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Yayin Bilgisi

Ozet

Seker pancar1 Amaranthaceae familyasina ait bienal bitkiler sinifindadir. 1800’lii yillardan itibaren 1slahina
baslanan seker pancari giiniimiizde %18-20 seker igerigiyle diinya seker tiretimini %30’unu saglamaktadir.
Kabul Tarihi: 09.05.2023 Klasik 1slah galigmalarinin yaninda biyoteknolojik yontemlerin de ¢alisilmasiyla 1slah g¢aligmalar1 hiz
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doi: 10.55257/ethabd. 1252195 kazanmistir. Bu yontemlerden biri olan embriyo kiiltiirii ile seker pancari 1slahi ¢aligmalarinda siirenin
kisaltilmas1 basta olmak iizere birgok konuda fayda olusturmaktadir. Bu ¢alismada 8 farkli genotipten toplanan
5, 10 ve 20 giinliik embriyolar 8 farkli ortam igerisinde kiiltiire alinarak embriyo kiiltiirii yapilmistir. Gozlem
olarak en iyi rejenerasyon saglayan genotipin KSET-2, ortamin ise 20 mg/l sukroz, 8 g/l agar igerigi ile H1
ortami oldugu belirlenmistir. Ancak istatistiksel olarak veriler incelendiginde genotipin ve ortamin 6nemli
olmadigi, dolleme giinii p<0.05 diizeyinde onemli ¢iktig1 tespit edilmistir. Yapilan LSD testinde ise en iyi
rejenerasyonun 20 giinliik embriyolardan gergeklestigi belirlenmistir. Rejenere olan embriyolarin koklendirilip
sera igerisine aktarilmasiyla ve vernalize edilmesiyle birlikte iki yillik bitki gelisim siirecinin bir yila indirile
bilinecegi goriilmiistiir. Bu da bienal bitkilerde 6nemli bir zaman kazanci olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bitki
1slahi ¢aligmalarinda embriyo kiiltiirii ile 1slah siirecinin kisaltilmasi, ¢imlenme bariyerinin agilmasi, embriyo

‘;Z;htfligflgrzgffz kurtarma islemleriyle 1slah materyallerinin kaybolmasinin engellenmesi ve embriyo tizerinde ZFN, TALEN ve
Kiiltii r‘Z Bi tki’ Islah, gi ki CRISPR Cas9 gibi gen diizenleme araglariyla yapilacak ¢aligmalarin basartya ulasacagi 6n goriilmektedir.
Doku Kiiltiirii

Propagation Possibilities of Some Sugar Beet (Beta vulgaris ssp. vulgaris) Genotypes
in vitro Conditions Using Embryo Culture

Abstract

Sugar beet is in the class of biennial plants belonging to the Amaranthaceae family. Sugar beet, which has been
started to be improved since the 1800s, provides 30% of the world sugar production with 18-20% sugar content
today. In addition to classical breeding studies, breeding studies have accelerated with the study of
biotechnological methods. Embryo culture, which is one of these methods, provides benefits in many aspects,
especially shortening the time in sugar beet breeding studies. In this study, 5, 10 and 20-day embryos collected
from 8 different genotypes were cultured in 8 different media and embryo culture was performed. As an

Keywords observation, it was determined that the genotype providing the best regeneration was KSET-2, and the medium
Sugar beet, Embryo Culture, was H1 medium with 20 mg/l Sucrose, 8 g/l Agar content. However, when the data were analyzed statistically,
Plant Breeding, Plant Tissue it was determined that the genotype and the environment were not important, and the day of fertilization was
Culture significant at the p<0.05 level. In the LSD test, it was determined that the best regeneration occurred from 20-

day-old embryos. It has been discussed that the two-year plant development period can be reduced to one year
by rooting the regenerated embryos, transferring them into the greenhouse and vernalizing them. This is an
important time saver in biennial plants. In plant breeding studies, shortening the breeding process with embryo
culture, overcoming the germination barrier, preventing the loss of breeding materials with embryo recovery
processes, and studies on the embryo with gene editing tools such as ZFN, TALEN and CRISPR Cas9 are
predicted to be successful.




