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OZET

Bu c¢alismada MAS(Molekiiler Yardimiyla Seleksiyon) ve anter kiiltiirii teknigi
kullanilarak yamula patlicanina Fusarium oxysporum f. sp. Melongenae’ya dayanimin
aktarilmasi amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda s6z konusu hastaliga dayanikli
olabilecegi diisiiniilen 80 patlican genotipi Fusarium oxysporum f. sp. Melongenae’ya
dayanim ile iliskili SCAR426 markur ile test edilmis ve bunlardan 4 adet genotipin
dayanikli bandi tasidigi belirlenmistir. Ardindan 3 adet yamula patlican1 genotipi ile 1
adet dayanikli genotip melezlenmis ve F1 bitkileri elde edilmistir. Daha sonra GM
populasyonu elde etmek {izere dayanikli F1 bitkiler yamula patlicant genotipleri(ana
ebeveyn) ile melezlenmis ve 20 adet geriye melez populasyonu(GM1) elde edilmistir.
SCAR426 markiri ile yapilan testlemede 10 adet dayaniklt GM populasyonu belirlenmis
ve bunlardan 100’er adet anter kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan anterlerden toplam 26
adet bitki elde edilmistir. Agronomik olarak double haploid oldugu belirlenen(¢igek
yapist ve ¢igek tozu olusumu) 10 adet genotip tekrar markir testlemesine tabi tutulmus
ve bunlardan SCAR426 markin ile dayaniklilik bandi veren 6 adet genotipte bazi
morfolojik ve pomolojik analizler yapilmistir. Yapilan karakterizasyon ¢alismalarindan
elde edilen bulgulara gore genotipler arasinda 6nemli varyasyon elde edilmistir.
Caligmada hem molekiiler yardimiyla seleksiyon hemde anter kiiltiirii teknigi patlican
ve benzeri tiirlerde Ozellikle hastaliga dayaniklilik genlerinin aktarilmasinda etkili
yontemler oldugu kanisina varilmistir. Ayrica galismada gelistirilen patlican hatlari
bundan sonraki Fusarium oxysporum f. sp. Melongenae’ya dayanimin aktarilmasi i¢in

olusturulacak 1slah programlarinda kullanilabilecek niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Fusarium, anter kiltiirii, 1slah, melezleme, molekiiler markar,
morfolojik karakterizasyon
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ABSTRACT

In this study, MAS (Molecular Selection) and anther culture technique by using the
yamula eggplant Fusarium oxysporum f. sp. It is aimed to transfer resistance to
Melongenae. For this purpose, 80 eggplants genotypes Fusarium oxysporum f. sp. It
was tested with the mark of SCAR426 associated with resistance to Melongenae and 4
of these genotypes were found to be resistant bands. Afterwards, 3 genotypes of yamula
eggplant and 1 resistant genotype were hybridized and F1 plants were obtained. Then,
to obtain the GM population, resistant F1 plants were hybridized with the yamula
eggplant genotypes (parent) and 20 backward hybrid populations (GM1) were obtained.
In the test conducted with the SCAR426 mark, 10 resistant GM populations were
identified and 100 anther cultures were taken from each. A total of 26 plants were
obtained from cultured anthers. 10 genotypes that were found to be double haploid
angronomically tested and re-marker some morphological and pomological analyzes
were performed on 6 genotypes which gave SCAR426 marking resistance band.
According to the findings obtained from characterization studies, significant variation
was found among genotypes. In this study, both molecular assisted selection and anther
culture techniques were found to be effective methods for transferring disease resistance
genes in eggplants and similar species. In addition, the eggplant lines developed in the
study Fususu oxysporum f. sp. Melongenae can be used in breeding programs for

transferring strength.

Keywords: Fusarium, anther culture, breeding, hybridization, molecular marker,
morphological characterization
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1. BOLUM
GIRIS

Patlican (Solanum melongena L.) 2300 tiir igeren ¢ok biiyiik bir bitki ailesi olan
Solanaceae familyasinin [1], 1000’den fazla tiirii igerisinde barindiran genis fenotipik
ve genotipik ¢esitlilige sahip Solanum cinsi igerisinde yer almaktadir [2]. Solanum
icindeki ¢ogu tiir Amerika'ya 6zgiidiir; ancak, % 20'si Antik Diinya tiirleridir. Solanum
cinsi birbiriyle yakindan iliskili ti¢ ekili tiirii kapsar: Solanum melongena L., brinjal
patlicani; Solanum aethiopicum L., kirmiz1 patlican; ve Solanum macrocarpon L.,
gboma patlicani [3]. Giiniimiizde yetistiriciligi yapilan patlicanin kii¢iik, yesil, yuvarlak,
kalin kabuklu, sert etli ve meyvelerinin tadi aci olan Afrika yabani tiirlerinden olan
Solanum incanum L.’dan gelistigi diistiniilmektedir ve Hindistan ve giineydogu Cin’de
evcillestirilmistir. [4]. Orijini ve gen merkezlerinden biri olan Hindistan’da da M.O. III.
yiizyilldan beri bilindigi ve 1500 yildan beri de Asya’da Kkiiltiiriniin yapildig
diistiniilmektedir [5]. Yabani tiirleri, tim kiiltiir patlicanlar ile akrabaliga sahiptir ve
bunlarin sayist da 200 civarindadir [3]. Her ne kadar Birlesik Devletler'de egzotik bir
bilesen olarak kabul edilse de patlican, gelismekte olan diinyada, o6zellikle de
“sebzelerin krali” olarak kabul edildigi Cin ve Hindistan'da, bir¢ok insanin giinliik
diyetinin 6nemli ve ucuz bir bilesenidir [6]. Patlicanin tropik bolgelerde ¢ok yillik ve
tropik iklim kusagmin disinda kalan bolgelerde tek yillik olarak yetistiriciligi
yapilmaktadir [7].

Uretim agisindan patlican (Solanum melongenae L.) Solanaceae familyas: icerisinde
patates ve domatesten sonra diinyada {ligiincii sirada yer alan énemli bir sebzedir [8].
Patlican vitamin ve mineral icerigi bakimindan oldukca degerlidir ve meyveleri giiclii
bir antioksidan kaynagidir. Patlican ayrica fenolik bilesikler, fosfor(P), kalsiyum(Ca),
potasyum(K) ve magnezyum(Mg) gibi mineral madde igerigi bakimindan zengin sebze

tirlerinden biridir [9; 10]. Genotip ve lokasyonlara bagh olarak patlicanda kuru madde



miktar1 4,69-7,16 g/100 g, protein igerigi 0,41 — 0,68 g/100 g, fenolik miktar1 34,46 —
60,7 mg/100 g; P, K, Ca ve Mg igerikleri sirasiyla 43,1 — 275,4 — 31,0 ve 15,9 mg/100
g’a kadar ¢ikmaktadir [11; 12].Bu nedenle iilkemiz dahil pek ¢ok iilkede biiyiik
ekonomik degere sahiptir [13].

FAO 2017 yili verilerine gore; Diinya’ da yaklagik 2 milyon ha alanda toplam 52
milyon ton patlican iiretimi yapilmaktadir. Bu iiretimin % 94’4t Asya kitasinda, %3l

Afrika kitasinda ve yaklasik %2’si Avrupa kitasinda gergeklesmistir.

Cizelge 1.1. Kitalara gore diinya patlican tiretimi (FAO 2017)

Uretim miktar Diinya toplam
Kitalar .
( Milyon ton) iiretimindeki pay1 ( % )
Asya 49 081 305 94
Afrika 1896 091 3.6
Avrupa 927 715 2
Amerika 402 271 0.4

Diinya’da en fazla patlican yetistiriciligi yapan iilke 33 milyon ton iiretimle Cin’dir.
Bunu 12 milyon 500 bin ton ile Hindistan takip etmekte, 1 milyon 300 bin ton iiretimle
Maisir iiclincii sirada yer alirken, lilkemiz yaklasik 900 bin ton iiretim ile dordiincii sirada

yer almaktadir [8].

Cizelge 1.2. Diinya patlican tiretiminin tilkelere gore dagilimi (FAO 2017)

. Uretim Miktar
Ulkeler )
( Milyon ton)
Cin 32908 763
Hindistan 12 510 000
Misir 1307 793
Tiirkiye 883 917
fran 654 149

Endonezya 535436




Artan diinya niifusuyla birlikte diger sebzelerde oldugu gibi patlican iiretimi de yildan
yila artmaktadir. Uretimin biiyiik ¢ogunlugunun gerceklestigi Asya kitasi, tiikketimde de
biiyiik pay sahibidir. Diinya {izerinde patlican iiretiminde ilk siralarda bulunan iilkeler
tiretimlerinin ¢ogunlugunu kendi i¢ pazarlarinda tiiketmektedirler. Tiirkiye’ de de
yapilan iiretimin biiyiik kismi i¢ piyasada tiiketilmektedir. Patlicanin ihracat degeri de
diger sebzelere gore daha yiiksektir. Ulkemiz patlican yetistiriciligi i¢in elverisli bir

ekolojiye sahiptir [13].

Cizelge 1.3. Tiirkiye patlican iiretiminin yillara gére dagilimi (TUIK 2018)

Uretim Miktar:

Yillar .

(bin ton)
2018 836 284
2017 883 917
2016 854 049
2015 805 259
2014 827 380

Ulkemiz patlican iiretiminin % 60’1, yani 503.542 tonluk kismi agikta yetistirilmektedir
[14]. Ulkemizde &rtiialtr yetistiriciligi hizla gelismektedir ve toplam 6rtiialt1 alani son 25
yil igerisinde 6 kat artmistir [15]. Diger %40’lik kismi (332.742 ton) ise Ortiialt1
yetistiriciliginden elde edilmektedir. 2017 yili verilerine gore dekara patlican verim
degeri, iilkemizde ortalama 4.349 kg’dir [14]. Ulkemizin biitiin bdlgelerinde patlican
yetistiriciligi yapilmaktadir. Uretimde yogunluk Akdeniz, Giineydogu Anadolu,
Marmara ve Ege bolgelerindedir. Akdeniz bolgesindeki lretim agirlikli olarak oOrtii
altinda yapilirken diger bolgelerde patlican iiretimi acikta yapilmaktadir. Ulkemizin en
cok yetistirilip tiikketilen patlican cesitleri; Kemer patlicani, Halkapinar patlicani, Bostan
patlicani, Kirmast1 patlicani, Yalova 49 patlicani, Génen patlicani’dir. Son yillarda ihrag
edilen patlican ¢esitleri de bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; Long purple, Viserba,
Black beauty’dir. Ortii alt:1 iiretimlerine Halkapinar, Gol, Halep ve Kemer gibi yerli
cesitlerle baglanmistir [16].

Diinya’da ve iilkemizde yetistiricilikte en onemli faktorlerin basinda kalite ve verim
gelmektedir. Bunun i¢inse dogru yetistirme tekniklerinin bilingli uygulanmasia ve

genetik olarak tistiin niteliklere sahip cesitlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu da ancak {iistiin



niteliklere sahip olan genotiplerin melezlenmesiyle (hibrit ¢esit) ile miimkiin olup, bu
durumda stabil ve siirekli olarak ayni kalite niteliklerine sahip iiretim yapilma olanagi
saglamaktadir. Hibrit ¢esitler sayesinde tstiin O6zellikler birarada toplanabilmekte,
verimin artirilmasinin yaninda abiyotik ve biyotik stres faktorlerine dayaniklilik, meyve

kalitesi vb. olumlu 6zellikler de birlestirilebilmektedir [13].

Patlican yetistiriciliginde iiretimi kisitlayan bir¢ok probleme karsilasilmaktadir. Bu
problemlerden biri olan Fusarium solgunlugu iilkemizde %50’ye yakin {iriin kaybina
neden olmaktadir [17]. Patlican (Solanum melongena L.) bitkisi, Fusarium spp. gibi
bircok patojene ve haserelere karsi direng gosterememekte [18;19] ya da yetersiz

seviyede kismi direng olusturabilmektedir [20-24].

Patlicanda solgunluk hastaligina Fomg [25], F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici [26]
ve Fusarium solani [27] olmak tizere {i¢ fungus sebep olmaktadir [28]. Funguslar
tarafindan neden olunan solgunluk hastaligi simptomlar1 olduk¢a benzerdir, etmenler
bazen ayni alanda ve hatta ayni bitkide bile birlikte bulunabilmektedir [29]. Fusarium
solgunluk hastaliklar1 baslangigta bitkide genel bir solgunluk gostermekte ve siddetli
enfeksiyonlar hastaligin ilerleyen donemlerinde bitkinin oliimiine sebep olmaktadir.
Fungal patojenler i¢in iletim demeti simptomlari daha karakteristiktir. Enfekteli bitki
dallarindan enine kesit alindiginda ksilemde go6zlenen kahverengilesme, Fusarium
solgunlugunda floem dokusuna kadar ulasabilmektedir. Buna ek olarak, Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae’nin neden oldugu giiglii infeksiyonlar bitkinin siirgiin
uclarmin ya da bazi dallarinin tamamen kurumasma sebep olabilmektedir. Bu
durumdaki bitkilerin vejetatif aksami, bir kismu saglikli bir kismi solmus, kurumus, bir
goriiniim  sergilemektedir. Bitkide bolgesel dal kurumalarindan dolayr {reticiler
Fusarium solgunluk hastaligimi “yarim dal” olarak nitelendirmistir. Fusarium
Solgunlugu hastaligi diinyada ilk olarak Matuo and Ishigami (1958) tarafindan
bildirilmistir [25].

