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OZET

Bu c¢alisma 2017-2019 yillarinda in vitro kosullarda ¢imlendirilen kinoa bitkisinden
(Chenopodium quinoa Willd.) elde edilen hipokotil, bogum arasi, yaprak, kotiledon
bogumu ve cift kotiledon ile embriyo eksplantlart kullanilarak yapilmistir. Caligmada
eksplantlarin rejenerasyon kabiliyeti 0,00 (kontrol), 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75,
2,00 mg/l BAP ve 0,00, 0,01 mg/l NAA (17 adet muamele) igeren MS ortami kullanilarak
kiyaslanmistir. Sadece kotiledon bogumu ve ¢ift kotiledon ile embriyo eksplantindan
rejenerasyon elde edilmistir. Koklendirme amaciyla 0,25 mg/l IBA iceren MS ortanu
kullamilmistir. Elde edilen sonuglar, kinoa bitkisinde gelecekteki doku kiiltiirii

caligmalarinin gelistirilmesine ve planlanmasina yardimei olacaktir.
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ABSTRACT

This study was conducted during 2017-2019 using hypocotyl, inter-node, leaf, cotyledon
node and two cotyledons with embryo explants obtained from quinoa plants (Chenopodium
quinoa Willd.) germinated under in vitro conditions. The study compared regeneration
ability of these explants on MS medium containing 0.00 (control), 0,25, 0,50, 0,75, 1,00,
1,25, 1,50, 1,75, 2,00 mg/l BAP and 0,00, 0,01 mg/l NAA (17 treatments). Only cotyledon
node and two cotyledons with embryo explant induced regeneration. No shoot regeneration
was noted on the rest of the explants. These shoots were rooted on 0,25 m/I IBA containing
MS medium. These results will help in developing and planning future tissue culture

studies on quinoa.
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TESEKKUR

Calismalarim boyunca sabirla bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan degerli danisman
hocam Dog. Dr. Mehmet Ugur YILDIRIM' a, ¢calismalarimin basinda bana yol gosteren
degerli hocam Prof. Dr. Erciiment Osman SARIHAN' a ve laboratuvar g¢aligmalarim
sirasinda yardimlarini esirgemeyen Ahmet IZMIRLI ye tesekkiir ederim.

Ayrica maddi, manevi desteklerini eksik etmeyen ve her zaman yanimda olan sevgili

aileme de tesekkiirii borg bilirim.
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Harita 1.1 Kinoa ekiminin cografi dagilimi



1. GIRIS

Kinoa (Chenopodium quinoa Willd.), kazayagigiller (Chenopodiaceae) familyasina ait tek
yillik bir bitkidir. Kinoa, Giiney Amerika’da And Daglarinin bir bitkisi olup, eskiden
burada yasayan medeniyetlerden olan inkalar ve Aztekler baslica besin maddeleri olan bu

bitkiyi ‘tahil ana’ olarak isimlendirmislerdir [1].

Cizelge 1.1 Kinoa Bitkisinin Taksonomik Siniflandirmasi

Alem Bitki

Bolim Cigekli Bitkiler

Smif Cift Cenekliler

Alt Sif Kapali1 Tohumlar

Takim Merkez Permalilar

Familya Kazayagigiller (Chenopodiaceac)
Cins Chenopodium

Seksiyon Chenopodia

Alt Seksiyon Cellulata

Tiir Chenopodium quinoa

Peru, Bolivya, Ekvador, $ili gibi iilkelerde genis alanlarda tiretimi yapilmaktadir ve ABD
ve Avrupa llkelerine ihra¢ edilmektedir. Kinoa 1970 yillarinda Avrupa’ya getirilmis ve ilk
kez Ingiltere’ de yetistiriciligi yapilmustir [1]. Iyi dzelliklerinden dolay: diinyanin ilgisini
ceken kinoa bitkisi izlemeye alinmig ve BM konseyi 2013 yilin1 "Uluslararasi Kinoa Yil1"
ilan etmistir [2]. Kinoa, FAO tarafindan da gelecekte gida olarak kullanilabilecek 6nemli
tiriinlerden biri olarak segilmistir [3]. Ayrica NASA tarafindan kinoadan yapilan gidalarin
astronotlarin  beslenmesinde kullanilmasi  nedeniyle “Astronot Gidas1” olarak

isimlendirilmistir [4].




Venezuela
Célombia ‘.’

Harita 1.1 Kinoa bitkisinin cografi dagilimi [6]

Kinoa, cesitlere gore degisim gostermekle birlikte %12-20’ye varan oranda kendine
dollenmektedir [5]. Dallanmis kazik kokli bir bitkidir. Saplar1 kalin, dik ve odunsu yapida
olup sarmal dizilisli genis yapraklara sahiptir. Yapraklar bitkinin ilk gelisme doneminde
yesil renkli iken, zamanla sar1 - kirmizi veya mor renge déonmektedir. Temmuz - Agustos
aylarinda acan hermafrodit c¢igekleri toplulugu salkim seklinde olup, tag yapragi
bulunmamaktadir [6]. Kinoa bitkisi i¢in amaranthiform ve glomerulate olmak tizere iKi
farkli tip ¢icek salkimi tanimlanmaktadir [6]. Amaranthiform tipinde ¢igek kiimesi
dogrudan ikincil eksene baglanirken glomerulate tipinde ise ¢igek kiimesi {igiincii bir eksen

ile ikincil eksene baglanmistir (Sekil 1.1) [6].
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Sekil 1.1 Kinoa bitkisine ait ¢igek tipleri: (a) glomerulate ¢igeklenme, (b) amaranthiform
ciceklenme [6]

Tohum rengi genellikle sar1 — beyaz veya pembe, siyah, kirmizi ve turuncu olabilir [1].
Kinoa tohumundaki besin rezervlerini igeren kisimlar perisperm, embriyo ve endospermdir
[7]. Protein ve lipidler endosperm ve embriyoda, nisasta ise perispermde depolanir (Sekil
1.2) [6]. Genel olarak kinoa tohumu, ana tahillara gore daha yiiksek protein ve lipid, daha
diisiik nisasta icerigi ile dikkat ¢ekmektedir [6]. Tohumlari yuvarlak sekilli 2-3 mm
capinda olup, ¢icek salkiminda toplu halde bulunmaktadirlar. Bin tohum agirhigr 1,99 -
5,08 g arasinda degismektedir [8].
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Sekil 1.2 Kinoa tohumunun yapisi [6]

Bitkinin besin degerinin yiliksek olmast kinoanin giin gegtikce diinya c¢apinda
poplilerlesmesine neden olmustur. Yag orant %10-18, protein oram1 %13-21 arasinda
degismektedir [9]. Gliiten i¢ermedigi ic¢in ¢Olyak hastalar1 ve veganlarin protein ve
karbonhidrat ihtiyaglarin1 karsilayan 6nemli bir besin maddesi olmustur [1]. Kinoa; yag
elde edilmesinde ve hayvan beslenmesinde kullanimmin yani sira tibbi olarak da
kullanilabilen ¢ok amagl bir bitki olarak kabul edilmektedir [10]. Tohumlari islenerek un
seklinde ve diger tahillarla karistirilarak ekmek, pasta, borek, makarna gibi gida
maddelerinin yapiminda kullanilabilmektedir [2]. Taneleri kinoa pilavi yapiminda veya
pilav katki maddesi olarak, yapraklar1 sebze seklinde hatta tohumlar filizlendirilerek
soguk meze ve salatalarda kullanilmaktadir. Ayrica fermente edilerek dari ile birlikte bira
yapiminda [11-13; 1], besleyici olmasi nedeniyle bebek mamasi yapiminda

kullanilmaktadir [12; 14]. Ayn1 zamanda kahvaltilik gevrek olarak da tiiketilmektedir [15].



