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OZET

Doktora Tezi

Patlican Tiirler arasi Islah Generasyonlarinda Fusarium Oxysporum f. sp. melongenae

Toleransiin ve Gen Etkilesimlerinin RNA Dizileme Analizi ile Belirlenmesi
Merve Dilek Karatas
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Ali Ergiil

Fusarium oxysporum melongenae patlicanda verimliligi etkileyen biyotik faktorlerden
birisidir. Bu tez calismasi kiiltiir tiirlinde bulunmayan bu patojen dayanikliligini; tiirler
aras1 melezlemelerle sonraki generasyonlara gegirebilmek, bu generasyonlarda meydana

gelen transkripsiyonel diizenlemeler hakkinda bilgi edinebilmek amaci ile yapilmistir.

Solanum melongena ve Solanum macrocarpon tiirleri melezlenmis; sonrasinda
kendilemeler yapilarak F2 generasyonu elde edilmistirr Ana — baba - F1 - F2
generasyonlarinda patolojik testlemeler yapildiktan sonra RNA sekanslama ile
transkriptom analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen transkriptler ile generasyonlar boyu,
hassas-dayanikli ornekler arasinda karsilagtirmalar yapilmis ortak genler belirlenmistir.
Toplamda 70195 unigen tespit edilmistir. Gen ontoloji analizi ile katalitik aktivite, hiicresel
slireg, metabolik siire¢ gibi biyolojik islemlerin Fusarium oxysporum melongenae

patojenine dayaniklilikta, 6rnekler arasinda farkli sekillerde diizenlendigi belirlenmistir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile tiirler arast1 melezleme ve sonraki generasyonda bitki
yapraklarindan karsilastirilabilir bir transkriptom yanit1 elde edilmistir. Bu RNA dizileme
analizi ile elde edilen verilerin patlicandaki 1slah g¢alismalarina onemli olglide katki

saglayacagi diistinlilmektedir.

2023, 153 sayfa

Anahtar kelimeler: Fusarium oxysporum melongenae, transkriptom, patlican



ABSTRACT

PhD Thesis

Determination of Fusarium oxysporum f.sp. to melongenae Tolerance and Gene

Interactions in Eggplant Interspecies Breeding Generations by RNA sequencing analysis
Merve Dilek Karatas
Ankara University Biotechnology Institute

Prof. Ali Ergul

Fusarium oxysporum melongenae is one of the biotic factors affecting productivity in
eggplant. The aim of this thesis was to transfer this pathogen resistance, which is not found
in cultivated species, to the next generations by interspecific crosses and to obtain

information about the transcriptional regulations occurring in these generations.

Solanum melongena and Solanum macrocarpon species were crossed and then F2
generation was obtained by selfing. After pathological tests were performed in the parent -
F1 - F2 generations, transcriptome analysis was performed by RNA sequencing. With the
transcripts obtained, comparisons were made between susceptible and resistant samples
across generations and common genes were identified. A total of 70195 unigenes were
identified. Gene ontology analysis revealed that biological processes such as catalytic
activity, cellular process, metabolic process are regulated differently among the samples in

resistance to Fusarium oxysporum melongenae pathogen.

As a result, a comparable transcriptome response was obtained from plant leaves in
interspecific hybridization and subsequent generations. It is thought that the data obtained

by this RNA sequencing analysis will contribute significantly to breeding studies in

eggplant.

2023, 153 pages

Keywords: Fusarium oxysporum melongenae, transcriptome, eggplant
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1. GIRIS

Farkli iilkelerde farkli isimlerle adlandirilan patlican, Solanaceae familyasindan Solanum
cinsine, Leptostemonum alt cinsine ait bir sebze tiiriidiir. Tiiriin yetistiriciligi, 1liman ve
tropikal iilkelerde yaygin olmakla beraber; patlican Orta Dogu ve Akdeniz havzasi dahil
diinya iizerinde olduk¢a yaygin yetistirilmektedir (1). Patlican biiylime déneminde ¢esitli
bitki hastaliklarina maruz kalmaktadir. Fusarium oxysporum f. sp. melongenae patlicanda
onemli verim ve Kalite kayiplarma neden olan fungal bir etmendir. Ulkemizde ise ilk
olarak 2005 yilinda tespit edilmistir. Fusarium oxysporum, trettigi sporlar araciligi ile
toprakta kalicihigimi  uzun siire koruyabilmektedir; bu da etmenle miicadeleyi
zorlagtirmaktadir. Hastalik etmeni ile miicadelede nadas uygulamasi, topraga buhar
uygulamasi, fungusit kullanimi, asilama gibi yontemler uygulansa da hastalikla
miicadelede en etkili yontemin dayanikli ¢esit kullanimi oldugu goriilmektedir (2, 3).
Patojenle miicadelede asilamada ana¢ olarak kullanilan genotiplerde dayaniklilik
gozlenmekle birlikte giiniimiizde yetistiriciligi yapilan ticari patlican gesitlerinde hastaliga
dayaniklilik bildirilmemistir (4). Patlicanda Fusarium oxysporum etmenine dayaniklilik
genel olarak yabani tiirlerde goriilmektedir. Etmene karsi dayaniklilik kazandirmak igin
kiiltiir tiiriine ait cesitlerin meyve Ozellikleri korunarak; yabani yakin akraba tiirlerden

melezleme ¢alismalari ile dayaniklilik genlerinin gesitlere aktarimi saglanabilmektedir.

Ancak c¢esit gelistirme asamalarinda yapilan melezlemeler sonucu ortaya cikan yeni
genetik yap1 generasyonlar boyunca degismektedir. Ana-baba ebeveynlerin yaninda melez
generasyonlardaki genom yapisi (gen dagilimlart ve fonksiyonlari) hibrit bitkilerdeki
dayaniklilik gostergesi olarak on plana ¢ikmaktadir. Hibrit bitkilerdeki genom boyu gen
dagilimlarinin belirlenmesi ise dayanikli-hassas genomlardaki ag¢ilimlari, degisimleri
ortaya koyucu bulgular1 olusturmaktadir. Bu yonlii genom boyutlu verilerin eldesi ise son
yilllarda kullanima giren yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilarak 6zellikle RNA

dizileme ¢aligmalar ile yapilmaktadir.

Biyotik streslere dayanikli ¢esit gelistirme ¢alismalar1 diinyada oldugu gibi tilkemizde de
oncelikli arastirma konularindandir. Ancak Solanum melongena’da ve yabani tiirlerde
degisik genetik ¢aligmalar bulunmakla birlikte Fomg dayanikliligina yonelik kisitl sayida

transkriptom ¢aligmas yiiriitilmistiir.



Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya dayanikli c¢esit gelistirmeye yonelik
kullanilabilecek tiirler arasi 1slah hatlarinin belirlenmesi ve segilmesi diger taraftan bu i1slah
generasyonlart boyunca genom diizeyinde yapisi/varyasyonu izlenerek belirlenecek gen
adaylarmin tespit edilmesi uzun siiren dayaniklilik 1slah1 ¢alismalarina hem klasik hem de

molekiiler 1slah diizeyinde katkilar sunacaktir.

Bilgilerimiz dahilinde ilk olarak gergeklestirilen bu ¢aligma ile Fusarium oxysporum f. sp.
melongenae enfeksiyonu kosullarinda iilkemizde yaygin tiiketilen Anamur ¢esidi, Fomg
dayanikli S. macrocarpon tiirii, F1 ve F2 hatlarinda, S. macrocarpon tiiriiniin
dayanikliliginda rol olan genler ve bu genlerin kalitimi genom boyu RNA dizileme

calismalari ile belirlenmistir.

Yiriitilecek klasik 1slah ve molekiiler 1slah ¢alismalarina 151k tutacak bu tez ¢alismasinin
sonuglarinda da yabani - kiiltiir tiirlerinin melezlenmeleri sonucunda elde edilen F2
hibritlerinde genom boyutunda gen etkilesimlerinin ana-babaya gore hangi diizeyde
gerceklestigi, enfeksiyon kosullarinda yabani tiire 6zel indiiklenen ve ifadesi azalan
genlerin sayilari, yerli patlicana 6zel gen sayis1 ve gen etkilesimlerinin yabani tiire gore

nasil farklilik gosterdigi ortaya konulabilir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1.  PATLICANIN ORIJiNi, YETISTIRILMESI, KULTURE ALINMASI

Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Avrupa’da ‘aubergine’, Giiney Asya ve Giiney
Afrika’da ‘brinjal’ olarak bilinen Patlican Solanaceae familyasinin Solanum cinsine aittir.
Patlicanin  dahil oldugu Solanaceae familyast 90 cins ve Yyaklasik 2500 tiir
barindirmaktadir. Solanum cinsi altinda 13 tiir bulunmaktadir. Patlican bunlardan

‘Leptostemonum’ alt cinsinde yer almaktadir (5-7).

Patlican ilk olarak ayni cinste yer alan patates (Solanum tuberosum L.), domates (Solanum
lycopersicum L.) gibi Asya’da kiiltiire alinmistir (6). Patlicanin orijini ile ilgili bir¢ok teori
ortaya atilmistir. Genel teori Afrika / Orta Dogu’daki patlican tiirii olan S. incanum’dan S.
melongena’ nin tiiretildigi yabani atasi olan S. insanum’dan evrimlestigi Hindistan - Cin’e
tasindigidir (7, 8). Hindistan’da ‘brinjal’ olarak adlandirilan patlican, 1liman ve tropikal
Asya tllkelerinde yaygin olarak yetistirilmekle birlikte, Orta Dogu ve Akdeniz havzasi
basta olmak lizere diinya genelinde yetistiriciligi yapilan sebze tiirlerinden birisidir (1).
Patlican Asya iilkelerinden Anadolu araciligiyla tiim Avrupa’ya yayilmistir. Tiirkiye’de 17.
yizyildan beri patlican yetistiriciligi  yapilmaktadir. Arastirmacilara gore; S.
melongena min kokeni Hindistan ve Cin’in glineydogusunda kiiltiire alinan S. incanum
olabilir. S. aethiopicum ve S. macrocarpon patlicanin diger yabani akrabalari olan S.

anguivi ve S. dasyphyllum’dan kiiltiire alinmigtir.

Brinjal patlican (Solanum melongena L.) Solanaceae familyasina ait Solanum cinsinin
1300 tiiriinden birisidir. Solanaceae familyas1 10 cinsten olusmaktadir (9). Solanacaeae

familyasindaki genetik ¢esitlilik Amerika kitasinda yogunlagsmaktadir (10).

20. yiizyilin sonlarinda patlican ve yabani akrabalarina bakildiginda S. melongena ve S.
incanum olarak 2 gruba ayrilmistir. Bu siniflandirmada morfolojik benzerliklerden
yararlanilmistir. Bu taksonomik c¢alisma daha genel bir filogenetik ¢alismayla

birlestirildiginde 13 tiir daha tanimlanmustir (5, 11).

Aragtiricilar S. melongena nin orijininin Afrika oldugunu ve buradan Asya’ ya yayildigi
seklindeki hipotezi test etmisler, ¢ikan sonuglar hipotezi desteklemis; ayrica baska bir

Afrika tiiriiniin de (S. linneanum) grubun bir iiyesi oldugunu belirtmislerdir (12, 13).



5. melongana

§. incanum T

5. macrocarpon

&, aethiopicum

5. anguivi

5. lichtenstaini

8. marginatum

5. nigrum

Sekil 2.1. Nei ve Li genetik benzerlik kullanilarak UPGMA’da Solanum tiirlerinin
dendrogrami (14).

1997 yilinda patlicanda yapilan taksonomi galismasinin sonucunda Solanum tiirlerinin Nei
ve Li genetik benzerligine dayali UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean) dendrogrami Sekil 2.1.’de sunulmustur (15). Bu ¢alismaya gore, S. incanum ve S.
macrocarpon olduk¢a yakin tiirlerdir. Dendograma bakildiginda, S. aethiopicum ile S.
anguivi’ nin yakin tiirler oldugu, S. macrocarpon’un S. melongena ve S. incanum ile yakin
benzerlik gosterdigi goriilmektedir. S. melongena — S. incanum ve S. insanum arasindaki
genetik benzerlik 1995 yilinda baska arastiricilar tarafindan da izoenzim elektroforez
caligmalar ile belirlenmistir (16). S. melongena ve S. incanum arasindaki yakin iligki ise
RAPD teknigi kullanilarak da farkli arastiricilar tarafindan belirlenmistir (17). AFLP
markirlariyla yapilan bagka bir caligmanin sonuglarna gore S. macrocarpon, S.

aethiopicum ile S. melongena daha ¢ok benzer bulunmustur (18, 19).

Bu literatiirlerin 1518inda, patlicanin Asya’dan Afrika’ya tek bir yayilimla geldigi,
sonrasinda evrimlestigi; patlicanin yabani akrabalarindaki cesitliligin ise sonrasinda ve
Afrika’nin kendi igerisinde meydana geldigi anlasilmaktadir. Biyocografik dendrogram
analizine gore patlican tiriiniin kdkeni Afrika ve Ortadogu olup, glineye ve doguya

buralardan yayilmistir (13).



Patlicanin Solanum cinsine ait 3 yakin akrabasi vardir: Bu tiirler: S. aethiopicum, S.

melongena, S. macrocarpon’dur (Sekil 2.1.).

Solanum (cins)

Leptostemonum

S. aethiopicum S. melongena S. macrocarpon

Sekil 2.2. Solanum melongena’nin akraba tiirleri.

Gboma patlican1 olarak da bilinen S. macrocarpon, Afrika’da yetistirilen S.
dasypyllum’'dan meydana gelmistir (20). Bugiine kadar yapilan filogenetik ¢alismalara
bakildiginda S. dasypyllum ile S. macrocarpon’un yakin akraba oldugu goriilmektedir (21).
S. macrocarpon 50 X 30 cm boyutunda tiiysiiz yaprakli yesil bir sebzedir. Meyveleri
biiylik, 3 — 10 cm ¢apinda, 2 — 6 cm uzunlugunda krem beyazi, yesil-beyaz veya yesil
renktedir. Meyveleri S. aethiopicum’a gore daha tathdir. Meyveler tam olgunluga

geldiginde sarararak renkleri turuncu veya kahverengiye donmektedir (14).

S. aethiopicum Afrika’da yapraklart ve meyveleri i¢in yetistirilmekte ve diger kiiltiir
tiirlerinden ekocografik olarak ayrilmaktadir (22). S. aethiopicum ¢ogunlukla Brezilya ve
Asya’da yetistirilmekte ve buralarda ‘Gilo’ olarak bilinmektedir. Genellikle yesil aksamlari
yenilmektedir. S. anguivi ile Afrika’ daki yabani akrabalari S. aethiopicum arasindaki
benzerlige bakildiginda ise morfolojik olarak yakin olduklari goriilmiistiir. Fakat

filogenetik analizlerde bu iki tiirtin yakin genetik iliskili olmadiklar1 gortilmiistiir (11, 21).

Afrika patlican1 olarak bilinen S. aethiopicum ve S. macrocarpon Bati ve Orta Afrika’daki
en popiler yerli geleneksel sebzelerden biridir. Ancak bu tiirlerin verimi - yetistirme
alanlar1 ile ilgili verilerin yetersiz olmasi nedeni ile bilgilerin istatistik olarak
degerlendirilmesi sinirhdir (14). S. aethiopicum ¢ogunlukla Giiney Amerika’da S.

macrocarpon ise Asya ve Amerika’da yaygin olarak yetistirilmektedir.

Patlican, domates ve biber gibi kendine dollenen diploid (2n=24) bir bitki olup; 24
kromozomludur. Patlicanin ¢ekirdek genomunun biiyiikligi yaklasik 1100 Mb’dir (23).
Patlican ismini yumurtaya benzer yapisindan almistir. Domates cDNA, genomik DNA,



EST markirlarina dayanarak S. melongena molekiiler genetik baglant1 haritasi ¢ikarilmigtir
(14, 23).

Patlican genetik kaynaklar1 genellikle bazi Avrupa ve Asya lilkelerinde toplanmustir.
Diinya c¢apinda patlican gen kaynaklarina ayrilmis bir koleksiyon bulunmamaktadir.
Koleksiyonlara yonelik yiiriitiilen EGGNET, bu konuda Avrupa’ da yiiriitiilen bir projedir
ve farkli ortaklardan olugsmaktadir. EGGNET, tiim Avrupa koleksiyonlarini birbirine
baglamakta ve 1700’den fazla S. melongena, 750 S. aethiopicum ve 210 S. macrocarpon

materyali igermektedir (24).

2.2.  PATLICANIN MEYVE OZELLIiKLERi YONUNDEN CESITLIiLiGi

Patlican tiirleri gesitli morfolojik 6zelliklere sahiptir. Meyve sekli, meyve rengi patlicanlar
arasinda farklilik gosteren onemli Ozelliklerdendir (25, 26). Patlicanda meyve boyutlari
agirlik ve uzunluk acisindan oldukea farklilik gdstermektedir (1). Ilk patlican bitkisi uzun
boylu, dikenli yaprakli, tadi acims1 meyveleri kiigiikk ve rengi yesil iken kiiltiire alinma,
mutasyon, seleksiyon g¢alismalar1 ile ve melezlenmeler ile bugiinkii halini almistir (14).
Patlicandaki farkliliklar genel olarak meyve rengi, bicimi ve agirhiginda daha fazla
goriilmektedir. Uygun kosullarda bir bitkiden ortalama 10 - 30 meyve elde
edilebilmektedir. Patlicanin meyve boyutlari yuvarlaktan uzun bir gozyasi1 damlasina kadar
degisen uzun - silindirik bir yapiya sahiptir. Patlicanda 2 farkli renk pigmenti (klorofil a ve
klorofil b) ve antosiyaninler farkli kombinasyonlarda ve oranlarda bulunarak meyve
rengini kontrol etmektedirler (25). Patlicanda meyve renk araligi; parlak siyahtan agik-
koyu mor, yesil, beyaza kadar degismektedir. Meyve boyu 4 - 45 cm; kalinlig1 2 - 35 cm;
agirhgr 15 - 1500 gram arasinda degismektedir. Meyveler tekli veya salkim halinde
bulunurlar. Patlicanin tadindaki acilik farkli miktardaki kimyasallardan gelmektedir.

Tiirkiye’de patlicanin yuvarlak, yar1 uzun ve uzun olarak yetistirilen birgok ¢esidi vardir.

Meyve boyutu ciftgiler ve tiiketiciler acisindan olduk¢a Onemlidir. Patlicanin meyve
boyutu birincil ve ikincil yetistirme merkezlerinin ¢evresinde 6zellikle Asya’da ¢esitlilik
gostermektedir. Gliney ve Giineydogu Asya’daki S. melongena gesitleri genellikle kiigiik
meyvelere sahiptirler; fakat Solanum insanum’ dan daha biiyiik meyveye sahiptirler. Bazi
caligmalar ‘bebek’ patlican meyvesinin pazarda siklikla tercih edildigini belirtmislerdir
(27).



Genellikle tek yillik olarak yetistirilen, tiiylii ve dikenli olan pathicanin kokleri dik
sekildedir. Kok uzunlugu 30 - 100 cm arasinda degismektedir. Patlican kazik koke sahiptir.
Yapraklar1 10 - 15 cm boyutlarindadir. Cigekler 2 - 3 bogumda bir ya da her bogumda 2 - 3
tomurcuk seklindedir. Korolla soluk mor renkli yaklasik 3 cm c¢apa sahiptir. 5 - 8 adet

arasinda stamen bulunmaktadir. Stamenler genellikle sar1 renktedir (28, 29).
2.3.  PATLICANIN EKOLOJIK ISTEKLERI

Patlican iilkemizde agik alanda - serada; yaz, kis, bahar aylarinda yetistirilen bir sebze
tiirtidiir. Patlican, 1lik iklimlerde tek yillik olarak yetisirken; tropik iklimlerde ise ¢ok yillik
- agag seklinde yetismektedir. Patlican sicagi seven bir bitkidir. Bliylime donemindeki 22
°C - 30 °C aras1 sicaklik yiiksek verim ve kaliteli meyve iretebilmek icin gereklidir.
Patlican yetistiriciliginde gece sicakliginin en az 16 °C olmas: istenmektedir. Patlican
bliylime doneminde karsilastigi soguk havadan olumsuz etkilenmektedir; bitki biiylimesi
ve verimi diismektedir. Tek yillik - iki yillik yetistirilebilen patlicanda dollenme kendi
kendine olabildigi gibi yabanci dollenme de olabilmektedir (25). Patlican, pH’> 1 6 - 7
arasinda olan, organik madde bakimindan zengin, tinli - kumlu, gecirgen ve derin
topraklarda daha iyi gelisim gostermektedir. Patlicanin yetistigi topraktaki nem oraninin

%60 - 70 arasinda olmasi1 oldukg¢a dnemlidir.

Patlican vejetasyon siiresi uzun bir bitkidir. Vejetasyon siiresinin uzun olmasi, patlicanda
yetistiriciligin tohum yerine fide ile yapilma sebebidir. Tohumlar aralik - ocak ay1 gibi
ekilirken fideler mart - nisan ayinda dikilmektedir. Cift sirali yapilan yetistiricilikte sira
arast genislige gore 50 - 60 cm veya 90 - 110 cm olmalidir. Dekarda ortalama 2000 - 3000
bitki bulunmaktadir.

Patlicanin bakiminda iki ¢apalama yapilir. Bunlardan ilki dikimden 1 hafta sonra; ikincisi
ise dikimden 1 ay sonra gergeklestirilir. Sulamada tercih edilen yontem ise damla
sulamadir. Patlicanda ilk meyve goriiliinceye kadar sulama yapilmaz. Budama ise ilk iiriin
alindiktan sonra iiriin miktar1 azaldiginda yapilir. Patlican hasatt meyveler uygun irilige ve
renge ulastiginda gergeklestirilir. Meyve hasatinda makas veya bigak kullanilir; meyve sap1
meyvede kalacak sekilde hasat yapilir. Patlicanda bir bitkiden ortalama 10 - 30 arasinda
meyve alinmaktadir. Bir dekardan ortalama 2 — 13 ton meyve alinabilmektedir (29, 30).



2.4. PATLICANIN BESIN DEGERIi VE SAGLIK ACISINDAN ONEMi

Bitki ile beslenmedeki dnemli noktalardan birisi de seker, yag, protein, lifler gibi makro
besinler ve bunlarin kalori degerleridir. Cilinkii makro besinler yasam i¢in gereklidir ve bir
bitkinin saglik acisindan etkinligini, gida kalitesini belirlemede kullanilabilir. Sekonder

metabolitler ise ikincil olarak gelmektedir ve saglikla iliskilidir.

Patlican saglik agisindan olan etkileri ile kullanimini arttirmaktadir (31). Diinya genelinde
patlican ve yakin akraba tiirlerinin kullanimi oldukc¢a yaygindir. Sadece Asya’da patlicanin
77 tibbi uygulamasi bildirilmistir (32). Patlican hem primer hem sekonder hem de mineral
icerikleri bakimindan fonksiyonel gida olarak tanimlanmaktadir (33). Cin’de ve
Hindistan’da patlicanin  besin degerini goOsteren eski yillarda yazilmis kayitlar
bulunmaktadir (34). Bu kayitlar patlicanin kiiltiire alinma siirecinin 6nemli bir pargasi

olmustur.

Giliney ve Giineydogu Asya’daki S. melongena gesitleri S. insanum ve birgok Asya
tirinden daha fazla miktarda hidroksisinamik asit ve 5-Z-kafeoilkinikasit (klorojenik asit,
antioksidan) icermektedir (35). Erken gelisim asamasindaki meyveler daha sonraki gelisim
evresindeki meyvelere gore daha yiliksek seviyelerde klorojenik asit ve antioksidan

bilesikler icermektedir (27).

Patlican meyve kabugunda klorojenik asit gibi fenolik bilesiklere sahipken; ayrica
antosiyaninde igermektedir (36). Fenolik asit ve antosiyaninlerin insan saglhigi i¢in faydali
oldugu; bircok hastaliga kars1 koruyucu 6zellik gosterdigi ve yaslanmayla iliskili siiregleri
yavaglatmada etkili oldugu bildirilmektedir (37). Ayrica antosiyaninlerin raf Oomriinii
uzatici etkiye sahip oldugu da bilinmektedir. Patlicanin yaprak 6ziitlerinin astim, bronsit,
kolera gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildigi, patlicanin meyvesinin ise kandaki
kolesterolii azaltmada yardimci oldugu bildirilmektedir (26). Patlican ¢ok diisiik kalorili bir
sebzedir. Yiiksek diizeyde vitamin, mineral ve biyoaktif bilesikler igerir. Ayrica insan
saglhig i¢in oldukca faydali olan; mide kanserini Onleyebilen biyoflavonoidler igerir.
Patlicanin igerdigi atropin, nikotin, ve kapsaisin alkoloid tiirevlerinin sinir sistemi ve epitel
doku tizerine etkileri oldugu, bazi insanlar {izerinde alerjik reaksiyon gibi olumsuz etkileri
olabilecegi belirtilmektedir (37). Patlicanda bulunan potasyum ve magnezyum da insan
sagligi i¢in faydali minerallerdendir. Dogu Afrika’da patlican; gogiis agrisi, dis agrisi, ates,

karin agris1 gibi hastaliklarda kullanilmaktadir. Iyi bir vitamin ve mineral kaynagi olan



patlican besleyici igerigi acisindan domatese yakin Ozellikler gostermektedir (38).
Ulkemizde patlicanin lapa halindeki meyveleri romatizma tedavisi i¢in halk arasinda

kullanilmaktadir (39).

Cince de ‘Qiegen’ olarak adlandirilan S. melongena’nin kokleri; Cin’de mayasil, beriberi,
kasinti, dig agrisi, kanama gibi hastaliklarin geleneksel tedavisinde kullanilmaktadir (29).
Patlican Hintliler tarafindan da siklikla kullanilmis; enflamasyon, kolera, bronsit, astim

gibi hastaliklarin tedavisinde patlicandan yararlanilmistir (40).

Ayrica, Solanum melongena’nin aneljezik, antiastimatik, antidiyabetik, antienflamatuvar,
antihipertansif, antimutajenik, antioksidan ve hipokolesterolomik etkileri, yine goérme

lizerine etkisi lizerine arastirmalar mevcuttur (29).

25. DUNYADA VE TURKIYE'DE PATLICAN YETIiSTiRiCILIGININ
DURUMU

Patlican, Asya ve Akdeniz havzasinda oldukca popiiler bir sebze tiiriidiir. Patlican; patates,
domates ve biberle birlikte Solanaceae familyasina ait 1.858.253 ha iiretim alani ile en

onemli 4. sebze tiiriidiir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Solanaceae familyasina ait 6nemli sebzelerin ekilen alan miktarlart (FAO,
2017).

Patates 19.302.642 (ha)
Domates 4.848.384 (ha)
Patlican 1.858.253 (ha)

Biber 568.29 (ha)

2020 y1l1 verilerine gore diinyada patlican tiretimi 1.876 milyon hektar alanda 56.6 milyon
ton olarak gerceklestirilmistir. Patlican iiretiminin diinyada bolgeler arasindaki dagilimina
bakildiginda 53.2 milyon ton ile Asya ilk sirada yer almaktadir. Diinyadaki bolgeler

arasinda en az patlican iiretimine sahip olan ise 4 bin ton ile Okyanusya’dir.

Diinyadaki patlican iiretim alanlarmin ve {liretim miktarlarinin bolgeler arasindaki dagilimi

Cizelge 2.2.”de verilmistir.



Cizelge 2.2. Diinyadaki patlican iiretim alanlarinin ve

arasindaki dagilimi (2020).

iiretim miktarlarinin  bolgeler

Bolgeler Uretim Alam (ha) Uretim Miktari (ton)
Asya 1718.049 53.234.437
Afrika 117.882 2087.592
Avrupa 28.285 960.227
Amerika 12.287 332.241
Okyanusya 207 4346

https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL

Son 3 yil ortalamasiyla Diinyada patlican liretimine iilkeler itibari ile bakildiginda patlican

iiretiminde ilk sirada Cin bulunmaktadir. Uretimde en fazla yer alan iilkeler sirasiyla: Cin,

Hindistan, Misir ve Tiirkiye’dir.

Diinya genelindeki 6nemli patlican iireticisi iilkelerin

2018, 2019 ve 2020 yillarina ait patlican iiretim alanlari ve iretim miktarlart Cizelge

2.3.’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Onemli patlican iireticisi iilkelerin yillara gére iiretim alanlar1 ve iiretim

miktarlari.
Ulkeler Yillar Ekim Alam (ha) Uretim (ton)
Cin 2018 782.214 34.517.745
2019 784.301 35.625.842
2020 790.658 36.593.224
Misir 2018 43.757 1179.173
2019 49.897 1347.230
2020 49.512 1341.312
Hindistan 2018 730.000 12.801.000
2019 727.000 12.680.000
2020 736.000 12.777.000
Endonezya 2018 44.524 551.529
2019 43.954 575.392
2020 47.063 618.202
Iran 2018 19.562 605.597
2019 19.001 594.136
2020 19.184 595.336
Italya 2018 9560 298.310
2019 9550 300.620
2020 9510 304.690
Japonya 2018 8970 300.400
2019 8650 301.700
2020 8420 297.000
Tiirkiye 2018 23.860 836.284
2019 23.244 822.659
2020 23.379 835.422

https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL

Cizelge 2.3.te goriildiigli gibi Tiirkiye patlican liretiminde onemli bir {ilkedir. Tiirkiye,

Diinya patlican {reticisi iilkeler arasinda en yiiksek iiretim miktarina sahip 4. iilkedir.
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Tiirkiye’de patlican iiretimi yillara gore degiskenlik gostermektedir (Cizelge 2.4.) (41).
Tiirkiye’de patlican yetistiriciliginin en fazla yapildigi bolge Antalya civarlaridir.
Yetistirilen patlicanin farkli morfolojik 6zellikleri mevcuttur. Patlicanin meyve tiplerine
gore sofradaki kullanim alanlar1 degismektedir. Patlicana olan talebin fazla olmasindan
dolayi; Tiirkiye, Asya ve Ortadogu’da yetistiriciler bir¢cok patlican tiirlinii yetistirmektedir.
Patlican agik alanda veya oOrtii altinda yetistirilebilir. FAO (2020)’ya gore, Tiirkiye’de
23.000 ha alanda her yi1l yaklasik 830.000 ton patlican iiretilmektedir (42).

Cizelge 2.4. Tirkiye’de yillara gore patlican iiretim miktari (41).

Yil Uretim Miktar1 (ton)
2005 930000
2007 863000
2009 816134
2011 821770
2013 826941
2015 805259
2016 854049
2017 883917
2018 836284
2019 822659
2020 835422
2021 832938

Tiirkiye patlican liretiminde Avrupa iilkeleri arasinda en biiyiik paya sahip tilkedir. Patlican
yetistiriciligi iilkemizde en yogun olarak Akdeniz Bolgesinde yapilmaktadir. Uretimin
yogunlastigi diger bdlgeler Ege ve Giineydogu Anadolu’dur. Ulkemizde patlican iiretimin
yaklagik %50’si Antalya ve Mersin’de ger¢eklesmektedir. Bunun sebebi bu illerin iklim
ozelliklerinden dolay: kis aylarinda ortii altinda patlican yetisticiligine uygun olmalaridir.
Tirkiye’ de bazi illerdeki patlican tiretim alanlar1 ve iiretim miktarlar1 Cizelge 2.5.’de

verilmistir.
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Cizelge 2.5. Tiirkiye’de bazi illerdeki patlican iiretim alanlari ve iiretim miktarlar1 (2021
yil1).

iller Uretim Alam Uretim Miktar
(1000 ton) (1000 dekar)
Adana 7838 43270
Ankara 1142 2507
Antalya 22499 246993
Aydin 4213 20772
Balikesir 4900 25507
Bursa 8503 28036
Diyarbakir 8086 23990
Gaziantep 11660 33128
Hatay 7386 19412
Izmir 4554 14954
Karaman 4548 15161
Manisa 6143 14803
Mersin 16716 152491
Mugla 5158 35120
Samsun 6337 19202
Sanliurfa 5672 25573
Tokat 3583 11535
Van 794 1518

https://biruni.tuik.gov.tr/medas/?kn=92&locale=tr

2.6. PATLICANDA BiYOTIiK STRES

Patlican, uzun bir biiyiime donemine sahiptir ve ¢esitli bitki hastaliklarina, nematodlara,
yabani otlara diger sebzelerden daha fazla maruz kalmaktadir (43). Patlican; yaprak bitleri,
yaprak zararlilari, trips gibi bocek zararlilariyla bask: altindadir. Patlican ayrica ¢ok sayida
hastaliga da duyarlidir. Bunlar; bakteriyel solgunluk, Verticillium solgunlugu, Fusarium
solgunlugu, antraknoz, meyve ¢iiriigii, yaprak lekesi gibi hastaliklardir (44). Zararlilara ve
hastaliklara karsi diren¢ diger tiirlerde oldugu gibi patlicanda da olduk¢a Onemlidir.
Patlicanda hastaliga sebep olan etmenler ve sebep olduklari hastaliklardan bazilar1 Cizelge

2.6.’da verilmistir (45).
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Cizelge 2.6. Patlicanda hastaliga sebep olan etmenler ve sebep olduklari hastaliklardan
bazilari.

Hastaligin Adx Hastaliga sebep olan etmen
Leveillula taurica Patlicangillerde Kiilleme Hastalig1
Fusarium spp. Fusarium Solgunlugu
Verticillium dahliae Verticillium Solgunlugu
Ralstonia solanacearum Bakteriyel Solgunluk
Meloidogyne javanica Kok-ur Nematodu
Phytophtora infestans Domates Mildiyo Hastalig1
Tospovirus Domates Lekeli Solgunluk Viriisii
Trialeurodes vaporariorum Sera beyazsinegi

Tropik ve subtropik bolgelerde patlican meyve ve siirgiin kurdu, Leucinodes orbonalis,
%65’e varan verim kaybina neden olan Onemli bir patlican zararlisidir. Bu bdcegin
larvalart patlican siirglinlerinde delik agarak bitkinin solmasina ve meyve verememesine
neden olmaktadir. Ayrica larvalar meyvelerde de delikler olusturarak meyvelerin
pazarlanamaz hale gelmesine neden olmaktadir. Zararli, bitki govdesinde ortaya
ciktigindan  bocek  Oldiiriicti  ilaglardan  etkilenmemektedir. Bocek ilaglarindan
etkilenmemesi ve bitkilerin bu zararliya karsi duyarli olmasi Leucinodes orbonalis’i

baslica patlican zararlilarindan yapmaktadir.

Bu zararlinin disinda patlican meyve kurdu Helicoverpa armigera, sap kurdu Euzophera
perticella, Epilachna vigintiopunctata, yaprak bitleri ve nematodlar (Meloidogyne spp.) da

patlican yetistiriciliginde verimi etkileyen 6nemli zararhlardir.

Toprak patojenleri, 6zellikle toprak nem igerigi yiliksek oldugunda patlican yetistiriciligini
olumsuz etkilemektedir. Fusarium, Verticillium, Rhizoctonia, Sclerotium ve Phytophthora
gibi bir¢ok fungal etmenin neden oldugu solgunluk, patlicanda 6nemli verim kaybina
neden olmaktadir. Solgunluk yapraklarin sararmasindan bitkilerin 6liimiine kadar gecen

sure ile karakterize edilir.

Pythium spp., Phytophtara parasitica, Rhizoctonia. solani ve Sclorotium rolfsii fidelerde
ani solgunluklara neden olmaktadir. Ayrica Pseudomonas solanacearum’un neden oldugu

bakteriyel solgunluk da ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Yaprak biti ile bulagsan viral hastalik (Patates Y viriisii) yapraklarda mozaik seklinde
lekelere ve bitkilerde bodurlagsmaya neden olmaktadir. Bitkiler deforme olmus yapraklar ve
bodur biiyiime gosterirler. Patlicani etkileyen diger viriisler arasinda Salatalik mozaik

viriisii, Potyviriis, Yonca mozaik viriisii bulunmaktadir.
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Patlicanda mikoplazma kiigiik yaprak hastaligina neden olmaktadir ve boceklerin 6zsuyu
ile bitkiye bulagsmaktadir. Enfekte olan bitkinin geng¢ yapraklarinda kloroz goriiliir, bitkinin
yapraklarinda ve bogumlar1 gibi toprak iistii kisimlarinda belirgin bir azalma goriiliir.
Enfekte bitkiler ciddi sekilde bodurlasir. Hastalikli bitkiler neredeyse hi¢ pazarlanabilir
meyve veremez hatta belirli durumlarda %90’a varan verim kayiplari meydana gelmektedir
(46).

2.7. PATLICANDA ABiYOTIK STRES

Patlicanin en 1yi sekilde biiylimesi ve kaliteli meyveler vermesi i¢in iklim kosullar1 son
derece 6nemlidir. Iklim kosullarndaki asir1 degiskenlik, patlican1 hem {iretim hem kalite

acisindan olumsuz etkilemektedir.

Patlicanda iiriin verimini ve kalitesini etkileyen abiyotik stres faktorleri:
-Kuraklik,

-Tuzluluk,

-Diisiik ve ytiksek sicakliklardir.

