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ONSOZ

Patlican (Solanum melongena) Akdeniz Bolgesi, Cin, Hindistan ve Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde ekonomik
Oneme sahip olan tarimsal bir bitkidir. Glinliik diyetin 6nemli komponentleri olan vitamin, mineral ve lif igerigi
bakimindan 6nemli gidasal katkisina ek olarak, patlican ve yabani turleri antioksidant etkiye sahip tibbi nitelikli
molekilleri igermektedir. Biitiin bu olumlu 6zelliklerine ragmen patlican bitkisi genetik ve molekiiler ¢aligmalar
acisindan Solanaceae ailesi igerisinde enaz calisilan bir tiir durumundadir. Ancak, son zamanlarda degisik ¢aligma
alanlar1 bakimindan patlican ve yabani tiirlerinin popiileritesi artmaya baglamistir. Bu projede ise patlican bitkisi
kiyaslamali genom analizleri i¢in model bir tiir olarak ele alimmustir. Bu kapsamda patlican i¢in yiiksek ¢ozliniirliikte
yeni bir molekiiler genetik baglanti haritasi olusturulmustur. Bu amag i¢in 6ncelikle AFLP ve SSR markorleri
gelistirilmis ve baglant1 haritasinda kullanilmustir. Ayrica, bu markdrler Tiirk patlican ¢esitlerinin ve yabani patlican
tirlerinin genotipik olarak profillenerek genetik varyasyon duzeylerinin belirlenmesinde de kullanilmigtir. Bu
calismalara paralel olarak uluslararasi “The SOL projesi” kapsaminda gelistirilen COSII markdrleride patlican genom
haritasi olugturma ¢aligmalarinda kullanilmigtir. Sonug olarak mevcut patlican genom haritast RFLP, AFLP, SSR ve
COSII markorlerini icermektedir. Bu ¢aligmalara ilaveten son zamanlarda bitki 1slah calismalarinda popiiler hale
gelen AB-QTL analizleri icin populasyon olusturulmaya calisilmigtir. Bu amag igin dort yabani tiir donor olarak
kullanilmstir. Projede ayrica patlican genotipleri antioksidant aktiviteleri ve fenolik madde igerikleri bakimindan da
karakterize edilmistir. Sonu¢ olarak, onerilen bu arastirmadan elde edilen bilgiler patlican molekiiler 1slah
caligmalarinda, cekirdek kolleksiyonlarin olusturulmasinda, patlican ¢esitleri arasindaki genetik iliskilerin
belirlenmesinde ve patlican genotiplerinin farmasotik ¢aligmalar igin igeriklerinin karakterizasyonunda &6n bilgileri

olusturacaktir.

Bu proje TUBITAK tarafindan Dog. Dr. Sami DOGANLAR’a saglanan destekle tamamlanmistir (TUBITAK
104T224).
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OZET

Kiyaslamali genom analizleri ayni ailenin degisik tiirleri arasindaki gen ve genomlarin yapisini ve fonksiyonlarindaki
benzerlikleri ve farkliliklar1 incelemektedir. Esas olarak kiyaslamali genomiks (1) her tiirdeki her bir genin roliinii,
(2) bir tiirii diger bir tiirden (6rnegin fenotipik, biiylime sekli ve cevreye adaptasyon gibi) ayirmadaki onemli
degisikliklerin ne oldugunu ve (3) bu degisikliklerin nasil olustugunu (evrimsel iglemleri) arastirmaktadir. Son yirmi
yillik siire igerinde degisik bitki taxa’larinda yapilan kiyaslamali genom analizleri sonucunda, 130-240 milyon yil
sliren angiospem evrimi sonrasi ortaya ¢ikan morfolojik, gelisim ve biyokimyasal seviyelerdeki son derece dramatik
degisikliklere ragmen, ¢ok degisik bitki tlirlerinin gen igerikleri ve kromozom boyunca gen siralarinin korundugu
ortaya konmustur. Dolayisiyla, heterologous DNA markérlerinin ve hatta sekanz bilgilerinin akraba tiirler arasinda
kullanim1 miimkiindiir. Tiirler arasindaki genom bilgilerinin birbirine ¢evirebilme yetenegi minor 6éneme sahip ¢ok

sayida diger bitki tiirlerinde de genom analizlerini hizlandirmustir.

Solanaceae ailesi aralarinda domates, patates, biber, patlican ve tuttn gibi ekonomik éneme sahip bir ¢ok bitki tirini
icermektedir. Makro ve mikro seviyelerde genom’larmin korunmus olmasi, Solanaceae ailesini dogal ve tarimsal
cevrelere adaptasyon ve genetik varyasyonun temellerini ortaya ¢ikaracak genetik ve molekiiler ¢caligmalar igin iyi
bir model sistem yapmigtir. Domates bitkisi, Solanaceae ailesi icerisinde major iiriinler arasinda en kiigiik diploid
genoma (950 Mb) sahip olmasi, nisbi olarak generasyon zamaninin oldukg¢a kisa olmasi, rutin gen transformasyon
sistemine sahip olmasi, ¢ok gesitli genetik ve genomik araglarin varlii gibi nedenlerle Solanaceae ailesi icerisinde
model olarak belirlenmistir. Bunun bir sonucu olarak, aile igerisinde gelistirilen biitiin kiyaslamali molekiiler genetik

haritalar domates igin gelistirilen molekiiler genetik baglant: haritasi referans almarak olusturulmustur.

Uluslararas1 Solanaceae Genome Projesi (the SOL) the SOL projesi, esas olarak domates genomunu tamamen
sekanzlamay1 ve diger Solanaceous tirler ile kiyaslamali genom analizleri yapmayi amaglamaktadir. The SOL
projesinin bu misyonuna uygun olarak, bu projede, patlican i¢in genomik araglarin gelistirilmesi 6nerilmistir. Bu
proje Onerisi aragtirmacilara sadece patlican 1slahi igin degil ama aym zamanda Solanaceae ailesinde evrim ve
adaptasyon ile ilgili ¢ok genis boyutlu sorulara yanit olabilecek bilgilere ve kaynaklara sahip olacaklari imkanlar1
saglanigtir. Onerilen projenin spesifik amaclar1 sunlardir: (1) patlican ve yabani akrabalari arasinda genetik
varyasyon seviyesinin belirlenmesi, (2) patlican, domates, biber ve patates arasinda detayli genom kiyaslamalarina
izin verecek bir yuksek ¢oziniirlilkte kiyaslamali genom haritasinin gelistirilmesi, (3) patlican olarak bilinen
Solanum melongena ve daha az taninan diger kiiltiir patlican tiirleri S. macrocarpon ve S. aethiopicum arasinda
genom kiyaslamalar1 yapilmasi, (4) ileri gerimelez kantitatif karakter lokus (QTL - Advanced Backcross Quantitative
Trait Loci) populasyonlarinin 1slah ve gen haritalamasini gerceklestirmek icin olusturulmasi, (5) patlican bitkisinde
biyotik ve abiyotik streslere dayanikliligi kontrol eden genlerin belirlenmesi i¢in bu populasyonlarin kullanilmasi, ve
(6) son olarak, patlican bitkisinde ve yabani tiirlerinde ikincil metabolit {iretimininin kimyasal ve molekiiler olarak
karakterize edilmesi. Hep birlikte, bu bireysel amaglar patlican ve Solanaceae’de mevcut ve gelecek arastirmalara

giiclii bir temel olusturucaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Patlican, Kiyaslamali Genomik, AFLP, COSII, Molekiiler Haritalama, Genetik Cesitlilik



ABSTRACT

Comparative genomics examines the structural and functional similarities and differences of genes and genomes
across species. Comparative genomics studies the role of each gene in each species, the changes (for example,
phenotypic, growth habit and adaptation) that differentiate one species from another and the evolutionary processes
that accompanied these changes. During the last 20 years, comparative genome mapping has shown that there is a
high degree of conservation in gene content and gene order among related species, despite dramatic differences at the
morphological, developmental and biochemical levels. Thus, it is possible to use DNA markers and even sequence
information across related species. This ability to translate genome information among species has accelerated

genome analysis in many minor crops.

Solanaceae includes several economically important crop species including tomato, potato, eggplant, pepper and
tobacco. High levels of genome conservation at the macro and micro levels have made this family a model for the
identification of the genetic and molecular bases that underlie diversity and adaptation to both natural and
agricultural environments. Because it has the smallest genome of the major crops in the Solanaceae, a relatively short
generation time, a routine transformation system and numerous genetic and genomic resources, tomato is the model
system in the Solananceae. As a result, all comparative genetic maps in the family have been constructed using
tomato as the reference genome. The International Solanaceae Project (SOL) is a recently established consortium of
researchers who will be sequencing the entire tomato genome. In addition to this work in tomato, the SOL project
also has the goal of strengthening the comparative connection among tomato and other solanaceous species so that
scientists who work on these other crops may use the tomato sequence to further their own research. In accordance
with the mission of SOL, we proposed to develop eggplant genomics so that researchers have the knowledge and
resources to not only improve eggplant but also to address broad questions about evolution and adaptation in the
Solanaceae. The specific goals of the proposed project were as follows. We examined the level of genetic diversity in
eggplant and its wild relatives. We developed a high resolution comparative map of eggplant that allowed detailed
comparisons among eggplant, tomato, pepper and potato. We compared genome organization between the commonly
known cultivated eggplant, Solanum melongena, and the lesser-known eggplant domesticates, S. macrocarpon, S.
aethiopicum and S. incanum. We developed advanced backcross quantitative trait locus populations of these species
to facilitate breeding and gene identification. We also used these populations to identify and breed for biotic and
abiotic stress tolerances in the crop. Finally, we chemically and molecularly characterized secondary metabolite
production in eggplant and its wild relatives. Together these individual goals provided a strong foundation for future

research in eggplant and the Solanaceae.

KEYWORDS: Eggplant, Comparative Genomics, Molekular Markers, AFLP, COSII, Molecular Mapping, Genetic
Diversity



1. Giris

Kiyaslamali genomiks ayni ailenin degisik tiirleri arasinda gen yapist ve fonksiyonundaki benzerlikleri ve
farkliliklar1 aragtiran bir ¢alisma konusudur (PATERSON ve ark. 2000). Esas olarak kiyaslamali genomiks (1) her
bir tiirdeki her bir genin roliinii bulmayi, (2) bir tiirii diger bir tiirden (fenotipik, biiyiime sekli ve ¢evreye adaptasyon
gibi) ayirmadaki 6nemli degisikliklerin ne oldugunu ve (3) bu degisikliklerin nasil (evrimsel islemler) olustugunu
aragtirir (BENNETZEN ve FREELING 1997, BENNETZEN 2004). Son yirmi yillik siire¢ igerinde degisik bitki
taxa’larinda yapilan kiyaslamali genom analizleri sonucunda, 130-240 milyon yil siiren angiospem evrimi sonrasi
ortaya c¢ikan gelisim, biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere ragmen, ¢cok degisik bitki tiirlerinin gen igerikleri ve
kromozom boyunca gen siralarinin korundugunu ortaya koymustur (PATERSON ve ark. 2000). Gilinimuzde,
kiyaslamali genetik haritalar model tiirleri kullanarak degisik deneysel tiirlerin evrimleri ve genom organizasyonlari
hakkinda detayli ipuglar1 elde etmemizi saglamistir. Heterologous DNA isaretleyicilerinin yaygin olarak kullanim

¢ok sayida bitki tiiriinde genom analizlerini hizlandirmistir.

Genel olarak patlican ismi kiltiire alinmig (domestication) ¢ Solanum tiirli icin kullanilmaktadir. Bu ti¢ tiir sirasiyla
Asya’da kiiltiire alinan brinjal patlican1 Solanum melongena ve Afrika’da kiiltiire alinan scarlet patlican1 Solanum
aethiopicum ve gboma patlicam1 Solanum macrocarpon’dur. Ancak, diinya’da patlican olarak genelde Solanum
melongena daha yaygin olarak bilinmektedir (DAUNAY ve ark. 1999). Solanum melongena 6zellikle asya ulkeleri
ve akdeniz bolgesi iilkeleri basta olmak iizere biitiin diinya’da yetistirilmekte ve giinliik diyetimizin 6nemli bir
kismini teskil etmektedir. Patlican besin degeri bakimindan diger genel olarak tiiketilen sebzelere benzer ozellikler
gostermesine ragmen antioksidant igerigi ve kolestrol azaltma 6zelligi gibi ¢cok sayida hastalik tedavi edici 6zellikleri
rapor edilmistir (DAUNAY ve ark. 2001).

Patlican, domates, patates ve biber gibi autogam diploid olup kendine déllenen bir bitkidir. 12 kromozoma sahiptir
ve niiklear genomu 1100 Mb DNA (2.4 pg/2C) icermektedir ve domates bitkisinden (950 Mb) cok az miktarda
fazlalik arz etmektedir (ARUMUGANATHAN ve EARLE 1991). Solanaceae ailesinin major éneme sahip tyeleri
domates, biber ve patlican ¢ok sayida bilimsel ¢aligmalara konu olmalarina ve genetik ve molekiiler olarak ¢ok ileri
diizeylerde karakterize edilmelerine ragmen, patlican ailenin ihmal edilmis bitkisi olarak kalmistir. Ornegin,
molekiiler genetik haritalar domates, biber ve patates bitkileri i¢in 1990 yillarda olusturulmustur. Bu tlrlerde ¢ok
sayida kantitatif ve kalitatif karakterleri kontrol eden genler belirlenmis ve hatta bu genlerden bir ¢cogu giiniimiizde
klonlanmigtir. Yapilan bu kiyaslamali genom haritalama caligmalar1 genom evrimi ve her bir tiiriin genom
organizayonu hakkinda cok degerli bilgiler vermistir. Domates ve patates genomlar1 arasinda yapilan genom
kiyaslama g¢aligmalar1 sonucunda bu iki genomun, centromerde yada centromere yakin bir noktadaki kirilmalar
sonucu olusan, 5 paracentric inversiyon ile ayrildiklar1 belirlenmistir (BONIERBALE ve ark. 1988; TANKSLEY ve
ark. 1992). Domates ve biber genomlariyla yapilan genom kiyaslama ¢alismalari sonucunda ise bu iki genomun son
ortak atalarindan 30’dan fazla kromozom kirilmalari ve ¢ok yogun bir sekilde olusan kromozom yeniden
diizenlemeleriyle ayrildig: belirlenmistir (PRINCE ve ark. 1993; LIVINGSTONE ve ark. 1999). Beklenildigi gibi,
cok yakin akraba olan domates ve patates genomlarinda uzak akraba olan biber genomuna gore daha az kromozom

yeniden diizenlenmeleri olusmugtur. Buna kargilik, patlican genomu i¢in olusturulan ilk molekiler genetik harita



sadece son zamanlarda yaymlanmigtir (DOGANLAR ve ark. 2002). Bu harita, patlican ve yabani akrabalarinin son
atalarindan evrimleri sirasinda olusan kromozomla ilgili olaylarin incelenmesine imkan saglamustir. Patlican
genomuyla yapilan bu calismalarda, domates ve patlican genomlarinin toplam 28 kromozom kirilmalariyla
(degisiklik) ayrildig1 belirlenmistir. Bu kirilmalarin 23 tanesi paracentric inversiyon ve 5 taneside translokasyon
seklinde olusan degisikliklerdir (DOGANLAR ve ark. 2002). Patlican ve patates genomlar1 ise 19 paracentric
inversiyon ve 5 translokasyon seklinde ortaya ¢ikan toplam 24 kromozom kirilmasiyla en son ortak atalarmdan
ayrilmiglardir (DOGANLAR ve ark. 2002). Patlican genomu i¢in olusturulan genom haritast aile igerisinde
kiyaslamali genom analizleri yapilmasina izin verdigi gibi ilk defa patlicanda agronomik olarak dnemli karakterleri
kontrol eden genlerin (QTL) haritalanmasina olanak saglamistir (DOGANLAR ve ark. 2002; FRARY ve ark. 2003).
Ancak, yinede diger aile tiyeleriyle yapilan ¢aligmalarla kiyaslandiginda, patlican bitkisinde daha ¢ok sayida genetik
ve molekiiler diizeyde arastirma yapilmasi gerekmektedir. Patlican 1slah ve genetigine katkilarina ilaveten, ayrica, bu
tiir aragtirmalar Solanaceae ailesini kiyaslamali genom analizleri i¢in en uygun bir sistem / model olarak gelismesine
yardimci olacaktir. Mevcut bitki aileleri igerisinde, Solanaceae ailesi, dért major Uriniin (domates, biber, patates ve
patlican) biitiin genom kapsayan molekiiler genetik linkage haritalarina sahip olmalar1 bu aileyi kiyaslamali genom
analizleri (comparative genom analysis) i¢in en uygun ve gelismis sistem yapmaktadir. Solanaceae ailesine bagh
tirlerin ¢ogu Amerika’ya endemik olup buralarda kiiltiire alinmig olmasina ragmen, aralarinda ti¢ kiiltiir pathicani ve
cogu yabani tiirleri eski diinya’ya Ozgiin olup Asya ve Afrika’da kiiltiire alinmiglardir. Bu ilging durum aile
icerisindeki genom kiyaslama calismalarina degisik bir boyut kazandirmustir. Onerilen projede cok yonli
multidisipliner bir yaklagim alinarak Solanaceae’de kiyaslamali genom analizleri daha detayl bilgiler elde edilmesi

amaglanmistir.

2. Genel Bilgiler

Solanum melongena diinya ¢apinda 1.96 milyon ha alanda yetistiriciligi yapilan ve yilda 32.7 MT fiiretilen en 6nemli
sebzelerden birisi durumundadir. Tiirkiye’de ise toplam 31.000 ha alanda ekimi yapilmaktadir. Patlican iiretim
miktart bakimindan Tiirkiye toplam 814.000 ton iiretim miktariyla Cin (18.3 MT), Hindistan ((.5 MT) ve Misir (1.3
MT)’dan sonra dordiincii sirada yer almaktadir (FAO 2008).

Solanaceae ¢ok genis bir bitki ailesi olup birgok kiiltiire alinmig iiriin igermektedir. Bu {iriinler arasinda domates,
biber, patates, petuniya, tiitiin ve patlican gibi tiirler yer almaktadir. Brinjal patlicani, Solanum melongena,
Solanaceae aile igerisindeki en kalabalik cins olan Solanum cinsinin bir Gyesidir (KNAPP ve ark. 2004). Solanum
melongena ‘patlican’ olarak isimlendirilen ii¢ kiiltiir tiiriinden biridir. Diger iki patlican tiirii ise kirmizi, scarlet
patlican1 Solanum aethiopicum ve gboma patlican1 Solanum macrocarpon’dur. Ancak, bu tiirler arasindan Solanum
melongena ekonomik ve genetik 6nem bakimindan en 6nemli tiirdiir. Brinjal patlican1 birincil dereceden gesitlilik
merkezi olan Hindistan, Cin ve Akdeniz Boélgesinde en yaygin olarak yetistirilmektedir. Tiirkiye patlicanin kiiltiire
alimmasinda ikinci dereceden gesitlilik merkezi olarak kabul edilmektedir (DAUNAY ve ark. 2001, KASHYAP ve
ark. 2003). Patlican Asya’dan Akdeniz bolgesine kadar c¢ok genis bir cografyaya adapte olmus bir {riindir
(CHOUDHURY 1995, LAWANDE ve CHAVAN 1998, COLLONIER ve ark. 2001, NOTHMANN 1986,
DAUNAY ve ark. 2001, KASHYAP ve ark. 2003). Tiirkiye, Suriye ve Iran’m1 da igerisine alan Akdeniz bdlgesi bu



urun icin ikincil dereceden kulttire alma merkezidir (NOTHMANN 1986, DAUNAY ve ark. 2001, KASHYAP ve
ark. 2003). Daha sonraki yiizyillarda ise biitiin Akdeniz bdlgesine yayilmis ve Italya, Ispanya, Fransa ve Yunanistan
da genis yetistirme alanlari bulmustur (LAWANDE ve CHAVAN 1998, DAUNAY ve ark. 2001, FRARY ve ark.
2007).

Son birkag yilda, patlicanin deneysel bir sistem olarak 1slah, genetik ve molekiiler ¢aligmalarda popiileritesi artmustir.
Patlican i¢in birka¢ molekiiler genetik baglant: haritasi yayinlanmig (DOGANLAR ve ark. 2002, NUNOME ve ark.
2003, SUNSERI ve ark. 2003, WU ve ark. 2009) ve kantitatif karakter lokuslar1 (QTL) evcillestirme, morfolojik ve
hastaliklara direng karakterleri i¢in belirlenmistir (NUNOME ve ark. 2001, DOGANLAR ve ark. 2002b, FRARY ve
ark. 2003, SUNSERI ve ark. 2003, TOPPINO ve ark. 2008, MUTLU ve ark. 2008). Ayrica sinirli sayida basit sekans
tekrarlar1 (SSR) isaretleyici sistemleri gelistirilmis ve haritalama ve genetik ¢esitlilik ¢aligmalarinda uygulanmistir
(NUNOME ve ark. 2003, STAGEL ve ark. 2008, TUMBILEN ve ark. yazimda). Agronomik ve evcillestirmede rol
oynayan kompleks karakterlerin ¢ogu fenotipik agilimlar1 devamli varyasyon (continous variation) gdsteren ve bir
den ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilen karakterlerdir. Bu tip karakterleri kontrol eden genler kantitatif karakter
lokuslart (Quantitative Trait Loci = QTL) olarak tanimlanmaktadir. Kantitatif kalittim gosteren karakterler igin
populasyonlarda mevcut olan fenotipik varyasyonlar ¢ok sayidaki kantitatif karakter lokuslarindan (QTL), bu
lokuslarin birbirleriyle olan iligkilerinden, ¢evresel faktorlerden ve QTL x ¢evre iligkilerinden etkilenmektedir
(TANKSLEY ve MCCOUCH 1997). Devamli varyasyon gosteren kantitatif karakterlerin genetik analizleri, farkli
fenotipik (discrete variation) agilim gosteren ve tek genle konrol edilen kalitatif karakterlerin genetik analizlerinden
cok daha zor olmasina ragmen, son zamanlarda gelistirilen ve ¢ok yaygin kullanim alani bulan molekiiler teknikler
ve istatistiki metodlar kantitatif kalitim gosteren karakterlerinde genetik analizlerine imkan saglamistir (TANKSLEY
1993). Cogu durumda, kantitatif karakter lokuslarinin belirlenmesi ve miiteakiben 6énemli bulunan lokuslarin bitki
wislaht i¢in kullanimlart ayr1 birer islem olarak diistiniilmiistir. AB-QTL (Advanced Backcross Quantitative Trait
Loci; ilerletilmis Gerimelez Kantitatif Karakter Lokuslari) stratejisi kantitatif kalitim gosteren karakterlerin
1slahinda kullanilabilecek faydali allellerin yabani tiirlerden molekiiler markdrler kullanilarak belirlenmesi ve es
zamanl olarak Kkiiltlir tiirlerine aktarilmalar1 esasina dayanmaktadir (TANKSLEY ve NELSON 1996). Stratejide
baslangi¢ noktasi elit bir hat ile ekzotik yada yabani bir tiir arasinda yapilan melezlemeler ve bu melezlemelerden
tiretilen ve acilim gosteren populasyonlardir. QTL analizleri en az iki generasyon gerimelez yapildiktan sonra
yapilir. Tki generasyon geri melez olusturmanin esas sebebi populasyonlarda elit hattin genomunu geri kazanmaktir
(genome recovery). Gerekirse ilk geri melez generasyonunda (BC;F;) arzu edilmeyen fenotiplere sahip olan bitkiler
populasyondan uzaklastirilir ve melezlemelerde sadece elit hatta miimkiin oldugunca benzeyen BC;F; bitkileri
kullanilir. Genom haritalama ¢aligmalar1 BC,F; generasyonunda baglatilir. Populasyonlarin fenotipik olarak
karakterizasyonu icin BC,F, ailesine ait populasyonlar kullanilir. Boylece, BC,F; generasyonundan elde edilen
genotipik veriler BC,F, generasyonundan elde edilen fenotipik verilerle iliskilendirilerek arzu edilen karakterleri
kontrol eden QTL bolgeleri ve bu bolgeleri tasiyan bitkiler segilebilir. Bu strateji 6zellikle kendine déllenen domates
(TANKSLEY ve ark. 1996, GRANDILLO ve TANKSLEY 1996, BERNACCHI ve ark. 1998, FULTON ve
ark.1997, FULTON ve ark. 2000, FRARY ve ark. 2004), celtik (XIAO ve ark. 1998, MONCADA ve ark. 2001),
musir (HO ve ark. 2002), pamuk (YU ve ark. 1998, YUAN ve ark.), arpa (PILLEN ve ark. 2004), bugday (HUANG
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ve ark. 2003, 2004) gibi ¢cok sayida bitki tiiriinde basar1 ile uygulanmistir. Onerilen bu proje kapsaminda patlican

(Solanum melongena) icin AB-QTL analizlerinin yapilmasi i¢in gerekli populasyonlar olugturulmaya ¢aligilmustir.

Patlican ve Solanaceae ailesi tiyeleri ile ilgili son zamanlarda yapilan ¢aligmalarin ¢ogu cins, tiir ve hatta ¢esit
seviyelerinde gozlenen ¢ok genis boyutlu morfolojik varyasyondan dolay1 ortaya ¢ikan karmasay: aydinlatmak
iizerine yogunlasmistir. Bu tip caligmalarda kullanilmak iizere degisik molekiiler teknolojiler kullanilmistir. Bu
teknolojiler arasinda isozymes (ISSHIKI ve ark. 1994, KARIHALOO ve GOTTLIEB 1995, KAUR ve ark. 2004),
cpDNA problarini kullanarak yapilan analizler (SAKATA ve ark. 1991, SAKATA ve LESTER 1994), RFLP
analizleri (ISSHIKI ve ark. 1998, ISSHIKI ve ark. 2003, DOGANLAR ve ark. 2003), RAPD markdorleri
(KARIHALOO ve ark. 1995, NUNOME ve ark. 2001, KASHYAP ve ark. 2003) yer almustir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda ise SSR (NUNOME ve ark. 2003, BEHERA ve ark. 2006, STAGEL ve ark. 2008, MUNOZ-
FALCON ve ark. 2009, NUNOME ve ark. 2009; TUMBILEN ve ark. 2010) ve AFLP markorleri (MACE ve ark.
1999, FURINI ve WUNDER 2004, NUNOME ve ark. 2001, KASHYAP ve ark. 2003, PROHENS ve ark. 2005,
MUNOZ-FALCON ve ark. 2009) gelistirilmis ve patlican genom ¢aligmalarinda kullanilmaya baglamistir. Proje
kapsaminda Tiirk ve yabanci mengeyli bazi patlican gesitlerinin yamsira yabani patlican tiirleri arasindaki genetik
varyasyon diizeyinin belirlenmesi i¢in AFLP ve SSR markdrleri kullanilmistir. Ayrica, patlican igin olusturulan
yiiksek ¢oziiniirlikteki molekiiler genetik baglanti haritasinin olusturulmasinda da AFLP, SSR ve COSII markdrleri

uygulanmuistir.

Son yillarda Solanum cinsindeki bitki tiirleri (6rnegin patates, patlican, domates) tarafindan iretilen steroidal
glikoalkoloidler (SGAs) ve bunlarin aljikonlar1 (SGAAs) sadece toksisiteleri nedeniyle degil (MENSINGA ve ark.
2005, AL-CHAMI ve ark. 2003, BLANKEMEYER ve ark. 1998) ayrica antikanser ilaglar olarak kullanilabilme
potansiyelleri (CHANG ve ark. 1998, KUO ve ark. 2000, LIU ve ark. 2004, LIANG ve ark. 2004) ve yararh
farmosetik bilesiklerin sentezinde oncii olarak kullanilabilme 6zellikleri nedeniyle de 6zel ilgi toplamislardir. Bu
bilesiklerin ekstraksiyonu ve tibbi amaglar i¢in kullanilmasi bazi patentlerde ve patent basvurularinda gosterilmistir
(ATTARD ve ark. 2004, CARTER ve ark. 2006, CHAM ve ark. 1999, KUO ve ark. 1999, LAWSON 2004, MOEHS
ve ark. 1999, STANKER ve ark. 1999). Cogu patlican ve yabani akrabalar1 yaprak ve meyvelerinde ¢esitli alkaloid
ve glycoalkaloid’ler icermektedir. Patlican yogun bir sekilde yetistirildikleri Asya ve Afrika iilkelerinde bir ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Patlican’in bu tedavi edici 6zelligi yaprak ve meyvelerinde olusturduklar
alkaloid ve glycoalkaloid’lerden dolayidir. Bunun yamsira belirli glycoalkaloid’lerin eczacilik endiistrisinde adjuvant
ve chemosensitizers etkide olduklart son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. Alkaloid ve
glycoalkaloid’ler 6zellikle zararh saldirilarina karsi bitkileri koruma gibi faydali etkileri olmalarina ragmen, bitkinin
tilketilen kisimlarinda acilik tadi ve hatta potensiyel zehir etkiside yapabilmektedir. Bu durum, cesitlerin
performansini arttirmada yabani tirler kullanilmigsa daha da dnem kazanmaktadir. Cogu yabani Solanum tiirlerinin
meyvelerinin son derece ac1 ve keskin olmasi meyvelerindeki yiliksek diizeylerde bulunan alkaloid igeriginden
dolayidir. Bu tirlerin genetik potensiyellerinin 1slah programlarinda basarili bir sekilde ortaya konmasi ve
kullanilabilmesi i¢in, alkaloid ve glycoalkaloid igeriklerinin biyokimyasal olarak ve genetik esaslarinin daha iyi

anlagilmas1 gereklidir. Bu projede, bazi kiiltir (Solanum melongena) ve yabani patlican tiirlerinin (Solanum
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linnaeanum) toplam alkaloid ve glycoalkaloid igerikleri bakimindan karakterize edilmesi ve ayrica MS ve NMR

teknikleri kullanarak tiirlerdeki degisik bilesiklerin (compound) profillerinin ¢ikarilmas: dnerilmistir.

Son zamanlarda, diyet ve insan saglig1 arasinda bir baglant1 olduguna dair ikna edici kanitlar mevcut bulunmaktadir.
Konu ile ilgili ¢ok sayida rapor sebze ve meyvelerin bilinen temel besin degerlerine ilaveten insan saglig: iizerine
faydal: etkisi olan vitaminler, mineraller ve antioksidan bilesikler gibi biyolojik olarak dnemli maddeler igerdiklerini
gostermistir (JONES 2002, RODRIGUEZ ve ark. 2006). Bitkiden tiiretilmis antioksidanlar ve oksidatif stresin sebep
oldugu hasatlik riskini azaltma potensiyeli 6zel ilgi ¢ekmektedir. Oksidatif sitres reaktif oksijen turlerinin (ROS)
fazla miktarda olugsmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir ve insanlarda kanser, yaslanma, atherosclerosis, cardiovascular
hastaliklar1 gibi bir¢ok disorder lara sebep olabilmektedir (NORDBERG ve ARNER 2001, VALKO ve ark. 2007,
VICHNEVETSKAIA ve ROY 1999). Acrobik hayat igin gerekli olan oksijen normal hiicresel metabolizma sirasinda
UV, radyasyon, sigara icilmesi ve hava kirliligi gibi c¢evresel etkilerin de bir sonucu olarak ROS’a
dontstiiriilmektedir. ROS, 6zellikle hidroksil radikali (HO), yliksek seviyede kimyasal reaktiviteye sahiptir ve DNA,
protein ve yaglar gibi biyolojik olarak dnemli molekiillerin normal fonksiyonlarina hemen saldirabilir, oksidize eder
ve durdurabilmektedir (NORDBERG ve ARNER 2001, SOMOGY1 ve ark. 2007) ve sonu¢ olarak organizmalarda
yikict iglemlere sebep olacaktir (VICHNEVETSKAIA ve ROY 1999, HALLIWELL 2006, SORG 2004).
Antioksidanlar O, zehirlenmesinde ROS’ni tutarak veya uzaklastirarak veya zincir reaksiyonlar1 okside edip kirarak
organizmalar1 korumaktadir (VICHNEVETSKAIA ve ROY 1999, PODSEDEK 2007).

Cogu antioksidanlar insan viicudu ile sentezlenemedigi icin oksidatif stres karsisinda antioksidan savunma sisteminin
etkili korumasindainsan diyeti 6nemli bir role sahip bulunmaktadir. Bu nedenle, bu dis kaynakli antioksidanlar diyet
yoluyle alinmalidir. Bitkilerde diyetle ilgili bir ¢ok antioksidantlar mevcut bulunmaktadir. Bu antioksidantlar
arasinda C vitamini ve fenolik bilesikler gibi suda ¢oziinebilir antioksidantlar ve karotenoidler ve E vitamini gibi
yagda ¢oziinebilir antioksidantlar yer almaktadir (PODSEDEK 2007). Antioksidantlar hidrofilik ve hidrofobik
ozelliklerinden dolayi hiicrenin farkli kisimlarinda lokalize olmustur (SOMOGY]T ve ark. 2007). Baz: antioksidanlar
sinerjik etkiye sahip bulunmaktadir 6yle ki antioksidantlardan birisi serbest radikal azaltirken digeri serbest radikal
tarafindan okside edilen antioksidantlar1 yeniden olustur. Ornegin C ve E vitaminleri bu sekilde sinerjik etkiye sahip
olan antioksidantlardir (PODSEDEK 2007, WOLF ve ark. 1998). Bu nedenle, herbir antioksidantin aktivitesi ve
icerigini ayr1 ayr1 gz oniine almak yerine, meyve ve sebzelerin toplam antioksidant aktivitesini ve insan beslenmesi

i¢in faydalarim dikkate almak daha mantikli olacaktir.

