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Abstract

In this study, it was aimed to determine the regeneration abilities of different plant growth regulators
(Kinetin and Indole butyric acid) combinations on different explants of sea beet (Beta vulgaris subsp.
maritima (L.) Arcang) plant under in-vitro conditions. Determination of hypocotyl, node and cotyledon
explants in MS media prepared with different doses of kinetin (KIN) (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg/L) and
Indole-3-butyric acid (IBA) (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg/L). regeneration capabilities were determined. In the
study, measurements were made in characters such as callus formation rate (%), shoot formation rate (%),
rooting rate (%), number of shoots per explant (number), number of roots (number) and longest root length
(mm). According to the results, the best shoot formation rate (100%) was obtained from the nodal explants.
The same results were obtained in all applications of this explant. The root formation rate of the shoots of
this explant was 100% in the medium without kinetin, where 0.5, 1.5 and 2.0 mg/L IBA doses were applied.
According to the obtained results, it was determined that 0.0 mg/L KIN + 1.5 mg/L IBA doses was most
effective application in the node explant for in-vitro propagation of this plant species. It was determined
that in the rapid reproduction of this plant species, the node explant can be used very conveniently for the
rapid reproduction of the plant.
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Ozet

Bu ¢alismada kiy1 pancari (Beta vulgaris subsp. maritima (L.) Arcang) bitkisinin in-vitro kosullarda farkli
eksplantlarinin degisik bitki biiyiime diizenleyicisi (Kinetin ve Indol-3-biitirik asit) kombinasyonlarinda
rejenerasyon yeteneklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Kinetin (KIN) (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg/L) ve
Indol-3-biitirik asit (IBA)’in farkli dozlar1 (0, 0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0 mg/L) ile hazirlanan besi ortamlarinda
hipokotil, bogum ve kotiledon eksplantlarinin rejenerasyon yetenekleri belirlenmistir. Calismada kallus
olusturma orani (%), siirgiin olusturma orani (%), koklenme orani (%), eksplant basina siirgiin sayisi
(adet), kok sayis1 (adet) ve en uzun kék uzunlugu (mm) gibi karakterlerde 6l¢iimler yapilmistir. Elde edilen
sonuglara gore en iyi siirgiin olusturma orani (%100) bogum eksplantlarindan elde edilmistir. Bu
eksplantin tiim uygulamalarinda ayni sonug elde edilmistir. Bu eksplantin siirgiinlerinin kék olusum orani
kinetinsiz ortamda, 0,5, 1,5 ve 2,0 mg/L IBA dozlarinin uygulandigl ortamlarda %100 olarak
gerceklesmistir. Elde edilen sonuglara goére bogum eksplantinda 0,0 mg/L KIN + 1,5 mg/L IBA dozunun bu
bitki tiiriiniin in-vitro ¢ogaltilmasinda en etkili sekilde kullanilabilecek bitki biiyiime diizenleyicileri
kombinasyonu oldugu belirlenmistir. Bu bitki tiiriintin hizli cogaltilmasinda bogum eksplantinin ¢ok uygun
bir sekilde bitkinin hizli ¢ogaltilmasinda kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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1. Giris

Seker, kimyasal ismiyle sakaroz (CizH22011), temel gida ihtiyacinin karsilanmasinda ana
besin maddelerinin basinda gelmektedir. Tarimsal faaliyetler neticesinde basta seker
kamis1 (Saccharum officinarum L.) ve seker pancari (Beta vulgaris var. saccharifera L.)
olmak iizere, hurma agac1 (Phoneix dactiylifera L.), seker sorgumu (Sorghum bicolor L.
Moench) ve akgaagag¢ (Acer ssp.) gibi bitkilerden seker elde edilebilmektedir. Seker
kamisinda % 11-16 arasinda, seker pancarinda ise % 14-24 arasinda seker
bulunabilmektedir [1]. Diinya’da seker liretiminin %79’u seker kamisindan; % 21'i ise
seker pancarindan elde edilmektedir [2]. Tlrkiye'nin i¢ ve gecit bolgelerinde seker liretimi
icin seker pancari tarimi yapilmaktadir. Seker pancari, tarimsal bir iiriin olmasi yaninda,
stratejik onemi de olan bir irindir. Tarima dayali olan sanayinin gelismesine,
tasimaciliga, hayvan beslemesine, alkol sanayine ve daha bir¢ok alana katki saglayan ve
istihdam olusturan bir irtlindiir. Giiniimiizde; diinya ¢apinda seker pancarindan seker
tiretimi gergeklestiren tilkeler arasinda 6nemli bir yere sahip olan Tiirkiye; Rusya, Fransa,
Almanya ve ABD 'nin ardindan 5’inci, sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de, kisi basina seker
tiiketimi ortalamasi yillik 30,5 kg'dir. Tirkiye’de 2019/2020 donemi itibariyle, yaklasik
olarak 3,4 milyon dekar alanda, 18 milyon ton seker pancari liretimi yapilmaktadir [2,3]
Diinya’da Kkiiltiir pancarinin ilk defa 6n Asya’da ortaya ¢iktig1 goriisii ilk olarak Zosimovic
tarafindan ortaya atilmistir. 1747 yilinda Alman kimyaci Marggraf yaptigi kimyasal
analizlerle pancarlarda seker varligini tespit etmistir. Bu sekerin de fiziksel ve kimyasal
bakimdan kamis sekeri ile ayni oldugunu belirtmistir. Boylece Marggraf sekerin sadece
tropik iklim bitkilerinde bulunabilecegi diisiincesini yikarak; seker pancari tariminin da ilk
temellerini atmistir [4]. Bugilinkii seker pancarinin anasi kabul edilen konik sekilde kok
veren, beyaz et renkli, Beyaz Silezya pancari; seker pancarinin yabani atalarindan
gelistirmis ve 1slah edilmistir [5,6]. Gliniimiizde 1slah programlarinda “Beta” cinsine ait
yabani pancarlar ¢esitli hastaliklara dayaniklilik basta olmak tizere bir¢cok biotik ve abiotik
(kurak ve tuzlu kosullara dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde hali hazirda
kullanilmaktadir [6].

