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BAZI YAMULA PATLICANI (Solanum melongena L.) GENOTIiPLERININ
MOLEKULER VE MORFOLOJIK KARAKTERIZASYONU iLE ANTER
KULTURUNE TEPKILERININ BELIRLENMESI

Emrah UYSAL
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Yiiksek LisaPs Te"zi, Haziran 2019
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OZET

Yamula patlican1 Kayseri ili ve cevresinde yetistiriciligi yapilan, kendine 6zgii ¢izgili
yapisi, sert meyve eti gibi Ozellikleri ile 6n plana ¢ikan yerel bir gesittir. Bu ¢alismada
bolgeden toplanan 28 farkli Yamula patlicant genotipinin anter kiiltiiriine verdikleri
tepkinin belirlenmesi, molekiiler ve morfolojik karakterizasyonunun yapilmasi
amaglanmistir. Caligmada genotiplerden alinan anterler %12 sakkaroz, 5 mg/l 2,4D ve 5
mg/l kinetin iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmis, anter kiiltiiriine tepkileri
belirlenmis, 10’ar adet ISSR ve SRAP primerleri ile molekiiler analizleri yapilmis ve

morfolojik 6zellik olarak toplam 30 adet 6zellik incelenmistir.

Yapilan caligmalar ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve elde edilen bulgulara gére genotipler
arasinda kayda deger bir farklilik bulunmustur. Anter kiiltiirii sonuglarina gére en
yiiksek embriyo olusum oran1 %37.5 ile ERU-952 genotipinde bulunmustur. Morfolojik
analizler sonucu birbirine en yakm genotipler ERU 3006-ERU 3007 bulunurken
molekiiler analizler sonucu ISSR tekniginde polimorfizm orani ortalamasi %77.36,

SRAP tekniginde ise %73.72 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Solanum melongena, ISSR, SRAP, anter kiiltiiri, morfolojik

karakterizasyon
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DETERMINATION OF MOLECULAR AND MORPHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF SOME YAMULA EGGPLANT (Solanum melongena
L.) GENOTYPES AND RESPONSE TO ANTERIOR CULTURE

Emrah UYSAL

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2019
Damisman: Dr. Hasan PINAR

ABSTRACT

Yamula eggplant cultivation in and around Kayseri province, with its unique stripes its
structure is a local variety that comes to the fore with its features like hard fruit flesh. In
this study, it was aimed to determine the reaction of 28 different yamula eggplant
genotypes collected from the region to anther culture and molecular and morphological
characterizations. The anthers taken from genotypes were cultured in MS medium
containing 12% sucrose, 5 mg / 1 2,4D and 5 mg / | kinetin. Molecular analyses were
carried out with 10 ISSRS and SRAP primers and a total of 30 features were
investigated as morphological properties.

The studies were evaluated separately and a significant difference was found between
genotypes according to the findings. Highest embryo formation rate according to anther
culture results It was found in ERU-952 genotype with 37.5%. As a result of
morphological analysis, the nearest genotypes were ERU 3006 - ERU 3007, while the
ratio of polymorphism in ISSR technique was 77.36% and 73.72% in SRAP technique

as a result of molecular analysis.

Key Words: Solanum melongena, ISSR, SRAP, Anther culture, Morphological
characterization
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1. BOLUM
GIRIS

Patlican (Solanum melongena L.), Solanaceae familyasina ait olup iiretim alani ve
miktart bakimindan 6nemli yeri olan bir tiirdiir. Patlicanin Asya’da bin yildir kiiltiirii
yapilmakta ve Hindistan’da sebzelerin krali olarak adlandirilmaktadir (Daunay ve
Janick, 2007). Patlican vitamin ve mineral igerigi bakimindan diger sebzeler kadar
degerlidir ve gii¢lii bir antioksidandir. Mineraller, vitaminler ve bazi polifenoller i¢in iyi
bir kaynaktir (Sudheesh vd., 1999; Nisha vd., 2009). Bu nedenle biiyiik ekonomik
degere sahip bir sebzedir. Patlicanin orjini Asya ve Afrika’dir. En fazla bilinen tiir S.
melongena olup giiniimiizde tiim diinyada yetistiriciligi yapilmaktadir. Diger kiiltiiri
yapilan patlicanlar S. melongena ile akrabadir ve Afrika’da yetistirilen kirmiz1 patlican
(S. aethiopium L.) ve Gboma patlicandir (S. macrocarpon L.). Yabani tiirler, tiim kiiltiir

patlicanlari ile akrabadir ve bunlarin sayisi 200 civarindadir (Daunay ve ark. 2000a).

Patlicanin anavataninin Hindistan oldugu belirtilmistir (Laumonnier, 1952). Patlican
Hindistan’dan sonra batiya dogru yayilim gostermistir. Patlicanin Avrupa’ya girisi ise
Ispanya iizerinden olmustur. Zhukowsky (1958) Avrupa’da 13. ve 14. yiizyillarda
patlican tarimimin yapildigini bildirmektedir. Patlican Anadolu’ya 16. asrin sonlarina
dogru veya 17. asrin baslarinda girerek yayilmistir. Patlicanin Amerika’ya yayilisi da
Amerika Kitasi’nin kesfinden sonra olmustur. Bugiin patlican kuzey ve giliney
yarimkiirenin 6nemli bir boliimiinde yetistirilmektedir (Vural ve ark. 2000). Patlican
iretim bakimindan domates, biber ve hiyardan sonra gelmektedir. Patlican taze,
konserveye islenerek veya kurutularak degerlendirilen ve Tiirk mutfaginda 6zel bir yere

sahip olan sebzelerdendir.

2017 yii FAO verilerine gore diinya toplam patlican iiretimi 1.858 milyon hektar
alandan yaklagik 52 milyon ton civarindadir. Bu tiretimin % 93.8’1 Asya’da, % 3.6’s1

Afrika’da, % 1.8’1 Avrupa’da, % 0.8’1 ise Amerika’da gerceklesmektedir (Cizelge 1.1).



Cizelgel.1. Kitalara gore diinya patlican tiretimi (FAO 2017)

Kitalar Uretim Miktar Uretimdeki Pay1
(' mil. ton) (%)

Asya 49.081.305 93.8
Afrika 1.896.091 3.6
Avrupa 927.715 1.8

Amerika 402.271 0.8

Diinyada patlican yetistiriciligi en fazla yapilan iilke, yaklasik 33 milyon ton iiretime
sahip olan Cin’dir. Bunu 12,5 milyon ton ile Hindistan takip etmekte, 1,3 milyon tonluk
{iretimle Misir {igiincii sirada yer almaktadir. Ulkemiz ise yaklasik 883 bin ton iiretim ile
dordiincii siradadir. Bu dort iilkeyi sirasiyla Iran, Endonezya, Japonya, Italya ve

Filipinler takip etmektedir (Cizelge 1.2)

Cizelgel.2. Diinya patlican iiretiminin tilkelere gore dagilimi (FAO 2017)

Ulkeler Uretim Miktari

( mil. ton)

Cin 32.883.567

Hindistan 12.510.000

Maisir 1.307.793
Tiirkiye 883.917
Iran 654.149
Endonezya 535.436
Japonya 307.800
Italya 286.473
Filipinler 241.901

Ulkemizin biitiin bolgelerinde patlican yetistiriciligi yapilmakla birlikte yogunluk
Akdeniz, Giineydogu Anadolu, Ege ve Marmara bolgelerindedir. Akdeniz bolgesinde
yapilan tretim agirhikli olarak ortii altinda yapilirken diger bolgelerde agikta
yapilmaktadir.

Son yillarda iilkemizde patlicanda standart cesitlerle tiretimden F1 hibrit ¢esitlerle hizl
bir gecis olmustur. Ancak patlicanda diger sebzelerde oldugu gibi yerel cesitlerin
disinda F1 hibrit cesitlerle iiretim yapildiginda verimde artig saglanmasina ragmen
istenen Kkaliteye ulasilamamaktadir. Ulkemizde yerli tohumculugun hiz kazanmasiyla
hem standart tohum i¢in hem de F1 hibrit tohum i¢in yerel cesitlerin kullanim1 da hiz

kazanmistir. Bu is i¢in once yerel genetik kaynaklarin toplanarak karakterize edilmesi



gerekmektedir. Ardindan standart c¢esit olarak bazi olumsuzluklarin giderilmesi
amaciyla 1slah edilmesi gerekmektedir. Bu genetik kaynaklardan en 6nemlilerinden biri
Kayseri ili ve ¢evresinde yetistiriciligi yapilan Yamula patlicam1 olarak adlandirilan
standart patlican c¢esididir. Orta Anadolu Bolgesinde (Kirikkale, Aksaray, Nigde,
Nevsehir, Kirsehir, Kayseri, Sivas, Yozgat) toplam patlican tiretim alan1 4.186 da ve
tiretim miktar1 ise 8.884 ton, Kayseri ilinin patlican iiretimi ise 1.036 da alanda 2.916

tondur.

Ozellikle Kayseri ve civari illerin patlican iiretimini Yamula patlican1 olusturmaktadir.
Yamula patlican1 kendine 6zgii ¢izgili yapisi, sert meyve eti gibi 6zellikleri ile 6n plana
cikmakta ozellikle yetistirildigi bolgedeki insanlar tarafindan kurutmalik, taze tiiketim
ve salamura olarak farkli sekillerde tiiketilmektedir. Ancak iiretim iireticilerin kendi
tohumlarin1 kendilerinin elde etmesiyle yapildigindan verimlilik gitgide azalirken,
hastaliklara hassasiyet, lretim bolgelerine yeni hastalik ve zararlilarin girmesiyle
tiretimi kisitlamaya baslamistir. Ayn1 zamanda pazar ve marketlerde {iniform olmayan
meyve boyu ve rengine sik¢a rastlanmaktadir. Bu gesitte verimlilik ve kalite
artirllmadig1 zaman {retimi yapilan bolgelerde liretilemez olacaktir. Bunu onlemenin
yolu s6z konusu tiirii 1slah etmektir. Ardindan hastalik ve zararlilara dayanimin
arttirllmasidir. Islahin birinci adimi seleksiyondur. Yani, tiretimin yapildig1 bolgelerde
verim, kalite ve bitki giicli bakimindan en uygun bitkilerin teksel seleksiyonu, ardindan
kendileme yapilarak saflastirilmasi ve en verimli ve meyve kalitesi en yiiksek olan
genotiplerin belirlenerek mikro ve makro verim denemeleri ile potansiyelinin ortaya
konulmasidir. Agik tozlanan bitkilerde saflasgtirma (homozigotlastirma) bireysel
kendileme yolu ile yapilirken son yillarda saflastirma isine bir¢cok bitkide double
haploid yontemi dahil edilmistir. Bunlardan birisi biber ve patlicanda basariyla
uygulanan anter kiiltiriidir. Klasik 1slah yontemlerini kisaltmak i¢in doku kiiltiirii
teknikleri arasinda haploidi teknigi sebze 1slahinda genis uygulama alani bulmustur.
Haploidlerin en uygun kullanim alant kendine uyusmaz tiirlerde dahi tamamen
homozigot katlanmis haploid (Double Haploid=DH) hatlarin hizla iretimidir.
Geleneksel yontemler ile saf hatlar elde edilebilse de bu islem zaman alicidir ve yabanci
tozlanan bitkilerde 10-12, kendine ddllenen bitkilerde 6-7 yil gereklidir. Dioik tiirlerde
kendileme olanaksizdir. Haploidi yontemleri ile bu siireyi 1-2 yila indirmektedir. Anter

