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OZET

PATLICANDA YENI NESIL DiZILEME VERILERI KULLANILARAK INDEL
MARKORLERIN GELISTIiRILMESI

Atiye ARICAN

Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damsman: Do¢. Dr. Hatice IKTEN
Nisan 2025; 45 sayfa

Islah programlarinin siirdiiriilebilir olmas1 ve yeni 6zelliklerin kiiltiir gesitlerine
aktarilabilmesi i¢in genetik c¢esitlilik olduk¢a 6nem arz etmektedir. Genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde, morfolojik markorlerin  yetersiz kalmasi nedeniyle molekiiler
markorler tercih edilmektedir. Molekiiller markor sistemlerinden, SSR (Simple
Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya Mikrosatelitler), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi), ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm) ve SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) gibi markorler birgok bitki tiirlinde genetik
cesitliligin belirlenmesi, genetik baglanti haritalarinin olusturulmasi ve genom yapisin
incelemek i¢in kullanilmaktadir. SSR, AFLP gibi markdrler Poliakrilamid Jel
Elektroforezi ile ayristirilabilmektedir. Ancak SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
markorler, yeni nesil dizileme verileri kullanarak elde edilir ve yiiksek maliyet
gerektirmektedir. InDel markérler ise, ekleme-silme dizisi bolgesinin her iki tarafindan
tasarlanan spesifik primerlere dayanan polimorfizm oran1 yiiksek, agaroz jelde
ayrigtirilabilen markorlerdir. InDel markdr gelistirilerek bircok bitki tiiriinde cesitli
calismalar yapilmistir. Ancak Patlicanda (Solanum melongena L) InDel markor
gelistirmek i¢in yapilan ¢alismalar simirhidir ve agaroz jelde ayrigabilen iiriinler veren
patlican InDel markdrlerine literatiirde rastlanmamistir. Bu calisma ile farkli patlican
genotiplerinin, yeni nesil dizileme verileri kullanarak InDel markoérleri gelistirilmesi
hedeflenmistir. InDel bolgelerinin bulunmasi i¢in Dindel yazilim programi kullanilarak
InDel bolgeleri belirlenmis ve belirlenen InDel bolgeleri ile iligkili primerler Primer3
programi kullanilarak dizayn edilmistir. Yeni dizayn edilen InDel markorleri patlican
genetik kaynaklarinin tanimlanmasi, polimorfizm durumlarinin belirlenerek ileride
yapilacak genetik haritalama ve 1slah ¢aligmalarina katki saglamas1 hedeflenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Genetik cesitlilik, InDel markorler, Molekiiler belirtegler,
Patlican, Solanum melongena L.

JURI: Dog. Dr. Hatice IKTEN
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF INDEL MARKERS IN EGGPLANT USING NEW
GENERATION SEQUENCING DATA

Atiye ARICAN
Master Thesis, Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hatice IKTEN
April 2025; 45 pages

Genetic diversity is very important for the sustainability of breeding programs
and the transfer of new traits to cultivars. Due to the inadequacy of morphological
markers in determining genetic diversity, molecular markers are preferred. Among
molecular marker systems, markers such as SSR (Simple Sequence Repeat), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) and
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) are used to determine genetic diversity, to
create genetic linkage maps and to examine genome structure in many plant species.
SSR and AFLP can be separated by Polyacrylamide Gel Electrophoresis. However,
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markers are obtained using next generation
sequencing data and require high cost. The products of InDel primers designed from
both sides of the insertion-deletion sequence region are suitable to separate in agarose
gel with high polymorphism rate. Various studies have been carried out in many plant
species by developing InDel markers. However, studies to develop InDel markers in
eggplant (Solanum melongena L) are limited and no eggplant InDel markers suitable to
agarose gel electrophoresis have been found in the literature. The aim of this study was
to develop InDel markers for different eggplant genotypes using next generation
sequencing data. InDel regions were identified using Dindel software program and
primers associated with the identified InDel regions were designed using Primer3
program. The newly designed InDel markers are aimed to contribute to future genetic
mapping and breeding studies by identifying eggplant genetic resources and
determining their polymorphism level.

KEYWORDS: Genetic diversity, InDel markers, Molecular markers, Eggplant,
Solanum melongena L.
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GIRIS A. ARICAN

1. GIRIS

Genetik cesitlilik ¢alismalarinda kullanilan germplazm kaynaklari, tarimsal
ozelliklerin cesitliligini degerlendirmek amaciyla 6nemli bir gen havuzu saglamaktadir.
Bununla birlikte, bazi 1slah ve taksonomi ¢alismalarinda karsilasilan veri eksiklikleri,
molekiiler yontemlere olan ihtiyaci artirmistir. Bu gereksinim dogrultusunda, genetik
cesitliligin analizine yonelik DNA tabanli molekiiler teknikler gelistirilmistir.

Glinlimiizde pek ¢ok bitki arastirmacisi, belirli bitki tiirlerinin genetik
polimorfizmlerini ve baglant1 harita yapilarini incelemek amaciyla molekiiler markorler
kullanmaktadir. Bu sayede genom bdlgeleri, molekiiler markorler araciligiyla tespit
edilebilmektedir. DNA tabanli molekiiler markor teknigiyle olusturulan genetik
haritalar, molekiiler diizeyde genetik lokuslarin baglantilarinin analiz edilmesini
saglamaktadir. Molekiiler markorler, bitki 1slah siireclerinde bir sonraki adimin dogru
sekilde belirlenmesini ve hizli sonuglar elde edilmesini miimkiin kilmakta, bu da 1slah
calismalarina 6nemli bir katki sunmaktadir.

Molekiiler markdrler genetik haritalamada, QTL (Quantitative Trait Loci)
analizlerinde,  genetik  akrabaliklarin  belirlenmesinde, gen  kaynaklarinin
karakterizasyonunda ve 1slah c¢alismalarinda markoér yardimli seleksiyon amaciyla
kullanilmaktadir. Molekiiler karakterizasyon ve haritalama c¢alismalarinda diisiik
maliyetli, sinirlt laboratuvar altyapisi ile uygulanabilir, giivenilir, tekrarlanabilir ve
polimorfizm oranmi yiiksek markoérlere ihtiyag vardir. InDel markdrler, yeni nesil
dizileme veri analizi kullanilarak elde edilen ve farkl bitki tiirlerinde uygulanan PCR’a
dayal1 ve agaroz jelde ayristirilabilen bir markor sistemidir. Patlicanda InDel markdrler
ile yapilmig ¢alismalar ¢ok sinirli olup simdiye kadar elde edilen InDel markorleri
agaroz jel ile caligmaya uygun degildir (Gramazio vd., 2016; Wei vd., 2020; Fukuoka
vd., 2012; Lv vd., 2023). Bu nedenle galismanin amaci, yeni nesil dizileme verilerini
kullanarak patlicanda InDel markér gelistirmek ve PCR kosullarini optimize ederek
polimorfizm durumlarini belirlemek, yeni dizayn edilen bu InDel markoérleri ile farklh
patlican genotipleri arasindaki genetik ¢esitliligi belirleyerek validasyonunu yapmaktir.
Yeni gelistirilen InDel primerleri ile elde edilen PCR f{iriinleri agaroz jelde ayrisabilecek
boyutlarda olup, simirli altyapt imkanlarina sahip laboratuvarlarda kullanilabilme
potansiyeli tasimaktadir.

Patlican, Solanaceae familyasinin bir {yesidir ve diinyanin birgok yerinde
yaygin olarak yetistirilmektedir. Patlican bitkisi, gdvde, yaprak, cicek ve meyve
ozellikleri bakimindan oldukca cesitlilik gostermektedir. Govdesi tiiylii veya tiiysiiz,
yesil ya da morumsu renktedir. Yapraklar1 boyut, sekil ve renk a¢isindan farkliliklar
gosterirken, ¢igekleri agik maviden mora kadar degisen tonlara sahiptir. Meyveleri sekil,
renk ve desen agisindan oldukca cesitlidir; boylar1 4-45 cm, kalinliklar1 2-35 cm
arasinda degisebilir. Meyve agirliklart ise 15 gramdan 1500 grama kadar
ulagabilmektedir. Fizyolojik olgunluga ulastiginda kahverengi, kirmizi veya sar1 renge
donebilir (Sekara vd., 2007; Lister, 2007).

Patlican, 12 kromozom igeren ve diploid bir yapiya sahip (2n = 24) bir bitkidir
(Bebeli ve Mazzucato, 2008). Farkli genetik kaynaklar kullanilarak Patlicanda IPBS
(Shimira vd., 2021), SSR (Hautea, 2014), AFLP (Mace vd., 1999) ve ISSR (Isshiki vd.,

2008) markorleri genetik gesitliligin belirlenmesi ve popiilasyon yapisinin belirlenmesi


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/solanaceae
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amaciyla kullanilmigtir. Patlicanda daha once yapilan calismalar incelendiginde
gelistirilen InDel markorler ise, polyacrylamide jel ve dizileme (high-throughput)
(Fukuoka vd. 2012) analizleri ile ayristirilacak boyutta tiriinler vermektedir. Bundan
dolay1 patlicanda PCR’a dayali ve agaroz jelde ayristirmaya uygun InDel markdrler yok
ya da ¢ok sinirlidir. Patlican bitkisinde InDel bdlgelerinin belirlenmesi i¢in daha 6nce
resequencing ¢alismalar1 ile NGS verileri olusturulmus farkli fenotip yapisina sahip 21
adet SRA verisi gen bankasinda (NCBI) mevcut olup, ¢alisma i¢in kullanilmistir.

Bu ¢alisma ile Antalya ilinde yetistirilen, farkli lokasyonlardan da temin edilmis
patlican genotiplerinin genetik yakinliklar1 tespit edilerek, ayn1 zamanda bu genotipler
icin InDel markdrleri gelistirilerek genetik cesitlilik caligmalarinda kullaniimastir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Patlican (Solanum melongena L.), Solanaceac familyasina ait olan, Orta ve
Gilineydogu Asya'nin yani sira Afrika’nin bazi iilkelerinde de yaygin yetistirilmekte olan
bir sebze tiirtidiir (Demir vd., 2010). Solanaceae (Patlicangiller) familyasi, yaklasik 90
cinsi ve 2500 tiirii biinyesinde barindirmaktadir (Vorontsova ve Knapp, 2012).
Minareller ve vitaminler agisindan zengin olan patlican, 6zellikle demir, A, C, B6, B1,
folat ve niasin gibi besin 6geleri bakimindan oldukga besleyici bir sebzedir (Sharma vd.
2020).

Diinya genelinde iretilen sebzeler arasinda patlican, domates, biber, hiyar ve
tittinden sonra gelen bitkisel tiriinler arasinda yer almaktadir (Fidan & Sarikaya, 2020).
Patlican iiretimi en fazla Cin, Hindistan, Misir ve Tiirkiye'de gerceklestirilmektedir.
Tiirkiye'de patlican iiretimi hem acgik alanlarda hem de seralarda yapilabilmektedir.
Ancak iklim, toprak gereksinimleri ve bakim kosullari gibi faktorler nedeniyle her
bolgede yetistirilememektedir. Yetistiricilerin, tiiketici taleplerindeki degisimlere ya da
dayaniklilik 6zelliklerine bagli olarak karsilastiklart zorluklarla basa g¢ikabilmek igin
yeni ¢esitler gelistirmeleri veya mevcut cesitleri iyilestirmeleri acisindan genetik
kaynaklarin degerlendirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Su ana kadar toplanan patlican
genotipleri genellikle bazi Avrupa ve Asya iilkelerine ait olsa da diinya genelinde
patlican germplazmina yonelik kapsamli bir koleksiyon bulunmamaktadir (Demir vd.
2010).

