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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

DOMATES (Solanum lycopersicum L.)'TE VIRUS ENFEKSIYONU VE
KURAKLIK STRESI SIRASINDA miRNA'LAR VE HEDEFLEDIKLERI
MYB TRANSKRIPSIYON FAKTORLERININ EKSPRESYONLARININ

BELIiRLENMESI

Fatma SARIKAYA

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

I1. Damisman: Prof. Dr. Bayram CEViK

Domates (Solanum lycopersicum L.), ilkemizde ve diinyada ekonomik degere sahip 6nemli
tarimsal iiriinlerden biridir. Ancak, domates iiretiminde verimi ve kaliteyi olumsuz yonde
etkileyen pek cok abiyotik ve biyotik stres faktorleri bulunmaktadir. Kuraklik stresi,
domateste biiyiime ve gelismeyi sinirlandiran ciddi bir sorundur. Ayrica, domates lekeli
solgunluk virtisii (Tomato spotted wilt virus, TSWV) domates iiretim alanlarinda sikga
karsilasilan ve yikict etkilere neden olan viriistiir. Son yillarda, bitkilerde abiyotik ve biyotik
streslere yanit yollarinda yer alan stresin algisi, sinyal iletimi, diizenleyici elementler ve
molekiiler mekanizmalar1 iceren birka¢ molekiiler ag tanimlanmustir. Cesitli bitki tiirlerinde
tekli stres etmenleri tizerinde ortaya g¢ikarilan bu mekanizmalar, dogada ¢oklu stresler ile
kars1 karsiya kalan bitkilerin yanit mekanizmalarinin agiklanmasinda yetersiz kalmaktadir.
Transkripsiyon faktorleri (TF’ler) ve mikroRNA (miRNA)’lar bitkilerin ¢evresel streslere
kars1 yanit mekanizmalarinin diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadirlar. Bu yapilar, biiyiime
ve gelisme, cevresel streslere karsi adaptasyon ve tolarans gibi birgok siirecte yer alan
genlerin ekspresyonundan ve/veya baskilanmasindan sorumludurlar. Yapilan bu tez
calismasi kapsaminda, SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 ve Sly-miR159 genlerinin
TSWV’ye karst duyarli Alsancak ve TSWV’ye kars1 dayanikli Sedir domates ¢esitlerinde
TSWV enfeksiyonu, kuraklik stresi ve TSWV/kuraklik uygulamasi sirasindaki ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir. Bu amagla, domates bitkilerinden TSWV enfeksiyonun 7., 14. ve
21. glinlerde, kuraklik stresinin ve TSWV/kuraklik uygulamasinin 0., 3., 5. ve 7. giinlerde
yaprak ornekleri alinmustir. Gen ekspresyonu diizeyindeki degisimler 2" yontemi
kullanilarak real-time RT-PCR ile belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda domateste
hem tekli hem de c¢oklu stres uygulamalari sirasinda SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96,
SIMYB101 ve Sly-miR159 genlerin stres ¢esidine gore farkli diizeylerde ifade edildikleri
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Domates, TSWV enfeksiyonu, Kuraklik stresi, MYB
transkripsiyon faktorleri, mikroRNA, Gen ekspresyonu

2020, 102 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF THE EXPRESSION OF MYB TRANSCRIPTION
FACTORS TARGETED BY miRNAs DURING VIRUS INFECTION AND
DROUGHT STRESS IN TOMATO (Solanum lycopersicum L..)

Fatma SARIKAYA

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

Co-Supervisor: Prof. Dr. Bayram CEVIK

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the important agricultural products of economic
value in our country and in the world. However, there are many abiotic and biotic stress
factors that negatively affect yield and quality in tomato production. Drought stress is a
serious problem that limits growth and development in tomatoes. In addition, Tomato
spotted wilt virus (TSWV) is a virus frequently encountered in tomato production areas and
causes destructive effects. In recent years, several molecular networks have been identified,
including perception of stress, signal transduction, regulatory elements and molecular
mechanisms involved in the response pathways to abiotic and biotic stresses in plants. These
mechanisms, which have been revealed on single stress factors in various plant species, are
insufficient to explain the response mechanisms of plants facing multiple stresses in nature.
Transcription factors (TFs) and microRNAs (miRNAs) play a key role in regulating the
response mechanisms of plants to environmental stresses. These constructs are responsible
for the expression and / or repression of genes involved in many processes such as growth
and development, adaptation to environmental stresses and tolerance. This thesis study,
TSWV infection, drought stress and and TSWV/drought application of TSMV-sensitive
Alsancak and TSWV-resistant Sedir tomato cultivars of SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96,
SIMYB101 and Sly-miR159 genes expression levels were determined. For this purpose, leaf
samples were taken from tomato plants on the 7., 14. and 21. days of TSWV infection and on
the 0., 3., 5. and 7. days of drought stress and TSWV/drought application. Changes in gene
expression levels were determined by real-time RT-PCR using 2*““" method. As a result of
the analyzes, it was determined that SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 and Sly-
miR159 genes were expressed at different levels according to the stress type during both
single and multiple stress applications in tomato.

Key Words: Tomato, TSWV infection, Drought stress, MYB transcription factors,
microRNA, Gene expression

2020, 102 pages
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1. GIRIS

Bitkiler, ekosistemin dnemli bir boliimiinii olusturmaktadirlar ve insanlar tarafindan
gida, barinak, ilag gibi temel ihtiyaglarin yani sira ekonomik olarak boya, kozmetik,
kagit endiistrisi ve biyoyakit iiretiminde kullanilmaktadirlar. Dogalar1 geregi
bulunduklar1 bélgedeki topraga tutunan bitkiler, hayatta kalmak i¢in su, karbon, 151k
ve mineral besin maddelerine ihtiya¢ duymaktadirlar. Bunun yani sira, bitkiler
genellikle siirekli degisen ortamlarda hayatta kalma yetenegine sahiptirler. Ancak,
son yillarda insan niifusundaki hizli artig, sanayilesme, su kirliligi vb. faktorler
kiiresel 1sinmay1 hizlandirarak 6ngoriilemeyen iklim degisikliklerinin ortaya
¢ikmasina sebep olmustur. Bu durum bir¢ok bitki tiiriinde dncelikle yiiksek ve/veya
diisiik sicakliklardan dolay1 ve diger bir¢ok faktdrden kaynakli olarak bitkilerde
cesitli streslerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Stres, temelde bir fizik terimidir
ve bu agidan degerlendirildiginde, bir cisme uygulanan birim alan basina mekanik
kuvvet olarak tanimlanmaktadir. Biyoloji terimi olarak degerlendirildiginde ise stres,
fotosentez oranimi sinirlayan ve bir bitkinin 151k enerjisini biyokiitleye doniistiirme
yetenegini azaltan herhangi bir abiyotik ve/veya biyotik kisitlayicilar olarak
tanimlanmaktadir (Grime, 1977). Cevresel stres faktorleri olarak adlandirilan
abiyotik/biyotik stres etmenleri bitkisel {iretimi ve verimi olumsuz yonde
etkilemektedir. Stres ilerleyen agamalarda bitkinin 6liimii ile sonuglanabilecek geri
dontisiimsiiz ciddi zararlara da neden olabilmektedir. Ancak, bitkiler hayatta kalmak

i¢in stres faktorlerine karsi ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmiglerdir.

Bitkilerin stres faktorlerine karsi olusturdugu savunma mekanizmalarinin anlasilmasi
ve bu mekanizmalara bagli olarak bitkilerde c¢esitli streslere karsi dayaniklilik
ve/veya tolerans mekanizmalarinin  gelistirilmesi  tarimsal  verimlilik  ve
siirdiiriilebilirlilik acisindan olduk¢a Onemlidir. Ornegin, streslere karsi yeterli
diizeyde savunma mekanizmasina sahip olmayan bitkilerde fazla su ve giibre
tiketimi  gergeklesmektedir. Dolayisiyla bu durum c¢evreyi biiylik oranda
etkilemektedir (Zhu, 2016). Ayrica, bitkisel tiretimi sinirlandiran faktorler her bitkide
ayni etkiye sahip olmayabilir. Ayn tiir i¢erisinde yer alan, ancak farkli cesitlere ait
bitkilerde dahi ¢evresel streslere karsi dayaniklilik ve/veya tolerans seviyelerinde
farkliliklar oldugu belirlenmistir. Bir baska ifadeyle bir bitki i¢in stres olusturan

faktor diger bir bitki icin stres olusturmayabilir. Bu nedenle de, farkl bitki tiir ve
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cesitlerinde farkli stres faktorleri sirasinda bitkilerde olusan tepkilerin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal diizeyde dogru bir sekilde anlasilmasi gerekmektedir.
Bitki tiir ve ¢esitlerinin yaninda stresin etki siiresi ve ¢esidi, olusan hasarin boyutu ve
kaliciliginin ~ belirlenmesi  dayaniklilik  ve/veya tolerans mekanizmalarinin

belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Domates (Solanum lycopersicum L.), Solanaceae familyasinda yer alan 6nemli
tarimsal triinlerden birisidir. Kisa yagsam dongiisiine sahip olmasi ve genis cografi
alanlarda yetistirilebilir olmasi nedeniyle iilkemizde ve diinyada yaygm olarak
tiretimi gerceklestirilmektedir. Domates, taze olarak tiiketiminin yaninda pisirilerek
de salca, ketcap, sos, corba vb. gibi ¢cok genis tiikketim olanaklarinin olmasi nedeniyle
endiistriyel agidan da olduk¢a dnemlidir. Ayrica, domates hem bahge ve/veya tarla
hem de sera ortaminda yetistirilmeye uygun bir bitki olmasi, bu nedenle de yilin
bir¢ok boéliimiinde tiiketiciye sunulmasi ve ayn1 zamanda tiiketici agisindan ¢ok genis
bir {iriin yelpazesine sahip olmasi gibi nedenlerden dolay1 da tiiketiciler ve iireticiler
acisindan oldukga fazla tercih edilen bir iiriindiir. Ancak, domates yetistiriciliginde
ekonomik zarara neden olan, verimi ve kaliteyi sinirlandiran veya bazi durumlarda
tamamen engelleyen kuraklik, soguk, yliksek tuzun yaratmis oldugu ¢esitli abiyotik
stres faktorleri ve ¢esitli patojen ve boceklerden kaynakli birgok biyotik stres etmeni
bulunmaktadir. Bu abiyotik ve/veya biyotik stresler ve bu streslerin ¢esitli
kombinasyonlar1 6zellikle arazi kosullarinda biiylime ve gelismeyi olumsuz yonde
etkileyerek verimi diisiirmektedir. iklim degisikligiyle birlikte diger bitkilerde oldugu
gibi domates tretimi swrasinda da giderek daha fazla stres faktorii ile
karsilasilmaktadir. Bu durum, domates iiretiminde olduk¢a 6nemli diizeyde verim
kayiplarinin yaganmasina neden olarak treticiler agisindan da biiyiik bir sorun haline

gelmektedir.

Diinya Meteoroloji Orgiitii (World Meteorological Organization, WMO), 1850
yilindan sonra en sicak donemin 2001 ve 2010 yillar1 arasindaki zaman diliminde
gerceklestigini bildirmislerdir (Tripathi vd., 2015). Iklim iizerine yapilan tahminlere
gore gelecek 50-100 yil igerisinde ortalama yiizey sicakliklarinin 3-5°C artacagi ve
bu durumun tarimsal iiretim iizerinde oldukca olumsuz etkilerinin olacagi tahmin
edilmektedir (Anonim, 2007). Artis gosteren sicakliklar beraberinde kuraklik stresini

de cok onemli bir sorun haline getirmektedir. Yapilan son arastirmalara gore, diinya
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topraklarinin tigte biri kurak ve yar1 kurak alanlardan olugsmaktadir (Fang ve Xiong,
2015). Son yillarda yasanan ve gittikge onemli etkileri olan kiiresel iklim degisikligi
ve buna bagli olarak gelisen sicakliklardaki artiglar diinya genelinde kurakligin daha
fazla yerde goriilmesine neden olmus ve bu nedenlerle de kuraklik tarimsal {iretimi
etkileyen en Onemli abiyotik stres faktorii olarak degerlendirilmektedir. Kuraklik,
tarimsal iiretimde verim ve kaliteyi olumsuz yonde etkilemektedir. Kuraklik stresine
dayanikli ve/veya toleransli olabilmek amaciyla birgok bitki tiir ve ¢esidinde farkli
diizeylerde gerceklesen c¢esitli adaptasyon mekanizmalar1 gergeklesmektedir. Bu
adaptasyon mekanizmalari arasinda ise; stomalarin kapanmasi, bodurlasma, daha
giiclii ve derinlere inen bir kok sisteminin gelistirilmesi ve c¢esitli antioksidan
bilesiklerin ve ozmotik koruyucularin miktarlarinda meydana gelen artislar

sayilabilir.

Gliniimiizde, bir¢ok tiretici kuraklik stresinin yaninda, iiretim sirasinda ¢esitli biyotik
stres etmenleri ile karsi karsiya kalmakta ve bu etmenlerle miicadele sirasinda
kiiltiirel miicadele yontemlerinin yeterli olmadigi durumlarda kimyasal miicadeleye
bagvurmaktadirlar. Ancak, mevcut kimyasal miicadele yontemlerinin pahali olmasi,
uygulama sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin ekosistem {izerine olan olumsuz
etkilerinin olmasi, bdceklerin ve c¢esitli patojenlerin kimyasal miicadele sirasinda
kullanilan kimyasal maddelere kars1 zamanla dayaniklilik kazanmalar1 gibi
olumsuzluklar kimyasal miicadele sirasinda yasanmakta olan sorunlardir. Ozellikle,
biyotik stres etmenleri arasinda yer alan viriislerin neden oldugu hastaliklarin kontrol
altina alinmasi ve/veya tamamen ortadan kaldirilmasi oldukga giic olmaktadir.
Kullanilan kontrol stratejileri ile mevcut viriislerin yeni suslarinin ve/veya tamamen
yeni viriislerin siirekli olarak ortaya ¢ikmasinin oniine gegilememektedir. Bu durum
ise, tarimsal iiretimde viriislere dayanikli ve/veya toleransl bitki tiir ve gesitlerinin

gelistirilmesini bir zorunluluk haline getirmektedir.

Ekonomik a¢idan olduk¢a dnemli bir bitki olan domateste de verim ve kaliteyi ciddi
boyutlarda etkileyen ve hastalik etmeni olan birgok viriis bulunmaktadir. Ancak,
domateste yaygin olarak goriilen ve en yikici etkilere sebep olan Domates lekeli
solgunluk viriisii  (Tomato spotted wilt viriis, TSWV)’diir. Bu virlis, domates
bitkilerinde yapraklar iizerinde siyah noktalar ve kahverengiden bronz renge doniisen

lekeler olustururken, yaprak sapinda, govdede ve yeni gelisen siirgiinlerde koyu
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kahverengi lekelerin olugsmasina neden olmaktadir. Ayrica, ¢igek sayisini, meyve

sayisini ve meyve verimini de olduk¢a 6nemli diizeylerde diisiirmektedir.

Bitkilerde abiyotik ve biyotik streslere kars1 dayaniklilik ve/veya tolerans
gelistirilmesi sirasinda ¢esitli transkripsiyon faktorleri (TF), cok sayida protein
kodlayict RNA (mRNA)'lar ve protein kodlayici olmayan RNA (miRNA)'lar rol
oynamaktadirlar. Transkripsiyon faktorleri (TF’ler), transkripsiyonu aktive edebilen
ve/veya baskilayabilen sekansa spesifik DNA-baglanma proteinleridir (Zhang, 2003).
Gliniimiizde, WRKY, NAC, MYB, bZIP, AP2 gibi bircok TF ailesi tanimlanmustir.
MYB TF ailesi ise, tiim okaryotik canlilarda yer almaktadir ve bitkilerde bulunan en
bliylikk TF ailelerinden birini olusturmaktadir. Bitkilerde MYB TF'leri; organ
morfogenezi, sekonder metabolitlerin {iretimi, hiicre dongiisiiniin denetimi, abiyotik
ve biyotik stres faktorlerine yanit gibi bir¢ok farkli fonksiyonlara sahiptirler. Cesitli
stresler sirasinda transkripsiyonel regiilasyon sirasinda TF'ler olduk¢a onemli
diizeyde rol oynarken miRNA olarak bilinen biiyiik bir RNA sinifim1 iceren kiigiik
kodlayict olmayan RNA'lar transkripsiyon sonrast gen regililasyonunun
diizenlenmesinde gorev almaktadirlar. miRNA'lar; biiylime ve gelisme, cevresel
streslere adaptasyon ve tolerans gibi bircok spesifik siirecin dnemli molekiiler

diizenleyicileridir (Alptekin vd., 2017).

Bitkilerin gevresel streslere yanitta temel adaptasyon mekanizmalariin aragtirilmasi
ve aydmlatilmas1 tarimsal lretimde verimliligin arttirilmas: bakimindan kritik bir
oneme sahiptir. Son yillarda, bitkilerin birkag farkli strese karsi ayni anda maruz
kalmas1 nedeniyle ¢oklu stresler sirasinda bitkilerde gelistirilen dayaniklilik ve/veya
tolerans stratejilerinin anlasilmasina ve gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalar sonucunda bazi TF'lerin ve miRNA'larin ¢evresel
streslere yanit olarak transkripsiyonu arttirict ve/veya baskilayici olarak belirlenmesi,
TF'lerin ve miRNA'larin abiyotik-biyotik streslere karsi bitki direncinde hayati

oneme sahip olduklarini géstermistir.

Yapilmis olan bu Yiiksek Lisans Tez c¢alismasi kapsaminda da, TSWV'ye karsi
duyarli ve TSWV'ye kars1 dayanikli oldugu bilinen domates cesitlerine mekanik
inokiilasyon araciligi ile TSWV'nin enfeksiyonu gerceklestirilmistir. Inokiilasyonun

gerceklestirilmesinin ardindan 7., 14. ve 21. giinlerde bitkilerden yaprak ornekleri
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toplanmistir. Ayn1 zamanda, TSWV enfeksiyonunun gergeklestirilmedigi domates
cesitlerine kuraklik stresi, su kisitlamasi yontemi ile 7 giin boyunca uygulanmis ve
kurakligin 0., 3., 5. ve 7. giinlerinde bitkilerden yaprak oOrnekleri toplanmustir.
Domates bitkisinde onemli bir abiyotik stres etmeni olan kurakligin ve 6nemli bir
biyotik stres etmeni olan TSWV'nin kombineli olarak gen ifadesi diizeyinde
etkilerini belirlemek amaciyla TSWYV enfeksiyonunun gergeklestirildigi ve
kurakligin uygulandigi domates ¢esitlerine TSWV/kuraklik uygulamasi 7 giin
boyunca ayni anda uygulanmistir. Kombine stres uygulamasinin 0., 3., 5. ve 7.
giinlerinde bitkilerden yaprak Ornekleri toplanmistir. Farkli stresler sirasinda
toplanan yaprak orneklerinden izole edilen RNA'lar kullanilarak yapilan real-time
PCR analizleri ile iki farklt domates ¢esidinde TSWV enfeksiyonu ve kuraklik stresi
strasinda ayr1 ayri1 olarak ve bu streslerin kombineli bir sekilde uygulanmasi sirasinda
gen ifadesinde meydana gelen degisimler MYB transkripsiyon faktorii ailesine ait
dort TF'nin (SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96 ve SIMYB101) ve domateste 6nemli
bir miRNA olarak bilinen Sly-miR159’un ifade diizeylerinde meydana gelen

degisimler incelenerek belirlenmeye ¢aligilmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Domates

Domates (Solanum lycopersicum L.), Solanaceae familyasinin Solanum cinsine ait
onemli bir tarimsal iriindiir (Peralta vd., 2008). Yabani domates tiirlerinin
Ekvador’un merkezinden, yiiksek And Daglarina, Peru’dan, Sili’nin kuzeyine ve
oradan Galapagos Adalarina kadar Giiney Amerika’nin kiyr bolgesine 6zgii oldugu
belirlenmistir (Bergougnoux, 2014). Domatesin, ilk kez Meksika’da kiiltiire alindig
(Jenkins, 1948) ve isminin Meksika’da yerel bir dil olan Nahualt dilinde ‘kiiresel ve
sulu meyvelere sahip bitkiler’ anlamima gelen ‘tomalt’ kelimesinden tiiretildigi
diistiniilmektedir (Bauchet ve Causse, 2012). Giiniimiizde, S.lycopersicum'un
yetistiriciligi yapilan bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Genellikle, kirmiz1 meyveye sahip
olmakla birlikte meyvenin rengi, sekli, kalitesi, biiyiime aliskanligi ve yaprak
morfolojisi bakimindan c¢esitler arasinda onemli farklhiliklar gdzlemlenmektedir

(Grandilio vd., 1996; van der Knaap ve Tanksley, 2001; Holtan ve Hake, 2003).

Domatesin olgunlagsmamis yesil meyvelerinin su igerigi %91 iken, olgunlagmis
kirmizi1 meyvelerinin su igerigi yaklagik %93 civarlarinda bulunmaktadir. Meyve
bilesiminin geri kalan kismini olusturan maddeler arasinda sekerler (glikoz, fruktoz
ve sakkaroz) %55, proteinler, seliiloz, pektinler ve polisakkaritler %21, organik
asitler (sitrik asit, malik asit, galakturonik asit ve karboksilik asit) %12,
karotenoidler, askorbik asit, ugucu bilesikler, amino asitler %5 ve inorganik
bilesikler %7 oraninda bulunmaktadir (Ercan, 2002). Domates, likopen, beta-
karoten, flavonoidler, C vitamini ve hidroksisinamik asit tiirevleri gibi 6nemli besin
maddeleri igerigi nedeniyle saglik agisindan koruyucu bir gida olarak kabul
edilmektedir. Ozellikle, son yillarda likopenin oksidasyonu ve kanser onleyici
etkilerinin kesfedilmesiyle birlikte domatesin popiilaritesi artmistir (Gerszberg vd.,
2015). Ayrica, domates dogrudan taze tiiketilebilmesinin yan1 sira gida endiistrisinde
islenerek corba, meyve suyu, sal¢a, konserve, tursu, ketgcap vb. gibi diger gida
maddelerine doniistiiriilmesi nedenleri ile de hem yetistiriciler hem de tiiketiciler
tarafindan oldukga fazla tercih edilen bir sebzedir. Ayn1 zamanda, domates kismen
kiiciik bir genoma (950 Mb) ve kisa bir yasam dongiisiine sahip olmasi, farkl

yetistirme kosullar1 altinda kiiltiire alinabilmesi, kendi kendine tozlanmasi ve
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homozigotluk oranma kisa zamanda ulasilmasinin miimkiin olmasi, asilama ile
cogaltilabilmesi ve farkli bitki doku pargalar1 kullanilarak yeni bir bitkinin kisa
zamanda elde edilebilmesinin miimkiin olmasi, gen duplikasyon oraninin diisiik
olmast gibi nedenlerden dolay1 da hem temel hem de uygulamali arastirma

programlari i¢in ideal bir bitki konumundadir (Gerszberg vd., 2015).