Kiltiir pancarinin atasi olarak, Beta vulgaris subsp. maritima (L.) Arcang (Kiy1 pancari)
kabul edilmektedir. Kiy1 pancar1 hastaliklar ve zararlilara karsi genetik direncleri
gelistirmek icin 1slah ¢alismalarinda basariyla kullanilmistir [7]. Pancar tiirleri i¢inde
kiltiirii yapilan tek tiir Beta vulgaris’dir. Beta vulgaris tiiriintin ilk kiiltiire alinan varyetesi
hayvan pancari, en son kiiltiire alinan varyetesi ise seker pancaridir. Varyetelerin tamami
seker icermektedir. Kiiltiir pancari ve pazilarinin (Beta vulgaris subsp. vulgaris) igerisinde;
Beta vulgaris L. subsp. vulgaris var. cicla (Yaprak pazis1); Beta vulgaris L. subsp. vulgaris var.
flavescens Lam. & DC. (Sap damar pazis1); Beta vulgaris L. subsp. vulgaris var. altissima Doll.
(Seker pancari); Beta vulgaris L. subsp. vulgaris var. crassa Alef. (Hayvan Pancar1); Beta
vulgaris L. subsp. vulgaris var. conditiva Alef. (Kirmiz1 salatalik pancar); Beta vulgaris L.
subsp. vulgaris var. lutea Lam. & DC. (Sar1 salatalik pancar) gibi tiirler vardir. Yabani tiirler,
pancar islah calismalarinda verim ve kalite 6zelliklerinin iyilestirilmesi icin yapilan stirekli
seleksiyon nedeniyle azalan genetik ¢esitliligi artirmada 6nemli bir kaynaktirlar [7]. Yani
klasik pancar 1slahinda yabani gen kaynaklari ¢ok 6énemlidir ve de mutlaka korunmalidir.
Seker pancary; Beta cinsinin, Beta (vulgares) seksiyonunda yer alan, Beta vulgaris subsp.
vulgaris alt tiirl igerisinde yer alir. Bu seksiyonda ayrica; B. vulgaris subsp. maritima; B.
vulgaris subsp. adanensis, Beta macrocarpa ve Beta patula tirleri yer almaktadir [8].
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Tirkiye’de 10 adet pancar taksonu bulunmaktadir [9]. Beta tirlerindeki biyolojik
cesitliligin cok zengin olmasi, pancar islahinda kullanilacak materyal acisindan bu tiirlerin
degerini artirmaktadir. Seker pancarinda; Rhizomania ¢ok 6nemli bir kok hastaligidir.
Polymyxsa betae Keskin mantarinin sporlari ile seker pancarina bulasan bir virls
hastaligidir. Bu hastalik bulastigi tarlada kok verimini %30-95 azaltmaktadir. Pancar
tarimini ekonomik olmaktan c¢ikartarak, iiretiminin terk edilmesine bile sebep olmaktadir
[10]. Bu giine kadar Rhizomania’ya ya Beta maritima’dan saglanan 5 dayaniklilik kaynagi
bulunmustur [7]. Istenilen o6zellikleri tasidigi belirlenen yabani tiirlerinin hizli
cogaltilmasinda bitki doku kiiltiirii tekniklerinin kullanilmasi, bitki 1slahi calismalarinda
gerekli materyalin hizh sekilde ¢ogaltilmasi agisindan énem tasimaktadir. Seker pancari
bitkisinde; hipokotiller, kotiledonlar, yapraklar, yaprak saplari, kokler, ¢icek saplari,
anterler, embriyolar ve tohumlar dahil olmak tlizere seker pancari (B. vulgaris) bitkisinin
cesitli eksplantlarindan kolayca kallus elde edilebilmektedir. Kalluslardan adventif siirgiin
olusumu veya koklenmenin olusturulabildigi diger bazi arastirmacilar [11-15] tarafindan
bildirilmistir. Genotipik varyasyon, kallus liretimi ve sonrasinda organ olusumu ag¢isindan
da onemlidir, baz1 genotipler organogenesise digerlerinden daha yatkindir. Ayrica bu
olusuma genc¢ dokular, olgun dokulardan daha da duyarhdirlar [13-15]. Doku kiiltiiri
ortamlarinda; ortamin bitki biiylime diizenleyicisi icerigi, morfogenetik yolun
belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir. Bir sitokinin (genelde BAP) ve bir oksin (¢ogunlukla IAA,
NAA veya 2-4 D) grubun da yer alan bitki biliylime diizenleyicilerinin ilave edildigi
ortamlarda kallus olusabilmektedir [15]. Sonrasinda siirgiin olusumunu tesvik icin daha
diistik seviyelerde bir oksin veya sitokinin bulunan ortamlara aktarilmasi gerekmektedir
[15]. Koklenme icin ise daha yiliksek dozlarda oksin bulunan ortamlar kiltir igin
gerekmektedir. Az sayida da olsa kalluslardan adventif siirglinlerin veya koklerin elde
edilebilecegi birkag arastirici tarafindan belirtilmistir. Ornegin; yapilan baz
calismalarinda geng bitkiciklerden alinan eksplantlardan elde edilen kalluslardan yalnizca
bir adet siirgiin elde edilebilmislerdir [16,17]. Yapilan bir diger ¢alisma da ise yabani
pancar Beta maritima bitkisinin ¢icek eksplantlar1 ile in vitro kosullarda g¢ogaltma
yapilmistir [18]. MS ortamima 1.0 mg/l BAP ilavesinin yapildigi ¢alismada, cigcek
siirgiinlerinden, diger alt eksplantlardan alinan eksplantlara gore ¢ok daha iyi bir adventif
stirgiin elde edilmistir. Buna ek olarak, oksin ilavesinin faydal olmadigi, %3 sukroz iceren
bir MS ortami kullanilarak 1.0 mg/L NAA uygulanmasiyla siirgiinlerde koklenmenin de
saglanabildigi belirlenmistir [18]. Tiirkiye’de seker pancari 1slahinda; bitki doku kiiltiiri
calismalariyla genetik materyalin klonla [19-27], hiicre kiiltiiriiyle [28], kallus kiiltiiriiyle
[15], oviil kiiltiirtiyle [21,29] ve protoplast kiiltiiriiyle [30], ¢cogaltilmasina y6nelik bir
takim calismalar yiritilmistir.

Bitki doku kiiltiirii caligmalariyla; ayni genetik yapiya sahip bir¢ok birey; hizli ve saghikl
olarak cogaltilabilmektedir [15,19-37]. Ancak, 1slah programina dahil edilen 6nemli kiiltiir
bitkilerine yakin akraba dogal tiirlerinin bitki doku kiiltiirii teknikleriyle ¢ogaltilmasina
yonelik en uygun kosullarin belirlenmesi ve tespiti i¢cin yeni calismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Sekerpancar1 bitkisinde, kiiltiirii yapilan cesitlerle yapilmis bircok doku
kiiltird ¢calismasi s6z konusudur. Ancak, yabani tiirleriyle ilgili yapilan ¢calisma sayisi ise
olduk¢a azdir. Tiirkiye’de dogal olarak yetisen seker pancar tiirlerinin doku kiltiri
teknikleriyle in-vitro ortamda ¢ogaltilmasina yonelik yapilacak ¢alismalar seker pancari
1slahi i¢in oldukga degerli sonuglarin elde edilmesine olanak saglayacaktir. Bir¢ok kiiltiir
bitkisinde oldugu gibi seker pancarinda da genetik materyallerin en 6nemlilerinden birisi
bu bitkinin dogal yabani tiirleridir. Bu tiirler, sekerpancarinda goriilen bir¢ok hastalik ve
zararlya, kurakliga ve tuza dayanikliik genlerini tasiyabilmektedirler. Bu genetik
materyallerin; gerek korunmasinda gerekse de 1slah programlarinda kullanilmasinda, hizli
¢ogaltilmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu calisma ile seker pancari islahinda seker
pancarin atasi olarak nitelendirilen B. vulgaris subsp. maritima (L.) Arcang. tiiriiniin doku
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kiltiiri ¢alismalariyla hizhi ¢ogaltma olanaklar1 belirlenmeye c¢alisilmistir. Tiirkiye’de
dogal olarak yetisen B. vulgaris subsp. maritima (L.) Arcang. tiriinden alinmis
tohumlardan elde edilen eksplantlar ile bu bitki tiiriniin hizli ¢ogaltilmasina yonelik
esaslar belirlenmistir.

2. Materyal ve Yontem

Bu ¢alisma, 2019-20 yillarinda Tirkiye Seker Fabrikalar1 A.S. (TSFAS) Seker Enstitiisi;
arastirma ve uygulama laboratuvarlarinda ylriitiilmistiir. Calismada, T.C. Tarim ve Orman
Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigli (TAGEM) Ege Tarimsal
Arastirma Enstitiisii, Ulusal Gen Bankasindan ve Seker Enstitlisiinden temin edilen Beta
vulgaris subsp. maritima (L.) Arcang. tohumlari materyal olarak kullanilmigtir. Tohumlar
steril edildikten sonra MS besi ortaminda ¢imlendirilmis; gelistirilen 22 giinliik bitki
fidelerinden; hipokotil, bogum ve kotiledon eksplantlar1 alinarak deneme de
kullanilmiglardir.

