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Ozet: Antalya'daki seralardan toplanan hastalikli bitkilerden izole edilen Verticitium dahiiae fungusu, bu hastalija
duyarll Long Purple patiican cesidi ile Solanum sisymbriifoliurn fidelerine bulagtirnimig ve patojenite testi yamimigtir.
Yabani tilre ait bitkiler hastalk belirtisi gdstermemis, duyarli gesilte ise fungusun neden oldugu hastalik siddeti %60.7
oraminda belirlenmigtir. V.dahliae fungal elisitériindn iig farkh dozu uygulanan kallus dokularinda solavetivon fitoaleksini
olugmusgtur. Elisitér uygulamastndan 24, 48 ve 72 saat sonra yapllan diciimlerde en ylksek solavetivon birikimi yabani
tiron kalluslarinda, 2.0 ml elisitsr + 72 saat uyan siiresi' kombinasyonundan elde edilmistir, Kallus dokusunda
solavetivon birikimi ile V.dahfiae’ve dayanikliik arasinda bir iliskinin bulunabilecedi yoninde bir gbriig olugmustur.

Anahtar Kelimeler: Solanum melongena, Solanum sisymbriifolium, Veriicilium dahliae, fitoaleksin, in vitro

Investigation on the Relationship Between Resistance to Verticillium Wilt and
Solavetivone Accumulation in Callus Culture of Eggplants

Abstract: Verticillium dahliae fungus was isolated from diseased plants of greenhouses in Antalya and infected to
Long Purple eggplant variely and Solanum sisymbriifolium seedlings susceptible to this disease and pathcgenity test
was carmied out. While the wild plant varieties have not exhibited disease symptoms, fungus was found to be 60.7%
pathogen for susceptible varieties. Solavativone phytoalexin was formed within callus tissues over which three different
doses of V.dahliae fungal elicitor were applied. Measurements carried out 24, 48 and 72 hours after elicitor application
showed that the highest solavetivone accumeuiation was observed in callus of wild variety with ‘2.0 ml elicitor + 72 hour
elicitation duration’ combination. An opinion has grown cut that there might be a relation between solavetivone

accumuiation in callus tissues and resistance to V.dahiiao.
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Girig

Ulkemiz, patlican Ureticisi {ilkeler arasinda 6nemli bir
noktada bulunmakta olup tek basina Tlrkiye'nin patican
Uretim dederleri, Avrupa'daki dider Ulkelerin toplamindan
daha yitksektir, Son on yillik veriler incelendiginde; dinya
pathcan Gretiminde Cin'in % 50.6, Hindistan'in % 30.1,
Turkiye'nin % 3.8 ile ilk U¢ siray paylagtiklan, 6zeliikle son
bes yilda Cin dretiminin artigr; Hindistan ve Tirkiye
Uretimlerinin  ise fazla dedismedidi gdrlimektedir
(Anonymous, 2005). Verim bakimindan da (lkemiz,
Japonya, italya ve ispanya’nin gerisinde olmakla birlikte
A.B.D. ile ayni seviyede olup aralannda anavatani
bulunan diger birgok Asya (lkesinden daha iyi durumdadr.
Buna ragmen son yillarda patican ekim alanfan ve
dolayisiyta Uretim miktarlanmizda Snemli bir artrs olmadid
gibi Uretimin zaman zaman distagu gozlenmektedir. Hem
yetistiricilligin hem de dretimin sirlh diizeyde kalmasinin
pek gok nedeni bulunmakia birlikte, &zellikle &rta alt
yetigtiriciliginin  yapidigr bdlgelerde gérilen Verticiliium
solgunlugu  hastalidi bu  simirlamada  onemli  yer
tutmaktadir.  Verticillium solguniudu, toprak kdkenli bir
patojen olan Verticillium dahliae’nin yol ac¢tidn patlican
" hastaliklarindan birisi olup vyaygin olarak kargilagian
solgunluklardandir. Hastalida kargi etkili bir kimyasal
micadele olmamasi nedeniyle kaltirel onlemler ile
mucadele yapiimaya caligiimaktadir. Kiiltiirel yontemler
arasinda; toprak sicaklijinda ani disiiglerin engellenmesi

icin diizenli sulamanin yapimasi, sicak bilgelerde
yetigtiricilik ~ yapiimadigt  ddnemlerde  solarizasyonun
uygulanmast, fungusla bulagik alanlarda hastalikli

bitkilerin sdkullp atiimasi, toprak islemeye dikkat edilmesi
ve bunlann yam sira ekim ndbetinin  uygulanmasi
sayllabilmektedir. Bununila birlikte, kltirel ydntemier
kullanarak hastaliktan kurtulma gabalarn veya tanm ilaglan
kultanarak yapilan savasim, V. dafiiae ile micadelede gok
fazla etkin olmadig! gibi ekonomik de degildir. Yetistiricilik
sirasinda kiiltiirel dnlemler almak, digtk etkiti bir korunma
yontemi olarak sadece hastaliin gikisinl ve yayllmasini
yavaglatici rol oynamakta, dayanikh gesit kullanmaktan
bagka bir gikar yol gérillmemektedir. Ancak amlan hastalk
etmenine karsi dayamkiihgin yabani tirlerde bulunmasi ve
tirler arasinda melezlemelerin yapimasinda karsilasilan
biyolojik engeller, dayanikli gesitlerin elde edilmesini ve
kullanimini da pratik anlamda olanaksiz kilmaktadir. Tim
bu unsurlar, Verticillium solgunludu hastalidinz dayanim
konusunda caligsmalann devam etmesine neden almakta
ve aragtincilart hastalkla savasimda yeni arayislara
yonlendirmektedir.

