Arasidonik asidin patlican kallus siispansiyon kiiltliriinde fitoaleksin uyartimi izerine
etkisi
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Bu calismanin amaci; Verticillium solgunluguna dayanimin, bitki dokularinda sentezlenen fitoaleksin miktariyla
iliskisini arastirmaktir. Calismada Long Purple patlican c¢esidi (hastaliga duyarli) ile S. sisymbriifolium yabani turi
(hastaliga dayanikli) bitkisel materyal olarak kullaniimigtir. Elisitdr olarak, aragidonik asit (5 ve 10 mM) calismada
yer almistir. Elisitor ile uyarim islemi 24, 48 ve 72 saat olarak uygulanmistir. Ekstrakte edilen maddeler gaz likit
kromotografisi (GLC) cihazinda analiz edilmistir. Dayanikli tiiriin kallus slspansiyon kiltiriinde fitoaleksin
olusumu yeterli dizeyde uyarilamamistir. Elde edilen bulgular aragidonik asidin kallus stspansiyon kiiltiriinde
sadece Long Purple gesitinde fitoaleksinlerin olusumunu uyarmada etkili oldugu, in vitro kosularda doku fazinda
solavetivon ve sizinti fazinda ise lubimin maddelerinin biriktigi belirlenmistir. En ylksek madde birikimleri her iki
fazda ‘10 mM arasidonik asit x 72 saat uyar siresi’ kombinasyonunda elde edilmis, ‘doz x uygulama suresi’
etkilesimi 6nemli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Dayaniklilik; Kallus Kultird; Lubimin; Patlican; Solavetivon
The effect of arachidonic acid elicitor on phytoalexin stimulation in eggplant callus suspension culture

Abstract

The aim of this study was to investigate the relationship between the resistance of Verticillium wilt and the amount
of phytoalexin, which is the defense molecules synthesized in plant tissues. In this study, Long Purple eggplant
variety (disease susceptible) and S. sisymbriifolium wild type (disease resistant) were used as plant material. As
elicitor, arachidonic acid (5 and 10 mM) was included in the study. Stimulation with elicitor lasted 24, 48 and 72
hours. Extracted substances were analyzed in gas liquid chromatography (GLC). The formation of phytoalexin
was not adequately stimulated in the callus suspension culture of the resistant species. The results showed that
arachidonic acid was effective in stimulating the formation of phytoalexins in the callus suspension culture in Long
Purple variety, and in the in vitro conditions solavetivone was formed in the tissue phase and lubimin substances
in the filtrate phase. The highest material accumulations were obtained in both phases: 10 mM arachidonic acid x
72 hours’ ‘elicitor dose x stimulation period’ interaction was found to be significant.

