Heterozigot Birey) ~ F1 (Swbswb)
Yilda 2 defa kendileme islemi yapilmistir.
v

(Homozigotlastirma igleme gerceklestirilmistir.) F2 ve F3

Yilda 2 defa kendileme islemi

aptlmaistir.
yap $ v

(Homozigotlastirma islemi gerceklestirilmistir.) F4 ve F5

(Dayanikliligin aktarildigi homozigot saf bitkiler) F6 (Sw5Sw5)

3.2.3. TSWY hastalik testlemesi

Molekiiler isaretleyiciler ile birlikte TSWV dayaniminin a¢ilim gosterip gostermedigini
test etmek i¢in kullanilmistir. F6 popiilasyonu i¢in testleme yapilmistir. Sogiit-Bilecik’te
domates iiretimi yapilan seralardan alinan hastalikli yaprak érnegi BIOREBA TSWV
Agristrip test etme kiti kullanilarak viriis varligi tespit edilmistir. Yapilan testlemeler
sonucunda pozitif (Sekil 3.4.A,B) ve negatif (Sekil 3.5.A,B) 6rnekler ortaya konmustur.

3.2.4. Mekanik inokiilasyon

Mekanik inokiilasyon, Dikmen Tarim 1slah seralarinda domates fideleri seraya

sagirtildiktan 10 giin sonra gercgeklestirilmistir. TSWV ile bulasik oldugu tespit edilen
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bitkiden alinan hastalikli yaprak ornekleri (Sekil 3.3.A, Sekil 3.3.B), pargalayici torba
icerisinde ezilerek igerisine 1:5 oraminda pH:7 olan 0.01 M Fosfat tamponu
(NazHPO42H,0ONaH,P0412H,0) ilave edilmis ve igerisine karborandum tozu ve
silisyum oksit (Sekil 3.6.A) karistirilarak soliisyon hazir hale getirilmistir. Hazirlanan
TSWV inokulum soliisyonu pamuk yardimi ile domates yapraklarinin alt ve st
yiizeylerine siirtilmiistiir (Sekil 3.6.B). Domatesler iizerinde bulastirma islemi Sekil 3.7,
Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10’da gosterilmistir. Bu islemleri takiben 3-5 dk sonra
inokulum fazlasini uzaklastirmak igin su piiskiirtiilmiistiir. inokulasyon islemi 10 giin
sonra tekrar edilmistir. Bulastirma islemi bittikten yaklasik 15-20 giin sonra bitkilerde
hastalik kontrolleri gergeklestirilmistir (Oguz ve ark. 2009; Celik ve ark. 2010). Hastalikl
bitkilerden alinan yaprak 6rnekleri Agristrip extraction tamponu igerisinde (sodyum azid-
0.05% NaNB3) ile Sekil 3.4.A ve sekil 3.5.A da goriildiigii gibi pargalayici torba igerisinde

ezilmistir. Yaprak 6zii igindeki virtisiin varligi/yoklugu kit yardimi ile saptanmustir.

A B

Sekil 3.3. A) TSWYV ile bulasik yaprak 6rnegi ve B) Hastalikli yaprak Grneklerinin
parcalayici torba i¢ine alinmasi
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Sekil 3.4. A) Ozii ¢gikartilan viriislii yaprak drneginin Bioreba TSWV Agristrip test kiti
ile testinden goriintii ve B) Yaprak 6rnegi testleme sonucu ¢ift ¢izgi vererek TSWV ile
bulasik oldugu (pozitif) tespit edilmistir. Tek kirmiz1 ¢izgi sonucun negatif oldugunu
gosterirken ¢ift kirmizi ¢izgi sonucun pozitif oldugunu gostermektedir.

