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KOLZADA (Brassica napus L.) CIMLENME VE SITOGENETIK OZELLiKLER
ILE IN VITRO REJENERASYON UZERINE MEMELI CINSIYET
HORMONLARININ ETKIiSi

Gholamreza JANNATI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Kolza (Brassica napus) diinyada besinsel anlamda son derece zengin niteliklere sahip
bitkisel yag kaynagi oldugu gibi, ayn1 zamanda hayvansal yem olarak da olduk¢a 6nemli
bir bitki tiiriidiir. Bu tez ¢alismasinin amaci kolza bitkisinin tohumlarinin ¢imlenmesi,
sitogenetigi ve in vitro doku kiiltlirii lizerine memeli cinsiyet hormonlarindan 17f3-
estradiol, Ostrojen, progesteron ve testosteron’un etkisini belirlemektir. Calisma
kapsaminda kullanilan hormonlar 0 (kontrol), 5x10°, 5x10%4, 5x1073 ve 5x102 mM
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Cimlenme parametrelerinden elde edilen verilerde en
basarili uygulamanin dstrojenin 5x10*mM konsantrasyonu oldugu goriilmiistiir.
Memeli cinsiyet hormonlarinin kolza bitkisinin meristematik hiicrelerini kromozom
anormalliklerden koruyamadigi, aksine kontrol gruba gore nispeten daha yiiksek bir
oranla kromozom anormalliklere neden oldugu belirlenmistir. Kontrol grupta hem mitotik
indeks daha yiliksek olmus hem de kromozomal anormalliklere sahip hiicre oran1 daha
diisiik olmustur. Kontrol grubu tiim hormon tiplerinde 5x10° ve 5x10% mM
konsantrasyonlar izlemistir.

In vitro doku kiiltiirine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisini incelemek igin 2 farkli
eksplant (hipokotil ve kotiledon), 4 farkli memeli cinsiyet hormonu ve bunlarin 5 farkl
dozu hem 151k hem de karanlik ortam kosullarinda degerlendirmeye alinmistir. ki asamali
olarak yapilan rejenerasyon calismasinda, kallus gelisimi eksplant olarak hipokotil
kullanildiginda, hormon olarak ise progesteronun 5x10° mM’lik konsantrasyonu
uygulandiginda en yiiksek oranda olmustur. Embriyogenik kallus olusumu uyariminda
ise en basarili uygulama, 5x10* mM 6strojen olmustur. Testosteron uygulamalarmnin in
vitro kiiltiir ortaminda genel anlamda basarili etkiler sergilemedigi goriilmiis, diger
hormon yapilarinin etkilerinin ortam sartlar1 ve konsantrasyon bagimli bir sekilde
degisiklik gosterdikleri anlagilmigtir.

2018, 142 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kolza (Brassica napus), doku kiiltiirii, 17p-estradiol, ostrojen,
progesteron, testosteron



ABSTRACT

P.h.D Thesis

THE EFFECT OF MAMMALIAN SEX HORMONES ON THE
GERMINATION, CYTOGENETIC, IN VITRO REGENERATION OF
RAPESEED (Brassica napus L.)

Gholamreza JANNATI

Atatiirk University
Schools of Applied and Natural Sciences
Department of Field Crops

Supervisors: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Rapeseed (Brassica napus) is a vegetable oil source with extremely rich nutritional
qualities in the world as well as a very important plant species as animal feed. The aim of
this thesis is to determine the effect of mammalian sex hormones 173-estradiol, estrogen,
progesterone and testosterone on germination of seeds of the rapeseed plant, cytogenetics
and in vitro tissue culture. The hormones used in the study were 5x10°, 5x10%, 5x107
and 5x10 mM respectively. In the data obtained from the germination parameters of the
study, the most successful application was found to be the concentration of 5x10*mM of
estrogen.

It has been found that mammalian sex hormones do not protect the meristematic cells of
the rapeseed plant from chromosome abnormalities, but rather cause chromosome
abnormalities at a slightly higher rate than the control group. In the control group, the
mitotic index was higher, while the percentage of cells with chromosomal abnormalities
was lower. Concentrations of 5x10° and 5x10* mM mM of all hormone types were
monitored by the control group.

Two different explants (hypocotyl and cotyledon), 4 different mammalian sex hormones
and their 5 different doses were evaluated in both light and dark conditions to examine
the effect of mammalian sex hormones on in vitro tissue culture. In a two-stage
regeneration study, callus development was highest when hypocotyl was used as an
explant and when the concentration of progesterone was 5x10°mM as a hormone. In the
induction of embryogenic callus, the most successful application was 5x10* mM
estrogen. It has been found that testosterone applications do not generally have successful
effects in the in vitro culture medium, and that the effects of other hormone constructs
vary in ambient conditions and in a concentration-dependent manner.

2018, 142 pages

Keywords: Rape (Brassica napus), tissue culture, 17p-estradiol, estrogen, progesterone,
testosterone
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1. GIRIS

Brassicaceae familyasi kapsaminda yer alan Brassica cinsi, ekonomik degeri en yiiksek
olan familya iiyesidir. Diinya {izerinde bulunan pek ¢ok farkli Brassica tiirii, farkli
sekillerde siniflandirilmis ve yag, sebze veya yem bitkisi olarak adlandirilmistir. Lifli
gida olmalar sebebiyle bir¢ok iilkenin mutfak kiiltiiriinde kendilerine olduk¢a yogun
kullanim imkani bulmusturlar. Sebze olarak tiiketilen Brassica tiirlerinin igeriginde,
vitaminler, mineraller, lifler ve bunlara ek olarak yeni bir¢ok fitokimyasalin varligindan

da s6z etmek miimkiindiir (Steinmetz and Potter 1996).

Yag bitkisi olarak kullanilan tiirler igerisinde en onemlilerden birisi olarak Brassica
tirleri gosterilmektedir. Yag igerigi yiiksek olan tohum tiirlerini Brassica juncea,
Brassica carinata, Brassica rapa ve Brassica napus olarak siralandirmak mimkiindiir.
Bir Brassica tiirii tohumun Kanola niteligine sahip olabilmesi i¢in; diisiik glikosinolat ve
diisiik erusik asit degeri tasimas1 gerekmektedir. Kanola deyince akla gelen ilk tiir olan
Brassica napus; yag bitkisi olarak diinyada onemli bir yere sahiptir (Snowdon et al.
2007).

Kolza bitkisinin Kanada’da 1slah edilmesiyle glikosinolat ve erusik asit icermeyen veya
diisiik oranda igeren bir cesit elde edilmistir. Bu kapsamda yeni elde edilen tiire ingilizce
“Canadian Oil Low Acid” (Diisiik Asitli Kanada Yagi) kelimelerinin kisaltilmas1 olan
Kanola ismi verilmistir (Baran 2010). En sik tiiketilen ve diinyada son derece yliksek bir
oneme sahip olan B. napus; B. rapa ve B. oleraceae (lahana) gibi diploit 6zelliklikteki
bazi tiirlerin dogada dogal olarak melezlenmesi sonucunda ortaya c¢ikmis bir tiirdiir.
Diploit tiirlerin melezlemesinden dogan bu tiir amfidiploit bir genetik yapiya sahiptir.
Boyle bir genetik yapiya sahip olmasinin anlagilmasinda yapay melezleme teknikleri rol
oynamistir. Diger tiirlerle arasindaki iligkilerin anlagilmasinda ise toksonomik ve

sitogenetik ¢alismalarin etkinligi s6z konusudur (Dogru 2006).

Bitkilerin biiylime ve gelisme siireclerinin kontroliinde, fitofizyolojik olaylarin belirli bir



dogrultuda, spesifik mekanizmalar igerisinde ilerlemesinin saglanmasinda fitohormonlar
son derece Onemli bir role sahiptir. Fitohormonlar; iiretildikleri yerden biiylime ve
gelismenin yogun oldugu bolgelere taginarak etkisini gésteren, biiyiime ve gelisme kadar
farklilasmada da rol oynayan, diisiik miktarlarda dahi etkili olan bilesiklerdir (Babaoglu
vd 2001; Aydogdu ve Boyraz 2005; Kili¢ 2007; Kumlay ve Eryigit 2011).

Bitki hormonlar1 veya bitki biiylime diizenleyicileri olarak da tanimlanan bu endojen
bilesiklerin ¢ok az miktarlarda bulunmasma ragmen; bitkinin ¢imlenme, tomurcuk
gelisimi gibi pek ¢ok dnemli olayda ydnlendirme suretiyle etkinligi gdzlenmektedir.in
vivo kosullarda “hormon” olarak adlandirilan bu maddelere, in vitro kosullarda “bitki

biiyiime diizenleyicileri (BBD)” denilmektedir (Acemi 2011).

Bitki gelisiminde etkisi gdzlenen hormonlarin, yalnizca biiyiimeyi tesvik ettigi degil, ayni
zamanda bliylimeyi engelledigi de tespit edilmistir. Bu yiizden bu maddelerin genel
olarak “kimyasal diizenleyiciler” seklinde adlandirilmasi uygundur (Kumlay ve Eryigit
2011).

Bitki gelisiminde rol oynayan ve en c¢ok kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri
sitokininler, oksinler, etilen, absisik asit ve giberellinlerdir. Ancak yapilan son
caligmalarda bu fitohormonlarin yani sira farkli sinyal molekiillerinin de savunma ve
sinyal iletiminde rol oynadigi goériilmiistiir. Bu molekiillere jasmonik asit ve salisilik asit
ornek olarak gosterilebilmektedir (Taiz and Zeiger 2008). Bunlarin yaninda hormon
niteligi gostermekte olan steroid gruplarindan da bahsedilebilmektedir. Fitosteroller
olarak ifade edilen bu maddelerin pek ¢ok bitki tiiriinde varligina rastlanilmistir (Milanesi
and Boland 2004; Sarin 2005).

En sik kullanilan hormonlar icerisinde yer alan oksinler daha ¢ok hiicre gelisimi, kdklerin
gelisimi, yan siirgiin olusumunun 6nlenmesi, fotoperiyot, apikal dominans siireclerinde
etkilerini gostermektedir. Doku kiiltiirlerinde oksin tiirevlerinin tek basina kullanilmasi
kallus gelisimini uyarirken, somatik embriyo olusumu ile hiicre siispansiyonlarinin

eldesini de kolaylastirmaktadir. Fitohormonlarin bir digeri olan sitokininler ise; genellikle



bitkinin rejenere olmasini saglamakta, bunun yaninda siirgiin ¢ogalmasini uyararak

antioksidan etkiyle yaslanmay1 geciktirmektedir (Babaoglu vd 2001).

Giberellinlerin  bitki biiyiime ve gelismesindeki gorevi; sitokininler gibi bitki
rejenerasyonunun tetiklenmesi tizerinedir. Siirglinlerin boyuna gelisimini saglamakta
olan giberellinler, embriyo ve oviil kiiltiirlerinde siklikla kullanilmaktadirlar. Bir diger
fitohormon olan absisik asit genellikle somatik embriyolarin olgunlagtirilmasi amaciyla
kullanilmaktadir (Babaoglu vd 2001). Bitki biiyiime diizenleyicilerinden etilen, bitkinin
biitiin organlarinda tiretilmektedir. Temelde bitkinin strese cevabi olarak {iretilen etilenin
bitkinin gelisim siirecindeki rolii heniiz tam olarak anlagilamamistir. Olgunlasmadan
toplanan meyvelerin in vitro kosullarda olgunlasmasina olanak saglar. Bezelyelerin
gdvde uzamasini engelleme niteligi sergilerken, sucul ve yar1 sucul bitkilerin pek ¢ok

yapismin uzamasinin sorumlusu olarak etilen gosterilmektedir (Ozen ve Onay 2007).

Bitkilerde tartismal1 bir konu olan steroller pek ¢ok bitki tiiriiniin doku kiiltiiriinden elde
edilmistir. Fitosterollerin izole ediledigi bitkiler arasinda; Momordica charantia, Lindera
strychnifolia, Digitalis lanata, Stephania cepharantha gibi tiirler 6rnek olarak
gosterilmektedir (Sarin 2005).

Pek cok bitki tiirlinde varligina sikca rastlanan fitosterollerin bitkideki rolii hakkinda
yapilan arastirmalarda ise bu yapilarin genellikle hiicre gelisimi, doku farklilagsmasi ve
cimlenme gibi siireclerin denetlenmesinde rol oynayabildigi goriilmiistiir (Milanesi and

Boland 2004).

Bitki sterolleri genellikle 6karyotik organizmalarin tamaminda hiicre membraninin esas
yap1 elemani olarak ifade edilmektedir (Piironen et al. 2000). Steroidler igerisinde
cogunlugu olusturan bir kisim ise hormonal nitelikler sergilemektedir. Brassinosteroidler
daha c¢ok fitohormon olarak ifade edilmektedir. Ecdysteroid yapilari ise daha ¢cok bocek

hormonlar olarak goriilmektedir (Janeczko 2012).



Giliniimiiziin sterol gruplari arasinda yer alan memeli cinsiyet hormonlart (MCH); memeli
canlilarin tireme fonksiyonlari, metabolizmalar i¢in gerekli ve dnemlidir. Bu hormonlar
arasinda yer alan kortikoidler, dstrojenler, androjenler, progesteron da pek c¢ok bitki

tirtinde tretilmektedir (Milanesi et al. 2001; Janeczko 2012).

MCH’nin bitkilerde hangi roller iistlendigi heniiz bilinmemektedir. Bu bilinmezligi
giderecek bilimsel galismalarin da literatiirde eksikligi s6z konusudur (Janeczko et al.

2012).

MCH arasinda yer alan progesterone, estron, testesteron, androsteron, B-estroidal ve 17f3-
estradiol yapilart hem bitki hem de hayvanlarda dogal olarak iiretilmekte olan steroid
tirevleridir (Milanesi and Boland 2004; Janeczko et al. 2008; Erdal vd 2012; Erdal 2012).
Androsteron ve progesteronun arastirma yapilan bitkilerin %80’inden fazla bir kisminda
tretildigi gozlenmistir. Bunun yaninda testesteronun ayni bitki tiirlerinin %70’inde,

Ostrojenlerin ise %50’sinde iiretildigi ortaya koyulmustur (Speranza 2010).

Cinsiyet hormonlariin bitkilerdeki rolleri iizerine yapilan calismalarda, MCH’lerin
hiicre biiyiimesi ve boliinmesinin tetiklenmesi, enzim aktivitesi, protein yapilarinin
icerikleri, hiicre membran yapisi, fotosentetik fonksiyonlarin gelistirilmesi konularinda
etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu yapilarin, bitki biiylimesini dogal siire¢ igerisinde
hizlandirdig1, vejatatif gelisim siirecinin daha kisa tutulmasina yardimci oldugu, meyve
niteliklerinin ve besleyiciliginin gelistirilmesine katki sagladigy, stres, hastaliga direncin
artirllmasinda ve dolayisiyla bitkiden elde edilen verimin artirilmasinda etkili oldugu
ifade edilmektedir (Khripach et al. 2000).

Bu hormonlarin bitki biiylime ve gelisimi esnasinda disaridan verilmesi durumunda,
bitkilerde hiicre boliinmesini uyararak kok ve slirgiin, embriyo gelisimini, polen
¢imlenmesini, bitkilerin ¢igeklenmesini ve gelismesini tetiklemektedir (Janeczko et al.
2008; Speranza 2010; Janeczko et al. 2012). MCH’ler tam olarak fitohormon olarak kabul

gormiiyor olsa da bitki biiyiime ve gelismesinde rol oynadig1 agik¢a goriiliirken, bu



yapilarin stres kosullarina yanit olarak aktivite sergilediklerine dair ¢aligmalardan da s6z

edilebilmektedir (Speranza 2010; Janeczko et al. 2012).

Kolza bitkisi tizerinde MCH’lerin etkisinin belirlenmesine yonelik ¢alismalarin eksikligi
literatiirde goze ¢carpmaktadir. Bu ¢alismanin amaci literatiirde eksikligi goriilen; MCH
yapilarinin kolzanin ¢imlenme siireci lizerine etkisine bakilmasi oldugu kadar in vitro
doku kiiltiirii gelisimi iizerine de ne derecede etki ettigini saptayabilmektir. Yine
calismanin bir diger amact; kolza bitkisinde bazi sitogenetik 6zellikler tizerine MCH’lerin
etkisinin olup olmadigini belirlemektir. Bu kapsamda yapilan bu tez ¢alismasinda,
kolzada baz1 memeli cinsiyet hormonlarinin ¢imlenme, bitki doku kiiltiirii ve sitogenetik

parametreleri iizerine etkisi incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Kolza (Brassica napus) yagli tohumlara sahip bir bitki tiirtidiir. Kolza tohumlarindan
cikarilan yagin yiiksek oranda erusik asit ve eikosenoik asit igeriyor olmasinin, pek ¢ok
kalp rahatsizligina davetiye ¢ikarttigi ve anemiye neden oldugu yapilan ¢aligsmalarla
ortaya koyulmustur. Bu sebeple yag bitkisi olarak son derece yiiksek bir oneme sahip olan
bu bitki tiiriiniin arzu edilmeyen bu karakterlerden arindirilmasi amaciyla 1980°1i yillara
kadar basarili pek ¢ok galismaya imza atilmistir. Bitki 1slahgilar1 tarafindan yapilan
calismalar neticesinde erusik asit oran1 %35’e, hatta sonralarda %2’ye kadar diisiiriilen
kolza tohumlar1 eclde edilebilmistir. Kanada’da elde edilen bu tohumlara, eski
tohumlardan farkli yepyeni bir bitki olmasi dolayisiyla farkli isim verilmis ve Kanola

denilmistir (Ozgiiven 1995).

Olumsuzluklarindan siyrilmis yepyeni bir tohum olan kanola, pek ¢ok iistiinliiklere sahip
olmas1 dolayisiyla yetistiriciligi siklikla tercih edilmektedir. Ustiinliikleri arasinda ilk
sirada; diger yag bitkilerinden farkli zaman ve bdolgelerde yetistirilebilmesi niteligi yer
almaktadir. Bunun yaninda kanola hem yazlik hem de kislik formlarimin varligiyla her
mevsim yiiksek verim elde edilmesini teoride garanti altina almaktadir. Diger yandan
kanola bitkilerinin i¢erdigi yag oraninin yiiksek olusu da yetistiricilerin kanolaya dogru
yaklasmasina neden olan bir diger sebep olarak ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica kanola
bitkisinin ekimden hasada kadar yetistiriciliginin her asamasinin mekanizasyona uygun
olusu da kanolayr diger yag bitkilerinden ayiran istilinliikler arasinda yer almaktadir

(Erdem 1993).

Kanola diinyada en ¢ok ekim alanina sahip, en ¢ok {liretimi yapilan ve verim alinan bitkiler
arasinda soya fasulyesi ve pamuk tohumu ardindan iigiincii sirada goriilmektedir
(Anonymous 2007). Ulkemizde ise kanola 35.081,7 hektar alanda ekim imkan1 bulurken,
120 bin ton tiretim, 342 kg/da verime sahiptir (Anonymous 2016).



Bitkisel yaglar arasinda doymamis yag orani bakimindan ilk sirada yer alan kanola,
yemeklik yag olarak da kullanilabilecek nitelikler sergilemektedir. 238°C gibi yiiksek bir
kaynama noktasina sahip olusuyla iyi bir kizartma yag1 olarak kabul edilen kanola yagi,
E vitamini icerigi bakimindan da olduk¢a zengindir. Geleneksel iiretim teknikleriyle
uyumlu yetistirilmesi, ek masraf gerektirmemesi ve {liretiminin son derece kolay olmasi
dolayistyla kanola ayni zamanda ekonomik nitelik sergileyen bitkiler arasindadir

(Sobutay 2004).

Kolza bitkisinden gelistirilen Kanolanin iiretiminde de kullanilan transformasyon,
rejenerasyon, in vitro ¢ogaltim gibi teknikler genellikle bitkilerle yapilan arastirmalarin
temelini olusturmaktadir. Biitlin bir bitkinin eldesi i¢in tek bir hiicrenin kullanimini
kapsayan in vitro rejenerasyon teknikleri, hem klonal ¢ogaltim bakimindan hem de

genetik calismalar i¢in son derece onemli uygulamalardir (Ahmadabadi et al. 2007).

Bitkilerin in vitro rejenerasyon teknikleriyle daha iyi nitelikler kazanmasini saglamak
amaciyla yapilan genetik uygulamalar, genellikle bitkinin genotipinin rejenerasyon
kabiliyetinin derecesine gore degisiklik arz etmektedir. Bu kabiliyet 6zellikle kallus,
hiicre ve protoplastlar diizeyinde, bu yapilarin biitlin bir bitkiyi ne Olcilide

olusturabildiklerine gore degerlendirilmektedir (Niizeki and Saito 1987).

Tek bir hiicreden tam bir bitkinin rejenerasyonunu baslatmak amaciyla siklikla kullanilan
bitki doku kiiltiirii teknigi, 6zellikle soyu tiikenmekte olan tiirlerin soylarinin devam
ettirilmesinde, TUretilmesi zorlu siiregler gerektiren bitkilerin daha kolay elde
edilebilmesinde rutin bir uygulama yontemi olarak goriilmektedir. Bitki doku kiiltiirii
tekniginin temelini olusturan bitki rejenerasyonu, kullanilan hiicre 6zelliklerine gore ili¢
kisimda degerlendirilebilmektedir: a) meristematik hiicreler iceren somatik dokudan
rejenerasyon, b) meristematik nitelik tasimayan somatik dokulardan rejenerasyon, c)

Mayoz boliinme sonrasinda gametik hiicrelerin rejenerasyonu (Babaoglu vd 2001).

Islah amaciyla kolza gibi pek c¢ok bitki tiiriiniin bitki rejenerasyonuna tesvik edilmesi i¢in

doku kiiltiirlerinin yapildig1 gorilmiistiir. Bu kapsamda eksplant olarak bu bitkilerin



hipokotilleri (Yang et al. 1991), kotiledonlar1 (Hachey et al. 1991), yapraklar1 (Radke et
al. 1988), kokleri (Xu et al. 1982), anterleri, mikrosporlar1 (Keller and Armstrong 1977;
Lichter 1982), protoplastlar1 (Glimelius 1984; Spangenberg et al. 1986) siklikla

kullanilmustir.

Kolza bitkisinde de farkli miktarlarda bliylime diizenleyicilerine eslik eden farkli bitki
eksplantlari, farkli genotipler ve farkli besi ortami se¢imleri yapilarak, rejenerasyonun iyi
oldugu ortam kosullar1 tespit edilmeye ¢alisilmaktadir (Jain et al. 1988; Khehra and
Mathias 1992).

Bitki doku kiiltiriinde kullanilan Brassica tiirleri arasinda B.oleracea’nin en kolay
rejenere olabilen tiir oldugu, buna karsin B.rapa nin ise rejenerasyon konusunda en inat¢1

tiir oldugu belirlenmistir (Murata and Orton 1987; Narasimhulu and Chopra 1988).

Yapilan ¢aligmalarda rejenerasyon konusunda en inatgi tiir olan B.rapa ve diger tiirlerin
siirglin gelisimini tetiklemek i¢in aminoetoksivinilglisin ve giimiis nitrat gibi etilen
inhibitorlerinin uygulandigi goriilmiistiir (Chi et al. 1990; Williams et al. 1990; Sethi et
al. 1990; Palmer 1992; Pua and Chi 1993).

Bitki doku kiiltiiriinde bitki gelisimini etkileyecek pek ¢ok faktoriin varligindan soz
edilmektedir. Bunlar arasinda besi ortaminin igerigi, pH, seker miktari, fitohormonlarin
varligi ve oranlar1 gibi pek ¢ok etken sayilabilmektedir. Bu parametreler ilizerinde
olusturulacak farkliliklar, eksplantin gelisim seyrini degistirebilmekte ve bu dogrultuda

tiirlerin rejenerasyon kabiliyetine etkide bulunabilmektedir (Gibbs 1991).

Bir fitohormon, tek bir bitki iizerinde bulunan farkli doku ve organlarda farkl etkiler
ortaya koyabilir veya bir doku ve organin birbirinden ¢ok farkli gelisme periyotlarinda

etkisini gosterebilir (Kumlay ve Eryigit 2011).

Memeli cinsiyet hormonlariin bitkilerdeki rolii, olusum sekilleri hakkinda yapilan bir

caligmada bitkilerin %60-80’inde bu yapilarin varligina rastlanildigi, sentezlenmesi ve



iiretim asamalarinda rol oynayan enzimlerin tamaminin bitkilerde var oldugu
belirtilmistir. Yapilan bu ¢alismada bitkileri bu hormonlara maruz birakmanin bitki kok,
siirglin, polen tiipii, embriyo gelisimleri ile kallus olusumu, ¢igeklenme gibi olaylar

tizerinde ¢esitli etkiler gosterdigi agik¢a goriilmiistiir (Janeczko and Skoczowski 2005).

Bitkilerde boylesi onemli islevlere sahip oldugu diisiiniilen bu yapilar, yasayan pek ¢cok
organizma i¢in 6nemli nitelik arz etmektedir. Steroid yapilarinin ¢gogunun hormon niteligi

tasidig1 unutulmamalidir (Janeczko et al. 2011).

Bitkilerin steroidler icerisinden hormon o6zellikleri sergileyen yapilar iiretebildigi
bilinmektedir. Ortaya koyulan calismalar bazi MCH yapilarinin hiicre bdliinmesini
uyardig1, protein, niikleik asit sentezi aktivasyonu, enzimlerin aktivasyonu, fotosentetik
aktivite artis1 gibi pek cok konuda etki gosterdigini nitelemistir. Ayn1 zamanda bu
yapilarin bitki verimini artirmaya yonelik meyve kalitesinin ve boyutlarinin artisi,
olumsuz kosullara direncin gelismesi, bitki biliylimesinin tesviki gibi fonksiyon

sergiledigi de goriilmektedir (Khripach et al. 2000).

Progesteron hormonunun bitkilerde saptanmasi 1960’l1 yillara rastlamaktadir. Bugday
bitkisinin hiicre zarinda progesteron hormonuna spesifik olan reseptorlerin varligi tespit
edilmistir. Bu yapinin bugdaymn generative gelisiminde rol oynadigi bilinmektedir
(Janeczko and Filek 2002; Janeczko et al. 2008).

Yapilan bir ¢calismada bugday bitkisinin progesteron hormonunu iirettigi gosterilmeye
calisgtlmigtir. Su stresi uygulanan kuraklifa hassas ve dayanikli bugday bitkilerinde
hormon yapisinin degisimi gozlemlenmistir. Kuraklik stresine duyarli olan bugday
bitkisinde progesteron hormon seviyesinin ligte bir oraninda arttig1 tespit edilmistir.
Bunun yaninda dayanikli tiirde ise progesteron miktarinda bir degisiklik olmadig

anlasilmistir (Janeczko et al. 2011).
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Steroidler hayvanlarda oldugu gibi bitkilerde de temel bir hormon olarak rol oynar.
Bitkiler sayisiz steroidleri ve sterolleri sentezlerler ki bunlar icerisinde bazilar1 hayvan

hormonlar olarakta taninirlar (Bishop and Koncz 2002).

Polen tiipli ve polen ¢imlenmesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada testesteron, estradiol,
progesteron gibi MCH yapilarinin bitkilerde polen tiipii olusumunu ve ¢imlenmesi
uyardig1 tespit edilmistir. Bitki hormonlarina ek olarak MCH yapilarinin da ortamda var
olmasinin erkek gametofitlerin etkin bir sekilde biiyiimelerini pozitif yonde etkiledigi
anlasilmistir (Ylstra et al. 1995).

MCH yapilarinin bitki biiylime ve gelisimindeki rollerinin saptanmasi ile birlikte, bu
yapilarin in vitro kosullarda bitki doku kiiltiirii gibi ortam sartlarinda uygulanarak pratikte

kullanilmalar1 yayginlasmaya baslamistir (Janeczko and Skoczowski 2005).

Fitoostrojen olarak adlandirilan bitkilerde bulunan Ostrojenler, birden fazla kimyasal
yaptya sahip, spesifik reseptorii lizerinden etkisini ortaya koyan proteinik yapilardir

(Askin 2009).

Insan viicudundaki &strojenler gibi fonksiyon gosteren, memelilerde de Ostrojenik
fonksiyonlar1 tetikleyen maddelere fitodstrojenler denmektedir. Baska bir ifadeyle
fitostrojenler; Ostrojene benzer, ancak bitkisel nitelikli polifenolik nonsteroidal
yapilardir (Ozer 2006).

Fitodstrojenler, spesifik Ostrojen reseptoriine baglanma niteliginde olan, insanlarda da
sahip oldugu fonksiyonlar1 yerine getirebilen yapilardir. Bu yapilar insan sagligina
ozellikle lipit profilleri ile tansiyon {lizerinde etkileriyle fayda saglayabilmektedir

(Murkies and Frydenberg 2000).

Fitodstrojenler, bitkiler arasinda 300’den fazla tiirde belirlenmistir. Bitkisel dstrojenlerin
bitkilerde var olup olmama durumu bazi faktorlere gore degiskenlik gostermektedir.

Yonca, soya, gazal boynuzu gibi pek c¢ok bitkide Ostrojen aktivitesine rastlanmigtir
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(Adams 1995). Ozellikle baklagiller familyasinda dstrojen ihtiva eden pek ¢ok bitki
bildirilmistir. Bu dogrultuda baklagiller i¢in dogal Ostrojen kaynagi olabilecegi
diistintilmektedir (Yoo et al. 2005).

Ostrojenik maddeler, birbirlerine benzer fonksiyonlarda gorev alan, dogada pek cok bitki
yapisinda ve tohumlarinda siklikla rastlanilan yapilar olarak goriilmektedir. Daha 6nce de
bahsedildigi gibi 300’e yakin bitkide dstrojene benzeyen nitelik tasiyan birbirinden farkl
yapilar sergileyen 20 ayr1 maddenin varligi goriilmiistiir. Bu bitkilere 6rnek vermek
gerekirse; tahillar (bugday, arpa, yulaf, misir), taze meyveler (elma, muz, kivi), keten
tohumu, susam, kurutulmus meyveler (hurma, incir, iiziim), sebzeler (brokoli, kereviz,
rezene), baklagiller (soya fasulyesi, mercimek) Ostrojenik madde igerigine sahip bitkiler

arasinda sayilabilir (Askin 2009).

Bitkiler yalnizca Ostrojen ihtiva eden yapilar degildir. Bunlarin yaninda pek ¢ok hayvan
ve bitkide de goriilen steroid yapida gestagen, androjenleri de icermektedirler. Ayrica
bitkilerin yapisinda, steroid yapida olmayan fitodstrojenlerin varligindan da s6z etmek
miimkiindiir. Baz1 durumlarda bitkilerde sentezlenen fitodstrojen yapilar1 hayvanlarda
Ostrojenik fonksiyonlarin ortaya ¢ikmasia neden olacak nitelikte olabilmektedir. Bu
durumda yem bitkilerinde artig gosteren fitodstrojen yapilar: hiperdstrojenik sendroma
neden olabilmektedir. Bu sendromda hayvanlarda infertilite, et ve siir veriminde azalma

goriilebilmektedir (Slama 1980).

Fitodstrojen olarak tanimlanan estron, 178 — estradiol gibi yapilarin ¢iceklenmenin
uyarimi, vejetatif doku ve organ gelisiminin tetiklenmesi gibi etkiler gosterebilecegi
bilinmektedir. Bunun yaninda gelisimde ve cinsiyetin saptanmasinda da bu yapilarin roli

oldugu goriilmektedir (Milanesi et al. 2001).

Ostrojen igerigi dolayisiyla biinyesinde siklikla dstrojen aktivitesi sergileyen bitkiler
arasinda en ¢ok bilineni bugdaygiller olmaktadir. Bugdaygiller arasinda 6zellikle cayirotu
ile misirin 6strojen oraninin yiiksekligi dikkat cekmektedir. Bitkilerin cogunda 6zellikle

ciceklenme donemine kadar olan siiregte Ostrojen miktarnin arttigt gézlenmektedir.
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Baklagil bitkisi olan yoncada en yogun Ostrojenik aktivitenin 3. veya 4. bigimde,
ciceklenme siirecinin hemen ardindan goriildiigii belirlenmistir. Mevsimlere gore de
ostrojenik aktivitenin arttign bilinmektedir. Ozellikle ilkbahar ve yaz aylarmin son

donemlerde bu fitohormon seviyesinin arttig1 bilinmektedir (Baran ve Kocabagli 2010).

Bitkilerde var olan dstrojenlerin birbirlerinden ve dogal olanlardan farkli oldugunu tespit
etmeyi amaglayan bir ¢alismada Hycoscyamus niger L. ve Salvia bitkilerinin 6zellikle
ciceklerinden yapilan ekstraksiyonda ii¢ farkli strojen yapisina benzer nitelikte madde
belirlenmistir. Yapilan c¢alismalarin sonucunda elde edilen {i¢ madde igerisinden iki

adetinin standart ostrojenlerden farklilig1 anlagilmistir (Kopcewicz 1972).

Ostrojenin ciceklenmenin uyarilmasi noktasinda etkinligini ortaya koymak isteyen bir
calismada; adacayi bitkilerinden elde edilen dstrojen yapilarinin, hem yalniz formlarinin
hem de giberellin ve sitokininlerle kombinasyonlarinin Salvia splendens sallow bitkisine
uygulanmasi ile ozellikle kisa giin kosullarinda ¢igeklenmeyi uyardigi goriilmiistiir

(Kopcewicz and Porazinski 1974).

Domates kokleriyle yapilan bir ¢aligmada, domates bitkisinin siirgiinlerinden elde edilen
Ostrojen tiirevlerini (estrogen, estrone, estradiol) bitkinin koklerine uygulamiglar ve
ozellikle 1 uM konsantrasyonunun {izerine ¢ikan uygulamalarda toplam kok uzunlugu,
kok sayis1 ve kok gelisimini olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir. Kok gelisimini en
cok olumsuz sekilde etkileyen Ostrojen tiirevinin estradiol oldugu saptanirken, dstrojenin

kok gelisimine olumsuz etkisinin olmadigi belirlenmistir (Guan and Roddick 1988).

