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clde cimek amaciyla ka]]us Kahor yfm.cmmm kullanlabitirligini behrlcmek it lan bu ¢al L. um

uiriine ait “Rio Grande”, “H 2274”, “Tiveli”, “Onmtario 7710” ve “P.19” cegitleni ile L.pcruvranum yaha.m donn!x:s tirh
arasinda karslhkh (.cmprokal) melezlemeler yapalmugtar.

1 da L. peruvi ana ebeveyn oldufunda unilateral uyugmazikian dolavt meyve clde
cdijemczken, baba eboveyn oldufunda meyve elde cdilmiy fakas, bu meyvelerde embriyo aborsiy ydana geldisi tespit
edilmigiir. Bu lip meyvelenin lol.lammdan sonraki 40. gundc dahl izole cdilebitccek embriyolara sahip olmadigy
gorlilmiistiir. Bu nedenle, L. tum x L. peru jerinde embriyo killitirfine alternatif olarak, embriye
aborsiyonuna ugramug tohumiardan kallus olugumm yclu tle bitkicik eldesi yoluna gidilmistir. Bu amagla yapxlan nll
denemede 3610 diploid, %65.7 triploid ikinci denemede inc 9612.4 diploid, %8.4 lnplond bitki olugum orant ile y
imitvar oldugu belirlenmigiir.

SUMMARY

The Hybrid Flant Production via Callus Culture In The Interspecific Crosses Between
L. exculentum and L. peruvianum

This study was conducied with the aim of determining the usability of callus culture in two tomalo species which
known incompatibility prevents each other. Reciprocal crosses were carried out using the tomato (L. esculentum) cultivars
*Rio Grande”, “H 22747, “Tivoli”, “Ontario 7710, “P.19” and wild tomato species L. peruvianum,

No fruits could be obtained when L. peruvi was the female parent due to unil j wpatibility,
fruits were obtained when this wild species was the male parent, however, the embryos in these fruns were determined to
beahoned.111151ypeo“ruﬂswereobswvedtohavemmhyestobeexcmedevcnonlhe40 day afler poilination.
Therefore in L esculentum x L peruvianum crosses, attempt was macde 1o obiain plantlcts via callus formation from the
seeds with aboried embryo as an altemative to embryo culture. This method was determined to be promising with the
plantlcts formation sates of 10% diploid, 5.7% triploid in the first trial, and 12.4% diploid, 8.4% triploid, in the second.

Key Words: L. lentum, L. peruvi interspecific crosses

GIRIS

Ingan beslenmesindeki dnemi ve dilnya ekonomisindeki pays nedeni ilc kilitiird yapilan domatesin 1slahina son
yillarda oldukga fazla oncm verilmigtir. Ozellikle, bu tirle yegil meyveli tirler (Eriopersicon alt cinsinin Gyeleri) daki

meleziemeler slahqilarm Gizerinde on gok durdugu konular arasinda yer abmgtr (Esquinas-Alcazar 1981). Omegin, L.
peruvianum 1o dzellikle bu amag igin ok kullamghdir. Conkd, bu tir yitksek oranda polimorfiktir ve bu nedenle pek gok
kullargh gen tagw. Bu tiir kitltiir domateslerinde genis capta zarar yapan mozaik virdsd, yaprak ¢uraklagi, Fusarium,
Sentona, Verticillum ve Alternaria yaprak solgunluklan ve kdk ¢lirdkli30 yapan nematodlara mukavvimdir, Aynca
meyveleri ok yitksck mikiarda C vitamini icermekiedir (Macit 1972, Ford-Lloyd ve Jackson 1986).

L. peruvianum bu zellikleri yanmda bir bahge kisttinid bitkisi olarak nispeton degersizdir. Bu tiriin alt cinsinin
diger iiyelerinde oldugu gibi meyveleri kiighk, kiraza benzer ve olgunlaghfinda yegil kalr, Meyveleri hog olmayan bir
lezzete sahiptir, ele almdifinda kolaylkla pargalamr ve ciirlir. Bununla birlike, bu tirin wlah programlannda
kullamimasndaki baglica amag L. esculentum'a bir veya birkag isienen dzelligin aktanlabilmesidir (Hogenb 1972).

