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0z

Anter kiiltiiriinde besin ortami bilesenlerinden seker
ve blyiime diizenleyiciler 6nemli role sahiptir.
Genelde besin ortamlarinda karbonhidrat kaynagi
olarak sakkaroz kullanilmaktadir. Anter kiiltiiri ile
ilgili bir¢cok c¢alismada sakkarozun %?2-4 dozlar
onerilirken, az sayida c¢alismada sekerin %9-15
arasindaki dozlar1 oOnerilmektedir. Anter kiiltiirii
calismalarinda karbonhidrat kaynagi olarak seker
yerine bal kullanilmasi ile ilgili ¢ok az arastirma
yapilmistir. Patlicanda anter Kkiiltiiriinde seker yerine
bal kullanilmasinin etkisinin arastirildigt  bu
calismada, farkli sakkaroz ve bal dozlar (30, 60, 90,
120 ve 150 mg/l) Kkarsilastirilmistir. Biiylime
diizenleyici olarak 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D) ve Kinetinin (Kin) 1, 3 ve 5 mg/]l dozlari
kullanilmistir.  Androgenik performans: yiiksek
Yamula lokal popiilasyonu ile androgenik
performansi diisiik Anamur F1 genotipleri donor
bitki olarak kullanmilmistir. En yiliksek ortalama
embriyoid olusumu bal uygulamasinda %18.35,
seker uygulamasinda %20.95 olmustur. Yamula daha
yiiksek androgenik cevap vermistir. En yiiksek
embriyoid olusumu 1,0 mg/1 Kinetin + 3,0 mg/1 2,4 D
uygulamasindan elde edilmistir. Besin ortaminda
karbonhidrat kaynagi olarak sakkaroz yerine bal
kullanilmasinin  patlicanda anter  kiiltliriinde
embriyoid olusumu iizerine olumlu etki ederken,
besin ortamlarinda bal kullanilmasi ile ilgili daha ¢ok
calisma yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir.
Anahtar kelimeler: Kinetin, 2,4-D, sakkaroz, bal,
embriyogenesis, haploidi

Influence of sugar, honey and growth regulators
on embryo induction of eggplant in anther culture

Abstract

Sugar and plant growth regulators have an
important role in anther culture. In general, sucrose
is used as a carbohydrate source in the nutrient
medium. In many studies on the anther culture 2-4%
doses of the sucrose are recommended. However, a
few studies recommended the sugar between 9-12%.
There are very few researh about using honey as a
carbohydrate source instead of sugar. In this study,
different doses of sucrose and honey (30, 60, 90, 120
and 150 mg/1) were compared in eggplant anther
culture. Doses of 1, 3 and 5 mg/l of 2, 4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and Kinetin (Kin)
were used as a growth regulator. Yamula (local
population) with high androgenic performance and
Anamur F1 with low androgenic performance were
used as donor plants. The highest average embryonic
response was obtained from honey and sucrose
18,35% and 20,95% respectively. Yamula genotype
gave higher androgenic response. The highest
embryogenesis was obtained from 1.0 mg / | kinetin
+ 3.0 mg /1 2,4-D treatment. Using honey instead of
sucrose in eggplant anther culture gave positive
results. There is need for more study about using
honey in nutrient media
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embryogenesis, haploidy

2,4-D, sucrose, honey,



276

Gebologlu, N., Doks6z Boncukcu, S., Durna, P., Bayram, M.

Giris

Anter kiiltiiri teknigi hibrit ¢esit lretiminde saf
hatlarin elde edilmesinde Kklasik 1slah yontemlerine
gore daha hizli sonu¢ vermekte ve 6nemli avantajlar
saglamaktadir (Tipirdamaz ve Ellialtioglu, 1998,
Germana, 2011, Basay ve Ellialtioglu, 2013). Anter
kiltiriinde basar1 besin ortami, genotip, dondr
bitkinin yetisme kosullari, biliyiime dizenleyiciler,
stres faktorleri, o©6n uygulamalar, inkiibasyon
kosullar1 ve anter alim zamam gibi bir¢ok faktore
baglh olarak degismektedir (Bajaj, 1990). Besin
ortaminda karbonhidrat kaynagi olarak seker
kullanilmasi anter kiiltiiriinde basar1 iizerine bitki
biiyiime diizenleyici maddeler ve genotip kadar
etkilidir (Dolcet-Sanjuan ve ark., 1997). Sekerin in
vitro  kosullarda  bitki hiicrelerinde  6nemli
embriyolojik farklilasmalara neden oldugu ¢ok
sayida c¢alisma ile ortaya konmustur (Koch, 1996;
Jain ve Babbar, 2003; Yadollahi ve ark., 2011; Yaseen
ve ark, 2013). Bugdayda %3 seker mikrospor
kultiirii i¢in ideal kabul edilirken, anter kiltiiri i¢in
%9 gibi yiiksek oranlar da uygun bulunmakta, %
9’dan daha ytliksek seker konsantrasyonlar1 polen
boliinmesini inhibe etmekte, 2,4-D ise polenin
gametofitik fazdan sporofitik faza gecisinde rol
oynamaktadir (Zhongheng, 2002).