Patlicanda Fusaryum solgunlugu bu denli yaygin olmasina karsin, heniiz etkili bir
miicadele yontemi belirlenememistir. Solgunluk hastaliginin kontroliinde ekim nébeti
ve toprak fumigasyonu 6nerilmektedir. Ancak toprak fumigasyonunun topraktaki yararl
mikroflorayr da olumsuz etkilemesinden 6tiiri kullanimi sinirlidir, hem de ekonomik

degildir [28]. Miinavebe ekimde ise hastalikla bulasik alanlarda daha sonraki yillarda



rotasyon yapilarak fungusa tolerant tiir ekilse bile hastalik etmeni olan fungus uzun
yillar canliligini siirdiirebilmektedir [30; 25]. Diger bir uygulanan yontem de toprak
kokenli patojenlere karsi etkili oldugu bilen solarizasyon uygulamasidir. Ancak bu
uygulama da biiylik yetistirme alanlarinda uygulanamamaktadir [31; 32]. Fusarium
solgunluk hastaligin1 kontrol altina almak i¢in topragin bulasik olmamasi ve dayanikli
cesit  kullanimi  gerekmektedir. Giincel arastirmalarda, geleneksel bitki 1slah
yontemlerinin yerini, kaliteli meyve iiretimi ve hastaliklara toleransh bitki eldesi esasina
dayali genetik ¢alismalarin aldigi goriilmektedir. Swarup (1995), patlican bitkisinin
1slahinda en biiylik hedeflerden birinin Fusarium solgunluk hastaligina dayaniklilik

oldugunu bildirmistir [33].

Bitki biyoteknolojisinde goriilen yeni, hizli gelismeler, bitki gen kaynaklarina ait
yapilan ¢aligmalarda, 6zellikle genetik ¢esitliligin korunmasi, karakterizasyonu, liretimi,
1slah gibi amagclara biiyiik katkilar saglamistir. Bu gelismeler sayesinde birgok bitki
tiiriiniin karakterizasyonu genom analizleri ile yapilabilmekte, homozigotinin ¢ok kisa
siirede saglanmasi, melezlerin embriyo kiiltiirii ile yasatilmasi, kalitsal yapilari, gen
aktarimi, somaklonal varyasyon ve somatik hibridizasyon gibi in vitro teknikler ile
taksonomik bir sinirlama olmaksizin hizli ve etkili bir sekilde degistirilebilmekte, hizli,
yogun ve virlislerden ari ¢ogaltim, gen kaynaklarinin korunmasi ve bir¢ok etkene karsi

genotiplerin reaksiyonlarinin kisa siirede test edilmesi saglanabilmektedir [34-39].

Bitki genetik kaynaklarmin karakterizasyonunda biyokimyasal markorler, morfolojik
markorler ve molekiiler markorler kullanilmaktadir. Bitkilerdeki genetik kaynaklarin
karakterizasyonu ic¢in baslangigta morfolojik, fizyolojik ve sitolojik ozellikler
kullanilmigtir. Daha sonra siireyi daha da kisaltmak ve agamay1 gii¢lendirmek amaciyla
biyokimyasal markorler gelistirilmistir. Son donemde ise molekiiler markdr ¢alismalari

ciddi bir hiz kazanmastir [40].

Tiirlerin ve ¢esitlerin spesifik 6zelliklerini tanimlamak i¢in morfolojik karakterizasyon
esastir ve UPOV (1991) bu nedenle patlican bitki gesitliligi yapisinda ve gen-fenotip
iligki analizinde baslangic noktasi olarak kabul edilir. Ayrica, patlican ¢esitlerinin
genetik taban1 genisletilirken hibridizasyon igin ebeveyn se¢iminde bireysel katilimlar
ve ¢esitlerin genetik bir rehber olarak tanimlanmasinda da faydalidir. Ayrica, tirtinlerin

genetik tanimi, katma deger ve gelismis pazarlanabilirlik i¢in Onemlidir [41].



Patlicanda, bunlarin ilgili tiirlerinde bitki morfolojisi (¢iceklenme, yaprak ve meyve),
fizyolojisi ve biyokimyasal 6zellikler i¢in gézlemlenen genis morfolojik cesitlilik vardir
[24]. Meyve sekli, biiyiikliigii, rengi ve tadi bireyler arasinda degiskenlik gdsteren en
belirgin karakterlerdir [41].

Molekiiler markorler, kendilerinin iretildigi  bitkilerin  hiicrelerinde  bulunan
DNA’lardaki niikleik asit dizilis farkliligini gesitli sekillerde gosterirler ve bitki
populasyonundaki c¢esitlilik veya o populasyon icindeki bitki genotipleri arasindaki
iligkilerin tespitinde %100’ e yakin giivenirlilikle degerlendirilirler. DNA markdrlerinde
amag, bireyler (cesit, hat, tiir vb.) arasindaki DNA seviyesindeki farkliligin ortaya

¢ikartlmasidir.

Kullanilacak markdr sistemini etkileyen bazi 6zellikler vardir. Populasyonun tipi veya
polimorfizmin seviyesi, lokus sayisi, farkli ¢evrelerdeki stabilitesi, kolaylik, altyapi,

analiz maliyeti bu kriterlerden bazilaridir [42].

Monomorfik markdrler; genotipler arasinda farklilik géstermeyen markorler, ayni veya
farkl tiirlerin bireyleri arasinda farklilik gosteren markorler ise polimorfik markorlerdir.
Monomorfik markdrlerden polimorfik markorler farkli genotipleri ayirt edebildigi i¢in

daha yararhdirlar.

Markorlerin haritalamada kullanilabilmeleri i¢in polimorfik olmalar1 gereklidir. Yani;
bir melezleme ¢aligmas1 sonucu ortaya ¢ikan yavrularda inceleme yapilabilmesi igin
alternatif formlarinin bulunmasi gerekir. Polimorfizm DNA dizisinde yaklasik her 300
ya da 500 niikleotidde bir olusan varyasyonlardir. Bir 6zelligi kodlayan diziler i¢inde
olusan varyasyonlar gozle goriilebilir fiziksel degisikliklere (hastaliga kars1 dayaniklilik,
tohum rengi, bitki boyu, vb.) sebebiyet verirler. Oysa varyasyonlarin ¢ogu herhangi bir
ozelligi kodlamayan diziler (intronlar) icerisinde gergeklesir ve bir organizmanin
fiziksel goriinlisii veya fonksiyonu iizerinde higbir etkisi yoktur. Fakat bunlar DNA
diizeyinde belirlenebilir ve markor olarak kullanilirlar. Bitki tiirline ve markdr tipine

bagli olarak markdrlerin farklilik gdsterme oranlar1 degisiklik gostermektedir [43].

Homozigot ve heterozigotlar arasinda ayrimlanabilmelerine gore polimorfik markorler
dominant ve kodominant nitelik gosterirler. Dominant markdrler var veya yok olarak

belirlenirken, kodominant markorler boyut olarak farklilik gosterirler. Biitiin bu



kurallara gore bakilirsa, bir DNA markoriiniin farkli formlar1 (6rnegin jel iizerindeki
farkl1 boyuttaki bantlar) markor allelleri olarak adlandirilir. Bdylece dominant bir
markor sadece 2 allele sahipken, kodominant markorler farkli bir¢ok allele sahip
olabilmektedir. Kodominant markorlerle homozigot ve heterozigotlar arasindaki bu
farklilik net bir sekilde goriilebilmektedir (Sekil 1.1). Ancak dominant markorler bu
ayrimi yapamamaktadir [44].

Codominant Dominant
ARPF |12 34567 8 9101112

BhE 12 34 5 0607 89101112

AAanAs AAAsAS 28 A 1 AAAA ASAA Aa m ML sh I It B BB LB ik BRH MR

Sekil 1.1. Codominant ve dominant markorlerin karsilastiriimasi

Temel anlamda, farkli iki DNA markir teknigi mevcut bulunmaktadir. DNA
markorlerin bitkilerde kullanimi PCR (Polymerase Chain Reaction = Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) temelli olmayan RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
markdrlerle baglamistir. PCR tekniginin ortaya ¢ikmasi ile birlikte PCR’a dayali DNA
markorler; RAPD (Tesadiifi Cogaltilmis Polimorfik DNA), AFLP (Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizm), Minisatellit, Mikrosatellit (SSR-Simple Sequence Repeats),
ISSR ((Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm), SRAP (Dizi Iligkili Cogaltilmis
Polimorfizm), bitki organel genomlar1 (kloroplast DNA-mitokondriyal DNA), CAPS
(Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler) markorleri  genetik  tanimlamalarda
kullanilmaya baglanmistir [45]. PCR, in vitro kosullarda DNA’nin enzimatik olarak
sentezletilmesidir. Thermus aquaticus’tan elde edilen sicakliga dayanikli polimeraz
enziminin (Taq DNA polymerase) kesfi PCR tekniginin gelistirilmesinde Kilit rol
oynamistir. Bu enzim sayesinde hiicrede normal sartlar altinda gergeklesebilen dogal
DNA replikasyonu laboratuvar sartlarinda ‘termocycler’ adi verilen 6zel cihazlar
yardimi ile gerceklestirilmistir. Yontem, kiiclik miktardaki 6zellikli DNA par¢asinin, bir
dizi enzimatik reaksiyon sonucu milyonlarca kez ¢ogaltilmas1 kdkenlidir. Cogaltilabilen
unsurlar DNA’nin rastgele sentezlenen veya istenilen bazi bolgeleridir, biitiini degildir
[44]. Yeni yayginlagsmaya baglayan SNP (Single Nucleotide Polymorphism), DNA
zincirindeki tek nukleotit farkliligimi kullanmaktadir. Bu teknik bitki genomuna ait

DNA zincir bilgisini gerektirdiginden, bitki bilimlerine girmesi gecikmistir [42].



Haploid bitkilerin 6nemi ve bunlardan kaynaklanan doble-haploidlerin tamamen
homozigot hatlari, modern 1slah programlarinda sayisiz bitki tiirii i¢in artmaktadir [46].
Patlicanda haploid bitki elde etmenin ana yontemi androgenezdir. Smelongena'da in
vitro androgenez son 40 yildir yaygin olarak kullanilmaktadir [47-49]. Bu teknikle
normal ploidi seviyelerini kendiliginden (2n) ya da kolhisin tedavisinden sonra yeniden
katlayan haploid (n) bitkileri iiretmek miimkiindiir. Bu, baslangigtaki heterozigot
materyalden homozigot materyal elde etmek igin gereken siireyi azaltir [3]. In vitro
kiltiir ile stabil gen kombinasyonlar1 igeren homozigot hatlarin iiretimi, normalde
gerekli zamanin yarisindan daha az olan 2-3 yil i¢inde elde edilebilir [50]. Gametlerden
cikan double-haploid bitkiler sadece 1 set kromozomun genetik bilgisini tasir, bu
yiizden genetik olarak homozigot olarak kabul edilebilirler [51]. Anter kiiltiirii teknigi,
gen havuzundaki bir varyasyondan farkli ozelliklere sahip yeni saf hatlar ve yeni
cesitlerin 1slah1 i¢in 6nemli firsatlar saglar. Diinya genelinde 6nemli sebze tiirlerinden
biri olan patlican anter kiiltiiriine yiliksek diizeyde olumlu yanit veren sebze

turlerindendir.

Yamula patlicani, Kayseri ili ve ¢evresinde yetistiriciligi yapilan standart bir patlican
¢esididir. Orta Anadolu Bolgesinde (Aksaray, Kirikkale, Nigde, Kirsehir, Nevsehir,
Kayseri, Yozgat, Sivas) toplam patlican lretim alam1 4.186 da ve iiretim miktar: ise
8.884 tondur. Yalnizca Kayseri ilinin patlican iiretimi ise 1.270 da alanda 4.443 tondur
(TUIK, 2018). Ozellikle Kayseri ve civari illerin patlican iiretimini Yamula patlican
olusturmaktadir. Yamula patlican1 sert meyve eti, kendine 6zgii ¢izgili yapist gibi
ozellikleriyle 6n plana ¢ikmakta ve 6zellikle yetistirildigi bolgedeki insanlar tarafindan
taze tiiketim, kurutmalik ve tursuluk olarak farkli bigimlerde tiiketilmektedir. Ancak
tiretimin {reticilerin kendi tohumlarini kendilerinin eldesi suretiyle yapildigindan verim
gitgide azalirken, hastaliklara hassasiyet, tiretim bdlgelerine giren yeni hastalik ve
zararhlar tretimi kisitlamaya baslamistir. Bu standart gesitte verimlilik ve Kkalite
artirilmadiginda bu patlican ¢esidi iiretiminin yapildigi bolgelerde iiretilemez olacaktir.
Bunu 6nlemenin yolu ise s6z konusu ¢esidin 1slah edilmesidir. Ardindan hastalik ve

zararlilara dayanimin arttirilmasidir.