Domates, genel olarak tropik bir bitki olarak kabul edilmekle birlikte, diisiik
sicakliklarin tiretimi kisitladigi alanlarda sera igerisinde de yetistirilme olanaginin
olmasi nedeniyle de diinyanin hemen hemen her bolgesinde yetistiriciligi yapilabilen
bir sebze tiirii olarak da diisiiniilmektedir (Foolad, 2007). Iklim istegi bakimindan
domates; 1lik ve sicak iklim grubunda yer almaktadir. En iyi gelisim gosterdigi
sicaklik derecesi 17-27 °C'dir. Sicakligin 13 °C’nin altina diismesi ve 30 °C’nin
tizerine ¢ikmasi ile; bitki biiylimesi yavaslamakta, ¢icek tozu olusumu ve canliligi
azalmakta ve tohumlarimin ¢imlenme yetenegi diismektedir. Bu gelismelerle birlikte
aym zamanda meyve olusumunda da azalmalar meydana gelmektedir (Ozbahge ve
Padem, 2007).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of
The United Nations, FAO)’niin raporuna gore, 2017 yilinda domates, 4 848 384 ha
alanda yaklasik olarak 183 milyon ton iretimi ile diinya genelinde yetistiriciligi
yapilan sebzeler arasinda ilk sirada ve tiim tarim iiriinleri arasinda ise 11. sirada yer
almaktadir. Yine ayn1 yil, Cin 59 514 773 ton domates iiretimi ile diinyada ilk sirada
yer alirken, ikinci sirayr 20 708 000 ton iretimi ile Hindistan takip etmektedir.
Ulkemiz ise, diinya domates iiretiminde oldukga énemli bir yere sahiptir. FAO nun
2017 yil1 verilerine gore iilkemiz domates iiretiminde 187 070 ha alanda 12 750 000
ton iretimi ile diinyada 3. sirada yer almaktadir. Tiirkiye'yi 10 910 990 ton domates
tiretim ile ABD takip etmektedir (Anonim, 2019a). Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK)’ndan elde edilen bilgilere gore 2001-2018 yillar1 arasinda iilkemizde

domates tiretim verileri Sekil 2.1°de verilmistir (Anonim, 2019b).
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Sekil 2.1. Tiirkiye’de 2001 ve 2018 yillart arasinda domates tiretim miktar1 (Anonim,
2019b)

Domatesin diinyada ve iilkemizde yetistiriciligi diger sebzelere kiyasla oldukga fazla
yapilmasina ragmen, yetistiricilik sirasinda karsilasilan ¢esitli gevresel stres faktorleri
nedeni ile verim ve kalite de azalmalar yasanmaktadir. Giiniimiizde, yapilan birgok
calisma ile domateste gesitli gevresel stres faktorlerine karsi dayanikli ve/veya
toleransli yeni domates cesitleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bu nedenle de,
meydana gelen verim kayiplarinin ve bu kayiplardan kaynaklanan ekonomik zararin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in domates bitkisinin yetistiriciligi sirasinda karsilagilan
cevresel stres faktorlerine karsi bitkinin gostermis oldugu tepki ve/veya tepkilerin

mekanizmalarinin anlasilmasi gerekmektedir.

2.2. Cevresel Stres Faktorleri

Bitkiler, yasamlar1 boyunca bulunduklart yerde ve kismen hareketsiz kaldiklarindan
dolay1r birgok stres faktorii ile karsi karsiya kalmaktadirlar. Biiylime ve gelismeyi
siirlandiran stres, bir fizik terimi olmasinin yani sira biyolojide gesitli sekillerde
ifade edilmektedir. Levitt (1980), stresi canli organizmalar i¢in elverissiz herhangi
bir ¢evre faktorii olarak tanimlamistir (Gaspar vd., 2002). Ayn1 zamanda, ¢evresel
stresler bir bitkinin biiylime ve gelismesi sirasinda metabolik i¢ dengenin degismesi
ve/veya bozulmasina neden olan herhangi bir olumsuz kosul olarak da
tanimlanabilmektedir (Shulaeva vd., 2008). Cevresel streslere maruz kalan bir
bitkide, cevresel streslere tepki olarak bitkinin gen ifadesinde (ekspresyonunda)

meydana gelen degisikliklerle birlikte metabolik faaliyetler etkilenmekte ve
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dolayistyla da bitkinin biiylime hizinda ve verimliliginde azalmalar olusmaktadir

(Shao vd., 2008).

Cesitli aragtirmalar, bir bitkinin yagami boyunca herhangi bir stres faktdriine maruz
kalmasi ile o bitkide meydana gelen tepkinin sonraki nesillere genetik olarak
aktarildigint ve nispeten Ongoriilebilir bir strese tolerans ve/veya dayaniklilik
saglandigimmi ortaya c¢ikarmistir. Bu durum, priming (hazirlama) olarak ifade
edilmektedir ve deoksiribo niikleik asit (deoxyribonucleic acid, DNA) sekansinda
herhangi bir degisiklik olmaksizin sadece fenotipik diizeyde meydana gelen tepki ile
ifade edilmektedir (Limke ve Biurle, 2017). Ornegin, giinliik ve mevsimsel olarak
yasanan dongiiler ile diizenli ve Ongoriilebilir sekilde degisen cevresel etmenlere
kars1 verilen tepkiler metabolizmada ciddi bir degisiklige neden olmamaktadir. Bu
nedenle, cevresel etmenlerden herhangi birinde meydana gelen herhangi bir
degisiklik ve/veya herhangi bir bitki i¢in optimum olmayan bir kosul bitkilerde
mutlak suretle bir strese neden olmamaktadir (Shao vd., 2008). Sonugcta, ¢evresel
stres faktorlerine karsi bitkilerde ortaya c¢ikan tepki bitkinin tiirline ve cesidine,
mevcut stresin tiiriine ve siddetine bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Piasecka

vd., 2019).

Bitkilerin dogal habitatlarinda siirekli ve ayni anda kars1 karsiya kaldiklar1 ¢evresel
stres kosullart arasinda kuraklik, sicaklik, yiiksek tuz, soguk, donma, yiiksek 151k
yogunlugu, mekanik yaralanma, agir metaller vb. gibi gesitli abiyotik ve viriisler ve
viroidler, biyotrofik ve nekrotrofik mantarlar, bakteriler, fitoplazmalar, oomyceteler,
nematodlar vb. gibi ¢esitli biyotik stres faktorleri yer almaktadir (Nejat ve Mantri,
2017). Abiyotik ve biyotik stres faktorleri, yalnizca mevcut lriinlere etki etmekle
kalmaz, ayn1 zamanda tarimsal iiretim alami olarak kullanilmayan bolgelerde de
yetistiriciligin sekillenmesindeki en Onemli engel olarak karsimiza cikmaktadir
(Gaspar vd., 2002). Diinya genelinde kullanilabilir tarim alanlart stres faktorlerine
gore smiflandirildiginda sirasiyla kuraklik stresi %26, mineral stresi (tuzluluk, agir
metal vb.) %20, soguk ve don stresi %15 ve bunlarin disinda kalan diger tiim stresler
%29'luk bir paya sahip iken, sadece %]10'Tuk bir alan herhangi bir stres faktoriine
maruz kalmayan bir alan olarak tanimlanmaktadir (Blum, 1986; Kalefetoglu ve

Ekmekgi, 2005) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Diinya genelinde kullanilabilir tarim alanlarinin stres faktorlerine gore
siniflandirilmasi

Biiylime ve gelismeyi etkileyen cevresel stres faktorleri, ilerleyen zamanlarda
bitkilerde geri doniisii olmayan ciddi hasarlara neden olabilmektedir. Hatta bazi
durumlarda, bitkilerin stres faktorlerine karsi yeterli diizeyde tepki veremedikleri

ve/veya gelistiremedikleri durumlarda bitkilerin 6liimleri ile de karsilagilmaktadir.

2.2.1. Abiyotik stres faktorleri

Abiyotik stresler, bitkilerin biiyiime ve gelisimine olumsuz yonde etki eden ve kalici
olmayan faktorler olarak tanimlanmaktadir (Novakovic vd., 2018). Diinya genelinde,
iiriin kayiplarinin birincil nedeni olarak abiyotik stres faktorleri gosterilmekte ve
tarimsal liretimde verim {izerinde %50'den daha fazla oranlarda azalmanin olmasina
neden olmaktadirlar (Rodriguez vd., 2006). Bitkilerde abiyotik stresler sirasinda
genel olarak stomalarda kapanma, fotosentezde azalma, cesitli ozmolitlerin
birikiminde artis ve streslere dayaniklilik ve/veya toleransta etkili genlerin ifade
edilmesi ile molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik diizeyde birtakim degisiklikler
meydana gelmektedir (Yamaguchi-Shinozaki ve Shinozaki, 2006).

Tarimsal tiretim alanlarinin siirekli olarak kullanilmasina bagli olarak toprakta artig
gdsteren Na* gibi toksik maddeler bitkilerin sitoplazmasinda birikmekte ve K* gibi
esansiyel iyonlarin eksikligi ile iyon dengesinin bozulmasina ve bitkilerde tuz
stresine neden olmaktadir (Huang vd., 2012). Yiiksek tuz stresi sirasinda su
molekiilleri, ¢ézlinmeyle birlikte ayrisan molekiillerin iyonlarinda tutulmaktadir. Bu
durumda toprakta yiiksek diizeyde osmotik basing olugmakta ve bu nedenle de bitki
toprakta bulunsa bile var olan bu suyu kullanamamakta ve fizyolojik kuraklik

olusmaktadir (Korkmaz ve Durmaz, 2017). Osmotik stresin devaminda ise, iyon
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stresi ortaya ¢ikmaktadir. Ortamda artan Na* ve CI iyonlart; K*, Ca™ ve NO gibi
bitkiler i¢in gerekli besin elementleri ile rekabete girmektedir. Bunun sonucunda da
bitkilerde besin eksikligi ve/veya besin miktarinda dengesizlik ortaya c¢ikmaktadir
(Hu ve Schmidhalter, 2005). Aym1 zamanda, tuz stresi sirasinda iyon dengesi
bozulmakta ve hiicre metabolizmasi igin toksik olan Na® bazi &nemli enzimlerin
isleyisi iizerinde zararli etkiye neden olmaktadir. Bununla birlikte, yiiksek Na®
konsantrasyonu; osmotik diizeyde dengesizlige, biiylimede azalmaya, hiicre
boliinmesinin inhibisyonuna, fotosentezin azalmasina ve reaktif oksijen tiirleri
(reactive oxygen species, ROS)’nin iiretiminde artisa neden olmaktadir (Mahaja ve

Tuteja, 2005).

Bitki metabolizmasin1 etkileyen Onemli abiyotik stres faktorlerinden birisi de
sicakliktir. Bitki tiirline gore gesitlilik gosteren sicaklik degerleri minimum, optimum
ve maksimum olarak smiflandirilmaktadir. Bitkilerin  dogada  varliklarini
stirdlirebilmeleri sicaklik sinirina olan dayanikliliklari ile dogru orantilidir (Korkmaz
ve Durmaz, 2017). Yiiksek sicaklik tohum ¢imlenmesi, gelisme, lireme, fotosentez
gibi bir dizi fizyolojik siire¢ iizerinde etkide bulunarak verim iizerinde negatif bir
etkiye neden olmaktadir (Ahanger vd., 2017). Bitkilerde diisiik sicakliklarin neden
oldugu soguk stresi ise, bitkilerin metabolik faaliyetlerini dogrudan etkilemelerinin
yani sira dolayli olarak da ozmotik ve oksidatif stresler gibi diger streslerin ortaya
¢ikmasina neden olarak bitkilerde gen ekspresyonu diizeyinde bir¢cok degisikligin
ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadirlar (Chinnusamy vd., 2007). Cesitli bitki gruplar
donma derecesinde olmayan sicakliklara bir siire maruz kalarak soguga karsi tolerans
gelistirmektedirler. Bu olay "soguk uyumu" (cold-acclimation) olarak
adlandirilmakta ve sogugun bitkiler {izerinde meydana getirdigi zararin
azaltilmasinda rol oynamaktadir (Thomashow, 1999). Genel olarak, bitkiler
sicakliklarda meydana gelen degisikliklere bagli olarak kendi iglerinde c¢esitli
tolerans stratejileri gelistirmiglerdir. Bu stratejiler arasinda; stomalarini kapatma,
osmoprotektanlarin, 151 soku proteinlerinin ve sekonder metabolitlerin miktarlarinda
artiglar, yag asitlerinin kompozisyonlarinda degisikliklerin gerceklesmesi ve
sicakliklarin degisimi sirasinda olusan ROS'larin etkisiz hale getirilmesinde gorev

alan enzimlerin aktivasyonlarinda artiglarin olmasi sayilabilir (Wang vd., 2017).
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Diisiik ve yiiksek 151k yogunluguna maruz kalan bitkilerde ise, diger stres
etmenlerine benzer sekilde bazi degisimler gozlemlenmekte ve bitki biliylime ve
gelisimi olumsuz yonde etkilenmektedir. Genel olarak, bitki biiyiime ve gelismesi
sirasinda meydana gelen fazla 151k, biyomolekiillerin ve enzimlerin manipiile
edilmesine neden olan ROS ara iirlinlerinin iiretimini arttirarak fotooksidasyonu

baslatmaktadir (Meena vd., 2017).

Yogun tarim uygulamalari, diinya niifusunda meydana gelen hizli artiglar ve
beraberinde gerceklesen hizli sehirlesme toprakta agir metallerin birikmesine neden
olmaktadir (Emamverdian vd., 2015). Uzun siire agir metallere (Cr, Cu, Mn, Fe vb.)
maruz kalan bitkiler; kok, gévde, yaprak, meyve, tohum gibi ¢esitli dokularinda bu
metalleri biriktirmektedirler (Hong-Bo, 2010). Agir metaller, bitkilerde direkt olarak
oksidatif hasara neden olarak ROS’larin bitki biinyesinde {iretilmesine neden
olmaktadirlar. Bunun sonucu olarak da, hiicre homeostast bozulmakta, DNA
iplik¢iginde kirilmalar gézlemlenmekte, proteinlerin yapisi bozulmakta veya hiicre
zar1 ve fotosentetik pigmentler hasar gérmektedir (Emamverdian vd., 2015). Ayrica,
kokler uzamamakta, sagak kok olusumu azalmakta, koklerde ve gévdede yas ve kuru
agirlik azalmakta, yaprak morfolojisi bozulmakta ve biiylime gecikmektedir (Ayhan
vd., 2006). Bitkiler metal toksisitesine karst agir metalleri vakuollerde depolama ve
selatlama yaparak veya agir metallerin hiicre membranlarina dogru tasinimlarini

azaltarak tolerans saglamaktadirlar (Oktiiren-Asri ve S6nmez, 2006).

2.2.1.1. Kuraklik stresi

Kuraklik; yagis miktarinin azalmasina bagl olarak yer alt1 su tabakasinda meydana
gelen kiigiilme ve sicaklik artisi ile birlikte su kullaniminin sinirlandirilmas olarak
tanimlanan meteorolojik bir terimdir (Joshi vd., 2016). Bununla birlikte kuraklik;
tarimsal,  hidrolojik ve sosyo-ekonomik olarak da farkli  sekillerde
tanimlanabilmektedir. Tarimsal anlamda kuraklik, bir bitkinin ihtiya¢ duydugu suyu
topraktan alamamas1 (Mengii vd., 2011) iken, hidrolojik kuraklik; nehir, gol ve yer
alt1 su kaynaklarinda bulunan su miktarindaki azalma olarak a¢iklanmaktadir. Sosyo-
ekonomik kuraklik ise, meydana gelen biitiin kurakliklar sonucu ekonomik dengenin
bozulmasi olarak agiklanmaktadir (Mishra ve Singh, 2010). Meydana gelen iklim

degisiklikleri kurak gecen donemlerin sikliginda, yogunlugunda ve siiresinde
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artiglara ve diinya {izerinde yer alan kurak bdlgelerin haritasinda birtakim
degisikliklerin olmasina neden olmustur (Cramer vd., 2011). Meydana gelen bu
degisikliklerle birlikte ayn1 zamanda diinyanin bir¢ok bdlgesinde tarimsal iiretim
sirasinda su kaynaklar1 yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak, yakin gelecekte
hizla artan niifus ile birlikte etkisini giderek arttiran kuraklikla suyun nadir
bulunacagi ongoriilmektedir (Chaves vd., 2003). Ayrica, kurakligin neden oldugu
ciddi tarimsal iirtin kayiplarinin yanmi sira ekolojik hasar, toprak erozyonu ve
arazilerin ¢ollesmesi karsilagilan ve/veya karsilagilabilecek diger 6nemli sorunlar

arasindadir (Fang ve Xiong, 2015).

Bitkiler, kuraklik stresinin ilk donemlerinde daha fazla suya ulasabilmek amaciyla
gdvde uzamasini yavaglatip kok gelisimlerini arttirmaktadirlar (Oztiirk, 2015).
Kurakligin uzun siire devam etmesine bagli olarak da yaprak su potansiyeli ve stoma
acilim1 azalmakta ve bu sirada fotosentez seviyesindeki diislisiin en Onemli
nedenlerinden biri olarak gosterilen fotosentetik pigmentler ve tilakoid membran
zarar gormektedir (Fahad vd., 2017). Bu gelismelerin sonucu olarak yaprak boyutu
azalmakta, kok biiylimesi baskilanmakta, tohum sayisi, biyiikligi ve canlilifi
azalmakta, cicek ve meyve olusumu gecikmekte, bitki bliylimesi ve verimliligi
azalmaktadir (Meena vd., 2017). Kurak kosullara dayaniklilik ve/veya tolerans
sirasinda bitkilerde; su kanal proteinleri, LEA proteinleri, saperonlar, proteazlar,
detoksifikasyon enzimleri, protein kinazlar, TF'leri, fosfolipaz C, makromolekiiller
ve membran biitiinliigiinii koruyan proteinler gérev almaktadirlar (Shinozaki ve
Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Ayrica, yine tolerans mekanizmasinin bir pargasi olan
ozmotik diizenlemede gorev alan mannitol, prolin, glisin, betain, trehaloz, fruktan,
inositol vb. organik maddelerle birlikte baz1 inorganik bilesikler de hiicre icerisinde

aktif olarak birikmektedirler (Fang ve Xiong, 2015).

2.2.1.2. Domates iiretimi ve abiyotik stres faktorleri

Domates, cesitli abiyotik stres faktorlerine karsi oldukga hassas bir bitkidir. Bu
nedenle yiiksek tuz, diisiik sicakliklar, yiiksek 151k yogunlugu vb. stres faktorlerinden
etkilenmektedir. Ancak, bu stresler arasinda yer alan diisiik sicakliklar ve kuraklik
streslerinin domates yetistiriciligi sirasinda etkileri diger tiim abiyotik stres faktorleri

arasinda etki derecelerinin yiiksek oldugu ve bir¢ok domates ¢esidinin yetistiriciligi
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iizerinde oldukga sirlayici etkiye sahip olduklari belirlenmistir. Ozellikle, erken
gelisme ve meyvenin gelismesi doneminde karsi karsiya kalinan kuraklik stresi
domatesin yasam dongiisiinii olumsuz olarak etkileyerek verimi garpici bir bigimde

azaltmaktadir (Celik vd., 2017).

2.2.2. Biyotik stres faktorleri

Bitkilerde, biyotik streslere bagli verim kayiplarimin yaklasik %35 oldugu
diisiiniilmektedir (Savary vd., 2012). Bir¢ok bocek, fungus, bakteri ve nematod besin
kaynagi olarak bitkileri kullanmaktadir. Bununla birlikte, bitkiler biiylime ve gelisme
evrelerinin  tamaminda virlis ve virlis benzeri patojenlere de maruz
kalabilmektedirler. Ayrica, son yillarda meydana gelen iklim degisiklikleri
boceklerin ve patojenlerin habitat araliklarinda bir degisimin olmasina sebep
olmustur. Artan sicakliklarin etkisi ile birlikte patojenlerin etkiledikleri bitki gruplar
ve bolgeler tizerinde de bir artis yasanmustir. Genellikle, bitkilerin bir patojen ya da
bir bocege maruz kalmasi kuraklik gibi abiyotik stres etmenlerinin etkilerini
arttirmakta; uzun slire kurakliga maruz kalan bitkilerde ise bitki savunmasi
zayiflamakta ve bu durum bitkilerde bocek ve patojen duyarliligina neden

olabilmektedir (Atkinson ve Urwin, 2012).

Genel bir ifade ile bitkilerde hastaliga sebep olan patojenler arasinda funguslar,
bakteriler ve viriisler yer almaktadir. Bitkilerde, herhangi bir hastaligin ortaya
¢ikmasi i¢in; 1) duyarli bir konukcu bitki, 2) konukcuyu enfekte edebilecek bir
hastalik etmeni ve 3) enfeksiyon i¢in uygun cevresel kosullarin bir arada yer almasi
gerekmektedir. Bu faktorler hep birlikte ‘hastalik tiggeni’ olarak adlandirilmakta olup
bu faktorlerin hepsi bir araya gelmediginde hastalik gelisimi s6z konusu
olmamaktadir (Velasquez vd., 2018). Bitkilerde hastaliga yol acan patojenler
bitkilerin farkli gelisim donemlerinde farkli zararlara neden olarak {iriin miktarini ve
kalitesini kayda deger bir bigimde azaltmaktadirlar. Ozellikle, domates gibi tarimsal
tretimde ekonomik degeri yiiksek tarimsal iiriinlerin kalitesinde meydana gelen
degisiklikler {irtinlerin ekonomik degerinde ve pazarlanmasinda sikintilarin

yagsanmasina sebep olmaktadirlar.
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Bitkilerin farkli kisimlarinda enfeksiyonlara neden olan bazi funguslar, toksinleri
kullanarak konukgu hiicrelerini dldiirmektedir. Ayrica, bakterilerle birlikte enfekteli
bitkilerin yapraklarinda lekelere, vaskiiler solgunluk ve kansere neden olmaktadirlar.
Nematodlar ise, bitki 6z suyu ile beslenmekte ve bitkide solma ve/veya bodurluk gibi
besin eksikligine bagli olarak gelisen farkli belirtilere neden olmaktadirlar. Bunun
yani sira bazi bitki paraziti nematodlar, toprak kaynakli hastaliklara ve bitkilerin kok

sistemleri lizerinde de enfeksiyonlara yol agmaktadirlar (Gimenez vd., 2018).

Viriisler hiicre i¢i obligat hastalik etmenleri olup, birgok bitkide enfeksiyona yol
acmaktadirlar. Viriisler enfekte ettikleri bitkilerde; mozaik yaprak lekesi, halkali
leke, kloroz, yaprak kiictilmesi, kivirciklik, sekil bozuklugu gibi belirtilerin olmasina
neden olarak bitkilerde biiylime ve gelismenin azalmasina ve bodurluga sebep
olmaktadirlar. Fungus ve bakterilerin aksine kimyasal miicadelesi olmayan viriisler,
bitkilerde hasara yol acan diger patojenlere kiyasla en ¢ok iiriin kayiplarina ve ciddi
diizeylerde ekonomik zararlara neden olarak gida giivenligini tehlikeye atan
faktorlerin basinda gelmektedirler (Ismayil vd., 2019). Ayrica, yeni ortaya ¢ikan bir
viriis veya yakin zamanda degisiklik géstermis bir viriis yeni iiretim alanlarina
yayilarak yeni bir hastalik olusturabilmektedir. Viriislerin genetik cesitligi oldukca
yiksek olup, viral genomlarda meydana gelen yiiksek etkili mutasyonlar,
rekombinasyonlar ve yeni genom organizasyonlariyla hizla yayilan yeni viriis

popiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar (Hanssen vd., 2010).

2.2.2.1. Domates iiretimi ve biyotik stres faktorleri

Diinyada, domates tretimini olumsuz olarak etkileyen ve yikici etkilere neden olan
200'den fazla hastalik etmeni ve zararli oldugu bilinmektedir (Bai vd., 2018).
Domates iiretimini olumsuz olarak etkileyen etmenler arasinda beyazsinekler,
thripsler, yaprak bitleri, akarlar, yaprak galeri sinekleri, kok-ur nematodlar1 gibi
cesitli zararhilar yer almaktadir. Yine, domates iiretiminde hastaliga yol agarak verim
ve kalite lizerinde ciddi kayiplara neden olan Domates erken yaprak yanikligi
hastaligi (Alternaria solani), Domates mildiyo hastaligi (Phytophthora infestans),
Domates yaprak kiifii hastaligi (Cladosporium fulvum, Fulvia fulva), Domates
kiilleme hastaligi (Leveillula taurica), Domates kok ciirtikliigli (Cokerten) hastaligi

(Pythium spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Alternaria spp., Sclerotinia spp.,
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Phytophthora spp.) ve Domates kursuni kiif hastaligi (Botrytis cinerea) gibi 6nemli
fungal hastaliklar da bulunmaktadir. Domateste goriilen bakteriyel hastaliklar
arasinda ise; Domates bakteriyel solgunluk hastaligi (Ralstonia solanacearum),
Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis), Domates bakteriyel leke hastaligi (Xanthomonas vesicatoria) ve
Domates bakteriyel benek hastaligi (Pseudomonas syringae pv. tomato) gibi 6nemli

hastalik etmenleri sayilabilir (Canpolat, 2016).

