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Gamma Radyasyonunun Bugdayda (7riticum sp.) Partikiill Bombardimani Teknigi ile
Gen Aktarimina ve Bitki Rejenerasyonuna Etkisi

OZET

Bu calismada, gamma radyasyonundan yararlanilarak hiicre ve dokularda fiziksel ve
biyolojik degisikliklerin olusturulmasi ve bu sekilde partikiil bombardimani yd&ntemi
kullanilarak yapilan gen gecislerinin ve bitki rejenerasyonunun artirtlmasi hedeflenmistir.
Bu amagla, oOncelikle farkli gamma kaynaklarmin (Co-60 ve Cs-137) ve bunlara iliskin
dozlarin bitki rejenerasyonuna olan etkisi belirlenmis; uygun kaynak ve dozlar
belirlendikten sonra bu kaynaktan yararlanilarak partikiill bombardimani ve bitki
rejenerasyonu caligmalarina baglanmistir. Literatiire gore, partikiil bombardimani ile gen
aktariminda gamma radyasyonunun etkileri iizerine caligmalarin yapilmadigi goriilmiistir.

Olgun embriyolardan kallus kiiltiirii araciligiyla bitki rejenerasyonu {izerine yapilan
calismalarda kullanilan her iki bugday cesidinde (Bezostaja-1 ve Cakmak 79) de incelenen
tiim karakterlerde en yiiksek sonuglar kontrol (0 Gy) uygulamasindan alinmis, bunu 15
Gy’lik gamma dozu uygulamasi izlemistir. Gamma radyasyon dozlarindaki artisa paralel
olarak elde edilen sonuglarda 6nemli diisiisler gézlenmistir. 15 Gy’in {izerindeki gamma
dozlarinda siirglin rejenerasyonu goriilse de herhangi bir bitkicik gelisimi olmamustir.
Aragtirmada kullanilan her iki c¢esitte de en yiiksek sonuglarin Kobalt 60 gamma
kaynaginin  kullanildigt uygulamalardan elde edilmistir. Sezyum 137 kaynagi
kullanildiginda, incelenen tiim karakterlerden elde edilen sonuglarda onemli diisiisler
gozlenmistir. 15 Gy’lik gamma radyasyonu uygulamasinda kallus ve embriyo eksplantlar
karsilagtirildiginda, tim karakterlerde en yiiksek sonuglarin kallustan alindigi
belirlenmistir.

Farkli kaynakli gamma radyasyonunun kallustan gelisen bitkiciklerin yaprak hiicreleri ve
bu yapraklardaki fotosentetik aktivite iizerine olan etkileri incelendiginde, Kobalt 60
kaynakli 15 Gy’lik gamma dozu ile kontrol uygulamasi (0 Gy) arasindaki farkin incelenen
tiim karakterlerde ve her iki ¢esitte de dnemli olmadigi, ancak Sezyum 137 kaynakh 15
Gy’lik gamma uygulamasindan elde edilen sonuglarin énemli derecede diisiisler gosterdigi
tespit edilmistir.

Bitki rejenerasyonunun aksine, yapilan gen aktarim calismalarinda, kullanilan her iki
cesitte (Bezostaja-1, Cakmak 79) ve eksplantta (embriyo, kallus) Kobalt 60 kaynakli 15
Gy’lik gamma dozu ile yapilan 1sinlamalarda, kontrol (0 Gy) uygulamasina gore incelenen
biitlin karakterlerde daha yiiksek sonuglar alinmistir. Arastirmada kullanilan her iki ¢esitte
de petri basina gelisen en yiiksek mavi nokta sayisinin 15 Gy’lik gamma dozu ve embriyo
eksplantindan elde edilmistir.

Sonu¢ olarak, bugdaya partikiil bombardimani yoOntemi ile yapilan gen aktarim
calismalarinda embriyo eksplantina uygulanan Kobalt 60 kaynakli 15 Gy’lik gamma dozu
gen aktarim frekansini 6nemli derecede artirmistir.

Anahtar Kelimeler: Gamma radyasyonu, gen aktarimi, in vitro mutagenesis, partikiil
bombardimani, Triticum



The Effect of Gamma Radiation on Gene Transfer and Plant Regeneration via
Particle Bombardment Technique in Wheat (Triticum sp.)

ABSTRACT

In this research, forming physical and biological changes in cells and tissues via gamma
radiation and by this way increasing plant regeneration and gene transition by particle
bombardment method were aimed. For this purpose, primarily the effect of different
gamma sources (C0-60 and Cs-137) and their relevant doses on plant regeneration were
determined; after assigned suitable source and doses, particle bombardment and plant
regeneration studies were started by using that source. According to literature, no studies
were conducted about the effect of gamma radiation on gene transformation via particle
bombardment technique.

The highest results in all characters examined were obtained from control (0 Gy)
application which was followed by 15 Gy gamma dose application, in both wheat cultivars
(Bezostaja-1 and Cakmak 79) used in studies on plant regeneration via callus culture from
mature embryos. Important decrease was observed in results obtained parallel to increase
in gamma radiation doses. Although shoot regeneration was seen, no plantlet was grown in
gamma doses over 15 Gy. The highest results were recorded from applications where
Cobalt 60 gamma source was used in both cultivars. When Cesium 137 source was used,
dramatic decreases were observed in results from all characters. It was determined that the
highest results from all characters were obtained from callus when callus and embryo
explants were compared in application of 15 Gy gamma radiation.

When the effects of gamma radiation from different sources on leaf cells and
photosynthehtic activity of the leaf from plantlet developed from callus, it was determined
that the difference between Cobalt 60 originated 15 Gy gamma dose and control (0 Gy)
application was not statistically important, however, considerable decreases were observed
in the results from Cesium 137 originated 15 Gy gamma application.

On the contrary of plant regeneration, in gene transfer studies, higher results were obtained
from irradiations with Cobalt 60 originated 15 Gy gamma dose than control (0 Gy)
application in all characters examined in both cultivars (Bezostaja-1, Cakmak 79) and
explants (embryo, callus). In both cultivars used in the study, the highest number of blue
spots per Petri dish was obtained from 15 Gy gamma dose and embryo explant.

Finally, Cobalt 60 originated 15 Gy gamma dose which was treated to embryo explant,
increased the gene transfer frequency significantly in gene transfer studies to wheat via
particle bombardment technique.

Key Words: Gamma radiation, gene transformation, in vitro mutagenesis, particle
bombardment, Triticum
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1. GIiRiS

Bitkiler, yeryiiziindeki yasamin kaynagmi olustururlar. Insanlar tarafindan tiiketilen
enerjinin %90°1, proteinin ise %80’1 bitkisel kaynaklidir. Geriye kalan enerji ve protein
gereksinimi ise hayvansal iirlinlerden karsilanmaktadir. Diinyanin birgok bdlgesinde her yil
aclik ve yetersiz beslenme nedeniyle binlerce insan lmektedir. Insanoglunun yeterli ve
dengeli bir sekilde beslenerek yeryiiziindeki varligini devam ettirebilmesi i¢in; niifus artis
hizinin kontrol edilmesi ve besin maddeleri iiretiminin artirilmasi gerekmektedir. Besin
maddeleri icerisinde 6zellikle bitkisel besin maddeleri {iretiminin artirilmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Bitkisel {iretimin artirilmasi, {iretim alanlarinin artirilmasi veya birim alandan

elde edilen verimin artirilmasiyla miimkiindiir.

Yeryiiziinde karalarin kapladigi alanlar 14 milyar hektardir. Halen bu karasal alanin
%10’luk kisminda bitkisel iiretim yapilmaktadir. Diinya karalarmmin %20’sini meralar,
%20’sini daglar, %20’sini buzullar, %20’sini ise c¢oller kaplamaktadir. Geriye kalan
%10’luk alan ise cok yiizeysel bir toprak Ortiisiine sahiptir. Daglar ve buzullarla kaph
alanlarda tarimsal faaliyetlerin olanaksiz oldugu g6z oniine alindiginda, geriye potansiyel
tarim alan1 olarak meralar, ¢oller veya yetersiz toprak Ortiisiine sahip alanlar kalmaktadir.
Genellikle engebeli ve ¢ok egimli alanlart kaplayan meralarin tarla arazisi olarak
kullanilmas1 biiylik 6lciide olanaksizdir. Collerin ve yetersiz toprak oOrtiisiine sahip olan
alanlarin tarima uygun duruma getirilmesi ise biiyiik yatirim gerektirir. Ayrica, her yil
artan niifusa paralel olarak tarim alanlariin amag¢ dist kullanildig: (yerlesim, yol, fabrika
vb.) dikkate alindiginda, bitkisel tiretimin artirilmasi igin tarima daha fazla alan

ayrilamayacag ortadadir.

Birim alandan alinan verimin artirilmasi ig¢in bir yandan bitkilerin genetik yapilariin
iyilestirilmesi, bir yandan da yetistirmede kullanilan tarim tekniklerinin (giibreleme,
sulama, hastalik ve zararlilarla miicadele gibi) iyi bir sekilde uygulanmasi gerekir. Son
ylizyilda bitkisel iiretimde uygulanan giibreleme, sulama, hastalik ve zararlilarla miicadele
icin kullanilan kimyasallar verimde biiyiik artiglar saglamis, ancak bu uygulamalarin
bilingsiz bir sekilde yapilmasinin uzun dénemde yeryiiziindeki ekolojik dengeyi olumsuz
yonde etkiledigi ortaya cikmustir. Ornegin, uygulanan asirt dozdaki azotlu giibrelerin
toprakta yikanarak igcme sularini ve denizleri kirlettigi, gaz halinde topraktan uzaklasan
azot bilesenlerinin yeryiiziinli zararli 1sinlardan koruyan ozon tabakasini olumsuz yonde

etkiledigi saptanmistir. Diger taraftan, yabanciot ve zararlilarla miicadele amaciyla



uygulanan otoldiiriicii (herbisit) ve bocekdldiiriiciilerin (insektisit) tarim alanlarinda dogal
dengeyi bozarak, yeni hastalik ve zararli irklarinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, kalict etkisi olan bazi1 kimyasallarin bitki biinyesinde biriktigi ve bu
durumun bitkilerle beslenen insanlar ve hayvanlarin sagliginit olumsuz yonde etkilendigi

anlasilmstir.

Sonug olarak, gelecekte daha fazla giibre ve ilag kullanarak verimin artirilmasi s6z konusu
degildir. Bu durumda bitkisel iiretimde verim artiglarinin daha ¢ok bitkilerin genetik
yapilarinin 1slah1 ve kullanilan girdilerin daha bilingli bir sekilde uygulanmasi ile

saglanabilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Bugiin bitki 1slahinin tarimsal {iretimin artirilmasindaki payr ve Onemi tartisilmaz bir
gergektir. Klasik 1slah yontemleri bitkisel {iretimin artirilmasinda oldukga basarili olmasina
karsin, dogas1 geregi yavas ve zaman alicidir. Yapilan melezlemelerde baglilik (linkage)
nedeniyle istenilen Ozelliklerle birlikte istenmeyen birgok oOzellik de yeni bireye
gecebilmektedir. Ayrica, bu yoOntemlerde dogadaki dar sinirlar igerisinde bulunan
cesitlilikten faydalanmak esastir. Giiniimiizde 6zellikle insan beslenmesinde 6nemli yeri
olan iiriinlerde genetik cesitliligin smirlarma yaklasilmistir. Oysa ki, klasik bitki 1slahi
yontemlerinden beklenen basari, {izerinde calisilan populasyondaki genetik gesitlilik ile
dogru orantilidir. Dolayisiyla, populasyonda var olan genetik cesitliligin artirilmasi
gerekmektedir. Populasyon boyutlarindaki artig ise yer, zaman ve maliyet agisindan énemli
artislara yol agmaktadir (Ozgen ve Tiiret 1995). Populasyondaki genetik cesitliligin
artirllmasi, tlirler arasindaki uyusmazhigin kaldirilmasi, baglilik engelinin asilarak yalniz
istenilen genin aktarilmasi, mutasyonlar, protoplast fiizyonu, haploid hiicre ve bitkilerle
miimkiindiir. Iste, bitkilerin tarimsal 6zelliklerinin iyilestirilmesinde yukarida agiklamaya
calistigimiz klasik bitki 1slahinin dogasinda var olan zorluklar, bitki doku kiiltiirleri ve bitki

genetik mithendisligi teknikleri kullanilarak kolayca asilabilmektedir.

Gelistirilen yeni biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasi ile izole edilmis bir genin
dogrudan aktarilmasi s6z konusu oldugundan, oncelikle farkl tiirler ve cinsler arasi gen
aktariminda melezleme zorunlulugu ortadan kaldirilacagindan, klasik islahta yabani gen
kaynaklarindan yararlanmada en 6nemli engel olan dogal izolasyon, bir baska deyisle,
kisirlik ve uyusmazlik sorunu ¢oziimlenmis olmaktadir. Klasik bitki 1slahinin temelini
olusturan varyasyon ve seleksiyon, yeni teknolojide karsimiza transformasyon ve in vitro

seleksiyon olarak ¢ikmaktadir. In vitro seleksiyonlar, tiim bitki yerine hiicre sec¢imine



olanak saglamakta; bu ise tarlada binlerce bitki yerine, petri kutularinda milyonlarca hiicre
iizerinde calismak anlamina gelmektedir. /n vitro kosullarda seleksiyonun herhangi bir
zamanda yapilabilmesi nedeniyle, bitkinin gelisme donemlerine bagli kalinmamasi da

onemli bir avantaj saglamaktadir (Ozgen vd. 2000).

Bu yeni tekniklerde gen aktarim sistemlerinin esasini; tam bir bitki olusturabilme
yetenegine sahip olan hiicrelerin kromozomlarma istenilen genleri tagiyan bir DNA
parcasinin kalici olarak yerlestirilmesi olusturur. Giinlimiizde, bitkilere gen aktariminda en
yaygin olarak kullanilan ara¢ Agrobacterium tumefaciens bakterisidir. Bu bakteri,
yapisinda yer alan Ti plazmidi {izerinde bulunan T-DNA ve viriilens (vir) bolgeleri ile gen
aktarimimi gerceklestirmektedir. T-DNA bolgesi, bakteriden bitki hiicresine aktarilarak
bitkinin genomuyla birlesen kiiglik bir DNA pargasidir (Chilton vd. 1980). Ti vektor
sisteminde bitkilere aktarilacak gen ya da genler 6nceden T-DNA’ya yerlestirilmis olan
secici markor genlerin yanina, promotor ve terminatdr baz dizileri arasina yerlestirilerek
bitkilerde fonksiyonel duruma getirildikten sonra se¢ici markor genlerin yardimiyla istenen
genleri tasiyan hiicre ve dokular belirlenir. Bu bakteri yardimu ile tiitiin, patates, kolza ve
domates gibi bir¢ok kiiltiir bitkisine basariyla ve siirekli olarak gen aktariminin yapildigi
bilinmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 Agrobacterium tumefaciens bakterisine Bitkilerin
Dogal Genetik Miihendisi ad1 verilmistir. Ancak, Agrobacterium tek genekli bitkilere gen
aktariminda yeterince basarili olamamaktadir (Potrykus 1990, Raineri vd. 1990).
Karsilasilan bu engelleri asabilmek icin Agrobacterium araciligi ile gen aktarimi disinda

bircok dogrudan gen aktarim yontemi gelistirilmistir.

Dogrudan gen aktarim tekniklerinde, genellikle ¢ok yonlii klonlama bdlgelerine ve fazla
kopya sayisina sahip plazmidler kullanilmaktadir. Bu vektorler, plazmidin bakteri
icerisinde seleksiyonunu saglayan antibiyotige dayanmiklilik geni yaninda raportér ve
bitkisel segici genleri de tagirlar. Kullanim amacina uygun olarak yapilandirilan bir vektor
kolayca E. coli’ye aktarildiktan sonra, c¢ogaltilarak biiyilk miktarlarda izole
edilebilmektedir (Draper vd. 1988). Transgenik bitkilerin iiretimi i¢in bir¢ok dogrudan gen
aktarim teknigi gelistirilmis olup bunlar; doku, hiicre, tohum veya embriyolarin serbest
DNA soliisyonu igerisinde inkiibasyonu (Topfer vd. 1989), normal tozlanmadan once
olgun ya da ¢imlenmekte olan ¢icek tozlarinin serbest DNA ile karistirilmasi (Ohta 1986),
DNA tasiyan liposomlarin protoplastlarla flizyonu (Deshayes vd. 1985), bakteri ve bitki
protoplastlar1 arasindaki fiizyon (Hain vd. 1984), kimyasal maddeler yardimiyla
protoplastlara plazmid aktarimi (Lindsey vd. 1988), DNA’nin bitki hiicrelerine



mikroenjeksiyonu (Crossway vd. 1986), elektroporasyon yontemiyle bitki dokularma
DNA’nin aktarimi (Dekeyser vd. 1990), hizlandirilmig partikiiller araciligi ile hiicre ve
dokulara DNA aktarimi (Sanford 1988) ve gen aktariminda silikon karbit liflerinin
kullanilmas1 (Kaeppler 1990) seklinde siralanabilir.

Calismalarda raportor ve seleksiyon 6zelligi olan markor genler kullanilarak eksplantin gen
aktarimindan sonra gosterecegi gelisim asamalar1 izlenebilmektedir. Bakteriyel kokenli
olup, bitki hiicre ve dokularma antibiyotik ve herbisitlere karsi dayaniklilik kazandiran bu
genlerin aktarildig1 bitki materyali normalde 6ldiiriicii etkisi olan belirli antibiyotik ya da
herbisit dozlarinda canli kalip biiylimesini siirdiirebildigi icin kolaylikla secilebilmektedir.
Secici markdr genlerin yaninda bitkilere aktarilan, yabanci genlerin belirtilerinin kontrol
edilebilmesinde kullanilan raportér markdr genlerin en sik kullanilani ise "B-glucuronidase
(gus)" genidir. Son yillarda kullanilmaya baglanan diger bir raportér markor gen olan "gfp"
ise kimyasal bir reaksiyona gerek duyulmaksizin mikroskopta mavi 1s1k altinda incelenen
bitki kisimlarinda yesil floresan 15181 vererek gdzlenebilen bir 6zellige sahip olmasi ve aynm
bitki kisimlarmin ¢aligmanin rejenerasyon asamalarinda da kullanilabilmesi nedeniyle

caligmalarda gus geninin yerini almaktadir (Mankin vd. 2001, Carlson vd. 2001).

Giliniimiizde dogrudan gen aktarma tekniklerinden en yaygimn olarak kullanilani, partikiil
bombardimani (biyolistik) yontemidir. Partikiil bombardimani yonteminde, yabanct DNA
ile kaplanan 1-2 pm c¢apindaki altin ya da tungsten partikiillerinin yiiksek hiz
kazandirilarak  dogrudan  bitki  hiicrelerine  gonderilmesi ile gen  aktarim
gerceklestirilmektedir. Partikiil bombardimani1 yontemi tek cenekli bitkilerde en ¢ok
kullanilan yontemlerden biri olmasinin yaninda oldukg¢a yeni bir yontemdir. Yaklasik 14
yil once Klein ve arkadaslar1 yiiksek hiz kazandirilmis mikropartikiillerin, tizerlerinde
tasidiklar1 niikleik asiti yasayan hiicrelere aktarmada kullanilmasini amaglayan bir yontem
gelistirmislerdir. Ilk deneylerde sogan epidermal hiicrelerine digardan DNA veya RNA

aktarim yapildiktan sonra tahil hiicrelerinde de biyolistik yontem basariyla uygulanmstir.

Temel besin kaynagini olusturan bugday ve celtigin tek ¢enekli bitkiler grubunda olmasi,
partikiil bombardimani yontemi ile yeni g¢esit gelistirmenin énemini daha da artirmaktadir.
Bu iki bitkinin verimlerinde saglanacak en kiiciik artis, diinyadaki aglik sorununun
¢Oziimiine 6nemli bir katki saglayacaktir. Tek ¢enekli bitkilerde yeni ¢esit gelistirilmesinde
onemli avantajlar saglayan dogrudan gen aktarma sistemi olan partikiil bombardimani

yonteminin beraberinde 6nemli zorluklar getirdigi de bilinmektedir. Sistem; fiziksel,



kimyasal ve biyolojik parametreleri iceren bir yapiya sahiptir. Bir baska deyisle, bu
sistemle basarili sonuglar alabilmek icin bu ii¢ parametrenin ¢alisilan bitkiye gdre optimize
edilmesi gerekir. Bu ise olduk¢a karmagik bir istir. Nitekim, her bir parametre onlarca
degiskeni icerir. Bu nedenle, gen aktarimi yapilacak olan doku tipine bagli olarak bu
parametrelerin ayr ayr belirlenmesi ve gen aktarimi i¢in optimum kosullarin elde edilmesi

zorunludur.

Iyonlastirict radyasyon, populasyondaki varyasyonu artirmasi nedeniyle, istenilen
genotiplerin elde edilmesinde gerek klasik ve gerekse modern 1slahta kullanilan bir teknik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Iyonlastirict radyasyon, gectigi ortamlarda iyonlar olusturan
radyasyon olarak tanimlanir. Iyonlastirici radyasyon biyolojik materyaller ile
etkilestiginde, hiicredeki kritik noktalar1 etkilemektedir. Radyasyon, hiicredeki diger atom
ve molekiillerle ve 6zellikle de su ile karsilikli etkilesime girerek dnemli elemanlara ulasip
zarar verecek olan serbest radikalleri olusturur. Radyasyon, pektinlerin 6nemli derecede
bozulmasina neden olmaktadir. Dokulardaki yumusama ve hiicreler arasindaki bagin
kirilmasi, suda c¢oziinebilen pektinlerin artisina dayanmaktadir. Membran bozulmasi,
radyasyon etkisiyle olusan serbest radikaller tarafindan fosfolipidlerin esterlesmemesi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Voisine vd. 1993). Kalsiyum, hiicre duvarinda bulunan pektik
asitlerle kalsiyum pektat olusturmak amaciyla etkileserek hiicre duvari yapisimin
korunmasinda 6zel bir rol oynar. Kalsiyum iyonlari, hiicreler aras1 bagin korunarak hiicre

duvarn yapisindaki degisikliklerin énlenmesinde etkilidir (Kovacs ve Keresztes 2002).

Sitoplazmada radyasyona duyarhiligi en yiiksek olan organel mitokondridir. Bir
organizmanin farkli dokulari, radyasyona farkli derecede duyarhilik gosterir (Yildirim
1985). Yiiksek dozdaki radyasyonun hiicre diizeyindeki en belirgin etkilerinden biri hiicre
biiyiimesini baskilamasidir. Ozellikle hiicre bdliinmesi sirasinda radyasyona maruz kalan
hiicrelerde biiylime kesintiye ugrar. Hiicreyi olusturan yapilardan ¢ekirdek ve dzellikle de
boliinme halindeki kromozomlar, radyasyona olduk¢a fazla duyarlidir. Radyasyon
kromozomlarm kirilmasina, birbirine yapismasina, kenetlenmesine ve kivrilmasma yol
acabilir. Kromozom kiriklar1 yeniden organize olabilir, aynm1 kalabilir veya bir baska
kromozomla birlesebilir. Tiim bu nedenlerden dolay1 mutasyon ortaya cikabilir veya hiicre

olimii gergeklesebilir (Gorpe ve Cantez 1992).

fyonlastirict radyasyonun yiiksek dozlari bitkilerde solunumda artis, etilen iiretiminde

yiikselme, enzim aktivitesinin baglatilmasi ve bazi protein tiirlerinin birikimi gibi fizyolojik



degisikliklere neden olmaktadir. Hiicre duvarlari, membranlar ve DNA gibi hiicresel
makromolekiiller iyonlastirici radyasyondan fiziksel ve biyokimyasal olarak onemli
derecede etkilenmektedir (Nagata vd. 1999). Yiiksek dozdaki radyasyon, bitki
hormonlarint ve bunlarin sentezini olumsuz yonde etkilemekte, i1sinlanan hiicrelerin

biliyiimeyi uyarici maddelere olan duyarliligi azaltmaktadir (Lage vd. 2002).

Yiiksek dozlarin aksine, diisilk dozdaki gamma radyasyonun in vivo ve in vitro bitki
gelisimini tesvik ettigi bir¢cok arastirict tarafindan bildirilmistir. Diisik  dozdaki
radyasyonun tesvik edici etkileri arasinda, meyvelerde erken olgunlasma, meyve
agirhgimda ve tohum c¢imlenmesinde artis sayilabilir. Diisilk dozdaki gamma
radyasyonunun tesvik edici etkisi doku kiiltiiriinde de gozlenmektedir. Diisiikk dozlu
gamma radyasyonunun fasulyede doku kiiltiiri gelisimini artirdigi, tiitiin doku kiiltiiriinde
hiicre farklilagmasini tesvik ettigi, havugta bitki rejenerasyonunu hizlandirdigi ve patateste

mikroyumru olusumu artirdig: bildirilmektedir (Al-Safadi vd. 2000).

