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OZET

Kinoa (Chenopodium quinoa Willd.), Giiney Amerika’nin And Daglarinda dogal
olarak yetisen ve lilkemizde de son yillarda yetistiriciligi yapilmaya baslanmis bir bitkidir.
Vitamin, protein, aminoasit bilesimi acisindan &zellikle lizin, ve metiyonin seviyelerinin
yiiksek olmasi nedeniyle insan beslenmesinde biiyilk 6neme sahiptir. Ayrica, saponin
seviyesinin yiiksek olmasi lezzet kalitesinin bozulmasina sebep olmaktadir. Somatik
embriyogenesis, bitkinin somatik dokularindan bipolar yapida somatik embriyolarin
tiretilmesi siirecidir. Somatik embriyogenesis in vitro’da kitlesel vejetatif ¢ogaltim amach
yapilan en etkili tekniklerden birisidir. Bu ¢alismada, kinoa bitkisinin siirgiin ucu ve govde
eksplantlarina farkli oranda 2,4-D, TDZ, BAP bitki biiyime diizenleyiciler kullanarak
somatik embriyogenesis arastirilmistir. Kullanilan Limtar Black, Limtar Red, Limtar White
¢esidinden yalmizca 0.50 mg/L ve 1.00 mg/L 2,4-D igeren MS ortamda Limtar Red ¢esidinin
stirgiin ucu ve govde eksplantlarinda % 100.00 kallus olusumu elde edilmistir. Siirglin ucu ve
govde eksplant arasinda kiyaslanirsa gore 2,4-D, TDZ ve BAP igeren MS besin ortamlarinda
somatik embriyo olusumu bakimindan siirgiin ucu eksplantindan daha fazla somatik embriyo
olusum go6zlemlenmistir. Bu ¢alisma kinoa bitkisinin gerek in vitro kosullarda
mikrogogaltiminda gerekse Sentetik tohum iiretiminde, ayrica, tarimsal Oneme sahip
Ozelliklerin kazandirilmak istendigi durumlarda gen transformasyonu calismalarinda,
ozellikle saponin seviyesinin azaltilmak istendigi durumlarda 6nemli bir temel arastirma

niteligindedir.
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ABSTRACT
Quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) is grows naturally the Andes mountains
of South America and has been introduced in to Turkey during recent years. It is rich
in vitamins, proteins, amino acids because of large amounts of lysine, and
methionine that are important in human nutrition. The high level of saponin causes
deterioration of taste quality. Somatic embryogenesis is the process by which bipolar
somatic embryo structures are produced in the on the somatic tissues of the plant.
Somatic embryogenesis is one of the most effective techniques for massive
vegetative propagation in vitro. In this study, different types of 2,4-D, TDZ, BAP
plant growth regulators were applied to shoot tip and stem explants of quinoa and
somatic embryogenesis was investigated. The highest (%100) callus formation was
obtained on Limtar Red variety out of three quinoa varieties Limtar Black, Limtar
Red, Limtar White used in the study on MS medium containing 0.50 mg/ L and 1.00
mg / L 2,4-D. It was observed that the shoot tip explant is more effective compared
tos tem explant in inducing somatic embryo formation on MS medium containing
2,4-D, TDZ and BAP. This study sets a foundation for future genetic transformation
reseaech, especially when the level of saponin is to be reduced for improvement of
agronomic charachteristics in quinoa plant especially through in vitro and synthetic

seed production protocols.
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1. GIRIS

Kinoa (Chenopodium quinoa Willd.), dikotiledon bir bitki olup,
Chenopodiaceae familyasmin bir tiyesidir. Besinsel degeri agisindan genellikle tahil
olarak kabul edilmektedir. Tohumlar1 ekmek, ¢orba ve makarna yapmak i¢in un
haline getirilebilmektedir. Kinoanin kaynagi Giiney Amerika'nin And Daglan
bolgesidir (Weber, 1978) (Tablo 1.1.).

Tablo 1.1. Ulkelere gore kinoa gesit sayis1 belirlenmesi (http://www.tukiyed.org)

Kinoa
No. Ulke cesit sayisi

1. Amerika 7
2. Arjantin 1
3. Bolivya 43
4. Brezilya 1
5. Danimarka 7
6. Ekvator 15
7. Hollanda 3
8. Ingiltere 2
9. Kolombiya 2
10. Peru 38
11. | Sili 5
12. | Yunanistan 1

TOPLAM: 125

Kinoa yiiksek besleyici degeri ve agronomik oOzelliklerinden dolayr son
zamanlarda potansiyel bir "yeni" {irlin olarak bilim adamlarmin ilgisini ¢cekmektedir.
Bu o6zellikler i¢inde tohum protein miktar1 % 7.5-22.1 (Tapia ve ark. 1980) , yag
icerigi % 4.6 civarinda olup, % 80'in iistiinde doymamis yag asitleri bulunmaktadir
(Repo-Carrasco ve ark. 2003) (Tablo 1.2.).% 48'e ulasan esansiyel amino asitler,%6
ile bugday tohumlarindan ti¢ kat fazla lizin igerigine sahiptir (Gorbitz ve Luna de la

Fuente 1965). Hayvan deneylerinde, kinoa tohumlarinin beslenme kalitesi, kazeine



http://www.tukiyed.org/

benzetilmektedir (Mahoney ve ark. 1975). Yapraklar amino asit kompozisyonunun
ortalama % 20'sini igermektedir. Ayrica, degisen hava sartlarina bakilmaksizin, kinoa
yapraklarindaki protein konsantresi insan tiiketimi i¢in miikemmel besin kaynagi
degerindedir (Ostrowski Meissner ve ark. 1980). Ek olarak, kinoa bitkileri E ve B
vitaminlerinceve bazi 6nemli mineraller bakimindan da zengindir.

Tablo 1.2. Kinoa danelerinin besin igeriginin (kuru agirlik %) diger tahillarla

karsilastirmas: (Valencia-Chamorro, 2003)

Bitki Su Protein Yag K.hidrat Lif Kiil
Kinoa 12.6 13.8 5.0 59.7 4.1 3.4
Arpa 9.0 14.7 1.1 67.8 2.0 55
Karabugday 10.7 18.5 4.9 43.5 18.2 4.2
Misir 13.5 8.7 3.7 70.9 1.7 1.2
Yulaf 13.5 11.1 4.6 57.6 0.3 2.9
Piring 11.0 7.3 0.4 80.4 0.4 0.5
Cavdar 13.5 11.5 1.2 69.6 2.6 1.5
Bugday 10.9 13.0 1.6 70.0 2.7 1.8

Tarimsal agidan C. quinoa, soguk ve kuru hava kosullarina iyi bir uyum
gostermektedir. Bu durum, kinoayr diinyanin yar1 ¢6l bélgelerinde {iretilmesi ve
orada bir gida kaynagi olarak kullanilmasi i¢in uygun bir tiir haline getirmektedir.
Kinoa tuzlu, alkali, kurak topraklarda ve giliney Altiplano'da 3,500 m'yi asan
yiiksekliklerde iiretildiginden; tohumlar1 uluslararasi piyasada tarimsal iiretkenligi
artirmak isteyen benzer ortamlara sahip iilkeler i¢in cazip olmaktadir. Bolivya ve orta
Sili gibi suptropikal iklime sahip yerlerde kinoa liretiminin yapilmasi, diinyada ¢esitli

bolgelerde kinoa iiretiminin yapilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 1.1. Kinoa (C.quinoa) bitkisi (http://www.fao.org/quinoa-2013)

Kinoanin gelisimi i¢in yilda 300 mm su yeterli olmaktadir. Salkim {izerinde
kiimeler halinde olusan tohumlar1 2-3 cm ¢apinda yuvarlagimsidir (Sekil 1.1.).Bin
tane agirligi cesitlere gore 1.99 g ile 5.08 g arasinda degismektedir (Reichert ve ark.,
1986). Tohumlar siyah, turuncu, pembe, kirmizi, sar1 veya beyaz renkli olabilir.
Tohum rengi kabuktaki saponin igeriginden kaynaklanmaktadir. Embriyo pericarp
icerisinde tohumun %60°1n1 olusturur (Rea ve ark. 1979).Bununla birlikte, yiiksek
verimli, tarimsal Ozellikleri gelismis yerel germplazmlarin gelistirilmesi, yerel
cesitlerin ¢evresel adaptasyon Ozelliklerinin belirlenmesi, agronomik agidan istenilen
ozellikleringelistirilmesi Onemlidir. Kinoa seker pancari, domates, 1spanak,
kuskonmaz vb.pek ¢ok bitki gibi triterpen glikozitler simnifina giren saponin
icermektedir. Bu ikincil (sekonder) metabolitler bitkinin ¢ogunlukla tohum kabugu

ve koklerinde bulunmaktadir ve genellikle ac1 tadiyla karakterize edilmekte (Birk ve



Peri, 1980) ve saponin varligi yiiksek olan bazi kinoa cesitleri lezzetli yiyecek
hazirlamadaproblem teskil etmektedir. Ayrica, saponinler, yetersiz beslenmis
cocuklar tizerinde toksik etki gostermektedir (Boiteau ve ark. 1964). Kinoadaki
glikozidlerin uzaklastirilmasi igin suyla yikama yapilabilmektedir. Ancak, boyle bir
uygulama iiretim maliyetlerini, bugdayla ticari olarak rekabet edebilecek bir noktaya
kadar yiikseltmektedir. Bu nedenle, Giiney Amerika'daki mevcut kinoa 1slah
programlarinin hedefleri, saponinlerin genetik se¢im yoluyla ortadan kaldirilmasini
Ve saponinsiz kinoa bitkisi gelistirilmesini i¢ermektedir. Geleneksel yontemlerle
‘Sajama’ olarak adlandirilan saponin igermeyen bir ¢esidin elde edildigi
bildirilmektedir. Ancak, son arastirmalar bu ¢esidin saponin iiretme kapasitesini
tekrar kazandigin1 gostermektedir (Aguilar ve ark. 1979). Arastirmalar, saponin
icermeyen bireylerin kusaklar boyunca giderek kayboldugunu gdstermektedir. Bu,
kinoa'nin kolayca kendi tozuyla tozlanmadig: ile agiklanabilmektedir. Bu tiire ait
capraz tozlagsma derecesi ve tohumlarin tek tek tiremesi, iiniform ¢esitlerin eksikligini
aciklamaktadir. Bu bakimdan vejetatif tireme, tek tip popiilasyonlar i¢in degerli bir
aractir. Bu tip bir {iretim, in vitro doku kiiltiirii teknikleri uygulanarak
saglanabilmekteve  kinoa  tiirlerinin  bu  sekilde  ¢ogaltim  alternatifi
olusturulabilmektedir. Mevcut durum, in vitro yontemlerin, bir tahil iriinii olarak
kinoanin gelistirilmesi i¢in potansiyel faydasini ortaya koymaktadir.

Kinoa adaptasyonu ve 1slah programlariin gelistirilmesi i¢in baglica 6n sartlar
vardir. Bunlar, tiirlerin genom yapisinin aydinlatilmasi, Kinoayr gelistirmek igin
genetik kaynak havuzunun tanimlanmasi ve bitkinin fizyolojik ve agronomik
ozelliklerinin arastirilmasidir.

Su anda, kinoa bitkisinin ana vatani olup, Giiney Amerika'da yetistirilmektedir.
Kinoa tariminin yapildigi baslica bolgeler Peru ve Bolivya yaylalari, Kolombiya,
Ekvador, Arjantin ve Sili vadilerinde kiigiik alanlardir ( Sekil 1.2.). Kinoa, And
vadileri, yaylalar, kiy1r ve tuzlu topraklar gibi farkli ekolojik kosullarda
gelisebilmektedir (Tapia ve ark. 1980).
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Sekil 1.2. Kinoa bitkisinin dogal dagilimini gosteren tilkeler

And vadilerinin kinoa bitkileri; farkli renklerde ve boylart 2 m'den yiiksektir.
190 ile 220 giin arasinda bir biiyliime periyoduna sahiptirler, mantari hastaliklarakarsi
direnclidirler ve yiiksek saponin igerigine sahiptirler. Bununla birlikte, baz1 diisiik
saponin igerigine sahiptatli kinoa ¢esitleri Peru'nun And vadisinde yetistirilmektedir.
Buna karsilik, 3800 m'den yiiksek rakimlarda yetistirilebilen kinoa; boy olarak
kiiciiktiir, yiiksek verimlidir ve tadi acidir. Sili kiyilarindaki kinoa aci tohumlara
sahiptir ve verimi ¢ok yiiksek degildir; ancak, daha uzun vejetasyon siiresine
sahiptirler. Tuzlu topraklarda ve kuru iklimlerde gelisen kinoa grubunda ise verim
yiiksektir ama tohumlar saponince zengin olmaktadir.