Domateste enfeksiyon yaparak hastaliga neden olan virlislerin sayist ise 136 olarak
bildirilmis olup, bu say1 her gegen giin artis gostermektedir (Hanssen vd., 2010).
Domateste hastaliga neden olan viriisler arasinda basta; Domates lekeli solgunluk
virisic (Tomato spotted wilt virus, TSWV) olmak iizere, Domates sari yaprak
kivireiklik virtisi (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), Domates mozaik viriisii
(Tomato mosaic virus, ToMV), Tiitiin mozaik viriisii (Tobacco mosaic virus, TMV),
Hiyar mozaik viriisii (Cucumber mosaic virus, CMV), Patates Y viriisii (Potato virus
Y, PVY) ve Patates X virtisii (Potato virus X, PVX) yer almaktadir. Ayrica, son
yillarda diinyanin gesitli bolgelerinde ortaya ¢ikan Domates kloroz viriisii (Tomato
chlorosis virus, ToCV), Pepino mozaik viriisii (Pepino mosaic virus, PepMV) ve
Domates torrado viriisii (Tomato torrado virus, ToTV) gibi bazi viral hastalik
etmenleri de farkli domates iiretim alanlarinda ortaya ¢ikmis ve ozellikle ortii alti
domates yetistiriciligi yapilan bolgelerde hizli bir sekilde yayilim gostermektedirler

(Hanssen vd., 2010).

2.2.2.2. Domates lekeli solgunluk viriisii

Domates lekeli solgunluk virisii (Tomato spotted wilt virus, TSWYV),
Tospoviridae familyasinin Orthotospovirus cinsine ait bir viriistiir (de Ronde vd.,
2019). TSWV’nin neden oldugu lekeli solgunluk belirtileri ilk kez 1906 yilinda
gbzlemlenmis (Sakimura, 1962; Kulshrestha vd., 2013) ve diinyada ilk olarak 1915
yilinda Brittlebank tarafindan Avusturalya'da hastalik olarak tanimlanmigtir. Samuel
vd. (1930) yaptiklar1 bir ¢alismada hastaliga neden olan viriisii ‘Tomato spotted wilt
virtis’ seklinde isimlendirmislerdir (Kulshrestha vd., 2013). Giinlimiizde, Asya,
Afrika, Avrupa, Avustralya, Kuzey ve Giiney Amerika kitalar1 dahil olmak tizere

diinyanin ¢esitli bolgelerinde bir¢ok bitki tliriinde TSWV tespit edilmistir (Sevik,
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2011). TSWV, iilkemizde Tekinel vd. (1969) tarafindan Mersin ¢evresinde marulda
yapilan bir caligma ile tespit edilmistir. Virlis daha sonra iilkemizin gesitli
bolgelerinde basta domates olmak tiizere bir¢ok bitkide tespit edilmistir. TSWV,
halen iilkemizde en yaygin bulunan ve ekonomik agidan en 6nemli viriis olarak

goriilmektedir (Sevik, 2011).

TSWV’yi olusturan partikiiller yaklasik 80-110 nm c¢apinda, kiiresel ve yer yer
cikintili bir yapiya sahiptir (Best ve Palk, 1964). Viriisiin partikiiliinde %35 niikleik
asit (RNA), %70 protein, %20 lipit ve %5 karbonhidrat bulunmaktadir (Adkins,
2000). Viriisiin niikleik asit igerigi %35 Adenin, %9 Sitozin, %38 Guanin ve %18
Urasil seklinde belirlenmistir (Kulshrestha vd., 2013). TSWV, genomunda kii¢iik (S;
2961 nt), orta (M; 4821 nt) ve biiyiikk (L; 8897 nt) olmak {iizere ii¢ farkli diiz tek
iplik¢ikli RNA bulunmaktadir (Gielen vd., 1991) (Sekil 2.3).

RdRp .
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Transkripsiyon T
VRNA §' 3
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5 3' VRNA S 3' VRNA
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3'* §' veRNA 3 5' veRNA
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l, Translasyon ¢ Translasyon

. NSm M RNA - NSs S RNA

Sekil 2.3. Domates lekeli solgunluk viriisiiniin genom yapist ve L, M ve S RNA
segmentlerinde gen ekspresyonu (Mitter vd., 2013)

Viral genomu olusturan tek iplik¢ikli RNA'lar (VRNA)'dan L RNA, negatif duyarl
olarak RNA-bagimli bir RNA polimeraz (RdRp)'1 kodlamaktadir. Ancak, S ve M
RNA’lar hem negatif hem de pozitif duyarlilikta gen kodlamakta olup ambisense
RNA'lar1 olusturmaktadir (Komoda vd., 2014). S RNA, negatif duyarliliktaki
zincirden viriisiin kilif proteini olarak goérev yapan niikloprotein (N) ve pozitif

duyarliliktaki zincirden de gen susturma/baskilayict protein (NSs) olmak iizere iki
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gen kodlamaktadir. M RNA ise, pozitif duyarli zincirden glikoprotein Gy ve Gc'nin
kodlarken, negatif duyarliliktaki zincirden ise viral hareket proteini (NSm)’ni

kodlamaktadir (Mitter vd., 2016).

Genis bir konukc¢u araligma sahip olan TSWV, 1300'den fazla bitki tiiriinde
enfeksiyona neden olmaktadir (Parrella vd., 2003). Konukgular1 arasinda tropik ve
subtropik bolgelerde yetisen cesitli meyve, sebze, siis bitkileri ve yabanci otlar yer
almaktadir. Basta domates olmak tlizere en Onemli konukcular1 arasinda; biber
(Capsicum annuum), patates (Solanum tuberosum), tiitiin (Nicotiana tabacum),
yerfistigi (Arachis hypogaea), marul (Lactuca sativa) ve fasulye (Phaseolus
vulgaris) bulunmaktadir (Mitter vd., 2013). TSWV konukgularina, thrips vektorleri
araciligiyla ve mekanik olarak tasinmaktadir. Viriisiin yayilmasinda etkili olan
tripsler arasinda Frankliniella occidentalis, Frankliniella fusca, Frankliniella
schultzei, Frankliniella intonosa, Frankliniella bispinosa, Frankliniella cephalica,
Frankliniella gemina, Thrips setosus ve Thrips tabaci yer almaktadir (Rotenberg vd.,
2015). Cesitli ¢alismalarda, iilkemizde TSWV’nin tasinmasinda etkili thripsler
arasinda Frankliniella occidentalis ve Thrips tabaci oldugu ve ozellikle Ege ve
Akdeniz Bolgelerinde tarla ve/veya sera lrilinlerinde hastaligin yayilmasina neden

olduklar1 belirlenmistir (Turhan ve Korkmaz, 2006).

TSWV'nin yaygin olarak bulundugu alanlarda %50-90 arasinda degisiklik gosteren
bir enfeksiyon orami ile biiyiik iiriin kayiplar1 yasanmaktadir (Adkins, 2000). Bu
durumun bir sonucu olarak da, TSWV’nin her y1l milyarlarca dolar degerinde ticari
bir zarara neden oldugu tahmin edilmektedir. Diinya genelinde ekonomik ve bilimsel
acidan en 6nemli 10 viriisiin yer aldig: listede TSWV, yikict etkilerinden dolay1 2.
sirada gosterilmektedir (Scholthof vd., 2011). Hastalik sonrasi yapraklar, gévde ve
meyveler lizerinde nekrotik/klorotik halkalar ve lekeler gibi degisken belirtiler ortaya
cikmaktadir. Bu belirtiler bitkilerde erken donemli enfeksiyonlarda tek tarafli
biiyiimeye yol agmakla birlikte aym1 zamanda, yaprak damarlarinda agilmaya,
bodurlagsmaya, yapraklarda solgunluga, dokiilmeye ve/veya 6liime neden olmaktadir
(Scholthof vd., 2011). TSWYV ile miicadele ve hastaligin kontrol altina alinmasi igin
geleneksel yontemlerle basariya ulasilamamaktadir. Bu durumun baslica nedenleri
arasinda; dogada ¢ok miktarda inokulum kaynaginin bulunuyor olmasi, izolatlarin

cesitlilik ve degiskenlik gostermesi, viriisiin hizli bulasabilmesi ve vektor icerisinde
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cogalabilmesi, yliksek tasinma etkinligi, thripslerin genis alanlara dagilmasi ve
insektisitlere karst direng kazaniliyor olmasi sayilabilir (Roselldo vd., 1998). Diger
virilislerde oldugu gibi TSWYV ile miicadelede en etkin yontem genetik dayanikliliktir.
Bu nedenle TSWV’ye kars1 dogal dayanikliligin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢esitli
calismalar sonucunda yabani bir domates tiirli olan Solanum peruvianum'da
dayaniklilik belirlenmistir. Yapilan melezleme ¢aligmalar1 sonucunda dayanikliligin
Sw-5 adi verilen dominant bir gen ile kontrol edildigi belirlenmistir (Stevens
vd.,1992). Sw-5 dayaniklilik geni, melezleme yoluyla ¢ok sayida ticari g¢eside
aktarilarak diinyada ve lilkemizde TSWV'ye dayanikli domates ¢esitleri gelistirilmis
ve gelistrilen bu ¢esitler yaygin olarak kullanilmaktadir (Stevens vd., 1992).

2.3. Bitkisel Uretimde Abiyotik ve Biyotik Streslerin Birlikte Etkileri

Bilim insanlari, 2050 yilinda diinya niifusunun 9.6 milyara ulasacagini
ongormektedirler. Bu nedenle de ihtiyag duyulacak olan besin ihtiyacinin
karsilanabilmesi i¢in mevcut tarimsal lretim miktarinda %70 oraninda bir artis
olmasi gerektigini belirtmislerdir (Khan vd., 2018). Ancak, son yillarda kiiresel iklim
degisikligi nedeniyle gittikge artan kuraklik, yanlis sulama ve asir1 giibrelemeden
kaynaklanan yiiksek tuzluluk, tarimsal {riinlerin yetistiriciligi sirasinda karsilasilan
hastalik ve zararlilarin sayilarinda meydana gelen artiglardan dolayr bu hedeflere

ulagilmas1 miimkiin gériinmemektedir. (Piasecka vd., 2019).

Abiyotik ve biyotik streslere es zamanli olarak maruz birakilan bitkilerde yapilan
cesitli calismalar farkli bitkilerde bu streslere karsi olusan tepkilerin ve bu tepkilere
bagl olarak gelisen sonuglarin farkli oldugunu gostermistir (Tippmann vd., 2006).
Arpa (Hordeum vulgare)’da yiikksek tuz uygulamasmin Blumeria graminis
(kiilleme)’e kars1 direnci arttirdigt (Wiese vd, 2004), bugday (Triticum aestivum)
bitkilerinde ise Puccinia striiformis (sar1 pas) enfeksiyonu sirasinda uygulanan
yiiksek sicakliklarin hastalik direncini arttirdigi belirlenmistir (Carter vd., 2009).
Domates, yonca (Medicago sativa) ve Arabidopsis’te kuraklik stresinin, fungal
hastalik etmenlerinden Botrytis cinerea, Oidium neolycopersici, Verticillium albo-
atrum ve bakteriyel hastalilk etmenlerinden Pseudomonas syringae'ye karsi
dayaniklilik sagladig: bildirilmistir (Pandey vd., 2017).
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Moury vd. (1998), yiiksek sicaklik uygulanan TSWV enfekteli biber (Capsicum
annuum) bitkilerinde siddetli belirtiler gozlemlemislerdir ve hastalik direncinin
sicaklik etkisiyle baskilandigini belirtmislerdir. Audebert vd. (2000), celtik (Oryza
sativa) bitkileri ile yaptiklar1 bir c¢alismada kuraklik stresi ve kist nematodu
(Heterodera sacchari)’nin etkilesimini incelendikleri bir ¢alismada Kist nematodu
enfeksiyonunun bitkilerde yaprak su potansiyeli, stoma iletkenligi ve yaprak kuru
agirhiginin azalmasina neden olarak kuraklik ve kuraklifa bagl kayiplarin etkilerini
arttirdigin1 belirlemislerdir. Audenaert vd. (2002), kursuni kiife (Botrytis cinerea)’ye
maruz kalan mutant ve yabani tipteki domateslere absisik asit (ABA) uygulandiginda
ozellikle yabani tipteki domates bitkilerinde ABA’nin salisilik asit (SA)’e bagimli
sinyal iletim yolunu negatif olarak etkiledigini ve Botrytis cinerea’ye karsi olan
duyarliligimi arttirdigini bildirmislerdir. Domateste yapilan bir diger ¢alismada ise,
yiiksek tuz stresinin ortamda bulunan Fusarium’un daha fazla ¢ogalmasina sebep
oldugunu ve aynm1 zamanda bitkilerde meydana gelen enfeksiyonun da siddetini

arttirdig@ini tespit etmislerdir (Daami-Remadi vd., 2009).

Doga kosullarinin karmasikligi ve degiskenliginin yani sira farkli abiyotik ve biyotik
stres faktorlerinin Dbitkisel liretimde ¢ogunlukla kombineli bir sekilde meydana
geldigi dikkate alindiginda bitki biiylimesi ve gelismesi ciddi bir sekilde tehlikeyle
kars1 karsiya kalmaktadir. Bu durum; bitki biinyesinde morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal diizeyde degisikliklerin olmasina neden olmaktadir. Bir¢ok durumda
bu gibi degisiklikler bitkilerin verimliligini olumsuz yonde etkilemekte ve bitkilerin
gercek genetik potansiyellerine ulagmalarini engellemektedir (Erpen vd., 2017). Bu
nedenle, bitkilerin ayn1 anda farkli ¢evresel streslere maruz kaldiklarinda
olusturduklar1 adaptasyon ve tolerans mekanizmalarinin anlagilmasi tarimsal {iretim

acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Taiz ve Zeiger, 2008).
2.4. Cevresel Streslerin Hiicrede Algilanmasi ve letimi
Bitkiler dogada yasamlar1 boyunca farkli abiyotik ve biyotik stres faktorlerinin farkli
kombinasyonlarima birlikte maruz kalmaktadirlar (Ku vd., 2018). Bu nedenle de,

bitkilerin abiyotik ve biyotik streslere verdikleri tepkilerin hem ayr1 ayri olarak

arastirtlmas1 hem de bu streslerin birlikte etki etmesi ile bitkilerde ne gibi tepki
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ve/veya tepkilerinin olacaginin belirlenmesi tarimsal iiretimde verim ve kalitenin

artirllmasi agisindan 6nemlidir.

Bir bitki stres kosullar1 karsisinda hayatta kalmak i¢in ¢evresinden gelen dis
sinyalleri algilayarak bu faktorlere karsi en iyi sekilde tepki verebilmek igin
biinyesinde karmagik bir dizi farkli mekanizmay aktif hale getirmektedir (Fujita vd.,
2006). Bu farkli mekanizmalar, stresin hiicre tarafindan algilanmasindan, strese
dayaniklilikta ve/veya toleransta yer alan genlerin ifadesine kadar gecen siire
icerisinde birtakim farkli hiicresel sinyal yolaklar tarafindan koordine edilmektedir.
Hiicresel tepkiler ilk olarak hiicre digi molekiiller olan ligand ve/veya elisitor ile
plazma membran proteinleri (reseptdr)’nin etkilesimi ile baslamaktadir (Mahaja ve

Tuteja, 2005) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Bitkilerde abiyotik ve biyotik stresler sirasinda sinyal iletim yolu (Erpen
vd., 2017)

Bitkilerin yetistigi ortamda yer alan ve stres faktorii olan bir patojeni tanima ve
bagisiklik olusturmasi iki sekilde gerceklesmektedir. Bunlardan ilki, bitki hiicresinde
bulunan tantyici reseptdr yapilar (pattern recognition receptors, PRR) ile patojenle

molekiiler PAMP)

ilgili yapilarin  (pathogen-associated molecular patterns,
taninmasidir. Bu bagisiklik tiiri, genel olarak PAMP ile tetiklenen bagisiklik
(PAMP-triggered immunity, PTI) adi verilen bir bazal savunma tepkisini
olusturmaktadir (Sekil 2.5). Ikincisi ise, bitki direng (resistance, R) proteinleri
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tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu proteinler, patojenden gelen spesifik uyarilari
(Avr proteinleri) taniyarak bitki savunma mekanizmalarmin ¢ok daha etkili ve
spesifik bir sekilde aktive etmektedirler (Gimenez vd., 2018). Bu sekilde gergceklesen
tepki tirii ise, efektor tarafindan tetiklenen bagisiklik (effector-triggered immunity,
ETI) olarak adlandirilmaktadir.

Mikrobiyal PAMPs Reaktif Oksijen Tiirleri

\ / —
PAMP ile ——— Hormon Sinyali:
Tetiklenen Bagisikhik ABA, SA,JAET, GA
Abiyotik Stresler: / (PTD) \
Sicaklik, Soguk,

Kuraklik, Yiiksek Tuz. Mitojen-Etkili Protein
Agir Metal (MAP) Kinaz Basamaklari

Sekil 2.5. Bitkilerde biyotik ve abiyotik stres tepkisinin diizenlenmesi (Nejat ve
Mantri, 2017)

Bitkiler stres etmenlerinin algilanmasiyla olusan dis sinyalleri, ikincil habercileri
iireterek hiicre i¢i sinyallere doniistirmektedirler. Ikincil haberciler arasinda ise;
Ca?*, ROS, fosfatidilinositol lipitler ve inositol fosfat gibi normal bir hiicrenin
sitoplazmasinda bulunan kii¢iik hiicre i¢i sinyal molekiilleri ve/veya iyon gruplar1 yer
almaktadir (Erpen vd., 2017). Hiicre i¢i Ca®" seviyesindeki artisla birlikte abiyotik ve
biyotik stres tepkilerinde ¢oklu rollere sahip absisik asid (ABA) (Edel vd., 2016; Ku
vd., 2018) basta olmak iizere, etilen (ET), jasmonik asid (JA) ve salisilik asid (SA)
sinyal iletim yollarina dahil olmaktadir. Daha sonra, bitkilerde mitojen-etkili protein
Kinazlar (mitogen-activated protein kinases, MAPKSs) ve kalsiyuma-bagl protein
kinazlar (calcium-dependent protein kinases, CDPKSs) aktive edilmektedir (Baillo
vd., 2019). Tiim bu degisikliklerin ardindan transkripsiyon faktorleri (TF), patojenle-
ilgili genler (PR) ve/veya bitki savunma genleri, 1s1 sok proteinleri (HSP) ve ¢evresel
streslere kars1 yanitta rol oynayan diger genlerin ekspresyonlar1 diizenlenmektedir
(Rejeb vd., 2014).
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2.5. Bitkilerde Transkripsiyon Faktorleri ve Cevresel Stresler Sirasinda

Onemleri

Bitkilerde, abiyotik ve biyotik streslere tepki siirecinde gen ifadesinde meydana
gelen degisimler transkripsiyonel diizenlemenin sonucunda meydana gelmektedir.
Bu diizenleme, dizi-spesifik DNA baglanma 6zelligine sahip transkripsiyon faktorleri
(TF) tarafindan DNA metilasyonu, kromatin organizasyonu ve dimerizasyon
seklinde meydana gelen bir dizi degisimle koordine edilmektedir (Feller vd., 2011).
TF'leri, icerdikleri DNA baglanma bolgeleri ve genel protein yapilarindaki
degisikliklere bagli olarak farkli ailelere ayrilmaktadirlar (Shen vd., 2017).
Giiniimiizde, 165 bitki tiirlinde 58 farkli TF ailesi belirlenmistir (Jin vd., 2017).
Bunlar arasinda AP2/ERF, bHLH, bZIP, MYB, NAC ve WRKY bitkilerde siklikla
karsilasilan TF aileleridir (Nejat ve Mantri, 2017). Domateste, TF 6zelligi gosteren
toplam 1845 protein tanimlanmistir. Bunlar arasinda; 140 MYB, 137 ERF, 101 NAC,
81 WRKY, 70 bZIP ve 27 AP2 TF yer almaktadir (Anonim, 2019c) (Sekil 2.6).

viger Trier - |
ar2 Jj
vzie [
wrrY [
~ac D
err
vve

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

MYB ERF NAC WRKY bZIP AP2 Diger TF'ler
u TF Sayisi 140 137 101 81 70 27 1289

Sekil 2.6. Domates genomunda kodlanan bazi transkripsiyon faktorii ailelerinin
dagilimi (Anonim, 2019c)

Transkripsiyon faktorleri, genel olarak hedef genlerin promotdr bolgelerindeki DNA
dizilerini taniyarak transkripsiyonun diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (Ito,
2005). Bu nedenle, dogada hiicresel siireglerin esas diizenleyicileri olarak hareket
etmektedirler (Ambawat vd., 2013). Gen regiilasyonundaki secicilikten biiyiik 6l¢iide
sorumlu olan TF'leri, genellikle dokuya spesifik, gelisimsel agamaya Ozgii veya

uyartya bagl bir sekilde ifade edilmektedirler (Zhang, 2003). Vaskiiler bitki
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genomlarmin  kodlama kapasitelerinin  yaklasik %7'si  TF'leri tarafindan

kodlanmaktadir (Rushton vd., 2008).

2.6. MYB Transkripsiyon Faktorleri

MYB domaini igeren bir proteinin kodlanmasi ve bu domainin isimlendirilmesinden
sorumlu olarak tanimlanan ilk gen Avian Myeloblastosis Viriisi'nin (AMYV)
genomunda yer alan v-myb'dir (Klempnauer vd., 1982). Dizi karsilastirmalarindan
elde edilen bilgiler v-myb'nin bir omurgali geninde meydana gelen mutasyon sonrasi
virlisiin bir parcast haline geldigini gostermektedir (Stracke vd., 2001). Bir¢ok
omurgalida v-myb ile iliskili ti¢ gen (c-MYB, A-MYB ve B-MYB) bulunmustur ve
bu genlerin hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilasmasi ve apoptozun diizenlenmesinde rol
aldig1 diistintilmiistiir (Weston, 1998). Yapilan diger ¢alismalarla birgok MYB genin
hayvanlar, bitkiler, funguslar ve mayalarda bulundugu belirlenmistir (Li vd., 2015).

Misir  (Zea mays)'dan izole edilen ve antosiyanin pigmentasyonunun
diizenlenmesinden sorumlu c-MYB benzeri C1 (COLORED1) geni ilk belirlenen bitki
transkripsiyon faktoriinii kodlamasinin yan1 sira klonlanmus ilk bitki MYB genini de
olusturmaktadir (Paz-Ares vd., 1987). Bitkilerde, toplam TF’lerinin yaklasik olarak
%9'unu MYB TF'leri olusturmaktadir (Xing vd., 2018). Bu nedenle, MYB bitkilerde

karakterize edilen en biiyiik TF ailelerinden birisidir.

MYB proteinleri tiim oOkaryotlarda olduk¢a korunmus olarak bulunan ve N-
terminalinde, yiiksek oranda korumus aminoasit dizisi iceren bir MYB ya da DNA-
baglanma domainine (DBD) sahiptir. Ancak, ¢esitli MYB proteinlerinde C-terminal
bolgesinde bir¢ok fonksiyonu diizenleyen trans-etkili domain (TAD) bulunmaktadir
(Williams vd., 1997). MYB siiper-ailesi icerdikleri MYB domaininin tekrar sayisina
bagli olarak; 1IR-MYB ya da MYB ile ilgili proteinler (genellikle tek tekrar), R2R3-
MYB (iki tekrar), 3R-MYB (ii¢ tekrar) ve 4R-MYB (dort tekrar) olmak tizere dort
farkli gruba ayrilmaktadirlar (Zhao vd., 2017) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. MYB transkripsiyon faktorlerinin domain bolgelerine gore
gruplandirilmasi (Dubos vd., 2010)

Yiiksek oranda korunan DNA baglanma domainleri Arabidopsis thaliana (126 tiye
R2R3-MYB, 5 iiye 3R-MYB ve 1 iiye 4R-MYB benzeri), kavak (Populus
trichocarpa) (192 iiye R2R3-MYB ve 5 iiye 3R-MYB), hiyar (Cucumis sativus) (55
tiye R2R3-MYB) ve soya (Glycine max) (244 iiye R2R3-MYB, 6 iiye 3R-MYB ve 2
tiye 4R-MYB benzeri) gibi ¢esitli bitki tiirlerinde tanimlanmistir (Du vd., 2012;
Yanhuni vd., 2006; Li vd., 2012; Wilkins vd., 2009). Tekrarlar 50-53 amino asit
uzunlugundadir ve diizenli olarak dagilan ¢ triptofan (Y) veya fenilalanin (F)
aminoasitlerini icermektedirler. Her bir MYB domain tekrar1 ii¢ o-sarmali
kodlamaktadir; ikinci ve tiglincii sarmal, spesifik tanima alan1 olan C/TAACG/TG
dizisindeki biiyiik DNA olugunu taniyan ve baglanan sarmal-doniis-sarmal (HTH)
yapist olusturmaktadir (Chen vd., 2014).

