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Kalanso (Kalanchoe blossfeldiana Poelnn.) uzun 6miirlii i¢ mekan siis bitkisi tiirlerinden biri olup in vitro rejenerasyon
kabiliyeti yiiksektir. Bu arastirmada in vifro mutasyon 1slahi ¢caligmasina yonelik olarak yaprak ayasi eksplantlarinda, iki
farkli gama 1s1nlama kaynaginda 1silama yapilarak etkili mutasyon dozlarinin belirlenmesi (EMDso) ve kaynak etkisinin
ortaya konulmasi hedeflenmistir. Bu amagla her dozda 60°sar yaprak ayasi eksplanti olacak sekilde in vitro kiiltiirler on
dort farkli dozda (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140 ve 160 Gy) Co® (235 Gy/h) ve Cs'*” (821 Gy/h)
gama 1511 kaynaklari ile 1sinlanmistir. Isinlanan in vitro eksplantlar iginlama sonrasinda rejenerasyon ortamina (2.0 mg.L™
TDZ ve 0.5 mg.L' NAA) transfer edilmislerdir. Isinlamay1 takip eden kirk besinci glinde eksplantlarda siirgiin
rejenerasyonu basari yiizdeleri tespit edilerek iki farkli gama kaynaginin etkileri karsilastirilmustir. In vitro rejenerasyon
amactyla S2 kodlu uygulamanin (%15°1lik NaClO igeren sterilizasyon ¢6zeltisi) ve R3 kodlu 2.0 mg.L™" TDZ ve 0.5
mg.L™' NAA igeren MS besin ortaminin kullanilabilecegi belirlenmistir. EMDso dozu olarak; Cs'*” kaynagi i¢in 79.97 Gy
ve Co® kaynagi i¢in ise 103.54 Gy hesaplanmistir. Bununla birlikte kobalt kaynag1 i¢in daha yiiksek dozlarda bazi yeni
uygulamalarin yapilmasi 6nerilmistir.

Anahtar Kelimler: Cs'*’ (Sezyum 137), Co® (Kobalt 60), EMDso, Kalanso (Kalanchoe blossfeldiana Poelnn.)

Comparison of the Effects of Different Gamma Ray Sources on Kalanchoe (Kalanchoe blossfeldiana Poelnn.) Leaf
Blade Explants for in vitro Mutation Breeding Studies

ABSTRACT

Kalanchoe (Kalanchoe blossfeldiana Poelnn.) is a long-lived indoor ornamental plant species with high in vitro
regeneration ability. The aim of this study was to determine the effective mutation doses (EMD5so) in leaf blade explants
for in vitro mutation breeding using two different gamma irradiation sources and to identify the source effect. For this
purpose, in vitro cultures were irradiated with *°Co (235 Gy/h) and '*’Cs (821 Gy/h) gamma ray sources at fourteen
different doses (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, and 160 Gy) with 60 leaf blade explants at each dose.
Irradiated in vitro explants were transferred to the regeneration medium (2 mg.L™' TDZ and 0.5 mg.L™' NAA) after
irradiation. Indirect shoot regeneration success percentages were determined on the forty-fifth day following irradiation,
and the effects of the two different gamma sources were compared. S2 (15% NaClO sterilization solution) and R3 (MS
nutrient medium containing 2.0 mg.L™' TDZ and 0.5 mg.L™' NAA) could be used for in vitro regeneration. The EMDso
dose was calculated as 79.97 Gy for the *’Cs source and 103.54 Gy for the ®Co source. However, some new applications
of higher doses of cobalt sources have been suggested for higher doses of cobalt source.

Keywords: *’Cs (Cesium 137), ®Co (Cobalt 60), EMDso, Kalanchoe (Kalanchoe blossfeldiana Poelnn.)

