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OZET

Bu calismada Beta vulgaris L.cv. KWSTR-239 (seker pancari)
tohumlarmin in vitro sartlarda c¢imlendirilmesi sonucu elde edilen
hipokotil eksplantlarinin Murashige-Skoog temel besi ortamlarinda, bazi
bitki biiyiime diizenleyicilerinin organogenetik etkilerine bagli olarak
adventif tomurcuk verme ve siirglin rejenere etme imkanlar1 arastirildi.
Calismada oksin olarak Naftalenasetik asit (NAA) ve 24-
Diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), sitokinin olarak Kinetin (K) ve 6-
Benzilaminopurinin (BAP) 8 farkli kombinasyon ve konsantrasyonu
kullanildi. Neticede Beta vulgaris L.cv. KWSTR-239 (seker pancari)
hipokotil eksplantlarinin  adventif tomurcuk verimi ve siirgiin
rejenerasyonunda en etkin oksin-sitokinin kombinasyonu NAA-BAP
olarak belirlendi. Bunu NAA-K kombinasyonu ile elde edilen sonuglar
izledi. Ancak 2,4-D-K kombinasyonu igeren besi ortamlarinda kiiltiire
alman hipokotil eksplantlarinda, birbirini takip eden ii¢ alt kiiltiir
gerceklestirilmesine ragmen higbir zaman organogen faaliyetlere tanik
olunamadi.

Anahtar Kelimeler: Beta vulgaris, seker pancari, in vitro, doku
kiltiiri

' Bu calisma Osmangazi Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.



EFFECTS OF SOME PLANT GROWTH REGULATORS
ON THE SHOOT REGENERATION OF HYPOCOTYL
EXPLANTS OF BETA VULGARIS L.(SUGAR BEET)

ABSTRACT

In this study, it has been investigated that the possibilities of
adventive bud giving and shoot regenerate of hypocotyl explants,
obtained from Beta vulgaris L. cv. KWSTR-239 (sugar beet) which made
sprouded in vitro conditions, depending upon organogenetic effects of
some plant growth regulators in Murashige-Skoog bagsal medium.
Different eight combinations and concentrations of Naphthaleneacetic
acid (NAA) and 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 6-
Benzylaminopurine (BAP) and Kinetin (K) were used as auxine and
cytokinin, respectively at the study. As conclusion, it was determined
that the most effective combination of auxine-cytokinin is NAA-BAP in
the adventitive bud giving and shoot regeneration of hypocotyl explants
of Beta vulgaris L. cv. KWSTR-239 (sugar beet), and the results of
combination of NAA-K follow this. In spite of realizing the sub-culture
which follow each other within the mediums including the combination
of 2,4-D-K, it doesn't observed any organogenic activities.

Key words : Beta vulgaris, sugar beet, in vitro, tissue culture,
1. GIRIS

Organlasmis bitki parcalarindan itibaren vejetatif yolla bitkiler
yetistirilmesi islemi Mikropropagasyon yontemi olarak tanimlanir [1].
Bir diger ifadeyle klonal bitki ¢ogaltim teknigi olan mikropropagasyon
yontemi bitkilerin in vitro kiiltiir ortamlarinda hizli ¢ogaltilmas: esasina
dayanir.

In vitro kiiltiir teknikleri ile ilgili ilk ¢alismalar, bir veya bircok
hiicre toplulugundan itibaren kolonilerin kiiltiire alinmasiyla baglamig
ancak bu sahada ilk yillarda elde edilen basarisizliklar arastiricilart ¢ok
daha fazla sayida hiicreler iceren organ parcalariyla ¢calismaya sevk etmis
ve neticede degisik besi ortamlariyla farkli yonlerde organ veren olaylar
gbzlenme yoluna gidilmistir. Beta cinsine giren ¢esitli tiirlerinde in vitro
kiiltiir caligmalarindaki potansiyelleri degerlendirilmistir. Ornegin Beta
maritima [2, 3], Beta macrocarpa |[3], Beta lomatogona, Beta
corolliflora ve Beta trigynamin [4] in vitro organogenesis ve
mikropropagasyon calismalarinda kullanildiklari bilinmektedir. Fakat bu
tip calismalarin Ozellikle Beta vulgaris tiirii iizerinde yogunlastigini
gormekteyiz [5 - 10].