Bilindigi gibi, mutasyona ugrayan bircok gen, hiicre bdliinmesi ve gelismesini
etkilemektedir. Yiiksek dozda gamma radyasyonu kullanilarak tahillardaki hiicre
boliinmesi durduruldugunda, morfolojik olarak normal yapraklarin olugmasi artan hiicre
genislemesi ile saglanabilmektedir. Bu yapraklar az sayida ancak biiyiikk hiicreleri
icermektedir. Hiicre boliinmesi ve genislemesindeki olumsuzluklar, dokudaki diger

degisikliklerle giderilebilmektedir (Doonan 2000).

Gamma radyasyonu, bitki doku kiiltiirlerinin gelisimini engelleyebilmektedir. Buna karsin,
biiyiime diizenleyicilerle yapilan radyasyon sonrasi uygulamalar ile tiim bitki olusumunun
saglandig1 bilinmektedir. Ancak, izole edilmis dokularin in vitro gelisimi ile ilgili ¢cok az
sayida caligma vardir. Isinlanan dokular, kontrollere oranla daha az yas agirlik artist
gostermektedir. Radyasyona duyarlilik eksplantlarin kiiltiire alindigi ortamin biiyiime

diizenleyicileri konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir (Kerbauy ve Hell 1979).

Yapilan literatlir taramasinda, bu tezin temel amaci olan partikiil bombardiman ile gen
aktariminda gamma radyasyonunun etkileri konusunda herhangi bir c¢alisma
bulunamamistir. Bununla birlikte, bitki doku kiiltiirlerinde radyasyon uygulamalarini ve
1sinlarin - bitkisel yapiya etkilerini igeren c¢aligmalar tarih sirasina gore asagida

Ozetlenmistir.



Schwartz ve Bay (1956), yiiksek dozda iyonlastirici radyasyona maruz birakilan misir
tohumlarinda ¢imlenme oranimin normal olup, fidelerin ¢evrelerine olumlu tepki verdigini;
ancak bitkilerin sayica az ve 1ginlanmamisg bitkilere gore daha biiyiik hiicreler igeren sinirl

sayida yaprak olusturdugunu bildirmiglerdir.

Foard ve Haber (1961), tohumlarin gamma radyasyonuna ugratilmasindan sonra bugday
fidelerinin DNA sentezi, mitoz ve hiicre boliinmesi olmaksizin gelistiklerini
bildirmislerdir. Arastiricilar, gamma 1smlamasma tabi tutulan fidelerdeki gelisimin
1sinlanmamis bugdaylardaki normal gelisime benzedigini, ancak hiicre bdliinmesinin
olmay1s1 nedeniyle fidelerde yeni organlarin olugsmadigini, meristem bolgelerinde anormal

yapilar goriindiigiinii ve hiicre boylarinin asir1 arttigini bildirmislerdir.

Kerbauy ve Hell (1979), gamma radyasyonunun bitki doku kiiltiirlerinin geligimini
engelleyebildigini, buna karsin, biiylime diizenleyicilerle yapilan radyasyon sonrasi
uygulamalar ile tiim bitki olusumunun saglandigini bildirmislerdir. izole edilmis dokularm
in vitro gelisimi ile ilgili cok az sayida calisma oldugunu vurgulayan arastiricilar; 1simlanan
dokularin, kontrollere oranla daha az yas agirhik artis1 gosterdiklerini ve radyasyona
duyarliligin eksplantlarin kiiltiire alindig1 ortamin biiylime diizenleyicileri yogunluguna

bagl olarak degistigini bildirmislerdir.

Sheppard ve Evenden (1986), diisiik radyasyon dozunun uyarict etkisini arastirdiklari
calismalarinda 0.5-50 Gy arasinda gamma radyasyonu uygulamasi sonrasinda arpa ve
bugdayda bitkileri incelemislerdir. Uygulama sonrasinda her iki tiirde de gelismenin
hizlandig1 gozlenmis, diisiik dozlardaki radyasyonun canli dokularindaki suyu
iyonlastirmasi sonucu ortaya ¢ikan peroksitler ve serbest radikallerin genlere baski yaparak
protein sentezini artirici etki yaptigi, enzim liretimindeki artigin biyokimyasal reaksiyonlari

hizlandirdig: belirlenmistir.

Atila ve Peskircioglu (1990), gamma radyasyonunun Cukurova 1518 pamuk ¢esidi lizerine
etkisini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda tohumlar1 100-700 Gy arasindaki
dozlarla 1sinlamislar, ¢ikisin dozlardaki artistan etkilenmedigini, ancak hipokotil uzunlugu,
fide boyu, fide yas ve kuru agirliklarimin artan doza paralel olarak Onemli derecede

azaldigim bildirmislerdir.

Daniell vd. (1991), ii¢ ekmeklik bugday cesidinde anter ve olgunlagsmamis embriyo

kiiltiirtinden elde edilen kalluslara ve yapraklara, 0.7 um ¢apindaki tungsten partikiillerine



baglanan pBI121 plazmidi aracilif1 ile "gus" raportdr ve "nptIl" kanamisine dayaniklilik
genlerini aktarmislardir. Gen aktarimi barutla ¢alisgan bombardiman cihazi araciligiyla
gerceklestirilmistir. Bombardimandan {i¢ giin sonra dokular "Histokimyasal GUS
Analizi"ne tabi tutulmus, tim eksplantlarda en yogun boyanmanin kloroplastlarda ortaya

ciktig1 bildirilmistir.

Tutluer (1993), gamma radyasyonunun c¢ok yillik cavdarda morfolojik ve sitolojik
etkilerini arastirdig1 ¢alismasinda, 20-150 Gy dozlar1 arasinda 9 farkli dozda i1sinlama
yapmis ve doz artis1 ile birlikte fide boyu, kok uzunlugu, fide kuru agirligi, basakta
basake¢ik sayisi, tane sayist ve fertilitenin olumsuz olarak etkilendigini ve kromozom

anormalliklerinin saptandigini bildirmistir.

Voisine vd. (1993), iyonlastirici radyasyonun, dokularda yumusama ve kararmaya neden
oldugunu; o6zellikle gamma radyasyonunun karnibahar ¢igek taslaklarinda membran
fosfolipidlerinin bozulmasini hizlandirdigini; membran bozulmasinin, radyasyon siiresince
olusan serbest radikaller tarafindan fosfolipidlerin esterlesmemesi sonucu ortaya ¢iktigini

bildirmislerdir.

Weeks vd. (1993), ekmeklik bugdayda olgunlagsmamis embriyolardan elde edilen kallus
kiiltiirlerine pAHC25 plazmidi araciligi ile "gus" raportér ve "bar" seleksiyon genlerini
aktararak genis etkili herbisitlere dayanikli gen aktarilmis bitkiler elde etmislerdir.
Calismada 1 um capindaki altin partikiillerine baglanan DNA, hedef hiicrelere 1100 psi
basing ve 13 cm mesafeden helyum ile ¢alisan bombardiman cihazi kullanarak
aktarilmistir. GUS aktivitesinin belirlenmesinde "Histokimyasal GUS Analizi", herbisitlere
dayanikliligin belirlenmesinde kalluslar artan dozlarda Basta herbisiti igeren ortamlara
aktarilmig, canliligmm siirdiirenlere "PAT Aktivitesi" uygulanmistir. Arastiricilar,
patojenlere dayanikli ekmeklik kalitesi yiiksek bugday elde etmede biyolistik yontemin

basartyla kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Vasil vd. (1993), ii¢ ekmeklik bugday cesidinde olgunlasmamis embriyolara pPBARGUS,
pAHC25 ve pMON19526 plazmidleri araciligiyla "gus" raportdr ve "bar" seleksiyon
genlerini aktardiklar1 calismalarinda, barut ve helyum ile calisan partikiill bombardiman
cihazlarim kullanarak spermidinin gen aktarim oranina etkilerini arastirmiglardir.
Aragtirma sonunda partikiil bombardiman cihazinin barutla ya da helyum gaziyla ¢alisan

modelleri arasinda etkinlik bakimindan biiyiik fark olmadigi, ancak helyum modelinin



daha temiz ve giivenli ¢alistigi, sonuglar bakimindan da siireklilik gosterdigi belirtilmis ve
ayrica spermidin olmadan yapilan bombardimanlarda gen aktariminin basarisiz oldugu
vurgulanmistir. Arastiricilar, kullandiklart iki yeni plazmidin (pAHC25, pMON19526)
bugdaya gen aktariminda basarili sonuglar verdigini, "bar" genini kullanarak genis etkili

herbisitlere dayanikl bitkiler elde edilebilecegini bildirmislerdir.

Becker vd. (1994), olgunlasmamis kislik bugday embriyolarma pDB1 plazmidi araciligiyla
"gus" raportdr ve "bar" seleksiyon genlerini PDS-1000/He cihazimni kullanarak
aktarmiglardir. 0.4-1.2 um capindaki altin partikiillerine baglanan DNA, 900-1550 psi
basing ve 6 cm mesafeden dokulara aktarilmistir. Arastiricilar, 116.6 pg ve 29.2 pg altin
kullanarak yaptiklar1 atislarda, partikiil yogunlugu ile hiicrelerde zarar orani arasindaki
iliskiyi belirlemeye c¢alismislardir. Bombardimandan iki giin sonra petrilerdeki
embriyolarin yarist GUS aktivitesi i¢in kullanilmig, diger yarisi ise 14 giin kallus
ortaminda birakilarak bitki gelisimi bombardiman edilmemis diger embriyolarla
karsilastirilmistir. Yiiksek yogunlukta partikiil ile bombardiman edilen embriyolarda kallus
olusumunun azaldigi, diisiik partikiil yogunlugu uygulananlarda ise kontrol bitkileriyle
ayni gelisimi gosterdikleri belirlenmistir. Arastirma sonucunda diisiik partikiil yogunlugu

kullanilan atiglarin daha basarili sonuglar verdigi bildirilmistir.

Altpeter vd. (1996), ekmeklik bugdayda olgunlasmamis embriyolara pAHC2S5 plazmidi ile
"gus" raportor ve "bar" seleksiyon genlerini PDS-1000/He cihazi araciligi ile aktardiklart
calismalarinda kullanilan altin miktarinin mavi nokta ve dolayisi ile transgenik bitki
sayisina etkisini aragtirmiglardir. Bombardimanda kullanilan altin partikiillerinin miktar1
azaltildiginda, doku zedelenmesi en aza inmis ve mavi nokta sayisinda %50 oraninda artis

belirlenmistir.

Ozgen vd. (1998), 12 ekmeklik bugday cesidinde kallus olusumu ve bitki rejenerasyonuna
eksplant tiirliniin etkisini (olgunlagmamis embriyo ve endosperm-destekli olgun embriyo)
aragtirmiglar; her iki embriyo kiiltiirinde de rejenere bitki elde edildigini ve kiiltiir
tepkilerinin genotiplere bagli oldugunu, kallus olusumu, rejenerasyon kapasitesi ve
rejenere bitki sayisinin birbirinden bagimsiz oldugunu, olgun embriyolarda kallus olusumu
ve bitki rejenerasyonunun yiiksek oldugunu ve yilin her doneminde kolay bulunabilecegi

icin bugday doku kiiltiirii ¢aligmalarinda basariyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.



Akinet (1999), "Sorgiil" makarnalik bugday cesidinin tohumlarma 50, 100, 150, 200, 250
ve 300 Gy’lik gamma radyasyonu uygulamis, gézlemlerini M, bitkileri i¢in sera ve tarlada,
M, bitkileri i¢in tarlada yiiriitmiistiir. M, bitkilerinin basaktaki basak¢ik sayisi, basaktaki
tane sayisi ve basaktaki tane agirligi gibi Ozellikleri iizerinde gamma radyasyonu
dozlarinin istatistiki olarak ©Onemli etkiler olusturdugunu, artan gamma radyasyonu
dozlarina paralel olarak M; bitkilerinde basaklanma siiresi uzarken, incelenen diger
karakterlere ait degerlerde azalmalar oldugunu, doz artis1 ile M, bitkilerinde klorofil

mutasyonlarinin 6nemli 6l¢iide arttigini bildirmistir.

Charbaji ve Nabulsi (1999), asmaya ait iki ¢esit (Helwani ve Cabernet) ve iki ana¢in (R.99
ve 3309) siirgiin ucu ve tek bogum eksplantlarin1 0, 2, 5 ve 7 Gy dozlarda 1sinlayarak
DSD1 ortaminda 60 giin siire ile kiiltlire almislardir. Arastiricilar, 7 Gy’lik dozun her iki
¢esidin siirglin uzunluklarim1 ve 5 Gy’lik dozun ise "Helwani" ¢esidi ile iki anagin
bitkilerindeki kok sayisini artirdigint bildirmislerdir. Her iki ¢esitte de 2 ve 7 Gy’lik
dozlarla yapilan 1sinlamalarda kdk uzunluklari, i1sinlanmayan kontrole gore Onemli
derecede yiiksek bulunmustur. 5 Gy’lik gamma dozu R.99 anag¢in kuru agirligim artirirken,
"Helwani" ve "Cabernet" ¢esitlerinde benzer etkiler 2 ve 7 Gy’lik dozlarda gézlenmistir. 5
ve 7 Gy’lik dozlarda bitkilerin yaprak sayilar1 1sinlanmayan kontrolle kiyaslandiginda artis

gostermistir.

Nagata vd. (1999), iyonlastirict radyasyonun yiiksek dozlarinin bitkilerde solunumda artis,
etilen {liretiminde yiikselme, enzim aktivitesinin baglatilmasi ve bazi protein tiirlerinin
birikimi gibi fizyolojik degisikliklere neden oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar
ayrica, hiicre duvarlari, membranlar ve DNA gibi hiicresel makromolekiillerin iyonlastirict
radyasyondan fiziksel ve biyokimyasal olarak Onemli derecede etkilendiklerini

bildirmislerdir.

Oktem vd. (1999), "Atay" ekmeklik ve "Cakmak" makarnalik bugday cesitlerinin olgun
embriyolarina partikiill bombardimani ile gen aktarimi yaptiklar1 calismalarinda
pBSGUSINT plazmidini kalsiyum nitrat metodunu kullanarak tungsten partikiillerine
baglamiglardir. Arastiricilar olgun embriyolara farkli basing ve hazne vakumlarinda
bombardiman yapmislar, eksplantlar bombardimandan 24 saat sonra ya da embriyolarin
cimlenmesinden 7 giin sonra "Histokimyasal GUS Analizi"ne tabi tutmuslardir.
Bombardiman yapilan embriyolarin %80’inde ve bu embriyolardan gelisen 7 gilinliik

fidelerde GUS geni nedeniyle olusan mavi renklenmeler goriilmistiir.
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Sayar vd. (1999), diploid, tetraploid ve hekzaploid bugday cesitlerinde endosperm destekli
olgun embriyo teknigini kullanarak, tane iriliginin kallus olusumuna etkisini aragtirdiklar
calismalarinda; bugday cesitlerine ait tohumlar kiigiik ve biiylik olarak ikiye aymrmuislar,
ylizey sterilizasyonu uygulanan bu tohumlarin embriyolar1 steril kabin igerisinde
endospermden hafifce ayirilip 8 mg/l 2,4-D igeren sivi ortamda kallus olusturmalar
saglanmig, i¢inde oksin bulunmayan MS ortamina rejenerasyon igin aktarilmistir,
Aragtiricilar, tim genotiplerde biiylik tanelerin, kiiclik tanelere gore kallus olusturma
frekansi, kallus net agirligi, rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir olusturabilme yeteneginin
onemli derecede yiiksek degerler gosterdigini; tohum agirligi ile kallus agirhig: (r = 0,86)
ve kallus agirligi ile rejenerasyon kapasitesi (r = 0,85) arasinda 6nemli iligki oldugunu,
biiytik taneli bugdaylarda endosperm destekli embriyo teknigi kullanilarak yiiksek diizeyde
rejeneratif kallus olusumu elde edildigini, bu nedenle bu teknigin olgunlasmamis

embriyolara alternatif olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Al-Safadi vd. (2000), ii¢ farkli patates cesidine uygulanan 4 farkli gamma radyasyon
dozunun (2.5, 5, 10, 15 Gy) in vitro sartlarda mikroyumru olusumu iizerine etkilerini
incelemigler, gamma radyasyonunun diisiik dozlarinin in vivo ve in vitro bitki gelisimini
tesvik ettigini bildirmislerdir. Diigiik dozdaki radyasyonun tesvik edici etkileri arasinda,
meyvelerde erken olgunlagsma, meyve agirliginda artis ve yiiksek tohum ¢imlenmesi gibi
ozelliklerin oldugunu belirten arastiricilar; diisiik dozdaki gamma radyasyonunun tesvik
edici etkisinin doku kiiltiiriinde de gozlendigini, fasulyede doku Kkiiltiirii gelisimini
artirdigini, tiitlin doku kiiltiirlinde hiicre farklilagmasini tesvik ettigini, havucta bitki
rejenerasyonunu hizlandirdigin1 ve patateste mikroyumru olusumunu artirdigim

vurgulamislardir.

Doonnan (2000), mutasyona ugrayan bir¢ok genin hiicre boliinmesi ve gelismesini
etkiledigini rapor etmistir. Buna gore, yiiksek dozda gamma radyasyonu kullanilarak
tahillardaki hiicre bdliinmesi durduruldugunda, morfolojik olarak normal yapraklarin
olugmasi artan hiicre genislemesi ile saglanabilmektedir. Bu yapraklar az sayida ancak
biliyiik hiicreleri igermektedir. Hiicre bdliinmesi ve genislemesindeki olumsuzluklar,

dokudaki diger degisikliklerle giderilebilmektedir.

Onde vd. (2001), partikiil bombardiman1 yéntemi ile korunga kotiledonlarina pBI221.23
plazmidini aktardiklar1 caligmalarinda, gecgici GUS gen ifadesi gozlemiglerdir. 1100 ve
1350 psi basing, 6 ve 9 cm atig mesafesi, 1 um ve 1.6 pm capa sahip altin partikiilleri
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kullanmiglar, bombardimandan 48 ve 120 saat sonra "Histokimyasal GUS Analizi"
yapmislardir. Sonugcta, 1350 psi basing ve 6 cm atig mesafesi basarili bulunmus, 1 pm ¢aph
altin partikiilleri kullanilip, 48 saat sonra yapilan GUS analizinden en iyi sonuglar
almmistir.  Yapilan mikroskop gozlemleri sonucunda, altin partikiillerinin ¢ogunun
epidermal hiicre katmaninda bulundugu, ancak %1’den daha az bir kisminin sub-epidermal

tabakaya gecebildigi goriilmiistiir.

Budak ve Yildirim (2002), "Ege 88" ve "Kunduru" makarnalik bugday ¢esidi tohumlarina
50, 100, 150, 200 ve 250 Gy dozlarinda gamma radyasyonu uygulamislardir. Her
generasyonda bitki boyu (cm), basaklanma tarihi (giin), bin tane agirligi (g), parsel verimi
(g) ve tane protein igerigi (%) belirlenmistir. Arastiricilar, Ege 88 ¢esidi mutantlarinin tane
veriminin Kunduru ¢esidi mutantlarina gére daha yiiksek, fakat protein igeriginin diigiik
oldugunu bildirmislerdir. Kunduru makarnalik ¢esidine ait tane veriminin 250 Gy gamma

radyasyonu uygulamasinda kontrolden yiiksek oldugu belirlenmistir.

Kovacs ve Keresztes (2002), iyonlastirici radyasyonun biyolojik materyaller tarafindan
soguruldugunda, klorofil sentezini engelledigini, hiicredeki kritik noktalar1 etkiledigini
bildirmektedirler. Arastiricilar, radyasyonun hiicredeki diger atom ve molekiillerle ve
ozellikle de su ile karsilikli etkilesime girerek énemli elemanlara ulasarak zarar verecek
olan serbest radikalleri olusturduklarini; radyasyonun bu dolayli etkisinin vejetatif
hiicrelerde ve %80’nini suyun olusturdugu sitoplazmada da oOnemli oldugunu
vurgulamiglardir. Morfolojik degisimlerin, farkli doku ve hiicrelerin biyolojik ve kimyasal
degisimlerinden kaynaklandigin1 belirten arastiricilar, radyasyonun pektinlerin 6nemli
derecede bozulmasina neden oldugunu; dokulardaki yumusama ve hiicreler arasindaki
bagin kirilmasinin ise suda c¢oziinebilen pektinlerin artisindan  kaynaklandigim

bildirmislerdir.

Lage vd. (2002), radyasyonun bitki hormonlarini ve bunlarin sentezini olumsuz yonde
etkiledigini; 1ginlanan hiicrelerin biiylimeyi uyarict maddelere olan duyarliligini azalttigini;
isoperoksidazlarin, dayaniklilik ve yaralanmaya tepki gostergesi olarak bitki fizyolojisinde
onemli role sahip olan enzimlerden oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, radyasyonun
tath patateste bogum segmentleri, kok ve siirglin olusturmada doza baglh olarak diisiisler

gosterebildigini belirtmiglerdir.
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Hyun vd. (2003), celtikte azetidine-2-carboxylic acid (AZCA) dayanimini1 atirmak i¢in in
vitro mutagenesisten yararlanmiglardir. Kalluslar 30, 50, 70, 90 ve 120 Gy dozlarinda
isinlanmig, 50 ve 70 Gy’lik dozlarla i1sinlanan kalluslarda 6nemli derecede AZCA
dayanimi gozlenmistir. AZCA’dan segilen 1simnlanmig kalluslarin 1simlanmayanlara gore
tuza daha toleransh olduklar1 saptanmistir. Mutasyon uygulamasi yiiksek ozmotik basinca
dayaniklilik saglamistir. Serbest prolin diizeyi, AZCA’ya dayanikli hiicre hattinda kontrole
gore 3.5 kat artmustir. /n vitro mutagenesis yoluyla yiiksek prolin i¢eren hiicre hatlarinin
secimi basarili olmustur. Arastiricilar, ¢eltikte bu yontemin kullanilmasiyla strese toleransl

cesitlerin gelistirilmesinin miimkiin olabilecegini belirtmiglerdir.

Lee vd. (2003), in vitro kosullarda tuza toleransli celtik gelistirmek i¢in gamma
radyasyonu kullanarak yaptiklar ¢aligmada; tuza toleranslh hatlan yiiksek bitki boyu, kok
uzunlugu ve kok sayisi gibi karakterleri dikkate alarak seg¢mislerdir. Orijinalleri ile
kiyaslandiginda, mutant hatlarda a-amilaz ve alkol dehidrogenaz aktivitelerinde onemli
derecede artiglar gozlenmistir. Mutantlar canli kalma bakimindan yiiksek degerler
gostermis ve tuz stresine daha dayanikli olmustur. Calismada, tuz stresi kosullarinda, bitki
hiicreleri i¢in gerekli olan, serbest prolin diizeyinde Onemli artiglar oldugu, bunun ise

enzimlerin ve zar yapilarinin korunmasinda etkili oldugu belirtilmistir.

Adu-Dapaah ve Sangwan (2004), gamma radyasyonunun yerfistiginda yiiksek genetik

varyasyona neden oldugunu ve verimi artirmak i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Nagata vd. (1999), gamma radyasyonuna tabi tutulan Arabidopsis thaliana bitkisinin kok
hiicrelerinin radyal gelismesi ve kilcal koklerin uzamasini incelemislerdir. Arastiricilar,
gamma radyasyonu nedeniyle kokte olusan morfolojik degisikliklere, suyun hidrolizi ile
ortaya c¢ikan aktif oksijen tiirleri sonucu artan etilen dretiminin neden oldugunu

bildirmislerdir.

Zaka vd. (2004), 5 giinliik fideleri 0 ile 60 Gy arasinda degisen dozlarda kisa siireli gamma
radyasyonuna tabi tutmuslar, 2 generasyon boyunca bitki biiylime ve gelisimini
incelemislerdir. 6 Gy’in iistiindeki dozlar G, bitkilerinin gelisimini ve verimliligini énemli
derecede engellemis, 40 Gy ve iizerindeki dozlarla yapilan 1smmlamalarda fide
gelisememistir. Bu etkiler G, generasyonuna daha siddetli olarak yansimistir. Isinlanan G,
ve G, bitkileri kontrolden 6nemli derecede daha kisa olmustur. Her iki generasyonda da

(G1 ve Gy) bitkilerindeki ortalama bakla sayisi uygulanan tiim dozlarda en az %20
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oraninda azalma gostermistir. Benzer sekilde, ortalama yumurtalik ve bakladaki normal
gelismis tohum sayilart G;’de 10 Gy ve Gy’de ise 0.4 Gy’lik dozlardan sonra dnemli
derecede azalmistir. G; ve G; bitkilerinde 0’dan 10 Gy’e kadar olan dozlarla yapilan
1sinlamalar sonucunda mayozda goriilen anormalliklere paralel olarak erkek kisirlikta
artiglar ortaya ¢ikmustir. Bitki gelisimindeki izlenen uzun siireli degisiklikler radyasyon
nedeniyle olusan genomik dengesizlikleri isaret etmektedir. Ancak, 0 ile 10 Gy dozlari
arasinda yapilan 1sinlamalarda G; tohumlarinin depo proteinlerinde ne miktar, ne de kalite

yoOniinden herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir.

