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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BUGDAY OLGUN EMBRiYO KULTURUNDE MEMELI CINSIYET HORMONLARININ KALLUS
OLUSUMU ve SOMATIK EMBRiYO OLUSUMUNA ETKiSi

Esra OTARAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ozcan CAGLAR
Ortak Danisman: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Genetik mithendisligi ¢alismalari, etkili bir rejenerasyon sistemi i¢in 6nemlidir. Bu yilizden caligmada
memeli cinsiyet hormonlarinin bugday olgun embriyo kiiltiiriindeki etkileri belirlenmeye caligilmistir.
Calismada 3 bugday ¢esidinin (Kirik, Palandoken 97 ve Nenehatun) endosperm destekli olgun
embriyolari, kallus olusumu i¢in, 4 farkli memeli cinsiyet hormon tipinin (17 B-Ostradiol, Gstrojen,
progesteron ve testesteron) 3 degisik miktarim (107, 10° ve 10° mM) iceren MS ortaminda kiiltiire
alinmistir.  Genotiplerin ve uygulanan memeli cinsiyet hormon tiplerinin ve dozlarinin kallus,
embriyogenik kallus, somatik embriyo ve rejenere bitki sayisinin olusumuna etkisi ¢ok 6nemli olarak
tespit edilmistir. Hormon konsantrasyonlarinin ise KSEKO olusumuna etkisi Onemsiz olarak
bulunmustur. Kallus olusum orani bakimindan %86,8, KSEKO orani1 bakimindan %19,6 ve rejenere olan
bitki sayis1 bakimindan ilk siray1 3,0 adet ile Paland6ken 97 ¢esidi alirken, ESEKO bakimindan en yiiksek
olusum %16,3 orani ile Nenehatun g¢esidinde tespit edilmistir. En yiiksek kallus olusumu %86,0 ile
testesteronda, en yiksek KSEKO ve ESEKO sirasiyla %23,8 ve %19,4 orani ile 17 B-6stradiolde
meydana gelirken, en yiiksek rejenere bitki sayis1 2,6 adet ile progesteronda bulunmustur.

Calismada rejenerasyon igin en iyi sonuglar Palandoken 97 gesidinde, progesteron hormonunun 10 mM

konsantrasyonundan elde edilmistir.

2012, 68 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Bugday, progesteron, 17 B-estradiol, dstrojen, testesteron, olgun embriyo kiiltiird,

hormon tipi, kallus olusumu, bitki rejenerasyonu.



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECTS of MAMMALIAN SEX HORMONES on CALLUS and SOMATIC EMBRIYO
FORMATION in WHEAT MATURE EMBRIYO CULTURE

Esra OTARAN

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops

Adviser: Asst. Prof. Dr. Ozcan CAGLAR
Assit. Adviser: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Genetic engineering studies are important for effective regeneration system. Therefore, the present study
was performed to determine the effects of mammalian sex hormones in wheat mature embryo culture.
Callus formation of endosperm supported mature embryos of 3 wheat genotype were cultured in MS
medium with 3 different doses of 4 mammalian sex hormones. The obtained results showed that
application of mammalian sex hormones stimulated callus and embriogenic callus development and
regeneration. There were significant effects of genotype and hormone types on the inductions of
embryonic callus, plant regeneration and somatic embryo formation. On the other hand, hormone
concentrations did not have any significant effect in KSEKO, whereas, there was significant effect on
embrogenic callus, somatic embryo formation and regeneration. The highest callus induction (86,8%) and
the highest plant regeneration (3,0%) were observed in genotype Palanddken 97. The highest plant
regeneration induction was in progesteron (2,6%) while the highest callus induction was in testesteron
hormone type (86,0%). The highest KSEKO was found in 17 B-estradiol (23,8%) and highest ESEKO
was in 17 B-estradiol (19,4%).

The best results for plant regeneration were obtained from Palandoken 97 genotype applied with 10° mM

progesterone hormone type.
2012, 68 pages

Keywords: wheat, progesteron, 17 B-estradiol, estrogen, testesteron, mature embryo culture, hormon

type, callus induction, plant regeneration.
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1. GIRIS

Insanlarin besin ihtiyaclarni karsilamasi bakimindan beslenme unsurlarinin basinda
gelen bugday, cesitli bircok besinin hammaddesi olmasi, hayvansal yem kaynagi olarak
kullanilabilmesi, ekim nobetlerindeki kullanilabilirligi ve bu nedenle de tarim

arazilerinin degerlendirilmesi acisindan 6nemli bir bitkidir.

Bugday, diinyada en cok {iretilen tahillardan birisidir (FAO 2012). Un, irmik, nisasta,
ekmek, bulgur, kuskus, tarhana, makarna, eriste, sehriye, kek, pasta, kurabiye ve biskiivi
gibi pek ¢ok kullanim alani olanaklarinin olmasi nedeniyle, yart mamul ve/veya mamul
iriine islenerek birgok alanda tiiketilmektedir (Shewry et al. 1997). Kolay
yetistirilebilmesi ve insanlarin beslenme aliskanliklar1 nedeniyle tahillar icerisinde

onemli bir yeri bulunmaktadir (Pyler 1988; Shewry et al. 1997).

2010 yili verilerine gore Tiirkiye’de toplam tahil ekim alani, yaklasik 12,1 milyon ha
olmus ve bu alan igerisinde bugdayin toplam ekim alami ise 8,1 milyon ha olarak
gerceklesmistir. Yine ayni yilin verilerine gore toplam tahil iiretimi 32 milyon ton
olarak gerceklesirken, bugday iiretimi 19 milyon ton, verim ise 243 kg/da olmustur

(TUIK 2012).

Giliniimilizde artan besin/iiriin ihtiyacim1 karsilamak i¢in ¢esitli alternatif kaynaklara
basvurulmus, ancak sinirli olan tarim arazileri nedeniyle insanlar birim alandan alinan
verimi artirict ¢aligmalara yonelmislerdir. Nitekim calismalarin ¢ogu bu yonde yapilmis
ve bu noktada da 1slah 6nem kazanmistir. Bundan dolay1 da ozellikle bitki molekiiler
biyolojisi ve genetik miihendisliginin gelisimiyle, bugdayin transformasyonu (gen

aktarim1) molekiiler 1slahta 6nemli konulardan biri haline gelmistir (Vasil 1994).

Genetik miihendisliginde tahillarin kullanimi, kallus olusumu ve bitki rejenerasyon
olusturma durumlarina baghdir. Doku kiiltiirlindeki ¢alismalarda bugdaydan kallus

tesekkiilii ve bundan meydana gelecek iyi bir rejenerasyonu; kiiltiir ortami (Mathias and



Simpson 1986; Elena and Ginzo 1988; Lazar et al. 1983; Fennel et al. 1996), genotip
(Sears and Deckard 1982; Mathies and Simpson 1986; Tuberosa et al. 1988;
Chowdhury et al. 1991; Fennel et al. 1996; Sehirali ve Ozgen 1998; Li et al. 2003;
Bregitzer 1992), donor (verici) bitki biiylime sartlar1 (Hess and Carman 1998) ve
eksplant (baslangi¢ materyalinin) kaynagi (Ozias-Akins and Vasil 1982; Maddock et al.
1983; Zhang and Seilleur 1987; Redway et al. 1990) gibi bir¢ok faktor etkilemektedir.

Genotip, bugdaymn kallusundan olusacak basarili bir rejenerasyon i¢in en Onemli
faktorlerden birisidir (Mathias 1990) ve yogun bir sekilde arastirilmistir (Fennel et al.
1996; Yu et al. 1999; Ozgen et al. 1998). Bugdayda kallus kiiltiiriinden etkili bir
rejenerasyon icin en iyi eksplant kaynagini olgunlasmamis embriyolar olusturmaktadir
(Redway et al. 1990; Ozgen et al. 1996; Ozgen et al. 1998; Mendoza and Kaepler 2002;
Patnaik and Khurana 2003; Zale ef al. 2004). Ancak elde edilmelerinin kolay olmayisi
ve bu durumun da sebep oldugu maliyet ve zaman g6z Oniinde bulunduruldugunda,
kullanimlar1 tercih nedeni olmamaktadir. Diger taraftan, bugdayda kallus olusumuna ve
meydana gelecek olan bitki rejenerasyonuna, genotip ve ortamin yapmis oldugu etkinin
de oOnemli oldugu yapilan arastirmalarda saptanmistir (Bohorova et al. 2001,

Przetakiewicz et al. 2003; Haliloglu and Baenziger 2005).

Bugdayda; olgunlasmamis embriyolar (Ahloowalia 1982; Sears and Deckard 1982;
Felfoldi and Purnhauser 1992; Bohorova et al. 1995), olgunlasmamis ¢igek yapilari
(Ozias-Akins and Vasil 1982; Maddock et al. 1983; Redway et al. 1990; Sharma et al.
1995), olgunlasmamis yapraklar (Ahuja et al. 1982; Zamora and Scott 1983), olgun
embriyolar (Ozias-Akins and Vasil 1983; Heyser et al. 1985; Kato et al. 1991),
mezokotil (skutellum ile koleoptil arasindaki nod) (Yurkova et al. 1982), tohumlar
(Gosch-Wackerle et al. 1979) ve apikal meristem (siirekli boliinen hiicrelerden olusan

doku) (McHugen 1983) somatik kallus kiiltiiriinde kullanilmaktadir.

Bugday ve tahillardan elde edilecek olan transgenik bitki, Agrobacterium tumefaciens
(Haliloglu and Baenzinger 2003) partikiil bombardimani (Patnaik and Khurana 2003)

araciligiyla yapilmaktadir. Yapilan ¢ogu calisma bugday transformasyonu iizerine



yapilmis ve eksplant kaynagi olarak olgunlasmamis embriyolar kullanilmistir. Fakat bu
eksplantlarin  kullaniminin sadece belirli donemlerde miimkiin olmasi ve elde
edilmelerinin kolay olmayist nedeniyle sorun olusturmaktadir. Bundan dolayr da
genetik transformasyon calismalarindaki kalluslarin iiretimi igin, olgun embriyolar

alternatif bir eksplant kaynagidir (Aydin vd. 2009).

Bitki gelisimini diizenleyiciler, bitki doku kiiltiiriinde tam bir embriyo tesekkiilii, kallus
(farklilasmamis hiicre toplulugu) tesekkiilii ve siirgiin olusumu tesviki gibi etkileri
nedeniyle kullanilmig ve etkileri incelenmeye calisilmigtir. Doku kiiltiirii ortaminda
bitki biiylime diizenleyicileri en énemli unsurlardan biridir. Bitkinin kendi biinyesinde
iretilip, biliyime ve gelismenin olacagi diger kisimlara tasinan c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi etkili olan endojen (i¢sel) organik bilesiklere bitki biiylime
diizenleyicileri denmektedir. Indol asetik asit (IAA), zeatin, zeatin ribozid, GA
(giberalik asit), absisik asit ve etilen bitkilerce iiretilen hormonlardir (Babaoglu vd.

2000).

Yapilan ¢alismalarda bir¢ok bitkide bu bitki biiylime diizenleyicilerinin yaninda, dogal
olarak memeli cinsiyet hormonlarinin da meydana geldigi ve bu hormonlarin
biyosentezi ve ¢cevriminden sorumlu enzimlerin bitkilerde mevcut oldugu belirlenmistir.
Bu cinsiyet hormonlarindan 17 B-0stradiol, adrosterone, testesteron veya progesteronun
bircok bitkide mevcut oldugu saptanmistir. Bu hormonlar ve 6n maddelerinin
uygulanmasinin, bitki tiiriine bagl olarak hiicre boliinmesi, ¢igeklenme, kallus olusumu,
kok, filiz, embriyo ve polen tiip gelisimi gibi durumlar etkiledikleri belirlenmistir

(Janeczko and Skoczowski 2005).