Son yillarda bitki sistematigi tanimlamalarinda karsilagilan veri yetersizlikleri
nedeniyle molekiiler yontemlere yonelik ilgi artmis ve bu alanda DNA ile ilgili yeni
teknikler  gelistirilmisticr  (Yilmaz vd. 2022). Molekiiler —markérler, bitki
biyoteknolojisinde Onemli araglar olarak kabul edilmektedir. Bu markorler, genom
icinde bulunan gen bdlgeleri ya da bu bolgelerle iliskili DNA segmentlerindeki
farkliliklar1 temsil etmektedirler. Bu tiir farkliliklar; eklenme, silinme, yer degistirme
veya duplikasyon gibi genetik olaylar sonucunda meydana gelebilir. DNA tabanlh
yapiya sahip olmalarindan dolay1 genetik markorler genellikle DNA markdrleri olarak
adlandirilmaktadir (Filiz ve Kog, 2011). Markorler, farkli genotiplere sahip DNA
dizilimindeki varyasyonlar1 belirlemede etkili bir ara¢ olarak 6ne c¢ikmaktadir. Bu
markorler; QTL (Quantitative Trait Loci) analizleri, genetik haritalama, yeni gelistirilen
cesitlerin  korunmasi, genetik iliskilerin  belirlenmesi, genetik  kaynaklarin
karakterizasyonu, duplikasyona ugramis genotiplerin tespiti ve bitki 1slah1 gibi ¢esitli
alanlarda yaygm bir sekilde kullanilmaktadir (Usage ve Breed, 2015). Ideal bir
molekiiler markoér teknigi, yliksek polimorfizm gostermeli, tiim dokularda
gozlemlenebilir olmali, kodominant kalitim sergileyip genomda sik¢a bulunmali,
erisimi kolay olmal1 ve yliksek derecede tekrarlanabilir 6zelliklere sahip olmalidir.

Molekiiler markorler, kullanildiklar teknikler temel alinarak iki ana kategoriye
ayrilmaktadir: Hibridizasyon temelli ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayali
Markorler. Hibridizasyona dayali markorlerin en bilinen orneklerinden biri RFLP'dir
(Restriction Fragment Length Polymorphism). PCR tabanli markérler ise daha genis bir
kullanim alanina sahiptir ve SSR (Simple Sequence Repeat), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ve
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) gibi yontemleri kapsamaktadir. Ayrica, SRAP
(Sequence Related Amplified Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized
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Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Site) ve CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence) gibi belirtegler de polimorfizmin tespiti i¢in yaygin olarak
tercih edilmektedir.

Molekiiler markor sistemleri, farkli bitki tiirlerine ait cesitlerin genetik
analizlerinde ve tanmimlamalarinda siklikla kullanilan, klasik 1slah caligsmalarini
destekleyici ve tamamlayici araglar olarak kabul edilmektedir. Son yillarda molekiiler
markdr teknolojilerinin gelismesiyle birlikte, markor destekli seleksiyon yontemleri
sayesinde bitki 1slah1 alanindaki ¢calismalar daha etkin bir sekilde gerceklestirilebilmekte
ve klasik 1slah yontemlerine gore daha giivenilir, basarili sonuglar elde edilebilmektedir
(Yilmaz, 2021).

Farkli bitkilerde genlerin ve genomlarin karsilik gelen bolgeleri, eklemeler veya
delesyonlar nedeniyle farkli dizi uzunluklarina sahip olabilir (Yang vd., 2014). Bu
mutasyonlar InDel olarak adlandirilir. InDel’ler, ayn1 veya yakindan iliskili tiirler
arasinda genom dizisinde ayni bolgede farkli biiyiikliikteki niikleotit fragmanlarinin
eklemelerini veya silmelerini gosteren, dizideki bosluklardir. Genom boyunca genis
capta dagilir ve bir genomda yiiksek yogunlukta ¢ok sayida bulunabilmektedir. Ekleme-
silme (InDel) polimorfizmleri, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) gibi genomda en
stk goriilen ikinci polimorfizm tiiriidiir. InDel polimorfizmleri, PCR ve elektroforez
kombinasyonu kullanilarak SNP'lerden daha diisiik maliyetle ve fragman uzunluk farki
olarak daha kolay saptanabilmektedir.

InDel markorler, ekleme-silme dizisi bdlgesinin her iki tarafindan tasarlanan
spesifik primerlere dayanan PCR ile amplifiye edilebilen bir markor sistemidir. Bu
molekiiler markorler spesifikligi nedeniyle sonraki analizlerde karisikligi onlemeye
yardimci olan yiiksek dogruluk ve iyi stabilite avantajina sahiptir (Sehn, 2015).

Insersiyon ve delesyon (InDel) bélgeleri, genomda sik rastlanan yapisal
varyasyon tlirlerindendir. Bu varyasyonlar, genellikle polimeraz kaymasi veya
transpozonlarin hareketi gibi siirecler sonucunda olugsmaktadir. En sik karsilagilan InDel
durumlari, tek bir bazin eklenmesi veya c¢ikarilmasi, delesyonlar ve monomerik ya da
polimerik baz giftlerinin eklenmesiyle olusur (Sudmant vd., 2015). Bu markérler,
ozellikle populasyon genetigi, bitki tanimlama ve genetik haritalama caligmalar1 gibi
birgok alanda farkli bitki tiirlerinde kullamilmaktadir. Yiiksek yogunluklu, maliyet
acisindan verimli ve genotipleme agisindan kolay olmalari nedeniyle molekiiler
markdrler, 6nemli bir arastirma araci olarak giderek daha fazla taninmaktadir. InDel
polimorfizmi iizerine dayali molekiiler markorler gelistirilerek, birgok bitki tiiriinde
genetik analizler yapilmistir. Baz1 arastirmacilar, 6zellikle hastalik direncini tanimlamak
amaciyla InDel markdrleri gelistirmigtir. Hastaliklarla miicadelede en etkili yol,
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve bu c¢esitlerin tiretimidir. Bitki 1slah1 ¢alismalarinda,
yiiksek verim, yiiksek kalite, kisa ve kurakliga dayaniklilik ile hastaliklara kars1 direng
gibi ozellikler olduk¢a dnemlidir. Bu baglamda, molekiiler markorler araciligiyla yeni
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve mevcut ¢esitlere dayaniklilik genlerinin aktarilmasi
miimkiin olabilmektedir.

Liu vd. (2015) tarafindan yer fistig1 yetistiriciliginde potansiyel kullanimi
arttirmak ve yer fistig1 hastaligi direncini tanimlamak i¢in fonksiyonel gen dizilerinden
48 InDel markori gelistirilerek, yer fistiginin genetik ¢esitliligi molekiiler markor



KAYNAK TARAMASI A. ARICAN

kullanilarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bu markorler, fonksiyonel gen
dizilerinden tiiretilmis ve 118 farkli yer fistig1 genotipi ilizerinde test edilmistir.
Analizler sonucunda, 16 markdriin polimorfik oldugu ve genetik ¢esitliligi basarili bir
sekilde ayirt edebildigi belirlenmistir. Baz1 markorlerin, hastalik direng 6zellikleriyle
anlaml iliskileri saptanmistir. Gelistirilen InDel markdrlerinin, yer fistig1 1slahinda ve
marker-assisted selection (markor destekli seleksiyon) ¢alismalarinda etkili bir sekilde
kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Liu vd. (2016) karpuz (Citrullus lanatus) da Fusarium hastaligina kars1 direng
genlerinin tanimlanmasi ve haritalanmasi amaciyla polimorfik InDel (insersiyon-
delesyon) markorleri karakterize etmislerdir. Toplamda, 25,701 potansiyel InDel
markorii tanimlanmig ve bunlardan 7,387 tanesi >10 bp uzunlugunda olanlar arasinda
secilmistir. Calisma sonucu olarak, 69 primer ¢ifti tasarlanmistir. Bu primer ciftlerinin
54 Fusarium'a duyarli disi ebeveyn 'JSwO1-1' ile direngli erkek ebeveyn 'JRw08-3'
arasinda polimorfizm saptamistir. Her primer icin allel sayis1 1 ile 11 arasinda farklilik
gostermistir.

Ye vd. (2021) Mas fasulyesi genomik c¢alismalarinda, sar1 mozaik viriisii direnci
ve cercospora yaprak lekesi direncini onlemek icin, ebeveynler arasindaki dizi
varyasyonlarina dayali 129 InDel markor gelistirmislerdir. Caligsmada, iki ebeveyn
arasinda yapilan genom yeniden dizilim analizi ile genetik baglanti haritasi
olusturulmustur.

Abdelrahman vd. (2018) kuskonmazda yaptiklar1 ¢alismada, govde yanikligina
neden olan Phomopsis asparagi’ye karsi, direngli A. kiusianus ve duyarli olan A.
officinalis'te gen ekspresyon analizi yontemini kullanilarak SNP ve InDel markorlerinin
gelistirilmesini  hedeflemislerdir. Bu c¢alisma, hastaliga karsi direngle iliskili
transkriptomlar ve genetik varyantlar iizerine yapilan ilk arastirma olma ozelligi
tasimaktadir.

Kim vd. (2017) domatesteki Cf-9 geninin, Cladosporium fulvum'un neden
oldugu yaprak kiifii hastalifina karsi, genotipleme dogrulugunu artirmak ve yiiksek
verimli taramay1 kolaylastirmak i¢in Cf-9 alelini hedefleyen SNP ve InDel markoérlerin
gelistirilmesini amaclamiglardir. Arastirma, bu genetik markorlerin kullanilmasiyla
domates bitkilerinde yaprak kiifii hastalifina karsi dayanikliligin belirlenmesinin
kolaylagtigin1 ortaya koymus, yeni gelistirilen SNP ve InDel markdrlerinin, Cf-9
lokusunun genotiplenmesinde etkili bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Dracatos vd. (2021) arpa yapraginda olusan Puccinia hordei’nin neden oldugu
yaprak pasma karsi diren¢ allelleri Rph20 ve Rph24 i¢in PCR tabanli InDel
markorlerinin gelistirilmesi ve dogrulanmasini, Islam vd. (2020) kavundaki bakteriyel
meyve lekesi direncine karsi direngli ve duyarli polimorfizmleri belirlemek i¢cin PCR
tabanli InDel marker MB157-2'nin gelistirilmesini i¢in ¢alismalar yapmiglardir.

Seki (2022) marulda erkek kisirligr ile iligkili olan LSACOS5 geninin tespiti ve
InDel markorin gelistirilmesi  lizerine ddRAD-seq ve resequencing analizlerini
yapmistir. Bu ¢alismada, LSACOSS5 geninin polimorfizmini kullanilarak erkek kisirligi
(MS) 6zelligini se¢mek i¢in bir InDel markor gelistirmistir.
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Choi vd. (2020) MR-1 kavun kaynaklari kullanilarak mantar hastaligina karst,
PM-direngli kavun i¢in CAPS markorii gelistirerek, MR-1 kavun genomunun PCR
DNA bolgesinde 41 bp'lik bir delesyon oldugunu bulmuslardir. Bu bdlgede ekleme-
silme (InDel) bilgisi kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uzunluk
polimorfizmini ayirt edebilen yeni bir InDel markdr tiretmiglerdir.

Molekiiler karakterizasyon aragtirmalarinda, ¢esitli markor sistemleri tek basina
veya bir arada kullanilarak genetik analizler yiiritilmistir. Raman vd. (2006),
aliminyumla uyarilan malat akisin1 kolaylastiran bir proteini kodlayan ALMT1 genini
bugdayda (Triticum aestivum L.) karakterize etmis ve haritalandirmistir. Bu ¢alismada,
ALMT1 geninin intron 3 bolgesindeki ekleme/silme (InDel) ve SSR tekrarlarini
hedefleyen molekiiler markorlerin belirlenmesi amaciyla ¢aligmalar yapilmistir.