Anter kiiltiirtinde seker tiirevleri arasinda en yaygin
kullanilani ve en etkili olam1 sakkarozdur.
Sakkarozdan sonra sirasiyla glikoz, fruktoz ve maltoz
gelmektedir (Hema ve ark, 2007). Seker disinda
6nemli karbonhidrat kaynaklarindan biri de baldir.
Bal, tretildigi bolge, bali yapan arimin tiiri ve arinin
beslendigi bitki tirii gibi faktorlere bagli olarak
farkli iceriklere sahip olabilmektedir. Ancak genel
olarak balin sakkaroz igerigi diistik, fruktoz ve
glukoz icerigi yiiksektir. Balin kimyasal bilesimi
dikkate alindiginda bugiine kadar neden anter
kultirii  ¢alismalarinda  yeterince denenmedigi
anlasilmamaktadir. Bal yliksek oranda seker
tiirevlerini icermesinin yaninda bir¢cok bakimdan
zengin uriinlerden biridir. 100 gram bal 15-20 g su,
30-45 g fruktoz, 24-40 g glukoz, 0.1-4.8 g sakkaroz,
ve 2.0-8.0 g diger sakkaritleri icermektedir. Ayrica
0.1-0.5 g mineral ve 0.2-0.8 g protein igerir (Ajibola
ve ark., 2012). Bal anter kiiltiirti calismalarinda besin
ortaminda kullanilan Thiamine (Vit. B1), Riboflavin
(Vit. B2), Niacin (Vit. B3), Pantothenic acid (Vit. B5),
Pyridoxine (Vit. B6), Folic acid (Vit. B9) ve Ascorbic
acid (Vit. C) gibi bir¢ok vitamin ile sodyum, kalsiyum,

magnezyum, potasyum, fosfor gibi makro besin
elementlerini ve bakir, demir, mangan ve ¢inko gibi
mikro besin elementlerini icermektedir (Bogdanov
ve ark., 2008; Ciulu ve ark. 2011; Kovacik ve ark.,
2016). Balin toplam fenolik icerigi 56.32 ile 246.21
mg/100g ve toplam antioksidant aktivitesi % 6.48 ile
% 65.44 arasinda degismektedir (Al-Mamaray ve
ark.,, 2002). Bal ayn1 zamanda bir¢ok patojene karsi
antimikrobiyal etkiye de sahiptir (Molan, 1992;
Cooper ve ark., 2002).

Diinya genelinde 6nemli sebze tiirlerinden biri olan
patlican anter Kkiiltiiriine yiiksek diizeyde olumlu
yanit veren sebze tiirlerindendir. Patlicanda ilk
androgenik yanit 1973 yilinda alinmistir. Gegen 43
yillik siirede genotip, besin ortami, biiyiime
diizenleyiciler, stres uygulamalari gibi bir¢cok konuda
cok sayida calisma yapilmis ve oldukga ytliksek basari
oranlarina ulasilmistir (Zhiming, 1991; Rotino, 1996;
Kumar ve ark., 2003; Khatun ve ark., 2006; Salas ve
ark.,, 2011; Basay ve Ellialtioglu, 2013; Rotino, 2016).
Patlicanda anter kiiltiiriinde anterlerin karanlikta 8
giin 35°C’'de inkiibe edildigi, 2,4-D ve kinetin iceren
ortam basarili protokollerden biridir (Dumas de
Vaulx ve Chambonnet, 1982). Bircok arastirici bu
protokoliin modifiye edimis seklini patlicanin da
icinde oldugu bircok sebze tiiriinde basariyla
kullanmistir (Sanguineti ve ark., 1990; Rizza ve ark,,
2002; Rotino ve ark., 2005)