Fenolik bileglikler bitkiler tarafindan iiretilen en biiyiik ikincil metabolit grubudur (PODSEDEK 2007) ve meyve ve
sebzelerde genel olarak bulunmaktadir. Bitkilerde yiiksek seviyelerde bulunmasi nedeniyle, fenolikler toplam suda
eriyen antioksidan aktivitesine 6nemli bir katki yapmaktadir. Flovonoidler, yag onciilleri ve fenolik asitler en 6nemli
fenolik bilesiklerdir (SAKIHAMA ve ark. 2002). Fenolik bilesiklerin antioksidant aktiviteleri hidroksil gruplarmin
sayis1 ve pozisyonuna baglidir. Yapilarindan dolay1, fenoliklerin hidroksil gruplari kolayca H* lerini ROS etkisini
azaltmak i¢in ROS’lerine aktarirlar (PODSEDEK 2007). Yiiriitiilen bu projede bazi patlican genotipleri antioksidant

aktiviteleri ve fenolik madde igerikleri bakimindan karakterize edilmistir.
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3. Gereg ve YOntem
3.1. Cahsmada Kullanilan Bitkisel Materyaller

Proje kapsaminda yiiriitiilen Tiirk patlican cesitleri ve yabani akrabalar1 arasindaki genetik varyasyon diizeyinin
belirlenmesi ¢aligmasi iki alt konu halinde ¢alisilmistir. Birinci alt ¢calismada toplam 80 adet Tiirk patlican tohum
ornegi kullanilmistir. Tohum &rneklerine ait tohumlar Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisti tarafindan saglanmistir.
Calismada iki adet yabanci orijinli ¢esit kullanilmistir. Ayrica, tiir dis1 kontrol amach ii¢ adet yabani patlican
tiriide ¢aligmaya eklenmistir. Bu tiirlere ait tohumlar Dr. Marie-Christine Daunay tarafindan saglanmstir.
Calismada kullanilan Tiirk ve diger patlican cesitleri ve yabani tiirler ve meyve tipleri Tablo 1’de verilmistir.
Projenin ikinci alt kisminda patlican ve yabani tiirlerini iceren 47 degisik tohum ornegi ile temsil edilmis olup
germplazmlara ait tohumlar INRA (Institut National de la Recherche Agronomique), Montfavet, Fransa’dan temin
edilmistir. Calismada kullanilan 47 tohum 6rnegi 18 farkli tiirden meydana gelmistir. 18 tiir icerisinde yer alan S.
melongena, S. incanum ve S. aethiopicum tiirleri farkli gruplar igerisinde yer aldigit LESTER (1998) ve LESTER ve
HASAN (29) tarafindan gosterilen birkag farkli tohum 6rnegi ile temsil edilmistir. Bu materyallere ait tohumlar
birinci kisimda oldugu gibi viyollerine ekilmig ve 20 c¢m lik saksilara gegirilen bitkiler seraya aktarilmistir ve dort
yaprakli devreye gelen bitkilerden DNA ¢ikarilmasina baglanmistir. Tablo 2 bu ¢aligmada kullanilacak patlican ve
yabani tdrlerini listelemektedir.

Antioksidan karakterlerin dl¢iilmesi i¢in toplam 26 patlican genotipi kullanilmustir. Patlican ¢esitlerine ait tohumlar
Ege Tarimsal Aragtirma Enstitiisii tarafindan saglanmistir. MM738 genoptipine ait tohumlar Dr. Marie-Christine
Daunay tarafindan saglanmustir. Patlican ¢esitleri tiplerine gore dort gruba ayrilmistir (Tablo 3): Topan (uzundan
daha genis), Uzun (uzun), Beyli (genisten daha uzun) ve Domates (domates seklinde). 25 Tiirk ve bir yabanci
mengeyli ¢esit 2006 yilinda her cesitten bes tekerriir olmak {izere tarla kosullarinda yetistirilmistir. Meyveler ticari
olgunluk devresinde hasat edilmistir. Meyveler hasat sonras1 yikandiktan sonra analizler yapilincaya kadar -20 C
depolanmustir. Patlican gesitleri toplam suda ¢oziinebilir antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik madde igerigi
bakimindan ¢aligilmistir. Biitiin analizler hasattan sonra bir ay igerisinde tamamlanmistir. Her iki analiz iginde, her
ornekten enaz ii¢c meyve kiiciik parcalara boliinmiistiir ve ¢ok iyi bir sekilde karigtirildiktan sonra yaklasik 100 g lik
meyve 6rnegi 200 ml +2°C soguk distile su igerisinde homojenize edilmistir. Patlican homojenatlar dort kat naylon
cloth ile filtre edilmistir. Antioksidan aktivite analizleri i¢in, 20 g 6rnek kullanilmistir. Fenoloik bilesiklerin analizi
igin, 2.5 g drnek 20 ml distile su ile seyreltilmistir. Bu 6rnekler 3000 x g’de +2°C sicaklikta 10 dakika stireyle
santriflij edilmistir. Santriflij sonrasi stipernetantlar toplanmistir ve toplam suda ¢6ziinebilir antioksidan aktivitesi

ve toplam fenolik igerik i¢in dl¢iimler yapilincaya kadar buz icerisinde tutulmustur.
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Tablo 1. Calismada Kullanilan Tiirk ve diger patlican gesitleri ve yabani tiirler

_ Tohum Meyve Genotip Tohum Me_y\_/e Genotip Tohum Meyve Tipi
Genotip Ornegi e Ornegi Tipi Ornegi
Numarasi Tipi Numarasi Numarasi

1 TR 66688 Uzun 30 TR 61564 Yuvarlak 56 TR 66584 Uzun
3 TR 66572 Uzun 32 TR 61518 Uzun 57 TR 66587 Uzun
4 TR 43010 Yar1 Uzun 33 TR 61493 Uzun 58 TR 66589 Uzun
5 TR 40300 Yar1 Uzun 34 TR 61766 Uzun 59 TR 66597 Uzun
6 TR 37266 Yar1 Uzun 35 TR 61856  Yar1 Uzun 60 TR 66672 Uzun
7 TR 66013 Yuvarlak 36 TR 62049 Uzun 61 TR 66667 Uzun
8 TR 43306 Yar1 Uzun 37 TR 62043  Yuvarlak 62 TR 66687 Yar1 Uzun
10 TR 66012 Yar1 Uzun 39 TR 62073 Yar1 Uzun 63 TR 66695 Yar1 Uzun
11 TR 66559 Yar1 Uzun 40 TR 62072 Uzun 65 TR 66701 Yar1 Uzun
12 TR 62668 Uzun 41 TR 62139 Yar1 Uzun 66 TR 66709 Yar1 Uzun
13 TR 68530 Uzun 42 TR 62101 Uzun 68 TR 66728 Yar1 Uzun
14 TR 70633 Uzun 43 TR 62100 Uzun 69 TR 66730 Uzun
15 TR 50591 Uzun 44 TR 61956 Uzun 70 TR 43768 Yar1 Uzun
17 TR 62004 Uzun 45 TR 66009  Yari Uzun 72 TR 55976 Yar1 Uzun
18 TR 52348 Yar1 Uzun 46 TR 66014  Yari Uzun 73 TR 56029 Uzun
19 TR 62430 Yar1 Uzun 47 TR 66011 Yar1 Uzun 74 TR 61540 Uzun
20 TR 62423 Yar1 Uzun 48 TR 66018 Yar1 Uzun 75 TR 61620 Uzun
21 TR 62491 Yar1 Uzun 49 TR 66334  Yari Uzun 76 TR 61892 Uzun
23 TR 62581 Yar1 Uzun 50 TR 66331  Yari Uzun 78 MM 0738 Yar1 Uzun
24 TR 62667 Yar1 Uzun 51 TR55852  Uzun 79 Camlica Uzun
25 TR 62736 Yuvarlak 52 TR 52522 Yuvarlak 80 Dusky Yar1 Uzun
26 TR 62776 Yar1 Uzun 53 TR 43134 Uzun 81 MM 0195 S. linnaeanum
28 TR 61593 Uzun 54 TR 43919  Uzun 82 MM 0232 S. aethiopicum
29 TR 61563 Uzun 55 TR 66579 Yar1 Uzun 83 MM 0150 S. macrocarpon
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Tablo 2. Caligsmada kullanilan patlican ve yabani akrabalari.

Tiir Ismi Grup Ornek Numaras1 | Genotip Numarasi Ornek Sayisi
S. aculeastrum MM 1169 38 1
S. aethiopicum Kumba MM 0574 2 3
Aculeatum MM 0134 12 1
Gilo MM 0232 16 1
S. anguivi MM 0982 32 2
MM 1259 19 1
S. burchellii MM 1235 39 1
S. capsicoides MM 0376 7 1
S. dasyphyllum MM 1137 37 1
S. incanum A MM 0210 15 17
A MM 0661 1 1
A MM 0700 24 1
A MM 0702 25 1
A MM 0707 26 1
A MM 0712 27 1
B MM 1244 40 1
B MM 1426 22 1
C MM 0577 5 1
C/D MM 0672 42 1
C MM 0677 46 1
C MM 0715 29 1
D RNL 0337 23 1
D MM 0674 43 1
D MM 0676 45 1
D MM 0713 28 1
D MM 1248 18 1
S. lidii MM 1005 33 1
S. linnaeanum MM 0195 14 1
S. macrocarpon MM 0132 11 4
MM 0150 13 1
MM 1007 34 1
MM 1129 36 1
S. marginatum MM 0824 31 1
S. melanospermum MM 1350 21 1
S. melongena E (otsu) MM 0498 6 8
1
E (otsu) MM 0669 41 1
E (otsu) MM 0675 44 1
F (wild) MM 0686 47 1
G (ilkel cesit) MM 1010 35 1
H (ileri hat) BIRM/S. 2458 9 1
H (ileri hat) LF3.24 10 1
H (ileri hat) MM 0738 30 1
S. scabrum MM 0373 8 1
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S. sessilistellatum MM 1269 20 1

S. sisymbriifolium MM 0284 17 1

S. viarum MM 0374 4 1

S. violaceum MM 0497 3 1

Tablo 3. Antioksidan karakter analizlerinde kullanilan patlican ¢esitleri
Cesit Tohum Ornegi Patlican Cesit Tohum Ornegi Patlican

Numarasi Tipi Numarasi Tipi

Camlica na Uzun | izmir TR50592 Uzun

Giresun TR55678 Uzun TR61892 TR61892 Uzun

Manisa Uzun TR62668 Uzun MM738 na’ Beyli

Kastamonu Uzun TR37266 Uzun Canakkale Kir TR43010 Beyli

TR66009 TR66009 Uzun Gaziantep Mor TR40300 Beyli

Zonguldak TR68530 Uzun Burdur Yerli TR66688 Beyli

Kitahya TR66559 Uzun Eskisehir Tombul TR66012 Beyli

Kemer-27 TR70633 Uzun TR55976 TR55976 Beyli

Isparta TR66667 Uzun Topan-374 TR70635 Topan

Edirne Kirmizi TR43306 Uzun TR61986 TR61986 Topan

Bilecik Kemer TR66017 Uzun Trabzon TR55995 Topan

Usak TR66572 Uzun Bursa Topan TR66013 Topan

[zmir TR50591 Uzun Rize TR55811 Domates

*na = tohum O6rnegi numarai bulunmamaktadir.
3.2. Morfolojik Karakterizasyon

Morfolojik karakterizasyon g¢aligmalari i¢in yaklagik 70 patlican ¢esiti Ege Tarimsal Aragtirma Enstitiisii deneme
tarlalarinda yetigtirilmistir. Denemelerde tesadif bloklar1 deneme deseni modeli iki tekerrirli olarak kurulmustur.
Calismada 30 morfolojik karakter incelenmistir. Degerlendirmeler Uluslararasi Bitki Genetik Aragtirma Enstitiisii

tarafindan patlican i¢in tanitilan metod ve skalalara gore yapilmistir IBPGR 1990).

3.3. Toplam Suda Co6zunebilir Antioksidan Aktivitesi

Patlican meyvelerinden elde edilen 6rnek dokularin toplam suda ¢oziinebilir antioksidan kapasitesini belirlemek igin
1 g 6rnek (-80°C’de depolanan) Waring Blenderda 20 ml soguk su ile 2 dakika homojenize edilmistir. Homojenize
edilen 6rnekten elde edilen meyve eksrakti tiilbentten siiziilmiis ve 20 dakika +4°C’de, 35.000 x g’de santrifij
edilmistir. Bu sekilde elde edilen meyve ekstrakti antioksidant aktivite miktarlarinin tayininde kullanilmigtir. Patlican
meyvelerinden elde edilen ekstraktin suda ¢6ziinebilir antioksidan aktiviteleri RE ve ark. (1999) tarafindan onerilen
ABTS [2,2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)] dekolorizasyon metodu kullanarak spektrofotometrik
(Shimadzu, 1700 UV Visible Spectrophotometer, Japan) olarak Sl¢iilmiistiir. Bu yontemin esas1 potasyum persiilfatla

okside edilerek pH 7.4 PBS (phosphate buffer saline) icerisinde hazirlanmig olan koyu mavi renkli ABTS [2,2’-
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azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)] radikalinin 6rnek tarafindan belli siire igerisindeki indirgenme
diizeyinin belirlenmesine dayanmaktadir. ABTS radikal katyon soliisyonu (ABTS") 2.45 mM potasyum persulfat
iceren 7 mM ABTS karistirilarak hazirlanmistir ve 12-16 saat karanlikta depolanmustir. Indirgenen ABTS serbest
radikali maviden renksiz forma doniismekte ve indirgenme diizeyi 734 nm’deki absorbans degerine gore
belirlenmektedir. Reaksiyon karigimlari 2 mL baslangic absorbans degeri 0.7 olacak sekilde PBS ile seyreltilmis
ABTS cozeltisi ve 7.5, 15 veya 20 uL 6rnek karistirilarak hazirlanmustir. Inhibisyon testi 1, 3 ve 6 dakika boyunca
stirdiiriilmiis ve farkl siireler sonunda ulasilan inhibisyon degerlerinden AUC degeri belirlenmistir. Her analiz enaz
ti¢ kere tekrarlanmigtir. Standart olarak Troloks kullanilmig ve sonuglar uM Troloks/g taze meyve olarak verilmistir.

Genotipler arasindaki kiyaslamalar varyans analizi (ANOVA) ve Fisher’in PLSD testi kullanilmistir.

3.4. Toplam Fenolik Madde Icerigi

Patlican meyvelerinden elde edilen 6rnek dokularin toplam fenolik madde miktarini belirlemek i¢in, 1 g 6rnek (-
80°C’de depolanan) Waring blenderda 20 ml soguk su ile 2 dakika homojenize edilmistir. Homojenize edilen
patlican meyvelerinden elde edilen bitki eksrakt: tiilbentten siiziilmiis ve 20 dakika +4°C’de, 35.000 x g’de santrifij
edilmistir. Bu sekilde elde edilen ekstrakt fenolik madde miktarlarimin tayininde kullanilmigtir. Toplam fenolik
madde tayininde antioksidant kapasitenin belirlenmesinde kullanilan ekstrakttan faydalanilmistir. Yontem olarak
Folin-Ciocalteu ayracin reaktif reagent ve gallik asiti standart olarak kullanan SINGLETON ve ROSSI (1965)
tarafindan gelistirilmis spektrofotometrik yontem kullanmilmigtir. Absorbans 6l¢iimleri 765 nm’de gergeklestirilmis,
standart kurvenin hazirlanmasinda gallic asit kullanilmistir. Sonuglar pg gallik asit/g taze yaprak olarak verilmistir.
Olgiimler sirasinda 2 ml 6rnek 10 ml 2 N Folin-Chiocalteu (1/10 oraninda seyreltilmis) reaktifi ile karistirilmis ve 3
dakika karanlikta bekletilmistir. Ardindan ortama 8 ml % 7.5’lik Na,COj3 ¢6zeltisi eklenmis ve 6rnek karanlikta 2
saat bekletilmistir. Reaksiyon karigiminin absorbani spektrofotometre’de 765 nm ‘de belirlenmistir. Her 6rnek enaz
ii¢ kere analiz edilmistir. Sonuglar mg gallik asit es degeri / kg taze meyve agirligi olarak ifade edilmistir. Genotipler

arasindaki kiyaslamalar varyans analizi (ANOVA) ve Fisher’in PLSD testi kullanilmistir.

3.5. Glikoalkaloidlerin (Solamargine ve Solasonine) Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Patlican meyvelerinde bulunan en dnemli iki glikoalkaloidin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi igin patates’te SAG
analizlerinde genel kabul gormiis metodlar kullanilacaktir (SANFORD ve ark. 1996, YENCHO ve ark. 1998). Bu
amag i¢in 1kg patlican meyvesi i¢erdigi suyun tiimii uzaklastirilana kadar liyofilize edilmistir. Daha sonra havanda
dovilerek toz haline getirilmistir. Ortamda bulunan lipitlerin uzaklastirilmasi amaciyla 250 ml n-hekzan toz
patlicana eklenerek 1 saat slreyle 150 rpm’de calkalayicida karistirilmistir. Elde edilen érnek 0,45um’lik filtre
kagidindan siiziilerek ortamda bulunan n-hekzan uzaklasgtirilmigtir. N-hekzanda glikoalkaloidlerin varliginin tespiti
igin ince tabaka kromatografisi (TLC) kullanilmigtir. TLC solventi olarak kloroform:metanol:su (61:32:7) (v/viv)
kullamlmistir. Goriintlileme solventi olarak ise %30’luk siilfiirik asit kullamlmistir. TLC plaka sulfurik asit
¢ozeltisine batirildiktan sonra 100C’ye kadar 1sithp goriintiilenmistir. N-hekzan solventinde glikoalkaloid tespit
edilememistir, sadece lipitler 6rnekten uzaklastirilmigtir. Ortamda mevcut pigmentlerin 6rnekten uzaklastirilmasi igin

ayni islem n-hekzan yerine diklorometan ile de tekrarlanmistir. Kalan toz halindeki 6rnege 250 ml metanol eklenerek
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12 saat reflux yapilarak glikoalkaloidlerin metanole gegmesi saglanmistir. Karisim 0,45 pm’lik filtre kagidindan
stizlilerek metanol ile toz 6rnegin ayrigmasi saglanmigtir. Toz halindeki 6rnege 250 ml daha metanol eklenerek 3,5
saat daha reflux yapilms ve tekrar 0,45 um’lik filtre kagidindan siiziilmiistiir. Iki soliisyondaki glikoalkaloid varlig
acisindan TLC ile kontrol edilmistir. TLC solventi olarak kloroform:metanol:su (61:32:7) (v/v/v) kullanilmustir. TLC
plaka %30’luk siilfiirik asit ¢6zeltisine batirildiktan sonreCr§e kadar 1sitlip gorintilenmistir. Her iki
soliisyonda da glikoalkaloid varligi tespit edilmistir. Evaporatérde 50 C’de 90 rpm’de metanol ugurulmustur.
Balonun icindeki 6rnek karamel halinde kalmigtir. Pathican ¢ok fazla seker igerdiginden dolay1 oncelikle sekerler
uzaklagtirllmigtir. Bu amagla drnek kloroform da ¢ozulmustir ve filtreye silika doldurulmugtur. Pompa yardimiyla
silikadan 6nce 400-500 ml kloroform, sonra 400-500 ml metanol gegirilmistir. Kloroform fazi (erlen 1), kloroform —
metanol fazi (erlen 2) ve metanol (erlen 3) olmak tizere 3 ayri erlende solventler toplanmustir. Sekerler ise silikada

bagli kalmistir.

Erlen 1 igin:

35 cm yiiksekliginde 2,2 cm capinda cam kolon igine 113,982 g silika doldurulmustur. Ornek oda sicakliginda
kloroform iginde beklerken kristallenmistir. Elde edilen kristaller filtre kagidindan siziilerek 3. Erlene eklenmistir.
Siv1 kisim ise kolona uygulanmistir. Ornek kolana uygulanmadan 6nce evaporatdrde solvent uzaklastirilmis ve drnek
silikaya tutturulmustur. Ornek kolona kuru olarak uygulanmistir. Kolonda elisyon solventi olarak kloroform:
metanol:su kullanilarak gradient eliisyonu gergeklestirilmistir. EIisyon solventinin miktarlari sirasiyla hacim olarak
90:10:0 (200ml), 85:15:0,5 (100ml), 80:20:1 (200ml), 70:30:3 (100ml), 61:32:7 (300ml) kullanilmistir. Fraksiyonlar
10’ar ml halinde toplanmustir. Son olarak kolondan 400 ml metanol gegirilmistir. Bu sekilde 93 fraksiyon
toplanmustir. Her fraksiyon igin TLC yapilarak ayni1 maddeyi igeren fraksiyonlar birlestirilmistir. Glikoalkaloidler
kolona en son uygulanan metanol solventinde belirlenmistir. TLC solventi olarak her fraksiyon icin hangi solvent
sisteminde toplanmis ise o solvent sistemi kullanilmistir. TLC plaka %30’luk siilfiirik asit ¢ozeltisine batirildiktan

sonra 100 °C’ye 1sithp goriintiilenmistir.

Erlen 2 icin;

62 cm yiksekliginde 4,6 cm ¢apinda cam kolon igine 830 g silika doldurulmustur. Kloroform-metanol karigimi
evaporatdrde ucurularak 6rnek 10 ml kolon baglangi¢ solventinde ¢oziilmils ve kolona uygulanmustir. Kolonda
eliisyon solventi olarak etilasetat:metanol:su kullanilarak gradient eliisyon gergeklestirilmistir. Elisyon solventinin
miktarlari sirasiyla hacim olarak 100:17,5:12,5 (650 ml), 100:20:15 (877,5 ml) kullanilmistir. Fraksiyonlar 10’ar ml
halinde toplanmigtir. Son olarak, kolondan 200 ml metanol gegirilmistir. Bu sekilde 118 fraksiyon toplanmustir. Her
fraksiyon igin TLC yapilarak ayni maddeyi igeren fraksiyonlar birlestirilmistir. Glikoalkaloidler kolona en son
uygulanan metanol solventinde belirlenmigtir. TLC solventi olarak her fraksiyon igin hangi solvent sisteminde
toplanmis ise o solvent sistemi kullanilmistir. TLC plaka %30’luk siilfiirik asit ¢6zeltisine batirildiktan sonra 100

°C’ye kadar 1sitilip goriintiilenmistir.

Erlen 3 igin:
62 cm yiiksekliginde 4,6 cm ¢apinda cam kolon igine 863,75g silika doldurulmustur. Ornek oda sicakliginda metanol

icinde beklerken kristallenmistir. Elde edilen kristaller filtre kagidindan siiziilmustiir. Erlen 1’de elde edilen kristaller

18



ile birlestirilmistir. Kristaller 10 ml kloroform:metanol:su (61:32:7)(v/v/v) icinde ¢ozllerek kolona uygulanmustir.
Kolonda elusyon solventi olarak kloroform:metanol:su kullamlarak gradient eliisyonu gergeklestirilmistir. Elisyon
solventinin miktarlar1 sirasiyla hacim olarak 61:32:7 (500 ml), 70:55:10 (100 ml), 50:60:10 (560 ml) kullanilmustir.
Fraksiyonlar 10’ar ml halinde toplanmigtir. Son olarak, kolondan 400 ml metanol gegirilmistir. Bu sekilde 129
fraksiyon toplanmistir. Her fraksiyon i¢in TLC yapilarak ayni maddeyi iceren fraksiyonlar birlestirilmistir.
Glikoalkaloidler kolona en son uygulanan metanol solventinde ve 61-139. fraksiyonlar1 arasinda saptanmigtir. TLC
solventi olarak her fraksiyon icin hangi solvent sisteminde toplanmis ise o solvent sistemi kullanilmigtir. TLC plaka

%30’luk siilfiirik asit ¢ozeltisine batirildiktan sonra 100 °C’ye kadar 1sitlip goriintiilenmistir.

Her ¢ erlendeki glikoalkaloid iceren metanol fraksiyonlar: birlestirilmistir. Birlestirilen metanol fraksiyonlarina ve
61-139. fraksiyonlara kloroform:metanol:su (2:1:2)(v/v/v) solvent sistemi kullanilarak sivi-siv1 partisyon yapilmustir.
Ayirma hunisinde en Ustte su-metanol fazi, ortada beyaz ¢okeleklerin bulundugu faz ve en altta kloroform fazi olmak
tizere 3 faz olugsmustur. Glikoalkaloid varligi TLC ile kontrol edilmistir. TLC solventi olarak kloroform:metanol:su
(61:32:7) (viviv) kullamlmigtir. TLC plaka %30’luk siilfiirik asit ¢ozeltisine batirildiktan sonra PQ0ye kadar
sitlip goriintiilenmistir. Glikoalkaloid igeren fraksiyonlar (metanol fraksiyonunun sivi-sivi partisyonundan gelen en
Ustteki su-metanol fazi ve 61-139 fraksiynlarimin sivi-sivi partisyonundan gelen en alttaki kloroform fazi)
birlestirilmistir ve solvent evaporatérde ugurulmustur. Kuru 6rnek 400 ml asetonitril ile yikanarak filtre kagidindan
stizilmistiir. Safsizliklar filtre kaginda kalarak drnekler temizlenmistir. Daha sonra, rnekler tekrar kurutulmus ve
10 ml %30’luk metanolde ¢oziilmiistiir. Son ayirma i¢in RP (ters faz) silika kolon yapilmigtir. 30 cm yiiksekliginde
4 cm ¢apinda agik cam kolon i¢ine 50 g RP silika doldurulmustur. Kolondan sirasiyla 300 ml %30’luk metanol
(vakum pompasi yardimi olmadan), 200 ml %70’luk metanol (vakum pompasi yardimi olmadan), 200 ml %75’luk
metanol (vakum pompasi yardimi ile), 200 ml %80’luk metanol (vakum pompast yardimi ile), 200 ml %90’luk
metanol (vakum pompasi yardimi ile) gegirilmistir. Fraksiyonlar 20 ml olarak toplanmig. Her fraksiyon igin TLC
yapilarak ayni maddeyi iceren fraksiyonlar birlestirilmistir. TLC solventi olarak her fraksiyon ic¢in hangi solvent
sisteminde toplanmis ise o solvent sistemi kullanmilmustir. TLC plaka %30’luk siilfiirik asit ¢ozeltisine batirildiktan
sonra 100-C’ye kadar sithp goriintiilenmistir. 26, 27 ve 28. fraksiyonlarda ve %80’lik metanol ile gelen
fraksiyonlarda glikoalkaloid varlig1 belirlenmistir ve bu fraksiyonlar birlestirilmistir. Solvent miktar1 evaporatdrde 10
ml’ye distiriilerek 60 cm boyunda, 3 cm ¢apinda 353,25 g silika igeren kolona uygulanmistir. Kolondan 700 ml
kloroform:metanol:su (61:32:7) (v/v/v) karisim gegirilmistir. ilk 300 ml’den sonra fraksiyonlar 10’ar ml halinde
toplanmustir. Glikoalkaloid varligi TLC ile kontrol edilmistir. TLC solventi olarak kloroform:metanol:su (61:32:7)
(vivIV) karisimi kullamlmigtir. TLC plaka %30’1uk siilfiirik asit ¢ozeltisine batirildiktan sonra 100°C’ye kadar 1sitlip
goruntilenmistir. Bu sekilde glikoalkaloid igeren fraksiyonlar birlestirilmistir. Bu analizlere gore, 1-11. fraksiyonlar
solamargine, 12-33. fraksiyonlar solamargine ve solasonine karisimi ve 51-71. fraksiyonlar solasonine olarak tespit

edilmistir. Orneklerin solventi ucurularak liyofilize edilmistir.
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3.6. EST-SSR Markorlerinin Gelistirilmesi

Yabani patlican tiirleri arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada SSR isaretleyicisi
sistemi kullanilmigtir. Projede toplam olarak 50 adet SSR isaretleyicisi gelistirilmistir. Bu amag icin Cornell
University tarafindan gelistirilen 3181 adet patlican EST kiitiiphanesinden (http://www.cornell.sgn.edu) DNA dizileri
elde edilmis ve PBC Public Database tarafindan kullanima agilan SSR Discovery Input programi (http://hornbill.
cspp.latrobe.edu.au/cgi-binpub/ssrprimer/indexssr.pl) kullanilarak DNA dizilerindeki SSR’lar belirlenmistir. PBC
Public SSR Primer Discovery Input programi her SSR’1n yanindaki primerleri dizayn edebilme temeline dayanilarak
programlanmigtir. Primer dizayn kriterleri olarak; primer boyutu, (minimum: 18 ve maksimum: 22 nukleotid), primer
erime derecesi (Tm, minimum:50°C-maksimum:70°C), primer GC ylzdesi (Minimum: 50%-Maksimum:70%),
primer maksimum eslesme orani (=8) ve primer maksimum 3' ucu eslesme orani (=3) baz alinmigtir. Elde edilen SSR
primerleri Integrated DNA Technologies Inc. firmasindan temin edilmistir. Patlican genotipleri arasinda direkt PCR
cogaltilmastyla (amplification) polimorfizm belirlenmesi i¢in standart agaroz jel elektroforez yontemi uygulanarak
50 adet SSR primeri denenmistir. PCR amplifikasyonu igin hazirlanan PCR karigimi igerisinde: 0.5 pl ileri (0.8 uM
stok solusynu) ile 0.5 pl geri (3.2 uM stok solusyonu) primerleri ile birlikte 2.5 ul 10X PCR buffer, 0.5 ul dNTP
(10mM), 0.25 ul Tag DNA polimeraz enzimi, 18.75 pl ddH,O ve yaklagik olarak 50 ile 100 ng lik 2 pl kalip DNA
yer almistir. Calismada kullanilan PCR amplifikasyon protokolii: 94 °C de 5 dakika 6n denaturasyon, 94 °C de 35 tur
30 saniye, 50 °C de 1 dakika ve 72 °C de 1 dakika, son uzama 72 °C de 5 dakika olarak belirlenmistir. Elde edilen
PCR Urunleri 2 pul mavi boya ile karistirildiktan sonra her bir 6rnek TAE tamponu ile hazirlanmis %3 agarose jelde
120 mA de 4 saat yiiriitiilmisttr. Etmidium bromide eklenen jeller elektroforez isleminde sonra jel dokiimantasyon
sisteminde goriintillenmistir. Bu ¢aligma i¢in gelistirilen SSR primerleri ayn1 zamanda patlican genom haritasina da
yerlestirileceginden, agarose jele dayali sistemde polimorfizm bulunmadigi icin DNA Analiz sisteminde kapillar
olarak ayristirilmistir. Sekil 1’den de goriildiigii gibi SSR isaretleyicilerinin agarose jele dayali polimorfizm

caligmasindan genotipler ayrigtirilamamigtir.