Buradan hareketle bu caligmanin amaci, MAS (Molekiiler Markér Yardimiyla
Seleksiyon) ve anter kiiltiirii kullanilarak yamula patlicanda Fusarium oxysporum

schlecht. f. sp. melongenae’ye dayanimin aktarilmasidir.



2. BOLUM

ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Pathicanda Yapilmus Morfolojik Karakterizasyon Calismalar

Morfolojik ¢esitliligi karakterize edebilme yetenegi, yetistirme programlarinda patlican
genetik kaynaklarmin etkin yonetimi ve siirdiiriilebilir kullanimi1 i¢in vazgecilmezdir.
Birincil karakterizasyon, farkli bitki bilylime asamalarinda (yaprak alani, meyve sekli,
biiyiikliigli ve rengi, bitkide dikenlilik ve tiyliilik) gorsel gozlemlerle kolayca
kaydedilebilen basit bitki karakterlerinin 6l¢iilmesini igerir. Sekonder karakterizasyon,
hasere ve hastalik direnci, meyve tutumu, verim potansiyeli ve biyokimyasal
(glikoalkaloid veya antioksidan) 6zellikler gibi agronomik éneme sahip daha karmagik
morfolojik 6zellikleri ele almaktadir [52]. Morfolojik tanimlayicilar fenotipler arasinda
hizli ve kolay bir ayrim yapilmasii saglar. Genellikle gorsel gozlemlerle kolayca
kaydedilebilen ve tiim ortamlarda esit olarak ifade edilebilen yiiksek kalitsal
ozelliklerdir. S. melongena, S. aethiopicum ve S. macrocarpon morfolojik
tanimlayicilar1 IPGRI/FAO, EGGNET ve UPOV tarafindan gelistirilmistir ve bu
tanimlayicilar uluslararast kabul gérmiis tanimlar1 sunar ve bunlar, rakamlar veya

metrik ya da nitel 6lgekte dlgiiliir [41].

Patlican genotipleri ¢ogunlukla morfolojik ve agronomik karakterler acgisindan
degerlendirilmistir. Bitki morfolojisinde; bitki biiylime aligkanligi, canliligy, tiyliiligi,
meyve sekli, biiyiikligii, rengi ve verim potansiyelleri, fizyolojisinde c¢iceklenme
davranigi, su kullanimi ve biyokimyasal Ozelliklerinde meyve aciligi, glikoalkaloid

icerigi ozellikleri incelenmistir [53].

Meyve rengi, biyiikligi ve sekli, Solanum kiiltiir ¢esitleri ile yabani tiirleri arasinda

degisen en belirgin morfolojik karakterlerdir [54].
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Chowdhury (1976) patlicanlart meyve sekillerine gore iic ana gruba ayirmistir:
yuvarlak, oval veya yumurta seklindeki Solanum tiirleri (S. melongena var. esculentum),
uzun ince sekildeki Solanum tiirleri (S. melongena var. serpentinum) ve ciice Solanum

tirleri (S. melongena var. depressum) [55].

Hibrit gesitlerin biiyiik bir kism1 koyu mor ve siyah meyve renginde olup bunlarda
genetik cesitlilik diistiktiir [24].

2001-2007 yillar1 arasinda Artvin, Sinop, Samsun, Amasya, Kastamonu, Yozgat,
Nevsehir, Kayseri, Mersin, Adana, Nigde, Osmaniye, Hatay, Tekirdag, Edirne,
Kirklareli, Canakkale illerinden toplamda 1619 adet sebze materyali toplanmis, 1820
materyalde tiretim ve yenileme ¢alismasi yapilmistir. Ayrica 185 biber, 179 domates ve

150 patlican bitkisi materyalinde morfolojik karakterizasyon c¢aligmas1 yliriitiilmiistiir

[56].

Hindistan yerli kaynaklarindan 543 ve egzotik kdkenli 79 genotipten olusan toplamda
622 genotipin morfolojik c¢esitliliginin degerlendirildigi bir calismada 13 nicel ve 18
nitel olmak iizere 31 belirte¢ icin genis cesitlilikte degisiklikler kaydedilmistir. Bitki,
cicek ve meyve belirteclerinde genis bolgesel varyasyonlar, se¢cime gore verim
karakterlerinin gelistirilmesi i¢in yeterli kapsami ortaya koymustur. Araziler arasindaki
genetik farkliliklar, zithik formlarinin hibridizasyonu yoluyla yaratilan degiskenlikten
yararlanilabilecek sekilde 1slah programlari ile potansiyel olarak ilgili oldugunu ortaya

cikarmustir [54].

Naujeer (2009) Mauritius'taki Ulusal gen bankasinda korunan patlican genetik
kaynaklarindaki morfolojik cesitliligi degerlendirmek ve 6lgmek icin yaptigr ¢alimada
27 S. melongena, iki S. macrocarpon, bir S. nigrum, ti¢ S. violaceum ve bir S. torvum
genotiplerinin morfolojik karakterizasyonunu incelemistir. (IBPGR 1990) patlican
tanimlayici listesine gore 9 nicel ve 14 nitel 6zellik tanimlanmistir. Hibridizasyon i¢in
genetik olarak farkli ebeveynlerin se¢iminde agronomik dneme sahip bazi 6zelliklerin
ozellikleri ve {reme potansiyelleri arasinda anlamli (P <0.01) korelasyonlar
gbzlenmistir. Verim; yaprak alam1 (r = 0,2), meyve uzunlugu ve genisligi (r> 0,5) ve
meyve agirhigr (r = 0,8) ile pozitif korelasyon gostermis, ancak bitki basina diisen
meyve sayist (r = - 0,6) ve bitki boyu (1) ile ters orantilidir = - 0,5). UPGMA kiimeleme

yontemi ile olusturulan fenogram, S. melongena genotipleri, ilgili tiirler ve yabani tiirler
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arasindaki fenotipik iligskiyi gostermistir. S. melongena genotipleri meyve sekli, rengi ve
biyiikligine gore Uzun, Yart uzun, Yuvarlak ve Dikdortgen seklinde
simiflandirilmistir. Temel Bilesen Analizi, meyve karakterlerinin patlican genotipleri
arasinda en etkili sekilde ayrim yapan ve dolayisiyla gen bankasinda basit ama etkili bir
patlican siiflandirma sistemi olusturulmasinda yararli olan biiyiik bir degisim katsayisi

(> yiizde 40) olan 6nemli marker 6zellikleri oldugunu ortaya koymustur [41].

67 Tirk patlican genotipinin 30 morfolojik 6zelligi ve AFLP markerlar1 ile genetik
cesitliligi degerlendirildigi calismada morfolojik analizler o6zellikle yar1 uzun ve
yuvarlak tipler i¢in 6nemli degiskenlik gdstermistir. Molekiiler karakterizasyon igin, S.
macrocarpon, S. aethiopicum ve S. linnaeanum'a genotipleri kontrol gruplari olarak
dahil edilmigtir. 10 primer kombinasyonu kullanilmis olup ve 0.03 ila 0.50 arasinda
degisen PIC degerlerine sahip 488 polimorfik fragment elde edilmstir. Polimorfik
fragmentlerden 1444 (% 29) S. melongena genotiplerine 6zgii iken 73, 49 ve 16
fragmentleri sirasiyla S. macrocarpon, S. aethiopicum ve S. linnaeanum'a 6zgidiir.
AFLP verilerinin UPGMA kiime analizi, benzerlik matris verileriyle ¢ok yiiksek bir
korelasyona sahip (r = 0.97) bir dendrogram ile sonuglanmistir. Dendrogramdaki
genetik benzerlik, beklendigi gibi S. melongena kiimeleri disinda bulunan ilgili Solanum
tirleriyle 0.30 ila 0.95 arasinda degismistir. S. melongena genotiplerinin genetik
benzerligi, Tiirkiye ulusal koleksiyonunda mevcut olan iyi genetik gesitliligi gdsteren

0.68 ile 0.95 arasinda degismistir [57].

92 patlican genotipinde Mahalanobis’in D? istatistikleri kullanilarak, yirmi bir karaktere
dayanan morfolojik c¢esitliligin hesaplandigi bir calismada 92 patlican genotipi
hiyerarsik olmayan kiimeleme yoluyla on farkli kiimeye ayrilmistir. X kiimesinde en
fazla sayida genotip (17), II ve III kiimesinde de en az sayida (3) genotip olusmustur.
Kiime arasi en yiiksek uzaklik kiime II ile VIII arasinda gézlemlenmistir (30.86), bu
kiimelerdeki genotiplerin diger kiimelerdekinden daha farkli oldugunu gostermistir. En
diisiik kiime arasi mesafe, V ve X kiimeleri arasinda gdézlenmistir (3.72), bu kiimeler
icinde yer alan genotipler arasinda yakin bir iliski oldugunu gostermektedir. Kiime II,
lic genotipten olusmustur ve ciceklenme basina cicek sayisi icin en yiiksek ortalama
degeri (4.67) ve bitki basina verimi (812.33) ve ilk c¢iceklenme giinline kadar en diisiik
ortalama deger giinlerini (108.22) tiiretmistir. Bu nedenle, bu calisma ile istenen

Ozelliklere sahip yeni rekombinantlar iiretebilecek, gecis igin ebeveyn olarak
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genotiplerin segilmesi i¢in kiime II, IV ve VIII'e daha fazla 6nem verilmesi gerekliligi

ortaya ¢ikmustir [58].

Tirkiye'nin farkli eko-cografi bdlgelerinden toplanan patlican popiilasyonlarinin
morfolojik varyasyonlarindaki benzerlik ve farkliliklar tespit etmek tizere yiiriitiilen bir
calismada 75 patlican popiilasyonu, IBPGR tarafindan belirtilen standart morfolojik
tanimlayicilar kullanilarak tanimlanmistir. Meyve karakterlerinde fenotipik cesitlilik de
degerlendirilmistir. Bu popiilasyonlar arasindaki iliskileri belirlemek ve gruplarin tanimi
icin meyve Ozellikleri hakkinda bilgi edinmek i¢in Kiime ve Temel Bilesen Analizi
(PCA) yapilmistir. Temel bilesen analizi, ilk dort temel bilesen ekseninin toplam ¢ok
degiskenli varyasyonun % 71.38'ini agikladigin1 gostermistir. Sonuglar, patlican
poplilasyonlarinda meyve Ozelliklerinde bir¢ok farklilik oldugunu goéstermistir.
poplilasyonlar arasindaki morfolojik farkliliklar1 degerlendirmek i¢in bir dendrogram
hazirlanmistir, 9 gruba toplanmistir. Calisma neticesinde yiiksek seviyede bir gesitlilik
ortaya ¢ikmistir [59].

2.2. Pathicanda Fusarium Solgunlugu Hastahg ve Dayammu ile ilgili Yapilmus

Molekiiler Calismalar

Mutlu et al. (2008) c¢alismalarinda (1) patlicandaki fusarium solma direncinin
monojenik kalittmini dogrulamak, (2) bu dirence bagl molekiiler markerleri belirlemek
ve (3) cogu bilgilendirici markéorden SCAR markerlerin1 gelistirmeyi amaglamistir.
Patlicandaki fusarium solgunluguna kars1 diren¢ geninin SRAP, RGA, SRAP-RGA ve
RAPD markirlar1 ile etiketlendigi tarafimizdan bildirilmistir. Segregasyon analizi
verileri, monogenik diren¢ kalitimini dogrulamistir. Fusarium solgunlugu direnci igin
patican F2 ve BC1 popiilasyonlarindan elde edilen DNA’ lar 2,316 primer
kombinasyonu taranmistir. Genin 2.6 ¢cM' inda ii¢ markir baglanmistir. Codominant
SRAP markir1 Me8/Em5 ve dominant SRAP-RGA markir1 Em12/GLPL2, birbirlerine
sikica baglanmis ve diren¢ genine 1.2 ¢cM mesafededir. Oysa ki RAPD marker1 H12,
genden 2,6 cM mesafede haritalanmistir ve diger iki marker ile ayni tarafta eslenmistir.
Bu belirteglerin patlican FOM direng geninin haritalanmasi ve diger solanum tiirleri
arasinda fusarium solgunluk diren¢ genleri arasindaki sinteninin kesfedilmesi i¢in bir

baslangi¢ noktasi saglayacagi diistiniilmektedir [60].
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Boyaci ve Abak (2008), patlicanda Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. melongenae
Matuo and Ishigami’ya dayaniklilik kaynaklar1 ve dayanikliligin kalittmini aragtirmistir.
Calismalarmi dort boliim halinde yliriitmiistiir. Calismanin ilk asamada yerli ve yabanci
genotipler ile patlicana akraba yabani tiirlerin yer aldig1 25 genotip test edilmis, yabani
genotiplerin bu hastaliga dayanikli yerli ve yabanci genotipler ile bazi 1slah hatlarinin
ise duyarli oldugu tespit edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda 15 patlican genotipi,
F. oxysporum’nun 12 izolati ile test edilerek genotip x izolat interaksiyonu
arastirilmistir. Arastirma sonuglarina gore; izolatlar zayif ve agresif olarak iki farkli
gruba ayrilmis, dayanikli genotipler tiim izolatlar karsisinda dayaniklilik sergilerken,
duyarli genotipler agresif izolatlar karsisinda duyarlilik, zayif izolatlar karsisinda ise
dayaniklilik sergilemislerdir. Ugiincii asamada ise Solanum melongena tiiriine ait
dayanikli genotipler LS 1934 ve LS 2436 ile duyarli genotip NSFB-99 arasinda
dayanikliligin kalitimi arastirilmis ve dayanikliligin her iki dayanikli genotip icin de
monogenik dominant oldugu tespit edilmistir. Son asamada ise dayanikli genotip LS
2436 ve duyarli saf hat NSFB-99 arasinda yapilan melezlemelerden elde edilen F2 ve
BC1 populasyonunda 1200 primerle RAPD kullanilarak genetik haritalama yapilmis,
dayaniklilik genine 2.6 ¢cM uzaklikta olan H-12 primeri markir olarak tespit edilmistir
[61].