GIRIS rengi, cicek ve yaprak yapisi ile 6ne ¢ikan bir siis

bitkisidir. Ayrica bazi yabani akraba tiirlerinin

Afrika orijinli olan kalanso (Kalanchoe geleneksel tipta romatizmal ve iltihabi hastaliklara
blossfeldiana Poelnn.), Crassulaceae familyasinda karsi kullanilmig oldugu bilinmektedir [1, 2]. Son
yer alan ve saksili bitkiler grubu iginde farkli ¢igek  yillarda ise icermis oldugu antioksidanlar nedeni ile
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kanser tedavisi ile ilgili ¢aligmalar [3] agisindan da
onem arz etmektedir. K.blossfeldiana’nin saksili siis
bitkisi olarak kullaniminin yani sira kesme cicek [4]
ve dis mekan siis bitkisi olarak degerlendirilmesine
yonelik bir egilim de s6z konusudur [5]. Tiiriin ticari
olarak c¢ogalttmi ve {retiminde doku kiiltiiri
yontemleri son donemde oldukga 6nem kazanmistir
[6]. Gegmisten giiniimiize kadar olan siiregte in vitro
cogaltimda yaprak ayasi, bitki gévdesi parcalar1 ve
stirgiin uglar1 eksplantlariin rejenerasyon amactyla
kullanildig1 bilinmektedir [7-10]. Tiire yonelik olarak
1930’lu yillarin basindan itibaren cesit gelistirmek
amaci ile yapilan caligmalar i¢cinde melezleme 1slahi
halen etkinligini korumakla birlikte yeni teknolojik
ilerlemelerle de paralel olarak doku kiiltiirii teknikleri
ile entegre 1slah ve biyoteknolojik yontemlere yonelik
yaklagimlardan yararlanilmaktadir [11]. Diger
tirlerde oldugu gibi kalansoda da klasik 1slah
yontemleri i¢inde yer alan mutasyon 1slahi alternatif
genetik varyasyon olusturmak tizere yararlanilan bir
yontemdir. Tiire 6zgii olarak yapilan in vivo ve in
vitro mutasyon 1slahi ¢alismalar1 degerlendirildigi
zaman mutasyon uyartimini saglayan kimyasal ve
fiziksel mutagen kaynaklar, bu kaynaklarin etki
mekanizmalari, mutagene maruz birakilacak olan
bitkisel materyal ve materyalin kimyasal igerigi,
gelisme donemi gibi faktorler 6nem arz etmektedir
[12, 13]. Dolayist ile mutagen olan kaynagin ve
biyolojik  materyalin  Ozelliklerinin  bilinmesi
yapilacak calisma adina dikkat cekicidir [14, 15].
Mutasyon 1slahina yonelik c¢aligmalar genel olarak
degerlendirildigi zaman uygulama  kolayligi
nedeniyle iyonize radyasyon kaynaklarinin (gama, X
1s1n1, hizli nétron, elektron hizlandiricisi, agir iyon
kaynaklar1 gibi) kimyasal mutagenlere gore daha
agirlikh olarak kullanilmakta oldugu goriilmektedir.
Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajanst Mutant Veri
Bankasi (IAEA-MVD) incelendigi zaman bugiine
kadar mutasyon 1slahi ile kalanso i¢in Hollanda ve
Japonya’da dort ¢esidin gelistirildigi goriilmektedir
[16]. Iyonize radyasyon uygulamalarinda biyolojik
canli tarafindan absorbe edilen iyonize radyasyon
canlida molekiiler sevide etkiye neden olmaktadir.
Isin uygulamasi sonucunda DNA, enzim ve ATP gibi
makro molekiiller ile koenzim gibi daha kiiciik
molekiillere etki ederek mutasyon adi verilen
degisimlere neden olmaktadir [17]. Her bir iyonize
radyasyon kaynagi sahip oldugu iyonizasyon
kapasitesine gore sahip olduklar1 Lineer Enerji
Transferi (LET) degeri ile kategorize edilir [18].
Buna gére gama 1s1n kaynagi olan Co®® ve Cs'*” diisiik
LET diizeyine sahip kaynaklardir [19, 20]. Genel bir
degerlendirme yapildigi zaman iyonize radyasyon
kaynaklar iginde tarimsal, tibbi, gida uygulamalari
ve endistriyel radyasyon teknolojileri agisindan