- = - — - .
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Sekil 1. smSSR isaretleyicilerinin agarose jel resimleri

Kapillar sistemde ayristirma ve DNA Analiz sisteminde ¢alismasi igin SMSSR primerleri Beckman Well Red
boyastyla isaretlenmestir. Bu amag i¢in SSR primer ¢iftinden ileri primer (forward) 5’ ucuna M13 dizisi eklenmistir
(TGTAAAACGACGGCCAGT). Normal uygulamada, her bir primer igin isaretleme gerekmektedir. Ancak, bu
sekilde masraflar ¢ok artacagi i¢in her bir SSR primerine M13 dizisi eklenmistir ve bdylece daha uzun forward
primer sentezlenmistir (Tablo 4). Boylece, sadece M13 primeri isaretlendigi i¢in diger primerlerin isaretlenmesine
gerek kalmamistir. M13 eklenmis ve Beckman WellRed boyasiyla isaretlenen primerler Sigma-Proligo tarafindan
sentezlenmistir. PCR ¢aligmalar i¢in en uygun sartlar yapilan denemelerle belirlenmistir. PCR karigimu igerisinde:
0.75 pl ileri (0.8 uM stok solusynu), 0.75 pl geri (3.2 uM stok solusyonu) ve 0.75 pl M13 primerleri ile birlikte 2 pl
10X PCR tamponu, 0.4 ul dNTP (10mM), 0.2 pl Taq DNA polimeraz enzimi, 13.15 ul ddH,0 ve yaklagik olarak 50
ile 100 ng lik 2 pl kalp DNA yer almistir. Bu ¢alismada PCR profili: ilk 27 tur igin: 94 °C de 5 dakika 6n
denaturasyon, 94 °C de 30 saniye, 56 °C de 45 saniye ve son uzama igin 72 °C de 45 saniye ve daha sonra son bir 8
tur icin: 94 °C de 30, 53 °C de 45 saniye, son uzama 72 °C de 45 saniye, daha sonra Ur(in en son uzama igin 72 °C de
10 dakika seklindedir. Ornekler SSR analizi i¢in Beckman-Coulter CEQ™8800 Genetic Analysis Systemine
yuklenmeden énce SLS 6rnek yikleme soliisyonu ile 1:10 oraninda seyreltilmistir. Her bir érnek icin, 3 ul PCR
Grind 27 pl SLS soliisyonu ve 0.5 ul 600 bp size standarti ile seyreltilmistir. Bu sekilde hazirlanan drnekler DNA
Analiz sisteminde kapillar olarak ayristirilmigtir. Calisma sonuglari Sekil 2 de gosterilmistir. Dort 6rnegin (06T892,
06T874, 06T893, 06T877) 1 adet SSR isaretleyicisi (smSSR39) ile DNA Analiz sistemi ile analizi sonucunda alinan
bilgiler gosterilmistir. Genotipler arasindaki allel farkliliklar1 (polimorfizm) her bir sinyalin (peak) bilyiikligii ile
belirlenmistir (Sekil 2).
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Tablo 4. Patlican EST veribankasindan gelistirilen smSSR primerleri i¢in SSR markor tekrar motifleri ve dizileri (smSSR = S. melongena SSR)

Markor fsmi SO EST Tel‘gasra'\y"l‘s)ltiﬁ fleri Dizi (F) Geri Dizi (R) > s BL(éé/EJ;:u
sMSSROL  sgn[E513845  (ATT)21 GTGACTACGGTTTCACTGGT GATGACGACGACGATAATAGA 550 553 310
sSmSSR03  sgn[E514601  (TA)9 (GA)8  ATTGAAAGTTGCTCTGCTTC GATCGAACCCACATCATC 548 543 145
SMSSR04  sgn[E514602  (TA)9 (GA)8  CTCTGCTTCACCTCTGTGTT CCATGAAAGAGAAGATCGAG 555 550 320
SMSSR09  sgn[E513913  (TTTGC)3 CACATGGGAACCTACTTACC GACGACCATCAAACAAGAAT 545 550 344
smSSR11  sgn[E515884  (AGC)6 AAACAAACTGAAACCCATGT AAGTTTGCTGTTGCTGCT 545 546 126
SMSSR12  sgn[E516012  (ACCAA)3 AAACAGAAACCAGAGTACTTCA  CAGAAGAAGGTTCAGTTTGC 534 552 313
SMSSR14  sgn[E517698  (ATTA)4 ATACCACATCAATCCAAAGC CATCATCATCTTCACAGTGG 550 547 241
smSSR15  sgn[E518171  (CCTTT)3 CTGTGGTTGCCTTATCAGTA TAGTCCAAGGGTTTGATGAC 538 550 116
SMSSR16  sgn[E518867  (AGA)7 AAGAATTTGATGTTGAACCG CTTTATCAGCCAATTTCTGG 552 551 390
SMSSR17  sgn[E519219  (ATAC)4 TCTTGCCATTTAATTTCCTC CTATGTCCCTATTATGCCCA 546 551 115
SMSSR18  sgn[E519312  (TAAT)4 TTAGGCATTTGATTTAGCCT TATGTCCCTAAGCATAACGG 544 554 342
SMSSR19  sgn[E520513  (GAA)6 GAACAATGATTCATCGGATT AGTTGATGTTGAATTTCCCA 549 555 241
smSSR21  sgn[E514329  (TAC)S AAGTTTACATGACAGCACCA TTGCCATCATCAATACCATA 541 548 249
smSSR22  sgn[E514434  (GCC)5 CTCCGTCAAATTCCTATCAA GGGAGTCCACATAGAGCATA 553 552 276
smSSR24  sgn[E515827  (TCA)5 GATTTATGGCTTCTGATGGA TCCTAACCCACTTGATGAAC 552 550 229
SMSSR27  sgn[E516784  (TGT)S ATACATTTGAGCCGAGAGTG TAAATCTGAGAAGGTCGCAT 554 550 184
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smSSR28

SMSSR29

sSmMSSR31

SMSSR35

smSSR36

smSSR37

smSSR40

SMSSR41

SMSSR42

SMSSR44

smSSR45

smSSR46

smSSR47

sgn|E517072
sgn|E517168
sgn|E517356
sgn|E517795
sgn|E517835
sgn|E517892
sgn|E518161
sgn|E518430
sgn|E518630
sgn|E519591
sgn|E519680
sgn|E519853

sgn|E520160

(TCA)5
(CTT)5
(TCC)5
(ATG)5
(CTG)5
(AAG)5
(AAG)5
(TCA)5
(CAC)5
(CCA)5
(TTC)5
(CAC)5

(AGA)5

CACACTCCTCAGAACTCCAT

TCCACTTCAATTTCCAAGTC

CTTCCTACCCACACTTCATC

CACCACCAAAGAATTCCTAA

AGCACCAGGACAATGAATAC

AAAGAAGCTTCCGACGAA

TTCTTTGATCTTCAATTCCAA

CTCCTCCTGGTAAGGAGTCT

ACAGTACACCAGAAACGGAA

TGCATTTCATACAGAAACCA

TTTCTCAACCCAAACTGAAC

GGAAACCTTCATTCACTTCA

ACACGATGATCATAAGGGAG

CAGCAGTACCTCTTGGTCAT

GATCGCTTAGCAGAAGCC

TAGGCCGGAGATAGTTGTAA

TTGCTAGAAATAGCAAAGGG

CCATTTCTTTCTCGACCTTA

CACTTGTTTCAGCACTTTGA

ATGAAGCTGTTCATGATTCC

GCAGTATAGAGACGCGAAAT

GTTACAATGACGGTGGATCT

GCAAGGATATCACTGAGCTG

GCAGCTCTCGCATAGATAGT

AGGTCACCGTTACAATTACG

ATCTAATCACTGTCGCTGCT
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Ornek bir SmSSR ¢aligmast. Polimorphisim herbir bandin biiyiikliikleri kiyaslanarak belirlenmistir..
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3.7. AFLP Analizleri

AFLP isaretleyicileride (VOS ve ark. 1995) patlican gen kaynaklarinin genotiplenmesi ve baglanti haritasinin
¢oziinlirliigiiniin artirlmasinda kullanilmigtir. Bu analizler igin FURINI ve WUNDER (2004) tarafindan tanitilan
yontem kullanilmistir. Bu amag icin Invitrogen AFLP Core reaktif ve Starter Primer kitleri kullanilmistir. Yaklagik
10 primer kombinasyonu analizlerde Uretici firmanin kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi kullanilmigtir. AFLP
analizinde ilk adim genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesidir. Bunun i¢in, 5 pul DNA (~250 ng), 5 ul
5x reaksiyon tampon cozeltisi, 2 pl EcoR 1/Mse | ve 13 ul steril dH,O iceren karigim 1.5 pl mikrosantrif(yj tipl
icerisine konmus, karistirilmis ve 2 saat slreyle 37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra, restriksiyon endonuklease
aktivitesini inaktif hale getirmek icin, bu karisim 15 dakika siireyle 70°C’de tutulmustur. Ikinci asamada, 24 pl
adaptor baglama soliisyonu ve 1 ul T4 DNA ligase enzimi DNA karisimima eklenmis ve iki saat streyle 20°C’de
inkiibe edilmigtir. Bu baglama karisimi 1:10 oraninda TE tampon ¢ozeltisi (10 pl mixture + 90 pl TE tampon
cozeltisi) ile diliisyon edilmistir. Uciincii asama, 6n amplifikasyon reaksiyonunun hazirlanmasi asamasi olup bu
asamada, 40 ul 6n amplifikasyon primer karisimi, 6n asamada hazirlanmis olan 5 pl diliisyon edilmis kalip DNA, 5
pl 10x PCR tampon ¢ozeltisi + Mg ve 1 ul Tag DNA polymerase enzimi igeren karisim 0.5 ml. mikrosantrifij tlbd
igerisine eklenmis ve iyice karistirilmgtir. Santrifligasyondan sonra, karigtm miiteakip profil (94°C/30 saniye, 56°C/1
dakika, 72°C/1 dakika ve 20 dongu; 4°C’de tutulur) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmigtir. Bu reaksiyondan 3 pl PCR
irlinii almmug ve 147 pl TE tampon ¢ozeltisi igerisinde dillisyon edilmistir. Son agama segici AFLP amplifikasyonu
asamasi olup bu asamada, iki reaksiyon karistirilmustir. ilk karisim 2.5 pl isaretlenmis EcoRI primeri, 1.5 pl Msel
primeri (ANTP igerir) ve 1 pl steril dH,0 igermistir. Tkinci karisim 2 pl 10x PCR tampon ¢ézeltisi + Mg, 0.1 ul Taq
DNA polymerase enzimi ve 79 pl steril dH,O igermistir. PCR reaksiyonunu baslatmak i¢in, ti¢iincli asamadan elde
edilen 5 pl diliisyon edilmis PCR iiriinii, 5 pl karistm 1 ve 10 pl karisim 2 bir PCR tiipii igerisine konulmus ve
miiteakip touchdown profili kullanilarak ¢ogaltilmistir (94°C/30 saniye, 65°C/30 saniye, 72°C/60 saniye; sonra 12
dongii PCR yapilmugtir. Bu islem igin her bir dongiide baglanma sicaklign 0.7°C diisiiriilmiistiir, son olarak, 94°C/30
saniye, 56°C/30 saniye, 72°C/1 dakika profili olan 23 déngiiliik bir PCR daha yapilmustir. Bitiin bu PCR’lar sonrasi,
iki diliisyon daha yapilmustir. ilk diliisyon; 1:3 PCR iiriinii/dH,O (7 ul PCR + 14 pl dH,0) diliisyonudur. ikinci
dilisyon; 27 pl ornek yiikleme soliisyonu (SLS), 0.5 pl isaretleyici standartt 600 bp ve ilk diliisyondan 3 ul
kullanarak 1:10 hazirlanan diliisyondur. Hazirlanan ornekler dizi analizi cihazi kabina yiiklenmig ve bir damla
mineral yag ile kaplanmistir. Daha sonra, 6rneklerin yiiklendigi kap Beckman-Coulter Genetic Analysis System
CEQ™8800 igerisine yerlestirilmistir. AFLP analizleri Frag-4 metodu (ayrisma 90 °C, 120 saniye. ; capillary 50 °C;
injeksiyon 2.0 kV, 30 saniye; ayrisma 4.8 kV, 60 dakika) icin kullamilmistir. Bu asamadan sonra, sonuglar
istenmeyen veya diisiik kaliteli 6rnekleri ¢ikarmak igin filterlenmistir. Elde edilen veriler AFLP fragmanlarinin
varlig1 i¢in (1) yoklugu i¢in (0) seklinde degerlendirilmistir. Takip edilen protokol kapsaminda patlican ile daha 6nce
herhangi bir deneme yapilmamasi nedeniyle protokolde belirtilen domates, biber ve tiitiin bitkileri i¢in uygun
primerler patlican ornekleri i¢in denenmistir. Netice itibariyle 22 ortak primer kombinasyonu bulunmus ve iki farkl
patlican DNA’s1 lizerinden denemeler yapilmistir. Bu denemeler neticesinde ise 10 kombinasyon belirlenmis ve
bunlarin tiim 6rneklere uygulanmasina karar verilmistir. DNA analiz cihazinda yapilan AFLP 6rneklerinin goriintiisii

Sekil 3 ve 4’de verilmistir. Calismada kullanilan primer kombinasyonlar1 Tablo 5°de verilmektedir.
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Sekil 3. DNA analiz cihazinda yapilan bir AFLP deneme &rnegi.
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Sekil 4. DNA analiz cihazinda yapilan bir AFLP deneme 6rneginin daha yakin goriintiisii
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Tablo 5. Tiirk Patlicanlarina uygulanan AFLP primer kombinasyonlari.

EcoR | / Mse | combinations
M - CAC M - CAT M - CAG M - CAA M- CTA
\/
E - ACA (3.pri.com)
\/
E-ACC (5.pri.com)
v v v
E-ACT (11.pri.com) | (13.pri.com) | (6.pri.com)
\/
E - AAC (7.pri.com)
v v
E-AGC (16.pri.com) | (19.pri.com)
v V
E - AGG (18.pri.com) | (17.pri.com)

3.8. COSII Analizleri

Korunmus ortolog setleri (COSII) isaretleyicileri domates ve arabidopsis arasindaki sekans ortolojisi kullanilarak
tasarlanmig PCR temelli kesilmis ¢ogaltilmis polimorfizm (CAP) isaretleyicileridir. COSII analizler WU ve ark.
(2009) tarafindan tanitilan metoda gore yapilmistir. Bu metoda gore; PCR analizleri igin toplam 25 ul reaksiyon
karigim1 kullanilmis olup reaksiyon karisimi icerisinde 50 ng kalip DNA, 1 pmol ileri (forward) ve geri (reverse)
primerler, 1x PCR tamponu, 0.2 mM dNTPs ve 0.5 U Taq polimerase igermistir. Uriinler belirtilen programla
cogaltilmistir: baglangic DNA denatlrasyonu igin 94°C‘de 5 dakika; denaturasyon igin 94°C’de 45 saniye; tavlama
(annealing) reaksiyonu icin 55°C’de 45 saniye ve uzama icin 72°C’de 45 saniye (35 dongil olmak (zere); son uzama
72°C’de 10 dakika ve 4°C’de tutmay1 icermistir. Gerekli oldugu durumlarda (6zellikle COSII isaretleyicileri igin)
polimorfizmi belirlemek icin drlinler restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. DNA parcalar1 (fragmentleri) %2°‘lik

agaroz jel ile elektroforezde ayristirilmustir..

3.9. Veri Analizleri

Morfolojik karakterlerin ortalamalari, standart hatalar1 ve dagilimlar her bir tohum 6rnegi i¢in ortalama degerlerden
hesaplanmistir. Temel bilesenler analizi (PCA = Principal components analysis) JMP 7.0 software (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) progranu kullanilarak uygulanmigtir. Molekiler verilerinin analizi i¢in 6rnekler (SSR ve AFLP
lokuslar) sirasiyla 1 ve 0 olarak numaralandirilan piklerin (bantlarin) varlik veya yoklukluklarma gore
genotiplendirilmistir. Her bir SSR ve AFLP lokuslar1 (fragmenti) i¢in polimorfik bilgi igerigi hesaplanmistir. Bu
bilgi icin PIC; = 2 f; (1-f;) formiilii kullamlmustir. Bu formile gore f; degeri i markorii i¢in varolan bandlarin siklig1 olarak
ifade edilmigtir (ROLDAN-RUIZ ve ark. 2000). Analiz edilen bu veriler daha sonra dendogram c¢izimi igin
kullanmlmustir. NTSYS-pc versiyonu 2.2j (Applied Biostatics Inc, Setauket, New York, ABD) programu (ROHLF
1998) oOrnekler arasindaki benzerlik ve farkliliklar1i belirlemek amaciyla bir matris olusturmak amaciyla
kullanilmugtir. Bu yazilim aritmetik ortalama kullanarak yapilan 6lgiilmemis ¢ift grup yonteminide (UPGMA =
unweighted-pair group method arithmetic average) igeren birka¢ gruplandirma metodunu igermektedir ve verilerin

korelasyonu ile bilesenlerin iki yada U¢ boyutlu ¢izimlerini iceren dendogramlarin olusturulmasini saglamaktadir.
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Dendogram ¢izebilmesi i¢in kalitatif veriler Oornekler arasinda benzerlik ve farkliligi belirleyen bir matris
olusturulmasi amaciyla kullanilmigtir. Bu amag igin segilen yontem Dice yontemidir (DICE 1945) ve bu yontem
Orneklerin katsay1r benzerliklerinin hesaplanmasina dayanmaktadr (MOHAMMADI ve PRASANNA 2003,
GULSEN ve ark. 2007). Tamimlanan benzerlik matrisi daha sonrasinda yazilimda bulunan SHAN modiili
kullanilarak yapilan UPGMA gruplandirma yontemi ile bir dendogram ¢izmek amaciyla kullanilmistir.
Gruplandirmanin etkinligini belirlemek amaciyla kofenetik korelasyon katsayist MANTEL (1967) yontemi ile
hesaplanmustir. Ikinci adim olarak, temel bilesen analizleri (PCA = Principle Component Analysis) drneklerin goklu
dizlemlerde 6rneklerin organizasyonunu temsil eden iki boyutlu ve ii¢ boyutlu grafikleri olusturmak amaciyla
kullanilmistir (MOHAMMADI ve PRASANNA 2003). Bu amagla verilerin korelasyon matrisi yazilimdaki SMINT
modiilii ile hesaplanmigtir. Eigen moduli kullanarak Eigen degerler hesaplanmistir ve temel koordinatlar analizi
(PcoA) yapilmustir. AFLP, COSII ve SSR isaretleyicileri kullanilarak elde edilen genotipik veriler molekiiler genetik
baglanti haritast olusturulmasi ve QTL analizlerinin yapilmasinda kullanilmistir. Molekiiler genetik baglanti
haritasinin (baglanti gruplarinin ve igaretleyici siralarinin belirlenmesi) olusturulmasinda Mapmaker v. 2 (LANDER
ve ark. 1987) ve JoinMap v. 4 (STAM 1993) programlari; QTL analizlerinin yapilmasinda MapQTL v. 5 (VAN
OOIJEN ve MALIEPAARD 1996) ve Qgene v. 4 (NELSON 1997) programlar1 kullanilmustir..

4. Bulgular ve Tartisma
4.1. Pathican ve yabani tiirleri arasinda genetik varyasyonun belirlenmesi

4.1.1. Morfolojik Analizler

Tiirkiye patlican bitkisi i¢in ikincil dereceden genetik ¢esitlilik merkezidir ve degisik morfolojik 6zelliklere sahip
olan ¢ok sayida kiiltlir ¢esiti ve zaman icerisinde cif¢ilerin segerek olusturduklari yerel g¢esitler bulunmaktadir.
Patlican’da genetik ¢esitlilik diizeyinin belirlenmesi ¢aligsmasi iki kisim halinde yiriitilmiistiir. Projenin bu alt
basliginin birinci kisminda Tiirkiye’de yetistirilmekte olan 70 civarinda patlican kiiltiir ve yerel ¢esitleri arasindaki
genetik cesitlilik diizeyi morfolojik ve molekiler olarak belirlenmistir. Bu amag i¢in Tiirk patlican ¢esitlerine ait
tohumlar Menemen Tarimsal Arastirma Enstitiisit Gen Bankasindan saglanmistir. Caligmada kullanilan diger iki
adet yabanci orijinli ¢esit (Dusky, Amerikan orijinli bir ¢esit ve MM738, Fransiz orijinli bir ¢esit) ve U¢ adet
yabani tlre ait tohumlar INRA — Fransa’da aragtirmaci olarak gérev yapan Dr. Marie-Christine Daunay’den temin
edilmistir. Biitiin tohumlar 26.05.2005 tarihinde tohum viyollerine ekilmistir. Cimlenmesini tamamlayan genotipler
daha sonra 20 cm ¢apindaki saksilara aktarilmis ve seraya transfer edilmistir. Dort yaprakli devreye gelen bitkiler
toplanarak DNA’lart ¢ikarilmigtir. Caligmada kullanilan biitiin genotipler Tablo 1’de verilmistir. Yerel ve dis
kaynakl patlican ¢esitleri arasindaki genetik ¢esitlilik ¢aligmalarinda molekiiler isaretleyici teknigi olarak AFLP
markdr sistemi kullanigtir. Morfolojik analizler icin bitkiler Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisi — Menemen,
[zmir’de deneme tarlalarinda yetistirilmistir. Denemelerde iki tekerriirlii tesadiifii deneme bloklar1 esas alinmis ve
her bir tekerriirde 10 bitki yer almistir. Tarla kosullarinda yasanan kayiplardan dolayir denemeye alinan 67
genotipten sadece 61 adeti morfolojik olarak karakterize edilmistir. Agronomik oneme sahip 30 morfolojik

karakterler patlican genotiplerinde vejetatif donemde ve meyve karakterleri bakimindan incelenmistir. Vejetatif ve
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meyve Kkarakterlerine ait sonuglar Tablo 6’de verilmistir. Morfolojik degerlendirmelerde IBPGR tarafindan
olugturulan skala degerleri kullamilmistir (Tablo 6; IBPGR 1990).

Tiirk patlican cesitleri meyve sekillerine dayali olarak siniflandirilmislardir (Tablo 1). Bu analizlere gére morfolojik
analizlerde kullanilan tohum 6rneklerinden, {i¢ tanesi yuvarlak, 30 adeti yari-uzun (genisten daha uzun) ve 29 tanesi
ise uzun (genisten birka¢ kez daha uzun) olarak belirlenmistir. Tohum 6rnekleri toplam 30 morfolojik karakter
bakimindan karakterize edilmislerdir (Tablo 6). Bes parametre bakimindan hi¢ varyasyon gézlenmemistir: kotiledon
rengi (yesil), hipokotilde antoksiyanin (var), yapraklarda diken (yok), meyve pozisyonu (sarkik) ve tohum rengi
(kahverengimsi sar1). Buna karsilik meyve sekli ve rengi karakterleri nemli diizeyde varyasyon gostermistir. Meyve
sekli (uzunluk/genislik orani) kutuplar1 yassilagmistan (uzundan daha genis) genellikle ¢ok az egrilik ile ¢ok uzun
arasinda degisiklik gostermistir. Meyve rengi ticari olgunluk doneminde siit beyazindan siyaha ve fizyolojik
olgunluk doéneminde ise koyu saridan agik kahverengiye kadar genis bir dagilim gostermistir. Vejetatif karakterler

daha az varyasyon gostermislerdir.

Morfolojik karakterlerin ortalamalari, standart hatalar1 ve dagilim oranlari her bir tohum O6rnegi igin ortalama
degerlerden hesaplanmustir. Temel bilesenler analizleri (PCA) i¢in JMP 7.0 software (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) programi kullamlmgtir. Morfolojik verilerin ¢ok degiskenli temel bilesenler analizlerine gére (PCA) birinci,
ikinci ve ti¢lincii komponentler tohum 6rnekleri arasindaki toplam varyasyonun, sirastyla, %16.1, %13.3, ve %7.7’sini
aciklamustir. Sonug olarak, ilk {i¢c komponent toplam varyasyonun %37.05’ini agiklamistir. {lk komponentte tohum
orneklerini ayiran en 6nemli parametre uzunluk/genislik orani, meyve kesiti, meyvenin en genis kismi, meyve ucu
sekli, meyve genisligi ve egriligi karakterlerini igeren meyve seklidir. Meyve uzunlugu/genisligi orani ve meyve
egriligi ilk komponentle negatif olarak iligkili bulunmustur (sirasiyla, r = -0.383 ve -0.242). Halbuki, diger karakterler
ilk komponentle pozitif korelasyon gdstermistir (r = 0.378 ve r = 0.292 arasinda degismistir). Ikinci komponentte
tohum orneklerini ayirt eden en 6nemli parametre yaprak, tohum ve meyve karakterleridir. Yaprak genisligi ikinci
komponentle en yiiksek diizeyde korelasyon gosterirken (r = 0.345) diger karakterlerde (tohum sayisi, meyve
uzunlugu, yaprak derinligi, ve yaprak biiyiikliigii) pozitif olarak korelasyon gostermistir (r = 0.312 ile r = 0.291
arasinda degismistir). ki boyutlu olarak ¢izildiginde, PCA meyve tipine bagl olarak tohum &rnekleri arasinda bazi
ayrigsmalara gostermistir (Sekil 5). Uzun tipler birbirine en yakin grubu olustururken yari-uzun tipler birbirleri
arasinda daha gevsek bir sekilde iliskili bulunmuslardir. Yuvarlak tipler ise morfolojik olarak diger tiplerden daha
farkli bulunmuslardir. Bununla birlikte, bu ¢alismada sadece ii¢ yuvarlak tohum &rnegi incelenmistir. Ilging bir
sekilde, yari-uzun tiplerin bazilar1 morfolojik olarak uzun tiplere olduk¢a benzer bulunmuslardir. Ornegin, 41 ve 42.

Genotipler sirastyla, uzun ve yari-uzun tipler olup birbirlerine ¢ok benzemektedirler.
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Sekil 5. 30 morfolojik parametreye dayali olarak Tiirk patlican tohum O6rnekleri arasindaki iligkileri gosteren iki

boyutlu PCA ¢izimi; + = uzun meyveli tipler, « = yari-uzun meyveli tipler, o = yuvarlak meyveli tipler.
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Tablo 6. Tiirk patlican gesitlerinde dl¢iilen morfolojik karakterler i¢in belirlenen skalalar, ortalama degerler ve dagilim oranlari

Karakter Skala Degeri Ortlama + SE Dagihim
Kotiledon Rengi 3-7 (3 = yesil, 7 = menekse) 3.00+0 3-3
Hipokotilde Antoksiyanin 0-1 (0 =yok, 1 =var) 1.00+£0 1-1
Bitki Biiytime Sekli 3-7 (3 = dik, 7 = yatik) 4.13+0.13 3-5
Yaprak Ayasi Uzunlugu 3-7 (3 = kisa, 7 = uzun) 5.06 +0.08 3-7
Yaprak Ayasi Genisligi 3-7 (3 = dar, 7 = genis) 5.32+0.09 5-7
Yaprak Ayas1 Biyiikligi 3-7 (3 = kugtik, 7 = buyuk) 5.10+0.10 3-7
Yaprak Ayasi Derinligi 1-9 (1 = ¢ok zayif, 9 = ¢ok gii¢lii) 5.10+0.05 5-7
Yaprak Ayast Ucu Agisi 1-9 (1 = ¢ok akut, 9 = ¢ok genis) 3.45+0.13 1-5
Yaprak Dikenleri 0-9 (0 = hig yok, 9 = ¢ok sayida) 00 0-0
Bitki Yiiksekligi 1-9 (1 = ¢ok kisa, 9 = ¢ok uzun) 6.58 + 0.10 5-7
Bitki Cap1/Genisligi 1-9 (1= ¢ok kisa, 9 = ¢ok genis) 6.81 +0.08 5-7
Ciceklenme Baglangici 3-7 (3 = erkenci, 7 = gegci) 5.19+0.08 5-7
50% Ciceklenme i¢in Gegen Giin Sayisi Giin sayisi 43.61 +0.64 35-56
Tag Yaprak Rengi 1-9 (1 = yesilimsi beyaz, 9 = mavimsi menekse) 6.29+0.14 5-9
50% Meyve Tutum i¢in Gegen Giin Sayis1  Giin sayist 55.69 + 0.46 48-65
Meyve Uzunlugu 1-9 (1 = ¢ok kisa, 9 = ¢ok uzun) 8.10+0.13 7-9
Meyve Cap1/Genisiligi 1-9 (1 = cok kiguk, 9 = ¢ok buyuk) 7.10+0.09 5-9
Meyve Uzunlugu / Meyve Cap1 Orani 1-9 (1 = uzundan daha genis, 9 = birka¢ kez daha genis) 8.03+0.21 1-9
Meyve Egriligi 1-9 (1 = hig yok, 9 = U-seklinde) 2.95+0.23 1-8
Meyve Kesiti 1-9 (1 = dairesel, 9 = ¢ok diizensiz) 1.77£0.22 1-9
Meyvenin En Genis Kismi1 3-7 (3 = tabanindan % daha genis, 7 = tabanindan % daha genis) 5.19+0.08 5-7
Meyve Tepe Sekli 3-7 (3 = ¢ikintili, 7 = bastirilmis) 4.55+0.20 3-7
Ticari Olgunlukta Meyve Rengi 1-9 (1 = yesil, 9 = siyah) 7.24 £0.13 2-9
Fizyolojik Olgunlukta Meyve Rengi 1-9 (1 = yesil, 9 = siyah) 6.35+£0.34 2-8
Meyve Eti Yogunlugu 1-9 (1 = ¢ok gevsek, 9 = ¢cok yogun) 5.87 £0.22 3-9
Meyve Canak Uzunlugu 1-9 (1 = ¢ok kisa, 9 = ¢ok uzun) 3.68+0.14 1-5
Meyve Canak Dikenleri 0-9 (0 = hi¢ yok, 9 = ¢cok sayida) 3.71+0.23 1-7
Meyve Pozisyonu 1-9 (1 = dik, 9 = sarkik) 9.00+0 9-9
Meyve Bagina Diisen Tohum Sayisi 0-9 (0 = hig yok, 9 = ¢ok sayida) 7.55+0.11 7-9
Tohum Rengi 1-9 (1 = beyaz, 9 = siyah) 4.00+0 4-4
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4.1.1. AFLP Analizleri

AFLP analizleri i¢in patlican genotipleri herbir hattan 10 bitki olacak sekilde sera kosullarinda yetistirilmistir.
DNA’lar 70 tohum Ornegi igin yetistirilen her bitki icin gen¢ yapraklardan ¢ikarilmistir. DNA izolasyonu igin,
Wizard Genomic DNA Purification Kiti (Promega, Madison, WI, USA) kullanilmigtir. DNA’lar TE tamponu
icerisine alindiktan sonra her bir genotipten 5 ul DNA alinarak yeni bir tiip igerisine alinmis ve her bir drnek icin esit
konsantrasyonda DNA havuzu olusturulmustur. Elde edilen DNA’larin konsantrasyon seviyesini tespit etmek igin
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) kullanilmis ve
finalde DNA konsantrasyonu 100 ng/pl ayarlanmistir. AFLP analizleri i¢in Invitrogen AFLP Core Reagent ve
Invitrogen AFLP Starter Primer Kiti kullanilmistir. AFLP analizleri igin kullanilan protokol birka¢ modifikasyonla
AFLP Analysis System I kullanim klavuzu igerisinde tanitilmustir. Protokoldeki ilk degisiklik EcoRI and Mse | ile
yapilan restriksiyon enzim parcalanmasinda kullanilan DNA miktarmin oran1 700 ng’ma ¢ikarilmistir. ikinci farklihik
olarak ilk PCR amplifikasyonu sonrasi, Ornekler 1:50 yerine 1:40 oraninda seyreltilmistir. Segici PCR
amplifikasyonu i¢in kit igerisinde saglanan Mse | primeri ve fluoresent olarak isaretlenmis EcCoRI primeri CEQ 8800
Genetic Analysis Sisteminde (Beckman-Coulter) kullanilmistir. Kullanim klavuzunda tanitildigr gibi domates, biber
ve patates i¢in ¢ok iyi ¢alistig1 rapor edilen primer kombinasyonlari iki patlican tohum drnegine 6n ¢alisma seklinde
uygulanmistir. Bu sekilde 22 primer kombinasyonu test edilmis ve en iyi sonug veren 10 primer kombinasyonu Tiirk

patlican ¢esitleri arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesi ¢alismasinda kullanilmigtir (Tablo 5).

Tablo 7. AFLP primer kombinasyonlar1 Bagina Diisen Polimorfik Fragment Sayisi

EcoRl Msel Polimorfik Fragment Ortalama PIC + SE

primer primer Sayisi (median)
E-ACA M-CAC 56 0.189 + 0.022 (0.129)
E-ACC M-CAT 62 0.145 + 0.020 (0.067)
E-ACT M-CAC 41 0.089 + 0.016 (0.055)
E-ACT M-CAT 63 0.223 +0.023 (0.192)
E-ACT M-CAG 37 0.157 + 0.026 (0.084)
E-AAC M-CAG 26 0.111 + 0.027 (0.057)
E-AGC M-CAA 58 0.171+0.021 (0.117)
E-AGC M-CTA 58 0.134 + 0.020 (0.061)
E-AGG M-CAG 36 0.208 + 0.034 (0.056)
E-AGG M-CAA 47 0.223 + 0.024 (0.227)

Genetik Analiz Sistemi i¢in Orneklerin hazirlanmasi son adimdir. Segici PCR iiriinleri oncelikle dH,0 ile 1:5
oraninda ve daha sonra SLS (6rnek yiikleme soliisyonu) ile 1:10 oraninda ikinci kere seyreltilme islemi yapilmistir. 3
pl DNA 6rnegi 30 pl SLS ve 0.5 pl boyut standard-600 (GenomeLab, Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA)
ile karistirilmigtir. Fragmentlerin ayristirilmasi icin Genetik Analiz Sisteminde yeralan Frag 4 metodu kullanilmistir:
kapillar sicakligi 50°C, 120 saniye icin denatiirasyon sicakligi 90°C, enjeksiyon gerilimi 30 saniye icin 2.0kV ve
ayristirma gerilimi 60 dakika i¢in 4.8 kV olarak kullanilmistir.
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Patlican i¢in daha dnceden yaymlanmis AFLP primer kombinasyonlarina gére (MACE ve ark. 1999; MUNOZ-
FALCON ve ark. 2008), 10 AFLP primer kombinasyonu {i¢lii eslesmeler halinde kullanilmistir (E-ACT/M-CAG, E-
AAC/M-CAG, E-AGC/M-CAA). Toplam 484 polimorfik pargacitk (fragment) 10 primer kombinasyonundan
giivenilir bir sekilde skorlanmustir. Boylece, her bir primer basina ortalama 48.4 + 3.8 (SE) polimorfik pargacik
(markor) digmistir. E-ACT/M-CAT ve E-ACC/M-CAT primer kombinasyonlari en polimorfik markorler olarak
belirlenmis ve bu markorler sirasiyla 63 ve 62 polimorfik lokus iiretmistir (Tablo 7). Buna karsin, E-AAC/M-CAG
kombinasyonu 26 pargacik ile en diisiik seviyede polimorfik lokus amplifiye etmistir. AFLP makorlerinin PIC
degerleri ortalama ve orta degerleri sirasiyla 0.17 ve 0.08 olmak {izere 0.03 ile 0.50 arasinda degisiklik gdstermistir.
Primer kombinasyonuna bagli olmak {izere, en yiiksek ortalama ve mediyan PIC degerleri E-ACT/M-CAT ve E-
AGG/M-CAA primer kombinasyonlarindan elde edilmistir (Table 7). Sadece Solanum melongena tohum 6rnekleri
diistintildliglinde, biitiin markorler i¢in ortalama ve mediyan PIC degerleri sirastyla 0.24 ve 0.22 arasinda yer almustir.
Polimorfik lokuslardan, 144 (%29) adeti S. melongena tohum 6rneklerine 6zgiin bulunmustur. Buna karsilik, 73, 49
ve 16 nolu pargalar sirasiyla S. macrocarpon, S. aethiopicum ve S. linnaeanum tiirlerine 6zgiin olduklart
gozlenmistir. Sonug olarak, 350 (%72) AFLP lokusu S. melongena tohum orneklerinin ayristirilmast i¢in faydali

bulunmustur.