A B

Sekil 3.5. A) Ezilerek 6zii ¢ikarilan yaprak ornekleri ve B) Testleme sonucu tek ¢izgi
(Negatif) vererek TSWYV ile bulasik olmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.6. A) TSWYV ile bulasik oldugu tespit edilen yaprak oziitii, karborandum, silisyum
ve fosfat tampon ¢ozeltisi karigtirilarak hazirlanan inokulum séliisyonu ve B) Viriisiin
bulastirilmasi i¢in pamuk yardimu ile arazide bulunan domateslerin geng yapraklarinin alt
Ve iist yiizeylerine siiriilmiistiir.

Sekil 3.7. “Nazli F1” X 281.6.A (F6) melezlerinde viriis bulastirma
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Sekil 3.8. ““Nazli1 F1°” Pembe domatesine melez yapilan TWSV dayanimi oldugu bilinen
kirmiz1 domates hatt1 281.6.A. e viriis bulastirma

Sekil 3.9. “Nazli F1’’ X 283.1.1 (F6) melezine ait viriis bulastirma
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Sekil 3.10. Kirmiz1 domates hatt1 olan 283.1.1 numarali hatta viriis bulastirma

3.3. Molekiiler Analizler

DNA izolasyonu i¢in alinacak yaprak ornekleri sabahin erken saatlerinde domates bitkisi
tizerindeki en geng ve taze yapraklardan alinmistir. Toplanan yaprak ornekleri DNA

izolasyon islemi ger¢eklesinceye kadar buz iizerinde muhafaza edilmistir.

3.3.1. DNA izolasyonu

TSWV’nin PCR analizlerinde kullanilan bitki materyalleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. DNA izolasyonu i¢in kullanilan bitki materyali

NO KOD KAYNAK
1 Nazli F1 Dikmen Tarim
2 Nazli F1 X 281.6.A (F2) Dikmen Tarim
3 Nazli F1 X 283.1.1 (F2) Dikmen Tarim
4 281.6.A Dikmen Tarim
5 283.1.1 Dikmen Tarim
6 Alsancak F1 Yiiksel Tohum
7 Nazli F1 X 281.6.A (F6) Dikmen Tarim
8 Nazli F1 X 283.1.1 (F6) Dikmen Tarim

PCR c¢alismalarinda kullanilmak tizere alinan yaprak orneklerinden DNA izolasyonu,
Thermo Gene Jet DNA Izolasyon kitin kullanilarak yapilmistir. Thermo Gene Jet DNA

Izolasyon kitin protokolii;

1. 2 ml’lik mikro santrifiij tiiplere 100 mg yaprak 6rnegi konulmus ve iizerine 350l
Lysis buffer A eklenmistir.

2. Lysis buffer A igindeki yaprak Ornekleri thissuelyser cihazi kullanilarak
parcalanmustir.

3. 50 pl Lysis buffer B ve 20 ul RNase A eklenmis ve tiipler 1dk vorteksle
karistirilmasgtir.

4. Ornekler 10dk 65°C de su banyosunda inkiibe edilmistir. inkiibasyon esnasinda
ornekler ara ara el yardimi ile karistirilmistir.

5. 130 ul Presipitation soliisyonu eklenmis ve vorteks ile karigtirllmis ve 5dk buz
tizerinde inkiibe edilmistir.

6. 5dk 20000 g de santrifiij edilmistir.

7. Siipernantant (yaklagik 450-550 ul) yeni 2 ml’lik mikro santrifijj tiipline aktarilmis
ve iizerine 400 pl plant DNA binding soliisyonu ve 400ul %96’lik etanol eklenmis ve
karistirilmistir.

8. Hazirlanan karisimdan (600-700 pl ) spin kolona eklenmistir.
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9. 1dk 6000 g de santrifiij edilmis ve kolonun altindaki sivi dokiilmiistiir. Geriye kalan
karigim kolona eklenerek tekrar 1dk 6000 g de tekrar santrifiij edilmistir. Kolonun
altinda kalan sivilar yine dokiilmiistiir.

10. 500 pl Washbufferl kolon iizerine eklenmis ve 1dk 8000 g de santrifiij edilmistir.
Kolonun altinda toplanan sivi dokiilmiistiir.