Yoncanin vejetatif biiylime ve gelismesi tizerine steroidal hormonlarin etkisini inceleyen
bir ¢alismada, bitkiler hem estrone and 17f-estradiol’iin varliginda hem de yoklugunda
gelistirilmistir. Elde edilen bitkileri degerlendirme asamasinda bitki agirligi, 6strojen ve
fitodstrojen oranlari, nodiilasyon durumu ve nitrojen fikse etme basarisina bakilmak
suretiyle degerlendirme yapilmistir. Calisma sonuglarina bakildiginda 6strojenlerin
0,005-0,5 pg/l konsantrasyonlari arasinda kok ve siirgiinlerin kuru agirligimin artigina

katkida bulundugu tespit edilmistir. Bunun yaninda arastirma sonuglar1 gostermistir ki,
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azot eksikliginde dstrojen bitki gelisimine daha etkin bir katki saglayabilmektedir. Ayrica
estrone yapisinin 17B-estradiol yapisindan 6zellikle gelismeyi tesvik etme bakimindan
daha etkin oldupu tespit edilmistir. Sonuglar1 son derece kapsamli olan calismada;
Ostrojenin nodiil sayis1 ve azot fiksasyonu bakimindan etkisizligi ile disaridan gelisimi
takviye eden Ostrojen seviyesinde uygulama yapildiginda bitki igerigindeki Ostrojenin
degismedigi belirlenmistir. Bunlara ek olarak disaridan vejetatif gelisimi engelleyen bir
konsantrasyonda dstrojen uygulamasi yapildiginda bitki i¢erigindeki dstrojen seviyesinde

artis gézlenmistir (Shore et al. 1992).

Kislik bugday cesidi olan Granada’da MCH’lerin ne gibi etkiler ortaya koydugu
arastirilmistir. [n vitro kosullarda yapilan ¢alismada, farkli MCH konsantrasyonlarinda
bitkilerin sapa kalkma oranlari ile hizlar1 incelenmistir. 63 giinliik soguk ihtiyaci olan bu
bitkinin embriyolari iizerinde uygulama ile yapilan galismada; 6zellikle 21 ve 28 giinliik
sogukluk donemi boyunca yapilan uygulamalarda en yiiksek etkinin saptandigi rapor
edilmistir. 28 giinliik vernalizasyon ardindan yapilan hormon takviyeleri ile sapa kalkma

oranlarinin %8’den %100’e ulastig1 tespit edilmistir (Janeczko and Filek 2002).

Bitki doku kiiltiiriinde in vitro olarak kislik bugday olgunlasmamis embriyo ve kalluslar
lizerine yapilan calismada MCH vyapilarinin gelisime etkisine bakilmistir. MS
(Murashige-Skoog) besin ortaminda gelisimi saglanan embriyolar, 0,1-1 pmol/dm?
konsantrasyon araliklarinda Ostrojen tiirevleri (17p-estradiol, estron, estriol (estrogens)),
progesteron ve androjenleri (androsterone, androstenedione) iceren ortamlarda kiiltiire
alinmislardir. Incelenen parametrelerden biri olan ¢imlenme ve ilk yaprak gelisimi en ¢ok
androjen tiirevleri tarafindan, 6zellikle testesteronun Onciisii androstenedione tarafindan,
tesvik edildigi tespit edilmistir. Kallus olusumuyla ilgili MCH yapilarinin etkileri
incelendiginde, kallus olusumu ve gelisimi iizerinde standarttan farkli bir etki
olusturmadigi anlasilmigtir. Bunun yaninda estriol ve 17p-estradiol yapilarinin
olgunlagmamis embriyolarin ¢imlenme kapasitesine etki etmedigi de saptanmistir. Bitki
gelisimi lizerine MCH yapilart ve bunlarin onciilerinin etkili oldugu belirlenmistir.

Ozellikle hiicre boliinmesi, ¢imlenme, c¢iceklenme, kallus ¢ogalmasi iizerine pozitif
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etkileri oldugu bilinen MCH yapilariin in vitro kosullarda bitki gelisimini baslatma

amaciyla kullaniminin miimkiin oldugu bildirilmistir (Janeczko et al. 2002).

Ostrojenin fenotip ve ¢igeklenmeye etkisini incelemek amaciyla yapilan bir calismada
kavun ve balkabag bitkileri kullanilmustir. ilk testlerde her iki bitki icin de estradiol’iin
ciceklenme oranini %260 artirdig1 belirlenmistir. Es zamanli olarak absisik asitin de erkek

cicek sayisini artigint uyardigi tespit edilmistir (Tanino et al. 2002).

Arabidopsis thaliana ile yapilan bir ¢alismada in vitro olarak yapilan calismada
steroidlerin bitki gelisimi Ulzerine etkisi incelenmistir. MCH kullanilarak yapilan
caligmalarda, erkek cinsiyet hormonlarinin disi cinsiyet hormonlarina kiyasla
ciceklenmeyi daha efektif bir sekilde uyardigi tespit edilmistir. Cigeklenme iizerine
etkisine bakilan aldosteron hormonunun (0,1 mM konsantrasyonda) ¢igeklenme oranini
%41°den %96’ya ¢ikarmak suretiyle artirdigi saptanmistir. Bunun yaninda ayni
konsantrasyondaki Ostrojen miktarinin ¢iceklenmeyi azalttigi gorilmistiir. Yapilan
calismada 24-epibrassinolide A. thaliana bitkisinin ¢i¢eklenmesini tesvik etmedigi

gozlenmistir (Janeczko et al. 2003).

Yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulmustur ki giibreleme faaliyetleri dolayisiyla hem yiizey
hem yeralti sularinda hem de toprakta pek ¢ok cinsiyet hormonunun varligina
rastlanmaktadir. 17-B estraidol yapis1 mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucunda

ostrojene ¢evrilmektedir (Shore et al. 1992).

17-B estraidol yapisinin toprakta Ostrojene doniisiimii pek cok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir (Ternes et al. 1999a; Colucci et al. 2001; Raman et al. 2001). Bu déniisiimiin
daha ¢ok kumlu tinly, siltli tinl1 ve tinli topraklarda oldugu da ifade edilmistir.

Yonca geligimi iizerine 17- B estradiol etkisinin incelendigi bir calismada, 5,4 ile 544 ng/1
konsantrasyon araliginda gelisimi tesvik ettii saptanmistir. Ancak 54,4 ile 544 pg/l
konsantrasyon arali§inda 17- B estradiol’iin yoncanin gelisimini olumsuz yonde etkiledigi

ifade edilmektedir (Shore et al. 1992).
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Yiiksek bitkilerin hangi oranda progesteron {irettifi ve bu yapilarin vejetatif gelisim
tizerine etkisini inceleyen bir ¢alismada, GC-MS yontemi kullanilarak progesteron
miktarlar1 saptanmistir. Arabidopsis tiirii iizerine yapilan ¢alismada, progesteronun diistik
yogunluklu konsantrasyonlarda biiyiimeyi artirdigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise
karanlik veya 1s1kl1 ortam farketmeksizin biiyiimeyi engeller nitelikte etki sergiledigi

goriilmektedir (Lino et al. 2007).

Bitkiler sahip olduklari cinsiyet hormon igerikleri dolayistyla, tiiketildikleri zaman bitkiyi
tilkketen bireylerin hormon seviyelerinde minimal de olsa degisikliklere neden olabilirler.
Bu durumu ifade etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada diyabetik erkek farelerin 6ncelikle
sahip olduklart hormon seviyeleri serumdan tespit edilmistir. Bu amagla testesteron,
progesteron, Ostrojen, FSH, LH hormonlarinin seviyeleri belirlenmistir. Withania
somnifera bitkisi ile beslenen diyabetik farelerin hormon seviyelerindeki degisimler not
edilmigtir. Bu kapsamda o6zellikle progesteron basta olmak tlizere MCH yap1
miktarlarindaki degisikliklerin diyabeti azaltmaya yonelik bir etki sergiledigi, bu
dogrultuda bu yapilarin diizenleyici olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (Kiasalari et
al. 2009).

Arpa ve nohut bitkileri iizerine MCH yapilarinin biiylime ve biyokimyasal degerler ne
derecede etkiledigini arastiran bir c¢alisma yapilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda
degerlendirilen parametreler arasinda bitkilerin kok ve govde uzunluklari, yas ve kuru
agirliklar, lipit peroksidasyonu, protein ve karbonhidrat icerikleri, cesitli enzim
aktiviteleri, hidrojen peroksit icerigi, inorganik element miktarlar1 yer almaktadir.
Deneyin yapilisinda 7 giinliik bitki yapraklar1 kullanilmistir. Ornekler iizerine 5 farkli
konsantrasyonda (107, 10, ,10°, 102 ve 101 M) hormon ¢dzeltileri muamele edilmistir.
Deneye alinan bitkiler 18 giin ardindan hasat edilmek suretiyle deney sonlandirilmistir.
Uygulanan MCH yapilarinin nohut bitkisinde bitkinin gelisimini olumlu yonde etkiledigi
saptanmistir. Bitki uzunlugunu, kok gelisimini artiran MCH’lar, ayn1 zamanda incelenen
enzim parametrelerinde de aktivite artisini saglamistir. Bahsi gecen olumlu etkiler
progesteron hormonunun 10°® M konsantrasyonunda gozlenirken, PB-Ostradiol ve

androsteron hormonlarmin 10° M konsantrasyonunda kendini gdstermistir. Bunlarmn
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yaninda lipit oksidasyonu ile hidrojen peroksit seviyelerinin ise MCH hormon
uygulamalar ile azaldigi saptanmistir. Arpa bitkisinde de birka¢ parametrede nohuta
benzer sonuglar elde edilmistir. Ancak nohut bitkisinden elde edilen sonuglara
benzemeyen degerlerden de s6z etmek miimkiindiir. Arpada MCH yapilari, bitki
agirligini, protein ve seker icerigini azaltmak suretiyle etki gdstermistir. Yine nohut
bitkisinde elde edilenin aksine enzim aktivitelerinde de azalmalar gézlenmistir. Nohutta
elde edilen sonuclara benzer sekilde hidrojen peroksit ve lipit oksidasyon seviyelerinde
onemli derecede bir azalma tespit edilmistir. Bunlara ek olarak her iki bitkide de MCH
yapilar1 6nemli inorganik igerik degisimlerine neden olmustur. Potasyum, kiikdirt,
aliminyum, kalsiyum, magnezyum, ¢inko, demir, fosfat ve bakir yogunlugu her iki
bitkinin de yapraklarinda artis gostermistir. Ancak nohut bitkisinde mangan ve klor
oranlarmin, arpa bitkisinde ise sodyum muhteviyatinin azaldigi belirlenmistir. Genel
anlamda inorganik igerigi artirmak suretiyle etki gosteren MCH yapilarinin biiyiime ve
gelismeye pozitif katkist oldugundan bahsedilebilmektedir. Bunlara ek olarak enzim

aktivitelerinde de olumlu katkilar1 oldugu tespit edilebilmektedir (Erdal vd 2010).

Bir bagka arastirict grubunun yaptigi calismada, MCH yapilarinin (progesteron, f-
estradiol ve androsterone) arpa yapraklarinin ihtiva ettigi inorganik elementlere etkisi
incelenmigstir. Bu kapsamda yapilan ¢aligmada her {i¢ hormonun 5 ayr1 konsantrasyonu
test edilmis, arpa yapraklarina 7. glinde hormon uygulamasi yapilmistir. 18.glinde hasat
edilen bitkilerin inorganik igerikleri X 1511 floresans spektroskopisi ile tespit edilmistir.
Elde edilen wverilere gore bitkinin yapraklarinda tiim uygulanan hormon
konsantrasyonlarinda P, S, Ca, Fe, K, Cu, Mn, Al, Zn, CI elementlerinin yogunlugunun
artig1 gozlenirken, sodyum igeriginin azaldig tespit edilmistir. Maksimum degisiklik elde
edilen hormon konsantrasyonlari her bir hormon i¢in farkli olsa da, her bir hormonun
bitki gelisiminde ve besleyiciliginde 6nemli rol arz eden inorganik igerigin artisinda rol

oynadig1 agikca goriilmektedir (Dumlupinar vd 2011).

Erdal (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada, tuz stres kosullarinda yetistirilen misir
bitkisinin gelisimi {lizerine MCH yapilarinin ne derecede etki ettiginin gosterilmesi

amaglanmustir. Ozellikle antioksidan etkinlik, anabolik reaksiyonlar ile fide gelisimine
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hormonlarin etki derecesini hesaplamayi1 hedefleyen ¢alismada ayri doz uygulamasi
yapilmistir. Tuz stresi kosullarinda bitki kdklerinin uzunlugunun negatif etkilendigi, fide
gelisiminin sekteye ugradigi tespit edilmis ve MCH yapilarinin bu olumsuzluklari dikkate
deger bir seviyede pozitif yonde etkiledigi anlasilmistir. Ayrica yapilan ¢alismada MCH
yapilarinin enzim aktivitelerini artirdig1 belirlenirken, oksijen radikallerinin ve yapilarin

oksidasyonlarinda dikkat ¢ekici bir azalma sergiledigi de ifade edilmektedir.

Memeli cinsiyet hormonlarindan olan progesterone, [-estradiol, ve androsterone
yapilarinin tuz stresi altindaki bugday yapraklarindaki etkinliginin arastirildigi bir
calismada, 3 ayr1 doz uygulamasi yapilmistir. Bu ¢alismanin amaci stress altindaki
bitkinin MCH yapilart ile ne derecede korundugunu tespit edebilmektir. 9. giinde
uygulanan hormonlarin, stres altindaki bugday yapraklarini tuzun negative etkileri control
altina alma bakimindan son derece etkin oldugu tespit edilmistir. Tuz toleransi gelisimine
katki saglayan hormon konsantrasyonlarmm 107° molar L™! ile 107® molar L™ oldugu
ifade edilmistir (Erdal vd 2011).

Nohut bitkisinin gelisimi, antioksidan aktivitesi lizerine MCH’larmin etkisinin
incelendigi bir c¢aligmada, 7 giinlik nohut yapraklarina uygulanan 5 farkli
konsantrasyondaki progesterone, androsterone ve B-ostradiol yapilarinin 18 giin sonunda
hasat edilen bitkilere etkileri arastirilmistir. Uygulanan tiim konsantrasyonlarda
MCH’lariin nohut bitkisi gelisimini pozitif yonde etkiledigi, antioksidan aktivitesini
artirdigl, icerigindeki protein ve seker oranlarinda artisi sagladigi ortaya koyulmustur.
MCH yapilarimin 6zellikle biyokimyasal parametreleri pozitif yonde etkileyerek bitki

gelisimini destekledigi sonucuna varilmistir (Erdal ve Dumlupiar 2011).

Yapilan bir calismada hiyar genotipleri lizerine MCH’larinin etkileri aragtirtlmistir. Bu
etkilerin, c¢imlenme, gelisim, cinsiyet olusumu, antioksidan aktivite parametreleri
degerlendirilerek tespit edilmesi amaglanmistir. Cimlenme iizerine MCH’lariin etkisi,
ortalama olarak bitkinin toprak iizerine ¢ikis siiresini hizlandirmasi seklinde goriilmiistiir.
Hiyar bitkilerinin gelisiminde memeli cinsiyet hormonlarmin etkisine bakildiginda,

kotiledon uzunlugu ve genisligini kontrol grubundan fazla oranda etkilemedigi tespit
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edilmistir. Ancak hipokotil uzunluguna etkisi istatistiki olarak ©nemli olarak
bildirilmistir. Farkli dozlar, bitkinin farkli nitelikleri iizerinde en yiiksek katkiy
sergilemis, boy uzunlugu, yaprak sayisi, govde boyu uzunlugu bakimindan kontrol
grubuna kiyasla 6nemli etkiler gozlenmistir. Ancak yapraklarin kuru agirligi bakimindan
kontrol grubundan daha yiiksek bir deger elde edebilen bir konsantrasyon varligindan s6z
edilememektedir. Bahsi gecen bu degerlerin istastiki olarak c¢ok oOnemli oldugu
kaydedilmistir. Yapilan MCH uygulamalarinin ¢iceklenme oranlarinda (erkek, disi ve
toplam) 6nemli bulgular ortaya koydugu goriilmiistiir. En fazla disi ¢icek ortaya ¢ikaran
dozlarla, en fazla erkek ¢igek olusumunu indiikleyen dozlar tespit edilmistir. Bunlara ek
olarak antioksidan aktivitenin artmasiyla beraber, antioksidan enzimlerin artig

gostermeleri istatistiki agidan da 6nemli nitelik arz etmistir. (Hacibektasoglu 2011).

Domates bitkisinde yapilan bir ¢alismada yine MCH’larinin etkileri degerlendirilmis,
ozellikle ¢imlenme, gelisim, antioksidan aktivite ve ¢igeklenme iizerine bu hormonlarin
nasil etki edecegi aragtirilmistir. Testesteron hormonunun ¢imlenme hizin1 6nemli kabul
edilen istatistiki nitelikte artirdigi belirlenmistir. Diger MCH yapilarinin da ¢imlenme
hizina pozitif katkilar1 s6z konusu olmaktadir. Cimlenme oran1 bakimindan da MCH’larin
pozitif katki sergiledigi goriiliirken, en yiiksek degerin yine testesteron hormonunun
etkisinde oldugu saptanmistir. Ortalama ¢imlenme orani dikkate alindiginda ise, en

yiiksek etkinin dstrojen hormonunun aktivitesi sonucunda ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.

Yine aym calismada hipokotil, kok ve govde uzunluguna MCH’larin etkisi
incelendiginde, hormonlarin bitki gelisimini pozitif yonde etkileyen sonuglar ortaya
koydugu ifade edilmektedir. Uzunluklarin artisini  saglayan memeli cinsiyet
hormonlarinin  kék kuru madde oranimmi kontrolden daha yiiksek bir nitelikte
degistiremedigi goriilmektedir. Baz1 uygulamalarin kontrol grubuna kiyasla goévde
uzunluklarinin  daha kisa oldugu tespit edilmistir. Antioksidan aktivitenin
degerlendirilmesi sonucunda antioksidan etki gosteren enzimlerin faaliyetlerinin
istatistiksel olarak dnemsiz oldugu belirlenmistir. Ancak memeli cinsiyet hormonlarinin
ciceklenmeye katkisinin sonuglar1 degerlendirildiginde bu verilerin istatistiki olarak

Onem arz ettigi ifade edilmektedir (Pesken 2011).
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Bitki doku kiiltiirli ortaminda MS besiyerinde yetistirilen Hippeastrum vittatum soganlari
tizerinde steroidlerin test edilmesini kapsayan bir ¢alismada, metil jasmonate, spermin,
kazein hidrolizat ve progesteron maddeleri kullanilmistir. Bu maddelerin uygulandigz in
vitro test kosullarinda en yiiksek gelisimin goriildiigi ortamin, spermin uygulamasi
yapilan besi ortami oldugu tespit edilmistir. Bitkinin sogan agirliginin MCH uygulamalari
ile ne derece degistigi konusunda inceleme yapildiginda en yiiksek etkinin metil
jasmonate ile elde edildigi belirlenmistir. Yaprak uzunlugunu pozitif yonde en ¢ok

etkileyen steroid ise progesteron ve kazein hidrolizat uygulamalar1 olmustur (Zayed et al.

2011).

Soguk stresine maruz birakilan misir fidelerine androsterone uygulamasi ile stres
kosullarmin olumsuzlugunun ne derece giderileceginin arastirildigi bir calismada,
molekiiler ve fizyolojik degisimlerin sonuclarina odaklamilmigtir. 11 gilinliik fide
yapraklarina {i¢ giin boyunca tek bir dozda androsteron uygulamasi yapilmig, 10/7°C
(glindiiz/gece) kosullarinda deneme yapilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda
androsteronun soguk stresi ile ortaya ¢ikan olumsuzluklarin giderilmesinde etkili oldugu
ifade edilmistir. Oksijen radikal olusumunun enzim aktiviteleriyle azalmasi, enzim
aktivitelerinin yogun artisinin goriilmesinin de nedeni olarak androsteronun varligi

gosterilmistir (Erdal 2012).

Bir bagka ¢alismada nohut bitkilerinin yapraklarina uygulanan progesteron hormonunun
soguk stresine duyarliligi ne derece etkileyecegi arastirilmistir. Bu kapsamda oksijen
radikallerini sondiirmek icin aktivite gosteren enzim miktarlarindaki yogun artisin
progesteron katkis1 sonucunda ortaya ¢iktig1 ve soguga tolerasta progesteronunun énemli

bir alternatifi oldugu ifade edilmistir (Genisel et al. 2012).

Baklagiller de kendi Gstrojenlerini iireten ve bu yapilardan fayda saglayan bitki tiirleri
arasinda yer almaktadir. Ozellikle rhizobium bakterilerinin baklagillerde nodiil
olusturmalart igin gerekli olan nodD geninin fonksiyon gdsterebilmesi amaciyla
uyariminin da Ostrojenler tarafindan saglanabildigi bilinmektedir. Fitodstrojenlerin

nodiilasyon olaym artirdig1 bilinirken, farkli bitkilerde farkli hormonel yapilarin etkin
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oldugu kaydedilmistir. Bu kapsamda soyada genistein, yoncada coumestrol yapilarinin
nodiilasyonu tesvik eden fitoOstrojen yapilari oldugu goriilmektedir. Atik sularin
iceriginde de Gstrojen varligindan bahsetmenin miimkiin oldugu bilinmektedir. Bu atik
sularin kullanimiyla sulamasi yapilan yonca bitkisinin vejetatif gelisimine Ostronun
uyariminin daha aktif ve dikkat cekici nitelik arz ettigi ve 17-f estraidolden daha pozitif
sonugclar ortaya koydugu agikca goriilmektedir (Shemesh and Shore 2012).

Bitkilerin kendi biinyelerinde iirettigi fitohormonlarin fizyolojik aktiviteleri yavas yavas
anlasiliyorken, memeli cinsiyet hormonlarinin bitkilerin fizyolojik metabolizmalarinda
ne derece etkin oldugu konusu hala netlik kazanmamistir. Ancak bitkilerde de bu
hormonlara spesifik reseptorleri belirlenmesinin, bu kapsamda yapilacak arastirmalara
yon verebilecegi disiiniilmektedir (Milanesi et al. 2001). Solanum glaucophyllum ile
yapilan in vitro doku kiiltiirii caligmalarinda goriilmistiir ki; kallus yapilarinda 6strojen

ve tiirevlerine spesifik baglanma boélgeleri bulunmaktadir (Milanesi et al. 2001).

Memeli cinsiyet hormonlarindan olan Ostrojenin bitki fizyolojisindeki rolii hala tam
olarak netlik kazanmamigken, fitodstrojenlerin memeli doku ve organlarinda dstrojenin
gerceklestirdigi diizenleme islerini, spesifik olarak Ostrojen reseptorlerine baglanmak
suretiyle engelleyebildikleri tespit edilmistir. Fitodstrojen yapilarinin memeli Gstrojen
reseptoOrlerine baglanabilmesi dolayisiyla baskin bir etkinlik sergileyebildikleri ifade
edilmektedir. Ostrojen reseptdrleri memelilerde alfa ve beta olarak iki ayr1 formda
bulunmaktadir. En yiiksek reseptore baglanma kapasitesi estradiol tlirevine aittir

(Snochowski and Romanowicz, 2003).

Ostrojen reseptorlerinin protein ekspresyonu dogrultusunda dstrojene yonelik spesifitesi
ile ilgili yapilan bir ¢alismada sican dokularindan yararlanilmigtir. Alfa ve beta dstrojen
reseptorii alt tipleri insan ve sigandan in vitro kosullarda sentezlenmistir. Spesifitesini
tespit etmek icinse saturasyon baglanma analizi yapilmis, bu kapsamda en yliksek
baglanma oranmin 17p-estradiol’e ait oldugu saptanmistir. Ostrojenik nitelik tasiyan
agonist ve antagonist maddelerin her iki reseptdr tipine baglanabilmek icin 173-estradiol

ile yarismaktadirlar (Kuiper et al. 1997).
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Steroid hormonlarin bitkilerin pek c¢ok fizyolojik siireclerinde diizenleyici roller
oynadiklar1 bilinmektedir. Etki mekanizmalarinin tam olarak nasil gelistigi bilinmeyen
steroidal yapidaki hormonlarin ¢imlenme, doku farklilasmasi gibi etkileri oldugu
bilinmektedir. Yapilan bir arastirmada Lycopersicon esculentum ve Solanum
glaucophyllum bitkileri hem 17p-estradiol igeren, hem de igermeyen ortamlarda bitki
organlarinin endoplazmik retikulum yapilarini bulundurdugu tespit edilmistir. S.
Glaucophyllum bitkisinin kallus dokusunda dahi bu yapilarin varligi gériilmiistiir. Buna
ek olarak her iki bitkinin ekstraktlarinda da yine Ostrojen tiirevlerinin varligi tespit
edilmistir. Solanaceae tiirlinde hem Gstrojeni baglayan yapilarin varligi hem de dahili

ligandlarin bulundugu gosterilmistir (Milanesi and Boland 2004).

Ostrojen reseptorleri ile iliskili bir baska ¢alisma da Triticum aestivum bitkisi iizerinde
yapilmistir. Bugday bitkisinin hem 0Ostrojen baglanma bolgeleri hem de progesteron
baglanma bolgeleri tasidigr anlasilmistir. Hiicre membram1 veya sitoplazmada
reseptorleriyle baglantiya girebilen hormonlarin 6zellikle membranlarda daha yogun

varlik teskil ettigi ifade edilmistir (Janeczko et al. 2008).

Etki mekanizmalar1 hakkindaki bilinmezliklere ragmen bitkilerde MCH yapilarinin,
ozellikle de Ostrojen ve testesteronun, Onciilii olan steroid yapisi saptanabilmistir.
Androstenedione olarak ifade edilen bu yap1 Nicotiana tabacum L. ve Inula helenium L.
bitkilerinde tespit edilmistir. Bu yapinin ayn1 zamanda insan ve hayvanlarda MCH olarak

etki gosterdigi bilinmektedir (Janeczko et al. 2012).

Bitki yetistiriciliginde besin maddeleri, hormonlar ve gelisimi tesvik edici uyaranlarin
varligr bitkilerin optimum gelisim gdsterebilmesi i¢in son derece Onemli oldugu
bilinmektedir. Optimum gelisimin yalnizca bitki besin maddelerine degil, ayn1 zamanda
bitkinin sahip oldugu genetik yapiyla da iligkili oldugu ifade edilmektedir. Bu durumun
bitkinin toprak alti ve istii aksam gelistirmesi, tohum, meyve ve benzeri iirlin
gelistirebilmesi ve dolayisiyla alinmak istenen maksimum verimi sunmasi i¢in gerekli

kosullar oldugu soylenmektedir (Blair et al. 1993).
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Daha 6nce arpa, aycigegi, sogan gibi pek ¢ok bitki lizerine stres kosullarinin sitogenetik
anlamda etkilerinin arastirildigi caligsmalara literatiirde rastlamak miimkiindiir. Genel
olarak stress kosullarinin mitotik aktivite lizerinde negatif bir etki gosterdigi gozlenirken,
kosullarin agirlasmasi ile birlikte kromozom anormalliklerine de rastlandigi yapilan

calismalarda goriilmiistiir (Tabur 2009).

Deneysel anlamda arastirilan olgularin sitogenetik etkileri degerlendirilirken, oncelikli
olarak gozlemlenen olgu kromozomlardaki yapisal degisikliklerdir. Bu yapisal
degisiklikler =~ kromozomlarda anormalliklerin  olusumuna neden olmaktadir.
Anormallikler kromozom yapisinda olabilecegi gibi, kromatitlerde de ortaya
cikabilmektedir. Bu durumlar duplikasyon, delesyon, translokasyon, inversiyon,
izokromozom, halka kromozom telosentrik veya disentrik kromozom olusumlar1 gibi

anormallikleri kapsar (Tosun, 2015).

Sitogenetik gézlemlerde rastlanan anormalliklerin temel nedenleri arasinda iyonize edici
radyasyon, ultraviyole radyasyon, kimyasal maddelerin etkisi, gametosidal kromozomlar
gosterilebilir. Bu nedenlere ek bir diger neden olarak in vitro doku kiiltiirii tekniginden
da kaynaklanan kromozomal degisiklikler de dikkat ¢cekmektedir. Bitki doku kiiltiiriinde
ortaya c¢ikan kromozom kokenli yapisal degisiklikleri etkileyen birkag faktor
bulunmaktadir: Kullanilan bitkinin genotipi, eksplantin tipi, eksplantin alindig: bitkinin
poliploidi diizeyi, kiiltiir ortaminin igerigi, ortamin kat1 veya sivi olusu, kallusun yas1 ve

alt kiiltiir sayis1, kallusun yapist (Tosun, 2015).

Hiicre boliinmesi sirasinda boliinmeyi kontrol edebilecek 8- hidroksikinolin (Rousi,
1961), a-monobromonaftalin (Kuta 1980; El¢i 1982), paradiklorbenzen (Elgi 1982;
Sharma and Gupta 1982; Tabur vd 2002), kolsisin (Terziiski and Dimitrov 1983; Guidetta
RotiMichelozzi 1986) ve erimekte olan buz (Ladizinsky and Hadassa 1984; Maxted et al.
1991) gibi 6n uygulama c¢ozeltilerinin kullanildigi bilinmektedir. Bu ¢alismada o6n
uygulama i¢in Elgi (1982), Sharma and Gupta (1982) ve Tabur vd (2002)’nin uyguladigi
metot esas alinarak paradiklorbenzenin doymus ¢6zeltisi kullanilmistir. Hematoksilen ile

yapilan boyamalarda kromozomlarin optimum boyay1 almasindaki en nemli noktalardan
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birisi olan ve Ozellikle dokularin birbirinden ayrilarak hiicrelerin daha iyi

gbzlemlenebilmesi i¢in hidrolizin 6nemli oldugu belirtilmistir.

Hidroliz i¢in zaman, sicaklik ve hidrolizde kullanilan HCI’nin konsantrasyonu énemlidir.
Yine hidroliz siiresi de materyale gore degisiklik gosterdiginden ¢ok iyi zamanlama
yapilmasi gerekmektedir. Calisma materyalimiz i¢in hidroliz siiresinin 60°C’de 1 N HCl
icerisinde 17 dakika bekletilmesinin (Fox 1969) uygun oldugu goriilmiistiir. Yapilan
literatiir calismalarinda, borik asidin normal sartlar altinda ¢imlenme, mitotik indeks ve
kromozom anormallikleri iizerine etkileri ile ilgili birka¢ calisma olmasina ragmen
(Donbak vd 2002; Toprak 2002; Konuk vd 2007; Pandey and Santosh 2007; Kumar and
Srivastava 2011), stres sartlar1 altinda bu parametreler lizerinde yapilan herhangi bir

calismaya rastlanmamistir.

Ayrica literatlir verileri tarandiinda, 6zellikle memeli cinsiyet hormonlarinin kolza
bitkisinin sitogenetik durumunu etkileyip etkilemeyecegine dair bir ¢alismanin olmadigi
gorilmektedir. MCH yapilarinin kolzada kromozom anormalliklerine neden olup
olmadigi, mitotik aktiviteyi ne Olciide etkiledigine dair literatiirde bir veri acigi
bulunmaktadir. Yapilan bu c¢aligma literatiirde var olan bu bilgi eksikligini gidermek

anlaminda literature 6nemli katkilarda bulunacaktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin ve bu hormonlara ait farkli dozlarin kolzada;
¢imlenme, sitogenetik parametreler ve in vitro rejenerasyon iizerine olan etkileri

degerlendirilmistir.

3.1. Farklh Memeli Cinsiyet Hormonlar1 (MCH) ve Dozlarimin Kolzada Cimlenme

ve Fide Gelisimi Uzerine Etkileri

3.1.1. Bitki materyali

Arastirmada kolzanin (Brassica napus L.) Okapi ¢esidine ait tohumlar Karaj-iran

Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir.

3.1.1.a. Memeli cinsiyet hormonu uygulamasi

Uygulama 6ncesinde tohumlar musluk suyunda yikanmis ve akabinde %70’lik etil alkol
icerisinde (EtOH) 3 dakika boyunca calkalanmis, siire sonunda steril saf suyla 3 defa
durulama yapilmistir. Birkag damla Tween 20 (Sigma) iceren %]15’lik sodyum
hipokloritte 10 dakika siireyle karistirilarak tohumlarin yiizeylerinin sterilize edilmesi
saglanmigtir. Tohumlara 4 farkli MCH (6strogen, progesteron, 17(3-estradiol ve
testesteron) ve her bir MCH’nin 5 farkli dozu [0 (kontrol), 0.00005, 0.00050. 0.005 ve
0.05 mM] uygulanmistir. Bu dogrultuda elde edilen kombinasyon orani 4x5=20 olarak
tespit edilmistir. Her bir uygulama kombinasyonu i¢in 600 tohum kullanilmigtir. Her bir
petri kabina 25 tohum yerlestirilmis, tohumlara farkli hormon ¢esidi ve konsantrasyon
cozeltisinden 10 ml uygulanmistir. Bu uygulama sonrasinda tohumlar 16:8 saat

1s1k:karanlik fotoperyotta 25°C’de ¢imlendirme siirecine birakilmislardir.
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3.1.2. Cimlenme ile ilgili karakterler

Cimlenme ve fide ile ilgili parametreleri incelemek amaciyla, 100’likk gruplara ayrilan
tohumlar 3 tekrarli bir sekilde ¢imlendirme denemesine tabi tutulmustur. Cimlendirme
denemesi i¢in tohumlar petri kaplarinda, Whatman kurutma kagidi iizerinde ¢imlendirme

dolabinda 25°C’de 16:8 saat 1s1k:karanlik fotoperiyotta 14 giin tutulmustur.

Cimlendirme siireci boyunca her giin sayim yapilmis, ¢cimlenme ile iliskili olarak asagida

verilen karakterler incelenmistir.

a. Cimlenme orani (%) (CO): Her giin ayn1 saatte yapilan sayimlarla ¢cimlenme ortamina
birakilan tohumlarin kag tanesinin ¢imlendigi belirlenmistir. Bu sayim kapsaminda kok
uzunlugunun 1-2 mm ve iizerinde olanlar ¢imlenmis olarak kabul edilmistir. Cimlenme
siirecinin sonunda, c¢imlenme oranim1 hesaplamak icin asagida verilen formiil

kullanilmustir.

