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Domatesin en 6nemli bakteriyel hastaliklarindan olan bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1
ekonomik iriin kayiplarma neden olmaktadir. Hastaligin kontroliinde kimyasal miicadele ve
kiiltiirel uygulamalar yetersiz kalmakta olup bakteriyel kanser hastaliginin kontrolii i¢in en
uygun yontem dayanikli ¢esitlerin kullanimidir. Bu ¢aligmanin amaci; bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaligina karsi dayanikli yabani domates hatlarini ortaya koymak ve kiiltiir
domateslerinde olusturulan kimyasal mutasyon sonucu elde edilen mutantlardaki dayaniklilig
Mendel genetigini tersten ele alarak karakterize etmektir. Kimyasal mutasyona ugratilan EBR3
orijinal domates hattindan elde edilen M3-9 ve M3-15 domatesleri bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalig1 etmeni Clavibacter michiganensis subsp michiganensis isolat 2 (Cmm2)'ye
kars1 dayaniklilig1 genetik olarak saglamaktadir.
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Bacterial canker and wilt disease, one of the most destructive diseases of tomatoes cause
economic loss on tomato crops. Chemical control and cultural practices have inadequate
methods to control the bacterial canker and wilting disease. However, the most appropriate
method for the control of bacterial canker is the use of resistant varieties. This study aims to
reveal resistant wild tomato lines and to characterise resistant mutants to bacterial canker
disease with applying reverse Mendelian genetics. Chemical mutation on EBR3 tomato line
exhibited resistant M3-9 and M3-15 mutant tomatoes to bacterial canker pathogen Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis isolate 2 (Cmm2). The promising mutants have provided
genetic resistance to the bacterial pathogen.

1. Giris

Anavatan1 Giiney Amerika’nin orta ve giiney kisimlari
oldugu bilinen domates (Solanum lycopersicum L.) diinyada
tarim en fazla yapilan sebzelerden biridir. Kiiltiir domatesi
Amerika’dan Avrupa’ya, oradan da Afrika’ya ge¢mistir. Bugiin
kiltirii  yapilmig  olan domateslerin  S. habrochaites, S.
peruvianum ve S. pimpinellifolium’dan  faydalanilarak
gelistirildigi, ana materyalin ise S. peruvianum oldugu
bilinmektedir (Vural ve ark. 2000). Domatesin Orta Amerika ve
Giliney Meksika’da ¢ok sayida tiir ve g¢esidi bulunmaktadir.
Amerika kitasinda, ekvatorun 30° kuzey enlem ve 30° giiney
enlem smirlari arasinda kalan bolgeler domatesin anavatani
kapsami icerisinde kalmakta ve Giiney Amerika’nin bati
kiytlarinin ~ domatesin  anavatanmnin = merkezi  oldugu
bildirilmektedir (Giinay 2005). Domatesin orijini olan Peru,
Bolivya ve Ekvator’dan 16. yiizyilda ispanyollar tarafindan
Avrupa’ya getirilerek yetistirilmeye baglanmustir (Kiigiiker
1994). Avrupa’ da uzun siire zehirlidir diye ¢ekinilen domates
daha sonra kiiltiir bitkisi olarak kabul gormiistiir (Ekinci 1972).

Anadolu’ya 150 yil once getirilmis olup giiniimiizde yaygin
olarak yetistirilmekte ve sevilerek tiiketilmektedir (Yazgan ve
Fidan 1996).

Diinya domates iiretimi 2010 yilinda 145.751.507 ton (1)
olup 10.052.000 t iiretim ile en ¢ok domates iiretimi yapan
tilkeler i¢inde Tirkiye 4. sirada (Cizelge 1.) yer almaktadir
(FAO 2012). Bu kadar ¢ok iiretimi yapilan domateste ekonomik
kayiplara neden olan faktorlerin basinda bitki hastaliklari
gelmektedir (Agrios 2005). Domateslerde fungal ve viral
hastalik etmenlerinin yani sira pek ¢ok bakteriyel etmen de
onemli iiriin kayiplarma neden olmaktadir (Karaca ve Saygili
1982). Domateste hastalik olusturan bakteriler Pseudomonas,
Xanthomonas, Clavibacter, Erwinia, Agrobacterium ve
Ralstonia cinsleri igerisinde yer almaktadir (Ustiin 2008). Bu
bakteriyel hastaliklardan biri de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (Smith) Davis et al.’in (Cmm) neden
oldugu bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligidir. Bakteriyel
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Cizelge 1. Diinya'da en ¢ok domates iiretimi yapan 5 iilkeye ait 2010 y1l tiretim istatistikleri (FAO 2012).