Besin degeri yiiksek olan kinoa; kuraklik, don, riizgar, dolu ve toprak tuzlulugu gibi
olumsuz kosullar altinda, ayn1 zamanda yiiksek bir evapotransprasyon orani ve diisiik su
tutma kapasitesine sahip zayif topraklar bitki iiretimi i¢in onemli bir kisitlama olmasina
ragmen tarimi yapilabilmektedir. Kinoa hemen hemen her toprak tipinde yetisebilen
0zellige sahip olmasiin yani sira 4000 m yiikseltiye sahip bolgelerde yetisebilmekte ve
derinlere giden kokleri sayesinde boyu 200 cm’ ye kadar ulagabilmektedir [3]. Kinoa
ayrica ¢esit 6zelligine bagh olarak -8°C' ye 4 saate kadar direng gosterebilmektedir [16].
Nemli topraklarda gelisimi daha iyi olsa da kuraga dayaniklidir. Kinoa bitkisi i¢in yillik
ortalama 300 mm yagis yeterli olmaktadir [17].

Kinoa yalnizca yiiksek konsantrasyon tuz iceren yerlerde degil ayn1 zamanda ekstrem
kuraklik stresinde de yetigebilmektedir [16]. Peru ve Bolivya’da bulunan And Daglarinin
fakir yamac topraklarinda dogal yayihm gosteren kinoa bitkisinin M.O. 3000-5000
yilindan beri ayni bolgede yetistirildigi belirtilmektedir [17; 18].

Kinoa bitkisinin Diinya'da 6nemli bir gida maddesi olarak kullanimi yayginlagmakta ve
son zamanlarda Tirkiye'de de marketlerde tohumunun satisinin yapildigi, hatta bazi
biskiivilerin igerisine kinoa tohumunun katildig1 goriilmektedir.

Iklim ve toprak istekleri bakimindan faza bir seciciligi olmayan kinoa bitkisinin kiiltiiriinde
ana problem virus hastaligidir ve enfekte olmus bitkilerden elde edilen tohumlarla viriis
taginabilmektedir. Bu hastalik nedeni ile daha giigsiiz biiyiime, yapraklarin kivrilmasi,
yaprak veya c¢icekte ¢izgiler olusmasi, verimde azalmalar ve hatta bitki oliimleri
goriilebilmektedir [19]. Bu hastalikla bas edebilmenin en 6nemli yolu viriisten ari bitki ve
tohumluk iiretmekle miimkiin olabilmektedir. Doku kiiltiirii ¢alismalari ile in virto sartlarda
tiretim yaparak virlisten ari hastaliksiz bitki yetistirilebilmektedir [20]. Doku kiiltiirii
calismalari bu yonii ile 6nemli bir {iretim yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Kinoa yetistiriciliginde diger 6nemli bir konu yiiksek saponin igerigidir. Saponin
farmakolojik etkisi nedeni ile tarimda, tipta ve sanayide kullanilabilmektedir. Bu nedenle
yiiksek saponin igeren ¢esitler bu amagla kullanilabilir [21]. Farkli bir agidan bakildiginda
ise saponinler, tohumlara ac1 bir tat vermekte ve gida olarak kullanilmasinda toksik etkisi
olabilmektedir [22]. Her iki durumda da, doku kiiltiirii teknikleri amaca uygun olarak
yiiksek ya da diisiik saponin icerigine ulagilabilmesine katkida bulunmaktadir. Genel 1slah
yontemleri ile saponin orani diisiik c¢esitler gelistirilse bile zamanla yabanci déllenme

oraninin yiikksek olmasi nedeni ile tekrar saponin miktar1 yiikselmektedir [23]. In vitro



doku kiiltiiri teknikleri, bu sekilde amaca yonelik bitki {iretim yontemleri igin alternatif
olusturmaktadir. Bu doku kiiltiirii tekniklerden bir tanesi de organogenesis yontemi ile yeni
bitkilerin elde edilmesidir.

In vitro organogenesis; bitkinin tomurcuk, kok, stirgiin vb. eksplantlari kullanilarak belirli
fiziksel ve kimyasal kosullar altinda yetistirilmesidir [24]. Oksin ve sitokinin gibi biiyiime
diizenleyicilerinin dengesi, alinan eksplantlardan organogenesisin tesvik edilmesinde
onemli bir rol oynamaktadir [25; 26]. Rejenerasyon somatik embriyogenesis veya
organogenesis (direkt ya da indirekt) ile saglanabilmektedir. Kallus yolu ile yapilan
indirekt organogenesis ¢ogu zaman somaklonal degisime yol agtigindan genetik
homojenlik saglayabilmek i¢in direkt organogenesis tercih edilmektedir [27].

Farkli fitohormonlarin farkli kombinasyon ve dozlarinin doku kiiltiiriinde rejenerasyon
caligmalarina yon verdigi degisik arastirmaci tarafindan belirtilmistir [28-31].

Kinoada son derece sinirli olan doku kiiltiirii ¢alismalarinda; indirekt organagenesis ile
kallus olusum yiizdesinin en fazla %93,33, en fazla siirgiin sayisinin 6,33 adet ve 2,06 cm
uzunlugunda oldugu tespit edilmistir. [32]. Farkli bir ¢alismada ise direkt organogenesis ile
yine silirgiin olusum oranint % 93,33, ortalama siirgiin sayis1 da 4,96 adet olarak
belirlenmistir [33].

Kinoa bitkisinde doku kiiltiirti ¢aligmalarinin son derece az olmasi, bu konuda yapilacak
caligmalarin O6nemini ortaya koymaktadir. Diinyada 6nemi son yilarda giderek artan
kinoanin doku kiiltiirii yontemleri ile c¢ogaltimma bir katki saglayabilmek adina, bu
caligmada; in vitro sartlarda farkli oksin (NAA) ve sitokinin (BAP) dozlarinin uygulandigi
kinoa bitkisinin kotiledon bogumu ile birlikte, hipokotil, bogum aras1 (internode), yaprak
ve ¢ift kotiledon ile embriyo kullanilarak rejenerasyon kabiliyetleri tespit edilmeye

caligilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Hesami ve Daneshvar (2016), kinoa bitkisinde yapmis olduklar1 indirekt organogenesis
caligmasinda en iyi kallus olusumunu % 93,33 ile 0,5 mg/l 2,4-D + 0,05 mg/L BAP
uygulamasindan elde etmislerdir. En yiiksek siirgiin sayist 6,33 adet ve 2,06 cm uzunluga
sahip % 83,33 kallus olusum oranina sahip olan 1,0 mg/l BAP ile birlikte 1,0 mg/l KIN ve
0,2 mg/l IBA uygulamasindan elde edildigini belirtmislerdir [32].