Calismamizda bazi  oksin-sitokinin  tipi  bitki  biliylime
diizenleyicilerinin organogenetik etkilerine bagli olarak hipokotil
eksplantlarin in vitro’da rejenerasyon yeteneginin arastirilmasi amag
edinildi.  Arastirmamizda Beta vulgaris tiiriinii tercih ettik.  Beta
vulgaris’in Tiurkiye’nin ekonomik Oneme sahip endiistriyel bitkileri
arasinda bulunmasi, ayrica bitki gen kaynaklari bakimindan onemli
birtakim yabani formlarmin da dogal flora icinde yer almasi arastirma
objesi olarak secilmesine bizi yonlendiren etmen olmustur.

2. MATERYAL ve METOT

Bu calismada arastirma materyali olarak Beta vulgaris L.cv.
KWSTR-239 (seker pancari) tohumlari kullanildi. Bu tohumlarin in vitro
sartlarda ¢imlendirilmesi ¢aligmalarinda, tohumlar ilk olarak % 96' lik
etil alkolde 1 dakika ve % 5' lik sodyum hipokloritte 35 dakika
bekletilmek suretiyle bir seri ylizeysel sterilizasyon islemine tabi
tutuldular ve daha sonra steril saf su banyolarindan gegirilerek sodyum
hipokloritten arindirildilar. Bu sekilde sterilizasyon islemi tamamlanan
bitki tohumlar1 7 g/l agar ve tuz konsantrasyonu yariya indirilmis Knop
besi ortami igeren steril deney tiiplerine steril sartlarda ekildiler. Besi

ortamlarin sterilizasyonu otoklavda 121 ©C 'de,1 atmosfer basing

altinda 20 dakika bekletilmek suretiyle gergeklestirildi. 25+2 OC
sicaklig1 olan ve 16 saat 151k, 8 saat karanlik seklinde fotoperyot diizeni
uygulanan bir kiiltiir odasinda in vitro sartlarda ¢imlendirilen 3 hafta
yaslt gen¢ fideciklerin yalnizca hipokotil bdlgelerinden izole edilen 4
mm uzunlugundaki eksplantlar steril sartlarda steril besi ortamlarinda
kiiltiire alinmak suretiyle yetistirilmeleri saglandi. Her deneme i¢in 64-
78 adet explant degerlendirildi. Besi ortami olarak Murashige-Skoog
[11] temel besi ortamu tercih edildi. Kiiltlir besi ortamlar1 ayrica 35 g/l
sakkaroz ve 8 g/l agar icermektedir. Bu besi ortamlarina oksin ve
sitokininler 8 farkli kombinasyon ve konsantrasyonda ilave edildi.
Bunlar sirastyla 1 mg/l 2,4-D, 2 mg/l K (MSy); 0.2 mg/1 2,4-D, 2 mg/l K

(MS3); 1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP(MS3); 0.5 mg/l NAA, 3 mg/l BAP
(MSg); 0.5 mg/l NAA, 6 mg/l BAP (MSs); 1 mg/l NAA, 3 mg/l K
(MSg); 0.5 mg/l NAA, 3 mg/l K (MS7); 0.5 mg/l NAA, 6 mg/l K (MSg)
seklinde diizenlendi. Kiiltiir ortamlarinin pH ’si otoklavlanmadan 6nce

5.5 'a ayarland1 ve sterilizasyon islemi 121 OC 'de 1 atmosfer basing
altinda 20 dakika bekletilmek suretiyle gerceklestirildi. Steril sartlarda
izolasyon ve ekim islemleri tamamlanan kiiltiirlerin tamami 16 saat 151k,

8 saat karanlik seklinde fotoperyot diizeni uygulanan ve 25+ 2 OC
sicakligr olan kiiltiir ortamlarinda gelismeye terk edildiler. Gelisme



gosteren hipokotil eksplantlarin her 3 haftada bir ve toplam 3 kez taze
besi ortamlarinda alt kiiltiirleri yapilmak suretiyle kiiltiiriin devamlilig
saglandi.

