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OZET

Doktora Tezi

BAZI BITKI VE MEMELI CINSIYET HORMONLARININ KORUNGADA (Onobrychis
sativa L.) IN VITRO OZELLIKLER UZERINE ETKIiSI

Esin DADASOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarla Bitkileri Anabilim Dal1
Tahillar ve Yemeklik Baklagiller Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Metin TOSUN

Iki farkli boliim halinde hazirlanmis olan bu calisma, memeli cinsiyet hormonlaridan (MCH)
progesteron, B-Ostradiol, 6stron ve testosteron ile bitki hormonlarindan (BH) NAA, BAP, KIN
ve TDZ’nin korunga (Onobrychis sativa L.) bitkisinin in vitro sartlarda doku kiiltiiriine
tepkilerini belirlemek amaciyla yapilmustir. Iki farkli deneme seklinde yiiriitiilen ve toplam 55
farkli yontemin denendigi bu galigma iki asamada gergeklestirilmistir. Birinci asamada tohumlar
hormonsuz ortamda ¢imlendirilmis, ikinci asamada ise olusan bitkiciklerden eksplantlar
(kotiledon, kok ve hipokotil) alinarak farkli hormon, doz ve hormon-doz kombinasyonlarini
igeren ortamlara aktarilmigtir. MCH etkilerine bakildiginda, en fazla sayida siirgiin (16 adet)
hipokotil eksplantindan, progesteronun 10° mM, &stronun ise 10™ ve 10mM’lik dozlarinda
olusmustur. En yiiksek kallus olusum oram ise ostronun 10 mM dozundan (%84,4) elde
edilmistir. Diger taraftan, en yiiksek canlilik oram1 %73,4 ile progesteronun 10™ ve 10" mM’lik
dozlarindan kok eksplantindan elde edilmistir. Kok olusumu bakimindan ise en uygun
hormonun testosteron oldugu ve en uygun eksplantin hipokotil oldugu, muamele giin sayisina
bagli olarak elde edilen kok sayisinin arttigi goriilmiistiir. Bitki hormonlariin etkisine
bakildiginda ise en fazla sayida siirgiin olusumu 29,0 adet ile 1,5 mg/l BAP’dan doksaninci giin
sonunda elde edilmistir. Kotiledonlarda muamele giin sayisinin artisina baglh olarak siirgiin
sayisi artmis Ve en fazla siirgiin 7,8 adet ile TDZ’nin 1,0 mg/I’lik dozundan doksaninci giiniin
sonunda elde edilmistir. En yiiksek kallus olusum oranm1 %98,4 ile kok eksplantindan 0,2 mg/1
NAA+1,5 mg/l TDZ ve 0,4 mg/l NAA+0,5 mg/l TDZ kombinasyonlarindan elde edilmistir.
Kok olusumu bakimindan en iyi sonug ise 14,8 adet ile 0,4 mg/l NAA’dan hipokotilden elde
edilmistir. En yiiksek canlilik orani (doksanineci giin sonunda) %96.,9 ile 1,5 mg/I’'lik TDZ
dozunda olmustur. Eksplant sayisina gore en fazla embriyogenik kallus olusumu 9,5 adet ile
BAP’1n 1,0 ve 1,5 mg/lik dozlarindan ve eksplant basina diisen somatik embriyo sayisi ise en
fazla 3,4 adet ile 0,4 mg/l NAA+1,5 mg/ BAP’dan elde edilmistir. Bu ¢alisma, korunga
bitkisinde MCH’nin doku kiiltiiriine etkisini belirlemek amaci ile yapilan ilk ¢alismadir.
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Ph.D. Thesis

THE EFFECT OF SOME PLANT AND MAMMALIAN SEX HORMONES ON IN
VITRO PROPERTIES OF SAINFOIN (Onobrychis sativa L.)
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This study prepared in two sections was carried out determining their reactions of mammalian
sexual hormones (MSH) (progesterone, B-6stradiol, estrogen and testosterone) and also plant
growth hormones (PGH) (NAA, BAP, KIN and TDZ) on formation of tissue culture on the
sainfoin plants (Onobrychis sativa L.) grown in in vitro conditions. This study which is applied
55 different methods was performed in two sections. In the first stage, the seeds were sprouted
in hormone-free environment. In the second stage, the explants (cotyledon, root and hypocotyl)
obtained from the plantlets were transferred to the environments including different hormone,
dose and hormone dose combinations. For the effects of MSH, the highest number of shoots (16
nr) from hypocotyl explants with the doses 10° mM of progesterone and, 10* and 10°’mM of
estrogen; the highest rate of callus formation (84,4 %) with the dose 10 mM of estrogen; the
highest vigor rate (73,4%) with the doses 10 and 10° mM of progesterone from root explants
were obtained. For rooting, the most suitable hormone was testosterone, the most suitable
explant was hypocotyl and it is observed that number of root increased depending on
treatment/day number. For the effect of plant growth hormones, the highest number of shoots
(29,0 nr) was obtained from the dose 1,5 mg/l of BAP in the end of 90th day. Shoot number on
cotyledones increased depending on incereasing number of treatment/day and the highest
number of shoot (7,8 nr) was obtained from the dose 1,0 mg/l of TDZ in the end of 90th day.
The highest rate of callus formation (98,4%) with the dose combination 0,2 mg/l NAA+1,5 mg/I
TDZ and 0,4 mg/l NAA+0,5 mg/l TDZ from the root explant was obtained. The best result in
terms of rooting (14,8 nr) was obtained from the dose 0,4 mg/l of NAA from hypocootyl. The
highest vigor rate (96,9 %) was obtained from the dose 1,5 mg/l of TDZ in the end of 90th day.
The highest number of embryogenic callus formation (9,5 nr) from the dose 1,0 and 1,5 mg/l of
BAP and the highest number of somatic embryo per explant number (3,4 nr) from the dose 0,4
mg/l NAA+1,5 mg/ BAP were obtained. This study is the first in terms of determination of the
effect of MSH on tissue culture.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

°C Santigrat derece

ug Mikrogram

cm Santimetre

g Gram

kg Kilogram

I Litre

mg Miligram

ml Mililitre

mol Mol

mM Milimolar

N Normal

2,4-D 2,4-Diklorofenoksi asetik asit

IAA Indol-3-asetik asit

NAA Naftalen asetik asit

Dikamba 3,6-Diklorobenzoik asit

Pikloram 4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit
2,45-T 2,4,5-Triklorofenoksi asetik asit

IBA Indol-3-butirik asit

TDZ 1-Fenil-3-(1,2,3-thidiazol-5yl) iire (Thidiazuron)
BAP 6- Benzil amino piirin

KIN Kinetin

ABA Absisik asit

MS Temel besi ortami, Murashige and Skoog (1962)
N6 Temel besi ortami, Chu et al. (1975)

BS Temel besi ortami, Gamborg et al. (1968)
MES 2-(N-morpholino) ethansiilfonik asit
BBD Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

MCH Memeli Cinsiyet Hormonlari

Vi
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1. GIRIS

Dogaya doniisiimiin bir slogan haline geldigi giiniimiiz diinyasinda bitkiler, oldukga
onem arz etmektedir. Icerdikleri 350.000’den fazla tiir ve diger canli gruplarindan farkli
olarak tstlendikleri hayati roller nedeniyle bitkiler yeryiiziindeki yasamin anahtari
saytlirlar. Bitkiler, hem kendileri hem de dogada bulunan diger canlilarin yasamlarini
stirdiirmeleri i¢in gerekli olan besin maddelerini sentezleyerek, havanin karbondioksit
ve oksijen dengesinin korunmasini saglarlar. Ayrica besin, kozmetik ve ilag sanayinde,
kullanilmakta bir¢ok canliya barinma ve beslenme ortami saglamakta, topraga organik
madde kazandirmakta, c¢evre diizenlemesinde kullanilmakta, dogal afetlerin
onlenmesinde rol almakta ve sanayi hammaddesi olarak yararlanilmaktadirlar (Ozcan

vd 2001; Yagmur 2008).

Insanlarin beslenmesinde en ¢ok kullanilan yaklasik 30 bitki grubu i¢inde en énemlileri
tahillar, endistri bitkileri, sebzeler, meyve agaclar1 ve baklagillerdir. Bununla beraber
diinya florasinda yaklasik 250.000 bitki tiiriiniin bulundugu ancak bunlardan 3000 tiiriin
besin degerine sahip oldugu bildirilmektedir (Babaoglu 2001).

Bugiin diinyanin diger iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de hizli niifus artisinin
beraberinde getirdigi en O6nemli sorunlardan birisi yetersiz ve dengesiz beslenmedir.
Dengeli beslenme karbonhidrat, protein, yag, vitamin ve mineral maddeleri diizenli ve
yeterli miktarda tiiketmekle miimkiindiir. Ancak iilkemiz insaninin en énemli kaynagin
karbonhidratlar olusturmakta ve ozellikle hayvansal proteinlerin tiiketimi gelismis
iilkelerin ¢ok gerisinde kalmaktadir. Bunun nedeni iilkemizde hayvansal besin
liretiminin yetersiz olmasidir. Hayvancilikta istenen hedeflere ulasmak icin hayvanlara
yeterli miktarda ve kalitede yem saglanmasi gerekmektedir. Bu da hayvan
beslenmesinde ¢ok onemli bir yere sahip olan meralarimizin uygun yontemlerle 1slahi

ve tarla tarimi igerisinde yem bitkilerine ayrilan alanin artirilmasi ile miimkiin olacaktir.



Baklagiller olarak adlandirilan Leguminosae familyas: diinya iizerindeki en genis
familyalardan birisidir. 250 000 ¢igekli bitki tiiriiniin 12 000’1 baklagiller olup, yaklasik
600 cins igerisine dagilmislardir. Baklagil yem bitkileri; bitkiler alemi (Plantae), ¢igekli
bitkiler (Embriyophyta) boliimiine, kapali tohumlular (Angiospermae) alt boliimiine, ¢ift
cenekliler (Dicotyledonae) sinifina, giilgiller (Rosales) takimina, baklagiller
(Leguminosae) familyasina dahildirler (El¢i 2005; Tan ve Serin 2008). Leguminosae
familyasinin ii¢ alt familyaya ayrildig1 bildirilmekte olup; yurdumuzda yem bitkileri
olarak kullanilan baklagillerin timii Papillionoideae alt familyas: igerisinde yer
almaktadir (El¢i 2005). Tarimsal agidan bir¢ok 6nemli 6zellige sahip olan baklagil yem
bitkileri uzun yillardan beri yeryiiziinde yetistirilmekte olup; insanlar bu bitkilerden
cesitli sekillerde yararlanmistir. Gida ve Tarim Teskilati (Food and Agriculture
Organization (FAO)) tarafindan yayimlanan kaynaklar incelendiginde; bir ¢ok iilkede
toplam tarla arazisi igerisindeki yem bitkilerinin paymin biiyiilk boyutlara ulastigi,
Oornegin Avustralya'da bu oran %50'ye yaklasirken, bircok Kuzey Avrupa iilkesinde
%25’ler diizeyindedir. Incelenen Avrupa iilkelerinde en diisiik pay Tiirkiye’ye aittir
(Anonymous 2002). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) tarafindan yayimlanan
istatistiklere gore; lilkemizde 5 210 000 ton yonca, 2 896 000 ton fig ve 716 000 ton
korunga tretilmektedir (Anonim 2007). Son yillarda iilkemizde basta yonca olmak
tizere yem bitkileri ekim alanlar1 genislemekte, ancak gelisme hizi oldukca yavas
seyretmektedir. Sonug olarak, tilkemiz bir¢ok iilkeye gore yem bitkileri yetistiriciligi

acisindan ¢ok az bir liretime sahiptir.

Baklagil yem bitkilerinin {ilkemizin tariminda bu gilinkii iiretim alanindan ¢ok daha
genis alanlarda {retilmesi tarimimizin gelismesi ve teknolojinin gosterdigi yolda
basariya ulasmasi i¢in zorunludur (El¢i 2005). Bu nedenle iilkemiz hem tarimsal hem de
ekonomik agidan biiyiik faydalar saglayacak yem bitkileri yetistiriciligine gereken 6nem

verilmeli ve bu amagla yapilacak olan ¢aligmalar her yonden desteklenmelidir.

Baklagil ve bugdaygil yem bitkileri olmak iizere baslica iki grupta ele alinan yem

bitkileri; hayvan yemi olarak yetistirilen, toprak ve su muhafazasinda etkin olan, ekim



nobetinde kendinden sonra gelen tirlinlerin verimini artirmada, dogrudan dogruya veya

sonradan yedirilmek {izere hasat edilerek kurutulan veya silaj1 yapilan bitkilerdir.

Kaba yem olarak taninan yem bitkilerinin hayvanlarin mide mikroflorasi i¢in liizumlu
besin maddelerini igerdigi, bununla birlikte mineral ve vitamin kaynagi olmas1 nedeni

ile hayvanlarin verim ve lireme performanslar tizerine etki ettigi bilinmektedir.

Yurdumuzda yonca, korunga, adi fig ve burcak gibi geleneksel birka¢ yem bitkisinin
tarim1 yapilmaktadir. Baklagil yem bitkileri, organik tarim sisteminde yesil giibreleme
yolu ile ana bitkinin ihtiyaci olan azot ihtiyacinin tamamini veya 6nemli bir bolimiinii

karsilayabilmektedir (A¢ikgoz vd 2005).

Korunga genis bir uyum kabiliyetine sahip, yiiksek kalitede ot hasil eden, kisa ve kuraga
cok dayanikli oldugundan genis bir adaptasyon kabiliyetine sahip, kullanim alan1 ¢ok
fazla olan ¢ok yillik bir yem bitkisidir. Tash ¢akilli arazilerde rahatca gelisebilen, 1,5-2
m derinlige inen kuvvetli koklere sahip bir bitkidir. Besleme degeri oldukca yiiksek olan
bu bitkinin fakir ve kirag topraklarda ot veriminin yonca ve tiggiillere gore daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. Korunganin derine giden kok sistemine sahip olmasi, koklerinin
katyon degistirme kapasitesinin yliksek olmasi, yem bitkilerinde goriilen birgok
zararliya dayanikli olmasi ve ¢ok 1y1 bir balozii bitkisi olmasi 6nemini artirmaktadir.
Ayrica ciftlik hayvanlarinda sisme yapmayan ender bitkilerden birisidir. Yalmiz veya
bugdaygillerle karigim halinde kuru ot iiretiminde, mer’a 1slahinda, toprak 1slahinda, bal

tiretiminde ve ekim nobetinde kullanilmasi1 6nemini artirmaktadir (Tan ve Serin 2013).

Klasik bitki 1slahi ile istenen tiim 6zelliklerin bir bitkide toplanmasi giic ve zaman alici
bir islemdir. Uyusmazlik, genetik baglilik ve istenen 0&zelliklerin se¢iminin ve
stabilizasyonunun uzun zaman almasi sorunlariyla karsilasilmaktadir. Oysaki kullanim
alan1 giderek yayginlasan bitki genetik miihendisligi teknikleriyle, bu olumsuzluklar
kolayca asilabilmekte, orijinal bitkinin arzu edilen karakterlerini degistirmeksizin bir ya
da birkac gen, yeni Ozellikler kazandirmak amaciyla degisik organizmalardan izole

edilerek bitkilere aktarilabilmektedir (Ozcan ve Ozgen 1996).



Yeni bir ¢esit gelistirmenin ¢ok uzun zaman almasi ve daha fazla maddi kaynaga ihtiyag
duyulmast ve daha fazla isgiicli gerektirmesi geleneksel 1slah yontemlerinin en 6nemli
dezavantajlarindan sayilabilir. Bitkilerin tarimsal 6zelliklerinin iyilestirilmesinde birgok
sorunla karsilasiimaktadir. Ornegin, melezleme yapilabilen tiir sayisinin az olmas,
yapilan melezleme sonucunda istenilen Ozelliklerle birlikte istenmeyen ozelliklerin
gecisinin Onlenememesi, istenmeyen karakterlerin elemine edilmesinin ¢ok uzun zaman
almasi diger bir takim dezavantajlar1 olusturmaktadir (Ozcan ve Ozgen 1996).
Giliniimiizde modern 1slah yontemleri olarak da adlandirilan biyoteknolojik yontemler
sayesinde, bir takim olumsuzluklar ortadan kaldirilabilmekte, 1slah siiresi kisaltilarak
maddi agidan ve zamandan tasarruf saglanmakta ve ayrica melezlemede karsilasilan

sorunlarin iistesinden gelinebilmektedir.

Bitki gelismesi i¢in giines 15181na, havanin CO’ine, topragin su, mineral ve diger besin
maddelerine ihtiya¢ duymaktadir. Vejetasyon ilerledikce bitki biiyiimekte, gelismekte
ve bir kisim hiicre, doku ve organlar olusarak, kendine has sekil almaktadir. Bu
olusumlarin meydana gelmesi konusundaki ¢ogu detaylar bilinmemekle birlikte normal
biiylime ve gelismenin meydana gelebilmesi i¢in bir takim i¢ ve dis faktorlerin birlikte

rol oynadig asikardir.

Bitki biiytime diizenleyicilerinin (BBD) 6nemi ilk kez 1930’lu yillarda anlasilmis, bu
tarihten itibaren bunlarin tarimsal {iriinlerdeki fonksiyonu arastirilmaya g¢alisiimistir.
Bitki fizyolojisi konularinda yapilan c¢aligmalar, BBD’nin bitki biliylime ve
gelismesindeki rollerini ortaya koymus ve zamanla bitki biinyesinde sadece biiyiimeyi
tesvik eden maddelerin degil, aynm1 zamanda biiylimeyi engelleyen maddelerin de
sentezlendigi ortaya konulmustur (Giileryiiz 1982; Raven et al. 1992). Giiniimiizde
cimlenmeden hasada ve hasat sonras1 muhafazaya kadar bitkinin biliylime oranini ve
gelismesini etkilemek amaciyla yaygin olarak kullanilan BBD’lerinin verim {iizerine
olan etkileri genelde dolayli yoldan olmaktadir (Budak vd 1994). Bitkilere bu
maddelerin  distan uygulanmasinda amaca uygun kimyasalin sec¢imi, uygun
konsantrasyonun ve uygulama zamanmnin tayini, arzu edilen etkinin olugmasi igin

oldukga énemlidir (Palavan-Unsal 1993; Buban 2000).



Bitkideki biiylime ve gelismeyi diizenleyen temel i¢ faktorler kimyasal 6zelliktedir.
Bitki biiyiimesini diizenleyen maddeler bitkiler tarafindan olusturulan ya da bitkiye
disaridan verilen, ¢ok diisiik miktarlarda bitkideki biiylime, gelisme ve diger fizyolojik
olaylar1 tek basina ya da birlikte olumlu veya olumsuz yonde etkileyebilen,
olusturulduklar1 dokularda etkin olabildikleri gibi diger bitki kisimlarina da tagiabilen
ve bu etkinligi diger organlarda da gosterebilen organik maddelerdir. Bitkiler biiylime,
gelisme ve degisime ugramalari i¢in kendi ihtiyaglar1 olan bu temel maddeleri kendileri
uretirler. Bitki biinyesinde olusup, fizyolojik olaylar1 diizenleyen bu maddelere

hormonlar ya da fitohormonlar ad1 verilmektedir (Kumlay ve Eryigit 2011).

Bitki hormonlarin hiicre igerisindeki temel islevleri, hiicre boliinmesi, hiicre
farklilasmasi, organ olusumu, tohum dormansisi, tohum c¢imlenmesi, yaprak ve organ

yaslanmasi ile absisyonu gibi temel gelisme basamaklarini diizenlemeleridir (Davies

1995).

Bitki hormonlar1 oksin, sitokinin, giberellin, etilen ve absisik asit olmak iizere 5 gruba
ayrilmistir. Bunlardan oksin, giberellin ve sitokininler bitki bliylimesini tesvik ederken,
etilen ve absisik asit biiylimeyi engelleyici etki gostermektedir (Kadioglu 1999).
Oksinler, sitokininler ve gibberellinler bitki biiylimesini tesvik edici hormonlar olarak

tarimda siklikla kullanilmaktadirlar.

Hormonlarin etkileri daima bir denge igerisinde birbirlerini tamamlayic1 veya biri
digerinin etkisini azaltici olarak ortaya ¢ikar. Gilinlimiizde hormonlardan bitkilerde
bliyimeyi ve gelismeyi yonlendirici 0Ozellikleri dikkate alinarak ¢ok yonli
yararlanilmaktadir. Cok sayida kimyasal madde hormon olmadig1 halde hormon olarak
adlandirilmakta bu ise kavram kargasasina neden olmaktadir. Bir bilesigin hormon
olarak nitelendirilebilmesi icin; bitki biinyesinde olusmasi, olustugu yerden bagka bir
yere tasinabilir olmasi, tasindi§i yerde degisik yasam olaylarini yOnetmesi ve
diizenlenmesi, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bu etkisini gostermesi gerekir (Kaynak ve

Ersoy 1997).



Bitki gelisimini diizenleyicilerin (BBD) kullanilmasinda istenilen neticenin alinmasi
icin uygulama zamaninin ve konsantrasyonlarinin iyi ayarlanmasi gerekmektedir
(Westwood 1993). Diger yonden diisiik konsantrasyonlarda biiyiimeyi artirabilen bir
BBD, konsantrasyonu artirildik¢a biliylimeyi engelleyebilmektedir.

Bitki biinyesinde meydana gelen fizyolojik faaliyetlerin ¢ogunlugu bu hormonlarin
kontrolii altindadir. Bitki hormonlarinin kesfinden sonra, bu hormonlara yapisal olarak
benzeyen kimyasal maddeler sentetik olarak iiretilmeye baslanmis olup, bu sentetik
maddeler bitkilere distan uygulandiklarinda bitki hormonu gibi etki gosterdikleri
belirlenmis, biiylime ve gelisme olaylarindaki etkilerinden ve diizenleyici rollerinden
dolayr bitki hormonlar1 ile birlikte bu maddelerin hepsine birden ‘Bitki Biiyiime
Diizenleyicileri’ ad1 verilmistir (Bayras 2005).

Bitki biiylime maddeleri modern tarimda biiylime ve ¢igeklenmeyi tesvik edici maddeler
olarak siklikla kullanilmaktadir. Bu maddelerin belirli yogunluklarda kullanilmalar
gerekmektedir. Aksi taktirde, kok uglarinda tiimore benzer sigkinliklerin olusumu,
iletim dokusunun tahrip edilmesi ve biiylimenin engellenmesi gibi olumsuzluklara

neden olmaktadir (Bayras 2005).

Oksinler hiicre genislemesine ve biiyiimeye neden olan maddeler olup, hiicre uzamasini,
doku gelisimini ve kok olusumunu tesvik etmektedirler. Bitki hormonu olan oksin,
biitiin yiiksek bitkiler tarafindan sentezlenir ve en ¢ok bulunan oksin formu indol-3-
asetik asittir (IAA) (Grunewald ve ark. 2009). IAA disinda en yaygin bulunan oksinler;
indol biitirik asit (IBA), naftalin asetik asit (NAA), naftoksi asetik asit (NOAA), fenoksi
asetik asit (FOAA), diklorofenoksi asetik asit (2,4-D), fenil asetik asit (FAA),
paraklorofenoksi asetik asit (4-CPA) ve 2,4,5-triklorofenoksi asetik asitlerdir (2,4,5-T)
(Seger 1989) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Oksin tipleri (Naftalen asetik asit, 2,4-Diklorofenoksi asetik asit ve indol-3-
asetik asit) ve yapisal formiilleri

Sitokininlerin bitkilerde boliinmeyi tesvik edici 6zellikte oldugu ve diger birgok
fizyolojik ve gelisim olaylarmi da etkiledikleri bilinmektedir (Sekil 1.2). Bu olaylar
senesensin geciktirilmesi (Thimann 1980), senesens sirasinda klorofil, protein ve RNA
seviyelerinin korunmasi (Richmond and Long 1957), kloroplast olgunlagmasi, govde
bliylimesi, apikal dominansi, kotiledonlarin genislemesi ve morfogenezin kontroliidiir

(Taiz 1991).

Kimyasal ve biyolojik olarak aktif 200’den fazla dogal ve sentetik sitokinin vardir.
Kinetin, benziladenin ve zeatin sitokininlerin en yaygin olanlaridir (Sekil 1.3). Genelde
geng dokularda bulunurlar. Kinetin benzeri bir¢ok madde ¢imlenen tohumlardan, akan

0zlerden ve gen¢ meyvelerden izole edilmistir. Kinetin sentetik sitokinindir ve bitkide



dogal olarak meydana gelmez. Benziladenin (BA) ve tetrahidropiranil benziladenin
(PBA)’de sentetik sitokininlerdir. Dogal sitokininlerin tamami aminopurin tiirevleridir.
Dogal olarak bulunan ve fizyolojik yonden aktif olan ii¢ sitokinin zeatin, dihidrozeatin
ve izopentenil adenindir. BA tarimda kullanilan sentetik bir 6 numarali karbona amin

grubu bagli olan piirin sitokinindir (Matsubara 1990).
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Sekil 1.2. Bitki reaksiyonu ve BBD konsantrasyonu arasindaki iliski

Sitokinininlerin pratik uygulamasi, oksinlerin ki kadar yaygin olmamasina karsin,
sitokininler  bitki 1slah1  ¢alismalarinda ve doku Kkiiltiirii uygulamalarinda
kullanilmaktadirlar. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda besi ortamlarina ilave edilen en 6nemli
organik bilesikler oksinler ve sitokininlerdir. Bu iki bilesigin dengesine bagli olarak kok

ve siirgiin olusumu kontrol edilebilmektedir (Sekil 1.2).



NH ' b
N/
k\Nt@ -

BAP

KiN

SB¥s

Sekil 1.3. Sitokinin tipleri (6- Benzin amino piirin, Thidiazuron, Kinetin) ve yapisal
formiilleri

TDZ

Memelilerde ¢ok onemli fonksiyonlara sahip olan cinsiyet hormonlarinin bitkilerde
varligt ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda belirlenmistir. Bitkilerde memeli cinsiyet
hormonlarinin belirlenmesine yonelik yapilan ilk ¢aligmalar fazla hassas olmamasina
ragmen, sonraki yillarda yeni metodlar kullanilarak yapilan c¢aligmalar sonucunda
Ostron, progesteron, testosteron (Sekil 1.4) ve bu steroidlerin cesitli tiirevlerinin

bitkilerde bulundugu tespit edilmistir (Simersky 2009).
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OSTRON OSTRADIOL

PROGESTERON TESTOSTERON

Sekil 1.4. Memeli cinsiyet hormonlar1 ve kimyasal yapilari

Janeczko and Skoczowski (2005) memeli cinsiyet hormonlarindan Gstrojenlerin ilk kez
Dohrn ve ¢alisma arkadaglari tarafindan 1926 yilinda ve Butenandt, Jacobi ve

Skarzowynski tarafindan 1930’1u yillarda bitkilerde belirlendigini kaydetmislerdir.

Cimlenme, biliylime, gelisme ve ¢igek tomurcugu olusumu gibi ¢ok énemli fizyolojik
olaylar1 ~ bitki  biinyesinde ¢ok az  miktarlarda  bulunan  fitohormonlar

yonlendirmektedirler.

Bazi memeli cinsiyet hormonlarmin bitki hiicre seviyesinde, uzama ve bdliinmeyi

uyardigi, hormonal denge, enzim aktivitesi, protein ve niikleik asit sentezinin



11

aktivasyonuna, proteinlerin amino asit kompozisyonuna ve protein spekturumuna, hiicre
zart ve yag asidi kompozisyonlar1 iizerine etkili oldugu ve fotosentetik aktivitenin
artmasma neden oldugu kaydedilmistir. Ayrica tiim bitki seviyesinde bitki verimi,
biiyiime, vejetatif gelisim periyodu, meyve biyiikligii, kalitesi ve besin degeri lizerine,
ayn1 zamanda stres, hastalik ve olumsuz ¢evre sartlarina kars1 direng 6zellikleri {izerine

etkili oldugu belirlenmistir.

Korungada, eksplant olarak kotiledon, hipokotil ve kok (Hiroshi and Zhumeng 1993),
kotiledon ve hipokotil (Ozcan vd 1996a), olgunlasmamis kotiledon ve embriyo ekseni
(Ozcan vd 1996b), yaprak, yaprak sap: ve sap ornekleri (Ozgen vd 1998), embriyo
(Sancak 1999), bogum arasi, yaprak¢ik, apikal meristem, yaprak sapi, olgunlagmamis
¢icek durumu (Celiktas vd 2006), hipokotil (Karamian and Ranjbar 2008), kok ve govde
(Gu 1987), hipokotil, epikotil, kotiledon, yaprak ve kok (Akgura vd 1999), gibi yapilar
kullanilmistir. Yoncada eksplant olarak, sapcik (Ozgen vd 1997), hipokotil, kotiledon,
yaprak ve govde (Chen and Marowitch 1987; Suginobu et al. 1991; Moursy et al.
1995), kok, hipokotil (Nagarajan et al. 1986), kotiledon, kokeiik ve embriyonik eksen
(Sancak, 1999), kokgiik, kotiledon ve petiol (Shah et al. 2003), figde, olgunlasmamis

kotiledon, ve embriyo ekseni (Coc¢ii vd 2003) in vitro ¢alismalarda kullanilmistir.

Biyoteknolojik yontemlerin ilk uygulama alani1 olan doku kiiltiirii, transgenik bitkilerin
elde edilmesinde 6nemli agamalardan biridir. Kiiltiire alinan bitki hiicrelerine ya da
dokularma gen aktarimi yapildiktan sonra, gen aktarilmis bitki pargalari uygun besi
ortaminda olgun bir bitki haline getirilerek, aktarilan geni tasiyan transgenik bitkileri
elde edilebilmektedir. Ayrica, in vitro ortamda kimyasal ve fiziksel mutagen
uygulamalar ile hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere, tuzluluga, diisiik sicakliga ve

kurakliga toleransl bitkiler elde edilebilmektedir (Karaca ve Biiriin 1999).

