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Ozet

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) domates (retiminin yodun olarak
yapildigi alanlarda yaygin olup Uretim alanlarinda biiylik kayiplara sebep olmaktadir. Diger
bitki tirlerinde oldugu gibi sdz konusu hastalikla savasma konusunda biyolojik ve
kimyasal micadele yetersiz kalmaktadir. Bu sorunun en etkin ¢dzimi dayanikli cesit
kullanimidir. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersiciye dayaniklilik, klasik ve molekiiler
markor yardimli seleksiyon (MAS) ile birgok ticari gesitlere aktarilmis durumdadir. Fakat
bu hastalida dayanikli yeni gesitlerin gelistirilmesinde molekiiler markérlerin kullanimi
allelik olmayan irk-spesifik dayanikliik genlerinin bir hat tizerinde piramitlenmesine imkan
vermektedir. Domateste FOL irklarina (0, 1, 2) dayanikliik saglayan genlere bagli
markorler gelistirilmis ve rutin 1slah programlarinda kullanilmaktadir. Bu galismada, Alata
Bahce Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu Miidiirliigii domates gen havuzunda yer alan verim
ve baz kalite 6zellikleri bakimindan 6n plana gikan 450 adet domates hattinda I-1 ve I-2
genlerine badl olarak gelistirilen SCAR ve CAPS markorleri ile tarama yapilmistir.
Domates hatlarinin 88 adeti I-1 geni, 74 adeti I-2 geni dayanikllik alleline ait bandi
Uretmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
etmenine karsi dayaniklilk icin gelistirilmis molekiler markérlerin s6z  konusu
populasyonlarda gesit gelistirmede rahatlikla kullanilabilecegini gdstermektedir.
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DETERMINATION OF RESISTANCE TO Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
VIA MOLECULAR MARKERS IN TOMATO LINES

Abstract

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) is common in tomato production
areas where intensive production causes huge losses. Other plant species as well as
biological and chemical control is insufficient to fight with the disease. The most effective
solution to this problem is the use of resistant varieties. Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici resistance has been transferred to most of the commercial varieties via
classical and molecular marker-assisted selection (MAS). The use of molecular markers in
the development of new varieties resistant to this disease, but not allelic race-specific
resistance genes allows pyramiding to these genes at one cultivar. Markers which linked
to resistance genes for FOL races (0, 1, 2) were improved and routinely used in tomato
breeding programs. In this study, 450 pure tomato lines from the gene pool of tomato to
the fore in terms of yield and some quality characteristics in Alata Horticultural Research
Station Directorate were screened for Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)
resistance via developed SCAR and CAPS markers linked to I-1 and I-2. The 88 tomato
lines had I-1 gene and 74 of tomato lines yielded band of homozygote resistance allele
for I-2. Obtained results in this study show that developed molecular markers for
Fusarium oxysporum f. sp. resistance can use easily for the developing of new cultivars.

Keywords: Tomato, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, SCAR, CAPS

1. GIRIS

Domates diinyada en fazla Uretilen sebze tiirlerinden birisidir. Diinyada
oldugu gibi Tirkiye icinde domates dnemli lrlinler arasinda yer almaktadir. Yillik
129 milyon ton (FAO, 2010) dinya Uretiminin icerisinde Tirkiye 10 milyon ton
lretim dederi ile 3. sirada yer almaktadir.

Domates yetistiriciligini sinirlandiran ana faktorlerden birisi virlis, bakteri,
nematod ve fungus vb. biyotik etmenlerin sebep oldugu verim kayiplaridir.
Hastallk ve zararlilarin yayillmasinin kontroliinde 3 strateji benimsenmektedir.
Bunlar kimyasal uygulamalar, kiltiirel uygulamalar ve dayanikli gesit
kullanimidir. Kimyasal uygulamalarinin bazi hastalik ve zararlilarin yayilmasini bir
miktar Onlemesine ragmen; ciftciler igin risk olusturmasi, girdi maliyetlerinin
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artirmasi ve kalinti problemleri nedeniyle kullanilabilirligi kisithdir. Kimyasal ve
kiiltirel uygulamalarla hastallk ve zararli kontroli de bazi zamanlarda tam
anlamiyla mimkiin olamamaktadir. Dayanikh c¢esit kullanimi ise en etkin
miicadele yontemi olarak karsimiza gikmaktadir.