3. BULGULAR

Beta vulgaris L. cv. KWSTR-239 (seker pancari) tohumlarinin
invitro sartlarda ¢imlendirilmesi sonucu elde edilen hipokotil
eksplantlarinin farkli oksin ve sitokinin kombinasyonlar1 iceren MS besi
ortamlarinda adventif tomurcuk verimi ve siirgiin rejenere etme
imkanlarinin arastirildigi bu calismada oksin olarak 2,4-D iceren besi
ortamlarinda (MSj, MSjp) kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarin hig

birinde adventif tomurcuk olusumuna rastlanmadi. Buna karsin her iki
besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar da kallus olusumu gézlendi. Bu
durum 1 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l K iceren MS besi ortamimda (MS}) %

42.4, 0.2 mg/1 2,4-D ve 2 mg/l K iceren MS besi ortaminda (MSp) % 9.3

oraninda gerceklesti. Ayni oksin ve sitokinin kombinasyonlarini igeren
taze MS besi ortamlarinda 3’er hafta ara ile toplam ii¢ alt kiiltiir
gerceklestirilmesine ragmen 2,4-D igeren besi ortamlarinda (MS{, MS»)

gelisen kallus dokusunda hicbir zaman organogen faaliyetlere
rastlanmadi.  Calismada kullanilan oksin-sitokinin kombinasyonlari
arasinda adventif tomurcuk olusumu ve siirgiin rejenerasyonu agisindan
en iyi sonuglar sitokinin olarak BAP kullanilan besi ortamlari ile elde
edildi. Bu besi ortamlar1 arasinda 0.5 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP iceren
MS4 besi ortamu ile hipokotil eksplantlar da % 80.7 oraninda siirgiin
rejenerasyonu saglandi. Bu besi ortaminin  Beta vulgaris L. cv.
KWSTR-239 (seker pancari) hipokotil eksplantlari i¢in en organogen
cozelti oldugu saptandi (Resim 1).



Resim 1. 0.5 mg/l NAA ve 3 mg/l BAP igeren MSy besi ortaminda

kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinda siirgiin
rejenerasyonu.

Bunu 0.5 mg/l NAA ve 6 mg/l BAP iceren MSj5 besi ortami

izledi ve bu besi ortami ile de % 63.6 oraninda siirgiin rejenerasyonu
saglandi.
1 mg/l NAA, 3 mg/l BAP iceren MS3 besi ortamlarinda kiiltiire

alman hipokotil eksplantlarin siirglin rejenerasyonu orani ise % 53.3
olarak saptandi. Bu besi ortaminda kiiltiire aliman hipokotil
eksplantlarinda digerlerinden farkli olarak 6nemli Slgiide kallus gelisimi
sagland1 (Resim 2).

Resim 2. 1 mg/l NAA ,3 mg/l BAP iceren MS3 besi ortaminda

kiiltiire almman hipokotil eksplantlarinda siirgiin
rejenerasyonu ve kallus gelisimi .

Sitokinin olarak kinetin iceren MS besi ortamlari ile elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde, bu besi ortamlarinda kiiltiire alinan



hipokotil eksplantlarinda organogenesin BAP ile elde edilen sonug¢lardan
onemli Olciide farkli oldugu ortaya c¢ikti.  Kinetin igeren besi
ortamlarinda kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinin adventif tomurcuk
verme ve siirgiin rejenere etme Ozellikleri kendi aralarinda
degerlendirildiginde 0.5 mg/l NAA ve 3 mg/l K iceren MS7 besi

ortaminin en organogen ¢oOzelti oldugu belirlendi. Bu besi ortami ile
slirgiin rejenerasyonu orani % 51.3 olarak saptandi. Bunu 0.5 mg/l NAA,
6 mg/l K igeren MSg besi ortamt (% 43.7) ve 1 mg/l NAA, 3 mg/l K

iceren MSg besi ortami (% 40.6) izledi. K-NAA kombinasyonunda en
saglikli tomurcuk gelisimi MS7 besi ortamui ile saglandi.

Sonug olarak Beta vulgaris L.cv. KWSTR-239 (seker pancari)
hipokotil eksplantlarinin siirglin rejenerasyonunda en etkin oksin-
sitokinin kombinasyonu NAA-BAP olarak belirlendi. Bu durum alt
kiiltiirler esnasinda da gozlendi (Resim 3). Bunu NAA-Kinetin
kombinasyonu ile elde edilen sonuglar izledi. Ancak 2,4-D-Kinetin
kombinasyonu igeren besi ortamlarinda kiiltiire alinan hipokotil
eksplantlarinda  birbirini  takip eden toplam 3 alt kiiltiir
gerceklestirilmesine ragmen higbir zaman organogen faaliyetlere tanik
olunamadi. Kiiltiire alinan hipokotil eksplantlarinin higbirinde kullanilan
oksin sitokinin kombinasyonlarina bagli olarak rizogen faaliyetler
gozlenemedi.