Turer arast melczl kiihirl yapilan bitki tirlerine, yabani tirlerden defierli Gzelliklerc sahip genlerin
transferini saglayan Snemli bir arag olmakla birlikie; kitird yapilan domates tiird yabani bir domates tiirh olan /.
per ile meledemede, L. peruvianum ana ebeveyn olarak kullanildifinda unilaterel uyugmazhk mevdana gelmckte
polen 4ipli uzamas; ddllerme gcrvcklemndm ance dmn'ahad\r Herhangi bir polen tipimim ovule ginmesi d&
engellendiinden, gta meyve ktadir (Tigchelaar 1986).

L. peruvianum baba cbeveyn oldugunda ise endosperm 8 - 10 hitcreden fazla bdlinme saglayamamakta ve bu
nedenle embriyo, geligmesi igin gerekli besin maddesini bulamayarak aborsiyona ugramaktadir. Bu tip melczler meyve
tutmakia, fakat canh tohum olugturmamaktadir (Alexander ve Oakes 1971).
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7 X L. peruvi thrier aram melezlemelerinde uyugmaziik embriyo kihtirdntn kullammu ile
aqﬂmaohmklahniihe baa&mmﬂardamimyohlmmlhmnmhemmhomdemnbaammvemmgx
gozleramigtis, L. lentum ana L. peruvi baba cbeveyn oldufunda normal meyveler meydana gelmekte
MGWWMM(I%Z)’mmeWmMMWWHW Araginct,
meyve tutumundaki probiemierin melez bitkilerde 4. d51 kugagma kadar dovam eftifine de igarct etmektedir. Sink ve
Reynolds (1986), bu meyvelerin kasmi olaral geligmig bir kag baglangic hiicresine sahip ylirck sekilli safhadaki gimlenme
g0chl olmayan embriyolara sahip oldugunu bildinmigtir. Bazen, 30 - 40 glin yagh meyveler igerisinde nadir olarak bu sathayn
gegmis olan embriyolara da rastlanmaktadir. Bu embriyolar (vaklagik 1.0 mm uznlukia) az geligmigtir, gk geginmez ve
g&ﬂnﬁgohnkparhkheynmdﬂedrﬁh!,mulphﬂ:oldlﬂmg&zlm Yapilan bir galigmada bu tip kiltird yapilan
50 embriyodan ancak, 3'nln aklanidifinda yaganun sOrdfirebildifh gSzleamigir.

Domateste embsiyo kit ile ilgili calismalann yoFunlagmanim takiben teknifin pratik uygulamalan Ozerinde de
durulmug ve 3ncelikle, L. L x L. peruvi melezlemeleri Ozerinde galminugtir, Embriyo kilftdriine alternatif
olarak kullamlabilecek tcknikierden biri olan olguniagmanmg tohum kiilthrd teknigini ilk kez Smith kullannug, arastirics bu
teknifi kullanarak L. peruvianum Pl 128.657 cv. Michigan State’i melezlemis, kiltlr domates gegitine “Mi” nematoda
mukavemet genini transfer ctmigtir (Sink ve Roynolds 1986).

Thomas ve Pratt (1981) ise bagka yollarla geligemeyecek durumda olan renk farklilagmasinin bagladiih sathadaki
meyvelerden aldifa 1000°nin izerindeki geligmemis tohumu kallus olugtirma ortamina atmgtir. Canh tohum olugturamayan
L. esculentum cv. VFNT chemry x L. peruvianum LA 1283 - 4 tirler aram melczlemesinden cide edilen gelismenmiy
tohumiann 912 kadan 2 ay igerisinde kallus olugturmugtur. Rejenere olan kallus klonlannin %40’ en azindan bir diploid
bitki olugturmusg bdylece, kalluumﬂmnlqunmmthmgowtohumhm %ﬂmdan sonugta diploid hibrid bitkiler

meydana getirmigtir. Bu kaltuslardan olugan hibritler L. L +n olacak gekilde geriye melezlenmig, meiczieme
sonucunda beklenildifi gibi geligments tohumlar meydana gelmig, bu tohumilardan yme kallus olugumu yolu ile bitki elde
Wu ve ark. (1987)'nm yapmey olduklan bir gabsmada L. esculantum x L. peruvianum melezlemesinden elde

