Tiirk Tarim — Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi, 5(7): 836-840, 2017

Tirk Tarim - Gida Bilim ve Teknoloji Dergisi

Cevrimigi baski, ISSN: 2148-127X
www.agrifoodscience.com
Tirk Bilim ve Teknolojisi

Solanum melongena ve Solanum torvum’un Cicek Tozu Cimlenme ve
Canhliklarinin Belirlenmesi ve Solanum melongena x Solanum torvum
Melezlerinden in vitro Kosullarda Bitki Elde Edilmesi

Namik Kemal Yiicel'", Hatice Filiz Boyaci?, Saadet Biiyiikalaca®

1Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii, 01330 Adana, Tiirkiye
2Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii, 07100 Antalya, Tiirkiye

MAKALE BIiLGIiSi

OZET

Arastirma Makalesi

Gelis 09 Subat 2017
Kabul 16 Mart 2017

Anahtar Kelimeler:
Solanum melongena
Solanum torvum

Tiirler aras1 melezleme
Embriyo kurtarma

Cigek tozu canlilig

Cigek tozu ¢imlenme orani

=
Sorumlu Yazar:

E-mail: nkyucel.77@hotmail.com

Diinyada ve Tiirkiye’de patlican iiretimini kisitlayan en 6nemli faktorlerin basinda toprak
kokenli fungal hastaliklar ve zararlilar gelmektedir. Fungal hastaliklardan Fusarium ve
Verticillium, zararlilardan Nematod 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir. Bu
patojenler hem agikta hem de sera yetistiricilifinde zarar yapmakta, 6nemli verim
kayiplarina neden olmaktadir. Miicadele yontemleri icerisinde en giivenli yol dayanikli
cesit veya anag¢ kullanmaktir. Her {i¢ patojene dayaniklilig1 saglayan genler patlicanin
kiiltiir formunda bulunmamakta, yabani akrabasi olan Solanum torvum Sw’da mevcuttur.
Ancak S. torvum’dan kaynaklanan uyugsmazlik nedeni ile tiirler arasi melezleme
gerceklestirilememekte, dogal yollardan kiiltiir formuna dayanikliligi saglayan genler
aktarilamamaktadir. Tiirler aras1 melezlemelerde basarisizligin nedenlerini anlamak igin
oncelikli olarak c¢icek tozu canliliklart ve c¢imlenme oranlarinin tespit edilmesi
gerekmektedir. Bu aragtirmada, Aydin siyahi ve Kemer ¢esitleri ile Solanum torvum
yabani formunda ¢igek tozu canliliklar1 ve ¢cimlenme oranlart tespit edilmistir. Cigek tozu
canlilik oranlart TTC testi yontemi kullanilarak belirlenmistir. Petride agar yontemi ise
cicek tozu ¢imlenme oranlarmin belirlenmesinde kullanilmistir. In vitro kogsullarda melez
bireyler elde etmek amaciyla Kemer ve Aydin Siyahi gesitleri ile S. torvum arasinda
resiprokal melezlemeler yapilmigtir. Melezlemeden 25, 30 ve 35 giin sonra meyveler in
vitro kosullarda agilarak embriyo kurtarma teknigi uygulanmis ve elde edilen embriyo
sayist ve bitkiye doniisiim oranlari belirlenmistir.
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The most important factors those are limiting the production of eggplant in Turkey and
the world are soil borne fungal diseases and pests. Fusarium and Verticillium as fungal
diseases and nematodes as pests cause significant yield losses. Those pathogens cause
significant yield losses both in open field and greenhouse cultivation. The most efficient
way to avoid those diseases is using resistant varieties or rootstocks. Although resistant
genes to all these three pathogenes do not exist in eggplant cultivars, wild eggplant,
Solanum torvum Sw can contain them. . However interspecific crosses cannot be
achieved because of the sexual incompatibility between Solanum torvum and Solanum
melongena. Thus resistant genes cannot be transferred by classical breeding. For this
purpose, in order to understand the reasons of the failure in interspecific crosses, polen
viability and germination percentage should be determined as a priority. For this purpose,
pollen viability and germination levels of Aydin siyahi and Kemer eggplant cultivars and
one wild form (Solanum torvum) were determined. Pollen viability and polen germination
percentage were determined by TTC and ‘agar in Petri” methods, respectively. In vitro
reciprocal crosses were made between Kemer and Aydin Siyahi cultivars in order to
obtain hybrids. In this study, in vitro embryo rescue technique was used in 25, 30 and 35
days after pollination. The embryo number obtained and plants regenerated were
recorded.
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Giris

