MEMELI CINSIYET HORMONLARININ
GAZALBOYNUZU (Lotus corniculatus L.) BITKISININ
IN VITRO REJENERASYONU UZERINE ETKISi

Pmar UYSAL

Doktora Tezi
Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Cayir Mera ve Yem Bitkileri Bilim Dah
Prof. Dr. Kamil HALILOGLU
Prof. Dr. Mustafa TAN
2014
Her hakki sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

MEMELI CINSIYET HORMONLARININ GAZALBOYNUZU
(Lotus corniculatus L. ) BITKISININ /N VITRO REJENERASYONU
UZERINE ETKIiSi

Pmar UYSAL

TARLA BIiTKILERiI ANABILiM DALI
Cayir Mera ve Yem Bitkileri Bilim Dah

ERZURUM
2014
Her Hakki Sakhdir



TEZ ONAY FORMU

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MEMELI CINSIYET HORMONLARININ GAZAL BOYNUZU (Lotus
corniculatus) BITKISININ IN VITRO REJENERASYONU UZERINE ETKISI

Prof. Dr. Kamil HALILOGLU yoneticiliginde ve Prof Dr. Mustafa TAN ortak
damgmanhginda, Pinar UYSAL tarafindan hazirlanan bu ¢alisma 31.12.2014 tarihinde
asagidaki jiiri tarafindan Tarla Bitkileri Anabilim Dali Cayir Mera ve Yem Bitkileri
Bilim Dali’nda Doktora tezi olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

Bagkan
Uye
Uye
Uye
Uye
Uye

Uye

: Prof. Dr. Cengiz SANCAK

: Prof. Dr. Giileray AGAR

: Prof. Dr. Mustafa TAN

: Prof. Dr. Binali COMAKLI

: Prof. Dr. Metin TOSUN

: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

: Yrd. Dog. Dr..Murat AYDIN

Yukaridaki sonug;

Imza W—
Imza :m
Imza j W
Imza :

Imza : Wm)
Imza : W"%

Imza ; @(/}4\7\4/\

Enstitii Yonetim Kurulu 22 /.9./. / Q-O/«.r tarih ve O—? ! &(1 .. nolu

karari ile onaylanmustir.
Prof. Dr. Ihsan EFEOGLU
Enstitii Miidiirii

Not: Bu tezde kullamlan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildirislerin, gizelge, sekil ve fotograflarin kaynak
olarak kullamimu, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hitkiimlere tabidir.



OZET

Doktora Tezi

MEMELI CINSIYET HORMONLARININ GAZALBOYNUZU (Lotus corniculatus L.)
BITKIiSININ iN VITRO REJENERASYONU UZERINE ETKIiSi

Pinar UYSAL
Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Cayir Mera ve Yem Bitkileri Bilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU
Ortak Danmisman: Prof. Dr. Mustafa TAN

Yiiksek besleme degerine sahip, sisme yapmayan, ¢cok yillik, baklagil yem bitkisi olan Lotus
corniculatus L. baklagillerdeki transformasyon ¢alismalar1 igin model bitki olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci Lotus corniculatus bitkisinin k6k meristemlerinin ve
kotiledon yapraklarmin in vitro rejenerasyonu tizerine memeli cinsiyet hormonlarindan 17p-
estradiol, estron, progesteron ve testosteronun etkisini belirlemektir. Yapilan ¢alismada 4 farkl
memeli cinsiyet hormonunun 0, 10* 10° ve 10°mM dozlari ve bu hormonlarin ikili
kombinasyonlari denenmistir. Yapilan ¢alismanin sonucunda denenen tekli hormon doz ve
konsantrasyonlarinda kotiledon yapraklarinin tamamen o6ldiigii 6B5T, 4T6P, 5T5P, 5T6P ve
6T6P ikili hormon kombinasyonlarinda ise ¢ok az bir kisminin rejenere oldugu gorilmiistiir.

Kok meristemleri ile denenen memeli cinsiyet hormonlarinin etkilesime girdigi
gozlemlenmistir. Tekli hormon uygulamalarinda KSOE, TSOE, EBKSS bakimindan en iyi
sonucu kontrol grubu vermis olup bunu 17 B-estraidol’iin 10° mM dozu takip etmistir. EBSS
bakimindan en iyi hormon grubu estron olup 10° mM dozu 6ne ¢ikmistir. KZSOE bakimindan
en iyi sonucu testosteronun 10°mM dozu vermistir. SKOE bakimindan17p-estradioliin 10 mM
dozu o6ne ¢ikmustir. EBKZSS bakimindan en iyi hormon grubunun estron oldugu ve bunu
progesteronun takip ettigi bulunmustur. RE bakimindan uygulamalar arasindaki farkin 6énemli
olmadig1 gézlemlenmistir.

Kok meristemlerinin  hormon kombinasyonlarina tepkileri incelendiginde rejenerasyon
kapasitesi tlizerine 6nemli etkisi olan KSOE, EBSS, EBKSS VE TSOE parametreler bakimindan
genel olarak en iyi karisimin progesteron+estron karisimi oldugu ve bu kombinasyonun en etkili
bilesiminin ise 10°mM progesteron+10*mM estron oldugu tespit edilmistir. Bunu sirasiyla10™
mM progesteron+10°mM estron ve 10°mM progesteron+10“mM estron izlemistir. Kontrol ise
10°mM progesteron+10°mM estron ve 10°mM progesteron+10°mM estron kombinasyonlari
hari¢ hepsinin gerisinde kalmistir.

2014, 171 sayfa

Anahtar Kelimeler: Gazalboynuzu (Lotus corniculatus), doku kiiltiirii, 17p-estradiol, estron,
progesteron, testosteron



ABSTRACT

P.h.D Dissertation

THE EFFECT OF MAMMALIAN SEX HORMONES ON THE IN VITRO
REGENERATION OF BIRDSFOOT TREFOIL (Lotus corniculatus L.)

Pmar UYSAL

Atatiirk University
Schools of Applied and Natural Sciences
Department of Field Crops
Meadow, Rangeland and Forage Crops
Advisor: Prof. Dr.Kamil HALILOGLU
Co-advisor: Prof. Dr. Mustafa TAN

Perennial legume crop birdsfoot trefoil having a high-nutritive value does not cause rumen
distensions and used as a model plant for the transformation studies in legumes. The aim of this
study was to determine the effect of four different mammalian sex hormones, 17p-estradiol,
estron, progesterone and testosterone, on in-vitro regeneration of root meristem tissues and
cotyledons of Lotus corniculatus. In this study, 0, 10* 10°and 10°mM rates and binary
combinations of these hormones were tested. It was observed that all cotyledon leaves were
dead in single hormone doses and concentrations as a small proportion of cotyledons were
managed to regenerate at binary hormone combinations of 6B5T, 4T6P, 5T5P, 5T6P and 6 T6P.

It was also observed that tested mammalian sex hormones were interacted with root
meristems.In single hormone applications, the best results were obtained from control group
regarding KSOE, TSOE and EBKSS. It was followed by 10°mM rate of 17 p-estraidol.
Considering EBSS, the best hormone group was estron and it was outshined with its 10°mM
rate.On the other hand, testosterone yielded the best result with the rate of 10°mM with regard
to KZSOE. Moreover, 10“mM rate of 17p-estradiol was prominent considering SKOE. Also,
the best hormone group was estron as followed by progesteron for EBKZSS. However, the
difference between the applications was not significant for RE.

When examined the responses of the root meristems to the hormone combinations, it was
determined that the best combination was progesteron+estron combination on the regeneration
capacity regarding the KSOE, EBSS, EBKSS and TSOE parameters with the best effective
mixture of progesteron+estron hormones with a 10°mM progesteron+10“mM estron dose. It
was followed by 10*mM progesteron+10°mM estron and 10°mM progesteron+10“mM estron
in respective order.In general, excluding 10°mM progesteron+10°mM estron and 10°mM
progesteron+10°mM estron combinations and rates, control group, on the other hand, was left
behind the all hormone combinations.

2014, 171 pages

Keywords: Birdsfoot trefoil (Lotus corniculatus L.), tissue culture, 17p-estradiol, estron,
progesteron, testosteron
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1. GIRIS

Fitohormonlar bitkilerdeki biiyiime, gelisme ve diger fizyolojik olaylar1 yonlendiren, bir
dokuda sentezlenerek, biliylime ve gelismenin olacagi diger dokulara tasinabilen,
olusturulduklar1 dokularda etkin olabildikleri gibi gittigi doku ve organlarda biiylime ve
farklilasmaya neden olan, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi etkisini gosteren endojen
organik bilesiklerdir (Babaoglu vd 2001; Aydogdu ve Boyraz 2005; Kilig 2007; Kumlay
ve Eryigit 2011).

Bu bilesikler bitki hormonlar1 veya bitki biiylime diizenleyicileri olarak da bilinirler.
Bitkinin kendi yapisindaki bu maddeler “hormon” olarak isimlendirilirken bitki doku
kiiltiiri ortamlarina sonradan eklendiklerinde disardan eklendiklerini belirtmek igin
“bitki bliyiime diizenleyicileri (BBD)” olarak da isimlendirilirler (Acemi 2011). Bitki
biiylime diizenleyicileri kavrami; bitki biiylimesini etkiledigi belirlenen hem tabii hem

de sentetik maddeler i¢in kullanilir (Aydogdu ve Boyraz 2005).

Bitki biiylime diizenleyicilerinin (BBD) 6nemi ilk kez 1930’lu yillarda anlasilmis, bu
tarthten itibaren bunlarin tarimsal iriinlerdeki fonksiyonu arastirilmaya calisilmistir.
Bitki fizyolojisi konularinda yapilan ¢alismalar, BBD’nin bitki biiyiime ve
gelismesindeki rollerini ortaya koymus ve zamanla bitki biinyesinde sadece biiylimeyi
tesvik eden maddelerin degil, ayn1 zamanda biiylimeyi engelleyen maddelerin de
sentezlendigi anlasilmistir. Bu nedenle, hormonlar1 sadece “tesvik edici kimyasallar”
olarak degerlendirmekten ziyade, “kimyasal diizenleyiciler” olarak adlandirmak daha

dogrudur (Kumlay ve Eryigit 2011).

Son zamanlara kadar bitki gelisiminin, sitokininler, oksinler, giberellinler, etilen, absisik
asit olarak isimlendirilen bes tip hormon tarafindan diizenlendigi biliniyordu bunun yani
sira giiniimiizde jasmonik asit, salisilik asit ve polipeptit sistemi dahil, patojenlere
direng ve bitki zararlilarina karst savunmada rol oynayan bagska sinyal molekiillerinin de

oldugu artik bilinmektedir (Taiz and Zeiger 2008). Steroid gruplarinin biiyiik bir kismi



hormonal o6zelliklere (brassinosteroitler, ecdysteroitler, progesteron, 6strojenler)
sahiptir. Fitosteroller pek cok bitki tiiriinde sentezlenmektedir (Sarin 2005; Milanesi and
Boland 2004). Devam eden arastirmalar, bitki ve hayvanlardaki steroidlerin rolii ve
meydana gelmesi ile ilgili mevcut bilgilerin yeniden gbézden gegirilmesine ve yeni
kesiflere yol agmistir (Janeczko et al. 2011). Dolayisiyla bitkilerde pek ¢ok say1 ve tipte
hormon ve hormon benzeri sinyal ajanlarinin sayisi artmaya devam etmektedir (Taiz

and Zeiger 2008).

En ¢ok kullanilanlar oksinler, sitokininler, gibberellinler, absisik asit ve etilendir.
Oksinler, fotoperyodizm, koklendirme, apikal dominans, yan siirgiinlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidirler. Oksinler, doku kiiltiirlerinde tek basina
kullanildiklarinda kallus olusumunu, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve
somatik embriyo olusumunu; sitokininlerle birlikte uygulandiklarinda ise kallus
olusumunu, silirglin rejenerasyonunu (organogenesis) ve somatik embryo olusumunu
uyarabilirler. Ayrica elde edilen siirglinlerin koklendirilmesinde vazgegilmez bir
kullanima sahiptirler. Temel hormon formu IAA’dir (indol-3-asetik asit). Sentetik
oksinler arasinda NAA, IBA, 2,4-D, 2,4,5-T ve pikloram sayilabilir. Sentetik oksinler
ticari uygulamalarda meyve dokiimiiniin engellenmesi ve ¢eliklerin koklendirilmesinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Babaoglu vd 2001).

En ¢ok kullanilan sitokininler ise adenin (aminopiirin) tiirevleridir. Bunlar i¢inde de
BAP (benzil amino piirin) engok kullanilanidir. Sitokininler, ¢ogunlukla kok ucu
meristemi ve geng yapraklarda {iretilir. Hiicre boliinmesi yeniden farklilasma, bitki
rejenerasyonu ve siirgiin cogaltiminda etkili olup antioksidan etki gostererek yaslanmayi
da geciktirirler. Siirgiinlerde koklenmeyi ve embriyo genesisi engellerler. Ozellikle son
yillarda ¢ok sik kullanilan ve giiclii bir sitokinin aktivitesi TDZ ve CPPU’nun doku
kiltiirlerinde kullanimu ile ilgili bir ¢ok ¢alisma mevcuttur. Fakat sentetik olarak elde
edilen sitokinin benzeri bu iki maddenin kullanimi ile elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi olduk¢a zor olmaktadir. Dogal sitokinin formlari, zeatin ve zeatin

riboziddir (Babaoglu vd 2001).



Gibberellinler; meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirgiinlerin
boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve oviil kiiltiirlerinde kullanilmaktadir. Kallus
gelisimini, organogenesisi ve adventif kok olusumunu engellerler. Ayrica bitkilerde

gbévdenin uzamasini ve ¢gigeklenmeyi artirirlar (Babaoglu vd 2001).

Absisik asit; strese maruz kalmig yapraklarda, dormant tomurcuklarda ve tohumlarda
bulunur. Absisik asitin doku kiiltiiriindeki rolii heniiz tam olarak anlasilamamis olmakla
birlikte halen somatik embriyolarin olgunlastirilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica
yaprak ve meyve dokiimii (absisyon) ve dormanside etkili olup, stomalarin kapanmasini

diizenlemesi diger etkileri arasinda sayilabilir (Babaoglu vd 2001).

Etilen gaz halinde bir bitki biiyiime diizenleyicisidir. Bitkilerin gelisme evresine bagl
olarak farkli organlarda sentezlenen etilen; kok, gévde, yaprak, yumru,meyve ve tohum
basta olmak iizere bitkinin tiim organlarinda sentezlenir. Etilen temel olarak, strese
cevap olarak sentezlenir ve daha ¢ok olgun ve yaslanmis dokularda bulunur.
Sentezlendigi yerden kolayca difiize olabilen etilenin biiylime ve gelismedeki roliinii
belirlemek oldukga giictiir. Etilen sucul ve yar1 sucul bitkilerin govde, petiyol, kok ve
cicek yapilariin uzamasin saglar. Fakat bezelyede gdvde uzamasini inhibe eder. Etilen
bir ¢ok bitkide ciceklenmeyi engellerken mango, ananas ve bazi siis bitkilerinde
ciceklenmeyi uyarir ayn1 zamanda ¢igeklerin senesensinden de sorumludur. Etilen

zamanindan dnce toplanan meyvelerin olgunlastiriimasinda da kullanilir (Ozen ve Onay

2007).

Steroller bitki literatiiriinde sikla tartisilan steroidlerdir. Steroller doymus veya
doymamis olabilen ve bir alkol grubu igeren kristal steroidlerdir (Sarin 2005). Steroller
orjinlerine bagli olarak zoosteroller (hayvanlarda), fitosteroller (bitkilerden),
mycosteroller (funguslardan) ve marine steroller (deniz organizmalarindan G6rnegin

stingerler) diye adlandirilirlar (Sarin 2005).

Fitosteroller hem pek ¢ok bitki tiirlinden hemde pek ¢ok bitki tiirtiniin doku kiiltiiriinden

izole edilmistir. Bu bitkilere 6rnek olarak, Datura metel, Digitalis lanata, Dioscorea



tokora, Helipterum roseum, Lindera strychnifolia, Momordica charantia,
sesamumindicum, Stephania cepharantha, Tephrosia purpurea, Tobacco,Yucca glauca,

Uncaria tomentosa verilebilir (Sarin 2005).

Farkli bitki tiirlerinde sentezlenen steroid hormonlarin hiicre gelisimi, doku
farklilasmasi ve ¢imlenmeyi diizenleyebilecegi rapor edilmistir (Milanesi and Boland
2004).

Bitki sterolleri tlim Okaryatik organizmalarda hiicre zarinin temel bilesenleridir
(Piironen et al. 2000). Diger steroller gibi hiicre zarmin akiskanlhigini ve gegirgenligini
diizenlerler, yiiksek bitkilerdeki steroller serbest steroller olarak bulunurlar. Bitki
sterolleri mantarlarda veya hayvanlarda olmayan bir¢gok Onemli molekiiler tiirlin

karisimi olarak dokularda bulunur (Schaller 2003).

Bu bilesiklerden bazilar1 diger steroidlerin 6n maddeleri veya hiicre zar1 bilesenleri
olarak hizmet goriirler. Hem bitkiler hemde hayvanlar aleminde yaygin olarak bulunan

steroller bunlara 6rnek olarak verilebilir (Janeczko 2012).

Steroid grubunun ¢ok biiylik bir kismi diizenleyici (hormonal) 6zelliklere sahiptir.
Brassinosteroitler bitki hormonlari olarak biliniyorken, ecdysteroidler bocek hormonlari
olarak bilinirler (Janeczko 2012). Bitki ve hayvansal kaynaklardan tiirevlenen ¢esitli
steroidler vaskiilar bitki sistemleri ve alglerde in vitro hiicre gelisimi ve doku

farklilagmasini etkiledigi goriilmistiir (Milanesi et al. 2001).

Steroidler bitkiler aleminde genis bir sekilde yayilmislardir (Milanesi et al. 2001).

Steroidler, canlilarda en temel bilesen gruplarindan birisidir ve yapisal olarak sterane
iskeletinden tiiremislerdir.  Giiniimiizde steroid grubu igerisindeki  siniflar:
brassinosteroidler,  ecdysteroidler,  cucurbitacinler,  cardenolidler,  steroller,
bufadienolidler, withanolidler, steroid alkaloidler, sapogeninler ve memeli steroid

hormonlardir (Janeczko 2012). Memeli iiremesi ve hiicre metabolizmasi i¢in ¢ok dnemli



olan, memeli steroid hormonlari (kortikoidler, 6strojenler, androjenler ve progesteron)

(Janeczko 2012), pek ¢ok bitki tarafindan da sentezlenmektedir (Milanesi et al. 2001).

Memeli cinsiyet hormonlarimin (MCH) bitkilerdeki varligi 20. yiiz y1l baslarinda kabul
edilmistir. MSH’nin varliginda bitki fizyolojik proseslerini etkilenebilir ancak onlarin
bitkilerdeki rolii heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bitkilerdeki MCH tizerine literatiir

verileri oldukg¢a azdir (Janeczko et al. 2012).

Memeli cinsiyet hormonlarindan olan, progesteron, estron, testesteron, androsterone, -
estroidal ve 17p-estradiol hem bitkilerde hem de hayvanlarda dogal olarak meydana
gelen steroidal bilesiklerdir. (Milanesi and Boland 2004; Janeczko et al. 2008; Erdal et
al. 2012; Erdal 2012). Ozellikle androsterone ve progesterone incelenen bitki tiirlerinin
%80’ninden daha fazlasinda bulunurken testesteron ve Ostrojenler (estron ve 17 f-
estraidol) sirasiyla %70 ve %50’sinde bulunmustur. Memeli cinsiyet hormonlarinin
cesitli vejatatif ve lireme organlarinda meydana gelmesi, gelisme peryodu boyunca
degisimleri, ¢evrim ve biyosentezi i¢in enzimler pek c¢ok bitkide tanimlanmigtir

(Speranza 2010).

Khripach et al. (2000) bazi cinsiyet hormonlarinin hiicre seviyesinde uzama ve
boliinmeyi uyardigl, hormonal denge, enzim aktivitesi, protein ve niikleik asit sentezinin
aktivasyonu, proteinlerin amino asit kompozisyonuna ve protein spekturumuna etkili
oldugu, hiicre zarinin ve yag asidi kompozisyonlar1 6zellikleri iizerine ve fotosentetik
aktivitenin artmasi tizerine etkili oldugu bir¢ok arastirma sonucunda belirlenmistir.
Ayrica bitki seviyesinde biiylime tesviki, vejatatif gelisim peryodunun kisaltilmasi,
meyve biliyiikliigii ve kalitesinin artirilmasi, besleyiciligi iizerine etkisi, stres, hastalik,
olumsuz ¢evre sartlarina direncin artirtlmasi ve bunlara bagli olarak bitki verimini

artirdig1 gézlemlenmis oldugunu belirtmislerdir.

Disardan uygulanan steroid hormonlari, bitkilerde hiicre boéliinmesini, kdk ve siirgiin
biliylimesini, embryo gelisimini, polen ¢imlenmesini, bitkinin ¢i¢eklenmesini ve

gelismesini uyarirlar (Janeczko et al. 2008; Speranza 2010; Janeczko et al. 2012). Bitki



gelisimi lizerine MCH’nin etkisi ile ilgili calismalara ilaveten bu bilesenlerin antistres
aktivitesinin arastirilmasi ile ilgili yeni ¢aligmalar da vardir (Janeczko et al. 2012).
Steroidal cinsiyet hormonlar1 fitohormon olarak kabul edilmemesine ragmen onlarin

bitki biiyiime ve gelismesi tizerindeki etkileri inkar edilemez (Speranza 2010).

Fitodstrojenler ostraidoliin aktivitesini taklit ederler ancak onlarin etkileri ayn1 degildir
Ostrojenik aktivite gdsteren ve fitoestrojen olarak tanimlanan bilesiklerin 300’ den fazla
bitkide bulundugu bilinmektedir (Adams 1995). Ozellikle Leguminosae familyasindaki
pek ¢ok tiirlin fitodstrojen igerdigi bildirilmistir (Yoo et al. 2005). Bitkilerdeki fito
Ostrojen igerigi bir dizi faktére bagli olarak degismektedir. Yonca, tek yillik medikler
(Medicago spp), ak tiggiil (Trifolium repens), yeralt1 tiggiilii (Trifolium subterraneum),
cayir lggili (Trifolium pratense), soya (Glycine sp) 6strojenik mera bitkileridir. Vicia
americana, Astragalus serotinus, Lotus corniculatus (Gazalboynuzu) gibi mera

bitkilerinde 6strojenik aktiviteye sahiptir (Adams 1995).

Gazalboynuzu ekstrem sicakliga, soguga, nemli sartlara, fakir ve asidik, egimli
topraklara yiiksek tolerans gosterir. Kotii gevresel sartlara toleransinin yiiksek olmasi ve
parazitik Cuscuta bitkilerinin saldirilarina yiiksek direncinden dolayr pek ¢ok alanda
yoncaya tercih edilen (Ahuja et al. 1983; Nicolic et al. 1997; Nicolic et al. 2006;
Nicolic et al. 2007; Raikar et al. 2008), iklim ve toprak istekleri bakimindan genis bir
adaptasyon yetenegine sahip, yapay tohumlamaya iyi uyum gosteren, dipten dallanan,
kendi kendini tohumlayarak varligimi uzun siire koruyan, yatik ve yari-yatik
gelismesinden dolayr erozyonu onlemede biiyiik 6neme sahip bir yem bitkisidir. Ayni
zamanada pek ¢ok arastirmaci Lotus corniculatus’un, doku kiiltiirii tekniklerine uyumlu
oldugunu bildirmistir. Doku kiiltiirii ¢aligmalari, gerek pratige yonelik uygulamalarda
gerekse bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal olaylarimi ortaya ¢ikarilmasini amaglayan
temel arastirmalarda kullanilmaktadir. Bitkilerin rejenerasyonu, transformasyonu ve in
vitro ¢ogaltimi igin etkili metotlar hem temel hem de uygulamali arastirmalar igin
onemlidir (Ahmadabadi et al. 2007). Doku kiiltiirii ¢alismalarinin bir sonucu olarak
rejenerantlarin pek ¢ogunda morfolojik ve sitolojik degisiklikler meydana gelmektedir

(Webb and Watson 1991). Ozellikle gen aktarimi ve in vitro mutasyon ¢alismalarinda



istenilen Ozellige sahip bireylerin elde edilebilmesi i¢in Oncelikle doku kiiltiirii
yontemleriyle diizenli bir siirglin rejenerasyonunun elde edilmesi gerekmektedir. Son
yillarda gelistirilen doku kiiltiiri teknikleriyle kiiltiir bitkilerinin 6zelliklerinin

degistirilmesinde ve gelistirilmesinde ilerlemeler saglanmistir.

Tiim bitki tiirlerinde evrensel olarak kabul edilen bitki doku kiiltiirii ve rejenerasyon
metodu bulunmamaktadir. Farkli kaynaklardan alinan dokular doku kiiltiiriine farkli

cevaplar vermektedir.

Her bitki dokusu farkli igsel hormon seviyelerine sahip olduklart i¢in kullanilan
eksplantin kaynagi transformasyon iizerinde kritik bir etkiye sahiptir. Dediferensiye
(farklilasmalarindan kaynaklanan ozelliklerini yitirmeleri) ve rediferensiye (yeniden
farklilasma) oranimi belirleyen dis hormon seviyeleri gibi i¢ hormon seviyeleride esit
sekilde onemlidir. Dediferensiye ve rediferensiye siirecleri hem direk hem indirek

slirgiin organogenesisi igin gereklidir (Bhat et al. 2012).

Basaril1 bir in vitro gen aktarma sisteminin olusturulabilmesindeki kritik noktalardan bir
tanesi kullanilan eksplantin (baslangic materyalinin) gen aktarimina uygun bir doku
olusturabilme ve gen aktarilmis dokunun da tiim bir bitki rejenere etme yetenegidir. Bu
anlamda, doku ve hiicre kiiltiirlerinde etkili bir rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Baklagillerdeki transformasyon calismalari i¢in model bitki olarak kullanilan Lotus
corniculatus (Akashi et al. 1998a) 'un koklerinden de kolaylikla rejenere edilebildigi
pek ¢ok arastirmaci tarafindan vurgulanmistir. Oyleki disaridan herhangi bir gelisim
diizenleyici olmaksizin, uzun yillar alt kiiltiire alinarak canliligit muhafaza edilen kokler
baslangigtaki gibi yiiksek oranda gelismeye devam etmisler ve ikincil uglardan yeniden
klonlanip 1s18a transfer edildiklerinde direkt embriyogenesis ile kolayca bitki
rejenerasyonunu gergeklestiren siiper gelisen koklere sahip olduklari vurgulanmistir
(Akashi et al. 1998b; Akashi et al. 2003; Tanakaa et al. 2008). Ayrica Lotus

corniculatus L.sp. siirglinleri, bitkinin g¢esitli kisimlarindan kolaylikla elde edilebilir.



Bitkiler dogrudan kdk veya yaprak eksplantlarindan ve internotlardan tiretilen canli
kalluslardan rejenere edilebilir. Ayni1 zamanda bitkiler, yapraklar, kotiledonlar,
hipokotiller ve siirgiin koklerinden elde edilen protoplastlardan rejenere olurlar (Webb
and Watson 1991). Bir ¢ok dikotiledon yaprak materyalinden rejenere edilebilmektedir.
Yaprak taslagi segmentleri eksplant olarak kullanildiginda, yaprak segmentleri igin
gerekli olgun tohumlar kolaylikla temin edilebildikleri ve depolanabildikleri igin yilin
her doneminde calisma olanagi saglamaktadirlar. Ayrica yapraklarin siiren filizlerden
hizlica iiretilip biiylik miktarlarda elde edilebilmesi, rejenerasyon ve ¢oklu seleksiyona
imkan tanimas1 gibi bir ¢ok sebepten dolay1 yaprak materyali, transgenik denemeler icin

kaynak materyal olarak tercih edilmektedir (Ahmadabadi et al. 2007).

Bu c¢alisma kapsaminda in vitro c¢alismalarda model bitki olarak kullanilabilecek
gazalboynuzu (Lotus corniculatus) bitkisinde denenen memeli cinsiyet hormonlarinin
ve konsantrasyonlarinin kotiledon yaprak ve kok eksplantlarinda kullaniminin bitki

morfogenesisine, rejenerasyonuna ve gelisimine etkileri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Lotus corniculatus bir yem bitkisi olarak, degerli 6zellikleri olan bir baklagil tiirtidiir.
Bitki egimli, kurak, orta verimli topraklarda da iretimini siirdiriir ve yiiksek
dayaniklilik gosterir (Raikar et al. 2008). Her tiirlii ekstrem hava ve toprak sartlarina
adaptasyon kabiliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle diinya {iizerinde genis c¢apta
yetistiriciligi yapilan bitki ayni zamanda transformasyon caligsmalari i¢in model bitki

olarak kullanilmaktadir (Akashi et al. 1998, Nicolic et al. 1997).

Bilindigi gibi bitkilerin transformasyonu, rejenerasyonu ve in vitro ¢ogaltimi igin etkili
metotlar hem temel hem de uygulamali arastirmalar igin 6nemlidir. Tek bir hiicreden
tim bitkinin iretimine olanak saglayan giivenilir in vitro rejenerasyon teknikleri
bitkilerin klonal gogaltimi1 ve basarili genetik mithendisligi uygulamalari i¢in merkezi
bir 6nem tasir (Ahmadabadi et al. 2007).

Bitki 6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in yapilan genetik degisiklikler, hiicre ve doku
kiiltiirii uygulamalar1 biiyiik oranda kiiltiire alinan kallus, hiicre ve protoplastlarn bitki
rejenerasyon kabiliyetine baglidir. Kiiltiire alinan hiicre ve dokularin bitki rejenerasyon
kabiliyeti Trifolium, Cajanus, Coronilla ve Lotus gibi baklagilleri de igeren pek ¢ok
tiirde genotipe baglidir (Niizeki and Saito 1987).

Hiicre ve doku kiiltiirlerinden bitkilerin rejenerasyonu Lotus, Vicia, Cajanus, Coronilla,
Arachis, Glycine, Melilotus, Trifolium, Phaseolus, Stylosanthes ve Medicago gibi pek
¢ok baklagil tiiriinde rapor edilmistir (Cho et al.1995).

Baklagil yem bitkileri igerisinde, Lotus corniculatus L. siirgiinleri, in vitro sartlarda
bitkinin ¢esitli kisimlarindan kolaylikla elde edilebilir. Bitkiler direk olarak kok veya
yaprak eksplantlarindan ve internodlardan iiretilen canli kalluslardan rejenere olur. Ayni
zamanda bitkiler, yapraklar, kotiledonlar, hipokotiller ve filiz koklerinden elde edilen

protoplastlardan rejenere olurlar (Webb and Watson 1991).
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Lotus corniculatus’un in vitro rejenerasyonu tizerine Miller (1963), Niizeki and Grant
(1971), Tomes (1979), Swanson and Tomes (1980), Ahuja et al. (1983), Petit et al.
(1987), Rybczynskiand Badzian (1987), Tabaeizadeh (1989), Badzian and Rybczynski
(1994), Vessabutr and Grant (1995) gibi pek ¢ok arastirmaci ¢alismalar yapmislardir.
Yapilan calismalarin  sonucunda bitkinin ¢esitli  kisimlarindan elde edilen

eksplantlardan, protoplaslardan ve kalluslardan rejenere edilebilecegi belirlenmistir.

Ayni sekilde Gibbs (1991)‘de, L. corniculatus’un yaprak, hipokotil ve kotiledon gibi
dokularindan alinan c¢esitli eksplantlarin, tam bir rejenerasyonu saglayan iyi bir
rejenerasyon sistemi gelistirdikleri ve bu yilizden bitki biyoteknolojisi i¢in model bir

sistem tesiseden uygun bir baklagil yem bitkisi oldugunu bildirmistir.

Sayisiz aragtirmaci Lotus tiirlerinin doku kiiltiirii teknigiyle uyumlu oldugunu bildirmis
(Nicolic and Mitic 2005; Nicolic et al. 2006) ve L. corniculatus’un baklagillerdeki
transformasyon caligsmalari i¢in model bitki olarak kullanildig: belirtilmistir (Akashi et

al.1998)

In vitro kiiltiiriinii, temel besiyerinin bilesimi, PH, seker icerigi ve bitki hormonlar1 gibi
pek cok digsal faktorler etkiler. Bu parametrelerin tiimiinde veya bazilarindaki
degisiklik kiiltiire alinan bitkinin rejenerasyon sekansini ve/veya nihai iirlini

degistirebilir (Gibbs 1991).

Ayni hormon, bir bitkinin farkli dokularinda degisik tepkiler verebilir veya ayni
dokunun farkli gelisme devrelerinde etkili olabilirler (Kumlay ve Eryigit 2011).

Bitkilerin 1iyilestirilmesi i¢in yapilan gen aktarimlari, hiicre ve doku kiiltirii
uygulamalar1 biiylik oranda kiiltiire alinan kallus, hiicre ve protoplastlarn bitki

rejenerasyon kabiliyetine baglidir (Niizeki and Saito 1987).

L. corniculatus’un in vitro kiiltlirii lizerine pek ¢ok aragtirmaci ¢alisma yapmustir. L.

corniculatus'un yaprak, hipokotil ve kotiledon gibi dokularindan alinan gesitli
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eksplantlar tam bir rejenerasyonu olusturan iyi bir rejenerasyon sistemi kurulmasini
saglar ve bu yiizden bitki biyoteknolojisi i¢cin model bir sistem tesis eden uygun bir
baklagil yem bitkisidir. L. corniculatus’un rejenerasyon tepkisini besiyerindeki
sitokinin:oksin oran1 degistirir. Oksin seviyesi sitokinin seviyesinden daha yiiksek ise
kok  primordiasmnin  olusumu  tesvik  edilir.  Sitokinin  seviyeleri  oksin
konsantrasyonundan daha yliksek oldugu zaman denge siirgiin primodiasinin {iretimine
dogru yonlendirilir. L. corniculatus un yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu

icin kiiltiir ortaminda sitokininlerin bulunmasi gereklidir (Gibbs 1991).

Akashii et al. (1998a)’1 Lotus corniculatus’da transgenik bitkilerin A. rhizogenes
enfeksiyonunu takiben sacak koklerden iiretildigini bunun nedenin ise sagak koklerden
elde edilen bitkilerin fitohormon dengesizliginin sikla sebeb oldugu istenmeyen DNA
timorlerinin daha az miktarini igermesinden kaynaklandigini Klee et al. (1987)’nin

belirtmis oldugunu bildirmislerdir.

Nicolik et al. (1997)’nin yapmis oldugu bir ¢alismada apikal tomurcuklar, kotiledon
yapraklari, yaprak ve petioller eksplant kaynagi olarak kullanilmis ve BM (Blaydes
1966) ortam1 ve cesitli gelisim diizenleyicilerin kullanildigi bu c¢aligmada kallus
olusumu i¢in 2,7 uM NAA, 18 uM 2,4-D vel8 uM kinetin kullanilmistir. Calisma
sonucunda kallus olusum ortami {izerinde eksplantlarin %72-90’nin kallus olusturdugu

organogenik kapasitenin eksplant tipine bagli oldugu sonucuna varilmstir.

Kiiltir ortaminda bulunan bitki biiylime diizenleyicilerinin  konsantrasyonu
morfogenesis ve biliyiime i¢in 6nemli bir etkiye sahiptir. Akashi et al. (1998b),
gazalboynuzu bitkisinde kok kiiltlirii kullanarak yaptiklari rejenerasyon c¢aligmasinda
BAP iceren ortamda kiiltiire alinan eksplantlarin hem kesim boélgelerinden hem de
dokularin yaralanma bolgelerinden kalluslarin olustugu ve bu kalluslardan embriyolarin
rejenere oldugunu belirtmislerdir. Ayrica 0,01 ve 0,05 mg/l BAP konsantrasyonlarinin
embriyonik kallus olusumunda etkili olmadigin1 0,5 mg/I’lik BAP konsantrasyonun

maksimum miktarda embriyonik kallus tirettigini belirtmislerdir.
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Janeczko and Skoczowski (2005), memeli cinsiyet hormonlarindan 6strojenlerin ilk kez
1926 yilinda ve daha sonrada 1930 yilinda yapilan ¢alismalar sonucunda bitkilerde
saptanmis oldugunu belirtmislerdir. Yapmis olduklar1 bu ¢alismada memeli cinsiyet
hormonlarinin meydana gelmesi ve onlarin bitkilerdeki fizyolojik rollerini gézden
gecirmiglerdir. Bu hormonlar 6rnegin 17p-estradiol, adrosterone, testesteron veya
progestron arastirilan bitkilerin %60-80 var oldugunu ve bu hormonlarin biyosentezi ve
cevriminden sorumlu enzimlerin bitkilerde mevcut oldugunu belirtmislerdir. Cinsiyet
hormonlar1 ve bunlarin 6n maddeleri ile bitkiler muamele edildiginde, hiicre boliinmesi,
kok ve siirglin gelisimi, embryo gelisimi, polen tiip gelisimi, giceklenme ve kalus

olusumunun etkilendigi vurgulanmistir.