Bugdayin doku kiiltiiriinde 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid), NAA (o-—
naftalenasetik asit) ve IAA gibi oksinin farkl: tiirevleri kallus olusumu igin, sitokinin ise
(zeatin, 6-B, kinetin vs.) kallustan bitki rejenerasyonunun tesvigi i¢in kullanilmaktadir
(Bhaskaran and Smith 1990). Buna ragmen bugday olgun embriyo kiiltiiriinde yapilan

calismalarda memeli cinsiyet hormonlarinin kullanimina yonelik herhangi bir bilgiye



rastlanmamistir. Bu amagla bu aragtirmada bugday olgun embriyo kiiltliriinde memeli

cinsiyet hormonlar1 kullanilarak bugday doku kiiltiiriindeki etkileri aragtirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Memeli cinsiyet hormonlarindan dstrojenlerin 6ncii karakterleri ilk kez 1926 da Dohrn
ve arkadaglar1 tarafindan, sonra da 1930’lu yillarda Butenandt, Jacobi and Skarzyoski
tarafindan saptanmustir. 1980’11 yillarda ise hayvan ve insan cinsiyet hormonlarinin
bitkilerdeki kalitatif ve kantitatif analizleriyle ilgili bir¢cok arasgtirma yapilmistir
(Janeczko and Skoczowski 2005).

Memeli cinsiyet hormonlarinin bitkilerdeki varligiyla ilgili yapilan caligmalarda,
bitkilerin %60-80 inde 17 B-Ostradiol, androsteron, testesteron ve progesteronun mevcut
oldugu bulunmustur. Ayrica bu hormonlarin biyosentezi ve cevriminden sorumlu
enzimlerin de yine bitkilerde mevcut oldugu tespit edilmistir. Bitkilere bu hormonlarin
veya uyaricilarinin uygulanmasiyla hiicre boliinmesi, polen tiip gelisimi, kallus
olusumu, kok-siirglin gelisimi, embriyo gelisimi ve ¢iceklenme iizerine etkilerinin
oldugu belirlenmistir. Bu hormonlarin in vitro kiiltiirlerde ve pratikte kullanmalarina
etki eden faktor ise bitkilerdeki diizenleme kabiliyetleridir (Janeczko and Skoczowski

2005).

Memeli cinsiyet hormonlarindan, protein metabolizmasi ve minerallerin kontroliinde
gorevli olan; Gstrojen, androjen ve progesteron, temel steron karbon iskeletine sahip

bilesiklerin bir grubu olan steroitlere aittir (Sekil 2.1) (Janeczko and Skoczowski 2005).
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Sekil 2.1. Memeli cinsiyet hormonlarinin yapilar

Bitkilerde, 6strojen hormonu ve miktarlarinin belirlenmesinde, Kober renk reaksiyonu

gibi bazi analitik yontemler kullanilmaktadir. Ancak, bitkilerdeki Gstrojen seviyesinin



diisiik olmasi nedeniyle, bu hormon miktarinin belirlenebilmesi i¢in daha hassas

yontemlerin kullanilmas1 dnerilmektedir (Van Rampuy and Zeexaart 1979).

Radioimmunoassay (RIA) yoOntemiyle, bitki biinyesinde bulunan milyonda bir
seviyesindeki hormon miktari tespit edilmeye calisilmig ve 50 familyaya ait 128 tiirde
memeli siteroitlerinin bulundugu miktarlar belirlenmistir. Yapilan c¢alismada bitki
gelisimi siiresince steroitlerin iceriginin bitki kisimlarina, cesidine ve tiiriine baglh
olarak degistigi bildirilmistir. Arastirmacilar, bu steroitlerden androsteron ve
progesteronun arastirmaya tabi tutulan bitkilerin yaklasik %80’inden fazlasinda
bulundugunu belirtmislerdir. Yine aynmi caligmaya gore arastirmaya tabi tutulan
bitkilerde androjenlerin (testesteron ve dihydrotestesteron) %70’inde, Ostrojenin (dstron

ve 17 B-Ostradiol) ise %50’sinde bulundugu tespit edilmistir (Simons and Grinwich

1989).

Brassica campestris (Salgam), Zea mays L. (Misir) ve Ginkgo biloba L. (Mabet agaci)
bitkilerinin stil ve polenlerinde, Ostrojen ve 17 B-Ostradiol icerigini belirlemek ig¢in
Zhang et al. (1991) RIA yontemini kullanmiglardir. Yapmig olduklart incelemede bu
bitkilerin polenlerinde 8-35 pg/g’ fw., Lilium davidii Duch. bitkisinin disicik
borusunda ise 24-40 pg/g’ f.w. konsantrasyonunda 17 P-6stradiol bulundugunu
belirlemislerdir. Diger taraftan, yine ayni arastirmacilar ¢iceklenme gelisimi siiresince,
Ostrojen ve Ozellikle 17 B-Ostradioliin konsantrasyonlarinda degismeler oldugunu

bildirmislerdir.

Bazi bitkilerin pistillerinde ve polenlerinde testesteronun varligi ve miktarin1 Elisa
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) metodunu kullanarak belirlemeye calisan
Zhong-han et al. (1994); Pinus bungeana Zucc. ex. Endl. (11 ng/g'1 d.w), G. biloba (87
ng/g”" d.w.) ve Pinus tabulaeformis Carr. (27 ng/g”’ d.w.) bitkilerinin polenlerinde
testesteronun bulundugunu belirlemislerdir. Ancak Juglans regia L. (Ceviz) ve B.
campestris bitkisinde ise herhangi bir varligina rastlamadiklarin1 belirtmislerdir. Yine
ayni arastirmacilar, L. davidii Duch. bitkisinin pistilinde ise testesteron hormonunun

bulundugunu gozlemlediklerini kaydetmislerdir.



RIA ve electrochemi-luminescence immunoassay teknigi kullanilarak Solanum
glaucophyllum Desf. bitkisinde yapilan bagka bir calismada, bitki organlarinda ve
kalluslarinin lipit fonksiyonlarinda, 17 B-0stradiol ve dstrojenin bulundugu belirtilmistir

(Milanesi et al. 2001).

Memeli cinsiyet hormonlarinin in vitro sartlarda uygulanmasina yonelik yapilan
calismalarda, hormonlarin yapmis olduklar1 etkiler belirlenmeye calisilmistir. 20. yy
baslarinda in vitro ortamda izole edilen bezelye embriyosu iizerine yapilan bir
calismada, Ostrojenin embriyo gelisimini tesvik ettigi bulunmustur (Bonner and Axtman
1937; K6gl and Haagen-Smit 1936). Yine, Helmkamp and Bonner (1952), 1 mg/dm’
konsantrasyonundaki  Ostrojeni  bezelye embriyosuna uygulayarak, bezelye

embriyosunun gelisimini tesvik ettigini bildirmistir.

Love and Love (1945), cinsiyet hormonlariyla ilgili yaptiklar1 ¢alismada ostron ve 17 -
Ostradioliin, Melandrium dioeicum spp. Rubrum, Rumex acetosa L. (Kuzukulagi) ve
Anthoxanthum aristatum Boiss. (Yillik kokuotu) bitkilerinin koklerindeki meristem

aktivitesini tesvik ettigini belirlemislerdir.

1937°de Chouard, steroitlerin bitkilerdeki generatif gelisime etki ettiklerini bildirmigtir
(Geuns 1978a). Yine baska bir calismada 17 B-Ostradioliin, Callistephus sinensis L.
(Saray pati1) bitkisinin generatif gelisimi ve Lemna minor L. (Su mercimegi) bitkisinde
ise ¢iceklenmeyi tesvik edici etki yaptigi belirtilmistir (Czygan 1962). Diger taraftan,
bitki basina uygulanan 0,1 pg konsantrasyonundaki dstrojenin, yaklasik %40 oraninda
Pisum sativum L. (yem bezelyesi) bitkisinin gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir

(Kopcewicz 1969).

Yapilan diger calismalarda kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunda, genotipler
arasinda meydana gelen farkliligin, endojen (bitki biinyesindeki) hormon seviyesindeki
farkliliktan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Carman 1990; Bhaskaran and Smith
1990).



Atakan (2011) yapmus oldugu calismada, testesteron hormonunun (107 M), domates
bitkisindeki cicek sayisi iizerine etkisini dnemli olarak bulmustur. Calismaya gore en
fazla gigek testesteron (107 M), en az ¢igeklenme ise dstrojen (10° M) hormonunda
gerceklesmistir. Yine ayni ¢alismaya gore testesteron (10° M) hormonu en uzun fide
kok verimini saglarken, en kisa kok gelisimi ise yine ostrojen (10° M) hormonunda
meydana gelmistir. En yiiksek tohum c¢imlenmesi Ostrojen (107 M) hormonunda
meydana gelirken, en az ¢imlenme kontrol grubunda olusmustur. Yine Hacibektasoglu
(2011)’nun hryar bitkisinde yapmis oldugu c¢alismada, en fazla fide kok uzunlugu
testesteronda (107 M) meydana gelirken, en az Gstrojen (10° M) hormonunda

gerceklesmistir.

Yapilan bir bagka ¢alismada (Kopcewicz 1971), memeli cinsiyet hormonlarinin bitkilere
uygulanmasiyla, ¢ift evcikli bitkilerde ¢igeklerdeki cinsiyetin iizerine farkli etkiler
yaptig1 bildirilmistir. Nitekim, Ecballium elaterium L. (Esek hiyar1) bitkisine uygulanan
Ostrojenler, toplamdaki ¢igek sayisinda degisiklige sebep olup, disi ¢iceklerin, erkek
cigceklere olan oranini artirmigtir. Yine aynm sekilde uygulanan androjenler ise erkek
cigeklerin oranini artirarak cinsiyet lizerindeki tartigsmali etkisini gézler 6niine sermistir.
Cucumber (Hiyar) bitkisine uygulanan testesterondan ziyade 17 B-Ostradiol, bitkideki
disi ¢icek sayisini artiricr etki gostermistir. Yine yapilan bu ¢aligmaya gore ilk cicegin,
kontrol bitkilerinde 4. nodda goriildiigii, hormon uygulanan bitkilerde ise 1. nodda

meydana geldigi belirtilmistir (Gawienowski ef al.1971).

Bitki basina 5-15 pg konsantrasyonunda 15 giin siireyle uygulanan 17 B-0stradioliin,
normal sartlarda generatif gelisim gostermeyen Salvia splendens Sell. (Ates ¢icegi)
bitkisinin generatif gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir. Ancak uygulanan androjenlerin
ise generatif gelismede etkisinin olmadig1 belirtilmistir (Kopcewicz and Porazinski
1974). Farkli bir calismaya gore ise vernalize olmayan Cichorium intybus L. (Yabani
hindiba) bitkisine uygulanan Ostron ve 17 B-Ostradiol, bitki ciceklenmesini tesvik
etmistir (Kopcewicz 1970). Diger taraftan bu 0Ostrojenlerin uygulandigi bitkilerin

ciceklenme orani %55 ve %85 olurken, kontrol bitkileri vejetatif donemde kalmiglardir.
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Medicago Sativa ile ilgili serada kontrollii sartlarda yapilan bagka bir caligmada ise
(Awad 1974), 17 B-6stradiol, Ostron ve steroidal dstrojenlerin uygulanmasi sonucunda;
0,5 ve 0,005 pg/dm™ oranindaki Gstrojenin kok ve govde kuru agirhgmi artirdigini, 50-
500 pg/dm” konsantrasyonuda ise bitki biiyiimesini engelledigini belirlemislerdir.
Ostrojenin biiyiimedeki etkisi, nitrojenin yoklugunda daha da belirgin olmus ve
dstrojenin bilyiime artisindaki etkisi 17 p-Ostradiolden daha fazla olmustur. Ostrojen
uygulamasinin bitki biiylimesi, azot fiksasyonu aktivitesi ve nodiil olusumundaki etkisi

ise dnemsiz olarak bulunmustur.

