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OZET

Bu arastirma, 2004 - 2006 yillar1 arasinda Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma
Enstitiisii Sebzecilik Boliimii’ne ait Uygulama Seralari, Bitki Koruma Boéliimii’ne ait Uygulama
Seralart ve Doku Kiiltiirli Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada, tilkemiz i¢in énemli bir
yere sahip olan patlicanda verim ve kalite diisiikliigiine yol acan Verticillium dahliae Kleb.’in
neden oldugu Verticillium solgunluguna daha az duyarli hatlarin gelistirilmesi amaglanmistir.
Denemede Kkiiltiir ¢esitleri olarak, “K-17, “K-2”, “K-3”, “K-4”, “K-5”, “K-6”, “K-7” ve “K-8”
kullanilmigtir. Yabani tiirler;  S. forvum, S. sodemeum, dayanikli kiiltiir formlari; “DK-17,
“DK-27, “DK-3” ve “DK-4" ve ve “DK-6" ¢esitleri ve “DK-5" hatt1 kullanilmustir.

Bu materyallerin patojenisite testinde; Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii tarafindan PCR’da V. dahliae oldugu tespit edilmis olan izolat
kullanilmistir.  Oncelikle elde bulunan tiim genitdrler bu izolat ile 2004 ve 2005 yillarinda
klasik olarak testlenmistir. Iki y1lin sonuglar1 birbiri ile paralellik gdstermektedir, iki y1lda da en
diisiik hastalik oranini1 “DK-5" hattinda saptanmugtir. Klasik testleme sonucu V. dahliae hassas
olan “K-1” ¢esidi ile tolerant olarak belirlenen “DK-5" hatti melezlenerek F, ve F; kendilenerek
F, elde edilmistir. 2006 yilinda patojenisite testinde “K-1" ¢esidi ve “DK-5" hatt1 ile F, ve F,
bitkileri testlenmistir. Patojenisite testi sonucunda “K-1" ¢esidi ve “DK-5" hattinin hastalik
siddeti diger yillar ile paralellik gosterir iken, “F,” bitkilerinin yapraklardaki sararma ve
solgunluk degerleri, govde izolasyonu ve reizolasyon sonuglart “F,” bitkileri sonuglarindan
daha yiiksek cikmistir. Yapraklarindaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak
yapilan degerlendirmede “F,” bitkilerinde hastalik siddeti % 38 iken, “F,” de 200 bitkinin %
55’inde hastalik siddeti %2 ila % 6 arasinda degisir iken, % 45’inde ise %36 ila % 44 arasinda
degismistir.

Caligmamizin haploid kisminda; yaz doneminde yetistirilen bitkilerden temin edilen
tomurcuklarla yapilan anter kiiltirlinde basarinin ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Anter kiiltiiri uygulanan gesitler ve hattin icersinde en iyi cevabi % 14.2 oraninda embriyo
olusumu ve 9%05.3 oraninda da bitki olusumu ile “25” gesidi vermistir. Anter kiiltiirlinden
haploid bitkiler elde edildikten sonra bitkileri dihaploid hale getirmek amaciyla kolhisin dozu
(%0.5 ve %1) ve 2 farkli uygulama siiresi (1 saat, 2 saat) uygulanmistir. Uygulamalar igersinde
en iyi sonucu %0.5 kolhisin + 2 saat veya %1 kolhisin + 1 saat vermistir. Diploid hale getirilen
bitkilerde kromozom sayimi yapilmis, seraya alinmig ve bu bitkilerden 2006 yilinda tohum
alinmustir.

Anahtar Kelimeler: Solanum melongena, Verticillium dahliae, dayaniklilik, melezleme,

haploidi, anter kiiltiirtii



ABSTRACT

This research was carried out in the Applied Greenhouses of Vegetable Growing
Section and Plant Protection Section and Tissue Culture Laboratory of Yalova-Atatiirk
Horticultural Research Institute, between the years 2004 and 2006. In this study, it was aimed
to develop lines resistant or tolerant to Verticillium wilt caused by Verticillium dahliae Keb.
which leads to yield and quality losses in eggplant, which is an important vegetable for our
country. Cultivars “K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6, K-7 and K-8” were used in the trial. Wild
species of S. torvum and S. sodemeums; resistant cultivated forms; “DK-1, DK-2, DK-3, DK-4,

and DK-6" cultivars and DK-5 line were also included in the study.

The isolate V. dahliae was determined by PCR at Plant Protection Department of
Faculty of Agriculture, A. Menderes University was used in the pathogenicity tests of used
materials. Firstly, all the plant materials were classically tested with this isolate, in the years
2004 and 2005. Results of the two years were similar to each other, the lowest disease ratio was
obtained from DK-5 line in both years. F; was obtained through hybridisation of cultivar K-1
and line DK-5 which were determined as susceptible and tolerant to V. dahliae, respectively, as
the result of classical testing; thereafter, F, was obtained by selfing F; Cultivar K-1, line DK-5
and F; and F, plants were tested in terms of pathogenicity test in 2006. At the end of the
pathogenity test, the disease severity in cultivar K-1 and line DK-5 was similar to the other
years, whereas the yellowing and wilting values belonging to the leaves of F; plants, as well as
stem isolation and reisolation results were higher than those of F, plants. The disease severity in
F, plants was determined as 38%, the severity value ranged from 2 to 6% in 55% of 200 F,
plants and from 36 to 44% in 45% of them, by using 0-5 scale, considering the yellowing area

on leaves.

The success rate was found much higher in the anther culture established with the
buds obtained from the plants grown in the summer period, in the haploidy part of our study.
The cultivar “25” gave the best response among the cultivars and lines subjected to anther
culture, with embryo and plant formation rates of 14.2 % and 5.3 %, respectively. After
obtaining haploid plants via anther culture, colchicine was applied at the concentrations of
0.5% and 1%, for 1 or 2 hours, for dihaploidizing the plants. The best results were obtained
from the combinations of 0.5% colchicine + 2 hours and 1% colchicine + 1 hour. Chromosome
counts were made in doubled-haploid plants, they were transferred to greenhouse, and seeds
were obtained from these plants in the year 2006.

Keywords: S.melongena, V.dahliae, resistance, hybridisation, haploidy, anther culture.
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SIMGELER DiZiNi

cm  =Santimetre

dk = Dakika
N = Normal
M =Molar

ppm = Milyonda bir kisim
ml = Mililitre

mg/l = Miligram/litre

mm =Milimetre

NaOCI= Sodyum hipoklorit
ul = Mikrolitre

ng/ pul= Nanogram/ Mikrolitre

% = Yizde



KISALTMALAR
2,4-D = 2,4 Diklorofenoksi Asetik Asit
ABA = Absizik asit
BAP = Benzil Amino Purin
C = Kallus
DH = Double Haploid Lines
IAA = Indol Asetik Asit
NAA = Naftalen Asetik Asit
MS =Murashige ve Skoog
PDA = Patates Dextros Agar
R =Rejeneration
rpm =Dakikadaki devir sayisi
UV = Ultraviyole
V =Volt
D-1 =S. torvum
D-2 =S. Sodemeum
K-1 =Pala49 (A.B.K.M.A.E)
K-2 =Topan 374
K-3 =Kemer (E.T.A.E)
K-4 = Aydm Siyah1 (E.T.A.E)
K-5 =Halep
K-6 =Pala (May Tohum)
K-7 = Aydin Siyaht (May Tohum)
K-8 =Kemer (May Tohum)
DK-1 = Patlican-467
DK-2 = Patlican-405-1
DK-3 = Patlican-368
DK-4 = Patlican-01-2
DK-5=LS 2346
DK-6 = Teorem F;
11 = Munica F;
25 = Bonica F;
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BOLUM 1. GENEL GIRiS

Solanaceae familyasina giren patlican (Solanum melongena L.), iiretim alani ve
miktar1 bakimindan {lkemiz potansiyelinde onemli yeri olan bir tiirdiir. Patlicanin
kiiltiire alinmis yada yabani akrabalari (tiirleri), Solanum tiirlerinin igersinde genis bir
yer kaplamaktadir. Solanum cinsi genis bir cinstir. Solanumun’un alt cinsi
Leptostemonum’dur.  Patlicanin cografik olarak orjini baslica Asya ve Afrika’dir.
En fazla bilinen tiir S. melongena olup bu tiir Indo-Burma bolgesinde tabii olarak
bulunmakta ve giinlimiizde tiim diinyada yetistiriciligi yapilmaktadir. Diger kiiltiiri
yapilan patlicanlar S. melongena ile akraba olup bunlar Afrika’da yetistirilen
kirmiz1 patlican (S. aethiopium L.) ve Gboma patlican (S. macrocarpon L.)dir.
Yabani tiirler, tim kiiltiir patlicanlar1 ile akraba olup yabani tiirler 200 civarindadir

(Daunay ve ark. 2000a).

Laumonnier (1952)’de patlicanin  anavataninin  Hindistan  oldugunu
belirtmektedir. Patlican Hindistan’dan sonra batiya dogru yayilmistir. Patlicanin
Avrupa’ya girisi Ispanya yolu ile olmustur. Zhukowsky (1958) patlican tariminin
Avrupa’da 13 ve 14. ylizyillarda yapildigini1 bildirmektedir. Patlican Anadolu’ya 16. asir
sonunda veya 17. asrin baglarinda girerek yayilmistir. Patlicanin Amerika’ya yayilisi da
kitanin kesfinden sonra olmustur. Bu giin patlican Diinya iizerinde Kuzey ve Giiney

yarimkiirelerinin 6nemli bir béliimiinde yetistirilmektedir (Vural ve ark. 2000).

Patlican diinyada {iretilen sebzeler icersinde; domates, biber ve hiyar
iiretiminden sonra gelmektedir. Patlican gerek taze gerekse konserveye islenerek veya
kurutularak degerlendirilen ve Tiirk mutfaginda c¢ok ¢esitli kullanim sekilleriyle 6zel
yeri olan bir sebzedir. Saglikli yasam idealinin giindemdeki yerini almasi ile diger
sebzelerde oldugu gibi patlican tiikketimi ve degerlendirme olanaklarin1 da arttirmakta,

bu durum da Cizelge 1.1°de goriildiigii gibi iiretimi arttirmaktadir.



Cizelge 1. 1. 2003 ve 2004 Yillar1 Itibariyle Diinya ve Bazi Uretici Ulkelerin Uretim
Miktarlari, Ekim Alani, Verim Degerleri (Anonim 2005).

Ekim Alani (ha) Uretim (ton) Verim(ton/ha)

2003 2004 2003 2004 2003 2004
Diinya 1.630.970 |1.716.705 |28.993 30.144.463 |176.504 |175.337
Cin 851.627 901.572 16.029.929 |16.530.287 |18.82 18.35
Hindistan | 500.000 510.000 7.830.000 |8.200.000 |15.66 16,07
Endonezya |44.414 45.285 301.030 312.354 6.77 6.87
Tayland 11.500 11.500 67.000 67.000 5.82 5.82
Japonya 12.000 11.500 395.800 390.700 32.98 33.97
Tiirkiye 36.000 35.000 935.000 900.000 25.97 25.71
Misir 43.410 43.151 1.026.353 |1.046.742 |236.432 |242.577
Ispanya 3.876 1.030 175.629 46.671 45.31 45.31
Italya 12.881 12.304 368.991 362.296 28.64 29.44
A.B.D. 2.100 2.10 61.000 61.000 29.04 29.04

Bu artista dnemli patlican iireticisi iilkeler olan Cin, Hindistan, Tiirkiye, Misir, Italya ve
Ispanya’da patlican iiretimi son on yilda % 21 ile % 118 arasinda artmigtir. Uretimi
onemli lilkelerden sadece Japonya’nin iiretiminde bir azalma olmustur (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.2. Diinya’da Patlican

Uretilen Alan,  Uretim ve Verim
(Anonim 2005) incelendiginde; diinya patlican

Son on yillik veriler

Yillar |Alan (ha) Uretim | Verim tretiminde Cin’in % 50.6, Hindistan 1n

1000 ton) |(kg/ha)

1994 |948.621 15.679 |16.528 % 30.1, Tirkiye’nin % 3.8 ile ilk ¢

1995 |1.109.756 |18.132 16.339 siray1 paylastiklar, o6zellikle son bes

1996 11.192.476 |19.285 16.408

1997 11264128 120.108 16.272 yilda Cin tiretiminin artti1; Hindistan

1998 |1.347.352 ]20.760 17.033 ve Tirkiye iiretimlerinin ise fazla

1999 11.410.100 [21.135 18.547 degismedigi  goriilmektedir. Diinya

2000 ]1.504.034 |26.466 17.697

2001 1.518.145 27.481 17.358 iiretiminde ilk fl(; Sirayi % 84.5 orani ile

2002 1.599.804 [28.926 | 17.485 Cin, Hindistan ve Tiirkiye almaktadir

2003 ]1.630.970 [28.993 17.777 (Cizelge 1.2).

2004 |1.716.705 |[30.144 175.59

Tirkiyede farkli iklim ve toprak yapist nedeni ile bircok sebze tiirl

iiretilebilmektedir. Patlicanda bu sebze tiirlerinden biridir, Tiirkiye sartlarinda patlican



iiretimi hem tarla hem serada yapilabilmekte, fakat iklim ve toprak istegi yaninda bakim

sartlart ve ekim nobeti tercihinden dolayr her bolgede yetistirilememektedir.

Tiirkiye’de patlican iiretimi yapilan en &nemli iller Igel, Antalya, Urfa,

Hatay, Aydin, Bursa, Adana ve Samsun’dur (Keskin 2004).

Cizelgel.3.Tiirkiye nin Patlican Uretimi

(Anonim 2005)
Villar | EXl Alan | Uretim | Verim
(ha) (Ton) (kg/ha)

1992 30.926 | 750.000 | 24.251

1993 31.579 | 750.000 | 23.750

1994 41.283 | 810.000 | 19.621

1995 31.302 | 750.000 | 23.960

1996 32.651 850.000 | 26.033

1997 32.239 | 847.000 | 26.273

1998 32.826 | 915.000 | 27.874

1999 33.324 | 976.000 | 29.288

2000 33.026 | 924.000 | 27.978

2001 33.283 | 945.000 | 28.393

2002 36.428 | 955.000 | 26.216

2003 36.000 | 935.000 | 25.970

2004 35.000 | 900.000 | 25.710

Tiirkiye’nin 1997-2002 yillar1 arasinda patlican tiretimi 1992 ve 1993 yilinda 750.000
ton olarak gerceklesmis, 1994-1998 yillarinda ise 750.000 ton ile 850.000 ton arasinda
degisim gostermistir. 1998 yilindan sonrada iiretim 900.000 tonu asarak 2002 yilinda
955.000 tona ulagmistir. 1991-2002 yillar1 arasinda Tiirkiye patlican verimi hektara
19.621 kg ile 29.216 kg arasinda degismistir (Cizelgel.3).



Patlican Tiirkiye sartlarin daha ¢ok 1liman ve sicak iklim 6zellikleri gosteren
bolgelerde iiretilmektedir. Tiirkiye’de patlican ¢ok yonlii tiikketimi olmasi yaninda
ozellikle 1980’11 yillardan sonra baslayan yerli turizmdeki gelismeye bagli olarak
yiyecek- icecek sektoriindeki gesitlilige katkisi olmasi ve tarima dayali sanayinin
gelismesi nedeniyle bir ¢ok iiriiniin islenerek satilma olanaklarinin artmasi sebebiyle
tiketimi artan bir sebze tiiriidiir. Tiirkiye’de islenmis patlican ile ilgili olarak
istatistiklere yansiyacak bigimde ciddi veriler olmamakla birlikte, patlicanin regel,

tursu ve konserve sanayinde hammadde olarak kullanildig: bilinmektedir.

Patlican, tiiketimi artan bir sebze tiirii olmakla birlikte liretim miktarlarinda
Oonemli artis olmadigi gibi {iretimin zaman zaman diistiigii goézlenmektedir. Hem
yetistiriciligin, hem iiretimin sinirl diizeyde kalmasinin pek ¢ok nedeni bulunmakla
birlikte 6zellikle oOrtii alt1 yetistiriciligin yapildig1 bolgelerde goriilen Verticillium
dahliae’nin yol agtig1 Verticillium solgunlugu hastaligi bu siralamada 6nemli yer
tutmaktadir. Verticillium fungusu araziye (tarla, bahce) bir kez girdigi zaman
toprakta yillarca yasabilmektedir. Verticillium fungusunun yeni yerlere bulagmasi su,
giiclii riizgarlar, tohum, alet, tarim makinalar1 ile topraga ve bitkinin koklerine
ulagmaktadir. Toprak kokenli olan bu fungus bitkinin kok sisteminden girerek
bitkinin vaskiiler sistemine tasinir ve daha ¢ok damarlar arasinda sarimsi lekeler,
damarlarda renk degisimiyle bitkinin biiylimesine mani olur, genellikle alt
yapraklarin sararirip solmasina ve diigmesine neden olur, hastalik sonucu verimde

diisme iiriin kalitesinde azalma ve sonugcta bitkinin 6limi gerceklesir (Perez 1996).

Bu hastaliktan korunma tedbirleri icinde kiiltiirel tedbirler olarak dayamikli ¢esit
kullanmak, miinavebe, uygun bitki araligi, uygun yer sec¢imi, iyi gilibreleme ve

sulama sayilabilir.

Sebze ¢esit ve hatlarinda hastalik, zararli ve ¢evresel stres faktorlerine karsi
dayanikliligin veya en azindan tolerantligin saglanmasi ¢ok 6nemlidir. Sebze {iretim
alanlarinda bagta toprak kokenli hastalik ve zararli etmenlerin yaygin olmasi ve
bunlara kars1 kimyasal ilaglarla miicadelenin yogun yapilmasi nedeniyle gevre ve

insan sagligina biiyiik Ol¢iide olumsuz etkiler s6z konusudur. Gelistirilen ¢esidin



verim ve kalite ozellikleri yaninda hastalik ve zararlilara kars1 dayanikli olmasi da
pazarda basarili olmasi i¢in son derece gerekli bir niteliktir. Bu nedenle giliniimiizde
hastalik ve zararlilara dayaniklilik calismalar1 biiyiik 6nem tasimaktadir (Anonim

2003).

Dayanikl ¢esit kullanarak, hastaliklara dayanikli ¢eside giderken uygulanan
1slah metotlarinda zamani kisaltmada son yillarda haploidizasyon kullanilmaktadir.
Haploidizasyon, bir bitki materyalinin homozigot hale getirilmesi i¢in ard arda
yapilmasi gerekli kendilemeler icin iyi bir alternatiftir. Canlilarin kromozomlar1 2n
yapisina sahiptir. n kromozom yapisina sahip canlilara haploid canlilar denir.
Haploid yapidaki bitkiler 1slah ¢alismalari i¢in olduk¢a énemlidir, ¢linkii homozigot

yapidadirlar.

Haploidizasyon yontemi ve dihaploid bitkiler 1slah caligmalarinda degisik
amaglar i¢in kullanilmaktadir. Bu durum islahgilar i¢in 6nemli avantajlar saglar.
Yabanci dollenen tiirlerde heterozigoti oran1 ¢ok yiiksek oldugundan bunlarda
homozigot hatlarin elde edilmesi i¢cin 10-12 generasyon boyunca kendilemeler
gerekmekte; kendine dollenen tiirlerde bile ayni1 amagla 5-7 generasyon kendileme
islemine gereksinim duyulmaktadir. Dihaploidizasyon yontemi kullanilarak

homozigot hatlara bir generasyonda ulagsmak olasidir.

Bu arastirmanin amaci, patlicanda iletim demetlerinde hastaliga neden olan,
kimyasal ve as1 yontemleriyle yeterli olarak kontrol edilemeyen V. dahliae kleb. ile
savagimda en etkili yontem olan dayanikli hatlarin bulunmasidir. Elimizdeki hatlar
V. dahliae izolat1 ile klasik olarak testlenerek dayanikli/tolerant hat belirlenmistir ve
bu hat ile kiiltlir ¢esidi arasinda melezleme (F;) yapilmistir. Daha sonra F,’deki
acilimi tam olarak gorebilmek acisindan F;’de kendileme yapilmistir. Elde bulunan
ana, baba, F; ve F, tekrar V. dahliae izolat1 ile klasik olarak testlenmistir ve bunun
sonucunda F; igersinde V. dahliae hastalik siddeti en diisiik bitkiler tespit edilerek bu
bitkilerden temin edilen uygun tomurcuk asamasinda anter kiiltiiri uygulanmistir.
Boylece dayanikli /tolerant hattin ¢ok kisa siirede homozigot hale getirilerek 1slah

calismalarinda kullanilmasi amaglanmistir.



BOLUM 2. PATOJENISITE TESTI

2.1. GIRIS

Patlicanda verim diistikliglinde etkili Fusarium ve Verticillium olmak lizere
iki 6nemli hastalik bulunmaktadir. Verticillium toprak kokenli bir fungustur, nisbeten
serin havalardan (20-23 °C) hoslanir. Kisa gilinler ve diisiik 1siklanma bitkileri
hastaliga duyarli hale getirir. Verticillium, toprakta dayanikli organlar1 olan
mikrosklerotlar1 sayesinde ¢cok uzun siire yasar ve yayilmasi, kiiltiirii yapilan veya
yapilmayan c¢ok sayida konukcu bitki (patlican, domates, patates) vasitasiyla
gerceklesir. Bu hastalik etmeni; bitkisel artiklar, aletler ve har¢ malzemesiyle

taginabilmektedir (Wiggens 2003).

Verticillium solgunlugu hastaligina neden olan esas olarak iki tiir
bulunmaktadir: Verticillium dahliae Kleb. ve albo-atrum Reinke et Berth. Bu
funguslar toprak kokenli hastaliklar arasinda yer almakta, genellikle kotii yapil
topraklarda ve diisiik toprak sicakliklarinda ortaya c¢ikmaktadirlar. V. dahliae (25-
28 °C), V. albo-atrum’a gore daha yiiksek sicakliklarda daha iyi gelisme
gostermektedir (Uslu 2004).

Verticillium dahliae Hastalk Belirtileri; Govdede vaskiiler renk degisimi ve
cizgiler olusmaktadir. Bu cizgilere digsal olan belirtilerde eslik edebilmektedir.
Ornegin solgunluk, sararma, yaprak ve dallarda 6liim, biitiin bitkide 6liim
kronik (siiregen belirtiler); gelismenin engellenmesi, yapraklarda deformasyon ve

kuruma, yavas gelisme, anormal agirliga sahip tohum tiretimi (Anonim 1997).

Verticillium dahliae Hastahk Devri; V. dahliae ve albo-atrum her ikisi de bir
hiicreden tirer. V. dahliae dakikada {irer, siyah dinlenme durumundaki yapisi
microsklorotia (Sekil 2.1) olarak isimlendirilir. V. albo-atrum un optimum biiyiime
sicakligi 20-25 °C, V. dahliae biraz daha yiiksek sicakliklari tercih eder ve daha fazla
sicak bolgelerde yayilmistir. Tarimsal topraklarin 1 grami 100 veya daha fazla
mikrosklorot igerir. 1 gr topragin 6 ila 50 mikrosklorot icermesi 6rnegin domates,
biber, patlican ve patatesin hastalifa hassas bitkilerinde hastaligin % 100 bulagmasi

i¢in yeterlidir. Bu iki Verticillium fungusu (Sekil 2.1) konukgu bitkinin kdk sistemine



akin etmekte ve yara yerlerinden veya direkt olarak bitkinin igersine girmektedir.
Fungus koke girdigi zaman konukc¢unun ksilemini istila etmekte (Sekil 2.2) ve hizla
yayilmaktadir. Bu hastalik fungal sporlar1 ile yayilarak yukariya dogru iletim
demetlerini tikamakta, bitkinin yeni kisimlarin1 etkilemektedir. Bu fungus otsu ve
odunsularda kék ve govde de kolonize olmaktadir. Konukgu oldiikten sonra veya
yetistigi mevsimin sonunda kisi topragin iizerine diismiis bitki parcalar lizerinde
gecirmektedir. Bu fungus toprakta konukcusu olsun veya olmasin saprofitik olarak
yasayabilir. Yasamini konuk¢u olmayan tiirlerin koklerinde de siirdiirebilir, fakat
bunlart sistemik olarak saramamaktadir. Bu mikrosklorotler herhangi bir konuk¢u
bitkiye baglanmadan uzun yillar (15 yilin lizerinde) yasayabilmektedir. Verticillium;
bulasik tohumla, bitki parcasi, yumru, gonca, tomurcukla hizla yayilmaktadir. Yeni
konukgu bitkiye bulastig1 anda kok sistemini sarmakta, yukartya dogru ilerleyerek

yasam dongiisiinii devam ettirmektedir (Sekil 2.1).

Verticillum _
V. albo-atrum V. dahliae

Sekil 2.1. Verticillium fungusunun mikroskop altindaki goriinlimii (a) vertisillat
dallanma; (b) Eseysiz sporlarin bulundugu {ist kisim;(c) Konidafor dallanmasinin

yakindan goriiniisii; (d) Konidiler; (¢) Olgun mikrosklorotlar (Anonim 1997).

Verticillium solgunlugu diger yaygin hastaliklarla karistirilmaktadir, bunlar
fusarium solgunlugu ve bakteriyel solgunluktur. Aslinda Verticillium daha fazla
sicak bolgelerde bulunmaktadir. Eger hava kosullart Verticillium dahliae gelisimi
icin elverigsiz ise bulastig1 arazideki bitkileri kotii sekilde saramamakta, verim ve

kaliteyi ¢ok az diisiirmektedir (Anonim 1997).



Verticillium zararli etkisini vaskiiler dokularda yapmaktadir. Bunun
sonucunda koklerden yapraklara su taginimi azalmaktadir. Bu az su taginimi sonucu
solgunluk, bu hastaligin karakteristik belirtisidir ve bitki siklikla 6liir. V. dahliae
belirtisi neredeyse tiim otsu bitkilerde aymidir. Yash ve geng¢ yapraklar genellikle
sartya doner, solar ve kurur. Bu belirtiler yiiksek bitkilerde yavas yavas ilerler.
Hastalikl1 bitkilerin genellikle gelismesi yavaslar ve eger bulasma erken olmussa
bitki erken Oliir. Otsu bitkilerde Verticillium solgunlugunun belirtisi Ornegin,
domateste; fusarium solgunlugu ve bakteriyel solgunlukla kolayca karistirilabilir.
Laboratuar ¢aligmalart ve neden olan organizmalarin belirlenmesi bu hastaliklari
ayirt etmek i¢in gereklidir. K6k ur nematodu ve nematod lezyonlar verticillium
solgunlugu ile birlestigi durumda patlicanda, biber, patates ve domatesde sinerjistik

etkinin ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (Anonim 1997).

Sekil 2.2. Domateste  solgunluk
belirtileri; (A) bakteriyel kanser; (B)
Verticillium solgunlugu (C) fusaryum
solgunlugu (Anonim 1997).




Sebze cesit ve hatlarinda hastalik, zararli ve ¢evresel stres faktorlerine karsi
dayanikliligin veya en azindan tolerantligin saglanmasi ¢cok dnemlidir. Sebze tiretim
alanlarinda basta toprak kokenli hastalik ve zararli etmenlerin yaygin olmasi ve
bunlara kars1 kimyasal ilaclarla miicadelenin yogun yapilmasi nedeniyle ¢evre ve
insan sagligina bliyiik Ol¢iide olumsuz etkiler s6z konusudur. Gelistirilen ¢esidin
verim ve kalite 6zellikleri yaninda hastalik ve zararhilara karsi dayanikli olmasi
da pazarda basarili olmasi i¢in son derece gerekli bir niteliktir. Bu nedenle
giiniimiizde hastalik ve zararlilara dayaniklilik ¢aligmalar1 biiylik 6nem tagimaktadir

(Anonim 2003).

Dayaniklilik, hastalik ve zararli etmeninin ¢ogalma ve gelismesinin bitki
tarafindan engellenmesidir. Bitkinin hastalik ve zararli etmenine kars1 dayanikliligs;
diistik, orta ve yliksek diizeyde gerceklesmektedir. Bitki yiiksek diizeyde dayanikli
ise patojen hi¢ cogalmamakta veya ¢ok az diizeyde ¢ogalabilmekte, orta ve diisiik
dayaniklilikta ise hastalik ve zararli etmeni belli diizeyde ¢ogalabilmektedir. Buna
karsin duyarli bitkide dayaniklili§in tam tersi olaylar goriilmektedir. Bu durumda
hastalik ve zararli etmeni ¢ogalmakta ve yogun enfeksiyonlarda bitkinin dliimiine
neden olmaktadirlar. Dayaniklilik kalitsal olarak; tek gen (monogenic), birka¢ gen
(oligenic) ve ¢ok gen (polygenic) tarafindan idare edilmektedir. Dayanmikliligin tek
gen, birkag gen ve ¢ok gen tarafindan idare edilmesinin bilinmesi 1slah ¢alismalar1
icin biiylikk Onem tasimaktadir. Tek gen tarafindan idare edilen dayaniklilik
calismalari, digerlerine gore oldukga basit ve sonu¢ elde edilmesi daha kolaydir

(Devran 2003).
Verticillium Fungusunun Kontrolii

Verticillium fungusunun kontrolii zordur. Konukg¢u bir bitki olsun veya
olmasin uzun siire toprakta yasayabilme yetenegine sahiptir. Bitkinin iletim
demetlerine yerlesir ve Verticillium teshisinin ilkte konmasi giigtiir. Yalniz
laboratuar c¢alismalar1 ile bulagik bitki materyali {lizerinde Verticillium tespit
edilebilir. Verticillium arazide tespit edildigi durumda hastalifin etkisini azaltmak

icin ¢esitli tedbirler alinabilmektedir.



1. Cesitli fungusitlerin bitkiye direkt uygulanmasi sonunda hi¢ birisi devamlhi
kullanim i¢in pratik bulunmamustir. Fidenin taginim (yerine alma) asamasinda
benomly (Benlate 50 WP) kullanilmaktadir. Benlate gecici siire etkilidir ve yeni
c¢ikan kokleri koruyamamaktadir. Kimyasal kontrol yalnizca, kii¢lik alan ve 6zellikle
serada olmak kosuluyla ¢ilekte bulunmustur. Bunun genel prosediirii toprak
dezenfeksiyonudur. Bu kimyasal; yabanci ot, bocek ve topraktaki nematotlar1 da
kontrol  altina  almaktadir. Ticari  kuruluglar  fumigasyonu genellikle
uygulayamamaktadir, ki  bunlarnt  ellerindeki  kimyasallarin  ruhsatlar
sinirlandirilmaktadir.  Fumigasyon konusunda farkli tavsiyeler bulunmaktadir.
Bunlardan bir tanesi; seradaki yetistiricilik i¢in veya saksidaki liretimler i¢in topraga

buhar ¥ saat 81 °C veya 71 °C 1 saat uygulanur.

2. Daha once Verticillium solgunlugu goriilen arazilerde bu hastaliga hassas bitkiler
yetistirilmemelidir. Sebze, c¢icek ve tarla bitkilerinin 5 yil veya daha fazla

dontistimlii yetistirilmesi enfeksiyon miktarinin azalmasina yardimci olabilir.
3. Bitkinin etrafindaki yabanc1 otlarin kontrolii bulasmada rol oynamaktadir.

4. Giibreleme oOzelliklede N, P, K’un dengeli verilmesi bitkinin giiciinii
arttirmaktadir ve giibreleme arazideki belirtilerin azalmasina yardimci olmaktadir.
Verticillium belirtileri goriildigli zaman miimkiin olan en kisa siirede sulama ve
giibreleme yapilmas: bitkiyi olumlu etkilemektedir. Giibreler, topraga hizli cevap

icin s1v1 formda verilmelidir.

5. Olen bitkiler kok sistemleri ile birlikte araziden uzaklastirilmalidir (Anonim

1997).



2.2. KAYNAK ARASTIRMASI

Verticillium ile bulasik tarlalarda bitkilerin biiyiikliikleri farkli olmaktadir.
Kuvvetli kuraklikta siirgiin uc¢larindaki yapraklar porsiimekte, alt yapraklarin ug
kism1 sararmaktadir. Genellikle yapraklarin bir tarafi heniiz yesilken diger kismi
kurumaktadir. Yaprak ayasinda kahverenkli veya kiil grisi renkler bulunmakta,
yaprak sap1 oldukca uzun siire yesil kalmaktadir. Bitki saglikli gériinmesine karsin
ana sap kesildiginde daginik kahverengi lekeler ve acik renkte kabuk goriilmektedir.
Bu goriinlim vaskiiler sisteme kadar ilerleyebilmektedir. Bitki su alimim
saglayabilmek i¢in kuvvetli adventif kok olusumuna yonelmektedir. Hasta bitkiler
cok seyrek olmekte, fakat alt yapraklarin biiyiik bir kismi1 kurumakta ve ¢ok az iirtin
vermektedir. Enfeksiyon kaynagi olarak bulasik toprak biiyilk oneme sahiptir.

Bulagmada tohumla tasinmanin rolii ¢ok azdir (Cinar 1989).

Bu hastaliktan korunma tedbirleri i¢inde kiiltiirel tedbirler olarak dayanikli
cesit kullanmak, miinavebe, uygun bitki araligi, uygun yer secimi, iyi giibreleme ve
sulama sayilabilir. Patlicanda goriilen bu fungus hastaligma V. dahliae etmeni
sebep olmaktadir. Toprak kokenli olan bu fungus bitkinin kok sisteminden girerek
bitkinin vaskiiler sistemine taginir ve daha ¢ok damarlar arasinda sarimsi lekeler,
damarlarda renk degisimiyle bitkinin biiyiimesine mani olur, genellikle alt
yapraklarin sararirip solmasina ve diismesine neden olur, hastalik sonucu verimde

diisme {irlin kalitesinde azalma ve sonugta bitkinin 6liimii gerceklesir (Perez 1996).

Verticillium’un kimyasal kontroli hem zor hem de ticari olarak karli
degildir. Patlicanda, domates anaci lizerine asilamanin da hastaligin kontroliinde
etkili oldugu ancak uygulamasinin ¢ok zor ve ekonomik olarak karli olmadigi
kanitlanmisttr.  Bu  nedenle  patlicanda Verticillium’a  dayanmikliligin
kazandirilmasinda en iyi ¢oziim yolu; dayanikli ¢esitlerden veya dayanikli yabani
tiirlerden kiiltlirli yapilan patlhicanlara dayanikli genlerin aktarilmasi olabilir

(Pessarakli ve Dris 2003).

Toprak kokenli hastaliklarda yetistiriciligin yapildig: yerlerde dayanikl cesit
kullanilmasi, hastaligin ortaya ¢ikmasini engellemek veya cok az etkili olmasini

saglamak suretiyle en etkili miicadele yontemi olarak bilinmektedir. Verticillium



solgunlugu hastaligina kars1 dayanmiklilik gelistirme konusunda birgok arastirmaci

tarafindan ¢aligmalar yapilmistir. Bunlardan bazilar 6zetlenerek sunulmustur.