Akinct ve Baysal (2005), farkli dozlardaki gamma 1sinlarinin (0, 50, 100, 150, 200, 250 ve
300 Gy) Sorgiil makarnalik bugday cesidine olan etkilerini belirlemek amactyla yaptiklar
arastirmada, M; ve M, generasyonlarinda basaklanma siiresi, bitki boyu, basak uzunlugu,
basaktaki basakg¢ik sayisi, basaktaki tane sayisi, basaktaki tane agirligi ve 1000 tane
agirhigl; M, generasyonunda fertil bitki orani, bitkide basak sayisi ve bitki verimini
incelemislerdir. Artan gamma dozlarinin M, bitkilerinin incelenen biitiin karakterlerinde ve
M, bitkilerinin basaktaki basak¢ik sayisi, basaktaki tane sayisi ve basaktaki tane agirligim

onemli derecede etkiledigi belirlenmistir.

Li vd. (2005), iki patates ¢esidinin in vitro ¢ogaltilan bitkiciklerinden alinan eksplantlar
farkli dozlarda (0, 2, 4, 6 ve 8 Gy) gamma radyasyonuna maruz birakarak, in vitro
mikroyumru iiretimi ve kalitesi lizerine radyasyonun tesvik edici etkisini arastirmislardir.
Gamma radyasyonunun 4, 6 ve 8 Gy’lik dozlar1 ile mikroyumru olusum periyodu 10-15
giin arasinda uzamigstir. Bitkiciklerin 4 Gy ile 1s1nlanmas1 hem mikroyumru sayisinda ve
hem de taze agirlikta 6nemli artislara neden olmustur. Radyasyonun diisiik dozlar1 (2 ve 4
Gy) mikroyumrularin nisasta kapsamini artirirken, yiiksek dozlar (6 ve 8 Gy) askorbik asiti
yiikseltmis ve seker kapsamini diisiirmiistiir. 4 ve 6 Gy’lik dozlar da mikroyumrularin

protein icerigini onemli derecede artirmistir.

Yilmaz vd. (2005), Acalpi-952 pamuk cesidinde Kobalt 60 kaynagini kullanarak yaptiklari
calismalarinda 100, 200, 300 ve 400 Gy gamma dozlari ile tohum 1sinlamasi yapmislardir.
Her doza ait 1sinlanan tohumlar M; generasyonunu olusturmak iizere ekilmis ve
yasayabilen bitkilerin tohumlar1 almmistir. M, generasyonunda her bitkiye ait tohumlar
birer sira halinde yetistirilerek bitki boyu, meyve dali sayisi, koza sayisi, koza agirligi,

koza kiitlii agirligi ve 100 tohum agirhigi gibi karakterler incelenmistir. Her iki
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generasyonda da incelenen karakterler bakimindan ebeveyn ¢eside gore olumlu ve olumsuz

yonde varyasyonlar belirlenmistir.

Chung vd. (2006), Lithospermum erythrorhizon S. bitkisinin hiicre siispansiyon
kiiltiirlerine uygulanan 2, 16 ve 32 Gy’lik gamma radyasyonunun sekonder metabolit
iiretimi {izerindeki etkilerini inceledikleri aragtirmalarinda, hiicrelerin shikonin sentezinin 2
Gy’lik dozda %240, 16 Gy’lik dozda %400 ve 32 Gy’lik dozda %180 arttigim
bildirmislerdir. Calismada shikonin sentezi i¢in gerekli olan "p-hydroxylbenzoic acid
(PHB) geranyltransferase" enziminin gamma radyasyonu ile aktive edildigi goriilmiistiir.
Bu enzim aktivitesindeki artis, bitkinin gamma radyasyonu sonucu maruz kaldig: strese
karsi savunma mekanizmasina katki saglayan shikonin gibi sekonder metabolitlerin

birikimlerine neden olmaktadir.

Bu calismada, gamma radyasyonundan yararlanilarak hiicre ve dokularda fiziksel ve
biyolojik degisikliklerin olusturulmasi ve bu sekilde partikiil bombardimani yd&ntemi
kullanilarak yapilan gen aktarimi ile gen gecislerinin ve bitki rejenerasyonunun artirilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla, 6ncelikle farkli gamma radyasyon kaynaklarimin (Kobalt 60 ve
Sezyum 137) ve bunlara iliskin dozlarim bitki rejenerasyonuna olan etkisi belirlenmis;
uygun kaynak ve dozlar belirlendikten sonra uygun kaynaktan yararlanilarak partikiil

bombardimani ve bitki rejenerasyonu ¢alismalari gergeklestirilmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

Bu calisma temelde {i¢ farkli konuyu icermektedir. Bunlar; olgun embriyolarin kiiltiire
almmasiyla elde edilen kalluslardan siirgiin gelisiminin saglanabilmesi i¢in kullanilan in
vitro doku kiiltiirli, embriyo ve kallus eksplantlarina dogrudan gen aktarimi ve bu
eksplantlarin 1sinlanmasinda kullanilan radyasyon konularidir. Bu béliimde, ilgili konular

ayrintili olarak agiklanmustir.

2.1. Doku Kiiltiirii

Doku kiiltiirii ¢alismalar farkli teknikleri kapsamaktadir.
2.1.1. Kallus kiiltiirii

Kallus; diizensiz béliinen, organize olmamis hiicreler kiimesidir (Gamborg ve Shyluk
1981). Gen aktarimi gibi ileri biyoteknolojik calismalarin yapilabilmesi i¢in once kallus
kiiltiirlerinin olusturulmasi1 gerekmektedir (Groose ve Bingham 1984). Kallus kiiltiirii, aynm
zamanda hiicre ve protoplast kiiltlirlerinin baglangi¢ materyalini de olusturmaktadir. Kallus
kiiltiirlerinin ~ olusturulmasinda bitkilerin ¢igekleri, olgunlasmamis endosperm ve
embriyolari, yapraklari, govde parankimasi, hipokotilleri, petiol ve yaprak orta damari gibi
kisimlar1 kullanilmaktadir. Bitki tiirlerine gore kallusun yapisi, rengi ve bilylime sekli

farklilik gosterebilmektedir.

Kallus kiiltiirii sonucu elde edilen bitkilerde goriilen kromozom say1 ve yapisindaki
farklilik bitki 1slahi i¢in son derece onemlidir. Ciinkii, 1slah programlarindan beklenen
sonucun alinabilmesi igin lizerinde calisilan populasyonun genetik farklilik gostermesi
gerekmektedir. Uzerinde calisilan populasyonda genetik farklilik gdsteren bireyler ne
kadar fazla ise, 1slahtan beklenen basar1 o denli yiiksek olmaktadir. Giiniimiizde, kallus
olusumundan sonra yiiksek oranda bitki rejenerasyonu bitkilere gen aktariminin temel sarti
haline gelmistir. Kallus dokusundan bitki rejenerasyonu iki sekilde gergeklesir. Bunlar;

organogenesis ve somatik embriyogenesis’tir.

Kallustan organogenesis yoluyla bitki rejenerasyonunda, kallus dnce yiiksek sitokinin
iceren ortamlarda kiltiire almarak siirgin olusturmas: saglanir ki, buna indirek
organogenesis adi verilmektedir. Daha sonra olusan siirgiinler koklendirilmek amaciyla

oksin kapsami yiiksek ortamlara aktarilir,
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Arastirmalar, organogenesis yoluyla rejenere olan bitkilerin genetik olarak farklilik
gosterdigini ve bu nedenle bu yontemin vejetatif ¢cogaltma ya da genetik materyallerin
muhafazasi amaciyla kullanilamayacagini gostermistir (Vasil 1987). Direk organogenesiste

stirglinler dogrudan eksplant {izerinden gelisirler.

Somatik embriyogenesis yoluyla bitki rejenerasyonu; somatik hiicre ya da dokulardan
somatik embriyolarin olusumu ve bu embriyolardan siirglinlerin gelisimi yoluyla
gerceklesir. Somatik embriyogenesisin iki tipi vardir. Direk somatik embriyogenesiste;
embriyo kallus olusumu ger¢eklesmeden dogrudan somatik bir hiicreden geligir (Finer
1994, Merkle vd. 1990). Indirek somatik embriyogenesiste ise; somatik embriyolar ara bir
kallus sathasindan sonra gelisir (Ammirato 1987, Rashid 1988). Her iki sistemde de

embriyolardan gelisen siirgiinler kdklendirilerek bitkiler elde edilir.
2.1.2. Meristem Kkiiltiirii

Meristemler tiim bitkilerde siirgiinlerin ucunda bulunan ve bitkilerin biiylimesini saglayan
dokulardir (Kartha 1981). Meristem kiiltiiriinde, bitkilerden alinan siirgiin uglar1 steril
edildikten sonra 1s1k mikroskobu altinda meristem dokusu cikarilarak kiiltiire alinir. Elde

edilen siirgiinler koklendirildikten sonra steril topraga aktarilarak gelismeleri saglanir.

Meristem kiiltiirli, 6zellikle patates gibi vejetatif ¢ogalan bitkilerde virlisten ari bitki elde
etmek icin uygulanir (Hartmann vd. 1990). Bitkilerde viriislerin neden oldugu
enfeksiyonlarla miicadele oldukca zordur. Bitkilerin virlislerden temizlenmesinde baglica
iic yontem kullanilir. Bunlar; kimyasal madde kullanimi, sicaklik muamelesi (termoterapi)

ve meristem kiiltiirii yontemleridir.

Kimyasal maddeler kullanilarak viriissiiz saglikli bitki elde edilebilmesi olduk¢a zordur.
Sicaklik muamelesi ise; viriislerin yok edilmesinde kullanilan etkili bir yontemdir. Ancak,
bitkinin sicaga kars1 ¢cok hassas olmasi ya da viriisiin sicaktan etkilenmemesi durumunda

bu yontem basarisiz olabilmektedir.

Viriissliz bitki elde edilmesinde en sik kullanilan ve en yiiksek basari alinan yontem;
meristem kiiltliriidiir. Limasset ve Corneut, mozaik viriisiiniin tiitiiniin kokii boyunca farkl
yogunluktaki dagilimindan yola ¢ikarak, ayn1 durumun siirgiinde de gdzlenebilecegini ve

meristemin viriissiiz olabilecegi fikrini ortaya atmiglardir. Morel ve Martin (1952), dahlia
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bitkisinin meristemlerini in vitro kosullarda kiiltiire alarak ilk viriissliz bitkileri elde

etmislerdir.

Bitkilerin farkli kisimlarinda viriis yogunlugunun farkli olmasimin nedeni heniiz tam olarak
aciklanabilmig degildir. Bu konuda farkli goriisler mevcuttur. Bazi arastiricilara gore
meristem bolgesindeki hiicre ¢ogalmasi virlislerden daha hizli oldugundan, buradaki viriis
yogunlugu daha az olmaktadir. Bir kisim arastiricilar meristemdeki virlis yogunlugunun
diistikliigiinli, meristemde viriislerin ¢ogalmasini tesvik eden enzimlerin bulunmayisina
baglamaktadirlar. Kimi arastiricilar ise, meristemde bulunan bazi maddelerin viriislerin

cogalmasim engelledigini savunmaktadirlar (Hatipoglu 1995).
2.1.3. Embriyo kiiltiirii

Bu teknik; olgunlasmamis ya da olgun embriyolarin steril kosullarda izolasyonu ve uygun

ortamlarda kiiltiire alinmasin1 kapsamaktadir (Hu ve Wang 1986).

Embriyo kiiltiiriiniin, embriyolarin olgunlasmis ya da olgunlagmamis olmasina gore iki
tirii vardir. Olgunlagsmig embriyolar, tohum ¢imlenmesini 6nleyen dormansi durumunu
ortadan kaldirmak i¢in kiiltiire alinir. Olgunlagsmamig embriyolar ise, normal sartlarda

gelisimini tamamlayamayan embriyolardan bitki elde etmek amaciyla kullanilir.

Embriyo kiiltliriiniin pratikte bir¢ok kullanim alani vardir. Bunlar;
- Normal sartlarda ¢imlenmesi miimkiin olmayan bitki tohumlarinin ¢imlendirilmesinde,

- Dormansi gosteren bitkilerde, dormansinin kaldirilip, bitki tohumlarinin hizla
¢imlendirilmesinde,
- Tirler ve cinsler aras1 melezlemelerde ortaya ¢ikan uyusmazIlik nedeniyle embriyolarin

gelisemedigi durumlarda embriyo gelisiminin saglanmasinda,

- Haploid bitkilerin elde edilmesinde.
2.1.4. Anter kiiltiirii

Anter kiiltliriiniin esasini; belli bir gelisme safhasindaki mikrosporlari igeren anterlerin
steril sartlar altinda ¢igek tomurcuklarindan ¢ikartilarak uygun ortamlarda kiiltiire alinmas1
ve haploid bitkilerin elde edilmesi olusturur. Daha sonra bitkiler saksilara aktarilarak
kontrollii sartlar altinda gelismeleri saglanir. En sonunda gelisen bitkilerin kromozomlari

katlanarak homozigot diploid fertil bitkiler elde edilir (Barnabas vd. 1991).
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[lk defa 1964 yilinda Guha ve Maheshwari, anter kiiltiirii teknigini kullanarak Datura
innoxia’dan bitkiler elde etmislerdir. Bugiine kadar 200’den fazla tiirde haploid bitki elde
edildigi bildirilmektedir (Dunwell 1986).

Anter kiiltiiriiniin pratikteki kullanim alanlar1 asagida verilmistir (Kasha vd. 1990);

- Klasik 1slah yontemleriyle yeni bir ¢esidin gelistirilmesi yaklagik 10 yil alirken, anter

kiiltiirtintin kullanilmasiyla bu siire 3-4 yila kadar inebilmektedir.

- Homozigot diploid bitkiler bir generasyonda elde edilebilmektedir.
2.1.5. Hiicre Kkiiltiirii

Bitki hiicreleri, tek bir hiicreden boliinme ve farklilasma yoluyla tiim bitki olusturma

yetenegine sahiptir ki, buna totipotansi ad1 verilir (Liu 1981).

Hiicre kiiltiirtiniin esasini; steril sartlar altinda tek bir bitki hiicresinden tiim bitkinin elde
edilmesi olusturur. Bu Kkiiltiirler, kallus parcalarinin sivi ortamlarda bireysel hiicreler
olugsuncaya kadar calkalanmasi ile elde edilir. Daha sonra bu hiicreler sivi ya da agarl
besin ortamlarinda kiiltiire alinarak hizli hiicre boliinmesi baslatilir. Bundan da kallus ve

somatik embriyogenesis yoluyla rejenerasyon saglanir (Rashid 1988).

Hiicre kiiltiirtinlin pratikte ¢esitli kullanim alanlar1 vardir. Bunlar;

- Hiicre kiiltiirleri mutasyon calismalarina materyal saglarlar. Burada ya eksplant kiiltiir
oncesi mutasyona ugratilir (Carlson ve Polacco 1975) ya da hiicre siispansiyonu elde
edildikten sonra bunlarin kiiltiirii sirasinda ¢esitli kimyasal mutagenler kiiltiir ortamm
bilesimine eklenerek mutasyon olusturulur. Daha sonra hiicreler segici sartlarda kiiltiire
alinarak aranan ozellige sahip bitkilerin secilmesine c¢alisilir. Ornegin, hastaliklara
dayaniklilik i¢in yapilacak se¢melerde kiiltiir ortamina hastalik etmeninin toksini

eklenerek dayanikli bitkiler elde edilebilmektedir.

Hiicre kiiltiirlerinde goriilen kromozom sayr ve yapisindaki degisikliklerden
yararlanilarak genlerin kromozomlar {tizerindeki yerleri ve kromozom iliskileri
incelenmeye calisilir.

Hiicre kiiltiirleri protoplast kiiltiirlerinin baglangi¢ materyalini olusturur.

Hiicre kiiltiirii tekniginde bir test tiipii icerisinde milyonlarca hiicreyi kiiltlir etmek ve
seleksiyon yapmak miimkiindiir. Ancak, klasik bitki 1slahinda ayn1 isi yapmak igin

binlerce hektar arazi, biiytlik bir isgiicili ve paraya ihtiya¢ vardir.
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- Basta tip olmak iizere, endiistrinin farkli kollarinda kullanilan alkaloidler, glikozitler,
eterik yaglar, steroidler, terpenoidler ve fenolikler gibi sekonder bitki metabolitleri
uiretilir.

- Hiicre kiiltiirliniin en 6nemli uygulama alanlarindan bir digeri ise, gen aktariminda

kullanilmasidir.
2.1.6. Protoplast kiiltiirii ve somatik hibridizasyon

Protoplast kiiltiirli, normal eseysel yollarla elde edilemeyen tiirler ve cinsler arasi

melezlemelerin somatik olarak gergeklestirilmesi teknigidir (Evans ve Reed 1981).

Protoplast kiiltiiriinde yaygin olarak kullanilan eksplant; yapraklarin mezofil dokusudur.
Dokunun fizyolojik durumu basariy1 etkilediginden bitkiler kontrollii iklim odalar1 ya da
seralarda yetistirilir (Vasil 1976). Yaprak yiizeyi steril edildikten sonra epidermisi
uzaklagtirilarak mezofil dokusunun ayrilmasi saglanir. Kiigiik pargalara ayrilan yapraklar
siv1 ortamlar igerisinde calkalayicilar {izerinde sallanir. Tek hiicreler elde edildikten sonra,
bunlar hiicre duvarlariin parcalanmasi amaciyla 6zel enzimler igeren ortamlara alinir. Bu
ortamlar ayn1 zamanda protoplastlarin yap1 ve canliligini koruyacak, osmotik basimnci
diizenleyen maddeleri de igerir. Bundan sonra olii hiicre ve diger artiklar1 protoplastlardan

ayirmak igin filtre edilir.

Protoplastlar, sivi ya da agarl ortamlarda kiiltiire alinabilir. Ancak, yine kiiltiir ortaminda
osmotik basinci diizenleyen maddelerin bulunmasi gerekir. Boylece, kiiltiire alinan ve
fiizyonu saglanan protoplastlar, 6nce yeni bir hiicre duvari olusturur ve bundan sonra da
hiicre boliinmesi baglar. 1-3 hafta icerisinde hiicre yignlari olusur. Olusan bu hiicre
yigmlarindan once stirgiinler, siirgiinlerin koklendirilmesi ile yeni bitkiler elde edilir. Bu

bitkilerin saksilara aktarilarak yetistirilmesi son agsamay1 olusturur.

Negatif ylizey yiikiine sahip protoplastlarin biraraya gelmesi miimkiin degildir.
Protoplastlarin biraraya gelebilmeleri i¢in ortama pozitif yiiklii bir iyonun ilave edilmesi
gereklidir. Bu amagla en ¢ok Ca™ kullanilir. Ancak, biraraya gelen protoplastlarda fiizyon
olaymin gergeklesebilmesi i¢in polyethileneglucol (PEG) kullanilir. Bu olay sirasinda iki
hiicrenin muhtevalar1 birbiri igerisine karigir. Daha sonra ¢ekirdekler arasinda ¢ekirdek
flizyonlar1 ortaya ¢ikar. Ancak, ¢ekirdek fiizyonlar1 her zaman goriilmeyebilir. Boylece

birlesen hiicreler, hiicre duvarlarini olusturarak birkag giin igerisinde boliinmeye baslarlar.
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Sonugta, hiicre yiginlar1 olusur ve bunlarin kiiltiiriiyle somatik melez bitkiler elde edilir.
Biitiin protoplast flizyonlarindan somatik melez bitki elde edilmesi beklenmemelidir.
Nitekim, burada cereyan eden olaylar normal eseysel melezlemeye gore cok daha
karmagiktir. Hiicreler arasindaki uyusmazliklar, kromozom eslesmeleri ve bunlarin
boliinme sirasinda hiicrelere dagilisindaki diizensizlikler gibi nedenlerle protoplast

flizyonunundan her zaman istenen basar1 alinamamaktadir.

Bitkilere uygulanan tiim doku kiiltiirii teknikleri Sekil 2.1°de gosterilmistir.
2.2. Bitkilere Gen Aktarimi

Bitkilere gen aktariminda kullanilan tekniklerin esasini; istenilen geni tasiyan bir DNA
parcasinin doku igerisindeki hiicrelerin kromozomlarina yerlestirilmesi, daha sonra doku
kiiltiirii tekniklerinin kullanilarak bu hiicrelerden gen aktarilmis (transgenik) bitkilerin elde
edilmesi olusturur. Genelde, doku igerisinde gen aktarilmis hiicrelerin oran1 oldukca
disiiktir. Bu nedenle, gen aktarimi yapilacak bitki tiirlerinde yiiksek adventif siirgiin

olusumuna paralel olarak bagar1 da 6nemli derecede artmaktadir.

Bitkilere gen aktariminda en yaygin olarak kullanilan iki yOntem; Agrobacterium
tumefaciens bakterisi ve partikiil bombardiman teknigidir (Cizelge 2.1). Giinlimiizde,
A.tumefaciens araciligiyla gen aktarimi yapilamayan tek ¢enekli bitkilere gen aktarabilmek
icin elektroporasyon, mikroenjeksiyon ve partikiill bombardimani1 gibi dogrudan gen
aktarma yontemleri gelistirilmistir. Bunlardan calismamizda da yer alan partikiil

bombardimani teknigi en yaygin kullanim alanina sahiptir.
2.2.1. Dogrudan gen aktarimi

Diinya besin ihtiyacinin énemli bir kismii karsilayan bugdaygillere ve baz1 iki ¢enekli
bitkilere gen aktariminda Agrobacterium’un basarisiz olmasi ya da yeterli basarinin
almamamasi, dogrudan gen aktarma yontemlerinin gelismesine neden olmustur. Birgok
dogrudan gen aktarma yontemi bulunmasina karsin, en ¢ok kullanilanlari; protoplastlara

DNA aktarimi, mikroenjeksiyon ve hizlandirilmis partikiillerdir (Ozcan ve Ozgen 1996).
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Cizelge 2.1. Gen aktarimimin basarili oldugu bazi 6nemli kiiltiir bitkileri ve gen aktarma

yontemleri
Latincesi Tiirkcesi Yontemi | Kaynak
Beta vulgaris Sekerpancari L] Gasser ve Fraley 1989
Brassica napus Kolza e 0 Fry vd.. 1987
Glycine max Soya e 0 Hinchee vd.. 1988
Gossypium hirsitum Pamuk L] Firoozabady vd. 1987
Helianthus annuus Aycicegi L] Everett vd. 1987
Linum usitatissimum Keten ® Basiran vd. 1987
Solanum tuberosum Patates L] De Block 1988
Nicotiana sp. Tiitiin e 0 Horsch vd. 1985
Lotus corniculatus Gazal boynuzu L] Jensen vd. 1986
Medicago sativa Yonca L] Shahin vd. 1986
Trifolium repens Ak ticgiil L] White ve Greenwood 1987
Oryza sativa Celtik .0 Chan vd. 1992
Triticum sp., Hordeum vulgare | Bugday, Arpa .0 Mooney vd. 1991
Zea mays Misir e 0 Gould vd. 1991
Apium graveolens Kereviz L] Catlin vd. 1988
Asparagus officinalis Kuskonmaz L] Conner vd. 1988
Brassica oleracea Lahana ® Shahin ve Yashar 1986
Daucus carota Havug .0 Scott ve Draper 1987
Cucumis sativus Hiyar L] Trulson vd. 1986
Lactuca sativa Marul L Michelmore vd. 1987
Solanum melongena Patlican L] Guri ve Sink 1988
Pisum sativum Bezelye L] Puonti-Kaerlas vd. 1990
Cucumis melo Kavun L] Fang ve Grumet 1990
Fragrea fragrans Cilek L] Nehra vd. 1990
Malus pumila Elma L James vd. 1989
Juglans regia Ceviz L] McGranahan vd. 1988
Petunia hybrida Petunya L] Horsch vd. 1985
Geranium sp. Itir L] Butcher vd. 1990

® Agrobacterium araciligi ile gen aktarimi © Dogrudan gen aktarimi
2.2.1.1. Protoplastlara DNA aktarimm

Protoplast zarlarinin gecirgenligi, belli kimyasal maddeler ya da elektroporasyon
yontemiyle artirilabilir. Bu metotla ¢ift ¢genekli ve musir, celtik, arpa ve domuz ayrig1 gibi

tek cenekli bitkilere basariyla gen aktarimi yapilmistir (Zhang vd. 1988, Horn vd. 1988).
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Bugiin i¢in protoplastlara gen aktariminda en yaygin kullanmilan kimyasal,
polyethileneglycol (PEG)’dir (Lorz vd. 1985, Draper vd. 1988). Yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilan PEG, soliisyondaki DNA’y1 protoplast iizerine ¢okertmekte
ve hiicre zarinda olusturdugu goézeneklerden DNA’nin protoplast igerisine girisini
saglamaktadir (Freeman 1988). DNA alimi gerceklestikten sonra, protoplastlar normal
bliyiime ortamina alinarak hiicre duvarlarinin yenilenmesi ve boliinmenin baglamasi
saglanir. Daha sonra gen aktarimi yapilan hiicrelerin belirlenebilmesi i¢in segici ortamlara

aktarilir.