Patlicanin bliylimesi ve gelismesi i¢in en uygun sicaklik 22 °C — 30 °C arasinda
degismektedir. Patlican soguga karsi cok hassastir. Kis aylarinda meydana gelen diisiik
sicaklik kok biiylimesini sinirlar; bitkiyi zayiflatir ve meyvelere hasar verir. Optimum
sicaklik smirinin iizerindeki sicakliklar bitki biiyiimesini sinirlandirir, ¢igek dokiimiini

arttirir, verimi azaltarak meyve kalitesini diigtirtir.

Kuraklik; bitkide fotosentez hizimi azaltir, bitki bliylimesini yavaslatir. Gegici kurakligin
birgok triine siirekli kuraklik kadar zarar verebilecegi bildirilmistir. Kuraklik gecici olsa
bile; kosullar eski haline getirildiginde fotosentez kapasitesindeki olumsuz etkinin devam
ettigi bildirilmistir. Tarla diizeyinde gecici kuraklik donemleri su akisinin azalmasi, yeralti

suyu seviyesinin diismesi gibi sulama suyu sikintis1 nedeniyle meydana gelebilir.

Kuraklik ve sicaga ayni anda maruz kalma (6zellikle tarla kosullarinda yaygin) meyvelerin

kalitesini ve pazarlanabilirligini 6nemli dl¢lide azaltir.

Sicaklik ve kuraklik stresi patlicanda hizla yayilan fungal hastaliklarin gelisimini de

tetiklemektedir.
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Patlican su baskinlarina (asfiksi) dayanikli degildir. Su birikintisine maruz kalmak
yapraklarinin - ¢igeklerinin dokiilmesine neden olur. Ayrica solma ve ¢iiriime ile iligkili

patojenlerin ¢ogalmasina yol agar (46).

Erken donemde tuzluluk stresine maruz kalmanin patlicanda meyve verimini Onemli

Ol¢iide azalttig1 bildirilmistir (47).
2.8. PATLICANDA ASILAMA

Asilama, bitkinin anag, kalem gibi kisimlarinin uygun tekniklerle uygun kosullarda
birlestirilerek tek bir bitki gibi biiyiitiilmesini saglayan bir tekniktir. Asilamada bitkinin iist

kismu ‘kalem’ olarak adlandirilirken; altta kalan kismina ‘ana¢’ ad1 verilmektedir (48).

Asilama ilk olarak sebzecilikte 1920°li yillarda kullanilmistir. Sebzede ilk asilama
Fusarium solgunluguna karsi yapilmis, ana¢ olarak su kabagi kullanilarak karpuzun
Fusarium solgunluguna dayanimi amaglanmistir (49). Asilama italya, Fransa, Ispanya,

Hollanda, Japonya gibi iilkelerde olduk¢a yaygindir (48, 50).

Asilama genellikle meyvecilikte yapilan bir uygulamadir. Meyvecilikte eseysiz
¢ogalamayan tiirlerin gogaltilmasi, virlisten ari iretim, ¢esit gelistirme gibi amaglarla

asilamadan yararlanilmaktadir (48).

Meyvecilikte yaygin olmasmma ragmen asilama sebzecilikte de uygulanmaktadir.
Sebzelerde, toprak kokenli hastaliklarla miicadele, olumsuz hava - toprak kosullarina karsi
dayaniklilik saglama, hastalik zararlilara dayanikli {irtin elde etme, ila¢ kullanimini

azaltma, iiriin verimini arttirma gibi amaglarla asilamadan siklikla yararlanilmaktadir (48).

Patlicanda asilamanin esas amaci toprak kokenli hastaliklara karsi dayanim saglamaktir.
Patlicana en ¢ok zarar veren biyotik faktorler: Verticillium, Fusarium, bakteriyel
solgunluk, nematodlar ve kok ¢iirtikliigtidiir (51, 52). Yapilan galigmalarda patlicanda anag
olarak Solanum torvum kullanildiginda biyotik etmenlere dayanikliligin saglandigini
belirtilmistir (53). Baska bir ¢alismada arastiricilar S. aethiopicum L.’un ana¢ olarak
kullanildiginda  Verticillium solgunlugundan kaynaklanan zararlanmanin azaldigini

belirtmislerdir (54).
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Solanum torvum’un biyotik ve abiyotik stres kosullarina kars1 gosterdigi dayaniklilikla en
Oonemli patlican anaci oldugu belirtilmis; fakat tohum ¢imlenmesinde yasanan sorundan

dolay1 farkli anaglarin yetistirilmesi gerektigi belirtilmistir (55).

Sebzede asilamanin avantajlart disinda kullanimini sinirlandiran bazi dezavantajlar1 da
vardir. Bunlar: fazla maliyetli olmasi, asilama i¢in ekstra zamana ve tecriibeye ihtiyag
duyulmasi, asilamadan sonra uyusmazliklarin olmasi bununla beraber gelen asilamada

basarisizlik, kullanilan anacin hibrit oldugu durumlarda zaman - maliyet artis1 olmasidir

(48).
2.9. PATLICANDA TURLER ARASI MELEZLEME

Patlican yetistiriciliginde verim ve kaliteyi etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Kiiltiir
patlican1 (Solanum melongena) Fusarium - Verticillium solgunluklari, kok - ur nematodu,
baz1 bakteriyel hastaliklar ve bir¢ok bocege karst oldukga hassastir. Patlicana zarar veren
biyotik etmenlerden 6zellikle toprak kaynakli olan etmenler ciddi verim kayiplarina neden
olmaktadir. Kiiltiir patlicaninin duyarli oldugu bu zararlilara yabani patlican tiirleri oldukca
dayaniklidir. Yabani patlicanda bulunan dayanikliligin kiiltiir patlicanina aktarilmasi igin

tiirler aras1 melezlemeler yapilmaktadir (56, 57).

Hastalik ve zararlilarla miicadelede uygulanan yontemlerden olan tiirler arasi melezlemede
basarili - verimli hibrit bitkiler elde edilebildigi gibi; kisirlik, meyve tutumunun
gerceklesmemesi gibi durumlar da meydana gelmektedir (56). Melezlemelerdeki basari

orani, tiirler arasindaki akrabalik diizeyine - genetik yakinliga bagh olarak degismektedir.

Yapilan melezleme ¢aligmalarina bakildiginda Solanum melongena’nin, S. macrocarpon,
S. incanum, S. aethiopicum ile melezlenmesi sonucu basari saglandigi belirtilmistir. Bunun
disinda, S. sisymbrifolium ile melezlemede basar1 saglanamamuis, S. torvum ile melezleme

sonucunda ise kisir bitkiler elde edilmis; S. torvum bitkisi olduk¢a zor ¢imlenmistir (58).

Patlicanda tiirler aras1 melezlemelerde eseysel uyusmazliklar en biiylik sorunlardan birisini
olusturmaktadir. Bu uyusmazliklar1 gidermek icin farkli doku kiiltiirii tekniklerinden
yararlanilmaktadir. Bu teknikler; haploidizasyon, somatik hibridizasyon, protoplast kiiltiirti
ve genetik transformasyondur (59). Klasik 1slah ¢alismalarina alternatif olarak, patlicanin
yabani tiirleri ile kiiltlir patlican1 arasindaki eseysel uyusmazliklar1 asmak i¢in mezofil

protoplastlariyla elektrofiizyon arastirmalart  gergeklestirilmistir. Ancak arastirma
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sonucunda Fusarium solgunluguna dayanikli melezleri segmek igin kullanilan geleneksel
tarama yontemleri ile fazla miktarda 1slah materyalinin taranmasinin hem zaman alict hem

de yogun isgiicli gerektirdigi belirtilmistir (60).

S. melongena ve S. aethiopicum arasinda Fusarium solgunluguna dayaniklilik

integrasyonunu aragtirmak amaciyla somatik melezlemeler yapilmig, anter kiiltiirii ile

dihaploid bitkiler elde edilmistir (61).

Ralstonia solanacearum ve Verticillium solgunluguna dayanikliligi S. torvum’dan S.
melongena’ya aktarmak i¢in protoplast kiiltiirii yapilmistir. Elde edilen somatik hibritlerin

genom analizleri GISH (Genomic in situ hybridisation) ile yapilmistir (62).

S. aethiopicum gr. Gilo ve S. integrifolium’un Fusarium oxysporum’a dayaniklilik
sagladig1 bilinmektedir. Yapilan ¢aligmada kiiltiir patlicanina (S. melongena) dayaniklilig
aktarmak icin S. melongena X S. aethiopicum ve S. melongena X S. integrifolium arasinda
somatik melezlemeler gerceklestirilmis; yapilan tiirler arasi melezlemeler sonucunda

dayaniklilik ile iliskili markirlar belirlenmistir (60).

Patlicanda Verticillium solgunluguna dayaniklilik saglamak amaciyla yapilan ¢aligmada S.
linneanum ve S. melongena tiirleri arasinda melezlemeler yapilmis, melezlemeler

sonucunda dayanikliligin kiiltiir patlicanina gegtigi goriilmiistiir (63).

S. aethiopucum ile kiiltiir patlicaninin (S. melongena) somatik melezlenmesinin sonucunda
elde edilen, ‘rfo-sal’ dayaniklilik lokusu tasiyan hatlara, Fusarium ve Verticilium
etmenleri bulastirilmis; hastalik siddetine fenotip diizeyinde bakilirken Fusarium ve
Verticilium solgunluklarina savunma yanit1 olusturan aday genlerin ifadesi ise koklerde

gRT-PZR, SSH, mikrodizin analizleri ile belirlenmistir (64).

S. integrifolium ve S. melongena nin Dingaras Multiple Purple ¢esidi ile melezlenmis, elde

edilen F1 melezlerinin de Fusarium oxysporum’a dayaniklilik gosterdigi belirtilmistir (65).

Melez bitkilerin polenlerinin canliliklarina bakilan bir ¢aligmada, S. melongena ana olarak
kulllanildiginda %10 - 15 olan polen canliligi; S. macrocarpon ana olarak kullanildiginda
%1 - 9 arasinda bulunmustur. Bu calismanin devaminda F1 bitkilerinden F2 ve BC1
popiilasyonu elde edilmistir (66). S. macrocarpon ve S. melongena arasindaki diger
melezleme c¢aligmalarina bakildiginda; S. macrocarpon’un ana olarak kullanildigi bir

calismada %52 oraninda polen canlilig1 tespit edilmis, F1’lerden F2 - F3 popiilasyonlari
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elde edilmistir. S. melongena ana olarak kullanildiginda ise %49 oraninda polen canliligi
belirlenmis yine F2 - F3 popiilasyonlar1 elde edilmistir (67). Bir diger melezleme
calismasinda S. macrocarpon ana olarak kullanildiginda polen canliligt %30 olarak
belirlenmis; F1’lerin kismen kisir elde edilen F1 meyvelerinin ise partenokarpik oldugu; S.
melongena’nin ana olarak kullanildiginda da benzer sonuglar elde edildigi gézlemlenmistir
(68, 69).

2.10. FUSARIUM OXYSPORUM

Fusarium oxysporum fungal kokenli bir hastaliktir. Funguslar; klorofil icermeyen, spor
olusturabilen, eseyli - eseysiz ¢cogalabilen organizmalardir. Funguslarin hiicre zarinda kitin
ve seliiloz bulunmaktadir (70). Fungal bir etmen olan Fusarium oxysporum; makrokonidi,
mikrokonidi, klamidospor olmak iizere 3 farkli sekilde spor firetirler (71). Fusarium
oxysporum etmeni toprakta bulunan lignin ve karbonhidrati pargalayarak yasamini
stirdiirtir. Fusarium oxysporum; oldukga fazla sayida konukguda etki gosterebilmektedir,
bazi tiirleri patojendir. Fusarium oxysporum’larin konukguya ozellesebilme O6zelligi

oldugundan Fusarium oxysporum forma specialis (f.sp) olarak adlandirilmaktadir (72).
Fusarium "un siniflandirmasi agagidaki gibidir:

Alem: Fungi; Phylum Ascomycota

Sinif: Sordariomycetes

Familya: Nectriaceae

Cins: Fusarium

Fusarium oxysporum’un tiim suslar1 saprofitiktir ve topraktaki organik madde iizerinde ve
birgok bitki tiirinde uzun siire canli kalabilir hatta biiyiiyebilirler. Ayrica bazi F.
oxysporum tiirleri farkli bitki tiirleri i¢in patojeniktir, koklere niifuz ederek vaskiiler sistemi
etkilerler. Bunun yaninda diger bir¢ok sus koklere niifuz edebilir ancak vaskiiler sistemi
etkilemedigi i¢in hastalifa neden olmaz. F. oxysporum’un solgunluga neden olan suslari,

ekonomik agidan 6nemli birgok bitki tiirtinde ciddi hasarlara neden olmaktadir.

Fusarium solgunluk patojenleri yiiksek diizeyde konukcu ozgiilliigii gosterirler. Bitki
tirline ve cesidine bagl olarak 120’den fazla formae speciales ve irka sahiptirler (73).

Birgok fusarium tiirliniin telemorfik asamalar1 bilinmediginden Fusarium taksonomisinde
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makrokonidilerin boyutu ve sekli, mikrokonidi ve klamidosporlarin varlig1 veya yoklugu,

koloni rengi ve konidiofor yapisi gibi morfolojik 6zellikler kullanilmaktadir (74).

1985 yilinda vejetatif uyumluluklarina dayali olarak Fusarium oxysporum suslarinin
siniflandirilmasi i¢in bir sistem Onerilmis; bu sistem her susun vejetatif uyumluluk grubunu
(VCG) belirlemek igin nitrat kullanilmayan mutantlarin eslestirilmesine dayanan bir
sistemdir (75). Bu yontemle bazi1 formae specialis’ler tek bir VCG’ye denk gelirken bazisi
birkag VCG’ye denk gelmektedir. 1999 yilinda yapilan bir ¢calismada 38 formae specialis
i¢in 59 VCG tanimlanmistir (76). VCG’nin patojenik olmayan fusarium irklarin1 ayirmada
basarili olmadigi belirlenmistir. Bu nedenle VCG evrensel bir yontem olarak

kullanilamamaktadir.

Fusarium tiirlerini belirlemede klasik taksanomik karakterlerin eksikligi ortaya ¢ikinca
arastiricilar molekiiler araglara yonelmislerdir. Translasyon uzama faktori EF-la ve
mitokondriyal kii¢lik alt birim ribozomal RNA genlerinin dizisinin ayirimda degerli oldugu
belirtilmistir (77). UTP - amonyak ligaz, trikotesen 3-0-asetiltransferaz, nitrat rediiktaz,
fosfat permeazin da Fusarium tiirlerini ayirt etmede basarili oldugu belirtilmistir. B-tubulin
bolgesinin dizileri bazi fusarium tiirlerini ayirt edebilirken bazilarini ayirt etmede basarisiz
olmustur (78). ITS bolgelerinin DNA dizileri, birgok 6karyotik organizmada tiirleri ayirt
etmede basariliyken Fusarium ig¢in bilgilendirici olmamistir (79). Molekiiler araglar,
patojenik sugslari hatta bazi durumlarda patojenin 1rklarini tanimlayabilmis olsa da

patojenitelerinin belirlenmesi i¢in farkli ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

‘Formae specialis’, fungusun cesitli bitki tiirleri lizerinde patojenite ag¢isindan test
edilmesiyle belirlenirken ‘irk’ tek bir bitki tiirliniin gesitlerinde patojenite agisindan test
edilmesiyle belirlenir. Patojeniteyi belirlemek kolay olsa da bir susun patojenik olup
olmadigin1  belirlemek zordur. Ciinkii 120°den fazla formae specialis ve 1rk
tanimlandigindan tanimlanamayan suslar1 sonsuz sayida bitki tiirli ve ¢esidinde denemek

gerekecektir. Bu da biiyiik bir toprak izolati koleksiyonu gerektirmektedir (73).

F. oxysporum’un hastalik yapma siireci 151k, floresan, elektron mikroskobu kullanilarak
incelenmistir. Siire¢ birka¢ adima ayrilmistir. Bunlar; kokii tanima, kok yiizeyine baglanma
— kolonizasyon ve penetrasyonu, kok korteksinde kolonizasyon, solgunluk meydana

geldiginde ksilem damarlarinin igindeki hiflerin proliferasyonudur (80).
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F. oxysporum’da floresan protein etiketli ilk mikroskobik ¢aligma 2001 yilinda Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici’de yapilmistir (81). F. oxysporum’un patolojik olmayan
izolatlarinin biyokontrol mekanizmalarin1 anlamak i¢in kok kolonizasyonu sirasinda farkli
floresan etiketli patojenik ve patojenik olmayan F. oxysporum suslar1 incelenmistir (82-
84). Yapilan c¢alisma sonucunda, F. oxysporum f.sp. lycopersici’nin patojen ve patojen
olmayan biyokontrol suslar1 incelenmis ve topraktaki kolonizasyonlarinin benzer oldugu
gorilmistiir. Bununla birlikte biyokontrol susunun patojenik sustan daha hizli biiytdiigi
ve kokleri daha erken kolonize ettigi goriilmiistiir. Patojenik susun kokler {izerindeki

hiicresel baglantilar1 kullandig1 belirtilmistir (82, 85).

Fusairum oxysporum’un patojenezi igin genetik yaklasimlar kullanarak gesitli siiregler ve
genler belirlenmigtir. Sinyal iletimi de bu siiregler arasindadir; ¢iinkii funguslarin hastalik
olusturmak icin bitki ortamina uygun sekilde yanit vermesi ve salgilanan protein ve
metabolitlerin morfolojisini, fizyolojisini ve spektrumunu ayarlamasi gerekmektedir. Siklik
adenosin monofosfat - protein kinaz A (cCAMP-PKA), mitojen-aktive protein kinaz
(MAPK) enzimleri bu siirecte yer alan enzimlerdendir. MAPK (FMK1) ve G-protein alt
birimleri o (FGA1) ve B (FGB1)’nin tam patojenite i¢in gerekli oldugu belirtilmistir (86).

Cogu fungus gibi F. oxysporum’da kok penetrasyonu ve kolonizasyonu sirasinda
poligalakturonaz, pektat liyaz, ksilanaz ve proteaz gibi hiicre duvarmi degrade eden
enzimler salgilar (87). Fakat bu enzimlerin enfeksiyon siirecine katkida bulunma derecesi

heniiz tam olarak anlasilamamustir.

Koke girisi esnasinda F. oxysporum, fiziksel engeller ve antifungal bilesikler gibi ¢esitli
bitki savunma mekanizmalarina maruz kalmaktadir (87, 88). Buna bir 6rnek domates
bitkisindeki antifungal bilesik olan a-tomatin’dir. a-tomatin fungusun zarlarinda sterollerle
kompleksler olusturabilir ve porlar olusturarak fungusun hiicresel iceriginin sizmasina

neden olur (89, 90).

Patojenite icin gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin tanimlanmasi i¢in yapilan
caligmalarda F. oxysporum melonis’ teki FOW2, F. oxysporum lycopersici’deki Sgel’in

patojenite i¢in gerekli oldugu belirtilmistir (80).

[lk F. oxysporum izolatmin genom sekansi F. oxysporum lycopersici’de 2007’de
yapilmistir. Bu genom dizisiyle birlikte Fusarium oxysporum’da mutagenik,

transkriptomik, proteomik gibi genomik yaklagimlar hizlanmustir (91).
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2.11. FUSARIUM OXYSPORUM MELONGENAE

Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. melongenae, Fomg toprak kaynakli patojendir ve
patlicanda seralarda ve acik alanda iiretimi kisitlayan vaskiiler solgunluk hastaliginin
nedenlerinden birisidir (37). Fusarium oxysporum hastalig1 ilk olarak Matuo ve Ishigami
tarafindan 1958 yilinda, Tirkiye’de ise 2005 yilinda Altinok ve ark. tarafindan tespit
edilmistir (92). Hastalik etmeni olan fungusun liremesi sonucu olusan sporlar, hastaligin
yayilmasinda onem tasimaktadir (70). Fomg, kisa mesafelerde sulama suyuyla ve bulasik
tarim aletleriyle yayilabilmektedir (37). Uzun mesafelerdeki yayilimi ise enfekte bitki ya
da toprak tasinmasi ile gergceklesmektedir. Fusarium oxysporum mikrokonidi, makrokonidi
ve klamidospor olmak tiizere 3 tip aseksiiel spor iiretmektedir. Mikrokonidiler tek hiicreli
fungusun biitiin kosullarda tirettigi spor tipidir. Makrokonidiler ise 1 veya 2 hiicreli spor
tipidir. Klamidosporlar olduk¢a kalin hiicre duvarina sahip olup, toprakta uzun siire
yasayabilmektedirler. Bu ise hastalikla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Fusarium oxysporum
f. sp. melongenae etmeni patlican koklerinden igeri girerek kokte besin ve su akisini
saglayan ksilemden besin absorbe etmekte ve etmenin ilerlemesi iletim demetleri iginde
kokten gévdeye dogru olmaktadir. Bu ilerleme sonucunda iletim demetleri tikanmakta,
yapraklara su iletimi durmaktadir (70). Solgunluk alttan {ist yapraklara dogru ilerledik¢e
ise bitki Olmektedir (93). Hastaligin karakteristik 6zelligi yaprak klorozu, dis
yaprakeiklarin sararmasi, daha sonra gdvdenin vaskiiler renk degisikligi ve son olarak da
bitkinin toprak {istii organlarinin dliimiiyle karakterize edilmektedir. Bu semptomlar ayni
zamanda Verticillium dahliae'nin neden oldugu Verticillium solgunluguna da benzerlik
gosterdigi icin teshiste karigikliklara neden olabilmekte, yanlis teshis durumunda ise,
Fusarium oxysporum f. sp. melongenae zararinin patlicanda tahmin edilenden fazla
olmasina neden olabilmektedir (94). Her iki etmen benzer solgunluk belirtileri sergilerken
iletim demetlerindeki belirtiler farklilik gostermektedir. Enfekte bitkiden enine kesit
alindiginda kahverengilesme floeme kadar ise Fusarium oxysporum f. sp. melongenae
(Fomg), ksileme kadar ise Verticillium dahliae enfeksiyonunu karakterize etmektedir (95).
Fomg 24 - 27 °C aras1 sicakliklarda ve yiliksek nemli topraklarda daha hizli bir sekilde
hastaliga sebep olmaktadir (37). Fomg topragin derinliklerine kadar yasamlarini
stirdiirebilirler, yagamalarina uygun pH 5 - 7 arasindadir (70). Fusarium solgunlugunun

patlicandaki zararl etkileri Sekil 2.3.”de verilmistir.
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Sekil 2.3. Fusarium solgunlugundan etkilenen patlican bitkilerine ait genel bir goriintii (tez
calismasi esnasinda kullanilan bitkilerde).

Fomg iilkemizde oldugu gibi diger iilkelerde de patlicanda O6nemli kayiplara neden
olmaktadir. Fusarium etmeninin varligi, Italya, Hollanda, ABD, Israil, Ispanya ve
tilkemizde bildirilmistir (96). Fomg nin lilkemizde meydana getirdigi tiriin kayb1 yaklasik
%50 oranlarma ulagmaktadir. Ulkemizde farkli cografik bolgelerden elde edilen Fomg
izolatlarmin ortalama %75’inin  virlilens oldugu bildirilmistir  (97). Fusarium
solgunlugunun Mersin ve Adana illerinde dagilimu ile ilgili yapilan bir arastirmada, Mersin
ilinde ortii altinda ve tlinellerde Fusarium hastaliginin oran1 %42.1 (siddeti ise %18.5) iken
acik alanda ise hastalik orani %33.5 (siddeti ise %15.1) olarak belirtilmistir. Agikta
patlican yetistiricilik oraninin yiiksek oldugu Adana ilinde ise agik alanlarda hastaligin
goriilme oran1 %33.2 (siddeti ise %16.4), izolatlariin gelisebildigi optimum sicaklik 20 -
25 °C olarak bildirilmistir (98). Acik alan patlican yetistiriciligine yonelik bir diger
calismada ise Antalya, Mersin, Hatay, izmir, Manisa, Mugla, Aydin, Bursa, Samsun,
Sanlurfa ve Diyarbakir’da Fusarium hastaliginin yayginligi ve siddeti belirlenmis, bu
alanlardan elde edilen Fomg izolatlarinin viriilenslik seviyeleri aragtirilmistir. Calismanin
sonucuna gore, en yiiksek hastalik oran1 %50 ile Hatay ve Bursa illerinde tespit edilmistir.
381 Fomg izolatindan 122’si yiiksek diizeyde viriilensli (%90 - 100), 175’1 viriilensli (%80
- 90), 62’si orta diizeyde (%0 - 79), 22 adedi ise diistik viriilensli (%60 - 69) olarak
bildirilmistir (4). Fusarium oxysporum’un 70 adet izolati Tirkiye’deki patlican
genotiplerinde test edilmis, ayrica 13 cesit sera kosullarinda da test edilmistir. Sonuglara
gore, Fusarium’a dayanikli oldugu bilinen LS1934 ve LS2436 hatlar1 disindaki Kemer ve
Hadrian gibi yerel gesitlerin ¢cok hassaslik gosterdigi, 70 hastalik izolatinin viriilansinin
benzer oldugu belirtilmistir. Bu sonuclar ise iilkemizdeki Fomg izolatlarinin genomik
olarak ¢ok varyasyon gostermedigini ortaya koymustur. Calismada ayrica Angela, Koksal,

Yula, Nauma gibi ¢esitler 3 virlilans Fomg izolatina farkli derecelerde duyarlilik gostermis
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fakat; AGR-703 ig¢in hastalik siddeti diisiik bulunmustur. AGR-703’tin Fusarium

solgunlugunun goriildigii topraklarda anag olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (99).

2.12. FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. MELONGENAE DAYANIKLILIK
KAYNAKLARI

Giliniimiizde patojenle miicadelede ana¢ olarak kullanilan genotiplerde dayaniklilik
gozlenmekle birlikte yetistiriciligi yapilan ticari patlican g¢esitlerinde hastaliga dayaniklilik
bildirilmemistir (100). Dayaniklilik kaynaklar1 genel olarak Solanum melongena disindaki
tirlerde yer almaktadir. Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya dayaniklilik S.
melongena L., S. indicum, S. aethiopicum L. acelatum Group, S. integrifolium, S. torvum,
S. incanum, S. violaceum, S. sisymbrifolium’da tanimlanmistir. LS1934, LS174, LS2436 3
patlican ¢esidinin Fusarium’a dayanikli oldugu bildirilmistir. Fusarium solgunluguna
hassas bitkiler arasinda domates ve kavunda yer almaktadir. Domateste dayaniklilikla
iliskili 4 gen bildirilmisken (I, 11, 12, 13); kavunda ise Fom-1, Fom-2, Fom-3, Fom-4
genlerinin dayaniklilikla ilgili oldugu bildirilmistir (37). Solanum melongena kdokeni;
dolayli olarak Hindistan ve Giineydogu Cin’de yetistirilen yabani S. incanum’dan ; S.
aethiopicum ve S. macrocarpon 'un kokeni; Afrika’daki yabani akrabalari olan S. anguivi
ve S. dosyphyllum’dan gelmektedir (14). Solanum melongena’ya taksonomik olarak en
yakin olan Solanum aethiopicum gr. Gilo ve Solanum integrifolium, Fusarium oxysporum
f. sp. melongenae etmenine dayanikli tiirlerdir. Solanum torvum ise kendi kendine
dollenen, ¢ogunlukla Giineydogu Asya, Bat1 Hindistan’ da yetistirilen bir patlican tiiriidiir.
S. torvum; bakteriyel - fungal solgunluga, nematodlara yiiksek oranda dayaniklilik
saglamaktadir. S. torvum solgunluk (Fusarium vb.) hastaliklarin1 kontrolde anag olarak
kullanilmaktadir (101). Solanum melongena’ nin yabani atasi olarak bilinen Solanum
incanum, ozellikle Afrika’nin kuzeyinde ve Pakistan’in orta dogusunda yayilmistir.
Solanum incanum, Fusarium oxysporum gibi fungal hastaliklarin yaninda kuraklik gibi
abiyotik streslere de dayanikhidir. Yaygin yetistiriciligi yapilan patlicanlardan olan
Solanum aethiopicum agirlikli olarak Afrika ve Brezilya’da bulunmaktadir. S. aethiopicum,
fungal hastaliklara, k6k - ur nematodlarina karsi direngli oldugundan S. melongena
1slahinda gen kaynagi olarak 6nemlidir. S. aethiopicum X S. melongena arasinda yapilan
somatik melezlemelerden elde edilen somatik hibritlerin Fusarium solgunluguna dayanikli
oldugu; dayanikliligin dominant tek gen tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir (70).
Patlicanda Fusarium solgunlugu ile ilgili 1979 yilinda yapilan bir g¢alismayla S.

incanum’un Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya dayanikli oldugunu bildirmislerdir
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(102). Japonya’da S. integrifolium ve S. melongena cv. Dingaras Multiple Purplex arasinda
yapilan melezleme sonucunda tiirler arasi F1 hibritinin Fusarium’a S. integrifolium’dan
daha iyi dayaniklilik gosterdigi bildirilmistir (70). 1988 yilinda yapilan bir ¢alismada test
edilen Dnestrovets X Stoikii 740, Dnestrovets X Erevanskii 3, Stoikii 740 X Poludlinny ve
Erevanskii X Violetta hibritlerinin Fusarium’a dayanikli oldugunu bildirmislerdir (103). S.
melongena X S. integrifolium meleziyle elde edilen Tabiyo VF anacinin kdklerinde
bulunan ‘solavetivone’ igerigi; diger patlicanlara gore 5 kat fazla ¢ikmistir. Bu maddenin
Fusarium oxysporum f. sp. melongena’ya dayanimda onemli oldugu belirtilmistir (70).
Gana’ da yapilan bagka bir ¢calismayla S. aethiopicum, S. integrifolium, S. macrocarpon, S.

anguivi yabani tiirlerinin Fusarium’a dayanikli olduklari bildirilmistir (104).

2.13. FUSARIUM OXYSPORUM iLE MUCADELE

Toprak kaynakli bitki patojenleri ile miicadele patojenin toprakta uzun siire kalici
olmasindan dolay1 oldukga zordur. Fusarium oxysporum ile miicadelede farkli yontemler
uygulanmaktadir. Fomg ile miicadele kimyasal ve fiziksel miicadele basliklari altinda
toplanmaktadir. Bir diger miicadele ydntemi ise biyolojik kontroldiir. Kimyasal
miicadelelerin basinda bitkiye uygulanan fungusit; topraga uygulanan fumigantlar
gelmektedir. Topraga uygulanan fumigantlarin basinda Fusarium oxysporum ile
miicadelede kimyasal bir yontem olan metil bromiir (MtBr) oldukga etkilidir (3). Toprakta
etkili bir fumigant olan metil bromiir (MtBr) siklikla kullanilmis olmakla birlikte metil
bromiiriin ekonomik olmamasi ve topraktaki biyolojik aktiviteyi olumsuz etkilemesi, insan
sagligina zararli olmasi, maliyetli olmas1 kullanimini olduk¢a sinirlandirmigtir. MtBr
uygulamasi ozon tabakasinda hasara yol agmakla birlikte toprakta kalint1 birakmaktadir.
Bu kalintilar sebzelerde ve bitkilerde toksik etki yaratmaktadir. MtBr ayrica topraktaki
mikroorganizmalar1 da olumsuz etkilemektedir. Montreal Protokolii geregi MtBr’ in 2015
yilinda diinyada tamamen yasaklanmis, iilkemizde ise 2000 yilinda baslayan ve Diinya
Bankas: tarafindan desteklenen ‘-MtBr’ e alternatif gelistirme-" projesi ile 2008 yilinda
kaldirildig: bildirilmektedir. MtBr’nin kullaniminin yasaklanmasiyla birlikte metil bromiir
yerine alternatif uygulamalar kullanilmaya baslanmistir. Toprak solarizasyonu, Dazomet
(Basamid), Metam Sodyum metil bromiire alternatif olarak uygulanmaktadir. Basamid,
toprak kokenli zararlilarda etkili bir uygulamadir ve diger kimyasallara gore daha giivenilir
ve ekonomiktir. Metil bromiir yerine alternatif olarak kullanilan, toprak sicakligini solar
enerji ile arttirarak sterilizasyon saglayan; hidrotermal bir yontem olan solarizasyon da

onerilmistir. Fakat solarizasyonun tek bagina etkili olamadigi, stirekli kullaniminin toprak
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kokenli patojenleri azaltmaya yeterli olmadig1 goriilmiistiir. Kiiltiirel, biyolojik, kimyasal
yontemlerin kombine olarak kullanilmasmin daha etkili olabilecegi belirtilmistir (97).
Bunun yerine Basamid - solarizasyon uygulamasi metil bromiir yerine yapilmakta, etkili
sonu¢ vermektedir. Hem metam sodyum hem basamid ile ilgili fusarium solgunlugunu
azalttiklarina dair birgok ¢aligma mevcuttur; fakat bu yontemler etkili olsa da ¢evreye ve

topraktaki canlilara verdikleri zarar oldukg¢a fazladir (70).

F. oxysporum ile miicadelede bitki Oziitlerinden de yararlanilmaktadir. ‘Ursolic asit’,
‘aceton’ bitki oziitleriyle ilgili yapilan ¢alismalarda bu 6ziitlerin F. oxysporum’un etkisini
azalttig1 belirtilmistir (105, 106). Bitki esansiyel yaglart da fungusit olarak kullanilmakta;

yesil pestisit olarak adlandirilmaktadirlar.

Toprak kokenli F. oxysporum ile bir diger miicadele yontemi ise biyolojik kontroldiir.
Biyolojik miicadelede F. oxysporum ile etkilesime girerek onun etkinligini azaltan
mikroorganizmalar kullanilmaktadir (97). Biyolojik kontrol icin yapilan caligmalara
bakildiginda, fungal hiicre duvar1 parcalayict kitinaz ve B 1-3 glukonaz enzim igeren T.
harzianum ve T. viride tiirlerinin topraktaki Fusarium solani patojenini azalttigini
belirtmislerdir (107). Baska bir ¢alismada Bacillus ve Pseudomonas bitki biiyiime
diizenleyici rhizobacteria’nin Fomg’ye karsit etkili olarak patojeniteyi azalttigini
belirtmislerdir (108). Gigaspora margarita (GIM), Glomus etunicatum (GE), Glamus
fasciculates (GF), Glomus intradices (GI) ve Glomus mosseae (109) mikorizal
funguslarinin saksi1 denemelerinde Fomg’ye bagl solgunlugu azaltma oranlar arastirilms;
GE’nin %79 oraninda basarili oldugu belirtilmistir (110). Pseudomonas putida trevisan’in
siderofor {iireterek mikrokonidilerin ¢im borusunun uzamasimi ve klamidosporlarin

¢imlenmesini engelleyerek patojen gelisimini azalttig1 belirtilmistir (111).

Miicadelede uygulanan baska bir yontem olan kiiltiirel yontemler; temiz (fungus ari)
materyal kullanimi, dayanikli ¢esit se¢imi, bitki rotasyonunu kapsamaktadir. Uzun siireli
rotasyonun (4 - 6 yil) hastalig1 azalttigi bildirilmistir. Kiiltiirel yontemler zaman zaman

kullanilsa da hastaligi azaltmada kesin ¢oziimler olmadig belirtilmistir (37).

Sebzelerde asilama da Fusarium, Verticillium gibi toprak kokenli hastaliklarla miicadelede
kullanilmaktadir. Fakat asilamada ana¢ olarak kullanilan bitkinin dayanikli olmasi
gerekmektedir (112). Mevcut durumda Fomg dayanikli patlican anaglarina hassas patlican

cesitleri ile asilanmaktadir. Asilama yetistiricilikte iyi bir ¢6ziim olmakla birlikte ek bir
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maliyet getirmektedir. Uretici hem istenilen cesitte fide; hem anag igin {iretim masraflar
artmaktadir. Dayanikli anaclar {izerine yapilan asilamalar ile; kok - ur nematodlar1 ve diger
toprak kaynakli patojenlerin de kontrolleri saglanabilir. Patlicanda Fusarium solgunlugunu
kontrol edebilmek i¢in topragin bulasik olmamasi ve dayanikli c¢esit kullanmak
gerekmektedir (97). Ayrica patojenin topraktaki kaliciligi goz oniine alindiginda kontrol
i¢in en etkili yontemin dayanikli ¢esit kullanimi oldugu goriilmektedir (94).