Resim 3. NAA-BAP kombinasyonunda gelisen hipokotil eksplantlarinin
birinci alt kiiltiirlerden sonraki genel goriiniimleri.



Bu ¢alismada kiiltiire alinan eksplantlarin alt kiiltiirlere transferi
icin optimum siire 3 hafta olarak belirlendi.  Ciinkii hipokotil
eksplantlarinin ayni besi ortaminda 3 haftadan fazla kalmasi durumunda
zaman zaman nekrotik goriinlimlere tanik olundu. Bu da kiiltiiriin
stirekliligi agisindan bir tehlike teskil ettiginden caligmada alt kiiltiire
alma islemleri her 3 haftada bir ve toplam 3 kez olmak fizere
gerceklestirildi.

4. TARTISMA

In vitro sartlarda gergeklestirilen adventif tomurcuk olusumu ve
siirglin rejenerasyonu caligsmalarinda farklt bitki kisimlar1 eksplant
kaynagi olarak degerlendirilebilmektedir. Beta vulgaris L. lizerinde
yapilan doku kiiltiirii ¢alismalarinda da ¢i¢ek durumu stirgiinleri [12, 13],
reprodiiktif slirglinlerin apikal meristemleri [14], yaprak, petiol,
olgunlasmamis embriyo ve meristem eksplantlarindan koken alan kallus
dokular1 [15], petiol ve yaprak orijinli kallus dokulari, fide apeksleri [16],
cigek sap1 segmentleri, stirgiin uglari, ¢cigek tomurcuklari [17], infloresans
uclar1 [18] ve yaprak eksplantlar1 [19] arastirma materyali olarak
kullanilmigtir.  Biz ise bu ¢alismada Beta vulgaris L.cv. KWSTR-239
(seker pancar1) tohumlarinin 7 g/l agar igeren ve tuz konsantrasyonu
yariya indirilmis Knop besi ortaminda in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi
sonucu elde edilen hipokotil bdlgelerini eksplant kaynagi olarak
degerlendirdik.

Bizim c¢alismamizda Beta vulgaris L.cv. KWSTR-239
tohumlarimin in vitro sartlarda c¢imlendirilmesi sonucu elde edilen
kotiledon ve kok pargalar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmadi, ¢linkii
arastirmanin basinda yapilan 6n hazirlik ¢alismalarinda bu eksplant
kaynaklar ile rejenerasyon yeterli oranda temin edilemedi. Kotiledon
eksplant ta olduk¢ca yogun hiicresel proliferasyon ve hacim artisi
gbzlendi, bunun yani sira adventif tomurcuk olusumu kismen saglandi,
fakat bunlarda adventif tomurcuklanma hipokotil eksplant ile
kiyaslandiginda ¢ok zayif olarak belirdi ve siirglin uzamasi da ¢ok yavas
seyretti. Kokeiik eksplantlarinda ise kullanilan hormon kombinasyon ve
konsantrasyonlarina bagli olarak hicbir zaman adventif tomurcuk
olusumu ve siirgiin rejenerasyonu saglanamadi. Bu yilizden 6n hazirlik
calismalarinda en iyi adventif tomurcuk verimi ve siirglin rejenerasyonu
goriilen hipokotil eksplant {izerinde ¢aligma tamamlandi.

Bir caligmada seker pancar1 bitkisinin mikropropagasyonunda en
1yi sonucun ana gévdenin apeksinden alinan eksplantlarda tespit edildigi
[14], bir baska calismada ise en iyi morfogenetik potansiyelin
olgunlasmamis embriyolardan kdken alan kalluslarda goézlendigi [15]
belirtilmektedir. Seker pancari bitkisinde siirglin uglarinin rejenerasyon
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acisindan en etkin eksplant tipi oldugu, c¢icek tomurcuklarinin
rejenerasyon yeteneginin % 20’ nin iizerinde oldugu, buna karsin ¢icek
sapt segmentlerinin rejenerasyon performansinin ¢ok zayif olduguna
dikkat ¢ekilmektedir [17]. Bir goriise gore de seker pancari 1slahinda MS
besi ortami iizerinde doku kiiltlirleri i¢in en etkin eksplant tipi ¢icek
saplarimin apikal ve sub-apikal pargalaridir [20].

