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Aspir (Carthamus tinctorius L.) Cesitlerine Uygulanan Farkhh Gama Isim

Dozlarinin In Vitro Adventif Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkileri*
Hiimeyra YAMAN"', Nilgiin BAYRAKTAR?

Oz: Caligmada bir iyonize radyasyon kaynagi olan Cs 137 kaynag: kullamilarak aspir gesitlerinin tohumlarina
200,300,400,500,600 Gy dozda gama 1511 uygulanmistir. Calismalar Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore
3 tekerriirlii olarak yiiriitilmistiir. Calismalarda iginlanmamig tohumlara da ayni zamanda uygulamalar
yapilmistir. Aragtirmadan elde edilen verilerle ¢esitlerin ayr1 ayr1 varyans analizi yapilmistir. Aspir gesitlerinin
rejenerasyon kapasitesine gama 1sinlarinin etkisini gozlemlemek i¢in farkli doz ve kombinasyonlarda besin
ortamlar1 denenmistir. Cesitlere gore kullanilan besin ortamindaki hormon dozlarinda farkliliklar olmustur.
Temel besin ortami olarak Murashige ve Skoog (MS) ortami kullanilmistir. Denemeler sonucunda; Remzibey
cesidinde 4 mg/L TDZ ve 0.2 mg/L NAA, Dinger ¢esidinde 1 mg/L TDZ ve Shifa aspir ¢esidinde ise 2 mg/L
NAA ve 2 mg/L BAP igeren MS besin ortamlarinda adventif siirgiin rejenerasyonunun arttigr sonucuna
vartlmistir. Bunun yanisira her ii¢ ¢esitte farkli eksplant tipleri denenmis ve en iyi sonuglar1 verenler sirasiyla
hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlar1 olmustur. Calismada kullanilan eksplant tiplerinin verdigi cevaplar 151n
dozuna ve genotipe bagli olarak degisim gostermistir. Kullanilan eksplant tipine gore kallus olusumlarinda
yapisal degisiklikler meydana gelmistir. Kalluslarin olusumu {izerinde meydana gelen bu yapisal farkliliklar
siirglin olusumunu etkilemistir. Bu sonuglar canlilik degerlerine yansimistir. Caligmada genel anlamda direk
olarak elde edilen siirglinlerden gelisen bitkiler daha hizli sonu¢ vermistir. Yapilan ¢aligmalardaki veriler
incelendiginde genetik ¢esitlilikler ve mutagen dozlara bagli olarak gelisen degisimler en fazla 300-400 Gy

dozlarinda ortaya ¢ikmistir. Mutagen uygulamalarin in vitro da tepkisini 6l¢gmek amaciyla yapilan bu ¢aligmada
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adventif siirglin rejenerasyonu {iizerine olumlu etkiler elde edilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak genetik
varyasyonu ve somaklonal ¢esitliligi ortaya ¢ikarmak igin 1slaha yardime1 olarak doku kiiltiirii tekniklerinden de

faydalanilacag acik¢a goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Adventif siirgilin rejenerasyonu, genetik cesitlilik, hipokotil eksplantlari, iyonize radyasyon,

mutasyon.

Effects of Different Gamma Ray Doses on In Vitro Adventitious Shoot Regeneration

of Safflower (Carthamus tinctorius L.) Cultivars

Abstract: In the study, gamma rays were applied to the seeds of safflower cultivars at a dose of
200,300,400,500,600 Gy using an ionizing radiation source, Cs 137. The studies were carried out in 3
replications according to the Random Plots Trial Design. In the studies, applications were also made to the seeds
that were not irradiated. Variance analysis of the varieties was made with the data obtained from the research. In
order to observe the effect of gamma rays on the regeneration capacity of safflower varieties, different doses and
combinations of nutrient media were tried. There were differences in the hormone doses in the nutrient medium
used according to the cultivars. Murashige and Skoog (MS) medium was used as the main nutrient medium. As a
result of the trials; It was concluded that adventitious shoot regeneration increased in MS nutrient media
containing 4 mg/L TDZ and 0.2 mg/L NAA in Remzibey cultivar, 1 mg/L TDZ in Dinger cultivar, and 2 mg/L
NAA and 2 mg/L BAP in Shifa safflower cultivar. In addition, different explant types were tried in all three
cultivars and the best results were hypocotyl and shoot tip explants, respectively. The responses of the explant
types used in the study varied depending on the radiation dose and genotype. Structural changes occurred in
callus formations depending on the explant type used. These structural differences on the formation of calli
affected shoot formation. These results were reflected in the vitality values. In general, the plants grown from the
shoots obtained directly in the study gave faster results. When the data in the studies were examined, the changes
due to genetic variations and mutagen doses emerged at doses of 300-400 Gy at most. In this study, which was
carried out to measure the response of mutagen applications in vitro, positive effects on adventitious shoot
regeneration were obtained. Based on these data, it has been clearly seen that tissue culture techniques will also

be used as an aid to breeding in order to reveal genetic variation and somaclonal diversity.

Keywords: Adventitious shoot regeneration, genetic diversity, hipokotil explants, ionize radiation, mutation.
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Giris

Aspir (Carthamus tinctorius L.), aycicegi gibi Compositae / Asteraceae familyasinin bir iyesi olup, tek yillik
yagli tohumlu en eski kiiltiir bitkilerinden birisidir. Ayrica diinyada 25 kadar tiirii oldugu bildirilmektedir (Arslan
ve ark., 2010). Diinyada Asya ve Akdeniz havzasina 6zgii, kurak ve yar1 kurak bolgelerde yetisen bir tiir olup

genis bir adaptasyon yetenegine sahiptir (Kdse ve ark., 2016).

Diinyada 60’1n iizerinde iilkede aspir tarimi yapilmaktadir. En fazla iiretildigi iilkeler arasinda Kazakistan,

ABD ve Rusya Federasyonu gelmektedir (FAOSTAT, 2021).

Aspir (Carthamus tinctorius) bitkisi, farkli amaglar i¢in kullanilan degerli agronomik bir tiirdiir. Tohumlar1
kus ve hayvan yemi olarak, tohum yag: alfatokoferol iceren gidalarda, cicekleri arilarin bal iiretmesinde,
ciceklerinde bulunan kirmizi ve sar1 pigmentleri gida renklendiricisi olarak, hasat sonrasi slaji hayvan yemi
olarak ve igerigindeki etken maddeleri ise halk hekimliginde kullanilir (Ivanova ve Smerea, 2018). Tohumundan
elde edilen aspir yag birlesiminde iki ana doymamis yag asidi olan oleik ve linoleik asitler toplam yagin
%90 nin1 olustururken, kalan %10 ise palmitik ve stearik asit gibi doymus yag asitlerine karsilik gelir (Anjani ve
Yadav, 2017). Bu durumda aspir yagi hem omega-9 bakimindan hem de omega-6 bakimindan zengin oldugu i¢in
yagt kaliteli bir yemeklik yag olarak kullanilabilir. Yetistirilen c¢esitler kaliteli yag kaynagi olarak
kullanilmasinin yaninda aspir cesitleri ve dzellikleri hakkinda bilgi eksikligi oldugu igin ¢esit gelistirme ¢ok

onemli ve giincel bir konudur (Smerea ve ark., 2018).

Ulkemizde ¢ok simirli bir alanda iiretimi yapilan bu bitkide varolan gesitlerin soguga ve kuraga yeterli
derecede toleransli olmamalar1 nedeniyle {iretimi sinirli kalmaktadir (Polat, 2007). Son yillarda, yagh tohumlu
bitkilere olan talep biiyiik oranda artmig olup bu talebi karsilayabilmek icin hem yagli tohum hem de ham yag
ithalat1 yaninda mevcut iretimi de arttirmak gerekir. Ekim alanlarinin artis1 ile liretim artabilecegi gibi kiiltiirel
tekniklerin iyilestirilmesi ve yiiksek verimli cesitlerin ekilmesiyle verim artis1 saglanabilir. Daha fazla verim
artigi icin 1slah ¢aligmalarinda ana hedef 1slaha yardimct prossesleri gelistirmek olmalidir (Sanver ve Goksoy,

2019).

Bu amaglarla 1slahin bir dali olan mutasyon 1slahindan yararlanma fikri ortaya ¢ikmistir. Mutasyon 1slahinda
kiiltiir bitkilerine istenilen ozelliklerin kazandirilmasinda kalitsal yapida ani degismeler (mutasyon) yapacak
yontemlerin kullanilmasiyla kisa zamanda yeni varyasyonlar olusturulabilmektedir. Cesitli mutasyon olusturucu
etkenler (mutagenler) bitkilerin kromozomlarmin yap: ve sayilarinda ya da genlerinin fiziksel ve kimyasal
yapilarinda ani olarak bir takim kalitsal degisikler yaparak onlara olumlu ya da olumsuz yeni 6zellikler
kazandirabilmektedir. Aspir bitkisinde amag yag verimi yiiksek soguga kuraga toleransl cesitleri gelistirmektir.
In vitro teknolojilerin kullanilmas1 bitkilerin genetik cesitliligini artirmada etkili prosediirlerden biridir (Smerea
ve ark., 2018). Doku kiiltiirii yontemleri ile laboratuar ortaminda zamandan tasarruf ederek, kolay bir sekilde
yapilacak calismalarla 1slah siiresinin kisaltilmasi saglanabilmektedir. Bu nedenle mutasyon 1slah1 ve seleksiyon
calismalarinda bitki doku kiiltiirleri onemli bir yer almaktadir. Doku kiiltiirii teknikleri ile mutagen
uygulamalarin bir arada kullanilmasi klasik islah metodlarindan daha kisa siirede ve daha kiiciik bir alanda

istenilen karakterlerin gelisimini desteklemektedir (Afrasiab ve Javed, 2010). Hem genetik ¢esitlilik hem de
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somaklonal varyasyonun saglanmasi agisindan da olduk¢a onemlidir. Mutasyon islahi ¢aligmalarinda anter,
protoplast, kallus ve siispansiyon kiiltiirleri kullanilarak doku kiiltliri ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Mutasyon
kaynaklar1 kullanilarak doku kiiltiirii ¢alismalarinda in vitro siirgiin rejenerayonu ve mutant rejenerantlarda
meydana gelen degisiklikler iizerine birgok uygulama yapilmustir. Ornegin, bazi arastirmacilar hastaliklara

dayanikl1 bitki se¢imini in vitro da yapmuslardir. (Jain, 2010, Kumar ve ark., 2012).

Mutagen uygulamalarin 1slaha yardimer olarak in vitro da kisa siirede yapilmasi yaninda, gama 1gimlamasi ile
in vitro tekniklerin kombinasyonlu kullanimi gama 1sininin bitkilerde actifi zarari aza indirildigi de
bildirilmektedir. Bu sebeple, tohumlar, celikler, polenler veya doku kiiltiiriinde kallus gibi materyallerde

mutasyonlar1 indiiklemede mutagen 1sinlar kullanilirlar (Beyaz ve Yildiz, 2017).

Literatiir verilerine gore doku kiiltiirii yoluyla aspir rejenerasyonu diisiik frekansli olarak belirtilmistir. Bunun
yanisira ¢ogu aspir cesidi icin uygun olan etkili bir protokoliin olmamasinin da c¢aligmalar1 sinirlayict etkisi

iizerinde durulmustur (Smerea ve ark., 2018).

Bu ¢alismada adventif siirgiin rejenerasyon kabiliyeti son derece diisiik olan aspir bitkisinde farkli gama 1gin1
dozlarinin ¢esitler bazinda siirgiin rejenerasyonu iizerine etkileri incelenmistir. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda elde
edilecek bulgular gelecekte aspir 1slah ¢alismalar1 igin yapilacak olan anter ve ovul kiiltiirii ¢aligsmalarina 151k

tutacaktir.