2.14. DNA DIZILEME TEKNOLOJISi

Niikleik asit dizilemesinde amag¢; DNA - RNA molekiiliinde bulunan niikleotitleri
belirlemektir. Niikleik asitlerin dizilimlerini belirlemek biyolojik arastirmalarda oldukc¢a
onemlidir. Tlk dizileme calismalari tek iplikli RNA’dan baslamistir. Tek iplikli RNA’ya
sahip bakteriyofaj MS2’ nin tiim genomu 1976 yilinda sekanslanmistir. Rekombinant DNA
tekniklerinin gelismesiyle DNA dizi analizleri de gelismistir. 1977 yilinda Maxam -
Gilbert ve Sanger tarafindan 2 farkli DNA dizi analiz yontemi bulunmustur. 1986 yilinda
ilk tam otomatik sekans cihaz1 gelistirilmistir. 1995 yilinda Haemophilus influenza’ya ait
ilk DNA dizisi sekanslanmis, 1996 yilinda Saccharomyces cerevisiae’nin DNA’s1
dizilenmistir. 1998’de Caenorhabditis elegans’in DNA dizisi ¢ikarilmig, 2000 yilinda ise
Drosophila melonagaster’in DNA dizisi yayinlanmigtir. 2000 yilinda ilk bitki sekansi
olarak Arabidopsis thaliana DNA’s1 sekanslanmistir. insandaki cinsiyet kromozomu olan

Y kromozomunun sekanslanmasi da 2003 yilinda gerceklestirilmistir (113, 114).
2.14.1. Birinci Nesil Dizileme Teknolojisi

Birinci nesil dizileme 1977 yilinda; Maxam Gilbert yontemi ve Sanger yontemi ile ortaya
cikmigtir. Maxam Gilbert yontemi; DNA dizilerinin c¢esitli kimyasal reaksiyonlar ile
boliinmesine, sonuglarin jel elektroforezinde goriintillenmesine dayanmaktadir (115).
Yontemde DNA’da bulunan bazlar kimyasallarla degistirilerek bu bazlarin bulundugu
yerden zincirin Kirilmasi esas alinmaktadir. Maxam- Gilbert yontemi olduk¢a karmasiktir
ve yavas ilerlemektedir. Ayrica zararli kimyasallarin kullanilmasi, bliyiik genomlarda
kullanilamamasi yontemin dezavantajlarindandir. Maxam - Gilbert metoduna paralel
olarak 1977 yilinda Sanger metodu gelistirilmistir. Sanger, Maxam - Gilbert yontemine
gore daha verimli, daha az kimyasal kullandigindan hizla yayginlasmistir. Sanger
metodunun ana prensibi ise 3’OH grubu dehidroksile olan dideoksiniikleotidler

kullanilarak DNA zincir uzamasmin durdurulmasidir (116). Uzamasi durdurulan
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fragmentler kapiller elektroforez iizerinden boylarina gore ayrilir. Sanger yontemiyle 400 -
800 baz uzunlugundaki DNA dizileri okunabilmektedir. Daha uzun bdlgelerin
okunabilmesi i¢in, ‘shotgun dizileme’ adi verilen; istenilen bdlgeleri parcalara ayirip
dizileyip sonra birlestiren yontem gelistirilmistir. Sanger ile dizilemede DNA pargalari
dizilemeden Once klonlanmissa elde edilen dizide klonlama vektoriine ait kisimlarin
olmasi, 700 - 900 baz dizilemeden sonra kromotogram kalitesinin kotiilesmesi Sanger
yonteminin dezavantajlarindandir. 2003 yilinda tamamlanan ‘Insan Genom Projesi’nde de

bu yontem kullanilmustir (117).
2.14.2. ikinci Nesil Dizileme Teknolojisi (Yeni Nesil Dizileme)

Insan genom projesinin bitmesiyle birlikte ‘Yeni Nesil Dizileme (YND)’ ortaya ¢ikmustir.
[lk YND 2005 yilinda kullamlmistir. YND, birinci nesil dizilemenin maliyetinin yiiksek
olmasi ve veriminin kismen disiik olmasindan dolayr kullanilmaya baslanmistir (114).
YND; DNA’ nin enzimatik yollarla kesilmesi, bu parcalariyla kiitliphane olusturulmasi ve
kiitiiphaneyi olugturan DNA parcalarinin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Birgok DNA
parcasinin dizilenmesi es zamanli olarak gerceklesmektedir (118). YND yontemi ile
genom, transkriptom, DNA - protein etkilesimleri belirlenebilir. RNA - mRNA, kromatin

yapisi, metilasyon durumu ile ilgili ¢aligmalar da yapilabilir (119).

Yeni nesil dizileme, Roche 454’{in kullandig1 pirodizileme ile baslamis, [lumina, SOLID,
Iyon Torrent ile devam etmistir (115). Pirodizileme, yiiksek islem hacmine sahip olmast,
diisiik maliyetli olmasindan dolayr Sanger metodunun yerini almigtir. Klonlamaya ihtiyag
duyulmayan pirodizilemede, sentez yaparak dizileme prensibi uygulanmaktadir. Yontem;
DNA sentezi sirasinda ortaya ¢ikan pirofosfatlarin (PPi) tespit edilmesi esasina dayanir.
Yontemin temelinde DNA polimeraz aktivitesinin kemiliiminesan enzim ile tespit edilmesi

vardir. Pirodizileme gergek zamanli kantitatif bir dizi analizi yontemidir (120).

Iyon Torrent teknigi sentez yaparak dizileme prensibini uygulayan baska bir yontemdir.
Yontem, DNA’nin polimerizasyonu sirasinda ortaya ¢ikan hidrojen iyonlarinin saptanmasi
temeline dayanmaktadir. Salinan hidrojen iyonlariin sayisina gore fazla elektronik sinyal
elde edilmesiyle DNA dizisi belirlenir. Yontem pH degisimini Olgme esasina
dayanmaktadir. Yontemin uygulamasi kisaca su sekildedir: Kalip DNA dizisi igeren
kuyuya niikleotidler verilir, niikleotid ile kalip DNA eslestiginde Hidrojen iyonu salinimi

olur bu da iyon sensoérleri tarafindan algilanir (120).
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SOLID 2008 yilinda gelistirilen ligasyon temelli bir sekanslama yontemidir. Ydntemin
temelinde emiilsiyon PZR bulunmaktadir. Cogaltilan {irlinler cam bir ylizeyde, 4 farklh
floresan boya etiketli 16 diniikleotid ile muamele edilir. Hibridizasyon ve ligasyon
sonucundaki renklere gore niikleotidler belirlenir. Bu yontem sayesinde DNA fragmentleri
paralel olarak dizilenebilir. Ayrica yontem 2 baz kodlama mekanizmasi ile her baz1 2 defa

sorgulayabilmektedir.

Tez calismasinda da kullanilan llumina, transkriptom dizileme, RNA dizileme (RNA-seq)
caligmalarinda da siklikla kullanilmaktadir. [lumina yonteminde sentez yoluyla dizileme
uygulanmaktadir. Yontemin esasinda DNA fragmentinin koprii olusturarak c¢ogalmasi
vardir. Flowcell tizerinde PZR ile kopyasi elde edilen fragmentler dizilenir, okumalar
hizalanarak birlestirilir. Aym1 fragment bir¢ok kez okunabildigi i¢in okuma derinligi ve

say1st oldukga yiiksektir (121).

Her sistemin avantaji ve dezavantaji olan Ozellikleri vardir. Bunlardan bazilari; okuma

uzunlugu, maliyeti, ¢alisma kolayligidir (122).
2.14.3. Ugiincii Nesil Dizileme Teknolojisi

YND’ den sonra 3. nesil dizileme ortaya ¢ikmistir. 3. nesil dizileme ile tek molekiil -
gercek zamanh dizileme gerceklesmektedir. Bu yontemi yeni nesil dizilemeden ayiran fark
ise amplifikasyona ihtiya¢ duymamasidir. 3. nesil teknolojisi Oxford Nanopore, Zero -

mode wavwguide, Pacific Bioscience, Helicos platformlariyla gergeklestirilmektedir (115).

Nanopor; lipit tabaka ilizerine gomiilii olarak bulunan biyoporun adindan gelmektedir.
Yontemin temelinde; por olusumunu saglayan bakteriyel proteinlerin hiicrelerde organik
molekiillerin, kiiclik iyonlarin gegisine izin vermesi vardir. Nanoporda kullanilan a-
haemolysin (aHL), Staphylococcus aureus tarafindan iiretilmektedir. Yontemde oHL por
boyunca DNA dizilimi gerceklestirilir. Pordan gecis esnasinda akim seviyesi niikleotid
varligina bagl olarak degismektedir. Amplifikasyona ve floresan isaretlemeye ihtiyag

duymamasi, es zamanli veri analizi yontemin en biiyiik avantajlarindandir (123, 124).

Helicos Biosciences Cambridge tarafindan ticarilestirilmistir. Bu yontem, restriksiyon
enzimleriyle kesilen DNA oOrneklerinin (100 — 200 bg) kati1 yilizeydeki oligoniikleotid
primerler ile hibridizasyonunu temel almaktadir. Yontemde, restriksiyon enzimi ile kesilen

dizilere polyA kuyrugu eklenir, polyT bulunduran kati yiizey ile polyA eklenen DNA
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dizileri hibridize olur. Hibridizasyondan sonra her kalip sekanslanir. Etiketleme islemi
gerceklestirilir. Floresanla isaretli bazlar eklenir ve cihazdaki lazer isaretli baz1 aydinlatir
(124).

SMRT (Single Molecule, Real-Time / Tek molekiillii, ger¢ek zamanli) olarak da
adlandirilan Pacific Biosciences, tek molekiillii DNA dizileme yontemidir. 2010 yilinda
piyasaya siiriilen yontem Zero - mode waveguide (ZMW) igerisinde immobilize edilen
DNA polimeraz enzimini temel olarak almaktadir. Dizileme esnasinda polimeraz ile DNA
dizisi baglanir. 4 farkli floresan boya ile isaretli 4 niikleotid de ortamda hazir bulunur.
DNA polimeraz tarafindan bir niikleotid eklendiginde floresan etiket boliiniir, ZMW
tarafindan gozlemlenemez. Bu esnada dedektdr niikleotid birlesmesi esnasinda ortaya
c¢ikan floresan sinyali tespit eder. Boyaya karsilik gelen floresan sinyale gore baz belirlenir.
Yontemde yikama, PZR gibi asamalarin olmamasi avantajlar arasindayken; maliyet ve

ornek hazirliginin zor olmasi dezavantajlar arasindadir (114, 124).

Birinci, ikinci ve ti¢lincii nesil dizilemeler arasinda birgok 6zellik bakimindan farkliliklar
bulunmaktadir. Bu farkliliklar tablo halinde Cizelge 2.7.’de verilmistir. Dizileme
yontemleri de kendi aralarinda farkli o6zellikler gostermektedir. Bazi dizileme
yontemlerinin, kullandiklar1 yontem, caligma siiresi ve okuma uzunlugu (bg) bakimindan

gosterdikleri farkliliklar Cizelge 2.8.’de verilmistir.

Cizelge 2.7. Birinci, ikinci ve liglincii nesil dizilemeler arasindaki farklar (114).

Birinci Nesil | ikinci Nesil | Uciincii Nesil Dizileme
Dizileme Dizileme
Okuma Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Dogrulugu
Verim Diisiik Yiiksek Yiksek
Maliyet Yiiksek Yiiksek Diisiik
Zaman Saatler Gtinler Dakikalar
RNA-dizileme cDNA kullanarak cDNA kullanarak cDNA kullanarak, dogrudan
RNA kullanarak
Ornegin PZR’ye gerek yok PZR’ye gerek var PZR’ye gerek yok
hazirlanmasi
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Cizelge 2.8. Baz1 yeni nesil DNA dizileme platformlarinin karsilastirilmasi (124).

Dizileme Yontemi Kullanilan Yontem Calisma Siiresi Okuma Uzunlugu (b¢)
Roche 454 FLX Sentez araciligi ile dizileme 24 saat 400-500
(Pirodizileme)
Illumina (Solexa) | Sentez araciligi ile dizileme 3-10 giin 100
iyon Torrent Sentez araciligi ile dizileme 2 saat 200
ABI Solid Ligasyon ile dizileme 1-2 hafta 50
Helicos Ten zincir dizileme 8 giin 25-55
Pacific Biosciences Tek zincir dizileme Yaklasik 1 saat 1300

2.15. TRANSKRIiPTOM DIiZiLEME

Transkriptom, bir hiicredeki transkriptlerin tamaminin ¢esidinin, miktarinin es zamanl
olarak incelenmesidir. Transkriptom ile; kodlanmayan RNA’lari, gene ait ekspresyon
diizeyini, tek niikleotid farkliliklarini, splicing mekanizmasini, post - transkripsiyonel
modifikasyonlari, insersiyonlari, delesyonlari, translokasyonlari, farkli stireglerdeki
dokunun transkript seviyesindeki farkliliklar1 belirleyebilmek miimkiindir (125).
Transkriptom dizilemesi - RNA dizileme (RNA-Seq) teknigi ile bir 6rnekteki RNA’nin
durumu ve organizasyonunu Kantitatif olarak ortaya konulabilmektedir. RNA
sekanslamada hibridizasyon temelli ve sekans temelli yaklasimlar kullaniimaktadir.
Hibridizasyon temelli yaklasimda; mikrodizin (mikroarray) - oligomikroarray
kullanilmaktadir. Hibridizasyon temelli yaklasimda floresan isaretleme kullanilmaktadir.
Yontemin dezavantaji ise farkli deneylerdeki ekspresyon seviyesini belirlemek genelde zor
ve karmasik normalizasyon metotlar1 gerektirmesidir. Sekans bazli yaklagimda, basta
Sanger ile cDNA ve EST Kkiitiiphaneleri kullanilmistir fakat bu yontemler pahali ve
kantitatif olmadigindan ‘tag bazli” metotlar kullanilmaya baglanmigtir. RNA-seq ile
Saccharomyces, Arabidopsis thaliana, fare, insan hiicreleri sekanslanmistir. RNA-seq;
deep - sekanslama kullanir. RNA, cDNA’ya ¢evrilir. Okumalar sekans teknolojisine bagl
olarak 300 - 400 b¢ uzunlugunda olabilir ve llumina, Roche, Solid vb. platformlar
kullanilmaktadir. RNA-seq’in avantajlar1 arasinda: hibridizasyon temelli olmamasi,
mevcut genomik diziye karsilik gelen transkriptleri tespit edebilmesi, transkriptlerin
siirlarinin kesin yerlerini belirleyebilmesi, kisa okumalar yapabilmesi, 2 ekzonun nasil
birlestigi hakkinda bilgi saglamasi, transkript bolgelerindeki sekans varyasyonlarini ortaya
koyabilmesi bulunmaktadir. Mikroarray’e gore avantaji ¢ok biiylik miktardaki transkript
farkliliklarin1  bile Olgebiliyor olmasidir. Ayrica mikroarray ile dogrulanamayan
transkriptler RNA-seq ile dogrulanabilir. RNA-seq’de diger tim genom dizilemelerden
farkli olarak; transkriptom analizinde RPKM (read of per kilobase exon per million reads:
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bir gene haritalanmis olan okuma sayisi) degerleri analiz edilir (126). RNA-Seq ile

mikroarray ve cDNA/EST nin karsilastirilmasit Cizelge 2.9.’da verilmistir.

Cizelge 2.9. RNA-Seq ile mikroarray ve cDNA/EST nin karsilastirilmasi (127, 128).

Teknoloji RNA-Seq Mikroarray cDNA/EST

Ozellikleri

Islem kapasitesi Yiiksek Yiksek Diisiik

Temel aldig1 prensip Yeni Nesil Hibridizasyon Sanger Sekanslama
Dizileme

Rezoliisyon Tek Baz 2-100 baz arasi Tek baz

Uygulama

Aym genin farkh izoformlarim Evet Sinirh Evet

ayirt edebilme

Allelik ekspresyonlar: ayirt Evet Sinirh Evet

edebilme

Es Zamanl transkriptlerin Evet Evet Es Zamanl

dizilenmesi-ekspresyon seviyelerini transkriptlerin

belirleyebilme dizilenmesi i¢in uygun

Dezavantaji

Ihtiyac duydugu RNA miktar Diisiik Yiiksek Yiiksek

Maliyet Diisiik Yiiksek Yiiksek

2.16. RNA-SEQ DIiZILEME BASAMAKLARI

RNA-seq teknigi, yeni nesil dizileme teknolojilerini kullanir (129). RNA-Seq dizileme

basamaklari su sekildedir:

- Toplam RNA eldesi

- Bioanalyzer ile RNA kalitesi ve miktarinin 6l¢iilmesi

- Toplam RNA’dan rRNA uzaklastirilmasi

- cDNA sentezi

- Kiitiiphane hazirlama

- Sekanslama

- Veri analizi

- Okumalarin hizalanmasi

- Transkriptlerin birlestirilmesi

- Transkript miktarinin belirlenmesi
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2.17. ILLUMINA

2006 yilinda ticarilesen Solexa dizileme, 20007 yilinda Illumina tarafindan satin alinmistir.
Illumina / Solexa, doniistiiriilebilir (floresan isaretli) terminator ile dizileme yaklasimini
kullanmaktadir. Sentez araciligi ile dizileme gergeklestirmektedir. Dizilemeden 6nce, DNA
kiitliphanelerinin  klonal amplifikasyonu ‘koprii amplifikasyonu’ ile gerceklesir.
Sekanslama, DNA polimeraz araciligtyla tersinir bir sonlandirictyla birlestirilmis floresan
niikleotidlerin dahil edilerek optik okumasina dayanmaktadir. Tek bir floresan isaretli
tersinir sonlandiriciya bagli ANTP, her dongii esnasinda niikleik asit zincirine dahil edilir
ve elde edilen floresan sinyal goriintiilenir. Sonrasinda sonlandirict ve floresan boya bir
sonraki etiketli ANTP’nin eklenmesine izin vermek i¢in dahil edilen dNTP’den ayrilir.
[Nlumina platformu, u¢ dizileme yetenegine sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde DNA parcasinin
her iki ucundan gelen verileri okuyabilmektedir. Illumina kullandig1 tersinir sonlandirict
teknolojisi ve ug dizileme teknolojisi ile birlikte %0.1 gibi bir hata oraniyla olduk¢a dogru
oranda dizileme yapabilmektedir. Illumina farkli okuma sayilarina sahip platformlar
icermektedir. Bunlar: iSeq, MiniSeq, MiSeq, NextSeq550, NextSeq1000, NextSeq2000’
Novaseq6000°’dir. Illumina platformlarindan MiSeq, 2 X 300 b¢’lik okumayi 56 saat gibi
uzun bir siirede yapabilirken; MiniSeq, NextSeq550 gibi yeni ¢ikan platformlar iki kanalli
SBS teknolojisini kullanarak (4 bazi tararken dongii basina iki adet goriintii verebilen)
kalite ve dogruluk oranini da koruyarak veri isleme siiresini azaltmaktadir (130). Illumina
sistemi Sanger metoduna gore daha hizlidir; ¢linkii ayn1 anda bir¢ok fragment analiz
edilebilmektedir. Ayrica Illumina’da fragment kiitiiphaneleri kullanilmakta bu da
sekanslamanin dogru gergeklesip gerceklesmediginin kontroliinli miimkiin kilmaktadir.

[llumina sekanslamanin dezavantaji ise pahali ekipmanlara ihtiya¢ duymasidir.

2.18. TRANSKRIPTOM DIiZiLEME TEKNOLOJIiSi iLE HEDEF GENLERIN
BELIiRLENMESI

Transkriptom analizleri cDNA - AFLP, EST, mikrodizin, RNA dizileme yontemleriyle
belirlenebilmektedir. cDNA - AFLP, ozellikle bitkilerde farkli kosullarda ilgilenilen
genlerdeki ifade degisimlerini belirlemede kullanilir. EST’ler genlerin ifade analizinde
kullanilmaktadir. Mikrodizin analizi ile genlerin ifade analizleri ve gen polimorfizmleri
hakkinda bilgi saglanabilmektedir (131). RNA-seq RNA’nin  durumunu ve
organizasyonunu belirleyen kantitatif veriler elde edilmesini saglayan etkin bir yontemdir.

RNA-seq ile, ekzonlarin nasil birlestigi hakkinda bilgi saglanabilir ve transkript
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bolgelerdeki varyasyonlari ortaya koyabilir (126). Transkriptom analizleri farkli amaglar
icin yapilmaktadir. Patlicanda partenokarpi, antosiyanin yolaklarinin aydinlatilmasi,
evrimsel siire¢ gibi konular {lizerine yiiriitilen transkriptom analizleri mevcutken;
hastaliklara yonelik transkriptom ¢alismalari sinirli sayidadir. Patlicanda ‘rfo-sal’ lokusu
tasiyan S. aethiopicum X S. melongena melezine Fusarium ve Verticillium etmenleri
bulastirilmis; hastaliga savunma yanit1 olusturan aday genlerin ifadesi koklerde qRT-PCR,
SSH, mikrodizin analizleriyle belirlenmistir (64). S. melongena - S. torvum i¢in RNA
diizeyinde transkriptom sekanslama yapilmis ve sonuclar karsilastirilmistir. Sonuglar
protein diizeyinde de degerlendirilmistir (132). Yine patlicanin kiiltiir formunda bakteriyel
solgunluga neden olan ‘Rolstonia solanacearum’ etmeni ile iligskiyi belirlemek igin etmene
dayanikli - hassas bitkilerin inokiilasyondan 6nce ve sonra RNA-seq ile transkriptomlari
sekanslanmig; ekspresyonu degisen gen sayilari belirlenmistir (109). S. incanum ve S.
aethiopicum tiirlerinde RNA dizileme ile transkriptom analizi yapilmis; ¢alismanin sonucu
S. incanum ve S. aethiopicum arasindaki gen dizileri ve allel varyasyonlari1 hakkinda genis
bilgi ortaya koyarken, patlican yetistiriciligi ile ilgili metabolik yollarda yer alan hedef
genlerin daha iyi anlasilmasmna katki saglamistir. Calismada tespit edilen molekiiler

markirlarin (6zellikle 1slah programlari i¢in) kullanilabilecegi bildirilmistir (133).

Kiiltiir patlicaninin evrimsel siirecini daha iyi anlayabilmek i¢in yapilan ¢aligmada; S.
aethiopicum, S. integrifolium, S. sisymbrifolium ve S. melongena’ya ait gesitlerde RNA
dizileme diizeyinde transkriptom analizi yapilmistir. Calismanin sonucunda, patlicanda
etkiler (yapilan melezlemeler, olusturulan mutasyonlar vb.) sonucu olusan meyve
Ozellikleriyle ilgili bir gen varlig1 tespit edilmis, hastalik - stres direnciyle alakali genler
bulunmus; biyotik stresin ve cevresel degisikliklerin kiiltiir patlicanlarinin olusumunda
onemli faktorler oldugu belirtilmistir (134). RNA dizileme analiziyle antosiyanin
mekanizmasinin incelendigi bir baska ¢alismada; mutasyonla elde edilen beyaz patlican ve
mor renkteki yabani patlican kullanilmistir. Calisma sonuglarinin antosiyanince zengin
patlican ¢esitlerinin 1slahi siirecinde kaynak genetik veri olabilecegi bildirilmistir (135).
Patlicanda partenokarpik meyve olusumunun anlagilmasi lizerine yapilan bagka bir
transkriptom sekanslamasinda; 1 partenokarpik ve 2 partenokarpik olmayan patlican hatti
kullanilmis, calismanin sonucunda partenokarpik olan ve partenokarpik 6zellige sahip

olmayan patlicanlarin kapsamli transkriptom profilleri ortaya ¢ikarilmistir (136).
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3. GEREKCE VE AMAC

Bitkilerde ¢esit gelistirme asamalarinda yapilan melezlemeler sonucu ortaya ¢ikan yeni
genetik yap1 generasyonlar boyunca degismektedir. Ana — baba - ebeveynlerin yaninda
melez generasyonlardaki genom yapist (gen dagilimlart ve fonksiyonlar1) hibrit
bitkilerdeki dayaniklilik gdstergesi olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Hibrit bitkilerdeki genom
boyu gen dagilimlarinin belirlenmesi ise dayanikli - hassas genomlardaki agilimlari,

degisimleri ortaya koyucu bulgulari olusturmaktadir.

Fusarium oxysporum f. sp. melongenae'ya dayanima yonelik yapilan molekiiler
caligmalara bakildiginda ise, hastaliga dayanikliligin kalitiminin nasil oldugu ve dayanikli
cesitlerin se¢iminde kullanilabilecek markirlarin gelistirildigi goriilmektedir. Molekiiler
diizeyde dayanikliligin incelenmesi i¢in yapilan calismalarda dayanikliligin tek bir gene
bagli oldugu belirtilmistir (70, 93) ve dayanikliligin tespitine yonelik olarak yapilan
calismalarda da cesitli markirlarin  gelistirildigi belirtilmistir (60, 93). Bahsi gegen
arastirmalardan farkli olarak etmenle iligkili genlere toplu bakis imkani sunan RNA-Seq
tekniginin bu amagla kullanilmadigi goriilmektedir. RNA-Seq analizlerinde bitki RNA
materyali kullanilarak, etmene karsi basta savunmada rol alan tiim genler ile bu genlerin
ifadesi olmak tiizere, bu genler ile ilgili yolaklar, genlerin var ise izoformlari, belirlenen
genlerin 5' ve 3' uclar1 belirlenebilmektedir. Ayrica karsilastirmali transkriptom analizleri
ile gen(ler)de olas1 tek niikleotid degisimleri (markir tespitine yonelik ileriki ¢aligmalara
yardimci olabilecek), insersiyon, delesyon durumlar1 da tespit edilebilmektedir. Diger bir
deyisle RNA-seq analizleri yukarida bahsedilen calismalardan farkli olarak etmene
dayaniklilikta rol alan genlerin tiimiine toplu bir bakis saglamakta, ilgili genlerin hepsini
ortaya ¢ikarmaktadir. Mevcut bilgilerimiz 15181inda projede kullanilmasi planlanan patlican
tirleri (Anamur ve S. macrocarpon) ve hibritlerinde Fusarium’a yonelik herhangi bir
RNA-Seq arastirmasi bulunmamaktadir. Bu ¢alisma Fomg enfeksiyonuna ve kullanilan tiir
(S. melongena, S. macrocarpon) ve hibritlere yonelik ilk transkriptom arastirmasi

ozelligindedir.

Bu calismada yabani patlicanda bulunan Fusarium oxysporum f. sp. melongenae
dayanikliligini tiirler aras1 melezlemelerle F1 ve F2 generasyonuna gecirebilmek ve
generasyonlar boyu transkriptom analizi yaparak dayaniklilifa aday genleri tespit etmek

amaclanmustir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya hassas tiir olarak: Solanum melongena tiirii
ve yerli gesit olarak Anamur, Pala, Yamula gesitleri kullanilmistir. Bu tiir melezlemelerde

ana olarak kullanilmstir.

Fusarium oxysporum f. sp. melongenae’ya dayamikh tiir olarak: S. linneanum, S.
anguivi, S. aethiopicum gr. Gilo, S. insanum, S. incanum, S. /ntegrifolium, S. macrocarpon

tiirleri kullanilmistir. Bu tiir melezlemelerde baba olarak kullanilmistir.

Yabani tiirler ile yerli ¢esitlerde melezleme basarisi tiirler arasi melezleme oldugu igin
diisiik; ¢imlenme oranlar1 az olabilmektedir. Cimlenme orani ve melezleme basarisi ile
ilgili olan bu problemleri en aza indirebilmek igin; ilk olarak yabani tiirlere ait birden fazla
ornek materyal kullanilmistir; melezleme basarilarina gore, en iyi sonucu veren anne -

baba materyal olarak segilmistir.

Tez calismasinda kullanilan ana (Anamur ¢esidi) ve baba tiiriine (Solanum macrocarpon)

ait fotograflar Sekil 4.1.’de verilmistir

Sekil 4.1. a) Tez c¢alismasinda ana olarak kullanilan Anamur c¢esidi b) baba olarak
kullanilan Solanum macrocarpon tiiri.

Tez galismasinda kullanilan Solanum integrifolium, Solanum macrocarpon tiirlerine ait

fotograflar Sekil 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.2. a) Solanum integrifolium b) Solanum macrocarpon ‘a ait resimler.

42. YONTEM
4.2.1. DTG VE HYC BITKILERIN YETISTIiRILMESI

Dayanikli tiire ait genotip (DTG) ve hassas yerli ¢esit (HYC) tohumlari, igerisinde torf
bulunan plastik ¢imlendirme kaplarina ekilmis; 24 - 28 °C 16 / 8 saat giindiiz / gece ayarh
iklim odasina yerlestirilmistir. Fideler sonrasinda 1 : 1 oraninda steril torf - perlit karisimli
viyollere sasirtilmig; gerekli bakimlar1 yapilan fideler 3 - 4 ger¢ek yaprakli asamaya

geldiklerinde iklim kontrollii seraya aktarilmistir.

Bitkiler seraya ¢ift sirali olarak uygun araliklarla dikilmis, can sulart verilmistir. Sonraki
sulamalar damla sulama ile gerceklestirilmistir. Bitkilere ihtiya¢ durumunda budama —

giibreleme yapilmstir.

Sekil 4.3. Calismanin yapildig1 seraya ait fotograflar.
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4.2.2. DTG VE HYC BITKILERIN MELEZLENMESI

Melez bitkileri elde edebilmek i¢in dayanikli oldugu diisiiniilen baba genotipi (DTG) ile
hassas ana ¢esidi (HYC) melezlenmistir. Melezlemeler disi organin reseptif oldugu sabah
erken saatlerinde yapilmistir. Melezlemede kullanilan ana bitkilerin ¢igek tomurcuklar
anterler patlamadan once pens ile emaskiile edilerek yabanci tozlanma olmamasi i¢in kese
kagidi ile izole edilmistir. Melezlemede kullanilan baba bitkilerin polenleri ise tam
cigeklenme (tag¢ yapraklar1 agilmak iizereyken) asamasindayken c¢icek tomurcuklarindan
alinarak ana ebeveynin disicik tepesine siiriilerek birakilmistir. Melezlemesi tamamlanan
bitkiler etiketlenerek keseyle izole edilmistir. Melezlemelerde ana olarak (HYC), Anamur
F2, Anamur F4, Yamula ve Pala kullanilmistir. Melezlemelerde baba olarak ise (DTG) S.
anguivi (29), S. insanum (60), S. linneanum (37), S. linneanum (33), S. linneanum (10), S.
aethiopicum gr. Gilo, S. acelatum, S. acelatum (11), S. integrifolium, T22AC, S. incanum
(21), S. incanum, S. macrocarpon, S. sisymbrifolium kullanilmistir. Her bitkiden 5
melezleme yapilmistir. Patlican ¢igegine ve melezleme g¢alismasina ait fotograflar Sekil

4.4 .’te verilmistir.
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Cizelge 4.1. HYC ve DTG melezleme kombinasyonlar1 ve melezleme sayisi.

HYC X DTG Melezleme Kombinasyonlar: Yapilan Melezleme Sayisi
(Bitki no)

Anamur F2 X S. insanum (60)

Anamur F2 X S. aethiopicum Gilo

Anamur F2 X S. acelatum

Anamur F2 X S. integrifolium

Anamur F2 X S. linneanum (37)

Anamur F2 X T22AC

Anamur F2 X S. incanum (21)

Anamur F4 X S. macrocarpon

Anamur F4 X S. incanum

Anamur F4 X S. linneanum (33)

Anamur F4 X S. anguivi (29)

Anamur F4 X S. sisymbrifolium

Anamur F4 X S. acelatum (11)

Anamur F4 X T22AC

Yamula X S. incanum

Yamula X S. linneanum (37)

Yamula X S. insanum (60)

Pala X S. linneanum (37)

Pala X S. aethipicum Gilo

gojojorjforjgjajorjorforjgrjajorjorforjorjgjor|orfo

Pala X S. linneanum (10)

Sekil 4.4. Patlican ¢igcegine ve melezleme caligsmalarina ait fotograf.

4.2.3. PATOJEN TESTLEMESINDE KULLANILACAK OLAN FOMG
iZOLATLARININ TEMINi VE COGALTILMASI

Patojenite testlemesi i¢in kullanilacak olan Fusarium oxysporum melongenae izolatlarinin
temini Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii

Fitopatoloji Anabilim dali Mikoloji laboratuvarindan saglanmistir.

Patojenite testlemeleri igin spor siispansiyonu hazirlanmistir. Spor siispansiyonlar: pH’s1
6.5 olan Patates Dextroz Agar (PDA) ortaminda 24 °C’de 3 - 4 haftalik fungus

kiiltiirlerinden hazirlanmistir. Sporlar besi ortamindan bistiiri ile kazinarak erlenmayere
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alinmustir. Igerisine steril saf su eklenmistir. Saf su ilavesinden sonra galkalanarak homojen
hale getirilen silispansiyondan agar ve misel pargalar tiilden siiziilerek uzaklastirilmistir.
Stiziilen silispansiyon yeni erlenmayere aktarilmistir. Silispansiyonun spor yogunlugu
hemositometre kullanilarak mikroskop yardimiyla belirlenmistir. Spor yogunlugu 1X10°
konidi / ml olacak sekilde ayarlanmistir (137). Fusarium oxysporum melongenae’nin PDA

ortamindaki makroskobik ve mikroskobik goriintiisii Sekil 4.5.”de verilmistir.

Sekil 4.5. Fusarium oxysporum melongenae nin PDA’daki makroskopik ve mikroskobik
goruntusu.

4.2.4. DTG -HYC - F1 BITKILERININ KLASIK PATOJENITE TESTLEMELERI

Yapilan melezlemelerden elde edilen tohumlar uygun ortamlarda yetistirilmis; yetistirilen
F1 bitkilerine patojen testlemesi yapilarak en dayanikli melez bitkilerin bulunmasi
amaclanmigstir. Patojen testlemesinin yaninda, calismanin ilerleyen asamalarinda gerekecek
F2 bitkileri i¢cin melezlenen bitkinin tohumlar1 + 4 °C’de kese kagitlar1 icerisinde
saklanmigtir. Fusarium’a kars1 dayaniklilik i¢in yapilan patojen testlemesinde inokiilasyon
yontemi olarak fide kok daldirma metodu kullanilmistir. 4 - 5 yaprakli asamaya gelen
fideler kokleriyle birlikte viyollerden ¢ikartilmis, musluk suyunda yikandiktan sonra Fomg
uygulamasi yapilacak olan fidelerin kok uglart kesilerek traglanmigtir. Bu sayede yara
dokusu olusumu saglanmustir. Kok ucu traslanan fideler 108 mikrokonidi / ml olarak
beherlerde hazirlanan patojen soliisyonuna 15 dakika siireyle daldirilmistir (138, 139).
Kontrol olarak kullanilacak fideler ayni sekilde musluk suyu altinda yikanarak 15 dakika
steril distile suda bekletilmistir. Patojen uygulamasindan sonra fideler 2 : 1 : 1 oraninda
toprak - torf - perlit karisimindan hazirlanan ortama buharla dezenfekte edilmis saksilara
dikilmislerdir. Testlemeler 5 deneme 1 kontrol bitkisinde yapilmistir. Patojen testlemesi

yapilan bitkiler 16 saat 151k 8 saat karanlik periyotta; %60 nisbi nem, giindiiz 25+2 °C, gece
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20+£2 °C sicakliktaki iklim kontrollii serada gelismeye birakilmistir (140). Bitkiler diizenli
araliklarla sulanmus, iki haftada bir 20 — 10 — 12, N, P, K icerikli giibreleme yapilmistir.

Patojen uygulamasinda ¢esitli asamalara ait fotograflar Sekil 4.6.’da verilmistir.

Sekil 4.6. Patojen uygulamasina ait fotograflar (Sirasiyla: koklerin ¢esme suyunda
yikanmasi, traglanarak yara dokusunun olusturulmasi, patojen soliisyonunda bekletilmesi).

4.2.5. PATOJENITE TESTLEMELERI SONUCUNDA EN iYi DAYANIKLILIK
GOSTEREN F1 KOMBINASYONLARININ BELiRLENMESI

F. oxysporum f. sp. melongenae’nin sebep oldugu hastalik simptomlar1 patojen
inokiilasyondan 4 hafta sonra F1 bitkilerinde degerlendirilmistir. Hastalik siddetleri ve
simptomlar1 0 - 4 skalas1 kullanilarak belirlenmistir (137). Bu skorlamaya gore: 0 - 1

skalasina sahip bitkiler dayanikli, 3 - 4 skalasina sahip bitkiler hassas olarak belirlenmistir.
0-  Simptom gostermeyen bitkiler

1-  Solgunluk baslangici, alt yapraklarda hafif yaprak sararmasi ve nekroz
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2-  Bitkinin neredeyse yarisinda solgunluk, klorosis, nekroz ve gelisme geriligi
3-  Bitkilerin genelinde solgunluk, yapraklarda kuruma, uglardan baslayan 6liimler
4-  Olii bitkiler

Hastalik siddetlerinin skorlanmasi sonucunda O - 1 skorlamasina sahip bitkiler dayanikli

olarak kabul edilmistir. Dayanikli F1 bitkilerinin melez kombinasyonlari:
Anamur F2 X S. aethiopicum Gilo

Pala X S. aethiopicum Gilo

Anamur F2 X S. insanum

Anamur F4 X S. macrocarpon’dur. Dayanikli oldugu belirlenen kombinasyonlara ait

bitkilerin fotograflar1 Sekil 4.5.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Skorlamalar sonucu dayanikli oldugu belirlenen kombinasyonlara ait bitkilerin
fotograflar1 (Sirasiyla: Anamur F2 X S. aethiopicum Gilo, Pala X S. aethiopicum Gilo,
Anamur F4 X S. macrocarpon).