kiltiirii ile birkag ay i¢cinde haploid bitkiler ve bunlarin kromzomlarinin katlanmasiyla



tek bir generasyonda homozigot DH bitkiler elde edilebilir. Bu fertil homozigot bitkiler
hibrit ¢esitlerinin gelistirilmesi i¢in gerekli saf hatlarin elde edilmesinde ¢ok énemlidir.
DH bitkiler normal mayoz acilimi gosterirler ve agilimla istenen Ozelliklerini
kaybetmezler (Reinert ve Bajaj, 1977). DH hatlar mutlak homozigot olduklarindan
resesif mutasyonlar1 tespit edilmesi ve izolasyonu kolaylastirir. Dominansi etkisi kalkar
ve eklemeli gen etkisi ikiye katlanir. Yetistiriciligi yapilan karigik cesitlerin veya
populasyonlarinin kisa siirede saflastirilabilmesi haploidizasyonun diger bir avantajidir
(Comlekeioglu, 2001). Anter kiiltiirii; igerisinde olgunlasmamis polenleri bulunduran
anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak in vitro kosullarda yapay besin ortamlarina
yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis polenlerden haploid embriyolar elde edilmesi
olayina verilen isimdir. Anter kiiltiiri yapilarak, normal kosullarda iki ¢ekirdekli yapiya
dontisecek olan polen tanesinin gametofitik gelisme yoni; heniiz tek c¢ekirdekli
donemdeyken somatik gelisme yoniline dogru cevrilmekte ve boylece mikrospor
androgenezisi veya sadece androgenezis olarak adlandirilan olusum gerceklesmektedir.
Bitkideki androgenetik potansiyeli belirleyen parametrelerden birisi anterlerdeki
mikrosporlarin yapilar1 ve kaliteleridir. Buna yonelik ilk aragtirmalar1 yapan Sunderland
(1971) kiiltiire alinan tiitlin anterlerinin igerisinde sitolojik gozlemlerde daha acik renkte
boyanan ve biiyiiklik bakimindan da farklilik gosteren polenlerin varligindan
bahsetmistir. Polen dimorfizmi olarak adlandirilan bu durumdaki polenlerin bir boliimii
gametofitik yonde gelismesini siirdiirerek normal polenleri olustururken, diger bir
bolimii ise sporofitik gelisme yoniine kayarak embriyo olusturma yetenegi
kazanmaktadir. Rashid (1983) polen dimorfizmini anterlerin igerisinde iki farkli
generasyon tipine dogru gelisme potansiyeline sahip iki farkli morfolojide polen
tozlarinin bulunmasi seklinde tanimlamaktadir. Normal olarak angiospermlerde
polenlerin biiyiik oranda gametofitik yonde gelistiklerini, sporofitik olarak tanimlanan
polen tipinin ise sadece kiiltiir kosullarinda bitkiye doniisiim sansina sahip oldugu ifade

edilmektedir (Ellialtioglu ve ark. 2012).

Bu calismanin amaci Kayseri ilinde ydresel olarak yetistirilen ve meyve ve bitki
ozellikleri dikkate alinarak secilen baz1 Yamula patlican1 genotiplerinin molekiiler ve
morfolojik karakterizasyonu ile anter kiiltiirline tepkilerinin belirlenmesidir. Bu amaci
gerceklestirmek icin daha Once bu tiire ait cesitler i¢in Kayseri ili ve civarinda

seleksiyon yapilmistir. Seleksiyonla elde edilen genetik materyallerden anter kiiltiirii



teknigi kullanilarak saf hatlarin elde edilmesi ve karakterizasyonlarin yapilmasidir.
Karakterizasyon morfolojik ve molekiiler olmak iizere iki sekilde yapilacaktir. Ayrica
yaygin olarak iireticiligi yapilan standart patlican ¢esitlerinden dihaploid (DH) bitkilerin

tiretilmesi ve bu bitkilere uygun protokollerin gelistirilmesi amaglanmaktadir.



2. BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Patlican (Solanum melongena L.) 1000°den fazla tiirii i¢erisinde barindiran Solanum
cinsi igerisinde yer almaktadir (Fukuoka vd., 2010). Patlicanin kiigiik, yuvarlak, yesil,
kalin kabuklu, sert etli ve meyvelerinin tadi1 ac1 olan Afrika yabani tiirlerinden Solanum
incanum’dan gelistigi diisiiniilmektedir (Barchi vd., 2010). Patlicanin M.O. 3. yiizyildan
beri bilindigi ve 1500 yildan beri Asya’da kiiltliriiniin yapildigi diistiniilmektedir
(Kashyap vd., 2003). Patlican tropik bolgelerde ¢ok yillik diger bolgelerde ise tek yillik
olarak yetistirilmektedir (Kalloo, 1993). Patlican (Solanum melongena L.) eski diinya
kokenlidir ve kiiltiire alindig1 bolge olarak Cin, Hindistan, Tayland gosterilmektedir. iri
meyve yapisina sahip pathicanlarin Hindistan’da, kiiclik meyveli patlicanlarin 4.
yiizyilda Cin’de ve 9. yiizyilda Afrika’da kiiltiire alindigr sanilmaktadir (Daunay vd.,
2007). Ilk yetistiriciligi yapilan patlican bitkilerinin boylarmin uzun, yaprak, gévde ve
kalikslerin iri dikenli, meyvelerin kiiglik, ac1, sert yapiya sahip ve ¢ok miktarda tohum
igerdigi belirtilmistir (Swarup, 1995). Patlicanin tilkemize girisinin ise ipek yolu
tizerinden oldugu distiniilmektedir. Yiizyillar boyunca siliren {iretim sonucunda
iilkemizde yogun bir genetik cesitlilik meydana gelmistir (Janick, 2001). Ulkemizde
pathicanin yetistiriciligi 1970’11 yillara dayanmaktadir ve bu tarihlerde sadece acik
alanda yetistiricilik yapilmis ve bu tarihten sonra oOrtiialtinda da iiretime baslanmistir.
Ortiialtinda ilk olarak yerli cesitler yetistirilmis, F1 hibritlerin verim ve kalite 6zellikleri
bakimindan yerli g¢esitlerden istiin olmasindan dolayr hibrit ¢esitlere yonelim
yogunlasmistir (Boyaci, 2007). Ulkemizde o&rtiialt1 yetistiricilikte daha ¢ok uzun
silindirik tipte olan koyu mor ve siyah renkli hibrit gesitler tercih edilmektedir (Ekiz ve
Boyaci, 2001). Son zamanlarda agikta yetistiricilikte de hibrit ¢esitlerin kullanimi
artmaya baglamigtir. 2001-2007 yillar1 arasinda Kastamonu, Sinop, Samsun, Amasya,
Yozgat, Kayseri, Nevsehir, Adana, Mersin, Nigde, Hatay, Osmaniye, Artvin, Tekirdag,
Kirklareli, Edirne, Canakkale illerinden 1619 adet sebze materyali toplanmis, 1820



materyalde liretim-yenileme calismasi gergeklestirilmistir. Ayrica 179 domates, 185
biber ve 150 patlican materyalinde morfolojik karakterizasyon g¢alismasi yapilmistir
(Mutlu ve ark., 2007). Hibrit ¢esitlerin biiyiik bir kism1 koyu mor ve siyah meyve
renginde olup bunlarda genetik ¢esitlilik diistiktir (Daunay vd. 1997). Genetik
cesitliligin karakterizasyonu morfolojik, agronomik ve molekiiler olarak yapilabilir.
Morfolojik karakterizasyon kolay, giivenilir ve diisiik maliyetli bir yontem oldugu i¢in
en fazla tercih edilen yontemdir. Morfolojik karakterizasyonun kullanimini sinirlayan
onemli faktorler; biiylik alanlarda deneme kurmanin zor ve yiiksek maliyetli olmas1 ve
agronomik oOzelliklerin g¢evre sartlarindan biiyiik Olciide etkilenmeleridir (Ferreira,
2006). Molekiiler karakterizasyonda kullanilan tekniklerin ise ¢evresel sartlardan
etkilenmemesi, analizlerin bitkinin biiyiime doneminde ve herhangi bir parcasiyla
yapilabilmesi, analiz sayisinin zamanla ve materyalle sinirlandirilmamasi, cansiz
orneklerde de karakterizasyonun yapilabilmesi gibi olumlu o6zelliklerinin yani sira;
genis genetik tarama i¢in uygun olmamasi, sonuc¢larin genomun c¢ok kiiciik bir
boliimiinli kapsamasi ve agronomik onemi olan genlerin analizinde istenilen diizeye
ulasilmamis olunmasi gibi olumsuz 6zellikleri de mevcuttur (Ozgen vd., 2000). DNA
polimorfizim analizleri genetik benzerlikleri arastirmak ve nitelendirmek i¢in giiglii bir
arag¢ olarak kullanilmaktadir (Powell vd., 1996). Son 20 yildan buyana ¢ok sayida farklh
molekiiler markir teknigi gelistirilmistir. Bunlardan bazilari; RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polimorphic DNAS),
AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphisms), SSR (Simple Sequense Repeats)
ve SNP (Single Nucleotid Polymorphism)’dir. Bu gelistirilen markirlar birgok bitki
tiriinde basartyla kullanilmis ve halen de kullanilmaktadir. Molekiiler markirlar
cevresel faktorlerden etkilenmemeleri sebebiyle genetik kaynaklarda cesitliligi
belirlemek i¢in oldukga yararlidir (Jones vd. 1997). Hindistan’a 6zgli bir gesit olan
Brinjal patlican melezi SM2 ile Nimbkar Gren Round isimli patlican ¢esidi arasindaki
melezlerde yapilan kaliim ¢aligmalarinda; dikenliligin dominant tek bir gen tarafindan
kontrol edildigi bildirilmektedir (More, 1982). Patlicanda yapilan baska bir aragtirmada
govde, yaprak ve yaprak sapi tizerindeki dikenliligin tek bir gen tarafindan kontrol
edildigi bildirilmektedir (Patil ve More, 1984a). Dixit vd. (1984), yaptig1 calismada
patlicanda eklemeli genlerin etkisinin meyve boyuna, cevresine ve agirligina etkisi
oldugunu belirtilmistir. Singh vd. (1985) yaptig1 ¢calismada patlicanda meyve uzunlugu,