1. GIRIS

Seker pancart (Beta vulgaris spp. vulgaris)
Amaranthaceae familyasina ait stratejik 6neme sahip
olan endiistriyel bir bitkidir. Ik sene vejetatif
donemini tamamlamasi ve ikinci sene generatif
doneme gegmesi Ozelliginden dolay1 bienal bitkiler
smifindadir. Seker lretimi seker pancart ve seker
kamisindan yapilmakta ve diinya genelinde seker
iiretiminin %30’u seker pancarindan elde edilmektedir
(Xue ve ark., 2022) Ekonomik ve stratejik Oneme
sahip olan seker pancarinin 1slah1 1800’Li yillarda
baglamistir. Baglangigta %4-6 oraninda seker icerigi
olan seker pancari yapilan islah ¢alismalari sayesinde
%18-20 seviyelerine kadar ¢ikarilmigtir (McGrath ve
ark., 2018). Giiniimiizde klasik 1slah yontemleri
kiiresel talepleri ve artan niifus karsisinda gereken
verim artisini saglamak konusuna tek basina karsilik
verememektedir. Bu nedenle 1slah ¢aligmalarinda yeni
yaklagimlar gerekmektedir. Bu yaklasimlarin basinda
bitki biyoteknolojisi gelmektedir. Bitki doku kiiltiirii
gibi biyoteknolojik yontemler 1slahgilart
caligmalarinda destekleyen onemli araglardir. Temel
olarak bitki doku kiiltiiri bitki hiicrelerinin,
dokularinin, organlarinin  ve  bitkinin  diger
kisimlarinin yapay besin ortaminda, aseptik kosullarda
ve kontrolli ortamda in vitro olarak kiiltiire
alimmasidir (Tazeb, 2017).

Embriyo kiiltiirii, pratik problemlere uygulanan en
eski in vitro tekniklerde biridir ve 1slahgilar i¢in degeri
kanitlanmis bir doku kiiltiirii teknigidir (Dunwell,
1986). Bilinen embriyo kiiltiiriiniin en eski kaydi, 18.
yiizy1lda Phaseolus ve Fagopyrum embriyolarini kesip
onlar1 topraga eken Charles Bonnet'in ¢alismasina
kadar uzanmaktadir (Sharma ve ark., 1996). ilk
basarili embriyo kiiltiirii 1904'te aseptik olarak izole
edilmis ve sekerle takviye edilmis bir mineral tuz
ortaminda yetistirilen olgun embriyolarindan canli
bitkiler elde eden Hannig tarafindan yapilmistir
(Hannig, 1904). Cesitli bitki tiirlerinin olgun ve
olgunlasmamis  embriyolart  1924’te  Dietrich
tarafindan  dormansi donemini tamamlamadan
cimlenip ¢imlenemeyeceklerini  belirlemek icin
kiiltire alinmistir (Bridgen, 1994). Laibach 1925'te
tirler arasi hibridizasyon igin zigotik embriyo
kiiltiiriinii ilk kez tanimlamistir. Linum perenne L. x
Linum austriacum L. tiirleri arasi ¢aprazlamalardan
elde edilen tohumlarin cansiz oldugunu gézlemleyen
Laibach, embriyolarin tohum gelisimi sirasinda erken
donemde in vitro kiiltiire alinirsa embriyo abortusunun
iistesinden gelinebildigini gostermistir (Laibach,
1925). 1940'arm basindan bu yana embriyo kiiltiiri,
embriyonik gelisim i¢in fiziksel ve beslenme
gereksinimlerini  anlamak, tohum dormansisini
atlamak, {ireme dongiistini kisaltmak, tohum
canliligini test etmek, mikro gogaltim icin materyal
saglamak ve olgunlasmamis hibrit embriyolar1
uyumsuz c¢aprazlamalardan kurtarmak igin giderek
artan bir sekilde kullanilmaktadir (Bridgen, 1994).