2.1. Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Denemede MS [38] ile %3 sukroz igeren ve 3,6 Gellex Gum ile katilastirilan besin ortami
kullanilmistir. Ortam hazirhiginda distile su kullanilmistir. Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH
ya da 1 N HCl kullanilarak 5,8’e ayarlandiktan sonra 1,2 atm basing altinda ve 121 °C de 15
dakika da sterilizasyon saglanmistir. Kiiltiirler 16 saat 151k ve 8 saat karanlik kosullarinda
fotoperiyotta tutulmustur. Hazirlanan besin ortamlarina Kinetin ve Indol-3- biitirik asit
bitki biiyliime diizenleyicilerinin farkl dozlar (0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mg/L) Kinetin (KIN) ve
(0,0,5,1,0, 1,5, 2,0 mg/L) Indol-3-Biitirik Asit (IBA) ilave edilmistir.

2.2. In-vitro Calismalar
2.2.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Beta vulgaris subsp. maritima (L.) Arcang tohumlari 3-4 kez saf su ile yikanmis ve %50 lik
etil alkol icerisinde 5 dakika bekletilmistir. Sonrasinda %5 NaOCl ¢amasir suyu igerisinde
1-2 damla twin 20 ilavesi yapilarak 7-8 dakika karistirilmistir. Tohumlarin 1 saat siireyle
sterilizasyonu yapilmistir. Ardindan 4 kez 4’er dakika siireyle tohumlar steril saf su ile
durulanmistir. Tohumlarin ekimleri MS besi ortami dékiilmiis 200 cc’lik kavanozlara 5
adet tohum olacak sekilde ekilmislerdir. Tohumlar, iklim odasinda 24 °Cde
¢imlendirilmistir. 22 giin siireyle bu ortamda bekletilerek fide olusturmalar: saglanmistir.

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Calismada; cimlendirilen
tohumlardan gelisen fidelerden hazirlanan eksplantlar, farkli dozlarda bitki biiylime
diizenleyicilerinin ilave edildigi 25 farkli MS besin ortamina, 3 tekrarlamali olarak, her
uygulamada 5’er adet eksplant olacak sekilde yerlestirilmislerdir. Eksplantlarin kallus
olusturma orani (%), siirgiin olusturma orani (%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet),
eksplant basina kok sayisi (adet), koéklenme orani (%), en uzun kék uzunlugu (mm)
olcilmustir.

2.2.2. Rejenere Olan Siirgiinlerin Koklendirilmesi
Tim uygulamalarda rejenere olan koék olusturmamis siirgiinler 10-20 mm uzunluga

ulastiginda; 400 cc’lik cam kavanozlarda 1,0 mg/L IBA iceren besi ortamlarinda
koklendirmeye alinmiglardir.
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2.3. Bitkilerin Di1s Ortama Aktarilmasi

Rejenere olan ve koklenen bitki fideleri bu ortamda bir siire daha gelismelerini
siirdiirmeleri ic¢in tutulduktan sonra, ilk 6nce saksilar igerisindeki; toprak ortama
alinmiglardir. Saksidaki bu bitkilerin; iklim odasinda iizerlerine seffaf naylon poset
gecirilerek yiiksek nemli ortamda topraga alismalar1 saglanmistir. Hazirlanan fidelerin
iizerindeki naylon posetler koselerinden kesilrek oda ortamina uyumlar1 saglamistir. Bir
slire sonra ise bu posetler ¢ikartilmis ve TSFAS Seker Enstitlisiiniin Bitki Islah Subesi
seralarina bu bitkilerin dikimleri gerceklestirilerek dis ortama tamamen alismalari
saglanmistir.

Sekil 1. ab,c,d,e) Kiy1 pancri B. vulgaris subsp. maritima tohumlarinin in-vitro ortamda
¢imlendirilmesi ve eksplant elde edilen bitki fidelerinin gelistirilmesi. f) in-vitro 'da gelisen
bitkilerden alinan eksplantlar, g) hipokotil, h) bogum, 1) kotiledon eksplantlarin, in vitro
ortama aktarilmasi

2.4. istatistiksel Analizler

Denemede 6lciilen karakterlere iliskin varyans analizleri SPSS paket programinda
yapilmistir. Ortalamalar arasindaki farklar ise Duncan testi ile belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Hipokotil Eksplant1 Rejenerasyonu
Hipokotil eksplantlarinin yerlestirildigi 25 farklh kinetin (KIN) ve indol-3-biitirik asit (IBA)

dozlarindan olusan besi ortamlarinda goriilen rejenerasyon durumu ve 6lgiimii yapilan
karakterler ile bu karakterler ait ortalama degerler ve farklar1 Tablo’l de sunulmustur.
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Genel anlamda bir degerlendirme yapildiginda; hipokotil eksplantlarinda kallus olusumu
gozlenirken, iki uygulama hari¢ diger tiim uygulamalarda hicbir siirgiin olusumu
goriilmemistir. Ancak kallus olusturan eksplantlarda bazi KIN+IBA uygulamalarinda
koklenme tespit edilmistir. Bu eksplanttan rejenere olan ve dlgiimii yapilan karakterlere
iliskin degerlendirmeler asagida sunulmustur.

3.1.1. Hipokotil Eksplanti Kallus Olusturma Orani (%)

Bu ¢alismada kullanilan hipokotil eksplantlarinda; kallus olusturma oranina iligkin
ortalama degerler arasindaki farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Buna gore en yiiksek kallus olusturma orani 0 mg/L KIN + 0.5 mg/L IBA; 1.5 mg/L KIN +
1.5 mg/L IBA ve 2.0 mg/L KIN +2.0 mg/L IBA dozlarinin uygulandigi ortamlardan (%86,7)
elde edilmistir. En disiik ise 0 mg/L KIN + 2.0 mg/L IBA ve 2.0 mg/L KIN + 0 mg/L IBA
dozlarinin uygulandigi ortamlardan (% 0) elde edilmistir (Tablo 1) (Sekil 2).
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Sekil 2. Farkli eksplantlarin kallus olusturma durumlari

3.1.2. Hipokotil Eksplanti Siirgiin Olusturma Orani (%)

Hipokotil eksplantlarinda; siirgiin olusturma oranina iligskin ortalama degerler arasindaki
farklar ise istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Buna gore siirgiin olusturma orani (%
0-6,67) arasinda degismistir (Tablo 1).

3.1.3. Hipokotil Eksplant1 Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet/eksplant)

Eksplant basina siirgiin sayisina iliskin ortalama degerler arasindaki farklar istatistiki
olarak 6nemsizdir. Eksplant basina siirglin sayis1 (0-0,47 adet /eksplant) arasinda
degismistir (Tablo 1).

3.1.4. Hipokotil Eksplanti K6k Olusturma Orani (%)

Hipokotil eksplantlarinda koék olusturma oranina iliskin ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemlidir. Buna gore en yiiksek kék olusturma
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orant 0 mg/L KIN + 1.5 mg/L IBA dozlarinin uygulandigl ortamlardan (%80) elde
edilmistir. En diistik ise % 0 olarak elde edilmistir (Tablo 1) (Sekil 3).
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Sekil 3. Farkl eksplantlarin kok olusturma durumlari
3.1.5. Hipokotil Eksplantinda Eksplant Basina K6k Sayisi (adet/eksplant)

Hipokotil eksplantlarinda; eksplant basina koék sayisina iliskin ortalama degerler
arasindaki farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde énemlidir. En yiiksek kok sayis1 0 mg/L
KIN + 1.5 mg/L dozlarinin uygulandig: ortamlardan (4 adet/eksplant) elde edilmistir. En
diisiik ise 0 adet/eksplant olarak; 5 farkli uygulamadan (0,5 mg/L KIN + 0,0 mg/L IBA; 1,0
mg/L KIN + 0,0 mg/L IBA; 1,0 mg/L KIN + 1,0 mg/L IBA; 1,0 mg/L KIN + 2,0 mg/L IBA ve
1,5 mg/L KIN + 0,5 mg/L IBA ) elde edilmistir (Tablo 1).