AFLP verilerinin UPGMA gruplama analizi ile Mantel testi ile belirlenmis olan benzerlik matris verileri ile ¢ok
yuksek diizeyde korelasyon gdsteren bir dendogram olusturulmustur (Sekil 6). Dendogramdaki genetik benzerlik
0.30 ile 0.95 arasinda degisiklik gostermistir. Beklendigi gibi, tiir dis1 gruplar S. melongena grubunun disinda yer

almigtir. Tiirdis1 gruplar arasinda, S. linnaeanum tlri S. melongena ya 0.48 genetik benzerlik katsayisi ile en yakin
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Sekil 6. 10 AFLP primer kombinasyonundan elde edilen 484 AFLP lokusuna gore 67 Tiirk patlican genotipi i¢in olusturulan UPGMA dendogramu.

S. macjocarpon

S. aethiopicum

S. linnaeanum

I T
0.30

0.46

T
0.62
Coefficient
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tiir olmustur. Buna kargin, S. aethiopicum (genetik benzerlik katsayis1 0.34) ve S. macrocarpon (genetik benzerlik
katsayis1 0.30) daha uzak tiirler olarak belirlenmistir. S. melongena tohum &rnekleri arasindaki molekiiler genetik
benzerlik orani 0.68 ile 0.95 arasinda degisiklik gostermistir. Dendogramin topolojisi incelendiginde iki ana grub (A
ve B) ve sadece ii¢ tohum 6rnegini igeren (MM738 = Tiirk olmayan bir 1slah hatti; TR56029 ve TR66728 = iki Tiirk
orijinli tohum 6rnegi) daha kiiciik ve daha uzaktan iliskili bir grup olmak Uzere ¢ grup sonuglamustir. iki ana
patlican grupu 0.78’lik big genetik benzerlik katsayisina sahip olmustur. A grupu 37 patlican tohum 6rnegi icerirken
B grubu 29 tohum 6rneginden olusmustur. Ilging bir sekilde, calismada kullamlan ve Tiirk orijinli olmayan diger
cesit “Dusky” Tiirk orijinli patlican genotiplerinin yer aldig1 B grubu igerisinde yer almistir. A grubu igerisinde yer
alan genotipler arasindaki genetik ¢esitlilik B grubunda yer alan genotiplere gore daha diisiik diizeyde bulunmustur;
B grubunda yer alan tohum 6rneklerinin %68’i 0.90 veya daha yiiksek diizeyde genetik benzerlik seviyesine sahip
olmustur. B grubunda, sadece genotiplerin %27’si diisiik seviyede genetik cesitlilige sahip olmustur. Patlican tohum
orneklerinin genotipik olarak gruplanmasi bu hatlarin tipleri ve toplandiklar1 lokasyonlar ile iligkili bulunmamustir.
Temel koordinatlar analizi benzer grublamalar gostermistir (Sekil 7). ilk EIGEN vektérii toplam genotipik
varyasyonun %68’ini agiklamistir ve ilk ii¢ vektor ise toplam varyasyonun %78.4’lnl agiklamistir. Patlican
genotipleri i¢in olugturulan iki boyutlu egri Tiirk patlican tohum 6rnekleri igin iki ana grub sonuglamstir. Bu grublar
icerisinden A grubunda daha diisiik diizeyde genetik gesitlilik gézlenmistir. Temel koordinatlar analiz egrisinde
ortaya ¢ikan grublar tohum &rneklerinin tipleri ile iliskili degildir ve yapilan bir MANTEL testi molekiiler ve
morfolojik mesafe matrisleri arasinda 6nemli bir korelasyon gostermemistir. Sekil 7 ve Sekil 8 de ise temel bilesenler

analizi ile elde edilen ve bireylerin iki ve (¢ boyutlu diizlemlerde durumunu gosteren diyagramlar verilmektedir.

Sekil 7. Turk Patlican hatlarinmin iki boyutlu diyagramu.
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Sekil 8. Tiirk patlicanlart AFLP sonuglarinin {i¢ boyutlu diyagrami.
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4.1.2. Yabani Pathcan Tiirlerinde SSR Analizleri

Patlicanda genetik ¢esitliliginin belirlenmesine yonelik 6zel isaretleyicilerin sayica az olugu ve diger bitki tiirleri igin
gelistirilmis isaretleyicilerin patlicanda, o bitki tiirii kadar iyi sonuglar vermeyisi de goz Oniine alinarak bu proje
kapsaminda patlican i¢in mevcut EST dizilerinden spesifik SSR primerler1 gelistirilmistir. Bu amag i¢in, Solanaceae
Genomics Network’ dan Solanum melongena ya ait sekanslarin oldugu database’lere ulagilmig ve bu sekanslar
Brassica Public Databases’de mevcut SSR Discovery Input programu ile primer dizayni i¢in kullanilmigtir. Yapilan
incelemeler sonucunda, bulunan 110 SSR Primer ¢ifti arasindan toplam 50 tane SSR primerler1 dizayn edilmistir.

smSSR primerlerinin listesi Tablo 4 de sunulmaktadir.

SGN veribankasinda mevcut bulunan Solanum melongena EST kutuphanesinin analizi sonucunda igerisinde enaz bir
SSR dizisine sahip olan 158 farkli dizi belirlenmistir. SSR’lar tek tek sayildiginda, toplam SSR sayis1 168 adet
olmustur. Bu markorlerden 9 tanesi two SSR ve bir tanesi ise i¢ SSR igermektedir. Bununla birlikte, 158 SSR igeren
dizi SGN de yapilan analizlere gére 110 unigeni temsil etmektedir. Toplam olarak, yedi bilesik tekrar belirlenmistir.
Bilesik tekrarlar tek bir SSR’da meydana gelen iki veya daha ¢ok sayida nukleotid motiflere sahip bulunmaktadir.
Genelde, AT tekrari belirlenen SSR’lar igerisinde %8.3 liik bir oranla en genel olarak rastlanan tekrardir. Ayrica, AT
tekrarina patlican’da gelistirilen diger genik (STAGEL ve ark. 2008) ve genomik (NUNOME ve ark. 2003) SSR
larda da sik¢a rastlanmaktadir. En uzun basit SSR bir TAA SSR olup 22 tekrar Unitesinden olugsmaktadir. Toplam
uzunluga gore, en uzun SSR dizisi bilesik bir tekrar olan (TAA),(CGA)g olup 84 nukleotid uzunlugundadir. Tekrar
motifleri tekrardaki baz sayisi agisindan siniflandirildiginda, en yaygin olarak ¢ nukleotid tekrarlar gézlenmis olup
toplamin %56.7 sini temsil etmektedir. Benzer sonuglar diger tiirlerde de genik SSR ¢aligmalarinda gozlenmistir
(CHO ve ark. 2000, THIEL ve ark. 2003). Bu sonug, lignukleotid tekrarlarindaki varyasyon frameshift mutasyonuna
sebep olmadig i¢in beklenmektedir ve bu nedenle, biiyiik bir olasilikla negatif seleksiyona karst hayatta kalabilmistir
(METZGAR ve ark. 2000). TCA ve TTC/AAG en sikga belirlenen tignukleotid tekraridir ve her birinden sekiz SSR
belirlenmistir. STAGEL ve ark. (2008) patlican da mikrosatellit gelistirmek i¢cin SGN veribankasindaki EST
kitlphanesini (http://www.sgn.cornell.edu/) incelemis ve 70 civarinda SSR markérii gelistirmistir. Mevcut yiiriitilen
projede ise yine aynm EST Kkiitiiphanesinin incelenmesi sonucunda 170 civarinda SSR markorii gelistirilmistir.
STAGEL ve ark. (2008) tarafindan yiiriitiilen ¢aliymada da belirlenen genik SSR’larin biiyiik bir kisminda (%51.4)
TCA ve AAG gibi lignukleotid tekrar1 en sik¢a gézlenen tekrarlar olmustur. Buna karsin, ATC ve AAC tekrarlart
patlican genomik DNA den elde edilen ve en sikca karsilagilan tignukleotid tekrarlar1 olmustur (NUNOME ve ark.
2003).

47 Solanum tirlinde genetik varyasyon dizeyinin belirlenmesinin amag edinildigi bu ¢alismada proje kapsaminda
gelistirilen SSR markérlerinden sadece 29 tanesi kullanilmistir. Bu smSSR markoérleri toplam 307 allel amplifiye
etmiglerdir (Tablo 8). Amplifiye edilen allel sayis1 3 (smSSR42) ile 27 (smSSR3) arasinda degisiklik gostermis olup
ortalama markor bagina allel sayist 10.6 olarak belirlenmistir. Bu ortalama deger patlican igin yapilan diger genik
(6.7 allel) ve genomik (3.1 allel) SSR ¢aligmalarindan elde edilen allel sayisindan daha fazla bulunmustur
(NUNOME ve ark. 2003, STAGEL ve ark. 2008). Ancak, bu iki ¢alismada da daha az sayida ve daha az diizeyde

cesitlilik gosteren patlican tiirleri kullanilmigtir ve ayrica sadece Solanum melongena icerisindeki polimorfizm
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diizeyine yogunlagilmigtir. Bunun yamsira, sadece Solanum melongena tohum ornekleri diistiniildiiginde proje
kapsaminda gelistirilen sSmSSR markérlerinin %79 u polimorfik bulunmustur ve allel sayist 2 (smSSR21) ile 12
(smSSR3) arasinda degisiklik gostermistir. Toplam 116 allel sekiz adet Solanum melongena tohum &rneginde
belirlenmistir (Tablo 8). Bu tohum &rnekleri yabani tipler (grup F), yabani ot gibi olan tipler (grup E), ilkel formlar
(grup Q) ve ileri kiiltiir formlarini (grup H) icermektedir. Sonug olarak, markor basina ortalama 5 allel bu tiirlerde
belirlenmistir ve bu deger onceki brinjal patlicanlarinda yapilan SSR ¢aligmalarinda elde edilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir (NUNOME ve ark. 2003, STAGEL ve ark. 2008). Bu markdrlerle polimorfizm S. aethiopicum ve S.
macrocarpon ve ayrica S. melongena’nin en yakin akrabasi olan S. incanum (LESTER ve ark. 1991) gibi diger kiiltiir
patlican tirlerinde de elde edilmistir (Tablo 8). Sadece U¢ adet S. aethiopicum ve dort adet S. macrocarpon tohum

ornegi analiz edilmesine ragmen smSSR markorleri 6nemli diizeyde polimorfizm gostermistir.

Toplam 80 allel S. aethiopicum’da PCR amplifikasyon tiriinii olusturan 25 smSSR markériinden belirlenmistir. Ayni
sekilde, 93 allel S. macrocarpon’da PCR amplifikasyon iiriinii olusturan 28 smSSR markériinden belirlenmistir. Sonug
olarak, markor bagina yaklasik 3.2 allel bu iki kiiltiir patlican tiiriinde elde edilmistir. S. incanum yabani tirinde markor
basina ortalama 6.2 allel gibi iki kat daha fazla allel belirlenmistir. Allel sayisinin daha fazla olmasi bu yabani tiirde ve test
edilen diger yabani tiirlere ait tohum &rneklerinin daha yiiksek diizeyde genetik cesitlilige sahip oldugunu gostermektedir
(PROHENS ve ark. 2005). Genel olarak bu sonuglar smSSR markoérlerinin patlican’in yabani akrabalarinda ve kiiltiir

tlrlerinde turici genetik varyasyon diizeyinin saptanmasinda kullanilabilecegini gostermistir.

Biitiin tohum 6rnekleri incelendiginde, daha kisa SSR motifleri (dinukleotidler) ve daha uzun SSR markérleri daha fazla
sayida allel belirlenmesi ile iligkili bulunmustur. Diger bir ifadeyle, allel say1s1 motif uzunlugu ile negatif olarak (r = -0.35,
P =0.07) ve toplam SSR primer uzunlugu ile ise pozitif olarak (r = 0.34, P = 0.07) korelasyon gostermistir. Bu sonugla
P=0.05 seviyesinde istatistiki olarak onemli olmamasina ragmen, patlican ve ilgili Solanaceous tiirlerinde yapilan
onceki caligmalarda gozlenmis genel bir fenomen gostermesi agisindan énemli bulunmustur. Aslinda, STAGEL ve
ark. (2008) daha uzun SSR markérlerinin daha fazla bilgi trettiklerini ve dinukleotid motiflerden elde edilen SSR
primerlerinin Ugnukleotid motiflerden elde edilen SSR markérlerine oranla daha degisken sonuglar verdigini
bulmuslardir. Genomik tignukleotid SSR markorleri igin, NUNOME ve ark. (2003) daha ¢ok tekrar iiniteleri olan
markdrlerin Solanum melongena tohum 6rneklerinde daha yiiksek diizeyde polimorfizm gosterdiklerini bulmuslardir
ve ydritllen bu projede ise sadece Solanum melongena allelleri diisiiniildiigiinde, allel sayis1 ve hem motif uzunlugu
(r =-0.49, P=0.007) ve hemde toplam uzunluk (r=0.68. P<0.0001) arasinda ¢ok yiiksek diizeyde korelasyon
belirlenmistir. SSR polimorfizm agisindan benzer sonuglar domates’te de tutarli bir sekilde elde edilmistir
(ARESHCHENKOVA ve ark. 1999, SMULDERS ve ark. 1997, HE ve ark. 2003, FRARY ve ark. 2005).

SSR verilerinin patlican ve yabani tiirleri icin yapilacak cesitlilik analizleri icin, sekans cihazindan elde edilen
sinyaller 1-0 datasina doniistiiriilmiis ve NTSYS programi (NTSYS-pc versiyon 2.2j) kullanilarak gesitlilik analizleri
yapilmis ve dendogramlar ¢izilmistir. NTSYS programi i¢in uygun hale getirilen veriler, programda 1-0 datasina
uygun olarak kalitatif veri analizi iizerinden gidilerek, bir sonraki asamada verilerin ¢izilen dendrogramla uyumu

kiyaslanarak ilk neticeler elde edilmistir.
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Tablo 8. Biitiin tohum 6rneklerinde ve farkli patlican tiirlerinde polimorfik SSR markorleri. Nd = veri yok. Markor
amplfiye etmedi.

# Alleles # Alleles # Alleles # Alleles # Alleles
SSR Butun Tohum | S.melongena | S. aethiopicum S. macrocarpon S. incanum
OrnekKleri

smSSR1 12 11 4 1 9
SmSSR3 27 12 11 15 15
SmSSR4 23 5 2 9 15
smSSR9 13 3 2 3 8
smSSR11 6 5 5 3 5
smSSR12 5 1 nd 0 2
SmSSR14 20 6 0 3 11
SmSSR15 4 1 nd 1 2
smSSR16 10 3 3 3 7
SmSSR17 1 1 2 1
smSSR18 1 0 1 4
SmSSR19 8 3 3 2 2
smSSR21 2 1 2 2
smSSR22 10 3 2 2 6
SMSSR24 25 4 3 2 12
smSSR27 6 5 3 3 5
SmMSSR28 16 4 3 3 13
smSSR29 7 5 5 4 6
SmSSR31 10 3 1 1 7
SmMSSR35 11 1 2 1 6
SmSSR36 12 4 3 1 5
SMSSR37 5 5 3 3 4
smSSR40 3 3 1 4
SmSSR41 4 3 5 5
smSSR42 3 1 1 1 2
sSmSSR44 11 4 4 4 4
SmMSSR45 11 4 3 5 6
SmSSR46 11 5 4 6 4
SmSSR47 12 7 5 6 9
Toplam 307 116 80 93 181

Elde edilen korelasyon degerinin niteligine gore de filogenetik agacin giivenilirligi hakkinda bilgi sahibi olunmustur.
Genetik analizlere gore, 6rnek genotipik verilerle elde edilen dendogram arasinda oldukga yiiksek (r = 0.88) bir korelasyon
belirlenmistir ve bu sonuglar veriler arasinda iyi bir uyum oldugunu gostermistir (MOHAMMADI ve PRASANNA
2003). Sekil 9° de SSR c¢aligmasi sonucunda elde edilen dendrogram verilmektedir. Elde edilen dendogramin skalasi
0.30 ile 0.83 arasinda degisiklik géstermis olup ortalama benzerlik katsayisi 0.57 olarak belirlenmistir (Sekil 9). S.
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aethiopicum tiiriine ait iki tohum 6rnegi MMO0134 (12. genotip), MMO0574 (2. genotip), sirasiyla, Aculeatum ve
Kumba gruplarina (yuvarlak, diiz ve diizensiz ¢ok genis meyveli iki alt gruptan olugmaktadir) ait olup en yiksek
diizeyde benzerlik gostermistir (0.83). 0.53 benzerlik katsayisi ile, Solanum tohum &rnekleri 10 grup igerisine
dagilmistir (Sekil 9). En genis grup birinci grup olup 25 tohum 6rnegi igermistir (test edilenlerin yarist minimum
0.56 benzerlik katsayisina sahip olmuslardir). Gruplarin bes tanesinde sadece bir tohum ornegi yer almistir. Bu
gruplardan dort tanesinede ise sadece bir tohum 6rnegi analiz edilmistir: S. viarum, S. violaceum, S. scabrum ve S.
sessilistellatum. Bu sonuglar, bu tirlerin tek tohum o6rnekli gruplar ve diger materyaller arasinda sadece ~0,33
maksimum benzerligi olan tohum Orneklerinin geri kalan kismi ile ¢ok uzak akraba iligkileri oldugunu
gostermektedir. Tkinci grup tek tohum &rnekle temsil edilen ii¢ tiir igermektedir: S. burchellii, S. aculeastrum ve S.

sisymbrifolium ve ortlama benzerlik katsayisi ~0.54 olarak belirlenmistir.

Veriler iizerinden ve ayn1 program kullanilarak yapilan ikinci bir analiz ile temel bilesenler analizi (PCA = Principal
Component Analysis) ile dendrogramin iki ve {i¢ boyutlu goriintiileri elde edilmistir (Sekil 10, 11). Bu analiz ile
orneklerin temel bilesenler diizleminde % kag oraninda agiklandig: ise Eigen degeriyle belirlenmistir. Elde edilen
Eigen degerleri, temel bilesenlerin agiklanmasi agisindan iyi sonuglar vermistir. SSR verilerinin temel bilesenler
analizlerine gore (PCA) birinci, ikinci ve {iglincii komponentler tohum 6rnekleri arasindaki toplam varyasyonun,
sirastyla, %46.1, %4.63, ve %4.53’tinii agiklamigtir. Sekil 10 ve Sekil 11 da ise temel bilesenler analizi ile elde
edilen ve bireylerin iki ve ¢ boyutlu diizlemlerde durumunu gdsteren diyagramlar verilmektedir.

Buna ilaveten, dendrogram igerisindeki gruplar incelendiginde ayni gruplara diisen bireylerin yiiksek oranda ayni
tirden olduklar1 da gézlenmistir. Sekil 9 da bu gruplar gésterilmektedir. Bu durum da hem datalarin giivenilirligi
hem de daha 6nceki verilerle uyumu agisindan 6nemlidir. S. incanum, S. melongena ve S. macrocarpon tirlerine ait
bireyler beklenildigi gibi degisik grublar olusturmustur. S. incanum ve S. melongena r = 0.67 korelasyon degeri ile
bir grub olusturrmustur (Sekil 9; Group 1, 2). Bu sonug bu iki tiiriin ¢ok yakin tiirler olmasi ile agiklanmigtir. Ayni
zamanda, benzeri sonuglar dnceki ¢aligmalarda da rapor edilmistir (SAKATA ve LESTER, MACE ve ark. 1999,
SINGH ve ark. 2006). Onemli diger bir nokta ise S. incanum tiiriiniin bireylerinin farkli grublar igerisinde yer
almasidir (Sekil 9; Group 1, 4, 6). Bu durum farkli grublar arasinda farkliliklar oldugu gibi grublar igerisinde de
genetik farkliliklarin olacagini gdstermektedir. Diger 6nemli bir grup ise S. dasyphyllum’umada iceren S.
macrocarpon grubudur (Sekil 9; Group 5). LEVIN ve ark. (2006) tarafindan Leptostemonum clade ile yapilan son
filogenetik caligmalarda bu iki tiir yiiksek benzerlik degerlerinde ayni clade igerisinde yer almiglardir. Bu gruplarda,

ayni tiiriin alt gruplarinin da ayrilmis oldugu gézlenmistir.
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Sekil 9. NTSYS software program: kullanilarak smSSR verilerinden elde edilen UPGMA dendogranu. Ornekler genotip numaralarma (Tablo x) ve tiir isimlerine
gore isaretlenmistir. A ve B gruplar1 metinde tanitilmustir.
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Sekil 10. Yabani tirler ve Solanum melongena’ nin 2 boyutlu temel bilesenler analizi neticesi.
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Sekil 11. Yabani turler ve Solanum melongena’ nin 3 boyutlu temel bilesenler analizi sonuglari.
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Aksine, bir, {ig, dort ve besinci gruplar esas olarak S. incanum ve kiiltiir patlican tiirleri S. melongena, S.
aethiopicum ve S. macrocarpon’a ait ¢ok sayida tohum Ornegi igermektedir (Sekil 9). Bu gruplar icerisinde, S.
melongena, S. aethiopicum, S. macrocarpon ve S. incanum tirlerine ait tohum 6rnekleri daha kiigiik tir spesifik alt
gruplar igerisinde yer almaya meyil gostermistir. Ornegin, Grup 1A minimum 0.69 benzerlik katsayisina sahip
olan ve bu ¢alismada kullanilan 17 S. incanum tiiriine ait tohum Orneklerinden bes tanesini igerirken, Grup 1B
minimum 0.75 benzerlik katsayisina sahip olan ve yine bu ¢alismada kullanilan sekiz S. melongena tohum 6rneginden
bes tanesini icermektedir (Sekil 9). Bu gruplamalara ragmen, bu tiirlerin hi¢ birisi ¢oklu tohum 6rnekleri ile temsil
edilmemistir ve smSSR wverileri gruplama analizleri igin kullamldiginda kesinlikle monofiletik bir grup

olusturmamustir.

Uc kiiltiir patlican tiirii ve en yakin yabani akrabalari diisiiniildiigiinde, olusturulan dendogram bazi ilging
iligkiler gostermistir. Brinjal patlican’in, S. melongena, muhtemel atasi S. incanum (LESTER ve ark. 1991) olup
dendogramda, kullanilan tohum orneklerinin yarisindan fazlasi S. melongena’ninda yer aldigi Grup 1 icerisinde
kiimelenmistir (Sekil 9). Patlican’da kloroplast DNA, isozymes, RAPDs ve AFLP gibi farkli markor sistemleri
kullanilarak yapilan ¢ok sayida molekiiler genetik aglisma bu iki tiir arasinda ¢ok yakin genetik iligki oldugunu
dogrulamustir (SAKATA ve ark. 1994, ISSHIKI ve ark. 1994, KARIHALOO ve ark. 1995, MACE ve ark. 1999,
FURINI ve WUNDER 2004, SINGH ve ark. 2006). S. melongena ve S. incanum tohum 6rnekleri minimum
benzerlik katsayist 0.49 (Sekil 9, Grup 3) ve maksimum benzerlik katsayisi 0.67 (Sekil 9, Grup 1A ve Grup 1B)
degerine sahip olmustur. Kiyaslama yapildiginda, S. melongena tohum o6rnekleri arasindaki minimum genetik
benzerlik degerinin 0.56 olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur. Bu nedenle, brinjal patlicaninin bazi tohum &rnekleri en
yakin yabani akrabalarma diger kiiltiir cesitlerinden ¢ok daha iliskili bulunmustur. Ornegin, bir S. melongena tohum
ornegi olan BIRM/S.2458 (9. Genotip) nolu genotipin bir S. incanum tohum 6rnegi olan MM 1244 (40. Genotip) nolu
genotiple diger S. melongena tohum &rneklerinden daha yakin iligkili oldugu belirlenmistir. ilaveten, otsu gibi olan
tiplerin yanisira ilkel ve ileri patlican formlarim da igeren Grup 1B’deki S. melongena tohum drnekleri Grup 1A’da yer
alan S. incanum tohum 6rnekleriyle ¢ok daha yakin iligkili bulunmustur. Beklenildigi gibi, S. incanum tlrd kaltdr tard
olan S. melongena’dan daha fazla genetik gesitlilige sahip olmustur ve S. incanum tohum ornekleri arasindaki
minimum benzerlik degeri sadece 0.47 dir. Bu sonug ve bir ¢ok S. incanum tohum 6rneklerinin Grup 1 diginda yer
almasi (3 ve 4. Gruplarda yer almasi) S. incanum’un bir yabani tiir kiimesi oldugunu ve S. melongena’nin tersine
evcillestirme ve 1slah ¢alismalarinin seleksiyon baskisina maruz kalmadigi gergegini ortaya koymaktadir. Bu nedenle,

S. incanum kiiltiire alinmg akrabalarina kiyasla daha fazla genetik ¢esitliligi muhafaza etmistir.

S. aethiopicum, kirmizi patlican, esas olarak meyve ve yapraklan i¢in Afrika’da kiiltiirii alinmustir ve S. anguivi’den
kiiltiire alimmigtir (LESTER 1997). Proje kapsaminda olugturulan dendogramda, S. anguivi tohum orneklerinden birisi
(MM0982, 32. Genotip) S. aethiopicum tohum 6rnekleri ile grup olusturdugu bulunmustur. Ancak, S. aethiopicum
Gilo (MMO0232, 16. Genotip) ve S. anguivi MM1259 (19. Genotip) bu grubun diginda kalmistir ve birbirinden oldukg¢a
uzak oldugu belirlenmistir. Bu durumda, bu her iki tiiriin test edilen markdrler igin 6nemli diizeyde genetik varyasyon
sagladiklarin isaret etmektedir. Kirmizi patlican ve S. anguivi tiirleri arasinda yakin iliski bir kloroplast (LEVIN ve
ark. 2006) ve iki nuklear bolgedeki (KARIHALOO ve ark. 1995) DNA dizi analizleri desteklenmistir. Proje
kapsaminda olusturulan dendogram, S. aethiopicum Aculeatum (MMO0134, 12. Genotip) ve Kumba (MMO0574, 2.
Genotip) arasinda gozlenen yiiksek diizey genetik benzerligin muhtemelen, LESTER ve NIAKAN (1986)’na gore,
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Aculeatum’un orijininin S. aethiopicum Kumba ve S. anguivi arasinda olusan hibritlerin seleksiyonu ile iiretilmesinden

dolay1 oldugunu ortaya koymaktadir.

Kirmiz, scarlet patlicanlar1 gibi S. macrocarpon veya Gboma patlicanlari yine yaprak ve meyveleri i¢in Afrika’da
kiiltiire alinmustir ve S. dasyphyllum’dan tiiretilmistir (LESTER ve NIAKAN 1986). Besinci Grubun dendogrami bu
tirler arasinda yakin genetik iliskiler (minimum benzerlik degeri 0.63) oldugunu gostermistir. Bu grup proje
kapsaminda kullanilan dort adet S. macrocarpon ve S. dasyphyllum tohum ornekleri igermektedir. Proje kapsaminda
bulunan sonuglar S. macrocarpon ve S. dasyphyllum tiirlerinin yiiksek benzerlik degeri ile ayni grup (clade) igerisinde
yer aldigini ayrica belirleyen MACE ve ark. (1999) ve LEVIN ve ark. (2006) tarafindan dogrulanmustir.

Proje kapsaminda patlican genik SSR markorlerinin kullanimi ile olusturulan dendogram daha onceki yapilan
calismalarla diger benzerliklere sahip bulunmaktadir. Genelde, kiiltiir patlicanlart ve en yakin yabani akrabalari
birbirleri ile diger yabani tiirlere gore ¢ok daha yakin iligkilidirler. Bu nedenle, S. melongena ve S. aethiopicum ~0.70
degerinde bir maksimum benzerlige sahipken S. macrocarpon diger iki tiir ile ~0.49 degerinde bir maksimum
benzerlige sahip bulunmaktadir (Sekil 9). Bu {i¢ kiiltiire alinmig patlican tiirii arasindaki yakin genetik iliskiler
Solanum genusu igerisinde yapilan filogenetik ¢aligmalarda da ayrica goriilmistiir (FURINI ve WUNDER 2004,
WEESE ve BOHS 2007, SAKATA ve LESTER 1997). smSSR verilerine gore, S. linnaeanum tirii S. aethiopicum
ile yakin genetik iliski gostermistir (Sekil 9). Bu sonug¢ Solanum filogenetigi iizerinde AFLP markorleriyle ¢alisan
FURINI ve WUNDER (2004) tarafindan da gosterilmistir. Ancak, benzer sonuglar niiklear ve kloroplast dizilerini
calisan LEVIN ve ark. (2006) tarafindan gosterilememistir.

Bitki 1slahcilart i¢in, ¢apraz uyumluluk tiirler arasinda yakin bir genetik iliskinin oldugunun kesin kanitidir ve
molekiiler veriler her zaman uyumluluk verileriyle birebir tutmaz. Ornegin, proje kapsaminda, S. sessilistellatum ve S.
melongena kolayca ¢apraz uyumlu tirler (DAUNAY ve ark. 1999) olmasina ragmen 0.33 gibi diisiik benzerlik degeri
gOstermistir (Sekil 9). Aksine, brinjal pathcani S. melongena S. aculeastrum ve S. sisymbriifolium yabani tirleriyle
seksiiel olarak kesinlikle uyumlu olmamasina ragmen (DAUNAY 2008) bu tiirlerle 0.50 gibi yiiksek sayilabilecek bir
degerde benzerlik gdstermistir. Sonug olarak, molekiiler verilere dayali gruplama analizleri 6nemli 6lgiide secilen
markdr tipine ve sayisina ve test edilecek bitki tohum 6rnegine bagl bulunmaktadir. Tiirler/tohum 6rnekleri arasindaki
genetik iliskilerin yorumu analizleri yapan arastiricilarin (1slahgi, taksonomist ve molekiiler genetikei) bakis agisina

bagli olarak degisiklik arzetmektedir. Bu nedenle bu tip analizlerin dikkatli yapilmasi gerekmektedir.
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4.2. Pathican’da yiiksek ¢oziiniirliikte kiyaslamal genom haritasinin AFLP, SSR,
COSII molekiiler isaretleyicileri ile gelistirilmesi.

4.2.1. AFLP Analizleri

Patlican (Solanum melongena) 6nemli bir Akdeniz Bolgesi bitkisi olup domates, biber ve patates gibi
ekonomik ve bilimsel dneme sahip diger iiriinlerle yakin iliskilerinden dolay1 bitki genetikgilerinin dikkatini
cekmigtir. Bir biriyle akraba tiirler arasindaki sekanz, gen ve genom seviyesindeki korunmanin derecesi
anlasildiginda, bu tiirlerden bazilar1 i¢in olusturulan genetik araclar ve bilgilerden (6zellikle domates i¢in) hizli
bir gelisim gosteren patlican genetigi i¢in daha iyi faydalanilabilecektir. Ayrica, bu bilgiler genom
organizasyonu ve evrim hakkinda bazi ipuglarida verecektir. Giinimiizde, yiiksek ¢6ziiniirlitkte molekiler
genetik baglanti haritalart domates (FULTON ve ark. 2002) ve biber (LIVINGSTONE ve ark. 1999) icin

mevcuttur. Fakat, benzeri bir kaynak patlican igin heniiz yeterli diizeyde hazir degildir.

Projenin bu alt konusunun mevcut RFLP (restriction fragment length polymorphism) isaretleyicilerine dayali
diigiik ¢oziiniirliikteki haritaya PCR’ya dayali yeni molekiiler isaretleyicilerin eklenmesiyle patlican igin
yiiksek ¢oziiniirlitkte molekiiler genetik baglanti haritasinin olusturulmasi esas olark amaclanmistir. Bu amaci
gergeklestirmek i¢in orijinal haritanin olusturuldugu patlican F, haritalama populasyonunda (S. linnaeanum x
S. melongena) ii¢ degisik tip PCR isaretleyicileri kullanilmistir. Bunlar arasinda AFLP (amplified fragment
lenght polymorphisms), SSRs (simple sequence repeats) ve COSII (conserved orthologous set) isaretleyicileri
yer almigtir. Bu ii¢ tip PCR’a dayali isaretleyici sistemleri kullanimlarindaki kolaylik, yeniden iiretilebilirlikleri
ve smirh kaynaklara sahip olan islah programlarina uygunlugu nedeniyle segilmislerdir. Bununla beraber, bu
isaretleyicilerin tamami ayrica domates genomunda da haritalanmistir. PCR isaretleyicilerin ayrica biber ve
patates’te de calistiklar1 rapor edilmektedir. Boylece secilmis bazi isaretleyiciler Solanaceae’de genom evrimi

ile ilgili tlirler aras1 kiyaslamalara imkan verecegi diistinilmustiir.