Bitkinin savunma mekanizmasinin bir driind olan
fitoaleksinlerin patojenlere ve §zellikle de fungal etmentere
kars: dayanikliikta Snemli rol oynadiimin anlasiimasindan
sonra dedisik bitki tliferinde sentezlenen tire 6zgl
fitoaleksinlere olan ifgi artmistir. Seskiterpenoid grubu
fitoaleksinlerden biri olan kapsidiclin biberde (Stoess| ve
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ark.,1972; Uston, 1990) ve tiitinde (Chappel ve ark.,1987)
tretimini etkileyen bazi uyanci uygulamalan 8nceki yillarda
rapor edilmigtir. Solanaceae familyasinda yer alan tirlerden
patateste risitin (Tomiyama ve ark., 1968), fitiberin (Vams
ve ark., 1971) ve Iubimin (Metlitskii ve ark., 1971)
belidenirken; nsitinin domateste de olusturuldugu ortaya
konmustur (Ahmed ve ark., 1997). Hyoscyamus muticus
(Ramakrishna ve ark., 1993; Mehmetodlu ve Curtis, 1997)
turtinde solavetivon tanimlanmigtir. Ward ve ark. (1975),
patiicanin enfekte ediimis meyvelerinden 6zellikle [ubimin
elde edilebildigini bildirmigtir. Stoess! ve ark. (1975) ise
paticandaki fitoaleksinleri ve bunlarn  yapilanm  rapor
etmisti. Imoto ve Ohta {1988), kiltdre ahnmis patlican
hiicrelerinde abiyotik . elisithr uygulamalan yapiimasini
takiben diasetilenik bilesenler olustudunu saptamiglardir,
Nagacka ve ark. (2001), Afrika'da yetistirlen patlican
tirlerinden birfi  olan S.aethiopicum  bitkilerinin - kdk
dzsuyunda, bes seskiterpen fitoaleksinini izole etmistir:
Solavetivon, lubimin, lubiminoik asit, aethion, lubiminel,
Yokose ve ark. (2004) ise, toprak kdkenli patojenlerden olan
Fusarium oxysporum fsp. melongenae, V.dahliae
funguslanna ve Ralsfonia solanacearurn’a dayanikli olan
Solanum  abutiloides  bitkilerinin  koklerinde  fitoaleksin
tabiatinda yeni bir maddeye (3-beta-acetoxysolavetivone)
rastladiklarindan bahsetmektedir.

Doku kilittin teknikleri, kliglik alanlarda gok sayida bitki
materyaliyle, kontrol edilebilen optimum kosullarda ¢aligma
olanagi verdiginden, fizyolojik c¢aligmalarda ve temel
mekanizmalarin aydinlatiimasi amaciyla tercin
edilebilmektedir. Hastaliklara dayaniklilk mekanizmalan
fitoaleksin olusumu arasindaki iligkinin incelendigi calismatar,
bagka baz bitki tirerinde de yapimistir. Bu galigmalarin
sonucunda, fitoaleksin biriktirme kapasitesi ile hastaiiklara
dayaniklillk arasinda iligki ofabilecedi yéninde bulgulara
rastlanmaktadir (Duchense ve ark., 1994, Sbaghi ve ark.,
1995;: Gardner ve ark.,, 1994; Ellialtioglu ve ark., 2001).
Uyarilmig  dayanmkiilk mekanizmasirun  koruyucu  bir
yontem olarak kullamlabiime olasihinin  yanisira,
pathicanda  Verficillium etmenine  dayanimin  veya
duyarhlifin nedenlerinin  anlagilabilmesi gergevesinde
solavetivon, lubimin ve risitin fitoaleksinlerinin olusum ve
birikiminin incelenmesi, bu kapsamda planlanmg bir
buttinin ilk halkasimi  olugturmaktadir.  V.dahliag'ye
dayanikli ve duyarl oldugu bilinen genotipler kullantlarak
in vitro kallus kiiltiiderinde  fitoaleksin.  birikiminin
incelenmesi, dayariklilk ve fitoaleksin  olusturma
kapasitesi arasinda bir iliskinin bulunup bulunmadig
hakkinda bilgi edinmek, bu g¢alismann amacini
olusturmustur.

Materyal ve Yontem
Materyal

Patlicanda Verticillium dahliae hastalik etmenine karg
dayaniklihdin mekanizmasinda fitoaleksin sentezlenmesi
ve birkiminin etkisini belifemeye ydnelik olarak
gergeklestirilen ¢alismada iki farkli genotip kullandmigtir.
Bunlardan birisi V. dahfiae hastalik etmenine duyarli Long
Purple kaltir gesidi olup, dideri ise bu hastalida ylksek
dayamim gdsterdigi bilinen Sofanum sisymbriifolium yabani
tiirline ait bir hattir (Sekil 1 a ve b).

Arastirmada, son driin olan risitin ve bunun yol
izindeki &ncii maddeler olan solavetivon, |ubimin
maddelerinin  olusumunu uyarmak amaciyla bir fungal
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elisitor, Verficillium - dahliaeg'nin  otoklavianmig
sUspansiyonu kullandmistir,

spor

Yontem

Verticillium dahliae fungusunun izole edilmesi ve
patojenisite testi: Antalya ve c¢evresindeki seralarda
yetigtirilen patlican alantarinda Verficiffium solguniugu
hastaligina yakalanmis bitkilerden fungusun izole edilmesi
amactyla hastalikll bitki &rnekleri toplanmistir. Solgunluk
belirtisi gtisteren pathcan bitkilerinin kdk bodazindan ve
kék bofazimin hemen Ustindeki gtivde kismindan 1 cmlik
parcalar alinip %0.5lik sodyum hipokorlr gdzeltisinde 2
dakika sUreyle tutularak yiizeysel dezenfeksiyonlan
yapildiktan sonra, steril kurutma kagitlannin arasinda
kurutulup 2-3 mmlik pargalar halinde tekrar kesilip etanol-
streptomisin agar ortamina ekimleri yapilmigtir. 7-10 gln
sonra gelisen fungus kolonileri ortamda gdzlenmistir. Bu
sekilde izolasyonlan yapilan V.dahliae izolatlan PDA
{patates dekstroz agar) ortami kullanilarak ¢ogdaltilmg
(Sekil 1¢) ve yine aym ortamda saklanmistir (Melouk,
1992). Daha sonra bu fungusun izolatlan ile saglikh flde[er
lizerinde patojenisite testleri kurulmustur.