Materyal ve Yontem

Aspir bitkisine ait farkli ¢esitlerin n vitro adventif siirgiin rejenerasyonuna tepkilerini belirlemek amaciyla 200,
300, 400, 500, 600 Gry dozlarda gama 1511 kullanilmistir. Tohumlara Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu, Saraykdy
Niikleer Arastirma ve Egitim Merkezi’nde Cs 137 kaynagi ile 1sinlama yapilmistir. in vitro caligmalar éncesinde
her {i¢ ¢esidin tiim dozlarina ait tohumlar %0,1 HgCl2 ¢ozeltisi uygulanarak 8 dakika siireyle sterilizasyona tabi

tutulmustur.

Isinlanmis ve steril edilmis tohumlar kagit arasina her petride 10 tohum olacak sekilde 9x9 luk petri
kutularinda 4 tekrarli olarak ekilmistir. Kagitlarin iizeri ¢ok sulu olmayacak sekilde islatilmustir. Petriler iklim
kabinlerinde (Sanyo MLR 352-H) 25° de, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperyotta

tutulmustur.

Isinlanmis ve 1ginlanmamis (kontrol) tohumlar ¢imlendirildikten 7-10 giin sonra kotiledon yaprak, hipokotil
ve siirgiin ucu eksplantlari farkli oksin ve sitokinin dozlari igeren ¢esitli kombinasyonlara ait MS besin ortamina
(Murashige and Skoog, 1962, Murashige, 1974) alinmistir. Ortamlar her li¢ cesitte ayr1 ayri ele alinmistir.
Burada ama¢ hem hangi eksplant tipinin daha iyi sonu¢ verecegini hem de hangi ortamin hangi ¢eside daha
uygun olacagina karar vermektir. Dozlarla, kontrol dozlari birbirleri ile es zamanli olarak besiyerlerine
aktarilmigtir. Aspirde farkli hormon konsantrasyonlarinda rejenerasyon kabiliyetini belirlemek amaciyla
incelenen &zellikler sdyledir; kallus olusturan eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani, eksplant bagina

siirglin sayist ve koklenme orani gozlemleri alinmistir. Direk siirgiin olusumu goézlenen eksplantlar giindiiz
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sicakligr 25°, gece ise kis aylarinda 10° -15° yi saglayan seralarda kdklenmeye alinmistir. Koklendirme amaciyla
36*36*34 cm lik 25 1t lik i¢inde 1:1 oraninda torf: perlif iceren saksilar kullanilmigtir. Seraya alinan bu
koklenmis bitkilerde belli zaman sonra tabla olusumlar1 gézlenmis ve bitkiler cicek a¢cmustir. Cigeklerin
tabladaki doniisiimii ve tohum baglamasi sonucunda, en basarili olan besin ortamini igeren denemeler kayit altina

alinmustir.

Cesitlerin rejenerasyon kabiliyetini artirmak amaciyla daha evvelki ¢aligmalarda aspir bitkisi i¢in kullanilan
ve basarili sonuglar elde edilen hormonlar: iceren farkli kombinasyonlar kullanilarak her cesit i¢in uygun olan
dozlar belirlenmistir. Hormonlar ve konsantrasyonlar1 TDZ 1-4 mg/l, BAP 1-4 mg/l ve NAA 0-4 mg/I’nin farkli
kombinasyonlarindan olusan 30 farkli ortamda denenmistir. Farkli eksplant tipleri ile yapilan 6n denemede
yapilan istatistik analiz sonucunda hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlar1 her ii¢ genotip i¢inde daha uygun
gorilmiistiir.

Calismalardaki cesit, tiir, ortam kombinasyonlarinda olan farkliliktan dolayi, her calismada ayni hormon
dozlar1 ile ortamin kullanilabilecegi sonucuna ulagilamaz. 30 farkli ortam kombinasyonlar1 ile yapilan 6n
denemeden yola ¢ikarak hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlariyla Remzibey ¢esidi 4 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA,
Dinger ¢esidi 1 mg/L TDZ ve Shifa ¢esidi 2 mg/L BAP + 2 mg/L NAA numarali ortamlarin rejenerasyon

¢alismasinda kullanilmasina karar verilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Ismnlanmis ve 1ginlanmamus (kontrol) steril edilmis tohumlar petri kutularina yerlestirilerek, 25° de, 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperyotta tutulmustur. 7-10 giin sonra tohumlar ¢imlenmis, kotiledon
yaprak, hipokotil ve siirglin ucu eksplantlar: farkli oksin ve sitokinin dozlar1 iceren gesitli kombinasyonlara ait
MS besin ortamia alinmustir. Kiiltiir baglangicindan 25-30 giin sonra eksplantlarin bazilarinin tizerinde kalluslar
olusmus ancak bu kalluslarin iizerinde adventif siirgiin uglar1 gézlenmemistir. Bunun yam sira ilk bir haftada
eksplantlardan siirgiin olusumu gdzlenmis bu siirgiinlerde adventif olmamasindan dolayr ortamdan
uzaklastirilmistir. Siirgiinler koklenmeye alinabilecek yeterli biyiikliige ulasamamustir. Eksplantlarin bir
kisminda da direk siirgiin olusumu goézlenmistir. Direk siirglin olusumu gdzlenen eksplantlar giindiiz sicaklig
25°, gece ise kis aylarinda 10°, ortalama 15° yi saglayan seralarda koklenmeye alinmis, biiylitiilmiistiir. Seraya

alian bu koklenmis bitkilerde belli zaman sonra tabla olusumlar1 gézlenmis ve bitkiler ¢icek agmustir.

Her ¢esitte de oncelikle siirgiin ucundan gelisen siirgiinler 10-15 giin sonra olusmus ve genellikle eksplant
bagina siirglin sayist agisindan 1’in altinda siirgiin olusturdugu gozlenmistir. Her ii¢ ¢esitte de hipokotil ve
yaprak eksplant1 karsilastirildiginda siirgiin olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisi agisindan
hipokotil eksplantlarinin daha iyi sonu¢ verdigi goriilmektedir. Yaprak eksplanti degerleri ise siireklilik
gostermemesi ve dalgalanmalarin olmasindan dolayr kallus olusturan eksplant orani agisindan g6z Oniine
alinmanustir. Birgok faktdr yapilan ¢aligmalar igin simirlayicidir. Ornegin genotip, tohumun yast ve kallus (Fan

ve Guo, 2013), alinan eksplantin tipi (Smerea ve ark., 2018), ortam bilesenleri, bitki bliyiime diizenleyicileri ve
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diger maddeler (Fan ve Guo, 2013, Xue ve ark., 2015). Yapilan 6n denemeler sonrasinda hipokotil ve siirgiin ucu
eksplant tipleri her ii¢ genotip i¢inde daha uygun goriilmiistiir. Bu iki eksplant kullanilarak ceside gore
degismekle birlikte; Remzibey ¢esidi 4 mg/L TDZ + 0.2 mg/L NAA, Dinger ¢esidi 1 mg/L TDZ ve Shifa ¢esidi

2 mg/L BAP + 2 mg/L NAA ortamlarinin rejenerasyon ¢aligmasinda kullanilmasina karar verilmistir.

Remzibey cesidinde gama 151m1 dozlarinin incelenen parametrelere etkisine ait sonuclar

Kallus orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina siirgiin sayisi;

Remzibey cesidi kallus orani, siirgiin olusturan eksplant orant ve eksplant basina siirglin sayisina ait degerlerin

varyans analizi ¢izelge 1, ortalama degerler ve olusan gruplar ¢izelge 2’ de verilmistir.

Cizelge 1. Remzibey c¢esidine uygulanan farkli gama 1511 dozlarinin kallus orani, siirgiin olusturan eksplant

orani ve eksplant basina siirgiin sayisina iliskin varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik derecesi Kallus Orant (%) Eii;%zzt%?jﬁr(iz) Sﬁ}i;ilgl;tyi?s(ﬁet)
Kaynaklari
K.O. F K.O. F K.O. F

Tekerriir 2 11.056 0.553 7.808 0.809 0.001 |3.000
Eksplant 1 3.216 0.161 10361.204 | 1072.904** | 1.868 |6723.997**
Hatal 2 20.011 9.657 0.000
Doz 5 1200.113 | 167.023** | 1170.828 | 78.823** 0.188 | 120.857**
Eksplant x Doz int. 5 18.913 2.632 1123.803 | 75.657** 0.190 | 122.00 **
Hata2 20 7.185 14.854 0.002
TOPLAM 35

*0.05, ** 0.01 ihtimal seviyesinde onemli

Remzibey ¢esidinde kallus orami agisindan farkli dozlar %1 diizeyinde onemli bulunmustur. Farkli
eksplantlar ve interaksiyon (eksplant x doz) dnemsiz bulunmustur. Siirgiin olusturan eksplant orani ve siirgiin
olusturan eksplantlarda eksplant bagina siirgiin sayist agisindan farkli eksplantlar, farkli dozlar ve interaksiyon

(eksplant x doz) istatistiki olarak % 1 diizeyinde dnemli bulunmustur (Cizelge 1).
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Cizelge 2. Remzibey ¢esidine uygulanan farkli gama 1s1n1 dozlarinin kallus orani, siirgiin olusturan eksplant oran

ve eksplant bagina siirgiin sayisina iliskin etkilerine ait ortalama degerler ve olusan gruplar

Siirgiin Olusturan Eksplant Eksplant Bagina Siirgiin
Kallus Orant (%) . Orjm (%) ' ' Sayist s&adet) ¢
(%(;Z) Eksplant Eksplant Eksplant
Hipokotil S‘I‘Jrcgl‘lm Ortalama | 4 okotil S‘I‘Jrcgl‘lm Ortalama i okotil S‘Sfﬁ“ Ortalama

0 (Kontrol) 50.00 40.00 45.00 a 30.00ef |100.00a |65.00a |0.30de 1.00a [0.65a
200 26.66 30.00 28.33b 20.00 g 93.33b [56.66b [0.20f 0.93a [0.57 be
300 20.00 26.66 2333 ¢ 20.00 g 100.00a [60.00a [0.20 f 1.00a [0.65 ab
400 23.33 23.33 2333 ¢ 30.00ef |73.33 ¢ 51.66 ¢ |0.30 de 0.73b [0.52¢
500 13.33 16.66 14.99d 43.33d 36.66de  (39.99d (043¢ 0.37cd (040d
600 0.00 0.00 0.00 e 10.00 h 2333 fg |16.66e [0.10g 023ef [0.17e
Ortalama 22.22 22.77 22.49 25.55b 71.10a  |48.33 0.26 b 0.71a [0.48
LSD (Doz) 3.228 4.642 0.054
LSD (Eksplant) |- 4.457 0.014
LSD (ExD) - 6.564 0.076
CV(%) 10.43 8.23 8.16

Remzibey ¢esidinde kallus olusumunda tek onemli faktér doz olarak ¢ikmustir. Kallus olusturan bitkilerin
sayist oranlandiginda doz ortalama degerleri %0-45 araliginda degismistir (Cizelge 2). Farkli dozlar 5 grup
olusturmustur. Dozlarin ortalama en yiiksek degeri %45 ile kontrol dozundan alinmistir. En yiiksek ikinci deger
%28.33 ile 200 Gy dozdan alinmistir. 300-400 Gy dozlar aymi grupta yer almustir. Sonug olarak isinlar

rejenerasyon oranini kontrole gore azaltmistir. Eksplant tiplerinde kallus orani agisindan fark ¢itkmamustir.