Hesami ve ark. (2018), yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda, kinoa bitkisinin kotiledon bogum
eksplantlarinda 2,0 mg / | BAP uygulamasindan en yiiksek oranda % 93,33 ve ortalama
4,96 adet siirgiin olustugunu belirtmislerdir [33].

Hesami ve ark. (2018), kinoa fidanlarinin ve yetiskin siirgiin uglarinin kullanilmasi ile
yapilan ¢alismada; sakkarozun azaltilmasi, nitrat ve fosfat tuzlarmin arttirilmasi ve glisin
ilave edilmesiyle hazirlanmis B5 ortaminda aksiller dallanma yoluyla g¢oklu siirgiin
tiretilmesi i¢in uyarilmistir. Bu ortama BA ve NAA da ilave edilmis ve sonugta BS5
ortamindaki gibi kiiltiire nazaran ortalama siirgiin sayisinin iki katindan daha fazla gelisme
gosterdigi belirtilmistir [34].

Eisa ve ark. (2005), kinoanin hiicre kiiltiirlerinden ve kalluslarindan somatik embriyo i¢in
in vitro protokol gelistirmislerdir. Kallusun, 0,45 uM 2.4-D ilave edilmis MS ortami
tizerinde 2 hafta i¢inde hipokotil eksplantlardan uyarildigini bildirmislerdir. [10].

Ozgen ve ark. (1997), yapmis olduklar1 ¢alisma ile yoncada (Medicago sativa L.) farkli
besin ortamlar1 arasinda en fazla siirgiiniin BAP (6-benzylaminopurine) ve NAA (Naftalen
asetik asit) iceren ortamlardan elde edildigi belirtilmistir [35].

Gore ve Kurt (2015), ketencik (Camelina sativa L. Crantz) ile farkli eksplant kaynaklarinin
ve bitki bliylime diizenleyicilerinin siirglin olusumuna etkileri iizerine yaptiklar: ¢alismada,
besi ortami bakimindan en fazla sayida siirglinii Ames-26686 ¢esidinde MS+1,0 mg/l NAA
ve Vniimk-17 ¢esidinde MS+0,5 mg/l NAA besi ortaminda elde etmislerdir. Cesit,
eksplant kaynag1 ve besi ortami interaksiyonu bakimindan en fazla sayida siirgiin ise her
iki cesitte de 2. bogumarasi eksplantinin MS+1 mg/l NAA ihtiva eden besi ortaminda
olusmustur [36].

Rahman ve ark. (2004), muzda (Musa sapientum) meristem kiiltiirii ile farkli BAP

konsantrasyonlarinin ve farkli BAP-NAA kombinasyonlarinin kullamildigi siirgiin



cogaltma iglemi gergeklestirmistir. 4,0 mg/l BAP + 1,5 mg/l NAA igeren besin ortaminda
maksimum siirgiin ¢ogalimi ile birlikte en uzun siirgiin boyu elde etmislerdir [37].

Ozdemir ve Tiirker (2014), aspir (Carthamus persicus Willd.) bitkisinin in vitro ¢ogaltimi
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, farkli BAP ve NAA kombinasyonlart igeren besin
ortaminda en fazla siirgiin olusumu 0,50 mg/l BAP + 0,25 mg/l NAA fitohormonlari igeren
ortamda kaydetmislerdir [38].

Talukder ve ark. (2003), siirgiin ¢ogalmasi, kok olusumu, yaprak sayisi ve siirgiin
uzunlugunun artmasi i¢in farkli NAA — BAP konsantrasyonlart bulunan besin ortaminda
kiiltire alman dendrobium orkide siirgiinlerinin kisa siirede ¢ogalmasi igin yaptiklar
gozlemler sonucunda konsantrasyonlar arasinda 2,5 mg/l BAP+0,5 mg/l NAA' dan en kisa
slirede en iyi sonug elde etmislerdir [39].

Ezeibekwe ve ark. (2009), farkli konsantrasyonlarda oksin ve sitokininlerin tatl patates
(Dioscorea rotundata L.) rejenerasyon potansiyeli lizerine etkilerinin in vitro kosullarda
degerlendirilmesi amaciyla yaptiklari ¢galismada, dl¢iilen neredeyse tiim parametrelerde 0,2
mg/l lik dozlarda BAP ile NAA (0,2 mg/l) 'nin birlikte kullaniminda, hazirlanan diger
konsantrasyonlardan daha fazla artis oldugunu gézlemlemistir [40].

Wafa ve ark. (2016), iki aylik aseptik fidelerden kesilen rizom eksplantlarin1 kullanarak
Canna indica L.'da yaptiklari deneme sonucunda en yiiksek siirgiin ve koklenme miktarini
3,0 mg/l BAP + 1,5 mg/l NAA ile desteklenmis bitki besin ortamindan elde etmislerdir
[41].

Patel ve ark. (2014), Leptadenia reticulata bitkisinin yapragini kullanarak yaptiklart in
Vitro rejenerasyon calismasinda ortalama uzunlugu 8,62 + 0,32 cm olan maksimum
stirgiine 0,5 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA kombinasyonuna sahip bitki besin ortaminda
ulagmiglardir [42].

Erdag ve Yiirekli (2000), ekonomik degeri yiiksek olan Thymus sipleus Baoiss' in bitki
tohumlarm1 MS ve Heller besi ortamlarinda ¢imlendirmistir. En fazla ¢imlenmenin
fitohormon igermeyen besin ortaminda, kallus olusumunun ise NAA ve BA ilave edilmis
MS ortamina aktarilan fidelerden olustugunu belirtmislerdir [43].

Zaman ve ark. (2001), patateste viriisten ari bitki liretimi i¢in ti¢ farkli oksini (NAA, IBA,
IAA) farkli oranlarda kullanarak meristem kiiltiirii ¢alismasi yapmislardir. Yaptiklari

calismada elde ettikleri degerler sonucunda en uzun kokiin 1 mg/l IAA’ da, maksimum



bitki boyu ve yaprak miktarinin ise 0,5 mg/l NAA, 1mg IBA konsantrasyonunda
olustugunu bildirmislerdir [44].

Erdogan ve ark. (2005), adventif siirglin rejenerasyonu elde etmek igin 6 farkli burgak
hattina ait olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini degisik oranda TDZ i¢ceren MS
besi ortaminda kiiltiire almistir. Elde edilen adventif siirglinler farkli konsantrasyonlarda
BAP, NAA ve TDZ iceren ortamlarda hizli ¢ogaltima alinmis, en yiiksek siirgiin sayisi 2
mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda saglanmistir. Gelisen siirgiinler
koklendirme amaciyla 2 mg/l IBA igeren MS ortamina alinmistir [45].