Projenin bu kismini gergeklestirmek igin 6ncelikle orijinal genom haritalama populasyonunun DNA kalitesi ve
miktar tespit edilmistir. F2 haritalama (S. linnaeanum x S. melongena) populasyonu ve anaclara ait DNA’lar
2001 yilinda yapilan ¢aligmalar sirasinda ¢ikarilmistir. Uzunca bir zamandir -20 C’de depolanan DNA’larin
kalite ve miktarlarinin kontrolii i¢in enzimle kesilen ve kesilmeyen drnekler hazirlanmigtir. Her 6rnek icin 3ul
DNA kullanilmistir. DNA’ya ilaveten, enzimle kesilen digest Grtini 5U Hindlll, 1x buffer, 4 mM spermidine
ve 1 mM DTT igermistir. Digest edilen iiriin 37°C’de biitiin gece tutulmustur. Yiikleme boyasi eklendikten
sonra, Ornekler 0.9% agarose NEB (neutral electrophoresis buffer) jelde ve 70V’ta lambda DNA miktar
belirleme standard: ile yiriitilmistir. Bu ¢alisma sonunda F2 ve anaglara ait DNA’larin uzun depolama
stirecinden etkilenmedikleri ve ¢ok iyi kalite olduklar belirlenmistir. DNA miktar1 yaklasik 250 pglolarak

belirlenemigtir. PCR reaksiyonunda kullanilmak tizere 1/10 diliisyonu hazirlanmistir.

Ikinci olarak projede 6ngoriilen AFLP analizleri igin F2 populasyonu ve anag DNA’lar1 Keygene-Hollanda
firmasina gonderilmistir. Yapilan anlagsma geregi Keygene firmasi AFLP analizlerini gergeklestirmis ve elde
edilen genotipik verileri tarafimiza gondermistir. Elde edilen genotipik data’lar daha dnceden yaymlanmis olan
RFLP haritasi (DOGANLAR ve ark. 2002) ile entegre edilmistir. Yabani bir patlican tiirii olan Solanum

linnaeanum ile kiiltiir edilmis patlican tirii S. melongena nin ¢aprazlanmasi ile elde edilmis toplam 58 F2
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bitkisinden olusan genom haritalama populasyonu AFLP analizleri i¢gin kullanilmigtir. AFLP analizleri igin VOS
ve ark. (1995) tarafindan tanimlanan protokol kullanilmigtir. Genetik haritanin olusturulmasinda CarteBlanche
bilgisayar programi (KEYGENE - Hollanda) kullanilmistir. Toplam 404 AFLP lokusu 15 linkage (baglanti)
grubunda haritalanmstir. Elde edilen AFLP verileri RFLP isaretleyicileri ile birlestirildiginde son harita toplam
729 isaretleyici lokus igermektedir. Baglanti gruplarindan 12’si her bir patlican kromozomunu temsil eden temel
linkage grubu olarak tanimlanmustir ve her bir linkage grubu en az 34 isaretleyici lokus icermektedir. Aym

zamanda, 3-15 isaretleyici lokus igeren ii¢ adet kiigiik linkage gruplarida tanimlanmstir (Tablo 9). Elde edilen

Tablo 9. Patlican Linkage gruplari, molekiiler isaretleyicilerin sayisi ve her bir linkage grubunun uzunlugu.

Linkage grubu Molekiiler isaretleyicilerin sayist Linkage Gruplarinin Uzunluklar1 (cM)
1A 5 114
1B 65 89.6

2 63 61.7
3 65 67.0
4 64 70.3
5 84 79.3
6A 46 50.6
6B 15 14.8
7 45 45.4
8 74 80.1
9 47 53.6
10 60 78.3
11 59 80.4
12A 3 7.2
12B 34 49.5
Total 729 839.2

Linkage gruplarmin sayist patlican kromozom sayist (N=12) ile uyum gostermemektedir. Buna karsin, kiigiik
linkage gruplari en sonunda yapilacak ve eklenecek diger ekstra isaretleyici lokuslar neticesinde 12 temel gruba
baglanacaklar1 beklenmektedir. Sekil 12 toplam 839 ¢M’ yi kapsayan patlican linkage haritasinin son halini
gostermektedir. Aymi zamanda, herbir F2 bireyinin herbir isaretleyiciye dayali genotipleri belirlenmis ve
grafiksel olarak Sekil 13 de sunulmustur. Mavi renkli bélgeler homozigot S. linnaeanum genotipini, kirmizi
bolgeler homozigot S. melongena genotipini ve yesil bolgeler de heterozigot genotipleri belirtmektedir. Bu
sonuglarin analizleri bazi isaretleyicilerin bazi bolgelerde meyilli dagilim gosterdiklerine isaret etmektedir.
Ornegin, ikinci linkage grubu fazlaca S. melongena genotipi gosterirken, tgiincii linlage grubu S. linnaeanum
genotipinde bir fazlalifa sahipti bulunmaktadir. Bu tarz meyilli dagilimlara genellikle tiirler arasi
populasyonlarda rastlanmaktadir ve bazi kromozomal bolgelerinde belirli genotiplerin segiliminin bir neticesi

olabilmektedir.
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Sekil 12. 15 linkage (baglanti) grubunda AFLP ve RFLP isaretleyicilerinin yerlerini gdsteren patlican genetik
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Sekil 13. Patlican genetik linkage haritasinin olusturulmasinda kullanilan 108 F2 bitkisinin genotiplerinin grafiksel
gosterimi. Mavi bolgeler = homozigot S. linnaeanum genotipi; kirmizi = homozigot S. melongena genotipi; yesil=
heterozigot genotip; gri = veri yok.
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Patlican genomu igin yiiksek ¢oziiniirliikkte bir AFLP-RFLP haritasi olusturulmustur. Bu harita daha 6nceki RFLP
haritasina oranla i¢ kat daha fazla isaretleyici lokus igermektedir ve 12 kromozomun hepsini de kapsayacak
sekildedir. Olusturulan AFLP-RFLP patlican haritasi, patlicanla veya diger Solanaceae bitkileriyle ilgilenen
arastirmacilar i¢cin ¢cok degerli bir molekiiler kaynak ve ara¢ olacaktir. Patlican 1slahgilar1 bu haritay:1 tarimsal
acidan onemli karakterleri kontrol eden genlerin daha dogru bir sekilde genom haritasina yerlestirilmesinde ve bu
karakterlerin isaretleyici yardimiyla seleksiyonunda ve 1slahinda kullanabileceklerdir. Solanaceae ile ilgili evrimsel
calismalar da familyadaki sebzelerin artik tiimiiniin AFLP haritalar1 varoldugundan kolaylasacaktir. Harita, ayrica,
patlican ve diger tiirler arasinda daha kapsamli karsilastirmali genetik analizlerin yapilmasina olanak saglayacaktir.

Boylece, proje ile olusturulan harita, bundan sonrasinda pek¢ok kullanima yonelik olacaktir.

4.2.2. SSR Analizleri

Patlican molekiiker genetik baglanti haritasinin ¢oziiniirliigiini arttirmak icin SSR isaretleyicileride kullanilmustir.
Bu amag i¢in mevcut SSR markérleri polimorfizmi belirlenmei i¢in ayni anag DNA’lar ile test edilmistir. Projenin
baslatildig: tarih olan 2004 yilinda gerek patlican ve gerekse Solanaceae ailesinin diger iiyeleri i¢inde gelistirilmis
SSR markélerinin sayist oldukgu simirli diizeydedir. Ancak, o tarihler igerisinde dometes igin gelistirilmis 36 adet
SSR isaretleyicisi (FRARY ve ark. 2005) S. melongena MM738 ve S. linnaeanum MM195 arasinda polimorfizm
icin test edilmistir. Test edilen 36 SSR markdriinden sadece doérdu 3%’lik kismu agarose jelde net polimorfizm
gostermistir (Table 10). Sekiz SSR isaretleyicisi ¢ok kii¢iik PCR {irtinleri verdiginden agaroz jelde ayristirilamamis

ve dolayisiyla genom haritalama ¢aligmalarinda kullanilamamustir.

Tablo 10. Patlican anaglarinda test edilen SSR isaretleyicileri. Klasik agarose jelde net polimorfizm gosteren
SSR’lar aasterisk (*), sadece dizi analiz sistemi ile ayrigtirilabilecek SSR’lar ise caret (") isareti ile isaretlenmistir.

Uriin Biiyiikliigii (bp)
SSR Tekrar Motifleri Anneal. S.melongena S.linnaeanum
Markorleri Temp.
SSR11 (CAG)s 50°C 250 250
SSR1117 (TC)$(TCTG)s 55°C 200 195
SSR117~ (TC)y 50°C 295 290
SSR128 (CAG)((CAA);(CAG), 50°C 100 100
SSR135 (ATT)s 55°C 130 130
SSR136 (CAG), 55°C 140 140
SSR14 (ATA)g 50°C 150 150
SSR150 (CTT), 50°C 220 220
SSR156 (TCT), 50°C 170 170
SSR192 (ATC)s 50°C 1400+700 700
SSR20" (GAA)g 50°C 900+110 900+700+210+115
SSR223 (TCT), 50°C 220 220
SSR248 (TA)x 50°C 220 220
SSR26 (CGG)s 50°C 520+180 600+520+180
SSR270 (GAA);(GGAGAA), 50°C 300 300
SSR300" (TTC)yo 50°C 700 705
SSR301* (TTGGT)(TA)15 50°C 500+490 500+290
SSR32 (TTC), 50°C 190 190
SSR34 (GA)(TCGA), 55°C 190 190
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SSR350 (AT 50°C 200 200
SSR356* (AT)0 50°C 800 600+150
SSR38" (TCT)g 50°C 990+700 980
SSR40 (AC);(GC); 55°C 160 160
SSR43 (TAC), 55°C 250+200 250+200
SSR46* (AT)1 55°C 400+370 380
SSRATA (AT)1 50°C 400+220+faint 350+210
SSR51* (ACAA), 50°C 700+650+350 1600+650+350
SSR578 (AAC),(ATC)s 50°C 300 300
SSR586 (AAC), 50°C 280 280
SSR593 (TAC), 50°C 210 210
SSR5947 (TCT)g 50°C 300 295
SSR66 (ATA)q 50°C 180 180
SSR70 (AT)0 50°C 800+530+400+ 530+390
320+200
SSR80M (TTTCAA),(GTACAA),(CA | 50°C 180 185
A)r

SSR85 (TAA); 50°C 200 200
SSR96 (AT, 55°C 290 290

Domates sekanzlarindan tiiretilen SSR isaretleyicilerine ilaveten, patlicana 6zgiin DNA dizilerinden NUNOME ve
ark. (2003) tarafindan gelistirilen bir grup SSR isaretleyicileri (EM-SSR markdrleri) patlican anag DNA’larinda
polimorfizm igin ayrica testlenmistir. Toplam 23 tane olan EM-SSR’lar1 bir patlican genomik DNA kiittiphanesinden
belirlenmistir. Toplam sekiz adet EM-SSR markorii orijinal patlican F2 haritalama populasyonunda haritalanmustr.
PCR reaksiyon komponentleri ve amplifikasyon sartlar1 domates SSR’larindaki gibidir ancak tek farklilik annealing
sicakligi 60°C’ye ¢ikarilmustir. Biitin EM SSR’lar1 S. melongena MM738 ve S. linnaeanum MM 195 anaglarinda test
edildiklerinde her iki anagtada tek parca PCR iiriinii vermiglerdir. 3%’lik agarose TAE jelinde elektroforez
edildiklerinde isaretleyicilerden 10 tanesi her iki ana¢ arasinda net ve farkedilebilir bir polimorfizm vermislerdir
(Tablo 11). iki adet EM-SSR isaretleyicisi klasik agaroz jelde polimorfik gibi goriinmektedir ancak bu isaretleyiciler

birbirine ¢ok yakin biiyiiklitkkte PCR rlinleri olusturduklari igin agaroz jelle ayrigtirilamamustir.

Tablo 11. Patlican anaglarinda test edilen EM-SSR isaretleyicileri. Klasik agarose jelde net polimorfizm gésteren

SSR’lar aasterisk (*), sadece dizi analiz sistemi ile ayrigtirilabilecek SSR’lar ise caret (") isareti ile isaretlenmistir.

Product Size (bp)
Marker Repeat Motif S. melongena S. linnaeanum
EM104 (TC)o(AC)35(AT) 1o 240 240
EM107 (AC)13(AT), 200 200
EM114 (AC)13 220 220
EM116 (AC)1,(AT)s 240 240
EM117* (AC)19(AT) 1y 140 120
EM119* (GGAGG)s...(AT)s(GT):AT(GT)14 200 180
EM120* (AC)16 200 240
EM126 (AT)7(GT)s 210 210
EM127 (AC)13(AT)13 215 215
EM128 (CA)26(TA) 10 220 220
EM1317 (AT)s(AC);A(AC)14...(TG)s(TA)3 220 220
EM133* (AC)13(AT), 180 200
EM134" (GT),GC(GT)s 170 170
EM135* (CA)11(GA) 5 280 260
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EM139 (ACYAT(AC)(AT)10 270 270
EM140* | (AC),GC(AC)sT...(AC)s(AT)sG(TA)12 270 210
EMIAT* | (AT)1s(GT) 200 180
EMI145* | (TACA),TA(TACA),...(TA)(TTAA); 370 350
EM146* | (AC)(AT)LAC(AT), 280 220
EMIST* | (TG);TA(TG)s(TA) 160 160
EMIS5" | (CT)s 240 240
EM157 (AC)(AT)s 240 240
EM162 (CA)s 160 160

Sekil 14 bazi EM-SSR markorleri ile ve 15 ise EM-SSR133 yapilan polimorfizm testleme sonuglarinin agaroz
gorintilerini vermektedir. S. melongena ve S. linnaeanum ana¢ DNA’lar1 SM ve SL olarak kisaltilmigtir. EM-SSR
133, 135, 145, 146 ve 151 net ve acgik polimorfizm gostermektedir. EM-SSR 155 ise klasik agarose jelde
polimorfik gibi gériinmekte ancak ¢ok net polimorfizm vermemektedir. Molekiler standart olarak 1 kb+ ladder

kullanilmustir.

Sekil 14. Bazi EM-SSR isaretleyicileri kullanilarak yapilan ana¢ polimorfizm c¢alismasi (3% agarose, TAE) 6rnegi.

Su ana kadar yapilan SSR ¢alismalarini 6zetlemek gerekirse, test edilen 59 SSR isaretleyicisinden 14 (%24) adeti
3%’lik TAE agasore jelde elektroforez edildiklerinde net ve agik anag¢ polimorfizmi gostermislerdir. Polimorfik
bulunan EM-SSR markdrlerinden sekiz tanesi (EM117, EM120, EM133, EM135, EM140, EM141, EM145, EM146,
EM151); domates SSR markérlerinden ise bes tanesi (SSR47, SSR117, SSR192, SSR301, SSR356) F2 haritalama
populasyonunda test edilmis ve haritalanmistir (Tablo 12). Sekil 15 haritalanan EM-SSR isaretleyiclerinden biri olan
EM133’iin bir grup F2 populasyonu iizerindeki agilimini gostermektedir. Bu SSR markériinin DOGANLAR ve ark.
(2002) tarafindan olusturulan RFLP’ye dayali patlican molekiiler genetik haritasina yerlestirmek i¢cin Mapmaker
bilgisayar programi kullanilmigtir (LANDER ve ark. 1987).
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13 1 1 2223 233 222 122 22 33323 2333 21

1 kb+

1 Kb+

Sekil 15. 30 bitkiden olusan F, haritalama populasyonunda EM-SSR133 isaretleyicisinin acilimi. Ug genotipik simif

kolaylikla ayrilabilmektedir. Homozigot S. melongena alleli 1 ile, homozigot S. linnaeanum alleli 3 ile ve

heterozigotlar ise 2 ile isaretlenmistir.

Tablo 12. Patlican anaglarinda test edilen domates orijinli SSR isaretleyicileri, tekrar motifleri ve tiriin uzunluklari.

Klasik agarose jelde net polimorfizm gosteren SSR’lar aasterisk (*) ile isaretlenmistir.

SSR Polimorfizm Baglanti SSR Polimorfzim Baglant1 Grubu
markorleri durumu Grubu markorleri durumu (LG)
(LG)

SSR004 Polimorfik Degil EM117 Polimorfik LG4
SSRO19 Polimorfik Degil EM135 Polimorfik LG11
SSR022 Polimorfik Degil EM131 Polimorfik Degil | Polimorfik Degil
SSR027 Polimorfik Degil EM141 Polimorfik LG4
SSR044 Polimorfik Degil EM145 Polimorfik LG4
SSRO45 Polimorfik Degil EM146 Polimorfik LG5
SSR052 Polimorfik Degil EM151 Polimorfik Degil Polimorfik Degil
SSRO67 Polimorfik Degil EM120 Polimorfik LG2
SSR069 Amplifikasyon Yok EM130 Polimorfik LG2
SSR076 Polimorfik Degil EM140 Polimorfik LGO
SSR115 Zayif Amplifikasyon SSR20 Polimorfik Degil Polimorfik Degil
SSR124 Polimorfik Degil SSR46 Polimorfik Degil Polimorfik Degil
SSR146 Polimorfik Degil SSR47 Polimorfik LG10
SSR155 Polimorfik Degil SSR51 Polimorfik Degil | Polimorfik degil
SSR188 Zayif Amplifikasyon SSR117 Polimorfik LG1
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Polimorfik

SSR192* Polimorfik LG7 | SSR192 LG7
SSR218* Polimorfik Polimorfik | ggpo1g Polimorfik Degil | Polimorfik Degil
SSR222 Polimorfik Degil SSR356 Polimorfik LG12
SSR231* Folimorfik Polimorfik | gqp450 Polimorfik Degil | Polimorfik Degil
SSR237 Zayif Amplifikasyon SSR301 Polimorfik LG7
SSR241 Polimorfik Degil SSR557 Polimorfik Degil Polimorfik Degil
SSR244* Folimorfik Polimorfik | g5p30g Polimorfik Degil | Polimorfik Degil
SSR285 Polimorfik Degil SSR603 Polimorfik Degil Polimorfik Degil
SSR306* Polimorfik Polimorfik SSR383 Polimorfik Degil

SSR308 Zayif Amplifikasyon SSR450* Polimorfik Polimorfik
SSR310 Polimorfik Degil SSR478 Polimorfik Degil

SSR316 Polimorfik Degil SSRE57* Polimorfik Polimorfik
SSR320 Polimorfik Degil SSR590 Polimorfik Degil

SSR327 Zayif Amplifikasyon SSR603* Polimorfik Polimorfik
SSR344* Polimorfik Polimorfik | g5pg05 Polimorfik Degil

SSR349 Polimorfik Degil SSR638* Polimorfik Polimorfik
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4.2.3. Cosll Analizleri

COSII isaretleyicileri PCR amplifikasyonu sonucu PCR diriinlerinin iretilmesi ve genelde bu {iriinlerin bir

restriksiyon enzimi ile kesilmesi ile polimorfizm saglayan CAPs seklindeki isaretleyicilerdir. Digest edilen PCR

urdinleri TAE tamponu ile hazirlanmig 2-3%’10k agarose jelde ayrigtirilmistir. Haritalama populasyonunun anaglari

ile yapilan polimorfizm testlemelerinde toplam 400 civarinda COSII markérii testlenmistir. Polimorfik bulunan 160

COSII markoriinden 17 tanesi (%11) direkt PCR driinlerinin farkli biyiiklikte olmasindan dolay1 polimorfik

bulunmuglardir. Diger PCR firiinleri i¢in aralarinda Dral, Hinfl, Rsal, Alul, Tagl ve EcoRIl gibi bir grup

restriksiyon enzimi kullanilarak anaglar arasinda polimorfizm belirlenmistir. Tablo 13 ¢alismada testlenen ve

polimorfik bulunan COSII markérlerini, PCR biiytikliiklerini ve polimorfizm saglayan restriksiyon enzimlerin

listesini ve haritalanan markdrlerin baglanti gruplarini vermektedir. Tablo 14 ise mevcut patlican molekiiler genetik

baglanti haritasinda haritalanan molekiiler isaretleyicilerin son durumunu gostermektedir. Sekil 16 patlican genetik

baglanti haritasinda RFLP ve COSII isaretleyicilerinin her bir kromozomdaki yerlerini gostermektedir.

Tablo 13. Calismada kullanilan ve polimorfik bulunan COSII mark®érleri ile ilgili bilgiler

cosill PCR Uriin Biiyiikliigii PCR Uriin Biiyiikliigii | Polimorfik Enzim Baglanti
Markorleri Grubu
(Solanum linnaeanum) (Solanum melongena)

C2At1g19630 900+800+500+300 900+800+500+300 Hind 111 ?
C2At4934700 - - Hincll ?
C2At4935250 400 400 BsuRI ?
C2At1g23890 400 400 Hpal ?
C2At4g00560 900+850+700+500 900+700+500 Mspl ?
C2At5g13700 700 700 Hinfl ?
C2At4926680 400 400 Vspl ?
C2At1g30580 900 1300 Hhal ?
C2At1g14810 400 400 BseGl ?
C2At1g07360 850 1500 PCR ?
C2At5940530 200 200 Rsal ?
C2At2932950 400 400 Bme1390I ?
C2At1g05350 300 300 Mspl ?
C2At5g13660 850 850 BseDI ?
C2At3g12300 1500+700 1500 PCR ?
C2At4935250 400 400 BsuRI ?
C2At5925760 1000+900 1000+900 Hinfl ?
C2At5911480 300 200 PCR ?
C2At4939660 600 500 PCR ?
C2At4g27700 300 400 PCR ?
C2At4949970 400+200 400+200 Taql ?
C2At2932950 600 600 Bme1390I ?
C2At5¢62390 500 500 Hinfl ?
C2At3g17040 500 500 Alul ?
C2At2903510 500 500 Taql ?
C2At2947580 500 700+500 PCR ?
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C2At2g01720 450 500 PCR ?
C2At3g04870 500+200 700+500+150 PCR ?
C2At2g43360 900 900 BseGl ?
C2At3g17000 850+550 800+550+350 PCR ?
C2At1g19140 900 900 Alul ?
C2At3912290 300 300 Mph1103I ?
C2At2g15890 900+400+300 900+400+300 BseGl ?
C2At5¢35360 500 500 Taql ?
C2At1g60640 450 450 Rsal ?
C2At5g13700 800 800 Hinfl ?
C2At4933360 500 500 Csp6l ?
C2At5¢51970 700 700 Bglll 1
C2At1g14810 470 470 Taql 1
C2At3g06580 1400 1400 Hinfl 1
C2At3g23590 500 500 Dpnll 1
C2At3912630 350 350 Cfol 1
C2At5g13700 650 650 Rsal 1
C2At4g00740 300 300 Tagql 1
C2At5g09580 700 700 Cfol 1
C2At3g18860 1100 1100 Sspl 1
C2At3g51510 320 320 Tsp509I 2
C2At3g56210 300 300 Nlalll 2
C2At5g45760 1500 1500 Cfol 2
C2At2g34560 700 700 Dpnll 2
C2At4g04955 400 450 PCR 2
C2At1g11380 260 260 Taql 2
C2At1g11430 900 900 Bglll 2
C2At2g18030 1400 1400 Accl 2
C2At5g67370 400 400 Apol 2

T1480 1300 1300 Bcl 2
C2At3g01480 700 700 Apol 2
C2At3g26900 850 850 Ddel 2
C2At3g27310 450 450 Msel 2
C2At4918230 820 750 PCR 3
C2At1g28530 400 400 Sspl 3
C2At1g60440 850 850 HindllIl 3
C2At1g67700 380 380 Mspl 3
C2At1g23890 500 500 Tsp509I 3
C2At5¢62390 1200 1200 Hindlll 3
C2At1g72030 850 850 Alul 3
C2At5g23880 360 360 Rsal 3
C2At1g51160 460 460 ScrFl 3
C2At5g17170 550 550 Tagql 3
C2At5g41040 280 280 Alul 3
C2At3g03100 830 830 Bglll 3
C2At5¢60160 370 370 Pvull 3
C2At3g48330 500 500 Dpnll 3
C2At5g49970 650 650 Tagql 3
C2At5g08050 800 800 Nsil 3

57



C2At1g18660 220 220 Tagl 3
C2At1g16080 450 450 Nlalll 3
C2At1g79910 1100 1100 Xbal 3
C2At3g13700 920 920 Apol 3
C2At3g20240 500 500 Hinfl 3
C2At3g14075 230 230 Alul 3
C2At3g13235 580 580 Tagl 4
C2At2g46340 420 420 Hincll 4
U217183 440 470 PCR 4
C2At1g09920 570 570 Asel 4
C2At1g19340 300 300 Puvll 4
C2At1g47830 520 520 Rsal 4
T1933 950 950 AfllI 4
C2At2g46580 1000 1000 Hind!I1 5
C2At1g79790 650 650 Haelll 5
C2At1g48300 650 650 Mspl 5
C2At5¢21170 450 450 BsaH| 5
C2At2939690 750 750 Rsal 6
C2At3g46780 1600 1600 Alul 6
C2At3g11210 700 700 Sspl 6
C2At1g21640 500 500 Avall 6
C2At4g10030 500 500 Rsal 6
C2At1g20050 1200 1200 Mspl 6
C2A12g18710 800 800 Hind!I1 7
C2At4g30580 420 420 BsaBl 7
C2At5956940 250 250 Sspl 7
C2A12g42750 580 580 Apol 7
C2At5g48300 500 500 Rsal 7
C2At1g53670 950 900 PCR 7
C2At1g55870 1100 1100 BsaBl 7
C2At1g55670 350 350 Rsal 7
C2At5¢56130 200 200 Apol 7
C2At1g56050 1350 1350 Apol 7
T0463 1350 1350 Tagl 7
C2At1g29320 450 450 Banl| 8
C2At5g45680 170 170 Alul 8
C2At1g18480 500 500 Hinfl 8
C2At1g30360 500 500 Pvull 8
C2At5g11490 400 400 Ddel 8
C2At5g47010 650 650 Tagl 8
C2At1g10580 360 360 Hinfl 8
C2At5g41270 800 700 PCR 8
C2At5g41350 220 220 Taql 8
C2At4g23840 430 430 Haelll 8
C2At3g09920 1450 1450 Bell 9
C2At2g37240 330 330 Msel 9
C2At2g37500 850 850 Rsal 9
C2At5g58410 650 650 Hpall 9
C2At3g63190 480 480 Alul 9
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C2At1g07310 700 700 Tagl 9
C2At1g04530 850 850 Cfol 9

T1065 500 500 Dral 9
C2At1g30110 600 600 Bglll 10
C2At1g25375 260 260 Ddel 10
C2At3¢25690 500 500 Cfol 10
C2At4928830 1500 1500 Ddel 10
C2At4903280 760 760 Rsal 10
C2At4g11120 580 580 Hincll 10
C2At4g18593 550 550 Hinfl 10
C2At1g64770 650 650 TspRI 10
C2At1g24340 300 300 Tsp5091 10
C2At1g26945 1600 1600 Rsal 10
C2At1g69420 1350 1350 Nsil 10
C2At4g24830 350 350 BsrGl 10
C2At1926520 400 400 Tagl 10
C2At3908760 750 750 Dpnl| 10
C2At3g57270 800 800 Haelll 10
C2At4922260 450 420 PCR 11
C2At3952640 650 650 Sspl 11
C2At5916630 830 830 BslI 11
C2At3954840 320 320 Haelll 11
C2At4g15010 200 200 Sacl 11
C2At5g64730 1300 1300 Tagl 11
C2At3¢62940 500 500 ECoRlI 11
C2At1g05055 510 510 Spel 11
C2At4939870 650 650 ScrFl 11
C2At2g01770 730 730 Hind1lI 11
C2At3g51010 1800 1800 Hind1lI 11
C2At2945620 450 650 PCR 11
C2At2939580 850 850 Ddel 11
C2At5¢57970 870 870 Tagl 12
C2At1g33970 460 460 ECoRlI 12
C2At5g59960 850 850 Banl 12
C2At2928490 900 900 Dpnl| 12
C2At5¢60600 700 700 Rsal 12

59



Tablo 14. RFLP ve COSII igaretleyicileri ve kromozom bélgeleri

Patlican Kromozomlar

RFLP markorleri

COSII markorleri

1 26 7
2 22 12
3 22 14
4 21 6
5 17 2
6 17 3
7 18 7
8 16 10
8 23 4
10 21 15
11 21 17
12 12 5

Patlican genom haritasindaki TG, CT, CD, CP, GP ve T ile baslayan isaretleyiciler RFLP isaretleyicileridir. C2Atg
ile baslayan isaretleyiciler ise PCR’a dayali COSII isaretleyicileridir. Genom haritast 236 RFLP ve 102 COSII

isaretleyicisi igermektedir.
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Sekil 16. RFLP ve COSII markérlerine dayali patlican molekiiler genetik baglanti haritasi.

Rec Dist Marker
Frac. cM Id Name
T (1) CT197
(15.2%)15.7
(1L9%) 1.9 —+—_ (2) TG301
(47%) 47 — - (3) T343
(1179110 — (315) C2At5051970
(69%) 69 (4) CT268
(261) C2At1g14810
(12.6 %)12.8 ~
(6.9%) 7.0 EZ; g;igg
0, — 1
%2;2 ofﬁg 20 I~ E308)C2At3906580
(7.3%) 7.3 7) 1525
(8) CT62
(89%) 90
(309) C2At3g23590
(9.9%)10.0
- (9) T1241
(43%) 4.3 (10) TG198
(94%) 95
(619%) 61— (11) TG273
(43%) 43— 512; CT231
1.7 %) 1.7 7::\ 13) TG224
(L7%) 1.7/~ L\ (14) TG59
(48%) 48~ [\ (284)C2At4g00740
(6.79%) 6.8 [ 88 To4e0
(3.5%) 3.5 I\ (7 TG83
(11.3%)11.4 —
T (18) CT267
(10.8%)11.0 ——
15%) 1.5 ——_ (19) TG528
(3.6 %) 3.6 /,7s (20) TG142
56.2 %§ 63 221) CT163
(0.0%) 0.0 / -1\ (22) TG157
3.90) 3.9 f?\ (23) TGA74
49%) 50 ||\ (24) CT137
(44%) 45~ [\ (272)C2At3g18860
(4.4%) 4.4 /|1 (25) TG158
(41%) 4.1 "\ (334)C2At4g388
26) ©F 190

/

Rec
Frac.

(0.9 %)
(2.6 %)
(4.3 %)
(4.3 %)
(5.6 %)
(4.6 %)
(2.8 %)
(1.7 %)
(1.8 %)
(6.6 %)
(7.5%)
(1.4 %)
(4.6 %)
(2.9 %)
(2.2 %)

Dist
cM

PNOoPRPRERENMAOIEBRDNO
PUuNODNODOODWWo ©

N
o o»

SRS

2.