genisligi, sekli ile dal basina meyve sayisinin kalitimla diger genotiplere



aktarilabildigini tespit etmistir. Patlicanda islah c¢alismalari icin RAPD markirlari,
genetik farkliligin belirlenmesinde kullanilan potansiyel bir aragtir (Biswas vd. 2009).
19 adet cesit ve yerel genotiplerin yer aldig1 bir molekiiler karakterizasyon ¢alismasinda
kullanilan 29 RAPD primerinden 2’si ¢esitlerin ayrilmasinda yeterli olmustur (Tiwari
vd., 2009). Ali vd. (2011), tarafindan yapilan bir ¢alismada Cin orijinli patlicanlarda
ISSR ve RAPD teknikleri kullanilarak bitki c¢esitliligi arastirilmistir. Genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde  RAPD markirlarinin  ISSR - markirlarindan daha etkili  oldugu
belirlenmistir. Patlican genotipleri arasinda genetik farklilik ve akrabaliklar ile ilgili
onceden RAPD (Singh vd. 2006), AFLP (Prohens vd. 2005), ISSR (Isshiki vd. 2008),
SRAP (Li vd. 2010), SSR (Munoz-Falcon vd. 2011; Demir vd. 2010; Stagel vd. 2008;

Behera vd. 2006; Nunomevd. 2003) molekiiler markirlar1 kullanilmstir.

Bitkide doku kiiltiirii ile ilgili ilk ¢alismalar 19. yiizy1l sonunda baslamis daha sonraki
donemde tarimda uygulanabilir hale gelmistir (Abak 1988). Bitkilerde doku kiiltiirii
caligmalarmin temeli totipotensi teorisinin One siirilmesiyle atilmistir. Herhangi
farklilasmug bir bitki hiicresi, tam bir bitki olusturma yetenegine sahiptir. Bu teorinin en
onemli Orneginden birisi androgenesis olayidir (Ar1 2006). Normal polen gelisimi
mikrosporogenesis ve mikrogametogenesis olmak {izere iki asamadan olusmaktadir.
Mikrosporogenesiste mikrospor ana hiicresi olusur ve ardindan mayoz bdliinme
gercekleserek  haploid mikrosporlar olusur. Mikrogametogenesiste ise durum
mikrospordan hem ¢ekirdek hem de hiicre boliinmesi ile sperm hiicrelerinin olusmasi
seklindedir (Emiroglu 1982). Bitkilerde haploid arastirmalari, gametik kromozom
sayisina sahip bitkilerden kolhisin uygulamasi sonucu kromozom sayilariin iki katina
baslamustir (Forstervd 2007). Tk dogal haploid Bergner tarafindan 1921 yilinda Datura
stramonium L.’ de gozlenmis ve rapor edilmistir. Bu gelismeden 40 y1l sonra Datura
innoxia’da haploid bitki elde etmenin miimkiin oldugu bulunmustur. Bu gelisme
Solanaceae, Brassicaceae ve Gramineae familyalarina ait tiirlerde anter kiiltiiriiniin
yolunu agmistir (Germana 2011). Androgenesis yoluyla patlicanda bazi genotiplerden
olumlu sonuglar bulunmustur. Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982)’in yaptigi
calismalarda haploid ve DH bireylerin {iretimnin oldugu bildirilmistir (Rotino 1996).
Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), yaptiklari ¢alismalar sonucu patlican islah
programlarinda kullanilabilecek DH hatlarin gelisimi i¢in uygun protokoller

olusturmuslardir. Bu protokole gore, C ortamma alman anterler 8 giin 35°C* de



karanlikta bekletilmislerdir. Daha sonra 25°C’ de 16 h aydinlik ortama alinmigtir. 13
giin sonra anterler R ortamina transfer edilmistir. Bu kosullarda gelisme gdsteren
bitkiler, in vitro ortamda kolayca g¢ogaltilmis ve topraga transfer edilmistir (Rotino
1996). Karakulluk¢u ve Abak (1992), dort adet patlican genotipinin anter kiiltiiriine
tepkilerini incelemistir. Calismada Adana Topagi, Halep Karasi, Birecik Yerlisi, Black
Beauty isimli ¢esitler kullanilmistir. Anter kiiltlirii i¢in en uygun donemin I. polen
mitozundan hemen sonraki donem oldugunu bildirmislerdir. Besin ortami olarak 5’er
mg/l kinetin ve 2,4D ile %12 oraninda sakaroz ilave edilmis C ortami kullanilmistir.
Kiiltiire alinan anterler ilk 8 giin 35°C’de karanlikta, daha sonra 12. giine kadar 25°C’de
bekletilmistir. Anter kiiltiiriine en iyi tepkiyi Halep Karasi vermistir. Calisma sonucu bu
cesitten % 7.8 oraninda embriyo gelisimi ve % 4.4 oraninda haploid bitki elde
etmislerdir. Karakulluk¢u ve Abak (1992), yaptiklar1 calismada farkli sicaklik soklarinin
anter kiiltiiriine etkilerini arastirmislardir. Kiiltiire alman anterlerin bir kismimi 25 °C’ye,
bir kismin1 30 °C’ye ve geri kalanini da 35 °C’ye koymuslar ve 4-8 giin bekletmislerdir.
Tiim cesitlerde sicaklik derecesi ve siiresi arttikca anter gelisme oranlarinin da artigini
bildirilmistir. Karakulluk¢u ve Abak (1993a), 4 farkli ¢esidin, 8 farkli biyiiklik ve
gelisme devresindeki anterler ile incelemeler yapmislardir. Yapilan ¢alismada kullanilan
4 cesitten sadece Baluori F1 c¢esidinden embriyo ve bitki elde edildigi bildirilmistir.
Miyoshi (1996), yaptig1 calismada 3 farkli F1 patlican ¢esidi kullanmistir. Calismada
mikrosporlardan kalluslar elde edildigi rapor edilmistir. Ellialtioglu ve Tipirdamaz
(2000), yaptiklar calismada tomurcuklara uygulanan soguk sokun ve ortama katilan
aktif kdmiiriin, ABA miktar {izerine etkilerini incelemislerdir. Soguk soklar1 + 4°C de
80 saat ve + 9°C de 9 giin olacak sekilde uygulandiginda ve aktif komiir % 0.1, 1 ve 2
olarak kullanildiginda anterlerdeki ABA miktari azalmistir. Alpsoy ve Seniz (2007)’in,
yaptiklar1 ¢aligmada 8 hibrit ¢esit, 6 standart ¢esit ve yerel Urfa Yerlisi’ni
kullanmiglardir. Kiiltiire alinan anterler, 1994 ve 1995 yillarinda direkt olarak 25 °C ve
16 h giin uzunlugunda inkiibe edilirken, 1996 ve 1998 yillarinda 35 °C’de 8 giin
bekletildikten sonra 25 °C ve 16 h giin uzunluguna alinmustir. Anterler 12. giinde R
ortamina aktarilmistir. 1994, 1995, 1996 ve 1998 yillarinda yapilan denemelerde sadece
5 genotipte haploid embriyo ve bitki elde edilmistir.



3. BOLUM

MATERYAL VE METOD

Bu calisma Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi’ne ait arazi

ve laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada 28 adet Yamula patlican1 genotipi, kontrol grubu olarak da 1 adet Manisa
patlican1 genotipi, 3 adet Kemer patlican1 genotipi kullanilmistir. Kullanilan genotipler

Cizelge 3.1 ‘de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan patlican genotip numaralari

SiraNo  Genotip Ad1 Aciklama

1 ERU-3004 Yamula Patlicani
2 ERU-3005 Yamula Patlicani
3 ERU-3006 Yamula Patlican1
4 ERU-3007 Yamula Patlicani
5 ERU-3008 Yamula Patlicani
6 ERU-3009 Yamula Patlicani
7 ERU-3010 Yamula Patlicani
8 ERU-3011 Yamula Patlicani
9 ERU-3012 Yamula Patlicani
10 ERU-3013 Yamula Patlicani
11 ERU-3014 Yamula Patlicani
12 ERU-3015 Yamula Patlicani
13 ERU-3016 Yamula Patlicani
14 ERU-3017 Yamula Patlicani
15 ERU-3018 Yamula Patlicani
16 ERU-949 Yamula Patlicani
17 ERU-950 Kemer Patlicani
18 ERU-951 Yamula Patlicani
19 ERU-952 Yamula Patlicani
20 ERU-953 Yamula Patlicani
21 ERU-954 Yamula Patlicani
22 ERU-955 Yamula Patlicani
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Cizelge 3.1 (Devami)

23 ERU-956 Yamula Patlicani
24 ERU-957 Yamula Patlicani
25 ERU-961 Yamula Patlicani
26 ERU-964 Manisa Patlicant
27 ERU-1255 Kemer Patlicani

28 ERU-1256 Kemer Patlicani

29 ERU-3000 Yamula Patlican
30 ERU-3001 Yamula Patlicani
31 ERU-3002 Yamula Patlicani
32 ERU-3003 Yamula Patlicani

Sekil 3.1. Calismada kullanilan bazi patlican genotipleri

3.2.Metot
3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan genotiplere ait tohumlar Kayseri ili, Yemliha Kasabasi
ciftcilerinden elde edilmistir. Genotiplere ait tohumlar Seyrani Ziraat Fakiiltesi
Arastirma Birimi’ne ait seralarda 3:1 oraninda karigtirtlmig torf: perlit karisiminda 77°li
viyollerde ¢imlendirilmis ve fideler 3-4 gercek yaprakli asamaya gelince araziye dikim

yapilmistir (Sekil 3.2)



12

Genotiplere ait tohumlarin ekimi 25.03.2016 tarihinde yapilmistir. Tohumlarda ¢ikiglar
tamamlandiktan sonra araziye aktarilana kadar % 0,2’lik KNOj ile giibreleme
yapilmistir. 04.05.2016 tarithinde dikim yeri hazirligr yapilmistir. 11.05.2016 tarihinde
bitkiler 3-4 gergek yaprakli asamadayken araziye dikim islemi gergeklestirilmistir.
Dikim sira {izeri mesafe 50 cm, sira aras1 mesafe ise 100 cm olacak sekilde yapilmistir.
Dikimden sonra bitkilere can suyu verilmistir. Sulama, damla sulama ile 2 giin
araliklarla yapilmistir. Bitkilerin arazide giibrelemesi ise gelisim donemine bagli olarak
yapilmistir. Dikim isleminden sonra yapanci ot durumuna gore c¢apalama islemi
yaptlmistir.  Bitkiler yeterli  biiyiikliige wulasinca bogaz doldurma islemi

gerceklestirilmistir.  Gerekli goriildiginde hastalik-zararlilara karsi  miicadeleler

yapilmugtir.