Protoplastlara elektroporasyon yontemiyle DNA aktariminda, yiiksek gerilimli elektrik
akimi yardimiyla hiicre zarinda 30 nm capinda ve birkac dakika acik kalabilen gézenekler
olusturulur (Okada vd. 1986, Fromm vd. 1986). Bu yontemde elektrik akiminin verilme
siiresi ve gerilim degeri ¢ok onemlidir (Draper vd. 1988). DNA aktariminda her bitki
tiirtine 0zgli bir gerilim degeri olup, bunun iizerine ¢ikilmasi hiicrelerin 6liimiine neden
olmaktadir (Lindsey vd. 1988). Ornegin, optimal gerilimler soya igin 450 V/cm, musir igin
250 V/em ve tiitlin i¢in 300-350 V/cm kadardir. Bu yontemle seker pancari (Lindsey ve

Jones 1987) ve misirda ¢ok diisiik oranda basari saglanmustir.

Protoplastlara gen aktariminda PEG ve elektroporasyon yontemlerinin birlikte kullanilmasi
basarty1 artirmaktadir (Shillito vd. 1985). Elektroporasyon yontemiyle transgenik domates
(Bellini vd. 1989), kolza (Guerche vd. 1987), marul (Chupeau vd. 1989) ve c¢ilek
(Shimamoto vd. 1989) bitkilerinin elde edildigi bildirilmistir.

2.2.1.2. Mikroenjeksiyonla gen aktarimi

Mikroenjeksiyon yonteminde esas; DNA’y1 0.5-1 um capindaki kilcal ignelerle dogrudan
alict hiicrenin sitoplazmasi ya da g¢ekirdegi igerisine yerlestirmektir. Mikroenjeksiyonda
once protoplastlar, ya polylysine {izerine yapistirilarak ya da agarose igerisine gomiilerek
sabit hale getirilmektedir (Neuhaus ve Spangenberg 1990). Bu yontemde ilk basari; yabani
tip Ti plazmidinin yonca (Reich vd. 1986) ve tiitiin (Crossway vd. 1986) protoplastlarina
enjeksiyonuyla elde edilmistir. Burada DNA dogrudan ¢ekirdek igerisine enjekte
edildiginden, gen aktarim oram diger yontemlerden daha yiiksektir. Islemin yavas

yiirtimesi (20-100 hiicre/giin) ve pahali olmasi bu yontemin en biiyiik dezavantajlaridir.
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2.2.1.3. Hizlandirilmis partikiillerle gen aktarimi

Partikiil bombardiman teknigi bir fiziksel gen aktarim yontemi olup, hemen tiim doku ve
hiicre tiplerinde uygulanabilmektedir. Bu teknik ¢aligmamizin temelini olusturdugundan
ayrintilt olarak agiklanmistir. Bu yontemin temel ilkesi; DNA tasiyan 1-2 um g¢apindaki
altin veya tungsten pargaciklaria ¢ok yiiksek hiz kazandirip, bitki hiicrelerine girmelerinin
saglanmasidir (Sekil 2.2). Parcaciklar hiicre icerisine girdikten sonra DNA’lar bitki
genomuyla birlesmektedir (McCabe vd. 1988, Klein vd. 1987).

Parcaciklarin hizlandirilmasinda 6nceleri yiiksek elektrik akimi kullanilirken, son yillarda
sikistirllmis helyum gazindan faydalanilmaktadir. Parcacik hizinin siirtiinme nedeniyle
azalmasmin onlenmesi i¢in, islem vakum altinda yapilmaktadir. Bu yontemde eksplant
olarak yaprak, embriyo, siirgiin ucu gibi organlar, kiiltiire alinmis hiicreler, polen ve
mikrosporlar kullanilmaktadir (Klein vd. 1990). Embriyogenik kallus kiiltiirlerine (Stiff vd.
1995), meristemlere (Zhang vd. 1999), olgunlasmamis embriyolara (Harwood vd. 2000),
polenlere (Fernando vd. 2000) ve mikrosporlara (Yao vd. 1997) biyolistik yontemle gen
aktarim1 basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Partikiil bombardimani ydnteminin
bugday, celtik ve musir gibi ekonomik 6nemi yiiksek olan bugdaygillere uygulanmasi

sonucunda transgenik bitkiler elde edilmistir (Weeks vd. 1993).

Mikropartikiiller gen aktarimi icin DNA veya baska biyolojik materyallerle kaplanir.
Makrotasiyici, basing etkisi ile hizlanarak kisa bir mesafe yol aldiktan sonra bir durdurma
levhasi ile durdurulur. Makrotasiyict bu sekilde durduruldugunda carpma etkisi ile ortaya
¢ikan kuvvetle mikropartikiiller hedef dokulara dogru hareket ederek doku igine niifuz eder
ve lzerlerindeki DNA’y1 hiicre igerisine birakir. Bombardiman sonucunda
mikropartikiillerin firlama hizi, helyum basincina (kirilic1 diskin se¢imine), bombardiman
odasinin  vakum miktarma, kirilict diskten makrotasiyictya olan uzaklhiga (A),
makrotagiyicinin durdurma levhasina kadar aldigi mesafeye (B) ve durdurma levhasi ile

hedef dokular arasindaki mesafeye (C) baghdir (Sekil 2.2).
2.2.1.3.1. Partikiil bombardimam cihazinin tasarimindaki gelismeler

Partikiil bombardimani yontemi kullanilarak yapilan ilk ¢aligmada yaklagik 4 pm ¢apindaki
tungsten partikiilleri hava akimi ile hizlandirarak sogan hiicreleri {izerine gonderilmistir.
Bu ¢aligmada hedef hiicrelerde partikiillerin carptigi bolgelerde oldukga biiyiik ¢apli hiicre
oliimleri gozlenmistir.
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Once Sonra

Gaz Hizlandirma Tiipia —

Kirilici Disk

Makrotasiyici

DNA ile Kaplanmis Mikropartikiiller

Durdurma Levhasi | e T

Hedef Hiicreler — g

Sekil 2.2. Hizlandirilms partikiillerle gen aktarimi (William 1994)

Partikiillerin hava akimi kullanilarak hizlandirildigi gen aktarim ¢alismalarinda partikiil
biytikligii kiiciiltiilse de basar1 elde edilememistir (Sanford 1988). Hava akimi
kullanilarak yapilan ¢alismalardan olumsuz sonuclar elde edildiginden arastiricilar, 1987
yilinda tlizerinde DNA ile kaplanmis partikiilleri tagiyan makrotasiyicilart bir durdurma
levhasima carptirip, carpma etkisiyle makrotagiyict iizerindeki partikiillerin hizlanarak
yollarina devam ederek hedef hiicre i¢ine girmesini saglayan bir sistem gelistirmislerdir
(Sanford vd. 1987) (Sekil 2.3). "Biological ballistic" teriminin kisaltmasi olan “biolistik”
cihaz1 olarak da adlandirilan partikiil bombardimani cihazi, ilk kez bitkilere gen aktarim
yontemi olarak kullanilmis olup, memelilere, mantarlara ve bakterilere gen aktarimi i¢in de
kullanilir (Klein vd. 1987). Bu cihaz, Agrobacterium ile gen aktarim ¢aligmalarindan 6nce
bitki dokularin1 yaralamak ve boylelikle transgenik siirgiin frekansini artirmak amaciyla da

kullanilmaktadir (Bidney vd. 1992).

[lk tasarimlanan partikiil bombardimani cihazlarinda, DNA ile kaplanan mikropartikiillerin
hedef hiicrelere dogru hizlandirilmasi i¢in barut kullanilmistir. Ancak, barut kullanilan
sistemlerde gii¢ kullaniminin kontrolsiiz olmasi, makrotasiyicidan kopan parcalarinda hiz
kazanip hiicre Oliimlerine sebep olmast nedeniyle partikiillerin helyum gaz1 ile
hizlandirldigr sistem gelistirilmistir.  Giinlimiizdeki sistemlerde kullanilan helyum
teknolojisi daha temiz, daha giivenli ve daha fazla tekrarlanabilir partikiil hizlandirma

imkan1 sagladigi, bombardiman basincinin kontroliine olanak sagladigi ve partikiilleri
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hedef hiicreler iizerine daha homojen dagittig: i¢in daha fazla tercih edilmektedir. Barut
kullanilan sistem ile helyum kullanilan sistem arasindaki en 6nemli fark, bombardiman
odas1 malzemesinin metal yerine hafif ve sert plastikten yapilmis olmasidir. Bu 6zellik,
bombardiman performansinda herhangi bir degisiklige neden olmaksizin, cihazin daha

kolay taginmasina ve daha kolay temizlenmesine olanak verir.
2.2.1.3.2. Partikiil bombardiman cihazinin yapisi

Partikiil bombardiman1 cihazina ait parcalar, bombardiman isleminin kontrol edilmesini
saglayan dis pargalar (Sekil 2.4), bombardiman isleminin gergeklestirilmesini saglayan i¢
parcalar (Sekil 2.7) ve bombardiman odasi igine vakum yapilmasim ve partikiillerin
hizlandirilmasi i¢in helyum gazi verilmesini saglayan arka baglantilar (Sekil 2.8) olmak

iizere li¢ ana baglik altinda toplanabilir (Sanford vd. 1993).
Cihazin Dig Pargalar:
Atesleme Diigmesi

Solenoid vanay1 harekete gegirerek helyum gazimnin gaz hizlandirma tiipii i¢ine akigim
kontrol eder. Atesleme diigmesi, kirilici disk patlayincaya kadar siirekli ACIK konumunda

tutulmali, patlamadan sonra helyum gaz akisin1 kesmek i¢in kapatilmalidir.
Helyum basing gdstergesi

Basingh helyum gazi

Mikropartikil hizlandirma tanki

dizenedi
Kiriliei diskin
yerlestirildigi baglik
=] [= - Helyum basing @ (-D
dizenleyicisi
3

=S
® ®
RN

—
6 ft PEEK boru
3 girigli helyum sayaci
Vakum kablosu (PVC) (Selenoid vana)

2.5 ft PEEK boru

Sekil 2.3. Partikiil bombardimani cihazini olusturan parcalar (Bio-Rad 2000)
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Vakum Diigmesi

Bombardiman odasina vakum uygulamak i¢in kullanilan diigmedir. Bu diigme iizerinde {i¢
ayrt konum bulunur. VAC konumu, kaynaktan vakum alinmasini kontrol eder. VENT
konumu, filtrelenmis hava kullanarak vakumun tahliye edilmesini saglar. HOLD konumu,
bombardiman odasini izole ederek vakumun sabit kalmasini saglar. Bombardiman islemi,

mutlaka bu diigme HOLD konumunda iken yapilmalidir.
Gii¢ Diigmesi (ACMA/KAPAMA Diigmesi)

Cihaza verilen elektriksel besleme kaynagini kumanda eder.
Vakum Gostergesi

Bombardiman odas1 i¢indeki vakumu in¢gHg cinsinden gosterir. Bu gostergedeki sifir

degeri, ortam atmosfer basincina esittir.
Vakum Kontrol Vanalar

Bombardiman odasimna vakum uygulanmasin1 ve vakumun odadan bosaltilmasini (odaya

hava verilmesini) kontrol eder. Vanalar saat yoniinde dondiiriiliirse kapanir.

Helyum
basing gistergesi

Ategleme
digmesi ™

Gaz hizlandirma
tapd

“Wakum
didmesi

Gug
digmesi

gisterges Bombardiman

adasi ve
kapisi

Solenoid
vana

“akurm kontrol
vanalar

Sekil 2.4. Partikiil bombardimani cihazinin dis parcalar

28



Helyum Basing Gostergesi

Gaz hizlandirma tlipindeki helyum basmcini psi cinsinden gosterir. Solenoid vana,
atesleme anahtar1 kullanilarak harekete gecirildiginde yag ile doldurulmus gostergedeki

ibre kirilic1 disk patlayincaya kadar saat yoniinde hareket eder.
Gaz Hizlandirma Tiipii

Bir ucundan helyum borusu ile gaz alan, diger ucunda ise kirilict disk bulunan ve kirilici
diski patlatan gaz basincina ulasincaya kadar icerisinde helyum gazinin biriktirildigi ve

sikistirildigs silindir sekilli tiiptiir.
Bombardiman Odasi Kapist

Bombardiman odasi, kat1 polikarbonat plastikle kaplanmistir. Bombardiman odasi i¢indeki
vakum kagagini1 engellemek i¢in bombardiman odasi kapisina tek parca halinde biiyiik bir

o-ring ge¢irilmistir.
Solenoid Vana

3 girisli solenoid vana, gaz hizlandirma tiipii igerisine gaz doldurma oranini kontrol eder.
Bu vana, 1550 psi basingta patlayan kirilici diski 12-15 saniye iginde patlacak sekilde
ayarlanmigtir. Bu vana saat yoniinde yavas yavas dondiiriilerek gaz doldurma oram

artirilabilir (Sekil 2.5).

2.5 ft Boru
(Ana birime baglanir)

Ana Binm
Gig Kablosu AL

6 ft PEEK Boru
{Helyum tankina baglamir)

Sekil 2.5. Solenoid vana (Bio-Rad 2000)
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Diger parcalar

Cihazin i¢ ve dig parcalarini takmak veya sokmek i¢in kullanilan parcalardir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Bombardiman cihazina ait aletler (Bio-Rad 2000)

Cihazin I¢ Parcalart

It Kinher diskin yerlegtinldigi
baglk

Mikrapartikiller firlatma
dizened

Hedefin yerlestirildidi
raf

L2

Sekil 2.7. Partikiil bombardimani cihazinin i¢ pargalari (Bio-Rad 2000)
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Bombardiman Odasi

Bombardiman esnasinda vakum altindaki biyolojik hedefin, mikropartikiil firlatma

diizenegi ve kirilic1 diskin bulundugu boliimdiir.
Kiriici Diskin Yerlestirildigi Baslik

Gaz hizlandirma tiipiiniin bombardiman odas1 girisinde, kirilici diskin yerlestirildigi bir
bagliktir. Bashik delikler kullanilarak iyice sikistirilmis olmalidir. Bu baslik igerisine
yerlestirilen kirilic1 disk, gaz hizlandirma tiipii icinde bu kirilict diskin patlayacagi basing

elde edilinceye bir kapak olarak gorev yapar.
Mikropartikiilleri Firlatma Diizenegi

Mikropartikiilleri firlatma diizenegi, gaz hizlandirma tiipiinde istenen basing elde edildigi
zaman kirilic1 diskin patlamasi sonucunda agiga ¢ikan gaz soku etkisiyle mikropartikiilleri
tastyan makrotasiyicinin durdurma levhasina ¢arparak durdurulmasi, ancak tizerinde DNA
bulunan mikropartikiillerin ¢arpma etkisiyle hizlanarak hedef hiicreye girmesini saglayan

diizenektir.
Hedefin Yerlestirildigi Raf

Petri kab1 iginde gen aktarimi yapilacak olan biyolojik materyalin yerlestirildigi raftir. Bu

raf, partikiillerin ugus mesafesini degistirmek amaciyla dort farkli konuma ayarlanabilir.
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Cihazin Arka Baglantilar

Agin Basinct Giderme YVanasg)

2.5 ft PEEK Boru
(Gaz hizlandirma tdpine

baglidir) Ana Birim Gig
Kablosu Soketi
Helyum Basing
Dizenlayicisi - y
Avyarlanabilir é
ha
o o

I [“I o

Solenoid Yana
g Kablosu

L

Yakum GirigifWengene
Diazenedi

B ft pEEK_E':'rU o . “akum Kablosu
(Helyum dizenleyicisine badlanr) (PYC)

Sekil 2.8. Partikiil bombardimani cihazinin arka baglantilar1 (Bio-Rad 2000)
Cihazin Helyum Gazi Baglantisi

Bu baglanti, gaz tiipli girisini, plastik bir boru ile yiiksek basingli helyum gazi saglayan
solenoid vanaya baglar (Sekil 2.9).

Sekil 2.9. Helyum gazi baglantisi i¢in 6 ft ve 2.5 ft PEEK boru (Bio-Rad 2000)

Basinghi gaz kullanilan cihazlarda laboratuvar giivenligini saglamak icin genellikle PEEK

(Polyetheretherketone) polimer borular kullanilir. PEEK, yiiksek sicakliga (erime sicakligi
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343°C) ve kimyasal maddelere karsi dayamikli (sadece saf siilflirik asit i¢inde erir)

malzemedir. Yanmasi durumunda zehirli gazlar aciga ¢ikmaz.
Asirt Basinci Giderme Vanasi (Emniyet Vanast)

Bu vana, bombardiman odas1 basinct 0.5 psi’ye ulastigi zaman, gaz birikimini azaltmak

amaciyla acilir. Giivenlik amagh bir vanadir.

Vakum Kablosu

Kontrol vanalar aracilig1 ile bombardiman odasina vakum yapilmasini saglayan kablodur.
Solenoid Vananin Elektrik Baglantist

Helyum gaz1 hattindaki 3 girisli solenoid vanaya elektrik saglayan baglantidir.

Sebeke Elektrik Hatti Baglanti Soketi

Sebeke hattindan cihaza elektriksel gii¢ saglamak i¢in kullanilan giristir.

Helyum Tank

Helyum gazi toksik ve yanici bir gaz degildir, ancak basing altinda tutulan her tiirlii gazin
dikkatli kullanilmadig1 zaman potansiyel bir tehlike kaynagi oldugu da unutulmamalidir.
Atom agirhg cok kiiciik olan helyum gazi, bombardiman odasi iginde maksimum
genlesme saglar. Boylelikle, DNA ile kaplanmis partikiillerin hedef hiicreye niifuz etmesi

icin gereken hiz elde edilmis olur.

Biyolojik bir sistemde bombardiman sartlarini optimize etmek icin yiiksek saflikta helyum
iceren tank basincmin 2400 psi-2600 psi olmasi gerekir. Bombardiman isleminde
kullanilan kirilic1 diskler dayanabildikleri basing degerine gore siniflandirilir. Tank
basincinin bu sekilde yiiksek olmasi, farkli basinglar altinda kirilan tiim kirilic1 disklerin

kullanilabilmesine izin verir.
Helyum Baswinci Gostergesi ve Ayarlanabilir Vana

Helyum tankina bagli iki adet basing gostergesi bulunur. Bu gostergelerden biri tank
icindeki gaz basincini, digeri ise tank iginden solenoid vanaya verilen gaz akis basincini

gosterir. Gaz akis basinci ayarlanabilir vana ile kontrol edilir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Helyum basinci gostergesi (Bio-Rad 2000)
Vakum Pompasi

Partikiil bombardimani sisteminin ana birimi, bombardiman odasindan en az 5 in¢ Hg
basinci tahliye etme oOzelligine sahip bir vakum kaynagina baglanmalidir. Maksimum
miktarda hava bosaltma kapasitesi i¢in cihazin, dakikada 90-150 litre pompalama hizina
sahip doner pervane tipi bir vakum pompasina baglanmasi tavsiye edilmektedir. Bu
sekildeki pompalama hizi, hedef hiicrelerin vakuma maruz kalma siiresini en aza indirir.
Bombardiman odas1 i¢in gerekli olan vakum seviyesi, gen aktarimi yapilacak biyolojik
materyale baglidir. Vakum cok yiiksek oldugunda, partikiillere etki eden siirilklenme
kuvveti azalir. Bombardiman islemi sirasinda, bombardiman odasi igerisinde 15-29 in¢ Hg
arasinda bir basing seviyesi gerekir. Bazi hiicreler ve dokular 28 in¢ Hg basinci gibi

yiiksek basing gerektirebilir.
2.2.1.3.3. Partikiil bombardiman sisteminin fiziksel parametreleri

Partikiil bombardimani1 yontemi uygulamalarinda en iyi sonuglarin elde edilebilmesi i¢in

dikkate alinmas1 gereken parametreler sunlardir:

- Bombardiman odasinin basinci (vakum)
- Helyum basinci/kirilict disk se¢imi
- Kirilicr disk ile makrotasiyici arasindaki mesafe

- Makrotasiyici ile durdurma levhasi arasindaki mesafe
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- Mikropartikiiller ile doku arasindaki mesafe (Partikiillerin ugus mesafesi)

- Mikropartikiil tipi ve bilytikliigii

Partikiill bombardimani sisteminde gen aktarim oranimi etkileyen bu parametreler hiz
belirleyici parametreler olarak da adlandirilabilir. Bu parametreler her ¢alisma 6ncesinde

amaca yonelik planlar yapilarak belirlenmelidir.

Partikiil bombardimani sisteminde basing artirildiginda, basing kaynagi ¢ikisinin
makrotagiyiciya olan uzaklig: kisaltilip, ugus mesafesi artirilirsa, mikropartikiillerin hiz1 da
artar. Mikropartikiillerin ugus mesafesinin artirilmasi, yiiksek hizin dokuya olan carpma
etkisini azaltir ve hiicreye olan gaz sokunu en aza indirir. Daha kiigiik mikropartikiillerin

kullanilmas1 da ¢arpma hizinin etkisini azaltacaktir.

Helyum gaz1 kullanilan sistemler 600-1200 psi basing altinda ¢alisir. Bazi biyolojik
transformasyonlar i¢in 600 psi yeterli olmakla birlikte, baz1 uygulamalar icin yeterli
degildir. Pek ¢ok uygulama i¢in 1000 psi basingta optimum sonuglar elde edilir. Basing
2400 psi’ya dogru artirilirsa, partikiil hiz1 da artar, ancak bu kadar yiiksek basing degerinin
gen aktarim oranimi da artiracagi anlamina gelmez. Helyum gazi kullanilan sistemlerde
basing kaynagi ¢ikisinin makrotasiyiciya olan uzakligi 1 mm-20 mm arasinda degistirilirse,

bu mesafe arttikca partikiil hiz1 azalmaktadir.
Bombardiman odasinin basinct (vakum)

Bombardiman odasia yapilan vakum islemi, partikiillere etki eden hava siirtlinmesini
azaltir. Bombardiman odasinin basincini 30 s i¢inde 28-29 in¢ Hg basincina diisiirebilen
bir vakum sistemi cihaza baglanir. Bu vakum seviyesi pek ¢ok bitki hiicresi ve mikrobiyal
hiicre i¢in yeterli bir seviyedir. Memeli hiicreleri 15 in¢ Hg basincinda bombardiman
edilmelidir. Bu islemde, biyolojik numune icerisindeki su buhar1 basinci da diisebilecegi

icin daha yiiksek vakum kullanilmamalidir.

Belli biyolojik numunelerin doniisiim etkinligini artirmak i¢in vakum yapilmadan once
deney odacigina helyum gazi verilebilir. Bu durumda fazlalik gaz hava yerine helyum
gazidir. Biyolojik numunelerdeki fazlalik gazin biolistik doniisiimii etkilemesinin iki

sebebi vardir.

- Mikrotagtyicilar her tiirli gaz icinde hareket edebildikleri igin fazlalik gaz

mikrotastyicilarin hizli bir sekilde yavaglamasina sebep olur. Bu gaz bosaltilarak bu
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yavaglama miktar1 6nemli dl¢iide azaltilmis olur. Benzer sekilde helyum gibi hafif bir
gaz kullanilarak mikrotasiyicilarin siiritklenmesi de azaltilmis olur. Mikrotasiyicilarin

ebatlar1 kiiglildiik¢e, daha fazla yavaslama problemi ortaya ¢ikar.

- Biyolojik numuneler i¢indeki fazlalik gaz, dokulara hasar verebilecek sok dalgalarini
iletebilir. Bu fazlalik gazin yogunlugu azaltilarak veya fazlalik gaz olarak helyum gibi

diisiik molekiiler agirlikl gaz kullanilarak bu tiir bir sok dalgasinin etkisi azaltilabilir.
Helyum basincvkirilict disk secimi

Helyum gazmin kullanildigi cihazlar, daha giivenli ve daha temiz giic kaynaklar1 oldugu
icin diger sistemlere gore daha avantajlidir. Helyum gazi hafif bir gaz oldugu ve hizli bir
sekilde genlesebildigi icin sikigtirllmis hava veya azot gibi diger gazlardan daha iyi
ozelliklere sahiptir. Helyum gazi kullanilan sistemler ile barut kullanilan sistemler
karsilastirildiginda, mikrotagtyicilarin dokulara niifuz etmesi agisindan temelde bir fark
yoktur. Barut kullanilan sistemlerde hedef bdlgenin merkezinde daha yiiksek hizlar elde
edilebilir, ancak yaklasik 1 cm capindaki bolgede dokulara zarar vererek hiicre 6liimiine
sebep olur. Helyum gazi kullanilan sistemlerde ise hiicre 6liimii gerceklesmez, partikiiller
daha genis bir alana dagitilabilir ve daha homojen bir doniisiim saglanir. Yapilan biitiin
aragtirmalarda helyum gazi kullanilan sistemler, barut kullanilan sistemlere gore daha

yliksek performans gostermistir.

Bombardiman igleminde, farkli basing degerleri altinda patlayan 9 farkli kirilici disk
vardir. Bu basing degerleri 450 psi ile 2200 psi arasinda degisir. Kirilic1 diskin patladig:
basing, bombardiman odasindaki helyum sokunun giiciinii belirler. Helyum basincinin
artirllmasi, partikiil hizin1 artirir. Gaz soku dalgasi veya patlama etkisiyle olusan akustik
dalga hedef hiicre veya dokularda hasara sebep olabildigi icin, en yiiksek performans elde

edilecek en diisiik basing degeri kullanilmalidir.
Kirthici disk ile makrotasiyict arasindaki mesafe

Gaz sokunun partikiil hiz1 iizerindeki etkisi, kirilici disk ile makrotasiyici arasindaki

mesafe ile belirlenir. Bu mesafe azaltilirsa, partikiil hiz1 da buna bagli olarak artar.