Seker pancarinin bienal bir bitki olmasi nedeniyle
tohum elde etme iki yillik bir siirecte

gerceklesmektedir ve en az 6 kez kendilendikten sonra
homozigot saf hatlari olusturmak icin ortalama 12
yullik bir siire gerekmektedir. Ancak embriyo kiiltiirii
yontemiyle tozlasmadan sonra olusan olgunlagmamis
embriyolarin in vitro ortamda kiiltire alinmasiyla
sirec  kisaltilabilmektedir. In vitro kosullarda
olgunlagmamis embriyolar bitkiye donistiiriiliip, sera
kosullarina aktarilarak kok-gévde yapisini olusturana
kadar  yetistirilip, soguk  hava  deposunda
vernalizasyon ihtiyact giderildikten sonra dogal
dongiisiine nazaran ¢ok daha kisa zamanda generatif
doneme gecis saglanabilmektedir. Bu durum da
kendileme  siirecinin  daha  kisa  zamanda
gerceklesmesini saglamaktadir.

Bu caligmada Kayseri Seker Ar-Ge Merkezinde
ylriitillen seker pancari 1slah1 ¢aligmalarindaki bazi
genotiplerin olgunlagsmamig embriyolar1 kullanilarak
embriyo kiiltiirii ile cogaltilmas1 hedeflenmistir.

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Eksplant Kaynag1 ve Sterilizasyon

Kayseri Seker Ar-Ge Merkezi seker pancari 1slahi
calismasinin yiriitildiigii arazilerde yetistirilen seker
pancar1 kok-govdeleri bir 6nceki donemde vernalize
edilmis ve generatif doneme gegisi saglanmustir.
Generatif doneme gecen kok-govdelerin iizerleri
izolasyon kabinleriyle kapatilmistir ve tozlasmanin
bagladigi andan itibaren c¢alismada kullanilacak
genotipler takibe alimarak 5, 10 ve 20 giinlik
dollenmis, olgunlagmamig embriyo  Ornekleri
almmustir (Sekil 1). Genotiplerinden alinan embriyolar
haziran ay1 sonunda ve temmuz ay1 basinda
toplanmistir.  Bu calismada Kayseri Seker’e ait
EUKS-77, EUKS-80, EUKS-118, EUKS-47, KSET-2,
KS-T12, KS-T4 ve KS-T7 genotipleri kullanilmistir.

Déllenmeden 5, 10 ve 20 giin sonraki embriyolart
tagiyan dallar bitki tizerinden alinarak laboratuvara
getirilmigtir. Musluk suyu ile iyice yikanarak saf su ile
durulanmistir. Durulanan 12-15 adet dal %70’lik etil
alkolde 5 dakika bekletilmistir. Ardindan o6rnekler
%23’liik gamasir suyunda 30 dakika muamele edilmis
3 kez steril distile su ile yikanarak durulanmistir (Sekil
2) (Pazuki ve ark., 2018).

2.2. Embriyolar1 Besin Ortamlarma Alma ve Kiiltiir Kosullart

Sterilize edilen embriyolar aseptik kosullarda igne
yardimiyla zarar vermeden ¢ikarilip 90 x 15 mm tek
kullanimlik plastik petrilerde 3 tekrarli olarak her bir
petriye 5 embriyo olacak sekilde ekilmistir (Sekil 3).
Ortamlarin tamaminda 4,4 g/l MS (Murashige ve
Skoog) kullanilmistir (Cizelge 1). Besi ortamimnin
pH’s1 1 N NaOH ile 5.7 olarak ayarlanip 121°C'de 20
dakika otoklavlanmistir. Ekimi yapilan embriyolar
floresan aydimlatmali 12000 liix 151kta 25 °C de 16 saat
giindliz 8 saat gece olacak sekilde bitki biiyiime
kabinine konulmus ve ¢imlenme durumlart her giin
gozlenmistir. Cimlenen embriyolarin gozlemleri
kaydedilmistir.




ekil 1. Kayseri Seker Ar-Ge Merkezi Seker Pancari Islh1
Caligma Arazisi

Sekil 2. Embriyo Kiiltiir Sterilizasyon Asamast
a) Seker Pancar1 Embriyolarin1 Tagtyan Dal
b) Sterilizasyonda Asamasi ¢) Durulama Asamasi