diinya genelinde Co® radyoizotopunun uygulamada
kullanildig1 ve tercih edildigi bilinmektedir. Gama
radyasyon kaynaklarini bir baska anlamda kiyaslar
isek niikleer ya da olabilecek bir radyolojik kaza
durumunda giivenlik yoniinden Cs'*”’ye gore Co®
kaynaklarinin radyasyon kirliligi, kontaminasyon ve
niikleer Kkirlilik olusturma riski diistiktiir. Ciinkii
yayllim  mekanizmalart  birbirinden  farklilik
gostermektedir. Bu kaynaklar yar1 6miirleri agisindan
degerlendirildigi zaman ise Co® kaynagimin yar
omriiniin 5.271 y1l buna karsilik Cs"*” kaynaginin yar1
omrii ise 30.07 yildir [20]. Buna karsilik enerji
acisindan iki kaynak karsilastirnldiginda Co®’1n
enerjisi Cs'*”’ye gore daha yiiksektir. Bu da uygulama
yapilan 6rnege gama 1sinlarinin giriskenligi iizerinde
etkilidir. Cs"*”’ye gore Co®’1n giriskenligi ve doz hizi
daha yiiksektir. Bu nedenle her iki gama kaynagi
acisindan diger iyonize radyasyon kaynaklar1 ile bir
kiyaslama yapildigi zaman gama radyasyonunun
enerjisi ylksek oldugu i¢in 1sinlama ile ortaya
cikacak etki mekanizmasi {izerinde 1simlanma siiresi
anlaminda olan etki kritiktir [21]. Ancak iyonize
radyasyon kaynaklariin uygulama yapilan biyolojik
materyale giriskenliginin de iyi bilinmesinde yarar
vardir. Ciinkii gama 1smlar1 100 kiloelektronvolt
(keV)’un tizerinde foton enerjisine ve yiksek
penetrasyon giicline sahiptir. Gama 1g1n1 kaynagi olan
Co® ve Cs'” uygulandigi biyolojik dokuyu sahip
oldugu enerji nedeniyle delip gecerken elektron
hizlandiric1 ve diger kaynaklar sahip olduklar diisiik
enerji seviyesine gore gama kaynaklarina gore daha
az girigkenlik 6zelligine sahiptirler [22]. Ancak her
iki gama kaynaginin girigkenligi birbiri ile
kargilastirildigi zaman Co® ve Cs'*”’ye gore daha
penetrasyon orani gii¢lii olan bir iyonize radyasyon
kaynagidir. Burada kaynagin sahip oldugu enerjinin
ve doz hizinin bilinmesi 1ginlama ¢aligmasinin dogru
ve etkili yapilmasi adina énemli bir kritik noktadir.
Ciinkii yliksek enerjiye sahip kaynaklarda dogru doz
haritalamas1 yapilmaz ve 1smlama siiresi biyolojik
materyale gore ayarlanmaz ise ornek kayiplari ¢ok
fazla olabilmektedir. Bu nedenle gerek gama
kaynaklar1 gerekse diger iyonize radyasyon
kaynaklar1 ile mutasyon 1slah1  ¢aligmasina
baslamadan Once mutlaka on calisma olarak ana
mutant popiilasyonun olusturulmasina yonelik olarak
tizerinde calisilacak genotipe 6zgii EMDso dozunun
belirlenmesi gerekmektedir.

Burada sonuglari sunulan ¢alismada farkli doz hizi
ve enerjiye sahip olan iki farkli gama 1511 kaynagi
olan Co® ve Cs'¥ kaynaklarinda kalanso bitkisine ait
yaprak ayasi eksplantlarinin 1ginlanmasi sonucunda
kaynak etkisinin ortaya ¢ikarttigi  etkilerin
karsilastirilmast ve her iki kaynaga gore EMDso
dozunun belirlenmesi hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOT

Materyal

Bu ¢aligmada yerli iireticiden temin edilen turuncu
ciceklere sahip bir genotip kullanilmistir (Sekil 1).
Genotipin stok bitkileri yaprak celikleri ile
cogaltilmis ve ¢ogaltilan bitkilere ait 1x1 cm boyutlu
olarak hazirlanan yaprak ayasi parcalar1 (Sekil 1) in
vitro kiiltlire alinarak 1sinlamada kullanilmustir.

