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Ozet

Yabani tiir Solanum sisymbriifolium, aralarinda Verticillium dahliae’ye dayamiklilik 6zelliginin de bulundugu pek ¢ok
biyotik ve abiyotik stres faktoriine karsi; patlicanin kiiltiir formu olan S.melongena’ya gore daha yiiksek dayanima sahiptir.
Verticillium solgunluguna dayanim 6zelliginin bitki dokularinda sentezlenen savunma molekiilleri olan fitoaleksin miktariyla
iliskisini incelemek, bu ¢alismanm amacini olusturmaktadir. Hastaliga duyarli Long Purple patlican ¢esidi ve dayanikli
S.sisymbriifolium yabani tiirii, bitkisel materyal olarak kullanilmugstir. Her iki genotipe ait hipokotil eksplantlarindan kallus
elde edilebilmesi igin 0.5 mg L124-Dve0.1 mg L kinetin ilave edilen MS ortami kullanilmustir. Arasidonik asitin 5 ve 10
mM dozlar elisitor olarak kullanilmigtir. Elisitér uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra uyarim islemine son verilmistir.
Solavetivon, lubimin ve risitin fitoaleksinlerinin standartlarinin elde edilmesinde ince tabaka kromatografisi yontemi
kullanilarak, uyarici uygulanmig patates yumrularindan yararlanilmistir. Ekstrakte edilen maddeler GLC’nde analiz
edilmistir. Arasidonik asitin patlican dokularinda fitoaleksin olusumunu uyarma konusunda etkili oldugu, in vitro kosularda
solavetivon maddesini biriktirdigi belirlenmistir. En yiiksek madde birikimi ‘10 mM arasidonik asit x 72 saat uyart siiresi’
uygulanmasindan elde edilmis, ‘doz x siire’ interaksiyonu Onemli bulunmustur. Caligmada kullanilan elisitér dozlari,
dayanikl: tiiriin kallus kiiltiiriinde fitoaleksin olusumunu yeterli diizeyde uyaramamustir. Bu nedenle dayanim ile fitoaleksin
birikim miktar1 arasinda dogrudan iliski bulunamamustir. Dayaniklilik ve fitoaleksin etkilesimi iizerinde devam edecek
caligmalara gereksinim duyuldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Solanum melongena L., S.sisymbriifolium L., solavetivon, kallus, arasidonik asit

Influence of Arachidonic Acid Elicitation on Phytoalexin Production in Callus Cultures
of Eggplant

Abstract

Wild species Solanum sisymbriifolium has a high resistance against many biotic and abiotic stress factors including
Verticillium dahliae resistance, with respect to S.melongena that is culture form of eggplant. In this study we aimed to obtain
some information about the mutual influence of " phytoalexin accumulation - resistance to V.dahliae" by using genotypes
which are resistant (S. sisymbriifolium) or susceptible (Long Purple eggplant variety) to V.dahliae and in the period of time
after the elicitation treatment and two different dosages of arachidonic acid elicitor. In order to obtain callus from hypocotyle
explants of the in vitro eggplant seedlings, 0.5 mg L™ 2,4-D ve 0.1 mg L™ kinetin added to the MS medium was used. 5 and
10 mM arachidonic acid were used as elicitor. 24, 48 ve 72 hours were used as elicitation time. Thin-layer chromotography
technique was used to obtain solavetivone, lubimin and rishitin phytoalexins standarts by using the elicited potato tubers. The
extracted substances were analyzed with GLC. Solavetivone phytoalexin accumulation was determined in the callus cultures
of the eggplant genotypes. The highest accumulation was obtained in “10 mM arachidonic acid x 72 hours elicitation”
application. The interactions of "cultivar x elicitor concentration x elicitation time" were effective on the solavetivone
accumulation. The elicitor doses used in this study was insufficient for phytoalexin accumulation in resistance species under
callus culture conditions. However, at the end of the experiments we made with in vitro conditions it was concluded that it
would not be possible to establish a reliable and definite relationship about the resistance of different genotypes to V.dahliae,
by determining the phytoalexin accumulation.
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GIRIiS