Patlicanda % 37-60 oraninda {iriin kayiplarina neden olan ve meyve
kalitesini bozan Verticillium solgunluguna dayaniklilik ¢oklu resesif eklemeli
genler tarafindan kontrol edilmekte ve bu genler yabani patlican tiirlerinde
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri Solanum torvum ve Solanum sisymriifolium
dur. Yapilacak 1slah caligsmalariyla bu dayaniklilik genlerinin yerel kiiltiir ¢esitlerine

aktarilmasina ihtiyag vardir (Pessarakli ve Dris 2003).

Orestein ve ark. (1989), V. dahliae fungusuna ait toksinlerin domates ve
pathicanlarda kok uzamasi ve ikincil koklerin gelisimi iizerinde engelleyici etki
yaptigini belirlemislerdir. Hastalik etmenine duyarli domates ¢esidinin koklerinde
toksin uygulamasi yapildiginda hiicrelerde kiiclilme oldugu halde; dayanikli ¢esidin
koklerinde hiicre biliylimesini etkilemedigi gdzlenmistir. Arastiricilar, kok
hiicrelerinin ~ biiylikliiglinde meydana gelen degisikliklerin belirlenmesinin,
domateste V. dahliae’ye dayaniklilik bakimindan yapilacak bir tarama (screening)

calismasi amaciyla kullanilabileceginden bahsetmislerdir (Uslu 2004).

Salata ve ark. (1989), 43 adet yumru olusturmayan solanum tiiriini,
V. dahliae ve pseudomanas solanacearum (bakteriyel solgunluk) etmenlerine karsi
dayanimlar1 bakimindan incelenmistir. V. dahliae’ye yiiksek diizeyde dayanim;
BIRSO655 (S. abutiloides); BIRSO839 (S. torvum); BIRS1034 (S. caripense );
BIRS1171 (S. persicum); BIRSO246 (S. scabrum) genotiplerinde elde edilmistir.

Patlican (S. melongena) fideleri “Tsakoniki” V. dahliae dayanikli yabani tiir
S. torvum (GST) ve S. sisymbriifolium (GSS) ile asilanmistir. Asilanmis ve
asilanmamis patlicanlar 1998 ve 1999 Yunanistanda topragi metil bromid ile fumige
edilmis topraga ve V.dahliae skloretleri ile sarilmis topraga transfer edilmistir. Asilt
bitkiler, olciilen bitki yliksekligi, ana gévde cap1 ve kok sisteminin agirligi yoni ile
asisiz “Tsakoniki” bitkilerden daha dayanikli oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara
gore erken verimdeki artma (GST % 45,5; GSS %18,4), ge¢ verimde (GST % 69,3;
GSS  %59,2) enfekte edilmemislerle karsilastirilmislardir.  Sonug¢  olarak;

pathicanlarin her iki yabani ¢esit ile asilanmasi bitkinin biiylimesini, verimini ve



Verticillium solgunlugunun kontroliinii pozitif yonde etkilemistir (Bletsos ve ark.

2003).

Cirulli ve ark. (1990), 116 degisik patlican genotiplerinin hi¢ birinde V.
dahliae’ye yiiksek diizeyde bir dayaniklilik belirlenemedigini bildirmislerdir.

Jarl ve ark. (1999), Verticillium’a dayanikli bireyler elde edebilmek igin
S. melongena ve S. torvum arasinda protoplast kiiltiirii yapmislardir. Somatik
hibridizasyon yoluyla, S. forvum’da bulunan fungal dayanikliligin kiiltiir patlicanina
aktarilmasina gayret eden arastirmacilar, Verticillium solgunluguna kars
dayanikliligt yapilan in vitro testlerle belirlenmistir. S. forvum protoplastlar ile
S. melongena protoplastlar1 arasindaki protoplast flizyonunu gerceklestirerek, hibrit
bitkileri elde etmeyi basarmiglardir. Olusan somatik hibritler yeniden iretilmis ve
Verticillium’a dayanmklihg1 (V. dahliae ve V. albo-atrum izolatlar1 kullanilarak)
bakimindan degerlendirilmiglerdir. Arastirmanin sonucunda normal tohum setleri
dahil olmak iizere patlicanin morfolojik karakterleri birlestirilerek tarla kosullari

altinda denenmis, Verticillium’® dayaniklilik gosteren 12 cesit se¢ilmistir.

Sebze hastaliklari, zararlilar1 ve yabanci otlara uygulanan kimyasal ilaglara
kars1 alternatif bir yol olmasi bakimindan solarizasyon diistiniilmiis ve Verticillium
dahliae kars1 toprak 4 yil solarizasyon ve kismi solaraizayona tabii tutulmus ve
bunun sonuglariin goézlendigi bir calisma yapilmis. V.dahliae mikrosklorotlerini
6ldiirmek amaciyla 38-45 °C arasinda farkli sicaklik derecelerinde 21, 97, 275 ve
324 saat tutulmustur. Kontrol, solarizasyon ve kismen solarizasyon yapilan topraklar
incelendiginde, solarizasyon ve kismi solarizasyon yapilan topraklarin 25 cm
derinliginde toprak sicakliginda sirasiyla 14.4-16.8 °C ve 8.1-10.7 °C artma oldugu
tespit edilmistir. Sonug olarak kismi solarizasyon ve solarizasyonun Verticillium
solgunlugunun siddetini sirasiyla %35-48, %89-98 diisiirdiigli, fakat bu etkinin
sonraki derin siirlimlerle azaldig: tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada patlicanda
verimin daima kontrole gore solarizasyon yapilan toprakta yiiksek, kismi
solarizasyon yapilan toprakta ise orta derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir

(Tamietti ve Valentino 2001).

Patlicanda Verticillium solgunluguna dayaniklilik 1slahi iizerine yapilan bir

calismada; Solanum sodomeum L. (2n=24) dayanmiklilik kaynagi olarak



kullanilmigtir. Tirler aras1 melezlemenin yapildig1 ve S. sodemeum 'un (yabani 1rk)
ana olarak kullanildig1 ¢alisma da oval meyveli (Buia) ve uzun meyveli (Tina)
cesitler baba olarak kullanilarak 2 kiiltiir patlican ¢esidi ile melezleme yapilmustir.
Bu tiirler aras1 melezler daha sonra kendilenmistir ve V. dahliae tolerant olan farkli
genotipteki patlicanlar ile geriye melezlenmistir. 2-3 kez geriye melezlemeden sonra
bitkide ve meyvelerinde gelismeler tespit edilmistir. Gelistirilen tilirler aras1 melezler
ile ana hatta RAPD analizi uygulanmistir. RAPD analizinde S.sodemeum ila patlican
cesitleri ve tiirler aras1 melezler arasinda yiiksek oranda polimorfizm bulunmustur.
Yapilan dayaniklilik testinde S. sodemeum ile hassas ve dayanikli ¢esitlerin
caprazlanmasi sonucu bulunan 9 hibrit ¢esit icinde 4 tanesi hastaliga karsi tolerant,

5 tanesi ise hassas bulunmustur (Acciarri ve ark. 2001).

Singh ve ark. (2006), RAPD teknigi kullanilarak genetik cesitliligi
belirlemek amaciyla 5 tiirde 28 cesidin akrabaliklari belirlenmigtir. 28 patlican
cesidi iilkenin farkli bolgelerinden toplanmistir. 14 decamer primerden toplamda
144 polimorfik bant {iretilmistir. Patlicanlarda genetik ¢esitliligin yliksek seviyede
oldugu ve dendogramin olusturuldugu benzer caligma ile UPGMA methodu
gostermistir ki S. melongena’ya en yakin S. incanum’dur, bunu S. nigrum takip

etmistir.

Yapilan bir ¢alismada  hastaliga  dayanikli patlican c¢esitlerinin
gelistirilmesi ve  hastaliga dayanikli  genler i¢in molekiiller —markorler
tanimlanmistir. S. aethiopicum Gilo tipi (Sa 2), S. aethiopicum Acelatum grubu
(Sa), S. sisymbriifolium, S. torvum ( Endonezya’dan), S. torvum (Fransa’dan) ve
S. integrifolium olmak tlizere 6 yabani patlican tiirii Verticillium solgunluguna karsi
taranmistir. Dourge —D9, mor uzun (PPL), mor salkim (PPC), PU olmak iizere 4
kiiltiir patlican gesitleri (Verticillium solgunluguna hassas) kullanilmistir. Kiiltiir ve
yabani cesitler arasinda taksonomik uzaklik nedeniyle klasik 1slahta sorunlar
yasanmaktadir. Bu c¢alisma dayanikli ¢esit gelistirmek amaciyla somatik
hibridizasyon seklinde yiiriitiilmiistir. RAPD c¢alismalarn kiiltiir ¢esitleri ile
yabaniler arasinda somatik hibritler de yapilmistir. Bu c¢aligmada ebeveyn olan
yabani ve kiiltiir cesitleri ile onlarin somatik hibritleri iizerinde V. dahliae

fungusuna kars1 dayanikliliklar ile ilgili 6zel polimorfik bantlarin tanimlanmas i¢in



polimorfizim 6rneklerinin kalittminda ¢alisilmistir. Kiiltiir ¢esitlerinin polimorfizim

oran1 % 54’tiir (Sunseri ve ark. 2003).

Daunay ve ark (2000b), S. melongena ve akraba tiirlerinde gen haritalarinin
cikartilmas1 ve molekiiler genetigin patlican 1slahinda kullanilmasina yonelik
calismalar yapmuslardir. Arastiricilar, S. melongena germplazmi iginde bu giine
kadar bazi1 zararlilar (Meloidogyne incognita) ve V. dahliae gibi baz1 hastaliklara
dayaniklilik kaynagi bulunmadigini ifade etmekte, bazi markorlar sayesinde yabani
Solanum tiirlerinde bulunan monogenik yapidaki bu dayaniklilik 6zelliginin tespit
edilmesiyle kiiltiir bitkilerine gen aktarimi yapilmasi i¢in ufuk acilabilecegi ileri

surmektedirler.

Robinson ve ark. (2000), yabani Solanum tiirlerinin patlican 1slahgilart i¢in
degerli bir kaynak olduguna isaret etmekte, testlere tabi tutulan S. melongena’nin
tim alt varyetelerinin Verticillium solgunluguna duyarli oldugunun belirlendigini
aciklamaktadirlar. Yabani tiirler ile kiltiir patlicanlarinin akrabaliklarinin uzak
olmas1 nedeniyle tiirler aras1 melezlemelerin yapilamadigi, ya da sadece tamamen
kisir hibritler elde edilebildigi rapor edilen makalede en yakin akraba tiir olan

S.incanum’un V. dahliae’ya dayaniklilik potansiyeline dikkat ¢ekilmektedir.

Kashyap ve ark. (2000), patlicanda marker esash bir ¢calisma ile V. dahliae
fungusuna dayaniklilik genlerinin 6nceki yillarda tanimlanmadigini, amaglarinin bu
geni tanimlamak oldugunu belirtmektedirler. S. aethiopicum, S. sisymbriifolium,
S. torvum, ve S. integrifolium tirlerinin V. dahliae fungusuna kars1 dayanikli oldugu
yoniinde bilgiler bulundugunu sdyleyen arastiricilar, dayanikli olan bu yabani
patlican akrabalar1 ile dort adet S. melongena kiiltiir ¢esidini de duyarli bitkileri
temsil etmesi i¢in se¢mislerdir. Yabani tiirler ve kiiltlir patlicanlarinin taksonomik
olarak birbirinden uzak akraba olmalar1 nedeniyle geleneksel 1slah yontemleri ile
melezlenme olanagi bulunmadigina dikkat ¢ekilen bitkiler arasinda somatik
hibridizasyonlarin da yapildig1 anlatilmaktadir. S. melongena tiiriine ait Dourga-
D90 ve Pusa Purple Cluster (PPC) cesitleri ile S. aethiopicum, S. sisymbriifolium ve
S. torvum tirleri arasinda somatik hibridizasyon yapilmis ve hibritlerde RAPD

calismalari gerceklestirilmistir. 2000 yilindaki bu arastirmada,



heniiz V. dahliae’e dayaniklilik geninin bulunmadigi, ancak caligmalara devam

edildigi ifade edilmektedir.

Bejanaro-Alcazar ve ark. (1999), Bitkide solgunluga neden olan Verticillium
fungusunun patlican fidelerinin koklerine tek tarafli kok inokulasyonlarinin etkisine
bakilmistir. Ozel dizayn edilmis saksilarin kullanildig: calismada; fide dikiminden
sonra 4. giinde delikli (3x6 mm) plastik bir filtrenin i¢ine konan mikrosklorotler
saksinin bir tarafindan ana koklerin bulundugu kisma dikey olarak salinmistir.
Inokulasyonun gerceklestigi zamanda heniiz yan kokler olusmamistir. Bu delikli
yapi, ana kokler daha asagiya indigi zaman (3-4 giin sonra) alinmistir. Bitki
koklerinin inokulasyon bolgesinde yiiksek enfeksiyon gosterdigi, fakat inokulasyon
bolgesinin altinda ve iistiinde ¢ok ¢esitli kok enfeksiyonlar tagidigi tespit edilmistir.
Kokiin diisiik sayida mikrosklorotle karsilagsmasi durumunda (26/adet) kok
inokulasyonu %65 oldugu, zamanla enfeksiyonlu bitki sayisinin azaldigi dikkati
cekmistir. Inokulasyonda 2-4 hafta sonra maksimum olan oran (%65-100),

inokulasyondan 6-7 hafta sonra %10-29 olarak tespit edilmistir.

Bazi arastirmacilar yeterli toprak neminin solgunlugu arttirdigini, digerleri
ise kurakligin arttirdigint belirtmislerdir. Yapilan bir calisma ile patlicanda su
stresinin Verticillium solgunlugunun siddeti iizerindeki etkisi, meyve kalitesi ve
pazarlanabilir {iriin lizerindeki etkisi incelenmistir. “Tsakoniki” ¢esidine ait 20 adet
fidenin 10’u Verticillium fungusu ile bulasik topraga dikilmis, diger 10 adedi ise
kontrol olarak alinmistir. Saksilar her 2, 4 ve 6 giinde sulanmistir. Toprak nemi her
sulama Oncesi belirlenmis. Hastaligin siddeti indeks (DI) ile belirlenmis, yaprakta
olusturdugu sonuglar ile kombine edilmis (LSI) ve vaskiiler renk degisim indeksine
(VDI) bakilmistir. Buna ilave olarak; bitki yiiksekligi, erken ve ge¢ pazarlanabilir
iirtin, erken ve toplam pazarlanabilir iiriin, bitki agirligi, topragin tistiindeki bitkinin
agirhigi, kok agirlhigi, pH , toplam suda ¢oziinebilir kuru madde, renk 6l¢tilmiistiir. 2,
4, 6 giinde sulamanin bitkide Verticillium solgunluguna etkisi; yukarida bahsedilen
karakterlerin korelasyonu seklinde belirlenmistir. Verticillium solgunlugu olgiilen
tiim karakterler yoniiyle negatif etkilenmistir. Ortalamada erken ticari iiriin miktari
%40.8 azalmistir. Yalnizca kalite kriterlerinden meyvenin parlakligi ve rengi

sulamalardan olumlu etkilenmistir. Sonug olarak Verticillium hastaligi ve sulama



kombine edildiginde erken ve toplamda patlicanda iiretimin diistiigl tespit edilmistir

(Bletsos ve ark. 1999).

Neshev ve ark (1997), 37 patlican c¢esidinin Verticillium solgunluguna
cevabini aragtirmak amaciyla yaptiklar ¢calismada; bitkilere dogal olarak bulastirma
yapislar, bulasma vejetasyonunun ortasinda ve sonunda olmak {izere 2 kez hastalik
dereceleri belirlenmistir. Hastalik derecesi Kinney’in indeksine gore belirlenmistir.
Ortalama olarak denemeye alinan gesitlerin %35°1 yiiksek dayanikli, %54l biraz

hassas bulunmustur.

Uslu (2004), Verticillium solgunlugu etmeni olan V. dahliae fungusuna
dayaniklilik 6zelliginin, bitki dokularinda sentezlenen fitoaleksin olusumuyla bir
ilgisinin olup olmadiginmi in vitro kosullarda belirlemek, boylece genis 6lcekli bir
patlican genotipi havuzunda bu hastaliga dayaniklilik 6zelligi bakimindan bir tarama
ve secim yapmaya yonelik etkili bir yontem gelistirmeyi amaglamistir. Bu amagla
hastaliga duyarl kiiltiir ¢esitlerinden Long purple ve dayanikli S. sisymbriifolium
yabani tiirli, bitkisel materyal olarak kullanilmistir. Her iki genotipe ait hipokotil
eksplantlarindan kallus elde edilebilmesi i¢in en uygun besin ortami bilesiminin
0.5 mg/l 24 D ve 0.1 mg/l kinetin ilave edilen MS ortam1 oldugu
belirlenmistir. V. dahliae’” nin otoklavlanmis spor siispansiyonlarindan 1.0, 1.5, 2.0
ml veya aragidonik asitin 5 ve 10 mM dozlar elisator olarak kullanilmistir. Elisator
uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra uyarim islemine son verilmis ve drnekler
derin dondurucuda saklanmistir. Solavetivon, lubimin ve risitin fitoaleksinlerinin
standartlarinin elde edilmesinde ince tabaka kromotografisi yontemi kullanilarak
uyarict uygulanmig patates yumrularindan yararlanilmistir. Dayanikl tiiriin kallus
kiiltiirtinde solavetin miktar1, duyarli ¢eside gore yiiksek bulunmakla birlikte;
hastaliga dayaniklilik ile fitoaleksin birikimi arasinda doku kiiltiirleri teknikleri
kullanilarak yapilan bu ¢alisma sonuglarina dayanarak bu iligskinin varligindan so6z
edilememistir. Tim bitki ve meyvelerin kullanilacagi caligsmalarla bulgularin

desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmaistir.



2.3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirma 2004-2006 yillar1 arasinda Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez
Arastirma Enstitiisii, Bitki Koruma Béliimii Laboratuvari, iklim Odasi ve Serasinda

gergeklestirilmistir.
2.3.1. Materyal

Calisma kapsaminda yapilan denemelerde materyal olarak 2004 yilinda
yapilan patojenisite testinde Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin
edilen izolatin elimize ge¢ gelmesi ve PCR’da bakilacak zaman olmamasi nedeniyle
sadece izolatin verticillat dallanmasina bakildiktan sonra denemede hemen
kullanilmistir. Bu izolat daha sonra PCR’da bakilmak iizere Adnan Menderes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimiine génderilmistir. Fakat bir
takim bulagmalardan dolay1 gonderdigimiz izolatin V. dahliae oldugu kesin olarak
tespit edilememistir. Bunun iizerine 2005 yilinda Adnan Menderes Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Seher
Benlioglu’'ndan temin edilen ve patlicandan izole edilen V. dahliae izolati
kullanilmistir. Fungusun teshisinin morfolojik 6zellikleri yaninda PCR ile molekiiler

tekniklerden de yararlanilarak yapildig1 ad1 gegen Ogretim Uyesince belirtilmistir.

Bitkisel materyal olarak ise Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2” de ayrintili bilgi verilen

patlican ¢esit ve hatlar1 kullanilmistir.



Cizelge 2.1. Calismada Bitkisel Materyal Olarak Kullanilan Cesit ve Hatlarin Bitki

Ozellikleri

Govde Govde Siirgiin | Yaprak rengi | Yaprak Tomurcuk
Hat | iviia rengi ucu tiyliligi | dikenliligi
No liigii rengi

Cok- Grimsi- | Grimsi- | Acgik yesil- Cok- orta- az | Cok- orta-

orta- az | yesil-yesil | yesil-yesil | yesil-koyu az

mor mor yesil

D-1 Orta Mor Yesil Yesil Az Orta
D-2 Az Yesil Yesil Koyu yesil Az Cok
DK-1 |Orta Yesil-mor | Yesil-mor | Yesil Orta Az
DK-2 |Orta Yesil Yesil-mor | Yesil Orta Az
DK-3 |Az Yesil Yesil Yesil Orta Var
DK-4 |Orta Yesil Yesil Koyu yesil Orta Az
DK-5 |Orta Grimsi Yesil Yesil Cok Yok
DK-6 |Orta Yesil Yesil-mor | Yesil Az Yok
K-1 Orta Grimsi Yesil Yesil Cok Az
K-2 Cok Grimsi Yesil Yesil Orta Orta
K-3 Az Yesil Yesil mor | Yesil Az Az
K-4 Az Yesil Yesil Yesil Az Az
K-5 Az Yesil Yesil Yesil Az Az
K-6 Orta Grimsi Yesil Yesil Cok Az
K-7 Az Yesil Yesil Yesil Az Az
K-8 |Az Yesil Yesil mor | Yesil Az Orta




Cizelge 2.2. Calismada Bitkisel Materyal Olarak Kullanilan Cesit ve Hatlarin

Meyve Ozellikleri
Hat | Cicek Cicek |Meyve Meyve Meyve Meyve |Ortalama
No rengi iriligi | sekli rengi uzunlugu | capi Meyve
agirhga

Acik Iri- Uzun-orta- | Pembe-acik | (cm) (cm) (2

mor- orta- |kisa-oval- | mor-mor-

mor- kiiciik | armudi siyah

koyu mor
D-1 |Beyaz Kiiciik | Yuv. basik | Yesil 2.7 4.5 16.3
D-2  |Ac¢ikmor |Orta |Yuv.basik |Yesil gizgili |2.7 2 6
DK-1 | Mor Orta |Uzun Mor 19 5 165
DK-2 | Agik mor |Orta Uzun Mor 25 5 181
DK-3 |Koyumor |Orta- |Uzun Acik mor 30 4 119
DK-4 | Mor Orta- | Uzun Mor-parlak |20 5 190
DK-5 | Mor Kiigiik |Oval Beyaz 11 5 129
DK-6 | A¢ik mor |Kiigiikk | Uzun Mor 20 5 180
K-1 |Ac¢ikMor [Orta |Uzun Mor 24 4 209
K-2 |Acgik mor |iri Oval Mor 11 7 283
K-3 |Acikmor |Orta Oval Agik mor 16 5 182
K-4 | Ag¢ik mor |Orta Uzun Mor 16 4 166
K-5 |Acikmor |Orta Orta Agik mor 24 4 180
K-6 | Acik Mor |Orta Uzun Mor 24 4 205
K-7 |Ac¢ikmor |Orta |Uzun Mor 16 4 160
K-8 |Agik mor |Orta Oval Agik mor 16 4 157

2.3.2. YONTEM

2.3.2.1. izolatin Gelistirilmesi

Patojenisite testlerinde kullanilan izolat, PDA besiyerinde 25 °C’de 7-10 giin

gelistirilmistir.
2.3.2.2. inokulumun Hazirlanmasi

Inokulumun hazirlanmasi1 amaciyla, 500 ml' lik siit siselerine konulan
nemlendirilmis 120 gr ince elenmis dere kumu otoklavda 1 atm. basing altinda ve
121 °C’de 20 dakika sterilize edilmistir. Kumun iizerine 20 ml (200 g patatesin 1
litre suda haglanmasi ile elde edilen) patates suyu, 30 gr misir unu ilave edilerek 1
atm. basmng altinda ve 121 °C’de 20 dakika tekrar sterilize edilmistir. Patojenisite

testlerinde kullanilan izolat, PDA besiyerinde 25 °C’de 7-10 giin gelistirilmis ve bu



kolonilerden alinan 5 mm c¢apindaki 8 miselyum diski, siselerdeki kum+ patates
suyu+ Misir unu kiiltiirtine inokule edilmistir (Ugkun 2001, Turhan ve Turhan
1989). inokulasyon yapilan bu siseler, 15 giin siireyle 25 °C’de 14 saat 151k ve 10

saat karanlik kosullarda inkubasyona birakilmistir.
2.3.2.3. Bitkilerin Yetistirilmesi

“D-17, “D-2” “K-17, “K-27, “K-4”, “K-57, “K-6”, “K-77, “K-8” “DK-
1”,”DK-2", “DK-3”, “DK-4”, “DK-5" ve “DK-6”, ¢esit ve hatlar1 Atatiirk Bahce
Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii Sebzecilik Boliimii  yastiklarinda 10’luk
saksilara 6/10°14 tam yanmig giibre, 3/10’u toprak, 1/10’u kumdan olusan harca
ekimi yapilmistir. Har¢ 90 °C -100 °C’ de buharla 45 dk- 60 dk sterilize edilmistir.
Bitkilerin gerekli kiiltiirel bakim islemleri yapilarak, saglikli olarak yetistirilmesi

saglanmustir.

2.3.2.4. Patojenisite Testi

Patojenisite testi 2004-2005 yillarinda toplanan patlican materyallerinin
dayaniklilik/ toleranthi§inin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. 2006 yilinda ise
dayanikli/tolerant hatlar ile kiiltiir ¢esitlerinin melezlenmesi sonucu elde edilen
materyalin kendilenme asamasindan sonra dayaniklilik/ tolerantligin aktarilip
aktarilmadigini kontrol etmek amaciyla yapilmistir. Patojenisite testinin yapilacagi
ve Oonceden 90 °C -100 °C’ de buharla 45 - 60 dk sterilize edilmis saks1 topragina
yukarida anlatilan siit siselerine hazirlanan inokulumlar % 5 oraninda (1/19)

karistirilarak patojenle bulasik topraklar elde edilmistir (Turhan ve Turhan 1989).

Yapay toprak inokulasyonu gerceklestirildikten sonra saksilar, funguslarin
topraga adaptasyonu amaciyla 4 giin 25 °C’de birakilmis ve bu siire sonunda
onceden ekim yapilip piskin fide asamasina gelen fideler, kok budamas1 yapilarak
bu saksilarin (saksi basma 1 fide) igersine dikilmistir. Denemeler, her saksi bir
tekerriir kabul edilerek 10 tekerriirlii tesadiif parselleri deneme deseninde Bitki

Koruma Boliimii Serasinda yiiriitiilmiistiir.



2.3.2.5. Hastalik Siddetlerinin Belirlenmesi
(Calismada yapraklardaki sararma {izerinden hastalik siddeti tespit edilmistir.
Degerlendirmeler dikimden 4 ay sonra 0-5 skalasina goére yapilmistir (Acciarri ve

ark. 2001, Debode ve ark. 2005, Uslu 2004).

Cizelge 2.3. Patlicanda V. dahliae Hastalik Siddetinin Belirlenmesinde
Kullanilan Skala

Dayanikhilik/
Bitki Toleranthgin
Skala Degeri Adedi Hastalik Siddetinin Tanimi Derecesi
0 Yapraklarin tiimii yesil Cok Dayanikh
0 >
20) 1 Yapraklarin %30’u sar1 Dayanikh
0 >ai
40) 2 Yapraklarin %50’si sar1 Orta Dayanikls
%50-
©0) 3 Yapraklarin %50-70 sar1 Orta Hassas
80) 4 Yapraklar.m sadece tepede Hassas
1-2 tanesi yesil
(100) 5 Tiim yapraklar sar1 Cok Hassas

Elde edilen ham veriler asagidaki Towsend —Heuberger formiilii uygulanarak

hastalik siddeti % olarak belirlenmistir (Karman 1971).

> Skala degeri x Skaladaki 6rnek adedi
% Hastalik Siddeti = x100
Toplam 6rnek adedi x En yliksek sinif degeri

2.3.2.6. Govde Degerlendirmesi: Hastalik siddetinin tespitinde kok
bogazindan itibaren 5-10-15 cm mesafelerden kesit alinarak, damarlarda renk
degisimine gore olusturulan 0-3 skalasina gore degerlendirme yapilmistir (0O;
damarlarda hi¢ renk degisimi yok, 1; ¢ok hafif renk degisimi, 2; Orta siddette renk
degisimi, 3; ¢ok belirgin renk degisimi).



2.3.2.7. Reizolasyon

Patojenisite testi sonucunda hastalikli bitkilerin govdesinde topraktan
itibaren 5-10-15 cm olmak tizere 3 farkli bolgesinden kesitler alinmis ve bu kesitler
1.5-2 dakika siireyle % 0.5’lik sodyum hipoklorit (NaOCl) igerisinde tutularak
yiizeysel dezenfeksiyonlar1 yapilarak 2 kez steril su ile yikanmis ve steril kurutma
kagitlart arasinda kurutulmustur. Kurutulan bu pargalar her bir petriye 5 adet olacak
sekilde PDA besiyerine yerlestirilerek 25 °C’de inkubasyona birakilmistir ve 20-25

giin sonra bunlardan tekrar hastalik etmeni izole edilmistir.
2.3.2.8. DNA Izolasyonu ve Primer Secimi

“D-17, “D-2”, “K-17, “K-27, “K-3” “K-4”, “K-57, “K-6”, “K-7”, “K-8”,
“DK-17, “DK-2”, “DK-3”, “DK-4”, “DK-5", “DK-6" c¢esit ve hatlarindan 1 g yas
doku Ornegi alinarak ve ependorf tiiplere konarak numaralandirilmistir. Dokular
bitkinin en taze yerlerinden alinarak tiiplerin icersine konularak ve sivi azota
atilmistir.  Ornekler (0,1g) havan iginde sivi azot ile fazla giic kullanmaya gerek
olmadan havan igerisinde eziciyi yumusak sekilde havan tabanindan kaldirmadan
saat veya tersi yonilinde cevirerek acik yesil renkli toz hale gelecek sekilde
parcalanmistir. Uzerine 400 pl of buffer AP1 ve 4ul RNAse stok soliisyonlardan
ilave edilmis ve bunlar giiclii sekilde vortexlenmistir. Ornekler sicak su banyosuna
konduktan sonra 10 dakika 65 C° de sicak suda bekletilmis ve arada 2-3 kez
karistirilmistir. Sicak sudan ¢ikan tiiplere 130ul AP 2 bufferden ilave edilmis,
karistirilmis ve 5 dakika buzda bekletilmistir. Ardindan 5 dakika 14 000 rpm de
santrifuj edilmistir. Santrifujdan sonra saydam kismi QIA shredder mini spn
Column tiiplere aktarmis, 14 000 rpm de 1 dakika santrifuj yapilmistir. Tiipiin alt
tarafinda koyu renkli kisim, iist tarafinda tiipte ise saydam DNA iceren kisim
kalmistir. Saydam iist kesim yeni bir tiipe aktarilmig ve aktarilan kismin hacminin
1,5 katt AP3/E buffer ilave edilip alt iist (mix) yaptiktan sonra mixin i¢inden 650 pl
alip beyaz filtreli tiipe doldurulmustur. 8.000 rpm de 1 dakika santrifug yapilmistir.
650 pl aldigimiz tiipte kalan kismida alip tekrar santrifuj edilip tistteki saydam kismi
almmig, tiiplere 500ul Aw buffer kondu ve 8.000 rpm de ldakika santrifuj
edilmistir. Tiplere 100 pl 65 C° de beklettigimiz AE Bufferi ilave edilmis, tekrar
8.000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmis ve altta biriken berrak kismi alip



kullanincaya kadar -20 C° de muhafaza edilmis, beyaz tiiplerin filtre kisminda kalan
DNA larida ¢ikarmak i¢in 75 pl AE buffer dan tekrar konarak ve ayni santrifiij
islemi (8.000 rpm de 1 dakika) tekrarlanmistir. Tiiplerin altinda biriken DNA larda
2. DNA olarak -20 C de saklanmis, 5 pl DNA lardan + 5 p saf sudan + 2 pl loading
dye alip bir tiipe konmus ve bunlar karigmasi i¢in alt iist edilmis daha sonra kisa
siire santrifiij edilmis, bunlara agaroz jel hazirlanarak jele yiliklenmistir. Elde
ettigimiz DNA Orneklerinden bos bir eppendorf tiipe 5 ul DNA ve 495 pl saf su
olacak sekilde konarak 1/100 oraninda seyreltme yapilmis, yani spektrofotometre ile
olciim oncesi 6rnekler hazirlanmis, Beckman DU 530 life Science UV/VIS marka
spektrofotometre ile pl/ml veya ng/ul cinsinden DNA yogunluk degerlerine
bakilmustir, 30 adet primer METIS firmasindan temin edilmis ve bunlardan sadece

10 adedi calismistir (Cizelge 2.4).

2.3.2.9. PCR Uygulamalari

PCR reaksiyonunda 2xPCR master mix (Roche) kullanilmistir. Master mix
icersinde 0.05 units/ ul Taq polimeraz, 4mM MgCl,, 0.4 mM dNTP bulunmaktadir.
20uM primer, 10 ng/ ul DNA ve dH20 kullanilarak PCR tiipleri hazirlanmistir.
DNA amplifikasyonu i¢in Ornekler 35’er devir olacak sekilde 95 °C’de 5 dakika,
94 °C’ de 30 saniye, 35 °C’ de 30 saniye, 72 °C’ de 1 dakika ve 72 °C’ de 5 dakika

tutulmuslardir.
2.3.2.10. Agaroz jel elektroforezi

RAPD-PCR teknigi ile elde edilen amplifikasyon firiinleri %1.5’luk agaroz
jelde (%1.5 agaroz + Seakem LE agarose) elektroforezinde 1x TBE tampon
¢ozeltisi icersinde 100 V’da 4 saat kosturulduktan sonra, ethidium bromide ile
boyanmig ve UV altinda gel goriintileme programi (Kodak) ile 10 adet
bireyde,farkli primerlerin kullanilmasi ile elde edilen amplifikasyon {irlinleri
(bantlar) tizerinde polimorfizm arastirilmistir. Arastirmada kullanilan bu primerlerin

adi, baz dizileri ve erime noktasi Cizelge 2.4’de verilmistir.