Sekil 1.
kiiltiire almak iizere hazirlanan yaprak ayasi
parcalari

Metot

In Vitro Yaprak Ayasi Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Yaprak ayas1 eksplantlarindan  in  vitro
rejenerasyon saglamak amaciyla Bejaoui vd. [10]’nin
caligmasi baz alinmis ancak ortaya ¢ikan ihtiyaglar
dogrultusunda yontemler modifiye edilmistir. Bu
amagla Oncelikle en etkili sterilizasyon yontemini
belirlemek tizere asamali olarak deneme kurulmustur
(Cizelge 1). Sterilizasyon ¢ozeltisinin sodyum
hipoklorit dozu etkinligini incelemek {izere iki farkli
icerik hazirlanmig, bu islemin Oncesinde yaprak
ayalart steril saf su ile 6n yikamaya tabi tutulmustur.
Sterilizasyon iglemi sonrasinda yaprak ayalarindan
hazirlanan eksplantlar {i¢ tekerriirli olarak, her
tekerriirde 60’sar adet eksplant olacak sekilde
bliylimeyi diizenleyici madde igermeyen Murashige
ve Skoog [23] (MS) besin ortaminda kiiltiire alinarak
eksplantlarin kontamine olma durumu iki hafta siire
ile izlenmistir.

Caligma sirasinda belirlenen sterilizasyon yontemi
ile steril edilen yaprak ayas1 eksplantlar1 Bejaoui vd.
[10]’nin ¢aligmasinda belirtilen besin ortami bilesimi
(1 mgL™ BAP ve 0.5 mgL™ NAA iceren MS)
kiiltiire alinan genotip i¢in etkili sonu¢ vermeyince,
yaprak eksplantlar1 Cizelge 2’de sunulan besin
ortamlarinda  Thidiazuron  (TDZ)’un  farkli
kombinasyonlart (0.5, 1.0 ve 2.0 mg.L™") ile 0.5
mg.L™' Naphthaleneacetic acid (NAA) iceren MS
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besin ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Tiim besin
ortami1 kombinasyonlarinin pH’1 5.6, sakaroz icerigi
30 gL' ve agar igerigi 7 gL' olarak sabit
tutulmustur. Kiiltiir baglangicini takip eden ilk yedi
gin kiiltiirler 2441°C sicaklikta ve karanlik
kosullardaki iklimlendirmeli inkiibatérde inkiibe
edilmis daha sonra 16/8 h aydinlatma rejimine sahip
ayni sicaklik kosullarinda tutulmustur.

Etkili rejenerasyon ortami igerigi belirlendikten
sonra yaprak ayalarindan rejenere olan bitkicikler
(Sekil 2), biiylimeyi diizenleyici madde igermeyen
MS besin ortamina aktarillarak tam bitki formuna
doniismiis ve gelismelerini tamamlamiglardir.

Cizelge 1. Yaprak ayasi eksplantlarinin yiizeysel
sterilizasyonu i¢in denenen farkli NaClO
dozlar1 igeren ¢oOzelti Dbilesimleri ve
sterilizasyon agamalari

Uygulama Sterilizasyon
No Asgamalari
%70’lik EtOH (5 saniye) + steril saf su ile 3 kez ¢alkalama +
S1 1-2 damla Tween-20 igeren %10’luk NaClO ¢ozeltisinde

(10 dakika) + steril saf su ile 3 kez ¢alkalama
%70’lik EtOH (5 saniye) + steril saf su ile 3 kez ¢alkalama +
S2 1-2 damla Tween-20 igeren %15°lik NaClO ¢ozeltisinde
(10 dakika) + steril saf su ile 3 kez ¢alkalama

Cizelge 2. Yaprak ayast eksplantlarindan
rejenerasyon saglamak iizere denenen besin
ortami igerikleri

Besin Ortami Kodu Besin Ortami Icerigi
R1 MS (0.5 mg.L ! TDZ + 0.5 mg.L ' NAA)
R2 MS (1.0 me.L ' TDZ + 0.5 mg.L ' NAA)
R3 MS (2.0 mg.L™' TDZ + 0.5 mg.L™' NAA)