Molekiiler markorler 1980'den itibaren bircok bitkide yodun bir sekilde
kullanilmaktadir. Ozellikle domateste hastaliklara dayaniklilik genleriyle baglantil
markorler gelistirilmis olup 1slah programlarinda kullanilmaktadir. Simdiye kadar
40'dan fazla gen (tek gen ve QTL) haritalanmistir (Grube vd., 2000). Haritalanan
bu 0zellikler molekiler markorler yardimiyla seleksiyon yodntemiyle islah
programlarinda kullaniimaktadir.

Molekiiler markdr yardimiyla seleksiyon (MAS, Marker Asisted Selection)
1990'dan bu yana klasik yontemlerle birlikte kullanilmakta ve islah programlarina
hiz kazandirmaktadir. MAS'in kullaniimasinin nedenleri; bazi dnemli dayaniklilik
kaynaklarinin yabani tlrlerde olmasi, erken seleksiyonla islah siiresinin
kisaltilabilmesi, geriye melezleme ile dayanikiidin aktariimasinda kolaylk
saglamasi, genler arasindaki baglantinin (linkage) kiriimasinda kolaylk
saglamasli, taranmasl zor olan 6zelliklerin belirlenmesinde kolaylik saglamasi,
karantina kapsamindaki bazi hastalik ve zararliya dayaniklilik icin testlemeye
gereksinimin olmamasi, dolayisiyla daha az sayida bitki ile calismaya imkan
saglayarak is giicli ve maliyet bakimindan avantaj saglamasi olarak siralanabilir.

Molekiiler markdérlerin islahta kullaniimasinda markdr tipi gok dnemlidir. Bu
sebeple 6zellikle MAS'ta co-dominant markérler kullanilmaktadir. Co-dominant
markdrler heterozigot ve homozigot bireyleri ayirabilmektedir. MAS programlari
genellikle co-dominant SCAR ve CAPS markorleri (izerine yogunlagmistir
(Bertrand vd., 2008). Bu markér sistemlerinin gok fazla alet ve ekipmana, isglcu
ve maliyete gereksiniminin olmamasi dijer sistemlere goére avantaj
saglamaktadir (Kumar vd., 2009).

Domates icin gesitli arastinicilar tarafindan nematod, domates mozaik
virtsi, Verticillium solgunlugu, domates lekeli solgunluk virlisii ve domates sari
yaprak kivircikhdi virtisiinde oldugu gibi Fusarium solgunluguna dayanikliligi
belirlemek icin SCAR ve CAPS markorleri gelistiriimis ve islah programlarinda
yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Barone, 2004).

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen toprak
kokenli bir fungus olup domateste (Solanum lycopersicum) solgunluga neden
olmaktadir. Bu fungus koklerin iletim demetlerine enfekte olup su taginmasini
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engelleyerek bitkinin hizli bir sekilde 6limiine neden olmaktadir (McGrath vd.,
1987; Malhotra ve Vashistha, 1993). Fungusun neden oldudgu solgunluk ve
sonrasindaki 6limle miicadele ¢ogunlukla kimyasal uygulamanin da icinde yer
aldigi kltiirel tedbirlerle yapilmaktadir. Fakat yalniz basina kiiltiirel uygulamalar
¢6ziim olmamaktadir. S6z konusu hastalia karsi dayanikl cesit kullanimi 6n
plana cikmaktadir.

F. oxysporum lycopersic/nin irk 1, 2 ve 3 olmak lzere 3 adet irki
tanimlanmistir (Stevens ve Rick, 1986; Beckman, 1987). Doért adet R geni
genetik olarak haritalanmis ve yabani cesitlerden ticari cesitlere aktarilmistir
(Huang ve Lindhout, 1997; Frary ve Tanksley, 2001). Bu genlerden I-1 ve I-3 7.
kromozomda I ve I-2 ise 11. kromozomda yer almaktadir (Stall ve Walter,
1965). I-2 genine bagh bir CAPS (TAO1902) markordir (Staniaszek, 2007;
Simons vd., 1998; Scott vd., 2004).