3.1.6. Hipokotil Eksplanti1 En Uzun K6k Uzunlugu (mm)

Hipokotil eksplantlarinda en uzun kék uzunluguna iliskin ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En uzun kék uzunlugu 30,57
mm ile 0 mg/L KIN + 1.0 mg/L IBA dozunun uygulandig1 ortamlardan elde edilirken; bu
uygulama, istatistiki olarak 28,60mm uzunluk elde edilen 0 mg/L KIN + 1.5 mg/L IBA
dozuyla ayn1 grupta yer almistir. En diisiik ise hi¢ kok olusturmayan uygulamalardan (0
mm) elde edilmistir (Tablo 1).

Sekil 2. incelendiginde kallus olusumunun tiim eksplantlarda farkl oranlarda da olsa
gorildigi anlasilmaktadir. Ancak hipokotil eksplanti hari¢ diger eksplantlarda; bir
sitokinin olan kinetin (KIN) uygulamasinin olmadigi ilk grup hormon kombinasyonlarinda
(1,2,3,4 ve 5 nolu uygulamalarda) kallus gelisiminin olmadig1 goriilmektedir (Tablo 1). Bu
durum bogum, kotiledon, gibi eksplantlarinda, kinetin oranlarinin 0 mg/L oldugu
uygulamalarda da tespit edilmistir.
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Tablo 1. Hipokotil eksplantlarinin rejenerasyon durumlari ve 6l¢iimii yapilan karakterlere

ait ortalama degerler ve duncan gruplari
Bitki Gelisme g | .89 E5 o | 283 Sg._
Diizenleyicileri 5 5% HET| &2 B %52 & e 8, S 28
= =] [ =) =] b = &= <=
(BGD) Uygulamalar, | & @ g 525 258 % %5 gE3 85 g
(kombinasyonlarr) S o SOo| X5 30 =R oy e R=]
N [24) 192} wv m
) *ok OD OD *ok *ok *k
0,0 mg/L KIN + 40,0 efg 0,0 0,0 26,7 cd 1,33 bc 26,50 ab
1 | 0,0 mg/LIBA
0,0 mg/L KIN + 86,7 a 0,0 0,0 73,3 a 3,67 a 23,97 abc
2 0,5 mg/L IBA
0,0 mg/L KIN + 33,3 fgh 0,0 0,0 53,3b 2,67 ab 30,57 a
3 | 1,0 mg/LIBA
0,0 mg/L KIN + 46,7 def | 0,0 0,0 80,0 a 4,00 a 28,60 a
4 | 1,5mg/LIBA
0,0 mg/L KIN + 0,0j 0,0 0,0 6,7 ef 0,33 ¢ 2,00 cd
5 | 2,0mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 26,7 ghi 0,0 0,0 0,0f 0,0c 0,0d
6 | 0,0mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 33,3 fgh 0,0 0,0 20,0 cde | 1,00 bc 16,83 abed
7 | 0,5mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 60,0bcd | 0,0 0,0 6,7 ef 0,33c 1,3d
8 | 1,0 mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 26,7 ght 0,0 0,0 6,7 ef 0,33 ¢ 0,6d
9 | 1,5mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 73,3 ab 0,0 0,0 6,7 ef 0,33 ¢ 12,93 abed
10 | 2,0 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 13,313 0,0 0,0 0,0 f 0,0c 0,0d
11 | 0,0 mg/L IBA
1,0 mg/L KIN + 46,7 def | 0,0 0,0 13,3 def | 0,67 bc 12,83 be
12 | 0,5 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 53,3cde | 0,0 0,0 0,0f 0,0c 0,0d
13 | 1,0 mg/L IBA
1,0 mg/L KIN + 33,3 fgh 0,0 0,0 6,7 ef 0,33 ¢ 2,67 cd
14 | 1,5 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 20,0 i 0,0 0,0 0,0f 0,0c 0,0d
15 | 2,0 mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 20,0 hi 0,0 0,0 13,3 def 0,67 bc 4,23 bed
16 | 0,0 mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 60,0bcd | 0,0 0,0 0,0f 0,0c 0,0d
17 | 0,5mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 53,3cde | 6,67 0,13 26,7 cd 1,33 bc 16,17 abed
18 | 1,0 mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 86,7 a 0,0 0,0 6,7 ef 0,33c¢ 1,23d
19 | 1,5 mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 46,7 def 0,0 0,0 20,0 cde 1,00 bc 21,2 abed
20 | 2,0 mg/LIBA
2,0 mg/L KIN + 0,0j 0,0 0,0 26,7 cd 0,33 ¢ 21,1 abed
21 | 0,0 mg/LIBA
2,0 mg/L KIN + 60,0bcd | 6,67 0,47 6,7 ef 0,33 ¢ 0,67 d
22 | 0,5mg/LIBA
2,0 mg/L KIN + 46,7 def 0,0 0,0 33,3c 1,67 bc 22,6 abed
23 | 1,0 mg/LIBA
2,0 mg/L KIN + 66,7 bc 0,0 0,0 6,7 e 0,33 ¢c 0,57d
24 | 1,5mg/LIBA
2,0 mg/L KIN + 86,7 a 0,0 0,0 26,7 cd 1,33 bc 21,1 abcd
25 | 2,0 mg/LIBA
**: 0.01 seviyesinde énemli; OD: 6nemli degil
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Bir ortamda oksin grubu hormonlarin, sitokinin grubu hormonlara oranla daha yiiksek
seviyede olmasi; kok olusumunu uyarirken; bunun aksi durumlarda ise goévde-siirgiin
olusumunun s6z konusu oldugu belirtilmektedir. Bir¢ok bitki tiiriinde oksinlerin adventif
kok olusumunda etkili oldugu bilinmektedir [20]. KWSTR-239 isimli bir seker pancari
(Beta vulgaris L.) c¢esidiyle yapilan bir ¢alismada ise hipokotil eksplantlarinin degisik
sitokinin ve oksin kombinasyonlari iceren MS besi ortamlarinda adventif tomurcuk ve
strgiin olusturma durumu arastirilmistir. Arastiricilar oksin olarak 2,4-D igeren besi
ortamlarini kullanmislardir. Kiilttire aldiklar1 hipokotil eksplantlarinin hi¢ birinde adventif
tomurcuk olusumuna rastlamamislardir. Ancak tiim ortamlarda, kiiltire alinan bu
eksplantlar da kallus olusumu gézlemislerdir [39].