edilen olgunlagmanmg hibrid tohumiann tozlanmadan 25 - 30 giin gonra alinarak MS ortarm Ozerinde khMilrh yapilimgtar.
Koltdrd yapilan bu tohumiardan %52 oraninda kallus clugumu gdzlenmigtir. Bu kalluslar kdklenmo ortanuna aktanldifinda
2300 bitkicik olusmug, taria gartlanma transfer edildiklerinde ise %90°hk bir yagama oram clde edibmigtir. Elde edilen
bitkiler 2n= 24 (her iki cheveynin dzelliklerini tagryan ve tohum tutan) ve 2n= 48 (¢ok az tohum tutan) kromozom sayisna
sahip bitkiler olarak ikiye

Yumlwnk(lM)’nmmol&lgulmwlmndIL I X L. peruvi melezlemesinde bu
teknik kuflaminug ve cide odilen bitkilerin tiiminfin diploid (20= 24) oldufiu pdzienmigtir. Fakat clde edilen bitkilerin
kmdmehmrolduguvemvclemtdmmwdlgawspnedthan Bununlabn'hhc meyvelernqmdehmolamk

T yinc hibrid bitkileri clde ctmek g § pembe
ngedbnnmumamdahmvelqdenmleedamswmmwr da kOO yapian by
olguniagmanug tohumiardan elde edilen bitkilerin canh tobumiara sahip oldugu gozlenmigtir,

L. peruvianum’da bulunan domatcs Ickeli solgunink virdsd (TSWV) wve domates yaprak oyucusn
(Scrobipalpuloides absoluta)'na dayamkhilik genlerinin L. esculentum’a akianimasm amaglayan Segeren ve ark. (1993)"
da bu amagla L. esculentum cv. Angela Gigante v L. peruvianum arasmda melezlemeler yaprgtir. Melezlemeler
sonrasinda 15 - 25 glin yagh olgunlagmammy embriyolar izole edilerck, oksin ve sitokininlerin defisik konsantrasyonlanm
igeren ortamda kokirl) yapsimugtir. En fyi uygulama 10 mM 6-BA ve 2,5 mM IAA ilavesi obmug ve olguniagmammg
embriyolarm %20 kadarmda kallus ofugimm saflanmugtr,

2. MATERYAL VE METOD

2.1, Materyal

Cahgmada L. esculentum Mill. (2n= 24) thriine ait “Rio Grande™, “H 2274, “Tivoli”, “Ontario 7710” v¢ “P.19”
gegitleri ile L. peruvianum (2n= 24) yabani domaies titr0 bitkisel materyal olarak kullaniimmgter,

2.2, Metod

Bitkileri yetigtirmek amactyla tohumlar 2:2:1 oraninda bahge topraf, yanmug clenmig ahir gitbresi ve kum
kangimundan ojugan hargla doldurulmug 20 x 30 cm boyutundaki kasalara hepeinden en az 50 tohum olacak gekilde siraya
ckilmiglerdir. Kasalar ckimden somra cam scraya yerlegtiritmigtir. Tohumlar gimlenip kotiledon yapraklan yere paralel
duruma geldiffi zaman 14 cm ¢ap ve 13 cm derinlikieki plastik saksilara gagsrtalomgtir, Bitkilerin bu sakslarda peligmesii
beklenmig ve b gagirtma igleminden 20 giin sonra asl yerlerine aktarhmgtyr,

Melezieme iglemlerinin kolay yapitmas: amaciyla bitkiler ipe ahnmg ve bitkilerde koltuk alma iglemi yapilarak tek -
govde halinde geligmeleri saflanmugtr. Bitkiler ¢igekienme agamasina geldikien sonra biitdn bitkilerde melezlemeye
yeteoek kadar gigek oldugu zaman kastrasyon iglemine baglanmugtir, Kastragyon sabah saat 8:30 - 10:00 arasinda ana olarak
ayrilimy olan bitkilerdeki tag yaprakiann henilz aqitmadifi ve gigek cksenine 45’1k ap olugturdugu gigekierde Yordanov
(1983)’un belinttipi gekilde yapsl Bu giinil izleyen giniin Sgleden sonvas saat 15:00 - 17:00 arasinda ise melezleme
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Tozlama igleminden 40 gfin sonra hasat cdilen meyveler laboratuvara alinarak, bu meyvelerden izole cdilen
embriyo aborsiyonuna uframug tohumlar Cizelge 1°de bilegimi verilmig olan Thomas ve Pratt (1981)’m tavsiye ettigi
ortama alinmsghir,