Olgunlagsmamis embriyolarin eksplant kaynagi olarak kullanilabilmeleri i¢in donor
bitkiden belli donemlerde eksplant kaynagi temin edilmesi gerekmektedir. Bu durumda

daha uzun bir siire ve daha fazla finansman gerekmektedir. Buna karsin, olgun
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embriyolarin  kaynagi olan tohumlar kolaylikla temin edilebildikleri ve

depolanabildikleri i¢in yilin her doneminde ¢alisma olanagi saglamaktadirlar.

Korunga ile ilgili giinlimiize kadar bir takim arastirmalar yapilmis ¢esitli faktorler ele
alinmistir. Ancak bu ¢alismalar igerisinde memeli cinsiyet hormonlari ile ilgili olanlarin
sayis1 yok denecek kadar azdir. Korungada yapilacak olan bu ¢alismada gesitli bitkisel
hormonlarin ve memeli cinsiyet hormonlarinin kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu

tizerine olan etkileri incelenmistir.

Korungaya (Liitfibey) ait tohumlar kullanilarak yapilan bu calismada iki farkli yontem
kullanilmistir. 1. denemede memeli cinsiyet hormonlarindan progesteron, testosteron,
17p-6stradiol ve ostronun dort farkli konsantrasyonu (0, 10* mM, 10° mM ve 10°
mM); 1. denemede ise NAA (0, 0,2 ve 0,4 mg/l)’nin BAP, TDZ ve KIN (0, 0,5, 1,0, 1,5
ve 2,0 mg/l) ile ikili kombinasyonlarinin kallus ve somatik embriyo olusumu tizerine

olan etkileri incelenmistir. Ayrica, koklendirme igin 0,5 mg/l NAA kullanilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Baklagil yem bitkilerinde genetik miihendisligi ile ilgili ilk c¢aligmalar Lotus
corniculatus (Stougaard et al. 1986), Medicago sativa (Spano et al. 1987) ve
Stylosanthes humilis (Manners and Way 1989)’te yapilmistir. Golds et al. (1991)
korungada Agrobacterium rhizogenesis araciligiyla gen aktarimi amaciyla yaptiklari
calismada transgenik bitki elde etmede basar1 saglayamamislardir. Ancak, Birsin et al.
(2005) korungaya (Onobrychis viciifolia Scop.) partikiil bombardimani ile gen
aktariminda fiziksel ve kimyasal parametrelerin etkisini arastirmak amaciyla yaptiklar
calismada, plazmit DNA’nin korunga kotiledonlarina gecebildigini ve kotiledonlarin

korungaya gen aktariminda eksplant olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Doku kiiltiirii teknikleri gerek pratige yonelik uygulamalarda, gerekse bitkilere ait
fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin ortaya c¢ikarilmasini amaglayan temel
arastirmalarda kullanilmaktadir. Bitki rejenerasyonu, transformasyonu ve in vitro
cogaltimi i¢in etkin yontemler hem temel hem de uygulamali arastirmalar i¢in oldukca

onemlidir (Ahmadabadi et al. 2007).

In vitro kosullarda bitkilerden izole edilen kok, siirgiin, yaprak, ¢igekler ve organize
olmamis hiicre y1gin1 (kallus) gibi dokulardan kimyasal (besin maddeleri, hormonlar ve
vitaminler) ve fiziksel (1s1, 151k ve nem) gereksinimleri karsilandigi taktirde yeni
bitkicikler elde edilebilmektedir. Ancak hiicre ve dokulardan siirgiin rejenerasyonunu
basarabilmek i¢in uygun eksplantin secilmesi, biiylimede aktif maddeleri iceren uygun
besi ortammin belirlenmesi ve fiziksel cevre kosullarinin optimize edilmesi

gerekmektedir (Erisen 2003).

Kallustan organ rejenerasyonunda, kdk ve silirgiin tamamiyla birbirinden bagimsiz
meydana gelir. Kallustan kok gelisimi yiiksek oksin ve diisiik sitokinin igeren besi
ortaminda gergeklesirken, siirgiin olusumu diisiik oksin ve yliksek sitokinin igeren besi

ortaminda ger¢eklesmektedir (Hatipoglu 1999).
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Somatik hiicre veya dokulardan embriyo olusumu somatik embriyogenesis olarak
adlandirilir. Somatik embriyolar; embriyo benzeri yapilar, adventif veya vejetatif
embriyo ya da embriyoit olarak da adlandirilirlar. Somatik embriyogenesis dogrudan
(embriyonun kallus olusumu olmadan dogrudan somatik bir hiicreden meydana
gelmesi) ve dolayli (6nce kallus olusumu daha sonra bu kallustan somatik embriyolarin

meydana gelmesi) olmak tizere iki farkli sekilde gergeklesir (Hatipoglu 1999).

Organogenesis ve somatik embriyogenesis yoluyla baklagil yem bitkilerinin
rejenerasyonunda stolon, olgunlasmamis embriyo, kotiledon, kallus, hiicre siispansiyon

kiiltiirii ve protoplast eksplant olarak kullanilabilirler (McKersie and Brown 1997).

Bitki doku kiiltiirii calismalarinda, bitki biiylime diizenleyicileri olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Kiiltiir ortamina ilave edilen bitki biiylime diizenleyicilerinden oksinler, hiicre
boliinmesini ve gelisimini uyararak, somatik embriyo olusumunu en fazla etkileyen
bilesiklerdir. Embriyogenesisi tesvik etmek i¢in en fazla kullanilan oksin 2,4-D olmakla
birlikte; NAA, pikloram ve dikamba gibi oksinler de kullanilmaktadir. Oksinler
embriyogenesisi tesvik etmekle birlikte, ortamda siirekli bulunmalar1 somatik
embriyolarin gelisimini engellemektedir. Bununla birlikte, sitokininlerin besi ortamina
ilave edilmesi ise somatik embriyo olusumunu engellemektedir. Ancak, tam bir embriyo
olgunlasmasi ve bitki gelisimi i¢in i¢sel hormon seviyesine bagli olarak ¢ok diisiik

oranlarda sitokinin ve 6zellikle de BAP gerekli olmaktadir (Anonymous 2003).

Kallus olusumu i¢in kullanilan 2,4-D, NAA ve IAA gibi oksinler ile zeatin, KIN ve
BAP gibi sitokininler kalluslardan bitki rejenere edilmesinde kullanilan hormonlardir
(Bhaskaran and Smith, 1990). Embriyogenik kallus olusumu i¢in genellikle yiiksek
oksin/sitokinin orani kullanilirken, bitki rejenerasyonu i¢in diigiik oksin/sitokinin orant

kullanilmaktadir (Ge et al. 2006).

Cok sayida doku kiiltiirii calismalarinda basar1 yada basarisizligin kaynagi olarak
eksplant oOzellikle de somatik embriyo olusumunda kritik bir faktor olarak

diistiniilmiistir (Kantharajah and Golegaonkar 2004; Varisai Mohamed et al. 2004)
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Peng and Hodges (1989), genotiplerin doku kiiltiiriine tepkilerinin ¢ekirdekteki veya

sitoplazmadaki genler tarafindan kontrol edildigini bildirmislerdir.

Tarla kosullarinda yetisen geng¢ korunga bitkisine ait yaprak, petiol ve kok eksplantlar
kullanilarak yapilan ¢alismada biitiin eksplantlarin BA ve NAA igeren ortamda slirgiin
olusturdugu goriilmiistiir. Genel olarak kok eksplantlarinin yaprak(cik) ve yaprak sapina
gore daha iyi sonug verdigi belirlenmistir. En yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu kok
eksplantindan, 20 zM BA ve 0.5 uM NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Ozgen et al.
1998).

Yapilan ¢alismalar sonucunda bugdaygiller ve baklagiller grubuna ait birgok yem
bitkisinin Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir. Bugdaygillerden cayirotu ve
mustr silaji; baklagillerden ise yonca ve cgesitli ticgiil tiirleri en fazla dstrojenik aktiviteyi
gosteren bitkilerdir. Korungada ise oOstrojenli bilesiklerin bulunmadigi saptanmistir

(Akyildiz 1986; Schultz 1971).

In vitro kosullarda korunga bitkisinin hizli ¢ogaltimi i¢in farkli konsantrasyonlardaki
BAP, IBA ve NAA ilave edilen Murashige ve Skoog (MS) ortaminda, tek bir
embriyodan, 8 hafta icerisinde yliksek oranda siirgiin elde edilmistir. En yiiksek siirgiin
cogaltimi, 2 mg/l BAP ile IBA’nin 0.05 ve 0.1 mg/I’lik ortamlarinda ve 2 mg/l BAP ile
NAA’nin 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/I’lik ortamlarinda veya 8 mg/l BAP ile 0.05 mg/l NAA
ortaminda basarilmistir (Sancak 1999).

Onobrychis subnitens bornm.’da hipokotil eksplantlar1 kullanilarak Karamian and
Ranjbar (2008), tarafindan yapilan bir ¢alismada, kallus olusumu i¢in 2,4-D+BAP’mn 11
farkli kombinasyonunu kullanilmistir. Denemede en yiiksek somatik embriyo olusturan
eksplant oran1 (%64,5) 1 mg/l 2,4-D+1 mg/l BAP dozundan elde edilmistir. Arastiricilar
ayrica, NAA+BAP’in on farkli kombinasyonunu kullanarak bunlarin somatik
embriyogenesis ve organogenesis iizerine olan etkisini incelemisler ve en iyi sonucu
[somatik embriyo olusum oranm1 %87,9 ve bunlardan olusan bitki oranim1 %79,6] 0,5

mg/l NAA ve 1 mg/l BAP dozundan elde etmislerdir.
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Yang and Nakashima (1992), korungada (Onobrychis viciaefolia) kok, hipokotil ve
kotiledon eksplantlarin1 kullanarak 2,4-D ve BAP’in kallus olusumu ve bitki
rejenerasyonu lizerine olan etkisini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada; 2,4-D’nin
etkisinin daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Denemede kallus olusumu iizerine 2,4-D
konsantrasyonlarinin etkisinin 6nemli derecede farklilik gostermedigi sonucuna
vartlmistir. Arastiricilar, diisiik konsantrasyonlarda (1uM) 2,4-D ve BAP igeren
ortamlarin kallus olusumu {izerine etkisinin daha yiiksek oldugunu ve bu kalluslarin

yiiksek oranda rejenere olduklarini bildirmislerdir.

Korungada yapilan bir ¢aligmada eksplant olarak hipokotil, epikotil, kotiledon, yaprak
ve kok pargalar1 kullanilmistir. Denemede en fazla siirgiin rejenerasyonu BAP ve NAA

iceren ortamdan, hipokotil eksplantindan elde edilmistir (Akgura vd 1999).

Gu (1987), korungada (Onobrychis vicifolia Scop.) kok ve goévde eksplantlarini
kullanarak yaptig1 bir arastirmada 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BA ve yalniz 1 mg/l BA igeren
LS ortamint ve hormonsuz Vacin ve Went ortamlarint kullanmigtir. Arastirici, somatik

embriyo olusumunu 1 mg/l BA igeren LS ortaminda gbzlemlemistir.

Kullanilan eksplantlarin ve ortamlarin kallus olusumu ve rejenerasyon lizerine etkisini
belirlemek amaciyla Celiktas et al. (2006) tarafindan korungada bir ¢alisma yapilmistir.
Aragstiricilar - eksplant olarak internot segmentlerini, yapraklari, apikal-aksillari
meristemleri, yaprak saplarimi ve olgunlagsmamis kiimelerini, ortam olarak ise BS
ortami ile 5,4 uM veya 10,7 uM M NAA ve 0, 0,9, 1,4, ve 2,3 uM KiNve 0,0,9, 1,3 ve
2,2 uM BAP’1 kullanmiglardir. Denemede en fazla siirgiin rejenerasyonu 10,7 uM NAA

ve 2,3 uM KIiN iceren B5 ortamindan ve apikal-aksillari meristemlerden elde edilmistir.

Korunga (Onobrychis vicifolia Scop.) gen aktarimina uygun adventif siirgiinleri temin
etmek amaciyla Ozcan et al. (1996a) tarafindan yapilan bir denemede, in vitro sartlarda
gelisen fidelerden elde edilen kotiledon ve hipokotil érnekleri degisik besi ortamlarinda
kiltiire alinmistir. Arastiricilar, eksplantlarin kallus olusumu {izerine Onemli bir

etkisinin olmadigini, ancak hipokotil eksplantinin kotiledondan daha yiiksek
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rejenerasyon kapasitesine sahip oldugunu tespit etmislerdir. En yiiksek siirgiin olusumu
0,5 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA iceren MS ortamindaki hipokotil eksplantindan elde
edilmistir. Rejenere olan stirgiinler 1 mg/l IBA veya 1 mg/l NAA igeren ortama
aktarilarak koklendirilmistir. Yine Ozcan et al. (1996b) tarafindan korungada
(Onobrychis viciifolia) yapilan baska bir calismada, olgunlasmamis kotiledon ve
embriyo ekseni eksplantlar1 degisik oranlarda BAP ve NAA iceren MS ortaminda
kiltire alinmistir. Arastiricilar, genel olarak, olgunlasmamis embriyo eksenlerinin
stirgiin olusturma kapasitesinin olgunlasmamis kotiledonlardan daha yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. En yiiksek oranda siirgiin olusumu, 0,5 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA
iceren MSO ortaminda kiiltiire alinan 6rneklerden elde edilmistir ve gelisen siirgiinler 1

mg/l IBA ve 1 mg/l NAA igeren MS ortamlarinda koklendirilmistir.

Korunga kotiledon nod eksplantlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada, bitki biiylime
hormonlarinin (NAA ve BAP) farkli konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu iizerine
olan etkileri arastiritlmistir. NAA ve BAP’a ait 6 farkli kombinasyondan (0,5 BAP +
0.00 NAA, 0,5 BAP + 0.01 NAA, 0,5 BAP + 0.02 NAA, 1,0 BAP + 0.00 NAA, 1,0
BAP + 0.01 NAA ve 1,0 BAP + 0.02 NAA) olusan ortamlarin tamamindan siirgiin
rejenerasyonu saglanmistir. Eksplant basina siirgiin sayisi en fazla (16,55 adet) 0,5 BAP
+ 0.00 NAA i¢eren ortamdan elde edilmistir (Saglam 2010).

Korungada koklendirme amaciyla farkli besi ortamlarinda degisik oksin
konsantrasyonlarinin denendigi bir ¢calismada en fazla koklenme 1,5 mg/l IBA ve %3
sukroz iceren MS ortamindan elde edilmistir. Saglikli koklenen siirglinler 2 farkli torf
ve Hindistan cevizi lifinden olusan 3 degisik saksi ortaminda denemeye alinmis ve en
fazla canli bitki oran1 (%78,33) kuru madde oran1 120 g/l olan torftan elde edilmistir
(Degirmenci 2004).

Bitki hormonlarindan TDZ, BAP ve NAA’nin korunganin hipokotil ve kotiledon
eksplantlarinda adventif siirgiin rejenerasyonuna etkisini belirlemek amaciyla yapilan
calismada, en fazla siirgiin olusumu 0,5, 1,0 mg/l TDZ veya 0,5, 1,0 mg/l TDZ + 0,5
mg/l NAA igeren ortamlarindan elde edilmistir (Uzun 2012).
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Korungada, in vitro sartlarda elde edilen fidelerden alinan kotiledon, hipokotil ve kok
eksplantlar1 farkli dozlarda BAP ve NAA iceren MS ortaminda kiiltiire alinmiglardir.
Denemede, siirgiin olusumu bakimindan en iyi ortamm IuM NAA ve 10 uM BAP
kombinasyonu oldugu, kallus olusumu bakimindan eksplantlar arasinda herhangi bir
farklilik olmadigi, siirglin olusumu yoniinden ise kok ve hipokotil eksplantlarinin
kotiledonlara gore daha iyi sonu¢ verdigi ve ayrica BAP ve NAA’nin bitki

rejenerasyonunda etkili oldugu belirlenmistir (Hiroshi and Zhumeng 1993).

Korungada NAA ve BA’nin kallus olusumu ve somatik embriyogenesis {izerine etkisini
belirlemek amaciyla Ablikim and ZhuoMeng (2000), tarafindan yapilan bir denemede
farkli kombinasyonlardan olusan 16 farkli ortam denenmistir. En yiiksek kallus olusum
orani hipokotil eksplantindan ve LS + 0,2 mg/l NAA + 2 mg/l BA igeren ortamdan elde
edilmistir. Somatik embriyogenesis i¢in NAA + BA iceren en uygun ortamin, 0,2-2
mg/I’lik dozda BA igeren ortam oldugu ve NAA nin somatik embriyo olusumu iizerine

cok az etki ettigi sonucuna varilmistir.

Barna and Wakhlu (1994), olgunlasmamis nohut (Cicer arietinum) yapraklarini
kullanarak yaptiklar1 calismada, yapraklardan olusan kalluslardan organogenesis
yoluyla adventif siirgiinleri rejenere etmislerdir. En 1yi kallus olusumunun, 10 uM NAA
ve 5 uM BAP iceren besi ortamindan elde edildigi kaydedilmistir. Arastiricilar gévde
dokularinin en alt kisimlarindan alinan eksplantlar i¢in en iyi silirglin rejenerasyonu
ortaminin ise 10 pM BAP ve 0,1 uM IBA igeren MSO besi ortami oldugunu ve en iyi

kok olusumunun ise 1uM IBA igeren ortamdan elde edildigini bildirmislerdir.

Khawar and Ozcan (2002), MS besi ortaminda yetistirilen Alidayr mercimek ¢esidine
ait 10 giinliik siirgiinleri keserek, koklendirme i¢in 0,25, 0,5, 1,0 ve 2,0 mg/l IBA iceren
MSO besin ortamina aktarmiglardir. Dort hafta sonra en yiiksek kdklenme orani (%25),
siirgiin basina ortalama kok sayisi (7,87 adet) ve ortalama kok uzunlugu (7,18 cm) 0,25
mg/l IBA igeren MSO besi ortamindan elde edilmistir. Buna karsin, diger IBA

uygulamalarinda kék olusumu uyarilamamistir.
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Anwar et al. (2011), 3 farkli bakla (Vicia faba L.) genotipine ait tek kotiledon
eksplantlarin1 kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada rejenerasyon i¢in en uygun ortamin 6 pM
TDZ, 10 uM 2-iP ve 4 uM KIN iceren MS ortam1 oldugunu ve bu ortamin
tomurcuk/siirgiin oranim1 artirdigini bildirmislerdir. Ayrica aragtirmacilar 5 uM IBA’

nin koklendirme i¢in uygun oldugunu belirlemislerdir.

Kiran et al. (2005), 2 farkli nohut (Cicer arietinum L.) genotipine ait kotiledon
eksplantlarin1  kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 2,4-D, 2,4,5-T, NAA, pikloram ve
dikamba’nin farkli dozlarinin (1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ve 5,0 mg/l) somatik embriyo olusumu
tizerine olan etkisini incelemisler ve bu ortamlarin hepsinde embriyo olustugunu
gozlemlemislerdir. En fazla somatik embriyo olusumu (eksplant basina 30 adet)
pikloramin 3 mg/l dozundan elde edilmistir. Oksin tipinin, oksin konsantrasyonunun ve
genotipin somatik embriyo olusumunu etkiledigi goriilmiistiir. Ayrica arastiricilar bu
hormonlardan ve farkli dozlardan en uygun olanlarini tespit ettikten sonra farkli bir
calisma olarak bu dozlar1 BAP (0,5 ve 1,0 mg/l), KIN (1 mg/l KIN) ve her ikisinin
kombinasyonu (0,5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l KiN) ile birlikte kiiltiire alarak 12 farkl1 (4
mg/l 2,4-D + 0,5 mg/l BAP, 4 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/l BAP, 4 mg/l 2,4-D + 0,5 mg/I
BAP + 0,5 KiN, 4 mg/l 2,4-D + 1,0 mg/l KIN, 3 mg/l 2,4,5-T + 0,5 mg/l BAP, 3 mg/I
2,4,5-T + 1,0 mg/l BAP, 3 mg/l 2,4,5-T + 0,5 mg/l BAP + 0,5 KIN, 3 mg/1 2,4,5-T + 1,0
mg/l KIN, 4,5 NAA + 0,5 mg/l BAP, 4,5 NAA + 1,0 mg/l BAP, 4,5 NAA + 0,5 mg/l
BAP + 0,5 KIN, 4,5 NAA + 1,0 mg/l KIN, 3,0 pik + 0,5 mg/l BAP, 3,0 pik + 1,0 mg/l
BAP, 3,0 pik + 0,5 mg/l BAP + 0,5 KIN, 3,0 pik + 1,0 mg/l KiN) oksin — sitokinin
kombinasyonunun somatik embriyo olusumu {izerine olan etkisini incelemislerdir.
Denemede eksplant bagina en yiiksek somatik embriyo olugum oranlart BAP’1n 0,5 mg/I
dozu ile 2,4-D, 2,4,5-T, NAA ve Pik kombinasyonlarindan (sirasiyla, 29,4, 24, 25,3 ve
48,3 adet) elde edilmistir.

In vitro ortamda rejenerasyon kabiliyetinin tiirden tiire, gesitten ¢eside ve bitkiden
bitkiye gore degisiklik gosterdigi bilinmektedir (Shah et al. 2003). Ornegin, yonca,
baklagiller igerisinde in vitro rejenerasyon kabiliyeti nedeni ile doku kiiltiirii ve genetik

miithendisligi caligmalarinda model bitki olarak kullanilan bir bitki olmasina karsin,
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rejenerasyon kabiliyetinin genotiplere bagli olarak degisiklik gosterdigi bildirilmistir
(Erisen 2005).

Yoncanin Verco ¢esidine ait 5 farkli eksplant (hipokotil, kotiledon, gévde, yaprak ve
yaprak sap1) kullanarak Erisen (2005), tarafindan yapilan bir ¢alismada, iki farkl
protokol uygulanmistir. Arastirici kullanilan eksplant kaynagi ile uygulanan protokoller
arasinda onemli farkliligin oldugunu ortaya koymustur. I. protokolde eksplantlar ilk
olarak 1 mg/l adenin, 1 mg/l 2,4-D, 0,2 mg/l KIN igeren B5h ortamma alinmis ve bu
asamada gelisen kalluslar 3 hafta sonra 11 mg/l 2,4-D ve 2 mg/l KIN igeren SH
ortamina, daha sonra ise Boi2y (Blaydes + 100 mg/l myoinositol + 2 gr/l maya
ekstrakti) besi ortamima alinmistir. Bu denemede, eksplant basina en fazla somatik
embriyo 78 adet ile hipokotil eksplantindan elde edilmistir. II. protokolde ise ilk olarak
4 mg/l 2,4-D igeren B5h besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar 8 hafta sonra
hormonsuz B5h besi ortamina aktarilmistir. Bu uygulamada ise eksplant basina en fazla

somatik embriyo sayisi 94 adet yaprak eksplantindan elde edilmistir.

Shah et al. (2003), Medicago sativa’ya ait dort farkli (Dupuits, Spreado-2, Roamer ve
Rangelander) yonca ¢esidini ve Medicago media’ya ait Rambler ¢esidini kullanarak bu
cesitlerin rejenerasyon etkinligini belirlemek amaci ile yaptiklart ¢alismada, Rambler
cesidinin, calismada kullanilan gesitler igerisinde en yiiksek rejenerasyon kapasitesine

sahip oldugu tespit edilmistir.

Bulgaristan kokenli 5 farkli yonca genotipine ait tohumlar kullanilarak yapilan bir
calismada eksplant olarak yaprak ve yaprak saplar1 kullanilmigtir. Farkli ortam ve bitki
bliylime diizenleyicilerinin denendigi bu ¢alismada ¢esitlerin  rejenerasyon
kabiliyetlerinin birbirinden farkli oldugu sonucuna varilmistir. Farkli besi ortami ve
bitki biiyiime diizenleyicilerinin denendigi bu ¢alismada Amonyum ve siilfiir iyonu, 3
g/l prolin, 1 g/l kazein hidrolizat, 0,5 mg/l BAP+250 mg/1 kazein hidrolizat igeren MS
ortaminin gelisim i¢in uygun ortam oldugu sonucuna varilmistir (Barbulova et al.

2002).
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Gallego et al. (2001) yoncada (Medicago arborea L.) kotiledon, hipokotil, petiol ve
yaprak eksplantlarini kullanarak bir arastirma yapmislardir. Calismanin ilk asamasinda
eksplantlar1 9 uM 2,4-D ve 9 uM KIiN iceren ortama, ikinci asamasinda ise 2,25 pM
2,4-D igeren MS ortamina aktarmislardir. Arastiricilar ikinci asamada oksin dozunun
azaltilmasmin ve sitokinin kullanilmamasinin somatik embriyo olusumunu artirdigi
sonucuna varmiglar ve ayrica en iyi eksplantlarin kotiledon ve petiol oldugunu

belirlemislerdir.

Medicago media ve Medicago sativa’ya ait on farkli ¢esit ve hatlardan alinan kok ve
hipokotil eksplantlarinin kullanildig1 bir denemede, farkli protokollerin eksplantlarin
embriyo iiretme ve bitki olusturma kabiliyetleri lizerine olan etkileri incelenmistir.
Yapilan ¢aligmadan en yiiksek oranda embriyogenik kallus olusumu, yiiksek 2,4-D ve
diisiik sitokinin igeren protokolden elde edilmistir (Nagarajan et al. 1986).

Cocii vd (2003), adventif siirglinleri rejenere edebilmek igin 8 ayri fig ¢esidinde
olgunlagmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini, degisik oranlarda biiyiime
diizenleyiciler igceren MS besi ortaminda kiiltiire almislardir. Olgunlagsmamis embriyo
eksenlerinden en yiiksek siirgiin rejenerasyonu (%95) Kubilay cesidinden 4 mg/l BAP
ve 0,25 mg/l NAA igeren besi ortamindan; eksplant basina en fazla siirgiin sayist (9,47
adet) ise Sariel¢i cesidinden 2 mg/l BAP ve 0,25 mg/l NAA iceren besi ortamindan elde
edilmistir. Olgunlasmamis kotiledonlardan ise herhangi bir siirgiin rejenerasyonu
gerceklesmemistir. Gelisen siirgiinler daha sonra 2,5 mg/l IBA igeren MS besi

ortaminda koklendirilmeye alinmistir.

Gazal boynuzunda (Lotus corniculatus L.) kok eksplantlarinin kullanildigi bir
calismada, BAP iceren rejenerasyon ortaminda (MS) kiiltiire alinan eksplantlarin hem
kesim bolgelerinden hem de dokularin yaralanma bolgelerinden kalluslarin olustugu ve
bu kalluslardan embriyolarin gelistigi gézlenmistir. Ayrica, ortamda kullanilan 0,01 ve
0,05 mg/I’'lik BAP konsantrasyonlarinin embriyogenik kallus olusumunda etkili
olmadigi, 0,5 mg/lik BAP konsantrasyonunun embriyogenik kallus olusumunu artirdigt

sonucuna varilmistir (Akashi et al. 1998).
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Figde (Vicia pannonica Crantz.) olgunlagsmamis kotiledon ve embriyonik eksenlerin
kullanildig1 bir denemede, test edilen ortamlarin ¢ogunda, embriyonik eksenlerin
kotiledonlardan daha yliksek rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.
Olgunlasmamis kotiledonlardan, 20 uM BA ve 2.5 uM NAA igeren ortamda yiiksek
siklikta siirglin rejenerasyonu elde edilirken, embriyogenik eksenlerden ise en iyi sonug

5 uM BA + 5 uM NAA igeren ortamdan elde edilmistir (Sancak et al. 2000).

Figde (Vicia sativa L.) olgunlasmamis tohumlardan alinan kotiledonlar 0,05, 0,10, 0,20,
0,40 ve 0,80 mg/l TDZ + 0,10 mg/l IBA iceren ortamda kiiltiire alinmistir. Denemede
calisilan kombinasyonlardan sadece 0,80 mg/l TDZ + 0,10 mg/l IBA igeren ortamdan
kallus olusumu (%33,33) gerceklesmistir. Rejenerasyon (%58,33) ve eksplant basina
ortalama siirgiin sayisi ise en fazla 19,33 adet ile 0,20 mg/l TDZ + 0,10 mg/l IBA igeren
ortamdan elde edilmistir. Ayrica, TDZ ve IBA’nin esit oranlarda (0,10 mg/l TDZ + 0,10
mg/l IBA) kullaniminin siirglin uzunlugu iizerine olumlu etki ettigi sonucuna varilmistir

(Aasim 2012).

Miirdiimiikte (Lathyrus sativus L.) TDZ’nin degisik komsantrasyonlarinin (0,05, 0,10 ve
0,20 mg/l) kotiledon nodu eksplantinda adventif siirglin rejenerasyonuna etkisinin
arastirildigl bir ¢alismada ise TDZ nin yliksek konsantrasyonlar1 (0,10 ve 0,20 mg/I)
kullanildiginda daha fazla siirgiin rejenere edilmistir. Siirgiin olusturan eksplant orani en

yiiksek (%98,33) 0,2 mg/l TDZ uygulamasindan elde edilmistir (Demirbag vd 2008).

Burcak bitkisinde yapilan bir calismada, tohumlar MS ortaminda ¢imlendirildikten
sonra gelisen bitkilerden kotiledon bogum eksplantlar1 izole edilerek degisik oranlarda
TDZ veya BAP ve NAA iceren MS besi ortaminda kiiltiire alinmislardir. Eksplant
basina en fazla siirgilin sayis1 15,7 adet ile 7 numarali hattan 4 mg/l BAP ve 0,25 mg/l
NAA iceren besi ortamindan elde edilmistir. Gelisen siirgiinler daha sonra degisik
oranlarda IBA igeren MS ortaminda koklendirilmeye alinmiglar ve 7 hafta sonra en
yiiksek koklenme orani (%100) ve siirgiin basina ortalama kok sayisi (6 adet) 2 mg/I
IBA igeren ortamda ger¢eklesmistir. Bununla birlikte, adventif siirgiin rejenerasyonunu

en fazla etkileyen faktorlerin basinda, ortamda bulunan bitki biliyiime diizenleyicilerinin
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oldugu ve besi ortamindaki oksin-sitokinin dengesinin iyi ayarlanmasi sonucunda
yiilksek oranda adventif siirglin rejenerasyonunun elde edilebilecegi bildirilmistir

(Erdogan vd 2004).