Liu vd. (2019) iki cay (Camellia sinensis) ¢esidi olan 'Shuchazao' ve "Yunkang
10" arasindaki katesin/kafein i¢eriginin farkli oldugunu ve katesin/kafein biyosentezi ile
ilgili genlerde ¢ok sayida SNP/InDels tanimlandigin1 gézlemlemislerdir. Yunkang 10'un
referans genomunu 'Shuchazao' ile eslestirerek, DNA polimorfizmlerini genom ¢apinda
kapsamli bir sekilde arastirmislar ve aralarindaki yiiksek diizeyde genetik ¢esitliligi
ortaya ¢ikarmiglardir. Arastirma sonucunda toplam 7.071.433 SNP ve 255.218 InDel
tanimlanmistir. Tanimlanan genom ¢apinda genetik varyasyonlar ve yeni gelistirilen
InDel markérleri, cay bitkisi genetik ve genomik c¢alismalari icin, Ozellikle de
katesin/kafein biyosentezi ile iliskili genlerdeki SNP'ler/InDel'in aydinlatilmas: igin
onemli bir kaynak saglayacagini 6n gérmislerdir.

Adedze vd. (2021) hiyarda iki ebeveynden (X1 ve X2) alinan dizileme verileri
ile InDel markérlerini gelistirmiglerdir. InDel markorlerini hibrit tohum saflik testi
etkinligini degerlendirmek icin kullanmiglardir.

Xu vd. (2019) calismalarinda, alternatif ekleme (splicing) ile markor gelisimini
analiz etmek ic¢in lic adet lahana transkriptom verilerinden referans genomunu
hizalayarak, genetik harita olusturma ve germplazm tanimlamasi i¢in InDel, SNP, SSR
markorlerini ve yeni mRNA transkriptlerini belirlemislerdir.

Son yillarda, model bitki Arabidopsis thaliana'da harita tabanli klonlama ile
mutasyonlardan birgok gen tanmimlanmistir. Bu c¢alismada da Tanaka vd. (2020)
Arabidopsis'te yaygin olarak kullanilan (Col-0) ve (L er-0) ekotipleri arasindaki InDel
markdrlerinin genetik haritalama siireclerinde kullanimini detaylandirmislardir.

Islah calismalarinda, genetik kaynaklarin molekiiler diizeyde tanimlanmasi,
dogru ebeveyn secimleri agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bunun yani sira, bazi
yabani tiirler i¢in molekiiler belirteglerin gelistirilmesi de kritik bir rol oynamaktadir.
Yamaki vd. (2013), yaptiklar1 ¢alismada, Oryza cinsindeki farkli genom tiplerini veya
tirlerini ayirt etmek icin 102 yabani tiir icin PCR tabanli ekleme/silme (InDel)
markorlerini gelistirmislerdir. Bu markorlerin, yabani Oryza tiirlerinin tanimlanmasini
daha giivenilir hale getirmek icin faydali bir ara¢ oldugunu gostermislerdir.

Osorio vd. (2018) Lupinus luteus L. (Fabaceae) iki yakin akraba tiirleri olan
Lupinus hispanicus ve Lupinus mutabilis ac1 bakla tiirlerini karsilastirmak amaciyla
yeni InDel markérlerini gelistirmeyi amaglamuslardir. Iki tiir ile L. luteus arasinda
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toplam 118 polimorfik InDel markori belirlemislerdir. Bu InDels'in 18’ini, ¢esitli
Lupinus luteus koleksiyonunu genotiplemek i¢in kullanmislardir.

Brew-Appiah vd. (2019) model tiir olan Brachypodium distachyon katilimlari
icin Bd21 ve Bd21-3 arasinda kolay ayrim yapabilmek ve uzunluk polimorfizm
farklarini tiretmek i¢in InDel markdrii tasarlanmis ve kullanilmistir.

Liu vd. (2015) B73 musir referans genomu ile 345 yetistirilmis misir hattin ve
yerel 1rklarin yeni nesil dizileme verilerini kullanarak, InDel markorleri
gelistirmislerdir. 345 misir genomunda toplam 958.79 InDel/Mbp ve ortalama alel
sayist 2 ile 107 arasinda degisen toplam 1.973.746 benzersiz InDel tanimlanmustir.
Calisma sonucunda, misir genomunun gen bdlgelerindeki polimorfizm seviyesinin,
genler arasi bolgelerden daha yiiksek oldugunu ve bu ¢aligmadan gelistirilen polimorfik
InDel markorlerinin, misirda genetik arastirma ve markor destekli 1slahin verimliligini
artirabilecegini 6n gormiislerdir.

Song vd. (2015), Cin'e ait yerel bir soya fasulyesi ¢esidi olan Hedou 12 ile
Williams 82'nin genetik haritalamasin1 yapmak amaciyla InDel markorleri gelistirmisler
ve yeni nesil dizileme teknolojisiyle genomlarini yeniden dizilemislerdir. Sonuclar, soya
fasulyesinde dizileme verilerinin, genetik haritalama amaciyla yiiksek kaliteli
markorlerin gelistirilmesinde son derece etkili oldugunu gostermektedir.

DNA veya molekiiller markorler kullanilarak, QTL'lerin (kantitatif ozellik
lokuslar1) yerleri belirlenebilir, genom i¢inde dagilimlar1 ortaya konabilir ve
haritalanabilir. Bu genlerin genomda hangi bolgelerde bulundugunu bilmek, bitki 1slah1
calismalarinda biiylik 6nem tasimaktadir. Molekiiler markdrlerden, tiiretilen kromozom
haritalar, baz1 6zelliklerin genetik kontroliinii anlamaya ve bu 06zelliklerin genetik
bilesenlerine ayrilmasina olanak tanimaktadir. Uygun bir popiilasyonda QTL analizi adi
verilen yontemle, belirli kromozom bolgelerinde yer alan genlerin konumu belirlenebilir
ve bu genlerin etkisinin eklemeli mi yoksa baskin m1 oldugu saptanabilir.

Mufioz-Espinoza vd. (2020) tiziimlerde tane boyutu ile iligskili SNP ve InDel
markorlerini tanimlamak ve QTL-baglanti haritalama yardimiyla karakterize etmeyi
amaclamiglardir. 30 SNP ve 8 InDel, bir transkriptomik yaklasim (RNA-Seq)
kullanilarak tanimlanmiglardir. Arastirma sonuglarinda, sofralik tiziimlerde tane agirlig
i¢in aday belirtegler olarak SNP'lerin ve InDel'in uygunluk gdsterdigini belirtmislerdir.

Li vd. (2015) biber soylari, BA3 (C. annuum) ve B702 (C. annuum) i¢in genom
analizi yapilarak, rastgele bir primer cifti icinde 251 InDel isaret¢isi dogrulamistir.
Ardindan intraspesifik ¢aprazlama BA3 x B702'den tiiretilen F2 popiilasyonu icin
Linkage baglant1 haritas1 kullanilarak InDel markorlerini gelistirmislerdir.

Srivastava vd. (2016) nohutta C. arietinum desi ve C. reticulatum iki tiir
arasindaki ¢aprazlamalardan tiiretilen yiliksek ¢oziiniirliiklii QTL haritalama ve genetik
iliskilendirme popiilasyonu i¢in, InDel markorlerini gelistirmislerdir.
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Wang vd. (2018) gerceklestirdikleri ¢alismada, 56 soya fasulyesi genotipine ait
bilgileri kullanarak 17.613 InDel bdlgesini tespit etmis ve bu bdlgeler igin 12.619
primer ¢ifti gelistirmiglerdir. Ardindan, 2.841 primer ¢ifti kullanarak rastgele bir alt
kiime ile bir baglant1 haritas1 (linkage haritas1) olusturmus ve bu harita {izerinde 20
baglant1 grubu belirlemislerdir. Arastirmacilar, gelistirdikleri bu haritay1 kullanarak,
QTL analizi yapmis ve bu karakterin genomdaki yerini haritalamiglardir.

Molekiiler belirtegler, farkli bitki tiirlerine ait gesitlerin analizleri ve
tamimlanmalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. InDel (ekleme/silme) polimorfik
molekiiler markorler gelistirilerek, birgok bitki tiirlinde genetik  cesitliligin
incelenmesine olanak tanimaktadir. Bu tiir markorler, bitkilerin genetik yapilarindaki
farkliliklar tespit etmek ve genetik cesitlilik analizleri yapmak i¢in etkili bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir.

Moghaddam vd. (2014) bes fasulye siifinin (pinto, siyah, lacivert, agik ve koyu
kirmiz1) secilen genotiplerinden gelen dizi verilerini, her sinifina 06zgii InDel
markorlerini gelistirmek i¢in kullanmiglardir. Genom boyunca toplam 2687 InDel
markorii gelistirerek, InDel belirteclerinin giivenilir, basit ve dogru oldugunu gdsteren
bir filogenetik aga¢ ve bir genetik harita olusturmay1 amaglamislardir.

Kizil vd. (2020) Akdeniz susam koleksiyonuna ait 95 6rnegin DNA dizilim
verilerini biyoinformatik analizlerle inceleyerek InDel markdrleri kesfetmeyi ve
gelistirmeyi amaglamislardir. Bu ¢alismanin sonucunda, susam genetik kaynaklarinin
1slah programlarinda etkin bir sekilde kullanilmasinin ve InDel markdrlerinin susam
1slahinda faydali olabilecegini 6n goérmiislerdir.

Jin vd. (2019) c¢alismalarinda, ¢esitli kaynaklardan toplanan toplam 324
yetistirilmis domates hattinda 17 agronomik 6zelligin varlig1 aragtirilmis ve ardindan
genetik arka plani analiz etmek i¢in 6 kalitatif 6zellik, 11 kantitatif 6zellik ve 56 InDel
markor belirlemislerdir. Calismanin 6nemli bir amaci, domates 1slah1 ve heterotik
gruplarin siniflandirilmasi i¢in en uygun ebeveyni segmek ve 324 yetistirilmis domates
hattinin yiiksek homozigotluk ile genetik ¢esitlilik gosterdigini ortaya koymaktadir. 324
domates hattin1 fenotipik Ozelliklere dayali olarak gruplara ayirmislar ve sonucta 56
InDel markériiniin, 324 domates soy hattinda toplam 116 alel tespit etmislerdir. 56
InDel markorii i¢in lokus basina etkili alel sayisi araligi ortalamasini 1.78 ile 1.07-2.59,
PIC degerleri ise ortalama 0,33- 0,53 arasinda degismekte oldugunu belirlemislerdir.

Li vd. (2022) RAD-seq yaklagimini kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) tabanli InDel markorlerini  gelistirmek, yeni InDel markdrlerinin
polimorfizmlerini dogrulamak ve 50 tiitiin giriglerinin genetik ¢esitliligini analiz etmeyi
amaglamiglardir. Calismada, 50 tiitiin ¢esidi (K326 ve Yueyan-98 dahil) genetik
cesitliligi analiz etmek i¢in numune olarak kullanilmigtir. Yueyan-98 ile K326 referans
dizisi arasinda 18.598 (%56,55) delesyon ve 14.288 (%43,45) ekleme arasinda uzunluk
olarak 1 ile 62 bp arasinda degisen toplam 32.884 InDel lokusu tespit edilmistir.
Toplam 113 (%79,80) InDel isaretgisi polimorfizm gostermis ve ayrica 50 tiitiin
girisinde genetik cesitlilik analizi i¢in kullanilmistir. Gelistirilen yeni InDel
markdrlerinin ortalama PIC degeri 0,38 olarak belirlenmistir.
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Zhang vd. (2017) bu ¢alismada genomik varyasyon, popiilasyon yapisi, genetik
cesitlilik hakkinda bilgi edinmek ve tiim genomu yeniden dizileme yoluyla kinoa ig¢in
yeni Ekleme/Silme (InDel) markorleri  gelistirmeyi amaglamislardir.  Kinoadaki
genomik varyasyon hakkinda bilgi edinmek i¢in morfolojik cesitliligi temsil eden 11
kinoa germplazmini yeniden siralamislar, ardindan dizinin karsilastirilmasiyla, sirastyla
kb basina 5.81 ve 0.58 siklikta SNP'ler ve InDel dahil olmak iizere ¢cok sayida genomik
varyasyon oldugunu belirlemislerdir. Bu varyasyonlar, kinoa genomunun oldukca
degisken oldugunu gostermistir.

