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Bitki biyoteknolojisi giiniimiiz tarimsal faaliyetlerinde, 6zellikle bitki 1slah1 alaninda oldukga 6nem kazanmustir. Ozellikle
Diinya tarimi ig¢in énemli bir materyal olan domateste gerek verim gerekse kalite agisindan yogun bir sekilde 1slah
programi uygulanmaktadir. Domateste verim ve kalite kayiplarina neden olan etkenlerin basinda viral, bakteriyel, ve
fungal kokenli hastaliklar ve nematod gibi zararlilar gelmektedir. Bu kayiplarin iistesinden gelebilmek icin domates
1slahinda genetik dayanikli hibritlerin (Fi) gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Klasik 1slah siirecini hizlandirmak ve is
giiclinli azaltmak adina molekiiler markirlarin kullanilmasi yenilik¢i bir yaklasim olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢aligmada,
domateste sik goriilen bakteriyel (Bakteriyel Benek), viral (Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV), Domates Sari
Yaprak Kivircikligi Viriisii (TYLCV), Domates Mozaik Viriisii (ToMV)), fungal (Fusarium Solgunlugu, Vertisilyum
Solgunlugu, Gri Yaprak Lekesi, Ge¢ Yaniklik) ve nematod (Kok-ur Nematodu) kaynakli hastaliklara karsi dayaniklilik
genlerine bagli molekiiller markirlarin 1slah programina entegre ederek “markir destekli seleksiyon (MAS)”
gergeklestirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda farkli meyve tiiriine sahip (tekli (%42), salkim (%20), kokteyl (%18),
cherry (%7), kdy tipi (%8), beef (%3), plum (%2)) toplamda 2316 domates genotipi bu hastaliklara kars1 dayanim
durumlarinin tespiti amaciyla klasik PCR ve floresan isaretli sekans-spesifik prob temelli RT-PCR (gergek zamanli PCR)
yontemleri ile test edilmistir. Bu sayede domates yetistiriciliginde genetik dayanimin kullanilmasi ile daha hizli, giivenilir
ve ¢evre dostu bir iiretim modeli anlayisina katkida bulunulmustur. Bu ¢aligma sayesinde daha hizli, daha giivenilir ve
hastalik dayanimina sahip potansiyel hibrit adaylarinin gelistirilmesine katkida bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler marker, bitki 1slahi, seleksiyon, PCR
“MARKER ASSISTED SELECTION (MAS)” IN TOMATO BREEDING
ABSTRACT

Plant biotechnology has gained importance in today’s agricultural activities, especially in the field of plant breeding. In
tomato breeding, an intensive breeding program is applied in terms of both yield and quality. Viral, bacterial, fungal
pathogens, and nematodes are the leading causes of yield and quality losses in tomato cultivation. In order to overcome
these losses, it is crucial to develop hybrids (F:) that are genetically resistant to this group of diseases. The use of molecular
markers stands out as an innovative approach in order to accelerate the classical breeding process and to make multi-
disease resistant line development possible. In this study, “marker assisted selection (MAS)” was used to integrate
molecular markers related to resistance genes against bacterial (Tomato Bacterial Speck), viral (Tomato Spotted Wilt
Virus (TSWV), Tomato Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV), Tomato Mosaic Virus (ToMV)), fungal (Fusarium Wilt,
Fusarium Crown and Root Rot, Verticillium Wilt, Gray Leaf Spot, Late Blight) and nematode (Root Knot Nematode)
diseases in tomato a commercial breeding program. In this context, a total of 2316 tomato genotypes (loose (42%), trust
(20%), cocktail (18%), cherry (7%), marmande (8%), beef (3%), plum (2%)) were tested with classical PCR and
fluorescently labeled sequence-specific probe-based RT-PCR (real-time PCR) methods to determine their resistance
against these diseases. In this way, the use of genetic resistance in tomato cultivation has contributed to the understanding
of a faster, reliable and environmentally friendly production model. This study contributed to the development of potential
hybrid candidates with faster, more reliable and disease resistance.