Ozyigit ve ark. (2007) aygiceginde farkli eksplantlarin kallus olusumuna etki ettigini iletmislerdir. Ayni
calismalarinda ay¢igeginin 5 farkli ¢cesidini kullanmislar bunlarin arasinda da gozlenen degerler agisindan farklar
ortaya koymuslardir. Gama 1sinlamasmin etkisi de eksplant tipine gore degisiklik gosterebilir. Fakat kallus
yogunlugu daha ziyade genotip etkisine baglidir. Nitekim, Smerea ve ark. (2018) gama 1sinlamas1 yapilmis aspir
tohumlarindan elde ettikleri kalluslarin yogunlugunun calistiklar1 genotipe bagli olarak degistigini, fakat eksplant

tipinin gama 1g1nina verdigi tepkinin %95 olarak 6nemlilik arzetmekle birlikte farkli oldugunu belirtmislerdir.

Sekil 1. Remzibey cesidinde 200 Gy dozda hipokotil eksplantlarindan 28 giin sonra olusan kalluslarin iizerinde
somatik embriyo olusumu (solda), Remzibey ¢esidinde 200 Gy dozda siirgiin ucu eksplantlarindan 28 giin sonra

olusan kalluslarn iizerinde somatik embriyo olusumu (sagda)
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Hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlarindan olusan kalluslarin {izerinde ¢ok sayida somatik embriyo gozlensede

bu emriyolardan olusan siirgiinler yeterli biiyiikliige erisememistir (Sekil 1).

Siirgiin olusturan eksplant orani degerleri %16.66-65 arasinda degismistir (Cizelge 2). Doz ortalamalari
acisindan 0-300 Gy dozlar ayni grupta yer almis ve farkli dozlar 5 grup olusturmustur. En yiiksek degerler
kontrol ve 300 Gy dozda, sirastyla %65 ve %60 olarak tespit edilmistir. Bu dozlar ayn1 grupta yer almustir.

Siirgiin olusturan eksplant orani acisindan ekspantlar arasi fark da istatistik olarak onemli c¢ikmistir.
Eksplantlar 2 ayr1 grupta yer almistir. Degerler %10-100 arasinda degisiklik gdostermistir. En yiiksek degerler
stirgiin ucu eksplantinin kontrol dozu ve 300 dozundan elde edilmistir. Bu dozlar ayn1 grupta yer almistir. En
diisiik deger ise %10 ile hipokotil eksplantinin 600 Gy dozundan elde edilmistir. Eksplantlarin siirgiin olusturan
eksplant ortalamalar1 incelendiginde eksplantlarin arasinda biiyiik bir fark gézlenmektedir. Siirglin ucu eksplanti
%71.10 ile hipokotil eksplantindan neredeyse 2.5 kat daha fazla siirgiin olusturmustur. Hipokotil eksplantinda
kendi arasinda dozlara gére dalgalanmalar olmus, en yiiksek deger %43.33 ile 500 Gy dozundan elde edilmistir.
500 Gy dozda neredeyse eksplantlarin yarisi siirgiin olusturmustur. 600 Gy dozda ise bu oran %10’a diismiistir.
Sujatha ve Kumar (2007) yabani aspir ve kiiltir aspirinde BAPXNAA ile TDZXxNAA kombinasyonlarinda
Carthamus tinctorius (%71.1) ve C.arborescens’ in (%100) en iyi silirgiin olusumunu TDZxNAA’ nin

kombinasyonunda bulmustur.

Siirgiin olusturan eksplant oran1 agisindan doz ve eksplant interaksiyonu istatistik olarak énemli bulunmustur.
Siirgiin olusturan ekspant oran1 bakimindan dozlar arasindaki farklilik, ekspantlar1 da etkilemektedir. Siirgiin ucu
eksplantlar1 dozlara gore kendi arasinda incelendiginde ufak bir dalgalanma olmakla beraber dozlar arttikga
stirgiin olusumunda 300 doza kadar fazla bir degisiklik olmamakla beraber, 300 dozdan sonra bu oran giderek
azalmis ve 600 Gy de %23.33’e gerilemistir. Gerek dozlar ve gerekse eksplantlar agisindan ciddi farklar elde
edilmistir. Sujatha ve Kumar (2007) yabani aspirlerle ve kiiltlir aspiri tiiriiniin yaprak eksplantin1 kullanarak
farkli konsantrasyonlarda TDZxNAA iceren ortamlarda siirgiin rejenerasyonu saglamislardir. Bu calisma ile
paralel olarak C. tinctorius yaprak eksplantlarinda kallus olusturmadan adventif siirglin olusumu gostermistir.
Her iki ¢aligmada da eksplant kaynag1 farkli olmakla beraber TDZXxNAA igeren ortamlarda kontrol dozlarinda

%100 siirglin olusumu gézlenmis ve olusan siirgiinler direk elde edilmistir.

Siirgiin olusturan eksplantlarda eksplant basina siirgiin sayisi ortalama doz degerleri 0.17-0.65 adet arasinda
degisiklik gostermistir (Cizelge 2). Farkli dozlar 5 grup olusturmustur. En yiiksek ortalama deger kontrol dozu
ve 300 Gy dozdan 0.65 adet ile elde edilmistir. Bu iki doz istatistik olarak ayn1 grupta yer almistir.

Farkli eksplantlar istatistik olarak dnemli ¢ikmis ve 2 farkli grup olusturmustur. Degerler 0.10-1.00 adet
arasinda degisiklik gostermistir. En yiiksek degerler siirgiin ucu eksplantindan elde edilmis ve 0-200-300 Gy
dozlar1 ayni grupta yer almigtir. Eksplant ortalamalar1 incelendiginde en yiiksek ortalama deger 0.71 adet ile

siirgiin ucu eksplantindan elde edilmistir.

Doz ve eksplant interaksiyonu istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Siirgiin olusturan eksplantlarda eksplant
bagina siirgiin sayist degerleri bakimindan dozlar arasindaki farkliligin, ekspantlarida etkiledigi sonucuna

ulagilmstir.
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Aasim ve ark. (2009) bériilce gesitlerinde yaptiklari in vitro ¢aligmalarda, TDZ konsantrasyonlarinin siirgiin
olusumunun arttigini gozlemlemislerdir. Artan TDZ dozlarinin kallus ve siirgiin olusumunu artirict etki
yaptigini, eksplant bagina siirgiin sayisinin ise 0.25 mg/L TDZ dozunda en iyi degere ulastigin1 ve siirgiin

uzunlugunun ise doz arttikca azaldigini, kontrol dozlarinda en yiiksek degeri aldigini iletmislerdir.

Ciftei ve ark. (2006) bezelye cesitlerine gama 1511 uygulayip in vitro da farkli hormon kombinasyonlar
deneyerek hem hormonlarin hem de 1sinlarmn etkisini arastirmiglardir. Winner ¢esidine 60 Gy dozda 10 uM TDZ
veya 50 uM BAP hormonu uygulamasinda en yiiksek ¢cimlenme degerini almislardir. En iyi sonucun ise 60 Gy
gama + 10 uM TDZ oldugunu iletmislerdir. En yiiksek eksplant basina siirgiin sayis1 degerini de 60 Gy dozda
almislardir. Karina ve Bolero cesitlerinde en iyi eksplant bagina siirgiin sayis1 degerini ise kontrolden elde
etmislerdir. Yapilan bu c¢alisma da bezelye ¢esitlerinde farkliliklar oldugu gibi, diger calismalarda da aspirde
gama 1sinlamasi ayni zamanda cesitlere bagl olarak genetik kararsizligi da (Verma ve Shrivastava, 2014,

Smerea ve ark., 2018) gdstermistir.

Aspirin siirglin  rejenerasyonunda bitkinin genotipinin kullanilan hormon konsantrasyonlarinin bu
calismadaki gibi ¢ok Onemli oldugu incelenen calismalardanda anlasilmaktadir. Bir¢ok arastirict farkli
eksplantlar kullanarak siirgiin rejenerasyonunu saglamiglardir (Radhika ve ark., 2006, Sujatha ve Kumar, 2007,
Walia ve ark., 2007, Basalma ve ark., 2008, Talat ve Anwar, 2010, Ozdemir ve Tiirker, 2014). Tiim bu
calismalardan elde edilen en 6nemli bilgi siirgiin rejenerasyonunun kullanilan genotip, hormonlar ve biiyiime

kosullar1 ile yakindan alakali oldugu ile ilgilidir.

Koklenme orami, kok sayisi, kok uzunlugu ve canliligin devamhilig;

Remzibey ¢esidi kdklenme orani, kdk sayisi, kok uzunlugu ve canliligin devamliligina ait degerlerin varyans

analizi ¢izelge 3, ortalama degerler ve olusan gruplar ¢izelge 4° de verilmistir.

Cizelge 3. Remzibey cesidine uygulanan farkli gama 1s1m1 dozlarinin kdklenme orani, kdk sayisi, kok uzunlugu

ve serada canlilifini devam ettirmesine iliskin varyans analizi sonuglari

Varyasyon | Serbestlik Ké&klenme orant K&k sayis1 K&k uzunlugu Can111.1g1n1 devam
) (%) (adet) (cm) ettirme (%)
Kaynaklar1 | derecesi
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Tekerriir 2 1.628 0.015 0.111 1.000 0.228 |6.046 2.576 6.153
Eksplant 1 8374.995 |75.404* 4.694 42.250*  |3.240 |85.923*  [524.639 1252.944**
Hatal 2 111.069 0.111 0.038 0.419
Doz 5 4716.163 [207.127** |17.894 |64.420** |9.830 [86.927** [1161.878 [235.048**
Eksplant x
Doz int. 5 496.862  [21.821** 2294  |8.260** 1.217 [10.758** |110.415  |22.337**
Hata2 20 22.769 0.278 0.113 4.943
TOPLAM 35

*0.05, ** 0.01 ihtimal seviyesinde dnemli
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Remzibey ¢esidinde kdklenme orant, kdk sayisi ve kok uzunlugu agisindan farkli eksplantlar %5 diizeyinde
onemli bulunmugtur. Farkli dozlar ve interaksiyon (eksplant x doz) istatistik olarak %1 diizeyinde Snemli
bulunmustur. Canliligin1 devam ettirenler agisindan farkli eksplantlar, farkli dozlar ve interaksiyon (eksplant x

doz) istatistik olarak % 1 diizeyinde dnemli bulunmustur (Cizelge 3).

Cizelge 4. Remzibey ¢esidine uygulanan farkli gama 1sm1 dozlarmin koklenme orani, kdk sayisi, kok

uzunluguna ve canliligini devam ettirmeye iliskin etkilerine ait ortalama degerler ve olusan gruplar

Koklenme orani Kok sayis1 Kok uzunlugu Canliligim devam ettirme
(%) (adet) (cm) (%)
Doz (Gy) Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
Hipokotil S?Jrfjn Ortalama Hipokotil S?Jrfjn Ortalama Hipokotil S?Jrfjn Ortalama Hipokotil Sigcgjn Ortalama

0 (Kontrol) |100.00 a 60.66d [80.33a 4.67b H4.67b @.67a [(3.00bc [3.38ab 3.19b [33.30b [16.66¢ [24.98c
200 100.00a [59.33d[79.66a [3.67cd [5.67a W.67a PR.67c 1.20d |1.93d [50.00a [21.47de [35.74a
300 100.00a [57.33d [78.66a [2.67 ¢ 4.67b B.67b R.67c 1.40d [2.03cd [50.00a [23.33cd [36.66a
100 93.33b  [76.33c [84.83a [3.00de |¥4.33bc 3.67b [3.17bc |l.66d [R4lc [3330b [27.40bc [30.35Db
500 96.66 ab [36.00 e [66.33b [3.67cd [2.67e [3.17b [3.57ab [3.81a [3.69a  [23.33cd [27.77 bc 25.55¢
600 0.00f [0.00f [0.00c 0.00f 0.00f [0.00c [0.00e 0.00e [0.00e  [0.00f 0.00f [0.00d
Ortalama [81.66a ©“828b (64.97 [2.94Db 3.67a [3.31 2.51a 191b .21 31.65a |19.43b 25.54
LSD (Doz) [5.747 0.635 0.040 2.678
LSD (Eks.)|15.120 0.478 0.280 0.928
LSD (ExD)8.127 0.898 0.572 3.787
CV(%) 8.42 15.94 15.21 8.02

Remzibey cesidinde siirgiin olusturan eksplantlarin kdklenme orani acisindan dozlar arasi fark onemli

bulunmustur. Ortalama doz degerleri %0-84.83 arasinda degismistir (Cizelge 4). Farkli dozlar 3 grup

olusturmustur. 0-200-300-400 Gy dozlar aynm1 grupta yer almistir.