C.quinoa, tohumlarla dogal olarak yayilis gosteren tek yillik otsu bir bitkidir.
Bu tiir ekotiplere, cesitlere ve soylara gore degismekle birlikte % 12- 20’ye varan
oranlarda kendine dollenmektedir (Espindola, 1980). Kinoanin yeni gesitleri kitlesel
secilimle basarili bir sekilde elde edilmektedir (Lescano, 1980). Bununla birlikte,
dogrudan ve hizli diger bir kinoa 1slah yontemi ise, Arias (1980) tarafindan
belirtildigi gibi tek tohum se¢im yontemidir. Kinoa igin yetistirme hedefleri; verim,
hastaliklar, don ve kurakliga direng, yliksek protein ve disiik saponin igerigi

olmaktadir (Blanco 1980). Bununla birlikte, bu bitkinin iyilestirilmesi i¢in protein



kalitesinin dikkate alinmasi gerekmektedir veya en azindan diger ozellikler

degistirilmemelidir.

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
meristematik,siispansiyon veya kallus hiicreleri, doku veya apikal meristem, kok vb.
bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (sekonder metabolitler
gibi) tiretilmesidir (Babaoglu ve ark., 2002).

Bitki 1slahinda kullanilan biyoteknolojik yontemlerden birisi somatik
embriyogenesistir. Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi jeneratif/dollenmis
yumurta hiicreleriyle smirli degildir. In vitro kiiltiir sartlarim ve 6zelliklede bitki
biiylime diizenleyicilerini ayarlayarak bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku
veye organindan embriyo elde etmek miimkiindiir. Vejetatif hiicrelerden gelisen
embriyolar somatik embriyo olarak adlandirilmaktadir. Somatik doku hiicreleri
oncelikle yiiksek oranda oksin iceren ortamda kiiltiire alinir, daha sonrada oksin
icermeyen yeni ortama aktarilirlarsa embriyo liretme yetenegini kazanmaktadirlar.
Somatik embriyogenesis direkt ve indirekt somatik embriyogenesis olmak iizere iki
tipdir. Direkt somatik embriyogenesiste; embriyo ara bir kallus asamasi olmadan
direkt olarak somatik hiicreden olusmaktadir. Bu tip embriyogenesis i¢in ¢ok geng
bitki doku ve hiicreleri kullanilmaktadir. Iindirekt somatik embriyogenesiste ise nce
kallus olusmakta,daha sonra bu kallustan somatik embriyolar meydana gelmektedir.
Somatik embriyo olusturan kallusa embriyogenik kallus adi verilmektedir.
Embriyogenik kallus; kompakt yapidave beyazdan agik sar1 renge kadar degisiklik
gostermektedir (Hatipoglu, 1997).

Somatik Embriyogenesis klonal ¢ogaltimda, sentetik tohum iiretiminde ve gen

transformasyonunda kullanilmaktadir.

Direkt somatik embriyolarin déllenme sonucunda gelisen zigotik embriyolara
gore en onemli Ustiinliikleri genetik acgilmalarin olmamasidir. Ayrica, direkt olarak
olusan somatik embriyolar, kiiltire alinan eksplantin somatik hiicrelerinden direkt
olarak gelisir ve eksplantin alindig1 bitkinin genotipini muhafaza ettikleri i¢in klonal

cogaltim ger¢eklesmis olmaktadir (Parrott ve ark. 1993).



Sentetik Tohum Uretimi: Direkt olarak gelisen somatik embriyolarda zigotik
embriyolardaki agilmalar olmamakta ve somatik embriyolardan elde edilen sentetik
tohumlardan ¢ogaltma, klonal ¢ogaltim seklinde olmaktadir. Somatik embriyolarin
sentetik tohum olarak kullanilarak ¢ogaltilmasi i¢in bitkiye doniisebilme kabiliyeti
yiksek olan embriyolarin {retilmesisaglanmalidir.  Ayrica, bu {iretimin
gerceklestirilebilmesi igin istenen miktarda embriyo iiretimi saglayacak kiiltiir

sisteminin gelistirilmesi gerekmektedir.

Gen Aktarimi: Bitkilere gen aktariminda degisik yoOntemler gelistirilmis
olmakla birlikte, en yaygin olarak kullanilan yontemde Agrobacterium tumefaciens
ile direkt muamele edilmektedir. Bu bakteri aracilig1 ile tarimsal 6neme sahip bir¢ok
gen, tek ve iki cenekli bitkilere kolaylikla aktarilabilmektedir (Ozcan ve Ozgen,
1996).

Son yillarda in vitro kiltir yontemlerinde kaydedilen ilerleme, 1slah
programlarinin daha etkili sekilde kullanilabilecegini gdstermektedir (Simmonds
1979). Doku kiiltiiriinii, kinoa 1slah programlarinda faydali sekilde kulanmak igin
rejenerasyon protokollarin gelistirilmesi gereklidir. Rejenerasyon protokollari
gelistirdikten sonra, Kiiltiir yontemleri bitkilerin 1slah programlarinda ve bitki
genotiplerinin  Gniformatim1  degistirmeksizin  ¢ogalttm ve muhafaza i¢in
kullanilmaktadir. Benzer sekilde gelistiren yontemler ile kinoa bitkisinde saponin

igeriginin istenilen miktarda azaltmak amaciyla da kullanilabilecektir.

Capraz tozlanmada, nesiller boyu yeni g¢esitlerin genetik homojenliginin
muhafaza edilmesi zor olmaktadir (Aguilar ve ark.1979). Tek tip genotipleri
korumak i¢in kullanilan yontem vejetatif yayilimdir. Fakat, tohumlarla ¢ogaltilan
kinoa gibi bitkiler i¢in bu kolayca elde edilememektedir. Tohumla tretilen tiirlerin,
meristem ya da siirgiin ucu kiiltiir yontemleri kullanilarak in vitro kosullar altinda
vegetatif olarak ¢ogalmaya yonlendirilebilmektedir (Eeuwens 1976, Cheyne ve Dale
1980). Kinoa bitkilerinde saponin igeriginin modifikasyonu icin iki tiirli goris

bulunmaktadir;

- Saponinler: tadinin ac1 olmasi nedeniyle insan ve hayvanlar tizerinde toksik
etki yapacagindan dolayr un ile yapilan ¢esitlerden veya diger islenmis gida

maddelerinden yoksun birakilmalidir.



- Kinoadaki saponinlerin, farmakolojik 6zelliklere sahip olan bilesik olarak

tarimda, tipta ve sanayide uygulanabilirligi ihmal edilmemelidir.

Bu nedenle, yiliksek saponin tretimi i¢in belirli ¢izgiler veya cesitler
gelistirilebilmektedir. Her iki durumda da, doku kiiltiirii teknikleri bu hedeflere
ulasiimasinda katkida bulunmaktadir. Ornegin, homozigot genlere sahip olan
haploidler anter tarafindan iiretilmekte veya direkt embriyogenesis ve haploid kallus
olusumu tarafindan uyarilmaktadir (Nitsch 1977). Haploid kallus elde etmenin
avantaji, secimden dnce mutajenez yoluyla arttirilabilir olmasidir. Secilen haploid
cizgiler daha sonra homozigot bitkiler elde etmek i¢in kromozom sayilarini ikiye
katlamaktadir. Boyle bir durumda, yeterli sayida mutant dihaploid bitki elde etmek

icin kallustan bitki rejenerasyonu olusturulmaktadir.

In vitro yontem kullanilarak; verimli homozigot bitkilerin elde edilmesi,
melezleme ile dogal hatlarin iiretimi, yiiksek verim, hastalik direnci veya kalite
taramas1 (saponinsiz veya yiiksek lizin igerikli bireyler) yapilabilmektedir.
Homozigot bitkiler, farmasdtik amaglar i¢in ve yiiksek saponin igerigine sahip kinoa
hatlar1 elde etmek i¢in de yararli olabilmektedir. Chenopodiaceae ailesine uygulanan
in vitro yontemler {izerinde yapilan ¢alismalar ¢ok smirli kalmistir. Husemann ve
Barz (1977) tarafindan Chenopodium rubrum’den elde edilen kallus fotosentez
calismalarinda kullanilabilmektedir. Bu tiir kiiltiirler i¢in farkli hormonal

gereksinimler gozlemlenmektedir (Flores ve ark. 1982).

Kinoa kiiltiirlerinde yliksek saponin igerigi farmakolojik etkisi bakimindan
saponin kaynagi olarak kullanilabilmektedir (Shibata 1977). Saponinler, tohumlara
ac1 bir tad vermekte ve belirli kosullar altinda toksik olabilmektedirler (Boiteau ve
ark. 1964). Gonzales (1917) tarafindan ilk kez kinoa tohumlarinda saponinlerin
varliginin, tohum yikama soliisyonlarinda hem aci tat hem de hemolitik aktivite
oldugu belirtilmektedir. Bununla birlikte, saponinlerin kolesterol disiiriicii gibi
biyolojik 06zelliklerini incelemek i¢in, tiim saponinlerin analizi gerekmektedir

(Chandel ve Rastogi 1980).

Kinoadaki diisiik saponin igeriginin, 6zellikle tohum protein oranini ve diger

ozelliklerini degistirmediginin kontrol edilmesi gerekmektedir (Pedersen ve Wang



1971). Doku kiiltirti programlart heniiz diisiikk saponin hatlar1 iiretmediginden, kinoa

i¢in hi¢bir ¢aligma rapor edilememektedir.

Tablo 1.3. Kinoa ve bazi tahillarin esansiyel aminoasit igerikleri (g/100 g protein)
(Koziol, 1992).

AMINOASITLER KINOA BUGDAY MISIR PIRINC
[ZOLOSIN 4.9 4.2 4.0 4.1
LOSIN 6.8 6.8 12.5 8.2
LiZIN 6.0 2.6 2.9 3.8
FENILALANIN 6.9 8.2 8.6 10.5
HISTIDIN 3.2 2.0 2.6 2.1
METIONIN 5.3 3.7 4.0 3.6
TREONIN 3.7 2.8 3.8 3.8
TRIPTOFAN 0.9 1.2 0.7 1.1
VALIN 4.8 4.4 5.0 6.1

Tiirkiye’de kinoa yetistiriciliginin yiiksek kalitede yapilmasi, Diinya’da yiiksek
oranda tiiketilen bir ‘saglikli, glutensiz, siiper besin’ olarak nitelendirilen bu yeni
tirtin, Tiirk yetistiricisine de katma deger kazandirilmasi hedeflemektedir. Ancak, bu
sekilde ithal iirlinler sebebi ile olduk¢a pahali olarak tiiketilen kinoa, yurdumuz

topraklarinda yetistirilebilir ve tiiketicilerle daha ucuza bulusabilmektedir.

2009-2013 yillar1 arasinda Diinya’da 204 iilkede, Tiirkiye’de ve Akdeniz
Havzasi’nda ise 10 iilkeile es zamanli olarak, her biri 100’ iin tlizerinde deneme
parselinde ardarda 4 yil, 4 kez yapilan hasat ile Kinoa yetistiriciliginde tohumun

melezlesme erozyonunun ¢ok yiiksek oldugu ispatlanmistir (http://www.tukiyed.org).