Keywords: Molecular marker, plant breeding, selection, PCR

GIRIS 5.051.983 ha alanda 186.821.216 ton, Tiirkiye’de ise

181.879 ha alanda 13.204.015 ton domates iiretimi

Birgok varyeteye sahip olan domates (Solanum  yapildigi kaydedilmistir. Giiney Amerika orijinli olan
lycopersicum) Diinya’da ve iilkemizde en ¢ok tarimi  domates gilinlimiizde Asya (%62.6), Amerika
yapilan sebzelerin basinda gelmektedir. Diinyada (%13.1), Avrupa (%12.2), Afrika (%11.9) ve
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Okyanusya (%0.2) gibi diinyanin farkli bolgelerinde
yetistirilmektedir. Domates iiretiminde iilke bazinda
Cin ilk sirada yer alirken, sirasiyla bunu Hindistan ve
Tiirkiye takip etmektedir [1].

Gerek ekonomik gerekse sahip oldugu agronomik
Ozellikleri agisindan domates Diinya ¢apinda biiyiik
bir 6nem arz eden bir gida haline gelmistir.
Solanaceae familyasinin bir {iyesi olan domates disi
ve erkek organlar1 ayni ¢igek lizerinde barindiran ve
%95’e varan oranlarda kendine dollenen tek yillik bir
bitkidir [2]. Varyete bazinda fenolikler ve likopen
igerigi bakimindan miktarsal degisiklik gosteren
domates insan sagligi i¢in olduk¢a elzem olan
antioksidanlar1 da igermektedir [3]. Genetiksel agidan
2n=2x=24 kromozoma sahip bir diploid bitki olan
domates ayni zamanda kolay iklimsel adaptasyonu,
diger tiirlere kiyasla daha kiigiik olan genomu (950
Mb), 1slah acisindan melezleme ve doku kiiltiirii i¢in
rejenerasyon kolayligi gibi &zelliklerinden dolay1
bilimsel ¢aligmalar i¢in model bir bitkidir [4].

Domates yetistiriciliginde diisiik maliyet ile kalite
ve verimin yiiksek oldugu iiretim anlayisi 6n
plandadir. Ancak domates, ciddi verim kayiplarma
sebep olabilecek 200’den fazla zararli ve patojen
tiirline konake¢ilik yapmaktadir [5]. Bu zararli ve
patojenlerin  bitkide neden oldugu hastaliklar
(mantarlar, bakterileri, viriis vb. kaynakli) su sekilde
kategorize edilmektedir: (I) bitkide neden olduklar
semptomlar (kabuklar, kanserler, kok ¢iiriikleri,
yaprak lekeleri vb.), (II) etkiledikleri bitki organi
(kok, govde, meyve hastaliklar1 vb.), (1)
etkiledikleri bitki tiirti, (IV) patojen tiiri [6].
Domateste sik goriilen bakteriyel (Bakteriyel Benek),
viral (Domates Lekeli Solgunluk Viriisii (TSWV),
Domates Sar1 Yaprak Kivircikligi Viriisii (TYLCV),
Domates Mozaik Viriisii (ToMV), fungal (Fusarium
Solgunlugu, Kok ve Kok Bogazi Ciirikligi,
Vertisilyum Solgunlugu, Gri Yaprak Lekesi, Geg
Yaniklik) kaynakli hastaliklar ve nematod (Kok-ur
Nematodu) zararlis1 olup, bunlarla dayanim ile iliskili
olan gen bolgeleri bulunmaktadir. Bu hastaliklarin
basinda gelen TSWV’ye Tospoviridae ailesine iiye
olan ve Trips vektorii ile taginan bir viriis neden
olmaktadir. Bu hastaliga kars1 dayanim, domatesin 9.
kromozomu iizerinde bulunan Sw-5 dominant geni ile
saglanmaktadir [7]. TYLCV’de ise Geminiviridae
ailesinden ve tiitiin beyazsinegi (Bemisia tabaci) ile
taginan bir virlis hastalik etmeni olup dayanim Ty-1-
6 gen/genleri ile saglanmaktadir [8, 9, 10]. ToMV’de
ise dayanim Tm-1, Tm-2 ve Tm-22 gen/genleri ile
saglanmakta olup 0, 1 ve 2 irklarinin hepsine birden
en etkin dayanim 9. kromozom iizerinde bulunan Tm-
22 geni ile saglanmaktadir [11]. Fungal kaynakli
hastaliklarin en Onemlilerinden olan kok ve kok
bogazi ¢lirtikligl Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
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lycopersici etmeni ile meydana gelmekte olup
dayanim 9. kromozom flizerinde bulunan Frl (Forl)
geni le saglanmaktadir [12]. Bir baska Fusarium
kaynakli hastalik olan Fusarium solgunlugunda ise
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici hastalik etmeni
olup en 6nemli dayanimlar 11. kromozomda bulunan
I-2 (Fol2) ve 7. kromozomda bulunan I-3 (Fol3)
genleri ile saglanmaktadir [13]. Vertisilyum
solgunlugu ise bu vaskiiler hastaliktaki en dnemli iki
patojen olan Verticillium dahliae ve Verticillium
albo-atrum kaynakli olmakla birlikte dayamimi 9.
kromozomda bulunan Vel ve Ve2 gen/genleri
saglamaktadir [14]. Gri yaprak lekesi, Stemphyllium
spp. kaynakli, yiiksek hava sicakligina bagli olarak
goriilen bir yaprak hastaligt olup dayanim 11.
kromozom iizerinde bulunan Sm eksik baskin geni
tarafindan saglanmaktadir [15]. Bir bagka fungal bir
hastalik olan ge¢ yamklikta ise semptomlar
Phytophthora infestans kaynakli goriilmekte olup
dayanim 7. kromozomda bulunan Ph/Ph-1, 7.
kromozomda bulunan Ph-2 ve 9. kromozomda
bulunan Ph-3 (en etkin dayanim saglayan gen)
gen/genleri ile saglanmaktadir [16]. Pseudomonas
syringae pv. tomato etmeninin neden oldugu
bakteriyel benek hastaliginda ise dayanim 5.