Giirel ve ark. (2001), in vitro kosullarda yaptiklar1 bir ¢alismada; seker pancari (Beta
vulgaris) hatlarindan yetistirdikleri bitkilerin fidelerinden hipokotil, kotiledon, yaprak
sapt ve yaprak eksplantlar1 alarak bu eksplantlarin rejenerasyon durumlarini
incelemislerdir [15]. BAP veya KIN ile NAA veya 2,4-D'nin (kontrol, 0.5 ve 1.0 mg/L
dozlarmni) ekleyerek olusturduklari1 MS Kkiiltiir ortamlarinda bu eksplantlar kiiltiire
almislardir [15]. Farkli kombinasyonlarda; 0.5 mg/L BAP veya 0.5 mg/L KIN dozlarinin yer
aldig1 kombinasyonlarda biitiin eksplant tiplerinde, diger ortamlara gore daha fazla
miktarda kallus olusumu tespit etmislerdir. Biitlin seker pancari hatlarinin ortalamalari
dikkate alindiginda ise; hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin, yaprak sap1 ve yaprak
eksplantlarina gore daha fazla kallus olusturdugunu belirlemislerdir [15]. Taghipour ve
ark. (2013), 1C genotipinden aldiklar1 hipokotil eksplantlarinda, en yiiksek kallus
olusumunun 0.1 mg/L NAA ve 0.3 mg/l 6-Benzilaminopiirin (BAP) uygulamasinda
oldugunu tespit etmislerdir. IC genotipinden alinan kotiledon eksplantlarinda ise en
yliksek kallus olusumunun 0.3 mg/l TDZ ve 0.1 mg/l NAA uygulamasinda oldugunu
belirtmislerdir. Sonugta pancar bitkisinde rejenerasyon yeteneginin acisindan TDZ'nin
BAP’tan daha etkin bir sitokinin oldugu; NAA'nin ise hem IAA’den, hem de 2-4 D’den daha
etkili bir oksin oldugu tespit edilmistir [40]. Yu (1989) ise Vulgares ve Corollinae
seksiyonundaki tiirlerin Nanae ve Patellares’deki tiirlere gére daha biiyiik kallus kiitlesi
olusturduklarini belirlemistir [31].

Bu calismada da hipokotil eksplantindan sadece kallus gelistigi, siirgiin olusmadigi
belirlenmistir. Ayrica, hipokotil eksplantlarinda; ¢alismada kullanilan diger eksplantlara
gore ¢cok daha fazla kallus olustugu belirlenmistir (Sekil 2). Hipokotil eksplantlarinda 25
farkl bitki biiylime ve gelisme diizenleyicisi kombinasyonlariyla i¢sel bitki hormonlarinin
dengesinin degistirilmesinde en iyi kombinasyonun 0,0 mg/L KIN + 0,5 mg/L IBA; 1,5
mg/L KIN + 1,5 mg/L IBA ve 2,0 mg/L KIN + 2,0 mg/L IBA oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglar diger arastiricilarin tespit ettikleri sonuglarla uyumludur. Ancak Colak ve Tokur
(1999), yaptiklar1 ¢alismalarinda, 6n ¢alismalarda en iyi sonuglar1 aldiklar1 hipokotil
eksplanti ile caligmalarini stirdiirmiis ve neticelendirmislerdir [39].

3.2. Bogum Eksplant1 Rejenerasyonu

Bogum eksplantlarinin yerlestirildigi besi ortamlarinda goriilen rejenerasyon durumlari
ve Olciimi yapilan karakterlerin ortalama degerleri ve farklar1 Tablo’2 de sunulmustur.
Bogum eksplantlarinda hi¢bir sekilde kallus olusumu gézlenmemistir (Sekil 2). Ancak tiim
ortamlardaki eksplantlarin tamamu siirgiin olusturmustur. Ol¢iimii yapilan karakterler ve
buna iliskin degerlendirmeler asagida sunulmustur.
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3.2.1. Bogum Eksplanti Kallus Olusturma Orani (%)

Bu ¢alismada kullanilan bogum eksplantlarinda; tiim ortamlarda higbir kallus olusumu
goriilmemistir (Tablo 2). incelenen bu 6zellik acisindan ortamlar arasindaki farklar
istatistiki olarak dnemsizdir.

3.2.2. Bogum Eksplanti Siirgiin Olusturma Orani (%)

Bogum eksplantlarinda; siirgiin olusturma oranina iliskin ortalama degerler arasindaki
farklar da istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur. Denemede tiim ortamlarda %100
oraninda siirgiin olusumu gézlenmistir (Tablo 2).

3.2.3. Bogum Eksplant1 Eksplant Basina Siirgiin Sayisi (adet/eksplant)

Eksplant basina stirgiin sayisina iliskin ortalama degerler arasindaki farklar ise istatistiki

olarak %1 seviyesinde 6nemli bulunmustur. Buna gore bogum eksplantlarinda; eksplant
basina siirgiin sayisi (2,22-13,77 adet/eksplant) arasinda degismistir (Tablo 2)(Sekil 4).

Bogum eksplanti

16
14
12
10

adet/ekspalant)

o N B O X

123 456 7 8 91011121314151617 18 19 2021 22 23 2425
Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Kombinasyonlari

e Ok sayIsI e s (irglin sayisi

Sekil 4. Bogum eksplantinda farkli hormon kombinasyonlarinda kék sayisi ve siirgiin
sayisinda goriilen degisimler

Doku kiiltiirii calismalarinda, bitki biliyiime diizenleyicilerini farkli kombinasyon ve
dozlarda kullanarak; istege bagl bir sekilde yonlendirme yapmak miimkiin olabilmektedir.
Ozellikle de in vitro sartlarda siirgiin olusturma oram besi ortamlarina eklenecek bazi
sitokinin grubu hormonlar ve bunlarin miktarlarina bagh olarak kontrol edilebilmektedir.
Genellikle adventif stirgiinlerin olusmasinda; besi ortamlarina eklenecek olan oksin grubu
hormonlarin yaninda, daha yiiksek dozda sitokinin grubu hormonlarin eklenmesi daha
etkili olmaktadir [41].

Bu ¢alismada bogum eksplantlarinda gelisen kok ve siirgiin sayilarinin birlikte kiyaslamasi
yapildiginda; sitokinin (KIN) dozunun oksin grubu (IBA) hormon dozlarina gére daha
disik oldugu uygulamalarda (1,2,3,4,5,6,7,8,9 vel0 numarali uygulamalarda) kok
sayisinin daha fazla oldugu; sonraki uygulamalarda sitokinin dozunun artmasiyla siirgiin
sayllarinin kok sayilarinin iizerine ¢iktigl goriilmektedir (Sekil 4) (Tablo 2). Bu durum
onceki calismalarda bulunan sonuglar ile uyumludur.
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3.2.4. Bogum Eksplanti Kok Olusturma Oram (%)

Bogum eksplantlarinda kék olusturma oranina iliskin ortalama degerler arasindaki farklar
istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Buna gore en yliksek kok olusturma
orani (%100 olarak); 0 mg/L KIN + 0.5 mg/L; 0 mg/L KIN + 1.5 mg/L ve 0 mg/L KIN + 2,0
mg/L; dozlarinin uygulandigi ortamlardan elde edilmistir. En diisiik ise (%0) olarak 1,0
mg/L KIN + 0,5 mg/L IBA; 1,5 mg/L KIN + 1,0 mg/L IBA; 1,5 mg/L KIN + 1,5 mg/L IBA ve
2,0 mg/L KIN + 0,0 mg/L IBA uygulamalarindan elde edilmistir (Tablo 2) (Sekil 5).

Kotiledon eksplantindan
gelisen kokler

Hipokotil
eksplantindan
gelisen kokler

Bogum eksplantindan
gelisen kok ve sirginler

Sekil 5. Farkli eksplantlarda gozlenen kok olusumlari
3.2.5. Bogum Eksplantinda Eksplant Basina K6k Sayis1 (adet/eksplant)

Bogum eksplantlarinda, eksplant basina ortalama kok sayisi degerleri arasindaki farklar
istatistiki olarak %1 diizeyinde énemlidir. En yliksek kok sayis1 0 mg/L KIN + 1.5 mg/L
uygulamasindan (14,42 adet/eksplant) elde edilmistir. En diisiik ise 0 adet/eksplant
olarak 4 farkli uygulamadan (1,0 mg/L KIN + 0,5 mg/L IBA; 1,5 mg/L KIN + 1,0 mg/L IBA;
1,5 mg/LKIN + 1,5 mg/L IBA; 2,0 mg/L KIN + 0,0 mg/L IBA) elde edilmistir (Tablo 2) (Sekil
4).