Keywords: Callus culture; Eggplant; Lubimin; Resistance; Solavetivone

1. Girig zorlastirmaktadir.  Fitoaleksin, biyotik veya

abiyotik strese ugrayan bitkilerde sentezlenerek
Toprak kokenli hastaliklarindan birisi olan biriken antimikrobiyal bilesiklere denilmektedir
Verticillium solgunlugu, yaygin olarak (Ebel vd., 1989). Fitoaleksinlerin, bitkilerde
patlicanda karsilasilan solgunluk hastaliga karsl olusan diren¢ konusunda son
hastaliklarindan biridir (Zhang vd., 2012). Bu derece etkili oldugu bilinmektedir (Gonzalez-
hastalik, &rti alti yetistiriciliginin  siklikla Lamothe vd., 2009). Solanaceae familyasina ait
yapildigi  sicak iklimlerde ©6nemli dretim bitki tlrlerinde fitoaleksin miktarinin belirlenmesi
kayiplarina yol agmaktadir. Kaltirel yéntemler ve hastaliklara dayanikliik ile fitoaleksin
ve kimyasal ilaclar, ekonomik olmadigi gibi arasinda bir iligkinin olup olmadigina yodnelik
hastalikla mucadelede ¢ok etkin degildir. Bu calismalar literatirde bulunmaktadir. Biberde
hastaliga karsi yabani turlerin dayanikli olmasi, embriyolarin radikula kisimlarini  kullanarak
turler arasinda melezlemelerde Kkarsilasilan geligtirilen kallustan hlcre slspansiyonlarini
guglikler dayanikli cesit islahini kuran Hoshino vd. (1994), arasidonik asidi
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uyarici olarak ortama ilave ettiklerinde risitin ve
kapsidiol birikiminin  meydana  geldigini
belirlemiglerdir. Domateste uyarici katkisi ile
hlcre slUspansiyon kdltGrinde risitin
fitoaleksininin birikimi ile ilgili arastirmalar yapan
D’Harlinque vd. (1995), mevalonik asidin
risitin‘e dénusmesi igin maya 6zitindn etkili
dozunu, 2.5mg mi*  olarak belirlemiglerdir.
Ahmed vd. (1997), abiyotik elisitér olarak bakir
sulfatin %1 oranindaki dozunu kullandiklari
calismada, domatesin yapraklari ve
meyvelerinde risitin biriktigini tespit etmiglerdir.
Desjardins vd. (1997), funguslardan bagka
nematodlara karsi dayanim konusunda da

fitoaleksinlerin  etkinligini patates bitkisinde
gostermiglerdir.

Patlican islahgilari icin  yabani Solanum
turlerinin  degerli bir kaynak olusturdugu

(Robinson vd., 2000), S. sisymbrifolium ve S.
torvum’'un  Verticilium  solgunluguna Kkarsi
oldukga direng gosterdigi (Bletsos vd., 2004)
bildirilmektedir.  Fitoaleksinlerle  Verticillium
solgunlugu hastalhginin etkileri arasindaki
iliskiler hakkinda yapilan galismalarda; salisilik
asidin ve ftrifluralin’in tim uygulama dozlarinin

pathcanda V. dahliae’'ye ve kok uru
nematoduna (Meloidogyne javanica) karsi
dayanikhhgr uyarmada etkide bulundugu

(Elekgioglu vd., 2000), bilinen bes seskiterpen
olan ve S. aethiopicum’'un kok salgilarindan
izole edilen lubiminik asit, lubimin, solavetivon,

aethio ve lubiminol fitoaleksinlerinin fungus
gelisimini engelledikleri bildirilmigtir (Nagaoka
vd.,, 2001). Yakose vd. (2004), Solanum
abutiloides’in  kok salgisindan izole ettikleri
antifungal bilesik olan 3-beta-
acetoxysolavetivone adindaki bu bilesigin
Fusarium oxysporum’un  spor  Uretimini

engelledigini rapor etmislerdir.

Bu c¢alismanin amaci; patlican yetigtiriciligini
sinirlandiran Verticillium solgunluguna
dayanikhh@in bitkide sentezlenen ve biriken
fitoaleksinle bir iligkisinin olup olmadigini
arasidonik asit elisitérinin kullanildigi in vitro
kallus stispansiyon kultirinde ortaya
koymaktir.

2. Materyal ve Yontem

Calismada V. dahliae’ ya duyarli Long Purple
kaltdr cesidi (S. melongena L.) ile dayanikh S.
sisymbriifolium yabani tlrd kullaniimistir (Uslu