Cimlenme orani (%) = (¢cimlenen toplam tohum sayis1 /toplam tohum sayisi) x 100

b. Cimlenme hiz1 katsayis1 (CHK): cimlenme oranini belirlemek amaciyla yapilan
sayimlar dogrultusunda ¢imlenme hiz1 katsayisini hesaplamak i¢in asagida verilen formiil
kullanilmigtir (Maguire 1962). Formiilde Ti; denemenin basladig: giinden 6lgiim yapilan
giine kadar olan toplam giin sayisini, Ni ise her bir giinde ¢imlenen tohum sayisini

gostermektedir.

CHK = YNi/YNiTix100

¢. Ortalama ¢imlenme zamam (OCZ): Ortalama ¢imlenme zamanini hesaplamak i¢in
asagida verilen formiilden yararlanilmistir (Kaya et al. 2006). Formiilde f her sayim

giiniinde kag¢ adet tohum ¢imlendigini, x ise kag¢ giin sayim yapildigini ifade etmektedir.
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OCZ (gin) =XZ(fx)/Z f

d. Cimlenme hizi indeksi (CHI): Asagida verilen formiil kullanilarak CHI

hesaplanmustir.

CHIi= (Ni)/ (Ti)

Formiilde Ti, denemenin baslamis oldugu giinden itibaren sayim yapilincaya kadar olan
giin sayisini, Ni ise her bir giinde ¢imlenen tohum sayisini gostermektedir (Maguire
1962).

e. Cim giicii indeksi (CGI): Cim olusum giicii indeksini hesaplamak igin asagidaki
formiil kullanilmistir (Abdul-Baki and Anderson 1970).

CGl= (ortalama siirgiin uzunlugu + ortalama kok uzunlugu) x toplam ¢imlenme yiizdesi

f. Cimlenme ile ilgili karakterlere ait verilerinin istatistiksel analizi

Tam sansa bagl rastgele bir deneme planinda 3 tekrarli ve 4x5 faktoriyel bigiminde
yapilmis olan MCH uygulamalar1 ve konsantrasyonlarinin ¢imlenme iizerine etkisi
sonucu elde edilen veriler varyans analiziyle degerlendirilmistir. Bu parametreler
bakimindan elde edilen verilerin ortalamalar1 aralarindaki fark %5 6nem seviyesinde
tutularak Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile degerlendirilmistir. MCH % konsantrasyona
dair baglantinin etki derecesi basit ana etki ile her bir hormon kapsaminda

konsantrasyonlar karsilastirmali olarak ifade edilmistir.

3.1.3. Fide ile ilgili karakterler

Tohumlar ¢imlendirme ortamina ekildikten itibaren 14. giinde her petri kutusundan sansa

bagli olarak 10’ar adet fide alinmis ve asagida verilen parametreler incelenmistir.
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a. Kok uzunlugu (cm) (KU): Orneklemede kullanilan 10 adet fidenin her birinde en uzun
kokiin uzunlugu milimetrik cetvelle 6l¢iilmiis ve ortalamas: alinmistir.

b. Siirgiin uzunlugu (cm) (SU): Kok uzunlugunun 6l¢iildiigii fidelerde tohumdan ilk
¢tkmis oldugu konumdan itibaren yapragin ucuna kadar olan uzunlugu milimetrik
cetvelle dlgiilerek ortalama kok uzunlugu tespit edilmistir.

c. Fide uzunlugu (cm) (FU): Kok ucu ve yaprak ucu arasinda kalan mesafe milimetrik
cetvelle dlglilmiis elde edilen verilerin ortalamasi alinarak fide uzunlugu belirlenmistir.
d. Kok yas agirh@ (g) (KYA): Rastgele secimi yapilan 10 fideden ayrilan embriyonal
koklerin yas formdaki agirliklari tartilmig ve elde edilen bu deger 10’a bdliinerek kok yas
agirlig1 hesaplanmigtir.

e. Kok kuru agirhgi (g) (KKA): Yas agirliklari belirlenen kokler 72°C’de 72 saat siireyle
kurutulduktan sonra hassas terazide yapilan tartilmis ve deger 10’a boliinerek kok kuru
agirligi tespit edilmistir.

f. Siirgiin yas agirhgi (g) (SYA): Kok agirliginin belirlenmesinde kullanilan 10 fidenin
slirglinleri ayrilarak hassas terazide tartilmig ve deger 10’a boliinerek siirgiin yas agirligi
tespit edilmistir.

g. Siirgiin kuru agirhg (g) (SKA): Kuru agirlik belirleme yapilan islemler tekrar
edilerek siirglinlerin 72°C’de 72 saat kurutulmasi saglanmis, ardindan hassas terazide
tartimi ile kuru agirhigr saptanmistir. Her bir siirgiiniin agirligini belirlemek i¢inse elde
edilen verinin ona boliimii gerceklestirilmistir.

h. Fide ile ilgili karakterlere ait verilerin istatistiksel analizi: Elde edilen verilerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde; MCH uygulamasi ve konsantrasyon etKisi
incelenen 4x5 faktoriyel tam sansa bagli deneme plani kapsaminda 3 tekrarl bir bicimde
yapilmis olan uygulama verileri varyans azalizi ile degerlendirilmistir. Ortalamalarin
analizinde ise aralardaki farklar %5 Onem oraninda degerlendirilerek Duncan coklu
karsilastirma testi ile tespit edilmistir. Yapilan degerlendirmeler ve analiz kapsaminda
ortalama veriler arasindaki farklar1 aciklamak icin, MCH hormon uygulama

konsantrasyonlarinin olusturdugu degisikliklere yonelik bir formatta ¢aligilmistir.
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3.2. Farkhh Memeli Cinsiyet Hormonlar1 (MCH) ve Dozlarimin Kolzada Sitogenetik

Parametreler Uzerine Etkileri

3.2.1. Yontem

Tohumlar Whatman kurutma kagitlarinda ¢imlendirilmistir. Petri kaplarina uygun sekilde
kesilen filtre kagitlar1 saf su ile islatilmistir. Nemlendirilmis filtre kagitlar1 {izerine
tohumlar seyrek olarak yerlestirilmistir. 1-2 giinliin ardindan ¢imlenmeye baslayan
tohumlar her giin kontrol edilmistir. 10-15 mm uzunluga erisen kokler kesilerek

alimmustir. Kiiciik tiiplere birakilan kok uglarina asagida siralanan islemler yapilmistir.

3.2.1.a. Somatik kromozomlarin gézlemi icin materyalin hazirlanmasi

Somatik kromozom c¢alismalari igin kok ucu meristem hiicrelerinden yararlanilmigtir. Bu
amagla oncelikle kok ucu ornekleri elde edilmistir. Ardindan meristem hiicrelerinde ig
ipliklerinin olugumunu 6nlemek icin kdk ucu Orneklerine 2-3 saat siireyle %0.05°lik
kolsisin uygulanmistir. Fiksasyon basamaginda Karnoy 1 ile muamele sonrasinda yapilan
tespitin ardindan koklerin musluk suyunda 5 dakika boyunca yikanmasi ve bu yikama
isleminin 3 defa iist iiste tekrar edilmesi ile hiicreler boliinme safthasinda sabitlenmistir.
Bu islemin ardindan 60°C’de IN NaOH’te 10 dakika siireyle bekletilerek hidroliz
yapilmistir. Son basamak olan boyama isleminde ise boyama yontemi olarak aseto iron
hematoksilin tercih edilmistir. Bu amacla kok uglari 6 saat siireyle aseto iron hematoksilin

boyasinda inkiibe edilmistir.

a. Aseto iron hematoksilin boyasiin hazirlanisi

Boyay1r hazirlamak i¢in 100 ml’lik %45°lik asitik asit igerisine 4 gr aseto-iron-
hematoksilin tartilarak ilave edilmis ve ardindan 1 gr NH4Fe(SOa)2 eklenmistir. Hazirlik
stireci boyunca cam ¢ubuk yardimiyla karisim devamli karigtinlmistir. Bdoylece

hazirlanan boya bir sise igerisine konularak agzi sikica kapatilmistir ve karanlik ortamda,
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24 saat siireyle buzdolabinda bekletilerek boyanin siyahtan acik ¢ay rengine doniisii

saglanmistir. Hazirlanan boya bozdolabinda saklanmustir.

b. Ezme ve kok uglarimin mikroskopta incelenmesi

Kok uglarinda yer alan meristem hiicrelerinde kromozomlarin boliinme esnasinda
goriintiilenebilmesi igin ezilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda hiicre duvari yapisini
pargalayabilmek igin bir damla %45°lik asetik asit ¢ozeltisinden faydalanilmis ve bu
cOzelti damlatilarak kok wuclar1 ezilmistir (Elgi ve Sancak 2009). Hazirlanan
preparatlardan goriintii almak icinse fotograf ¢cekimi yapabilen donanima sahip (Canon

DS126291) bir 400X mikroskop (Olympus BX51) kullanilmistir.

3.2.1.b. Preparatin hazirlanis

Kok uglarinda 1-2 mm’lik béliimiin boyanmasiyla elde edilen meristematik bolgeler,
bistiiri ile kesilmek suretiyle lam iizerine birakilmistir. Akabinde bu yap1 yine bistiiri
yardimiyla daha kiigiik parcalara ayrilmistir. Par¢alama siirecinin devaminda lam tizerine
lamel kapatilmis ve kusun kalemin arka tarafiyla vurularak incelenecek yapilarin
dagilimmin daha diizglin olmas1 hedeflenmis, bdylece kromozomlarina ayni diizlemde
bulunmalari saglanmistir. Bu iglemin ardindan bas parmak ile preparat tizerine kuvvetli

bir sekilde bastirilmis, bdylece preparatlar incelemeye hazir hale getirilmistir (Elgi 1982).

3.2.1.c. Sitogenetik ile ilgili parametrelere iliskin verilerin istatistiksel analizi

a) Mitotik faz doneminde olan hiicrelerde incelenen parametreler;
%Profaz : Profaz evresinde olan hiicre sayis1 /toplam hiicre sayisi x 100
%Metafaz: Metafaz evresinde olan hiicre sayisi /toplam hiicre sayis1 x 100
%Anafaz : Anafaz evresinde olan hiicre sayis1 /toplam hiicre sayis1 x 100
%Telofaz : Telofaz evresinde olan hiicre sayisi /toplam hiicre sayist x 100

Mitotik indeks : Mitoz boliinmede olan hiicre sayisi/toplam hiicre sayis1 x 100
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b) Anafaz evresinde ortaya ¢gikan anormalliklerin belirlenmesi,

Mikroskopta yapilan gdzlemler esnasinda mitoz boliinmenin tiim evrelerinde goriilen

kromozom anormalliklerine dikkat edilmis ve bu parametre su sekilde hesaplanmistir:

Kromozomal anormalliklere sahip hiicre oran1 = anormallik i¢ceren hiicre

sayist/mitozdaki hiicre sayis1 x 100

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde, MCH yapilarinin ve konsantrasyonlarinin
etkisi (4x5 faktoriyel kapsaminda) tesadiifi se¢imi yapilan 5 tekrarli bigimde (her bir slayt
bir tekerriir olarak kabul edilmistir) varyans analizi kullanilmistir. Ortalamalarinin
hesaplanmasinda ise aralarindaki farkliliklar %5 Onem derecesinde Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi ile tespit edilmistir. Hormonlarla konsantrasyonlarin uygulamasina dair
interaksiyon etkisi ise basit ana etki ile hormonlar kapsaminda konsantrasyonlarin etki

dereceleri karsilastirilarak ifade edilmistir.

3.3. Farkli Memeli Cinsiyet Hormonlar1 (MCH) ve Dozlarimin Kolza Bitkisinin
Doku Kiiltiiriine Etkileri

3.3.1. Bitkilerden eksplantlarin alim

Kanola tohumlar1 dncelikle yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Akabinde MS besin
ortam1 ve vitaminler igeren petri kaplarina aseptik kosullarda ekimi yapilmistir. 25°C
sicaklikta, 16 saat giin/8 saat karanlik periyot kapsaminda ¢imlenmeye birakimislardir.
Ekimin akabinde 10 giinlin sonunda eksplantlar alinmistir. Bu tez ¢calismasinda eksplant
olarak kullanilan bitki materyalleri hipokotil ve kotiledon yapraklaridir. MS ortaminda
cimlendirilen kanola tiirtinde hipokotili ¢imlenen tohumlarin ilk ¢ikis yapmis kismi
Ozellikle sap kisminda 1-2 cm yukarisindan kesilerek elde edilmistir. Kotiledon
yapraklarindan eksplant eldesinde ise yapraklarin u¢ kismindan yaprak sapina dogru
enine kesimle eksplant alinmistir. Yaprak arasini ikiye bolerken sapi ile birlikte boliim

yapilmis ve bu boliinmenin simetrik olmasina 6zen gosterilmistir (Sekil 3.1). Elde edilen



31

eksplantlar1 ekerken her petride 20 adet eksplant bulunacak sekilde yerlesim yapilmistir.
Her bir petri kab1 bir tekrar olarak kabul edilmis ve her bir uygulama 4 tekrarli olacak

sekilde hazirlanmustir.

Kotiledon

Yaprak kesiti
kotiledon

Hipokotil

€ o — B S R -

Sekil 3.1. Hipokotil ve kotiledon yapraklarinin kesim yerlerinin sematik gosterimi

3.3.2. Kallus kiiltiirii ortamlarinda kullamlan kimyasallar

3.3.2.a. Temel besi ortami

Kallus gelisimi ile ilgili ¢alismalarda Murashige and Skoog (1962) besi ortamindan
yararlanilmistir. Bu ortamin igerisinde yer alan bilesikler ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. MS kiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlari

KiMYASAL BILESIiMI Miktar1 (mg/l)
Inorganikler

Makro elementler

NH4NO3 1650

KNO3 1900

CaCl; 332.2

MgSO4 180.7

KH2PO4 170
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Cizelge 3.1. (devam)

Mikro elementler

Na; EDTA 37.26
Fez (SO4).7H.0 27.8
MnS0O4.H2O 16.9
Kl 0.83
H3BO3 6.2
ZnS04.7H20 8.6
Na;Mo004.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl2.6H20 0.025
Organikler

Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotonik asit 0.5
Pridoksin-HCI 0.5
Tiamin-HCI 0.1

MS besi ortamini hazirlamak i¢in; makro (20X), mikro (100X) element ile demir selelat
(100X) ve vitaminler (100X) icin stok soliisyon hazirlamasi yapilmis, bu sekilde besi

ortami hazirlanmistir.

1. MS makro elementler i¢in stok soliisyonunun hazirlanisi

MS makro elementleri iceren 20X oraninda stok soliisyonu hazirlama amaciyla asagida

verilen basamaklardan faydalanilmistir:

a) Cizelge 3.1°de bir litre igerisinde yer almasi1 gereken makro element bilesiklerinin
20’ser kat1 hassas terazide tartilmak suretiyle 20X stok soliisyon hazirlanmistir.

b) 2 litre hacmindeki bir beher i¢erisinde manyetik balikla beraber 700 ml civarinda saf
su koyulmus, manyetik karistirici iizerinde makro elementlerin her biri sirayla eridikce
ilave edilmek suretiyle ¢ozdiiriilmistiir. Karigim tamamen homojen bir goriiniim

sergilediginde, tiim makro elementlerin erimesi sona erdiginde, karigimin hacmi saf su



33

yardimuiyla bir litreye tamamlanmistir. Hazirlanan karisim amber siseye doldurulmustur.
Uzerine karisimin hazirlanma tarihi, ad1, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi ve 1 litre
standart MS hazirlamak igin icerisinden alinmasi gereken miktar yazilarak buzdolabinda

saklanmustir.

2. MS mikro elementler icin stok soliisyonunun hazirlanisi

MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan mikro element stok soliisyonunun (100X)

hazirlanmasi i¢in asagidaki basamaklar uygulanmstir.

a) Cizelge 3.1°de yer alan mikro elementler boliimiindeki FeSO4.7H20 ve Nax-EDTA
bilesikleri haricindeki diger bilesikler 100’er kati olacak sekilde hassas bir terazide

tartilmak suretiyle soliisyon hazirligina baglanmustir.

b) 2 litre hacmindeki bir beher i¢erisinde manyetik balikla beraber 700 ml civarinda saf
su koyulmus, manyetik karistirici tizerinde mikro elementlerin her biri sirayla eridikce
ilave edilmek suretiyle ¢ozdiriilmistiir. Karisim tamamen homojen bir goriiniim
sergilediginde, tiim mikro elementlerin erimesi sona erdiginde, karisimin hacmi saf su
yardimiyla bir litreye tamamlanmistir. Hazirlanan karisim amber siseye doldurulmustur.
Uzerine karisimin hazirlanma tarihi, ad1, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi ve 1 litre
standart MS hazirlamak i¢in igerisinden alinmasi gereken miktar yazilarak buzdolabinda

saklanmugtir.

3. MS demir selat stok soliisyonunun hazirlamsi

MS besi ortami i¢in kullanilacak demir selat stok soliisyonu (100X) hazirlamak igin

asagida bahsedilen basamaklar takip edilmistir.

a) Cizelge 3.1 igerisinde yer alan mikro elementler kisminda belirtilen FeSO4.7H20 ve

Na2-EDTA bilesiklerinin 100 kat1 miktarinin hassas terazi ile tartimi saglanmstir.
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b) Demir selat soliisyonunun ilk asamasinin hazirligi i¢in oncelikle 500 ml’lik bir
erlenmayer icerisine 300 ml saf su koyulmustur. Erlenmayer manyetik karistirici iizerine
koyulup, karistiricinin 1siticisi da agilmak suretiyle igerisine manyetik balik birakilmistir.
Tartim1 yapilan 3.726 gr miktarindaki Na>-EDTA erlenmayer igerisine eklenmis ve
tamamen eriyinceye kadar karistirilmasi beklenmistir. Karigim homojen bir goriiniim
sergilediginde karistiricinin 1siticist kapatilmis ve karistirma islemi esnasinda hacmin saf

su yardimiyla 400 ml’ye tamamlanmasi saglanmistir.

c) Demir selat soliisyonunun ikinci agamasinin hazirligi i¢in farkli bir 500 ml’lik bir
erlenmayer icerisine 300 ml saf su koyulmustur. Erlenmayer manyetik karistirici tizerine
koyulup, karistiricinin 1siticist da agilmak suretiyle igerisine manyetik balik birakilmistir.
Tarttim1 yapilan 2.78 gr miktarindaki FeSO4.7H20 erlenmayer igerisine eklenmis ve
tamamen eriyinceye kadar karistirllmasi beklenmistir. Karisim homojen bir goriiniim
sergilediginde karistiricinin 1siticist kapatilmis ve karistirma iglemi esnasinda hacmin saf

su yardimiyla 400 ml’ye tamamlanmasi saglanmistir.

d) Stok soliisyonun hazirlama siirecinin son asamasinda daha 6nceki basamaklarda
hazirlanan iki ¢ozelti birlestirilmistir. Elde edilen karigimin hacmi oda sicakliginda
bulunan saf su yardimiyla bir litreye tamamlanmistir. Toplam karisim amber siseye
aktarilmis, acik renkli bu soliisyonun adimin ne oldugu, kimin hazirladigi, hazirlama
tarihi, bir litre standart MS besi ortami1 hazirlamak adina igerisinden ka¢ ml miktarinda
alinmas1 gerektigine dair bilgilerin yazildig1 etiketin yapistirilmasiyla 4°C’de

saklanmugtir.

4. MS vitamin stok soliisyonunlarinin hazirlamsi

MS besi ortaminin hazirligr i¢in bir diger basamak olan vitamin stok soliisyonunun

(100X) hazirlig i¢in asagida belirtilen basamaklar takip edilmistir.

a) Cizelge 3.1 kapsaminda ifade edilen organikler kisminda siralanan bilesiklerin 100 kat1

tartilmastir.
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b) Bir litrelik erlenmayer igerisine 700 ml saf su koyulmus, kap manyetik karistirict
tizerine yerlestirilmistir. Manyetik balik da birakildiktan sonra, oda sicakliginda sirayla
tek tek vitaminler ilave edilmis, ¢6ziinme siireci tamamlandiktan sonra karisimin hacmi
1 litreye tamamlanmak suretiyle hazirlanmis ve karisim amber siseye doldurulmustur.
Etiketlenen sisenin iizerine hazirlanmis stok soliisyon adi, konsantrasyonu, kimin
hazirladigi, hangi tarihte hazirlandig1 ve akabinde bir litre standart MS hazirlamak i¢gin

igerisinden alinmasi gereken hacim yazilmalidir. Sise 4°C’de saklanmalidir.

5. MS ortami hazirlanirken kullanilan harici kimyasallar ve bu kimyasallarin stok

soliisyonlarmin hazirlanisi

MS ortamu hazirlanirken kullanilan bilesiklere ek olarak c¢alismalarda bazi harici
kimyasallarin kullanimi1 da s6z konusudur. Bahsedilen bu kimyasallar Cizelge 3.2°de
verilmistir. Calismalara dahil edilen MCH hormonlarinin stok soliisyonlarinin nasil
hazirlandigma dair bilgiler Cizelge 3.3’de, sitokinin hormonunun hazirligina iligkin

bilgiler ise Cizelge 3.4’da verilmistir.

Cizelge 3.2. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Kullamilan Kimyasallar Miktari
Askorbik Asit 100 mg/l
MES hidrate 1.95 g/l
Pyhtagel 29/l
Sakkaroz 20 g/l

Cizelge 3.3. Memeli cinsiyet hormonlarinin (MCH) stok soliisyonunun hazirlanisi

MCH Tipi  Coziicii Seyreltici  Saklama Calisma

kosulu konsantrasyonu
B- Estradiol Etil alkol Su 24°C 1 mg/ml
Progestron  Etil alkol Su +4°C 1 mg/mi
Ostrogen Etil alkol Su 24°C 1 mg/ml

Testosteron  Etil alkol Su +4°C 1 mg/mi
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Cizelge 3.4. Sitokinin hormonu stok soliisyonunun hazirlanisi

Sitokinin Coziicii Seyreltici Saklama Cahsma
Tipi kosulu konsantrasyonu
Dimetil Su +4°C 1 mg/ml
TDZ . .
Stilfoksit

3.3.3. Bitki rejenerasyonu ortamlarinda kullanilan Kimyasallar

Bitkilerin rejenerasyonunu tesvik etmeye yonelik calismalarda Murashige ve Skoog

(1962) besi ortam1 kullanilmig ve MS besi ortamina 0.25 mg/l TDZ takviyesi yapilmistir.

3.3.4. Kullamilan yontemler

Bu tez calismasinin doku kiiltiirii calismalari iki asamada gergeklestirilmistir. Ik asama;
4 farkli memeli cinsiyet hormonu igerisinde (B-Estradiol, progestron, Ostrogen ve
testosteron), farkli konsantrasyonlarda [0 (kontrol), 0.00005, 0.00050. 0.005 ve 0.05 mM]
gelisimi beklenen eksplant (hipokotil ve kotiledon) yapilarmm 1s1ikli ve karanlik
kosullarda bir ay siireyle yetistirilmesi metodudur. kinci asama ise; ilk asamadan elde
edilen hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin 0.25 mg/l TDZ igeren MS rejenerasyon

ortamina aktarilmasi ve ardindan 30 giin siire ile inkiibe edilmesi metodudur.

3.3.4.a. Birinci ve ikinci yontemlerin uygulanisi

Bu tez calismasinin yiiriitiilme siireci esnasinda asagida ifade edilen basamaklar takip

edilmistir.
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1) Sterilizasyon yontemleri

a) Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Calisma esnasinda kullanilan tiim yiizey alanlar1 kullanilmadan 10-15 dakika once
%70’lik etil alkolle yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Akabinde UV lambasi acilarak de
sterilizasyon devam ettirilmistir. Doku kiiltiirii ¢aligmasi baslatilmadan 6nce UV lamba
kapatilmistir. Kullanilan aletlerin sterilizasyonu ise, aletlerin (Bistiri, pens gibi) once etil
alkol igerisine batirilmasi, ardindan aleve tutulmasi ile yapilmistir. Eksplantlari kesmek
icinse aliiminyum folyoya sarilmis bir sekilde otoklavlanmis 10x15 cm boyutlari

dahilindeki kurutma kagitlarinin yiizeyleri kullanmistir.

b) Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Eksplant olarak kullanilacak tohumlarin yiizey kisimlarini sterilize etmek icin oncelikle
tohumlarin musluk suyunda yikanmistir. Akabinde %70’lik etil alkolde 3 dakika sureyle
karigtirllmistir. Devaminda ise steril kabin icerisinde tohumlarin 3 defa art arda saf suyla
yikanmas1 gerekmektedir. Sonrasiinda %]15°1lik sodiyumhipokloritte (%20°lik ticari

camasir suyu) 10 dakika calkalanmis ve yine 3 defa steril saf su ile yitkanmistir.

¢) Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Besin ortaminin sterilize edilebilmesi i¢in otoklav cihazi kullanilmistir. Otoklav cihazinin
calisma prensibi dogrultusunda; 105 kPa basing altinda 121°C sicaklikta 20 dakika
stireyle sterilizasyon saglanmistir. Besi ortamlarina eklenen ancak yiiksek sicaklikta
stabilitesini kaybederek bozulan vitamin, hormon, memeli cinsiyet hormonlari, bitki
bliylime diizenleyicileri gibi yapilarin sterilizasyonu ise 0.22 pm por ¢apina sahip seliiloz

nitrat yapili filtrelerden (Milipor) faydalanilarak yapilmistir.



38

d) Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

%70’lik Etil alkoliin hazirlamsi: %96 oranh etil alkol sivisindan 700 ml alinmig ve

hacmi saf su ile 960 ml’ye tamamlanmustir.

%15’lik Sodyum hipoklorit solusyonunun hazirlams: iceriginde %5 NaOCI (sodyum
hipoklorit) bulunan ¢amasir suyundan (ticari marka: ACE) 150 ml alinmis ve hacmi saf
su yardimiyla 1 litreye tamamlanmus, 1siktan korunmasi i¢in amber renkli sise icerisine

aktarilmis ve saklamasi oda sicaklig1 kosullarinda yapilmistir.

3.3.4.b. Kallus ve bitki rejenerasyon ortamlarinin hazirlanmasi

Besi ortami1 hazirlhigi igin asagida basamaklarca verilen islemler uygulanmustir.

1. 1000 ml hacmindeki beher igerisine 600 ml bidistile su eklenmis ve manyetik karigtirict
tizerinde manyetik balik yardimi ile karigtirilmaya baglanmstir.

2. Daha 6nce hazirlanan ve MS besi ortaminin temel elementleri olan makro element stok
soliisyonundan (20X) 50 ml alinmis, mikro element stok soliisyonu ile demir selat stok
soliisyonundan (100X) 10’ar ml alinarak beher icerisine birakilmistir.

3. Bu karigim iizerine 20 gr sakkaroz ile 1.95 g MES Hydrate hassas terazide tartilip ilave
edilmis ve beher icerisinde eriyinceye dek karistirtlmistir. Elde edilen karisimin hacmi
950 ml’ye tamamlanmis ve IN NaOH ile 0.1 N HCI g¢ozeltilerinden faydalanilmak
suretiyle pH=5.8"¢ sabitlenmistir.

4. Karisimin son hacmi saf su ile 985 ml’ye tamamlanmistir.

5. Otoklav oncesinde karisimin otoklavlanacag: sise icerisine 2 gr jel yapici madde
(Phytagel) ilave edilmis, karisim bunun iizerine eklenmistir. Otoklavlanacak sisenin agzi
aliminyum folyo ile kapatildiktan sonra sterilizasyon i¢in otoklavda 20 dakika siireyle
yiiksek basing altinda 121°C’de sterilizasyon saglanmistir.

6. Sicaklik dolayisi ile yapisi bozulabilecek olan vitamin ve hormonlarin besi ortamina
eklenmesi islemi otoklavlama asamasinin ardindan gergeklesmistir. Bu amagla 50 ml

hacimli beher i¢ine daha 6nceden hazirlanmis MS vitamin stok soliisyonu igerisinden
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(10X) 10 ml, askorbik asit (50 mg/l) ¢ozeltisinden 1 ml eklenmis ve elde edilen son
hacmin saf su ilavesiyle 15 ml olmas1 saglanmistir.

7. Besi ortamina vitamin ve hormon yapilarinin ilavesi ise, otoklav isleminin sona
ermesinin ardindan ortam sicaklig1 yaklasik olarak 40-45°C civarlarinda seyrederken 0.22

um c¢apinda porlara sahip filtreler yardimiyla gergeklestirilmistir.

3.3.4.c. In vitro MCH uygulamasi

1. Onceden yiizey bdlgeleri sterilize edilmis kolza tohumlarindan elde edilen hipokotil ve
kotiledon yapraklar1 kesilmistir (Sekil 3.2).

2. MS (Murashige and Skoog 1962) ortamina ek olarak farklt memeli cinsiyet hormonlari;
B-Estradiol, progestron, Ostrogen ve testosteron ve bu hormon yapilarinin farkl
konsantrasyonlar1 [0 (kontrol), 0.00005, 0.00050. 0.005 ve 0.05 mM], 20 gr/l sakkaroz, 2
gr/l phytagel ve 1.95 gr/l MES Hydrate [(2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid)]
maddelerini barindiran besi ortamlarinda yetistirine kolza eksplantlar1 karanlik ve 151k
biiyiitme kosullarinda 25+1°C’de 30 giin boyunca tutulmustur.

3. Inkiibasyon siiresi olan bir ayin bitisiyle birlikte, hem karanlik ortam kosullarinda
yetisen hem de aydinlik sartlarda gelistirilmeye calisilan kolza hipokotil ve kotiledon
eksplantlar, yetistirildikleri ortama ek olarak 0.25 mg/l TDZ, 2 mg/l phytagel ve 20 g/l
sakkaroz igeren rejenerasyon tesvik edici ortamda yetistirilmeye ¢alisilmistir. Bu ortamda
yetistirme kosullar1 ise; 24 saat karanlik ile 16:8 saat siireyle 1s1k:karanlik fotoperiyotlu
25+1°C sicaklik niteliklerine sahiptir. Bu ortamda da bitki eksplantlar1 30 giin siireyle
inkiibe edilmislerdir. Isik kaynagi olarak kullanilan floresan lambanin 1s1k yogunlugu ise

62 umol m?2s? olarak ifade edilmistir.
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3.3.4.d. incelenen karekterler

Birinci asamada elde edilen gozlemler

Hem hipokotil hem de kotelidon yapraklarina uygulanan MCH yapilari ve farkli dozlari
sonucunda, farkl 1s1k ve karanlik kosullarinin da katkisiyla asagida verilen parametreler

incelenmistir.

1) Morfolojik degisim (MD): Eksplantlarin ortamlara yerlestirilmesinin akabinde ortaya
c¢ikan sigme, renk, sekil gibi degisimlerdir.

2) Kallus olusum (KO) oram (%): Kallus olusum oranini hesaplama i¢in asagidaki

formiil dikkate alinmistir (Aydin 2010).

Kallus olusum oran1 (%)= (olusan kallus sayis1 / kiiltiire alinan eksplant sayisi) x 100

3) Kok olusturan eksplant (KOE) yiizdesi (%): Asagidaki formiil dogrultusunda

hesaplanmuistir.

%KOE = (Kok olusturan eksplant sayis1 / toplam eksplant sayis1) x 100

4) Siirgiin olusturan eksplant (SOE) yiizdesi (%): Asagidaki formiil dogrultusunda

hesaplanmuistir.

SOE (%)= (Siirglin olusturan eksplant sayis1 / toplam eksplant sayisi) x 100

5) Bitki Sayis1 (BS): Calismanin sonunda elde edilen toplam bitki sayisidir.

“Kok ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kallus veya somatik

embriyo sayisl.



41

ikinci asamada yapilan gézlemler

1) Kallus olusum (KO) orani (%): Kallus olusum oranini hesaplama igin asagidaki

formiil dikkate alinmistir (Aydin 2010).

Kallus olusum orani1 (%)= (olusan kallus say1s1 / kiiltiire alinan eksplant sayis1) x 100

2) Embriyogenik kallus olusum orani (%): Embriyogenik kallus yapilarinin sert nitelik
sergileyen, dagilabilecek gibi goriinen, siki ve piitiirlii bir yap1 gosteren ve embriyo
olusturabilecek Ozellikler tasiyan kalluslarin olusum oramidir. Hesaplamasi eksplant

sayistyla iliskili sekilde yapilmistir (Aydin 2010).

Eksplant sayisina goére embriyogenik kallus olusum (ESEKO) orani (%): ESEKO orani

hesaplamak i¢in asagida verilen formiilden faydalanilmistir.

ESEKO oran1 (%) = (embriyogenik kallus say1s1 / eksplant sayis1) x 100

3) Siirgiin olusturan eksplant (SOE) yiizdesi (%): Asagida verilmekte olan formiil

dogrultusunda hesaplanmistir.

SOE (%)= (Siirgiin olusturan eksplant sayisi / toplam eksplant sayis1) x 100

4) Bitki Sayis1 (BS): Calismanin sonunda elde edilen toplam bitki sayisidir.

“K&k ve siirgiine sahip bitkicik meydana getiren embriyogenik kallus veya somatik

embriyo sayisi.
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3.3.5. Verilerin istatistiksel analizi

Istatistiksel analizle tam sansa bagl faktériyel deneme deseni baz alinarak ve 4 tekrarl
olarak yapilmistir. Calismada kullanilan her bir petri kab1 bir deneme iinitesi olarak

dikkate alinmistir. Her bir petri kabinda 20 adet bitki eksplantin1 kapsamaktadir.

Calismadan elde edilen veriler tam sansa bagli deneme plani temel alinarak Genel Linear
model dogrultusunda varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Her bir denemeye
ait ortalama veriler arasinda olan farklar %5 O6nem derecesinde Duncan c¢oklu
karsilastirma testi ile tespit edilmistir. Calismadan elde edilen veriler SPSS 22 paket

programu ile analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Memeli Cinsiyet Hormonlarimmn (MCH) Cimlenme Parametreleri ve Fide

Olusumu Uzerine Etkileri

Tohumlar ortama konulduktan yaklasik 1-2 giin sonra c¢imlenmeye basladiklar

goriilmistiir ve 14 giin boyunca bu ortamda tutularak biiylimeleri saglanmistir.