Verticifium  solgunlugu  hastallk  etmenine
dayanikli {S. sisymbriifolium tura) ve duyarh {Long Purple
cesidi) bitkilerde patofenisite testleri igin kék daldirma
yontemi kullanimigtir. Bunun igin  dncelikle vermikulit
igerisinde ¢imlendirilerek Hoagland besin gdzeltisiyle
sulanan ve 5 yaprakli olacak kadar bilyitilen patlican
fideleri, tanimlanan agsamaya geldiklerinde bulunduklan
orfamdan sokllmus, kékleri u¢ kisimlarindan kesilerek
yara yeri aqnmam saglandiktan sonra fideler, Thoma lami
kullanilarak 107 sporf ml' ye ayarlanan spor
sispansiyonunda bir saat slreyle bekletiimigtir {Koike ve
ark., 1992). Béylece k&kletin fungus sporlan ile dodrudan
temas) saglanmistir. Kontrol bitkileri de ayr isleme tabi
tutulduktan sonra steril saf suda bekletilmigtir. Steril toprak
igeren saksilara sasirtma yapilmig; denemeler 15 tekerrir
olarak yUritilmostir. Degerlendirmeler dikimden 2 ay
sonra agsadida tamimlanan 0-5 skalasina gore yapilmigtir
(Tsror ve ark., 2001).

0-5 skalasi

0: Hastalik belirtisi yok,

1: Yapraklarda az dizeyde kloroz gdriilmekte,
2. Orta duzeyde Kkloroz (yapraklarn
goriilmekte,

3: Orta dizeyde solma ve kararma gérilmekte,
4:Yapraklarin %50'sinden fazla solma ve kararma
gorlimekte,

5: Bitkilérde 6lim meydana gelmekte.

Skala degerlerine gére % hastalik siddeti asagidaki
formiile gére hesaplanmigtir:

%30-50'si)

% Hastalk I Skala degeri x Skaladaki 8rnek adedi
Siddeti

x100
Toplam érnek adedi x En yiksek sinif degeri

Kallus Dokusunun Elde Edilmesi

Tohum sterilizasyonu: Tohumlar énce %96k etil
alkolde 3 dakika siireyle bekletiimig, bunun ardindan
%307k ticari sodyum hipoklorit ¢zeltisinde 30 dakika
tutulduktan sonra steril saf su ile S'er dakika 3 kez
galkalanarak durulanmis (Erdem, 1998) ve dikime hazir
hale getirilmigtir. Tohumlar, ylzey sterilizasyonuna tabi
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tutulduktan sonra igerisinde 50’ser ml besin ortanu
hulunan magenta kutularina 6’sar adet yerlestirilmigtir.

Fide sterilizasyonu: Tohumlara uygulanan yizey
sterilizasyon iglemi enfeksiyon olusumunu tamamen
dnlemigtir. Ancak Long Purple ¢esidi tohumlan in vifro
kosullarda basariyla cimlendirldigi halde, yabani tlrlin
tohumlarinda sadece %2 orarminda ¢imlenme meydana
gelmigtir. Bu yolla fide elde etmek mamkin olamayinca,
tohum ekimi iklim odasinda vermikulit igerisine yapiimigtir.
Vermikulit ierisine ekilen tohumlarin tamami ¢imlenrnigtir.
Iklim odasinda fide kaplarinda gimlenerek gelisen S.
sisymbriifolium’a  ait fideler 3-4 vyaprakll oclunca kok
bofazindan 2 cm kadar yukardan kesilmis ve ylizeysel
sterilizasyona tabi tutulmustur. Bu amagla yapraklar
kopartilan ve sadece gbvde kisimlari alinan fideler %15'lik
sodyumn hipoklorit ¢dzeltisinde 12 dakika tutulup ardindan
3 kez 5'ser dakika steril saf suda calkalama
uygulamalarindan gegtikten sonra hipokotil eksplantlar
hazidanmisgtir,

Besin ortamt bilesimleri:
tohumlarintn  gimlendirilmesi  amaciyla  hormonsuz
Murashige ve Skoog (1962) temel besin ortar
kullanmilmigtir, Long Purple ve S. sisymbriffolium'a  ait
fidelerden alinan hipokotil eksplantianindan kallus elde
edilmesi asamasinda ise MS temel besin ortamina dért
farkli biylime diizenleyici uygulamasi yapilmigtir, Patican
eksplantlanndan kallus elde etmek igin 24-D ya tek
basina va da kinetin ile birlikte kullaniimigtir. (1. 0.5 mg#t
24-D, 2.1.0 mg/l 24-D, 3. 05 mg/l 24D + 0.1 mg/
kinetin, 4. 1.0 mg/l 2,4 D + 0.1 mg/l kinetin). Kontrol grubu
olarak, hormonsuz  ortama dikilen eksplantiar
dederlendirilmigtir. Eksplantlann dikiminden 21 gin sonra
tUm ortamlar (zerinde olusan kallus dokulari ana
eksplanttan ayrilarak, her iki genotipin de en ivi gelisim
gbsterdi§i 0.5 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/i kinetin igeren taze
ortamlara aktanimistir. Kallus dokulan, 21 glnliik
araliklarla aym bilesime sahip taze ortamlara transfer
edilerek G¢ kez alt kUltire alinmustir. Besin ortamlarina
yerlestirildigi gibi kalan ve hig kallus olugturmayan
eksplantlann diginda, en az dlzeyde de olsa kallus
olusumu gdsteren hipokotil eksplantlanmin timi *kallus
olusturan eksplant” kapsaminda dederlendirilmigtir. Her iki
genotipte, denemede yer alan tim biylimeyi dizenleyicisi
igerikleri icin kallus olusturma oranlan ylzde (%) olarak
verilmigtir.