Cizelge 1. Entnyosu gdrlilemeyen tohumlardan kallus ohugumu yolu ile bitki elde
edil

de kullamlan bilegimi (Thomas ve Pratt 1981).¢
Ortam _Armag Honmon Kompozisyonu
2mgl(24-D)
2Dnpeec® Kaltus 1 mgh (2iP)
27° Srgtin rej 2mg/l Zeatin
Mss™ KoKlenme -
*) Ontamlar teme] olarak MS daki besin maddelerine sahiptir. Sadece amaca gbre ortama katilan hormon

ve vitaminlerde degigiklik yapilmaktadsr. MMmT]msmeﬂ(l%l)’dahmanﬂd:gl gibi aynen alinmugtar.
¥} Sakkaroz konsantrasyonu 20 g/*ye digirfilmiigity,
b) kmsamrasyonung'ye dﬁgﬁxﬂhrﬂq nosttol ve tiamin ortamdan gikarthmgtar,
asit of gikaritrmgtsr.

Pyridoxine HCl ve nik

Iginde 25°er m! ortanun butundugu 1.5 cm x 15 cm umnhukiski cam topler otoklavda 15 dakika sire ile 121°C
sicakhiFa tabi tutularak sterilizasyon iglemi gereeklegtiriimigtiv. Sterilizasyon igleminden sonra tiipier otoklavdan gikanlarak
wmkaybedxmwcnncnlkabmwalmmslardzr

Embriyo ab onu meydana gelmig meyvelerden tohurndann izolasyont agarmasmda isc tohumlar alkol + kuru
yakrna metodu ile sterilize edilmis meyveden gikaniarak, steril filire kafidi fizerinde tohurm saran jelimsi tabaka aynimsg
ve her tlipe bir tanc olacak gekilde ekim yepimughr. Heriki donemde kallus ohugturan tohusnlar 2 om gap x 18 cm
uzuntuktaki daha bilylik cam tipler iginde bulunan taze kallus olugturucn ortama steril kabin igerisinde akianlarak alt kiltir
yapitmag, bdylece kallusun daha fazla geligmesi sadlanmmsizr, Yeterinoc gelisen kalluslar bir alt kiltiirden sonra sirgiin
geligtirme ortamina aklarthmaghr. Sﬁrgﬁnj«o}u@bmsmmekbﬂmmimmdmkbﬂhcﬂdﬁddeedihﬁg&.

Yukanda belirtildigi gekilde ekimi yapilan tim tiipler sicakhfs 25:2°C olan iklim dolabinda, fl lambalarla
ginde 8000 lux giddetinde aydmiatilan tablalar Ozevine yerlestinitmagtir. Yahnzkahusolugmmutwvﬂtmyht&pl:r
Thomzs ve Pratt (1981)’m Onerileni dofrultusinda, kallus ohugnncaya kadar aliminyum folye ile saniarak karanhk bir
ortam saflanmstir.

Embriyo aborsiyonuna uframug tohumlarm uzunlukiannn Slglilmesind lezl . cldc edilen
meyvelerden tesadiifen segilen onar tolann kullanihvmg ve okitler ik d k it tohumun
meyveye baglandif kisim ile ug kisim arasmdaki mesafe Slcilmdigiir. Tohuniarmq:kanldxgz dmmwsmeyvelcrmqaplm
isc 0.1 mm duyarhbfinda kompas yardumyla Slchlmigtiy. Bu iki parameire daki iligki, & y yilanmn

belilenmesi ile hesaplanmmgtr.

Kohtiire ahnan tohumlardan bitkiye 30n0ghn oranlannm belirlenmesinde; denemede farkh sayida tobum
mlhnﬂdnglmmmmﬁkmhzyapnhmms,muqlxqogudohlkmﬂhﬂwlmmndaoldugugb:%olarak
verilmigtir. Deneme kallus ohuy tohum sayim ve rejenere olan kallus sayisi belirlenerek; ekilen tohum
sayisma gore kallus olugiuran tohum yizdesi, kallus olugturan tohum gdre de rej olan kallus yiizdesi
hezaplanmmgtir. Rejenere olan her bir kaltus klon olarak belirtilerek, harflendiritmigtir.