4.2.6. PATOJENITE TESTLEMELERI SONUCUNDA EN YUKSEK
DAYANIKLILIK GOSTEREN F1 BITKILERININ YETISTIRILMESI VE
KENDILEMELERIN YAPILMASI

Yabani tiirler ile yerli gesitlerde melezleme basarisi diisiik olup; melezleme gergeklesse
bitki elde edilse bile bitkinin kisir bitki olma ihtimali olduk¢a fazladir. Bu amagla dayanikli
oldugu skorlamalarla belirlenen, énceden ayrilan 4 adet F1 bitkisinin tohumlar1 6ncelikle
plastik ¢imlendirme kaplarina ekilmis, 24 - 28 °C 16 / 8 saat giindiiz / gece ayarli iklim
odasina yerlestirilmistir. Her bitkiden 30’ ar tohum ekilmistir. Fideler sonrasinda 1 : 1
oraninda steril torf - perlit karigimli viyollere sasirtilmis; gerekli bakimlari yapilan fideler
3 - 4 gercek yaprakli agsamaya geldiklerinde iklim kontrollii seraya aktarilmistir. Bitkiler
seraya ¢ift sirali olarak, uygun araliklarla dikilmis can sular1 verilmistir. Sonraki sulamalar
damla sulama seklinde gergeklestirilmistir. Bitkilere ihtiyagc durumunda budama —

giibreleme yapilmstir.

Yetistirilen Anamur F2 X S. aethiopicum Gilo, Pala X S. aethiopicum Gilo, Anamur F2 X
S. insanum, Anamur F4 X S. macrocarpon F1 melez kombinasyonlarina ait bitkiler
kendilenerek F2 bitkileri elde edilmistir. Kendilemede c¢igekler agilmadan ve tozlanma
olmadan Once bitkiler ayr1 ayr1 torbalar veya keseler i¢ine alinarak izole edilmis, yabanci
cicek tozlarindan korunmustur. Burada yapilan kendilemenin amaci istenilen ozelligi
sonraki generasyonlarda daha 1iyi ortaya ¢ikarabilmek, homozigot bireyler elde

edebilmektir. Dayaniklilik gosteren F1’lerin tamaminda kendileme yapilarak, en iy1 meyve
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tutumuna sahip ve kisir olmayan bitkinin bulunmasi amaglanmistir. Yapilan kendilemeler
sonucunda tohum verebilen, ¢cimlenme kapasitesi, meyve tutumu en iyi olan bitki Anamur
F4 X S. macrocarpon kombinasyonundan belirlenmistir. Bunun sonucunda, tez
caligmasinin ileriki asamalarinda kullanilacak olan materyal olarak Anamur F4 X S.
macrocarpon kombinasyonu segilmistir. Kendilemeler sonucunda Anamur F4 X S.

macrocarpon meyvelerinden toplanan tohumlar sonraki asamada kullanilmigtir.
4.2.7. DTG, HYC, F1 VE F2 BITKILERININ YETISTIRILMESI

Patojen inokiilasyonu i¢in amacglanan deneme desenindeki bitki sayist 3 adet biyolojik
tekrarli ana, 3 adet biyolojik tekrarli baba, 1 adet dayanikli F1, 1 adet dayanikli F2 - 1 adet
hassas F2’dir. Anamur F4 X S. macrocarpon F2 bitkilerinden yeterli sayida dayanikli
bitkiyi bulabilmek i¢in fazla sayida bitki elde etmek gerekmektedir. Bu amag
dogrultusunda F2 bitkisinden yaklasik 200 adet tohum ekilmistir. F1 bitkisinden, ana ve
babadan ise 10’ar tohum plastik ¢imlendirme kaplarina ekilmis, sonrasinda viyollere alinan

fideler uygun kosullarda yetistirilerek inokiilasyona hazir hale getirilmistir.

Sekil 4.8. Viyollerde yetistirilen Anamur F4 X S. macrocarpon F2 bitkilerine ait
fotograflar.

428. DTG, HYC, F1 VE F2 BITKILERINE FUSARIUM OXYSPORUM
IZOLATININ iNOKULASYONU

Fusarium oxysporum melongena izolati, dayaniklilik seleksiyonu sonucunda dayanikli
oldugu belirlenen ve uygun kosullarda yetistirilen Anamur X S. macrocarpon F2 ve F1
bitkilerine, S. macrocarpon’a ve Anamur F4 bitkisine (ana - baba) 4.2.4 basliginda

belirtildigi sekilde inokiile edilmistir. Patojen uygulamasindan sonra fideler 2 : 1 : 1
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oraninda toprak — torf - perlit karisimindan hazirlanan buharla dezenfekte edilmis saksilara
dikilmiglerdir. Patojen testlemesi yapilan bitkiler 16 saat 151k 8 saat karanlik periyotta;
%60 nisbi nem, giindiiz 25+2 °C, gece 20+2 °C sicakliktaki iklim kontrollii serada

gelismeye brrakilmistir (140).

Sekil 4.9. Patojen uygulamasina ait fotograflar (Sirasiyla: koklerin ¢esme suyunda
yikanmasi, patojen soliisyonunda bekletilmesi).

4.2.9. INOKULASYONDAN SONRA DAYANIKLI - HASSAS F2 BiTKiLERININ
BELIiRLENMESI

Toplam 200 adet Anamur X S. macrocarpon F2, 10 adet Anamur X S. macrocarpon F1, 10
adet S. macrocarpon, 10 adet Anamur bitkisine Fusarium oxysporum melongena izolati
inokiile edilmis, inokiilasyondan sonra bitkiler onceki boliimlerde verildigi {izere uygun

kosullarda yetistirilmistir.

Inokulasyondan yaklasik 3 - 4 hafta sonra, fungusun kok bogazinda etkisinin goriilmeye
bagladigr donemde bitkilerde hastalik siddetleri ve simptomlar: O - 4 skalasi kullanilarak
4.2.5 basliginda verildigi sekilde degerlendirilmistir.

Bitkilerden drnekleme yapilirken 0 ve 4 skalasindaki bitkiler tercih edilmistir. Ana olarak 1
adet hassas Anamur ¢esidi (3 biyolojik tekrarli), baba olarak 1 adet dayanikli tiir olan
Solanum macrocarpon (3 biyolojik tekrarli), 1 adet dayanikli Anamur X S. macrocarpon
F1 melezi, 1 adet dayanikli Anamur X S. macrocarpon F2, 1 adet hassas Anamur X S.
macrocarpon F2 bitkisinin yapraklart RNA izolasyonu igin toplanmis, RNA izolasyonuna
kadar -80 °C kosullarinda saklanmustir.
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Sekil 4.10. Inokulasyondan sonra hastalik belirtilerinin basladig1 donemde viyollerdeki
Anamur X S. macrocarpon F2 bitkilerine ait goriintiiler.

4.2.10. DAYANIKLI - HASSAS F2, 1 ADET DAYANIKLI F1, ANA - BABA BIiTKi
KOKLERINDEN RNA iZOLASYONU

Inokulasyonu gerceklestirilen bitkilerden fungusun kok bogazinda etkisinin goriildiigii
donemde tek zaman araliginda; inokiilasyondan yaklasik 3 - 4 hafta sonra yapraklardan
ornekleme yapilmustir. inokiilasyon sonrasinda mevcut literatiir bilgisi dahilinde 3 - 4 hafta
beklenilmesi planlanmistir (137, 141). Bu donem ayni1 zamanda hassas bitkilerde fungusun
kok bogazinda etkisinin goriildiigli ve bitkinin alt kisimlarindan itibaren en az 3 - 4
yapragin solmaya basladigr donem / dayanikli bitkilerde ise bu gozlemlere rastlanmadigi
donemdir. Yapraktan alinan ornekler RNA izolasyonuna kadar -80 °C kosullarinda

muhafaza edilmistir.
RNA izolasyonunda TRIZOL protokolii kullanilmistir.

TRIZOL Protokolii

1. RNA izolasyonu oncesinde ¢alisma ortam: uygun soliisyonlarla (%70 ethanol)
sterilize edilir.

2. -80 °C’den c¢ikarilan bitki 6rnegi s1v1 azot ve havan yardimiyla 6gitiiliir.

3. Ogiitiilen 6rneklerden 300 - 500 mg izolasyon igin ayrilir, kalan &rnekler 1.5 ml

eppendorf tiiplere konularak -80 °C’de tekrar muhafaza edilir.
4. 2 ml’lik tliplere 1 ml trizol eklenir.

5. Trizollin lizerine 300 - 500 mg 6rnek eklenir.
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6. Tiip el ile kuvvetli bir sekilde sallanarak homojen olarak karigmasi saglanir, daha

sonra 5 dakika vortekslenir.

7. Ornekler oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

8. 10 dk bekletildikten sonra tiipe 250 ul kloroform eklenir, vortekslenir.
9. Ornekler oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

10. 14.000 rpm’de sogutmali santrifiijde +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilir.
11. Santrifiij sonrasinda tiipte {istte kalan siipernatant yeni tiipe aktarilir.

12.  Yeni tiipe alinan Orneklere 250 pl 1.2 M, 250 pl 0.8 M Na-citrate, 250 pl

isopropanol eklenir.
13.  Tiip el ile hafifce alt tist yapilarak sivilarin karigmasi saglanir.
14.  Ornekler -20 °C’de 10 saat bekletilir.

15.  Ertesi giin -20 °C’de 10 saat bekletilen drnekler, 14.000 rpm’ de +4 °C’ye ayarh
sogutmali santrifiijde 10 dakika santrifiij edilir.

16.  Santrifiij sonrasinda tiipiin dibinde goriiniir halde olan pellet elde edilir. Bu
asamada; pelletin istindeki sivi dikkatlice uzaklastirilir. Pellet %70’lik ETOH ile yikanir

ve dikkatlice kurutulur.
17.  Pelletin yaklasik 50 - 60 ul DNAse — RNAse free suda ¢oziinmesi saglanir.

18. (Cozdiirilen RNA’larin gerekli oOl¢iimleri buz istiinde yapildiktan sonra, RNA

dizilemeye gonderilinceye kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

42.11.iZOLE EDILEN RNA’LARIN MIKTAR - KALITE KONTROL
OLCUMLERININ YAPILMASI

Trizol yontemi ile izole edilen RNA o6rnekleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol
edilmistir. Agaroz jele 3 pl 6rnek yiiklenerek 80 voltta 45 dakika yiiriitildiikten sonra
goriintiilenmistir. Agaroz jel elektroforezinde Buffer olarak 1 X TBE Buffer (Tris-borate-
EDTA) kullanilmistir. Ayrica RNA’larin kalite ve miktar tayinleri i¢in spektrofotometrik

olgiimleri ND-1000 Nanodrop cihazinda gergeklestirilmistir. Olgiimlerde RNA
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miktarlarinin 70 ng/ul’nin iizerinde (toplam 50 pl hacim) olmasi beklenirken, saflik olarak
ise 260/280 oraninin 1.8-2.0 olmasina, 260/230 degerinin 2.0’a yakin olmasina dikkat

edilmistir.

Yapilan bu Ol¢iimler disinda hizmet alimi ile yapilan bioanalyzer 6l¢timleri de (RIN
degeri) baz alinmistir. RIN (RNA Integrity Number / RNA biitiinlik degeri), RNA’nin
biitiinligli, gen ekspresyon calismalari i¢in olduk¢a Onemlidir. RIN algoritmast jel
elektroforezi kullanarak RNA  biitiinliigii hakkinda genis bilgi saglamaktadir.
Tekrarlanabilir olmas1 RIN algoritmasinin énemli avantajlarindandir. Olgiimler 1 ile 10
arasinda numaralandirilmaktadir. 10 degeri en saf RNA’y1r temsil etmektedir.
Sekanslamaya girecek drneklerde RIN degerinin 7 ve iizeri olmasi beklenmektedir. RIN
degeri 7’den diisiikk oldugunda sekans sonuclar1 olumsuz etkilenebilir, hatali sonuglar

cikabilmektedir. RNA dizileme 6ncesi her bir RN A’ya ait RIN degerleri elde edilmistir.
4.2.12. RNA DIZILEME (RNA-SEQ = RNA SEQUENCING)
RNA dizileme deneme dizayni:

RNA dizileme Anamur, S. macrocarpon ve Anamur X S. macrocarpon (Anamur X S.
macrocarpon: Anamur X S.macrocarpon) F1 ve F2 melezlerinde asagida verilen deneme

desenine gore gerceklestirilmistir.
1 adet hassas ve 1 adet dayanikli F2 bitkisinde (Anamur X S. macrocarpon),
F2’nin gelistirildigi 1 adet dayanikli F1 bitkisinde (Anamur X S. macrocarpon)

F1 bitkisinin gelistirildigi 1 adet ana bitkide (3 biyolojik tekrarli) (S. melongena,
Anamur F4)

F1 bitkisinin gelistirildigi 1 adet baba bitkide (3 biyolojik tekrarl) (S.

macrocarpon)

RNA-Seq analizlerinde, 9 adet 6rnegin her birinde 20 milyon okuma yapilmis olup, 20
milyon okuma x 150 baz (okuma uzunlugu) x 2 (¢ift yonlii okuma) olmak iizere yaklasik

230 milyon baz ham data (raw data) okuma verisi elde edilmistir.
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Ana, baba, F1, dayanikli - hassas F2 bitkilerinin yaprak dokularindan toplam 9 ornekte
RNA-Seq dizileme ¢aligmalar1 hizmet alimi yapilarak gergeklestirilmistir (ingiltere). RNA

dizilemede kullanilan metot akisi1 ve biyoinformatik analizler kisaca asagida verilmistir:

4.2.12.1. Transkriptom Dizileme i¢in Kiitiiphane Hazirhg

Total RNA izolasyonundan sonra, RNA’nin gerekli miktar - kalite 6l¢limleri yapildiktan
sonraki agama kiitliphane hazirlamadir. Kiitliphane hazirlama oncelikle total RNA’dan
rRNA’nin uzaklastirilmasiyla elde edilen mMRNA’nin ¢cDNA’ya ters transkripsiyonu,
cDNA’larin uygun primerler ile ¢cogaltilmasi ve uygun dizileme adaptorlerine baglanmasi

asamalarindan olusur. Adaptorler amplifikasyon ve sekanslamada gereklidir.

Numune basina yeterli miktarda total RNA 6rnegi kullanilmistir. Sekans kiitiiphaneleri
‘Illumina - NEB-Next Ultra RNA Library Prep Kit * kullanilarak olusturulmustur. Indeks
kodlar1 her numuneye ait sekanslara eklenmistir. mMRNA, poly-T oligo baglanmis manyetik
boncuklar kullanilarak total RNA’dan saflastirilmistir. Fragmentasyon; NEB-Next Birinci
Iplik Sentez Reaksiyon Tamponu (5X) ile yiiksek sicaklikta iki degerlikli katyonlar
kullanilarak gergeklestirilmistir. Birinci cDNA iplik¢igi ‘random hexamer’ primer ve ‘M-
MuLV Reverse Transkriptaz’ kullanilarak sentezlenmistir. Tkinci cDNA iplik¢igi sentezi
‘DNA Polymeraz I’ ve ‘RNase H’ kullanilarak gerceklestirilmistir. Zincir disinda kalan
kisimlar ekzoniikleaz / polimeraz aktiviteleri ile kor uglara doniistiiriilmiistiir. DNA
fragmentlerinin 3’ uclarinin adenilasyonundan sonra; sa¢ tokasi yapisina sahip NEB-Next
Adaptorii hibridizasyona hazirlanmak i¢in baglanmistir. 250 - 300 bg¢ uzunlugundaki
cDNA fragmentlerini se¢mek i¢in, kiitliphane fragmentleri ‘AMPure XP’ sistemi ile
temizlenmistir. Daha sonra 3 pl ‘USER’ enzimi, boyutlarina gore secilmis; adaptor
takilmig cDNA ile 37°C’de 15 dakika ardindan 95 °C’de 5 dakika muamele edilmistir.
Daha sonra ‘Phusion High- Fidelity DNA Polymerase’ enzimiyle evrensel PZR primerleri
ve ‘Index (X) primerleri kullanilarak PZR gergeklestirilmistir. Son olarak PZR iiriinleri
‘AMPure XP’ ile temizlenmis ve kiitliphane kalitesi ‘Agilent Bioanalyzer 2100’ sisteminde

belirlenmistir.

4.2.12.2. Kiimeleme ve Sekanslama

Index kodu eklenen oOrneklerin kiimelenmesi; ‘PE Cluster Kit cBot-HS (lllumina)

kullanilarak ‘cBot Cluster Generation’ sistemi iizerinden gergeklestirilmistir. Kiime
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olusturma isleminden sonra; kiitiiphane hazirliklar1 lllumina Novaseq 6000 platformunda

dizilenmis ve ¢ift u¢clu okumalardan RNA-seq dizileri tiretilmistir.

[llumina 2 farkli boya ile isaretli 4 farkli diniikleotit kullanarak sekanslama yapmaktadir.
Her dongiide uygun niikleotit baglandiginda floresans kamera ile o kiimenin fotografi

kaydedilmektedir. Gorseller birlestirilerek niikleotid dizileri ortaya ¢ikarilmaktadir.
4.2.13. BIYOINFORMATIK ANALIZLER

Biyoinformatik analizler sema halinde Sekil 4.10.”’da verilmistir.

Transkriptom Gen Gen E:ksprt_esyon
Kalite Kontrol Birles’rirnljeleri Fonksiyonel Seviyelerinin
3 Annotasyonu Ol¢timii
PPI (Protein- KEGG Yolak GO Farkh
Protein Zenginlestirme Zenginlestirme Ekspresyon
etkilesimi) Analizi Analizi Analizleri

Sekil 4.11. Biyoinformatik analiz agamalari.

4.2.13.1. Kalite Kontrol

Kalite kontrol iglemleri, ham fastq formatindaki verilerin incelenerek dizileme ¢aligmasinin
etkinligini 6lgmede kullanilmaktadir. Boylelikle, calismada yasanan herhangi bir sorun ve
olas1 sebepleri hakkinda bilgi edinilmis olur. Bu agsamada, fastq formatindaki ham verilerin
islenmesi amagli adaptor iceren okumalar, poly-N igeren okumalar ve ham verilerden
diisiik kaliteli okumalar kaldirilarak, kalite kontrol analizi - trimming islemi
gerceklestirilmistir. Kalite kontrol analiz islemi ile filtreleme sonrasinda, temiz okuma
sayist (baz) ile bu okumalara ait Q20 (Minimum Q20 kalite skoruna sahip okumalarin
orant), Q30 (Minimum Q30 kalite skoruna sahip okumalarin orani, GC (% Guanin - sitozin
orani) igerigi ve sekans duplikasyon seviyeleri hesaplanmistir. Kalite kontrol sonrasinda

elde edilen veriler transkriptom birlestirmesinde kullanilmistir.

4.2.13.2. Transkriptom Birlestirmeleri

Tim kitiiphanelerden / 6rneklerden gelen dosyalar tek bir biiylik right.fq dosyasinda
havuzlanmistir. ~ Transkriptom  birlestirmeleri ~ Trinity = programi  kullanarak

gerceklestirilmistir  (142). Birlestirme islemi sonrasinda; Tiim trinity transkriptleri,
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Maksimum / minumum ve ortalama contig uzunlugu ve Total trinity genleri gibi

parametlere ait veriler elde edilmistir.

RNA-seq datasinin karsilastirilmasinda kontrol ile stres orneklerine ait okumalardan

olusturulan transkriptom verisi kullanilmistir.

4.2.13.3. Gen Fonksiyonel Anotasyonu

Gen fonksiyonlari; Nr (NCBI protein verisi), Nt (NCBI niikleotid verisi), Pfam (Protein
ailesi: En genis kapsamli domain ve ailelerinin belirlenmesinde kullanilir), KOG/COG
(Ortolog protein gruplarin kiimelenmesi), Swiss-Prot (Protein dizisi veritabani: Protein
yapt domaininin belirlenmesine yonelik, yliksek kalitede protein veritabanidir), KO
(KEGG Ortolog Veritabani: Biyolojik yolaklarin analizine yonelik veri tabanidir) ve GO
(Gen Ontoloji: Genlerin fonksiyonel analizlerini belirlemek amaci ile kullanilmaktadir.
Biyolojik, Molekiiler ve Hiicresel Komponentler olmak {izere ii¢ gruba ayrilmaktadir) veri

tabanlarina gore belirlenmistir.

4.2.13.4. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Ol¢iimii

Gen ekspresyon seviyeleri her 6rnek igin RSEM programi ile hesaplanmistir (143). Bu
asamada: 1- Temiz veriler, birlestirilmis transkriptom ile eslestirilmis, 2- Her gen igin

okuma sayis1 haritalama sonuglarindan elde edilmistir.

Ayrica, stres 0rneginden elde edilen veriler kontrol drneginden elde edilen veriler ile
karsilastirilarak yapilacak olan ifade farklilig1 analizinde 2 kattan daha az ifade seviyesine
sahip olanlar down regiile, 2 kattan daha fazla ifade seviyesine sahip olanlar up regiile

olarak degerlendirilmistir.

4.2.13.5. Farkh Ekspresyon Analizi (DEG: differentially expressed gene)

RNA-Seq analizlerinde diferansiyel olarak ifade edilen genlerin (DEG: differentially
expressed gene) belirlenmesinde kullanilan edgeR programi biyolojik tekrarlar igermeyen
RNA-seq orneklerinin DEG analizinde, DESeq (DESeq R/Bioconductor package (1.10.1))
programi ise biyolojik tekrar igeren RNA-Seq Orneklerinin DEG analizinde

kullanilmaktadir.

Farkli gen ekspresyon analizinden Once; sekanslanan her kiitiiphane i¢in; okuma sayilar

bir 6l¢eklendirmeli normallestirilmis faktor aracili edgeR program paketi ile ayarlanmistir.
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2 ornegin farkli ekspresyon analizi, DESeq R paketi kullanilarak gerceklestirilmistir. p
degeri q degeri kullanilarak ayarlanmistir (144). q degeri < 0,005 & [logz (fold change)] >1

farkli ekspresyon degerleri i¢in esik deger olarak ayarlanmustir.

4.2.13.6. GO (Gen Ontolojisi) Zenginlestirme Analizi

Ana, baba, dayanikli F1, hassas - dayanikli F2 bitki dokularindan farkli seviyede ifade
edilen genlerin (DEGs) Gen ontolojisi zenginlestirme analizi; GOseq R paket programu ile
gerceklestirilmistir  (145). Gen ontolojisi molekiiler diizeyde gerceklesen molekiiler
fonksiyonlari, biyolojik hedefleri ve hiicresel bilesenlerin smiflandirilmasinda

kullanilmaktadir.

4.2.13.7. KEGG Yolak Zenginlestirme Analizi

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) hiicre, organizma, ekosistem gibi
biyolojik sistemlerin iist diizey islevlerini anlamak igin bir veri tabani kaynagidir (146).
Veri tabaninda; molekiiler diizey bilgilerden, 6zellikle genom dizileme ve diger yiiksek
verimli deneysel teknolojiler tarafindan olusturulan biiyiik 6lcekli molekiiler veri
kiimelerinden yararlanilir. KEGG yolaklarinda farkli ifade edilmis genlerin istatistiksel

zenginligini test etmek icin KOBAS yazilimi kullanilmistir (147).

4.2.13.8. PPI (Protein-protein etkilesimi)

Farkli seviyede ifade edilen genlerin (DEG) sekans dizileri, bu genlerin protein - protein
etkilesimini tahmin edebilmek i¢in ilgili bir baska tiiriin genomuyla karsilastirilmistir
(blastx). Sonrasinda bu genlerin protein - protein etkilesimleri Cytoscape programinda

gorsellestirilmistir (148).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. DTG (DAYANIKLI TURE AIT GENOTIiP) VE HYC (HASSAS YERLI
CESIT) BITKILERININ MELEZLENMESI

Hassas Yerli Cesit (HYC) ve Dayanikli Tiire ait genotipler (DTG) uygun kosullarda
melezlenmistir. Bu melezlemelerde yapilan melezleme sayisi, melezlemeler sonucunda

elde edilen meyve ve tohum sayilar1 Cizelge 5.1.”de verilmistir.

Cizelge 5.1. Calismada kullanilan HYC ve DTG melezleme kombinasyonlari, yapilan
melezleme sayilari, meyve tutum orani, elde edilen tohum sayilari.

HYC X DTG Melezleme Yapilan Meyve Tutum Elde edilen Tohum
Kombinasyonlari Melezleme Sayisi Oram Sayisi
Anamur F2 X S. insanum (60) 5 2 57
Anamur F2 X S. aethiopicum Gilo 5 1 45
Anamur F2 X acelatum 5 1 28
Anamur F2 X S. integrifolium 5 2 120
Anamur F2 X S. linneanum (37) 5 1 6
Anamur F2 X T22AC 5 1 5
Anamur F2 X S. incanum (21) 5 2 352
Anamur F4 X S. macrocarpon 5 2 482
Anamur F4 X S. incanum 5 2 171
Anamur F4 X S. linneanum (33) 5 1 1
Anamur F4 X S. anguivi (29) 5 2 214
Anamur F4 X S. sisymbrifolium 5 1 -
Anamur F4 X acelatum (11) 5 1 -
Anamur F4 X T22AC 5 4 296
Yamula X S. incanum 5 1 3
Yamula X S. linneanum (37) 5 1 20
Yamula X S. insanum (60) 5 1 65
Pala X S. linneanum (37) 5 2 60
Pala X S. aethipicum Gilo 5 1 119
Pala X S. linneanum (10) 5 1 205

52. IZOLE EDILEN RNA’LARIN KALITE VE MIKTAR OLCUM
DEGERLERI

3 adet hassas yerli ¢esit, 3 adet dayanikli tiire ait genotip 1 adet dayanikli F1 ve 1 adet
dayanikli 1 adet hassas F2 bitkisinin yapraklarinda izole edilmis RNA’larin ND-1000

cihazindaki spektrofotometrik 6lgtimleri Cizelge 5.2.”de verilmistir.
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Cizelge 5.2. Izole edilen RNA’lara ait kalite ve miktar dlgiimleri.

Ornek Adi 260/280 260/230 ng/pl

Ana 2.2 1.7 971

Ana (biolojik tekrar -1) 2.16 13 1408
Ana (biyolojik tekrar -2) 2.2 1.52 1743
Baba 2.2 1.2 263.48
Baba (biyolojik tekrar -1) 2.16 1.15 135.52
Baba (biyolojik tekrar -2) 2.15 1.2 115.5
Daynikli F1 2.16 1.2 564.60
Hassas F2 1.89 11 138.53
Dayanikli F2 2.16 1.15 395.11

Elde edilen niikleik asit degerleri yeterli miktar ve temizlikte bulunmustur.

5.3. IZOLE EDILEN RNA’LARA AIT JEL GORUNTUSU

Izole edilen 9 adet RNA 6rnegi %1°lik agaroz jelde 45 dakika 90 voltta yiiriitiilmiistiir. 45

dakika sonrasinda jel goriintiileme cihazindaki goriintii Sekil 5.1.’de verilmistir.

i (- - ‘W\”nihmlm\Hﬂ“im | | WW il
T — T — T ‘ f WW““‘M‘ i

Sekil 5.1. 9 adet RNAya ait agaroz jel goriintiisii.

Jel goriintiileri spektrofotometre Olgiimlerini dogrular sekilde sonuglar vermistir. Elde
edilen RNA bantlarinda herhangi bir degredasyon vs. goriilmemistir. Bitkilerde goriilen

28S ve 18S ribozom alt {initeleri jelde gdzlemlemistir.

5.4. 1ZOLE EDILEN RNA’LARA AIT RIN (RNA INTEGRITY NUMBER / RNA
BUTUNLUK DEGERI) DEGERLERI

RNA’lar Nanodrop ve agaroz jeldeki kontrollerinin ardindan uygun kosullarda muhafaza
edilerek RNA sekanslama icin hizmet alimmin gerceklestirilecegi yere gonderilmistir.
RNA’lar sekanslanmadan 6nce 2100 Bioanalyzer (Agilent) dl¢iimleri ile RIN degerleri
belirlenmistir. 9 adet RNA 6rnegine ait RIN degerleri Cizelge 5.3.”de verilmistir.
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Cizelge 5.3. RNA orneklerine ait RIN degerleri.

Ornek Adi RIN Degeri
Ana 7.2
Ana (biolojik tekrar) 7.0
Ana (biyolojik tekrar) 7.1
Baba 7.1
Baba (biyolojik tekrar) 7.2
Baba (biyolojik tekrar) 8.7

Dayanikli F1 7

Hassas F2 7.1
Dayanikli F2 1.7

55. RNA DIiZILEME VERILERINDE YAPILAN ANALIZLER

RNA dizilemeleri gercgeklestirilen toplam 9 adet Ornekte asagida verilen analizler

gerceklestirilmistir.
5.5.1. Ham Veri ve Net Veri

Orneklere ait dizi okumalar1 FASTQ formatia déniistiiriilmiistiir. Ham veride, hata orani
her bir baz i¢in Qphred= -10log10(e) formiilii ile belirlenmistir. Baz kalitesi ve Phred skor
iliskisi CASAVA v1.8 yazilimi ile hesaplanmistir (Cizelge 5.4.).

Cizelge 5.4. Degisik Phred ve Q skorlarina gore hatali baz/dogru okuma oranlart.

Phred Skor Hatali Baz Orani Dogru Okuma Orani Q Skoru
10 1/10 %90 Q10
20 1/100 %99 Q20
30 1/1000 %99.9 Q30
40 1/10000 999.99 Q40

Ham okumada gerekli kalite kontrollerin yapilmasinin ardindan; adaptor verilerinin, diisiik
veri okumalarinin uzaklastirilmasiyla sonu¢ olarak kullanilabilecek net verilere
ulagilmigtir. Ana, Ana (biyolojik tekrar), Ana (biyolojik tekrar), Baba, baba (biyolojik
tekrar), Baba (biyolojik tekrar), Dayanikli F1, Hassas F2, Dayanikl1 F2 6rneklerine ait ham

veri - temizlenmis sonug verisinin oranlar1 Sekil 5.2., 5.3., 5.4.”de verilmistir.
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Ana Ana (biyolojik tekrar)

Ana (biyolojik tekrar)

1] ceon R (24307093, 58.97%)
Containing N (13, 0.00%)

1) Low sty (0,000%)

1B dope Reed 520rs, 106%)

1 e Rests sss, s0.97%)
Cataing N (44,000%)

1] Lowusity 0. 000%)

1)t Reses (s, 103%)

1l Reas (aeznors custs)
Contanng N (35,000%)

Low Ousty(0,000%)

1 ot Rt (s, 1.10%)

Sekil 5.2. Ana, Ana (biyolojik tekrar), Ana (biyolojik tekrar) orneklerinde ham veriye
uygulanan veri kalite sonuglart (N: veride bilinmeyen %10’dan fazla niikleotid bulunmasi,
Diisiik kalite (low quality): okunan dizide %50 oranindan (baz kalitesinin 20°den az
olmasi) az kaliteli okuma bulunmast).

Baba (biyolojik teks

Baba Baba (biyalajik tekrar) (biyolojik tekrar)

1] clean Reacs 24320085, 8. 23%)
Containg N 12,0.00%)

[ Low usity 0,000%)

100 Adoper Rt (38400, 1.77%)

[0 Clean Reacs (22208910, 8.74%)
Contaning N 8. 0.00%)

17 Lowuaity(0,000%)

100 it Rt (202260, 1.265%)

177 Cloan R 22483533, 08 50
‘Containing N {16, 0.00%)

1] Lowualty 0, 000%)

1B AdeperReste 10824, 1.40%)

Sekil 5.3. Baba, Baba (biyolojik tekrar), Baba (biyolojik tekrar) 6rneklerinde ham veriye
uygulanan veri kalite sonuglar1 (N: veride bilinmeyen %10’dan fazla niikleotid bulunmasi,
Disiik kalite (low quality): okunan dizide %350 oranindan (baz kalitesinin 20’den az
olmasi) az kaliteli okuma bulunmast).

Hassas F2 Dayanikli F2

Dayanikli F1

177 Cteen Rk 24522377, 58.02%)
Caniaining N (0,0.00%)

[ Lowusity (0,000%)

100 caper R 287217, 1.08%)

[ cleen Reads (22774240, 88.37%)
Cantaining N (11, 0.00%)

[ Lowuaity 0, 0.00%)

100 Acdape ke (477120, 1.63%)

10 cteen Rk 22040231, 58.5455)
Containing N (53, 0.00%)

7] LowQusiy (0. 000%)

100 caper e 237142.1.08%)

Sekil 5.4. Dayanikli F1, Hassas F2, Dayanikli F2 6rneklerinde ham veriye uygulanan veri
kalite sonuglar1 (N: veride bilinmeyen %10’dan fazla niikleotid bulunmasi, Diisiik kalite
(low quality): okunan dizide %50 oranindan (baz kalitesinin 20’den az olmasi) az kaliteli
okuma bulunmasi).

RNA dizilemelerinde hatali okumalarin farkli sebepleri vardir. Dizileme kimyasallarinin

optimum oranda kullanilmamasi, cDNA sentezi sirasinda kullanilan random hexamer
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primerleri dizilemelerde hata oranini arttirmaktadir (149). Bu hatalar1 elemine etmek amaci
ile ham veri okumalarindan net veriler belirlenmektedir. RNA dizilemesi yapilan 9
Ornegin baz okumalar1 ve kalite kontrollerinden sonra elde edilen kullanilabilir net veriler

Cizelge 5.5.’de verilmistir.

Ham veri ve net veri okumalari en yiiksek olarak Ana ve Ana (biyolojik tekrar)
orneklerinde tespit edilmistir. GC igerigi en yiiksek gen dizileri Ana ve Ana (biyolojik
tekrar) o6rnekleri iken en diisiik GC oram1 Dayanikli F1 ve Hassas F2 orneklerinde tespit

edilmistir. 9 6rnege ait dizileme hata orani da %3 olarak hesaplanmistir (Cizelge 5.5.).

Cizelge 5.5. Ornekler bazinda elde edilen ham ve kullanilabilir net veri sonuglart

Ornek ad1 Ham veri Net veri Hata (%) Q20 (%) Q30 (%) GC (%)
Ana 36037340 35667466 3 97.42 92.72 43.18
Ana 24559181 24307093 3 97.70 93.33 43.43

(biyolojik

tekrar)
Ana 29378886 29029073 3 97.28 92.36 41.76

(biyolojik

tekrar)
Baba 23201178 22908910 3 97.79 93.65 41.58
Baba 22783473 22463633 3 97.90 93.95 42.15
(biyolojik
tekrar)
Baba 24762506 24324085 3 97.78 93.61 41.94
(biyolojik
tekrar)
Dayanikh 23151381 22774240 3 97.85 93.80 40.90
F1
Hassas F2 24789594 24522377 3 97.87 93.68 41.00
Dayamkl 22277426 22040231 3 97.88 93.75 41.75
F2

5.5.2. Transkriptom Birlestirilmesi ve Dagilim

9 adet RNA dizileme Orneginin herbirisinden elde edilen transkriptom verileri
(kullanilabilir / net veri) Trinity programi ile birlestirilmis, sonrasinda fazlalik olusturan
transkriptler uzaklastirilmistir (142). Transkriptlerin en uzun olanlar1 unigene olarak
isimlendirilmistir. Toplam transkript sayis1 205.445 iken; toplam unigene sayis1 70.195
olarak hesaplanmistir. 9 adet RNA dizilemesinden elde edilen Unigene / transkript uzunluk

dagilimlar1 ve sayilar1 Cizelge 5.6. ve Sekil 5.5., 5.6., 5.7.’de verilmistir.
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Cizelge 5.6. Transkript ve unigene’lerin uzunluk dagilimlari ve sayilari.

Transkript uzunluk 300-500 bp 500-1kbp 1k-2 kbp | >2kbp Toplam
araliklari

Transkript sayisi 38.661 45.986 53.666 67.132 205.445

Unigene sayisi 21.935 19.790 13.512 14.958 70.195

bp: baz cifti, kbp: kilobazgifti
Cizelge 5.6. ve Sekil 5.5., Sekil 5.6., Sekil 5.7.’ye bakildiginda, transkript ve unigene

sayilarinin birbirine paralellik gosterdigi goriilmektedir.

Number cf Unigeres

S000

R N B T I R R R R e

Unigens Length Interval

Sekil 5.5. Unigene uzunluk dagilimlari ve sayilari.

Length Distribution

70000 —

56000 —

53888
42000
B Unigene
28000 @ Transcript
14000
o - [

301-500 501-1000  1001-2000 =2000

Numbers

Length Interval

Sekil 5.6. Unigene/transkript uzunluk dagilimlar ve sayilari.
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Sekil 5.7. Transkript uzunluk dagilimlar1 ve sayilari.

5.6. RNA Dizilemelerinde Genlerin Fonksiyonel Analizi

RNA dizilemeleri sonucunda detayli gen anotasyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in 7 farkl

veri tabanina karsi anotasyonlar gerceklestirilmistir. Bu veri tabanlari:

1-Nr (NCBI non-redundant protein sequences): GenBank, PDB (Protein Data Bank),
SwissProt, PIR (Protein Information Resource), PRF (Protein Research Foundation) vb.

protein dizilerini igermektedir.

2-Nt (NCBI nucleotide sequences): NCBI niikleotid veri bankasidir. GenBank, EMBL and
DDBJ’yi igermektedir.

3-Pfam (Protein family): En genis kapsamli domain ve ailelerini igermektedir.