Bu calismada patlicanda anter kiiltiiriinde besin
ortamina seker yerine bal edilmesinin
embriyoid olusumuna etkisi arastirilmistir. Anter
kiltiirtinde basari iizerine bir¢ok faktoriin interaktif
etkiye sahip oldugu gerceginden hareketle calismada
bal ve seker dozlarinin yaninda anter Kkultiiriine
tepkisi birbirinden fakl olan iki genotip ile kinetin ve
2,4-D'nin farkli konsantrasyonlar1 da denenmistir.

ilave

Materyal ve Metot

Calisma 2015-2016 yillar1 arasinda Gaziosmanpasa
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Béliimii

arastirma alaninda ve Doku Kiltiri
Laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Calismada bitkisel
mataryel olarak ©6n g¢alismalarda androgenik

performansi diisiik bulunan Anamur F1 patlican
cesidi ve androgenik performansi yiiksek Kayseri
bolgesinde yerel populasyon olarak kullanilan
Yamula genotipi kullanilmistir. Sekere alternatif
olarak Tokat yoresinde elde edilmis bal
kullanilmistir. Calismada kullanilan balin suda
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¢Ozlinlir kuru madde miktar1 (Briks degeri 20°C)
refraktometrik yéntemle (Cemeroglu, 2007), invert
seker miktari, kirilma indisi, nem tayini, pH ve
toplam asitlik icerigi Anonim (2002)ye gore
belirlenmistir. Balin toplam fenolik bilesik miktari
Folin-Ciocalteu yodntemine gore Dbelirlenmistir.

Cizelge 1. Bal 6rneklerinin fizikokimyasal 6zellikleri

Orneklerin absorbansina karsihik gelen toplam
fenolik bilesik miktari, gallik asit kullanilarak gizilen
standart grafikle belirlenmis, sonuglar gallik asit
esdegeri (GAE) cinsinden mg/kg olarak ifade
edilmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Balin
fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 1’de verilmistir.

Fizikokimyasal ézellikler Olgiim degeri

% Suda Coziliniir Kuru Madde (Briks) 82.7+0.000
Kirilma Indisi 1.4971+0.000

Nem (%) 15.8+0.000

pH 3.83+0.007

Asitlik (meq/kg) 36.47+£1.004
Toplam Fenolik (mg GAE/kg) 64.535+3.280
Invert Seker (g/L) 69.68+1.002

Anter hasadinda uygun dénemi belirlemek i¢in farkl
evrelerdeki  ¢icek  tomurcuklarindan  alinan
mikrosporlar % 2’lik asetokarmin ile boyanmis,
sitolojik ve morfolojik donemler belirlenmistir. Tek
cekirdekli mikrospor gelismesinin son evreleri ile
birinci polen mitozunun baslangi¢ evresini en iyi
temsil eden morfolojik asama canak yapraklarin tag
yapraklardan hafifce daha uzun oldugu ve anterlerin
yesilden sariya doéniismeye basladigi dénem olarak
belirlenmistir

Polen embriyogenesisi icin en uygun mikrospor
gelisme donemine sahip olan anterleri iceren ¢icek
tomurcuklari ii¢ kez saf su ile yikanmis daha sonra
birka¢ damla Tween-20 eklenmis % 20°’lik ticari
sodyum hipoklorit ¢ozeltisi icerisinde 15 dakika
bekletilmistir. Sterilizasyonun ardindan ii¢ kez steril
saf su ile durulanmistir. Anterler tomurcuktan
cikarildiktan sonra besin ortami iizerine, dorsal
yluzeyi ortamla temas edecek bicimde ve ortama
batirilmaksizin yerlestirilmistir. Bir petri kutusuna
10 anter ekilmistir. Her uygulama i¢in 5 petri ve 50
anter, toplamda 1800 anter kullanilmistir. Ebriyoid
sayilar1 5 petrinin ortalamasi alinarak hesaplanmis
ve 10 anterden elde edilen embriyoid sayisi
belirlenmistir.