Verticillium solgunlugu, toprak kokenli bir
patojenin yol actifi patlican hastaliklarindan
birisi olup yaygin olarak  karsilasilan
solgunluklardandir. Bu hastalik  6zellikle
patlicanin Ortii  altt  yetistiricili§inin  yogun
olarak yapildigi sicak bolgelerde o6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Kiiltiirel
yontemler kullanilarak hastaliktan kurtulma
cabalar1 ve tarim ilaglar1 kullanilarak yapilan
savasim, c¢ok fazla etkin olmadig1 gibi
ekonomik de degildir. Verticillium
solgunluguna karst dayamikliligin  yabani
tirlerde  bulunmast ve tiirler arasinda
melezlemelerin ~ yapilmasinda  karsilasilan
biyolojik engeller, dayamikli g¢esitlerin elde
edilmesini ve kullanimmi pratik anlamda
olanaksiz kilmaktadir.

Bitkilerin biyotik ve abiyotik bir etmene
maruz kalmalar1 sonucu, bitkide sentezlenerek

biriken kiiciik molekiil agirligima sahip
antimikrobiyal  bilesiklere fitoaleksin adi
verilmektedir [9]. Fitoaleksin  birikiminin

belirlenmesi; bununla cesitli hastaliklara karsi
dayaniklilik 6zelligi arasinda bir iliskinin olup
olmadigina yonelik ¢aligmalar ile ilgili olarak
Solanaceae familyasina ait bitki tiirlerinde
cesitli c¢alismalar bulunmaktadir. Domateste
hiicre siispansiyon kiiltiiriinde uyarici katkisi ile
risitin  fitoaleksininin  birikimini saglamaya
yonelik arastirmalar yapan D’Harlinque ve ark.
[8], [2-14C] MVA (mevalonik asit)’in risitine
doniismesi i¢in en iyi maya 6ziitii dozunun 2.5
mg ml' oldugunu belirlemislerdir. Ahmed ve
ark, [1], %1 oraninda bakir siilfat i¢eren eriyigi
abiyotik elisitdr olarak uyguladiklar1 domates
bitkilerinin yapraklari ve meyvelerinde risitin
fitoaleksininin ~ olustugunu  belirlemislerdir.
Biberde baslangic eksplanti olarak ¢imlenen
embriyolarin radikula kisimlarini kullanan ve
buradan gelistirilen kallustan hiicre
stispansiyonlarint kuran Hoshino ve ark. [11],
uyarict olarak aragidonik asidi (arachidonic
acid) hiicre siispansiyonlarina ilave ettiklerinde
kapsidiol ve risitin birikiminin gergeklestigini,
Mehmetoglu ve Curtis [16] de, Hyoscyamus
muticus bitkisinde yaptiklar1 arastirmalarinda
hidrojen peroksit, metil jasmonat, salisilik asit
ve etanol elisitorlerinin lubimin ve solavetivon
birikimini artirdiklarini bildirmislerdir.
Dejardins ve ark. [7], funguslardan bagka
(Uslu-Kiran ve ark., 2007). Arastirmada biyotik
bir uyaric1 olarak arasidonik asit (Sigma Cat.
No: A-9673) kullanilmstir.

nematodlara karst dayanim konusunda da
fitoaleksinlerin etkinligini patates bitkisinde
gostermislerdir.