Cizelge 2.4. RAPD analizinde kullanilan primerlerin baz dizisi

. . . . -1, | Erime . . ., |Erime

Primer |Baz Dizisi 53 Nokiasi°C Baz Dizisi 5°3 Noktas °C
13001 CAGCACCCAC |314 13016 | TCGGCGATAG [27.3
13002 | TTCCGAACCC |27.3 13017 | AGCCAGCGAA [27.3
13003 |AGGTGACCGT [27.3 13018 | GACCGCTTGT [27.3
13004 GTTGCGATCC |27.3 13019 [ CAAACGTCGG |27.3
13005 CAGGCCCTTC (314 13020 [ TCTGTGCTGG |27.3
13006 AGTCAGCCAC 1273 13021 | TGATCCCTGG [27.3
13007 | GGTCCCTGAC |314 13023 | GGTGACGCAG [31.4
13008 | GTGACGTAGG |27.3 13024 | TGGGGGACTC [31.4
13009 [ TGCCGAGCTG [31.4 13025 [ CCTTGACGCA [27.3
13010 AATCGGGCTG |27.3 13026 [ TCCGCTCTGG (314
13011 AGGGGTCTTG |27.3 13027 | AGGAACGAG 273
13012 GAAACGGGTG (273 13028 | ACCCCCGAAG [27.3
13013 | GGGTAACGCC |314 13029 | GTTTCGCTCC [27.3
13014 | GTGATCGCAG |27.3 13030 | CATCCCCCTG _ [27.3
13015  [CAATCGCCGT [27.3

2.3.2.11. Istatistiki Degerlendirme

Elde edilen ham veriler hastalikli yaprak yiizdesi ve Towsend —Heuberger
formiilii uygulanarak % hastalik siddeti seklinde degerlendirilmistir. Elde edilen
degerlerin varyans analizi 0.05 6nemlilik seviyesinde, gruplandirmalar ise Duncan
testi ile yapilmustir. Istatistiki hesaplamalar temel bazi deneme teknigi kitaplarindan
(Bora ve Karaca 1970, Karman 1971) ve hazir bilgisayar programlarindan (SPSS
(Stastical Package for the Social Sciences) 13.0 for Windows) yararlanilarak

yapilmistir.



2.4. BULGULAR
2.4.1. Verticillium dahliae izolatinin Bitkiler Uzerindeki Etkisi

Inokulumun hazirlanmas1 asamasinda diger tarafta patojenisite testi i¢in
gerekli fideler yetistirilerek asagidaki Sekil 2.3 de goriildigli gibi dikimler
gergeklestirilmistir. Patojenisite testinin ilk iki ayinda tiim hatlarda hig¢bir solgunluk

belirtisi gériilmemistir.

Sekil 2.3. Patojenisite testinde fide dikiminden kisa siire sonra bitkilerin goriiniimii

Fakat ikinci aydan sonra bitkilerde oncelikle “K-1” ve “K-2” ¢esitlerinde

sararma ve solgunluk baglamistir.

Ucgiincii aydan itibaren “DK-1”, “DK-2”, “DK-3", “DK-4", “DK-6" hatlarinda ayni

belirtiler gbzlenmeye baslanmistir.



Y s

Sekil 2.4. Yapraktaki sararma ve solgunluk belirtilerinden gériintim.



Sekil 2.5. Patojenisite testinde {i¢lincii aydan itibaren “DK-1”, “DK-2", “DK-3”,
“DK-4”, “DK-6" ¢esitlerinde izlenen sararma ve solgunluk
belirtilerinden goriiniim

Bunun yani sira yukarida bahsi gecen hatlardaki belirtilerin tespit edildigi zamanlarda
“D-1” ve “D-2” nolu hatlarda sararma ve solgunluk seklinde higbir belirti tespit

edilmemistir.



Sekil 2.6. Patojenisite testinde ligiincii ayda “D-2” ¢esidinden goriiniim

2.4.1.1. 2004 Yilina Ait Deneme Sonuclar: (Dayanikh ve Kiiltiir Cesitlerinin
Verticillium dahliae izolat1 ile Testlenmesi)

Patojenisite testi Bitki Koruma Boliimii Serasinda kurulduktan dort ay sonra
yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak sayim yapilmistir ve elde
edilen ham veriler hastalikli yaprak yiizdesi ve Towsend —Heuberger formiilii
uygulanarak % hastalik siddeti seklinde degerlendirilmistir. Sonugta kiiltiir ¢esitlerinde
hastalik ylizdesi “ K-17: %88, “K-2: %70, “K-3": %88, “K-4": %74, “K-5:
%76, “K-6": %84, “K-7": %84, “K-8":%96 oraninda tespit edilirken, dayanikl kiiltiir
olarak elde ettigimiz ¢esitlerde hastalik yiizdesi “DK-1":%96, “DK-2":%70, “DK-
37:9%78, “DK-4":%74, “DK-5":%38, “DK-6":%86 oraninda belirlenmistir. Dayanikl
olan ve Diinya’da yapilan bir ¢ok c¢alisma ile de kanitlanmis ve tiim calismalarda
dayanikli hat olarak kullanilan ve bizim g¢alismada da bu amagla kullanilmis olan
iki dayanikli hatta ise hastalik orami “D-17:%3, “D-2":%10 oldukea diisiik tespit
edilmistir. 2004 yili sonuclar1 istatistiki olarak kendi icersinde degerlendirildiginde
hastalik ytlizdesi bakimindan hatlarin arasindaki fark 6nemsiz ¢ikmistir. Dayanikli kiiltiir
cesitlerine kendi icersinde bakildiginda en yliksek sararma ve solgunluk yiizdesini “DK-

1 hatt1 %96 degeri ile gosterirken en diisiik sararma ve solgunluk yiizdesini “DK-5"



hatt1 % 38 degeri ile gostermistir, ki bu hat tiim hatlarin i¢ersinde en diisiik sararma ve

solgunluk derecesini vermistir. Tiim hatlarin sonuglar1 Cizelge 2.5 de goriilmektedir.

Cizelge 2.5. 2004 Y11 Patlican Genitorlerinin Verticillium dahliae Hastalik

Siddetleri
Dayamkhihk/
Hastahigin Bitki Toleranthgin Derecesi
Siddeti Adedi
0 2 Cok Dayanikli (D-1,D-2)
200 1 Dayanikl
(40) 2 1 Orta Dayanikli (DK-5)
(60) 3 Orta Hassas
80) 4 6 Hassas (K-2, K-4, K-5, DK-2, DK-3, DK-4)
(100) 5 7 Cok Hassas (K-1, K-3, K-6, K-7, K-8, DK-1, DK-6)

Cizelge 2.5. deki sonuglara gore iki hat ¢ok dayanikli olarak belirlenirken, bir hattin
orta dayanikli oldugu, alt1 hattin hassas ve yedi hattin ise ¢ok hassas oldugu tespit
edilmistir. Buradan genel olarak kiiltiir ¢esitlerinden bes hattin (“K-17, “K-3”, “K-6",
“K-77, “K-8”,) cok hassas smifa girdigi, bunun yani sira ii¢ hattin ise (“K-27, “K-4”,
“K-5,) hassas smifa girdigi goriilmektedir. Dayanikl kiiltiir ¢esitlerinde ise iki hattin
(“DK-17, “DK-6") ¢ok hassas sinifa girer iken, ii¢ hattin ise (“DK-2”, “DK-3”, “DK-4")
hassas smifa girdigi tespit edilmistir. Eldeki dayamikhi iki hattin (“D-17, “D-2”)
ikisininde ¢ok dayanikli sinifa dahil olduklar1 belirlenmistir. Cizelge 2.5 deki sonuglar
yil ve dayaniklilik faktor olarak alinarak tek yonlii varyans analizine tabi tutulmustur.
Sonug olarak yilin 6nemsiz oldugu tespit edilirken, kiiltiir ile dayanikli kiiltiir arasindaki
fark 6nemli bulunmustur. Tiim kiltiir ¢esitlerinin dayanikli kiiltiir ¢esitleri ile arasinda
farka tek varyans analizi ile baktigimizda “K-17, “K-2”, “K-3”, “K-4”, “K-5”, “K-6",
“K-77, “K-8” Kkiiltiir ¢esitlerinin hepsinde yalnizca “D-17, “D-2” ve “DK-5" hatlar ile
aralarindaki fark 6nemli ¢ikmistir. “DK-5" ila “D-1" arasindaki fark istatistiki a¢idan
onemli bulunurken “DK-5" ila “D-2" arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir

(Ek-1).



2.4.1.2. 2004 Yiinda Dayamkh ve Kiiltiir Cesitlerinin Verticillium
dahliae izolat1 ile Testleme Sonunda Yapilan Govde Degerlendirmesi

Hastalik siddetinin tespitinde kok bogazindan itibaren 5-10-15 cm mesafelerden
kesit alinarak yapilan govde degerlendirmesinde 0-3 skalasina gore Cizelge 2.6°de

verilen sonuglar tespit edilmistir.

Cizelge 2.6. 2004 Yil1 Govde Degerlendirme Sonuglari

Cesit 1. Kesit (5 cm) | 2.Kesit (10 cm) | 3. Kesit (15cm)
D-1 0 0 0
D-2 0 0 0

DK-1 2 1 1

DK-2 1 0 2

DK-3 0 1 2

DK-4 0 1 1

DK-5 2 2 3

DK-6 1 1 0
K-1 2 3 2
K-2 3 3 3
K-3 3 1 1
K-4 1 2 1
K-5 1 1 2
K-6 1 1 2
K-7 3 2 1
K-8 3 3 2

2004 yilinda uygulanan govde degerlendirmesinde yabani dayanikli ¢esitlerde
govdede, damarlarda hastalikla ilgili herhangi bir belirtiye rastlanmamustir. Zaten bu
cesitler yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda
da ¢ok dayamikli olarak belirlenmistir.  Dayanikli kiltiir c¢esitlerinde gdévdede
damarlarda farkli seviyelerde renk degisimlerine rastlanmistir. Dayanikli kiiltiir
cesitlerinin icersinde damarlarda renk degisim seviyesi en yiiksek cesit “DK-5”
cesididir. Bu c¢esit yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalast kullanilarak
yapilan sayimda en diisiik sararma ve solgunluk yiizdesini “DK-5" hatt1 % 38 degeri ile
gostermistir. Bu durumda bu cesit icin; Verticillium dahliae hastaligmma karst belli

seviyede bir dayamim gosterdigi disiiniilebilir, ¢linkii bitkinin damarlarinda bu



hastaligin belirtilerine yiiksek (2-2-3) seviyede rastlanir iken, ayn1 ¢esidin
yapraklarinda yapilan sayim sonucu solgunluk yiizdesi % 38 olarak tespit edilmistir.
Burada genel olarak kiiltiir ¢esitlerinde renk degisim seviyesinin biraz daha siddetli
seviyede oldugu tespit edilmistir. Ozellikle “K-17, “K-2”, “K-8”¢esitlerinde bu siddet
kiiltiir ¢esitleri igersinde de digerlerine gore biraz daha yiiksek bulunmustur. Bu
cesitlerin yapraklardaki sararmadan yola c¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan
sayimda sararma ve solgunluk yiizdesi sirastyla “K-17: %88, “K-2: %70, “ K-
87:9%96 olarak tespit edilirken, Cizelge 2.6’de patlican genitdrlerinin V. dahliae
hastalik siddet oranlarina gore “K-1” ve “K-8” cesitleri ¢ok hassas sinifa girerken, “K-
2” ¢esidi ise hassas sinifta yer almistir. Bu durumda “K-2” ¢esidi govdedeki tiim
cesitlerin igersinde en yliksek seviyede hastalik siddetini gostermesine ragmen
yapraklardaki sayimda sararma ve solgunluk Ol¢limlerinde yilizde degerinin diisiik

olmasi bu ¢esidin hastaliga karsi belli miktar tolerant oldugunu gdostermektedir.

2004 yilinda bitki govdesinin farkli seviyelerinden alinan kesitlerde yapilan
degerlendirme sonucunda kesitler arasinda fark goriilmemistir. Dolayisiyla bitkinin

govdesinde hastaligin siddeti konusunda seviyeden kaynaklanan farklar gézlenmemistir
(Sekil 2.7).



Sekil 2.7. 2004 yilinda govde degerlendirmesi dayanikli ve kiiltiir
gesitlerinin V. dahliae izolat1 ile testleme sonunda
yapilan govde degerlendirmesinden goriiniiniim

2.4.1.3. 2004 Yilinda Dayamkh ve Kiiltiir Cesitlerinin Verticillium
dahliae izolat1 ile Testleme Sonunda Yapilan Reizolasyon

Patojenisite testi sonucunda hastalikli bitkilerin gévdesinde topraktan itibaren 5-
10-15 cm olmak iizere 3 farkli bolgesinden kesitler alinarak PDA besiyerine her
petride 5 disk olacak sekilde yerlestirilerek 20-25 giin sonra hatlardan tekrar hastalik
etmeni izole etme oranlar1 Cizelge 2. 7°de verilmistir. Reizolasyon elde mevcut bulunan
tim c¢esit ve hatlara uygulanmistir bu isleme hatlarin tepkisi farkli olmakla birlikte
hastalik etmeninin tekrar izole edilemedigi hi¢bir hat olmamustir. Tiim hatlardan

hastalik etmeni geri izole edilmistir.



Cizelge 2.7. 2004 Yil1 Reizolasyon Sonuglari

Cesit 1. Petri (5 cm) | 2.Petri (10 cm) | 3. Petri (15cm)
D-1 1/5 0/5 0/5
D-2 0/5 1/5 0/5
DK-1 5/5 2/5 3/5
DK-2 3/5 2/5 4/5
DK-3 5/5 4/5 4/5
DK-4 1/5 5/5 4/5
DK-5 0/5 1/5 0/5
DK-6 5/5 5/5 5/5
K-1 5/5 2/5 5/5
K-2 1/5 4/5 4/5
K-3 3/5 5/5 1/5
K-4 4/5 3/5 3/5
K-5 2/5 5/5 4/5
K-6 2/5 1/5 1/5
K-7 2/5 1/5 3/5
K-8 1/5 2/5 5/5

Cizelge 2.7°deki sonuglara gore her bir ¢eside toplamda bakildiginda dayanikl
hatlarin her ikisinde de 1/15 yani; 15 kesitten sadece 1 tanesinden hastalik geri
alimmustir. Bu gesitlerde yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalast kullanilarak
yapilan sayimda “D-1" ve “D-2” yabani ¢esitleri ¢cok dayanikli sinifta bulunmaktadir.
Dayanikli kiiltiir ¢esitlerinden hastaligin geri alinma oran1 “DK-1": 10/15, “DK-2":
9/15, “DK-3": 13/15, “DK-4: 10/15, “DK-5": 1/15 ve “DK-6": 15/15’tir. Dayanikl
kiiltiirlerin igersinde reizolasyon orani en diisiik ¢esit DK-5 iken, en yiiksek cesit “DK-
6” dir. Bu ¢esitlerde yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak
yapilan sayimda “DK-5" c¢esidi orta dayanmikli simfta, “DK-2”, “DK-3”, “DK-4”
cesitleri hassas sinifta bulunurken, “DK-1" ve “DK-6" ¢esitleri ise ¢ok hassas sinifta
bulunmaktadir. Goriildiigii gibi hassas ve ¢ok hassas sinifta bulunan bitkilerde hastalik
siddeti yiiksek oldugu i¢in bu bitkilerden alinan kesitlerde reizolasyon yiizdesi de
yiiksek olmaktadir.

Kiiltiir ¢esitlerinden hastaligin geri alinma oram1 “K-17: 12/15, “K-2: 9/15, “K-3":
9/15, “K-4: 10/15, “K-5": 11/15, “K-6": 4/15, “K-7": 6/15 ve “K-6": 8/15°tir.



Dayanikli kiiltiirlerin icersinde reizolasyon orani en yliksek cesit “K-5 tir. Bu ¢esit
yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda hassas
simifa girmistir ve govde izolasyonunda hastalik siddeti diistiktiir (1-1-2). “K-5""ten
baska diger kiiltiir cesitleri yapraklardaki sararmadan yola c¢ikarak 0-5 skalasi
kullanilarak yapilan sayimda “K-2”, “K-4" ¢esitleri hassas, “K-17, “K-3”, “K-6”, “K-7",
“K-8” ¢esitleri ise ¢ok hassas sinifta yer almaktadir. Hassas sinif veya ¢ok hassas sinifta

yer alanlar arasinda hastalifin reizolasyon yiizdesine bakildiginda ¢ok onemli farkin

olmadig1 dikkati ¢ekmektedir.

Sekil 2.8. 2004 Yil1 reizolasyon sonucunda petrileri saran Verticillium dahliae
fungusundan goriiniim

2.4.1.4. 2005 Yilina Ait Deneme Sonuglari (Dayanikh ve Kiiltiir

Cesitlerinin Verticillium dahliae izolati ile Testlenmesi)

Patojenisite testi 2005 yilinda da yine ayn1 Bitki Koruma Boliimii Serasinda
kurulmugtur ve dort ay sonra yapraklardaki sararmadan yola cikarak 0-5 skalasi
kullanilarak sayim yapilmistir ve elde edilen ham veriler hastalikli yaprak yiizdesi ve
Towsend —Heuberger formiili uygulanarak % hastalik siddeti seklinde
degerlendirilmistir. Sonugta kiiltliir cesitlerinde hastalik yilizdesi “K-17: %386,
“K-2": %83, “K-3": %87, “K-4”: %80, “K-5": %85, “K-6": %76, “K-7": %74, “K-

87:%82 oraninda tespit edilirken, dayanikli kiiltiir olarak elde ettigimiz hatlarda



hastalik  ylizdesi “DK-17:%88, “DK-2":%78, “DK-3":%78, “DK-4":%380,
“DK-5":%36, “DK-6":%80 oraninda belirlenmistir. 2005 yilinda da yine “D-1":%3,

“D-27:%9 oran1 olduke¢a diisiik tespit edilmistir. 2005 yil1 sonuglart istatistiki olarak
kendi igersinde degerlendirildiginde aralarindaki fark onemsiz ¢ikmustir. Dayanikli
kiiltiir ¢esitlerine kendi igersinde bakildiginda en yiiksek sararma ve solgunluk
ylizdesini “DK-1” hatt1 %88 degeri ile gosterir iken, en diisiik sararma ve solgunluk
yiizdesini “DK-5" hatt1 %36 degeri ile gostermistir, ki bu hat 2005 yilinda da tim
hatlarin igersinde en diisiik sararma ve solgunluk derecesini vermistir. Tiim hatlarin

sonuglar1 Cizelge 2.8’de goriilmektedir.

Cizelge 2.8. 2005 Yil1 Patlican Genitdrlerinin Verticillium dahliae Hastalik

Siddetleri
Dayamkhihk/
Hastahigin Bitki Toleranthgin Derecesi
Siddeti Adedi
0 2 Cok Dayanikli (D-1,D-2)
(200 1 Dayanikl
(40) 2 | Orta Dayanikli (DK-5)
(60) 3 Orta Hassas
80) 4 7 Hassas ( K-4, K-6, K-7, DK-2, DK-3, DK-4, DK-6)
(100) 5 6 (Cok Hassas (K-1, K-2, K-3, K-5, K-8, DK-1)

Buradan genel olarak kiiltiir cesitlerinden bes hattin (“K-17, “K-2”, “K-3”, “K-57,
“K-8”) ¢ok hassas sinifa girdigi, bunun yan1 sira ii¢ hattin ise (“K-4”, “K-67, “K-77)
hassas sinifa girdigi goriilmektedir. Dayanikli kiiltiir ¢esitlerinde ise sadece bir hat
(“DK-1”) ¢ok hassas sinifa girer iken, dort hattin ise (“DK-2", “DK-3”, “DK-4”, “DK-
6”) hassas sinifa girdigi tespit edilmistir. Eldeki dayanikli iki hattin (“D-17, “D-2")
ikisinin de ¢ok dayanikli sinifa dahil olduklart belirlenmistir. Cizelge2.8’deki sonuglar
yil ve dayaniklilik faktor olarak alinarak tek yonlii varyans analizine tabi tutulmustur.
Sonug olarak yilin 6nemsiz oldugu tespit edilirken, kiiltiir ile dayanikli kiiltiir arasindaki
fark 6nemli bulunmustur. Tim kiiltiir cesitlerinin dayanikli  kiiltiir cesitleri ile
arasinda farka tek tek varyans analizi ile baktigimizda “K-17, “K-27, “K-3”, “K-4”, “K-
57, “K-6”, “K-77, “K-8” kiiltlir ¢esitlerinin hepsinde yalnizca “D-17, “D-2" ve “DK-

5” hatlan ile aralarindaki fark onemli c¢ikmistir. “DK-5" ila “D-1" arasindaki fark



istatistiki agidan 6nemli bulunurken “DK-5 ila “D-2" arasindaki farkin 6nemsiz oldugu

tespit edilmistir.

2004 ve 2005 yillar1 arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemsiz oldugu tespit
edilmistir ve Sekil 2.9°da da 2004 ve 2005 yillar1 arasinda dayanikli hatlar, dayanikli
kiiltiir ve kiiltiir cesitlerinin patojenisite testi sonunda hastalik siddet oranlar1 kendi

arasinda incelendiginde, iki yilda da sonuglarin paralellik gosterdigi tespit edilmistir.
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2.4.1.5. 2005 Yilinda Dayamkh ve Kiiltiir Cesitlerinin Verticillium dahliae
izolati ile Testleme Sonunda Yapilan Govde Degerlendirmesi

Hastalik siddetinin tespitinde kok bogazindan itibaren 5-10-15 cm mesafelerden
kesit alinarak yapilan govde degerlendirmesinde 0-3 skalasina gore Cizelge 2.9°da

verilen sonugclar tespit edilmistir.

Cizelge 2.9. 2005 Yil1 Govde Degerlendirmesi Sonuglari

Cesit 1. Kesit (5 cm) |[2.Kesit (10 cm) | 3. Kesit (15 cm)
D-1 0 0
D-2
DK-1
DK-2
DK-3
DK-4
DK-5
DK-6
K-1
K-2
K-3
K-4
K-5
K-6
K-7
K-8
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2005 yilinda uygulanan govde degerlendirmesinde yabani dayanikli ¢esitlerin  her
ikisinde de govdenin farkli seviyelerinde sadece birer kesitlerinde ¢ok hafif renk
degisimi tespit edilmistir. Bu ¢esitlerin yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5
skalas1 kullanilarak yapilan sayimda ¢ok dayanikli smifina girdigi belirlenmistir.
Dayanikl1 kiiltiir ¢esitlerinde govdede damarlarda farkli seviyelerde renk degisimlerine
rastlanmistir. Dayanikli kiiltlir ¢esitlerinin i¢ersinde damarlarda renk degisim seviyesi
en yiiksek cesitler “DK-3”, “DK-4" ve “DK-6" cesitleridir. Bu ¢esitlerin yapraklardaki
sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda sararma ve solgunluk
yiizdeleri “DK-3":%78, “DK-4” ve “DK-6" ¢esitlerinin her ikisinin de %80 olarak
tespit edilmis, bu li¢ cesitte hassas simifa girmistir. 2005 yilinda yapilan gdévde
degerlendirmesi sonucunda dayanikli kiiltiir cesitleri ile kiiltliir cesitleri arasinda

govdedeki renk degisim seviyesinde 6nemli farkin olmadigi gozlenmistir.



Kiiltiir c¢esitlerini kendi icersinde degerlendirdigimizde “K-3” ve “K-8” ¢esitlerinde
damarlardaki renk degisimleri digerlerine gore biraz daha yiliksek bulunmustur. Bu
cesitlerin yapraklardaki sararmadan yola c¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan
sayimda sararma ve solgunluk yiizdesi sirasiyla “K-3": %87 ve “K-8:%82 olarak tespit
edilirken, Cizelge 2.9’da patlican genitorlerinin V. dahliae hastalik siddet oranlarina

gore “K-3” ve “K-8” ¢esitleri ¢ok hassas sinifta yer almistir.

2005 yilinda bitki govdesinin farkli seviyelerinden alinan kesitlerde yapilan
degerlendirme sonucunda farkli seviyelerin kesitleri arasinda fark goriilmemistir.
Dolayisiyla bitkinin gévdesinde hastaligin siddeti konusunda seviyeden kaynaklanan

farklar gozlenmemistir.

2.4.1.6. 2005 Yiinda Dayamkh ve Kiiltiir Cesitlerinin Verticillium
dahliae izolat1 ile Testleme Sonunda Yapilan Reizolasyon

Patojenisite testi sonucunda hastalikli bitkilerin gévdesinde topraktan itibaren 5-
10-15 cm olmak iizere 3 farkli bolgesinden kesitler alinarak PDA besiyerine her
petride 5 disk olacak sekilde yerlestirilerek 20-25 giin sonra hatlardan tekrar hastalik

etmeni izole etme oranlar1 Cizelge 2.10’da verilmistir.

Cizelge 2.10. 2005 Yil1 Reizolasyon Sonuglari

Cesit 1. Petri (5 cm) |2.Petri (10 cm) | 3. Petri (15 cm)
D-1 0/5 4/5 5/5
D-2 2/5 4/5 3/5
DK-1 4/5 3/5 4/5
DK-2 4/5 4/5 0/5
DK-3 4/5 1/5 5/5
DK-4 1/5 4/5 3/5
DK-5 5/5 3/5 2/5
DK-6 2/5 4/5 4/5
K-1 3/5 1/5 4/5
K-2 2/5 0/5 1/5
K-3 3/5 3/5 2/5
K-4 1/5 4/5 5/5
K-5 5/5 2/5 2/5
K-6 0/5 3/5 4/5
K-7 1/5 5/5 5/5
K-8 2/5 5/5 5/5




Reizolasyon elde mevcut bulunan tiim ¢esit ve hatlara uygulanmistir ve sonucta
tiimiinden hastalik tekrar geri elde edilebilmistir. Her bir ¢eside toplamda bakildiginda
dayanikli hatlarda da 2005 yilinda reizolasyon orami yiiksek olmustur, dayanikli
cesitlerin her ikisinde (“D-17, “D-2”) toplam oran 9/15 tir, yani; 15 kesitten 9
tanesinden hastalik geri alinmistir. Dayanikl kiiltiir ¢esitlerinden hastaligin geri alinma
orant “DK-1": 11/15, “DK-2": 8/15, “DK-3": 10/15, “DK-4": 8/15, “DK-5": 10/15 ve
“DK-6": 10/15’tir. Dayanikl1 kiiltiirlerin igersinde reizolasyon orani en yiiksek cesit
“DK-1” dir. Bu cesitlerde yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi
kullanilarak yapilan sayimda “DK-5" c¢esidi orta dayanikli sinifta, “DK-2”, “DK-37,
“DK-4”, “DK-6" c¢esitleri hassas sinifta bulunurken, “DK-1"gesidi ise c¢ok hassas
sinifta bulunmaktadir. Goriildiigii gibi ¢ok hassas smifta bulunan “DK-1” ¢esidinde
hastalik siddeti yiiksek oldugu icin bu bitkiye ait kesitlerden reizolasyon ylizdesi de
yiiksek olmaktadir.

Kiiltiir cesitlerinden hastaligin geri alinma oran1 “K-17: 8/15, “K-2:3/15,
“K-3": 8/15, “K-4”: 10/15, “K-5": 9/15, “K-6": 7/15, “K-77: 11/15 ve “K-8: 12/15tir.
Dayanikli kiiltiirlerin icersinde reizolasyon orani en yiiksek cesit “K-8” tir. Bu ¢esit
yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda ¢ok
hassas smifa girmistir ve govde izolasyonunda hastalik siddeti ¢ok yiiksektir (3-3-3).
“K-8"ten baska diger kiiltiir ¢esitleri yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi
kullanilarak yapilan sayimda “K-4”, “K-6”, “K-7 ¢esitleri hassas, “K-17, “K-2”, “K-3”,
“K-57, “K-8” ¢esitleri ise ¢cok hassas sinifta yer almaktadir. Hassas sinif veya ¢ok hassas
sinifta yer alanlar arasinda hastaligin reizolasyon oranina bakildiginda ¢ok 6nemli

farkliligin olmadig1 dikkati ¢gekmektedir.

2.4.1.7. 2006 Yilina Ait Deneme Sonuclar: (Tolerant ve Kiiltiir ile
Bunlarin Melezinin Verticillium dahliae izolati ile Testlenmesi)

Patojenisite testi 2006 yilinda da yine ayn1 Bitki Koruma Boliimii Serasinda
kurulmustur ve dort ay sonra yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0- 5 skalasi
kullanilarak sayim yapilmistir ve elde edilen ham veriler hastalikli yaprak yiizdesi ve
Towsend —Heuberger formiili uygulanarak % hastalik siddeti seklinde
degerlendirilmistir. 2006 yilinda patojenisite testine “K-1 ¢esidi ile “DK-5" hatt1 ve

bunlarin melezi olan “F;” ve F;’in kendilenmesi ile olusan F, alinmistir. Bunlarin



kontrolleri 1ile birlikte 390 adet bitki testlenmistir. Kontrollerin yapraklarindaki
sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda hastalik yiizdeleri
sirastyla; “K-17 % 10, “DK-5" %0, “F;” %4, “F,” % 0 olarak belirlenir iken,
Verticillium fungusu bulasik topraga dikim yapilan bitkilerde hastalik ytizdesi sirasiyla;
“K-17 % 28, “DK-5" %22, “F;” % 38 olarak tespit edilmistir. “F,” yapraklarindaki
sararmadan  yola  ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda hastalik
yilizdelerinde farklilik goriilmiistiir. Zaten dogal olarak “F,” de bekledigimiz bu
farliliklar oran olarak baktigimizda; 200 adet bitkinin yapraklarindaki sararmadan elde
edilen ham veriler hastalikli yaprak yiizdesi ve Towsend —Heuberger formiilii
uygulanarak % hastalik siddeti seklinde degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonunda
oran olarak bakildiginda 200 bitkinin % 55’inde hastalik siddeti %2 ila % 6 arasinda
degisir iken, % 45’inde ise %36 ila % 44 arasinda degismistir.

2006 yili sonuglar1 F; ve F, generasyonlar1 faktdr olarak alinarak tek yonlii varyans
analizine tabi tutulmustur. Sonug olarak F;’in degeri 25.43 & 11.87 (ortalama + standart
hata) olarak belirlenirken, F,’nin degeri 15.78 + 15.76 (ortalama + standart hata)
belirlenmigtir. Fakat p degeri 0.073 olarak belirlendigi i¢in, yani p>0.05 oldugu icin bu

iki gurup (generasyon) arasinda anlamli fark bulunmamustir.

2.4.1.8. 2006 Yilinda Tolerant ve Kiiltiir Melezinin Verticillium
dahliae izolat1 ile Testleme Sonunda Yapilan Govde
Degerlendirmesi

Hastalik siddetinin tespitinde kdk bogazindan itibaren 5-10-15 cm mesafelerden
kesit alinarak (Sekil 2.10) yapilan govde degerlendirmesinde 0-3 skalasina gore Cizelge

2.11°da verilen sonuglar tespit edilmistir.



Cizelge 2.11. 2006 Y1l1 Govde Degerlendirmesi Sonuglari

Cesit 1. Kesit (5 cm) |2.Kesit (10 cm) | 3. Kesit (15 cm)
K-1(K) 1 1 0
K-1 3 2 3
DK-5 (K) 0 0 0
DK-5 0 2 1
F; (K) 0 0 0
F, 0 0 0
F, 1 1 1
F, 2 1 1
F, 2 2 1
Fy 2 2 2
F, 3 2 2
F, 3 3 3
F; (K) 0 0 0
F, 0 0 0
F, 1 1 1
F, 2 1 1
F, 2 2 1
F, 2 2 2
F, 3 2 1
F, 3 3 3

2006 yilinda patojenisite testine “K-1" ¢esidi ile “DK-5" hatt1 ve bunlarin melezi olan
“F;” ve F;’in kendilenmesi ile olusan F, alindig1 i¢in govde degerlendirmesi de yine
bunlarin gdvdelerinde yapilmistir. Ancak 2006 yilinda yapilan patojenisite testinde
ozellikle F, deki hastalik siddetindeki dagilimi gérmek amaglandigi 390 adet bitki ile
calisildigr i¢in tiim bu bitkilerin govdelerinden alinan izolasyon degerleri tek tek
verildigi kosulda ¢ok uzun ve gereksiz olacagi i¢in gruplandirma yapilarak sonuglar
Cizelge haline getirilmistir. Cizelge 2.10” da goriilmekte olan sonuglar 6zellikle F,’de
200 bitkinin govde degerlendirmesi sirasinda verilen degerlerden yapilan guruplardir.
Cizelge 2.11°dan goriildiigii gibi kontrol olan bitkilerin hastalik siddeti 0-3 skalasina
gore genelde 0-0-0 olmakla birlikte sadece “K-1” ¢esidinde 1-1-0 olarak tespit edilirken,
aynt ¢esidin hastalik bulastirilmig  bitkilerinde hastalik siddeti 3-2-3 olarak
belirlenmistir. Bu ¢esit daha onceki iki yilda da yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak
yapilan % hastalik siddetinde hassas smnifta yer almistir. “DK-5" hatti kontrol
bitkilerinde govde degerlendirmesinde hastaliga rastlanmaz iken, yine ayni hattin

hastalik bulastirilmis bitkilerinde govde degerlendirmesinde hastalik siddeti 0-1-1



olarak tespit edilmistir. “F,” bitkilerinde gdvde degerlendirmesinde hastalik siddetine
tiim guruptan rastlanmakla birlikte agirlikta ¢ogu bitkide hastalik siddeti 0-3 skalasina
gbre ortalama 2 civarinda hastalik siddetine rastlanmistir. “F,” bitkilerinde govde
degerlendirmesinde de beklenen dagilim gozlenmistir. Cizelge 2.10°da genelde “F,”
bitkilerinde hastalik siddeti dagilimi ortalama 0-1 olanlar ayni gruba, hastalik siddeti
ortalama 2-3 olanlar bir grup olarak alinarak bir siniflandirma yapilmistir. Bu
siniflandirmada; hastalik siddetine gore tiim bitkilerde bir oranlama yapildiginda 0-1
gurubundaki bitkilerin yiizdesi genel olarak dayanikli/ tolerant olarak kabul edilir iken,
2-3 grubundaki bitkiler ise hassas olarak kabul edilmistir. Buna gore “F,” bitkilerinin

%355°1 dayanikli/tolerant olarak belirlenir iken, % 45°1 ise hassas olarak tespit edilmistir.

Sekil 2.10. 2006 yilinda “K-1” ¢esidi ile “DK-5 hatt1 ve bunlarin melezi olan F; ve
Fy’nin  Verticillium dahliae izolat1 ile testleme sonunda yapilan govde
degerlendirmesinden goriintinim

2.4.1.9. 2006 Yilinda Tolerant ve Kiiltiir Melezinin Verticillium
dahliae izolat1 ile Testlemesi Sonunda Yapilan Reizolasyon

Patojenisite testi sonucunda hastalikli bitkilerin gévdesinde topraktan itibaren 5-
10-15 cm olmak iizere 3 farkli bolgesinden kesitler alimmarak PDA besiyerine her
petride 5 disk olacak sekilde yerlestirilerek 20-25 giin sonra hatlardan tekrar hastalik
etmeni izole etme oranlart belirlenmistir. 2006 yilinda yapilan patojenisite testinde
ozellikle F, deki hastalik siddetindeki dagilimi gérmek amaciyla 390 adet bitki ile

calisilmistir ve tiim bu bitkilerin gévdelerinden alinan reizolasyon degerleri tek tek



verildigi kosulda ¢ok uzun ve gereksiz olacagi i¢in gruplandirma yapilarak

sonuglar Cizelge 2.12°de verilmistir.