Steroidler, yasayan organizmalarda ¢ok Onemli bilesen gruplarindandir. Steroid
gruplarinin biiyiikk bir kismi hormonal 6zelliklere (brassinosteroitler, ecdysteroitler,

progesteron, dstrojenler) sahiptir (Janeczko et al. 2011).

Bitkiler hormon olarak fonksiyon gdsteren pek c¢ok steroitleri sentezleme kabiliyetine
sahiptirler. Yapilan arastirmalar sonucunda bazi cinsiyet hormonlarinin hiicre
seviyesinde uzama ve boliinmeyi uyardigi, hormonal denge, enzim aktivitesi, protein ve
niikleik asit sentezinin aktivasyonu, proteinlerin amino asit kompozisyonuna ve protein
spekturumuna etkili oldugu, hiicre zarinin ve yag asidi kompozisyonlar1 6zellikleri
tizerine ve fotosentetik aktivitenin artmasi iizerine etkili oldugu tespit edilmis ve bitki
seviyesinde biiylime tesviki, vejatatif gelisim peryodunun kisaltilmasi, meyve
biiytikliigii ve kalitesinin artirilmasi, besleyiciligi iizerine etkisi, stres hastalik olumsuz
cevre sartlarina direncin artirilmast ve bunlara bagli olarak bitki verimini artirdig

belirlenmistir (Khripach et al. 2000) .

Bitkilerdeki progesteronun varligr ilk olarak 1960’larin sonuna dogru kaydedilmistir.
progesterone bugdayin generatif gelismesini uyarir. Bu bitkinin sitoplazma
franksiyonlarinda ve hiicre zarinda bu steroidlerin reseptorleri bulunmustur (Janeczko

and Filek 2002, Janeczko et al. 2008).
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Janeczko et al. (2011)’nin bugday yapraklarindaki progesterone olusumunu gostermek
icin yapmis olduklar1 ¢alismada progesterone seviyesinin degisimini, su noksanligina
maruz biraktiklar1 hassas ve kurakliga dayanikli olan bugday ¢esitlerinde calismislardir.
progesteronun bugday yapraklarindaki miktarmni 1,16-1,82 ng/g araliginda bulmuslardir.
Sonugta, bitkinin su eksikligine maruz kalmasmin bir sonucu olarak kurakliga hassas
cesitlerde progesterone seviyesinin tigte bir artmis oldugunu, daha toleransh ¢esitlerde,
kontrollii sulamadaki ve kuraklik stresindeki bitkilerde progesterone miktarinin benzer
kaldigim1  gozlemlemislerdir. Bugdayda serbest progesterone ve sekere bagh

progesterone bulmuslardir (Janeczko et al. 2011).

Steroidler hayvanlarda oldugu gibi bitkilerde de temel bir hormon olarak rol oynar.
Bitkiler sayisiz steroidleri ve sterolleri sentezlerler ki bunlar igerisinde bazilari hayvan

hormonlari olarakta taninirlar (Bishop and Koncz, 2002).

Steroidler hiicre duvarinin bilesiminde ve biyoregiilator olarak ¢esitli sekillerde bulunan
yaygin olusumlardir. Birgok bakteri, fungus ve fotosentetik damarli bitkiler tarafindan
sentezlenen steroidler, hormonal agidan hayvanlar diinyasinda aktiftirler. Mevcut
bilgiler steroid etkinin botanik bir kol igerisinde hayvanlarda oldugu gibi reseptorler

araciligiyla diizenli bir davranis igerisinde oldugunu gostermektedir (Agarwal 1993).

Bilindigi gibi bitki gelisiminin hormonlar tarafindan diizenlenmesi protein sentezini
kontrol etmelerinden kaynaklanir. Gelisim olgusunun temeli protein miktarindaki
artistir ve yasayan organizmanin farklilagmasi onun organlarinda, dokularinda ve
hiicrelerindeki protein kompozisyonlarin farklilasmasiyla yakindan ilgilidir. Protein
sentezinin kontrolii yasamsal olgularin gelisiminde anahtardir. Bitkilerde dahili ve
harici pek ¢ok faktdr protein sentezinin kontroliine karistigi bilinir (Szweykowska
1987).

Ylstra et al. (1995), in vitro sartlarda olgun tiitiin polenlerinin ¢imlenmesi ve polen tiipii
bliylimesi lizerine farkli steroidlerin etkilerini arastirdiklar1 bir g¢alismada, memeli

cinsiyet hormonlarinin (testesteron, progesteron ve estradiol) polen ¢imlenmesi ve polen
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tiipii uzamasini uyardigini belirlemislerdir. Ayrica arastiricilar ¢imlenme ortaminda
steroid ve flavonlarin her ikisininde bulunmasmin erkek gametofitlerin biiyiimesini

giiclii bir sekilde artirdigini bildirmislerdir.

Bitkilerin memeli cinsiyet hormonlar1 ve bunlarin 6n maddeleri ile muamelesinin,
kullanilan konsantrasyonlari ve bitki tiirline bagl olarak hiicre béliinmesi, ¢igeklenme,
kalluslarin tiremesi, kok, filiz, embryo ve polen tiip gelisimini etkilemektedir.
Bitkilerdeki memeli cinsiyet hormonlarinin diizenleme kabiliyeti onlarin pratikte
kullanilmalarim 6zelliklede bitki in vitro kiltiirlerinde kullanimlarimi miimkiin kilmistir

(Janeczko and Skoczowski 2005).

Bitkisel Ostrojenler (fitoOstrojen), farkli kimyasal formlar1 olan ve Ostrojen
reseptorlerine baglanarak etki gosteren maddelerdir (Askin 2009). Fitodstrojenler;
yapisal veya fonksiyonel olarak memeli Ostrojenleri gibi davranan, memelilerde
Ostrojenik hareketi uyaran, 17-f dstradiole benzeyen bilesiklerdir ve insan viicudundaki
dogal dstrojenler gibi davranan kimyasal maddelere fitoostrojenler denilmektedir. Diger
bir tanim1 da; Ostrojen benzeri 6zellikleri olan bitkisel kaynakli polifenolik nonsteroidal

bilesiklerdir (Ozer 2006).

Fitodstrojenler Ostrojen reseptorii i¢in baglanma afinitesine ve dstrojen benzeri biyoloik
aktiviteye sahip bitki bilesikleridir. Fitodstrojenler insanlarda fizyolojik etkilere sahiptir.
Fitodstrojenlerin insanlarda yararli etkisini destekleyen en Onemli veri, soya
proteinlerinin lipitler, lipit profilleri ve kan basinct iizerindeki etkileridir (Murkies and
Frydenberg 2000).

Bitkilerde Ostrojenik aktivite gosteren ve fitoestrojenler olarak tanimlanan bilesikler
300°den fazla bitkide mevcuttur (Adams 1995). Baklagil familyasinda pek ¢ok bitki
ostrojenik aktiviteye sahiptir ve bu nedenle baklagil bitkileri dogal Gstrojenlerin iyi
kaynaklar1 olabilir (Yoo et al. 2005) ¢ogu baklagillerde fitodstrojenlerin oldugu rapor
edilmistir. Fito Ostrojen icerigi bir dizi faktdre bagl olarak degisir. Yonca, tek yillik
Medikler (Medicago spp), ak ticgiil, yeralt1 tiggiilii (Trifolium subterraneum), cayir
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tiggiilli (Trifolium pratense), soya (Glycine sp) ostrojenik mera bitkileridir. Vicia
americana, Astragalus serotinus, Lotus corniculatus (gazalboynuzu) gibi mera bitkileri
de ostrojenik aktiviteye sahiptir (Adams 1995). Cook (1960), Gazalboynuzunun bazi
durumlarda Ostrojenik aktiviteye sahip oldugunu pek cok arastirmacinin kaydettigini

bildirmistir.

Insan ve hayvanlarin beslenmesinde kullanilan dogal ve kiiltiir bitkileri ile tohumlarda
biyolojik etkileri birbirine benzeyen ¢ok sayida dogal bitkisel kdkenli 6strojenik madde
bulunmaktadir. Yaklasik 300 farkli bitkiden elde edilen ve igerisinde bitkisel
Ostrojenlerin de bulundugu 20 farklt maddeyi bildirmislerdir. Bu bitki ve tohumlar;
keten, balkabagi, susam, aygicegi tohumu ile sert kabuklu yemisler (badem, findik,
yerfistigl, ceviz ve bunlarin yagi), rafine edilmemis tahillar (6zellikle de musir,
karabugday, dari, yulaf, arpa, cavdar, bugday), taze meyveler (elma, muz, kivi),
kurutulmus meyveler (6zellikle kalsiyumca zengin olan hurma, incir, erik, {iziim),
sebzeler (brokoli ve 1spanak gibi koyu yesil yaprakli sebzeler, kereviz, rezene),
baklagillerden soya fasulyesi ve mercimek, pisirmelik otlardir (6zellikle sarimsak,

zencefil, maydanoz, biberiye, adacayi, 1sirgan otu) (Askin 2009).

Pek ¢ok hayvansal hormonlarin ve onlarin bitkilerde meydana gelen farmako-biyolojik
taklitleri memelisteroid hormonlar1 6zelliklede Ostrojenler yapisal veya fonksiyonel
olarak bitkilerde goriiliir. Bitkiler gercek steroidal Ostrojenlere ilaveten gestagen ve
androjenleri hemde g¢esitli nonsteroidal fitoestrojenleri igerirler. Bitkilerde meydana
gelen c¢esitli  fitoOstrojenler bazen hayvan iiremesi i¢in Onemli olabilecek
konsantrasyonlarda meydana gelir. Bu fitoestrojenlerin yem bitkilerindeki varlig1 evcil
hayvanlarda infertilite veya azalmig et ve siit iiretimi ile sonuglanan hiperdstrojenik
sendromlara sebeb olabilir. Belirli baz1 hayvan hormonlari ve onlarin analoglarida bitki

bliylime ve gelismesini etkiler (Slama 1980).

Estron ve 17p-estradiol farkli bitki tiirlerinde saptanmis ve bu hormonlarin vejetatif
doku gelisimi ve c¢i¢eklenmenin uyarilmasi, gelisim ve cinsiyet saptanmasinda etkili

olabilecegine dair verilerin mevcut oldugunu bildirmistir (Milanesi et al. 2001).
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Bugdaygiller ve baklagiller grubuna ait bir ¢ok yem bitkisi Ostrojenik aktiviteye
sahiptir. Bugdaygiller icerisinde cayirotu ve musir silaji, baklagillerden ise yonca ve
cesitli tiggiil tiirleri (basta yeralt1 ti¢giilii, ak tiggiil ve ¢ayir liggiilii) en fazla Gstrojenik
aktiviteyi gosterirler. Korungada ise Ostrojenli bilesiklerin bulunmadigi saptanmaistir.
Genelde tiim bitkilerde ciceklenme devresine kadar Ostrojenik aktivitede bir artig s6z
konusudur. Yoncada en yiiksek Ostrojenik aktivite 3. ya da 4. bicimde ¢iceklenmeden
hemen sonra tesbit edilmistir. Yine ilkbaharda ve yaz aylarinin son giinlerinde diger

mevsimlere gore daha yiiksek Ostrojenik aktivite vardir (Baran ve Kocabagli 2000).

Kopcewicz (1972) yaptig1 calismada Hycoscyamus niger L. ve Salvia splendens Sellow
bitkilerinin ¢i¢eklerinin ekstraksiyonu ile {i¢ adet dstrojen benzeri madde tespit etmistir.
Aragstirict bulunan 3 maddenin ikisinin digerinden ve standarttan farkli oldugunu

belirlemistir.

Kopcewicz and Porazinski (1974), normal sartlarda ¢igeklenme baslangici ve gelisim
igin uzun gilin sartlarina ihtiyag duyan Salvia splendens sellow ile yapmis olduklari
caligmalarinda adacay:1 bitkilerinden izole edilen Ostrojen franksiyonlarinin yalniz
baglara ve gibberellin ve sitokininlerle kombinasyonlarinin harici olarak uygulanmasi

ile ¢igeklenmenin kisa giin sartlarinda tesvik edilebildigini gostermislerdir.

Guan and Roddick (1988), domates (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Best of All)
koklerinde yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, olusan siirgiinlerde steroidal Ostrojenler,
estrone ve estradiol (sulphate tiirevleri gibi)’iin 1.0 uM asan konsantrasyonlarda
siirgtinlerdeki toplam kok uzunlugunu (ortalama degil), kok sayisin1 ve kok gelisimini
azalttigini  vurgulamiglardir.  Siirglinlerdeki kok gelisiminin estroidal tarafindan

engellendigi ama Ostrojenin engellemedigini tespit etmislerdir.

Shore et al. (1992) yoncanin vejatatif gelisimi iizerine estrone ve 17f-estradiol’iin
etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bitkiler bu steroidal hormonlarin varliginda ve
yoklugunda ¢esitli sartlarda yetistirmislerdir. Yetistirdikleri bu bitkileri; bitki agirligs,

Ostrojen icerigi, fitoestrojen igerigi, nodiilasyon derecesi ve nitrojen fiksasyon aktivitesi
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bakimindan analiz etmislerdir. Arastiricilar kontrollii sera sartlar1 altinda; 1)
ostrojenlerin 0,005 pug/lI'den -0,5ug/1 konsantrasyonlarina kadar hem kok hem de siirgiin
kuru agirhigmi artirdign 50 pg/I’den-500 pg/l konsantrasyonlarina kadar bitki
gelisiminin azaldigin1 2) Ostrojenin gelisim tizerindeki etkisi nitrojen yoklugunda ¢ok
belirgin oldugunu 3) estrone gelisimi artirmada 17(3-estradiolden ¢ok daha etkili
oldugunu 4) gelisimleri ostrojenle uyarilan bitkilerde nitrojen fiksasyon aktivitesinde ve
nodiil sayisinda Onemli artisin olmadigimi, 5) Vejatatif gelisimi artirict
konsantrasyonlarda (0,005 pg/l -0,5ug/l) bitki igerigindeki Ostrojen miktarnin
artmadigint  6) vejatatif gelisimi ve nodil agirligini inhibe edici Ostrojen
konsatrasyonlarinda (50 pg/I-500 pg/l) bitkideki dahili Ostrojen miktarint artirdigini

bulmuslardir.

Janeczko and Filek (2002), Grana kislik bugday c¢esidinde memeli cinsiyet
hormonlarinin etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar 63 giinliik soguklamaya ihtiyag
duyan Grana ¢esidinden izole edilen embriyolar1 10° M ve 10°® M konsantrasyonda
farklt memeli cinsiyet hormonlari igeren in vitro ortamda denemeye alarak sapa kalkma
orani ve hizindaki artiglar ile steroid uyartilarin1 degerlendirmislerdir. Calisma
sonucunda 21 ve 28 giinliik vernalizasyon boyunca steroid ile muamele edilen bitkilerde
en giiclii etkinin oldugunu, 28 giinliik vernalizasyon sonunda hormon uygulamalarindan
%100 sapa kalkma saglandigimi tespit eden arastirmacilar kontrol grbundaki bitkilerde

%8’lik sapa kalkma saglandigin1 ortaya koymuslardir.

Janeczko et al. (2002), kislik bugdaydan izole edilen olgunlasmamis embriyolar ve
kalluslarin gelisimi {izerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkisi arastirmislardir.
Embriyolaripolinasyondan 14 giin sonra izole etmisler ve 0,1 ve 1 umol/dm3
konsantrasyonda 17p-estradiol, estron, estriol (estrogens) and progesterone,
androsterone, androstenedione igeren MS (Murashige-Skoog 1962) besi ortaminda
kiltire alinmiglardir. Bu c¢alismada izole ettikleri olgunlagmamis bugday
embriyolarindan ilk yapragmn gelisimi ve c¢imlenmesini erkek cinsiyet hormone
androsterone ve testosterone’un Oncii maddesi androstenedione tarafindan giiglii bir

sekilde uyarilmis oldugunu gézlemlemislerdir. Bu proseslerin kallus olusumuna sebeb
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olmalariyla iliskili oldugu fakat onlarin tiremeleri ve gelisimlerinin kontrol ile benzer
oldugunu, estriol ve 17p-estradioliin olgunlasmamis embriyolarin ¢imlenmesini
etkilemedigini belirtmislerdir. Memeli cinsiyet hormonlar1 veya onlarin onciilerinin
bitki gelisimini etkiledigini (hiicre bdliinmesi,cimlenme ve tiip gelisimi, kok ve
siirgiinlerin gelisimi, ¢iceklenme, kalluslarin ¢ogalmasi) bildirmislerdir. /n vitro
metotlar kullanilarak bitkilerdeki steroid etkinliginin gosterimi, memeli cinsiyet
hormonlarinin veya onlarin 6ncli maddelerinin in vitro sartlarda bitki gelisimini

modifiye etmek i¢in kullanilmasina sans taniyacagini ifade etmislerdir.

Tanino et al. (2002), kavun ve balkabaginda absisik asit ve Ostrojenin fenotipik
ozellikler ve c¢iceklenme lizerine etkilerini arastirmislardir. Her iki tiirdede tutarli bir
etki gdstermeyen estradiol uygulamasmin ilk testlerde toplam c¢icek sayisini %260
artirdigin1 tespit eden arastiricilar yinede estradioliin diger birka¢ dalda indirgenmis
cigek sayisini onemli derecede uyardigini belirlemislerdir. Arastirmacilar absisik asidin
erkek cicek sayisini artirmak suretiyle toplam c¢igek sayisini artirdigini tespit etmis,

bunun yani sira yan dal olusumunu da 6nemli derecede artirdigin1 vurgulamislardr.

Janeczko et al. (2003), Arbidopsis thaliana’nin in vitro sartlarda generatif gelismesi
lizerine sec¢ilmis steroidlerin etkisini arastirmislardir. Memeli cinsiyet hormonlarinin
aktivitesi ile Dbrassinosteroid familyasindan diizenleyici olarak bilinen 24-
epibrassinolide ile karsilastirma yapilan c¢alismada erkeklik hormonlarinin disilik
hormonlarina gore A. thaliana’nin ¢igeklenmesinin uyartiminda daha etkili oldugu
ortaya konulmustur. Arastirict Androsteronun 0,1 mM konsantrasyonunun generatif
bitki oranini (%96), kontrole (%41) gore artirdigini, dstrojenin ise ayni1 konsantrasyonda
generatif bitki sayisin1 azalttigin1 belirlemislerdir. Bunun disinda arastiricilar 24-
epibrassinolide’nin de 4. thalianammm  generatif gelismesini  uyarmadigini

bildirmektedir.

Hakk et al. (2005) pek ¢ok ¢alismanin, giibreleme uygulamalariin bir sonucu olarak
cinsiyet hormonlarimin toprakta, ylizey sularinda ve yer altisularindaki mevcudiyetinin

gosterilmis oldugunu belirtmislerdir.17- estraidol mikroorganizmalarin ¢evrimi sonucu
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Ostrojene doniisiir. Arastirmacilar Colucci et al. (2001) kumlu tinli, siltli tinli ve tinl
topraklarda 17-f estridol hizli birsekilde oksidasyona ugrayarak ostrojene doniistiigiinii
gosterdiklerini bildirmistir. Ayrica arastirmacilar 17-f estraidolun 6strojene doniistiigi
Ternes et al. 1999; Raman et al. 2001 tarafindan da gozlemlenmis oldugunu
belirtmislerdir. Hakk et al. (2005)’1 17 B estraidol’lin bitki gelisimini etkiledigini ve
yine bazi aragtirmacilarin 17 B estraidol’iin 5,4 — 54,4 ng/l konsantrasyonda yoncanin
gelisimini artirirken 54,4-544pg/1 bu konsantrasyon araliginda ise yoncanin gelisimini

azalttigini belirtmislerdir.

Lino et al. (2007) Arabidopsis filizlerinin, vejetatif gelismi {izerine progesteronun
etkisini arastirdiklart ¢aligsmalarinda, vejetatif biiylimenin progesteronun diisiik
konsantrasyonunda arttigini, hem karanlik hem de 1s1tk kosullarinda yiiksek

konsantrasyonun ise biiylimeyi baski altina aldigin1 gézlemlemislerdir.

Kiasalari et al. (2009), diyabetik erkek farelerin cinsiyet hormonu seviyelerine Withania
somnifera bitkisinin etkilerini arastirdiklar1 bir c¢alismada serumdaki testesteron,
progesteron, ostrojen, FSH ve LH seviyelerini dlgmiislerdir. Sonug¢ olarak arastiricilar
Withania somnifera bitkisinin erkek farelerde cinsiyet hormonlarinin seviyesindeki
degisimlerle (0zellikle progesteron) diyabeti azaltici etkisiyle diizenleyici rol

alabilecegini 6nermislerdir.

Erdal (2010) yaptig1 bir calismada memeli cinsiyet hormonlar1 (MCH) olan progesteron,
B-Ostradiol ve androsteronun, kontrol sartlarinda biiyiitiilen arpa ve nohut bitkilerinin
biiytime (kok ve gdvde uzunluklari, kuru ve yas agirliklar) ve biyokimyasal (protein ve
seker icerikleri, sliperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve polifenol oksidaz enzim
aktiviteleri, lipid perokidasyonu seviyesi, H202 igerigi ve inorganik element igerikleri)
parametreleri iizerine etkilerini arastirmistir. Sonug olarak bitkilerde uygulanan memeli
cinsiyet hormonlarinin, baz1 metabolik parametreleri etkilemek suretiyle bitki biiylime

ve gelismesinde etkili olduklarini bildirmistir.

Dumlupinar et al. (2011), memeli cinsiyet hormonlarinin (MCH) arpa yapraklarinin
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inorganik element icerigine etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda ekimden sonra 7.giinde
arapa yapraklarina progesteron, p-estradiol ve androsteronun 107%, 107, 107°, 1072,
10" M konsantrasyonlari ile sprey etmislerdir. Bu uygulamadan 18 giin sonra bitkileri
hasatetmislerdir. Inorganik element konsantrasyonlarmim belirlenmesinde genis
dalgaboyu dagilimli X-1511 floresans spektroskopisi teknigini (wavelength dispersive
X-ray fluorescence spectroscopy technique) kullanmiglardir. Tim MCH
konsantrasyonlar1 arpa yapraklarimin kalsiyum, magnezyum, fosfor, siilfiir, bakir,
manganez, aliiminyum, c¢inko, demir, potasyum, klor konsantrasyonlarini 6nemli
derecede (P<0.05) artirmasina ragmen sodyum konsantrasyonunu azalttigini
saptamiglardir.  Element konsantrasyonlarindaki maksimum degisiklik 107 M
progesteron, 10 M B-estradiol and androsterone uygulamasindan elde etmislerdir.
Sonug¢ olarak yapmis olduklar1 ¢alisma ile MCH’nin arpa yapraklarinin in organik

element igerigini onemli derecede etkilemis oldugunu ortaya koymuslardir.

Erdal (2012a) tuz stresi altindaki misir tohumlariin sentez reaksiyonlari, antioksidan
aktiviteleri ve fide gelisimleri {izerine memeli cinsiyet hormonlarinin muhtemel olumlu
etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla bir calisma yapmistir. Calismada memeli cinsiyet
hormonlarinin degisik dozlari (10'6, 108 10 ve 10 mol L'l) kullanilmistir. Calisma
sonucunda tuzlulugun (100 mmol L™ NaCl) kék uzunlugu ve fide agirhgim 6nemli
derecede azaltmasina ragmen, memeli cinsiyet hormonu uygulamalarinin kdk uzunlugu
ve fide agirligin1 6nemli derecede iyilestirdigi tespit edilmistir. Ayrica arastirict hormon
uygulamalarinin superoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz enzim aktivitelerini
artirirken, superoksid liretimi ve yag peroksidasyonu seviyesini azalttigini belirlemistir.
Arastirict ugulamalardaki en onemli konsantrasyonlarin progesteron ve [-Ostradiol

icin10"® mol L™ ve androsteron icin ise 10 mol L™ oldugunu bildirmektedir.

Erdal (2012b), MCH‘nin bugday filizlerinde tuz stresinin yikici etkisinin azaltip
azaltamayacagini belirlemek amaciyla yiiriitmiis oldugu caligmasinda, ekimden sonra 9.
giinde bugday yapraklarina 10° 107 ve 107" mol L™' progesteron, B-estradiol ve
androsterone uygulamistir. Incelenen tiim konsantarasyonlarda MSH’1 uygulamalarinin

bugday filizlerinde tuz stresinin zararli etkilerine kars1 6nemli bir koruma sagladigini
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tespit etmistir. En yiiksek tuz toleranst 10°° mol L™ progesterone, 10 mol L™

B-estradiol ve androsterone uygulamalarinda tespit ettigini bildirmistir.

Erdal ve Dumlupinar (2011a) Memeli cinsiyet hormonlarinin nohut bitkilerinin
bliylimesini artirmas1 ve antioksidant sistemini uyartimi iizerine bir c¢alisma
yapmuslardir. 7 giinliik bitkilerin yapraklarma farkli konsantrasyonlardaki (10 M, 10°®
M, 10° M, 10" M ve 10"°M) hormon (progesteron, B-ostradiol ve androsteron)
solusyonlarini sprey seklinde bir kez uygulayan arastiricilar 18 giin sonra bitkileri hasad
ederek Olciimler yapmislardir. Degerlendirmeler sonucunda arastiricilar teste tabi
tutulan biitin hormon konsantrasyonlarinin bitki biiylimesini, ¢oziilebilir proteinleri,
seker icerigini ve antioksidan enzim aktivitesini dnemli Ol¢iide artirmasina ragmen
H,O, igerigi ve yag peroksidasyonu seviyesini kontrole gore azalttigini tespit
etmislerdir. Sonug olarak arastiricilar memeli cinsiyet hormonlarinin bitki biiylimesi ve

gelismesini baz1 biyokimyasal parametreleri etkileyerek artirdiginin bildirmislerdir.

Peksen (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, domates (Lycopersicon esculentum L.)
H-2274 ¢esidinde farkli memeli cinsiyet hormon (estron, testosteron) ve dozlari (10° M,
10° M, 10"M)’nin 4 ve 6 saatlik uygulanmasinin ¢imlenme karakterleri, bitki geligimi,
antioksidan enzim aktivitesi ve g¢igeklenme ve cicekteki cinsiyet organlari lizerine
etkisini aragtirmistir. Ayni sekilde Hacibektasoglu (2011) farkli hiyar genotiplerinde
(Beith alpha-BeA, Hasankale-HK, Gordion F1-GF1) memeli cinsiyet hormonlart
(estron ve testosteron)’nin farkli dozlarimi (10° M, 10° M, 107 M) uygulayarak ile
cimlenme karakterleri, bitki gelisimi, ¢icekte cinsiyet olusumu ve antioksidan enzim
aktivitesi tlizerine etkilerini arastirmistir. Her iki arastirmacida, bitkiler iizerine
uyguladiklart memeli cinsiyet hormonunun tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak

inceledikleri parametrelerde farkliliklar gozlemlemistirler.

Zayed et al. (2011) MS temel ortaminda in vitro kosullarda Hippeastrum vittatum
soganlarin biiyiimesi ve hizli ¢cogaltimini saglamak i¢in metil jasmonate, spermine,
casein hydrolysate ve progesteron ile birlestirilen (NAA) 16mg/l 2 iP+4mg/l NAA’in

etkilerini arastiran arastiricilar en yiliksek ¢cogalma oraninin (8,2 sogan/explant) spermin
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uygulamasinda oldugunu belirlemislerdir. En yiiksek sogan taze agirligm (1,23
g/sogan) 4mg/l methyl jasmonate uygulamasindan elde eden arastiricilar en yiiksek
yaprak uzunlugunu ise 20mg/l progesteron ve 20 g/l casein hydrolysate uygulamasinda

tespit etmislerdir.

Erdal (2012a) androsteron uygulamasinin isiime stresi altindaki misir fidelerindeki
molekiiler ve fizyolojik degisimler iizerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptigi bir
calismada 11 giinlik musir fidelerine yapraktan 10° mol L™ dozunda androsteron
uygulayarak 3 giin siire ile 10/7°C (giindiiz/gece) sicaklik sartlarindaki odada denemeye
almistir. Calisma sonucunda arastirict Androsteron uygulamasinin iisiimenin sebep
oldugu zararlanmayi Onemli derecede hafiflettigini belirlemistir. Yine androsteron
uygulamasinin antioksidan bilesiklerin yan1 sira antioksidan enzimlerin aktivitelerinide
artirdi@ini tespit eden arastirict sonu¢ olarak androsteronun iisiime stresi altindaki misir

bitkilerinin zararinin hafifletilmesinde kullanilabilecegini belirtmistir.

Genisel et al. (2012)’nin nohut filizlerinin yapraklarina disardan uygulanan
progesteronun soguga toleransliligi artirip artirmadigini goézlemlemek i¢in yiirtitmiis
olduklar1 ¢aligmalariinda, progesteronun antioksidan enzim aktivitesini ve antioksidan
seviyesinin artirmasina katkida bulunarak nohut bitkisinin soguga toleransinin

artirabilecegini gostermislerdir.

Shemesh and Shore (2012) ¢esitli arastirmacilarin yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda
baklagillerin,kdk bolgelerindeki Rhizobium bakterileri tizerindeki nod D genini aktive
etmek icin kendi fitodstrojenlerini tiretikleri ve bu sekilde nodulasyonu artirdiklarini
belirtmis olduklarin1 ayrica her baklagilin kendi 6zel fitoostrojenini iiretigini 6rnegin
soyanin genisteini kullandigi, yoncadaki temel fitoestrojenin ise coumestrol oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica atik sulardaki etken maddenin steroidal Gstrojen oldugu ve bu
sularla sulanan yoncanin vejatatif gelisimi tizerine estronun tesvik edici etkisininl17-f

estraidolden daha fazla oldugunu séylemislerdir.
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Ancak memeli steroid hormonlarinin bitkilerdeki fizyolojik rolii tartigmalidir. Bu
steroidlerin hayvan hiicrelerindeki gibi reseptdr molekiillerinin varligi muhtemelen
steroid eylem mekanizmasi igin ip uglar1 saglayabilir (Milanesi et al. 2001). Solanum
glaucophyllum kallus kiiltiirleri 17 B- estradiol, estrone ve bol miktarda Gstrojen

baglama bolgelerini igermektedir (Milanesi et al. 2001).

Memelilerdeki biyolojik etkisi klinik olarak harici Ostrojenlere benzerlik gosteren
fitokimyasallarin seckin bir grubu olarak fitoestrojenler gosterilmektedir. Fitoestrojenler
memeli organizmalarimin normal fizyolojik fonksiyonlar1 i¢in temel olan diizenleme
islerini estojen reseptorleri ile direkt olarak engelleyebilir. Memelilerdeki fito
estrojenlerin direk olarak estrojen reseptorleri ile etkilesime girdikleri ve bdylece
memelilerde dominant etki gosterdiklerini mevcut biitiin veriler teyit etmistir.
Aragstiricilar estrojen reseptorlerinin (ER) ERa ve ERP olmak {izere iki izoformunun
oldugunu belirtmislerdir. Memeli Ostrojen reseptoriine,Steroid hormonlarin baglanma
giicli tipik bir sira gostermis olup testosterone veya cortisol ‘iin dnemli etkisi olmaksizin

estradiol> estrone> estriol sirasini takip etmistir (Snochowski and Romanowicz 2003).

Kuiper et al. (1997) yapmus olduklari bu ¢alismalarinda RT-PCR ile si¢gan dokularindaki
her iki Ostrojen alt tipinin messenger RNA ekspressiyonunu arastirmisglar ve ER alt
tiplerinin ligand baglama spesifikligini karsilastirmiglardir. /n vitro sartlarda sentez
edilen insan ER a ve sigan ER B proteinin Saturasyon Ligand baglama analizi 16a-iodo-
17B-estradiol iginyiiksek afinite iletek bir baglanma bileseni oldugunu goézler oniine
sermislerdir. En Ostrojenik maddeler veya Ostrojenik antagonistler cok benzer bir tercih
ve derecede her iki Ostrojen alt tipine baglanmak i¢in 16a-[1251]iodo-17p-estradiol ile
yarigtiklarini belirtmislerdir. Soyleki ERo proteini igin diethylstilbestrol>hexestrol>
dienestrol>4-OH-tamoxifen >17p-estradiol> coumestrol, 1CI-164384>estrone, 17a-
estradiol>nafoxidine, moxestrol>clomifene>estriol,4-OH-estradiol>tamoxifen, 2-OH-
estradiol, 5-androstene-3p,17p-diol, genistein sirasini takip ettiklerini ve ERp protein
icin  dienestrol>4-OH-tamoxifen>diethylstilbestrol>  hexestrol>coumestrol, ICI-

164384>17p-estradiol> estrone, genistein>estriol >nafoxidine, 5-androstene-3p,17p-
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diol>17a-estradiol, clomifene, 2-OH-estradiol>4-OH-estradiol, tamoxifen, moxestrol

strasini takip ettigini belirtmislerdir.

Kuiper et al. (1998), B 6strojen resptorii ile fitodstrojenlerin ve dstrojenik kimyasallarin
etkilesimini aragtirdiklar1 bir diger ¢calismalarinda Sican, fare ve insan estrojen reseptorii
(ER)’niin, ERa ve ERP olmak {izere iki alt tipi oldugunu belirtmislerdir. Her iki 6strojen
reseptOr alt tipi icin fitoOstrojenlerin Ostrojenik potansiyellerinin siralamasi farklidir. Bu
siralama, ERo reseptorii i¢in, [PH]-17B-estradiol (E2)>>zearalenone=coumestrol>.
Genistein>daidzein>apigenin=phloretin>biochaninA=kaempferol=naringenin>

formononetin=ipriflavone=quercetin=chrysin.

ERp reseptorii igin ise E2 >> genistein = coumestrol >zearalenone>daidzein>biochanin
A=apigenin=kaempferol=naringenin>phloretin=quercetin=ipriflavone=formononetin=
Chrysin siralamasi mevcuttur. Sonugta 6zet olarak, endiistriyel kaynakli Ostrojenik
kimyasallarin dstrojenik potansiyeli ¢ok siirli iken, 6zellikle ERB i¢in fitodstrojenlerin
Ostrojenik potansiyeli dnemlidir. Fizyolojik Ostrojenler tarafindan uyarilan biyolojik
tepkilerin pek ¢ogu fitodstrojenler tarafindan tetiklenebilecegini belirtmislerdir (Kuiper
et al.1998).

Milanesi and Boland (2004) Farkli bitki tiirlerinde steroid hormonlarin sentezi ve bu
molekiillerin hiicre gelisimi, ¢imlenme ve doku farklilasmasini diizenleyebilecekleri
bildirilmistir. Ancak bitki hiicrelerindeki bu dahili steroidlerin eylem mekanizmalari
anlagilamamis oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar etiketlenmemis 173-estradiol’e
iligkin bir fazlaligi varliginda ve yoklugunda [*H]17p-estradiol ile baglanma deneyleri
ile Lycopersicon esculentum ve Solanum glaucophyllum’un organlarinin Gstrojen
baglanma bolgelerini i¢erdigini gostermislerdir. S. glaucophyllum’un kallus dokularinda
da doyrulabilir [*H] 17B-estradiol baglanma bolgeleri tespit etmislerdir S. glaucophyllum
and L. Exculentumun, lipid ekstraktlarinda Gstrojen benzeri bilesikler tespit etmislerdir.
Dahasi lipit franksiyonlari, her iki bitki tiirlinde de bulunan 6strojen baglanma bolgeleri
hemde MCF-7 gogiis kanseri hiicrelerinden gelendstrojen reseptorlerine baglanmak igin

[3H]17B-estradiol ile yarigabildigini gostermislerdir. Aragtiricilarin yapmis olduklari
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calismanin sonucunda Solanaceae’da Ostrojen baglama proteinlerinin ve dahili

ligandlarin varlig1 belirlenmistir.