Kromozom saymm icin Tan (1994)’m dnerdifi kolay ve hizh sotuig veren “Lactopropionic Orcein Ezme” ydntemi
kullamlmgtie. Bu yonteme gdre hazirianan preperatiar ik mikroskopunda incelenmigtir,

3. BULGULAR VE TARTISMA

L. L x L. peruvi melezlemesinden clde cdilen meyveler tozlammadan 40 giin sonra hasat edilip
incclendiginde cmbriyolarm geligmesini gok geng sathada durdurdugu pézicnmistiv. Elde cdilen bu tohumlarm uannlugu
Sighilerek, meyve gap araginda bir iligki olup olmadifma bakilmug, yapilan istatistik analizler sonucunda meyve caplan ile
tobum vanluklan arasinda 0.01 istatistik dzeyde bir korelasyon butunmmygtur. Bu sonug yani, meyve gap: arttikca tohum
biydkNiginiin de artmas: bize tohumda canhlik faaliyetlerinin durmachm belirtir delil otmustur. Bu durum belirlendikten
sonra hibrid bitkivi clde ctmek amactyla olguniagnzorag tohumiardan kallus olugturma ydntemi dencramistir. Bu amagla
birbirine paralel olarak yaptian denemelerde L. L x L. peruvi melezlemelerinden clde edilen 40 pin yagh
tohumiar biyiklklerine gdre 3 gruba (2 2.0 mm / 1.9 - 1.1 men / 1.0 - 0.5 mm) aynlarak kitlttre abnmgter. 1, Denemede
140, II. Denemede isc 178 mat, beyaz, geligmemis tohum kalins geligtime ortamna alinmmg ve yaklapk 2 ay sonra bu
tohumiarin meyveye baglandifi yerin sonunda kallus olusumamun bagladify gozlenmigtir. Thomas ve Prati (1981)'in
vapuklan cabgmada da tohumiarm bizim gozlemicrimize benzer bir sckilde 2 ay igerisinde kallus olugturdukian -
belilenmigtir.

L Dencmede tiim tohumlar dikkate alindifinda %11.43 (Cizelge 2), 1. Denemede ise %16.3'10k (Cizelge 3)
kallus olusturan tohum yitzdesi elde editmistir. Elde cttifimiz bu sonuglar 2 ay igerisinde %12 oraninu elde eden Thomas ve
Prait (1981) ile uyugurken, Wu ve ark (1987)'ntn %52 ve Scgeren ve ark. (1993)’nin %20 ile daha yiksck kallus oram
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(izelge 2. L. peruviacun’un baba ebeveyn 0ldudu melezlemelerden elde edilen tohumlarla yapilan I.Depcoe’nin seauglart.

Rio Grande - I H 2274 Tivoli fatario 770" r p.19
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A

(izelge 3. L. peruvianua‘un baba eheveyn olduju nelezlenelerden clde edilen tohualarla yapilan IT.Denese’nin sonuglari.

Rio Grande B an fivoli fotario 7710 .13
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clde cuiklen goriimckicdir. 1Bu defierler bizim clde cttigimiz degericrden daha yitksektir ve buada kullamlan gesit ve ortam
farkhiyZuun ctkisi divgiiniiebilir.

Ccsnl vc lohum biiytiklokicri dikkaic ahnmaksizn incelendiginde 1. D de 22 bitkicik oluymus vc bunlardan
141 inin triploid yapida oldugu belu'lcmmsur Bu degerler ckilen toplam lohum sayisma
oranlandiginda %10 dnplonL %5.7 oraninda triploid bitkiye karpihk gelmekiedir (Cizelge 2). I Denemede isc 37 bitkicik
olugmus: bunlardan 22 tancsi diploid, 15 tancsi triploid yapiya sahip olmusgtur. Boylcee ckilen toplam tohum sayisina gore
%12.4 diploid, %08.4 orannda triploid bitki elde edilmistir (Cizelge 3).