Sekil 3.3. Genotiplere ait fidelerin araziye dikimi



3.2.2. Morfolojik Karakterizasyon

Morfolojik karakterizasyon icin UPOV (Uluslararasi Yeni Bitki Cesitlerini

Koruma Birligi) kurallarinca belirlenmis olan 16 adet bitki 6zelligine, 14 adet meyve

ozelligine bakilmistir. Bu 6zellikler Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Morfolojik karakterizasyonda kullanilan bitkisel 6zellikler

Sira No Ozellikler

OCoOo~NOoOUTh WN P

13

14
15

16

Bitki Durusu

Bitki Boyu

Bitki Sap Uzunlugu

Sapta Antosiyanin Renklenmesi

Sapta Antosiyanin Renklenmesi Yogunlugu
Sapta Tiiyliiliik

Dal Bogum Arast Uzunlugu

Yaprak Biiyiikligi

Yaprak Kenar Sekli

Yaprak Kenarinda Dalgalanmanin Derecesi
Yaprakta Kabarciklanma

Yaprakta Dikenlilik

Yaprak Rengi

Hipokotilde Antosiyanin Renklenmesi
Hipokotilde Antosiyanin Renklenmesinin
Yogunlugu

Cicek Mor

Aciklamalar

Dik, Yar1 Dik, Yatik

Kisa, Orta, Uzun

Kisa, Orta, Uzun

Yok, Var

Hafif, Orta, Kuvvetli

Hafif, Orta, Cok

Kisa, Orta, Uzun

Kiiciik, Orta, Biiyiik

Biitiin, Disli, Dalgali

Hafif, Orta, Kuvvetli

Yok, Var

Yok, Hafif, Orta, Kuvvetli, Cok
Kuwvvetli

Yesil, Mavimsi Yesil, Menekse
Yesili

Yok, Var

Hafif, Orta, Kuvvetli

Agik, Orta, Koyu

Bitkisel 6zellikler gorsel olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.3. Morfolojik karakterizasyonda kullanilan meyvesel 6zellikler

Sira No Ozellikler

O©Coo~No ok, wN R

Meyve Uzunlugu

Meyve Cap1

Meyve Genel Sekli

Meyve Ug Sekli

Meyvede Egrilik

Ticari Hasattaki Kabuk Rengi
Meyvede Cizgilerin Durumu
Meyvede Cizgilerin Yogunlugu
Meyvede Damarlilik

Cigek Zarfinda Antosiyanin Renklenmesi
Meyve Et Rengi

Meyve Agirhigi

Meyve Eti Sertligi

Meyvede Tohum Durumu

Aciklamalar

Sayisal Veri

Sayisal Veri

Armut, Beyzi, Kiire, Silindirik
Sivri, Yar1 Sivri, Yuvarlak
Yok, Orta, Cok

Leylak, Mor, Siyah

Yok, Var

Az, Orta, Cok

Yok, Var

Hafif, Orta, Cok
Beyazimsi, Yesilimsi
Sayisal Veri

Sayisal Veri

Az, Orta, Cok
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Meyve uzunlugu: Kumpas yardimiyla mm cinsinden 6l¢tilmiistiir.
Meyve capi: Kumpas yardimiyla mm cinsinden 6l¢tilmiistiir.

Meyve genel sekli: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyve ug¢ sekli: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyvede egrilik: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Ticari hasattaki kabuk rengi: Gorsel olarak degerlendirilmistir.
Meyvede cizgilerin durumu: Gorsel olarak degerlendirilmistir.
Meyvede cizgilerin yogunlugu: Gorsel olarak degerlendirilmistir.
Meyvede damarhhk: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Cicek zarfinda antosiyanin renklenmesi: Gorsel olarak degerlendirilmistir.
Meyve et rengi: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Meyve agirhgi: Hassas terazi yardimiyla g cinsinden ol¢tilmiistiir.
Meyve eti sertligi: Penetrometre yardimiyla kg/cm2 olarak Ol¢lilmiistiir.

Meyvede tohum durumu: Gorsel olarak degerlendirilmistir.

Morfolojik karakterizasyondan elde edilen verilerin analizi ve dendrogramlarin

degerlendirilmesinde asagida belirlenen kriterler kullanilmistir.

Bitki durusu: (3) Dik, (5) Yar Dik, (7) Yatik
Bitki boyu: (3) Kisa, (5) Orta, (7) Uzun

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

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

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

Yaprak buiytikliigi: (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
Hipokotilde antosiyanin renklenmesi: (1) Yok, (2) Var

Hipokotilde antosiyanin renklenmesinin yogunlugu:(3) Hafif, (5) Orta, (7) Kuvvetli
Cigek mor rengi: (3) Agik, (5) Orta, (7) Koyu

Meyve uzunlugu: Sayisal veri

Meyve capt: Sayisal veri

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

Meyve ug sekli: (3) Sivri, (5) Yart sivri, (7) Yuvarlak

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

Ticari hasattaki kabuk rengi: (3) Leylak, (5) Mor, (7) Siyah

Meyvede ¢izgilerin durumu: (1) Var, (2) Yok

Meyvede ¢izgilerin yogunlugu: (3) Az, (5) Orta, (7) Cok

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

Cicek zarfinda antosiyanin renklenmesi: (3) Hafif, (5) Orta, (7) Cok
Meyve et rengi: (1) Beyazimsi, (2) Yesilimsi

Meyve agirligi: Sayisal veri

Meyve eti sertligi: Sayisal veri

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

3.2.3. Molekiiler Karakterizasyon

Molekiiler karakterizasyonda PCR’a dayali ISSR ve SRAP markir analiz yontemi

kullanilmastir.
3.2.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin Doyle ve Doyle (1990) tarafindan bildirilen CTAB ydntemi

kullanilmistir. Bu yonteme gore;
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62°C sicakliga su banyosu 6nceden hazirlanir.

2 ml’lik tiiplerde 30 mg geng¢ bitki dokusu doku parcalayicida pargalanir ve

tizerine 1,2 ml ektraksiyon buffer1 eklenir.
62°C°de 30-60 dk boyunca inkubasyon yapilir, ara sira ters-diiz edilir.

300 pl cloroform: octanol (24: 1 volume) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga ters-diiz

yaparak karistirilir (100 defa).
14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir.
Sulu kismu1 pipetle ¢ekerek baska temiz 2 ml’lik bir tiipe aktarilir.

500 pl cloroform: octanol (24:1volume) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasca ters-diiz

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

2. kez 500 pl cloroform: octanol (24: 1 volume) ¢ozeltisi ilave edilir ve yavasga

ters-diiz yaparak karigtirilir (100 defa).
14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir.
Sulu kism1 pipetle ¢ekerek baska temiz 2 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 —20°C’de bekletilir.

14.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir ve s1vi kismi uzaklagtirilir.

Kalan beyaz ¢okeltinin iizerine 500 pl yikama ¢ozeltisi (%76 EtOH, 10 mM

amonyum asetat) ilave edilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
14000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilir ve s1v1 kism1 uzaklastirlir.
Beyaz ¢okelek tamamen kuruyuncaya kadar ¢eker ocakta bekletilir.

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

Cokelti tamamen ¢oziinene kadar oda sicakhiginda gece boyunca veya 65 °C’de

60 dk boyunca bekletilir.
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19. 10 pug/ml son konsantrasyonda olacak sekilde RNAse ilave edilir ve 37 °C’de 30
dk inkube edilir.

20. 200 pl TE ve 15 ul amonyum asetat (10 mM, pH 7,7) ilave edilir. Son olarak
cozelti lizerine 2 hacim kadar soguk etanol ilave ettikten sonra 20 dk veya gece

boyunca —20 °C’de bekletilir.

21. 14000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilir ve sulu kisim dikkatlice doktiikten sonra
havada ¢okelek iyice kurutulur.

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

L \’JJ'

Sekil 3.4. DNA izolasyon asamasi
Elde edilen DNA’larin kalitesini belirlemek amaciyla DNA’lar % 2’lik agaroz jelde 110

voltta 2 saat siireyle yiiriitiilmiis ve genotiplere ait konsantrasyonlar belirlenmistir.

Bate TRRTERE

b — — b i et e b o e

" 8' .“' m"“*'

R . L

Sekil 3.5. DNA’larin DNA kontrolii i¢in agaroz jeldeki goriintiisti
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3.2.3.2. ISSR Yontemi ve Kullanilan Primerler

ISSR yonteminde 16 adet primer testlenmistir. Bu primerlerden 10 tanesinden goriintii

alinmistir. Calisan primerler Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Molekiiler karakterizasyonda kullanilan ISSR primerleri ve primer agilimi

Sira No Primer Adi
VHVGTG7
CAC3GC
CABAC
TCC5RY
HVHTCC?7
GAAG6
GACA4
BDBCA7C
AGS8T

0 GT8YA

P OO ~NOoO OIS, WN -

Primer Acilimi 5'-3"
HVVGTGTGTGTGTGTGTG
CACCACCACGC
CACACACACACAAC
TCCTCCTCCTCCTCCRY
HVHTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCC
GAAGAAGAAGAAGAAGAA
GACAGACAGACAGACA
BDBCACACACACACACAC
AGAGAGAGAGAGAGAGT
GTGTGTGTGTGTGTGTYA

PCR bilesenleri ve PCR dongiileri Uzun vd. (2009)’ nin kullandigi PCR yontemi

optimize edilerek kullanilmistir.