4.1.1. Cimlenme ile ilgili karekterler

a. Cimlenme oram (CO)

Cimlenme orani lizerine memeli cinsiyet hormonlar1 uygulamasi ve konsantrasyonu ile

bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak veriler MCH’ye gore degerlendirildiginde, en yiiksek ¢cimlenme
oraninin %100 ile dstrojen hormonu uygulamasinda, en diisiik cimlenme oraninin ise %60

ile testesteron hormonu uygulamasinda belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Uygulama konsantrasyonlarinin ortalamalarina gore, ¢cimlenme oran1 kontrol, 5x10°> mM
ve 5x10™ uygulamalarida %100 olarak tespit edilmis, bunu azalan sira ile 5x10° mM
(%50) ve 5x102 mM (%25) konsantrasyonlar izlemistir. Diger taraftan, kontrol, 5x10
mM ve 5x10* mM uygulamalari arasindaki farkliliklarin énemsiz oldugu saptanmistir

(Cizelge 4.2).

Cimlenme orani iizerine, memeli cinsiyet hormonlarinin etkisi konsantrasyonlar
bakimindan farklilik géstermistir. Bu nedenle hormonxkonsantrasyon interaksiyonunun
etkisi ¢ok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ¢imlenme oran1 17 f-
ostradiol kontrol grubu, 17 B-stradiol + 5x10°mM, 17 B-6stradiol + 5x10*mM, dstrojen

+ 0.00, dstrojen + 5x10° mM, dstrojen + 5x10* mM, &strojen + 5x10° mM, dstrojen +
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5x102 mM, progesteron kontrol grubu, progesteron + 5x10 mM, progesteron + 5x10

mM, progesteron + 5x10° mM, testesteron kontrol grubu, testesteron + 5x10° mM ve

testesteron + 5x10* mM uygulamalarinda %100 oraniyla elde edilirken; en diisiik

¢imlenme orani 17 B-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-ostradiol + 5x102 mM, progesteron +

5x102mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102mM’lik uygulamalarinda ise

cimlenme orani (%0) elde edilmemistir. (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Kolza bitkisinde farkli memeli cinsiyet hormonlari ve konsantrasyonlarinin
¢imlenme ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglari

Kareler ortalamasi

Varyasyon
Kaynagn  SD Cco CHK OCZ CHi CGi
Hormon 3 5500.00** 652.53** 5.04** 67.65** 2020310.06**
Konsantrasyon 4 15000.00**  1529.75** 1451** 172.61** 3396700.98**
HxK 12 3000.00** 187.68** 5.33** 21.05**  302117.28**
Hata 40
Toplam 59

*, p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir



Cizelge 4.2. Kolzay bitkisinde farkli memeli cinsiyet hormonlari ve konsantrasyonlarinin ¢gimlenme ile ilgili bazi karakterlere etkilerine

ait ortalamalar

Hormon Konsantrasyon (mM) CO0% CHK 0CZ CHI CGi
0.00 100.00 @ 28.76 2 3482 9.63¢2 1418.33¢
5x10° 100.00 @ 28.41% 3528 9,732 1120.00 ©
17 p-sstradiol 5x104 100.00 2 28.17¢2 3562 9422 913.33°¢
5%1073 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00¢
5%102 0.00°P 0.00° 0.00° 0.00° 0.00¢
Ortalama 60.00 © 17.07 ¢ 211° 575¢ 690.33 ¢
0.00 100.00 @ 28.76 ¢ 3.48° 9.63°¢ 1418.33 ¢
5%x10° 100.00 @ 32.97°P 3.03°¢ 11.133 1575.00 ©
Ostrojen 5x104 100.00 2 34.892 287°¢ 11.272 1757.67 2
5%x1073 100.00 2 33.59°b 298¢ 10.84° 1618.33 "
5%102 100.00 @ 22.81¢ 4394 7.804¢ 866.67 ¢
Ortalama 100.00 2 30.60 2 3352 10.132 1447202
0.00 100.00 @ 28.76 ¢ 3.48° 9.63°¢ 1418.33 ¢
5%x10° 100.00 @ 34.102 2.934 11.342 1640.00 @
Progesteron 5x104 100.00 @ 31.95b 3.13°¢ 10.63°P 1544.67 ©
5%x1073 100.00 @ 27.37¢ 3.662 9.134 890.00 ¢
5%102 0.00° 0.00¢ 0.00°¢ 0.00¢ 0.00°¢
Ortalama 80.00° 24.43b 2.645b 8.15b 1098.60 P
0.00 100.00 @ 28.762 3.48° 9.63¢2 1418.33¢
5%x10° 100.00 2 28.15 2 3.56 9.79¢ 1101.67°
Testesteron 5x104 100.00 2 27.37°P 3.668 9.22°b 898.33 ¢
5x1073 0.00° 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00 ¢
5%x1072 0.00° 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00 ¢
Ortalama 60.00 ¢ 16.86 ¢ 2.14°¢ 5.73°¢ 683.67 ¢
0.00 100.00 @ 28.76°P 3488 9.63°¢ 1418.33 ¢
5%x10° 100.00 @ 30.91¢2 3.26° 10.502 1359.17 ©
Ortalama Doz 5x104 100.00 2 30.602 3.30° 10.13° 1278.50 ¢
5%x1073 50.00 P 15.24°¢ 1.66°¢ 4,99 ¢ 627.08 ¢
5x107? 25.00° 5704 1.104 1.95¢ 216.67 ¢

517
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b. Cimlenme hiz1 katsayis1 (CHK)

CHK iizerine MCH uygulamas1 ve konsantrasyonlarmin etkileri ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyonun ¢ok énemli (P< 0.01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak MCH’nin etkisine gore degerlendirilme yapildiginda, en
yiiksek ¢imlenme hizi katsayisi1 30.6 ile Ostrojen hormonunda tespit edilirken, en diistik
¢imlenme hiz1 katsayis1 16.86 ile testesteron hormonunda belirlenmistir. Diger taraftan,
testesteron ve 17 B-Ostradiol hormonlar1 arasindaki farkliliklarin ise 6nemsiz oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.2).

Biitiin uygulama konsantrasyonlarinin ortalamalarina gore ise, ¢imlenme hiz1 katsayisi
5x10™° mM uygulamalarinin ortalamasinda 30.91 olarak tespit edilmis, bunu azalan sira
ile 5x10* mM (30.60), 0 mM (28.76), 5x10° mM (15.24) ve 5x102 mM (5.70)
konsantrasyonlar1 izlemistir. Diger taraftan, 5x10° mM ve 5x10* mM uygulamalar

arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.2).

Cimlenme hiz1 katsayisina MCH yapilarinin etkisi kullanilan konsantrasyonlara gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle hormonxkonsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok
onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ¢imlenme hiz1 katsayisi dstrojen +
5x10*mM uygulamada 34.89 oraniyla bulunurken, en diisiik cimlenme hiz1 katsayisi ise
17 B-ostradiol + 5x10° mM ve 17 B-6stradiol + 5x10°2 mM, progesteron + 5x102 mM,
testesteron + 5x103mM ve testesteron + 5x10? mM’lik uygulamalarda 0.00 olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.2).

¢. Ortalama cimlenme zamam (OCZ)

OCZ iizerine MCH uygulamalar1 ve konsantrasyonlarinin etkisi ile bu iki faktor

arasindaki interaksiyonun ¢ok 6nemli (P< 0.01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak farkli MCH’ye gore degerlendirildiginde, en uzun ortalama



47

cimlenme zamani 3.35 giin ile Ostrojen hormonunda elde edilmis, bunu 2.64 giin ile
progesteron, 2.14 giin ile testesteron ve 2.11 giin ile 17- B-Ostradiol uygulamalari

izlemistir (Cizelge 4.2).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde, en yiiksek ortalama
cimlenme zamani 3.48 giin ile kontrol grupta tespit edilmis, bunu 5x10“4mM (3.30 giin)
5x10°mM (3.26 giin), 5x10°3 mM (1.66 giin) ve 5x102mM (1.10’liik) konsantrasyonlar
takip etmistir (Cizelge 4.2).

Ortalama ¢imlenme zamani lizerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisi kullanilan
konsantrasyonlarda farklilik géstermistir.  Bu nedenle hormonxkonsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢cok dnemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ortalama
¢imlenme zamam &strojen + 5x10°2 mM uygulamada 4.39 giin seklinde tespit edilmis ve
17 B-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM, progesteron + 5x102 mM,
testesteron + 5x10°3mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda ise bu deger 0.00

olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).

d. Cimlenme hiz1 indeksi

Cimlenme hiz1 lizerine MCH uygulamalar1 ve konsantrasyonlariin etkileri ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon degeri cok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.1).

MCH yapilaria gore ortalamalar esas alinarak degerlendirilme yapildiginda, en ytliksek
¢imlenme hizi, 10.13 ile 6strojen hormonunda elde edilirken, en diisiik ¢cimlenme haizi
katsayisi ise 5.73 oran ile testesteron hormonunda belirlenmistir. Diger taraftan,
testesteron ve 17 B-Ostradiol hormonlari arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge

4.2).

Konsantrasyon ortalamalaria gore en yiiksek c¢imlenme hizi 10.50 ile 5x10° mM
konsantrasyon grubunda tespit edilmis ve son sirada 5x102 mM’lik uygulama

konsantrasyonu yer almistir (Cizelge 4.2).
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Cimlenme hiz1 tizerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisi kullanilan konsantrasyonlara
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle bu parametre iizerinde hormonxkonsantrasyon
interaksiyonunun etkisi énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ¢imlenme
hiz1 progesteron + 5x10° mM uygulamasinda 11.34 ile tespit edilmis ve 17 B-6stradiol +
5x10° mM, 17 B-stradiol + 5x102mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x10-

2mM’lik uygulamalarda bu deger 0.00 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).

e. Cimlenme giicii indeksi

Cimlenme giicii indeksi MCH uygulamalar1 ve konsantrasyonu ile bu iki faktor arasindaki

interaksiyon ¢ok dnemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).

Ortalamalar esas alinarak MCH’ye gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek ¢imlenme
giicii indeksi, Ostrojen uygulamasindan (14470.20) elde edilirken, bunu 1098.60 ile
progesteron, 690 ile 17 B-ostradiol ve 683.67 ile testesteron uygulamalari izlemistir.
Bununla birlikte, 17 pB-ostradiol ve testesteron uygulamalari arasindaki farkliliklar

istatistiksel anlamda 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2).

Konsantrasyon ortalamalarina gore en yiiksek ¢imlenme giicii indeksi 1418.33 ile kontrol
grubunda tespit edilmis ve 216.67 ile 5x102 mM’lik konsantrasyon en diisiik ¢imlenme

giicli indeksi ile son sirada yer almistir (Cizelge 4.2).

Cimlenme giicii indeksi iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisi kullanilan
konsantrasyonlara  gore farklillk  gOstermistir.  Bu  nedenle uygulamalarda
hormonxkonsantrasyon interaksiyonunun etkisi énemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.1).
En yiiksek ¢imlenme giicii indeksi dstrojen + 5x10* mM uygulamasinda 1757.67 ile
tespit edilmis ve 17 p-Ostradiol + 5x10° mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM, progestron +
5x102mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda ise bu

deger 0.00 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).



49

2) Fide ile ilgili karekterler

Tohumlarin ortama yerlestirilmesinin ardindan yaklasik iki giin sonra kok ve siirgiinler

meydana gelmistir.

a. Kok uzunlugu

Kok uzunlugu tizerine MCH uygulamalar1 ve konsantrasyonlarinin etkileri ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3).

Ortalamalar esas alinarak MCH’ye gore yapilan degerlendirmede, en fazla kok uzunlugu
9.43 cm ile dstrojen uygulamasinda elde edilmis, bunu 7.26 cm ile progesteron, 4.25 cm

ile 17 B-6stradiol ve 4.24 cm ile testesteron uygulamalari izlemistir (Cizelge 4.4).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore, en uzun koklerin 9.65 cm ile kontrol grubunda
oldugu tespit edilmis, bunu 8.58 cm ile 5x10° mM’lik, 8.10 cm ile 5x10* mM’lik, 4.01
cm ile 5x10° mM’lik ve 1.13 cm ile 5x102 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge
4.4).

Kok uzunlugu iizerine farkli MCH nin uygulamlarinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gOstermistir. Bu nedenle uygulama hormonu X konsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek kok
uzunlugu 11.57 cm ile dstrojen + 5x10* MM uygulamada gozlenmistir. En diisiik kok
uzunlugu 5.17 cm ile 17 B-6stradiol + 5x10° mM’Iik uygulamalarda elde edilmistir. Diger
taraftan, 17 B-ostradiol + 5x10°3 mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM, progestron + 5x1072
mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarda kok elde

edilmemistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. Kolza bitkisinde farkli memeli cinsiyet hormonlari ve konsantrasyonlarinin
c¢im ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Kareler ortalamasi
Kaynag SD KU SU CU KYA KKA SYA SKA
Hormon 3 95.89** 19.78** 202.03** 0.002490** 0.0000048** 0.138** 8.984E-05**
Konsantrasyon 4  154.70** 37.18** 339.67** 0.002993** 9.792E-06** 0.269** 6.114E-05**

HxK 12 13.39** 4.60** 30.21** 0.000345** 1.403E-06** 0.029** 1.869E-05**
Hata 40
Toplam 59

* p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.



Cizelge 4.4. Kolza bitkisinde farkli memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlarinin ¢im ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi

sonugclar ait veriler

Hormon Konsantrasyon (mM) KU SU CU KYA KKA SYA SKA
0.00 9.65° 453 14182 0.0450 0.0017 ® 0.4363 2 0.0057 @
5%10° 6.42° 4787 11.20° 0.0277 0.0023° 0.3290 ° 0.0027
17 psstradiol 5%10% 517°¢ 3.97° 9.13° 0.0230 ¢ 0.0013° 0.3120° 0.0017
5%10° 0.00¢ 0.00° 0.001 0.0000 ¢ 0.0000 © 0.0000 © 0.0000 ©
5%1072 0.00 ¢ 0.00°¢ 0.001 0.0000 ¢ 0.0000 © 0.0000 © 0.0000 ©
Ortalama 4.25°¢ 2.66°¢ 6.90°¢ 0.0191 ¢ 0.0011 ¢ 0.2155 0.0020 ©
0.00 9.65°¢ 4.53° 14.18° 0.0450 © 0.0017 0.4363 2 0.0057 P
5%10° 10570 5187 15.75° 0.0480 ® 0.0023 ® 0.41802 0.0070 ®
Ostrojen 5%10° 11572 6.01° 17582 0.0577 2 0.0037 0.4667 @ 0.01132
53107 10.83° 5350 16.18° 0.0513 ® 0.0027 ® 0.4303 2 0.0090 ®
5%1072 4531 4131 8,671 0.0237 ¢ 0.0003 0.3213° 0.0017
Ortalama 9.432 5.04° 14472 0.0451 @ 0.0021 2 0.41452 0.0069 @
0.00 9.65°¢ 453°¢ 14.18° 0.0450 0.0017 043637 0.0057 ©
5%10° 11.02° 5387 16.40° 0.0513° 0.0030 2 0.4247 2 0.0093 2
Progesteron 5%10° 10.42° 5.03° 15.45° 0.0457 @ 0.0020 ° 041337 0.0067 ©
5%10° 5220 3.68 7 8.901 0.0373° 0.0013° 0.3370 0.0013 ¢
5%1072 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00°¢ 0.0000 © 0.0000 © 0.0000 © 0.0000 €
Ortalama 7.26° 3.73P 10.99° 0.0359 P 0.0016 0.3223 P 0.0046
0.00 9.65°¢ 4537 14182 0.0450 0.0017 ® 043637 0.0057 @
5%10° 6.32° 4707 11.02° 0.0293 0.0020 2 0.3267 0.0017
Testesteron 5%10° 5230 3750 8.98°¢ 0.0217 0.0007 b 0.3163 7 0.0013°
53107 0.00¢ 0.00°¢ 0.001 0.0000 ¢ 0.0000 © 0.0000 © 0.0000 ©
5%1072 0.00°¢ 0.00°¢ 0.00¢ 0.0000 ¢ 0.0000 © 0.0000 © 0.0000 ©
Ortalama 424°¢ 260°¢ 6.84°¢ 0.0192 ¢ 0.0009 © 0.2159 © 0.0017 ©
0.00 9.65° 4530 14182 0.0450 0.0017 043637 0.0057 @
ortal 5%10° 858" 5017 13590 0.0391 0.0024 2 0.3746 0.0052 2
Konga";‘]t";;“s‘;‘lon 5%10° 8.10° 4690 1279° 0.0370 0.0019 0.3771° 0.0053 2
5%10° 4019 2.26°¢ 6.270 0.0222°¢ 0.0010 ¢ 0.1918° 0.0026 °
5107 1.13¢ 1.039 217¢ 0.0059 9 0.0001 ¢ 0.0803 ¢ 0.0004 ©

TG
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b. Siirgiin uzunlugu

Siirgiin uzunlugunu tizerine MCH uygulamalari ve konsantrasyonunun etkileri ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.3).

Memeli cinsiyet hormonlarinin ortalamalarina gore degerlendirildiginde, en uzun
stirglinler 0strojen uygulamalarindan (5.04 cm) elde edilmis, bunu azalan sira ile 3.73 cm
ile progesteron, 2.66 cm ile 17 B-6stradiol ve 2.60 cm ile testesteron uygulamalari izlemis,
ancak 17 B-ostradiol ve testesteron uygulamalar arasindaki farkliklarin 6nemsiz oldugu

tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Konsantrasyonlarn ortalamalarma gére degerlendirildiginde, siirgiin uzunlugu 5x107
mM grupta 5.01 cm iken, bunu azalan sira ile 4.69 cm ile 5x10*mM’lik, 4.53 cm ile 0.00
mM’lik, 2.26 cm ile 5x10° mM’lik ve 1.03 cm ile 5x102 mM’lik konsantrasyonlar
izlemistir (Cizelge 4.4).

Stirgiin - uzunlugu iizerine farklh MCH’nin uygulamalarinin etkisi  kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama
hormonuxkonsantrasyonun etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3). En
yiiksek siirgiin uzunlugu 6.01 cm ile dstrojen + 5x10™* mM uygulamasinda gézlenmistir.
En diisiik siirgiin uzunlugu 3.68 cm ile 17 B-dstradiol + 5x10° mM’lik uygulamada elde
edilmistir. Diger taraftan, 17 B-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-6stradiol + 5x1072 mM,
progesteron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM

uygulamalarinda siirgiin elde edilmemistir (Cizelge 4.4).

c. Fide uzunlugu

Stirglin uzunlugunu tizerine MCH uygulamalar1 ve konsantrasyonlarinin etkisi ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3).
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Uygulama siiresine gore ortalama ¢im uzunlugu dikkate alindiginda, en fazla ¢im
uzunlugunun 14.47 cm ile Ostrojen uygulamasindan elde edildigi belirlenirken, bunu
14.18 cm ile 0.00 mM, 13.59 cm ile 5%10° mM ve 12.79 cm ile 5x10*mM, 6.27 cm ile
5x10°mM ve 2.17 cm ile 5x10? mM uygulamalarmin takip ettigi saptanmistir (Cizelge
4.4).

Cim uzunlugu tizerine farkli MCH’nin uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklihik gostermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormonxkonsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢ok onemli (P< 0.01) olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). En
yiiksek ¢im uzunlugu 17.58 cm ile strojen + 5x10* mM uygulamasinda gozlenmistir.
En diisiik ¢im uzunlugu ise 8.67 cm ile 6stogen + 5x102 mM’lik uygulamalarda elde
edilmistir. Diger taraftan, 17 B-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM,
progesteron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM

uygulamalarinda ¢im elde edilmemistir (Cizelge 4.4).

d. Kok yas agirhg:

Kok yas agirligr lizerine MCH uygulamalar1 ve konsantrasyonlarinin etkisi ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3).

Fide basina en yiiksek kok yas agirligi 0.0451 g ile 6strogen uygulamasinda elde edilmis,
bunu 0.0359 g ile progesteron, 0.0191 g ile 17 B-ostradiol ve 0.0192 g ile testesteron

uygulamalari izlemistir (Cizelge 4.4).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak incelendiginde, en yiiksek kok yas
agirligi 0.0450 g ile 0.00 mM’lik konsantrasyonda tespit edilmis, bunu 0.0391 g ile 5x10
*mM’lik, 0.0370 g ile 5107 mM’lik, 0.0222 g ile 5x107° mM’lik ve 0.0059 g ile 5x1072

mMM’lik konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.4).

Kok vyas agirhg iizerine farkli MCH’nin uygulamalarinin etkisi kullanilan

konsantrasyona  gore  farklihk  gOstermistir. Bu  nedenle  uygulamalarda
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hormonxkonsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok dnemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge
4.3). En yiiksek kok yas agirhigr 0.0577 g ile dstrojen + 5x10* mM uygulamasinda
gozlenmistir. En diisiik kok yas agirligr ise 0.0217 g ile testesteron + 5x10* mM’lik
uygulamasinda elde edilmistir. Diger taraftan, 17 p-ostradiol + 5x10°mM, 17 B-6stradiol
+ 5x102mM, progestron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x1072

mM uygulamalarda kok yas agirlig1 elde edilmemistir (Cizelge 4.4).

e. Kok kuru agirhg:

Kok kuru agirhig tizerine MCH uygulamalar: ve konsantrasyonlariin etkisi ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3).

Fide basina en yiiksek kok kuru agirligi 0.0021 g ile 6strojen uygulamasinda elde edilmis,
bunu 0.0016 g ile progesteron, 0.0011 g ile 17 B-6stradiol ve 0.0009 g ile testesteron
uygulamalari izlemistir (Cizelge 4.4).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 dikkate alinarak incelendiginde, en yiiksek kok kuru
agirligr 0.0024 g ile 5x10° mM’lik konsantrasyonda tespit edilmis, bunu 0.0019 g ile
5x10* mM’lik, 0.0017 g ile 0.00 mM’lik, 0.0010 g ile 5x10° mM’lik ve 0.0001 g ile
5x102 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.4).

Kok kuru agirlign tzerine farkli MCH’nin uygulamalarimin  etkisi kullanilan
konsantrasyona  gore  farkliik  gostermisti.  Bu  nedenle  uygulamalarda
hormonxkonsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge
4.3). En yiiksek kok kuru agirhig 0.0037 g ile dstrojen + 5x10“% mM uygulamasinda
gozlenmistir. En diisiik kok kuru agirligr ise 0.0007 g ile testesteron + 5x10* mM’lik
uygulamasinda elde edilmistir. Diger taraftan, 17 p-ostradiol + 5x10°mM, 17 B-éstradiol
+ 5x10"2mM, progestron + 5x102 mM, testesteron + 5x1073 mM ve testesteron + 5x1072

mM uygulamalarinda kok kuru agirlig: elde edilmemistir (Cizelge 4.4).



55

f. Siirgiin yas agirh@

Siirgiin yas agirlig lizerine etil metansiilfonatin uygulama siiresi ¢ok énemli (P< 0.01),
konsantrasyonun etkisi onemsiz, siire x konsantrasyon interaksiyonu ise ¢ok onemli

(P<0.01) olmustur (Cizelge 4.15).

En yiiksek siirgiin yas agirligi 0.4145 g ile ostrojen uygulamasinda tespit edilmis, bunu
0.3223 g ile progesteron, 0.2159 g ile testesteron ve 0.2155 g ile 17 PB-6stradiol
uygulamalari izlemistir (Cizelge 4.4).

Konsantrasyonlarin kendi icerisindeki ortalamalari esas alindiginda, siirgiin yas agirligi
bakimindan ilk sirada 0.4363 g ile kontrol grubunun yer aldig1, bunu 0.3771 g ile 5x10™
mM, 0.3746 g ile 5x10° mM, 0.1918 g ile 5x10° mM ve 0.0803 g ile 5x102 mM
konsantrasyonlarin izledigi tespit edilmis, ancak 5x10% mM ve 5x10° mM
konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklarin istatiksel anlamda Onemsiz oldugu

saptanmistir (Cizelge 4.4).

Stirgilin yas agirligi tizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermisti. Bu nedenle uygulamalarda hormon X konsantrasyon
interaksyonunun etkisi ¢ok dnemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3). En yiiksek siirgiin
yas agirhigl 0.4667 g ile dstrojen + 5x10* mM uygulamasinda gozlenmistir. En diisiik
siirgiin yas agirligi ise 0.3120 g ile 17 B-stradiol + 5x10™* mM’lik uygulamalarinda elde
edilmistir. Diger taraftan, 17 B-ostradiol + 5x10°3 mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM,
progestron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM

uygulamalarda kok yas agirlig1 elde edilmemistir (Cizelge 4.4).

g. Siirgiin kuru agirhg:

Siirgilin kuru agirlig: tizerine MCH uygulamalari ve konsantrasyonlarinin etkisi ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3).
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En yiiksek siirgiin kuru agirligi 0.0069 g ile 6strojen uygulamasinda elde edilmis ve bunu
0.0046 g ile progesteron uygulamasi, 0.0020 g ile 17 B-0stradiol uygulamasi izlemis ve
bu karakter bakimindan son sirada 0.0017 g ile testesteron uygulamasi yer almistir

(Cizelge 4.4).

Konsantrasyonlarin kendi igerisindeki ortalamalar1 esas alindiginda, siirgtin kuru agirligi
bakimindan ilk sirada 0.0057 g ile kontrol grupunda yer aldig1, bunu 0.0053 g ile 5x10
mM, 0.0052 g ile 5x10° mM, 0.0026 g ile 5x10° mM ve 0.0004 g ile 5x102 mM
konsantrasyonlarm tespit edilmis, ancak 0 mM, 5x10° mM ve 5x10*% mM
konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar istatiksel anlamda Onemsiz olmustur (Cizelge

4.4).

Stirglin yas agirhigr tlzerine farkli MCH’nin uygulamalarinin etkisi kullanilan
konsantrasyona gore farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormon X
konsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.3). En
yiiksek siirgiin kuru agirligi 0.0113 g ile &strojen + 5x10* mM uygulamasinda
gdzlenmistir. En diisiik siirgiin kuru agirligi ise 0.0013 g ile progesteron + 5x10° mM ve
testesteron + 5x10* mM’Iik uygulamalarinda elde edilmistir. Diger taraftan, 17 B-
ostradiol + 5x10°mM, 17 B-6stradiol + 5x10°2mM, progestron + 5x102mM, testesteron
+ 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda ise siirgiin kuru agirligi elde

edilmemistir (Cizelge 4.4).

4.2. Memeli Cinsiyet Hormonlarimmn (MCH) Cesitli Sitogenetik Parametreler

Uzerine Etkileri

Yapilan incelemeler sonucunda farkli MCH’lerin ¢esitli konsantrasyonlarinda
¢imlendirilen kolza tohumlarmin kok ucu meristemlerinde normal mitoz evreleri Sekil

4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. MCH’nin farkli konsantrasyonlarinda ¢imlendirilen kolza (Brassica napus L.)
normal mitoz evreleri a) Profaz, b) Metafaz ¢) Anafaz d) Telofaz
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a. Profaz oram

Profaz orani ilizerine memeli cinsiyet hormonlarinin uygulamasi ve konsantrasyonlarinin
etkisi ile bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge

4.5).

Ortalamalar esas alinarak MCH’ye gore degerlendirildiginde, en yiiksek profaz oram
%7.75 ile ostrojen hormonunda, en diisik profaz orami ise %3.98 ile testesteron

hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde, en yiiksek profaz orani
%7.60 orantyla 5x10° mM grubunda gozlenirken, bunu azalan sirada %7.56 ile 5x10%
mM’lik, %6.81 ile 0.00 mM’lik, %3.82 ile 5x10° mM’lik ve %1.58 ile 5x102 mM’lik

konsantrasyonlara sahip gruplar izlemistir (Cizelge 4.6).

Profaz orani {izerine farklit MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik  gostermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormon x konsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢cok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5). En yiiksek profaz
oran1 %8.58 ile dstrojen + 5x10™*mM uygulamasinda gézlenmistir. En diisiik profaz orani
%6.54 ile testesteron + 5x10* mM’lik uygulamasinda elde edilmistir. Diger taraftan, 17
B-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-ostradiol + 5x102 mM, progestron + 5x102 mM,
testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda meristematik kok

ornekleri olusmadigi i¢in profaz orani 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Kolza bitkisinde farkli memeli cinsiyet hormonlari ve konsantrasyonlarinin
sitogenetik ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi sonuglari

Kareler ortalamasi

Varyasyon

Kaynaga  SD  Profiz  Metafaz  Anafaz  Telofaz _foromozom - Mitotik

anormallikleri  indeks

Hormon 3 247.30** 18.20** 5.50** 0.60** 0.26** 75.44**
Konsantrasyon 4 429.10** 59.10** 15.70** 1.74** 0.16** 1129.13**
HxK 12 59.70** 10.00** 2.57** 0.20** 0.20** 125.54**
Hata 40
Toplam 59

*, p<0.05; **: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir



Cizelge 4.6. Kolza bitkisinde farkli memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlarinin ¢im ile ilgili baz1 karakterlere ait varyans analizi
sonuglar ait veriler

Hormon Konsantrasyon (mM) Profaz Metafaz Anafaz Telofaz Anafaz anormallikleri ';/:;2::':
0.00 6.81a 2.82a 1.46a 5.33a 0.09b 11.73 a
5%10° 6.75a 2.72ab 144a 340b 0.267 a 11.52 ab
17 p-6stradiol 5%x10* 6.67 a 2.67b 1.34a 3.53b 0.280a 11.33 b
5%107° 0.00b 0.00c 0.00b 0.00c 0.00c 0.00c
5%107? 0.00b 0.00c 0.00b 0.00c 0.00c 0.00c
Ortalama 4.04 ¢ 1.64c 0.85¢ 0.24c 0.109 a 6.91c
0.00 6.81b 2.82a 146a 0.53a 0.09b 11.73 a
5%x10°% 8.55a 2.76 ab 1.44 a 0.39b 0.05b 8.77hb
Ostrojen 5x10* 8.58 a 2.67 bc 142 ab 044b 0.053 b 8.75b
5%x10°° 8.52a 2.62c¢c 1.38 ab 0.41b 0.06b 8.63b
5%107? 6.32c 2.40d 1.28¢ 0.36b 0.28a 6.91c
Ortalama 7.75a 2.65a 1.40a 0.42 a 0.091b 8.96 a
0.00 6.81b 2.82a 1.46 a 0.53a 0.09b 11.73 a
5x10° 8.56 a 2.66 ab 140a 042b 0.073 b 8.69 b
Progesteron 5%x10* 8.46 a 257 ab 1.34 a 0.36b 0.087 b 8.50b
5%x10°° 6.76 b 2.78 ab 1.38a 0.42b 0.18a 757c
5x1072 0.00c 0.00c 0.00b 0.00c 0.00c 0.00d
Ortalama 6.12b 2.1.68 b 1.11b 0.34b 0.069 ¢ 7.30b
0.00 6.81a 2.82a 146a 0.53a 0.09¢ 11.73 a
5x10° 6.56 b 2.66 b 1.36 ab 0.37b 0.24b 11.21b
Testesteron 5x10* 6.54 b 2.60b 1.24b 0.30¢c 0.30 a 10.98 b
5x1073 0.00c 0.00¢c 0.00c 0.00d 0.00d 0.00¢c
5x107? 0.00c 0.00c 0.00c 0.00d 0.00d 0.00c
Ortalama 3.98¢c 16.17 ¢ 8.15¢ 241c 1.08 a 6.78 d
0.00 6.81b 2.82a 1.46 a 0.53a 0.09¢ 11.73 a
5x10° 7.60 a 2.70b 141a 0.38b 0.15b 10.05b
Ortalama Konsantrasyon 5%10* 7.56a 2.63¢ 1.34b 0.36b 0.18a 9.89¢
5x10° 3.82¢ 1.35d 0.69¢c 021c 0.19d 4.05d

5x10° 1.58d 0.60e 0.32d 0.090d 0.2d 1.73 ¢

65
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a. Metafaz orani

Metafaz orani iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin ve konsantrasyonlarinin etkisi ile

bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5).

Ortalamalar esas alinarak MCH etkisine gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek
metafaz oran1 %2.65 ile Ostrojen hormonunda, en diisiik metafaz orani ise %1.61

testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde ise, en yiiksek metafaz orani
0.00 mM grupta %2.82 iken, bunu azalan sirada %2.7 ile 5x10° mM’lik, %2.63 ile 5x10°
A mM’lik, %1.35 ile 5x10° mM ik ve %0.6 ile 5102 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir
(Cizelge 4.6).

Metafaz orani iizerine farkli MCH’nin uygulamlarinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormon X konsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5). En yiiksek metafaz
orani %2.82 ile tim MCH hormonlar1 + 0.00 mM uygulamalarinda gozlenmistir. En
diisiik metafaz orani ise %2.6 ile testesteron + 5x10* mM’lik uygulamalarinda elde
edilmistir. Diger taraftan, 17 B-ostradiol + 5x10°3 mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM,
progesteron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM
uygulamalarda meristematik kok ornekleri olusmadigr i¢in metafaz oran1 0.00 olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.6).

a. Anafaz oram

Anafaz orani lizerine memeli cinsiyet hormonlarinin ve konsantrasyonlarinin etkisi ile bu

iki faktor arasindaki interaksiyon ¢cok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5).
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Ortalamalar esas alinarak MCH’ye gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek anafaz orani
%1.4 ile dstrojen hormonunda gozlenirken, en diisiik anafaz orani ise %0.8 ile testesteron

hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde, en yiiksek anafaz orani1 0.00
mM grubunda %1.46 bulunurken, bunu azalan sirada %14.12 ile 5x10° mM’lik, %13.40
ile 5%10* mM’lik, %0.69 ile 5x10° mM’lik ve %0.32 ile 5102 mM’lik konsantrasyonlar
izlemistir (Cizelge 4.6).

Anafaz oram lizerine farkli MCH nin uygulamalarmin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormon X konsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5). En yiiksek anafaz
orant %1.46 ile tiim MCH hormonlar1 + 0.00 mM uygulamalarinda gézlenmistir. En
diisiik anafaz orani ise %1.24 ile testesteron + 5x10“% mM’lik uygulamalarda elde
edilmistir. Diger taraftan, 17 B-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM,
progestron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM
uygulamalarda meristematik kok ornekleri olugsmadigr icin anafaz orani 0.00 olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.6).

a. Telofaz orani

Telofaz orani lizerine memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlarinin etkisi ile bu

iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok dnemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5).