Long Purple pathcan

Eksplantin hazirlanmasi ve besin ortamina dikimi:
Hipokotil eksplantlarinin hazirlanmasinda patlican fideleri
kék bodazindan kesilerek kdk kismi uzakiastinlmig, bunun
ardindan hipokotil kism: 15 mm uzunlugunda pargalara
aynlmistir. Her bir ortam bilegiminde 5'er adet petri kutusu
ve her bir petri kutusunun iginde 5S'er adet eksplant
bulunacak bigimde dikim yaptmustir. Dikim sirasinda
hipokotil eksplantlan besin ortamna yatay konumda
yerlestirilmigtir. Eksplant dikimi tamamlanan killtirer, 25°C
+1 sicaklik derecesine sahip ikiim odasinda, sUrekli
karanlik kosullara birakilmigtir.

Kalluslara uyaricl uygulanmasi: Uyarici
uygulamalarinin: timi aseptik kogullar altinda laminar
akish kabin igerisinde gergeklestirilmistir. Verticillium
izolatlarindan  hazirlanan  ve  ofoklavlanan  spor
sitspansiyonundan olusan stok ¢iizeltiden 1.0, 1.5 ve 2.0
ml alinarak igerisinde 2'ser g kallus dokusu bulunan
petrilerdeki kalluslarin  Uzerine damlatimigir.  Spor
stspansiyonun glukoz esdegerleri antron Reaktifi ile
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Halhoul ve Kleinberg (1972)e gdre spektrofotometrik
olarak belirfenmigtir {sirasiyla 240, 360 ve 480 ppm/ml).
Uyarici uygulamalarindan 24, 48 ve 72 saat sonra kallus
vas adirhd {(g) Slcllmis, adz kilittenen kiigik plastik
posetlere konarak analiz yapilincaya dek —40°C'deki derin

‘dondurucuda saklanmistir,

Fitoaleksin ekstraksiyonu ve GLC analizleri: Kallus
dokusundaki otasi lubimin ve solavetivon ekstraksiyonu
icin, derin dondurucuda saklanan dérneklerden 1g alinarak
Gzerine + 4°C’ deki %50’lik etil alkol'den 20 ml/g olacak
sekilde eklenmig, bu dokular homojenizattirde 1-2 dakika
parcalanmig ve bir gece boyunca karanhkta, +4°C'de
birakiimisladir. Whatman No:1 filtre kagich ile siizintd
(filtrat) kismirun  aynimasint  takiben stzilen kallus
dokulannin Gzerine ik hacmin yansi kadar yine etil alkol
konularak 1 saat daha +4'C’de beklenmistir. Bu slirenin
sonunda kallus dokulan tekrar stiziilerek ilk filtratin Gzerine
daha Bnce aynlan filtrat katilarak elde edilen ‘toplam filtrat'
rotari evaporatdrden gecirilmistir. Rotari evaporatrde
40'C sicaklikta, 50 devir/dakika gevirme hizinda ve diislk
basing altinda filtratin 1/3'U kalacak gekilde etil alkol
buharlastinlmistir. Daha sonra rotari balonunda kalan
filtratin Gzerine su ve etil asetat (3:2:5 viv) ilave edilerek 1
saat sireyle fazlarnin aynimasi igin beklenilmistir. Aytrma
hunisine alinan kangimdan etilasetat fazi aynitmis ve kalan
kismin tzerine ilk hacmin yarisi kadar daha etil asetat
ilave edilerek yanm saat kadar daha beklenmigtir. Tekrar
etilasetat faz1 aynlarak ilk fazin (zerine eklenmis ve ayn
sartlardaki rotari balonuna konulmug ve etil asetat fazi
kuruluga varmayana kadar ekstrakt buharlastinlmigtir.
Yaklagik 0.1-0.5 ml kalan ekstrakt etiketli cam sigelere
konularak, etil asetatin tamamen buharlagmasi igin en az
3 saat oda sicakhfinda daha sonra da desikatérde
bekletildikten sonra kuruyan ekstraktlar GLC analizine
kadar +4°C'de saklanmiglardir (Desjardins ve ark., 1995
ve 1997). Analizler, Hewlett-Packard 5750 model Gaz Likit
Kromotografisi cihazinda ve ZB-1 30m x 0.25 mm kapillar
kolonda gergeklestiriimisti. Dedektdr sicaklidi 250°C,
enjeksiyon sicakhdl da 120°C olarak ayarlanmigtir. Kolon
sicakhdl, 15°C/dakika artinlarak 210°C de 4 dakika,
15°C/dakika artinlarak 260°C’de 2 dakika kalacak sekilde
ayarlanmigtir (Desjardins ve ark., 1995). Daha 6&nce
ekstrakte edilen ve buzdelabinda saklanan &rneklerin
Uzerine kromatografik safitkta metanol ile hazirlanmis 4
mM. metil arasidat (SIGMA CatNo; A-9298) ig
standardindan 50 ul ilave edilmigtir. Hamilton marka
sinnga ile her dmekten 14l alinarak 3'er kez enjeksiyon
yapilmis ve sonuclarin ortalamas alinmigtir. Bu kosullarda
ic standart metil aragidat, solavetivoen wve lubiminin
altkonma zamanlan sirasiyla 13.45, 5.85, 8.45 dakika
olarak tespit edilmigtir.

Bulgular

Verticillium  dahlize fungusu ile yapilan
patojenisite testi: Antalya ilindeki seralarda yetigtirilen
pathcan alanlarindan toplanan hastalikli bitkilerden fungus
izole edilmigtir. Gelisen funguslarda tUr teshisi yapilarak
Veriicillium  dahfiae  oldugu  belifrenen  fungus
hesiverlerinde gogaltilarak geligtiriimis ve her iki patlican
genctipine ait saglkh fidelerle patojenisite testleri
yapilmigtir. Bu testlerin sonucunda fungusun duyarl gesit
neden olduju hastalk siddetinin % 60.7 oldugu
belirlenmistir. Long Purple gesidinde hastalik belirgin bir
sekilde ortaya gikhidi halde (Sekil 1d ve e), dayanikl tirde
inckilasyon yapilan bitkilerde higbir hastalik belirtisi ortaya
cikmamigtir (Sekil 1f). Hastalik etmeni inokile edilmeyen
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kontrol grubu bitkileri gelismelerine  devam

etmiglerdir.