Toplam hacim 20 pl olacak sekilde, 30 ng Template DNA, 1U Taqg DNA polimeraz
enzimi, 0.25 mM her bir ANTP, 1 uM primer, 1.5 ul 10X PCR buffer, 1.5 mM MgCl, ve
H>0 kullanilarak PCR bilesenleri hazirlanmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan ISSR i¢in PCR dongiisii

Sicakhik
94 °C
94 °C
53°C
72°C
72°C
4°C

Siire
3dk
1 dk
50 sn
2dk
7dk

o0

Dongii sayisi
1

35

35

35

1

1

3.2.3.3. SRAP Yontemi ve Kullanilan Primerler

SRAP yonteminde de 32 adet primer ¢ifti testlenmistir. Testlenen primer ¢iftlerinden 10

tanesi sonug vermistir. Calisan primer ciftleri Cizelge 3.6’da mevcuttur.
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Cizelge 3.6. Molekiiler karakterizasyonda kullanilan SRAP primer ¢iftleri ve agilimlari

Sira No Primer Adi Primer Acilimi 5°-3°

1 Em2-Me4 GACTGCGTACGAATTTGC - TGAGTCCAAACCGGACC
2 Em2-Me5 GACTGCGTACGAATTTGC — TGAGTCCAAACCGGAAG
3 Em2-Mell GACTGCGTACGAATTTGC — TGAGTCCAAACCGGAAC
4 Em2-Mel2 GACTGCGTACGAATTTGC - TGAGTCCAAACCGGAGA
5 Em3-Me2 GACTGCGTACGAATTGAC - TGAGTCCAAACCGGAGC
6 Em6-Me2 GACTGCGTACGAATTGCA - TGAGTCCAAACCGGAGC
7 Em6-Me4 GACTGCGTACGAATTGCA - TGAGTCCAAACCGGACC
8 Em8-Mel GACTGCGTACGAATTCAC — TGAGTCCAAACCGGATA
9 Em8-Me2 GACTGCGTACGAATTCAC - TGAGTCCAAACCGGAGC
10 Em14-Me4 GACTGCGTACGAATTCTT — TGAGTCCAAACCGGACC

Yine ISSR yonteminde oldugu gibi toplam hacim 20 pl olacak sekilde, 30 ng Template
DNA, 1U Taq DNA polimeraz enzimi, 0.25 mM her bir dNTP, 1 uM primer, 1.5 ul 10X
PCR buffer, 1.5 mM MgCl, ve H,O kullanilarak PCR bilesenleri hazirlanmistir (Cizelge
3.7)

Cizelge 3.7. Calismada kullanilan SRAP i¢in PCR dongiisii

Sicakhik Siire Dongii sayisi
95°C 3dk 1

94°C 45sn 5

35°C 1dk 5

72°C 1 dk 5

94°C 45sn 35

50°C 1dk 35

72°C 1dk 35

72°C 5sn 1

4°C 0 1

3.2.3.4. DNA Goriintiileme

Her iki yontemde de PCR ¢alismalarindan elde edilen PCR fiiriinlerine 3 ul yiikkleme
buffer1 (20 ml gliserol (% 40), 30 ml steril su, 0.05 g bromofenolblue) eklenerek elde
edilen karisim % 2.5’lukagaroz jele yiiklenerek 110 V elektrik akimi altinda 3 saat
siireyle kosturulmustur. Agaroz jelin hazirlanmasinda 1X TAE buffer1 kullanilmis ve
igerisine 25 pl (0.5 mg/ml) etidium bromide ¢ozeltisi eklenmistir. Her elektroforez
isleminde 100 bp DNA Ladder standart olarak yiiklenmistir. Elektroforez isleminden
sonra jeller bilgisayara bagli olan jel goriintiilleme cihazina alinarak UV altinda jel

gorintiileri bilgisayara kaydedilmistir.
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3.2.4. Verilerin Analizi

Morfolojik karakterizasyon i¢in incelenen ozellikler yukarida agiklandigir gibi deger
verilmis ve NTSYS (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-
peversion 2.11, Exeter Software, Setauket, N.Y.,USA, Rohlf, 2000) bilgisayar paket
programinda analiz edilmistir. Benzerlik indeksleri DICE (1945) yontemine gore
hesaplanmis ve dendrogram UPGMA (Unweighted Pair-Group Method With

Arithmetic Average) metoduna gore olusturulmustur.

Molekiiler calismalarda elde edilen tiim jel goriintiilerinde bantlar var (1) ve yok (0)
seklinde skor edilerek bunlarin dosyalart olusturulmustur. Her markir sisteminin verileri
ayr1 ayr1 analiz edilmis ve degerlendirilmistir. Elde edilen bu veriler NTSYS (Numerical
Taxonomy Multivariate Analysis System, NTSYS-pcversion 2.11, Exeter Software,
Setauket, N.Y.,USA, Rohlf, 2000) bilgisayar paket programinda analiz edilmistir.
Benzerlik indeksleri DICE (1945) yontemine gore hesaplanmis ve dendrogram UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method With Arthmetic Average) metoduna gore
olusturulmustur. UPGMA metodu diger metotlara gore genotipler arasindaki iligkileri

ortaya koymakta daha bagaril1 olarak gosterilmistir.
3.2.5. Primerlerin Polimorfizm Oranlarimin Saptanmasi

Primerlerin polimorfizm oranlar1 belirlenirken asagida yer alan formiil uygulanmistir.

Polimorfik bant sayisi

Polimorfizm orani= x100
Toplam bant sayis:

3.2.6. Doku Kiiltiirii Calismalar:
3.2.6.1. Cicek Tomurcuklarinin Toplanmasi

Anter kiiltiirii i¢in elverisli olan tek c¢ekirdekli ve 1. polen mitozu asamasindaki
mikrosporlar1  bulunduran morfolojik gelisme donemine sahip tomurcuklar
kullanilmistir. Buna gore patlicanlarda uygun donemdeki tomurcuklarin tomurcuk
uzunlugunun 15-17 mm oldugu, petallerin sepal ayrim seviyesine ulastigi ve anter

renginin yesilimsi sar1 oldugu asamadaki tomurcuklar kiiltiire alinmastir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Anter kiiltiirii icin uygun déonemdeki patlican tomurcuklari

3.2.6.2. Besin Ortamlarimin Bilesimi

Dumas de Vaulx ve ark. (1982)’nin onerdigi C (callus) ve R (regeneration) ortam
bilesimleri ¢alismada kullanilan besin ortam1 olmustur. Ortamlarin tiimii agar (%0,8) ile
katilastirilmistir. Cigek tomurcuklarindan izole edilen anterler 6nce C ortamina alinmais;
gelisme gosteren anterler 0,1 mg/l kinetin iceren R ortamina transfer edilmistir. (C
ortam1 %12 sakkaroz, 5 mg/l 2,4D ve 5 mg/l kinetin igermektedir. R ortami ise 0.1 mg/l

kinetin ve %12 sakkaroz icermektedir.)
3.2.6.3. Kiiltiire Alma ve inkiibasyon

Uygun donemdeki c¢icek tomurcuklarmin sterilizasyonunda, ¢igek tomurcuklart %
70’lik ethanol ’da 1 dakika tutulmus ve steril saf su ile durulanmistir. Ardindan birkag
damla Tween-20 damlatilmis % 10’luk ticari sodyum hipoklorit icerisinde 15 dakika
tutulduktan sonra en az 3 defa steril saf sudan gecirilmistir. Anterler, ¢igek tomurcuklari
igerisinden bistiiri ve bir pens yardimiyla ¢ikarilmis ve bekletilmeden besin ortami
iizerine, dorsal yiizeyi ortamla temas edecek bi¢imde ve ortama batirilmaksizin
yerlestirilmistir. Dikim islemi tamamlanan petri kutularinin kenarlar1 stre¢ film ile

kapatilmistir. Anter dikimi tamamlanan petri kutular karanlikta, +35 °C’de yiiksek
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sicaklik sokuna tabi tutulmus, 8 giin bu kosullarda bekletildikten sonra 12. giiniin
sonuna kadar +25+2 °C sicaklik ve 16 saatlik fotoperiyodik diizene ayarlanmig iklim
odasina alinmistir. Anterler 12. giinden sonra R ortamina aktarilmistir. Anterler bu
ortamda iklim dolabinda +25+2 °C sicaklik ve 16 saat giin uzunlugunda gelismeye

brrakilmistir.

Sekil 3.7. Anterlerin ortamlara ekim agamasi



4. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Morfolojik Karakterizasyon Calismalari
4.1.1. Bitkisel Ozelliklere Ait Bulgular

Calismada kullanilan genotiplerin bitkisel 6zelliklerine ait bulgular Cizelge 4.1°de

verilmigtir. Elde edilen bulgulara gore;

Bitki durusu bakimindan 4 genotip dik, 14 genotip yar1 dik, 14 genotip ise yatik gelisim
gostermistir. Bitki boyu bakimindan 16 genotip kisa boylu, 12 genotip orta boylu, 4
genotip uzun boylu bulunmustur. Bitki sap uzunlugu olarak 16 genotip kisa sapl, 14
genotip orta sapli, 2 genotip ise uzun sapli bulunmustur. Sapta antosiyanin renklenmesi
olarak 2 genotipte sapta antosiyanin renklenmesi goriilmezken 30 genotipte renklenme
oldugu goriilmiistiir. Bu 30 genotipten 25’inde antosiyanin renklenmesi yogunken 5
genotipte hafif oldugu goriilmiistiir. Calismada kullanilan 32 genotipten 15’inde sapta
tily durumu orta dereceyken geriye kalan 17 genotipte hafif tliylenme goriilmiistiir.
Bogum aras1 uzunlugu 14 genotipte kisa, 4 genotip ’de uzun, 14 genotipte ise orta
derecede bulunmustur. Caligmada 3 genotipin biliylik yapraga, 17 genotipin kiiciik
yapraga ve 12 genotipin orta biiyiikliikte yapraga sahip oldugu bulunmustur. Yaprak
kenar1 3 genotipte disli yapiya sahipken geriye kalan genotiplerde dalgali yap1 oldugu
gorilmiistiir. Yaprak kenar1 dalgali yapiya sahip genotiplerden dalgalanma 5 genotipte
kuvvetli, 10 genotipte hafif, 14 genotipte orta derecede bulunmustur. Yapilan gozlemler
sonucu calisilan genotiplerin higbirinde yaprakta kabarciklanma ve dikenlenme
goriilmemistir. Yaprak rengi bakimindan 4 genotip yesil renge sahipken geriye kalan
genotiplerin yaprak rengi mavimsi yesil bulunmustur. Hipokotilde antosiyanin
renklenmesi sadece 2 genotipte goriilmezken geriye kalan biitlin genotiplerde renklenme

olmustur. Renklenme olan genotiplerden 2’sinde renklenme hafifken digerlerinde orta
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derecededir. Cigek rengi bakimindan 28 genotip agik mor renkte bulunurken 4 genotip