Garcia-Lor vd. (2015) basit dizi tekrar1 (SSR), InDel, tek niikleotid polimorfizmi
(SNP), kloroplast ve mitokondriyal belirtegler kullanarak mandalina germplazmini
karakterize etmek, genetik cesitliligi degerlendirmek ve mandalina genomu igindeki
genetik yapimin belirlenmesini amaglamiglardir. Calismada, 50 mikro uydu (SSR), 24
ekleme-silme (InDel), 67 SNP, 8 kloroplastik SSR (cpDNA) ve 4 mitokondriyal
(mtDNA) InDel markoérii, 4 ana turunggil ata tiiri de dahil olmak {izere 191 genotip igin
analiz edilmistir. Analiz edilen 191 genotip i¢in her SSR, InDel ve SNP markorii i¢in
genetik cesitlilik istatistikleri hesaplanmigtir. SSR  markoérlerinin, InDel ve SNP
markorlerinden daha polimorfik oldugunu ve ortalama alel sayisi, heterozigotluk ve gen
cesitliliginin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Wang vd. (2016) amplifiye fragman uzunluk polimorfizmi (AFLP), basit dizi
tekrart (SSR) ve ekleme-silme (InDel) markorleri kullanilarak 212 sarimsak
germplazminin popiilasyon yapisit ve genetik c¢esitliligi analizi yapilmigtir. Arastirma
sonucunda sarimsagin 212 germplazm arasinda, genetik ¢esitlilik analizi AFLP, SSR ve
InDel primerleri tarafindan 546 alel tanimlanmis ve bunlardan 492 tanesinin polimorfik
oldugunu tespit etmislerdir.

Moonsap vd. (2019) bu ¢alismada Cin-Hindistan bdlgesindeki piring ¢esitlerinin
genetik iligkisini incelemek amaciyla Cin, Laos, Tayland ve Vietnam'dan 46 piring
cesidi toplamiglardir. Calismada, 20 ISSR markorii, 30 SRAP markorii ve 133 InDel
markori kullanilarak analiz yapilmistir. 133 InDel lokusu, 46 piring DNA 0Ornegi ile
taranmis ve bu tarama sonucunda 99 lokus, incelenen 46 piring ¢esidiyle arasinda 95
lokusu gosteren agik ve tekrarlanabilir bant desenleri ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen 190
banttan 189'unun (%99,47) polimorfik oldugu tespit edilmistir.

Lee vd. (2018) calismada, turp yetistiriciligi ve arastirmalarin1 desteklemek
amacityla bir turp g¢ekirdek koleksiyonu olusturmuslardir. Arastirmada, tiim
koleksiyonun genotiplenmesi igin SRAP ile birlikte ekleme/silme (InDel) markorleri
kullanilmigtir. Toplam 886 genotipte yer alan 70 alelin genotiplenmesi amaciyla, 25
adet InDel markorii segilmistir. Her bir InDel lokusunda alel sayisinin iki ile bes
arasinda degistigi ve lokus basina ortalama 2.8 alel bulundugunu elde etmislerdir.
Calismanin sonucunda, {i¢ farkli gen bankasindan saglanan toplam 886 turp genotipi

arasindan 125 ¢esidin ¢ekirdek koleksiyon i¢in uygun oldugunu dogrulamislardir.

Gramazio vd. (2016) patlican (Solanum melongena) ve yakin olan Solanum
incanum ve Solanum aethiopicum tiirlerinde transkriptom analizi yaparak, bu tiirlerin
genetik Ozelliklerini anlamay1 ve molekiiler markorler kesfetmeyi amaglamislardir. Bu
amagla, RNA dizileme (RNA-seq) yontemi kullanilarak, her iki tiiriin farkli gelisim
asamalarindaki gen ekspresyon verileri biyoinformatik analizlerle degerlendirilmis ve
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HRM analizi ile InDel markorler tespit edilmistir.

Wei vd. (2020) tarafindan yapilmis ¢alismada, Solanum aethiopicum ve Solanum
melongena tiirleri arasinda yapilan karsilagtirmalar sonucunda, InDel bolgeleri tespit
edilmistir. Calisma sonucunda 50 bp ile 86 bp arasinda degisen yaklasik 7363 InDel
aday bolgesi belirlenmistir.

Fukuoka vd. (2012) patlican bitkisinde entegre bir baglant1 haritas1 olusturmak
ve gen bazli molekiiler markorler gelistirmek amaciyla Solanum ortolog (SOL) gen
setlerini ~ kullanarak, yiiksek  ¢Ozlniirliklii =~ Sanger dizileme  ydntemiyle
gerceklestirdikleri ¢aligmada, patlicanda genetik ¢esitliligi temsil eden molekiiler
markorler gelistirmis ve bu markorler araciligiyla entegre bir baglanti haritasi
olusturmuslardir.

Lv vd. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada, Solanum melongena L. tiiriinde Gv1
lokusunun belirlenmesi ve bu lokustaki genlerin yesil kabuk rengini nasil etkilediginin
anlagilmasini amaglanmistir. Gv1l lokusunun belirlenmesi icin, molekiiler markorler ve
QTL analizi kullanilarak ¢aprazlamalar gerceklestirilmistir. Genetik analizler igin ise,
PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi kullanilmis ve elde edilen iirlinlerin
goriintiilenmesi i¢in poliakrilamid jel yontemi uygulanmistir. Calisma sonucu,
patlicanda yesil kabuk renginin genetik kontroliinii saglayan Gvl lokusunu ve bu
lokustaki SmAPRR2-like geninin roliinii ortaya koymustur. Gelistirilen molekiiler
markorler, patlican 1slah programlarinda yesil kabuk rengine sahip cesitlerin
secilmesinde etkili bir arag olarak kullanilabilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Calismaya genetik materyal olarak, toplamda 88 patlican genotipi dahil
edilmistir ve primerlerin validasyonu i¢in iki farkli popiilasyon kullanilmistir.
Popiilasyon I, Antalya Tarim A.S tarafindan temin edilen 26 yerel genotip, 20 saf hat ve
20 hibrit gesitten olusmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan I. Popiilasyona ait genotiplerin kodlari, orijinleri ve
meyve sekilleri ile ilgili bilgiler

Genoti Meyve Genoti Meyve
No kodu P Seili Orijin No kodu i Seili Orijin
1 YRL-1 Half Long Manisa/Kirgilli 34 HBR-10 | Silindir | Berceste F1
Patlican
2 YRL-2 Half Long Manisa/Kir¢illi 35 HBR-11 | Silindir | Alparslan F1
Patlican
3 YRL-3 Silindir Urfa-Mezra Pala tipi 36 HBR-12 | Silindir | Kuzgun F1
4 YRL-4 Tear Drop Antep/Oguzeli 37 HBR-13 | Silindir | Karizma F1
5 YRL-5 Topan Antep/Oguzeli 38 HBR-14 | Silindir | AT-162 F1
6 YRL-6 Topan Antep/Oguzeli 39 HBR-15 | Silindir | 21GAT-419 F1
7 YRL-7 Tear Drop TR 66334 40 HBR-16 | Silindir | 21GAT-461 F1
8 YRL-8 Tear Drop Adana Topak 41 SH-9 Silindir Corsica F1
dolmalik
9 HBR-1 | Tear Drop 21BTD48 F1 42 SH-10 Silindir | LimaF1
10 HBR-2 | Tear Drop 21BTD52 F1 43 SH-11 Silindir | A117F1
11 HBR-3 | Tear Drop 21BTD77 44 SH-12 Silindir | Destan F1
12 HBR-4 Topan Amadeo F1 45 SH-13 Silindir | A117F1
13 HBR-5 Silindir Sicilya F1 46 SH-14 Tear Kristal F1
Drop
14 HBR-6 Silindir Brigitte F1 47 SH-15 Silindir | Anamur F1
15 HBR-7 Silindir Karizma F1 48 SH-16 Silindir | Anamur F1
16 HBR-8 Silindir Corsica F1 49 YRL-17 | Topan Adana-Saricam
Tombul Dolmalik
17 SH-1 Silindir Brigitte F1 50 YRL-18 | Topan Adana-Saricam
Tombul Dolmalik
18 SH-2 Silindir Faselis F1 51 YRL-19 | Topan Adana-Saricam
Tombul Dolmalik
19 SH-3 Silindir Anatolia F1 52 YRL-20 | Topan Kahramanmarag/Narli
20 SH-4 Silindir Destan F1 53 YRL-21 | Topan Kahramanmarag/Narli
21 SH-5 Silindir Corsica F1 54 YRL-22 | Topan Kahramanmarag/Narli
22 SH-6 Silindir Derman F1 55 YRL-23 | Topan Kilis/Acipinar
23 SH-7 Silindir Hadrian F1 56 YRL-24 | Topan Kilis/Acipinar
24 SH-8 Silindir Destan F1 57 HBR-17 | Silindir | 21GAT-466 F1
25 YRL-9 Topan Dogal Topan Patlican | 58 HBR-18 | Silindir | 21GAT-399 F1
26 YRL-10 | Topan Dogal Topan Patlican | 59 HBR-19 | Silindir | 21GAT-403 F1
27 YRL-11 | Topan Dogal Topan Patlican | 60 HBR-20 | Silindir | 21GAT-404 F1
28 YRL-12 | Topan Dogal Topan Patlican | 61 SH-17 Topan Hansel F1
29 YRL-13 | Topan Adana-Sarigam 62 SH-18 Uzun Orient express F1
Tombul Dolmalik
30 YRL-14 | Topan Adana-Sarigam 63 SH-19 Tear Jaylo F1
Tombul Dolmalik Drop
31 YRL-15 | Tear Drop TR 61986 64 SH-20 Topan AT-8004 F1
32 YRL-16 | Topan Adana-Sarigam 65 YRL-25 | Topan Kilis/Acipmar
Tombul Dolmalik
33 HBR-9 Silindir Doy.Karasi F1 66 YRL-26 | Topan Kilis/Acipinar
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Popiilasyon II ise Prof. Dr. Faik Kantar tarafindan ulusal ve uluslararasi farkli
lokasyonlardan temin edilmis 22 patlican genotipinden olusmustur (Cizelge 3.2).
Popiilasyon I, Antalya Tarim tarafindan yiiriitiilen 1slah programlar1 cergevesinde
gelistirilen saf hat ve hibritleri de igeren bir 1slah popiilasyonunu, popiilasyon II ise
farkli lokasyonlardan toplanmis genetik ¢esitliligin daha fazla olmasini bekledigimiz bir
popiilasyonu temsil etmektedir.