Salvia splendens bitkisine uygulanan testesteron gibi androjenlerin, bitkide generatif
gelismeyi tesvik edemedigi bildirilmistir (Kopcewicz and Porazinski 1974). Benzer
sekilde Biswas et al. (1967), Chrysanthemum sp. (kasimpati1) bitkisinde androjenlerin
ciceklenme {izerine etkisinin olmadigini belirtmistir. Buna karsin androsteron ve
androsteredionun mutlak kishk bugdayda vernalizasyon ihtiyacin1 karsiladigr ve
basaklanmanin baslangi¢ siiresinin 10-30 giin daha erken, basaklanma oraninin ise
%100 oldugu bildirilmistir (Janeczko et al. 2002). In vitro ortamlarda yapilan
calismalarda Ostrojenin, vernalizasyona ve fotoperyoda ihtiyag duyan bitkilerde
cigeklenmeyi tesvik etmek icin kullanilabilecegi, kislik bugday ve Arabidopsis Thaliana
L. bitkilerinde ispatlanmistir (Janeczko et al.2002; Janeczko et al.2003a).

Aycicegi bitkisinin kok ve slirglin gelisimi iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin
etkisini arastiran Bhattacharya and Gupta (1981), bitki basina uygulanan 0,25 pg 17 B-
Ostradiol ve progesteronun siirgiin gelisimini artirdigini, kok gelisimini ise engelledigini
bildirmislerdir. Yine ayni arastirmacilar 0,1 ve 0,25 pg konsantrasyonundaki
testesteronun kotiledon aksiller (koltuk alt1) tomurcuk olusumunu artirdigini, buna
karsin en iyi kok gelisiminin ise 0,1 pg konsantrasyonundaki progesteronda meydana

geldigini saptamiglardir.

Ostrojenler yapilan bircok calismaya gére bitki biinyesindeki; aktif eriyebilir
proteinlerde, seker ve fotosentetik pigmentlerde, klorofil ve karetenoidlerde niikleik

asitlerin birikimini artirmis ve fotosentetik islevleri tesvik edici etki yapmistir (Bajguz
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and Czerpark. 1996; Czerpark 1993; Geuns 1978b; Gross and Parthier 1994; Heftman
1975; Hewitt et al. 1980; Janik and Adler 1984; Jones and Roddick 1988; Slama 1980;
Kopcewicz 1969; Kopcewicz 1970; Kopcewicz and Rogozinska 1972).

Ostrojen ve progesteron, bitkilerde hiicre bdliinmesi, polen biiyiimesi, filizlenme ve
cigeklenmeyi tesvik etmektedir. Nitekim, Arabidopsis thaliana bitkisinde memeli
cinsiyet hormonlarinin etkileri aragtirilmis, testesteron ve androsteronun, progesteron ve
Ostrojenden daha fazla ¢igeklenmeyi uyarici etki yaptiklart belirtilmistir. 1,0 ve 0,1 uM
konsantrasyonundaki androstenedion ve androsteron %96 oraninda generatif bitki
ylizdesini artirmig, kontrol bitkilerindeyse bu durum %41 oraninda gdzlemlenmistir.
Buna karsin 0,1 uM konsantrasyonunda uygulanan dstrojenin ise generatif bitki sayisini
azalttigr bildirilmistir. Calismaya gore progesteron, Ostrojen ve 17 [-Ostradioliin
uygulamasi androstenedion ve androsteron kadar ¢igeklenmeyi tesvik etmemistir

(Janeczko et al. 2003a).

Mung bean ve domates fidelerine uygulanan 6strojenin, yaprak kivrilmasi ve epinasti
(uyku) gibi morfolojik anormalliklere sebep oldugu yapilan ¢alismalarda
gozlemlenmistir (Guan and Roddick 1988a; Guan and Roddick 1988b). Diger bir
calismada (Bajguz and Czerpak 1996) Chlorella vulgaris bitkisine uygulanan 10 M
ve 107 M konsantrasyonundaki 17 P-stradioliin, klorofil ve karetenoid igerigini
artirdigi, 10° ve 10® M konsantrasyonunda ise bitki gelisimini tesvik ettigi

bildirilmistir.

Guan and Roddick (1988a), besi ortaminda 6stron ve 17 B-Ostradioliin siilfat tiirevlerini
1 uM konsantrasyonunda kullanmiglar ve domates filizlerinin kok gelisimini ve siirgiin

sayisini azalttigini bildirmislerdir.

Mistr bitkisine 10 ve 10° M konsantrasyonlarinda uygulanan 6stron, testesteron ve
pregnenolon asetat’in bitki gelisimini artirdigi, ayrica bitkideki ¢igeklenmenin de erken

olmasini sagladigi bildirilmistir (Bhardwaj and Thukral 2000).
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Daucus carota L. (Havug) bitkisine 3-12 mg/dm™ konsantrasyonunda 17 B-6stradiol
uygulanmasiyla ortamdaki kallus olusum oran1 %100 olmus ve ayrica bitkideki klorofil
sentezinin de tesvik edildigi bildirilmistir (Geuns 1978a). Yine diger bir ¢alismaya gore
bu hormonlarin, Polygonatum verticillatum bitkisinde kallus iiremesini tesvik ettigi
gozlemlenmistir (Janeczko and Szybka 2001; Szybka-Hrynkiewicz and Janeczko.
2004).

Anrodsteron ve androsterodion (1uM) skutellumdaki (kalkancik) kallus dokusunun
tiremesiyle birlikte, kislik bugdayin olgunlasmamis embriyolarinin ¢imlenme ve
gelisiminde tesvik edici etki gdstermistir. Ostrojenlerden olan dstron hormonu ise
¢imlenmeyi sinirlarken, kallus dokusunun olusumunu engellememistir (Janeczko 2000;
Janeczko et al. 2002). Diger taraftan yine benzer sekilde androsterodion Arabidopsis
thaliana L.’de kallus dokusunun {iremesini tesvik etmistir (Janeczko 2000; Janeczko et

al. 2003b).

In vitro kosullarda yapilan bir baska c¢alismada (Janeczko 2000), Ostrojen ve
progesteronun 1 uM uygulamasinin kislik bugday fidelerinin kok ve yaprak gelisimini
tesvik ettigi, buna karsin 10 puM’lik Ostrojen ve progesteron uygulamasinin siirgiin

gelisimini ¢ok az da olsa engelledigi bildirilmistir.

Fasulye, bezelye, Digitalis lanata gibi vaskiiler (damarli) bitkilerde yapilan
calismalarda glukokortikoidlerin boyuna biiylime de etkili oldugu, 6zellikle hipokotil ve
yan koklerde ise wuyarict etkiye sebep olduklari belirlenmistir. Optimum
konsantrasyonlarda (10° M ve 10°M) uygulanmasmin ise niikleik asit, protein,
fotosentetik pigment ve indirgenmis seker iceriginin ve dolayisiyla yas-kuru agirhik
miktarlarinin artisina sebep oldugu bildirilmistir. Diger taraftan fitodstrojen ve hayvan
ostrojenlerinin  (optimum: 10° M/107'° M) tohum ¢imlenmesi, biiyiime-gelisme ve
ozellikle geng bitkilerin vejetasyon periyodunun baslamasinda tesvik edici etkiye sahip
olduklar1 saptanmistir (Czerpark 1993; Czerpark and Szamrej 2000; Czerpark et al.
2001; Geuns 1974; Geuns 1977; Geuns 1983; Loeys and Geuns 1978; Jacob ef al. 1969;
Johnson and Baxter 1978; Schena and Yamamoto 1988).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Yapilan arastirmada, Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii ve Tarla Bitkileri
boliimii stoklarindan temin edilen 3 bugday ¢esidi kullanilmis ve ¢esitlerle ilgili gerekli

bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan bugday cesitleri (Anonim 2012)

Tarimsal Ozellikleri
Cesit Pedigrisi

Mutlak kislik bir gesittir. Kirag sartlardaki ekim igin

AU/YTS4%2/N10B/3/118260 onerilmekle birlikte soguga ve kuraga karsi dayanikli

PALANDOKEN 97 /5/PNC/CM//NB6977/3/CC/1
NIA//BB/4/MXP//KR/FUN
O

bir ¢esittir. Kardeslenme 6zelligi iyi, orta gegci olan bu
cesidin giibreye reaksiyonu iyidir. Verimi bdlgemiz
kurak sartlarina gore ortalama 350-450 kg/da dir.
Bugdayda goriilen, siirme, rasttk ve paslara
dayaniklilidir.

Mutlak kislik bir gesittir. Kirag sartlar i¢in onerilmekte,
soguk ve kurak sartlara dayamikli bir gesittir.
NENEHATUN ND//P101/BLUEBOY Kardeslenme &zelligi iyi olmakla birlikte, orta erkenci
olan bu cesidin giibreye reaksiyonu iyidir. Verimi ise
bolgemizdeki kurak sartlara gore ortalama 300-350
kg/da dir. Siirme, rastik ve paslara dayaniklilik orani
iyidir.
Alternatif karakterli bir ¢esittir. Kislik ekimlerde kirag,
yazlik ekimlerde sulu sartlar icin 6nerilmektedir. Soguk

SWM584 OP-1P-2P-OH

KIRIK Yerel Cesit ve kurak sartlara karsi orta dayaniklidir. Kardeslenme
ozelligi ¢ok iyi olup, orta erkenci bir cesittir. Giibreye
reaksiyonu iyi olmakla birlikte, verimi: kuru sartlara
gore ortalama 150-200 kg, sulu sartlara goére ise 200-
250 kg dir. Siirme, rastik ve paslara karst hassas bir
¢esit olup, uzun boylu ve zayif sap yapist itibariyle de
yatmaya hassastir.
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3.1.2. Kimyasallar

3.1.2.a. Sterilizasyon i¢in kullamlan kimyasallar

-Etil alkol (%70) ve %]1°lik sodyum hipoklorit

3.1.2.b. Kiiltiir ortamlari i¢cin kullanilan kimyasallar

Kallus ve bitki rejenerasyonu ortamlarinda Murashige and Skoog (1962) temel besi
ortami kullanilmistir. MS ortaminda bulunan kimyasal bilesimleri ve miktarlar1 Cizelge

3.2°de verilmistir.



Cizelge 3.2. MS Kkiiltiir ortamu icin kullanilan kimyasal bilesimleri ve miktarlar1 (Aydin

15

2006)
KiMYASAL BILESIMIi Miktar (mg/l)
INORGANIKLER
Makro elementler
CaCl, 332,2
KH,PO, 170
KNO;, 1900
MgSO, 180,7
NH4NO; 1650
Mikro elementler
CoCl,.6H,0 0,025
CuS0,4.5H,0 0,025
Fey(SO,).7H,0 27,8
H;BO; 6,2
KI 0,83
MnSO,.H,O 16,9
Na, EDTA 37,26
Na,Mo00,.2H,0 0,25
ZnS0,.7H,0 8,0
ORGANIKLER
Glycine 2
Myo-inositol 100
Nicotonic acid 0,5
Pyridoxine HCI 0,5
Thiamine HCI 0,1
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3.1.2.c. Besi ortamindaki MS tuzlan ve vitaminlere ilave olarak kullanilan

kimyasallar

MS ortamina ek olarak kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. MS ortamina ek olarak kullanilan kimyasallar

Komponentler Miktar

Askorbik Asit 50 mg/1

MES hidrate 1,95 g/l

Pyhtagel 2¢g/1

Sakkaroz 20 g/l
3.2. Yontem

Yapilan bu calismada, 3 bugday c¢esidinin (Kirik, Palandéken 97 ve Nenehatun)
endosperm destekli olgun embriyolarinin kallus olusumu incelenmistir. Bunun i¢in, 4
farkli memeli cinsiyet hormon tipinin (17 B-Ostradiol, Ostrojen, progesteron ve
testesteron), 3 degisik miktarmi (10, 10°, 10° mM) iceren MS ortaminda eksplantlar
kiiltiire alinmistir. Calisma her bir tekerriirde 20 adet eksplant bulndurmak tizere 4
tekerriirlii gergeklestirilmistir. 25+1°C’de karanlik ortamda 3 hafta siireyle kiiltiire
alimmistir. Meydana gelen kalluslar bitki rejenerasyonu i¢in hormonsuz MS ortamina
aktarilmis ve 25+1°C’de 16:8 saat aydinlik:karanlik fotoperyotta bekletilmistir.
Aydinlatmada kaynak olarak floresan lambasi ve yogunluk olarak ise 1500 liiks

kullanilmigtir. Caligmanin yiiriitiillmesi esnasindaki islemler asagida verilmistir.
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3.2.1. Uygulanan sterilizasyon teknikleri

3.2.1.a. Uygulamanin yapildig1 calisma ortamm ve kullamlan aletlerin

sterilizasyonu

Steril olarak ¢alisilabilmesi icin kullanilacak olan yiizeyler (steril kabin ici),
kullanimdan en az 20 dakika 6nce %70’lik etil alkolle silinmis ve ardindan UV lambasi
acilmistir. UV lambasi kiiltiire alma islemi baslamadan once kapatilmistir. Caligmada
kullanilan aletler (bisturi, pens vb.), calisma esnasindaki kullanimdan 6nce etil alkol
icine batirilmig, ardindan alev lambasina tutularak, alev muamelesiyle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi esnasinda kullanilan 10x15 cm
boyutlarindaki kurutma kagitlar1 aliminyum folyo icine sarilarak otoklav edilmis,

ardindan bu siterilize edilmis kurutma kagitlari {izerinde kesimler yapilmistir.