(12.0 %) 12.3

(7.4%)
(3.3%)
(5.6 %)
(4.1 %)
(0.0 %)
(2.0 %)
(0.0 %)
(1.0%)
(5.0%)
(5.6 %)
(6.6 %)
(4.2 %)
(3.2 %)
(0.0 %)
(3.1%)
(0.1%)

7.5
3.3
5.7
4.1
0.0
2.0
0.0
1.0
5.0
5.7
6.6
4.3
3.2
0.0
3.1
0.1

(20.7 %) 22.0

Marker
Id Name

(27) R45S

TG31
TG276

(28)

(29

\ (30) CT196

(31) TG165

(304) C2At3g51510

(32) TG14
(33) TG451

TR

|
l

|
l

(34) CD11
(254) C2At2g34560
(35) TG554

(36) CT277

(302) C2At1g11380

(311) C2At4g04955
\ (303) C2At1g11430

CT244
TG469
CT232

(37)
(38)

@9

(40) ovate

(41) TG140

(250) C2At5¢67370

(42) CT59
(320) C2At4g33985

(332) C2At4g33985
(43) orfx
(44) TG537

W\ (234) T1480

K

(45) CT9

(237) C2At3g01480
(295) C2At3g26900
(296) C2At3g27310
(46) CT274

(47) CT24
(333) C2At4g38630

Rec Dist Marker
Frac. cM Id Name
00 a0 gig)gﬁ:ﬁgwmo
0 - 11
(459 45— | (29) CAB3
(55%) 55 ||  (50) CT31
(291)C2At1928530
(10.7 %)10.9 —
(51) TG585
(19.8%)0.9
- (52) TG520
(8.2%) 8.3
- (53) CP116
5.4 %) 5.4
(09f;) 0.9 /== (54) TG619
E1'1 &3 1-/=\ (55) TG379
(1.1%) 1.1 / e (253) C2At1960440
(2.2%) 2.2 = | (251)C2At1923890
(0.9 %) 0.9 / SR gg% %66423
0, 1
(o0 51 (255) C2At5g62390
(3.1%) 3.1
(1.7%) 1.7 |-l (58) TG564
(2.1%) 2.1 ) . (59) TGS517
(0.0 %) 0.0 (247)C2At5g23880
(2.9%) 2.9 (306)C2At1g72030
3%) 1. (60) CT8
Eé:% 0//3 é;S - (245)C2At1g51160
(2.0 %) 2.0 (285)C2At5g17170
(0.0%) 0.0 1|/ || (271)C2At3g03100
5.8 %) 5.8 (61) CD51
E4.8 %3 48/ LIl (62) CT90
(15.6 %)16.1 (63) TG129
(10.1 9%Y10.2 7/ L || (64) TGA457
(10.1 %)10.3 (65) TG442
(0.0 %) 0.0 (322) At5g07910
(1.2%) 1.2 ggg?)ét%gsomlo
7.2%) 7.3 7|/ |
§6.6 %3 6.6 J//[==n | (67) TG284
(0.0%) 0.0 /)| | || (68) CT243
(10.2 %)10.3 (69) TG152
(3.0 %) 3.0 (259) C2At3g13700
(12%) 127 — | (70) CT115
(5.9 %) 5.9 (273)C2At3g20240

(293)C2At3g14075
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Rec Dist
Frac. cM

(15.3 %) 15.8

(7.8%) 7.9

(42%) 4.2
(0.0%) 0.0
(38%) 38
(29%) 2.9
(55%) 55
(22%) 2.2
(11.2 %) 11.4
(43%) 43

(8.1%) 8.2
(17%) 17
(7.7%) 78
(0.0%) 0.0
(22%) 22
(0.0%) 0.0
(0.9%) 0.9
(36%) 36
(13.0 %) 13.3
(10.6 %) 10.8

(26%) 26
(65%) 65
(39%) 3.9
(65%) 6.6

(3.7%) 3.7
(2.8%) 2.8

=/

ML P Y ===y LSS

Marker
Id Name

(298) C2At3g13235

(282) C2U217183

(325) C2At3g20390
(71) TG230
(72) TG313
(73) TG395
(74) CT16
(75) TG303
(76) T1391
(77) TG596
(78) T637

(79) TG386
(80) T877
(329) C2At4g09010
(317) C2At4g09010
(81) CD55
(82) TG264
(83) TG62
(84) CT188
(85) TG555
(86) T708
(87) TG345
(88) CD39

T (89) CT173
—— (267) C2At1g47830

(90) T757
(300) T1933

Rec Dist
Frac. cM
(20%) 2.0

(13.6 %) 14.0

(83%) 8.3

(85%) 85

(15.3 %) 15.8

(6.7%) 6.8
(6.3%) 6.3
(1.8%) 1.8
(0.9%) 0.9
(0.0%) 0.0
(0.0%) 0.0
(45%) 45
(13.0 %) 13.3

(21.1%) 225

(19%) 1.9
(7.8%) 7.9
(36%) 36

(10.3 %) 10.5

Marker
Id Name

(91) CT201
(307) C2At2g45680

(92) CT118
(93) CT172

(94) TG351

(95) CT51

(269) C2At1g79790

(96) TG185
(97) CT138
(98) T1185
(99) TG565
(100) TG283
(101) TG394
(102) T801

(103) TG468
(104) CT156

(105) CT276
(106) TG473

(107) T814

Rec Dist
Frac. cM

(6.2%) 6.2
(5.4%) 5.4

(12.3 %) 12.6

(62%) 6.3
(2.8%) 28

(12.5 %) 12.7

(9.8%) 9.9

(24.0 %) 26.2

(13.7 %) 14.1

(0.0%) 0.0
(48%) 4.8
(9.6%) 9.7

(53%) 5.3
(0.0%) 0.0
(1.9%) 1.9
(29%) 2.9
(9.9%) 10.1
(6.9%) 7.0
(49%) 4.9

R

RN

Marker
Id Name

(108) TG436

(236) C2At2939690
(109) CT119

(110) CD14

(246) C2At3g46780
(111) CT216

(112) TG178

(288) C2At3g11210

(113) TG240

(114) TG365
(115) GP89
(116) CT204

(117) TG292

(118) TG162
(119) CT146
(120) CT193
(121) CT109
(122) CT206
(123) TG642
(124) TG482

62



Rec Dist
Frac. cM

(6.9%) 6.9
(41%) 4.1

(11.3%) 11.5
(48%) 4.8

(17.1%) 17.8

(14.9 %) 15.4

(5.0%) 5.0
(2.6%) 26
(0.0%) 0.0
(5.1%) 5.2
(55%) 55
(12.0 %) 12.2

(9.3%) 9.4

(9.3%) 9.4

(3.4%) 3.4
(1.4%) 14
(8.4%) 85

(85%) 8.6

(2.8%) 28
(2.7%) 2.7
(0.0%) 0.0
(42%) 42

[ D

/

Marker
Id Name

(125) CT52

(126) TG113
(127) T0042

(128) CP52
(235) C2At4g30580

(129) cLED21J7

(130) CD57A

(131) T671
(132) TG143
(133) CT43
(134) CT84
(135) TG217

(136) TG639
(287) C2At2g42750

(280) C2At5¢48300
(305) C2At1g53670
(137) TG216
(138) TG438

(139) CT195
(268) C2At1g55670
(140) CT223
(141) CD61
(294) T0463

Rec Dist
Frac. cM

(0.0%) 0.0
(5.9%) 5.9
(5.0%) 5.0

(15.0 %) 15.5

(8.1%) 82
(1.0%) 1.0
(2.7%) 2.7
(2.6%) 26
(0.9%) 0.9
(35%) 35
(1.0%) 1.0
(0.0%) 0.0
(7.2%) 73
(8.3%) 83
(6.8%) 6.9
(0.0%) 0.0
(6.8%) 6.9
(12.7 %) 13.0

(9.3%) 9.4

(35%) 35
(35%) 35
(4.0%) 4.0
(4.0%) 4.0
(2.7%) 2.7
(10.9 %) 11.1

Marker
Id Name

)

(319) C2At4g31130
. (331) C2AMg31130
(289) C2At5¢45680

(142) CT241

(143) CT187

(264) C2At1g30360

1\ (149) CT228

\- (145) CT77

(146) TG41

(147) TG349
(148) TG513

(337) C2At5¢11480

\ (323) C2At5¢11480

(149) GP130
(150) CT287
(151) CT88
(152) CT257
. (279) C2At5g47010
(153) TG510

(154) CT148

(155) CT265

(301) C2At1g10580

. (278) C2At5041350

LNV TS5

(262) C2At4g23840
(156) CT252

(157) CT68

Rec Dist
Frac. cM

(46%) 46
(17%) 17
(24%) 2.4
(36%) 36
(1.0%) 1.0
(29%) 2.9
(13.5%) 13.9
(13%) 13
(7.1%) 7.1

(23.5 %) 25.5

(8.7%) 88 ——

(4.6%) 46
(12%) 1.2
(23%) 23
(4.0%) 4.0
(4.0%) 4.0
(45%) 45
(6.3%) 6.3
(7.4%) 7.4
(35%) 35
(0.0%) 0.0
(10.6 %) 10.8

(52%) 5.2
(69%) 7.0
(52%) 52
(58%) 58

Marker
Id Name

(158) T880
—— (159) CT283

(160) TG10

(161) CT143

(162) TG9

(238) C2At3g09920
(163) TG18

NN

S (164) TG254
(252) C2At2937240

(165) CP44

(166) GP39

(275) C2At3g63190

(299) C2At5g58410

2z

1\ (167) TG58Y

X (168) CD3
(169) TG390

(170) T431

VS

(171) TG35
(172) TG348

T (173) TG248

(174) CT74
(175) CT177

(176) TG421
— (177) TG424

(178) GP101

LT NN

(179) TG328

(281) T1065
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Rec Dist Marker
Frac. cM Id Name

31%) 3.1 — | (257) C2At1g30110
(3.1%) - (180) CT167
(16.2%)16.8 —

(181) CD64

(8.7%) 88
(21%) 2.1 —— 1~ (297) C2At4g28830
(4.4%) 44 1 (182) CT19

(21%) 21

L\ (183) CD19

(26%) 2.6 /W\ (184) CT219
(42%) 42 7| |\ (185)CT100
(6.4%) 6.4 "\ (276) C2At4g03280
(7.8%) 7.9 — || ~ (312) C2At4g11120
(77%) 7.8 — E126; ETZQZ
0.9%) 0.9 — = (187)CT24
E2.7 %3 2.7 ?77% (256) C2At1g24340
(55%) 55~ ||\ (290) C2At1g26945
(55%) 55~ - (241) C2Atlg64770
(64%) 65 — | | ~ (277) C2At4g18593
(3.6%) 3.6 — | | (283) C2At1g69420
(89%) 90 — (286) C2At1926520
(21%) 2.1 ——=_ (188)GP28
(L7%) 17 /== (189)CT217
(1.7%) 1.7 / I\~ (190) TG280
(1.7%) 1.7 7/ (191) TG233
(0.9%) 0.9 (192) CT240
(3.9%) 3.9 7// (258) C2At3g08760
(43%) 4.3 7//7T\| (193) TG63
(8.9%) 9.0 ///=—\| (194) CD32
(2.7%) 2.7 (195) TG241
(5.3%) 5.3 7/ | (196) CT124
(0.0%) 0.0 7/l (197) CD72
(1.0%) 1.0 71| (198)CT20
(0.0%) 0.0 /- ||l (316) C2At3g58470
(9.5%) 9.6 (328) C2At3g58470
(3.1%) 3.1 (326) C2At3g54360
(45%) 45 ~ | (242) C2At3g57270
(5.6 %) 5.6 (199) TG420

(200) TG285

Rec  Dist Marker
Frac. cM Id Name
0 — 1 (201)CP58
%8% 53 8% T (330)C2At4922260
(0.9%) 0.9 /| | (318)C2At4g22260
(0.9%) 0.9 (202)CT182
(3.8%) 3.8 || (249)C2At4g22260
(4.8%) 4.8 (310)C2At3952640
(0.09%) 0.0 7/ (314)C2At5¢16630
(0.0 %) 0007/ | |l (338)C2At516710
(6.3%) 6.3 /1| (324)C2At5g16710
(6.9 %) 6.9 (203)TG523
(8.3%) 8.3 (204)T0408
(0.0 %) 0.0 | (205)TG194
(27%) 2.7 7)) T (206)TG508
(11.39%) 1.5/ ||| (248)C2At3g54840
(0.0 %) 0.0 7//fF ]| (207)TGA497
(5.4 %) 5.5 (208)TG629
(6.4%) 6.4 )| || (244)C2At5g64730
(1.8%) 1.8l (274)C2At3g62940
(0.0 %) 0.0 (335)C2At4g39660
(2.7 %) 2.7 (321)C2At4¢39660
(0.0 %) 0.0 )| Tl (209)CT97
(5.4 %) 5.5 (210)T0725
(4.8 %) 4.8 (263)C2At1g05055
Gini e
(10.8 %110~ s G
(32.1 %p8.2 (266)C2At1g357
2.7%) 2.7 L (213)TG49
E 2.6 0/3 26 7:} (270)C2At2g01770
(31%) 3.1~/ (214)10529
(34%) 347~ (260)C2At3g51010
(6.9%) 7.0 7\ (215)CD49
(5.8%) 59 - (216)T0635
(55%) 55 | | (292)C2At2g28370
(49%) 49 || (217)CT175
(63%) 64 (218)TG339
' PO (219)T0703
0
(56%) 5.6 (220)TG483
(16.8%)7.4
T (221)TG370

N\

Rec
Frac.

(8.9 %)

(2.0 %)
(3.8 %)

Dist
cM

211

9.0

2.0
3.8

(25.5 %) 28.1

(1.9 %)
(5.3 %)
(5.8 %)
(1.7 %)
(9.2 %)

(3.9 %)
(5.4 %)

1.9
5.4
5.9
1.7
9.3

3.9
54

(12.5 %) 12.8

(3.3 %)
(7.1%)

3.3
7.2

328

Marker
Id Name

(222) TG68

(223) CT79

(224) CT211
(243) C2At5057970
(225) cLET8K

(265) C2At1033970
(226) TG47

(227) TG400

(240) C2At5059960
(228) TG393

(239) C2At2028490
(229) TG26
(230) TG46

(231) T1648
(232) CT107

(233) TG36

(327) At3054470
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4.3. AB-QTL (ileri geri melez kantitatif lokus) populasyonlarin pathcan icin olusturulmasi
AB-QTL (ilerletilmis gerimelez kantitatif karakter lokus populasyonlar1) yaklagimi ile yabani tiirlerden faydal: allellerin
belirlenmesi ve es zamanli olarak kiiltiir ¢esitlerine aktarilmasi amaglanmigtir (NELSON ve TANKSLEY 1996) ve AB-
QTL populasyonlarimin degisik bitki tiirlerinde de olusturulmasi son zamanlarda popiiler hale gelmistir. Bu yaklagimi
patlican bitkisinde de uygulamak amaciyla Solanum melongena ile melezlenebilen dort yabani tir ile melezlemeler
yapilmis ve populasyonlar olusturulmaya c¢alisilmistir. Bu yaklasimda donor anag¢ olarak yabani bir tiiriin kullanilmas1
ongoriilmektedir. Burada amag yabani tiiriin faydali allellerini kiiltiir formuna aktararak genetik varyasyon diizeyini
yulsetmektir. Strateji dncelike domates i¢in gelistirilmigtir (TANKSLEY ve ark. 1996). Su ana kadar tarimsal 6neme
sahip ¢ok sayida iiriinde AB-QTL populasyonlar1 gelistirilmistir. Bu amag igin gelistirilen ilk populasyon S. melongena
x S. aethiopicum arasinda yapilan melezleme g¢aligmasindan gelistirilmistir. Bu kombinasyonda, ileri geri melez
kantitatif lokus populasyonlar1 olugturmak amaciyla MM738 cesiti (200 adet) ve 125 adet bitkiden olusan BC1F1
populasyonuna ait (S. melongena x S. aethiopicum) tohumlar viyollere ekilmis ve iki yaprakli devreye gelen fideler
seraya taginmigtir. Bu populasyondan BC2F1 generasyonu olusturulmaya ¢aligilmistir. Bu amag¢ i¢in her bir BC1F1
bitkisi iki yonlu olarak MM738 anag gesitine geriye melezlenmistir (Sekil 17).

Sekil 17. BC1F1(S.melongena X S.aethiopicum)) ile MM738’in melezlenmesi sonucu olugan meyve
gosterilmektedir.

Yapilan gerimelezleme ¢alismalari ile 20 BC1F1 bitkisinin her birinden BC2F1 kombinasyonlari olusturulmustur.
Gelistirilen bu BC2F1 AB-QTL populasyonu ile projede dngoriildiigii gibi genom haritalama ve QTL analizleri i¢in
caligmalar yapilmast planlanmistir. Bu populasyona ait tohumlar sera kosullar1 daha iyi olan Yuksel Tohumculuk
firmasina gonderilmistir. Firma bu ve diger populasyonlarin biitiin bakim ve populasyon olusturma islemlerini
goniilli olarak iistlenmistir. BC2F1 populasyonlarina ait tohumlar 2008 bahar doneminde Yiiksel Tohumculuk
Firmasi tesislerinde viyollere ekilmistir. Burada ama¢ 20 kominasyon BC2F1 populasyonunu olusturan her bir
bitkiden 10 6rnek toplam olarakta 20 x 10 = 300 adet BC2F1 bitkisi {iretilmesi ve g¢alismalarda kullanilmasi
planlanmigtir. Ancak, ekilen tohumlarda ¢imlenme problemleri yasanmig ve istenilen sayida populasyon

gelistirilememistir. Bu nedenle bu populasyon ¢aligmadan ¢ikarilmak zorunda kalinmustir.
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Yine ayni donemde paralel bir ¢aligma olarak, ikinci patlican AB-QTL populasyonu olusturulmasina Fransa’da
baglanmistir. Bu amag i¢in yine MM738 cesiti ana¢ olarak kullanilmistir. Yaklagik 150 adet bitkiden olusan (S.
melongena x S. linneaenum) BC1F1 populasyonu MM738 ¢esitine geriye melezlenmistir. Bu kombinasyonda yeterli
sayida BC2F1 bitkisi olusturulmustur. Bu calismaya ilaveten yine bu tiirde rekombinant safddl hatlarinin (RIL)
gelistirilmesinede ¢aligilmistir. S. melongena x S. linneaenum kombinasyonundan F4-RIL hatlar1 Dr. Marie-Christine
Daunay tarafindan gelistirilmis ve tarafimiza gonderilmistir. Bu hatlarin genom analizi ¢aligmalarinda
kullanilabilmesi i¢in daha da gelistirilerek F6-RIL seviyesine ilerletilmesi gerekmistir. Gerek iilkemizde ve gerekse
INRA-Fransa’da yapilan yogun galigmalara ragmen yeterli sayida F6-RIL olusturulamamistir. Bu populasyonun
adaptasyonu ile ilgili ciddi problemler yasandig igin hatlar daha ileri seviyelere gotiiriilememistir. [YTE ve Yiiksel

Tohumculuk Firmasi biinyesinde 2-2.5 y1l siirdiiriilen yogun calismalara son verilmistir.

Proje kapsaminda AB-QTL c¢alismalar1 i¢in olusturulmaya calisilan diger bir kombinasyonda ise Solanum
macrocarpon donor anag olarak kullanilmistir. Solanum macrocarpon ile yapilan melezlemelerde tiirlerarasi F1
melez bitkisi elde edilebilmisgti (Sekil 18). Ancak elde edilen F1 bitkisi steril oldugu i¢in F2 yada BCI1F1

populasyonlar: olusturulamamustir.

Sekil 18. Solanum melongena cv. Dusky x Solanum macrocarpon S002-3 F1 bitkisinin olusan meyvesinin resmi
verilmektedir.

Patlican’da AB-QTL populasyonu olusturmak i¢in yapilan doérdinci kombinasyonda Solanum incanum donor
ebeveyn olarak kullanilmustir. S. melongena cv. Dusky x S. incanum melezleme c¢alismasinda tiirlerarast F1 ler 2007
yilinda olusturulmustur (Sekil 19). Olusturulan tiirleraras1 F1’ler 2008 yilinda ekilmis ve yine Dusky ¢esitine geriye
melezlenerek BC1F1 populasyonu olusturulmustur. Ayni zamanda kendilenerek F2 generasyonu da elde edilmistir.
Bu F1 bitkileri ayn1 zamanda diger yerel Tiirk ¢esitlerinede (Aydin Siyahi, Topan, Kemer) geriye melezlenmistir. Bu
kombinasyonda AB-QTL populasyonu olugturmak igin 120 bitkiden olusan BC1F1 populasyonuna ait bitkiler Dusky
cesitiyle geri melezlenerek BC2F1 populasyonun olusturulmasinda kullamlmigtir. 2009 yilinda yapilan bu geri

melezleme ¢alismalari sonucunda 44 adet BC2F1 populasyonu elde edilmistir.
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Sekil 19. Solanum melongena cv. Dusky x Solanum incanum melezlenmesinin sonugunda olusan meyve

gosterilmektedir.

Yine 2009 yilinda galigmalarda her bir BC2F1 kombinasyonuna ait bitkiler sera kosullarinda yetistirilmis ve tek tek
kendilenerek BC2F2 generasyonu olusturulmustur. Ayni zamanda, her bir BC2F1 bitkilerinden yaprak 6rnekleri
almarak genom haritalama ¢alismalarinda kullanilmak tizere DNA’lar izole edilmistir. DNA’larin kalitesi Nanodrop
ile 6l¢Ulmustiir. Nanodrop sonuglari Tablo 15 de verilmistir. 2010 yetistirme sezonunda yaklagik 300 civarinda
bitkiden olusan BC2F2 populasyonlart degisik karakterlerin QTL analizleri ile haritalanmasi igin Yiiksel
Tohumculuk Firmasi seralarinda yetistirilmeye alinmistir. Bu populasyonda genom haritalamasi ¢aligmalari igin
COSII ve SSR isaretleyicileri kullanilacaktir. Oncelikle, COSII markérleri ile incanum ve melongena anaglari
polimorfizm testlemesine tabi tutulmustur. Bu ¢aligsma i¢in yaklasik 400 civarinda COSII markoérii kullanilmigtir. Bu
markdrlerden 36 (9) tanesi uygulanan PCR sartlarinda ¢aligmamistir. Bu nedenle, bu tip markérler ¢alismadan
cikarilmigtir. PCR lar1 ¢alisan markorlerle elde edilen PCR firiinleri bri grup restriksiyon enzimi ile kesilmek
suretiyle anaglar arasinda polimorfizm bulunmaya ¢alisilmistir. Bu sekilde yapilan testleme sonucunda 300 civarinda
markorde polimorfik goriinmektedir. Ancak, bu markérlerin haritalama populasyonuna uygulamadan 6nce bir kez
daha polimorfizm testlemelerine alinmalar1 gereklidir. Bu iki testleme sonucunda da polimorfik bulunan markdorler
haritalama populasyonuna uygulanacaktir. Her iki anag kullanilarak yapilan 6n polimorfizm belirleme ¢alismalarinin

sonuglar1 Tablo 15°te verilmistir.
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Tablo 15. BC2F1 populasyonuna ait DNA’larm miktar ve kalitesini gosteren nanodrop sonuglar.