MYB proteinlerinin fonksiyonlari; Arabidopsis thaliana, misir (Zea mays), geltik
(Oryza sativa), petunya (Petunia hybrida), aslanagzi (Antirrhinum majus), asma
(Vitis vinifera L.), kavak (Populus tremuloides) ve elma (Malus domestica) gibi
bircok bitki tlirlinde genetik ve molekiiler analizler kullanilarak arastirilmis ve

tanimlanmistir (Dubos vd., 2010).

1R-MYB'leri bitkilerde sirkadiyen saatin diizenlenmesinde ve telomerik DNA-
baglayict proteinlerinin ekspresyonunda rol aldigi belirlenmistir (Ambawat vd.,
2013). Arabidopsis'te yapilan genetik ¢alismalarla R2R3-MYB genlerinin ikincil
metabolizmanin (flavonoid, antosiyanin ve lignin gibi) diizenlenmesi, hiicresel

morfogenez, organ gelisimi ve hormon sinyal iletim yollarimi (indol asetik asit,
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absisik asit, gibberellik asit, etilen, salisilik asit ve jasmonik asit) igeren onemli
fonksiyonlart ortaya c¢ikarilmistir (Xie vd., 2014). R2R3-MYB'lerin diger
fonksiyonlar1 arasinda; hiicre seklinin kontrolii, ikincil duvar olusumu, aksiller
meristem olusumu, kok tiiylerinin ve trikhomlarin olusumu bulunmaktadir (Chai vd.,
2014). Ayrica, yapilan arastirmalar sonucunda, R2R3-MYB'lerin yiiksek bitkilerde
yaygin olarak bulundugu ve bitkilerin c¢evresel streslere tepkileri sirasinda gorev

aldiklarini ortaya ¢ikarilmistir (Jiang vd., 2018).

2.7. Cevresel Stresler Sirasinda Bazi Onemli MYB TF’ler ve Etkileri

20 yil1 agkin bir siire dnce Arabidopsis’te AtMYB2 geninin, kuraklik, yiiksek tuzluluk
ve ABA uygulamalarina tepki olarak uyarildigi belirlenerek abiyotik stresler
sirasinda uyarildigr belirlenen ilk MYB TF olarak tarihe ge¢cmistir (Baldoni vd.,
2015). Daha sonra Denekamp ve Smeekens (2003), Arabidopsis’te yaptiklari bir
calismada, AtMYB102 geninin osmotik stres ve yaralama sirasinda, Agarwal vd.
(2006) ise, AtMYB15 geninin soguk ve donma stresi sirasinda etkili genlerin
ekspresyonlarini  diizenledigini belirlemislerdir. Xie vd. (2010), AtMYB88 ve
AtMYB124 (MYB FLP) genlerinin abiyotik streslere tolerans sirasinda rol
oynadiklarin1  bildirmislerdir. Transgenik Arabidopsis bitkileri ile yapilan
caligmalarda, TaMYB33 geninin kismen osmotik dengeyi yeniden yapilandirdigr ve
ROS detoksifikasyonuyla yiiksek tuz ve kuraklik streslerine karst direng
gelistiridigini (Qin vd., 2012), TaMYB73 geninin ise, yiiksek tuz stresine karsi
toleransta etkili genlerin ekspreyonlarimin diizenlenmesinde goérev aldigini
belirlemislerdir (He vd., 2012). Shan vd. (2012), kasimpati (Chrysanthemum)
bitkisinde CmMYB geninin asir1 ifade edilmesi ile elde edilen transgenik Arabidopsis
bitkilerinde stres yanitiyla iligkili olan RD22, RD29A, RAB18, COR47, ABAL ve
ABA2 genlerinin ekspresyon seviyelerinin kuraklik, yiiksek tuz ve soguk stresleri
sirasinda arttig1 ve transgenik Arabidopsis bitkilerinin bu streslere karsi yiiksek

tolerans gosterdigini bildirmislerdir.

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, TaMYB56-B geninin bugdayda (Zhang vd., 2012) ve
MdSIMYB1 geninin elma (Malus domestica)’da yiiksek tuz stresine (Wang vd.,
2014), AtMYB75 geninin ise Arabidopsis’te lahana kelebegi (Pieris brassicae)’ne
karst dayaniklilikta etkili oldugu bildirilmistir (Onkokesung vd., 2014).
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Arabidopsis’'te AtMYB60, AtMYB44 ve AtMYBI15 TF’lerin ABA araciligiyla
stomalarin kapanmasini etkiledigi ve bu sayede kuraklik ve tuzluluk streslerine karsi
bitkide olusan tepkilerin diizenlenmesinde gorev aldiklar1 bildirilmistir (Jaradat vd.,
2013; Sah vd., 2016). Chen vd. (2014), yer fistiginda yaptiklar1 bir c¢alismada
AhMYB1, AhMYB2, AhMYB6, AhMYB7, AhMYB12, AhMYB18, AhMYB28 ve
AhMYB30 genlerinin basta tuz stresi olmak ftizere kuraklik, soguk ve ABA
uygulamalarina tepki olarak uyarildiklarini belirlemislerdir. Li vd. (2014), domates
(Solanum pimpinellifolium L.)’te abiyotik ve biyotik streslere tolerans sirasinda yer
alan SpMYB genini tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisine aktarmislar ve elde edttikleri
transgenik tiitiin bitkilerinin abiyotik stres etmenlerinden kuraklik ve yiiksek tuz
stresine, biyotik stres etmenlerinden Alternaria alternate f.sp.’ye kars1 tepkide etkili

oldugunu bildirmislerdir.

Xiong vd. (2014), in vivo ortamda ¢imlendirilen ti¢ haftalik Nipponbare (O. sativa L.
ssp. japonica) c¢esidine ait ¢eltik fidelerinde dehidrasyon, tuz, soguk ve oksidatif
stresler sirasinda ve ABA uygulamasina tepki olarak OsSMYB48-1 geninin ifadesinin
arttigi belirlenmistir. Yabani tip ve OSMYB48-1 geninin asir1 ifade edildigi
transgenik celtik bitkilerine uygulanan stres uygulamalarinin ardindan yapilan
analizler sonucunda, OsMYB48-1 geninin ekspresyonunun yiiksek tuz ve soguk
tarafindan hafif bir sekilde uyarildig: belirlenirken, polyetilen glikol (PEG), ABA ve
hidrojen peroksit (H,O;) uygulamalari sirasinda ise kuvvetli bir sekilde uyarildigi

belirlenmistir.

Huang vd. (2015), celtikte tanimlanan OSMYB511 geninin soguk, osmotik stres,
yiiksek sicaklik streslerine ve ABA uygulamalarina tepki olarak uyarildigini
belirlemislerdir. Zhao vd. (2017), bugdayda sicaklik stresi uygulamasi sirasinda
uyarilan TaMYB79, TaMYB80, TaMYB81, TaMYB82, TaMYB83 ve TaMYB74
genlerini tanimlamiglardir. Bu sonuglara ek olarak, TaMYB80 geninin asir1 ifade
edilmesi ile elde edilen transgenik Arabidopsis bitkilerinin sicaklik stresinin yant1 sira
kuraklik stresi sirasinda da uyarildigi belirlenmistir. Shen vd. (2017), yaptiklari bir
calismada kirazdan izole edilen PacMYBA geninin yliksek tuz stresi sirasinda ve SA
ve JA uygulamalarina tepki olarak uyarildigimi belirlemislerdir. Ayrica, PacMYBA

geninin asirt ekspresyonu ile elde edilen transgenik Arabidopsis bitkilerinin yiiksek
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tuz stresine ve Pseudomonas syringe pv. tomato (Pst) DC3000 enfeksiyonuna karsi

tolerans saglanmasinda etkili oldugunu da bildirmislerdir.

Wei vd. (2017), bugday tohumlarin1 14 giin boyunca ¢imlendirdikten sonra fidelere
%20 PEG6000, 200 mM NaCl stresi ve 100 pM ABA ve 10 mM H,0,
uygulamiglardir. Bitkilerde yapilan analizler sonucunda, bir R2R3-MYB iiyesi olan
TaODOTANT1 geninin streslere karst etkili oldugunu belirlemisler ve bu geni
bugdaydan izole ederek tiitlin bitkisine aktarmislardir. Transgenik tiitiin bitkilerine
27 giin boyunca kuraklik ve 19 giin boyunca 500 mM NaCl ile yliksek tuz stresi
uygulamiglardir. Elde edilen tiim sonuglar TAaODOTANL1 geninin hem sinyal iletimi
sirasinda ROS aktivitesi lizerinde hem de kuraklik ve yiiksek tuz streslerine

toleransta rol alan genlerin uyarilmasinda gorev aldigini bildirmislerdir.

Cui vd. (2018), SIMYB49 geninin transgenik domates bitkilerinde asir1 ekspresyonu
ile elde edilen transgenik bitkilerin Phytophthora infestans (mildiyd)’a karst
dayanikliklarinin 6nemli Olciide arttifini, ayni zamanda bu bitkilerin kuraklik ve

yiiksek tuz streslerine kars1 da tolerans diizeylerinin arttigini belirlemislerdir.

Cevresel stresler sirasinda etkili MYB genlerinin belirlenmesi icin yapilan diger
calismalarda, AtMYB15, AtMYB34, AtMYB51 ve AtMYB75 genlerinin yaralamaya
tepki ve/veya boceklere karsi direng sirasinda etkili olduklar1 (Cheong vd., 2002;
Johnson ve Dowd, 2004), AtMYB102 geninin Pieris rapae (kii¢iik beyaz melek)’ye
kars1 bazal dirence katkida bulundugu (De Vos vd., 2006), AtMYB44 geninin yaprak

bitlerine kars1 savunma yanitinda rol oynadigi (Liu vd., 2010) belirlenmistir.

Scutellaria baicalensis (Cin takkesi)'den izole edilen SbMYB2, SboMYB7 ve SbhMYB8
genlerinin asir1 ifade edildigi transgenik tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkilerinin
oksidatif strese (Qi vd., 2015; Yuan vd., 2015), GbMYB5 geninin asir1 ifade edildigi
pamuk (Gossypium spp.) ve transgenik tiitlin bitkilerinin kuraklik stresine (Chen
vd., 2015) ve OsMYB91 geninin asir1 ifade edildigi transgenik celtik bitkilerinin
yiiksek tuz stresine karsi tolerans saglandigi bildirilmistir (Zhu vd., 2015; Li vd.,
2016).
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2.8. MikroRNA'lar ve Transkripsiyon Sonrasinda Onemleri

MikroRNA  (miRNA)’lar, transkripsiyon sonrast gen  ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol alan kodlayict olmayan RNA’lardir (Zhao vd., 2018). 1993
yilinda, iki ayri arastirma grubu lin-4 olarak isimlendirilen genden elde edilen 22
niikleotid (nt)’lik kiiciik RNA’larin Caenorhabditis elegans (nematod)’in larva
gelisimini kontrol eden lin-14 ekspresyonunu baskiladigini kesfetmislerdir (Lee vd.,
1993; Wightman vd., 1993; Zhang vd., 2006). 2002 yilinda ise, birkag aragtirma
grubu Arabidopsis'te kiigiik RNA'lar1 klonlayarak bitki miRNA'larin1 bulmuslardir
(Reinhart vd., 2002; Park vd., 2002; Llave vd., 2002). Bitkilerde, miRNA genlerinin
bircogu farkli promotér ve terminatdr bolgelerini igeren bagimsiz transkipsiyon

tinitelerine sahip intergenik bolgelerde bulunmaktadir (Tang, 2010).
2.9. Bitkilerde MikroRNA’larin Biyosentezi

Bitki miRNA’lar1, endojen miRNA (MIR) genleri tarafindan kodlanan kii¢iik (~20-
22 nt.) diizenleyici RNA’lardir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Bitkilerde mikroRNA’larin biyosentez yolu (Sanchez-Retuerta vd., 2018)

miRNA genleri RNA polimeraz II (RNA Pol. 1) enzimi ile etkilesime girerek
kismen ¢ift sarmalli stem-loop yapiya sahip primer MiIRNA (pri-miRNA)’lart
olusturmaktadir (Jones-Rhoades vd., 2006). Bu yapilar, 5' ucuna 7-metil guanozin

(m'G; 5'-cap) ve 3' ucuna poli-adenin (polA) kuyrugu eklenerek stabilize
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edilmektedir (Gentile vd., 2015). Ardindan pri-miRNA’lar, ¢ekirdekte DICER-LIKE
1 (DCL1) enzimi, ¢ift zincirli RNA (dsRNA) baglayci protein (DRB1), SERRATE
(SE) (Jones-Rhoades vd., 2006) ve HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) ile
boliinmektedir. Boylece, daha kiiciik oncil-miRNA (pre-miRNA)’larin iiretimi
gerceklesmektedir (Liu vd., 2017). pre-miRNA’lar ise, DCLI1 tarafindan g¢ekirdekte
islenmekte ve miRNA/miRNA* RNA dubleksi olusmaktadir (Ferdous vd., 2015).
Daha sonra, mMIRNA/mMiRNA* dubleksinin 3" ucundaki 2'-OH’ma HUA
ENHANCER 1 (HEN1) ile metil grubu eklenmektedir. Bu ekleme ile
MIRNA/MIRNA*  dubleksi 3'-ekzoniikleaz bozunmasi ve 3'-iiridilasyondan
korunmaktadir (Guleria vd., 2011). RNA dubleksi, HASTY (HST) tarafindan
cekirdekten sitoplazmaya tasinmaktadir (Park vd., 2005). RNA susturulmasinin
uyarilmast i¢cin miRNA*'lar sitoplazmada pargalanmakta ve fonksiyonel olmayan
yan irlin olarak kabul edilmektedir (Xu vd., 2017). Dubleksin diger dizisi olan
miRNA (kilavuz zincir) RNA-kaynakli susturma kompleksi (RISC)ne dahil
edilmektedir. Bu yapi, ARGONAUTE (AGO) proteinleri ile bir kompleks
olusturarak miRNA'nin tamamlayict RNA'ya yonlendirilmesini saglamaktadir

(Dugas ve Bartel, 2004).

2.10. Cevresel Stresler Sirasinda Bazi1 Onemli miRNA'lar ve Etkileri

Bitkilerde, cevresel stresler sirasinda miRNA ekspresyonundaki kiiciik ve gecici
degisiklikler dahil 6nemli fizyolojik etkilere neden olabilmektedir. Cesitli dokularda
(kok, siirgiin vb.) ayr1 ayrt miRNA ekspresyonunun analiz edildigi birka¢ calismada
bazi miRNA'larin stres sirasinda farkli dokularda farkli degisiklikler gosterdigi
belirlenmistir. Ornegin; arpada dehidrasyon sirasinda dokuya ozgii dért miRNA
regiilasyonu gozlemlenmistir. Buna goére; miR166 geninin yapraklarda ekspresyon
seviyesi artarken, koklerde ekspresyon seviyesi azalmistir. miR156a, miR171 ve
miR408 yapraklarda uyarilirken, koklerde ifadelerinde degisiklik gozlemlenmemistir
(Kantar vd., 2010). Zhang vd. (2009), patateste yaptiklar1 bir ¢aligmada miR172,
miR395, miR399, miR414 ve miR778 genlerinin c¢esitli hastaliklara ve g¢evresel
streslere kars1 bitki savunmasinda etkili oldugunu belirlemislerdir. Han vd. (2013),
bugday bitkilerinde miR1436, miR1439, miR5067 ve miR5205 genlerinin hastalik
direncinde, miR395d ve miR1435 genlerinin abiyotik streslere toleransta, miR5181 ve

miR5175 genlerinin hiicre i¢i iyon taginimi sirasinda, miR774 ve miR1126 genlerinin
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cesitli metabolik yollarin diizenlenmesinde, miR530 ve miR5175 genlerinin sinyal

iletiminde yer aldigin1 bildirmislerdir.

Reyes ve Chua (2007), iki farkli TF'nin stres sirasinda miR159 ile etkilesimlerini
belirlemek i¢in Arabidopsis thaliana tohumlarin1 in vivo ortamda ¢imlendirmisler ve
bir gilinlik fidelere 1-2 giin boyunca ABA uygulamislardir. Calismalarinda,
miR159'un ilk 4-8 saat arasinda en yiiksek ifade seviyesine ulastigini
belirlemislerdir. Ayrica, in vitro kosullar altinda 48 saat boyunca ¢imlendirilen A.
thaliana tohumlarina 8 saat kuraklik stresi uygulamislardir ve miR159'un ifade
seviyesinde artiglar oldugu goézlemlenmistir. Analiz sonuglarinda in vivo kosullar
altinda miR159'un hedefledigi MYB33 ve MYB101 TF'lerin ifade seviyelerini
incelemislerdir. Stres uygulamasi yapilan bitki grubunda MYB33 ve MYB101
TF'lerin ifadelerinde herhangi bir degisiklik olmadigini belirlemislerdir. Buna karsin
kontrol grubuna ait bitkilerde ise MYB101 TF'lere ait gen ifade seviyesinde artis
meydana geldigini gézlemlemislerdir. Elde ettikleri bu sonuglar karsisinda miR159
ekspresyonunun ABA/kuraklik stresleri tarafindan negatif olarak diizenlendigini

bildirmislerdir.

Yapilan ¢esitli ¢alismalar sonucunda miR169 geninin domates ve misirda (Zhang vd.,
2011; Sheng vd., 2015), miR160, miR166, miR159 ve miR157 genlerinin boriilcede
(Barrera-Figueroa vd., 2011), miR393 geninin geltikte (Zhou vd., 2010), miR399b
geninin arpada (Lv vd., 2012) kuraklik stresine karsi etkili oldugu belirlenmistir.
Ayrica, miR159/miR319 genlerinin domateste TYLCV’ye kars1 (Naqvi vd., 2010),
miR156 ve miR157 genlerinin yer fistiginda (Zhao vd., 2015) ve miR166 geninin
tiitlinde (Guo vd., 2011) hastalik direncinde rol aldig1 belirlenmistir.

He wvd. (2014), kursun (Pb)’a maruz biraktiklari pamuk bitkilerinin hem
yapraklarinda hem de koklerinde miR156, miR159, miR164, miR167, miR395,
miR833 ve miR855 genlerinin asir1 diizeyde ifade edildigini belirlemislerdir. Bununla
birlikte, miR159, miR162, miR167, miR395 ve miR396 genlerinin yapraklarda,
miR159, miR162, miR169, miR395, miR396, miR397, miR398, miR833a, miR858a ve
miR5658 genlerinin koklerde ifade edildigini bildirmislerdir.
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Candar-Cakir vd. (2016), domateste kuraklik sirasinda uyarilan miRNA'lart
belirlemek i¢in kurakliga duyarl ve kurakliga toleransl olmak tizere iki farkli gesit
kullanmiglardir. Cesitlere ait tohumlari, kontrollii kosullarin saglandigi MS
ortaminda 14 giin ¢imlendirmeye tabii tutmuslar ve ardindan geng¢ fidelere 7 giin
boyunca %5'lik PEG uygulamislardir. Calisma sonunda 578 aileye ait 699 korunmus
miRNA belirlenmistir. 688 miRNA'nin ise ¢esitli islevler sirasinda anlamli bir
sekilde ifade edildigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda 36 miRNA ailesi ile iliskili olarak
44 hedef gen tanimlanmistir. Toplamda 53 miRNA'nin, DRP (dehidrasyona duyarl
protein), GTs (glikosil transferazlar), ERF (etilen duyarlilik faktorii), PSII proteini
(fotosistem 11), HD-ZIP (homeodomain-16sin fermuar), MYB ve NAC TF'leri dahil
olmak tizere kuraklikla ve doku gelisimiyle ilgili 23 geni hedef aldig1 tespit
edilmistir. miR160, miR165, miR166, miR171, miR398, miR408, miR827, miR9472,
miR9476 ve miR9552 genlerinin belirtilen genlerin diizenlenmesinde sorumlu

miRNA'lar oldugu bildirilmistir.

Sanz-Carbonell vd. (2019), yaptiklar bir ¢alismada soguk, kuraklik, yiiksek tuz, kisa
giin, Monosporascus cannonballus (fungus), Serbetgiotu bodurluk viroidi (Hop Stunt
Viroid, HSVd) ve Agrobacterium tumefaciens’e maruz biraktiklari kavun bitkisinde
24 farklt miRNA geninin ekspresyon seviyelerini belirlemiglerdir. Yapilan analizler
sonucunda, farkli streslere tepki sirasinda etkili oldugu bilinen miR398, miR397,
miR408, miR162, miR395, miR6478, miR159, miR165, miR394, miR1515, miR390,
miR171, miR167, miR166, miR172, miR160, miR164, miR393, miR169, miR157,
miR168, miR156, miR319 ve miR396 genlerinden higbirinin tiim stres uygulamalari
sirasinda 6nemli bir degisiklige ugramadigi gézlemlenmistir. Buna ragmen; miR397,
miR398 ve miR408 genlerinin soguk, kuraklik, HSVd ve Agrobacterium t.
uygulamasina kars1 ekspresyonlarinda artiglar oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar ile
miRNA’lar ve kavun bitkisinin ¢evresel stresler faktorlerine karsi verilen yanitta

etkilesimlerini ortaya ¢ikarilmistir.

Gen ifadesi mekanizmalarinin tim ayrintilari ile ortaya ¢ikarilmasi ilgi ¢eken ¢alisma
alanlar arasindadir. Giliniimiizde yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir cogunlugu belirlenen
bir bitki materyalinde ve MYB TF'ler ve miRNA ailelerinin tek yonlii ortaya
cikarilmasini kapsamaktadir. Yaptigimiz bu Yiiksek Lisans Tez ¢alismasi ile model

bir bitki olan domateste, yaygin olarak goriilen ve ciddi sorun teskil eden biyotik
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stres etmenlerinden TSWV enfeksiyonu ve abiyotik stres etmenlerinden kuraklik
stresinin tekli ve/veya c¢oklu uygulamalari sayesinde SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96,
SIMYB101 ve Sly-miR159 genin bitkilerdeki islevleri hakkinda daha kapsamli
bilgilere ulagilmasi amaclanmistir. Bu kapsamda, domates iizerinde olumsuz etkisi
bulunan tekli ve/veya c¢oklu stres uygulamalar: sirasinda bitki blinyesinde kodlanan
MYB TF'ler ve miR159’un ifade diizeylerindeki degisimler ve miR159/MYB

TF'lerin etkilesimleri molekiiler diizeyde belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alisma; Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji Laboratuvar1 ve bilinyesinde yer alan bitki biiylitme kabini kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.1. Bitki Materyali

3.1.1. Alsancak

Alsancak domates ¢esidi yapilmis olan bu Yiiksek Lisans tezi kapsaminda kullanilan
domates g¢esitlerinden birisidir. Bu domates ¢esidinin yetistiriciligi ilkbahar ve
sonbahar donemlerinde agikta tarlada ve seralarda yapilmaktadir. Sirik domates
cesitleri arasinda yer alan Alsancak domates ¢esidi olduk¢a kuvvetli bir bitki
yapisina sahiptir. Bitkinin bogum aralari kisa, yapraklari oldukga fazla ve iridir. Bir
salkimda 6-8 adet meyve veren bu gesit, erkenci bir ¢esittir ve verimi son derece
yiiksektir. Meyveleri kirmizi renkli, sert ve kalitelidir. Meyvelerinin raf omri
olduk¢a uzun olup ortalama meyve agirligi 180-200 g arasinda degisiklik
gostermektedir (Anonim, 2019d). Alsancak domates c¢esidinin, viral hastalik
etmenlerinden TSWV’ye kars1 duyarli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle de bu tez
calismas1 kapsaminda Alsancak domates ¢esidi TSWV'ye karst duyarli ¢esit olarak
secilmis ve ¢eside ait tohumlarin TSWV’ye kars1 duyarliligi bu ¢alisma kapsaminda
yapilan deneylerde kullanilmadan oOnce deneysel olarak real-time PCR ydntemi

kullanilarak test edilmistir.