Table 1. The most tomato producer 5 countries at 2010 and their tomato production statistics (FAO 2012).

Diinya Siralamas1 Ulke Ekim Alani (Hektar) Uretim (Ton)
1 Cin 871.235 41.879.684
2 Amerika Birlesik Devletleri 159.200 12.902.000
3 Hindistan 619.800 11.979.700
4 Tiirkiye 304.000 10.052.000
5 Misir 216.385 8.544.990

solgunluk ve kanser hastaligi tohum kaynakli olmasi nedeniyle
savagimi gii¢ hastaliklardandir (Erkan 1988). Etmen domates
disinda fasulye, bezelye, misirda da {iiriin kayiplarina neden
olmaktadir (EPPO 2012).

Bakteriyel kanser hastalik etmeni kisi tohumlarda ya da
toprakta kalan bitki artiklarinda gegirebilmektedir. Hastalik
etmeni genelde tohum ile taginmakta olup tohum gelistikge
bakteri de bitki tizerinde once kotiledon yapraklara ya da ger¢ek
yapraklara gecerek sistemik olarak hastalik yapmaktadir.
Bakteriyel kanser hastalik etmeni Cmm dogal aciklik ve
yaralardan, 6zellikle kiiltiirel islemler (6rnegin ipe alma, meyve
toplama) esnasinda olusan yaralardan kolayca bitkiyi enfekte
edebilmektedir. Hastalik etmeni bakteriler bitki igerisine
girdiginde xylem'de hizla ¢ogalarak floem iletim sisteminin
¢Okmesi ve 6z kisminin bosalmasi seklinde belirtiler gosterir.
Yapraklarda tek tarafli solgunluklar, gévdede kanserler goriiliir.
Hastaliktan etkilenen solgun yapraklar kahverengileserek
oliirler (Agrios 2005).

Hastaliga karsi alinabilecek miicadele Onlemleri, bu
hastaligin primer inokulum kaynagi olan tohum kabugu veya
embriyoda bulunan bakterileri elemine etmeye yoneliktir
(Ozaktan 1991). Ancak uygulanabilirligi kabul edilmis olan
tohum uygulamalari da Cmm’e karst her zaman etkili
olmamakta, kiiltiirel onlemlerle birlikte iireticiler yogun olarak
kimyasal kullanimina yonelmektedir. Kimyasallarin
kullaniminin kolay, ¢abuk ve gozle goriilebilir sonuglar vermesi
gibi Ozelliklere sahip olmasina ragmen hem iiriin maliyetini
artirmasi hem de g¢evre ve Oteki canlilara verebilecegi zararlar
yiiziinden her gegen giin kisitlanmaktadir (Ozcan ve ark. 2001).
Bakteriyel kanser hastaliginin kontroliinde en giivenilir yontem
dayanikli domates ¢esitlerinin kullanilmasidir. Fakat domatesin
anavatani Tiirkiye olmadig1 i¢in bu bitkinin binlerce yildir dogal
diigmanlar ile birlikte yasayan yabani akrabalarinin bakteriyel
hastaligin kontroliinde kullanilmast zorunlulugu vardir. Ciinkii
domates basta Avrupa olmak iizere diinya iilkelerine yayilirken
hastalik ve zararlilara dayanikli olan ¢esitler se¢ilmemis, bu
cesitlerin yerine insanlarin istekleri dogrultusunda daha lezzetli,
iri domates meyveli ve ekonomik 6nemi iistiin olan domates
tirleri  dretilmigtir. Dolayisiyla domatesin  yeni {iretim
alanlarinda baslangigta 6nemli olmayan hastaliklar cevresel
sartlarin da etkisiyle epidemi yapmaya baslamistir.