Janeczko et al. (2008) Triticum aestivum L. hiicrelerinde progesteron ve 17 [
estradioliin baglanma noktasi ile ilgili yaptig1 bir calismada bugday hiicrelerinde
progesteron ve 17 B estradioliin 6zel baglanti noktalar1 oldugunu tespit etmistir. Bu
baglanmanin membranda ve sitozollarda meydana geldigini vurgulayan arastiricilar 17
B estradioliin membranlardaki 6zel baglarinin sitozollerden daha fazla oldugunu

belirlemislerdir.

Bitkilerdeki memeli cinsiyet hormonlarinin eylem mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler
hala ¢ok smirlhdir. insan ve hayvanlarda memeli cinsiyet hormonlarindan biri olan
androstenedione, 0Ostrojenlerin ve testesteronun biyosentezinde bir aracidir.
Androstenedione Nicotiana tabacum L. ve Inula helenium L.’de bulunmustur (Janeczko
et al. 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Arastirmamizda, gazalboynuzunun (Lotus corniculatus L.) Leo ¢esidine ait tohumlar
kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan tohumlar MS temel besi ortamini ve
vitaminleri igeren petrilere aseptik sartlarda ekilmistir. 25 °C’sicaklikta, 16 saat giin / 8
saat karanlik periyoda ayarlanmis ortamda ¢imlendirilmislerdir. Ekimden 10 giin sonra

eksplantlar alinmistr.

3.1.2. Bitkilerden eksplantlarin alimi

Calismada eksplant olarak kotiledon yapraklari ve kok uglart kullanilmistir. Leo
cesidine ait gazalboynuzu tohumlar sterilize edildikten sonra hormon igermeyen MS
ortaminda c¢imlendirilmistir. Daha sonra kotiledon yapraklari u¢ kisimlarindan ve
yaprak sapina yakin kisimlardan kesilerek atilmis, arada kalan kisim eksplant olarak
kullanilmistir (Sekil 3.1). Kok eksplant1 olarak, kok ucu kullanilmistir. Her bitkiden 0,5-
1 cm uzunlugunda kok ucu kesilmistir. Her bir petriye 20 adet eksplant konulmustur.

Calisma her petri bir tekerriir olacak sekilde 4 tekerriirlii olarak yiirtitiilmiistiir.

Sekil 3.1. Kotiledon yapraklarinin kesim yerleri
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3.2. Yontem

Bu calisma iki asamada yiiritiilmiistiir. Birinci agamada 4 farkli memeli cinsiyet
hormonu (17p-estradiol, estron, progesteron, testosteron) ve 4 farkli dozunu (0, 10
mM, 10° mM ve 10° mM) iceren toplam 16 farkl kiiltiir ortaminin bazi rejenerasyon
paremetreleri iizerine, ana etkileri belirlenmistir. Ikinci asamada memeli cinsiyet
hormonlarinin  ikili  kombinasyonlarint ~ (17p-estradiol +  progesteron, 17
B-estradiol + testosteron, 17p-estradiol + estron, progesteron + testosteron, progesteron
+ estron, testosteron-+estron) iceren 6 farkli hormon karisimi ve 3 farkli dozunun (10™
mM, 10° mM ve 10° mM) kombine edildigi ve biri kontrol (0 mM) olmak iizere
toplam 55 farkli hormon kombinasyon ortami denenmistir. Eksplantlar memeli cinsiyet

hormonlarini igeren standart MS ortaminda, bir ay siire ile kiiltiire alinmislardir.

Eksplantlar birinci ayin sonunda kallus olusumu, kokli siirglin olusturan eksplant
yiizdesi (%KSOE), sadece kok olusturan eksplant yilizdesi (%SKOE), koksiiz siirgiin
olusturan eksplant yilizdesi (%KZSOE), toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
(%TSOEQO) bakimindan incelenmistir.

Birinci ayin sonunda kok eksplantlar1 standart MS ortamina, yaprak eksplantlari ise
(birinci aym sonunda canli kalanlar) 0,5 mg/l BAP iceren MS rejenerasyon ortamina
aktarilarak 30 giin siire ile kiiltiire alinmuslardir. Ikinci ayin sonunda eksplantlar kallus
olusumu, koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE), sadece kok olusturan
eksplant yiizdesi (%SKOE), koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KZSOE),
toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (% TSOEQ) bakimindan incelenmistir.

Ikinci aymn sonunda kok eksplantlari standart MS ortamina, yaprak eksplantlari ise
(rejenere olmayip ikinci ayin sonunda canli kalanlar) 0,5 mg/l BAP iceren MS
rejenerasyon ortamina, ikinci ayin sonunda rejenere olanlar MS ortamina aktarilarak 30
giin siire ile kiiltiire alinmistir. Stirenin dolumunu miitakip (3. ayin sonunda) kallus
olusumu, kokli siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE), sadece kok olusturan
eksplant yiizdesi (%SKOE), koksiiz siirglin olusturan eksplant yiizdesi (%KZSOE),
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toplam siirglin olusturan eksplant yiizdesi (%TSOEOQ), eksplant basina siirgiin sayisi
(EBSS), eksplant basina koklii siirgiin sayist (EBKSS), eksplant basina koksiiz siirgiin
sayis1 (EBKZSS), rejenerasyon etkinligi (RE) gozlemleri alinarak topraga aktarilmistir.

Toplamda kok ve yaprak eksplantlar1 3 ay siire ile kiiltiire alinmistir.

Tohumlarin ¢imlendirilmesinde besi ortami olarak, MS tuz ve vitaminleri (Murashige
and Skoog 1962), 7 g/l agar, 1,95 g/l MES ve karbonhidrat kaynagi olarak 20 g/l

sakkaroz kullanilmistir.

Standart rejenenerasyon ortami olarak, MS tuz ve vitaminleri, 50 mg/l askorbik asit, 7
gr/l agar, karbonhidrat kaynag olarak 20 g/l sakkaroz ve yapraklarda bunlara ilaveten
Tanakaa et al. (2008) gibi siirgiin olusumunu tesvik etmek i¢in 0,5 mg/L 6-Benzil

amino piirin (BAP) kullanilmustir.

Tiim calisma boyunca kullanilan biiyiitme kabinin sicakligi 25+1°C olup, 16 saat
aydinlik / 8 saat karanlik fotoperyot kullanilmistir. Biiylitme kabinindeki floresans
lambalarin olusturdugu aydinlatma siddeti 1500 liikstiir.

Bu ¢alismanin yiiriitiilmesi sirasinda asagida belirtilen iglemler uygulanmigtir.

3.2.1. Sterilizasyon yontemleri

3.2.1.a. Calisma ortaminin ve kullanilan aletlerin sterilizasyonu

Steril caligma alaninda kullanilan yiizeyler (steril kabin ici) kullanimdan en az 10-15
dakika once %70’lik etil alkolle silinmis ve UV lambas1 agilmistir. Kiiltiire alma islemi
baslamadan 6nce UV lambasi kapatilmigtir. Kullanilan aletler (bisturi, pens vb.)
kullanimdan once etil alkol i¢ine batirildiktan sonra alev lambasinda alevle ylizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Eksplantlarin kesimi aliiminyum folyo i¢ine sarilarak

otoklav edilmis 10x15 cm boyutlarindaki kurutma kagitlar tizerinde yapilmistir.
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3.2.1.b. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Tohumlar musluk suyunda yikandiktan sonra %70’lik etil alkolde 3 dakika karistirilarak
steril kabin igersinde 3 defa steril saf suyla calkalanip daha sonra oda sicakligindaki
%1°1lik sodyum hipokloritte (%20°lik ticari ¢amasir suyu) 15 dakika karistirilmig ve 3

kez steril saf su ile durulanmustir.

3.2.1.c. Besi ortaminin ve diger bilesenlerinin sterilizasyonu

Besi ortamlar1 105 kPa basingta 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Sicakta bozulan vitaminler, bitki biiylime diizenleyicileri ve memeli cinsiyet
hormonlarint sterilize etmek i¢in 0,22 um poroziteli seliiloz nitrat filtreler (milipor)

kullanilmastir.

3.2.1.d. Sterilizasyonda kullanilan soliisyonlarin hazirlanisi

%70’lik Etil alkoliin hazirlamisi: %96°1lik etil alkolden 700 ml alinarak hacim saf su

ile 960 ml’ye tamamlanmustir.

%1’lik Sodyum hipoklorit solusyonunun hazirlamsi: %5 NaOCI (sodyum hipoklorit)
iceren ticari ACE marka ¢amagir suyundan 200 ml alinarak hacim saf su ile 1000 m1’ye

tamamlanmis, amber renkli siseye doldurulmus ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2.2. MS temel besi ortam ve vitaminleri

Eksplantlarin elde edilmesi ve diger tiim ¢alismalarda Murashige ve Skoog (MS) (1962)
tuzlar1 ve vitaminleri igeren temel besi ortami kullanilmistir. MS major, mindr ve demir
selat stok sollisyonlar1 hazirlanmis ve bu stoklardan uygun miktarlarda alinarak temel
MS ortami hazirlanmistir. MS ortaminin igerdigi kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge

3.1°de verilmistir.



Cizelge 3.1. MS Kkiiltiir ortaminin kimyasal bilesimleri ve miktarlar

KiMYASAL BILESIiMi Miktar1 (mg/l)

Inorganikler

Makro elementler

NH;NO; 1650

KNO3 1900

CaCl,.2H,0 veya CaCl, 439,6 veya 332,2

MgSQO4.7 H20 veya MgSQO4 370 veya 180,7

KH,PO, 170

Mikro elementler

Na,EDTA.2 H,0 veya Na, EDTA 40,946 veya 37,26

Fe,(S04).7H,0 27,8

MnS0O,4.H,0 veya MnSQO4 16,9 veya 15,1

Kl 0,83

H3BO3 6,2

ZnSQO,4.7H,0 8,6

Na,M00,4.2H,0 0,25

CuS0,4.5H,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

3.2.2.a. Cahsmada kullanilan temel besi ortamm MS icin stok soliisyonlarin

hazirlanisi

MS makro (20X), mikro (100X) elementler ile demir selelat (100X) ve vitaminler

(100X) i¢in stok soliisyon hazirlanmistir.

MS makro elementler icin stok soliisyonunun hazirlamisi: MS makro elementler

(20X) i¢in stok sollisyonunun hazirlaniginda asagidaki islemler sirastyla izlenmistir.
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1) Cizelge 3.1°de verilen, bir litrede bulunmasi gereken makro element miktarlarinin

20’ser kat1 hassas bir terazi ile tartilmigtir.

2) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus igerisine
manyetik balik atilarak manyetik karistiric1 tizerine konulmustur. Tartilan makro
elementler tek tek eridikce ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi
saglanmustir. Ilave edilen makro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra,
karisimin hacmi saf su ile bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur.
Uzerine stogun adi, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin ad1, hazirlanma tarihi ve bir litre
standart MS i¢in alinmas1 gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza

edilmistir.

MS mikro elementler i¢in stok soliisyonunun hazirlanmisi: MS mikro elementler

(100X) i¢in stok soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla izlenmistir.

1) Cizelge 3.1’de mikro elementler bashginda belirtilen FeSO4.7H,O ve Na,-EDTA

haricindeki diger bilesiklerin 100°er kat1 hassas bir terazi ile tartilmistir.

2) 2 litrelik bir erlenmayer kabina yaklasik olarak 700 ml saf su konulmus igerisine
balik atilarak manyetik karistirict iizerine konulmustur. Tartilan mikro elementler tek
tek eridik¢e ilave edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmistir. ilave
edilen mikro elementler su icerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karigimin hacmi saf su ile
bir litreye tamamlanmis ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine stogun adi,
konsantrasyonu, hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS i¢in

alinmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

MS demir selelat stok soliisyonunun hazirlanisi: MS demir selat (100X) stok

sollisyonunun hazirlanisinda agagidaki islemler sirasiyla izlenmistir.

1) Cizelge 3.1’de mikro elementler bashiginda belirtilen FeSO4.7H20 ve Na2-
EDTAmiktarlarinin 100 kat1 hassas terazide tartilmistir.
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2) Yarim litrelik cam erlenmayer igerisine 300 ml saf su konulmus icerisine balik
atilarak manyetik karistirict lizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict agilmistir. Tartilan
3,726 gram Na,-EDTA ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime islemi
tamamlanir tamamlanmaz 1sitict kapatilmis karistirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmaistir.

3) Farkli cam bir erlenmayere 300 ml saf su konulmus icerisine balik atilarak manyetik
karistiric1 iizerine oturtulmus, 1sitict ve karistirict acilmistir. Tartilan 2,78 gram
FeSO,.7H,0 ilave edilmis ve tamamen erimesi saglanmistir. Erime iglemi tamamlanir
tamamlanmaz 1sitict kapatilmis karigtirma islemi devam ederken hacim oda

sicakligindaki saf su ile 400 ml’ye tamamlanmustir.

4) Bu iki ayr1 ¢ozelti birlestirilerek toplam hacim oda sicakligindaki saf su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Bu birlestirme isleminden sonra acik sar1 rengi alan stok amber siseye
doldurulmustur. Uzerine stogun adi, konsantrasyonu, hazirlayan kisinin ad1, hazirlanma
tarihi ve bir litre standart MS i¢in alinmasi gereken hacmi yazilmis ve buzdolabinda
(4°C) muhafaza edilmistir.

3.2.2.b. MS vitamin stok soliisyonunlarmin hazirlansi

MS vitamin stok (100X) soliisyonunun hazirlanisinda asagidaki islemler sirasiyla

1zlenmistir.

1) Cizelge 3.1°de organikler baslhiginda belirtilen bilesiklerin 10 kat1 tartilmistir.

2) Hacmi 250 ml olan bir erlenmayere 70 ml saf su konulmus igerisine balik atilarak
manyetik karistirict lizerine konulmustur. Tartilan vitaminler tek tek eridikce ilave
edilmis ve oda sicakliginda tamamen erimesi saglanmustir. Ilave edilen vitaminler su
igerisinde iyice ¢oziildiikten sonra, karisimin hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanmis
ve amber siseye doldurulmustur. Uzerine vitamin stofunun adi, konsantrasyonu,

hazirlayan kisinin adi, hazirlanma tarihi ve bir litre standart MS i¢in alinmas1 gereken
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hacmi yazilmis ve buzdolabinda (4°C) muhafaza edilmistir.

3.2.3. MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan kimyasallar

MS tuzlar ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan standart kimyasallar ve miktarlar
Cizelge 3.2’te kullanilan memeli cinsiyet hormonlari, kombinasyonlar1 ve dozlar
Cizelge 3.3.’te, kullanilan memeli cinsiyet hormonlarinin agik formiilleri Sekil 3.2.°de,
askorbik asit ve BAP (6-Benzil amino piirin) stok solusyonun hazirlanisi Cizelge
3.4.’te, memeli cinsiyet hormonlarinin stok solusyonlarinin hazirlanis1 Cizelge 3.5.°te

verilmistir.

Cizelge 3.2. MS tuzlan ve vitaminlerine ilave olarak kullanilan standart kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Miktan
Sakkaroz 20 g/l
MES 1,95 g/l
Askorbik Asit (Cimlendirme ortaminda kullanilmamaistir) 50 mg/I
Agar 79/l

Cizelge 3.3. Kullanilan memeli cinsiyet hormonlari, kombinasyonlar1 ve dozlar1

Kullanilan memeli cinsiyet hormonlari Dozlar1 (Mm/ 1)

17- B Estradiol (C1gH2402: 272,38 g/mol) 10" mM, 10° mM ve 10° mM
Progesteron (C,;Hs0,: 314,46 g/mol) 10 mM, 10° mM ve 10° mM
Testosteron (CyoH,50.: 288,42 g/mol) 10 mM, 10° mM ve 10° mM
Estron (CysH,,0, 270,37 g/mol) 10 mM, 10° mM ve 10° mM
17-B Estradiol+progesteron (BP) 10 mM, 10° mM ve 10° mM
17- B Estradiol+testosteron (BT) 10 mM, 10° mM ve 10° mM
17- B Estradiol+estron (BE) 10 mM, 10° mM ve 10° mM
Progesteron+testosteron (PT) 10* mM, 10° mM ve 10° mM
Progesteron+estron (PE) 10* mM, 10° mM ve 10° mM
Testosteron+estron (TE) 10 mM, 10° mM ve 10° mM
Kontrol 0
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Sekil 3.2. Kullanilan memeli cinsiyet hormonlarinin agik formdilleri
*: A) 17-p Estradiol (CygH,40;) B) Progesteron (CyH3z00,) C) Testosteron (CioH,30,) D) Estron
(C18H2202)

Cizelge 3.4. Askorbik Asit ve BAP (6-Benzil amino piirin) stok solusyonun hazirlanisi

Sitokinin I - Calisma
Tipi Coziicii Seyreltici | Saklama kosulu konsantrasyonu

Askorbik Asit Su - +4°C / Karanlik 50 mg/ml

BAP 1N NaOH su +4°C / Karanlik 1 mg/ml

Cizelge 3.5. Memeli cinsiyet hormonlarinin stok solusyonlariin hazirlanisi

Hormonlar | Céziicii | Seyreltici | Saklama kosulu konsﬁi‘g;‘;ﬁnlm
17-Bestradiol | Etil alkol - +25°C / Karanlik 0,05,0,5ve 5 mM
Progesteron | Kloroform - +4°C / Karanlik 0,05,0,5ve5mM
Testosteron Etil alkol - +4°C / Karanlik 0,05, 0,5 ve 5 mM
Estron Dioxan - +25°C / Karanlik 0,05,0,5ve 5 mM
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3.2.4. MS ortamlarmin hazirlanmasi

1. 1 litrelik behere 600 ml bidistile su konulmus ve manyetik karistirict ile

karistirilmaya baslanmustir.

2. MS makro element stok soliisyonundan (20X) 50 ml, mikro element stok

sollisyonundan ve demir selattan (100X) 10’ar ml eklenmistir.

3. Bunun {izerine 20 g sakaroz ve 1,95 g MES tartilip eklenmis ve eriyinceye kadar
karigtirtlmigtir. Hacim 950 ml’ye tamamlanmis ve 1N NaOH gerektiginde de 0,1 N HCI

cozeltisinden faydalanilarak pH=5,8’e ayarlanmistir.

4. Son hacim saf su ile 985 ml’ye tamamlanmuistir.

5. 7 g Agar Agar iceren erlene bosaltilip otoklavda 20 dakika boyunca 105 kPa basingta

121°C’de sterilizasyona tabi tutulmustur.

6. Is1ile bozulabilen vitamin ve hormonlar otoklavdan sonra ilave edilmistir. Bunun i¢in
50 ml beher igersine MS vitamin stok soliisyonundan (100X) 10 ml, askorbik asit (50
mg/l) soliisyonundan 1 ml, memeli cinsiyet hormonlarimin uygun miktarlar1 ilave

edilmis ve son hacim saf su yardimi ile 15ml’ye ayarlanmaistir.

7. Otoklavlanan besi yerinin sicakligi 40-45°C’ye diistince 0,22 pm porotizeteli seliiloz
nitrat filtrelerden gegirilerek steril edilen vitamin ve hormonlar besiyerine ilave

edilmistir.
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3.2.5. Arastirmada incelenen konular

3.2.5.a. Birinci ayin sonunda alinan gozlemler

1) Kallus olusumu: Eksplantlarda kallus olusup olusmadigina bakilmastir.

2) Kokli siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%KSOE = (Koklii siirgiin olusturan eksplant sayisi/ toplam eksplant say1s1(20))x100

3) Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%SKOE = (Sadece kok olusturan eksplant sayisi / toplam eksplant sayis1 (20))x100

4) Koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KZSOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmuistir.

%KZSOE = (Koksiiz siirgiin olusturan eksplant sayis1 / toplam eksplant sayisi
(20))x100

5) Toplam siirgiin olusturan eksplant yilizdesi (%TSOEQ): Asagidaki formiile goére

hesaplanmustir.

TSOEO (%)= (Koklii veya koksiiz siirgiin olusturan eksplant sayisi/ Toplam eksplant
sayist (20))x100
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3.2.5.b. ikinci ayin sonunda alinan gézlemler

1) Kallus olusumu: Eksplantlarda kallus olusup olusmadigina bakilmaistir.

2) Kokl stirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%KSOE = (Koklii siirgiin olusturan eksplant sayisi/ toplam eksplant say1s1(20))x100

3) Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%SKOE = (Sadece kok olusturan eksplant sayisi / toplam eksplant sayist (20))x100

4) Koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KZSOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%KZSOE = (Koksiiz siirgiin olusturan eksplant sayis1 / toplam eksplant sayisi
(20))x100

5) Toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%TSOEQ): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

TSOEO (%) = (Kokli veya koksiiz siirgiin olusturan eksplant sayisi/ Toplam eksplant
sayist (20))x100

3.2.5.c. Uciincii aymn sonunda alinan goézlemler

1) Kallus olusumu: Eksplantlarda kallus olusup olusmadigina bakilmstir.
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2) Kokli siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%KSOE = (KoKklii siirgiin olusturan eksplant sayisi/ toplam eksplant sayis1 (20))x100

3) Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%SKOE = (Sadece kok olusturan eksplant sayisi / toplam eksplant sayis1 (20))x100

4) Koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%0KZSOE): Asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.

%KZSOE = (Koksiiz siirgiin olusturan eksplant sayisi / toplam eksplant sayisi
(20))x100

5) Toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%TSOEO): Asagidaki formiile gore

hesaplanmuistir.

TSOEO (%) = (Koklii veya koksiiz siirgiin olusturan eksplant sayisi/ Toplam eksplant
sayist (20))x100

6) Eksplant basina siirgiin sayisi (EBSS) (adet): Kiiltiiriin sadece 3. ayinda ve asagidaki

formiile gore belirlenmistir.

EBSS (adet)= (Toplam siirgiin sayis1 (Koklii ve koksiiz siirgiin sayisi) / Toplam eksplant
sayisi (20)

7) Eksplant basina koklii siirgiin sayisi (EBKSS) (adet): Kiiltiiriin sadece 3. ayinda ve

asagidaki formiile gore belirlenmistir.
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EBKSS (adet)= Kok ve siirgiine sahip rejenere bitki sayisi (koklii siirglin sayisi) /
Toplam eksplant say1s1 (20)

8) Eksplant basina koksiiz siirgiin sayis1 (EBKZSS) (adet): Kiiltiiriin sadece 3. ayinda ve

asagidaki formiile gore belirlenmistir.

EBKZSS (adet)= Koksiiz siirgiin sayisi / Toplam eksplant sayisi (20)

9) Rejenerasyon etkinligi (RE): Kiiltiiriin sadece 3. ayinda ve asagidaki formiile gore

belirlenmistir.

RE (adet)= Koklii siirgiin sayis1 / Toplam siirgiin olusturan eksplant sayist

3.2.6. Verilerin istatistiksel analizi

Tam sansa bagl faktoriyel deneme desenine gore, analiz 4 tekerriirlii olarak yapilmistir.
Her bir petri tek bir tekerriir olarak degerlendirilmistir. Her bir petriye 20 adet eksplant

konulmustur.

Tam sansa bagli deneme planina gore Genel Linear modelde varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmustur. Konulara ait ortalamalar arasindaki farklar %35 Onem
seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Analizler SAS (2004)

paket programi ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu aragtirmada, kotiledon yapraklari ve kok uglart olmak tizere iki farkli eksplant
kaynag1 kullanilmistir. Calisma iki asamada yiiriitilmiistiir. Birinci asamada 4 farkl
memeli cinsiyet hormonu (17p-estradiol, estron, progesteron ve testosteron) ve bunlarin
4 farkli dozunu (0, 10* mM, 10° mM ve 10° mM) iceren toplam 16 farkli kiiltiir
ortaminin bazi rejenerasyon paremetreleri iizerine, ana etkileri belirlenmistir. Ikinci
asamada memeli cinsiyet hormonlarmin farkli kombinasyonlar1 iizerinde ¢alismalar

yiirtitilmustiir.

4.1. Ana Etkiler

4.1.1. Kotiledon yapraklar:

Kotiledon yaprak eksplantlari farkli memeli cinsiyet hormonlarini ve dozlarini igeren
MS ortaminda kiiltiire alinmstir. 30 giin siire ile kiiltiire alinan bu eksplantlarda kisa bir
slire bliyiime gozlenmis (Sekil 4.1) ancak daha sonra tamamina yakin kismi 6lmustiir.
Canli kalmay1 bagaran ¢ok az sayidaki eksplantlarin rejenerasyonunu saglamak igin 30.
giinlin sonunda 0,5 mg/l BAP iceren standart MS (MS tuz ve vitaminlerine ilave olarak
50mg/l vitamin C ortaminda 30 giin siire ile kiiltiire alinmislardir (Sekil 4.2, Sekil 4.3,
Sekil 4.4, Sekil 4.5). . Ancak bu ortamda da eksplantlar rejenere olamamislardir. Sonug
olarak, denemeye alinan eksplantlarin tamamina yakin bir kismi ilk 30 giin icerisinde
olmis, geri kalanlar ise 0,5mg/l BAP igeren kiiltiir ortamina aktarilmiglar, ancak daha
sonra bunlarin tamami dlmdstiir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).
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Sekil 4.2. Kiiltiir ortamina alinan kotiledon eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimleri

*: A) 10” mM 17B-estradiol igeren ortamdaki goriniimii. B) 10° mM 17p-estradiol igeren ortamda ki
goriiniimii. C) 10° mM 17p-estradiol igeren ortamdaki gdriiniimii. D) 0 mM 17p-estradiol igeren
ortamdaki goriinimii.
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Sekil 4.3. Kiiltiir ortamina alinan kotiledon eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimleri.
*: A) 10 mM estron igeren ortamdaki gdriiniimii. B) 10 mM estron igeren ortamda ki goriiniimii. C) 10°
® mM estron igeren ortamdaki gortiiniimi. D) 0 mM estron igeren ortamdaki goriiniimii.
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Sekil 4.4. Kiiltiir ortamina alinan kotiledon eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimleri.

*: A) 10* mM progesteron, igeren ortamdaki gériiniimii. B) 10° mM progesteron, igeren ortamda ki
goriiniimii. C) 10 mM progesteron igeren ortamdaki goriiniimii. D) 0 mM progesteron igeren ortamdaki
gorinimil.
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Sekil 4.5. Kiiltiir ortamina alinan Kotiledon eksplantlarmin 30. giindeki goriiniimleri.

*: A) 10* mM testosteroniceren ortamdaki goriiniimii. B) 10° mM testosteron iceren ortamda ki
goriiniimii. C) 10° mM testosteron igeren ortamdaki goriiniimii. D) 0 mM testosteron igeren ortamdaki
gorinimil.

4.1.2. Kok eksplantlari

4.1.2.a. Koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesi

Kokl stirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE) bakimindan hormon tipleri
arasmdaki farkliliklar gok énemli (P<0,01) olmustur (Cizelge 4.1). Ug ayin ortalamasina
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bakildiginda kokli siirgiin olusturan eksplant yilizdesi bakimindan ilk siray1 ortalama
%41,25 ile 17B-estradiol alirken, bunu %36,88 ile estron, %35,94 ile progesteron,
%26,67 ile testosteron izlemistir. Bu 06zellik bakimindan estron ve progesteron
arasindaki farklilik onemli olmamis ayni grupta yer almig,ancak diger hormonlarla
aralarindaki farkliliklar 6nemli olmustur. 17p-estradiol ile testosteron arasindaki

farklilik da istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6).

Cizelge 4.1. Farkli memeli cinsiyet hormon tipleri ve dozlarinin koklii siirglin olusturan
eksplant yiizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 47 113766,37 2420,56 23,51 0,0001**
Hormon 3 4876,82 1625,61 15,79 0,0001**
Doz 3 66206,23 22068,74 214,38  0,0001**
Siire 2 30262,10 15131,05 146,99  0,0001**
Hormon*Doz 9 8194,23 910,47 8,84 0,0001**
Doz* Siire 6 1725,45 287,57 2,79 0,01*
Hormon* Siire 6 1003,27 167,21 1,62 0,14™
Hormon*Doz* Siire 18  1306,98 72,61 0,71 0,80™
Hata 141 14514,58 102,94
Diizeltilmis Toplam 188 128280,95

**: Cok 6nemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
ns: Onemsiz (P>0,05)

Cizelge 4.2. Farkli memeli cinsiyet hormon tipleri ve dozlarinin koklii siirglin olusturan
eksplant ylizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar

Doz 17p-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort =SS

OmM  64,17+1621 Aa 64,17+1621 Aa 64,17+1621 Aa 64,17+ 16,21Aa 64,17 + 15,69A
10*mM 8,75 +8,01 Cab 20,00+21,32 Ba 19,17+18,69 Ba 2,50+3,99Cb 12,60+ 16,18D
10°mM 49,58 +18,27 Ba 3042+1514 Bb 30,00+21,53 Bb 9,17+848Cc 29,79 +21,59C
10°mM 42,50 +12,70 Ba 32,92+20,17 Ba 3042+21,69 Ba 32,22+21,95Ba 34,67+ 19,26B

Ort+SS 41,25+24,79a 36,88 +24,38b 35,94 +25,57b 26,67 £28,42 ¢

*. Aym siitunda biiylik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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41,25

] 36,88 35,94
: I I )
17B- Estradiol Estron Progesteron  Testosteron
Hormonlar

Sekil 4.6. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin kullanildigr ortamlarda ortalama koklii
stirgiin olusturan eksplant yiizdesi

Koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan dozlar arasindaki farkliligin ¢ok
onemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1). Ug ayin ortalamasina bakildiginda
ilk siray1 ortalama %64,17 ile kontrol grubu almis olup bunu sirasiyla %34,67 ile 10 ~ o
mM, %29,79 ile 10° mM ve %12,6 ile 10* mM konsantrasyonu izlemis ve her biri

farkli grupta yer almistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.7).

20 -

0 _

12 60

29,79

34,67

64,17

10*mM

107°mM

Dozlar

107°mM

Sekil 4.7. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarina gore ortalama kokli siirgiin

olusturan eksplant yiizdesi
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Kokli siirglin  olusturan eksplant yiizdesi bakimindan hormonxdoz interaksiyonu
istatistiksel anlamda ¢ok onemli (P<0,01) bulunmustur (Cizelge 4.1). Sekil 4.7 ve Sekil
4.8’den goriildiigi lizere tim memeli cinsiyet hormonlarinda 10* mM dozu en diisiik
koklii siirglin olusturan eksplant yiizdesini verirken doz azaldik¢a bu deger artmis ve 0

(kontrol) dozunda en yiiksek degere ulagsmustir.

. S
30 /.",

20 r
10 /

KSOE ( %)

0
10™*mM 107°mM 107°mM 0mMm
=¢—17p- Estradiol 8,75 49,58 42,50 64,17
=fll—Estron 20,00 30,42 32,92 64,17
Progesteron 19,17 30,00 30,42 64,17
=>&=Teastosteron 2,50 9,17 32,22 64,17

Sekil 4.8. Hormonlara ve dozlara gore koklii siirglin olusturan eksplant yilizdesi
(%KSOE)

Kokl siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ilk sirayr ortalama %41,25 ile
17B-estradiol hormonu almis, bunu %36,88 ile estron, %35,94 ile progesteron ve
%26,67 ile testosteron izlemistir (Cizelge 4.2). Ancak progesteron ve estron hormonlari
arasindaki farklilik oOnemsiz, digerleri arasindaki farkliliklar ise ©nemli olmustur

(Cizelge 4.2).

10" mM konsantrasyonda koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ilk
siray1 %20 ile estron, %19,17 ile progesteron ve%8,75 ile 17p-estradiol almis olup son
siray1 %2,5 ile testosteron izlemistir. 17p-estradiol , estron, progesteron ayni gruba

girmis olup testosteron ile aralarindaki fark 6nemli olmustur (Cizelge 4.2).
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10"°mM konsantrasyonda koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ilk siray1
%49,58 ile 17p-estradiol almis olupbunu sirasiyla %30,42 estron, %30 ile progesteron
ve %09,17 ile testosteron izlemistir. Progesteron ve estron arasindaki fark O6nemli
olmayip diger hormonlarla aralarindaki farklar 6nemli olmustur. 17p-estradiol ile

testosteron arasindaki fark 6nemlidir (Cizelge 4.2).

10"° mM konsantrasyonda %425 ile ilk siray1 17B-estradiol almis olup bunu %32,92 ile
estron, %32,22 ile testosteron, %30,42 ile progesteron izlemistir. 10° mM
konsantrasyonunda hormonlar arasindaki fark 6nemsiz (P> 0,05) ¢ikmistir (Cizelge

4.2).

Kok olusumuna dozlara gore memeli cinsiyet hormonlarinin etkisini inceleyecek
olursak, 10 mM dozunda hormon uygulamalar1 %KSOE bakimindan en yiiksekten
diistige dogru sirasiyla estron, progesteron ve 17p-estradiol olup aralarindaki fark
6nemli degildir. 10> mM dozunda 17p-estradiol , 10° mM konsantrasyonda ise diger
hormonlarla arasindaki fark 6nemli olmamasina ragmen 17p-estradiol one ¢ikmistir

(Sekil 4.9).
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40,0
§ B 17p- Estradiol
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Sekil 4.9. Koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesine hormon dozlarinin etkisi
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KoKl siirglin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE) bakimindan hormonlarin kendi
iclerinde hangi doza daha iyi cevap verdiklerini inceleyecek olursak; 17p-estradiol
hormonunun dozlara gdre vermis oldugu %KSOE yilizdesine bakildiginda kontrol
grubunun en yiiksek (%64,17), 10* mM dozu %8,75 ile en diisiik degeri almustir.
Aralarindaki farkin dnemli oldugu bulunmustur. 10°mM dozu (%49,58) ve 10° mM
dozu (%42,50) arasindaki fark onemsiz olup diger dozlarla aralarindaki fark onemli

bulunmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.10).

Estron hormonunun dozlara gére vermis oldugu %KSOE bakildiginda kontrol grubunun
en yiiksek %64,17 degeri almis olup diger dozlarla arasindaki fark 6nemli bulunmustur.
Ancak 10 mM dozu %20, 10°mM dozu %30,42 ve 10° mM dozu %32,92 degerlerini

almis olup aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.10).