Bu mesafeyi ayarlamak i¢in heksagonal sekilli 1/8", 1/4" ve 3/8" ¢apinda li¢ farkli mesafe

ayarlama aleti bulunur.
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Makrotasyict ile durdurma levhasi arasindaki mesafe

Makrotagiyici ile durdurma levhasi arasindaki mesafe kisa tutuldugunda helyum sok
dalgas1 makrotasiyiciy1 daha giiclii bir sekilde etkileyeceginden bu yolla mikropartikiillerin
yiiksek hiza ulagmasi saglanabilir (Kikkert 1993). Bu mesafe arttirildigt zaman,
makrotagiyicinin ugusu kararsiz olacagi i¢in kisa mesafeler tavsiye edilir ve durdurma
levhasmin yerlestirildigi baslik igerisine rondela yerlestirilerek bu mesafe degistirilebilir.
Bu islem, rondelalar1 5 mm’lik adimlarla en fazla 16 mm’ye kadar degisik yerlere
yerlestirerek yapilir. Genel olarak 6-12 mm mesafenin makrotasiyiciya etkin enerji

aktariminda en uygun mesafeler oldugu goriilmiistiir (Sanford vd. 1993).
Durdurma levhast ile hedef hiicre arasindaki mesafe

Partikiil bombardimani cihazinin parametrelerini optimize etmek icin belirlenmesi gereken
en onemli parametre, partikiillerin ugus mesafesidir. Bu amagla bombardiman odasi iginde
hedef hiicreleri yerlestirmek iizere dort farkli raf konumu mevcuttur (Sekil 2.11). Biiyiik
mikropartikiiller kullanildiginda hedef uzakligi gen aktarim oranina 6nemli Olciide etki
yapmazken, kiiciik mikropartikiiller kullanildiginda, 6zellikle bakteriyal gen aktarimlarinda
hedef uzakligi 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle, mikropartikiillerin etkili ¢arpma hizina

ulagmasi i¢in bu mesafe kisa tutulmalhidir (Sanford vd. 1993).

L1=3cm

L2=6cm

L3=9cm

L4=12cm

Sekil 2.11. Hedef hiicrenin yerlestirilebilecegi dort farkli raf konumu (Bio-Rad 2000)
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Partikiil secimi ve partikiil biiyiikliigii

Hedef hiicrelere gen aktarmak amaciyla yapilan bombardiman isleminde iki farkl partikiil

kullanir. Bu partikiiller tunsten ve altin partikiilleridir.
Tungsten partikiilleri

Tungsten partikiilleri, sekil olarak diizensiz, ebatlar1 heterojen partikiillerdir. Tungsten
partikiillerinin ebatlar1 ortalama 0.5 pm - 2.0 pm arasinda degismektedir. Partikiil
bombardimani ¢aligmalarinda tungsten partikiil kullanilmasinin en 6nemli sebebi ucuz
olmasi, DNA ile kolaylikla kaplanabilmesidir. Belli hiicreler i¢in toksik etkiye sahip
olmas1 ve DNA baglanmasini etkileyen yiizey oksidasyonuna maruz kalmasi en onemli

dezavantajlaridir.

Bes farkli biiyiikliikte tungsten partikiilii ticari olarak temin edilebilir. Biiyiikliiklerinin
farkli olmasi belli bir partikiil biiyiikliigii kullanilarak bu parametreye gore optimizasyonu

zorlastirir.
Altin partikiilleri

Ticari olarak mevcut ii¢ farkli biiyiikliikte altin partikiilii vardir. Altin partikiilleri daha

yuvarlak sekilli ve sekil olarak daha diizgiindiir. Dokular tizerinde toksik etkisi yoktur.

Biiytik partikiiller helyum gaz soku etkisiyle daha fazla hiz kazanir. Partikiil hizindaki
artma ise, bu partikiillerin hedef hiicrelere niifuz etmesini artirir ve boylelikle gen aktarim

etkinligi de artmis olur.
2.2.1.3.4. Partikiil bombardiman sisteminin kimyasal parametreleri
Mikrotasiyicilarin DNA ile kaplanmast

Partikiillerin DNA ile kaplanmasi i¢in ilk olarak partikiillere %100 etanol (v/v) ve steril
distile su ile yiizey sterilizasyonu uygulanir. Homojen bir reaksiyon karisimi elde etmek
icin DNA ve mikrotasiyicilarin siirekli vorteks durumunda iken kalsiyum klorit ve
spermidin eklemesi yapilmalidir. DNA’nin partikiillere yapismasini saglayan spermidin ve
Ca konsantrasyonlar1 gen aktarim oranmm etkileyen O©nemli faktorlerdir. DNA
konsantrasyonunun artirilmasi ile dogru orantili olarak gen aktarim oraninin artmasi

beklenir. Ancak ¢ok sayida DNA/mikrotagiyici birlesip genis yiizeyler olusturarak doku
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zedelenmelerine ve canlilik kayiplarina neden oldugundan DNA konsantrasyonunun
partikiillerin kiimelesmesine izin vermeyecek sekilde az, fakat etkili gen aktarim

yapabilecek kadar yeterli olmasi gereklidir (Southgate vd. 1995).
Partikiillerin makrotasiyiciya yiiklenmesi

DNA ile kaplanmis mikrotasiyicilar kisa siire i¢inde kullanilmalidir. Eger giin boyu
sirecek bir ¢alisma planlanmigsa, partikiillerin DNA ile baglanmasi islemi gerekli
miktarlarda ve birka¢ kez yapilmalidir. Makrotasiyiciya yiiklenen partikiillerin homojen
dagilmasma 6zen gosterilmelidir. Atig yapilmadan 6nce makrotasiyicinin vakum altinda
kurutulmasi partikiillerin birbirine yapismasimi ve kiimelesmesini onler (Sanford vd.

1993).
2.2.1.3.5. Partikiil bombardiman sisteminin biyolojik parametreleri
igaret—raportb'r gen tasarimi

Kullanilacak vektor uygun isaret veya raportdr gen tasarimina ve etkili promotore sahip
olmalidir. Aktarilan genin kolaylikla ve hizli bir sekilde izlenebildigi X-Gluc ile hiicreler
maviye boyandiginda gézlenen, gus (uidA) kodlu "B-glucuronidase" enzimi ile tanimlanan
GUS raportor sistemi (Jefferson 1987) partikiil bombardimani1 ydnteminin optimizasyon
calismalarinda sik¢a kullanilmaktadir (Southgate vd. 1995). Secici gen tasarimi ile
eksplantlara antibiyotige ya da herbisitlere dayamiklilik gibi 6zellikler aktarilmaktadir.
Antibiyotige dayaniklilig1 saglayan bakteriyal kdkenli genler, promotdriin yonlendirmesi
ile bitkinin belirli kisimlarinda etkili olarak ortaya gikarlar ve bdyle bir genin segimi
yiiksek dozda verilen antibiyotige karsin, canliligini siirdiiren hiicrelerin izlenmesi ile olur.
Kanamisin, genetisin ve higromisin en ¢ok kullanilan antibiyotiklerdir. Herbisitlere
dayaniklilik, bakterileri ve bitkileri igeren genis bir organizma toplulugundan izole edilen
genlerle saglanan, sik¢a kullanilan ve basarili sonug alinan bir seleksiyon yontemidir. Bu
amagcla kullanilan markér genlere bar, cat ve nptll 6rek olarak verilebilir. Bircok bitki
tiirlinde herbisitlere dayanikliligin test edilmesinde kullanilan L-fosfinotrisin, glifosat ve
klorsiilfiiron ise genis etkili herbisitlerdir (Wilmink ve Dons 1993). CaMV 358 cift ¢enekli
bitkilerde etkili bir promotorken, Adhl ve Ubil promotorleri bugday, arpa, misir gibi tek
cenekli bitkilerde basarili sonuglar vermektedir (Southgate vd. 1995).
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Vektor yapisi

Yapilan calismalar 1siginda  vektor boyutu  kisitlayict  bir  faktéor  olarak
degerlendirilmemektedir. 20-30 kb boyutlarindaki E. coli plazmid vektdrleri islevsel olarak
kullanilabilmektedir. Ancak uzun plazmidlerle yapilan gen aktarimlarinda kisa plazmidlere
oranla daha az etkili sonuglar alinmistir (Mendel vd. 1989). Tungsten partikiillerine
baglanmis A faj vektorleri ile (50 kb) yiiksek oranda gen aktarimi gergeklestirilmistir
(Sanford vd. 1993). Biyolistik yontemle aktarilan RNA ya da DNA, ¢ember veya ¢ubuk
formda ve tek veya cift iplik seklinde olabilmektedir.

Hiicre yasi/fizyolojisi

Biyolistik yontemle gen aktarimina en uygun hedef hiicreler, fizyolojik yapisi ile gen
aktarimina uyum saglayabilen, bombardiman basinci stresine dayanabilen, saghikli ve
hiicre boliinmesi devam eden geng hiicrelerdir. Ancak en ideal hiicre yas: tiirlere gore

degistiginden, gen aktarimi icin eksplantin en uygun donemi On calismalarla

belirlenmelidir.
Hiicre biiyiikliigii

Farkli hiicre biiyiikliigline sahip bircok organizma ve hiicre organellerine biyolistik
yontemle basarili gen aktarimlart  gergeklestirilmistir. Degisik bicimlerde ve
biiytikliiklerdeki (20-100 pm) bitki hiicreleri de kullanilmistir. Hedef hiicre biiyiikligi
partikiil biiyiikliigli seciminde ve hedef uzakligmin belirlenmesinde énemli bir faktordiir

(Sanford vd.1993).
Hiicre yogunlugu

Hiicre siispansiyon kiiltiirii  hazirlanmasinda o6nemli bir parametredir. Bakteriyel
sistemlerde sivi ortamda yetistirilen hiicreler bombardiman icin santrifiij edilip tekrar
siispanse edilerek bombardiman i¢in hazirlanan ortamin yiizeyine ince bir tabaka halinde
dagitilir. Aymi yapidaki hiicrelerin kullanilmasi c¢ok sayida hedef hiicre olusumunu
saglayarak, uygun Ozellikte olmayan hiicrelerin tekrar elimine edilmesi gerekliligini
ortadan kaldirir (Sanford vd. 1993). Hiicrelerarasi boslugun az oldugu eksplantlarda basari

orani daha ytliksektir.
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Ozmotik basing

Yiiksek ozmotik basing hiicreyi su kaybindan ve diigilk turgor basincindan koruyarak
partikiil girisini olumlu etkiler. Bombardimandan 6nce ortama katilan ve ozmotik basinci
artirict etkide bulunan mannitol veya sorbitol gibi kimyasallarla bombardiman etkinliginin
3-4 kat artirildigi, bunun plazmoliz olan hiicrelerde bombardiman sirasinda protoplazma
zedelenmesinin Onlenerek siddetli carpmanin neden oldugu zararlarin azaltilmasi ile

saglandig1 gozlenmistir (Southgate vd. 1995).
Partikiil toksisitesi

Tungsten toksisitesi, yiiksek konsantrasyonlarda ve ileri donemlerde goriiliir. Yiizey
oksitlenmesi nedeniyle zamanla DNA baglanmasimi azaltici etkide bulunur. Altin ise
biyolojik sistemlerde kimyasal etkilesime sebep olmaz, hiicrelerde toksik etkisi yoktur.
Partikiil yiizeyinde DNA baglanmasin1 etkileyecek reaksiyonlar olusturmaz. Altin
partikiillerinin yiiksek kiitlesel yogunluklari, tungsten partikiillerine oranla hedef hiicrelere
¢ok daha kolay niifuz etmelerini saglar. Nedeni agikca bilinmemekle birlikte tungsten
partikiillerinin daha genis mavi nokta olusumu sagladig1 goriilmiistiir. Misirda ve giilde
yapilan deneylerde tungsten partikiilleri kullanildiginda altin partikiillerine oranla daha az

mavi nokta elde edilmistir (Southgate vd. 1995).
2.3. Radyasyon

Radyasyon, i¢ doniisim gegiren atomlar tarafindan yayimlanan, boslukta ve madde
icerisinde hareket edebilen enerji olarak tanimlanir. Herhangi bir maddenin atom
cekirdegindeki nétronlarin sayisi, proton sayisina gore oldukea fazla ise; bu tiir maddeler
kararsiz bir yap1 gostermekte ve kararli yapiya gecmek icin alfa, beta, gamma gibi ¢esitli
parcacik ve 1smlar yaymaktadir. Cevresine bu sekilde 1sin sagarak pargalanan maddelere
"radyoaktif madde", ¢evreye yayilan alfa, beta ve gamma gibi 15inlara ise "radyasyon" adi
verilmektedir. Yayimlayan kaynagin ozelligine bagl olarak bu enerji, hizli pargaciklar
veya elektromanyetik dalgalar seklinde tasinabilir. Radyasyonu tanimlanirken;
radyasyonun enerjisi (diisiik ve yliksek enerjili radyasyon), tiirii (pargacik tipi radyasyon ve
dalga tipi radyasyon) ve kaynagi (dogal ve yapay radyasyon kaynaklari) olmak iizere {i¢

ana parametre kullanilir (Krane 1987).
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2.3.1. Radyasyonun siniflandirilmasi

Radyasyon '"parcacik" ve "dalga" tipi olarak iki sekilde smiflandirilir. Parcacik
radyasyonu; belli bir kiitle ve enerjiye sahip ¢ok hizli hareket eden kiigiik pargaciklari ifade
eder. Bunlar, hizli hareket eden mermilere benzetilebilir, ancak gozle goriilemeyecek kadar
kiiciiktiirler. Onlerine ¢ikan malzeme igerisinde durdurulup sogurulana kadar, o
malzemeye enerji aktarirlar. Dogal olarak malzemede zamanla 1sinma meydana gelir.
Parcacik giiciine bagh olarak; molekiil baglar1 kirilabilir. Bu olay bazi plastik tiirlerini
sertlestirme (radyasyonla polimerizasyon) amaci i¢in kullanilabilir. Ancak bu olay bir canli
hiicresinde meydana geliyor ise bu durum organizmada olumsuz etkiler meydana getirir.
Canli hiicrelerde radyasyon ile kirilan molekiil baglari, bazen gelisi gilizel baska
baglanmalara sebep olabilir ve arizali hiicreler ortaya c¢ikabilir. Canli organizmanin bu
arizali hiicreleri belli oranda tamir etme kapasitesi olsa da, radyasyon hiicre ¢ekirdegine
ulagir ve DNA yapisinda degisikliklere yol acarsa, hiicre ya oliir ya da bagka formda hizli

iireme cabasi igine girerek kanserlesir (Lombardi 2007).

Dalga tipi radyasyon; belli bir enerjiye sahip ancak kiitlesiz radyasyon ¢esididir. Bunlar,

titresim yaparak ilerleyen elektrik ve manyetik enerji dalgalan gibidir. Goriiniir 151k dalga

8
tipi radyasyonun bir ¢esididir. Biitiin dalga tipi radyasyonlar 151k hiziyla (3x10 m/saniye)
hareket ederler. Dalga tipi radyasyon, enerjisine bagh olarak canli organizmada parcacik

tipi radyasyona benzer etkiler yaparlar.

Parcacik ve dalga tipi radyasyon; "iyonlastirici" ve "iyonlastirici olmayan" radyasyon

olmak {izere iki gruba ayrilir (Krane 1987).
2.3.2. Radyasyon cesitleri

Diisiik enerjili ya da iyonlastirict olmayan radyasyon ise etkilestigi materyal igindeki
atomlan yeteri kadar enerjisi olmadigi i¢in iyonlastiramaz ve sadece uyarmakla yetinir.
Mikrodalgalar, goriiniir 151k, radyo dalgalari, kizilotesi ve (¢ok kisa dalga boylular1 harig

olmak iizere) mordtesi 151k iyonlastirict olmayan radyasyona 6rnektir.

Iyonlastirict radyasyon, yiiksek enerjili radyasyon olarak da tamimlanir ve atomdan
elektron koparabilen dolayistyla atomu iyonize edebilen radyasyon tiiriidiir. Iyonlasma
olay1 herhangi bir maddede meydana gelebilecegi gibi insanlar dahil tiim canlilarda da

olusabilir. O halde iyonlastiric1 radyasyon, dnlem alinmadig: takdirde tiim canlilar igin
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zararh olabilecek radyasyon gesididir. Iyonlastiric1 radyasyon bes cesidi vardir. Bunlar,

alfa parcaciklari, beta parcaciklari, X 1sinlari, gamma 1ginlar1 ve nétronlardir (Sekil 2.12).

(" RADYASYON )

%I—/
I'rou.;snmcl B ﬁm'm
RADYASYON RADYASYON
& -
PARCACIK TIPI DALGA TIPI mm
- A

Alfa, Beta ve X ve Gama Isinlari Radyo ve mikro
notron pargaciklari dalgalar
Raly Kizil ve mor ttesi 1siklar
Gorunur sk

Sekil 2.12. Radyasyonun siniflandirilmasi

2.3.2.1. Alfa parcaciklan

4
Alfa pargacigr iki proton ve iki nodtrondan olusmus bir helyum (ZHe) ¢ekirdegidir ve

pozitif yikliidiir. Cekirdegin kararsizligi hem proton hem de nétron fazlaligindan ileri
geliyorsa, cekirdek iki proton ve iki notrondan olusan bir alfa pargacigi yayimlayarak
bozunur. o isaretiyle sembolize edilirler. Cekirdegin, alfa pargacigi yayimlayarak
parcalanmasi olay1 atom numarasi biiyiik izotoplarda goriiliir ve genellikle dogal radyoaktif
atomlarda rastlanir. Alfa pargaciklarini ¢ok kii¢iik kalinliklardaki maddelerle (6rnegin, ince
bir kagit tabakasi ile) durdurmak miimkiindiir. Bunun sebebi, diger radyasyon cesitlerine
gore sahip olduklar1 nispeten biiyiik elektrik yiikleridir. Sahip olduklar1 bu elektrik yiiki,
alfa pargaciklarinin herhangi bir madde igerisinden gegerken yollar1 {izerinde yogun bir
iyonlasma meydana getirmelerine ve bu yiizden de enerjilerini ¢abucak kaybetmelerine yol
acar. Enerjilerini bu sekilde kaybeden alfa pargaciklarinin erisme uzakliklar1 da dolayisiyla
cok kisadir (Krane 1987). Bu ylizden normalde dis radyasyon tehlikesi yaratmazlar. Ancak,

mide, solunum ve yaralar vasitasiyla viicuda girdiklerinde tehlikeli olabilirler (Sekil 2.13).

43



&

Bk Daha Kiglk 2
Kararziz Gekirdek # Daha Kararh Cekircek Alfa Pargacil

Sekil 2.13. Alfa parcacigi

2.3.2.2 Beta parcaciklar

Cekirdekteki enerji fazlalig1 ¢ekirdek civarinda, E = mc? esitligiyle aciklanabilen, bir kiitle
olusturur. Bu kiitle ¢cekirdekteki fazla yiikii alir ve disariya bir beta pargacigi olarak ¢ikar. B
isaretiyle sembolize edilirler. Beta parcaciklari, pozitif veya negatif yiiklii elektronlardir.

sl

Pozitif yiiklii elektronlar "B™, negatif yiiklii elektronlar ise "B™ isaretiyle sembolize

edilirler. Cekirdekteki enerji fazlahg: proton fazlaligindan meydana geliyorsa "p"™"

, hotron
fazlaligindan meydana geliyorsa "B pargacigi ¢ikar. Beta pargaciklar1 da alfa pargaciklar
gibi belli bir yiik ve kiitleye sahip olduklarindan madde icerisinden gegerken yollar
izerinde iyonlagmaya sebep olurlar. Ancak bu iyonlagma, alfa pargaciklarinin olusturdugu
iyonlagsmadan daha azdir. Ciinkii bu parcaciklar alfa parcaciklarina gére daha hafif ve yliz
kere daha giricidirler (Krane 1987). Beta parcaciklar1 ince aliminyum bir levha ile

durdurulabilir (Sekil 2.14).

Farbon-10 Boron-10

FEtring Pozitron

+ © + ¢

5 Froton 5 Proton
24 Midtran 5 Miatran

Sekil 2.14. Beta parcacigi

2.3.2.3. Xsinlar1

Rontgen 1sinlar1 da denilen X 1sinlar, goriiniir 151k dalgalar1 ve mor 6tesi 1ginlar1 gibi dalga
seklindedir. Bir atoma disaridan gonderilen yiiksek enerjili elektronlar o atomun ilk

halkalarindan elektronlar koparirlar. Atomdan kopan bu elektronun yerine daha yiiksek
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seviyelerden (iist halkalardan) elektronlar atlayarak kopan elektronun yerindeki boslugu

doldurur. Bu sirada ortaya ¢ikan enerji fazlaligi X 1s1m seklinde disari salinir.

Cekirdek igerisinde bulunan protonlardan bir tanesi hareketi esnasinda atomun ilk
halkalarindaki elektronu yakalar ve notrlesir. Yakalanan bu elektronun halkasindaki
bosalan yere diger bir halkadan bir elektron atlamasiyla da X 151m1 meydana gelebilir (Sekil
2.15). Bunlarin disinda da X 1511 yapay olarak, rontgen tiiplerinde de elde edilir. Tiip
icerisinde 1sitilmis katottan yayilan elektronlar, yiiksek gerilimle hizlandirilarak karsidaki
hedef anota garptirilir. Bu garpisma sonucu elektronlar durdurulurken elektronlarin
kaybettigi enerji X 1sinlar1 olarak yayinlanir. Bu olaya Bremmstrahlung (Frenleme 11n1)

olay, ¢cikan X 1ginlarimin olusturdugu siirekli spektruma da Bremmstrahlung adi verilir.

Bu olay sirasinda gelen fotonun enerjisinin bir kismi elektronu bagh oldugu atomdan
koparabilmek icin harcanir, geri kalan kismi ise koparilan elektrona kinetik enerji olarak

aktarilir (Krane 1987).

Elektranlar

9

b)

(@) Foton ./ Fatnslaktran

2 9
© 9

(d)
Karekteristik
Hlgini

Sekil 2.15. X 1ginlarinin olusumu

2.3.2.4. Gamma 1smlar

Gamma 1smlarinin kaynagir atomun ¢ekirdegidir. Bu 1smlar atom c¢ekirdeginin enerji
seviyelerindeki farkliliklardan meydana gelir. Cekirdek, bir alfa veya bir beta pargacigi
cikarttiktan sonra genellikle kararli bir durumda olmaz. Fazla kalan cekirdek enerjisi bir
elektromanyetik radyasyon halinde yayinlanir. Gamma 1sinlari, beta 1sinlarindan daha
yiiksek enerjili ve dolayisiyla daha girici 1sinlardir. y sembolize edilirler. Gamma ve X
1sinlarinin, alfa ve beta pargaciklarina gore madde igine niifuz etme kabiliyetleri cok daha

fazla, iyonlagsmaya sebep olma etkileri ise ¢ok daha azdir. Ancak birka¢ santimetre
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kalinligindaki kursun levhalarla ve sadece belli bir kismi1 durdurulabilir. Madde igerisinden
gecerken lstel bir fonksiyon seklinde bir siddet azalmasina ugrarlar (Krane 1987). Yiiksiiz

olduklarindan elektrik ve manyetik alanda sapma gostermezler (Sekil 2.16).

=)

60
Co
27

Sekil 2.16. Gamma 1sinlar1
2.3.2.5. Notronlar

Notronlar yiiksiiz pargaciklardir. Notronun kiitlesi protonun kiitlesinden biraz daha
biiyiiktiir. Bu 06zelliklerinden dolayr herhangi bir madde igerisine kolaylikla niifuz
edebilirler. Dogrudan bir iyonlagsmaya sebep olmazlar. Ancak atomlarla etkilesmeleri,
iyonlagsmaya neden olan alfa, beta, gamma veya X i1sinlarinin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Nétronlar genel olarak kimyasal enerjilerine gore asagidaki sekilde siniflandirilir

ve sadece kalin beton, su veya parafin kiitleleriyle durdurulabilirler (Krane 1987).