Domatesin orijini olan Latin Amerika'dan 1950'li yillardan
itibaren sistemik olarak domatesin tiim yabani tlrleri ve
akrabalar1 toplanmaya baglamistir (TGRC 2012). Bakteriyel
kanser ve solgunluk hastaliina dayanikli domatesin yabani
akrabalarmin bulundugu rapor edilmistir. Fakat Tirkiye'de ticari
domates cesitleri igerisinde bu bakteriyel kanser hastaligina
dayanikli ¢esitler bulunmamaktadir. Bu cesitler bazi yillar
uygun nem ve sicaklikta epidemiler yaparak tiim domates
iretim alanlarinda biiyiikk kayiplar olusturmaktadir. Nitekim
2010 yilinda Tiirkiye'nin domates liretim alanlarinda bakteriyel
kanser etmeni Cmm salginlar olusturmus bunun sonucunda
tretiminin  diismesi sonucu domates fiyatlar1 astronomik
rakamlara ¢ikmustir.

Domateste bakteriyel kanser hastalik etmenine karst
dayanikli kiiltiir domatesleri iiretebilmek igin erken yaniklik
hastaligina dayamikli (Early Blight Resistant 3: EBR3) fakat
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina hassas, ekonomik
ozellikleri iyi olan EBR3 domates hatt1 kimyasal mutasyona
ugratilarak olusturulan bir bazlik mutasyon sonucu bakteriyel
kanser Cmm2 hastalik etmenine dayanikli domates mutantlari
taranmistir. Bu makalenin amaci, yapilan mutasyon ve
sonrasinda taranan mutantlardaki fenotipik, genetik ve
dayanikliligin karakterizasyonunu ortaya koymaktir.

2. Materyal ve Metot

Calisma 2008-2010 yillarinda Tokat domates {iretim
alanlarinda bakteriyel kanser hastalik etmenin salgin yapmasiyla
bu hastaliga karsi genetik olarak dayanikli domates gesitlerinin
iretimi  hedeflenerek  baslanmistir.  Domatesin  yabani
akrabalarmin  testlenmesi sonucu yabani domateslerden
dayanikli genotipler bulunmus fakat bu genotiplerden kiiltiir
domateslerine dayaniklilik genin aktarilmasinin hem giic hem
de mevcut Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO)
yonetmeligine gore dayanikli transgenik bitkilerin iireticinin
emrine sunulamayacag diisiiniilerek ¢aligmalara baslanmstir.

2.1. Calismada kullanilan test bitkileri

Calismada kullanilan domates NCEBR 1-6 hatlar1 Prof. Dr.
Randy GARDNER (Horticultural Science, North Carolina
University, USA) tarafindan hediye edilmistir. Yabani domates
tohumlar1 ve kiiltiir domates tohumu NC84173 University of
California tarafindan olusturulan Tomato Genetics Resource
merkezinden (http://tgrc.ucdavis.edu) temin edilmistir. Ticari
domates Esin ¢esidi Zeraim Gedera (Samsun), Suvari, Newton
ve Alkan cesitleri Yiiksel Tohumculuk (Antalya) firmalarindan
temin edilmistir.

2.2. Bitkilerin yetistirilmesi

Kiiltiir, yabani ve mutant domateslerin tohumlar1 viyollere
ekilmistir. Viyollerde ¢imlenen ve 2-3 ger¢ek yaprakli doneme
ulasan domates fideleri igerisinde buhar ile sterilize edilmis torf
bulunan 7 numarali saksilara sasirtilmistir. Saksilardaki bitkiler
Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji laboratuvari serasinda 16 saat (h)
glindiiz, 8 h gece 1giklanmaya sahip, % 50 nispi nem igeren,
2243°C derecede tutulan kontrollii ortama yerlestirilmistir.
Bitkilerin sagliklt gelisebilmesi i¢in topraktan ve yapraktan
besin maddeleri takviyesi yapilmistir.