142

Kiran vd., 2007). Arastirmada arasidonik asit
biyotik bir uyarici olarak yer almistir. Kallus elde
etmek amaciyla, aseptik kosullarda
¢cimlendirilen  tohumlardan gelisen fideler
yaklasik dort haftalik bir fide gelistirme dénemi
sonunda eksplant kaynagi olarak
kullaniimiglardir. Hipokotil eksplanti, genotipe
ait hipokaotillerin 15 mm uzunlugunda parcalara
ayrilmasiyla hazirlanmis ve hormonlu
Murashige ve Skoog (1962) besin ortamina
kallus elde edilmesi amaciyla dikilmiglerdir.
Kallus elde etmek icin igerisinde 0.5 mg I™* 2,4-
D+0.1 mg I kinetin bulunan besin ortami
kullaniimigtir.  Kallus dokulari, 21 gUnlik
araliklarla taze ortamlara nakledilerek ve (g
defa alt kiltire alinmislardir. Besin ortaminda
geligtirilen kalluslar uyarici uygulamalarindan
Once hucre suspansiyon kdltiurine alinmiglardir.
Agarsiz besin ortami igine transfer edilen 1 g
kallus dokusu calkalayici Uzerinde 14 gun
boyunca inkiibe edilmistir. Bu sure sonunda
kiltirlere uyarict uygulanmigtir.  Aragidonik
asidin etkin uyari dozu olarak 5 ve 10 mM final
konsantrasyonu kullaniimigtir. Kontrol grubuna
elisitér uygulanmamistir. Elisitér ilavesinden 24,
48 ve 72 saat sonra kallus sUspansiyon kultirt
vakum pompas! yardimiyla doku ve suzintu
fazi olarak ayrilmis ve olusan fitoaleksinlerin
miktar ve cinsleri tayin edilmistir. Solavetivon ve
lubimin standart maddelerinin Uretiimesi ve gaz

likit kromotografisinde (GLC) analizleri Uslu
Kiran vd. (2010)nin  agikladigi  sekilde
gercgeklestirilmistir. Calisma, tesadif

parsellerinde iki faktorli deneme desenine goére

gerceklestiriimistir.  Uygulamalar  arasindaki
onemli farklihklar Duncan testi ile
karsilastiniimistir. istatistiksel
degerlendirmelerde MSTAT-C programi

kullaniimistir (Freed vd., 1989).

3. Bulgular ve Tartisma

Calismamizda inkubasyonun 14. giini sonunda
genotiplerin kilttre alinmasinda farkh
sonuglarla karsilasiimig, duyarl genotipin kallus
dokularinda ortalama 1.14g agirlik artig
olurken diger genotipte bu artis s6z konusu
olmamig, baslangica goére 0.08 g agirlik kaybi
meydana gelmistir. Ayrica kallus renklerinin
kararmasi bu hicrelerin canli olmadigini
distindUrmustir. Bu nedenle S. sisymbriifolium
tirinde hicre sispansiyon kultirt saglikh bir
sekilde gergeklestirlememistir. Bu nedenle
sadece Long Purple patlican gesidine ait kallus
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stspansiyon kiltiriiniin doku ve sizlntl fazina
ait bulgular degerlendirilmigtir.

3.1. Kallus dokusu fazinda fitoaleksinlerin
birikimi

Arasidonik asit ile uyarilan Long Purple gesidine
ait kallus sspansiyon kultirlerinin doku fazinda
sadece solavetivon belirlenmistir. Varyans
analiz sonuglari, arasidonik asit dozu ile uyari
suresi arasinda interaksiyon bulundugunu
(P<0.01) ve solavetivon miktari igin bu iki
faktorin ortak etki yaptigini  gdstermistir.
Arasidonik asit dozlari ile uyari slrelerinin basit
etkilerinin kendi aralarinda sahip olduklari
istatistiksel farkliliklar %1 hata dizeyi iginde
onemli olmakla birlikte, bu iki faktér arasindaki
interaksiyonun da ayni hata duzeyi icinde
6nemli bulunmasi nedeniyle Duncan testi
kullanilarak yapilan harflendirmelerde
arasidonik asit dozu x uyari suresi etkilesimine
ait deg@erler esas alinmigtir. Bunun sonucunda
belirlenen ortalama sayisal degerler
Cizelge 1’de verilmistir.