Patlicandaki bakteri solgunluguna bagli SCAR markerinin kalittmi ve tanimlanmasi
caligmasinda, kombinasyonlar (F1) bakteriyel solgunluk hastaligina yiiksek direngli ve
duyarli olan patlican ebeveynleri arasinda yapilmistir ve F2, BCI ayrisma
popiilasyonlar1 bitkileri serada Ralstonia solanacearum’ un 1rkli ile asilanmistir.
Patlicandaki bakteri solgunluk mukavemetinin kalittminin Mendel kalittim modelini
gosteren tek bir baskin gen tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir. Ek olarak, bakteri
solgunluguna kars1 direngli bir patlican genine bagli 762 bp uzunlugunda molekiiler
markir ‘Bulked Segregant Analysis® BSA yontemi ile taranmistir ve ayrica bakteriyel
solmaya kars1 direng genine bagli olan (SCAR) isaretgisi de elde edilmistir. Bu marker

ile direng geni arasindaki genetik mesafenin 3,33 ¢cM oldugu belirlenmistir [62].

Fusarium izolasyonlarinin Tanzanya Arumeru bdlgesindeki patlican yetistiricilik
alanlarindan tanimlanmasi ve ayirt edilmesi igin morfolojik karakterlere, ITS'nin
molekiiler dizi verisine ve 1-alfa gen eksonlar1 ve intronlar1 uzama faktorii ve patojenite

testlerine dayanarak bir calisma yapilmistir. Yirmi dokuz Fusarium izolati ile
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calistlmistir (Fusarium oxysporum-(% 52), F. solani-(% 24) ve F. incarnatum-equiseti
(% 24)). Patojenite testleri, ii¢ tiir grubunun temsilcilerinin patlicanlara patojen
oldugunu gostermistir. F. incarnatum-equiseti ve F. oxysporum'un test edilen iiyeleri
Afrika patlicanina (S. macrocapon ve S. anguivi) patojeniktir. Fusarium solani, S.
anguivi' de solgunluga neden olmustur. Iki izolat Fusarium oxysporum f. sp.

melongenae (FOM) olarak tanimlanmuistir [63].

Fusarium ve Verticillium'a kars1 direnci / toleransi etkileyen QTL'lerin, '305E40' x '67 /
3 'hibritinden yetistirilen ve daha 6nce 6nemli agronomik ve biyokimyasal 6zellikler
icin nitelendirilen F2 intraspesifik bir popiilasyonun 156 bireyinde tanimlanmasi
hakkinda bir c¢alisma yapilmistir. Disi ebeveyn ('305E40'), Fusarium'a direngli
androjenik bir di-haploid hattir; bu hat, Rfo-Sal lokusunu tasiyan bir introgresyon
hattinin anter kiiltiirii yoluyla elde edilmistir. Erkek ebeveyn (‘67 / 3 '), Fusariuma
tolerans gosteren patlican igi spesifik melez cv' Purpura 'x cv' CIN2'den F8 sec¢imidir.
F2 popiilasyonunun direng derecesi, Fusarium ve Verticillium ile suni olarak asilanmis
veya dogal olarak Verticillium istilasina ugramis bir alanda yetistirilen her F2 bireyinin
F2: 3 progenileri kullanilarak degerlendirilmistir. Beklendigi gibi, Fusarium'a karsi
direng i¢in Rfo-Sal lokusunun genomik bolgesinde bulunan biiyiik bir QTL (PVE >%
10) tanimlanmistir, Fusarium ve Verticillium'a yanit1 etkileyen diger major / minor QTL
de tespit edilmistir. Bu QTL'e bagli markerlera, marker destekli islah baglaminda
bagvuruda bulunabilecegi tespit edilmistir [64].

2.3. Pathcanda Yapilms In Vitro Calismalar

Anter Kkiiltiiri teknigi hibrit c¢esit iiretiminde saf hatlarin eldesinde klasik 1slah
yontemlerine gore 6nemli avantajlar saglamaktadir ve daha hizli sonug¢ vermektedir [65-
66-50; 67]. Anter kiiltiiriinde basar1 oran1 besin ortami, donor bitkinin yetisme kosullari,
genotip, biiyiime diizenleyiciler, 6n uygulamalar, stres faktorleri, inkiibasyon kosullari
ve anterin alindigi donem gibi ¢ok faktore paralel olarak degismektedir [68; 67].
Patlicanda ilk androgenik yanitin 1973 yilinda alindig1 bildirilmistir. Gegen 50 yilda
besin ortami, genotip, biiylime diizenleyiciler, stres uygulamalarit gibi ¢ok¢a konuda

bir¢ok galisma yapilmis ve yiiksek basari oranlarina ulagilmistir [67].

Patlicanda anter kiiltiirii ¢aligmalarinda anterlerin 35°C’de karanlikta 8 giin inkiibe

edildigi, kinetin ve 2,4-D igeren besin ortam basarili protokollerden biridir [47]. Cogu
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aragtirmaci bu protokoliin modifiye edimis halini patlicanin da iginde bulundugu bir¢ok

sebze tiiriinde basariyla uygulamistir [67].

Solanum hibritlerinin  hizli ¢ogalmasi ic¢in doku Kkiiltiirleri kullanma olasiliginin
tartisildigl bir ¢aligmada, patlican, Solanum melongena'nin yani sira Solanum'un F1
hibridinden kesilen hipokotil segmentleri, cesitli biiylime diizenleyiciler ile takviye
edilmis modifiye Murashige ve Skoog'un bazal besin ortaminda (MS) kiiltiire alinmustir.
Koklemenin ardindan siirgiin tomurcuklarinin yenilenmesi, indoleasetik asit (IAA) ile
desteklenmis MS ortaminda kiiltiirlenen eksplantlarda elde edilmistir. Naftalenasetik
asit (NAA) ve naftoksiasetik asit (NOA) sirasiyla koklenme ve kallus olusumunu tesvik
etmis ve siirgiin tomurcuk rejenerasyonunu tamamen bastirmigtir. Test edilen bir¢ok
sitokinin arasinda, kinetin (Kn), filiz tomurcuk rejenerasyonunun uyarilmasinda etkili
olmustur. Sitokinin-oksin etkilesimi, ortamdaki hormonlarin oranina bagli olarak
sirglinlerin ve koklerin gelisimini tesvik etmis veya inhibe etmistir. Kokleri olan
rejenere Dbitkicikler, c¢igeklendikleri ve meyve verdikleri topraklarda basariyla

kurulmustur [69].

‘Paprika, Patlican, Salatalik, Kabak ve Soganda Doubled Haploid Islah Hatlar1 Uretimi’
adli ¢aligmada in vitro androgenesis ve ginojenesiste elde edilen ana sonuglara gore;
kirmiz1 biber ve patlican anter kiiltiirlerinde, indiiksiyon ortamina maltozun dahil
edilmesi, mikrospor embriyogenesisinin indiiklenmesini gelistirmis ve yenilenen
bitkilerin sayisint arttirmistir. Kirmizi biber ve patlican haploidlerinin in vitro genom
replikasyonu igin etkin, tekrarlanabilir ve ekonomik bir yontem hazirlanmistir. In vitro
cicek tomurcugu ve yumurtalik Kkiiltiirleri sonuclarina dayanarak, thidiazuron
uygulamasinin sadece embriyo indiiksiyonunu arttirmadigi, ayn1 zamanda spontan

doubled haploit oraninda da arttig1 sonucuna varilabilecegi ortaya konmustur [70].

Anter kiiltiirii yoluyla elde edilen haploid patlican bitkilerinin kromozom sayilarinin
katlanmasi amaciyla kolhisin uygulamalar1 yapilmistir. %0.5 ve %1 dozunda kolhisin
cozeltisi icinde 1 veya 2 saat siireyle bekletilen mikro gelikler, in vitro kosullarda
katlanmaya calisilmistir. Bir kisim haploid bitki ise dis kosullara alistirilmis, serada bu
bitkiler 6nce budanmis ve ardindan koltuk tomurcuklarina kolhisin emdirilmis pamuklar
1 veya 2 saat siireyle yerlestirilmistir. Kolhisin dozlar1 yine %0.5 ve %1 olacak bicimde

ayarlanmigtir. Uygulamalarin sonucunda, yasayan bitki ve dihaploid bitki sayilari
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degerlendirilerek, in vitro ve in vivo kolhisin uygulamalar1 karsilastirilmistir. Ayrica

kromozom katlamasi i¢in en uygun doz ve siireler hakkinda da bilgi verilmistir [71].

Yaygin {iretilen patlican ve iligkili primer ve sekonder gen havuzundan 12 genotipin
androjenik tepkisinin incelendigi bir c¢alismada biitiin genotiplerin anterleri ayni
deneysel sartlar altinda kiiltiirlenmistir ve anterlerin callus, embriyo ve bitki iiretme
yeteneklerinin yani sira iretilen embriyolarin kalitesi ve kokeni de incelenmistir.
Calismada, 12 tlyeden 11'inin anterleri somatik callus iiretirken, sadece 5 tanesi
mikrospor tiirevli embriyolar liretmistir, embriyo kalitesi, embriyo indiiksiyonu ve bitki

¢imlenmesi siklig1 agisindan degisken sonuglar vermistir [72].

Basay ve Ellialtioglu (2013), calismalarinda patlicandaki androgenezin etkinliginin
genotiplere giiclii bir sekilde bagli oldugunu ortaya koymustur. Calismanin birinci
bolimiinde bitki materyalleri olarak Verticillium dahliae Kleb.' e toleransi bulunan
Topan, Halep Karas1 ve Teorem F1 gesitleri ve 2 1slah hatti [Vd-1 ve Vd-2 (LS 2346)]
kullanilmistir. Anterler, 8 giin boyunca 35 © C'de karanlikta tutulmustur, daha sonra C
ortaminda 4 giin boyunca 25 ° C'de 12 saatlik bir 151k periyodu ile inkiibe edilmistir ve
daha sonra 30 g/L sukroz ve 0.1 mg/L Kinetin i¢eren R ortamina aktarilmistir. Haploid
embriyolar Topan ve Halep Karasi' ndan sirasiyla % 4.16 ve % 2.63 oraninda elde
edilmistir. Topan ve Halep Karas1 patlican cesitlerinin anter kiiltiiriine verdikleri
tepkiler Teorem F1 c¢esidi ve Vd-1 ve Vd-2 hatlarmin tepkilerinden daha iyidir. Bu
sebeple Topan ve Halep Karasi ¢esitleri donér ebeveyn olarak kullanilmis ve karsilikli
olarak diger 3 genotiple (Teorem F1, Vd-1 ve Vd-2) melezlenmistir. Melezler arasinda
gametik embriyogenez, sadece TopanxTeorem F1 ve Teorem F1xTopan
kombinasyonlarindan sirasityla % 0.87 ve % 2.57 oraninda elde edilmistir. Haploid
embriyolarin gelisimi ve bitki olusumu sirasiyla % 0.69 ve % 2.57 oraninda

gerceklesmistir [50].

“Faselis F1”, “Amadeo F1” ve “Aydin Siyah1” olmak {lizere ¢
farkli patlican g¢esidi kullanilarak, mikrospor kiiltiirii yoluyla haploid embriyo uyartimi
elde etmede etkili bir protokol gelistirmek amaciyla yapilmis calismada embriyo
olusumunun uyarilmasi i¢in, ovaryum ko-kiiltiir sisteminin patlicanda mikrospor kiiltiirii
tizerine etkisinin ortaya konmasi amaglanmistir. Ayrica mikrospor kiiltiirii yoluyla

haploid embriyo elde etmek i¢in yapilan denemelerde, uygun tomurcuk gelisme devresi
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ve optimum mikrospor izolasyon yoOnteminin belirlenmesine  g¢alisilmistir.
Bu amagla, ilk olarak uygun mikrospor gelisme donemi belirlenmistir. Bu
tomurcuklardan ¢ikarilan anterler 35°C’de 8 giin karanlik kosullarda 0.3 M mannitol
soliisyonu icinde 6n uygulamaya maruz birakilmistir. On uygulama isleminden sonra
NLN ortaminda izole edilip kiiltiire alinan mikrosporlara haploid embriyo olusumunu
uyartmak i¢in ilk olarak 5 mg/l 2,4-D + 5 mg/l KIN ve 5 mg/l NAA+ 5 mg/l BAP
hormon konsantrasyonlarini igeren Kkiiltiir ortamlarinin etkileri arastirilmistir. Bu
ortamlarda Aydin Siyahi ¢esidinde herhangi bir gelisme gozlenmezken, Faselis ve
Amadeo ¢esitlerinde ise yalnizca simetrik ¢ekirdek boliinmesi uyartilabilmistir.
Ovaryum ko-kiiltiir denemeleri i¢in, bugday ovaryumlarinin bu kiiltiir ortamlarina ilave
edilmesiyle Faselis ve Amadeo ¢esitlerinde simetrik boliinme yaninda ¢ok cekirdekli
yapilarin olusumu, Aydin Siyahi’nda ise simetrik boliinme uyartilmistir. Ancak higbir

cesitte, ortam ve kosulda mikrosporlardan embriyo olusumu saglanamamustir [73].