Progesteron hormonunun dozlara gére vermis oldugu %KSOE bakildiginda kontrol
grubunun en yiiksek %64,17 degeri almis olup diger dozlarla arasindaki fark Snemli
bulunmustur. Ancak 10”* mM dozu %19,17, 10°mM dozu %30 ve 10° mM dozu
%30,42 degerlerini almis olup aralarindaki fark énemsiz bulunmustur (Cizelge 4.2 ve

Sekil 4.10)

Testosteron hormonunun koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE) yoniinden
dozlar karsilastiridiginda, kontrol %64,17 ile ilk sirada yer almis, bunu sirasiyla 10°
mM dozu (%32,22), 10°mM dozu (%9,17) ve 10™ mM (%2,5) dozu izlemistir. 10“mM
dozu ve 10" mM dozu ayni grupta yer almis, digerleri farkli grupta yer almistir (Cizelge
4.2, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kokl siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan hormon ve dozlari

Kokl stirgiin olusturan eksplant ylizdesi bakimindan kiiltiire alinma siiresi arasindaki
farkliligin ¢ok énemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1). En yiiksek ortalama
%47,70 ile 3. ay olurken bunu %40,24 ortalama ile 2. ay, %18,2 ile 1. ay takip etmis ve
her biri farkli grupta yer almigtir (Sekil 4.11 ve Cizelge 4.3).
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Sekil 4.11. Koklii stirgiin olusturan eksplant ylizdesi bakimindan aylar

Kokli siirgiin olusturan eksplant yilizdesi bakimindan dozxay interaksiyonunun g¢ok
o6nemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1). Memeli cinsiyet hormonlarinin,
farkli dozlarinin aylara gore koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesine etkisi Cizelge

4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlariin aylara gore koklii siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine (%KSOE) ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Doz
Ay 0mM 10™* mM 10° mM 10° mM Ort+ SS
1 4500+ 11.55 Ca 1.88+4.03  Bc 12.19+1251 Bb 12.67+11.78Cb 18.02 + 19.40C
2 70.00+3.65 Ba 14.38+16.11 Ac 35.94+18.99 Ab 40.67+8.84 Bb 40.24 +24.02B
3 77.50+2.58 Aa 21.56+1823 Ac 41.25+20.78 Ab 50.67+10.83 Ab 47.70 +25.13A

Ort+SS 64,17+ 15,69a 12,60 + 16,18d 29,79 + 21,59¢ 34,67 £19,26b

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve aym satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Tiim memeli cinsiyet hormonlarinin aylara gore konsantrasyon ortalamalarindan da
goriildiigii gibi (Sekil 4.12) kullanilan 10 mM dozu tim aylarda endiisiik, 0 dozu en
yiiksek %KSOE’sini vermistir. 3. aym sonuna gelindiginde en diisiikten yiiksege dogru
sirastyla 10 mM dozu (%21,56), 10°mM dozu (%41,25), 10° mM dozu (%50,67) ve 0
dozu (%77,5) vermistir. Sekil 4.12’den goriildiigii lizere liglincii aymn sonunda 2. ve 3.
aylarda hormon kullanilmamasina ragmen higbir doz kontrole (%77,50) ulasamamustir.
Yine 10* mM dozu en diisiik (%21,56) gruba girerken 0 dozu (%77,50) en yiiksek
gruba girmis olup 10°mM (%41,25) ve 10° mM (%50,67) grubu diger iki dozun
arasinda olup aym gruba diismiislerdir (Cizelge 4.3). Ug aym ortalamasi dikkate
alindiginda ise her bir doz grubu arasindaki fark énemli olup her biri farkli bir gruba

diismiistiir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.7).

90
80 —<
70 /

Q 60

1N}

8 40 - —{ |
o /

0 1 2 3
=0—10"*mM 1,88 14,38 21,56
=-10"mM 12,19 35,94 41,25

107 mM 12,67 40,67 50,67
=>e=0 mM 45,00 70,00 77,50

Sekil 4.12. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlariin aylara gore kokli siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi

Hormonxay ve hormonxdozxay interaksiyonu 6nemsiz (P>0,05) bulunmustur (Cizelge
4.1). Hormonxay interaksiyonunun onemsiz ¢ikmast hormonxdozxay interaksiyonunda
Oonemsiz ¢ikmasina neden olmustur. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin % KSOE

yiizdesi bakimindan aylara gore ortalamalar1 Cizelge 4.4’de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.4. Memeli cinsiyet hormonlarinin aylara gore koklii siirgiin olusturan eksplant
ylizdesine ait ortalamalar

Hormonlar
Ay 17B-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort+SS
1 25,63 +18.79 18.13+17.97 14.06 + 19.60 14.00£20.72  18.02 + 19.40C
2 44.38 +£24.07 43.13 £20.89 43.44 £19.98 29.33 £29.51 40.24 +24.02B
3 53.75 +23.56 49.38 £22.79 50.31 +£21.79 36.67 +30.86 47.70 £ 25.13A

ort+ss 41,25+24,79a  36,88+24,38b 35,94+£25,57b  26,67+2842c¢

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiiclik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.1.2.b. Koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi

Koksiiz siirgiin - olusturan eksplant yiizdesi (%KZSOE) bakimindan hormonlar
arasmdaki farkliligin ¢cok énemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.5). Ug aym
ortalamasima bakildiginda koksiiz siirglin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ilk
siray1 ortalama %8,54 ile estron alirken, bunu %05,56 ile testosteron, %4,9 ile
progesteron %3,13 ile 17p-estradiol izlemistir. Bu 6zellik bakimindan testosteron ve
progesteron arasindaki farklilik 6nemli olmamis ayni grupta yer almistir. 17p-estradiol
ile estron arasindaki farklilik da istatiksel olarak onemli bulunmustur (Cizelge 4.6 ve
Sekil 4.13).

Cizelge 4.5. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin koksiiz siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine (%KZSOE) ait varyans analiz sonuglart

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 47 4528,34 96,35 3,15 0,0001**
Hormon 3 741,48 247,16 8,07 0,0001**
Doz 3 1628,15 542,72 17,72 0,0001**
Stire 2 938,52 469,26 15,32 0,0001**
Hormon*Doz 9 689,09 76,57 2,50 0,01*
Doz* Siire 6 339,13 56,52 1,85 0,09™
Hormon* Siire 6 143,26 23,88 0,78 0,59™
Hormon*Doz* Siire 18 147,04 8,17 0,27 1,00™
Hata 141 4318,75 30,63

Diizeltilmis Toplam 188 8847,09
**: Cok 6nemli (P<0,01)

*: Onemli (P<0,05)
ns: Onemsiz (P>0,05)
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Cizelge 4.6. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin kdksiiz siirglin olusturan eksplant
yiizdesine (%KZSOE) ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar
Doz 17B-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort+ SS

0mM 1,25+2,26 Ba 1,25+2,26 Ba 1,25+2,26 Ba 1,25+226Ca 1,25 +2,19C
10* mMm 0,42+ 1,44 Bc 8,75+7,11 Aa 7,08+542 Aab 3,75+ 4,33 BCbc 5,00+ 5,83B
10°mM 5,00+3,02 Ab 11,67+685 Aa 5,83+4,69 Ab 5,83+£5,15Bb 7,08 £5,63AB
10°mM 5,83+4,17 Aab 12,50+ 14,54 Aab 542 +4,98 Ab 13,33 +£8,66Aa 9,00 £9,51A

ort+ss 3,13+3,66c¢ 8,54+9,67a 4,90 +£4,89 be 5,56+ 6,68 b

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve aym satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

9 - 8,54

3,13

17B- Estradiol Estron Progesteron Testosteron
Hormonlar

Sekil 4.13. Farklt memeli cinsiyet hormonlarinin ortalama kdoksiiz siirglin olusturan
eksplant yiizdesi

Koksiiz siirgiin olusturan eksplant ytlizdesi bakimindan dozlar arasindaki farkliligin ¢cok
onemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.5). Ug ayn ortalamasina bakildiginda
ilk siray1 ortalama %9 ile 10 ~® mM dozu almis olup bunu sirasiyla ile %7,08 ile 10 ~°
mM dozu, %5 ile 10 ~*mM dozu ve %1,25 ile kontrol grubu izlemistir.10 ~® mM dozu
ve 10 ~>mM dozu ayni, 10 ~*mM dozu ve kontrol farkli grupta yer almuslardir (Cizelge
4.6 ve Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarinin ortalama koksiiz siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi (% KZSOE)

Koksiiz stirgin olugturan eksplant yiizdesi bakimindan hormonxdoz interaksiyonu
istatistiksel anlamda oOnemli (P<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.5). Sekil 4.15’den
goriildigii iizere KZSOE bakimindan 17p-estradioliin 10 mM dozu hari¢ tim memeli
cinsiyet hormonlarinda kontrol grubu en diisiik degeri almigtir. Progesteron hormonu
hari¢ tiim memeli cinsiyet hormonlarinda 10° mM dozundan 10 mM dozuna dogru
gidildikge koksiiz Progesteron

hormonunda ise durum tersi olmustur (Cizelge 4.6).

siirglin  olusturan eksplant yiizdesi azalmistir.

14
12 /P
S 10 — /
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0 o~
10™*mM 10-°mM 107°mM 0 mM
== 17p- Estradiol 0,42 5,00 5,83 1,25
=—Estron 8,75 11,67 12,50 1,25
=== Progesteron 7,08 5,83 5,42 1,25
== Testosteron 3,75 5,83 13,33 1,25

Sekil 4.15. Hormonlara ve dozlara gore koksiiz siirgilin olusturan eksplant yiizdesi
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10* mM konsantrasyonda koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ilk
siray1 %8,75 ile estron, %7,08 ile progesteron ve %3,75 ile testosteronalmis olup son
siray1 %0,42 ile 17p-estradiol hormonu izlemistir. estron ve progesteron ayni gruba
girmis olup 17p-estradiol , testosteron ile aralarindaki fark 6nemli olmustur (Cizelge
4.6).

10~ mM konsantrasyonda koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan ilk
siray1 %11,67 ile estron almis olup bunu sirasiyla %5,83 ile progesteron ve Testesteron
izlemis olup son siray1 %5 ile 17p-estradiol almistir. Progesteron, testosteron vel7p-
estradiol arasinda fark 6nemli olmayip estronla aralarindaki fark 6nemlidir (Cizelge
4.6).

10° mM konsantrasyonda %13,33ile ilk siray1 testosteron almis olup bunu sirasiyla
%12,50 ile estron, %5,83 ile 17p-estradiol ve %5,42 ile progesteron izlemistir. 10 ~°
mM konsantrasyonunda estron ve 17p-estradiol hormonlari ayni gruba girmis diger

hormonlar farkli gruplara girmis olup aralarindaki fark 6nemlidir.(Cizelge 4.6).

Koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesine dozlarm etkisini inceleyecek olursak, 10 ~*
mM dozunda hormon uygulamalar1t %KZSOE bakimindan en yiiksekten diisiige dogru
sirastyla estron ve progesteron olup aralarindaki fark onemli degildir. 10 ~ > mM
dozunda estron, 10°® mM konsantrasyonda ise sirasiyla testosteron, estron ve 17p-
estradiol olup aralarindaki fark énemli olmamasina ragmen testosteron one ¢ikmistir
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesine hormon dozlarinin etkisi

Koksiiz siirglin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan hormonlarin kendi iglerinde
hangi doza daha iyi cevap verdiklerini inceleyecek olursak; 17B-estradiol hormonunun
dozlara gore vermis oldugu %KZSOE bakildiginda 10 ~® mM (%5,83) ve 10 ~°> mM
dozlar1 (%5,0) en yiiksek degerleri vermis olup aralarindaki fark 6énemsiz bulunmustur.
Kontrol grubu (%1,25) ve 10 mM dozu (%0,42) en diisiik degeri almis ve aralarindaki
fark 6nemsizdir ancak diger dozlarla aralarindaki fark 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.6,

Sekil 4.17).

Estron hormonunun dozlara gore vermis oldugu %KZSOE bakildiginda en yiiksek
degerleri sirasiyla 10° mM (%12,50), 10°mM (%11,67) vel0™* mM (%8,75) dozlari
almig olup aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur. Kontrol grubu (0 mM) en diisiik
degeri (%1,245) degeri almis olup diger dozlarla arasindaki fark onemli bulunmustur

(Cizelge 4.6, Sekil 4.17).

Progesteron hormonunun dozlara gore vermis oldugu %KZSOE bakildiginda kontrol
grubunun en disiik (%1,25) degeri almis oldugu ve diger dozlarla arasindaki farkin
énemli oldugu bulunmustur. Ancak 10 mM dozu %7,08, 10°mM dozu %5,83 ve 10°°
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mM dozu %5,42 degerlerini almis olup aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Cizelge

4.6, Sekil 4.17).

Testosteron hormonunun koksiiz siirglin olusturan eksplant yiizdesi (%KZSOE)
yoniinden dozlar1 karsilastiridiginda, 10°mM dozu (%13,33) ilk sirada yer almis, bunu
sirastyla 10° mM dozu (%5,83), 10*mM dozu (%3,75) ve kontrol grubu (%1,25)
izlemistir. 10*mM dozu ve 10° mM dozu ayn1 grupta yer almis, digerleri farkli grupta
yer almigtir (Cizelge 4.6, Sekil 4.17).

S omM 1,3 S 0mMm 1,3
2 10-°mM 58 3 10°mM 12,5
S 10-5mM 5,0 g€ 105mM 11,67
5 E
5 107*mM 0,4 & 10™*mM 8,75
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2 10°mM 5.4 3 107°mM 13,33
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e 10-°mM 5,8 § 10~°mM 5,83
2 2 104
2 10-*mM 7.1 z 100mM 3 .
g ' ' ' ' ' z 0 5 10 15
& 00 20 40 60 80 = K ZSOE (%
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Sekil 4.17. Kokstiz slirglin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan hormon ve dozlari

Koksiiz siirglin  olusturan eksplant yilizdesi bakimindan kiiltiire alinma stireleri
arasindaki farkliligin ¢cok 6nemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.5). En yiiksek
ortalama %8,17 ile 3. ay olurken bunu %5,63 ortalama ile 2. ay, %2,78 ile 1. ay takip
etmis ve her biri farkli grupta yer almistir (Sekil 4.18 ve Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8).
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Sekil 4.18. Koksiiz siirgilin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan aylar

Dozxay, hormonxay ve hormonxdozxay interaksiyonu énemsiz (P>0,05) bulunmustur
(Cizelge 4.5). Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin ve dozlarmin %KZSOE yiizdesi

bakimindan aylara gore ortalamalari Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarinin aylara gére koksiiz siirgiin
olusturan eksplant ytizdesi (%KZSOE) ait ortalamalar.

Doz
Ay 0mMm 10 mM 10° mM 10° mM Ort + SS
1 1,25+ 224 2,50 + 4,83 3,44+3,97 4,00 + 4,31 2,78 +3,99C
2 0,00 + 0,00 5,63+ 5,12 7,50 + 3,65 9,67+1026  5,63+6_81B
3 2,50 +£2,58 6,88 + 6,80 10,31+ 6,70 13,33+ 10,63 8,17+ 8,10A

ort+ss 125+2,19¢ 5,00+5,83Db 7,08 + 5,63 ab 9,00+9,51a

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Cizelge 4.8. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin aylara gore kdksiiz siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine (%0KZSOE) ait ortalamalar

Hormonlar
Ay 17B-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort+SS
1 1,88 £2,50 4,69 4,99 1,88 £3,10 2,67 +4,58 2,78 +3,99C
2 2,50+3,16 8,13+9,98 5,31 +4,64 6,67 £6,73 5,63+6,81B
3 5,00 £ 4,47 12,81 + 11,54 7,50£5,16 7,33 £7,76 8,17+ 8,10A
orttss 3,13+3,66c¢ 8,54+9,67a 4,90 £ 4,89 be 5,56 +£6,68b

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve aym satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.1.2.c. Toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi

Toplam siirgiin  olusturan eksplant yiizdesi (%TSOEO) bakimindan hormonlar
arasmdaki farkliigim gok énemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.9). Ug aym
ortalamasia bakildiginda, toplam siirgiin olusturan eksplant yilizdesi bakimindan ilk
siray1 ortalama %45,42 ile estron alirken, bunu %44,38 ile 17B-estradiol, %40,83 ile
progesteron, %32,22 ile testosteron izlemistir. Bu 6zellik bakimindan estron, 17p-
estradiol ve progesteron hormonlari arasindaki farklilik 6nemli olmamig ve ayni grup
icerisinde yer almislardir. Ancak testosteron ile aralarindaki farklilik istatiksel olarak
onemli bulunmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.19).

Cizelge 4.9. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarmin toplam siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 47  118152,05 2513,87 18,84 0,0001**
Hormon 3 4279,82 1426,61 10,69 0,0001**
Doz 3 56046,71 18682,24 140,02 0,0001**
Siire 2 41538,46 20769,23 155,67 0,0001**
Hormon*Doz 9 10883,97 1209,33 9,06 0,0001**
Doz* Siire 6 2433,93 405,65 3,04 0,01**
Hormon* Siire 6 1311,97 218,66 1,64 0,14
Hormon*Doz* Siire 18 1480,61 82,26 0,62 0,88
Hata 141 18812,50 133,42

Diizeltilmis Toplam 188 136964,55
**: ¢ok 6nemli (P<0,01)
ns: onemsiz (P>0,05)
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Cizelge 4.10. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlariin toplam siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar

Doz 17p-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort =SS

0mM 6542+1630 Aa 6542+1630 Aa 6542+1630 Aa 6542+16.30Aa 6542+ 15.77A
10" mM 9.17+8.48 Cbh 28.75+26.72 Ba 2625+18.84 Ba 6.25+6.08Cb 17.61 £ 19.43D
10°mM 54.58+19.94 ABa 42.08+20.61 Bab 35.83+25.03 Bb 15.00=11.08 Cc 36.88 +24.03C
10°mM 4833+16.14 Ba 4542+26.50 Ba 35.83+2592 Ba 45.56+25.79 Ba 43.67+23.53B

Ort+£SS 44,38 +£26,33a 45,42 +25,86a 40,83 £25,90a 32,22 +£28,79b

Not: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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44.38 45,42

| 40,83
32,22
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17B- Estradiol Estron Progesteron  Testosteron
Hormonlar

TSOEO (%)
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Sekil 4.19. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin ortalama toplam siirgiin olusturan
eksplant yiizdesi

Toplam Kkoklii siirgiin  olusturan eksplant yiizdesi bakimindan dozlar arasindaki
farkliligin ¢ok énemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.9).Ug ayin ortalamasina
bakildiginda ilk sirayr ortalama %65,42 ile kontrol grubu almis olup bunu sirasiyla
%43,67 ile 10 ~® mM, %36,88 ile 10 > mM ve %17,61 ile 10 ~* mM konsantrasyonu
izlemis ve her biri farkl1 grupta yer almistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarina goéreortalama toplam stirgiin
olusturan eksplant yiizdesi

Toplam siirglin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan Hormonxdoz interaksiyonu
istatistiksel anlamda ¢ok 6nemli (P<0,01) bulunmustur (Cizelge 4.9). Sekil 4.21°den
goriildiigii iizere genel olarak tiim memeli cinsiyet hormonlarinda (17p-estradiol harig)
10™* mM dozu en diisiik siirgiin olusturan eksplant yiizdesini verirken doz azaldikc¢a bu

deger artmis ve 0 (kontrol) dozunda maksimum degerine ulagmistir.

70
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50 )\
40 /

30
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10 é/)(

TSOEO (%)

0
10™*mM 107°mM 10"°mM 0mM
== 17p- Estradiol 9,2 54,6 48,3 65,4
=i—Estron 28,8 42,1 454 65,4
==f==Progesteron 26,3 35,8 35,8 65,4
=>¢=Testosteron 6,3 15,0 45,6 65,4

Sekil 4.21. Hormonlara ve dozlara gore siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
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10* mM konsantrasyonda siirgiin olusturan toplam eksplant yiizdesi bakimindan ilk
siray1 ortalama %28,75 ile estron, %26,25 ile progesteron, %9,17ile 17p-estradiol almis
olup son siray1 %6,25 ile testosteron almistir. estron ile progesteron ayni gruba girmis
olup aralarindaki fark 6nemli degildir. 17p-estradiol ve testosteron da bir gruba

girmistir. Iki grup arasindaki fark énemlidir (Cizelge 4.10).

10° mM dozunda siirgiin olusturan toplam eksplant yiizdesi bakimindan ilk sirayi
%54,58 ile 17p-estradiol bunu sirasiyla %42,08 ile estron %35,83 ile progesteron ve
%15,0 ile testosteron izlemistir. 17B-estradiol, progesteron ve testosteron hormon

uygulamalari arasindaki fark 6nemli olmustur (Cizelge 4.10).

10°® mM konsantrasyonda siirgiin olusturan toplam eksplant yiizdesi bakimindan

memeli cinsiyet hormonlar1 arasindaki fark 6nemsiz ¢cikmistir (Cizelge 4.10).

Siirgiin olusturan toplam eksplant yiizdesine dozlarm etkisini 6zetleyecek olursak,10™*
mM dozunda estron ve progesteron 6ne ¢ikmis olup aralarindaki fark 6nemli degildir.
10° mM dozunda %TSOEO bakimindan vyiiksekten diisiige dogru sirasiyla
17B-estradiol , estron ve progesterondur ve 17B-Estradiol ile progesteron arasindaki fark
6nemlidir. 10° mM konsantrasyonda hormon gruplari arasindaki fark Onemli

olmamistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Siirgiin olusturan toplam eksplant yiizdesine hormon dozlarmin etkisi

Siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%TSOEQ) bakimindan hormonlarin kendi iglerinde
hangi doza daha iyi cevap verdiklerini inceleyecek olursak; 17p-estradiol hormonunun
dozlara gore vermis oldugu % TSOEOQO bakildiginda kontrol grubu en yiiksek (%65,42)
degeri almis olup bunu sirasiyla 10°mM dozu (%54,58) ve 10° mM dozu (%48,33)
izlemis olup endiisiik degeri 10 mM dozu (%9,17) vermistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.23).

Estron hormonunun dozlara gére vermis oldugu %TSOEO bakildiginda %65,42 ile
kontrol grubu en yiiksek degeri almus olup, bunu sirasiyla %45,42 ile 10° mM dozu,
%42,08 ile 10°mM dozu ve %28,75 ile 10* mM dozu izlemistir (Cizelge 4.10 ve Sekil
4.23).

Progesteron hormonunun dozlara gére vermis oldugu %TSOEO bakildiginda %65,42
ile kontrol grubu en yiiksek degeri almus olup bunu %35,83 ile 10°mM ve 10° mM
dozlar1 izlemis olup en son siray1 %26,25 ile 10* mM dozu izlemistir (Cizelge 4.10 ve

Sekil 4.23).
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Testosteron hormonunun dozlara gére vermis oldugu % TSOEO bakildiginda %65,42 ile

kontrol grubu en yiiksek degeri almis olup bunu sirasila %45,56 ile 10° mM dozu, %15
ile 10°mM dozu ve %6,25 ile 10 mM dozu izlemistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.23).

£ omm 65,42 0 mMm 65,42
S g
t —
— 10°mM 48,33 8 10°mM 45,42
2 =
o] =
£ 10°mM 54,58 £ 10°mM 42,08
i =
& 107*mM 9,17 10™*mM 28,75
-
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 0 20 40 60 80
TSOEO (%) TSOEO (%)
E 0omMm 65,42 S 0mM 65,42
= =
[=] =]
© 10°mM 35,83 S 10°mM 45,56
(=] (=]
ot St
< 10°mM 35,83 £ 105mMm 15
£ g
= |17}
& 10*mMm 26,25 = 10*mM 6,25
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
TSOEO (%) TSOEO (%)

Sekil 4.23. Siirgiin olusturan toplam eksplant yiizdesi bakimindan hormon ve dozlart

Siirglin olusturan eksplant yiizdesi (%TSOEQO) bakimindan kiiltiire alinma siireleri

arasindaki farkliligin ¢ok dnemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.9). En yiiksek

ortalama %55,87 ile 3. ay olurken bunu %45,87 ortalama ile 2. ay, %20,79 ile 1.ay takip

etmis ve her biri farkli grupta yer almistir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Siirgiin olusturan eksplant yiizdesine siirenin etkisi

Siirgiin olusturan eksplant yilizdesi bakimindan dozxay interaksiyonunun ¢ok 6nemli
(P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.9). Memeli cinsiyet hormonlarinin, farkl
dozlarinin aylara gore siirglin olusturan eksplant yiizdesine etkisi Cizelge 4.11°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarimin aylara gore siirgiin olusturan
eksplant ytizdesine (% TSOES) ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Doz
Ay 0mM 10™* mM 10° mM 10° mM Ort + SS

1 4625+11,18 Ca 438+834 Bc 1563+14,59 Bb 16,67+ 12,91Cb 20,79 = 19,60C

2 70,00+3,65 Ba 20,00+ 18,553 Ac 4344+18,68 Ab 50,33+ 13,16 Bb 4587 +2322B

3 80,00+ 0,00 Aa 2844+2127 Ad 51,56+22,11 Ac 64,00+ 11,37 Ab 55,87 + 24,94A
ort+ss 6542+ 15.77a 17.61 + 19.43d 36.88 + 24.03¢ 43.67 +23.53b

Tiim memeli cinsiyet hormonlarinin aylara goére konsantrasyon ortalamalar1 Sekil 4.25
ve Cizelge 4.11°de gosterilmistir. Tiim aylarda 10™ mM dozu en az %TSOEO verirken
bunu s1ras1y1a,10'5mM dozu, 10°® mM dozu izlemis ve en yliksek stirgiin olusturan
eksplant yiizdesini 0 dozu (kontrol) vermistir. Ugiincii ayin sonuna gelindiginde bu

durum degismemis olup en diisiikten yiiksege dogru sirasiyla 10 mM dozu (%28,44),
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10°mM dozu (%51,56), 10°® mM dozu (%64,0) ve 0 dozu (%80,0) izlemis olup her biri
farkli gruba diismiislerdir. Sekil 4.25ten de goriildiigii {izere ii¢lincii aym sonunda 2. ve

3. aylarda hormon kullanilmamasina ragmen higbir doz kontrole ulasamamustir.

90
80 ———
70
S 60 e
) 50 /
w N
2 40
30 7
28 7 /
1
0 ~
1 2 3
——10"*mM| 4738 20,00 28,44
—8=10mM| 15,63 43,44 51,56
10°mM| 16,67 50,33 64,00
=0 mM 46,25 70,00 80,00

Sekil 4.25. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarimin aylara gore siirgiin

olusturan eksplant yiizdesi (% TSOEQ)

Hormonxay ve hormonxdozxay interaksiyonu 6nemsiz (P>0,05) bulunmustur (Cizelge
4.9).

interaksiyonunda Onemsiz ¢ikmasina neden olmustur.

ctkmast  HormonxDozxAy

Farkli

Hormonxay  interaksiyonunun  Onemsiz

memeli cinsiyet
hormonlariim %TSOEQ yiizdesi bakimindan aylara gore ortalamalar1 Cizelge 4. 12°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin aylara gore siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalamalar

Hormonlar
Ay 17B-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort + SS
1 27,50 19,83 22,81+17,51 15,94 +£19,43 16,67 +21,10 20,79 £ 19,60C
2 46,88 + 24,89 51,25 £ 20,62 48,75+ 17,94 36,00 +27,85 45,87 +23,22B
3 58,75 + 25,07 62,19 + 21,98 57,81+ 19,15 44,00+ 31,01 55,87 +24,94A

ort £ss

4438 +26,33a

45,42 +25.86a

40,83 +25,90a

32,22 £28,79b
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4.1.2.d. Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi

Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE) bakimindan hormonlar arasindaki
farkliigim ¢ok o6nemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.13). Ug¢ aym
ortalamasina bakildiginda sadece kok olusturan eksplant ylizdesi bakimindan ilk siray1
ortalama %21,98 ile 17B-estradiol alirken, bunu %17,60 ile estron, %16,46 ile
progesteron, %10,78 ile testosteron izlemistir (Cizelge 4.14). Aymi siralama kokli
siirglin olusturan eksplant ylizdesi ile aynmidir. Bu durum her iki parametre iginde
testosteronun kok olusumunu inhibe etkisinin disi cinsiyet hormonlarindan daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bu o6zellik bakimmdan estron ve progesteron arasindaki
farklilik 6nemli olmamig ayni grupta yer almis, ancak diger hormonlarla aralarindaki
farkliliklar 6nemli olmustur. 17B-estradiol ile testosteron arasindaki farklilk da
istatistiksel olarak onemli bulunmus ve farkli grubta yer almiglardir (Cizelge 4.14 ve
Sekil 4.26).

Cizelge 4.13. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarmin sadece kok olusturan
eksplant ylizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD SS MS F P>F
Model 47 26115,44 555,65 7,98 0,0001**
Hormon 3 2703,21 901,07 12,93 0,0001**
Doz 3 546,55 182,18 2,62 0,05™
Siire 2 15636,59 7818,30 112,23 <,0001**
Hormon*Doz 9 3804,71 422,75 6,07 <,0001**
Doz* Siire 6 1960,38 326,73 4,69 0,00**
Hormon* Siire 6 297,96 49,66 0,71 0,64™
Hormon*Doz* Siire 18 992,11 55,12 0,79 0,71™
Hata 141 9822,92 69,67
Diizeltilmis Toplam 188 35938,36

**: Cok 6nemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
ns: Onemsiz (P>0,05)
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Cizelge 4.14. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin sadece kok olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar
Doz 17B-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort £+ SS
0 mM 1875+ 1597 Aa 18.75+1597 ABa 18.75+1597 Aa 18.75+1597 Aa 18.75+£1545
10 mM 26.25+7.11 Aa 11.67+8.62 Bc 18.75+10.25 Ab 0.00+0.00Cd 1417 £12.22
10°mM 24.17+18.93 Aa 23.75+1047 Aa 14.17+1428 Aab 833+7.18BCb  17.60 = 14.66
10°mM 18.75+9.56 Aa 1625+1494 ABa 14.17+11.65 Aa 17.78+15.63 ABa 16.67 £ 12.66
Ort+£SS 21.98+13.71a 17.60 £ 13.21b 16.46 £13.0b 10.78 + 13.48¢

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve aym satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.26. Farklt memeli cinsiyet hormonlarinin ortalama sadece kok olusturan
eksplant yiizdesi

Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi bakimindan dozlar arasindaki farkliligin 6nemsiz

(P<0,05) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.13). Ug ayin ortalamasina bakildiginda ilk

siray1 ortalama %18,75 ile kontrol grubu almis olup bunu sirastyla %17,6 ile 10 ~°mM,
%16,67 ile 10 °mM ve %14,17 ile 10 ~*mM konsantrasyonu izlemistir (Cizelge 4.14).

Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi bakimindan Hormonxdoz interaksiyonu

istatiksel anlamda ¢ok dnemli (P<0,01) bulunmustur (Cizelge 4.13).
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Sekil 4.27°den goriildiigii iizere testosteronun 10 mM dozu tiim memeli cinsiyet
hormonlari igerisinde en diisiik, sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE)’ ni
verirken konsatrasyon azaldik¢a bu deger artmistir. Bunun nedeni olarak testosteron
hormonunun 10* mM dozunda kiiltiire aliman eksplantlarin ¢ok biiyiikk bir kisminin
O0lmesinden kaynaklanmaktadir. testosteron hormonunun konsantrasyonu azaldikea,
%KSOE, %TSOEO ve %SKOE parametreleri tizerindeki inhibe edici etkisinin azaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.10, Sekil 4.23, Sekil 4.29) %KZSOE bakimindan da yine doz
azaldikca inhibe edici etkinin azaldig1 goriilmektedir. Ancak Sekil 4.17°de gorildigi
tizere kontrol dozunun %KZSOE parametresi bakimindan minimum degeri almasinin
nedeni kontrol gurubunun kok olusumuna inhibe edici etkisinin olmamasi aksine kok

gelisimini tesvik etmesinden kaynaklanmaktadir.

17p-estradiol hormonunun 10 mM dozu kendi i¢inde diger konsantrasyonlarina gore
en disiik %KSOE, %KZSOE ve %TSOEO vermistir (Cizelge 4.2, Cizelge 4.6 ve 4.10).
Ancak 17p-estradiol hormonunun 10 mM dozu, ayni dozdaki diger hormonlara gore
%SKOE bakimindan maksimum degeri almis olup kok gelisimini dnemli oranda tesvik
ettigi goriilmiistiir (Cizelge 4.14). 17p-estradiol hormonunun biitiin dozlarinin %SKOE
bakimindan aralarindaki fark 6nemli olmamistir. 17p-estradiol hormonu kok gelisimini
diger hormonlara gore daha fazla tegvik ettigi Cizelge 4.2, Cizelge 4.6, Cizelge 4.14 ve
Sekil 4.27°de agikca goriilmektedir.

Tim disi memeli cinsiyet hormonlar1 (17p-estradiol , estron ve progesteron)
testosterona gore siirgiin olusumunu ve kok olusumunu tesvik etmis, testosteron ise

inhibe etmistir.

Estronda doz azaldik¢a koklii siirglin olusturan eksplant yiizdesi, koksiiz siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi ve toplam siirgiin olusturant eksplant yiizdesi artmistir
(Cizelge 4.2, Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.10). Genel olarak estron hormonu diger iki disi
cinsiyet hormonu (progesteron ve 17p-estradiol) gibi siirgiin olusturan eksplant
yiizdesini tesvik etmis olmakla birlikte bunlardan farki koksiiz siirgiin olusumunu diger

disi cinsiyet hormonlarindan daha fazla tesvik etmis olmasidir.



Sekil 4.27°den goriildiigii iizere progesteron hormonunda %SKOE bakimindan dozlar

- . o . _4 ..
arasinda fark olmamasina ragmen maksimum degeri 10 " mM ve 0 dozu vermistir.

71

30
25 ﬁ
= 20
> A" -
w 15 /
O /
X
n 10 / /
5
0 4 -5 -6
107*mM 107°mM 107°mM 0mM
== 17p- Estradiol 26,25 24,17 18,75 18,75
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=>e=Testosteron 0,00 8,33 17,78 18,75

Sekil 4.27. Hormonlara ve dozlara gore sadece kok olusturan olusturan eksplant yiizdesi

Hormonxdoz interaksiyonu, 10 mM konsantrasyonda sadece kok olusturan eksplant
yiizdesi bakimindan ilk sirayr %26,25 ile 17p-estradiol almis olup bunu sirasiyla
%18,75 ile progesteron, %11,67 ile estron ve %0 ile testosteron izlemistir. Hormonlar

arasindaki fark 6nemli olup her biri farkli bir grupta yer almistir (Cizelge 4.14).

10> mM konsantrasyonda %SKOE bakimindan bakimindan ilk sirayr %24,17 ilel17p-
estradiol almis olupbunu sirasiyla %23,75 ile estron, %14,17 ile progesteron ve %8,33

ile Tetesteron izlemistir (Cizelge 4.14).

10° mM konsantrasyonda %SKOE bakimindan ilk sirayr %18,75 ile 17p-estradiol
almig olup bunu %17,78 ile testosteron, %16,25 ile estron, %14,17 ile progesteron
izlemistir. 10 ~® mM konsantrasyonunda hormonlar arasindaki fark onemsiz (P> 0,05)

cikmistir (Cizelge 4.14).
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%SKOE ne dozlara gére hormonlarin etkisini inceleyecek olursak, 10* mM dozunda
17p-estradiol , 10> mM dozunda 17p-estradiol ve estron, 10°° mM konsantrasyonda ise
diger hormonlarla ayni gruba diismesine ragmen 17p-estradiol 6ne ¢ikmustir (Sekil
4.28).
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Sekil 4.28. Sadece kok olusturan olusturan eksplant yiizdesine hormon dozlarinin etkisi

Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE) bakimimdan hormonlarin kendi
iclerinde hangi doza daha iyi cevap verdiklerini inceleyecek olursak; 17p-estradiol
hormonunun dozlara gére vermis oldugu %SKOE bakildiginda 10“mM dozu en yiiksek
(%26,25), 10° mM dozu ve kontrol grubu %18,75 ile en diisiik degeri almis olup
konsantrasyonlar arasindaki fark 6nemli olmamustir (Cizelge 4.14, Sekil 4.29).

estron hormonunun dozlara gore vermis oldugu %KSOE bakildiginda 10°mM dozu
%23,75 ile en yiikksek degeri almis olup bunu sirasiyla %18,75 ile kontrol grubu,
%16,25 ile 10° mM dozu ve %11,67 ile10* mM dozu izlemistir (Cizelge 4.14, Sekil
4.29).

Progesteron hormonunun dozlara gére vermis oldugu %SKOE bakildiginda kontrol
grubu ve 10 mM dozu en yiiksek %18,75 degerini 10°mM dozu ve 10° mM dozu ise
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%14,17 degerlerini almis olup aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.14,

Sekil 4.29).

Testosteron hormonunun dozlara gére vermis oldugu %SKOE bakildiginda kontrol
grubu %18,75 en yiiksek degeri almis olup bunu sirasiyla %17,78 ile10® mM dozu,
%8,33 ile 10° mM dozu ve %0 ile 10*mM dozu izlemistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi bakimindan hormon ve dozlari

Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi bakimindan kiiltiire alinma siiresi arasindaki
farkliligin ¢ok onemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.13). En yiiksek ortalama
%29,37 ile 1. ay olurken bunu %12,70 ortalama ile 2. ay, %8,33 ile 3. ay takip etmis ve
her biri farkli grupta yer almistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.30).