Cizelge 1. Embriyo Kiiltiiriinde Kullanilan Besin Ortamlari

Ortam Ortamdaki Bilesikler

Ismi

H1 20 mg/1 Sukroz, 8 g/l Agar

H2 20 mg/1 Sukroz, 8 g/l Agar, 0.01 mg/l IBA
A 30 g/l Sukroz, 8 g/l Agar, 1.5 mg/l BA
E1 30 g/l Sukroz, 8 g/l Agar, 1 mg/l BA
E2 30 g/l Sukroz, 8 g/l Agar, 1.25 mg/l BA,0.1

mg/l GA

E3 30 g/l Sukroz, 8 g/l Agar, 2 mg/l BA
E4 100 g/l Sukroz, 7.5 g/l Agar, 1 mg/l BA
ES 100 g/l Sukroz, 7.5 g/l Agar, 2 mg/l BA
st 8, B

LY # f . L2

Sekil 3. Embriyolarin E2 Yapay Besi Ortamlarina Alinmas: a)
Cimlenme ortam1 b) Cimlenme ortaminda 10-15 giin sonra
rejenere olan embriyolar ¢) In vitro sirgiinler

2.3. Koklendirme ve Dig Ortama Alistrma

Embriyodan gelisen in vitro siirgiinler IBA ve
NAA hormonlar igeren 7 farkli besin ortamlarina
aktarilmigtir  (Cizelge  2). Rejenere  olmus
embriyolardan  olusan  siirgiinler  koklendirme
biiytikliigiine gelene kadar tek bitki halinde alt kiiltiire
almmustir. In vitro kosullarda koklenen 8-10 cm
uzunluktaki bitkiler musluk suyu ile besin ortami
kalintilar1 temizlenerek %100 torf iceren kiigiik

saksiya aktarilmig ve nem kaybindan dolay1 stres
olusamamasi igin lizeri streglenerek iklimlendirme

dolabinda tutulmustur.
Cizelge 2. Koklendirme Ortami
Ortam Ortamdaki Bilesikler
smi
YK1 30 mg/l Sukroz, 8 g/l Agar, 0.1 mg/l
BA, 1 mg/l IBA
YK2 30 mg/l Sukroz, 8 g/l Agar, 0.1 mg/l
BA, 1,5 mg/l IBA
YK3 30 mg/l Sukroz, 8 g/l Agar, 0.1 mg/l
BA, 2 mg/l IBA
YK4 30 mg/l Sukroz, 8 g/l Agar, 0.1 mg/l
BA, 2,5 mg/l IBA
YK5 30 mg/l Sukroz, 8 g/l Agar, 0.1 mg/l
BA, 3 mg/l IBA
TK1 30 g/l Sukroz, 8 g/l Agar, 0.5 mg/l
NAA
TK2 30 g/l Sukroz, 8 g/l Agar, 1 mg/l NAA

Iki hafta sonra stre¢ film acilip nem orani
distiriilerek iklimlendirme dolabinda biiyiime ve
gelismesinin - devam  etmesi i¢in  birakilmigtir.
Ardindan bitkiler biiyiik saksilara alinarak adaptasyon
i¢in sera ortamina tagimmuistir (Sekil 4).

2.4, Tstatistiksel Analizler

Deneme 8x8 (8 farkli genotip, 8 farkli ortam ) faktoriyel
deneme deseninde 3 tekrarlamali olarak kurulmustur.
Sonuglar SAS (Statistical Analysis System) istatistik
programinda LSD (Least Significant Difference) testi
kullanilarak analiz edilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Embriyo kiiltirii yontemiyle in vitro c¢ogaltma
caligmasinda kullanilan Kayseri Sekere ait 8 adet
EUKS-77, EUKS-80, EUKS-118, EUKS-47, KSET-2,
KS-T12, KS-T4 ve KS-T7 genotiplerin tamaminda
¢imlenmenin gerceklestigi gozlemlenmistir. Tim
ortamlarda ekimi yapilan eksplantlardan go6zlem
olarak en yiiksek ¢imlenme 20 giinlik embriyo’dan
%385 ile EUKS-118 numarali genotipte oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4), fakat varyans analizine gore
genotipler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
olmadigi belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Embriyolardan in vitro Sirgiin Rejenerasyonu
Varyans Analiz Tablosu