Rivas-Sendra et al., 2017 ¢alismalarinda ticari bir melezden androjenezden patlicanda
doubled haploid (DH) popiilasyonu gelistirmistir. Morfolojik varyasyon, iireme
yetenegi ve androjenik yetenegi degerlendirmistir. DH popiilasyonu yaprak, cigek ve
meyve ile ilgili vejetatif 6zelliklerde ve meyve ve tohum olusumu veya ¢imlenme orani
gibi iireme Ozelliklerinde ayrisma gostermistir. DH popiilasyonu ve daha sonraki
nesiller, androjenik cevapta, diisik ve yiiksek bir varyasyon gostermistir. Bu
popiilasyondan, morfoloji ve iireme kabiliyeti bakimindan donér hibritine oldukca
benzeyen, ancak hibritten dort kat daha fazla callus iireten ilk patlican yiiksek
androjenik DH hattin1 (DH36) tanimlamistir. Yiiksek androjenik hat DH36’ nin, hem
temel hem de uygulamali arastirmalar i¢in patlican androgenezi ve embriyogenez
calismasini kolaylastirmak i¢in bir model hat olarak kullanilabilirligini tespit etmislerdir

[74].

Patlicanda (Solanum melongena L. Cv. Bulat Putih) kotiledon eksplantlarindan siirgiin
olusumu potansiyeline 6-benzilaminopurin (BAP) ve Kinetin'in etkisinin arastirildigi
calismada, sonuclar hem BAP hem de Kinetin’in kotiledon eksplantlarindan kallus
rejenerasyonunu  indiikleyebildigini gdstermistir. Ote yandan, 2.0 mg / L
konsantrasyonundaki Kinetin, eksplant basia 1.50 + 0.22 siirgiin degerinde siirgilinleri

basariyla uyarirken, BAP tek basina siirgiin olusumunu tetiklememistir. Bu ¢alisma tek
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basina kinetinin, BAP'In bulunmadigi ortamda patlican siirgiinlerini baslatmak i¢in

yeterli oldugunu gostermistir [75].

Ozdemir-Celik ve Onus (2019), ‘Patlicanda (Solanum melongena L.) Mikrospor
Kiiltiirii Uzerine Bir On Arastirma’ adli ¢alismalarinda iki adet patlican (Solanum
melongena L.) cesidinin mikrospor kiiltir teknigine tepkisinin belirlenmesini
amaclamistir. Bu amagla, ilk olarak uygun mikrospor gelisme ddonemindeki
mikrosporlar (¢ogunlugu vakuol mikrospor ve gencg ¢ift ¢ekirdekli polen) anterlerden
izole edilerek 35°C‘de 3 giin karanlik kosullarda 6n uygulamaya maruz birakilmistir.
On uygulama isleminden sonra mikrosporlar %2 sakkaroz, 0.5 mg/l naphthaleneacetic
acid (NAA) ve 0.5 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP), pH 5.9, iceren NLN ortaminda
kiiltiire alinmis ve bir ay boyunca 25°C‘de karanlikta bekletilmistir. Kiiltiir siireci
boyunca mikrospor embriyogenesis indiiksiyon siireci mikroskobik olarak analiz
edilerek bu gelisimsel sapmanin ilk evrelerine odaklanilmistir. Mikrosporlarin
indiiksiyondan hemen sonra kallus haline gelmeden Once simetrik boliinme ve c¢ok
cekirdekli yapilar meydana getirdigi daha sonra ise mikrosporlarin direkt embriyo
olusturmadiklar1 ve kallus olusturdugu tespit edilmistir. Arastirmada bir ay sonunda
mikrosporlardan yalnizca kallus olusumu meydana gelmistir ve petri basina toplam
kallus sayis1 belirlenmistir. GO7-1 ¢esidinde ortalama 288 kallus/petri elde edilirken
GO07-2 gesidinde 64 kallus/petri meydana gelmistir [76].



3. BOLUM
MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, 2016 — 2019 yillarinda Erciyes Universitesi, Seyrani Ziraat Fakiiltesi
Arastirma Birimi Bahge Bitkileri Bolimii Doku Kiiltiirii ve Molekiiler Genetik

Laboratuvarlarinda yiirtitiillmistiir.
3.1. Materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak 3 adet Yamula Patlicani (Solanum melongena L.)

ve 80 adet fusariuma dayaniklilig: tasidigr diisiiniilen genotip kullamilmistir (Cizelge
3.1).

Sekil 3.1.Calismada kullanilan baz1 patlican genotipleri

3.2.Metot

Bu 80 genotipin Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya karst dayanikliligi
belirlenmek iizere SCAR molekiiler markir sistemi, Me8SCAR2:/EmS5SCR: primer ¢ifti
ile dayaniklilik testlemesi yapilmistir. Test sonucu dayanikliligi belirlenen (Sekil 3.2) 4
adet genotiple yamula patlican1 genotipleri melezlenmis ve ardindan melezlenen yamula
patlican1 hattinin tekrar geriye melezlemelerinden GMI1F1 bireyler elde edilmistir.
GMIF1 generasyonlarindaki dayanikli-duyarl bitki dagilimlari tespit edilerek dayanikli

olan melezlerin anter kiiltirii kullanilarak double haploid bitki elde edilmesi tek bir
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generasyonda homozigot DH haploid bitkiler elde edilerek yamula patlicaninda
Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya karsi dayaniklik kazandirilmasinin

saglanmas1 hedeflenmistir. Calisma plan1 asagida verilmistir.

CALISMA PLANI

Molekiiler Testleme (80 Adet Dayanikli Olabilecek + Yamula
Pathcamn)

Yamula Pathcam X Dayamkh Ebeveyn

F1 Molekiiler Testleme

Yamula Pathcam x F1 (GM1) Molekiiler Testleme

Anter Kiiltiiri (Dayanikhi Olan Bitkilerden)

=

Morfolojik ve Pomolojik Karakterizasyon
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3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan genotiplere ait tohumlar Kayseri ili Yemliha Kasabasi
ciftgilerinden elde edilen ve anter kiiltiiriinde yoluyla saflastirilmistir. Genotiplere ait
tohumlar Seyrani Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi’ne ait seralarda 3:1 oraninda
karigtirilmis torfiperlit karisiminda 77°li viyollerde c¢imlendirilmistir. Fideler dort
yaprakli asamada 3m x 2m lik yataga, rastgele bir tam blok tasariminda, dort tekrarla,

siralar arasinda 40 cm ve siralar iginde 30 cm boslukta seraya aktarilmistir.

Seraya aktarilan bitkilere gelisim donemine bagli olarak bitkilerin gelisimleri dikkate
alinarak haftada iki defa % 0,2’lik KNO3 ile giibreleme yapilmistir (Cizelge 3.1.).
Sulama, damla sulama ile giinliik olarak yapilmistir. Dikim isleminden sonra yapanci ot
durumuna gore ortalama haftada bir defa capalama islemi yapilmistir. Bitkiler yeterli
biiyiikliige ulasinca bogaz doldurma islemi gerceklestirilmistir. Gerekli goriildiigiinde
hastalik-zararlilara kars1 ilaglamalar yapilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.1. Bitkilere uygulanan giibreleme Programi

Bitki biiyiime donemi Uygulama orani
Fide g/m
Ammonium sulphate 159

Seraya aktarma agamasi Herbir bitki i¢in
Calcium ammonium nitrate 10g
Ammonium sulphate 65 ¢

Seraya aktardiktan sonra Herbir bitki i¢in
Ammonium sulphate 309

13:13:20:2 complex NPK fertiliser 259




Cizelge 3.2. Bitkilere uygulanan ilaglama programi
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Zararl

Kirmizi 6riimcek

Beyaz sinek

Hastalik

Kiilleme

Pestisit Dozaj
(9/1)
Peropal 39

Decis (deltametrine) 0.5 ml
(cypermetrine)

Microthiol 39

Uygulama
siklig1

10 giin
10 giin

7 gin

3.2.2. Morfolojik karakterizasyon

Morfolojik karakterizasyon i¢in 16 adet bitki Ozelligine,

incelenmistir (Cizelge 3.3).

14 adet meyve Ozelligi

Cizelge 3.3. Calismada incelenen morfolojik; nitel 6zellikler

Sira No
1

© 00 N o o B~ W N

R =
N B O

13

14
15

16

Ozellikler
Bitki Durusu
Bitki Boyu
Bitki Sap Uzunlugu
Sapta Antosiyanin Renklenmesi
Sapta Antosiyanin Renklenmesi Yogunlugu
Sapta Tiyliiliik
Dal Bogum Arast Uzunlugu
Yaprak Biiytkligi
Yaprak Kenar Sekli
YaprakKenarinda Dalgalanmanin Derecesi
Yaprakta Kabarciklanma
Yaprakta Dikenlilik

Yaprak Rengi

HipokotildeAntosiyaninRenklenmesi
HipokotildeAntosiyanin Renklenmesinin
Yogunlugu
Cigek Mor

Aciklamalar
Dik, Yar1 Dik, Yatik
Kisa, Orta, Uzun
Kisa, Orta, Uzun
Yok, Var
Hafif, Orta, Kuvvetli
Hafif, Orta, Cok
Kisa, Orta, Uzun
Kiigiik, Orta, Biiytik
Biitiin, Digli, Dalgali
Hafif, Orta, Kuvvetli
Yok, Var
Yok, Hafif, Orta, Kuvvetli, Cok
Kuvvetli
Yesil, Mavimsi Yesil, Menekse
Yesili
Yok, Var
Hafif, Orta, Kuvvetli

Agik, Orta, Koyu

Bitkisel 6zellikler nitel olarak belirlenmistir.



Cizelge 3.4. Calismada incelenen morfolojik; nicel 6zellikler
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Sira No Ozellikler Aciklamalar
1 Meyve Uzunlugu Sayisal Veri
2 Meyvede Sap Uzunlugu Sayisal Veri
3 Meyve Genel Sekli Armut, Beyzi, Kiire, Silindirik
4 Meyvede Sap Dikenliligi Yok, Var
5 Meyvede Egrilik Yok, Orta, Cok
6 Meyve Rengi Leylak, Mor, Siyah
7 Meyvede Parlaklilik Parlak, Mat
9 Meyvede Damarlilik Yok, Var
11 Meyve Et Rengi Beyazimsi, Yesilimsi
12 Meyve Agirligi Sayisal Veri
13 Meyve Eti Sertligi Sayisal Veri
14 Meyvede Tohum Durumu Az, Orta, Cok

Meyve uzunlugu: Kumpas yardimiyla mm cinsinden dl¢iilmiistiir.
Meyvede sap uzunlugu: Kumpas yardimiyla mm cinsinden 6l¢tilmiistiir.
Meyvede sap kalinhigi: Kumpas yardimiyla mm cinsinden ol¢iilmiistiir.
Meyvede sap dikenliligi: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyvede parlaklik: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyve genel sekli: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyvede egrilik: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyve rengi: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyvede damarhlik: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyve et rengi: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyve agirh@i: Hassas terazi yardimiyla g cinsinden 6l¢iilmiistiir.
Meyve eti sertligi: Penetrometre yardimiyla kg/cm2 olarak Ol¢lilmiistiir.
Meyvede tohum durumu: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Morfolojik karakterizasyondan elde edilen verilerin analizinde asagida belirlenen

kriterler kullanilmistir.