Arasidonik asit uyari dozunun, uyari siresine
gbre solavetivon birikimi  Uzerine etkisi
Cizelge 1’de incelendiginde, vyapilan GLC
analizleri sonucunda “5 mM arasidonik asit
uyari dozu x 24 saat uyari sUresi’
kombinasyonu hari¢ diger tim
kombinasyonlarda fitoaleksin birikiminin
meydana geldigi gorilmektedir. En disuk
madde birikimi tOm uygulamalar arasinda
“10 mM arasidonik asit dozu x 24 saat uyari
suresi” nde (72.50 pg g’ TA (taze agirhk))
meydana gelmigtir. Arasidonik asit dozunun
uyari suresine gore solavetivon miktari Uzerine
etkileri ~ birbirinden  farklihk  gd&stermistir.
Arasidonik asidin 10 mM’lik uyar dozu,
24 saatte 7250 uggtTA, 48  saatte
103.50 ug g'1 TA solavetivon birikimini
olustururken, 72 saat uyari suresinde en ylksek
solavetivon degerini (12417 ug g* TA)
vermistir.

Her iki dozda da uyari suresinin uzamasi
madde birikiminin artmasinda istatistiksel olarak
onemli derecede etkili olmustur (P<0.01). Uyari
suresi uzadikga solavetivon birikiminin arttigi
gizelgeden agikga izlenebilmektedir. Arasidonik
asit ve eikosapentaenoik asit, Phytophthora
infestans’in  iki etkin  maddesi  olarak
bilinmektedirler ve patateste seskiterpen
fitoaleksinlerinin olusumunu saglamaktadirlar
(Bostock ve Kuc, 1981). Bu elisitérler patateste
solavetivon, fituberin risitin, lubimin, ve fituberol
fitoaleksinlerinin  olusumunu  uyarmaktadirlar
(Rozhnova vd., 2003; Ozeretskovskaya
vd., 2004). Bu calismada incelenen Kkultirin
doku fazinda arasidonik asit, lubiminin
biyosentetik éncil maddesi olan solavetivonun
yuksek miktarda birikimini saglamistir. Bu
durum V. dahliae hastaligina dayanikhlik ile
solavetivon birikimin arasinda bir korelasyon
olabilecegini isaret etmisgtir.

3.2. Kallus siiziintii fazinda fitoaleksinlerin
birikimi

Arasidonik asidin 5 mM ve 10 mM dozlarinin
Long Purple patlican c¢esidine ait kallus
suspansiyon  kdltirlerine  uyarici  olarak
uygulandidi denemede; uyarimdan 24, 48 ve 72
saat sonra  slUzintu  fazinda  biriken
fitoaleksinlerin cins ve miktarlari belirlenmistir.
Arasidonik asit uygulanan kultlirlerde suzinti
fazinda sadece lubimin belirlenmistir.
istatistiksel analiz bulgulari, arasidonik asit
dozu ile uyar slresi arasinda interaksiyon
bulundugunu ve sizintu fazinda biriken lubimin
miktari Gzerinde bu iki faktérin ortak etki
yaptigini isaret etmistir. Asit dozlarinin ve uyari
surelerinin sahip olduklari basit etkiler kendi
iclerinde incelendiginde %1 hata sinirlan
icerisinde 6nemli gorinmekle birlikte, ayni
faktorler arasindaki interaksiyonun da yine %1
hata dizeyi icinde 6nemli bulunmasi nedeniyle
Duncan testi kullanilarak yapilan
harflendirmelerde “arasidonik asit dozu x uyari
suresi” etkilesimine ait degerler esas alinmistir.

Cizelge 1. Arasidonik asit dozunun, uyari slresine bagli olarak kallus sispansiyon kdiltirinin doku fazinda

solavetivon birikimi Gzerine etkisi (ug g'1 TA)

Arasidonik asit dozu (mM)

Uyar slresi (saat)

Solavetivon miktari* (ug g TA)

24 0.00 f
5 48 79.17d
72 109.17 b
24 7250 e
10 48 103.50 c
72 12417 a

*: Ayni situnda farkh harfleri tagiyan degerler Duncan testine gore %1 hata sinirlari iginde istatistiksel fark Gnemli bulunmustur.
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Cizelge 2. Arasidonik asit dozunun, uyari slresine bagh olarak kallus stUspansiyon kulttriiniin stzuntlt fazinda

lubimin birikimi Gzerine etkisi (ug ml'l)

Arasidonik asit dozu (mM)

Uyari slresi (saat)

Lubimin miktar* (ug mi™)

24 31.20f
5 48 82.55d
72 114.83 b
24 66.18 e
10 48 87.08 c
72 194.25 a

*: Ayni sttunda farkh harfleri tagiyan degerler Duncan testine gére %1 hata sinirlari iginde istatistiksel fark Gnemli bulunmustur.