Patlican ¢esitli hastalik ve zararlilara, oOzellikle
bakteriyel ve fungal solgunluk ile nematodlara hassas
olan tiirler arasinda yer almaktadir (Collonnier ve ark.,
2001; Sekara ve ark., 2007; Toppino ve ark., 2008).
Kiltirii yapilan patlican tiirii  olan S. melongena
Fusarium solgunluguna dayanikli degilken, yabani tiirler
olduk¢a dayaniklilik gdstermektedir (Yamakawa ve
Mochizuki, 1979, Monma ve ark., 1996). Yabani patlican
tiiri olan Solanum torvum Verticillium’a (Sekara ve ark.,
2007) ve ayni zamanda Meloidogyne incognita ve
Meloidogyne arenaria’ya yiiksek derecede dayaniklilik
gostermektedir (Luc ve ark., 2005; Salam ve ark., 2002;
Ali ve ark., 1992). Bu yiizden patlicanin kiiltiirii yapilan
gesitlerine  bu  Ozellikleri, 6zellikle  hastaliklara
dayaniklilig1 aktarabilmek igin, tiirler aras1 melezlemelere
onem vermek gerekmektedir (Toppino ve ark., 2008).
Patlicanin kiiltiir formu ile yabani akrabalar1 arasinda
yapilan melezlemelerde, seksiiel uyusmazliklar nedeni ile
yilksek oranda bagari saglanamamakta (Sekara ve ark.,
2007) ve bu durum geleneksel bitki 1slah yontemleri ile
devam edilmesine engel teskil etmektedir (Kumar ve ark.,
1998). Bu nedenle, patlicanin kiiltir formlarina yabani
formlarindan gen aktarmak icin biyoteknolojik yontemler
kullanilmaktadir (Kashyap ve ark.,, 2003). Patlican
dokular1; genetik yapilar1 nedeniyle embriyo kurtarma, in
vitro seleksiyon, somatik hibridizasyon ve genetik
transformasyon gibi  biyoteknolojik ¢aligmalar igin
oldukga uygundur (Magioli ve Mansur, 2005).

Bu calismada, Kemer ve Aydin Siyahi cesitleri ile
Solanum torvum’un ¢icek tozu ¢imlenme ve canlilik
yiizdelerini  belirlenmigtir. Ayn1  zamanda, Solanum
melongena ile Solanum torvum’dan in vitro kosullarda
embriyo kurtarma ve dogrudan ekim teknigi ile melez
bireyler elde edilmis ve bitkiye doniisiim oranlari tespit
edilmistir.

Materyal ve Metot

Calisma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiiri Laboratuvar:t ve
Arastirma ve Uygulama Arazisi ile Bat1 Akdeniz Tarimsal
Arastirma  Enstitiistt Mudirligic (BATEM) Uygulama
Arazisinde yiritiilmiistir. Bitkisel materyal olarak
BATEM’de yetistirilen Solanum torvum’un g¢ok yillik
bitkileriyle Kemer ve Aydin siyahi gesitleri kullanilmistir.

Cigek tozu canliligi belirlenmesinde, her bir parseli
olusturan bitkilerden karisik olarak toplanan ciceklerden
elde edilen ¢igek tozlar1 kullanilmis ve ¢igek tozlarmin
canliliklar1 TTC testi ile belirlenmistir. Bunun i¢in 0,1 g
TTC (Triphennyl Tetrazolium Chlorid) 10 ml saf suda

¢ozdiiriilmiis ve 6 g sakkaroz eklenerek %1 lik TTC
¢ozeltisi hazirlanmistir (Abak ve ark., 1993; Boyaci ve
ark., 2009). Hazirlanan bu ¢ozelti lam {izerine damlalik ile
damlatilarak ¢icek tozlari bir sulu boya firgasiyla bu
damlalarmn iizerine ekilmis ve lamelle kapatilmistir.
Ekimden 20 saat sonra ¢i¢ek tozu canliliklar1 belirlenmis,
koyu kirmizi ve kirmizi boyanan ¢igek tozlari canli, agik
kirmizi ve pembe boyananlar ile hi¢ boyanmayanlar
cansiz olarak kabul edilmistir (Eti, 1991).