Hizli ya da yavas, yani az veya c¢ok kinetik enerjiye sahip ndtronlarin bombardimaniyla
parcalanabilen atom g¢ekirdeklerinin boliinebilir (fisil) oldugu sdylenir. Uranyum, dogada
bulunan yegane boliinebilir elementtir. Dogal hali sayica; %99.274 oraninda U-238,
%0.7205 oraninda U-235 ve ¢ogunlukla gozardi edilen %0.0055 oranindaki U-234
izotoplarindan olusur. Bunlardan béliinebilir olan U-235’in pargcalanmas1 sonucunda agiga;
‘fizyon iirlinii’ denilen orta agirlikta iki ¢ekirdekle, yiiksek kinetik enerjiye sahip, yani

‘hizlr’ iki veya ii¢ nétron ¢ikar (Sekil 2.17).
2.3.3. Radyasyon dozu

Radyasyon dozu hedef kiitle tarafindan, belli bir siirede, sogurulan veya alinan radyasyon
miktaridir. Biitiin zararli maddeler gibi genellikle, canlilarda birtakim biyolojik hasarlara

neden olurlar. Biyolojik etki radyasyonun tipine, enerjisine, iyonlagtirma yetenegine,
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radyoaktif maddenin yar1 6mriine, biyolojik sistemin radyasyon kaynagina olan mesafesine

ve radyasyona maruz kalma siiresine baghdir.

o) hitron
fizyon
@ iriinii

T
nitron ) — % » J nitron
he_tlef ﬁ fizyon
cekirdek iiriinii

) nitron

Sekil 2.17. Notron pargaciklar

Gerekli 6onlemler alinmadig: takdirde, belli bir siirede belli bir miktarin iizerinde radyasyon
enerjisi soguran yani radyasyon dozu alan canlilarda da bazi zararli etkilerin meydana
gelmesi kaginilmazdir. Bu etkinin biiytlikligii ise radyasyonun c¢esidi, sogurulma hizi ve
sogurulan radyasyonun miktar1 bilindigi zaman mimkiindiir. Biitin bu faktorler
bilindiginde canli ve cansiz varliklar {izerinde birakacagi etki kolayca belirlenebilir

(Lombardi 2007).
2.3.4. Radyasyonun hiicre ile etkilesmesi

Bilindigi gibi, tiim canlilar organlardan, organlar dokulardan ve dokularda biyolojik
sistemin temel yap1 tasi olan hiicrelerden meydana gelir. Hiicre, kabaca, bir ¢gekirdek, bu
cekirdegi cevreleyen jelsi yapidaki sitoplazma ve en dista bunlar1 saran bir zardan olusur.
Cekirdegin icerisinde hiicre davraniglariyla ilgili sifre bilgileri iceren ve gorevi bunlart bir
sonraki nesillere degistirmeden tasimak olan kromozomlar bulunur. Kromozomlar ise

protein zincirlerinden olusur. Hiicrenin yap1 ve islevleri DNA tarafindan kontrol edilir.

Iyonlastirict radyasyonun bir canlida biyolojik bir hasar yaratabilmesi icin radyasyon
enerjisinin hiicre tarafindan sogurulmasi gerekir. Bu sogurma sonucu hedef molekiillerde
iyonlasma ve uyarilmalar meydana gelir. Daha sonra ortaya c¢ikabilecek biyolojik
hasarlarin baglatici olaylar1 olan bu iyonlagmalar, hiicrenin genetik bilgilerini tagiyan DNA
zincirlerinde kirilmalara ve hiicre igerisinde kimyasal toksinlerin liremesine neden olabilir.

Kirilmalarin hemen ardindan bir onarim faaliyeti baslar. Hasar ¢ok biiyiik degilse DNA’da
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meydana gelen kirilmalar onarilabilir. Ancak bu onarim esnasinda da hatalar olusabilir ve

yanlis sifre bilgiler iceren kromozomlar meydana gelebilir.

Hasarli DNA diizgiin onarilmadig: takdirde hiicre ya bozuk (kotii ¢alisan) bir metabolizma
ile sag kalacak ya da olecektir. Canlilarda bir ¢ok organ veya doku, 6nemli sayida hiicre
kaybina ragmen faaliyetlerini normal bir sekilde siirdiirebilir. Yine de hiicre kaybi belli bir
saymin lzerine c¢iktiginda organ veya dokularda, dolayisiyla 1smlanan organizmada
gozlenebilir hasarlar meydana gelecektir. Bu da ancak bu kadar ¢ok sayida hiicrenin
O0limiine sebep olacak biiylkliikte bir radyasyon dozuna maruz kalinmasi sonucu
gerceklesir. Etki esigini asan akut doz almis canlilarda ortaya cikan bu tiir hasarlara
deterministik etkiler denir. Kisaca, deterministik etkilere hiicre 6liimii sebep olur, esik doz
yiiksektir, belirtisiz satha genellikle kisadir, doz yiiksek oldugu takdirde etki kesindir,

etkinin siddeti doz ile artar ve doz hizinin etkiler {izerinde biiyiik bir tesiri vardir.

Radyasyonun verdigi hasar sonucu hiicre Olmiiyor ancak degisiklige ugruyorsa bu
hiicredeki hasar genellikle onarilir. Onarim miikemmel olarak gergeklesmedigi takdirde
degisim yavru hiicrelere aktarilacak ve er gec 1sinlanan canlinin organ veya dokularinda
kanser olusumuna yol agacaktir. Eger hiicreler 1sinlanan ebeveynden bir sonraki nesile
genetik bilgilerin aktarilmasiyla ilgiliyse kalitimsal bozukluklar meydana gelebilir.
Ebeveynin kendisinde veya yeni nesilde meydana gelen bu tiir etkiler "Stokastik etkiler"

olarak adlandirilir.

Stokastik etkilere (kalitimsal etkilere) tek bir hiicrede meydana gelen hasarlar neden olur.
Doku dozu arttik¢a cok daha fazla sayida hiicrede hasar goriiliir ve stokastik etkilerin
meydana gelme olasilig artar. Kisaca, kaliimsal etkiler radyasyonun stokastik etkileridir,
belli bir esik doz yoktur, meydana gelme olasilig1 doz ile artar, siddet derecesi doz ile
artmaz ve doz hizimin risk {izerinde kii¢ilik bir etkisi olabilir. Stokastik etkilerin, kanser i¢in
birkag¢ yillik ve kalitimsal etkiler i¢in ise daha uzun siirebilecek belirtisiz gegen periyotlari
vardir (Lombardi 2007).

Kromozomda meydana gelen hasarin biyiikliigline etki eden faktorleri 6zelliklerinden

dolay1 genel olarak iki grupta incelenir.
— Radyasyonun Ozelliklerine Bagli Faktorler,

— Hedefin Ozelliklerine Bagli Faktorler
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2.3.4.1. Radyasyonun ozelliklerine bagh faktorler

Hasarin biiyiikliigiine etki eden en dnemli radyasyon 6zeliklerden biri radyasyonun c¢esidi
ve sahip oldugu enerjidir. Hiicreye alinan veya enerjisi sogurulan herhangi iki radyasyon
¢esidinden enerjileri ayni ancak iyonlagtirma yetenegi daha fazla olani veya iyonlagtirma
yetenegi ayni ancak enerjisi daha biiyiik olan1 DNA’da daha biiyliik bir hasar meydana

getirir.

Bir diger 6nemli radyasyon 6zelligi doz hizidir. Esit dozdaki radyasyonlarm yiiksek doz
hizlarinda uygulanmasiyla olusacak hasar, diisitk doz hizlarinda uygulanmasina oranla
olusacak hasardan daha biiyiik olacaktir. Ornegin, 1 Gy’lik bir dozun bir saatte alinmasi
sonucu olusacak hasar, ayni1 dozun bir hafta boyunca alinmasi sonucu olugacak hasardan

biiytik olacaktir.

Radyasyon dozuna maruz kalig siiresi de hasarin biyiikliigiine etki eden radyasyon
ozelliklerinden biridir. Radyasyon kaynagin yakininda ne kadar ¢ok zaman gecirilirse o
kadar ¢ok doza maruz kalinir. Bir 6l¢lim cihazinin 5 mSv/saat doz hizi okudugu bir
bolgede kalinmasi halinde maruz kalinacak doz 1 saatte 5 mSv, 2 saatte 10 mSv, 3 saatte
15 mSv, vs.’dir Boylece siire arttikga maruz kalinan doz miktar1 artar ve hasar da buna

bagl olarak biiyiir (Lombardi 2007).
2.3.4.2. Hedefin 6zelliklerine bagh faktorler

Farkli doku hiicreleri, radyasyona kars1 farkli duyarlilik gosterir. Oksijen konsantrasyonu
yiiksek dokular ile sik sik boliinen, tam olarak farklilasmamis, metabolik aktivitesi diisiik
ve boliinme safhasinda olan hiicrelerin radyasyona karsi duyarlilign fazladir. Ayrica,
radyasyona maruz kalman bdlge ve bu bolgenin biiyiikliigii de biyolojik hasarin
biiytikliigiinii etkiler. Bunlarin yanisira, radyasyona kars1 duyarlilik canlidan canliya, yasa,

cinsiyete ve organizmanin sagligina gore de degisebilir (Lombardi 2007).

Radyasyonun hiicre ile etkilesmesi sonucunda kromozomda meydana gelen hasarlar bir
takim biyolojik etkilerin olusmasina yol agar. Bu etkiler, bedensel ve kalitimsal etkilerdir.
Isnlanan canlimin kendisinde meydana gelebilecek hasarlar bedensel etkiler, kendisinden
sonraki nesillerde ortaya cikabilecek hasarlar ise kalitimsal etkiler olarak adlandirilir.
Bedensel ve kaliimsal etkiler de erken ve gecikmis etkiler olarak iki farkli kategoride

incelenir. Erken etkiler, kisa bir siire i¢inde ve bir defada yiiksek dozlara maruz kalinmasi
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sonucunda kisa bir zaman aralig1 icerisinde ortaya ¢ikar. Gecikmis etkiler ise uzunca bir
stire aralikl1 olarak diisiik dozlara maruz kalinmasi sonucu ortaya ¢ikar. Erken etkiler akut

isinlanma etkileri, gecikmis etkiler ise kronik 1s1inlanma etkileri olarak da adlandirilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Calismada bitki materyali olarak Tiirkiye’de halen yetistirilmekte olan ve daha once in
vitro ¢aligmalarda basarili sonuglar veren, tescilli 1 adet ekmeklik (7riticum aestivum L. —
Bezostaja-1) ve 1 adet makarnalik (7riticum durum Desf. — Cakmak 79) bugday cesidi

kullanilmastir.
3.1.2. Plazmid vektorii

Calismada kullanilan pBI221.23 plazmidi, ¢ift CaMV35S promotorii (1000 bp)
kontroliinde B-glukuronidaz (GUS) geni (2000 bp) ve hygromisin antibiyotigine duyarh
hpt geninden (1300 bp) olusmaktadir (Sekil 3.1). Bu gen ODTU Biyoloji Béliimii 6gretim
iiyesi Dog. Dr. Sertagc ONDE’den saglanmustir.

= o= o
T Z M @M M M@
| | — || | |
pUCLI9 | NOS| GUS CaMV CaMV hpt NOS [—pUCI9

Sekil 3.1. Bombardimanda kullanilan pBI221.23 plazmidinin sematik goriiniimii
3.1.3. Isinlama materyali

Arastirmada radyasyon kaynagi olarak Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu, Saraykdy Niikleer
Aragtirma ve Egitim Merkezi’nde bulunan Kobalt 60 (Co-60) (Sekil 3.2) ve Sezyum 137
(Cs-137) (Sekil 3.3) gamma radyasyon kaynaklari kullanilmigtir. Bu kaynaklara iligkin

ozellikler Cizelge 3.1°de verilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Ekipmanlarin sterilizasyonu

In vitro ¢alismalarda, ¢aligilan laboratuvarin ve kullanilan tiim ekipmanlarin steril olmasi

kontaminasyon olmadan basarili sonuglar almak icin biiyilk Onem tagimaktadir.
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Sekil 3.3. Sezyum 137 gamma kaynag1
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Cizelge 3.1. Kobalt 60 ve Sezyum 137 gamma radyasyon kaynaklarimin 6zellikleri

Radyasyon Kaynag Aktivitesi (Ci) Yar1 Omrii (y1l)
Kobalt 60 (Co-60) 10000 (370 TBq) (1994) 5.7
Sezyum 137 (Cs-137) 10000 (370 TBq) (1982) 30.20

Bu nedenle her caligma oncesinde ekipmanlarin ozelliklerine gore steril edilmeleri
saglanmistir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan kavanozlar, i¢ine ortam
dokiilen ve diger amaglarla kullanilan Petri kaplari gibi cam malzemeler, yiiksek 1s1
derecelerine dayanikli kalin kagitlara sarilarak 200°C’de 2 saat bekletilerek

sterilizasyonlar1 saglanmustir.

Caligmalarda kullanilan 200 upl’lik sar1 uglar, 1000 ul’lik mavi uglar, biiyiikk ependorf
tiipler, 5 ve 10 ml’lik cam pipetler otoklavda steril edilmis ve diigiik sicakliktaki firinda

kurumalar saglanmistir.

Steril kabin igerisinde kullanilan pens ve bistiiri gibi metal ekipmanlarin steril edilmesinde
ise %70’lik (v/v) etil alkol ve dogal gaz alevi kullanilmistir. Eksplantlarin kesiminde
kullanilan bistiiri ucu gerekli goriildiikge 6zel korumasi igindeki yeni steril ug takilarak

degistirilmistir.
3.2.2. Tohum yiizey sterilizasyonu, embriyo izolasyonu ve kallus olusumu

Yiizey sterilizasyonu yapilacak tohumlar manyetik karistiricida etil alkolde (%70) 5 dakika
bekletilerek 3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra, 25 dakika ticari camasir suyunda (%5
sodyum hipoklorit igeren) calkalanip 6-7 kez steril saf su ile durulanmistir. Steril tohumlar,
33°C’de yaklasik 2 saat bekletilerek, embriyolarin kolayca ayrilmasi saglanmstir (Ozgen
vd. 1998). Steril edilen tohumlarin embriyolar1 steril kabin icerisinde bistiiri yardimiyla
dikkatlice tohumdan ayrilarak skutellum kismi yukari gelecek sekilde besin ortamina
yerlestirilmistir. Her petride 20 adet embriyo kiiltiire alimmistir. Kiiltiirler kallus olusumu

i¢in 26°C’de karanlik inkiibatorde 14 giin birakilmistir.
3.2.3. Biiyiime ortam ve Kkiiltiir kosullari

Besin ortami, MS mineral ve vitaminleri (Murashige ve Skoog 1962) (Cizelge 3.2) ile 2

mg/l 2,4-D ve 20 g/l sukrozdan olusup, 7 g/l agar ile katilastirilmistir (Ozgen vd. 1996).

Besin ortaminin pH’s1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.8’e ayarlandiktan sonra 1.2
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atmosfer basing altinda ve 120°C’de 20 dakika tutularak sterilizasyon saglanmigtir. Tiim
kiiltiirler beyaz floresan 15181 altinda 16 saat 151k ve 8 saatlik karanlik fotoperiyotta
25+1°C’de tutulmuglardir. Her muamele, igerisinde 20 adet eksplantin bulundugu 3

tekrarlamali 100x10 mm’lik Petri kaplarindan olugsmustur.
3.2.4. Gamma radyasyonunun uygulanmasi

Gamma 1511 kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, embriyo ve kallus icin O (kontrol), 15, 30,
60, 90, 120 ve 150 Gy gamma dozlar1 kullanilmistir. Kontrol olarak olgun embriyolar ve

kalluslar herhangi bir 1g1nlama islemine maruz birakilmamistir.

Cizelge 3.2. MS (Murashige ve Skoog 1962) ortaminda bulunan maddeler ve

konsantrasyonlari
Ortamda Bulunan Maddeler Konsantrasyonu (mg/l)
Makro Elementler =~ NH4NO; 1650
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 440
MgSO4.7H20 370
KH,PO4 170
Mikro Elementler Kl 0.83
H;BO; 6.2
MHSO4.4H20 22.3
ZHSO4.7H20 8.6
N32M004.2H20 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeSO4.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Vitaminler Inisitol 100
Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCl 0.5
Thiamine-HCl 0.1
Glycine 2

3.2.5. Partikiil bombardimam yontemi ile gen aktarimi

Bio-Rad PDS-1000 He® Partikiil Bombardiman cihazi kullanilarak olgun bugday
embriyolarina ve olgun embriyolardan gelisen kalluslara tungsten partikiilleri araciligi ile
gen aktarimi gergeklestirilmistir. DNA’nin partikiillere baglanmasinda Lonsdale vd.,

(1990)’dan yararlanilmistir. Buna gore, her atis basina, icerisinde "GUS" geni ve "CaMV
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35S" promotoru bulunan, 0.6 pg "pBI221.23" DNA kullanilmis, her eksplant materyalinde
oldugu gibi, cihazin optimal kullanilmas1 icin gereken parametrelerin belirlenmesinde
daha 6nce yapilan calismalardan (Akbay vd. 2000, Birsin vd. 2003, Koyuncu ve Ozgen

2005, Ozgen vd. 1999) ve 6n denemelerden yararlanilnstir.

Partikiil bombardimani yontemi kullanilarak yapilan gen aktarimi ¢aligmalarinda her petri

bir tekrar olarak kabul edilmis ve denemeler 3 tekrarlamali olarak kurulmustur.

Embiyoya gen aktariminda, petri basina 50 adet embriyo petrinin ortasina gelecek sekilde
yerlestirilmis, 15 Gy gamma dozuyla 1sinlanan embriyolara ertesi giin 1100 psi basing ve 9
cm yiikseklikten gen aktarimi yapilmistir. Kallusa gen aktariminda ise 14 giin siire ile
inkiibatorde karanlik sartlarda tutulan embriyolarin kallus olusturmasi saglanmis, petrilerin
ortasina konulan ve 15 Gy gamma dozuyla 1smlanan 15 adet kallusa ertesi giin 900 psi

basing ve 6 cm yiikseklikten gen aktarimi gergeklestirilmistir.

Gen aktarimindan 48 saat sonra "Histokimyasal GUS Analizi" uygulanmis, sonucta ortaya

cikan mavi noktalar sayilarak gen aktarim frekansi tespit edilmistir.
3.2.5.1. Mikrotasiyicilarin hazirlanmasi

Tungten partikiilleri Sanford vd. (1993) tarafindan belirtilen asagidaki metot kullanilarak

hazirlanmustir.

- 1.5 mI’lik ependorf tiip igine 30 mg partikiil tartilmas,

- 1 ml %96’lik (v/v) etanol ilave edilerek

- 3-5 dakika boyunca vorteks ile karigtirilmistir.

- Mikrosantrifiijde 10 000 devirde 1 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra
- Ust kistimda kalan s1v1 bosaltilmistir.

- Yukaridaki islemler 3 kez tekrar edilmistir.

- Ortamdan etanolii uzaklastirmak i¢in 1 ml steril saf su ilave edilmis,

- 1 dakika vorteksle karistirildiktan sonra

- 10 000 devirde 1 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

- Ustte kalan s1v1 bosaltilmus,

- Buislem 3 kez tekrarlanmuistir.

- Partikiil konsantrasyonunu 60 mg/ml’ye getirmek ig¢in 500 pl %50’lik (v/v) steril

gliserol ilave edilmistir.
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3.2.5.2. Mikrotasiyicilarin DNA ile kaplanmasi

- Microtastyici soliisyonundan 50 pl alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiip i¢ine konulmus,

- Siispansiyon stirekli vorteksle ¢alkalanirken,

- 5 ul DNA (1 pg/ul), 50 pul 2.5 M CaCl; ve 20 ul 0.1 M spermidin eklenmistir.

- 2-3 dakika vorteks ile karigtirilmais,

- Siispansiyon 10 000 devirde 10 saniye siireyle santrifiij edilmistir.

- Ust kisimda kalan s1v1 bosaltildiktan sonra,

- 250 ul %96’lik (v/v) etanol eklenerek,

- 10 000 devirde 10 saniye siireyle santrifiij edilmistir.

- Ust taraftaki s1iv1 bosaltilmus,

- DNA ile kaplanmis tungsten partikiillerinin iizerine 60 ul %96’lik (v/v) etanol

eklenmigtir.
3.2.5.3. Bombardiman isleminin yapilmasi

- Kirlicr diskin yerlestirildigi baslik (Sekil 3.4) ile partikiil firlatma diizenegi arasindaki
mesafe ayarlanarak, partikiil firlatma diizeneginin sabitleme baglig1 igerisine durdurma
levhasi yerlestirilmistir.

- Helyum kaynagi kontrol edilmis,

- Makrotasiyicilar %50’lik (v/v) gliserol i¢inde yikanmas,

- Giic kablosu sebeke gerilimine baglanmustir.

- Giic kontrol diigmesi "ACIK" konuma getirildikten sonra,

- Bombardiman odasinin i¢ ¢eperleri %70’1ik (v/v) etanol ile temizlenmistir.

- Sterilize edilmis kirilici disk yine sterilize edilmis olan kirilict disk baslhigina

yerlestirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Kirilic1 diskin baslik i¢ine yerlestirilmesi (orijinal)

- Kirilic1 disk baglig1 gaz hizlandirma tiiptiniin ucuna takilarak sikistirtlmistir (Sekil 3.5).

9
7 -

Sekil 3.5. Kurilict diskin yerlestirildigi baslhigin takilmasi/¢ikariimasi (Bio-Rad 2000)

Partikiil firlatma diizenegine makrotasiyict ve durdurma levhasi yerlestirilmis (Sekil

3.6).

- Partikiil firlatma diizenegi ve hedef hiicreler bombardiman odasina konarak cihazin
kapist kapatilmistir.

- Vakum diigmesi "vac" konumuna getirilerek bombardiman odasinin havasi bosaltilmis,

- Vakum diigmesi "vac" konumundan "hold" konumuna getirilerek bombardiman

odasinin vakumu korunmustur.
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Sekil 3.6. Partikiil firlatma diizenegine makrotasiyici ve durdurma levhasinin
yerlestirilmesi (orijinal)

Atesleme diigmesi kirilici disk patlayincaya kadar basili tutulmus, basing istenen

diizeye ulastiginda kirilic1 disk patlamis ve atis gergeklestirilmistir (Sekil 3.7).

Atesleme diigmesi birakilmas,

Atigtan hemen sonra helyum basing gdstergesi sifira diigmiistiir.
- Vakum diigmesi "vent" konumuna getirilerek bombardiman odasina hava alinmis ve

vakum ortadan kaldirilmistir.

Sekil 3.7. Bombardiman iglemi (Bio-Rad 2000)

- Hedef doku bombardiman odasindan ¢ikarilmus,

58



- Makrotasiyict ve durdurma levhasi partikiil firlatma diizeneginden ¢ikarilmistir (Sekil

3.8).

Sekil 3.8. Bombardiman isleminden sonra makrotasiyici ve durdurma levhasinin durumu

(Bio-Rad 2000)

- Kinilmus olan disk ¢ikarilmstir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Kirilic1 diskin patladiktan sonraki durumu (Bio-Rad 2000)
3.2.6. Gen gegislerinin belirlenmesi

Aragtirmada markor gen olarak E. coli "B-Glucuronidase (GUS)" geni kullanilmis, gen
gecislerinin belirlenmesinde, Jefferson (1987) tarafindan bildirilen "Histokimyasal GUS
Analizi"nden yararlanilmigtir. Buna gore, bitki dokular1 100 mM sodyum fosfat (pH=7.0),
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10 mM EDTA, %0.1 Triton X-100 ve 1 mM 5-bromo-4-cloro-3-indolyl glucuronide (X-
GLUC) igeren soliisyonda 37°C’de gece boyu inkiibe edilmis, daha sonra dokular %70°1ik
alkolde yikanarak, gen gegcislerinin gostergesi olarak kabul edilen mavi noktalar

say1ilmstir.

Bombardimandan 48 saat sonra gen gecislerinin belirlenmesi amaciyla embriyo ve

kalluslar Jefferson (1987) yonteminden yararlanilarak X-GLUC soliisyonuna alinmstir.
50 ml "X-Gluc" soliisyonu hazirlamak i¢in bir behere sirasi ile,

- 5mlEDTA,

- 5 ml potasyum ferrisiyanid,

- 5 ml potasyum ferrosiyanid,

- 25 ml Buffer,
- 0.2 M Na2HPO4 = 15.25 ml
- 0.2 M NaH2PO4 =9.75 ml

- 500 pl Triton X-100

- 25 mg "X-Gluc" (tartilarak 500 ul DMF i¢inde ¢oziilmiistiir.)

- 9 ml steril distile su eklenmistir.

- Petri kutulan steril kabin igerisinde agilarak embriyo ve kalluslar 10 ml’lik falkon
tiiplere alinmus,

- Eksplantlarin yiizeyini ortecek sekilde her tiipe soliisyon eklenmis ve

- Tiipler vakum cihazina yerlestirilerek 10 saniye siire ile hava kabarciklarinin disari
alinmas1 ve boylece eksplantlarin ylizeyi ile soliisyon temasinin daha iyi olmasi
saglanmistir.

- Tiipler, agizlan1 kapatilarak 151k almayacak sekilde bir kutuya yerlestirilerek 24 saat
stire ile 37°C’de inkiibatérde bekletilmistir.

- Bu siire sonunda tiipler agilarak "X-Gluc" soliisyonu mikropipet yardimiyla disari
almmus ve bir defa steril distile su ile yikama sonras1 % 70 (v/v) etanol eklenmistir.

- Embriyo ve kalluslar mikroskop altinda birer birer incelenerek gézlenen mavi nokta

sayilar1 kaydedilmistir.
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3.2.7. Fotosentetik aktivitenin belirlenmesi

Gamma radyasyonu uygulamasindan sonra kallustan gelisen bitkiciklerin yapraklarinda
klorofil a, kolorofil b ve toplam klorofil igerikleri Curtis ve Shetty (1996) tarafindan
bildirilen protokol kullanilarak belirlenmistir. Bunun icin, 50 mg yesil materyal, 3 ml
metanol i¢ine konularak 23°C’lik sicakliktaki karanlik ortamda 2 saat siireyle tutulmus ve
yesil materyalde bulunan klorofilin metanol icerisinde ¢oziinmesi saglanmistir. Bu siire
sonunda sivi kisimdan (klorofil igeren metanol) 1.5 ml almarak 650 ve 665 nm’de
spektrofotometre araciligiyla optik yogunlugu (OD) 6l¢iilmiis ve asagida verilen formiiller
kullanilarak klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil miktarlar1 "ug klorofil/g taze doku"

cinsinden belirlenmistir.