Genotip ng/ul A260 A280 260/280 | 260/230 | Genotip ng/ul A260 A280 | 260/280 |260/230
Anac-1 2068.56 41.371 21.413 1.93 0.53 09T3-7 409.21 8.184 4.464 1.83 2.37
Anag-2 1420.50 28.410 14.635 1.94 1.07 09T3-8 1282.63 25.653 13.166 1.95 2.22
09T1-1 1121.08 22.422 11.883 1.89 2.05 09T3-9 719.33 14.387 7.905 1.82 2.05
09T1-2 500.54 10.011 5.460 1.83 2.01 09T4-1 501.18 10.024 5.465 1.83 2.25
09T1-3 215.73 4.315 2.490 1.73 1.66 09T4-2 113.49 2.270 1.253 1.81 2.15
09T1-4 1660.36 33.207 17.947 1.85 2.16 09T4-3 856.22 17.124 9.373 1.83 2.06
09T1-5 888.08 17.762 9.640 1.84 2.04 09T4-4 1492.45 29.849 16.276 1.83 1.66
09T1-6 878.98 17.580 9.635 1.82 2.04 09T4-5 4655.53 93.111 59.086 1.58 1.49
09T1-7 430.10 8.602 4.721 1.82 2.10 09T4-6 1546.48 30.930 16.425 1.88 1.89
09T1-8 587.11 11.742 6.611 1.78 2.04 09T4-7 1773.74 35.475 18.974 1.87 2.17
09T1-9 421.21 8.424 4.599 1.83 1.93 09T4-8 1301.17 26.023 13.880 1.87 2.12
09T1-10 918.66 18.373 10.134 1.81 1.92 09T4-9 316.49 6.330 3.480 1.82 1.90
09T2-1 383.78 7.676 4.147 1.85 2.19 09T4-10 | 1714.86 34.297 17.683 1.94 2.20
09T2-2 951.51 19.030 10.387 1.83 2.17 09T5-1 1675.73 33.515 17.771 1.89 2.13
09T2-3 543.43 10.869 5.949 1.83 2.27 09T5-2 608.65 12.173 6.714 1.81 2.00
09T2-4 408.25 8.165 4.488 1.82 2.06 09T5-3 1235.67 24.713 13.456 1.84 2.13
09T2-5 1057.81 21.156 11.137 1.90 2.28 09T5-4 2066.65 41.333 21.884 1.89 2.13
09T2-6 1010.60 20.212 10.846 1.86 2.15 09T5-5 584.14 11.683 6.436 1.82 2.21
09T2-7 544.98 10.900 5.985 1.82 2.16 09T5-6 711.93 14.239 7.807 1.82 1.98
09T2-8 490.13 9.803 5.352 1.83 2.33 09T5-7 1147.28 22.946 12.079 1.90 2.16
09T2-9 1372.92 27.458 14.620 1.88 2.10 09T5-8 2502.71 50.054 26.675 1.88 2.03
09T3-1 1828.81 36.576 19.539 1.87 2.11 09T5-9 346.59 6.932 3.600 1.93 2.22
09T3-2 881.86 17.637 10.130 1.74 1.57 09T5-10 | 1626.82 32.536 17.281 1.88 2.22
09T3-3 670.99 13.420 7.194 1.87 212 09T6-1 2500.43 50.009 27.002 1.85 2.17
09T3-4 713.73 14.275 7.634 1.87 2.13 09T6-2 1547.80 30.956 16.592 1.87 2.02
09T3-5 2316.22 46.324 24.313 1.91 1.92 09T6-3 883.54 17.671 9.348 1.89 2.03
09T3-6 632.14 12.643 6.861 1.84 2.02 09T6-4 1330.64 26.613 13.747 1.94 1.26
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09T6-5 727.22 14.544 7.903 1.84 2.24 09T9-5 949.85 18.997 10.324 1.84 2.19
09T6-6 401.82 8.036 4.344 1.85 2.11 09T9-6 1773.55 35471 19.153 1.85 2.03
09T6-7 2125.11 42.502 22.307 191 1.79 09T9-7 1338.68 26.774 14.580 1.84 2.06
09T6-8 425.13 8.503 4.553 1.87 2.18 09T9-8 1599.06 31.981 17.525 1.82 1.82
09T6-9 1144.08 22.882 12.029 1.90 1.85 09T9-9 1466.58 29.332 15.859 1.85 2.20
09T6-10 1116.80 22.336 11.646 1.92 1.96 09T11-1 | 1510.74 30.215 16.433 1.84 2.05
09T7-1 1972.50 39.450 21.892 1.80 1.74 09T11-2 | 759.31 15.186 8.602 1.77 1.89
09T7-2 518.47 10.369 5.631 1.84 1.90 09T11-3 | 2914.04 58.281 31.927 1.83 1.85
09T7-3 866.53 17.331 9.437 1.84 2.06 09T11-4 | 2056.54 41.131 21.993 1.87 2.15
09T7-4 1026.43 20.529 10.931 1.88 2.01 09T11-5 | 1543.64 30.873 16.689 1.85 2.24
09T7-5 920.46 18.409 9.903 1.86 2.18 09T11-6 | 3021.79 60.436 33.088 1.83 2.01
09T7-6 439.70 8.794 4.679 1.88 1.94 09T11-7 | 284.90 5.698 3.031 1.88 1.98
09T7-7 1325.53 26.511 14.184 1.87 1.87 09T11-8 | 1252.85 25.057 13.878 1.81 1.93
09T7-8 1494.35 29.887 16.100 1.86 1.82 09T11-9 | 1050.82 21.016 11.626 1.81 2.07
09T7-9 1148.10 22.962 12.428 1.85 1.82 09T11-10 | 2201.93 44.039 24.499 1.80 1.95
09T7-10 269.80 5.396 2.794 1.93 2.22 09T12-1 | 1254.77 25.095 13.617 1.84 2.02
09T8-1 1607.62 32.152 16.630 1.93 1.90 09T12-2 | 1045.33 20.907 11.659 1.79 2.19
09T78-2 967.11 19.342 10.466 1.85 2.05 09T12-3 | 1061.87 21.237 11.828 1.80 2.31
09T8-3 515.39 10.308 5.576 1.85 2.22 09T12-4 | 1193.71 23.874 13.138 1.82 2.13
09T8-4 1859.20 37.184 20.060 1.85 1.85 09T12-5 | 1206.30 24.126 13.208 1.83 2.24
09T8-5 1455.27 29.105 14.750 1.97 2.10 09T12-6 | 1221.75 24.435 13.561 1.80 2.03
09T8-6 1481.32 29.626 16.117 1.84 1.99 09T12-7 | 579.64 11.593 6.447 1.80 2.08
09T8-7 853.86 17.077 9.231 1.85 2.27 09T12-8 | 2519.68 50.394 27.219 1.85 2.14
09T8-8 1828.39 36.568 21.034 1.74 1.49 09T12-9 | 1169.45 23.389 12.657 1.85 2.04
09T8-9 927.71 18.554 9.924 1.87 2.30 09T12-10 | 801.04 16.021 8.757 1.83 2.18
09T78-10 1178.68 23.574 12.757 1.85 2.19 09T13-1 | 68391 13.678 7.487 1.83 2.14
09T9-1 988.84 19.777 10.881 1.82 2.22 09T13-2 | 987.51 19.750 10.677 1.85 2.27
09T9-2 1010.95 20.219 11.001 1.84 1.96 09T13-3 | 1754.38 35.088 19.100 1.84 1.84
09T9-3 610.79 12.216 6.662 1.83 2.09 09T13-4 | 478.55 9.571 5.142 1.86 2.37
09T9-4 827.67 16.553 9.062 1.83 2.26 09T13-5 | 1321.50 26.430 14.311 1.85 2.15
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09T13-6 1956.13 39.123 21.144 1.85 212 09T16-7 | 2251.76 45.035 24.209 1.86 1.80
09T13-7 1935.08 38.702 21.970 1.76 1.42 09T16-8 | 12791 2.558 1.351 1.89 2.26
09T13-8 1692.70 33.854 18.222 1.86 2.16 09T16-9 | 3211.76 64.235 35.991 1.78 1.70
09T13-9 1961.67 39.233 21.287 1.84 2.21 09T16-10 | 2113.15 42.263 22.228 1.90 2.09
09T13-10 1716.86 34.337 18.603 1.85 2.26 09T17-1 | 830.72 16.614 9.060 1.83 2.10
09T14-1 1278.63 25.573 13.741 1.86 1.99 09T17-2 | 179.28 3.586 1.922 1.87 2.26
09T14-2 3029.82 60.596 32.724 1.85 1.97 09T17-3 | 1102.13 22.043 12.263 1.80 1.83
09T14-3 1087.62 21.752 11.832 1.84 1.96 09T17-4 | 988.76 19.775 10.650 1.86 2.10
09T14-4 1081.22 21.624 11.768 1.84 211 09T17-5 | 1448.92 28.978 15.828 1.83 1.75
09T14-5 1684.78 33.696 18.545 1.82 1.97 09T17-6 | 722.37 14.447 7.943 1.82 2.16
09T14-6 1616.05 32.321 17.704 1.83 1.93 09T17-8 | 3520.43 70.409 38.082 1.85 1.97
09T14-7 517.15 10.343 5.729 1.81 2.14 09T17-9 | 2393.18 47.864 25.608 1.87 2.07
09T14-8 1301.53 26.031 14.389 1.81 2.02 09T18-1 | 3287.85 65.757 35.473 1.85 2.08
09T14-9 886.23 17.725 9.785 1.81 2.03 09T18-2 | 3397.65 67.953 36.984 1.84 1.80
09T15-1 1258.94 25.179 13.651 1.84 2.17 09T18-3 | 1337.92 26.758 14.304 1.87 2.12
09T15-2 1076.83 21.537 11.694 1.84 2.21 09T18-4 | 1612.71 32.254 17.354 1.86 2.00
09T15-3 1349.82 26.996 14.583 1.85 2.01 09T18-5 | 472.39 9.448 5.083 1.86 1.33
09T15-4 1000.36 20.007 10.829 1.85 2.14 09T18-6 | 2679.71 53.594 28.736 1.87 1.82
09T15-5 416.14 8.323 4.417 1.88 2.36 09T18-7 | 1155.94 23.119 12.016 1.92 2.04
09T15-6 701.23 14.025 7.694 1.82 2.24 09T18-8 | 842.56 16.851 9.328 1.81 2.17
09T15-7 444.04 8.881 4.874 1.82 2.10 09T18-9 | 578.07 11.561 6.095 1.90 1.85
09T15-8 1336.84 26.737 14.080 1.90 2.20 09T19-1 | 1063.81 21.276 11.069 1.92 2.14
09T15-9 2264.78 45.296 22.934 1.98 2.00 09T19-2 | 1489.21 29.784 15.996 1.86 2.07
09T15-10 1619.04 32.381 17.208 1.88 2.16 09T19-3 | 1517.12 30.342 16.358 1.85 2.06
09T16-1 1028.91 20.578 11.054 1.86 2.09 09T19-4 | 3016.92 60.338 31.732 1.90 1.99
09T16-2 1167.20 23.344 12.407 1.88 1.96 09T19-5 | 1690.07 33.801 18.321 1.84 2.10
09T16-3 322.99 6.460 3.379 191 2.07 09T19-6 | 935.20 18.704 10.307 1.81 2.05
09T16-4 1783.98 35.680 19.195 1.86 2.06 09T19-7 | 1714.61 34.292 17.945 1.91 2.02
09T16-5 1890.39 37.808 19.973 1.89 1.98 09T19-8 | 1810.98 36.220 19.284 1.88 2.20
09T16-6 1207.55 24.151 12.913 1.87 2.16 09T19-9 | 2195.63 43.913 23.323 1.88 1.95
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09T19-10 2195.27 43.905 22.959 1.91 2.20 09T23-3 | 2634.25 52.685 28.206 1.87 1.83
09T20-1 658.56 13.171 7.289 1.81 1.96 09T23-4 | 2705.21 54.104 29.305 1.85 1.94
09T20-2 999.41 19.988 11.083 1.80 1.93 09T23-5 | 1458.07 29.161 15.360 1.90 2.11
09T20-3 2431.98 48.640 26.174 1.86 1.81 09T23-6 | 809.37 16.187 8.965 1.81 1.94
09T20-4 2094.79 41.896 22.499 1.86 1.96 09T23-7 | 1367.46 27.349 15.095 1.81 1.72
09T20-5 2153.90 43.078 22.972 1.88 1.96 09T23-8 | 1175.05 23.501 12.839 1.83 2.13
09T20-6 1157.74 23.155 12.722 1.82 1.81 09T23-9 | 446.52 8.930 4.822 1.85 241
09T20-7 991.60 19.832 10.864 1.83 2.01 09T23-10 | 1403.38 28.068 15.056 1.86 2.08
09T20-8 2212.93 44.259 24.145 1.83 2.00 09T24-1 | 1071.55 21.431 11.785 1.82 1.93
09T20-9 2133.00 42.660 23.316 1.83 2.05 09T24-2 | 760.52 15.210 8.517 1.79 1.82
09T20-10 2544.47 50.889 27.926 1.82 2.12 09T24-3 | 832.90 16.658 9.218 1.81 1.88
09T21-1 2144.62 42.892 22.625 1.90 2.09 09T24-4 | 3211.69 64.234 34.162 1.88 1.92
09T21-2 2770.26 55.405 29.897 1.85 2.05 09T24-5 | 2149.76 42.995 22476 191 2.23
09T21-3 176.75 3.535 1.723 2.05 1.88 09T24-6 | 2040.18 40.804 22.448 1.82 1.74
09T21-4 174.96 3.499 1.703 2.05 1.90 09T24-7 | 566.17 11.323 6.151 1.84 2.25
09T21-5 2509.33 50.187 27.415 1.83 1.89 09T24-8 | 3445.45 68.909 37.519 1.84 1.76
09T21-6 1883.00 37.660 20.499 1.84 2.02 09T24-9 | 3108.08 62.162 32.969 1.89 1.92
09T21-7 1977.59 39.552 21.504 1.84 2.10 09T24-10 | 974.36 19.487 10.544 1.85 2.24
09T21-9 1383.97 27.679 15.046 1.84 2.01 09T25-1 | 758.83 15.177 8.273 1.83 2.05
09T21-10 2140.86 42.817 23.067 1.86 1.93 09T25-2 | 1814.40 36.288 19.622 1.85 1.79
09T22-1 970.48 19.410 10.176 191 2.18 09T25-3 | 1463.27 29.265 15.711 1.86 2.17
09T22-2 1232.83 24.657 13.639 1.81 191 09T25-4 | 2388.64 47.773 25.911 1.84 1.85
09T22-3 1115.52 22.310 12.022 1.86 2.09 09T25-5 | 1621.05 32421 17.028 1.90 2.12
09T22-4 1600.94 32.019 17.285 1.85 2.01 09T25-6 | 1722.94 34.459 18.753 1.84 1.59
09T22-5 2301.88 46.038 23.786 1.94 2.15 09T25-7 | 320.73 6.415 3.337 1.92 2.25
09T22-6 2902.04 58.041 30.880 1.88 1.89 09T25-8 | 1472.48 29.450 15.412 1.91 2.12
09T22-7 196.80 3.936 2.351 1.67 0.53 09T25-9 | 1602.23 32.045 16.974 1.89 2.03
09T22-8 832.68 16.654 8.705 1.91 1.79 09T25-10 | 532.85 10.657 5.682 1.88 2.12
09T22-9 1017.44 20.349 10.960 1.86 2.03 09T26-1 | 3452.17 69.043 36.979 1.87 1.79
09T23-2 686.58 13.732 7.334 1.87 2.24 09T26-3 | 2057.98 41.160 21.989 1.87 1.82
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09T26-4 940.56 18.811 10.300 1.83 1.64 09T29-6 | 576.79 11.536 6.171 1.87 2.07
09T26-5 1791.50 35.830 18.910 1.89 1.86 09T29-7 | 151542 30.308 16.438 1.84 1.93
09T26-6 499.30 9.986 5.387 1.85 1.97 09T29-10 | 1504.51 30.090 16.396 1.84 1.95
09T26-7 1619.56 32.391 17.389 1.86 1.93 09T29-11 | 632.80 12.656 7.196 1.76 1.68
09T26-9 1979.42 39.588 21.186 1.87 1.55 09T29-12 | 500.20 10.004 5.415 1.85 2.12
09T26-10 1365.98 27.320 14.768 1.85 1.88 09T30-1 | 888.85 17.777 9.701 1.83 2.19
09T27-1 518.56 10.371 5.586 1.86 2.22 09T30-3 | 889.70 17.794 9.539 1.87 2.03
09T27-2 640.47 12.809 7.002 1.83 2.25 09T30-5 | 1246.28 24.926 13.688 1.82 1.76
09T27-3 536.20 10.724 5.824 1.84 2.07 09T30-6 | 2496.71 49.934 27.103 1.84 1.85
09T27-4 943.89 18.878 9.750 1.94 2.23 09T30-7 | 198.48 3.970 1.622 2.45 0.60
09T27-5 2270.79 45.416 23.531 1.93 2.00 09T30-8 | 880.57 17.611 9.635 1.83 2.01
09T27-6 1586.01 31.720 16.615 191 2.21 09T30-9 | 1327.43 26.549 14.618 1.82 1.99
09T27-7 2082.70 41.654 22.059 1.89 2.15 09T30-10 | 798.32 15.966 8.622 1.85 1.85
09T27-8 3571.95 71.439 38.576 1.85 1.79 09T31-1 | 927.54 18.551 10.182 1.82 2.04
09T27-9 313.04 6.261 3.112 2.01 2.18 09T31-2 | 448.28 8.966 4.951 1.81 2.34
09T28-1 2047.34 40.947 21.552 1.90 1.96 09T31-3 | 1394.73 27.895 15.288 1.82 2.15
09T28-2 2425.28 48.506 26.165 1.85 1.89 09T31-4 | 472.03 9.441 5.110 1.85 2.05
09T28-3 2204.63 44.093 22.792 1.93 2.05 09T31-5 | 902.66 18.053 9.985 1.81 1.96
09T28-4 511.22 10.224 5.416 1.89 2.25 09T31-6 | 487.69 9.754 5.306 1.84 2.31
09T28-5 1291.24 25.825 13.719 1.88 2.13 09T31-7 | 810.38 16.208 8.911 1.82 2.07
09T28-6 433.73 8.675 4.820 1.80 1.77 09T31-8 | 1883.59 37.672 20.634 1.83 2.07
09T28-7 828.47 16.569 8.966 1.85 2.16 09T31-9 | 1393.36 27.867 16.009 1.74 1.07
09T28-8 1330.32 26.606 14.301 1.86 1.84 09T32-2 | 825.33 16.507 9.156 1.80 2.05
09T28-9 847.61 16.952 9.006 1.88 1.91 09T32-5 | 564.07 11.281 6.000 1.88 2.21
09T28-10 825.44 16.509 8.972 1.84 1.99 09T32-7 | 583.01 11.660 6.319 1.85 1.87
09T29-1 766.44 15.329 8.515 1.80 1.69 09T32-8 | 447.86 8.957 4.853 1.85 2.15
09T29-2 272.21 5.444 2.910 1.87 1.98 097329 | 1588.22 31.764 17.252 1.84 1.94
09T29-3 821.69 16.434 9.017 1.82 1.95 09T33-2 | 533.01 10.660 5.805 1.84 1.82
09T29-4 856.17 17.123 9.501 1.80 1.80 09T33-3 | 1014.15 20.283 11.259 1.80 1.80
09T29-5 88.95 1.779 1.014 1.75 1.21 09T33-4 | 1722.21 34.444 18.398 1.87 2.03
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09T33-5 1464.27 29.285 15.667 1.87 1.99 09T36-9 | 227.58 4.552 2.493 1.83 1.54
09T33-6 418.09 8.362 4.528 1.85 2.12 09T36-10 | 661.04 13.221 7.229 1.83 2.06
09T33-7 1345.02 26.900 15.032 1.79 1.80 09T36-11 | 396.20 7.924 4.276 1.85 1.92
09T33-8 22.48 0.450 0.321 1.40 0.49 09T37-1 | 864.48 17.290 10.242 1.69 1.29
09T33-9 1079.65 21.593 11.645 1.85 1.98 09T37-2 | 485.96 9.719 5.349 1.82 2.09
09T33-10 1935.93 38.719 21.382 1.81 1.91 09T37-3 | 803.27 16.065 8.873 1.81 1.93
09T34-1 779.51 15.590 8.554 1.82 1.98 09T37-4 | 1343.28 26.866 14.405 1.86 1.92
09T34-3 1476.32 29.526 16.028 1.84 2.03 09T37-5 | 442.45 8.849 4.830 1.83 1.88
09T34-4 897.73 17.955 9.918 1.81 1.74 09T37-6 | 839.13 16.783 9.056 1.85 2.03
09T34-5 1395.99 27.920 15.299 1.82 2.16 09T37-7 | 675.97 13.519 7.299 1.85 2.05
09T34-6 563.86 11.277 6.144 1.84 2.20 09T37-8 | 1226.16 24.523 13.262 1.85 1.88
09T34-7 1025.24 20.505 11.143 1.84 2.06 09T379 | 1993.71 39.874 21.091 1.89 1.89
09T34-9 236.92 4.738 2.567 1.85 2.24 09T37-10 | 819.56 16.391 8.962 1.83 1.87
09T34-10 905.36 18.107 9.701 1.87 2.20 09T38-1 | 674.45 13.489 7.568 1.78 1.67
09T35-1 1225.03 24.501 13.344 1.84 1.92 09T38-2 | 1525.17 30.503 17.476 1.75 1.12
09T35-2 1402.21 28.044 15.157 1.85 2.01 09T38-3 | 917.12 18.342 9.526 1.93 1.94
09T35-3 944.70 18.894 10.239 1.85 1.95 09T38-4 | 2054.10 41.082 21.708 1.89 1.88
09T35-4 3.81 0.076 0.053 1.44 0.45 09T38-5 | 766.52 15.330 8.542 1.79 1.84
09T35-5 2770.83 55.417 30.467 1.82 1.87 09T38-6 | 2658.91 53.178 28.612 1.86 1.99
09T35-6 1765.62 35.312 19.159 1.84 2.16 09T38-7 | 943.01 18.860 10.475 1.80 1.70
09T35-7 2350.87 47.017 25.484 1.84 1.93 09T38-8 | 767.98 15.360 8.391 1.83 2.06
09T35-8 1271.69 25.434 14.166 1.80 1.67 09T38-9 | 1170.90 23.418 12.795 1.83 1.85
09T36-1 931.67 18.633 10.089 1.85 2.06 09T39-2 | 2440.30 48.806 26.276 1.86 1.80
09T36-2 774.15 15.483 8.556 1.81 1.95 09T39-3 | 1309.32 26.186 13.614 1.92 1.92
09T36-3 64.41 1.288 0.857 1.50 0.51 09T39-4 | 2511.52 50.230 26.170 1.92 2.18
09T36-4 2397.24 47.945 26.556 1.81 1.84 09T39-5 | 2961.26 59.225 33.967 1.74 1.48
09T36-5 703.83 14.077 7.824 1.80 1.87 09T39-6 | 1781.18 35.624 18.763 1.90 1.83
09T36-6 574.45 11.489 6.392 1.80 1.90 09T39-8 | 3239.20 64.784 35.006 1.85 1.84
09T36-7 846.79 16.936 9.046 1.87 1.69 09T40-1 | 769.97 15.399 8.199 1.88 1.95
09T36-8 895.99 17.920 9.703 1.85 1.95 09T40-2 | 1069.60 21.392 11.523 1.86 1.96
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09T40-3 537.98 10.760 5.797 1.86 2.26 09T41-7 | 560.45 11.209 6.215 1.80 191
09T40-4 1407.77 28.155 17.058 1.65 1.17 09T41-9 | 1801.56 36.031 19.976 1.80 1.72
09T40-5 1582.70 31.654 17.038 1.86 1.86 09T41-10 | 2433.81 48.676 26.333 1.85 1.98
09T40-6 1659.73 33.195 17.948 1.85 1.86 09T42-1 | 1589.43 31.789 17.372 1.83 1.99
09T40-7 314.27 6.285 3.211 1.96 2.36 09T42-2 | 3457.52 69.150 37.796 1.83 1.74
09T40-8 1486.48 29.730 15.461 1.92 2.04 09T42-3 | 1262.16 25.243 13.838 1.82 1.87
09T40-9 971.40 19.428 10.706 1.81 1.81 09T42-4 | 1287.83 25.757 14.393 1.79 1.71
09T41-1 1421.66 28.433 15.077 1.89 1.86 09T42-5 | 2700.90 54.018 29.335 1.84 1.85
09T41-2 1299.68 25.994 14.015 1.85 2.15 09T42-6 | 1237.44 24.749 13.683 1.81 1.81
09T41-3 876.96 17.539 9.892 1.77 1.55 09T42-7 | 1401.03 28.021 15.817 1.77 1.75
09T41-4 1959.80 39.196 20.397 1.92 1.88 09T42-8 | 2022.19 40.444 21.258 1.90 1.95
09T41-5 1542.64 30.853 16.742 1.84 1.98 09T42-9 | 1206.47 24.129 13.401 1.80 1.95
09T41-6 489.77 9.795 5.207 1.88 2.22 09T42-10 | 2495.66 49.913 26.793 1.86 2.01
09T41-8 1125.41 22.508 12.011 1.87 2.01
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Tablo 16. Solanum melongena x Solanum incanum BC2F1 populasyonu i¢in anaglarda yapilan markor polimorfizm testleme sonuglari.

COSllI Polimorfizm I¢in Testlenen Restriksiyon COSllI Polimorfizm I¢in Testlenen Restriksiyon Enzimleri
R Enzimleri Markorleri

Markorleri

Bme 1390 I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I,
At1g01730 calismad At1g05350 BspT I, Xmil

Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At1g02140 Kpn, Apa I, Csp, BamH,Box, Nmuc At1g05385 Xmil
At1g02150 Kpn, Apa I, Csp, BamH,Box, Nmuc, Ssp At1g05970 calismadi
At1g02560 Kpn, Apa I, Csp, BamH,Box, Nmuc At1g07080 Trull, Apal
At1g02910 calismadi At1g07960 calismadi

Kpnl, Apa I, Csp6,l BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At1g03250 calismad At1g08940 Xmil
At1g03310 Kpn, Apa I, Pst, Tas I, Bspt I, Xmil At1g09150 calismad
At1g04530 Kpn, Apa | At1g09620 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
At1g05055 calismadi At1g10020 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl

Kpnl, Apa I, Csp6,l BamHI, Box, NmuCl, Pstl,

At1g11860 Tas I, BspT I, Xmil At1g10240 calismad

Hinfl,Kpnl, Apa I, Csp6,I BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I,
At1g13380 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g10500 BspT I, Xmil

BsuRlI, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl, Pstl, Tas I,
At1g14000 ¢alismadi At1g22850 BspT I, Xmil
At1g14300 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g23890 Xapl, Apa |, Sspl
At1g14310 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1924360 calismad
At1g14790 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g26520 Kpnl, Apa I, Sspl

Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl, Pstl, Tas I,
At1g14810 BseG I, Apall At1g27385 BspT I, Xmil
Kpnl ,Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl, Pstl, Tas I,

At1g16180 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g29320 BspT I, Xmil
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At1g16870 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g29900 Ban | FD, Xbal, Csp6l
Atl1gl7410 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g30110 Bgl 11, Pvul I, Mval
Kpnl ,Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl, Pstl, Tas I,
At1g18270 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g30360 BspT I, Xmil
At1g18660 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At1g21690 calismad
Hhal, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,

At1g19140 calismadi At1g30580 Xmil
At1g19530 calismadi At1g30825 calismadi
At1g20050 Kpnl, Apa | Atlg31410 calismadi
At1g20575 Sspl Atl1g31970 calismadi
At1g32070 calismadi At1g53670 Sspl
At1g32900 Ban | FD, Xbal, Csp6l At1g55170 Ban | FD, Xbal, Csp6l

Kpnl ,Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl,
At1g33970 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At1g55870 Mspl, Pvull, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At1g34370 Mspl, Apa | At1g55880 Ban | FD, Xbal, Cspél

Kpnl ,Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Pstl,
At1g35720 Tas I, BspT I, Xmil At1g56345 Pvull, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At1g42990 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl At1g60200 Ban | FD, Xbal, Cspél
At1g43700 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl At1g60440 Hind 111, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
Atl1g44446 Kpnl, Apa | At1g60640 EcoR I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
At1g44575 Tagl, Apa | At1g61620 Ban | FD, Xbal, Cspél
Atlg44760 Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl At1g63610 Ban | FD, Xbal, Cspél
At1g44790 calismadi At1g63770 BsuR, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
At1g46480 Ban | FD, Xbal, Cspél At1g63980 Csp6l,Pvull, Mval
At1g47830 At1g65720 Ban | FD, Xbal, Cspél

Kpnl ,Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl,
At1g48300 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At1g67325 Ban | FD, Xbal, Cspél
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At1g50020 Hin6l, Pvull, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At1g67730 Ban | FD, Xbal, Csp6l

Apa |, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Pstl, Tas I,
At1g51160 BspT I, Xmil At1g67740 Ban | FD, Xbal, Csp6l

Kpnl ,Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl,
At1g52200 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At1g69420 BseDlI, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl

EcoR I, Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Sspl,
At1g52980 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil Atlg71810
At1g53000 calismad At1g71950 Ban | FD, Xbal, Cspél
At1g76150 Alu I, Pvull, Mval At1g74520 Hind 111, Pvull, Mval
Atlg77470 Rsal, Apa I, Csp6l BamHI, Box, NmuCl Atl1g74970 calismadi
At1g78230 Ban | FD, Xbal, Cspél At1g75350 Ban | FD, Xbal, Cspél
At1g78620 Kpnl, Apa | Atlg75670 Ban | FD, Xbal, Cspél
At1g78690 Ban | FD, Xbal, Cspél At1g76080 calismad
At1g79790 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g04690 Ban | FD, Xbal, Cspél
At1g80170 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g04700 Tagl, Apa |
At1g80360 Taq I, Pvull, Mval At2g06005 Ban | FD, Xbal, Cspél
At1g80360 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g06010 calismad
At1g80460 Alu I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At2913540 Ban | FD, Xbal, Cspél
At2g01110 EcoR V, Pvull, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At2914260 calismadi
At2g01490 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g15890 BseG I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
At2g01720 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g16060 Ban | FD, Xbal, Cspél
At2g03120 At2916920 Ban | FD, Xbal, Cspél

Tagql, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl,
At2g03510 Tas I, BspT At2g18710 Hind 111, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
At2g18710 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g28880 Ban | FD, Xbal, Cspél
At2g20360 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g29210 Ban | FD, Xbal, Cspél
At2g20820 Ban | FD, Xbal, Cspél At2g30100 Ban | FD, Xbal, Cspél
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At2g20860 EcoR V, Apa | At2g30200 Ban | FD, Xbal, Csp6l
At2921620 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g30970 Ban | FD, Xbal, Csp6l
At2g22570 calismadi At2g32090 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g23820 Bme1390 | At2g32415 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g24090 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g32950 Bme1390 I,Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuC
At2924270 At2g32970 Mspl, Pvul I, Mval
At2g24390 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g33990 calismadi
At2g25110 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g34560 Taq I, Pvul I, Mval
At2g25570 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g34560 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g25950 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g34620 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2926270 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g34860 Xap I, Pvul I, Mval
Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At2g26590 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g35610 Xmil
EcoR I, Apa |, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT
At2g26830 Hinf I,Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At2g35920 I, Xmil
At2g27290 calismadi At2g35920 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g27450 calismadi At2g36230 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2927730 Xapl,Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At2g37240 Tagql, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At2g28250 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g37330 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g28490 Dpn I, Pvul I, Mval At2g37500 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g28490 Ban | FD, Xbal, Csp6l At2g37510 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
Bmel390 I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl,
At2g38730 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At2g38020 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
Tagl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At2g39100 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3g07100 Xmil
At2g40490 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3g07565 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g40760 BseG I, Pvul |, Mval At3g08030 Pst I, Pvul I, Mval, Tas I, BspT I, Xmil
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EcoR I, Apa |, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl,

At2g42750 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At3g08760 Dpn Il, Pst I, Pvul I, Mval, Tas I, BspT I, Xmil
At2g42810 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3g09090 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g43360 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3g09740 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At2g44310 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3g09920 Bcl I, Pvul I, Mval
Dra l, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At2g46340 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3g09925 Xmil
At2946820 Rsa I, Pvul I, Mval At2g38025 Hind 111, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At2g46820 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3g10920 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
EcoR I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl,
At2g47580 Tas I, BspT I, Xmil At3g11210 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At3g01480 Apa |, BamHlI, Box, N)Tnt:ifll, Pstl, Tas I, BspT I, At3GL1830 Ban | D, Bme1390 |, Hinfl
At3g02300 BsuRlI, Pvul I, Mval At3912290 Mph1103I, Pvul I, Mval, Pst I, Tas I, BspT I, Xmil
Dpn I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At3g03440 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl At3912300 Xmil
At3g04780 Tagl, Pvul I, Mval At3g13180 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At3g04870 Tru I, Apal, Csp6 I, BamHI,Box, NmuCl At3g13235 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At3g06050 Hind I11,Apa I, Csp6 |, BamHI,Box, NmuCl At3g13700 Csp6l, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
Xapl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl,
At3g06730 Tas I, BspT I, Xmil At3913940 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
EcoR I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At5g54310 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g14910 Xmil
A5G57655 Hinc 11, AF",);I"’T%?E'EE;T"”:’*')&;’IX' Nmucl, At3g15190 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5G57970 At315290 Tagl, Apa I, Cspél, BamHI,)I?r(T)1>i<I, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
Ban I, Pvul I, Mval
At5g57970 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g15430 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5g58200 Ban | FD, Pstl. Rsal At3g16150 BamHI, Pvul I, Mval, Pst I, Tas I, BspT I, Xmil
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At5g58410 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g16150 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl

EcoR I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At5g59960 BseDI, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At3g17000 Xmil
At5g60160 Hinfl, Pvul I, Mval, Pstl, Tas 1, BspT 1, Xmil At3g17040 Taql, Apal, Pstl, Tas 1, Bsp I, Xmil
At560540 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g17590 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At560540 calismad: At3g18860 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5g60990 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g19900 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5g60990 calismadi At3g20020 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5961410 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g20390 Taqg, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At5g61410 Pst | At3g20390 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5962390 Hinfl, Pvul |, Mval At3g23400 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5g63220 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g23590 Hinf |
At5964350 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g24010 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5964730 Taql, Pvul I, Mval At3g24050 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5g64970 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g24490 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5g66090 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g25120 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At5g51110 Ban | FD, Pstl, Rsal At3g25920 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At4915520 Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At3g27200 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At4g15520 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g44880 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At4g15530 BseG I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At3g44890 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At4g16580 Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At3g47640 Ban | FD, Bme1390 |, Hinfl
At 4916580 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g47930 Ban | FD, Bme1390 I, Hinfl
At4g16710 Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At3g47990

Mval, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At4g16710 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g51010 Xmil
At4g17380 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g51840 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4918593 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3952220 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4g18810 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3952730 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4920410 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3952860 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4g21520 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g53180 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4g21710 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3954360 Mspl, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At4922260 Tagql, Pvul |, Mval At3954470 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4923100 Ban | FD, BsuRlI, Dra | At3g54770 BamHI, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At4924690 Ban | FD, BsuRlI, Dra | At3g55360 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4924830 Ban | FD, BsuRlI, Dra | At3g55800 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4926180 Ban | FD, BsuRlI, Dra | At3g56040 Ban | FD, BsuRl, Dra |
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Mspl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl,

At4926680 Tas I, BspT I, Xmil At3g56130 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4926750 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g57270 BsuRl, Pvul I, Mval
At4g27700 Tagql, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At3g57280 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4928530 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g58470 Dpn 11, Pvul I, Mval
At4g29490 Ban | FD, BsuRl, Dra | At3g58470 Ban | FD, BsuRl, Dra |
EcoR I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl,
At4930220 Tas I, BspT I, Xmil At3g60830 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4g30580 Hinfl, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At3g61140 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4g31130 _ Hhal,Apa I, Csp6l, BamHI, Bo>§, NmucCl, Pstl, Tas I, BspT I,
Rsal, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At3g62010 Xmil
At4g32770 Ban | FD, BsuRlI, Dra | At3962940 Dpn 11, Pvul I, Mval
At4g33250 calismadi At3g63190 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4933360 calismad At4g00090 Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
At4933985 Hhal, Pvul |, Mval At4g00560 calismad
Hinc 1, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl,
At4g34700 Tas I, BspT I, Xmil At4g01880 EcoR I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
EcoR V, Apa |, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT
At4935250 BsuRlI, Apa I, Csp, BamH,Box, Nmuc At4g03280 I, Xmil
Bme1390I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Kpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At4935560 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At4g04930 Xmil
At4g37280 calismad At4g09010 Csp6l, BamHI,Box, NmuCl, Dpn II, Pvul I, Mval
At4938240 Tagql, Pvul |, Mval At4g09010 Ban | FD, BsuRl, Dra |
Cspé6l, BamHI, Box, NmuCl, Tagl, Pvul I, Mval, Pst I, Tas I,
At4g38630 Tagl, Pvul |, Mval At4g10030 P BspT I, ;1(mil
At4g38810 Kpn I, Pvul I, Mval At4910030 Ban | FD, BsuRl, Dra |
At4g38810 Ban | FD, BsuRl, Dra | At4g10050 calismadi
EcoR V, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Alw21l, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT
At4g39660 Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At4g11120 I, Xmil
At5g01350 Ban | FD, BsuRl, Dra | At4912230 Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
Cfol, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, BseD I, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At5g01990 Tas |, BspT I, Xmil At4g12590 Xmil
At5g04590 Dpn I, Pvul I, Mval At4g13780 Csp6l, BamHI, Box, NmuCl
At5g04740 Ban | FD, BsuRl, Dra | At4g15420 calismad
At5g04910 EcoR V, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At5g20350 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g06130 Ban | FD, BsuRl, Dra | At5g20890 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g06370 BsuR I, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At5g23060 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5906430 calismadi At5g23120 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g07910 Ban | FD, BsuRl, Dra | At5g23880 Dpn 11, Pvul I, Mval
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Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I,

At5g07960 BspT I, Xmil Al5g25630 Hinfl, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At5g08420 Ban | FD, BsuRl, Dra | At5925630 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g09880 Rsal, Pvul I, Mval At5g25760 Tagl, Pvul I, Mval
At5g09880 Ban | FD, BsuRl, Dra | At5g26030 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g11480 BamHI At5g26710 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g11490 Ban | FD, BsuRl, Dra | At5g27390 Ban | FD, Pstl, Rsal
Dpnl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl,
At5g12200 Tas I, BspT I, Xmil At5g27620 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g12370 Ban | FD, BsuRl, Dra | At5g35360 Sspl, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil
At5g13030 Ban | FD, BsuRl, Dra | At5g37260 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5913240 Ban | FD, Pstl, Rsal At5g37360 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g13450 Ban | FD, Pstl, Rsal At5g39040 Ban | FD, Pstl, Rsal
Hinfl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At5913640 Ban | FD, Pstl, Rsal At5g40530 Xmil
At5g13700 Apa I, Csp6l, BamHI,Box, NmuCl At5g41040 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5914520 EcoR I, Apa | At5g41350 Ban | FD, Pstl, Rsal
Hinfl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At5916620 Ban | FD, Pstl, Rsal At5g41480 Xmil
Hinfl, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tagl, Apa |, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At5g16710 Tas I, BspT I, Xmil At5g42740 Xmil
At5g19690 Cfol, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At5g44250 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g49970 BamHI, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl At5g45410 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g50720 Tagl, Pvul I, Mval, Pstl, Tas I, BspT I, Xmil At5g47040 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g50720 Ban | FD, Pstl, Rsal At5g48300 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g51160 Ban | FD, Pstl, Rsal At59g48330 Ban | FD, Pstl, Rsal
Dral, Apa I, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tagl, Apa |, Csp6l, BamHI, Box, NmuCl, Pstl, Tas I, BspT I,
At5951840 Tas I, BspT I, Xmil At5g49830 Xmil
At5g51970 Ban | FD, Pstl, Rsal At5952820 Ban | FD, Pstl, Rsal
At5g54080 Ban | FD, Pstl, Rsal
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4.4. Pathican’da Antioksidant ve Toplam Fenolik Madde Iceriginin Karakterizasyonu

Fonksiyonel gidalara kars1 diinya ¢apinda artan bir ilgi bulunmaktadir. Ozellikle sebze ve meyve gibi gidalar sadece
besleyici degil, ayn1 zamanda, insan sagligini olumlu etkileyen antioksidanlar gibi, bilesikleri vardir. Bu nedenle, degisik
tarimsal iirlinlerde antioksidan kapasitesi bakimindan surveyleme ¢aligmalari yapilmigtir BOR ve ark. (2006), CHU ve
ark. (2002), HALVORSEN ve ark. (2002), HUANG ve ark. (2004), OU ve ark. (2002), PELLEGRINI ve ark. (2003).
Domates ve biber gibi Solanaceae ailesinin diger iiyeleri ile kiyaslandiginda, patlican’da antioksidan aktivitesi ile ilgili
calismalarin sayist son derece sinirhidir. Su ana kadar 115 patlican genotipinde fenolik bilesiklerin kompozisyonunun
calisildigr iki dikkat cekici ¢aligma hari¢c bu konuda fazla bir ¢aligma rapor edilmemistir (STOMMEL ve WHITAKER
2003, HANSON ve ark. 2006). Bu ¢alismada, 14 farkh bilesik belirlenmistir ve bu bilesikler arastiricilar tarafindan
yapilarma gore bes grup igerisinde siniflandirmiglardir. HANSON ve ark. (2006) tarafindan toplam fenolik madde ve C
vitamini igerigi ve siiperoksit tutma aktiviteleri bakimindan 35 patlican genotipi degerlendirilmistir. Her iki ¢alismada da

antioksidan karakterler bakimindan patlican genotipleri arasinda 6nemli seviyede varyasyon gézlenmistir.

Bu proje kapsaminda 25 Tiirk ve bir yabanct orijinli patlican ¢esiti antioksidan aktivitesi ve fenolik madde igerigi
bakimindan karakterize edilmistir (Tablo 3). Calismada kullanilan 26 genotipten 25 tanesi S. melongena ¢esitidir ve bir
tanesi ise (Rize) S. aethiopicum tiiriine ait bir gesittir. S. aethiopicum esas olarak Afrika’da kiiltiire alinmig bir patlican
tiriidiir. Bir ¢ok farkli faktor bitkilerde antioksidan bilesiklerin seviyesini etkilemektedir. Bu faktorler arasinda ¢evresel,
genotip (gesit) ve depolama sartlar1 yer almaktadir. Bunun yanisira,toplam antioksidan aktivitesi ve fenolik madde
iceriginin izolasyonu ve belirlenmesi i¢in bir ¢ok gegerli yontem mevcut bulunmaktadir. Bu nedenle, farkli
calismalardan elde edilen sonuglarin dogrudan kiyaslanmasi zordur ve hatta bazi durumlarda imkansizdir. Patlican
genotiplerinin suda ¢ozinebilir antioksidan aktivitesi 2664 pmolTrolox/kg ile 8247 pumolTrolox/kg arasinda degisiklik
gostermistir (Tablo 17). En yilksek antioksidan aktivitesi Camlica g¢esitinde goriilmiistir ve bu cesitte antioksidan
aktivite bakimindan en yakin ¢esit olan Giresun ¢esitinden 1.4 kat daha fazla aktivite 6l¢ciilmiistiir. Antioksidan aktivitesi
bakimindan en diisiik deger gosteren gesit bir Avrupa islah hatti olan MM738 olmustur. Bu ¢esitle Camlica gesiti

arasinda 3.1 kat fark olusmustur.