74

w
(8]
]

29,37

N N w
o (6] o
1 1 1

SKOE (%)
[E=N
(67

12,70

[y
o
I

(6]
1

1 2 3
Aylar

Sekil 4.30. Sadece kok olusturan olusturan eksplant yilizdesi bakimindan aylar

Sadece kok olusturan olusturan eksplant yiizdesi bakimindan dozxay interaksiyonunun
cok oOnemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.13). Memeli cinsiyet
hormonlarinin, farkli dozlarinin aylara gore %SKOE’ne etkisi Cizelge 4.15°de

verilmistir.

Cizelge 4.15. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarinin aylara gore sadece kok olusturan
olusturan eksplant yiizdesine (%SKOE) ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test
sonuglar1

Doz

Ay 0omM 10" mMm 10° mM 10° mM Ort 55
1 36,25+ 12,85 Aa 19,69+14,77 Ab 30,31+1455 Aa 31,33+855Aa 29,37+ 14,07A
2 1125+7,64 Ba 1344+10,76 ABa 1344+10,76 Ba 12,67+651Ba 12,70 +8,97B
3 8,75+563  Ba 9,38+873 Ba 9,06+880 Ba 600+431Ca 833+7,113C
ort+ss 18.75+ 15.45a 14.17 +12.22b 17.60 + 14.66a 16.67 + 12.66ab

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiiclik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Tiim memeli cinsiyet hormonlarinin aylara gore konsantrasyon ortalamalarindan da

goriildiigii gibi (Sekil 4.31, Cizelge 4.15) kullanilan 10 mM dozu en diisiik, 0 dozu en
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yiikksek %SKOE°‘sini vermistir. Yine, tiim dozlarda en yiiksek %SKOE ilk ayda elde

edilmistir.

3. aymn sonuna gelindiginde diisiikten yiiksege dogru sirasiyla 10° mM dozu (%6),
kontrol grubu (%8,75), 10°mM dozu (%9,06) ve 10* mM dozu (%9,38) olmustur. Sekil
4.31°den de goriildiigii tizere zamanin ilerlemesine ve ayni zamanda da 2. ve 3. aylarda
kiiltiir ortaminda hormon kullanilmamasina bagl olarak siirglin gelisimi tesvik edildigi
(Sekil 4.12 ve Cizelge 4.3, Sekil 4.25 ve Cizelge 4.11) i¢in sadece kok olusturan
eksplant yiizdesi zamana bagli olarak azalmistir. Yine sekillerden (Sekil 4.12 ve Cizelge
4.3, Sekil 4.25 ve Cizelge 4.11, Sekil 4.31) de goriildiigii iizere 10™* mM dozu kiiltiire
alinan eksplantlarda hem kok gelisimini hemde siirgiin olusumunu daha fazla inhibe

ettigi sonucunu cikarabiliriz.

;/

SKOE (%)
(//

5
0 1 2 3
=—10"*mM 19,69 13,44 9,38
=-10"°mM 30,31 13,44 9,06
10~°mM 31,33 12,67 6,00
==e=0 mM 36,25 11,25 8,75

Sekil 4.31. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarmin aylara gore sadece kdok
olusturan eksplant yiizdesi

Hormonxay ve hormonxdozxay interaksiyonu 6nemsiz (P>0,05) bulunmustur (Cizelge
4.13). Farkli memeli cinsiyet hormonlariin %SKOE yiizdesi bakimindan aylara gore

ortalamalar1 Cizelge 4.16°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin aylara goére sadece kok olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalamalar

Hormonlar
Ay 17B-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort £+ SS
1 34,69+ 12,04 30,31+ 12,58 31,25+ 10,08 20,67 +£18,01 29,37+ 14,07A
2 19,06 + 10,36 13,44 £ 7,47 10,63 £ 6,29 7,33+7,53 12,70 + 8,97B
3 12,19+ 7,30 9,06 + 8,00 7,50 £5,77 4,33+5,30 8,33+ 7,13C

ortxss 21.98+13.71a 17.60 + 13.21b 1646+13.0b 10.78 £ 13.48 +

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.1.2.e. Rejenerasyon etkinligi

Rejenerasyon etkinligine ait gézlemler sadece ii¢lincli ayda alinmis olup rejenerasyon
etkinligi (RE) bakimindan hormonlar arasindaki farkliigin ve hormonxdoz

interaksiyonu onemsiz (P>0,05) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin rejenerasyon etkinligine ait
varyans analiz sonuglari.

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 15 1,797276 0,119818 0,94 0,5315™
Hormon 3 0,741047 0,247016 1,93 0,1372"
Doz 3 0,277947 0,092649 0,72 0,5422"™
Hormon*Doz 9 0,797814 0,088646 0,69 0,711™
Hata 47 6,006667 0,127801

Diizeltilmis Toplam 62 7,803943

ns: Onemsiz (P>0,05)

Hormon ortalamalarina bakildiginda rejenerasyon etkinligi bakimindan ilk siray1
ortalama 1,139 ile 17p-estradiol alirken, bunu 0,95 ile progesteron, 0,886 ile estron,

0,869 ile testosteron izlemistir (Cizelge 4.18).

Dozlar bazinda rejenerasyon etkinligi bakimindan ilk siray1 1,063 ile kontrol grubu
almis olup bunu sirasiyla 0,969 ile 10 mM dozu, 0,922 ile 10° mM dozu ve 0,892 ile
10° mM dozu takip etmistir.
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Cizelge 4.18. Farklt memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin rejenerasyon etkinligine ait

ortalamalari
Hormonlar
Doz 17pB-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort +SS
0mM 1,063 0,102 1,063 + 0,102 1,063 = 0,102 1,063 = 0,102 1,063 £ 0,091
10 mM 1,438+ 1,048 0,760 £ 0,536 0,803 £ 0,357 0,875+ 0,368 0,969 + 0,640
10°mM 1,050+ 0,119 0,900 + 0,288 0,988 + 0,156 0,750+ 0,300 0,922 + 0,236
10°mM 1,005 + 0,093 0,820 £ 0,256 0,948 + 0,062 0,763 + 0,185  0,892+0,176
ort+ss 1,139+ 0,509 0,886 + 0,321 0,950 + 0,207 0,869 + 0,269

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.1.2.f. Eksplant basina koksiiz siirgiin sayis1 (EBKZSS)

Eksplant basina koksiiz siirglin sayisina (EBKZSS) ait gozlemler sadece iigiincii ayda

alimmis olup hormonlar arasindaki farkliligin 6nemli (P<0,05) oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Farklt memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin eksplant basina koksiiz
slirglin sayisina ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 15 5,405169 0,360345 2,31 0,0148*
Hormon 3 1,659381 0,553127 3,55 0,0214*
Doz 3 1,661262 0,553754 3,55 0,0213*
Hormon*Doz 9 2,036924 0,226325 1,45 0,1945"™
Hata 47 7,332292 0,156006

Diizeltilmis Toplam 62 12,73746

**: Cok onemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
ns: Onemsiz (P>0,05)

Hormon ortalamalarina bakildiginda EBKZSS bakimindan ilk sirayr ortalama 0,934

adet ile estron almis olup bunu sirasiyla 0,794 adet ile progesteron ve 0,553 adet ile
testosteron ve 0,534 adet ile 17p-estradiol izlemistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin ortalama eksplant basina koksiiz

surglin sayist

Cizelge 4.20. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin eksplant basina koksiiz
stirgilin sayisina ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar
Doz 17B-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort + SS
0mM 0,775+ 0,222 Aa 0,775+0,222  Aa 0,775+0,222 Aa 0,775+0,222Aa 0,775+ 0,198AB
10*mM 0,088+0,144 Bb 0,850+0,689 Aa 0,963+0,669 Aa 0,225=+0,065B ab 0,531+ 0,586B
10°mM 0,663 +0,229 Aa 0,825+0,574 Aa 0,525+0,330 Aa 0,338+0,229Ba 0,588 +0,378B
10°mM 0,613+0,298 Aa 1,288+0,750 Aa 0913+0,236 Aa 0,983+0,275Aa 0,947 + 0,478A

ort+ss 0,534 +0,342b

0,934+ + 0,537a

0,794 + 0,404ab

0,553+ + 0,362b

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

EBKZSS bakimindan dozlar arasindaki farkliligin 6nemli (P<0,05) oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.19). Dozlarin ortalamasina bakildiginda ilk siray1 ortalama 0,947 ile 10 ~°

mM dozu almis olup bunu sirastyla 0,775 kontrol grubu, 0,588 ile 10 ~°>mM ve 0,531

ile 10 ~* mM konsantrasyonu izlemistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarina gore eksplant basina koksiiz
sirgiin sayist

EBKZSS bakimindan, hormonxdoz interaksiyonu o6nemsiz (P>0,05) oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.19). Sekil 4.34°de eksplant basina koksiiz siirgiin sayisina

hormon dozlarinin etkisi verilmistir.
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Sekil 4.34. Eksplant bagina koksiiz siirgilin sayisina hormon dozlarinin etkisi
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4.1.2.9. Eksplant basina siirgiin sayis1 (EBSS)

Eksplant basina siirgiin sayist (EBSS) ait gézlemler sadece iiglincli ayda alinmis olup

hormonlar arasindaki farkliligin 6nemli (P<0,05) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.21)

Cizelge 4.21. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarimin eksplant bagina siirgiin
sayisina ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 15 13,26315 0,88421 3,79 0,0002**
Hormon 3 2,474112 0,824704 3,53 0,0217*
Doz 3 6,697506 2,232502 9,57 0,0001**
Hormon*Doz 9 3,906031 0,434003 1,86 0,082"™
Hata 47 10,96542 0,233307

Diizeltilmis Toplam 62 24,22857

**: Cok 6nemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
ns: Onemsiz (P>0,05)

Hormon ortalamalarina bakildiginda EBSS bakimindan ilk siray1 ortalama 1,519 adet ile
estron almis olup bunu sirasiyla 1,366 adet ile progesteron, 1,16 adet ile 17p-estradiol
ve 0,957 adet ile testosteron izlemistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.35).
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Sekil 435. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin eksplant bagina siirgiin sayist
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Cizelge 4.22. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarmin eksplant basina siirgiin

sayisina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar
Doz 17p-Estradiol Estron Progesteron Testosteron Ort + SS
0mM 1,63 £0,26 Aa  1,625+0,26 Aa 1,625+0,263 Aa  1,625+0,263 Aa 1,625+ 0,235A
10*mM 0,34 +0,19 Ca 1,300+ 1,05 Aa 1,313+0,817 Aa 0,338 +£0,095Ba 0,822 +0,784B
10°mM 1,43+0,18 ABa 1,325+0,65 Aa 1,063+0411 Aab 0488+0278 Bb 1,075+ 0,530B
10 mMm 1,25+0,29 Ba 1,825+0,69 Aa 1,463 +0,403 Aa 1,517+0,465Aa 1,513 +0,483A
ort£ss 1,16+0,55bc 1,519 +0,682a 1,366 + 0,509ab 0,957+ 0,657¢c

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiiclik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

EBSS bakimindan dozlar arasindaki

farkliligin  ¢ok Onemli

(P<0,01) oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.21). Dozlarin ortalamasina bakildiginda ilk sirayr 1,625 ile

kontrol grubu almis olup bunu sirasiyla 1,513 ile 10~ ® mM dozu, 1,075 ile 10" °mM ve

0,822 ile 10" * mM konsantrasyonu izlemistir. Kontrol gurubu ile 10" °® mM dozu aym

gruba girmis olup, 10" >mM dozu ile de 10~ * mM dozu bir gruba girmistir (Cizelge 4.22

ve Sekil 4.36). Sekil 4.37°de eksplant basina siirgiin sayisina (EBSS) hormon dozlarinin

etkisi verilmistir.
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Sekil 4.36. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli dozlarina gore eksplant basina siirgiin

sayisl
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Sekil 4.37. Eksplant basina siirgiin sayisina (EBSS) hormon dozlarinin etkisi

EBSS bakimindan hormonxdoz interaksiyonu 6nemsiz (P>0,05) bulunmustur (Cizelge

4.21).

4.1.2.h. Eksplant basina koklii siirgiin sayis1 (EBKSS)

Eksplant bagina kokli siirglin sayisina (EBKSS) ait gozlemler sadece tiglincii ayda

alinmis olup hormonlar arasindaki farkliligin ¢ok onemli (P<0,01) oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin eksplant bagina koklii siirgiin
sayist (EBKSS)’na ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 15 3,6288 0,24192 9,39 0,0001**
Hormon 3 0,399994 0,133331 5,17 0,0036**
Doz 3 2,581759 0,860586 33,4 0,0001**
Hormon*Doz 9 0,610987 0,067887 2,63 0,0148*
Hata 47 1,211042 0,025767

Diizeltilmis Toplam 62 4,839841

**: Cok 6nemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
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Hormon ortalamalarina bakildiginda EBKSS bakimindan ilk siray1 0,63 adet ile 17p3-

estradiol, 0,58 adet ile estron, 0,57 adet ile progesteron ve 0,4 adet ile testosteron

izlemistir. 17p-estradiol, estron ve progesteron arasindaki farklilik 6nemli olmayip hepsi

ayni gruba diismiistiir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.38).

Cizelge 4.24. Farkli memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin eksplant basina koklii stirglin
sayisina ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar

Doz 17B-Estrad

iol Estron

Progesteron

Testosteron Ort+ SS

omM  0,85+0,08
10°mM  0,25+0,14
10°mM 0,76 0,10
10°mM 0,64 £0,05

Aa 085+0,08 Aa 0,85+0,08
Ca 045+036 Ba 0,35+0,30
ABa 0,50+0,14 Bb 0,54=+0,12
Ba 054+0,13 ABa 0,55+0,19

Aa
Ba
Bb
Ba

0,85+ 0,08 Aa 0,85+ 0,07A
0,11+0,06Ca 0,291 + 0,26C
0,15+0,07Cc 0,49 +0,25B
0,53+ 0,20Ba 0,57 +0,14B

ort+ss  0,63+0,63a 0,58 +£0,58a

0,57 +0,57a

0,40 £ 0,40b

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiiclik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.38. Farkli memeli cinsiyet hormonlarinin eksplant bagina koklii siirgiin sayisi

Eksplant bagina koklil siirgilin sayis1 bakimindan dozlar arasindaki farkliligin ¢cok dnemli

(P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.23). Dozlarin ortalamalarina bakildiginda ilk

siray1 ortalama 0,85 adet ile kontrol grubu almis olup bunu sirasiyla 0,57 adet ile 10 °
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mM, 0,49 adet ile 10" ° mM ve 0,291 adet ile 10" * mM konsantrasyonu izlemistir
(Cizelge 4.24 ve Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. Memeli cinsiyet hormonlarmin farkli dozlarina gore ortalama eksplant
basina koklii siirgilin sayisi

Eksplant basina koklii siirgiin sayis1 bakimindan hormonxdoz interaksiyonu istatistiksel
anlamda 6nemli (P<0,05) bulunmustur (Cizelge 4.23). Sekil 4.40°dan goriildiigii tizere
estron, progesteron ve testosteron hormonlarinda 10 mM dozu en diisiik koklii siirgiin
olusturan eksplant yiizdesini verirken doz azaldik¢a bu deger artmis ve O (kontrol)
dozunda maksimum degerine ulagmistir. 17p-estradiol hormonunun10™ mM dozu en
diisiik koklii siirgin olusturan eksplant yilizdesini verirken ve 0 (kontrol) dozunda
maksimum degerine ulasmistir. Ancak 17p-estradiol hormonunun 10°mM dozu, 10°
®mM dozundan daha fazla EBKSS’n1 sitimiile etmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. Hormonlara ve dozlara goreeksplant basina koklii siirgilin sayist

10* mM konsantrasyonda eksplant bagina koklii siirgiin sayist bakimindan ilk sirayi
0,45 adet ile estron, 0,35 adet ile progesteron ve 0,25 adet ile 17p-estradiol almis olup
son siray1 0,11 adet ile testosteron izlemistir. Biitiin hormon gruplar1 ayni gruba girmis

olup aralarindaki fark 6nemli olmamistir (Cizelge 4.24).

10° mM konsantrasyonda eksplant bagina koklii siirgiin sayisi bakimindan ilk sirayi
0,76 ile 17p-estradiol almis olup bunu sirasiyla 0,54 adet ile progesteron, 0,50 adet ile
estron ve 0,15 adet ile Tetesteron izlemistir. Progesteron ve estron arasindaki fark
onemli olmayip diger hormonlarla aralarindaki farklar 6nemli olmustur. 173-estradiol
ile testosteron arasindaki fark onemlidir (Cizelge 4.24). Kokli siirgiin olusturan

eksplant yiizdesi ile EBKSS parametresi paralel gitmistir.

10° mm konsantrasyonda 0,64 adet ile ilk siray1 17B-estradiol almis olup bunu 0,55
adet ile progesteron, 0,54 adet ile estron, 0,53 adet ile testosteron izlemistir. 10° mM

konsantrasyonda hormonlar arasindaki fark 6nemsiz (P> 0,05) ¢ikmustir (Cizelge 4.24).
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EBKSS’na dozlarmn etkisini 6zetleyecek olursak, 10* mM dozunda hormon gruplari

arasindaki fark 6nemli degildir ve en yiiksek degeri estron almistir. 10> mM dozunda

17p-estradiol , 10° mM konsantrasyonda ise diger hormonlarla arasindaki fark énemli

olmamasina ragmen 17p-estradiol 6ne ¢ikmustir (Sekil 4.41).

EBKSS

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,45

0,35
0,2

0,11

10~*mM

0,85
0,76
0,64
0,55
,50
0,54 53 m 1 7pB- Estradiol
= Estron

Progesteron
0,15 m Testosteron

107°mM 107°mM 0mM

Dozlar

Sekil 4.41. Eksplant bagina koklii siirgilin sayisina hormon dozlarinin etkisi

Farklt memeli cinsiyet hormon ve dozlarinin eksplant basina kokli silirglin sayisi

bakimindan hormonlarin kendi ig¢lerinde hangi doza daha iyi cevap verdikleri

incelendiginde; 17p-estradiol hormonunun dozlara gore vermis oldugu EBKSS‘na

bakildiginda 0,85 adet ile kontrol grubu en yiiksek degeri almis oldugu bunu sirasiyla
0,76 adet ile 10°mM dozu, 0,64 adet ile 10° mM dozu ve 0,25 adet ile 10* mM

dozunun izlemis oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.24, Sekil 4.42).

Estron hormonunun dozlara gore vermis oldugu EBKSS’na bakildiginda 0,85 ile

kontrol grubunun en yiiksek degeri almis oldugu bunu sirastyla, 0,54 ile 10° mM dozu,

0,50 ile 10°mM dozu ve 0,45 ile 10* mM dozunun izlemis oldugu gézlemlenmistir
(Cizelge 4.24, Sekil 4.42).
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Progesteron hormonunun dozlara gére vermis oldugu EBKSS’na bakildiginda 0,85 adet
ile kontrol grubu en yiiksek degeri almis olup diger dozlarla arasindaki fark 6nemli
bulunmustur. Ancak 10° mM dozu 0,55 adet, 10°mM dozu 0,54 adet ve 10 mM dozu
0,35 adet degerlerini almis olup aralarindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.24,

Sekil 4.42).

Testosteron hormonunun dozlara gore vermis oldugu EBKSS‘na bakildiginda 0,85 adet
ile kontrol grubu en yiiksek degeri almis olup diger dozlarla arasindaki fark onemli
bulunmustur. Kontrol grubunu sirasiyla 0,53 adet ile 10 mM dozu, 0,15 adet ile 10°
mM dozu ve 0,11 adet ile 10*mM dozu izlemistir. 10°mM dozu ile 10*mM dozu aym

gruba diigmiislerdir.

£ omm 0,85 _omM 0,85
N Rt
S =
= 10"°mM 0,64 2 107°mM 0,54
S =
5 =
2 105mM 0,76 S 107SmM 0,50
ke Z
L 107*mM 0,25 10-*mM 0,45
l; T T 1 T T 1
0,00 0,50 1,00 0,0 0,5 1,0
EBKSS
EBKSS
Z omm 0,85 £ omMm 0,85
© 10°mM 0,55 S 10-*mM 0,53
2 S
2 105 mMm 0,54 2 105mm 0,15
go e
£ 107*mM 0,35 E 107*mM 0,11
0,00 0,50 1,00 0,00 0,50 1,00
EBKSS EBKSS

Sekil 4.42. Eksplant basina koklii siirgilin sayis1 bakimindan hormon ve dozlari
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Sekil 4.43. Testosteron igeren kiiltlir ortamina alinan kdk eksplantlarmin 30. ve 90.
giinlerdeki gortiniimii

*: A) K6k eksplantlarinn 10 mM testosteron igeren ortamda 30. giindeki gbrﬁnﬁmﬁ. B) 10* mM
testosteron igceren ortamdaki kok eksplantlarimin 30. giindeki goriiniimii C)10™ mM testosteron igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 90. giindeki gériiniimii D)10™ mM testosteron igeren ortamda 30. giindeki
goriiniimleri. E)10° mM testosteron igeren ortamda 30. giindeki goriiniimleri. F)10° mM testosteron
ieren ortamda 90. giindeki goriiniimleri. G)10® mM testosteron igeren ortamda 30.giindeki goriiniimii

H)10® mM testosteron igeren ortamda 30.giindeki goriiniimii 1)10° mM testosteron igeren ortamda 90.
giindeki goriiniimii
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Sekil 4.44. Estron igeren kiiltiir ortamina alman kok eksplantlarimin 30. ve 90.

giinlerdeki gortinimdi.

*: A) 10 mM estron igeren ortamda 30. giindeki gériiniimii. B) 10 mM estron igeren ortamdaki kok
eksplantlarimin 30. giindeki goriiniimii C)10* mM estron iceren ortamdaki kok eksplantlarmm 90.
giindeki goriiniimii D)10™ mM estron igeren ortamda 30.giindeki goriiniimleri. E)10° mM estron igeren
ortamda 30.giindeki gériiniimleri. F)10° mM estron igeren ortamda 90.giindeki goriiniimleri. G)10° mM
estron igeren ortamda 30.giindeki goriiniimii H)10® mM estron iceren ortamda 30. giindeki goriintimii
1)10° mM estron igeren ortamda 90. giindeki goriiniimii
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Sekil 4.45. Progesteron igeren kiiltiir ortamina alinan kok eksplantlarinin 30. ve 90.

giinlerdeki gortinimii.

*: A) 10* mM progesteron igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii. B) 10* mM progesteron igeren
ortamdaki kok eksplantlarnin30. giindeki gériiniimii C)10™ mM progesteron igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki gorimiimii D)10™ mM progesteron igeren ortamda 30.giindeki goriiniimleri.
E)10®° mM progesteron igeren ortamda 30. giindeki goriiniimleri. F)10"°> mM progesteron igeren ortamda
90.giindeki goriiniimleri. G)10°® mM progesteron igeren ortamda 30.giindeki gériiniimii H)10°® mM
progesteron igeren ortamda 30.giindeki goriiniimii 1)10° mM progesteron igeren ortamda 90. giindeki
gorunimil



91

Sekil 4.46. 17p-estradiol igeren kiiltiir ortamina alinan kok eksplantlariin 30. ve 90.
giinlerdeki gortiiniimii.

*: A) 10* mM 17p-estradiol iceren ortamda 30. giindeki goriiniimii. B) 10 mM 17B-estradiol iceren
ortamdaki kok eksplantlarmm 30. giindeki goriniimiiC)10™* mM 17p-estradiol igeren ortamdaki kék
eksplantlarinin 90. giindeki gériiniimii D)10° mM 17p-estradiol igeren ortamda30. giindeki goriniimleri.
E)10®° mM 17p-estradiol igeren ortamda30.giindeki goriiniimleri. F)10° mM 17p-estradiol iceren ortamda
90.giindeki goriiniimleri. G)10°® mM 17p-estradiol ieren ortamda 30.giindeki gériiniimii H)10® mM 17p-
estradiol iceren ortamda 30.giindeki goriiniimii 1)10® mM 17p-Estradiol igeren ortamda 90. giindeki
gorinimii
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Sekil 4.47. Hormon igermeyen kiiltiir ortamina alinan kok eksplantlarinin 30. ve 90.

giinlerdeki gortinimii.
*: A) 30. giindeki goriiniimi B) 90. giindeki goriintimii

4.2. Kombinasyonlar

4.2.1. Kotiledon yapraklar

Leo ¢esidine ait gazalboynuzu tohumlari sterilize edildikten sonra MS ortaminda
cimlendirilmistir. Daha sonra kotiledon yapraklar1 u¢ kisimlarindan ve yaprak sapina
yakin kisimlardan kesilerek (Sekil 3.1.) farkli memeli cinsiyet hormon doz ve
konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmistir. 30 giin kiiltiire alinan bu eksplantlar bir miktar
biiyiidiikten sonra hemen hemen tamamina yakin kismu dlmiistiir. Cok az sayida canli
kalmay1 basaran eksplantlarin rejenerasyonunu saglamak ic¢in 30. giiniin sonunda 0,5
mg/l BAP igeren standart MS (MS tuz ve vitaminlerine ilave olarak 50 mg/l vitamin C
iceren ortam) ortaminda 30 giin siire ile kiiltiire alinmislardir. Ancak bu ortamda da bir
cok eksplant rejenere olamadan Slmiislerdir. Cok az sayida eksplant canli kalmayi
basarmis bunlardan bazilarida rejenere olabilmislerdir. Canli kalabilen bu eksplantlar 3.
kez kiiltiire alinmiglardir. Ancak 3. ortamda herhangi bir hormon kullanilmamis olup
sadece standart MS ortami1 kullanilmistir. Denemeye alinan tiim eksplantlarin tamamina
yakin bir kismi1 30 giin icerisinde 61diigili i¢in her hangi bir istatistik uygulanmamis olup
sadece canli kalip rejenere olabilen eksplantlarin ortalama degerleri verilmistir. 6B5T,
4T6P, 5T5P, ST6P ve 6T6P hormon kombinasyonlarinda kiiltiire alinan kotiledon
yapraklarindan bazilarinda siirgiin rejenerasyonu gézlemlenmistir. EBSS sirasiyla 0.1,
0.1, 0.2, 0.1 ve 0.05 adet olup EBKSS ise sirasiyla 0, 0, 0,2, 0 ve 0 olmustur. % TSOEO
strastyla %10, %10, %5, %10 ve %5 olup geri kalan eksplantlar Slmiistiir. Canli kalip
rejenere olabilen eksplantlarin 30. ve 60. gilinlerdeki goriiniimleri (Sekil 4.48 ve Sekil
4.49).
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Sekil 4.48. Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli kombinasyonlarinin kotiledon yaprak
eksplantlar iizerine 30. giinde etkisi
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Sekil 4.49. Memeli cinsiyet hormonlariin farkli kombinasyonlarinda bir ay siireyle kiiltiire
alinan ve bu siire sonunda canli kalan kotiledon yaprak eksplantlarinin sadece BAP igeren
ortamda bir ay kiiltiire edildikten sonraki goriintimleri

4.2.2. Dozlann dikkate alinmaksizin memeli cinsiyet hormonlarimin farkh

kombinasyonlarmin kok eksplantlari iizerine etkisi

Ikinci asamada memeli cinsiyet hormonlarmin farkli kombinasyonlarim1 (17B -
Estradiol+progesteron, 17p-estradiol+testosteron, 17B-estradiol+estron,

progesteron-+testosteron, progesteron+estron, testosteron+estron) igeren 6 farkli hormon
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karisiminin, 3 farkli doz (10 mM, 10° mM ve 10 mM) kombinasyonu ve biri kontrol

olmak tizere toplam 55 farkli kiiltiir ortam1 denenmistir.

Memeli cinsiyet hormonlarinin farkli kombinasyonlarinindozlar: dikkate alinmaksizin
(genel olarak) en iyi rejenerasyonu saglayan ikili hormon kombinasyonu belirlenmistir.
En iyi hormon kombinasyonunun progesteron+estron kombinasyonu oldugu tespit
edilmis, daha sonra bu ikili hormon kombinasyonu i¢in hangi dozlarin rejenerasyona ne

tiir bir etki yaptig1 belirlenmistir.

4.2.2.a. Dozlann dikkate alinmaksizin ikili hormon kombinasyonlarimin koklii

siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (Y%0KSOE)

Kokli  siirgiin - olusturan eksplant yiizdesi bakimindan hormonkombinasyonlari
(%KSOE) arasindaki farkliligin ¢ok onemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge
4.25).

Cizelge 4.25. Memeli cinsiyet hormonlari farkli kombinasyonlarinin kokli siirgiin
olusturan eksplant ylizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 82921,64 13820,27 20,89 0,0001
Hormon kombinasyonlari 6 82921,64 13820,27 20,89 0,0001
Hata 650 430075,6 661,6548

Diizeltilmis Toplam 656 512997,3

Koklii siirglin olugturan eksplant yiizdesi bakimindan hormon kombinasyonlarinin
ortalamasi incelendiginde ilk siray1 %64,17 ile kontrol grubu alirken bunu sirasiyla
%61,53 ile progesteron+estron kombinasyonu, %47,31 ile testosteron+estron
kombinasyonu, %4157 ile testosteron+ progesteron hormonu, %412 ile
17B-estradiol + progesteron, %40,05 ile 17p-estradiol + estron kombinasyonu, %24,24

ile 17pB-estradiol+testosteron hormon kombinasyonlari izlemistir (Sekil 4.50).
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Testosteron + Progesteron
Testosteron + Estron
Progesteron + Estron

Kontrol

KSOE (%)

17B-Estradiol + Testosteron

— 41,57

Ryl
I 61,53
64,17

I 24,24

17 -Estradiol + Progesteron

17B-Estradiol + Estron

Sekil 4.50. Memeli cinsiyet hormonlari farkli kombinasyonlarinin koklii siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi

Cizelge 4.26’den tizere kontrol ve  progesteron+estron

kombinasyonlar1 en yiiksek %KSOE oranlarin1 vermistir. Aralarindaki fark onemsiz

gorildigi grubu

olup birinci gruba girmislerdir.

17B-estradiol + estron, 17p-estradiol + progesteron, testosteron + estron ve testosteron +
progesteron kombinasyonlarida ikinci gruba girmis olup aralarindaki fark Onemli

degildir (Cizelge 4.26).

17B-Estradiol+testosteron kombinasyonu en diisiik %KSOE yiizdesi vermis olup diger
kombinasyonlarla arasindaki farklilik 6nemlidir ve {iglincli gruba girmistir (Cizelge

4.26),
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Cizelge 4.26. Kokli siirglin olusturan eksplant ylizdesi bakimindan hormon
kombinasyonlari (%KSOE) yiizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test
sonugclari

Hormonlar Ort =SS
17B-Estradiol+estron 40,05+28,53B
17p -Estradiol+progesteron 41,20 +28,07B
17B-Estradiol+testosteron 24,24 +25,62C
Kontrol 64,17 £ 16,21A
Progesteron+estron 61,53 +21,48A
Testosteron+estron 47,31 £25,04B
Testosteron+progesteron 41,57 +25,78B

*: Aymi siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.2.2.b. Hormon kombinasyonlarimin koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
(%KZSOE)

Koksiiz siirgiin olusturan eksplant yilizdesi bakimindan hormon kombinasyonlar

arasindaki farkliligin ¢ok 6nemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. Memeli cinsiyet hormonlar1 farkli kombinasyonlarmin koksiiz siirgiin
olusturan eksplant ylizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 5090,573 848,4288 11,33 0,0001**
Hormon kombinasyonlari 6 5090,573 848,4288 11,33 0,0001**
Hata 650 48660,87 74,86288

Diizeltilmis Toplam 656 53751,45

Koksiiz siirglin olusturan eksplant yiizdesi bakimindan hormon kombinasyonlarinin
ortalamasi incelendiginde ilk siray1r %11,95 ile 17B-estradiol + testosteron, almis olup
bunu sirasiyla %10,79 ile 17p-estradiol+estron, %9,63 ile 17p-Estradiol + progesteron,
%7,22 ile testosteron + progesteron, %5,51 ile progesteron + estron, %4,86 ile

testosteron + estron ve %1,25 ile kontrol grubu izlemistir (Sekil 4.51).
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Testosteron + Progesteron
Testosteron + Estron
Progesteron + Estron

Kontrol
17B-Estradiol + Testosteron
17 -Estradiol + Progesteron

17B-Estradiol + Estron

—722

I 4,86
I 551

. 1,25

KZSOE (%)

Sekil 4.51. Memeli cinsiyet
olusturan eksplant yiizdesi

hormonlar1, farkli kombinasyonlarinin koksiiz siirgiin

Cizelge 4.28dan goriildiigl tizere 17p-Estradiol+testosteron, 17p-estradiol+estron,17p-

estradiol+progesteron kombinasyonlari1 en yiksek %KZSOE oranlarini vermis

oluparalarindaki fark 6nemsiz olmus ve birinci gruba girmislerdir (Cizelge 4.28).

Progesteron+estron, testosteron+estron kombinasyonlarida ikinci gruba girmis olup

aralarindaki fark 6nemli degildir (Cizelge 4.28).

Kontrol grubu en diisiik %KZSOE oranlarini vermis olup diger kombinasyonlarla

arasindaki farklilik 6nemlidir ve {iglincii gruba girmistir (Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28. Koksiiz siirglin olusturan eksplant yiizdesi (%0KZSOE) bakimindan
hormon kombinasyonlarina ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar Ort + SS
17B-Estradiol+estron 10,79 £ 10,12A
17p -Estradiol+progesteron 9,63 + 10,22AB
17p-Estradiol+testosteron 11,95+ 11,61A
Kontrol 1,25+2,26D
Progesteron+estron 5,51+ 6,07C
Testosteron+estron 4,86 £ 5,04C
Testosteron+progesteron 7,22 +7,34BC

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.2.2.c. Hormon kombinasyonlarimin toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi

(% TSOEOQ) iizerine etkisi

Toplam siirgilin olusturan eksplant yiizdesi bakimimdan hormonlar arasindaki farkliligin

¢ok 6nemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29. Memeli cinsiyet hormonlar1 farkli kombinasyonlarinin toplam siirgiin
olusturan eksplant yiizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 53880,238 8980,0396 11,36 0,0001**
Hormon kombinasyonlar1 6 53880,238 8980,0396 11,36 0,0001**
Hata 649 512940,46 790,3551

Diizeltilmis Toplam 655 566820,69

**: ¢ok 6nemli (P<0,01)

U¢ aym ortalamasma bakildiginda, toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan ilk siray1 ortalama %67,04 ile progesteron+estron almis olup bunu sirasiyla
%65,42 ile Kontrol, %52,18 ile testosteron + estron, %51,39 ile 17p-estradiol +
progesteron, %50,89 ile 17p-estradiol+estron ve %36,19 ile 17p-estradiol + testosteron
izlemistir (Sekil 4.52).
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Testosteron + Progesteron
Testosteron + Estron
Progesteron + Estron 67,04

Kontrol 65,42

17B-Estradiol + Testosteron
17pB -Estradiol + Progesteron

17B-Estradiol + Estron

70 80

TSOEO(%)

Sekil 4.52. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarinin toplam siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi

Cizelge 4.30’de goriildiigi tizere progesteron+estron ve Kontrolden yiiksek %TSOEO

oranlarini vermis olup aralarindaki fark 6nemsiz bulunmus ve birinci gruba girmislerdir.

Testosteron+estron, 17p-estradiol+progesteron, 17p-estradiol+estron ve testosteron +
progesteron kombinasyonlarida ikinci gruba girmis olup aralarindaki fark Onemli

degildir (Cizelge 4.30).