saghkh

Kallus olusumu igin uygun besin ortami: Long
Purple ve S.sisymbriifolium fidelerinden alinan hipokatil
dokulari, kallus elde edilmesi amaciyla, 4 farkh 2,4-D ve
kinetin kombinasyonuna sahip MS besin ortamina
dikiimiglerdir. Her iki genotipte de, ayni gelisme kuvvetinde
olmamakla birlikte kallus dokusu elde edilebilmigtir. Long
Purple g¢esidinin besin ortamianna dikilen eksplantlanindan
hrzlt, kolay ve sadhikll kallus elde edilebilirken, S.
sisymbriifolium tiriinde kallus olusumu ve gelisimi daha
yavag seyrefmistir,

Kallus olugturma oranlarimn  toplamt  bakimindan
aralannda farklilik ggriilmeyen uygulamalarin godu, olusan
kaflusun niteligi bakimindan bliylik farklliklara sahip

olmuslardr. Bu nedenle sayisal veriler, en uygun
biiylimeyi dizenleyicisi katkisinin  belirlenmesinde tek
bagina dikkate alinmams, olusan kallusun nitelii de
tnemli bir segim kriteri olmustur. Bu nedenle olugan
kalluslar besin ortamlanindaki gelisim durumlanna ve
yapllanna bakilarak siniflandinimigtir. 1.sinif  kalluslar,
beyaz renkli, iyi geligmis, yumugak dokulu ve dagilabilir
nitelikte iken, 2.sinif kalluslar; sert, képlge benzer ya da
eksplant ile kaynagsan, rengi hafifge sararma y&nlnde
degigmis, 3.sinf kalluslar ise; hafifge kahverengilegerek
kararmig, ¢ok az gelismis, alt kiltlre alinma olanadi
bulunmayan nitelikte olmuglardir. Dayanikli ve duyarli
genotiplere ait hipokotil eksplantlaninin degisik blylimeyi
dizenleyici igerigine sahip ortamlardaki kallus gelisim
siniflari  da, diger oranlarla birlikte Cizelge 1'de
gOsteriimigtir.

Gizelge 1. Dayanikii ve duyarli genotiplerde farkl bilylme dozenleyici igeriklerine sahip ortamlarda kallus olugumuna iligkin

veriler
Olugan Kallus Olusumu (%)
Genofip  Kallusun 2,4-D (mgli) 2,4-D + Kinetin {mg/l) Kontrol
Niteligi 0.5 1.0 0.5+0.1 1.0+ 0.1
@ 1.sinif 0 0 31 26 0
2a 2.sinif 30 15 45 18 0
53 3.sinif 40 60 20 45 20
Kallus Yok 30 25 4 11 ‘80
. 1.sinif 0 0 20 0 0
3 2.sinif 40 0 50 40 40
Iy 3.sinif 20 60 20 40 - 50
Kallus Yok 40 40 10 20 10

Long Purple gesidinde, 0.5 mg/l 2,4-D ilave edilmis
besin ortamlarinda hi¢ kallus olugturmayan eksplant orani
yiksek iken, 24-D dozu 1.0 mgfye gikartildidinda bu
oran azalmis ve kaliteli kallus geligimi olumsuz ydnde
etkilenmigtir. 0.5 mgAl 2,4-D igeren besin ortamina 0.1
mgd kinetin ilavesi, hemen hemen tlm eksplantlar
(izerinde kallus olusumunu sagladigi gibi, 1.sinf kallus
geligimini de olumiu yonde etkilemigtir (Sekil 1g). Bu
gesitte kontrol ortamlara dikilen eksplantlann %80%inde
kallus olusumu gergeklesmedigi gibi, kallus meydana
getiren doku pargalarinda ayn zamanda adventif slrgln
ofusumu gdzlenmistir.

S. sisymbriifolium’da da 2,4-D'nin tek bagina besin
ortamlanna ilave edilmesi istenen nitelikte kallus elde
edilmesini  sajlayamamigtir. 0.5 mg/l 2,4-D igeren
ortamiara 0.1 mg/l kinetin ilave edildiginde 1.sinif kallus
olusum oranm %0'dan %20've gkmistir. Alt kiltiirlere
alinarak kallus g¢odaltmasinda kullaniabilecek 2.sinf
kallus oranlan da dikkate alininca en iyi durumda bulunan
blylime diizenleyici kombinasyonu ‘0.5 mg/l 2,4-D + 0.1
mg/l Kinetin' olmustur ($ekil’ 1h). Kontrol ortamlanina
dikilen eksplantlarda diger genotipin eksplantlarnina gére
daha fazla kallus olusumu gergeklesrmistir. Fakat bu tlirin
eksplantlarinda da adventif siirgiin olusumu gdzlenmistir.

Elisitdr uygulamalaninin fitoaleksinlerin

olugumuna etkisi

Long purple cesidinde fitoaleksin olugumu: V.
dahtiae elisitérli ile 24, 48, 72 saat slrelerle uyanlan Long
Purple c¢esidi kallus kiltirlerinde GLC'de yapilan
fitoaleksin analizleri sonucunda elde edilen bulgular, kallus
dokusunda sadece ‘solavetivon’ fitoaleksininin biriktigini
ortaya koymustur, Uyarici dozlan ve uyar slrelerine bagh
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olarak degisen miktarlarda dlglilen solavetivor'a ait
dederlerin istatistiksel analizleri "yapilmigtir. TesadUf
parsellerinde 2 faktérli deneme desenine gire
degerlendirilen varyans analiz sonuglar, V. dahfiae dozu
ile uyar! stresinin kargikh bir etkilesim i¢erisinde oldugunu
ve kallus dokusunda biriken solavetivon miktar lzerinde
bu iki faktérin birfikte etki yaptigini gdstermigtir. V. dahliae
doziannin kendi aralaninda ve uyan surelerinin de kendi
aralarinda sahip olduklan farkhliklar istatistiksel anlamda
%1 hata sinirian igerisinde 8nemli gbrinmekle birlikte, bu
iki faktdr arasindaki interaksiyon da aymi hata sinirian
icerisinde &nemli bulunmugtur. Elde edilen ortatama
dederler, standart hatalan ile birlikte Gizelge 2'de; bu
dederlere gore hazirlanan grafik ise $ekil 2'de verilmigtir.
Gizelgede  kullamlan  harflendirmeler, interaksiyon
olmasina ragmen, saat uygulamalanmn her birinde
dozlara bagh olarak ortaya gikan farkiligin gérilebimesi
icin saat bazinda grup iginde yapimistir.