Piring ve ark. (2003), ii¢ haftalik kiiltiir sonucunda olusturulan Diyarbakir karpuzunun
(Citrullus lanatus cv.) siirgiin organogenezisi tizerine iki tip sitokininin (BA, Kin) farkli
Konsantrasyonlarinin etkilerini arastirmislar, eksplant basina olusan siirgiin sayisi
bakimindan en iyi sonucu 0,5 mg/l BA iceren besi ortamindan elde etmislerdir. Ayrica elde
ettikleri siirglinleri in vitro ortamda NAA ile desteklenen MS besi ortaminda
koklendirmislerdir [46].

Sancak (1999), korunga bitkisinin in vitro kosullarda hizli ¢ogalimi igin bir yontem
gelistirmistir. Farkli konsantrasyonlardaki BAP, IBA ve NAA ilave edilen MS ortaminda
tek bir embriyodan 8 hafta igerisinde ¢ok yiiksek oranda siirglin ¢gogalimi elde etmistir. En
yiiksek siirgiin ¢ogalimini, IBA’ nin varliginda 2 mg/l BAP ile IBA' nin 0,05 ve 0,1 mg/I
'"lik ortamlarindan, NAA’ nin varliginda 2 mg/l BAP ile NAA' nin 0,05, 0,1 ve 0,5 mg/I' lik
ortamlarindan veya 8 mg/l BAP ile 0,05 mg/l NAA ortamindan elde etmistir. Yalnizca 2
mg/l BAP' in bulundugu ortamda ise en yiiksek siirgiin boyu elde edilmistir [47].

Vargas ve ark. (2004), tarafindan Filamingo ¢igegi (Anthurium andreanum) bitkisinin
rejenerasyonu ile ilgili yapilan calismada, etkin rejenerasyon sistemi olusturmak igin
tohumlar 2,2 pM BA iceren ortamda ¢imlendirilmistir. Olusan bitkiciklerden alinan
pargalar 4,4 uM BA ve 0,05 uM NAA igeren ortamda alt kiiltiire alinmistir. Olusan
kalluslardan alinan dokular 8,9 uM BA ve 2,7 uM NAA iceren besi ortaminda tekrar alt
kiiltiire alinmig ve alt1 hafta sonra kalluslarin gelistigi gozlenmistir [48].

Yilmaz ve Biiriin (2014), domates M-28 hibrit ¢gesidinde kallus ve siirgiin olusumu iizerine
bitki biiyiime diizenleyicilerinin ve kiiltiir kosullarinin etkisini aragtirmiglardir. Yari
kuvvette MS ortaminda ¢imlendirilmis fidelerin kotiledon yapraklar1 ve hipokotilleri farkl
konsantrasyon ve kombinasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri igeren MS ortaminda

kiiltiire almmustir.  Siirgiin - olusumu bakimindan en 1iyi sonug, karanligi takiben



fotoperiyodik kosulda 2 mg/l Kin+0,2 mg/l IAA, sadece 2 mg/l BAP ve sadece 3 mg/l
TDZ ilaveli ortamlarda alinmistir. En fazla siirgiin sayist kotiledon eksplantindan TDZ' li
ortamda, en yliksek siirgiin boyu ve siirgiindeki yaprak sayisi ise hipokotil eksplantinin 1
mg/l BAP+1 mg/l NAA ilaveli ortamda tespit edilmistir [49].

Erdag ve Emek (2009), Tiirkiye endemigi Izmir papatyasinin (Anthemis xylopoda O.
Schwarz) in vitro iretilmis siirgiinlerinin yaprak eksplantindan direkt adventif siirgiin
olusumu i¢in bir yontem gelistirmislerdir. En yiiksek siirglin sayis1 0,5 mg/l BA,
maksimum siirgiin boyu ortalamasi 0,2 mg/l BA igeren MS ortaminda gozlenmisir [50].
Ugar ve ark. (2010), tarafindan Verbena officinalis L. (mine ¢igegi) gdvde internodal ve
petiyol eksplantlarindan adventif siirglin gelisimi yoluyla basarili bir bitki rejenerasyon
sistemi kurulmustur. Yapilan bu calismada 13,32 uM' a kadar artan BA konsantrasyonu
stirglin olusumunu diizenli olarak artirirken 22,22 uM BA ani bir diisiise sebep olmustur.
En yiiksek siirgiin verimi 13,32 BA ile 5,71uM IAA' nin kombinasyonundan elde
edilmistir [51].

Verma ve ark. (2011), Digitalis lamarckii Ivan (bodur yiiksiikotu) ile direkt siirgiin
organogenezisi yolu ile ilk kez etkili bir in vitro protokoliiniin rapor edildigi ¢aligmada iki
farkli deney seti kurulmustur. ilk sette in vitro kosullarda ¢imlendirilmis fidelerin yaprak
eksplanti alinarak BAP, Kin, TDZ ve zeatinin farkli konsantrasyonlar1 karigtirilmis, ikinci
sette siirglin cogalimi i¢in ilk sette elde edilen eksplantlar kullanilarak IBA, BAP, Kin,
TDZ ve zeatin kombinasyonlari test edilmistir. Siirgiin rejenerasyonu sonucunda TDZ' nin
BAP' den daha etkili oldugu, 1,0mg/l dozunda kullanildiginda ise en basarili sonucu
verdigi goriilmistiir. Siirglin ¢cogalimi sonucunda ise 0,2 mg/l IBA' nin 0,2 mg/l TDZ ile
kombinasyonu eksplant basina ortalama 16,5 siirgiin tireterek en basarili sonucu vermistir
[52].

Diker ve San (2016), Gerbera’ nin Rosalin isimli ticari bir ¢esidinin yaprak ve yaprak sap1
eksplantlar1 kullanilarak siirglin rejenerasyonu lizerine bitki biiylime diizenleyici madde
kombinasyonlarinin etkisinin arastirildigi bir calismada eksplant olarak yapraklar
kullanildiginda hicbir uygulamada siirgiin olusumu goézlenememistir. Yaprak saplari
eksplant olarak kullanildiginda ise en yliksek siirgilin rejenerasyon orani, siirgiin sayist ve
yaprak sayist degeri 3 mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA ilave edilmis MS ortaminda elde
edilmistir [53].
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Jun ve ark. (2009), gerbera ile yapilan diger bir ¢aligmada. bu ¢alismaya benzer sekilde 2,0
mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA iceren MS ortaminda en yiiksek siirgiin rejenerasyonu elde
etmislerdir [54].