Cicek tozu c¢imlenme yeteneginin belirlenmesi igin
yine ¢igek tozu canlilik testinde oldugu gibi, her parselden
karigik olarak toplanan ciceklerden elde edilen ¢igek
tozlar1 ‘petride agar’ yontemiyle incelenmistir. Abak ve
ark. (1993)’nin yapmis oldugu calismada patlican
polenlerinin ¢imlenmesi igin tespit ettikleri en uygun
ortam olan % 1 agar +% 12 seker + 300 ppm H3BO; +300
ppm Ca(NOg3), kullanilmig, bu ortamlar iizerine ekilen
polenler 25°C’de 20 saat bekletildikten sonra 1s1k
mikroskobunda sayimlari  yapilmistir.  Cicek  tozu
cimlendirme testinde her genotip icin 3 petri kullanilmus,
tesadiifi segilen 5 alanda sayim yapilarak cigek tozu
cimlenme yiizdeleri belirlenmistir.

Denemeler  siiresince  resiplokal — melezlemeler
yapilmig, ancak Solanum torvum sadece baba ebeveyn
olarak kullanildiginda tohum elde edilebildiginden
Solanum torvum polenleri tozlayici olarak kullanilmigtir.
Kemer ve Aydin siyahi g¢esitlerine ait c¢iceklerin
olgunlagmamis anterleri ¢igekler agilmadan bir giin dnce
pens yardimi ile emaskiile edilmis ve sonrasinda ¢icekler
pens ile izole edilmistir. Bu islemden 24 saat sonra S.
torvum’un ¢igek tozlar1 mikrotiipler igerisine vibrator
yardimiyla ¢ikarilarak Kemer ve Aydin Siyahi cesitlerinin
disi organlar1 tozlanmis ve tekrar pens yardimiyla izole
edilmistir. Tozlamadan 25, 30 ve 35 giin sonra meyveler
hasat edilmis ve Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvari’na
getirilerek ¢esme suyu ile yikandiktan sonra, laminar
kabin igerisinde kuru yakma yontemiyle yiizey
dezenfeksiyonu yapilmistir. Her hasat zamanindan 5’er
meyveden 3 tekerriir ve her tekerriirde 40’ar embriyo
olacak sekilde embriyo kurtarma yapildiktan sonra, kalan
tohumlar dogrudan petrilere ekilmiglerdir (Sekil 1).
Embriyo kurtarma galismalarinda saglikli bitki, anormal
bitki ve gelismeyen embriyo sayilar1 kaydedilerek %
bitkiye  donlisim  hesaplanmis, dogrudan  ekim
calismalarinda ise petrideki toplam tohum sayilart ve
¢imlenen tohum sayilar1 tespit edilerek yine % bitkiye
doniisim  hesaplanmigtir. Tim c¢aligmalarda  bitki
bilyiimeyi diizenleyici igermeyen Murashige ve Skoog
(1962)-MS besin ortami kullanilmustir.

Sekil 1 Tek tek agma yontemi ve dogruda ekimétei ile embriyo kurtarma
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Deneme sonunda elde edilen % bitki olusum degerleri
Acikgoz (1990)’iin onerdigi sekilde ag1 transformasyonu
uygulandiktan sonra, “Tesadiif Parselleri Deneme
Deseni”ne gore SAS paket programinda varyans analizine
tabi tutulmustur. Istatistiksel olarak 6nemli bulunan
uygulamalara ait ortalamalar LSD ¢oklu karsilastirma ile
P=0,05 6nem diizeyinde karsilastiriimigtir.

Bulgular ve Tartisma

Aydmm siyahi, Kemer ve S. torvum’un polen
canliliklart ve ¢cimlenme oranlar1 belirlenerek Cizelge 1 ve
Sekil 2°de gosterilmistir. Polen canliligi ve ¢imlenmesi
(%) agisindan sonuglar arasinda istatistiksel olarak énemli
farklillk olmadig tespit edilmistir. En yiiksek polen
canliligt Kemer (%70,4) ¢esidinde tespit edilirken, en
yiiksek polen ¢imlenmesi S. torvum’dan (%22,8) elde
edilmistir.

Aydin Siyah1 ve Kemer g¢esitleri ile S. torvum arasinda
yapilan resiprokal melezlemelerde, Solanum torvum’un
ana ebeveyn oldugu durumlarda meyve ve dolayisiyla
tohum olusmamuistir. Ancak Aydin siyah1 x S. torvum ve
Kemer x S. torvum melezlemelerinden in vitro kosullarda
embriyo kurtarma teknigi uygulanarak; saglikli bitki,
anormal bitki ve gelismeyen embriyo durumlari
belirlenmistir (Cizelge 2, Sekil 3). Benzer sekilde Bletsos
ve ark. (1998) tarafindan kiiltiir gesitleri ile yabani tiirler
arasinda yapilan melezlemelerde sadece “Langada” x S.
torvum melezinden F1 hibrit bitkiler elde edilebilmistir.
Bitkiye doniisiim oranlar1 (%) agisindan hasat tarihinin
istatistiksel olarak Onemli oldugu tespit edilmistir.
Cesitlerin etkisi ve hasat tarihi x cesit interaksiyonun
acisindan  ise  istatistiksel olarak  6nemli  fark
saptanmamistir (Cizelge 3). Hasat tarithi denemeleri
acisindan en yiiksek bitki ylizdesine (%90,83) 35. giinde
Kemer x S. torvum melezi ile ulasilirken, Aydin Siyahi x
S. torvum melezinden %78,75 oraninda bitkiye doniisiim
belirlenmistir. En diisiik bitkiye doniisiim ise 25. giin
hasatlarmdan elde edilmistir

