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Ozet

Bu caligma, piyasada ticari olarak satisa sunulan hibrit (F;) domates qe@ltlermde genetik safiyetin
molekiiler markirlar kullanilarak belirlenmesi amactyla Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, Bitki Molekiiler Genetigi ve Biyoteknoloji Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. {ki
farkli tohumluk firmasina ait F; domates ¢esidinin materyal olarak kullanildig1 ¢aliymada 3 adet SRAP ve 1 adet
URP olmak tizere toplam 4 adet DNA markirt test edilmistir. Her iki domates g¢esidinde, yetistirilen fidelerden
tesadiifen secilen 7-8 farkli bitkiye ait genomik DNA’lar ekstrakt edilmis ve devaminda, ekstraktlara ait DNA
konsantrasyonlari esitlenerek PCR analizinde kullanilmistir. PCR sartlarinin domates bitkisine gore optimize
edildigi ¢aliyjmada DNA markirlarma ait ileri (F) ve geri (R) primerler kullanilarak PCR islemi
gergeklestirilmistir. PCR {riinleri %1°lik agarose jelde elektroforez islemi ile molekiiler biiyiikliiklerine gore
ayristirllmig ve Ethidium Bromide ile boyanarak UV 1sik altina gériintiilenmistir. Analiz sonuglari, Me2F/Em2R
ve Me2F/Em10R kodlu SRAP markirlarinin gesit i¢i ve g¢esitler arasinda aynt DNA bdlgelerine baglanarak
amplifikasyon yaptiklarini ve gesitler arast ayni biiyiikliikte monomorfik bant iirettiklerini gdstermistir. Diger
taraftan, MelOF/EmIOR kodlu SRAP markirt ile URP32F/URP4R kodlu URP markirlarinin hem gesitler
arasinda hem de ayni1 gesidin farkl bireyleri arasinda farklt DNA bolgelerine baglanarak farkli amplifikasyonlara
neden oldugu ve polimorfik bant drettikleri tespit edilmistir. Bu sonuglar, piyasada ticari olarak satisa sunulan
hibrit domates tohumluklarinda genetik safiyet sorunlarinin var olduguna isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Domates, F;, DNA, markir

Determination of Genetic Purity of Commercial Hybrid Tomato Varieties Using Molecular Markers

Abstract

This study was conducted to determine genetic purity of commercial hybrid tomato varieties by using
molecular markers at Canakkale Onsekiz Mart University, Faculty of Agriculture, Department of Agricultural
Biotechnology, Plant Molecular Genetics and Biotechnology laboratory. A total of four (three SRAP and one
URP) DNA markers were tested in two different tomato varieties provided from two different private seed
companies. Genomic DNAs were extracted from randomly chosen 7-8 seedlings of each variety. DNA
concentrations of extracts were equalized and were used in PCR analysis. PCR conditions of forward (F) and
reverse (R) primers for each DNA marker was specifically optimized for tomato and was used in PCR analysis.
PCR products separated in 1% agarose gel electrophoresis were stained with Ethidium Bromide and were
visualized under UV light. Results revealed that DNA markers encoded with Me2F/Em2R and Me2F/Em10R
were annealed and amplified the same DNA regions, and produced the same size of monomorphic bands for
both varieties. On the other hand, markers encoded with Mel0F/Em10R (SRAP) and URP32F/URP4R (URP)
produced polymorphic bands as a result of amplifications of primers in different DNA regions within and
between two varieties. The results suggested that there are some genetic purity problems for commercial hybrid
seeds of tomato varieties.
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Giris bitki olarak kullanilmaktadir (Mueller ve ark.,
2009; Mueller ve ark., 2005). Diinya genelinde
birgok tilkede yetistirilebilen domates iklim ve
toprak sartlarmnin uygun oldugu iilkemizde de
¢ok Onemli bir iiretim potansiyeline sahiptir
(Keskin, 2012; Keskin ve ark., 2008). Turkiye,
diinya domates iretiminde Cin, Hindistan ve