S6z konusu hastalik nematod, virlisler ve bakteriyel hastaliklarla birlikte
diinyada oldugu gibi Tirkiye'de de 6énemli verim kayiplarina neden olmaktadir.
Domates Uretiminin  yodun olarak vyapildigi Dodu Akdeniz Bolgesinde F.
oxysporuntun formlarinin neden oldugu domates kok ve kok bodazi ¢lirikligi
(FORL) ile domates Fusarium solgunlugu (FOL) ekonomik kayiplara neden olan
en 6nemli hastaliklardir. Adana ve Mersin illerinde ortii alti domates yetistiriciligi
yapilan seralarda 2007-2008 yillari arasinda yuritilen sérvey galigmalarinda F.
oysporuntun neden oldugu FORL ve FOL hastaliklarinin hastalik gikisi ve siddeti,
sirastyla % 35.1, % 18.8 ve % 43.3, % 20.4 olarak saptanmistir. Adana ilinde
hastalik yayginligi hastalikli sera sayisi acgisindan % 56.1, hastalikli sera alani
agisindan ise % 68.1'dir. Mersin ilinde hastalik yayginigi ile ilgili bu degerler
% 58.8 ve % 54.4 olarak rapor edilmistir (Colak ve Bigici, 2011).

Samsun ili ve ilcelerinde 2005 yilinda yapilan diger bir calismada ise
domates ekilis alanlarinin % 81,2'inde kdk ve kok bogazi hastaligi ile bulasik
oldugu ve hastaligin bitkilerde % 56.3 oraninda yayilis gosterdigi, hastalik
siddetinin ise % 34 oldugu saptanmistir (Erol, 2007).

Bu calisma, Alata Bahce Kiiltiirfleri Arastirma Istasyonu Muidirligi
Domates Islah programlari icin gelistiriimis ve ebeveyn olabilecek durumda F6
kademesindeki 450 adet domates hattinin, F. oxysporunta dayaniklik saglayan I-
1 ve I-2 genleri bakimindan, s6z konusu genlere bagli olarak gelistirilen SCAR ve
CAPS markoérleri kullanilarak dayaniklilik durumlarinin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Calismada Alata Bahce Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu’nda vyiiriitiilmekte
olan domates islah programlarinda verim ve bazi 6zellikler bakimindan 6én plana
cikan domates genotiplerinden secilmis 450 adet domates hatti, 5 adet yabani
domates genotipi ve 8 adet nematoda dayanikliligi beyan edilmis F; domates
gesidi materyal olarak kullaniimistir. Domates yapraklarindan DNA izolasyonu
Doyle ve Doyle (1990)'a gére modifiye edilmis olan CTAB metoduna gore
yapiimistir. Elde edilen DNA ornekleri % 1'lik agaroz jelde yuritilerek miktari
belirlenmig ve 15 pL PCR reaksiyonu igerisinde 20 ng olacak sekilde esitlenmistir.
F. oxysporum’a dayanikliligin testlenmesinde Cizelge 1'de dizilimleri verilen
TAO1902 (Rsal kesim enzimi ile kesildikten sonra) ile At2 primerleri (~
oxysporum irk 0, I) markorleri kullaniimistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Molekiiler diizeyde patojenle domates arasindaki interaksiyonu anlamak,
dominant dayanikliik genlerini belirlemek icin blylk 6nem arz etmektedir. Bu
amaca ulasmak icin molekiiler markorler bircok bitki tiiriiniin 1slahinda oldugu
gibi domates islahinda da yodun olarak kullanilan araglardan birisidir. Ozellikle
hastaliga dayaniklilikla iligkili genlerini bulmak isin en énemli kismi olup (Grube
vd., 2000; Bai vd., 2003) glinimiizde PCR teknolojisinin uygulanmasina olan ilgi
gittikce artmaktadir.

Gizelge 1. Bu galismada kullanilan Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici etmenine(0,1 ve
2 irklar) karsi dayanikhlk igin gelistirilimis molekiler markorlere ait primer

dizilimleri
Gen Markér Primer Dizini Markor Tipi Kaynak
I-1  At2-F3 F:CGAATCTGTATATTACATCCGTCGT  SCAR Scott vd., 2004
At2-R3 R:GGTGAATACCGATCATAGTCGAG
I-2 TAO1 F: 5-GGGCTCCTAATCCGTGCTTCA-3  CAPS Staniaszek vd., 2007