4-KOG/COG: COG (Cluster of Orthologous Groups of proteins) v KOG (eukaryotic
Orthologous Groups): NCBI’da yer alan gen ortologlari veri tabanidir. COG prokaryotlara

KOG ise okaryotlara 6zel olarak kullanilmaktadir.

5-Swiss-Prot: Protein yap1 domaininin belirlenmesine yonelik, yiiksek kalitede protein veri

tabanidir.
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6-KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome): Biyolojik yolaklarin analizine

yonelik veri tabanidir.

7-GO (Gene Ontology): Genlerin fonksiyonel analizlerini belirlemek amaci1 ile
kullanilmaktadir. Biyolojik, Molekiiler ve Hiicresel Komponentler (Biyolojik prosess: BP,
Molekiiler Fonksiyon: MF ve Hiicresel Komponent: CC) olmak iizere ii¢ gruba

ayrilmaktadir.

Bu veri tabanlarina yonelik anotasyonlarin sonuglar1 Cizelge 5.7. ve Sekil 5.8. ve Sekil
5.9.’da verilmistir. Anotasyon sonuglarina gore; toplam 70.195 unigene belirlenmistir.
Unigene’ lerin en az %78.62°si (55.190) bir veri tabaniyla eslesmistir. Tim veri
tabanlariyla eslesen unigene sayist 3136 (%4.46)’dir. Unigene’lerin en fazla eslestigi veri

taban1 %70.17 (49.256) ile Nt (NCBI nucleotide sequences) veri tabanidir (Cizelge 5.7.).

Anotasyonu yapilan verinin % orani, gesitliligine ait venn diagrami ve verinin bitkisel
materyallere yonelik dagilimi Sekil 5.9.°da gosterilmistir. Anotasyonu yapilan verinin ana
— baba - hibrit bitkilere gore dagilimina bakildiginda, Solanum tuberoasum (patates),
Solanum pennellii, Solanum lycopersicum (domates), Capsicum annum (biber), Nicotiana
attenuata ve diger tiirler ile ortologlar oldugu goriilmektedir. Bunlar arasinda en yiiksek

eslesme %33.9 ile Solanum tuberosum (patates) ile olmustur (Sekil 5.9.).

Cizelge 5.7. Veri tabanlarina yonelik unigene sayilari.

Anotasyon yapilan veri tabani adi Unigene sayisi (%)
NR 37854 53.92
NT 49256 70.17
KO 9306 13.25
SwissProt 24302 34.62
PFAM 24220 34.5

GO 24219 34.5

KOG 6591 9.38

Ti{im veri tabanlarina 3136 4.46
En az bir veri tabanina 55190 78.62
Toplam Unigene 70195 100
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Annotation of seven databases
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Sekil 5.8. Veri tabanlarina yonelik anotasyon dagilimlari.
Species classification

nr

nt

14135

g0

fam .
P B Solanum tuberosum O Capsicum annuum
B Solanum pennelli B Nicotiana attenuata

a B Solanum lycopersicum O other

Sekil 5.9. a) Anotasyonu yapilan verinin sayisinin degisik veri tabanlarina gore venn
diagram dagilimi, b) Anotasyonu yapilan verinin degisik organizmalara yonelik benzerlik
dagilima.

9 adet 6rnege ait farkli diizeyde ifade olan genler; Biyolojik hedefler (BP), Hiicresel
bilesenler (CC), Molekiiler fonksiyonlarina (MF) gore temelde 3 ana gruba ayrilmislardir.
Biyolojik hedefler (BP) 26, Hiicresel bilesenler (CC) 5, Molekiiler fonksiyon (MF) ise kendi
arasinda 12 olmak tizere genler toplamda 43 alt grupta toplanmustir (Sekil 5.10.).
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Dizileme sonuglarindan elde edilen gen ontoloji anotasyonuna gore, biyolojik hedefler
grubunda hiicresel siire¢ ve metabolik siirece ait genler, hiicresel bilesenler grubunda
hiicresel anatomik varliga ait genler, molekiiler fonksiyonlar grubunda ise baglayici ve

katalitik aktivite genler en yiiksek orandadir (Sekil 5.10.).

Gene Function Classification (GO)
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Sekil 5.10. Gen ontoloji anotasyonu.

KOG (EuKaryotic Orthologous Groups) veritaban1 7 Okaryotik genoma ait proteinleri
icermektedir. Bunlar; Homo sapiens, Drosophila melonagaster (meyve sinegi),
Caenorhabditis elegans (nematod), Arabidopsis thaliana, Schizasaccharomyces pombe,
Saccharomyces cerevisiae ve hiicre i¢i parazit olan Encephalitozoon cuniculi’ dir. Mevcut
KOG veri taban1 59.838 protein, 6karyotik 110.655 genin %54 {inii iceren 4852 ortologdan

olusmaktadir.

Dizileme sonuglarinin KOG veritabanina anote edilen genlerin siniflandirilmasinda en
yiksek eslesme; posttranslasyonel modifikasyon - protein dongiisii - saperonlar, genel
fonksiyonlara ve translasyon - ribozomal yap1 ve biyogeneze ait genlerde tespit edilmistir
(Sekil 5.11.).
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KOG Function Classification
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Sekil 5.11. KOG’a anote edilen genlerin siniflandirilmasi.

[A] RMA p and

[B] Chromatin structure and dynamics

[C] Energy production and conversion

I0] Cell cycle conirol, cell division, chromoscme partitioning
[E] Amino acid transport and metabolism

[F] Muckeotide transport and metabolism

|G] Carbohydrate transport and metabalism

[H] Coenzyme transport and metabolism

1] Lipid transpaort and metabolism

[4] Translation, ribosomal structure and biogenesis

[K] Transcription

|L] Replication, recombination and repair

[M] Cell walimembrane/envelope biogenssis

[N] Cell motilty

[0] Postiranslational modification, protein furnover, chaperones
[F] Inorganic ion transport and metabolism

[3] Secondary metabolites bicsynthesis, transport and catabolism
[F] General function prediction only

|5] Function unknown

[T) Signal ransduction mechanisms

[U] Intracalular trafficking, secration, and vesicular transport
[V] Defense mechanisms

[W] Extracellular structures

[¥] Muclear structure

|Z) Cytoskelston

KEGG (Kyoto Encuclopedia of Genes and Genomes) genomik ve molekiiler seviyedeki

bilgiyi; bu bilginin hiicre - organizma ve ekosistem igerisindeki gorevlerini ve biyolojik

sisteme katkilarin1 agiklamak ic¢in kullanilan bir veritabanidir. KEGG ayrica metabolik

yolak veri tabanlari arasinda en kapsamli olanidir (150). Sonug¢lar KEGG siniflandirmasina

gore, A: Hiicresel proses, B: Hiicre dis1 proses, C: Genetik Bilgi Prosesi, D: Metabolizma

ve E: Organizmal sistem olmak tizere bes gruplandirma gdstermistir.

En yiiksek yolak sayisina sahip grup metabolizma grubu iken; en diisiik yolak sayisinin

hiicre dis1 proses grubuna ait oldugu goriilmektedir. KEGG yolak sonuglarina bakildiginda;

en yiiksek transkripsiyona sahip olan yolaklar sinyal iletimi, translasyon, karbonhidrat

metabolizmasi, transport ve katobolizma, enerji metabolizmasi yolagidir (Sekil 5.12.).
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KEGG Classification
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Sekil 5.12. KEGG’e anatasyonu yapilan genlerin siniflandiriimasi.

5.7.  RNA Dizilemelerinde Referans Olusturma ve ifade Analizleri

Her ne kadar kiiltiir patlicaninin referans genomu bulunsa da ebeveyn olarak kullanilan
yabani patlicanin (Solanum macrocarpon) referans genomunun bulunmamasi nedeni ile 9
adet dizilemeden her bir dizilemenin ayr1 ayr eslestirilecegi referans veri olusturulmustur.
Bu amagla de novo transkriptom okumalar1 Corset programi ile filtrelenerek Hierarchical
Cluster olusturularak, fazlalik olusturan transkriptler uzaklastirilmis ve elde edilen veri
“referans” (“ref” olarak adlandirilacaktir) veri olarak elde edilmistir (151). Herbir RNA
dizilemedeki ref {izerine transkriptomlarin her biri RSEM programi ile tekrardan
haritalanarak her bir 6rnek ve kontroliindeki gen ifadesi belirlenmis ve ifade degerleri
olarak bu transkriptom sayilar1 ve ifade degerleri esas alinmistir (143). Referans dizi
olusturmasi sonucu, Cizelge 5.8.’de verilmistir. Toplam (net) okuma temiz okuma sayisini,
toplam haritalanan (%) ise referans genomla eslesebilecek toplam okuma sayisini ifade

etmektedir.



Cizelge 5.8. Toplam (net) okumalar ve ref’e tekrar haritalanmasi sonucu elde edilen

transkriptom sayilari.

Ornek Adi Toplam (net)okuma Toplam Haritalanan (%)
Ana 71.334.932 55.061.132 (%77.19)
Ana (biyolojik tekrar) 48.614.186 37.411.998 (%76.96)
Ana (biyolojik tekrar) 58.058.146 44.691.764 (%76.98)
Baba 45.817.820 35.836.408 (%78.22)
Baba (biyolojik tekrar) 44.927.266 34.622.168 (%77.06)
Baba (biyolojik tekrar) 48.648.170 37.933.000 (%77.97)
Dayanikli F1 45.548.480 35.317.924 (%77.54)
Hassas F2 49.044.754 37.731.222 (%76.93)
Dayanikli F2 44.080.462 34.238.834 (%77.67)

Her bir 6rnege ait her transkriptom ifadesinin karsilastirilmasi icin, degisik kosullarda ifade

olan genlerin RNA dizileme ¢alismalarinda en yaygin kullanilan FPKM (Expected Number

Of Fragments Per Kilobase of Transcript Sequence Per Millions Base Pairs Sequenced) /

Milyon kilobazdaki fragment miktari) analizlerine tabii tutulmustur. FPKM’den ifade olan

genlerin ifade seviyelerini belirlemede yararlanilmaktadir. Orneklere ait toplu FPKM

yogunluk dagilimlari (gen ifadesi seviyeleri) Sekil 5.13.’de verilmistir.

FPKM density distribution

061

04

Density

021

004

log10(FPKM)

Sekil 5.13. Orneklere ait FPKM dagilimu.
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Orneklere ait en yiiksek FPKM yogunlugu baba érneginde goriilmiistiir. ifade olan genlerin
RNA dizileme 6rneklerine gore farkli ve kesisen dagilimlari ise venn diagrami olarak Sekil

5.14.°de verilmistir.

Ana

2624
Dayanikh F2

626 410
Baba 212 249

95
147

216 = 047
198 1514

40 19350 =
467189 890

3715
2322

750
44 0 Joe 1304 °

.l 439147 3307
4186

Hassas F2

Dayanikh F1

Sekil 5.14. Ifade olan genlerin RNA dizileme oOrneklerine gore farkli ve kesisen
dagilimlarinin venn diagrama.

RNA dizilemelerinin sonucunda elde edilen verilere bakildiginda tiim orneklerde gen
ifadesi seviyelerinde farklarin oldugu goriilmektedir. 9 6rnekten dayanikli oldugu bilinen
Baba ile Dayanikli F2 640 adet ortak gen, Hassas oldugu bilinen Ana ile hassas F2 6rnegi
622 ortak gen; Dayanikli F1 ve Dayanikli F2 947 ortak gen, Baba — Dayanikli F1 —
Dayanikli F2 oOrneklerinde 467 ortak gen oldugu; 19.350 adet genin ise 9 Ornegin
tamaminda ortak profil gosterdigi goriilmektedir. En yiiksek spesifik gen sayis1 4186 ile
Dayanikli F1’de, en diisiik spesifik gen sayis1 2322 ile Baba 6rneginde tespit edilmistir
(Sekil 5.12.). RNA dizilemesi yapilan 6rneklerin ikili olarak karsilastirilmalar: / artan —

azalan gen sayilar1 ise Cizelge 5.9.’da verilmistir.

Cizelge 5.9. Ornekler arasinda artan — azalan genlerin karsilastirilmasi.

Karsilastirlan é6rnekler Toplam gen sayisi Artan gen sayisi Azalan gen sayisi
Ana - Baba 23643 9214 14429
Ana - Hassas F2 11335 4880 6455
Baba — Dayanikli F1 5696 1170 4526
Baba — Dayanikli F2 4809 182 4627
Dayanikli F1 — Dayanikli F2 2321 398 1923
Hassas F2 — Dayanikli F2 3657 1018 2639

RNA dizileme analizi yapilan 6rneklerin ikili olarak karsilastirma sonuglar1 Cizelge 5.9.’da

verilmistir. Buradaki verilere gore, hassas oldugu bilinen ana ve dayanikli oldugu bilinen
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baba ornegi karsilastirildiginda 23643 genden 9214 genin artan ifade gosterirken; 14429
genin ifadesinin azaldigi belirtilmistir. Hassas F2 ve Dayanikli F2 o6rneklerinin
karsilastirilmasinda 3657 genden 1018 genin ifadesinin artarken 2639 genin azalan ifade
gosterdigi belirlenmistir. iki hassas 6rnek ana ve Hassas F2’nin karsilastirilmasi sonucunda
4880 genin ifadesi artarken 6455 genin azalan ifade gosterdigi; iki dayanikli 6rnek baba ve
dayanikli F2’nin karsilagtirilmas: sonucunda 182 genin ifadesi artis gostermisken 4627 gen
azalan ifade gostermistir. Dayanikli 6rnekler arasinda yapilan bir diger karsilagtirma ise
Baba ve Dayanikli F1 arasinda yapilmistir. Buradaki verilere bakildiginda ise 1170 genin
ifadesinin artarken; 4526 genin ifadesinin azaldig1; Dayanikli F1, Dayanikli F2 arasinda ise

398 genin ifadesinin artarken 1923 genin ifadesinin azaldig1 belirlenmistir.

Baba Ana

13409 20423 7179

Sekil 5.15. Baba ve Ana orneklerinde ifade olan genlerin kesisen dagilimlarinin venn
diagramu.

Hassas F2 Dayanikh F2

8962 31189 6815

Sekil 5.16. Hassas F2 ve Dayanikli F2’de ifade olan genlerin kesisen dagilimlarinin venn
diagrami.
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9 adet Ornege ait RNA dizilemeleri sonucunda ifade olan genlere gore farkli Venn
diagramlar1 olusturulmustur. Bunlardan Baba ve Ana 6rneklerine ait venn diagrami Sekil
5.15.’de verilmistir. Bu diagrama gore Baba ve Ana 6rneklerinin ortak transkript sayisi

20.423 olarak tespit edilmistir.

RNA dizilemeleri sonucu ifade olan genlerin Hassas F2 ve Dayanikli F2 6rneklerine ait
venn diagrami ise Sekil 5.16.’da verilmistir. Bu diagrama gore Hassas F2 ve Dayanikli F2

orneklerinin ortak transkript sayis1 31.189 olarak tespit edilmistir.

5.8. RNA Dizilemeleri Sonucunda ifade Edilen Transkriptlerin Ornekler Arasinda

Karsilastirilmasi
5.8.1. Ana - Baba arasindaki artan azalan genler

Dayanikli oldugu bilinen Solanum macrocarpon tiiriine ait baba 6rnegi ve hassas oldugu
bilinen Solanum melongena tiiriine ait Anamur ¢esidi’nin RNA dizilemeleri sonucunda
ifadesi artan gen sayis1 9214 iken ifadesi azalan gen sayisi 14429°dur. Bu genlerden en
fazla ifadesi artan ve azalan 40 adet genin tanimi ve ifade dereceleri Cizelge 5.10. ve

Cizelge 5.11.’de verilmistir.
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Cizelge 5.10. Ana — baba 6rnekleri arasinda ifadesi en ¢ok artan 40 gene ait bilgiler.

Genin tanim (ifade Genin tanim (ifade
artisi) artisi)

Tahmini: uncharacterized protein LOC104235009 9.99 Tahmini: TMV resistance protein N-like 9.83

Tahmini: tetraspanin-7-like 9.99 Maturase K (plastid) 9.82

Agmatine hydroxycinnamoyltransferase 1-like 9.99 Protein DJ-1 homolog C isoform X5 9.82

Dehydration responsive element binding protein 1 9.98 Expansin-like B1 9.81

Cytochrome ¢ oxidase subunit 5C 9.98 Tahmini: MATH domain and coiled-coil 9.80
domain containing protein

Vacuolar-processing enzyme-like 9.97 Uncharacterized protein LOC107062863 9.79

Tahmini: calmodulin-binding transcription 9.94 Protein enhanced disease resistance 2-like 9.76

activator 1-like isoform X3 isoform X1

HVA22-like protein 9.94 Hypothetical protein VITISV-024041 9.75

Tahmini: uncharacterized protein LOC 107060461 9.93 Hypothetical protein BC332-02601 9.75

Tahmini: uncharacterized protein LOC 107060755 9.92 Photosystem 1 kDa  polypeptide, 9.75
chloroplastic-like

Hypothetical protein T459-30168 9.89 Hypothetical protein BC3304809 9.74

Tahmini: beta-fructofuranosidase, insoluble 9.89 Tahmini: protein SRG1-like 9.73

isoenzyme 1-like isoform X1

Ethylene-responsive transcription factor 14 9.88 Hypothetical protein T459-33810 9.72

Tahmini: TMV resistance protein N-like 9.87 Tahmini: uncharacterized protein 9.72
LOC107059761

Tahmini: F-box/kelch-repeat protein Atg23880- 9.87 Hypothetical chloroplast RF21 9.72

like

Tahmini: uncharacterized protein LOC107062266 9.87 Thamini: uncharacterized protein 9.70
LOC107868232

Uncharacterized protein LOC111994778 9.86 Tahmini: non-specific lipid-transfer protein 9.69
A-like

Tahmini: uncharacterized protein LOC107057970 9.83 Hypothetical proteinT459-20356 9.68

Bidirectional sugar transporter SWEET14-like 9.83 Tahmini: thaumatin-like protein 1 9.67

Tahmini: uncharacterized protein LOC102599371 9.83 Hypothetical protein BC332-11049 9.67
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Cizelge 5.11. Ana — baba Ornekleri arasinda ifadesi en ¢ok azalan 40 gene ait bilgiler.

Genin tanim (ifade Genin tanim (ifade
azalis1) azalis1)
Proteinase inhibitor type-2 9.97 Protein whats this factor 1 homolog, chloroplastic 9.78
Tahmini: uncharacterized protein 9.97 Tahmini: uncharacterized protein LOC102598429 9.76
LOC102603713
Endoglucanase 17 9.93 Tahmini: uncharacterized protein LOC107057783 9.76
Tahmini: protein FAR-related sequence 3 9.92 Tahmini: uncharacterized protein LOC102580934 9.75
Tahmini: uncharacterized protein 9.90 Dead-box ATP-dependent RNA helicase 39 9.74
LOC104100608
Tahmini: uncharacterized protein 9.89 Tahmini: 14.7 kDa ribonuclease H-like protein 9.73
LOC02603713
Hypothetical protein CQW23-04318 9.89 Tahmini: uncharacterized protein LOC109242912 9.73
Tahmini: uncharacterized protein 9.88 Tahmini: uncharacterized protein 9.71
LOC107057783 LOC104241801, partial
Tahmini: uncharacterized protein 9.87 Amino-acid permease BAT1 homolog isoform 9.66
LOC107060529 X2
DNA-directed DNA polymerase 9.87 Enzymatic polyprotein 9.66
Tahmini: cell number regiilator 1-like 9.86 Low quality protein: uncharacterized protein 9.66
LOC107023836

Probable histone-lysineN-methyltransferase 9.86 Tahmini: pleiotropic drug resistance protein 1-like 9.65
ATXR5 isoform X1

Uncharacterized protein LOC107026828 9.85 Hypothetical protein CQW23-22949 9.65

Tahmini: puatative pentatricopeptide repeat- 9.85 Tahmini: uncharacterized protein LOC107061285 9.65
containing protein At1g12700, mitocondrial

Phospholipase Al-Ildelta 9.85 Tahmini: major facilitator superfamily domain- 9.64
containing protein 12-like

Tahmini:  low quality protein: putative 9.84 Tahmini: uncharacterized protein LOC107057783 9.64
pentatricopeptide  repeat-containing  protein

At1g10330

Putative glycosyltransferase 9.84 Tahmini: TMV resistance protein N-like 9.63
Tahmini: uncharacterized protein 9.83 Uncharacterized protein LOC107024170 9.63
LOC107058099

Tahmini: uncharacterized protein 9.81 Transcription factor Bhlh120-LIKE 9.63
LOC107830625

Tahmini: BURP domain-containing protein 17- 9.80 Protein root hair defective 3-like 1, partial 9.62
like

5.8.2. Ana - Hassas F2 arasindaki artan azalan genler

Hassas oldugu bilinen, ana olarak kullanilan Solanum melongena tiiriine ait Anamur gesidi
ve F2 generasyonundan hassas oldugu bilinen Anamur X Solanum macrocarpon F2
generasyonuna ait érnegin RNA dizilemeleri sonucunda ifadesi artan gen sayist 4880 iken
ifadesi azalan gen sayis1 6455°dur. Bu genlerden en fazla ifadesi artan ve azalan 40 adet

genin protein dizileri ve ifade dereceleri Cizelge 5.12. ve Cizelge 5.13.’de verilmistir.
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Cizelge 5.12. Ana — Hassas F2 drnekleri arasinda ifadesi en ¢ok artan 40 gene ait bilgiler.

Genin tanim (ifade Genin tanim (ifade
artisi) artisi)

Hypothetical protein A4A49-35564 9.99 Ttranscription repressor MYB6-like 9.12
Tahmini: zinc finger BED domain-containing 9.92 17.6 kDa class | heat shock protein-like 9.12
protein

118 globiilin like 9.98 Uncharacterized protein LOC101265973 9.10
Monothiol glutaredoxin-S1-like 9.82 MADS box transcription factor, partial 9.07
Tahmini: uncharacterized protein LOC102596945 9.76 Tahmini: tyrosine decarboxylase 1-like 9.07
Hypothetical protein A4A49-49316 9.68 Tahmini: sm-like protein LSM1B 9.06
Tahmini: secoisolaricireisinol dehydrogenase-like 9.64 Hypothetical protein T459-20600 8.97
Laccase 14-like 9.61 Uncharacterized protein LOC 107026629 8.95
Tahmini: tropinone reductase homolog 9.53 Putative pectinesterase 11 8.94
Tahmini: beta-amyrin 28-oxidase-like 9.50 Auxin-responsive protein IAAl 8.88
Tahmini uncharacterized protein LOC109207297 9.49 Cytochrome P450 98A2-like 8.85
Hypothetical protein CQW23-14594 9.47 Hypothetical protein T459-20600 8.84
18.5 kDa class | heat shock protein 9.43 Mitochondrial small heat shock protein 26.4 8.80
Tahmini: boron transporter 4 9.41 Tahmini: myosin-11 8.80
Uncharacterized protein LOC101247483 9.38 Uncharacterized protein LOC 109121102 8.80
Non specific lipid transfer protein2 9.31 Tahmini:  Uncharacterized protein  LOC 8.78

104216917
Tahmini: small heat shock protein, chloroplastic 9.29 22.0 kDa class IV heat shock protein-like 8.78
Tahmini: putative F-box protein PP2-B12 9.26 WAT1 related protein 8.75
Hypothetical protein CQW23-00798 9.21 Tahmini: expansin-like B1 8.73
Tahmini: uncharacterized protein LOC107062266 9.14 Tahmini: 17.3 kDa class Il heat shock 8.68
protein-like

70




Cizelge 5.13. Ana — Hassas F2 drnekleri arasinda ifadesi en ¢cok azalan 40 gene ait bilgiler.

Genin tanimi (ifade Genin tanim (ifade
azalis1) azalis1)

Malatedehydrogenase, glyoxysomal 9.99 Tahmini: omega-hydroxypolmitate 0- 9.87
feruoytransferase

Hypothetical protein CQW23-01160 9.99 Tahmini: DNA topoisomerase 3-alpha-like 9.87

Tahmini: uncharacterized protein 9.99 Tahmini: uncharacterized protein 9.84

LOC107058077 LOC107058468

Protein SRG1-like 9.99 uncharacterized protein LOC14074871 9.83

Tahmini: CLIP-associated protein-like 9.97 Hypothetical protein BC332-11619 9.83

Tahmini: uncharacterized protein 9.97 Hypothetical protein Tanjil G-07039 9.81

LOC104092110

Integraase core domain containing protein 9.95 Tahmini: uncharacterized protein 9.81
LOC107063478

Tahmini: uncharacterized protein 9.95 Uncharacterized  protein  LOC101249582 9.79

LOC102580117 isoform X1

Copia protein gag-int pol protein 9.95 Tahmini: annexin D3-like 9.78

Tahmini: uncharacterized protein 9.94 Tahmini: uncharacterized protein 9.78

LOC107057783 LOC107858289

Tahmini: uncharacterized protein 9.93 Probable  serine/threonine-protein  kinase 9.77

LOC102591968 ISOFORM X1 WML3 isoform X1

Uncharacterized protein At1g66480-like 9.93 Tahmini: AT-hook motif nuclear-localized 9.77
protein 5 isoform X1

Tahmini: thioredoxin-related transmembrane 9.93 Tahmini: uncharacterized protein 9.77

protein 2-like LOC109232588

Tahmini: RNA  polymerase | termination 9.93 Protein Yaf2 9.76

factor-like

Hypothetical protein T459-17285 9.92 Alpha-ketoglutarate-dependent  dioxygenase 9.73
alkB-like protein2

Hypothetical protein T459-02578 9.89 Tahmini: uncharacterized protein 9.72
LOC107865472

Tahmini: DNA mismatch repair protein MLH 9.89 Tahmini: putative E3 ubiquitin-protein ligase 9.72

isoform X9 LIN-1

Polyprotein, putative 9.88 Tahmini:  GPI  ethanolamine  phosphate 9.71
transferase 1

Hypothetical protein CQW23-21109 9.88 Tahmini: squalene synthase-like isoform X2 9.71

Tahmini: uncharacterized protein | 9.88S | Hypothetical protein SRB1-14t00021 9.71

LOC107829616

5.8.3. Baba - Dayanikh F1 arasindaki artan azalan genler

Dayanikli oldugu bilinen, baba olarak kullanilan Solanum macrocarpon tiirii ve ana olarak
kullanilan Anamur ve baba olarak kullanilan Solanum macrocarpon melezlemesi
sonucunda elde edilen dayanikli F1 bitkisine ait 6rnegin RNA dizilemeleri sonucunda
ifadesi artan gen sayisi 1170 iken ifadesi azalan gen sayis1 4526’dir. Bu genlerden en fazla
ifadesi artan ve azalan 40 adet genin tanimi ve ifade dereceleri Cizelge 5.14. ve Cizelge

5.15.de verilmistir.
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Cizelge 5.14. Baba — Dayanikli F1 ornekleri arasinda ifadesi en ¢ok artan 40 gene ait

bilgiler.
Genin tamim (ifade Genin tammi (ifade
artisi) artis1)

Putative membrane-associated kinase rugulator 3 9.70 | B3 domain-containing protein 7.59
0s0190234100

Tahmini: CTD small phosphatase-like protein 9.23 | Tahmini: uncharacterized protein 7.58
LOC102605400

Tahmini: putative F-box protein PP2-B12 8.76 | Uncharacterized protein LOC101243721 7.56

Tahmini: ethylene-responsive transcription factor | 8.50 | Hypothetical protein A4A49-34624 7.52

WIN1-like

Tahmini:auxin-responsive protein SAUR71 8.40 | Tahmini: uncharacterized protein 7.52
LOC107061285

Uncharacterized protein LOC109228056 8.40 | Omega-3 fatty acid desaturase, chloroplastic 7.47

UDP-glycosyktransferase 76E1 8.39 | Tahmini: basic form of pathogenesis-related 7.44
protein 1-like

MY B-like transcription factor ETC3 8.38 | Tahmini: Glutaredoxin C1-like 7.43

Tahmini: ferric reduction oxidase 4-like 8.32 | Tahmini: uncharacterized protein 7.28
LOC102583514

Cytochrome P450 704C1-like 8.25 | UDP-sulfoquinovose synthase, chloroplastic 7.28

Nucleosome assembly protein 1;4 isoform X3 8.17 | Hypothetical protein A4A49-28617 7.23

BEL1-like homedomain protein 10 8.16 | Hypothetical protein A4A49-28617 7.20

Tahmini: uncharacterized protein LOC104098435, | 8.01 | UDP-glycosyltransferase 73C6-like 7.16

partial

Tahmini: aspartic proteinase nepenthesin 2-like 7.98 | B3 domain-containing protein At5g18000- 7.14
like

Flavin monooxygenase-like protein 7.97 | Uncharacterized protein LOC114075966 7.10

Uncharacterized protein LOC104645146 7.82 | Probable  membrane-associated  kinase 6.95
regiilator 4

GDSL esterase/lipase At4g10955-like 7.80 | Tahmini: probable pectinesterase 53 6.58
isoform X1

DNA mismatch repair protein MSH7 7.75 | Uncharacterized protein LOC107016262 6.25

Uncharacterized protein LOC102579622 isoform | 7.67 | Tahmini: protein YLS9-like 6.19

X2

Tahmini: E3 ubiquitin-protein ligase ATL4 7.64 | Putative lipid-transfer protein DIR1 6.12
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Cizelge 5.15. Baba — Dayanikli F1 Ornekleri arasinda ifadesi en ¢ok azalan 40 gene ait

bilgiler.
Genin tamim (ifade Genin tanimi (ifade
azalis1) azalis1)

Tahmini: uncharacterized protein LOC107059112 9.98 Tahmini: uncharacterized protein 9.75
LOC07840249

Tahmini:  F-box/FBD/LRR  repeat  protein 9.96 B3 domain-containing protein At2g33720- 9.68

At1g3570- like isoform X1 like

Hypothetical protein T459-33810 9.96 Tahmini: uncharacterized protein 9.68
LOC101265957

Tahmini: uncharacterized protein LOC107868232 9.95 TPA: orf y 9.65

isoform X1

Phosphoglucan, water dikinase, chloroplastic 9.95 Hypothetical protein T459-20356 9.63

isoform X1

Tahmini: multicystatin-like 9.95 Low quality protein: uncharacterized 9.57
protein LOC107023836

Hypothetical protein A4A49-54874 9.95 Tahmini:  probable  galactinol-sucrose 9.55
galaktotransferase 2 isoform X1

Tahmini: uncharacterized protein LOC107060461 9.95 Putative F-box protein PP2-B12 9.55

Tahmini: uncharacterized protein LOC107063429 9.95 Tahmini: uncharacterized protein 9.52
LOC107063429

Tahmini: uncharacterized protein LOC102599371 9.91 Tahmini: ubiquitin conjugating enzyme E2- 9.51
17 kDa-like

Tahmini: putative late blight resistance protein 9.91 Tahmini: uncharacterized protein 9.51

homolog R1B-23 LOC102600866

Hypothetical protein T459-02578 9.89 Tahmini: GATA transcription factor 28-like 9.46

Tahmini: LRR receptor-like serine/threonine 9.83 Hypothetical protein BC332-22960 9.44

protein kinase

Tahmini: uncharacterized protein LOC107062863 9.86 Tahmini: calmodulin-binding transcription 9.44
activator 1-like isoform X3

Hypothetical protein B332-03618 9.86 Tahmini: uncharacterized protein 9.44
LOC107059378

Tahmini: uncharacterized protein LOC109224466 9.86 Tahmini: uncharacterized protein 9.41
LOC107058694

Hypothetical protein T459-24004 9.84 Tahmini: uncharacterized protein 9.39
LOC109221250

Tahmini: uncharacterized protein LOC107057783 9.80 Tahmini: uncharacterized protein 9.37
LOC109231716

Tahmini: uncharacterized protein LOC107059660 9.79 Tahmini: uncharacterized protein 9.37
LOC107061178

Tahmini: replication protein A 70 kDa DNA- 9.76 Tahmini: F-box protein PP2-B10 like 9.36

binding subunit B-like

5.8.4. Baba - Dayanikh F2 arasindaki artan azalan genler

Dayanikli oldugu bilinen, baba olarak kullanilan Solanum macrocarpon tiirii ve ana olarak

kullanilan Anamur ve baba olarak kullanilan Solanum macrocarpon melezlemesi

sonucunda elde edilen dayanikli F1 bitkilerinin kendilenmesi sonucunda elde edilen F2

generasyonundan Dayanikli F2 bitkilerinin RNA dizilemeleri sonucunda ifadesi artan gen

sayis1 182 iken ifadesi azalan gen sayis1 4627 dir. Bu genlerden en fazla ifadesi artan ve

azalan 40 adet genin protein dizileri ve ifade dereceleri Cizelge 5.16. ve Cizelge 5.17.’de

verilmistir.
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Cizelge 5.16. Baba — Dayanikli F2 o6rnekleri arasinda ifadesi en ¢ok artan 40 gene ait

bilgiler.
Genin tammi (ifade Genin tammi (ifade
artisi) artisy)
Tahmini: ABC transporter family member 7-like 9.93 | Hypothetical protein BC332-15916 5.42
Tahmini: probable nudeoredoxin 1 9.64 | Auxin-induced protein X15-like 5.16
Tahmini: uncharacterized protein LOC104093903 8.87 | Beta-glucosidase 13-like isoform X1 4.91
EG-45-like domain containing protein isoform X1 8.82 | Cytochrome P450 704C1-like 4.91
Tahmini:  pentatricopeptide repeat containing | 8.68 | Cation/ H (+) antiporter 11-like 4.85
protein At3g29230
F-box protein At5g49610-like 8.60 | Hypothetical protein BC332-04237 4.78
Tahmini: serine carboxypeptidase-like 31 8.55 | Tahmini: uncharacterized protein | 4.77
LOC107058029
Tahmini: uncharacterized protein LOC109228056 8.35 | BEL1-like homedomain protein 10 4.74
Nucleosome assembly protein 1;4 isoform X3 8.12 | Tahmini: putative late blight resistance | 4.44
protein homolog R1A-10
Organ-specific protein S2 8.01 | Tahmini: uncharacterized protein | 4.22
LOC109207914
Tahmini: uncharacterized protein LOC104098435, | 7.96 | Cysteine-rich receptor-like protein kinase 2 4.15
partial
Polyprotein, 3’- partial, putative 7.91 | Tahmini: auxin responsive protein SAUR71 4.13
Tahmini: uncharacterized protein LOC107061285 7.47 | Elongation factor 11-gamma 2 412
Uncharacterized protein LOC101256997 7.44 | Tahmini: uncharacterized protein | 4.04
LOC102598893
Low quality protein: uncharacterized protein | 7.29 | Gibberellin 2-oxidase 1 3.98
LOC107017990
Protein strictosidine synthase-like 13 7.25 | Tahmini: uncharacterized protein | 3.69
LOC107060037
Tahmini: uncharacterized protein LOC102581414 | 6.55 | 3-ketoacyl-CoA synthase 5-like 3.65
isoform X1
Tahmini: WAT1-related protein At1g70260-like 5.80 | Tahmini: protein NRT1/PTR family 7.3 like 3.60
Tahmini: nicotianamine synthase 5.73 | Ty3/gypsy retrotransposon protein 3.58
Tahmini: uncharacterized mitochondrial protein | 5.45 | Inorganic pyrophosphatase 1-like 3.53

AtMg00300-like
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Cizelge 5.17. Baba — Dayanikli F2 6rnekleri arasinda ifadesi en ¢ok azalan 40 gene ait
bilgiler.