Cizelge 2.12. 2006 Y1l1 Reizolasyon Sonuglari

Cesit 1. Kesit (5 cm) |2.Kesit (10 cm) | 3. Kesit (15 cm)
K-1(K) 1/5 1/5 0/5
K-1 3/5 3/5 5/5
DK-5 (K) 0/5 0/5 0/5
DK-5 0/5 2/5 1/5
Fy (K) 0/5 0/5 0/5
F, 0/5 1/5 1/5
Fy 1/5 1/5 1/5
F, 2/5 2/5 1/5
Fy 2/5 3/5 3/5
F, 3/5 4/5 2/5
F, 4/5 4/5 3/5
F, 5/5 5/5 5/5
F, (K) 0/5 0/5 0/5
F, 0/5 0/5 0/5
F, 1/5 1/5 1/5
F, 2/5 1/5 0/5
F, 2/5 1/5 1/5
F, 4/5 2/5 2/5
F, 3/5 4/5 3/5
F, 5/5 4/5 5/5

Cizelge 2.12°deki sonuglara gore kontrol bitkilerinden hastaligin geriye izole
edilme toplam oranlar1 “K-1" ¢esidinde 2/15 iken, “DK-5" hattinda, “F;” ve “F,” de
0/15 tir. Kontrollerin yapraklarindaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak
yapilan sayimda hastalik yiizdeleri sirasiyla; “K-17 % 10, “DK-5" %0, “F;” %4, “F,”
% 0 olarak belirlenmistir. V. dahliae bulastirilmis topraga dikim yapilan bitkilerde
hastaligin geriye izole edilme toplam oranlar “K-1" ¢esidinde 11/15 iken, “DK-5"
hattinda 3/15, “F;” de 52/105 ve “F,” de 42/105 olarak tespit edilmistir.
Yapraklarindaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda
hastalik yiizdeleri sirasiyla; “K-1" % 28, “DK-5" %22, “F;” % 38 olarak tespit edilir
iken, “F,” bitkilerinde 200 bitkinin % 55’inde hastalik siddeti %2 ila % 6 arasinda

PR

degisir iken, % 45’inde ise %36 ila % 44 arasinda degistigi belirlenmistir.



2.4.1.10. DNA izolasyonu

Patlican genotip ve/veya cesitlerinden toplam 16 adet (D-1, D-2, K-1, K-2, K-3,
K-4, K-5, K-6, K-7, K-8, DK-1, DK-2, DK-3, DK-4, DK-5, DK-6) hastaliga dayanikl
(2 adet), dayanikli kiiltiir (6 adet), veya hassas (8 adet) o6rneklerin her biri i¢in en az bes
degisik bireyden taze yaprak oOrnekleri alinarak sivi azot igerisinde dondulmustur.
Dondurulan bu 6rneklerden 0,1 g yas doku 6rnegi kullanilarak bitki DNA izolasyonu
QIAGEN DNeasy Mini kit kullanilarak yapilmistir. Elde edilen DNA’larin gorsel

olarak agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 2.11°da verilmistir.

VIR,
a A

DK 1
DK 2
DK 5
DK 6

K8
K7
K6
K1
K2
K3
K 4
K5
DIl
D2

Sekil 2.11. Calismada kullanilan patlican ¢esit ve hatlarina ait DNA’larin %1,5 lik
agaroz jelde EtBr ile boyanarak gorsel olarak goriintiileri.

Sekil 2.11 incelendiginde DNA’larin agaroz jel iizerinde RNA ve diger hiicre
tirlinlerinden ari olarak pargalanmamis tek bant olusturdugu goriilmektedir. Bu sonug
elde edilmis olan genomik DNA’larin spektorofotometre ile yapilan konsantrasyon
Olciimlerinde oransal olarak karsilastirma saglamistir. Konsantrasyonlari belirlenenen
orneklerden son konsantrasyonu 10 ng/ml olacak sekilde bulklar hazirlanmstir.
Gereksiz masraflardan kacinmak i¢in dayaniklilar (D-1 ve D-2) ile bulk 1, orta

dayaniklilar ile (DK-5) bulk 2 , dayanikhi kiiltiir ¢esitleri ile (DK-1, DK-2, DK-3,



DK-4, DK-6) ile ise bulk3 ve kiiltiir ¢esitleri ile (K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6, K-7, K-
8) bulk 4 Hazirlanmustir.

2.4.1.11. PCR uygulamalar

PCR uygulamalari ve RAPD analizlerinde kullanilan toplam kullanilan 30 adet
primerden sadece 10 adedi band {iretmistir, bu primerlerin adi, baz dizileri ve iirettikleri

bandin biiytikligl Cizelge 2.13’de verilmistir.

Uygulamalar sonucunda en iyi polimorfizim veren primerlerin amplifikasyon jel

oOrintileri ise Sekil 2.12° de gdsterilmistir.

13003 13004 13005 13006 13008 13009 13010 13023 13027 13029
L G D-H D-H D-H D-H D-H D-H D—H D-H D-H D-H L

Sekil 2.12. Calismada kullanilan dayanikli (D) ve hassas (H) patlican ¢esitlerinden
olusan bulklarin 10 degisik (primer nosu 13003,13004, 1305,1306,13008,
13009, 13010, 13025, 13027 ve 13029) primerle olusturulan PCR
amplifikasyon {iriinlerinin EtBr ile boyanarak agaroz jel tizerindeki
goriintiileri L= 50 bp lik DNA 6l¢ii markiri, G= genomik DNA, D= Bullk-1,
ve H= bulk-4

Cizelge 2.13. RAPD analizinde kullanilan primerlerin baz dizisi

Primer Baz Dizisi 5'3° Band (bp)

D H
13003 AGGTGACCGT yok 800
13004 GTTGCGATCC 900-700 500
13005 CAGGCCCTTC 500 500
13006 AGTCAGCCAC 500 400
13008 GTGACGTAGG 250 yok
13009 TGCCGAGCTG 400 yok
13010 AATCGGGCTG 200 800
13025 CCTTGACGCA 900 yok
13027 AGGGAACGAG yok  100-200-800

13029 GTTTCGCTCC 1031 yok



2.5. TARTISMA

Patlicanda verim diistikliigiinde etkili Fusarium ve Verticillium olmak iizere iki
onemli hastalik bulunmaktadir. Verticillium toprak kokenli bir fungustur ve patlicanda
%37 ila %60 lara varan oranlarda verim diisiikliiklerine sebep olmaktadir. Bu hastaligin
kimyasal kontrolii hem zor hem de ticari olarak karli degildir. Patlicanda, domates anac1
lizerine asilamanin da hastaligin kontroliinde etkili oldugu ancak uygulamasinin ¢ok zor
ve ekonomik olarak karli olmadigi kanmitlanmistir. Bdylece, yabani ¢esitlerdeki
dayaniklilik genlerin (Solanum torvum ve Solanum sisymriifolium) yerli cesitlere
aktarilmasma ihtiyag vardir. Bu amacla c¢alismamizda dayamiklilik 1slahi {izerine
planlanmistir. Dayaniklilik ¢alismalarinda oncelikle dayanikli hatlarin belirlenmesi ilk
adim olarak bilinmektedir. Bizim ¢aligmamizda patojenisite testi Bitki Koruma Boliimii
Serasinda yiiriitiilmiistiir. Oncelikle inokulum hazirlanmis, daha sonra sterilize edilmis
saks1 topragina 1/19 oraninda karistirilarak daha 6nceden ekimi yapilmis ve piskin fide
asamasina gelmis olan fideler bu hazirlanan karisima dikim yapilmistir. Deneme
kurulduktan dort ay sonra yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi
kullanilarak sayim yapilmistir. Denemenin degerlendirilmesi i¢in dort ay beklenmesinde
ana hedef hassas olan bitkilerin 6liimiinden sonra degerlendirme yapmak olmustur. Elde
edilen ham veriler hastalikli yaprak ylizdesi ve Towsend —Heuberger formiilii
uygulanarak % hastalik siddeti seklinde degerlendirilmistir. 2004 yili sonuglar1 “D-1"
ve “D-2” yabani ¢esitleri ¢ok dayanikli sinifa girer iken, “DK-5" hatt1 orta dayanikli
sinifa, “K-27, “K-4”, “K-57, “DK-2", “DK-3" ve “DK-4" ¢esitleri hassas sinifa, “K-1”,
“K-37, “K-6”, “K-77, “K-8”, “DK-1" ve “DK-6" c¢esitleri ise ¢ok hassas simifta yer
almistir. Calismamizin baslangicinda kiiltiir ¢esitlerini denememize alirken hassas
oldugu bilinerek ve ¢alismanin hassas materyal kismi i¢in alinmistir ve sonuglarda yine
aymi dogrultuda cikmustir. Fakat dayamikli kiiltiir cesitleri bize daha 6nceden tarla
denemeleri ile dayniklilik ve tolerantligi tespit edilmis olarak gonderilmistir. Fakat
bizim yapmis oldugumuz saksi denemelerinde bu hatlar hassas ve ¢ok hassas sinifa
girmiglerdir. Literatiir incelendiginde en hassas ve dogru sonuglarin saksi
denemelerinden alindig1 ispatlanmistir. Bejarano-Alcazar ve ark (1999) ile Bletsos ve
ark. (1999) yapmis olduklar1 c¢aligmalarinda ve daha bir ¢ok arastirmada saksi
denemeleri tercih edilmektedir. INRA’dan temin ettigimiz “D-1 ve “D-2” cesitleri

denememizde dayanikli gesitler olarak kullanilmistir. Bu cgesitler bir ¢ok c¢aligmada



(Acciarri ve ark. 2001, Sunseri ve ark. 2003) melezlemelerde dayamiklilik kaynagi
olarak kullanilmigtir. 2004 yili sonuglar1 yil ve dayaniklilik faktor olarak alinarak tek
yonlii varyans analizine tabi tutulmustur. Sonug¢ olarak yilin 6nemsiz oldugu tespit
edilirken, kiiltiir ile dayanikli kiiltiir arasindaki fark énemli bulunmustur. Tim kiltiir
cesitlerinin dayaniklt  kiiltiir ¢esitleri ile arasinda farka tek varyans analizi ile
baktigimizda “K-17, “K-27, “K-37, “K-4”, “K-5”, “K-6”, “K-77, “K-8”  kiltiir
cesitlerinin  hepsinde yalnizca “D-17, “D-2” ve “DK-5" hatlan ile aralarindaki fark
onemli ¢ikmistir. “DK-5 ila “D-1" arasindaki fark istatistiki acidan 6nemli bulunurken
“DK-5” ila “D-2” arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir. 2004 yilinda
patojenisite testinin ardindan bitkilerde kok bogazindan itibaren 5-10-15 cm
mesafelerden kesit alinarak yapilan govde degerlendirmesinde 0-3 skalasina gore
degerlendirme yapilmistir ve sonuglar yapraklardaki sararma solgunluktan yapilan
degerlendirme sonuglari ile paralellik gostermistir. Hassas sinifa giren kiiltiir ¢esitlerinin
govdedeki hastalik siddetide yiliksek (ortalama 2-3) bulunurken, dayanikli siifa giren
yabani cesitlerde gévde izolasyonlarinda hastaliga rastlanmamistir (0-0-0). 2004 yilinda
patojenisite testi sonunda reizolasyon caligmasi yapilmistir. Hastalikli bitkilerin
govdesinde topraktan itibaren 5-10-15 cm olmak iizere 3 farkli bolgesinden kesitler
alinarak PDA besiyerine her petride 5 disk olacak sekilde yerlestirilerek 20-25 giin
sonra hatlardan tekrar hastalik etmeni izole etme oranlar1 belirlenmistir. Reizolasyon
sonuglari, yapraklardaki sararma ve solgunluktan yapilan degerlendirme ve goévde
degerlendirmesi sonuglar1 ile paralellik gostermektedir. Hassas ve ¢ok hassas sinifta
bulunan bitkilerde hastalik siddeti yiiksek oldugu i¢in bu bitkilerden alinan kesitlerde
reizolasyon ylizdesi de yiiksek olmaktadir. 2005 yilinda patojenisite testi tekrarlanmistir
bunun nedeni; 2004 yilinda izolat temini ¢ok zor ve ge¢ olmustur. Bu nedenle
vejetasyon sezonunu kagirmamak igin gelen izolat sadece vertisillat dallanmasina
bakildiktan sonra hemen kullanilmak zorunda kalinmis ve izolat kullanildiktan sonra
V. dahliae olup olmadig1 PCR ile kesin tespit edilmesi amaciyla Adnan Menderes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boéliimiine gonderilmistir. Burada
bulagmalardan dolay izolat tespiti uzun siirmiistiir. Yine zamani iyi kullanmak ve daha
kesin sonug¢ almak amaciyla; yine ayni iiniversitenin ayni boliimiinden bize patlicandan
izole edilmis ve PCR ile bakilmis ve kesin olarak V. dahliae oldugu tespit edilmis izolat

gonderilmis ve patojenisite testi 2005 yilinda tekrarlanmigtir. Bunun sonucunda 2005



yilinda aliman sonuglar yine 2004 yili ile paralellik gostermistir. Sadece gdvde
degerlendirmesi ve reizolasyon sonuglar1 tiim ¢esit ve hatlarda 2004 yilina gore biraz
daha yiiksek belirlenmistir. Sonuglarin  Bitki Koruma Bo6limii konu uzmani
hocalarimizla tartigmigtir ve sonugta 2005 yilinda PCR ile tamamen V. dahliae oldugu

tespit edilmis izolatin viriilensinin yiiksek olabilecegi sonucuna varilmistir.

Patojenisite testi 2006 yilinda da yine aym1 Bitki Koruma Bo6liimii Serasinda
kurulmustur ve yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0- 5 skalasi kullanilarak sayim
yapilmustir ve elde edilen ham veriler hastalikli yaprak yiizdesi ve Towsend —Heuberger
formiilii uygulanarak % hastalik siddeti seklinde degerlendirilmistir. Yalniz son yapilan
patojenisite testi baglangici ile degerlendirme arasinda gecen siire 3 ay 10 giindiir. 2004
ve 2005 yillarinda yapilan patojenisite testinde 4 ay boyu bitkiler saksilarda kalmistir, 4
ay1 bile gecmistir ¢iinkii degerlendirme icin esas alinan hassas olan bitkilerin tamamen
Olmesi olmustur. Fakat 2006 yilinda yapilan patojenisite testinde denemin daha erken
kurulmasini smirlandiran hava sicakliklariin ge¢ 1sinmasi olmustur. Daha sonra
degerlendirmenin patojenisite testi baslangicindan 3 ay 10 giin sonra yapilmasinin
sebebi doktora tezinin teslim tarihinin ¢ok yaklagmasi olmustur. Bu sebeplerden dolay1
kisa siirede kesilmek zorunda kalan patojenisite testi sonuglari onceki yillara gore
hastalik ylizdeleri daha diistik ¢cikmistir. Fakat ulasilan sonuglar hastalik siddeti ve

oranlar1 hakkinda yeterli fikir vermektedir.

2006 yilinda patojenisite testine “K-1" ¢esidi ile “DK-5" hatt1 ve bunlarin melezi olan
“F,” ve F;’in kendilenmesi ile olusan F, alinmistir. Bunlarin kontrolleri ile birlikte 390
adet bitki testlenmistir. Kontrollerin yapraklarindaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5
skalas1 kullanilarak yapilan sayimda hastalik yiizdeleri sirastyla; “K-1" % 10, “DK-5”
%0, “F1” %4, “F,” % 0 olarak belirlenir iken, Verticillium fungusu bulasik topraga
dikim yapilan bitkilerde hastalik yiizdesi sirasiyla; “K-1” % 28, “DK-5" %22, “F;” %
38 olarak tespit edilmistir. “F,” yapraklarindaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi
kullanilarak yapilan sayimda hastalik yiizdelerinde farklilik goriilmiistiir. “F,” de bu
farklilik beklenmektedir. Ciinkii V. dahliae resesif ve ¢ok genle kontrol edildigi i¢in
“F,” bitkilerinin hepsinin hastalifa dayaniksiz ¢ikmasi beklenmektedir. Nitekim 2006
yil1 sonuglarinda “F;” bitkilerinin yapraklardaki sararma ve solgunluk degerleri, gévde

izolasyonu ve reizolasyon sonuglar1 “F,” bitkileri sonug¢larindan daha yiiksek ¢ikmustir.



Fakat uygulamada ¢evre vb. bir¢ok faktoriin devreye girmesi ve etkili olmasi sebebiyle
sonuglar teorideki kadar kesin ¢izgi ile ayrilmamaktadir. Teoride V. dahliae resesif ¢ok
genle kontrol edilen bir hastalik olmasi sebebiyle “F,” bitkilerinin patojenisite testi
sonucunda bitkilerin % 50 sinin dayanikli/tolerant, %50 sinin ise hassas olmasi
beklenmektedir, bu sonug, Demir (1975), Klug ve Cummings (2003) ve Siirmeli (2004)
kaynaklar gibi 1slah kitaplarinda ve 1slah ile ilgili tim kaynaklarda bu sekilde
gecmektedir. Fakat uygulamada bir ¢ok faktoér devreye girdigi i¢in sonuglar teorideki
kadar keskin veya net olmamaktir. Nitekim 2006 yil1 “F,” bitkilerinin patojenisite testi
sonucunda yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0- 5 skalast kullanilarak sayimda
degerlendirme sonunda oran olarak bakildiginda 200 bitkinin % 55’inde hastalik siddeti
%2 ila % 6 (tolerant) arasinda degisir iken, % 45’inde ise %36 ila % 44 (hassas)
arasinda degistigi tespit edilmistir. Aslinda bu sonu¢ yinede beklenene oldukg¢a yakin
cikmugtir, tolerant ve hassas oranlari arasindaki %5 lik sapmada ¢evre, hava kosullari
vb. sartlarin olusturmus oldugu etkiden kaynaklandig: diisiiniilebilmektedir. 2006 yili
sonuclar1 F; ve F, generasyonlar1 faktor olarak alinarak tek yonlii varyans analizine tabi
tutulmustur. Sonug olarak F,’in degeri 25.43 + 11.87 (ortalama + standart hata) olarak
belirlenirken, F>’nin degeri 15.78 + 15.76 (ortalama + standart hata) belirlenmistir.
Fakat p degeri 0.073 olarak belirlendigi i¢in, yani p>0.05 oldugu i¢in bu iki gurup
(generasyon) arasinda anlamli fark bulunmamistir. 2006 yili “F,” bitkilerinde govde
degerlendirmesinde hastalik siddetine tiim guruptan rastlanmakla birlikte agirlikta ¢ogu
bitkide hastalik siddeti 0-3 skalasina gore ortalama 2 civarinda hastalik siddetine
rastlanmistir.  “F,” bitkilerinde govde degerlendirmesinde de beklenen dagilim
gbzlenmistir. Hastalik siddetlerinin dagilimi ortalama 0-1 olanlar ayni gruba, hastalik
siddeti ortalama 2-3 olanlar bir grup olarak alinarak bir smiflandirma yapilmistir. Bu
siiflandirmada; hastalik siddetine gore tiim bitkilerde bir oranlama yapildiginda 0-1
gurubundaki bitkilerin yiizdesi genel olarak dayanikli/ tolerant olarak kabul edilir iken,
2-3 grubundaki bitiler ise hassas olarak kabul edilmistir. Buna goére “F,” bitkilerinin
%355’1 dayanikli/tolerant olarak belirlenir iken, % 45’1 ise hassas olarak tespit edilmistir.
Gortildiigi gibi govde degerlendirmesi sonuglarida yapraktaki sararmadan yola ¢ikilarak
yapilan degerlendirme sonuglari ile paralellik gostermektedir. 2006 yili reizolasyon
sonuclari ise, V. dahliae bulastirilmis topraga dikim yapilan bitkilerde hastaligin geriye
izole edilme toplam oranlar1 “K-1” c¢esidinde 11/15 iken, “DK-5" hattinda 3/15,



“F,” de 52/105 ve “F,” de 42/105 olarak tespit edilmistir. Teoride beklenen “F,” ila
“F,” sonuglar1 arasindaki farkin ¢ok daha fazla olmasidir. Fakat uygulamada bu sonucun
cikma nedeni ¢ok farkli sebeplerden olabilir. Bunlardan bir tanesi g¢evrenin etkisi
olabilecegi diisiiniilebilir, bir digeri ise V. dahliae hastalik belirtileri oldukca ge¢ ortaya
c¢ikmaktadir ve zaman sikintisi sebebiyle 2006 yili patojenisite testinin 20 giin kadar
erken bitirilmek zorunda kalmasi, hastaligin bitkide tam kendini gosterememesine

baglanabilir.

Calismamizin sonunda 2006 yilinda toplam 16 adet patlican (D-1, D-2, K-1,
K-2, K-3, K-4, K-5, K-6, K-7, K-8, DK-1, DK-2, DK-3, DK-4, DK-5, DK-6) hastaliga
dayanikl (2 adet), dayanmikh kiiltiir (6 adet) ve hassas (8 adet) 6rneklerin her biri i¢in en
az bes degisik bireyden taze yaprak ornekleri alinarak sivi azot igerisinde dondulmustur.
Dondurulan bu 6rneklerden 0.1 g yas doku 6rnegi kullanilarak bitki DNA izolasyonu
QIAGEN DNeasy Mini kit kullanilarak yapilmigtir. Elde edilen DNA’larin gorsel

olarak agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 2.11°da verilmistir.

Sekil 2.11 incelendiginde DNA’larin agaroz jel lizerinde RNA ve diger hiicre
iriinlerinden ari olarak parcalanmamis tek bant olusturdugu goriilmektedir. Bu sonug
elde edilmis olan genomik DNA’larin spektorofotometre ile yapilan konsantrasyon
Olctimlerinde oransal olarak karsilastirma saglamistir. Konsantrasyonlar1 belirlenenen
orneklerden son konsantrasyonu 10 ng/ml olacak sekilde bulklar hazirlanmstir.
Gereksiz masraflardan kacinmak i¢in dayaniklilar (D-1 ve D-2) ile bulk 1, orta
dayaniklilar ile (DK-5) bulk 2 , dayanikli kiiltiir ¢esitleri ile (DK-1, DK-2, DK-3, DK-
4, DK-6) ile ise bulk3 ve kiiltiir ¢esitleri ile (K-1, K-2, K-3, K-4, K-5, K-6, K-7, K-8)
bulk 4 hazirlanmistir. Dayanikli ve hassaslar arasindaki bu polimorfizmi gérmekle
calismanin bundan sonra yapilmasi gereken elde mevcut olan “F,” bitkilerinde agilim
olup olmadig1 ag¢isindan incelenmesidir. PCR uygulamalar1 ve RAPD analizlerinde
kullanilan 30 adet primerden sadece 10 adedi band iiretmistir, bu primerlerin adi, baz
dizileri ve irettikleri bandin biiyiikliigii Cizelge 2.13’de verilmistir. Band vermeyen
primerlerde obtimizasyon ¢aligmasi yapilmadigi i¢in gercekten band vermiyor mu yoksa
primerlermi hatali oldugu optimizasyon c¢alismasi ile belirlenmesi gerekmektedir.
Uygulamalar sonucunda en iyi polimorfizim veren primerlerin amplifikasyon jel

gorilintiileri ise Sekil 2.12° de gosterilmistir. Sekil 2.12° de goriilen primerlerin



amplifikasyon jel goriintiilerindeki polimorfizm bize dayanikli ve hassas olan ¢esitler
arasinda farkliligi gostermektedir. Fakat bu farkliligi sadece hastaliklara dayaniklilik
yoniiyle degerlendirmemiz dogru olmaz, polimorfizm morfolojik olarakta birbirinden
oldukga farkli olan ¢esitlerin, morfolojik farkliligindan da kaynaklanabilir. F, acilim
analizinden sonra kesinlik kazanacagindan polimorfik olan bandlarin F, de bakilmasi
gerekmektedir. Patlicanlarda genetik ¢esitliligin fazla oldugu daha once yapilmis olan
calismalarla da belirlenmistir. Ornegin Acciarri ve ark. (2001) ve Singh ve ark. (2006)

yapmis oldugu ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir.



BOLUM 3. VERTICILLIUM DAHLIAE DAYANIKLI VE
DAYANIKSIZ CESIT VE HATLARIN MELEZLENMESI

3.1. GIRIS

Islah denince akla daha c¢ok melezleme gelir. Melezlemede esas genotipik
varyasyon yaratmaktir. Ancak bu varyasyon tabiatta oldugu gibi rastgele degil, bizim
sectigimiz ebeveynlerin genotiplerinde mevcut kalitsal {initelerin rekombinasyonlar ile
ortaya ¢ikarmaktadir. Su halde melezleme, iki veya daha ¢ok cesidi birbirleriyle
caprazlayarak, degisik 6zelliklere sahip rekombinantlar meydana getirmektir. Bu sekilde
caprazlanan gesitlerin yani ebeveynlerin iistiin karakterlerini bir bitki tizerinde toplamak
miimkiindiir. Cesit gelistirmede en basit yol Seleksiyondur. Bunda basar1 populasyonda
genetik varyasyonun bulunmasina baglidir. Genetik varyasyonun tiikkendigi 6zellikle
kendine ddllenen bitkilerde saf hatta ulasildiginda yeni bir ¢esit ortaya konulmaz. Bitki
1slahgisi yeni gesit gelistirmede melezleme 1slahina bagvurur. Bitki 1slahinda melezleme,
genetik varyasyonu cogaltmak ve arzu edilir allelleri bir araya getirmek amaciyla

uygulanir.

Melezlemenin kullanim alanlar1

1. Genlerin kalitim1

2. Yeni gesit gelistirme

3. Hetorosis 1slah1

4. Genel ve 6zel kombinasyon kabiliyetinin belirlenmesi

Melezleme iki veya daha fazla sayidaki bitkide bulunan arzu edilen 6zelliklerin
tek bir bitki lizerinde toplanmasi i¢in bu bitkilerin yapay olarak doéllenmeleri esasina
dayanir. Melezlemeye baslamadan 6nce; amacg agik olarak belirlenir, uygun bir 1slah
metodu kararlastirilir, ebeveyn secilir. Melezlemede en O6nemli husus ebeveynlerin
secimidir. Ebeveynlerin isabetli secimi, basarimin belkide yarisidir. Ciinki
melezlemenin basarist  8-10 generasyon sonra anlasilir. Eger 1iyi ebeveyn

kullanilmamissa geriye doniilmek icin ge¢ kalinmis olur.



Geriye melezleme Tistiin karakterli ve bolgeye 1yi adapte olmus bir ¢eside diger

bir ¢esitten veya tiirden sadece o ¢esidin noksan olan karakterlerinin ilave etmek amaci
ile uygulanir. Geriye melezleme sonucunda noksan olan karakterlerle ilgili gen veya
genlerin istiin vasifli bir ¢eside transferi sonucu elde edilen melez heterozigot olur.
Bunun ig¢in son geriye melezleme isleminden sonra kendileme yapmak suretiyle
homozigotluk saglanir.Geriye melezleme metodu dayanikliligin, morfolojik
karakterlerin ve erkek kisir hatlarin aktarilmasinda kullanilir. Bu metot sebze 1slahinda
genellikle hastaliklara, zararlilara veya stres kosullarma dayaniklilik programlarinda

kullanilir.

Bazi durumlarda hastaliklara dayaniklilik c¢ok genle kontrol edilir, bu
durumlarda basarili olabilmek i¢in istenen 6zelligin kalitiminin yiiksek olmasi esastir.
Bircok genle idare edilen ancak yiiksek kalitimli bir karakterin daha az genle ancak

diistik kalitim dereceli karaktere nazaran geriye melezleme ile transferi daha kolaydir.

Hastaliga mukavemet resesif genler tarafindan idare edildigi durumda F,
melezlerinin tiimi hastaliga duyarhdir. F, generasyonunda ise; resesif homozigot olanlar
hastaliga dayaniklidir. Enfeksiyon sartlarinda hastaliga yakalanmayan bitkiler 1. geriye
melezlemeye tabi tutulur. Elde edilen dodllerin tiimi hastaliga yakalanir. Bu nedenle
bunlarin bir generasyon kendilenmeleri ve enfeksiyon kosullarinda dayanikhi
genotiplerin secilmesi gerekir. Bunlar 2. kez geriye melezlenir, ayn1 islem, sonug elde
edilinceye kadar tekrarlanir. Burada her geriye melezlemeden sonra dayanikli
genotipleri elde etmek igin bir generasyon kendileme yapilir ve dayanikli genotipler

enfeksiyon kosullarinda test edilerek geriye melezlenir (Stirmeli 2004).

Patlican ¢igekleri gdvde lizerinde genellikle 4 ve 5. yapraktan sonra meydana
gelirler ve iki yapragin orta kismindan c¢ikarlar. Patlican ¢igekleri altili yapida olup 6
adet canak, 6 adet ta¢ yaprak, 6 adet erkek organ ve bir disi organ tasirlar. Canak
yapraklar baglangicta tag yapraklari icine alacak sekilde kapali durumdadir. Cigek
acildiktan sonra ta¢ yapraklar hizla gelisir ve ¢anak yapraklarin 2-3 kati biiyiiklik
kazanirlar. Patlicanda tag¢ yapraklarin genisligi ortalama 8-12 mm., uzunlugu ise 20-28
mm olabilmektedir. Erkek organlar belirgin sar1 renkte olup alti adedi disi organ
etrafinda diizgiin bir sekilde dizilerek bir boru olusturmuslardir ve u¢ kisimlarindan

yarilarak polen tozunu verirler. Tepecik genellikle erkek organlarin iist seviyesinde olup



bazi ¢esitlerde erkek organlardan daha yukarida bazi cesitlerde ise erkek organlarin
yapmis oldugu borunun i¢ kisminda kalir. Stilus uzunluguda cesitlere gore biiylik
farklilik gosterir ve 4-23 mm arasinda degisen uzunluklara sahiptir. Cesitlerde ¢igek
acilmasindan hasat olgunluguna kadar gecen giin sayis1 da farklilik gosterir. Bu siire 18
ile 30 giin arasinda degisir. Cigek yapisina bagl olarak yabanci déllenme orani % 2 ile
% 46 arasinda degismekte ve ortalama yabanci dollenme orant % 6 olarak

verilebilmektedir (Vural ve ark. 2000).

Patlicanin ¢igek agmasi igin 6zel istemis oldugu giin uzunlugu yoktur. Patlican
cigekleri tek olarak agtigr gibi kiime seklinde de acabilmektedir. Tek agan ¢igekte
dokiilme az olurken, kiime seklinde agan cigeklerde halk arasinda silkme adi1 da verilen
dokiilme % 80 oranina kadar ¢ikabilmektedir. Patlican {iretilen bolgelerin ¢ogunda
cicegin kendileme ve melezleme islemleri i¢in en uygun oldugu saatler sabah 6 ila 11
arasindaki zamandir. Polen canlilign 20-22 °C’de ve %50-55 nemde 8-10 giin devam
etmekte, fakat en iyi sonug polenin 4. giiniinde kullanilmasiyla alinmaktadir. Patlicanda
F, hibrit iiretimi elle yapilmaktadir, iri ¢icege sahip oldugu i¢in elle tozlama genellikle
kolaydir. Tozlama doneminde yagmur istenmeyen bir durumdur. Hibrit iiretiminde
uygun tozlasmanin saglanabilmesi ic¢in erkek bitki, ana bitkiden 7 ila 10 giin kadar
erken dikilmelidir. Ticari hibrit tohum {iretimi i¢in oran olarak 5-6 ana hatta 1 erkek hat
yeterli gelmektedir. Bu oran ana ve baba hatlarin c¢igeklenme durumlarina gore

ayarlanabilir (Chen 2005).

Emaskiilasyon ve elle tozlama genellikle ayn1 zamanda yapilmaktadir. Verimli
emaskiilasyon ve tozlama yapabilmek i¢in yogun ¢iceklenme periyodunun elde
edilebilmesi i¢in gilibreleme uygulamasinin ve diger kiiltiirel islemlerin, ¢igeklenme
asamasinda bitkinin giicli olmasi saglanacak sekilde planlanmasi gerekmektedir

(Chen 2005).

Calismamizda, patojenisite testi sonucunda V. dahliae’ya tolerant olarak
belirlenen hattan, ticari olarak bilinen ve tutulan cesitlere, bu 6zelligi aktarmak amaciyla
melezleme c¢aligmalar1 yapilmistir. Ayrica V. dahliae genetik olarak resesif kontrol
edildigi icin F; melezlerinin timi hastaliga duyarli oldugu daha once yapilan
caligmalarla ispatlandig1 i¢in, calismamizda patojenisite testinde F, bitkilerinin

tepkilerinin belirlemek amaciyla hemen kendileme caligsmalar1 yapilmistir.



3.1. KAYNAK ARASTIRMASI

Son yillarda yapilan 1slah ¢aligmalarinda oldugu gibi, patlicanda da 1slah
caligmalar1 daha c¢ok hastaliklara dayaniklilik yoniinde olmaktadir. Dayaniklilik
1slahinda ¢alisma materyali olarak, yabani hatlar kullanilmakta ve melezleme

caligmalari ile dayaniklilig1 kiiltiir formlarina aktarmaya ¢alisilmaktadir.

Daunay ve ark. (1998b) tarafindan Solanum cinsinin 41 tiirii, 6 patlican ¢esidi
ile melezlenmistir, sistematik olarak yapilan resiprokal melezlemelerden sonra
tozlamadan 30 giin sonra in vitro’da embriyo kiiltiiri yapilmistir. In vitro’da gelismeden
sonra tiirleraras1 melez bitkiler sera ve acgik arazi kosullarinda topraga transfer
edilmistir. Bunlarin morfolojik 6zellikleri (cinsiyet, ¢icek, meyve, yaprak), fertiliteleri
hem sera, hemde acik arazi kosullarinda calisilmistir. Kirkbir tiirler arasi melezden 22
sinde basarili olunmustur. Uretilen bu hibritlerden 12 tanesi S. melongena ile
melezlemede iki yonliide (ana ve baba olarak) kullanilabilmis, 6 adedi S. melongena ile
melezlemede sadece ana hat olarak kullanilabilmis (S. melanospermum, S. richardii,
S. caogulans, S. forskalii ve S. rigescens), ve diger 4 melezde yalniz yabaniler ana
olarak kullanilmigtir. Anlagilmistir ki; yabani tiirler ana olarak kullanildigi zaman
genellikle meyve tutumu basarisiz olmaktadir. Hibritlerin ¢ogu ¢ok iyi canlilik
gostermistir, morfolojik 6zellikler olarak iki ebeveynin arasinda 6zellikler géstermistir,
fakat yabani tipi melongena tipine baskindir. Bu hibritler 4 yildan fazla agik tarla ve
sera kosullarinda bir ¢ok fertilite 6zellikleri goriilmistiir. Bu hibrit guruplar arasinda
farkliliklar goriilmiis ve bu hibritlerin farkliliklar1 da belli guruplarda toplanmistir.
Bu aragtirmada INRA’da genis Olgiide tiirler arasi melez denenmistir. Bu
calismalar gostermistir ki 41 yabani tlirden 22 sinden canliligini siirdiirebilen
hibritler olusturulmus. Bunlardan 5 adedi (S. dasyphyllum, S. lidii, S. pyracanthos,
S. rubetorum, S. tomentosum) patlicanla melezlenebilir seklinde literatiire ge¢cmistir. Bu
calisma ile daha Once hi¢cbir melez calismasinda kullanmilmamis 17 yeni tiir
onaylanmis dogrulanmigtir. Daha 6nce Daunay ve ark (1991) patlican ile 14 Solanum
tiri (S. aethiopicum, S. anguivi, S. cinereum, S. grandiflorum, S. hispidum, S. incanum,
S. linneanum, S. macrocarpon, S. marginatum, S. pubescens, S. torvum, S. violaceum,

S. viarum ve S. virginianum) arasinda yapilan melezleme sonucu canliligini



stirdiirebilen hibrit tiretilebildigini belirtmislerdir. Bunun anlami patlican 36 Solanum
tiirli ile melezlenebilir. Bunlardan bazilar kiiltiire alinmis (6rnegin S. aethiopicum ve S.

macrocarpon) fakat ¢ogunun yabani oldugu belirtilmistir.