3.2.1.b. Calismada kullanmilan tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Calismada kullanilacak olan tohumlar musluk suyunda 10-15 dakika yikandiktan sonra,
%70’1ik etil alkolde 5 dakika karistirilmis, ardindan steril kabin icersinde 3 defa steril
saf suyla tekrar yikanmistir. Iislem tamamlandiktan sonra bir damla Tween 20 (Sigma)
katilmis olan %1°lik sodyum hipokloritte 30 dakika karigtirllmigtir. Daha sonra tekrar
kabin igerisine sterile edilip alinmis ve 3 kez steril saf suyla tekrar ytkanmistir. Islemler
bittikten sonra bir gece steril su igersinde 4°C’de bekletilmis ve ardindan endosperm

destekli olgun embriyolar kiiltiire alinmastir.

3.2.1.c. Kullamlan besi ortam ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin

sterilizasyonu

Calismada kullanilan besi ortamlari, uygun bir sterilizasyon i¢in otoklavda 15 dakika
boyunca 105 kPa basingta 121°C’ye tabi tutulmustur. Ancak sicakla muamele

edildiginde bozulan vitaminler ve bitki biiylime diizenleyicilerinin sterilizasyonu i¢in
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0,22 um poroziteli seliiloz nitrat filtreleri (milipor) kullanilmastir.

3.2.1.d. Cahsma ortammn sterilizasyonunda kullanilan soliisyonlarin

hazirlanisi

1. %70’lik Etil alkoliin hazirlamisi: %96°1ik etil alkolden 700 ml alinmis ve hacim 960

ml’ye tamamlanmistir.
2. %71’lik Sodyum hipoklorit soliisyonunun hazirlamsi: %5 sodyum hipoklorit

(NaOCl) igeren ticari Ace® marka ¢amasir suyundan 200 ml alinmis ardindan hacim

1000 ml’ye tamamlanmistir.

3.2.2. Uygulamada kullanmilan eksplantin elde edilisi

Calismada kullanilan embriyolar tohum iizerinden ayrilmadan 6 parcaya boliinmiistiir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Sterilizasyon sonrast su emdirilmis tohumun embriyosunun kesim

kisimlarinin gosterimi (Filippov et al. 2006).
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3.2.3. Cahsmada kullamilan temel besi ortam ve hormonlar icin stok

soliisyonunun hazirlanisi

MS makro (10X) ve mikro (100X) elementler ile demir selelat (100X) ve vitaminler
(100X) icin stok soliisyon hazirlanmistir. Yine ¢alismada kullanilan hormonlar iginde
ayrica stok soliisyonlar hazirlanmistir. Bu kimyasallarin stok soliisyonlarinin hazirlanisi

asagida verilmistir.

3.2.3.a. Kullanilan MS makro elementlerin stok soliisyonunun hazirlanisi

Besi ortaminda bulunmasi gereken makro elementlerin (Cizelge 3.2) stok

sollisyonlarinin hazirlanmasinda asagidaki islemler sirasiyla izlenmistir.

1) Besi ortaminin 1 litresinde bulunmasi gerekli makro elementlerin miktarlarinin 10’ar

kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

2) Tartilan makro elementler, igerisinde 200 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik
karigtirict iizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer kabina sirasiyla ilave

edilmistir.

3) Ilave edilen makro elementler su igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karistmin hacmi

bir litreye tamamlanmistir.

4) Cozelti amber siseye aktarildiktan sonra, sise iizerine hazirlanma tarihi ve hangi besi
ortamina ait element c¢ozeltisi oldugu ve konsantrasyonu (10X) belirtilen etiket

yapistirildiktan sonra, muhafaza edilmek tizere buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir.

3.2.3.b. MS mikro elementlerin stok soliisyonunun hazirlanisi

1) FeSO4.7H,0 ve Na,-EDTA harig¢ besi ortaminin 1 litresinde bulunmasi gerekli mikro
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elementlerin miktarlarinin 100°er kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

2) Tartilan mikro elementler, icerisinde 200 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik
karistirict iizerine yerlestirilmis olan 2 litrelik bir erlenmayer kabina sirasiyla ilave

edilmistir.

3) Ilave edilen mikro elementler su igerisinde iyice ¢dziildiikten sonra, karistmin hacmi

bir litreye tamamlanmistir.

4) Cozelti amber siseye aktarildiktan sonra, sise iizerine hazirlanma tarihi ve hangi besi
ortamina ait element c¢ozeltisi oldugu ve konsantrasyonu (100X) belirtilen etiket

yapistirildiktan sonra, muhafaza edilmek tizere buzdolabina (4°C) yerlestirilmistir.

3.2.3.c. Demir selelatin hazirlamisi

Bu selelatin hazirlanmasinda asagidaki islemler sirasiyla izlenmistir.

1) Besi ortaminin bir litresinde bulunmast gerekli olan FeSO4.7H,O ve Na,-EDTA
miktarlariin 100 kat1 olan 2,78 gFeS04.7H,0 ve 3,726 g Na,-EDTA hassas terazide

tartilmustir.

2) 3,726 gNa,-EDTA, igerisinde 350 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karistiric
lizerine yerlestirilmis olan 1 litrelik erlenmayer kabma ilave edilmis 1sitilarak
¢Ozdiriilmiistiir. Yine ayr1 bir kapta 350 ml bidistile su igerisinde 2,78 gFeSO4.7H,0

1sitilarak ¢ozdiiriilmiistiir.

3) Bu iki ayn1 c¢ozelti birlestirilerek toplam hacim 1 litreye tamamlanmistir. Bu
birlestirme isleminden sonra bu ¢ozeltinin rengi acik sar1 renkte olmustur. Hazirlanmis
olan bu selelat, amber renkli siseye aktarilmis ve direkt giines 15181 almayacak sekilde

buzdolabinda (4°C) saklanmugtir.
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3.2.3.d. MS vitamin stok soliisyonunun hazirlamsi

Besi ortaminda bulunmasit gerekli olan MS vitaminlerinin stok sollisyonun

hazirlanmasinda asagidaki islemler sirasiyla izlenmistir:

1) Besi ortaminin bir litresinde bulunmasi gerekli olan vitamin miktarlarinin 100 kat1

100 ml’lik stok soliisyon i¢in hesaplanmig ve buna goére hassas terazide tartilmistir.

2) Tartilan vitaminler i¢inde 30 ml bidistile su bulunan ve bir manyetik karistirici

tizerine yerlestirilmis olan 250 mI’lik erlenmayer kabina sirasiyla ilave edilmistir.

3) llave edilen vitaminler su igerisinde iyice ¢dzdiiriildiikten sonra, karistmin hacmi

100 ml’ye tamamlanmustir.

4) Hazirlanmig vitamin c¢Ozeltisi lizerine hazirlanma tarihi ve konsantrasyonu

yazildiktan sonra, amber renkli cam sise igerisinde buzdolabinda (4°C) saklanmustir.

3.2.3.e. insan cinsiyet hormonlarinin hazirlams

Insan cinsiyet hormonlarinim stok soliisyonunun hazirlanmasinda ¢ziicii ve seyreltici
olarak kullanilan kimyasallar ile saklama sicakliklar1 ve calisma konsantrasyonlari

Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Insan cinsiyet hormonlarinin stok soliisyonlarinin hazirlanisi

Hormon Tipi Coziicii Seyreltici Calisma Saklama
Konsantrasyonu | Sicakhgi

17 B-ostradiol | Etil Alkol Su 0,05 mM +20°C
Ostrojen Dioxan Su 0,05 mM +20°C
Progesteron Kloroform Su 0,05 mM +4°C

Testesteron Etil Alkol Su 0,05 mM +4°C
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3.2.4. Kallus olusum ortaminin hazirlanmsi

Uygulamada kullanilan kallus olusum ortaminin hazirlanmasi i¢in asagidaki islemler

strastyla uygulanmustir.

1. 500 ml’lik bidistile su iceren 2 litrelik bir behere, MS makro clement stok
solisyonundan (10X) 100 ml, mikro element stok soliisyonundan (100X) 10 ml

eklenmistir.

2. Bunun iizerine demir selelat stok soliisyonundan (100X) 10 ml, 20 g sakaroz ve 1,95
g MES (2-(N-Morpholino) ethanesulfonic acid hydrate, 4- Morpholineethanesulfonic

acid) tartilip eklenmis ve eriyinceye kadar karigtirilmistir.

3. Dereceli silindire karisim aktarilmis ve ardindan hacim bidistile su ile 965 ml

tamamlanmistir.

4. Beherde bulunan karisim tamamen ¢oziinlince, manyetik karigtirict kullanilarak 1N

NaOH soliisyonlar1 ilave edilmis ve pH=5,8’¢ ayarlanmistir.

5. 1,8 g Phytagel igeren erlene bosaltilan karisim otoklavda 15 dakika boyunca 105

kPa basingta 121 °C’de sterilizasyona tabi tutulmustur.

6. Isiyla muamelede bozulan maddeler otoklav asamasi bittikten sonra ilave edilmistir.
Bunun i¢in 50 ml beher igersine MS vitamin stok soliisyonundan (100X) 10 ml,
askorbik asit (50 mg/l) soliisyonundan 1 ml eklenmistir ve karistirildiktan sonra 0,22

um poroziteli seliiloz nitrat filtrelerden gegirildikten sonra eklenmistir.

7. Insan cinsiyet hormonlar1 milipordan gegirilip sterilize edildikten sonra 1s1 ile

bozulan maddelerle birlikte eklenmistir.
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3.2.5. Bitki rejenerasyon ortaminin hazirlanisi

Kallus olusum ortamindan farkli olarak memeli cinsiyet hormonlar1 bu asamada

kullanilmamustir.

3.2.6. Arastirmada incelenen karakterler

1. Kallus olusum orani (KOO) (%): Kallus olusum ortamina alinan eksplantlar 3 hafta

sonra asagidaki formiile gore belirlenmistir.

KOO (%)= (Olusan kallus sayis1 / kiiltiire alinan eksplant say1s1)x100

2. Embriyogenik kallus olusumu: Kallus olusum ortamindaki eksplant sayisina ve

eksplantlardan meydana gelen kallus sayisina gore hesaplanmustir.

2.a. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (ESEKO) (%): Asagidaki

formiile gore hesaplanmustir.

ESEKO= (Embriyogenik kallus sayis1 / eksplant say1s1)x100

2.b. Meydana gelen kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (KSEKO)
(%): Asagidaki formiile gore hesaplanmigtir.