R:5-GGTGGAGGATCGGGTTTGTTTC-3
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F. oxysporum f. sp. lycopersiciye dayaniklilik klasik ve MAS iceren islah
programlar ile bircok ticari ceside aktarlmis durumdadir. Fakat bu hastalida
dayanikli yeni cesitlerin gelistiriimesinde molekiler markérlerin kullanimi allelik
olmayan irk-spesifik dayanikllik genlerinin bir hatta piramitlenmesine imkan
vermektedir. Domateste FOL irklarina (0, 1, 2) dayanikliik saglayan dayanikhlik
genlerine badgh markorler gelistirilmis olup rutin islah programlarinda
kullanilimaktadir. Bu calismada Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Istasyonu
Midurligid domates gen havuzunda yer alan, verim ve bazi kalite &zellikleri
bakimindan 6n plana cikan 450 adet domates hattinda I-1 ve I-2 genlerine bagl
olarak gelistirilen SCAR ve CAPS markoérleri ile tarama yapilmistir. Domates
hatlarinin 88 adedinde I-1 geni (At-2-F3-R3-130 bg), 74 adedi TAO1902
markoriinin kullaniimasi ile I-2 geni dayaniklilik alleline ait bandi Gretmistir. Her
iki geni birlikte tasiyan domates hatti sayisi ise 22 adet olarak belirlenmistir
(Sekil 1, 2).

M

Hatlar Ticari F1 Cegitler

- e e — - -

LT ' S ag— - -
-

Sekil 1. TAOgy, CAPS (Rsal enzimi ile kesilmis) markoéri ile galismada kullanilan domates
gesit ve hatlarindan elde edilen jel goérintiisi. M: Markér, Dayanikli (500 bg),
Hassas (380 bg)

Hatlar Ticari F1 Cesitler

Sekil 2. At-2-F-R3 dominant SCAR markori ile calismada kullanilan domates gesit ve
hatlarindan elde edilen jel goriintiisi. Dayanikli (130 bg)
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El Mohtar vd. (2007)'nin F£. oxysporum f. sp. lycopersici rk 2'ye
dayanikliligi saglayan I-2 geni icin gelistiriimis markorle ayni irka dayanikhiligi
bilinen 40 adet domates genotipinin 39 adedinde bu dayanikliigin saglayan 1-2
genine ait bant tespit edilirken bunlardan sadece 1 adet domates genotipinde
sdz konusu bant tespit edilememistir. Bu metodun 3 farkli llkede yapilan
molekiiler ve klasik testlemelerle yapilmis calismalarla gecerliligini korudugu
bildirilmigtir. Arens vd. (2009) ise At-2-F3-R3 primer ciftini kullanarak ticari
domates cesitlerinde I-1 genine bagli dayanikliigi test etmis ve sdz konusu
markorin I-1 geninin varhigini tespit etmede kullanilabilecegini bildirmistir.

Bu calismada kullanilan domates hatlari genellikle ticari F; domates
gesitlerinin  kendilenerek Fs kademesine getiriimis populasyonlar ile yerel
populasyonlarin arasindan secilen materyallerden olusmaktadir. Genellikle ticari
domates cesitlerinin ¢ogu I-1 ve I-2 geninin ya birisini ya da ikisini birlikte
tagimaktadir. Dolayisiyla bu calismadan elde edilen sonuglar bu yolla elde edilmis
ve sdz konusu hastalija dayanikliik amaciyla olusturulmamis mevcut domates
populasyonlarinda F£. oxysporum f. sp. lycopersici§e dayanikliidin belirlemesinde
yol goésterici olabilecektir.

4. SONUG

Bu calismadan elde edilen sonuclar F. oxysporum f. sp. lycopersici
etmenine karsi dayanikhlik igin gelistirilmis molekiler markdrlerin s6z konusu
populasyonlarda cesit gelistirmek rahatlikla kullanilabilecegdini gostermektedir.
Dolayisiyla F. oxysporum f. sp. lycopersiciye karsi dayanikihdi belirleyen
molekiler markoérlerin (I-1 ve I-2) s6z konusu hastaliga dayanikll cesit
gelistirmek icin hazirlanacak 1slah programlarinda kullanilarak daha fazla
materyali dederlendirme imkani verebilecektir. Bu da 1slah programlarinin
suresini kisaltacak ve basar sansini arttirabilecektir.
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