Bletsos ve ark. (1998), dayanikli ¢esit Solanum torvum tiirlinden gen transferi
ile dayanikli cesitler gelistirilmek amaciyla, ¢ok Onemli patlican ¢esidi olan
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“Langada”’y1 S. torvum ile melezlemistir. Ovul (tohum taslagi) tozlasmadan 15-27 giin
sonra MS ortamuna 24 °C sicaklik ve 16 saatli 11k periyoduna almmustir. 50 giin sonra,
ovul agilarak intersifesifik embriyolar ayn1 ortamda kiiltiire alinmigtir. Cimlenen bu
embriyolar 50 giinde biliylimiis ve iginde toprak-turba-perlit (1:2:1) olan saksilara
aktarilmistir. Yaprak ve ¢icegin morfolojik 6zellikleri belirlenmistir, Yaprak uzunlugu,
genisligi, yaprak sap uzunlugu, cicegin biyiikliigii, erkek ve disi organin uzunlugu
ebeveynlerden kiigiiktiir. Yaprak loblarinin sayisi, ta¢ yapraklar, ¢anak yapraklarin
uzunlugu, erkek organ sayisi ve uzunlugu, diken bolgeleri, yabani ebeveyne (S. torvum)
benzedigi tespit edilmistir. Ana gévdenin antosiyanini, ¢icek rengi ve diken rengi ise
kiiltiir ¢esidine benzemistir. Yiizde ciceklenme oraninin iki ebeveyn arasinda oldugu

tespit edilmistir.

Collonnier ve ark. (2003) tarafindan Solanum melongena L. (2n=2x=24) ve
Solanum torvum (2n=2x=24) arasinda tiirler aras1 melezleme yapilmistir. Amag toprak
kokenli patojenler olan Ralstonia solanacearum ve V. dahliae’ya dayanikliligi
arttirmaktir. Tim somatik hibritler fenotipik olarak homojen ve iki ebeveynin
arasindadir. Bu hibritlerin 6zellikleri isoenzim ve RAPD analizleri ile dogrulanmistir.
Bunlara in vitro’da dayaniklilik performans testi uygulanmistir. S. melongena hassasiyet
gostermis, S. torvum yiiksek dayanikli bulunurken, tiim somatik hibritlerin bakteriyel
ve fungal dayanikliliklari, yabani ebeveynler kadar yiiksek veya orta dayaniklilik

gostermislerdir.

Bletsos ve ark. (2000) “Emi”,”Tsakoniki”, “Langada” Yunan cesitleri ile
yabani tilirlerden Solanum torvum, Solanum sisymbriifolium’un melezlenmesini
basarmistir. Yalniz tiirler arast melez F; hibrit yalnizca S. forvum ile Yunan patlican
cesitlerinden elde edilmistir. Bu tiirler aras1 melez F; (Langada x S. torvum) kisirdir ve
morfolojik Ozellikleri belirlenmistir. Melez F; , yaprak kenarlari,¢icek acma tipi ve

diken bolgeleri S.torvum’a benzer iken, cicek rengi, S.melongena’ya benzedigi tespit



edilmistir. Bu hibritin kromozom sayis1 ebeveynlerle aynidir (2n=24) canli polen
% 1,21, diizenli mitoz boliinme gerceklesmesine ragmen, mayoz boéliinmede tetrat
asamasinda diizensizlik dikkati ¢ekmistir. Tirler arasi melez F,’in ana ile geriye
melezlemesi basarilmistir (% 1.73). Bu meyvelerden fide elde edilmistir. Tiirler
arast melez F; hibrit Verticillium solgunluguna karsi dayaniklidir. Bu gostermistir ki

S. torvum patlican gesitleri i¢in, dayanikli geni iyi bir vericidir.

Pessarakli ve Ramdane (2004) patlicanda meyve kalitesinin yiikseltilmesi,
verimin arttirllmasi i¢in 1slah ve tozlasma hakkinda yenilikleri Ozetledikleri
calismalarinda; canli polenin ¢imlenme kapasitesi;  ¢evre kosullari, ¢imlenme
ortamindaki besin miktarlari, ortamin nemi sicakligi, hava basinci ve pH, in vitro’daki
polen ¢imlenmesini etkiledigini. Eger bunlar ortamda yeterli degil ise polen canliligi
yiiksek bile olsa ¢cimlenmenin gerceklesmedigi. Patlican ¢icegi kendine ddllenen oldugu
halde meyve tutumu ve tohum olusumu igin genellikle tozlayici gerektigi. Serada
domates, biber, patlican iiretiminde tozlanmayi saglamak amaciyla bambus ar1

kullanimin1 6nermektedirler.

Daunay ve ark. (1998a), 10 yildan bu yana INRA tarafindan toplanan
taksonomik kriterlere gore se¢ilmis, patlican ile ilgili Solanum tiirleri ile bir koleksiyon
yapmustir. Hali hazirda bu koleksiyon 80 tiir ve 600 cesidi i¢ermektedir. Bu genetik
kaynak V. dahliae ve Meloidogyne incognita’ya dayanikli ve patlicanla melezlenebildigi
o6l¢iide degerlidir. Bunlarin ciddi anlamda ¢imlenme ve dormansi problemlerinin oldugu
anlagilmistir. INRA’daki uzmanlar koti ¢imlenme sebebini anlamig ve olumlu
kosullarda iyi ¢imlenme elde etmislerdir. Cimlenme ¢alismalarinda 5 faktorde caligiimis

bunlar;

1. Tirler: Solanum cinereum, S. phlomoides, S. melanospermum ve S. torvum tiirleri

kullanilmig ve bu tiirlerde standart kosullarda farkli ¢imlenme yiizdeleri belirlenmis.

2. Termoperiyot: bu calisma 2 seviyede yapilmis ilki 32 °C’de giindiiz/ 24 °C’de gece

doniistimli, digeri ise siirekli 32 °C’dir.

3. Fotoperiyot; calisma 2 seviyede yapilmis; uzun giin 16 saat ve kisa giin 8 saat.



4. Kimyasal asindirma; tohum testalarinda calisma 4 seviyeli, H,0 (kontrol), NaCLO
soliisyonda 60 dakika (dk), H,O, 15 dk, H, SO4 15 dk.

5. Embriyonun hormonal olarak uyarilmasi; uygulama 2 seviyeli; GAz ile 500 ppm ve

GA; olmadan 24 saat bekletme.

Sonug olarak; GA; ’in standart kosullarda ¢imlenmesi diisiik olan tiirlerde, ¢cimlenmeyi
yukseltici etkisi olmustur. Fakat dormant tiirlerin ¢ogunda (S. phlomoides ve
S. melanospermum) GAj3 kullanimi ile bile ¢imlenme seviyesi %100’lerden oldukca
uzak kalmigtir. Cimlenme GAj’in uygulandigi durumda kimyasal asindirma
uygulamasinin  ¢imlenmenin yiizdesini arttirdigi, donlisimli  termoperiyodun
cimlenmenin yilizdesini daha az yiikselttigi, fakat fotoperiyot uygulamasi sonucu

¢imlenmenin yiizdesinde bir degisiklik gozlenmedigi belirtilmektedir.

Anasal (maternal) etki veya anasal tesir, yavrularin fenotipindeki belirli bir
ozelligin, yumurtada mevcut olan ¢ekirdek gen iiriinlerinin kontrolii altinda oldugunu
belirtmektedir. Bu tip kalitim, her iki atanin ¢ekirdek genlerindeki bilginin yavrunun
fenotipini belirlemek iizere aktarildigini gosteren iki-ebeveynli kalitim modeline zittir.
Anasal etki durumunda, disi gametlerdeki genetik bilgi transkripsiyona ugrar ve genetik
tiriinler (ya protein seklinde ya da translokasyona ugramamis RNA halinde) yumurta
stoplazmasinda bulunur. Déllenmeyi takiben bu iirlinler erken gelisim sirasinda ortaya

cikan ozellikleri etkiler (Klug ve Cummings 2003).

Nascimento ve ark. (2003) Brezilya’da “Cica” hibrit patlican ¢esidinin
poleninin depolama boyunca canliligin1 belirlemiglerdir. Polen, vibratorler yardimi ile
ana hatlardan toplanmis. Polen ependorf mikrotiipler igersinde aliiminyum kutularda
silikajel ile birlikte buzdolabinda 5 °C depolanmis. Cigekler; elle 0 ila 60 giinliik
polenler kullanilarak, 10 giin ara ile tozlanmistir. Ddllenme, meyvedeki % tohum
tiretimi, tohum agirlig1 ve ¢imlenme belirlenmis. 30 giinden daha fazla depolanan polen
ile cigcekte yapilan tozlamada diisilk dollenme tespit edilmistir. Poleni 50-60 giin
depolanan meyvelerde diisiik tohum kalitesi tespit edilmistir. “Ciga” patlican cesidi
Brezilya kosullarinda polen depolamasinin; yiiksek ddllenme, optimum tohum iiretimi

ve yuksek tohum kalitesi i¢in 20 giinii gegmemesi gerektigi tespit edilmistir.



3.3. MATERYAL VE YONTEM

Aragtirma, 2004-2006 yillar1 arasinda Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez

Arastirma Enstitiisii, Sebzecilik Boliimii Seralarinda gergeklestirilmistir.

3.3.1. Materyal

Calisma kapsaminda yapilan denemelerde bitkisel materyal; “K-1” ve “K-2”
V. dahliae’ya dayaniksiz gesitler ile patojenisite testi sonucu tolerant olarak belirlenen
“DK-5 hatt1 ve yapilan bir¢ok caligsma ile ¢calismamizda yapilan patojenisite testinde de

dayanikli olarak belirlenen INRA’dan temin edilmis olan yabani tiirler;

S. torvum MM 353 (Sekil 3.1), S. sodemeum (Sekil 3.2) kullanilmistir.

Sekil 3.1. Solanum torvum yabani patlican tiiriine ait

meyve olgunlugu donemindeki bitkilerin goriiniimii



Sekil 3.2. Solanum sodomeum yabani patlican tiiriine ait

meyve olgunlugu dénemindeki bitkilerin goriinimi

3.3.2. Yontem

3.3.2.1. Yabani Tiirlerde Cimlenme Oncesi Kimyasal Uygulama

INRA’dan temin edilen tohumlara, ¢cimlenmede sorun yasanmamasi amaciyla

500 ppm dozunda gibberellik asit (GA3) 24 saat boyunca uygulanmistir.
3.3.2.2. Umitvar Gériilen Bitkilerin ikinci Y1l Yasatilmasi

2004 yilinda yapilan patojenisite testi sonucu umitvar (V. dahliae Kleb’e
dayanikli/tolerant) goriilen bir hat ile “K-1” ve “K-2" ¢esitlerini yasatmak (bdylece
yilda iki sezon iirlin alarak 1slah ¢alismasinda yil kazanilmistir) amaciyla bitkiler biiyiik
saksilara alinarak sicak ve 1s1kli sera ortaminda, kis boyunca gerekli bakim islemleri

yapilarak bitkilerin yagamasi saglanmigtir.
3.3.2.3. Melezleme

Sera kosullarinda bir yandan “K-17, “K-2” ¢esitleri ile “DK-5" V. dahliae

tolerant hat melezlenir iken, diger taraftan yabani c¢esitler ile kiiltiir cesitleri



melezlenmistir. Daha fazla Kiiltiir ¢esidi (ana) x Dayanikli genitér  (baba) olarak
kullanilarak melezleme islemlerine yapilmaya calisiilmakla birlikte, genelde

melezlemeler resiprokal olarak yapilmistir (Demir 1975).

Sekil 3.3. Melezleme i¢in kullanilan uygun agamadaki

patlican ¢igeginden goriiniim

Sekil 3.4. Emaskiile edilmis patlican ¢igeginin goriinimii.



Sekil 3.5. Tozlama sonrasinda keselenmis patlican

¢igeginin goriinimii
3.3.2.4. Kendileme

Dayanikli/tolerant olarak belirlenen genitoriin kis1 saglikli gecirmesi sonucu
mart ayinda melezleme yapilmistir, melezleme isleminden sonra genetik olarak resesif
olan V. dahliae klasik testlemede hastaligin F, generasyonundaki dagilimini belirlemek

amaciyla, ayni yaz doneminde ikinci lirtinde kendileme islemleri yapilmstir.
3.3.2.5. Tohum Ekimi:

V. dahliae’ya tolerant olarak goriilen bitkilerden alinan F; kademesindeki
tohumlar yine haziran ay1 igersinde saksilara ekilmistir. Temmuz ayinda seradaki

yerlerine alinmigtir.
3.3.2.6. F, Bitkilerinin Elde Edilmesi:

V. dahliae resesif ve c¢ok genle idare edilen bir hastalik olmasi sebebiyle F;
kademesindeki bitkilerde dayanikli/tolerant bitkileri segmemiz miimkiin olmadig: i¢in,
F; tohumlarinin ekilerek tiim kiiltiirel islemler yerine getirilerek yetistirilen bitkilerin

kendilenmesi suretiyle F; bitkilerini olusturan tohumlar elde edilmistir.



3.3.2.7. Meyve Dis Yiizey Renk Ol¢iimii

Meyve dis ylizeyinde rengin belirlenmesinde, meyvenin dis yiizeyinde 1 cm’lik
bolgeden CIE L* (parlaklik), a* (+ kirmizi-yesil), b* (sari-mavi) modunda yapilan
Olctimler Minolta Kromometre (CR-300, Minolta, Ramsey, NJ) ile dl¢iilmiis ve alet
kullanimindan o6nce beyaz tabaka ile kalibrasyonu yapilmistir. L* degeri 100’e
yaklastikca maximum degerini almakta ve bu renk beyaz renge gonderilen 1518in
%100’linlin yansimasi esasina dayanmaktadir. a* degeri yesilden kirmiziya, b* degeri
ise saridan maviye renk degisimini gOstermektedir. Degerlerin artan bigimde negatif

veya pozitif olmalari rengin koyulasmasi anlamina gelmektedir (Eris ve ark. 2000).



3.4. BULGULAR
3.4.1. Melezleme

INRA’dan temin edilen tohumlara, ¢imlenmede sorun yasanmamasi amactyla
500 ppm dozunda gibberellik asit (GAs;) 24 saat boyunca petrilerin igersinde
uygulanmistir. Uygulama sonucu bu tohumlar saf sudan gegirilerek ekim yapilmistir ve
bu tohumlarin ¢ikisinda sorun yasanmamistir. Daha sonra piskin fide asamasinda

seradaki yerlerine dikim yapilmistir.

2004 yilinda yapilan patojenisite test sonucu dayanikli/ tolerant olarak belirlenen
tek hat “DK-5" olunca 2005 yilinda melezleme, kendileme ve geriye melezleme
caligmalarina, standart ¢esitler (“K-17, “K-2") ve “DK-5” hatt1 ile devam edilmistir.
2005 yilinda melezleme tamamen resiprokal olarak planlanmustir; yapilan melezler
K-1 X DK-5, DK-5 X K-1, K-2 X DK-5, DK-5 X K-2 seklindedir. Bu melezlerin
sonunda elde edilen meyve sekil ve rengi Sekil 3.6, 3.7., 3.8, 3.9’de goriildiigii gibi
olmustur. Ozellikle DK-5 x K-2 melezinde, her iki ebeveynin sekilleri topan guruba
girdigi halde melez meyvenin seklinin armudi oldugu dikkati ¢ekmistir.




Sekil 3.6. “DK-5" hatti ila “K-2” ¢esidinin melez meyvesinin goriinlisii

Sekil 3.8. DK-5 X K-1 melezinin meyvesinin goriiniimii



Sekil 3.9. K-1 X DK-5 ve DK-5 X K-1 melezlerinin meyvelerinin
gorintimu

3. 4.2. Meyve Dis Yiizey Renk Ol¢iimii

2004 ve 2005 yillarinda yukanidaki sekillerde (Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9)
goriildiigii gibi resiprokal yapilan melezleme isleminde DK-5 ¢esidi ana oldugu
durumda (Sekil 3.6,3.8 ve 3.9) olusan meyve rengi acik olmaktadir. DK-5 ¢esidinin

baba oldugu durumda renkte bir agilma gozlenmemistir (Sekil 3.7 ve 3.9).



Cizelge 3.1. Minolta Renk Ol¢iim Cihazi ile Yapilan Ol¢iim Degerleri

DK-5 69.72 -10.42 33.13
K-1 28.69 6.48 -0.03
K-2 26.44 5.08 0.25
K-1 X DK-5 32.46 13.48 -1.02
DK-5 X K-1 89.38 14.32 5.23
K-2 X DK-5 33.40 22.66 -3.02
DK-5 X K-2 29.80 8.87 1.29

Cizelge 3.1 de goriildigii gibi DK-5 hattinin Minolta renk 6l¢glim cihazi ile
yapilan Olgiimde L parlaklik renk degeri 69.72 iken, K-1 ¢esidinin 28.69, K-2 ¢esidinin
26.44 olarak tespit edilmigtir. Sekil 3.7 de goriildiigii gibi K-1 X DK-5 melezinin
meyvelerinin renginde ac¢ilma goriilmemistir ve yapilan l¢giimde L degeri 32.46 olarak
belirlenir iken, DK-5 X K-1 melezinin meyvelerinin rengi oldukga agilmigtir ve renk
Olctimii sonunda L degeri 89.38 olarak tespit edilmistir. DK-5 X K-2 melezinin meyve
renginde agilma olustur fakat DK-5 X K-1 melezinde oldugu kadar renkte agilma
goriilmemistir, nitekim renk 6l¢timil sonucu L degeri 29.80 olarak belirlenmistir. Bunun

yani sira K-2 X DK-5 melezinde renk 33.40 olarak tespit edilmistir.

Ayrica yabani cesitler ile kiiltlir ¢esitleri arasinda yapilan melezleme ¢ok azda olsa
basarilmistir. Bu tiirler aras1 melez F, (S. forvum x K-1) kisirdir ve morfolojik 6zellikleri
belirlenmistir. Melez F; , yaprak sekli ve diken bolgeleri S. torvum’a benzer iken,
dikenlilikte azalma dikkati ¢ekmistir. Cicek rengi, S. melongena ile S. torvum arasinda
oldugu, melez bitkinin dallanma sekli S. forvum’a benzer iken, melez bitkinin dallarinin

rengi S. forvum’a gore biraz daha agik renk oldugu tespit edilmistir. S. forvum’un dal



rengi mor iken, melez bitkinin dallarinda mor renk goriilmekle birlikte yesil rengin

hakim oldugu dikkati ¢ekmistir.

Sekil 3.10. S. torvum yabani patlican tiiriine ait meyve olgunlugu déneminde (solda), S.
torvum x K-1 melez (sagda) bitkilerin goriintimii

3.4.3. Umitvar Gériilen Bitkilerin fkinci Y11 Yasatilmasi

2004 ve 2005 yillarinda yapilan patojenisite test sonucunda dayanikli/ tolerant
olarak belirlenen DK-5 hattin1 kaybetmemek ve devam eden calismalarimizin daha
saglikli bir sekilde devam edebilmesi ve sonuca daha kisa zamanda ve daha saglikli
olarak ulagmak amaciyla kisinda yasamalar1 saglanmigtir. Ayrica yine ayni amagla
bahar baslangicinda melezlemelerde kullanmak iizere K-1 ve K-2 cesitleri de aym
sistemde kisin yasatilmislardir. Bunu saglar iken c¢alismamizi yiriittiiglimiiz
enstitlimiizde 1sitmali seramiz olmadigi i¢in cam sera icersine tekrardan plastik sera

ortiisii ile ikinci bir sera olusturmaya calisilmigtir.



Sekil 3.11. Melezleme ve kendileme islemlerinde zaman kazanmak amaciyla

ikinci y1l yasatilan patlican bitkileriden goriiniim

Sera olusturulduktan sonra 2004-2005 kis sezonu ve 2005-2006 kis sezonu
boyunca bu bitkilerin tiim kiiltiirel bakim islemleri yapilmistir. Isitma plastik o6rtiiniin
igersine yerlestirilen petekler sayesinde gergeklestirilmistir. Bu bakim islemleri sonunda
bitkiler kig1 saglikli bir sekilde gecirerek bahar ayinda ¢ok daha erken ¢igeklenmislerdir.
Bunlarda yapilan kendileme ve melezlemelerde, yeni ekilen tohum ve yerlerine alinan

fidelere gore ¢ok zaman kazanilmistir.



Sekil 3.12. ikinci y1l yasatilan ve erken ilk baharda melezleme igslemi gergeklestirilerek
25 haziran tarihinde tohum alimi i¢in uygun asamaya gelmis DK-5 X K-1 melez

meyvesinin goriiniimii



18 Nisan 2005 tarihinde melezlenen DK-5 X K-1 melezi 25 haziran 2005’ te bu
resimde goriildiigl sekilde tohum alimi i¢in uygun asamaya gelmistir. Daha sonra bu
meyveden ¢ikarilan tohumlar uygun kosullarda kurutma isleminden sonra 30 haziran
ay1 itibariyle tohum ekimi gergeklestirilmistir. Temmuz ay1 igersinde piskin fide
asamasina gelen fidelerin yerlerine dikimi yapilmistir. Bu fidelerin diizenli bakim
islemleri yapilmigtir. Daha sonra bu bitkilerin kendilenmesiyle F, ve daha sonra geriye

melezleme gergeklestirilmistir.

Sekil.3.13. 2004 ve 2005 yillarinda yapilan patojensite test sonucunda

dayanikli/ tolerant olarak belirlenen DK-5 hattinin 2. yas goriinimi

Sekil 3.13. de bir kis gecirdikten sonra DK-5 hattinin 2. yasinda bitkilerin oldukca fazla
boylandiklar1 goriilmekte. Bunun yam sira Sekil 3.13. de goriildiigli gibi patojenisite
testinden 2004 yilinda yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak elde edilen % 38 hastalik
siddeti ile patojenisite testinde en iyi sonucu veren DK-5 hatti, zaten patojenisite
testinde de saksinin icersinde olan bitkiler, testten en iyi sonugla ¢ikinca daha biiytlik
saksilar icersine alinarak giibrelenmis ve kisi saglikli bir sekilde gecirmeleri i¢in gerekli
tiim olanaklar saglanmistir. Bu bitkiler saksi igersinde patojenisite testi sonunda Bitki

koruma serasindan Sebzeciligin serasina getirildiginde zaten durumlar1 kotii olmadigi



icin ve ardindan giibrelenerek tiim bakim islemleri diizenli olarak yapildigi i¢in DK-5
hattinin bitkilerinin kokleri saksidan disar1 ¢ikarak topragin derinlerine gitmistir ve
bunun sonucunda bitki boyu oldukca fazla artmistir. Sadece melez islemlerini
gerceklestirebilmek igin ( patojenisite test sonucu 2004 yilinda K-1: %88, K-2:
%70, 2005 yilinda K-1 : %86, K-2: %83 ) Bitki Koruma Serasindan, Sebzecilik
Serasimma aliman K-1 ve K-2 kiiltiir ¢esitleri zaten patojenisite testinden iyi durumda
cikmayinca Sebzecilik serasinda DK-5 hatti ile ayni bakim islemleri de uygulansa
bitkiler toparlanamamis ve boylanmamustir (Cizelge 3.2). Fakat melez islemleri igin

gerekli ¢icek bu ¢esitlerden temin edilebilmistir.

Cizelge 3.2. Iki yillik Patlican Cesitlerinde ve Hattinda Bitki Ozellikleri (2005)

‘ Bitki Uz. Gvd Uz. Bogum Arasi Yaprak
Cesit Uz. (cm)
(cm) (cm) & En (cm) Boy (cm)
K-1 112.6 11.2 9.0 10.7 17.8
K-2 76.4 6.8 53 93 15.9
DK-5 166.6 14.4 3.2 11.1 17.8

Gvd=govde, Uz=uzunluk

Cizelge 3.2°deki degerler 2005 yili yaz ayinda Ol¢iilmiistiir. Ciinkii bu bitkiler
Sebzecilik serasina 2004 yili Kasim ayinda alinmistir ve bir kis1 yukarida anlatilan
sekilde iki kat ortii icinde gecirdikten sonra 2005 yilinin yaz aylarinda buradaki bitkiler

Cizelge 3.2°deki 0l¢lim degerlerine sahip olmuslardir.



3.5. TARTISMA

Islah ¢alismalarinin temelini olusturan kendileme ve melezleme calismalari, bir
cok projenin amacina ulasmasinda i¢in zaman zaman devreye girmesi gerekli ara
islemlerden birisidir. Islah denince daha cok akla melezleme gelir. Ozellikle yeni cesit
gelistirmede melezleme 1slahina bagvurulur. Melezlemede esas, genotipik varyasyon
yaratmaktir. Bitki 1slahinda melezleme, genetik varyasyonu c¢ogaltmak ve istenen
allelleri bir araya getirmek amaciyla uygulanir. Hastaliklara dayaniklilik 1slahi
calismalarinda kendileme ve melezleme mutlak kullanilmak zorunda olan islah
teknikleri olmasi sebebiyle bu calismanin temelini olusturan melezleme, kendileme
calismalar1 2004 ve 2005 yillarinda devam etmistir. Ozellikle kendileme ve melezleme
yapmak amaciyla, dayanikli, dayaniksiz genitdrler ve yabani hatlarin ekimini yapilirken
yabani hatlara 500 ppm dozunda gibberellik asit (GA3z) 24 saat boyunca uygulanmaistir.
Uygulama sonucu bu tohumlar saf sudan gegirilerek ekim yapilmistir ve bu tohumlarin
cikisinda sorun yasanmamistir. Daunay ve ark. (1998a)’nin yapmis olduklar1 ¢alisma
sonunda, GAs’in standart kosullarda c¢imlenmesi diisiik olan tiirlerde, ¢imlenmeyi

yiikseltici etkisi oldugu sonucu ile paralellik gdstermektedir.

2004 yilinda bir taraftan dayaniksiz, dayanikli ve yabani hatlar patojenisite testi ile
klasik olarak testlenir iken, diger taraftan zaman kazanmak agisindan sera kosullarinda
yetistirilen dayaniksiz cesitler, dayanikli genitorlerle ve yabani hatlar ile melezlenmistir.
Burada amag patojenisite testi sonucu dayanikli veya tolerant hatlar ile dayaniksiz
cesitlerin melezlerini ayni1 y1l igersinde elde etmis olmaktir. Bu arada 2004 yilinda daha
fazla kiiltiir ¢esidi (ana) x dayamikl genitor (baba) olarak kullanilarak melezleme
islemleri yapilmaya c¢alisilmakla birlikte, genelde melezlemeler resiprokal olarak
yapilmistir (Demir 1975). Yabani ¢esitlerle yapilan bir ¢cok melezleme sonunda sadece
Torvum x K-1 melezi elde edilebilmistir. Bu sonug literatiirdeki bir ¢ok ¢alisma gibi
Daunay ve ark. (1998b) nin yabani ¢esitler ile yapmis olduklar1 bir ¢ok resiprokal
melezlemeler sonucu varmis olduklari; yabani tiirler ana olarak kullanildigi zaman
genellikle meyve tutumu basarisiz olmaktadir sonucu ile ters diismektedir. 2004 yili
vejetasyon periyodu sonunda melezleme yapilan tiim hatlardan tohum temin edilmistir.
Yine 2004 yilinda yapilan patojenisite test sonucu dayanikli/ tolerant olarak belirlenen
tek hat “DK-5" olmustur. 2005 yilinda melezleme ¢aligmalar1 “K-17, “K-2” ¢esitleri ve
“DK-5" hatt1 ile devam edilmistir. Ayrica yabani hatlar ile olan melezlerde kiiltiir

cesitleri ile geriye melezlemeler yapilmistir, fakat vejetasyon sonunda yapilan geriye



melezlemelerin hi¢ birinden tohum alinamamaistir. Bu sonug Bletsos ve ark. (2000) nin
calismast ile kismen paralellik gostermektedir. Bletsos ve ark. (2000)
“Emi”,”Tsakoniki”, “Langada” Yunan cesitleri ile yabani tiirlerden Solanum torvum,
Solanum sisymbriifolium’un melezlenmesini basarmistir. Yalniz Beletsos ve ark (2000)
tirler aras1 melez F; hibrit yalnizca S. forvum ile Yunan patlican ¢esitlerinden elde
ettiklerini beyan etmislerdir. Bizim c¢alismamizin devaminda bu yodnde geriye
melezleme caligmalart yogun sekilde devam edecektir. 2005 yilinda melezleme
calismalar “K-17, “K-2” ve “DK-5" hatt1 ile tamamen resiprokal olarak planlanmistir;
yapilan melezler K-1 X DK-5, DK-5 X K-1, K-2 X DK-5, DK-5 X K-2 seklindedir.
Bu melezlerin sonunda elde edilen meyve sekil ve rengi Sekil 3.6, 3.7., 3.8, 3.9°da
goriildiigii gibi olmustur. Cizelge 3.1 de goriildiigii gibi DK-5 hattinin Minolta renk
Olciim cihazi ile yapilan o6l¢iimde L parlaklik renk degeri 69.72 (beyaz renge oldukca
yakin)iken, K-1 ¢esidinin 28.69, K-2 ¢esidinin 26.44 olarak tespit edilmistir. Sekil 3.5
de goriildigi gibi K-1 X DK-5 melezinin meyvelerinin renginde agilma goriilmemistir
ve yapilan Ol¢iimde L degeri 32.46 olarak belirlenir iken, DK-5 X K-1 melezinin
meyvelerinin rengi oldukca acilmistir ve renk 6l¢iimii sonunda L degeri 89.38 olarak
tespit edilmistir. DK-5 X K-2 melezinin meyve renginde agilma olustur fakat DK-5 X
K-1 melezinde oldugu kadar renkte acilma goriilmemistir, nitekim renk 6l¢limii sonucu
L degeri 29.80 olarak belirlenmistir. Bunun yani1 sira K-2 X DK-5 melezinde renk 33.40
olarak tespit edilmistir. Meyvelerde ananin DK-5 hatt1 oldugu melez ¢aligmalar1 sonucu
rengin acik olmasi, DK-5 hattinin baba oldugu melez ¢alisma sonucu renkte degisim
olmamas1 sitoplazmik etki (anasal etki) den kaynaklandig1 diisiiniilebilir. Bu bizim
calisma konumuzun amaci olmamasi ve zamanin sinirli olmasi nedeniyle ¢ok uzun
tizerinde duramadigimiz fakat dikkati ¢eken bir konu olmustur ve bu bulunan sonug
Klug ve Cummings (2003), anasal (maternal) etki veya anasal tesir, yavrularin
fenotipindeki belirli bir 6zelligin, yumurtada mevcut olan ¢ekirdek gen {iriinlerinin

kontrolii altinda oldugunu belirtmesi ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda emaskiilasyon ve elle tozlamalar ayn1 zamanda yapilmistir. Bu
literatlirde yapilmis olan c¢alismalarin ¢ogunda izlenen yoldur. Chen (2005)

caligmalarinda bu yolu izledigini belirtmistir.

Sonug olarak; ¢alismamizda 2004 ve 2005 yillarinda patojenisite test sonucunda
tolerant olarak belirlenen “DK-5" hatti ile “K-1" ve “K-2” cesitleri melezlenmis ve F,

bitkileri elde edilmistir. V. dahliae resesif karakterde bir hastalik oldugu icin klasik



testlemede F;’de hastalikla ilgili herhangi bir belirti goriilmek miimkiin olmayacagi i¢in
kendileme yapilmistir ve F; bitkileri elde edilmistir. Bunun yani sira yabani hatlar ile de
melezleme yapilmistir ve F; tohumlar1 elde edilmistir. Bu tohumlar ekilerek kiiltiir
bitkisi ile geriye melezleme g¢aligmalar1 yapilmistir, fakat geriye melezleme islemi
yapilmis olunan ¢i¢eklerde dokiilme olmustur ve tohuma kadar gitmek miimkiin

olmamustir.



BOLUM 4. HAPLOIDIiZASYON

4.1. GIRIS

Tarimda yeni kiiltiir ¢esitlerinin gelistirilmesinde kullanilan klasik 1slah yontemleri
bugiline dek gecerliligini korumustur. Bitki 1slahgilar1 heterozigot gametlerin
derecesini azaltmak i¢in melezlemede homozigot hatlar1 kullanirlar. Homozigot
hatlar ancak klasik kendileme yontemi ile elde edilebilir. Melezleme c¢alismalarinda
melez hatlar birka¢c yil kendilemeden sonra homozigotlasir. Bu durum 1slah
caligmalarinin siiresini uzatir. Ayrica yabanci dollenen bitkilerde heterozigoti olmasi
nedeniyle kendilemede de problemlerle karsilagilmaktadir (Caglar ve Abak 1999,
Sar1 ve Abak 1996). Ancak gelismis iilkelerin tiimiinde bilinen klasik 1slah
yontemlerinin yaninda siireyi kisaltict ve 1slah engellerini agsmada yardimct olabilen
teknolojik yontemlerden de yararlanilmaktadir. F; hibrit gelistirmede Onemli
homozigot bitki elde edilmesinde uygulanan haploid teknigi son yillarda farkli sebze
tiirlerinde kullanim alani bulmustur. Ancak yontem; bazi bitkilerde olumlu sonuglar

verirken bazi bitkilerde heniiz denemelere devam edilmektedir (Seniz 1990).