Tiirkiye Kinoa Yetistiricileri Derneginin (TUKIYED) &nceligi, yasal ithalat
yollariyla Tirkiyeye getirilen saponini ince olan gesitlerin tohumlarinin ekilerek

tiretim yapilmasidir (Tablo 1.4.).



http://www.tukiyed.org/

Tablo 1.4. Saponin kalinligina gore

kinoa cesitlerinin

tohumlarinin 6zellikleri

(http://www.tukiyed.org)

Cesit Renk Saponin kalinhg (mm)
Illipa ma Beyaz 0,02
In1a 420-black negra collana Siyah 0,02
Salcedo 1nia Beyaz 0,02
Inia 431-altiplano Beyaz 0,03
Cheweca Beyaz 0,04
Huacariz Beyaz 0,04
Inia 415-red rosa pasankalla Kirmiz1 0,04
Jul1 white-blanca de juli Beyaz 0,04
Mantaro Beyaz 0,04
Rosado yanamango pink Beyaz 0,04
Kankolla Beyaz 0,35

Diinyanin en verimli tiirleri gibi goriilen genetigi degistirilmis kinoa tiirlerinin

ekimi Tiirkiye’de, Peru’da, Bolivya’da ve Amerika’da yasaktir. Diinyada en ¢ok

kinoa tiiketen iilke Amerika’dir. Ikinci iilke ise Kanada’dir. Bu iilkelerde Tiirkiye gibi

Nogayo Protokoliinii (Genetik ve Biyolojik Cesitlilik) imzalamamistir. Bu {ilkeler

GDO’lu tiriinlerin ve bu {irtinlerin tohumlarinin ithalatin1 yasaklamistir.

Bu c¢alisma kapsaminda, kinoa bitkisinin siirgiin ucu ve gévde eksplantlarina farkli

tipte bitki biliyime diizenleyiciler (2,4-D, TDZ, BAP) uygulanmig ve somatik

embriyogenesis arastirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Fukami ve Hildebrandt (1967);calismalarinda kinoa siirgiinlerinin canliligini
saglamak i¢cin MS ve B5 besin ortamlarinasirasiyla 30 ve 20 g/L sukroz
eklemislerdir.40 g/L dozunda bir seker konsantrasyonu kullandiklarinda, eksplant
basina gelisen siirgiin sayis1 azalmig ve 50 g/L sukroz dozunda ise, kinoa siirgiinleri
iizerinde bu miktarin dliimciil bir etki olusturdugunu ifade etmislerdir. Ote yandan,
¢ok diistik sukroz konsantrasyonu (5 g/L) eksplantlarin zayif gelisimine sebep olmus
ve govde gelisimini yavaslatmigtir. BS ortaminda 8.46 adet siirgiin meydana gelirken,
kontrol grubunda eksplant basina ortalama 3.39 adet siirgiin meydana gelmistir. Bu
kosullar altinda birden fazla yan siirgiinler gelismis ve ¢iceksi rozet yapisi
olugmustur. Yan siirglinler eksplant olarak kullanilmis, ¢ogalma oram1 tohumlarin
sonuglariyla benzerlik gostermistir. NAA, IBA ve IAA hormonlari ayr1 ayr

uygulandiginda kok olusumunun diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Romberger ve ark. (1971);¢alismalarinda Real de Puno, Kcoito, Wila Jiura ve
Cheweka kinoa tiirlerini 0.1 mg / L 2,4-D ile kiiltiire almiglardir. Kallus agirliklarini
3.5, 7.0, 4.0 ve 3.7 g olarak belirlemislerdir. 1 mg / L 2,4-D igeren kiiltiirii, 3 ay
boyunca takip etmislerdir. Agarli ortamda yetistirilen kallusun kuru agirlig1 % 6.5-50
arasindadir. Epikotil segmentleri Kinetin (0.2, 2.0 ve 10 mg / L), oksin i¢eren ortama
almmistir.  Kinetin + 2,4-D kombinasyonu igeren ortamlarda kallus olusumu
gerceklesmezken, yalniz oksin igeren ortamlarda kallus olusumu goézlemlenmistir. 2
mg/Lkinetin ve 0.2, 2.0, 80 ve 16.0 mg/L konsantrasyonlarinda IBA igeren
ortamlardaeksplantlar, 10 hafta sonunda eksplant basina ortalama 1.6g kallus
olusturmustur. Maksimum kallus olusumu 10 haftalik kiiltiir siiresinden sonra 10
mg/L kinetin ve 16 mg/L NAA igeren ortamlarda eksplant basina 2,7 g olarak
gerceklesmistir.

Burnouf-Radosevich ve ark. (1982);kinoa ¢esidinin epikotil bélimlerini, 18
giinliik ¢cimlenmeden sonra eksplant kaynagi olarak kullanmislardir. 2,4-D, NAA ve
IBA gibi tek baslarina ve bir sitokinin ile kombinasyon halinde test edilmisdir.
Oksinler tek basina kullanildiginda, sadece 0,2 mg / L 2,4-D igeren ortamda herhangi
bir morfolojik tepki olmadan yiiksek oranda kallus olusumu gozlenmistir. 6 haftalik

kiiltiirden sonra kallus agirligi, eksplant basina 2,7 g olarak bulmuslardir. NAA
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(naftalinasetik asit), 2,4-D'den daha az etkili olmustur. 2 ve 8 mg / L NAA
dozlarinda birkag¢ eksplantta kallus olusumu meydana gelmistir. IBA, sitokinin
yoklugunda herhangi bir kallus gelisimini uyarmamaktadir; bununla birlikte, NAA,
IBA (0.2, 2.0, 8.0 ve 16 mg/L) gibi hormonlarin kok gelismesine katkida

bulundugunu gézlemlemislerdir.

Jang R. ve ark. (1984); tatli patatesde (Ipomea batatas Poir.) yaprak, siirgiin
ucu, govde ve kok eksplantlar1 ile 0.5 ila 2.0 mg/L 2,4-D ihtiva eden ortam
kullanarak iki farkli kallus olusumunu goézlemlemislerdir. Biri soluk sar1 kompakt
yapida, digeri ise donuk kolayca dagilir yapidadir. Cigeklenmisve kokli yapida
bitkileri topraga aktardiklarini bildirmislerdir.

Chen, M.H. ve ark. (1987); iki papaya (Carica papaya L.) ¢esidinin siirgiin
ucu, govde, yaprak, kotiledon ve kok eksplantlarinin somatik embriyogenesis
potansiyeli lizerinde g¢alismiglardir. 1/2 xMS ortami, 1.0 mg/L NAA, 0.5 mg/L
Kinetin ve 1.0 mg/L GAg; ilaveli ortamlar1 optimal somatik embrigenesis i¢in uygun
bulmuslardir. Somatik embriyogenesiste en iyi kallus olusumu gévde eksplantinda
gozlemlenmistir. Kullanilan diger kisimlarin kallus olusturmasi daha zor olmustur.
Bu uygulamadan iki yil sonra da kallus rejenerasyon kapasitesini korumustur.

Somatik embriyolardan iiretilen bitkileri Sera kosullarinda yetistirmislerdir.

Rugini, E. ve ark. (1988); Zeytin (Olea europaea L.) bitkisinde in vitro
ortamda olgunlagsmamis zigotik embriyolardan elde edilen yaprak disklerini 50, 75,
90 ve 105 gilin sonra toplamislardir ve tam c¢igeklenme doneminde somatik
embriyogenik kapasitesini test etmislerdir. 1/2 x MS ortam1 BAP, 2,4-D ve NAA
kullanmiglardir. Somatik embriyogenesis, % 40 oraninda 75 giinliik embriyolardan
diisiik sitokinin ve oksin konsantrasyonlarinda daha iyi sonu¢ vermistir. Farklilasma
2,4-D uygulamasinda ger¢eklesmistir. Somatik embriyolar ¢imlenmis ve topraga

aktarmisglardir.

Marla, L. ve ark. (1995); calismalarinda biber (New Mexico-6 ve Rajur
Hirapur c¢esitleri) bitkilerini, somatik embriyogenes ile olgunlasmamis zigotik
embriyolardan rejenere etmislerdir. En iyi sonug, 2,4-D (9 uM), hindistan cevizi, su
(% 10) ve yiiksek sukroz (% 8) iceren MS ortaminda gézlemislerdir. MS ortaminda
GA; ve TDZ hormonlar tek basina yada kombinasyon halinde kullanildiklarinda
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¢imlenmis olgun embriyolarn normal somatik embriyolardan % 70 daha fazla

oldugunu bildirmislerdir.

Vilasini, P. ve ark. (2000); papaya bitkisinde (Carica papaya L.) MS
ortaminda 2,4-D hormonu kullanarak embriyonik kallus kiiltiirleri elde etmislerdir.
10 mg/L 2,4-D kullaniminin embriyolardan apikal meristem olusturmasi agisindan
iyi bir oran oldugunu tespit etmislerdir. Somatik embriyolar MS ortamina
aktarildiginda ¢imlenme gézlemlenmistir. %3 sukroz, 0.1 mg/L NAA ve 0.1 mg/L
BAP hormonlar1 kullanmiglardir. Bitkiler basariyla sera kosullarina aktarmis ve 2

hafta boyunca yiiksek neme maruz birakmislardir.

Erdogan Y. ve ark. (2004); ¢alismalarinda adventif siirgiin rejenerasyonu igin
Burgak (Vicia ervilia (L.) Wild.) bitkisine degisik oranlarda TDZ igeren Murashige
ve Skoog (MS) besin ortami kullanmislardir. En yliksek siirgiin olusturan eksplant
orant %90 ve eksplant basina en fazla siirglin sayisint da 22 adet olarak
belirlemislerdir. Thidiazuron (TDZ) konsantrasyonlarinin, eksplantlarin siirgiin

rejenerasyonunda genis bir varyasyon gosterdigini bildirmislerdir.

Eisa S. ve ark. (2004); kinoa ekiminde en 6nemli siirlayici faktoriin tohum
kaynakli viriis hastaliklar1 oldugunu belirtmiglerdir. Dolayisiyla virilissiiz bitki
eldesinde somatik embriyogenesis Onemlidir ve seri liretim imkani sunmaktadir.
Somatik embriyogenesis islah caligmalarinda kullanilan en 6nemli doku kiiltiirii
yontemidir. Chenopodium quinoa’ da somatik embriyogenesis i¢in kallus ve hiicre
kiiltiirtinden bir protokol gelistirmislerdir. Murashige ve Skoog (MS) 0.45 mg/L 2,4-
D igeren besin ortamina alinan kinoadan 2 hafta sonra kallus ve hipokotil eksplantlar
olusum gostermistir. Kalluslart MS ortamina almiglardir ve somatik embriyolarin

gelisimini gozlemlemislerdir.

Taner K.Y. ve ark.(2004); Kavun (Cucumis melo L.) bitkisine ait in vitro
bitkilerden alinan kotiledon ve yaprakli hipokotil eksplantlarinin MS besin ortaminda
siirglin olusturma kapasiteleri iizerine, farkli seker (% 15, 20 ve 25)
konsantrasyonlarinin ve pH seviyelerinin (5.6, 5.7, 5.8) etkilerini incelemisglerdir.
Sonugda, kotiledon eksplantlarindan sadece kallus olusumu saglanirken, yaprakli
hipokotil eksplantlarindan kallus olusumu ile birlikte siirgiin olusumu meydana

gelmistir. En yiiksek oranin, bitki eksplant basina ortalama 4.89 adet siirgiin olacak
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sekilde %15 seker iceren ve pH’s1 5.6 olan MS besin ortamindan elde edildigini
bildirmislerdir.

Demirbag N. ve ark. (2008); Yaygmn mirdiimiik(Lathyrus sativus L.), yem
verimi ve kalitesi agisindan Onemli yere sahip bir baklagil bitkisidir. Yaygin
mirdiimiik bitkisine ait kotiledon bogum eksplantlarini farkli oranlarda TDZ igeren
MS besin ortaminda kiiltlire almiglardir. En fazla siirgiin, % 100 ile 0.2 mg/L TDZ
igeren besin ortaminda; en yiiksek siirgiin sayisi ise 11,83 adet ile 0.2 mg/L TDZ ve
10,56 adet ile 0,2 mg/L TDZ igeren besin ortamlarindan elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Sezgin M. (2009); calismasinda Avrupa Kestanesinin (Castanea sativa Mill.)
Osmanoglu ve Sariaglama c¢esitlerinde tohumlarin kotiledonlarindan somatik
embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu saglanmaya calisilmistir. En yiiksek somatik
embriyogenesis degerleri (%4.7-9.7) 1 mg/L BA + 2 mg/L Kinetin igceren ortaminda
gerceklesmistir. MS ¢imlendirme ortamina alinan somatik embriyolarda %27.5

rejenerasyon saglandigini bildirmistir.