KSEKO= (Embriyogenik kallus sayis1 / kallus say1s1)x100

3.2.7. Rejenere bitki sayis1 (adet)

Her bir cinsiyet hormonu ve konsantrasyonu i¢in meydana gelen bitkinin sayis1 olarak

belirlenmistir.
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3.2.8. Verilerin istatistiksel analizi

Arastirmada, doku kiiltiirline alinan ¢esidin (Kirik, Palandoken 97 ve Nenehatun),
cinsiyet hormonlari tipinin (17 B-0Ostradiol, &strojen, progesteron ve testesteron) ve
cinsiyet hormonlar1 konsantrasyonlarmm (10, 107, 10° mM) etkileri arastirilmustir.
Kallus ve embriyogenik kallus olusum oran1 ve rejenere bitki sayisina iligkin hesaplanan
veriler, 3x4x3 faktoriyel diizende tam sansa bagli deneme planina goére varyans
analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Incelenen karakterlerde ¢esit, cinsiyet hormon tipi
ve konsantrasyonlarina ait ortalamalar arasindaki farklar %5 6nem seviyesinde LSD

¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kallus Olusumu (%)
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Kallus olusum orani bakimindan cesitler arasindaki farkliliklar ¢cok 6nemli (p<0,01)

olmustur (Cizelge 4.1). Kallus olusum orani bakimindan ilk sirayr ortalama %86.8 ile

Palanddken 97 cesidi almis, bunu sirasiyla %83,4 ile Nenehatun ve %77,5 ile Kirik
izlemistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon ve konsantrasyonlarinda kallus

olusumlar1 (%)

Konsantrasyon

Hormon (mM) Kirik Nenehatun Palandoken 97 ORTALAMA
10* 86,3 83,8 88,8 86,3
. ) 10° 72,5 90,0 76,3 79,6
17 p-gstradiol - o 72,5 88.8 80,0 80,4
Ortalama 77,1 87,5 81,7 82,1
10 63,8 83,8 71,5 75,0
Ostrojen 10'2 77,5 85,0 91,3 84,6
10 62,5 83,8 86,3 77,5
Ortalama 67,9 84,2 85,0 79,0
10* 75,0 67,5 83,8 75,4
Progesteron 10'2 75,0 85,0 91,3 83,8
10" 90,0 87,5 93,8 90,4
Ortalama 80,0 80,0 89,6 83,2
10* 85,0 80,0 95,0 86,7
Testesteron 10': 83,8 80,0 86,3 83,3
10° 86,3 86,3 91,3 87,9
Ortalama 85,0 82,1 90,8 86,0
10 71,5 78,8 86,3 80,8
10° 77,2 85,0 86,3 82,8
Hormonlarin 5
ortalamas: 10 77,8 86,6 87,8 84,1
Konsantrasyon 775 83.4 86,8 82,6
Ortalamalari
F degeri (Cesit) 160,45%* LSD (9,05 (Cesit) 1,04
F degeri (Hormon) 45,02%* LSD 9,05y (Hormon) 1,20
F degeri (Konsantrasyon) 19,29%* LSD (9,05 (Konsantrasyon) 1,04
F degeri (CXH) 49,89%* LSD (905) (CXH) 2,08
F degeri (CXD) 12,18%* LSD (905)(CXD) 1,80
F degeri (HXD) 54,20%* LSD (9,05 (HXD) 2,08
F degeri (CXHXD) 14,94% LSD (05 ( CXHXD) 3,60
Varyasyon Katsayisi1 (%) 3,11

** jle igaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.1. Cesitlerin kallus olusumuna etkisi (%)

Memeli cinsiyet hormonlarinin kallus olusumu {izerine olan etkisi ¢ok énemli (p<0,01)
olmustur. En yiiksek kallus olusumu (%86,0) testesteronda meydana gelirken, en diigiik
(%79,0) ostrojende meydana gelmistir. Bu oran progesteronda %83,2, 17B-0stradiolde
%82,1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).
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¢) Kirik Cesidi

Sekil 4.2. Cesitlere ait rejenerasyon ortaminda 21. giindeki kallus olusumu
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Sekil 4.3. Memeli cinsiyet hormonlarinin kallus olusumuna etkisi (%)

Kallus olusumu {iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin  konsantrasyonlari
karsilagtirildiginda, konsantrasyonun ana etkisinin kallus olusumu {izerine etkisi ¢ok
onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.1). Konsantrasyon diistiik¢e kallus olusumu artig
gostermistir. En yitksek kallus olusumu, %84,1 ile 10° mM’da meydana gelmis, bunu
sirastyla 10° mM (%82,8) ve 10 mM (%80,8) izlemistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4).

100

Kallus Olusumu (%)
3

1,E-04 1,E-05 1,E-06
Kons antrasyon (mM)

Sekil 4.4. Memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarinin kallus olusumuna etkisi (%)
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Cesitlerin  kallus olusumlart memeli cinsiyet hormon tipine gore degismis ve
cesitxhormon interaksiyonu ¢ok onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.1). En yliksek
kallus olusumu Kirik (%85,0) ve Palandoken 97 (%90,8) cesitlerinde testeteronda
meydana gelirken, Nenehatunda (%87,5) 17 B-Ostradiolde meydana gelmistir (Cizelge
4.1 ve Sekil 4.4). En diisiik kallus olusumlari ise Kirik ¢esidinde %67,9 ile Gstrojende,
Nenehatun ¢esidinde %80,0 ile progestronda ve Palandoken 97 ¢esidinde %81,7 ile 17
B-Ostradiolde meydana gelmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.5)

= Kirik
Nenchatun

& PalandGken 97

Kallus Olusumu (%)

17 B-Ostradiol ~ Ostrojen Progesteron  Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlari

Sekil 4.5. Cesitlerin farkli memeli cinsiyet hormon tiplerindeki kallus olusumlar1 (%)
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Cesitlerin ~ kallus  olusumlari memeli  cinsiyet  hormonlarmin  ortalama
konsantrasyonlarina gore farklilik gostermis ve cesitxkonsantrasyon interaksiyonunun
cok oOnemli (p<0,01) cikmasmma neden olmustur (Cizelge 4.1). Cesitlerin kallus
olusumlar1 konsantrasyonlarina gore karsilastirildiginda en yiiksek kallus olusumlari
tiim ¢esitlerde 10° mM’da ( Kirikte %77,8, Nenehatunda %86,6 ve Palanddken 97°de
%87,8) meydana gelmistir. Buna karsin, en diisiik kallus olusumlar1 Kirik ve Nenahatun
cesitlerinde 10 mM’da sirastyla %77,5 ve %78,8 olarak belirlenmistir. Bu oran,
PalandSken 97 ¢esidinde 10 ve 10° mM’da %86,3 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1
ve Sekil 4.6).
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Kirik Nenehatun Paland6ken 97

Cesitler

Sekil 4.6. Cesitlerin farkli konsantrasyonlardaki kallus olusumlar1 (%)



31

Memeli cinsiyet hormonlarinin kallus olusumu {izerine olan etkisi konsantrasyonlarina
gore farklilik gdstermis ve hormonxkonsantrasyon interaksiyonu ¢ok 6nemli (p<0,01)
cikmigtir (Cizelge 4.1). Her hormon tipine ait konsantrasyonlar kendi igerisinde
karsilastirildiginda en yitksek kallus olusum oranlari 17 B-ostradiolde 10 mM’da
%86,3, Ostrojende 10° mM’da %84.,6, progesteron ve testesteronda 10° mM’da
strastyla %90,4 ve %87,9 olarak belirlenmistir. En diisiik kallus olusum oranlar1 ise
strojen ve progesteronda 10* mM’da swrasiyla  %75,0 ve %75,4 olarak tespit
edilmisken, 17 p-6stradiol ve testesteronda 10 mM’da sirastyla %79,6 ve %83,3 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.7).

100

9
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¥

17 B-Ostradiol ~ Ostrojen Progesteron  Testesteron

Memeli Cinsiyet hormonlari

Sekil 4.7. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli konsantrasyonlarinin kallus olusumuna
etkisi (%)
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Cesitlerin kallus olusum oranlar1 hormon ve onlarin konsantrasyonlarina gore farklilik
gbstermis ve c¢esitxhormon tipixkonsantrasyon interaksiyonu ¢ok Onemli olmustur.
Cesitlerin en yiiksek kallus olusum oranlar1 Kirik ¢esidinde %90,0 ile progesteron
hormonunun 10°® mM konsantrasyonunda, Nenehatun cesidinde %90,0 ile 17 p-
ostradiolin 10° mM konsantrasyonunda meydana gelirken, Palandoken 97 ¢esidinde ise
testesteron hormonun 10“mM konsantrasyonunda %95,0 olarak belirlenmistir. En
diisik kallus olusum oranlart ise Kirik cesidinde (%62,5) 6strojenin 10° mM
konsatrasyonunda, Nehatunda (%67,5) progesteronun 10* mM konsatrasyonunda,
Palandoken 97 ¢esidinde (%76,3) ise 17 B-ostradiolin 10° mM konsantrasyonunda
meydana gelmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.8).

100

=1 Kirik

B Nenchatun

Palandoken 97

Kallus Olusumu (%)

17 B-Ostradiol Ostrojen Progesteron Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlar1 ve Konsantrasyonlari

Sekil 4.8. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon ve konsantrasyonlarindaki kallus olusumu
(%)
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4.2. Embriyogenik Kallus Olusumu

Sert dokulu, dagilabilir 6zellikte, siki yapili ve krem renkli kalluslar embriyogenik,
beyaz ve sulu yapili kalluslar ise embriyogenik olmayan kallus olarak

degerlendirilmistir (Aydin 2010).

Embriyogenik kallus olusum oram kiiltiire alinan eksplant sayisina gore ve meydana

gelen kallus sayisina gore iki sekilde degerlendirilmistir.

4.2.1. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (ESEKOQO)

ESEKO oranina iligkin varyans analizi sonuclar1 ve faktorlere ait ortalama degerler
Cizelge 4.2°de verilmistir. Cizelge 4.2 incelendiginde ESEKO’ya ¢esidin etkisinin ¢ok
onemli oldugu belirlenmistir (p<0,01). ESEKO bakimindan ¢esitler karsilastirildiginda
en yiiksek ESEKO Nenehatun ¢esidinde %16,3 ile meydana gelirken, en diisiik %11,3
ile Kirik ¢esidinde meydana gelmistir. Bu oran Palanddken 97 ¢esidinde %15,2 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.9).
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Cizelge 4.2. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon ve konsantrasyonlarinda ESEKO (%)

Hormon zfl‘l’l'\‘;)a“tmsy"“ Kirik Nenehatun Palandoken 97 ORTALAMA
10* 0.0 25.0 30.0 18.3
17 p-sstradiol 10': 17.5 16.3 27.5 20.4
10° 11.3 26.3 21.3 19.6
Ortalama 9.6 22.5 26.3 19.4
10 13.8 7.5 0.0 7.1
. 10° 6.3 15.0 25 7.9
Ostrojen 5
10 25 16.3 25.0 14.6
Ortalama 7.5 12.9 9.2 9.9
10* 275 22.5 13.8 21.3
10° 15.0 15.0 16.3 15.4
Progesteron "
10 15.0 18.8 13.8 15.8
Ortalama 19.2 18.8 14.6 175
10* 15.0 2.5 3.8 7.1
Testesteron 10'2 8.8 10.0 15.0 11.3
10° 25 20.0 13.8 12.1
Ortalama 8.8 10.8 10.8 10.1
10* 14.1 14.4 11.9 13.4
Hormonlarn 10° 11.9 14.1 153 13.8
ortalamas: 10° 7.8 20.3 18.4 15.5
Kons.Ort. 11.3 16.3 15.2 14.2
F degeri (Cesit) 52.47%* LSD (9,05) (Cesit) 1.0
F degeri (Hormon) 138.95%* LSD (4,05) (Hormon) 1.2
F degeri (Konsantrasyon) 9.52%* LSD (g,05) (Konsantrasyon) 1.0
F degeri (CXH) 40.33%* LSD (g 5) (CXH) 2.0
F degeri (CXD) 37.01%* LSD (05 (CXD) 1.8
F degeri (HXD) 19.30%* LSD (g 5) (HXD) 2.0
F degeri (CXHXD) 38.83%* LSD (905 ( CXHXD) 3.5
Varyasyon Katsayis1 (%) 17.7

** ile isaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.9. Cesitlerin ESEKO etkisi (%)

ESEKO olusumu {izerine memeli cinsiyet hormonlarmin etkisi ¢ok 6nemli (p<0,01)
olmustur. En yiiksek ESEKO 9%19,4 ile 17 B-Ostradiolde meydana gelirken, en diisiik
%9,9 ile Ostrojende meydana gelmistir. Bu oran progesteronda %17,5, testesteronda

%10,1 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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b) Nenehatun Cesidi

a) Palandoken 97 Cesidi

¢) Kirik Cesidi

Sekil 4.10. Cesitlere ait rejenerasyon ortamindaki somatik embriyo olusumu

ESEKO (%)

17 B-Ostradiol ~ Ostrojen Progesteron  Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlari

Sekil 4.11. Memeli cinsiyet hormonlarinin ESEKO olusumuna etkisi (%)
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Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu iizerine konsantrasyonunana
etkisinin ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.2). Kallus olusumunda oldugu gibi
konsantrasyon azalisina bagl olarak ESEKO artis gostermistir. En yiiksek ESEKO en
diisiik konsantrasyon olan 10° mM’da %15,5 olarak gerceklesmis, bunu %13.8 ile 10”
mM ve %13,4 ile 10™* mM konsantrasyonlari izlemistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.12).