3.2.6. Bogum Eksplanti En Uzun Kék Uzunlugu (mm)

Bogum eksplantlarinda, en uzun kék uzunluguna iliskin ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Buna gére en uzun kok
uzunlugu 15,2 mm ile 1,0 mg/L KIN + 1.0 mg/L IBA dozunun uygulandigi ortamlardan elde
edilirken, en diistik ise hi¢ kok olusturmayan uygulamalardan elde edilmistir (Tablo 2).

Hagege ve ark (1991), Beta vulgaris L. ile in vitro sartlarda yapilan ¢alismalarda; besi
ortamlarina ilave edilen oksin ve sitokinin grubu hormonlarin kritik ve 6zel bir 6neme
sahip maddeler oldugunu belirtmislerdir [42].

Yapilan bir baska ¢alismada; Beta vulgaris L. KWSTR-239 (seker pancari) kiiltiir ¢esidine
ait tohumlarinin in-vitro sartlarda ¢imlendirilmesi sonucu elde edilen hipokotil
eksplantlarinin farkl oksin ve sitokinin kombinasyonlarini iceren MS besi ortamlarinda
adventif tomurcuk verimi ve siirgiin rejenere etme imkani arastirilmistir. Calismada oksin
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grubundan farkli dozlarda 2,4-D iceren besi ortamlarina konulan hipokotil eksplantlarinin
hi¢ birinde adventif tomurcuk olusumu tespit edilmemistir. Buna karsilik; her iki besi
ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda kallus olustugu belirlenmistir. Bu durum 1 mg/L
2,4-D ve 2 mg/L K iceren MS besi ortaminda (MS1) % 42.4, 0.2 mg/1 2,4-D ve 2 mg/L K
iceren MS besi ortaminda (MS2) % 9.3 oraninda gergeklesmistir. Ayni oksin ve sitokinin
kombinasyonlarini igeren taze MS besi ortamlarinda 3’er hafta ara ile toplam ti¢ alt kiiltiir
gerceklestirilmesine ragmen, 2,4-D iceren besi ortamlarinda (MS1, MS2) gelisen kallus
dokularinda hig¢bir zaman organogen bir olusum belirlenmemistir. Calismada kullanilan
oksin-sitokinin kombinasyonlari arasinda adventif tomurcuk olusumunda ve siirgiin
gelisiminde en iyi sonucu bir sitokinin grubu hormon olan BAP’1in kullanildigi besi
ortamlar1 vermistir. Bu ortamlardan 0.5 mg/l1 NAA ve 3 mg/l BAP iceren MS4 besi
ortaminda hipokotil eksplantlarinda % 80.7 oraninda siirgiin gelisimi saglamistir [39].

Tablo 2. Bogum eksplantlarinin farkli bitki biiytime diizenleyicileri konsantrasyonlarinda
rejenerasyon durumlari ve 6l¢limil yapilan cesitli karakterlerden elde edilen ortalama
degerler ve duncan gruplari

Bitki Geli @ —_ Q@ — S o —_ R 5
itki Gelisme wES S ES E.3 £ 259 M:b:n,.,
Diizenleyicileri 257 S5 SBHS =257 % IR £ % g
(BGD) S2: | 225 | a8 |¥%: |gz2 |SgE
= = wv = = n n 5 = = =
Uygulamalari ke S o ke = S o = ER=]
. [T n 5]
(kombinasyonlarr)
No (")D OD )%k *% *% *%
0,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 2,22 ¢ 73,3 a-c 2,50 cd 13,2 ab
1 | 0,0mg/LIBA
0,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 4,72 abc 100,0 a 12,11 abc 2,9 ab
2 | 0,5mg/LIBA
0,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 4,00 be 80,0 ab 7,39 a-d 4,6 ab
3 1,0 mg/L IBA
0,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 5,55 abc 100,0 a 14,42 a 5,6 ab
4 | 1,5mg/LIBA
0,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 4,78 abc 100,0 a 8,0 a-d 4,2 ab
5 | 2,0mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 5,45 abc 66,7 a-d 7,11 a-d 4,0 ab
6 | 0,0 mg/LIBA
0,5 mg/LKIN + 0,0 100,0 5,10 abc 60,0 a-e 3,99 bed 2,9ab
7 | 0,5mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 5,45 abc 60,0 a-e | 11,55 abc 6,9 ab
8 | 1,0 mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 5,98 abc 60,0 a-e 4,77 bed 8,0 ab
9 | 1,5mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 7,45 abc 73,3a-c | 13,21ab 9,4 ab
10 | 2,0 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 2,99 bc 6,7 de 0,33 ¢ 2,7 ab
11 | 0,0 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 4,22 abc 00e 0,00 ¢ 0,0b
12 | 0,5 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 2,22 ¢ 53,3 a-e 1,33 ¢ 15,2 a
13 | 1,0 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 3,87 bc 53,3 a-e 2,67 cd 2,3b
14 | 1,5mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 3,67 bc 60,0 a-e 5,67 a-d 4,2 ab
15 | 2,0 mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 12,23 ab 40,0 a-e 5,67 a-d 3,0 ab
16 | 0,0 mg/L IBA
1,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 5,33 abc 13,3 c-e 0,33 ¢ 2,7 ab
17 | 0,5 mg/LIBA
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1,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 7,33 abc 00e 0,00 c 0,0b
18 | 1,0 mg/LIBA

1,5 mg/LKIN + 0,0 100,0 13,77 a 00e 0,00 c 0,0b
19 | 1,5 mg/LIBA

1,5 mg/L KIN + 0,0 100,0 6,55 abc 6,7 de 2,67 cd 4,1 ab
20 | 2,0 mg/LIBA

2,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 3,33 bc 00e 0,00 c 0,0b
21 | 0,0 mg/LIBA

2,0 mg/LKIN + 0,0 100,0 7,78 abc 6,7 de 0,33 ¢ 7,4 ab
22 0,5 mg/L IBA

2,0 mg/LKIN + 0,0 100,0 5,67 abc 13,3 c-e 0,33 ¢ 4,1ab
23 | 1,0 mg/LIBA

2,0 mg/LKIN + 0,0 100,0 7,22 abc 6,7 de 0,33 ¢ 09b
24 | 1,5 mg/LIBA

2,0 mg/L KIN + 0,0 100,0 8,33 abc 20,0 b-e 1,00c 18,7 a
25 | 2,0 mg/LIBA
*: 0.05 seviyesinde; **: 0.01 seviyesinde énemli; OD: 6nemli degil

Hagege ve ark (1991), yaptiklar1 ¢alismalarinda; oksin ve sitokinin igeren ve iceremeyen
besi ortamlarinda seker pancari kallus dokularini karsilastirmiglardir. Oksin ve sitokinin
icermeyen besi ortamlarinda kiiltiire alinan kallus dokularinin ve hiicre
slispansiyonlarinin; 0.1 mg/L 2.4- D ve 0.1 mg/L IBA iceren besi ortamlarinda kiiltiire
alinan kalluslardan ¢ok daha az bir gelisme gosterdikleri belirlemislerdir [42].