Aydin siyah1 x S. torvum ve Kemer x S. torvum
melezlemelerinden elde edilen meyvelerin tohumlarinin
in vitro kosullarda dogrudan ekim teknigi ile ¢imlenen
tohum sayilar1 belirlenmis ve Cizelge 4’de sunulmustur.
Elde edilen sonuglara gére, bitkiye doniisiim oranlar1 (%)
acisindan hasat tarihi ve cesitlerin etkisi istatistiksel

olarak Onemli bulunmus, hasat tarihi x gesit
interaksiyonunda istatistiksel olarak o6nemli fark
saptanmamistir  (Cizelge 5). Hasat tarihi dikkate

alindiginda, Kemer x S. torvum melezinden 30. giinde
(%16,53), Aydin Siyahi x S. torvum melezinden ise 35.
giinde (%14,53) en yiiksek bitkiye dontsiim elde
edilmistir. En disik bitkiye donlisim ise 25. gin
hasatlarindan elde edilmistir.

Ellialtioglu (2010) tiirler arast melezlemelerdeki tek
tarafli uyusmazlhigin sitoplazmik faktorler nedeniyle
ortaya c¢iktigin1 ifade etmis, sitoplazmik faktorlerin
melezlemelerin  ¢ift yonlii (resiprokal) yapilmasini
engelleyen ¢ok kuvvetli bir bariyer oldugunu
vurgulamistir.  Cicek tozu canliligt ve ¢imlenmesi
acisindan incelenen genotipler arasmda onemli farklar
tespit edilmemis, ancak resiprokal melezlemelerde tek
tarafli uyusmazlik oldugu belirlenmistir. Tek tarafli
uyusmazligin ise hiicre ¢ekirdegindeki genlerle baglantili

olarak sitoplazmik faktorlerin etkisiyle olusan sitoplazmik
cicek tozu kisirlig nedeniyle olabilecegi
diistiniilmektedir.

Cizelge 1 Aydin siyahi, Kemer ve S. torvum’un polen
canlilik ve ¢cimlenme yiizdeleri

Cesitler Polen ¢imlenmesi Polen canliligi
Aydn siyaht 20,8 (26,9) 62,7 AB (58,5)
Kemer 22,4 (28,2) 70,4 A (55,4)
S. torvum 22,8 (28,1) 56,4 B (50,9)
LSD 9,306 OD 7,795 OD

Ortalamalar arasindaki farklar ayri harflerle gosterilmistir. OD.: Onemli
Degil.. ***:P<0,001; **:P<0,01; * :P<0,05, (3): Parantez i¢inde yiizde
degerlerin transforme edilmis hali gosterilmistir.

Cizelge 2 S. melongena x S. torvum melezlerinin in vitro
kosullarda embriyo kurtarma teknigi ile farkli hasat
tarihlerinden elde edilen sonuglar

GN Aydin siyah1 x S. torvum Kemer x S. torvum
G A S G A S
25 9 12 19 21,8 2.2 16
30 8 7,5 24,5 6,8 0 33,2
35 4,5 4 315 233 133 36,33

Gelismeyen embriyo, A: Anormal bitki, S: Saglikli bitki

Cizelge 3 S. melongena x S. torvum melezlerinin in vitro
kosullarda embriyo kurtarma ile farkli hasat tarihlerinde
bitkiye doniisiim yiizdeleri

BD Aydin Siyahi x S. Kemer x S. ort
torvum torvum

25 %47,5 (33,23*) %40 (38,69) 40,53

30 %61,25 (51,56) %83 (67,44) 61,49°

35 %78,75 (62,91) %90,83 (75,89)  69,40°

Ort 52,59 58,33

BD: Bitkiye doniisim (%), Ort: Ortalama, Prob>F: Hasat tarihi, 0,0021;
Cesit, 0,0178; Cesit*hasat tarihi, 0,3221, “:Varyans analizi i¢in ortalama
% degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis halidir. Ortalamalar
arasindaki farklar ayr1 harflerle gosterilmistir.