Verticillium solgunlugu hastaliginin etkileri
ve fitoaleksinlerle iliskileri ile ilgili olarak
yapilan ¢alismalarda; V. dahliae’nin hiicre
zarlarinda bulunan lipitlerdeki yag asitlerinin
analizi ve bu maddelerin patlicanda lubimin
birikimini uyarma etkisi iizerinde sirasiyla
Aragidonik asit ve linoleik asidin etkili oldugu
[4], pathicanda kok uru  nematoduna
(Meloidogyne javanica) ve V.dahliae’ye karsi
dayanikliligi uyarmada uygulanan salisilik
asidin ve trifluralin’in tiim uygulama dozlarimin
misel gelisimini engelleyici etki yaptig1 [10], S.
aethiopicum un kok salgilarindan izole edilen
ve bilinen bes seskiterpen olan solavetivon,
lubimin, lubiminik asit, aethio ve lubiminol
fitoaleksinlerinin fungus gelisimi {izerinde
engelleyici etkide bulundugu [18], Fusarium
oxysporum f.sp. melongenae, V.dahliae ve
Ralstonia solanacearum gibi toprak kaynakli
patojenlere karst oldukg¢a dayanikli oldugu
bilinen Solanum abutiloides’in kok salgisindan
yeni bir antifungal bilesigin izole edildigi, 3-
beta-acetoxysolavetivone adindaki bu bilesigin
Fusarium  oxysporum’un  spor  Uretimini
engelledigi bildirilmistir [26]. Yabani Solanum
tiirlerinin patlican 1slahgilar1 i¢in degerli bir
kaynak  olusturdugu  [21],  Verticillium
solgunluguna kars1 S.sisymbrifolium  ve
S.torvum’un olduk¢a direng gosterdigi [2]
bildirilmektedir.

Burada sonuglar1 sunulan ¢alismanin amaci;

patlicanda tiim diinyada ve iilkemizde
yetistiriciligi ~ olumsuz  yonde  etkileyen
Verticillium solgunluguna dayaniklilik
ozelliginin  bitki  dokularinda  fitoaleksin

sentezlemesi ve birikimiyle bir ilgisinin olup
olmadigini in vitro kosullarda ve arasidonik asit
elisitoriintin kullanmldig1 deneylerle belirlemeye
¢alismak olmustur.

MATERYAL VE YONTEM
Caligmada iki farkli patlican genotipi
kullanilmigtir. Bunlardan birisi V. dahliae

hastalik etmenine duyarli Long Purple kiiltiir
cesidi (S.melongena L.) olup, digeri ise bu
hastaliga yliksek dayanim gosterdigi bilinen S.
sisymbriifolium yabani tiiriine ait bir hattir

Kallus Elde Etme
Aseptik kosullarda
tohumlardan gelisen fideler

cimlendirilen
yaklagik  dort
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haftalik bir fide gelistirme doénemi sonunda
eksplant kaynagi olarak kullanilmislardir. Her
iki genotipe ait hipokotillerin 15 mm
uzunlugunda parcalara ayrilmasiyla hipokotil
eksplanti hazirlanmigs ve kallus elde edilmesi
amaciyla  igerisinde 4  farkli  hormon
kombinasyonu bulunan besin ortamlarina dikim
yapilmistir. Patlican eksplantlarindan kallus elde
etmek i¢in 0.5 mg L™ 2,4-D + 0.1 mg L™ kinetin
ilave edilmis Murashige ve Skoog [17] ortam
kullanilmustir. Kontrol grubu olarak hormonsuz
ortama dikilen eksplantlar degerlendirilmistir.
Eksplantlarin dikiminden 21 glin sonra tiim
ortamlar iizerinde olusan kallus dokular1 petri
kutularindaki ana eksplanttan ayrilarak her iki
genotipin de iyi gelisim gosterdigi 0.5 mg L™
2,4-D + 0.1 mg L kinetin igeren besin ortamina
transfer edilmistir. Kallus dokulari, 21 giinliik
araliklarla ayni bilesime sahip taze ortamlara
transfer edilerek ti¢ kez alt kiiltiire alinmiglardir.