Ortalamalar esas alinarak MCH’ye gore yapilan degerlendirmelerde, en yiiksek telofaz
orani %0.42 ile 6strojen hormonunda gézlenirken, en diisiik telofaz orani ise %0.24 ile

testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek telofaz orani
0.00 MM grubunda %5.33 bulunurken, bunu azalan sirada %0.38 ile 5x10° mM’lik,
%0.36 ile 5x10* mM’lik, %0.21 ile 5x10° mM’lik ve %0.09 ile 5x102 mM’lik
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konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.6).

Telofaz orani {izerine farklt MCH’nin uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormon X konsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5). En yiiksek telofaz
orant %0.53 ile tiim MCH hormonlar1 + 0.00 mM uygulamalarinda gézlenmistir. En
diisiik telofaz orani ise %0.3 ile testesteron + 5x10* mM’lik uygulamalarinda elde
edilmistir. Diger taraftan, 17 B-ostradiol + 5x10°3 mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM,
progestron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM
uygulamalarinda meristematik kok ornekleri olusmadigi i¢in telofaz orani1 0.00 olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.6).

a. Anafaz anormalliklere sahip hiicrelerin oram

Gerek kontrol grupta gerekse MCH uygulamalarinin yapildig: gruplarda kok uglarindan
hazirlanan preparatlarda gozlenen c¢esitli kromozom anormallikleri Sekil 4.2°de
gosterilmistir. S6z konusu anormalliklerin ¢cogu mikroniikleus, graniilizasyon, diizensiz
profaz, kromozomlarin sarmallanamamasi, yapisik kromozom, anafaz ve telofazda
kromozom kopriileri, alignment anafaz, multipolar anafaz, anafazda geri kalmisg

kromozom, anafaz ve telofazda kutup kayma seklindedir.

Sekil 4.2. (devam)
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(0)

Sekil 4.2. Cesitli konsantrasyonlarda MCH uygulamasindan sonra c¢imlendirilen

kromozom anormallikleri
a,b,c) Kopru olusumu; d,e,f) Geciken kromozomlar; g,h,i) Kromozom pargalart; j,k,I) Erken ayrilim m,n,0)
Geciken ayrilim
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Kromozom anormalikleri orani {izerine memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlari
etkisi ile bu iki faktor arasindaki interaksiyon ¢ok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge

4.5).

Ortalamalar esas alinarak MCH’ye gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek kromozom
anormalikleri orami %0.19 ile 17 p-6stradiol hormonunda, en diisiik kromozom

anormalikleri oran1 ise %0.069 progesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore yapilan degerlendirmede ise, en yiiksek
kromozom anormalikleri oran1 5x10* mM grubunda %1.80 olarak bulunurken, bunu
azalan sirada %0.15ile 5x10° mM’lik, %0.09 ile 0.00 mM’lik, %0.07 ile 5x102 mM’lik,
%0.06 ile 5x10° mM’lik konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.6).

Kromozom anormalikleri orani lizerine farkli MCH’nin uygulamalarinin etkisi kullanilan
konsantrasyona goére farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormon X
konsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢cok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5). En
yiiksek kromozom anormalikleri oran1 %0.30 ile testesteron + 5x10* mM uygulamasinda
gdzlenmistir. En diisiik kromozom anormalikleri orani ise %0.053 ile dstrojen + 5x107
MM ve éstrojen + 5x10° mM’lik uygulamalarinda elde edilmistir. Diger taraftan, 17 p-
ostradiol + 5x10°mM, 17 B-6stradiol + 5x102mM, progestron + 5x102mM, testesteron
+ 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda meristematik kék &rnekleri

olugmadig1 i¢in kromozom anormalikleri oran1 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

a. Mitotik indeks

Mitotik indeks iizerine memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlar: etkisi ile bu iki

faktor arasindaki interaksiyon ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5).

Ortalamalar esas alinarak MCH’ye gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek mitotik
indeks %8.96 ile dstrojen hormonunda, en diigilk mitotik indeks orani ise %6.78 ile

testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.6).



65

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde, en yiiksek mitotik indeks
0.00mM grubunda %11.73 iken, bunu azalan sirada %10.05 ile 5x10° mM’lik, %9.89 ile
5x104 mM’lik, %4.05 ile 51073 mM’lik ve %1.73 ile 5x102 mM’lik konsantrasyonlar
izlemistir (Cizelge 4.6).

Mitotik indeks tizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik  gostermistir. Bu nedenle uygulamalarda hormon x konsantrasyon
interaksiyonunun etkisi ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5). En yiiksek mitotik
indeks %11.73 ile kontrol grupta gézlenmistir. En diisiik mitotik indeks orani ise %6.91
ile &strojen + 5x102 mM’lik uygulamalarinda elde edilmistir. Diger taraftan, 17 p-
ostradiol + 5x10°mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM, progestron + 5x102mM, testesteron
+ 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda meristematik kok drnekleri

olugmadig1 i¢in mitotik indeks 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

4.3. Doku Kiiltiiriinde Memeli Cinsiyet Hormonlarinin (MCH) Etkisi

Bu aragtirmada, hipokotil ve kotiledon yapraklar: olmak iizere iki farkli eksplant kaynagi
kullanilmistir. Calisma iki asamada yiiriitiilmiistiir. Birinci asamada 4 farkli memeli
cinsiyet hormonunun (17B- Estradiol, Ostrojen, Progesteron, Testosteron) ve bunlarin 5
farkl1 konsantrasyonunu (0.00, 5x10° mM, 5x10* mM, 5x107° ve 5x102 mM) iceren
toplam 20 farkl kiiltiir ortaminda, karanlik ve 1s1k yetistirme sartlarinda, bazi in vitro
parametreleri {izerine etkileri belirlenmistir. Ikinci asamada sitokinin hormonunun (0.25
mg/I’lik TDZ hormonu) bitki rejenerasyonu iizerine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla;
30 gilin siiren birinci asamanin sonunda elde edilen bitkilerin rejenerasyonuna daha
onceden kullanilmis olan farkli MCH ve konsantrasyonlarinin ne derece etki ettigi

arastirilmastir.
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A) Birinci asama

a) Isikh (16:8 saat 151k ve karanhk) biiyiitme sartlarinda MCH etkisi

1) Morfogenetik degisim (MD) orani (%):

Morfogenetik degisim orani (%MD) iizerine memeli cinsiyet hormonunun uygulamasi,
eksplant tipi ve konsantrasyonlar1 arasindaki interaksiyon ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur

(Cizelge 4.7).

Ortalamalar esas alinarak 4 farkli memeli cinsiyet hormonuna gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek MD oran1 %12.88 ile progesteron hormonunda, en diisik MD

orani ise %5.75 ile testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Ortalamalar esas alinarak 2 farkli eksplant tipine gore degerlendirilme yapildiginda, en
yiikksek MD oran1 %16.31 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik MD orani1 ise %1.63 ile
kotiledon eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirme yapildiginda ise, en yiikksek MD
orant 5x10° mM grupta %21.88 iken, bunu azalan sirada %16.88 ile 5x10™* mM’lik,
%5.00 ile 5x10° mM’lik, %1.09 ile 5x102 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Ayrica

0.00 mM’lik konsantrasyonunda morfolojik olarak degisim gozlenmemistir (Cizelge 4.8).

MD orani iizerine farkli MCH uygulamalariin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi interaksiyonunun etkisi ¢ok
onemli (P< 0.01) olarak bulunmustur (Cizelge 4.7). Cizelge 4.8’de goriindiigii gibi en
yiikksek MD oran1 %21.00 ile dstrojen + hipokotil uygulamasinda tespit edilmis ve en
diisiik MD orani; 17 B-6stradiol + kotiledon, dstrojen + kotiledon, testesteron + kotiledon

uygulamalarinda %0.00 degeri olarak elde edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4).
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MD orant iizerine farklit MCH’nin uygulamlarmin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P< 0.01) nitelik sergilemistir (Cizelge 4.7). En yiiksek MD oram1 %34.38 ile
progestron + 5x10° mM uygulamalarinda gozlenmistir. En diisik MD oran1 olan 0.00
verisinin elde edildigi uygulamalar ise; 17 B-0stradiol + 0.00 mM, 17 B-6stradiol + 5x10°
2mM, progesteron + 0.00 mM, progesteron + 5x102mM, dstrojen + 0.00 mM, testesteron
+ 0.00 mM, testesteron + 5x107° mM ve testesteron + 5x102 mM olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4).

MD orani iizerine farkli eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle uygulama eksplant X konsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢cok
onemli (P< 0.01) olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.7). En yliksek MD oran1 %40.63
ile hipokotil + 5x10° mM uygulamalarinda gézlenmistir. En diisik MD oran1 ise
hipokotil + 0.00 mM, kotiledon + 0.00 mM ve kotiledon + 5x102 mM uygulamalarinda
0.00 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4).

MD orany, iki farkli eksplant lizerine farklit MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasinin
etkisi ile alinan veriler farkliliklar arz etmektedir. Bu nedenle uygulama hormonu X
konsantrasyon x eksplant etkisi ¢ok dnemli (P< 0.01) istatistiki nitelik sergilemektedir
(Cizelge 4.7). En yiiksek MD oran1 %56.25 ile progestron + hipokotil + 5x10° mM
uygulamalarinda goézlenmistir. En diisiik MD oranlar ise; 17 B-Ostradiol + hipokotil +
0.00 mM, 17 B-6stradiol + kotiledon + tiim konsantrasyonlari, progesteron + hipokotil +
0.00 mM, progesteron + hipokotil + 5x10° mM, progesteron + hipokotil + 5x102 mM,
progesteron + kotelidon + 0.00 mM, progesteron + kotiledon + 5x102 mM, dstrojen +
hipokotil 0.00 mM, Gstrojen + kotiledon + tiim konsantrasyonlari, testesteron + hipokotil
+ 0.00 mM, testesteron + hipokotil + 5x10°3 mM, testesteron + hipokotil + 5x102 mM,
testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar1 uygulamalarinda %0.0 olarak elde

edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4).
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Cizelge 4.7. Farkl memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlarinin in vitro ortamda 11k (16:8
saat 151k ve karanlik) biiyiitme sartlarida incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kareler ortalamasi
Kaynag SD  MD% KO% KOK%  SU% B%
Hormon (H) 3 438.48**  1138.75** 275.57** 15.15625 16.40*
Eksplant (E) 1  8628.90** 49350.62** 65407.65**  45.15** 316.40**
Konsantrasyon (K) 4 3098.28**  6202.34**  5152.34** 16.25  47.49**
HxE 3 183.91**  1118.54** 1211.40** 1515625 19.32**
Hx K 12 191.61** 370.78** 813.07** 7.604167 10.41*
ExK 4 2492.96**  5210.00**  3794.37** 16.25  39.84**
HXxExK 12 141.72** 338.85**  1427.81** 7.604167 14.63**
Hata 120 79.95 90.42 71.71** 6.927083 5.05
Toplam 159

**: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir



Cizelge 4.8. Hipokotil ve kotiledonlarin eksplant olarak kullanildig: farkli memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlarinin uygulandigi in vitro
ortamda incelenen bazi karakterlere ait veriler.

Hormon Eksplant Konsantrasyon (mM) Morfolojik de@isme kalus kok surgun Bitki
0.00 0.00b 53.75a 57.50b 0.00a 5.00 ab
5x107 36.25a 58.75a 87.50a 0.00a 6.25a
. . 5x10* 31.25a 52.50 a 83.75a 0.00 a 7.50 a
Hipokotil 5%10° 0.00 b 0.00 b 1250 ¢ 0.00 a 0.00 b
5x1072 0.00b 0.00b 0.00d 0.00a 0.00b
Ortalama 13.50 BC 33.00B 48.25 A 0.00 A 375A
0.00 0.00a 8.75a 0.00a 0.00a 0.00a
5x10°° 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a 0.00a
. . . 5x10" 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a 0.00a
17 p-dstradiol Kotiledon 5%10° 0.00a 0.00 b 0.00a 0.00 a 0.00 a
5%1072 0.00a 0.00b 0.00 a 0.00a 0.00a
Ortalama 0.00B 1.75 AB 0.00B 0.00 A 0.00 A
0.00 0.00b 31.25a 28.75b 0.00a 2.50 ab
5%10% 18.13 a 29.38a 43.75a 0.00a 3.13a
Ortalama 5x10* 15.63 a 26.25a 41.88 a 0.00a 3.75a
5%103 0.00b 0.00b 6.25¢ 0.00a 0.00b
5x1072 0.00b 0.00b 0.00d 0.00a 0.00b
Ortalama 6.75 AB 17.38B 2413 A 0.00 A 1.88a
0.00 0.00b 43.75b 73.75a 0.00a 5.00a
5x10° 56.25a 80.00 a 36.25b 8.75a 3.75a
Hipokotil 5%10 40.00 a 46.25b 30.00b 0.00a 0.00a
5%1073 0.00b 45.00b 48.75 ab 125a 125a
5x1072 0.00b 0.00c 0.00c 0.00a 0.00a
Progesteron Ortalama 19.25 AB 43.00B 37.75B 2.00 A 2.00 A
0.00 0.00a 3.75a 0.00c 0.00a 0.00a
5x10° 12.50 a 0.00a 26.25b 0.00a 0.00a
Kotiledon 5x10* 7.50a 0.00a 3250a 0.00a 125a
5x1073 12.50 a 0.00a 0.00c 0.00a 0.00a
5x1072 0.00 a 0.00 a 0.00c 0.00 a 0.00 a

Ortalama 6.50 A 0.75B 11.75A 0.00 A 0.25A
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0.00 0.00 b 23.75b 36.88a 0.00a 2.50a
5x10°° 34.38a 40.00 a 31.25a 4.38a 1.88 a
Ortalama 5x10* 23.75a 23.13b 31.25a 0.00a 0.63a
5x1078 6.25b 2250b 24.38a 0.63a 0.63a
5x1072 0.00b 0.00c 0.00b 0.00a 0.00a
Ortalama 12.88 A 21.88 A 2475 A 1.00 A 1.13 AB
0.00 0.00b 55.00 b 57.50a 0.00a 3.75b
5x10° 3250a 75.00 a 3250b 5.00a 250b
Hipokotil 5x10" 36.25a 7750a 28.75b 250a 11.25a
5%103 2750a 31.25b 3750b 3.75a 3.75b
5x1072 8.75b 0.00c 35.00b 0.00a 0.00b
Ortalama 21.00 A 4775 A 38.25B 225A 425 A
0.00 0.00a 13.75a 2.50a 0.00a 0.00a
5x10°° 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a 0.00a
Ostrojen Kotiledon 5%10 0.00a 0.00b 0.00 a 0.00a 0.00a
5%103 0.00a 0.00b 0.00 a 0.00a 0.00a
5x1072 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a 0.00a
Ortalama 0.00B 275 A 0.50B 0.00 A 0.00 A
0.00 0.00a 34.38a 30.00 a 0.00a 1.88b
5x10°° 16.25a 3750a 16.25b 250a 1.25b
Ortalama 5%10 18.13 a 38.75a 14.38b 125a 5.63a
5%1073 13.75a 15.63 b 18.75b 1.88a 1.88b
5x1072 4.38a 0.00c 1750 b 0.00a 0.00b
Ortalama 10.50 AB 25.25 A 19.38B 1.13A 213 A
0.00 0.00c 50.00 a 80.00 a 0.00a 250b
5%107% 3750 a 40.00 ab 80.00 a 0.00a 0.00c
Testesteron Hipokotil 5%10 20.00b 30.00 ¢ 57.50b 0.00a 5.00a
5x1073 0.00c 0.00d 31.25¢ 0.00a 0.00c
5%1072 0.00c 0.00d 0.00d 0.00a 0.00c
Ortalama 11.50C 24.00C 49.75 A 0.00 A 150 A

0.
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0.00 0.00 a 10.00 a 0.00 a 0.00a 0.00a

5x10°° 0.00 a 0.00b 0.00 a 0.00a 0.00a

Kotiledon 5x10 0.00 a 0.00b 0.00 a 0.00 a 0.00 a

5x1078 0.00 a 0.00b 0.00 a 0.00 a 0.00 a

5x1072 0.00 a 0.00b 0.00 a 0.00a 0.00a

Testesteron Ortalama 0.00B 2.00 AB 0.00B 0.00 A 0.00C

0.00 0.00c 30.00 a 40.00 a 0.00a 1.25b

5x10° 18.75a 20.00b 40.00 a 0.00a 0.00c

Ortalama 5x10" 10.00 b 15.00 b 28.75b 0.00 a 250a

5x10°3 0.00c 0.00c 15.63 ¢ 0.00a 0.00c

5x1072 0.00c 0.00c 0.00d 0.00 a 0.00c

Ortalama 575 A 13.00C 24.88 A 0.00 A 0.75B

0.00 0.00c 50.63 b 67.19 a 0.00a 4,06 ab

5x10°° 40.63 a 63.44 a 59.06 a 344 a 3.13 bc

. . 5x10* 31.88hb 51.56 b 50.00 b 0.63b 5.94a
Hipokotil .

5x10°3 6.88 19.06 ¢ 3250¢ 1.25ab 1.25cd

5x1072 219¢c 0.00d 8.75d 0.00b 0.00d

Ortalama 16.31 A 36.94 A 4350 A 1.06 A 2.88 A

0.00 0.00 a 9.06 a 0.63b 0.00 a 0.00a

5x10°° 3.13a 0.00b 6.56 a 0.00a 0.00a

Ortalama Kotiledon 5x10* 1.88a 0.00b 8.13a 0.00 a 0.31la

5x1073 3.13a 0.00b 0.00b 0.00 a 0.00a

5x1072 0.00 a 0.00b 0.00b 0.00 a 0.00 a

Ortalama 1.63B 181B 3.06 B 0.00B 0.06 B

0.00 0.00d 29.84 ab 3391a 0.00b 2.03 ab

5x10° 21.88a 31.72a 32.81ab 1.72a 1.56 bc

Ortalama 5x10 16.88 b 25.78 b 29.06 b 0.31b 3.13a

5x1073 5.00c 9.53¢ 16.25¢ 0.63 ab 0.63 cd

5x1072 1.09cd 0.00d 4.38d 0.00b 0.00d

TL
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(14) (15) (16) @17)

Sekil 4.3. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli konsantrasyonlariin hipokotil eksplantlarinin 30
giinlerdeki goriiniimii 151k (16:8 saat 151k ve karanlik) biiyiitme sartlarida;

1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-dstradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
ostradiol + 5x10“4mM, 5) 17 B-dstradiol + 5x10°mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x10°
3mM, 8) progesteron + 5x10“mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) dstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) dstrojen + 5x10“ mM, 13) dstrojen + 5x10° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10°3mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5105 mM.
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(14) (15) (16) @17)

Sekil 4.4. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli konsantrasyonlarinin kotiledon eksplantlarinin 30
giinlerdeki goriiniimii 151k (16:8 saat 151k ve karanlik) bilylitme sartlarida;

1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-dstradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
ostradiol + 5x10“4mM, 5) 17 B-6stradiol + 5x10°mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x 10
3mM, 8) progesteron + 5x104mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) dstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) dstrojen + 5104 mM, 13) dstrojen + 5x10°° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10°3mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5105 mM.
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2) Kallus olusum (KO) oram (%):

Kallus olusumu (KO) orani lizerine memeli cinsiyet hormmonunun uygulamasi, eksplant

tipi ve konsantrasyonlar1 ¢cok 6nemli (P< 0.01) nitelik sergilemistir (Cizelge 4.7).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlar1 baz alinarak degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek KO oran1 %25.25 ile 6strojen hormonunda, en diisiik KO orani

ise %13.00 ile testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore degerlendirme yapildiginda ise, en yliksek
KO oran1 %36.94 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik KO orani ise %1.81 ile kotiledon
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore yapilan degerlendirme sonucunda, en yiiksek KO
oran1 5x10™° mM konsantrasyonluk grupta %31.72 iken, bunu azalan sirada %29.84 ile
0.00 mM’lik, %25.78 ile 5x10* mM’lik, %9.53 ile 5%10° mM’lik konsantrasyon gruplari
izlemistir. Ayrica 5x102 mM’hk konsantrasyonunda kallus olusumu degisim

gostermemistir (Cizelge 4.8).

KO orant tizerine farkli MCH’nin uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi iligkisinin etkisi ¢ok énemli (P<
0.01) istatistiksel onem arz etmektedir (Cizelge 4.7). Cizelge 4.8’de goriildiigli gibi en
yiiksek KO oram1 %47.75 ile Ostrojen + hipokotil uygulamasinda tespit edilmis ve en
diisiik KO orani, progesteron + kotiledon uygulamasinda %0.75 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

KO orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulanan hormon X konsantrasyon interaksiyonunun
etkisi ¢ok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek KO orant %40.00 ile
progesteron + 5x10° mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisik KO oram1 17 B-

ostradiol + 5x10° mM, 17 B-6stradiol + 5102 mM, progesteron + 5x102 mM, strojen
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+ 5x102mM, testesteron + 5x10° mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda 0.00

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

KO oram1 {izerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle uygulanan eksplant x konsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok
onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek KO oran1 %63.44 ile hipokotil +
5x10° mM uygulamalarinda gzlenmistir. En diisiik KO orani; hipokotil + 5x10° mM,
kotiledon + 5x10° mM, kotiledon + 5x10™* mM, kotiledon + 5x10°° mM, Kotiledon +
5x102 mM uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

KO oran, iki farkli eksplant {izerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi ile
alman veriler sonucunda farklilik gozlenmistir. Bu nedenle uygulama hormonu X
konsantrasyon X eksplant etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yliksek
KO oram %80.00 ile progesteron + hipokotil + 5x10° mM uygulamalarinda gdzlenmistir.
En diisiik KO oranlar ise; 17 B-0stradiol + hipokotil + 5x10° mM, 17 B-6stradiol +
hipokotil + 5x102 mM, 17 p-6stradiol + kotiledon + 5x10° mM, 17 B-6stradiol +
kotiledon + 5x10* mM, 17 B-6stradiol + kotiledon + 5x10° mM, 17 B-6stradiol +
kotiledon + 5x102 mM, progesteron + hipokotil + 5102 mM, progesteron + kotiledon +
5x10°mM, progesteron + kotiledon + 5x10*mM, progesteron + kotiledon + 5x10°mM,
progesteron + kotiledon + 5x102 mM, dstrojen + hipokotil 5102 mM, Ostrojen +
kotiledon + 5x107° mM, &strojen + kotiledon + 5x10™* mM, strojen + kotiledon + 5x10°
$mM, dstrojen + kotiledon + 5x102 mM, testesteron + hipokotil + 5x103mM, testesteron
+ hipokotil + 5x102 mM, testesteron + kotiledon + 5x10°> mM, testesteron + kotiledon +
5x10™ mM, testesteron + kotiledon + 5x10°3 mM, testesteron + kotiledon + 5x102 mM

uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4).

3) Kok olusturan eksplant (KOE) yiizdesi (%):

Kok olusturan eksplant (KOE) orani iizerine memeli cinsiyet hormonunun uygulamasi,
eksplant tipi ve konsantrasyonlar: istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur

(Cizelge 4.7).
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Ortalamalar esas almmarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirme
yapildiginda, en yliksek KOE oran1 %24.88 ile testesteron hormonunda, en diisik KOE
orani ise %19.38 ile dstrojen hormonunda belirlenmistir. Ayrica, 17 B-0stradiol (%24.13),
progesteron (%24.75), testesteron (%24.88) hormonlar1 arasinda istatistiksel olarak bir

fark olugsmamigtir ve ayni grupta yer almiglardir. (Cizelge 4.8).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek KOE
orani %43.50 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik KOE oran1 ise %3.06 ile kotiledon
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gére yapilan degerlendirilme sonucu, en yiikksek KOE
oran1 kontrol (0.00 mM) grupta %33.91 iken, bunu azalan sirada %32.81 ile 5x107
mM’lik, %29.06 ile 5x10* mM’lik, %16.25 ile 5x10° mM’lik, %4.38 5x10? mM’hk

konsantrasyonlar izlemistir. (Cizelge 4.8).

KOE orani tizerine farkli MCH nin uygulamlarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.7). Cizelge 4.8’de goriindiigli gibi en yiiksek KOE oran1t %49.75 ile
testesteron + hipokotil uygulamasinda tespit edilmis ve en diisiik KOE orani, 17 B-
ostradiol + kotiledon ve testesteron + kotiledon uygulamalarinda 90.00 olarak

bulunmustur (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

KOE orani iizerine farkli MCH’nin uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona
gore farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonun etkisi cok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek KOE oran1 %43.75 ile 17 B-6stradiol
+ 5x10° mM uygulamalarinda gozlenmistir. En diisiik KOE oran, 17 B-dstradiol + 5x10°
2mM, progesteron + 5x102mM ve testesteron + 5x102mM uygulamalarinda 0.00 olarak

tespit edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

KOE oram iizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik

gostermistir. Bu nedenle uygulama eksplant x konsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok
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onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek KOE oran1 %67.19 ile hipokotil +
0.00 mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik KOE orani, kotiledon + 5x107° mM,
kotiledon + 5x102 mM uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3
ve 4.4).

KOE orani, iki farkli eksplant {izerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi
sonucunda alman veriler neticesinde farklilik gozlenmistir. Bu nedenle uygulama
hormonu x konsantrasyon x eksplant interaksiyonunun etkisi ¢ok énemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.7). En yiikksek KOE oran1 %87.50 ile 17 B-6stradiol + hipokotil +
5x10° mM uygulamalarinda gozlenmistir. En diisik KOE orani, 17 B-stradiol +
kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron + kotiledon + 0.00 mM, progesteron +
kotiledon + 5x10° mM, progesteron + kotiledon + 5x102 mM, &strojen + kotiledon +
5x10° mM, ostrojen + kotiledon + 5x10 mM, &strojen + kotiledon + 5x10° mM,
ostrojen + kotiledon + 5x102 mM, testesteron + hipokotil + 5x102 mM, testesteron +
kotiledon + 5%10° mM, testesteron + kotiledon + 5x10* mM, testesteron + kotiledon +
5x10° mM, testesteron + kotiledon + 5x102 mM uygulamalarinda %0.0 olarak elde

edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

4) Siirgiin olusturan eksplant (SOE) yiizdesi (%):

Stirglin  olusturan eksplant (SOE) orami {izerine memeli cinsiyet hormonlar1 ve

konsantrasyonlar1 6nemsiz, ancak eksplant tipi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge
4.7).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek SOE oran1 %1.13 ile 6strojen hormonunda, en diisiik SOE orani
ise %0.00 ile testesteron hormonunda belirlenmistir. Ancak MCH hormonlar1 arasinda
istatistiksel olarak bir fark olugsmamis ve tiim hormonlar ayni grupta yer almiglardir

(Cizelge 4.8).
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Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek SOE
orani %1.06 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik SOE oran1 ise %0.00 ile kotiledon
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Konsantrasyonlarin ortalamalarma gore yapilan degerlendirme sonucunda, en yiiksek
SOE oran1 5x102mM konsantrasyon grubunda %1.72 iken, bunu azalan sirada %0.31 ile
5x10* mM’lik, %0.63 ile 5%10° mM’lik, %0.00 ile 5x102 mM’lik ve 0.00 mM’lik
konsantrasyonlar izlemistir. Ancak konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak bir fark

olugsmamis ve tiim konsantrasyonlar ayni grupta yer almistir (Cizelge 4.8).

SOE orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermemistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi dnemsiz olmustur
(Cizelge 4.7). Cizelge 4.8’de goriindiigii gibi en yiiksek SOE orani %2.25 ile dstrojen +
hipokotil uygulamasinda tespit edilmistir. En diisiik SOE oranmi olarak, progesteron +
hipokotil (%2.00) hari¢ diger kombinasyonlar %0.00 seklinde tespit edilmistir. Ancak
aralarinda istatistiksel olarak bir fark olusmamis ve ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge

4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

SOE oran iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermemistir. Bu nedenle uygulama hormonu X konsantrasyonun etkisi
onemsiz olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek SOE oran1 %4.38 ile progesteron + 5x107
mM uygulamalarinda gozlenmistir. En diisiik SOE orani, 17 B-Ostradiol + tiim
konsantrasyonlar, progesteron + 0.00 mM’lik, progesteron + 5x10 mM, progesteron +
5x102 mM, Ostrojen + 0.00 mM’hik, Ostrojen + 5x102 mM, testesteron + tiim
konsantrasyonlar uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir. Ancak aralarinda
istatistiksel olarak bir fark olugsmamis ve ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.8, Sekil
4.3 ve 4.4).

SOE oran1 tlzerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona goére farklilik
gostermemistir. Bu nedenle eksplant x konsantrasyon interaksiyonu etkisi onemsiz

olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek SOE oram1 %3.44 ile hipokotil + 5x10° mM
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uygulamalarinda gozlenmistir. En diisiik SOE orani, hipokotil + 0.00 mM, hipokotil +
5x10 mM, kotiledon + tiim konsantrasyonlarinda %0.00 olarak belirlenmistir. Ancak

aralarinda istatistiksel olarak bir fark olusmamis ve ayn1 grupta yer almiglardir (Cizelge

4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

SOE orany, iki farkli eksplant {izerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi ile
alman veriler sonucunda farklilik gézlenmemistir. Bu nedenle uygulama hormonu X
konsantrasyon x eksplant interaksiyonunun etkisi 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.7). En
yiiksek SOE oran1 %8.75 ile progesteron + hipokotil + 5x10° mM uygulamalarinda
gozlenmistir. En diigiik SOE orani, 17 B-0stradiol + hipokotil + tiim konsantrasyonlar, 17
B-Ostradiol + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron + kotiledon + tiim
konsantrasyonlar, dstrojen + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, testesteron + hipokotil +
tiim konsantrasyonlar, testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda
9%0.00 olarak tespit edilmistir. Ancak aralarinda istatistiksel olarak bir fark olugsmamis ve

ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

5) Bitkicik Sayis1 (BS):

Bitkicik sayis1 (BS) iizerine memeli cinsiyet hormonlarmin etkisi énemli (P< 0.01),

eksplant tipi ve konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.7).

Ortalamalar esas almmarak memeli cinsiyet hormonlarina goére degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek BS 2.13 adet ile 6strojen hormonunda, en diisiik BS ise %0.75

ile testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore yapilan degerlendirmede, en yiliksek BS
2.88 adet ile hipokotil eksplantinda, en diisiik BS ise %0.06 adet ile kotiledon eksplant
tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Konsantrasyonlarin ortalamalarma gore degerlendirildiginde ise, en yiiksek BS 5x10

mM konsantrasyon grubunda 3.13 adet iken, bunu azalan sirada 2.03 ile 0.00 mM’lik,
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1.56 ile 5x10° mM’lik, 0.63 adet ile 5x10° mM’lik ve 0.00 adet ile 5x102 mM’lik

konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.8).

BS {izerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi ¢cok 6nemli (P< 0.01) olmustur
(Cizelge 4.7). Cizelge 4.8’de goriindiigii gibi en yiikksek BS; 4.25 adet ile Ostrojen +
hipokotil uygulamasinda tespit edilmistir. En diisiik BS, 17 B-0stradiol + kotiledon,
Ostrojen + kotiledon ve testesteron + kotiledon uygulamalarinda 0.00 adet olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

BS tizerine farklit MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonun etkisi énemli (P< 0.05)
olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek BS; 3.75 adet ile 17 B-6stradiol + 5x10* mM
uygulamalarinda gézlenmistir. En diisiik BS, 17 p-6stradiol + 5x10° mM, 17 B-dstradiol
+ 5x102mM, progesteron + 5x102 mM, dstrojen + 5x102 mM, testesteron + 5x10°mM
ve testesteron + 5x102 mM’lik uygulamalarda 0.00 adet olarak belirlenmistir (Cizelge
4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

BS iizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu
nedenle eksplant X konsantrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok énemli (P<0.01) olmustur
(Cizelge 4.7). En yiikksek BS, 4.06 adet ile hipokotil + 0.00 mM uygulamalarinda
gbzlenmistir. En diisiik BS, hipokotil + 5x 102 mM, kotiledon + tiim konsantrasyonlari
(5x10* mM haric) uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve
4.4).

BS, iki farkli eksplant tizerine farklt MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi ile alinan
veriler sonucunda farklilik gozlenmistir. Bu nedenle uygulama hormonu X konsantrasyon
x eksplant etkisi istatistiki olarak cok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.7). En yiiksek
BS, 11.25 adet ile dstrojen + hipokotil + 5x10* mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En
diisiik BS, 17 B-6stradiol + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron + kotiledon +

tiim konsantrasyonlar (5%10% mM haric), dstrojen + kotiledon + tiim konsantrasyonlar,
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testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda 0.00 adet olarak elde

edilmemistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.3 ve 4.4).

b) Karanlhk (24 saat karanlik) biiyiitme sartlarinda MCH etkisi

1) Morfogenetik degisim (MD) orani (%):

Morfogenetik degisim oran1 (%MD) {izerine memeli cinsiyet hormonlart ve
konsantrasyonlarinin etkisi istatistiki olarak ¢ok énemli (P< 0.01), eksplant tipi dnemli

(P<0.05) olmustur (Cizelge 4.9).

Ortalamalar esas alinarak 4 farkli memeli cinsiyet hormonuna gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek MD oran1 %6.88 ile progesteron hormonunda, en diisik MD
orani ise %0.00 ile 17 B-Ostradiol ve testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge

4.10).

Ortalamalar esas alinarak 2 farkli eksplant tipine gore degerlendirildiginde ise, en yliksek
MD oran1 %3.50 ile kotiledon eksplantinda, en diisitk MD oram ise %0.44 ile hipokotil
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek MD oram
5x10*mM konsantrasyon grubunda %4.53 olarak bulunurken, bunu azalan sirada %2.81
ile 5x10° mM’lik, %2.500 ile 5x10° mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Ayrica 0.00 ve
5x10 mM’lik konsantrasyonlarda morfolojik olarak degisim goriilmemistir (Cizelge

4.10).