3.1.2. Sedir

Sedir domates ¢esidi yapilmis olan bu Yiiksek Lisans tezi kapsaminda kullanilan
diger bir domates ¢esididir. Sirik domates ¢esitleri arasinda yer alan Sedir domates
cesidi oldukca kuvvetli bir bitki yapisina sahiptir. Bitkinin bogum aralar1 orta
uzunlukta, yapraklar1 oldukg¢a fazla ve iridir. Bir salkimda 5-6 adet meyve veren bu
¢esidin verimi son derece yliksektir. Meyveleri kirmizi renkli, hafif basik, sert ve
kalitelidir. Meyvelerinin raf émrii olduk¢a uzun olup ortalama meyve agirligi 190-

200 g arasinda degisiklik gostermektedir. Sedir domates ¢esidi, viral hastalik
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etmenlerinden TSWV’ye kars1 dayaniklilik gostermektedir (Anonim, 2019e). Sedir
domates ¢esidi bu calisma kapsaminda yapilmis olan deneylerde TSWV'ye karsi
dayanikli c¢esit olarak sec¢ilmis ve kullanilmistir. Tohumlarin TSWV’ye karsi
dayanikliligt bu calisma kapsaminda yapilan deneylerde kullanilmadan oOnce

deneysel olarak real-time PCR yontemi kullanilarak test edilmistir.

3.1.3. Bitki materyalinin yetistirilmesi

Alsancak ve Sedir domates gesitlerine ait domates tohumlari, igerisinde 3:1 oraninda
torf:perlit bulunan 6,5x5 cm viollere, her kuyuda birer tohum olacak sekilde
ekilmistir. Tohumlarmn bitki biiyiitme kabini igerisinde 2545 °C sicaklik %60 + 5
oransal nem ve 16/8 saat fotoperiot uygulamasi altinda ¢gimlenmeleri saglanmistir. Tlk

gercek yapraklart olusan fideler ayni sartlarin saglandigi 170x135 mm saksilara

sagirtilarak bitkilerin biiyiimeleri saglanmistir (Sekil 3.1).

v SC

kil 3.1. Alsancak ve Sedir domates tohumlarmnn gimendirilmesi (a) ve fidelerin
saksilara sasirtilmast (b)

3.2. Mekanik Inokiilasyon

Mekanik inokiilasyonda inokiilum kaynagi olarak Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Laboratuvari bitki biiyiitme kabini
icerisinde yer alan ve periyodik olarak yeni bitkilere aktarimi gergeklestirilen TSWV
izolat1 kullanilmistir. Yapilmis olan bu Yiiksek Lisans tezi kapsaminda kullanilan bu
izolat daha once Antalya ili Ortli alt1 domates iiretim alanlarinda yapilan bir sorvey
calismasi sirasinda belirlenmis TSWV izolati, Sw-5 geni igermeyen domates
bitkilerinin yaprak ve meyvelerinde TSWV'nin tipik belirtilerini olusturdugu
gozlemlenmistir. TSWV izolat1 ayn1 zamanda Antalya Bolgesinde yaygin olarak

bulunan ToCV, TYLCV, TMV ve ToMV viriislerine karsi testlenmis ve baska bir
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viriisle bulasik olmadig1 ve karigik enfeksiyon icermedigi daha 6nce tespit edilmistir.
Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerine TSWYV inokiilasyonu i¢in tohumdan
yetistirilen ve ayn1 diizeyde gelisme gosteren 1 aylik domates fideleri kullanilmastir.
Her iki domates ¢esidi i¢in ayr1 ayr1 olarak 16 bitkiye TSWV inokiilasyonu, 6-10
adet bitkiye yalanci inokiilasyon yapilmistir. Ayrica, her iki domates ¢esidinden 6-
10'ar adet bitki iceren iki grup da yapilan deneylerde hi¢ bir uygulama yapilmayan

kontrol bitkileri olarak kullanilmistir.

Inokiilasyon oncesi Alsancak ve Sedir domates cesitlerine ait bitkiler kendi
aralarinda ii¢ gruba ayrilmislardir. Bu gruplardan TSWYV inokiilasyonu yapilacak
bitkiler (V), yalanci inokiilasyon yapilacak bitkiler (YI) ve kontrol bitkileri (KNT)
olarak isimlendirilmistir. TSWV inokiilasyonu ve yalanci inokiilasyon yapilacak olan
bitkilerin yapraklarina inokiilasyon oncesi karborundum tozu serpilirken, kontrol
bitkilerine ise herhangi bir uygulama yapilmamistir. Mekanik inokiilasyon ig¢in
TSWV enfekteli kaynak bitkiden alinan yaprak dokulart %0.2 sodyum siilfit
(Na;S0s3), 0.01 M 2-mercaptoethanol ve carborundum igeren 0,1 M fosfat ¢ozeltisi
(pH:7) iceren havan igerisinde iyice ezilip karistirilarak inokiiliim hazirlanmistir.
Yalanci inokiilasyon igin ise %0.2 sodyum silfit (Na,SOs3), 0.01 M 2-
mercaptoethanol ve carborundum igeren 0,1 M fosfat ¢ozeltisi (pH:7) bir havan
igerisinde karistirilarak yalanci inokiiliim hazirlanmistir. TSWV iceren ve icermeyen
karisimlar bir gazli bez yardimiyla sirasiyla TSWV inokiilasyonu veya yalanci
inokiilasyon yapilacak bitki grubuna siiriilerek inokiilasyon gergeklestirilmistir.
Inokiilasyon ve yalanci inokiilasyondan yaklasik 5 saat sonra inokiilasyon yapilan
bitki yapraklart saf su ile yikanmistir (Sekil 3.2). Yapilan uygulamanin ardindan 7.,
14. ve 21. giinlerde her {i¢ gruba ait bitkilerin iistten 3. ve 4. yapraklar1 alinarak her
bir ¢esit i¢in ii¢ farkli grubu temsil etmek lizere ayri ayn tiiplerde toplanmuistir.
Alman yaprak ornekleri sivi azot igerisinde dondurularak -80 °C'de muhafaza

edilmistir.
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(a) Yapraklara carborundum tozu dokiilmesi

(b) Domates lekeli solgunluk viriisii enfeksiyonu i¢in hazirlanan ¢6zelti
(c) Yalanc inokiilasyon i¢in hazirlanan ¢ozelti

(d) Domates lekeli solgunluk viriisii inokiilasyonu

(e) Yalanct inokiilasyon

(f) Yapraklarin saf su ile yikanmast

Sekil 3.2. Alsancak ve Sedir domates bitkilerine mekanik inokiilasyon ile Domates
lekeli solgunluk viriisiiniin bulastirilma asamalari

Bitkilere mekanik inokiilasyon ile TSWV bulastirilmas: farkli zamanlarda olmak
tizere iki defa tekrar edilmistir. Alsancak ve Sedir domates gesitlerine ait bitkiler
tekrarlanan her bir uygulama i¢in daha once belirtilen kosullarda yetistirilerek yeni

domates fidelerinin elde edilmesi saglanmistir.

3.3. TSWV Enfekteli Bitkilerin Testlenmesi

Virlis inokiilasyonu yapilan bitkilerin TSWV-enfekteli olup olmadiklarinin
belirlenebilmesi igin inokiilasyondan 21 giin sonra bitkilerden yaprak ornekleri
alimmistir. Ayrica, pozitif kontrol olarak kullanilmak tizere TSWV tasidig1 bilinen
kaynak domates bitkilerinden de yaprak Ornekleri alinmistir. Alinan yaprak
orneklerinden CTAB yontemi kullanilarak total niikleik asit izolasyonu yapilmistir.
Elde edilen total niikleik asit konsantrasyonu ve safligi NanoDrop (Thermo, ABD)
ile olgiilerek belirlenmistir. Daha sonra her bir 6rnegin TSWV ile enfekteli olup
olmadig1 SuperScript™ III Platinum™ One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen, ABD)

kullanilarak {iretici firmanin Onerileri dogrultusunda tek asamali RT-gPCR
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yontemiyle belirlenmistir. Bu amagla 1500 ng total niikleik asit ve 100 pM TSWV
NP genine spesifik olarak dizayn edilmis primerler ve HEX etiketli prob 1X
SuperScript™ III Platinum™ One-Step qRT-PCR (Invitrogen, ABD) karisimiyla
karigtirilarak 20 pl real-time PCR karigimi hazirlanmistir. Son olarak hazirlanan bu
karisim 42°C’de 30 dakika, 95°C’de 3 dakika, 55°C’de 10 saniye ve 72°C’de 20
saniye 39 dongii olacak seklinde programlanan CFX96-Touch™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad, ABD)’de ¢ogaltilmistir. Reaksiyon sonucunda elde
edilen ¢ogaltim egrileri analiz edilerek inokiilasyon yapilan Alsancak ve Sedir
domates cesitlerinde TSWV enfeksiyonun olup olmadig1 belirlenmistir. inokiilasyon
yapilan bitkilere TSWV  bulastirildiginin = real-time RT-PCR  yontemiyle
belirlenmesinde kullanilan prob ve primerlere ait primer kodu ve primer dizisi

Cizelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1. Domates lekeli solgunluk viriisii enfeksiyonunun real-time RT-PCR
yontemiyle belirlenmesinde kullanilan prob ve primerlere ait primer
kodlar1 ve dizileri

Primer

Kodu

Probe - HEX BC 366 | 5-ATCTAAGATTGCTTCCCACCCTTTGATT-3'

Forward Primer | BC 367 | 5-GCTTGTTGAGGAAACTGGGAATT-3'

Reverse Primer | BC 369 | 5-~AGCCTCACAGACTTTGCATCATC-3'

Primer ismi Primer Dizisi

3.4. Kurakhlik Stresi

Kuraklik stresi uygulamasinda kullanilmak iizere ayni yasta olan ve kendi aralarinda
esit gelisim gosteren Alsancak ve Sedir cesitlerine ait domates fideleri rastgele
secilerek kontrol ve stres grubu olarak ikiye ayrilmistir. Her iki ¢esit i¢in 6-10 adet
stres ve 6-10 adet kontrol bitkisi kullanilmistir. Su kisitlamas1 yontemiyle 7 giinliik
kuraklik uygulamasi yapilan stres grubu bitkileri denemenin 0. gilinlinde sulanmuistir.
Ancak daha sonraki giinlerde stres grubu bitkilerine su verilmemistir. Kontrol grubu
bitkilerine ise 0. giinden itibaren diizenli olarak su verilmesine devam edilmistir.
Kuraklik uygulamasi siiresince stres ve kontrol gruplarma ait bitkilerin toprak
nemleri WET Sensor (Delta-T Devices, Ingiltere) cihazi kullanilarak dlgiilmiistiir.
Toprak nemi dl¢iimleri yaprak 6rnekleri alinmadan hemen 6nce yapilmistir. Her bir
Olctim saksilarin birbirlerine karsilikli olacak sekilde iki farkli yerinden yapilarak

gerceklestirilmistir ve her bir saksiya ve/veya bitkiye ait toprak nem diizeyleri
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yapilan bu Ol¢limlerin ortalamalar1 alinarak belirlenmistir. Sonra esit ve/veya
birbirine yakin nem oranina sahip bitkilerden yaprak Ornekleri kuraklik stresi
uygulamasmin 0., 3., 5. ve 7. giinlerinde stres ve kontrol grubunu olusturan
bitkilerden ayr1 ayr1 olmak iizere alinmis ve iki farkli tiip icerisinde toplanmustir.
Alman yaprak Ornekleri sivi azot icerisinde dondurularak bir sonraki analiz

asamasina kadar -80 °C'de muhafaza edilmistir.

Bitkilere uygulanan kuraklik stresi, farkli zamanlarda ve farkli bitki gruplar
kullanilarak iki defa tekrar edilmistir. Her bir stres uygulamasi i¢in Alsancak ve
Sedir domates ¢esitlerine ait tohumlar daha Once belirtilen kosullar altinda

cimlendirilerek yeni domates bitkilerinin elde edilmeleri saglanmistir.

3.5. TSWV/Kuraklik Uygulamasi

Bitkilere mekanik inokiilasyonla TSWV uygulamasinin ardindan 21 giin sonra
Alsancak domates ¢esidinin TSWV tasidig1 ve Sedir domates ¢esidinin ise TSWV
tasimadigi real-time RT-PCR yontemi kullanilarak belirlendikten sonra kuraklik
stresi uygulanmustir. Her iki ¢esit i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere 8'er adet TSWV/kuraklik
stresi grubu ve 8'er adet de TSWV’li bitkiler kontrol grubu olarak kullanilmigtir.
Stres grubu bitkilerini olusturan bitki gruplarina su kisitlamas1 yontemiyle 7 giinliik
kuraklik stresi uygulanmistir. Bu yontem uygulayarak yapilan kuraklik stresi
sirasinda bitkilere en son su verildikten sonra 7 giin boyunca su verilmemistir.
Kontrol grubunu olusturan bitkilerin ise 0. giinden itibaren diizenli olarak
sulamalarina devam edilmistir. Kuraklik uygulamasi siiresince stres ve kontrol
gruplarma ait bitkilerin toprak nemleri WET Sensor (Delta-T Devices, Ingiltere)
cihazi ile Ol¢lilmistiir. Toprak nemi olglimleri yaprak ornekleri alinmadan hemen
once yapilmis olup, 6l¢iim degerleri her bir saksinin birbirine karsilik gelen farklh
yerinden yapilan iki 6l¢limiin ortalamasi alinarak belirlenmistir. Bitkilerden yaprak
ornekleri kuraklik stresi uygulamasmin 0., 3., 5. ve 7. gilinlerinde toprak nem
degerleri esit ve/veya birbirine yakin nem oranina sahip bitkilerden toplanmuistir.
Farkli giinlerde toplanan yaprak ornekleri her bir gesit i¢in ayr1 ayr1 olmak lizere
kontrol ve stres gruplarim1 temsil eden Ornekler ayri ayr tlipler igerisinde
toplanmistir. Alinan yaprak Ornekleri sivi azot igerisinde dondurulup, bir sonraki

analiz zamanina kadar -80 °C'de muhafaza edilmistir.
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Bitkilere TSWV/kuraklik uygulamast farkli zamanlarda ve farkli bitki gruplan
kullanilarak iki defa tekrarlanmigtir. Her bir stres uygulamasi i¢in Alsancak ve Sedir
domates ¢esitlerine ait tohumlar daha 6nce belirtilen kosullar altinda ¢imlendirilmis

ve yeni domates fideleri elde edilmistir.

3.6. Total RNA Izolasyonu

Alinan yaprak orneklerinden toplam RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak {retici firmanin Onerileri dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Ayn1 zamanda toplam RNA izolasyonu sirasinda genomik DNA
kontaminasyonunu engellemek amaciyla DNase uygulamasi (RNase-Free DNase
Set, Qiagen, Almanya) da gerceklestirilmistir. Bitki yaprak ornekleri kullanilarak
yapilan toplam RNA izolasyonu asagida kisaca agiklandigi sekilde yapilmistir. Sivi
azot igerisinde dondurularak -80 °C'de muhafaza edilen yaprak Ornekleri dietil
pirokarbonat (diethyl pyrocarbonate, DEPC) ve ardindan otoklav kullanilarak
sterilizasyonlar1 gergeklestirilen steril havanlar igerisinde sivi azot yardimiyla un
haline gelinceye kadar ezilmistir. Sonra ezilen yaprak érneklerinden yaklasik olarak
100 mg alinarak 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipine aktarilmistir. Daha sonra her bir
ornek ic¢in ayri ayr1 hazirlanan 450 pl RCL Buffer ve 5 pl B-mercaptoethanol
karigimi 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipli i¢erisinde yer alan yaprak 6rneklerinin iizerine
eklenmistir. Elde edilen bu karisim +56 °C'de 3 dak. boyunca inkiibasyona tabi
tutulmustur. Kisa siireli inkiibasyonun ardindan orneklerin RNA izolasyon Kiti
icerisinde yer alan lila renkli QIAshredder spin kolonuna maksimum hizda
santrifiijleri yapilarak aktarimlari saglanmistir. Santrifiij sonrasinda toplama tiipiinde
olusan pelete dokunmadan kolondan gegen ~400 pl siipernatantin dikkatli bir sekilde
alim1 gergeklestirilmistir. Daha sonra siipernatant yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantritiij
tiipline alinmis ve tlizerine ~200 pl % 96’lik etanol eklenerek pipetleme yardimiyla
karigimi saglanmistir. Son hacmi ~600 pl olan 6rnekler RNA izolasyon Kkiti
icerisinde yer alan pembe renkli RNeasy spin kolonuna aktarimlari 10 000 rpm’de 15
sn siireyle santrifiij yapilarak gergeklestirilmis ve kolon altinda kalan sivi kisim
uzaklagtirllmigtir. Daha sonra pembe kolon igerisine 350 ul RW1 Buffer eklenerek
10 000 rpm’de 15 sn boyunca santrifiije tabi tutulmustur. Santrifiij sonrasi kolon
altinda kalan s1v1 kisim atilmistir. Her bir 6rnek i¢in ayr1 bir eppendorf tiiptinde 70 pl

RDD Buffer iizerine 10 ul DNase I stok soliisyonu eklenerek, orneklere DNase
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uygulamasi amaciyla bir karisim hazirlanmistir. Hazirlanan bu karisim (80 pl)
dogrudan RNeasy spin kolonun membrani {izerine eklenerek 15 dak. boyunca oda
sicakliginda (20-30 °C) inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra kolon igerisine
350 ul RW1 Buffer eklenerek 10 000 rpm’de 15 sn boyunca santrifiij yapilmistir.
Santrifiij sonrast kolon altinda kalan sivi kisim atilmistir. Bir sonraki asamada
kolonun yikanmasi amactyla kolonun igerisine 500 pul RPE Buffer eklenmis ve 10
000 rpm’de 15 sn boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi kolon altinda kalan
stvi kisim uzaklastirilmistir. Yikamanin iyi bir sekilde gergeklestirilmesi i¢in kolon
icerisine tekrar 500 pul RPE Buffer eklenerek 10 000 rpm’de 2 dak. boyunca
santrifiije tabi tutulmustur. Santrifiij sonrasi kolon altinda kalan sivi kisim atilmstir.
Kolonun igerisinde olabilecek olan etenolun uzaklastirilmast amaciyla pembe kolon
2 ml’lik yeni bir toplama tiipiine aktarilmis ve maksimum hizda 1 dak. boyunca
santrifiij edilmistir. Son olarak kolon yeni bir 1.5 ml’lik toplama tiipiine aktarilarak
kolonun membrani iizerine 50 pl RNase'dan ari steril saf su eklenmis ve 10 000
rpm’de 1 dak. boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrast RNA degradasyonunu
onlemek i¢in Ornekler buz igerisine almmistir. Elde edilen toplam RNA'nin
konsantrasyonu ve safligi NanoDrop (Thermo, ABD) ile Olgiilerek bir sonraki

asamada kullanilincaya kadar -80 °C'de muhafaza edilmistir.

3.7. MYB Genlerinin Se¢imi

Yapilmis olan bu Yiiksek Lisans Tezi calismast kapsaminda TSWV ve kuraklik
stresleri ayr1 ayr1 ve kombineli bir sekilde uygulanmasi nedeniyle hem biyotik hem
de abiyotik stres faktorlerine kars1 dayaniklikta etkili oldugu diistiniilen ¢esitli MYB
TF’leri genis kapsamli literatiir taramasiyla belirlenmistir. Domates bitkisinde
tanimlanan 140 MYB TF’den abiyotik ve biyotik stress faktorleri sirasinda
ekspresyon seviyelerinde degisiklik meydana gelen ve stres etmenlerine karsi bitki
savunmasinda yer alan potansiyel genlerin dizi bilgileri bitki transkripsiyon faktori
veri bankasindan (Plant Transcription Factor Database, PlantTFDB) elde edilmistir.
Buradan cDNA seckanslar1 elde edilen domates MYB TF'lerinin BLASTX ve
BLASTN analizleri yapilarak basta A. thaliana olmak tizere farkli bitki gruplarinda
tanimlanan diger MYB TF’ler ile olan benzerlikleri ve benzerlik diizeyleri tespit
edilmistir. Literatiir taramas1 ve BLAST sonuglarina gore abiyotik ve biyotik stresler

sirasinda ifade olan ve/veya baskilanan genler arasindan tesadiifi olarak 8 MYB geni
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secilmistir (Cizelge 3.2). Bu genlere ait tasarlanan primerler Macrogen (Giiney Kore)

firmasina sentezlettirilmistir.

Cizelge 3.2. Abiyotik ve biyotik stres faktorleri sirasinda bitkilerde etkili olan bazi

MYB TF’leri

Genler S. lycopersicum TF ID | Accession Number | E. Value
SIMYB15 Solyc03g005570.2.1 XP_004234040.1 0.0
SIMYB31 Solyc069069850.2.1 XP_004241580.1 0.0
SIMYB44 Solyc029092930.1.1 XP_010315996.1 0.0
SIMYB60 Solyc10g081490.1.1 NP_001304303.1 0.0
SIMYB73 Solyc049050090.1.1 XP_015159289.1 le-26
SIMYN96 Solyc039116100.2.1 XP_004236011.1 0.0
SIMYB101 | Solyc07g052300.2.1 XP_004243474.1 0.0
SIMYB109 | Solyc05g052850.2.1 XP_004239924.1 0.0

3.8. cDNA Sentezi ve Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR)

Elde edilen toplam RNA’lardan RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo, ABD)’i kullanilarak iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Oncelikle 10 mM random primer, oligo (dT) primeri, miR159
RT primeri ve 2000 ng total RNA bir tiip igerisinde karistirildiktan sonra karisim 65
°C'de denatiirasyona tabi tutulmustur. miR159-RT'ye ait primer kodu ve primer dizisi
Cizelge 3.3.’de verilmistir. Denetiirasyon yapilan total RNA ve primer karigimina
Reverse Transcriptase enzimi eklendikten sonra karigimin hacmi RNase'dan ari steril
saf suyla 20 pl'ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu karigim 10 dak stireyle 25°C’de
bekletildikten sonra 42°C’de 60 dak. ve 72°C’de 10 dak. siireyle iCycler (Bio-Rad,
ABD) termal dongii cihazinda tutularak cDNA sentezi tamamlanmustir.

Cizelge 3.3. miR159-RT primerine ait primer kodu ve primer dizisi

Primer | Primer

ismi Kodu Primer Dizisi

m'_ﬁ?rf’g BC 457 | 5-GCGTGGTCCCGACCACCACAGCCGCCACGACCACGCTAGAGC-3'
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3.9. Real-Time PCR

Bu tez kapsaminda RealQ Plus 2X Master Mix Green (Ampliqon, Danimarka)
kullanilarak iiretici firmanin oOnerileri dogrultusunda real-time PCR ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Real-time PCR ¢alismalart 96 kuyucuklu platelerde, 20 pl’lik
reaksiyon igerisinde toplam primer hacmi 1 pl ve hedef cDNA’dan 100 ng
kullamlmistir. Real-Time PCR; CFX96-Touch™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad. ABD) kullanilarak ilk denatiirasyon asamasinda 95 °C’de 15 dak., daha
sonra 40 dongii olacak sekilde denatiirasyon 95 °C’de 10 sn, baglanma 55 °C’de 10
sn, uzama 72 °C’de 10 sn olarak ayarlanmistir. MYB genlerinin ekspresyon
analizlerinde referans gen olarak 18SrRNA Kkullanilirken, miRNA159'un ekspresyon
analizinde referens gen olarak SnoU6 geni kullanilmigtir. Calisma, iki biyolojik ve
iki teknik tekrar olmak iizere toplam dort kez tekrar edilmistir. Gen ekspresyonu

diizeyindeki degisimler kullanilan referans genlere gore 24T

yontemi kullanilarak
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System ve CFX Manager programi (Bio-

Rad, ABD) ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. TSWV Inokiilasyonu Enfekteli Bitkilerin Testlenmesi

Alsancak ve Sedir domates g¢esitlerine TSWV inokiilasyonu yapilarak 21 giin
boyunca gozlemlenmistir. Her iki ¢esidin denemede kullanilan bitkileri viriis
inokiilasyonu, yalanci inokiilasyon ve kontrol grubu olacak sekilde gruplandirilmistir
(Sekil 4.1). Tiim uygulamalar her bir domates ¢esidi i¢in ikiser defa tekrar edilmis
olup, her uygulama oncesi cesitlere ait tohumlar yeniden ¢imlendirilmistir. Stres
uygulamasina tabi tutulacak bitkilerin ayn1 yasta ve gelismeleri agisindan birbirlerine

yakin diizeyde olanlarin secilmelerine dikkat edilmistir.