Baz1 burgak (Vicia ervilia (L.) Wild.) hatlarinda olgunlasmamis kotiledon ve
olgunlagmamis embriyo eksenlerinin kullanildigi c¢alismada, TDZ’nin degisik
kombinasyonlarinin kullanilan hatlarda (6 hat) adventif siirgiin rejenerasyonu {izerine
etkisi arastirllmistir. Calisma sonucunda farkli TDZ konsantrasyonlarmmin ve
eksplantlarin hatlara gore siirglin gelisimine etkisinde farkliliklar g6zlenmistir. Eksplant
olarak embriyolarin kotiledonlara gore daha yiiksek oranda (%90) siirgiin olusturdugu

goriilmistiir (Erdogan vd 2005).

Collado et al. (2008), fasulyede (Phaseolus vulgaris L. cv. CIAP 7247) farklh
eksplantlar1 (kotiledon, bir embriyonik eksen segmentli kotiledon ve kotiledonal nodlu
embriyogenik eksen segmenti) ve BAP’in ii¢ farkli dozunu (0,5, 1,0 ve 2,0 mg/l)
kullanmiglardir. Arastiricilar, en fazla kallus olusum oraninin (%86) kotiledon
eksplantindan elde edildigini bildirmislerdir. Kotiledonal nodlu embriyonik eksen
segmentinden %357 ve embriyonik eksen segmentli kotiledondan ise %38 oraninda
kallus elde edilmistir. Ayrica, siirgiin olusumu ortamima 2,0 mg/l BAP ilavesinin
kallustan siirgiin olusumunu artirdig1 ve eksplant tipinin kallustan rejenerasyon tlizerine

onemli derecede etki ettigi sonucuna varilmistir.

Bes farkli fasulye (Phaseolus vulgaris) genotipi kullanilarak BAP ve adenin siilfatin
(AS) bitki rejenerasyonu lizerine etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir calismada
embriyonik eksenler in vitro sartlarda izole edilerek BAP ve AS igeren 9 farkli
kombinasyondan (0 mg/l BAP +0 mg/l AS, 0 mg/l BAP + 20 mg/l AS, 0 mg/l BAP + 40
mg/l AS, 5 mg/l BAP + 0 mg/l AS, 5 mg/l BAP + 20 mg/l AS, 5 mg/l BAP + 40 mg/I
AS, 10 mg/l BAP + 0 mg/l AS, 10 mg/l BAP + 20 mg/l AS, 10 mg/l BAP + 40 mg/I
AS) olusan ortamlara aktarilmistir. Meydana gelen siirglin sayisinin cesitlere gore

degisiklik gosterdigi ve en yliksek ortalama siirgiin olusumunun 5 mg/l BAP + 20 mg/l
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AS ve 5 mg/l BAP + 40 mg/l AS igeren ortamlarda gergeklestigi kaydedilmistir (Gatica
Arias et al. 2010).

Nohutta (Cicer arietinum L. cv Gokge), olgun embriyo ve embriyonik eksenleri
eksplant olarak kullanan Aasim et al. (2011), olgun embriyolar1 10 mg/l BA ile 6n
muameleye tabi tuttuktan sonra in vitro sartlarda kiiltiire almiglardir. Arastiricilar, 7 giin
sonra embriyolar1 ve embriyonik eksenleri alarak 0,25, 0,50, 1,00 ve 2,00 mg/l BA+0
mg/l NAA ve 0,25, 0,50, 1,00 ve 2,00 mg/l BA + 0,25 mg/l NAA igeren ortama
aktarmiglardir. Bu ortamlarin tamaminda silirglin rejenerasyonunun gergeklestigi
bildirilmistir. Eksplant basina en fazla siirglin sayis1 olgun embriyolar eksplant olarak
kullanildiginda 2,0 mg/l BA + 0,25 mg/l NAA igeren ortamda (14,75 adet); embriyonik
eksen eksplant olarak kullanildiginda ise 2,0 mg/l BA iceren ortamdan (16,83) elde
edilmistir. Denemede, kiiltiir ortaminda NAA ilavesinin her iki eksplant i¢in de

ortalama silirglin uzunlugunun azalmasina neden oldugu sonucuna varilmstir.

Yoncada, Elgi ve Mesa-Sirsa ¢esitlerinin kullanildigi bir ¢alismada, ¢imlendirme ile
elde edilen fidelerden alinan sapgik eksplantlarindan, in vitro kosullarda siirgiin
olusumu saglanmistir. Sapgiklar farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igceren MSO
ortaminda kiiltiire alinmistir. En fazla siirgiin sayis1 El¢i ¢esidinde 2 mg/l BAP ve 0,2
mg/l NAA; Mesa-Sirsa ¢esidinde ise 1 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA iceren kiiltiir
ortamlarindan elde edilmistir. Kiiltiir ortamina ilave edilen IBA oraninin artirilmasi ile

koklenme oraninm %80-90’lara ulastig1 goriilmiistiir (Ozgen et al. 1997).

Iki farkli bériilce (Vigna aconitifolia (Jacq.) Marechal) genotipinin kullanildigi bir
calismada; farkli ortam (MS, MMS ve White’s), farkli oksin (2,4-D ve NAA) ve
sitokinin (BA ve KIN) tipleri ve kombinasyonlarmmn kallus olusumu ve g¢ogaltim
lizerine etkisi arastirilmistir. /n vitro kosullarda yetistirilen fidelerden elde edilen
epikotil, kotiledonal nod, kotiledon, hipokotil ve yaprakgiklar eksplant olarak
kullanilmistir. Denemede kullanilan tiim eksplantlarda kallus olusumu gozlenmistir.
Arastirmada 2,4-D’ye ait 4 farkli doz ( 0,5, 1,0, 2,0 ve 5,0 mg/l), NAA’ya ait 2 farkh
doz (1,0 ve 2,0), IAA’e ait 2 farkli doz (0,5 ve 1,0) ve 2,4 ve BA’ya ait 5 farkli
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kombinasyon (0,5 mg/l 2,4-D + 0,5 BA, 0,75 mg/l 2,4-D + 1,0 BA, 0,75 mg/l 2,4-D +
1,5 BA, 1,0 mg/l 24-D + 1,75 BA ve 2,0 mg/l 2,4-D + 2,0 BA) kullanilmistir. En
yiiksek kallus olusumu orani (%95) 0,75 mg/l 2,4-D + 1,5 BA iceren MS ortamindan
elde edilmistir. Ayrica, somatik embriyo olusumunu tesvik etmek amaci ile kiiltiire
alinan eksplantlar, 2,4-D ve 2,4-D + KIN iceren ortamlara aktarilmislardir. Eksplant
basma en yiiksek oran 17,1 ile 0,25 mg/l 2,4-D + 0,50 KIN igeren ortamdan elde
edilmistir (Choudbary et al. 2009).

Canlilarda bulunan steroidler; anabolik steroidler, kortikosteroidler, fitosteroller ve
cinsiyet steroidleri olmak tiizere 4 gruba ayrilmaktadir. Cinsiyet steroidleri, cinsiyet
farkliliklarina neden olan ve iiremeyi gerceklestiren cinsiyet hormonlarinin bulundugu
steroidlerdir. Bunlar androjenler, Ostrojenler ve progestagenlerin bulundugu memeli
cinsiyet hormonlarini icermektedirler. Bu hormonlar gelisim siirecinden iireme siirecine
kadar olan tiim agsamalarda ayrica mineral ve protein metabolizmasinin kontroliinde rol

almaktadirlar (Berg et al. 2002; Janeczko and Skoczowski 2005).

Memeli steroid cinsiyet hormonlar1 (MSSH) (progesteron, 17p-0stradiol, ve testosteron)
bitkilerde dogal olarak bulunurlar. Ancak igerikleri tiirlere, ¢esitlere, bitki organlarina

ve gelisim asamasina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Iino et al. 2007).

Memelilerde lireme ve gelisimin kontrol siire¢leri iizerine steroid cinsiyet hormonlarinin
onemli rolleri bulunmaktadir. Ayni1 zamanda protein metabolizmasi ve minerallerin

kontroliinden de sorumludurlar (Janeczko and Skoczowski 2005).

IIk olarak belirlendikleri 1926 yilindan bugiine kadar bitkilerde memeli cinsiyet
hormonlarinin olusumu ve fizyolojik aktiviteleri lizerine ¢cok sayida arastirma yapilmais,
ancak bu hormonlarin metabolizmalar1 ve etki mekanizmalar1 halen tam olarak
aydinliga kavusturulamamistir. Generatif organlarda tespit edilmelerinden dolay1
ciceklenme ve iireme iizerine etkili olduklar1 disliniilmekte ve bitki biiylime
diizenleyicileri olarak kabul gérmemektedirler (Janeczko and Skoczowski 2005; Novak

et al. 2008; Simersky et al. 2009; Erdal 2010).
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20. yy baglarinda yapilan in vitro ¢alismalarda 6stron hormonunun, bezelye (Pisum
sativum L.) bitkisinden izole edilen embriyonun biiyiimesini tegvik ettigi sonucuna
vartlmistir (K6gl and Haagen-Smit 1936; Bonner and Axtman 1937). Yine bezelyede
yapilan baska bir ¢alismada, Ostronun 0,1 pg’lik dozunun (bitki basina) fidelerin
gelisimini yaklasik olarak %40 oraninda artirdig1 tespit edilmistir (Kopcewicz 1969).

Memeli cinsiyet hormonlarin bitkilerde varligi, miktar1 ve fonksiyonlar1 hakkinda
yapilan calismalarin yani sira, bu hormonlarin disaridan uygulandiklarinda bitki

biiylime ve gelismesi tizerine etkileri ile ilgili bir¢ok ¢aligma yapilmistir.

Yoncada (Medicago sativa L.) 0,005-0,5 pg/l konsantrasyonlarinda Ostron ve 17p3-
Ostradiol kullanilarak yapilan bir ¢alismada bu hormon ve dozlarmin bitki biiylimesini
artirdig1 ve bitkilerin kok ve siirgiin kuru agirliginda artisa neden oldugu, ancak bu
hormonlarin daha yiiksek konsantrasyonlarinin (50-500 pg/l) bitki gelisimini 6nledigi
sonucuna vartlmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan hormonlardan dstronun bitki gelisimi
tizerine 17B-0stradiolden daha giiclii bir sekilde etki ettigi ve kanalizasyon atiklarinda
bulunan 0,3 pg/l Ostrojenlerin yonca bitkisinin vejetatif biiylimesini etkiledigini

bildirmislerdir (Shore et al. 1992).

Havugta (Daucus carota L.) yapilan bir calismada 17p-stradioliin 3-12 mg/dm®
dozlarmin doku kiiltiiriinde kallus olusumunu ve klorofil sentezini tesvik ettigi
sonucuna varilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiklarinda ise (25 mg /100 ml)
doku kiiltiiriinde biiyiimeyi engelledikleri ve toksik etki meydana getirdikleri
bildirilmistir (Gioelli 1942). Yine ayni1 hormon, Polygonatum verticillatum L.’da kallus
olusumunu tegvik etmistir (Janeczko and Szybka 2001; Szybka-Hrynkiewicz and
Janeczko 2004).

Aygicegi (Helianthus annuus L.) fidelerinde 17f3-06stradiol ve progesteronun 0,25 pg’lik
dozunun (bitki basma) siirgiin gelisimini artirdigi, kok gelisimini ise engelledigi
sonucuna varilmistir. Progesteronun 0,1 pg’lik dozunun (bitki basina) kék uzamasi

lizerine olumlu etki ettigi ve testosteronun 0,1 ve 0,25 pg’lik dozunun (bitki basina)
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kotiledonal aksillari tomurcuk olusumunu artirdigr goézlenmistir (Bhattacharya and

Gupta 1981).

Androstenedionlarin  Arabidopsis thaliana’da kallus olusumunu tesvik ettigi
bildirilmistir. Ayrica, bugdayda androsteron ve androstenedionlarin (1 pM)
skutellumda kallus dokusunun ¢ogalmasini uyardigi ve olgunlagsmamis embriyolarin
gelisimini ve ¢imlenmesini artirdig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, Ostrojenlerin
Ozellikle de Ostronun olgunlasmamis embriyolarin ¢imlenmesini engelledigi, ancak
kallus olusumunu engellemedigi goriilmistir. (Janeczko 2000; Janeczko et al. 2002;
Janeczko et al. 2003; Janeczko and Skoczowski 2005). Ayrica Polygonatum
verticillatum’da yapilan diger ¢alismalarda ise 17-0stradioliin kallus olusumunu ve
cogalimini artirdi@ bildirilmistir (Janeczko and Szybka 2001; Szybka-Hrynkiewicz and
Janeczko 2004).

Janeczko et al. (2002) in vitro kosullarda kislik bugdayda (Triticum aestivum L.)
olgunlagmamis embriyolar kullanilarak memeli cinsiyet hormonlarinin (173- 6stradiol,
Ostron, Ostriol (Gstrojenler), progesteron, androsteron, androstenedion) 0,1 ve 1 mumol x
dm?® dozlarmim kallus olusumu Tizerine etkisinin arastirildigi bir calismada, erkek
cinsiyet hormonlarinin (androsteron ve testosteron) ¢imlenme ve 1. yaprak olusumunu
giiclii bir sekilde tegvik ettigi ve kallus olusumunun gerceklestigi sonucuna varilmastir.
Kadin cinsiyet hormonlarinin (6stron ve progesteron) ise 1. yaprak ve kallus olusumunu
engelledigi goriilmiistiir. Ostriol ve 17p-6stradioliin ise olgunlasmamis embriyolarin

¢imlenmesi lizerine etki etmedigi belirtilmistir.

In vitro kosullarda kishk bugdaya ait olgun embriyolarin kullamildig1 calismada,
progesteron ve 17B-0stradioliin bitkide bagaklanma oranini artirdigi ve basaklanmayi

hizlandirarak generatif gelisimi tesvik ettigi sonucuna varilmistir (Janeczko and Filek
2002).
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Yukarida verilen literatiirlerden goriildiigii gibi cinsiyet hormonlarinin doku kiiltiiriinde
kullanimu ile ilgili yapilan aragtirma sayisi ¢ok az oldugundan biiyiime ve gelisme

izerine olan etkisine ait literatiirler asagida verilmistir:

Janeczko and Skoczowski (2005) memeli cinsiyet hormonlarinin olusumu ve onlarin
bitkilerdeki fizyolojik rollerini incelemek amaciyla yaptiklari ¢alismada, bu
hormonlardan 17f-0stradiol, adrosterone, testosteron ve progesteronun arastirilan
bitkilerin %60-80’inde var olduklarini, ayrica bu hormonlarin biyosentezi ve
cevriminden sorumlu enzimlerin bitkilerde mevcut oldugunu belirlemislerdir. Cinsiyet
hormonlar1 ile bitkilerin muamelesinin hiicre bdliinmesi kok ve siirgin gelisimi,
embriyo gelisimi, ¢iceklenme, polen tiipii gelisimi ve kalluslarin {iremesini etkiledigini

vurgulamiglardir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda ¢ogu bitkide dogal olarak memeli cinsiyet hormonlarinin
bulundugu ve bu hormonlarin biyosentezi ve ¢evriminden sorumlu enzimlerin bitkilerde
mevcut oldugu belirlenmistir. Bazt memeli cinsiyet hormonlarinin bitkilerde hiicre

seviyesinde, uzama ve boliinmeyi uyardigi bildirilmistir (Janeczko and Skoczowski

2005).

Simons and Grinwich (1989), calisilan bitkilerin yaklasik %80’inde androsteron ve
progesteron, %70’inde testosteron ve dihidrotestosteron ve %50’sinde ise dstrojenlerin

bulundugunu bildirmislerdir.

Memeli cinsiyet hormonlarinin, ¢esitli bitkilerde bitki gelisimi ve kallus olusumu, bazi
morfolojik ozellikleri etkiledikleri, klorofil, karotenoid, seker ve protein igeriginde
artisa sebep olduklari, ciceklenmeyi tesvik ettikleri, bitkilerde cinsiyetin ortaya
cikmasinda etkili olduklari; tozlagsma, doéllenme, polen ¢imlenmesi ve polen tiipii

gelisimi tizerine etki ettikleri kaydedilmistir (Janeczko and Skoczowski 2005).
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Bhardwaj and Thukral (2000), misirda 10°M ve 10® M konsantrasyonlarinda kullanilan
steroidlerin (Ostron, testosteron ve pregnenolon asetat) bitki biliylimesini artirdigi ve

cigeklenmeyi hizlandirdig1 sonucuna varilmaistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda bugdaygiller ve baklagiller grubuna ait bir¢ok yem
bitkisinin 0Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bugdaygiller icerisinde
cayirotu ve misir silaji, baklagillerden ise yonca ve ¢esitli ticgiil tiirleri (basta yeralti, ak
ve caywr Ucgiilll) en fazla Ostrojenik aktivite gosteren bitkilerdir. Korungada ise

ostrojenli bilesiklerin bulunmadig1 saptanmistir (Schultz 1971; Akyildiz 1986).

Sahin vd (2011), baz1 memeli cinsiyet hormonlarinin (17p-6stradiol ve Gstron) yoncaya
(Medicago sativa L.) ait iki farkli genotip kullanarak, bazi morfolojik karakterler
tizerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 calismada memeli cinsiyet
hormonlarmin dért farkli konsantrasyonu (0, 10* mM, 10° mM ve 10° mM)
kullanilmistir. Denemede ele alinan hormon tipi ve dozlarinin incelenen parametreler
(bitki boyu, sap kalinligi, bogum sayisi, sap sayisi) iizerine etkisinin genotiplere gore
degisiklik gdosterdigi sonucuna varilmistir. Ayrica, memeli hormonlar1 ve farkli
dozlariin incelenen morfolojik karakterlerde onemli derecede degisiklikler meydana

getirdigi bildirilmistir.

Janeczko (2000) tarafindan bugdayda yapilan bir calismada Ostrojenlerin ve
progesteronun (1 pM), in vitro kosullarda yetistirilen fidelerin kok ve yaprak gelisimini

artirdig1 belirlenmistir.

Janeczko et al. (2003) in vitro kosullarda g¢igeklenme igin 1s18a ihtiya¢ duyan
Arabidopsis thaliana bitkisinde ve Janeczko and Filek (2002) ci¢eklenme igin soguga
ihtiyag duyan Triticum aestivum bitkisinde Ostrojenlerin ¢iceklenmeyi uyardigini
bildirmislerdir. Ayn1 zamanda progesteron, androsteron ve androsteneidonun da bu iki
bitkinin ¢iceklenmesinde aktif rol oynadiklarini belirtmislerdir. Ayrica Czygan (1962),
Callistephus sinensis L.’te 17p-0stradioliin generatif gelisimi tesvik ettigini ve Lemma

minor L.’de de ciceklenmeyi tesvik ettigini, benzer sekilde Kopcewicz (1970),
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Cichorium intybus L.’da &stron ve 17-0stradioliin ¢igeklenmeyi tesvik ettigini,
Kopcewicz and Porazinski (1974), uzun giin bitkisi olan Salvia splendens’in
cigeklenmesinin kisa giin sartlarinda 15 giin stire ile 5-15 pg (bitki basma) 17B-6stradiol
muamelesi ile uyarildigini ancak testosteronun bitkinin ¢igeklenmesi iizerine uyarici
etkisinin  olmadigin1  bildirmislerdir. Buna ilaveten Biswas et al. (1967)
Chrysanthemum’un ¢i¢eklenmesinin androsterone ve androstane uygulamasiyla
uyarilmadigini belirtmislerdir. /n vitro kiiltiiriinde Arabidopsis thaliana’nin kullanildig
diger bir ¢alismada ise androsterone ve androstenedionlarin 0,1 uM konsantrasyonunun
%90 nin lizerinde generatif olgunluga gecisi tesvik ettigi sonucuna varilmistir (Janeczko

et al. 2003).

Erdal et al. (2010), memeli cinsiyet hormonlarindan progesteron ve 17p-0stradioliin
farkli konsantrasyonlarinin (107, 10°, 107 10 ve 10" M) musirda (Zea mays L.)
cimlenme orani, kok, siirgin uzunlugu ve enzim aktivitesi lizerine olan etkisini
belirlemek amaci ile yaptiklart ¢alismada, test edilen tiim konsantrasyonlarin kok

uzunlugunu, koleoptil uzunlugunu ve ¢imlenme oranini artirdigi sonucuna varilmstir.

Dogra and Thukral (1991), bugday tohumlarini, farkli cinsiyet hormonlarin1 ve bitki
hormonlarini kullanarak 10 ve 10 konsantrasyonlarinda hazirlamis olduklar1 (6stron,
17B-6stradiol, androstenedion, testosteron, 17 hidroksi progesteron, pregnenolon asetat,
hidrokortizon, hidrokortizon asetat, IAA, GAs ve KIN) soliisyonlarda ¢imlendirmeye
almiglar ve bu steroidlerin 10° ve 10% M konsantrasyonlarinda tohum ¢imlenmesini,
onemli derecede artirdigi, kok ve govde uzunluklarinin tiim soliisyonlarin 10° M
konsantrasyonlarinda maksimuma ulastigi ve c¢imlenme oraninin IAA uygulanan
tohumlarda en diislik seviyede oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, steroidlerin bitki
hormonlarindan daha etkili olduklarini bildirmislerdir. Yine, Dogra and Kaur (1994),
tarafindan bugdayda yapilan baska bir calismada cinsiyet hormonlarindan ostron,
progesteron ve 17-a-hidroksi progesteronun kok ve gévde uzunlugu, kok ve govde kuru
agirliklar, kok sayist ve ¢imlenme orani gibi morfolojik parametreleri uyardiklari,

ayrica enzim aktivitesini de artirdiklar1 tespit edilmistir. Arastiricilar, ¢aligmada
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kullanilan memeli cinsiyet hormonlarinin diisiik konsantrasyonlarinin (10° ve 108 M)

yiiksek konsantrasyonlara oranla daha iyi sonug¢ verdigini bildirmislerdir.

Soganin (Allium cepa) kok hiicrelerinde mitoz boliinme {izerine 6stradiol ve 17-a-
hidroksi progesteronun etkilerinin arastirldigi ¢alismada, bu hormonlarm 10™ M’lik
konsantrasyonunun mitotik aktiviteyi artirarak hiicre sayisinda 6nemli artislara neden

olduklar1 belirlenmistir (Bedi et al. 1992).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Aragtirmamizda, Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlisi’nden temin edilen

Liitfibey isimli korunga (Onobrychis sativa L.) ¢esidine ait tohumlar kullanilmstir.

3.1.2. Bitkilerden eksplantlarin alim

Eksplant olarak yaprak, kok ve hipokotil kullanilmistir. Yaprak, sap kismindan ayrilarak
yara ylizeyini artirmak maksadiyla u¢ kisimlarindan c¢entik ac¢ilmistir. Koklerden
eksplant aliminda kokiin en ug¢ noktasi kesilip atildiktan sonra kok kisimlari 0,5-1 cm
uzunlugunda kesilerek kullanilmistir. Yaklasik 0,5-1 cm uzunlugundaki hipokotil kismi

kesilerek kullanilmistir.

3.1.3. Kallus Kkiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar

3.1.3.a. Temel besi ortami

Kallus olusumu ve somatik embriyogenesis ¢alismalarinda Murashige ve Skoog (1962)
tuzlar1 [Sigma M5524] ve vitaminleri [Sigma M3900] kullanilmistir. MS ortaminin

icerdigi kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. MS kiiltiir ortaminda kullanilan kimyasallar ve miktarlari

KiIMYASAL BILESIMI Miktar1 (mg/l)

Inorganikler
Makro elementler
NH;NO3 1650
KNO3 1900
CaCI2.2H20 332,2
MgSO,.7 H,0 180,7
KH,PO4 170
Mikro elementler
Na, EDTA 37,26
FEZ(SO4).7H20 27,8
MnSQO,4.H,0 16,9
Kl 0,83
HsBO3 6,2
ZnS0,4.7H,0 8,6
Na,M00,4.2H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025

Organikler
Glisin 2
Myo-inositol 100
Nikotonik asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
Tiamin-HCI 0,1

3.1.3.b. MS tuzlar1 ve vitaminlerine ilave olarak kullamlan kimyasallar ve bu

kimyasallarin stok soliisyonlarimin hazirlamsi

MS tuzlari ve vitaminlerine ilave olarak ¢alismada kullanilan kimyasallar ve miktarlari
Cizelge 3.2’de verilmistir. Calismada kullanilan hormonlar ve dozlar1 Cizelge 3.3°de,
oksin stok soliisyonlarinin hazirlanis1 ¢izelge 3.4’de, sitokinin stok soliisyonlarinin
hazirlanis1 Cizelge 3.5’de ve memeli cinsiyet hormonlarinin stok soliisyonlarinin

hazirlanis1 Cizelge 3.6’da verilmistir.
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Cizelge 3.2. MS tuzlari ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

Kullamlan kimyasallar Miktari

Sukroz 20 g/l

MES 1,95 g/l

Askorbik asit 50 mg/I

Agar 79/l

Cizelge 3.3. Kullanilan hormonlar ve dozlar1

Kullamilan Hormonlar Dozlar:
17B-6stradiol 10" mM, 10° mM ve 10° mM

Progesteron, 10* mM, 10° mM ve 10° mM
Testosteron 10" mM, 10° mM ve 10° mM
Ostron 10 mM, 10° mM ve 10° mM
NAA 0, 0,2 ve 0,4 mg/l

BAP 0,0,5,1,0,1,5ve2,0mg/l
TDZ 0,0,5,1,0,1,5ve20mg/l
KIN 0,0,5,1,0, 1,5 ve 2,0 mg/I

Cizelge 3.4. Oksin stok soliisyonunun hazirlanigi

NV e e .. Saklama Calisma
OksinTipi Coziicii Seyreltici kosulu konsantrasyonu
NAA 1IN NaOH Su +4°C 1 mg/ml
Cizelge 3.5. Sitokinin stok soliisyonlarinin hazirlanisi
e e e - Saklama Calisma
Sitokinin Tipi Coziicii Seyreltici kosulu konsantrasyonu
BAP 1IN NaOH Su +4°C 1 mg/ml
KIN 1N NaOH Su 0°C 1 mg/ml
TDZ Dimetil Siilfoksit Su +4°C 1 mg/ml
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Cizelge 3.6. Memeli cinsiyet hormonlarinin stok soliisyonlarinin hazirlanisi

Hormonlar Coziicii Seyreltici | Saklama kosulu Calisma
konsantrasyonu
17B-6stradiol Etil alkol - +25°C / Karanlik 0,05, 0,5 ve 5mM
Progesteron Kloroform - +4°C / Karanlik 0,05, 0,5 ve 5mM
Testosteron Etil alkol Su +4°C / Karanlik 0,05, 0,5 ve 5mM
Ostron Dioxan - +25°C / Karanlik 0,05, 0,5 ve 5mM

3.1.4 Bitki rejenerasyon ortaminda kullanmilan kimyasallar

Bitki rejenerasyon calismalarinda Murashige ve Skoog (1962) tuzlart [Sigma M5524]
ve modifiye MS vitaminleri kullanilmistir. Ayrica memeli cinsiyet hormonlarinin
kullanildig1 birinci yontemde hormonsuz ortam kullanilmig, bitki hormonlarinin

kullanildig: ikinci yontemde ise ortama 0,5 mg/l NAA ilave edilmistir.

3.2. Yontem

Bu ¢alismada iki farkli deneme yapilmis ve her iki deneme iki asamada yiiriitilmistiir.

I. denemenin ilk asamasinda tohumlar standart MS ortaminda ¢imlendirilip eksplantlar
temin edilmis ve ikinci asamada memeli cinsiyet hormonlarindan 17p-6stradiol,
progesteron, testosteron ve dstronun 0 mM, 10 mM, 10 mM ve 10° mM olmak iizere
dort farkli konsantrasyonu igeren besi ortamlarinda kiiltire alinmistir (Cizelge 3.7). 30
giin sonra ise eksplantlar hormonsuz ortama aktarilmislardir. Eksplantlarin canli kalma
durumlarina gore 30 ve 60. giinlerin sonunda eksplantlar yeni ortamlara aktarilmis ve

gozlemler 30, 60 ve 90. giin sonunda alinmistir.

Il. denemede ise I. denemenin ilk asamasinda oldugu gibi tohumlar standart MS
ortaminda ¢imlendirilip eksplantlar temin edilmistir. Daha sonra elde edilen eksplantlar
bir oksin (NAA) tipinin 3 farkli dozu (0, 0,2 ve 0,4 mg/l) ile {i¢ sitokinin (BAP, TDZ ve
KiN) tipinin 5 farkli dozunun (0, 0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0 mg/l) ikili kombinasyonlar:

seklinde hazirlanmig olan MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Béylece olusturulan
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toplam 42 kombinasyonun herbiri ayri bir yontem olarak ele alinmigtir (Cizelge 3.8).
Koklendirme igin ise bitkiler 0,5 mg/l NAA igeren MS ortamina aktarilmistir.
Eksplantlarin canli kalma durumlarina gére 30 ve 60. giinlerin sonunda eksplantlar yeni

ortamlara (0,5 mg/l NAA) aktarilmis ve gozlemler 30, 60 ve 90. giin sonunda alinmustir.

Besi ortam1 olarak, MS tuz ve vitaminleri (Murashige ve Skoog., 1962), karbonhidrat
kaynag1 olarak 20 gr/l sakkaroz, 100 mg/l askorbik asit, 7 g/l agar, 1,95 gr/l MES
kullanilmistir. Standart rejenerasyon ortami olarak, MS tuz ve vitaminleri, karbonhidrat

kaynag1 olarak 20 gr/l sakkaroz, 100 mg/l askorbik asit, 7 g/l agar kullanilmustir.

Eksplantlar 25+1°C’de 16 saat giin/8 saat karanlik sartlarda kiltire alinmistir.
Aydinlatma kaynag1 olarak floresan lambas1 kullanilmis ve yogunlugu 1500 liiks olarak
ayarlanmigtir. Her petri bir tekerriir olarak kabul edilip, her petri kutusuna 16 adet
eksplant birakilmis ve ¢alisma tam sansa bagli deneme planina gore 4 tekrarli olarak

yiirtitilmustiir.