MD orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle hormon X eksplant tipi interaksiyon etkisi dnemli (P<
0.05) olmustur (Cizelge 4.9). Cizelge 4.10°de goriindiigli gibi en yiiksek MD orani

%12.00 ile progesteron + kotiledon uygulamasinda tespit edilmis ve en diisiik MD oram
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17 B-ostradiol hipokotil, 17 B-ostradiol + kotiledon, dstrojen + hipokotil, testesteron +
hipokotil ve testesteron + kotiledon uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir

(Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

MD orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulanan hormon x konsantrasyon interaksiyonunun
etkisi 6nemli (P< 0.05) olmustur (Cizelge 4.9). En yiikksek MD orant %15.00 ile
progesteron + 5x10* mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisik MD oran1 17 p-
ostradiol + tiim konsantrasyonlarda, , progesteron + 0.00 mM, progesteron + 5x102mM,
ostrojen + 0.00 mM, oOstrojen + 5x102 mM testesteron + tiim konsantrasyonlar

uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 5 ve 6).

MD orani {izerine farkli eksplant uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle eksplant X konsantrasyon interaksiyonunun etkisi
onemli (P< 0.05) olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek MD oran1 %8.75 ile kotiledon +
5x10* mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisik MD oran1 hipokotil + 0.00 mM,
hipokotil + 5x10% mM ve kotiledon + 0.00 mM ve kotiledon + 5x102 mM
uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

MD oranu, iki farkli eksplant iizerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi ile
alian veriler sonucunda farklilik tespit edilememistir. En yiiksek MD oran1 %28.75 ile
progestron + kotiledon + 5x10* mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik MD orani
17 B-0stradiol + hipokotil + tiim konsantrasyonlar, 17 B-6stradiol + kotiledon + tiim
konsantrasyonlari, progesteron + hipokotil + 0.00 mM, progesteron + hipokotil + 5x1072
mM, progesteron + kotelidon + 0.00 mM, progesteron + kotiledon + 5x102 mM, dstrojen
+ hipokotil + tiim konsantrasyonlar, dstrojen + kotiledon + 0.00 mM, Gstrojen + kotiledon
+ 5x102 mM, testesteron + hipokotil + tiim konsantrasyonlar ve testesteron + kotiledon
+ tiim konsantrasyonlar1 uygulamalarinda %0.0 olarak elde edilmemistir (Cizelge 4.10,

Sekil 4.5 ve 4.6).
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Cizelge 4.9. Farkli memeli cinsiyet hormonlar1 ve konsantrasyonlariin in vitro ortamda karanlik
(24 saat karanlik) biiyiitme sartlarida incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynag Kareler ortalamasi
SD MD %KO %KOE %SOE
Hormon (H) 3 436.82** 24,32** 670.57** 11.87
Eksplant (E) 1 375.15** 620.15**  19031.40** 15.62
Konsantrasyon (K) 4 122.50* 620.15** 3843.51** 7.42
HxE 3 238.49* 24.32** 4251.82** 11.87
HxK 12 82.39* 24.32** 384.24** 7.31
ExD 4 96.250 620.15** 1434,92** 7.42
HxExK 12 58.021 24.32** 885.02** 7.31
Hata 120 42.031 3.69 143.69 5.52
Toplam 159

**: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir



Cizelge 4.10. Farkli memeli cinsiyet hormonlari ve konsantrasyonlarinin in vitro ortamda karanlik (24 saat karanlik) biyiitme sartlarida
incelenen bazi karakterlere ait veriler

Hormon Eksplant Konsantrasyon (mM) MD %KO %KOE %SOE
0.00 0.00 a 0.00a 3750¢ 0.00a

5x107 0.00 a 0.00a 78.75a 0.00 a

Hipokotil 5x10" 0.00 a 0.00 a 53.75 b 0.00a

5%1078 0.00 a 0.00a 25.00 ¢ 0.00a

5%107 0.00 a 0.00a 0.00d 0.00a

Ortalama 0.00 B 0.00B 39.00 A 0.00 A

0.00 0.00 a 15.00 a 11.25a 0.00 a

5x107 0.00 a 0.00 b 0.00 a 0.00a

. . . 5x10* 0.00 a 0.00 b 0.00 a 0.00 a
17 p-bstradiol Kotiledon 5107 0.00a 0.00b 0.00a 0.00a
5x1072 0.00 a 0.00 b 0.00 a 0.00a

Ortalama 0.00B 3.00B 2.25B 0.00 A

0.00 0.00 a 750a 24.38 b 0.00 a

5x10°° 0.00 a 0.00 b 39.38 a 0.00 a

Ortalama 5x10* 0.00 a 0.00 b 26.88 b 0.00 a

5x1073 0.00 a 0.00 b 1250 ¢ 0.00 a

5x1072 0.00 a 0.00 b 0.00d 0.00a

Ortalama 0.00 B 150 B 20.63 A 0.00 A

0.00 0.00 a 0.00 a 21.25 ab 0.00 a

5x10° 2.50a 0.00 a 21.25 ab 8.75a

Progesteron Hipokotil 5x10* 1.25a 0.00a 30.00 a 2.50a
5x1073 5.00 a 0.00a 26.25 ab 0.00a

5x1072 0.00 a 0.00 a 250b 0.00 a

Ortalama 1.75A 0.00 B 20.25B 2.25A

¥8



Cizelge 4.10. (devam)

0.00 0.00a 15.00 a 13.75a 0.00a

5x10° 15.00a 0.00 b 17.50 a 0.00 a

Kotiledon 5x10* 28.75a 0.00 b 28.75a 0.00a
5x10°8 16.25a 0.00 b 10.00a 0.00a

5x107? 0.00a 0.00 b 0.00a 0.00a

Progesteron Ortalama 12.00 A 3.00B 14.00 A 0.00 A
0.00 0.00 b 7.50a 17.50 ab 0.00a

5x10° 8.75ab 0.00 b 19.38 ab 438a

Ortalama 5x104 15.00a 0.00 b 29.38 a 1.25a
5x10°° 10.63 ab 0.00 b 18.13 ab 0.00a

5x107? 0.00 b 0.00 b 1.25b 0.00a

Ortalama 6.88 A 1.50B 17.13 AB 1.13A

0.00 0.00a 0.00a 25.00 a 0.00a

5x10° 0.00a 0.00a 7.50 b 0.00a

Hipokotil 5x10* 0.00 a 0.00 a 16.25 ab 0.00 a
5x10°° 0.00 a 0.00 a 11.25ab 0.00 a

5x102 0.00a 0.00a 6.25 Db 0.00a

Ortalama 0.00B 0.00B 13.25B 0.00A

0.00 0.00 b 31.25a 12.50 ab 0.00 a

5x10° 2.50ab 0.00 b 16.25 a 0.00 a

Ostrojen Kotiledon 5x10* 6.25a 0.00b 20.00 a 0.00 a
5x10°8 1.25ab 0.00 b 7.50 ab 0.00a

5x102 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00a

Ortalama 2.00B 6.25A 1125A 0.00 A

0.00 0.00 b 15.63 a 18.75a 0.00 a

5x10° 1.25 ab 0.00 b 11.88 ab 0.00 a

Ortalama 5%10* 3.13a 0.00 b 18.13a 0.00a
5x10°° 0.63 b 0.00 b 9.38 ab 0.00a

5x107? 0.00 b 0.00 b 3.13b 0.00 a

Ortalama 1.00B 3.13A 12.25B 0.00 A

a8
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0.00 0.00a 0.00 a 30.00b 0.00 a
5x105 0.00a 0.00 a 7250 a 0.00 a
Hipokotil 510 0.00a 0.00 a 76.25a 1.25a
5x1073 0.00a 0.00 a 3250b 0.00 a
5%102 0.00 a 0.00 a 0.00c 0.00 a
Ortalama 0.00B 0.00B 42.25 A 0.25A
0.00 0.00a 1750 a 0.00a 0.00 a
5x105 0.00a 0.00b 0.00a 0.00 a
Testesteron Kotiledon 5x104 0.00a 0.00b 0.00a 0.00 a
5%103 0.00a 0.00 b 0.00a 0.00 a
5%102 0.00 a 0.00 b 0.00a 0.00 a
Ortalama 0.00B 3.50B 0.00B 0.00 A
0.00 0.00a 8.75a 15.00b 0.00 a
5x10° 0.00a 0.00b 36.25a 0.00 a
Ortalama 5x10* 0.00 a 0.00b 38.13a 0.63a
5%103 0.00 a 0.00b 16.25b 0.00 a
5x1072 0.00a 0.00b 0.00c 0.00 a
Ortalama 0.00B 1.75B 21.13 A 0.13A
0.00 0.00 a 0.00 a 28.44 b 0.00 a
5%10° 0.63a 0.00 a 45.00 a 2.19a
Hipokotil 5x10* 0.31a 0.00 a 4406 a 0.94a
5x1073 1.25a 0.00 a 23.75b 0.00 a
5x1072 0.00a 0.00 a 0.00 0.00
Ortalama 0.44b 0.00b 28.69 a 0.63 a
0.00 0.00 a 19.69 a 9.38a 0.00 a
5%x10° 4.38a 0.00b 8.44 ab 0.00 a
Ortalama Kotiledon 5x10 8.75a 0.00 b 12.19a 0.00 a
5%x1073 4.38 a 0.00b 4.38 ab 0.00 a
5%102 0.00 a 0.00b 0.00b 0.00 a
Ortalama 3.50a 3.9 a 6.88 b 0.00 a
0.00 0.00 a 9.84a 1891 b 0.00 a
5%10° 2.50 ab 0.00b 26.72 a 1.09 a
Ortalama 5x104 453a 0.00 b 28.13 a 0.47 a
5x103 2.81ab 0.00b 14.06 b 0.00 a
5%102 0.00b 0.00b 1.09¢ 0.00 a

98
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Sekil 4.5. Memeli cinsiyet hormonlarmin farkli konsantrasyonlarinin hipokotil

eksplantlarinin 30 giinlerdeki gortinlimii karanlik (24 saat karanlik) bilyilitme sartlarida;
1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-6stradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
stradiol + 5x10“4mM, 5) 17 B-6stradiol + 5x10° mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x10°
3mM, 8) progesteron + 5x10“mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) dstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) dstrojen + 5104 mM, 13) dstrojen + 5x10°° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10-° mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5x10°> mM.
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Sekil 4.6. Memeli cinsiyet hormonlarmin farkli konsantrasyonlarinin kotiledon

eksplantlarinin 30 giinlerdeki goriinlimii karanlik (24 saat karanlik) biiyilitme sartlarida;
1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-6stradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
ostradiol + 5x10*mM, 5) 17 B-ostradiol + 5x10-°mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x10°
3mM, 8) progesteron + 5x10“mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) dstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) bstrojen + 5x10“ mM, 13) dstrojen + 5x10° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10°3mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5105 mM.
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2) Kallus olusum (KO) oram (%):

Kallus olusumu (KO) orani iizerine; memeli cinsiyet hormonunun uygulamasi, eksplant
tipi ve konsantrasyonunlariin etkisi istatistiki olarak ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur

(Cizelge 4.9).

Ortalamalar esas alimarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek KO orani %3.13 ile dstrojen hormonunda bulunmus, bunu azalan
sirada %1.75 ile testesteron, %1.50 ile 17 B-Ostradiol ve progesteron hormonlari izlemistir

(Cizelge 4.10).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gére degerlendirme yapildiginda ise, en yiiksek
KO orani %3.94 ile kotiledon eksplantinda, en diisitk KO orani ise %0.00 ile hipokotil
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde ise, en yiiksek KO orani
0.00 mM konsantrasyon grubunda %9.84 bulunmus ve diger konsantrasyonlarda kallus

olugsmamuistir (Cizelge 4.10).

KO orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gbstermistir. Bu nedenle hormon X eksplant tipi etkisi ¢ok énemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.9). Cizelge 4.10°de goriindiigii gibi en yliksek KO oran1 %6.25 ile
Ostrojen + kotiledon uygulamasinda tespit edilmis ve en diisiik KO orani, 17 B-6stradiol
+ hipokotil, progestron + hipokotil, Ostrojen + hipokotil, testesteron + hipokotil
uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

KO oram iizerine farkli MCH uygulamalarimin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik géstermistir. Bu nedenle uygulanan hormon x konsantrasyonun etkisi ¢cok 6nemli
(P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek KO orani1 %15.63 ile 6strojen + 0.00 mM

uygulamalarinda g6zlenmistir.
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En diisitk KO oran1 17 B-0stradiol + tiim konsantrasyonlar (0.00 mM harig; %7.50),
progesteron + tim konsantrasyonlar (0.00 mM hari¢; %7.50), Ostrojen + tiim
konsantrasyonlar (0.00 mM harig; %15.63), ve testesteron + tiim konsantrasyonlar (0.00
mM haric; %8.75) uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve
4.6).

KO orant {izerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyon interaksiyonunun etkisi
cok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek KO oran1 %19.69 ile kotiledon
+ 0.00 mM uygulamalarinda gozlenmistir. En diisiik KO orant hipokotil + tiim
konsantrasyonlar, kotiledon + tiim konsantrasyonlar (0.00 mM harig; %19.69)

uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

KO orani, iki farkli eksplant {izerine farkli MCH yapilar1 ve konsantrasyonlarinin
uygulamasi ile alinan veriler sonucunda farklilik gozlenmistir. Bu nedenle uygulama
hormonu x konsantrasyon x eksplant interaksiyonunun etkisi ¢ok énemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek KO oran1 %31.25 ile dstrojen + kotiledon + 0.00 mM
uygulamalarinda gozlenmistir. Elde edilen KO oranlari; %15.00 ile 17 B-6stradiol +
kotiledon + 0.00 mM, %15.00 ile progesteron + kotiledon + 0.00 mM, %17.50 ile
testesteron + kotiledon + 0.00 mM seklindedir. Diger kombinasyonlarda KO orani %0.00
olarak elde edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

3) Kok olusturan eksplant (KOE) yiizdesi (%):

Kok olusturan eksplant (KOE) orani {izerine memeli cinsiyet hormonunun uygulamasi,
eksplant tipi ve konsantrasyonlarimin etkileri istatistiki olarak ¢ok 6nemli (P< 0.01)

olmustur (Cizelge 4.9).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek KOE oran1 %24.88 ile testesteron hormonunda, en diisiik KOE

orant ise %12.25 ile 6strojen hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.10).
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Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore yapilan degerlendirmede, en yiiksek KOE
orani %28.69 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik KOE orani ise %6.88 ile kotiledon
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirme yapildiginda, en yliksek KOE
oran1 5x10™* mM konsantrasyon grubunda %28.13 olarak bulunurken, bunu azalan sirada
%26.72 ile 5x10° mM’lik, %18.91 ile 0.00 mM’lik, %14.06 ile 5x10° mM’lik, %1.09
5x10 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. (Cizelge 4.10).

KOE orani tlizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.9). Cizelge 4.10°de goriindiigii gibi en yiiksek KOE oran1 %42.25 ile
testesteron + hipokotil uygulamasinda tespit edilmis ve en diisiik KOE orani, testesteron

+ kotiledon uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

KOE orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonun etkisi ¢ok
o6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek KOE oran1 %38.13 ile testesteron +
5x10* mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik KOE orani, 17 B-6stradiol + 5x1072
mM ve testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge
4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

KOE oranm1 iizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle eksplant x konsantrasyon interaksiyonu etkisi ¢ok onemli (P<
0.01) olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek KOE oran1 %45.00 ile hipokotil + 5x10° mM
uygulamalarinda gozlenmistir. En diisik KOE orani, kotiledon + 5x102 mM,

uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

KOE orany, iki farkli eksplant iizerine farklit MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi
ile alinan veriler sonucunda farklilik gézlenmistir. Bu nedenle uygulanan hormon X

konsantrasyon x eksplant interaksiyonu etkisi ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge
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4.9). En yiiksek KOE oran1 %78.75 ile 17 B-ostradiol + hipokotil + 5x10% mM
uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik KOE orani, 17 B-6stradiol + hipokotil + 5x1072
mM, 17 B-Ostradiol + kotiledon + tiim konsantrasyonlar 0.00 mM (%]11.25) harig,
progesteron + kotiledon + 5x102 mM, &strojen + kotiledon + 5x102 mM, testesteron +

hipokotil + 5x102 mM, testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda

9%0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

4) Siirgiin olusturan eksplant (SOE) yiizdesi (%0):

Siirgiin  olusturan eksplant (SOE) orani lizerine memeli cinsiyet hormonlari ve
konsantrasyonlari, eksplant tipi ve bunlarin interaksiyonlar1 6nemsiz olmustur (Cizelge

4.9).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore yapilan degerlendirmede,
en yliksek SOE oran1 %1.13 ile progesteron hormonunda, en diisitk SOE orani ise %0.00

ile 17 B-ostradiol ve dstrojen hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore degerlendirme yapildiginda ise, en yiiksek
SOE oran1 9%0.63 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik SOE orani ise %0.00 ile kotiledon
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Konsantrasyonlarin ortalamalar1 baz alinarak degerlendirildiginde ise, en yliksek SOE
oran1 5x10° mM konsantrasyon grubunda %1.09 bulunurken, bunu azalan sirada %0.47
ile 5x10% mM’lik konsantrasyonlar izlemistir. Ancak konsantrasyonlar arasinda
istatistiksel olarak bir fark olusmamis ve tiim konsantrasyonlar ayni grupta yer almistir

(Cizelge 4.10).

SOE oram iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermemistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi interaksiyonu etkisi onemsiz
olmustur (Cizelge 4.7). Cizelge 4.10°de goriindiigii gibi en yliksek SOE oranm1 %2.25’ile
progesteron + hipokotil uygulamasinda tespit edilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).
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SOE orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gdstermemistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonunun etkisi
onemsiz olmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek SOE oram %4.38 ile progesteron + 5x107°
mM uygulamalarinda gézlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

SOE orani {izerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermemistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonunun etkisi istatistiksel
olarak 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.9). En yliksek SOE oran1 %2.19 ile hipokotil + 5x10°
> mM uygulamalarinda gdzlenmistir. (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

SOE orany, iki farkli eksplant {izerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi ile
alman veriler sonucunda farklilik gézlenmemistir. Bu nedenle uygulama hormonu X
konsantrasyonu x eksplant interaksiyonunun etkisi 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.9). En
yiiksek SOE oran1 %8.75 ile progesteron + hipokotil + 5x10° mM uygulamalarinda
gozlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.5 ve 4.6).

5) Bitkicik Sayis1 (BS):

Karanlik biiyiitme sartlarinda, iki farkli eksplant tipinde (hipokotil ve kotiledon) farkli
MCH ve konsantrasyonlar1 kombinasyonu sonucunda bitki gelisimi gozlenmemistir

(Sekil 4.5 ve 4.6).

B) ikinci asama

Okapi cesidine ait kolza tohumlar1 sterilize edildikten sonra MS ortaminda
cimlendirilmistir. Daha sonra hipokotil ve kotiledon yapraklar1 kesilerek farkli memeli
cinsiyet hormon doz ve konsantrasyonlarinda 151k ve karanlik sartlarda kiiltiire alinmistir.
30 giin kiiltiire alinan bu eksplantlar bir miktar biiylidiikten sonra hemen hemen tamamina
yakin kismi1 6lmiistiir. Cok az sayida canli kalmay1 basaran eksplantlarin rejenerasyonunu
saglamak i¢in 30. giiniin sonunda 0.25 mg/l TDZ igeren standart MS ortaminda 30 giin

stire ile kiiltiire alinmiglardir. Ancak bu ortamda da bir ¢cok eksplant rejenere olamadan
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Olmiislerdir. Cok az sayida eksplant canli kalmayir basarmis bunlardan bazilar1 da
rejenerasyon sergileyebilmistir. Bu asamanin tamamlanmasiyla birlikte asagida verilen

karakterler incelenmistir.

a) Isikh (16:8 saat 151k ve karanhk) biiyiitme sartlarinda

1) Kallus olusum (KO) orani (%):

Kallus olugumu (KO) orani {izerine memeli cinsiyet hormonunun ve eksplant tipinin

etkisi ¢ok onemli (P<0.01), konsantrasyonlarin etkisi dnemli (P< 0.05) olmustur (Cizelge

4.11).

Ortalamalar esas alimarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek KO oran1 %40.13 ile 6strojen hormonunda, en diisiik KO orani

ise %17.13 ile testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Ortalamalar esas aliarak eksplant tipine gore degerlendirildiginde ise, en yliksek KO
orant %350.50 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik KO oran1 ise %0.00 ile kotiledon
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirme yapildiginda, en yiiksek KO orani
kontrol (0.00 mM) grupta %50.00 olarak bulunurken, bunu azalan sirada %28.28 ile 5x10°
4 mM’hik, %26.09 ile 5x10° mM’lik, %16.25 ile 5x10° mM’lik konsantrasyonlar
izlemistir. Ayrica 5x102 mM’lik konsantrasyonda kallus olusumu %5.63 oraninda

gozlenmistir (Cizelge 4.12).

KO orani tizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle hormon X eksplant tipi etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.11). Cizelge 4.12°de goriindiigii gibi en yiiksek KO oran1 %80.25 ile

Ostrojen + hipokotil uygulamasinda tespit edilmis ve en diisitk KO orani, 17 B-6stradiol
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+ kotiledon, progesteron + kotiledon, Ostrojen + kotiledon, testesteron + kotiledon
uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

KO orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonu interaksiyon
etkisi ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek KO oran1 %50.00 ile 17
B-0stradiol + 0.00 mM, progestron + 0.00 mM, 6strojen + 0.00 mM, testesteron + 0.00
mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik KO oran1 17 B-dstradiol + 5x10° mM, 17
B-ostradiol + 5x102 mM, progesteron + 5x102 mM, testesteron + 5x10° mM ve
testesteron + 5x102 mM uygulamalarinda 0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil
4.7 ve 4.8).

KO oran1 tizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle eksplant x konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.11). En yiikksek KO oram1 %100.00 ile hipokotil + 0.00 mM
uygulamalarinda goézlenmistir. En diisiik KO oran1 kotiledon + tiim konsantrasyonlarda

0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 8).

KO orany, iki farkli eksplant tizerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasz ile
alman veriler sonucunda farklilik gozlenmistir. Bu nedenle eksplant x hormon X
konsantrasyon interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (P<0.01) olmustur
(Cizelge 4.11). En yiiksek KO oran1 %100.00 ile MCH + hipokotil + 0.00 mM
uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik KO oran1 17 B-dstradiol + hipokotil + 5x107
mM, 17 B-6stradiol + hipokotil + 5x102 mM, 17 B-dstradiol + kotiledon + tiim
konsantrasyonlar, progesteron + hipokotil + 5x10°2 mM, progesteron + kotiledon + tiim
konsantrasyonlar, dstrojen + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, testesteron + kotiledon +
tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil
4.7 ve 4.8).
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Cizelge 4.11. 0.25 mg/l TDZ igeren ortamda 151k (16:8 saat 151k ve karanlik) biliylitme
sartlarida incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynagi Kareler ortalamasi

SD % KO %EKO %SOE BS

Hormon (H) 3 4374.17** 4357.66** 213.91** 83.07**

Eksplant (E) 1 102010.00** 4357.66** 213.91**  1182.66**

Konsantrasyon (K) 4 8708.83** 377.19** 45.,55** 117.03**

HxE 3 4374.17** 4357.66** 213.91** 83.07**

Hx K 12 542.27** 377.19** 45 55** 14.74**

ExK 4 8708.83** 377.19** 45 55** 117.03**

HXxExK 12 542.27** 377.19** 45 55** 14.74**

Hata 120 85.00 19.53 5.47 13.18
Toplam 159

**: p<0.01 diizeyinde 6nemlidir.



Cizelge 4.12. 0.25 mg/l TDZ igeren ortamda 151k (16:8 saat 151k ve karanlik) biiyilitme sartlarida incelenen bazi bazi karakterlere ait veriler

Hormon Eksplant Konsantrasyon (mM) %KO %EKO %SOE BS
0.00 100.00 a 0.00 a 0.00 a 3.75ab
5%105 45.00b 0.00 a 0.00 a 8.75a
Hipokotil 5x104 4375b 0.00 a 0.00 a 6.25 ab
5%103 0.00c 0.00 a 0.00 a 0.00 b
5x1072 0.00c 0.00 a 0.00 a 0.00 b
Ortalama 37.75C 0.00B 0.00 B 3.75B
0.00 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00a
5%1075 0.00a 0.00 a 0.00 a 0.00a
N . . 5x10 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
17 p-ostradiol Kotiledon 5x107 0.00 0.00a 0.00a 0.00 a
5%1072 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00a
Ortalama 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
0.00 50.00 a 0.00 a 0.00 a 1.88 ab
5x105 22.50b 0.00 a 0.00 a 4.38a
Ortalama 5x10 21.88b 0.00 a 0.00 a 3.13ab
5%1073 0.00¢c 0.00 a 0.00 a 0.00 b
5%1072 0.00¢c 0.00 a 0.00 a 0.00 b
Ortalama 18.88 C 0.00 B 0.00B 1.88 B
0.00 100.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 b
5x105 5750 b 0.00 a 0.00 a 13.75a
Hipokotil 5%10 51.25b 0.00 a 0.00 a 1.25b
5%1073 40.00 b 0.00 a 0.00 a 15.00 a
5%1072 0.00c 0.00 a 0.00 a 0.00 b
Progesteron Ortalama 49.75 B 0.00 B 0.00 B 6.00 B
0.00 0.00a 0.00 a 0.00 a 0.00a
5%107 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
Kotiledon 5%10 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
5%1073 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
5%102 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a

Ortalama 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A

L6



Cizelge 4.12. (devam)

0.00 50.00 a 0.00a 0.00a 0.00b
5x105 28.75b 0.00 a 0.00 a 6.88 a
Progesteron Ortalama 5x104 25.63 b 0.00a 0.00a 0.63b
5%103 20.00b 0.00a 0.00a 7.50a
5%102 0.00c 0.00a 0.00a 0.00b
Ortalama 24.88 B 0.00B 0.00B 3.00B
0.00 100.00 a 0.00d 0.00c 0.00d
5x105 71.25b 3250¢c 10.00 be 7.50 be
Hipokotil 5x104 95.00 a 70.00 a 23.75a 23.75a
5%103 90.00 a 61.25 ab 11.25b 1250 b
5%1072 45.00 ¢ 45.00 be 1.25 bc 2.50 cd
Ortalama 80.25 A 41.75 A 9.25A 9.25 A
0.00 0.00 a 0.00a 0.00a 0.00 a
5x10° 0.00 a 0.00a 0.00a 0.00 a
(")strojen Kotiledon 5x10* 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
5%103 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
5x1072 0.00 a 0.00a 0.00a 0.00 a
Ortalama 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 50.00 a 0.00d 0.00b 0.00d
5%10° 35.63b 16.25¢ 5.00 bc 3.75 bc
Ortalama 5x10* 4750 a 35.00a 11.88 a 11.88 a
5x1073 45.00 a 30.63 ab 5.63b 6.25b
5x1072 2250 ¢ 22.50 be 0.63 bc 1.25cd
Ortalama 40.13 A 20.88 A 4.63 A 4.63 A
0.00 100.00 a 0.00 a 0.00 a 5.00 a
5%x10° 35.00b 0.00 a 0.00 a 2.50a
Testesteron Hipokotil 5%104 36.25b 0.00a 0.00a 6.25a
5%x1073 0.00c 0.00a 0.00a 0.00 a
5%1072 0.00c 0.00 a 0.00 a 0.00 a
Ortalama 34.25C 0.00B 0.00B 2.75B

86



Cizelge 4.12. (devam)

0.00 0.00 a 0.00a 0.00a 0.00 a
5x105 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a
Kotiledon 5x104 0.00 a 0.00a 0.00a 0.00 a
5%103 0.00 a 0.00a 0.00a 0.00 a
5%102 0.00 a 0.00a 0.00a 0.00 a
Testesteron Ortalama 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A
0.00 50.00 a 0.00a 0.00a 2.50a
5x105 1750 b 0.00a 0.00a 1.25a
Ortalama 5x104 18.13 b 0.00a 0.00a 3.13a
5%103 0.00c 0.00a 0.00a 0.00 a
5%102 0.00c 0.00a 0.00a 0.00 a
Ortalama 17.13C 0.00B 0.00B 1.38B
0.00 100.00 a 0.00d 0.00d 2.19b
5x10° 52.19b 8.13¢c 2.50 be 8.13a
Hipokotil 5x10* 56.56 b 1750 a 594 a 9.38a
5%103 3250¢ 15.31 ab 2.81b 6.88 a
5x1072 11.25d 11.25 bc 0.31cd 0.63b
Ortalama Ortalama 50.50 10.44 2.31 5.44
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5%10° 0.00 0.00 0.00 0.00
Kotiledon 5x10* 0.00 0.00 0.00 0.00
5x1073 0.00 0.00 0.00 0.00
5x1072 0.00 0.00 0.00 0.00
Ortalama 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 50.00 a 0.00d 0.00d 1.09b
5%x10° 26.09b 4.06 ¢ 1.25 bc 4,06 a
Ortalama 5%104 28.28 b 8.75a 297 a 4.69 a
5%x1073 16.25¢ 7.66 ab 141b 344 a
5%102 5.63d 5.63 bc 0.16 cd 0.31b

66
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(14) (15) (16) @17)

Sekil 4.7. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantlarinin
0.025 mg/l TDZ igeren MS ortaminda 151k (16:8 saat 151k ve karanlik) biiyiitme sartlarida 30.
giinlerdeki goriiniimii;

1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-dstradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
ostradiol + 5x10“4mM, 5) 17 B-dstradiol + 5x10°mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x10-
3mM, 8) progesteron + 5x10“4mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) dstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) dstrojen + 5x10“4 mM, 13) dstrojen + 5x10°° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10° mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5x10°> mM.
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Sekil 4.8. Memeli cinsiyet hormonlarimin farkli konsantrasyonlarinin kotiledon eksplantlariim
0.025 mg/l TDZ iceren MS ortaminda 151k (16:8 saat 151k ve karanlik) bilylitme sartlarida 30.
giinlerdeki goriiniimii;

1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-stradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
ostradiol + 5x10“4mM, 5) 17 B-dstradiol + 5x10°mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x10°
3mM, 8) progesteron + 5x10“4mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) éstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) bstrojen + 5x10“ mM, 13) dstrojen + 5x10° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10°3mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5105 mM.
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2) Embryogenik Kallus olusum (EKO) oram (%):

Embryogenik kallus olusumu (EKO) orani iizerine memeli cinsiyet hormonu uygulamasi,
eksplant tipi ve konsantrasyonunlarinin etkisi ¢ok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge

4.11).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirildiginde, en
yiiksek EKO oran1 %20.88 ile dstrojen hormonunda, en diisiik EKO orani ise %0.00 ile

17 B-6stradiol, progesteron, testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore degerlendirildiginde, en yiikksek EKO orani
%10.44 ile hipokotil eksplantinda, en diisitk EKO orani ise %0.00 ile kotiledon eksplant
tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore degerlendirildiginde ise, en yiliksek EKO orani
5x10* mM konsantrasyon grubunda %8.75 bulunurken, bunu azalan sirada %7.66 ile
5%107° mM’lik, %5.63 ile 5102 mM’lik, %4.06 ile 5x10®° mM’lik konsantrasyonlar
izlemistir. Ayrica 0.00 mM’lik (0.25 mg/l TDZ i¢cermeyen MS ortami) konsantrasyonda
embryogenik kallus olusmamistir (Cizelge 4.12).

EKO orani iizerine farklt MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.11). Cizelge 4.12°de goriindiigii gibi en yliksek EKO oranm1 %41.75
ile dstrojen + hipokotil uygulamalarinda tespit edilmis ve en diisik EKO orani, 17 B-
oOstradiol + hipokotil, 17 B-0stradiol + kotiledon, progesteron + hipokotil, progesteron +
kotiledon, ostrojen + kotiledon, testesteron + hipokotil ve testesteron + kotiledon

uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

EKO orant tizerine farkli MCH’ nin uygulamlarinin etkisi kullanilan konsantrasyona goére
farklilik gdstermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonu interaksiyonunun

etkisi cok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek EKO oran1 %35.00 ile
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dstrojen + 5x10™* mM uygulamalarinda gézlenmistir. En diisiik EKO oran1 17 B-stradiol
+ tiim konsantrasyonlar, progesteron + tiim konsantrasyonlar, Ostrojen + 0.00 mM,
testesteron tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge

4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

EKO orani iizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle eksplant x konsantrasyon interaksiyonu etkisi ¢ok onemli (P<
0.01) olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek EKO oran1 %17.50 ile hipokotil + 5x10* mM
uygulamalarinda gozlenmistir. En diigsiik EKO orani hipokotil + 0.00 mM, kotiledon +
tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil

4.7 ve 4.8).

EKO orani, 1ki farkli eksplant tizerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi
ile alinan veriler sonucunda farklilik gézlenmistir. Bu nedenle uygulama hormonu x
konsantrasyon x eksplant interaksiyonunun etkisi istatistiksel olarak ¢ok énemli (P<0.01)
olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek EKO oran1 %70.00 ile dstrojen + hipokotil + 5x10
mM uygulamalarinda gézlenmistir. En diisitk EKO orani 17 -6stradiol + hipokotil + tiim
konsantrasyonlar, 17 B-Ostradiol + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron +
hipokotil + tiim konsantrasyonlar, progesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar,
Ostrojen + hipokotil + 0.00 mM, 6strojen + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, testesteron
+ hipokotil + tiim konsantrasyonlar, testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar

uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

3) Siirgiin olusturan eksplant (SOE) yiizdesi (%):

Stirglin  olusturan eksplant (SOE) orami {izerine memeli cinsiyet hormonlart ve
konsantrasyonlar1 6nemsiz, ancak eksplant tipi ¢cok 6énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge

4.11).
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Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirildiginde, en
yiiksek SOE orani %4.63 ile 6strojen hormonunda, en diisiik SOE orani ise %0.00 ile 17

[B-0stradiol, progesteron ve testesteron hormonunda bulunmustur (Cizelge 4.12).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore degerlendirme yapildiginda, en yiiksek
SOE oran1 %2.31 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik SOE orani ise %0.00 ile kotiledon
eksplant tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina goére degerlendirildiginde ise, en yliksek SOE orani
5x10* mM konsantrasyon grubunda %2.97 bulunurken, bunu azalan sirada %1.41 ile
5x10° mM’lik, %1.25 ile 5x10° mM’lik, %0.16 ile 5x102 mM’lik konsantrasyonlari
izlemistir. Ancak 0.00 mM’lik konsantrasyonlarda SOE olusmamuistir (Cizelge 4.12).