Domates, diinyada genelinde tarla ve sera
sartlarinda iretimi yapilan en Onemli kiiltir
bitkilerinden  biridir. Dogrudan  sevilerek
tiiketimi yaninda gida sanayinde konserve, salga,
tursu ve ketgap gibi bir¢ok alanda kullanilmasi,
b1tk1n}n ekon(?m1k onemimt a'rtlrmakt.a ve dupya Amerika’dan sonra ilk siralarda yer almaktadir
genelinde  ticaretinin  yogun bir  sekilde (Keskin, 2012)
yapilmasina neden olmaktadir (Keskin, 2012; i : o
Robertson ve Labate, 2007). Bitki ayn1 zamanda Kiigik  alanlarda,  yiiksek  girdiler
fizyolojik ve molekiiler ¢caligmalar i¢in de model kullamlarak yogun bir emekle yapilan sebze
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tariminda kaliteli tohumluk kullanimini en
onemli girdilerden birini  olusturmaktadir
(Balkaya, 2012; Korkmaz ve Tiryaki, 2005).
Kaliteli tohumluk kullanimi &zellikle yogun
tarim uygulamalarmm yapildigr sebzecilikte
verim ve Kkalitenin 6n sartin1 olusturmaktadir
(Balkaya, 2009). Glintimiizde sebze
yetistiriciliginde hibrit ¢esit kullanimi giderek
artmaktadir. Hibrit gesitlerin 1slahgt ve tohum
ureticileri agisindan sagladigi bircok avantajlar
yaninda yiiksek adaptasyon yetenegi,
dayaniklilik, verim ve kalite gibi ozellikleri
nedeniyle de ireticiler tarafindan kullanimi her
gegen giin artirmaktadir (Yanmaz, 2006).

Bu ¢alismanin amaci, piyasada yiiksek
fiyatlara satilan hibrit domates
tohumluklarindaki genetik safiyeti molekiiler
markirlar yardim ile ortaya koymaktir.

Materyal ve Yontem

Calismada materyal olarak Bursa ve
Antalya kokenli iki farkl ticari firmadan temin
edilen F; domates tohumlar1 olusturmaktadir.

DNA izolasyonu

Cesitlere ait tohumlar igerisinde torf
bulunan bardaklara ekim derinligi 2-3 cm olacak
sekilde ekilmis ve c¢ikan fideler 3-5 yaprakl
olacak seviyeye geldiginde fidelerden geng
yaprak dokular1 makasla kesilerek eppendorf
tiiplerine konulmus ve -80°C’lik buzdolabinda
DNA ekstrasyon iglemi yapilincaya kadar
muhafaza edilmistir. Sivi azot kullanilarak
eppendorf tiipler icerisinde homojenize edilen
yaprak orneklerinden DNA ekstraksiyonu DNA
ekstraksiyon  kiti  kullanilarak ~ (Favorgen,
Pingtung, Taiwan), firmanin belirttigi protokole
gore gerceklestirilmistir.

DNA Konsantrasyon Esitlemesi

Ekstraktlara ait DNA konsantrasyonlart
%1°lik agarose jelde kiyaslama yontemine gore
konsantrasyonlari belirlenmis ve tiim orneklere
ait DNA konsantrasyonlar1 20ng/ul olacak
sekilde esitlenmis. Konsantrasyonu esitlenen
DNA’lar PCR analizinde kullanilmistir.

DNA Markirlar

Calismada literatiirde belirtilen URP ve
SRAP markirlari kullanilmistir (Kang ve ark.,
2002; Li ve Quiros, 2001). DNA markirlarina ait
ileri (F) ve geri (R) primer dizileri, erime
sicakliklart (Tm) ve domatese gore optimize
edilen baglanma sicakliklart (Ta) Cizelge 1.’de
verilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve
Kosullar

PCR reaksiyonlari, 8’li PCR tiiplerinde,
20 pl’lik toplam reaksiyon hacminde Applied
Biosystems marka Veriti 96 Well Thermal
Cycler (PCR makinesi) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla, son
konsantrasyonlar; 1x PCR tamponu (10 mM
Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCl, %0.01 jelatin),
100ng genomik DNA, 0.5 mM dNTPs, 25 mM
MgCI2, 50ng primer (F+R), 0.5 U Taq DNA
polimeraz (Promega) enzimi olacak sekilde
bilesenler mikrotiiplerde bir araya getirilmistir.
PCR  reaksiyonu, primerlerin  baglanma
bolgelerinin kopya sayisini artirmak amaciyla
birbirini takip eden 6n ve asil dongi olmak
iizere iki asamada gergeklestirilmistir. On
dongiide; tiipler 94°C’de 4 dakika, primerlerin
baglanmasi igin 35°C°de 30 saniye, 72°C’de 50
saniye olan reaksiyon dongiisiinden toplam 5
dongii kullanilmistir. Asil dongii 95°C’de 45
saniye, primer spesifik baglanma sicakliklarinda
55 saniye, 72°C’de 1:10 dakika olan reaksiyon
dongiilerinden gegirilerek ve son olarak 72°C’de
3 dakika tutularak toplam 35 dongii olacak
sekilde reaksiyon tamamlanmustir .