Bitki durusu: (3) Dik, (5) Yar1 Dik, (7) Yatik
Bitki boyu: (3) Kisa, (5) Orta, (7) Uzun
Bitki sap uzunlugu: (3) Kisa, (5) Orta, (7) Uzun
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Sapta antosiyanin renklenmesi: (1) Yok, (2) Var

Sapta antosiyanin renklenmesi yogunlugu: (3) Hafif, (5) Orta, (7) Kuvvetli
Sapta tiiyliiliik: (3) Hafif, (5) Orta, (7) Cok

Dal bogum arasi uzunlugu: (3) Kisa, (5) Orta, (7) Uzun

Yaprak buiyiikligi: (3) Kiiciik, (5) Orta, (7) Bliyiik

Yaprak kenar sekli: (1) Biitiin, (2) Disli, (3) Dalgali

Yaprak kenarinda dalgalanmanin derecesi: (3) Hafif, (5) Orta, (7) Kuvvetli
Yaprakta kabarciklanma: (1) Yok, (2) Var

Yaprakta dikenlilik: (1) Yok, (3) Hafif, (5) Orta, (7) Kuvvetli, (9) Cok Kuvvetli
Yaprak rengi: (1) Yesil, (2) Mavimsi Yesil, (3) Menekse Yesili
Hipokotildeantosiyanin renklenmesi: (1) Yok, (2) Var
Hipokotildeantosiyanin renklenmesinin yogunlugu:(3) Hafif, (5) Orta, (7) Kuvvetli
Cicek mor rengi: (3) Acik, (5) Orta, (7) Koyu

Meyve uzunlugu: Sayisal veri

Meyve genel sekli: (1) Armut, (2) Beyzi, (3) Kiire, (4) Silindirik

Meyvede egrilik: (3) Yok, (5) Orta, (7) Cok

Meyve genel rengi: (3) Leylak, (5) Mor, (7) Siyah

Meyvede damarlilik: (1) Yok, (2) Var

Meyve et rengi: (1) Beyazimsi, (2) Yesilimsi

Meyve agirligt: Sayisal veri

Meyve eti sertligi: Sayisal veri

Meyvede tohum durumu: (3) Az, (5) Orta, (7) Cok

Meyvede sap uzunlugu: Sayisal veri

Meyvede sap kalinlig1: Sayisal veri

Meyvede sap dikenliligi: (1) Var, (2) Yok

Meyvede parlaklik: (1) Parlak (2) Mat

3.2.3. MAS (Molekiiler Markor Yardimiyla Seleksiyon)

80 adet dayaniklilik tasiya bilecegi diigiiniilen patlican genotipinden alinan yapraklar
DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1990)’a gore modifiye edilmis olan CTAB metoduna
gore yapilmustir [77].

DNA izolasyonunda kullanilan tampon ¢6zeltinin igerigi gosterilmistir.

DNA izolasyon protokolii;

1. 62°C’ de su banyosunu énceden hazirlanur.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Taze yapraklar (0.2 gr) 0.6 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi (Cizelge 3.2) igerisinde

ezilmistir.

62 °C’ de 30 - 60 dakika boyunca inkubasyon yapilir, drnekler arasira ters-diiz
edilir.

300 ul chloroform: octanol (24 : 1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz

yapilarak karistirilir (100 defa).
14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilir.
Sulu kismu pipetle ¢ekilerek baska steril 1,5 ml’ lik bir tiipe aktarilir.

500 ul chloroform: octanol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz

yapilarak karigtirilir (100 defa).
14000 rpm.’ de 5 dk santrifiij edilir.

2. kez 500 ul chloroform: octanol (24:1) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz

yapilarak karigtirilir (100 defa).
14000 rpm.” de 5 dk santrifiij edilir.
Ust faz pipetle ¢ekilerek baska steril 1,5 ml’ lik bir tiipe aktarilir.

Uzerine toplam hacmin 2/3 ii kadar (550 ul) soguk isopropanol ilave edilir
(beyaz ¢okelek halinde DNA + diger organik bilesikler gozle goriilebilir). 30 dk
veya daha fazla siire ile —20 °C’de bekletilir.

14000 devirde 2 dk santrifiij edilir ve siv1 kismi1 uzaklastirilir.

Elde edilen pelletin {izerine 500 ul yikama ¢ozeltisi (% 76 etanol ve 10 mM
NH4Ac (amonyum asetat)) ilave edilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

14000 rpm’ de 3 dk santrifiij yapilir ve sivi kisim uzaklagtirilir.
Beyaz ¢okelek tamamen kuruyuncaya kadar ¢eker ocakta bekletilir.

Beyaz ¢okelti tizerine 300 ul TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) ilave
edilir.

Cokelti tamamen ¢6ziinene kadar oda sicakliginda gece boyunca veya 65 °C’ de

60 dk boyunca bekletilir.
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19. 10 ug/ml son konsantrasyon olacak sekilde RNAse ilave edilir ve 37 °C” de 30
dk inkube edilir.

20. 200 ul TE ve 15 ul amonyum asetat (10 mM, pH 7,7) ilave edilir. Son olarak
¢ozelti iizerine 2 hacim kadar soguk etanol ilave edildikten sonra 20 dk siire ile

veya gece boyunca —20 °C’ de bekletilir.

21. 14000 rpm.” de 3 dk santrifiij yapilir ve sulu kism1 dikkatlice doktiikten sonra

oda kosullarinda ¢okelti iyice kurutulur.

22. Uygun miktarda TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilir (100-
200ul) [77].

Sekil 3.2. DNA izolasyonu

Cizelge 3.5. DNA Ekstraksiyon Cozeltisi

Kimyasal Oran
CTAB % 2
EDTA 20Mm
Tris-Cl 100Mm

NaCl 1.4M
Mercaptoethanol %0.2

Elde edilen DNA o6rnekleri % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek miktar1 belirlenmis ve 15
uL PCR reaksiyonu igerisinde 20 ng olacak sekilde esitlenmistir.
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PCR optimizasyonu:

Fusarium oxysporum f. sp. melongenae‘a dayanikliligin testlenmesinde belirlenen
dizilimleri verilen Fusarium oxysporum f. sp. melongenae‘ ya kars1 dayaniklilik igin
gelistirilmis molekiiler markorlere ait primer (Me8SCARZ2:/Em5SCAR:) dizilimleri
kullanilmistir (Mutlu ve ark. 2010). Cizelge 3.5’ te her primer igin optimize edilmis
dd.H,0O, Buffer, MgCl,, dNTP, primer, DNA Taq Polimeraz ve DNA miktarlar1 ve

Cizelge 3.6 da dongii programlari verilmistir.

Cizelge 3.6. PCR Mix Konsantrasyonlari

DNA Buffer MgCl, dNTP  Primer Taq Su Tp.Haci

20ng/ 10xul 50mM 100mM 05U uL
ul uL

2ul 1,5u 1,5u 033  1+lul 016 7,51 15

Cizelge 3.7. PCR Dongii Programi

Sicakhk Siire Aciklama
94 °C 3 dk-1 dongii On denatiirasyon
94 °C 45 sn-35 dongi Denatiirasyon
57°C 60 sn-35 dongi Baglanma
72°C 60 sn -35 dongii-2 tekrar Uzama
72°C 7 dk-1 dongii Son uzama
4°C - Bekleme

PCR caligsmalarindan elde edilen PCR firiinlerine 3 pl ylikleme buffer1 (20 ml gliserol
(% 40), 30 ml steril su, 0.05 g bromofenolblue) eklenerek elde edilen karisim % 2 lik
agaroz jele yliklenerek 110 V elektrik akimi altinda 3 saat siireyle ylriitiilmiustiir.
Agaroz jelin hazirlanmasinda 10X TBE buffer1 kullanilmis ve igerisine 25 pl (0.5
mg/ml) ethidiumbromide ¢ozeltisi eklenmistir. Her elektroforez isleminde 100 bp DNA
Ladder standart olarak yiliklenmistir. Elektroforez isleminden sonra jeller bilgisayara
bagli olan jel goriintiileme cihazina almmarak UV altinda jel goriintiileri bilgisayara
kaydedilmis, Fusarium oxysporum f. sp. melongenae“ ya daynikliklari tespit edilmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 3.3. PCR, Goriintiileme cihazi
3.2.4. Anter Kiiltiirii

3.2.4.1. Cicek Tomurcuklarinin Toplanmasi

Anter kiiltiiri i¢in elverigli olan tek cekirdekli ve 1. polen mitozu asamasindaki
mikrosporlart bulunduran morfolojik gelisme donemine sahip tomurcuklar, ayrica
kontrol edilmek amaciyla sitolojik incelemeye tabi tutulmustur. Buna gore %2’lik
asetokarmin ile boyanan anterlerin igerisindeki mikrosporlarin, tek cekirdekli
mikrosporlara sahip olup olmadiklari incelenmistir. Buna gore patlicanlarda uygun
donemdeki tomurcuklarin tomurcuk uzunlugunun 15-17 mm oldugu, petallerin sepal
ayrim seviyesine ulastig1 ve anter renginin yesilimsi sar1 oldugu asamadaki tomurcuklar

kiltiire alinmistir.
3.2.4.2. Kiiltiire Alma ve Inkiibasyon

Uygun mikrospor gelisme doneminde ¢igek tozlarinin bulundugu anterlere sahip ¢igek
tomurcuklari, birka¢ damla Tween-20 eklenmis %10’luk ticari sodyum hipoklorit
¢ozeltisi igerisinde 15 dakika siireyle dezenfekte edilerek, daha sonra {i¢ kez 5’er dakika
stireyle steril saf su ile durulanmistir. Anterler, ¢igek tomurcuklari igerisinden bistiiri ve
kivrik uclu bir pens yardimiyla cikarililmis ve bekletilmeden ince ucglu bir pens
yardimiyla besin ortami {izerine, dorsal yiizeyi ortamla temas edecek bigimde ve ortama
batirilmaksizin yerlestirilmistir (Sekil 3.2). Her petri kutusuna 5’er adet anter dikilmis
ve uygulamalarda esit sayida anter kullanilmasina 6zen gosterilmistir. Dikim islemi
tamamlanan petri kutularmin kenarlari stre¢ film ile kapatilmistir. Anter dikimi

tamamlanan petri kutular1 karanlikta, +35C°’de yiiksek sicaklik sokuna tabi tutularak, 8
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giin bu kosullarda bekletildikten sonra 12. giiniin sonuna kadar 25+2 C° sicaklik ve 16
saatlik fotoperiyodik diizene ayarlanmig iklim odasina alinmistir. DDV-C ortami
tizerinde 12 giinliik siiresini tamamlayan anterler sasirtma ortami olan DDV-R
ortamlarina transfer edilmistir. Bu kiiltiirler daha sonraki 3 ay boyunca 25+2 C osicaklik

ve 16/8 saatlik fotoperiyodik diizende inkiibe edilmistir.

Sekil 3.4. Patlicanda anter kiiltiirti

3.2.4.3. Kiiltir Sirasinda Kullanilan Malzemeler

Anter kiiltiirli calismalar1 esnasinda degisik asamalarda degisik kiiltliir kaplari
kullanilmistir. Kiiltlir esnasinda kullanilan malzemelerin (besin ortamlari, petri kaplari,
steril su siseleri, pens-bistiiriler, kurutma kagitlar1) 121°C'de sicaklik ve 1.2 kg/em?

basing altinda 15 dakika siire ile otoklavlanarak sterilizasyonlar1 yapilmistir.
3.2.4.4. Besin Ortamlarinin Bilesimi

Anter kiiltiiri i¢in MS ortamina eklenen 4 mg/l NAA, 0,5 mg/l BAP, % 0.25 aktif
komiir ve 30 g/l sakkaroz ile 15 mg/l AgNO3 ortami kullanilmistir (Biiytikalaca ve ark.
2004). Anterlerde olusan embriyolarin bitkiye doniisiimlerinin saglanmasi i¢in BGD
icermeyen 30 g/l sakkaroz iceren MS ortami kullanilmistir. Ortam hazirlanirken biitiin
kimyasallar eklendikten sonra ortamlarm pH s1 1 N'lik HCI ve 1 N'lik NaOH
kullanilarak 5,8 e ayarlanmistir. Katilastiric1 olarak agar 8 g/ kullanilip hazirlanan
ortamlar 121°C sicaklik ve 1.2 kg/cm? basing altindaki otoklavda 15 dakika siire ile
sterilize edilerek (Sekil 3.2), sterilizasyon isleminden sonra steril kabin igerisinde

ortamlar 6 cm g¢apindaki steril petriler ve steril deney kavanozlarina 10 ml/petri ve 10
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ml/kavanoz olacak sekilde dagitilmistir. Dumas de Vaulx (DDV) ve ark., YIL [47]’ nin
onerdigi C (callus) ve R (regeneration) ortam bilesimleri denemelerde kullanilan besin
ortam1 olmustur. DDV temel besin ortaminin kullanildig1 ¢alismada, anterler kiiltiiriin
ilk 12 giinii C ortaminda tutulup, daha sonra farkli aktif komiir tozlar ilave edilen ve
degisik yapilara sahip R ortamlarina transfer edilmislerdir. Ortamlarin tiimii agar (%0,8)
ile katilastirilmistir. Denemelerde kullanilan tiim c¢esitlerde ¢i¢ek tomurcuklarindan
izole edilen anterlerden 100’er adet olacak sekilde C ortamina dikim yapilmis; gelisme

gosteren anterler 0,1 mg/1 kinetin igeren R ortamina transfer edilmislerdir.

Sekil 3.5. Besi ortamlarinin hazirlanmasi



4. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Morfolojik Karakterizasyon

Bu calismada Once markor analizi yapilarak dayanikli olarak belirlenen GMF1
bireylerin anter kiiltiirii yoluyla saflagtirilmasinin ardindan morfolojik olarak ploidy
seviyeleri belirlenmis ve double haploid olan bireyler se¢ilmistir. Se¢ilen bireylere bazi
agronomik Ozellikler bakimindan karakterilize edilmistir. Elde edilen bulgular

cizelge.4.1 de verilmistir.