Cizelge 4 S. melongena x S. torvum melezlerinden in vitro
kosullarda dogrudan ekim yontemiyle farkli hasat
tarihlerinden elde edilen sonuglar

DE Aydin siyaht x S. torvum Kemer x S. torvum
PTS CTS PTS CTS
25 52,33 1 56,86 5,86
30 38,58 4,83 50,77 11,30
35 37,63 6,75 51,71 10,22

DE: Dogrudan ekim, PTS: Petrideki tohum sayisi, CTS: Cimlenen
tohum sayi1st

Cizelge 5 S. melongena x S. torvum melezlerinin in vitro

kosullarda dogrudan ekim yontemiyle farkli hasat

tarihlerinde bitkiye doniisiim yiizdeleri

BD Aydin Siyahi x S. Kemer x S. Ort
torvum torvum

25 %1,94 (7,97) %10,31 (16,90) 12,437

30 %11,29 (18,67) %16,53 (23,22) 20,94°

35 %14,53 (21,87) %15,97 (22,86) 22,36°

Ort 18,39 b 22,63 a

BD: Bitkiye doniisiim (%), Ort: Ortalama, Prob>F: hasat tarihi, 0,0001;
Cesit, 0,0331; Cesit*hasat tarihi, 0,6581, ":Varyans analizi i¢in ortalama
% degerlere ag1 transformasyonu uygulanmus halidir. Ortalamalar
arasindaki farklar ayr harflerle gosterilmistir.
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DY
Sekil 3 Tek Tek A¢ma Yontemi ve Dogrudan Ekim
Yontemiyle Aydin Siyaht x S. torvum ve Kemer X S.
torvum embriyolarindan gelistirilen bitkicikler

Ozellikle dayaniklihikla ilgili 1slah galigmalarinda
yabani tilirlerden gen aktarimi konusunda tiirler arasi
melezlemelerde sorunlarla karsilagilabilecegi ve bazi
tirlerde melezlemeden 6 ile 25 giin sonra embriyo
aborsiyonu goriilebildigi bilinmektedir. Ancak embriyo
kiiltiiric yontemi ile bu sorunun {stesinden basart ile
gelinebildigi birgok c¢alisma ile ortaya ¢ikarilmistir. Hibrit
embriyonun aborsiyondan 6nce in vitro kiiltiire almaarak
kurtarilabilecegi birgok arastirict tarafindan rapor
edilmistir (Kalloo, 1986; Hatipoglu, 1993; Emiroglu ve
Giirel, 1993). Bu calismada da benzer sonuglar elde
edilmis, Aydin Siyah1 x S. torvum ve Kemer x S. torvum
melezlemelerinden elde edilen meyvelerde embriyo
kurtarma yontemi ile her iki kombinasyon i¢in en uygun
zamanin tozlamadan sonra 35. giin oldugu belirlenmistir.

Tiirler arasi melez tohumlarin in vitro kosullarda
dogrudan ekim yontemiyle g¢imlendirilmesinde, kiiltiir
cesitlerinin 6nemli bir faktor oldugu farkli arastiricilar
tarafindan vurgulanan bir konudur. Ciiriik (2010), Pala ve
Faselis patlican cesitleriyle S. torvum’un tiirler arasi
melezlerinden in vitro kosullarda MS besin ortamina
dogrudan ekim yontemiyle tohumdan % 0-8,76 oraninda
kokli bitki elde etmistir. Ancak tiirler arasi melez
tohumlardan in vitro kosullarda embriyo kurtarma
yontemiyle bitki elde edilmesinde, tozlamadan hasada
kadar gecen giin sayisinin bagariy1 etkileyen faktor oldugu
goriilmektedir. Ayrica c¢alismada ana olarak secilen
ebeveynlerin de 6nemli oldugu ortaya ¢ikmustir. Kemer
cesidi ile yapilan melezlemeden elde edilen embriyo
sayist ve bitkiye donisim oran1 daha yiiksek
bulunmustur. Uyusmazlik yasanan tiirlerde, daha yiiksek
oranda melez birey elde edilmesi i¢in ana olarak birden
fazla genotip secmek basar1 sansini artirabilir.

Tiirler aras1 melezlemelerden elde edilen meyvelerin
tamaminda, tohumlarin ya ¢ok az endosperme sahip ya da
tamamen endospermsiz oldugu gézlemlenmistir. Embriyo
kurtarma yOnteminin tiir i¢i veya tiirler arast uyusmazlik
problemi olan melezlemelerde, bitki elde edilmesinde
kullanilabilecek in vitro teknik oldugu sdylenebilir.
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