kromozom iizerinde bulunan Pto geni ile
saglanmaktadir  [17]. Kok-ur  nematodlarina
(Meloidogyne arenaria, Meloidogyne incognita,

Meloidogyne javanica) kars1 direng ise domatesin 6.
kromozomunda bulunan tek baskin Mi geni
tarafindan saglanmaktadir [18].

Bu calismada, domateste sik goriilen bakteriyel
(Bakteriyel Benek), viral (TSWV (Domates Lekeli
Solgunluk Viriisii), TYLCV (Domates Sar1 Yaprak
Kivirciklign  Viriisii), ToMV (Domates Mozaik
Viriisti), fungal (Fusarium Solgunlugu, Vertisilyum
Solgunlugu, Gri Yaprak Lekesi, Ge¢ Yaniklik) ve
nematod (Kok-ur Nematodu) kaynakli hastaliklara
karsi  dayaniklilik genlerine bagli  molekiiler
markirlarin 1slah programina entegre ederek “markir
destekli seleksiyon (MAS)” gergeklestirilmesi
amaglanmistir. Bu baglamda kalite ve verimi ciddi
Ol¢iide etkileyen bu hastaliklara kars1 dayanimlar ile
iligkili olan molekiiler markirlarin domates 1slahinda
kullanilmas1 ~ sayesinde  jenerasyonlar  arasi
kalitilabilen 6zelliklerin takibi yapilabilmektedir. Bu
kapsamda MAS yardimiyla hastalik/hastaliklara karsi
dayanima sahip genotiplerin belirlenmesi ve ilgili
dayanimlarin farkli domates genotiplerine aktarilmasi
ile potansiyel yeni ¢esit adaylarmin gelistirilmesi
saglanmaktadir. Ayrica bu sayede mevcut klasik 1slah
programi i¢in harcanan siire kisaltilmakta ve ticari
olarak yeni ¢esitlerin farkli pazarlarda yer almasi hiz
kazanmaktadir.
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MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismada Areo Tohumculuk’un genetik
koleksiyonundan ve farkli generasyonlara ait (F1, Fs,
Fa, Fs ve Fe) ve farkli meyve tiiriine sahip (tekli
(%42), salkim (%20), kokteyl (%18), cherry (%7),
koy tipi (%8), beef (%3), plum (%2)) toplamda 2316
domates genotipi kullanilmistir. Analizler i¢in gerekli
DNA o6rnekleri %2’lik CTAB [19] metodu ile geng ve
saglikli yapraklardan ekstrakte edilmistir. Genotipler,
domates yetistiriciliginde en sik goriillen ve ciddi
verim/kalite kayiplarina neden olan bakteriyel,
fungal, viral ve nematod kokenli hastaliklara
(domates lekeli solgunluk viriisii (TSWV), kok-ur
nematodlari, domates sar1 yaprak kivircikligi viriisii
(TYLCV), kdk ve kok bogazi ¢iiriikliigli, Fusarium
solgunlugu, domates mozaik virlisi (ToMV),
domates mildiydsii, Vertisilyum solgunlugu, gri
yaprak lekesi, ge¢ yaniklik) karsi floresan (FAM-
HEX) isaretli sekans-spesifik problar kullanilarak
RT-PCR (CFX96, BioRad) cihaz1 ile analiz
edilmistir. Toplamda bu hastaliklarla iligkili 11 adet
lokus (Sw5, Mi, Ty, Frl, 1-2, I-3, TMV-2% Sm, Ph3,
Vel, Pto) Cizelge 1’de verilen reaksiyon sartlarina
tabi tutularak amplifiye edilmistir. Analiz esnasinda
ek olarak durumu bilinen ticari ¢esitler kontrol olarak
kullanilmigtir. Prob tasarimlariin dayanikli alel i¢in
HEX, hassas alel igin FAM isaretli seklinde yapilmas1
g0z Oniine alinarak amplifikasyon sonuglari CFX
Maestro programinda analiz edilmistir.