Shabbir ve ark. (2012), gerbera bitkisinde BAP ilave edilmis ortamlarda Kin ilave edilmis

ortamlara gore daha yiiksek siirgiin rejenerasyonu saglandigini bildirmislerdir [55].
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma 2017-2019 6gretim yili igerisinde, Usak Universitesimin Ziraat ve Doga
Bilimleri Fakiiltesi Doku Kiiltiirii laboratuvarlari, iklimlendirme odasi ve seralarinda

yuritilmistir.
3.1 Bitki Materyali

Calismada materyal olarak "Yayla" (Istanbul Yolu 30. Km Saray Mh. Fatih Sultan Mehmet
Blv. No0:327 P.K. 06980 Kazan — Ankara, http://www.yaylabakliyat.com.tr/) firmasinin
Peru'dan ithal ettigi ve marketlerde satisa sunulan beyaz-krem renkli Kinoa tohumlari
kullanilmistir. Kinoa tohumlart MS besin ortaminda ¢imlendirildikten sonra alinan
hipokotil, bogum aras1 (sap), yaprak, kotiledon bogumu ve ¢ift kotiledon ile embriyo
eksplantlar1 (Sekil 3.1) BAP ve NAA dozlarinin farkli kombinasyonlari ile hazirlanmis

yeni MS besin ortamina aktarilmistir.

K0|t kaltl o ‘__*"\, | ’/.-"»
mer?stem/bogum \ A\ | &Y

Bogum aramﬁf .
Yapra k\k'x\ Vi |

\_} !/'

Kotiledon bogum
€ u\ Hipokotil —

Cift kotiledon ile s
embriyo Kékler

Sekil 3.1 Denemede kullanilan eksplantlar
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3.2 Bilyiime Diizenleyicileri ve Saklama Kosullar:

BAP ve NAA ile galisma sirasinda ihtiya¢ duyuldugunda GAj, toz aktif karbon vb.
kimyasallar da kullanilmigtir. BAP ve NAA stok solusyonlar1 1IN NaOH veya etanol ile
¢oziildiikten sonra stok ¢ozelti seklinde hazirlanarak 4 °C' de 6 - 12 ay siireyle muhafaza

edilmistir.

3.3 Besi Ortamlari ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00 mg/l BAP ile 0,00 ve 0,01 mg/I
NAA iceren MS mineral tuz ve vitaminleri [56] kullanilmistir. Denemede kinoa tohumlari
MS besin ortaminda ¢imlendirildikten sonra olusan hipokotil, bogum aras1 (sap), yaprak,
kotiledon bogumu ve ¢ift kotiledon ile embriyo eksplantlart BAP ve NAA dozlarinin farkli
kombinasyonlari ile hazirlanmig yeni MS besin ortamina aktarilmistir. (Cizelge 3.1) Ortam
hazirliginda saf su kullanilmistir. Besin ortaminin pH' s1 IN NaOH ya da 1N HCL
kullanilarak 5,6-5,8' e ayarlanmistir. Daha sonra ortamlar 120°C' de 20-25 dk tutularak
otoklavlanmistir. Tiim kiiltiirler beyaz floresan 15181 (Preheat Daylight-42 pmolphotons m
2S'l) altinda 16 saat 151k fotoperiyodunda 24 + 1°C sicaklikta tutulmustur.
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Cizelge 3.1 MS ortamlarinda kullanilan BAP ve NAA oranlar1

Muamele Numarasi BAP dozlar1 (mg/l) NAA dozlar1 (mg/l)
1 0,00 0,00
2 0,00 0,01
3 0,25 0,00
4 0,25 0,01
5 0,50 0,00
6 0,50 0,01
7 0,75 0,00
8 0,75 0,01
9 1,00 0,00
10 1,00 0,01
11 1,25 0,00
12 1,25 0,01
13 1,50 0,00
14 1,50 0,01
15 1,75 0,00
16 1,75 0,01
17 2,00 0,00
18 2,00 0,01

3.4 Kinoa Tohumlarmmin Yiizey Sterilizasyonu, Siirgiin Rejenerasyonu ve

Koklendirme

Kinoa tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda, %30, %40, %50, %60, %70, %80 oranlarinda
camasir suyu (% 5 NaOCI - Sodyum Hipoklorit) igerisine konularak 15 dk karistiricida
karistirtlmak suretiyle bekletilmistir. %40 ve daha yogun c¢amasir suyu bulunan
cozeltilerde bulagim olmamistir. Kontaminasyon goriilmeyen en diisiik doz olan %40 lik
camagir suyu konsantrasyonu biitlin caligmalarda sterilizasyon protokolu olarak
kullanilmistir. Sterilizasyon isleminin ardindan tohumlar steril edilmis distile su ile beser
dk tger kez durulanmistir. Camasir suyu ile steril hale getirilen tohumlarin MS besi
ortamlarinda kiiltire alinmistir. Daha sonra tohumlar ¢imlendirilip eksplant alinabilecek

biiyiikliige geldiklerinde (1-3 hafta) fideciklerden 5 farkli eksplant (hipokotil, bogum arasi
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(sap), yaprak, kotiledon bogumu ve ¢ift kotiledon ile embriyo) asagida belirtilen deneme

desenine gore farkli uygulamalardan olusan besi ortamlarina alinmistir.

3.5 Deneme Deseni ve Uygulamalar

Denemede alinan eksplantlar faktoriyel deneme desenine gore, 3 tekerriirlii olarak degisik
oranlarda BAP (6-benzylaminopurine) ve NAA (naftalin asetik asit) iceren MS ortaminda

24+£1 °C' de 16 saat 151k periyodunda kiiltiire alinmistir (Resim 4.1).

3.5 Verilerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Calisma sonucunda elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi "SPSS" istatistik programi
kullanilarak one way anova ile yapilmustir. Olgiilen karakterlere ait ortalamalara ait
varyans analizleri yapilarak elde edilen ortalamalar arasindaki farklar Duncan testi ile

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Kinoa Bitkisinin Kotiledon Bogumu Eksplantindan Farkh Dozda BAP i¢ceren MS

Ortaminda Siirgiin Rejenerasyonu

Denemede, kotiledon bogumlarindan elde edilen ortalama degerlere gore yapilan varyans
analizi sonucunda; farkli fitohormonlarin etkisinin siirgiin olusum orani (%) ve eksplant
bagina siirglin sayis1 bakimindan %5 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).
Koklenen bitki sayis1 ortalamalar1 arasindaki farklar analiz sonucuna gore anlamhi

bulunmamustir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Kinoa bitkisinin kotiledon bogumu eksplantlarindan farkli dozda BAP igeren
MS ortaminda siirgiin olusum oran1 (%), eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) ve koklenen
bitki sayisi (adet) ile ilgili one way anova sonuglari

V.K. S.D. | Siirgiin olusum oran1 Eksplant bagina Koklenen bitki
(%) slirgilin sayis1 (adet) sayisi (adet)
K.T. F K.T. F K.T. F

Uygulama | 8 | 693333 | 2,54 | 3,216 3,36 11,41 2.27

Hata 18 | 6133,33 2,154 11,33

Toplam 26 | 13066,67 5,370 22,74

*P<0,05 diizeyinde 6nemli
SD: serbestlik derecesi KT: Kareler Toplamu

Farkli BAP dozlar (0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00 mg/l) uygulamalar1 ile
kotiledon bogumlarindan elde edilen sonuglara gore en yiiksek siirgiin olusum orani (%)
1,25 mg/l BAP igeren ortamda, eksplant basina en fazla siirgiin sayisi ise 0,75 mg/l BAP
iceren ortamda gozlenmistir (Cizelge 4.2). Eksplant basina siirgiin sayisinin en yliksek
ikinci degeri ise siirglin olusum oraninin en yiiksek goriildiigi 1,25 mg/l BAP igeren
ortamda meydana gelmistir (Cizelge 4.2). Koklenen bitki sayisi varyans analizine gore

istatistiksel olarak onemli olmamasina ragmen en yiiksek deger eksplant basina siirgiin
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sayisinin en fazla goriildiigii 0,75 mg/l BAP iceren ortamdan elde edilmistir (Cizelge 4.2;

Resim 4.1).