Elisitor Uygulamasi ve Analizler

Long Purple ve S. sisymbriifolium kalluslari,
icinde besin ortami bulunan petri kutularina
aktarilmis, bu aktarma islemini takip eden 14.
giin arasidonik asit elisitoric damlatilarak
uygulanmistir. Uyarict uygulamalarinin ardindan
24, 48 ve 72 saat sonra kalluslar analiz
yapilincaya dek —40 °C’deki derin dondurucuda
saklanmustir. Arasidonik asidin 5 ve 10 mM

etkin uyar1 dozu (final konsantrasyon)
kullanilmustir.
Saf risitin, lubimin ve solavetivon elde

edilmesi ve Gaz likit kromotografisi (GLC)
analiz islemleri Uslu-Kiran [24] tarafindan
aciklandig sekilde yapilmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Aragidonik asit elisitoriiniin S. melongena cv.
Long Purple ve S. sisymbriifolium Kkallus
kiiltiirlerinde fitoaleksin olusumuna etkisi Sekil
1’de gosterilmistir. Arasidonik asit elisitorii
uygulanan Long Purple ¢esidine ait kallus
kiiltiirlerinde solavetivon birikimi olmus ve
bunun miktari, Aragidonik asit dozu ile uyari
siiresine bagli olarak degismistir. Ortaya ¢ikan
bu degisim, yapilan varyans analizleri
sonuglarina gore istatistiksel agidan Onemli
bulunmustur (p<0,01). Arasidonik asit uyari
dozundaki artig, uyar1 siiresine bagli olarak
istatistiksel ~ farklilifa  sahip  solavetivon
miktarlar1 vermigtir. “S mM Arasidonik asit
dozu x 24 saat uyar1 slresi” ve “5 mM
Arasidonik asit dozu x 48 saat uyart siiresi”

kombinasyonlari madde birikimi
saglayamamistir. Slire 72 saate uzadiginda
120.844+2.04 pg/g TA solavetivon birikimi
olusturmustur. “10 mM Arasidonik asit dozu X
24 saat uyar siiresi” ve “10 mM Aragidonik asit
dozu x 48 saat uyart siiresi” arasinda solavetivon
birikimi  yoniinden 6nemli  bir farklilik
bulunmamis (82.22+0.57 ve 90.83+0.53 pg/g
TA), 72 saatte ise bu denemenin en yiiksek
madde Olglimii  gerceklesmistir (131.67+1.66

ng/g TA) (Cizelge 1).

Cizelge 1. Long Purple patlican ¢esidinde arasidonik
asit dozlarimin, uyar1 siiresine bagli olarak Kallus

kiiltiirlerinde solavetivon  birikimi {izerine etkisi
(ng/g TA).
Arasidonik asit | Uyari siiresi | Solavetivon miktari
dozu (mM) (saat) (ng/g TA)
24 0.00+0.00 B
5 48 0.00+£0.00 B
72 120.84+2.04 A
24 82.224+0.57 B
10 48 90.83+0.53 B
72 131.67+1.66 A

%1 hata siirlart iginde Duncan testine gore fark
istatistiksel olarak dnemli bulunmustur.

Uyari siiresinin, uyart dozuna bagli olarak
kallus kiiltiiriinde solavetivon birikimi {izerine
etkisi incelendiginde ise; 24 ve 48 saat uyari
stireleri sonunda 5 mM Arasidonik asit dozu
kullanilan kiiltiirlerde solavetivon olusumunun
gerceklesmedigi, ancak uyar1 dozunun 10 mM’a
yiikseltilmesi sayesinde solavetivon birikimi
meydana gelebildigi goriilmiistiir (sirastyla
82.22+0.57 ve 90.83£0.53 pg/g TA). Uyan
siiresinin 72 saate c¢ikmast ile 5 mM’lik
Aragidonik asit dozunun solavetivon birikimini
gerceklestirebildigi  (120.84+£2.04 pg/g TA),
dozun 10 mM olmasi ile solavetivon artiginin
devam ettigi (131.67+1.66 pg/g TA), ancak
bunun istatistiksel olarak onemli bir farklilik
yaratmadig1 belirlenmistir.