Klorofil a = [165 X A665 -83x A650] x3/0.05
Klorofil b = [338 X A650 —-12.5x A665] x3/0.05
Toplam Klorofil = [25.8 x Agso —4.0 X Ages] x 3/0.05

3.2.8. Mikroskop gozlemleri

Gamma uygulamasindan sonra kallustan gelisen bitkiciklerin yaprak iist yiizeyinde yapilan
gozlemlerde mikroskop goriis alaninda (303 000 um2) bulunan toplam tiiy sayisi, toplam
stoma sayis1 ve 10 adet hiicrenin boyu (um) belirlenmistir. Olgiimler, her bir muamele igin
(0 Gy (kontrol), Kobalt 60 ile 15 Gy ve Sezyum 137 ile 15 Gy) 3 tekrarlamali olarak
yapilmustir.

3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus, her muamele igerisinde 20
adet eksplantin bulundugu 3 tekrarlamali 100x10 mm’lik petri kutularindan olusmustur.
Elde edilen veriler “SPSS for Windows” programi yardimiyla t-testi ve varyans analizine
tabi tutulmus, muamele ortalamalar1 MSTAT-C bilgisayar programi kullanilarak Duncan
testi ile karsilagtinlmigtir. Yiizde degerlere istatistik analizinden ©nce arcsin (\/Y )

transformasyonu uygulanmistir (Snedecor ve Cochran 1967).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan bu arastirma ile gamma radyasyonunun partikiil bombardimani teknigi ile gen
aktarimima olan etkisinin belirlenmesine c¢alisilmistir. Gamma radyasyon kaynagi olarak
Kobalt 60 (Co-60) ve Sezyum 137 (Cs-137) kullanilmigtir. Kiiltiire alman olgun
embriyolar ve 14 giin sonra bu embriyolardan gelisen kalluslar 0 (kontrol), 15, 30, 60, 90,
120 ve 150 Gy dozlarinda 1sinlanmistir.

Oncelikle farkli kaynakli gamma dozlarmin olgun bugday embriyolarindan kallus kiiltiirii
araciligiyla bitki rejenerasyonu iizerindeki etkilerinin belirlenmesine c¢alisilmis, en uygun
gamma kaynag1 ve dozu belirlendikten sonra gen aktarim caligmalarina gecilmistir. Olgun
embriyolardan kallus kiiltiirii araciligryla bitki rejenerasyonu caligmalarinda her iki bugday
cesidinde de (Bezostaja-1 ve Cakmak 79) en yiiksek sonuglar 1sinlama yapilmayan kontrol
uygulamasindan almmuistir. Uygulanan gamma kaynaklart ve dozlart igerisinde ise en
yiiksek degerler Kobalt 60 gamma kaynagimin kullanildigr 15 Gy’lik doz ile yapilan

1sinlama uygulamalarindan elde edilmistir.

Kobalt 60 gamma kaynagi ve 15 Gy’lik dozla 1sinlanan eksplantlara (embriyo ve kallus)
daha sonra partikiill bombardimani yontemi ile gen aktarimi yapilmig, 2 giin sonra
uygulanan "Histokimyasal GUS Analizi" sonucunda eksplantlardaki mavi nokta sayilari
belirlenerek, gamma radyasyonunun gen gegisine iizerine olan etkisi belirlenmeye

calisilmstir.

Kallustan gelisen bitkiciklerin yapraklarindaki hiicre gelisimi lizerine etkisi bakimindan 15
Gy’lik dozda farkli gamma kaynaklar1 kargilagtirnldiginda, Kobalt 60 gamma kaynagindan
alman sonuglarin kontrol (0 Gy) uygulamasina yakin oldugu, buna karsin Sezyum 137
kaynaginin kullanildigi durumlarda yaprak hiicrelerinin olumsuz yonde etkilendigi

gbzlenmistir.

Kallustan gelisen bitkiciklerin yapraklarindaki fotosentetik aktivite {izerine etki bakimdan
15 Gy’lik gamma dozunda Kobalt 60 ve Sezyum 137 kaynaklarmin karsilastirildigi
calismada, yine elde edilen sonuglarin Sezyum 137 kaynaginin kullanildig1 uygulamalarda

biiytik diisiisler gosterdigi tespit edilmistir.
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4.1. Kallusa Uygulanan Farkh Kaynaklh Gamma Radyasyonunun Bugdayda Siirgiin

Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Incelenen tiim karakterlerde en yiiksek degerler her iki ¢esit ve gamma kaynaginda da

0 Gy’lik kontrol uygulamalarindan elde edilmistir.

4.1.1. Kallusa uygulanan Kobalt 60 kaynaklh gamma radyasyonunun Bezostaja-1

ekmeklik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Incelenen karakterlerden kallusun rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkinligi bakimindan 0
ve 15 Gy’lik dozlar arasindaki fark istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur. Gamma
kaynag1 olarak Kobalt 60’ kullanildig1 uygulamalarda en yiiksek degerler 15 Gy’lik
dozdan alinmistir. Gamma radyasyon dozu arttik¢a incelenen tiim karakterlerde (kallusun
rejenerasyon kapasitesi, kiiltiir etkinligi, rejenere olan siirgiin sayisi, gelisen bitkicik sayisi,
stirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu) onemli disiisler gézlenmistir (Sekil 4.1). 15 Gy’lik
gamma dozu disinda diger tiim dozlarda kallustan siirgiin rejenerasyonu saglansa bile, bu
stirglinler koklendirilmek i¢in kavanozlara aktarildiginda, siirgiinlerde herhangi bir gelisme
olmamis ve sonugta kdklenmis bitkicikler gelisememistir. Kontrol uygulamasinda (0 Gy)
petri basina ortalama 11 adet bitkicik gelisirken, 15 Gy’lik gamma dozunda bu rakam 8.3’e
gerilemistir. Siirglin uzunluklar1 kontrolde 13.9 cm’den 15 Gy’lik gamma dozunda 11.9
cm’ye diismiistiir. Kok uzunlugu ise, kontrol uygulamasinda 2.4 cm iken, 15 Gy’lik

gamma dozunda 1.8 cm olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.2).

4.1.2. Kallusa uygulanan Sezyum 137 kaynakh gamma radyasyonunun Bezostaja-1

ekmeklik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Sezyum 137 gamma kaynagi kullanildiginda, en yiiksek degerler yine 15 Gy’lik dozdan
almmistir. Gamma dozu arttikga tiim karakterlerde onemli diisiisler gozlenmistir (Sekil
4.1). 15 Gy’lik gamma dozu diginda diger gamma dozlarindan koklenmis bitkicik elde
edilememistir. Gelisen bitkicik sayist kontrolde (0 Gy) petri bagina ortalama 11.0 adet
iken, 15 Gy’lik dozda 5.0 adet olmustur. Siirglin uzunluklar1 kontrolde 13.9 cm’den 15
Gy’lik gamma dozunda 2.5 cm’ye diismiistiir. K6k uzunlugu ise kontrol uygulamasinda 2.4

cm’den 15 Gy’lik gamma dozunda 1.6 cm’ye gerilemistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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Cizelge 4.1. Kallusa uygulanan Kobalt 60 gamma kaynaginin Bezostaja-1 ekmeklik bugday cesidinde embriyo kiiltiirii {izerine etkisi

Kallus Kallus Gamma Kallusun Kiiltiir Rejenere Gelisen Siirgiin Kok

Olugumu | Agirligi (g) Dozu (Gy) | Rejenerasyon | Etkinligi’ (%) | Olan Siirgiin | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu

(%) Kapasitesi' Say1s1 Sayisi (cm) (cm)

(%)

100 1.229 0 983 a 983 a 18.0a 11.0a 139a 24a
100 1.135 15 96.7 a 96.7 a 150b 83b 119b 1.8b
100 1.301 30 90.0b 90.0b 13.7b 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.261 60 88.3 bc 88.3 be 11.0c 0.0c 0.0c 0.0c
98.3 1.297 90 78.3 bed 78.3 bed 103 ¢ 0.0c 0.0c 0.0c
98.3 1.244 120 76.7 cd 76.7 cd 9.0c 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.302 150 73.3d 73.3d 83c 0.0c 00c 00c

! Rejenere olabilir kallus sayisi / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; > Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alman embriyo sayist x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir.




Cizelge 4.2. Kallusa uygulanan Sezyum 137 gamma kaynaginin Bezostaja-1 ekmeklik bugday c¢esidinde embriyo kiiltiirii iizerine

etkisi
Kallus Kallus Gamma Kallusun Kiiltiir Rejenere Gelisen Siirgiin Kok
Olugumu | Agirligi (g) Dozu (Gy) | Rejenerasyon | Etkinligi® (%) | Olan Siirgiin | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
(%) Kapasitesi' Sayis1 Sayisi (cm) (cm)
(%)
100 1.229 0 983 a 983 a 18.0a 11.0a 139a 24a
100 1.230 15 833D 83.3b 133D 50b 25D 1.6b
100 1.247 30 81.7 be 81.7 be 11.7 be 0.0c 0.0c 00c
100 1.203 60 76.7 bed 76.7 bed 10.7 ¢ 0.0c 00c 00c
100 1.207 90 733 cd 733 cd 6.7d 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.247 120 68.3 de 68.3 de 6.0d 0.0c 0.0c 0.0c
98.3 1.190 150 61.7e 61.7¢ 53d 0.0c 0.0c 00c

! Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; * Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alinan embriyo sayisi x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Sekil 4.1. Kallusa uygulanan farkli kaynakli gamma radyasyonunun Bezostaja-1 ekmeklik
bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi
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Sekil 4.2. Kallusa uygulanan farkli kaynakli gamma radyasyonunun Bezostaja-1 ekmeklik
bugday cesidinde bitkicik gelisimi {izerine etkisi. (a) 0 Gy (kontrol) gamma
dozu, (b) 15 Gy Kobalt 60 gamma dozu, (c) 15 Gy Sezyum 137 gamma dozu
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4.1.3. Kallusa uygulanan Kobalt 60 kaynakh gamma radyasyonunun Cakmak 79

makarnahk bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Incelenen tiim karakterlerde en yiiksek degerler 0 Gy’lik kontrol uygulamalarindan elde
edilmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4). Gamma kaynag1 olarak Kobalt 60’in kullanildig:
uygulamalarda en yiiksek degerler 15 Gy’lik dozdan alinmistir. Artan gamma dozuna
paralel olarak tiim karakterlerde (kallusun rejenerasyon kapasitesi, kiiltiir etkinligi, rejenere
olan siirgiin sayisi, gelisen bitkicik sayisi, siirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu) belirgin
diistisler tespit edilmistir (Sekil 4.3). 15 Gy’lik gamma dozu disinda diger tiim dozlarda
kallustan siirgiin rejenerasyonu saglansa bile, bu siirgiinler koklendirilmek icin kavanozlara
aktarildiginda, siirgiinlerde herhangi bir gelisme olmamis ve sonugta kdklenmis bitkicikler

gelisememistir.

0 Gy’lik kontrol uygulamasinda petri bagina ortalama 15.3 adet bitkicik geligirken, 15
Gy’lik gamma dozunda bu rakam 11.3’e gerilemistir. Siirglin uzunluklar1 kontrolde 12.6
cm’den 15 Gy’lik gamma dozunda 10.9 cm’ye diismiistiir. Kok uzunlugu ise, kontrol
uygulamasinda 2.8 cm iken, 15 Gy’lik gamma dozunda 2.1 cm olmustur (Cizelge 4.3,

Sekil 4.4).

4.1.4. Kallusa uygulanan Sezyum 137 kaynakh gamma radyasyonunun Cakmak 79

makarnalik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Gamma kaynag1 olarak Sezyum 137 kullanildiginda, en yiiksek degerler yine 15 Gy’lik
dozdan alinmistir. Gamma dozu arttik¢a tiim karakterlerde 6nemli diisiisler gozlenmistir
(Sekil 4.3). 15 Gy’lik gamma dozu diginda diger gamma dozlarindan koklenmis bitkicik
elde edilememistir. Gelisen bitkicik sayis1 kontrol uygulamasinda (0 Gy) petri basina
ortalama 15.3 adet iken, 15 Gy’lik dozda 3.7 adet olmustur. Siirglin uzunluklar1 kontrolde
12.6 cm’den 15 Gy’lik gamma dozunda 2.1 cm’ye dismiistiir. Kok uzunlugu ise kontrol
uygulamasinda 2.8 cm’den 15 Gy’lik gamma dozunda 1.7 cm’ye gerilemistir (Cizelge 4.4,
Sekil 4.4).

68



Cizelge 4.3. Kallusa uygulanan Kobalt 60 gamma kaynaginin Cakmak 79 makarnalik bugday ¢esidinde embriyo kiiltlirii iizerine

etkisi
Kallus Kallus Gamma Kallusun Kiiltiir Rejenere Gelisen Siirgiin Kok
Olugumu | Agirligi (g) Dozu (Gy) | Rejenerasyon | Etkinligi® (%) | Olan Siirgiin | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
(%) Kapasitesi' Sayis1 Sayisi (cm) (cm)
(%)
100 1.383 0 983 a 983 a 18.0a 153a 12.6 a 2.8a
100 1.498 15 90.0b 90.0b 13.7b 11.3b 109b 2.1b
98.3 1.497 30 85.0 be 85.0 be 12.0b 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.474 60 783 cd 78.3 cd 10.0¢c 0.0c 00c 0.0c
100 1.534 90 75.0 cd 75.0 cd 9.7c¢ 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.461 120 71.7d 71.7d 9.7c¢ 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.439 150 65.0d 65.0d 83c¢ 0.0c 00c 0.0c

! Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; > Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alinan embriyo sayisi x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir.




Cizelge 4.4. Kallusa uygulanan Sezyum 137 gamma kaynaginin Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde embriyo kiiltiirii {izerine

etkisi
Kallus Kallus Gamma Kallusun Kiiltiir Rejenere Gelisen Siirgiin Kok
Olugumu | Agirligi (g) Dozu (Gy) | Rejenerasyon | Etkinligi® (%) | Olan Siirgiin | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
(%) Kapasitesi' Sayis1 Sayisi (cm) (cm)
(%)
100 1.383 0 983 a 983 a 18.0a 153a 12.6 a 2.8a
100 1.415 15 75.0b 75.0b 12.0b 370 2.1b 1.7b
96.7 1.279 30 71.7b 71.7b 11.3b 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.451 60 66.7b 66.7b 10.0b 0.0c 00c 0.0c
100 1.457 90 61.7 be 61.7 be 7.7 ¢ 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.469 120 61.7 be 61.7 be 6.7 cd 0.0c 0.0c 0.0c
100 1.384 150 51.7c 51.7c¢ 5.0d 0.0c 0.0c 0.0c

! Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; * Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alinan embriyo sayisi x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde énemlidir.
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Sekil 4.3. Kallusa uygulanan farkli kaynakli gamma radyasyonunun Cakmak 79
makarnalik bugday ¢esidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi
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Sekil 4.4. Kallusa uygulanan farkli kaynakli gamma radyasyonunun Cakmak 79
makarnalik bugday cesidinde bitkicik gelisimi iizerine etkisi. (a) 0 Gy

(kontrol) gamma dozu, (b) 15 Gy Kobalt 60 gamma dozu, (c) 15 Gy Sezyum
137 gamma dozu
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4.1.5. Bugdayda kallustan siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi bakimindan Kobalt 60

ve Sezyum 137 gamma kaynaklarimin karsilastirilmasi

Sonuglar incelendiginde, gamma kaynagi olarak kullanilan Sezyum 137’nin her iki bugday
¢esidinde de incelenen karakterler lizerindeki etkisinin Kobalt 60°dan daha siddetli oldugu

goriilmektedir.

Bezostaja-1 ekmeklik bugday ¢esidinde 15 Gy’lik gamma dozunda kaynak olarak Kobalt
60 yerine Sezyum 137 kullanildiginda, rejenere olan siirgiin sayis1 15.0’dan 13.3’e, gelisen
bitkicik sayis1 8.3’den 5.0’a, siirgiin uzunlugu 11.9 cm’den 2.5 cm’ye ve kok uzunlugu da

1.8 cm’den 1.6 cm’ye diismiistiir (Cizelge 4.5).

Cakmak 79 makarnalik bugday ¢esidinde ise 15 Gy’lik gamma dozunda kaynak olarak
Kobalt 60 yerine Sezyum 137 kullanildiginda, rejenere olan siirgiin sayist 13.7°den 12.0’a,
gelisen bitkicik sayist 11.3’den 3.7’ye, siirgiin uzunlugu 10.9 cm’den 2.1 cm’ye ve kok

uzunlugu da 2.1 cm’den 1.7 cm’ye gerilemistir (Cizelge 4.5).

Buna gore, gamma radyasyonunun bugday olgun embriyolarindan kallus kiiltiiri
araciligiyla bitki rejenerasyonu lizerine etkisi bakimindan en iyi sonuglar 15 Gy’lik gamma
dozu ve Kobalt 60 kaynagimin kullanilmasiyla saglanmistir. Her ne kadar bu dozda elde
edilen sonuglar incelenen tiim karakterlerde kontroliin (0 Gy) gerisinde kalsa da, gamma
radyasyonunun hiicre ve dokular {izerinde olusturdugu etki disiiniildiiglinde, partikiil
bombardimani teknigi ile gen aktariminda kontrole gore daha yiiksek oranda gen aktarilmis

hiicre ve transgenik siirgiin elde edilebilme sans1 oldugu soylenebilir.
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Cizelge 4.5. Bugdayda kallustan siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi bakimindan kallusa uygulanan 15 Gy dozda Kobalt 60 ve Sezyum 137 gamma
kaynaklarinin karsilagtirilmasi

Kallus Olusumu Kallus Agirligi (g) | Kallusun Kiiltiir Etkinligi* Rejenere Olan Gelisen Bitkicik Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu
il (%) Rejenerasyon (%) Siirgiin Sayis1 Sayist (cm) (cm)
Cesitler Kapasitesi' (%)
Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum
137 137 137 137 137 137 137 137
Bezostaja-1 100 100 1.135 1.230 96.7 83.3 96.7 83.3 15.0 13.3 8.3 5.0 11.9 2.5 1.8 1.6
t degeri ns ns 2.854" 2.854" ns 5.000" 18.692™" 3.500"
Cakmak 79 100 100 1.498 1.415 90.0 75.0 90.0 75.0 13.7 12.0 11.3 3.7 10.9 2.1 2.1 1.7
t degeri ns ns 3.453" 3.453" ns 16.263" 16.965™ 3.250"

! Rejenere olabilir kallus sayisi / Kallus olusturanlarin sayis1 x 100; 2 Rejenere olabilir kallus sayist / Kiiltiire alman embriyo sayist x 100

* ok

ns Onemsiz

0.05 ve 0.01 diizeyinde 6nemli




4.2. Embriyoya Uygulanan Farkh Kaynakh Gamma Radyasyonunun Bugdayda

Siirgiin Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Incelenen tiim karakterlerde en yiiksek degerler her iki cesit ve gamma kaynaginda da 0

Gy’lik kontrol uygulamasindan elde edilmistir.

4.2.1. Embriyoya uygulanan Kobalt 60 kaynakh gamma radyasyonunun Bezostaja-1

ekmeklik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Gamma kaynagi olarak Kobalt 60’1 kullanildigi uygulamalarda en yiiksek degerler 15
Gy’lik dozdan alimmistir. Artan gamma dozunda incelenen tiim karakterlerde (kallusun
rejenerasyon kapasitesi, kiiltiir etkinligi, rejenere olan siirgiin sayisi, gelisen bitkicik sayisi,
stirgiin uzunlugu ve kok uzunlugu) onemli disiisler gozlenmistir (Sekil 4.5). 15 Gy’lik
gamma dozu diginda diger tiim dozlarda kallustan siirgiin rejenerasyonu saglansa bile, bu
stirgiinler koklendirilmek icin kavanozlara aktarildiginda, siirgiinlerde herhangi bir gelisme
olmamis ve sonugta koklenmis bitkicikler gelisememistir. Kontrol uygulamasinda (0 Gy)
petri basma ortalama 11 adet bitkicik gelisirken, 15 Gy’lik gamma dozunda bu rakam 3.0’a
gerilemistir. Siirgiin uzunluklar1 kontrolde 13.9 cm’den 15 Gy’lik gamma dozunda 10.4
cm’ye diismiistiir. Kok uzunlugu ise, kontrol uygulamasinda 2.4 cm iken, 15 Gy’lik

gamma dozunda 1.8 cm olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).

4.2.2. Embriyoya uygulanan Sezyum 137 kaynakh gamma radyasyonunun Bezostaja-1

ekmeklik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Sezyum 137 gamma kaynagi kullanildiginda, en yiiksek degerler yine 15 Gy’lik dozdan
almmis, gamma dozu arttik¢a tiim karakterlerde énemli disiisler gézlenmistir (Sekil 4.5).
15 Gy’lik gamma dozu disinda diger gamma dozlarindan koklenmis bitkicik elde
edilememistir. Gelisen bitkicik sayis1 kontrolde (0 Gy) petri basma ortalama 11.0 adet
iken, 15 Gy’lik dozda 2.0 adet olmustur. Siirglin uzunluklar1 kontrolde 13.9 cm’den 15
Gy’lik gamma dozunda 1.7 cm’e diigmiistiir. Kok uzunlugu ise kontrol uygulamasinda 2.4

cm’den 15 Gy’lik gamma dozunda 0.8 cm’ye gerilemistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.6).
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Cizelge 4.6. Embriyoya uygulanan Kobalt 60 gamma kaynaginin Bezostaja-1 ekmeklik bugday ¢esidinde embriyo kiiltiiri tizerine etkisi

Gamma Kallus Kallus Kallusun Kiiltiir Rejenere Olan | Gelisen Siirgiin Kok
Dozu (Gy) | Olusumu (%) | Agirlig (g) Rejenerasyon | Etkinligi® (%) | Siirgiin Sayisi | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
Kapasitesi' Say1s1 (cm) (cm)
(%)
0 100 1.229 a 983a 983 a 18.0a 11.0a 139a 24a
15 100 1.211 ab 95.0 ab 95.0 ab 3.0b 3.0b 1040 1.8b
30 100 1.178 ab 93.3 be 93.3 be 03¢ 0.0c 0.0c 0.0c
60 100 1.057 be 90.0 cd 90.0 cd 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
90 100 1.041 be 85.0cd 85.0cd 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
120 100 0921 ¢ 80.0d 80.0d 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
150 100 0.865 ¢ 78.3d 78.3d 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c

! Rejenere olabilir kallus sayisi / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; > Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alman embriyo sayist x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir.




Cizelge 4.7. Embriyoya uygulanan Sezyum 137 gamma kaynaginin Bezostaja-1 ekmeklik bugday ¢esidinde embriyo kiiltiirii {izerine

etkisi
Gamma Kallus Kallus Kallusun Kiltiir Rejenere Olan | Gelisen Siirgiin Kok
Dozu (Gy) | Olusumu (%) | Agirlig (g) Rejenerasyon | Etkinligi® (%) | Siirgiin Sayisi | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
Kapasitesi' Say1s1 (cm) (cm)
(%)
0 100 1.229 a 98.3a 983 a 18.0a 11.0a 139a 24a
15 100 1.126 b 80.0b 80.0b 3.0b 20b 1.7b 0.8c¢
30 100 1.044 be 76.7 be 76.7 be 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
60 100 1.031 be 71.7 be 71.7 be 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
90 100 1.014 ¢ 70.0 ¢ 70.0 ¢ 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
120 100 0.992 ¢ 67.7¢c 67.7¢c 0.0c 0.0c 0.0c 0.0c
150 100 0.950 ¢ 60.0 ¢ 60.0 ¢ 0.0c 0.0c 00c 0.0c

! Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; * Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alinan embriyo sayisi x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Sekil 4.5. Embriyoya uygulanan farkli kaynakli gamma radyasyonunun Bezostaja-1
ekmeklik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi
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Sekil 4.6. Embriyoya uygulanan farkli kaynakli gamma radyasyonunun Bezostaja-1
ekmeklik bugday c¢esidinde bitkicik gelisimi iizerine etkisi. (a) 0 Gy (kontrol)

gamma dozu, (b) 15 Gy Kobalt 60 gamma dozu, (¢) 15 Gy Sezyum 137
gamma dozu

79



4.2.3. Embriyoya uygulanan Kobalt 60 kaynaklh gamma radyasyonunun Cakmak 79

makarnalik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Kobalt 60 gamma kaynagi kullanildiginda, 15 Gy’lik dozda rejenere olan siirgiin sayist 3.0
olmustur. Artan gamma dozlarinda kallusun rejenerasyon kapasitesi ve kiiltiir etkinligi
degerlerinde belirgin diisiisler tespit edilmistir. Tiim gamma dozlarinda kallustan siirgiin
rejenerasyonu saglansa bile, bu siirgiinler koklendirilmek i¢in kavanozlara aktarildiginda,
siirgiinlerde herhangi bir gelisme olmamus, koklenmis bitkicikler gelisememistir (Cizelge

4.8, Sekil 4.7).