Temiz M.G. ve Ozgiiven A.L. (2010); yaptiklari galismada Nar (Punica
granatum)’da ¢esit faktoriiniin (Hicaz ve Silitke Asis1), degisik eksplantlarin (yaprak,
hipokotil, kotiledon ve kok eksplantlar1) ve farkli 2,4-D, BAkombinasyonlarinin
somatik embriyogenesis lizerine etkilerini arastirmiglardir. Arastirma bulgularina
gore ¢alismada kullanilan nar g¢esitlerinden Silifke Asisinin beyaz kallus olusumuna
etkisi (% 36,60), Hicaz ¢esidine (% 32,58) gore daha iyi sonu¢ vermistir. Caligmada
yer alan eksplant tiplerinin embriyogenik kallus olusumu iizerine etkilerini kotiledon
(% 10,01), hipokotil (% 9,78), kok (% 8,53) ve yaprak (% 7,53) olarak
belirtmislerdir.

Koc¢ak M.(2012); yaptig1 calisgmada Siklamen (Cyclamen persicum) tiiriine ait
15 farkli bitkiden alinan oviil, boliinmiis ovaryum, yaprak ve yaprak sapi
kullanmigtir. Eksplantlart 1/2 x MS ve 2,4-D’ 1i ortamlara koymustur. En yiiksek
kallus olusumu yaprak sap1 eksplantinda goriilmesine ragmen, en yiiksek somatik
embriyo olusumu ovaryum eksplantinda tespit etmistir. Kallus olusum oranlarini
yaprak sapi, ovaryum, ovul ve yaprak eksplantlarinda sirasi ile %34.3, %30.16,

%26.6 ve %15.6 olarak tespit etmistir. Somatik embriyo olusum oranlarini ovaryum,
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yaprak sap1, yaprak ve ovul eksplanlarinda sirast ile %11.3, %8.00, %4.16 ve %2.83

olarak tespit etmistir.

Kiran R. (2013); bu ¢alismada Amsonia orientalis Decne. bitkisinde somatik
embriyogenesis yoluyla sentetik tohum iiretimini amaglamistir. Eksplant olarak
yapraklar kullanilmistir. Eksplantlar1 gesitli bitki biiylime diizenleyicilerin farkli
konsantrasyonlarint iceren MS besi ortaminda kiiltiire almistir. Embriyo gelisme
ortamina aktarilan embriyogenik kalluslardan %35,29 oraninda somatik embriyo

olusumunu gozlemlemistir.

Turan D. (2013);¢alismasinda Sarilop incir ¢esidinin yaprak eksplantlarini
kullanarak direkt ve indirekt somatik embriyogenesis yoluyla somatik embriyo
olusumunu amaglamigtir. Kasim ve Mart aylarinda alinan incir tepe tomurcuklar
MSbesin ortaminda kiiltire alinmigs ve gelisen siirgiinlerden alinan yapraklar
caligmada eksplant olarak kullanmistir. Bu yapraklar 2.0mg/L 2,4-D + 0.2 mg/L
Kinetin igeren MS besin ortaminda % 66.66 oraninda kallus olusturmusancak,
somatik embriyo gelisimi elde edilememistir. Direkt somatik embriyo olusumu igin,
yaprak eksplantlari TDZ ve 2IP (N6-2-isopentenyladenine) iceren MS ortaminda
kiiltire almistir. Yaprak eksplantlarindan gelisen 3.09 cm en yiiksek boy
stirgiinlerelde edilmistir. En yiiksek kok olusum oraniniise %42.76 olarak
dl¢iilmiistiir. En yiiksek embriyo olusum oranin1 %20 ile 2 mg/L TDZ + 8 mg/L 21P
iceren MS ortamindan elde edilmistir. Eksplant basina olusan somatik embriyo sayisi
ise 0.83 adettir. En yiiksek kallus olusum oran1 2.0 mg/L TDZ + 4.0 mg/L 2IP iceren
MS besin ortaminda %83 olarak gozlemlemistir.

Sevindik B. (2014); yaptig1 ¢alismada, Cigdem tiirlerinin (Crocus sativus L.,
Crocus ancyrensis, Crocus pallasii subs. pallasii) somatik embriyogenesis yontemi
ile ¢ogaltilmasi ve Crocus sativus tiiriinde histolojik analizler ile kallus olusum
safhalarin1 gozlemlemistir. Denemede bitki biiylime diizenleyicilerinden; NAA (0,
0.5, 1, 2 mg/L), BA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L), 2 iP (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) ve 2,4-D
(0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L)’nin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarini kullanarak
bitkilerin in vitro’da gelisim ve farklilagmalarim gdzlemlemistir. Ug tiirde de yiiksek
oksin konsantrasyonlarinin bulundugu ortamlarda somatik embriyo olusumu

saptanmastir.
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Hesami, M. ve ark. (2016);yaptiklar1 ¢alismada Kinoada karanlik ve 1s1k
kosullarinda farklit MS ortam konsantrasyonlarinda tohumlarin ¢imlenmesi, farkl
konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicilerin hipokotil eksplantinda kallus
olusumu Tlizerine etkisini aragtirmiglardir. % 100 ile en yiiksek tohum ¢imlenmesini
MS ortaminda elde etmislerdir. En fazla kallus olusumu 0.5 mg/L 2,4-D + 0.05 mg/L
BAPigeren MS ortaminda % 93.330larak gozlemlemislerdir. 1.0 mg/L BAP ve 1.0
mg/L Kinetin ilaveli MS ortaminda, en fazla rejenerasyon (% 83.33) ve maksimum

filiz say1s1 (6.33) elde etmislerdir.

Ozdemir F.A. ve ark. (2016); Bu calismada, in vitro’da iiretilen Crambe
maritimabitkilerden izole edilen hipokotil eksplantlarinin kullanimiyla mikro
tiretiminiyapmislardir. Hipokotil eksplantlarindan, maksimum kallus olusum ytizdesi
0.50 mg/L BAP + 0.50 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda, maksimum siirgiin
rejenerasyonyiizdesi 2.0 mg/L BAP + 0.25 mg/L NAA igeren MS besin ortamindan,
maksimum eksplant basina siirgiin sayist 1.0 mg/L BAP + 0.50 mg/L NAA igeren
MS besin ortaminda, maksimum siirgiin uzunlugu ise 2.0 mg/L BAP igeren MS besin

ortaminda elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Calismada bitki materyali olarak, Limtar Black, Limtar Red, Limtar White
olmak tizere tescile aday ii¢ kinoa ¢esidi (Tablo 3.1.) kullanilmistir. Her {i¢ ¢esitten
yalnizca Limtar White ¢esidi {iretim izinli ¢esitler listesine girebilmistir. Tohumlar,
Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkez Miidiirliigli/Ankara’dan temin edilmistir.
Calisma, Ekim 2016-Nisan 2017 tarihleri arasinda Ahi Evran Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimi Bitki Doku Kiiltlirii Laboratuvarinda

yiirtitiilmiistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan {i¢ kinoa ¢esidi Limtar Tarimsal Uriinler San. ve Tic.
A.S tarafindan 28.01.2016 tarihinde, tibbi ve aromatik bitki grubu olarak {iretim izini
almmustir(http://www.tarim.gov.tr/BUGEM/TTSM)

Basvuru Uretim izni

Sahibi Tarihi Uriin Grubu

Sira No | Cesit Adi

Limtar Tarimsal
1 Limtar Black | Uriinler San. ve 28.01.2016 Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Tic. A.S.

Limtar Tarimsal
2 Limtar Red | Uriinler San. ve 28.01.2016 Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Tic. A.S.

Limtar Tarimsal
3 Limtar White | Uriinler San. ve 28.01.2016 Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Tic. A.S.
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Sekil 3.1. Limtar Black, Limtar Red, Limtar White g¢esidine ait tohumlarin sematik
goruntiisu

a. Chenopodium quinoa Wild. (Siyah Kinoa) ¢esidinin tohumlar1

b. Chenopodium quinoa Wild. (Kirmiz1 Kinoa) ¢esidinin tohumlari

c. Chenopodium quinoa Wild. (Beyaz Kinoa) ¢esidinin tohumlari
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3.2. YONTEM
3.2.1. Besin Ortamui, Bitki Biiylime Diizenleyiciler ve Kiiltiir Kosullar

Denemelerde farkli oran ve kombinasyonlarda sitokinin ve oksinler ile MS
mineral tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) (Tablo 3.2.) ile % 3 sakkaroz
ve % 0.5-0.8’lik agar kullanilmistir. Ortam hazirhiginda ¢ift distile saf su kullanilmis
olup, besin ortamlarina farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri (2,4-
D, TDZ, BAP) ilave edilmistir. Besin ortamimin pH’s1t IN NaOH ya da 1IN HCI
kullanilarak 5.7+0.1°e ayarlandiktan sonra 105 kPa basing altinda ve 121°C’ de 20
dk. tutularak steril edilmistir. Biiylime diizenleyicilerin stok soliisyonlar: iiretici
firmanin tarif ettigi gibi gerekli ¢oziiciilerle ¢oziildiikten sonra saf su ile istenilen
miktarda ve oranda hazirlanarak 4°C’de saklanmustir (Tablo 3.3.).Calismada
kullanilan bitki biiylime diizenleyici kimyasallar Duchefa, Merck. ve Sigma Aldrich

Chemical Co. vediger firmalardan temin edilmistir.
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Tablo 3.2. MS (Murashige ve Skoog 1962) Besin Ortaminda Bulunan Mineral

Maddeler ve Konsantrasyonlari

Makro Elementler Mikro Elementler Vitaminler
Ortamda bulunan | Kons. Ortamda Kons. Ortamda Kons.
maddeler (mg 1) | bulunan (mg I'Y) | bulunan (mg I
maddeler maddeler
NH4NO3 1650 | KI 0.83 Myo-Inositol 100.000
KNO; 1900 | H3BOs 6.20 Nicotinic Acid | 0.500
CaCl,.2H,0 440 MnSO,4.4H,0 22.300 | Pyrotinic Acid | 0.500
MgS0O,.7H,0 370 ZnS0,4.7H,0 8.600 Thiamine-HCI | 0.100
KH2PO4 170 Na;M00,.2H,0 | 0.250 Glycine 2.000
CuS04.5H20 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO,.7H,0 27.850
Na,EDTA.2H,0 | 37.250

Tablo 3.3. Kullanilan Biiylime Diizenleyicileri, Coziiciileri ve Saklama Kosullar

Biiyiime Coziicii Saklama Kosullar1 (°C)
Diizenleyicileri
2,4-D Etanol +4
TDZ Etanol +4
BAP 1 N NaOH +4
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Tiim kiiltiirler beyaz floresan 1s13inda 16 saat 151k fotoperiyodunda ve 24 “C’de
tutulmustur. Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirii iglemleri laminar flow kabini i¢inde
yiritilmistir. Her muamelede i¢inde 5 adet eksplantin bulunacagi 3 tekerriirlii
magenta kaplar1 (GA-7) kullanilmistir. Calismada kullanilacak olan cam petri
kutular1 160°C’de 1.5 saat etiiv igerisinde steril edilmistir. Ortamlarin, magenta
kaplarmin ve saf suyun sterilizasyonunda 105 kPa basing, 121 °C ve 20 dk. ya ayarh

otoklav kullanilmistir.
2.4- D (2,4-Diklorofenoksiasetik Asit) Stok Soliisyonunun Hazirlanisi:

Soliisyonu hazirlarken, 1 litrede ka¢ “mg/L” hazirlamak gerekirse hassas
terazide tartilip EtOH ( 1-2 damla) ile vortekste ¢ozdiirdiikten sonra {izeri saf su ile
tamamlanip tekrar vorteksleyip laminar flow kabini igerisinde filtre sterilizasyonu

yapilarak ortamlara istenilen dozlarda ilave edilmistir.
TDZ (Thidiazuron) Stok Soliisyonunun Hazirlanist:

Soliisyonu hazirlarken, 1 litrede ka¢ “mg/L” hazirlamak gerekirse hassas
terazide tartilip EtOH ( 1-2 damla) ile vortekste¢ozdiirdiikten sonra tizeri saf su ile
tamamlanip tekrar vorteksleyip laminar flow kabini igerisinde filtre sterilizasyonu

yapilarak ortamlara istenilen dozlarda ilave edilmistir.
BAP (Benzilamino Piirin) Stok Soliisyonunun Hazirlanist:

Soliisyonu hazirlarken, 1 litrede ka¢ “mg/L” hazirlamak gerekirse hassas
terazide tartilip 1 N NaOH ( 1-2 damla) ile vortekste ¢6zdiirdiikten sonra tizeri saf su
ile tamamlanip tekrar vorteksleyip laminar flow kabini igerisinde filtre sterilizasyonu

yapilarak ortamlara istenilen dozlarda ilave edilmistir.
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3.2.2. Sterilizasyon

Steril edilen tohumlardan elde edilen 7-10 giinliik bitkiciklerin goévde ve
stirgiin ucu eksplantlar1 1 c¢m uzunlugunda kesilereck somatik embriyogenesis
ortamina aktarilmistir. Somatik embriyogenesis ortamlart MS ortamina uygun
konsantrasyonlarda BBD (bitki biiyiime diizenleyiciler) eklenerek steril magenta
kiiltiir kaplarina hazirlanmistir. Olusturulan kiiltiirler 16 h 1s1k fotoperyodun da beyaz
floresans 15151 altinda iklim odasinda 2542°C sicaklikta muhafaza edilmislerdir.
Doku kiltiirii ile ilgili bitiin ¢alismalar steril hava akisli laminar flow kabini

icerisinde yapilmistir.
3.2.3. Eksplantlarin izolasyonu
Steril kabin her ¢alisma oncesinde % 70’lik etil alkolle silinerek ve bos olarak

15dk. caligtirilmistir. Ayrica, her ¢alisma Oncesinde ¢alisma sirasinda kullanilacak

malzemeler, eksplant ve saf su sterilizasyon kurallari dogrultusunda steril edilmistir.

Kinoa tohumlarmin yiizey sterilizasyonu igin ticari ¢amasir suyunun (%5
NaOCl igeren etken madde) % 5,10,15,20’lik dozu ile 5 ve 10 dk olarak uygulanarak

steril edilmistir. Dahasonra tohumlar steril saf su ile 3x5 dk. durulanmustir.
3.2.4. Tohum Canlilik Tetrazolium Testi

Bu calismada kinoa tohumlar1 24 saat su iginde bekletilerek kabuklari
yumusatilacak ve 1 g/l 2, 3, 5 trifeniltetrazolium klorit (tetrazolium) soliisyonu igine

konularak 24 saat sonra canlilik kontrol edilmistir (Anonymous 1999).
3.2.5. Tohumlarin Cimlendirilmesi

Steril edilen tohumlar yine steril magenta kablar igerisinde % 3 sakkaroz igeren
ve % 0.5-0.8’lik agar ile katilastirilan MS besin ortaminda 24 C’de 16 saat 151k
fotoperiyodunda ¢imlendirilmistir. Tohumlar kiiltire alindiktan 7-10 giin sonra

tohum ¢imlenmeve bulasikliginin orani belirlenmistir.

Ayrica, tohumlar steril toprak (pH’s1 5.5-8.0 araligindaki kumlu tinli toprak)

iceren 15 cm’lik saksilara ekim yapilarak ¢imlenme ¢ikislar1 gozlemlenmistir.

Her petri kabmin alt tabaginda tohumlar 4 ml saf su ile islatilmis ve nemi

stirekli kontrol edilerek 2 adet filtre kagidi konularak ¢gimlendirme saglanmistir.
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3.3. VERILERIN ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRILMESI

Uygulamalar 3 tekekrriirlii olarak gerceklestirilmis ve her bir tekekrriir i¢in 5
adet tohum/eksplant olmak iizere, her bir uygulama i¢in toplamda 15 adet
tohum/eksplant kullanilmistir. Her ¢alisma Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore
kurulmus ve elde edilen veriler “SPSS for Windows 17” bilgisayar programi ile
analiz edilmis ve uygulama ortalamalart MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak
Duncan testi ile karsilastirilmistir. Yiizde degerleri istatistik analizi yapilmadan 6nce

arcsin degerlerine ¢evrilmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. TOHUMLARIN YUZEY STERILIZASYONU

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda, kullanilan bitki kisimlarinin yiizeysel olarak
temizlenebilmesi i¢in gerekli olan uygun dezenfektan tiirleri, konsantrasyonlar1 ve
kullanim siireleri birbirinden farklilik gdostermektedir. Bu nedenle, bir sterilizasyon
calismasinda ama¢ en etkili ve en diisiik seviyede dezenfektan dozunun
belirlenmesidir (Bhatti, 2001). Yiizey sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa,
glimiis nitrat, antibiyotikler, biositler, sodyum hipoklorit (ticari camasir suyu) yaygin
olarak kullanilmaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996).

Kinoa bitkisinin Limtar Black, Limtar Red, Limtar White ¢esitlerinin herhangi
bir kirik, cizik, renk degisimi olmamis iiniform tohumlar1 segilerek yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Sterilizasyon laminar flow kabini igerisinde cam
beher, manyetik karigtirici, manyetik balik ve pens kullanilarak yapilmistir (Sekil
4.1). Tohumlar ticari gamasir suyunun (Ace®, %5 NaOCl ) % 5,10,15,20 dozlarinda
5 ve 10 dk. siirelerde yiizey sterilizasyonu islemlerine tabi tutulmus ve ardindan

tohumlar 5’er dk. ti¢ kez steril saf su ile durulanmistir. Tohumlar MS besin ortamina

kiiltire alinmig ve 7-10 giin sonunda ¢imlenme oranlar1 goézlemlenmistir (Sekil

4.2a,b)

| - 1"’\
—
ke 3

Sekil 4.1. Kinoa tohumlarinin laminar flow kabin igeriind yl'izy sterilizasyonu
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Sekil 4.2 a,b. a)Kinoa tohumlarinin ¢imlendirme ortamina kiiltiire alinmasi ve b)In

Vitro kosullarda 7-10 giin sonra ¢imlenmis kinoa tohumlarindan gelisen bitkicikler

Kontaminasyon oranlarimin karsilastirilmast  amaciyla varyans analizi
yapilmistir. Tablo 4.1°de goriildiigii gibi kontaminasyon orani bakimindan Limtar
Black ¢esidinde dozlar, siireler ve dozlar x siireler interaksiyonu agisindan 0.05,
Limtar Red c¢esidinde sadece dozlar agisindan 0.01, Limtar White cesidinde ise
sadece dozlar agisindan 0.05 diizeyinde farklilik bulunmustur. Bu etkilesimde 6nemli
farklilik ¢ikmistir ve 6nem derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi
sonuglar1 Tablo 4.2’de verilmistir. Limtar Black kinoa c¢esidinde en fazla
kontaminasyon (% 20.00) % 15 ¢amasir suyu dozu ile 5 dk. sterilizasyon siiresi
uygulamasinda elde edilmistir. Limtar Red kinoa ¢esidinde en fazla (%100.00)
kontaminasyon % 20 c¢amasir suyu dozu ile 5 ve 10 dk. sterilizasyon siiresi
uygulamalarinda elde edilmistir. Limtar White kinoa c¢esidinde en fazla
kontaminasyon (%6.67) % 10 ¢amasir suyu dozu ile 5 ve 10 dk., %20 ¢amasir suyu

dozu ile 5 dk. sterilizasyon siiresi uygulamalarinda elde edilmistir.
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Tablo 4.1. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siirelerinin kinoanin ¢

cesidinin kontaminasyon orani (%) tizerine varyans analizi

Limtar Black Limtar Red Limtar White

VK. S.D.
K.O. F K.O. F K.O. F
*
Dozlar 3 | 09818 | 183" | 531105 | 218.41%* | 1.4341 | 1%
Siireler 1 | 00482 | 1.76* | 01216 050 | 0.3911 | 0.33

Dozlarx Siireler | 3 | 0.9482 | 1.76* | 01216 | 050 | 0.3911 | 0.33

Hata 16 | 0.5375 0.2432 1.1733
Genel Toplam 23
**p<0.01 *p<0.05

Tablo 4.2. Camasir suyunun farkli dozlari ve uygulama siirelerinin kinoanin {ig

¢esidinin kontaminasyon orani (%) tizerine Duncan analizi

Camasir Cesitlere Ait Kontaminasyon Oranlari (%)
suyu
Limtar Black Limtar Red Limtar White
Dozlar

(%) 5(dk)* | 10(dk)* | 5(dk) | 10(dk) | 5(dk.) | 10(dk)
5 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
10 6.67b 6.67a 13.33b 6.67b 6.67a 6.67a
15 20.00a 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
20 0.00c 0.00c 100.00a | 100.00a 6.67a 0.00c

*Ayni siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde onemli
farklilik bulunmustur.

**Ayn1 siitunda farkli harflerile gsterilen ortalamalar arasmda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde dnemli
farklilik bulunmustur.

42. CAMASIR SUYU DOZ VE SURELERIN TOHUMLARIN
CIMLENMESI UZERINE ETKIiLERI

Camagir suyunun farkli dozlar ve sterilizasyon siirelerinin tohumlarin
¢imlenmesi {izerine etkisinin karsilagtiritlmasi amaciyla varyans analiziyapilmistir
(Tablo 4.3). Tablo 4.3’de goriildiigii gibi ¢imlenme oranlart bakimidan kinoanin {ig
cesidinde de uygulama dozlar1 arasinda 0.01 diizeyinde farklilik gézlenmistir. Bu

farkliligin derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncan testi sonuglart Tablo
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4.4’de verilmistir. Tablo 4.4’de goriildiigii gibi ¢imlenme oram1 %6.67-100.00
arasinda degismistir. Tohumlarda ¢imlenme baslamis olmasina ragmen ¢imlenen
tohumlar gelisim gostermemistir. /n vitro ortamlarda ¢imlenme denemesi ard arda iki
defa kurulmus olmasina ragmen, her iki uygulamada da ¢imlenmenin baslamis ve
eksplant aliabilecek bitkicikler olusmamis olmasindan dolay1r tohumlara 2,3,5

Trifeniltetrazolium klorit testi (TTC) uygulanmistir.

Limtar Black kinoa ¢esidinde ¢imlenme oram1 %6.67-66.67 arasinda
degismistir. En fazla ¢imlenme %66.67 orani ile % 15 ¢amasir suyu dozu ile 5 dk.
sterilizasyon siiresi uygulamasinda elde edilmistir. Limtar Red kinoa ¢esidinde farkli
camasir suyu doz ve siire uygulamasi sonucu ¢imlenme orani %6.67-100.00 arasinda
degismistir. En fazla ¢imlenme %100.00 oraninda % 5 ¢amasir suyu dozu ile 5 ve 10
dk. sterilizasyon siiresinde ve % 15 ¢amasir suyu dozu ile5 ve 10 dk.sterilizasyon
stiresindeelde edilmistir. Limtar White kinoa ¢esidinde ise ¢imlenme oran1 % 46.67-
86.67 arasinda degismistir. En fazla ¢imlenme %86.67 oraninda % 5 camasir suyu
dozu ile 5 ve 10 dk. sterilizasyon siiresinde elde edilmistir. Limtar Red ve Limtar
White kino ¢esitlerinin tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda hem ekonomik olmasi
acisindan hem de daha az siire gamasir suyu kullaniliyor olmasindan dolayi, her iki
kinoa ¢esidinde de NaOCI’'nin % 5’lik dozu ile 5 dk. sterilizasyon uygulamasi

yapilmustir.