11.500 pl Washbuffer2 kolona eklenmis ve 3dk 20000 g de santrifiij edilmistir.
Sonrasinda bos kolon 1dk 20000 g de santrifiij edilmistir.

12. Kolonlar 1.5 mI’lik yeni steril mikro santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

13. 100 pl Elution buffer kolona eklenmistir ve oda sicakliginda 2dk inkiibe edilmistir.

14. 1dk 8000 g de santrifiij edildikten sonra, 1.5 mI’lik yeni steril mikro santrifijj tiiplerde
biriken DNA, PCR isleminde kullanincaya -20°C de saklanmuistir.

DNA konsantrasyonu ve Kkalitesi BioSpec-nano Life Science Spektrofotometre
kullanilarak belirlenmistir. PCR ¢alismalarinda kullanilmak tizere DNA konsantrasyonu

20 ng/ul DNA olacak sekilde steril saf su ile sulandirilmistir.

3.3.2. SCAR analizi

Bu tez calismasinda kullanilan bitki materyallerinde TSWV hastaligina kars1 dayaniklilik
saglayan Sw-5 geninin bulup bulunmadigi SCAR (Sekansi karakterize edilmis

cogaltilmig bolgeler) molekiiler isaretleyicisi kullanilarak belirlenmistir.

3.3.3. Primerler

Sw-5 lokusuna 6zel sekanslara dayanarak gelistirilen 2 PCR analizine dayali molekiiler
isaretleyici kullanilmistir. Bunlar NCSw-003 ve NCSw-012 (Panthee, D. R. ve Ibrahem,
R. 2013) molekiiler isaretleyicileridir. NCSw-003 esbaskin molekiiler isaretleyici,
NCSw-012 ise baskin bir molekiiler isaretleyicidir. Bu molekiiler isaretleyicilerin

primerlerinin niikleotid dizileri ¢izelge 3.2.” de verilmistir.
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Cizelge 3.2. NCSw-003 ve NCSw-012 molekiiler isaretleyicilerine ait primerlerin
niikleotid dizileri (Panthee ve Ibrahem 2013)

Dayanikli Duyarh

[saretleyici Isaretleyici

o Tleri Primer (Pg) Geri Primer (Pr) Bant Bant
Tipi Adi
Boyutu Boyutu
NCSw- TCTCGTTATCCA 'GCAATTTTGTTT
SCAR 680 bp 600 bp
003 ATTTCACC CTTGGTCT'
SCAR NCSw- 'ATGGTCAACTCG TTTGGTGAG 1000
012 ATCAGAAC GATCTGATTTC bp

3.3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Domates bitkilerinden elde edilen DNA 6rneklerinin her biri NCSw-003 ve NCSw-012
molekiiler isaretleyicilerinin primer ¢iftleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. SCAR
molekiiler isaretleyicisini ¢ogaltmada kullanilan PCR reaksiyonunun bilesenleri Cizelge

3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonunun bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar (nL)
H20 11,5
10X Tampon Cozeltisi 2,3
dNTP (1 mM) 2

fleri primer (F) (10 pM) 1

Geri primer (R) (10 uM) 1

Taq DNA polimeraz (5U/ ul) 0,20
DNA (20 ng/ pl) 2
TOPLAM 20

Her iki SCAR molekiiler isaretleyicisini ¢ogaltmada kullanilan PCR sicaklik dongii ve

basamaklar1 Cizelge 3.4.’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Sicaklik dongii kosullar1 (PCR)

Basamak No. Sicaklik (°C) Siire (dKk)
1 92 3:00
2 92 0:30
3 52 1:00
4 72 0:30
5 72 8:00
6 4 +00

Cizelge 3.4.’de verilen PCR 2 ile 4 numara arasindaki basamaklar 35 defa tekrarlanmistir.