Cizelge 3.7. Birinci denemede kullanilan kimyasallar ve miktarlar

UYGULAMALAR

KIMYASALLAR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
MS Tuzlar' 4439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4,43 g/l
MS Vitamin (1000x) 1 mi/l Imi/l | 1mi/l 1 ml/l 1ml 1ml 1 mi/l 1 mi/l 1 mi/l 1 mi/l 1 mi/l 1 mi/l 1 mi/l
Sakkaroz' 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l
17p -estradiol omM [10*mM [10° mM| 10° mM
Testesteron - 10°mM [10° mM | 10° mM
Progesteron - 10°mM [ 10°mM | 10° mM
Estrogen - 10" mM [ 10° mM | 10° mM
MES 1,959/l | 1,959/l | 1,959/l | 1,95¢/1 | 1,959/l | 1,959/l | 1,959/l | 1,950/l | 1,959/l | 1,959/l | 1,95¢/ | 1,95¢/l | 1,95 ¢/l
Askorbik Asit (50 mg/l)® 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Agar 79/l 79/l 79/l 79/l 79/ 79/l 79/ 79/ 79/ 79/ 79/ 79/ 79/l

: Ist ile bozulmayan maddeler, % Is1 ile bozulan maddeler

LE



Cizelge 3.8. ikinci denemede kullanilan kimyasallar ve miktarlari

) YONTEMLER

KIMYASALLAR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
MS Tuzlari' 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/ 4,43 g/l
MS Vitamin (1000x)? 1mll 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1mll 1 ml/l 1 ml/l 1 mi/l 1mi/ 1 mi/l 1mi/ 1mi/l
Sakkaroz* 209/l 20 g/l 20 g/l 209/l 20 g/l 209/l 209/l 20 g/l 209/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 209/l 20 g/l
NAA 0 mg/l 0 mg/l 0 mg/l Omg/l | 02mg/l | 02mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,4 mg/l | 0,4mg/l | 0,4mg/l | 0,4 mg/l 0,4 mg/l
BAP 05mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l | 20mg/l | 0,0mg/l | 0,5mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l | 20mg/l | 0,0mg/l | 0,5mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l 2,0 mg/l
MES! 1,959/l 1959/l | 1,959/ | 1,959/ | 1,959/l | 1,950/l | 1,959/l 1,95 g/l 1959/l | 1,959/1 | 1,959/ 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l
Askorbik Asit (50 mg/1)? 2mi 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Agar! 79/ 79/ 79/ 79/ 79l 79/ 79/ 79l 79l 74l 74l 74l 79/ 74l

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
MS Tuzlari’ 4,43 g/l 4439/l | 4,439/l | 4,439/l | 4439/l | 4,439/ 4,43 g/l 4,43 g/l 4439/l | 4439/l | 4,439/l 4,43 g/l 4,43 g/l 4,43 g/l
MS Vitamin (1000x)? 1mll 1ml/l 1ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1mll 1 ml/l 1 ml/l 1mi/ 1mi/ 1mi/l 1mi/ 1 mi/l
Sakkaroz* 209/l 209/l 209/l 209/l 209/l 209/l 209/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l 20 g/l
NAA 0 mg/l 0 mg/l 0 mg/l Omg/l | 02mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,4mg/l | 0,4mg/l | 0,4mg/l | 0,4 mg/l 0,4 mg/l
TDZ 05mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l | 20mg/l | 0,0mg/l | 0,5mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l | 20mg/l | 0,0mg/l | 0,5mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l 2,0 mg/l
MES! 1,95 ¢/l 1,959/l | 1,959/ | 1,959/ | 1959/l | 1,959/ 1,959/l 1,95 g/l 1,95¢g/1 | 1,959/ | 1,954/ 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l
Askorbik Asit (50 mg/l)? 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Agar! 79/ 749/ 79/ 79/ 79/l 79/ 79/ 79/ 79l 74l 74l 74l 79/ 74l

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
MS Tuzlart’ 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4439/l | 4,439/l | 4,439/l | 443¢g/ 4,43 g/l
MS Vitamin (1000x)? 1mll 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1mll 1 ml/l 1 ml/l 1ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l 1 ml/l
Sakkaroz* 209/l 20 g/l 20 g/l 209/l 20 g/l 209/l 209/l 20 g/l 209/l 209/l 209/l 209/l 20 g/l 20 g/l
NAA 0 mg/l 0 mg/l 0 mg/l Omg/l | 02mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,2mg/l | 0,4mg/l | 0,4mg/l | 0,4mg/l | 0,4 mg/l 0,4 mg/l
KiN 05mg/l | 1,0mg/l | 15mg/l | 20mg/l | 0,0mg/l | 05mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l | 20mg/l | 0,0mg/l | 0,5mg/l | 1,0mg/l | 1,5mg/l 2,0 mg/l
MES! 1,959/l 1959/l | 1,959/1 | 1,959/ | 1,959/l | 1959/l | 1,959/l 1,95 g/l 1,959/l | 1,959/1 | 1,959/ 1,95 g/l 1,95 g/l 1,95 g/l
Askorbik Asit (50 mg/1)? 2mi 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Agar* 74l 79/ 79/ 749l 79/ 749l 749l 749/ 749/ 79l 79l 74l 79/ 79l

: Is1 ile bozulmayan maddeler, % Is1 ile bozulan maddeler

8¢
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3.2.1. Sterilizasyon teknikleri

3.2.1.a. Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Calisma kabini (steril kabin) kullanimdan 6nce %70’lik etil alkol ile silinmistir. Kabin
icerisine alinacak malzemeler (paketlenmis besi ortami, folyolanmis steril kurutma
kagitlart vb.) etil alkol ile spreylendikten sonra alinmistir. Kullanilan aletler (bistiiri,
pens, makas) once etil alkol icine batirilmis, sonra alev lambasinda alevle yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi, aliiminyum folyo icine sarilarak

otoklavlanmis kurutma kagitlar1 iizerinde yapilmistir.

3.2.1.b. Tohumlarn yiizey sterilizasyonu

Tohum kabuklart ayrildiktan sonra tohumlar once saf su ile yikanmis, daha sonra
%70’lik etil alkolde 15 dakika ve %1°lik sodyum hipokloritte (%20’lik ticari ¢amasir
suyu) 30 dakika siire ile karigtirict da karistirilarak yiizey sterilizasyonu yapilmistir. Bu
islemin ardindan tohumlar, steril kabin i¢inde li¢ kez otoklavlanmis saf sudan
gecirildikten sonra igerisinde MS temel besi ortami1 ve vitaminleri bulunan petriler
icerisinde aseptik sartlar altinda 25°C’de, 16 saat giin/8 saat karanlik giin periyodunda

cimlendirmeye alinmistir.

3.2.1.c. Besi ortaminin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin sterilizasyonu

Hazirlanan besi ortamlar1 otoklavda 121°C’de, 105 kPa basingta, 20 dakika siire ile
bekletilmek {izere sterilizasyon igslemine tabi tutulmustur. Sicakta bozulan vitaminler ve
bitki biiylime diizenleyicileri 0,22 um poroziteli seliilloz nitrat filtrelerden (milipor)

gecirilerek kullanilmisgtir.
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3.2.1.d. Sterilizasyonda kullanilan kimyasallarin hazirlanis

Sterilizasyon islemi i¢in %70’lik etil alkol ve %1°’lik sodyum hipoklorit (¢camasir suyu)

kullanilmustir.

%70’lik etil alkol: %96’lik etil alkolden 730 ml alinarak hacim 1000 ml’ye

tamamlanmaistir.

%1°lik sodyum hipoklorit: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit) igeren ticari Ace® marka

camasir suyundan 200 ml alinarak hacim 1000 ml’ye tamamlanmistir.

3.2.2. Kallus ve bitki rejenerasyon ortamlarinin hazirlanisi

Asagidaki islemler sirastyla uygulanmistir.

1. 2 litrelik bir beher icerisine 500 ml bidistile su konulmustur.

2. Uygulanan yonteme gore c¢izelgelerdeki (3.1 ve 3.2) isida bozulmayan
kimyasallardan belirtilen miktarlarda tartilip eriyinceye kadar karigtirilmistir.

3. Hazirlanan karigim dereceli silindire aktarilmis ve hacmi 985 ml’ye tamamlanmuistir.
4. Beherdeki kimyasallar tamamen ¢6zilindiikten sonra manyetik karistirict tizerinde 1N
NaOH soliisyonu kullanilarak pH: 5,8’e ayarlanmistir.

5. Igerisinde jel yapici madde (agar) bulunan karisim erlen igerisine aktarilmis ve agzi
aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonra sterilizasyon islemi i¢in otoklava birakilmistir.
6. Is1 ile bozulabilen maddeler (bitki biiylime diizenleyicileri, memeli cinsiyet
hormonlar1) otoklav isleminden sonra sogutulan ortama eklenmistir. (50 ml’lik beher
igerisine konulan madde belirtilen miktarlarda tartilip, hacmi bidistile su ile 15 ml’ye
tamamlanarak karistiricida karistirilmis ve bu ¢ozeltiler filtrelerden gecirilerek ortama

eklenmistir).
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3.2.3. Arastirmada incelenen konular

Eksplantlar ortama konulduktan itibaren otuzuncu, altmisinci ve doksaninci giinlerin
sonunda asagida belirlenen gozlemler alinmis ve daha sonra eksplantlar rejenerasyon

ortamina aktarilmistir. Bu siire sonunda elde edilen siirgiinler magenta kaplarina

aktarilmistir (Sekil 4.25).

3.2.3.a. Korunga bitkisine ait kok, kotiledon ve hipokotil eksplantlar: iizerine

memeli cinsiyet hormonlarimin (MCH) etkileri

1. Kotiledonlardan olusan siirgiin sayis1 (adet): 90. giin sonunda olusan siirgiinler
toplanarak ortalamasi alimmig ve her bir petriye diisen siirgiin sayis1 (adet)
hesaplanmustir.

2. Kotiledonlardan canh kalan eksplant oram (%): 90. giin sonunda canli kalan
eksplantlar toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petrideki canli eksplantlar (%)
hesaplanmastir.

3. Hipokotilden olusan siirgiin sayis1 (adet): 30. giin sonunda dort tekerriirde olusan
stirgiinler toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen siirgiin sayis1 (adet)
hesaplanmuistir.

4. Hipokotilden olusan kallus orani (%0): 30. giin sonunda kallus olusturan eksplantlar
toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petrideki kallus orani (%) hesaplanmuistir.

5. Hipokotilden olusan kok sayisi (adet): 30. giin sonunda dort tekerriirde olusan
kokler toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen kok sayist (adet)
hesaplanmustir.

6. Kokten olusan kok sayisi (adet): 30. giin sonunda dort tekerriirde olusan kokler
toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen kok sayis1 (adet) hesaplanmustir.
7. Kokten olusan kallus oram (%0): 30. giin sonunda kallus olusturan eksplantlar
toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petrideki kallus orani (%) hesaplanmistir.

8. Koklerden canh kalan eksplant orani (%): 90. giin sonunda canli kalan eksplantlar

toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petrideki canli eksplantlar (%) hesaplanmstir.
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9. Kok eksplantindan elde edilen siirgiinlerden kok olusturanlarin sayisi (adet): 90.
giin sonunda dort tekerriirden elde edilen siirgiinlerden koklenenler toplanarak
ortalamas1 alinmis ve her bir petriye diisen koklii siirgiin sayisi (adet) hesaplanmustir.

10. Kokten olusan siirgiin sayis1 (adet): 30., 60. ve 90. giin sonunda dort tekerriirde
olusan stirgiinler toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen siirgiin sayisi

(adet) hesaplanmuistir.

3.2.3.b. Korunga bitkisine ait kok, kotiledon ve hipokotil eksplantlari iizerine bitki

hormonlarimin (BH) etkileri

1. Kotiledonlardan olusan siirgiin sayisi (adet): 30., 60. ve 90. giin sonunda dort
tekerriirde olusan siirgiinler toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen
slirglin sayis1 (adet) hesaplanmistir.

2. Kotiledonlardan canh kalan eksplant oram (%): 90. giin sonunda canli kalan
eksplantlar toplanarak ortalamasi alinmig ve her bir petrideki canli eksplantlar (%)
hesaplanmustir.

3. Kaotiledonlardan olusan kallus oram (%): 30. giin sonunda kallus olusturan
eksplantlar toplanarak ortalamasi alinmig ve her bir petrideki kallus orani (%)
hesaplanmastir).

4. Hipokotilden olusan siirgiin sayis1 (adet): 30. giin sonunda dort tekerriirde olusan
siirglinler toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen siirgiin sayist (adet)
hesaplanmuistir.

5. Hipokotilden olusan kok sayis1 (adet): 30. ve 60. giin sonunda dort tekerriirde
olusan kokler toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen kok sayisi (adet)
hesaplanmustir.

6. Hipokotilden olusan kallus orami (%): 30. giin sonunda kallus olusturan eksplantlar
toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petrideki kallus orani (%) hesaplanmistir.

7. Kokten olusan siirgiin sayis1 (adet): 30., 60. ve 90. giin sonunda dort tekerriirde
olusan siirgiinler toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen siirgiin sayisi

(adet) hesaplanmistir.
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8. Kokten olusan kok sayisi (adet): 30. giin sonunda dort tekerriirde olusan kokler
toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen kok sayisi (adet) hesaplanmistir.
9. Kok eksplantindan elde edilen siirgiinlerden kok olusturanlarin sayisi (adet): 90.
gin sonunda dort tekerriirden elde edilen siirgiinlerden koklenenler toplanarak
ortalamasi alinmis ve her bir petriye diisen koklii siirgiin sayis1 (adet) hesaplanmastir.

10. Kokten olusan kallus orami (%0): 30. giin sonunda kallus olusturan eksplantlar
toplanarak ortalamasi alinmis ve her bir petrideki kallus oran1 (%) hesaplanmistir.

11. Koklerden canh kalan eksplant oram (%): 90. giin sonunda canli kalan
eksplantlar toplanarak ortalamasi alinmig ve her bir petrideki canli eksplantlar (%)
hesaplanmastir.

12. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu (adet): Kiiltiire alinan
eksplantlardan kallus olusturanlarin ortalamasi alinmustir.

13. Muamelelere gore olusan somatik embriyo sayis1 (adet): Somatik embriyo
olusturan eksplant sayis1 / Kiiltiire alinan eksplant sayis1

14. Eksplant basina diisen somatik embriyo sayis1 (adet): Olusan embriyolar
toplanarak ortalamasi alinmis ve kiiltiire alman eksplant sayisina oranlanarak

hesaplanmustir.

3.3. Verilerin istatistiksel Analizi

Aragstirmadan elde edilen veriler tam sansa bagl faktoriyel deneme desenine gore analiz
edilmistir. Her bir petri tek bir tekerriir olarak degerlendirilmistir. Her bir petriye 16
adet eksplant konulmustur. I. deneme 4 farkli hormon tipi ve bunlara ait 4 farkli hormon
dozundan olusan 4x4 faktoriyel deneme desenine gore kurulmus ve analiz edilmistir. I1.
deneme 4 farkli hormon tipi (1 oksin ve 3 sitokinin) ve her bir hormon tipine ait 5 farkli
doz kullanilarak toplam 42 farkli kombinasyon elde edilmistir. Bu kombinasyonlarin
herbiri bir yontem olarak ele alinmis ve istatistiksel analizler buna gére yapilmistir. Elde
edilen bulgular SAS GLM (SAS Inst., Cary, NC) bilgisayar programi kullanilarak
varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve DUNCAN c¢oklu karsilastirma testine

gore 0.05 ihtimal seviyesinde degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calisma iki farkli deneme halinde yiiriitiilmiis ve her iki deneme iki asamadan
olusmustur. Birinci denemede Once, tohumlar standart MS ortaminda ¢imlendirilip
eksplantlar temin edilmis ve daha sonra memeli cinsiyet hormonlarindan B-ostradiol,
progesteron, testosteron ve éstron 0 mM, 10™ mM, 10° mM ve 10°® mM olmak iizere
dort farkli dozunu igeren besi ortamlarinda (toplam 13 farkli uygulama) kiiltiire
alinmuslardir. Ikinci denemede ise I. denemenin ilk asamasinda oldugu gibi tohumlar
standart MS ortaminda ¢imlendirilip eksplantlar temin edilmistir. Daha sonra elde
edilen eksplantlar bir oksin (NAA) tipinin 3 farkli dozu (0, 0,2 ve 0,4 mg/l) ile ig
sitokinin (BAP, TDZ ve KiN) tipinin 5 farkli dozunun (0, 0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0 mg/1) ikili
kombinasyonlar1 seklinde hazirlanmis olan MS besi ortaminda (toplam 42 farkli
yontem) kiiltiire alinmislardir. Koklendirme igin ise eksplantlar 0,5 mg/l NAA iceren
MS ortamina aktarilmislardir. Bu denemelerde incelenen karakterlere ait arastirma

bulgular1 asagida verilmistir.

4.1. Memeli Cinsiyet Hormonlar1 (MCH) Uygulamasindan (I. Deneme) Elde Edilen

Bulgular

4.1.1. Kotiledonlardan siirgiin olusumu kapasitesi iizerine MCH’nin etkileri

Kotiledonlarin siirgiin olusturma kapasiteleri hormonlara ve uygulanan dozlara gére ¢ok
kiigiik farkliliklar gostermis, bu nedenle hormonlar, dozlar ve hormon x doz

interaksiyonuna ait farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur

(Cizelge 4.1).

Uygulanan dozlarin ortalamasina goére hormon tiplerinin siirgiin olusturma kapasitesi
tizerine etkileri dikkate alindiginda, ilk siray1 ortalama 0,8 adet siirgiin ile B-Ostradiol

almig, bunu azalan sira ile progesteron (0,7 adet), dstron (0,3 adet) ve testosteron (0,2
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adet) hormonlari izlemistir. Siirgiin sayist kontrolde ise 0,3 adet olmustur (Cizelge 4.2;
Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 90 giin igerisinde silirgiin olusturan
eksplant sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Hormon 3 1,016 1,35 0,271™
Doz 3 0,391 0,52 0,672"
Hormon x Doz 9 0,599 0,79 0,624™
Hata 48 0,755

Genel Toplam 64

":6nemsiz (p>0,05).

Sekil 4.1. Kotiledonlardan siirgiin olusumu A, B) Progesteronun 10" mM dozunu igeren
ortamda 90. giiniin sonunda kotiledonlardan olusan siirgiinlerin goriiniimii, C) Ostronun 107
mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda kotiledonlardan olusan siirgiinlerin goriiniimi,
D) B-ostradioliin 10* mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda kotiledonlardan olusan
stirgiinlerin goriiniimii.
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Ancak, ortalamalar arasindaki farklilik istatistiksel anlamda Onemsiz bulunmustur.
Diger taraftan, hormon dozlarinin ortalamalar1 yoniinden degerlendirme yapildiginda,
en fazla siirgiin olusumu 0,6 adet ile 10° mM ‘lik dozdan elde edilmis, bunu 0,5 siirgiin
ile 10* mM ve 0,4 stirgiin ile 10°® mM dozu izlemistir. Tiim dozlar kontrole gore daha
iyl sonu¢ vermis ancak ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz olmustur (Cizelge

4.2; Sekil 4.2).

(S 4

Sekil 4.2. Kotiledonlardan siirgiin olusumu, A) Ostronun 10° mM dozunu igeren ortamda 90.
giiniin sonunda kotiledonlardan olusan siirgiinlerin gériiniimii, B) B-6stradioliin 10° mM dozunu
igeren ortamda 90. giiniin sonunda kotiledonlardan olusan siirgiinlerin gériiniimii.

Hormonlar kendi icerisinde dozlarina goére ayr1 ayr incelendiklerinde, en fazla siirgiin
olusumunun 1,3 adet ile progesteronun 10 mM ve B-ostradiol’iin 10° mM dozlarinda
gerceklestigi goriilmistiir. Diger taraftan, siirglin olusturan eksplant sayis1 kontrolde 0,3
adet oldugu halde, ostronun 10" mM ve testosteronun 10° mM dozlarinda surglin

olusumu gozlenmemistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli hormon tipleri ve dozlaria goére 90 giin igerisinde siirgiin olusturan
eksplant sayilari (adet)1

Hormon . Dozla}_)r (mM) ;

0 100 100 100 Ort
Progesteron 0,3 1,3 0,5 0,3 0,6
Ostron 0,3 0,0 0,8 0,3 0,3
B-ostradiol 0,3 0,5 1,0 1,3 0,8
Testosteron 0,3 0,3 0,3 0,0 0,2
Ort 0,3 0,5 0,6 0,4 -
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4.1.2. Kotiledonlarin canli kalma orani iizerine MCH’nin etkileri

Kotiledonlarin canlilik orani iizerine hormon tipleri ve dozlarina ait farkliliklar
istatistiksel anlamda Onemsiz (p>0,05) iken, ortalama canlilik orami bakimindan

hormon x doz interaksiyonunun etkisi ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 90 giin canli kalan eksplant oranina
iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklari

Hormon 3 319,621 2,20 0,101"
Doz 3 148,722 1,02 0,391"
Hormon x Doz 9 473,701 3,26 0,004~
Hata 48 145,467

Genel Toplam 64

**: p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli, ™ : nemsiz

Hormon tiplerine ait ortalama degerler dikkate alindiginda, en yiiksek canlilik oram
%19,1 ile 6strondan elde edilmis, bunu %18,8 ile testosteron, %13,7 ile progesteron ve
%09,8 ile B-6stradiol uygulamalari izlemistir (Sekil 4.3). Canlilik orani1 kontrolde %12,5
olarak belirlenmistir. Diger taraftan, hormon dozlarinin ortalamalarina gore
incelendiginde, en yiiksek canlilik oranmin (%19,1) 10 mM dozundan elde edildigi,
bunu azalan sira ile 10°mM (%16,4) ve 10° mM (%13,3) dozlarinin izledigi, kontrolde
ise canlilik oraniin %12,5 oldugu goriilmistiir. Bu verilerden de anlasilacag: gibi, tim
hormon dozu ortalamalarinda canlilik orani kontrolden daha yiiksek olmustur (Cizelge
4.4).
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Sekil 4.3. Kotiledonlardan canl kalanlarn goriiniimii. A) B-stradioliin 10* mM dozunu igeren
ortamda 90. giiniin sonunda kotiledonlardan canli kalanlarin goriiniimii, B) Ostronun 10 mM
dozunu iceren ortamda 90. giiniin sonunda kotiledonlardan canli kalanlarin goriinimi

Uygulanan doz bakimindan hormon tipleri kendi igerisinde ayr1 ayr
degerlendirildiklerinde, en yiiksek canlilik orani %34,4 ile testosteronun 10° mMm
dozundan elde edilmistir. Diger taraftan, progesteronun 10® mM’lik dozunda canlilik
orani %0,0 olmustur. Oysa canlilik oran1 bu hormonun 10* mM’lik dozunda %28,1 ile
tiim hormon tipleri ve dozlar1 arasinda (kontrolde dahil 13 kombinasyon) ikinci sirada

yer almistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 90. giiniin sonunda canli kalan
eksplantlarin orani (%)*

Dozlar (mM
Hormon 0 10 10° 10° Ort
Progesteron 12,5 28,1° 14,1° 0,0° 13,7
Ostron 12,5 18,8 25,0 20,3 19,1
B-ostradiol 12,5 3,1° 12,5 10,9° 9,8
Testosteron 12,5 26,6 1,6 34,4° 18,8
Ort 12,5 19,1 13,3 16,4 -

1) Ayni satirda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.



49

4.1.3. Hipokotilin siirgiin olusturma kapasitesi iizerine MCH’nin etkileri

Siirgiin  olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi sonuglarina gore hormon
tiplerinin ve dozlarinin etkisi ¢ok o6nemli olmustur. Ayni sekilde hormon x doz

interaksiyonunun etkiside ¢ok dnemli olmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 30. giin sonunda siirgiin olusturan
eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklari

Hormon 3 199,891 106,313 0,000
Doz 3 66,516 35,377 0,000™
Hormon x Doz 9 25,641 13,637 0,000
Hata 48 1,880

Genel Toplam 64

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Hormon tiplerine ve dozlarina gore olusturulan 12 kombinasyon ayr1 ayri
incelendiginde, siirglin olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk sirayr 16,0 adet ile

progesteronun 10° mM, 6stronun 10* mM ve 10° mM’lik dozlar1 almistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 30. giinlin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayilari (adet)"

Dozlar (mM)

Hormon 0 10 10° 10° Ort
Progesteron 16,0° 15,3 13,5° 16,0° 15,2
Ostron 16,0° 16,0° 15,5° 16,0° 15,9"
B-ostradiol 16,0° 12,8 12,0° 12,5° 13,3°
Testosteron 16,0° 3,5° 5,0° 7,8° 8,1°¢
Ort 16,0° 11,9°° 11,5° 13,1° -

1) Aym siitunda ayni biiyiik harfle ve ayni satirda aymi kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
Onemsizdir.

Cizelge 4.6’da verilen hormon tiplerine ait ortalama degerlere bakildiginda, hipokotilin
eksplant olarak kullanilmas1 durumunda siirgiin olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk

siray1 15,9 adet ile 6stron almis, bunu kiigiik bir farkla progesteron (15,2 adet) hormonu
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izlemigtir. Ayrica, siirglin olusturan eksplant (Sekil 4.4) sayist (ortalama); B-Ostradiol

hormonu uygulandiginda 13,3 adet, testosteron hormonu uygulandiginda ise 8,1 adet

olmustur (Cizelge 4.6).

Sekil 4.4. Hipokotilden siirgiin olusumu. A) Progesteronun 10 mM dozunu igeren ortamda 60.
giiniin sonunda hipokotilden olusan siirgiinlerin goriiniimii, B) p-ostradioliin 10° mM dozunu
iceren ortamda 60. gliniin sonunda hipokotilden olusan siirgiinlerin goriintimii, C) Testosteronun
10° mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda hipokotilden olusan siirgiinlerin gériiniimii,
D) Progesteronun 10 ° mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda hipokotilden olusan
siirgiinlerin goriiniimii, E) Testosteronun 10 mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda
hipokotilden olusan siirgiinlerin goriiniimii, F) Testosteronun 10° mM dozunu igeren ortamda
60. giiniin sonunda hipokotilden olusan siirglinlerin gérinimdi.
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Diger taraftan hormon dozlarinin ortalamalarina gore, siirgiin olusturan eksplant sayisi
kontrolde (16,0 adet) tiim hormon dozlarimin ortalamalarindan daha yiiksek olmustur.
Hormon dozlarinin ortalamalarina gore siirgiin olusturan eksplant sayis1 bakimindan 10
® mM’lik doz 13,1 adet siirgiin ile ilk sirada yer almis, bunu 11,9 adet siirgiin olusumu

ile 10*mM ve 11,5 adet stirgiin ile 10° mM’lik dozlar izlemistir (Cizelge 4.6).

4.1.4. Hipokotilin kallus olusturma kapasitesi iizerine MCH’nin etkileri

Hipokotilin kallus olusum orani {izerine hormon tipleri ve dozlarma ait farkliliklar
istatistiksel anlamda 6nemsiz (p>0,05) iken, hormon x doz interaksiyonunun etkisi ¢ok

onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 30. giin sonunda kallus olusum
oranina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Hormon 3 43,945 2,51 0,070™
Doz 3 43,945 2,51 0,070™
Hormon x Doz 9 58,594 3,35 0,003
Hata 48 17,497

Genel Toplam 64

*#* : p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli, ™ : dnemsiz

Hormon tiplerine ait ortalama degerler dikkate alindiginda, en yiiksek oranda kallus
olusumu %3.,5 ile progesterondan elde edilmis, bunu %]1,2 ile testosteron izlemistir
(Sekil 4.5). Ostron, B-dstradiol ve kontrol uygulamalarinda ise hi¢ kallus olusmamustir.
Diger taraftan, hormon dozlarinin ortalamalarina gore incelendiginde, en yliksek kallus
olusum oranmnn (%3,5) 10°mM dozundan elde edildigi, bunu 10“mM dozunun izledigi
(%1,2), 10°mM dozunda ve kontrolde ise herhangi bir kallus olugsmadigi goriilmiistiir
(Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Farkli hormon tipleri ve dozlarna gore 30. giin sonunda kallus olusum
oran1 (%)*

Dozlar (mM)

Hormon 0 10™ 10° 10° Ort
Progesteron 0,0° 0,0° 14,1° 0,0° 3,5
Ostron 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
B-ostradiol 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Testosteron 0,0° 4,7° 0,0? 0,0% 1,2
Ort 0,0 1,2 3,5 0,0 -

1) Aym satirda aymi kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Uygulanan doz bakimindan hormon tipleri kendi igerisinde ayr1 ayri
degerlendirildiklerinde, en ytiksek kallus olusum oranm1 %14,1 ile progesteronun 10°mM
dozundan elde edilmis ve bunu %4,7 ile testosteronun 10*mM’lik dozu izlemistir..
Diger taraftan, progesteronun 10“mM ve 10° mM’lik dozunda, testosteronun 10°mM

ve 10°mM dozlarinda herhangi bir kallus olusumu gergeklesmemistir (Cizelge 4.8).

Ao

Sekil 4.5. Hipokotilden kallus olusumu. A) Progesteronun 10° mM dozunu igeren ortamda 30.
giiniin sonunda olusan kalluslarm goriiniimii, B) Testosteronun 10 * mM dozunu igeren
ortamda 30. giinlin sonunda hipokotilden olusan kalluslarin gérinimi.