Etkili Mutasyon Dozunun Belirlenmesi

Belirlenen sterilizasyon uygulamasi ve genotipe
gore etkisi teyit edilen besin ortaminda 1x1 cm
boyutunda in vitro Kkiiltiire aliman yaprak ayalari
Tiirkiye Enerji Niikleer ve Maden Arastirma Kurumu,
Niikleer Enerji Arastirma Enstitlisii biinyesinde
bulunan Co® (Doz hizi: 235 Gy/h) ve Cs'*” (Doz hizt:
821 Gy/h) gama 1s1n kaynaklarinda on dort farkl
dozda (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120,
140 ve 160 Gy) ve her dozda 60 eksplant olacak
sekilde biiylimeyi diizenleyici madde icermeyen MS
besin ortaminda 1gimlanmistir. Isinlama sonrasi hizla
1sinlama  sonucunda besin ortaminda olusmasi
beklenen radikallerin toksik etkilerinden eksplantlari
korumak fizere tim eksplantlar ana rejenerasyon
ortamima aktarimistir. Isinlamay1 takip eden 45.
giinde eksplantlardan bitki rejenerasyonu gozlemi
yapilarak dozlara gdre rejenerasyon oranlari
belirlenmistir.

Istatistiki Analiz
Her iki iyonize radyasyon kaynaginda yapilan
1s1nlama sonrasinda elde edilen rejenerasyon verileri
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lineer regresyon analizine tabi tutularak her iki
kaynakta 1smlanan bitkisel ornege ait EMDso dozu
belirlenmistir. Genotipe uygun sterilizasyon ve besin
ortami kombinasyonunu belirlemek iizere tesadif
parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii olarak
denemeler her tekerrirde 60 paralel olarak
kurulmustur. Sonuglar Minitab ve Mstact istatistik
paket programlari ile analiz edilmistir. Duncan testi
coklu karsilastirmada uygulamalar arasi farkliligi
belirlemek tizere (p<0.01) uygulanmstir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu aragtirmanin ilk asamasinda in vitro kiiltiire
alman yaprak ayalarn icin etkili NaClO dozunu
belirlemek iizere iki uygulama denenmistir. Denen iki
uygulamadan S2 kodlu %15 oraninda NaClO igeren
sterilizasyon soliisyonu %100 oraninda kiiltiirlerin
saglikli kalmasini saglayan islem akigini saglamistir
(Cizelge 3). Dolayisi ile elde edilen sonugla kendi
laboratuvar  kosullarimiz ~ agisindan en etkili
sterilizasyon saglanmistir. Bugiine kadar kalanso i¢in
farkli eksplant tiplerinde (bogum pargalari, yaprak
diskleri, siirgin ucu vb.) sterilizasyonu saglamak
tizere farkli uygulama ve sterilizasyon ajanlarinin
kullanildigr goriilmektedir [6, 9, 10]. Dolayis: ile
eksplant kaynagi ve laboratuvar kosullari da goz
Online almarak dogru sterilizasyon ydnteminin
belirlenmesi ile [1] materyal ve zaman kaybinin
Online gecilmistir.

Yaprak ayasi eksplantlarinin  farkli  hormon
kombinasyonlar1 iceren MS besin ortamlarn
iizerindeki rejenerasyon oranlar1 Cizelge 4’te

verilmistir. Denemede yer alan {i¢ farkli besin ortami
icinde R3 kodlu 2.0 mg.L.”! TDZ + 0.5 mg.L™' NAA
iceren MS besin ortami, kalanso eksplantlarinda
%100 oraninda rejenerasyon saglayan ortam olarak
belirlenmistir (Cizelge 4). Bu besin ortamimi %85
rejenerasyon orani ile R2 ortami izlerken en diisiik
rejenerasyon %45 oram1 ile R1 ortaminda
gerceklesmistir. Kaviani vd. [24]; NAA, TDZ ve 2,4-
D gibi biiyiimeyi diizenleyici maddelerin farkli tip
eksplantlarda rejenerasyon kapasitesi iizerinde etkili
oldugunu belirterek genotip tepkisinin mutlaka g6z
onlinde tutulmas: gerektigine dikkat c¢ekmistir.
Benzer olarak yine yaprak ayasi kullanilarak yapilan
bir diger ¢alismada %3 sakaroz, %0,7 agar, 1 mg.L™
BAP ve 0.5 mg.L' NAA igeren, pH’1 5.7 olan MS
besin ortami en iyi rejenerasyonu saglamistir [10].
Genotip tepkisinin yaratacagi farklihik gbz Oniine
aliarak belirlenen BGD igeriklerinde daha Once
beyaz cigekli baska bir genotipte yapilan ¢alismadan
farkli olarak ¢alismamizda kullanilan turuncu renkli
farkl1 bir kalanso genotipindeki in vitro rejenerasyon
yanitlart  farkli  olmustur. Kalanso’da  gesit