Tablo 4.3. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siireleri sonucunda kinoanin

ti¢ ¢cesidinin tohumlarinin ¢gimlenme orani (%) tizerine varyans analizi

Cimlenme Oranlar1 (%)

Limtar Black Limtar Red Limtar White
V.K. S.D.

K.O. F K.O. F K.O. F
Dozlar 3 | 8.9591 | 22.76** | 24.7372 | 120.86** | 2.75167 | 9.44**
Stureler 1 |0.1295 0.33 0.1080 0.53 0.03670 | 0.13
D‘(')zlarX 3 10.1730 0.44 0.1080 0.53 0.91297 | 3.13
Stureler
Hata 16 | 0.3936 0.2047 0.29137
Genel Toplam | 23
**n<0.01
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Tablo 4.4. Camasir suyunun farkli dozlar1 ve uygulama siireleri sonucunda kinoanin

ti¢ ¢esidinin tohumlarinin ¢imlenme orani (%) tizerine Duncan analizi

Camagir Cesitlere Ait Cimlenme Oranlari (%)
suyu

Limtar Black Limtar Red Limtar White
Dozlar
(%)

5(dk.)* 10(dk.)* 5(dk.) 10(dk.) | 5(dk.) 10(dk.)
5 0.00c 6.67¢C 100.00a | 100.00a | 86.67a | 86.67a
10 33.33b 26.67b 80.00ab | 93.33ab | 53.33¢c | 80.00ab
15 66.67a 60.00a 100.00a | 100.00a | 53.33c | 46.67c
20 46.67ab | 40.00ab 6.67b 6.67b | 80.00ab | 66.67b

**Aymi siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasmda Duncan testine gére 0.01 diizeyinde énemli
farklilik bulunmustur.

Limtar Black ve Limtar White kinoa tohumlarinda ¢imlenme sonrasi bitki
gelisimi olmamasindan dolayi, bu olumsuzlugu ortadan kaldirmak amaciyla karanlik
ortam denemesi kurulmustur. Kinoanin {li¢ ¢esidine ait tohumlar MS besin ortami
icinde 24 saat karanlik fotoperiyodunda 7 giin bekletilmis ve 16/8 fotoperiyoduna
alindiktan 7 gilin sonra goézlemler yapilmistir. Karanliin ¢imlenmeye etkisinin
karsilastirilmasi amaciyla varyans analizi yapilmigtir (Tablo 4.5). Tablo 4.5°de
gorildigi gibi karanlik ortamin ¢imlenme oranlart bakimindan 0.01 diizeyinde
farklilik gozlenmistir. Bu farkliligin derecesini belirlemek amaciyla yapilan Duncan
testi sonucglar1 Tablo 4.6’da verilmistir. Karanlik ortamda Limtar Black kinoa
¢esidinde ¢cimlenme %33.30 oraninda, Limtar Red kinoa ¢esidinde ¢imlenme %60.00
White kinoa ¢esidinde ¢imlenme %353.30 oraninda

oraninda ve Limtar

gerceklesmistir.

Tablo 4.5. Karanlik ortamin kinoanin {i¢ ¢esidinin tohumlarinin ¢imlenme orani (%)

lizerine varyans analizi

Cimlenme Oranlar1 (%)
V.K. S.D. KO. =
Cesit 2 1.568 1.29*
Hata 6 1.213
Genel Toplam 8
*p<0.05
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Tablo 4.6. Karanlik ortamin kinoanin {i¢ ¢esidinin tohumlarinin ¢gimlenme orani (%)

uizerine Duncan analizi

Cesitler Cimlenme Oranlar (%)
Limtar Black 33.30b

Limtar Red 60.00 a

Limtar White 53.30 ab

*Ayni siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde onemli
farklilik bulunmustur.

4.3. SUKROZ DOZLARININ TOHUMLARIN CIMLENMESI UZERINE
ETKILERI

Limtar Black ve Limtar White kinoa tohumlarinda¢imlenme sonrasi bitki
gelisimi olmamasindan dolayi, bu olumsuzlugu ortadan kaldirmak amaciyla besin
ortamlaria farkli sukroz dozlari eklenmistir. Sukrozun farkli dozlarinin etkisinin
karsilastirilmas1 amaciyla varyans analizi yapilmistir (Tablo 4.7). Tablo 4.7°de
goriildiigi gibi gesit ve cesit x doz interaksiyonu bakimindan 0.01 ve doz bakimindan
ise 0.05 diizeyinde farklilik g6zlenmistir. Bu farkliligin derecesini belirlemek
amaciyla yapilan Duncan testi sonuglart Tablo 4.8’da verilmistir. Tablo 4.8’de
goriildiigii gibi Limtar Black kinoa ¢esidinde % 1.5 sukroz dozunda en fazla
¢imlenme %66.67 oranindadir. % 6.0 sukroz dozunda ise ¢imlenme %46.67 oraninda
gerceklesmistir. % 3.0 sukroz dozunda g¢imlenme gergeklesmemistir. Limtar Red
kinoa ¢esidinde uygulanan her ii¢ sukroz dozunda da %100.00 oraninda ¢imlenme
gerceklestigi goriilmektedir. Limtar White kinoa ¢esidinde de % 1.5 sukroz dozunda
%26.67 oraninda ¢imlenme gerceklesmistir. % 6.0 sukroz dozunda %60.00 oraninda
cimlenme gerceklesmistir. En fazla ¢imlenme %86.67 orani ile % 3.0 sukroz
dozunda olmustur. Limtar White ¢esidinde sukroz dozlar1 % 3.0 sukroz dozuna gore,

azaldik¢a ve arttik¢a ¢cimlenme orani azalmistir.
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Tablo 4.7. Sukrozun farkli dozlarmin kinoanin {i¢ ¢esidinin tohumlarmin ¢imlenme

orani (%) tizerine etkisinin varyans analizi

Cimlenme Oranlar1(%)

V.K. S.D. KO, =
Cesitler 2 18.3914 86.64**
Dozlar 2 0.4507 2.12*
Cesitler xDozlar 4 7.2925 34.35**
Hata 18 0.2123
Genel Toplam 26
**p<0.01*p<0.05

Tablo 4.8. Sukrozun farkli dozlarimin kinoanin ti¢ ¢esidinin tohumlarinin ¢imlenme

orani (%) tizerine etkisinin Duncan analizi

Cimlenme Oranlar1 (%)
Dozlar (%) Limtar Black Limtar Red Limtar White
1.5 66.67bc 100.00a 26.67d
3.0 0.00e 100.00a 86.67ab
6.0 46.67cd 100.00a 60.00bc

*Ayni siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde onemli
farklilik bulunmustur.

**Ayni siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gdre 0.01 diizeyinde énemli
farklilik bulunmustur.

4.4. TOHUM CANLILIK TESTI

Tetrazolium (TTC) testi, tohumlarin canliliklarin1 belirlemenin yani1 sira
tohumun giiciinii (vigor) belirlemeyede yardimer olan biyokimyasal bir testtir. Bu
testin esas1 canli ve cansiz dokularin tetrazoliumklorid ile olusturdugu renk
farkliligina dayanmaktadir. Renksiz olan tetrazolium soliisyonu, canli bitki
dokularindaki oksidaz enzimleri tarafindan indirgenerek, kirmizi renkli formazan adli
maddenin olusumuna neden olur. Béylece canli hiicreler kirmizi renge boyanir. Buna
karsilik 6li hiiclerelerde higbir reaksiyon olusmadigi i¢in kirmiziya boyanma olmaz
ve cansiz doku renksiz kalir (Eser ve ark., 2005). Bu ¢alismada kinoa tohumlar1 24
saat su i¢inde bekletilerek kabuklart yumusatilmis ve 1 g/l 2, 3, 5 trifeniltetrazolium
klorit soliisyonu igine konularak iklim odasinda 24 °C’de karanlik ortamda 24 saat

bekletildikten sonra canlilik kontrolii yapilmistir. Her ii¢ ¢esitten de 100’ er tohum
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kullanilmistir. TTC testi sonucuna gore Limtar Red kinoa ¢esidinde tohumlarin hepsi
kirmiziya boyanmistir, Limtar Black ve Limtar White kinoa g¢esitlerinin

tohumlarinda ise % oraninda kirmiziya boyanma gerceklesmistir.

4.5. KINOADA SOMATIK EMBRIYOGENESIS OLUSUMUNA 2,4-D ve
BAP’IN ETKISi

Somatik embriygenesis eksplantlar iizerinde stres sonucuna meydan gelir.
Eksplantlar iizerinde somatik embriyogenesis icin stres yaratmak ve somatik
embriyogenesis olusturmak igin genel olarak (2,4-D) kullanilmaktadir. Daha 6nce
yapilmis c¢alismalarda somatik embriyogenensis olusumu i¢in eksplantlarin genel
olarak ilk once 2,4-D igeren besin ortamlarina aktarildigi ve daha sonra meydana
gelen somatik embriyolarin olgunlagsmasi amaciylaoksin icermeyen ortamlara
transfer edildigi bildirilmistir (Prof. Dr. K.M. Khawar Ankara Univ. Ziraat Fakiiltesi,

Tarla Bitkileri Boliimii 6zel konugmalart).

Govde ve siirgiin ucu eksplantlarikallus olusumunu tesvik etmek amaciyla 0.5,
1.00, 1.50 ve 2.00 mg/L 2,4-D igeren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Limtar Red
kinoa ¢esidinin 2,4-D’ nin farkli dozlarinda kok, siirgiin ve kallus olusum oranlarinin
karsilagtiritlmas1 amaciyla varyans analizi yapilmistir. Tablo 4.9’da goriildigi gibi
kok, siirglin, kallus olusum oranm1 bakimindan uygulama dozlar1 arasinda 0.01
diizeyinde farklilik saptanmistir. Bu farkliligin derecesini belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglar1 Tablo 4.10’da verilmistir.

Limtar Red kinoa ¢esidinin siirglin ucu ve govde eksplantlarinda kontrol, 0.50
mg/L ve 1.00 mg/L 2,4-D dozlarinda %100.00 oraninda kallus olusumu
gerceklesmistir. Siirgiin olusumu %100.00 oraninda siirglin ucu eksplantinda 1.50
mg/L 2,4-D doz uygulamasinda gergeklesmistir. Siirglin ucu ve govde eksplantinda
kok olusum orani 1.50 mg/L 2,4-D dozlarinda en yiiksek % 13.13” diir.
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Tablo 4.9. Limtar Red kinoa ¢esidinin 2,4-D’nin farkli dozlarinda kok, siirglin ve

kallus olusum oran1 (%) iizerine varyans analizi

Kok Olusum Stirgiin Olusum Kallus Olusum
Orant (%) Orant (%) Orant (%)
VK S-D. K.O. F K.O. F K.O. F
Dozlar 4 4.0743 5.33** 0.177 0.72 0.24159 | 2.66
Eksplantlar | 1 1.0186 1.33 189.701 | 767.33** | 0.07430 | 0.82
Dozlarx |, | 4 o186 | 133 0.177 0.72 | 0.20849 | 2.20%*
Eksplantlar
Hata 20 | 0.7639 0.247 0.09085
Genel
Toplam 29
**<0.01

Tablo 4.10. Limtar Red kinoa ¢esidinin 2,4-D’nin farkli dozlarinda kok, siirgiin ve

kallus olusum orani (%) tizerine Duncan analizi

Kok Olusum Stirgiin Olusum Kallus Olusum
2,4-D Orant (%) Orant (%) Orant (%)
(mg/L) Siirgiin Govde Siirgiin | Govde Siirgiin Govde
Ucu Ucu Ucu
0.00b 13.33a 93.33 0.00 100.00 100.00
Kontrol
0.50 0.00b 0.00b 86.67 0.00 100.00 100.00
1.00 0.00b 0.00b 86.70 0.00 100.00 100.00
150 13.33a 13.33a 100.00 0.00 93.33 86.67
200 0.00b 0.00b 80.00 0.00 80.00 100.00

**Aynl siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde dnemli
farklilik bulunmustur.

2,4-D’nin farkli dozlarinda 4 hafta siireyle bekletilen eksplantlarin gozle
goriiniir durumu Sekil 4.5 a,b’de verilmistir. 0.5 mg/L 2,4-D uygulamasinda yesil
aksam u¢ kisminda siirgiin ucunu desteklerken, alt kisminda kallus olusumu
homojendir. Govdede kallus olusumu yogun fakat yesil aksam olusumu ¢ok zayiftir.
1.50 mg/L 2,4-D uygulamasinda siirgiinde yesil aksam ¢ok fazla ve boy atmis

durumdadir. Diger oranlara gore daha sagliklidir. Fakat gévdede kallus olusumu ¢ok
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zayif neredeyse canli doku yoktur. 1.00 mg/L 2,4-D uygulamasinda yaprak i¢lerinde
sararma ve beyazlik (albino) olusumu goriilmektedir. 2.00 mg/L 2,4-D

uygulamasinda odunlagsma meydana gelmis ve canli doku neredeyse yoktur.