2.3. Bakteriyel kanser ve solgunluk bakterilerinin temini

Bakteriyel etmen Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’ in en viriilent straini olan Cmm2 Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’dan temin edilmistir.

2.4. Bakteriyel hastalik etmeninin besi ortaminda gelistirilmesi

Besi ortami Glucose Yeast Carbonate Agar (GYCA): 5 ¢
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glucose, 5 g yeast ekstrakt, 40 g kalsiyum karbonat sirasiyla
tartilarak igerisine distile su (dsH,O) eklenmistir. Besi ortaminin
pH’st 7.2’ye ayarlanarak toplam 1 litre suya tamamlanmistir.
Sonrasinda karigima 15 g agar ilave edilmistir. GYCA besi yeri
121°C’de 1 atm basingta 20 dk. otoklav edildikten sonra oda
sicakligindaki besi ortamu steril plastik petrilere dokiiliip
donmasi saglanmugtir. Stokta bulunan Cmm?2 izolatindan 6ze ile
alinarak steril kabinde GYCA besi ortamina 3’li ¢izimi
yapilmustir. Petri kaplart ekim yapildiktan sonra etrafi streg film
ile sarilip patojenin geligsebilmesi i¢in en uygun sicaklik olan
28°C’de etiivde 3 giinliik siire ile bekletilerek bakterilerin
gelisimi saglanmustir.

2.5. Patojenisite testleri

Patojenisite testleri hastalik etmenine dayanikli ve hassas
domates bitkilerini ortaya koyabilmek icin yapilmistir. Bu
amagla steril sartlarda besi ortaminda gelistirilen Cmm2
izolatlar1 steril bir kiirdan yardimiyla alinarak 5-8 gergek
yaprakli  domates  fidelerinin  g6vdelerine ilistirilerek
inokulasyonlar gergeklestirilmistir (Y1ldiz 2007). Kontrol olarak
bakteriyel kansere ¢ok hassas orijinal EBR3 domates hatti
se¢ilmisti. Bu EBR3 domates hatti, ticari domatesler ve
kimyasal mutasyona ugratilan mutant (M2, M3, M4 ve M5)
populasyonlari patojenisite testlerinde kullanilmistir. Kontrol
olarak hem mutantlar hem de orijinal EBR3 domates bitkileri
steril su igerisine batirilmis kiirdanin bitkiye ilistirilmesiyle
inokulasyon saglanmugtir. Aksi belirtilmedikge, her deneme igin
en az 10'ar adet orijinal ve mutant domates bitkileri kontrol
olarak kullanilmugtir.

2.6. EBR3 domates hattinin kimyasal mutasyona ugratilmasi

Cmm2’ye karst hassas olan EBR3 domates hattinin
mutasyona ugratilarak dayanikli mutant tohumlarin elde
edilmesi amaglanmustir. Oncelikle 200 adet domates tohumu 8-
10 saat boyunca 1slak kurutma kagidina konmustur. Daha sonra
20 ml distile su igerisine % 0,5 ethyl methanesulfonate (EMS)
solisyonu hazirlanmig ve tohumlar 12 saat boyunca
calkalayicida bekletilmistir. EMS mutajeni C/G’nin T/A’ya
doniisiimiine sebep olan bir bazlik mutasyon olusturan bir
kimyasaldir. Calkalayicida 12 saat karigtiktan sonra tohumlar
EMS soliisyonu igerisinden alinarak ¢esme suyunda 10 dakika
(d) boyunca yikanmigtir. EMS soliisyonuna ise 150 ml 1M
NaOH ilave edilerek notr hale getirmek amaciyla bir giin
bekletilerek EMS ortamdan uzaklagtirilmistir. Cesme suyunda
yikanan tohumlar petri igerisinde kurutma kagidi {izerine
alinarak 1-2 saat kurutulmustur. Ayn1 giin icerisinde tohumlar
viyollere ekilerek sera sartlarinda yetistirilmistir. Mutant
tohumlarin ekimden 8 giin sonra ¢imlendikleri gozlenmistir.
Mutasyona ugratilan 200 tohumdan tiimii ekilmis, 191 tanesi
¢imlenerek saksilara sagirtilmistir.