Bunun sonucunda elde edilen ortalama sayisal
degerler Cizelge 2’'de verilmektedir. Uyari
dozunun, uyari suresine bagli olarak lubimin
birikimi Gzerine etkisi Cizelge 2’de izlendiginde,
yapillan GLC analizleri sonucunda “10 mM
aragidonik asit uyari dozu x 24 saat uyari
suresi” ile “10 mM arasidonik asit uyari dozu x
48 saat uyari slresi” kombinasyonlari haric
diger tim uygulamalar arasinda arasidonik asit
dozunun uyari suresine goére lubimin birikimine
etkileri birbirinden farklihk gosterdigi
anlasiimaktadir. Arasidonik asidin 10 mM’lik
uyari dozu, 72 saat uyari siresinde en ylksek
lubimin degerini vermistir (194.25 ug ml™). Her
iki dozda da uyari suresinin uzamasi madde
birikiminin artmasinda etkili olmustur.

Bu calismada arasidonik asit elisitori, uyari
suresi ve dozuna bagh olarak lubimin
fitoaleksini birikimine neden olmustur. Hassas
cesit, Verticillum kimyasal bilesimini algilayip
daha erken cevap vermis, doz yukseldiginde ve
sire uzadiginda sadece Ilubimin harekete
gecebilmigtir. Daha once yapilan
arastirmalarda, birgok arastirmaci, arasidonik
asit elisitérinun, farkl bitkilerde fitoaleksin elde
etmek igin  kullanilabilecegi  bildirilmigtir
(Hoshino vd.,1994; Ahmed vd., 1997; Sevin
vd., 2010; Raaymakers ve Van den
Ackerveken, 2015).

4. Sonug

S. sisymbriifolium tird, in vitro kosullarda tohum
¢imlenmesi, kallus gelisimi, slspansiyon
kdltdrine alinabilme ozellikleri bakimindan, S.
melongena cv. Long Purple’dan tamamen farkl
yanit vermig, deneme kosullarimizda doku
kultirinde beklenen gelismeyi
saglayamamistir.  Elisitor olarak kullanilan
arasidonik asit dozlari ile uyari sureleri arasinda
fitoaleksin birikimi 6zelligine etki bakimindan
Long Purple ¢esidinde interaksiyon bulundugu
belirlenmis; genel olarak doz ve slrenin
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artmasi, fitoaleksin birikimini olumlu ydnde
etkilemistir. Uyari slresindeki artisin, dozdaki
artistan bir miktar daha fazla etki yaptig
izlenimi edinilmistir. 72 saat streyle 10 mM
arasidonik asitle uyarim islemine tabi tutulan
kallus slspansiyonlarinin doku ve suzinti
fazlarinda genel olarak yuksek fitoaleksin
birikimlerine sahip olmustur. Fitoaleksin cinsi ve
birikim miktari bakimindan kultir kosullarinin
farklihk gosterdigi gortlmis, doku fazinda
solavetivon, siiziintl fazinda ise lubimin birikimi
gorulmustur. Pathicanda da V. dahliae’ye
dayanim, fitoaleksin sentezleme ve biriktirme
yetenegiyle baglantisinin tam olarak
anlasilabilmesi igin, farkh sire ve doz
kombinasyonlari ile farkl g¢esitler arasindaki
farkin ortaya konulmasi gerekmektedir. Béylece
Verticillium solgunluguna dayanim &zelliginin,
fitoaleksin miktariyla iligskisinin anlasilabilmesi
ve net yorumlar yapilabilmesi mimkuinddar.
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