SOE oran1 iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gbstermistir. Bu nedenle hormon X eksplant tipi etkisi ¢ok énemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.7). Cizelge 4.12°de goriindiigii gibi en yiiksek SOE orani %9.25 ile
Ostrojen + hipokotil uygulamasinda tespit edilmistir. En diisiik SOE orani, 17 B-6stradiol
+ hipokotil, 17 B-ostradiol + kotiledon, progesteron + hipokotil, progesteron + kotiledon,
Ostrojen + kotiledon, testesteron + hipokotil ve testesteron + kotiledon uygulamalarinda

%0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

SOE oram tiizerine farkli MCH uygulamalarimin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyon etkisi ¢ok dnemli
(P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek SOE oran1 %11.88 ile dstrojen + 5x10
mM uygulamalarinda gozlenmistir. En diisik SOE orani, 17 B-Ostradiol + tiim
konsantrasyonlar, progesteron + tiim konsantrasyonlar, 6strojen + 0.00 mM’lik,
testesteron + tiim konsantrasyonlart uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

SOE oram1 tlizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik

gostermistir. Bu nedenle uygulama eksplant % konsantrasyon etkisi ¢ok énemli (P<0.01)
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olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek SOE oran1 %3.44 ile hipokotil + 5x10° mM
uygulamalarinda gézlenmistir. En diisitk SOE orani, hipokotil + 0.00 mM, hipokotil +
5x102 mM, kotiledon + tiim konsantrasyonlar1 uygulamalarinda %0.00 olarak

belirlenmistir. Ancak aralarinda istatistiksel olarak bir fark olusmamis ve ayn1 grupta yer

almiglardir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

SOE oranu, iki farkli eksplant {izerine farklt MCH ve konsaantrasyonlarinin uygulamast
ile alinan veriler sonucunda farklilik gézlenmistir. Bu nedenle uygulama hormonu x
konsantrasyonu x eksplant etkisi ¢ok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.11). En
yiiksek SOE oran1 %23.75 ile progesteron + hipokotil + 5x10° mM uygulamalarinda
gozlenmistir. En diigitk SOE orani, 17 B-0stradiol + hipokotil + tiim konsantrasyonlar, 17
B-Ostradiol + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron + kotiledon + tiim
konsantrasyonlar, Ostrojen + hipokotil + 0.00 mM, ostrojen + Kkotiledon + tiim
konsantrasyonlar, testesteron + hipokotil + tiim konsantrasyonlar, testesteron + kotiledon
+ tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.12,
Sekil 4.7 ve 4.8).

5) Bitkicik Sayis1 (BS):

Bitkicik sayis1 (BS) iizerine memeli cinsiyet hormonlari, eksplant tipi ve konsantrasyonun

etkisi cok onemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.11).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek BS, 4.36 adet ile 6strojen hormonunda, en diisiik BS ise 1.38 adet

ile testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore degerlendirildiginde ise, en yiiksek BS 5.44
adet ile hipokotil eksplantinda, en diisiik BS ise 0.00 adet ile kotiledon eksplant tipinde
belirlenmistir (Cizelge 4.11).



106

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore analiz yapildiginda, en yiiksek BS, 5x10* mM
konsantrasyon grubunda 4.69 adet bulunurken, bunu azalan sirada 4.06 adet ile 5x10
mM’lik, 3.44 adet ile 5x10° mM’lik, 1.09 adet ile 0.00 mM’lik ve 0.31 adet ile 5x107
mM’lik konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.12).

BS iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur
(Cizelge 4.11). Cizelge 4.12°de goriindiigii gibi en yliksek BS 9.25 adet ile Ostrojen +
hipokotil uygulamasinda tespit edilmistir. En diisiik BS, 17 B-6stradiol + kotiledon,
progesteron + Kkotiledon, dstrojen + kotiledon, testesteron + hipokotil ve testesteron +

kotiledon uygulamalarinda 0.00 adet olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

BS iizerine farkli MCH uygulamalariin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyon etkisi ¢ok énemli (P<0.01)
olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek BS, 11.88 adet ile &strojen + 5x10% mM
uygulamalarinda gozlenmistir. En diisiik BS, 17 p-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-stradiol
+ 5x102mM, progesteron + 0.00 mM, progesteron + 5x102 mM, dstrojen + 0.00 mM,
testesteron + 510" mM ve testesteron + 5x102 mM’lik uygulamalarda 0.00 adet olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

BS iizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik gostermistir. Bu
nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonun etkisi ¢cok énemli (P< 0.01) olmustur
(Cizelge 4.11). En yiiksek BS, 9.38 adet ile hipokotil + 5x10% mM uygulamalarinda
gozlenmistir. En diisiik BS, kotiledon + tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda 0.00 adet

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

BS bakimindan, iki farkli eksplant iizerine farkli MCH ve konsaantrasyonlarinin
uygulamasi ile alinan veriler sonucunda farklilik gozlenmistir. Bu nedenle uygulama
hormonu x konsantrasyon x eksplant etkisi gok 6nemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.11).
En yiiksek BS, 23.75 adet ile ostrojen + hipokotil + 5x10* mM uygulamalarinda
gdzlenmistir. En diisiik BS, 17 B-6stradiol + hipokotil + 5x10° mM, 17 B-ostradiol +
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hipokotil + 5x102 mM, 17 B-dstradiol + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron
+ hipokotil + 0.00 mM, progesteron + hipokotil + 5x10 mM, progesteron + kotiledon +
tiim konsantrasyonlar, 6strojen + hipokotil + 0.00 mM, Ostrojen + kotiledon + tiim
konsantrasyonlar, testesteron + hipokotil + 5x10°3 mM, testesteron + hipokotil + 5x107?
mM ve testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda 0.00 adet olarak

elde edilmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.7 ve 4.8).

b) Karanhlk (24 saat karanhk) bilyiitme sartlarinda

1) Kallus olusum (KO) orani (%):

Kallus olusumu (KO) orani iizerine memeli cinsiyet hormonlari, konsantrasyonlart ve

eksplant tipi etkisi cok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.13).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore analiz yapildiginda, en
yiiksek KO oran1 %34.38 ile dstrojen hormonunda, en diisiik KO orani ise %10.88 ile 17

B-0stradiol hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipina gore analiz yapildiginda ise, en yiiksek KO orani
%37.13 ile hipokotil eksplantinda, en diisiik KO oran1 ise %3.75 ile kotiledon eksplant
tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gére analiz yapildiginda, en yiiksek KO oran1 kontrol
(0.00 mM) grupta %50.00 iken, bunu azalan sirada %16.56 ile 5x10* mM’lik, %13.59 ile
5x10° mM’ ik, %12.97 ile 5x10° mM’lik ve %9.06 ile 5x102 mM’lik konsantrasyonlar
izlemistir (Cizelge 4.14).

KO oram iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi ¢ok énemli (P< 0.01)

olmustur (Cizelge 4.13). Cizelge 4.12°de goriindiigii gibi en yliksek KO oran1 %55.00 ile



108

Ostrojen + hipokotil uygulamasinda tespit edilmis ve en diisiik KO orani, 17 B-6stradiol
+ kotiledon ve progesteron + kotiledon uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir

(Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).

KO orani iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyonun etkisi ¢ok
onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.13). En yiiksek KO orani %50.00 ile 17 B-6stradiol
+ 0.00 mM, progestron + 0.00 mM, OGstrojen + 0.00 mM, testesteron + 0.00 mM
uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik KO oran1 17 p-ostradiol + 5x10° mM, 17 B-
ostradiol + 5x102mM, progesteron + 5x102 mM, testesteron + 5x10°mM ve testesteron
+ 5x102 mM uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve
4.10).

KO oran1 iizerine eksplantlarin etkisi kullamilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle eksplant x konsantrasyonun etkisi ¢ok onemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.13). En yiikksek KO oran1 %100.00 ile hipokotil + 0.00 mM
uygulamalarinda goézlenmistir. En diisitk KO oran1 kotiledon + 0.00 mM ve kotiledon +
5x102 mM’lik uygulamalarda %0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve
4.10).

KO orani bakimindan, iki farkli eksplant iizerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin
uygulamasi ile alinan veriler sonucunda farklilik gézlenmistir. Bu nedenle eksplant x
hormon x konsantrasyonun etkisi ¢ok énemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.13). En
yiksek KO orant %100.00 ile MCH (tim hormonlar) + hipokotil + 0.00 mM
uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik KO oran1 17 B-6stradiol + hipokotil + 5x107
mM, 17 B-6stradiol + hipokotil + 5x102 mM, 17 B-ostradiol + kotiledon + tiim
konsantrasyonlar, progesteron + hipokotil + 5x102 mM, progesteron + kotiledon + tiim
konsantrasyonlar, dstrojen + kotiledon + 0.00 mM, 6strojen + kotiledon + 5x1072 mM,
testesteron + kotiledon + 0.00 mM, testesteron + kotiledon + 5x10 mM, testesteron +
kotiledon + 0.00 mM ve testesteron + kotiledon + 5x102 mM uygulamalarinda %0.00
olarak elde edilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).
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Cizelge 4.13. 0.25 mg/l TDZ igeren ortamda karanlik (24 saat karanlik) biiylitme
sartlarida incelenen bazi karakterlere ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynag Kareler ortalamasi
SD %KO %EKO %SOE BS
Hormon (H) 3 5107.29** 160.00** 40.20** 10.57
Eksplant (E) 1 44555.62** 160.00* 2.50 68.90**
Konsantrasyon (K) 4 8967.73** 29.14 8.82 9.92*
HxE 3 2082.29** 160.00** 4.58 10.57
HxK 12 751.17** 29.14 5.18 7.84*
ExK 4 11145.07** 29.14 0.54 9.92*
HxExK 12 1035.80** 29.14 5.23 7.84*
Hata 120 89.58 31.15 3.95 4.22
Toplam 159

**: p<0.01 diizeyinde dnemlidir.



Cizelge 4.14. 0.25 mg/l TDZ igeren ortamda karanlik (24 saat karanlik) biiylitme sartlarida incelenen baz1 bazi karakterlere ait veriler

Hormon Eksplant Konsantrasyon (mM) %KO Y%EKO %SOE BS
0.00 100.00 a 0.000 a 0.000 a 3.750 a
5%10° 5.00 b 0.000 a 0.000 a 2.500 a
Hipokotil 5x10 3.75 bc 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x10°° 0.00c 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x107? 0.00c 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Ortalama 21.75B 0.000 B 0.000 B 1.250 AB
0.00 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5%10° 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
n . . 5x10™ 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
17 p-Bstradiol Kotiledon 5%10° 0.000a 0.000a 0.000a 0.000
5%107 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Ortalama 0.00B 0.000 0.000 A 0.000
0.00 50.00 a 0.000 a 0.000 a 1.875a
5%10% 250b 0.000 a 0.000 a 1.250 a
Ortalama 5x10* 1.88 bc 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x1078 0.00c 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x1072 0.00c 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Ortalama 10.88 C 0.000 B 0.000 B .625 AB
0.00 100.00 0.000 a 0.000 0.000
5x10°° 43.75 0.000 a 2.500 5.000
Hipokotil 5x10* 42.50 0.000 a 0.000 6.250
5x1078 62.50 0.000 a 3.750 1.250
5x1072 0.00 0.000 a 0.000 0.000
Progesteron Ortalama 49.75 A 0.000 B 1.250 AB 2.500 A
0.00 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x10° 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Kotiledon 5x10 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x1073 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x1072 0.000 a 0.000 a 0.000 a 0.000 a

0Tt
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Ortalama 0.00B 0.000 0.000 A 0.000
0.00 50.00 a 0.000 a 0.000 a 0.000
5x10° 21.88b 0.000 a 1.250a 2.500
Ortalama 5x104 21.25b 0.000 a 0.000 a 3.125
5x10°° 31.25b 0.000 a 1.875a .625
5x107? 0.00c 0.000 a 0.000 a 0.000
Ortalama 24.88 B 0.000B .625 B 1.250 A
0.00 100.00 a 0.000 0.000 0.000 a
5x10° 30.00 cd 18.750 2.500 0.000 a
Hipokotil 5x10* 53.75 bc 6.250 3.750 0.000 a
5x10°° 18.75d 2.500 1.250 0.000 a
5x102 72.50 ab 12.500 2.500 0.000 a
Ortalama 55.00 A 8.000 A 2.000 A 0.000
0.00 0.00b 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x10° 22.50 a 0.000 a 5.000 a 0.000 a
Ostrojen Kotiledon 5x10* 23.75a 0.000 a 2.500 a 0.000 a
5x10°8 22.50a 0.000 a 3.750 a 0.000 a
5x102 0.00b 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Ortalama 13.75A 0.000 A 2.250 A 0.000 B
0.00 50.00 a 0.000 a 0.000 b 0.000 a
5x10° 26.25 bc 9.375a 3.750 a 0.000 a
Ortalama 5x10* 38.75ab 3.125a 3.125a 0.000 a
5x10°8 20.63 bc 1.250 a 2.500 ab 0.000 a
5x107? 36.25 ab 6.250 a 1.250 ab 0.000 a
Ortalama 3438 A 4.000 A 2125 A 0.000 B
0.00 100.00 a 0.000 a 0.000 a 5.000
5%10° 3.75 bc 0.000a 0.000 a 2.500
Testesteron Hipokotil 5%10* 6.25b 0.000a 0.000 a 0.000
5x10°° 0.00 c 0.000 a 0.000 a 0.000
5x107? 0.00 c 0.000 a 0.000 a 0.000
Ortalama 22.00B 0.000B 0.000 B 1.500 AB

Iy
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0.00 0.00 b 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x1075 3.75a 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Kotiledon 5x104 2.50 ab 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5x1073 0.00 b 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5%102 0.00 b 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Testesteron Ortalama 1.25B 0.000 0.000 A 0.000
0.00 50.00 a 0.000 a 0.000 a 2.500 a
5x105 3.75b 0.000 a 0.000 a 1.250 a
Ortalama 5x104 4.38b 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5%103 0.00c 0.000 a 0.000 a 0.000 a
5%102 0.00c 0.000 a 0.000 a 0.000 a
Ortalama 11.63C 0.000B 0.000 B .750 AB
0.00 100.00 a 0.000 a 0.000 a 2.188 ab
5x10° 20.63 b 4.688 a 1.250 a 2.500 a
Hipokotil 5x10* 26.56 b 1.563 a 938 a 1.563 ab
5%103 20.31b 625 a 1.250 a 313 ab
5x1072 18.13 b 3.125a .625a 0.000 b
Ortalama 37.13 2.000 .813 1.313
0.00 0.00b 0.000 a 0.000 b 0.000 a
5%10° 6.56 a 0.000 a 1.250 a 0.000 a
Ortalama Kotiledon 5%10 6.56 a 0.000 a .625 ab 0.000 a
5x1073 5.63 a 0.000 a .938 ab 0.000 a
5x1072 0.00a 0.000 a 0.000 b 0.000 a
Ortalama 3.75 0.000 563 0.000
0.00 50.00 a 0.000 a 0.000 b 1.094 ab
5%x10° 13.59 bc 2.344 a 1.250 a 1.250 a
Ortalama 5x10 16.56 b 781 a .781 ab .781 ab
5%x1073 12.97 bc 313 a 1.094 a .156 ab
5%102 9.06 ¢ 1.563 a 313 ab 0.000 b

4%
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(14) (15) (16) 17

Sekil 4.9. Memeli cinsiyet hormonlarimin farkli konsantrasyonlarinin hipokotil eksplantlarimin
0.025 mg/l TDZ igeren MS ortaminda karanlik (24 saat karanlik) biiylitme sartlarida 30.
giinlerdeki goriiniimii;

1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-stradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
ostradiol + 5x10“4mM, 5) 17 B-dstradiol + 5x10°mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x10°
3mM, 8) progesteron + 5x10“4mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) dstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) 6strojen + 5104 mM, 13) dstrojen + 5x10° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10° mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5x10°> mM.
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Sekil 4.10. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli konsantrasyonlarinin kotiledon eksplantlarinin
0.025 mg/l TDZ igeren MS ortaminda karanlik (24 saat 151k ve karanlik) biiyiitme sartlarida 30.
giinlerdeki goriiniimii;

1) kontrol (hormon igermeyen), 2) 17 B-dstradiol + 5x102mM, 3) 17 B-ostradiol + 5x10° mM, 4) 17 B-
ostradiol + 5x10“4mM, 5) 17 B-6stradiol + 5x10°mM, 6) progesteron + 5x102mM, 7) progesteron + 5x10°
3mM, 8) progesteron + 5x10“mM, 9) progesteron + 5x10°mM, 10) dstrojen + 5x102mM, 11) dstrojen +
5x10° mM, 12) dstrojen + 5x10“ mM, 13) dstrojen + 5x10° mM, 14) testesteron + 5x102 mM, 15)
testesteron + 5x10°3mM, 16) testesteron + 5x10*mM, 17) testesteron + 5105 mM.
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2) Embryogenik Kallus olusum (EKO) oram (%):

Embryogenik kallus olusumu (EKO) orani iizerine memeli cinsiyet hormonlar
uygulamasinin etkisi ¢ok énemli (P< 0.01), eksplant tipi 6nemli ve konsantrasyonlarinin

etkisi onemsiz olmustur (Cizelge 4.13).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore analiz edildiginde, en
yiiksek EKO oran1 %4.00 ile 6strojen hormonunda, en diisiik EKO orani ise %0.00 ile 17

B-0stradiol, progesteron, testesteron hormonlarinda belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore analiz edildiginde, en yiiksek EKO orani
%2.00 ile hipokoti eksplantinda, en diisiik EKO orani1 ise %0.00 ile kotiledon eksplant
tipinde belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore analiz edildiginde ise, en yiiksek EKO orani
5x10° mM konsantrasyon grubunda %1.25 iken, bunu azalan sirada %1.56 ile 5x107?
mM’lik, %0.78 ile 5x10* mM’lik, %0.03 ile 5x10° mM’lik konsantrasyonlar izlemistir.
Ayrica 0.00 mM’lik (0.25 mg/l TDZ igermeyen MS ortami1) konsantrasyonda
embryogenik kallus olusmamistir. Ancak konsantrasyonlar arasinda istatiksel olarak bir

fark goriilmemistir ve tiim konsantrasyonlar ayn1 grupta yer almistir (Cizelge 4.14).

EKO orani iizerine farklit MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gdstermistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi ¢ok onemli (P< 0.01)
olmustur (Cizelge 4.13). Cizelge 4.14’de goriildiigii gibi en yiiksek EKO oran1 %8.00 ile
Ostrojen + hipokotil uygulamalarinda tespit edilmis ve en diisik EKO orani, 17 B-
oOstradiol + hipokotil, 17 B-0stradiol + kotiledon, progesteron + hipokotil, progesteron +
kotiledon, Ostrojen + kotiledon, testesteron + hipokotil ve testesteron + kotiledon

uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 10).

EKO orant iizerine farkli MCHuygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore

farklilik gostermemistir. Bu nedenle uygulama hormonu X konsantrasyonun etkisi
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Oonemsiz olmustur (Cizelge 4.13). Ancak en yiliksek EKO oran1 %9.37 ile 6strojen + 5x10°
® mM uygulamalarinda gozlenmistir. En diisik EKO oran1 17 B-dstradiol + tiim
konsantrasyonlar, progesteron + tiim konsantrasyonlar, dstrojen + 0.00 mM, testesteron
tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil

4.9 ve 4.10).

EKO orani iizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermemistir. Bu nedenle eksplant x konsantrasyon etkisi 6nemsiz olmustur (Cizelge
4.11). En yiiksek EKO oran1 %4.68 ile hipokotil + 5x10° mM uygulamalarinda
gozlenmistir. En diisik EKO oran1 hipokotil + 0.00 mM, kotiledon + tiim
konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9
ve 4.10).

EKO orani, iki farkli eksplant {izerine farklit MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamasi
ile alinan veriler sonucunda farklilik gézlenmistir. Bu nedenle uygulama hormonu X
konsantrasyon x eksplant etkisi ¢ok onemli (P<0.01) olmustur (Cizelge 4.13). En yiiksek
EKO oran1 %18.75 ile &strojen + hipokotil + 5x10° mM uygulamalarinda gézlenmistir.
En diisiikk EKO orani, 17 B-0stradiol + hipokotil + tiim konsantrasyonlar, 17 B-0stradiol
+ kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron + hipokotil + tiim konsantrasyonlar,
progesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, dstrojen + hipokotil + 0.00 mM, dstrojen
+ kotiledon + tiim konsantrasyonlar, testesteron + hipokotil + tiim konsantrasyonlar,
testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak elde

edilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).

3) Siirgiin olusturan eksplant (SOE) yiizdesi (%):

Siirgiin olusturan eksplant (SOE) orani iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisi ¢ok
onemli (P< 0.01) olmus, konsantrasyonlar ve eksplant tipi 6nemsiz olmustur (Cizelge

4.13).
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Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore analiz yapildiginda, en
yiiksek SOE orant %2.12 ile 6strojen hormonunda, en diisiik SOE orani ise %0.00 ile 17

B-0stradiol ve testesteron hormonunda belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore analiz yapildiginda, en yiiksek SOE oram
9%0.81 ile hipokoti eksplantinda, en diisiik SOE orani ise %0.56 ile kotiledon eksplant
tipinde belirlenmistir. Ancak eksplant tipi arasinda istatiksel olarak bir fark goriillmemistir

ve ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalarina gore analiz yapildiginda ise, en yiiksek SOE oram
5x10° Mm’lik grupta %1.25 bulunurken, bunu azalan sirada %1.09 ile 5x10° mM’lik,
%0.78 ile 5x10™* mM’lik, %0.13 ile 5x102 mM’lik konsantrasyonlar izlemistir ve 0.00
mM’lik konsantrasyonda SOE olugsmamuistir. Ancak konsantrasyonlar arasinda istatiksel

olarak bir fark goriilmemistir ve ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.14).

SOE oram tizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore
farklilik gostermemistir. Bu nedenle hormon X eksplant tipi etkisi 6nemsiz olmustur
(Cizelge 4.13). Cizelge 4.14’de goriildiigii gibi en yiiksek SOE oran1 %2.25’ile dstrojen
+ kotiledon uygulamasinda tespit edilmistir. En diisiik SOE orani, 17 B-0stradiol +
hipokotil, 17 B-6stradiol + kotiledon, progesteron + kotiledon, testesteron + hipokotil ve
testesteron + kotiledon uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil
4.9 ve 4.10).

SOE orant tizerine farklit MCHuygulamalarimin etkisi kullanilan konsantrasyona gore
farklilik gostermemistir. Bu nedenle uygulama hormonu x konsantrasyon etkisi énemsiz
olmustur (Cizelge 4.11). En yiiksek SOE oram1 %3.75 ile dstrojen + 5x10° mM
uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisik SOE oram, 17 p-6stradiol + tiim
konsantrasyonlar, progesteron + 0.00 mM, progesteron + 5x102 mM, 6strojen + 0.00
mM’lik, testesteron + tiim konsantrasyonlar uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir

(Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).
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SOE oran1 {izerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermemistir. Bu nedenle uygulama eksplant x konsantrasyonun etkisi ¢ok dnemsiz
olmustur (Cizelge 4.13). En yiiksek SOE oran1 %1.25 ile hipokotil + 5x10° mM,
hipokotil + 5x10° mM ve kotiledon + 5x102 mM uygulamalarinda gozlenmistir. En
diisiik SOE orani, hipokotil + 0.00 mM, hipokotil + 0.00 mM, kotiledon + 0.00 mM ve
kotiledon + 5x102 mM uygulamalarinda %0.00 olarak belirlenmistir. Ancak aralarinda
istatistiksel olarak bir fark olusmamis ve ayni grupta yer almislardir (Cizelge 4.14, Sekil
4.9 ve 4.10).

SOE orani, iki farkli eksplant {izerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin uygulamast ile
alman veriler sonucunda farklilik gézlenmemistir. Bu nedenle uygulama hormonu X
konsantrasyon x eksplant etkisi 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.13). En yiiksek SOE orani
%35.00 ile dstrojen + kotiledon + 5x10° mM uygulamalarinda gdzlenmistir. En diisiik
SOE orani, 17 B-6stradiol + hipokotil + tiim konsantrasyonlar, 17 B-6stradiol + kotiledon
+ tiim konsantrasyonlar, progesteron + kotiledon + 0.00 mM, progesteron + kotiledon +
5x102mM, progesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, &strojen + hipokotil + 0.00
mM, &strojen + kotiledon + 0.00 mM, &strojen + kotiledon + 5x102 mM, testesteron +
hipokotil + tiim konsantrasyonlar, testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar

uygulamalarinda %0.00 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).

5) Bitkicik Sayis1 (BS):

Bitkicik sayis1 (BS) lizerine memeli cinsiyet hormonlar1 6nemsiz, eksplant tipi ¢ok 6nemli

(P<0.01) ve konsantrasyonun etkisi ise 6nemli (P< 0.05) olmustur (Cizelge 4.13).

Ortalamalar esas alinarak memeli cinsiyet hormonlarina gore analiz yapildiginda, en
yiiksek BS 1.25 adet ile progesteron hormonunda, en diisiik BS ise 0.00 adet ile Gstrojen
hormonunda belirlenmistir. Ancak hormonlar arasinda istatiksel olarak bir fark

goriilmemistir ve ayn1 grupta yer almislardir (Cizelge 4.14).
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Ortalamalar esas alinarak eksplant tipine gore analiz yapildiginda, en yiiksek BS, 1.31
adet ile hipokotil eksplantinda, en diisiik BS ise 0.00 adet ile kotiledon eksplant tipinde
belirlenmistir (Cizelge 4.14).

Konsantrasyonlarin ortalamalarma gore degerlendirildiginde, en yiiksek BS 5x107
mM’lik grupta 1.250 adet bulunurken, bunu azalan sirada 1.09 adet ile 0.00 mM’lik, 0.78
adet ile 5x10 mM’lik, 0.15 adet ile 5x10° mM’lik ve 0.00 adet ile 5102 mM’ Ik

konsantrasyonlar izlemistir (Cizelge 4.14).

BS fizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan eksplant tipine gore farklilik
gostermemistir. Bu nedenle hormon x eksplant tipi etkisi onemsiz olmustur (Cizelge
4.13). Cizelge 4.14°de goriindiigli gibi en yiiksek BS’ise 2.50 adet ile progesteron +
hipokotil uygulamasinda tespit edilmistir. En diisiik BS, 17 B-6stradiol + kotiledon,
progesteron + kotiledon, Ostrojen + hipokotil, dstrojen + kotiledon ve testesteron +
kotiledon uygulamalarinda 0.00 adet olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve
4.10).

BS iizerine farkli MCH uygulamalarinin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik
gostermistir. Bu nedenle uygulama hormunu % konsantrasyonun etkisi 6nemli (P< 0.05)
olmustur (Cizelge 4.13). En yiiksek BS, 3.51 adet ile progesteron + 5x10* mM
uygulamalarinda gozlenmistir. En diisiik BS, 17 p-ostradiol + 5x10*mM, 17 B-stradiol
+5x10° mM, 17 B-6stradiol + 5x102 mM, progesteron + 0.00 mM, progesteron + 5x10"
2 mM, dstrojen + tiim konsantrasyonlar, testesteron + 5x10 mM, testesteron + 5x10°
mM ve testesteron + 5x102 mM’lik uygulamalarda 0.00 adet olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).

BS iizerine eksplantlarin etkisi kullanilan konsantrasyona gore farklilik géstermistir. Bu
nedenle eksplant X konsantrasyon etkisi 6nemli (P< 0.05) olmustur (Cizelge 4.11). En
yiiksek BS, 2.50 adet ile hipokotil + 5x10° mM uygulamalarda gdzlenmistir. En diisiik
BS, hipokotil 5x102 mM ve kotiledon + tiim konsantrasyon uygulamalarinda 0.00 adet
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).



120

BS bakimindan, iki farkli eksplant iizerine farkli MCH ve konsantrasyonlarinin
uygulamasi ile alinan veriler sonucunda farklilik gozlenmistir. Bu nedenle uygulama
hormonu x konsantrasyon x eksplant etkisi 6nemli (P< 0.05) olmustur (Cizelge 4.13). En
yiiksek BS, 6.25 adet ile progesteron + hipokotil + 5x10% mM uygulamalarinda
gdzlenmistir. En diisiik BS, 17 B-ostradiol + hipokotil + 5x10* mM, 17 B-dstradiol +
hipokotil + 5x10° mM, 17 B-stradiol + hipokotil + 5x102 mM, 17 B-dstradiol +
kotiledon + tiim konsantrasyonlar, progesteron + hipokotil + 0.00 mM, progesteron +
hipokotil + 5x102 mM, progesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar, dstrojen +
kotiledon + tiim konsantrasyonlar, Ostrojen + kotiledon + tiim konsantrasyonlar,
testesteron + hipokotil + 5x10* mM, testesteron + hipokotil + 510 mM, testesteron +
hipokotil + 5x102 mM ve testesteron + kotiledon + tiim konsantrasyonlar

uygulamalarinda 0.00 adet olarak elde edilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.9 ve 4.10).
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tartisma

Diinyada 6zellikle bitkisel yag olarak kullanimi son derece yaygin olan kolza bitkisinin
tarimsal uygulamalar, yetistiricilik bakimindan ekonomik degerinin yiiksek oldugu kabul
goren bir gercektir. Ayn1 zamanda Tiirkiye’de de sahip oldugu avantajli 6zellikleri
dolayistyla var olan bitkisel yag a¢igimin kapatilmasi noktasinda kolza bitkisinin 6nemi
tartigilmaz niteliktedir (Oztiirk 2000). Bu bitkinin yalnizca bitkisel yag eldesinde degil,
ayn1 zamanda kiispe seklinde hayvan yetistiriciliginde de kullanimi1 son derece yaygindir.
Hem besinsel anlamda bitkisel yag olarak hem de hayvan yetistiriciliginde yiiksek protein
icerikli ve zahmetsiz kiispe olarak kullanimi1 bakimindan kolza bitkisinden elde edilen
verimin gelistirilmesi, bu dogrultuda bilimsel g¢alismalarin artirilmasi1 son derece

kiymetlidir (Toker vd 1998; Aytag 2007).

Kolza bitkisinden elde edilen yag; iceriginde insan sagligi i¢in faydali olan omega-3, oleik
asit gibi yag asitlerini ihtiva etmesi, igerdigi doymamis yag asitlerinin insan tiiketimine
uygun araliklar kapsaminda bulunmasi, doymus yag asit igeriginin ise diger bitkisel
yaglara kiyasla daha diisiik nitelikler sergiliyor olmasi ile diinya iizerinde yer alan en
saglikl bitkisel yaglardan biri olarak gosterilmektedir (Carvalho et al. 2006, Aytag 2007,
Kolsaric1 2006).

MCH’lerin 1900’1l yillarin baslarinda kesfedildiklerinden bu yana eksojen olarak bitki
biiyiime ve gelismesi lizerine etkileri aragtirilmaya ve incelenmeye devam edilmektedir.
Ancak yapilan ¢alismalarin bu dogrultuda yeterli bilgi birikimi sagladigini ifade etmek
olduk¢a zordur. Bu kapsamda yapilan bu tez ¢alismasiyla MCH’lerin kolza bitkisinin
biiyiime ve gelismesine ne diizeyde etki ettiginin, sitogenetik bakimdan olusturabilecegi
etkilerin, ayn1 zamanda doku kiiltiirii uygulamalarinda bitkinin rejenerasyon kabiliyetinde
ne gibi degisiklikler olusturacaginin arastirilmasi, incelenmesi amaclanmistir. Bu amacla

dort farkli memeli cinsiyet hormonunun kontrol hari¢ dort farkli dozu kullanilmak



122

suretiyle etki degerlendirilmesi yapilmistir. Bu caligmada ayni zamanda ana hedef,
literatlirde pek ¢ok calismaya konu olan memeli cinsiyet hormonlarinin, heniiz kabul
edilmemis olsa da bitki bliylime diizenleyicileri olarak pratikte degerlendirilebilir olup

olmadigini belirlemektir.

MCH'’lerin kullanildig1 c¢alismalar, ¢ogunlukla bitkilerin morfolojik niteliklerine olan
etkilerini saptama amaciyla yapilmistir. Bu morfolojik parametrelerin ¢imlenme orani,
fide uzunlugu, kok ve siirgiin uzunlugu ve agirliklari seklinde oldugu ve bu parametrelere
MCH’lerin 6nemli diizeyde etkiler gosterdigi literatiirde karsilasilmakta olan bilgiler
arasindadir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda da literatiirdeki verilere paralel nitelikte sonuglar
elde edilmistir. MCH’lerin ¢imlenme oran1 {izerine olan etkilerinin konsantrasyona bagl
olarak degisiklik gosterdigi tespit edilirken, 06zellikle hormonxkonsantrasyon
interaksiyonunun istatistiksel olarak cok énemli (P< 0.01) oldugu anlasilmistir. Ostrojen
(5%10° mM, 5x10* mM, 5x10° mM, 5x102 mM), testesteron (5x10° mM ve 5x10*
mM), progesteron (5x10° mM, 5x10* mM, 5x10° mM) ve 17 B-6stradiol (5x10° mM,
5x10* mM) hormonlarinin hepsi farkli dozlarda gimlenme oranmni kontrol bitkilerinin
gelisimi kadar etkin sekilde etkilemistir. Cimlenme oranini en kotii sekilde etkileyen
hormonlar arasinda Ostrojenin olmamast dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen bu veri
literatiirdeki verilerle ortiismektedir (Kogl 1936, Love and Love 1945, Bonner and
Axtman 1937). Testesteron (5x10° mM, 5x102mM), 17 B-6stradiol (5103 mM 5x107?
mM) ve progesteron (5x102mM ) hormonlarinin belirtilen dozlarinin ¢imlenmeye efektif
bir katkist olmadigi agiktir. Genellikle uygulamasi yapilan hormonlarin biiytik
cogunlugunun doz bakimindan ¢imlenme oranimi etkiledigi goriilmekte, bu verilerin
literatiirle uyustugu dikkat cekmektedir. Daha once yapilan caligmalarda da memeli
cinsiyet hormonlarinin diisiik dozlarda ¢imlenmeyi etkin bir sekilde uyardigina rastlamak
miimkiindiir. Dolayisiyla MCH’lerin bitki biiylimesini destekleyecek {iriin olarak
kullaniminda diisiik dozlariin kullanimi1 daha mantikli olacaktir (Gioelli 1942; Shore et
al. 1992; Janeczko 2000).