3.3. Kotiledon Eksplant1 Rejenerasyonu

Kotiledon eksplantlarinin kiiltiire alindig1 besi ortamlarinda gériilen rejenerasyon durumu
ve Ol¢limi yapilan karakterlere ait ortalama degerler ve farklar1 Tablo 3’ de sunulmustur.
Kotiledon eksplantlarinda, 19 nolu uygulama harig, siirgiin olusumu goézlenmemistir.
Ancak sitokinin (KIN) oraninin artisiyla birlikte, farkli hormon kombinayonlarinda kallus
olustugu gorilmektedir. Sitokinin hi¢ olmadig1 veya oksine (IBA) gore daha az seviyede
oldugu hormon kombinasyonlarinda, kotiledon eksplantlarinda koklenme goriilmiistiir.
Bunun aksine yiiksek sitokinin (KIN) dozlarinda ise hicbir sekilde koklenmenin olmadigi
belirlenmistir. Bu durum i¢sel hormon dengelerindeki farkliklar neticesinde olusmustur.
Bu eksplantlara ait 6l¢iimi yapilan karakterler ve buna iliskin degerlendirmeler asagida
sunulmustur.

3.3.1. Kotiledon Eksplanti Kallus Olusturma Orani (%)

Kallus olusturma oranina (%) iliskin ortalama degerler arasindaki farklar da istatistiki
olarak %1 seviyesinde dnemli bulunmustur. Buna gore kotiledon eksplantlarinda kallus
olusturma orani (%0-60) arasinda degismistir. (Tablo 3). En yiiksek kallus olusturma
oranlarinin artan sitokinin (KIN) dozuna paralel olarak artis gosterdigi goriilmektedir. 2.0
mg/L KIN + 2.0 mg/L IBA uygulamasinda en yiiksek kallus olusumu goézlenirken; hi¢ KIN
bulunmayan hormon kombinasyonlarinda ise kallus olusumu gortilmemistir (Sekil 2).

3.3.2. Kotiledon Eksplanti Siirgiin Olusturma Orani (%)

Bu ¢alismada kullanilan kotiledon eksplantlarinda; 1.5 mg/L KIN + 1.5 mg/L IBA ilavesi
yapilan ortamda sadece %6,7 kadar siirgiin olusurken diger tiim ortamlarda siirgiin
olusumu goriilmemistir. Stirgiin olusturma oranina iliskin ortalama degerler ve arasindaki
farklar istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 3). Dolayisiyla tiim uygulamalarin bu
eksplanttan siirgiin olusumuna etkili olmadig1 sdylenebilir.
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3.3.3. Kotiledon Eksplanti Eksplant Basina Siirgiin Sayis1 (adet/eksplant)

Eksplant basina siirgiin sayisina iliskin ortalama degerler arasindaki farklar da istatistiki
olarak dnemsizdir. Buna gore bogum eksplantlarinda eksplant basina siirgiin sayisi (0-
0,67 adet /eksplant) arasinda degismistir (Tablo 3).

Doku kiiltiiri ¢alismalarinda bitki biiylime diizenleyicilerini farkli kombinasyon ve
dozlarda kullanarak; istege bagl bir sekilde yonlendirme yapmak miimkiin olabilmektedir.
Ozellikle de in vitro sartlarda siirgiin olusturma orani besi ortamlarina eklenecek bazi
sitokinin grubu hormonlar ve bunlarin miktarlari ile kontrol edilebilmektedir. Genellikle
adventif stirgiinlerin olusmasi; besi ortamlarina eklenecek olan oksin grubu hormonlara
nazaran daha yiilksek dozda sitokinin grubu hormonlarin eklenmesiyle
gerceklesebilmektedir [41].

3.3.4. Kotiledon Eksplanti1 K6k Olusturma Orani (%)

Kotiledon eksplantlarinda kék olusturma oranina iliskin ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde énemli bulunmustur. Buna goére en yliksek kok
olusturma orani (%46,7) 0 mg/L KIN + 0.5 mg/L IBA dozlarinin uygulandig1 ortamlardan
elde edilmistir. En disiik ise (%0) 1,0 mg/L KIN + 0 m/L IBA ve tizerindeki tiim dozlardan
elde edilmistir (Tablo 3).

3.3.5. Kotiledon Eksplanti Eksplant Basina Kok Sayisi (adet/eksplant)

Kotiledon eksplantlarinda eksplant basina kok sayisina iliskin ortalama degerler
arasindaki farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde 6énemli bulunmustur. Buna gore en
ylksek kok sayis1 0 mg/L KIN + 0.5 mg/L IBA uygulamasindan (2,33 adet/eksplant) olarak
elde edilmistir. En diistik ise 13 farkli uygulamada 0 adet/eksplant olarak ger¢eklesmistir
(Tablo 3).

3.3.6. Kotiledon Eksplanti En Uzun Kok Uzunlugu (mm)

Kotiledon eksplantlarinda en uzun kék uzunluguna iliskin ortalama degerler arasindaki
farklar istatistiki olarak %5 diizeyinde énemli bulunmustur. Buna gére en uzun kok
uzunlugu (26,77 mm) 0 mg/LKIN + 0.5 mg/L IBA dozunun uygulandig besi ortamlarindan
elde edilirken, en diisiik (0 mm) ise hi¢ kok olusturmamis uygulamalardan elde edilmistir
(Tablo 3). Colak ve Tokur (1999), yaptiklar1 ¢calismalarinda; kotiledon eksplantlarinda
olduk¢a yogun bir hiicresel proliferasyon belirlediklerini ve eksplantlarda hacim
artislarinin oldugunu tespit etmislerdir [39]. Ayrica, adventif tomurcuk olusumunun
kismen de olsa saglandigini ancak bunun hipokotil eksplantindan elde edilenlere gore ¢cok
zayif oldugu siirgiin uzamasinin da ¢ok yavas gerceklestigini belirtmislerdir [39].

107



Kolcak ve Sarthan/ Usak Universitesi Fen ve Doga Bilimleri Dergisi 94-112 2022 (2)

Tablo 3. Kotiledon eksplantlarinin  farkh

bitki

biiyime

diizenleyicileri

konsantrasyonlarinda rejenerasyon durumlari ve 6l¢limii yapilan cesitli karakterlerden