En diisiik degerler ise; siirgiin olusum orani (%) bakimindan 0,25, 0,50, 1,50 mg/l BAP,

eksplant basina siirgiin sayis1 bakimindan kontrol (0,00), 1,50, 1,75, 2,00 mg/l BAP iceren

ortamlarda meydana gelmistir (Cizelge 4.2). Varyans analizi sonucuna gore ortalama

degerleri arasinda o6nemli fark olmamasina karsin koklenen bitki sayisinin en diisiik

degerleri siirgiin olusum oraninin ve eksplant basina siirgiin sayisinin da en diisiik

degerlerinin goriildiigii ortamlarda meydana gelmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Kinoa bitkisinin kotiledon bogumu eksplantindan farkli dozda BAP iceren MS
ortaminda siirglin olusum orani1 (%), eksplant basina siirgiin sayist (adet) ve kdklenen bitki
sayist (adet) ile ilgili Duncan testi sonuglari

Hormon  Dozlar | Siirgiin Olusum | Ekplant basina | Koklenen bitki sayisi
(mg/l) Orani (%)* slirglin sayis1 (adet)* | (adet)

BAP

0,25 40,00 = 20,00 b 1,50 + 0,50 be 2,00 + 1,00
0,75 60,00 + 20,00 ab 231+£0,34a 3,00 £ 1,00
1,00 60,00 = 20,00 ab 1,61 + 0,35 be 1,67 £0,58
1,25 93,33+11,55a 2,13+£0,23 ab 1,33 £0,58
1,50 53,33+30,55b 1,39+£0,35¢ 1,00 + 1,00
1,75 73,33 + 11,55 ab 1,28+ 0,05 ¢ 1,00 + 1,00
2,00 73,33 £ 11,55 ab 1,31+£0,34 ¢ 0,67 + 0,58
Kontrol 66,67 £ 11,55 ab 1,42+0,22 ¢ 1,33 +0,58

+ Standart sapma

* Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0,05 diizeyinde farklilik

bulunmustur.
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Resim 4.1 Kinoa bitkileri (a), kotiledon bogumu eksplantina 0,75 mg/l BAP

uygulamasindan elde edilen bitkicikler (b)

4.2 Kinoa Bitkisinin Kotiledon Bogumu Eksplantindan Farkh Dozda BAP+NAA

Iceren MS Ortaminda Siirgiin Rejenerasyonu

Kotiledon bogumlarma farkli dozlarda (0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00
mg/l) BAP ve 0,01 mg/l NAA uygulamasi ile elde edilen ortalama degerlere gore yapilan
varyans analizi sonucunda; farkli fitohormonlarin etkisinin siirgiin olusum orani1 (%)
bakimindan %1 diizeyinde 6nemli oldugu, eksplant basina siirgiin sayisi (adet) ve koklenen
bitki sayisi (adet) ortalamalari arasindaki farkliligin ise Duncan testine gore anlamli

bulunmadigr belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Kinoa bitkisinin kotiledon bogumu eksplantindan farkli dozda BAP+NAA
iceren MS ortaminda siirgiin olusum orani (%), eksplant basina silirglin sayisi1 (adet) ve
koklenen bitki sayisi (adet) ile ilgili one way anova sonuglari

V.K. S.D. | Siirgiin olusum oran1 Eksplant bagina Koklenen bitki
(%) siirgiin sayisi (adet) sayist (adet)
K.T. F K.T. F K.T. F
Uygulama 8 |13333,33| 5,11** 3,27 1,67 16,96 1,85
Hata 18 | 5866,67 4,40 20,67
Toplam 26 | 19200,00 7,67 37,63

** P <0,01 diizeyinde 6nemli
SD: Serbestlik derecesi KT: Kareler Toplami

0,01lmg/l NAA ve farkli dozlarda BAP (0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00
mg/l) uygulanan kotiledon bogumlarindan alinan verilere gore elde edilen en yiiksek
degerler siirgiin olusum orani (%) ve eksplant basina siirgiin sayisi (adet) bakimindan 1,50
mg/l BAP + 0,01 mg/l NAA igeren besi ortaminda, koklenen bitki sayis1 bakimindan en
yiiksek deger ise 1,00 mg/l BAP+0,01 mg/l NAA iceren besi ortaminda elde edilmistir
(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Kinoa bitkisinin kotiledon bogumu eksplantindan farkli dozda BAP+NAA
iceren MS ortaminda siirgiin olusum orani (%), eksplant basina silirglin sayisi1 (adet) ve
koklenen bitki sayisi (adet) ile ilgili Duncan testi sonuglari

Hormon  Dozlar | Siirglin Olusum Orani | Ekplant basina | Koklenen bitki
(mg/l) (%)** slirgiin sayisi (adet) | sayisi (adet)
BAP NAA
025 1001 80,00 = 20,00 ab 1,42 0,52 1,67+153
0,50 0,01 60,00 =+ 20,00 abc 1,30 + 0,05 2,00 +0,00
075 1001 46,67 + 30,55 bed 1,58 + 0,38 2,3341,53
1,00 0,01

60,00 + 20,00 abc 2,03 +0,87 3,00+ 1,00
125 1001 80,00 + 20,00 ab 1,68+ 0,59 2,33+ 1,15
1,50 0,01 93,33+ 11,55a 2,18£0,55 1,67 +1,53
175|001 33,33+ 11,55 cd 1,33+ 0,58 0,67+ 0,58
2,00 0,01

20,00 £ 0,00 d 1,00 + 0,00 0,33+0,58
Kontrol | Kontrol 66.67 + 11.55 abc 1,42 +0,22 1,33 +0,58

+ Standart sapma
** Ayni slitunda farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0,01 diizeyinde farklilik
bulunmustur.