Sekil 4.3 a,b. Limtar Red Kinoa Cesidinde a)Siirgiin Ucu ve b) Gévde Eksplantlarina
1.00 mg/L 2,4-D Uygulamasi
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SOMATIK EMBRIYOLAR

Sekil 4.4. Limtar Red kinoa ¢esidinin govde eksplantlarma 0.5 mg/L 2,4-D+1.00
mg/L BAP uygulamasi

2,4-D’li ortamlardan alinan gévde ve siirgiin ucu eksplantlart 0.5 mg/L 2,4-
D+0.5 mg/L BAP, 0.5 mg/L 2,4-D+1.00 mg/L BAP, 0.5 mg/L 2,4-D+1.50 mg/L
BAP, 0.5 mg/L 2,4-D+2.00 mg/L BAP ilaveli ortamlara aktarilmistir. Siirglin ucu
eksplantlarinda  gelisim  yokken, govde eksplantlarinda kallus  olusumu
goriilmistiir.0.5mg/L  2,4-D+1.00 mg/L BAP ilaveli govde eksplantlar1 kiiltiire
alindiktan yaklasitk 45 giin sonra kallus olusturmaya baslamis ve kirmizi
renklenmeler olusmustur (Sekil 4.6.). Buda yiiksek konsantrasyonda ilave edilen
BAP oraninin kallusta renk degisimine sebep oldugu ve kirmizi tonlardaki renklerin

saponin kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Limtar Red kinoa ¢esidinin 2,4-D+BAP’ 1n farkli dozlarinda siirgiin ve kallus
olusum oranlarmin karsilastirilmast amaciyla varyans analizi yapilmistir. Tablo
4.11°de goriildiigt gibi siirgin olusum oran1 bakimindan eksplant kaynaginda 0.01,

kallus olusum orani agisindan ise doz x eksplant kaynagi interaksiyonunda 0.05
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diizeyinde farklilik saptanmistir. Bu farkliligin derecesini belirlemek amaciyla

yapilan Duncan testi sonuglar1 Tablo 4.12°da verilmistir.

Limtar Red kinoa ¢esidinde en yiiksek siirgiin olusumu %13.33 oraninda
stirgiin ucu eksplantinda 0.50 mg/L 2,4-D + 1.00 mg/L BAP dozunda
gerceklesmistir. Siirglin ucu eksplantinda en yiiksek kallus olusumu (%40.00) 0.50
mg/L 2,4-D + 2.00 mg/L BAP igeren besin ortaminda, govde eksplantinda ise en
yiiksek kallus olusumu (%40.00) 0.50 mg/L 2,4-D + 1.00 mg/L BAPigeren besin

ortaminda gerceklesmistir.

Tablo 4.11. Limtar Red kinoa ¢esidinin 2,4-D+BAP’in farkli dozlarinda siirgiin ve

kallus olusum orani (%) lizerinevaryans analizi

Siirgiin Olusum Orani Kallus Olusum Orani
V.K. S.D. (%) (%)
K.O. F K.O. F

Dozlar 3 0.8488 0.89 1.250 0.64
Eksplantlar 1 5.0929 5.33** 1.592 0.82
Dozlarxeksplantlar 3 0.8488 0.89 7.244 3.74*
Hata 16 0.9549 1.939

Genel Toplam 23

**p<0.01*p<0.05

Tablo 4.12. Limtar Red kinoa gesidinin 2,4-D+BAP’1n farkli dozlarinda siirgiin ve

kallus olusum orani (%) tizerine Duncan analizi

Uygulamalar Siirgiin Olugum Orani Kallus Olusum Orani
(%) (%0)*

2,4-D BAP Siirgiin ucu Govde Siirgiin ucu Govde
(mg/L) (mg/L)

0.50 0.50 6.67 0.00 13.33a 6.67b

0.50 1.00 13.33 0.00 6.67b 40.00a

0.50 1.50 0.00 0.00 26.70a 6.67b

0.50 2.00 6.67 0.00 40.00a 6.67b

*Ayni siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde 6nemli
farklilik bulunmustur.

**Aymi siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasmda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde énemli
farklilik bulunmustur.
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4.6. KINOADA SOMATIK EMBRIYOGENESIS OLUSUMUNA TDZ’NIN
ETKISI

Thidiazuron (TDZ) birgok bitki tiiriiniin doku kiiltiiriinde morfogenez igin
oldukga etkili bir biyo-diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. TDZ uygulamasi,
kallusun olusumundan somatik embriyolarin olusumuna kadar ¢esitli kiiltiirel
tepkilere neden olur. TDZ, kiiltiire alinan eksplantlarin biiyiimesi ve farklilasmasi
lizerine oksin ve sitokininler gibi benzersiz 6zellik sergilemektedir, yapisal olarak
oksinler veya piirin bazli sitokininlerden farklidir (Murthy ve ark., 1998). TDZ'nin
endojen bitki biliyime diizenleyicilerini dogrudan veya dolayli olarak
degistirebilecegini ve boliinme / yenileme igin gerekli olan hiicre / doku igerisinde
reaksiyonlar tiretebilecegi gosterilmistir (Guo ve ark. , 2011).

Yiiksek oranda somatik embriyogenesis elde etmek amaciyla in vitro’da
gelisen bitkiciklerden elde edilen gévde ve siirgiin ucu eksplantlart 0.01 mg/L, 0.10
mg/L, 1.00 mg/L TDZ igeren MS besin ortaminda kiiltiire alimmistir. Limtar Red
kinoa c¢esidinin TDZ’nin farkli dozlarinda siirgiin ve kdk olusum oranlarinin
karsilastirilmasi amaciyla varyans analizi yapilmistir. Tablo 4.13’de goriildiigii gibi
siirglin, kok olusum oram1 bakimindan uygulama dozlar1 arasinda 0.01 ve 0.05
diizeyinde farklilik saptanmigtir. Bu farkliligin derecesini belirlemek amaciyla
yapilan Duncan testi sonuglar1 Tablo 4.14’de verilmistir. Limtar Red kinoa ¢esidinde
en yliksek stirglin olusumu %66.67 oraninda kontrol grubunda ve %26.70 oraninda
0.01 mg/L TDZ dozunda siirgiin ucu eksplantinda gergeklesmistir. Kok olsumu ise
en ylksek %66.67 oraninda kontrol grubunda gévde eksplantinda meydana gelmistir.

Tablo 4.13. Limtar Red kinoa ¢esidinin TDZ’nin farkli dozlarinda siirgiin ve kok

olusum orani (%) lizerine varyans analizi

Siirgiin Olugum Orani (%) Kok Olusum Orant (%)
V.K. S.D. K.O. F K.O. F

Dozlar 3 2.965 2.57 11.6667 223.12**
Eksplantlar 1 5712 4.96* 11.6667 223.12**
Dozlar x 3 2.965 2.57* 11.6667 223.12*
Eksplantlar
Hata 16 1.152 0.0523
Genel Toplam 23
**p< 0.01*p<0.05

36




Tablo 4.14. Limtar Red kinoa ¢esidinin TDZ’nin farkli dozlarinda siirgiin ve kok

olusum orani (%) tizerine Duncan analizi

StirgiinOlugum Orani (%) Ko6kOlusum Orani (%)

TDZ
(mg/L) Stirgtin Ucu Govde Siirgiin Ucu Govde
Kontrol 66.67a 0.00 0.00 66.67a
0.01 26.70b 0.00 0.00 0.00b
0.10 0.00c 0.00 0.00 0.00b
1.00 0.00c 0.00 0.00 0.00b

**Ayn1 siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasmda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde énemli
farklilik bulunmustur.

*Aynl siitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine goére 0.05 diizeyinde onemli
farklilik bulunmustur.

Limtar Red kinoa ¢esidinde en yiiksek siirglin ve kok olusumu % 66.67 ile
kontrol grubunda siirgiin ucu eksplantinda gézlemlenmistir. TDZ’nin bitkide gozle
gorlinliir durumu; yapraklarda ¢ok az bir gelisme olmasimna ragmen hafif

tomurcuklanmalar mevcuttur. Yesil aksam olusumu sinirlidir. Eksplantlarda soluk

renk olusumu ve kahverengilesme goriilmiistir.

Sekil 4.5. Limtar Red kinoa ¢esidinin siirgiin ucu eksplantlarina 0.01 mg/LTDZ

uygulamasi
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4.7. KINOADA SOMATIK EMBRIYOGENESIS OLUSUMUNA FARKLI
SUKROZ DOZLARININ ETKISi

Limtar Red kinoa ¢esidinin sukrozunfarkli dozlarinda kallus, siirgiin ve kok
olusum oranlarinin Karsilastirilmas:1 amaciyla varyans analizi yapilmistir. Tablo
4.15’de goriildiigii gibi siirgiin, kok olusum orani bakimindan uygulama dozlari
arasinda 0.01 diizeyinde farklilik saptanmistir. Bu farkliligin derecesini belirlemek
amaciyla yapilan Duncan testi sonuglar1 Tablo 4.16’da verilmistir. Siirgiin ucu
eksplantinda siirgiin ve kallus olusum oran1 % 53.33-100.00 arasinda degiskenlik
gostermistir. En yiiksek kallus olusumu %100.00 oraninda siirgiin ucu ve goévde
eksplantlarinda % 1.5 ve % 3.0 sukroz dozlarinda gergeklesmistir. En yiiksek siirgiin
olusumu %100.00 oraninda siirgiin ucu eksplantinda % 1.5 ve % 3.0 sukroz
dozlarinda gergeklesmistir. Kok olusum orani en fazla govde eksplantinda %15.30

oraninda% 3.0 sukroz dozunda gergeklesmistir.

Tablo 4.15. Limtar Red kinoa ¢esidine % 1.5, % 3.0, %6.0 sukroz dozlarinda kallus,

slirglin ve kok olusum orani (%) tizerine varyans analizi

Kallus Olusum Siirgiin Olusum Kok Olusum
Orani (%) Oran1 (%) Orani1 (%)

VK S.D. K.O. F K.O. F K.O. F.
Dozlar 2 0.7225 | 3.94** | 35776 | 38.52** | 0.6366 | 0.50*
Eksplantlar 1 0.1858 | 1.01* | 58.4918 | 629.76** | 5.7295 | 4.50*
Dozlarx 2 | 01858 | 1.01* | 3.5776 | 38.52** | 0.6366 | 0.50
Eksplantlar
Hata 8 0.1832 0.0929 1.2732
Genel Toplam 11

**n< 0.01%p<0. 05
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Tablo 4.16. Limtar Red kinoa ¢esidine % 1,5, % 3.0, %6.0 sukroz dozlarinda kallus,

stirgiin ve kok olusum orani (%) tizerine Duncan analizi

Kallus Olusum Oran1 | Siirgiin Olusum Orani K6k Olusum Orant

Sukroz (%)* (%)% (%)
Dozlar

(%) Stirgilin Govde Siirgiin Govde Siirgilin Govde

Ucu Ucu Ucu

1.5 100.00a 100.00a | 100.00a 0.00 0.00 13.33

3.0 100.00a 100.00a | 100.00a 0.00 0.00 15.30

6.0 80.00b 93.33b 53.33b 0.00 0.00 6.67

*Aym siitunda farkli harflerile gdsterilen ortalamalar arasinda Duncan testine goére 0.05 diizeyinde Gnemli
farklilik bulunmustur.
**Aym stitunda farkli harflerile gosterilen ortalamalar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde 6nemli
farklilik bulunmustur.