20

15

10 -

ESEKO (%)

1,E-04 1,E-05 1,E-06

Kons antrasyon (mM)

Sekil 4.12. Memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarinin ESEKO olugsumuna etkisi (%)
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Cesitlerin  kallus olusumlart memeli cinsiyet hormon tipine gore degismis ve
cesitxhormon interaksiyonu ¢ok oOnemli olarak (p<0,01) bulunmustur. En yiiksek
ESEKO olusumu Palanddken 97 (%26,3) ve Nenehatun (%22,5) cesitlerinde 17 [-
Ostradiolde meydana gelirken, Kirik ¢esidinde progesteron (%19,2) hormon tipinde
olugsmustur. En diisiik ESEKO olusumlart ise Kirik (%7,5) ve Palandoken 97 (%9,2)

cesitlerinde Ostrojende, Nenehatun cesidinde %10,8 ile testesteronda belirlenmistir

(Cizelge 4.2 ve Sekil 4.13).

30

17 B-Ostradiol

@ Ostrojen

Progesteron

ESEKO (%)

] Testesteron

Nenehatun Palandoken 97

Cesitler

Sekil 4.13. Cesitlerin farklt memeli cinsiyet hormon tiplerindeki ESEKO olusumlari
(%)
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Cesitlerin ESEKO memeli cinsiyet hormonlarinin konsantrasyonuna gore farklilik
gbstermis ve buna bagl olarak ¢esitxkonsantrasyon interaksiyonun ¢ok énemli (p<<0,01)
¢ikmasina neden olmustur (Cizelge 4.2). Cesitlerin ESEKO oranlar1 konsantrasyonlara
gore karsilastirildiginda, en yiiksek ESEKO Kirik cesidinde %14,1 ile 10* mM
konsantrasyonda meydana gelirken, Nenehatun ve PalandSken 97 ¢esitlerinde 10° mM

konsantrasyonda sirastyla %20,3 ve %18,4 olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil
4.14).

30
25
20
9 1,E-04
S b B 1,E05
7
= 10 1 £ 1,E-06
5 .
0- o
Kirik Nenehatun Palandoken 97
Cesitler

Sekil 4.14. Cesitlerin farkli konsantrasyonlardaki ESEKO olusumlari (%)
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ESEKO iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisi konsantrasyonlarina gore farklilik
gbstermis ve bu nedenle hormonxkonsntrasyon interaksiyonunun etkisi ¢ok Onemli
olmustur (p<0,01) (Cizelge 4.2). Hormon tiplerine ait konsantrasyonlar kendi icerisinde
karsilastirildiginda en yiiksek ESEKO olusum oranlari sirastyla progesteronda %21,3 ile
10* mM’da, 17 B-ostradiolde 10° mM’da %20,4, ostrojende 10° mM’da %14,6 ve
testesteronda 10° mM’da  %12,1 olarak belirlenmistir. En diisik ESEKO, 17 B-
ostradiolde 10* mM’da %18,3, progesteronda 10° mM’da %15,4, testesteron ve
ostrojende ise 10 mM’da %7,1 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.15).

25

g B 1,E-04
S @ 1,505
7

2 1.E-06

17 B-Ostradiol Ostrojen Progesteron Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlari

Sekil 4.15. Memeli cinsiyet hormonlarimin farkli konsantrasyonlardaki ESEKO
olusumlar1 (%)
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Cesitlerin ESEKO, hormon ve hormon konsantrasyonlarina gore farklilik gostermis ve
cesitxhormonxkonsantrasyon interaksiyonu buna bagl olarak ¢ok Onemli ¢ikmustir
(p<0,01). Cesitlere gore en yiiksek ESEKO, Kirik’te progesteron hormonunun 10 mM
konsantrasyonunda 9%27,5 olarak, Nenehatun ve Palandoken 97 cesitlerinde 17 -
ostradioliin sirastyla 10° mM ve 10™* mM konsantrasyonlarinda %26,3 ve %30,0 olarak
belirlenmigtir. En diisiik ESEKO ise Kirik’te 17 B-0stradiol hormonunun 10* mM
konsantrasyonunda %0,0, Nenehatunda testesteronun 10* mM konsantrasyonunda %2,5
ve Palanddken 97 ¢esidinde 6strojen hormonunun 10* mM konsantrasyonunda %0,0

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.16).

35

30

25

20 -
B Kurik

E Nenehatun

E1 Palandoken 97

ESEKO (%)

1,E-04 1,E-05|1,E-06|1,E-04 1,E-05 1,E-06 1,E-04|1,E-05|1,E-06 1,E-04 1,E-05 1,E-06

17 B-Ostradiol Ostrojen Progesteron Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlan ve Konsantrasyonlar

Sekil 4.16. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarindaki ESEKO
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4.2.2. Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (KSEKO)

Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum oranina iligkin varyans analizi
sonuglar1 ve faktorlere ait ortalama degerler incelendiginde, ¢gesidin etkisinin ¢ok dnemli
oldugu (p<0,01) gbézlenmistir (Cizelge 4.3). En yiiksek KSEKO, %19,6 ile Palandoken
97 cesidinde belirlenirken, bunu sirastyla %17,8 ile Kirik ve %14,8 ile Nenehatun
cesitleri izlemistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.17).

Cizelge 4.3. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon ve konsantrasyonlarindaki KSEKO (%)

Hormon gl‘l’l‘\‘,[s;‘“tmsy"“ Kirik Nenehatun Palandoken 97 ORTALAMA
10 0.0 29.9 33.8 21.2
) . 10° 242 18.1 36.1 26.1
17 p-dstradiol 5 15.6 296 266 239
Ortalama 13.3 25.8 32.2 23.8
10 21.6 8.9 0.0 10.2
Ostrojen 10'2 8.1 17.6 2.7 9.5
10 42 19.4 29.0 17.5
Ortalama 11.3 15.3 10.6 12.4
10 36.7 33.5 16.4 28.8
Progesteron 10'2 20.0 17.6 17.8 18.5
10° 16.7 21.5 14.7 17.6
Ortalama 24.4 24.2 16.3 21.7
10* 17.7 3.1 3.9 8.3
Testesteron 10'2 10.5 12.5 17.4 13.5
10° 2.9 23.2 15.1 13.7
Ortalama 10.3 12.9 12.2 11.8
10 19.0 18.9 13.5 17.1
Hormonlarin 10° 15.7 16.5 18.5 16.9
ortalamasi 10°° 9.8 234 21.3 18.2
Kons.Ort. 14.8 19.6 17.8 17.4
F degeri (Cesit) 26.35%* LSD (9,05 (Cesit) 1.3
F degeri (Hormon) 131.67** LSD 9,05y (Hormon) 1.5
F degeri (Konsantrasyon) 2.21% LSD 9,05y (Konsantrasyon) 1.3
F degeri (CXH) 38.14%* LSD (9,05 (CXH) 2.6
F degeri (CXD) 36.95%* LSD (905, (CXD) 23
F degeri (HXD) 27.72%* LSD (905, (HXD) 2.6
F degeri (CXHXD) 36.35%* LSD (05 ( CXHXD) 45

Varyasyon Katsayisi (%) 18.6

** jle isaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.%® ile isaretli F degerleri” 0.05 ihtimal
diizeyinde dnemsizdir.
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Sekil 4.17. Cesitlerin KSEKO etkisi (%)

Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusum orani {iizerine memeli cinsiyet
hormonlarinin etkisi ¢ok énemli olarak (p<0,01) bulunmustur. Elde edilen verilere gore
en yiiksek KSEKO, %23.,8 ile 17 B-0stradiolde goriiliirken, en diisiik %11,8 ile

testesteronda goriilmiistiir. Bu oran, progesteronda %21,7 ve strojende %12,4 olarak

tespit edilmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Memeli cinsiyet hormonlarinin KSEKO etkisi (%)
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Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu iizerine hormonlarin uygulanan

konsantrasyonlarinin etkisi karsilastirildiginda, konsantrasyonun etkisinin KSEKO

lizerine etkisi 6nemsiz olarak (p ¢ 0,05) bulunmustur (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarinin KSEKO olusumuna etkisi
(%)
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Cesitxhormon interaksiyonu incelendiginde ¢esitlerin KSEKO, memeli cinsiyet
hormonlarinin tipine goére farklilik gostermis ve ¢ok Onemli olarak (p<0,01)
belirlenmistir (Cizelge 4.3). En yiiksek KSEKO olusumu Palanddken 97 ve Nenehatun
cesitlerinde 17 p-Ostradiol hormon tipinde sirasiyla %32,2 ile %25,8 olarak
belirlenirken, Kirikte ise %24,4 ile progesteronda belirlenmistir. En diisiik KSEKO ise
Kirik (9%10,3) ve Nenehatun (9%12,9) ¢esitlerinde testesteron hormonunda olusurken,
Palanddken 97 cesidinde (%10,6) ise Ostrojen hormonunda meydana gelmistir (Cizelge

4.3 ve Sekil 4.20).