V.dahliag’nin  tim  dozlan, kallus dokusunda
solavetivon birikimi izerinde kontrole gbre olumlu etkiye
sahip olmustur. Saf su ilave edilen kontrol dmeklerinde
solavetivon veya galismaya dahil olan bagka bir fitoaleksin
olusumu meydana gelmemistir. V. dahliae dozundaki artig,
uyan siresindeki artiga bagh olarak kalius kiitOrlerinde
solavetivon miktarinin da artmasina olanak tanimigtir. En
yiksek solavetivon birkimi, 2.0 ml V.dahliae spor
slispansiyonu uygulanan kdltirlerde 72 saat sonra
meydana gelmigtir {(126.67+1.29 uglg Taze agirhk (TA)).
Tim dozlarda, uyan silrelerinin 24 veya 48 saat olmasi
solavetivon miktan {izerinde farkhiik yaratacak bir etkide
bulunmamig, fakat sirenin 72 saate gikmas! lle madde
birikimi tUm dozlarda énemli dlizeyde artrmistir.
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V.dahliae uyarn dozundaki artisa bagh olarak uyan
surelerinin etkinliginin istatistiki olarak farklilik g&sterdigi
belirenmigtir. 24 saat uyan siresinde 1.0 ve 1.5 ml
uygulama dozlannda olugsan solavetivon miktarar
(75.00+£0.75 ve 78.33+0.75 ug/g TA)} arasindaki farkhliklar
istatistiki agidan dnemli bulunmamig; fakat 2.0 m! dozu
96.67+0.75 pg/g TA dederiyle bunlardan aynimigtir.
Elisitdr uygulamasindan 48 saat sonra 1.0 ve 1.5 ml
dozunda uygulanan V.dahliae uyaricisi, benzer

miktarlarda  solavetivon  birkimi  sadladidr  halde
(79.17+0.53 ve 77.610.02 pglfg TA), bu dozun 2.0 ml'ye
cikmasiyla madde birkimi de 100.00£1.05 po/ga
ulagrmigtir. 72 saatlik uyan slresinde dozlann etkinligi
daha belirgin olarak ortaya gikmig; 1.0 ml'lik uygulamada
88.3320.75 pg/g TA solavetivon olugurken bu defer 1.5
mi'de 102.50+1.18 wpg/g TA, 2.0 mi'de ise 126.6711.29
pglg TA olmustur.

Gizelge 2. Uyar stiresinin, V.dahfiae dozuna bagh olarak solavetivon birikimi Uzerine etkisi (#g/g TA).

Uyari siiresi {saat) V.dahliae dozu {ml) Solavetiven miktan (¢g/gTA)

1 75.00£0.75 B

24 1.5 78.33:0.75 B

2.0 96.67+0.75 A

1 7917053 b

48 1.5 776804002 b

20 100.00£1.05 a

1 8833075 ¢

72 1.5 102.50£1.18 b

2.0 126,67£1.29 a

(P< 0.01) %1 hata simirlan iginde Duncan testine gore fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. ‘

——10m —4—15m —E—2,0ml

i

Sotavetivon miki. (igfg TA)

24 48

Uyan stiresi{saat)

72

Sekil 2. V.dahfiae ile uyaritan Kkallus kiiltirlerinde uyart stiresi ve
uyari dozunun solavetivon birikimi tzerine etkisi

S.sisymbriifolium tiriinde fitoaleksin olugumu:
S.sisymbriifoliurn tUrGne  ait  kalluslara V. dahliae
elisitdriniin 24, 48, 72 saat slrelerle uygulanmasi
sonucunda, kallus dokusunda sadece ‘solavetivon’
fitoaleksininin biriktigi belirlenmistic. Bu kdltirde ilk 24 ve
48 saatte herhangi bir madde birikimi ortaya ¢ikmarmisg,
Slgtilebilen solavetivon madde miktarlant 72 saat uyan
siiresinden sonra elde edilebilmigtir. Tesadlf parsellerinde
tek faktérll deneme desenine gbre dederlendirilen
varyans analiz sonuglar, 72 saat uyarn slresi sonunda
olusan solavetivon miktan (zerinde etkili tek faktdr olan V.
dahliae dozlannin kendi aralannda sahip olduklan
farklilklann istatistksel anlamda %1 hata sinidan
igerisinde onemli oldugunu gdstermistir. Elde edilen
sayisal dederlerin ortalamalan, standart hatalan ile birikte
Cizelge 3'te veriimistir.

Gizelge 3. V.dahliae uyan dozlarinin 72 saatlik uyan siiresi sonunda sclavetivon birikimi izerine etkisi (ng/g TA).

Uyan siiresi {saat)

V.dahliae dozu (ml}

Solavetiven miktan (#g/img TA)

1.0
1.5
2.0

72

68.34 £1.29 c
107.50+0.91 B
167.1782.04 A

{P<0.01) %1 hata sinirlan iginde Duncan testine gére fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

1.0, 1.5 ve 2.0 ml V.dahliae ile uyarlan
kiiltrierde dozdaki artiga badh olarak, 72 saat sonunda
dokularda biriken solavetivon miktarinda da artig
gergeklesmis olup dozlar arasinda istatistiksel olarak
onemli farkliliklar meydana gelmistir. Buna gére en ylksek
solavetivon birikimi 2.0 ml uyan dozunda (167.17+2.04
uglg TA) gercgeklesirken, bunu 1.5 ml uyar dozu izlemis
{107.50£0.91 pg/g TA); en disik sclavetivon birikimi ise
1,0 ml uyari dozunda {68.34+1.29 pg/g TA) belirlenmigtir.