4.8. SOMATIK EMBRIYOLARDAN GELISEN BITKICIKLERIN DIS
SARTLARA ALISTIRILMASI (AKLIMATIZASYON)

1.50 mg/L 2,4-D’ 1i ortamda yetisen siirgiin ucu eksplantindan elde edilen 2 cm
boyundaki koklenmis bitkiler, dis ortama alistirmak amaciyla steril torf igeren 15
cm’lik saksilara aktarilmig ve lzerleri yaklasik 1 hafta seffaf poset ile kapatilarak,
iklim odasinda biiyiimeye birakilmustir. Iklim odasinda24 + 1 °C, 3000 liiks 151k 16

saat 151k fotoperiyodu ve %50 nem saglanmigtir.

Sekil 4.6. Limtar Red c¢esidinin iklim odasinda saksi igerisinde dis kosullara

alistirilmasi
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5. SONUC VE ONERILER

Kinoa tiiketiciler i¢in genis ¢apli bir gidaya doniismesine ragmen, tiim diinyada
tiirler hakkindaki bilimsel bilgiler hala belirsizlik gostermektedir. Verim belirleme ve
bitki adaptasyonu fizyolojik temeli olusturmaktadir. Kinoada biiylimeyi en {ist
diizeye c¢ikarmak yetistirme c¢abalarinin odagi olmaktadir. Kinoa, beslenme
Ozellikleri ve bircok bakimdan diinya capinda dikkate deger bir {iriin olarak
taninmaktadir. Ulkemiz i¢in de kinoa, potansiyel alternatif bir iiriin olma dzelligine
sahiptir. Ancak, bu bitkinin gerek adaptasyon c¢alismalar1, gerek islah calismalari,
gerek biyoteknolojik ¢aligmalari, bitkinin dogru tanitiminin yapilmasi, sanayisinin
kurulmasi1 gibi c¢aligmalar iizerinde durulmalidir. Diisiik saponin igerigine sahip
klonlarin elde edilmesi kinoada ¢ok 6nemli bir 1slah amacidir. Saponin {iretme
kapasitesini tekrar kazanmayacak cesitlerin gelistirilmesi {izerinde durulmalidir. Bu
da genetik Ozelliklerinin iyilestirilmesi ile miimkiin olabilecektir. Buna ek olarak,
kurak arazi sartlarina dayanikli Kinoa bitkilerinin gelistirilmesi 6zellikle kiiresel iklim
degisimi gdzoniine alindiginda ayr1 bir 6nem kazanmaktadir. Ayrica, yiiksek kalitede
proteinli tohumluklara sahip yeni g¢esitler olusturulmalidir. Lizin ve metiyonin

igerikleri bu kapsamda oldukga 6nemli bir gostergedir.

Doku kiiltiirii calismalarinda sterilizasyon ¢imlenmeyi dogrudan etkilemektedir
ve olduk¢a dnemlidir. Camasir suyusterilizasyonda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yapilan calismalarda ¢amasir suyu’nun tohumlara zarar verdigi ve tohumlarin
cimlenmesini engelledigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada da 6zellikle Limtar Black ve
Limtar White kinoa ¢esitlerinin ¢imlenmesini tamamen durdurdugu tespit edilmistir.

Bu sebeple her ii¢ ¢esit iginde karanlik ortam ve sukroz oranlarinin degisimiyle
¢imlendirme saglanmaya calisilmistir. Cimlenmeyi %100 artirdigi belirlenen en iyi
yontem, % 3 sakkaroz iceren ve % 0.5-0.8’lik agar ile katilagtirilan MS besin
ortaminda 24 °C’de 16 saat 151k fotoperiyodunda oldugu belirlenmistir. Diger
yontemlerin in vitro sartlarda ¢imlenme problemi yasanan diger c¢esitlerde
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada Limtar Black, Limtar White, Limtar Red kinoa c¢esitlerinin
tohumlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in en uygun dezenfektan dozu ve siiresi
belirlenmeye ¢alisilmis ve bu amagla camasir suyunun% 5, 10 15, 20’lik dozu ile 5

ve 10 dk. siireleri uygulanmistir. Cesitler arasinda en fazla ¢imlenme Limtar Black
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¢esidinde % 15’ lik ¢amasir suyunda5 dk siire ile, Limtar Red ve Limtar White
cesidinde ise % 5°lik ¢amasir suyunda 5 dk siire ile sterilizasyondagoriilmiistiir.
Fakat Limtar Black ve Limtar White ¢esitlerinde ise doz ve siirelerin tohumlarin
gelisimini olumsuz yonde etkiledigi ve tohumlarin bir kisminin hi¢ ¢imlenmedigi bir
kisminin ise ¢imlendigi fakat gelisimlerini tamamlayamadiklar1 gdzlemlenmistir.
Bunun iizerine yeterli miktarda ¢imlenmeyi saglamak icin karanlik ortam ve farkl
sukroz oranlar1 denenmistir. Cesitler arasinda sukroz orami arttikga ¢imlenme
oranlarinda azalma goriilmiistiir. Boylece sukrozun dormansiye sebebiyet vererek
gelismeleri yavaglattigi goriilmiistir. Fukami ve Hildebrandt (1967) yaptiklar
calismada kinoa da siirgiin gelisimini arttirmak i¢in diisiik ve yiiksek oranda sukroz
dozu uygulamislardir. Ayn1 sekilde yapilan ¢alismada cok yiiksek ve diisiik sukroz
dozlarinda zayif gelisim hatta 6liimciil etki tespit etmislerdir. Karanlik ortamin, kinoa
tohum ¢imlenmesinde etkisiz sonug verdigi varyans analizi ile belirlenmistir.
Embriyogenesis olusumunu tesvik etmek i¢in en fazla kullanilan oksin 2,4-
Diklorofenoksiasetik (2,4-D)’ dir. Genellikle 2,4-D besin ortamlarina 0.5-2 mg/L
oraninda katilmaktadir. Somatik doku hiicreleri oncelikle yliksek oranda (genellikle
2,4-D) igeren ortamda kiiltiire alinir, daha sonrada oksin igermeyen yeni ortama
aktarilirsa embriyo liretme yetenegi kazanmaktadir. Kontrol, 0.50 mg/L ve 1.00
mg/L 2,4-D dozlarinda siirgiin ucu ve govde eksplantlarinda kallus olusum orani en
yiiksek degerde bulunmustur (%100.00). Kok olusumu en yiliksek 13.13 oraninda
slirglin ucu ve govde eksplantlarinda goriilmistiir.0,5 mg/L 2,4-D uygulamasinda
yesil aksam u¢ kisminda siirgiin ucunu desteklerken, alt kisminda kallus olusumu
homojendir. Govdede kallus olusumu yogun fakat yesil aksam olusumu ¢ok zayiftir.
1.50 mg/L 2,4-D uygulamasinda siirgiinde yesil aksam ¢ok fazla ve boy atmis
durumdadir. Diger oranlara gore daha sagliklidir. 0.5 mg/L 2,4-D+1.00 mg/L
BAPilaveli govde eksplantlart kiiltiire alindiktan yaklagik 45 giin sonra kallus
olusturmaya baslamis ve kirmizi renklenmeler olugsmustur. Buda yiiksek
konsantrasyonda ilave edilen BAP oraninin kallusta renk degisimine sebep oldugu ve
kirmizi tonlardaki renklerin saponin kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Burnouf-
Radosevich ve ark. (1982) yaptiklar1 ¢calismada kinoa ¢esidinin epikotil kisimlarina

0.2 mg/L 2,4-D uygulamislar ve en fazla kallus olusumu elde etmislerdir.
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TDZ uygulamasi, kallusun olusumundan somatik embriyolarin olusumuna
kadar c¢esitli kiiltiirel tepkilere neden olur. TDZ'mnin endojen bitki biiyiime
diizenleyicilerini dogrudan veya dolayli olarak degistirebilecegini ve boliinme /
yenileme i¢in gerekli olan hiicre / doku igerisinde reakSiyonlar fiiretebilecegini
gostermistir (Guo ve ark. , 2011). Kontrol, 0.01 mg/L, 0.10 mg/L, 1.00 mg/L TDZ
iceren MS besin ortaminda kiiltiire alinmis Limtar Red kinoa ¢esidinde, en yiiksek
stirglin ve kok olusumu % 66.67 ile kontrol grubunda siirgiin ucu eksplantinda
gozlemlenmistir. TDZ uygulamasinda yesil aksam olusumu sinirlidir. Eksplantlarda
soluk renk olusumu ve kahverengilesme goriilmiistiir.

Limtar Red kinoa ¢esidinde siirgiin ucu ve govde eksplantlar1 kullanilarak %
1.5, % 3.0, % 6.0 sukroz dozlarinda kallus, siirgiin ve kok olusum oranlar
gbzlemlenmistir.

Kallus olusumu siirgiin ucu ve govde eksplantlarinin ikisinde de en yiiksek %100.00
oranindadir.

1.50 mg/L 2,4-D’ 1i ortamda yetisen siirgiin ucu eksplantindan elde edilen 2 cm
boyundaki koklenmis bitkiler, dis ortama alistirmak amaciyla steril torf igeren 15
cm’lik saksilara aktarilmig ve lzerleri yaklasik 1 hafta seffaf poset ile kapatilarak,
iklim odasinda biiylimeye birakilmistir. Saksiya alinan in vitro bitkiler dis kosullara
alistirllamamastir.

Yapilan bu tez ¢alismasisonucu elde edilen bilgiler 1s1ginda yapilmasionerilen
calismalar;

1. Tez kapsaminda c¢alisilan bitkilerin daha farkli hormon ve hormon
konsantrasyonlarinda somatik embriyogenesis kapasiteleri denenmelidir.

2. Saponin igerigi diisiiriilmiis yeni ¢esitlerin 1slahi i¢in ¢aligmalar yapilmalidir.

3. Farkli ekonomik 6neme sahip tiirlerde benzer ¢aligmalar yapilmalidir.

4. Elde edilen embriyojenik kallus miktarini ve somatik embriyo miktarin: arttirmak

igin s1v1 kiiltiir protokolleri olusturulmalidir.
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OZGECMIS

Ben Seyma DOGANCI. 1988 yilinda Kahramanmaras’ta dogdum.
Evliyim. 2 ¢ocugum var.

Yunus Emre Ilkoégretim Okulunu (2003), Kahramanmaras Merkez
Anadolu Lisesini (2007), Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Ziraat Miihendisligi boliimiinti (2012) bitirdim. Ziraat
Fakiiltesi Ziraat Miihendisligi boliimii stajum USKIM (Universite-
Sanayi-Kamu Isbirligi Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi)
laboratuarlari ve iiniversiteye ait seralarda tamamladim.

2010 yilinda Ziraat Miihendisleri Odas1 Kahramanmaras Sube
Baskanlig1 tarafindan diizenlenen ‘Gida Isletmelerinde Haccp Egitimi’
ve ‘ISO-22000:2005 Gida Gilivenlik Sistemleri Egitimi’ adli seminerlere
katilarak 2 tane belge aldim.

Dilge Ingilizce kursunda 3. Seviyede Ingilizce kursu aldim.
Amerikan Kiiltir Dernegi kursunda 4. ve 5. seviyede Ingilizce kursu
aldim. Milli Egitim Bakanlig1 onayl bilgisayar sertifikam bulunmaktadir
(donanim, Windows XP, word, excel, powerpoint, internet, bilgisayar
isletmenligi seviyesinde). 2009 yilindan beri B smifi stiriicii belgem
bulunmaktadir.

2012 yilinda Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimiinde Arastirma Gorevlisi olarak gorev
yaptim.

Suanda Kirsehir Gida, Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigiinde Ziraat
Miihendisi olarak gorev yapmaktayim.
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