17p-estradiol+testosteron en diisik %TSOEQO oranlarmi  vermis olup diger
kombinasyonlarla arasindaki farklilik 6nemlidir ve {igiincli gruba girmistir (Cizelge

4.30).
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Cizelge 4.30. Memeli cinsiyet hormonlar1 farkli kombinasyonlarmin toplam siirgiin
olusturan eksplant yiizdesine aitortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar Ort =SS
17B-Estradiol+estron 50,89 + 30,64 B
17p -Estradiol+progesteron 51,39 £30,24 B
17B-Estradiol+testosteron 36,19 +£32,05C
Kontrol 65,42 + 16,30 A
progesteron+estron 67,04 £21,86 A
Testosteron+estron 52,18 £25,93 B
Testosteron+progesteron 48,80 +27,81 B

*: Ayn siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.2.2.d. Hormon kombinasyonlarimin sadece kok olusturan eksplant yiizdesi

(%SKOE) iizerine etkisi

Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE) bakimindan hormon kombinasyonlart
arasindaki farklihigin ¢ok 6nemli (P<0,01)oldugu bulunmustur (Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31. Memeli cinsiyet hormonlar1 farkli kombinasyonlarimin sadece kok
olusturan eksplant yiizdesine (%SKOE) ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 5365,8818 894,3136 4,13  0,0004**
Hormon 6 5365,8818 894,31363 4,13  0,0004**
Hata 650  140843,33 216,682

Diizeltilmis Toplam 656 146209,21

**: ¢ok 6nemli (P<0,01)

Sekil 4.53°de goriildigii tizere %SKOE bakimindan ilk sirayr ortalama %18,75 ile
kontrol grubu alirken bunu sirasiyla %16,90 ile 17p-estradiol+progesteron, %14,4 ile
testosteron+estron, %14,35 ile progesteron+estron, %13,52 ile testosteron+progesteron,

%11,48 ilel7p-estradiol+estron ve %7,95 ile 17pB-estradiol+testosteron izlemistir.
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Testosteron + Progesteron

Testosteron + Estron

Progesteron + Estron

Kontrol

17B-Estradiol + Testosteron

17p -Estradiol + Progesteron

17B-Estradiol + Estron

— 13,52

T 14,40
A 14,35
A 18,75

[ 7,95

SKOE(%)

Sekil 4.53. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarininsadece kok olusturan

eksplant yiizdesi

Cizelge 4.32°de goriildiigii {izere

testosteron+estron,

progesteron+estron

sirasiyla  Kontrol, 17p-estradiol+progesteron,

ve testosteron+progesteronen  yiiksek

%SKOE’ni vermis olup aralarindaki fark dnemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.32. Memeli cinsiyet hormonlari farkli kombinasyonlarinin sadece kok
olusturan eksplant yiizdesine (%SKOE) ait Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar

Ort+SS

17B-Estradiol+estron

17 -Estradiol+progesteron
17p-Estradiol+testosteron
Kontrol
Progesteron+estron
Testosteron+estron
Testosteron+progesteron

11,48+13,35 BC
16,90+18,60 AB
7,95+13,15C
18,75+15,97 A
14,35+14,68 AB
14,40+13,20 AB
13,52+14,42 ABC

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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4.2.2.e. Hormon kombinasyonlarinin rejenerasyon etkinligi (RE) iizerine etkisi

Rejenerasyon etkinligine ait gozlemler sadece ii¢iincii ayda alinmis olup, rejenerasyon
etkinligi bakimindan hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin 6nemli (P<0,05)

oldugu (Cizelge 4.33) gozlenmistir.

Cizelge 4.33. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarmin rejenerasyon
etkinligine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 1,312115 0,2186858 2,68 0,0158*
Hormon 6 1,312115 0,2186858 2,68 0,0158*
Hata 211  17,212774 0,0815771

Diizeltilmis Toplam 217 18,524889

*: Onemli (P<0,05)

RE bakimindan ilk siray1 ortalama 1,06 ile 17p—estradiol + progesteron ve Kontrol
almis olup bunu sirasiyla 1,02 progesteron + estron, 0,98 ile 17p3-estradiol + estron, 0,97
ile testosteron + estron, 0,90 ile testosteron+progesteron ve 0,82 ile 17p-estradiol +
testosteron izlemistir (Sekil 4.54 ve Cizelge 4.34).

Testosteron + Progesteron

Testosteron + Estron

Progesteron + Estron 1,02
Kontrol 1,06
17B-Estradiol + Testosteron
17B -Estradiol + Progesteron 1,06
17B-Estradiol + Estron 0,98
O:O 0:2 0:4 0:6 0:8 1:0 1:2

RE

Sekil 4.54. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarmin rejenerasyon
etkinligi
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Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarinin rejenerasyon etkinligine ait

Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.34°de verilmistir.

Cizelge 4.34. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarinin rejenerasyon
etkinligine ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar Ort+SS
17B-Estradiol+estron 0,98 +0,21 AB
17 -Estradiol+progesteron 1,06 £ 0,24 A
17B-Estradiol+testosteron 0,82 +0,49 B
Kontrol 1,06 0,10 A
Progesteron+estron 1,02+0,14 A
Testosteron+estron 0,97 £0,23 AB
Testosteron+progesteron 0,90+ 0,28 AB

*: Aymi siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.2.2f. Hormon kombinasyonlarimin eksplant basmma Kkoksiiz siirgiin sayisi

(EBKZSS)’na etkileri

Eksplant basina koksiiz siirglin sayisina (EBKZSS)ait gozlemler sadece ii¢lincli ayda
alimmis olup hormon kombinasyonlari arasindaki farkliliginénemsiz (P>0,05) oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.35).

Cizelge 4.35. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarinin eksplant basina
koksiiz stirgiin sayisina ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 1,8791085 0,3131847 1,83  0,0955™
Hormon kombinasyonlar1 6 1,8791085 0,3131847 1,83  0,0955™
Hata 211  36,204607 0,1715858
Diizeltilmis Toplam 217 38,083716

ns: Onemsiz (P>0,05)

Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarinin eksplant bagina koksiiz siirgiin

sayisina ait ortalamalar Cizelge 4.36’da verilmistir.



105

Cizelge 4.36. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlariin eksplant basina
koksiiz silirgiin sayisina aitortalamalari.

Hormonlar Ort £ SS

17B-Estradiol+estron 0,55+0,28 A
17p -Estradiol+progesteron 0,80 £0,36 A
17p-Estradiol+testosteron 0,64 £0,47 A
Kontrol 0,78 £0,22 A
Progesteron+estron 0,77+ 0,50 A
Testosteron+estron 0,61+0,43 A
Testosteron+progesteron 0,60+ 0,42 A

*: Ayn siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

4.2.2.g Hormon kombinasyonlarimin eksplant basina siirgiin sayis1 (EBSS)’na

etkileri

Eksplant bagma siirglin sayis1 (EBSS)ait gozlemler sadece ligiincli ayda alinmis olup
hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok énemli (P<0,01)oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.37).

Cizelge 4.37. Hormon kombinasyonlariin eksplant basina siirgiin sayis1 (EBSS)’na ait
varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 6,8024114 1,1337352 3,7 0,0016**
Hormon kombinasyonlar1t 6 6,8024114 1,1337352 3,7 0,0016**
Hata 211 64,695903 0,3066157
Diizeltilmis Toplam 217 71,498314 217

**. Cok 6nemli (P<0,01)

Sekil 4.55’den goriildiigii iizere EBSS bakimindan ilk siray1 ortalama 1,63 ile Kontrol
almig bunu sirasiyla 1,61 ile 17p-estradiol + progesteron, 1,60 ile progesteron + estron,
1,30 ile testosteron + estron, 1,27 ile 17p-estradiol + estron ve 1,22 testosteron +

progesteron izlemistir.
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Testosteron + Progesteron — 1,22

Testosteron + Estron e 1,30
Progesteron + Estron . 1,60
Kontrol | 1,63
17B-Estradiol + Testosteron S 1,19

17B -Estradiol + Progesteron | 1,61

17B-Estradiol + Estron — 1,27

Sekil 4.55. Memeli cinsiyet hormonlari, farkli kombinasyonlarmin eksplant bagina
sirgiin sayist

Hormon kombinasyonlarinin eksplant basina siirgiin sayis1t (EBSS)’na ait ortalamalara

ait Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar1 Cizelge 4.38°de verilmistir.

Cizelge 4.38. Hormon kombinasyonlarinin eksplant bagina siirgiin sayisi (EBSS)’na ait
ortalamalara ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar Ort =SS
17pB-Estradiol+estron 1,27 £ 0,40 AB
17 -Estradiol+progesteron 1,61 £0,51 A
17B-Estradiol+testosteron 1,19+0,77 B
Kontrol 1,63+0,26 A
Progesteron+estron 1,60£0,53 A
Testosteron+estron 1,30+ 0,47 AB
Testosteron+progesteron 1,22+ 0,59 B

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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4.2.2.h. Hormon kombinasyonlarmmin eksplant basma koklii siirgiin sayisi

(EBKSS)’na etkileri

Eksplant basmna koklii siirgiin sayisina (EBKSS) ait gozlemler sadece {iglincii ayda
alinmis olup hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok onemli (P<0,01)

oldugu bulunmustur (Cizelge 4.39).

Cizelge 4.39. Hormon kombinasyonlarmin eksplant bagma kokli siirgiin sayisina ait
varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 6 2,2389182 0,373153 462  0,0002”
Hormon 6  2,2389182 0,373153 462  0,0002**
Hata 211  17,036093  0,0807398

Diizeltilmis Toplam 217  19,275011

**. Cok 6nemli (P<0,01)

Sekil 4.56’den goriildiigii iizere EBKSS bakimindan ilk siray1 0,85 ile Kontrol almis
olup bunu sirasiyla 0,84 ile progesteron+estron, 0,81ile 17p -Estradiol+progesteron,
0,72 ile  17p-Estradiol+estron, 0,69 ile testosteron+estron, 0,62 ile

testosteron+progesteron, 0,55ile 17B-Estradiol+testosteron izlemistir.

Testosteron + Progesteron d 0,62
Testosteron + Estron 4 0,69
Progesteron + Estron d 0,84

[92]
% Kontrol a
X ontro 0,85
w

17B-Estradiol + Testosteron d 0,55

17 -Estradiol + Progesteron 4 0,81

17B-Estradiol + Estron d 0,72
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Sekil 4.56. Eksplant bagina koklii siirgiin sayist
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Hormon kombinasyonlarinin eksplant basina koklii siirgiin sayisina (EBKSS) ait

Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.40°da verilmistir.

Cizelge 4.40. Hormon kombinasyonlarinin eksplant basma kokli silirgiin sayisina
(EBKSS) ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar Ort+SS
17B-Estradiol+estron 0,72 +0,27 ABC
17 -Estradiol+progesteron 0,81 +0,26 AB
17B-Estradiol+testosteron 0,55+0,40C
Kontrol 0,85+0,08 A
Progesteron+estron 0,84 +0,19 A
Testosteron+estron 0,69 + 0,25 ABC
Testosteron+progesteron 0,62 +0,29 BC

*: Aymi siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Memeli cinsiyet hormonlari farkli kombinasyonlarinin dozlar1 dikkate alinmaksizin kdk
meristemlerinin  hormon kombinasyonlarina tepkileri incelendiginde rejenerasyon
kapasitesi iizerine 6nemli etkisi olan KSOE, EBSS, EBKSS VE TSOEO bakimindan
genel olarak en 1yi karisimin progesteron+estron (PE) karisimi oldugu ve kontrolii
gectigi bulunmustur. Daha sonra bu ikili hormon kombinasyonu i¢in hangi dozlarin

rejenerasyona ne tiir bir etki yaptig1 belirlenmistir.

Gazalboynuzu kok eksplantlarinin in vitro rejenerasyonu iizerine memeli cinsiyet
hormonlar1 farkli kombinasyonlarinin etkisi Sekil 4.57, Sekil 4.58, Sekil 4.59, Sekil
4.60, Sekil 4.61, Sekil 4.62, Sekil 4.63, Sekil 4.64, Sekil 4.65’te goriilmektedir.
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Sekil 4.57. 17p-Estradiol+testosteron(B+T) iceren kiiltir ortamimna alinan kok

eksplantlarinin 30. ve 90. giinlerdeki goriiniimii.

*: A) 4B+4T kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriintimii. B) 4B+4T kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii C) 4B+4T kombinasyonunu igeren ortamdakikok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 4B+5T kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériniimii
E) 4B+5T kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii F) 4B+5T
kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarin  90. giindeki gorinimii. G) 4B+6T
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii H) 4B+6T kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarmin  60. giindeki gortiniimii 1) 4B+6T kombinasyonunu iceren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki gortiniimii
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Sekil 4.58. 17p-Estradiol+testosteron (B+T) igeren Kkiiltiir ortamma alinan kok
eksplantlarinin 30., 60. ve 90. giinlerdeki goriiniimii.

*: A) 5B+4T kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériniimii. B) 5SB+4Tkombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii C) 5B+4T kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 5B+5T kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériniimii
E) 5B+5T kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriinimii F) 5B+5T
kombinasyonunu igceren ortamdaki kok eksplantlarimin  90. giindeki goriniimi. G) SB+6T
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii H) 5B+6T kombinasyonunu igeren ortamdaki

kok eksplantlariin  60. giindeki goriiniimii I) 5B+6T kombinasyonunu iceren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriinimi
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Sekil 4.59. 17B-Estradiol+testosteron (B+T) igeren Kkiiltiir ortamma alinan kok

eksplantlarinin 30., 60. ve 90. giinlerdeki goriiniimii.

*: A) 6B+4T kombinasyonunu igeren ortamda 30. glindeki goriiniimii. B) 6B+4T kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii C) 6B+4T kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 6B+5T kombinasyonunu i¢eren ortamda 30. giindeki goriiniimii
E) 6B+5T kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriinimi F) 6B+5T
kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarimin  90. giindeki goriinimii. G) 6B+6T
kombinasyonunu iceren ortamda 30. giindeki goriniimii H) 6B+6T kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarimin  60. giindeki goriiniimii I) 6B+6T kombinasyonunu iceren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriinimi
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Sekil 4.60. [17p-estradiol+estron (B+E) igeren kiiltir ortamina alinan kok
eksplantlarinin 30., 60. ve 90. giinlerdeki goriiniimii

*: A) 4B+4E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii. B) 4B+4E kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriinimiiC) 4B+4E kombinasyonunu iceren ortamdakikok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 4B+5E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii
E)4B+5E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarimin 60. giindeki goriniimi F) 4B+5E
kombinasyonunu iceren ortamdaki kok eksplantlarimin  90. giindeki goriniimii. G) 4B+6E
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goériiniimii H) 4B+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarimin  60. gindeki goriinimii 1) 4B+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriintiimii
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Sekil 4.61. [17p-estradiol+estron (B+E) igeren kiiltir ortammna alinan kok

eksplantlarinin 30., 60. ve 90. giinlerdeki goriiniimii.

*: A) 5B+4E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériniimii. B) 5B+4E kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii C) 5B+4E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki gériintimii D) 5B+5E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii
E) 5B+5E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii F) 5B+5E
kombinasyonunu igceren ortamdaki kok eksplantlariin  90. gindeki gorinimii. G) 5B+6E
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii H) 5B+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarmin  60. giindeki goriiniimii I) 5B+6E kombinasyonunu iceren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriinimi
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Sekil 4.62. 17p-estradiol+estron (B+E) igeren kiiltir ortammna alinan kok

eksplantlarinin 30., 60. ve 90. giinlerdeki goriiniimii.

*: A) 6B+4E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériniimii. B) 6B+4Ekombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki gériintimii C) 6B+4E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 6B+5E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériniimii
E) 6B+5E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii F) 6B+5E
kombinasyonunu iceren ortamdaki kok eksplantlariin  90. gindeki gorinimii. G) 6B+6E
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii H) 6B+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarmin  60. giindeki goriiniimii I) 6B+6E kombinasyonunu iceren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii
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Sekil 4.63. 17p-estradiol+progesteron (B+P) igeren kiiltiir ortamina alinan kok

eksplantlarinin 30., 60. ve 90. glinlerdeki goriintimii.

*: A) 4B+4P kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii. B) 4B+4Pkombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriinimii C) 4B+4P kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 4B+5P kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii
E) 4B+5P kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriinimii F) 4B+5P
kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarnin  90. giindeki gorinimi. G) 4B+6P
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériiniimii H) 4B+6P kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarinin  60. giindeki goriiniimii 1) 4B+6P kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki gortiniimii
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Sekil 4.64. 17p-estradiol+progesteron (B+P) igeren kiiltiir ortamina alinan kok

eksplantlarinin 30., 60. ve 90. giinlerdeki gériiniimii.

*: A) 5B+4P kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii. B) 5B+4P kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 30. giindeki gériiniimii C) SB+4P kombinasyonunu i¢eren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 5SB+5P kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii
E) 5B+5P kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii F) 5B+5P
kombinasyonunu iceren ortamdaki kok eksplantlarinin  90. giindeki goriniimi. G) S5B+6P
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériiniimii H) 5B+6P kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarinin  60. giindeki goriiniimii 1) 5B+6P kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriinimi
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Sekil 4.65. 17p-estradiol+progesteron (B+P) igeren kiiltiir ortamina alinan kok

eksplantlarinin 30., 60. ve 90. giinlerdeki goriiniimii.

*: A) 6B+4P kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii. B) 6B+4P kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii C) 6B+4P kombinasyonunu igeren ortamdaki kdk
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii D) 6B+5P kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii
E) 6B+5P kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 60. giindeki goriiniimii F) 6B+5P
kombinasyonunu iceren ortamdaki kok eksplantlarinin  90. giindeki goriniimi. G) 6B+6P
kombinasyonunu iceren ortamda 30. glindeki goriinimii H) 6B+6P kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarinin  60. giindeki goriiniimii 1) 6B+6P kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriiniimii
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4.2.3. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin kok eksplantlar iizerine
etkisi

Kombinasyon i¢in en idealin progesteron ve estron hormonlar1 oldugu anlagilmistir.

Bundan sonraki kisim bu iki hormonunun dozlar1 dikkate alinarak yapilmustir.

4.2.3.a. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin koéklii siirgiin olusturan

eksplant yiizdesi

Kokli  siirgiin -~ olusturan  eksplant  yiizdesi (%KSOE) bakimindan hormon
kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok o6nemli (P<0,01) oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.41). Ug ayin ortalamasina bakildiginda koklii siirgiin olusturan eksplant
yiizdesi agisindan ilk siray1 ortalama %71,67 ile 4P5E almis olup bunu sirasiyla %69,17
ile 4P6E ve 6P4E, %64,17 ile kontrol, %63,33 ile 5P4E, %60,42 ile 6P6E, %57,92 ile
4AP4E, %55,42 ile 5P5E, %53,33 ile 5P6E ve 6P5E izlemistir (Cizelge 4.42 ve Sekil
4.66).

Cizelge 4.41. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarmin koklii siirglin olusturan
eksplant ylizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 29 37758,542 1302,0187 8,04  0,0001**
Hormon 9 4979,375 553,26389 3,41  0,0012**
Siire 2 29842917 14921,458 92,1 0,0001**
Hormon*Siire 18 2936,25 163,125 1,01 0,4601™
Hata 90 14581,25 162,01389

Diizeltilmis Toplam 119 52339,792

#*; Cok onemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
ns: Onemsiz (P>0,05)
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Cizelge 4.42. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin kokli stirgiin olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar
Doz 1. Ay 2. Ay 3. Ay Ort 58
4P4E 23,75+ 13,77Bb 72,50 +9,57ABa 77,50 + 11,90ABCa 57,92+ 27,51 CD
4APSE 45,00+ 29,72Ab 83,75+ 13,15Aa 86,25 + 8,54Aa 71,67 + 26,40 A
AP6E 48,75+ 9,46Ab 75,00+ 10,80ABa 83,75+ 10,31ABa 69,17 + 18,07 AB
5P4AE 33,75+ 12,50ABb 7500+ 11,55ABa 81,25+ 11,81ABa 63,33 + 24,53 ABCD
5P5E 41,25 + 7,50ABb 62,50 + 8,66Ba 62,50 + 8,66Ca 55,42+ 12,87 CD
5P6E 28,75+ 17,50ABb 63,75 +20,97Ba 67,50 + 18,48BCa 53,33 £25,08 D
6P4E 45,00 +4,08Ab 82,50 + 8,66Aa 80,00 + 10,80ABa 69,17 + 19,40 AB
6P5E 36,25+ 11,81ABb 61,25+ 15,48Ba 62,50 + 15,55Ca 53,33+ 18,13 D
6P6E 48,75 + 4,79Ab 61,25 + 8,54Bab 71,25+ 12,50ABCa 60,42+ 12,70 BCD
Kontrol 45,00 + 12,91Ab 70,00 + 4,08ABa 77,50 + 2,89ABCa 64,17+ 16,21 ABC

Ort+SS 39,63+15,00b

70,75+ 13,28 a

75,00+ 13,25 a

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve aym satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.66. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarininortalama kokli siirgiin

olusturan eksplant yiizdesi
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KSOE (%) bakimindan kiiltiire alinma siireleri arasindaki farkliligin ¢ok Onemli
(P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.41). En yiiksek ortalama %75 ile 3. ay olurken
bunu %70,75 ile 2. ay, %39,63 ile 1. ay takip etmistir. KSOE (%) bakimindan 2. ve 3 ay
arasindaki fark onemli olmayip ayni grup igerisinde yer almislardir. Ancak 1. ayla

aralarindaki fark 6nemlidir (Cizelge 4.42 ve Sekil 4.67).
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Sekil 4.67. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlariniortalama koklii siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi bakimindan aylar

Sekil 4.67°de goriildiigii gibi kiiltiire alinma stiresi ilerledikce %KSOE yiizdesi
artmistir. Bunun nedeni ilk ay kokli siirgiin olusturmayan eksplantlarin ilerleyen
aylarda kok olusturmalarindan ve zamanla rejenere eksplant sayisinin artmasindan ve

bunlarinda kok olusturmasindan kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.42°te koyu renkle belirtilen ve Sekil 4.68 iizerinde de goriilen 4P5E, 4P6E,
5P4E ve 6P4E ikili kombinasyonlarit %KSOE bakimindan her 3 ay da da ileri ¢ikmustir.
Ancak 5P4E ikili kombinasyonu diger 6ne ¢ikan ikili kombinasyonlara gore ilk ay daha
diisik KSOE%’ni verdigi i¢in Sekil 4.66’da goriilen 3 aylik ortalama sonuglarda
kontrolden daha diisiik goziikmektedir. ik ay KSOE%’ni 5P4E bu kombinasyon

diisiiriirken diger aylarda kiiltiir ortaminda hormon kullanilmadigi ig¢in hormon
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kombinasyonunun konsantrasyonu giderek azalmis ve gelisim 2. ve 3. aylarda sitlimiile

edilmistir.
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Sekil 4.68. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin aylara gore kokli siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi
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4.2.3.b. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarmin koksiiz siirgiin olusturan

eksplant yiizdesi

Koksiliz  siirglin - olusturan eksplant yilizdesi (%KZSOE) bakimindan hormon

kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok oOnemli (P<0,01) oldugu bulunmustur

(Cizelge 4.43).

Cizelge 4.43. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin koksiiz siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine ait varyans analiz sonuglar1

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 29 2199,1667 75,833333 3,41  0,0001**
Hormon 9 1524,1667 169,35185 7,62  0,0001**
Siire 2 201,66667 100,83333 454  0,0133*
Hormon*Siire 18 473,33333 26,296296 1,18 0,2918™
Hata 90 2000 22,222222

Diizeltilmis Toplam 119 4199,1667

**: Cok onemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
ns: Onemsiz (P>0,05)

Uc¢ aymn ortalamasma bakildiginda koksiiz siirgiin - olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan ilk siray1 ortalama %12,50 ile 6P5E almis olup bunu sirasiyla %9,17 ile
6P6E, %6,67 ile 6PAE, %6,25 ile S5PAE, %4,58 ile 4P4E, %4,17 ile 5P5E ve 5P6E,
%2,08 ile 4P6E, %1,25 ile kontrol, %0,00 ile 4P5E izlemistir (Cizelge 4.44, Sekil 4.69).
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Cizelge 4.44. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin koksiiz siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar
Doz 1.Ay 2.Ay 3.Ay Ort + SS
4P4E 1,25+ 2,50 6,25+ 2,50 6,25 + 6,29 4,58 +4,50 CD
4P5E 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00 E
4P6E 1,25+ 2,50 2,50+ 2,89 2,50+ 2,89 2,08 +2,57 DE
5PAE 10,00 + 4,08 6,25+ 2,50 2,50 +2,89 6,25+ 4,33 BC
5P5E 0,00+ 0,00 6,25+ 4,79 6,25+ 4,79 4,17 £ 4,69 CD
5P6E 1,25+ 2,50 7,50 + 6,45 3,75+4,79 4,17+5,15CD
6P4E 5,00 + 4,08 6,25 + 6,29 8,75+ 8,54 6,67 + 6,15 BC
6P5E 7,50 + 5,00 13,75+ 4,79 16,25 + 4,79 1250+5,84 A
6P6E 5,00 + 4,08 11,25+ 11,09 11,25+ 9,46 9,17 + 8,48 AB
Kontrol 1,25+ 2,50 0,00+ 0,00 2,50+ 2,89 1,25+ 2,26 DE
Ort+SS  3,25+4,32b 6,00 + 6,22a 6,00 + 6,72a

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve aym satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.69. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin ortalama kdosiiz siirgiin

olusturan eksplant yiizdesi

%KZSOE bakimindan alinma siireleri arasindaki farkliligin 6nemli (P<0,05) oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.43). En yiiksek ortalama %6 ile 2. ve 3. ay olup bunlar1 %3,25

ile 1. ay izlemistir. %KZSOE bakimindan 2. ve 3 ay arasinda fark olmayip ayni gruba
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girmislerdir. Ancak 1. ayla aralarindaki fark onemlidir (Cizelge 4.44, Sekil 4.70 ve
Sekil 4.71.).
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Sekil 4.70. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarmin ortalama koksiiz siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi bakimindan aylar
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Sekil 4.71. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlariin aylara gore koksiiz siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi
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4.2.3.c. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin siirgiin olusturan eksplant

yiizdesi

Cizelge 4.45’da goriildiigi tizere toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (% TSOEO)
bakimindan hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok énemli (P<0,01) oldugu

bulunmustur.

Cizelge 4.45. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin toplam siirglin olusturan
eksplant yiizdesine ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 29 40871,875 1409,375 9,59 0,0001**
Hormon 9 3605,2083 400,5787 2,12 0,0074**
Siire 2 34921,25 17460,625 118,77  0,0001**
Hormon*Siire 18 2345,4167 130,30093 0,89 0,5958™
Hata 90 13231,25 147,01389

Diizeltilmis Toplam 119 54103,125

**. Cok 6nemli (P<0,01)
ns: Onemsiz (P>0,05)

Uc¢ aymn ortalamasina bakildiginda toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi
bakimindan ilk siray1 ortalama %75,83 ile 6P4E almis olup bunu sirasiyla %71,67 ile
4P5E, %71,25 ile 4P6E, %69,58 ile 5PAE ve 6P6E, %65,83 ile 6P5E, %65,42 ile
kontrol,%62,50 ile 4P4E, %59,58 ile 5P5E, %57,50 ile 5P6E izlemistir (Cizelge 4.46 ve
Sekil 4.72).
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Cizelge 4.46. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin toplam siirgiin olusturan
eksplant yiizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar
Ort =SS

Doz 1. Ay 2. Ay 3. Ay

4PAE 25,00 + 14,72 78,75+ 7,50 83,75+ 7,50 62,50 29,35 BC
4P5E 45,00 + 29,72 83,75+ 13,15 86,25 + 8,54 71,67 £26,40 AB
4P6E 50,00 + 10,80 71,50 £9,57 86,25 + 8,54 71,25+18,36 AB
SPAE  43,75+1548 81,25+ 13,15 83,75+ 11,09 69,58 £22,61AB
5PSE 41,25+ 7,50 68,75 + 7,50 68,75 + 7,50 59,58 + 15,14 C
5P6E 30,00 + 18,26 71,25+ 16,52 71,25 + 16,52 57,50 + 25,54 C
6P4E  50.00 +5.77 88.75+4.79 88.75+4.79 75,83 £19,64 A
6PSE  43.75+16.52 75.00 £ 17.32 78.75 £ 13.15 65,83 21,72 BC
6P6E  53.75+6.29 72.50 £2.89 82.50 + 6.45 69,58 £ 13,39 AB
Kontrol 46.25 £ 12.50 70.00 £ 4.08 80.00 £ 0.00 65,42 £ 16,30 BC

Ort+SS 42,88+ 15,97 b

76,75+ 11,35a

81,00 +10,39a

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve aym satirda kiigiik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.72. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin ortalama toplam siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi

%TSOEO bakimindan kiiltiire alinma siireleri arasindaki farkliligin ¢ok Onemli

(P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.45). En yiiksek ortalama %81 ile 3. ay olurken
bunu %76,75 ile 2. ay, %42,88 ile 1. ay izlemistir. % TSOEO bakimindan 2. ve 3. ay

arasindaki fark dnemli olmayip ayni gruba girmislerdir. Ancak 1. ayla aralarindaki fark

onemlidir (Cizelge 4.46 ve Sekil 4.74).
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Sekil 4.73. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin ortalama siirgiin olugturan
eksplant yiizdesine siirenin etkisi
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Sekil 4.74. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin aylara gore siirgiin olusturan
toplam eksplant ytizdesi
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4.2.3.d. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin sadece kok olusturan

eksplant yiizdesine etkisi

Cizelge 4.47°de gorildigi tizere sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE)
bakimindan progesteron ve estron ikili kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok

onemli (P<0,01) oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.47. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin sadece kok olusturan
eksplant yiizdesine ait varyans analiz sonuglar1

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 29 21126,042 728,4842 13,26 0,0001**
Hormon 9 2705,2083 300,5787 5,47 0,0001**
Siire 2 16157,917 8078,9583 147,08  0,0001**
Hormon*Siire 18 2262,9167 125,71759 2,29 0,0056**
Hata 90 4943,75 54,93056
Diizeltilmis Toplam 119 26069,792

**. Cok 6nemli (P<0,01)

Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin sadece kok olusturan eksplant yiizdesine

ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar1 Cizelge 4.48°de verilmistir.

Cizelge 4.48. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarmin sadece kok olusturan
eksplant ylizdesine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Hormonlar
Doz 1. Ay 2.Ay 3.Ay Ort + SS
4P4E 50.00 + 13.54Aa 6.25 +£4.79BCDb 1.25 £ 2.50Cb 19.17 £ 24.11A
4P5E 28.75+£9.46BCDa  2.50 £ 5.00Db 0.00 £ 0.00Cb 10.42 £ 14.69 C

4P6E 36.25+4.79ABCa  13.75+ 2.50ABb 5.00+4.08 BCc 18.33+14.20 AB
SP4E 37.50+ 13.23ABa 1125+ 11.09ABCb 8.75+7.50Bb  19.17+16.76 A

SP5E 31.25+£13.15BCDa  16.25 +4.79Ab 16.25+£4.79 Ab 21.25+10.69 A
SP6E 23.75+8.54BCDa  5.00 = 0.00CDb 5.00+0.00 BCb 11.25+10.25C
6P4E 26.25+10.31BCDa 1.25+2.50Db 1.25+2.50Cb 9.58+13.56 C
6P5E 20.00 + 8.16Da 1.25+2.50 Db 1.25+2.50Cb 7.50+10.34C

6P6E 21.25+4.79CDa 11.25+6.29ABCb  5.00+7.07BCb  12.50 + 8.92 BC
Kontrol  36.25+ 14.36ABCa 11.25+8.54ABCb  8.75+6.29Bb  18.75+15.97 A
Ort=SS 31.13+12.78a 8.00 £ 7.23b 5.25+6.20b

*: Aym siitunda bilyiik harfle gosterilen ortalamalar ve ayni satirda kiiglik harfle gosterilen ortalamalar
arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).
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Hormon kombinasyonlarinin ii¢ aylik ortalamasina bakildiginda %SKOE bakimindan
ilk siray1 ortalama %21,25 ile 5P5E almis olup bunu sirastyla %19,17 ile 5SP4E ve 4PAE,
%18,75 ile kontrol, %18,33 ile 4P6E, %12,50 ile 6P6E, %11,25 ile 5P6E, %10,42 ile
4P5E, %9,58 ile 6P4E ve %7,50 ile 6P5E izlemistir (Cizelge 4.48 ve Sekil 4.75).

%SKOE bakimindan ii¢ aylik ortalama dikkate alindiginda SP5E, 5P4E, 4P4E, kontrol
ve 4P6E kombinasyonlar1 arasindaki fark dnemli olmamais ilk gruba girmistirler. 6P6E,
SP6E, 6P4E, 6P5E ve 4PS5E kombinasyonlari arasindaki fark da onemli degildir
(Cizelge 4.48).
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Sekil 4.75. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarininsadece kok olusturan eksplant
yiizdesi

%SKOE bakimindan kiiltiire alinma siireleri arasindaki farkliligin ¢ok 6nemli (P<0,01)
oldugu bulunmustur (Cizelge 4.48). En yiiksek ortalama %31,13 ile 1. ay olurken bunu
%8 ile 2. ay ve %5,25 ile 3.ay izlemistir. %SKOE bakimindan 2. ve 3 ay arasindaki fark
onemli olmayip ayni gruba girmislerdir. Ancak 1. ayla aralarindaki fark Onemlidir

(Cizelge 4.48 ve Sekil 4.76).
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Genel olarak %SKOE ile TSOE %’nin birbiriyle ters orantili olarak degistigi Sekil 4.76
ve Sekil 4.73, Sekil 4.74 ile Sekil 4.77°den goriilmektedir.
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Sekil 4.76. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin ortalama sadece kok
olusturan eksplant yiizdesi bakimindan aylarin etkisi

Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin %SKOE’ne aylarin etkisi Sekil 4.77°de

verilmistir.
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Sekil 4.77. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin sadece kok olusturan
eksplant yiizdesine aylarin etkisi
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1. ayda %SKOE bakimindan ilk siray1 %50 ile 4P4E kombinasyonu almis olup bunu
sirasiyla %37,5 ile SP4E, %36,25 ile 4P6E ve kontrol grubu izlemistir. Bu hormon
kombinasyonlar1 arasindaki fark énemli olmamis hepsi ayni gruba girmislerdir. SKOE
(%) bakimindan en son siray1 %20 ile 6P5E almis olup bunu sirasiyla %21,25 ile 6P6E,
%23,75 ile 5P6E, %26,25 ile 6P4E, %28,75 ile 4P5E, %31,25 ile 5P5E izlemistir (Sekil
4,77 ve Cizelge 4.48).

2. ayda %SKOE bakimindan ilk siray1%16.25 ile SPSE almis olup bunu sirasiyla
%13.75 ile 4P6E, %11.25 ile 5P4E, 6P6E ve kontrol, %6,25 ile 4P4E, %5 ile
5P6E,%2,5 ile 4P5E, %1,25 ile 6P4E ve 6P5E izlemistir (Sekil 4.77 ve Cizelge 4.48).

3. ayda %SKOE bakimindan ilk sirayr %16,25 ile 5P5E almis olup bunu sirasiyla
%8,75 ile kontrol, 5P4E, %5 ile 4P6E,5P6E,6P6E, %1,25 ile 6P4E, 6P5E, %0 ile 4P5E
izlemistir (Sekil 4.77 ve Cizelge 4.48).

Cizelge 4.47’de goriildigii tzere progesteron ve estron ikili  hormon
kombinasyonlarinin sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE) bakimindan
hormonxay interaksiyonunun ¢ok énemli (P<0,01) oldugu bulunmustur. Progesteron ve
estron ikili kombinasyonlarininaylara gére %SKOE etkisi Cizelge 4.48’da ve Sekil
4.78’de verilmistir.
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Sekil 4.78. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinda sadece kok olusturan
eksplant yiizdesi aylara gore degisimi

Sekil 4.68, Sekil 4.74 ve Sekil 4.77°den goriildiigi tizere 4P4E kombinasyonu 1. ay en
yiiksek %SKOE’ni verirken en diisitk KSOE’ni ve TSOE vermistir. Zaman ilerledikce
4P4E kombinasyonunun TSOEve KSOE’i genel olarak artarken SKOE’i giderek
azalmistir. Ayn1 durum diger kombinasyonlar i¢cinde gézlemlenmistir. Ancak SKOE’1
bakimindan 5P5E kombinasyonunda 1. aydan diisiis gostermesine ragmen 2. ve 3.
aylarda SKOE’i sabit kalmistir. Yine 5P5E kombinasyonunda KSOE’1 bakimindan 1
aydan itibaren zaman ilerledikge artis gostermis ancak 2. ve 3. aylarda bu deger sabit
kalmistir. Sekil 4.78’den de goriildiigii gibi SKOE’i bakimindan en hizli diistis 4P4E
kombinasyonununda goézlemlenmistir. 4P4E kombinasyonundaki SKOE’i bakimindan
bu hizli degisikliklerin nedeni 2. ve 3. aylarda hormon kullanilmamasi nedeniyle bu
ayalarda asirt dozun saglamis oldugu siirgiinlenmeyi inhibe edici dozun azalmasi ile
siirglin olusumunu tesvik eden hormon konsantrasyonuna daha ¢abuk ulagmasi ve bu
sitimiile edici etkinin diger kombinasyonlara gore daha uzun siirmesinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.2.3.e. Rejenerasyon etkinligi

Rejenerasyon etkinligine ait gozlemler sadece ligiincii ayda alinmis olup rejenerasyon
etkinligi (RE) bakimindan progesteron ve estron ikili kombinasyonlar1 arasindaki

farkliligin ¢ok 6nemli (P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.49).