4.1.5. Hipokotilin kok olusturma kapasitesi iizerine MCH’nin etkileri

Hipokotilin kok olusturma kapasitesi tizerine (30. ve 60. giin sonunda) hormon tipleri,

dozlar1 ve yine hormon x doz, interaksiyonlar1 ¢ok 6énemli (p<0,01) olmustur (Cizelge
4.9; Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.9. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 30. giin sonunda kok olusturan
eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklar

Hormon 3 139,557 84,527 <,0001"
Doz 3 47,391 28,703 <,0001"
Hormon x Doz 9 18,641 11,290 <,0001"
Hata 48 1,651

Genel Toplam 63

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Cizelge 4.10. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 60. giin sonunda kok olusturan
eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklari

Hormon 3 80,417 17,466 <,0001"
Doz 3 33,750 7,330 <,0001"
Hormon x Doz 9 29,583 6,425 <,0001"
Hata 48 4,604

Genel Toplam 63

** . p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Cizelge 4.11°de verilen hormon tiplerine ait ortalama degerlere bakildiginda, hipokotilin
eksplant olarak kullanilmasi durumunda kok olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk
siray1 8,5 adet siirgiin ile testosteron almis, bunu 6,0 adet ile B-Ostradiol, 4,0 adet ile
Ostron ve 2,8 adet ile progesteron hormonlar1 izlemis ve tiim hormon tipleri arasindaki
farklilik istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli olmustur. Kok olusumu kontrolde ise 4,8 adet
olmustur. Kok olusumu iizerine en az etki eden hormonun progesteron oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.6). Giinlere gore degerlendirildiginde kok olusumu bakimindan
ilk sirada 10,3 adet ile testosteron yer almis, bunu 9,9 adet ile p-6stradiol, 9,5 adet ile
kontrol uygulamalar izlemistir ve bunlar 60 gilinliik uygulamadan elde edilmistir. Aym
sekilde giinlere ait ortalama degerlere bakildiginda, 60. giinde kok olusumu 8,2 adet, 30,
giinde ise 2,5 adet olmus ve ikisi arasindaki farklilik istatistiksel anlamda ¢ok Snemli

olmustur.




Cizelge 4.11. Farkli hormon tiplerine gore 30. ve 60. giin sonunda kok olusturan

eksplant sayisi (adet)*
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Hormon 30 60 Ort
Progesteron 0,0° 5,6° 2,8°
Ostron 1,0° 7,0° 4,0°
B-ostradiol 2,1° 9,9° 6,0°
Testosteron 6,7° 10,3° 8,5"
ort 2,5 8,2 -

1) Ayn siitunda ayni biiyiik harfle ve ayni siitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir.

Diger taraftan hormon dozlarinin ortalamalarina goére, kdk olusturan eksplant sayisi
kontrolde (4,8 adet) tiim hormon dozlarinin ortalamalarindan daha diisiik olmustur.
Hormon dozlarmin ortalamalarina gére kok olusturan eksplant sayisi bakimindan 10
mM’lik doz 6,7 adet kok ile ilk sirada yer almis, bunu 5,1 adet ile 10° mM ve 4,9 adet
ile 10 mM’lik dozlar izlemistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Farkli hormon dozlarina goére 30. ve 60. giin sonunda kok olusturan
eksplant sayisi (adet)*

Dozlar (mM) 30 60 Ort
0 0,0° 9,5 4,8°
10™ 2,6° 7,1° 4,9°
107 3,3%® 6,8" 5,18
10° 3,9% 9,4° 6,7°
Oort 2,5 8,2 -

1) Aym siitunda aym biiyiik harfle ve aym siitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir.

Dozlara ve giinlere ait degerler dikkate alindiginda, doz ortalamasi bakimindan en fazla
sayida kok olusumunun 6,7 adet ile 10° mM’lik dozdan elde edilmis, bunu azalan sira
ile 10°mM (5,1 adet), 10 mM’lik (4,9 adet) dozlar1 izlemis, son sirada ise 4,8 adet ile
kontrol grup yer almistir. Giinlere ve dozlara gore tek tek degerlendirildiginde en fazla
kok olusumu 9,5 adet ile kontrol gruptan, elde edilmis ve bunu ¢ok kiigiik bir farkla 10°
mM (9,4 adet) dozu izlemistir (Cizelge 4.12; Sekil 4.7). Giinlere ait ortalama degerlere
bakildig1 zaman ise en fazla kok olusumunun 8,2 adet ile 60 giinliik uygulamadan elde
edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.12). Buna karsin, 30 giinlilk uygulamada kontrolde

herhangi bir kok olusumu gozlenmemistir.
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Sekil 4.6. Hipokotilden kok olusumu. A) B-6stradioliin 10° mM dozunu igeren ortamda 30.
giiniin sonunda hipokotilden olusan koklii siirgiinlerin gériiniimii, B) Testosteronun 10 mM
dozunu igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan koklii siirgtinlerin goriiniimii, C)
Testosteronun 10° mM dozunu igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan koklii
siirgiinlerin goriiniimii, D) Testosteronun 10 mM dozunu igeren ortamda 30. giiniin sonunda
hipokotilden olusan koklii siirgiinlerin gortiniimii.

Cizelge 4.13. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore kok olusturan eksplant sayisi
(adet)"

Dozlar (mM)

Hormon 0 10 107 10° Ort
Progesteron 4,8 3,5° 1,0° 2,0° 2,8°
Ostron 4,8 1,5 2,4° 7.4 4,0°
B-ostradiol 4,8° 6,3 6,8 6,3 6,0°
Testosteron 4,8° 8,3° 9,97 11,0 8,5"
Ort 48" 4,9° 5,0° 6,7 -

1) Aym siitunda aymi biiyiik harfle ve aymi satirda aym kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir.
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Sekil 4.7. Hipokotilden koklii siirgiin olusumu. A) Progesteronun 10 mM dozunu igeren
ortamda 60. giiniin sonunda hipokotilden olusan koklii stirglinlerin gériiniimii, B) Progesteronun
10° mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda hipokotilden olusan koklii siirgiinlerin
gorinimu.

4.1.6. Kok eksplantinin koklenme kapasitesi iizerine MCH’nin etkileri

Kok eksplantinnin kdk olusturma kapasitesi ilizerine hormon tipleri ve dozlarma ait
farkliliklar istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli (p<0,01) iken, hormon x doz interaksiyonu

etkisi dnemsiz (p>0,05) olmustur (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Farkli hormon tipleri ve dozlarma gore kok olusturan eksplant sayisina
iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklari

Hormon 3 37,521 6,994 <,0001"
Doz 3 41,896 7,810 0,0000™
Hormon x Doz 9 5,854 1,091 0,387™
Hata 48 5,365

Genel Toplam 63

*% . p<(,01 diizeyinde ¢ok 6nemli, ™ : 6nemsiz

Kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda kok olusturan eksplant sayisi
bakimindan ortalamalara gore ilk siray1 7,0 adet kok ile progesteron almis, bunu 5,8
adet ile kontrol uygulamasi izlemis ve ikisi arasindaki farklilik istatistiksel anlamda
onemsiz bulunmustur. Diger li¢ hormon tipinin (3stron, B-Ostradiol ve testosteron) kok

olusumu {izerine etkileri kontrolden daha az olmus ve bunlar istatistiksel olarak ayni
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grupta yer almislardir. Diger taraftan, hormon dozlarinin ortalamalarina gore, kok
olusturan eksplant sayis1 kontrolde 5,8 adet ile tiim hormon dozlarinin ortalamalarindan
daha yiiksek olmus ve bunu 5,4 adet 10° mM’lik doz, 5,3 adet 10° mM’lik doz, ve 2,3
adet ile 10* mM’lik dozlar izlemistir (Cizelge 4.15; Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Koklerde meydana gelen degisimler. A) Progesteronun 10° mM dozunu igeren
ortamda 60. gliniin sonunda kokte meydana gelen degisimlerin goriiniimii, B) Progesteronun 10°
* mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda kokte meydana gelen degisimlerin gériiniimii,
C) Ostronun 10* mM dozunu igeren ortamda 30. giiniin sonunda kokte meydana gelen
degisimlerin gdriiniimii, D) p-bstradioliin 10° mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda
kokte meydana gelen degisimlerin goriiniimil.

Hormon tipi ve dozuna gore olusturulan 12 kombinasyon ayri ayri incelendiginde en
fazla kok sayis1 9,3 adet ile progesteronun 10° mM dozundan, elde edilmis ve bunu
yine progesteronun 10° mM (7,3 adet) ve 10* mM’lik (5,5 adet) dozlari izlemistir
(Cizelge 4.15; Sekil 4.9).
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Cizelge 4.15. Farkli hormon tipleri ve dozlarmma gore kok olusturan eksplant sayisi
(adet)"

Dozlar (mM)

Hormon 0 10* 10° 10° Ort
Progesteron 5,8 55 7.3 9,3 7,00
Ostron 5,8 0,8 4,3 48 3,9°
p-ostradiol 5,8 1,0 43 3,8 3,7°
Testosteron 5,8 1,8 53 3,8 4,28
Ort 5,8 2,3° 5,3? 5,4° -

1) Aym siitunda ayni biiyiik harfle ve ayni satirda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsizdir.

Sekil 4.9. Koklerde meydana gelen degisimler. A) B-Sstradiolin 10° mM dozunu igeren
ortamda 30. giiniin sonunda kékte meydana gelen degisimlerin goriiniimii, B) B-6stradioliin 10
mM dozunu igeren ortamda 30. giiniin sonunda kokte meydana gelen degisimlerin goriiniimi,
C) Ostronun 10° mM dozunu igeren ortamda 30. giiniin sonunda kokte meydana gelen
degisimlerin goriiniimii, D) Testosteronun 10° mM dozunu igeren ortamda 30. giiniin sonunda
kokte meydana gelen degisimlerin goriiniimdi.
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4.1.7. Kokiin kallus olusturma orani iizerine MCH’nin etkileri

Kokiin kallus olusturma orani iizerine hormon tipleri ve dozlarina ait farkliliklar ve yine

hormon x doz interaksiyonu ¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 30. giin sonunda kallus olusum
oranina iligkin varyans analiz sonuglar1

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklar

Hormon 3 1300,456 8,258 <,0001"
Doz 3 2789,714 17,716 0,000™
Hormon x Doz 9 677,626 4,303 0,000
Hata 48 157,471

Genel Toplam 63

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Hormon tiplerine ait ortalama degerler dikkate alindiginda, en yliksek oranda kallus
olusumu %54,3 ile Ostrondan elde edilmis, bunu %45,7 ile B-Ostradiol, %40,6 ile
progesteron ve %32,8 ile testosteron izlemistir. Kontrolde ise kallus olusumu orani
%26,6 olmustur. Diger taraftan hormon dozlarmin ortalamalarina gore incelendiginde,
kallus olusum orani bakimindan %58,6 ile 10*mM’lik doz ilk sirada yer almis, bunu
%46,1 ile 10°mM’lik doz, %42,2 ile 10°mM’lik doz izlemistir (Cizelge 4.17; Sekil
4.10).

Cizelge 4.17. Farkli hormon tipleri ve dozlarma gére 30. giin sonunda kallus olusum
oran1 (%)*

Dozlar (mM)

Hormon 0 10" 10° 10°® Ort
Progesteron 26,6° 56,3 45,3 34,4° 40,6°¢
Ostron 26,6° 84 4% 45,3° 60,9° 543"
B-ostradiol 26,6° 40,6™ 51,6% 64,1° 45,7"°
Testosteron 26,6" 53,12 26,6" 25,0 32,8
Ort 26,6° 58,67 42,2° 46,1° -

1) Ayn siitunda ayni biiylik harfle ve ayni satirda aymi kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir.
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Uygulanan doz bakimindan hormon tipleri kendi igerisinde ayr1 ayn
degerlendirildiklerinde, en yiiksek kallus olusum orani %84,4 ile dstronun 10™*mM
dozundan elde edilmis ve bunu %64,1 ile B-Ostradioliin 10°mM’lik dozu ve %060,9 ile

dstronun 10°mM’lik dozu izlemistir (Cizelge 4.17).

i

S
o

Sekil 4.10. Kokten olusan kalluslarin goriiniimii. A, B) Ostronun 10 mM dozunu igeren
ortamda 60. giiniin sonunda kokten olusan kalluslarin goriiniimii, C) Ostronun 10° mM dozunu
iceren ortamda 60. giiniin sonunda kokten olusan kalluslarin goriiniimii, D) Progesteronun 107
mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda kokten olusan kalluslarin goriintimii.

4.1.8. Kokiin canh kalma oram iizerine MCH’nin etkileri

Kok eksplantinin canlilik orani {izerine hormon tipleri ve dozlarma ait farkliliklar
istatistiksel anlamda ¢ok dnemli olmustur. Ayni sekilde hormon x doz interaksiyonunun

etkisi de ¢ok dnemli olmustur (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. Farkli hormon tipleri ve dozlarina goére 90. giinliin Sonunda canlilik
oranina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklari

Hormon 3 1711,222 13,204 0,000
Doz 3 1174,113 9,060 0,000
Hormon x Doz 9 755,276 5,828 0,000
Hata 48 129,598

Genel Toplam 63

** . p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli,

Hormon tiplerine ait ortalama degerlere bakildiginda, en yiiksek canlilik oran1 %57,0 ile
progesterondan elde edilmis, bunu %43,8 ile B-ostradiol, %41,0 ile 6stron ve %32,0 ile
testosteron uygulamalar1 izlemis, kontrolde ise %34.,4 olarak belirlenmistir. Diger
tarafta hormon dozlarinin ortalamalarina gore incelendiginde, en yiiksek canlilik
oraninin (%54,7) 10° mM dozundan elde edildigi, bunu azalan sira ile 10° mM (%44,5)
ve 10™ mM (%40,2) dozlarinin izledigi, kontrolde ise canlilik oranmnin %34,4 oldugu
gorlilmiistiir. Bu verilerden de anlasilacagi gibi, tiim hormon dozu ortalamalarinda

canlilik oraninin kontrolden daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.19; Sekil 4.11).

Cizelge 4.19. Farkli hormon tipleri ve dozlarma gore 90. giiniin sonunda canlilik oran
(%)’

Dozlar (mM)

Hormon 0 10 107 10° Ort
Progesteron 34,4 73,4° 73,4° 46,9° 57,0"
Ostron 34,4° 46,92 42 2° 40,6 41,0°
B-ostradiol 34,4° 21,9° 60,9° 57,8 43,8°
Testosteron 34,4% 18,8° 4222 32,8 32,0°
Ort 34,4° 40,2° 54,7° 44 5% -

1) Aym siitunda aym biiyiik harfle ve aym satirda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir.
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Sekil 4.11. Koklerden canli kalanlarin goriiniimii. A) Progesteronun 10° mM dozunu igeren
ortamda 90. giiniin sonunda kok eksplantlarindan canli kalanlarin gériiniimii, B) Ostronun 107
mM dozunu igeren ortamda 90. giiniin sonunda kok eksplantlarindan canli kalanlarin goriiniimd,
C) B-6stradioliin 10 mM dozunu igeren ortamda 90. giiniin sonunda kok eksplantlarindan canli
kalanlarin goriiniimii, D) Ostronun 10 mM dozunu igeren ortamda 90. giiniin sonunda kok
eksplantlarindan canli kalanlarin goriiniimii.

Uygulanan doz bakimindan hormon tipleri kendi igerisinde ayr1 ayrn
degerlendirildiklerinde, en yiiksek canlilik oram %73,4 ile progesteronun 10 ve 10
mM dozundan elde edilmistir (Cizelge 4.16). Ayrica B-6stradiolun 10° ve 10° mM’hik
dozlarinin da canlilik iizerine etkisinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Diger taraftan -
ostradiolun 107 mM, testosteronun 10* mM ve 10® mM’lik dozlarinin canlilik orani

tizerine etkileri kontrole oranla daha diisiik olmustur (Cizelge 4.19).
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4.1.9. Koklenen siirgiin sayisi iizerine MCH’nin etkileri

Kok eksplantindan elde edilen siirgiinlerin kdklenmesi lizerine dozlara ait farkliliklar
istatistiksel anlamda ¢ok Onemli olmustur. Ancak hormon tipleri ve hormon x doz

interaksiyonunun etkisi 6nemsiz olmustur (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 90. giiniin sonunda kdklenen
stirglin sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Hormon 3 0,562 0,397 0,756™
Doz 3 14,521 10,250 0,000
Hormon x Doz 9 1,465 1,034 0,427™
Hata 48 1,417

Genel Toplam 63

*% 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli, ™ : Snemsiz

Hormon tiplerine ait ortalama degerler yoniinden degerlendirildiginde, kok
eksplantindan elde edilen siirgiinlerin (Sekil 4.12; Sekil 4.13) koklenmesi bakimindan
ilk sirada B-Ostradioliin (1,9 adet), ikinci sirada ise progesteronun (1,8 adet) yer aldig1
goriilmektedir. Ostron, testosteron ve kontrol uygulamalarinda kok sayilar1 aym
olmustur (1,5 adet). Uygulamalar arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik

olmadigindan hepsi ayn1 grupta yer almistir (Cizelge 4.21).

Sekil 4.12. Kékten olusan siirgiinlerin koklenmesi.A) Ostronun 10°mM dozunu igeren ortamda
60. giiniin sonunda kokten elde edilen koklii siirgiinlerin goriiniimii, B) B-stradioliin 10° mM
dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda kokten elde edilen kokli siirgiinlerin goriiniimii.
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Cizelge 4.21. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 90. giiniin sonunda kdklenen
siirgiin sayist (adet)*

Dozlar (mM)

Hormon 0 10" 10” 10° Ort
Progesteron 15 0,5 3,0 2,0 1,8
Ostron 15 1,3 2,5 0,8 15
p-ostradiol 1,5 0,0 3,0 3,0 19
Testosteron 15 0,3 2,8 15 15
Ort 1,5% 0,5° 2,8 1,8% -

1) Ayni satirda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Sekil 4.13. Kokten olusan siirgiinlerin koklenmesi.A) Ostronun 10° mM dozunu igeren ortamda
60. giiniin sonunda kokten elde edilen koklii siirgiinlerin goriiniimii, B) p-ostradioliin 10° mM
dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda kokten elde edilen koklii stirglinlerin goriintimii, C)
B-ostradioliin 10" mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda kokten elde edilen koklii
siirgiinlerin goriiniimii, D) B-6stradioliin 10° mM dozunu igeren ortamda 60. giiniin sonunda
kokten elde edilen koklii siirgiinlerin goriiniimil.

Uygulanan doz bakimindan hormon tipleri ayri ayr1 degerlendirildiklerinde 3,0 adet kok
ile progesteronun 10° mM’lik dozu, p-dstradioliin 10° mM’lik ve 10° mM’lik dozlari
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ilk sirada yer almistir. Hormon dozlarina ait ortalama degerlere bakildiginda ise 2,8 adet
kok ile 10° mM’lik dozu ilk sirada yer almig, bunu 1,8 adet kok sayisi ile 10°® mM’lik,
1,5 adet kok sayisi ile kontrol ve 0,5 adet kok sayist ile 10* mM’lik uygulamalar
izlemistir (Cizelge 4.21).

4.1.10. Kokiin siirgiin olusturma kapasitesi iizerine MCH’nin etkileri

30. giinlin sonunda siirglin olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi sonuglar
incelendiginde dozlarin etkisinin ¢ok 6nemli (p<0,01) oldugu goriilmektedir. Ancak
hormonlarin ve hormon x doz interaksiyonunun etkisi 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur

(Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 30. giiniin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklari

Hormon 3 1,375 1,913 0,140™
Doz 3 3,208 4,464 0,008
Hormon x Doz 9 0,972 1,353 0,236™
Hata 48 0,719

Genel Toplam 63

*% . p<(,01 diizeyinde ¢ok 6nemli, ™ : 6nemsiz

60. giiniin sonunda silirgiin olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi sonuglari
incelendiginde hormonlarin ve hormon dozlarinin etkisi ¢cok 6nemli (p<0,01), hormon x

doz interaksiyonunun etkisi ise onemsiz (p>0,05) bulunmustur (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. Farkli hormon tipleri ve dozlarina gore 60. giinlin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklar

Hormon 3 5,938 3,132 0,034"
Doz 3 6,104 3,220 0,031
Hormon x Doz 9 3,201 1,689 0,118™
Hata 48 1,896

Genel Toplam 63

*: p<0,05 diizeyinde énemli, ™ : 6nemsiz
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90. giinlin sonunda siirglin olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi sonuglar
incelendiginde hormonlarin ve hormon dozlarinin etkisinin ¢ok énemli (p<0,01), oldugu
goriilmiistiir. Ayni sekilde hormon x doz interaksiyonunun etkisinin de ¢ok Onemli

(p<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.24).

Cizelge 4.24. Farkli hormon tipleri ve dozlarima gore 90. giiniin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Hormon 3 30,432 8,288 0,000”
Doz 3 15,057 4,101 0,011
Hormon x Doz 9 9,752 2,656 0,014"
Hata 48 3,672

Genel Toplam 63

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli, * : p<0,05 diizeyinde dnemli

Cizelge 4.25. Farkli hormon tiplerine gore 30. 60. ve 90. giin sonunda siirgiin olusturan
eksplant sayis1 (adet)*

Hormon 30 60 90 Ort
Progesteron 1,0% 2,9° 6,0% 3,3"
Ostron 1,1° 2,7° 4,3° 2,7°°
B-ostradiol 1,0% 2,8 4,2° 2,770
Testosteron 0,4° 1,6° 2,6° 1,5°
Ort 0,9 2,5 4,3 -

1) Aym siitunda aym biiyiik harfle ve ayni1 satirda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir.

Cizelge 4.25°de verilen hormon tiplerine ait ortalama degerlere bakildiginda, siirgiin
olusturan eksplant sayist bakimindan ilk sirayr 3,3 adet siirgiin ile progesteron almis,
bunu 6stron ve B-ostradiol (2,7 adet) hormonlar izlemis ve son sirada 1,5 adet siirgiin
ile testosteron hormonu yer almistir (Sekil 4.14). Diger taraftan kontrol grupta siirgiin
olusturan eksplant sayist 1,8 olmustur. Uygulanan giin bakimindan hormon tipleri ayri
ayr1 degerlendirildiklerinde giin sayist arttikca olusan siirgiin sayisinin da arttig1 ve bu
ozellik yoniinden ilk sirada 6,0 adet ile progesteron, ikinci sirada 4,3 adet ile Gstron ve
4,2 adet ile B-Ostradiol i¢eren ortamlardan 90 giin siire ile bekletilen korungaya ait kok

eksplantlarindan elde edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.25).
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Sekil 4.14. Kokten siirgiin olusumu. A, B) Progesteronun 10 mM dozunu igeren ortamda 60.
giiniin sonunda kokten olusan siirgiinlerin goriiniimii, C) Ostronun 10 mM dozunu igeren
ortamda 60. giiniin sonunda kokten olusan siirgiinlerin goriiniimii, D) Progesteronun 10° mM
dozunu igeren ortamda 60. gliniin sonunda kékten olusan siirgiinlerin gortiniimii.

Cizelge 4.26. Farkli hormon dozlarina gore 30. 60. ve 90. giin sonunda siirgiin olusturan
eksplant sayisi (adet)*

Doz 30 60 20 Ort
0 0,3 2,0° 3,3° 1,8°
10* 1,0 2,2 4,3° 2,58
10° 1,3° 347 5,6 34"
10° 0,9 2,3 3,9° 2,45
ort 1,0 2,6 4,5 -

1) Ayni slitunda aymi bilyiik harfle ve ayni satirda ayni1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir.

Uygulanan dozlarin ortalamalarina gore bir degerlendirme yapildiginda 10 mM’lik doz
3,4 adet siirgiin ile ilk sirada yer almus, bunu 2.5 adet siirgiin ile 10* mM ve 2,4 adet

siirgiin ile 10° mM’lik dozlar izlemistir. Doz ve giinlere ait degerler kendi icerisinde
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degerlendirildiginde ise ise en iyi sonucun 5,6 adet ile 10°’lik dozundan elde edildigi
goriilmektedir. Bu 6zellik bakimindan ikinci sirada 4,3 adet ile 10™lik ve igiincii
sirada ise 3,9 ile 10 Lik dozlar yer almaktadir. Muamele siiresi arttikca olusan siirgiin
sayisinin da arttig1 goriilmektedir. Kontrol uygulamasindan uygulanan tiim dozlara gore

daha diisiik sayida siirgiin elde edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.27. Farkli hormon tipleri ve dozlarima gore 90. giiniin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayisi (adet)*

Dozlar (mM)

Hormon 0 10 107 10° Ort
Progesteron 1,8 4.4° 4,1° 2,8 3,3"
Ostron 1,8° 3,3 2,6 2,9° 2,7°
p-ostradiol 1,8° 1,6° 47° 2,5° 2,7°
Testosteron 1,8° 0,7° 2,3 1,3° 1,5°
Ort 1,8 2,5° 3,4° 2,4° -

1) Aym siitunda ayni biiyiik harfle ve ayni satirda aymi kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsizdir.

Hormon tipleri ve dozlar1 ile olusturulan kombinasyonlar ayr1 ayr1 incelendiklerinde, en
fazla siirglin olusumu 4,7 adet ile B-Ostradioliin 10° mM’lik dozundan, 4,4 adet ile
progesteronun 10" mM’lik ve 4,1 adet ile 10° mM’lik dozlarindan elde edilmistir.
Siirgiin olusumu iizerine en az etki eden hormonun testosteron oldugu goriilmektedir.

(Cizelge 4.27).

4.2. Bitki Hormonlar1 (BH) Uygulamasindan (II. Deneme) Elde Edilen Bulgular

4.2.1. Kotiledonlarin siirgiin olusturma kapasitesi iizerine BH’nin etkileri

Otuzuncu giliniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi
sonuglarina gore, uygulamalarin (muamele) etkisi ¢ok Onemli (p<0,01) olmustur

(Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda siirgiin olugturan eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglart

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 1,228 2,19 0,0005™
Hata 126 0,560

Genel Toplam 167

** : p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Hormon kombinasyonlaria ait veriler incelendiginde, kotiledonlarin eksplant olarak
kullanilmasi durumunda siirgiin olusturan eksplant (Sekil 4.15) sayis1 bakimindan ilk
siray1 2,0 adet siirgiin/petri ile 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA + 1,5
mg/l BAP almis, bunu 1,3 adet ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP, 0,4 mg/l NAA + 1,5
mg/l BAP, 0,4 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP, 0 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ ve 1,0 adet ile
0,4 mg/l. NAA + 15 mg/l TDZ kombinasyonlar1 izlemis ve tiim hormon
kombinasyonlar1 arasindaki farklilik istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli olmustur. Diger
tarafta hi¢ hormon uygulanmadig1 kontrol grupta ve 18 kombinasyonda siirgiin elde
edilememistir. Ayrica, siirgiin olusumu iizerine en az etkili hormonun kinetin oldugu
goriilmektedir. Kombinasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda Onemli

olmustur (Cizelge 4.29).

Sekil 4.15. Kotiledonlardan siirgiin olusumu. A) 0,2 mg/l NAA+1,5 mg/l BAP iceren ortamda
30. giintin sonunda kotiledondan olusan siirgiinlerin goriinimii, B) 0,4 mg/l NAA+1,5 mg/Il
BAP iceren ortamda 30. giiniin sonunda kotiledondan olusan siirgiinlerin gériiniimii.



Cizelge 4.29. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
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uygulamalara gore 30. giin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisi (adet)*

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0.2 04
0 00° 0,0°¢ 00°¢
0,5 00° 20° 0,8
BAP 1,0 00°¢ 08" 0,8
1,5 0,3 2,0° 1,3%®
2,0 05" 1,3% 1,3%
0 00° 0,0°¢ 00°¢
0,5 00° 0,0°¢ 00°¢
KIN 1,0 0,0° 0,0° 0,0°
1,5 00°¢ 0,0°¢ 0,5
2,0 00° 0,0°¢ 00°¢
0 00° 0,0°¢ 00°¢
0,5 0,8 0,0°¢ 0,5
TDZ 1,0 0,8 0,0°¢ 0,5
1,5 13%® 05" 1,0 %
2,0 00° 05 0,5

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Altmiginct giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi

sonuglarina gore, uygulamalarin etkisi ¢ok dnemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.30).

Cizelge 4.30. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 60. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F P
Muamele 41 6,442 7,04 <,0001"
Hata 126 0,915

Genel Toplam 167

** . p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Uygulanan hormon kombinasyonlariin kotiledonlarin siirgiin olusturma kapasiteleri
tizerine etkileri dikkate alindiginda, ilk siray1 ortalama 3,5 adet siirgiin ile 0,2 mg/l NAA
+ 1,5 mg/l TDZ almis, bunu 3,3 adet siirgiin ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ, 0,2 mg/I
NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,2 NAA mg/l + 1,0 mg/l BAP; 3,0 adet siirgiin ile 0 mg/l NAA
+1,0 mg/l TDZ, 0 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ, 0 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ; 2,8 adet
stirgiin ile 0 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,4 mg/l NAA +1,5 mg/l BAP, 0 mg/l NAA +
0,5 mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ; 2,5 adet siirgiin ile 0,4 mg/l NAA + 1,0
mg/l BAP; 2,3 adet siirgiin ile 0 mg/l NAA +1,5 mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l
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BAP, 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP; 2,0 adet siirgiin ile 0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP,
0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,4 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP; 1,8 adet siirgiin ile 0,4
mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ; ve 1,5 adet siirgiin ile 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ ve
0,4 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ kombinasyonlari izlemistir (Sekil 4.16). Diger taraftan,
kontrolde (hi¢ hormon uygulanmamis) ve 9 kombinasyonda siirgiin elde edilememistir.
Kombinasyonlar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli bulunmustur
(Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 60. giin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisi (adet)*

Hormon NAA

Doz (mg/l) 0 0,2 0,4

0 0,0' 00" 0,5

0,5 2,8%¢ 33%® 2,077

BAP 1,0 1,3¢" 33%® 2,5%°
15 2,3%¢ 2,3%¢ 2,8%¢

2,0 2,0°T 2,3%¢ 2,077

0 0,0' 00" 0,5

0,5 00" 00" 08™

KIN 1,0 0,0 00" 00"
1,5 0,5 " 0,3™ 0,5¢"

2,0 00" 00" 0,0

0 00" 0,0 0,5¢&"

0,5 2,8%¢ 03" 1,5%"

TDZ 1,0 3,0® 0,5 %" 1,89
1,5 3,0 35° 33%

2,0 3,0® 2,821 1,5

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Siirgiin olusturan eksplant sayisina (doksaninci giiniin sonunda) ait varyans analizi
sonuglarina gore hormon-doz kombinasyonuna ait uygulamalarin etkisi ¢ok Onemli
(Cizelge 4.32).