Koklenme orani agisindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler %0-100 arasinda degismistir

Hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlar1 koklenme orani ortalamalari sirasiyla %81.66 ve %48.28 olarak
bulunmustur. Hipokotil eksplantinda alinan en yiiksek deger istatistik olarak aralarinda fark olmaksizin 0-200-
300-500 Gy dozlarindan elde edilmistir. Siirglin ucu eksplanti ise en yliksek degerini %76.33 ile 400 Gy dozda
vermistir. 600 Gy dozda ise siirgiin olusumu olmasina ragmen her iki eksplant acisindan da elde edilen siirgiinler

koklenip bitkicik olusturamamastir.

Koklenme orani agisindan interaksiyon istatistik olarak 6nemli ¢ikmustir.
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Sekil 2: Remzibey cesidinde 200 Gy dozunda hipokotil eksplantlarinin kiiltiir baslangicindan 18 giin

sonra direk siirgiin olugturanlarin kéklenmeye alinmasi

Remzibey gesidinde kdklenenlerin (Sekil 2) kok sayist doz ortalama degerleri 0-4.67 adet arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 4). Farkli dozlar 3 grup olusturmustur. 0-200 Gy dozlar ve 300-400-500 Gy dozlar ayn1
grupta yer almistir. Dozlarin kék sayist ortalamalarinin en yiiksek deger kontrol ve 200 Gy dozlarindan elde

edilmis bu oran giderek diigsmiistiir.

Kok sayist bakimindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler 0-5.67 adet arasinda degismistir.
600 Gy dozunda koklenme olmadigindan kdk sayist da 0 adet olarak kaydedilmistir. En yiiksek kok sayist
degerini 5.67 adet ile 200 Gy dozunda siirgiin ucu eksplant1 vermistir. Eksplantlar kendi i¢inde incelendiginde

hipokotil eksplant1 kdk sayisi agisindan en yiiksek degeri kontrol dozunda vermistir.

Kok sayis1 bakimindan eksplant, doz interaksiyonuda istatistik olarak onemli ¢ikmustir. iki farkli grup
olusturmustur. Eksplantlarin kok sayist ortalamalarina bakildiginda en yiiksek deger siirgiin ucu eksplantindan

elde edilmistir.

Remzibey ¢esidinde koklenenlerde kok uzunluklart doz ortalama degerleri 0-3.19 cm arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 4). Farkli dozlar 5 grup olusturmustur. En yiiksek ortalama kdk uzunlugu degerli 3.69 cm
ila 500 Gy dozdan elde edilmistir.

Kok uzunlugu degerleri agisindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler 1.20-3.81 cm arasinda
degismistir. En yiiksek kok uzunlugu degeri siirgiin ucu eksplantinin kontrol dozu ile her iki eksplantin 500 Gy

dozundan elde edilmistir.

Kok uzunlugu degerleri agisindan eksplant, doz interaksiyonu istatistik olarak dnemli ¢ikmistir. Eksplantlarin
kok uzunlugu ortalamalarina bakildiginda en yiiksek degeri hipokotil eksplant1 vermistir. Dozlarin kdk uzunlugu
ortalamalarina bakildiginda ise en yiiksek deger 500 Gy dozunda ortaya ¢ikmistir. 600 Gy dozunda siirgiin

olusturan eksplantlar koklenmemis dolayist ile kok uzunluklarina bakilamamastir.

Ciftci ve ark. (2006) bezelye gesitlerinde 2.5 pM NAA’nmin ve gama radyasyonlarimin etkisini
aragtirmiglardir. 2.5 pM NAA’nm bu gesitler i¢in uygun oldugunu saptamislardrir. Kok sayisi, kdklenme orani
ve kok uzunlugu agisindan en iyi sonucu Winner ¢esidi i¢in 60 Gy dozdan elde etmislerdir. Karina ve Bolero

cesitleri iginse bu ii¢ karakter en yiiksek degerini kontrol dozundan almistir.
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Remzibey ¢esidinde koklenip biraz biiyiidiikten sonra 3-4 cm ¢apinda saksilara alinan bitkiciklerin serada
canliligin1 devam ettirmesi agisindan gozlemlenmislerdir. Canliligini devam ettirenlerin orani ortalama doz
degerleri %0-36.66 oraninda degisiklik gostermistir (Cizelge 4). Farkli dozlar istatistik olarak dnemli ¢ikmis ve 4
grup olusturmustur. 0-500 Gy ve 200-300 Gy dozlar ayn1 grupta yer almistir. En yiiksek degerler 200-300 Gy

dozlarindan elde edilmistir.

Canliligim1 devam ettirenler agisindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler %0-50 arasinda

degisiklik gostermistir. En yiiksek degeri hipokotil eksplant1 200-300 Gy dozunda %50 ile vermistir.

Canliligim1 devam ettirenlerde eksplant, doz interaksiyonuda istatistik olarak dnemli ¢ikmistir. Eksplantlarin
canliligini devam ettirme orani ortalamalarina bakildiginda en yiiksek deger %31.65 ile hipokotil eksplantindan
elde edilmistir. Radyasyon artisina bagl olarak siirgiin ucu eksplantlarindan elde edilen bitkiciklerin canlilik
degerlerinde genel anlamda bir artis olmustur. 600 Gy dozda eksplantlardan geligen siirgiinler canli kalamadig1

icin koklenme olmamis ve dolayist ile canlilik gézlenememistir.

Tiim alinan gozlemler incelendiginde Remzibey ¢esidinde kallus orani dozlar arttik¢a azalmistir. Kok
uzunlugu degerlerinin ise 500 Gy dozuna kadar dozlar arttikga arttif1 tespit edilmistir. Diger incelenen
ozelliklerin hepsinde de genel anlamda 400 Gy dozunun hemen hemen en iyi ortalamalar1 verdigi

gozlenmektedir.

Dincer ¢esidinde gama 151n1 dozlarinin incelenen parametrelere etkisine ait sonu¢lar

Kallus orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina stirgiin sayisi;

Dinger ¢esidi kallus orani, siirgiin olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina siirgiin sayisina ait degerlerin

varyans analizi ¢izelge 5, ortalama degerler ve olusan gruplar ¢izelge 6’ da verilmistir.

Cizelge S. Dinger ¢esidine uygulanan farkli gama 1s1n1 dozlarmin kallus orani, siirglin olusturan eksplant orani ve

eksplant basina siirgiin sayisina iligskin varyans analizi sonuglar1

Vaon | Sevestic | Kalwomn 00| S RGN e
Kaynaklari derecesi
K.O. F K.O. F K.O. F

Tekerriir 2 7.553 0.214 6.636 4.613 0.002 7.000
Eksplant 1 170.564  [4.842 508.127 353.286** 0.147 529.000%*
Hatal 2 35.226 1.438 0.000
Doz 5 380.204  |48.746%* 732.107 70.540%* 0.198 80.841%*
Eksplant x Doz Int. 5 14.075 1.804 143.275 13.805** 0.036 14.841%**
Hata2 20 7.800 10.379 0.002
TOPLAM 35

*0.05, ** 0.01 ihtimal seviyesinde dnemli
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Dinger ¢esidinde kallus olusturan eksplant orani agisindan farkli dozlar %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Farkli eksplantlar ve interaksiyon (eksplant x doz) dnemsiz bulunmustur. Siirgiin olusturan eksplant oran1 ve
siirglin olusturan eksplantlarda eksplant basina siirglin sayist agisindan incelendiginde farkli eksplantlar, farkli

dozlar ve interaksiyon (eksplant x doz) istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 5).

Cizelge 6. Dinger ¢esidine uygulanan farkli gama 1s1n1 dozlarmin kallus orani, siirglin olusturan eksplant orani ve

eksplant bagina siirgiin sayisina iliskin etkilerine ait ortalama degerler ve olusan gruplar

Kallus Orami (%) Siirgilin Olusturan Eksplant Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi
Orani (%) (adet)
Doz Eksplant Eksplant Eksplant
@) . ., | Siirgiin | Ortalama | . | Siirgiin | Ortalama . .. | Strgiin
Hipokotil Ueu Hipokotil Ueu Hipokotil Ueu  |Ortalama
0 (Kontrol) 10.00 10.00 [10.00d |60.00b 3333 ¢c |46.66b |0.60b 033c 0470
200 23.33 16.66  [19.99b 80.00 a 63.33b |71.66a 0.80 a 0.63b |0.72a
300 36.66 3333 [3499a 76.66 a 60.00b |68.33 a 0.77 a 0.60b |0.68 a
400 43.33 36.66 (39.99 a 7333 a 63.33b (6833 a 0.73 a 0.63b |0.68a
500 26.66 16.66 [21.66b 60.00 b 36.66c |48.33b |0.60b 037c 048D
600 20.00 10.00 [15.00 ¢ 16.66 d 3333c¢ [2499¢ 0.17d 033¢c |025¢
Ortalama 26.66 20.55  [23.60 61.10a 48.33b |54.72 0.61a 0.48b |0.55
LSD (Doz) 3.36 3.88 0.054
LSD (Eksplant) |- 1.72 0.014
LSD (E x D) - 5.49 0.076
CV(%) 9.85 6.75 9.03

Dinger ¢esidinde kallus olusturan bitkilerin sayist bakimindan istatistik olarak tek onemli ¢ikan faktor
dozdur. Ortalama doz degerleri %10-39.99 araliginda degismistir (Cizelge 6). Farkli dozlar 4 grup olusturmustur.
200-500 Gy dozlar ve 300-400 Gy dozlar ayni grupta yer almistir. En yiiksek deger 300-400 Gy dozundan
strastyla %34.99 ve %39.99 olarak elde edilmistir. En diisiik deger kontrol dozundan %10 olarak elde edilmistir.

Diisiik gama dozlarinin kallusa uygulanmasiyla birgok ¢aligmada olumlu sonuglar elde edilmistir (Singh ve
Balyan, 2009, Afrasiab ve Javed, 2010). Muthusamy ve ark. (2007). Remzibey c¢esidinde kallus olusumunun

azalmis olmasi da gayet normaldir.

Siirgiinler genellikle direk olarak olugmus, kallustan gelisen siirgiinler biiyiimemis, uzamamis ve fazla canlt
kalamamustir. Siirglin olusturan eksplant orami degerleri ortalama doz degerleri %34.99-71.66 arasinda
degismistir (Cizelge 6). Farkli dozlar 3 grup olusturmustur. 0-500 Gy dozlar ve 200-300-400 Gy dozlar ayni

grupta yer almustir.

Siirglin olusturan eksplant oraninda farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler %16.66- 80 arasinda
degismistir. En yiiksek deger hipokotil eksplantinin 200-300-400 Gy dozlarindan elde edilmistir. En disiik deger
ise yine %16.66 ile hipokotil eksplantinin 600 Gy dozundan elde edilmistir.