Beta vulgaris L. iizerinde yapilan in vitro ¢alismalarda en kritik
ve 0zel dneme sahip bilesiklerin besi ortamlarinda kullanilan oksin ve
sitokininler oldugu belirlenmistir. Ornegin ilgili bir calismada oksin ve
sitokininden bagimsiz ve normal (hormona bagimli) seker pancari kallus
dokular1 karsilastirilmis; oksin ve sitokinin igermeyen besi ortaminda

kiiltiire alinan kallus dokular1 ve hiicre siispansiyonlarinin 0.1 mgl'1 2.4-

D ve 0.1 mgl'lBA iceren besi ortamlarinda kiiltiire alinanlardan ¢ok daha
az gelisme gosterdikleri belirlenmistir [21].

Doku kiiltiirii caligmalarinda bitki biiylime diizenleyicilerini farkl
kombinasyon ve konsantrasyonlarda kullanarak istege bagli yonlendirme
yapilabilir. Ozellikle in vitro sartlarda siirgiin olusturma derecesi besi
ortamina ilave edilen sitokinin miktarlar1 ile kontrol edilmektedir ve
genellikle adventif siirgiinlerin olusmasi besi ortaminda oksine nazaran
yiksek dozda sitokinin bulunmasi durumunda ger¢eklesebilmektedir
[22]. Kimi durumlarda ise kullanilan sitokinin ¢esidi dahi o in vitro
kiiltiir ¢aligmasindaki basarty1 etkileyebilmektedir. Nitekim seker
pancarinin 6 kiiltiir varyetesinin petiol eksplantlar1 kullanilarak yapilan
bir calismada; BAP igeren bir besi ortaminda kiiltiire alinan petiol
eksplantlarinin kinetin igeren bir besi ortaminda kiiltiire alinan petiol
eksplantlarina gore ¢ok daha yiiksek bir siirgiin rejenerasyonu yiizdesine
sahip olduklar1 ve slirgin rejenerasyonu i¢in optimum BAP
konsantrasyonunun litrede 0.5-1 mg oldugu tespit edilmistir [23]. Oysa
cicek tomurcuklarinin mikro klonal ¢ogaltimi i¢in litrede 2 mg BA iceren
MS besi ortamlar1 [24], aksiller tomurcuk ve sub-apikal siirgiin
meristemlerinin mikro klonal ¢ogaltimi i¢in 2.2 mM BA ve petioller
iizerinde adventif tomurcuklarin indiiksiyonu i¢in de 8.9 mM BA igeren
Gamborg B5 besi ortamlari [25] &nerilmektedir. In vitro’da yetistirilen
seker pancart yaprak ve yaprak tabami eksplantlarindan siirgiin
farklilagtirllmast amaciyla yapilan bir ¢aligmada ise maksimum
rejenerasyon cevabinin 1 mg/l BA ilaveli Gamborg B5 besi ortaminda
meydana geldigi bildirilmektedir [26].

Bizim arastirmamizda adventif tomurcuk olusumu ve siirgiin
rejenerasyonunda etkinligi denenen besi ortamlari arasinda en iyi sonug
NAA+BAP kombinasyonu ile saglandi. Bunu NAA+K kombinasyonu
ile elde edilen sonuglar izledi. Benzer sonuglar daha dnce seker pancari
bitkisinin 6 kiiltiir varyetesinin petiol eksplantlar1 kullanilarak yapilan bir
calismada elde edilmistir [23]. Bu c¢alismada BAP igeren bir besi
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ortaminda kiiltiire alinan petiol eksplantlar1 ¢cok sayida adventif siirgiin
tiretirken, K iceren ya da hig¢ bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen bir
besi ortaminda kiiltiire alinan petiol eksplantlarinin ise hi¢ ya da ¢ok az
adventif siirgiin irettikleri belirlenmistir. Caligmamizda oksin olarak
NAA 'nin tercih edildigi besi ortamlar1 ile elde edilen sonuglar birlikte
degerlendirildiginde NAA ’nin yiliksek konsantrasyonda (1 mg/l)
kullanildig1 besi ortamlarinda (MS3, MSg) siirgiin rejenerasyon hizinda

onemli Olgiide diislis goriildi. Buradan da hipokotil eksplantlar ile
yapilan calismada optimum NAA konsantrasyonu 0.5 mg/l olarak tespit
edildi. Oksin olarak 2,4-D kullanilan besi ortamlarinda ise hi¢bir zaman
tomurcuk olusumu ve siirgiin rejenerasyonu saglanamadi.
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