Cimlenme hiz1 katsayisi tlizerinde de konsantrasyon farkliliklarinin hormonlarla ortaya

koydugu interaksiyonun ¢ok énemli (P< 0.01) oldugu kaydedilmistir (Cizelge 4.1).
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Cimlenme hiz1 katsayisin1 dikkat ¢ekici bir sekilde artiran hormon Ostrojen olmustur.
5x10*mM konsantrasyonunda 34.89 olmustur. Diger taraftan ¢imlenme hiz1 katsayisini
testesteron (5x107° mM, 5x102mM), progesteron (5x102mM) ve 17 B-ostradiol (5x1073
mM, 5x10"2mM) hormonlarinin belirtilen konsantrasyonlarmi etkilemedigi goriilmiistiir.
Bu yapilarin etki derecelerinin konsantrasyon bagimli bir sekilde ¢imlenme hizi tizerinde
kimi zaman inhibisyon kimi zaman da aktivasyon etkisinin olmasi, belirli dozlarda
cimlenme siirecini tesvik eden modiilator madde olarak etki gosterdigini kanitlamaktadir

(Shore et al. 1992; Gioelli 1942).

Ortalama ¢imlenme zamani tizerine MCH’lerin etkisine bakildiginda, pek ¢ok parametre
bakimindan olumlu sonuglar sergileyen &strojen hormonunun (5x102 mM ) en uzun
¢imlenme zamanina neden oldugu (4.39 giin) sonucu goze carpmaktadir. Her ne kadar
Ostrojenin biiylime ve gelismeye pozitif katkilari biliniyor olsa da, ¢imlenme zamaninm
kisaltma noktasinda bu basariyr ortaya koyamiyor olusu sasirticidir. Konsantrasyon
farkliliklarinin hormonlarla olan interaksiyonunun ¢ok 6nemli oldugu ¢alismada, en kisa

¢imlenme zaman testesteronun 5x 10 konsantrasyonunda tespit edilmistir.

En yiiksek ¢imlenme giicii indeksi (1757.67) ulagsmay1 saglayan Gstrojen hormonunun
5x10* mM konsantrasyonundan tespit edilmis olup, dstrojen hormonunun ¢imlenmeye
olan etkinliginin standart basarisindan taviz vermedigi goriilmektedir. Diger uygulanan
hormonlarin bazi doz gruplarinin etkinlik sergilemedigi durumlarda dahi dstrojenin tiim
dozlarinda vigor indeksine bir etki gorebilmek miimkiin olmustur. Gii¢ indeksinde yiiksek
sonuglar veren uygulamalar arasindaki basarisina paralel bir sekilde ¢gimlenme hizi en
yiiksek olan uygulamanin progesteron hormonunun 5x10° mM konsantrasyonu (11.34)
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen bu sonuclara gore ozellikle hizli bir sekilde
cimlenmeyi saglayabilmek icin progesteron uygulamasinin faydali olabilecegi

distintilmektedir (Dogra and Thukral 1989; lino et al. 2007).

Ostrojen hormonunun ¢imlenme giicii indeksi bakimindan en yiiksek degeri (1757.67)
veren uygulama (5x10* mM) olmasi, ¢imlenme hizina olmasa da ¢imlenme giiciine

pozitif katki sagladigmi kamtlar niteliktedir. Ozellikle 5x102 mM, 5x10° mM
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konsantrasyonlarinda testesteron, progesteron ve 17 B-ostradiol hormon uygulamalarinin
¢imlenme giicii indeksinin 0.00 olmasi, bu hormonlarin doz ayarlamasinin ¢imlenme
cikisini tesvik etmede dikkatli bir bi¢imde yapilmasi gerektigini vurgulamaktadir.
Ostrojen hormonunun bitkilerin ¢im gelisimini giiglii bir sekilde uyarmasi, her ne kadar
bu siireci hizlandiramiyorsa da, daha saglikli, topraga daha giiclii bir sekilde baglanmis
bitkilerin yetistirilmesi amaci dogrultusunda olduk¢a umut verici bir gelismedir (Thukral

and Sharma 1992; Erdal et al. 2010a,b).

Cizelge 4.1°de goriildiigii tizere kok uzunlugu tizerine ¢esitli konsantrasyonlarda hormon
uygulamasmin istatistiksel agidan ¢ok 6nemli oldugu anlasilmistir. En yiiksek kok
uzunlugu verisini saglayan hormon 5x10* mM konsantrasyon ile dstrojen hormonu
(11.57 cm) olmustur. En disiik etkinin ise 5x10° mM’lik konsantrasyon ile 17 B-
ostradiole (5.17 cm) ait oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Elde edilen verilerin
uygulanan hormon konsantrasyonlarindaki farkliliklar dolayisiyla literatiire katki
sagladigl, bazi bitki tiirlerinde elde edilen verilerle ortiistiigi (Shore et al. 1992;
Bhattacharya et al. 2000), baz1 bitki tiirlerinde yapilan ¢aligmalardan ise farkli veriler
sergiledigi (Guan et al. 1988; Bhattacharya et al. 2000) goriilmiistiir. Elde edilen veriler;

yapilan bir ¢caligmada Gstrojen, 17-B-0stradiol, testosteron ve 17-a hidroksi progesteron

hormonlarimin 104, 10 ve 10® M konsantrasyonlarda 10 giinliik bugday tohumlarinin
kok uzamasini kontrol bitkilere oranla onemli derecede artirmasi ile ilgili veriyle

ortiismektedir (Dogra and Thukral 1991a).

Uygulanan hormonlarin konsantrasyonlarla iliskisinin ¢ok 6nemli oldugu caligsmada,
ostrojen hormonu (5x10* mM) kok uzunlugu parametresinde oldugu gibi siirgiin
uzunlugu parametresinde de en yiiksek veriyi (6.01 cm) saglamay1 basarmistir. Kok
uzunlugu verisine paralel bir sekilde siirgiin uzunlugunda en diisiik veri (3.68 cm) ise yine
17 B-6stradiol hormonunun 5x10° mM konsantrasyonundan elde edilmistir (Cizelge 4.4).
Ostrojen homonunun belirtilen konsantrasyonda kok ve siirgiin uzulugunun kontrol
gruptan daha yiiksek bir degerde olmasini saglamasi, standart uygulamalara Gstrojen
ilavesinin yapilabilirligine dair ¢arpici bir kanit olma niteligindedir (Shore et al. 1992).

Ostrojen hormonunun bitki biiyiime diizenleyicisi olarak kullamlabilirligini destekler
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nitelikte diger bir veri ise ortalama ¢im uzunlugunda en yiiksek degeri (14.47 cm)

vermesidir.

MCH’lerin kok ve govde biiylimesini ve gelismesini tesvik ettifine dair pek ¢ok
caligmaya rastlamak miimkiindiir (Fiedler 1936; Bonner and Axtman 1937; Love and
Love 1945; Geuns 1978; Janeczko and Skoczowski 2005). Ulasilan veriler
dogrultusunda; ¢imlenme ve iliskili parametreler tizerine MCH’lerin daha ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda etkin bir aktivite sergiledigi, gelismeyi dikkat ¢ekici nitelikte uyardigi
ifade edilebilmektedir.

Ostrojen hormonunun 5x10* mM konsantrasyonunun hem kok yas agirligi (0.0577 g)
hem de kok kuru agirligi (0.0037 g) iizerinde etkin bir iistiinliigliniin oldugu Cizelge 4.4’te
goriilmektedir. Kok yas ve kuru agirligi bakimindan en diisiik degerleri veren hormonun
testesteron (5x10™* mM) olmasi da dikkat ¢ekici bir veridir. Elde edilen verilerin aksine
Thukral and Sharma (1992) 6stron ve 17-B-ostradioliin 10 - 10® M konsantrasyonlarda
Brassica campestris fidelerinin gdvde kuru agirliklarimi artirdigmi, 10* M
konsantrasyonda ise azalttigini bildirmislerdir. Yine eldeki verilerle paralel olarak
Ostrojen uygulamalarmin kuru ve yas agirliklart belirli oranda artirdigini bildiren
calismalarin varligindan da s6z etmek miimkiindiir (Kogl and Haagen-Smit 1936; Dogra
and Thukral 1989).

Ostrojen hormonunun kolza bitkisinin siirgiin kuru (0.0113 g) ve yas agirhg (0.4667 g)
lizerine en dikkat gekici etkiyi yaptig1 fark edilmektedir. 5x10*mM konsantrasyonundaki
Ostrojenin diger hormonlarin pek ¢ok konsantrasyonuna kiyasla basarili bir etki sundugu,
ancak kontrolle karsilastirildiginda ise gézle goriiniir bigcimde kontrol seviyesinin lizerine
cikamadigi saptanmistir. Elde edilen verilerin Shore et al. (1992) tarafindan yapilan
caligmayla ortiismekte, ancak 17-B-0stradioliin de benzer etkiyi yaptig1 sonucuna ulagan
calisma ile bu tez calismasi cakismaktadir. Ciinkii yapilan bu tez ¢alismasinda 17-B-
ostradioliin 5x10* mM konsantrasyonunun siirgiin yas agirhigmi en diisiik seviyede

gelistiren hormon uygulamasi oldugu bulunmustur.
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Hiicre boliinmesi canliligin devami i¢in gerekli olan fizyolojik bir siirectir. Biiyliime ve
gelismenin temel parametresi olan mitoz boliinme, ayni zamanda genetik bilginin dogru
ve eksiksiz bigimde aktarilmasinin da anahtar1 olarak goriilmektedir. Bu ¢calismanin diger
bir amact MCH’lerin kromozom anomalilerine neden olup olmadigi, mitotik indeksi ne
derecede etkiledigi, mitoz boliinme agamalarina hangi sekilde etki ettigine dair veri elde
etmektir. Bu c¢alismada MCH’lerin hem normal hem de farkli konsantrasyonlarda
¢imlendirilen kolza tohumlarinin kék ucu hiicrelerindeki mitotik indeks ve kromozom

davranislari tizerine etkileri karsilastirmali olarak arastirilmastir.

Literatiirde eksikligi goriilen MCH yapilarinin sitogenetik siireglere etki derecesinin
tespiti de bu ¢alisma sayesinde ortaya koyulmustur. Mitoz boliinmenin hazirlik asamasi
olarak kabul goren interfaz safthasinin ardindan gelen profaz sathasinin oraninmi dstrojen
hormonunun 5x10* mM uygulama dozu ile %85.8 oranma ¢ikardig1 tespit edilmistir.
Cizelge 4.6°da verilen bilgiler dogrultusunda, kontrol grubunun sahip oldugu %68.13’liik
profaz oranin1 Gstrojen uygulamasinin  %17.6 oraninda artirdigi, ancak ayni
konsantrasyondaki testesteron (%65.4) ile 17-B ostradiol (%66.73) hormonlarinin bu

orani kontrol grubunun sahip oldugu oranin altina diisiirdiigli gortilmustiir.

Uygulanan tiim hormonlar ve konsantrasyonlarinin tamaminda kontrol grubundan daha
yiiksek etki gosterebilen bir gruba rastlanmamistir. Metafaz oranlar1 genelde kontrol
grubunun alt degerlerinde olan uygulamalar arasinda en diisiik etkiyi sergileyen uygulama
testesteronun  5x10% mM konsantrasyonundaki uygulamasi olarak goriilmektedir
(Cizelge 4.6).

Anafaz oraninda da metafaz oranina benzer sekilde kontrol grubunun iizerinde bir aktivite
sergileyen uygulama konsantrasyonunun varligina rastlanmamistir. Hormonlarla
uygulama konsantrasyonlarinin iligkisi diger bdlinme asamalarinda oldugu gibi
istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (P< 0.01) olmustur (Cizelge 4.5). Ayni sekilde telofaz
oranininda da memeli cinsiyet hormonlarinin uygulanan farkli konsantrasyonlarinin
hi¢birinde kontrol grubundan iistlin bir aktivite gdzlenmemistir. Tiim memeli cinsiyet

hormonlarinin uygulamalar1 sonucunda, mitoz bdliinmelerin tiim agamalarinda en diisiik
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etkiyi ortaya koyan hormon uygulamasmin testesteronun 5x10# mM’lik konsantrasyon
uygulamasi olmas1 da dikkat cekici bir veri olarak goze carpmaktadir. Eksojen olarak
diger hormonlarda da oldugu gibi testesteron hormonunun bitkilere uygulamasinin
meristematik hiicrelerde mitoz boliinmeye yonelik uyarimi standartin da altinda
kalmasina neden oldugu sonucu; bu hormonun pratikte uygulamalarinin kisith olacagin

ifade eder niteliktedir.

Mitoz béliinme siirecinde ortaya cikabilen kromozom anomalileri, genellikle boliinme
stirecine disaridan bir miidahale sonucunda ortaya ¢ikan, devaminda hiicre boliinmesinde
gecikmeye, dolayisiyla biiyiime ve gelismede inhibisyona neden olmaktadir. Bu
calismada uygulanan hormonlar ve bu hormonlarin konsantrasyonlari arasindaki
interaksiyonun istatistiki ag¢idan ¢ok Onemli oldugu Cizelge 4.5’te goriilmektedir.
Boliinme sathalarinin oranlarinda azalmaya sebep olarak negatif etkinlik ortaya koyan
testesteron hormonunun 5x10* mM’lik konsantrasyonunun en yiiksek derecede
kromozom anomalilerine neden olan uygulama olmasi sonucuyla birlikte ¢alismanin
kendi icerisinde tutarl veriler ortaya koydugu gosterilmektedir. Bitkilere uygulanan stres
kosullarinin bitki biiylime ve gelisiminde inhibitor nitelik sergileyebilecegi bilinmektedir.
Yapilan caligmalarda tuz stresinin kromozomlarin davranislarini olumsuz etkiledigi ve
cesitli anormalliklere neden oldugu bildirilmistir (Huiland and Zili 2001; Tajbakhsh et al.
2006; Tabur vd 2015) Bitkinin dogal ortamina disaridan yapilan bir miidahalenin bitkiler
tarafindan stres olarak algilanabilme ihtimali dolayisiyla MCH’lerin de stres kaynagi gibi
etki gosterip kromozom anormalliklerine neden olmus olabilecegi tahmin edilmektedir.
Bu calismada degerlendirilen diger parametrelerde oldukca pozitif veriler ortaya koyan
dstrojen hormonunun ise kontrol grubu ile kiyaslanmaksizin 5x10* mM ve 5x10°
mM’lik uygulamalariyla kromozom anormalliklerine en az neden olan uygulama oldugu

Cizelge 4.6’da goriilmektedir.

Mitotik indeks, mitoz bdliinmenin aktivitesiyle iligkili bir parametredir. Bu tez
caligmasinda uygulanan memeli cinsiyet hormonlarmin higbiri kontrol grubunun sahip
oldugu mitotik indeks degerine erisememistir. Pek ¢ok parametre iizerinde pozitif

nitelikler sergileyen 0Ostrojen hormonu ise bu parametre ilizerinde en diisiik etkiyi
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gostermistir (Cizelge 4.6). Elde edilen verilerin MCH’lerin bitki tarafindan stres ortami
olarak kabul goriir nitelik sergilemesi neticesinde alindigi diistiniilmektedir. Mitotik
indeksin stres kosullarinda azaldigina dair literatiirde pek cok veriye rastlamak
miimkiindiir. Bu dogrultuda elde edilen verilerin literatiirle ortiistiigi kabul edilebilir
nitelik arz etmektedir (Huang and Van Steveninck 1990; Katsuhara and Kawasaki 1996;
Lutsenko et al. 2005; Tabur ve Demir 2008; Cesur ve Tabur 2011).

Bitkilerin rejenerasyonunu uyarmak, tek bir hiicreden biitiin bir bitki elde etmek, genetik
degisiklikler i¢in uygun sartlarin saglanmasini saglayabilmek adina in vitro rejenerasyon
tekniklerinin son derece énemli oldugu bilinmektedir. Ozellikle genetik miihendisligi ile
ilgili ¢aligmalar ve bunun yaninda klonal cogaltimin saglanmasi i¢in siklikla bu
yontemlere bagvurulmaktadir (Ahmadabadi et al. 2007). Bu yontemlerin basarili
olmasinda pek ¢ok faktor rol oynamaktadir. Bu faktorlerin bir kismi ¢evresel oldugu gibi,
bir kismi da bitkinin genetik durumunu ifade een genotipiyle, in vitro tekniklerde
kullanilan eksplant tiiriiyle iligkilidir (Niizeki and Saito 1987). Bu ¢alismada transgenik
denemelere uygun olan, yilin her déneminde elde edilerek calisilabilen, biiyiik oranlarda
cabuk bir {iiretim saglayan kotiledon ve hipokotil yapraklarindan eksplant olarak

faydalanilmistir.

Calismada in vitro doku kiiltiiri deneyleri 2 asamali olarak gergeklestirilmistir. Okapi
cesidine ait kolza bitkisinin hipokotil ve kotiledon yapraklarinin eksplant olarak
kullanildigr bu calismanin ilk asamasinda; 4 farkli memeli cinsiyet hormonu (17p3-
Estradiol, Ostrojen, Progesteron, Testosteron) ve bunlarm 5 farkli konsantrasyonunu
(0.00, 5x10° mM, 5x10* mM, 5x10° ve 5x102 mM) iceren toplam 20 farkl kiiltiir
ortaminda karanlik ve 11k yetistirme sartlarinda baz1 in vitro paremetreleri iizerine etkileri
belirlenmistir. Ikinci asamasinda ise; sitokinin hormonunun (0.25 mg/l’lik TDZ
hormonu) bitki rejenerasyonu iizerine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla; 30 giin siiren
birinci asamanin sonunda elde edilen bitkilerin rejenerasyonuna daha Onceden

kullanilmis olan farklt MCH ve konsantrasyonlarinin ne derece etki ettigi aragtirilmistir.
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Calismanin ilk asamasinda 1s1kli ortamda MCH yapilarinin kolza bitkisi eksplantlarina
etkisinin arastiritlmasi noktasinda incelenen ilk parametre morfolojik degisim oranidir.
Morfolojik degisim orami iizerine Ozellikle hormon x eksplant x konsantrasyon
interaksiyonunun ¢ok dnemli oldugu, en yiiksek morfolojik degisim oranini sergileyen
uygulamanin ise progesteron + hipokotil + 5x10° mM uygulamasi oldugu saptanmistir.

Elde edilen bu verilerin ¢imlenme parametrelerinden farklilik arz etmesi dikkat ¢ekicidir.

Isikli ortamda, MCH’lerin etkilerinin incelendigi kiiltiir kosullarinda kallus olusum orant,
in vitro rejenerasyon bakimindan uygulamalarin ne derecede etkin olacagina dair temel
verileri saglamaktadir. MCH x eksplant x konsantrasyon interaksiyonlarinin ¢ok 6nemli
istatistiki bilgi sundugu bu calismada progesteron + hipokotil + 5x10° mM
uygulamasinin (%80.0) sagladig1 kallus olusum oraninin kontrol grubunda (%43.75) elde
edilen verinin yaklasik iki kati oldugu dikkat ¢cekmektedir. Progesteron hormonunun
esliginde elde edilen bu veriye diger uygulama gruplarindan yaklasik bir degerde dahi
sonu¢ ileten bir uygulamanin olmayisi, akillara progesteron hormonunun belirli
konsantrasyon ve belirli eksplantlarla iligkili olarak in vitro kiiltiirlerde pratik bir
kullaniminin olabilecegini getirmektedir. Literatiirde de progesteronun kallus gelisimini
uyardigina dair verilerin varligina rastlamak miimkiindiir (Dohrn et al. 1926; Butenandt
et al. 1930; Janeczko and Skoczowski 2005).

Kok olusturan eksplant ylizdesi parametresi bakimindan en basarili kombinasyonun
%87.5 oranla 17 B-dstradiol + hipokotil + 5x10° mM kombinasyonu olmustur. Bu iig
degiskenin birbiriyle interaksiyonun kok olusturma yilizdesi bakimindan ¢ok 6nemli
oldugu tespit edilen (Cizelge 4.7) bu calismada; elde edilen sonuglarin ¢ogunlukla
hipokotil eksplantlarindan elde edildigi dnemli bir ayrintidir. Janeczko et. al (2002)
tarafindan yapilan bir calismada her ne kadar 17 -0stradioliin ¢imlenmeyi, kok gelisimini
etkilemedigi saptanmissa da, uygun konsantrasyon, uygun eksplant se¢imi ile birlikte 17
B-0stradiol hormonunun etkin bir in vitro kok olusturma ajani olabilecegi bu calisma ile

gosterilmektedir.
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Siirgiin olusturma oraninda hormon, eksplant ve konsantrasyondan olusan 3’li
kombinasyonun interaksiyonlarinin istatistiksel olarak Onem arz etmedigi tespit
edilmistir. Ancak en yiiksek SOE oranina sahip kombinasyonun %8.75 ile progesteron +
hipokotil + 5x10° mM uygulamas1 olmustur. Literatiirde benzer verilerin varligina

rastlamak miimkiindiir (Zayed et al. 2011).

Bitki sayis1 lizerine eksplant, hormon tipi ve hormon dozundan olugsan kombinasyonlarin
birbirleriyle interaksiyonlarinin ¢ok énemli oldugu belirlenmistir. En ¢ok bitki olusturan
kombinasyonun &strojen + hipokotil + 5x10% mM uygulamasi olmasi ¢arpict bir
sonugtur. In vitro rejenerasyon parametrelerinde yiiksek basari katsayisi sergileyemeyen
Ostrojenin, bitki sayisi parametresinde kontrol grubunda elde edilen 3.75 adet bitki
sayisinin neredeyse 4 kati (11.25 adet) bir basar1 ortaya koydugu asikardir. Bu durum
Ostrojenin yapilacak calismalarla belirlenmesi gereken kosullarla, optimum ortamin
saglanmasi ile birlikte elde edilecek bitki sayisini artirmak suretiyle verime katki

saglayabilecegini gostermektedir.

Bu tez ¢aligmasinin in Vvitro rejenerasyon boliimiiniin ilk asamasinda, MCH yapilarinin
eksplantlar iizerinde karanlik ortam kosullarinda test edilmesi de s6z konusudur. Yapilan
bu calismalarin sonucunda pek ¢ok parametre degerlendirilmistir. Bu dogrultuda ilk
incelenen parametre morfolojik degisim oranidir. Elde edilen verilerin istatistiki olarak
farklilik arz etmedigi anlagilmistir. En yiiksek morfolik degisim orani %28.75 ile

progesteron + kotiledon + 5x10* mM uygulamasina ait olarak bulunmustur.

Incelenen parametrelerden bir digeri kallus olusum oranidir. Kallus olusum orani karanlik
kosullarda hormon, eksplant, konsantrasyon 3’lii kombinasyonun interaksiyonunun
istatistiksel olarak ¢ok onemli (P< 0.01) oldugu bir parametre olarak goriilmektedir
(Cizelge 4.9). Isikli ortamda elde edilen verileriyle ortiismeyen bir sekilde bu kosullarda
en 1yi kallus olusum orani1 gosteren kombinasyonun %31.25 ile dstrojen + kotiledon +
0.00 mM uygulamast oldugu goriilmektedir. Isikli ortam kosullarinda hipokotil
eksplantlarinin gelisim gosterdigi goriiliirken, karanlik ortam kosullarinda kotiledon

eksplantinin dikkat ¢eken bir aktivasyonunun oldugu goriilmektedir. Karanlik ortam
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kosullarinda 6zellikle yiiksek memeli cinsiyet hormonu konsantrasyonlarinin biiyiime ve
gelismeyi inhibe edici etkiler sergiledigi yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur (Lino
et al. 2007).

Karanlik ortamda en yiiksek kok olusturan eksplanta sahip kombinasyonun %78.75 ile
17 B-ostradiol + hipokotil + 5x10* mM uygulamasi oldugu tespit edilmistir. Testesteron
hormonunun da hipokotil eksplantlarin belirli konsantrasyonlarda elde edilen yiiksek
veriyi yakalamay1 basardigi, bu dogrultuda yalnizca 17 B-6stradioliin degil testesteronun
da karanlik kosullarda kok olusumunu artirdii sonucuna varilabildigi ifade

edilebilmektedir.

Siirgiin  olusturan eksplant orani bakimindan en basarili hormonun progesteron,
eksplantinin hipokotil oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.10). Ancak elde edilen verilerin

interaksiyon ag¢isindan istatistiki bir 6nemi olmadig ifade edilmelidir.

Karanlik biiyiitme sartlarinda, iki farkli eksplant tipinde (hipokotil ve kotiledon) farkl
MCH ve konsantrasyonlar1 kombinasyonu sonucunda bitki gelisimi gézlenmemistir. Bu

durumun karanlik ortam kosullart ile birebir iligkili oldugunu sdyleyebilmek miimkiindiir.

Bu tez ¢alismasinda gergeklestirilen in vitro doku kiiltiirii galismasinin ikinci agamasinda,
ilk asamanin 151kl1 ve karanlik kosullarinda 30 giin boyunca kiiltiire edilen ve bu siire
sonunda sag kalan bitkiler kullanilmistir. Canli kalmayi basarmis c¢ok az sayidaki
eksplantlarin rejenerasyonunu saglamak i¢in 30. giiniin sonunda 0.25 mg/l TDZ igeren
standart MS ortaminda 30 giin siire (1s1k/karanlik kosullarda) ile kiiltiire alinmiglardir. Bu
basamak ikinci asamay1 olusturmaktadir. Bu basamagin sonunda bazi parametrelerin

degerlendirilmesi yapilmistir.

Ikinci asamanin 151kl1 ortam kosullarinda elde edilen kallus yapilarinin olusum oraninin
hesaplanmasi, incelenen ilk parametredir. Bu dogrultuda en yliksek kallus olusum

oraninin kontrol gruplarinda hipokotil eksplantlarinda %100’liik bir oranla ortaya ¢iktigi
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goriilmektedir. Tim MCH yapilarinin biitiin konsantrasyonlarinin denendigi kotiledon

eksplantlarinin higbirinde kallus olusumu gézlenmemistir (Cizelge 4.12).

Embriyogenik kallus olusumlari, bitkilerin tek bir hiicreden biitiin bir bitki
olusturabilecek nitelikteki yapilaridir. Rejenerasyon kabiliyetleri son derece yliksek olan
bu yapilar, genellikle amaca yonelik olarak doku kiiltiirii ortamlarinda elde edilmek
istenen olusumlar arasinda yer almaktadir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda da bu yapilarin
olusum oranlan iizerine 3’lii kombinasyonun (hormon x eksplant x konsantrasyon)
interaksiyonunun etkisinin ¢ok énemli (P< 0.01) oldugu saptanmistir (Cizelge 4.11). En
yiiksek EKO oranmin %70.00 ile dstrojen + hipokotil + 5x10* mM uygulamasinda
oldugu dikkat c¢ekmektedir. Embriyogenik kallus olusturabilen tek hormon
uygulamasinin dstrojen hormonu ve konsantrasyonlari olmasi da dstrojenin basarisinin

ne derecede carpici oldugunu kanitlar niteliktedir (Cizelge 4.12).

Siirgiin olusturan eksplant orani bakimindan en basarili kombinasyonun %23.75 ile
dstrojen + hipokotil + 5x10° mM uygulamasi oldugu dikkat ¢ekmektedir. SOE orani
tizerine 3’1l kombinasyon interaksiyonlarinin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bu caligmanin kendi igerisinde ve literatiirle Ortiislir nitelikte oldugu goriilmektedir

(Zayed et al. 2011) .

EKO parametresinde carpict verisiyle dikkat ¢eken Ostrojen, olusan embriyogenik
kalluslarin bitkiye ¢evrilmesi noktasinda da basarili sonuglar sergilemektedir (Cizelge
4.12). En yiiksek BS, 23.75 adet ile 6strojen + hipokotil + 5x10™* mM uygulamasina aittir.
Shore et al. (1992) tarafindan yapilan bir ¢alismada dstrojenin 17p-estradiol’den ¢ok daha
etkin bir sekilde bitki biiyiime ve gelismesini uyardigi, belirli konsantrasyon araliginda
gelisimi daha etkin bir sekilde aktive ettigi ifade edilmistir. Sunulan bu verilerin yapilan

tez calismasiyla da ortiistiigii goriilebilmektedir.

Ikinci asamanin karanlik ortamda gelisimi kapsayan kisminda ilk incelenen parametre
yine kallus olusum oranidir. Karanlik ortam kosullarinda en basarili sonucu veren

uygulamalar hipokotil eksplantlarinin tiim MCH hormonlarindaki kontrol (%100)
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gruplaridir. Diger uygulamalarin bazi1 konsantrasyonlarinda aktivite gézlense de kontrol
grubuna yakin degerlerde etkinlik sergileyen bir uygulamanin varligindan bahsetmek son
derece zor goriinmektedir. Bu durumda MCH’larin 1sikla daha aktif bir etki

sergileyebildigi sonucu ¢ikarilabilmektedir.

Karanlik ortam kosullarinda EKO parametresinin istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (P<0.01)
oldugu, en yiiksek EKO oraninin %18.75 ile &strojen + hipokotil + 5x10° mM
uygulamasinda goriildiigii bilgisine rastlamak miimkiindiir (Cizelge 4.13, Cizelge 4.14).
Diger hormonlarin tiim konsantrasyonlarinda ve tiim eksplant tiplerinde EKO gelisimine
rastlanmamistir. Ancak yalnizca Ostrojenin hipokotil eksplantinda gergeklestirilen

uygulamalarda az da olsa bir EKO aktivitesi goriilebilmektedir.

Siirgilin olusturan eksplant oranina 3’1ii kombinasyon etkisinin istatistiksel olarak 6nemi
olmadig1 bu tez ¢aligmasinda, en yiiksek SOE oran1 %5.00 ile dstrojen + kotiledon +
5x10° mM uygulamas1 olmustur. Ostrojen pek ¢ok bakimdan gelisimi tesvik eden bir
steroid yapist olmasi dolayisiyla bu verilerin literatiirle ortiisiir nitelikte olmas1 sasirtici

olmamaktadir (Shemesh and Shore 2012).

Bitki sayis1 lizerine hormon x eksplant x konsantrasyon interaksiyonlarinin etkisi 6nemli
diizeyde (P< 0.05) nitelik arz etmektedir. En yiiksek bitki sayis1 ortaya koyan uygulama
ise 6.25 adet ile progesteron + hipokotil + 5x10* mM uygulamas1 olarak goriilmektedir.
Karanlik ortam kosullarinda rejenerasyonu tamamlayamadan canliligini kaybeden bitki
sayisinin artistyla, sonuglar her bir parametrede farkli nitelikler sergilemektedir. Bu

durumun karanlik ortam kosullarindan ileri geldigi asikardir.

5.2. Sonuc ve Oneriler

Memeli cinsiyet hormonlar1 hem bitkilerin kendileri tarafindan iiretilen hem de disaridan
yapilan uygulamalarla bilimsel ¢alismalarda kendilerine yer edinebilen steroid yapili
bilesiklerdir (Janeczko and Skoczowski, 2005). Giincel bilim diinyasinda siklikla

caligmalara konu olan MCH’lerin, kolza bitkisinde sitogenetik, ¢cimlenme ve doku kiiltiiri
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parametreleri konularinda yapilan ilk ¢alisma bu tez ¢alismasidir. Bu tez ¢alismasindan
elde edilen verilerin 1s18inda MCH’lerin ¢imlenme ve doku kiiltiirii basamaklari

bakimindan umut verici nitelikler sergiledigi sdylenebilir.

Cimlenmeye dair parametrelerde, 6zellikle strojenin 5x10* mM konsantrasyonunda
aktif bir etki sergiledigi acik¢a goriilmektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda
Ostrojenin bu konsantrasyonunun ¢imlenmeye katki saglayabilmek adina eksojen olarak
uygulanabilir preparatlarinin hazirlanabilecegi diistiniilmektedir. Ayni sekilde in vitro
doku kiiltiirii ortam sartlarinda da progesteron, Ostrojen, 17B-0stradioliin farkl
parametrelere farkli etkilerde bulundugu asikardir. Ozellikle embriyogenik kallus
gelisiminin dstrojen hormonunca uyariminin daha kolay saglandigi, kiiltiir kosullarinda

bu veriden faydalanilabilecegi diistiniilmektedir.

Sitogenetik verileri bakimindan MCH yapilarmin 6zellikle kromozom anormallikleri
olusturmasi ihtimallerinin oldugu, ¢ok yiiksek oranlar olmasa dahi, bu durumun olumsuz
bir nitelik sergiledigi asikardir. Mitotik indeks oranini kontrol grubunda elde edilenin dahi
altina disiiren MCH yapilarinin, bu etkilerini kdk ucunda yer alan meristematik
hiicrelerde ortaya koydugu unutulmamalidir. Gamet olusumundan sorumlu hiicrelerin
biiylimesi, boliinmesi ve kromozom eslemesinin bitkilerin genetik bilgilerini nesilden
nesile tasimalart i¢in gerekli oldugu diisiiniildiigiinde; bu steroid yapilarinin gamet
olusumundan sorumlu hiicrelere ne gibi etkilerde bulunacagi sorusu bir baska bilimsel

calismanin konusu olmaya adaydir.

Nitekim elde edilen verilerin MCH’lerin ¢imlenme, doku kiiltiirii veya sitogenetik gibi
alanlarin herhangi biri i¢in pratikte kullanimini saglamak adina optimum konsantrasyon
ayarlamasini gerekli kildigir son derece aciktir. Bu dogrultuda bu ¢alismanin yegane
onerisi MCH’lerin pratikte kullanimi i¢in etkili olan konsantrasyonun uygulamalari igin
daha genis capli denemelerin yapilmasi ve uygun kullanim preparatlarinin gelistirilmesi

icin bilimsel temelli projelerin gelistirilmesi olacaktir.
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