3.3.5. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra 20 pl PCR iriiniine 2 pl 10X yiikleme tamponu Bromophenol
mavisi soliisyonu (0.25 g bromophenol mavisi 6 ml, %50 gliserol 4 ml deiyonize su, ph
8) ilave edilmistir. Olusan 22 ul karisimdan 8 pl alinarak 1X TBE tampon ¢ozeltisi (10X
TBE: litrede Tris 110g, Borik asit 50 gr, 0.5 M EDTA 4 ml pH 8.0 ) igerisine yerlestirilen
%1,5’1luk agaroz jele yiikklenmistir. 120 volt (5 volt/cm) elektrik voltaji1 altinda yaklagik
135 dakika yiiriitme islemi gergeklestirilmistir. Ayristirilan DNA pargalar goriintiileme
cihazinda ultraviyole 1s1ik altinda goriintiillenmistir. Goriintiilenen DNA pargalarinin
buiytikliiklerini belirlemek icin 100 bp’lik ve 1 kb’lik DNA biiyiikliikk isaretleyicisi

(Thermo Scientific) kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Serolojik Testleme

Mekanik inokulasyon yonteminde bulastirma islemi gergeklestirilip, degerlendirmeler
yapildiktan sonra; 6 farkli genotipten toplanan yaprak érnekleri Bioreba TSWV Agristrip
kiti ile TSWV’nin varligi/yoklugu testlenmistir. Yapilan testlemeler sonucunda ‘‘Nazl
F1’ ve ‘“Alsancak F1’’ ticari domates gesitleri pozitif sonu¢ vererek viriis ile bulagik
oldugu tespit edilmistir. 281.6.A ve 283.1.1 domates hatlarinin testleme sonuglar1 negatif
¢ikmustir ve viriisle bulagik olmadigr belirlenmistir. Nazli F1 X 281.6.A (F6) ve Nazli F1
X 283.1.1 (F6) melezleri ile yapilan testlemelerin de sonuglar1 negatif ¢ikmistir. Mekanik
inokulasyon isleminden sonra 281.6.A (Sekil 4.3), 283.1.1 (Sekil 4.5), “Nazli F1” X
281.6.A (F6) (Sekil 4.2) ve “Nazli F1” X 283.1.1 (F6) (Sekil 4.4) bitkilerinde herhangi
bir hastalik semtomlarina rastlanmamuistir. Buna karsin hassas ¢esitler olan ‘‘Alsancak
F1”’ ve ““Nazli F1”> TSWV hastaliginin semptomlart gozlemlenmistir. ‘“Nazli F1°’
bitkisinin yaprak ve meyvesinde meydana gelen deformasyonlar goriilmiistiir (Sekil 4.6).
““Alsancak F1’’ ¢esidinin bitkisinde de geng yapraklarda kiigiik kahverengimsi, ¢ok
sayida dairesel lekeler ve ilerleyen donemlerinde yapraklarda kivirciklagsma belirtileri

gozlemlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. TSWV’ ye karst hassas oldugu bilinen ‘‘Alsancak FI1’’¢esidinin ve
yapraklarindaki hastalik simptomlari.

Sekil 4.2. Nazli F1 X 281.6.A (F6) melezinde hastalik semptomlari gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.4. Nazli F1 X 283.1.1 (F6) melezi hastalik semptomlar1 gdzlemlenmemistir.
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Sekil 4.6. “‘Nazli F1’> pembe domatesin yapraklarindaki TSWV deformasyonlar1 ve
meyvesinde zarar sekli gosterilmistir.
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4.2. DNA lizolasyonu

Tez calismasinda kullanilan domates ¢esit ve 1slah hatlarinin yapraklarindan elde edilen

DNA orneklerinin miktar1 ve saflik degerleri Cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1. Elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve saflik degerleri