Cizelge 4.32. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 90. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglar1

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 15,311 12,31 <,0001"
Hata 126 1,244

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢cok dnemli
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Sekil 4.16. Kotiledonlardan siirgiin olusumu. A) 1 mg/l BAP igeren ortamda 30. giiniin sonunda
kotiledondan olusan siirgiinlerin goriinimii, B) 1,5 mg/l TDZ i¢eren ortamda 30. giiniin sonunda
kotiledondan olusan siirgiinlerin goriintimii, C) 0,5 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda
kotiledondan olusan siirglinlerin goriiniimii, D) 1 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda
kotiledondan olusan siirgiinlerin goriiniimii. E) 0,4 mg/l NAA +1,5 mg/l TDZ igeren ortamda
30. giiniin sonunda kotiledondan olusan siirgiinlerin gériniimii. F) ) 0,4 mg/l NAA +1,5 mg/I
TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda kotiledondan olugan siirgiinlerin goriiniimii.
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Cizelge 4.29°da verilen hormon kombinasyonlarina ait ortalama degerlere bakildiginda,
kotiledonlarin eksplant olarak kullanilmas: durumunda siirgiin olusturan eksplant sayisi
bakimindan ilk siray1 7,8 adet siirgiin ile 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ almus, bunu 6,0
adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ, 5,8 adet ile 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP, 4,8
adet ile 0,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ, 4,5 adet ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP, 4,3
adet ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ, 3,8 adet ile
0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ, 3,5 adet ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ, 3,3 adet ile
0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,4 mg/l NAA + 1,0
mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ, 3,0 adet ile 0,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP
ve 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP hormon kombinasyonlari izlemis ve tiim
uygulamalar arasindaki farklilik istatistiksel anlamda ¢ok Onemli olmustur. Kok
olusumu kontrolde ise 0,3 adet olmustur (Sekil 4.17). Calismada kullanilan dort
kombinasyonda kontrolle ayni sonug elde edilmis, alt1 kombinasyonda ise hig siirgiin
olusmamistir. Hormon tipi yoniinden degerlendirildiginde digerlerinde (30. ve 60. giin)
oldugu gibi, doksaninci giiniin sonunda da siirglin olusumuna en az etki eden hormonun

kinetin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.33) .

Cizelge 4.33. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 90. giin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisi (adet)1

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 0,3™ 0,3™ 1,8

0,5 3,0° 33% 3,0°%

BAP 1,0 1,5'° 5,80 3,3%
1,5 3,3% 259K 4,50¢

2,0 23¢9 43¢ 28M

0 0,3™ 0,3™ 1,8

0,5 0,3™ 0,3™ 0,5 ™

KIN 1,0 0,0° 00° 0,0°
1,5 0,5 ™" 08" 0,0°

2,0 0,5 M 0,0° 0,0°

0 0,3™ 0,3™ 1,8

0,5 4,8 bcd 1,5 J-0 2'0 h-m

TDZ 1,0 7,82 1,0%° 2,0
1,5 6,0° 3,3% 359"

2,0 3,899 43°T 1,570

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Sekil 4.17. Kotiledonlardan siirgiin olusumu. A) 1,5 mg/l TDZ igeren ortamda 90. giiniin
sonunda kotiledondan olusan siirgiinlerin goriiniimii, B) 0,4 mg/l NAA+1,0 mg/l TDZ igeren
ortamda 90. giiniin sonunda kotiledondan olusan siirgiinlerin goriinimdi.

4.2.2. Kotiledonlarin canli kalma oram iizerine BH’nin etkileri

Kotiledonlarin canlilik oran1 (doksaninct giin sonunda) iizerine hormon-doz
kombinasyonuna ait uygulamalar istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli olmustur (Cizelge
4.34).

Cizelge 4.34. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 90. giiniin sonunda canlilik oranina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 2551,545 26,32 <,0001"
Hata 126 96,959

Genel Toplam 167

** . p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Kombinasyonlara ait degerlere bakildiginda, en yiiksek canlilik oran1 %96,9 ile 0,0 mg/1
NAA + 1,5 mg/l TDZ’den elde edilmistir. En yiiksek canlilik oranin1 %92,2 ile 0,0
mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ; %85,9 ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ, 0,4 mg/l NAA +
1,0 mg/l TDZ; %82,8 ile 0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ; %78,1 ile 0,2 mg/l NAA +
2,0 mg/l TDZ; %76,6 ile 0,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ; %73,4 ile 0,4 mg/l NAA + 0,5
mg/l TDZ ve %62,5 ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP takip etmis, kontrolde ise

canlilik orant %12,5 olmustur. TDZ’nin yalniz (diger hormonlarla kombinasyonsuz)
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kullaniminin canlilik iizerine etkisinin diger tim hormon dozu ve kombinasyonlarina
gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica TDZ ile NAA kombinasyonlarinin genel
olarak canlilik iizerine olumsuz etki ettigi, ancak BAP ile NAA ve KIN ile NAA
kombinasyonlarinin NAA ve BAP’in tek basina etkisine gére daha iyi sonug¢ verdigi

belirlenmistir (Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gére 90. giiniin sonunda canlilik orani (%)

NAA

Hormon Doz (mgl/l) 0 0,2 0,4
0 12,5™ 6,3° 32,8

0,5 18,8 ™ 21,9%° 53,1

BAP 1,0 9,4 53,1 ™ 32,8 %
1,5 20,3 %° 29,7 62,5 %

2,0 15,6 ™P 28,1 29,71

0 125™ 6,37 32,8

0,5 31,3 34,47 59,4 ¢

KIN 1,0 12,5 P 40,6 & 39,1 ™
1,5 3447 39,1 ™ 39,1 ™

2,0 23,41 34,47 29,71

0 12,5 P 6,3° 32,8 %

0,5 76,6 ° 56,3 ¢ 73,4
TDZ 1,0 92,2%® 344" 85,9 ®°
1,5 96,9 85,9 ®° 50,0 "
2,0 82,8°¢ 78,1°¢ 48,4 ™"

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

4.2.3. Kotiledonlarin kallus olusturma orani iizerine BH’nin etkileri

Kotiledonlarin kallus olugturma orani iizerine, uygulamalar arasindaki farkliliklar ¢ok

onemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.36).

Farkli hormon tipleri ve dozlarindan olugan uygulamalarin kallus olusum orani iizerine
etkileri incelendiginde, ilk siray1 %65,6 ile 0,4 mg/l NAA + 0,0 mg/l BAP ve 0,4 mg/l
NAA +2,0 mg/l TDZ kombinasyonlarinin aldig1 belirlenmis ve bunu azalan sira ile 0,4
mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ, 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/I
TDZ (%60,9); 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP (%57,8); 0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP
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(%53,1); 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l KIN (%51,6); 0,2
mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ ve 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ (%50) kombinasyonlart
izlemistir. Kontrol disinda diger tiim uygulamalardan kallus elde edilmistir (Cizelge

4.37; Sekil 4.18).

Cizelge 4.36. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda kallus olusum oranina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 1259,919 15,04 <,0001™
Hata 126 83,783

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Cizelge 4.37. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 30. giiniin sonunda kotiledonlardan kallus olusum orani (%)*

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 02 04
0 0,0' 39,1°" 65,6 °
0,5 25,07 18,8 60,9%®
BAP 1,0 344" 29,7 ™ 46,9 T
1,5 42,2 9" 344" 57,8 ®¢
2,0 53,1 *¢ 51,6 °¢ 39,1°"
0 0,0’ 39,1°" 65,6 °
0,5 32,8 40,6 97 46,9 T
KIN 1,0 9,49 39,1°" 40,6 97
15 17,2 % 51,6 ¢ 344"
2,0 21,9 43,899 43,899
0 0,0' 39,1°" 65,62
0,5 43,8 %9 60,9 ® 46,9 T
TDZ 1,0 39,1°" 43,899 60,9%®
1,5 43,8 %9 50,0 ** 48,4 ¢
2,0 43,8 %9 50,0 ** 65,6 °

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Sekil 4.18. Kotiledonlardan kallus olusumu. A) 0,4 mg/l NAA+0,5 mg/l BAP igeren ortamda
30. giiniin sonunda kotiledonlardan olusan kalluslarin gorinimi, B) 0,4 mg/l NAA igeren
ortamda 30. giiniin sonunda kotiledonlardan olusan kalluslarin gériiniimii, C) 0,5 mg/l TDZ
igeren ortamda 30. giinlin sonunda kotiledonlardan olusan kalluslarin gériiniimii, D) 0,4 mg/I
NAA+2,0 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda kotiledonlardan olusan kalluslarin
gorinimii.

4.2.4. Hipokotilin siirgiin olusturma kapasitesi iizerine BH’nin etkileri

Siirgiin olusturan eksplant sayisina (otuzuncu giiniin sonunda) ait varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.38’te verilmistir. Ilgili ¢izelgede goriildiigii gibi siirgiin olusturan

eksplant sayis1 bakimindan uygulamalar arasindaki farkliliklar ¢cok 6nemli olmustur.
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Cizelge 4.38. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglar1

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 65,430 28,04 <,0001™
Hata 126 2,333

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Cizelge 4.39’da verilen hormon tiplerinin kombinasyonlarina ait verilere bakildiginda,
siirglin olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk sirayr 13,0 adet siirgiin ile 0,0 mg/l
NAA + 1,5 mg/l kinetin almis; bunu 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ (12,8 adet); 0,2
mg/l NAA + 0,5 mg/l kinetin (12,3 adet); 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l kinetin, 0,0 mg/I
NAA + 2,0 mg/l kinetin, 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/I kinetin (10,8 adet siirgiin); 0,2 mg/1
NAA + 1,5 mg/l kinetin, 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ (10,3 adet siirgiin); 0,0 mg/1
NAA + 0,5 mg/l kinetin, 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/l kinetin (10,0 adet siirgiin); 0,4 mg/1
NAA + 2,0 mg/l kinetin (9,3 adet siirgiin), 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l kinetin (9,0 adet
siirglin) ve 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/l kinetin (8,8 adet siirgiin) kombinasyonlari
izlemigtir. Diger taraftan, herhangi bir hormon uygulamasinin yapilmadigi kontrol
gruptan elde edilen siirglin sayisi 16,0 adet olup, tiim uygulamalardan daha fazladir.

Siirgiin olusumu bakimindan en etkili hormonun kinetin oldugu goriilmiistiir (Cizelge

4.39; Sekil 4.19).
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uygulamalara gore 30. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayis1 (adet)*

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 16,0° 35" 0,31
0,5 6,3 5,57 2,5°
BAP 1,0 5,3%" 7,0 48"
1,5 5,5 " 5,0 <" 5,5 %"
2,0 4,0™ 4,0 ™ 5,81™
0 16,0° 35" 0,39
0,5 10,0 ¢ 12,3 b= 8,8 ™"
KIN 1,0 9,0°%" 10,8 ¢ 10,0
1,5 13,0° 10,3 % 10,8 <
2,0 10,8 83m™ 9,3°M
0 16,02 3,5 0,39
0,5 7,0 M 7,0 ™ 2,5°P
TDZ 1,0 10,3 * 12,8 % 43"
1,5 789 48" 35"
2,0 83m™ 2,8° 6,0'™

1) Aym siitunda aym kiigiik harfle gésterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Sekil 4.19. Hipokotilden siirgiin olusumu. A, B) 1,0 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin
sonunda hipokotilden olusan siirgiinlerin goriiniimii, C) 0,2 mg/l NAA+0,5 mg/l TDZ igeren
ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan siirgiinlerin gériinimii, D) 0,2 mg/l NAA+2,0
mg/l KIN igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan siirgiinlerin goriiniimii, E) 0,4
mg/l NAA+2,0 mg/l KIN igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan siirgiinlerin
gortinimii, F) 0,4 mg/l NAA+1,5 mg/l KIN igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden
olusan siirgiinlerin goriiniimii.
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4.2.5. Hipokotilin kok olusturma kapasitesi iizerine BH’nin etkileri

Hipokotilin kdk olusturma kapasitesi lizerine bitkisel hormonlarin etkilerini belirlemek
amaciyla eksplantlar kiiltiir ortaminda 30 ve 60 giin olmak tizere iki farkli siirede

tutulmuslardir.

Hipokotilin eksplant olarak kullanilmasi durumunda otuzuncu giiniin sonunda kok

olusturan eksplant sayisi iizerine uygulamalarin etkisi ¢ok 6nemli olmustur (Cizelge
4.40).

Cizelge 4.40. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda kok olusturan eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 28,146 28,15 <,0001"
Hata 126 1,000

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Farkli hormon tipleri ve dozlarmin kombinasyonundan olusan uygulamalara ait veriler
incelendiginde, hipokotilin eksplant olarak kullanilmasi durumunda 30. giiniin sonunda
kok olusturan eksplant sayisi1 bakimindan ilk siray1 14,5 adet kok ile 0,4 mg/l NAA
almig, bunu 8,0 adet ile 0,2 mg/l NAA izlemis ve tim hormon kombinasyonlari
arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda ¢ok Onemli olmustur. Diger taraftan, hig
hormon uygulanmadig1 kontrol grupta ve 18 kombinasyonda kok elde edilememistir.

Ayrica, kok olusumu {iizerine en az etkili hormonun TDZ oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.41).
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Cizelge 4.41. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 30. giiniin sonunda kdk olusturan eksplant sayisi (adet)*

NAA

Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 00" 8,0°" 14,5°
0,5 2,5% 0,8 ™M 0,5

BAP 1,0 2,3% 0,5% 0,0"
1,5 00" 1,5°0 0,3%

2,0 00" 00" 00"

0 00" 8,0°" 14,5°
0,5 3,31 0,3 0,5

KIN 1,0 2,5 % 03% 00"
1,5 2,0 % 0,3% 00"

2,0 0,5 0,3 00"

0 00" 8,0°" 14,5°

0,5 00" 50° 00"

TDZ 1,0 00" 30¢1 00"
1,5 00" 00" 00"

2,0 00" 00" 00"

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Altmisiner giiniin sonunda kok olusturan eksplant sayisi iizerine, hormon tipleri ve
dozlarinin kombinasyonundan olusan uygulamalarin etkisi ¢ok Onemli olmustur

(Cizelge 4.42).

Cizelge 4.42. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 60. giiniin sonunda kok olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 50,976 22,78 <,0001”
Hata 126 1,835

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Kok olusturma kapasitesi bakimindan, otuzuncu giinde oldugu gibi, altmisinct giiniin
sonunda da ilk siray1 14,8 adet kok ile 0,4 mg/l NAA almis, bunu 9,5 adet ile kontrol
grup, 8,5 adet ile 0,2 mg/l NAA izlemis ve tim hormon kombinasyonlar1 arasindaki
farklilik istatistiksel anlamda ¢ok onemli olmustur (Sekil 4.20). Diger taraftan 13
kombinasyondan kok elde edilememistir (Cizelge 4.43).
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Cizelge 4.43. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 60. giiniin sonunda kdk olusturan eksplant sayisi (adet)*

NAA
Hormon
Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 9,5° 8,5° 14,82
0,5 50°¢ 0,8 1,3°"
BAP 1,0 2,8% 2,099 00"
1,5 1,59 1,5 %" 1,8°%"
2,0 1,59 0,8 ™M 1,0°%"
0 9,5° 8,5°" 14,82
0,5 33 0,39 05%
KIN 1,0 2,5 % 05% 00"
1,5 2,099 0,8 ™M 0,8 ™M
2,0 0,5% 05 00"
0 95" 8,5°" 14,82
0,5 00" 50°¢ 00"
TDZ 1,0 00" 48° 00"
1,5 00" 00" 00"
2,0 00" 00" 00"

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.



84

Sekil 4.20. Hipokotilden koklii siirglin olusumu. A) 0,4 mg/l NAA igeren ortamda 30. giiniin
sonunda hipokotilden olusan koklii siirgiinlerin gériintimii, B,C) 0,4 mg/l NAA iceren ortamda
60. giiniin sonunda hipokotilden olusan koklii siirgiinlerin goriinimii, D) 0,2 mg/l NAA+0,5
mg/l TDZ igeren ortamda 60. giiniin sonunda hipokotilden olusan koklii siirgiinlerin  gériintimii.

4.2.6. Hipokaotilin kallus olusturma orani iizerine BH’nin etkileri

Hipokotilin kallus olusturma orani lizerine uygulamalarin etkileri arasindaki farkliliklar

¢ok 6nemli (p<0,01) olmustur (Cizelge 4.44).

Cizelge 4.44. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda kallus olusum oranina iligkin varyans analiz sonuglar1

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 2656,091 30,93 <,0001"
Hata 126 85,876

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli
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Uygulamalarin kallus olusum oranlar1 iizerine etkileri dikkate alindiginda, kallus
olusum orant bakimindan ilk siray1 %84,4 ile 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ almis ve
bunu azalan sira ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ (%82,8); 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/I
BAP (%81,3); 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ (%78,1); 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ
ve 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP (%73,4); 0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP (%71,9); 0,4
mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ (%70,3); 0,4 mg/l NAA
+ 1,5 mg/l BAP (%64,1); 0,4 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP (%62,5); 0,2 mg/l NAA + 0,5
mg/l BAP, 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP (%60,9) ve 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP
(%59,4) kombinasyonlar1 izlemistir. Kontrol disinda diger tiim uygulamalardan kallus
elde edilmistir (Cizelge 4.45; Sekil 4.21).

Cizelge 4.45. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 30. giiniin sonunda kallus olusum orani (%)

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 0,0 20,3 9% 7,8°"
0,5 453" 60,9 ¢ 81,3%®
BAP 1,0 53,17 53,17 70,3 P¢
1,5 60,9 9 59,4 " 64,1
2,0 71,9°%¢ 73,4 ¢ 62,57
0 0,0 20,3 9° 7,8°"
0,5 17,2 21,9 Par 422"
KIN 1,0 28,1°" 31,2 37,5%°
1,5 6,3" 344 32,8™d
2,0 29,7 ™ 46,9 ™ 422"
0 0,0 20,3 9° 7,8°"
0,5 56,3 ™ 21,9 P 84,4°
TDZ 1,0 34,4 1,6 73,4
1,5 51,6 70,3 "¢ 78,1%®
2,0 48,4 9% 82,8 % 57,8 ¢

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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Sekil 4.21. Hipokotilden kallus olusumu. A) 1,0 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin
sonunda hipokotilden olusan kalluslarin gériniimii, B) 1,5 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin
sonunda hipokotilden olusan kalluslarin gériinimii, C) 0,2 mg/l NAA+0,5 mg/l TDZ igeren
ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan kalluslarin goriniimii, D) 0,4 mg/l NAA+2,0
mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan kalluslarin goriinimii, E) 0,4
mg/l NAA+0,5 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden olusan kalluslarin
goriinimii, F) 0,4 mg/l NAA+2,0 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda hipokotilden
olusan kalluslarin goriiniimii.
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4.2.7. Kokiin siirgiin olusturma kapasitesi iizerine BH’nin etkileri

Kokiin siirgiin olusturma kapasitesi tizerine bitkisel hormonlarin etkilerini belirlemek
amaciyla eksplantlar kiiltiir ortaminda 30, 60 ve 90 giin olmak {izere ii¢ farkli silirede
tutulmuslardir. Kokiin eksplant olarak kullanilmast durumunda otuzuncu giiniin
sonunda siirglin olugturan eksplant sayisi {lizerine uygulamalarin etkisi ¢ok Onemli

olmustur (Cizelge 4.46).

Cizelge 4.46. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda siirgiin olugturan eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 4,146 5,65 <,0001"
Hata 126 0,734

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda, otuzuncu giinliin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk siray1 4,5 adet siirgiin ile 0,0 mg/l NAA + 0,5
mg/l BAP almis; bunu 2,8 adet siirgiin ile 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,4 mg/l
NAA + 1,0 mg/l KIN, 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ; 2,3 adet ile 0,4 mg/l NAA + 0,5
mg/l KIN, 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l KIN ve 2,0 adet ile 0,2 mg/l NAA izlemis ve tiim
hormon tipleri arasindaki farklilik istatistiksel anlamda ¢ok onemli olmustur. Kontrolde
ise siirglin olusumu 0,3 adet olmustur. Calismada kullanilan iki kombinasyonda
kontrolle ayni sonug elde edilmis, oniki kombinasyonda ise hi¢ siirgiin olusmamustir
(Cizelge 4.47; Sekil 4.22).
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Cizelge 4.47. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 30. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayis (adet)*

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 0,3%" 2,0 1,39
0,5 45° 2,8° 1,0 %"
BAP 1,0 1,3°9 1,5°¢" 00"
1,5 1,5°" 1,3°9 1,0
2,0 0,8°" 1,8°%° 00"
0 0,3%" 2,0 1,39
0,5 00" 0,8°%" 2,3
KIN 1,0 2,3% 0,8°" 2,8°
1,5 0,8°" 00" 00"
2,0 1,0 00" 00"
0 0,3%" 2,0 1,39
0,5 0,8°" 2,8° 0,3
TDZ 1,0 0,8°" 0,3% 00"
1,5 00" 00" 0,5 ™"
2,0 00" 00" 0,8°"

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Altmisinct giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi
sonuglar1 Cizelge 4.48°te gosterilmistir. Ilgili ¢izelgeden goriilecegi gibi uygulamalar

arasindaki farkliliklar cok 6nemli olmustur.

Cizelge 4.48. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 60. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 53,290 15,97 <,0001™
Hata 126 3,337

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda altmisinc: giiniin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk siray1 14,8 adet siirgiin ile 0,0 mg/l NAA + 2,0
mg/l BAP almis; bunu 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP (13,3 adet); 0,2 mg/l NAA + 2,0
mg/l BAP (12,5 adet); 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP (11,0 adet siirgiin); 0,2 mg/l NAA
+ 1,5 mg/l BAP (10,5 adet); 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l KIN (9,3 adet siirgiin); 0,0 mg/I
NAA + 0,5 mg/l BAP ile 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP (7,8 adet siirgiin); 0,4 mg/I
NAA + 1,5 mg/l KIN (6,5 adet siirgiin) ve 0,4 mg/l NAA (5,0 adet siirgiin)
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kombinasyonlar1 izlemistir (Sekil 4.22). Diger taraftan, herhangi bir hormonun
uygulanmadigi kontrol grupta olusan siirgiin sayist 2,0 adet olup, uygulamalarin

cogundan elde edilene gore daha azdir (Cizelge 4.49).

Cizelge 4.49. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli

uygulamalara gore 60. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisi (adet)l

NAA

Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 2,0 P 33" 5,0 &

0,5 78° 7,81 40"

BAP 1,0 11,0 o< 4,5 1,0
15 13,3%® 10,5 @ 3,8

2,0 14,82 12,5 ¢ 4,0M

0 2,0%P 33" 5,0

0,5 35" 2,0%P 3,8

KIN 1,0 9,3% 2,31P 3,8
15 33" 35 6,5 ™"

2,0 38" 35 2,8

0 2,0 %P 33" 5,0

0,5 48™ 28" 15"

TDZ 1,0 0,8°% 2,3° 1,3mP
15 4,5 0,0° 0,0°

2,0 1,0™ 0,8° 15"

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

Kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda doksaninci giinlin sonunda siirgiin
olusturan eksplant sayisi {lizerine uygulamalarin etkisi ¢ok onemli olmustur (Cizelge

4.50).
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Sekil 4.22. Kokten siirgiin olusumu. A) 2,0 mg/l BAP igeren ortamda 30. giiniin sonunda
kokten olusan siirglinlerin goriinimii, B) 1,5 mg/l BAP igeren ortamda 30. giiniin sonunda
kokten olusan siirgiinlerin goriiniimii, C) 0,2 mg/l NAA+2,0 mg/l BAP igeren ortamda 60.
giiniin sonunda kokten olusan siirgiinlerin gériiniimii, D) 1 mg/l BAP igeren ortamda 60. giiniin
sonunda kokten olusan siirglinlerin goriiniimii.

Cizelge 4.50. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 90. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 202,356 23,56 <,0001**
Hata 126 8,589

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Doksaninci giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk siray1 29,0
adet siirgiin ile 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP almis; bunu 27,0 adet ile 0,2 mg/l NAA
+ 2,0 mg/l BAP; 24,5 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP; 20,3 adet ile 0,0 mg/l
NAA + 2,0 mg/l BAP; 18,0 adet ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP; 12,5 adet ile 0,0
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mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP; 12,0 adet ile 0,2 mg/I
NAA + 1,0 mg/l BAP ve 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP; 11,0 adet ile 0,4 mg/l NAA +
0,5 mg/l BAP; 9,3 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l KIN ve 8,3 adet ile 0,4 mg/l NAA
+ 1,5 mg/l BAP kombinasyonlari izlemis ve tiim hormon tipleri arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda ¢ok Onemli olmustur. Siirgiin olusumu kontrolde ise 3,3 adet
olmustur. Calismada kullanilan onbir kombinasyonda kontrole goére daha diisiik sayida
siirgiin elde edilmistir. Siirglin olusumunda en etkili hormonun BAP oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.51) .

Cizelge 4.51. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 90. giiniin sonunda siirgiin olusturan eksplant sayisi (adet)’

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 33 35 5,8 91
0,5 12,5° 12,5° 11,07
BAP 1,0 245" 12,0 % 12,0 %
1,5 29,0° 18,0°¢ 8,3°%"
2,0 20,3°¢ 27,0 6,0 9X
0 33 35 589
0,5 70" 2,51 3,8
KIN 1,0 9,399 2,3 Km 3,8
1,5 33 38" 6,59
2,0 38 35 2,81M
0 3,3 35 5,8 91
0,5 50 43" 1,8™
TDZ 1,0 30 2,81 15M
1,5 45" 1,0™ 0™
2,0 40™ 1,3™ 15™

1) Aym siitunda aym kiigiik harfle gésterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

4.2.8. Kok eksplantinin koklenme kapasitesi iizerine BH’nin etkileri

Otuzuncu giiniin sonunda kok olusturan eksplant sayisina ait varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.52’de verilmistir. Ilgili ¢izelgeden goriilecegi gibi koklenme kapasitesi

lizerine uygulamalarin etkisi ¢cok 6nemli olmustur.
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Cizelge 4.52. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda kok olusturan eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 14,037 13,03 <,0001™
Hata 126 1,077

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda 30. giiniin sonunda kok olusturan
eksplant sayisi bakimindan ilk sirayr 5,8 adet kok ile herhangi bir hormon
uygulamasinin yapilmadigi kontrol grup almis; bunu 4,8 adet ile 0,2 mg/l NAA; 3,8
adet ile 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l KIN; 1,8 adet ile 0,4 mg/l NAA,; 1,3 adet ile 0,2 mg/I
NAA + 2,0 mg/l KIN; 0,8 adet ile 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l KIN ve 0,2 mg/l NAA +
1,5 mg/l KIN izlemis ve tiim uygulamalar arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda
¢ok oOnemli olmustur. Diger taraftan uygulamalardan 32 tanesinde kok elde
edilememistir. Ayrica, hormon tipi yoniinden degerlendirildiginde BAP ve TDZ’nin
katildig1 tiim kombinasyonlarda kok olusmamustir (Cizelge 4.53).

Cizelge 4.53. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 30. giiniin sonunda kok olusturan eksplant sayis1 (adet)

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 58% 4.8°%® 1,8°¢
0,5 0,0¢ 0,0° 0,0°
BAP 1,0 0,01 0,01 0,0¢
15 0,01 0,0¢ 0,0¢
2,0 0,0¢ 0,0° 0,0°
0 58% 4.8°%® 1,8°¢
0,5 0,0¢ 38° 0,0°
KIN 1,0 0,0° 0,8 0,0°
15 0,01 0,54 0,0¢
2,0 0,0¢ 1,3 0,0°
0 58% 4.8 1,8°¢
0,5 0,09 0,09 0,09
TDZ 1,0 0,01 0,0¢ 0,09
15 0,01 0,01 0,01
2,0 0,0¢ 0,0° 0,0°

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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4.2.9. Koklerden elde edilen eksplantlarin koklenmesi iizerine BH’nin etkileri

Cizelge 4.54°de verilen varyans analizi sonuglarina gore kok eksplantindan elde edilen
stirgiinlerin doksaninci giiniin sonunda koklenmesi iizerine uygulamalarin etkisi ¢ok

Onemli olmustur.

Cizelge 4.54. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 90. giiniin sonunda koklenen eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 1,591 9,22 <,0001"
Hata 126 0,173

Genel Toplam 167

*%: p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda olusan siirgiinlerin doksaninct giiniin
sonunda koklenmeleri bakimindan ilk siray1 2,8 adet siirgiin ile 0,2 mg/l NAA + 0,5
mg/l TDZ almis, bunu 1,5 adet ile 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ ve kontrol grup
izlemistir.. Calismada kullanilan diger uygulamalarda koklenme olmamistir (Cizelge
4.55).

Cizelge 4.55. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 90. giiniin sonunda koklenen eksplant sayisi (adet)

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 15° 0,0° 0,0¢

0,5 0,0° 00° 0,0¢

BAP 1,0 0,0°¢ 0,0°¢ 0,0°

1,5 0,0° 00° 0,0¢

2,0 0,0° 00° 0,0¢

0 15° 0,0° 0,0¢

0,5 0,0°¢ 00°¢ 0,0°¢

KIN 1,0 0,0° 0,0°¢ 0,0°

1,5 0,0°¢ 00°¢ 0,0°¢

2,0 0,0°¢ 00°¢ 0,0°¢

0 15° 0,0° 0,0°¢

0,5 0,0°¢ 2,8° 0,0°¢

TDZ 1,0 0,0°¢ 15° 00°

1,5 00°¢ 00° 0,0¢

2,0 0,0° 00° 0,0¢

1) Aymi siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemsizdir.
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4.2.10. Kokiin kallus olusturma orami iizerine BH’nin etkileri

Kokiin kallus olusturma orani iizerine, uygulamalar arasindaki farkliliklar ¢ok 6nemli

(p<0,01) olmustur (Cizelge 4.56).