& Kril

Nenehatun

KSEKO (%)

(1 Palandoken 97

17 B-Ostradiol ~ Ostrojen Progesteron  Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlari

Sekil 4.20. Cesitlerin farkli memeli cinsiyet hormon tiplerindeki KSEKO olusumlari
(%)
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Memeli cinsiyet hormon tiplerinin ortalama konsantrasyonlarina gore ¢esitlerin KSEKO
olusumlar1 farklilik gostermis ve cesitxkonsantrasyon interaksiyonu ¢ok Onemli
(p<0,01) cikmistir (Cizelge 4.3). En yiiksek KSEKO olusumu Kirikte %19,0 ile 10
mM’da meydana gelirken, Nenehatun ve Palanddken 97 gesitlerinde ise 10° mM’da
strastyla %23,4 ve %21,3 olarak tespit edilmistir. Diger taraftan en diisiik KSEKO
olusumu Kirik cesidinde %9,8 ile 10° mM’da, Nenehatun cesidinde %16,5 ile 107
mM’da ve Palanddken 97 ¢esidinde ise %13,5 ile 10* mM’da tespit edilmistir (Cizelge
4.3 ve Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Cesitlerin farkli konsantrasyonlarindaki KSEKO (%)
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Kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumuna memeli cinsiyet hormonlarinin
etkisi konsantrasyonlara gore farklihk gostermis ve hormonxkonsantrasyon
interaksiyonunun ¢ok o©nemli ¢ikmasina neden (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.3).
KSEKO olusumlar1 konsantrasyonlara gore karsilastirildiginda en yiiksek KSEKO
olusumu 17 p-dstradiolde %26,1 ile 10° mM’da, progesteron hormonunda %23,8 ile 10°
*mM’da belirlenirken, dstrojen ve testesteronda 10° mM’da, sirastyla %17,5 ve %13,7
olarak gergeklesmistir. En diisiik KSEKO olusumlar1 ise 17 B-Ostradiol (%21,2) ve
testesteronda (%8,3) 10 mM’da, dstrojende (%9,5) 10° mM’da ve progesteronda
(%17,6) 10° mM’da belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Memeli cinsiyet hormonlarmin farkli konsantrasyonlardaki KSEKO
olusumlar1 (%)
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Cesitlerin KSEKO olusumlar1 hormonlara ve onlarin konsantarsyonlarina gore farklilik
gbstermesi, ¢esitxhormonxkonsantrasyon interaksiyonun ¢ok oOnemli (p<0,01)
cikmasina neden olmustur (Cizelge 4.3). Cesitlere gore en yliksek KSEKO olusum orani
Kirik (%36,7) ve Nenchatun (%33,5) cesitlerinde progesteron hormonunun 10 mM
konsantrasyonunda belirlenirken, Palandéken 97 ¢esidinde ise (%36,1) ostrojenin 107
mM konsantrasyonunda meydana gelmistir. En diisiik KSEKO olusum oranlar1 Kirik ve
Palandoken 97 ¢esitlerinde (%0,0) 17 p-Ostradiol ve Ostrojenin 10* mM
konsantrasyonunda tespit edilmis, Nenchatunda %3,1 ile testesteron hormonunun 10

mM konsantrasyonunda meydana gelmistir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.23).

& Kirik

B Nenehatun

KSEKO (%)

B Palanddken 97

17 B-Ostradiol Ostrojen Progesteron Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlar: ve Konsantrasyonlari

Sekil 4.23. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarindaki KSEKO olusumu
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4.3. Rejenere Bitki Sayis1 (Adet)

Rejenere bitki sayist bakimindan c¢esitler arasindaki farklarin ¢ok oOnemli oldugu
belirlenmistir (p<0,01) (Cizelge 4.4). Bitki olusum orani1 bakimindan ilk siray1 ortalama
3,0 adet ile Palandoken 97 c¢esidi almig, bunu sirasiyla 2,1 adet ile Nenehatun ve 1,3
adet ile Kirik izlemistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.24).

Cizelge 4.4. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon ve konsantrasyonlarindaki rejenere bitki
sayis1 (adet)

Hormon zf::ll\l/[s;l ntrasyon Kirik Nenehatun Palandoken 97 ORTALAMA
10* 0.0 2.0 1.8 1.3
10° 1.0 23 2.5 1.9
17 B-ostradiol y
10° 0.0 1.3 4.8 2.0
Ortalama 0.3 1.8 3.0 17
10 1.5 2.8 0.0 1.4
i 10° 1.0 2.5 1.5 1.7
Ostrojen y
10° 0.8 2.8 3.8 2.4
Ortalama 1.1 2.7 1.8 1.8
10 1.5 1.5 33 2.1
10° 2.8 2.8 33 2.9
Progesteron &
10 1.5 2.0 4.8 2.8
Ortalama 1.9 2.1 3.8 2.6
10* 2.3 1.0 33 22
10° 2.0 3.0 4.0 3.0
Testesteron p
10° 1.0 1.5 3.8 2.1
Ortalama 1.8 1.8 3.7 2.4
10* 1.3 1.8 2.1 1.7
-5
Hormonlarm 10 1.7 2.6 2.8 24
ortalamasi 10° 0.8 1.9 43 23
Kons. Ort. 1.3 2.1 3.0 2.1
F degeri (Cesit) 75.35%%* LSD (g,05) (Cesit) 0.3
F degeri (Hormon) 13.00%* LSD (g0s) (Hormon) 0.3
F degeri (Konsantrasyon) 12.18%* LSD (g,05) (Konsantrasyon) 0.3
F degeri (CXH) 11.85%* LSD (905 (CXH) 0.6
F degeri (CXD) 23.03%* LSD (05 (CXD) 0.5
F degeri (HXD) 3.07%* LSD (405, (HXD) 0.6
F degeri (CXHXD) 3.23%* LSD (g5 ( CXHXD) 1.0
Varyasyon Katsay1s1 (%) 33.1

** jle igaretli F degerleri 0.01 ihtimal diizeyinde 6nemlidir.
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Sekil 4.24. Cesitlerin rejenere bitki sayisina etkisi (%)

Elde edilen veriler incelendiginde memeli cinsiyet hormonlariin rejenere bitki sayisi
iizerine etkisi ¢ok Onemli olarak gozlemlenmistir(p<0,01) (Cizelge 4.4). Hormon
tiplerine gore incelendiginde en yiiksek rejenere bitki sayisi progesteron 2,6 adet
hormonunda olusurken, en diisiik rejenere bitki sayis1 1,7 adetilel7 B-Ostradiolde
olmustur. Ostrojen ve testesteronda ise bu say1 1,8 adet ile 2.4 adet olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).

a) Palandoken 97 cesidi b) Nenehatun Cesidi ¢) Kirik Cesidi

Sekil 4.25.Cesitlere ait kallustan meydana gelen rejenere bitki olusumu
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Sekil 4.26. Memeli cinsiyet hormonlarinin rejenere bitki sayisina etkisi (adet)

Rejenere bitki sayisi ilizerine memeli cinsiyet hormonlarinin  konsantrasyonlari
karsilastirildiginda, konsantrasyonun etkisinin rejenere bitki olusumu iizerine etkisi ¢ok
onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.4). Rejenere bitki olusumu konsantrasyonlara gore
farklilik gostermis ve en yiiksek rejenere bitki olusumu, 2,4 adet ile 10° mM’da
meydana gelmis, bunu sirasiyla 10° mM (2,3adet) ve 10® mM (1,7adet) izlemistir
(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.27).

Rejenere bitki olusumu (adet)

LE-04 LE-05 L,E-06

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.27. Memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarinin rejenere bitki sayisina etkisi
(adet)
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Cesitlerin rejenere bitki sayis1 memeli cinsiyet hormon tipine gore degismis ve
cesitxhormon interaksiyonu ¢ok onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.4). Cesitlerin en
yiiksek rejenere bitki sayis1 Kirik ve Palandoken 97 ¢esitlerinde progesteronda sirasiyla
1,9 ve 3,8 adet olarak belirlenirken, Nenehatun cesidinde Ostrojende 2,7 adet olarak
belirlenmistir. En diistik bitki olusumlar1 ise Kirik c¢esidinde 0,3 adet 17 B-0Ostradiol,
Nenehatun c¢esidinde 1,8 adet ile 17 B-Ostradiol ve testesteronda, Palanddken 97

cesidinde 1,8 adet ile Ostrojen hormonunda meydana gelmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil
4.28).

B Kirik
B Nenehatun
B PalandGken 97

Rejenere bitki olusumu (adet)

17 B-Ostradiol ~ Ostrojen Progesteron  Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlar:

Sekil 4.28. Cesitlerin farkli memeli cinsiyet hormon tiplerindeki rejenere bitki
olusumlari (adet)
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Cesitlerin rejenere bitki olusumlart memeli cinsiyet hormonlarinin konsantrasyonlarina
gore farklilik gostermesi ¢esitxkonsantrasyon interaksiyonunun ¢ok 6nemli (p<0,01)
cikmasina neden olmustur (Cizelge 4.4). Cesitlerin bitki olusumlar1 konsantrasyonlara
gore karsilastinldiginda en yiiksek bitki sayisi Kirik ve Nenehatun gesitlerinde 107
mM’da sirasiyla 1,7 ve 2,6 adet olarak belirlenirken, Palandoken 97 ¢esidinde 10° mM
4,3 adet olarak gerceklesmistir. Buna karsin en diisiik rejenere bitki olusumlart Kirik
cesidinde (0,8adet) 10° mM’da meydana gelirken, Nenahatun ve Palanddken 97
cesitlerinde 10* mM’da sirasiyla 1,8 adet ve 2.1 adet olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4
ve Sekil 4.29).

£ 1,E-04
1,E-05

& 1,E-06

Rejenere bitki olusumu (adet)

Kirik Nenehatun Palandoken 97

Cesitler

Sekil 4.29. Cesitlerin farkli konsantrasyonlardaki rejenere bitki olusumlari (adet)
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Memeli cinsiyet hormonlarinin rejenere bitki olusumu iizerine olan etkisi
konsantrasyonlarina gore farklilik gostermis ve hormonxkonsantrasyon interaksiyonu
cok onemli (p<0,01) cikmustir (Cizelge 4.4). Her hormon tipine ait konsantrasyonlar
kendi igerisinde karsilastirildiginda en yiiksek rejenere bitki olusum oranlart 17 B-
ostradiolde 10° mM’da 2,0 adet, Sstrojende 10° mM’da 2,4 adet, progesteron 107
mM2,9 adet ve testesteronda 10° mM’da 3,0 adet olarak belirlenmistir. En diisiik
rejenere bitki olusum oranlari ise 17 B-ostradiol, Gstrojen ve progesteronda 10 M’da
sirastyla 1,3, 1,4 ve 2,1 adet olarak belirlenirken, testesteronda 10° mM’da 2,1 adet

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.30).

& 1,E-04
@ 1,E-05

1 1,E-06

Rejenere bitki olusumu (adet)
[N}

17 B-Ostradiol Ostrojen Progesteron  Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlari

Sekil 4.30. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli konsantrasyonlardaki rejenere bitki
olugsumlar1 (adet)
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Cesitlerin rejenere bitki olusum oranlar1 hormon ve onlarin konsantrasyonlarina gore
farklilik gostermis ve c¢esitxhormon tipixkonsantrasyon interaksiyonu c¢ok Onemli
olmustur (p<0,01) (Cizelge 4.4). Cesitlerin en yliksek rejenere bitki olusum oranlari
Kirik ve Nenehatun cesitlerinde progesteronun sirasiyla 2,8 ve 3,0 adet olarak
belirlenirken, Palandoken 97 c¢esidinde ise 17 B-Ostradiolin ve progesteronun 107
mMkonsantrasyonunda4,8 adet olarak belirlenmistir. En diisiik rejenere bitki olusum
oranlar1 ise Kirik ¢esidinde (0,0 adet) 17 B-Ostradioliin 10*mM’da, Nenehatunda (1,0
adet) testesteronun 10*mM konsatrasyonunda, PalandSken 97 cesidinde (0,0 adet) ise

ostrojenin 10 mM konsantrasyonunda meydana gelmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.31).

B Kirik
B Nenehatun

B Palandoken 97

Rejenere bitki olusumu (adet)

17 p-Ostradiol Ostrojen Progesteron Testesteron

Memeli Cinsiyet Hormonlar1 ve Kons antrasyonlari

Sekil 4.31. Cesitlerin memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarindaki rejenere bitki
olugsumlari (adet)
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5. SONUC ve TARTISMA

Basarili bir in vitro gen aktarma sistemindeki kritik noktalardan biri kullanilan
eksplantin gen aktarmaya uygun bir doku ve bu dokunun da tam bir rejenere bitki
olusturabilme yetenegine sahip olmasidir. Bu anlamda, doku ve hiicre kiiltiirlerinde

etkili bir rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi gerekmektedir.