Dogada haploid bitkiler; apomixis veya partonegenesis sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu durumda, dollenmemis yumurta hiicresi, erkek gamet veya sinerjid
cekirdeklerden haploid bitkiler olusmaktadir. Haploid bitkilerin elde edilmesinde ise;
151n uygulamasi, 1s1 soku, uzak akrabalar arasi melezleme, ge¢ tozlama, dolleme
kabiliyetinde olmayan ¢icek tozlari ile tozlama ve farkli kimyasallarin kullanilmasi
gibi yontemlerle yumurta hiicresi, sinerjitler veya polen danesinden haploid bitkiler

elde edilmektedir (Hatipoglu 1997).



Haploidizasyon, bir bitki materyalinin homozigot hale getirilmesi i¢in ard arda
yapilmast gerekli kendilemeler icin iyi bir alternatiftir. Canlilarin kromozomlar1 2n
yapisina sahiptir. n kromozom yapisina sahip canlilara haploid canlilar denir. Haploid
yapidaki bitkiler 1slah c¢alismalar1 i¢in olduk¢a Onemlidir, ¢linkii homozogot

yapidadirlar.

Haploidizasyon yontemi ve dihaploid bitkiler 1slah caligmalarinda degisik
amaglar i¢in kullanilmaktadir. Bu durum islahgilar i¢in Onemli avantajlar saglar

(Ellialtioglu ve ark. 2001).

a. Haploidleri kullanmanin en basta gelen avantaji, tam bir homozigot bitkiyi
cok kisa bir siirede elde etme olanagini sunmasidir. Dihaploid hatlarin kullanilmasiyla
genetik ve 1slah calismalarim1 yapmak kolaylagsmakta ve sonuca daha c¢abuk
ulagilabilmektedir. Yabanci d6llenen tiirlerde heterozigoti orani ¢ok yiiksek oldugundan
bunlarda homozigot hatlarin elde edilmesi i¢in 10-12 generasyon boyunca kendilemeler
gerekmekte; kendine dollenen tiirlerde bile ayni amagla 5-7 generasyon kendileme
islemine gereksinim duyulmaktadir. Dihaploidizasyon yontemi kullanilarak homozigot

hatlara bir generasyonda ulagmak olasidir.

b. F, hibrit gesitlerin gelistirilmesinde homozigot hatlar arasinda {istiin
kombinasyon yetenegi verenlerin belirlenmesi yontemi kullanildigindan, haploidinin
hibrit ¢esit 1slahinda 6zel bir 6nemi bulunmaktadir. Dihaploid bitkilerden elde edilen

safhatlar F; ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilirler.

C. Haploidler ve bunlarin katlanmasi ile gelistirilen dihaploidler sitolojik,

fizyolojik ve genetik a¢idan 6nemli deneysel materyallerdir.

d. Islah etkinliginin arttirilmasi, haploidizasyonun sagladigt en Onemli

avantajlar arasindadir. Bu etkinlik artis1 iki sekilde agiklanmaktadir:

1. Dihaploid bitkilerin déllerinde bir acilim olmadigr igin genotipler

arasinda ¢ok iyi bir eliminasyonun yapilmasi.

2. Dominansinin etkisinin kalkmasi ve eklemeli gen etkisinin ikiye

katlanmasi.



Haploid bitkiler, farkli patojenler ve patojenlerin fizyolojik irklarina karsi in
vitro seviyede se¢cime olanak vermekte, hastaliklara dayaniklilik calismalarinda zaman,

yer ve maddi kazang saglamaktadir (Ellialtioglu ve ark. 2001).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri icersinde, haploid bitkiler elde edilmesini saglayarak 1slah
calismalarina hizmet eden anter kiiltlirii ayr1 bir 6oneme sahiptir. Anter kiiltiirii esas
olarak, icersinde olgunlasmamis c¢igek tozlarimi (mikrospor) bulunduran anterlerin
tomurcuklardan izole edilerek in vitro kosullarda yapay besin ortamlarina alinmasi ve
burada olgunlagmamis ¢icek tozlarindan haploid embriyolar elde edilmesi olayina
verilen isimdir. Yeni F; hibrit gesitlerinin gelistirilmesi ve yerel populasyonlarin
saflagtirilmasi amaciyla generasyonlar boyu siirdiiriilen kendileme islemi, anter kiiltiiri
yoluyla devre dis1 birakilabilmekte ve yeni ¢esitlerin 1slah edilmesi i¢in gereken siire

klasik yontemlere gore biiyiik 6l¢iide kisaltilabilmektedir (Ellialtioglu 2005).

Dogada cesitli sekillerde kendiliginden ortaya g¢ikan haploidi uzun yillardan beri
bilinmekle birlikte, spontan haploidlerin ortaya ¢ikis orami ve siklig1 cok azdir
(Karakulluk¢u 1991). Bu nedenle 1slah programlarinda kullanim sanslar1 ¢ok sinirlidir.
In vitro teknikler kullanilarak haploid bitkilerin elde edilmesi ve bunlarin kromozom
sayilarinin kimyasal madde yardimiyla iki katina ¢ikartilmasi olarak 6zetlenebilecek
dihaploidizasyon teknigi, bitki 1slah¢ilarina genis olanaklar sunmakta ve bir¢cok amaca

hizmet etmektedir. Haploidlerin kullanim alanlarin1 sdylece 6zetlemek miimkiindiir:

Seleksiyon 1slahinda :Yetistiriciligi yapilan karigik ¢esitler ve populasyonlar kisa
sirede saflastirilabilmektedir. Elde edilen saf hatlar arazi kosullarinda degisik
lokasyonlarda denenerek birka¢ yilda ilging 6zellikleri olan, adaptasyon yetenegi genis

cesitler gelistirebilmektedir.

Melezleme 1slahinda: Baslangic melezlemesinden sonra agilim generasyonlarinda
homozigotlastirma i¢in gegen 6-7 generasyonluk silire, bir generasyona
indirilebilmektedir. Bu yolla kombinasyon 1slahi siiresini 12-13 yildan 5-6 yila indirmek

olasidir (Abak 1986).

Mutasyon Islahinda: Haploid bitkilerde veya hiicrelerde ortaya ¢ikan mutasyonlar, bu
bitkilerin kolaylikla diploidlestirilmesi ve homozigot hale getirilmesi nedeniyle yeni
cesitlerin  hizla gelistirilmesinde kullanilabilmektedir. Haploid hiicre kiiltiir,

mutasyonlar ve hiicre modifikasyonlarinin incelendigi somatik hiicre genetigi



caligmalarinda c¢ok elverisli bir yontemdir (Reinert ve Bajaj 1977). Ayrica diploid
materyale uygulanan mutagenlerin resesif yonde yarattigi mutasyonlar, bu materyalden

cekilen haploidler yardimiyla ilk generasyonda belirlenebilmektedir.

F, Hibrit giicii 1slahinda: Bu yoOntemle ebeveyn adayi olabilecek materyalin
hazirlanmasi 5-6 dan bir yila indirilebilmektedir. Ozellikle kendine uyusmazlik gdsteren
tirlerde oldugu gibi kendileme ile saf hatlarin olusturulmasinda giicliikle
karsilagildiginda veya dogal olarak yabanci déllendikleri i¢in kendilenmis saf hatlarin
eldesi uzun siiren tiirlerde anter kiiltiirii devreye girerek siireyi kisaltmaktadir

(Ellialtioglu 2005).

Hastahklara dayamkh cesit 1slahinda: Dayanikli veya duyarli c¢esitlerin
melezlenmesinde elde edilen bitkilerden anter kiiltlirii ile elde edilen haploidler
katlanmakta ve bu hatlarin ¢ok c¢ok sayida irka mukavemeti ayn1 anda kontrol

edilebilmektedir (Abak 1982, Abak1985).



4.2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bugiine dek Angiospermlerde haploid uyartiminin 37 familya, 88 cins ve 247
tirde gergeklestirilebildigi bildirilmektedir. Ancak haploid iiretiminin saglanabildigi
bitki cins ve tiirlerini kesin ifadelerle siniflandirmak miimkiin goériilmemektedir. Ciinkii
bir cins igersinde bile haploid olusumu ‘cok kolay’ diye tanimlanabilecek bir diizeyden
‘olanaksiz’ olarak nitelendirilebilecek bir durum arasinda degisebilmektedir. Oryza,
Lycopersicon, Arabidopsis, Solanum, Triticum ve Nicotiana cinslerinde, haploid
olusturma ozelligi bakimindan tiirler arasinda O©nemli diizeyde farkliliklar
bulunmaktadir. Tek yillik veya otsu bitkilerde anter kiiltlirii beklentilere az veya ¢ok
yanit verdigi halde, odunsu bitkilerde anter kiiltiiriinden elde edilen basar1 ¢ok diisiiktiir.
Androgenetik anter sayis1 ve anter basina elde edilen embriyo sayisi, bir¢ok faktoriin
etkisi altinda bulunmaktadir. Anter kiiltiiriinden elde edilecek basariyr etkileyen
faktorlerin bir boliimii, anterlerin alindig1 dondr bitkiden kaynaklanmakta olup diger bir
boliimii de anter kiiltiirii tekniginin uygulanmasi sirasindaki kosullarla iligkilidir. Bir
mikrosporu, normal gelisme yoniinden ¢evirerek sporofitik yonde gelismeye tesvik eden
mekanizma hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Ancak, anter kiiltiiriinden elde edilen
haploid bitki sayisi iizerinde etkisi bulunan faktorlerle ilgili ¢cok sayida aragtirma

yapilmis ve dnemli bilgilere ulagilmistir (Ellialtioglu 2005).

Literatiirde ayni bitki tiiri ve hatta cesitlerle yapilan calismalardan degisik
sonuglarin alinmasi da, genotip ayni olsa bile dondr bitkinin yetisme kosullarinin anter
kiiltiirtinden elde edilecek basari iizerinde dnemli diizeyde etki ettigini gostermektedir.
Bir grup arastirici, donor bitkilerin yetistirildigi kosullarin anter kiiltiiri iizerindeki
etkisini, anterlerin icersinde olusan embriyonik polenlerin oranina baglamaktadir.
Bununla birlikte donér bitki yetistirme kosullarinin etkisi, yalnizca polen morfolojisi
tizerinde degil, ayn1 zamanda bitkideki fizyolojik ve biyokimyasal olaylar tizerindedir.
Yetistirildigi ¢cevre kosullarinin etkisi altinda, aminoasitler ve biliylimeyi diizenleyiciler
gibi i¢sel maddeler bakiminda farklt kompozisyonlara sahip anterler kiiltiire
alindiklarinda, bunlarin androgenetik verimlilik bakimindan farklilik gdstermeleri
dogaldir. Genel olarak pek ¢ok bitki tiirlinde normal yetistirme sezonunda ve agikta
yetistirilen bitkiler; normal yetistirme doneminin disinda sera veya iklim odasi
kosullarinda yetistirilen materyale gore, anter kiiltiirinde gostermis olduklari

performans bakimindan daha iistiindiir (Ellialtioglu 2005).



Caglar ve Abak (1999), hiyarda 1sinlanmis polenlerle in sifu uyartim sonucu elde
edilen degisik gelisme safhalarindaki haploid embriyolari irn vitro kiiltiire alarak, bitkiye
doniistirme amaciyla 1992-1994 yillar1 arasinda yilin degisik mevsimlerinde dort
degisik hiyar genotipinden elde edilen embriyolar steril kosullar altinda E20A ortami
iizerinde kiiltiire alinmislardir. ileri safhasindaki haploid embriyolar globiiler
sathadakilere gore daha kisa siirede (3.5 giinde) ve daha yiiksek oranda (1. y1l %60, 2.
yil %80) bitkiye donilismiislerdir. Mayis-eyliil aylar1 arasinda in vitro kiiltiire alinan
embriyolardan yilin o6teki donemlerine gore daha fazla sayida haploid bitki elde

edilmistir. ikinci y1l haziran ayinda embriyolarin bitkiye doniismeleri %80’e ulasmustir.

Mikrospor tanelerinde nisasta birikimi, anter kiltlirii i¢in kritik bir Onem
tagimaktadir. Birinci polen mitozunu gegirdikten sonra mikrosporlarda nisasta birikimi
artmakta ve artik bu asamaya gelmis olan mikrosporlar1 embriyo olusturmak {izere
sporofitik gelismeye yoOnlendirme sansi kalmamaktadir. Diisiik sicakliklarda; birinci
polen mitozu asamasinda tutuklanan mikrospor sayisinda artis olmakta ve nisasta
tiretimi bloke edilmektedir. Bilindigi gibi nisasta icerigi diisiik tek ¢ekirdekli
mikrosporlar, kiiltiir kosullarinda embriyo olusturmak iizere sporofitik gelismeye dogru

daha kolay yonlendirilebilmektedir (Foroughi-Wehr 1993).

Ellialtioglu ve Tipirdamaz (2000) tarafindan patlicanda anter kiiltiirii iizerine
yapilan ¢aligmada kemer patlican ¢esidine ait ¢igcek tomurcuklarina yapilan soguk soku
uygulamalarinin ve besin ortamina katilan aktif komiiriin, anterlerdeki i¢sel absizik asit
miktari lizerine etkilerini incelenmistir. Soguk sok +4°C’de 80 saat veya +9°C’de 5 giin
tutulmak suretiyle uygulanmistir. Aktif komiir ise, rejenerasyon ortaminda %0.1, %1 ve
%?2 dozlarinda olacak sekilde ilave edilmistir. Denemelerde kullanilan soguk soklar1 ve
aktif komiir katkisi, patlican anterlerindeki ABA miktarmi azaltirken; embriyo
olusturma yoniinde olumlu bir etki yapmamustir. Embriyolar sadece kontrol

ortamlarindan elde edilmistir (% 7.75).

Abak (1984), biberde 5 mg/l kinetin ve 5 mg/l 2,4-D iceren ortamlarda seker ve
demir konsantrasyonlarimin yiikseltilmesinin haploid embriyo ve bitki olusumunu
miimkiin kildigini, 90 ve 120 g/1 seker iceren ortamlarda, demir konsantrasyonunun da
iki katina c¢ikartilmasinin, hem embriyo, hem de bitki olusumunu 6nemli diizeyde

yiikselttigini belirtmistir.



Karakulluk¢u (1991) tarafindan 13 patlican ¢esidinde yapilan 8 ayri1 denemenin
sonucunda, patlicanda androgenesis olaymnin genotiple yakin bir iliski i¢cinde oldugu
gorlilmiistiir. Kullanilan c¢esitler igerisinde yalnizca Halep Karas1 ve Baluroi F;
cesitlerinden haploid bitki elde edilebilmis, Prelane F; ve Kemer c¢esitlerinde de
embriyolar olusmus ancak bitkiye doniisiim gerceklesmemistir. Diger ¢esitlerden
(Dourga, Pala, Adana, Topan, Seytan, Black Beauty, Marfa F,, Fabina F; Galine F; ) ise
haploid embriyo veya bitki elde edilememistir. Caligmanin degisik agsamalarinda toplam

22 adet embriyo ve 13 adet haploid bitki elde edilmistir.

Karakulluk¢u ve Abak (1993a) patlicanda anter kiiltlirii yoluyla haploid bitki
elde etmek icin en uygun mikrospor gelisme donemini arastirmislardir. Pala, Kemer,
Baluroi ve Prelane F,; ¢esitlerinin kullanildigi denemede sekiz farkli biiyiikliik ve
gelisme devresindeki anterler kiiltiire alinmistir. Cesitlerin meyve gelisimine gore,
tomurcuk biiyiikliikleri veya uzunluklari arasinda farklilik olmakla birlikte, genel olarak
tag yapraklarin seviyesinin c¢anak yapraklarin birlesme yerinde oldugu 5. gelisme
donemi ile, canak yapraklarin hafif¢e agilmaya basladig1 ve tag yapraklarin 1-2 mm’lik
kisminin goriildiigii donem olan 6. gelisme donemi, patlican anter kiiltlirii yoluyla
haploid embriyo elde etmek i¢in uygun donemler olarak bulunmustur. Bu devrede
tomurcuk uzunluklariin ¢esitlere bagl olarak 22.4-24.7 mm, tomurcuk ¢aplarinin 10.8-
12.5 mm oldugu belirlenmistir. Sitolojik incelemelerde ise bu devrenin polen
mitozundan hemen Onceki devreye karsilik geldigi goriilmiistir. 5. ve 6. tomurcuk
gelisme doneminde kiiltiire alinan patlican anterleri i¢cinde Baluroi F; ¢esidine dahil
olanlar 100 anter basina 6.9 adet haploid bitki vermistir. Diger {i¢ cesitte anterler

androgenik bir yap1 gosterdikleri halde, embriyo olusumu meydana gelmemistir.

Besin ortamina degisik diizeylerde katilan bazi1 organik maddelerin (sakkaroz,
glikoz, aktif karbon) ve biiylimeyi diizenleyicilerin (kinetin, zeatin, 2,4-D, NAA)
patlican anter kiiltiiriinde haploid bitki olusumu iizerine etkilerinin arastirildigi bir
calismada, ilk 12 giin boyunca % 12 sakkaroz, %3 sakkaroz veya %6 sakkaroz+%6.3
glikoz uygulamalarina kiyasla daha iyi sonu¢ vermistir. Aktif karbonun embriyo
olusumuna olumlu bir etkisi gdzlenmemistir. Anterler kinetint 2,4-D
kombinasyonlarinda, zeatin+ 2,4-D veya kinetint NAA kombinasyonlarina gore daha
iyi cevap vermislerdir. Calismanin degisik asamalarinda Smg/1 kinetin +5 mg/1 2,4-D ve

%12 sakkaroz kullanilan ortamlarda Baluroi F; ¢esidinde %12.1, kemer ¢esidinde %]1.5



ve Halep Karasi ¢esidinde %3.8 oraninda embriyo elde edilmistir (Karakulluk¢u ve

Abak 1993 b).

Dort degisik patlican genotipinin anter kiiltliriine verdikleri yanit incelenmis ve
bu ac¢idan en iyi sonu¢ Halep Karasi ¢esidinden %7.8 oraninda embriyo ve %#4.4
oraninda haploid bitki elde edilmistir. Adana Topagi, Birecik Yerlisi ve Black Beauty
cesitlerinin anterlerinde irilesme olmus, kallus gelismis, ancak embriyo ve haploid bitki

olusmamustir (Karakulluk¢u 1991).

Ellialtioglu (1994), yaptig1 bir arastirmada patlican (Solanum melongena L. cv.
Kemer) fidelerinin siirgiin ucu veya gévde segmentleri ile yaprak pargalarindan doku
kiltlirii yoluyla yeni bitkilerin olusturulmasi amag¢lanmistir. MS mineral tuzlar1 + B5
vitaminleri +% 0.8 agar kullanilan besin ortamlarina , demir bilesenleri MS veya 2 MS
dozunda katilmistir. IAA, NAA ve BAP’in degisik dozlarmin denendigi arastirmada
IAA’nin yalnmiz bagina bulundugu ortamlarda siirglin uglar1 gelisip tam bir bitkiye
donlismiis; govde segmentlerinden istenen gelisme saglanamazken yaprak eksplantlar
cok sayida somatik embriyo olusturmustur. MS demir bilesimine sahip ve 10 mg/l NAA
iceren ortamlarda yaprak eksplantlarinin her birinden ortalama 26 adet somatik embriyo

elde edilmistir.

Ellialtioglu ve Oztiirk (1998), Aydin Siyah1 Patlican cesidinde ii¢ farkli embriyo
gelisme donemine sahip embriyolar kiiltiire alinarak bitkiye doniisiim oranlari
belirlenmis, embriyo kiiltiirii i¢in en uygun embriyo gelisme donemi belirlenmistir. Bu
amagla 27, 35 ve 40 giin yash patlican embriyolar1 hormonsuz MS besin ortaminda
kiiltiire almmustir. Ug farkli yastaki embriyolarm kiiltiir ortamindaki yasama oranlari
genelde %100’e yakin bulunmus, ancak gelisme hizi ve kuvveti bakimindan farklilik
ortaya ¢cikmustir. 40 giinliik embriyolar ¢ok hizli gelisip tam bitkiye doniisiirken, bunu
35 giin yashh embriyolar izlemistir. 27 giinliik embriyolarin gelisme hizlar1 ise daha
diisiik olmustur. Embriyolarin tohum igersinden izolasyonundaki kolaylik ve gelisme
hizlar1 birlikte degerlendirildiginde patlican embriyo kiiltiirli caligsmalarinda en elverisli
embriyo yasinin 35 giin oldugu belirlenmistir. Bu yontem kullanildiginda 1slah
calismalarinda bir generasyon igin gerekli siirenin teorik olarak iki ay kadar

kisaltilabilecegi ortaya konulmustur.



Ellialtioglu (2000)’e gore, haploid bitkilerin elde edilmesinde iki yontem vardir,
ya embriyo kesesindeki haploid dokularin —normalde yumurta hiicresinin- uyarilmasi
sayesinde disi gametten; ya da polen rejenerasyonu yoluyla erkek gametten in vitro
kosullarda bitki olusumunu saglamak. Her iki yoldan da haploid olusumu, dogada
kendiliginden ortaya ¢ikabilmektedir. Dogal partenogenezis veya polen embriyogenezisi
yollarinin her ikisi de, 1slah programlar1 i¢in gereksinim duyulan haploid bitkileri
saglayabilmekten ¢ok uzaktir. Bu nedenle, haploid iiretim yontemleri gelistirilmistir.
Giliniimiizde DH (double Haploid Lines) hatlarin elde edilmesinde en basarili yontem
olarak anter kiiltlirii sOylenebilir. Anter kiiltiiriindeki basariy1 etkileyen faktorler; donor
bitkisinin genotipi ve gelisimi, anterlerin gelisme donemi, anterlere yapilan 6n

uygulamalar, besin ortami ve kiiltiir kosullar1 olarak 6zetlenmistir.

Kavunda ii¢ varyeteye dagilan 14 genotipte embriyo elde edilmis ve bunlar in
vitro embriyo kurtarma yoluyla bitkiye doniistiiriilmistiir. Haploid vitro bitkicikler 2
saat % 0.5’lik kolhisin ¢6zeltisinde tutularak ve ardindan ¢eliklenerek in vitro’da
diploid hale sokulmustur. Elde edilen diploid bitkiler daha sonra dis kosullara
aktarilarak yetistirilmigtir. Digariya alistirmada basari oran1 % 57 ile % 63 arasinda
degismistir. Serada gelistirilen tiim bitkilerden kendileme yoluyla tohum alinmis ve
diploid hatlar olusturulmustur. Haploid ve diploid bitkilerin ploidi diizeyleri yaprak
dokularinda akiskan sitometri yontemi ve kok uclarinda kromozom sayimlari ile
dogrulanmistir. Ayrica ploidi diizeyini morfolojik olarak anlayabilmek amaciyla stoma
boyutlar1 ve bek¢i hiicrelerindeki kloroplast sayilari arastirtlmistir. Diploidlerde
haploidlere gore stoma caplarinin % 31, stoma uzunluklarinin ise % 58 daha fazla
oldugu saptanmustir. Kloroplast sayilar1 haploidlerde 6-8, diploidlerde 10-12 arasinda
degismistir (Abak ve ark. 1996).

Sar1 ve ark. (1996), 1sinlanmis ¢igek tozlari ile tozlama sonucu partenogenetik
yolla elde edilen haploid bitkilerden in vitro kosullarda diploid hatlarin olusturulmasi
amactyla farkli kolhisin dozlar1 (% 0.5 ve % 1) ve siireleri (1, 2, 4 ve 6 saat)
denenmistir. Uygulamalar Sugar Baby, K-5 Karasi, Crimson Sweet c¢esitlerinin 3-4
haftalik in vitro haploid mikro ¢eliklerine yapilmistir. % 0.5 yogunlukta kolhisin
uygulanan bitkilerin % 64’1 yasamis ve % 56°s1 geliserek yeni bir bitkiye doniismiistiir.
% 1 dozunda ise yasama ve gelisme oranlart % 40 olarak belirlenmistir. Denenen
stireler arasinda 6 saat uygulamasi en fazla bitki 6liimlerine neden olmustur. Haploid

bitkilerden diploidlerin elde edilmesi i¢in in vitro mikro geliklerin % 0.5’lik kolhisin



cozeltisinde 4 saat veya %1’°lik kolhisin ¢ozeltisinde 2 saat tutulmasinin en uygun
yontem oldugu saptanmustir. Daha yiiksek doz ve siireler bitkilerin kuruyarak 6lmesine

neden olmus; diisiik doz ve kisa siirelerde bitkiler haploid kalmstir.

Bitkilerde ploidi diizeyinin belirlenebilmesi i¢in degisik yOntemlerden
yararlanilmaktadir. Bitkinin fenotipine gore yapilan ayrimlar kromozom sayisi
bakimindan bir fikir verse de, kuskusuz ploidi belirlemede kullanilan en eski ve en
giivenilir yontem, hizli biiyiiyen doku ve organlarda (6zellikle kok uglarinda) yapilan
kromozom sayimlaridir. Ancak son yillarda kromozom sayimlarina alternatif yontemler
de gelistirilmis ve degisik bitki tiirlerinde uygulama alani1 bulmustur. Flow sitometri ve
stoma hiicrelerinde yapilan gézlemlere dayanarak gelistirilen yontemler, giinlimiizde
ploidi diizeyinin belirlenmesinde kromozom sayimlarinin yami sira rutin olarak

kullanilabilir asamaya gelmis yeni tekniklerdir.

Stomalar, yaprak epidermisinde gomiilii olarak bulunan, havadaki
karbondioksitin yapraga girmesini, su ve oksijenin ise yapraktan ¢ikmasini saglayan
acikliklardir. Degisik bitki tiirlerinde stomalarin iriligi, dolayisiyla alanda bulunan
stoma sayis! ile ploidi diizeyi arasinda giivenilir iliskiler saptanmistir. Ornegin kereviz,
tiitlin, Briiksel lahanasi, havug, karpuz, kavun, hiyar, kahve, biber ve kabak’ta haploid
bitkilerin stomalarinin diploidlere gore daha kiigiik oldugu, dolayisiyla birim alanda

daha fazla stoma bulundugu saptanmistir (Ellialtioglu ve ark. 2001 ).

Kurtar ve ark. (2002), kabakta isinlanmis polen teknigini kullanarak elde
ettikleri haploid ve daha sonra dihaploid hale dontstiirdiikleri bitkilerde ploidi
seviyesini direkt (kok ucu kromozom sayimi) ve indirekt (stoma boyutu, bekgi
hiicrelerindeki kloroplast sayilari ve morfolojilerinin incelenmesi) metotlar ile
belirlemislerdir. Kok uclarinda kromozom sayimi feulgen teknigi ile yapilmistir. Stoma
boyutlarinin 6lgiilmesi ve bekei hiicrelerindeki kloroplast sayilari siirgiinlerin tepe
noktasindaki 7. ve 8. yapraklar kullanilarak yapilmistir. Yapragin altindaki epidermal
tabakay1 saran kilif % 1°lik AgNOj’tan 1 damla damlatildiktan sonra kaldirilir. Stomatal
indeks, stoma uzunlugu/stoma cap1 6l¢iilmiistiir. Gelisme boyunca; ana, baba ¢iceklerin
anthesis periyodu, polen canliligi, meyve tutumu ve yaprak boyutlari belirlenmistir.
Sonucta farkli dozlarda 1sin uygulamasi ile yapilan bu caligmada elde edilen
haploidlerde embriyolarin sekli globular ve torpedo olmak iizere farkli sekillerdedir,

diploidlerde ise kotiledon seklindedir. Elde edilenlerin haploid bitkilerin = %53.8’1



torpedo sekilinde embriyoya sahip iken, % 23.1°1 ise yiirek seklinde embriyoya sahiptir.
Kabak bitkilerinde stomatal biiyiiklik ve mm?®deki bekei hiicrelerindeki kloroplast
sayilar1 ploidi seviyesinin belirlenmesinde farkli bir alternatif olarak bakilmistir.
Haploid bitkilerde stoma boyutlari, miktar1 ve bekgi hiicrelerindeki kloroplast sayisi
belirlenmis ve  diploid bitkilerde de belirlenmistir ve kromozom sayimi ile
karsilastirilmistir.  Bunlardaki farklilik %1 diizeyinde onemli bulunmustur. Bazi
morfolojik 6zelliklere kargilagtirmali olarak bakilmistir. Haploid bitkilerde ana ve baba
cigcekler kiiciik ve erkek ¢igcekler polen iiretmemektedir. Haploidlerde disi ¢icekler
normal diploid kabak poleni ile tozlandiginda meyvenin tutmadigi, diploid bitkilerde
meyve tuttugu ve tohum alindig1 gozlenmistir. Haploid bitkilerin yaprak boyutlari,
diploid bitkilere gore daha kiigiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar gostermektedir
ki, tim metotlar basar1 ile kullanilabilmektedir. Ancak kromozom sayimi kullanigsiz
bulunurken, morfolojik inceleme de ise, bitkinin uygun asamaya gelmesi i¢in uzun
zaman gecmesi gerektigi belirtilmistir. Stoma ve kloroplast sayimi basit ve diger

yontemlere gére daha pratik bulunmustur.

Yapilan bir baska calismada 4 patlican ¢esidinin ve 6 hibrit patlican ¢esidinin
anter kiiltiiriine cevabi arastirilmistir. Cigekler uygun asamada bahar ve yaz ay1 boyunca
toplanmustir, bitkiler acik arazi kosullarinda yetistirilmistir. Anter kiiltiirii  Dumas de
Vaulx ve ark. (1982)’na gore gerceklestirilmistir. TAA, NAA, zeatin ve glikoz
konsantrasyonu ile modifiye edilmistir. 9050 adet kiiltiire alinan anterden 531’inden iyi
performansta androgenetik embriyo elde edilmistir. Anter kiiltiirline cevabi etkileyen
Ozelliklerden en Onemlisi genotiptir, en iyi performansi L.V. Barbentanel c¢esidi
gostermistir. Ortamdaki hormon igerigi de anter kiiltiirlinlin basarisin1 etkilemektedir.
Ornegin, NAA ve zeatin ‘L.V. Barbentanel ve IWIR 768 X Viserbal hibrit cesit’ te
embriyo yiizdesini arttirmada yetenekli bulunmustur. Sakkaroz ve glikoz da etkili
olmaktadir, yiiksek konsantrasyonda en iyi sonug¢ alimmustir. Oksin ve sitokinin
oranlarinin dengeli olmasi1 patlicanda anter kiiltiiriinde basarty1 etkilemektedir. Bu
calismada anter kiiltiirii ile elde edilen bitkilerde ploidi seviyesi belirlenememistir. Daha
once yapilan benzer ¢alismada haploid ve diploid bitkilerin yiizdeleri % 35 ve % 65
olmustur (Rotino ve ark. 1987).

Prabbhavathi ve ark. (2003), anther kiiltiirii ve haploid bitkilerin gelismesi i¢in
bir protokol gelistirmistir. 3 hibrit patlican ¢esidinden alinan anterler Murashige ve

Skoog’s (MS) ile Gresshoff ve Doys ortamlar1 kallus i¢in 2,4-D, BA (benzyladenine)



yada 0.5, 1.0, 2.0 mg/l NAA iceren ortamalara dikilmistir. Bunlar daha sonra 20-30 giin
25 °C’de inkiibasyona alinmustir. ilk énce kallus olusmus ve bu kiiltiirlere 16 saat
fotoperiyot uygulanmigtir. Kalluslar 3-8 hafta sonra olusmustur. En yiiksek % kallus
olusum oram1 % 20, MS ortaminda “Pant Rituraj” c¢esidine ait anterlerden elde
edilmigtir. Anterden ya embriyonik kalluslar olugmakta veya direkt embriyo
olusmaktadir. Direkt olusan embriyolar siirerler. Embriyonik kalluslar ise 0.1, 0.2, 0.5,
1.0, 2.0 veya 2.5 mg NAA/litre igeren c¢esitli MS ortamlarina transfer edilmistir. Bu
caligsmada, ilk olarak embriyonik kallus 2.0 mg 2,4-D/I iceren ortamdan elde edilmistir.
5 °C’de 2-3 saat anterlere uygulanan soguk uygulamasi kallus olusumunu hizla
arttirmistir. Kallustan ilk siirme 0.2-0.5 mg NAA/I igeren MS ortaminda olmustur.
Siirmeler 1.0 mg BA ile 0.2 mg [IAA /I karigtmi bulunan ortamlarda olmustur. Bu
eksplantlar, hormonsuz MS ortamina boylarinin uzamast i¢in transfer edilmistir. Uzamis
sirglinler yar1t MS o0zelligindeki ortama koklenme igin transfer edilmistir. Haploid

olduklar farz edilen bitkiler dis kosullara alistirllmis ve agik araziya transfer edilmistir.



4.3. MATERYAL VE YONTEM
4.3.1. Materyal

Arastirma, 2004-2006 yillarn arasinda Atatirk Bahge Kiiltiirleri Merkez
Enstitiisii, Sebzecilik Boliimii Seralari, Doku Kiiltiirii Laboratuar1 ve Doku Kiiltiirii

Aligtirma Serasinda gergeklestirilmistir.
4.3.2. Yontem
4.3.2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan “K-1” “K-2”, “K-4”, “K-5”, “DK-6", “25, “11” gesitlerin
ve “DK-5" hattinin tohumlari, yastiklarda 10’luk saksilara 6/10’i tam yanmis giibre,
3/10’u toprak, 1/10’u kumdan olusan harca ekim yapilmistir. Harg 90 °C -100 °C’ de
buharla 45 dk- 60 dk sterilize edilmistir. Bitkilerin gerekli kiiltiirel bakim islemleri

yapilarak, saglikli olarak yetistirilmesi saglanmstir.

4.3.2.2. Cicek Tomurcuklarimin Toplanmasi

Cicek tomurcuklari toplanirken, Karakulluk¢u (1991) tarafindan 8 gelisme
devresine ayrilmis tomurcuklar igersinden, 5. ve 6. devredeki tomurcuklarin alinmasina
0zen gosterilmistir. Bu 8 devrenin en erkeni olan 1. devre tomurcuklarinda, tomurcuklar
heniiz kiigiik (yaklasik 1 cm boyunda) ve kapali, anter rengi cok agik yesilken; 8.
devredeki tomurcuklar patlamak iizere, ta¢ yapraklar pembe, anter koyu sari, kenarlari
mor ¢izgili bir goriiniim arz etmektedir. Ilk devre tomurcuklarinda yalnizca mikrospor
ana hiicrelerine rastlanirken, sekizinci asamadaki tomurcuklarda c¢ogunlukla olgun

polenler saptanmistir (Sekil 4.1).