Cizelge 1. RT-PCR protokolii

Bilesen Miktar
DNA 2-3 ul
Master Mix (MASGEN) 13 ul
TOPLAM 15 ul
95°C 2 dk.
95°C 20 sn. | 9 dongii
66°C (TouchDown) 1 dk.
95°C 15 sn.
Sw-5 (56°C)
Ty (58°C)
Mi (56°C)
1-2 (57°C)
1-3 (57°C) 32 dongii
Frl (57°C) I dk.
ToMV-22 (57°C)
Ph3 (57°C)
Vel (57°C)
Sm (58°C)

Ayrica o6rnekler ikinci bir yontem olan klasik PCR
yontemi ile Ty, Sw5, Mi, [-2 ve I-3 lokuslar
acisindan Cizelge 2’de bulunan PCR protokoliine
gore (Cizelge 3’de kullanilan primerlerin sekans
bilgileri yer almaktadir) testlemeler yapilmistir.
Amplifikasyon {irtinleri, farkli yogunluklardaki
agaroz jellere yiiklenmis ve 100 V’da elektroforeze
tabi tutulmustur. Daha sonra agaroz jeller (EtBr

iceren) UV goriintiileme cihazinda (Bio-Rad, U.S.A.)
gorlintiilenmistir.  Sonuglar, testte  kullanilan
markirlarin  (baskin/kodominant) &zelliklerine ve
amplifiye edilmis hedef bdlgenin sekans uzunluguna
gore skorlanmistir.

Cizelge 2. Klasik PCR protokolii

Bilesen Miktar
DNA 50-100 ng
HOT FIREPol Blend Master Mix (Solis Biodyne) 2X
Primer-Forward 0.2 pl
Primer-Reverse 0.2 ul
TOPLAM 15 ul
95°C 13 dk. | 1 dongii
95°C 15 sn.
Her hastalik i¢in primerlerin farkl tavlama
(annealing) sicakliklar1 bulunmaktadir.
Sw-5 [7]
Ty-3 [8] 45 sn. |35 dongi
Mi [18]
1-2 [20]
1-3[13]
72°C 1 dk.
72°C 7 dk. 1 dongii

Cizelge 3. Klasik PCR’da kullanilan primerlere ait

bilgiler
Lok Primer| Forward Sekansi Reverse Sekans1 | Ta [Agaroz
OKUS | Ady (5-3") (57-3") (°C)|Tel (%)
Tsw (g s o [AATTAGGTTCTTG[TTCCGCATCAGCC| o5 [ &
(Swsb)[°">"| AAGCCCATCT AATAGTGT ‘
GCTCTGCCTATTG
GGTAGTGGAAAT
Ty-3 [1y3-25 7 A raCTaCTO TCCCATéTATAAC 54 15
) | TGGAAAAATGTT | GCATACTATATG
Mi2.3 | Mi-23| G A ATTTCTTTTG | GeTTgTTTACCC | o7 | 2
ATTTGAAAGCGT [CTTAAACTCACCA|
1212106317 GGTATTGC TTAAATC >
13 |NC-B-TTCCCTCAATCCA[ACTCTCGAGTTCC| (¢ | | &
~ ] 017 | ACAAAAGTT GGTGAAA }
BULGULAR VE TARTISMA