elde edilen ortalama degerler ve duncan gruplari

— ]
Bitki Gelisme o _ o~ | 82 E — L g 5
Diizenleyicileri 2 E8 £ ES| & E = i&\o, s g § i 20 -
(BGD) Uygulamalari =2 g Pz | B EN] a8 €&
(kombinasyonlari) 2 g FES| &S oF gz SgE
M s S 33| 25 IS HE e =D
m A 52 [%] <3
No *k OD oD *k ** *
0,0 mg/L KIN + 00e 0,0 0,0 6,7 cd 0,33 ab 0,63b
1 | 0,0mg/LIBA
0,0 mg/LKIN + 0,0e 0,0 0,0 46,7 a 2,33a 26,77 a
2 0,5 mg/L IBA
0,0 mg/L KIN + 0,0e 0,0 0,0 33,3ab 1,67 ab 15,77 ab
3 | 1,0mg/LI1BA
0,0 mg/L KIN + 00e 0,0 0,0 33,3ab 1,67 ab 3,00b
4 | 1L5mg/LIBA
0,0 mg/L KIN + 00e 0,0 0,0 13,3 cd 0,67 ab 093b
5 | 2,0mg/LIBA
0,5 mg/L KIN + 26,7 bc 0,0 0,0 0,0d 0,0 b 0,00 b
6 | 0,0mg/LIBA
0,5 mg/LKIN + 26,7 bc 0,0 0,0 20,0 bc 1,0 ab 1,50b
7 | 0,5mg/LIBA
0,5 mg/LKIN + 00e 0,0 0,0 6,7 cd 0,33 ab 3,87b
g | 1,0mg/LIBA
0,5 mg/LKIN + 00e 0,0 0,0 33,3ab 1,67 ab 3,83b
9 1,5 mg/LIBA
0,5 mg/LKIN + 13,3 cde 0,0 0,0 20,0 be 1,0 ab 2,63b
10 | 20 mg/L1BA
1,0 mg/L KIN + 20,0 bed 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00 b
11 | 00 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 26,7 bc 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
12 0,5 mg/L IBA
1,0 mg/L KIN + 6,7 de 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
13 | 1.0 mg/LIBA
1,0 mg/L KIN + 20,0 bed 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
14 | 1,5mg/LIBA
1,0 mg/LKIN + 20,0 bed 0,0 0,0 00d 00 b 0,00b
15 | 20mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 0,0e 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00 b
16 | 0.0 mg/LIBA
1,5 mg/L KIN + 33,3b 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
17 0,5 mg/L IBA
1,5 mg/L KIN + 00e 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
18 | 1,0mg/LIBA
1,5 mg/LKIN + 20,0 bed 6,67 0,67 133 cd 0,67 ab 567b
19 1,5 mg/L IBA
1,5 mg/L KIN + 33,3b 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
20 | 2,0 mg/LIBA
2,0 mg/L KIN + 13,3 cd 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
21 0,0 mg/L IBA
2,0 mg/LKIN + 20,0 bed 0,0 0,0 0,0d 0,0 b 0,00 b
22 | 0,5mg/LIBA
2,0 mg/L KIN + 20,0 bed 0,0 0,0 00d 00 b 0,00b
23 | LOmg/LIBA
2,0 mg/LKIN + 13,3 cd 0,0 0,0 0,0d 00 b 0,00b
24 1,5 mg/L IBA
2,0 mg/LKIN + 60,0 a 0,0 0,0 0,0d 0,0 b 0,00 b
25 2,0 mg/L IBA

*: 0.05 seviyesinde; **: 0.01 seviyesinde énemli; OD: 6nemli degil
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Jaco ve ark. (1993) yaptiklar1 ¢alismalarinda, Beta vulgaris L.'de rejeneratif potansiyeli
gelistirmek icin kotiledondan tiiretilen kalluslardan verimli bitki rejenerasyonu icin
kiltiirel kosullar olusturmuslardir. Alti seker pancari hatti ile yaptiklar: ¢alismalarinda,
%8-59 arasinda degisen organojenik kallus olusumu Dbelirlemislerdir. 2,3,5
triiyodobenzoik asit (0,5 mg/1) ile N6-benzil-ammopurin (1 mg/L)’den olusan hormon
kombinasyonunun 21 + 1 giinliik fidelerde i¢sel bitkisel hormon dengesini degistirmeki¢in
en iyi kombinasyon oldugunu belirtmislerdir [43]. Doku kiiltiirii calismalarinda, gelisen
siirglinlerin in-vitro ortamda koklendirilmesine yonelik, ¢ogunlukla oksin grubu
hormonlarin kullanildig1 kiiltiir ortamlar1 kullanilmaktadir [32,33,36]. Giirel ve ark.
(2001), yaptiklar1 ¢alismalarinda sitokinin (genelde BAP) ve oksin (¢ogunlukla IAA, NAA
veya 2-4 D) iceren besi ortamlarinda kallus gelisiminin oldugunu; siirgiin olusturmak i¢gin
ise daha diisiik dozlarda bir oksin veya sitokinin igceren besi ortamlarinin kullanilmasi
gerektigini belirtmislerdir [15]. Bu ¢alismadaki eksplantlardan rejenere olmus
sturgiinlerin, IBA iceren MS besin ortaminda, koklendirilmesi, yukarida belirtilen
literattirle uyum gostermektedir.

Sekil 6. (a,b,c,def) Siirgiin olusturan eksplantlarin koklendirilmesinden sonra dis
ortama alistirilmasi ve toprak ortama aktarilmasi. (g,h) serada dis ortama
alistirilan bitkilerin tarlaya aktarilmasi

3.4. D1s iklim Kosullarina Alistirma Siireci

Tim koklenen bitkicikler ilk olarak iklim odasinda dis ortam iklimine alistirilmaya
alinmislardir. Sonrasinda saksilara alinarak tizerleri naylon kapatilarak yiiksek nemli
ortamda gelismeleri takip edilmistir. Calisma, doku kiiltiirii calismalarinin basladig1 andan
itibaren 20-24 hafta gectikten sonra koklenen ve saksilarda gelisen bitkilerin tarlaya
transfer edilmesiyle son bulmustur. Bu ¢alismada kiy1 pancari B. vulgaris subsp. maritima
tliriinde in-vitro kosullarda basarili ve giivenli bir sekilde bitki gelistirmenin protokollerini
ortaya koymustur. Bu ¢alismanin seker pancari 1slahinda siklikla kullanilan bu yabani
tiriin hizhh sekilde ¢ogaltilmasinda yardimci olacagini, seker pancari 1slahinda genetik
materyalin korunmasinda ve c¢ogaltilmasinda ve ticari ¢esitlerin gelistirilmesine katki
saglayacaktir.
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3.5. Sonug¢

B. vulgaris subsp. maritima (L.) Arcang. tiiriiniin doku kiiltiirii calismalariyla hizl ¢ogaltimi
hususlarinin arastirildigi bu ¢alismada hipokotil, bogum ve kotiledon eksplantlarindan in-
vitro kosullarda bitki ¢ogaltmasi miimkiin olmustur. Hipokotil eksplantlarinda kallus
olusumu diger eksplantlara gore daha fazla goriiliirken, bogum eksplantinda tiim
uygulamalarda siirglin olusumu tespit edilmistir. Bu durum bu bitki tiirtinde sadece MS
ortaminda dahi bogum eksplantlarindan siirglin gelistirilebilecegini gostermektedir.
Sonrasinda da bu siirglinlerin basariyla koklendirilerek dis ortama aktarimi miimkiin
olmustur (Sekil 6) . Kotiledon eksplantlarinda ise sitokinin ve oksin grubu hormonlarin
etkisiyle icsel bitki hormon diizeylerindeki degisimler neticesinde diizenli olmayan ve
diger eksplantlardan daha az sayida ve oranda kdklenme goériilmistir (Sekil 5). Ancak bu
eksplant da hipokotilde de oldugu gibi hicbir sekilde siirgiin olusmamis sadece kallus
gelisimi gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore bogum eksplantinda 0,0 mg/L KIN + 1,5
mg/L IBA dozunun bu bitki tlriiniin in-vitro c¢ogaltilmasinda en etkili sekilde
kullanilabilecek bir uygulama oldugu belirlenmistir. Bu bitki tiiriiniin hizli cogaltilmasinda
bogum eksplantinin ¢ok uygun bir sekilde bitkinin hizli ¢gogaltilmasinda kullanilabilecegi
tespit edilmistir. Seker pancari 1slahinda genetik 1slah materyali olarak ¢ok sik kullanilan
bu tiirtin, dogada yayilis gosteren yabani formlarindan kiiltiir hat ve ¢esitlerine klasik 1slah
yontemleriyle bir takim dayaniklilik genleri aktarilmaktadir. Burada ihtiya¢ duyulacak
bitkilerin hizli sekilde cogaltilmasi ve istenilen genetik materyalin korunmasi ve
muhafazasinda bu ¢alismada elde edilen sonuglar 6nemli katk: saglayacaktir.
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