2.7. M2 bitki tohumlarmmin eldesi ve bitkilerin Cmm?2 ile
inokulasyonu

Ekilen M1 bitkileri kontrollii sartlar altinda biiyiitiilerek
meyvelerinden 4000 adet M2 bitki tohumu elde edilmistir. Elde
edilen M2 bitki tohumlar1 karistirilarak  bir  bulk
olusturulmustur. Bu bulktan 600 adet mutant domates tohumu
Biyoteknoloji serasinda viyollere ekilmistir. Ekilen tohumlardan
¢imlenen 500 adet bitki bilyiik saksilara sasirtilmistir. Saksilara
sagirtilan 500 fideden 50 tanesi kontrol olarak ayrilmis, 450 fide
ve 30 orijinal EBR3 fidelerine steril kiirdan yardimiyla Cmm2
inokule edilmistir. Inokulasyonun basaris1 icin kiirdan ile
inokule edilen bitkilere inokulasyondan 10 giin sonra gévdenin

koke yakin kisimlarindan her bitkiye 5 ml olmak iizere enjektor
ile Cmm2 bakteri soliisyonu uygulamasi yapilmigtir. Kontrol
olarak ayrilan 50 adet M2 fidesi ve 20 adet EBR3 orijinal
bitkilerine sadece steril distile suya daldirilmis kiirdan ile
inokulasyon gergeklestirilmistir.

2.8. Diger M3, M4 ve M5 populasyonlarinin olusturulmasi

Patojeniste testlerinden gegirilen M2 mutant bitkilerinden
bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni Cmm2'ye dayanikli
bulunan 15 adet bitkinin domates meyvelerini olusturmasi
saglanmistir. Meyve olusturan M2 mutant domateslerinden elde
edilen  tohumlar M3  populasyonunundaki  bitkileri
olusturmustur. Elde edilen M3 populasyonundaki 15 mutant
icin her birinden 10'ar adet bitki yetistirilerek bitkilerin yarisi
Cmm2 ile diger yarist da kontrol olarak dsH,O ile test
edilmistir. Fenotipik olarak Cmm2'ye iimitvar dayanikli M3-9
ve M3-15 mutant bitkilerinin  domates meyvelerini
olusturmasma izin verilerek once M4 ve sonrasinda M5
populasyonlar1 {iretilmistir. Burada M4 ve M5 populasyonlari
iiretilirken agilmanmig domates c¢icekleri parsdmen melezleme
kagitlarma alinmamug, biyoteknoloji serasi igerisinde diger
orijinal EBR3 ve ticari ¢esitlerle tozlanmasina izin verilmistir.
Patojenisite testlerinde dayanikli bulunan timitvar M3-9 ve M3-
15 mutant bitkileri kontrolleri ile birlikte Cmm2 bakterisiyle M4
ve M5 generasyonlarinda testlenmistir.

2.9. Bitkilerin melezlenmesi

Umitvar dayanikh bulunan M3-9 ve M3-15 domates
bitkileri ¢iceklenme donemine geldiginde birbirleriyle
melezlenerek F; hibrit melez bitkileri olusturulmustur.
Melezleme igleminde her iki ebeveynin tamamen agilmig
cigeklerinden petri igerisine polen tozlari alinmistir. Petri kabi
icerisindeki polenler hafifce ezilip toz haline getirilerek
kullanima hazir hale getirilmistir. Umitvar dayanikli ebeveyn
bitkilerinin tam agilmamis olan ¢igekleri bir pens yardim ile
once tag ve ¢anak yapraklart agilmistir. Daha sonra polen ana
hiicreleri disicik borusuna zarar vermeden, disicik borusu yalniz
kalacak sekilde uzaklagtirilmigtir. Yalniz birakilan disicik
borusuna hazirlanmis olan diger bitkinin (donor) polenleri
degdirilerek tozlanma iglemi gergeklestirilmistir. Melezleme
yapilan ¢icek, yabanci tozlanmayr engellemek i¢in parsdmen
kagidindan yapilan 15181 ve havayr gegiren, kese kagitlara
konularak kapatilmigtir. Melezleme isleminin basarili olabilmesi
icin bu islem bir giin aralikla 3 defa tekrarlanmis ve bir bitkide
en fazla ii¢ tane ¢igege melezleme yapilmustir.