Sekil 4.1. Tomurcuk 6zelliklerine gore siniflandirilan tomurcuklarin goriintimleri (K-1
Cesidi)
Denemelerimizde, 5. devre tomurcuklarinda ¢anak yapraklar agilmak ve ta¢ yapraklar
birlesme yerine gelmek iizere, anterler yesilimsi sar1 renkte, tomurcuk boylar1 ¢esitlere
bagli olmakla birlikte 22.4 - 24.7 mm arasinda, tomurcuk caplari ise, 10.1 - 11.7 mm
arasinda oldugu zaman alimustir. Bu devredeki tomurcuklardan alinan anterler
icerisinde ¢ok sayida tek ¢ekirdekli mikrosporun bulundugu, bunun yaninda tetratlara da
rastlandig1 yine Karakulluk¢u (1991) tarafindan bildirilmistir. 6. devre tomurcuklarinda
ise, tac yapraklar, ¢anak yapraklarin birlesme yeri seviyesinde ve hafifge goriinmekte,
anterler yesil sar1 renkte olup, tomurcuk boylar1 23.6 - 24.6 mm arasinda, tomurcuk
caplart ise 11.7 - 12.5 mm arasinda oldugu zaman alinmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3). Bu
devre tomurcuklarindan alinan anterlerin iginde 1. polen mitoz, asamasinin degisik

devrelerindeki mikrosporlarin bulundugu, Karakulluk¢u (1991) tarafindan belirtilmistir.

Sekil 4.2. Patlicanda anter kiiltiirii i¢cin uygun tomurcuk asamasi



Sekil 4.3. Patlicanda anter
kiltiri  i¢in  uygun  asamadaki
tomurcugun igersindeki anterlerden

gorunim

4.3.2.3. In Vitro Kiiltiirler
4.3.2.3.1. Besin Ortamlarinin hazirlanmasi

Dumas de Valux ve ark. (1982)’nin onerdigi C (callus) ve R (regeneration)
ortam bilesimleri denemelerde kullanilan besin ortami olmustur. Bu temel besin

ortaminin bilesimi Cizelge 4.1.”de verilmistir.

DDV temel besin ortaminin kullanildigi ¢alismada, anterler kiiltiiriin ilk 12 giinii “C” ile
simgelestirilen ortamda tutulmuslar, daha sonra degisik yapilara sahip “R” ortamina
transfer edilmislerdir. Ortamlarin tiimii agar (%0.8) ile katilagtirllmistir. Denemelerde
kullanilan tiim c¢esitlerde ¢icek tomurcuklarindan izole edilen anterler “C” ortamina
dikim yapilmis; gelisme gosteren anterler 0.1 mg/l kinetin iceren R ortamina transfer

edilmislerdir.

Denemelerin tiimiinde besin ortamlarinin pH seviyeleri otoklavlanmadan once 5.8’¢
ayarlanmig, ardindan ortamlar 20 dakika siireyle 121 °C’de otoklavda sterilize
edilmigtir. Kiiltiire alma isleminde kullanilan 8 cm ¢apindaki cam petri kaplari, besin

ortamlarindan 6nce otoklavda 125 °C’de bir saat siireyle tutularak sterilize edilmis ve

izolasyon kabininde sogumaya birakilmistir. Agizlar1 aliiminyum folye ile kapatilmis ve

erlenmayerler igersinde otoklavlanan besin ortamlari, sterilizasyon isleminden sonra



kabin icersinde aseptik kosullarda, her bir petri kabina yaklagik 10 ml besin ortami
diisecek sekilde doldurulmustur. Ortamlar, petri kaplar icersinde bir saat kadar

bekleyince agarin etkisiyle jel kivamina ulasmis ve dikime hazir hale gelmistir.

Anterlerden elde edilen bitkiciklerin gelistirilmesi i¢in biiyiime diizenleyici katkisi
yapilmayan % 3 oraninda sakkaroz ilave edilmis MS ortami1 kullanilmistir. Sakkaroz ve
%0.7 oraninda agar katilarak pH’s1 5.7’ye ayarlanan ve kaynatilan ortamlar; 2.5x10 cm

boyutlarindaki cam tiiplere, 10’ar ml doldurulmus ve agzi cam kapak ile kapatilmistir.

Sterilizasyon iglemi tamamlanan ortamlar dikimi hazir hale getirilmistir.

Cizelge 4.1. Denemede Kullanilan Dikim Ortaminin Bilesimleri (Karakulluk¢u 1991).

Mikro Bilesikler (mg/1) Mikro Bilesikler (mg/l)

KNO; 2150 | MnSO4.4H,0O 22.130
NH4NO; 1238 | ZnS0O4.7H,0 3.625
MgSO4. TH,O 412 | H3BOs 3.150
CaCl.2 H,O 313 |KI 0.695
KH,PO;, 142 | Na,M004.2H,0 0.188
Ca(NOs),.4 H,O 50| CuSO45H,0 0.016
NaH,PO4. H,O 38| CoCl,.6H,O 0.016
(NH4)2SO4 34

KCl 7

Organik Bilesikler (mg/1) Fe Selat (mg/l)

My inositol 50.300 | Na,EDTA 18.65
Pridoksin HC1 5.500 | FeSO4.7 H,O 13.90
Nikotinik asit 0.700 | Sakkaroz %12
Thiamin HCL 0.600 | Agar %0.7
Ca-pantetonat 0.500 | PH 5.7
Vitamin By, 0.30

Biotin 0.005

Glisin 0.100

Denemede kullanilacak olan transfer ortaminda ise, biiylimeyi diizenleyici olarak yalniz

0.1 mg/I kinetin kullanilacak olup, ortamin bilesimi Cizelge 4. 2°deki gibidir.




Cizelge 4.2. Denemede Kullanilan Transfer (R) Ortaminin Bilesimi (Karakullukc¢u

1991).
Mikro Bilesikler (mg/1) Mikro Bilesikler (mg/l)
KNO; 2150 | MnSO4.H,O 20.130
NH4NO; 1238 | ZnS0O4.7H,0 3.225
MgSO,. TH,O 412 | H3BOs 1.150
CaCl.2 H,O 313 |KI 0.330
KH,PO; 142 | Na,M004.2H,0 0.138
Ca(NOs),.4 H,O 50| CuSO45H,0 0.011
NaH,PO4. H,O 38| CoCl,.6H,O 0.011
(NH4)2SO4 34
KCl 7
Organik Bilesikler (mg/1) Fe Selat (mg/l)
My inositol 50.300 | FeS0O4.7 H,O 13.90
Pridoksin HC1 5.500 | Na,EDTA 18.65
Nikotinik asit 0.700 | Sakkaroz %12
Thiamin HCL 0.600 | Agar %0.7
Ca-pantetonat 0.500 | pH 5.7
Biotin 0.005
Glisin 0.100

4.3.2.3.2. Anterlerin Cikartilmasi ve Dikim

Belirlenen asamadaki anterleri bulunduran ¢i¢cek tomurcuklar birka¢ damla
Tween-20 damlatilmis %20’lik ticari sodyum hipoklorit igerisinde 15 dakika boyunca
ylizeysel sterilizasyon islemine tabi tutulduktan sonra en az 3 kez steril saf su ile
durulanmistir. Steril kosullarda tomurcuklarin igerisinden ¢ikarilan anterler, dnceden
hazirlanmis ve otoklavlanarak steril hale getirilmis besin ortamlarinin {izerine
yerlestirilmistir. Anterlerin tomurcuk i¢inden c¢ikarilmasi sirasinda ezilmemesine ve
filamentlerinin, anterle birlestigi noktadan kesilerek uzaklastirilmasina dikkat edilmistir.
Cogunlukla petri kutularinda, agarla katilastirilmis besin ortamlarina yerlestirilen
anterlerin dikim iglemi tamamlandiktan sonra petri kutularinin kenarlar bir film seritle

kapatilarak herhangi bir enfeksiyona karsi, dis atmosferle olan iligki kesilmistir. Normal



olarak 7 cm capindaki bir petri kutusu igersine cesitlere ve anter biiylkliigline gore

degismekle birlikte 23-24 adet anter yerlestirilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Patlicanda uygun tomurcuk agamasinda alinarak ortama dikilen anterlerden

gorunim

4.3.2.3.3. Kiiltiir Kosullar

Petri kaplar1 icersindeki anterler inkiibasyon i¢in Karakulluk¢u (1991)’ya gore
once 35°C’deki etlivde ilk 8 giin boyunca karanlikta tutularak, daha sonra ise 25°C
sicaklik ve 16 saat giin uzunluguna ayarlanmis iklim dolabina alinmiglardir. Bu ortamda
4 giin daha bekletilen anterler, 12. giinden sonra transfer (R) ortamina aktarilmislardir.
Anterler bundan sonra iklim dolabinda 25°C sicaklik ve 16 saat giin uzunlugunda

gelismeye birakilmiglardir.

4.3.2.3.4. Kolhisin Uygulamasi

Mikro celikler in vitro kosullarda %1 kolhisin ¢dzeltisinde 1 saat ve 2 saat, %
0.5 kolhisin ¢ozeltisinde 1 saat ve 2 saat olmak iizere farkli kombinasyonlarda
bekletilmistir (Sekil 4.5 Sekil 4.6) Bitkicikler yikanarak tekrar kiiltiire alinmistir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.5. % 0.5 ve %]11ik hazirlanan kolhisin ¢dzeltisinden

goruniim

Sekil 4.6. Mikro ¢eliklerin in vitro kosullarda kolhisin

uygulamasindan goriiniim



Sekil 4.7. Kolhisin ¢ozeltisinden alinan mikro ¢eliklerin yikanarak tekrar kiiltiire

alimmasindan goriiniim

4.3.2.3.5. Elde Edilen Bitkilerde Kromozom Sayim

Kromozom sayimi i¢in Tan (1994)’in Onerdigi kolay ve hizli sonu¢ veren
“Laktopropiyonik Orsein Ezme” yontemi kullanilmistir.Bu amagla tiiplerden alinan
geng bitki kokleri oda sicakligindaki 8-hidroksikuinolin (200 cc saf suya 0.058 g 8-
hidroksikuinolin ilave edilir) i¢inde 3 saat bekletilerek “On uygulama” islemi
yapilmustir. On uygulama isleminden sonra materyal 3:1 oranindaki glasiyel asetik asit:
ethanol (3 kisim glasiyel asetik asit, 1 kisim %90’lik etanol) i¢cinde 2-4 saat tutularak
“fiksasyon” islemine tabii tutulmustur. Fiksatiften alinan materyal 1 N HCL ile 60
°C’de 10 dakika hidroliz edilmistir. Hidrolizasyondan sonra boyama i¢in daha dnce
hazirlanmis olan laktopropiyonik orcein (2 g dogal orsein, 50 mL laktik asit i¢inde
ertilerek filtre edilmis, kullanilirken suyla %45 seyreltik hale getirilmistir) icinde 15
dakika tutularak boyama saglanmistir.

Boyama isleminden sonra materyal lam {izerinde iyice ezilerek lamelle

kapatilmis ve 151k mikroskobunda incelenmistir (Akbudak 2005).



4.3.2.3.6. Gelisen Bitkilerin Topraga Transferi

Dis sartlara alistirmada genc bitkicikler, sterilize edilmis kokos ortamina
dikilmistir. Tiplerden c¢ikarilan bitkicikler steril ortama dikildikten sonra alistirma
serasinin icersinde olusturulmus plastik tiinel igersine dikim yapilmistir. Bu bitkilerin
sulanmasinda steril saf su kullanilmig ve bitkiler 6nceden hazirlanan besin ¢ozeltisi ile

sulanmistir. Bitkicikler kademeli olarak dis ortam sartlarina alistirilmislardir.

4.3.2.4. Sitolojik Gozlemler ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Kromozom sayimlar1 ve stomatal incelemeler icin hazirlanan preparatlarda
incelemeler 151k mikroskobunda yapilmistir. Mikroskoptan yapilan fotograflar i¢cin 400
ASA’lik renkli Kodak Pan film kullanilmigtir. Mikroskoptan yapilan fotograf
cekimlerinde preparatlar 40x10'luk objektif ve okiiler biiylitmesi kullanilarak (400 kez)

biiytitiilmiistiir.



4.4. BULGULAR

4.4.1. Pathcan Genotiplerinde Yaz Doneminde Anter Kiiltiiriinden Elde
Edilen Sonuglar

“K-17, “K-27, “K-4”, “K-57, “DK-6", “25”, “11”¢esitleri ve “DK-5" hattinin
serada yaz peryodunda yetistirilen bitkilerinden izole edilerek kiiltiire alinan anterlerde
yapilan gozlemler sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.3’de verilmistir. Bu 8 hat
ve ¢esitlere ait bitkilerden alinan uygun asamadaki tomurcuklar ticari hipoklorit ile
dezenfeksiyonu saglandiktan sonra her bir tomurcuk agilarak icersindeki anterlerin C
ortamina dikimi yapilmistir. 8 glin boyunca 35 °C sicakliktaki inkiibator igerinde
bekletildikten sonra 25 °C’deki iklim odasmna alinmustir. Iklim odasinda 4 giin
bekletildikten sonra anterler R ortamina alinmistir. Burada ortalama 40 giin gectikten
sonra dikim yapilan tiim ¢esit ve hatlarin anterlerinde gelisme tespit edilmistir. Yaz
doneminde serada yetistirilen patlican bitkilerinde alinan anterler, kiiltiir ortaminda
gelismeye birakildiklarinda; gelisme olarak kabul edilen olgu, anterlerin kiiltlir ortamina
alindiktan sonra siserek farklilasmalar1 veya bozulma, kuruma olmaksizin canliliklarini

stirdlirmeleri olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Anterlerin kiiltiir ortamina alindiktan sonra siserek farklilagsmalari

(sagda), kallus olusumu (solda)



Kuruyan, biiziisen ve kararan anterler ise gelismeyen anterler olarak
nitelendirilmistir. Bu sekilde degerlendirildiginde, “K-1" ¢esidinde anter gelisim orami
% 53,0, “K-2” ¢esidinde % 65.8, “K-4” ¢esidinde % 59.3, “K-5" c¢esidinde % 88.1,
“DK-5" hattinda % 57.5, “DK-6" ¢esidinde % 60.3, “25” ¢esidinde % 91.4 ve “11”
cesidinde % 62.5 olarak tespit edilmistir. Goriildiigii gibi en yiiksek anter gelisim orani
“25” ¢esidinde belirlenmistir. “K-17, “K-4”, , “DK-6” ¢esitlerinde ve “DK-5"hattinda
kallus olusumu meydana gelmistir. Dikim yapilan tiim ¢esit hatlarda belli miktarlarda
kallus olusumu goriilmiistiir, “K-1" cesidinde kallus olusum oram1 % 45.0, “K-2”
¢esidinde %24.1, “K-4” ¢esidinde % 11.9, “K-5" ¢esidinde %25.0, “DK-5" hattinda
%26.9, “DK-6" ¢esidinde % 60.3, “25” ¢esidinde % 20.0 ve “11” ¢esidinde % 26.6
olarak tespit edilmistir. En yiiksek kallus olusum oram1 “DK-6" ¢esidinde goriiliirken,
“K-17 ¢esidi takip etmistir.  Anter kiiltiiriinde direkt olarak embriyo olusumu
gerceklesebildigi  gibi bazen kallus olusumunun ardindan embriyo olusumu
gerceklesebilmektedir, fakat “K-17, “K-4”, “DK-6” ¢esitleri ve “DK-5" hattinda kallus
olusumunun ardindan embriyo olusumu saglanamamistir. “K-2” ¢esidinde % 6.25
oraninda embriyo olusum orami elde edilirken, “K-5" c¢esidinde % 2.63, 257
cesidinde % 14.2 ve “11” ¢esidinde % 4.16 oraninda embriyo olusum orani1 elde

edilmistir.

Cizelge 4.3. Patlican Genotiplerinde Yaz Doneminde Anter Kiiltlirtinden Elde Edilen

Sonuglar
Hat ve Kil AL Gelisen anter Kallus Olusum |Emb Olus. | Bitki Olus.
Cositler | ANLS3Y. [ (adet) (%) |(adet) (%) |(adet) (%) |(adet) (%)
“K-1” 200 106 |53.0 90 45.0 - - - -
“K-2” 240 158 [65.8 58 24.1 15 6.25 |8 5.0
“K-4” 320 190 |59.3 38 11.9 - - - -
“K-5” 380 335 | 88.1 95 25.0 10 2.63 |5 1.3
“DK-5” 160 92 57.5 43 26.9 - - - -
“DK-6” 260 157 160.3 80 30.8 - - - -
“25” 140 128 (914 28 20.0 20 142 |7 54
“11” 120 75 62.5 32 26.6 5 4.16 |4 53
Kiil= kiiltiir =~ Ant= anter Emb= embriyo
A=almman Say= sayis1 Olus= olusum

Dikim yapilan tiim ¢esitlerde ve hatta, anter gelisimi ve kallus olusumu belli
oranda tespit edilir iken embriyo olusumu tiim hatlarda izlenememistir. “K-17, “K-4”,

“DK-6" ¢esitleri ve “DK-5" hattinda embriyo olusumu gerceklesmemistir. Bunun yani



sira “K-2” ¢esidinde embriyo olusum oram1 % 6.25, “K-5" ¢esidinde % 2.63, “25”
cesidinde % 14.2 ve “11” ¢esidinde % 4.16 olarak tespit edilmistir. En yiiksek embriyo
olusumunu %14.2 orani ile “25” cesidi gosterirken, en diisiik embriyo olusumunu

% 2.63 orant ile “K-5 “cesidi olmustur.

Anterlerin igersinden ¢ikarak biiyliyen embriyolarin gelisme ortamlarina
alinmasiyla, patlican bitkicikleri saglikli bir sekilde gelismelerine devam etmisler ve
% 5.4 oran1 ile “25” ¢esidi en fazla bitki elde edilen ¢esit olmustur, bunu % 5.3 orani
ile “11” ¢esidi, % 5.0 oran1 ile “K-2” ve % 1.3 orani ile “K-5” ¢esidi izlemistir (Sekil
4.9).

Sekil 4.9. Haploid patlican bitkilerinin goriiniimii

Bitkicikler Sekil 4.9°daki durumlarina geldiklerinde haploid patlican bitkilerinin
kolhisin ile muamele edilmesinin ardindan dihaploid siirgiinler ve bunlardan da
kendilenmis meyveler elde edilmistir (Sekil 4.10). Bitkiler Sekil 4.10 da gorildiigii
asamada iken hava sicakliklar1 kisg aylarimin baslamasi sebebiyle diigmiistiir. Kis
boyunca bitkiler elektirikli 1sitic1 yardimiyla 1sitilmis ve tiim bakim iglemleri yapilarak
kist gecirmeleri saglanmistir, fakat bitkilerde higbir biiyiime olmamustir. Daha sonra

bahar ayinda bu bitkiler seradaki yerlerine alinmigtir (Sekil 4.11).



Sekil 4.10. Anter kiiltiirii yoluyla elde edilmis diploid patlican  bitkilerinden
goriniim

Sekil 4.11. Bahar donemi anter kiiltiiriinden elde edilen,
kolhisin uygulanan ve seradaki yerlerine alinan bitkiler



4.4.2. Pathican Genotiplerinde Sonbahar Doneminde Anter Kiiltiiriinden
Elde Edilen Sonuclar

“K-17, “K-27, “K-4”, “K-5”, “DK-5", “DK-6" gesitleri ve “25” ila “11”
numarali hatlarin normal yaz peryodunun ardindan sonbahar baslangicinda, ¢igeklenme
doneminde giinliik ortalama sicakligin 20-22°C arasinda degistigi 1sitilmayan serada
yetistirilen bitkilerden izole edilerek kiiltiire alinan anterlerde yapilan goézlemler
sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Patlican Genotiplerinde Sonbahar Déneminde Anter Kiiltiiriinden Elde
Edilen Sonuglar

Hat ve Kil. AL Gelis. Anter Kallus Emb Olus Bitki Olus.
Cesitler Ant.Say. Olusum
(adet) (%) (adet) (%) |(adet) (%)
(adet) (%)
“K-17 356 64 17.9 - - - - - -
“K-2” 579 87 15.0 5 0.8 - - - -
“K-4” 230 36 15.6 2 0.8 - - - -
“K-5” 342 132 38.5 - - - - - -
“DK-5” 274 30 10.9 - - - - - -
“DK-6" 174 58 333 1 0.5 - - - -
“25” 374 73 19.5 - - 4 1.06 - -
“11” 178 35 19.6 - - - - - -
Kiil= kiiltiir ~ Ant= anter Gelis= gelisen Emb= embriyo
A=alman Say= sayisi Olus= olusum

Bu donemde yapilan anter kiiltiirlerinde, tiim ¢esitlerin anterinde gelisme izlenmistir.
“K-1” ¢esidinde anter gelisim oran1 % 17.9, “K-2” ¢esidinde % 15.0, “K-4” ¢esidinde %
15.6, “K-5 ¢esidinde %38.5 “DK-5" hattinda % 10.9, “DK-6" ¢esidinde % 33.3, “25”
cesidinde % 19.5 ve “11” ¢esidinde %19.6 olarak tespit edilmistir. Bu durumda en
yiiksek gelisen anter oran1 %38.5 orani ile “K-5” ¢esidinde goriiliir iken, bunu % 33.3
orani ile “DK-6" ¢esidi izlemistir. Anter kiiltiirii yapilan tiim g¢esitlerde ve hatta anter
gelisimi var iken ayni c¢esitlerin ve hattin tiimiinde kallus olusumu izlenememistir.
Yalniz “K-2”, “K-4” ve “DK-6" ¢esitlerinde oldukga diisiik oranlarda kallus olusumu
meydana gelmistir. “K-2” c¢esidinde % 0.8 kallus olusumu belirlenirken, “K-4”
cesidinde % 0.8 ve “DK-6" c¢esidinde ise % 0.5 kallus olusumu tespit edilmistir.
Sonbahar baslangicinda “K-17, “K-27, “K-4”, “K-57, “DK-6",“25”, “11” c¢esit ve
“DK-5", hattinda yapilan anter kiiltiirlinde embriyo olusumu sadece “25” c¢esidinde

%1.06 oraninda tespit edilmistir.



4.4.3. Sitolojik Gozlemler ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Patlican genotiplerinde sonbahar donemi uygulanan anter kiiltiirlinden embriyo
olusumu ger¢eklesmemistir. yaz doneminde anter kiiltiiriinden elde edilen bitkiciklerden
“25” ¢esidine ait bitkicigin kok uglarindan alinan 6rneklerde kromozomlarin goriinimii
(n=12) (Sekil 4.12) ve yine ayni1 hattin kolhisin uygulanmis bitkiciginin kok uglarindan

alian 6rneklerde kromozomlarin goriiniimii (2n= 24) (Sekil 4.13).

Sekil 4.12. “25” numarali hattan olusan bitkicigin kok uclarindan alinan
orneklerde kromozomlarin goriiniimii (n=12)

Sekil 4.13. “25” numarali hattan olusan kolhisin uygulanmis bitkicigin kok
uclarindan alinan 6rneklerde kromozomlarin goriiniimii (2n=24)



4.5. TARTISMA

Insan beslenmesinde degerli bir sebze olan patlicanin iilkemizde Karadeniz, I¢
ve Dogu Anadolu Boélgemizin bazi yerleri disinda hemen tamaminda tariminin
yapildigin1 gorebiliriz. Patlican, iilkemizde agikta yazlik sebze olarak, ortii altinda ise
kis ve bahar aylarinda yetistirilen ve tiikketilen 6nemli bir sebzemizdir. Patlicanda, gerek
sera gerekse acikta yetistiricilikte kullanilacak iistiin 6zellikli cesitlerin 1slahi i¢in
calismalar yapilmaktadir. Islah ¢alismalarinda zaman kazanci saglamasi yoniiyle bilinen
anter kiiltiirii, ¢alismamizda da yine aymi amagla kullanilmistir.  Projede anter
kiiltiiriiniin bulunma nedeni, ¢calismamizin amaci olan Verticillium dahliae’ya dayanikli
hatlarin tespitinden sonra bu hatlarin kisa siirede saflastirilmasi asamasinda
kullanmaktir. Bu amagla patojenisite testleri ve melezleme ¢aligmalar1 devam ederken

diger taraftan elde bulunan genotiplerin anter kiiltlirline cevabina bakilmistir.

Yaz ve sonbahar donemleri olmak iizere Yalova kosullarinda serada yetistirilen
patlican bitkilerinden “K-17, “K-27, “K-4”, “K-5”, “DK-6" “25” ve “11” ¢esitlerinden
ve “DK-5”, hattindan normal yaz peryodunda yetistirilen bitkilerinden izole edilerek
kiiltiire alinan anterlerde yapilan gozlemlerde gelisme olarak kabul edilen olgu,
anterlerin kiiltlir ortamina alindiktan sonra siserek farklilasmalari veya bozulma, kuruma
olmaksizin canliliklarini siirdiirmeleri olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.8). Kuruyan,
biiziisen ve kararan anterler ise gelismeyen anterler olarak nitelendirilmistir. Bu sekilde
degerlendirildiginde, “K-1” ¢esidinde anter gelisim oran1 % 53,0, “K-2” ¢esidinde %
65.8, “K-4” ¢esidinde % 59.3, “K-5 c¢esidinde % 88.1, “DK-5" hattinda % 57.5,
“DK-6" ¢esidinde % 60.3, “25” ¢esidinde % 91.4 ve “11” ¢esidinde % 62.5 olarak tespit
edilmistir. Goriildiigli gibi en yiliksek anter gelisim orani “25” ¢esidinde belirlenmistir.
“K-17, “K-4”, “DK-6" ¢esitlerinde ve “DK-5”, hattinda kallus olusumu meydana
gelmistir. Dikim yapilan tiim c¢esit hatlarda belli miktarlarda kallus olusumu
goriilmiistiir, “K-1” ¢esidinde kallus olusum oran1 % 45.0, “K-2” ¢esidinde %24.1, “K-
4” g¢esidinde % 11.9, “K-5" g¢esidinde %25.0, “DK-5" hattinda %26.9, “DK-6”
cesidinde % 60.3, “25” ¢esidinde % 20.0 ve “11” ¢esidinde % 26.6 olarak tespit
edilmistir. En yiiksek kallus olusum oran1 “DK-6" ¢esidinde goriiliirken, “K-1" cesidi
takip etmistir. Anter kiiltiirtinde direkt olarak embriyo olusumu gerceklesebildigi gibi

bazen kallus olusumunun ardindan embriyo olusumu gerceklesebilmektedir, fakat



“K-17, “K-4”, “DK-6" ¢esitlerinde ve “DK-5" hattinda kallus olusumunun ardindan
embriyo olusumu saglanamamistir. “K-2” ¢esidinde % 6.25 oraninda embriyo olusum
orani elde edilirken, “K-5" c¢esidinde % 2.63, “25” c¢esidinde % 14.2 ve “11”
cesidinde % 4.16 oraninda embriyo olusum orani elde edilmistir.  Dikim yapilan
tiim ¢esitlerde ve hatta anter gelisimi ve kallus olusumu belli oranda tespit edilir iken
embriyo olusumu tiim hatlarda izlenememistir. “K-17, “K-4", “DK-6" ¢esitleri ve “DK-
5” hattinda embriyo olusumu ger¢eklesmemistir. Bunun yani sira “K-2” ¢esidinde
embriyo olusum oranit % 6.25, “K-5" ¢esidinde % 2.63, “25” ¢esidinde % 14.2 ve “11”
cesidinde % 4.16 olarak tespit edilmistir. En yliksek embriyo olusumunu %14.2 orani
ile “25” ¢esidi gosterirken, en diisiik embriyo olusumunu % 2.63 orani ile “K-5 “cesidi

olmustur.

Anterlerin igersinden ¢ikarak biiyliyen embriyolarin gelisme ortamlarina
alinmasiyla, patlican bitkicikleri saglikli bir sekilde gelismelerine devam etmisler ve
% 5.4 oran1 ile “25” ¢esidi en fazla bitki elde edilen cesit olmustur, bunu % 5.3 orani
ile “11”¢esidi % 5.0 orani ile “K-2” ve % 1.3 oramn ile “K-5” ¢esidi izlemistir (Sekil
4.9). Cesitlerden bazilarinda hi¢ embriyo gelisiminin izlenmemesi, embriyo olusturan
cesitler arasinda da embriyo olusum oranlarindaki farliliklarin bir ¢ok sebebi olabildigi
bilinmektedir. Bu sebeplerden en O6nemlisi ve bir ¢ok yerde vurgulanan genotip
etkisinin, anter kiiltiiriindeki basar1 iizerinde ilk sirada gelen etken oldugu yapilan bir
¢ok calisma sonucunda vurgulanan bir konudur (Ellialtioglu ve Oztiirk 1998,
Ellialtioglu 2005). Hatta yapilan farkli calismalarda ayni cesitlerde embriyo olusum
orani olarak farkli sonuglara ulasiimaktadir. Ornegin Karakullukcu ve Abak (1993b)
besin ortamina degisik diizeylerde katilan bazi1 organik maddelerin (sakkaroz, glikoz,
aktif karbon ) ve biiylimeyi diizenleyicilerin (kinetin, zeatin, 2,4-D, NAA) patlican anter
kiiltiiriinde haploid bitki olusumu {izerine etkilerinin arastirildig1 bir calismada, Halep
Karas1 ¢esidinde %3.8 oraninda embriyo elde edilmisler, yapmis oldugumuz bu
calismada ayn1 cesitten % 2.63 oraninda embriyo gelisimi ve % 1.3 oraninda haploid
bitki tespit etmis bulunmaktayiz. Yine yapilan farkli bir ¢calismada; Karakulluk¢u ve
Abak (1991) tarafindan, dort degisik patlican genotipinin anter kiiltiirtine verdikleri
yanit incelenmis ve bu agidan en iyi sonu¢ Halep Karasi ¢esidinden %7.8 oraninda
embriyo ve %4.4 oraninda haploid bitki elde edildigi belirtilmistir. Bu durumda; yapilan

tim c¢aligmalar farkli yerlerde yapilmasi yoniiyle, genotipin tek basma etkisinden



ziyade, genotip x cevre etkilesiminin daha etken bir rol oynadigindan bahsetmek daha
gercekei bir ifade olarak goriilmektedir. Iste bu noktada, yetistirme kosullarmmn etkisi

devreye girmektedir.

“K-2” ¢esidinde % 6.25 oraninda embriyo olusum orami elde edilirken, “K-5”
cesidinde % 2.63, “25” ¢esidinde % 14.2 ve “11” ¢esidinde % 4.16 oraninda embriyo
olusum orani elde edilmis iken, bu ¢esitlerden bitki elde etme oran1 “K-2” ¢esidinde
% 1.3, “K-5 ¢esidinde % 5.3, “11” ¢esidinde % 5.0 ve “25” ¢esidinde % 5.4 oldugu
tespit edilmistir. Dikkati ¢ektigi gibi bu ¢esitlerde embriyo olusum oranlari, bitki elde
etme oranlarindan yiiksektir. Bitki elde kisminda kayip olmustur ve bunun birka¢ sebebi
vardir bunlardan ilki; embriyo olusumundan sonra farkli doz ve siirelerde uygulanan
kolhisin asamasinda olmustur. Bu ¢alismanin amaglari arasinda olmamakla birlikte bize
fikir vermesi a¢isindan farkli kolhisin dozlar1 (%0.5 ve %]1) ve siireleri (1 saat, 2 saat)
uygulanmistir. Uygulamalar igersinde en iyi sonucu veren %0.5 kolhisin + 2 saat veya
%1 kolhisin + 1 saat olmustur. Bu asamada uygulanan bazi doz ve siirelerin
bitkiciklerin govdelerinde yanik veya kuruma seklinde zarar yaptigi goriilmiistiir.
Yukarida belirildigi gibi bu konu c¢aligmamizin amaci olmadig: i¢in bunlarin diizenli
kayitlart tutulup istatistiki analizi yapilmamakla birlikte sadece gozlemlere gore %1
dozun ve 2 saat siire ile kolhisinde bekletmenin bitkiciklerin gévdelerinde yanik
seklinde zarar yaptig1 ve bu zararin ardindan bitkiciklerde kurumalarin oldugu tespit
edilmistir. Gozlenen bu sonug Sar1 ve Abak (1996), 1sinlanmis ¢icek tozlari ile tozlama
sonucu partenogenetik yolla elde edilen haploid bitkilerden in vitro kosullarda diploid
hatlarin olusturulmasi amaciyla farkli kolhisin dozlar1 (% 0.5 ve % 1) ve siireleri (1, 2, 4
ve 6 saat) denenmis olduklar1 ¢caligmada % 0.5 yogunlukta kolhisin uygulanan bitkilerin
% 64’1 yasamis ve % 56’s1 geliserek yeni bir bitkiye doniigmiistiir. % 1 dozunda ise
yasama ve gelisme oranlari % 40 olarak belirlenmistir. Daha yiiksek doz ve siireler
bitkilerin kuruyarak 6lmesine neden olmus; diisiik doz ve kisa siirelerde bitkiler haploid
kaldiginin tespit edildigi calisma ile paralellik gostermektedir. Embriyo olusum
oraninin, bitki olusum oranindan yiiksek olmasinin bir diger sebebi; bitkilerin aligtirma
serasina alindig1 asamada; bitkilerin alistirma  serasinda optimum istekleri

karsilanamamasindan dolay1 bitki kayiplar1 olmustur.



Sonbahar doneminde Yalova kosullarinda serada yetistirilen patlican bitkilerinden
“K-17, “K-27, “K-4”, “K-57, “DK-6" “25” ve “11” ¢esitleri ve“DK-5" hattinin sonbahar
peryodunda yetistirilen bitkilerinden izole edilerek kiiltiire alinan anterlerde yapilan
gozlemlerde; “K-1" ¢esidinde anter gelisim oran1 % 17.9, “K-2” ¢esidinde % 15.0,
“K-4” cesidinde % 15.6, “K-5" c¢esidinde % 38.5, “DK-5" hattinda % 10.9, “DK-6"
cesidinde % 33.3, “25” cesidinde % 19.5 ve “11” ¢esidinde % 19.6 olarak tespit
edilmistir. Goriildiigii gibi en yiiksek anter gelisim oranmi “K-5" ¢esidinde belirlenmistir.
Dikim yapilan tiim gesit hatlarda kallus olusumu goriilmemistir. “K-2” ¢esidinde ve
“K-4” gesitlerinin her ikisinde % 0.8 kallus olusum orani belirlenir iken, “DK-6"
cesidinde % 0.5 kallus olusum orani tespit edilmistir. En yliksek kallus olusum orani
“K-2” ve “K-4” gesitlerinde belirlenmistir. Sonbahar periyodunda “K-17, “K-2", “K-4”,
“K-5”, “DK-6",25” ve “11” numarali cesitler ve “DK-5" hattinda yapilan anter

kiiltiirlinde embriyo olusumu sadece “25” ¢esidinde %1.06 oraninda tespit edilmistir.