Kontrol Yalanci Inokiilasyon  Viriis Inokiilasyonu Viriis Inokiilasyonu  Yalanc: Inokiilasyon Kontrol
1 L

7. Giin

21. Giin

Sekil 4.1. Alsancak (a) ve Sedir (b) domates bitkilerinin 21 giinlik Domates lekeli
solgunluk viriisii enfeksiyonu sirasindaki gelisimi

TSWYV inokiilasyonu ve yalanci inokiilasyon yapilan Alsancak ve Sedir domates
cesitlerine ait bitkilerin uygulamanin 7. giiniinde kontrol gruplarina gore daha az
gelisme gosterdikleri belirlenmistir. Bu durum, yaralamanin bitki gelisimi {lizerine
olan etkisinden kaynaklanabilecegini gostermektedir. Uygulamanin 21. giiniinde ise,
Alsancak domates ¢esidine ait virlis inokiilasyonu yapilan bitkilerin yalanci
inokiilasyon ve kontrol grubu bitkilerine gore daha az gelisme gosterdikleri tespit
edilmistir. Ayrica, bu bitkilerin yapraklarinda kahverengi nekrozlar ve sararmalarin
yani sira kivrilmalarin da oldugu gézlemlenmistir. Ancak, TSWV'ye dayanikli Sedir
domates ¢esidine ait tlim bitkilerin gruplar1 arasinda ayirici nitelikte olabilecek

herhangi bir 6zellik belirlenmemistir.
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Alsancak ve Sedir domates c¢esitlerine virlis inokiilasyonu sonrast TSWV’nin
bitkilere bulastirilip bulagtirilmadiginin  belirlenebilmesi i¢in uygulamanin 21.
giinlinde bu bitkilerden yaprak 6rnekleri alinmistir. Yaprak 6rneklerinden elde edilen
RNA'lar kullanilarak yapilan real-time PCR analizleri sonucunda TSWV
inokiilasyonu yapilan Alsancak domates cesidine ait 16 bitkinin tamaminin TSWV
ile enfekteli oldugu belirlenmistir. TSWV enfekteli Alsancak bitkilerinin tiimiinde
virlis yogunlugunun kontrol olarak kullanilan TSWYV enfekteli kaynak bitkilerle ayni
diizeyde oldugu belirlenmistir. Ancak yapilan bu testlemeler sonucunda TSWV
inokiilasyonu yapilan, TSWV'ye dayanikli Sedir domates cesidine ait bitkilerin
biiyiik bir ¢cogunlugunda herhangi bir ¢cogaltim saglanamamis ve TSWYV ile bulagik
olmadig1 belirlenmistir. Sadece iki Sedir ¢esidine ait bitkide 30-35. dongiiler arasinda
az miktarda ¢ogaltim belirlenmis ancak benzer bir ¢cogaltim TSWV inokiilasyonu
yapilmayan negatif kontrol 6rneginde de goriildiiglinden dolay1 bu bitkilerde TSWV
tasima agisindan negatif olarak degerlendirilmistir. Inokiilasyon yapilan Alsancak ve
Sedir bitkilerin TSWV testlemesi ile ilgili real-time PCR analizi sonuglarina ait

grafikler Sekil 4.2'de verilmistir.
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Sekil 4.2. Domates lekeli solgunluk viriisii inokiilasyonunun 21. giiniinde Alsancak
(@ ve Sedir (b) domates cesitlerine ait yaprak orneklerinde viriis
enfeksiyonun belirlenmesi

4.2. Kuraklik Stresi ve Etkileri

Saglikli Alsancak ve Sedir domates cesitlerine 7 giin boyunca kuraklik stresi
uygulanmustir. Stres uygulamasi her bir ¢esit i¢in ikiser defa tekrar edilmistir ve her
bir uygulama oOncesi ¢esitlere ait tohumlar yeniden c¢imlendirilmistir. Stres
uygulamalari sirasinda stres uygulanacak bitkilerin birbirleri ile ayni yasta ve yakin
gelisme diizeyinde olmalarma &6zen gosterilmistir. Stres uygulamasi siiresince
kuraklik stresinin farkli domates ¢esitlerine olan etkileri kurakliga maruz birakilan ve
kontrol bitkileri arasindaki farkliliklar morfolojik gozlemler ve saksilardaki toprak
nem diizeyleri 6lgiilerek tespit edilmistir. Kuraklik stresi uygulanan Sedir domates

cesitlerine ait bitkilerde daha belirgin diizeyde olmak {izere tiim bitkilerin
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yapraklarinda solgunluk goézlemlenmis, stres uygulanan tiim bitkilerin uygulanan

kuraklik stresini hissettikleri anlagilmigtir (Sekil 4.3).

Kontrol

Kurakhk
|

Sekil 4.3. Alsancak ve Sedir domates gesitlerine ait bitkileriﬂ 7 giinliik kuraklik stresi
sirasindaki gelisimleri

Kuraklik stresi uygulamasimin 0., 3., 5. ve 7. giinlerinde saksilarin toprak nem
diizeyleri de 6lglilmils ve bu sonuglar Cizelge 4.1'de verilmistir. Cizelge 4.1'de yer
alan sonuglar incelendiginde her iki domates ¢esidinde de kuraklik stresinin 3.
giiniinden itibaren saksilarda toprak nem diizeylerinde azalmalarin baslamis oldugu
ve bu azalmalarin kuraklik stresi boyunca da siirdiigii tespit edilmistir. Buna kargin
kuraklik stresi uygulanmayan her iki ¢eside ait kontrol gruplarinda toprak nem
diizeylerinde azalma gozlemlenmistir. Kuraklik stresi boyunca her iki ¢eside ait
kontrol ve stres gruplarina ait toprak nem diizeyleri birlikte incelendiginde kuraklik
stresi uygulamasinin toprak nem diizeyini olumsuz olarak etkileyerek diisiirdiiglinii
gostermistir. Bunula birlikte, toprak nem diizeyinde goriilen bu azalmalarin domates
cesitlerinde yapilan morfolojik gézlemlerle dogru orantili oldugu da gozlemlenmistir.
Kuraklik stresi sonucunda daha c¢ok yaprak solgunlugu goésteren Sedir domates
cesitlerine ait bitkilerine ait saksilarin toprak nem diizeylerinin Alsancak c¢esidine

gore daha az oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinin 7 giinliik kuraklik stresi
uygulamasi boyunca toprak nem oranlar1 (%)

1. DENEME
KURAKLIK STRESI KONTROL GRUBU
e | 0.GUN | 3.GUON | 5.GUN | 7.GUN | 2% | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7.GUN
K-1 53.15 438 37.8 29.6 Knt-1 | 45.65 51.5 54.5 55.45
K-2 48 39.35 27 13.2 Knt-2 50.35 454 52.2 53.6
X K-3 51.3 40.3 24.75 11.7 Knt-3 49.2 48.65 52.55 52.45
O K-4 54.05 43.65 30.9 18.15 Knt-4 54.4 54.3 56.55 55.65
Z K-5 38.95 21.05 9.7 2.65 Knt-5 53.45 52.95 54.9 55.65
9 K-6 53.3 37.5 27.55 12.4 Knt-6 50.9 48.05 53.9 54.2
< K-7 50.9 375 24.25 12.15 Knt-7 51.8 50.45 53.85 54.3
K-8 50.4 33.9 23.65 9.55 Knt-8 49.3 54.25 54.5 58.5
K-9 53.5 26.2 9.15 2.1 Knt-9 | 48.75 48.85 53.15 52.65
K-10 52.25 24.85 8.55 2.55 Knt-10 | 487 44.2 51.75 53.9
e | 0.GUN | 3.GUON | 5.GUN | 7.GUN | 2% | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7.GUN
K-1 55.65 38.25 22.35 8.3 Knt-1 53.55 52.95 55.4 56.65
K-2 55.55 32.4 21.2 7.85 Knt-2 53.6 58.05 57.4 53.6
K-3 44.4 40.95 24.1 10.15 Knt-3 | 46.15 47.95 57.3 57.25
& K-4 57.2 21.7 8.6 2.9 Knt-4 52.2 45.6 51.95 51.85
a K-5 54.6 29.55 13.15 3.45 Knt-5 476 37.6 50.5 44.65
@« K-6 53.35 29.55 14.45 3.95 Knt-6 51.85 53.1 55.3 57
K-7 53.35 35 19.15 6.7 Knt-7 49.4 36.5 44 54.45
K-8 53.55 23.4 5.45 1.1 Knt-8 52.85 43 52.8 55.2
K-9 215 6.15 1.6 Knt-9 48.1 40.6 48.45 437
K-10 52.35 41 28.95 19.4 Knt-10 | 49.2 45.35 51.8 455
2. DENEME
KURAKLIK STRESI KONTROL GRUBU
e | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7.GUN | S0 | 0.GUN | 3.GON | 5.GUN | 7.GUN
K-1 48.85 40 312 26 Knt-1 | 46.15 49.4 55.6 57.5
X K-2 41.95 34 29.2 26.45 Knt-2 | 46.95 45.35 51.7 56.3
S K-3 38.7 24.5 16.55 16.1 Knt-3 | 32.15 38.4 36.9 40.85
z K-4 42.15 28.75 28.5 23.4 Knt-4 | 41.75 425 447 49.15
9 K-5 36.1 25.5 16.75 13.25 Knt-5 31.85 35.65 412 43.15
< K-6 47.85 42.75 35.25 31 Knt-6 41 47.05 47.33 47.65
K-7 52.05 412 32.1 25.15
K-8 44.4 35.9 32.25 25.9
e | 0.GUN | 3.GOUN | 5.GUN | 7.GUN | % | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7.GUN
K-1 55.9 426 36.6 23.8 Knt-1 52.85 51.7 54.05 55.8
& K-2 53.6 16.65 5 155 Knt-2 55.55 48.35 55.3 56.05
a K-3 478 25.25 10.65 2.7 Knt-3 56.9 56.65 56.5 58.45
Z K-4 52.5 24.4 8 3.35 Knt-4 | 52.95 52.35 56.6 56.9
K-5 52.35 318 19.4 8.4 Knt-5 | 47.95 53.85 55.15 53
K-6 52.35 29.85 16.35 7.45 Knt-6

4.3. TSWV Inokiilasyonu ve Kuraklik Stresi Uygulamalarimin Birlikte Olan
Etkileri

TSWYV ile enfekteli ve saglikli Alsancak ve Sedir domates cesitlerine ait bitki
gruplarina 7 giin boyunca kuraklik stresi uygulanarak bu ¢esitler tizerinde kuraklik ve
viriis enfeksiyonunun ortak etkisi aragtirilmistir. TSWV ve kuraklik streslerinin
birlikte uygulandigr denemelerde TSWV inkiilasyonu yapilan ve inokiilasyondan 21
giin sonra TSWV enfekteli oldugu belirlenen Alsancak ve TSWV inokiilasyonu ve
testlemesi yapilan Sedir bitkileri TSWV/kuraklik uygulamasi i¢in kontrol (TSWV)
ve kuraklik stresi (TSWV/Kuraklik) gruplarini olusturmak {izere ikiser olarak farkl
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gruplara ayrilmislardir (Sekil 4.4). Bu gruplara ait bitkilerden TSWV enfeksiyonlari
gerceklestirilmis ve enfeksiyonun 21. giiniiniin sonunda testlemeleri yapilmig olan
Alsancak ve Sedir domates cesitlerine ait bitki gruplar1 7 giin boyunca sulanmayarak
kuraklik stresine tabi tutulurken yine TSWYV enfeksiyonlar1 gergeklestirilmis ve
enfeksiyonun 21. giiniiniin sonunda testlemeleri yapilmis olan Alsancak ve Sedir
domates gesitlerine ait bitki gruplar1 da TSWV/kuraklik stresi uygulamasinin kontrol
gruplarii olusturmak {izere ayrilmis ve bu bitkilerin diizenli olarak sulanmalarina
devam edilmistir. TSWV/kuraklik stresi uygulamalar1 her bir cesit icin ikiser defa
tekrar edilmis olup, her bir uygulama oOncesi c¢esitlere ait tohumlar yeniden
¢imlendirilmis ve bu bitkilerin TSWV inokiilasyonlar1 her defasinda yeniden
yapilmustir. Ayrica, stres uygulanacak bitkilerin ayni yasta ve yakin diizeyde gelisme

gostermelerine dikkat edilmistir.

TSWV (V) TSWV/Kurakhk (V/K) TSWV/Kurakhk (V/K) TSWV (V)
A | 1 |

0. Giin

7. Giin

Sekil 4.4. Alsancak (a) ve Sedir (b) domates cesitlerine ait bitkilerin 7 giinliik
Domates lekeli solgunluk viriisii/kuraklik uygulamasi sirasindaki
gelisimleri

TSWV/kuraklik stresi denemesinde kullanilan bitkilerden kuraklik stresi uygulanan
TSWV enfekteli grubu olusturan her iki ¢esit domatesin yapraklarinda kuraklik stresi
uygulanmayan sadece TSWV enfeksiyonu uygulanan kontrol bitkilerine goére bir
miktar solgunluk gbézlemlenmistir. Ancak, TSWV enfeksiyonu yapilmis ve TSWV'ne
duyarli Alsancak ¢esidine ait bitkiler TSWV'ne dayanikli Sedir bitkilerine gore
kurakligi daha az hissetmislerdir. Kuraklik stresi uygulanan ve uygulanmayan
bitkilerden kuraklik uygulamasinin 0., 3., 5. ve 7. giinlerinde yaprak ornekleri

toplanmistir. Bitkilerden 6rnek alimindan hemen 6nce bitkilerin bulundugu saksilarin
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toprak nem diizeyleri Olglilmiistiir. Yapilan Olglimlerin sonuglart Cizelge 4.2'de
ayrintili olarak verilmistir. Elde edilen verilere gore kuraklik stresi uygulanan
bitkilerin kurakli§i 3. gilinden itibaren hissettikleri ve uygulamanin sonraki
giinlerinde de toprakta nem kayiplarinin devam ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Cizelge 4.2'deki sonuglar cesitler bazinda incelendiginde ise sadece kuraklik stresinin
uygulandigr domates bitkilerinde oldugu gibi TSWV enfekteli bitkilerde kuraklik
stresi sirasinda da Sedir domates ¢esidine ait bitkilerin Alancak ¢esidinden daha fazla

oranda su kaybettikleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerine ait bitkilerin 7 giinliik Domates
lekeli solgunluk virtisti/kuraklik stresi uygulamasi boyunca toprak nem
oranlar1 (%)

1. DENEME
TSWV/KURAKLIK UYGULAMASI TSWV ENFEKTELiI KONTROL
ook | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7.GUN | v | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7. GUN
VD-1 54.25 50 434 36.7 V-1 49.5 472 51.45 414
X | VD2 53.3 41.45 35.4 25.85 V-2 50.25 432 51.3 41.25
S [ Vb3 51.95 37.2 26.5 15.95 V-3 54.7 55.8 56 56.5
Z | _vD4 52.02 40.05 28.35 23.55 V-4 483 41 38.05 27.15
9 [ VD5 50.15 4255 33.7 30.95 V-5 54.25 51.15 55.7 50.55
< | VD6 50.6 28.45 16.7 7.55 V-6 48.4 46.9 51 44.95
VD-7 53.1 419 34.45 30.85 V-7 51.1 52.75 55.8 54
VD-8 57.2 49.75 36.1 28.05 V-8 44.45 43.15 52.85 46.8
ook | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7.GUN | v | 0.GUN | 3.GUN | 5.GUN | 7. GUN
VD-1 50.95 26.6 8 13 V-1 50.15 41.05 50.3 48.55
VD-2 51.95 32.1 14.7 5.95 V-2 54.7 4255 53.65 55.85
& | VD3 4225 19.15 49 0.4 V-3 48.4 35.3 44.45 47
2 [ VD4 55.25 24.1 9.95 2.4 V-4 45.45 29.9 53.95 50.5
@« [ VD5 48.7 27.65 10.9 2.85 V-5 46.3 33.8 57.65 59.15
VD-6 52.1 29.35 14.65 35 V-6 53.2 422 46.6 46.9
VD-7 43.6 15.7 28 [ ... V-7 55.7 412 51.65 53.2
VD-8 53.35 33.45 171 7.05 V-8 49.9 4135 55.85 57.3
2. DENEME
TSWV/KURAKLIK UYGULAMASI TSWV ENFEKTELiI KONTROL

S 1 0.GON | 3.GON | 5.GON | 7.GON | S™ | 0.GUN | 3.GUN | 5.GON | 7.GON
VD-1 57.7 49.3 48.95 38.45 V-1 53.8 48.65 50 45.85
¥ | VD2 52.05 35.9 22.45 115 V-2 55.85 57.95 58.65 61.85
O | VD3 54.45 43.6 35.65 32.3 V-3 55.35 55.9 59.3 57.45
Z [ vD4 53.45 448 33.8 28.6 V-4 56.95 58.6 59.05 59.5
9 [ VD5 51.3 35.25 20.55 10.55 V-5 54.7 52.85 55.05 54.9
< | VD6 48.05 34.05 19.15 10.5 V-6 53.8 57.6 58.9 59.35
VD-7 55.7 436 35.25 27.1 V-7 55.3 56 55.8 57.3
VD-8 55.05 37.75 21.15 12 V-8 56.45 55.5 58.2 53.7
SN ] 0.GON | 3.GON | 5.GON | 7.GON | S™ | 0.GUN | 3.GUN | 5.GON | 7.GON
VD-1 55.75 315 8.9 5.7 V-1 50.05 44.75 49.8 44.35
VD-2 55.4 20.2 6.45 3.25 V-2 53.05 50.1 57.05 59.7
& | vD3 49.45 15 6.05 2.05 V-3 54.35 418 52.5 53.95
2 | VD4 51.95 14.95 415 0.9 V-4 50.7 4125 53.02 52.05

© [ VD5 58.65 39.15 26.35 12.55 V-5
VD-6 55.45 25.6 5.8 1.4 V-6 50.8 38.85 41.95 39.8
VD-7 52.65 15.9 4 2.95 V-7 54.05 44.25 55.85 52.9
VD-8 51.55 14.15 5.25 0.6 V-8 57.25 56.65 58.5 56.15
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4.4. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonun ardindan elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari ve
kaliteleri NanoDrop (Thermo, ABD) cihazi kullanilarak  belirlenmistir.
Konsantrasyonlar1 ve kaliteleri yeterli goriilmeyen Orneklerin total RNA
izolasyonlari tekrar edilmistir. Cizelge 4.3’te bazi 6rneklere ait RNA’larin NanoDrop
Olclim sonuglar1 gosterilmektedir. Bu sonuglara gore bitkilerden elde edilen
RNA'larin konsantrasyon ve kalite agisindan real-time RT-PCR c¢alismalarinda

kullanilmak tizere yeterli miktarda ve kalitede olduklarina karar verilmistir.

Cizelge 4.3. Total RNA izolasyonu sonrasi bazi 6rneklere ait konsantrasyon ve kalite

degerleri
Mekanik inokiilasyon (TSWYV inokiilasyonu)
Alsancak Sedir
. Kalite Kalite
Uygulama Giinler Konsantrasyon (260/280) Konsantrasyon (260/280)
Virdis 7. Glin 573.7 ng/pl 2.15 654.6 ng/ul 2.16
Yalanci .
inokiilasyon 7. Gln 526.5 ng/pl 2.15 399.1 ng/pul 2.16
Kontrol 7. Giin 476.8 ng/pl 2.16 433.2 ng/pl 2.16
Virdis 21. Giin 724.3 ng/pl 2.16 202.4 ng/pl 2.14
Yalanct .
inolifion 21. Giin 783.5 ng/ul 2.13 457.8 ng/ul 217
Kontrol 21. Giin 337.9 ng/pl 2.15 483.7 ng/ul 2.17
Kuraklik Stresi
Alsancak Sedir
. Kalite Kalite
Uygulama Giinler Konsantrasyon (260/280) Konsantrasyon (260/280)
Kuraklik 0. Gilin 351.4 ng/pl 2.19 64 ng/pl 2.04
Kontrol 0. Giin 605.9 ng/pl 2.16 367.3 ng/ul 2.15
Kuraklik 7. Glin 295.1 ng/pl 2.19 184.8 ng/pl 2.13
Kontrol 7. Giin 431.3 ng/pl 2.2 433.4 ng/pl 2.17
TSWV/Kuraklik Uygulamasi
Alsancak Sedir
.. Kalite Kalite
Uygulama | Giinler | Konsantrasyon (260/280) Konsantrasyon (260/280)
Viriis 0. Giin 825.3 ng/pl 2.18 563 ng/ul 2.15
Viriis/ ..
Kuraklik 0. Giin 205 ng/ul 212 774.4 ng/ul 2.15
Viriis 7. Giin 696.6 ng/ul 2.17 108.1 ng/ul 2.13
Viriis/ ..
Kuraklik 7. Giin 222.3 ng/ul 211 476.3 ng/ul 2.18
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4.5. Referans Genlerinin Se¢imi

Yapilmis olan bu Yiiksek Lisans Tezi kapsaminda domateste, TSWV enfeksiyonu,
kuraklik stresi ve TSWV ve kuraklik uygulamalar1 ile hem tekli stresler hem de
coklu stresler sirasinda MYB TF’lerinin ve miR159 geninin ekspresyon diizeylerinin
tespit edilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda, domateste daha 6nce yapilan galismalar
dikkate alinarak real-time RT-PCR yonteminde kullanilmak tizere domateste stabil
olarak ifade edilen ve ifadesi higbir uygulama sirasinda degisiklik gostermeyen
referans genler belirlenmistir. Elde edilen bu bilgiler sonucunda Actin, gliseraldehid-
3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH),18SrRNA, SnoU6, Tubulin ve Ubiquitin referans
genlerinin bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilabilecegi diisiiniilmiis ve bu referans
genlerden hangisi ve/veya hangilerinin ifadesinin bu tez g¢alismasi kapsaminda
uygulanan stresler sirasinda en az degisiklik gosterdigini belirlemek amaciyla bir 6n
calisma yapilmistir. Yapilan bu 6n ¢alisma sirasinda; Alsancak domates gesidinin
TSWVinokiilasyonu, TSWV inokiilasyonu ve kuraklik stresi uygulamasi, sadece
kuraklik stresi uygulamasi yapilan ve herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol
bitkilerinin 0. ve 7. giinlerine ait dokularindan elde edilen RNA’lar kullanilarak

referans genlerin ekspresyonlari incelenmistir (Sekil 4.5).