Bilindigi gibi bir hibrid tohum hibrid cmbryo, hibrid endosperm ve anaya ait dokudan olugur. Cahy Ja hem
diploid hem de tnplond bitkicikler elde cdilmigtir. Triploid bitkiciklerin endosy orijinli olduklan } dir. Diploid
bitkiciklerin kaynafimnun isc hibrid cmbriyo s, yoksa anaya ait doku mu oldupunu belirlemek igin daha kapsamh ve zaman
aha cahgmalar igeren; elde edilen bitkilerin morfolojisi, verimlilik iligkileri ve izoenzim analizlerinin yapilnias:
gerclanckiodir.

Kullarwlan apa ¢esit ve tohum bityliklikleri agisindan inceledigimizde isc 1. ve I1. Denemede 2.0 mm ve daha
bityfik tohumlar her gegitic bulunmadngn igin detayh bir kamlaqlmm olanaf otmamastir, 1. Denemede bu tohumlann katlus
olugiurmadifr, 1. Denemede isc sadove Ontario 7710 gesitinin ana ebeveyn oldugn meicziemclerden clde edilen
tobumlardan birinin kallus olugtirdugu belirlenmigtic. 1.9 - 1.1 mim grubu en iyi sonucu venmig; her iki denenede de tim
gegitferden bu tohumiar alinnmg ve kOlGra yapiimoghr, . Denemede Rio Grande ve H 2274 gegitinin digindakiler kallos
olugturmugtur. En yiiksek kallus olugum oranina %24 ilc P.19 ¢esiti ana cheveyn oldugunda ulagiimug, aynca bu gosittc 5
tanest diploid, S tanesi triploid 10 bitkicik clde edilmigtir. P.19 gesitini %16.7 kallus olugumu ile Ontario 7710 izlenus, bu
kalluslardan 5-tancsi diploid, 2 tanesi wiploid bitkicik olugturmugtur. Tivoli gegiti ana cheveyn oldugunda isc ancak %13.3
kallus olugum oram clde cdilmis fakat, bu kallistann hig biri rejencre olmamugtir. En kiigik tohumlann bulundugu 1.0 - 0.5
mn'lik grupla ise Tivoli, Ontario 7710 ve P.19 gegitinin digindakiler kallus olusturabilmiglir. Rio Grande ve I 2274
2620’1k bir kallus olugum oranina sahip olmugtur. Rio Grande 2 adet diploid, H 2274 ise 2 diploid, 1 triploid bitkicik

olusturmugtur (Cizelge 2).
I Denemede de 1.9 - 1.1 mm grubunda tium gegitlerden ahinan tohumlaria kiltfir yapiinug Ontario 7710 geyiti
9623.3, Riv Girande ve P.19 gogiti %620, Tivoli %616, H 2274 %10 luk bie kallus olug sahip olmustue. Omtario

7710 gesiti 5 diploid 3 triploid, Rio Grandc 2 diploid 1 friploid, P.19 3 diploid 3 triploid, Tivoli 1 triploid, 11 2274 1 diploid
2 1riploid bitkicik olugturmugtir. 1.0 - 0.5 m grubunda yinc 1im cesitlerden tohum killtiire alinmug. Rio Grande ve P.19
gesiti ana cheveyn oldugunda %40, B 2274 %28.6, Tivoli %20, Ontario 7710 %)6.7 Kallus olugum oramna sahip
olmugtuy. Tivotide kalluslann hig biri rcj tmarmug H 2274 3 diploid 2 triploid, Rio Grande 4 diploid 1 iriplaid, 119 1
diploid 2 triploid, Ontario 7710 3 diploid bitkicik olusturmugtur. GOrdiddEn gibi en yitksek oranlar 1.9 - 1.1 nmn grubundan
clde cdxlm:q fakat, gegitler ara.smda tum gmplarda larkhlnklar olmustur (Cw.lg(. 3).

Gal biitimiyl inde; P il licrie & jan ve embrivo
aborsiyonu ,‘ gelen L. peru gibi yabam c tirleri kullamldif da hibrid Imkny) clde cdchﬂmtk
amaciyla olgunl humlardan kallus olug yolu ile hibrid bitkicikleri elde elmenin milmkon oldugu goriilnyy

1115
4

Elde edilen somu;lmgétc hibrid bitkilerin olgunlagmamug tohumiardan kalus olus yolu ile ¢ldesinin Gmitvar
belirlenmigtir.
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