Cizelge 4.49. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin rejenerasyon
etkinligine ait varyans analiz sonuclari.

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 9 0,4310725 0,0478969 4,64 0,0007**
Hormon 9 0,4310725 0,0478969 4,64 0,0007**
Hata 30 0,309625 0,0103208
Diizeltilmis Toplam 39 0,7406975

**: Cok onemli (P<0,01)

Cizelge 4.50. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin rejenerasyon etkinligine
ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Hormonlar

Doz Ort+SS
4P4E 0.95+0.11 CD
4P5E 1.04 +£0.08 BC
4P6E 1.16+0.16 AB
5P4E 1.09 £ 0.04 ABC
5P5E 0.99+0.14 C
5P6E 1.00+£0.05 C
6P4E 1.21£0.12 A
6P5E 0.83+0.11 D
6P6E 0.95+0.06 CD
Kontrol 1.06 £ 0.10 BC

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin ortalamalarina bakildiginda ilk
siray1 ortalama 1,21 ile 6P4E alirken bunu sirasiyla 1,16 ile 4P6E, 1,09 ile 5P4E, 1,06



134

ile kontrol, 1,04 ile 4P5E, 1,0 ile 5P6E, 0,99 ile 5P5E, 0,95 ile 6P6E, 0,95 ile 4P4E,
0,83 ile 6P5E izlemistir (Cizelge 4.50 ve Sekil 4.79).

14
112 11U

1,16

1,04
10 0,95 0,99—1,00 0,95
' 0,83
0,8 - M
0,6
0,4
0,2
0,0 -

STP R R -SR-S P R RN
S QRN S S R S I QR &

1,21

no
v

1,06

RE

Hormon kombinasyonlari

Sekil 4.79. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin rejenerasyon etkinligi

4.2.3.f. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin eksplant basina
koksiiz siirgiin sayis1 (EBKZSS)’na etkileri

Eksplant basina kokstiiz siirgiin sayisina (EBKZSS) ait gozlemler sadece tigiincii ayda
alinmis olup hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok onemli (P<0,01)

oldugu bulunmustur (Cizelge 4.51).

Cizelge 4.51. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin eksplant basina
koksiiz siirgiin sayisina ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 9 5,00525 0,5561389 4,28  0,0012**
Hormon 9 5,00525 0,5561389 4,28  0,0012**
Hata 30 3,9025 0,1300833

Diizeltilmis Toplam 39 8,90775

**: Cok 6nemli (P<0,01)
*: Onemli (P<0,05)
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Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlariin eksplant basina koksiiz siirgiin

sayisina aitDuncan ¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.52’te verilmistir.

Cizelge 4.52. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin eksplant basina
koksiiz siirgiin sayisina ait Duncan goklu karsilagtirma test sonuglari

EBKZSS
Doz Ort £+ SS
4PAE 0.53+0.06 C
4P5E 0.64+0.36C
4P6E 0.65+0.13 BC
5P4E 0.45+0.25C
5P5E 0.46+0.23C
5P6E 0.51+0.34C
6P4E 0.88 +0.49 BC
6P5E 1.63+0.34 A
6P6E 1.16 £ 0.72CAB
Kontrol 0.78 £0.22 BC

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin ortalamalarina bakildiginda ilk
siray1 ortalama 1,63 ile 6P5E, 1,16 ile 6P6E, 0,88 ile 6P4E, 0,78 ile kontrol, 0,65 ile
4P6E, 0,64 ile 4P5E, 0,53 ile 4P4E, 0,51 ile 5P6E, 0,46ile 5P5E, 0,45 ile 5P4E
izlemistir (Cizelge 4.52, Sekil 4.80).

18 1,63

EBKZSS

Hormon kombinasyonlari

Sekil 4.80. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin eksplant bagina koksiiz
sirglin sayist
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4.2.3.9. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarimin eksplant basina
siirgiin sayisi (EBSS)’na etkileri

Eksplant bagina siirgiin sayisina (EBSS) ait gézlemler sadece ligiincii ayda alinmig olup
hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin 6énemli (P<0,05) oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.53).

Cizelge 4.53. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarin eksplant basina
slirglin sayisina ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 9 4,7978125 0,5330903 3,04 0,0106*
Hormon 9 4,7978125 0,5330903 3,04 0,0106*
Hata 30 5,268125 0,1756042

Diizeltilmis Toplam 39 10,065938

*: Onemli (P<0,05)

Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin eksplant bagina siirgiin sayisina

ait Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar1 Cizelge 4.54’de verilmistir.

Cizelge 4.54. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin eksplant bagina
siirglin sayisina ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

EBSS

Doz Ort =SS
4P4E 1.33+0.13C
4P5E 1.54 +0.44 BC
4P6E 1.65+0.18 BC
5P4E 1.36 £ 0.32 BC
5P5E 1.15+£0.29 C
5P6E 1.23+£0.45C
6P4E 1.95+0.57 AB
6P5E 2.294+0.49 A
6P6E 1.95+0.70 AB
Kontrol 1.63 £0.26 BC

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin EBSS’na bakildiginda ilk siray1
ortalama 2,29 adet ile 6P5E, 1,95 adet ile 6P4E ve 6P6E, 1,65 adet ile 4P6E, 1,63 adet
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ile kontrol, 1,54 adet ile 4P5E, 1,36 adet ile 5P4E, 1,33 adet ile 4P4E, 1,23 adet ile
5P6E, 1,15 adet ile 5P5E izlemistir (Sekil 4.81).

Kontrol . i . ’ i . . i 4 1,63
A unnnnnnnnnnnnnnnnnnduiBfl
g L] L] L] T
% 6P4E = EEESERE a 11,95
=
;g 5P6E = BB a3 1,22
S 5PSE = = = 1,15
£ 5P4E — BB 1,36
§ APGE = —_ .|.‘1,65
T 4psE BE = = 1,54
4P4E —_— s 1,33
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
EBSS

Sekil 4.81. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin eksplant basina siirgiin sayisi

4.2.3.h. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarimin eksplant basina
koklii siirgiin sayis1 (EBKSS)’na etkileri

Eksplant basina kokli siirgiin sayisina (EBKSS) ait gbzlemler sadece iiglincii ayda
alinmis olup hormon kombinasyonlar1 arasindaki farkliligin ¢ok 6nemli (P<0,01)

oldugu bulunmustur (Cizelge 4.55).

Cizelge 4.55. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin eksplant bagina
koklii siirgiin sayisina ait varyans analiz sonuglari

Kaynak SD KT KO F P>F
Model 9 0,6605625 0,0733958 3,33 0,0062**
Hormon 9 0,6605625 0,0733958 3,33 0,0062**
Hata 30 0,661875 0,0220625

Diizeltilmis Toplam 39 1,3224375

**: Cok onemli (P<0,01)
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Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarmineksplant basina kokli siirgiin

sayisina ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.56°da verilmistir.

Cizelge 4.56. Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlarinin eksplant basina
koklii siirgiin sayisina ait Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

EBKSS
Hormonlar
Doz Ort =SS
4P4E 0.80 £0.15 BCDE
4P5E 0.90+0.15 ABCD
4P6E 1.00+0.19 AB
5P4E 0.91 £0.12 ABC
5P5E 0.69 +0.14 DE
5P6E 0.71 £0.19 CDE
6P4E 1.08+0.16 A
6P5E 0.66 £0.18E
6P6E 0.79 £ 0.09 BCDE
Kontrol 0.85+0.08 BCDE

*: Ayni siitunda biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05).

Progesteron ve estron ikili hormon kombinasyonlariin EBKSS’na bakildiginda ilk
siray1 ortalama 1,08 adet ile 6P4E, 1 adet ile 4P6E, 0,91 adet ile 5P4E, 0,9 adet ile
4P5E, 0,85 adet ile kontrol, 0,8 adet ile 4P4E, 0,79 adet ile 6P6E, 0,71 adet ile 5P6E,
0,69 adet ile 5P5E ve 0,66 adet ile 6P5E izlemistir (Cizelge 4.56 ve Sekil 4.82).

Hormon kombinasyonlari

Kontrol

6P6E

6PSE

= 0,66

0,79

= 0,85

6P4E

SP6E
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= 1,08

0,91

4P6E

4P5E

4P4E

0,80

1,00
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0,00

0,80

1,00 1,20

Sekil 4.82. Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin eksplant bagina koklii stirgiin

say1st



139

Gazalboynuzu kok eksplantlarinin in vitro rejenerasyonu iizerine progesteron ve estron
hormon kombinasyonlarinin etkisi ve tiim c¢alisma sonucunda elde edilen rejenere

bitkilerin biiyiitiilmesi Sekil 4.83, Sekil 4.84, Sekil 4.85, Sekil 4.86’da goriilmektedir.

AP

e SO
)

Sekil 4.83. Progesteron+estron (P+E) igeren kiiltiir ortamina alinan kok eksplantlarinin

30. ve 90. glinlerdeki goriiniimii.

*: A) 4P+4Ekombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii. B) 4P+4E kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 30. giindeki goriinimii C) 4P+4E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. glindeki gériiniimii D) 4P+5E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimii
E) 4P+5E kombinasyonunu iceren ortamdaki kok eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimii F) 4P+5E
kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarimin  90. gilindeki goriiniimii. G) 4P+6E
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii H) 4P+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki
kok eksplantlarimin  30. giindeki goriiniimii 1) 4P+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriinimi
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Sekil 4.84. Progesteron+estron (P+E) igeren kiiltiir ortamina alinan kok eksplantlarinin

30. ve 90. giinlerdeki goriiniimti.

*: A) 5P+4E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimil. B) 5P+4E kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimii C) 5P+4E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. glindeki gériiniimii D) 5P+5E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériiniimii
E) 5P+5E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 30. giindeki goériiniimii F) 5P+5E
kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin  90. giindeki goriinimii. G) 5P+6E
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimii H) 5P+6E kombinasyonunu iceren ortamdaki
kok eksplantlarimin  30. giindeki goriinimii 1) 5P+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. giindeki goriinimi
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Sekil 4.85. Progesteron+estron (P+E) igeren kiiltiir ortamina alinan kok eksplantlarinin

30. ve 90. giinlerdeki goriiniimii.

*: A) 6P+4E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriiniimil. B) 6P+4E kombinasyonunu igeren
ortamdaki kok eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimii C) 6P+4E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 90. glindeki gériiniimii D) 6P+5E kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki gériiniimii
E) 6P+5E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimii F) 6P+5E
kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarinin  90. giindeki goriinimii. G) 6P+6E
kombinasyonunu igeren ortamda 30. giindeki goriinimi H) 6P+6Ekombinasyonunu igeren ortamdaki kok
eksplantlarinin 30. giindeki goriiniimii T) 6P+6E kombinasyonunu igeren ortamdaki kok eksplantlarimin
90. giindeki goriinimii



142

C

Sekil 4.86. Tiim rejenere bitkilerin biiyiitiilmesi
*: A) Bitkilerin saksilara aktarilmasi ve aklimasyona alimasi B) Bitkilerin aklimasyon sonras1 gériiniimii
ve serada biiyiitiilmesi C) Bitkilerin topraga aktarilmasi ve biiyiitiilmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

Gazalboynuzu bitkisinin in vitro rejenerasyonu iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin
etkisinin arastirildig1 bu calismada kotiledon yapraklar1 ve kok uclart olmak iizere iki
farkli eksplant kaynagi kullanilmistir. Calisma iki asamada yiirttiilmiistiir. Birinci
asamada 4 farkli memeli cinsiyet hormonu (17p-estradiol, estron, progesteron ve
testosteron) ve 4 farkli dozunu (0, 10 mM, 10° mM ve 10°® mM) iceren toplam 16
farkli kiltiir ortammnin bazi rejenerasyon paremetreleri lizerine, ana etkileri
belirlenmistir. Ikinci asamada memeli cinsiyet hormonlarmnin ikili kombinasyonlarini
(17B-estradiol+progesteron, 17B-estradiol+testosteron, 17B-estradiol+estron,
progesteron-+testosteron, progesteron+estron, testosteron+estron) iceren 6 farkl hormon
karisimi ve 3 farkli dozunun (10 mM, 10° mM ve 10°° mM) kombine edildigi ve biri

kontrol (0 mM) olmak iizere toplam 55 farkli hormon kombinasyon ortami denenmistir.

5.1. Ana Etkiler

Farkli memeli cinsiyet hormonlarmi ve dozlarimi iceren MS ortaminda kiiltiire alinan
kotiledon yapraklarinda, kisa bir siire biiylime gozlendikten sonra agarmalar baslamis ve
30. giine ulasmadan bu eksplantlarin tamami agararak biiyiik bir kism1 6lmiistiir. Canli
kalmay1 basaran ¢ok az sayidaki eksplantlarin rejenerasyonunu saglamak i¢in 30. giiniin
sonunda 0,5 mg/l BAP iceren standart MS (MS tuz ve vitaminlerine ilave olarak 50mg/1
C vitamini) ortaminda 30 giin siire ile kiiltiire alinmislardir. Ancak bu ortamda da
eksplantlar rejenere olamamislar ve 10-12 giin igerisinde olmiislerdir (Sekil 4.2, Sekil

4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Ahmadabadi et al. (2007)’un bildirmis oldugu gibi bir ¢ok dikotiledonlu bitki yaprak
materyalinden rejenere edilebilmektedir. Ancak, Gibbs (1991) ve Nikolic et al. (2006),
L. corniculatus’un yaprak eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu igin kiiltiir ortaminda
sitokininlerin bulunmasi gerekli oldugunu bildirmislerdir. Yine Gibbs (1991) yapmis

oldugu ¢alismada, yaprak eksplantlarini hormonsuz B5 besi ortaminda kiiltiire aldiktan
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7 giin sonra bir ¢cok eksplantta agarma gozlemledigini ve 28. giin sonunda bu bozulma
yogunlugunun arttigin1 ve eksplantlarda hiicre ¢ogalmasimnin olmadigin1 kaydetmistir.
Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada da kotiledon yaprak eksplantlar1 kiiltiire alindiktan
5-7 giin sonra pek cok eksplantta sararma gozlemlenmis ve 30. giine ulasamadan
Olmiislerdir. Biitlin bunlar ve yaptigimiz c¢alismanin sonucu goz Oniine alindiginda
kotiledon yapraklarinin in vitro rejenerasyonunda uygulanan memeli cinsiyet
hormonlarinin denenen konsantrasyonlarinda tek basina faydali olmadigi ve diger bitki
gelisimini diizenleyiciler (sitokinin ve/veya oksinler) ile desteklenmesinin gerekli

oldugu sonucuna varilmstir.

Bu calismada kotiledon yaprak eksplanti ile beraber kok ucu meristemi kullanmamizin
nedeni, Bhat et al. (2012)’nin belirtmis oldugu gibi farkli bitki dokularinin, farkl igsel
hormon seviyelerine sahip olmalari nedeniyle eksplant kaynaginin transformasyon
tizerinde kritik bir etkiye sahip olmasi ve kiiltiire alinan eksplantlarin dediferensiye
(farklilasmalarindan kaynaklanan ozelliklerini yitirmeleri) ve rediferensiye (yeniden
farklilasma) yiizdesini belirleyen dis hormon seviyeleri gibi i¢ hormon seviyelerininde

esit sekilde 6nemli olmasidir.

Bir bagka nedeni ise, Lotus corniculatus 'un koklerinden kolaylikla rejenere edilebildigi
pek cok arastirmaci tarafindan vurgulanmasidir. Oyleki disaridan herhangi bir gelisim
diizenleyici olmaksizin, uzun yillar alt kiiltiire alinarak canliligi muhafaza edilen kokler
baslangigtaki gibi yiiksek oranda gelismeye devam etmisler ve ikincil uglardan yeniden
klonlanip 1518a transfer edildiklerinde direkt embriyogenesis ile kolayca bitki
rejenerasyonunu gerceklestiren siiper gelisen koklere sahip olduklari vurgulanmistir.

(Akashi et al. 1998; Akashiet et al. 2003; Tanakaa et al. 2008).

Yine, Rybczynski and Badzian (1987)’nin, Lotus corniculatus’un meristematik olmayan
kok eksplantlarinin, hormonsuz MS (Murashige and Skoog 1962) ortaminda kallus
olusumu olmaksizin, kullanilan ¢eside bagl olarak %90-100 oraninda rejenere oldugu

ve bu rejenerantlarin da fertil oldugunu ve tohum bagladiklarin1 gézlemlemislerdir. Bu
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nedenlerle kok eksplantlari, Lotus corniculatus bitkisinin in vitro rejenerasyonu iizerine,

memeli cinsiyet hormonlarinin etkisini arastirmak i¢in uygun bir eksplant kaynagidirlar.

Yapmis oldugumuz ¢alismada kok eksplantlarinda, hormonxdoz ve dozxsiire etkilesimi
dikkate alinmaksizin genel olarak hormon, doz ve siirenin incelenen parametrelere etkisi

su sekilde 6zetlenebilir.

Kokl siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KSOE) bakimindan, ilk sirayr ortalama
%41,25 ile 17p-estradiol hormonu almis olup bunu sirasiyla %36,88 ile estron, %35,94
ile progesteron ve %26,67 ile testesteron izlemistir (Cizelge 4.2). Sadece progesteron ve
estron hormonlari1 arasindaki farkliligin 6nemli olmadig1 ve ayni grupta yer aldiklari
bulunmustur. 17p-estradiol ile testesteron arasindaki fark onemlidir (Cizelge 4.2). Bu
durum bize kok eksplantlarinin memeli cinsiyet hormonlar1 ile etkilesime girdigini

gostermektedir.

Yapilan pek cok arastirmada da bir ¢ok bitkinin memeli cinsiyet hormonlari ile
etkilesime girdigi belirtilmistir. Oyleki, Bishop and Koncz (2002), steroidlerin
hayvanlarda oldugu gibi, bitkilerde de temel bir hormon olarak rol oynadigini, bitkilerin
sayisiz steroidleri ve sterolleri sentezlediklerini, Janeczko et al. (2011) ve Janeczko
(2012) steroid gruplarin biiyiik bir kismimin hormonal ozelliklere (brassinosteroids,
ecdysteroids, progesterone, estrogens) sahip olduklarini, Milanesi and Boland 2004;
Janeczko et al. 2008; Erdal et al. 2012; Erdal 2012 gibi pek ¢ok aragtirmact memeli
cinsiyet hormonlarindan olan, progesteron, estron, testesteron, androsterone, 3-estroidal
ve 17B-estradioliin hem bitkilerde hem de hayvanlarda dogal olarak meydana gelen
steroidal bilesikler oldugunu, Speranza (2010) o6zellikle androsteron ve progesteronun
incelenen bitki tlirlerinin %80’ninden daha fazlasinda bulundugunu, testesteronun
%70’inde ve Ostrojenlerin (estronve 17 B- estraidol) %50 sinde olustugu, Speranza
(2010) ve Janeczko and Skoczowski (2005) bu hormonlarin biyosentezi ve ¢evriminden
sorumlu enzimlerin bitkilerde mevcut oldugunu bildirilmislerdir. Bazi cinsiyet
hormonlarinin hiicre seviyesinde uzama ve boliinmeyi uyardigi, hormonal denge, enzim

aktivitesi, protein ve niikleik asit sentezinin aktivasyonu, fotosentetik aktivitenin
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artmasi, proteinlerin amino asit kompozisyonuna ve protein spekturumuna, hiicre
zarmin ve yag asidi kompozisyonlar iizerine etki ederek (Khripach et al. 2000),
bitkilerin fizyolojik ozelliklerini ¢esitli sekillerde etkiledigi Janeczko and Skoczowski
(2005), Janeczko et al. (2008), Speranza (2010), Khripach et al. (2000), Janeczko et al.
(2012) ve Erdal (2010) gibi pek ¢ok aragtirmaci da memeli cinsiyet hormonlar1 ve

bitkiler arasinda bir etkilesim oldugunu bildirmektedirler.

Kok eksplantlara uygulanan memeli cinsiyet hormon dozlarmdan 10~ * mM’lik dozda
%KSOE bakimindan en yiiksekten diisiige dogru sirastyla hormon tipleri estron,
progesteron ve 17p-estradiol seklinde siralanmiglar, ancak aralarindaki fark Onemli
olmamustir. 10° mM dozunda 17f-estradiol , 10 ~ ® mM konsantrasyonda ise diger
hormonlarla arasindaki fark 6nemli olmamasina ragmen 17p-estradiol one ¢ikmustir

(Sekil 4.9).

Gazalboynuzu kok eksplantlarina, in vitro sartlarda uygulanan memeli cinsiyet
hormonlarinin tipine ve konsantrasyonlarina bagli olarak KSOE (%) farkli tepkiler
gostermis oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde, bir¢ok arastirmacinin da farkli bitki
tirleri lizerinde yapmis olduklar1 c¢alismalarinda, uygulanan memeli cinsiyet
hormonlarinin ~ tipi ve  konsantrasyonlarma bagli olarak  farkli  tepkiler
gosterebileceklerini belirtmislerdir. Ayni1 sekilde, Shore et al. (1992), Janeczko et. al
(2002), Janeczko and Filek (2002), Hakk et al. (2005), Lino et al. (2007), Peksen
(2011), Hacibektasoglu (2011), Erdal and Dumlupinar (2011a), Erdal and Dumlupinar
(2011b), Dumlupinar et al. (2011), Shemesh and Shore (2012), Erdal (2012a), Erdal
(2012Db),gibi pek ¢ok arastirmacinin ¢alismalar1 incelendiginde, bitkinin tiiriine,
uygulanan memeli cinsiyet hormonunun tipine ve konsantrasyonuna bagli olarak

bitkilerin farkli tepkiler gosterebildikleri gortilmektedir.

Kok eksplantlar1 ile yapmis oldugumuz g¢aligmada elde ettigimiz diger bir sonug ise,
Sekil 4.8’de goriildiigii iizere tim memeli cinsiyet hormonlarinda 10 mM dozu en
diistik koklii siirgiin olusturan eksplant yiizdesini verirken doz azaldik¢a bu deger artmis

ve 0 (kontrol) dozunda maksimum degerine ulagmistir.
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Tim memeli cinsiyet hormonlarinin aylara goére konsantrasyon ortalamalari
incelendiginde 10 mM dozu tim aylarda en diisiik, 0 dozu en yiiksek %KSOE’sini
vermistir (Sekil 4.12). Ayrica Sekil 4.12°den de goriildiigii iizere {igiincii aymn sonunda
2. ve 3. aylarda hormon kullanilmamasina ragmen hi¢bir doz kontrole (%77,50)
ulasamamustir. Yine 10 mM dozu en diisiik (%21,56) gruba girerken 0 dozu (%77,50)
en yikksek gruba girmis olup 10°mM (%41,25) ve 10° mM (%50,67)
konsantrasyonunda goézlemlenen degerler diger iki dozun arasinda olup aymi gruba
diigmiislerdir. Ug¢ ayin ortalamasi dikkate alindiginda ise her bir hormon grubu
arasindaki fark onemli olup her biri farkli bir gruba digmiistiir (Cizelge 4.3 ve Sekil
4.7).

Zamanin ilerlemesine bagli olarak tiim dozlarin olusturdugu koklii siirgiin olusturan
eksplant yiizdesi artmigtir. Bu durumun muhtemel nedenleri arasinda, 2. ve 3. aylarda
kullanilan besin ortamlarinin  hormon igermemesi nedeniyle memeli cisiyet
hormonlarinin etkisinin azalmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Memeli
cinsiyet hormonlarinin, %KSOE’ine, inhibe edici etkilerinin zamanla azaldig
goriilmektedir. 10 mM dozunun inhibe edici etkisinin daha uzun zaman siirdiigii Sekil
4.12°de gorilmektedir. Buda bize gazalboynuzu kok eksplantlarinin disaridan ilave
edilen memeli cinsiyet hormonlar ile etkilesime girdigini gostermektedir. Bu durum,
daha sonraki yapilabilecek calismalarda bu hormonlarin bitki biinyesindeki etkinlik
stirelerinin, bitki dokusuna baglanma bolgelerinin ve baglanma derecelerinin de

calisilmasi gereken bir konu olduguna da isaret etmektedir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.12).

Shore et al. (1992), yoncanin vejatatif gelisimi iizerine estron ve 17-estradioliin
etkisini arastirdiklar1 calismalarinda, vejatatif gelisimi artirict konsantrasyonlarda (0,005
ng/1-0,5 pg/l) bitki icerigindeki Ostrojen miktarinin artmadigini, vejetatif gelisimi ve
nodiil agirligini inhibe edici Ostrojen konsatrasyonlarinda (50 pg/1-500 pg/l) ise

bitkideki dahili 6strojen miktarinin arttigini bulmuslardir.

Memelilerde ve bitki bilinyesinde meydana gelen bu hormonlarm, bitki ve memeli

blinyesinde bulunan ¢esitli mekanizmalar aracilifi ile birbirlerinin fizyolojik
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Ozelliklerini karsilikli olarak etkileyebildigi bircok arastirmaci tarafindan da

vurgulanmigtir.

Nitekim baz1 arastirmacilar, memeli cinsiyet hormonlarmin bagalanabilecegi
reseptorlerin bitkilerde de mevcut oldugunu gdstermislerdir. Ornegin, Milanesi and
Boland (2004), [*H]17p-estradiol baglanma deneyleri ile Lycopersicon esculentum ve
Solanum glaucophyllum’un organlarmin &strojen baglanma bdlgelerini igerdigini
gostermiglerdir. Ayrica S. glaucophyllum’un kallus dokularinda da doyrulabilir
[*H]17B-estradiol baglanma bélgelerini ve S. glaucophyllum ve L. Exculentum’un lipid
ekstraktlarinda Ostrojen benzeri bilesikler tespit etmislerdir. Dahasi lipit franksiyonlari,
her iki bitki tlirlinde de bulunan Ostrojen baglanma bdlgeleri hemde MCF-7 gogiis
kanseri hiicrelerinden gelen Sstrojen reseptorlerine baglanmak icin [*H]17p-estradiol ile

yarigabildigini gostermislerdir.

Memeli cinsiyet hormonlarinin bitki biinyesindeki baglanma noktalarini arastiran
Janeczko et al. (2008)’da Triticum aestivum L. hiicrelerinde progesteron ve 17f-
estradiol i¢in spesifik baglanma bolgelerinin oldugunu bildirmislerdir. Bu baglanmanin
membranda ve sitozollarda meydana geldigini vurgulayan arastiricilar 17 3 estradiol’iin

membranlardaki 6zel baglarinin sitozollerden daha fazla oldugunu belirlemislerdir.

Otaran (2012) yapmis oldugu calismada, bugdayda olgun embriyolar kullanarak, doku
kiiltiirtine genotipin (Kirik, Nenehatun, Palanddken 97), memeli cinsiyet hormon tipinin
(progesteron, testesteron, ostrojen ve 17p-Estradiol) ve hormon dozlarmm (10, 10°ve
10°® mM) etkisini incelemistir. Bu faktorlerin kallus olusum orani (KOO), ESEKO
(Eksplant sayisina gore embriyogenik kallus olusumu) oran1 ve KSEKO (Meydana
gelen kallus sayisina gore embriyogenik kallus olusumu) orani iizerine olan etkilerini
belirlemigtir. Genotipin, hormon tipinin kallus, embriyogenik kallus, somatik embriyo
ve rejenere olan bitki olusumuna etkisini ¢ok 6nemli bulmustur. Hormon dozlarinin
kallus olusumuna etkisi onemsiz, embriyogenik kallus, somatik embriyo ve rejenere
olan bitki sayisina etkisini ¢ok Onemli bulmustur. En yiiksek kallus olusumunun

(%86,0) testesteron uygulamasinda en yiiksek KSEKO (%23,8) ve en yiiksek ESEKO
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(%19,4) B-Estradiol uygulamasinda meydana geldigini ve en yiiksek rejenere bitki

olusumunun (%2,6) progesteron uygulamasinda meydana gelmis oldugunu belirtmistir.

Ayni sekilde bizim yapmis oldugumuz ¢alismada da Lotus corniculatus L.’ un kullanilan
eksplant tipine, memeli cinsiyet hormonlarmin tipine ve konsantrasyonlarina bagl
olarak incelenen parametrelere farkli tepkiler vermis oldugu tespit edilmistir. Bu da
Lotus corniculatus’un memeli cinsiyet hormonlar1 ile etkilesime girebildigini

gostermistir.

Yine ¢alismamizda koksiiz siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%KZSOE) bakimindan,
ilk siray1 ortalama %8,54 ile estron alirken, bunu %5,56 ile testosteron, %4,9 ile
progesteron %3,13 ile 17p-estradiol izlemistir. Uygulanan hormonlardan sadece

testesteron ve progesteron arasindaki farklilik 6nemli bulunmamustir.

Uygulanan dozlarin {i¢ aylik ortalamasina bakildiginda ilk sirayr 10 - ®mM dozu (%9)
almis olup bunu sirastyla ile 10 ~> mM dozu (%7,08), 10 ~* mM dozu (%5) ve kontrol
grubu (%1,25) izlemistir.

KZSOE’1 bakimindan 17p-estradiol’in 10* mM dozu hari¢ tiim memeli cinsiyet
hormonlarinda kontrol grubu en diisiik degeri almistir. Progesteron hormonu hari¢ tim
memeli cinsiyet hormonlarinda 10° mM dozundan 10* mM dozuna dogru gidildikge
koksiiz siirgiin olusturan eksplant ylizdesi azalmistir. Progesteron hormonunda ise
durum tersi olmustur (Cizelge 4.6). 17B-estradiol kok olusumunu tesvik ettigi i¢in 10

mM dozu minimum degeri almigtir.

Sekil 4.18’de goriildiigii gibi kiiltiire alinma stiresi ilerledikge %KZSOE artmustir.
Bunun nedeni ilk ay siirgiin olusturmayan eksplantlarin ilerleyen aylarda kok olusumu
olmaksizin siirgiin olusturmalarindan veya birincil koklerinin dlmelerinden ve heniiz

ikincil koklerinin gelismediginden kaynaklanabilir.



150

Toplam siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%TSOEO) bakimindan disi cinsiyet
hormonlarindan estron ilk siray1 (%45,42) almis olup bunu sirasiyla 17(-estradiol
(%44,38) ve progesteron (%40,83) izlemis aralarindaki farklilik 6nemli olmamustir.
Erkek memeli cinsiyet hormonu olan testesteron minimum degeri (%32,22) almis ve
diger hormonlarla aralarindaki farklilik 6nemli olmustur. Ozetle disi cinsiyet hormonlari
%TSOEO’ni artirmis testesteron ise inhibe etmistir. Ayrica uygulanan hormon
dozlarinin konsantrasyonlari azaldikca TSOEO’1 artmis kontrol dozunda maksimum

degerini almistir.

Zamanin ilerlemesine bagli olarak tiim dozlarin olusturdugu siirgiin olusturan eksplant
yiizdesi artmistir. Bunun muhtemel nedenleri arasinda bazi eksplantlarin daha yavas
gelismesi ve 2. ve 3. aylarda kullanilan besin ortamlarinin hormon igermemesi
nedeniyle memeli cisiyet hormonlarinin inhibe edici etkisinin zamanla azalmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Inhibe edici etkinin zamana bagli olarak azalmasmm, baslangigtaki hormon
konsantrasyonlar1 ile yakindan ilgili oldugu Sekil 4.25’de agikca goriilmektedir.
Baslangicta uygulanan memeli cinsiyet hormonlarinin konsantrasyonu artik¢a inhibe
edici etkilerin daha uzun zaman siirdiigii goriilmektedir. Ornegin 10* mM dozunun
inhibe edici etkisinin daha uzun zaman siirdiigli doz azaldik¢a bu etkinin daha ¢abuk
ortadan kalktig1 Sekil 4.25’de goriilmektedir. Bu durum daha sonraki yapilabilecek
calismalarda bu hormonlarin bitki biinyesindeki etkinlik siirelerinin de calisilmasi

gereken bir konu oldugunada isaret etmektedir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.25).

Sadece kok olusturan eksplant yiizdesi (%SKOE) {lizerine hormonlarin etkisini
inceleyecek olursak, 17p-estradiol diger hormon guruplarindan farklilik géstermistir. Ug
aym ortalamasina bakildiginda sadece kdk olusturan eksplant ylizdesi bakimindan ilk
siray1 ortalama %21,98 ile 17p-estradiol alirken, bunu %17,60 ile estron, %16,46 ile
progesteron, %10,78 ile testosteron izlemistir. Ayni siralama koklii siirgiin olusturan
eksplant yiizdesinde de gortilmiistiir. Bu durum her iki parametre i¢inde testesteronun

kok olusumunu inhibe edici etkisinin disi cinsiyet hormonlarindan daha yiiksek
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oldugunu gostermektedir. Bu 06zellik bakimidan estron ve progesteron arasindaki
farklilik 6nemli olmamig ayn1 grupta yer almis, ancak diger hormonlarla aralarindaki
farkliliklar 6nemli olmustur. 17p-estradiol ile testosteron arasindaki farklilik da onemli
bulunmustur (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.26).

Sekil 4.27°den goriildiigii iizere testesteronun 10* mM dozu tiim memeli cinsiyet
hormonlar igerisinde en diisiik, sadece kok olusturan eksplant yilizdesi (%SKOE)’ni
verirken konsatrasyon azaldik¢a bu deger artmistir. Bunun nedeni olarak testesteron
hormonunun 10* mM dozunda kiiltiire alman eksplantlarin gok biiyiik bir kismimin
O0lmesinden kaynaklanmaktadir. Testesteron hormonunun konsantrasyonu azaldikga,
%KSOE, %TSOEQO ve %SKOE parametreleri tizerindeki inhibe edici etkisinin azaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.10, Sekil 4.23, Sekil 4.29.) %KZSOE bakimindan da yine doz
azaldikca inhibe edici etkinin azaldig1 goriilmektedir. Ancak Sekil 4.17°de gorildigi
tizere kontrol dozunun %KZSOE parametresi bakimindan minimum degeri almasinin
nedeni kontrol gurubunun kok olusumuna inhibe edici etkisinin olmamasi aksine kok

gelisimini tesvik etmesinden kaynaklanmaktadir.

Nitekim baklagil yem bitkisi olan Lotus corniculatus baklagillerdeki transformasyon
calismalar1 i¢in model bitki olarak kullanilmaktadir (Akashi et al. 1998). Ayrica Lotus
corniculatus un koklerinden kolaylikla rejenere edilebildigi pek c¢ok arastirmact
tarafindan vurgulanmistir. Oyleki disaridan herhangi bir gelisim diizenleyici olmaksizin,
uzun yillar alt kiiltiire alinarak canliligit muhafaza edilen kokler baslangictaki gibi
yiiksek oranda gelismeye devam etmisler ve ikincil uglardan yeniden klonlanip 1518a
transfer edildiklerinde direkt embriyogenesis ile kolayca bitki rejenerasyonunu
gerceklestiren siiper gelisen koklere sahip olduklar: vurgulanmistir (Akashi et al. 1998b;
Akashi et al. 2003; Tanakaa et al. 2008).

17B-estradiol hormonunun 10* mM dozu kendi iginde diger konsantrasyonlaria gére
en disik %KSOE, %KZSOE, %TSOEO, EBKZSS, EBSS ve EBKSS’n1 vermistir.
(Cizelge 4.2, Cizelge 4.6, Cizelge 4.10, Cizelge 4.20, Cizelge 4.22, Cizelge 4.24).