Cizelge 4.56. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 30. giiniin sonunda Kallus olusum oranina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 2480,089 21,12 <,0001"
Hata 126 117,420

Genel Toplam 167

** . p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli

En yiiksek kallus olusum oran1 %98,4 ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ ve 0,4 mg/l
NAA + 0,5 mg/l TDZ uygulamalarindan elde edilmis, bunu %95,3 ile 0,0 mg/l NAA +
1,5 mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ ve 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ;
%93,8 ile 0,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP, 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP ve 0,4 mg/l
NAA + 1,0 mg/l TDZ; %90,6 ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP, %89,1 ile 0,0 mg/I
NAA + 1,0 mg/l BAP ve 0,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l KIN; %87,5 ile ve 0,2 mg/l NAA +
1,0 mg/l BAP; %85,9 ile 0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP ve 0,4 mg/l NAA + 2,0 mg/l
KIN; %84,4 ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP; %82,8 ile 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/I
BAP; %81,3 ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l KIN; 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP ve 0,4
mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP kombinasyonlari izlemistir (Sekil 4.23). En diisiik kallus
olusum orani ise %26,6 ile kontrol gruptan elde edilmistir (Cizelge 4.57).
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Sekil 4.23. Kokten kallus olusumu. A) 0,2 mg/l NAA+1,0 mg/l TDZ igeren ortamda 30.
giiniin sonunda kokten olusan kalluslarin gériinimii, B) 0,2 mg/l NAA+1,5 mg/l TDZ igeren
ortamda 30. giliniin sonunda kokten olusan kalluslarin goriinimii, C) 0,2 mg/l NAA+1,5 mg/l
TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda kokten olusan kalluslarin goriiniimii, D) 0,4 mg/I
NAA+0,5 mg/l TDZ igeren ortamda 30. giiniin sonunda kokten olusan kalluslarin gériiniimii.
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Cizelge 4.57. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 30. giiniin sonunda kallus olusum orani (%)

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 26,6 53,1 % 344"
0,5 93,8 ®° 67,2 9% 81,379
BAP 1,0 89,1 %1 87,51 82,8 7
1,5 95,3%® 84,4 ** 93,8 ®°
2,0 85,9 &1 90,6 *° 81,3"¢
0 26,6 M 53,1 % 344"
0,5 89,1 °%¢ 68,8 ™ 56,3
KIN 1,0 68,8 ™ 70,3 ¢ 68,8 ™
1,5 67,2 9% 81,3"7¢ 68,8 ™
2.0 65,6 " 68,8 ™ 85,9 ¢
0 26,6 53,1 % 344"
0,5 62,5 344" 98,4 °
TDZ 1,0 79,7°" 32,8 93,8 ®°
1,5 70,3 ¢ 98,4 ° 95,3 %
2.0 79,7°¢" 95,3 ® 75,0

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

4.2.11. Koklerin canh kalma oram iizerine BH’nin etkileri

Doksaninct giin sonunda kok eksplantinin canlilik orani iizerine uygulamalarin etkisi

istatistiksel anlamda ¢ok dnemli olmustur (Cizelge 4.58).

Cizelge 4.58. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore 90. giiniin sonunda eksplantlarin canlilik oranina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklar

Muamele 41 578,548 5,57 <,0001™
Hata 126 103,779

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Koklerin canli kalma oran1 bakimindan ilk siray1 %67,2 ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/I
TDZ uygulamasi almis, bunu %59,4 ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP; %56,3 ile 0,4
mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ; %54,7 ile 0,0 mg/l NAA + 0,5 mg/l KIN; %48,4 ile 0,2
mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ; %45,3 ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP, 0,0 mg/l NAA +
2,0 mg/l TDZ; %43,8 ile 0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP, 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l
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TDZ; %42,2 ile 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l KIN, 0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l KIN, 0,0 mg/I
NAA + 0,5 mg/l TDZ, 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l KIN ve %37,5 ile 0,0 mg/l NAA + 1,0
mg/l BAP, 0,2 mg/l NAA + 15 mg/l TDZ ve 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP
uygulamalar: takip etmistir. Diger taraftan canlilik orani kontrol grupta %34,4 olarak
tespit edilmis, denemede kullanilan diger 21 kombinasyonda ise canlilik orani kontrole

gore daha diisiik olmustur (Cizelge 4.59).

Cizelge 4.59. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore 90. giiniin sonunda eksplantlarin canlilik oran1 (%)*

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 34,49 15,6 15,6
0,5 31,3° 28,19 23,4™
BAP 1,0 375" 25,0 ™ 25,0 ™
1,5 328° 45,3 "¢ 37,59
2,0 438 °T 59,4 ® 25,0™
0 34,49 15,6 15,6
0,5 54,7 ®¢ 328 29,71
KIN 1,0 28,19 32,8°%" 21,97
1,5 4229 42,29 21,97
2,0 42,29 21,97 23,4M
0 34,49 15,6 15,6
0,5 42,29 48,4 ™ 56,3 ¢
TDZ 1,0 438°T 29,71 25,0 ™
1,5 344" 37,59 15,6’
2,0 453 "¢ 67,2° 20,37

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

4.2.12. Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu

Sik1 yapili, sert dokulu, dagilabilir 6zellikli ve krem renkli kalluslar embriyogenik
kallus; sulu yapili, beyaz kalluslar ise embriyogenik olmayan kallus olarak
degerlendirilmistir. Kok eksplantinin  embriyogenik kallus olusumu iizerine
uygulamalarin etkileri arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli olmustur
(Cizelge 4.60).
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Cizelge 4.60. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore embriyogenik kallus olusturan eksplant sayisina iliskin varyans analiz sonuglar1

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 45,391 38,06 <,0001™
Hata 126 1,192

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

En fazla sayida embriyogenik kallus olusumu 9,5 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/l
BAP ve 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP’dan elde edilmis; bunu 9,3 adet ile 0,2 mg/I
NAA + 1,5 mg/l BAP; 8,8 adet ile 0,2 mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP; 8,5 adet ile 0,2 mg/I
NAA + 2,0 mg/l BAP ve 8,0 adet ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP izlemistir.
Kontrolde ise embriyogenik kallus olusmamistir. Denemede kullanilan hormonlardan
embriyogenik kallus olusumu {izerine etkisi bakimindan ilk sirada BAP, ikinci sirada ise

TDZ’nin yer aldig1, ancak kinetinin etki etmedigi goriilmektedir (Cizelge 4.61).

Cizelge 4.61. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore embriyogenik kallus olusturan eksplant sayis: (adet)’

NAA
Hormon Doz (mgl/l) 0 0,2 0,4
0 0,0" 0,0% 00"
0,5 7,5 6,8 2,37
BAP 1,0 95° 88%® 2,5™M
1,5 95° 9,32 8,0 *°
2,0 7,3 b 85%® 50 ¢
0 0,0" 0,0% 00"
0,5 0,0" 0,0 0,0
KIN 1,0 0,0" 0,0% 0,0
1,5 0,0" 00" 0,0"
2,0 0,0" 0,0% 00"
0 0,0" 0,0% 00"
0,5 2,31 0,0 350
TDZ 1,0 4,0 0,0% 4,30
1,5 58% 2,897 38"
2,0 48° 4,0 2,07

1) Aym siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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4.2.13. Muamelelere gore olusan somatik embriyo sayisi

Kok eksplantinin somatik embriyo olusumu (Sekil 4.24) tizerine uygulamalarin etkisine
ait varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.62°de gosterilmistir. ilgili ¢izelgeden goriilecegi

gibi, uygulamalarin etkisi istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli olmustur.

Cizelge 4.62. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkl
uygulamalara gore somatik embriyo sayisina iliskin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklari

Muamele 41 1324,671 10,58 <,0001"
Hata 126 125,188

Genel Toplam 167

** : p<0,01 diizeyinde ¢ok dnemli

Sekil 4.24. Kokten kallus olusumu. A) 1 mg/l BAP igeren ortamda olusan kalluslarin gériiniimii
B) 2 mg/l BAP igeren ortamda olusan kalluslarin gériiniimii C) 0,2 mg/l NAA+2 mg/l TDZ
iceren ortamda olusan kalluslarin goriinimii D) 0,4 mg/l NAA+1,5 mg/l BAP igeren ortamda
olusan kalluslarin goriiniimii
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Muameleler karsilastirildiginda en yiiksek sayida somatik embriyo olusumu 55,0 adet
ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP’dan elde edilmis; bunu 50,5 adet ile 0,2 mg/l NAA +
2,0 mg/l TDZ; 44,3 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP; 43,3 adet ile 0,0 mg/l NAA
+ 1,0 mg/l BAP; 41,5 adet ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP; 40,3 adet ile 0,4 mg/l
NAA + 1,5 mg/l TDZ; 38 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ; 37,5 adet ile 0,4 mg/I
NAA +0,5mg/l TDZ ve 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ izlemistir (Cizelge 4.63).

Cizelge 4.63. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore somatik embriyo sayisi (adet)*

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0.2 04
0 00" 00" 00"
0,5 19,8 28,8°T 20,3 ™
BAP 1,0 43,371 32,8°T 31,8°T
1,5 44,3 ®° 415°%¢ 55,02
2,0 31,3°T 30,3°" 28,3 %
0 00" 00" 00"
0,5 00" 00" 00"
KIN 1,0 0,0" 0,0" 0,0"
1,5 00" 00" 00"
2,0 00" 00" 00"
0 00" 00" 00"
0,5 21,3™ 00" 375%°
TDZ 1,0 26,3 00" 375
1,5 38,0°° 205 ™ 40,3 %°
2,0 27,5 50,5 ® 12,09

1) Ayni siitunda ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.

4.2.14. Eksplant basina diisen somatik embriyo sayisi

Eksplant basina diisen somatik embriyo sayisina ait uygulamalar arasindaki farkliliklar

istatistiksel anlamda ¢ok dnemli olmustur (Cizelge 4.64).

Cizelge 4.64. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli uygulamalara
gore eksplant basina diisen somatik embriyo sayisina iligkin varyans analiz sonuglari

Varyasyon SD KO F P
Kaynaklan

Muamele 41 5,174 10,58 <,0001™
Hata 126 0,489

Genel Toplam 167

** 1 p<0,01 diizeyinde ¢ok 6nemli
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Eksplant basina diisen somatik embriyo sayisina gore uygulamalar karsilastirildiginda
en yiiksek somatik embriyo sayisinin 3,4 adet ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP
uygulamasindan elde edildigi goriilmistiir. Bunu 3,2 adet ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/I
TDZ; 2,8 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP; 2,7 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,0 mg/I
BAP; 2,6 adet ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP; 2,5 adet ile 0,4 mg/l NAA + 1,5 mg/I
TDZ; 2,4 adet ile 0,0 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ; 2,3 adet ile 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/I
TDZ, 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/l TDZ; 2,0 adet ile 0,0 mg/l NAA + 2,0 mg/l BAP, 0,2
mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP ve 0,4 mg/l NAA + 1,0 mg/l BAP izlemistir (Cizelge 4.65).

Diger taraftan, kontrolde ve hormon kombinasyonlarini igeren uygulamalardan 20
tanesinde herhangi bir somatik embriyo olusumu gozlenmemistir. Ayrica, hormon
tipleri arasinda genel bir degerlendirme yapildiginda BAP ve TDZ’nin daha iyi sonug

verdigi, kinetinin ise herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.65. Farkli hormon tipleri ve dozlarinin kombinasyonundan olusan farkli
uygulamalara gore eksplant basina diisen somatik embriyo sayisi (adet)*

NAA
Hormon Doz (mg/l) 0 0,2 0,4
0 00f 00f 00f
0,5 1,2% 1,8 ® 1,3%®
BAP 1,0 2,7 abc 2,0 bcd 2,0 cd
1,5 2,8 abc 2,6 abc 3,4a
2,0 20 1,0 c® 1,8 ¢
0 00f 00f 00f
0,5 00f 00f 00f
KIN 1,0 00' 00’ 00’
1,5 00f 00f 00f
2,0 00f 00f 00f
0 0,07 00f 00f
0,5 1,3% 00f 2,3%d
TDZ 1,0 1,6°* 00’ 23%
1,5 2,4°%1 1,3°% 2,5 %
2,0 1,7 32%® 0,8°

1) Ayni siitunda ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemsizdir.
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02/09/2013 10:52

Sekil 4.25. Magenta kutularina aktarilan eksplantlarin goriintimii
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tartisma

Yapilan bu ¢alismada memeli cinsiyet hormonlar1 ve bitkisel hormonlarin doku kiiltiirii
sartlarinda korungada kallus olusumu ve rejenerasyon iizerine olan etkileri
arastirilmistir. Insanlarin beslenmesinde en ¢ok kullanilan yaklasik 30 bitki grubu i¢inde
en Onemlilerini tahillar, endiistri bitkileri, sebzeler, meyve agaclari ve baklagiller
olusturmaktadir (Babaoglu 2001). Yurdumuzda yonca, korunga, adi fig ve burcak gibi
geleneksel birka¢ yem bitkisinin tarimi yapilmaktadir. Baklagil yem bitkileri, organik
tarim sisteminde yesil giibreleme yolu ile ana bitkinin ihtiyact olan azotun tamamini
veya 6nemli bir bolimiinii kargilamaktadir (Agikgdz vd 2005). Korunga genis bir uyum
kabiliyetine sahip, yiiksek kalitede ot hasil eden bir bitkidir. Ayrica kisa ve kuraga ¢ok
dayanikli oldugundan genis bir adaptasyon kabiliyetine sahip, kullanim alan1 ¢ok fazla

olan ¢ok yillik bir yem bitkisidir (Tan ve Serin 2013).

Biyoteknolojik yontemlerin ilk uygulama alani olan doku kiiltiirii, transgenik bitkilerin
elde edilmesinde 6dnemli asamalardan birisidir. Kiiltiire alinan bitki hiicrelerine ya da
dokularma gen aktarimi yapildiktan sonra, gen aktarilmis bitki pargalari uygun besi
ortaminda olgun bir bitki haline getirilerek, aktarilan geni tasiyan transgenik bitkiler
elde edilebilmektedir. Ayrica, in vitro ortamda kimyasal veya fiziksel mutagen
uygulamalar ile hastaliklara, antibiyotiklere, herbisitlere, tuzluluga, diisiik sicakliga ve
kurakliga toleransli bitkiler elde edilebilmektedir (Karaca ve Biirtin 1999).
Olgunlasmamis embriyolarin eksplant kaynagi olarak kullanilabilmeleri i¢in dénor
bitkiden belli donemlerde eksplant kaynagi temin edilmesi gerekmektedir. Bu durumda
daha uzun bir siireye ve daha fazla finansmana ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna karsin,
olgun embriyolarin kaynagi olan tohumlar kolaylikla temin edilebildikleri ve

depolanabildikleri igin yilin her doneminde ¢alisma olanagi saglamaktadirlar.
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Doku kiiltiirii calismalarinda oncelikli olarak dikkate alinmasi gereken husus, uygun
bitki bliylime diizenleyicilerinin tipi ve konsantrasyonlarinin se¢imidir. Ayrica, uygun
eksplant se¢imi de boyle ¢alismalarda oldukg¢a 6nem arz etmektedir. Ciinkii ortama ilave
edilen biiytimeyi diizenleyiciler tiire, ¢ceside ve hatta eksplant tipine uygun olmayan tipte
ve konsantrasyonlarda ise Kkallus olusumu ve siirgiin rejenerasyonu olumsuz yonde
etkilenebilmektedir. Korunganin da iginde yer aldigi bir¢ok bitkide yapilan ¢aligmalar
sonucunda, oksin-sitokinin dengesinin iyi ayarlanmasi durumunda yiiksek oranda
adventif siirgiin rejenerasyonu elde edilebilecegi bildirilmistir (Ozgen et al. 1997;
Sancak 1999; Cogii vd 2003; Erdogan vd 2004; Erdogan vd 2005; Celiktas et al. 2006;
Cogti 2008).

Korunga iizerinde giiniimiize kadar ¢ok sayida aragtirma yapilmis ve gesitli konular ele
alinmistir. Ancak bu ¢alismalar igerisinde memeli cinsiyet hormonlari ile ilgili olanlarin
sayis1 yok denecek kadar azdir. Bu arastirma, korungada ¢esitli bitkisel hormonlarin (ve
kombinasyonlarinin) ve memeli cinsiyet hormonlarinin kallus olusumu ve bitki

rejenerasyonu lizerine olan etkilerini belirlemek amaciyla yapilmastir.

Korunga tohumlarina uygulanan memeli cinsiyet hormonlarmin doku kiltiirii
sartlarindaki etkisine bakildiginda hormon tiplerinin etkisinin, kullanilan eksplantin
tipine gore degistigi goriilmektedir. Kotiledonlarin silirglin olusturma kapasitesi lizerine
en etkili hormonun B-Gstradiol, hipokotilden siirgin olusumu {izerine en etkili
hormonun ostron ve kokten siirgiin elde edilmesi iizerine en etkili hormonun
progesteron oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan, her ii¢ eksplant tipinde siirgiin olusumu
hormon dozlarina gore degismistir. Aygigegi (Helianthus annuus L.) fidelerinde p-
Ostradiol ve progesteronun 0,25 pg’lik dozunun (bitki basina) siirgilin gelisimini artirdig1
sonucuna vartlmistir (Bhattacharya and Gupta 1981). Ayrica, koklerden elde edilen
siirgiin sayisinin muamele giin sayisina gore de degistigi ve gilin sayisi arttikca elde
edilen siirgiin sayisinin da arttig1 belirlenmistir. Erdal (2010), nohut ve arpada memeli
cinsiyet hormonlarmin bitkilerin morfolojik 6zellikleri iizerine etkisini belirlemek

amaciyla yaptig1 ¢aligmasinda bu hormonlarin kok ve govde biiyiimesinde Onemli

degisikliklere neden oldugunu belirlemistir.
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Memeli cinsiyet hormonlarinin kotiledonlarin ve kokiin canlilik orani {izerine etkisi ile
ilgili herhangi bir galismaya rastlanmamistir. Bu bakimdan yapilan bu caligmanin,
MCH’nin kotiledonlarin ve kokiin canlilik orani iizerine etkilerinin arastirildigr ilk
calisma oldugu disiiniilmektedir. En yiiksek canlilik oran1 kotiledonlarda ostron, kok

eksplantinda ise progesteron hormonlarinin kullanildigi ortamlarda tespit edilmistir.

Kotiledonlar eksplant olarak kullanildiklarinda kallus olusumu ger¢eklesmemistir.
Diger taraftan, eksplant olarak hipokotil kullanildiginda kallus olusmus ve en yiiksek
kallus olusum orani progesteron hormonunun kullanildigi ortamdan elde edilmis, bunu
testosteron, B-ostradiol ve ostron hormonlar: izlemistir. Ayrica, herhangi bir hormonun
kullanilmadig1 kontrol grupta kallus olugmamistir. Buna gore hipokotilin eksplant
olarak kullanilmast durumunda memeli cinsiyet hormonlarinin kallus olusumunu
uyardig1 sonucuna varilmistir. Koklerden ise en fazla kallus olusumu Ostron ve B-
ostradiol hormonlarinin  kullanildigi ortamlardan elde edilmistir. Gioelli (1942)
tarafindan havucta (Daucus carota L.) yapilan bir ¢alismada B-6stradioliin 3-12 mg/dm3
dozlarinin doku kiiltiiriinde kallus olusumunu tesvik ettigi sonucuna varilmistir. Buna
karsin, yiiksek konsantrasyonlarda (25/100 mg/ml) kullanildiklarinda doku kiiltiiriinde
biiyiimeyi engelledikleri ve toksik etki meydana getirdikleri bildirilmistir. Yine,
Polygonatum verticillatum’da yapilan ¢alismalarda B-Ostradiol hormonunun kallus
olusumunu artirdigi belirlenmistir (Janeczko and Szybka 2001; Szybka-Hrynkiewicz
and Janeczko 2004).

Arabidopsis thaliana’da yapilan bir ¢aligmada androstenedionlarin kallus olusumunu
tesvik ettigi, ayrica bugdayda androsteron ve androstenedionlarin (1 pM) skutellumda
kallus dokusunun ¢ogalmasini uyardig1 ve olgunlagmamis embriyolarin gelisimini ve
¢imlenmesini artirdig1 tespit edilmistir. Diger taraftan, Ostrojenlerin oOzellikle de
Ostronun olgunlagsmamis embriyolarin ¢imlenmesini engelledigi, ancak kallus
olusumunu engellemedigi gortilmiistiir. (Janeczko 2000; Janeczko et al. 2002; Janeczko
et al. 2003; Janeczko and Skoczowski 2005). Janeczko et al. (2002) tarafindan kislik
bugdayda (Triticum aestivum L.) olgunlasmamis embriyolar Kkullanilarak in vitro

kosullarda yapilan bir ¢alismada, androsteron ve testosteronun kallus olusumunu tesvik
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ettigi, buna karsin Ostron ve progesteronun ise kallus olusumunu engelledigi

goriilmiistiir.

Bu arastirmada hipokotilin kok olusturmasi tizerine hormon tiplerinin etkisi bakimindan
ilk sirada testosteronun, ikinci sirada ise B-Ostradioliin yer aldigi belirlenmistir. Diger
taraftan, kokiin eksplant olarak kullanilmasi durumunda ilk sirayr progesteron, ikinci
siray1 ise kontrol grup almistir. Kokten elde edilen siirgiinlerin koklenmesi tizerine etki
bakimindan ilk sirada B-ostradiol, ikinci sirada ise progesteron yer almustir. In vitro
kosullarda olmamakla birlikte, Bhattacharya and Gupta (1981), tarafindan aygigeginde
(Helianthus annuus L.) yapilan bir arastirmada, B-Ostradiol ve progesteronun 0,25
ug’lik dozunun (bitki basina) fidelerin kok gelisimini engelledigi sonucuna varilmistir.
Progesteronun 0,1 pg’lik dozunun (bitki basina) kok uzamasi tizerine olumlu etki ettigi
ve testosteronun 0,1 ve 0,25 pg’lik dozunun (bitki basina) tomurcuk olusumunu artirdigi

gozlenmistir.

Gerek bu galismada, gerekse daha 6nce yapilan diger ¢alismalarda elde edilen sonuglara
gore, farkli hormonlarin etkileri kullanilan eksplantlara gore degismistir. Yukarida da
goriildiigii gibi memeli cinsiyet hormonlariin doku kiiltiirli sartlarinda kullanimina ait
calisma sayist ¢ok simirli oldugundan etki mekanizmasi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglarla,

calismamizda elde ettigimiz sonuglarin birbirleri ile ortiistiigii soylenebilirr.

Bitki biiyiime diizenleyicilerinin doku kiiltiirii sartlarinda korunga bitkisi tizerindeki
etkilerine bakildiginda kotiledonlarin siirgiin olusturma kapasitesi ilizerine arastirmada
kullanilan hormonlarin (NAA, BAP, TDZ, KIN) tek olarak ortama ilavesinin, slirgiin
olusumuna etki etmedigi, kombinasyon halinde kullanildiklarinda ise en etkili
kombinasyonun NAA+BAP oldugu, ayrica ve NAA+TDZ’nin ise sadece bir kag
kombinasyonunun etkili oldugu gorilmistir. Uzun (2012), korungada yaptigi
calismada en fazla siirgin sayisin1 1 mg/l TDZ igeren besi ortamindan, hipokotil
eksplantindan elde etmistir. Barbulova et al. (2002) tarafindan farkli yonca gesitlerinde

yapilan bir calismada eksplant olarak yaprak ve yaprak saplart kullanilmistir.
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Arastiricilar, gesitlerin rejenerasyon kabiliyetinin birbirinden farkli oldugunu ve en iyi
sonucun 0,5 mg/l BAP igeren ortamdan elde edildigini bildirmiglerdir. Yoncaya ait
farkli eksplantlarin kullanildig1 diger bir ¢alismada ise en iyi sonug¢ kotiledon ve petiol
eksplantlarindan ve oksinin (2,4-D) diisiik dozda kullanildigi ortamdan elde edilmistir
(Gallego et al. 2001).

Bu arastirmada eksplant olarak hipokotil kullanildiginda en fazla siirgiin KIN ve
KIN+NAA igeren ortamlardan elde edilmis ve hipokotil eksplanti siirgiin olusturma
kabiliyeti bakimindan eksplantlar icerisinde ilk sirada yer almistir. Akcura vd (1999)
tarafindan korungaya ait farkli eksplantlar kullanilarak yapilan calismada da burada
kaydedilen sonuglara benzer olarak en fazla siirgiin rejenerasyonu hipokotilin eksplant
olarak kullanildigi BAP ve NAA iceren ortamdan elde edilmistir. Ayni sekilde,
Karamian and Ranjbar (2008), korungaya ait hipokotil eksplantlarin1 kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada en iyi sonucu 0,5 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP igeren ortamdan elde
etmislerdir. Aym sekilde, Ozcan et al. (1996) tarafindan korungada yapilan bir
denemede en fazla siirgiin olusumu 0,5 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA igeren ortamdan
hipokotil eksplantindan elde edilmistir. Yine korungada yapilan bagka bir ¢alismada
(Hiroshi and Zhumeng, 1993) siirgiin olusumu bakimindan en iyi ortamm 1uM NAA +
10 uM BAP kombinasyonu oldugunu, kok ve hipokotil eksplanlarinin kotiledonlara
gore daha iyi sonu¢ verdigi tespit edilmistir. Onceki calismalarda BAP’m bizim
calismamizda ise KIN’in daha iyi sonu¢ vermesi, diger calismalarda kinetinin
denenmemis olmasindan ve kullanilan genotiplerin farkli olmasindan kaynaklanabilir.
Ayrica hipokotil eksplantinin hormonsuz ortamda bile iyi sonug¢ verdigi yapilan ¢alisma

neticesinde gorilmiistiir.

Bu arastirmada kok eksplantinda en fazla siirgin BAP ve BAP+NAA
kombinasyonlarindan elde edilmistir. Calismada kullanilan kombinasyonlarin ¢ogundan
az sayida da olsa siirgiin elde edilmis, ancak genel olarak bazilarinda gerek hormonlarin
yiiksek dozda tek kullaniminin gerekse kombinasyon halinde kullaniminin siirgiin
olusumunu olumsuz yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Ayrica, silirgiin olusumu

lizerine muamele giin sayisinin etkisinin de oldukc¢a 6nemli oldugu tespit edilmistir.
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Ozgen et al. (1998) tarafindan korungada yaprak petiol ve kok eksplantlar1 kullanilarak
yapilan bir ¢calismada en yiiksek oranda siirgiin rejenerasyonu kok eksplantindan, 20 uM
BA ve 0,5 uM NAA igeren ortamdan petiol eksplantindan elde edilmistir. Korungada
mikrogogaltim amaciyla yapilan baska bir ¢alismada ise en yiiksek oranda slirgiin
olusumu 2 mg/l BAP+ 0,05 mg/l IBA, 2 mg/l BAP+ 0,1 mg/l IBA, 2 mg/l BAP+ 0,05
mg/l IBA, 2 mg/l BAP+ 0,1 mg/l NAA, 2 mg/l BAP+ 0,5 mg/l NAA ve 8 mg/l BAP+
0,05 mg/l NAA igeren ortamlarda gergeklesmistir (Sancak 1999). Yang and Nakashima
(1992), tarafindan kok, hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 kullanilarak korungada
yapilan bir denemede 2,4-D ve BAP’in rejenerasyon iizerine etkisinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Yine, korungada yapilan baska bir ¢alismada en fazla siirgiin
rejenerasyonu 10,7 uM M NAA ve 2,3 uyM M KIiN iceren B5 ortaminda kiiltiire alinan,
apikal-aksillar meristemlerden elde edilmistir (Celiktas et al. 2006).

Calismamizda en yiiksek kallus olusum orant NAA ve TDZ kombinasyonundan, kdk
eksplantindan elde edilmistir. hipokotil eksplantindan da kok eksplantina yakin oranda
kallus elde edilmis, ancak kotiledonlarda kallus olusum orami daha diisiik olmustur.
Ablikim and ZhuoMeng (2000), tarafindan korungada yapilan bir ¢calismada, en yliksek
kallus olusum orami hipokotil eksplantindan 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l BA igeren
ortamdan elde edilmistir. Korungada kok, kotiledon ve hipokotil eksplantlari
kullanilarak yapilan bir denemede, kallus olusumu bakimindan eksplantlar arasinda fark
olmadig1 belirlenmistir (Hiroshi and Zhumeng 1993). Akashi et al. (1998) tarafindan
gazal boynuzunda yapilan ¢alismada BAP hormonunun embriyogenik kallus olusumunu
artirdigr tespit edilmistir. Calismamizda da buna benzer olarak embriyogenik kallus
olusumu, sadece BAP iceren besi ortamindan kok eksplantindan elde edilmistir.
Fasulyede yapilan diger bir ¢aligmada ise BAP’1n farkli konsantrasyonlar1 kullanilmig
ve en fazla kallus olusumu kotiledon eksplantindandan elde edilmistir (Collado et al.
2008). Choudbary et al. (2009), boriilceye ait farkli eksplantlar1 kullanarak yaptiklari
calismada en yiiksek oranda kallus olusumunu 0,75 mg/l 2,4-D + 1,5 mg/l BA igeren

ortamdan elde etmislerdir.
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5.2. Sonuc ve Oneriler

Iki farkli deneme halinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma, énemli bir baklagil yem bitkisi
olan korungada adventif siirglin rejenerasyonu iizerine memeli cinsiyet hormonlar1 ve
bitki hormonlarinin etkilerini belirlemek amaciyla yapilmustir. In vitro fidelerden elde
edilen kotiledon, kdk ve hipokotil eksplantlart farkli dozlarda hormon igeren ortamlarda

kiiltiire alinmiglardir. Calismadan elde edilen sonuglar ve oneriler asagida verilmistir.

Kotiledonlardan siirgiin olusumu iizerine MCH’ nin etkisi 6nemsiz iken BH’nin etkisi
cok onemli olmustur. Siirglin olusturan eksplant sayist bakimindan ilk sirayr 2,0 adet

stirgiin ile 0,2 mg/l NAA + 0,5 mg/l BAP ve 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l BAP almistir.

Canlilik orani1 tizerine MCH hormon x doz interaksiyonunun etkisi ¢ok 6nemli olmus ve
en yiksek canlilik oranm1 %19,1 ile Ostrondan elde edilmistir. BH’de ise yine
muamelelerin etkisi ¢cok 6nemli olmus ve en yiiksek canlilik oran1 %96,9 ile 1,5 mg/I

TDZ’den elde edilmistir.

Kallus olusumu tizerine BH’nin etkisi ¢ok 6nemli olmus ve bu bakimdan ilk siray1

%65,6 ile 0,4 mg/l NAA ve 0,4 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ kombinasyonu almistir.

Hipokotil eksplantindan siirgiin elde edilmesi iizerine MCH ve BH’ nin etkileri ¢ok
onemli olmus ve siirgiin olusturan eksplant sayis1 bakimimdan MCH’de ilk sirayr 15,9
adet ile Ostron almig, BH’de ise en fazla siirgiin 13,0 adet ile 1,5 mg/l kinetin igeren

ortamdan elde edilmistir.