Cizelge 3.2. Calisma kapsaminda kullanilan Il. popiilasyona ait genotiplerin kodlari,
toplandiklar1 lokasyonlar ve meyve 6zellikleri

No | Genotip Tiir Bitki/meyve ozellikleri Temin edilen
lokasyon/orijin
1 MGL-1 | Solanum melongena Yerel siyah uzun Mugla
2 UIS-3 Solanum melongena Topuz Patlican Fethiye
3 AYD-7 Solanum melongena Kestel Patlicani Nazilli
4 DZL-8 Solanum melongena Buldan Patlican1 Denizli
5 AYD-9 | Solanum melongena Yuvarlak ¢izgili mor Aydin
6 AYD-10 | Solanum melongena Antep mor patlican Aydin
7 GNT-11 | Solanum melongena Mor oval patlican GETAR SEEDS
8 KEM-13 | Solanum melongena Aydin Siyahi Arzuman Tohum
9 RWN-15 | Solanum indicum Yuvarlak yesil Ruanda
10 | SML-36 | Solanum melongena Beyaz mor uzun -
11 | SML-37 | Solanum melongena Beyaz-Mor Uzun -
12 STR-42 | Solanum torvum Kiiciik yesil yuvarlak Vilmorin
13 Sl-45 Solanum aethiopicum Kiigiik kirmizi kdy domatesi | Afrika
seklinde
14 STR-46 | Solanum torvum Kiigiik yesil yuvarlak Hawk
15 | SAT-48 | Solanum aethopicium Kiigiik kirmizi kdy domatesi | Afrika
seklinde
16 TAI-50 Solanum melongena Kiigiik Yuvarlak yesil Thailand
17 TAI-52 Solanum mammosum Memeli patlican Thailand
18 | KRG-53 | Solanum melongana Uzun Anmaz-Kirgizistan
19 | SLTV-59 | Solanum torvum Kiigiik yesil yuvarlak Panag
20 SFR-60 | Solanum melongena Uzun Safari F1
21 BRC-61 | Solanum melongana Uzun Siyah patlican Berceste F1
22 Tha-66 Solanum melongana F1 Yesil yuvarlak Tayland

12
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan InDel primerlerinin kodlari, dizilim bilgileri ve tiriin biiytikliikleri
Primer Kromozom | Primer | Forward Primer (5°-3°) Reverse Primer (3°-5°) Bant
Numarasi | sayisi Kodu bilyiikliigii
(bp)

1 Chrl 1 57M ACATGCCTTTTGCTTTCTCG GACAGTTCATCCTATTGAGCAAAC | 224-304bp
2 Chrl 1 96M CAAGGACAATCATAGTCTCAAGCA | TGGTTATGATAGATAAGGGTTGAC | 137-186bp
3 Chrl 1 110M | TGTGATACTTTCCATGCATAGCA TAGGATGATGTCTTGCCTTATGAT | 381-210bp
4 Chrl 1 23M ATTTTACTCTCCCCAGCCAGA TTCAGGAGCTTCTCCTTTCG 210-336bp
5 Chr2 2_22M CCATTATTTCCATCTTCTCAACTC ATAACCAACCAACCGTCCTCA 327-214bp
6 Chr2 2_52M GCTGTTTTGCAAGTTGAGAAGAT TGCAATTATAAGAAGGTGATCTCG | 317-231bp
7 Chr2 2 7TM CCGAAGTGGTTGAAACTGTGAT TTGACGCAGGAATTATTTTCATAC | 207-422bp
8 Chr3 3 _14M TGTGACACAAGTTTAGATCATGGTT | TAGGGTTACTCCAAAACCAACG 131-351bp
9 Chr3 3 _85M TACAACAACATACCCACTGTACTCC | GCAACTGTCTGTTGTTCTTTGTACC | 259-175bp
10 Chr4 4 66M GTTGTTTGGTGACACAAATGGT TCGGCTGAAAACAGAGACAGA 215-304bp
11 Chr4 4 80M CATCTAAACATCTCAATTTGTCTCCA | GAATACTCAAACTTGGCCTCAACT | 229-134bp
12 Chr5 5 5M TATTTCACTCCGGTGCATGA CAAAACTCATCAGATGAAAGCTC 201-285bp
13 Chr5 5 06M GGAGTTGGAAGCGTGTACAAT ATGCAAACATCTGCTCACGA 283-197bp
14 Chr5 5 76M CCAGAGTATGAAGATACGGTTGC TGGTTGGTTTTCAGCTTCTTT 154-235bp
15 Chr6 6_06K ATGTCTAACCATGTTACGTGAGTG ATGGAGCGATATGAACTATGATG 150-450bp
16 Chr6 6_50M CCTCTAGTCTTATGAATTGAAGCTG | AGCTGGCAGAAGCTTGTAGATA 220-400bp
17 Chré 6_86M CTTGAAAATCATCGACCTTCG CGCAGACCTCTAGATACATTGC 150-350bp
18 Chr7 07_2M ATGGGAGTAGGGACCATAGTTG GGTGGAGTGGTAAATATTTCTTCAT | 336-227bp
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Cizelge 3.3. devami

19 Chr7 07 53M | CCCTGGGGGTCTCTTACTTC TGAACACTGGAACACATCTACGA 350-217bp
20 Chr7 07 _75M | CACCAAGAACTACAACTCAAGACC TATTTTGGTCATTCCTAACCCATT 132-295bp
21 Chr7 07_103M | TCTCCAATGGCCTGAGTTTC CTTCTGTATTAATGGTGGTGTCCT 363-208bp
22 Chr8 08 102K | TGCACCACAGGATGTCTGTT GGATCTTGCCAGGCTTGTTA 329-168bp
23 Chr8 08 _60M | TGTAGGATGCAATGCAACAAG GCATGCCTTGTAGTCCGAGT 332-212bp
24 Chr8 08 89M | TCCAAATCACAATTGGCAGTA TTGCTACGTGATCGGAAGATT 236-382bp
25 Chr9 09 264K | AATCCTGCAAAAGCAAGCAT ACCAAAACGTGGGATAAACG 267-179bp
26 Chr9 09 _75M | GACAGAATGACCAAGTCAGCTC GCCTGTTTGTCTGCGGATAG 379-226bp
27 Chr9 09 88M | TTGTTCCCATCATCTTTGTCA GGAATGAGGGAAAGCGATTA 349-235bp
28 Chr10 10_4M TTTTTGTCTGCCCTCTCAGC TTTTCCATTTTACCCCACCA 459-355bp
29 Chr10 10 43M | CCCAGGAAATAAGGTGGACA GGTCTTTTTCAAGTGGGATCA 324-225bp
30 Chr10 10 86M | GTGGGCTGCCTTTTCATTA CCCCAACAACTTTCAACTAGC 310-237bp
31 Chrl1 11 650K | TGGCATTTTTCAGGTATTGG CGTTCCCAAAAATCTGCATT 252-163bp
32 Chrll 11 55M | GTTCAAGCCATCTTCGTTCC TTTGACCAAATTGACCCAGA 398-277bp
33 Chrl1 11 101M | CACCCTTGCAGATCTTTGGT GTGAGAGTTTGAAGGGGGTTC 337-233bp
34 Chrl2 12 608K | AAGTGACTAGTGAAAATTCCTCAAA | TATAGGGCCCATCAATCACC 337-239%bp
35 Chrl2 12 38M | AGACACAAGCTGGTGGAATG CAGAGCCACTAACTTGTCAGAGC 308-153bp
36 Chr12 12 74M | GCCCAAAAATAAAATTCACGA TGCCTCTATAAGATAAAAGAGCATT | 499-328bp
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3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

Calisma Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji

Laboratuvari'nda yiriitiilmiistir. DNA izolasyonu icin sera kosullarinda yetistirilen
bitkilerden taze yaprak ornekleri alinmig ve CTAB yontemi (Doyle ve Doyle, 1990)
kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir.

[zolasyon iglemi sirasinda izlenen adimlar asagida agiklanmistir:

1.

10.

11.

Bitkilerin geng ve taze yapraklarindan (her bir yapragin ortalama agirligi 150
mg) Ornekler alinarak, 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirilmistir. Tiiplere,
%0,5 merkaptoetanol igeren CTAB ¢ozeltisinden (100 mM Tris-HCI, 20 mM
EDTA, 1.4 M NaCl, %2 CTAB) 600 ul eklenmistir.

Ependorf tiiplerindeki yapraklar, plastik ezme ¢ubuklar1 kullanilarak tamamen
ezilmistir.

Ornekler ezildikten sonra, énceden 65 °C’ye ayarli su banyosunda 45 dakika
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi, her bir tiipe 500 pl kloroform-izoamil alkol (24:1) ¢dzeltisi
eklenmis ve tiip i¢indeki sivi alt-iist edilerek iyice karistirilmustir.

Karigtirma islemini takiben, tiipler 13000 rpm hizinda 20 dakika santrifiij
edilmistir.

Santrifiij islemi sonrasinda tiip icerisindeki siv1 iki faza ayrilmistir: Alt kisimda
kloroform, iist kisimda ise DNA igeren iist faz. Ust faz dikkatlice yeni bir
ependorf tiipiine aktarilmistir (yaklasik 400 pl). Daha temiz bir DNA izolasyonu
saglamak icin bu islem {i¢ kez tekrarlanmis ve her seferinde iist faz yeni tiiplere
aktarilmistir.

DNA’nin ¢oktiiriilmesi amaciyla, her tiipe 500 pl, -20 °C'de muhafaza edilen
izopropanol eklenmistir. Tiipler, DNA'nin ¢dkelmesini saglamak i¢in bir gece
boyunca -20 °C'de bekletilmistir.

Ertesi glin 6rnekler 13000 rpm hizinda 20 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda tiiplerin dibinde DNA ¢okeltisi gézlemlenmistir. Ust sivi
(stipernatant) dikkatlice dokiilmiistiir.

Elde edilen ¢okeltinin temizlenmesi amaciyla, tiiplere %70’lik etanolden 300 ul
eklenmis ve 13000 rpm hizinda 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Bu islem
ti¢ kez tekrarlanmistir. Her islem sonunda, DNA ¢dkeltisine zarar vermemek i¢in
etanol dikkatlice bosaltilmis ve tiipler agz1 agik bir sekilde yaklasik 45 dakika
kurutulmaya birakilmistir.

Tiipler tamamen kuruduktan sonra, her bir tiipe 100 pl TE buffer eklenmistir.
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3.2.2. Indel Bolgelerinin Tespiti

Patlican bitkisinde InDel bolgelerinin belirlenmesi i¢in daha dnce resequencing
caligmalart ile NGS verileri olusturulmus farkli fenotip yapisina sahip 21 adet genotip
verisi kullanilmistir. Bu genotiplere ait SRA verileri gen bankasindan indirilmistir
(Cizelge 3.4). Her bir genotipe ait SRA verisi oncelikle “bwa” algoritmas1 kullanilarak
giincel patlican genomuna (Eggplant genome consortium V4.1; Barchi vd., 2021)
hizalanarak “bam” dosyalar1 elde edilmistir.

Cizelge 3.4. Resequencing analizi ile NCBI gen bankasinda NGS verileri olugturulmus

farkli  fenotipe sahip 21 adet Solanum melongena’ye ait SRA  verisi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term)
No | Genotip SRARun ID Meyve No | Genotip SRARunID | Meyve
Ozellikleri Ozellikleri
1 GPE003000 | SRR12336201 | Mor iri topan 12 | GPE001530 SRR12336193 | Uzun ince Boz
2 GPE000520 | SRR12336188 | Siyah topak 13 | Solanum SRR3884574 | Fenotip
melongena bilgisine
ulasilmamustir.
3 GPE002800 | SRR12336202 | Mor-beyaz 14 | GPE001490 SRR12336194 | Yuvarlak iri
uzun mor beyaz
cizgili
4 GPE001860 | SRR12336189 | Mor-siyah 15 | Solanum SRR5796637 | Kiiciik,
yuvarlak basik incanum yuvarlak, yesil
dilimli (Yabani)
5 GPE002090 | SRR12336203 | Yuvarlak beyaz | 16 | GPE000460 SRR12336195 | Orta uzun
yesil ¢izgili kalin siyah
6 GPEO001610 | SRR12336190 | Ortauzunmor | 17 | GPE065730 SRR12336196 | Kiigiik,
yuvarlak, yesil
7 GPE000450 | SRR12336204 | Beyaz topan 18 | GPEO003520 SRR12336199 | Kiigiik topan
siyah
8 GPEO001580 | SRR12336191 | Mor siyah 19 | GPE003430 SRR12336200 | Kalin uzun
iri,yuvarlak siyah
dilimli
9 Solanum SRR13023311 | Kirmizi 20 | Solanum SRR1104128 Kiigiik yesil
aethiopicum basik,meyveli torvum yuvarlak
(YYabani) dilimli,domates Turkey berry meyveli
seklinde (yabani)
10 | GPE001540 | SRR12336192 | Siyahinceuzun | 21 | Solanum SRR1104129 | Fenotip
melongena bilgisine
ulasilmamustir.
11 | GPE001970 | SRR13494985 | Yuvarlak basik,siyah
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Sekil 3.1. SRA bilgileri kullanilan genotiplerin bazilarinin meyve 6zellikleri (Barchi vd,
2021°den alinmigtir). Solanum melongena mor renkle, S. incanum kirmizi renkle ve S.
insanum yesil renkle gosterilmistir.