DNA miktar1
NO Genotip Saflik (Az60/280)
(ng/ul)
1  Nazh Fl 87,81 1,91
2  Nazh F1 X281.6.A (F2) 67,30 2,00
3 Nazli F1 X283.1.1 (F2) 75,27 2,06
4 2816.A 74,67 2,05
5 28311 111,65 2,00
6  Nazl F1 X281.6.A (F6) 63,14 2,10
7 Nazli F1 X283.1.1 (F6) 84,32 2,0
8  Alsancak F1 442 1,88

PCR analizinin basarili olmasi igin izole edilen DNA Orneklerinin konsantrasyonu ve
saflik degerleri ¢ok dnemlidir. PCR analizi i¢in yaprak orneklerinden elde edilen DNA
orneklerinin konsantrasyonu 20 ng/ul olmasi gereklidir. Elde edilen DNA 6rneklerinin
tamamimnin 20 ng/ul yukari oldugu Cizelge 4.1 de goriilmektedir. Biitin DNA
orneklerinin konsantrasyonu PCR analizlerinde kullanilabilmesi i¢in su ile 20 ng/ul

olacak sekilde seyreltilmistir.

Niikleik asit (DNA, RNA) 6rnekleri 260 nm dalga boyundaki (Aze0) 15181 sogururlar. 280
nm dalga boyu (A2go0) genellikle aminoasit ve fenolik bilesikler tarafindan sogurulur. Bu
2 dalga boyunun absorbanslari orani (260/280) ‘‘saflik’’ derecesini vermektedir.
Beklenen saflik dereceleri DNA i¢in 1,8; RNA i¢in ise yaklasik 2,0 olarak kabul edilir.
Bu tez ¢alismasinda elde edilen en diisiik DNA saflik derecesi 1,88 ve en yiiksek saflik
derecesi 2,10 dur. DNA &rneklerinin safligit PCR ¢aligmasi i¢in yeterli oldugu tespit
edilmistir (Kahraman 2008; Rittman ve ark. 2012).
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4.3. PCR Analizi Sonuclar:

PCR dongiisii tamamlandiktan sonra elde edilen PCR firiinleri elektroforez yontemi ile
analiz edilerek goriintiilenmistir. Calismada kullanilan 8 domates 6rnegine ait agaroz jel

gorlntiileri Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.

DNA Biiyiikliik Markérii
Nazli F1 X 281.6.A (F2)
Nazli F1 X 283.1.1 (F2)
Alsancak F1

Nazli F1 X 281.6.A (F6)
Nazli F1 X 283.1.1 (F6)

Nazlhi F1
281.6.A
283.1.1

1000 bp

1 )

Sekil 4.7. Ncsw-003 molekiiler isaretleyicisine ait jel gortintiisii. 100 bp DNA biiyiikliik
markori kullanilmastir.

Bu tez ¢alismada kullanilan tiim domates bitkilerinden elde edilen DNA ornekleri ve
SCAR molekiiler isaretleyicisine ait spesifik primerler kullanilarak PCR yapilmustir.
Literatiirde yapilan ¢calismalarda (Panthee ve Ibrahem 2013) NCSw-003 primeri i¢in Sw-
5 gen bolgesine sahip olan bitkilerde 680 bp biiyiikliiglinde DNA parcas1 ¢ogalttigi,
cekinik Sw-5 (sw-5) gen bolgesine sahip olan bitkilerde 600 bp biiyiikliigiinde DNA
pargast ¢ogalttigi bilgisini vermislerdir. PCR analizi NCSw-003 molekiiler
isaretleyicisinin primerleri ile Nazli F1 X 281.6.A (F2) ve Nazlhh F1 X 283.1.1 (F2)
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melezlerine ait DNA 6rnekleri ile her iki DNA pargasini da (600-680 bp) ¢ogaltmis ve bu

bitkilerin Sw-5 dayaniklilik genini heterozigot olarak tagidigi anlasilmistr.