Domateste ciddi verim ve kalite kayb1 meydana
getiren Onemli bakteri, virlis, fungus ve nematod
kokenli hastaliklara kars1 dayanimla iligkili toplam 11
adet lokus (Sw5, Mi, Ty, Frl, 1-2, I-3, TMV-22, Sm,
Ph3, Vel, Pto) floresan isaretli sekans-spesifik prob
temelli RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir.
Toplamda 1174 adet (6rnek) Sw5, 1265 adet Mi,
2100 adet Ty, 2000 adet Frl, 1081 adet I-2, 1013 adet
1-3, 384 adet TMV-22, 60 adet Sm, 60 adet Ph3, 112
adet Vel, 60 adet Pto analizi ger¢eklestirilmistir.

HEX ve FAM problarinin kullanildigi yontemde
sadece HEX sinyalinin iretildigi  genotipler
homozigot dayanikli, sadece FAM sinyalinin
iretildigi genotipler homozigot hassas ve her iki
sinyalin oldugu genotipler ise heterozigot dayanikli
olarak degerlendirilmigtir (Sekil 1-a, b, ¢). Farkli
meyve tlirline sahip domates genotipleri ile yapilan
amplifikasyonlarin ~ sonuglar1t CFX  Maestro
programinda analiz edilmistir.
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Sekil 1. Floresan isaretli sekans-spesifik prob temelli
RT-PCR analiz sonuglari. (a) HEX sinyalinin
iiretildigi homozigot dayanikli genotipe ait

grafik; (b) FAM sinyalinin retildigi
homozigot hassas genotipe ait grafik; (c) HEX-
FAM sinyalinin  diretildigi  heterozigot

dayanikli genotipe ait grafik

Yapilan floresan isaretli sekans-spesifik prob

temelli RT-PCR analizleri sonucunda en fazla
homozigot dayanimin  %83.03’liik oran ile
Vertisilyum solgunluguna kars1 oldugu

gozlemlenmistir. En fazla homozigot hassas sonug ise
%89.63’lik oran ile Fusarium solgunlugunun
(Fol)’nin 1, 2 ve 3. wklarina karsi elde edilmistir.
Analize konu olan biber genotiplerinde Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici (Fol)’nin 1 ve 2 wrkina
kargt dayanim (I-2) %61.33’1iikk oran ile 1, 2 ve 3.
irklara karst elde edilen dayanim (I-3) oranindan
(%3.65) fazladir. En fazla homozigot dayanim
vertisilyum solgunluguna kars1 dayanimdan sorumlu
olan Vel geninin analizinden elde edilirken (%83.03)
sonra sirast ile I-2 (%61.33), Sm (%58.33), TMV-22
(%56.25), Frl (%30.35), Mi (%28.22), Ty (%25.48),
Sw-5 (%14.13), Ph3 (%5) ve 1-3 (%3.65) genlerine
kars1 elde edilmistir.