Tartigma ve Sonug

Ulkemizde uzun yilardan beri patlican yetigtirilen
alanlarda en fazla kargilasilan fungal hastaliklardan birisi
Verticillium solgunlugudur. Bu hastalifa karsi etkin bir
milcadele ydnteminin bulunmayisi, dzellikle distk toprak
sicakhgl veya topradin kétl yapill olmasi kosullaninda
gnemli Urdn kayiplarina neden olabilmektedir. V.dahfiae
etrmeninin  izolatinl temin etmek amaciyla Antalya ve
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cevresindeki patican seralannda gériilen ve solguniuk
belirtilerine  sahip  pathcan  bitkilerinin  kékbogdaz
kisimlarindan yapilan izolasyonlar, beklenenden farkl bir
baska gercedi daha ortaya gikarmistir. Bu da solguniuk
belitisi gérilen ve inokulasyon igin {foplanan
patlicanlardan  bir kisminda Fusarium  oxysporumh
fungusunun gelismis olmasidir. Ulkemizde patlicanda
solgunluk yapan en yaygin fungal hastalik etmeninin
V.dahliae oldugu yonindeki diiglincelerimiz ile tam olarak
uyusmayan bu durum, pathcanda hastaliklara dayaniklilik
Islahl konusunda yapilacak galismalarda dikkate alinmasi
gereken dnemili bir nokta olarak dikkati cekmigtir.

Hasta bitkilerden elde edilerek gelistiriien V.dahliae
izolatinin yapay bulagtirma yoluyla hastahk olugturabilme
etkinligini betirlemek amaciyla patojenisite testi yaptlmistir.
Bunun igin hastahiga dayanikh oldudu gesitli,kaynaklarda
ifade edilen Sofanum sisymbriifolium yabani patiicant ile




8.Uslu-Kiran, S.Efliiaifiogiu, F.S.Dolar, A.S.Ustiin, U.Mehmetoglu, H.Bayraktar

Verticilfium solgunlugu hastaldina kars duyarll kiiltdir
cesitlerinden biri olan Long Purple patlican cesidine ait
fidelere fungus bulagtinlmus ve bitkilerde hastalik
belittilerinin  ¢ikip  ¢ikmadidina ve bunun oranina
bakidmigtir, Patojenisite testlerinin  sonunda, fungusun
fungusun Long Purple g¢esidinde hastahgin belirgin bir
sekilde ortaya gikbifi ve neden oldugu hastalik siddetinin
%60.7 oldugu bulunmug buna karsin, dayanikli tirde
inokulasyon yapilan bitkilerde higbir hastalik belirtisi ortaya
cikmamustir. Boylece yabani tir olarak denemelerde yer
alan 8. sisymbriifoliurn’un V.dahlize fungal etmenine karsi
dayantkli oldugu bizim kosullarimizda da dogrulanmgtir.
Bu bulgular, literatdr bilgileriyle {Kalloo, 1993; Bletsos ve
ark., 2004) tamamen uyumiudur.

~ Long Purple patlican gesidine ait hipokotil
parcalarindan blylime duUzenleyici icermeyen kontrol
ortamlarinda %20 dizeyinde ve hafif kallus olusumu
kaydediimis, eksplantlanin {zerinde adventif slrgin
olusumu  gbézlenmigtir. Kallus olusumu  i¢in - besin
ortamliarina oksin ve oOzellikle de 2,4-D ilave edilmesi
gerektigi konusunda énceden baska tirlerde elde edilen
sonuglar bu tirde de ortaya cikmistir {Pierik, 1989).
Ortamlara 0.5 mgfl 2,4-D ilave edilmesiyle kallus olugumu
baglams, 2,4-D dozu 1.0 mgit'ye gikartildi§inda ise kallus
olusturan eksplant orami artrmigtir. Ancak 1.0 mg/l 2,4-D
iceren ortamlarda olusan kalluslann dagilgan olmayip
kompakt bir yapida olustuktar gézlenmistir. 0.5 mgi 2 4-
D igeren besin ortamina 0.1 mgfl kinetin ilavesi, hemen
hemen tim eksplantlar Ozerinde Kkallus olusumunu
safladig: gibi, 1.siif kallus geligimini de olumiu yénde
etkilemigtir. Bu durum, aym familyanin bir bagka Uyesi
olan biber ttrline ait (g farkh cesitte (PM 217, PM 702 ve
11 B 14) vyaplan &nceki cahgma ile paralellik
gistermektedir. Biberde kallus slspansiyon k{ltdrd
kurmak amacina en uygun nitelikieki kallus, 1.0 mg/l 2,4-D
x 0.1 mg/l kinetin ve 1.0 mgfl 2,4-D x 0.5 mgfl kinetin
kombinasyoniarindan elde edilmigtir {Erdern, 1998).