Calismada Dumas de Vaulx ve ark. (1981), tarafindan
onerilen besin ortami (DDV) kullanmilmistir. Anterler
once “C” ortamina yerlestirilmistir. “C” ortamina 0,03
mg/1 B12 vitamini, sakkaroz (30-60-90-120 ve 150
g/1), bal (30-60-90-120 ve 150 g/1), kinetin (1.0, 3.0,
5.0 mg/1) ve 2,4-D (1.0, 3.0, 5.0 mg/1) ilave edilmistir.
Ortamin katilagtirilmasinda %0.8 Agar-agar (SIGMA)
kullanilmistir. Besin ortaminin pH seviyesi 5.8’e
ayarlandiktan sonra 15 dakika siireyle 121 °C'de 1

atm basing altinda otoklavda sterilize edilmistir.
Anterler 8 giin karanlikta 35°C’de bekletilmis ve
ardindan 25+2°C sicaklik ve 16/8 saat giindiiz/gece
kosullarina sahip iklim odasina alinarak burada 4
glin bekletilmistir. 12 giin “C” ortaminda bekleyen
anterler daha sonra “R” ortamina aktarimistir. “R”
ortaminda 30 g/l sakkaroz ve 0,1 mg/l Kkinetin

kullanilmistir. “R” ortami 4 hafta sonra
yenilenmistir.

Bulgular ve Tartisma

Embriyoid olusumu 10 anterden elde edilen

ortalama  say1  seklinde  degerlendirilmistir.
Denemede kullanilan wuygulamalar arasinda en
yuksek embriyoid olusumu Yamula genotipinde
10,70 embriyoid ile 120 gram seker + 1.0 mg/l
kinetin + 3.0 mg/l 2,4-D uygulamasindan elde
edilmistir. Besin ortaminda bal kullanilan
uygulamalarda en yiiksek embriyoid olusumu
Yamula genotipinde 8,68 embriyoid ile 60 g/l bal +
3.0 mg/1 kinetin + 5,0 mg/1 2,4-D uygulamasindan
elde edilmistir. Yamula genotipinde seker miktar:
arttikga embriyoid olusumu artmistir. Anamur F1
genotipinde 30 gram seker uygulamasindan sonug
alinamamis, 90 gram seker en yiiksek ortalama
yaniti vermis, 120 ve 150 gram seker dozlarinda
basar1 orami diisiik ¢ikmistir. Yamula genotipinde
besin ortaminda bal kullanilan calismada 90 g/1 bal
uygulamasi en basarili ortam bulunmustur. Bunu 60
ve 30 gram bal uygulamasi izlemistir. Yamula
genotipinde embriyoid olusumu 120 g/I bal
uygulamasinda disiis gostermis, 150 g/1 bal
kullanilan ortamlarda her iki genotipte de embriyoid
elde edilememistir. Anamur F1 genotipinde en
yliksek basar1 60 gram bal kullanilan ortamdan elde
edilmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Uygulamalara bagl olarak olusan embriyoid sayilar1 (embriyoid/10 anter)

(mg/1) Seker (g/1) Bal (g/1)
Genotip Kin 2.4-D 30 60 90 120 150  Ort. 30 60 90 120 150  Ort.
1 1 1.76 1.25 0.60 6.83 1.37
1 3 237 935 1070 1029  6.54 395 453 1.70
1 5 244 156 650  2.10 245 185 042 0.94
3 1 082 227 184 181 1053 345 293 611 7.63 224 4.37
3 3 137 201 379  1.44 080 2.63 0.69
Yamula 5 033 000 007 8.68 1.74
5 1 096 058 259 899 262 0.77 0.96 0.50
5 3 2.57 0.51 7.17 1.85 3.24
5 5 456 153 152 152 843 149 1.98
Ortalama 068 1.04 257 156 462 210 121 244 375 057 1.84
1 1
1 3 317 973 2.58
1 5 0.53 0.11 0.51 0.51 0.20
3 1 0.42 0.08
Anamur 3 3 427 085 122 0.24
Fa 3 5 8.50 1.70 2.82 0.56
5 1
5 3 1.52 0.30 4.93 0.99
5 5
Ortalama 017 140 1.08 047 063 0.06 1.00 0.06 0.22
Karbonhidrat kaynagi olarak bal kullanilmasi performans Yamula genotipinde seker kullanilan