Domateste goriilen bu hastaliklara kars1 dayanimi
belirlemek amaci ile mevcut literatiirde bulunan
cesitli molekiiler markir bilgileri yer almaktadir [20,
21]. Yapilan bu floresan isaretli sekans-spesifik prob
temelli RT-PCR analizlerine alternatif olarak
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kullanilabilecek klasik-PCR i¢in dizayn edilmis
markirlarin [7, 8, 13, 18, 20] giivenilirligi de ayn1
materyaller ile testlenmistir. Sw-5b ve Mi2.3
genlerinin amplifikasyonu i¢in kullanilan markirlar
floresan isaretli sekans-spesifik prob temelli RT-PCR
analizleri ile aynmi sonuglar1 {iretmistir. Ancak I-2
lokusu agisindan bakildiginda, klasik PCR ile elde
edilen tirlin eger 940 bp’de meydana geldiyse genotip
dominant dayanikli (homozigot veya heterozigot
dayanim ayirt edilemez) ve PCR {irlini elde
edilememis ise genotip homozigot hassas olarak
skorlanmaktadir (Cizelge 3, Sekil 2-a). Bir hastalikla
ilgili lokusun amplifikasyonunda eger dominant
markir kullanilmig ise homozigot veya heterozigot
dayanikli genotipin ayrimi yapilamadigindan dolay1
islah agisindan bir takim giicliikler meydana
gelmektedir. Ozellikle kendileme ile elde edilen ileri
jenerasyonlarda genotipin homozigotluk/
heterozigotluk durumunu bilmemek o genotipin
analiz  edilen Ozellik bakimindan  durulup
durulmadigimi  belirleyememeyi de beraberinde
getirmektedir. Aym1 zamanda klasik PCR i¢in
kullanilan bu markir tekrarlanamayan, tutarlilik
gostermeyen sonuglar liretmistir. Ty-3, Mi, Sw-5 ve
I-3 lokuslarinin analizinde kodominat markirlarin
kullanilmasi sayesinde (Sekil 2-b) bu handikaplarin
Online gecilmekte ve sonuglarin yorumlanmas: ile
(Cizelge 3) homozigot veya heterozigot dayanikli
genotipler birbirinden ayirt edilebilmektedir.

Cizelge 3. Farkli lokuslarin klasik PCR ile
amplifikasyonu sonucu elde edilen PCR
iirliinlerinin biyiiklikleri

. Hassas genotipe
Lokus . C%?ii?&?ﬁ%lﬁggﬁa&p) ait PCR iiriinii
biiyiikliigii (bp)
Ty-3 | Ty-3 (450 bp), Ty-3a (630 bp), Ty-3b (660 bp) 320
Mi 380 430
Sw-5 574 510/464
1-2 940
I-3 673 480

Ayn zamanda biber 1slahinda TYLCV’ye kars1
dayanim i¢in en sik kullanilan Ty-1 geninin Ty-3, Ty-
3a ve Ty-3b genlerinin alleligi oldugu ve Ty-1/Ty-3
aday geni oldugu tahmin edilmektedir [22]. Ty-3
lokusuna biiyiikk introgresyonunun Mi geninin
yakinindaki Ty-1 bolgesini de kapsadigi ve bu
nedenle Ty-1 ve Ty-3 direng alellerinin olas1 bir
sekilde bir arada var oldugunu belirlenmistir [23]. Bu
nedenle klasik PCR ile Ty-1 geni i¢in ayr1 bir testleme
yapmaya ihtiyag duyulmamustir. 1-3 igin yapilan
klasik PCR testlemesi [13] sonucunda ise floresan
isaretli sekans-spesifik prob temelli RT-PCR
analizlerinden elde edilen sonuclar ile celisen bazi
veriler elde edilmistir. Bu durumun ise farkli
kaynaklarindan gelen bazi I-3 dayanimlarim (primer
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baglanma bolgesindeki olas1 bir mutasyon vb. gibi
olas1 nedenlerden dolay1) klasik-PCR yontemi ile
belirleyememekten kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Homozigot
Hassas Genotip

Homozigot/ Heterozigot?2
Dayanikhh Genotip

b

Sekil 2. Klasik PCR iiriinlerinin elektroforezi sonucu
elde edilen UV goriintiileri. (a) Dominant
markir  kullanilarak ~ amplifiye  edilmis
genotiplere ait UV goriintiisii; (b) Kodominant
markir  kullamlarak  amplifiye  edilmis
genotiplere ait UV goriintiisii

Ayrica domateste MAS’a  yonelik olarak
kullanilan RT-PCR ve klasik PCR yontemi
karsilastirilacak oldugunda, RT-PCR yontemi es
zamanh gergek veriler sundugu i¢in klasik PCR’a
gbre analiz siiresi agisindan hiz kazandirmaktadir.
Klasik PCR  yonteminde PCR’da  yapilan
amplifikasyon sonucunda olusan iriinlerin baz
uzunlugu agisindan ayrigtirllmast  amaci ile
clektroforez gibi ek bir isleme tabi tutulmasi
gerekmektedir. Bu ilave basamak gerek siire, gerekse
islem esnasinda etidyum bromiir (EtBr) gibi saglik
acisindan tehlikeli maddelerin  kullanilmasindan
dolay1 tercih edilmeyen yonlere sahiptir. Ayni
zamanda RT-PCR yonteminde farkli lokuslara
yonelik farkli floresan boyalarla isaretlenmis
problarin kullanilabilmesi sayesinde birden fazla
hedef tek bir PCR reaksiyonu ile amplifiye
edilebilmektedir. Bu sayede maliyet ve is giicii
acisindan tasarruf saglanmaktadir [24].