Ayni sekilde, kallus olusumu tizerine MCH’de hormon x doz interaksiyonunun etkisi
¢ok onemli olmus ve en yiiksek oranda kallus olusumu %3,5 ile progesterondan elde
edilmistir. Aym1 sekilde BH’ninde etkisi ¢cok onemli olmus ve kallus olusum orani

bakimindan ilk siray1 %84,4 ile 0,4 mg/l NAA + 0,5 mg/l TDZ almstir.
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MCH ve BH’nin kdk olusumu iizerine etkisi ¢ok onemli olmus, ilk sirayr 8,5 adet

slirgiin ile testosteron ve 14,5 adet ile 0,4 mg/l NAA almistir.

Kokiin siirgiin olusturma kapasitesi (90. giin sonunda) {lizerine MCH’ nin etkisi ¢ok
onemli olmus ve ilk siray1 3,3 adet siirgiin ile progesteron almistir. BH’de ise siirgiin
olusturan eksplant sayis1 bakimindan ilk siray1 29,0 adet siirgiin ile 1,5 mg/l BAP almis

ve muamelelerin etkisi ¢ok 6nemli olmustur.

MCH ve BH’nin kallus olusumu tiizerine etkisi ¢ok 6nemli olmus ve en yliksek oranda
kallus olusumu %54,3 ile 6stron ve %98,4 ile 0,2 mg/l NAA + 1,5 mg/l TDZ; 0,4 mg/I
NAA + 0,5 mg/l TDZ uygulamalarindan elde edilmistir.

MCH’nin canlilik orani tizerine etkisi ¢ok dnemli olmus ve en yiiksek canlilik orani
%57,0 ile progesterondan elde edilmistir, ayn1 sekilde BH’ ninde canlilik orani {izerine

etkisi ¢ok onemli olmus ve ilk siray1 %67,2 ile 0,2 mg/l NAA + 2,0 mg/l TDZ almustir.

Sonug olarak, korungada yapilan bu ¢alisma doku kiiltiirii sartlarinda memeli cinsiyet
hormonlarinin kullanildig1 ilk calisma olup, kallus olusumu ve rejenerasyon lizerine
etkisi bakimindan olumlu sonuglar elde edilmistir. Her ne kadar bitki hormonlarindan
elde edilen sonuglar, memeli cinsiyet hormonlarina gére daha iyi olsada, ¢aligmadan
elde edilen bulgulara gore cinsiyet hormon dozlarinin degistirilerek daha iyi sonuglarin
elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Memeli cinsiyet hormonlarmin bitki doku
kiiltiirtinde kullanilmas1 olduk¢a yeni bir uygulama olup, bunlarin kallus olusumu ve
rejenerasyon lizerine etkilerinin tam olarak degerlendirilebilmesi i¢in farkli bitkilerde,
ayni veya farkli hormon tipleri ve dozlar1 kullanilmak suretiyle daha fazla calismanin
yapilmast gerekmektedir. Ayrica MCH'nin doku kiiltiirlinde etki mekanizmasinin

anlasilmasi konusunda da arastirmalarin yapilmasi yararli olacaktir.



111

KAYNAKLAR

Aasim, M. 2012. In vitro shoot regeneration of common vetch (Vicia sativa L.) using
immature cotyledons. Journal of Applied Biological Sciences. 6 (2) :43-45.

Aasim, M., Day, S., Rezaei, F., Hajyzadeh, M., Mahmud, S.T., Ozcan, S. 2011. In vitro
shoot regeneration from preconditioned explants of chickpea (Cicer arietinum
L.) cv. Gokce. African Journal of Biotechnology. Vol. 10 (11), pp:2020-2023.

Ablikim, M. and ZhuoMeng, Y. 2000. Effect of NAA and BAP on induction of callus
and somatic embryogenesis of Onobrychis vicifolia Scop. Cv. Gansu. Grassland
of China. No.4, pp. 27-29.

Acikgoz, E., Hatipoglu, R., Altinok, S., Sancak, C., Tan, A. ve Uraz, D. 2005. Yem
Bitkileri Uretimi ve Sorunlari. Tiirkiye Ziraat Miihendisligi VI. Teknik
Kongresi. Bildiriler: 503-518. 3-7 Ocak (2005) Ankara.

Ahmadabadi, M. and Ruf, S., Bock, R. 2007. A leaf-based regeneration and
transformation system for maize (Zea mays L.). Transgenic Research. 16
(4):437-448.

Akashi, R., Hoffmann-Tsay, S.S., and Hoffmann, F. 1998. Selection of a super-growing
legume root culture that permits controlled switching between root cloning and
direct embryogenesis. Theor. Appl. Genet. 96:758-764.

Akgura, M., Eskalen, A. ve El¢i, S. 1999. Korungada (Onobrychis viciifolia Scop.)
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu. Tiirkiye III. Tarla Bitkileri Kongresi,
Cilt. I, Genel ve Tahillar, s: 47-51, Adana.

Akyildiz, R. 1986. Yemler Bilgisi ve Teknolojisi. Ankara Universitesi. Ziraat Fakiiltesi
Yayinlari. Ankara.

Anonim, 2007. TUIK Tarmm Bitkisel Uretim Istatistikleri. www. tuik. gov. tr
(19.06.2009).

Anonymous, 2002. FAO Agricultural Production, www.fao.org (19.06.2009).

Anonymous, 2003. Plant tissue culture.

Anwar, F., Alghamdi, S.S., Ammar, M.H. and Siddique, K.H.M. 2011. An efficient in
vitro regeneration protocol for faba bean (Vicia faba L.) Journal of Medicinal
Plants Research. VVol. 5(28), pp. 6460-6467.

Babaoglu, M., 2001. Temel Laboratuvar Teknikleri. Selguk Universitesi Basimevi.
Konya. 18-21.

Bajguz, A. and Czerpak, R. 1996a. Metabolic activity of estradiol in Chlorella vulgaris
Beijerinck (Chlorophytaceae) Part I. Content of photosynthetic pigments. Pol
Arch Hydrobiol, 43:421-426.

Bajguz, A. and Czerpak, R. 1996b. Metabolic activity of estradiol in Chlorella vulgaris
Beijerinck (Chlorophytaceae) Part 1. Content of the cellular sugar and protein
accumulation. Pol Arch Hydrobiol, 43:427-430.

Barbulova, A., lantcheva, A., Zhiponova, M., Viahova, M. and Atanassov, A. 2002.
Establishment of Embryogenic Potential of Economically Important Bulgarian
Alfalfa Cultivars (Medicago sativa L.). Biotechnology & Biotechnological
Equipment. Vol:16 Issue:1 Pages: 55-63.

Barna, K.S. and Wakhlu, A.K., 1994. Whole plant regeneration of Cicer arietinum
from callus cultures via organogenesis. Plant Cell Report, 13:510-513.


http://www.tuik.gov.tr/
http://www.fao.org/

112

Bayras, F.N., 2005. Bitki biiyiime regiilatorlerinin Lens esculanta (mercimek)’da tohum
cimlenmesi, kok uzamasi ve mitoz boliinmeye etkileri. Yiiksek Lisans Tezi,
Marmara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

Beach, K.H. and Smith, R.R. 1979. Plant regeneration from callus of red and crimson
clover. Plant Sci. Lett. 15:231-237.

Bedi, N.K., Virk, G.S., Thukral, A.K., 1992. Effect of steroid hormones on mitosis in
the root tip cells of Allium cepa. J. PI. Sci. Res., (8), 43-45.

Berg, M.N., Dharmarajan, A.M., Waddell, B.J., 2002. Glucocorticoids and progesterone
prevent apoptosis in the lactating rat mammary gland. Endocrinology, (143),
222-221.

Bhardwaj, R., Thukral, A.K., 2000. Effects of steroids on growth and biochemical
parameters of maize plants. Conference materials of the 12" Congress of the
Ferderation of Europan Societies of Plant Physiology. 21-24 August 2000.
Budapest, Hungary, p.82.

Bhaskaran, S. and Smith, R.H., 1990. Regeneration in cereal tissue culture: a review.
Crop Science, 20, 1328-1336.

Bhattacharya, B. and Gupta, K., 1981. Steroid hormone effects on growth and apical
dominance of sunflower. Phytochemistry, (20), 989-991.

Birsin, M.A., Onde, S. ve Ozgen, M. 2005. Korungaya (Onobrychis viciifolia Scop.)
partikiil bombardimani ile gen aktariminda fiziksel ve kimyasal parametrelerin
etkisi. Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 18(2), 241-244.

Biswas, P.K., Paul, K.B., Henderson, J.H.M., 1967. Effects of steroids on
Chrysanthemum in relation to growth and flowering. Nature, (213), 917-918.

Bolton J.L, Goplen B.P. and Baenziger H., 1972. World Distribution and Historical
Developments. Agronomy, 15, 1-34.

Bonner, J. and Axtman, G., 1937. The growth of plant embryo in vitro. Preliminary
experiments on the role of accessory substances. Proc Natl Acad Sci., (23), 453-
457.

Buban, T., 2000. The use of benzyladenine in orchard fruit growing: a mini review.
Plant Growth Regulation, 32, 381-390.

Budak, N., Caliskan, C.F., Caylak, O., 1994. Bitki biiyiime regiilatorleri ve tarimsal
iiretimde kullanimi1, Ege Univ. Zir. Fak. Dergisi, 31, 289-296.

Chen, T. H. H. and Marowitch, J. 1987. Screening of Medicago falcata germplasm for
in vitro regeneration. J. Plant Physiology. 128:271-277.

Cloudbary, K., Singh, M., Rathore, M.S., Shekhawat, N.S. 2009. Somatic
embryogenesis and in vitro plant regeneration in moth bean (Vigna aconitifolia
(Jacg.) Marechal) a recalcitrant grain legume. Plant Biotechnol Report. 3:205-
211.

Collado, R., Garcia, L.R., Angenon, G., Torres, D., Romeo, C., Bermudez- Caraballoso,
., Veitia, N., Ramirez, M. 2008. Organogenesis indirecta en Phaseolus vulgaris
L. cv. CIAP 7247. Biotechnologia Vegetal. VVol. 8, No. 2:81-86.

Czygan, J.C., 1962. Bliitenbildung bei Lemma mindér nach Zusatz von Oestrogen
Naturwissenschaften, (49), 285-286.

Celiktas, N., Can, E., Hatipoglu, R., and Avci, S. 2006. Somatic Embryogenesis, Callus
Production and Plantlet Growth in Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.). New
Zealand Journal of Agricultural Research. Vol: 49 Issue: 4 Pages: 383-388.



113

Cocii, S., Uranbey, S. ve Sancak, C. 2003. Baz1 yaygin fig (Vicia sativa L.) gesitlerinde
olgunlagmamis embriyo eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu. Ankara
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarim Bilimleri Dergisi, 9(4):445-449.

Cogti, S. 2008. Boceklere dayanikli transgenik korunga (Onobrychis sativa Lam.)
bitkilerinin elde edilmesi. Doktora Tezi. Ankara Universitesi. Fen Bilimleri
Enstitiisii.

Davies, P. J., 1995. In: Davies, Editor, Plant Hormones: Physiology, Biochemistry and
Molecular Biology (Second ed.) Kluwer, Dodrecht, Nederlands, 1-12.

Degirmenci, D. 2004. Korunga (Onobrychis sativa L.)’da in vitro koklendirme ve
bitkilerin dig ortama alistirilmasi. Yiiksek Lisans Tezi (basilmamis), Ankara
Universitesi, Ankara.

Demirbag, N.S., Kendir, H. ve Assim, M. 2008. Yaygin miirdiimiik (Lathyrus sativus
L.)’te adventif siirgiin rejenerasyonu. Tarim Bilimleri Dergisi. Ankara
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi. 14(3):297-302.

Dogra, R. and Kaur, A., 1994. Effect of steroids on some growth and biochemical
parameters of Triticum aestivum L. during germination. Crop Research, (8), 611-
620.

Dogra, R. and Thukral, A., 1991. Effect of steroid and plant hormones on some
germination aspects of Triticum aestivum L. In: New trends in plant physiology.
Physiology (Eds. K. K. Dhir, I. S. Dua and K. S. Chark), Today and Tomorrow’s
Printers and Publishers, New Delhi, 65-70.

Elgi, S., 2005. Baklagil ve Bugdaygil Yem Bitkileri. T.C. Tarim ve K&y Isleri
Bakanligi, Ankara, s 54-56.

Erdal, S. 2010. Memeli cinsiyet hormonlarinin arpa ve nohut bitkilerinin biiyiime ve
gelismeleri {izerine etkileri. Doktora Tezi. Atatiirk Universitesi, Erzurum.

Erdal, S., Dumlupinar, R., Cakmak, T. and Genisel, M. 2010. Mammalian sex hormones
influence germination velocity and enzyme activities in germinating maize
seeds. Fresenius Environmental Bulletin. 19(8): 1458-1465.

Erdogan, Y., Cécii, S., Parmaksiz, 1., Sancak, C., Arslan, O. 2004. Burcak (Vicia ervilia
(L.) Wild.) bitkisinin olgunlasmamis embriyo eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonu ve hizli ¢cogaltim. Tarim Bilimleri Dergisi, 11(1) 60-64.

Erdogan, Y., Cocii, S., Parmaksiz, 1., Sancak, C., Arslan, O. 2005. Baz1 burcak (Vicia
ervilia. (L.) Wild.) kotiledon bogum eksplantlarindan adventif siirgiin
rejenerasyonu. Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarim Bilimleri Dergisi, 10
(2):206-210.

Erigen, S. (2005) Yonca (Medicago sativa L.)’da Somatik Embriyogenesis Araciligiyla
Bitki Rejenerasyonu. Tarim Bilimleri Dergisi, 11(3) 311-315.

Erisen, S. 2003. Yonca (Medicago sativa L.)’da doku kiiltiirii g¢alismalar1 ve
Agrobacterium tumefaciens araciligiyla gen aktarimi. Doktora Tezi. Gazi
Universitesi, Ankara.

Gallego, P., Hita, O., Villalobos, N., Dorado, A., Martin, L. and Guerra, H. 2001.
Somatic Embryogenesis and Plant Regeneration in Medicago arborea L. In
Vitro Cell Dev. Biol.- Plant 37:199-203.

Gatica Arias, M.A., Valverde, J.M., Fonseca, P.R., Melara, M.V. 2010. In vitro plant
regeneration system for common bean (Phaseolus vulgaris) effect of N°-
benzylaminopurine anda denine sulphate. Electronic Journal of Biotechnology.
Vol.13, no.1 Issue. 15.



114

Ge, X., Chu, Z. and Lin, Y., 2006. A tissue culture system for different germplasm of
India rice. Plant Cell Report, 25, 392-402.

Gioelli, F., 1942. Die wirkung des Follikelhormons (Ostradiol, Dihydrofollikulin ) auf
Kulturen pflanzlicher Gewebe in vitro. Arch Sci Biol., (28), 311.

Golds, T. J., Lee, J. Y., Husnain, T., Ghose, T. K. and Daver, M. R. 1991.
Agrobacterium rhizogenesis mediated transformation of the forage legumes

Medicago sativa and Onobrychis viciifolia. J. Exp. Bot., 42: 1147-1157.

Grunewald, W., Noorden, G.V., Isterdael, G.V., Beeckman, T.,Gheysen, G., Mathesius,
U., 2009. Manipulation of auxin transport in plant roots during Rhizobium
symbiosis and nematode parasitism. The Plant Cell, Vol. 21: 2553-2562.

Gu, Z. 1987. Callus culture of Sainfoin (Onobrychis viciifolia) and Plant Regeneration
Through Somatic Embryogenesis. Annals of Botany. Volume: 107.

Giileryliz, M., 1982. Bahge ziraatinda biiyiitiicii ve engelleyici maddelerin kullanilmasi
ve 6nemi. Atatiirk Universitesi Yayinlari. No:279. Erzurum

Hatipoglu, R. 1999. Bitki biyoteknolojisi. C. U. Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii,
Genel Yayin No:190, Ders Kitab1. A-58. Adana.

Hiroshi, N. and Zhumeng, Y. 1993. Tissue culture of sainfoin. Proceeding of the XVII
international grassland congress. 1044-1045.

lino, M., Nomura, T., Tamaki, Y., Yamada, Y., Yoneyama, K., Takeuchi, Y., Mori, M.,
Asami, T., Nakano, T., Yokota, T., 2007. Progesterone: its occurrence in plants
and involvement in plant growth. Phytochemistry, (68), 1664-1673.

Janeczko A. and Filek, W. 2002. Stimulation of generative development in partly
vernalized winter wheat by animal sex hormones. Acta Physiol Plant. 24:291-
295.

Janeczko A. and Skoczowski A. 2005. Mammalian Sex Hormones In Plants. Folia
Histochemica Et Cytoiologica, VVol. 43, No. 2, pp. 71-79.

Janeczko A. and Szybka, P., 2001. Induction and proliferation of callus of Polygonatum
verticillatum L. (in Polish). Conference materials of the 18th Meeting of the
Polish Pharmaceutical Society “ Pharmacy in the 21st century”, 19-22
September 2001, Poznan, Poland, 536.

Janeczko A., 2000. Influence of selected steroids on plant physiological processes-
especially flowering induction (in Polish). PhD Dissertation, Agricultural
University, Krakow, Poland.

Janeczko A., Filek, W., Biesaga-Koscielniak J., Marcinska, I., Janeczko, Z. 2003. The
influence of animal sex hormones on the induction of flowering in Arabidopsis
thaliana: comparison with the effect of 24-epibrassinolide. Plant Cell Tissue
Organ Culture. 72:147-151.

Janeczko A., Filek, W., Janeczko, Z. 2003. Proliferation of Arabidopsis thaliana callus
on medium containing 4-androstene-3, 17-dione, 2,4-dichlorophenoxy acetic
acid and benzylaminopurine (in Polish). Materials of conference “Biotechnology
in biology, pharmacy and agriculture” 15-17 September 2003, Bydgoszcz,
Poland, 121.

Janeczko, A., Filek, W. and Skoczowski, A., 2002. Influence of human sex hormones
on the growth response of winter wheat immature embryos and callus (in
Polish). Zesz Probl Post Nauk Roln., (488), 667-673.

Kadioglu, A., 1999. Bitki Fizyolojisi. Trabzon.



115

Kantharajah, A.S. and Golegaonkar, P.G. 2004. Somatic embryogenesis in egg plant.
Review. J. Scientiae Horticulturae. 99:107-117.

Karaca, O. and Biiriin, B., 1999. Bugdayda embriyo kiiltiiriinden kallus olusumu. Tr. J.
of Agriculture and Forestry, 23 (2), 269-274.

Karamian, R. and Ranjbar, M. 2008. Plant Regeneration from Onobrychis subnitens
Bornm. Hypocotyl Explants Via Somatic Embryogenesis and Organogenesis.
Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica. 50/2: 13-18.

Kaynak, L., Ersoy, N., 1997. Bitki biiylime diizenleyicilerinin genel oOzellikleri ve
kullanim alanlar1, Akd.Univ. Zir. Fak. Dergisi, 10, 223-236.

Khawar, M.B. and Ozcan, S. 2002. Effect of Indole-3- Butyric Acid on in vitro root
development in lentil (Lens culinaris Medik.) Turkish Journal of Botany.
26:109-111.

Kiran, G., Kaviraj, C.P., Jogeswar, G., Kavi Kishor, P.B. and Rao, S. 2005. Direct and
high frequency somatic embryogenesis and plant regeneration from hypocotyls
of chickpea (Cicer arietinum L.), a grain legume. Current Science, vol: 89, no:6,
pp. 1012-1018.

Kopcewicz, J. and Porazinski, Z., 1974. Effect of growth regulators, steroids and
estrogen fraction from sage plants on flowering of a long-day plant, Salvia
splendens, grown under non-inductive light conditions. Biol Plant (Praha) (16),
132-135.

Kopcewicz, J., 1969. Influence of estrogens on growth and endogenous gibberellins
content in dwarf pea. Bull Sci. CI. 11, (17), 11-12.

Kopcewicz, J., 1970. Influence of estrogens on the flower formation in Cichorium
intybus L. Naturwissenschaften, (57), 136.

Kogl, F., Haagen-Smith, A.J., 1936. Biotin und Aneurin als Phytohormone. Z Physiol
Chem., (243), 209-227.

Kumlay, A.M. ve Eryigit,T., 2011. Bitkilerde Biiyiime ve Gelismeyi Diizenleyici
Maddeler: Bitki Hormonlari. Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. 1(2): 47-56.

Love, A. and Love, D., 1945. Experiments on the effects of animal sex hormones on
dioecious plants. Ark Botanik, (32A), 15:1-60.

Manners, J. M. and Way, H. 1989. Efficient transformation with regeneration of
thetropical pasture legume Stylosanthes humilis using Agrobacterium
rhizogenesis and a Ti plasmid binary vector system. P. Cell Rep., 8:39-51.

Martinez-Honduvilla, C.J., Gimenez-Solves, A. and Santos-Ruiz, A., 1976.
Biochemical changes in Pinus pinea seeds. Ill. The effect of growth substances
and steroidal hormones on nucleic acids. Rev Esp Fisiol., (32), 169-174.

Matsubara, S., 1990. Structure activity relationship of cytokinins. Plant Sciences. 9:17-
57.

McKersie, B.D. and Brown, D.C.W. (Eds.) 1997.Biotechnology and the improvement
of forage legumes , CAB International, Wallingford, Oxon, UK, p.444.

Moursy, H.A., Haggag, M. E. A, Ghanem, S. A. and Rady, M. R. 1995. Callus
induction and plant regeneration of alfalfa. Egyptian Journal of Agronomy.
20(1-2): 179-1809.

Murashige, T. and Skoog, F., 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue cultures. Phsiol Plant, 15, 473-497.

Nagarajan, P., Mckenzie, J. S. and Walton, P. D. 1986. E mbryogenesis and Plant
Regeneration of Medicago spp. in Tissue Culture. Plant Cell Reports. 5:77-80.



116

Novak, O., Hauserova, E., Amakorova, P., Dolezal, K., Strnad, M., 2008. Cytokinin
profiling in plant tissues using ultra-performance liquid chromatography-
electrospray tandem mass spectrometry. Phytochemistry, (69), 2214-2224.

Ozcan, S. ve Ozgen, M., 1996. Bitki Genetik Miihendisligi. Kiikem Dergisi. 1:69-95.

Ozcan, S., Giirel, E., Babaoglu, M., 2001. Bitki Biyoteknolojisi. S.U. Vakfi Yayinlar1.

Ozcan, S., Sevimay, C.S., Yildiz, M., Sancak, C. and Ozgen, M. 1996b. Prolific shoot
regeneration from immature embryo explants of sainfoin (Onobrychis viciifolia
Scop.) Plant Cell Report., 16:200-203.

Ozcan, S., Yildiz, M., Sancak, C. and Ozgen, M. 1996a. Adventitious Shoot
Regeneration in Sainfoin (Onobrychis viciifolia Scop.) Turkish Journal Botany.
Vol:20 Issue:6. Pages: 497-503.

Ozgen, M., Altinok, S., Ozcan, S. and Sevimay, C.S. 1997. In vitro micropropagation of
alfalfa (Medicago sativa L.) cultivars. Tr. J. of Botany, 21:275-278

Ozgen, M., Ozcan, S., Sevimay, C.S., Sancak, C., Yildiz, M. 1998. High frequency
adventitious shoot regeneration in sainfoin. Plant Cell Tiss. Org. Cult., 52:205-
208.

Palavan-Unsal, N., 1993. Hormonlar ve meyvelenme. Bitki biiyiime maddeleri. istanbul
Uni. Basim Evi ve Film Merkezi., Universite Yaymn No:3677, 197-211.

Peng, J. and Hodges, T.K., 1989. Genetic analysis of plant regeneration in rice. In vitro
Cell Dev. Biol., 25, 91-94.

Raven, P.H., Evert, R.F., Eichhorn, S.E., 1992. Regulating growth and development:
The plant hormones (in: Biology of Plants) pp 545-571, Worth Publishers, New
York, USA.

Richmond, A.E., Long, A., 1957. Effect of kinetin on protein content and survival of
detached Xanthium leaves. Science, 125:650-651.

Saglam, S. 2010. Growth regulators effects on in vitro shoot regeneration of sainfoin
(Onobrychis sativa Lam.). Biotechnol. & Biotechnol. 24/4: 2077-2079.

Sancak, C. 1999. In vitro micropropagation of sainfoin ((Onobrychis viciifolia Scop.),
Tr. J. of Botany, 23, 133-136.

Sancak, C., Mirici, S., Ozcan, S. 2000. High frequency shoot regeneration from
immature embryo explants of Hungarian vetch (Vicia pannonica Crantz). Plant
Cell Tissue Organ Culture, 61:231-235.

Schultz, G. 1971. The isoflavone content of red clover (Trifolium pratense L.) as
influenced by environment especially after cutting.

Secer, M., 1989. Dogal biiylime diizenleyicilerinin bitkilerdeki fizyolojik etkileri ve bu
alanda yapilan aragtirmalar. Derim, 6 (3):109-124, Antalya.

Shah, S. H., Wainwright, S. J. and Merrett, M. J. 2003. Regeneration and Somaclonal
Variaton in Medicago sativa and Medicago media. Pakistan Journal of
Biological Sciences. 6(9):816-820.

Shore, L.S., Kapulnik, Y., Ben-Dor, B., Fridman, Y., Wininger, S., Shemesh, M., 1992,
Effects of 6strone and 17B-6stradiol on vegetative growth of Medicago sativa.
Physiol Plant, (84), 217-222.

Simersky, R., Novak, O., Morris, D.A., Pouzar, V., Strnad, M., 2009. Identification and
quantification of several mammalian steroid hormones in plants by UPLC-
MS/MS. Journal Plant Growth Regul., (28), 125-136.

Simons, R.G., Grinwich, D.L., 1989. Immunoreactive detection of four mammalian
steroids in plants. Can J. Bot., (67), 288-296.



117

Spano, L., Mariotte, D., Pezzotti, M., Damiana, F. and Arcioni, S. 1987. Hairy root
transformation in alfalfa (Medicago sativa L.) Theor. App.Genet., 73: 523-530.

Stougaard, J., Marcker, K. A., Otten, L. and Schell, J. 1986. Nodule specific expression
of a chimaeric soybean leghaemoglobin gene intransgenic Lotus corniculatus
plant. Nature,321: 669-674.

Suginobu, K. I., Takamizo, T., Hayashi, H. and Abe, S. 1991. Effects of Genotype,
Mediumand Nature of the Explant on the Formation of Callus and Somatic
Embryos in Alfalfa. Journal of Japanese Society of Grassland Science 36 (4):
390-403.

Szybka- Hrynkiewicz, P., Janeczko, Z., 2004. Densitometric analysis of diosgenin in
extracts from callus tissue of Polygonatum verticillatum (L.) All (in Polish).
Biotechnologia, (2), 93-99.

Sahin, E., Haliloglu, K., Tosun, M. 2011. Baz1 memeli cinsiyet hormonlarinin yoncada
(Medicago sativa L.) baz1 morfolojik karakterler lizerine etkileri. Tiirkiye IX.
Tarla Bitkileri Kongresi. Cilt. 1. 12-15 Eyliil 2011. Bursa

Taiz, L., Zeiger, E., 1991. Plant Physiol. The Benjamin / Cummings Publishing
Company. Inc. Redwood City, California.

Tan, M. ve Serin, Y., 2008. Baklagil Yem Bitkileri. Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Yayilari. No: 190, Erzurum, s, 1-3.

Tan, M. ve Serin, Y., 2013. Baklagil Yem Bitkileri. (Genisletilmis 4. Bask1) Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ders Yayinlari. No: 190, Erzurum, s: 77-80.
Thimann, K.V., 1980. The senescence of leaves. In: Senescence in plants. CRC Press,

Boca Raton, Florida, 85 -15.

Uzun, S. 2012. Korunganin (Onobrychis viciifolia Scop.) hipokotil ve kotiledon
eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerastonu. Tr. J. Nature Sci. 1 (2):126-130.

Varisai Mohamed, S., Wang, C.S., Thiruvengadam, M., Jayabalan, N. 2004. In vitro
plant regeneration via somatic embryogenesis through cell suspension cultures
of horsegram (Macrotyloma uniflorum (Lam.) Verdc.) In Vitro Cell. Dev. Biol.
Plant. 40:284-2809.

Westwood, M.N., 1993. Hormones and Growth Regulators, Temperate Zone Pomology:
Physiology and Culture, Timber Press Inc, Portland, Oregon, USA.

Yagmur, Y., 2008. Farkli asma (Vitis vinifera L.) gesitlerinin kuraklik stresine kars1 bazi
fizyolojik ve biyokimyasal tolerans parametrelerinin aragtirilmasi. Yiiksek
Lisans Tezi. Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii. izmir.

Yang, Z. and Nakashima, H. 1992. Effects of 2,4-dichlorophenoxy acetic acid and 6-
benzyl aminopurine on callus culture and plant regeneration in sainfoin
(Onobrychis viciaefolia Scop.). Journal of Japanese Society of Grassland
Science. 38:90-91.

Ylstra, B., Touraev, A., Brinkmann, A.O., Heberle-Bors, E., Tunen, A., 1995. Steroid
hormones stimulate germination and tube growth of in vitro matured tobacco
pollen. Plant Physiol., (107), 639-643.

Zhang, J.S., Yang, Z.H., Tsao, T.H., 1991. The occurrence of estrogens in relation to

reproductive processes in flowering plants. Sex Plant Reprod., 193-196.



118

OZGECMIS

1981 yilinda Erzurum’un Pasinler ilgesinde dogdu. Ilk ve orta 6grenimini Pasinler’de
tamamlad1. 2000 yilinda Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi’nde {iniversite egitimine
basladi. 2004 yilinda ayni fakiilteden mezun oldu ve ayni tarihte Atatiirk Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarla Bitkileri Anabilim Dalin’da yiiksek lisanas egitimine
basladi. 2006 yilinda Tarla Bitkileri Anabilim Dalin’da Ars. Gor. olarak ise basladi.
2008 yilinda yiiksek lisans egitimini tamamlayarak ayni boliimde doktoraya basladi.

Halen ayn1 birimdeki gorevine devam etmektedir.