orta morlukta bulunmustur.
4.1.2. Meyve Yapisi ile ilgili Bulgular

Calismada ele alinan genotiplerin meyvesel 6zelliklerine ait bulgular Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Calismada genotiplere ait meyve uzunlugu 79.44 mm ile 243.77 mm arasinda
bulunmustur. Meyve capt ise 38.01 mm ile 59.67 mm arasinda Olclilmiistiir. Meyve
sekli bakimindan tiim genotiplerin silindirik yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Meyve
uc sekli 23 genotipte yart sivri, 9 genotipte ise yuvarlak olarak bulunmustur. Calismada
kullanilan genotiplerin 10 tanesinde egrilik goriilmezken 18 tanesinde orta derecede
egri, 4 genotipin ise ¢ok egri oldugu bulunmustur. Genotiplerin ticari hasattaki kabuk
rengi 3 genotipte siyah renkliyken 16 genotipte leylek renginde 13 genotipte ise mor
renkte oldugu gorilmistiir. Calismada kullanilan genotiplerin 3 tanesinde meyve
tizerinde ¢izgilerin olmadig1 goriiliirken diger genotiplerin ¢izgili yapiya sahip oldugu
bulunmustur. Cizgili yapiya sahip genotiplerin 16 tanesinde c¢izgiler orta derecede, 5
genotipte az, 8§ genotipte ¢cok bulunmustur. Calismada ele alinan genotiplerin higbirinde
meyvede damarlilik goriilmemistir. Ayrica tiim genotiplerde cigek zarfinda antosiyanin
renklenmesinin hafif oldugu gozlemlenmistir. Meyve et rengi bakimindan iki renk
bulunmustur. 3 genotip yesilimsi et rengine sahipken diger genotipler beyazimsi et
rengine sahiptir. Genotiplerin meyve agirligi 68.08 g ile 211.26 g arasinda degismistir.
Meyve eti sertligi ise 2.96 kg/cm? ile 5.52 kg/cm? arasinda bulunmustur. Meyve tohum
durumu bakimindan 21 genotip az tohumlu, 8 genotip ¢ok tohumlu, 3 genotip ise orta

derecede tohumlu bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Genotiplerin bitkisel 6zelliklerine ait bulgular
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Bitki by, s Sapta S D,al Yaprak Yaprak HipokotildeA Hipokotilqu Cicek
itki Bitki | Bitki Sap = . Antosiyanin Sapta Bogum Yaprak Kenarinda Yaprakta Yaprakta - P ntosiyanin
G . Durusu Boyu | Uzunlugu Ant03|yan|n_ Renklenmesi | Tiyliiliik Arasi Biyiikliigii Kena.r Dalgalanma | Kabarciklanma | Dikenlilik Yaprak Rengi ntostyanin Renklenmesi Mor.
enotip Renklenmesi Yogunlugu Uzunlugu Sekli Derecesi Renklenmesi Yogunlugu Rengi
ERU-949 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgalt Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Acgik
ERU-950 Dik Uzun Orta Yok | @ - Hafif Kisa Biiyiik Digi | - Yok Yok Yesil Yok | @ - Agik
ERU-951 Yar1 Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Uzun Orta Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-952 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgalt Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Acgik
ERU-953 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Acgik
ERU-954 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-955 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-956 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Orta Dalgali Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-957 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgalt Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-961 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Orta Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-964 Dik Uzun Orta Yok | - Hafif Uzun Biiyiik Digi | - Yok Yok Yesil Yok | - Agik
ERU-1255 Dik Uzun Uzun Var Hafif Orta Uzun Orta Digi | - Yok Yok Yesil Var Hafif Agik
ERU-1256 Dik Uzun Uzun Var Kuvvetli Hafif Uzun Biiyiik Dalgali Kuvvetli Yok Yok Yesil Var Hafif Agik
ERU-3000 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3001 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3002 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3003 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3004 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3005 | Yar Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Orta Orta Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3006 | Yar Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3007 | Yar Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3008 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3009 | Yan Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Orta Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3010 | Yan Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3011 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3012 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3013 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3014 | Yar Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3015 | Yar Dik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3016 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3017 | Yan Dik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Kisa Orta Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3018 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Orta Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
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Bitki Bitki | Bitki Sap Sapta - Antiz?;/f:\nin Sapta B(I)Dg;illm Yaprak Yaprak KZr?f;ilfia Yaprakta Yaprakta . Hipok_otil(?eA H;‘:ﬁ?&:ﬁ? Cigek

Genoi Durusu Boyu | Uzunlugu Ant05|yan|n_ Renklenmesi | Tiyliiliik Arast Biiyiikligi Kena_r Dalgalanma | Kabarciklanma | Dikenlilik Yaprak Rengi ntosiyanin Renklenmesi Mor.
enotip Renklenmesi Sogunlugy Ui Sekli Derecesi Renklenmesi Yogunlugu Rengi
ERU-949 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgalt Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-950 Dik Uzun Orta Yok | - Hafif Kisa Biiyiik Digi | - Yok Yok Yesil Yok | - Acgik
ERU-951 Yar1 Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Uzun Orta Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Acgik
ERU-952 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgalt Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-953 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-954 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Acgik
ERU-955 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-956 Yar1 Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Orta Dalgalt Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-957 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgali Kuvvetli Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-961 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Orta Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-964 Dik Uzun Orta Yok | @ - Hafif Uzun Biiyiik Digi |  ----- Yok Yok Yesil Yok | - Agik
ERU-1255 Dik Uzun Uzun Var Hafif Orta Uzun Orta Digi |  ----- Yok Yok Yesil Var Hafif Agik
ERU-1256 Dik Uzun Uzun Var Kuvvetli Hafif Uzun Biiyiik Dalgali Kuvvetli Yok Yok Yesil Var Hafif Agik
ERU-3000 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3001 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3002 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3003 Yatik Kisa Kisa Var Hafif Hafif Kisa Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3004 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3005 | Yan Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Orta Orta Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3006 | Yar Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3007 | Yan Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Kiigiik Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3008 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3009 | Yar Dik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Orta Orta Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3010 | Yar Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Orta Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3011 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgalt Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Atk
ERU-3012 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3013 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3014 | Yan Dik Kisa Kisa Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3015 | Yan Dik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Orta Orta Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3016 Yatik Kisa Kisa Var Kuvvetli Orta Kisa Kiigiik Dalgali Orta Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3017 | Yar Dik Orta Orta Var Kuvvetli Hafif Kisa Orta Dalgali Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik
ERU-3018 Yatik Orta Orta Var Kuvvetli Orta Kisa Orta Dalgalt Hafif Yok Yok Mavimsi Yesil Var Orta Agik




Cizelge 4.2. Genotiplerin meyve yapisi ile ilgili bulgular

G . Meyve Meyve Meyve | Meyve U¢ | Meyvede nggitgki I\{Ieyyec{e N'Iey.ved.e Meyvede Cigek Z_arfu}da Meyve Et | Meyve | Meyve Eti Meyvede
enotip - . . o Cizgilerin | Cizgilerin Antosiyanin - <0 o Tohum
Uzunlugu | Capr |Genel Sekli Sekli Egrilik Kabu!( Durumu | Yosunlugu Damarhhk Renklenmesi Rengi Agirhgr | Sertligi Durum
Rengi s s
ERU-949 91,61 46,19 | Silindirik | Yari Sivri Yok Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi | 117,93 4,86 Cok
ERU-950 211,63 48,85 | Silindirik | Yari Sivri Orta Siyah Yok Yok Hafif Yesilimsi | 153,97 3,05 Az
ERU-951 152,56 52,56 Silindirik | Yari Sivri Orta Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazims1 | 203,5 4,43 Az
ERU-952 118,52 45,62 | Silindirik | Yart Sivri Yok Mor Var Cok Yok Hafif Beyazimsi | 115,03 4,01 Orta
ERU-953 128,11 59,67 Silindirik | Yari Sivri Orta Mor Var Orta Yok Hafif Beyazimsi1 | 191,76 3,86 Cok
ERU-954 109,8 45,99 Silindirik | Yuvarlak Yok Mor Var Cok Yok Hafif Beyazimsi | 121,46 4,29 Az
ERU-955 79,44 38,01 Silindirik | Yuvarlak Orta Leylak Var Az Yok Hafif Beyazimsi | 68,08 3,33 Cok
ERU-956 102,6 47,03 | Silindirik | Yari Sivri Orta Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi1 | 107,83 3,92 Cok
ERU-957 114,34 47,47 Silindirik | Yar1 Sivri Cok Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi | 128,2 4 Cok
ERU-961 117,57 57,9 Silindirik | Yar Sivri Orta Mor Var Cok Yok Hafif Beyazimsi | 183,35 4,01 Az
ERU-964 146,69 52,94 | Silindirik | Yar Sivri Yok Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi1 | 166,91 4,21 Cok
ERU-1255 194,6 48,78 | Silindirik | Yari Sivri Orta Siyah Yok Yok Hafif Yesilimsi | 164,8 2,96 Az
ERU-1256 243,77 50,13 Silindirik | Yar Sivri Orta Siyah Yok Yok Hafif Yesilimsi | 211,26 3,02 Az
ERU-3000 121,4 47,29 Silindirik | Yar Sivri Yok Mor Var Orta Yok Hafif Beyazimsi | 124,66 4,27 Cok
ERU-3001 109,28 41,64 Silindirik | Yar1 Sivri Yok Mor Var Cok Yok Hafif Beyazimsi1 | 103,36 5,48 Az
ERU-3002 108,71 47,96 Silindirik | Yar Sivri Orta Mor Var Az Yok Hafif Beyazimsi 98,67 4,27 Orta
ERU-3003 116,22 53,6 Silindirik | Yar Sivri Orta Mor Var Orta Yok Hafif Beyazims1 | 130,97 4,46 Orta
ERU-3004 123,34 51,99 Silindirik | Yuvarlak Orta Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi | 125,6 4,14 Az
ERU-3005 140,1 53,3 Silindirik | Yari Sivri Orta Mor Var Orta Yok Hafif Beyazimsi | 156,63 3,79 Az
ERU-3006 143,83 54,55 Silindirik | Yar Sivri Orta Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi 162,4 3,3 Az
ERU-3007 133,27 54,07 Silindirik | Yar Sivri Orta Leylak Var Cok Yok Hafif Beyazims1 | 149,03 412 Az
ERU-3008 115,64 49,15 | Silindirik | Yari Sivri Yok Mor Var Az Yok Hafif Beyazimsi1 | 118,26 3,89 Az
ERU-3009 106,67 48,79 Silindirik | Yuvarlak Yok Leylak Var Az Yok Hafif Beyazims:1 | 100,83 4,54 Az
ERU-3010 108,35 50,75 Silindirik | Yuvarlak Yok Mor Var Orta Yok Hafif Beyazims1 | 117,6 4,85 Az
ERU-3011 135,19 56,55 | Silindirik | Yar Sivri Orta Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi1 | 180,26 4,29 Az
ERU-3012 134,67 52,79 Silindirik | Yuvarlak Orta Leylak Var Cok Yok Hafif Beyazimsi1 | 126,83 3,27 Az
ERU-3013 111,68 51,02 Silindirik | Yuvarlak Cok Mor Var Cok Yok Hafif Beyazims1 | 123,16 3,42 Az
ERU-3014 127,66 48,95 Silindirik | Yuvarlak Yok Mor Var Az Yok Hafif Beyazimsi | 103,53 5,52 Az
ERU-3015 112,98 46,78 Silindirik | Yart Sivri Cok Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi 94,1 3,55 Az
ERU-3016 117.,4 48,78 Silindirik | Yar Sivri Orta Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi 110,6 3,36 Az
ERU-3017 145,23 53,94 Silindirik | Yuvarlak Orta Leylak Var Orta Yok Hafif Beyazimsi 157 4,06 Az
ERU-3018 113,93 58,52 Silindirik | Yar Sivri Cok Leylak Var Cok Yok Hafif Beyazims1 | 158,81 4,14 Cok
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ERU-3016
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Sekil 4.2. Patlican genotiplerine ait meyveler
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4.1.3. Morfolojik Karakterizasyon Verilerinin Analizi ve Dendrogramlarin