2,0

Relative Quantity
[=) 3]
+

o
&)

||| JadapdLds

1BSrRNA Actln GAPDH SnoUG
Target

mmm ALS-V 0. Gln 3 ALS-V/K0.Gin == ALS-Knt. 0. Gin C—1 ALS-K 0. Gin mmm ALS-V 7. Gin mmm ALS-V/IK7. Gin
B ALS-Knt. 7. Gin —— ALS-K7.Gin

Sekil 4.5. Alsancak domates ¢esidine uygulanan stresler sirasinda 18SrRNA, Actin,
GAPDH, SnoU®6, Tubulin ve Ubiquitin referans genlerinin ekspresyon
analizleri

Referans gen ve/veya genlerin belirlenmesi igin yapilan bu 6n ¢aligma sonucunda
18SrRNA geninin ifadesinin farkli uygulamalar sirasinda ve farkli zamanlarda diger
genlerle karsilastirildiginda daha stabil oldugu belirlenmistir. Actin, GAPDH,

Tubulin ve Ubiqutin genlerinin ekspresyon seviyeleri ise farkli uygulamalar ve farkli
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zamanlara gore farkliliklar gosterdikleri ve bu referans genleri kendi aralarinda farkl
zamanlara ve uygulamalara gore karsilastirildiginda ise incelenen 8 farkli 6rnekte
birbirlerine gore hemen hemen esit diizeyde ifade edildikleri tespit edilmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda 18SrRNA geninin domates MYB genlerinin ekspresyonunda
referans gen olarak kullanilmasina karar verilmistir. SnoU6 geni ise yine daha dnceki
caligmalar dikkate alinarak bu tez ¢alismasi kapsaminda Sly-miR159 ekspresyonunun

belirlenmesinde referans gen olarak segilmesine karar verilmistir.

4.6. cDNA Sentezi ve Real-Time PCR

cDNA sentezi sirasinda calismanin amacina uygun olarak 3 farkli primer
kullanmilmistir. Gen spesifik primerler ile ekspresyon seviyesi belirlenecek genlere
0zgli hedef mRNA’dan cDNA’nin sentezi gerceklestirilmigtir. Random primerler
kullanilarak bir ornekte bulunan tam uzunluktaki ve/veya pargalanmis tiim
mRNA’lar ve diger RNA’larin tamamindan ¢cDNA sentezi yapilmistir. Diger bir
primer grubu olan oligo(dT)’ler ise, poliA kuyrugu olan tiim A ve par¢alanmamis
mRNA’larin  poliA kuyruguna baglanarak cDNA sentezinin gergeklestirilmesi
saglanmistir. Yaptigimiz gen ekspresyonu calismasinda 18SrRNA geninin referans
gen olarak secilmesinden dolayr 18SrRNA geninin cDNA sentezi asamasinda hangi
primer grubunun kullanilacagina karar vermek icin bir 6n ekspresyon galismasi
yapilmistir. Bu kapsamda, Alsancak domates ¢esidine ait kuraklik ve kontrol 0. giin
orneklerinden elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi sadece random primer,
sadece oligo (dT) ve random ve oligo (dT) primerleri birlikte kullanilarak ayr1 ayri
olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lardan real-time RT-PCR yapilarak
18SrRNA ve SnoU6 referans genlerinin ekspresyonlarindaki degisimler belirlenmistir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Alsancak domates ¢esidinin kuraklik stresi uygulanmis ve uygulanmamis
0. glin orneklerinin random primer, oligo (dT) primer ve random
primer+oligo (dT) primeri kullanilarak elde edilen c¢DNA’larinin
amplifikasyon diizeyleri (a) ve elde edilen bu cDNA’larin 18SrRNA ve
SnoU6 genlerinin ekspresyon seviyeleri tizerine olan etkisi (b)

Genlerin ekspresyon diizeylerine bakildiginda oligo (dT) primerleri ile sentezlenen
cDNA’larda 18SrRNA ve SnoUG6 referans genlerinin ekspresyonlarinin ¢ok diisiik
diizeylerde oldugu gozlemlenmistir. Ancak, random primer ile sentezlenen
cDNA'’lardan yapilan real-time RT-PCR analizlerinde, 18SrRNA ve SnoUG6 referans
genlerinin ekspresyon diizeylerinin yiiksek oldugu ancak genlerin ekspresyon
diizeylerinin kuraklik ve kontrol gruplari arasinda 6nemli farkliliklar gosterdigi
gozlemlenmistir. Random ve oligo (dT) primerlerinin her ikisinin birden
kullanilmastyla sentezlenen cDNA’lar ile yapilan analizlerde ise; 18SrRNA ve SnoU6

referans genlerinin ekspresyon seviyelerinin diger primerlere gore daha yliksek
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oldugu ve genlerin ekspresyon seviyelerinin kontrol ve kuraklik stresi gruplarina ait
orneklerde de birbirlerine benzer sonuglar gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.4).
Boylece yapilan bu 6n calismadan elde edilen bulgular dogrultusunda MYB gen
ekspresyonlar1 caligmalarinda kullanilacak olan ¢cDNA sentezinde random ve oligo
(dT) primerlerinin her ikisinin birlikte kullanilmasina karar verilmistir. Ancak
mIRNA gen ekspresyon analizindeki farkliliktan dolayr Sly-miR159 geninin gen
ekspresyon seviyesinin belirlenmesi i¢cin cDNA sentezinde gen spesifik miR159 RT

primeri kullanilmistir.

4.7. Gen Ekspresyonu Diizeyleri Belirlenecek MYB Genlerinin Se¢imi

TSWV-inokiilasyonu, kuraklik stresi ve TSWV ve kuraklik uygulamalar1 sirasinda
domateste SIMYB15, SIMYB31, SIMYB44, SIMYB60, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101
ve SIMYB109 genlerinin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in bir 6n ¢alisma
yapilmistir. Bu amagla, Alsancak domates ¢esidine ait kuraklik stresi uygulanmis ve
kontrol 6rneklerinin 7. giiniinde elde edilen RNA'lar kullanilarak 8 MYB geninin
ekspresyon diizeyindeki degisimler real-time RT-PCR yontemiyle belirlenmistir.
Yapilan 6n calismada elde edilen gen ekspresyon bilgileri Sekil 4.7°de verilmistir.
Yapilan ekspresyon analizleri sonucunda SIMYB101 ve SIMYB44 genlerinin
ekspresyonlart 7 gilinliik kuraklik stresine tepki olarak artarken diger genlerin
ekspresyonlarinin kuraklik stresiyle baskilandigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101l genleri segilerek bu
genlerin ifadelerindeki degisimlerin iki farkli domates ¢esidinde TSWV, kuraklik ve
TSWV/kuraklik stresi uygulamalar1 sirasindaki degisimlerinin incelenmesine karar

verilmistir.
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Relative Normalized Expression

[ Im ID Im _L Iz Ig IE

SIMYB101

SIMYB31 SIMYB44 SIMYB60 SIMYB73 SIMYB96

Target
[mmmm ALS-Knt 7. Gin — ALS-K7 Gin |

SIMYB109 SIMYB15

Sekil 4.7. Alsancak domates ¢esidine ait kuraklik stresi uygulanmis ve

uygulanmamis 7. giin 6rneklerinde SIMYB101, SIMYB109, SIMYB15,
SIMYB31, SIMYB60, SIMYB73 ve SIMYB96  genlerinin
ekspresyonlarinin analizi

Tez calismasi kapsaminda kullanilan referans genlerin ve gen ekspresyon seviyeleri
belirlenen SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101, Sly-miR159 genlerinin primer

kodlari ile primer dizilimleri Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Gen ekspresyonunun belirlenmesinde kullanilan referans genler ve
ekspresyon seviyeleri belirlenen SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96,
SIMYB101, Sly-miR159 genlerinin primer kodu ve primer dizileri

Gen Ismi Primer Kodu Primer Dizisi
| MSC 239 - F (Forward) | 5-GAGCCTGAGAAACGGCTACC-3
18SrRNA" "\1SC 240 - R (Reverse) | 5-GTCACTACCTCCCCGTGTCAS
MSC 363 - F (Forward) | 5-CGTCAATCAAGTTGATGATG-3
SIMYBA44 1 0SF 364 - R (Reverse) | 5-AGCTCCAACCAGAAATCCACS
MSC 373 - F (Forward) | 5-AACAACAACAACCGCAGCAG-3
SIMYBT3 MSC 374 - R (Reverse) | 5-GCTTAGTCCCATTCGATTAG-3'
MSC 367 - F (Forward) | 5-CAAACAACAACTCCTGAGGC-3
SIMYB9 | 05= 368 - R (Reverse) | 5-GATATCAAGGTAGTCAAGTCS
MSC 375 - F (Forward) | 5-GGTGAAGATTCTTCCAAGTC3
SIMYBI0L "eE 376 - R (Reverse) | 5-GCCTTCCAATTTACTCTAACS
| BC566-F (Forward) | 5-GGACATCCGATAAAATTGG3
SnoUS™ 5567 - R (Reverse) | 5-GATTTGTGCGTGTCATCCT-3
_ BC 458 - F (Forward) | 5-CGTGCGTTTGGATTGAAGG-3
Sly-miR159 =759 "R (Reverse) | 5-TCCCGACCACCACAGCC-3

! Koyu olarak yazilan ifadeler referans genleri temsil etmektedir
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4.8. SIMYB44 Geninin Ekspresyon Analizleri

Daha once yapilan caligmalar sonucunda MYB44 geninin basta biyotik stres
etmenlerine kars1 tepki olmak iizere bitkilerde ¢esitli biyolojik siire¢ler sirasinda rol
aldig1r belirlenmistir. Bu nedenle yapilan bu tez g¢alismasinda, SIMYB44 genin
TSWV'ye duyarli Alsancak ve dayanikli Sedir domates c¢esitlerinde TSWV
enfeksiyonu, kuraklik ve her ikisinin birlikte uygulandigt (TSWV ve kuraklik)
bitkilerden elde edilen RNA'lar kullanilarak ekspresyon analizleri yapilmistir.
Alsancak ve Sedir domates cesitlerine ait 6rneklerde TSWYV inokiilasyonundan 7, 14
ve 21 giin sonra, yalnica 7 giinliikk kuraklik stresi uygulamasinin 0., 3., 5. ve 7.
giinlerinde ve TSWV/kuraklik denemesinin 0., 3., 5. ve 7. giinlerinde SIMYB44

geninin ekspresyon analizlerinde elde edilen sonuglar Sekil 4.8°de gosterilmektedir.

SIMYB44 geninin viriis inokiilasyonuna tepkisinin belirlenmesi igin yapilan
ekspresyon analizleri sonucunda bu genin ekspresyonunun viriise duyarli Alsancak
domates ¢esidinin kontrol bitkilerinde yiiksek olmasina ragmen gerek yalanci
inokiilasyon gerekse TSWYV enfeksiyonu yapilan bitkilerde enfeksiyon siiresince
baskilandig1 belirlenmistir. Buna karsin TSWV'ye dayanikli Sedir ¢esidinde ise
SIMYB44 geninin ekspresyonunun kontrol bitkilerinin sadece 21. giiniinde yiiksek
oldugu ancak gerek kontrol gerekse TSWV ve yalanci inokiilasyon yapilan bitkilerde
21 giinliik siirede genin ekspresyonda onemli diizeyde bir degisiklik belirlenmemistir

(Sekil 4.8).

Kuraklik stresinin gen ekspresyonu iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan
ekspresyon analizi sonucunda ise Alsancak domates ¢esidinde SIMYB44 geninin
ekspresyonunun 0., 3. ve 5. gilinlerinde kuraklik uygulanan ve uygulanmayan
bitkilerde ayn1 diizeyde oldugu ancak 7. giinde kuraklik uygulanan bitkilerde bu
genin ifadesinin kontrole gore 6nemli oranda (yaklasik 4 kat) arttig1 belirlenmistir.
Buna karsin Sedir domates ¢esidinin kuraklik uygulanmayan bitkilerinde 0., 3. ve 5.
giinlerde SIMYB44 geninin ekspresyonunun belirli bir diizeyde oldugu ancak 7.
giinde ekspresyonun azaldigi belirlenmistir. Buna karsin kuraklik uygulanan Sedir
bitkilerinde SIMYB44 geninin ekspresyonunun kuraklik stresinin 0. ve 3. giinlerde

minimum diizeyde oldugu ancak kurakhigin 5. gilinlinde ekspresyonun diger
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zamanlara ve kontrol bitkilerine gore Onemli Olgiide (yaklasik 2-4 kat) arttigi

belirlenmistir (Sekil 4.8).

TSWV enfeksiyonu ve kuraklik stresinin SIMYB44 geninin ekspresyonu iizerine
ortak etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan ekspresyon analizi sonucunda ise bu genin
ekspresyonunun sadece TSWV enfeksiyonu yapilan duyarli Alsancak domates
cesidinde 3. giinde yaklasik 12 kat viriis inokiilasyonu ve kuraklik uygulanan
bitkilerde ise ayni giinde 6 kat arttig1r belirlenmis diger zamanlarda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir. Buna karsin TSWV'ye dayanikli Sedir domates ¢esidinde
SIMYB44 geninin ekspresyon diizeyinde Onemli derecede bir uyarilma veya
baskilanma goriilmezken kuraklik ve TSWYV enfeksiyonunun birlikte uygulandigi
bitkilerde gen ekspresyonunun sadece TSWV enfeksiyonu yapilan bitkilere gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. SIMYB44 geninin Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinde Domates lekeli
solgunluk virtisii enfeksiyonu, kuraklik stresi ve Domates lekeli solgunluk
viriisii/kuraklik stresi uygulamasi sirasinda ekspresyon analizi
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4.9. SIMYB73 Geninin Ekspresyon Analizleri

Daha 6nce farkli bitkilerde yapilan ¢alismalarda MYB73 geninin hem biyotik hem de
abiyotik stres etmenlerine karsi tepkide rol alabilecegine dair bulgular elde edilmistir.
Bu nedenle de bu tez ¢aligmasi kapsaminda da, SIMYB73 geninin TSWV'ye duyarlt
Alsancak ve dayanikli Sedir domates gesitlerinde TSWV inokiilasyonundan sonraki
7., 14. ve 21. giinlerinde, yalnizca kuraklik stresinin uygulandig1 0., 3., 5. ve 7.
giinlerinde ve TSWV ve kuraklik streslerinin her ikisinin birlikte uygulandig
bitkilerde TSWYV inokiilasyonundan 21 giin sonra uygulanan kuraklik stresinin 0., 3.,
5. ve 7. glnlerinde ekspresyon analizleri aragtirilmis ve bu arastirmaya ait sonuglar

Sekil 4.9°da gosterilmektedir.

SIMYB73 geninin viriis inokiilasyonuna tepkisinin belirlenmesi igin yapilan
ekspresyon analizinin sonuglari incelendiginde virlise duyarli Alsancak domates
c¢esidinde bu genin kontrol ve yalanci inokiilasyonu yapilan bitkilerde inokiilasyonun
7., 14. ve 21. giinlerinde belirli diizeyde ifade edildigi gozlemlenirken TSWV
inokiilasyonu yapilan bitkilerde inokiilasyonun 14. giiniinde azalmaya baslamis ve bu
azalma 21. giinde de devam etmistirr TSWV'ne dayaniklt Sedir ¢esidinde ise
SIMYB73 geninin ifadesi kontrol ve yalanci inokiilasyonu yapilan bitkilerde 14. ve
21. giinlerinde, bu bitkilerin 7. gilinlerindeki ifadelerine gore artislar belirlenmistir.
SIMYB73 geninin ifadesi TSWYV inokiilasyonu yapilan bitkilerde de 14. giinde artis

gostermistir. Ancak bu artis bu bitkilerde 21. giinde biraz azalma gdstermistir..

Kuraklik stresinin gen ifadesi lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan ekspresyon
analizi sonuglar1 incelendiginde ise SIMYB73 geninin ifadesinin her iki domates
cesidinde de kuraklik stresinin 3. giliniinden itibaren azalma gosterdigi ve bu
azalmalarin kuraklik stresinin ilerleyen asamalarinda da devam ettigi belirlenmistir.
Ancak bu azalma Alsancak domates ¢esidinde daha belirgin bir sekilde gerceklesmis
ve kuraklik stresi uygulanan Alsancak domates cesidinde kurakligin 3., 5. ve 7.
giinlerinde genin ekspresyonu kuraklik stresinin 0. giiniine gore yaklasik olarak 3 kat

oraninda azalma gostermistir (Sekil 4.9).

TSWV enfeksiyonu ve kuraklik stresinin SIMYB73 geninin ekspresyonu iizerine

yapilan analizler sonucunda her iki domates ¢esidinin kontrol ve viriis kuraklik stresi
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uygulanan bitkilerinde kuraklik stresinin 3. giliniinden itibaren artig goriilmiistiir.
Ancak bu artis Sedir domates ¢esidinde Alsancak domates ¢esidine gore daha fazla
diizeyde ger¢eklesmistir. Kuraklik stresinin 3. giliniinden itibaren her iki domates
¢esidinin kontrol ve virlis kuraklik stresi uygulanan bitkilerinde SIMYB73 geninin

ekspresyonunda kuraklik stresi boyunca azalmalar belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. SIMYB73 geninin Alsancak ve Sedir domates gesitlerinde Domates lekeli
solgunluk virtisii enfeksiyonu, kuraklik stresi ve Domates lekeli solgunluk
viriisii/kuraklik stresi uygulamalari sirasinda ekspresyonlarinin analizi
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4.10. SIMYB96 Geninin Ekspresyon Analizi

Daha oOnce farkli bitkilerde yapilan ¢alismalarda MYB96 geninin ekspresyonunun
biyotik ve /veya abiyotik stres uygulamalar sirasinda degistigi ve bu nedenle de bu
genin bitkilerde biyotik ve abiyotik streslere tepki mekanizmalarinda rol alabilecegi
distiniilmiistiir. Yapilmigs olan bu tez ¢alismasi kapsaminda da MYB genleri
arasindan SIMYB96 geni secilerek, TSWV'ye duyarli Alsancak ve dayanikli Sedir
domates c¢esitlerinde TSWYV enfeksiyonu, kuraklik ve her iki stresinde birlikte
uygulandigt  (TSWV/Kuraklik)  bitkilerde SIMYB96 geninin  ekspresyonu

incelenmistir.

SIMYB96 geninin viriis inokiilasyonuna tepkisinin belirlenmesi igin yapilan
ekspresyon analizinin sonuglari incelendiginde virlise duyarli Alsancak domates
¢esidinin kontrol, yalanci inokiilasyon ve TSWYV inokiilasyonu yapilan bitkilerinin
hepsinde genin ekspresyonunda 14. giinden itibaren azalmalar belirlenmistir. Bu
genin ekspresyonu TSWV'ye dayanikli Sedir domates ¢esidinde ise kontrol, yalanci
inokiilasyon ve TSWYV inokiilasyonu yapilan bitkilerin hepsinde 7. giinlinde artislar
gozlemlenmistir. Ancak bu artiglar en fazla olarak kontrol grubunda belirlenmistir.
Viriis uygulamasinin 21. giinlinde ise Sedir domates ¢esidinde 7. giliniinde kaydedilen

bu artiglar her ii¢ grupta da 21. glinde azalma gostermistir (Sekil 4.10).

Kuraklik stresinin Alsancak ve Sedir domates c¢esitlerinde SIMYB96 geninin
ifadesinin arastirildigr sonuglar incelendiginde Alsancak domates ¢esidinin Kontrol
ve stres gruplarinin 0. giinlerinde SIMYB96 geninin ifadesinin fazla olmasina ragmen
ilerleyen giinlerde hem kontrol hem stres grubunda azalmalar gézlemlenmistir. Bu
azalmalar Alsancak domates cesidinin kuraklik stresi uygulanan bitkilerinde daha
belirgin diizeyde gerceklesmistir. Sedir domates gesidinde ise, kontrol ve kuraklik
stresi uygulanan bitkilerinde SIMYB96 geninin ekspresyonunun da herhangi bir

degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 4.10).

TSWV enfeksiyonu ve kuraklik stresinin SIMYB96 geninin ekspresyonu iizerine
ortak etkisinin belirlenmesi ic¢in yapilan ekspresyon analizleri sonucunda ise,
TSWV'ye duyarli Alsancak domates g¢esidinde SIMYB96 geninin aktivitesi sadece
TSWV enfeksiyonunun yapildigi kontrol bitkilerinde ve TSWV/kuraklik stresi
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uygulanan bitki gruplarinda SIMYB96 geninin ifadesinde artiglar gozlemlenmis ve
hatta bu artiglar kontrol grubunu olusturan TSWV enfekteli bitki gruplarinda daha
fazla olarak gergeklesmistir (Sekil 4.11). TSWV enfeksiyonuna dayamikli Sedir
domates c¢esidinde kontrol grubunu olusturan bitki grubunda SIMYB96 geninin
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik gozlemlenmezken, stres grubunu olusturan
TSWV ve kuraklik stresinin birlikte uygulandigi bitki grubunda kuraklik stresi
boyunca azalmalar gozlemlenmis ve bu azalma en fazla olarak kuraklik stresinin 5.

giinlinde gézlemlenmistir.
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Sekil 4.10. SIMYB96 geninin Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinde Domates lekeli

solgunluk virlisii enfeksiyonu, kuraklik stresi ve Domates lekeli
solgunluk viriisti’kuraklik uygulamasi sirasinda ekspresyon analizi
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4.11. SIMYB101 Geninin Ekspresyon Analizleri

Daha oOnce yapilan caligmalar sonucunda MYB101l geninin basta biyotik stres
etmenlerine karsi tepki olmak iizere bitkilerde ¢esitli biyolojik siire¢lerde rol aldig
belirlenmistir. Bu nedenle yapilan bu tez ¢alismasi1 kapsaminda da SIMYB101 geninin
TSWV'ye duyarli Alsancak ve dayanikli Sedir domates cesitlerinde TSWV
enfeksiyonu, kuraklik ve her ikisinin birlikte uygulandigi (TSWV/Kuraklik)
bitkilerde ekspresyon analizleri yapilmistir. TSWYV inokiilasyonundan 7, 14 ve 21
giin sonra ve 7 ginliik kuraklik uygulamasi siirenince yapilan SIMYB101 geninin

ekspresyon analizlerinde elde edilen sonuglar Sekil 4.11°de gosterilmektedir.

SIMYB101 geninin virlis inokiilasyonuna tepkisinin belirlenmesi igin yapilan
ekspresyon analizi sonucunda bu genin ekspresyonunun viriise duyarli Alsancak
domates ¢esidinin kontrol bitkilerinde yiiksek olmasina ragmen gerek yalanci
inokiilasyon gerekse TSWYV enfeksiyonu yapilan bitkilerde enfeksiyon siiresince
baskilandig: belirlenmistir. Buna karsin TSWV'ye dayanikli Sedir domates ¢esidinde
ise SIMYB101 geninin ekspresyonu kontrol bitkilerinin sadece 21. giiniinde yiiksek
diizeyde bir ekspresyon belirlenmis; yalanci ve virlis inokiilasyonu yapilan bitki
gruplarinda ise 21. giinde ekspresyonda ¢ok az diizeyde bir artig belirlenmistir (Sekil
4.11).