gelistirmede tiirler arasi melezlemeler oldukga etkin
kullanilmakta [5] ve farkli gen havuzlarindan elde
edilen ticari cesitler yurt disindan ithal edilerek
tilkemizde satis1 yapilmaktadir. Bu nedenle farkli
calismalarda kullanilan farkli kalanso genotiplerinin
rejenerasyon i¢in birbirinden farkli BGD igeriklerine
ihtiya¢ duymalar1 6ngoriilebilir bulunmustur. Ayrica
genotip etkisinin yani sira, eksplantin dondr bitkiden
almdig1 zamandaki fizyolojik durumu, yapraklarin
pozisyonu ve yasi da iyi bir rejenerasyonu saglayacak
olan ortam kombinasyonun belirlenmesinde de etkili
olan faktorler arasinda yer almaktadir [8, 20].

Cizelge 3. Yaprak ayasi eksplantlarinin sterilizasyonu
icin denene yontemler

Sterilizasyon Kiiltlire Alan Enfeksiyonsuz
Uygulamasi No Eksplant Sayis1 Kiiltiir Orant1 (%)
S1 180 0b

S2 180 100 a*

*(LSD Val=0.0151, Sx=0.0042, Duncan testine gore harfler ortalamalar

arasindaki farklilig1 p<0.01 simirlarinda tanimlamaktadir)

Cizelge 4. Yaprak ayasi eksplantlariin farkli oranda
TDZ igeren MS besin ortaminda ortalama

rejenerasyon degerleri

Besin Kiiltlire Alman Rejenerasyon
Ortami Kodu Eksplant Sayis1 Orani (%)
R1 180 45¢c
R2 180 85b
R3 180 100 a*

*(LSD Val=0.0150, Sx=0.0040, Duncan testine gore harfler ortalamalar
arasindaki farkliligt p<0.01 smirlarinda tanimlamaktadir)

Ave, TR,
KX {‘ oo
- .6... "" QQ‘
® oo ¢ B e.%
K ‘.' 4 2
2% ” "%

Sekil 2. R3 ortaminda kiiltiire alinan yaprak ayasi
eksplantlarindan bitki rejenerasyonu

Yaprak ayast eksplantlarinin turuncu renkli
genotipe uygun rejenerasyon ortami belirlendikten
sonra bu eksplant tipi ile yapilacak in vitro mutasyon
calismasia yonelik olarak iki farkli gama 111
kaynagi (Co®, Cs'¥) ile 1sinlama yapilmistir. Burada
EMDso dozunu belirlemenin disinda farkli enerji
seviyelerine sahip iki gama kaynagimin eksplant
tizerinde yapmis oldugu etkileri de belirlemek iizere
sonuglar irdelenmistir.

On dort farkli dozda her iki 1sinlama kaynaginda
isinlanan  eksplantlarin  rejenerasyon  ortamina
transferini takip eden 60. giinde gozle ve gerektigi
kosullarda binokiiler mikroskop yardimi ile 10x
bliyiitmede  eksplantlarda  sayim  yapilarak
rejenerasyon durumu saptanmistir (Sekil 3). Yapilan
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gbzlemler sonucunda Cs'* 151n kaynaginda isinlanan
eksplantlarda fiziksel zarar olarak Co*® gama
kaynagina gore daha az zarar olustugu izlenmistir.
Uygulama dozlar1 agisindan yapilan degerlendirmede
Cs'” kaynaginda 70 Gy’lik uygulamadan sonra
rejenerasyon kapasitesinde énemli 6l¢iide bir azalma
oldugu %78 oraninda 70 Gy’de saglanan
rejenerasyonun 80 Gy ve ilzerindeki dozlarda
ortalama olarak %18.16’ya geriledigi saptanmustir.