Caligmada kullanilan 26 ¢esitin ortalama antioksidan aktivitesi 4442 + 243 (SE) umol Trolox/kg olarak hesaplanmustir.
Patlicanlar tiplerine gore gruplandiginda, biitiin tipler benzer seviyede toplam antioksidan aktivitelerinensahip olduklari
goriilmiistiir. Bu cesitler arasinda toplam antioksidan aktivite bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik
bulunmamistir (Tablo 18). Ancak, bu gruplar arasinda onemli diizeyde varyasyon vardir. Uzun ve Beyli tipleri
antioksidan aktivite bakimindan en 6nemli varyasyon diizeyine sahip olduklarmi gostermistir. En yiiksek ve diistik
degere sahip olan gesitler arasinda sirasiyla, 2.7 ve 2.1 kat farklilik belirlenmistir (Sekil 20). Topan tiplerinde toplam

antioksidan aktivite bakimindan en yiiksek ve en diisiik degerler arasinda 1.4 kat farklilik ortaya ¢ikmustir.
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Tablo 17. Patlican ¢esitlerinin antioksidan aktivitesi ve ve toplam fenolik madde igerigi. Cesitler toplam antioksidan

aktivitelerine gore siralandirilmiglardir

. _Tohum Antioxidant Activity Phenolics Content

Cesit / Genotip Ismi anegi No | (umolTrolox/kg) £SE | Siralama (mg/kg) +SE Siralama
Camlica na 8247.2 + 2796 1 13759+ 13 2
Giresun TR55678 5918.7 £145.1 2 1255.6 £ 3.2 4
Eskisehir Tombul TR66012 5709.4 +108.5 3 1388.9+16.1 1
TR55976 TR55976 5596.5 +132.9 4 877.8+5.6 14
Manisa Uzun TR62668 54422 £125.1 5 1064.8 £6.7 9
Kastamonu Uzun TR37266 5432.2 +62.3 6 10222 £225 11
Canakkale Kir TR43010 5255.3 £40.9 7 1050 + 16.1 10
TR66009 TR66009 5216.8 +220.3 8 9111+ 6.4 13
Zonguldak TR68530 5105.1 £53.9 9 1013+ 7.4 12
Gaziantep Mor TR40300 4850.9 £229.4 10 1075.9 +10.3 8
Topan-374 TR70635 46716 £142.2 11 1338.9+9.6 3
Burdur Yerli TR66688 4407.5+92.6 12 877.8 £ 17 14
TR61986 TR61986 4313.2 £175.5 13 803.7 £ 6.7 17
Kitahya TR66559 41929 £89.3 14 1338.9 +6.4 3
Kemer-27 TR70633 4014.1 £303.3 15 635.2+ 13 21
Isparta TR66667 4005.9 £ 144.8 16 7926+ 14.8 18
Trabzon TR55995 3935.8 +367.7 17 12278 +8.5 5
Edirne Kirmiz1 TR43306 3724 +1225 18 846.3+4.9 16
Bilecik Kemer TR66017 3570.9 +260.3 19 650 = 14.7 20
Usak TR66572 3489.2 +221.9 20 675.9+1.9 19
Izmir TR50591 3417.6 +46 21 11278 + 14 7
[zmir TR50592 33374 £198.2 22 911.1+11.6 13
Bursa Topan TR66013 3296.9 £63.1 23 850 + 14.7 15
TR61892 TR61892 3003.5 +197.2 24 1155.6 £29.4 6
Rize TR55811 2690.1 +280.9 25 911.1 £16.1 13
MM738 na’ 2664 +60.7 26 614.8+9.8 22

*na = tohum 6rnegi numarast bulunmamaktadir
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Tablo 18. Tiplerine gore patlican ¢esitleri igin antioksidan karakterlerin ortalama degerleri. Domates-tip sadece bir
cesitle temsil edildigi i¢in eklenmemistir. Her bir satir icerisinde, Fishers’in PLSD analizine gore farkli harfler
P<0.05 seviyesinde 6enmli farklilik gostermektedir.

Patlican Tipi Cesit Sayisi Ortalama Antioksidan Aktivite Ortalama Fenolik
(umol Trolox/kg) + SE Content (mg/kg) = SE
Uzun 15 45412 £204.1a 985.1+35.1a
Beyli 6 47473 +253.6a 980.9+57.5a
Topan 4 4054.4 £179.3 a 1055.1+70.1a

Sekil 20. Tiplerine gore patlican gesitlerinin antioksidan aktivitelerinin dagilim grafigi
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Caligmada kullanilan patlican gesitlerinin toplam fenolik madde igerigi 615 mg/kg (MM738) ile 1389 mg/kg
(Eskisehir Tombul) arasinda degisiklik gostermistir. Fenolik madde igerigi bakimindan bu iki gesit arasinda 2.3 kat
farklilik olusmustur. Fenolik madde icerigi bakimindan benzer diizeyde farkliliklar degisik iilkelerden 35 patlican
tohum 6rnegini inceleyen HANSON ve ark. (2006) tarafindan da goriilmiistiir. En yliksek diizeyde fenolik madde
igerigine Eskigekir Tombul ¢esitinde rastlanirken, MM738 ¢esit bu igerik bakimindan en diisiik degerde kalimistir.
Sekil 21 tiplerine gore patlican gesitlerinin fenolik madde iceriklerinin dagilim grafigini gdstermektedir. Butln
patlican ¢esitlerinin ortalama fenolik madde igerigi 992 + 46 (SE) mg/kg olarak hesaplanmistir. Patlican cesitleri
tiplerine gore gruplandirildiginda, biitiin tipler fenolik madde igerigi bakimindan benzer ortalama degerlere sahip
olup bu degerler arasinda istatistiki 6nemlilikte bir farklilik olugsmamustir (Tablo 18). Bitin tipler toplam fenolik
icerik bakiminmdan benzer diizeyde varyasyon gostermis olup degerler arasinda 1.7 ile 2.3 kat farklilik mevcut
bulunmaktadir (Sekil 21).
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Sekil 21. Tiplerine gore patlican gesitlerinin fenolik madde igeriklerinin dagilim grafigi
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4.5. Pathcan glikoalkaloidlerinin Saflastirilmasi ve karakterizasyonu

TLC ile belirlenen orneklerin dogrulugunu kontrol etmek igin NMR (niikleer manyetik rezonans) spektrumu
alinmistir. NMR solventi olarak dotero-kloroform, détero-metanol denenmistir. Ancak, drnekler bu solventler iginde
kristallendigi i¢in spektrum almamamigtir. Bu nedenle proton NMR spektrumu détero-piridin kullanilarak alinmugtir.

Literatiir ile elde edilen veriler karsilastirilarak maddelerin dogrulugu saptanmustir (Tablo 19).

Tablo 19. Saflagtirilan solamargine ve solasonine lerin literatiirdeki verilerle karsilastirilmasi

Saflastirilan Solamargine Rf (retention factor) degeri Rf:4,1/7,5=0,546 cm

Karsilastirilan Solamargine Rf (retention factor) degeri | Rf: 4 /7.4= 0,540 cm
Saflagtirilan Solasonine Rf (retention factor) degeri Rf:3,1/7,3=0,426 cm
Karsilastirilan Solasonine Rf (retention factor) degeri Rf: 3,2/7.4= 0,432 cm

Elde edilen RF degerlerine gore saflagtirilan 6rneklerin karsilagtirmali analizleri sonucunda solamargine ve solasonin
olduguna karar verilmistir. Bu sonuglar1 dogrulugunu kontrol etmek i¢in 1H NMR spektrumu alinmigtir. Tablo 20’de
hidrojenlerin konumu, kaginci karbona bagli olduklari yada hangi fonksiyonel grupta bulunduklari géz Oniine
alinarak kimyasal kayma (ppm) degerleri verilmistir. Sekil 22 de Solamargine ve solasonine standartlari ile
saflagtirilan  Ornegin Rf degerlerinin karsilagtirilmasi verilmistir. Sekil 23 ise solamargine ve solasonine

fraksiyonlarin1 gostermektedir.

Aglikon yapisinda (solasodine) bulunan karbonlar 1’den 27’ye kadar; aglikon yapiya bagli ilk sekerde
(solamargine’de glukoz; solasonine’de glukoz) 1°,2°, 3°, 4°, 5, 6’olarak; ilk sekere baglanan 2. sekerlerde
(solamargine’de ramnoz; solasonine’de glukoz) 1°°, 2”°, 37, 4°*, 5, 6’ olarak; ve 3. sekerlerde ise (solamargine’de
ramnoz; solasonine’de ramnoz) 1°°°, 2°°, 3°”°, 4’ 5’ 6"’ olarak numaralandirilmigtir. Solamargine ve

solasonine’in aglikon yapilar1 birbirleriyle ayni olup sadece aglikon yapilarindaki 3. karbonda olusan glikosidasyon
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farklidir; solasonine’de {o-L- ramnopiranozil- (1—2)-[B-D glikopironozil-(1—3)]-D-galaktoz} olup solamargine’de
{a-L- ramnopiranozil- (1—2)-[a-L ramnopiranozil-(1—4)]-D-glukoz} dir. 1H- NMR spektrumunda solamargine ve
solasonine’de 16. hidrojen oksijene komsu oldugu i¢in ve 26. hidrojen azota komsu oldugu i¢in diigiik alanda

¢tkmugtir. 3. hidrojen ise glikosidasyondan kaynakli (solamargine i¢in 3.90 ppm,

Tablo 20. H-1 NMR spektrum degerleri.

H Solasonine Solomargine H Solasonine Solomargine
1 1.69, 1.10 ddd 1.93,1.17 24 2.07,1.95 2.06, nd
2 2.07,1.94 2.06, 1.93 25 2.15 2.08
3 3.90 dddd, 2.76 3.90, 2.44 26 143,156 | 1.37,1,39
4 2.77,nd 2.79 27 0.64 nd
5 - - r 4.71 4.71
6 4.97 brd 4.98 2’ 4.62 4.68
7 1.86,1.42 1.83,1.42 3’ 4.60 4.67
8 1.42 1.43 4 4.34 431
9 0.66 111 5’ 3.90 3.90
10 - - 6’ 3.94 4.22
11 1.40, 1.42 1.40, 1.39 1 6.68 6.56
12 1.75,1.10 1.75,1.12 27 4.73 4.74
13 - - 3 481 4.76
14 1.79, 2.29 1.80, 2.27 47 4.85 4.88
15 1.86- nd 1.83-nd 5” 4.97 491
16 451 4.50 6’ 2.45 2.44
17 1.92 1.97 > 6.14 5.63
18 0.60 nd 2" 4.84 4.76
19 0.56 1.17 3 4.82 4.74
20 2.07 2.26 4’ 4.74 4.71
21 nd 2.37 5 4.73 4.68
22 - - 6"’ 4.60 4.6
23 1.94,2.12 1.98,2.16

*ddd: dublet dublet dublet pikler

*dddd: dublet dublet dublet dublet pikler
*brd: genis (broad) dubled pikler
*nd: not defined- degeri okunamayan pikler

2.44 ppm ve solasonine i¢in 3.90 ppm, 2,76 ppm degerine ¢ikmustir. Her iki bilesikteki 6. hidrojen siklizasyon ve
cift bagdan dolayi daha diigiik alana kaymustir. Ayrica, her iki molekiliinde aglikon yapisinda dort tane metil grubu
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Sekil 22. Solamargine ve solasonine standartlari ile saflastirilan 6rnegin Rf degerlerinin karsilastiriimasi

Saflastirilan 6rnek Standartsolasonineve
solamargine karisimi

Sekil 23. Solamargine ve solasonine fraksiyonlari

bulunmaktadir. Bu dort metil grubuda 1H NMR spektrumunda yiiksek alanda singlet (tek) pik vermistir. Sekil 24 ve

25 Solamarginin ve Solasoninin 1H NMR spektrumlari ve NMR kosullarin1 vermektedir.
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Sekil 24. Solamarginin 1H NMR spektrumlari ve NMR kosullar1

Nomralized Imarsity

.05

{5omargine-2aggHRIRIScala Factar =

1

aLinl

Chemical Shift (ppm)

89



Sekil 25: Solasoninin 1H NMR spektrumlar1 ve NMR kosullar

Solsonne-MAgEEL|SealaFactar =
1
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N
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Molekiillerin yapisinda bulunan seker molekiilleri genellikle diisiik alanda sinyal verirler. Bu nedenle, solasonine ve
solamargine’deki seker farkliliklar1 1H NMR spektrum datalarinda farkli sekerlerin biribirine baglanmasindan dolay1
farkli goziikmektedir. Sekil 5 solamargine ve solasoninin kimyasal yapilar1 ve NMR spektrumunda degerlendirilen

hidrojenlerin konumunun ve karbon numaralarin1 géstermektedir.
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Sekil 26: Solamargine ve solasoninin kimyasal yapilart ve NMR spektrumunda degerlendirilen hidrojenlerin

konumunun ve karbon numaralarinin gosterimi
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5. Sonug

1. Patlican’da molekiiler ve morfolojik seviyelerde genetik gesitlilik ¢aligmalart son derece sinirlidir (BEHERA ve
ark. 2006, PROHENS ve ark. 2005, MUNOZ-FALCON ve ark. 2008, MUNOZ-FALCON ve ark. 2008). Bununla
birlikte, bu tiir ¢aligmalar toplanmis genetik materyalleri kullanarak germplazm yonetimi ve 1slah ¢aligmalari igin
gerekli olan bilgileri saglama agisindan zorunludur. Bu ¢alismada, Tiirk patlican ¢esitleri morfolojik ve molekiiler

cesitlilik calismalari i¢in incelenmistir.

Tiirk patlican gesitleri ile yapilan morfolojik cesitlilik analizleri tohum 6rneklerinin ayristiriimasinda meyve sekli ve
uzunlugu gibi meyve karakterleri ile ¢ok giiclii iligkili oldugunu gosterilmistir. Bu nedenle, uzun ve yari-uzun tipler
PCA analizlerinde farkli grublar igerisinde bulunma yoniinde egilim gostermistir. Patlican tiplerine gore yapilan bu
tip ayristirmalar Ispanyol patlicanlarinda morfolojik varyasyon diizeyini galisan PROHENS ve ark. (2005) tarafindan
da gozlenmistir. Patlican tohum o6rnekleri genelde meyve tipine gore kiimelenmeye yonelik bir egilim igerisinde
olmasina karsin, bazi yari-uzun tipler morfolojik olarak uzun tiplere benzerlik gostermistir. Bu sonug bu tir yapilan
siiflandirmanin sadece meyve sekline dayanli olmast ve PCA egrisinin 30 degiskeninin sonucu olmasindan dolay1
sagirtict olmamusgtir. Ayrica, morfolojik karakterler igin yapilan analizler uzun tiplerin yari-uzun (ve hatta yuvarlak)
tiplerden daha diisiik seviyede morfolojik ¢esitlilige sahip olduklarint géstermistir. Benzer sonuglar yuvarlak ve yari-
uzun tiplerin uzun patlicanlardan daha fazla morfolojik varyasyona sahip olduklarinin rapor edildigi ispanyol
patlicanlar1 i¢inde gosterilmistir (PROHENS ve ark. 2005). Bu bilgiler Tiirkiye’deki patlican germplazm
kolleksiyonu i¢in yapilacak ileri diizey ¢alismalarin morfolojik olarak daha fazla gesitli tipteki materyalleri kapsadig:

icin yar1-uzun ve yuvarlak tipler lizerinde yogunlagmasi gerektigini ortaya koymustur.

AFLP markorleri kullanarak Tiirk patlican gesitleri ile yapilan genetik ¢esitlilik analizleri test edilen materyaller
tizerinde yiiksek diizeyde polimorfizm gostermeleri ve markérlerin biiyiik cogunlugunun (%72) Solanum melongena
tohum ornekleri arasinda polimorfik olmasindan dolay1 bu tiir isler icin AFLP markdrlerinin uygun oldugunu ortaya
koymustur. Buna karsilik, STAGEL ve ark. (2008) SSR markorleri kullanarak 38 Solanum melogena tohum 6rnegi
icerisindeki genetik ¢esitliligi inceledikleri ¢alismada kullanilan markdrlerin sadece %28’inin polimorifk oldugunu
saptamiglardir. Markorlerin polimorfizm diizeyindeki bu farklilik muhtemelen AFLP ve mikrosatellit markoérlerin
genomun farkli bolgelerini drneklemelerinden kaynaklanmaktadir. STAGEL ve ark. (2008) tarafindan kullanilan
SSR markdrleri gen dizileri kullanilarak belirlenmistir ve bu nedenle, genlerin kodlama bdlgelerini haritalamalari
beklenmektedir. Buna karsilik, AFLP markorleri 6zellikle genik bdlgeleri hedeflememektedir. Sonug olarak, bu tiir

diziler daha az korunmusgtur ve gene dayali markorlere kiyasla daha polimorfiktirler.

AFLP markorleri bu ¢alismada kullanilan patlican digindaki diger tiirleri daha dnceki ¢aligmalardan beklenildigi gibi
patlican grubu diginda grublamustir. Bu nedenle, bu ¢aligmada S. linnaeanum tir(i S. melongena’ya en yakin tiir
olarak belirlenirken (FURINI ve WUNDER 2004, LEVIN ve ark. 2006) S. aethiopicum ve S. macrocarpon tlrlerini
ise ¢ok daha farkli olduklarmi ortaya koymustur. Patlican ve S. linnaeanum arasindaki genetik benzerlik ayrica bu iki

tirlin taksonomileriden de ortaya ¢ikmaktadir. S. melongena ve S. linnaeanum tlrleri Solanum cinsi igerisinde
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Melongena seksiyonu igerisinde yer alirken S. aethiopicum ve S. macrocarpon turleri Solanum cinsi igerisinde
Oliganthes seksiyonunda yer almaktadir (FURINI ve WUNDER 2004). AFLP verilerine dayali dendogram analizleri
Tirk patlicanlarinin orta diizeyde molekiiler genetik cesitlilige sahip olduklarini ortaya koymustur. Benzer sekilde
orta dizey genetik ¢esitlilige MACE ve ark. (1999) ve FURINI ve WUNDER (2004) tarafindan AFLP verileri
kullanilarak yapilan c¢aligmalarda S. melongena tohum o6rneklerinde de goézlenmistir. BEHERA ve ark. (2006)
mikrosatellit markérleri kullanarak yaptiklari ¢aligmada 92 Giiney Asya orijinli S. melongena tohum 6rneklerinde
daha genis diizeyde ¢esitlilik bulmuslardir (genetik cesitlilik diizeyi 0.37 ile 0.90 arasinda degismistir). Bununla
birlikte, Giliney Asya patlicanin birincil genetik ¢esitlilik merkezi olmasindan dolay: bu tiir daha yiiksek diizey
varyasyonlar beklenmektedir. Tiirkiye gibi Ispanya’da patlicanin ikincil diizeyde bir gesitlilik merkezi olmas1 ve
Ispanyol patlicanlarinin énemli sayilabilecek bir diizeyde morfolojik ve molekiiler genetik varyasyonu tasidiklart
gosterilmistir (PROHENS ve ark. 2005, MUNOZ-FALCON ve ark. 2008, MUNOZ-FALCON ve ark. 2009). 28
Ispanyol ve 4 adet diger patlican cesitleri arasindaki molekiiler genetik gesitliligi ortaya koymak i¢in AFLP
markérleri kullamldiginda, Ispanyol patlican cesitlerinin diger iilke cesitleri ile molekiiler olarak farkli olmadiklar
ancak kendi aralarinda olduk¢a farkli olduklarini rapor etmislerdir (PROHENS ve ark. 2005). Arastiricilar bu
cesitliligi birkag faktore adfetmislerdir: Bu faktorler arasinda yedinci yilizyilda Arablar tarafindan baslatilan patlican
dagitimi sirasinda Kuzey Afrika ve Avrupa arasinda bir koprii olarak Ispanya’nin pozisyonu, Ispanya mutfaginda
kullanilan tiplerin ¢esitli olmas1 ve ¢evresel sartlardaki farkliliklar yer almigtir (PROHENS ve ark. 2005). Patlican’in
yeryiiziinde dagilimi sirasinda Tiirkiye’de Orta Dogu ve Kuzey Afrika arasinda bir kdprii olarak rol oynamistir. Bu
nedenle, (ilke igerisinde genel kullanimda olan ¢ok farkli morfolojik tiplere rastlanmaktadir. Béylece, Ispanya icin
sayilan bu faktorler, ayn1 zamanda, Tiirk patlican gesitlerinde gézlenen molekiiler varyasyona katkida bulunduklari
diistintilmektedir. Tiirk patlicanlarinin molekiiler verilere dayali kiimeleme analizi patlican tipleri ile (uzun, yari-
uzun, yuvarlak) ile bir iliski gdstermemistir. Aksine, Ispanyol uzun ve yari-uzun tipleri AFLP verilerine dayali PcoA
analizlerinde gruplama gostermistir (PROHENS ve arik. 2005). Ilaveten, AFLP verilerine dayali grublama ve
Ispanyol patlican meyvelerindeki serit veya cizgilerin varligi veya yoklugu arasinda benzer bir iliski gézlenmistir
(PROHENS ve ark. 2005, MUNOZ-FALCON ve ark. 2008). Bu sonuglar, molekiiler ve morfolojik gesitlilik

Ol¢iimleri arasinda bir iligki oldugunu gostermistir. Ancak, benzer bir iligki Tiirk ¢esitleri i¢in belirgin degildir.

Germplazm koleksiyonlarindaki genetik cesitlilik diizeyinin belirlenmesi germplazm idaresi ve 1slah acisindan
faydali bilgiler saglayacaktir. Etkin, verimli ve ekonomik germplazm ydnetimi materyalleri hem morfolojik ve
hemde molekdler dlizeyde karakterizasyonu gerektirmektedir. Molekiiler karakterizasyon olduk¢a pahali olmasina
ragmen morfolojik veriler tarafindan saglanamayan genetik gesitlilik hakkinda bilgiler saglamaktadir. Ornegin,
Solanaceous tiirlerinin evcillestirme ile iliskili bir cok morfolojik karakter bir yada bir ka¢ gen tarafindan kontrol
edildikleri bilinmektedir (FRARY ve ark. 2000, DOGANLAR ve ark. 2002, VAN DER KNAPP ve TANKSLEY
2003, CONG ve ark. 2008, XIAO ve ark. 2008). Boylece, sadece morfolojiye dayali olarak germplazmlarin
koleksiyonu ve korunmasi morfolojik olarak tamamen farkli olan tohum Orneklerinin sadece bir veya iki allel
tarafindan farkli olmasindan dolay1 yaniltici olabilmektedir. Benzer sekilde, ilgili tiim agronomik karakterlerin
molekiiler olarak igaretlenmesi neredeyse imkan dahilinde olmamasindan dolay1, sadece molekiiler genetik verilerin

g0z Oniine alimmas1 germplazm idaresi ve 1slah agisindan rasyonel degildir. Bu nedenle, molekiiler ve morfolojik
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yaklagimlarin bir kombinasyonu , bu ¢alismada da gosterildigi gibi, Tiirk patlicanlarina yonelik koruma ve 1slah

cabalarina yol gosterecektir.

2. SSR markér sistemleri degerli bir molekiiler analiz araci olarak kabul edilmistir (POWELL ve ark. 1996). Ancak,
tutucu yapisindan ve beklenen diisiik polimorfizm seviyesinden dolayi, grublama analizlerinde EST’lerden tiiretilen
SSR markorlerinin kullanilishgi sorgulanmustir (VARSHNEY ve ark. 2005, RUDD 2003). Mevcut ¢aligmanin
sonuglart bir patlican EST kiitiiphanesinden tiiretilen genik mikrosatellit markorlerinin genomik SSR’lar kadar
polimorfik olabilecegini gdstermistir (NUNOME ve ark. 2003, METZGAR 2000). Ayrica, SSR markorleri allel
sayist bakimidan Solanum melongena icerisindeki analizlerde RFLP (DOGANLAR ve ark. 2002) ve RAPD
(KARIHALOO ved ark. 1995) markdrlerinden daha bilgilendirici olduklart bulunmustur. AFLP isaretleyicileri tiir i¢i
calismalarda hem tegvik edici (MACE ve ark. 1999) ve hemde cesaret kirict sonuglar vermistir (NUNOME ve ark.
2001). Ancak, AFLP teknik olarak SSR analizlerinden daha zor oldugu kabul edilmektedir. smSSR kaynakli
dendrogram, evcillestirilmis patlicanlarin orijinleri ve diger sik kullanilan markor sistemleri ile elde edilen sonuglar
arasinda genel anlagsma patlican ve yakin akrabalari arasindaki genetik iligkileri arasgtirmak i¢in bu caligmada
geligtirilen patlican mikrosatellit markorlerinin gilivenilir, basitge uygulanabilen, ekonomik ve etkili genetik
kaynaklar oldugunu gostermistir. BOylece, diger Solanaceous turler i¢in kullanilabilir 6zgiin markor sistemlerine
gore patlican 6zgiin markorlerin nisbi olarak ¢ok daha az sayida olmasi, bu proje kapsaminda gelistirilen SSR
markorlerini patlican 1slahgilari ve aragtirmalarini sinirli parasal kaynaklar ile yapmak zorunda olan ve nikleer veya
kloroplast DNA dizileri tarafindan saglanan derinlikte filogenetik bilgi gerektirmeyen germplazm korumacilari igin

cok degerli genomik kaynaklar yapmustir.

3. Patlican’da toplam suda ¢6ziinebilir antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik madde igerigi bakimindan dnemli
derecede genotipler arasinda farkliliklar oldugu belirlenmistir. Calismada kullanilan patlican genotiplerinden
Camlica gesiti en yiiksek seviyede antioksidan aktivitesine sahip olmustur. Aktioksidan aktivitesi agisindan bu ¢esiti
Giresun ve Eskisehir Tombul ¢esitleri takip etmistir. Aynt zamanda, Eskigehir Tombul gesiti en yiiksek seviyede
fenolik madde igerigine sahip olmustur. Bu gesiti fenolik madde igerigi bakimindan Camlica ve Topan-374 nolu
genotipler takip etmistir. Bu bilesiklerin insan sagligina pozitifi etkilerinden dolayr bu ii¢ ¢esitin tiiketilmesi
onerilmektedir. Ayrica, 1slah agisindan, bu ii¢c ¢esitin yliksek antioksidan kapasitesi ve yiiksek fenolik madde
icerigine sahip olacak yeni patlican cesitlerinin gelistirilmesini konu alacak 1slah c¢aligmalarinda anag olarak
kullanilabilecegi tavsiye edilmektedir. Bu iki karakterde birden ¢ok sayida gen ile kontrol edildigi i¢in bu karakterler
bakimindan yapilacak islah ¢alismasi zor olacaktir. Bu tip kantitatif kalitim gosteren karakterlerin islahi igin
oncelikle bu karakterleri kontrol eden gen bolgelerinin haritalanmasi 6nerilmektedir. Bu amag i¢in uygun haritalama
populasyonlarinin olusturulmas: gerekmektedir. Proje kapsaminda kullanilan ve ilgili karakterler bakimimdan yiiksek
diizeyde genetik varyasyon gosteren Camlica ve MM738 gibi patlican genotiplerinin anag¢ olarak kullanilmasi iyi bir
baslangic olacaktir. Ancak, S. melongena’da tiirici melezler genelikle diisik seviyede genotipik polimorfizm
gosterdikleri i¢in genom diizeyindeki caligmalarda dikkatli olunmasi gerekmektedir (ISSHIKI ve ark. 2003,
KARIHALOO ve ark. 1995). Bu nedenle, tiirlerarasi populasyonlar genellikle daha yiiksek diizeyde genetik

polimorfizm gosterdigi i¢in bir Solanum melongena genotipi olan Camlica gesitinin Solanum aethiopicum genotipi
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olan Rize gesitlerinin melezlenmesinden olusturulacak bir populasyon antioksidan aktivitesi ve fenolik madde igerigi
gibi kantitatif karakterlerin haritalanmasinda daha uygun olacaktir. Sonug olarak, molekiiler genetik haritalama ve
antioksidan kapasitesi ve fenolik madde igerigi karakterlerini kontrol eden en énemli lokuslarin belirlenmesi patlican

da bu karakterlerin markore dayali seleksiyonuna imkan saglayacaktir

4. Solamargine ve solasonine’in yapilar1 birbirine ¢ok yakin olup sadece igerdikleri trisakkarit yapisindaki bir seker
molekiilii ile farklilik gosterirler. Bu nedenle iki molekiiliin polariteleri birbirine ¢ok yakin olup birbirinden ayrilmasi
oldukga zordur. Normal faz kolon kromatografisi ile RP (ters faz) kolon kromatografisine gore glikoalkaloidlerin
birbirlerinden ayrilmasinin daha iyi oldugu gozlenmistir. RP kolon kromatografisiyle ise safsizliklari istenilen
maddelerden ayrilmis; glikoalkaloidler ayrilmamigtir. TLC yontemi ile ise saflagtirilan maddeler standartlari ile
karsilastirilmistir. Solamargine’de Rf degerleri standart igin saflagtirilan 6rnek igin bulunmustur. Solasonine’de ise
Rf degerleri standart icin saflastirilan ornek icin bulunmustur. Rf degerlerinin birbirine yakinligi saflagtirilan
maddelerin solamargine ve solasonine oldugunu gostermistir. Saflastirilan molekiillerin 1H NMR spektrumu alinmis
ve literatiirdeki degerler ile karsilastirilmistir. BOylece TLC sonuglari teyid edilmis ve saflagtirilan maddelerin

solamargine ve solasonine oldugu ispatlanmugtir.

5. Patlican’da AB-QTL yaklagimmi uygulamak amaciyla Solanum incanum, Solanum aethiopicum, Solanum
linneanum ve Solanum macrocarpon gibi dort yabani tlr donor anag¢ olarak kullanilmig ve bir gok melezleme
calismalar1 yapilmis ve populasyonlar olusturulmaya caligilmistir. Su ana kadar en basarili olarak Solanum incanum
ile yapilan melezleme ¢aligmalarindan elde edilmistir. Bu kombinasyonun basarili olmasinin esas sebebi ise brinjal
patlican tiiriniin  Solanum incanum’dan orijin almis olmasidir. Bu kombinasyonda herhangi bir 1slah, genetik ve
genom seviyesinde yapilacak calismalarda kullanilabilecek F1, F2, BCIF1 ve BC2F1 gibi populasyon yapilari
olusturulmustur. Calismada kullanilan diger tiirler Solanum aethiopicum, Solanum linneanum ve Solanum
macrocarpon ile yapilan ¢aligmalardan istenilen diizeyde sonuglar alinamamugtir. Hatta Solanum linneanum ile F6-
RIL olusturmak amaciyla yaklasik 1.5-2 yil siiren yogun ¢aligmalar sonunda sadece 20 civarinda hattan RIL hatlar
gelistirilebilmistir. Ancak, bu say ileri diizey genetik ve molekiiler analizler yapilmas i¢in uygun degildir. Ozellikle
bu calismalar i¢in Yiiksel Tohumculuk Firmasindan melezlemeler ve kendilemeler i¢in yardim alinmigtir. Buna
ragmen genetik calismalarda kullanilmaya yetecek sayida hat iiretilememistir. Bu nedenle bu iki populasyon
calismadan cikarilmstir. Bu iki yabani tiir icin gerekli iklim ve yetisme kosullari mevcut kosullarimizla
saglanamamustir. Yetistirme sezonu boyunca bitkiler son derece giiglii gelisim gostermis ve oldukga bol miktarda
cicek olusturmustur. Ancak, meyve tutumunda ve tohum olusumu saglanamamustir. Bu nedenle bu populasyonlar
caligmadan ¢ikarilmigtir. Bu {i¢ populasyon yerine yine projede 6ngoriilen diger yabani tiirle (Solanum incanum)
caligmalara devam edilmektedir. Bu amag i¢in proje kapsaminda verticillium ve fusarium’a dayanikli oldugu bilinen
Solanum incanum hatt1 ile melezlemeler yapilmis ve su ana kadar iki kez geriye melezlenerek BC2F1 generasyonu
olusturulmustur. Bu populasyon genom haritalama ¢alismalarinda halen kullanilmaktadir. Solanum incanum’dan
tiretilen bu populasyonlar F6-RIL ve BC2F6 generasyonlarina ilerletilerek kalici haritalama populasyonlart

olusturulacaktir. Olusturulan bu populasyonlar patlican tariminda 6nemli degisik karakterlerin haritalanmasinda ve

95



genom kiyaslama ¢aligmalarinda kullanilacaktir. Halen, Solanum incanum populasyonu icin genom haritalama ve

QTL analizleri i¢gin BC2F1 ve BC2F2 populasyonlarinda ¢aligmalar devam etmektedir.

6. Mevcut RFLP markér sistemine dayali patlican molekiler genetik baglanti haritasinin ¢oziniirligiinii arttirmak
icin AFLP, SSR ve son zamanlarda domates bitkisi i¢gin gelistirilen COSII isaretleyicileri kullanilmigtir. Bu amag igin
AFLP ve SSR isaretleyicileri gelistirilmis ve patlican genom haritasina yerlestirilmisledir. Proje kapsaminda patlican
genom haritasina toplam 730 civarinda AFLP ve 20 civarinda SSR lokusu eklenmistir. Ayrica, projede domates
genomu igin gelistirilmis olan genomik kaynaklarin (isaretleyici sistemlerinin) patlican genomunda kiyaslamali
genom analizlerinde kullanilmasi amaglanmistir. Bu amag i¢in Cornell Universitesi ve University of California
tarafindan domates genomu igin gelistirilen COSII (Conserved Orthologs Set) markérleri kullanilmigtir. Bu
markdrler aralarinda patlicanin da bulundugu bir ¢ok Solanaeceae ailesi tiirlerde de c¢alistiklari belirtilmistir
(FULTON ve ark. 2002, VAN DEYNZE ve ark. 2007). COSII isaretleyicileri Asterid tiirlerinde bir grup tek kopya
korunmus ortolog genlerden (COSII genleri) gelistirilmis PCR’a dayali isaretleyicilerdir. Her bir COSII geni (bir
grup Asterid tdrlerine dzgln genleri temsil eden) Arabidopsis‘te tek kopya bir gene karsilik gelmektedir
(www.sgn.cornell.edu). Bu sekilde 6zgiin olduklar1 (unigene) belirlenen domates COSII genlerinden PCR primerleri
dizayn edilmis ve bu primer bir cok Solanaceae tiirlerinde denenmistir. Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda toplam 450
adet COSII isaretleyicisinin Solanum melongena da calistig1 belirlenmistir. Projenin bu kisminda, domates COSII
isaretleyicilerinin patlican genomundaki yerlerini belirlemek ve mevcut patlican molekiiler genetik baglanti haritasini
yiiksek ¢Oziiniirliige getirmek ve kiyaslamali genom analizleri yapmak icin haritalanmalar1 amaclanmstir. Su ana

kadar yapilan ¢alismalarda 102 COSII isaretleyicisi patlican genomunda haritalanmistir.
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