Yaz ve sonbahar doneminde serada yetistirilen bitkilerden izole edilerek kiiltiire
alan anterlerden alinan sonuglar1 karsilastirdigimizda; her iki donem anterlerinde de
embriyo gelisimi izlenmistir. Fakat yaz donemi bitkilerinden alinan anterlerde embriyo
olusum orani, sonbahar donemi bitkilerinden alinan antere gore oldukca yiiksektir.
Ornegin, yaz dénemi bitkilerinden alinan anterlerde en yiiksek anter olusum oran1 “25”
cesidinde % 91.4 iken, sonbahar donemi bitkilerinden alinan anterde en yiiksek anter
olusum orani ise “K-5" ¢esidinde % 38.5 olmustur. Bunun yani sira kallus olusum orani
bakimindan her iki donemde wuygulanan anter kiiltiiriinden alinan sonuglara
bakildiginda, aralarindaki fark daha fazla agilmaktadir. Ornegin, yaz donemi
bitkilerinden alinan anterlerde en yiiksek kallus olusum orani “K-1” ¢esidinde % 45.0
iken, sonbahar donemi bitkilerinden alinan anterde en yiiksek kallus olusum orani ise
“K-2” ve “K-4” cesitlerinde % 0.8 olarak belirlenmistir. Yine ayni donem bitkileri
embriyo olusumu agisindan karsilastirdigimizda, yaz doénemi bitkilerinden alinan
anterlerde “K-2” c¢esidinde % 6.25 oraninda embriyo olusum orani elde edilirken,
“K-5" gesidinde % 2.63, “25” ¢esidinde % 14.2 ve “11” ¢esidinde % 4.16 oraninda
embriyo olusum orani elde edilmis iken, sonbahar donemi bitkilerinden alinan
anterlerde ise sadece “25” ¢esidinde ise embriyo olusum orami %1.06 oraninda tespit
edilmistir. Yaz donemi bitkilerinden alinan anterlerden olusan embriyolardan bitki elde

etme oranm1 “K-2” ¢esidinde % 1.3, “K-5” ¢esidinde % 5.3, “11” gesidinde % 5.0 ve



“25” ¢esidinde % 5.4 iken, sonbahar dénemi bitkilerinden alinan anterlerden olusan
embriyolardan bitki elde etmek miimkiin olmamistir. Aldigimiz bu sonuglar Caglar ve
Abak (1999)’nin calismalar1 sonucu Mayis-Eyliil aylar arasinda in vitro kiiltiire alinan
embriyolardan yilin 6teki donemlerine gére daha fazla sayida haploid bitki elde edildigi

beyani ile paralellik gostermektedir.

Kromozom saymmi i¢in Tan (1994)’in oOnerdigi kolay ve hizli sonug¢ veren
“Laktopropiyonik Orsein Ezme” yontemi kullanilmistir. Haploid bitkinin ve kolhisin
uygulamasiyla diploid hale gelmis bitkinin kok uglarinda kromozom sayimi yapilmistir
ve Sekil 4.11.ve 4.12°deki goriintiiler tespit edilmistir. Haploid bitkin kok ug¢larindaki
kromozomlar1 saymak goriintiiniin cok net olmamasina bagli olarak daha zor olmustur.
Yapmis oldugumuz calismada stoma sayimi ve morfolojik incelemelerde yapilmistir
fakat calismamizin amaci bu yOntemler arasindaki farki ortaya koymak olmadigindan
bunlarin istatistigi yapilmamistir ve sadece kromozom sayim sonuglart kullanilmistir ve
bizim ulastigimiz sonuglar; Kurtar ve ark. (2002), kabakta 1sinlanmis polen teknigini
kullanarak elde ettikleri haploid ve daha sonra dihaploid hale doniistiirdiikleri bitkilerde
ploidi seviyesini direkt (kok ucu kromozom sayimi) ve indirekt (stoma boyutu, bekgi
hiicrelerindeki kloroplast sayilari ve morfolojilerinin incelenmesi) metotlar ile
belirledigi ¢alismanin sonunda kromozom sayimi kullanigsiz bulunurken, stoma ve
kloroplast sayimi basit ve diger yontemlere gore daha pratik bulundugu sonuglari ile

paralellik gostermektedir.

Sonug olarak; bu aragtirmada yaz ve sonbahar donemleri olmak iizere Yalova
kosullarinda serada yetistirilen patlican bitkilerinden “K-17, “K-2”, “K-4”, “K-5”, “DK-
67 “257, “11” gesitleri ve “DK-5"hattindan temin edilen uygun asamadaki tomurcuklara
anter kiiltiiri uygulanmistir. Bu uygulama sonunda yaz ddneminde yetistirilen
bitkilerden temin edilen tomurcuklarla yapilan anter kiiltlirlinde basarinin ¢ok daha
ylksek oldugu tespit edilmistir. Anter kiiltiiri uygulanan cesitler ve hattin igersinde en
iyl cevab1 “25” cesidi vermistir. Anter kiiltiirlinden haploid bitkiler elde edildikten
sonra bitkileri dihaploid hale getirmek amaciyla uygulanan kolhisin dozlar1 (%0.5 ve
%1) ve stireleri (1 saat, 2 saat) uygulanmistir. Uygulamalar igersinde en iyi sonucu

veren %0.5 kolhisin + 2 saat veya %1 kolhisin + 1 saat olmustur.



BOLUM 5. GENEL TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde yogun sekilde yetistiriciligi yapilan sebzelerden birisi olan patlican
tuzludan-tathlya degerlendirme imkanlari oldukca genis, farkli yemekleri, salatalari,
tursusu ve regeli yapilabilen nadir sebzelerden birisidir. Ozellikle son yillar baslayan
yerli turizmdeki gelismeye bagli olarak yiyecek- icecek sektoriindeki gesitlilige katkisi
olmas1 ve tarima dayal1 sanayinin gelismesi nedeniyle bir ¢ok iirliniin islenerek satilma
olanaklarinin artmasi sebebiyle tiiketimi artan bir sebze tiiriidiir. Patlican, tiikketimi artan
bir sebze tiirii olmakla birlikte tiretim miktarlarinda dnemli artis olmadig1 gibi tiretimin
zaman zaman distiigii gozlenmektedir. Hem yetistiriciligin, hem iretimin smirl
diizeyde kalmasiin pek ¢ok nedeni bulunmakla birlikte, bunlardan birisi lilkemizde
gelistirilen cesitlerin hastaliklara dayaniklilik yoniiyle zayif olmasidir. Patlicanda en
onemli iki hastaliktan birisi olan V. dahliae 6zellikle bitkinin verime yatti§1 donemde
bitkiyi sarsmakta, verimi azaltmakta, hatta tam {ireticinin verim almay1 bekledigi
donemde bitkinin 6liimii ile sonuglanabilmektedir. Toprak kokenli olan bu fungus
bitkinin kok sisteminden girerek bitkinin vaskiiler sistemine tasinmakta ve daha cok
damarlar arasinda sarimsi lekeler, damarlarda renk degisimiyle bitkinin biiylimesine
mani olumakta, genellikle alt yapraklarin sararirip solmasina ve diigmesine neden
olmakta, hastalik sonucu verimde diisme iiriin kalitesinde azalma ve sonugta bitkinin
olimii gergeklesmektedir. Yillardir ¢esitli miicadele yontemleri denenmesi sonucunda,
bu hastalikla miicadelede en iyi yolun dayanikli ¢esit kullanimi oldugu sonucuna

varilmigtir (Perez 1996, Pessarakli ve Dris 2003).

Dayaniklilik 1slahi ¢alismalar1 ¢alismalarinda oncelikle dayaniklilik kaynaginin temini
yoluna gitmek en Onemli adimdir. Yapilan bir ¢ok calismalarla belirlenmis olan
S. aethiopicum, S. sisymbriifolium, S. torvum, S. integrifolium, S.incanu, S. abutiloides,
S. torvum, S. caripense, S. persicum, S. scabrum ve S. sodemeum c¢esitler V. dahliae
dayaniklilik kaynagi olarak belirlenmis ve kullanilmistir (Pessarakli ve ark. 2003,
Salata ve ark.1989, Bletsos ve ark. 2003, Cirulli ve ark. 1990). Bizim ¢alismamizda
da S. torvum (“D-17) ve S. sodemeum (“D-27) dayanikli ¢esitler olarak kullanilmaistir,
dayanikli kiiltiir ¢esitleri “DK-17,”DK-2”, “DK-3”, “DK-4”, “DK-5" ve “DK-6" ve
kiltiir ¢esitleri olarak “K-17, “K-2”, “K-4”, “K-5”, “K-6", “K-7”, “K-8” kullanilmistir.

Dayaniklilik ¢aligsmalarinin temelini olusturan hastalik testleme kismidir, dayaniklilik



ile ilgili calismalarda hastalik testlemesi mutlaka izlenen yol olmustur (Acciarri ve ark.
2001, Debode ve ark. 2005, Uslu 2004). Calismamizda patojenisite testlemesi ile az
once adi gecen materyaller 2004 ve 2005 yillarinda testlenmistir. Testleme sonucunda
yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak sayim yapilmistir ve elde
edilen ham veriler hastalikli yaprak yiizdesi ve Towsend —Heuberger formiilii
uygulanarak % hastalik siddeti seklinde degerlendirilmistir. Her iki yilin sonuglari
birbiri ile paralellik gostermistir. Dayanikli ¢esitlerin patojenisite test sonucu (“D-17,
“D-2) 2004 yilinda “D-1":%3, “D-2":%10, 2005 yilinda “D-1":%3, “D-2:%9
olarak belirlenmigtir. Dayanikl kiiltiir ¢esitlerinde 2004 yilinda hastalik yiizdesi “DK-
17:%96, “DK-2":%70, “DK-3":%78, “DK-4":%74, “DK-5":%38, “DK-6":%86 iken,
2005 yilinda “DK-17:%88, “DK-2":%78, “DK-3":%78, K-4":%80, “DK-5":%36,
“DK-6":%80 olarak tespit edilmistir. Kiiltiir ¢esitlerinin hastalik yiizesi 2004 yilinda “
K-17: %88, “K-2": %70, “K-3": %88, “K-4": %74, “K-5": %76, “K-6": %84, “K-
77: %84, “K-8":%96 olarak belirlenmistir. Daha onceki ¢alismalarla dayanikliligi kesin
tespit edilmis olan “D-17, “D-2” ¢esitleri bizim yapmis oldugumuz test sonucunda da
yine dayanikli siifa girerken, dayanikli kiiltiir ve kiiltlir ¢esitlerinden sadece “DK-5"
hatt1 orta dayanikli sinifa girmis ve diger tiim gesitler hassas ve ¢ok hassas sinifta yer
almistir. Sonuglar yi1l ve dayaniklilik faktor olarak alinarak tek yonlii varyans analizine
tabi tutulmustur. Sonug olarak yilin 6nemsiz oldugu tespit edilirken, kiiltiir ile dayanikli
kiiltiir arasindaki fark énemli bulunmustur. Tiim kiiltiir ¢esitlerinin dayanikli kiiltiir
cesitleri ile arasinda farka tek varyans analizi ile baktigimizda “K-17, “K-2”, “K-3”, “K-
47, “K-57, “K-67, “K-77, “K-8” Kkiiltiir ¢esitlerinin hepsinde yalnizca “D-17, “D-2" ve
“DK-5" hatlar ile aralarindaki fark 6nemli ¢ikmistir. “DK-5 ila “D-1"" arasindaki fark
istatistiki agidan dnemli bulunurken “DK-5" ila “D-2" arasindaki farkin 6nemsiz oldugu

tespit edilmisgtir.

Hastalik siddetinin tespitinde kok bogazindan itibaren 5-10-15 cm mesafelerden
kesit almmarak yapilan govde degerlendirmesinde 0-3 skalasina goére 2004 yilinda
uygulanan govde degerlendirmesinde yabani dayanikli ¢esitlerde (“D-17, “D-2”)
govdede, damarlarda hastalikla ilgili herhangi bir belirtiye rastlanmamis iken 2005
yilinda yabani dayanikli ¢esitlerin her ikisinde de gévdenin farkli seviyelerinde sadece
birer kesitlerinde ¢ok hafif renk degisimi tespit edilmistir. 2004 yilinda Dayanikl kiiltiir

cesitlerinin igersinde damarlarda renk degisim seviyesi en yiiksek ¢esit “DK-5" hattidir.



Yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda en
diisiik sararma ve solgunluk yiizdesini % 38 degeri ile gostermistir. Bu durumda bu
cesit i¢in; V. dahliae hastalifina karsi belli seviyede bir dayanim gosterdigi
diisiiniilebilir, ¢linkii bitkinin damarlarinda bu hastaligin belirtilerine yiiksek (2-2-3)
seviyede rastlanir iken, ayni ¢esidin yapraklarinda yapilan sayim sonucu solgunluk
ylizdesi % 38 olarak tespit edilir iken, 2005 yilinda dayanikli kiiltiir ¢esitlerinin
icersinde damarlarda renk degisim seviyesi en yliksek cesitler “DK-3”, “DK-4" ve
“DK-6" ¢esitleridir. Bu ¢esitlerin yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi
kullanilarak yapilan sayimda sararma ve solgunluk yiizdeleri “DK-3":%78, “DK-4” ve
“DK-6" ¢esitlerinin her ikisinin de %80 olarak tespit edilmis, bu {i¢ ¢esitte hassas sinifa
girmistir. 2004 yilinda kiiltiir ¢esitlerinde renk degisim seviyesinin biraz daha siddetli
seviyede oldugu tespit edilmistir. Ozellikle “K-1", “K-2”, “K-8”¢esitlerinde bu siddet
kiiltiir ¢esitleri igersinde de digerlerine gore biraz daha yiiksek bulunmustur. Bu
cesitlerin yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak  0-5 skalasi kullanilarak yapilan
sayimda sararma ve solgunluk yiizdesi swrasiyla — “K-17: %88, “K-2: %70,
“ K-87:%96 olarak tespit edilirken, 2005 yilinda kiiltiir cesitlerini kendi igersinde
degerlendirdigimizde “K-3” ve “K-8” cesitlerinde damarlardaki renk degisimleri
digerlerine gore biraz daha yiiksek bulunmustur. Bu ¢esitlerin yapraklardaki sararmadan
yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak yapilan sayimda sararma ve solgunluk yiizdesi
sirastyla “K-3”: %87 ve “K-87:%82 olarak tespit edilirken, Cizelge 2.9’da patlican
genitorlerinin V. dahliae hastalik siddet oranlarina gore “K-3” ve “K-8” ¢esitleri ¢ok
hassas sinifta yer almistir. Bu sonuglara gore sararma ve solgunluk yiizdeleri ile gdvde

izolasyon sonuglar1 birbiri ile paralellik gostermektedir.

Patojenisite testi sonucunda hastalikli bitkilerin govdesinde topraktan itibaren
5-10-15 cm olmak tizere 3 farkli bolgesinden kesitler alinarak PDA besiyerine her
petride 5 disk olacak sekilde yerlestirilerek 20-25 giin sonra hatlardan tekrar hastalik
etmeni izole etme oranlar1 2004 yilinda dayanikli hatlarin her ikisinde de 1/15 yani; 15
kesitten sadece 1 tanesinden hastalik geri alinmis iken, 2005 yilinda reizolasyon orani
yiiksek olmustur, dayanikli ¢esitlerin her ikisinde (“D-17, “D-2") toplam oran 9/15
olarak belirlenmistir. 2004 yilinda dayanikli kiiltiir ¢esitlerinden hastaligin geri alinma
orant “DK-1": 10/15, “DK-2": 9/15, “DK-3": 13/15, “DK-4": 10/15, “DK-5": 1/15 ve
“DK-6": 15/15, 2005 yilinda “DK-17: 11/15, “DK-2”: 8/15, “DK-3": 10/15,



“DK-4: 8/15, “DK-5": 10/15 ve “DK-6": 10/15 olarak tespit edilmistir. 2004 yilinda
kiltlir ¢esitlerinde hastaligin geri alinma oran1 “K-1": 12/15, “K-2: 9/15, “K-3": 9/15,
“K-4: 10/15, “K-5": 11/15, “K-6": 4/15, “K-7": 6/15 ve “K-6": 8/15, 2005 yilinda
“K-17: 8/15,  “K-2”: 3/15, “K-3”: 8/15, “K-4": 10/15, “K-5": 9/15, “K-6": 7/15,
“K-77: 11/15 ve “K-8”: 12/15 olarak belirlenmistir. Reizolasyon yiizdesi sonuglar1 da
diger yapraklardaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5 skalasi kullanilarak sayim yapilarak
belirlenen hastalikli yaprak ylizdesi ve degerlendirmesi sonuglar1 ile paralellik
gostermistir. Yalniz 2005 yili reizolasyon sonuglart 2004 yilindan biraz daha yiiksek
cikmigtir bu konu Bitki Koruma Boliimiinden konu uzmani hocalarimiz ile yapilan
goriismelerde; 2005 yilinda kullanilan izolatin viriilensinin yiiksek olmasindan ileri
gelebilecegi sonucuna varilmistir. Yalniz burada iki 6nemli konu vardir ki; bunlardan
birisi 2005 y1il1 reizolasyon sonucu biraz daha yiiksek ¢ikmakla birlikte yinede sonuglar
2004 yil1 ile paralellik gostermektedir, digeri ise yapilan reizolasyon sonucunda énemli
olan hastalig1 geri izole etmis olmamizdir, buradan ¢ikarilan sonu¢ gergekten hastalik
bitkilere bulastirilmistir. Ciinkii bu tip calismalar yapilirken en biiyiik kusku “gercekten
hastalik bitkilere bulastirildt m1?” konusunda olmaktadir. Bitkide hastalik belirtileri

goriilse bile reizolasyon ile hastaligi geri alincaya kadar bu kuskunun devam etmesidir.

2006 yilinda patojenisite testine “K-1 ¢esidi ile “DK-5” hatt1 ve bunlarin melezi olan
“F,” ve F;’in kendilenmesi ile olusan F, alinmistir. Bunlarin kontrolleri ile birlikte 390
adet bitki testlenmistir. Kontrollerin yapraklarindaki sararmadan yola ¢ikarak 0-5
skalas1 kullanilarak yapilan sayimda hastalik yiizdeleri sirastyla; “K-1" % 10, “DK-5”
%0, “F1” %4, “F2” % 0 olarak belirlenir iken, Verticillium fungusu bulasik topraga
dikim yapilan bitkilerde hastalik yiizdesi sirasiyla; “K-1" % 28, “DK-5" %22, “F;”
% 38 olarak tespit edilmistir. “F,” de 200 adet bitkinin yapraklarindaki sararmadan elde
edilen % hastalik siddeti sonuglarina oran olarak bakildiginda 200 bitkinin % 55’inde
hastalik siddeti %2 ila % 6 arasinda degisir iken, % 45’inde ise %36 ila % 44 arasinda
degismistir.

2006 yili sonuglar1 F; ve F, generasyonlar1 faktdr olarak alinarak tek yonlii varyans
analizine tabi tutulmustur. Sonug olarak F;’in degeri 25.43 + 11.87 (ortalama + standart
hata) olarak belirlenirken, F,’nin degeri 15.78 £ 15.76 (ortalama + standart hata)

belirlenmigtir. Fakat p degeri 0.073 olarak belirlendigi i¢in, yani p>0.05 oldugu icin bu



iki gurup (generasyon) arasinda anlamli fark bulunmamistir. 2006 yilinda “K-1" ¢esidi
ile “DK-5” hatt1, F;” ve “F,” govde degerlendirmesi sonucu kontrol olan bitkilerin
hastalik siddeti 0-3 skalasina gore genelde 0-0-0 olmakla birlikte sadece “K-17
cesidinde 1-1-0 olarak tespit edilirken, ayn1 ¢esidin hastalik bulastirilmis bitkilerinde
hastalik giddeti 3-2-3 olarak belirlenmistir. “DK-5" hatt1 kontrol bitkilerinde govde
degerlendirmesinde hastaliga rastlanmaz iken, yine ayni hattin hastalik bulastirilmis
bitkilerinde govde degerlendirmesinde hastalik siddeti 0-1-1 olarak tespit edilmistir.“F;”
bitkilerinde gdvde degerlendirmesinde hastalik siddetine tiim guruptan rastlanmakla
birlikte agirlikta ¢ogu bitkide hastalik siddeti 0-3 skalasina gore ortalama 2 civarinda
hastalik siddetine rastlanmistir. “F,” bitkilerinde hastalik siddeti dagilimi ortalama 0-1
olanlar ayni gruba, hastalik siddeti ortalama 2-3 olanlar bir grup olarak alinarak bir
siiflandirma yapilmistir. Bu siiflandirmada; hastalik siddetine gore tiim bitkilerde bir
oranlama yapildiginda 0-1 gurubundaki bitkilerin yiizdesi genel olarak dayanikli/
tolerant olarak kabul edilir iken, 2-3 grubundaki bitkiler ise hassas olarak kabul
edilmistir. Buna gore “F,” bitkilerinin %55°1 dayanikli/tolerant olarak belirlenir iken, %
45°1 ise hassas olarak tespit edilmistir. V. dahliae resesif ve ¢ok genle kontrol edildigi
icin “F,” bitkilerinin hepsinin hastaliga hassas ¢ikmasi ve “F,” bitkilerinin patojenisite
testi sonucunda bitkilerin % 50 sinin dayanikli/tolerant, %50 sinin ise hassas olmasi
beklenmektedir, bu sonu¢ Demir (1975), Klug ve Cummings (2003) ve Siirmeli (2004)
gibi 1slah kitaplarinda ve 1slah ile ilgili tiim kaynaklarinda ge¢mektedir. Fakat
uygulamada bir ¢ok faktor devreye girdigi icin (¢evre, hava kosullart vb.) sonuglar
teorideki kadar keskin veya net olmamaktir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar
Demir (1975), Klug ve Cummings (2003) ve Siirmeli (2004) gibi 1slah kaynaklarinda

verilen % degerlerden %5 sapma gdstermistir.

Calismamizin sonunda 2006 yilinda toplam 16 adet patlican (D-1, D-2, K-1, K-2, K-3,
K-4, K-5, K-6, K-7, K-8, DK-1, DK-2, DK-3, DK-4, DK-5, DK-6) hastaliga dayanikli
(2 adet), dayanikl kiiltiir (6 adet) ve hassas (8 adet) orneklerin her biri icin en az bes
degisik bireyden taze yaprak oOrnekleri alinarak sivi azot igerisinde dondulmustur.
Dondurulan bu 6rneklerden 0.1 g yas doku 6rnegi kullanilarak bitki DNA izolasyonu
QIAGEN DNeasy Mini kit kullanilarak yapilmistir. Elde edilen DNA’larin gorsel
olarak agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 2.10°da verilmistir. Sekil 2.10 incelendiginde

DNA’larin agaroz jel iizerinde RNA ve diger hiicre iirlinlerinden ari olarak



parcalanmamis tek bant olusturdugu goriilmektedir. Bu sonu¢ elde edilmis olan
genomik DNA’larin spectophotometre ile yapilan konsantrasyon 6l¢iimlerinde oransal
olarak karsilastirma saglamistir. Gereksiz masraflardan kacinmak i¢in dayaniklilar
(D-1 ve D-2) ile bulk 1, orta dayaniklilar ile (DK-5) bulk 2 , dayanikl1 kiiltiir ¢esitleri ile
(DK-1, DK-2, DK-3, DK-4, DK-6) ile ise bulk3 ve kiiltiir ¢esitleri ile (K-1, K-2, K-3,
K-4, K-5, K-6, K-7, K-8) bulk 4 hazirlanmistir. Dayanikli ve hassaslar arasindaki bu
polimorfizmi gormekle ¢alismanin bundan sonra yapilmasi gereken elde mevcut olan
“F,” bitkilerinde acilim olup olmadigi acisindan incelenmesidir. PCR uygulamalar1 ve
RAPD analizlerinde kullanilan 30 adet primerden sadece 10 adedi band iiretmistir, bu
primerlerin adi, baz dizileri ve iirettikleri bandin biiyiikliigii Cizelge 2.12°de verilmistir.
en iyi polimorfizim veren primerlerin amplifikasyon jel goriintiileri ise Sekil 2.11° de
gosterilmigtir. Sekil 2.11° de goriilen primerlerin amplifikasyon jel goriintiilerindeki
polimorfizm bize dayanikli ve hassas olan gesitler arasinda farklilig1 gostermektedir.
Fakat bu farklilig1 sadece hastaliklara dayaniklilik yoniiyle degerlendirmemiz dogru
olmaz, polimorfizm morfolojik olarakta birbirinden oldukc¢a farkli olan c¢esitlerin,
morfolojik farkliligindan da kaynaklanabilir. F, acilim analizinden sonra kesinlik
kazanacagindan polimorfik olan bandlarin F, de bakilmasi gerekmektedir. Patlicanlarda
genetik cesitliligin fazla oldugu daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarla da belirlenmistir.
Ornegin Acciarri ve ark. (2001) ve Singh ve ark. (2006) yapmis oldugu galismalar ile
paralellik gostermektedir. Bu sonuglar ¢alismamizin 4. boliimiinde yapilan anter kiiltiiri
calismasi sonucu, ¢esitlerden bazilarinda hi¢ embriyo gelisiminin izlenmemesi, embriyo
olusturan ¢esitler arasinda da embriyo olusum oranlarindaki farliliklarin bir ¢ok yerde
vurgulanan genotip etkisine baglamasi sonucunu yani elimizdeki genotip farkliligini

molekiiler bazda farkliligini kanitlamaktadir.

Yaz ve sonbahar donemleri olmak iizere Yalova kosullarinda serada yetistirilen
patlican bitkilerinden “K-17, “K-27, “K-4”, “K-5”, “DK-6" “25” ve “11” ¢esitlerinden
ve “DK-5" hattindan normal yaz peryodunda yetistirilen bitkilerinden izole edilerek
kiiltiire alinan anterlerde yapilan gozlemlerde gelisme olarak kabul edilen olgu,
anterlerin kiiltiir ortamina alindiktan sonra siserek farklilasmalari veya bozulma, kuruma
olmaksizin canliliklarini siirdiirmeleri olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.8). Kuruyan,
biliziisen ve kararan anterler ise gelismeyen anterler olarak nitelendirilmistir. Yaz

doneminde yapilan anter kiiltiiriinden en yiliksek embriyo olusum oranit %14,2 degeri ile



“25” gesidinden elde edilir iken, bunu % 6.25 ile “K-2”, %4.16 ile “11” ve %2.63 ile
“K-5” ¢esitleri izlemistir. “K-17, “K-4”, “DK-6" ¢esitlerinde ve “DK-5" hattinda kallus
olusumu izlendigi halde, embriyo olusumu gerceklesmemistir. Cesitlerden bazilarinda
hi¢ embriyo gelisiminin izlenmemesi, embriyo olusturan cesitler arasinda da embriyo
olusum oranlarindaki farliliklarin bir ¢ok sebebi olabildigi bilinmektedir. Bu
sebeplerden en Onemlisi ve bir ¢ok yerde vurgulanan genotip etkisinin, anter
kiiltiirtindeki basar iizerinde ilk sirada gelen etken oldugu yapilan bir ¢ok calisma

sonucunda vurgulanan bir konudur (Ellialtioglu ve Oztiirk 1998, Ellialtioglu 2005).

Sonbahar doneminde Yalova kosullarinda serada yetistirilen patlican bitkilerinden
“K-17, “K-27, “K-4”, “K-57, “DK-6" “25” ve “11” gesitleri ve“DK-5" hattinin sonbahar
peryodunda yetistirilen bitkilerinden izole edilerek kiiltiire alinan anterlerde yapilan
gbzlemlerde; kallus olusumu sadece “K-2” ¢esidinde ve “K-4” cesitlerinin her ikisinde
% 0.8 oraninda belirlenir iken, “DK-6" ¢esidinde % 0.5 orani tespit edilmistir. Embriyo
olusumu sadece “25” ¢esidinde %1.06 oraninda tespit edilmistir.  Yaz ve sonbahar
doneminde serada yetistirilen bitkilerden izole edilerek kiiltiire alinan anterlerden alinan
sonuglar1 karsilagtirdigimizda; her iki donem anterlerinde de embriyo gelisimi
izlenmigtir. Fakat yaz donemi bitkilerinden alinan anterlerde embriyo olusum orani,
sonbahar donemi bitkilerinden alinan antere goére oldukga yiiksektir. Aldigimiz bu
sonuclar Caglar ve Abak (1999)’nin ¢alismalar1 sonucu mayis-eyliil aylar1 arasinda in
vitro kiiltiire alinan embriyolardan yilin 6teki donemlerine gére daha fazla sayida
haploid bitki elde edildigi beyani ile paralellik gostermektedir. Embriyo olusum
oraninin, bitki olusum oranindan yiiksek olmasinin sebebi; bitkilerin alistirma serasina
alindig1 asamada, bitkilerin optimum istekleri karsilanamamasindan dolayr bitki

kayiplar1 olmustur.

Yaz doneminde uygulanan anter kiiltiirii uygulamasindan elde edilen
bitkiciklere, ¢alismamizin amaclar1 arasinda olmamakla birlikte bize fikir vermesi
acisindan farkli kolhisin dozlar1 (%0.5 ve %1) ve siireleri (1 saat, 2 saat) uygulanmstir.
Uygulamalar igersinde en iyi sonucu veren %0.5 kolhisin + 2 saat veya %1 kolhisin + 1
saat olmustur. Kromozom sayimi i¢in Tan (1994)’1n 6nerdigi kolay ve hizli sonug veren
“Laktopropiyonik Orsein Ezme” yontemi kullanilmistir. Haploid bitkinin ve kolhisin

uygulamasiyla diploid hale gelmis bitkinin kok uglarinda kromozom sayimi yapilmistir



ve Sekil 4.11.ve 4.12°deki goriintiiler tespit edilmistir. Haploid bitkin kok uglarindaki
kromozomlar1 saymak goriintiiniin cok net olmamasina bagl olarak daha zor olmustur.
Yapmis oldugumuz calismada stoma sayimi ve morfolojik incelemelerde yapilmistir
fakat calismamizin amaci bu yontemler arasindaki farki ortaya koymak olmadigindan
bunlarin istatistigi yapilmamistir ve sadece kromozom sayim sonuglart kullanilmistir ve
bizim ulastigimiz sonuglar; Kurtar ve ark. (2002), kabakta 1simnlanmis polen teknigini
kullanarak elde ettikleri haploid ve daha sonra dihaploid hale doniistiirdiikleri bitkilerde
ploidi seviyesini direkt (kok ucu kromozom sayimi) ve indirekt (stoma boyutu, bekgi
hiicrelerindeki kloroplast sayilart ve morfolojilerinin incelenmesi) metotlar ile
belirledigi ¢alismanin sonunda kromozom sayimi kullanigsiz bulunurken, stoma ve
kloroplast sayimi basit ve diger yontemlere gore daha pratik bulundugu sonuglart ile

paralellik gostermektedir.

Sonug olarak; iilkemizin kendi tohum ihtiyacinin en azinda %20-30 kadarini
karsilayabilmesi i¢in ve yurt disindan temin edilen cesitlerle kendi cesitlerimizin
yarigabilmesi i¢in hastaliklara dayamiklilhik c¢aligsmalarina yogunluk vermesi
kaginilmazdir. Ozellikle dayaniklilik ¢alismalarinda son 1slah tekniklerinin kullanilmasi
zorunludur. Ciinkii klasik 1slah teknikleri, zaten ge¢ kaldigimiz dayaniklilik
caligmalarinda bize daha da fazla zaman kaybettirecektir. Son 1slah tekniklerinden biri
olan ve calisgmamizda kullandigimiz anter kiiltiirii bize sunu gostermistir ki; 2004
yilinda baslanan anter kiiltiirii calismast sonucu elde ettigimiz haploid bitkiler, diploid
hale getirilerek 2006 yilinda tohum temin edilmistir. Calismamizdan elde ettigimiz
sonugtan da gordiigiimiiz gibi son 1slah teknikleri gerg¢ekten bize zaman
kazandirmaktadir, bu teknikler kullanilarak kendi dayanikli cesitlerimizi bulmak

amacimiz olmalidir.
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TESEKKUR

Bitki 1slah1 ve ozellikle hastaliklara dayaniklilik 1slahi agisindan biiyiik dnem
tagilyan bu arastirma konusunu bana veren, caligmam siiresince engin deneyim ve
yardimlarmi esirgemeyen de@erli Hocam Saym Prof. Dr. Vedat SENIZ’e igten

tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin her asamasinda goriis ve &nerileri ile beni yonlendiren Tez izleme
Komitesinin degerli iiyelerinden Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkiler
Boliimii Ogretim Uyesi Saym Prof. Dr. Atilla ERIS’e, Bitki Koruma Boliimii Ogretim
Uyesi Sayin Do¢ Dr. Himmet TEZCAN’a ve Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim Uyesi
Sayin Dog Dr. Nazan DAGUSTU’ne tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismamin haploidizasyon kisminda bilgi ve tecriiberi ile her zaman bana
yardime1 olan Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Ogretim

Uyesi Sayim Prof. Dr. Sebnem ELLIALTIOGLU na tesekkiir ederim.

Tezimin patojenisite testinde kullandigim izolatin V. dahliae oldugunu PCR
tespit ederek bana gonderen ve ¢alismamiza bu vesile ile ¢cok biiyiik destekte bulunan
Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Ogretim Uyesi

Sayin Prof. Dr. Seher BENLIOGLU’na bu desteginden dolay1 tesekkiir ederim.

Dayanikli ve dayaniksiz hatlar arasindaki polimorfizmi tespit etmek amaciyla
yapmis oldugumuz RAPD analizinde bilgi tecriibelerini esirgemeyen Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkiler Boliimii Ogretim Goérevlisi Dr. Ali Fuat

GOKCE’ye tesekkiir ederim.

Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigii ve Atatiirk Bahge Kiiltlirleri Merkez
Arastirma Enstitiisii Idaresine ve personeline, gerekli finansman ve destegi sagladiklart

icin tesekkiir ederim.

Calismamin baglangicinda bilgi ve tecriibelerini bana aktaran Sayin Uz.

Nurten SURMELI’ye tesekkiir ederim.



Aragtirmamin Bitki Koruma boliimii ile ilgili kisminda benden hig¢bir zaman
yardimini esirgemeyen Atatlirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii Bitki

Koruma Boéliim eleman1 Uz. Zafer UCKUN’a tesekkiir ederim.

Kromozom saymmi asamasinda yardimlarini esirgemeyen Uludag Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkiler Bolimii Aragtirma Gorevlisi arkadagim Dr. Nuray

AKBUDAK ’a tesekkiir ederim.

Doktoraya basladigimda heniiz bir aylik olan ve benim tiim yogun calisma

tempomda uysal ve anlayish bir ¢ocuk olan oglum Cagr1 BASAY a tesekkiir ederim.

Doktoramin her asamasinda maddi ve manevi yardimlarini esirgemeyen, biiyiik
Ozveri ve sabirla her yonden bana destek olan esim Fuat BASAY’a ve beni tiim egitim
Ogretim hayatim boyunca destekleyen, daima arkamda hissettigim aileme sonsuz

tesekkiiri bir borg bilirim.
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