Siirgiin olusturan eksplant orani agisindan eksplant, doz interaksiyonu 6nem li bulunmustur. En yiiksek

ortalama deger %61.10 ile hipokotil eksplantindan elde edilmistir.
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Smerea ve ark. 2018 de bu calismaya benzer olarak aspir bitkisinde i1simnlamanin morfogenetik siirecleri
hizlandirdigin1 ve eksplant basina daha yiiksek siirgiin eldesini sagladigini bildirmislerdir. Burada elde edilen
siirglin sayis1 kontrol dozundan daha yiiksek ¢ikmustir. Eksplantlarin siirglin olusturan eksplant ortalamalari
incelendiginde eksplantlar arasinda fark gozlenmekte hipokotil eksplanti %61.10 ile daha fazla siirgiin

olusturmaktadir.

Sekil 3. Dinger ¢esidinde sirasiyla 400 ve 500 Gy dozunda siirgiin ucu eksplantlarindan 35 giin sonra

kallus olugumu ve gozlenen somatik embriyolar

Dinger c¢esidinden alinan gerek hipokotil ve gerekse siirgiin ucu eksplantlarindan kallus olusumu
gdzlenmistir. Bu kalluslarin {izerinde somatik embriyolar gézlense de, bu embriyolardan bazilar: farklilasamamais

ve siirglin olusturamamustir. Bazilar1 ise siirgiin olustursa dahi gelisip uzayamamustir (Sekil 3).

Smerea ve ark. 2018 de yaptiklar1 ¢alismada aspir tohumlarma 50,100,150 Gry gama dozu uygulamiglardir.
Calisma sonucunda eksplant tipinde olan farkliliklara bagl olarak kallus olusumu ve yogunlugunda degisimler
gozlemislerdir. Kallus dokusunun farkli eksplant tiplerine gore degisim gosterdigini ve eksplantlardan siirgiin

olusumunun da elde edilen kallus dokusuna bagli oldugunu bildirmislerdir.

Sahin ve ark. (2008) miirdiimiikte adventif siirgiin rejenerasyonu iizerine ¢aligmiglar ve en fazla siirgiin orani,
en yiiksek eksplant basina siirgiin sayist degerini 0.2 mg/L TDZ’ 1i MS ortamindan elde etmislerdir. Arastiricilar
TDZ’ nin purin icermeyen bir sitokinin bilesiminin oldugunu ve bitki tiirlerinin biiyiik bir ¢ogunlugunda
geleneksel sitokininlerden daha giiglii bir etki gosterdigini bildirmislerdir. Muthusamy ve ark. (2007), doku
kiiltiiriinii takiben yapilan mutagenik uygulamalarin diigiik dozlarinda siirgiin sayisinda ve eksplant basina

siirglin sayisinda artig gézlemlemisler, artan mutagen dozlarinda ise tekrar azalis gézlemlemiglerdir.

Siirgiin olusturan eksplantlarda eksplant basina siirgiin sayisi ortalama doz degerleri 0.25-0.72 adet arasinda
degisiklik gostermistir (Cizelge 6). Farkli dozlar istatistik olarak 3 grup olusturmustur. 0-500 Gy dozlar ve 200-
300-400 Gy dozlar ayni grupta yer almistir.

Eksplant bagina siirgiin sayis1 agisindan farkli eksplantlar istatistik olarak énemli ¢ikmustir. Ortalama degerler
2 grup olusturmustur ve 0.17-0.80 adet arasinda degismistir. En yiiksek deger hipokotil eksplantinin 200-300-
400 Gy dozlaridan elde edilmistir. En diisiik deger ise 0.17 adet ile yine hipokotil eksplantinin 600 Gy dozdan
elde edilmistir. Hipokotil eksplanti 500 Gy dozda kontrol dozu ile ayni degeri vermistir. Siirgiin ucu

eksplantinda ise 200-300-400 Gy dozlar ayn1 grupta yer almistir.
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Eksplant, doz interaksiyonu eagisindan ksplant bagina siirglin sayis1 degerleri istatistik olarak 6nemli
¢ikmistir. Yine eksplantlarin doz ortalamalart en yiiksek ortalama deger 0.61 adet ile hipokotil eksplantindan

elde edilmistir.

Barakat ve El-Sammak (2011) Gypsophila paniculata L. bitkisinde siirgiin ucu ve lateral tomurcuklara
0.25,0.5,0.75 ve 1 Gy dozlarda gama 1511 uygulamislardir. Doz artisina bagli olarak 0.75 Gy doza kadar
degerlerde bir azalis olmustur. Kallus ve siirglin olusumu degerleri 0.75 Gy dozda tekrar yiikselmis ve bu dozdan
sonra yine digmistiir. Esplant basina siirgiin sayisi ise doz artis1 ile azalmis 0.75 Gy dozda neredeyse kontrolun
2.5 kat1 kadar artig gostermis ve daha sonrasinda ise azalisa gecmistir. Siirglin uzunlugu degerleri ise 1 Gy doza
kadar diismiis 1 Gy dozda ise kontrole gore artis gostermistir. Arastiricilar en iyi kallus olusumunu ve eksplant
basina siirgiin sayis1 degerini lateral tomurcuktan, en iyi siirgiin olusumu ve siirgiin uzunlugu degerini ise siirgiin
ucu eksplantindan elde etmislerdir. Interaksiyonda ise kallus olusumu lateral tomurcuk eksplantinda 0.25 Gy
dozda kontrole gore artis gostermis, 0.5 Gy de diismiis, 0.75 Gy de tekrar artmis ve sonrasinda azalmstir.
Siirgiin ucu eksplantinda ise doz artisi ile 0.75 Gy doza kadar azalmis, bu dozda artis géstermistir. Siirgiin sayisi
acisindan lateral tomurcukta 0.25 Gy dozda kontrole gore bir artig, 0.5 Gy dozda azalis, 0.75 Gy dozda kontrole
gore 2 katin istiinde bir artis ve sonrasinda azalis olmustur. Siirgiin sayist siirgiin ucu eksplantinda ise 0.75 Gy

doza kadar azalis, 0.75 Gy dozda neredeyse kontrolun 3 kati artig gostermistir.

Kéklenme orani, kék sayist, kok uzunlugu ve canliligin devamliligi;

Dinger ¢esidi koklenme orani, kok sayisi, kok uzunlugu ve canliligin devamliligina ait degerlerin varyans analizi

cizelge 7, ortalama degerler ve olusan gruplar ¢izelge 8’ de verilmistir.

Cizelge 7. Dinger ¢esidine uygulanan farkli gama 1511 dozlarinin kdklenme orani, kdk sayisi, kok uzunlugu ve

serada canliligin1 devam ettirmesine iliskin varyans analizi sonuglar1

) Koklenme orant Kok sayist Kok uzunlugu Canliligint devam
Varyasyon Serbesth.k (%) (adet) (cm) ettirme (%)
Kaynaklar1 derecesi
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F
Tekerriir 2 14.144 1.741 0.583 [7.000 0.057 10.478 0.938 4.675
[Eksplant 1 293.551 [36.142* 12.250 (147.000%* 10.497 4.194 1105.895 [5512.710 **
Hatal 2 8.122 0.083 0.119 0.201
Doz 5 1414.906 [151.316** [11.117 37.056** |5.254 45.489** [863.353 [316.910**
Eksplant x 565.880  [60.519%* 20317 [67.722%* [3.861 33.430** 80.923  [29.704**
Doz int. 5
Hata2 20 9.351 0.300 0.116 2.724
TOPLAM 35

*0.05, ** 0.01 ihtimal seviyesinde onemli

Dinger c¢esidi koklenme orani incelendiginde farkli eksplantlar istatistik olarak %5 diizeyinde onemli

bulunmustur. Farkli dozlar ve interaksiyon (eksplant x doz) istatistik olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Kok uzunlugu agisindan incelendiginde farkli dozlar ve interaksiyon (eksplant x doz) istatistik olarak %1
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkli eksplantlar istatistik olarak ©nemsiz bulunmustur. Kok sayisi ve
canliligin1 devam ettirenler agisindan incelendiginde farkli eksplantlar, farkli dozlar ve interaksiyon (eksplant x

doz) istatistik olarak % 1 diizeyinde énemli bulunmustur (Cizelge 7).

Dinger ¢esidinde siirgiin olusturan eksplantlarin kéklenme orani ortalama doz degerleri %25-81.83 arasinda
degismistir (Cizelge 8). Farkli dozlar 4 grup olusturmustur. 200-300 Gy dozlar ve 400-500 Gy dozlar ayni
grupta yer almistir. En yliksek ortalama doz degeri sirastyla 200-300 Gy dozlardan elde edilmis ve degerler
%81.83 ile %77.01 arasinda degismistir. 600 Gy doz en diisiik degeri %25 olarak vermistir.

Koklenme orani agisindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler %0-83.00 arasinda degismistir.
En yiiksek deger siirgiin ucu eksplantindan 200-300 Gy dozlar ile hipokotil eksplantt 200 Gy dozundan elde

edilmistir. En diisiik deger ise yine siirgilin ucu eksplantindan 600 Gy dozundan %0 ile elde edilmistir.

Koklenme orani agisindan eksplant, doz interaksiyonu da istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Ortalama

koklenme orani agisindan en yiiksek degeri %66.33 ile hipokotil eksplant1 vermistir.

Cizelge 8. Dinger cesidine uygulanan farkli gama 1511 dozlarmin kdklenme orani, kok sayisi, kok uzunlugu ve

canliligin devamliligina iliskin etkilerine ait ortalama degerler ve olusan gruplar

Koklenme orani (%) Kok sayis1 (adet) Kok uzunlugu (cm) Canhhglmo(j;‘f(r;))e ttirenlerin
Doz (Gy) Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant Ortalama
Hipokotil | S0r&in Ortalama Hipokotil | SUr&in Ortalama Hipokotil | SUrein Ortalama Hipokotil | SUrein
Ucu Ucu Ucu Ucu

0 (Kontrol) [60.00 de |55.33 ef |57.66¢c |3.67fg [4.33ef [4.00d 273 ¢ 3.57cd |3.15¢ 16.70d  |30.53 bc |23.62 b
200 80.66ab |83.00a [81.83a [3.33g 567c [450cd [3.23de |4.13 abc [3.68b 12.50e |31.73 bc |22.11b
300 7370 bc |80.33ab|77.01a |3.67fg [9.33a [6.50a 373 bed [4.25ab [3.99ab [13.10e [33.30b [23.20b
400 68.16 cd |73.33bc|70.75b |433ef [7.33b [5.83b |423ab [433a [428a 13.70 de |47.60a |30.65a
500 66.00cd |72.00c [69.00b |4.67de (533 cd [5.00c 398abc [3.58cd (3.78b 16.70d |27.76 ¢ |22.23b
600 50.00f [0.00g (25.00d |533cd [0.00h [2.67¢ 336d 0.00f |l1.68d 0.00 f 0.00f [0.00c
Ortalama [66.33a |60.78 b |63.55 4.17b 533a |45 3.54 331 3.43 12,11b  |28.48a |20.29
LSD (Doz) (3.683 0.659 0.410 1.988
LSD (Eks.) (4.087 0.413 - 0.643
LSD (ExD) [5.208 0.933 0.580 2.811
CV (%) 5.88 11.53 9.91 6.82

Dinger ¢esidinde koklenenler kok sayist agisindan degerler 2.67-6.50 adet arasinda degisiklik gostermistir
(Cizelge 8). Farkli dozlar 5 grup olusturmustur. En yiiksek ortalama deger 300 Gy dozdan 6.50 adet ie elde
edilmistir. Bunu 400 Gy doz 5.83 adet ile izlemistir. En diisiik deger ise 2.67 adet ile 600 Gy dozdan elde
edilmistir.