4.3 Kinoa Bitkisinin Cift Kotiledon ile Embriyo Eksplantindan Farkhh Dozda BAP

Iceren MS Ortaminda Siirgiin Rejenerasyonu

Denemede, farkli BAP (0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00 mg/l) dozlarinin

uygulandig: ¢ift kotiledon ile embriyo eksplantindan elde edilen ortalama degerlere gore

yapilan varyans analizi sonucunda; farkli fitohormonlarin etkisinin koklenen bitki sayisi

(adet) bakimindan %1 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5). Siirgiin

olusum orani (%) ve eksplant bagina siirgiin sayist (adet) bakimindan ortalama degerler
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arasindaki farklarin ise varyans analiz sonucuna gore Onemli olmadigt belirlenmistir

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Kinoa bitkisinin ¢ift kotiledon ile embriyo eksplantindan farkli dozda BAP
iceren MS ortaminda siirgiin olusum orani (%), eksplant basina siirgiin sayisi1 (adet) ve
koklenen bitki sayisi (adet) ile ilgili one way anova sonuglart

V.K. S.D. | Siirgiin olusum orani Eksplant bagina Koklenen bitki
(%) stirgiin sayisi (adet) sayist (adet)
K.T. F K.T. F K.T. F
Uygulama 8 1866,67 1,05 1,12 1,73 18,67 5,73**
Hata 18 | 4000,00 1,46 7,33
Toplam 26 | 5866,67 2,58 26,00

** P <0,01 diizeyinde 6nemli
SD: Serbestlik derecesi KT: Kareler Toplami

cift kotiledon ile embriyo eksplantlarina 0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00
mg/l BAP uygulamalar1 sonucunda elde edilen verilere gore en fazla koklenen bitki sayisi
(adet) ortalamasina 0,75 mg/l BAP iceren MS besi ortaminda ulagilmistir (Cizelge 4.6).
Varyans analizi sonucunda eksplant bagina siirgiin sayisi (adet) ortalamalari arasindaki fark
anlamli bulunmamasina ragmen en fazla koklenen bitki sayist gibi 0,75 mg/l BAP igeren
besi ortaminda en yliksek degere ulagmistir. Koklenen bitki sayisina ait ortalama degerler

arasindaki farklar istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Kinoa bitkisinin gift kotiledon ile embriyo eksplantindan farkli dozda BAP
iceren MS ortaminda siirgiin olusum orani (%), eksplant basina silirglin sayisi1 (adet) ve
koklenen bitki sayisi (adet) ile ilgili Duncan testi sonuglari

Hormon  Dozlar | Siirgiin Olusum | Ekplant basma | Koklenen bitki
(mg/l) Orani (%) slirgiin sayisi (adet) say1s1 (adet)**
BAP
0,25

60,00 = 20,00 1,19+0,17 1,00 + 1,00 bc
0,50

73,33 £ 11,55 1,47 £0,21 2,00 £ 1,00 ab
0.75 66,67 = 11,55 1,72 £ 0,25 2,33+£0,58a
1,00

60,00 = 20,00 1,44 £0,51 1,67 £0,58 ab
1,25

60,00 = 20,00 1,25+0,25 1,00 + 1,00 bc
1,50

53,33 £ 11,55 1,33 £0,34 0,00 £ 0,00 ¢
1,75

66,67 £ 11,55 1,00 £ 0,00 0,00 +0,00 ¢
2,00 73,33 £ 11,55 1,11+0,19 0,00+ 0,00 ¢
Kontrol 46,67 + 11,55 1,39 40,35 1,00 = 0,00 be

+ Standart sapma
**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gére 0,01 diizeyinde farklilik
bulunmustur.

4.4 Kinoa Bitkisinin Cift Kotiledon ile Embriyo Eksplantindan Farkh Dozda
BAP+NAA iceren MS Ortaminda Siirgiin Rejenerasyonu

Cift kotiledon ile embriyo eksplantlarina 0, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00
mg/l dozlarinda BAP ve 0,01 mg/l NAA uygulamalarindan elde edilen ortalama degerlere
gore yapilan varyans analizi sonucunda; farkli fitohormon uygulamalari1 sonucunda, siirgiin

olusum orani (%) ve koklenen bitki sayisi1 (adet) ortalama degerleri arasindaki farklarin %1
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diizeyinde 6nemli oldugu, eksplant basina siirgiin sayisi (adet) ortalamalari arasindaki

farkin ise dnemli olmadig belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Kinoa bitkisinin c¢ift kotiledon ile embriyo eksplantindan farkli dozda
BAP+NAA iceren MS ortaminda siirgiin olusum orani (%), eksplant basina siirgiin sayis1
(adet) ve koklenen bitki sayis1 (adet) ile ilgili one way anova sonuglari

V.K. S.D. | Siirgiin olusum orani Eksplant bagina Koklenen bitki
(%) stirgiin sayisi (adet) sayist (adet)
K.T. F K.T. F K.T. F
Uygulama 8 7940,74 | 7,44** 2,03 2,14 28,30 5,31**
Hata 18 | 2400,00 2,14 12,00
Toplam 26 | 10340,74 4,17 40,30

** P <0,01 diizeyinde 6nemli.
SD: Serbestlik derecesi KT: Kareler Toplami

Denemde, ¢ift kotiledon ile embriyo eksplantlarina farkli BAP dozlart ve 0,01 mg/l NAA
uygulamalarindan elde edilen sonuglara gore siirgiin olusum oraninin (%) en fazla
gorildigi ortam 1,50 mg/l BAP+0,01 mg/l NAA igeren MS besi ortami olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.8). Eksplant basina siirgiin sayis1 (adet) bakimindan en yiiksek deger
0,25 mg/l BAP + 0,01 mg/l NAA igeren besi ortaminda, koklenen bitki sayis1 (adet)
bakimindan en yiiksek deger ise 0,50 mg/l BAP + 0,01 NAA igeren besi ortaminda elde
edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8 Kinoa bitkisinin ¢ift kotiledon ile embriyo eksplantindan farkli dozda
BAP+NAA iceren MS ortaminda siirgiin olusum orani (%), eksplant bagina siirgiin sayis1
(adet) ve koklenen bitki sayis1 (adet) ile ilgili Duncan testi sonuglari

Hormon Dozlar1 | Siirgiin  Olusum Orani | Ekplant basina | Koklenen bitki
(mg/l) (%)** slirgiin sayisi (adet) | sayisi (adet)**
BAP | NAA

0,25 0,01 60,00 + 20,00 bed 2,06 + 0,42 3,00+1,00a
050 1001 66,67 + 11,55 abe 1,67+ 0,29 3,33+0,58 2
075 1001 | 6667+ 11,55 abe 1314034 1334058 b
1,00 Q01 60,00 + 0,00 bed 1,11+0,19 133+ 1,53 b
1,25 0,01 73,33 + 11,55 ab 1,31+ 0,34 1,00+ 1,00 b
1,50 0,01 86,67+ 11,55 a 1,28 0,30 0,33+ 0,58 b
175 1001 40,00 + 0,00 de 1,17+ 0,29 0,33+0,58 b
2,00 0,01 26,67+ 11,55¢ 1,50 + 0,50 0,67 = 0,58 b
Kontrol | Kontrol 46,67+11,55 cde 1,39+0,35 1,00 = 0,00 b

+ Standart sapma

**Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar

farkliliklar bulunmustur.

arasinda Duncan testine

gore 0,01 diizeyinde

4.5 Elde Edilen Bitkiciklerin Dis Ortama Alstirilmasi (Aklimatizasyon )

Elde edilen kokli bitkicikler, ilk once igerisinde steril torf bulunan ortamlara alinmis ve bir

hafta boyunca tizerleri seffaf poset ile kapatilarak iklim odasinda kontrollii sartlarda (24+2