embriyoid olusumunu tesvik etmis, ancak seker
uygulamasinin  iizerine ¢lkamamistir. Yamula
genotipinde ortalama embriyoid olusumu seker ve
bal kullanilan ortamlarda sirasiyla 2,10 ve 1,84
embriyoid, Anamur F1 genotipinde sirasiyla 0,63 ve
0,22 olmustur. Raina ve Iyer (1982), Datura metel’'de
seker kaynagi olarak %2, %3 ve %4 bal kontrol
olarak %2 sakaroz kullanmis, kontrolden %57.4
embriyoid elde ederken, %3 bal uygulamasidan %
50,8 embriyoid elde etmislerdir. Kumar ve Murthy
(2004), hiyarda sakkaroz, glukoz ve maltozun farkl
dozlarm1  kullandiklar1 ¢alismada en yiiksek
embriyoid olusumunu %72-80 oramiyla 90 g/l
sakkaroz uygulamasindan elde ederken, seker
miktar1 90 g/l've kadar arttikga basari oraninin da
arttigini, 90 gramdan yiliksek konsantrasyonlarda
basarinin dustiigiinii belirtmektedirler. Salas ve ark.
(2011), farkhi patlican genotiplerinin androgenik
performansini inceledikleri calismada en yiiksek
embriyoid olusumunun %60.9 oldugunu
belirtmektedirler.

Literatiirdeki bircok calismanin aksine c¢alismada
besin ortaminda biiytime diizenleyici olarak Kinetin
ve 2,4-D’nin yiiksek dozlar1 denenmistir. Bu dozlar
bazi uygulamalarda olduk¢a yiiksek sonuglar
vermistir. Kinetin ve 2,4-D’'nin embriyoid olusumuna
etkisine  bakildiginda en yiliksek ortalama

ortamda 6.54 ile 1.0 mg/l Kinetin+3.0 mg/l 2.4-D
uygulamasindan elde edilirken, bal kullanilan
ortamda 4.37 embriyoid ile 3.0 mg/l Kinetin+1.0
mg/l 2.4-D uygulamasindan alinmistir. Androgenik
performansi diisik olan Anamur F1 genotipinde
seker kullanilan ortamda 2.58 ile ortalama en yiiksek
performans 1.0 mg/l Kinetin+3.0 mg/l 2.4-D
uygulamasindan elde edilirken, bal kullanilan
ortamda 0.99 embriyoid ile 5.0 mg/l Kinetin+3.0
mg/l 2.4-D uygulamasindan elde edilmistir. Basay ve
Ellialtioglu (2013). Patlican da 5 farkli genotipte
anter kiiltiiriinin embriyoid ve DH hat olusumuna
etkisini arastirdiklar1 ¢alismada Dumas de Vaulx and
Chambonnet (1982) tarafindan onerilen DDV
ortamina 5 mg/l Kinetin ve 5 mg/l 2.4-D ilave
etmisler ve embriyoid olusum oraninin genotiplere
gore % 0-4.49 arasinda degistigini belirlemislerdir.

Sonug

Patlicanda anter kiiltliriinde seker kaynagi olarak bal
kullanilmasi kontrol uygulamasina gore daha diisiik
diizeyde embriyoid olusumu saglamasina ragmen,
literatiirdeki bircok calismaya gore basar1 diizeyi
daha yiiksek bulunmustur. Bu nedenle anter kiiltiirii
calismalarinda balin seker kaynagi olarak daha fazla
calisiimas1  gerekmektedir. Ozellikle bilesiminin
zengin olmasi ve antimikrobiyal 6zelligi bali daha
degerli yapmaktadir.
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Anter kiltiiri ile ilgili birgok calismada Kinetin ve
2,4-D'nin ¢ogunlukla 0.01-1.0 mg/l arasindaki
dozlar1 kullanilmistir. 3 ya da 5 mg/] gibi yliksek
dozlar ¢ok sinirli denenmistir. Calismada kinetin ve
2,4-D'nin yiiksek dozlar1 olumlu yanit vermistir.

Kinetin ve 2,4-D'nin ylksek dozlar1 o6zellikle
androgenik  performansi diisik veya yanit
alinamayan genotiplerde basari diizeyini

ylkseltecektir. Bu konuda daha ¢ok ¢calismaya ihtiyag
vardir.
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