RT-PCR ile yapilan hastalik analizleri hastalik
protokoliine bagli olarak ortalama olarak 1.5 saat
stirmesine karsin klasik PCR ile yapilan analizler
restriksiyon islemi yoksa 2 saat, restriksiyon islemi
varsa daha uzun saatler stirebilmektedir. Ayrica 1-4
saat elektroforez islemine olan gereksinim ¢ok
basamakli islemler ve buna bagli olarak is¢ilik, uzun

stireli elektrik tiiketimine neden olmaktadir. Maliyet
acisindan RT-PCR ile yapilan hastalik analizleri
klasik PCR yontemine gore daha masrafli olmasina
ragmen, ¢ok fazla 6rnekle ¢alisan laboratuvarlar igin
zaman agisindan oldukga kazanim saglamaktadir.
Sebze 1slahi stratejilerinde  MAS  yontemi
giiniimiizde oldukc¢a yogun olarak kullanilmaktadir.
Bu yontem 6zellikle 6nde gelen ticari tohum firmalar
tarafindan onemli bitki hastaliklarina kars1 dayanim
gelistirmek icin kendileme ve geri melezleme
programlarinda seleksiyon amacli kullanilmaktadir.
Bir 6zellik igin giivenilir bir belirteg (marker) mevcut
oldugunda fenotipik se¢imden daha biiyiik ilerleme
ile saglanmakta ve oOzellige bagli olarak geleneksel
seleksiyon yontemlerinden daha giivenilir ve daha
hizli sonu¢ elde edilmektedir. Yapilan analizler
dogrultusunda hastalik dayanimlarmin belirlenmesi
ile aym cesit adayi/islah hattinda coklu dayanim
genleri kombine edilerek “gen piramitlemesi” yine bu
yontemle hizli bir bicimde yapilabilmektedir.

SONUC

Farkli domates genotiplerinde 11 farkli hastalik
dayanimu ile iliskili lokusa yonelik yapilan floresan
isaretli sekans-spesifik prob temelli RT-PCR
amplifikasyonu sonucunda Mendel agilimlarina
uygun olan segregasyonlar (6rnegin F» popiilasyonu
igin 1:2:1 agilimi) elde edilmistir. Analiz esnasinda
dayanim durumlar1 bilinen dayanikli ve hassas
orneklerin kontrol olarak kullanilmas: ile yapilan
analizlerin dogrulugundan emin olunmustur.

Klasik 1slah ile molekiiler markir yardiml
seleksiyonun birbirine entegre edilmesi ile klasik
1slah programlarimin verimliligi 6nemli derecede
artmistir.  MAS’in  kullanilmas: ozellikle coklu
hastalik dayanimli hatlarin gelistirilmesi amaciyla
yapilan tek bitki seleksiyonlar1 ve/veya gen
piramitleme ¢aligmalari rutin uygulamalar durumuna
gelmistir. MAS sayesinde hastalik dayanimina sahip
olmayan bitkilerin seleksiyonu fide doneminde ve
erken generasyonlarda yapilabilmektedir. Islahin
erken asamalarinda yapilan bu seleksiyon sayesinde
zaman, ig gilicii, glibreleme-ilaglama masraflar1 gibi
unsurlardan tasarruf saglanmaktadir. MAS ile
dayanim durumu yiiksek dogrulukla belirlenmis ve
agronomik Ozellikleri bakimindan iyi bir sekilde
gbzlemi yapilarak secilmis bitki materyallerinin
1slahta kullanilmasi ile daha hizli potansiyel hibrit
adaylarinin elde edilmesi saglanmaktadir. Coklu
hastalik dayanimli ve rekabetgi ¢esit adaylarmin
gelistirilmesi, firmalarmmizin  mevcut {ilke ve
uluslararasi pazarlarda yer almasini ve kalict olmasini
saglayacaktir.
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