Cizelge 4.1. Bitkide morfolojik karakterizasyon sonuglari

Genotipler | B.D. | B.B. |BS.U. |SAR.[SARY.|ST. |D.B.AU.| Y.B. | YKS. |Y.KDD.|YK.|YD. Y.R. HAR. | HAR.Y. | C.M.R.
Yari 92 Mavimsi
YamulaAna | Dik | CM Orta Yok | ----- Orta Kisa 22 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil - - Acgik
Yari 93
YamulaAna | Dik | CM Orta Yok | ----- Orta Uzun 27 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil e Acik
Yari 93 Mavimsi
YamulaAna | Dik | CM Orta Yok | - Hafif Kisa 23 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil o o Acgik
95 Mavimsi
P-23-3 Dik | CM Uzun Var Az Orta Kisa 23 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil -—-- o Acgik
Yari 91
P-14-4 Dik | CM Orta Var Orta Orta Kisa 18 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil — — Acik
81 Mavimsi
P-14-2 Dik | CM Kisa Yok o Hafif Uzun 19 CM | Dalgal Orta Yok | Yok Yesil o o Acgik
77
P-13-1 Yattk | CM Kisa Var Az Hafif Orta 19 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil o — Agik
AnaxBaba F1 | Yari 90 Mavimsi
-1 Dik | CM Orta Var Orta Orta Orta 18 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil — — Acik
AnaxBaba Yari 95 Mavimsi
F1-2 Dik CM Orta Yok ---- Orta Uzun 21 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil ---- Acik
AnaxBaba | Yari | 94
F1-3 Dik CM Uzun Var Az Orta Orta 22 CM | Dalgali | Kuvvetli | Yok | Yok Yesil ---- Acik
AnaxBaba 99 Mavimsi
Fl1-4 Yatik | CM Kisa Var Az Hafif Kisa 25 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil ---- — Acik
AnaxBaba 87
F1-5 Dik | CM Kisa Yok | - Hafif Orta 24 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil — — Acik
AnaxBaba 91 Mavimsi
F1-6 Yatikk | CM Uzun Var Hafif Orta Orta 26CM | Digli | ----- Yok | Yok Yesil ---- Acik
AnaxBaba | Yart | 77
F1-7 Dik | CM Kisa Var Orta Hafif Uzun 22 CM | Dalgal Orta Yok | Yok Yesil — Acik
AnaxBaba 91 Mavimsi
F1-8 Dik | CM Kisa Var Hafif | Hafif Orta 23 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil — ---- Agik
AnaxBaba 80 Mavimsi
F1-9 Dik | CM Uzun Var Hafif | Hafif Orta 17 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil — Acik
AnaxBaba | Yari 80
F1-10 Dik | CM Orta Var Hafif | Hafif Orta 19 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil o Acik

143



90 Mavimsi
GM1-1 Dik | CM Orta Var Hafif | Hafif Uzun 21 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil Acgik
102
GM1-2 Yatik | CM Uzun Var Hafif Orta Orta 26 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil ---- Agik
Yari 99 Mavimsi
GM1-3 Dik CM Orta Yok ---- Hafif Kisa 22 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil ---- ---- Agik
Yari 89
GM1-4 Dik | CM Kisa Var Hafif | Hafif Kisa 17 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil o — Acgik
107
GM1-5 Dik CM Orta Yok ---- Orta Orta 24 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil ---- Agik
Yari 98 Mavimsi
GM1-6 Dik CM Orta Var Orta Hafif Orta 19 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil ---- Agik
103 Mavimsi
GM1-7 Dik | CM Uzun Var Hafif Orta Uzun 27 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil o o Acgik
90 Mavimsi
GM1-8 Dik | CM Orta Var Orta Hafif Kisa 23 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil — — Acik
97 Mavimsi
GM1-9 Dik | CM Orta Var Hafif Orta Orta 28 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil o o Agik
Yari 83
GM1-10 Dik | CM Orta Var Orta Hafif Orta 19 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil o o Acgik
Yari 102
DH-1 Dik | CM Kisa Var Orta Hafif Uzun 22 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil — Acik
Yari
DH-2 Dik {92Cm | Orta Var Hafif | Hafif Orta 27 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil — Acik
76
DH-3 Yatikk | CM Uzun Yok -=-- Hafif Orta 26 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil ---- Acik
Yari 85
DH-4 Dik | CM Orta Var Hafif | Hafif Orta 21 CM | Dalgali Hafif Yok | Yok Yesil - Agik
DH-5
Yari
DH-6 Dik | 88CM | Orta Var Orta Hafif Orta 23 CM | Dalgali Orta Yok | Yok Yesil o o Agik

Ge
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Bitki boyu; en kisa bitki boyuna sahip DH-3 (76 cm), en uzun patlican bitki boyu ise
GM1-5 (107 cm) dir. Ortalama bitki boyu ise 90,94 cmdir. DH’lerin ortalmasi 87,60 cm
geriye melezlerin ortalamast 95,50 cm anaxbaba F1 ortalamasi 88,10 cm’dir. Yaprak
biiytikligiinde en fazla GM1-9 sahip (28 cm) en az bitkide ise AnaxBaba F1-9 (17cm)

dir. Ortalama yaprak boyutu 22,28 cm dir. DH’lerin ortalmasi 23 cm geriye melezlerin

ortalamasi 22,6 cm anaxbaba F1 ortalamasi 21,7 cm olarak belirlenmistir.

Sekil 4.1. Bitkide morfolojik karakterizasyon

Patlican genotiplerinde incelenen bitkisel 6zellikler varyasyonun oldugu goriilmektedir.
Bu varyasyonlarin yapilacak 1slah ¢aligmalarinda kullanilma olanagi bulunmaktadir.
Farkliliklarin genetik farkliliktan kaynaklandig1 sdylenebilir.

Meyvede Momolojik Karakterizasyon

Calismada 3 adet Yamula genotipi, dayanikli 3 adet baba ebevyn, 10 adet F1, 10 adet
GMFL1 ve 6 adet Double Haplaoid geneotiplerin meyve 6zellikleri belirlenmis Cizelge
4.2. elde bulgular verilmistir.



Cizelge 4.2. Meyvede morfolojik karakterizasyon sonuglari

GENOTIPLER S.P.K M.S.U. [ MEE. | M.S. M.R. M.S.D. M.P. M.E.S. M.U. M.C. M.A. | M.D.C. | M.T.M. M.E.R.
Yamula Ana 0,66 6,51 YOK | OVAL ACIK-MOR VAR | PARLAK 3,2 5,30 3,10 105 VAR ORTA | BEYAZIMSI
Yamula Ana 0,42 5,86 YOK | OVAL ACIK-MOR VAR | PARLAK 3,8 7,30 3,76 130 VAR ORTA | BEYAZIMSI
Yamula Ana 0,45 5,24 VAR | UZUN ACIK-MOR VAR | PARLAK 1,72 6,20 3,66 95 VAR ORTA | BEYAZIMSI
P-23-3 0,42 5,01 YOK | OVAL | KOYU-MOR YOK | PARLAK 4,2 4,90 5,6 55 YOK AZ BEYAZIMSI
P-14-4 0,37 4,53 YOK | OVAL | KOYU-MOR YOK MAT 3,5 5,8 4,83 75 YOK AZ BEYAZIMSI
P-14-2 0,46 5,74 VAR | OVAL | KOYU-MOR YOK | PARLAK 3,5 5,24 3,96 62 YOK ORTA | BEYAZIMSI
P-13-1 0,35 6,78 YOK | OVAL BEYAZ YOK MAT 3,6 3,8 4,1 35 YOK AZ BEYAZIMSI
AnaxBaba F1 -1 0,81 7,23 VAR | UZUN | KOYU-MOR YOK | PARLAK 2,7 14,5 2,85 105 YOK AZ BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-2 0,59 4,6 VAR | OVAL | KOYU-MOR YOK MAT 3,4 8,5 4,8 95 YOK AZ BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-3 0,61 5,56 VAR | OVAL SARI-MOR VAR MAT 3,9 9,25 4,16 74 VAR ORTA | BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-4 0,64 7,8 VAR | UZUN | KOYU-MOR YOK | PARLAK 2,2 8,6 4,65 40 YOK AZ BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-5 0,96 5,43 VAR | UZUN | KOYU-MOR YOK | PARLAK 3,2 14,6 4,12 95 YOK ORTA | BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-6 0,48 4,98 YOK | OVAL ACIK-MOR YOK MAT 3,2 7,91 4,65 78 VAR AZ BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-7 0,59 6,17 YOK | OVAL | KOYU-MOR VAR | PARLAK 3,8 7,02 4,37 40 YOK ORTA | BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-8 0,63 5,73 YOK | OVAL | KOYU-MOR YOK | PARLAK 3,8 12,0 4,23 97 YOK ORTA | BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-9 0,72 5,47 VAR | OVAL | KOYU-MOR YOK | PARLAK 3,4 11,3 4,14 90 YOK COK BEYAZIMSI
AnaxBaba F1-10 0,84 6,56 YOK | UZUN ACIK-MOR YOK | PARLAK 3,2 16,3 4,19 95 VAR AZ BEYAZIMSI
GM1-1 0,81 7,23 VAR | OVAL ACIK-MOR YOK | PARLAK 2,7 14,5 2,85 105 VAR AZ BEYAZIMSI
GM1-2 0,64 58 VAR | OVAL | ACIK -MOR YOK MAT 3,4 115 3,8 134 VAR AZ BEYAZIMSI
GM1-3 0,61 5,56 VAR | OVAL SARI-MOR VAR MAT 3,9 9,25 4,16 74 VAR ORTA | BEYAZIMSI
GM1-4 0,7 51 VAR | OVAL | ACIK -MOR VAR | PARLAK 2,2 8,4 3,9 40 VAR AZ BEYAZIMSI
GM1-5 0,97 5,43 VAR | UZUN | KOYU-MOR YOK | PARLAK 3,2 14,6 4,12 95 YOK ORTA | BEYAZIMSI
GM1-6 0,48 4,98 YOK | OVAL | ACIK -MOR YOK MAT 3,2 7,91 4,65 78 VAR AZ BEYAZIMSI
GM1-7 0,59 6,17 YOK | UZUN | KOYU-MOR YOK | PARLAK 3,8 7,02 4,37 39 YOK ORTA | BEYAZIMSI
GM1-8 0,63 5,73 YOK | OVAL | ACIK-MOR VAR | PARLAK 3,8 12,0 4,23 97 VAR ORTA | BEYAZIMSI
GM1-9 0,72 5,47 VAR | OVAL | ACIK -MOR YOK | PARLAK 3,4 11,3 4,14 90 VAR COK BEYAZIMSI
GM1-10 0,84 6,56 YOK | OVAL | KOYU-MOR YOK | PARLAK 3,2 16,2 4,19 95 YOK AZ BEYAZIMSI
DH-1 0,81 7,23 VAR | UZUN ACIK-MOR VAR | PARLAK 2,7 14,5 57 105 VAR AZ BEYAZIMSI
DH-2 0,79 5,68 VAR | OVAL ACIK-MOR VAR MAT 3,4 12,4 4,8 130 VAR AZ BEYAZIMSI
DH-3 0,61 5,56 VAR | OVAL ACIK-MOR VAR PARLAK 3,9 9,25 4,16 104 VAR ORTA | BEYAZIMSI
DH-4 0,67 5,36 VAR | OVAL ACIK-MOR VAR | PARLAK 2,2 13 5,35 110 VAR AZ BEYAZIMSI
DH-5 0,96 5,43 VAR | OVAL ACIK-MOR VAR | PARLAK 3,2 14,6 4,12 97 VAR ORTA | BEYAZIMSI
DH-6 0,58 498 | YOK | OVAL [ ACIK-MOR | VAR | PARLAK | 3.2 9,01 4,65 120 | VAR AZ | BEYAZIMSI

9€
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Elde edilen bulgulara gére meyvede sap kalinligi; en yiiksek deger GM1-5 (0,96 cm), en
diisiik deger ise P-13-1 (0,35 cm) genotipdir. Ortalama kalinligi ise 0,64 cmdir.
DH’lerin ortalmasi 0,73 cm geriye melezlerin ortalamasi 0,69 cm anaxbaba F1
ortalamasi 0,68 cm’dir. Meyvede sap uzunlugu; en yiiksek deger anaxbaba F1-4 (7,8
cm), en diisik deger ise P-14-4 (4,53 cm) dir. Ortalama uzunlugu ise 5,8 cmdir.
DH’lerin ortalmasi 5,7 cm geriye melezlerin ortalamasi 5,8 cm anaxbaba F1 ortalamasi
5,95 cm’dir. Meyve uzunlugu; en yiiksek deger anaxbaba F1-10 (16,3cm), en diisiik
deger ise P-13-1 (3,8 cm) dir. Ortalama uzunlugu ise 10,14 cmdir. DH’lerin ortalmasi
12,27 cm geriye melezlerin ortalamast 11,26 ¢cm anaxbaba F1 ortalamasi 10,33 cm.
Meyve ¢ap1; en yiiksek deger DH-1 (5,7cm), en diisiik deger ise anaxbaba F1-1 (2,85
cm) dir. Ortalama cap ise 4,25 cmdir. DH’lerin ortalmast 4,8 cm geriye melezlerin
ortalamasi 4,04 cm anaxbaba F1 ortalamasi 4,2 cm’dir. Meyve agirligi; en yliksek deger
GM1-2 (134 gr), en diisiik deger ise GM1-2 (39 gr) dir. Ortalama agirlig: ise 87,15 gr
cm. DH’lerin ortalamast 111 gr geriye melezlerin ortalamas: 84,14 gr anaxbaba F1
ortalamas1 80,9 gr.