3. Bulgular

3.1. Hassas ve dayanikli yabani domatesler

Domates Genetik Kaynaklar Merkezinden (TGRC) temin
edilen domatesin yabani akrabalart Cmm2 ile test edildikten
sonra bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina dayanikli ve
hassas yabani domatesler belirlenmistir (Cizelge 2). Calismada
kullanilan 15 adet yabani domates hattinin (accession) 2 adedi
(LA1054 ve LA1318) Cmm2'ye ¢ok dayanikli bulunurken
(Cizelge 2), 7 adedinin (LA1362, LA1352, LA1365, LA1395,
LA1377, LA1149 ve LA1033) orta (intermediate) dayanikli
(Cizelge 2), 4 adedinin (LA1342, LA1393, LA1579, LA1265)
orta hassas ve 2 adedinin (LA1391 ve LA1106) ¢ok hassas
oldugu ortaya konmustur (Cizelge 2). Ozellikle ¢ok hassas
fenotipler inokulasyondan 7 giin sonra yapraklarda yogun
solgunluk olustururken ¢ok dayanikli fenotiplerde herhangi bir
solgunluk simptomuna rastlanmanustir. Inokulasyondan 15 giin
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sonra ¢ok dayanikli (LA1054 ve LA1318) yabani domatesler
disindaki tiim domatesler 6lmdistiir.

3.2. Cmm?2've dayanikli mutant bitkilerin bulunmasi

Hassas EBR3 domates bitkilerine yapilan EMS mutasyonu
sonucu bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina dayanikli
mutant bitkilerin bulunmasi olduk¢a uzun bir siirectir. Dayanikli
M2 ve M3 mutantlarin elde edilmesi c¢alismalar1 detaylariyla
Calis ve ark. (2012)'de verilmistir. Burada patojenisite testleri
M3-9 ve M3-15 mutantlarinin bakteriyel kanser hastaligina
kars1 dayanikli fenotipler olmasi nedeniyle bu 2 bitkideki
dayanikliligin  genetik karakterizasyonunu ortaya ¢tkarma
zorunlulugunu olugmustur. Bu nedenle materyal ve metot
kisminda  belirtildigi  gibi  calismalar M4 ve M5
populasyonlarma tasinmugtir. Umitvar dayamkl bulunan M3-9
ve M3-15 mutant domates cesitlerinin M4 populasyonunda

Cmm2 ile testlenmesi sonucunda M4-9 mutant bitkilerinden test
edilen 20 bitkiden 5 tanesi Cmm2'ye karsi hassas fenotipler
olusturmustur. Fakat Cmm2 ile inokule edilen 20 adet M4-15
mutant bitkisinin timi dayanikli fenotipler gostererek bu
bitkilerde bakteriyel solgunluk ve Kkanser simptomlar
bulunmamustir.  Patojenisite testlerinden gegirilen M4-15
dayanikli mutant bitkilerinin tiimiinden, M4-9 mutantlarin
dayanikli fenotip gosterenlerden tohumlar alimarak MS5
populasyonlart olusturulmustur. Hassas fenotipe sahip M4-9
bitkileri atilmistir. Umitvar dayanikhi bitkilerden yetistirilen
20'ser adet M5-15 ve M5-9 domates bitkileri yeniden Cmm2 ile
test edildiginde M5-15 ve M5-9 domates mutantlarinin timii
hassas fenotipler gstermistir (Sekil 1). Umitvar M3-9 ve M3-
15 mutant bitkilerinin M5 populasyonunda tamamen hassas
fenotipler gostermis olup bu mutant domateslere ortamda
bulunan orijinal EBR3 ve ticari domateslerden (Esin, Siivari,

Cizelge 2. Patojenisite testlerinde kullanilan yabani domates hatlarmm Cmm2'ye kars1 fenotipik reaksiyonlari.