Kuraklik stresinin gen ekspresyonu {iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan
ekspresyon analizi sonucunda Alsancak domates c¢esidinde SIMYB101 geninin
ekspresyonunun kuraklik stresi uygulamasinin 3. giinlinde hem kontrol hem de stres
grubunu olusturan bitki grubunda artiglar belirlenmistir. Kuraklik stresinin ilerleyen
asamalarinda ise belli diizeylerde ifade edilen artiglar ve azalislar gdzlemlenmistir
(Sekil 4.11). Buna karsin Sedir domates cesidinin kuraklik stresi uygulanmayan
bitkilerinde 0., 3. ve 5. giinlerinde SIMYB101 geninin ekspresyonunun belirli bir
diizeyde oldugu ancak 7. giinde ekspresyonun azaldigi belirlenmistir. Buna karsin
Sedir domates ¢esidinin kontrol grubuna ait bitkilerinde kuraklik stresinin 7. giiniinde
belirgin diizeyde bir azalma gozlemlenmistir. Buna karsin stres grubunu olusturan
bitkilerde SIMYB101 geninin ekspresyon diizeyinde kuraklik stresinin sadece 5.
giiniinde belirgin bir sekilde bir artisin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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TSWV enfeksiyonu ve kuraklik stresinin SIMYB101 geninin ekspresyonu iizerine
ortak etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan ekspresyon analizi sonucunda ise SIMYB101
geninin ekspresyonun TSWV enfeksiyonu yapilan TSWV'ye duyarli Alsancak
domates c¢esidinin kontrol grubunun 3. giiniinde yaklasik olarak 12 kat artis
belirlenmistir. Ayni giinde stres grubunu olusturan bitkilerde ise 6 kat olarak
belirlenmistir (Sekil 4.11). Buna karsin TSWV'ye dayanikli Sedir domates ¢esidinin
kontrol ve stres grubunu olusturan bitki gruplarinda SIMYB101 geninin ekspresyon

diizeyinde 6nemli bir degisiklik gézlemlenmemistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. SIMYB101 genin Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinde Domates lekeli
solgunluk virlisii enfeksiyonu, kuraklik stresi ve Domates lekeli
solgunluk viriisii/kuraklik uygulamasi sirasinda ekspresyon analizi
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4.12. Sly-miR159 Geninin Biyotik ve Abiyotik Stresler Sirasinda Ekspresyon

Analizlerinin Karsilastirilmasi

Bitkilerde abiyotik ve biyotik stres etmenlerine karsi bitki yanitinin molekiiler
diizenlemesinde rol oynayan miR159 geninin Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinde
sirastyla 21 gilinliik TSWV enfeksiyonu, 7 giinlikk kuraklik stresi ve 7 gilinliik
TSWV/kuraklik uygulamasi sirasindaki ekspresyon diizeyindeki degisimleri Sekil
4.12°de gosterilmektedir. Yapilan analizler sonucunda hem Alsancak hem de Sedir
domates c¢esitlerine ait bitkilerin TSWYV enfeksiyonu, kuraklik stresi ve
TSWV/kuraklik uygulamalari sirasinda Sly-miR159 geninin ekspresyon diizeyinde

onemli bir degisiklik tespit edilememistir.
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Sekil 4.12. Domates lekeli solgunluk viriisii enfeksiyonu, kuraklik stresi ve Domates
lekeli solgunluk viriisii/kuraklik uygulamasi yapilmis olan ve kontrol
grubu bitkilerinde Sly-miR59 genin ekspresyon analizi
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4.13. Sly-miR159 ve SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 Genlerinin
TSWYV Enfeksiyonu Sirasindaki Ekspresyonlarinin Karsilagtirilmasi

Bu tez calismasi kapsaminda, Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinden elde edilen
verilerde 21 giin boyunca uygulanan TSWV enfeksiyonu sirasinda ekspresyon
seviyeleri belirlenen SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 genlerinin Sly-
miR159 tarafindan hedeflenmedigi belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Domates lekeli solgunluk viriisii enfeksiyonu sirasinda Sly-miR159,
SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96 ve SIMYB101 genlerinin ekspresyon
diizeylerinin karsilastirilmast
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4.14. Sly-miR159 ve SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 Genlerinin

Kuraklik Stresi Sirasindaki Ekspresyonlarinin Karsilastirilmasi

Bu tez calismasi kapsaminda, Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinden elde edilen

verilerde 7 glin boyunca uygulanan kuraklik stresi sirasinda ekspresyon seviyeleri
belirlenen SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 genlerinin Sly-miR159
tarafindan hedeflenmedigi belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Kuraklik stresi sirasinda Sly-miR159, SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96 ve
SIMYB101 genlerinin ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.15. Sly-miR159 ve SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 Genlerinin
TSWV/Kurakhk Uygulamasi Sirasindaki Ekspresyonlarinin

Karsilastirilmasi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda, Alsancak ve Sedir domates ¢esitlerinden elde edilen
verilerde 7 giin boyunca uygulanan sirasinda ekspresyon seviyeleri belirlenen
SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96, SIMYB101 genlerinin Sly-miR159 tarafindan
hedeflenmedigi belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15.h Domates lekeli solgunluk viriisii/Kuraklik uygulamasi sirasinda Sly-
miR159, SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96 ve SIMYB101l genlerinin
ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler, yasam ddngiileri boyunca biiylime ve gelismeyi etkileyen cesitli ¢evresel
stresler ile siirekli ya da belirli araliklarla kars1 karsiya kalmaktadirlar. Son yillarda,
tarimsal tretimi olumsuz olarak etkileyen gevresel stres etmenlerinin sayisinda ve
etki stirelerinin artisinda kiiresel 1sinma, insan niifusunda meydana gelen siirekli
artiglar, sanayilesme, cevresel kirlilik vb. gibi faktorler 6nemli rol oynamaktadir.
Diinya genelinde meydana gelen sicaklik artiglari kiiresel 1sinma olarak ifade
edilirken, bu duruma bagl olarak hava durumu, yagis, nem, soguk, kuraklik gibi
cesitli iklim unsurlarinin degismesi kiiresel iklim degisikligi olarak tanimlanmaktadir
(Bayrac ve Dogan, 2016). Kiiresel 1sinma ve buna bagli olarak gelisen kiiresel iklim
degisiklikleri nedeniyle iilkemizde ve diinyada tarimsal iiretimde onemli diizeyde
verim kayiplarina neden olan kuraklik stresi etkisini son yillarda giderek
arttirmaktadir. Ulkemizin giineyinde bir ¢l kusaginin bulunmas kiiresel 1stnmayla
birlikte kuraklik stresinin etki derecesinin artirmasina ve iilke genelinde bir ¢ol
ikliminin yagsanmasina neden olmaktadir (Kanat ve Keskin, 2018). Hiikiimetlerarasi
Iklim Degisikligi Paneli (Intergovernmental Panel on Climate Change, IPCC)’nde
yer alan Kiiresel Iklim Modeline gore, 2030 yilinda Tiirkiye’nin birgok bdlgesinde
kuru ve sicak bir iklimin etkili olacagi; kis mevsiminde yagislarin %35 oraninda artig
gosterecegi, yazlar ise sicakliklarin %5-15 diizeyinde azalacagi tahmin edilmektedir.
Ayrica, toprak neminde %15-25 arasinda bir azalmanin meydana gelecegi yapilan

tahminler arasindadir (Anonim, 2007; Kanat ve Keskin, 2018).

Diinyada ve iilkemizde iiretimi ve ticareti yapilan ekonomik anlamda 6nemli bir
sicak 1klim sebzesi olan domatesin yetistiriciligi genel olarak kuraklik etkisinin
siddetli hissedildigi bolgelerde yapilmaktadir ve bu nedenle de kuraklik stresinin
meydana getirmis oldugu olumsuzluklardan oldukca fazla diizeyde etkilenmektedir.
Domates tiretiminde kuraklik stresinin ilerleyen asamalarinda verim ve kalite iizerine
oldukca 6nemli diizeylerde etkileri bulunan kloroz ve solmalar ortaya ¢ikmaktadir.
Kuraklik stresinin yaninda domateste verim ve kaliteyi diisiiren bir diger onemli
etmen domates lekeli solgunluk virlisii (TSWV)’diir. Bir g¢esit RNA viriisii olan
TSWV; yiiksek replikasyon yetenegine sahip olmasi ve buna bagl olarak gelisen
kisa slirede ¢ogalma yeteneginin olmasi ve genetik diizeyde siirekli meydana gelen

degiskenligi ile karakterize edilmektedir (Domingo ve Holland 1997; Tsompana vd.,

77



2005). Diger viriislerde oldugu gibi TSWV'ye karsi etkin bir miicadele yonteminin
gelistirilememis olmasindan dolayr konukg¢usu oldugu bitkiler son derece zarar
gormektedirler. Bugiine kadar yapilmis olan arastirmalar sonucunda bir¢ok bitki
virlisliniin yiiksek sicakliklara karsi oldukg¢a hassas olduklarinin belirlenmis olmasina
ragmen TSWV’niin yiiksek sicakliklarda daha yiiksek enfeksiyon oranina sahip
oldugu gozlemlenmistir (Soler vd, 1998; de Ronde vd., 2019). Bu durum devam eden
iklim degisikligi ve kiiresel 1sinmanin etkisiyle tarimsal tiretimde TSWV'nin ¢ok
daha onemli oranlarda verim kayiplarina neden olacagini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle de iilkemizde ve diinyada 6nemli bir sebze tiirli olan domates iiretiminde
TSWV'ye karst Onlemler alinmasi ve/veya bu viriise karsi dayanikli ¢esitlerin

gelistirilmesi bir zorunluluk haline gelmektedir.

Bitkilerin, herhangi bir stres etmeni ile karsi karsiya kalmasinin hemen ardindan
bitkilerde hiicresel diizeyde bazi molekiiler ve biyokimyasal degisiklikler meydana
gelmektedir. Olusan bu degisiklikler sayesinde bitkilerde fizyolojik diizeyde
degisikler meydana gelmekte ve bu degisikliklerin sonucunda da bitkilerde streslere
kars1 tolerans ve/veya dayaniklilik saglanmaktadir. Bitkilerin ¢evresel streslere karsi
verdikleri tepkilerin mekanizmalarmin arastirilmasi ve bu mekanizmalarin
aydinlatilmas1 tarimsal iiretimde streslere dayanikli ve/veya toleranshi bitki tiir
ve/veya cesitlerinin gelistirilmesi ve buna bagli olarak da tarimsal {retimde
verimliligin arttirilmast bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Son yillarda, bitkilerin tekli
ve/veya ¢oklu stres kombinasyonlar1 sirasinda genom diizeyinde meydana gelen
degisikliklerin belirlenmesi, bu degisikliklerin meydana gelmesinde etkili olan sinyal
yolaklarinin ve bu yolaklarda etkili olan spesifik proteinlerin ve ayni1 zamanda bu
proteinlerin hedefledikleri diger proteinlerin tanimlanmasi streslere dayanikli ve/veya
toleransli bitki tiir ve/veya cesitlerinin gelistirilmesi ac¢isindan olduk¢a 6nemli
diizeyde meydana gelen gelismeler olarak kabul edilmektedir. Ancak, bitkilerin
coklu stres kombinasyonlar1 sirasinda verdikleri tepkilerin arastirilmasi iizerine
yapilan c¢alismalar ve Ozellikle de bitkilerin abiyotik ve biyotik stres faktorlerine
verdikleri tepkiler iizerine yapilan arastirmalarin sayisi oldukca sinirli diizeyde
kalmistir. Bugiine kadar bitkilerin ¢evresel streslere kars1 vermis olduklari tepkilerin
arasgtirtlmasina yonelik olarak yapilmis olan ¢aligmalar genel olarak kuraklik stresi ve

yiiksek tuz stresinin patojen direnci iizerindeki etkisinin ve/veya patojene 6zgili bir
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sekilde direng tizerindeki etkilerinin belirlenmesine yonelik yapilmaktadir (Kissoudis

vd., 2016).

Bitkilerde streslere dayamiklilik ve/veya toleransla ilgili olarak yapilan c¢esitli
aragtirmalar sonucunda bazi1 TF'lerinin ve miRNA'larin ¢evresel streslere yanit olarak
transkripsiyonu arttirict ve/veya baskilayici olarak belirlenmesi ve bu TF'lerinin ve
miRNA'larin abiyotik-biyotik streslere karsi bitkilerde direncin olusumunda ve/veya
gelistirilmesinde olduk¢a Onemli rollerinin olduklar1 anlagilmistir. Bu konularda
yapilan caligmalarda TF'leri arasinda MYB TF’lerinin, miRNA'lar arasinda ise
miR159’un olduk¢a 6nemli olduklar1 ortaya konulmus ve bitkilerde abiyotik ve/veya
biyotik streslere karsi dayanikli ve/veya toleransh bitki tiir ve/veya g¢esitlerinin

gelistirilmesinde kullanilabilecekleri belirlenmistir.

Yapilan bu tez calismasi kapsaminda da bitkilerde c¢esitli abiyotik ve biyotik stres
faktorlerine karsi tepkilerin diizenlenmesinde etkili oldugu diisiiniilen MYB44,
MYB73, MYB96, MYB101 ve miR159 genlerinin domates bitkisinde abiyotik stres
etmenleri arasinda yer alan kuraklik stresi, biyotik stres etmenleri arasinda yer alan
TSWV'nin enfeksiyonu sirasinda ve kuraklik ve TSWV'nin kombineli bir sekilde
uygulanmas1 sirasinda ekspresyon diizeylerindeki degisimler belirlenmeye

caligilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda yapilmis olan analizler sonucunda, SIMYB44 geninin biyotik
stres uygulamasina kars1 duyarl bitkilerin kontrol gruplarinda ifade edildigi, buna
karsin yaralama ve/veya virlis enfeksiyonu sirasinda baskilandigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, virlise kars1 dayanikli bitkilerde uygulamanin 21. giiniinde sadece
kontrol gruplarinda bir artis oldugu goézlemlenmistir. Ancak, Jung vd. (2010),
AtMYB44 geninin asirt diizeyde ifade edildigi transgenik Arabidopsis bitkilerinde
MYB44 geninin yaralama ile birlikte asir1 diizeyde ifade edildigini ve bu genin
yaralamaya kars1 etkili olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilmis
olan kuraklik stresi sirasinda yapilan analizler sonucunda ise, SIMYB44 geninin
Alsancak bitkilerinde uygulamanin 7. giiniinde arttig1 ancak Sedir bitkilerinde ayni
giin baskilandig1 belirlenmistir. Jung vd. (2008) ise, yaptiklar1 bir caligmada
AtMYB44 geninin kuraklik stresine kars1 bitkide olusan tepki sirasinda ve biiyiime-

gelisme gibi  biyolojik siireclerin  diizenlenmesinde etkili oldugunu ortaya
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cikarmiglardir. Bu calisma kapsaminda yapilmis olan denemeler sonucunda ise
abiyotik ve biyotik stres etmenlerinin birlikte uygulandigi denemeler sonucunda
SIMYB44 geninin Alsancak bitkilerinin hem viriis hem de viriis/kuraklik gruplarinin
3. giiniinde ifade edildigini, Sedir bitkilerinde ise virlis/kuraklik gruplarinda
uygulamanin ilerleyen giinlerinde artislar oldugu belirlenmistir. Jaradat vd. (2013),
yaptiklar1 bir ¢alismada ise AtMYB44 (AtMYBR1) geninin bitkilerde kuraklik stresi
ve yaralama/patojen enfeksiyonu sirasinda bitkide olusan tepki sirasinda yer aldigini
belirlemislerdir. Shim ve Choi (2013), AtMYB44 geninin asir1 diizeyde ifade edildigi
transgenik Arabidopsis bitkilerini  Alternaria brassicicola ve Pseudomonas
syringae pv. patojenlerine maruz birakmislar ve yaptiklari analizler sonucunda, bu
bitkilerin biyotik streslere maruz birakilan transgenik bitkilerin bu hastaliklara daha
direngli olduklarin1 belirlemislerdir. Bu ¢alismadan ve diger ¢alismalardan elde
edilen sonuglar SIMYB44 geninin bitkinin g¢esidine ve stres faktoriine bagl olarak
abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi olusturulan tepki mekanizmalarinda yer

aldig1 sonucuna varilmaistir.

SIMYB73 geninin hem tekli hem de ¢oklu stresler sirasinda ekspresyon diizeyinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu c¢alisma kapsaminda yapilan analizler sonucunda,
bu genin ifadesinin TSWV'ne duyarli Alsancak bitkilerinde viriis inokiilasyonun
ilerleyen giinlerinde ekspresyonun azaldigi belirlenmistir. TSWV'ne dayanikli Sedir
bitkilerinde ise, hem yaralama yapilan gruplarda hem de kontrol grubunda
uygulamanin ilerleyen giinlerinde artislar meydana gelmistir. Ancak, Sedir
bitkilerinin viriis inokiilasyonu yapilan gruplarinda SIMYB73 geninin ifadesinin 21.
giinde azaldig1 belirlenmistir. SIMYB73 geninin Alsancak ve Sedir domates gesitleri
arasindaki ifade diizeyinde meydana gelen bu degisimler cesitlerin TSWV'ne kars1
farkli diizeyinin bulunmasi bu ¢esitlerin TSWV’ne karst dayaniklilik diizeylerinin
farkli oldugundan dolayr kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Diger bitkilerde
yapilmis olan diger calismalar incelendiginde ise, viriis enfeksiyonu sirasinda
MYB73 geninin ifadesinde meydana gelen degisiklere yonelik bir calisma yer
almamaktadir. Ancak Jia vd. (2011) yaptiklar1 bir calismada Arabidopsis bitkilerinde
MYB73 geninin fungal bir patojen olan Bipolaris oryzae enfeksiyonuna karsi
ifadesinin arttiZint ve bu genin ifadesinin SA ve JA hormonlar1 tarafindan
diizenlendigini belirlemislerdir. Bu c¢alisma kapsaminda yapilan kuraklik stresine

tepki sirasinda ise, SIMYB73 geninin kuraklik stresinin 3. giiniinden itibaren
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bitkilerde ifadesinin azaldigi tespit edilmistir. Bu genin ifadesi, TSWV/kuraklik
uygulamasi sirasinda ise TSWV’ne duyarli Alsancak bitki gruplarinda énemli bir
degisiklik olusmazken, TSWV’ ne dayanikli Sedir bitkilerinde uygulamanin ilerleyen
giinlerinde kademeli olarak azalmalar oldugu belirlenmistir. TSWV’ne dayanikhi
Sedir domates ¢esidinde meydana gelen bu azalmalarin SIMYB73 geninin bitkideki
gelisimsel degisikliklerden kaynaklanabilecegini ve ilerleyen donemlerde ise
abiyotik ve biyotik streslere karsi tepkide ifadesinin negatif olarak diizenlenebilecegi
belirlenmistir. He vd. (2012), yaptiklar1 bir ¢alismada transgenik Arabidopsis
bitkilerinde TaMYB73 geninin basta yiiksek tuz stresi olmak iizere osmotik stres ve
dehidrasyona kars1 etkili oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte; ABA, SA, JA,
GA ve ACC (1-Aminosiklopropan-1-karboksilik asit) gibi hormonlarin endojen
uygulanmas1 ile TaMYB73 geninin erken donemde ifade edildigini, bdylece
bitkilerde hem abiyotik hem de biyotik streslere tepki sirasinda yer alabilecegini

bildirmislerdir.

Domateste yapilan bu caligmada biyotik ve abiyotik stresler sirasinda SIMYB96
geninin ifadesi incelendiginde ise, viriise duyarli Alsancak ¢esidinde kontrol grubu
dahil olmak iizere SIMYB96’nin ifadesinde azalmalar oldugu belirlenmistir. Viriise
kars1 dayanikli Sedir bitkilerinde ise, bu genin tiim gruplarda stresin 7. giliniinden
itibaren arttig1 ancak stres uygulamasinin ilerleyen giinlerinde ise azaldig
belirlenmistir. Seo ve Park (2010), Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
enfeksiyonuna karsi Arabidopsis’te MYB96 geninin hastalik direnci yaniti ile
yakindan iligkili olabilecegini bildirmislerdir. Buna karsin, bu ¢aligma kapsaminda
yaptlmigs olan analiz sonuglari incelendiginde SIMYB96 geninin ekspresyon
seviyesinde ¢esitler arasinda farkliliklar olabilecegini ancak TSWV’ ye kars1 bu genin
roliiniin olabilecegi belirlenmistir. Kuraklik stresi sirasinda SIMYB96 geninin
Alsancak bitkilerinde hem stres hem de kontrol gruplarinda uygulamaninilk
giinlerinde ifade edildigi ancak ilerleyen giinlerde bu ifadenin azaldigi, Sedir
bitkilerinde ise stres uygulamasi boyunca bu genin ifadesinde anlamli bir degisikligin
olusmadigi anlasilmistir. Seo vd. (2011), yaptiklari bir ¢calismada MYB96 geninin
bitkilerde kuraklik stresi sirasinda arttigini bildirmislerdir. Yapilmis olan bu ¢alisma
kapsaminda ise ¢oklu stres uygulamasi sirasinda Sedir bitkilerinde SIMYB96 geninin

ifadesinde azalmalar oldugu belirlenmistir.
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SIMYB101 geninin abiyotik ve biyotik stresler sirasinda bitki tepkilerindeki roliiniin
belirlenmesi amaciyla yapilan denemeler sonucunda viriis etmenine karst TSWV’ye
duyarli Alsancak bitkilerinin kontrol gruplarinda bu genin ifade edildigi
belirlenmistir. Bu durum, muhtemelen SIMYB101 geninin biiylime ve gelisme gibi
cesitli biyolojik siireclerle ilgili olabilecegini gostermektedir. Liang vd. (2013),
cesitli genlerin Arabidopsis’te polen tiipli olusumu, fertilizasyon, ¢i¢ek tutumu gibi
cesitli biyolojik stireglerle ilgili rollerini arastirdiklari bir ¢alismada MYB101 geninin
tiim bu biyolojik siireglerde etkili oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bu calisma
kapsaminda almman sonuglar hem Alsancak hem de Sedir bitkilerinin mekanik
inokiilasyon yapilan gruplarinda SIMYB101 geninin ifadesinin baskilandigini ve bu
sonuglarin bitkilerde yaralama tepkisine karsi negatif olarak diizenlenebilecegini
gostermektedir. Ayrica, bu calisma kapsaminda alinan sonuglar incelendiginde
SIMYB101 geni kuraklik stresi sirasinda Alsancak bitkilerinin stres ve kontrol
gruplarinda 3. giinde ifade edilirken, Sedir bitkilerinde SIMYB101 geninin ifadesinin
stresin 7. glinlinde azaldig1 belirlenmistir. TSWV/kuraklik uygulamasi sonucunda ise
SIMYB101 geninin ifadesinin Alsancak bitkilerinin kontrol ve stres gruplarinin 3.
giiniinde ciddi artiglar oldugu belirlenmistir. Ancak, bdyle bir degisim Sedir

bitkilerinde gézlemlenmemistir.

Alsancak ve Sedir domates bitkilerine uygulanan tekli ve ¢oklu stresler sirasinda Sly-
miR159 genin ifadesinde anlamli bir degisiklik oldugu belirlenememistir. Bununla
birlikte, SIMYB44, SIMYB73, SIMYB96 ve SIMYB101 genlerinin uygulanan TSWV
enfeksiyonu, kuraklik stresi ve TSWV/kuraklik uygulamasinda stresler sirasindaki
ifade diizeylerinde meydana gelen degisiklikler Sly-miR159 geni ile
iliskilendirilememistir. Esmaeili vd. (2017), kuraklik stresi uyguladiklar1 seftalilerde
mMiR159’un ifadesinde 6nemli bir degisiklik olmadigini, bademlerde ise kuraklik
stresi sirasinda MiR159’un ifadesinde artis belirlemislerdir. Bunun yani sira, seftali
ve badem melezi bitkilerde kuraklik stresi sirasinda miR159’un ifadesinde artis
meydana geldigini ve bu artigla birlikte mirl59’un hedef geni olan MYB33 geninin
ifadesinde azalma oldugunu belirlemislerdir. Bu durum, miR159 geninin ifadesinde
meydana gelen degisimlerin strese maruz kalan bitkinin tiirii ve cesidine gore
farkliliklar gosterebilecegini ortaya ¢ikarmaktadir. Lopez-Galiano vd. (2019),
yaptiklar1 bir calismada kuraklik stresi ve Kolorado patates bocegi (Colorado potato
beetle, CPB)’ne maruz kalan domates bitkilerinde Sly-miR159, SIMYB33, SIMYBG65,
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SIMYB97, SIMYB104 ve SIMYB120 genlerinin  ekspresyon seviyelerini
incelemislerdir. Calismanin sonunda, hem abiyotik hem de biyotik stresler sirasinda
SIMYBG65, SIMYB97 ve SIMYB120 genlerinin ekspresyon seviyelerinde herhangi bir

degisim gozlemlememislerdir.

Yapilan bu Yiiksek Lisans tez ¢alismasinda, domateste SIMYB44, SIMYB73,
SIMYB96 ve SIMYB101 genlerinin abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karsi bitkide
olusan tepkiler ve biiyiime ve gelisme siiregleri sirasinda rol aldigi belirlenmistir.
Uygulanan abiyotik ve biyotik stresler sirasinda ise Sly-miR159’un etkinligi
belirlenememistir. Onceki calismalar ve bu calismadan alinan sonuglar birlikte
incelendiginde, kullanilan bitki materyalinin yasi, bitkinin biiylime ortami ve gelisim
diizeyi, kullanilan bitkinin ¢esidi ve analiz edilen bitki dokularinin olusturulan
deneysel kosullarin ve analiz tekniklerin farkli olmasi gibi bircok nedenden dolay:

genlerin ekspresyon diizeylerinde farkliliklar olabilecegi belirlenmistir.
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