Kullanilan  17p-estradiol hormonunun dozu azaldik¢a yukarida bahsedilen
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parametrelerde artis goriilmiistiir. Janeczko et al. (2003), Hakk et al. (2005), Lino et al.
(2007), Guan and Roddick (1988), Shore et al. (1992) tarafindan, memeli cinsiyet
hormonlar1 ile yapilan ¢alismalar incelendiginde bitkinin cinsine ve kullanilan hormon
tiirline ve konsantrasyonuna bagli olarak degismekle birlikte yiiksek dozlarda
kullanilmalar1 halinde bitki gelisimini olumsuz yonde etkiledigi goriilmektedir. Bizim

yapmis oldugumuz c¢aligmada da benzer bir durum goriilmiistiir.

Ancak 17p-estradiol hormonunun 10 mM dozu, aymi dozdaki diger hormonlara gére
%SKOE bakimindan maksimum degeri almis olup kok gelisimini dnemli oranda tesvik
ettigi gortlmektedir (Cizelge 4.14). 17B-estradiol hormonunun biitiin dozlarinin
%SKOE bakimindan birbirleri arasindaki fark onemli olmamustir. 17-estradiol
hormonu koék gelisimini diger hormonlara gore daha fazla tesvik ettigi Cizelge 4.2,

Cizelge 4.5, Cizelge 4.14 ve Sekil 4.27°de agikca goriilmektedir.

Janeczko et al. (2003) ve Janeczko and Skoczowski (2005)’de bitkilerin memeli
cinsiyet hormonlart ve bunlarin 6n maddeleri ile muamelesinin, kullanilan
konsantrasyonlar1 ve bitki tiirline bagl olarak hiicre bdliinmesi, kok ve siirgiinlerin
gelismesi, kalluslarin tiremesi, ¢igeklenme, embryo ve polen tiip gelisimini etkiledigi
bildirilmistir. Bizim yapmis oldugumuz calismada da tiim disi memeli cinsiyet
hormonlarinin, testesterona gore silirgiin olusumunu ve kdk olusumunu tesvik etmis

oldugunu, testesteron’nun ise inhibe etmis oldugunu belirlemis bulunmaktay1z.

Estronda doz azaldik¢a kokli siirgiin olusturan eksplant ylizdesi, koksiliz siirgiin
olusturan eksplant yiizdesi ve toplam siirgiin olusturant eksplant yiizdesi artmistir
(Cizelge 4.2, Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.10). Genel olarak estron hormonu diger iki disi
cinsiyet hormonu (progesteron ve 17B-estradiol ) gibi siirgiin olusturan eksplant
yiizdesini tesvik etmis olmakla birlikte bunlardan farki koksiiz siirgiin olusumunu diger

disi cinsiyet hormonlarindan daha fazla tesvik etmis olmasidir.
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Tiim memeli cinsiyet hormonlarinin aylara gore konsantrasyon ortalamalarindan da
goriildiigii gibi (Sekil 4.31, Cizelge 4.15) kullanilan 10 mM dozu en diisiik, 0 dozu en
yiiksek %SKOE’sini vermistir.

Ucgiincii aym sonuna gelindiginde en diisiikten yiiksege dogru sirasiyla 10° mM dozu
(%6), kontrol grubu (%8,75), 10°mM dozu (%9,06) ve 10* mM dozu (%9,38)
olmustur. Sekil 4.31°den de goriildiigii lizere zamanin ilerlemesine ve ayn1 zamanda da
2. ve 3. aylarda kiiltlir ortaminda hormon kullanilmamasina bagl olarak siirgiin gelisimi
tesvik edildigi (Sekil 4.12 ve Cizelge 4.3, Sekil 4.25 ve Cizelge 4.11) i¢in sadece kok
olusturan eksplant yiizdesi zamana bagli olarak azalmistir. Yine sekillerden (Sekil 4.12
ve Cizelge 4.3, Sekil 4.25 ve Cizelge 4.11, Sekil 4.31) de goriildigi iizere 10 mM
dozu kiiltiire alinan eksplantlarda hem kok gelisimini hemde siirgiin olusumunu daha

fazla inhibe ettigi sonucunu cikarabiliriz.

Eksplant basina koksiiz siirgiin sayisina (EBKZSS) ait gézlemler sadece iiclincii ayda
alimmigtir. EBKZSS bakimindan ilk siray1 estron (0,934 adet) almis olup bunu sirastyla
ile progesteron (0,794), testesteron (0,553) ve 17p-estradiol (0,342) izlemistir (Cizelge
4.20 ve Sekil 4.32).

Dozlarin ortalamasina bakildiginda ilk siray1 10 ~ ® mM dozu (0,947 adet) almus olup
bunu sirasiyla kontrol grubu (0,775 adet), 10 ~ > mM (0,588 adet) ve 10* mM (0,531
adet) konsantrasyonu izlemistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.33).

Eksplant basima koklii siirglin sayisina (EBKSS) ait gézlemler sadece ligiincii ayda
alinmistir. Hormon ortalamalarina bakildiginda EBKSS bakimindan ilk siray1 0,63 ile
17B-estradiol , 0,58 ile estron, 0,57 ile progesteron ve 0,4 ile testesteron izlemistir. 17p-
estradiol , estron ve progesteron arasindaki farklilik 6nemli olmamis disi cinsiyet

hormonlari1 6n plana ¢ikmistir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.38).
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Eksplant bagina koklii siirgiin sayis1 bakimindan dozlar arasindaki farkliligin ¢ok 6nemli
(P<0,01) oldugu bulunmustur (Cizelge 4.23). 10 - *mM dozu en diigiik EBKSS vermis

olup doz azaldikca bu deger artmis sifir dozunda maksimum degerine ulagmustir.

Eksplant basma siirglin sayis1 (EBSS) ait gozlemler sadece iigiincli ayda alinmustir.
Hormon ortalamalarina bakildiginda EBSS bakimindan ilk siray1 estron (1,519 adet)
almig olup bunu sirasiyla progesteron (1,366 adet), 17p-estradiol (1,16 adet) ve
testesteron (0,957 adet) izlemistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.35). Dozlarin ortalamasina
bakildiginda ilk siray1 1,625 ile kontrol grubu almis olup bunu sirasiyla 1,513 ile 10 ~ 6
mM dozu, 1,075 ile 10 >mM ve 0,822 ile 10 *mM konsantrasyonu izlemistir.

Rejenerasyon etkinligine (RE) ait gozlemler sadece {igiincii ayda alinmistir. Koklii
siirglin sayisinin toplam siirgiin olusturan eksplant sayisina (TSOES (adet)) boliinmesi
ile elde edilen RE’de, hormon, doz ve hormonxdoz etkilesimleri 6nemsiz bulunmustur.
Bunun nedeni disi cinsiyet hormon uygulamalarinda hem fazla sayida kokli siirgiin
olusumu hemde fazla sayida siirglin olusturan eksplant mevcuttur. Testesteron
uygulamasinda ise az sayida kokli siirgiin olusumuna karsilhik az sayida siirglin
olusturan eksplant mevcuttur. O nedenle bu sonu¢ iki degerin bir birine
oranlanmasindan kaynaklanmistir. Hem koklii hemde koksiiz siirgiin olusumunu disi

cinsiyet hormonlari erkek cinsiyet hormonundan daha fazla artirmistir.

Kitts et al. (1959) ve Cook (1960) gazalboynuzunun ostrojenik aktiviteye sahip
oldugunu sdylemislerdir. Progesteron ve testosteron’un da bir ¢ok bitki tiirlinde mevcut
oldugu bildirilmistir (Janeczko and Skoczowski 2005). Yine bazi bitkilerde (bugday)
progesteron reseptorlerinin varligi bildirilmistir (Janeczko and Filek 2002; Janeczko et
al. 2008). Ayrica bizim galismamizda progesteron ve dstrojen hormon kombinasyonlari,
her iki hormonun tek baslarina uygulanmasindan daha iyi sonu¢ vermistir. Bu
nedenlerle ¢alismis oldugumuz bitkiye memeli cinsiyet hormonlarinin 6zelliklede

Ostrojenlerin (17p-estradiol ve estron) etkisi ka¢inilmazdir.
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Kok eksplantlarinda, hormonxdoz ve dozxsiire etkilesimi dikkate alinmaksizin genel

olarak hormonlar su parametrelede 6ne ¢ikmistir;

17B-estradiol hormonu; %KSOE, %SKOE, %TSOEO ve EBKSS parametreleri

bakimindan 6ne ¢ikmustir.

Estron; %KZSOE, %TSOEO, EBKZSS, EBSS, EBKSS parametreleri bakimindan 6ne
cikmustir.

Progesteron; EBKZSS ve EBSS ait gozlemler sadece liglincli ayda alinmis olup ilk
stray1 estron almis bunu progesteron izlemistir. EStron hormonu ile aralarindaki fark

onemsiz olmustur. EBKSS, %TSOEO parametreleri bakimindan 6ne ¢ikmustir.

Testosteron; genel olarak incelenen parametreler arasinda testosteron uygulamalar
minimum degeri almistir. Nitekim %KSOE, %TSOEO, %SKOE, EBSS, EBKSS
parametrelerinde testosteron uygulamalari minimum degeri alirken, %KZSOE

bakimindan testosteron ikinci sirada olmustur.

Testosteron hormon uygulamasinin %KZSOE bakimindan estron hormonunun gerisinde
olmasmma ragmen aralarindaki fark Onemli olmamistir. Bunun nedeni estron
hormonunun hem ¢ok sayida koklii siirglin olusumunu hemde ¢ok sayida eksplantin
koklii siirgiin olusturmasimi tesvik etmis olmasindan ve koksiiz siirglin olusturan
eksplant sayisinin oldukca diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Gorildiigi iizere
hormon uygulamalar: karsilagtirildiginda testosteron uygulamasi tiim parametrelerde en

diisiik degeri almis ve incelenen parametreleri inhibe ettigi gézlenmistir.

Gortldigt tzere incelenen EBKZSS, EBKSS, EBSS, %TSOEO parametreleri
bakimindan estron ve progesteron arasindaki farklilik 6nemli olmamis ve ayni gruba
diismiislerdir. Ancak %KZSOE’i bakimindan estron hormonu 6n plana g¢ikmistir.
Incelenen hormonlar (17- B Estradiol, progesteron, testosteron, éstrojen) arasinda bu

parametreler agisindan en iyi sonucu sirasiyla estron ve progesteron vermistir.
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TSOEO bakimindan progesteron ve estron hormonlarmin en iyi konsantrasyonunun
kontrol (0 mM) dozu oldugu ve diger konsantrasyonlarla (10* mM, 10° mM ve 10°®

mM) arasindaki farkin 6nemli oldugu bulunmustur.

EBKZSS, EBSS bakimindan progesteron ve estron hormonlarinin konsantrasyonlari

arasindaki farklilik 6nemli bulunmamustir.

EBKSS bakimindan kontrol en iyi sonucu vermis olup bunu sirasiylal0® mM, 10° mM

ve 10 mM dozu izlemistir.

Progesteronun EBKSS’na etkili en iyi dozu kontrol olup diger dozlarla arasindaki
farklilik 6nemli bulunmustur. 10* mM, 10> mM ve 10° mM dozlar1 arasindaki farklilik

Onemsiz bulunmustur.

Ozetleyecek olursak; Her {i¢ disi cinsiyet hormonu (17p-estradiol, estron ve
progesteron), %TSOEO, EBKSS (adet) parametreleri bakimindan 6ne ¢ikmis olup

aralarindaki farkliliklar 6nemli olmamastir.

Genel olarak kiiltiire alinma siirelerinin incelenen parametreler tlizerindeki etkisini
inceledigimizde %SKOE‘i zamanin ilerlemesine bagl olarak azalmistir. Incelenen diger
tim parametrelerde zaman ilerledikce hormon uygulamalarinin etkisi azaldigi igin
memeli cinsiyet hormon uygulamalarinin eksplantlarin rejenerasyonu ve gelisimini
inhibe edici etkileri azalmig ve tiim parametrelerde zamanin ilerlemesine bagl olarak
artis goriilmiistlir. Kiiltiirlin 2. ve 3. aylarinda eksplantlar, hormonsuz besi ortamina
alinmasina ragmen uygulanan yiiksek dozlarin inhibe edici etkisi daha uzun zaman

surmustir.

Shore et al. (1992)’nin yoncanin vejatatif gelisimi tizerine estrone ve 17p-estradioliin
etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda, vejatatif gelisimi artirict konsantrasyonlarda (0,005
ng/l -0,5ug/l) bitki icerigindeki Ostrojen miktarinin artmadigini, vejatatif gelisimi ve
nodiil agirligini inhibe edici Ostrojen konsantrasyonlarinda (50 pg/1-500 pg/l) ise
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bitkideki dahili dstrojen miktarin1 artirdigini bulmuslardir. Bu bulgudan yola ¢ikarak
yapmis oldugumuz ¢alismada gelisimi tesvik edici dozlarda uygulanan memeli cinsiyet
hormonlarinin bitki biinyesinde birikmedigi, gelisimi inhibe edecek kadar yiiksek
dozlarda uygulanan memeli cinsiyet hormonlarinin ise bitki biinyesinde birikmis
olabilecegini sOyleyebiliriz. Bu durumun kiiltiiriin 2. ve 3. aylarinda hormonsuz besi
ortamina alman eksplantlar iizerinde, yiiksek dozlarda uygulanan memeli cinsiyet

hormonlarinin inhibe edici etkisinin daha uzun zaman siirmesini agiklayabilir.

Kontrol (0 Mm) dozu, KSOE, TSOEO, SKOE, EBKZSS, EBKSSEBSS

parametrelerinde 6ne ¢ikmuistir.

KZSOE bakimindan ise minimum degeri almis olup diger konsantrasyonlarla arasindaki
fark 6nemli olmustur. Bunun nedeninin gazalboynuzu bitkisinin kok eksplantlarindan
hormon olmaksizin kolaylikla iiretilebilmesinden kaynaklanabilir. Nitekim, Rybczynski
and Badzian (1987), Lotus corniculatus’un meristamatik olmayan kok eksplantlarinin
rejenerasyon kapasitesini  hormonsuz Murashige and Skoog (MS) ortaminda
arastirmiglardir. Sonug¢ olarak kallus olusumu olmaksizin bu eksplantlarin kullanilan
Lotus corniculatus cesidine bagli olarak %90-100 oraninda rejenere oldugunu ve bu
rejenerantlarin fertil oldugunu ve tohum bagladiklarini gézlemlemislerdir. Yine Lotus
corniculatus 'un koklerinden kolaylikla rejenere edilebildigi, Akashi et al. (1998b),
Akashi et al. (2003), Tanakaa et al. (2008) tarafindan da vurgulanmistir.

10*Mm dozuna gelince, incelenen higbir parametrede 6ne ¢ikamamistir. Bu dozun
minumum degeri aldig1 gézlemler ise sunlardir: %KSOE, %TSOEO, EBKSS olup 10™
Mm dozu sadece %SKOE parametresi bakimindan 10° mM ile ayni gruba diismiis
ancak minimum degeri almistir. EBKZSS 10°mM dozu ile ayni gruba diismiis ancak
minimum degeri almustir. EBSS 10°mM dozu ile ayni gruba diismiis ancak minimum

degeri almistir.
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10° mM dozu, %KZSOE, %SKOE parametrelerinde one ¢ikmistir. SKOE‘1 kontrolle
aynt grupta olmasinin nedeni 17B-estraidoliin diger hormonlara gore ortalamayi

yiikseltmesi ve 17 estraidoliin kok olusumunu tesvik etmesinden kaynaklanmaktadir.

10° mM dozu ise %KZSOE,EBKZSS, EBSS bakimindan dne ¢ikmistir.

Sonug olarak; %KZSOE hari¢ incelenen tiim parametrelerde uygulanan tiim hormon ve
konsantrasyonlarinda genel olarak kontrol (0 mM) dozu en iyi sonuglar1 vermis olup

bunu sirasiyla 10° mM, 10° mM ve 10 mM dozu takip etmistir.

KSOE bakimindan en iyi sonucu kontrol (%64,17) vermistir. Incelenen hormon ve
dozlar dikkate alindiginda ise en iyi sonucu 17 B-estraidoliin 10° mM dozu (%49,58)
vermistir. Kiiltlire alinma siiresi ve dozlar dikkate alindiginda en iyi sonucu kontroliin
(%77,5) 3. ay1 vermistir. Daha sonra sirasiyla 10° mM dozu (%50,67) ve 10° mM
dozunun (%41,25) 3. ay1 vermistir.

KZSOE bakimindan incelenen hormon ve dozlar dikkate alindiginda en iyi sonucu ayn1
gruba diismelerine ragmen testosteronun 10° mM dozu (%13,33) vermis olup bunu
sirastyla estron'un 10°® mM dozu (%12,50) ve 17 B-estraidoliin 10° mM dozu (%5,83)

1zlemistir.

TSOE (%) bakimindan en iyi sonucu kontrol (%65,42) vermistir. Hormon ve dozlar
dikkate alindiginda en iyi sonucu 17 B-estraidol’iin 10° mM dozu (%54,58) vermistir.
Kiiltiire alinma stiresi ve hormon dozlar1 dikkate alindiginda kontroliin 3. ay1 en iyi

sonucu vermistir. Daha sonra 10° mM dozunun 3. ay1 vermistir (%43,67).

SKOE bakimindan hormon ve dozlar beraber diisiiniildiigiinde en iyi sonucu 17
B-estraidol’iin 10 mM dozu (%26,25) 6éne ¢ikmistir. Dozlar ve siire bakimindan

incelendiginde ise kontroliin 1. ay1 en yiiksek (%36,25) degeri vermis olup bunu
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sirastyla 10° mM dozunun 1. ayr (%31,33) ve 10° mM dozunun 1. ay1 (%30,31)

izlemistir.

RE bakimindan uygulamalar arasindaki fark 6nemli olmamustir.

EBKZSS bakimindan en iyi hormon grubunun estron (0,934) oldugu ve bunu
progesteronun (0,794) takip ettigi bulunmustur. Dozlar igerisinde en iyileri sirasiyla

10 mM (0,947) ve kontrol (0,775) oldugu bulunmustur.

EBSS bakimindan en iyi hormon grubunun estron (1,519) oldugu bulunmustur. Bunu
sirastyla progesteron (1,366) ve 17 B-estraidol (1,16) izlemistir. EBSS bakimindan en
diisiik degeri testesteron (0,957) vermistir. En iyi doz olarak sonucu kontrol (1,625) ve

10 mM (1,513) dozu oldugu bulunmustur.

EBKSS bakimindan en iyi sonucu kontrol (0,85) vermistir. Hormon ve dozlar beraber

diistiniildiigiinde en iyi sonucu 17 B-estraidoliin 10° mM dozu (0,76) vermistir.

5.2. Kombinasyonlar

Ikinci asamada memeli cinsiyet hormonlarinin farkli kombinasyonlar1 (17f-
Estradiol+progesteron, 17p-estradiol+testosteron, 17B-estradiol+estron,
progesteron-+testosteron, progesteron+estron, testosteron+estron) igeren 6 farkli hormon
kombinasyonu ve 3 farkli doz (10* mM, 10° mM ve 10° mM) ve biri kontrol olmak

tizere toplam 55 farkli hormon kombinasyon ortami denenmistir.

Kotiledon yaprak eksplantlar1 i¢in Leo ¢esidine ait gazalboynuzu tohumlart sterilize
edildikten sonra MS ortaminda ¢imlendirilmistir. Daha sonra kotiledon yapraklari ug
kisimlarindan ve yaprak sapina yakin kisimlardan kesilerek arada kalan kisim (Sekil
3.1) farkli memeli cinsiyet hormon doz ve konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmistir. 30

giin kiiltiire alinan bu eksplantlar bir miktar biiylidiikten sonra hemen hemen tamamina
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yakin kismi Olmiistiir. Cok az sayida canli kalmayr basaran eksplantlarin
rejenerasyonunu saglamak i¢in 30. giliniin sonunda 0,5 mg/l BAP icerenstandart MS
(MS tuz ve vitaminlerine ilave olarak 50mg/I vitamin C igeren ortam) ortaminda 30 giin
stire ile kiiltiire alinmislardir. Ancak bu ortamda da bir ¢ok eksplant rejenere olamadan
Olmiislerdir. Cok az sayida eksplant canli kalmayr basarmis bunlardan bazilarida
rejenere olabilmislerdir. Canli kalabilen bu eksplantlar 3. kez kiiltiire alinmislardir.
Ancak 3. ortamda herhangi bir hormon kullanilmamis olup sadece standart MS ortami
kullanilmistir. Denemeye alinan tiim eksplantlarin tamamina yakin bir kismi1 30 giin
icerisinde 0ldiigli i¢in her hangi bir istatistik uygulanmamis olup sadece canli kalip
rejenere olabilen eksplantlarin ortalama degerleri verilmistir. 6B5T, 4T6P, ST5P, ST6P
ve 6T6P hormon kombinasyonlarinda kiiltiire alinan kotiledon yapraklarindan
bazilarinda siirgiin rejenerasyonu gozlemlenmistir. EBSS sirasiyla 0,1, 0,1, 0,2, 0,1 ve
0,05 adet olup EBKSS ise sirasiyla 0, 0, 0,2, 0 ve 0 olmustur. TSOEO sirastyla %10,
%10, %5, %10 ve %S5 olup geri kalan eksplantlar 6lmiistiir.

Memeli cinsiyet hormonlari farkli kombinasyonlarinin dozlar dikkate alinmaksizin kok
meristemlerinin hormon kombinasyonlarina tepkileri incelendiginde rejenerasyon
kapasitesi lizerine dnemli etkisi olan KSOE, EBSS, EBKSS ve TSOEO bakimindan
genel olarak en iyi karigimin progesteron+estron (PE) kombinasyonu oldugu ve

kontrolii gectigi bulunmustur.

Estron ve 17B-estradioliin her ikiside Ostrojen grubuna dahil olan hormonlardir. Buna
ragmen genel olarak Dbakildiginda, 17B-estradiol+progesteron kombinasyonu,
Estron+progestron kombinasyonunun gerisinde kalmistir. Kok eksplantlarina uygulanan
hormon kombinasyonlarinin bitkilerdeki etki mekanizmalariyla ilgili bilgiye
ulasilamamistir. Ancak bu hormonlarin insanlar iizerindeki etki mekanizmalarina
bakilacak olursa, Ugur ve Isik (2002) "bir hormonun bir hiicreye tesir edebilmesi igin,
hiicre zarinda ya da sitoplazmasinda, o hormon i¢in son derece spesifik bir reseptor
protein’inin mevcut bulunmasi gereklidir. Bu 6zel reseptore baglanan hormon, daha

sonra hiicre i¢i fonksiyonlar1 yonetmeye baslar. Dokularin hormonlara verdigi cevap,
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reseptOr sayisina bagl olarak degisir. Reseptor yapiminin uyarilmasi ve frenlenmesi de
rastgele olmamaktadir. Ornegin 6stradiol’iin kendi reseptdrlerini ve progesteron
reseptorlerini artirdigi; Ostradiol ile progesteron beraberce verilirse progesteronun
Ostradiol reseptdrlerini bloke ettigi saptanmistir. Hormon aktivitesinin, serbest hormon
miktarina, reseptor sayisina, hormon/reseptor kompleksinin ¢dziilme oranina ve nihayet
kromatinle yaptigi baglant1 siiresine gore degistigini>> bildirmislerdir. Uzerinde
calisti@imiz bu hormonlarin insan viicudundaki etki mekanizmalari bu sekilde
Ozetlendiginde, neden estron+progesteron kombinasyonun, genel olarak 17p-

estradiol+progesteron karisimindan daha iyi oldugu anlasilabilir.

Farkli dozlardaki progesteron+estron (PE) hormon kombinasyonun, gazalboynuzu kok

eksplantlar iizerine etkileri agagida 6zetlenmistir.

Progesteron ve estron ikili kombinasyonlarinin koklii stirgiin olusturan eksplant ytlizdesi
Sekil 4.67°de goriildiigii gibi kiiltiire alinma stiresi ilerledik¢e artmistir. Bunun nedeni
ilk ay kokli siirglin olusturmayan eksplantlarin ilerleyen aylarda kok olusturmalarindan
ve zamanla rejenere eksplant sayisinin artmasindan ve bunlarinda kok olusturmasindan

kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.42°te koyu renkle belirtilen ve Sekil 4.68 iizerinde de goriilen 4P5SE, 4P6E,
SP4Eve 6P4E ikili kombinasyonlar1 %KSOE bakimindan her 3 ay da da ileri ¢ikmigtir.
Ancak 5P4E ikili kombinasyonu diger 6ne ¢ikan ikili kombinasyonlara gore ilk ay daha
diisik KSOE%’ni verdigi i¢in Sekil 4.66’de goriilen 3 aylik ortalama sonuglarda
kontrolden daha diisiik goziikmektedir. Ilk ay KSOE%’ni 5P4E bu kombinasyon
disiiriirken diger aylarda kiiltiir ortaminda hormon kullanilmadigi ig¢in hormon
kombinasyonunun konsantrasyonu giderek azalmis ve gelisim 2. ve 3. aylarda sitiimiile

edilmistir.

Genel olarak %SKOE ile TSOE %*nin birbiriyle ters orantili olarak degistigi Sekil 4.76
ve Sekil 4.73, Sekil 4.74 ile Sekil 4.77°den goriilmektedir.
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Sekil 4.68, Sekil 4.74 ve Sekil 4.77°den goriildiigi tiizere 4P4E kombinasyonu 1. ay en
yikksek %SKOE’ni verirken en diisiik %KSOE’ni ve %TSOE vermistir. Zaman
ilerledikce 4P4E kombinasyonunun %TSOE ve %KSOE’i genel olarak artarken
%SKOE’1 giderek azalmistir. Ayni durum diger kombinasyonlar ig¢inde
gozlemlenmistir. Ancak %SKOE’i bakimindan 5P5E kombinasyonunda 1. aydan diisiis
gostermesine ragmen 2. ve 3. aylarda %SKOE’i sabit kalmistir. Yine S5P5E
kombinasyonunda %KSOE’1 bakimindan 1 aydan itibaren zaman ilerledik¢e artig
gostermis ancak 2. ve 3. aylarda bu deger sabit kalmistir. Sekil 4.78’den de gorildiigii
gibi %SKOE’i bakimindan en hizli diisiis 4P4E kombinasyonununda gézlemlenmistir.
4P4E kombinasyonundaki %SKOE’i bakimindan bu hizli degisikliklerin nedeni 2. ve 3.
aylarda hormon kullanilmamasi1 nedeniyle bu ayalarda asir1 dozun saglamis oldugu
siirglinlenmeyi inhibe edici dozun azalmasi ile siirglin olusumunu tesvik eden hormon
konsantrasyonuna daha c¢abuk ulagsmasi ve bu sitiimiile edici etkinin diger

kombinasyonlara gore daha uzun siirmesinden kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir.

Progesteron+estron kombinasyonlar1 igerisinden 10° mm progesteron+10“mM estron
(6P4E) kombinasyonu TSOEO, RE, EBKSS, KSOE, EBSS parametrelerinde One
cikmistir. En iyi karistimin 6P4E oldugu tespit edilmistir. Bunu sirasiyla 4P+6E ve
S5P+4E izlemistir. Kontrol ise 5P+SE ve SP+6E kombinasyonlari hari¢ hepsinin

gerisinde kalmigtir.

5.3. Sonug¢ ve Oneriler

Gazalboynuzu bitkisinin in vitro rejenerasyonu iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin
etkisinin arastirildigr bu ¢alismada kotiledon yapraklar1 ve kok uglar1 olmak iizere iki
farkli eksplant kaynagi kullanilmigtir. Caligma iki asamada yiiriitiilmiistiir. Birinci
asamada 4 farkli memeli cinsiyet hormonu (17p-estradiol, estron, progesteron,
testosteron) ve 4 farkli dozunu (0, 10 mM, 10° mM ve 10° mM) iceren toplam 16
farkl kiiltiir ortaminin bazi rejenerasyon paremetreleri (Y0KSOE, %TSOEO, %SKOE,
%KZSOE, EBKZSS, EBKSS, EBSS, RE) ilizerine, ana etkileri belirlenmistir. Ikinci
asamada memeli cinsiyet hormonlarmin ikili kombinasyonlarin1 (17p3-estradiol +

progesteron, 17p-estradiol+testosteron, 17p-estradiol+estron, progesteron+testosteron,
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progesteron+estron, testosteron+estron) iceren 6 farklt hormon karisimi ve 3 farkl
dozunun (10 mM, 10° mM ve 10° mM) kombine edildigi ve biri kontrol (0 mM)

olmak iizere toplam 55 farkli hormon kombinasyon ortami denenmistir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada Lotus corniculatus L.’un kullanilan eksplantin tipine,
memeli cinsiyet hormonlarinin tipine ve konsantrasyonlarina bagli olarak incelenen
parametrelere farkli tepkiler vermis oldugu tespit edilmistir. Bu da Lotus
corniculatus’un memeli cinsiyet hormonlari ile etkilesime girebildigini gostermistir.

Elde edilen sonug ve Oneriler agagida 6zetlenmistir.

5.3.1. Sonuglar

Yaptigimiz c¢alismada denenen tekli hormon konsantrasyonlarinda kotiledon
yapraklarinin tamamen 6ldiigi, ikili hormon kombinasyonlarinda (6B5T, 4T6P, 5T5P,

5T6P ve 6T6P) ise ¢cok az bir kisminin rejenere oldugu goriilmiistiir.

Calismanin kok meristemleri ile yapilan kisminda ise denenen memeli cinsiyet
hormonlarinin gazalboynuzu kok eksplantlari ile etkilesime girdigi gézlemlenmistir.
Tekli hormon uygulamalarinda; %KSOE, %TSOEOQO, EBKSS bakimindan en iyi sonucu
kontrol grubu vermis olup bunu 17 p-estraidol’iin 10°mM dozu takip etmistir.

EBSS bakimindan en iyi hormon grubu estron olup 10° mM dozu 6ne gikmustir.
KZSOE bakimindan en iyi sonucu testosteron’un 10°mM dozu vermistir.

SKOE bakimindan17p-estradioliin 10* mM dozu éne ¢ikmustur.

EBKZSS bakimindan en iyi hormon grubunun estron oldugu ve bunu progesteronun

takip ettigi bulunmustur.

17B-estradiol hormonunun, kok gelisimini diger hormonlara gore daha fazla tesvik ettigi

gorilmiistiir.
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RE bakimindan uygulamalar arasindaki farkin 6nemli olmadig gézlemlenmistir. Ancak
bu parametre kokli siirgiin sayisinin, Toplam siirgiin olusturan eksplant sayisina orani
oldugu i¢in bu iki parametrenin dogru orantili olarak degisebildigi gozlemlenmis
oldugundan eksplantlarin rejenerasyon kapasitesi 6zelligi bakimindan ayirt edici bir

faktor olarak degerlendirilmesinin yanlis oldugu sonucuna varilmistir.

Denenen memeli cinsiyet hormonlarinin, uygulanan konsantrasyonlarinda herhangi bir

kallus olusumu g6zlemlenmemistir.

Her ti¢ disi cinsiyet hormonu (17p-estradiol , estron ve progesteron), %TSOEO, EBKSS

parametreleri bakimindan 6ne ¢ikmis olup aralarindaki farkliliklar 6nemli olmamaistir.

Genel olarak %KSOE, %TSOEO, %SKOE, EBSS, EBKSS parametreleri testesteron
uygulamalarinda minimum degeri almis olup yalnizca %KZSOE bakimindan ikinci
sirayt almigtir. Diger tiim parametrelerde disi cinsiyet hormon uygulamalarinin

gerisinde kalmuigtir.

Ana etkilerde %KZSOE harig incelenen tiim parametrelerde uygulanan tiim hormon ve
konsantrasyonlarinda genel olarak kontrol (0 mM) dozu en iyi sonuglart vermis olup

bunu sirasiyla 10° mM, 10°> mM ve 10™* mM dozu takip etmistir.

Kontrol (0 Mm) dozu, %KSOE, %TSOEO, %SKOE, EBKZSS, EBKSS, EBSS

parametrelerinde 6ne ¢ikmistir.

Kok meristemlerinin - hormon kombinasyonlarma tepkileri incelendiginde ise
rejenerasyon kapasitesi tizerine onemli etkisi olan KSOE, EBSS, EBKSS ve TSOEO
bakimindan genel olarak en 1yi karisimin progesteron+estron (PE) karisimi oldugu ve
kontrolii gectigi bulunmustur. PE kombinasyonun en etkili bilesiminin ise 10°mM
progesteron+10“mM estron oldugu tespit edilmisti. Bunu sirasiylal0“mM
progesteron+10°mM estron ve 10° mM progesteron+10*mM estron izlemistir. Kontrol
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ise 10°mM progesteron+10° mM estron ve 10°mM progesteron+10°mM estron

kombinasyonlar1 hari¢ hepsinin gerisinde kalmaistir.

5.3.2. Oneriler

Genel olarak kok eksplantlarina memeli cinsiyet hormonlarmin tekli uygulamalarinda,
denenen tiim konsantrasyonlarinda kiiltiire alinma siirelerinin incelenen parametreler
tizerindeki etkisini inceledigimizde %SKOE‘1 zamanin ilerlemesine bagli olarak
azalmustir. Incelenen tiim parametrelerde zaman ilerledikce hormon uygulamalarmin
etkisi azaldig1 i¢in (2. ve 3. aylarda kullanilan besin ortamlarinin hormon icermemesi
nedeniyle) memeli cinsiyet hormon uygulamalarinin eksplantlarin rejenerasyonu ve
gelisimini inhibe edici etkileri azalmis ve tiim parametrelerde zamanin ilerlemesine
bagl olarak iyilesme goriilmiis ancak higbiri kontrole ulasamamustir. Inhibe edici
etkinin zamana bagli olarak azalmasinin, baslangigtaki hormon konsantrasyonlari ile
yakindan iligkili oldugu bulunmustur. Baslangigta uygulanan memeli cinsiyet
hormonlarinin konsantrasyonu artikca inhibe edici etkilerinin daha uzun zaman siirdiigii
gozlemlenmistir. Bu durum daha sonraki yapilabilecek g¢alismalarda bu hormonlarin
bitki biinyesindeki etkinlik siirelerinin, bitki dokusuna baglanma bdlgelerinin ve

baglanma derecelerinin ¢alisilmasi gereken bir konu olduguna isaret etmistir.

Ayrica tekli hormon uygulamalar in vitro muhafaza calismalarinda kullanilabilir. Konu
ile ilgili ileri arastirmalara ihtiyag¢ vardir. Yine Tekli hormon uygulamalarinin daha
diisiik konsantrasyonlarda denenmeleri halinde bitki rejenerasyonu iizerine olumlu
etkileri olabilir.

Kok eksplantlarina uygulanan ikili hormon kombinasyonlarinda, en iyi karisimin
Progesteron + Estron (PE) karisimi oldugu ve kontrolii gectigi bulunmustur. Bu durum
daha sonraki yapilabilecek calismalarda, bitki biinyesinde bulunan memeli cinsiyet
hormon reseptdrleri iizerine, ikili hormon kombinasyonlarinin etkisinin arastirilmasinin

gerekli oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan desteklenen‘‘Erzurum, Erzincan, Bayburt Illeri Dogal
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Ekotiplerinin Toplanmasi, Morfolojik ve Molekiiler Karakterizasyonu, Tek Yillik
Baklagil Yem Bitkileri Islahi, Gazalboynuzu Islahi” projelerinde proje lideri “Dogu
Anadolu Bolgesi Cayir Mera Alanlarinda Bulunan Yem Bitkilerinin Kiiltiire Alinma
Olanaklarinin Arastirilmasi, Dogu Anadolu Bolgesi Yem Bitkileri Genetik Kaynaklar
Arastirma Projesi, Korunga Islah Caligmalari, Yonca Islah Projesi, Bugdaygil Yem
Bitkileri Islah Calismalar1” projelerinde arastirmaci olarak ¢alisti. Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligt Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miudirligi
Tarafindan 2012 yili ““‘Cayirr Mera ve Yem Bitkileri Arastirmalar1 Program
Degerlendirme Toplantisi’nda proje liderligini yiiriittiigii gazalboynuzu Islah Projesi
ikinci proje ddiiliine layik goriildii. Halen Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii

Miidiirliigiinde Cayir Mera ve Yem bitkileri 1slah1 subesinde gorev yapmaktadir.