Genin tammm (ifade Genin tanimi (ifade
azalis1) azalis1)

Tahmini: uncharacterized protein 9.98 DNA| protein-like protein 9.80

LOC109214084

Tahmini: temperature-induced lipocalin-1-like 9.98 Tahmini: 14.7 kDa ribonuclease H-like 9.80
protein

60S ribosomal protein L6 (YL 16 like) 9.98 TTS protein 9.78

Malate dehydrogenase 9.96 Autophagy-related protein 8d 9.78

Vacuolar-processing enzyme-like isoform X1 9.96 Dehydration responsive element binding 9.78
protein 1E-like

Predicted protein 9.94 Tahmini: uncharacterized protein 9.77
LOC107764446

Vacuolar protein 8 9.94 5-aminolevulinate synthase, 9.77
mithocondrial like

Unnamed protein product 9.94 UDP-glycosyltransferase/glycogen 9.75
phosphorylase

4-coumarate-CoA ligase 1 9.93 Profilin-1-like 9.75

Predicted protein 9.93 Hypothetical chloroplast RF21 9.72

ATP synthase subunit gamma, mithocondrial-like 9.89 Hypothetical protein CQW23-32030 9.72

Tahmini: TMV resistance protein N-like 9.88 Tahmini:uncharacterized protein 9.72
LOC107061285

Hypothetical protein VITISV-006810 9.87 Phosphoglucan, water dikinase, 9.71
chloroplastic isoform X1

Tahmini: ribonuclease H-like 9.87 Tahmini: uncharacteristic protein 9.71
LOC107061026

Inorganic pyrophosphatase-like 9.87 Heat shock protein 83 9.69

ATP synthase F1, delta subunit 9.82 Tahmini: ribonuclease H-like 9.69

Hypothetical protein PINS-013010 9.82 Hypothetical protein MARPO-0007s0188 9.68

Predicted protein 9.82 Glyceraldehyde-3-phosphate 9.68
dehydrogenase, cytosolic

2-keto-3-deoxy-L-rhammonate aldolase 9.81 Tahmini: uncharacterized protein 9.66
LOC107599371

Hypothetical protein CQW23-29043 9.81 Tahmini: high mobility group B protein 7 9.66

5.8.5. Dayamkh F1 — Dayamkh F2 arasindaki artan azalan genler

Hassas ana (Solanum melongena / Anamur) ile dayanikli baba (Solanum macrocarpon)
bitkilerinin melezlenmesi sonucu elde edilen Dayanikli F1 bitkisi ve bu F1 bitkilerinin
kendilenmesi sonucu elde edilen Dayanikli F2 bitkisine ait 6rnegin RNA dizilemeleri
sonucunda ifadesi artan gen sayist 398 iken ifadesi azalan gen sayisi 1923’tiir. Bu
genlerden en fazla ifadesi artan ve azalan 40 adet genin tanim1 ve ifade dereceleri Cizelge

5.18. ve Cizelge 5.19.’da verilmistir.
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Cizelge 5.18. Dayanikli F1 — Dayanikli F2 6rnekleri arasinda ifadesi en ¢ok artan 40 gene

ait bilgiler.
Genin tanimi (ifade Genin tamimi (ifade
artisi) artis1)

Tahmini: F-box/FBD/LRR-repeat protein Atlgl3570- | 9.86 | Tahmini:  putative  F-box  protein 7.35

like isoform X1 Atl1g47790

Tahmini: putative F-box proteinPP2-B12 9.45 | Hypothetical protein CQW23-19552, 7.35
partial

Tahmini: uncharacterized protein LOC104233435 9.24 | Retrovirus-related Pol polyprotein from 7.35
transposon TBT 1-94

Tahmini: low quality protein: putative late blight | 9.13 | Tahmini: Uncharacterized protein 7.32

resistance protein homolog R1A-3 LOC107841222

Tahmini: serine carboxypeptidase-like 31 9.05 | Uncharacterized protein LOC107013353 7.28

Tahmini: caratenoid 9,10-cleavage dioxygenase 1-like 8.98 | Tahmini: apoptosis-enhancing nuclease 7.21

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 13 8.61 | Senescence-specific cysteine protease 7.21
SAG39

Tahmini: uncharacterized pOrotein LOC104246227 8.58 | Hypothetical protein BC332-26629 7.14

Tahmini: Uncharacterized protein LOC107843201 | 8.53 | Uncharacterized protein LOC114074719 7.14

isoform X1

Tahmini: Uncharacterized protein LOC107058468 8.34 | Tahmini: nuclear transcription factor Y 7.14
subunit C-1-like isoform X1

Putative retrotransposon protein, identical 8.13 | Uncharacterized protein LOC107013353 7.06

Tahmini: Tahmini: Uncharacterized protein | 8.00 | Hypothetical protein BC332-15916 7.06

LOC107057873

Pathogenesis-related protein 1A-like 7.97 | Uncharacterized protein LOC107016780 7.06

Tahmini: Uncharacterized protein LOC104093903 7.69 | putative polyprotein(aspartic proteinase, 7.06
reverse transcriptase, ribonuclease)

Uncharacterized protein LOC101247483, isoform X2 7.59 | Tahmini: probable pre- mRNA-splicing 7.06
factor ATP dependent RNA helicase
DEAH9

Putative gag-pol polyprotein, identical 7.53 | Protein detoxification 44 chloroplastic 7.06

Tahmini: probable carboxylesterase 15 7.53 | polyprotein 7.06

Tahmini: beta-glucosidase 1-like isoform X1 7.43 | Hypothetical retrotransposon 7.06

Tahmini: LRR receptor-like serine/threonine protein | 7.41 | Putative gag-pol polyprotein, identical 5.58

kinase FLS2

Tahmini: Uncharacterized protein LOC107061178 7.35 | Tahmini:  F-box/kelch-repeat  protein 5.39

At3g06240-like
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Cizelge 5.19. Dayanikli F1 — Dayanikli F2 6rnekleri arasinda ifadesi en ¢ok azalan 40 gene

ait bilgiler.
Genin tamim (ifade Genin tanmimi (ifade
azalis1) azalis1)

Cytochrome ¢ oxidase subunit 6, mitochondrial-like 9.99 Hypothetical protein MARPO-0007s0188 9.66

Tahmini: temperature-induced lipocalin-1-like 9.97 Glyceraldehyde-3-phosphate 9.66
dehydrogenase, cytosolic

Malate dehydrogenase 9.94 Annexin D5 9.61

Predicted protein 9.93 Tahmini: probable 2-oxoglutarate- 9.60
dependent dioxygenase AOP1

Unnamed protein product 9.93 Polyprotein, 3’-partial,putative 9.60

Predicted protein 9.92 F-ATPase  familytransporter:  protons 9.58
(mitochondrial)

4-coumarate-CoA ligase 1 9.92 Transcription factor MYB106-like 9.58

Protein yippee-like At3g08990 9.89 Hypothetical protein BWQ96-04944 9.55

Inorganic pyrophosphatase-like, partial 9.85 GDSL esterase/lipase At5g33370 9.55

Predicted protein, partial 9.82 Elongation factor 1-beta-like 9.53

Hypothetical protein GUITHDRAFT-97260 9.82 Hypothetical ~ protein EMIHUDRAFT- 9.53
238496

Xanthine dehydrogenase 9.82 Tahmini:GTP binding nuclear protein Ran 9.50

Predicted protein 9.81 Hypothetical protein PHAVU- 9.50
006G072600g

Hypothetical protein PINS-013010 9.81 Amidophosphoribosyltransferase, 9.50
chloroplastic-like

ATP synthase F1, delta subunit 9.8 Tahmini: cytochrome ¢ 9.48

DNA\j protein-like protein 9.78 Acyl-binding 9.46

Autophagy-related protein 8d 9.77 Hypothetical ~ protein  GUITHDRAFT- 9.43
85427

5-aminolevulinate synthase, mithocondrial like 9.75 Hypothetical protein PHYPA-018935 9.41

UDP-glycosyltransferase/glycogen phosphorylase 9.74 Hypothetical protein APUTEX2004767, 9.41
partial

Profilin 1 like 9.74 Predicted protein 9.41

5.8.6. Dayamkh F2 — Hassas F2 arasindaki artan azalan genler

Hassas ana (Solanmu melongena / Anamur) ile dayanikli baba (Solanum macrocarpon)

bitkilerinin melezlenmesi sonucu elde edilen Dayanikli F1 bitkisinin kendilenmesi sonucu

elde edilen Dayanikli F2 ve Hassas F2 bitkisine ait 6rnegin RNA dizilemeleri sonucunda

ifadesi artan gen sayis1 1018 iken ifadesi azalan gen sayis1 2639°dur. Bu genlerden en fazla

ifadesi artan ve azalan 40 adet genin tanimi ve ifade dereceleri Cizelge 5.20. ve Cizelge

5.21.°de verilmistir
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Cizelge 5.20. Hassas F2 - Dayanikli F2 6rnekleri arasinda ifadesi en ¢ok artan 40 gene ait

bilgiler.
Genin tamimi (ifade Genin tanimi (ifade
artisy) artisy)

Tahmini: Fnucleoredoxin 1 9.44 | Tahmini: beta-D-glucosyl crocetin beta- 7.90
1,6-glucosyltransferase-like

Tahmini: Cationic peroxidase 1-like 9.35 | Tahmini: nuclear transcription factor Y 7.81
subunit C-1 like isoform X1

Tahmini: G-type lectin S-receptor-like | 9.30 | NADH  dehydrogenase  subunit 5 7.72

serine/threonine-protein kinase At4g03230 (mitochondrion)

Tahmini: uncharacterized pOrotein LOC104238734, | 9.30 | Tahmini:  Uncraniofacial development 7.67

partial protein 2-like, partial

Low quality protein: putative late blight resistance | 9.18 | Tahmini: LRR  receptor-like  serine 7.61

protein homolog R1A-3 /threonine-protein kinase FLS2

Polyprotein 3’-partial, putativeipartial 9.08 | Tahmini: beta-fructofuranosidase, 7.61
insoluble isoenzyme CWINV3-like

F-box protein At5g49610-like 8.96 | Tahmini: beta amyrin 28-oxidase-like 7.44

Tahmini: loricrin-like 8.81 Maturase, partial 7.44

Aldo-keto reductase 4B 8.81 | Retrovirus-related Pol polyprotein from 7.44
transposon TNT 1-94

Tahmini: probable calcium-binding protein CML30 8.69 | Hypothetical protein A4A49-40526 7.44

Cytochrome 8.56 | Tahmini: endoglucanase 12 7.38

Receptor kinase-like protein Xa21 8.47 | Tahmini: RING-H2 finger protein ATL40- 7.38
like

Homeobox-leucine zipper protein ATHB-40-like 8.38 | Hypothetical protein BC332-01899 7.38

Hypothetical protein T459-20511 8.18 | G-type lectin S-receptor-like 7.38
serine/threonine-protein  kinaseAt1g11330
isoform X2

Tahmini: uncharacterized pOrotein LOC102591434 8.14 | Probable LRR receptor-like 7.36
serine/threonine-protein kinase At3g47570

Hypothetical protein CQW23-05344 8.4 Uncharacterized protein LOC114078010 7.32

Tahmini: receptor-like protein 12 8.07 | Tahmini: Uncharacterized protein 7.32
LOC107784254

Serine carboxypeptidase-like 18 8.07 | Tahmini: Uncharacterized protein 7.32
LOC108946989

Hypothetical protein BC332-27078 7.99 | Her2-p3 7.29

Tahmini: Uncharacterized protein LOC107060002 7.99 | Hypothetical  protein  CQW23-19552, 7.25
partial
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Cizelge 5.21. Hassas F2 - Dayanikli F2 6rnekleri arasinda ifadesi en ¢ok azalan 40 gene ait
bilgiler.

Genin tamim (ifade Genin tanimi (ifade
azalis1) azalis1)
Malate dehydrogenase 9.98 UDP-glycosyltransferase/glycogen 9.77
phosphorylase
Predicted protein 9.96 Profilin 1 like 9.77
Unnamed protein product 9.96 Heat shock protein 83 9.71
Predicted protein 9.95 Hypothetical protein MARPO-000750188 9.70
4-coumarate-CoA ligase 1 9.95 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 9.70
cytosolic
Chitin binding 9.94 Hypothetical protein FCC311-102042 9.68
Chloroplast polyphenol oxidase precursor 9.92 Tahmini: high mobility group B protein 7 9.68
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial-like 9.91 Isocitrate NADP-dependent isoform B 9.68
Inorganic pyrophosphatase-like 9.88 Annexin D5 9.65
Predicted protein, partial 9.86 Tahmini: F-box protein At3g07870-like 9.65
Hypothetical protein GUITHDRAFT-97260 9.86 F-ATPase family transporter:  protons 9.62
(mitochondrial)
Xanthine dehydrogenase 9.86 Transcription factor MYB106-like 9.62
Predicted protein 9.84 Hypothetical proteinBWQ96-04944 9.58
Hypothetical protein PINS-013010 9.84 GDSL esterase/lipase At5g33370 9.58
ATP synthase F1, delta subunit 9.84 Elongation factor 1-beta-like 9.57
2-keto-3-deoxy-L-rhamnate aldolase 9.83 Hypothetical protein EMIHUDRAFT-238496 9.57
DNA\j protein-like protein 9.80 Tahmini: GTP-binding nuclear protein Ran 9.53
TTS protein 9.80 Hypothetical protein PHAVY-006G072600g 9.53
Autophagy-related protein 8d 9.80 Amidophosphoribosyltransferase, 9.53
chloroplastic-like
5-aminolevulinate synthase, mitochondrial-like 9.79 Tahmini: cytochrome ¢ 9.51

Cizelge 5.10. - Cizelge 5.21.’de melezleme kombinasyonlarina gore sunulan genler en ¢ok
artis ve azalis gosteren genlerdir. Kayda deger bir artig gosteren bu genler mevcut literatiir
1s1¢inda dogrudan fusarium dayaniklili§i / hassasligi ile iliskilendirilememistir. Tespit
edilen genlerden fusarium dayanklilii / hassashigi ile literatiirde iligkilendirilmis olanlar

tartisma kisminda sunulmustur.
5.9.  Orneklere ait Korelasyonlar

Orneklere ait farkli ifade olan genler (Differentially Expressed Genes) arasindaki

korelasyonlar pearson korelasyon katsayilari ile belirlenmistir (Sekil 5.17.).

Orneklerin karsilastirmalar: dikkate alindiginda Ana - Baba ikilisi arasindaki korelasyon
0.408, Ana — Hassas F2 arasinda 0.535, Ana — Dayanikli F1 arasinda 0.515, Baba -
Dayanikli F2 arasinda 0.658, Baba — Dayanikli F1 arasinda 0.682, Dayanikli F1 — Hassas
F2 arasinda 0.823, Dayanikli F1 — Dayanikl1 F2 arasinda 0.739, Dayanikli F2 — Hassas F2
arasinda 0.711 olarak tespit edilmistir. Biyolojik kontroller karsilastirildiginda Ana
orneginin biyolojik kontrolleri arasindaki korelasyon 0.909 iken Baba 6rneginin biyolojik

kontrolleri arasindaki korelasyon 0.92 olarak tespit edilmistir (Sekil 5.17.).
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Ornekler arasindaki korelasyon iliskisine ayrintili olarak bakilirsa biitiin drneklerin en
diisiik korelasyonu ana Ornekleri ile gosterdigi, ana drneklerinin en yiiksek korelasyonu
Dayanikli F2 - Hassas F2 ile gosterirken; baba 6rneklerinin Dayanikli F1 ile, Dayanikli
F1’in ise Hassas F2 ve Dayanikli F2 ile en yiiksek korelasyonu gosterdigi goriilmektedir
(Sekil 5.17.).

Pearson correlation between samples

Dayanikliy 0.553 0.57 0.579 0.658 0.696 0.684 0.739 0.711 .
F2

Hassas 1 0.535 0.551 0.543 0.688 0.645 0855..0?11
F2

Dayanikli] 0.515 0.531 0.525 0.682 0.65 0.666
F1

B
Baba (bt]] 0437 0.452 0.47 ... 0.666 0.655 0.684
Baba (bt)] 0-481 0.499 0.517 ... 0.65 0.645 0.696
1 0.408 0.421 0.433 ... 0.682 0.688 0.658
.-- 0.433 0.517 0.47 0525 0.543 0.579
... 0.421 0.499 0.452 0531 0.551 0.57
... 0.408 0.481 0.437 0.515 0.535 0.553

Ana Ana (bt). AN@ Baba Baba Baba Davan'leESSES Dayanlkh
(bt) (b (F1) F2 2

Baba

Ana (bt) {
Ana. (bt)

Ana

Sekil 5.17. 9 adet 6rnege ait korelasyonlar.
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Sekil 5.18. Ana ve Baba & Ana ve Dayanikli F2 6rneklerinin VVolcano plot analizleri.

—logio(padij)
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Sekil 5.20. Ana ve Hassas F2 & Baba ve Dayanikli F2’nin Volcano plot analizleri.
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Sekil 5.21. Dayanikli F1 ve Dayanikli F2 & Baba ve Hassas F2’nin Volcano plot

analizleri.
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Sekil 5.22. Hassas F2 ve Dayanikli F2 & Dayanikli F1 ve Hassas F2’nin Volcano plot
analizleri.

Fold change (Kat Degisikligi), ekspresyon seviyelerindeki degisikleri kat cinsinden
gostermekte; logaritma cinsinden ifade edilmektedir (152). Ekspresyon seviyeleri VVolcano
plot olarak karsilastirilmistir. Kat artisina gore yapilan Volcano plot analizlerinde; Ana -
Baba orneklerinin artan azalan sayis1 9214 - 14.429 (Sekil 5.18.), Dayanikli F2 — Hassas
F2 6rneklerinin artan azalan sayist 1018 - 2639 (Sekil 5.22.), Dayanikli F1 — Dayanikli F2
orneklerinin artan azalan sayist 398 - 1923 (Sekil 5.21.), Dayanikli F1 — Hassas F2
orneklerinin artan azalan sayist 549 - 60 (Sekil 5.22.), Ana — Hassas F2 6rneklerinin artan
azalan sayis1 4880 - 6455 (Sekil 5.20.), Baba — Dayanikli F2 6rneklerinin artan azalan
sayis1 182 - 4627 (Sekil 5.20.), Ana — Dayanikli F2 6rneklerinin artan azalan sayisi 4085 -
5799 (Sekil 5.18.), Baba - Dayanikli F1 drneklerinin artan azalan sayist 1000 - 4996 (Sekil
5.19.), Ana — Dayanikli F1 6rneklerinin artan azalan sayis1 5212 - 6716 (Sekil 5.19.), Baba
- Hassas F2 Orneklerinin artan azalan sayis1 1170 - 4526 (Sekil 5.21.) olarak tespit

edilmistir.
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5.10. Orneklere ait Heatmap Analizleri

Ana ‘E”"_'a 3 Baba Baba Hassas F2 Dayanikli Dayanikl
(biyolojik (biyolojik F1 F2
tekrar 1,2) tekrar 1,2)

Sekil 5.23. 9 adet 6rnekte genlerin ekspresyon seviyelerine gore 1s1 haritasi.

Heatmap (1s1 haritasi) analizi 9 6rnege ait (Ana - Ana biyolojik tekrar 1, 2 — Baba — Baba
biyolojik tekrar 1, 2 — Hassas F2, Dayanikli F1 — Dayanikli F2) ait ifade edilen genlerin
ekspresyon seviyelerine; FPKM diizeyindeki renk tonlarina gore olusturulmustur. Bu
verilere gore 9 adet Ornegin gen ifade seviyelerinde farklilik oldugu goriilmektedir.
Heatmap analizine gore genler ana olarak 2 gruba ayrilmistir. Birinci grupta Ana 6rnegine
ait genler yer alirken, ikinci grup kendi arasinda gruplara ayrilmis; dayanikli F1 — dayanikli

F2 6rnegine ait genler ayni grupta yer almistir (Sekil 5.21.).
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6. TARTISMA VE SONUC

Stres, bitkilerde biiylimeyi - gelismeyi - verimi etkileyebilen; disaridan kaynaklanan
kosullardan meydana gelmektedir. Stres bitkideki degisen gen ifadesi, hiicresel
metabolizma, biliyime oranlarindaki degisiklikler, {iriin verimi gibi birgok tepkiyi
tetiklemektedir. Bitki stresi genellikle meydana gelen ani degisimleri ifade etmektedir.
Bununla birlikte, strese toleransh bitki tiirlerinde belirli bir strese maruz kalmak zamanla
s0z konusu strese alismaya yol acabilmektedir. Bitki stresi biyotik ve abiyotik stres olmak
tizere 2’ye ayrilir. Abiyotik stres ¢evre tarafindan bitkilere uygulanan fiziksel ve kimyasal
etmenler olabilirken; biyotik stres biyolojik bir birimdir. Bitkilerin maruz kaldig1 bazi
stresler bitkilerde ¢esitli metabolik islev bozukluklarina neden olur. Stres hafif veya kisa
stireliyse etki gecici oldugu icin bitkiler yaralanmalardan kurtulabilirken; siddetli stresler
ciceklenmeyi, tohum olusumunu 6nleyerek yaslanmaya neden olarak bitkilerin Sliimiine
yol agar. Bitkilerde biyotik strese virlis, bakteri, fungus, nematod, bocek, yabanci ot gibi
organizmalar neden olur. Biyotik strese neden olan etmen, konuk¢usunu dogrudan besin
maddelerinden yoksun birakarak bitkilerin dliimiine yol acabilir. Biyotik stres, hasat dncesi
ve sonrasi meydana getirdigi kayiplar nedeni ile onemlidir. Bitkiler adaptif bagisiklik
sisteminden yoksun olmalarina ragmen; kendilerini belirli stratejilere evrimlestirerek
biyotik streslere kars1 koyabilirler. Bu streslere karsi harekete gegen savunma mekanizmasi
bitkilerde genetik olarak kontrol edilmektedir. Biyotik streslere karsi dayanikliligi saglayan
genler bitki genomlarinda bulunmaktadir. Biyotik stres tuzluluk, giines 15181, sicaklik,
soguk, kuraklik gibi bitkilerin maruz kaldigi; bitki lizerinde olumsuz etkiye sahip olan

abiyotik stresten tamamen farklidir (154).

Biyotik stres diinyada ve iilkemizde bitki yetistiriciligini kisitlayan 6nemli etmenlerdendir.
Solanum melongena’da birgok biyotik etmenden zarar gérmekte; verim kaybi
yasamaktadir. Solanum melongena’da ¢aligmanin konusu olan fungal patojene (Fusarium
oxysporum melongenae) dayaniklilik {ilkemizde yetistiriciligi yapilan gesitlerde

bulunmamaktadir.

Fusarium solgunlugunun patlicanda goriilmesiyle birlikte; patlicanda dayaniklilik ile ilgili
caligmalar hizlanmistir. Fusarium dayanikliligina bakildiginda; Gana’ da LS1934, LS174,
LS2436 germplazmlarimin Fomg’ye dayanikli oldugu; Solanum aethiopicum gr. Gilo
tirtinde dayanikliligin kromozom 2 iizerindeki dominant gen olan ‘Rfo-sal’ ile kontrol
edildigi goriilmektedir (155, 156).
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Pathicanda Tiirler Arasi1 Melezleme

Patlicanda tiirler arasi melezlemeler farkli amaglarla yapilmaktadir. Bu melezlemelerde
bazen basar1 saglanmakta bazen de farkli sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir. Patlicanda tiirler
aras1 melezleme c¢alismalarina bakildiginda, S. melongena ve S. aethiopicum gr. Gilo, S.
melongena ve S. integrifolium arasinda protoplast elektrofiizyonu ile somatik hibritler elde
edildigi goriilmektedir (60). Solanum melongena ile farkl: tiirlerin melezlendigi bir baska
calismada da S. melongena ve S. insanum tiirlerinin melezlenmesinde basar1 saglandigi
bildirilmistir (157). S. melongena X S. aethiopicum, S. melongena X S. integrifolium
somatik melezlemelerinin yapildig1 ¢alismada melezlemelerde basari saglanmistir (60). S.
melongena ve S. linneannum’un da basarili bir sekilde melezlenebildigi arastiricilar
tarafindan Dbelirtilmistir (63). Biitiin bu c¢alismalara bakildiginda, tiirlerden birinin S.
melongena oldugu tiirler arasi melezlemelerin bazilarina klasik melezleme ile basari

saglanirken; bazilarinda 6zel melezleme teknikleri kullanilmasi gerektigi goriilmektedir.

Tez ¢alismasmin konusu olan Fomg direnci agisindan yapilan ¢alismalara bakildiginda
cogunlukla somatik melezlemeler yapilarak basari saglandigi goriilmektedir. Bu tez
calismasinin temelinde farkli tiirler kullanarak, tiirler aras1 melezlemelerden kaynaklanan

1slah engellerini en aza indirmek amaglanmastir.
Dizileme Sonucunda ifade Edilen Genler

Patlicanda Fusarium solgunluguna dayaniklilik genellikle yabani tiirlerde bulunmaktadir.
Transkriptom c¢alismalar1 dayaniklilik ile ilgili gen ve allellerin se¢imine olanak

saglayabilir (151).

Bu tez ¢aligmasinda da dayanikli - hassas 6rnekler ve bu d6rneklerin sonraki generasyonlari
sekanslanarak dayaniklilikta rol oynayan genler ve ifadelerinin degisimi belirlenmeye

caligilmistir.

Bitkilerde strese kars1 verilen yanitlar arasinda transkripsiyon faktorleri olduk¢a énemlidir.
Transkripsiyon faktorleri arasinda Apetala 2(AP2)/ERF en biiyiik alt gruplardan birisidir
ve tek bir AP2 domaini ile karakterize edilmektedir. ERF’ler stres ile ilgili genlerin
aktivatorii olabildigi gibi; baskilayici olarak da gorev alabilirler (158). Fungal patojenler ile
yapilan caligmalara bakildiginda VpERF2 ve VpERF3’lin transgenik tiitlinde fungal
patojen Phytophthora parasitica’ ya karsi1 direnci arttirirken; VpERF1’in fungal patojene
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duyarliligt  arttirdigi  belirtilmistir  (159). Benzer olarak OsERF922’nin  asir1
ekspresyonunun Magnaporthe oryzae’ye karst duyarliligr arttirdigi belirtilmistir (160).
Baska bir ¢alismada, AtERF4; jasmonik asit ile iliskili savunma genlerini baskilayarak
Fusarium oxysporum’a Karsi1 duyarli hale getirirken; AtERF2’nin jasmonik asit ile iliskili
savunma genlerinin pozitif diizenleyicisi olarak hareket ederek F. oxysporum’a direng

kazandirmistir (158).

Bu tez c¢alismasinin sonuglarina bakildiginda; (Protein ID: XP_006365343.1: Ethylene —
responsive transcription factor ERF106-like (Solanum tuberosum)) tanimli genin hassas
orneklerde ifade edilirken; baba 6rneginde ifade edilmedigi goriilmektedir. Bu sonuglardan
hareketle, bu genin Fusarium oxysporum melongenae dayanikliliginda ifadesinin
azalirken; hastalifa  duyarlilikta ifadesinin  artti§i  sOylenebilir.  Protein ID:
XP_006358864.2: ethylene responsive transcription factor ERFO027-like (Solanum
tuberosum) tanmimli genin ifadesine baktigimizda biitiin 6rneklerde ifade edildigi fakat
hassas drneklerde daha fazla ifade edildigi goriilmektedir. Orneklerin tamaminda ethylene
responsive transkripsiyon faktorlerinden sorumlu genlere baktigimizda sadece 2 hassas
ornekte ifade edilen genler vardir. Bu genlerin sadece hassas 6rneklerde olmasi hastaliga
duyarlilikla iligkilendirilebilir. Bu genlerden bazilar1 ifade artis1 ile bazilari ise ifade azalisi
ile bu duyarlilig1 saglamaktadir; bu da literatiirdeki bilgilerle uyusmaktadir. Bu genlerin
protein ID’leri: XP_006359239.1, XP 004237817.1, PHU17989.1, XP_015163844.1,
XP_015074965.1, PHT82646.1, XP_006347004.1, XP_006340524.1, XP_0063429009,
XP_004243505.1, XP_006350680.1, XP_006356236.1, PHU29562.1, PHT63106.1,
XP_015165485.1, XP_016439809.1, XP_019236859.1, XP_006351893.1, PHT43390.1,
XP_004233631.1, NP_001275603.1, XP_006344128.1, AAD31397.1, XP_016545474.1,
XP_015068523.1, XP_016500973.1, XP_00630214.1, XP_006339943.2,
XP 015058030.1, XP 006359240.1, PHT57876.1, XP 027769004.1 dir. Tez
calismamizdan elde edilen sonuglardan hassas/dayanikli 6rnekler arasindaki ERF ile iliskili
genlere baktigimizda sadece ifadesi azalan 3 tane ERF ile iliskili gen bulunmustur. Bu
genlerden XP_006343893 protein ID’li ‘Ethylene-responsive transcript factor CRF2’nin
ana-baba arasinda ifadesinin 1.9 kat azalirken; hassas F2-dayanikli F2 arasinda 3 kat
azaldig goriilmektedir. XP_006361741.1 protein ID’li ‘Ethylene responsive transcription
factor ERFO11-like’nin ana-baba arasinda ifadesi 1.4 kat azalirken; hassas F2 - dayanikli
F2 Ornekleri arasinda 2 kat azalmistir. Protein ID’si XP 006361576 olan ‘AP2-like

ethylene-responsive transcription factor AILS5’ protein tanimli genin ifadesi ana-baba
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arasinda 1.2 kat azalis gosterirken; hassas F2 - dayanikli F2 Ornekleri arasinda 2.8 kat
azalis gostermistir. Bu genin ifadesinin azalmasmin patojen duyarliligi ile iliskili

olabilecegi diisiiniilmektedir.

WRKY ailesi, DNA baglanma proteinlerinden, bitkilerdeki en biiylik transkripsiyon
faktori ailelerinden birisidir. WRKY transkripsiyon faktorleri yliksek oranda korunmus N-
terminal domaininden olugmustur. WRKY transkripsiyon faktorleri bitkilerde g¢esitli
sireclerde yer alan hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in hedef gen
promotoriiniin W-kutusu ile baglanir. W kutusu, dejenere / ¢ekirdek TGAC motifinden;
WRKY proteinleri ile etkilesime giren korunmus bir GAC ¢ekirdeginden olusur ve spesifik
WRKY faktorleri tarafindan taninir. WRKY’ler W-kutusu (TTGACT) olarak adlandirilan
konsensiis Cis elementine baglanarak bu genlerin savunma ile ilgili ekspresyonunu
diizenlerler (161). WRKY’ler ¢esitli homo - heterodimer kombinasyonlariyla aktivator
veya repressor olarak hareket edebilirler. Yapilan ¢aligmalarda WRKY transkripsiyon
faktorlerinin bitkilerde yapisal olarak ifade edilmedigi; ¢esitli stresler tarafindan
indiiklendigi belirtilmistir. WRKY transkripsiyon faktorlerinden WRKY6 transkripsiyon
faktoriiniin bitki patojen savunmasina ve yaslanma siirecine etki ettigi; 6zellikle bakteriyel
enfeksiyonlarda WRKY6’nin PR1 promotdriinii pozitif olarak etkiledigi bildirilmistir
(162). Bagka bir galigmada WRKY38 ve WRKY62 transkripsiyon faktorlerinin bazi
tanimlanamayan diizenleyiciler araciligi ile bakteriyel patojen Pseudomonas syringae’ye
kars1 savunma tepkisini azaltict yonde etki yaptigi agiklanmistir (163). WRKY33
transkripsiyon faktorii ile yapilan bir ¢alismada ise; WRKY33’iin asir1 ifade edilmesinin
Arabidopsis thaliana’da nektotrofik fungal patojenlere (Botrytis cinerea ve Alternaria
brassicicola) duyarliig: arttirdigr gosterilmistir (164). Uziimde yapilan bir ¢alismada da
fungal patojen enfeksiyonu sonrasinda belirlenen 16 WRKY transkripsiyon faktdriinden

bazilarinda azalis oldugu belirtilmistir (165).

Bu tez c¢aligmamiz sonucunda, ifade edilen genlere baktigimizda protein ID’si
XP_015066320.1 olan — WRKY transkription factor 3’iin ana - baba ve hassas F2 -
dayanikli F2 6rnekleri arasinda ifadesinin sirasiyla 1.4 ve 2.7 kat azaldig1 goriilmektedir.
WRKY transkripsiyon faktorlerine baktigimizda ana - baba ve hassas F2 - dayanikli F2
arasinda ifadesi azalan tek gen varken; 10 tane ifadesi artan ortak gen bulunmaktadir.
‘WRKY transcription factor 40 (S. pennellii)’ proteinini kodlayan ve XP_015084503.1

ID’li genin ifadesinin ana-baba oOrneklerinde ifadesinin 4.7 kat artarken; hassas F2 -
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dayanikli F2 oOrneklerinde ifadesinin 7.2 kat arttigi goriilmektedir. Protein ID’si
XP_006361532 olan — WRKY transkription factor 40 (S. tuberosum)’in ifadesinin de ana -
baba’da 9.6 kat artarken; hassas F2 - dayamikli F2’de 7 kat arttigi, Protein ID’si
XP_004252561.2 olan — WRKY transkription factor 51 (S. lycopersicum)’in ifadesinin de
ana - baba’da 1.9 kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2’de 4.5 kat arttig1, Protein ID’si
XP_006359017.1 olan — WRKY transkription factor 51 (S. tuberosum)’un ifadesinin de
ana - baba’da 8.4 kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2’de 3.1 kat arttig1, Protein ID’si
XP_015064265.1 olan — WRKY transkription factor 6-like (S. pennellii)’nin ifadesinin de
ana - baba’da 3.6 kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2’de 2.2 kat artti§1, Protein ID’si
XP_015080936.1 olan — WRKY transkription factor 71-like (S. pennellii)’nin ifadesinin de
ana - baba’da 2.1 kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2’de 2.6 kat arttig1, Protein ID’si
01598026 olan — WRKY transkription factor 70’in ifadesinin de ana - baba’da 2 kat
artarken; hassas F2 - dayanikli F2’de 2.2 kat arttig1, Protein ID’si XP_015072893.1 olan —
WRKY transkription factor 51’in ifadesinin de ana - baba’da 1.6 kat artarken; hassas F2 -
dayaniklt F2’de 1.9 kat arttig1, Protein ID’si ABU49725.1 olan — WRKY transkription
factor 6’nin ifadesinin de ana - baba’da 1.3 kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2’de 1.7
kat arttig1, Protein ID’si XP_006350583.1 olan — WRKY transkription factor 30’un
ifadesinin de ana - baba’da 7.1 kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2’de 2.5 kat arttigi
goriilmektedir. Bu ifadelere baktigimizda WRKY transkripsiyon faktorlerinin genel olarak
ifade artis1 ile dayaniklilik sagladig: sdylenebilir. Bu sonugclar literatiirdeki bilgiler ile de
uyusmaktadir.

Viris, bakteri, fungus, nematod gibi organizmalar bitkileri besin kaynagi olarak gérmekte;
bu da bitkileri bu patojenlerden gelen saldirilara agik hale getirmektedir. Bitkiler patojenler
ile miicadele etmek i¢in zamanla farkli savunma stratejileri gelistirmislerdir. Bu
stratejilerde bazen basarili olsalar da bazende savunma stratejileri ise yaramamaktadir. Bu
basarisizlik sonucunda patojen bitkiye girmekte ve bitkiye zarar vermektedir. Bitkilerin
patojenlere karsi olusturdugu savunma stratejilerinden bazilari PR (patojen ile iligkili
proteinler)’lerdir. PR’lerden bazilari thaumatin, thionin, kitinaz, glukonazdir. Bitkinin
patojenlere olusturdugu yanitlardan olan peroksidaz; patojenin yayillmasini kisitlayan
yapisal bariyerlerin sentezlenmesinde; kitinaz, glukonaz, pektinaz gibi enzimler ise
fungusun hiicre duvarmin yok edilmesinde gorevlidirler (167). Kitinaz, kitin polimerini
kitobiyoz dimerlerine hidrolize edebilir, c¢esitli organizmalar tarafindan iretilir ve

biyokontrol siirecine dahil olur (168). Bu tez c¢alismasinda da c¢alisilan Fusarium
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oxysporum melongenae sporla ¢ogalan bir fungustur. Fomg’nin iirettigi spor tiplerinden
olan klamidospor kalin hiicre duvarlari sayesinde toprakta uzun siire yasamaktadirlar.
Miicadele ¢alismalarina bakildiginda; Fusarium’un farkli bir tiiri olan Fusarium solani ile
ilgili yapilan ¢alismada; hiicre duvari1 pargalayici kitinaz ve f 1-3 glukonaz enzimi igeren
Trichoderma harzianum ve Trichoderma viride tiirlerinin bu patojenin varligini azalttigi
belirtilmistir (109). Calisma sonucumuzdan elde edilen verilere baktigimizda, kitinaz _
endokitinazdan sorumlu genlerden bazilarinin ana - baba ve hassas F2 - dayanikli F2 de
ortak artis veya azalis gosterdigi goriilmektedir. Ana - baba ve hassas F2 - dayanikli F2
arasinda ortak azalig gosteren bir tane gen bulunmustur. Bu gen XP-015057138.1 protein
ID’li ‘chitinase 2-like’ proteininden sorumlu gendir ve ana - baba arasinda ifadesi 1.5 kat
azalmisken; hassas F2 - dayanikli F2 arasinda 1.8 kat azalmistir. Hassas - dayanikli
ornekler arasinda kitin ile alakali, ortak artis gdsteren 5 adet gen bulunmustur. NCBI
niikleotit veri tabanina gore tanimi ‘Solanum tuberosum chitinase-3-like protein 2’ olan
PHT75397 ID’li proteinden sorumlu genin ifadesi ana baba arasinda 8.3 kat artmigken;
hassas F2 - dayanikli F2 arasinda 5.2 kat artmistir. PHT91056.1 ID’li ‘Endochitinase’
proteininden sorumlu genin ifadesi de sirasiyla 8.2 ve 3 kat artis gdstermistir. Hassas
dayanikli 6rnekler arasinda ifadesi artan bir diger gen de XP-015076082.1 protein ID’li
‘acidic endochitinase’ proteininden sorumlu gendir. Bu genin ifadesi de ana - baba
arasinda 4.9 kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2 arasinda 1.8 kat artmigtir. XP-
006345574.1 protein ID’li ‘acidic endochitinase (S. tuberosum)’ tanimli proteinden
sorumlu genin ifadesi de sirasiyla 4.1 ve 1.7 kat artig gOstermistir. Protein ID’si
PHT91059.1 olan ‘acidic endochitinase pcht28 (Capsicum annuum)’ proteinini ifade eden
genin ifadesi de ana - baba Ornekleri arasinda 4.1 kat artis gosterirken; hassas F2 -
dayanikli F2 ornekleri arasinda 1.7 kat artis gostermistir. Bu sonuglara baktigimizda bu
genlerin gernerasyonlar arasinda ortak olmasi, ifadelerinin genel olarak artis gostermesi

patojen ile iliskili olabilir.