Bugdayda gen aktarmada, kallus olusumu ve bitki rejenerasyonunda basari
saglanabilmesi a¢isindan en onemli etkenin genotip oldugu bilinmektedir (Sehirali ve
Ozgen 1998; Aydin vd. 2009). Yapilan bu arastirmada kallus, embriyogenik kallus ve
bitki sayist olusumu {izerine genotipin etkisinin ¢ok Onemli oldugu belirlenmistir.
Nitekim, bu konuda yapilan birgok galismada benzer bulgular elde edilmistir (Ozgen et
al. 1996; Rashid et al. 2002; Sarker and Biswas, 2002; Li et al 2003; Zale et al. 2004;
Chen et al. 2006; Patnaik et al. 2006; Ahmet and Adak, 2007; Bi et al. 2007; Aydin et
al. 2011). Diger taraftan yine yapilan arastirmalarda genotipin, bugdayda kallus
olusumu ve bitki rejenerasyonuna etki eden en Onemli faktdr oldugu bildirilmistir
(Bregitzer 1992; Li et al. 2003; Aydin et al. 2011). Ayrica, Mathias and Simpson (1986)
yaptig1 bir calismada, doku kiiltiirii ¢aligmalarinda genotipin ortamdan daha Onemli

oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan c¢aligmalarda sitoplazmanin ve mitokondriyal genomun (Rode et al. 1998)
rejenerasyonunda etkili olabilecegi bildirilmistir. Nitekim Ozgen et al. (2001), doku
kiiltiir{i tizerine sitoplazmik etkinin olup olmadigiyla ilgili yapmis oldugu arastirmada,
sitoplazmanin kallus olusumuna, rejenerasyon kapasitesine, Kkiiltiir etkinligine ve
rejenere bitki sayisina olumlu yonde etki ettiini ve bunun yani sira sitoplazmik etkinin

de genotipe bagli oldugunu belirtmislerdir.

Arastirmada incelenen karakterler bakimindan genotipler karsilastirildiginda, en ytiksek
kallus olusumu ve rejenere bitki sayis1 Palandoken 97 ¢esidinde meydana gelirken, en

yiiksek embriyogenik kallus olusumu (ESEKO ve KSEKO) ise Nenehatun ¢esidinde
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belirlenmistir. Genotiplerdeki farklilik olusumlarina benzer sekilde Hacibektasoglu
(2011), farkli hiyar genotiplerinde Gstron ve testesteron hormonlarinin etkisini incelemis
ve disi cicek/erkek cicek Olgiimleriyle ilgili Hasankale ve Gordion F1 genotiplerinde
onemli farkliliklar oldugunu bildirmistir. Yine yapilan diger ¢aligmalara gore genotipin
(Sears and Deckard 1982; Mathies and Simpson 1986; Fennel et al. 1996; Tuberosa et
al. 1988; Chowdhury ef al. 1991) ve eksplant kaynaginin (Ozias-Akins and Vasil 1982;
Maddock et al. 1983; Zhang and Seilleur 1987; Redway et al. 1990) bugday bitki
rejenerasyonuna etki ettigi belirtilmistir. Incelenen karakterler bakimindan gesitlerin
farkli olmasinin muhtemel nedeni bu karakterlere etki eden icsel (bitki biinyesi) hormon
seviyelerinin farkli olmasindandir. Nitekim, Carman (1990) ve Bhaskaran and Smith
(1990), kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu yoniinden genotipler arasindaki
farkliliklarin ~ i¢csel hormon seviyesindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegini

bildirmislerdir.

Bugday olgun embriyo kiiltiiriinde memeli cinsiyet hormanlarinin etkisinin arastirildigi
bu arastirmada, memeli cinsiyet homonlarinin kallus ve embriyogenik kallus olusumu
ile bitki rejenerasyonu olusumunu tesvik ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde daha dnce
in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda, bitkisel ve hayvansal kaynaklardan tiretilmis
olan cesitli steroitlerin, farkli vaskiiler bitkiler ve alglerde, hiicre biiyiimesi ve dokuyu
etkiledigi gozlemlenmistir (Geuns 1978a; Buchala and Schmid 1979; Mandava et
al.1982). Nitekim, bitkilere bu hormonlarin veya uyaricilarinin uygulanmasiyla hiicre
boliinmesi, polen tiip gelisimi, kallus olusumu, embriyo gelisimi, ¢i¢ceklenme, kdk ve
siirgiin gelisiminin etkilendigi bildirilmistir. Go6zlemlenen bu etkilerin ise bu
hormonlarin diizenleme kabiliyetlerinden kaynaklandigi belirtilmistir (Janeczko and
Skoczowski 2005). Yine, androsteron ve anrosteredionun scutellum igindeki kallus
dokusunun iiremesiyle birlikte, kislik bugdayin olgunlasmamis embriyolarinin gelisimi
ve ¢imlenmesini tesvik ettigi belirtilmistir. Uygulanan Ostrojenin ise olgun olmayan
embriyolarin ¢imlenmesini engelledigi, kallus dokusunun olusumunu ise onleyici bir
etki yapmadig1 belirtilmistir (Janeczko 2000; Janeczko et al. 2002). Diger taraftan in
vitro ortamda izole edilen bezelye embriyosuna uygulanan &strojenin ise embriyo

gelisimini tesvik ettigi bulunmustur (Bonner and Axtman 1937; Koégl and Haagen-Smit.



58

1936). Yine benzer sekilde Helmkamp and Bonner (1952), 6strojen uygulamasinin (1

mg/dm’) bezelyede embriyo gelisimini tesvik ettigini bildirmistir.

Arastirmada en yiiksek kallus olusumu testesteronda, embriyogenik kallus olusumu ise
17 B-ostradiolde gerceklesmistir. Bulgularimiza benzer sekilde testesteronun Onciisii
olan androsterodionun, Arabidopsis thaliana L.’de kallus dokusunun iiremesini tesvik
ettigi bildirilmistir (Janeczko 2000; Janeczko et al. 2003b). Ayrica Daucus carota L.
(Havug) bitkisine 17 B-6stradioliin 3-12 mg/dm™ konsantrasyonunda uygulanmasiyla
ortamdaki kallus olusum oraninin %100 oldugu bildirilmistir (Geuns 1978a). Yine bu
hormonlarin  Polygonatum Verticillatum’da da kallus iiremesini tesvik ettigi
gozlemlenmistir (Janeczko and Szybka 2001; Szybka-Hrynkiewicz and Janeczko.
2004). Bulgulara bakildiginda bu etkinin endojen hormon seviyesinden oldugunu
sOyleyebiliriz. Nitekim, bir arastirmaya gore Solanum glaucophyllum Desf. bitkisinin
kalluslarinda, ¢icek, yaprak ve tohumlarinda 17 [-0Ostradioliin  bulundugu
gbzlemlenmistir (Milanesi et al. 2001). Benzer sekilde yapilan bir arastirmada da
bitkilerde testesteron ve 17 [-Ostradiol hormonlarinin bulundugu bildirilmistir
(Janeczko and Skoczowski 2005). Bu hormon veya uyaricilarinin uygulanmasiyla da
hiicre boliinmesi, polen tiip gelisimi, kallus olusumu, embriyo gelisimi, kok-siirglin
gelisimi ve ¢igeklenmenin etkilendigi belirlenmistir (Janeczko and Skoczowski 2005).
Yine daha 6nce yapilan bir arastirmada, bitkilerde testesteronun verimlilik ve tozlasma

lizerine etkisinin olabilecegini belirtilmistir (Zhang et al. 1991).

Arastirmamizda en yiiksek rejenere bitki sayisinin progesteron hormonunda meydana
geldigi belirlenmistir. Elde ettigimiz verilere benzer olarak, Erdal (2010)’in nohut
bitkisinde yaptig1 ¢alismada, progesteron, p-dstradiol ve androsteron (107, 10, 107, 10°
210" M) uygulanan bitkilerde, maksimum gelismenin progesteron hormonununda ve
konsantrasyon olarak ise 10° M’da meydana geldigi belirtilmistir. Aym sekilde yine
arpa bitkisi iizerinde de bu hormon ve konsantrasyonlarinin etkisini inceleyen
arastirmaci, bitkilerde maksimum gelismenin yine progesteron hormonunun 10° M
konsantrasyonunda oldugunu tespit etmistir. Aycicegi bitkisinin kok ve siirgiin gelisimi

tizerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisini arastiran Bhattacharya and Gupta



59

(1981), bitki basina uygulanan 0,25 pg konsantrasyonundaki 17 B-Ostradiol ve

progesteronun siirgiin gelisimini artirdigini, kok gelisimini ise engelledigini bildirmistir.

Memeli cinsiyet hormon konsantrasyonlarmin azalisina bagli olarak arastirmada
incelenen karakterlerin olusum oraninda genelde artis gézlenmistir. Benzer sekilde in
vitro kosullarda yapilan bir ¢alismada (Janeczko 2000), 6strojen ve progesteronun 1 uM
uygulanmasiyla kiglik bugday fidelerinin kok ve yaprak gelisimini tesvik ettigini, 10
uM’lik bir uygulamanin ise siirgiin gelisimini ¢ok az da olsa engelledigini bildirmistir.
Yine, Medicago sativa ile serada kontrollii sartlarda yapilan farkli bir ¢aligmada (Awad
1974) 17 B-ostradiol, dstrojen ve steroidal dstrojenlerin uygulanmasi sonucunda; 0,5 ve
0,005 pg/dm™ oranindaki Gstrojenin kok ve govde kuru agirhigim artirdigs, 50-500
ug/dm’3 konsantrasyonuda uygulanmasinin ise bitki biliylimesini engelleyici bir durum
gosterdigi belirtilmistir. Ayrica Erdal ve Taskin (2010) fasulye tohumlarinin ¢imlenme
hiz1 ve kok-gévde uzunluklarini inceledikleri bir ¢alismada, benzer sonu¢ bulmuslar ve
daha Once yapilan diger calismalara gore uygulanan hormon konsantrasyonlarindan
daha diigiik konsantrasyonlarin, incelenen karakterler bakimindan daha yiiksek etki
yaptigini belirtmislerdir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda memeli cinsiyet hormonlarinin

daha diisiik konsantrasyonlarinin uygulanmasi dnerilebilir.

Yapilan arastirmada bugday olgun embriyo kiiltiiriinde rejenerasyon sisteminin basaril
bir sekilde elde edilmesi saglanmaya calisilmistir. Bu arastirmamizda, bugday olgun
embriyo kiiltiiriinde basar1 elde edilmesinden dolayi, olgunlagsmamis embriyolarin
kullanilmasimin tercih edilmedigi durumlarda, olgun embriyolarin kullaniminin
miimkiin olabilecegi sonucuna varilabilir. Yine ¢alismaya gore kallus olusumu, kallus
sayisina gore embriyogenik kallus olusum (KSEKO), eksplant sayisina gore
embriyogenik kallus olusumu (ESEKO) ve rejenere olan bitki bakimindan sonug¢ 6nemli
olarak bulunmustur. Cesitlere bakildiginda ise, Palanddken 97 ¢esidinin kallus olusumu,
kallus sayisina gére embriyogenik kallus olusum orani1 (KSEKO) ve rejenere olan bitki
olusumuyla ilgili olumlu sonu¢ vermesi nedeniyle, yapilacak ¢alismalarda iyi sonuglar
verebilecegi sdylenilebilir. Tiim parametreleri goz 6niinde bulundurdugumuzda ise, gen

aktarimina uygun bir rejenere bitki elde edebilmek agisindan Palandoken 97 ¢esidini
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kulanmak, bizi amaca uygun sonuca gotiirmesi bakimindan 6nerilebilir. Ayrica yine bu
amaca yonelik olarak memeli cinsiyet hormon tiplerinden, progesteron 10° mM
konsantrasyonu yapilacak caligmalar i¢in yine Onerebilir. Diger taraftan bu sekildeki
calismalarda memeli cinsiyet hormonlarinin diisiik konsantrasyonlarinin uygulanmasi
daha etkin bir sonu¢ i¢in uygun olabilir. Hatta ilerde yapilacak calismalarda bizim
uyguladigimiz konsantrasyonlardan daha diisiik konsantrasyonlarin uygulanmasi yeni

arastirmacilar igin bir fikir olusturabilir.
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