Sekil 4.2. Meyvede morfolojik karakterizasyon Yamula patlicani;a,b,c Dayanikli baba
ebevyn: d,e Anaxbaba f1:f,g Gerimelez:h Double haplaid:1,j
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4.2. MAS (Molekiiler Markor Yardimiyla Seleksiyon)
4.2.1. Dayamklik testleri

Bu calismada PCR teknigi kullanilarak bazi dayanikli patlican genotipleri belirlenmeye
calistlmigtir. PCR tekniginden 6nce PCR optimizasyonu ¢aligmalar1 yapilmistir.
Fusariuma karsi direnci dogrulamak igin iki kez molekiiler testleme yapilmistir.
Birincisi 80 adet fusariuma dayaniklihigi tasidigi diisiiniilen dondér ebeveynleriden
ikincisi anaxbaba F1 lerden yapilmistir. Genotiplerin dayanikliliklarini belirlemek

amactyla yapilan molekiiler calismadan elde edilen goriintiiler Sekil 4.3’ te verilmistir.

Dayanikh Olabilecek Genotiplerin Molekiiler Testlemesi

F1 Molekiiler Testlemesi

Sekil 4.3. S6z konusu genotiplerdeki MeS8SCAR2:/EmSSCR: primer gifti ile
dayaniklilik testlemesinin jel goriintiisii
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Elde edilen bulgulara goére molekiiler olarak SCAR 426 markir ile testlenen 80 adet
gend adet genotipin ( P23-3, P14-4, P14-2, P13-1) Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae’ya karsi dayanikli oldugu tespit edimistir. Daha Onceki galismalarda
LS2436'nin Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya karsi dayanikli oldugu ve tek
dominant gene sahip oldugunu dogrulanmistir. Mutlu ve Ark al. (2008) c¢alismalarinda
(1) patlicandaki fusarium solma direncinin monogenik kalittminda Co-dominant SRAP
markirt Me8/Em5 ve dominant SRAP-RGA markir1t Em12/GLPL2, birbirlerine sikica
bagli ve markirin gene olan uzakligimnin 1.2 ¢cM mesafede oldugunu bildirmislerdir.
Bundan yola ¢ikarak doénor ebeveyn ve F1 melezlerdeki popiilasyonlarinda Fusarium
oxysporum f. sp. melongenae’ya karsi dayanikliligi, bekleme siiresi sempton tespiti ve

direngli genotip segimine izin veren birgok avantaj sunacagini beyan etmislerdir.

4.3. Anter Kiiltiirii Calismalari

Calismada geriye melezpopulasynuna ait bireylerden anter kiiltiirii teknigi kullanilarak
double haploid bitki eldesi amaglanmisti. Bu dogrultuda SCAR426 markir1 kullanilarak
dayaniklilik bandi tasiyan 10 adet geriye melez popiilasyonuna ait bireylerden anter
kiiltiirti yapilmis ve elde edilen bulgular (embriyo olusturan anter sayis1 ve gelisen bitki

oram) Cizelge 4.3’de verilmistir.

Elde edilen bulgulara gore kiiltiire alinan 100 anterden en yiiksek embriyo sayist GM1-1
nolu genotipten(28 adet/100 anter) elde edilirken en diisiik embriyo sayist GM1-4 nolu
genotipten elde edilmistir. Diger taraftan genotiplerden elde edilen embriyo oram
yiiksek olmasma ragmen gelisen bitki sayist oldukca diisiik gergeklesmistir. Gelisen
bitki sayis1 en yiiksek GM1-10 nolu genotipten(10 adet/100 anter) elde edilirken 3 adet
genotipten (GM1-4, GM1-6 ve GM1-8) hig bitki elde edilememistir. Bunun nedeni ise
anter kiltiirii etkinliginin genotipin etkisi oldugu savi ile agiklanabilir. 10 adet GM1
populasyonundan toplam 26 adet bitki elde edilmis ve agronomik olarak double haploid
oldugu belirlenen(¢igek yapist ve ¢icek tozu olusumu) 10 adet genotip tekrar markir
testlemesine tabi tutulmus ve bunlardan SCAR426 markir ile dayaniklilik band1 veren 6

adet genotipte bazi1 morfolojik ve pomolojik analizler yapilmistir.



Cizelge 4.3. Embriyo olusturan anter sayis1 ve gelisen bitki orani

Ortama Embriyo
) Konulan Olusturan Gelisen
GENOTIPLER | Anter Sayis1 | Anter Oram | Bitki Sayisi
Sayisi
GM1-1 100 28 0,00
GM1-2 100 12 2
GM1-3 100 18 3
GM1-4 100 7 0,00
GM1-5 100 12 1
GM1-6 100 9 0,00
GM1-7 100 24 3
GM1-8 100 1 0,00
GM1-9 100 17 7
GM1-10 100 15 10,0

Sekil 4.4. Patlican anterlerinin sabitlenmesinden bir goriintii
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sekil 4.5. GM1-3 Genotipten elde edilen anterlerin embriyoya doniisiimii ve haploid
bitkilerin aklimatizasyonu

Anter kiiltiirii ile haploid bitkilerin elde edilmesi, genelde cogu bitki tiiriinde 6nemli
yararlar saglamakta; 6zelde ise sebze tiirlerinde gerek kombinasyon islah1 ve gerekse
hibrit ¢esit 1slahinda 1slah siirecini kisaltic1 agidan ve yeni genotiplerin ortaya ¢ikmasi
bakimindan 1slahgilara biiyiik kolaylik saglamaktadir. Ancak haploid bitki elde orani,
bir¢ok faktore baglidir. Bunlardan biri de mevsimsel farkliliklardir. Anterlerin i¢inde
bulunan polenlerin yapisal olarak birbirinden farkli olmalari, mevsimlerin etkisini
aciklamada etkili olabilir. Bu hipotezi agiklamak {izere patlicanda farkli dénemlerde
yetistirilen bitkilerden alinan anterler kiiltiire alinmis ve ayni1 zamanda mikrosporlar1 da
yapisal olarak incelenmistir. Aydin Siyah1 ve Kemer patlican ¢esitlerinde S-polen
varlig1 ile haploid embriyo olusumu arasindaki iliski incelenmistir. Sonbahar dénemi
anter kiiltlirli i¢in basarili bulunmazken, yaz baslangicinda alinan anterlerden haploid

embriyo ve bitki elde edilmistir(Ellialtioglu ve ark. 2012).



Patlicandaki androgenez etkinliginin genotiplere giiclii bir sekilde bagl oldugu ortaya
konmustur [50]. Haploid embriyolar Topan ve Halep Karasi' ndan sirasiyla % 4.16 ve %
2.63 oraninda elde edilmistir. Topan ve Halep Karasi patlican c¢esitlerinin anter
kiiltiirtine verdikleri tepkiler Teorem F1 ¢esidi ve Vd-1 ve Vd-2 hatlarinin tepkilerinden
daha iyidir. Calismada Topan ve Halep Karas1 gesitleri karsilikli olarak diger 3
genotiple (Teorem F1, Vd-1 ve Vd-2) melezlenmistir. Melezler arasinda gametik
embriyogenez, sadece TopanxTeorem F1 ve Teorem FlxTopan kombinasyonlarindan
strastyla % 0.87 ve % 2.57 oraninda elde edilmistir. Haploid embriyolarin gelisimi ve
bitki olusumu sirasiyla % 0.69 ve % 2.57 oraninda ger¢eklesmistir. Salas et al., 2011
yaptiklar1 bir ¢alismada, 12 genotipten 11'inin anterleri somatik callus tiretirken, sadece
5 tanesi mikrospor tiirevli embriyolar iiretmistir, embriyo kalitesi, embriyo indiiksiyonu
ve bitki ¢imlenmesi siklig1 acisindan genotipler degisken sonuclar vermistir [72]. Ug
farkli patlican gesidi (Faselis F1, Amadeo Fi1, Aydin Siyahi) kullanilarak, mikrospor
kiiltiirii yoluyla haploid embriyo uyartimi elde etmede etkili bir protokol gelistirmek
amactyla yapilmis ¢aligmada embriyo olusumunun uyarilmasi i¢in, ovaryum ko-kiiltiir
sisteminin patlicanda mikrospor kiiltiirii {izerine etkisinin ortaya konmasi ve mikrospor
kiiltiirli yoluyla haploid embriyo elde etmek i¢in yapilan denemelerde, uygun tomurcuk
gelisme devresi ve optimum mikrospor izolasyon ydnteminin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla, ilk olarak uygun mikrospor gelisme doénemi belirlenmistir.
Aydin Siyahi c¢esidinde herhangi bir gelisme gozlemlenmezken, Faselis ve
Amadeo c¢esitlerinde yalmizca simetrik c¢ekirdek boliinmesi uyartilabilmistir.
Ovaryum ko-kiiltiir denemeleri i¢in, bugday ovaryumlarinin bu kiiltiir ortamlarina ilave
edilmesiyle Faselis ve Amadeo ¢esitlerinde simetrik boliinme yaninda ¢ok cekirdekli
yapilarin olusumu, Aydimn Siyahi’nda ise simetrik boliinme uyartilmistir [73]. ki adet
patlican (Solanum melongena L.) ¢esidinin mikrospor kiiltiir teknigine tepkisinin
belirlenmesi ¢alismasinda ise kiiltiir siireci boyunca mikrospor embriyogenesis
indiiksiyon siireci mikroskobik olarak analiz edilerek bu gelisimsel sapmanin ilk
evrelerine odaklanilmigtir. Mikrosporlarin indiiksiyondan hemen sonra kallus haline
gelmeden Once simetrik boliinme ve c¢ok cekirdekli yapilar meydana getirdigi daha
sonra ise mikrosporlarin direkt embriyo olusturmadiklar1 ve kallus olusturdugu tespit
edilmistir. Arastirmada mikrosporlardan yalnizca kallus olusumu meydana gelmistir ve
petri basma toplam kallus sayisi belirlenmis ve GO7-1 c¢esidinde ortalama 288
kallus/petri elde edilirken GO7-2 ¢esidinde 64 kallus/petri meydana gelmistir [76]



5. BOLUM

SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada Yamula patlicani kendine zgii ¢izgili yapisi, sert meyve eti gibi 6zellikleri
ile 6n plana ¢ikmakta yetistirildigi bolgede, tireticilerin kendi tohumlarini kendilerinin
elde etmesiyle yapildigindan verimlilik gitgide azalirken, hastaliklara hassasiyeti
artmaktadir. (6zellikle Fusarium oxysporum f. sp. Melongenae). Bunun ¢6ziim

yollarindan biriside mevcut yerel ¢esidin 1slah edilmesidir.

Bu c¢alismada Molekiiler Yardimiyla Seleksiyon anter kiiltiirii kullanilarak yamula
patlicanina Fusarium oxysporum f. sp. Melongenae’ya dayanimin aktarilmasi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda s6z konusu hastaliga dayanikli olabilecegi
diistintilen 80 patlican genotipi Fusarium oxysporum f. sp. Melongenae’ya dayanim ile
iliskili SCAR426 markur ile test edilmis ve bunlardan 4 adet genotipin dayanikli bandi
tasidigr belirlenmistir. Ardindan 3 adet yamula patlican1 genotipi ile 1 adet dayanikli
genotip melezlenmis ve F1 bitkileri elde edilmistir. Daha sonra GM populasyonu elde
etmek tlizere dayanikli F1 bitkiler yamula patlican1 genotipleri(ana ebeveyn) ile
melezlenmis ve 20 adet geriye melez popiilasyonu(GM) elde edilmistir. SCAR426
markirt ile yapilan testlemede 10 adet dayamikli GM populasyonu belirlenmis ve
bunlardan 100’er adet anter kiiltlire alinmistir. Kiiltlire alinan anterlerden toplam 26 adet
bitki elde edilmistir. Agronomik olarak double haploid oldugu belirlenen(¢icek yapisi
ve cicek tozu olusumu) 10 adet genotip tekrar markir testlemesine tabi tutulmus ve
bunlardan SCAR426 markir1 ile dayamiklhilik bandi veren 6 adet genotipte bazi
morfolojik ve pomolojik analizler yapilmistir. Yapilan karakterizasyon galigmalarindan

elde edilen bulgulara gore genotipler arasinda dnemli varyasyon elde edilmistir.

Yamula patlicanina Fusarium oxysporum f. sp. Melongenae’ya dayanimin aktarilmasi
amaclandig1 calismada s6z konusu hastaliga dayanimin molekiiler markir kullanilarak

aktarilmasina ragmen 1 adet geriye melezlemenin yeterli olmadigi ve en az 2 adet
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geriye melezlemenin daha yapilmasi Onerilmektedir. Diger taraftan hem moleler
yardimiyla seleksiyon hemde anter kiiltiirii teknigi patlican ve benzeri tiirlerde 6zellikle
hastaliga dayaniklilik genlerinin aktarilmasinda etkili yontemler oldugu kanisina
vartlmistir. Ayrica c¢alismada gelistirilen patlican hatlar1 bundan sonraki Fusarium
oxysporum f. sp. Melongenae’ya dayanimin aktarilmasi igin olusturulacak 1slah

programlarinda kullanilabilecek niteliktedir.
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