® "Fepeoevesegge :

ABegeloare, » @ a

K
Cs'™

.‘.(“@I!‘ B 2 o g
Ladrasntoniges

N
K
Co®

Sekil 3. Co® ve Cs'¥ radyasyon gama kayaklarinda
1sinlanan eksplantlarin rejenerasyon durumu

10‘20‘30‘40‘50‘60‘70‘80‘90‘100‘120‘140‘160

10‘20‘30‘40‘50‘60‘70‘80‘90‘100‘120‘140‘160

Buna karsilik Co® kaynaginin ise 160 Gy’lik
uygulamada dahi eksplantlarin  rejenerasyon
yetenegini azalarak da olsa siirdiirdiigii belirlenmistir
(Sekil 4). Co® kaynaginda 70 Gy’lik uygulama ile
ciddi bir rejenerasyon gerilemesi oldugu ancak artan
dozlarda bu oranin %49 seviyesinde seyrettigi
belirlenmistir.  Sezyum  kaynagindaki  kararh
gerilemenin kobalt kaynaginda saglanamadigr Sekil
4’de izlenmektedir. Gama kaynag ile yapilan
1sinlama sonucunda elde edilen veriler ile yapilan
regresyon analizi sonucu asagida sunulan formiilde
(Formiil 1.) goriildiigii lizere y kontrol olan 0 Gy’lik
uygulamada elde edilen rejenerasyon degerinin %50
degerini temsil ederken, x olarak tanimlanan deger ise
EMDso dozunu tanimlamaktadir Buna gore Cs'¥’
uygulamasinin sonucu olarak EMDso dozu 79.97 Gy
olarak belirlenmistir. Buna karsilik Co®® kaynagi ile
yapilan 1simnlama sonucunda ise EMDso dozu 103.54
Gy olarak bulunmustur (Formiil 2).

-0,7298x + 108,36 =y (Formiil 1)
-0,2398x + 74,828 =y (Formiil 2)

Ancak Co® kaynagi igin lineer regresyon
analizinde elde edilen r? degerinin 0.70’den az olmasi
ve artan dozlarda yaklastk %50 civarinda
rejenerasyon kapasitesinin korunarak 6zellikle 140 ve
160 Gy uygulamalarindaki rejenerasyon oraninin
%60’1n tizerinde gergeklesmesi de gbz Oniine alinarak
calisilan genotipe yonelik olarak mutlaka 160 Gy’lik
dozun tizerindeki 1sinlama dozlarinin da denenmesi
gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bugiin diinyada pek ¢ok
tiirde farkli 1sinlama kaynaklar1 (diisik ve yiiksek
enerjili) kullanilarak 1sinlama ve mutasyon 1slahina
yonelik ¢aligsmalar yapilmaktadir [25, 26].
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Sekil 4. Iki farkli gama kaynaginda 1smnlanan
eksplantlarin  dozlara gore rejenerasyon
oranlari (%)