Degerlendirilmesi

Morfolojik karakterizasyon igin incelenen ozellikler NTSYS (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.11, Exeter Software, Setauket,
N.Y.,USA, Rohlf, 2000) bilgisayar paket programinda analiz edilmistir. Benzerlik
indeksleri DICE (1945) yontemine gore hesaplanmis ve dendrogram UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method With Arthmetic Average) metoduna gore
olusturulmustur. Dendrogram genel olarak incelendiginde -0,27 ile 0,84 aras1 benzerlik
ve iki ana grup elde edilmistir. Bu iki grup da kendi i¢inde iki ayr1 alt gruba ayrilmistir.
Birinci grubu kontrol gruplarina ait genotipler olustururken ikinci grubu Yamula
patlicanina ait genotipler olusturmustur. Dendrogram ‘da birbirine en yakin genotipler

ERU-3006 ve ERU-3007 bulunmustur (Sekil 4.3).

Topcu (2014), yaptigi yiiksek lisans tez calismasinda 100 adet patlican hattinin
morfolojik ve molekiiler karakterizasyonunu yapmistir. Morfolojik karakterizasyon igin
32 adet ozellige ait gozlem ve dl¢limler yapmistir. Calisma sonucunda genotiplerin 17
gruba ayrildigin tespit etmistir. Ayrica ¢alismada 53 hat mor, 34 hat koyu mor, 13 hat
acik mor ¢icek rengine sahip bulunmustur. Yaprak rengi bakimindan 73 hatt1 yesil, 13
hatt1 agik yesil, 14 hatti koyu yesil bulmustur. Yapilan gozlemler sonucunda 6 adet
meyve sekli, 8 adet meyve rengi tespit edilmistir. 32 hat uzun meyve sekline, 31 hat
orta, 15 hat kisa, 4 hat oval, 8 hat armudi ve 10 hat ise yuvarlak meyve sekline sahip
oldugu gozlemlenmistir. Meyve rengine bakilarak yapilan gozlem sonucunda 2 hat
pembe, 9 hat acik mor 56 hat mor, 27 hat siyah, 2 hat ¢izgili pembe, 1 hat yesil, 2 hat
beyaz ve 1 hat yesil mor oldugu tespit edilmistir. Meyve et rengi bakimindan yapilan
gozlem sonucunda 18 hat yesilimsi meyve et rengine, 49 hat yesilimsi krem, 3 hat
beyaz, 14 hat beyaz krem, 3 hat yesilimsi krem, 13 hat ise krem meyve et rengine sahip
oldugu belirlenmistir. Yapilan bu c¢alisma ile bizim c¢alismamiz benzerlik
gostermektedir. ki calisma arasindaki farkliliklarin sebebinin ise kullanilan cesitlerin

farklilik gostermesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.3. Morfolojik karakterizasyon verilerine ait dendrogram

4.2. Molekiiler Karakterizasyon Bulgular:
4.2.1. ISSR Markir Analizi

Calismada ele alinan genotiplerin birbirleriyle olan akrabalik iligkilerini belirlemek
amaciyla yapilan ISSR c¢alismalarinda toplam 16 adet primer kullanilmistir. Kullanilan
primerlerden 10 adeti goriintli vermistir. Calismada kullanilan primerlerden elde edilen
polimorfik bant uzunlugu 190 bg ile 1100 bg arasinda degisiklik gostermistir.
Primerlerden toplam 72 bant elde edilirken, primer basina diisen ortalama bant sayisi
7.2 olmustur. Elde edilen bantlarin 56 adedi polimorfik olarak saptanmis, polimorfik
bantlarin primer basina diisen ortalamasi 5.6 olarak hesaplanmistir. Caligmada

kullanilan ISSR primerlerinden sadece CAC3GC’de polimorfizm oram1 % 100° e
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ulagirken, en disiik polimorfizm oranm1 %60 degeri ile TCC5RY primerinde
bulunmustur. Diger primerlerden elde edilen oranlar bu degerler arasinda degismistir

(Cizelge 4.3).

Sekil 4.4. VHVGTG7primerine ait jel goriintiisii

Sekild.5. CAC3GCprimerine ait jel goriintiisii
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Cizelge 4.3.1SSR primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen polimorfizm tablosu

Primer Adi Primer Bant  Toplam Bant Polimorfik Bant Polimorfizm

Uzunlugu Sayisi Sayisi Oram (%)
VHVGTG7 250-1000 11 8 72.72
CAC3GC 300-900 7 7 100.00
CAGAC 400-950 7 5 71.42
TCC5RY 500-1000 5 3 60.00
HVHTCCY? 350-1100 7 5 71.42
GAAG 190-900 9 7 7177
GACA4 320-1100 8 7 87.50
BDBCA7C 290-850 9 7 7177
AGS8T 500-1000 4 3 75.00
GT8YA 310-750 5 4 80.00
Toplam - 72 56 -
Ortalama - 7.2 5.6 77.36

ISSR markir analizi sonucu elde edilen dendrogram incelendiginde 0.66 ile 0.99 arasi
benzerlik bulunmustur. Dendrogramda iki ana gruplanma bulunmustur. Bu iki grup da
kendi i¢inde ayr1 alt gruplara ayrilmigtir. Birinci grupta 5, 29, 31 numarali genotipler
(ERU-3008, ERU-3000, ERU-3002) yer alirken diger genotipler ikinci grupta
toplanmistir. Birbirine en yakin genotipler ise 3-6 (ERU 3006-ERU 3009), 17-18 (ERU
950-ERU 951) ve 22-23 (ERU 955-ERU 956) nolu genotipler bulunmustur (Sekil 4.6).

Ali ve vd. (2011), tarafindan yapilan bir ¢calismada Cin orijinli patlicanlarda ISSR ve
RAPD teknikleri kullanilarak bitki cesitliligi arastirilmistir.  Genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde RAPD markirlariin  ISSR - markirlarindan  daha  etkili  oldugu
belirlenmistir. Calismada 143 adet patlican genotipi analiz edilmis iki an grup ve 8 alt

grup elde edilmistir.

Tiwari vd. (2009), 19 adet gesit ve yerel genotiplerin yer aldigi1 ¢alismasinda kullanilan
29 RAPD primerinden 2’si gesitlerin ayrilmasinda yeterli olmustur. Yaptiklari
calismada elde ettikleri RAPD primerlerine ait bantlarin % 27.5’1, ISSR primerlerine ait
bantlarin ise %18,73’1 polimorfik bulunmustur. RAPD primerlerinden OPW 11 ve
OPX 07’nin, 19 ¢esidin ay1rt edilmesinde yeterli oldugunu bulmuslardir.
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Sekil4.6. ISSR markir analizi sonucu elde edilen dendrogram

4.2.2. SRAP Markir Analizi

Calismada SRAP markir analizi i¢in toplam 32 adet primer kullanilmistir. Bu
primerlerden 10 adedi ¢alismistir. Yapilan SRAP markir analizi sonucunda polimorfik
bant uzunlugu 100 bg ile 1200 bg¢ arasinda bulunmustur. Primerlerden toplam 67 bant
elde edilmis, primer basmna diisen ortalama bant sayist 6.7 olmustur. Elde edilen
bantlarin 51 adedi polimorfik olarak saptanmis, polimorfik bantlarin primer basina
diisen ortalamasi 5.1 olarak hesaplanmigstir. Polimorfizm orani ortalamasi ise %73.72

bulunmustur (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.7. Em2-Me4 primerine ait jel goriintiisii
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Sekil 4.8. Em2-Mel 1 primerine ait jel goriintiisii
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Cizelge 4.4. SRAP primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen polimorfizm
tablosu

Primer Ad1 Primer Bant  Toplam Bant Polimorfik Bant Polimorfizm

Uzunlugu Sayisi Sayisi Oran (%)
Em2-Me4d 120-1000 12 10 83.33
Em2-Me5 200-700 6 4 66.66
Em2-Mell 190-650 7 6 85.71
Em2-Mel2 150-900 8 6 75.00
Em6-Me2 160-1200 8 7 87.50
Em6-Me4 180-500 6 4 66.66
Em14-Me4 210-900 5 3 60.00
Em3-Me2 100-500 3 2 66.66
Em8-Mel 150-610 7 6 85.71
Em8-Me?2 150-610 5 3 60.00
Toplam - 67 51 -
Ortalama - 6.7 5.1 73.72

SRAP markir analizi sonucu 0.68 ile 0.99 arasi bir benzerlik bulunmustur.
Dendrogramda iki ana grup elde edilmistir. Bu iki grup da kendi i¢inde ayr1 alt gruplara
ayrilmistir. Birinci grupta 5, 7, 8, 14, 15, 25, 29, 31 numaral genotipler (ERU-3008,
ERU-3010, ERU-3011, ERU-3017, ERU-3018, ERU-961, ERU-3000, ERU-3002) yer
alirken diger genotipler ikinci grupta toplanmistir. Birbirine en yakin genotipler 11-16

(ERU 3014-ERU 949) nolu genotipler bulunmustur.