281.6.A ve 283.1.1 hatlarina ve Nazli F1 X 281.6.A (F6) ve Nazli F1 X 283.1.1 (F6)
melezlerine ait DNA orneklerinde ise sadece 680 bp biyiikliiginde DNA pargasi
cogaltildig1 i¢in homozigot dayanikli oldugu belirlenmistir. ‘“Nazli F1°° ve ‘‘Alsancak
F1”* ¢esitlerine ait DNA 6rneklerinde ise sadece 600 bp biiyiikliigiinde DNA pargasi
cogaltildigi i¢in ¢ekinik sw-5 genini homozigot olarak tasidigi i¢in bu ¢esitlerin TSWV

hastaligina duyarli oldugu goriilmiistiir.

=
:Q
=
<
p=
A
‘:E
=
2
=
)
<
Z
A

Alsancak F1

Nazli F1 X 281.6.A (F2)
Nazli F1 X 283.1.1 (F2)
Nazli F1 X 281.6.A (F6)
Nazli F1 X 283.1.1 (F6)

281.6.A
283.1.1
Nazli F1

Sekil 4.8. Ncsw-012 molekiiler isaretleyicisine ait goriintiisii (1 kb DNA ladder
kullanilmistir.)

NCSw-012 molekiiler isaretleyicisi Sw-5 geninin dominant allelini tasimayan bitkiler
DNA o6rnekleri ile 1000 bp biiyiikliiglindeki DNA pargasini ¢ogalttigi bilgisi verilmistir.
(Panthee ve Ibrahem 2013). NCSw-012 molekiiler isaretleyicisi ‘‘Nazli F1’’ ve
““‘Alsancak F1’> DNA ornekleri 1000 bp biiyiikligiinde DNA parcasi ¢ogalttigi i¢in
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duyarli oldugu tespit edilmistir. Nazlt F1 X 281.6.A (F2) ve Nazli F1 X 283.1.1 (F2)
genotiplerine ait DNA 6rnekleri ¢ift bant goriintiisii vermistir. Nazli F1 X 281.6.A (F2)
ve Nazli F1 X 283.1.1 (F2) genotipleri tezin referans kaynaginda belirtilen bant
goriintiistinii vermistir (Panthee ve Ibrahem 2013). Dominat bir molekiiler isaretleyici
olan NCSw-012 primeri i¢in 281.6.A ve 283.1.1 hatlar1 ve Nazli F1 X 281.6.A (F6) ve
Nazli FI X 283.1.1 (F6) melezleri hakkinda dayanikli veya duyarli olduguna dair kesin

bir yorum yapilamamaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde artan niifus ile birlikte besine olan ihtiya¢ da giderek artmaktadir. Tarimsal
alanlarda iiretimi engelleyen birgok faktér mevcuttur. Ulkemizde en ¢ok iiretimi yapilan
sebze olarak domates 6nemli bir konumdadir. Ulkemiz domates iiretim alanlarinda en
fazla zarar yapan viriis zararlarinin basinda domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV)
gelmektedir. Bir¢ok kiiltiir bitkisinin, siis bitkilerinin ve yabanci otlarin konukguluk
yapmasi ve ¢ok kolay tasiniyor olmasindan dolayr bilyiilk ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Virisler ile dogrudan kimyasal miicadele yontemi gilinlimiizde mevcut
degildir. Ancak virlislerin tastyicis1 olan vektorlerle kimyasal miicadele yontemi
uygulanabilmektedir. Kimyasal miicadele tek basina zor ve pahali bir miicadele
yontemidir. Son yillarda tilkemiz ve diinyada TSWV {izerine yapilan arastirmalarda artis
oldugu goriilmektedir. TSWV ile miicadele de tek basina bir yontemle miicadele etmenin
miimkiin olmadig1 ortaya koyulmustur. Birgok miicadele yonteminin bir arada entegre
olarak kullanilmasi ekonomik zarar seviyesinde onemli diistisler saglamaktadir. TSWV
ye karst en ekonomik ve basarili yontemin ise dayanikli gesitlerin kullanilmasi oldugu

ifade edilmisitr.