InDel bolgelerini ortaya ¢ikarmak igin bir dnceki asamada elde edilen “bam”
dosyalar1 “MANTA” programinda kullanilarak her bir genotipe ait aday InDel bolgeleri
“vef” dosya formatinda elde edilmistir. Daha sonra, her bir genotipe ait aday InDel
bolgelerini barindiran “vef” dosyalari 80-350bp araliginda InDel’ler igin filtrelenmistir.
Bu filtrelemedeki amag, agaroz jelde etkin bir ayristirma biiytikliigiiniin 80-350bp aras1
oldugunun diisiiniilmesidir. Her bir genotip i¢in filtrelenmesi sonucu elde edilen
bireysel “vcf” dosyalar1 “vefcombine” algoritmasi ile birlestirilerek, tiim genotiplerden
elde edilen sonuglar tek bir “vcf” dosyasi haline getirilmistir. Bu “vcf” dosyast ve tiim
genotiplere ait “bam” dosyalar1 “IGB browser” programina aktarilarak, aday InDel
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bolgelerindeki okuma derinligi ve niteligi gorsel olarak incelenmistir. IGB programinda
manuel gozlem ile 80-350bp InDel icerigi dogrulanan lokuslardaki dizi okumalar1 her
bir genotip i¢in ayri ayri1 “samtool” algoritmasi ile fastq formatinda disa cikarilip
(extract edilip), sonrasinda “megahit” algoritmasi ile “assembly” haline getirilmistir. Bu
islemler sonucunda ilgili InDel lokusundan her bir genotipe 06zel yaklasik 800-
1200bp'lik bir dizi bilgisi elde edilmistir.

3.2.3. Primer Dizaym

flgili InDel bélgesinden elde edilen tiim genotiplere ait 800-1200bplik DNA
dizileri, “mafft” programi kullanilarak hizalanmistir (multiple alignment). Bu islem
sonucunda, hizalama dosyasindaki genotiplerin ka¢ tanesinin InDel igerdigi gorsel
olarak tespit edilmistir. Tespit edilen veriler dogrultusunda, genotiplerin barindirdig:
InDel oraninin %35 ile %70 arasinda goriilen lokuslar icin “Primer3” yazilimi
araciligiyla primer tasarimi gergeklestirilmistir. Tasarlanan primerler, agaroz jel
tizerinde ayrim saglayabilecek belirtegler olarak secilmistir (Cizelge 3.3). Ayrica,
validasyon segilen InDel bolgelerinin her bir patlican kromozomunda yer almasina ve
her bir kromozomun igerisinde farkli bolgeleri temsil etmesine dikkat edilmistir.

3.2.4. Indel Markorlerin Validasyonu

InDel Markorler igin PCR kosullari optimize edilmis; en uygun baglanma
sicakliklart ile PCR karisimdaki bilesenlerin miktarlar1 belirlenmistir. PCR analizleri,
MyGenie-96  Gradient Thermal Block (BIONEER) cihazi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR igin kullanilan reaksiyon karisimi (Cizelge 3.5) ve dongii
programi (Cizelge 3.6) asagida verilmistir.

Cizelge 3.5. Tez kapsaminda kullanilan markorlerin test edilmesinde uygulanan PCR
bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar

DNA 1 ul
Taq buffer (10X) 1,5 ul
MgCI2 (25 mM) 1,5 ul
dNTP (10 mM) 0,3 pl
Primer Forward (10 uM) 0,5 ul
Primer Reverse (10 uM) 0,5 ul
Taq polimeraz (5 u/pl) 0,2 pl
ddH20 9,5 ul

Cizelge 3.6. Tez kapsaminda kullanilan markdrlerin test edilmesi i¢in uygulanan PCR
programi

1 94°C 3 dakika
2 94°C 1 dakika
3 57-60°C 45 saniye
4 72°C 45 saniye
5 2. Adimdan itibaren 35 dongii
6 72°C | 5 dakika
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3.2.5. Jelin Hazirlanmasi

Sogutulan jel ¢ozeltisine, UV 15181 altinda DNA bantlarinin goriiniir hale
gelmesini saglamak i¢in 5.0 pl Ethidium Bromide (10 mg/ml) eklenmistir. Karigim, esit
bir sekilde homojenize edilmistir. Jel kalibi hazirlanirken, DNA Orneklerinin
yiiklenebilmesi icin taraklar yerlestirilmis ve agaroz c¢ozeltisi kaliba dikkatlice
dokiilmistir. Hava kabarciklarinin olusmamasina 6zen gosterilmistir. Jel, oda
sicakliginda tamamen donana kadar bekletilmistir. Jel tamamen donduktan sonra,
taraklar dikkatlice ¢ikarilmis ve kuyucuklar olusturulmustur. Hazirlanan jel,
elektroforez tankina yerlestirilmis ve jelin ylizeyini tamamen kaplayacak sekilde 1x
TBE tampon ¢ozeltisi eklenmistir.

3.2.6. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

Tasarlanan her bir primer i¢in elde edilen PCR {irlinlerinden 15 pl alinmig ve
tizerine 5 pl yiikkleme boyasi eklenerek toplamda 20 pl'lik bir PCR iirtinii hazirlanmistir.
Bu karisim, %]1'lik agaroz jel lizerinde olusturulan kuyucuklara dikkatlice ytliklenmistir.

Ornekler %1'lik agaroz jel yaklasik 45 dakika boyunca 80 voltta yiiriitiilmiistiir.
Jel tizerindeki bantlarin biiyiikliklerini belirlemek amaciyla 100 bp'lik DNA markori
kullanilmistir. Bantlarin gorsellestirilmesi i¢in jel UV 151k altinda incelenmistir.

3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi ve Dendrogram Olusturma

PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri, bantlarin varlig1 i¢in 1, yoklugu icin 0,
degerlendirilmedigi durumlar i¢in ise 9 olarak kodlanarak manuel sekilde skorlanmaistir.
Elde edilen veriler, NTSYS-pc (Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System)
yazilimi ile analiz edilmistir. Bu yazilim, oncelikle genotipler arasindaki benzerlikleri
hesaplamak i¢in kullanilmistir. Verilerin analizi sirasinda, UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) modiilii kullanilarak benzerlik matrisi
olusturulmus ve bu benzerlik matrisi kullanilarak dendrogram (filogenetik agac) elde
edilmistir. Ayrica, kullanilan markorlerin ayirt edicilik giliciinli degerlendirmek amaciyla
Polimorfik Bilgi Igerigi (PIC) degerleri hesaplanmistir.

Popiilasyon yapisinin belirlenmesine yoOnelik analizler ise STRUCTURE
yazilimi (Version 2.3.4; Pritchard vd., 2000) kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz
kapsaminda, her bir K degeri i¢in 10.000 burn-in dongiisii ve 100.000 tekrar uygulanmis
olup, her kosul 10 kez tekrarlanarak analiz gergeklestirilmistir. Alt popiilasyon sayisinin
belirlenmesi amaciyla AK degeri, Structure Harvester yazilimi (Earl ve vonHoldt, 2012)
kullanilarak hesaplanmistir. Optimum K degerine ulagsmak icin, elde edilen K ve AK
degerleri degerlendirilmis ve Evanno vd. (2005) tarafindan Onerilen yontem
dogrultusunda belirlenmistir. Bu analizler her popiilasyon igin ayr1 ayr1 yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Genomik DNA izolasyonu

Izole edilmis DNA &rneklerinin kalitesini degerlendirmek amaciyla, drnekler
%1'lik agaroz jel iizerinde elektroforez islemi uygulanarak incelenmistir.

4.2. Gradient PCR

Tez caligmasi kapsaminda gelistirilen InDel markdrlerin optimum baglanma
sicakliklarmin belirlenmesi amaciyla, Popiilasyon I’den rastgele segilen 10 patlican
genotipinden esit miktarda DNA ornegi alinarak bulk DNA elde edilmistir. Bu bulk
DNA kullanilarak, 50-65°C araligindaki farkli annealing sicakliklarin1 kapsayan
Gradient PCR analizi gergeklestirilmistir. Primerlerden 5 adeti (1_96M, 1 110M,
3_85M, 1 23M ve 3_14M) ile elde edilen analiz sonuglar1 Sekil 4.1’te sunulmaktadir.

= T3
!.. ~-neE E...-....‘-- e - -

CTae el Tuw"ae B2 “"weER.esTe

Sekil 4.1. Calismada kullanilan 1 96M, 1 110M, 3 85M, 1 23M ve 3 14M
primerlerinin Gradient PCR sonrasi jel elektroforez goriintiisii

4.3. InDel Analizleri
Bu arastirmada, 88 farkli genotip i¢in 36 adet primer ¢ifti kullanilarak InDel

(Insersiyon-delesyon) analizleri gergeklestirilmistir. InDel analizlerinin amaci, genetik
cesitliligi belirlemek ve genotipler arasindaki genetik farklari tespit etmektir. Bu
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analizler sonucunda elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezi yontemi ile
ayristirilmistir. Ornek agaroz jel elektroforezi goriintiileri, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te
popiilasyon I (P1l) ve popiilasyon II (P2) genotipleri igin ayni jel siralamalari
kullanilarak verilmistir.

Sekil 4.2. InDel markorlerin validasyonuna ait jel goriintiisii

(M:100 kb ladder) (P1: Popiilasyon I genotipleri, P2: Popiilasyon Il genotipleri)
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B Bt

09 264K

B

messcnessssssst s essestheg et BN cc- scccses D et

08_102K 1 23M

Sekil 4.3. InDel markdrlerin validasyonuna ait jel goriintiileri
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Sekil 4.3’1n devami

Plpnenbce” L.EEE

09 _75M 10_86M

- e e -
- - -

07 53M 07 103M

Sekil 4.3. InDel markorlerin validasyonuna ait jel goriintiileri
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Cizelge 4.1. Popiilasyon I'de validasyonu yapilan InDel primerlerinin toplam bant
sayis1, polimorfik bant sayis1 polimorfizm oranlar1 ve PIC degerleri

Primer Ad1 Polimorfik Toplam Bant Polimorfizm PIC Degeri
Bant Sayis1 Sayisi oranlar1 %
1 57M 1 1 100 0,33
1 96M 2 2 100 0,37
1 110M 2 2 100 0,34
1 23M 2 2 100 0,29
2 22M 2 2 100 0,47
2 52M 2 2 100 0,45
2 77M 2 2 100 0,39
3 14M 2 2 100 0,42
3 85M 2 2 100 0,22
4 66M 1 2 50 0,01
4 80M 2 2 100 0,12
5 5M 2 2 100 0,08
5 06M 2 2 100 0,48
5 76M 2 2 100 0,18
6_06K 2 2 100 0,10
6 _50M 2 2 100 0,33
6 _86M 2 2 100 0,36
07 _2M 2 2 100 0,12
07 _53M 2 2 100 0,14
07 75M 1 2 50 0,10
07_103M 2 2 100 0,40
08 102K 2 2 100 0,20
08 _60M 2 2 100 0,29
08 _89M 3 3 100 0,49
09 264K 2 2 100 0,21
09_75M 0 2 0 0,05
09_88M 2 2 100 0,21
10_4M 2 2 100 0,10
10_43M 2 2 100 0,30
10_86M 2 2 100 0,12
11 650K 2 2 100 0,42
11 55M 2 2 100 0,41
11 101M 2 2 100 0,24
12 608K 2 2 100 0,30
12 38M 2 2 100 0,37
12 _74M 2 2 100 0,04
Toplam 68 72 - -
Ortalama 1,88 2 94,44 0,26
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Cizelge 4.2. Popiilasyon II’de validasyonu yapilan InDel primerlerinin toplam bant
sayis1, polimorfik bant sayisi, polimorfizm oranlar1 ve PIC degerleri