S.sisymbriifolium  tlrGne  ait tohumlar, GA3z
cozeltisinde bekletme ya da Magenta kutularindaki steril
vermikulit igine ekim yapiimasina ragmen ¢imlenmemistir.
iklim odasinda vermikulit doldurulan kasalara ekilen
tohumlarin tamami gimlendigi halde in vitro kosullarda
cimlenmenin olmayigi, kallus kiltdrlerinin genis bir gen
havuzundaki genotiplerin herhangi bir ozellik bakimindan
taranarak segilmesinde in vitro ydntemlerin kullammin
sinwtandiricl bir durum olarak goriilmistir. Genotipler
arasinda ortaya g¢ikan bu dnemli farkiihk, genotip etkisinin
her tUrlG olayda oldudu gibi doku kiltirindeki gelisme
iizerinde de ¢ok biiylik bir etkiye sahibi olduunu burada
bir kez daha ortaya c¢ikarmistir. Ancak Kkarsilagilan
olumsuzluklara ragmen S.sisymbriifofium torlnde de
kallus elde edilebilmigtir. S.sisymbriifolium, Long Purple
gesidinde oldudu gibi en iyi kallus olugumunu 0.5 mg/l 2,4-
D + 0.1 mg/l kinetin kombinasyonu ilave edilen MS
ortaminda olusturmustur. MS ortamimin birgok  bitkinin
doku  kiitirlerinde  gesitli  amaglarda  kullanildigi
bilinmektedir. Nitekim biberde hiicre siispansiyon
kultirlerinin  kurulmasinda MS ortamimin kullanildidi ve
aralarinda kapsidioliin de bulundugu bazi ikincil Griinlerin
elde edildidini bildiren yayinlar bulunmaktadir (Hoshino ve
ark., 1994; Ellialtioglu ve ark., 1998).
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Patlican- kallus Kkiltirlerinde  V.dahliae biyotik
elisittrinin ~ uygulanmas!  sonucunda  solavetivon
fitoaleksini birikimi ortaya ¢ikmugtir. V.dahliae elisitdriinin
uygulama dozlar ile uyar slresi faktérleri arasinda
interaksiyonun énemli gikmasi nedeniyle tim uygulamalan
bir arada degerlendirmek mimkin olamamig, uyan
slreleri sabit tutularak dozlann etkileri kendi iclerinde
kargllagtinlmisttr,.  Ancak buna ragmen genel bir
deferlendirme yapildidinda V.dahiiae dozunun artmasintn
solavetivon birikimi  Gzerinde olumlu etki yaptigin
sdylemek mimkindur. En yUksek solavetivon miktan “2.0
ml V.dahliae dozu x 72 saat uyan siiresi" uygulamasindan
elde edildigi belirlenmistir, Denemede’ kullanilan doz ve
stireler cergevesinde ylksek sinr dederleri en fazla
madde  birkimini  saglamigtr,  Ancak  simirlann
genigletiimesiyle, dider bir deyisle doz ve siurelerde artis
yvapilmasi halinde madde birikimlerinin artmas) da olasi
gorilmistlr.

Yabanl tGriin kalluslan ile uygulamalar yapildiginda,
sadece bazl doz ve slrelerde madde birikimi meydana
gelmis ve bu madde yine sadece solavetivon olmusgtur. V.
dahliae elisitérd kullanildiginda sadece 72 saat siireyle
uyarn yapilan kdltirlerde solavetivon birikmistir. Doz
artigina paralel olarak fitoaleksin miktari da artmis ve 2.0
mt V. dahliae elisitér( kullanilan uygulamada elde edilen
167.17+2.04 wpgl/g TA'lk defer, hastalida duyarlt Long
Purple cgesidinde ayni kosullarda elde edilenden
(126.67+1.29 ugfg TA) fazla olmustur. Yabani tlrde,
duyarll geside gbre daha fazla bulunan solavetiven
miktarl, dayanikhlik mekanizmasinda fitoaleksinlerin etkili
olabilecedini isaret etmistir. Asma (Shaghi ve ark.,1995),
mese (Duchense ve ark., 1994), domates (Kroon ve ark.,
1991), pamuk {Davis ve ark., 1992) gibi degisik bitki
tirlerinde sentezlenen fitoaleksin miktannin  yOksek
olmasinin  ézellikle fungal hastallk etmenlerine karsi
genetik dayaniklihgin temel mekanizmasi oldudu ydninde
kaynaklar bulunmaktadir. Patican fitoaleksinleri ile
yapllimig gok az sayidaki dinya literatirindeki kaynaklar
incelendiginde herhangi bir hastalifa dayanikiilik ile
badlanti kurulduguna rastianmamis olmakla birlikte, ayni
familyanin Gyesi olan biberde kapsidiol fitoaleksininin P.
capsici Leon. fungusunun &zellikle misel blylimesi ve
enzimleri zerine etkili oldugu kantlanmistir {(Molot ve
ark,.1980a; Molot ve ark., 1980b). Ancak bu maddenin
etkisinin fungus gelisimini etkifemede tek bagind yetersiz
kaldigi; biber kdkbogazi yanikigi hastaligina duyarh ve
dayanikli gesitlerde kapsidiolin tek bir anahtar madde
olmadigi da belirlenmisgtir (Molot ve ark., 1981, Molot ve
ark., 1985). Ayni familyada yer alan patateste Gibberella
pulicaris {Desjardins ve Gardner, 1991) ve Globodera
rostochiensis’'e (Desjardins ve ark., 1997) dayamikllk ile
fitoaleksin  olusturma kapasitesi arasindaki  iligkinin
incelendigi arastirmalarda elde edilen sonuglar pozitif
yonde bir iligkiyi kamtlamaktadir. Paticanda yiiriitilen bu
arastirmada ise, “V.dahifae — fitoaleksin birikimi* arasinda
pozitif bir iligki bulundugu ydninde bir izlenim edinilmis
olmakla birlikte bunun in vive Kosullarda tam bitkiyle
yapllacak  deneyler vyoluyla kanitlanmasi  gerekii
gorlimdstQr.
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Patiicanda Verticillium Solguniuguna Dayanikhilik ile Kallus Kiiltiiriinde Solavetivon Birikimi Arasindaki lliskinin Incelenmesi

Sekil 1. a ve b. Solanum sisymbriifolium tirinin gigekleri, dikenli gbvdesi ve dilimli yapraklarindan bir goriinds ile olgunlagsmamis ve
olgunlasmis meyveleri; c. Verticillium dahliae fungusunun besi yerinde gelisen hif ve sporlarinin gériinim; d. V. dahliae
fungusu inokule edilen Long Purple patlican gesidinin yapraklarindaki hastalik belirtileri; e. Long Purple patlican
gesidinde ve f. S.sisymbriifolium tirinde inokilasyon sonrasina ait gérintiler; g. '0.5 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l Kinetin'
iceren besin ortaminda Long Purple patlican gesidine ve h. S.sisymbriifolium yabani patlican tiiriine ait hipokotiller
Uzerinde olugan kalluslar
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