““Nazli F1”* pembe domates ¢esidinin TSWV’ ye hassas oldugu mekanik inokulasyon,
serolojik testleme ve molekiiler isaretleyici yardimiyla tespit edilmistir. 281.6.A ve
283.1.1 1slah hatlari ile ‘“Nazli F1° ticari ¢esidinin melezlenmesi ile Sw-5 geninin ‘“Nazli
F1’ c¢esidine aktarilmasi ve TSWV’ye dayanikli pembe domates ¢esitlerinin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Yapilan melezlerden tohumlar alinmistir. Bu tohumlardan
elde edilen fidelerden yaprak Ornegi alarak molekiiler laboratuvarinda TSWV’ye karsi
dayaniklilik saglayan Sw-5 geninin hangi melezlere aktarildigi hem serolojik hem de
molekiiler isaretleyiciler ile tespit edilmistir. Heterozigot olarak elde edilen bireylerin
kendileme yontemi ile saflastirma islemi gergeklestirilmistir. F6 popiilasyondaki pembe
domateslerden alinan yaprak ornekleri molekiiler isaretleyiciler ile taranmistir. Tarama
sonucunda Sw-5 geninin aktarildigi homozigot, dayanikli pembe domates hatlar tespit
edilmistir. Molekiiler isaretleyicileri tasiyan hatlarin yapilan serolojik testlemeler
sonucunda da dayanikli oldugu goézlemlenmistir. Mekanik inokulasyon ve serolojik
testleme yontemi de molekiiler isaretleyici ile tarama sonuglarini destekler niteliktedir.

Ayn1 zamanda SCAR molekiiler isaretleyiciSi ve serolojik testlemeler klasik 1slah
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metotlarina gore, 1slah hatlarinin taranmasinda siirecin kisalacagini ve is giiciiniin

azaltilabilecegini gostermistir.

Bu tez calismasinda pembe domateste Sw-5 geni tasiyan melez ve hatlarin tespiti
gerceklestirilmistir. TSWV” ye karst dayaniklilik saglayan Sw-5 geninin 8 farkli ¢esit ve
genotipte var olup olmadigi SCAR isaretleyicisi yontemi ile 2 farkli primer kullanarak
tespit edilmistir. Ncsw-003 primeri ile yapilan tarama sonucunda 6 dayanikli ve 2 hassas
birey tespit edilmistir. Nesw-012 molekiiler isaretleyicisi hassas ve dayanikli bitkileri
ayirt edememistir. Bu molekiiler isaretleyicisinin tez konusu bitki materyallerinde
caligmadig tespit edilmistir. Yapilan tiim molekiiler caligmalar mekanik inokulasyon ve
serolojik testleme yontemi ile test edilip giivenirligi test edilmistir. Elde edilen sonuglar

molekiiler tarama sonuglarini desteklemis ve giivenirligini ortaya koymustur.