Primer Ad1 Polimorfik Toplam Bant Polimorfizm PIC Degeri
Bant Sayis1 Sayisi oranlar1 %
1 57M 2 2 100 0,39
1 96M 2 2 100 0,21
1 110M 2 2 100 0,39
1 23M 2 2 100 0,46
2 22M 2 2 100 0,28
2 52M 2 2 100 0,31
2 7IM 2 2 100 0,11
3 14M 2 2 100 0,23
3 85M 2 2 100 0,44
4 66M 2 2 100 0,38
4 80M 2 2 100 0,23
5 5M 2 2 100 0,47
5 06M 2 2 100 0,36
5 76M 2 2 100 0,28
6_06K 2 2 100 0,44
6 _50M 2 2 100 0,49
6 _86M 2 2 100 0,48
07 _2M 2 2 100 0,20
07 _53M 2 2 100 0,42
07 75M 1 2 50 0,24
07_103M 2 2 100 0,44
08 102K 2 2 100 0,33
08 _60M 2 2 100 0,24
08 _89M 2 2 100 0,40
09 264K 2 2 100 0,34
09_75M 1 2 50 0,28
09_88M 2 2 100 0,29
10_4M 2 2 100 0,21
10_43M 2 2 100 0,33
10_86M 2 2 100 0,42
11 650K 2 2 100 0,40
11 55M 2 2 100 0,46
11 101M 2 2 100 0,46
12 608K 2 2 100 0,47
12 38M 2 2 100 0,48
12 74M 2 2 100 0,39
Toplam 70 72 - -
Ortalama 1,94 2 97,22 0,35

Toplam 36 InDel markorii ile yapilan PCR analizleri sonucunda Popiilasyon I’de
72 toplam bant ve 68 polimorfik bant elde edilmistir. Popiilasyon II de ise toplam bant
sayis1 72, polimorfik bant sayis1 ise 70’tir. Polimorfizm oranlar1 popiilasyon I ve II i¢in
sirasiyla 0,94 ve 0,97 olarak hesaplanmistir. Popiilasyon I’de ortalama PIC degeri 0,26
olup, en diistiik PIC degeri 0,01 ile 4_66M primerine, en yiiksek PIC degeri ise 0,49 ile
08 89M primerine aittir. Popiilasyon II’de ise ortalama PIC degeri 0,35 olup en diisiik
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PIC degeri 0,11 ile 2_77M ve en yiiksek PIC degeri 0,49 ile 6_50M InDel markdriine

aittir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).
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| r— R 5
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Sekil 4.4. InDel analizleri sonucu elde edilen Popiilasyon I’e ait dendogram
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InDel analizleri sonucunda elde edilen dendrogram incelendiginde, Popiilasyon
I'e ait genotipler arasinda benzerlik oranlarinin 0.41 ile 1.00 arasinda degistigi
gbozlemlenmistir (Sekil 4.4). Bu sonuglar dogrultusunda olusturulan dendrogram,

genotipleri iki ana grup (A ve B) altinda siniflandirmustr.

Birinci ana grup (A), kendi igerisinde iki alt gruba (Al ve A2) ayrilmaktadir. Al
alt grubunda, toplam sekiz adet YRL hatt1 bir araya toplanmistir. Bu durum, ilgili hatlar
arasindaki genetik benzerligin yiiksek oldugunu gostermektedir. A2 alt grubunda ise
genotipler, A2.1 ve A2.2 olmak iizere iki alt gruba ayrilmistir. Bu iki alt grup arasinda
yaklasik 0,50 oraninda bir genetik benzerlik gozlemlenmistir. A2.1 alt grubu ise kendi
igerisinde daha da ayrilarak A2.1.1 ve A2.1.2 olmak iizere iki alt gruba boliinmiistiir.
A2.1.1 alt grubunda, SH ve HBR hatlarin1 kapsayan toplam 37 genotip bir araya gelmis
ve belirgin bir genetik yakinlik sergilemistir. Diger taraftan, A2.1.2 alt grubunda ise
bazi YRL hatlarmin (18 genotip) kendi igerisinde gruplanarak daha homojen bir yapi
olusturdugu goriilmiistiir. ikinci ana grup olan Grup B, yalmizca SH17 ve SHIS
genotiplerinden olusmaktadir. Bu durum, s6z konusu genotiplerin diger gruplardan
genetik olarak daha farkli bir konumda yer aldigini ortaya koymaktadir. Popiilasyon
I’de YRL7 ve YRLI10 birbirine genetik olarak en yakin genotipler olarak ortaya ¢ikmis
YRL14, YRL13, YRL16 ve YRLI12 genotipleri de ayni grupta yer almis ve genetik
olarak yakin bulunmustur.

Ayrica, InDel markérleri ile yapilan Temel Bilesenler Analizi (PCA) sonucunda
olusturulan iki boyutlu diizlem (Sekil 4.5), genotiplerin dagilimmi daha da
netlestirmistir. Bu diizlem {izerinde yapilan degerlendirmeye gore, Antep/Oguzeli (YRL
5), Anatolia F1 (SH 3) ve Corsica F1 (SH 9) gibi baz1 genotipler, diger genotiplerden
ayrilarak farkli konumlarda yer almigtir.

Bununla birlikte, ti¢ boyutlu diizlemde elde edilen grafik (Sekil 4.6), dendrogram
ve iki boyutlu diizlem iizerinde elde edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir. Ug
boyutlu analiz, genotiplerin daha belirgin bir sekilde gruplandigini ve genetik
benzerliklerinin daha agik bir bigimde ortaya kondugunu goéstermektedir. Bu sonuglar,
popiilasyonlar arasindaki genetik akrabaliklarin daha i1yi anlagilmasini saglamaktadir.

27



BULGULAR VE TARTISMA A. ARICAN

Dim-2 013

10 SHI0 & =

033 T T T T

Sekil 4.5. InDel verileriyle gerceklestirilen temel bilesenler analizi sonucu ortaya ¢ikan
Popiilasyon I'e ait iki boyutlu grafik
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Dim-1 035

Sekil 4.6. InDel verileriyle gergeklestirilen temel bilesenler analizi sonucu ortaya ¢ikan
Popiilasyon I'e ait ii¢ boyutlu grafik
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Sekil 4.7. InDel analizleri sonucu elde edilen Popiilasyon II’e ait dendogram

InDel verileriyle olusturulan Popiilasyon II’e ait dendrogram kiimesi
incelendiginde, genotipler arasindaki benzerlik oranlarmin 0,33 ile 0,78 arasinda
degistigi gozlemlenmistir (Sekil 4.7). Bu benzerlik oranlari, popiilasyon igindeki
genetik ¢esitliligi  yansitmaktadir. II. Popiilasyona ait dendogram iki ana gruba
ayrilmistir (C-D). Birinci grup (C) igerisinde iki alt gruba (C1 ve C2) ayrilirken, 1.alt
grupta (C1.1) 11 genotipi bir arada toplamustir. Alt grupta (C1.1.1) MLG-1 ve DZL-8
kendi igerisinde bir grup, AYD-7 ve KEM-13 bir grup igerisinde olusmustur. ikinci
grup ise (D), (D1-D2) alt gruplarina ayrilmis ve toplam 4 genotipten olusmustur. (D1)
kendi icerisinde de iki alt gruba ayrilarak STR-42 ve SLTV-59 bir arada (D1.1)
toplanmigtir. Dendrogram incelendiginde, AYD-7 ve KEM-13 genotipleri 0,78
benzerlik oraniyla genetik olarak birbirine en yakin genotipler olarak belirlenmistir. Bu
iki genotipi, STR-42 ve SLTV-59 (her ikisi de Solanum torvum) tiiriine ait yabani
genotipler izlemektedir. Calismaya dahil edilen ti¢ Solanum torvum genotipi (STR-42,
SLTV-59 ve STR-46) D1 alt grubunda bir araya gelmistir. Buna karsilik, Solanum
aethiopicum tiiriine ait SI-45 ve SAT-48 genotipi C2 alt grubunda, Solanum mammosum
tiiriine ait TAI-52 genotipi ise D2 alt grubunda yer almistir.

InDel markorleri ile yapilan Temel Bilesenler Analizi (PCA) sonucunda elde
edilen iki boyutlu diizlem (Sekil 4.8), genotiplerin genetik dagilimini gostermektedir.
Analiz, MGL-1 (Yerel Siyah Uzun), UIS-3 (Topuz Patlican), AYD-7 (Kestel Patlicani),
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AYD-10 (Antep Mor Patlican) ve KEM-13 (Aydin Siyahi) gibi popiilasyonlarin diger
genotiplerden ayrildigin1 ortaya koymustur. Bu popiilasyonlar, PCA diizleminde
belirgin bir sekilde ayrilarak, kendi gruplarini olugturmustur.
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Sekil 4.8. InDel verileriyle yapilan temel bilesenler analizi sonucu olusturulan

Popiilasyon II’e ait iki boyutlu grafik

Sekil 4.9. InDel verileriyle yapilan temel bilesenler analizi sonucu olusturulan

Popiilasyon II’e ait {i¢ boyutlu grafik
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4.4. Popiilasyon Yapisi Belirlenmesi STRUCTURE Analizi
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Sekil 4.10. Popiilasyon I’e ait patlican genotipleri iizerinde gergeklestirilen
STRUCTURE analizi sonuglarini gésteren AK (Delta K) grafigi.

Evanno vd. (2005) yontemine gore hesaplanan Delta K degerleri, optimum alt
popiilasyon sayisini belirlemek i¢in degerlendirilmistir. Sekil 4.10’da, K = 3 i¢in en
yiksek AK degerine ulagildigi goézlemlenmistir. Bu durum, incelenen patlican
genotiplerinin ii¢ genetik gruba ayrildigimi gostermektedir. K=3’ten sonraki K
degerlerinde AK’nin belirgin sekilde azalmasi, daha fazla alt popiilasyon tanimlamanin
genetik yapiy1 agiklamak agisindan uygun olmadigini isaret etmektedir.
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Sekil 4.11. STRUCTURE V2.3.4 programu ile elde edilen popiilasyon I’e ait veri
sonuglar1 dagilimlart (1.grup; kirmizi, 2.grup; yesil, 3.grup; mavi renk ile temsil
edilmistir).

Sekil 4.11°te verilen STRUCTURE grafigi, calismada yer alan Popiilasyon I’ e
ait, 66 patlican genotipinin genetik gruplara dagilimini gostermektedir. Grafikte iig
farkli renk (kirmizi, yesil, mavi) kullanilmistir ve bu renkler ii¢ farkli genetik alt
popiilasyonu temsil etmektedir. Her ¢ubuk, bir bireyin genotipini ifade eder ve bu
bireyin belirli bir genetik gruba ne oranda ait oldugunu gostermektedir.

Alt popiilasyon 1'e ait olan 1 (YRLI1), 2 (YRL2), 3 (YRL3), 4 (YRL4), 5
(YRL5), 6 (YRLS6), 8 (YRLS), 15 (HBR7), 31 (YRL15), 51 (YRL19), 52 (YRL20), 61
(SH17) ve 62 (SH18) numarali genotipler kirmizi grupta yer almigtir.

Alt popiilasyon 2'e ait olan 9 (HBR1), 10 (HBR2), 11 (HBR3), 12 (HBR4), 13
(HBR5), 14 (HBR®6), 16 (HBR8), 17 (SH1), 18 (SH2), 19 (SH3), 20 (SH4), 21 (SH5),
22 (SH6), 23 (SH7), 24 (SH8), 33 (HBR9), 34 (HBR10), 35 (HBR11), 36 (HBR12), 37
(HBR13), 38 (HBR14), 39 (HBR15), 40 (HBR16), 41 (SH9), 42 (SH10), 43 (SH11), 44
(SH12), 45 (SH13), 46 (SH14), 47 (SH15), 48 (SH16), 57 (HBR17), 58 (HBR18), 59
(HBR19), 60 (HBR20), 63 (SH19) ve 64 (SH20) numarali genotipler yesil grupta yer
almakta olup, bu grubun genetik agcidan homojen bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir.
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Alt popiilasyon 3’e ait olan 7 (YRL7), 25 (YRL9), 26 (YRL10), 27 (YRLI11), 28
(YRL12), 29 (YRL13), 30 (YRL14), 32 (YRL16), 49 (YRL17), 50 (YRL18), 53
(YRL21), 54 (YRL22), 55 (YRL23), 56 (YRL24), 65 (YRL25) ve 66 (YRL26)
numarali genotipler ise mavi grupta yer almaktadir.