Table 2. Phenotypic reactions of tomato accessions which were tested with Cmm?2 in pathogenesis analysis.

Cmm2 ile test edilen domateslerin fenotipleri

Cok dayanikli Orta dayanikli Orta hassas Cok hassas
LA1054 LA1362 LA1342 LA1391
LA1318 LA1352 LA1393 LA1106

LA1365 LA1579
LA1395 LA1265
LA1377
LA1149
LA1033

CONTROL

150M

EBR)

Sekil 1. Patojenisite testlerinde kullanilan, kontrolsiiz olarak orijinal EBR3 ve diger ticari domateslerle melezlenmelerine izin verilerek olusturulmus
M4 ve M5 populasyonu mutantlarm Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis isolat 2 (Cmm2) ve distile steril su (kontrol) ile

inokulasyonundan 15 giin sonraki fenotipleri.

Figure 1. Original tomato EBR4 plants, M4 and M5 populations which were pollinated with other commercial plants were inoculated with
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis isolate 2 (Cmm?2) and distilled sterile water as positive control and their phenotypes at 15

days post inoculation.
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Alkan ve Newton) gelen polenler sonucunda cekinik kalitim
gosteren dayaniklilik lokusunun baskilandigi anlagilmaktadir
(Sekil 1).

3.3. Umitvar dayamikli mutantlarda kalitim

Umitvar dayamkli M3-9 ve M3-15 mutantlar1 tekrar test
edilip agmayan ¢i¢ekleri materyal ve metotta belirtilenin aksine
parsomen kagidindan yapilan melezleme torbalarina alinarak
kendilenmeye birakilmigtir. Buradan elde edilen M4-9 ve M4-
15 mutant bitkilerinin Cmm?2 ile inokulasyonlar1 sonucunda tim
test edilen bitkiler dayanikli bulunmustur (Sekil 2). Mutasyon
sonucu Umitvar bulunan bu 2 mutandin birbirleriyle
melezlenmeleri (M4-9 @ x & M4-15 veya M4-15 @ x M4-9 &)
gerceklestirilmistir. Fakat bu mutantlarmm melez populasyonu
olan bitkilere heniiz patojenisite testleri uygulanmamustir. Diger
taraftan imitvar dayanikli olan M4-9 ve M4-15 mutantlarin
farkli ticari domates ¢esitleri ile melezlenmesi sonucunda
mutant  bitkilerin  genetik  zenginlikleri  artirilmaktadir.
Melezlemeler sonucunda olusturulan M4-9 ve M4-15
mutantlarinin  F; bitkilerine uygulanacak patojenisite testleri
sonucunda bu iki mutant bitkideki dayaniklilik karakterize
edilecektir. Patojenisite testlerinde olusturulan F, bitkileri
hassas ise mutasyonun farkli yerlerde oldugu, dayanikl: ise ayni
yerde oldugu anlagilacaktir. Ciinkii farkli mutasyonlara sahip
bitkilerde ¢ekinik karakterde kalitim gdsteren genin orijinal
allelleri bulunacagindan M4-9 ve M4-15 mutantlarinin farkli
oldugu, aynt mutasyona sahip bitkilerin ise aym alleleri F;
populasyonuna aktaracagindan M4-9 ve M4-15 mutantlarmimn

ayni yerde genetik mutasyona sahip oldugu tasdik edilecektir.