PCR islemi sonucu elde edilen PCR
tirtinleri jele yiiklenerek 90 volt ve 35-40 amper
sabit akimda %1°lik agaroz jelde 1 saat siireyle
yiritilmistiir. Devaminda jeller 0.002 ng/ml
Ethidium Bromide (EtBr) iceren 0.5X Tris-
borate buffer ile muamele edilmis ve UV
transilliminator kullanilarak goriintiilenmistir.
Goriintiilenen jellerin fotograflari gekilerek kayit
altina alinmugtir.

Arastirma Bulgular

Me2F/Em2R  ve Me2F/Em10R  kodlu
SRAP markirlarinin her iki domates ¢esidinde
de ayn1 molekiiler biiytiklilkte monomorfik bant
iirettikleri, s6z konusu markirlarin gesitler arasi
ve ¢esit icinde tek bitki bazinda ayni DNA
bolgelerine baglanarak amplifikasyon
olusturdugu  goértilmiistiir.  Diger taraftan,
MelOF/Em10R  kodlu SRAP markirt ile
URP32F/URP4R kodlu URP markiri hem
¢esitler arasinda hem de aymi ¢esidin farkli
bireyleri arasinda farkli DNA boélgelerine
baglanarak polimorfik bant {rettikleri tespit
edilmistir (Sekil 1).

Sonug¢

Ulkemizde domates iiretimi biiyiik 6lgiide

hibrit tohumluk tizerinden elde edilen fide
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yetistiriciligi  seklinde yapilmaktadir. Sebze
treticilerinin en Onemli girdilerinden birini
olusturan hibrit tohumlar, ireticilerin verdikleri
paranin  karsihigmi  almalar1  yaninda bu
tohumlarm kullanilmas: sonucu elde edilecek
iriiniin ~ verim  ve  kalite  beklentilerinin
karsilanmas1 bakimindan da oldukg¢a 6nemlidir.
Bu beklentilerin karsilanmasi satin  alinan
tohumlardaki genetik safiyete dogrudan bagh
oldugu gibi ticari anlamda seffafligin da bir
geregidir. Bu ¢alisma piyasada satisa sunulan F,
domates  tohumlarinda  genetik safiyet
sorunlarinin ~ var  oldugunu gostermesi
bakimindan olduk¢a Onemlidir. S6z konusu
sorunun, hibrit domates olarak satis1 yapilan
tohumlarda paket igerisinde fiziksel karigimlarin
var olabilecegini ya da F; eldesinde kullanilan
ebeveyn hatlarin yeterli genetik safiyete sahip
olmadan melez tohumluk iretiminde
kullanildiklarina isaret etmektedir.
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Cizelge 1. Arastirmada kullanilan markirlarin ad1, baz dizilimi, GC orani (%), erime sicakliklart (°C), baglanma
sicakliklari (°C).

Primer Baz Dizilimleri (5°-3) GC Orant Erime (Tm) Baglanma (Ta) Sicakliklar
(0)

Adi (%) Sicakliklari (°C)

URP32F TACACGTCTCGATCTACAGG %350 65.0°C

URP4R AGGACTCGATAACAGGCTCC %55 66.0°C 50°C

Me2F TGAGTCCAAACCGGAGC %359 49.5°C

Em2R GACTGCGTACGAATTTGC %350 48.0°C 50°C

Me2F TGAGTCCAAACCGGAGC %359 49.5°C

Em10R GACTGCGTACGAATTCAT %44 45.8°C 50°C

MelOF GACTGCGTACGAATTCAT %44 45.8°C
TGAGTCCAAACCGGAAA

Em10R %44 44.6°C 50°C
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Sekil 1. URP32F/URP4R ve Mel0F/Em10R primerlerinin olusturdugu polimorfik bant goriintiileri. Bant
tizerindeki rakamlar her bir gesitten tesadiifen secilen bitkileri; L, 50 bp DNA markir. L nin sol tarafi Bursa, sag
tarafi ise Antalya kaynakli F; domates bitkilerini gostermektedir. (A) URP32F/URP4R; (B) Mel0F/Em10R
primerlere ait elektroforez jel goriintiileri. Polimorfik bant drnekleri oklarla isaret edilmistir.
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