Aragidonik asit, S.sisymbriifolium tiiriiniin
kallus kiiltiirine uygulandiginda fitoaleksin
sentezlenmesi ve birikimi iizerinde doza bagh
olarak bir etki olusturmustur. 5 mM dozunda
uygulanan arasidonik asit, 24 ve 48 saat uyari
strelerinde  S.sisymbriifolium  kalluslarinda
fitoaleksin  olugturma bakimindan yetersiz
kalmigtir. 10 mM uyar1 dozunda 24 saat uyari
stiresi de fitoaleksin olusumu iizerinde etkisiz
kalmigtir. Cizelge 2’de, 10 mM Arasidonik asit
dozunun 48 ve 72 saatlik uyar siireleri sonunda
sirastyla 61.67+£0.75 ve 114.17+1.18 ng/g TA
solavetivon birikimi sagladigt ve bu degerler
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arasindaki farkliligin istatistiksel olarak Gnemli
oldugu goriilmektedir. Uyar1 siiresi uzadikca
solavetivon birikiminin artarak neredeyse iki
katina ulastig1 cizelgeden acgikca
izlenebilmektedir. Hastaliga dayanikli tiirde
uygulanan elisitorlerin dozu ve siireleri, bitki
hiicreleri tarafindan herhangi bir stres olarak
algilanmayarak esik degerin altinda kalmis
olabilir.

Cizelge 2. Long Purple patlican cesidi kallus
kiiltirtinde,10 mM  Arasidonik asit uygulama
dozunun 48 ve 72 saatlik uyari siireleri sonunda
solavetivon birikimi iizerine etkisi (ug/g TA).

Arasidonik asit | Uyari siiresi | Solavetivon miktari
dozu (mM) (saat) (ng/mg TA)
10 48 61.67+0.75 B
72 114.17£1.18 A

%1 hata smirlart iginde Duncan testine gore fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Phytophthora infestans’in bilinen iki etkin
maddesi olan aragidonik asit ve
eikosapentaenoik asit, patates yumrularinda
seskiterpen fitoaleksinlerinin olusumunu
saglayan elisitorlerdir (Bostock ve ark., 1981).

Bu elisitoérlerin patates yumrularinda risitin,
lubimin, solavetivone, fituberin ve fituberol
seskiterpen fitoaleksinlerinin olusumunu tesvik
ettikleri bilinmektedir (Bloch ve ark., 1984).
Biber  hiicre Kkiiltiirlerine  arasidonik  asit
uygulamasi yapildiginda, siispansiyon ortaminda
risitin -~ ve  kapsidiol  birikimleri  oldugu
belirlenmistir [11]. Bu ¢alismada arasidonik asit,
elisitér uygulamasindan sonra gegen siire ve
doza bagli olarak dayanikli ve hassas patlican
genotiplerine ait  kalluslarda  solavetivon
fitoaleksini birikimine neden olmustur. En
yiiksek doz ve siire, her iki genotipte de 72 saat
ve 10 mM kombinasyonu olmustur. Verticillium
solgunluguna dayanikli yabani tiirde fitoaleksin
olusumu doz yiikseldiginde ve siire uzadiginda
harekete gegebilmistir. Hassas ¢esit fungal
etmenin etken maddesini algilayip daha erken
cevap vermekle birlikte, dayanikli yabani tiiriin,
fungusu kendisi i¢in tehlike olusturabilecek bir
patojen olarak algilamadigi diistiniilmiistiir. Siire
ve dozun artirilmasiyla ¢esitler arasindaki farkin
daha 1iyi anlagilabilecegi ve net yorumlar
yapilabilecegi yeni ¢aligmalara gereksinim
bulunmaktadir.
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