4. Tartisma ve Sonu¢

Domates genetik kaynaklar merkezinden (TGRC) temin
edilen 17 farkli yabani domates hatti1 iizerinde gerceklestirilen
patojenisite testleri sonucunda 2 adet yabani domates hattinin
Cmm2'ye ¢ok dayanikli oldugu bulunmustur. Bu 2 dayanikli
yabani domates hatti iizerinde daha fazla genetik c¢alisma
yapilmamis olup Kkiiltiir domateslerinde bakteriyel kanser
hastaligimma  dayamikli  bitkilerin  bulunmasi  konusunda
caligtlmigtir. Domates {iretiminde Onemli {irlin kayiplarina
neden olan bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina karsi
genetik olarak dayanikli olan kiiltir domates mutantlarinin
varhigt bu caligmayla ortaya konmustur. Ozellikle kiiltiir
domatesi olan ve bakteriyel kanser hastaligina hassas EBR3
hattinin kimyasal mutajen EMS ile mutasyonu sonucunda M3-9
ve M3-15 bitkilerinin  Cmm2'ye karst M3 ve M4
populasyonlarinda dayanikliligi genetik olarak kontrol ettigi
bulunmusgtur.

Caligmalarda M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerinin orijinal ve
ticari domates ¢esitleri ile sera icerisinde dogal olarak polen
alis-verigine izin verilmis olup bu yolla elde edilen M4
populasyonunda M4-9 mutant bitkilerinin bir kismnin, M5
populasyonunda ise M5-9 ve M5-15 mutant bitkilerinin
timiinin  dayanikliligini  kaybettigi ortaya konmustur. Bu
sonuglar mutant bitkilerdeki dayanikliligin ¢ekinik (recessive)
karakterde  kalittm  gosterdigini  ortaya  koymaktadir.

Sekil 2. Patojenisite testlerinde kullanilan, kontrollii olarak dretilen M4-9 ve M4-15 mutant bitkilerinin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis isolat 2 (Cmmz2) ve distile steril su (kontrol) ile inokulasyonundan 15 giin sonraki goriiniimleri.

Figure 2. M4-9 and M4-15 mutant plants which were produced under controlled environment were inoculated with Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis isolate 2 (Cmm?2) and distilled sterile water as positive control and their phenotypes at 15 days post inoculation.
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Muhtemelen ¢ekinik karakterde bir genin bu mutantlarda
dayaniklilig1 kontrol ettigi, genin dominant allelinin bulundugu
durumlarda dayaniklilig1 kaybettigi anlagilmaktadir.

Kimyasal mutasyon sonucunda bakteriyel kanser ve
solgunluk etmeni Cmm2'ye dayanikli bulunan M3-9 ve M3-15
mutantlariin ayni ya da farkli genetik yapida oldugunu ortaya
koyacak olan melezlemeler gergeklestirilmis olup bu melezler
iizerinde heniiz patojenisite testleri uygulanmamustir. Kiiltiir
domateslerinde  kimyasal ~—mutasyon sonucu dayanikli
mutantlarin ters Mendel genetigi kullanilarak ortaya ¢ikarilmasi
ve timitvar dayanikli mutant bitkilerin kiiltiir bitkilerinde ortaya
konmas1 &nemli bir adimdir. Ozellikle iimitvar dayanikl
bulunan M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerinde olusturulan
mutasyon sonucunda hangi genetik yapinin degistirildigi ve bu
degisim sonucunda dayanikliligi saglayan gen ve bu genlerin
kodladig1 protein yapilari, iliski igerisinde bulundugu sinyal
yolunun ortaya konmas: gerekmektedir. Bu amacgla bugiine
kadar gergeklestirilen c¢aligmalarda kiiltiir domateslerinde
genetik olarak bakteriyel kanser hastaliginin  kontrol
edilebilecegi ortaya konmus olup molekiiler olarak dayaniklilig1
saglayan protein ve diger protein yapilarinin aydmlatilmasi
¢aligmalarma ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gelecekte gergeklestirilecek molekiiler ¢alismalar igin M3-9
ve M3-15 mutantlarinda genetik olarak arka plani
zenginlestirmek amaciyla ticari domates gesitleri ile kontrollii
melezlemeler yapilmaya baglanmistir. Bu mutant domateslerin
molekiiler markorler ile analizlerini kolaylastiracaktir.

Tesekkiir
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