Cizelge 4.3. Popiilasyon I’e ait, beklenen heterozigotluk ve her bir alt popiilasyona
aitgenotip sayisi

Beklenen Genotip sayisi
heterozigotluk (He)
Alt popiilasyon 1 0,3278 13
Alt popiilasyon 2 0,2319 37
Alt popiilasyon 3 0,0470 16

Cizelge 4.4. Popiilasyon I’e ait, popiilasyonlar arasindaki alel-frekans farklilig

Popiilasyon arasindaki alel-frekans farklihig:

Alt popiilasyon 1 | Alt popiilasyon 2 Alt popiilasyon 3
Alt popiilasyon 1 - 0,1036 0,1878
Alt popiilasyon 2 0,1036 - 0,1541
Alt popiilasyon 3 0,1878 0,1541 -

Fst degeri popiilasyonlar arasinda allel frekanslarindaki farkliliktan dolay1
olusan genetik cesitliligin orani1 olup, alt popiilasyonlar arasindaki genetik farkliligin
Olciisiidiir. Fst degeri 0- 0,05 arasinda ise popiilasyonlar arasindaki genetik farklilik
diisiik, 0,05-0,15 arasinda ise orta, 0,15-0,25 arasinda ise yiiksek ve 0,25’ten biiylik ise
cok yiiksek seviyededir (Hartl ve Clark, 2007).

Ikili Fst karsilastirmalar, STRUCTURE sonuglar1 ile verilen alt gruplar
arasindaki farklilagmay1 degerlendirmis ve alt popiilasyon 1 ile alt popiilasyon 2
arasindaki diistik Fst degeri (0,1036), bu iki grup arasinda diistik bir genetik farklilagsma
oldugunu ve genetik olarak daha yakin olduklarini gostermektedir. Buna karsilik, en
yiiksek Fst degeri alt popiilasyon 3 ile alt popiilasyon 1 arasinda (0,1878) gbzlenmis
olup, bu durum alt popiilasyon 3 grubunun ve alt popiilasyon 1’in belirgin sekilde
ayristigin1 ve yiiksek diizeyde genetik farkliliga sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica, aymi alt poplilasyon icindeki bireyler arasinda hesaplanan beklenen
heterozigotluk (He) degerleri alt popiilasyon 1 ve 2 i¢in sirasiyla 0,3278, 0,2319 olarak
belirlenmistir. Bu degerler, bu gruplarda genetik cesitliligin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, alt popiilasyon 3 grubunda elde edilen diisiik He degeri
(0,0470), bu grubun sinirl bir genetik ¢esitlilige sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.12. Popiilasyon II’e ait patlican genotipleri iizerinde gerceklestirilen
STRUCTURE analizi sonuglarini gosteren AK (Delta K) grafigi.

Popiilasyon II 'ye ait 22 patlican genotipleri lizerinde yapilan Delta K analizi,
farkli K degerleri i¢in hesaplanan yapisal farkliliklar1 gorsellestirerek, popiilasyon
icindeki en olas1 genetik grup sayisini belirlemektedir. Sekil 4.12°de K=3 degerinde en
yiksek Delta K zirvesi gozlemlenmis olup, bu durum popiilasyonun ii¢ genetik
kiimeden olustugunu giiclii bir sekilde desteklemektedir. K=8'de daha kiiclik bir ikinci
Delta K zirvesi gozlemlenmis olmasina ragmen, Evanno yonteminin (Evanno vd., 2005)
temel ilkelerine gore ilk biiylik zirve, en uygun kiime sayisini belirlemekte oncelikli
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle olusan grafik, popiilasyon II’e ait patlican
genotiplerinin, genetik ¢esitliliginin {i¢ ana grup altinda en iyi sekilde temsil edildigini
gostermektedir.
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Sekil 4.13. STRUCTURE V2.3.4 programi ile elde edilen popiilasyon II’e ait veri
sonuglari dagilimlar

Sekil 4.13’te verilen STRUCTURE grafigi, ¢calismada yer alan Popiilasyon II’ e
ait, 22 patlican genotipinin genetik gruplara dagilimmi gostermektedir. Grafikte ii¢
farkli alt popiilasyon tespit edilmis olup, bunlar kirmiz1 (alt popiilasyon 1), yesil (alt
popiilasyon 2) ve mavi (alt popiilasyon 3) renkleri ile temsil edilmektedir.

Alt popiilasyon 1’e ait olan 1 (MGL-1), 3 (AYD-7), 4 (DZL-8), 6 (AYD-10), 7
(GNT-11) ve 8 (KEM-13) numarali genotipler, kirmiz1 alt popiilasyonda yer almaktadir.
Bu genotiplerin, genetik yapilar1 bakimindan diger gruplardan ayrisan bir kiime
olusturdugu belirlenmistir.

Alt popiilasyon 2’yi olusturan 2 (UIS-3), 5 (AYD-9), 10 (SML-36), 11 (SML-
37), 13 (SI-45), 16 (TAI-50), 18 (KRG-53), 20 (SFR-60), 21 (BRCI61) ve 22 (THA-66)
numarali genotipler, yliksek diizeyde genetik ¢esitlilige sahip bir yap1 sergilemektedir.
Yesil grup olarak tanimlanan bu alt popiilasyon, popiilasyonun en genis genetik
varyasyonu gosteren boliimii olarak degerlendirilmektedir.

Alt popiilasyon 3’e ait olan 9 (RWN-15), 12 (STR-42), 14 (STR-46), 15 (SAT-
48), 17 (TAI-52) ve 19 (SLTV-59) numarali genotipler, genetik olarak belirgin sekilde
ayrigmis olup, biiyiik 6l¢lide mavi alt popiilasyonda yer almaktadir.

Cizelge 4.5. Popiilasyon II’e ait, beklenen heterozigotluk ve her bir alt popiilasyona ait
genotip sayisi

Beklenen Genotip sayis1
heterozigotluk (He)
Alt popiilasyon 1 0,2263 6
Alt popiilasyon 2 0,3808 10
Alt popiilasyon 3 0,1943 6
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Cizelge 4.6. Popiilasyon II’e ait, popiilasyonlar arasindaki alel-frekans farklilig

Popiilasyon arasindaki alel-frekans farklhilig:

Alt popiilasyon 1 | Alt popiilasyon 2 Alt popiilasyon 3
Alt popiilasyon 1 - 0,0677 0,2280
Alt popiilasyon 2 0,0677 - 0,1246
Alt popiilasyon 3 0,2280 0,1246 -

Ayni alt popiilasyon icindeki bireyler arasinda hesaplanan beklenen
heterozigotluk (He) degerleri incelendiginde en yiiksek He degeri alt popiilasyon 2’de
(0,3808) elde edilmis olup, genetik gesitliligin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
Ote yandan, alt popiilasyon 1 ve alt popiilasyon 3 popiilasyonlarinda daha diisiik He
degerleri (sirastyla 0,2263 ve 0,1943) tespit edilmis ve bu durum, bu gruplarda genetik
cesitliligin daha sinirli olduguna isaret etmektedir.

Populasyon II’ye ait Fst degerleri incelendiginde en diisiik Fst degeri (0,0677)
alt popiilasyon 1 ile alt popiilasyon 2 arasinda elde edilmistir. Bu iki popiilasyonun
genetik olarak ¢ok farklilagsma gostermedigini isaret etmektedir. En yiiksek deger ise
(0,2280) alt popiilasyon 1 ile 3 arasinda elde edilmistir ve popiilasyonlar arasinda
genetik farklilasmanin daha fazla oldugunu gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, Antalya Tarim A.S. tarafindan temin edilen 26 yerel
patlican genotipi, 20 saf hat ve 20 hibrit ¢esit ile Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’'nden Prof. Dr. Faik Kantar tarafindan ulusal ve uluslararas1 farkli
lokasyonlardan saglanan 22 patlican genotipi kullanilarak InDel primerleri araciligiyla
molekiiler karakterizasyon gergeklestirilmistir. Calisma kapsaminda, 88 patlican
genotipine ait InDel bdlgelerinin belirlenebilmesi amaciyla daha dnce yiiriitiilen yeniden
dizileme (resequencing) c¢alismalar1 ve NGS verileri kullanilmis; meyve sekli,
pigmentasyon ve dikenlilik gibi farkli fenotipik 6zelliklere sahip 21 genotipin SRA
verileri degerlendirilerek varyant analizi yapilmistir. Elde edilen varyant dosyalari;
SNP, insersiyon ve delesyon bolgelerini icerecek sekilde birlestirilmis, ardindan
yalnizca insersiyon ve delesyon bolgeleri filtrelenerek segilmistir. Yeni Nesil Dizileme
(NGS) verilerine dayal1 olarak gelistirilen InDel markdrler ile mevcut genetik cesitlilik
belirlenmis ve bu markorlerin validasyonu saglanmistir.

Toplamda 88 patlican genotipi ve 36 InDel primeri kullanilarak analiz edilmistir.
Popiilasyon I igerisinde yer alan genotiplerin %19’unu (13 genotip) olusturan alt
poplilasyon 1, Manisa, Sanlurfa, Gaziantep, Adana ve Kahramanmaras gibi farkl
cografi bolgelerden toplanan genotipleri kapsamaktadir. Alt popiilasyon 2 ise
genotiplerin %56’sinm1 (37 genotip) temsil etmekte olup, meyve sekli bakimindan
silindirik formlu genotiplerden olusmaktadir. Popiilasyon I’in kalan %24’inii (16
genotip) olusturan alt popiilasyon 3 ise meyve sekli bakimindan topan formdaki
genotipleri igermektedir Popiilasyon II’ye ait genotiplerin %27’sini (6 genotip)
olusturan alt popiilasyon 1, Mugla, Aydin ve Denizli gibi Ege Bolgesi’ne ait birbirine
yakin lokasyonlar1 temsil etmektedir. Alt popiilasyon 2, genotiplerin %45’ini (10
genotip) kapsamakta olup, Fethiye ve Aydin illerinin yani sira Afrika, Kirgizistan ve
Tayland gibi farkl cografi bolgelerden toplanan genotipleri icermektedir. Popiilasyon
II’de yer alan alt popiilasyon 3 ise toplam genotiplerin %27’sini (6 genotip) olusturarak,
Afrika ve Tayland lokasyonlarina ait genotipleri kapsamaktadir.

Analizi sonuglari, bu ¢alismada gelistirilen InDel markoérlerinin patlican genetik
cesitliligini ayirt etmede etkili bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Calismaya dahil edilen
iki farkli genetik yapiya sahip oldugu diisiiniilen popiilasyonlardan; popiilasyon II’de
beklenen heterozigotluk ortalamasi 0,26 olarak hesaplanirken, Popiilasyon I’de 0,20
olarak bulunmustur. Agaroz jel goriintiileri incelendiginde, polimorfik bant sayisinin
popiilasyon II’de belirgin sekilde fazla oldugu goriilmektedir. Bu calisma kapsaminda
elde edilen InDel markorlerin  patlican  genotipleri  arasindaki  genetik
benzerlik/farkliliklarin belirlenmesinde etkili ve giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi
ve temel molekiiler biyoloji alt yapisina sahip laboratuvarlarda poliakrilamid jel ya da
kapiller teknigine ihtiya¢ duyulmadan agaroz jelde ayristirilabilecek boyutlarda tiriinler
elde edilebilecektir. Genetik farkliliklarin belirgin oldugu bu popiilasyonlarin, patlican
1slah ¢alismalarinda genetik kaynak cesitliliginin korunmasi ve yeni ¢esitlerin
gelistirilmesi agisindan 6nemli bir potansiyel sundugu degerlendirilmektedir.

Bu kapsamda elde edilen InDel markdrlerin, gen havuzlarinin tanimlanmasi,
sertifikasyonu ve korunmasi, yeni gen kaynaklarinin tespiti ve havuzlara dahil edilmesi,
onemli agronomik Ozelliklerle iliskili genlerin haritalanmasi, ¢esit tanimlama, genetik
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cesitlilik analizleri ve markdr destekli seleksiyon 1slahi siireclerine katki saglayabilecegi
degerlendirilmektedir.
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