PR’lerden olan thaumatin proteininden sorumlu genlerin hassas - dayanikli ornekler
arasindaki ifade farklarina baktifimizda 2 tane ifadesi azalan ortak gen oldugu
goriilmektedir. Bu genlerden ilki olan XP-006359673.1 ID’li ‘thaumatin-like protein’
proteinini ifade eden genin ifadesinin ana - baba arasinda 2.1 kat azalirken hassas F2 -
dayanikli F2 arasinda 3.6 kat azaldigi, XP-006341532.1 ID’li ‘Thaumatin-like protein’

proteinin ifade eden genin ifadesinin ana - baba ve hassas F2 - dayanikli F2 arasinda 3.3
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kat azaldig1r goriilmektedir. Thaumatin ile iliskili bu genlerdeki ifade azalisinin sebebi

patojen ile iliskili olabilir.

PR’lerden olan glukonaz enziminden sorumlu genlerin hassas — dayanikli ornekler
arasindaki farkliliga baktigimizda; iki tane ifadesi ortak azalan gen oldugu goriilmektedir.
Bu genlerden ilki XP-016565793.1 protein ID’li ‘endoglucanasel7’den sorumlu gendir. Bu
genin ifadesi ana — baba ve hassas F2 — dayanikli F2°de yaklasik 4 kat azalmistir. Diger
gen ise PHU28071.1 protein ID’li ‘endoglucanase’dan sorumlu gendir ve ifadesi ana —
baba ve hassas F2 — dayanikli F2’de yaklasik 1.7 kat azalis gostermistir. Glukonaz ile
iligkili, ifadesi hassas — dayanikli 6rneklerde artan gen de protein ID’si XP-006353239.1
olan ‘endoglucanase 12’dan sorumlu gendir. Bu genin ifadesi de ana — baba arasinda 2.8
kat artmisken; hassas F2 — dayanikli F2 arasinda 7.3 kat artmustir. Biitiin bu genlere
baktigimizda glukonaz ile iliskili genlerin ifadesinin generasyonlar arasinda ortak olmast
bu genlerin patojen ile iliskili olabilecegini; ifadesindeki artisla veya azalisla patojen

dayaniklilig1 saglayabildigi soylenebilir.

Bitki savunmasi sirasinda indiiklenen proteinler arasinda bitki peroksidazlar1 da
bulunmaktadir. Peroksidazlar, genis bir aileye aittirler ve lignin — suberin olusumu, hiicre
duvar1 bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi ve fitoaleksinlerin sentezi gibi ¢ok cesitli
fizyolojik siireglere katilirlar (169). Bir gesit oksido - rediiktaz enzimi olan peroksidazlar
hiicre duvarinin yapisina katilarak mantar penetrasyonunu sinirlayarak patojenin hiicre
icine girmesine engel olmaya calisirlar. Bu calismada peroksidaz ile patojen iligkisine
bakildiginda, ana - baba ve hassas F2 - dayanikli F2 o6rnekleri arasinda peroksidaz ile
iliskili 6 tane gen bulunmustur. Bu genlerden 4 tanesinin ifadesi ortak olarak azalig
gdstermisken; 2 gen artan ifade gdstermistir. Ifadesi artan genler: XP-015165683.1 protein
ID’li ‘cationic peroxidase 1-like’ proteininden sorumlu gen ve XP-004249496.1 protein
ID’li ‘peroxidase 21° proteininden sorumlu gendir. ilk genin ifadesi ana baba arasinda 1.2
kat artarken; hassas F2 - dayanikli F2 arasinda 9.3 kat artis gdstermistir. ikinci genin
ifadesi ise ana baba arasinda 8 kat artig gosterirken hassas F2 - dayanikli F2 arasinda 4.6
kat artis gostermistir. Peroksidazdan sorumlu 4 tane genin ifadeinin de hassas - dayanikli
ornekler arasinda azaldig1 goriilmektedir. Bu genler: XP-006351920.1 protein ID’li ‘lignin-
forming anionic peroxidase-like’ proteininden sorumlu gen, XP-006367225.1 protein ID’li
‘peroxidase 44-like’ proteininden sorumlu gen, XP-006342451.1 protein ID’li ‘peroxidase
46-like’ proteininden sorumlu gen ve PHU12217.1 protein ID’li ‘peroxidase 39’
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proteininden sorumlu gendir. Peroksidazdan sorumlu genlerin tez calismasindaki
orneklerde ifade degisimlerine bakildiginda ise patojen dayaniklilig: ile iliskili olabilecegi,
ifadelerinin bazi durumlarda artarak bazi durumlarda azalarak patojene dayamiklilik

sagladig1 soylenebilir.

Fusarium solgunluguna karsi dayaniklilik c¢aligmalar1 ¢esitli bahge bitkilerinde
gerceklestirilmistir. Domateste molekiiler haritalama caligmalar1 ile yabani tiirlerden
(Solanum pennelli ve Solanum pimpinellifolium) elde edilen I, I1, 12, ve I3 olmak iizere 4
direng geni belirtilmistir. Kavunda da kantitatif 6zellik lokusu (QTL) ile Fom-1, Fom-2,
Fom-3, Fom-4 direng genleri belirtilmistir (3). Domatesteki 12 ve kavunda bulunan Fom-1
ve Fom-2 genlerinin klonlandigi bir ¢alismada her 3 genin de NBS-LRR (niikleotid
baglanma bdlgesi - 16sin bakimindan zengin tekrarlar) bdlgelerini icerdigini tespit
etmiglerdir (3, 170-172). Tez c¢alismasindan elde edilen RNA sekanslama sonuglarina
bakildiginda, 16since zengin tekrar (LRR) bolgeleri ile ilgili proteinleri kodlayan ¢ok
sayida gen bulundugu goriilmektedir. Bu genlere ayrintili olarak baktigimizda, farkli
seviyelerde artis - azalis gosteren; farkli 6zelliklerde proteinleri kodlayan genlerin varligi
goriilmektedir. Protein ID’si XP-006341184.2 olan ‘leucine-rich repeat receptor like
protein kinase PXC1’ proteininden sorumlu genin ifadesi ana - baba 6rnekleri arasinda 2.6
kat azalmisken; hassas F2 - dayanikli F2 ornekleri arasinda benzer oranda 2.2 kat
azalmustir. ifadesi azalan bir baska gen de Protein ID’si XP-004253264.1 olan ‘LRR
receptor-like serine/threonine protein kinase Atlg34110° proteinini kodlayan gendir. Bu
genin ifadesi de ana - baba ve hassas F2 - dayanikli F2 orneklerinde yaklasik 3 kat
azalmistir. Protein ID’si XP-006340709.2 olan ‘LRR receptor-like serine/threonine protein
kinase At4g36180° proteinin kodlayan genin ifadesi de ana - baba Ornekleriarasinda 1.4,
hassas F2 - dayanikli F2 6rnekleri arasinda 3 kat azalis gostermistir. Protein ID’si XP-
006358242.1 olan ‘leucine rich repeat receptor like protein kinase TDR’ proteininden
sorumlu gen ile Protein ID’si XP-006343723.1 olan ‘LRR receptor like serine/threonine
protein kinase’ proteininden sorumlu genin ifadesi de ana - baba ve hassas F2 - dayanikli
F2 ornekleri arasinda benzer oranda (yaklasik 2 kat) ifade azalisi gostermistir. Losince
zengin tekrar bolgeleri ile ilgili proteinleri kodlayan genler arasinda ana - baba ve hassas
F2 - dayanikli F2 arasinda ifadesi artan genler de vardir. XP-006358717.1 tanimli ‘LRR
receptor like serine/threonine protein kinase At3g47570° proteininden sorumlu gen
sirasiyla 1 kat ve 3.4 kat artis gdstermisken ayni proteinin farkli bir izoformundan sorumlu

(XP-006364147.1 tanimli ‘LRR receptor like serine/threonine protein kinase At3g47570
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isoform X1) genin ifadesi ana - baba 6rneklerinde 2.5 kat artmisken hassas F2 - dayanikli
F2 ornekleri arasinda 4 kat artig gostermistir. XP-006364866.1 ID’1li ‘LRR receptor like
serine/threonine protein kinase At4g08850° proteini ve bu proteinin izoformlarimi ifade
eden genlerin (Protein ID’leri: XP-006354070.1 ve XP-015161129.1) ifadelerinin de ana -
baba ve hassas F2 - dayanikli F2 Orneklerinde artis gosterdigi goriilmektedir. Bu
sonuglardan; 16since zengin tekrar igeren bdlgelerin patlicanda da Fusarium oxysporum
melongena patojen dayaniklilig: ile ilgili olabilecegi; genin ifadesinin artarak veya azalarak

patojen dayaniklilig1 sagladig1 sdylenebilir.

Kinaz; protein fosforilasyonundan sorumlu enzimdir. Protein kinazlar patojen enfeksiyonu
sonucunda bitkide olusan yanitlarda da ©nemli rollerdedir. Patojen inokiilasyonu
sonrasinda meydana gelen sinyal molekiillerinin taninmasinda 6nemli isleve sahiptirler.
Kinaz ailesinden mitojen-aktive eden kinazlar (MAPK) bitkide birgok stres faktorii ile
aktive olan iletim yolunda gorev almaktadir (153). Yapilan bir ¢alismada pamuk MAPK-
GhMPK20’nin Fusarium oxysporum dayanikliliginda negatif diizenleyici olarak gorev
aldig1 bildirilmistir (154). Bu tez calismasinda da transkriptom sekanslamasi sonucunda
elde edilen genlere /Ana - baba ve hassas F2 - dayanikli F2 6rnekleri arasindaki ortak
genlere baktigimizda ¢ok sayida kinaz ile iligkili gen bulundugu; bunlardan bir kisminin
ifadesinin azalirken bir kisminin arttigi goriilmektedir. Bu genlerin hassas-dayanikli
ornekler arasinda artiy veya azalis gostererek ortak ifade gostermesi patojen ile

iliskilendirilebilir.

Kirola, Major Lateks Proteinlerinden (MLP)” dir. MLP’lerin biyotik ve abiyotik streslere
kars1 savunma tepkisinde yer aldigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada, MLP’lerin
Fusarium oxysporum ile enfekte olan pamuklarin kokiinde ve hipokotillerinde bol miktarda
bulundugu bildirilmistir. Kesin islevi bilinmese de MLP’lerin c¢esitli enfeksiyonlar
sirasinda agir1 eksprese edildikleri bilinmektedir (173). Bu tez ¢alismasinda MLP’lerden
kirola-like proteini; ID’si XP_016574628.1’e baktigimizda bu proteini kodlayan genlerin
ifadelerinin degiskenlik gosterdigi, her 6rnekte ifade edilmedigi; patojen dayanikliligi ile

kesin olarak iliskilendirilemeyecegi sdylenebilir.

Pathogenesis related protein STH-2 patatesten izole edilen; patojen ile alakali gen ailesine

ait bir proteindir. STH-2’nin yaralanma, uyarilma ve enfeksiyonlardan sonra ¢ogu dokuda

biriktigi goriilmektedir (174). Patateste fungal patojen Phytophthora infestans ile yapilan

bir ¢alismada patateste patojene etki olarak STH-2 proteinin daha yiiksek seviyelerde
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biriktigi  gorilmektedir (175). Tez c¢alismamizin sonuglarina baktigimizda ID’si
XP_006342409.1 olan pathogenesis related protein STH-2-like proteinini ifade eden genin
ifadesinin ana — baba 6rneklerinde 4.1 kat artarken; hassas F2 — dayanikli F2 6rneklerinde
2.9 arttigr goriilmektedir. Bu sonuglardan bu genin ana — baba, hassas — dayanikli

generasyonlar1 arasinda korundugu patojen ile iligkili oldugu sdylenebilir.

Kiwellin, kivi meyvesinden adin1 alan; ¢esitli bitkilerde patojen saldiris1 esnasinda ifadesi
artan bir proteindir. Misirda yapilan bir ¢alismada, fungal Ustilaga maydis ile enfekte olan
bitkide (ZmMKWL1) — kiwellin proteinin ifadesinin arttigi gozlenmistir (176). Tez
calismasindan elde edilen sonuglardan kiwellin  proteinlerine  baktigimizda;
XP_010313436.1 — kiwellin proteininden sorumlu genin; bazi drneklerde ifadesinin arttigi;
baz1 6rneklerde ise ifadesinin azaldigi, bazi 6rneklerde de ifade edilmedigi goriilmektedir.
Bu proteinden sorumlu genin ifadesi patojen ile iliskili olabilecegi gibi baska bir faktorle

de iligkili olabilir.

Bu calismadaki amacimiz; tiirler aras1t melezlemeler yapilmasi; bu melezlemeler ile F2
generasyonuna gitmek; melezlemeler sonucunda dayanikli bitkiler elde edebilmek,
Fusarium oxysporum melongenae dayanikliliginin generasyonlar arasi gegisini kontrol
etmek ve bitkilerin yaprak drneklerinde generasyonlar boyu RNA dizileme analizi yapmak
olmustur. Bu amaglar dogrultusunda c¢alismadan elde edilen sonuglara gore Solanum
melongena ve Solanum macrocarpon tiirlerinin basarili bir sekilde melezlenebildigi;
sonraki generasyonlardan (F2) bitki elde edilebildigi goriilmektedir. Ayrica elde edilen
bitkilere patolojik testlemeler yapildiginda dayanikli bitkiler elde edildigi de gozlenmistir.

Calismanin sonucunda;

o Bitkilerin yaprak dokularindan alinan Orneklerden genler belirlenmis; gen
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmigtir. ifade edilen genlerin generasyonlar

arasinda ne sekilde ifade edildigi belirlenmistir.

e Tez calismasi transkriptom diizeyinde hassas - dayanikli ebeveynlerin genleri ve

bunlarin 6zellikle F2’lerde kalitimi ile ilgili 6nemli sonuglar ortaya koymustur.

e 5.10 ve 5.21 arasindaki cizelgelerde ifadesi kayda deger katsayr artis / azalis
gosteren genler kiiltiir patlicaninin hassaslik - yabani patlicanin dayaniklilik
profilini ortaya koyacak aday genler olup ayni zamanda dayaniklilik 1slahinda

protein diizeyinde fonksiyonel calismalara aday genlerdir.
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Patojen dayanikliliginda farkli yolaklar (Salisilik asit, Jasmonik asit, etilen,
transkripsiyon faktorleri vb.) devreye girebilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan
1slah kombinasyonlarinin dayaniklilikla hangi yolaklar1 6n plana ¢ikardig: diger bir
ifade ile 6zellikle kullanilan yabani tiiriin sagladigi dayanikliligin, hassas tiirden

kaynaklanan hassasligin 6n bulgulari elde edilmistir. Bu kapsamda;

Etilenle ilgili tartisilan genlerin hassas — dayanikli 6rneklerde ortak olarak
bulunmasi, generasyonlar arasinda korunmasi bu genlerin patojen ile iliskili

olabilecegini gostermektedir.

WRKY transkripsiyon faktérlerine ait genlerin hassas — dayanikli
orneklerde ortak olmasi, generasyonlar boyunca korunmasi patojen ile
iligkilendirilebilir; genlerin genel olarak azalan ifade gostermesi patojen

dayaniklilig1 ile ilgili olabilecegini gostermektedir.

Kitin ilgili tartisilan genlerin ana — baba arasinda ve hassas — dayanikli
generasyonlar1 arasinda korunmasi bu genlerin patojen ile ilskili olabilecegini

gostermektedir.

Thaumatin proteinleri ile iliskili genlerin ifadesinin hassas — dayanikli

orneklerde ifade azalisi ile patojen dayaniklilig1 sagladigl sGylenebilir.

Glukonaz enzimi ile iliskili genlerin ifadesinin hassas — dayanikli 6rneklerin
bazilarinda artis bazilarinda ifade azalis1 gostererek patojen dayaniklilig ile iligkili

oldugu sdylenebilir.

Peroksidaz enzimi ile ile iliskili genlerin hassas — dayanikli orneklerin
bazilarinda arts gostererek bazilarinda da ifade azalisi ile patojen dayaniklilig ile

iliskili olabilecegi goriilmektedir.

Losince zengin tekrar iceren bolgeleri kodlayan genlerin hassas — dayanikli
orneklerin bazilarinda arts gostererek bazilarinda da ifade azalis1 ile patojen

dayaniklilig ile iligkili olabilecegi goriilmektedir.

Patojen iliskili STH2 proteinin kodlayan genlerin hassas — dayanikl

orneklerde ifade artis1 ile patojen dayanikliligi sagladigi sdylenebilir.
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Glinlimiizde MAS (marker asisted selection) calismalar1 baskin kalitim gdsteren
genlere dayali olarak yiritilmektedir. Klasik QTL (Quantitative Trait locus)
haritalama c¢aligmas1 ile tespit edilen genle iliskili markirlarin fragment
amplifikasyonu ile yapilan MAS degerlendirmeleri ise baskin / ¢ekinik allel
ayrimindaki yetersizliklerden kolay1 etkin kullanilamamaktadir. Bu ¢alisma ile
ebeveynden - F2 generasyonuna kadar kalittmi kanitlanan genlerden 1slahta
dayanikli allel se¢imi (baba orijinli genlerden, AA, Aa gibi) veya islahta hassas
allel eleminasyonu (ana orijinli genlerden, aa ) saglayan SNP tabanli markirlar

gelistirilebilecektir.

MAS calismalarinin etkinliginde en 6nemli olan unsurlardan birisi ise kullanilan
haritalama popiilasyonlaridir. Bir popiilasyondan gelistirilen markirlar 1slah
ebeveyn farkliliklarindan dolayr diger bir popiilasyonda islevsel olamamaktadir.
Ozellikle tiirler aras1 melezlemede zorluklar, dayanimin poligenik olabilmesi gibi
nedenlerden dolayr her bir popiilasyon i¢in de genetik haritalar
Olusturulamamaktadir. Bu tez ¢alismasi ile F2 asamasina kadar ifade - kalitimu
ortaya konulan genlerle Solanum macrocarpon tiirii i¢in 1slahta markir gelistirmeye

yonelik kullanilabilecek bir veri tabani ilk olarak olusturulmustur.

Ayrica tezde tespit edilen yaprak verileri hastaligin goriildiigii meyve gibi
dokularindan yapilacak RNA dizileme verileri ile karsilastirmali genomik
calismalara temel olusturarak dokular arasinda karsilastirmalarin yapilmasina;

dolayisiyla transkriptom profilinin zenginlestirilmesine olanak saglayacaktir.

Calismanin sonucunda elde edilen transkriptom verileri; patlicanda tiirler arasi
melezleme ¢aligmalar1 yapan, patlicanda Fusarium oxysporum melongenae

dayaniklilig1 ¢alisan 1slah¢ilarin aragtirmalarina yol gosterici olabilir.
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Abstract

Tissue culture technxques in ato, pepper and eggplamt are impoetant for the development of

and hagh yielding varsetses, which require a sustable regeneration protocol. Although
shoot regeneration has been achseved by using different explants and cytokinin doses in Solanacear
species, very few studies have reported m vilro regencration using root tissues. The curremt study
= the first report to compare direct shoot regeneration capabilitses using root node explants in three
Solanaceae species (tomato, pepper, and eggplant) under three cytokinmns (BAP, TDZ, and GA3)
bormone. Plantlets were reg d from the root node explants of tomato, pepper and eggplant in
the media containing 0, 05, 1, 1.5 and 2mg/L of BAP, TDZ and GA3. Results revealed that the shoot
regeneration of root node expl varied according 1o the sp cytokimms (BAP, TDZ and GA3) and
doses of hormones. Among the species, the best shoot regeneraticn was observed m tomato followed
by eggplant and pepper plants. While the shoot length was stat Ly significant in , 1t was
observed to be insignificant 1 pepper and eggplant. The highest number of root regeneration and root
length was observed in tomatoes. The results obtamed from the study will contribute to the development

a4

of successful/reproducible tssue culture protocols from roots node explants,

Keywords: Solanaceae, root node expl.

Introduction

Successfullreproducible tissue culture protocols
are required to determine the action mechanism of
plant hormones on cellular differentiation, organ

formation, somatic embryogenesis, direct regeneration.

secondary metabolite/alkaloid production in  plant

eggplant, pepper

tissue during regeneration [1-3]. Besides, successful in
vitro regeneration optimizations are an important step
for studying somaclonal variations, in vifro mutations,
herbicide tolerance, diploid induction; secondary
metabolite  production, economically  important
transgenic plant production and the development of
somatic hybrids require an effective regeneration
protocol [4-6]. Regeneration capability of different
tissues depends on species, cultivar and genotype,
cellular structure and cellular action mechanisms of
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plant hormones [T]. Like other families, in Solanaceae,
there is a huge potential in terms of protocol
optimization for regencration with maximum yield
{shoots and roots).

Solanaceae  contains  about 4000 species  of
economically  and ecologically importamt  family
presenting a large number of model plants, genctic
resources,  secondary  metabolites, medically  and
chemically active substances [B]. In  terms of
environmental importance on agriculture, it has been
reported that secondary metabolites and plant extracts
ohtained from plants belonging to the family Solanaceae
can prowide a protective effect against bacteria, fungi,
harmful plant insects and abiotic damages [9, 10].
On the other hand; biotechnological studies in
Solanaceae species were primarily focused on tomato
and wild relatives (Solarwm genus, former genus
Lycopersicon) followed by cogplant (genus Solanusi)
and pepper species {genus Capsicun) [11, 12]. In pepper
{Capsicion annum) the regencration experiments have
been carried out following different tissue culture
technigues such as direct organogenesis, axillary
proliferation, axillary meristem, indirect sormatic
embrycgenesis  using  zygotic embryo, cotyledon,
hypocotyl, and leaf explants [13-18]. However, no study
has heen reported regarding the regeneration in pepper
using root as explant.

As  in  other plants, in  fomato  (Solerum
Iycopersicum), abiotic stresses such as drought, salinity,
and hbiotic environmental stresses  like  pathogens,
insects and fungi are the main limiting factors in a
pant’s growth and prodwctivity [19] Tomate tissue
culiure studies which are important for hiotechnological
applications such as the determination of molecular
mechanisms of these stresses and obtaining tolerant
individuals have been performed largely by wsing
cotyledon, hypocotyl, and leaf explants. However, few
studies reported tomato regeneration using root explants
[20-24]). Egegplant (Solmmiem  melongena) belongs o
Solemaceae and grown in tropical and semi-tropical
climates.  Issues like a genetic mismatch between
species and infertility of varietics have prevented the
development of tolerant varieties against hiotic and
abiotic damages. To overcome breeding problems in
eggplant, advanced biotechnological methods such as
tissue culture and plant genetic enginecring instead
of comventional methods increase the suceess rate
[25]. Eggplant direct shoot regencration studies were
mainly carried out using cotyledon, hypocotyl, and leaf
explants. Unlike other explants, stable optimization of
direct shoot formation with root explants has not been
reported [26-29].

The current study was designed to investigate and
develop an optimized regeneration protocol wsing
oot node explants in pepper, tomato, and eggplants.
Besides, comparative analysis of shoot growth and
root elongation using oot nodes was performed for the
first time with a view o identify the regenerants with
SUperior performance.

Material and Methods
Plant Matenal

In the current study, llca pepper (P-Ihca), H2274
tomaio (T- H227) and Aydin Black eggplant (EP-
Aydin Black) cultivars were used as materials.

Seed Stenlization

Seeds were pretreated with water for 2 hr o remove
the protective chemical coating Surface sterilization
of seeds was carried out using 25% commercial bleach
and a few drops of Tween 20 in the laminar cabin for
15 min. Afterward, the surface sterilization process was
completed by washing the seeds 5 times (5 mins) with
distilled water. Sterile seeds were sown on media after
drying on blotter paper.

In vitro Regeneration

Sterilized seeds were germinated on M5 media [30]
containing 4.44 g/l M3 salts (Caisson labs, Smithfield,
USA)L 30 g/l sucrose and 5 g/l agar (Duchefa
Biochemie, Haarlem, The Metherlands) at 24°C in dark
for 3 days. Germinated seedlings were incubated in a
growth cahinet for 15 days at 25°C and under 168 h
photoperiod. Root node explants isolated from in vitro
grown seedlings were transferred to a liguid medium
containing MS + Kinetin (Kin) (4 mg/L). After 24 hr
cxplants were transferred to  regencration  media
containing  different concentrations of cytokinins.
Regeneration medium (MS: 443 g/L, sucrose: 30 g/L,
plant agar: 7 g/L) containing different concentrations
of BAP (MS-B) (Sigma, Missouri-USA) (000, 0.50,
100, 130, 2040 mgL), TDE (MS-T) (Sigma, Missouri-
USA) (000, 0.50, 1.00, 150, 200 mg/L) and GA
(M5-G) (Sigma, Missouri-USA) (000, 050, 1.00,
1.50, 200 mg/L). Five explants were cultivated in
cach magenta box and the experiment was performed
in five replications. The Magentas were incubated
in a growth chamber at 24°C under the B/16 hr
photoperiod. Regeneration efficiencies were evaluated
after 3 week.

Plant Acchimatization

Plants with root development observed  werne
transferred to mixtures containing 21 sterilized peat:
perlite. Young seedlings were transferred to fAowerpots,
covered with transparent bags and incubated at 50%
humidity at 25+2C until well-developed regenerates
were obtained.

Statistical Analysis
All  statistical anmalyzes were done using the

IBM SPS5 Statistics 22.0 program according to the
randomized plot design. Mean wvalues were compared
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Fig. 1. a) number af shool regeneration from rool node explant; b) shoot lengh from rool node explant.

by ANOVA followed by Tukey posthoc test at 0003 level
of significance.

Results
Shoot Regeneration

In the curremt study, three types of cytokinin
hormones were applied (MS5-B, MS5-G and MS5-T)
to determine their effects on shoot formation in
T- H22M4, P-lhca and EP- Aydin Black. Maximum
shoots regeneration was observed from MS-B (Fig. 3b;
Fig. 4¢; Fig. 5d). Among the MS-B concentrations,

the hest shoot formation was recorded for MS-B0S
followed by MS-BI and MS-B13. No shoot formation
was observed in the medium containing MS-B2, while
callus formation occurred in the same media (Fig. la).
In media containing M5-B0.5, the highest shoot number
was obtained from T- H22T with 64 per explant
followed by EP- Aydin Black with 4.8 and P-Ihca with
32 In media MS-BI, the highest numbers of shoots
were obtained from EP-Aydin Black with 3.2 followed
by T-H2274 with 2.6 and P-Thea with 1.4 (shoot/per
explant). In MS-B15, 18 shoots were obtained from
T- HX274, 1 shoot from EP- Aydin Black and 0.8 shaoot
from P-Ilica (Fig la).
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Fig. 2 a) number of root regeneratson from root node explant; b) root kength from most nodie explant.

In addition to BAP another plant hormone of
cytokinin group ie, GA, was applied and fested in
terms of shoot formation ability in T- H2274, P-lThca
and EP- Aydin Black According to the obtained resulis,
for medium MS-GO.5, an average of 2.4 shoois was
recorded in T- H2274, 1.8 in EP-Aydin Black and 0.5 in
P-lhica. In the medium MS-GI, the shoot regeneration
rate was bower and an average of 1.4 shoot was ohserved
in T- HX274 explant, 1.2 in EP-Aydin Black and 006 in
P-Thea.

The MS-T media resulted in the lowest shoot
formation in all three wvegetable species compared

to M5-B and MS5-G. In media MS-TOS around 14
shoots were recorded in T-H2274. At M5-TI1, the shoot
regeneration was recorded as 18 in T-H22M, 09 in
EP-Aydin Black and 04 in P-llica (Fig. la). In all of
the media containing high levels of cytokinins, callus
formations were observed in the root node explant,
which was not be obtained from shoot

At the end of &*-week shoot lengths of fully-grown
plantlets were recorded before they were transferred to
soil for acclimatization (Fig Ib). According to these
results, the best shoot length from 3 different cytokinins
was observed in T-H2274 ie, 224 cm in the MS-BI
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Fig 3. in vitro plant regeneration from root node explant in pepper
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Fig. 4. im vitro plant regeneration from root node explant in tomato
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Fig. 5. in vitro plant regeneratson from root node explant in eggplant

a) root and shoot regeneratson of eggplant explants in BAP media; be) shool regeneration from root node explants in medsa contaning
chifferent concentrations of cytokinns; d) last state betore acclamatization of plants whose shoot and root regeneration has been completed.

¢) comtmued shoot development from the root node explant

media followed by 4.4 cm (MS-GO0.5) and 1377 cm
(MS-Gl) (p<005) (Fig. 4¢c) The vanation between
MS-B and MS-T, application doses and species was
found to be insignificant (p=0.05)

Root Regeneration

Adventitious root formations by root node explants
at the end of the 3 week in media containing
cytokinins are given in Fig 2a). Among the different
cytokinins and application doses used, the most
effective adventitious root formation was determined as
9.2 roots in MS-GO.5 in T-H2274 (p<0.05)

The best adventitious root regeneration in eggplant
was determined as 3.8 in the MS-Gl medium. No
statistically significant variation was found between the
root regeneration of MS-G doses in EP-Aydin Black,
The best adventitious root regeneration obtained in
P-1lica was recorded as 1.4 roots in MS-GI1. Among the
different doses of MS-T, root regeneration in 3 species
occurred only at MS-TI, with significant variation
(p<0.05). In media containing MS-T0.5, among all the
plants, the adventitious root formation was observed
only in tomato. There is no statistically significant
difference in adventitious root formation at different
doses of MS-B and among the three species (p=0.05)
The lengths of adventitious roots from root node
explants in the media containing cytokinin are given in
Fig 2b. Rather than the other two types of cytokinins, it

was MS-G that had the most effective influence on root
elongation

According to the other two Solanaceae species,
It was determined that T- H2274 had the best root
clongation capacity in the cytokinins environment
(Fig 4a-b). The best result was obtained from tomato
root node explants (average 924 cm root elongation)
in the MS-G0.5 medium. Among the three Solanaceae
species, no statistical difference was observed in
the effects of MS-GI, MS-GLS and MS-G2 on root
clongation. Similarly, the effects of MS-T and MS-B
concentrations on root elongation were insignificant
The difference between the root lengths of P-lhea and
EP-Aydin Black was also statistically insignificant
(p>0.035) (Fig. 3a; Fig. 4a; Fig Sa-c).

Discussion
Shoot Regencration

As it is known, direct regeneration is essential to
obtain plants with uniform genetic charactenistics. It
has been reported that direct regeneration from the
explants, without going into the callus formation phase,
can help prevent the callus related genetic variations
Therefore, direct regeneration is the most important for
gene transformation [31, 32]. Considering this fact, in
the current study we have obtained all the shoots from
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root node explams with direct organogenesis without
the formation of callus. Also, the root mede explants
isolated from young seedlings were kept in liquid MS
miedia containing 4 mg /L Kin for 24 hr. in the dark and
then planted in the media as per experimental design
An inducing factor is essential for the regeneration of
tissue or cells isolated from the plamt. Although the
inducer required for organogencsis is later removed
from the environment after a certain period, the growth
and development that have started to continue [33]

In our study, we used a high dose of Kinetin for
pre-treatment. This treatment was thought to have a
positive effect on the formation of shoots from the root
node explants. Although many biotechnological studies
have been carried out in tomato using root explanis,
nodal explanis and roots are rarely wsed for shoot
regencration. Besides, these studies did not proceed
beyond the experimental dimension [34, 35]. Compared
with eggplant and pepper, the tomato has been identified
as the most responsive to shoot regeneration from root
nodes. In this study, because of its high conversion
podential, the root node explant was wsed for shoot
formation in tormato, pepper and eggplants.

Pepper's  success rate and speed in v witro
regeneration are closely related to genotypic features
Genotypically, regeneration is relatively slow  and
difficult compared to other members of Solanaceae
[36]. Although pepper performs efficiently  during
organogenesis induction in the cytokinin-coniaining
medium, the necessity of an auxin-containing medium
for root formation has been reported [I7] In the
regeneration study conducted, it was thought that the
shoot and root emerging from the existing root explant
will provide a significant advantage in the regeneration
rate.

A high degree of self-pollination and lack of proper
genctic resources in tomatoes is 8 major problemn for
breeding. Therefore, genetic diversity is  gradually
decreasing [37]. It is of great importance to obtain new
varicties that help eliminate incompatibility problems
between regeneration protecols and Selanacese species
introduced in the current study.

Considering these results, it has been revealed
that different plant species have a different rate of
regeneration even from a similar explant. Several
species of Solameceae family are the target model
species for studying the mechanisms and hormonal
interactions that become active in regeneration. Rashid
amnd Bal [23] reported the use of a hypocotyl explant in
tomato, and according to their results, the formation of
shoot per explant lasted approximately 8 weeks. The
highest shoot was obtained from the medium containing
0.5 mg/L. BAP + KIN with an average of 3.87. On the
other hand, in the current study, a higher regeneration
rate was achieved by using root node explants than the
hypocotyl. Besides, the lack of an additional rooting
step kept the swccess rate of the procedure even higher
amd consequently making it a suitable protocol for the
tested plants. Jehan and Hassanein [35], reported the

somatic  embryogenesis from tomato nodal explant
and achieved successful resulis in BAP containing
media (2 mg/L BAP - B00 number of shootexplant).
Also, it has been reported that the media containing
1 mg/L LA A for rooting gave the best results and rooting
occurred without auxin supplementation. In our study,
in addition to obtaining similar values (L3 mg/L BAP
- 6.4 of shoot'explant) from root nede explants at low
BAP levels, root organogenesis occurred in auxin-free
media. According o the reported shoot regeneration
in cggplant using root explant [26], obtained shoot
regencration from the calluses uwsing MS media with
high BAFP content. An additional intervention was
needed for rooting from the shoots they obtain in the
study. In our study, shoot regeneration was carried
out as a result of direct organogenesis. Besides, an
additional reoting phase was not needed as the shoots
performed well during root formation. Simnilarly, a
few rescarchers had reported obtaining rooting from
different eggplant explants in an 1BA containing media
[38]. According to the report in eggplant regeneration
from callus, obtained shoot (@verage 0.2) in containing a
high amount of cytokinin medium [29]. However, in the
current study, averages of 4.8 shoots were regenerated
in the MS5-B0.5 mediuom with direct organogenesis
{without callus). The high regeneration rate in our case
can be ascribed to the pre-treatment of explants with
high concentrations of KIN for 1| day, which activated
the cytokinin response in the tissues.

The current study can be considered the first report
for successful direct organogenesis using a root node
explant in pepper. In this way, a plant with stable
genetic features was obtained for use in biotechnological
studlies. The number of shoots regeneration from oot
node explants, in pepper, was observed to be lower than
tomato and eggplant. This can be due to the difference
in the reaction mechanism of the species. It is thought
that this study will contribute in terms of hormone-
cell interactions in tissuwe culture studies, regeneration
ability of different tissues and development of successful
transgenic plant protocols. In the corrent study, callus
formation was observed after the pre-treatment of the
explants with Kin before transferring to high cytokinin
containing media. However, no shoot formation was
recorded from these explants. Callus formation can
occur in the presence of pathogen infection, tissue
injury, high auxin, or equal auxin-cytokinin hormones
in the environment [39]. The callus formation in the root
mxde explant (grown in high eviokinin media) is due to
the endogenous auxin in the plant. 1t has been reported
that calluses obtained from the root and hypocotyl
explants have many of the structural features of the
lateral root meristern [40]. It is predicted that new plants
it be produced by using callus-derived callus obtained
in our study will cause an increase in its development
duwe to the strong plant nuirient absorption feature of the
side root meristerm.

Root Development
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In the study carried out o analyze the endogenous
hormones in the plant, the amount of total endogenous
cytokinin on the shoots was determined 1.4 times maore
than the roots. Roots were reported to have higher
IAA content than shoots [41]. Free cytokinins in the
plant are carried from root to shoots [42]. On the other
hand, auxin in the plant is produced in beaf tips [43] and
stored in tissues close to the root [44] In the absence
of auxin, regardless of the number of cyiokining in
the medium, it has been reported that tomato explants
form adwventitious reots, due to the accumulation of high
independent endogenous auxin in hypocotyl and root
cut regions [45, 46]. In our study, high de rove root
regencration was observed especially in tomato which
can be linked to the endogenows auxin level. Similarly,
Blakesley [42], reported that the ratio of free 1TAA
to tofal 1AA in the root region of young shoots was
higher than the elder shoots where rooting has failed.
In the current result, it is thought that root regeneration
is stimulated by changing the cytokinin balance in
young explanis. With this wviewpoint, this change
in cytokinin level resulted in the activation of
bound endogenous [AA in tissues and consequently
stimulation of root regencration in eggplant and tomato.
It was further reported that the continuwous application
of an inducer is not required for the continuation of
organogenesis and root elongation [33]. Besides, it has
been reported that organcgenesis and root elongation
may be caused regardless of the ambient oxide in the
medium, by the activation of genetic indicators due 1o
cutting off the explant [47]. The low root regeneration of
the pepper explant may be due to the lack of total LAA
and free IAA. Also, activation of the genes responsible
for auxin transport may cause this condition [48].
Orlinska and Mowaczyk, in their regeneration study
conducted in pepper, they reporied that rhizogenesis
formation was ohserved in the auxin-containing media
despite the absence of leafy shoots [17]. Bhutia et
al; in an {m wire regeneration study conducted with
cotybedon using hypocotyl explants, it was reported that
root formation was observed 7-8 weeks afier transfer
of the obtained shoots to the auxin-containing/non-
auxin media [49). In our study, it i clear that there is
an increase in the rate of root regeneration with the
occurrence of root development in the carly stages of
regencration with the root node explant selected.