Calismada kullanilan biyolojik materyal tipi
(tohum, in vitro eksplant, ¢elik vb.) ve buna baglh
olarak su igerigi, 1smnlama yapilacak olan kaynagin
LET degeri, radyasyon kaynaginin yarattig1 fiziksel
ve kimyasal etkiler, isinlamada kullanilan kaynagin
yar1 6miir durumu ve buna bagli olarak sahip oldugu
doz hizi, 151nlama sirasinda ortamin oksijen seviyesi
gibi faktorler onemlidir [19, 29]. Elde edilen bulgular
degerlendirildigi zaman oOncelikle 6ne ¢ikan ilk
parametre 1ginlama kaynagmin sahip oldugu doz
hizidir. Ciinkii Cs'*” kaynag1 daha yiiksek bir doz
hizina (821 Gy/h) sahip oldugu igin 1s1nlama sirasinda
doku igine penerte olma giicii Co*® kaynagina gore
daha diisiik goriinse de kisa siirede etkili bir doz
dagilim eksplantlar agisindan elde edilen EMDso
dozu dogrultusunda saglanmis durumdadir. Co®
kaynagiin doz hizi ise 235 Gy/h olmakla birlikte
Cs"” kaynag ile kiyaslandigt zaman i1smlama
stiresinin daha uzun oldugu bu nedenle de 6zellikle in
vitro materyal agisindan besin ortaminda serbest
radikal olusumunun daha hizlanmasi ve oksijen
miktarinin da buna baglh olarak azalmas: ile birlikte
eksplantlar iizerinde farkli etkiler olusturabilme
olasilig1 mevcuttur [20, 22, 27]. Bu nedenle de Co®°
uygulamasinda kullanilmis olan on dort farkhi
1sinlama dozunun genotip tepkisi de gbéz Oniine
alinarak yeterli olmadig1 goriilmiistiir. Benzer etkiler
ve bulgular farkli arastiricilar tarafindan yapilan
calismalarda da ortaya konmustur [19, 20, 22, 28, 29].

SONUC

Islah ¢alismalarimin siiresini hizlandirmak ve gen
havuzunu genisletmek amaci ile in vifro mutasyon
1slah1 ¢aligmalar1 halen popiilerligini korumaktadir.
Bu aragtirma kapsaminda yaprak ayasi eksplanti
kullanim1 baslangi¢ materyali olarak planlanan in
vitro mutasyon 1slah1 caligmasina yonelik olarak
oncelikle in vitro kiiltiir baslangicina yonelik etkili
sterilizasyon ve rejenerasyon ortaminin optimize
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edilmesi hedeflenmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda
S2 kodlu uygulamanin (%15’lik NaClO igeren
sterilizasyon ¢ozeltisi) ve R3 kodlu 2.0 mg.L™' TDZ
ve 0.5 mg.L' NAA igeren MS besin ortaminin
calisilan genotip icin en etkili rejenerasyonu sagladigi
belirlenmistir. Genis bir varyasyona sahip mutant bir
poplilasyon ile mutasyon 1slah1 g¢aligmalarini
yapabilmek iizere ¢aligilan genotip, eksplant tipi ve
mutasyon uyartiminda kullanilacak olan mutagen
kaynagma goére EMDso dozunun belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amacla hem EMDso dozunu hem
de iki farkli gama 1sinlama kaynagi ile yapilan
1sinlamanin etkilerini belirlemek iizere yaprak ayasi
eksplantlar1 on dort farkli dozda 1ginlanmis ve Cs'’
kaynag1 icin EMDso dozu 79.97 Gy Co® kaynagi i¢in
ise 103.54 Gy olarak belirlenmistir. Ancak Co®
kaynaginda elde edilen rejenerasyon verilerinde artan
doza bagl olarak rejenerasyon kapasitesinde olmasi
beklenen azalma beklendigi 6l¢iide gerceklesmedigi
icin mutlaka 160 Gy’ {lizerindeki dozlarin dogru bir
EMDso dozunun belirlenmesine yonelik uygulanmast
gerektigi sonucu ortaya ¢ikmustir. Dolayist ile bu
caligma ile ortaya konmak istenen iki gama radyasyon
kaynagiin gerek kaynaklarin doz hizi ve gerekse bu
doz hizina baglh olarak &rneklerin 1sinlanma siiresi
arasinda  ortaya ¢ikan  farklihigin  eksplant
rejenerasyonu ve EMDso dozu iizerinde 6nemli etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle in vitro
mutasyon 1slahi c¢aligmalarinda bu sonuglar goz
Oniline alinarak doz planlamasi yapilmasinin 6nemi
bir kez daha teyit edilmistir. Gelecek on yil iginde
gama kaynaklarmin yerini elektrikle aktive olan X
15101, elektron hizlandiricr gibi diisiik enerjili iyonize
kaynaklarin almasi beklenmektedir. Bu kaynaklarin
etki mekanizmalar1 Dbilinerek mutasyon 1slahi
calismalarina baglanmasi basarili sonuglarin alinmasi
adina 6nemlidir.
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