Kok sayisi agisindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler 0-9.33 adet arasinda degismistir. En
yiiksek kok sayisi degerini 9.33 adet ile 300 Gy dozunda siirgiin ucu eksplanti vermistir.
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Kok sayist eksplant, doz interaksiyonu degerleri de istatistik olarak 6nemli bulunmustur. Eksplantlarin kdk

say1s1 ortalamalarina bakildiginda en yiiksek deger 5.33 adet ile siirgiin ucu eksplantindan elde edilmistir.

Dinger ¢esidinde koklenenlerde kok uzunluklari ortalama doz degerleri 1.68-4.28 cm arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 8). Farkli dozlar 4 grup olusturmustur. En yiiksek ortalama kok uzunlugu degeri sirasiyla
300-400 Gy dozlardan elde edilmis, 3.99 ve 4.28 cm degerlerini vermistir. En diigiik deger 1.68 cm ile 600 Gy

dozdan elde edilmistir.

Eksplant, doz interaksiyonu da kok uzunlugu degerleri agisindan istatistik olarak énemli bulunmustur. Kok
uzunlugu degerler 0-4.33 cm arasinda degismistir. En yiiksek kok uzunlugu degeri siirgiin ucu eksplantinin 300-
400 Gy dozlar1 ile hipokotil eksplantinin 400 Gy dozundan elde edilmistir. En diisiik deger siirgiin ucu
eksplantinda 0 cm ile 600 Gy dozundan elde edilmistir. Eksplant ortalamalar1 a¢isindan istaistiki olarak fark

bulunamamustir.

Dinger ¢esidinde koklenip biraz biiylidiikten sonra 3-4 cm c¢apinda saksilara alinan bitkiciklerin serada
canliligini devam ettirmesi agisindan incelenmislerdir. Canliligini devam ettirenlerin orani ortalama doz
degerleri %0-30.65 oraninda degisiklik gostermistir (Cizelge 8). Farkli dozlar 3 grup olusturmustur. 0-200-300-
500 Gy dozlar ayn1 grupta yer almistir. En yiiksek deger 400 Gy dozunda %30.65 olarak elde edilmistir.

Canliligi devam ettirme agisindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Eksplant degerleri %0-47.60
arasinda degigmistir. En yiiksek degeri siirgiin ucu eksplant1 400 Gy dozunda %47.60 ile vermistir. Een diisiik
deger ise %0 ile her iki eksplantin 600 Gy dozundan elde edilmistir.

Eksplant, doz interaksiyonu canliligi devam ettirme gézlemi bakimindan istatistik olarak dnemli ¢ikmustir.
Eksplantlarin canliligini devam ettirme oranina bakildiginda ortalama en yiiksek deger %28.48 ile siirgiin ucu
eksplantindan elde edilmistir. Goriildiigii gibi Dinger ¢esidinde eksplantlar canliligint devam ettirmesi i¢in sera

ortamina alininca genel olarak %20 oranina gerilemistir.

Radyasyona bagli olarak dozlar arttik¢a siirgiin ucu eksplantlarinda degerlerde belli bir doza kadar artis
gozlenmistir. Hipokotil eksplantlarinda ise azalis sonra artis gozlenmistir. Degerlerdeki bu oynama diger

calismalarda da gozlenmektedir.

Turan (2007) Berkmen 469 Double Haploid bugday ¢esidine Cs 137 kaynagi kullanarak 50-350 Gy doz
araliginda gama 15101 uygulamistir. Uygulanan gama dozlarinin canlilik degerlerinde azalmalara neden oldugunu
saptamiglardir. Kontrolde canli bitki sayist 150 iken, 50 Gy de 147, 100 Gy de 142 ve 150 Gy de 138’ e
geriledigini, 200 Gy de tekrar artigla 146 oldugunu ve 300-350 Gy de bu deger tekrar diistiiglinii kaydetmiglerdir.

Her iki ¢alismada da uygulanan gama dozlarimin canliliga etkisi istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmustir.

Dinger ¢esidinde incelenen kallus orani, kok uzunlugu ve canliligini devam ettirenlerin orani 6zellikleri
ortalamalarina bakildiginda 400 Gy dozunda en iyi sonucu verdigi gbzlenmistir. Siirgiin olusturan eksplant orani,
stirgiin olusturan eksplantlarda eksplant basina siirgiin sayis1 ve koklenme oran1 6zellikleri agisindan ise 200 Gy
dozu ortalama olarak en iyi sonucu vermistir. Tiim alinan gozlemler incelendiginde dozlar arttikca degerler
birbirleri ile ilintili olarak genel anlamda 400 doza kadar artmis ya da sabit kalmigtir. Koklenme orami

degerlerinin ise 500 Gy dozuna kadar dozlar arttikca arttig1 tespit edilmistir.
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Shifa ¢esidinde gama 151m1 dozlarimin incelenen parametrelere etkisine ait sonu¢lar

Kallus orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina stirgiin sayisi;

Shifa ¢esidi kallus orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve eksplant basina siirgiin sayisina ait degerlerin

varyans analizi ¢izelge 9, ortalama degerler ve olusan gruplar ¢izelge 10 de verilmistir.

Cizelge 9. Shifa ¢esidine uygulanan farkli gama 15101 dozlarmin kallus orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve

eksplant basina siirgiin sayisina iliskin varyans analizi sonuglari

Siirgiin Olusturan Eksplant Bagina
Varyasyon Serbestli.k Kallus Oran1 (%) EksngZnt Or:m (%) Sﬁrgﬁi Sayist iadet)
Kaynaklari derecesi
K.O. F K.O. F K.O. F

Tekerriir 2 27.265 4.404 4.790 0.941 0.001 1.000
Eksplant 1 4.459 0.720 102.516 20.138* 0.001 1.000
Hatal 2 6.191 5.091 0.001
Doz 5 131.405 13.685%* 620.208 60.277** 0.092 33.280**
Eksplant x Doz int. 5 71.480 7.444%%* 482.658 46.909** 0.081 29.200**
Hata2 20 9.602 10.289 0.003
TOPLAM 35

*0.05, ** 0.01 ihtimal seviyesinde onemli

Shifa ¢esidi kallus olusturan eksplant orani ve eksplant bagina siirglin sayist agisindan farkli dozlar ve
interaksiyon (eksplant x doz) %] diizeyinde Snemli bulunmustur. Farkli eksplantlar 6nemsiz bulunmustur.
Siirgiin olusturan eksplant oran1 agisindan incelendiginde farkli eksplantlar istatistik olarak %5 diizeyinde dnemli
bulunmustur. Farkli dozlar ve interaksiyon (eksplant x doz) istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur
(Cizelge 9).

Cizelge 10. Shifa ¢esidine uygulanan farkli gama 1511 dozlarinin kallus orani, siirgiin olusturan eksplant orani ve

eksplant bagina siirgiin sayisina iligkin etkilerine ait ortalama degerler ve olusan gruplar

Kallus Oran1 (%) Siirglin Olusturan Eksplant Eksplant Bagina Siirgiin Sayisi
Oran1 (%) (adet)
(%(;Z) Eksplant Eksplant Eksplant
Hipokotil S‘[‘Jrcgl‘lm Ortalama. | i okotil S‘[‘Jrcgl‘lm Ortalama |- okotil S‘gcgt‘:“ Ortalama
0 (Kontrol) (20.00 cd |23.33bcd |21.66 a 60.00 a 3333d |46.66a |0.60 a 033d [047a
200 26.66 abc [20.00 cd 2333 a 5333 ab  |26.66de [39.99bc |0.53 ab 0.27de [0.40 be
300 3333 a 16.66 de 2499 a 4333 ¢ 4333c¢ |[4333ab (043¢ 043¢ 0.43 ab
400 16.66 de  |30.00 ab 2333 a 26.66de |46.66 bc |36.66 ¢ 0.27 de 0.47bc [037c¢
500 1333 ef |13.33 ef 13.33b 20.00 ¢ 3333d |26.66d |0.20¢e 033d [0.27d
600 10.00 f 10.00 f 10.00 b 0.00 £ 26.66de (1333 ¢ 0.00 £ 0.27de [0.13 ¢
Ortalama 19.99 18.89 19.44 33.88Db 3499a |34.44 0.34 0.35 0.34
LSD (Doz) |(3.732 3.863 0.06596
LSD (Eks.) |- 3.236 -
LSD(ExD) |[5.278 5.463 0.09329
CV(%) 12.07 9.32 153
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Shifa ¢esidinde kallus olusturan bitkilerin sayisi oranlandiginda doz ortalama degerleri %10-24.99 araliginda
degismistir (Cizelge 10). Farkli dozlar 2 grup olusmustur. 0-200-300-400 Gy dozlar ve 500-600 Gy dozlar ayn1

grupta yer almistir.

Kallus olusturan bitkilerde eksplant, doz interaksiyonu istatistik olarak onemli bulunmustur. En yiiksek
degerleri %33.33 ile hipokotil eksplantt 300 Gy dozunda ve siirgiin ucu eksplanti 400 Gy dozunda %30.00
olarak vermistir. En diigiikk deger ise siirgiin ucu ve hipokotil eksplantlarinin 600 Gy dozundan elde edilmistir.
Shifa cesidinde 1sinlar rejenerasyon oranini kontrole gore artirmugtir. Fakat degerler dalgalanmali olarak

seyretmis stabil ya da paralel ilerlememistir.

L

Sekil 4. a Shifa cesidi 400 Gy dozda hipokotil eksplantlarindan 23 giin sonra kallus olusumu, b Shifa ¢esidi 200

Gy dozda stirgiin ucu eksplantlarindan 23 giin sonra kallustan somatik embriyo olusumu

Sekil 4 a’da 23 giin sonra hipokotil eksplantlarindan saglikli ve yesil kalluslar gézlenmektedir. Sekil 4 b de
ise silirgiin ucu eksplantlarinin kalluslarindan somatik embriyo olusumu goézlenmektedir. Kalluslar seyrek, yesil
lekelerle kapli ve yumru halinde olusmuslardir (Sekil 4). Kallus olusumundaki yapisal farkliliklart Smerea ve
ark. (2018) aspirde yaptiklar1 calismalarinda hipokotil eksplantlarindan elde ettikleri kalluslarin daha seyrek
yapilt oldugunu ve yaprak eksplantlarindan elde ettikleri kalluslarin daha kompakt ve yesil renkte oldugunu
iletmislerdir. Eksplant tipine gore kallusta yapisal farkliliklar bu ¢alismada da kaydedilmistir. BAPXNAA
kullanilarak yapilan diger calismalarda da bu durum ayni gézlenmistir (Radhika ve ark., 2006). Ozyigit ve ark.
(2002) 5 farkli aygiceginde hipokotil ve kotiledon eksplantlarini kullanarak en yiiksek oranda direk siirgiin
rejenerasyonunu 1 mg/L BAP+0.5 mg/L NAA konsantrasyonlarindan elde etmislerdir. Afrasiab ve Javed (2010)
patates cesitlerinin (Desiree ve Diamant) genetigini gelistirmek icin in vitro teknikler ve mutagen
uygulamalardan faydalanmislardir Her iki ¢esitte inter-nodal eksplantlar kullanilarak kallus elde etmek i¢cin NAA
(1.0 mg / L) ve BAP (0.5 mg / L) ile desteklenmis MS ortami kullanilmustir. Tyi gelisen kalluslar 5-50 Gy lik
gama 1sinina maruz birakilmistir. En uygun kallus olusum dozunu 20 Gy olarak bulmuslar, bu doza kadar artig
daha sonrasinda ise doz artigina bagli olarak bir azalig gézlenmistir. Bu ¢aligmada da BAPXNAA kullanilmis ve
kallus olusumda hipokotil eksplantlar1 300 Gy doza kadar, siirgiin ucu eksplantlar1 ise 400 Gy doza kadar hemen
hemen artis gostermis; bu dozlardan sonra degerler azalmistir. Caligsmalar bu sonuglar agisindan paralellik

arzetmektedir.
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Siirgiin olusturan eksplant oranina bakildiginda ortalama doz degerleri %13.33-46.66 arasinda degismistir
(Cizelge 10). Farkli dozlar 5 grup olusturmustur. En yiiksek ortalama degerler sirastyla kontrol ve 300 Gy
dozlarda, %46.66 ile %43.33 olarak bulunmustur. En diisiik deger %13.33 ila 600 Gy dozdan elde edilmistir.