The roots ohtained from the root node explant in
tomate and eggplanis were formed as a result of de
nove organogenesis. Reported that a similar study [50],
de move organegenesis occurred by re-activating the
root tissue obtained from the reot explant of the already
existing meristernatic tissue without the formation of
callus. Jehan and Hassanein [35] investigated the effect
of tomatoes explant position (horizontal or vertical)
in the media. Results revealed that root organogenesis
occurred in the explant placed vertically in auxin-free
media while mo organogenesis reported in horizontally
placed explants. In addition to the other issues discussed
in our study, the fact that the root node explanis are

placed wvertically in the media is thought 10 cause de
nove root formation by allowing the endogenous auxin
hormone in the tissue (o move to the lower part of the
explant.

From a different perspective. It has been reported
that the transport of auxin and cytokinin stopped in this
region after the root tissue has been cut and the healing
path has been activated [31]. It has also been noted that
after the root explant is isolated from the plant, there ane
genetically significant similarities between leaf and root
vein devebopment on this tissue [51]. When considered
from this perspective, it is thought that, together with
all other possibilities, genetic induction may also be
imvolved in in vigro regeneration obtained from root
tisswe,

Conclusion

The current study was conducted to investigate
the regenerative capabilities from root node explants
of three different Solamaceae. Shoot regeneration was
successfully performed using the root explant. Among
thie species, the best shoot regeneration rate was recorded
for tomato, pepper, and eggplant respectively. Among
the cytokinin hormones, the most effective hormone in
shoot regencration was determined as (05 mg/L. BAP.
The shoot length of the newly regenerated plants varied
according to the plant species and cytokinin content
For the Solanaceae species, the best hormone in terms
of root development and length was determined as GA3.
The best root development and elongation ability were
observed in tomato, egeplant, and pepper respectively.
This study reveals important results that can be
targeted in determining hormonal changes in root
and shoot regeneration. For these reasons, the current
successful and effective regeneration method; will serve
important issues such as determining physiological,
maorphological, and molecular changes in root and shoot
regeneration.
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ABSTRACT

Self-incompatibility is considered to be a growth-limiting factor in frit
plants. In species with hermaphrodite flowers, S-locus ($-allele) has
been accepted to control self-incompatibility, and the genetic control of
this locus is provided by multiple genes (alleles). Pear (Pyrus comumiinis
L.} belongs to the Pomoddese from the Rosacene family and is found to
hawe great genetic potential in terms of ecological features in Turkey. To
protect these cultivation features, mational garden collections have been
cstablished across the country and Awrirk Howvicultural  Central
Research Imsviiwe—Yalova collection i considered as genes bank.
ldentification of the different features of this collection (fruit quality,
stress tolerance, self-incompatibility, grafting incompatibility, etc.) is of
great importance for its wtilization in pear breeding and cultivation

for self-incompatibility trait. In the current study, PCR (Polymerase
Chain Reaction)-based amplification of the S-allele regions (55, 5, 57,
K5) causing the sclf-mcompatibility in | B0 pear genotypes obtained from
the national pear germplasm was investigated by molecular biological
methods based on the comparison of amplified producis. In 180 pear
genotypes, the Ss allele was the most prevalent one with 63% frequency,
while the S allele was the least common allele with a rate of 4%. In
allele combinations, the §i-% allele combination was the most common
allele combination with a rate of 18%, and trilateral allele combisations
(81-5¢57 and 5i-5+5) were observed at a rate of 1% Findings of the
current research will enable the classification of the materials and the
analysed material is likely to be used in breeding studies as well as pear
cultivation.

However, to our knowledge, this collection has not been characterized

Keywords: Pear genotypes, self -incompatibility, S-allel, PCR amplification

& Ankara University, Faculty of Agniculure
L. Introduction

Pear (Pyrus comunis L), 15 common fruit grown in almost all moderate climates especially in Europe and Asia. In Turkey,
Anatolia area 15 considered as the homeland and/or diversity centre for many fruit trees. About 640 different pear genotypes
have been found in the country. To protect these gene sources, local nominated genotypes in different eco-geographical regions
have been collected and protected within this area (Akgay et al. 2004).

Self-ncompatibility (SI) in flower-bearing plants 15 known as a fmlure in self-ferilization, which may be controlled
genetically. Self-incompatibility s known as an unfavourable feature in successful fertilization and fruit set. This phenomenon
has been found in more than 100 plant families and has been reported in nearly 40%% of plant species (Igic et al. 2008)
mvaolving some major crop plants hike pome, poato, canola, cocoa, ohive, stone frunts, coffee, etc. and'or wild relatives of the
mentioned crops. In the majority of plants, genetic control of self~incompatibility is done by a single multiallelic locus named
S-locus however, control of the systems by two or more loci in some crops like grasses has also been idemtified (De
Mettaneourt 2001 ). Determinants of both female and male specificity which their products are expected to interact and operate
the function of self or non-self-distinction are encoded by the S-locus (Iwano & Takayama 2012; Mufioz-Sane et al. 2020).

Depending on the function time of the gene m the stamen, most SI types can be categonized as gametophytic or
sporophytic. In sporophyiic self-incompatibility (S51), determination of the SI phenotype is defined by the diploid genotype of
parental or pollen-donor plant (sporophyte) and in gametophytie SI (GSI), the 51 phenotype 15 determined by the pollen
gametophytic haploid genotype (gametophyte) (Hiscock & Tabah 2003). At the molecular level, three mechamsms of the SI
have been identified. In Brassicaceae, sporophylic self<incompatiblity (SSI) has been identified while two separate types of
gametophytic self-incompatibility (GSI) ncluding 5-RNgse-based 51 widely elucidated in Sefanacear and Resacece, and the
Papaver based system relating (o the programmed cell death (PCDY) (Mufioz-Sanz et al. 2020).
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In GSI which 15 considered 1 be the most prevalent type of 51, the cross becomes completely compatible when the male
parent (hapload pollen genome) and female parent (diploid pistil genome) contain entirely disparate S-genotypes without any
common S-allele (for instance 5,8:X 525;). In case one S-allele 15 shared by the parents (for instance 5,57 x 555:), proceeding of the
pollen mube contaiming the similar allele 15 inhibited by pastl and consequently, the cross is considered 10 be semi-compatible.
Accordingly, in case the same S-alleles are carried by the parents at the self-incompatibility locus { for instance 5,521 5,52). growth
of the pollen cannot be happened on stigma. In other words, in case pistil-pollen couples do not include the same alleles, include at
least one similar allele, or include several alleles, full compatibility, semi-compatibility or incompatibility is encountered,
respectively. In crosses with the semi-compatible behaviour, half of the existing pollens are inhibited and could affect the vield
and fruit set significantly, for example in Japanese plums, European pears and apple (Schoeider et al. 2005; Zisovich et al. 2005;
Goldway et al. 2008; Sapir et al. 2008). Results of the incompatibility are observed in minimum seed set and consequently, higher
rates of small fruit formation, and yield loss,

Though GSI system applies similar genes in different taxa to specify the pollen rejection system, the mechanism elaboration
differs significantly. Moreover, in all famlies, at least two linked genes or ofien more, are involved in S-locus consisting of a set
of pollen-expressing SFEE genes (S-focus F-Box Srothery) and a pistil-expressed 5-RNase gene. Pisol-expressed glycoproteins
which show ribonuclease activity are encoded by S-RNase and they function as extremely selective cviotoxins which result in
inhibition of pollens germination and growth when pollen single S-haplotype corresponds to one of the diploid pistil S-haplotypes
(Sanzol & Robbins 2008; Gao et al. 2015; Claessen et al. 2019; Musoz-Sanz et al. 2020). Another is an F-box protein gene which
is distinctly expressed in pollen, is named SFE or SLF according o the family (De Franceschi et al. 2002; Bagheri & Ershadi
2019; Mufioz-Sanz et al. 2020).

Ability to predict the genomic structure of the pear S-locus has been performed using BAC clomng and sequencing in the
Japanese pear (Pyrus pyrifolia) (Sassa et al. 2007). This was the first study to reveal the existence of several SFBE genes
surrounding the §-fNase. Comparing the genomic sequence surrounding the 52- and 54-RBNaves, elucidated meaningful changes
in the onentation and position of the SFBE genes in pear S-haplotypes compared to the S-RNase gene (Okada et al. 2011;
Claessen et al. 201%).

In Rosaceae and Solanaceae, S-haplotvpes have 16 1o 200 SLF gene sequences which collectively contribute to SI function of
the pollen (Kubo et al. 2010; Kakn et al. 2011; Williams et al. 2014; Mufioz-Sanz et al. 2020). Sequence alignment of the §5-
RNase amino acid revealed five regions with the conserved chamcteristies (1.e. Cl, C2, C3, C4, and C5) along with a highly
variable region. In addition, a highly polymorphic intron located between the C2 and C3, is found in the hyper varable region (De
Franceschi etal. 2012; Baghen & Ershadi 2019).

2D-PAGE (Two-dimensional Polyvacrylamide Gel Electrophoresis) technique has been used to determine mentioned 5-
genolypes carlier. Despite being a fast technique, it 15 not preferred by plant breeders because it is not a rehiable and easy method
(Ishimizu et al. 1996). In the following years, PCR technique was applied to identify protected nucleotide sequences of S-RNase.
Zuccherelli et al. (2002) solated 2 S-allele DNA fragments in Japanese pear and proved that their sequences are similar to that of
databank sequences. Among them, & S-allele frapments (35, S, 5., S 5 and 5) have been cloned and sequenced. Using these
alleles, the S-allele genotyvping was performed in 10 pear genotypes (Barlett, Cascade, Dovennedu Comice, Abbé Fétel, Beurre
Hardy, Passe Crassane, Conference, Beurré Bosc, Max Red Bartlett, Eletta Morettim), and the molecular data obtained were
confirmed by field crossing results. In the study, PCR based S-allele penotyping at molecular level has been shown to be more fast
and valid method for European pears,

A similar result was reported by Sanzol & Robbins (2008), that partially S-genotyped European pear cultivars and semi
compatible test-crosses of these cultivars resulted in the wentification of 14 S-alleles (5, w0 5,,) at the phenotypic level and allele-
specific PCR led to the distinction across S-RNgses that yielded amplification products with similar size using appropriate
primers. The authors concluded that these two procedures presented a system for discrimination of all fourteen S-alleles in
European pear at the molecular level.

Although self-pollination could have occurred in pear, the commercial-scale production depends on the existence of at least
two simultaneously flowenng compatible cultivars to enable approprate and effective cross-fertilization so, exploiting of self and
inter-compatible cultivars are important for economic fruit set (Zisovich et al. 2010; Goldway et al. 2012). In addition, in last
decades, repeated use of scant numbers of cultivars in fruit breeding programs led to increase in cross-incompatibility property as
well as a narrow genetic base mn new pear vaneties (Sanzol & Herrero 2002; Baghent & Ershadi 2019). In this point of view,
identification of the S-genotypes of the gven species 15 important for revealing the species and mter-species fertilization hiology
to proper utilization in breeding programs (Quinet et al. 2014).

Although the incompatibility has been investigated in many pear germplasms, no fndings relating to the self-

compatibility/incompatibility have been encountered in genotypes of Turkey. In this paper, we evaluated the S-allele profiles
of the pear genotypes of Turkey national collection in terms of fernlization biology.
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2. Material and Methods

2.1 Plant material

180 pear (Pyrus communis L.) genotypes wene obtained from the Atavirk Horticultural Central Research Institute, Yalova,
Turkey, as plant material {Supplementary Table 1).

Tahle 1- Primer sequences for allele-specific FCR

Frimer Forward (537} Reverse (537 PCR product size
PyrusSi** aatgtaagactacagooctg tecaccagie goctgtitg I6Thp
Pyrusis* gtttgtggocticanac gacy gtgatcctitanangaactgc 34Top
Pyrus¥;** tcaccoagaasattgcactaatec coagtggectitgtaticocaa 352bp
Pyrus¥s** gtcattgacggomitgaacce coaactggoctitgagtzat 218bp

*. [shamezw et al. {(19959); **: Nashima e al (2015)
2.2 Polymerase chain reactions (PCR)

Genomic DNA was 1solated from the pear leaves according to Lefort et al. (1998). Determination of the DNA quantity was
performed using Nanodrop ND-100 spectrophotometer and extracted DMNA was checked on 1% agarose gel.

Allele-specific primers were applied for identifying the single alleles (5, 5, 5-, 5. Nucleotide sequences of PyrusS;,
PyrusSe, PyrusSz, and PyrusSy pnimers were obtained according o Ishimizu et al. (1999) and Nashima et al. (2015),
respectively (Table 1). Optimization of PCR {BioRad T100™) was conducted for used primers as follows: 35X PCR reaction
buffer, 25 mM MgCla, 100 uM dNTP, 5 pmol primer, 5U Tag polymerase and 50-250 ng of genomic DNA was performed at a
total volume of 15 pL. Negative control was conducted for controlling each PCR. contamination. PCR. program was performed
as follows; 3 minutes pre-denaturation at 94 “C, 10 cycles (94 °C 1 min; 65 °C | min 45s; 72 °C 2 min; reducing the annealing
temperature by 1 °C each cycle). 20 eyeles (94 °C 1 mun; 50 °C | min 43s; 72 °C 2 min) and final extension was performed at
72 °C for 10 minutes.

2.3. Evaluation of S-alleles according to band profiles

Amplified PCR products were separated by 2% agarose gel electrophoresis along with DNA marker (Solis Byvodyne) in 100 ¥ for
1 howr and thereafter, DN A bands were visualized using a visualization system (Gene Genius Bio Imaging System) (Figure 1).

—— - e — —

&7 (52 bl

i

8 [rikpg]

Figure 1- Examples of S-allele-specific PCR amplification images (55, 85, 87 and S respectively). M: 100bp DNA ladder
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Afier agarose gel visualization, genotypes with 367 bp (base pairs) in PyrusSr pimer, 347 bp in PyrusSs primer, 352 bp in
PyrusS: pnmer, and 218 bp in PyrusSs primer were considered self-incompatible for the relevant S-allele. Allele distribution
features determined by Broothaerts et al. (1996) and Ishimizu et al. (1999) have been considered in evaluation of the results.

Among four S-alleles, genotyvpes with at least one-two of which were accepled as semi-compatible, penotvpes without
amplified fragments were introduced as compatible, and the genotypes with three S-alleles are considered to be incompatible.

J. Results and Discussion

By identifving self~incompatibility in genotypes at molecular levels using S-alleles, findings of the pear gene resources have
been revealed in Turkey (Supplementary Table 1.

3.1 Relationship of compaiibility and genetic similarity

Two homonyms of Yalova pear genotypes named “Giksulu (Malatya)” and “Goksulu” (Akgay et al. 20014), showed 1o possess
no similar S-alleles and were determined to be semi-compatible.

According to Akcay et al. (2014), <150 887 (1-5)" and “240 887 (3-3)" genotypes with a similanity rate of 91.7% were
observed to contain same § allele (55). Also, in “Bey Armudu™ and “16" genotypes, with 91.7% similarity, the first genotype
contained S allele while the other one was identified (o be whole compatible (Supplementary Table 1).

3.2, Relationship of compaiibility and triploidy

In a trial, genetic analyses using 18 S5R loci in 11 pear genotypes revealed presence of three alleles in 4-10 loci, and these
genolypes have been identified as potential triploid genotypes (Akcay et al. 2014). In the current study, high variation of S5R
alleles detected earlier, was not observed in incompatibility alleles and the Ss allele was the most observed allele in these
triploid incompatible genotypes and while there was no incompatibility allele observed in other 5 genotvpes (A 2411, E.
Buzbag, A 2407, 265 GFAE. 140 887 (2-2)) the rest showed at least one incompatible allele (Table 2).

Table 2- Self-incompatibility states of triploid genotvpes in SSR analyses

Triploids pear genotypes in S5R Incompatibility allele PCR based- Incompatibility status
el ysis

190 887 (3-T) hIAYS Semi-compatible
140 BHT (2-1) N6l Semi-compatible
A 412 Si¥s Semi-compatible
A4 Seks Semi-compatible
A 2401 Sel7 Semi-compatible
A 411 - Compatible

E. Burbaf - Compatible

A 2407 - Compatible

165 GFAE - Compatible

140 88T (2-2) - Compatible

Table 3- S-Alleles, self-incompatibility cases and numbers

5 allele Number of genotypes PCR based-Incompatibility stafus
Sala 64 Semi-compatible
S8y 4 Semi-compatible
Sl 2 Semi-compatible
8757 5 Semi-compatible
Salis 3 Semi-compatible
AT 14 Semi-compatible
Si8a 33 Semi-compatible
- 46 Compatible
RIS 2 Incompatible
RIATA Y 2 Incompatible
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3.3, Identification of alleles and compatibility

To improve the knowledge of self-incompatibility and its relations (o many new pear genotypes, we elucidated S-genotyvpe of
180 pear genotypes and armanged them based on their S-BNgse alleles in 10 incompatibility groups (Table 3). Our results
revealed incompatibility relations among a great number of pear genotyvpes in Turkey with unknown previous pollination
requirements. These findings of given genotypes will be beneficial for indicating the potential of fertilization and fruit set,
establishing the isolated gardens, and selecting as pollinizer.

In this research, four different S-alleles (51, S5, 57, 85) whose primers have been wentified in similar work (Kim et al. 2002;
Mashima et al. 2015) were optimized and band size of 180 pear genotypes was determined. 130 out of 180 genotypes which
contained at least one S-allele were wentified as semi-compatible. From the rest, 4 of which containing three S-allele were
determined as incompatible. In 46 genotypes, 1t was not observed any S-allele and being different from the others, they were
identified as compatible genotypes (Table 3).

S allele was observed with 63% rate followed by 5, with 28% rate. 8 was the less observed S-allele with 4% rate. The
highest bilateral S-allele combination was observed in §,-5; (18%), and the highest trilateral combinations were 5-5,-5; and
8:-56-85 (1%). Quadripartite combination was not observed in any genotype.

In terms of 5, 55, 8., and Sy alleles, 46 genotypes (25%) contained none of them, 91 genotypes (50%) contained one of
them, 39 genotvpes (21%) contained two of them, and 4 genotypes (2%) contained three of them. No genotype containing all
of the mentioned alleles was observed (Table 3).

Simular to our work, 14 Japanese pear genotypes were investigated using 11 S-alleles including 5y, 8s, 57, and 5o alleles, and
these alleles are applicable effectively for rapid identification of S-genotyvpes in similar pear breeding studies, and marker-
assisted selection (MAS) performing (Nashima et al. 2015). Low sequence similanity of allele introns (average 43%) and high
polymorphism in exon regions have been shown as the causes of high performance features of these S-alleles (Nashima et al.
2015). Nashima et al. (2015) identified existence of peculiar amphification (especially between 55-61 °C) through various PCR
optimization trials of the 5, S5 57, and 5» primers, and observed undesirable fragments on agarose gel in all primer pairs under
100 bp. In our research, these primers were similarly optimized using Touch Down PCR { T between 55-65 °C) program and
some non-specific band was observed among PCR products.

MNowadays, S-allele genotyping tnals at molecular level have been accelerated. Up until now, S-allele cloning and
sequencing has been performed in about 26 European pear genotvpes. In addition, genotyping of §-f@Nase genes in more than
150 pear genotypes has been carried out (Sanzol & Herrero 2002; Zuccherelli et al. 2002; Zisovich et al. 2004; Sanzol et al.
2006; Takasak et al. 2006; Sanzol & Robbins 2008; Goldway et al. 2009; Sanzol 2009 a, b; Mashima et al. 201 5).

In our study, since the high numbers of genotypes possess 5; allele, so this allele was chosen as the prevalent one. The high
ratio of genotypes bearing the Ss allele (112 out of 180 genotypes) in comparison to genotyvpes bearing 5 and other two alleles,
could be explained by a plausible hypothesis that the S:-locus is linked to another gene or genes encoding an important trait for
pear cultivation or quality so, it could be mentioned that the Ss allele mvolved a selective preference during breeding. A
previous study on European pears revealed that certain S-alleles have considerably more frequency, amd selection for
commercial traits was proposed o describe this resull. In this regard, Sanzol & Robbins (2008) noted that the majonty of
selected offspring of “Williams Bon Chrétien™ cultivar with PeST0 and PeST02 S-alleles comprised the PeST0T allele rather
than the PeX102 allele. The authors suggested that the PCSI0T allele is of interest throughout selection. In addition, genetic
analyses of species belonging to distant taxa are quite consistent with this feasibility (Burke et al. 2002; Gandhi et al. 2005).
Mevertheless, it could be mentioned that the high use of certain genolypes as parent in breeding programs could also be one of
the reasons for the abundance of certain alleles.

In our study, Williams cultivar was employed as a reference genotype and displaved an incompatible feature similar 1o
previous studies (Sanzol & Herrero 2002). S-allele-specific PCR analysis (5, 5. §- and 8z, respectively) are given in Figure |
and the Williams cultivar representing reference genotype with known S-RNaves (5,5:). gave the expected PCR products
comesponding to each allele and after electrophoresis, the higher frequency of S allele was sensibly distinet among studied
genotypes (Figure 1). Orcheski & Brown (2012) noted that, since specific reference cultivars are often used as parent in
breeding programs of new cultivars so, their related S-alleles are found frequently in new developed commercial cultivars.

In the current study, three alleles were found in the four genotypes, namely *E2480 Kaal Bildirein® and “E 2481 Kaymak”
from Central Anatolian region and “21" and 52" from Marmara regions using these primers (Supplementary Table 1).
According 1o 46 sell~compatible genotypes, considering the proportion of regional samples, the highest proportion (£0%) with
13 out of 32 genotypes was assigned to the Marmara region and the lowest percentage with 3 out of 24 penotypes (12% of the
regiom samples) allocated o the Central Anatolian region so0, more aftention should be paid to contrivance, reganding the
commercial production and orchard design in this region. The results confirmed that the self~incompatibility feature tends 1o
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increase i species, which 1s contrary to the former reports indicating that most cultivars were compatible (Mehlenbacher et al.
1991; Herrera et al. 2018).

Although much progress has been gained in understanding how the 81 system works, many points of ambiguity remain still
unclear. It has been recently illustrated that the Pyus 51 response begins with the uptake of the S-RNase protein from the style
transmitter tissue by the pollen wbe in a non-allelic specific manner. The entry of both non-self and self 5-RNases into the
pollen tube, support that the process of self-recognition takes place inside the pollen tube and subsequently results in inhibition
of the non-self 5-RNases activity (Goldraij et al. 2006; De Franceschi et al. 2012; Meng et al. 2014a; Meng et al. 2014b,
Williams et al. 2015). In Malus and Pyrus species, the simultaneous attendance of multiple SFBE genes on the §-locus as the
pollen S-detectors (Sassa et al. 2007) indicates that each of the SFBB proteins may detect one or more non-sell S-8Nayes,
targeting them for proteasome degradation (De Franceschi et al. 2012).

The recognition system has been proposed to occur vig two models for GSI in Pyrus species. In the first model, the SFBB
protein which identifies specifically the self 5-RMNase, relinguishing the sellf 5-RNase intact o reject extension of the
incompatible (self) pollen ube while mark all non-self S-BNases (Williams et al. 2015). In the second model which functions
in the non-self-recognition way, the multiplex SF88s that each distinguish and target a subset or unigue non-self S-RNases,
resulted in 5-RNase decomposition so, the sell §-BNases which are not prohibited led o the inhibition of self-incompatible
pollen growth (Kubo et al. 2010).

It should be noted that in nature, true rejection of pollen is not only controlled genetically but also is affected by various
external agents, like the environmental factors and pollination grade resulling in selfed seeds in self-incompatible varieties
(Visser & Marcucci 1984). Interestingly, in cases where pollination occurs by non-self pollen, the evolvement possibility of
ovule or fruit 15 higher than in case of self-pollination, which indicates the attendance of additional post-zygotic inhibitors that
inhibit the selfed seed formation (Martin & Lee 1993). It is concluded that this abortion could be caused by recessive
homozygous alleles combination or accumulation of low alleles that occur as a result of self-fertlization (Pannell & Labouche
2013) or due o the lower intake strength of plant sap for energy attainment.

Similarly, crosses between two semi-compatible lines could also lead to adversities. In semi-compatible crosses, half of the
pollens bearing certain S-genotype are inhibited, resulting in a limited number of possible S-genotype compositions i the
progeny. This “artificial selection™ significantly affects the diversity of S-alleles, leading to a reduction in biological and
genetic diversity as well as the loss of interesting traits in pear cultivars (Claessen et al. 2019).

According to the contents, examination of the pear SI mechanism reveals that in most commercial cultivars, the fruit set is
highly depend on cross-pollination and successful fertilization. For these reasons, incompatibility is a system that nature has
developed to prevent the accumulation of adverse homozygous allele damages and to provide a way to create varieties with
diverse characteristics while maintaining viability over the vears.

4, Conclusions

S-genotyping has made 1t possible to classify cultivars in relevant incompatibility groups considering their compatibility
relations. Self-incompatibility 15 displayed when the pollen genotype corresponds (o one of the pistil S-alleles. Therefore, self-
incompatible lines bearing the similar S-alleles by classification in the identic incompatibility category, are considered to be
inter-incompatible, while lines from other categories containing at least one different S-allele are accepted o be inter-
compatible (Mufioz-Sanz et al. 2017

It should be noted that standardization of the S-alleles identification critena is essential in various laboratories, including
the full sequencing of § alleles and utilization of the identic primer pairs. This will lead to easy S-allele identification without
confusion and will provide valuable information for pear breeders (Herrera et al. 2018). Obtained resulls in this study make 1t
possible o organize the incompatibility relationships between pear genotypes with former unknown pollination knowledge and
provide the possibility to select suitable parents in designing new crosses in pear production and breeding programs. Besides,
this work could be helpful for other Rosaceae fruit products with the same challenges encountered by pear.
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Supplementary Table 1- S-allele compositions of pear cultivars

No. Cultivar nane S-lienotype PCR based- Compartibility status  Region

1 140 B8T (3-2) Kals Semi-compatible Unknown

2 1940 BET (3-1) Sals Semi-compatible Acgean

3 290 BET (3-1) - Compatible Acgean

4 12 - Compatible Marmara

5 38 Sels Semi-compatible Marmara

6 A48 - Compatible Unknown

7 133 Splg Semi-compatible Marmara

B 20 GFAE Sas Semi-compatible Black Sea

9 207 BF{C) - Compatible Black Seca

1o 221 GFAE (G) Salis Semi-compatible Black Seca

11 223 GFAE (G) Salis Semi-compatible Black Sea

12 A-2406 IR Semi-compatible Unknown

13 Azdavay Sag Semi-compatible Black Sea

14 Bag (G) - Compatible Black Sea

15 Bal Armut {Malatya) HaNs Semi-compatible Unknown

16 Bey Armudu SaSs Semi-compatible Unknown

17 Cankayal SaNa Semi-compatible Unknown

18 Cennet {G) HaNs Semi-compatible Black Sea

19 E 2473 Cinci Sass Semi-compatible Central Anatolian
20 E 2501 Efrisap SaSs Semi-compatible Central Anatolian
21 E 2507 Pamukap Sisp Semi-compatible Central Anatolian
22 E Rize SaSs Semi-compatible Unknown

23 Fakaz (G) Spg Semi-compatible Black Sca

24 Gilmishane () BT T Semi-compatible Black Sea

23 Giilrpanar (i) Si5d Semi-compatible Black Sea

26 Ignesi (Malatya) for Semi-compatible Unknown

27 Incir {Malatya) - Compatible Unknown

28 Kantartopu BIATS Semi-compatible Black Seca
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Supplementary Table 1 (Continue)- S~allele compositions of pear cultivars

N Cultivar name S-GFenotype PCR based- Compatibility status Region

29 Karagbyniik - Compatible Marmara

N Karpuz Hals Semi-compatible Black Sea

El Kiraz S8 Semi-compatible Black Sea

iz Kilpdiigen (Malatya) Kalla Semi-compatible Unknown

i3 Koiire (G) Kals Semi-compatible Black Sea

34 Laliye 58y Semi-compatible Marmara

is Malatya Limon Ki¥s Semi-compatible Unknown

36 Mis (G) 5p5y Semi-compatible Black Sea

i7 Tursu (G) Ka¥s Semi-compatible Black Sea

kL] 17T4W (G) DedAngulume  5iSr Semi-compatible Unknown

EL) E Santa Maria - Compatible Unknown

40 Williams Sila Semi-compatible Unknown

41 Akca Sl Semi-compatible Marmara

42 E. Buzbaf - Compatible Marmara

43 Cigek - Compatible Marmara

4 Giksulu Sils Semi-compatible Marmara

45 Giksulu (Malatya) TR Semi-compatible Marmara

46 Mlalatya (Malatya) Hala Semi-compatible Unknown

47 205 AF (G) Sada Semi-compatible Black Sea

48 188 BK (G) Sada Semi-compatible Black Sea

49 130 B8T (1-3) Sidy Semi-compatible Unknown

30 130 B8T (3-T) Sidg Semi-compatible Unknown

31 140 B8T(1-1) Sadg Semi-compatible Unknown

32 140 B8T (2-3) Sadg Semi-compatible Acgean

33 150 BT (1-3) Salg Semi-compatible Acgean

4 150 BR87(1-5) RIS Semi-compatible Unknown

33 150 B8T (2-3) Sada Semi-compatible Acgean

36 172 BRT (2-2) Sada Semi-compatible Acgean

57 190 BRT (2-6) Sadg Semi-compatible Unknown

38 180 B8T (4-3)a Sadg Semi-compatible Acgean

39 180 BRT (9-T) Sadg Semi-compatible Acgean

G0 190 BRT (3-3) Sidg Semi-compatible Unknown

Gl 190 BET (3-5) Sida Semi-compatible Acgean

62 1) BET (3-T) SaSa Semi-compatible Acgean

63 1510 BET (4-1) SaSa Semi-compatible Acgean

64 190 BRT (6-2) Sidg Semi-compatible Acgean

63 200 BRT (2-1) Salg Semi-compatible Acgean

(3 200 BRT (2-3) Sadiy Semi-compatible Acgean

67 200 BRT (2-4) Sils Semi-compatible Acgean

[i1] 200 BET(11-6) Hala Semi-compatible Acgean

69 210 BE7T(2-2) Hilr Semi-compatible Acgean

TO 210 BET(2-3) Hila Semi-compatible Acgean

71 210 BET (4-4) Sals Semi-compatible Unknown

72 210 BET (4-6) Sals Semi-compatible Acgean

73 220 ERT (2-3) Hi¥s Semi-compatible Acgean

74 220 BET (3-3) Sils Semi-compatible Acgean

75 230 BET(3-3) Kalla Semi-compatible Aggean

T 240 BET(3-3) Kals Semi-compatible Aggean

77 A3l Sils Semi-compatible Unknown

T8 Al9 Sils Semi-compatible Unknown

79 A 2401 S8y Semi-compatible Unknown

.11 A 2407 - Compatible Unknown

¥l A 2409 Sils Semi-compatible Unknown

&2 A 2411 - Compatible Unknown

3 A2412 Snls Semi-compatible Aggean

54 E 2470 Kokmusg Armaut Sala Semi-compatible Unknown

&S E 2444 Arpa Sala Semi-compatible Aggean

b E 2462 Bildircin Sakr Semi-compatible Central Anatolian
7 E2480 Kiznl Bildirein SrsSy Incompatible Central Anatolian
bt E 24581 Kaymak 5 8655 Incompatible Central Anatolian
59 E 2493 Kighk Salgam Sir8s Semi-compatible Central Anatolian
90 E 2516 Sidg Semi-compatible Central Anatolian
91 E 2539 Baymaz Sila Semi-compatible Central Anatolian
92 E 2540 Dalkiran Sila Semi-compatible Unknown

93 E 232 Afa Sids Semi-compatible Central Anatolian
94 E 237 Armut Sads Semi-compatible Central Anatolian
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Supplementary Table 1 (Continue)- S-allele compositions of pear cultivars

No. Cultivar mame S-liemotype PCR based- Compatibility status  Region

95 E 2556 Hocacul - Compatible Unknown

96 E 2557 Mustafabey 5als Semi-compatible Central Anatolian
97 E Ankara sl Semi-compatible Central Anatolian
o8 E Giresun Sl Semi-compatible Central Anatolian
9% 10 sl Semi-compatible Marmara

100 13 Hads Semi-compatible Unknown

101 14 5i8s Semi-compatible Unknown

102 18 b L] Semi-compatible Marmara

103 19 BaSs Semi-compatible Unknown

104 20 sl Semi-compatible Marmara

105 21 51 5a8s Incompatible Marmara

106 Ell 5als Semi-compatible Marmara

107 37b b LY Semi-compatible Marmara

108 41 5i5s Semi-compatible Unknown

107 43 Sals Semi-compatible Marmara

110 136 . Compatible Marmara

111 13% 55 Semi-compatible Marmara

112 2131 BC Si5s Semi-compatible Unknown

113 P59 BaSs Semi-compatible Unknown

114 P3-23 . Compatible Unknown

115 Thompson (Malatya) Sals Semi-compatible Unknown

116 Andre Desportes . Compatible Unknown

117 150 337 (1-1) = Compatible Aegean

118 E 2545 . Compatible Unknown

1% 140 337 (2-5) = Compatible Unknown

120 1400 BHT (2-2) AL Semi-compatible Acgean

121 E 2533 Sar1 Armut - Compatible Central Anatolian
122 E 30% Kis Armudu - Compatible Central Anatolian
123 E 224 K. Armut 518 Scmi-compatible Ceniral Anatolian
124 32 5887 Incompatible Marmara

125 200 837 (2-1)b . Compatible Aegean

126 210 387 (4-5) Sa8s Semi-compatible Unknown

127 P311 . Compatible Unknown

128 B4 . Compatible Marmara

129 44 - Compatible Marmara

130 134 . Compatible Marmara

131 E 2537 Bulap BaSs Semi-compatible Central Anatolian
132 2200 38T (3-1) = Compatible Unknown

133 213 GFAE . Compatible Karadeniz

134 236 GFAE . Compatible Karadeniz

135 A4 Sads Semi-compatible Unknown

136 190 247 (3-6) Kals Semi-compatible Unknown

137 31 Sads Semi-compatible Marmara

138 190 837 (2-3) Sals Semi-compatible Aegean

139 16 . Compatible Marmara

140 P3-2 Hads Semi-compatible Unknown

141 14 — Compatible Unknown

142 Al29 Si5s Semi-compatible Unknown

143 P 522 Sads Semi-compatible Unknown

144 A2410 Si5s Semi-compatible Unknown

145 E 2462 Bildircm . Compatible Central Anatolian
146 E 2430 Kyl Baldirein Salis Semi-compatible Mediterranean
147 E 2342 Afia Hads Semi-compatible Central Anatolian
148 150 837 (3-1) = Compatible Aegean

149 21 . Compatible Marmara

150 190 337 (1-1) = Compatible Aegean

151 200 387 (2-1) Semi-compatible Aegean

152 E Ankara Semi-compatible Central Anatolian
153 220 BT (2-3) Semi-compatible Acgean

154 Giresun Semi-compatible Unknown

155 150 337 (1-1) Semi-compatible Aegean

156 240 387 (3-2) Semi-compatible Aegean

157 200 387 (2-1)a = Compatible Aegean

158 140 337 (2-1) Sass Semi-compatible Aegean

159 140 347 (2-2) - Compatible Aegean

16d) 265 GFAE - Compatible Karadeniz
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Supplementary Table 1 {Continue)- S-allele compositions of pear cultivars

No. Cultivar name S-Lrenoiype PCR based- Compatibility status Region

161 E 2533 San Armut Selz Semi-compatible Central Anatolian
162 E 2309 K. Armut Nis Semi-compatible Unknown

163 15W) BET (3-4) Sa¥a Semi-compatible LUinknown

164 20 BET (2-1)b - Compatible Acgean

165 E 2525 Eksi Armut Ka¥s Semi-compatible Central Anatolian
166 +4 SaXa Semi-compatible Marmara

167 134 Sa¥s Semi-compatible Marmara

1638 E 2337 Bulap Sa¥s Semi-compatible Central Anatolian
1649 220 BET (3-1) Sa¥a Semi-compatible LUinknown

170 235F - Compatible Unknown

171 A 2404 - Compatible Unknown

172 3l 5i8s Semi-compatible Marmara

173 M 2404 - Compatible Unknown

174 15W) BET (2-3) 587 Semi-compatible Acgean

175 T80 BET (4-3 )b Sa¥a Semi-compatible Acgean

176 220 BET (4-1) Ha¥s Semi-compatible Acgean

177 45 - Compatible Marmara

178 32 - Compatible Marmara

179 138 - Compatible Marmara

180 A 135 - Compatible Linknown
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