Tez ¢caligmasinin referans kaynagi olan Panthee ve Ibrahem (2013), yaptiklar1 ¢calismada
domates genotipleri 2 SCAR ve 2 CAPS isaretleyicisi ile TSWV dayanikliligini test
etmistir. SCAR isaretleyicisi i¢in NCSw-003 (esbaskin) ve NSCw-012 (baskin)
primerleri CAPS isaretleyicisi i¢in NCSw-007 (esbaskin) ve NCSw-011 (esbaskin)
primerleri ile taramasi1 gerceklestirilmistir. NCSw-003 primeri i¢in 10 homozigot, 8
duyarli ve ticari bir ¢esit olan “Crista” heterozigot dayanim gostermistir. NCSw-012 8
genotip hassas bant boyutu verirken ticari gesit olan ‘“Crista’’ ¢ift bant goriintiisii vermis
ve dayanikli oldugunu belirtilmistir. NCSw-007 primeri i¢in 9 adet dayanikli, 8 adet
hassas bant goriintiisii verirken ticari ¢esit “‘Crista’’ ¢ift bant goriintiisii vermistir. NCSw-
011 9 adet heterozigot, 8 adet hassas bant goriintiisii elde edilmistir. ‘Crista’’ ticari ¢esiti
3 farkli bant goriintiisii vermistir. Dort molekdiler isaretleyicisinin hepsinin Sw-5 lokusu
ile iliskili oldugunu bulurken NCSw-012 Sw-5b icin spesifik ve NCSw-011 Sw-5a igin
spesifik oldugunu belirtmislerdir. Sw-5b’ nin domateste TSWV’ ye diren¢ kazandirmak
i¢in yeterli oldugu yaptiklar1 ¢alismalarda belirtmislerdir. NCSw-012 1slah hatlarinin
taranmasi ve bunun saglanmasi i¢in giivenilir bir isaretleyici oldugunu belirtmislerdir. Bu
tez calismasinda ise kullanilan SCAR molekiiler isaretleyicileri ile yapilan testleme
sonuglarinda homozigot ve heterozigot bireyler ayrimlar1 yapilarak Panthee ve Ibrahem
(2013) yaptig1 ¢alisma ile benzer sonuglar elde edilmistir. Ncsw-003 (esbaskin) primeri
ile 4 homozigot dayanikli, 2 heterozigot dayanikli ve 2 hassas birey tespit edilmistir.

Ncsw-012 primeri (baskin) baglanmasi bolgesinin olmadigl i¢in belirleyici bir referans
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primer olmadigi anlagilmistir. Panthe ve Ibrahem ¢alismasinda ticari gesit olan ‘‘Crista’’
ya benzer bant goriintiisii Nazhi F1 X 281.6.A (F2) ve Nazli F1 X 283.1.1 (F2)

bireylerinde tespit edilmistir.

Koca (2012), yiiksek lisans tez ¢alismasinda 3 (Sw-5-2, CT220 ve Sw-5a-e) farkl
isaretleyici kullanarak 71 adet domates genotipinde Sw-5 genin varligi/yoklugunu
taramistir. Sw-5-2 isaretleyicisi ile taranan genotiplerde 15 dayanikli birey tespit
edilmigtir. CT220 isaretleyicisi ile yapilan tarama sonucunda 46 dayanikli birey tespit
edilmistir. Sw-5a-e isaretleyicisi ile yapilan taramalar sonucunda ise 65 adet dayanikli
birey oldugunu tespit etmistir. Kullanilan igaretleyicilerin gene spesifik olmasiyla iligkisi
olacagi ve taranmasi yapilan domates hatlarinda dayanikli birey sayisinda azalma oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle tek isaretleyici ile taramanin dogru sonuglar vermeyecegi
taramanin birden fazla isaretleyici ile yapilmasinin daha saglikli ve giivenilir sonuglar
verecegini gostermistir. Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda yapilan taramalarda kullanilan
NCSw-003 SCAR isaretleyicisi hastalik dayaniminin aktarildigini ve bir birleri ile
ortlisen sonuglar verdigini ortaya konmustur. Ayni zamanda hastalik dayanim geninin
(Sw-5) bireylere aktarilmasi hastaliga karsi direncinin test edilmesi adina mekanik
inokulasyon yontemi ile desteklenmistir. Bu sayede aktarilan genin ¢aligma durumu ve

giivenilirligi test edilmistir.

Tamamlanan bu tez calismasi kapsaminda TSWV hastaligina dayanikli ve hassas
domates c¢esit ve 1slah hatlar1 basari ile hem serolojik hem de molekiiler isaretleyiciler ile
belirlenebilmistir. Molekiiler isaretleyici ve seralojik testleme ile dayanikli oldugu tespit
edilen domates ¢esit ve 1slah hatlar1 hastalik bulastirma sonrasinda hastalik belirtileri
gostermemistir. Elde edilen bulgular TSWV hastaligina dayanikli yeni hibrit domates
cesitlerinin gelistirilmesinde dayanikli ebeveyn hatlarin se¢imi noktasinda islahgilara

katk1 saglayacaktir.
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