Siirglin olusturan eksplant orami agisindan farkli eksplantlar 2 grup olusturmustur. Degerler %0-60.00
arasinda degismistir. En yiiksek degerler sirasiyla hipokotil eksplantinin kontrol dozu ile 200 Gy dozundan %60
ve %53.33 olarak elde edilmistir. En diisiik deger ise yine %0 ile hipokotil eksplantinin 600 Gy dozundan elde
edilmistir. Hipokotil eksplantinda kendi arasinda dozlara gore azalarak ilerlemis 600 Gy dozda %0 a kadar
diismiistiir.

Siirgiin olusturan eksplant orani1 bakimindan eksplant, doz interaksiyonu istatistik olarak énemli bulunmustur.
Eksplantlarin siirgiin olusturan eksplant ortalamalar: incelendiginde siirgiin ucu eksplant1 %34.99 ile daha fazla

stirgiin olusturmus ve hipokotil eksplantina gore farkli grupta yer almistir.

Siirgiin olusturan eksplantlarda eksplant bagina siirgiin sayisi ortalama doz degerleri 0.13-0.47 adet arasinda
degisiklik gostermistir (Cizelge 10). Farkli dozlar 5 grup olusturmustur. En yiiksek ortalama degerler kontrol
dozu ile 200 Gy dozundan sirastyla 0.47 adet ie 0.43 adet olarak bulunmustur. En diisiik deger 0.13 adet ile 600
Gy dozundan elde edilmistir.

Eksplant bagma siirgiin sayisi bakimindan eksplantlar arasinda istatistik olarak fark ¢ikmamustir. Fakat
eksplant, doz interaksiyonu dnemli bulunmustur. Eksplant bagina siirgiin sayis1 degerleri 0-0.60 adet arasinda
degismistir. En yiliksek degerler hipokotil eksplantinin kontol dozu ile 200 Gy dozlardan sirasiyla 0.60 ve 0.53
adet olarak elde edilmistir. En diisiik deger ise yine 0 adet ile hipokotil eksplantinin 600 Gy dozundan elde
edilmistir. Hipokotil eksplantlarda 1ginlama sonrasi rejenerasyon kabiliyetinin yiiksek oldugunu (Smerea ve ark.,
2018) fakat kullanilan eksplantin yaninda genotipik farkliliklarinda 1sinlamaya bagli olarak farkli seyredecegini
ve tim bu siireclerin genotipe baglh olarak degisecegini (Radhika ve ark., 2006, Basalma ve ark., 2008;
Motamedi ve ark., 2011) goz Oniinde bulundurmak gerekir. Siirgiin olusturan eksplant sayist ve eksplant basina
slirgiin sayist bakimindan aspirin farkli gesitleri kullanilarak bir¢ok ¢alisma yapilmis ve sonugta ¢esitler arasinda
farklilik ortaya ¢ikmistir (Radhika ve ark., 2006). Kalluslardan olusan siirgiinler genellikle 1-3 adet arasinda
degismektedir. Direk olusan siirgiinlerde de durum hemen hemen aynidir. BAP kullanilarak yapilan diger

calismlarda da eksplant basina siirgiin sayilar1 benzerdir (Radhika ve ark., 2006).

Mandal ve Gupta (2001) aspirin 8 farkli ¢esidinde direk siirgiin olusumu ve bitki rejenerasyonu iizerine
yaptigi ¢caligmalarinda BAP’ 1n farkli konsantrasyonlarint denemislerdir. Sonugta eksplant basina siirgiin sayisi
Bhima cesidinden MS ortamina ekledikleri 8.87 uM BAP konsantrasyonundan elde etmislerdir. Bu c¢alismada
en iyi eksplant basina siirgiin sayisi degeri Shifa ¢esidinde 1sinlanmamislarda ¢ikmustir.

Muthusamy ve ark. (2007) yerfistiginda mutagenlerin somatik embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonuna
etkisini arastirmak i¢in embriyogenik kalluslar1 10-50 Gy dozlarda y radyasyona maruz birakmislar veya 1-5
mM etil metan siilfonat (EMS) ya da sodyum azit (SA) ile muamele etmislerdir. Somatik embriyolari

filizlenmesi i¢in 2.0 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA ile MS ortaminda kiiltiire almislardir. Eksplant basina
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somatik embriyolarin sayisini mutagenlerin diisiik konsantrasyonlarda (30 Gy / 3 mM) daha yiiksek

bulmuslardir.

Kéklenme orani, kék sayisi, kok uzunlugu ve canliligin devamliligi;

Shifa ¢esidi koklenme orani, kok sayisi, kok uzunlugu ve canliligin devamliligina ait degerlerin varyans analizi

cizelge 11, ortalama degerler ve olusan gruplar cizelge 12’ de verilmistir.

Cizelge 11. Shifa ¢esidine uygulanan farkli gama 151n1 dozlarinin kdklenme orani, kok sayisi, kok uzunlugu ve

serada canliligini devam ettirmesine iliskin varyans analizi sonuglar1

Varyasyon | Serbestlik Kéklenlfne orant K&k sayis1 K&k uzunlugu Can111.1g1n1 devam

Kaynaklar1 | derecesi () (adet) (em) ettirme (%)
K.O. F K.O. F K.O. F K.O. F

Tekerriir 2 21.560 3.294 0.583 [1.105  [0.057 0.147 2.183 0.062

Eksplant 1 630.680 96.359* 7.111 (13473 [0.025 [0.065 145.604  |4.116

Hatal 2 6.545 0.528 0.388 35.376

Doz 5 1170.105 122.289** [7.133 [27.913* * [4.928 [38.783** [1876.732 [146.561**

gl(‘)szpilsﬁtx 5 585.501 61.191%*%  [1.178 [|4.609%* |1.671 [13.149%* |206.289  [23.138**

Hata2 20 [9.568 0.256 0.127 12.805

TOPLAM 35

*0.05, ** 0.01 ihtimal seviyesinde onemli

Shifa ¢esidi koklenme orani agisindan incelendiginde farkli eksplantlar istatistik olarak %5 diizeyinde dnemli
bulunmustur. Farkli dozlar ve interaksiyon (eksplant x doz) istatistik olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Kok sayisi, kdk uzunlugu ve canliliini devam ettirme acisindan incelendiginde farkli dozlar ve interaksiyon
(eksplant x doz) istatistik olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Farkli eksplantlar istatistik olarak dnemsiz

bulunmustur (Cizelge 11).

Shifa c¢esidinde; siirgiin olusturan eksplantlarin kdklenme oranina dair ortalama doz degerleri %16.50-67.66
arasinda degismistir (Cizelge 12). Farkli dozlar 4 grup olusturmustur. En yiiksek ortalama deger 300 Gy dozda
67.66 olarak kaydedilmistir. 0-200-400 Gy dozlar ayn1 grupta yer almislardir. En diisiik deger %16.50 olarak 600
Gy dozda kaydedilmistir.

Koklenme oranma bakimindan farkli eksplantlar istatistik olarak 6nemli ¢ikmis ve 2 grup olusturmustur.
Degerler %0-82 arasinda degismistir. En yiiksek degerler siirgiin ucu eksplantinda 300-400 Gy dozlarindan
sirastyla %82 ile %76.66 olarak elde edilmistir. En diisiik deger ise hipokotil eksplantindan 600 Gy dozundan
%0 ile elde edilmistir.

Koklenme orant bakimindan eksplant, doz interaksiyonu da istatistik olarak O6nemli bulunmustur.
Eksplantlarin ortalama koklenme oranlarina bakildiginda siirgiin ucu eksplanti %54.50 ile en yiiksek degeri

vermistir.
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Cizelge 12. Shifa ¢esidine uygulanan farkli gama 1sin1 dozlarinin kdklenme orani, kok sayisi, kok uzunluguna ve

canliligini devam ettirmeye iliskin etkilerine ait ortalama degerler ve olusan gruplar

Koklenme orani Kok say1s1 Kok uzunlugu Canliligin1 devam
(%) (adet) (cm) ettirme (%)
Doz (Gy) Eksplant Eksplant Eksplant Eksplant
Hipokoril | S¥7E™ Ortalama | i okotil Suein Ortalama | i okotil Suein Ortalama i okotil Suretn Ortalama
0 (Kontrol) [66.60b [44.33 de |55.46b [3.67ab [3.33bc |3.50ab [3.00abc |2.40cde [2.70b |16.70d |61.10a [38.90c
200 62.20 bc |60.66 bc [61.43b  |3.33bc  |433a |3.83a 2.67bcd |2.17de [242b |37.70c |61.10a [49.40 ab
300 5333 cd |82.00a [67.66a [2.67cd |3.67ab |3.17bc |3.17ab [3.58a |[3.38a [46.66 bc [46.66 bc |46.66 ab
400 38.86ef |76.66a [57.76b |2.33de |3.33bc |2.83¢ 350a 325ab |338a [61.10a (4333 bc|52.21a
500 50.00d |30.33f [40.16c |1.33f 1.67ef |1.50d 327ab |2.07de [2.67b |50.00b |38.87c (44.43 bc
600 0.00g |33.00f [16.50d ]0.00g 2.33de |1.17d 0.00 f 1.82e¢ [091c [0.00e 0.00e [0.00d
Ortalama [45.16b [54.50a |49.83 222 3.11 2.67 2.60 2.55 2.57 35.35 41.84 |38.60
LSD (Doz) [3.725 0.6093 0.4292 4310
LSD (Eks.) [3.669 - -
LSD (ExD)|[5.268 0.8617 0.6070 6.095
CV(%) 7.08 18.96 13.85 10.05

Shifa cesidinde koklenenler kdk sayisi acisindan incelendiginde ortalama doz degerleri 1.17- 3.83 adet

arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 12). Farkli dozlar 4 grup olusturmustur. Kontol dozu ile 200 Gy doz

ayni grupta yer almis ve sirasiyla 3.50 ile 3.83 adet degerini almistir. 500-600 Gy dozlar ayn1 grupta yer almistir.

Kok sayist acisindan farkli eksplant tipleri istatistiki olarak onemli ¢ikmamustir. Fakat eksplant, doz

interaksiyonu 6nemli ¢cikmistir. Eksplantlarin kok sayis1 degerleri 0-4.33 adet arasinda degismistir.

Shifa cesidinde koklenenlerde kdk uzunluklar: ortalama doz degerleri 0.91- 3.38 cm arasinda degisiklik

gostermistir (Cizelge 12). Farkli dozlar 3 grup olusturmustur. 0-200-500 Gy dozlar ve 300-400 Gy dozlar ayn1

grupta yer almistir. En yiiksek kok uzunlugu degerli 300-400 Gy dozlardan 3.38 cm olarak elde edilmistir. En

diistik deger 600 Gy dozdan 0.91 cm olarak elde edilmistir.

Kok wuzunlugu degerleri agisindan eksplantlar arasindaki fark oOnemli ¢ikmamigtir. Eksplant, doz

interaksiyonu onemli bulunmustur. Kok uzunlugu degerleri 0-3.58 cm arasinda degismistir. En diigiik deger

hipokotil eksplantinda 0 cm ile 600 Gy dozundan elde edilmistir.