Li vd., (2010), yaptiklar1 ¢caligmada 55 SRAP primer kombinasyonunu 56 adet Solanum
tiriinde analiz etmislerdir. Calisma sonucunda 635 polimorfik bant elde etmislerdir.
Kiimeleme analizi sonucu 3 grup elde etmislerdir. Tiim katilimlar arasindaki genetik
benzerlik katsayilar1 0.04 ile 0.96 arasinda degismekte olup, S. melongena katilimlari
arasinda benzerlik katsayisi 0.78 olarak bulmuslardir. Yapilan bu calisma da bizim
calismamizi destekler niteliktedir. Bu sonuglar SRAP’1n genetik ¢esitliligi tahmin etmek
icin ve filogenetik iligkiyi analizlemek i¢in verimli sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.9. SRAP markir analizi sonucu elde edilen dendrogram

4.3. Doku Kiiltiirii Calismalar: Bulgular:

Calismada kullanilan genotiplerin anter kiiltiirline kars1 tepkilerini belirlemek i¢in
yapilan c¢alismanin sonuglari Cizelge 4.5’de verilmistir. Calismada her genotipten
120°ser adet anter C ortamina ekilmistir. Gelisme gosteren anterler R ortamina
aktarilmistir. Genotiplerden ERU-3008, ERU-3011 ve ERU-3016 nolu genotiplerde
anter gelisimi gozlenmezken diger genotiplerde gelisim goriilmiistiir. Geligim gosteren
anter oran1 % 3.33 (ERU-3009 ve ERU-3012) ile % 50 (ERU-961) arasinda degisim
gostermistir. Anter gelisimi gosteren genotiplerden 10 tanesinde embriyoya doniisiim
oldugu goriilmiistiir. Embriyo olusum oram en diisiik % 6.25 (ERU-3015), en yiiksek
ise % 37.5 (ERU-952) olarak bulunmustur. Calismada kullanilan kontrol gruplarina ait

genotiplerin higbirisinde embriyo olusumu goriilmemistir.

Salas ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada 8 adet S. melongena genotipi, 1 adet S.

incanum, 1 adet S. incanum X S. melongena melezi, 1 adet S. macrocarpon ve 1 adet S.
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aethioipicum genotipinin anter kiiltiirine tepkilerini belirlemeye ¢aligmislardir.
Calismanin sonucunda S. incanum hari¢ tiim genotiplerde % 12,5 ile % 45,8 arasinda
degisen oranlarda kallus olusumu gézlemlenmistir. Kallus olusumunun aksine embriyo
olusumu 12 genotipin sadece 5’inde goriilmiistiir. Embriyo olusum orani ise bu
genotiplerde % 0,7 ile % 60,9 arasinda degismistir. Bu embriyo olusumlarinin sadece S.
melongena 'yaait genotiplerde oldugu goriilmiistiir. Diger genotipler ve melez genotipte
ise sadece kallus olusumuna bir egilimin oldugu saptanmistir. Baska bir calismada
Doks6z (2015), 4’1 hibrit, biri lokal genotip olmak tizere 5 patlican genotipinin in vitro
uygulamalara bagli olarak embriyo olusturma yeteneklerini incelemistir. Calismada
Malkara F1, Cantali F1 ve Tatlican F1 genotiplerinde embriyo elde edilememistir. Bu
genotiplerde embriyo olusmamasi yaninda kallus olusumu da goriilmemistir. Denemede
Yamula ve Karabas F1 genotiplerinde uygulamalara bagli olarak degisen oranlarda
embriyo olusumu gerceklesmistir. Tiim uygulamalardan toplamda 161 embriyo ve 88
bitki elde etmistir. Denemede en yiiksek embriyo olusum orani1 % 25,55 (180 anterden
46 embriyoid) ile Yamula genotipinde goriilmiistiir. Bunlarin disinda en diisiik
embriyoid olusumu % 6,66 (180 anterden 12 embriyoid) ile Karabas F1 genotipinde elde
edilmistir. Anterden bitki rejenerasyon oranm1 % 0,55 ile % 15,15 arasinda
gerceklesmistir. 5 genotip ve 12 hibrit hattin, anter kiiltiirii kullanilarak androjenik
tepkisi i¢in test edildigi ¢alismada (Basay ve Ellialtioglu, 2013), ¢alismanin ilk yilinda
Topan ve Halepkarasi genotiplerinden sirasiyla % 2.49 ile % 4.49 embriyo olusumu
gozlemlenmistir. Yine ayni genotiplerde sirasiyla % 1.55 ile % 2.42 oraninda bitkiye
dontisiim gerceklesmistir. Diger 3 genotipte embriyo olusumu godzlemlenmemistir.
Calismanin ikinci yilinda Topan, Halep Karas1 ve Teorem F1 cesitlerinden ve Vd-1,
Vd-2 hatlarindan embriyo olusumu Topan genotipinde % 16, Halepkarasi genotipinde
% 2.63 oraninda bulunmustur. Vd-1 ve Vd-2 islah hatlarinda embriyoya doniisiim
goriilmemistir. Yine ayni1 genotiplerde sirasiyla % 3.33 ile % 1.32 oraninda bitkiye
dontisim gerceklesmistir. Calismada kullanilan genotip ve hatlardan elde edilmis
resiplokal melez bireylerde haploid embriyo olusumu Topan x Teorem F1 melezinde %
0.87, Teorem F1 x Topan melezinde % 2.57 oranlarinda tespit edilmistir. Yine ayni
melez bireylerde bitki olusum kombinasyonu sirasiyla %0.69 ile %2.57 olarak

bulunmustur.
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Yapilan bu ¢alismalar dikkate alindiginda anter kiiltlirlinde basar1 oranin etkileyen en
onemli faktdrlerden birinin genotip etkisi oldugu ortaya ¢ikmistir. Ozellikle meyve eti
sertligi yoniiyle 6n plana ¢ikan Yamula patlicaninin anter kiiltiiriine karsi olumlu
sonuglar verdigi goriilmiistiir. Bu sebeple Yamula patlicaninda in vitro dihaploidizasyon
etkinliginin artirilmasi i¢in besin ortami ve bitki bliylime diizenleyicilerinin kullanimi

Onerilebilir.

Cizelge 4.5. Calismada kullanilan genotiplere ait doku kiiltiirii bulgular

Genotip Ekilen Anter Gelisen Anter Gelisen Anter Embriyo Sayisi Embriyo
Sayisi Sayisi Oram (%) OlusumOran (%)

ERU-949 120 24 20 0 0
ERU-950 120 12 10 0 0
ERU-951 120 40 33.33 4 10
ERU-952 120 24 20 9 375
ERU-953 120 32 26.66 0 0
ERU-954 120 48 40 5 10.41
ERU-955 120 48 40 0

ERU-956 120 52 43.33 0

ERU-957 120 48 40 7 14.58
ERU-961 120 60 50 5 8.33
ERU-964 120 8 6.66 0 0
ERU-1255 120 8 6.66 0 0
ERU-1256 120 12 10 0 0
ERU-3000 120 36 30 3 8.33
ERU-3001 120 40 33.33 3 7.5
ERU-3002 120 28 23.33 0

ERU-3003 120 12 10 0

ERU-3004 120 28 23.33 5 17.85
ERU-3005 120 12 10 0

ERU-3006 120 8 6.66 0 0
ERU-3007 120 32 26.66 5 15.62
ERU-3008 120 0 0 0 0
ERU-3009 120 4 3.33 0 0
ERU-3010 120 12 10 0 0
ERU-3011 120 0 0 0 0
ERU-3012 120 4 3.33 0 0
ERU-3013 120 20 16.66 0 0
ERU-3014 120 24 20 0 0
ERQ-3015 120 48 40 3 6.25
ERU-3016 120 0 0 0 0
ERU-3017 120 44 36.66 0 0
ERU-3018 120 12 10 0 0




Sekil 4.10. Anterlerin embriyoya doniisiimii ve haploid bitkilerin aklimatizasyonu

43



5. BOLUM

SONUC VE ONERILER

Bu calisma o6zellikle sert meyve eti ile 6n plana ¢ikan, Kayseri ili ve g¢evresinde
yetistiriciligi yapilan Yamula patlicaninin bdlgeye yeniden kazandirilmasit ve yok
olmasinin Oniine ge¢gmek amaciyla s6z konusu genotiplerde akrabalik dereceleri
belirlenmis ve in vitro kosullarda tepkilerine bakilmistir. Arastirmada 28 adet Yamula
patlicani, 3 adet Kemer patlican1 ve 1 adet Manisa patlican1 genotiplerinde morfolojik
ve molekiiler karakterizasyon yapilmistir. Calisma sonucunda Yamula patlicani
genotipleri arasinda kayda deger bir farklilik goriilmiistiir. Bu farkliligin sebebinin
yetistiriciligi yapilan bolgede tohumlarin ¢iftgilerin kendilerinin temin etmesinden

kaynakl1 agilimdan oldugu diisiiniilmektedir.

Caligmada molekiiler tanimlama ydntemlerinden ISSR ve SRAP markdr yontemleri
kullanilarak genotiplerin genetik benzerlikleri belirlenmistir. 16 adet ISSR primeri ve 32
adet SRAP primer kombinasyonu ile 6n tarama yapilmis ve her iki markir yonteminden
de 10’ar adet primer sonu¢ vermistir. ISSR markor yonteminde en yiiksek polimorfizm
oran1 % 100 elde edilirken toplam 72 bant’in 56’ s1 polimorfik bulunmugstur. SRAP
yonteminde ise en yiiksek polimorfizm orani % 87.50 olarak bulunustur. SRAP
tekniginde toplam 67 banttan 51’ 1 polimorfik bulunmustur. Caligma sonucunda hem
ISSR hem de SRAP tekniginin basarili sekilde yiiriitiildiigii ve bu tekniklerin sonraki

calismalarda kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.

Calismada ayrica s6z konusu genotiplerin anter kiiltiiriine tepkilerini belirlemek i¢in her
genotipten 120 adet anter besin ortamlarina alinmistir. Anter gelisimi gosteren
genotiplerden 10 tanesinde embriyoya doniisiim oldugu gortlmiistiir. Embriyo olusum
oran1 en diisiik % 6.25 ile ERU-3015 nolu genotip *de goriiliirken, en yiiksek % 37.5 ile
ERU-952 nolu genotip‘de bulunmustur. Yapilan bu calisma sonucunda Yamula

patlicaninin anter kiiltlirline kars1t olumlu sonuclar verdigi goriilmiistiir. Ayrica her
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genotipe uygun besin ortaminin belirlenmesiyle yapilabilecek bir calisma ile de bu

basari arttirilabilecek niteliktedir.
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