°C, 3000 liiks 1s1k,16 saat 151k - 8 saat karanlik, % 50 nem) dis ortama basar1 ile

alistinnlmistir (Resim 4.2). Dis ortama alisan bitkiler daha sonra biiylik saksilara alinarak

gelisimlerine devam etmeleri saglanmigtir (Resim 4.3 ve Resim 4.4).
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Resim 4.2 In vitro sartlarda elde edilen Kinoa bitkilerinin dis ortama alistirilmasi

Resim 4.3 Kinoa bitkilerinin iklim odasinda gelisimleri
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Resim 4.4 iklim odasinda gelisimine devam eden Kinoa bitkileri

Doku kiltiirtinde ayn1 bitkide farkli ekplantlarla ¢calismak farkli sonuglar vermektedir. Bir
bitkide elde ettigimiz olumlu sonug diger bir bitki i¢in uygun olmayabilir. Bu nedenle doku
kiiltiiriinde sizi basariya gotiirecek dogru ekplanti ve uygun fitohormon dozunu bulmak
onem arz etmektedir. Bu nedenle farkli aragtirmacilar farkli bitkilerde farkli protokoller
belirlemislerdir [57-60].

Bir ¢ok arastirici farkli bitkilerde bizim bulmus oldugumuz sonuglara benzer sonuglar
bulmuslar ve BAP 1n diger stokinin fitohormonlara gore dstiinliigiinii de ortaya
koymuslardir [60-63].

Kinoa bitkisinde indirekt organogenesis doku kiiltiirii ¢aligmasinda kallus olusumu %
93,33 olarak tespit edilmistir [32]. Arastirmacilarin elde ettigi bulgular, bu ¢alismadan elde
edilen bulgular ile benzerlik gostermektedir. Ayni ¢alismada bulunan 6,33 adet siirgiin
sayisinin ise bizim ¢alismamizda tespit etmis oldugumuz sayinin biraz iizerinde oldugu
goriilmektedir.

Hesami ve ark. (2018), kinoa bitkisinde yapmis olduklari doku kiiltiirii ¢alismasinda,
kotiledon bogum eksplantinda 2,0 mg / 1 BAP uygulamasi ile direkt organogenesisde en
yiiksek siirglin olusum oranmi % 93,33 olarak tespit etmisler, bulunan bu deger bizim
calismamizda elde ettigimiz degerler ile uyumluluk gostermektedir. Ayni g¢alismada
bulunan ortalama 4,96 adet siirgiin sayisinin bizim c¢alismamizda bulunan siirgiin

sayisindan fazla oldugu goriilmektedir [33].
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5. SONUC VE ONERILER

Kinoa bitkisinin kiiltiirlinde ana problem virus hastaligidir ve enfekte olmus bitkilerden
elde edilen tohumlar viriisii tasimaktadir. Viriisten ari bitki tiretebilmek ise in vitro
kosullarda tiretim yapilmasi ile miimkiindiir. Kinoa bitkisinde doku kiiltiirii calismalarinin
son derece az olmasi, bu konuda yapilacak calismalarin 6nemini ortaya koymaktadir.
Diinyada 6nemi son yilarda giderek artan kinoanin doku kiiltiirii yontemleri ile ¢ogaltimina
bir katki saglayabilmek adina yapmis oldugumuz bu galismada; in vitro sartlarda farkli
oksin (NAA) ve sitokinin (BAP) dozlarinin uygulandig: kinoa bitkisinin kotiledon bogumu
ile birlikte, hipokotil, bogum arasi1 (sap), yaprak ve ¢ift kotiledon ile embriyo kullanilarak
rejenerasyon kabiliyetleri tespit edilmeye ¢alisiimistir.

Yiizey sterilizasyonunda farkli oranlarda kullanilan ¢gamasir suyu arasinda en iyi ¢imlenme
%40 ¢amasir suyu (% 5 NaOCI - Sodyum Hipoklorit) ve 15 dk uygulama siiresinden elde
edilmistir.

Kullanilan BAP ve NAA dozlarinin kotiledon bogumu ve ¢ift kotiledon ile embriyo
eksplantlarina etkisi dikkate alindiginda kotiledon bogum eksplantlarinda en iyi siirgiin
olusum oran1 %93,33 ile 1,25 mg/l BAP ve 1,50 mg/l BAP+0,01 mg/l NAA ilave edilen
ortamlardan, eksplant basma siirgiin sayisi en fazla 2,31 adet ile 0,75 mg/l BAP ilave
edilen ortamdan elde edilmistir. Koklenen bitki sayis1 ortalamalar1 arasinda ise analiz
sonucuna gore anlamli bir fark bulunamamigtir. Eksplant olarak kullanilan ¢ift kotiledon
ile embriyoda ise en iyi siirglin olusum oran1 %86,67 ile 1,50 mg/l BAP+0,01 mg/l NAA
igeren ortamda, en fazla koklenen bitki sayis1 3,33 adet ile 0,50 mg/l BAP+0,01 mg/l NAA
iceren ortamda elde edilmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi1 ortalamalar1 arasindaki
farklar ise analiz sonuglarina gére 6nemli bulunmamustir.

Kullanilan BAP ve NAA dozlarmin hipokotil, bogum arasi (sap) ve yaprak eksplantlarina
etkisi dikkate alindiginda bir sonug elde edilememistir. Hipokotil, bogum aras1 ve yaprak
eksplantlarinda siirgiin olusumu ve kdklenme gozlenememistir.

Calismada elde ettigimiz stirgiinler koklendirme amaciyla 0,25 mg/1 IBA iceren ortamlarda
basari ile koklendirilmistir. Koklendirilen saglikli bitkiler dis ortama basarili bir sekilde
aktarilmistir (Resim 4.2, 4.3, 4.4).
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Elde edilen sonuglarin Kinoa (Chenopodium quinoa Willd.) bitkisinde ¢ok az sayida olan
doku kiiltiirii c¢aligmalarina ve yapilacak diger caligmalara yeni bir 1s1k tutacagi
diisiiniilmektedir. Ozellikle kotiledon bogumu ve c¢ift kotiledon ile embriyo ile direkt
organogenesis yolu kullanilarak yeni bitkicikler elde etmeye, yabanci déllenme orani fazla
olan kinoada somaklonal varyasyonu azaltmaya yardimci olacagi ve genetik stabiliteyi
korumaya yardimci olacag diistintilmektedir.

Ayni zamanda elde edilen protokoliin uygulanabilir olmasi1 ise diger bir avantajidir.
Literatiir bilgimiz dogrultusunda ozellikle ¢ift kotiledon ile embriyoda direkt
organogenesisde yapilan ilk calisma niteliginde oldugunu belirtebiliriz. Elde edilen

protokol mikrogogaltim ve biyoteknolojik ¢aligsmalarda etkin bir sekilde kullanilabilir.
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