Shifa cesidinde koklenip biraz biiyiidiikten sonra 3-4 cm capinda saksilara alian bitkiciklerin serada

canliligini devam ettirmesi agisindan incelenmislerdir. Canliligin1 devam ettirenlerin doz ortalamalar1 oran1 %0-
52.21 oraninda degisiklik gostermistir (Cizelge 12). Farkli dozlar 4 grup olusturmustur. 200-300-400 Gy dozlar
en yiiksek degerleri vermistir. En diisiik deger ise 600 Gy dozdan %0 olarak elde edilmis ve bu dozda bitkiler
serada canli kalamamuslardir.

Canlilig1 devam ettirme agisindan farkli eksplant tipleri istatistiki olarak 6nemli ¢itkmamustir. Fakat eksplant,
doz interaksiyonu 6nemli ¢ikmigtir. Eksplantlarin canli kalma orani degerleri %0-61.10 arasinda degismistir. En
yiiksek degerler stirgiin ucu eksplantinin kontrol dozu ve 200 Gy dozularinda ayrica hipokotil eksplantinin 400
Gy dozunda %61.10 ile elde edilmistir.
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Doku kiiltiirli ¢aligmalar1 sonunda serada bitkilerin gelisiminde ve tabla olusturup tohum baglamasinda bazi
farkliliklar yasandi. Bu farkliliklar uygulanan mutagen kaynagindan ileri gelmektedir. Bitkinin ciliz olmasina,
tabla olusturmamasina, tabla olustursa dahi kii¢iik olmasina, tohum baglamamasina, tohum baglasa dahi az

olmasina ve bazende kuruyup gitmesine sebep olmaktadir.

Muthusamy ve ark. (2007) yerfistiginda hipokotil den elde ettikleri embriyogenik kalluslar1 y -radyasyona
maruz birakmiglar veya 1-5 mM etil metan siilfonat (EMS) ya da sodyum azit (SA) ile muamele etmislerdir.
Canli kalma yiizdesini mutagenlerin diisiik konsantrasyonlarda (30 Gy / 3 mM) eksplantinda daha yiiksek
bulmuslardir. Bu ¢aligmada siirgiin ucu eksplantlarinda gézlenen durum aynidir. Doz artisina bagli olarak gama
uygulamasinin diisiik dozlar1 daha etkili sonu¢ vermistir. Hipokotil ekspantinda ise durum doz artigina bagl

olarak artig gdstermistir.

Shifa ¢esidinde incelenen kallus orani ve koklenme orani dzellikleri ortalamalarina bakildiginda 300 Gy
dozunda en iyi sonucu verdigi gozlenmistir. Stirgiin olusturan eksplant oran1 ve siirgiin olusturan eksplantlarda
eksplant basina siirgiin sayis1 acisindan degerlerin dozlar arttikca azalarak ilerledigi gozlenmistir. Kok uzunlugu
ve canlilig1 devam ettirenlerin oranlar1 agisindan incelendiginde degerler 400 Gy dozuna kadar artmis, bu dozdan
sonra azalarak devam etmistir. Tiim alinan gozlemler incelendiginde dozlar arttik¢a degerler birbirleri ile ilintili

olarak genel anlamda 300-400 doza kadar artmustir.

Sonuc¢

Iyonize radyasyon uygulamalarmin in vitro da verdigi yanitlarin, etkinligi standardize edilmis ve incelenen
ozelliklere gama 151n1 dozlarinin olumlu etki yaptigina dair basarili sonuglar elde edilmistir. Kontrol dozlart ile
yapilan 6n calismada; Remzibey cesidinde siirglin ucu eksplanti ve hipokotil eksplant1 siirgiin olustururken
yaprak eksplantindan hig siirgiin elde edilememistir. Dinger ¢esidinde siirgiin ucu eksplanti en iyi sonucu vermis
yaprak ve hipokotil eksplantlarindan da siirgiinler elde edilmistir. Shifa ¢esidinde en fazla siirgiin, siirgiin ucu
eksplantindan ve daha sonra hipokotil eksplantindan elde edilirken yaprak eksplantindan hi¢ siirgiin elde
edilememistir. Bu sonuglar 15181nda farkli eksplant tiplerinin siirgiin rejenerasyonuna etkisininde farkli oldugu
sOylenebilir. Ayrica her ¢esitin uygulanan hormon kombinasyonlarina cevabi da genotipik farkliliklardan dolay:

cesitli olmustur. Eksplant tiplerinin degisimide hormonlarin etkisinin farkli farkli ortaya ¢ikmasina yol agmustir.

Tiim 6n uygulamalardaki sonuglar géz 6niine alinacak olursa hipokotil ve siirgiin ucu eksplantlarinin adventif
siirgiin rejenerasyonu igin aspirde daha uygun oldugu sonucuna varilabilir. Bunun yansira genotipik
farliliklardan dolay1 adventif siirgiin rejenerasyonunu artiran hormon kombinasyonlarinin Remzibey cesidinde 4
mg/L TDZ ve 0.2 mg/L NAA igeren, Dinger ¢esidinde 1 mg/L TDZ iceren ve Shifa ¢esidinde ise 2 mg/L NAA
ve 2 mg/L BAP iceren MS besin ortamlar1 oldugu sonucuna varilmistir. Hormonlarin ve ortam
kombinasyonlarinin her ii¢ ¢esitte de farkli olmas1 aspir cesitlerindeki genetik farkliliktan kaynaklanmaktadir.

Boylece arastirilan 6zellikler bakimindan her ¢esidin cevabida farkli olacaktir.
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Calismada her ¢esit i¢in ayr1 bir ortam elde edilmesi in vitro ¢aligsmalarda adventif siirgiin rejenerasyonuna
etki eden fakorlerden en dnemli olan birinin bitki biiylime diizenleyicileri oldugu ortaya ¢ikmustir. Eger bitki
biiytime diizenleyicileri (oksin- sitokininler) iyi bir kombinasyonla ortaya konulursa bu durumun adventif siirgiin

rejenerasyonunu artiracagi bir gergektir.

Calismada kallus olusumu Remzibey g¢esidinde azalirken Dinger ve Shifa ¢esitlerinde doz artigina baglh
olarak her ¢esitte degismek kosuluyla bazi dozlara (300-400 Gy) kadar artmistir. Bu durum aslinda rejenerasyon
kapasitesi ¢ok diisiik olan aspirin 1inlama yolu bazi parametrelere yine her ¢esitten ¢eside degigsmekle beraber
pozitif etkiler yapacagini gozler oniine sermistir. Karakterlerin etkisi ve 1ginlamaya verdigi tepki ¢esitten ceside

farklilik gostermektedir ki bu bitkinin genotipik yapisindandir.

Kallus olusum orani agisindan en yiiksek deger kontrol dozlarinda Remzibey cesidinden elde edilmistir.
Dinger ve Shifa ¢esitlerinde ise doz uygulamastyla kallus oraninda artis gézlenmistir. Siirgiin olusturan eksplant
orani tiim c¢esitlerde doz uygulamasi ile artmistir. Remzibey cesidinin rejenerasyon kabiliyeti diger cesitlerden
daha yiiksek ¢cikmistir. Kok sayist ve kok uzunlugu degerleri incelendiginde ¢esitlere gore farkliliklar olmustur.
Kok uzunlugu degerleri de her iki eksplant i¢in en yiiksek degeri Remzibey ¢esidinde 500 Gy dozda, Dinger ve
Shifa g¢esitlerinde 400 Gy dozda vermistir.

Canlilik agisindan gesitler incelendiginde, ¢aligmada gama 1511 dozlarinin doku kiiltiirii sonrasi ¢eside gore
degismekle beraber canliliginda bazi dozlarda artmis olmasi ve genelde doz arttikca belli bir noktaya kadar
artmasi olumlu bir sonugtur. Caligmada bitkinin rejenerasyon kabiliyetinin artirilmasinin yani sira canli kalmasi
ve tohum vermesi de kontrol dozlarma gore artmistir. Bitkide gama uygulamasiyla canliligin yani direncin
artmasi; bazi aminoasitlerin biyosentezininde uyarildiginin, ayrica temel biyokimyasal olaylarin, fotosentez ve
mineral alimininda artisinin agik bir gostergesidir. Bunun yani sira gama uygulamasi ile canliligin artisi
cogunlukla bitkilerin yapraklarinda gdézlenen polifenol oksidaz, katalazlar ve pyroksidazlar gibi bazi enzimlerin

aktivitelerinde degisimlerinde bir sonucudur.

Yapilan c¢alismada kallus olusumunun artmasi ve bu artigsa bagli olarak kalluslar {izerinde hig siirgiin elde
edilememesi, elde edilse dahi bunlarin uzun siire canliligini koruyamamasi aspirde dozlarin rejenerasyona
etkisini belirlemek amaciyla bu ¢alisma icin siirgiin olusumuna bakilmasi gerekliligini ortaya koymustur. Direk

olarak siirgiin olusumu daha basarili olmustur.

Remzibey ¢esidinde siirgiin ucu eksplanti, Dinger ve Shifa ¢esitlerinde ise hipokotil eksplanti adventif siirgiin
rejenerayonunu ¢esitlere gore ve kendine has ortamlarinda artiran 6nemli eksplant tipleridir. Eksplant bagina
siirglin sayis1 degerleri de bu veriler ve sonuglarla benzerlik gostermektedir. Kallus olusumu ile ya da kallus
olusturmadan eksplant basina siirgiin sayis1 degerleri bu calismada 1-3 adet arasinda degismistir. Bu ¢aligmada
genotipler arasinda farklilik olmasi ve farkli eksplantlarin kullanilmasi alinan gozlemlerin cesitten ceside,

eksplanttan eksplanta farklilik géstermesine sebep olmustur.

Koklenme orani agisindan ¢esitler birbirleri ile farklilik gostermistir. Ayrica 6n ¢alisma sonuglart Remzibey
ve Dinger c¢esitlerinin Shifa ¢esidinden daha iyi bir koklenme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Yine en

iyi koklenme oran1 Remzibey ve Dinger cesitlerinde hipokotil eksplantlarindan elde edilmistir.
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Kok sayist bakimindan doz artigina bagli olarak genelde Remzibey ve Shifa ¢esitlerinde azalis, Dinger
cesidinde artis gozlenmistir. Kok uzunlugu bakimindan Remzibey ¢esidinde her iki eksplantta 500 Gy dozda,
Dinger ve Shifa cesitlerinde her iki eksplantta 400 Gy dozda en yiiksek degere ulasmustir.

Bu c¢alismada 600 Gy dozunda laboratuar kosullarinda arastirilan kriterlerin etkinliginin ve rejenerasyon
oranimin diistiigii goriilityor. Mutajenik verimliligin ve etkinligin sikligimin daha yiiksek dozlarda daha diisiik
oldugu bir gercektir. Mutasyon uygulamalarda yiiksek mutasyon frekansi elde etmek her zaman istenilen bir

ozelliktir. Ancak artan dozlarin dldiiriicti ve gelismeyi kisitlatic etkileride géz oniine alinmasi gerekir.

Bu sonuglar 1s18inda goriilityor ki optimize edilmis bir rejenerasyon sistemi bulunmayan ¢esitlerde ileri ki
donemde 1slaha yardimci olmak ve 151k tutmak amaciyla ¢alismalar yapmak olduk¢a zordur. Bu nedenle bu tip
calismalar 6nemlidir. Bu ¢alisma ile aspir bitkisinin her {i¢ ¢esidinde yapilacak in vitro ¢aligmalara yardimci
olacak bilgiler belirlenmis olmaktadir. Bundan sonra yapilacak double haploid calismalari, protoplast fiizyonu
calismalar1 ve diger 1slah caligmalar1 6zellikle aspirde soguga ve kuraga toleranslt bitkiler gelistirmek icin bu

sonug¢larin elde edilmesi olduk¢a 6nemlidir.
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