Varyasyon Kaynag S.D KT KO F Degeri

Dollenme Giinii 2 598.7 299.3 5.13 *
Genotip 7 2082 297 0.51
Ortam 71290 184 032
~ —
Déllenme Giinid 14 1212 865 144
Genotip
~ —
Déllenme Giinil 14 6409 457 076
Ortam

in®
Genotip 49 35407 722 120
Ortam

*0.05 diizeyinde 6nemli (p<0.05)




Sekil 4. Koklendirme Ortamia Alinan Bitkiler Besi ortami i¢inde koklendirme b) Koklenen bitkilerin ortam kalintilarindan yikanmasi ¢)Torf
iceren kiiciik saksiya alinmasi ve nemlendirme igin stregle kapatilmasi d)Torf igeren saksilara alinmasi

Cizelge 4. Genotip ve Ortamlarin in vitro siirgiin oranlart

Besin ortami %

Genotip | Embriyo yas (giin)

E2 | E1 | E4 | E3 | E5

ORTALAMA

H2 | A | HI

5 - -
10 -
20

KSET-2

0o - -
3.8

20 - -

5 - -
10 - -
20 - -

EUKS-80

2,5

5 - -
10 20 -
20 20 -

EUKS-77

2,5

5 - -
10 .
20 -

EUKS-47

1,7

5 - -
10 - -
20 - -

KS-T7

1,7

5 - -
10 - -
20 -

EUKS-118

35

5 - -
10 - -
20 - -

KS-T4

0,8

5 - -
10 .
20 -

KS-T12

0,8

20 -

ORTALAMA 3,33 12,50

2,50

2,5012,501(2,29 0,83 0,83

Genotip ve ortamlarin arasinda istatistiki bir fark
olmamasinin yani sira déllenme giiniiniin ¢ok énemli
bir faktdr oldugu ortaya ¢ikmistir. Yapilan varyans
analizinde dollenme giinii istatistiksel olarak p<0.05
diizeyinde 6nemli ¢ikmistir (Cizelge 3). LSD testinde
¢imlenme elde edilen 5, 10 ve 20 giinliik embriyolar
farkli gruplarda gruplandirilmis ve en yiksek
¢imlenme 20 giinliik embriyodan elde edilmistir. 20

giinliik embriyoyu takiben 10 giinliik ve 5 giinliik
embriyolar LSD testinde siralanmistir. LSD degeri
SAS istatistik programinda 2.67 olarak hesaplanmistir
(Cizelge 5). Genotiplerde 20 giinlik embriyolarda
ortalama %66, 10 giinliikk embriyolarda %20, 5 giinliikk
embriyolarda %1 oraninda ¢imlenme ger¢eklesmistir.
Calismada kullanilan 8 adet genotipten ¢imlenen
bitkilerin tamaminda koklendirme elde edilmistir.




Cizelge 5. Dollenme giinii i¢in LSD gruplamasi

Déllenme Giinii Ortalama Grup

20 4.45 A

10 1.87 AB

5 0.15 B
LSD 2.67

Makarnalik bugdayda yapilan galigmada 28 adet
genotip kullanilmis ve 2, 4, 8 ve 16 giinliik dollenmis
embriyolardan embriyo kiiltliri denemesi
kurulmustur. Istatistiki olarak dllenme giiniiniin 0.01
diizeyinde ¢ok onemli oldugu tespit edilmistir. 16
giinliik embriyolarda %95.9 oraninda ¢imlenme
oldugu ve yaptigimiz caligmada bulunan sonuglarla
paralel olarak genotiplerin bu durum iizerinde
herhangi bir etkisi olmadig1 belirtilmistir (Arzani ve
ark., 1999).

Kaju (4nacardium occidentale) bitkisinde 10
genotip kullanilarak melezleme ¢alismasi yapilmis ve
¢imlenme sorununun iistesinden gelinmesi igin
embriyo kiiltiirii ¢aligmast yapilmistir. 2, 4, 6 ve 8
haftalik dollenmis embriyodan embriyo kiltiirii
yapilmigtir. Calisma sonucunda 4 haftalik donemde
alinan embriyolarin MS ortaminda basarili bir sekilde
¢imlendigini ve hibrit kaju ¢esidi olusturma
calismalarinda  basarili  bir sekilde kullanila
bilinecegini bildirilmistir (Aliyu ve Awopetu, 2005).
Nohut bitkisinde yabani tiirleriyle yapilan hibrit
calismasinda 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12 giinlik
dollenmis embriyolar alinarak embriyo kiiltiiri
calisilmistir ve en yiiksek (%43) rejenerasyonun 12
giinliik embriyoda oldugu belirtilmistir (Clarke ve
ark., 2006). 12-16 giinliik bugday embriyolariyla
yapilan embriyo kiiltiirii galismasinda embriyo kiiltiirii
ile kallus olusumunda kullanilan 17 genotip arasinda
onemli derecede fark oldugu ve siirgiin
rejenerasyonunun genotipe bagli oldugu bildirilmistir
(Dagiistii, 2008). Muz bitkisinde %70, %80, %90,
%95 ve % 100 olgunlasma periyotlarinda yapilan
calismada en iyi kallus olusumunun %70 olgun
embriyoda oldugu, en iyi rejenerasyonun ise %95 ve
%100 olgunlasmis embriyodan oldugu tespit
edilmistir (Uma ve ark., 2011). Bugdayda 12 farkli
kallus ve rejenerasyon ortaminda yapilan embriyo
kiiltiri  ¢alismasinda  rejenerasyona ve kallus
olusumuna en Onemli etkinin genotiplerin oldugu
belirtilmistir (Aydin ve ark., 2011).

SONUC VE ONERILER

Caligmada 20 giinliik dollenmis embriyolarda en
¢ok ¢imlenmenin oldugu ve doéllenme giiniiniin
istatistiksel olarak 0.05 diizeyinde 6nemli ¢iktig1 tespit
edilmistir. Genotip ve ortamin istatistiki olarak
Onemsiz oldugu goriilmiistiir.

Basaril in vitro embriyo kiiltiiriiniin biiyiik 6l¢iide
embriyonun olgunluguna bagli oldugu bilinmektedir.
Tozlagmadan sonraki giin sayis1 veya embriyo boyutu
genellikle olgunlugu belirtmek igin kullanilmaktadir

(Uma ve ark.,2011;Varshney ve Johnson, 2010;Cheng
ve Aoki, 2008; Promchot ve Boonprakob, 2007).

Bu ¢alismada tozlagmay1 takiben alinan 5, 10 ve 20
giinliik olgunluktaki embriyolardan embriyo kiiltiirii
icin en uygunun 20 giinliik embriyolar oldugu ve onu
takiben 10 giinliik embriyolar oldugu belirlenmistir.
Yapilan varyans analiz ve LSD testleri sonucunda
genotiplerin ve ortamlarin arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark olmadig: tespit edilmistir. Ancak en
¢ok rejenerasyon saglayan genotip KSET-2, ortam ise
E2 ortami olarak gozlemlenmistir.

Seker pancari 1slah1 ¢aligmalarinda tohum
olgunlasma evresini  beklemeden tozlasmanin
ardindan embriyo kiiltlirii ile bitki rejenerasyonunun
saglanabilecegi bu ¢aligma ile gosterilmistir. Rejenere
olan embriyolarin  koklendirilip sera icerisine
aktarilmasiyla ve vernalize edilmesiyle birlikte iki
yillik bitki gelisim siirecinin bir yila indirile bilinecegi
goriilmistiir. Bu da bienal bitkilerde 6nemli bir zaman
kazanci olarak karsimizda ¢ikmaktadir. Bitki 1slahi
calismalarinda embriyo kiiltliri ile 1slah siirecinin
kisaltilmasi, ¢gimlenme bariyerinin asilmasi, embriyo
kurtarma  islemleriyle  1slah  materyallerinin
kaybolmasinin engellenmesi ve embriyo {izerinde
CRISPR Cas9 gibi gen diizenleme araglariyla
yapilacak caligmalarin  basarrya ulasacagi 6n
goriilmektedir.
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