4.2.4. Embriyoya uygulanan Sezyum 137 kaynakh gamma radyasyonunun Cakmak

79 makarnalik bugday cesidinde siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi

Gamma kaynagi olarak Sezyum 137 kullanildiginda, yine 15 Gy’lik dozda yalnizca siirgiin
rejenerasyonu saglanmistir. Diger gamma dozlar1 gibi 15 Gy’lik dozda da herhangi bir

bitkicik gelisimi elde edilememistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.7).

4.2.5. Bugdayda siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi bakimindan embriyoya

uygulanan Kobalt 60 ve Sezyum 137 gamma kaynaklarinin karsilagtirllmasi

Sonuglar incelendiginde, gamma kaynag olarak kullanilan Sezyum 137’nin her iki bugday
¢esidinde de incelenen karakterler iizerindeki etkisinin Kobalt 60°dan daha siddetli oldugu

goriilmektedir.

Bezostaja-1 ekmeklik bugday ¢esidinde 15 Gy’lik gamma dozunda kaynak olarak Kobalt
60 yerine Sezyum 137 kullanildiginda, gelisen bitkicik sayisi 3.0°dan 2.0’a, siirgiin
uzunlugu 6.5 cm’den 1.7 cm’ye ve kdk uzunlugu da 1.8 cm’den 0.8 cm’ye diismiistiir.
Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde ise 15 Gy’lik gamma dozunda kaynak olarak
Kobalt 60 yerine Sezyum 137 kullanildiginda, rejenere olan siirgiin sayist 3.0’den 2.0’ye
diismiis (Cizelge 4.10), incelenen diger karakterlerde (gelisen bitkicik sayisi, siirglin

uzunlugu, kok uzunlugu) her iki gamma kaynagindan da herhangi bir sonu¢ alinamamastir.

Buna goére, gamma radyasyonunun bugday olgun embriyolarma uygulanmasi sonucu
Bezostaja-1 cesidinde en iyi sonuglar 15 Gy’lik gamma dozu ve Kobalt 60 kaynaginin
kullanilmasiyla saglanmistir. Cakmak 79 cesidinde ise, her iki gamma kaynaginda da
kallustan siirglin rejenerasyonu saglanmasina karsin, bu siirgiinlerden bitkicikler elde

edilememistir.
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Cizelge 4.8. Embriyoya uygulanan Kobalt 60 gamma kaynaginin Cakmak 79 makarnalik bugday ¢esidinde embriyo kiiltiirii {izerine etkisi

Gamma Kallus Kallus Kallusun Kiiltiir Rejenere Olan | Gelisen Siirgiin Kok
Dozu (Gy) | Olusumu (%) | Agirligi (g) Rejenerasyon | Etkinligi® (%) | Siirgiin Sayis1 | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
Kapasitesi' Say1s1 (cm) (cm)
(%)
0 100 1.383 a 983 a 983 a 18.0a 153a 12.6a 28a
15 100 1.178 b 82.0b 82.0b 30b 00b 0.0b 00b
30 100 1.060 ab 66.7 ¢ 66.7 ¢ 0.0c 00b 0.0b 00b
60 100 1.065 ab 50.3d 50.3d 0.0c 0.0b 0.0b 00b
90 100 1.056 ab 38.3 de 38.3 de 0.0c 0.0b 0.0b 00b
120 100 1.018 ab 29.0 ef 29.0 ef 0.0c 00b 0.0b 00b
150 100 0.989 b 223f 223f 0.0c 0.0b 0.0b 0.0b

! Rejenere olabilir kallus sayisi / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; > Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alman embriyo sayist x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde onemlidir.




Cizelge 4.9. Embriyoya uygulanan Sezyum 137 gamma kaynaginin Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde embriyo kiiltiirii {izerine

etkisi
Gamma Kallus Kallus Kallusun Kiiltiir Rejenere Olan | Gelisen Siirgiin Kok
Dozu (Gy) | Olusumu (%) | Agirligi (g) Rejenerasyon | Etkinligi® (%) | Siirgiin Sayis1 | Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
Kapasitesi' Say1s1 (cm) (cm)
(%)
0 100 1.383 a 98.3a 983 a 18.0a 153a 126 a 2.8a
15 100 1.265b 83.0b 83.0Db 20D 00b 0.0b 00b
30 100 1.185 be 60.0 c 60.0 ¢ 0.0c 0.0b 0.0b 0.0b
60 100 1.142 c¢d 45.0d 45.0d 0.0c 0.0b 0.0b 00b
90 100 1.136 cd 333 de 333 de 0.0c 00b 0.0b 00b
120 100 1.036 de 25.0 ef 25.0 ef 0.0c 00b 0.0b 00b
150 100 0.980 ¢ 17.0 f 17.0 f 0.0c 00b 0.0b 0.0b

! Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; * Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alinan embriyo sayisi x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.




Cizelge 4.10. Bugdayda siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi bakimindan embriyoya uygulanan
kaynaklarimin karsilagtirilmasi

15 Gy dozda Kobalt 60 ve Sezyum 137 gamma

Kallus Olusumu (%) | Kallus Agirhigi (g) Ka!lusun Kiltiir Etkinligi2 Ri:jer}ere Olan Gelisen Bitkicik Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu (cm)
Cesitler E&;};;eii::?{o(r;ﬁ) (%) Siirgiin Sayist Sayist (cm)
Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum | Kobalt 60 | Sezyum
137 137 137 137 137 137 137 137
Bezostaja-1 100 100 1.127 1.126 87.3 80.0 87.3 80.0 3.0 3.0 3.0 2.0 6.5 1.7 1.8 0.8
t degeri ns ns ns ns ns ns 8574™ 4180
Cakmak 79 100 100 1.178 1.147 82.0 75.7 82.0 75.7 3.0 2.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
t degeri ns 2743" ns ns ns ns ns ns

=™ 0.05 ve 0.01 diizeyinde 6nemli

ns Onemsiz

! Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; > Rejenere olabilir kallus say1s1 / Kiiltiire alman embriyo sayis1 x 100
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Sekil 4.7. Embriyoya uygulanan farkli kaynakli gamma radyasyonunun Cakmak 79
makarnalik bugday ¢esidinde siirgiin rejenerasyonu lizerine etkisi
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4.2.6. Bugdayda siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi bakimindan Kobalt 60 kaynakh

15 Gy gamma dozunda embriyo ve kallusun karsilastirilmasi

Yapilan calismalarda her iki ¢esitte de radyasyon uygulamalar icerisinde en iyi sonuglar
Kobalt 60 gamma kaynagi ve 15 Gy’lik gamma dozundan elde edilmistir. Cizelge 4.11
incelendiginde, Kobalt 60 kaynakli 15 Gy gamma dozu uygulamasinda her iki ¢esitte de en
yiiksek degerleri veren eksplantin kallus oldugu goriilmektedir. Ozellikle rejenere olan
siirgiin sayisi, gelisen bitkicik sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimindan kallustan alinan
sonuglar embriyoya oranla ¢ok yiiksek ¢ikmis, aralarindaki fark istatistiki olarak onemli
bulunmustur. Cakmak 79 cesidinde gelisen bitkicik sayisi, siirgiin uzunlugu ve kok
uzunlugu karakterlerinde embriyodan herhangi bir sonu¢ alimamamis, kallusta ise bagarili

sonuglar elde edilmistir.

Sonug¢ olarak, embriyoya uygulanan gamma radyasyonunun kiiltiirii olumsuz etkiledigi,
tiim karakterlerde alinan sonuglarin kallusa uygulanan gamma radyasyonundan elde edilen

sonuclarin altinda kaldig1 goriilmektedir.

4.3. Kiiltiir Siiresinin Uzatilmasimin Gamma Radyasyonu Uygulanms Kalluslardan

Siirgiin Rejenerasyonu ve Koklenmis Bitkicik Gelisimi Uzerine Etkisi

Daha onceki galigmalarla bugday embriyo kiiltiirlinde en uygun gamma kaynaginin Kobalt
60 (Co-60), gamma dozunun 15 Gy ve eksplantin da embriyolardan gelisen kalluslar
oldugu belirlenmisti. Hem kontrol (0 Gy) ve hem de 15 Gy’lik dozlarda kdklendirilmis
bitkicikler elde edilebilmis olmasina karsin, daha yiiksek dozlarda kalluslar {izerinde

stirgiin gelisimi gozlense de bu siirgiinlerden kdklenmis bitkicikler elde edilememistir.

Bu asamada kallusa uygulanan 15 Gy’den yiiksek gamma dozlarinda siirgiin ve
koklendirilmis bitkicik gelisiminin artirilmast i¢in kiiltiir siiresi uzatilmistir. Caligmada
Kobalt 60 kaynakli 30, 60, 90, 120, 150, 200, 300 ve 500 Gy’lik gamma dozlar kallusa
uygulanmis ve 4 hafta olan normal kiiltiir siiresi 12 haftaya ¢ikarilmistir. Olgiimler 4. hafta
sonunda alinmis, her hafta sonunda verilerde herhangi bir degisiklik olup olmadig1 kontrol
edilmistir. Ancak, arastirmada kullanilan her iki ¢esitte de (Bezostaja-1 ve Cakmak 79),
kallusa uygulanan gamma dozlarinda kiiltiir siiresinin uzatilmasinin siirgiin ve koklenmis
bitkicik gelisimi {izerine herhangi bir olumlu etkisi saptanmamistir. En yiiksek veriler 4.
hafta sonunda tespit edilmis, haftalar ilerledik¢e kalluslarin ve geligsen siirgiinler giderek

soldugu ve sonugta kuruyarak 6ldiigii gozlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.8).
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Cizelge 4.11. Bugdayda siirglin rejenerasyonu iizerine etkisi bakimindan Kobalt 60 kaynakli 15 Gy gamma dozunda embriyo ve

kallusun karsilastirilmasi

Ka.llusun Kiiltiir Etkinligi’ Rejenere Olan Gelisen Bitkicik Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu
Cesitler Eszeanseii:si};(?gh) (%) Stirgiin Sayis1 Sayis1 (cm) (cm)
Embriyo | Kallus | Embriyo | Kallus | Embriyo | Kallus | Embriyo | Kallus | Embriyo | Kallus | Embriyo | Kallus
Bezostaja-1 87.3 96.7 87.3 96.7 3.0 15.0 3.0 8.3 6.5 11.9 1.8 1.8
t degeri ns ns 14.697" 8.000” 8.050" ns
Cakmak 79 82.0 90.0 82.0 90.0 3.0 13.7 0.0 11.3 0.0 10.9 0.0 2.1
t degeri ns ns 12.095™ 34.000" 21.241" 17.750™

! Rejenere olabilir kallus sayist / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; > Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alinan embriyo say1s1 x 100

ok

0.01 diizeyinde 6nemli

ns Onemsiz




Bezostaja-1 ¢esidinde uygulanan tiim radyasyon dozlarinda kalluslar {izerinde siirgiin
gelisimi gozlenirken, Cakmak 79 c¢esidinde 300 ve 500 Gy’lik dozlarda kalluslarda
herhangi bir silirglin gelisimine rastlanmamustir. Cesitler genel olarak incelendiginde,
Cakmak 79 cesidinin gamma radyasyonuna karsi hassas oldugu ve uygulamalarda
Bezostaja-1 ¢esidine gore daha olumsuz etkilendigi goriilmiistiir (Cizelge 4.12, Sekil 4.8).
Bezostaja-1 ¢esidinde gamma dozu 750 Gy’e ¢ikarildiginda, kalluslar iizerinde herhangi

bir siirgiin gelisimi olmamuistir.

4.4. Farkh Kaynakh Gamma Radyasyonunun Kallustan Gelisen Bitkiciklerin

Yapraklarinda Hiicre Gelisimi Uzerine Etkisi

Bugday embriyo kiiltiiriinde kallusa uygulanan farkli kaynakli (Kobalt 60 ve Sezyum 137)
15 Gy’lik gamma radyasyonunun hiicreler iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla,
kallustan gelisen bitkiciklerin yapraklarinin {ist yiizeyinde hiicrelerin boyu, stoma sayis1 ve

tiiy sayis1 belirlenmistir.

Her iki cesitte de incelenen tiim karakterlerde kontrol (0 Gy) uygulamasi ile 15 Gy’lik
Kobalt 60 uygulamasi arasindaki fark istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur. Ancak,
Sezyum 137 kaynakli 15 Gy’lik gamma dozunda sonuglar 6nemli derecede degisim
gostermistir. Bezostaja-1 ekmeklik bugday c¢esidinde, radyasyonun uygulanmadigi
kontrolde birim goriis alanindaki (303 000 umz) tily sayis1 38.0, stoma sayist 15.3 ve hiicre
boyu da 242.2 pm olarak saptanmistir. Tiim uygulamalarda yapraktaki tiiy sayisinda
onemli bir degisiklik gozlenmemistir. Sezyum 137 kaynagmin kullamldigr 15 Gy’lik
gamma dozunda birim alandaki stoma sayisi 8.7’ye diismiistiir. Ayni uygulamada hiicre

boyu 318.9 um’ye yiikselmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.9).

Cakmak 79 makarnalik bugday c¢esidinde ise, kontrol uygulamasinda ayni alandaki (303
000 um?) tily sayis1 44.0, stoma sayisi 10.7 ve hiicre boyu 246.9 pm olarak Sl¢iilmiistiir. 15
Gy’lik gamma dozunda, Sezyum 137 kaynaginin kullanildig1 uygulamada birim alandaki
tiiy sayist 11.0’e, stoma sayis1 7.7’ye diismiis ve hiicre boyu da 356.4 um’ye yiikselmistir
(Cizelge 4.13, Sekil 4.10).
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Cizelge 4.12. Kiiltiir siiresinin uzatilmasinin kallustan siirgiin rejenerasyonu ve kdklenmis bitkicik gelisimi {izerine etkisi

Cesit | Kallus Kallus Gamma | Kallusun Kiiltiir Rejenere Olan | Gelisen Siirgiin Kok
Olusumu | Agirligt | Dozu Rejenerasyon Etkinligi* | Siirgiin Sayis1 | Bitkicik Uzunlugu | Uzunlugu

(%) (2) (Gy) Kapasitesi' (%) | (%) (adet) Sayisi (cm) (cm)

100 1.039 30 98 a 98 a 11.7a 0 0 0

100 1.043 60 98 a 98 a 11.7a 0 0 0

- 100 1.048 90 97 ab 97 ab 11.3 ab 0 0 0

% 100 1.066 120 97 ab 97 ab 10.3 be 0 0 0

é 100 1.102 150 95 abc 95 abc 10.3 be 0 0 0

A 100 1.065 200 93 abc 93 abc 10.3 be 0 0 0

100 1.090 300 92 be 92 be 93cd 0 0 0

100 1.060 500 88¢c 88 ¢ 9.0d 0 0 0

100 1.407 30 90 a 90 a 103 a 0 0 0

100 1.412 60 87 ab 87 ab 10.7 a 0 0 0

o 100 1.424 90 83b 83b 10.0a 0 0 0

% 100 1.412 120 83b 83 b 9.7a 0 0 0

'% 100 1.402 150 83b 83 b 93a 0 0 0

“ 100 4.220 200 65¢ 65c¢ 53b 0 0 0

100 1.404 300 0d 0d 0.0c 0 0 0

100 1.401 500 0d 0d 0.0c 0 0 0

! Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kallus olusturanlarin sayisi x 100

2 Rejenere olabilir kallus sayis1 / Kiiltiire alinan embriyo sayisi x 100

Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Aslinda hiicresel boyutta tespit edilen bu degisimler, bugday embriyo kiiltiiriinden elde
edilen sonuglarla paralellik gostermektedir. Bir bagka deyisle, gamma kaynagi olarak
Sezyum 137 kullanildiginda alinan sonuglar, kontrol ve Kobalt 60 uygulamalarinda elde
edilen verilerden 6nemli derecede sapma gostermektedir. Bugday embriyo kiiltiiriinde
kallusa uygulanan 15 Gy’lik Sezyum 137 kaynakli gamma radyasyonu sonucu elde edilen
verilerin kontrol ve Kobalt 60 kaynakli gamma radyasyonuna gore biiyikk degisim

gostermesinin muhtemel nedeni, Sezyum 137°nin hiicreler {izerindeki olumsuz etkisidir.

Cizelge 4.13. Farkli kaynakli 15 Gy’lik gamma radyasyonu uygulamasinin kallustan
gelisen bitkiciklerin yaprak hiicreleri {izerine etkisi

Cesit Gamma Kaynag1 Tiiy Sayist Stoma Sayis1 Hiicre Boyu (um)
~ Kontrol (0) 38.0a 153a 2422 b

% Kobalt 60 36.7a 17.0a 215.0b

g Sezyum 137 373 a 8.7b 3189 a

o Kontrol (0) 440a 10.7 a 24691

2

é" Kobalt 60 433 a 11.3a 2003 b

f«j‘ Sezyum 137 11.0b 7.7b 3564 a

4.5. Farkh Kaynakh Gamma Radyasyonunun Kallustan Gelisen Bitkiciklerin
Yapraklarinda Fotosentetik Aktivite Uzerine Etkisi

Bugday embriyo kiiltiiriinde kallusa uygulanan farkli kaynakli (Kobalt 60 ve Sezyum 137)
15 Gy’lik gamma radyasyonunun fotosentetik aktivite iizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla, kallustan gelisen bitkiciklerin yapraklarinda klorofil a, kolorofil b ve toplam

klorofil igerikleri "ng/taze doku" cinsinden Slgiilmiistiir.

Her iki cesitte de Kobalt 60 kaynaginin kullanildigi uygulamalardan elde edilen sonuglar
kontrole gore biraz disiik ¢ikmig, ancak aradaki fark istatistiki olarak Onemsiz

bulunmustur.

Bezostaja-1 ¢esidinde, radyasyonun uygulanmadigi kontrolde "ug/taze doku" cinsinden
375.8 Kklorofil a, 123.6 klorofil b ve 268.8 toplam klorofil belirlenmistir. Sezyum 137
kaynagmin kullanildigi durumda ise, tliim karakterlerde elde edilen sonucglar &nemli

disiisler gostermistir (Cizelge 4.14).
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Sekil 4.9. Bezostaja-1 ekmeklik bugday cesidinde kallusa uygulanan 15 Gy’lik gamma
radyasyonunun gelisen bitkiciklerin yaprak hiicreleri {izerine etkisi [a) Kontrol,
b) Kobalt 60, c) Sezyum 137, bar= 100 pm]
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Sekil 4.10. Cakmak 79 makarnalik bugday cesidinde kallusa uygulanan 15 Gy’lik gamma
radyasyonunun gelisen bitkiciklerin yaprak hiicreleri iizerine etkisi [a) Kontrol,
b) Kobalt 60, c) Sezyum 137, bar= 100 pum]
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Cakmak 79 cesidinde, kontrol uygulamasinda 349.8 ng/taze doku klorofil a, 121.3 pg/taze
doku klorofil b ve 249.2 pg/taze doku toplam klorofil tespit edilmistir. Sezyum 137
kaynaginin kullanildigi uygulamada klorofil a 182.8 pg/taze doku’ya, klorofil b 61.8
ug/taze doku’ya ve toplam klorofil ise 128.9 pug/taze doku’ya diigsmiistiir.

Cizelge 4.14. Farkli kaynakli 15 Gy’lik gamma radyasyonu uygulamasinin kallustan
gelisen bitkiciklerin yapraklarinda fotosentetik aktivite iizerine etkisi

Cesit | Gamma Kaynagi Klorofil a Klorofil b Toplam Klorofil
(ng/g taze doku) (ng/g taze doku) (ng/g taze doku)
~ Kontrol (0) 3758 a 123.6 a 268.8 a
% Kobalt 60 340.2 a 1183 a 2429 a
E Sezyum 137 161.9b 629D 128.0b
o Kontrol (0) 349.8 a 1213 a 2492 a
2
é Kobalt 60 330.7 a 99.4 a 2224 a
fﬁj‘ Sezyum 137 182.8 b 61.8b 1289 b

Sonug¢ olarak; kiiltlir siiresinin uzatilmas1 (12 haftaya c¢ikarilmasi) bugday embriyo
kiiltiirtinde, kallusa uygulanan Kobalt 60 kaynakli gamma radyasyonunun yiiksek
dozlarinda siirgiin ve koklenmis bitkicik gelisimi ilizerinde olumlu herhangi bir etki
yapmamis, en uygun kiiltiir siiresi daha 6nce bugdayla ilgili yapilan benzer ¢aligmalarda da
belirtildigi gibi 4 hafta olarak tespit edilmistir. Kiiltiir siiresinin 4 haftanin {izerine
cikarilmasi, gelisen siirgiinlerin giderek solmasi ve sonugta 6lmelerine neden olmaktadir.
Hiicresel diizeyde yapilan incelemeler, Sezyum 137 gamma kaynaginin hiicrelerin
gelisimine ve fotosentetik aktiviteleri {izerine olumsuz etki yaptigimi gostermistir. Bu
nedenle, bugday embriyo kiiltiirlerine uygulanan Sezyum 137 kaynakli gamma radyasyonu

tiim karakterlerde sonuglar1 6nemli derecede diistirmektedir.

4.6. Partikil Bombardimam Teknigi ile Gen Aktarnm Uzerine Gamma

Radyasyonunun Etkisi

Daha once yapilan ¢aligmalarla bugday embriyo kiiltiiriinde en uygun gamma kaynaginin
Kobalt 60 (Co-60), gamma dozunun 15 Gy oldugu belirlenmisti. Hem kontrol (0 Gy) ve
hem de 15 Gy’lik gamma dozlarinda koklendirilmis bitkicikler elde edilebilmis olmasina

karsin, daha yiiksek dozlarda siirgiin gelisimi gozlense de bu siirglinlerden koklenmis

94



bitkicikler elde edilememistir. Bu asamada Bezostaja-1 ekmeklik bugday ve Cakmak 79
makarnalik bugday cesitlerinde embriyo ve kallusa uygulanan 0 Gy (kontrol) ve 15 Gy’lik

gamma dozunun partikiil bombardimani teknigi ile gen gegisine etkisi aragtirilmistir.

Partikiil bombardimani ile yapilan gen aktarimidan sonra embriyo ve kallus eksplantlar
inkiibatérde 2 giin boyunca gelismelerine devam etmistir. Iki giiniin sonunda eksplantlara
"Histokimyasal GUS Analizi" uygulanmis ve 37°C’de 24 saat tutularak reaksiyonun
tamamlanmas1 saglanmistir. Boylece dokular iizerinde gen aktariminin gerceklestigini
gosterir mavi nokta ve bolgeler gozle secilebilir hale gelmis (Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve
Sekil 4.13, Sekil 4.14), mavi noktalar sayilarak gen gecis frekansi belirlenmistir (Cizelge
4.15, Cizelge 4.16).

Sifir ve 15 Gy’lik gamma dozlarnin embriyoya gen gecisine etkisinin t testi ile
karsilagtirildigr Cizelge 5.15 incelendiginde, en yiiksek sonuglarin 15 Gy’lik gamma
dozundan elde edildigi goriilmektedir. Uygulanan gamma dozlar1 arasindaki fark, Cakmak
79 makarnalik bugday c¢esidinde gen aktarilmis embriyo sayisi harig, tiim karakterlerde
istatistiki acidan Onemli bulunmustur. Embriyo basina mavi nokta sayisi Bezostaja-1
cesidinde 15 Gy’lik gamma dozunda 9.0 adet iken, kontrolde (0 Gy gamma) bu say1 3.8
adete diismistiir. Cakmak 79 ¢esidinde ise 15 Gy’lik gamma dozunda 9.2 olan embriyo

basina mavi nokta sayisi, 0 Gy gamma dozunda 5.2’ye gerilemistir.

Cizelge 5.16 incelendiginde, kallusa yapilan gen aktariminda en yiiksek sonuclarin 15
Gy’lik gamma dozundan elde edildigi goriilmektedir. Ancak, uygulanan gamma dozlari
arasindaki fark, her iki cesitte de kallus basina mavi nokta sayisinda istatistiki agidan
onemli bulunmustur. Kallus basina mavi nokta sayisi Bezostaja-1 ¢esidinde 15 Gy’lik
gamma dozunda 10.3 adetten, kontrolde (0 Gy gamma) 4.3 adete diismiistiir. Yine aymi
karakter bakimindan Cakmak 79 c¢esidinden elde edilen sonuglar; 15 Gy’lik gamma
dozunda 15.0, 0 Gy’lik gamma dozunda ise 4.3 olmustur.

Partikiil bombardiman teknigi ile bugdayin embriyo ve kallus eksplantlarina yapilan gen
aktariminda, mavi nokta sayis1 bakimindan en yiiksek sonuglar 15 Gy’lik gamma dozunun
uygulandig: kalluslardan elde edilmistir. Daha 6nce yaptigimiz ve gamma radyasyonunun
stirglin rejenerasyonu iizerine etkisinin incelendigi calismalarda da en iyi sonuglar 15
Gy’lik dozun kallusa uygulanmasindan alinmisti. Arastirmadan elde edilen sonuglarin

151g1nda, partikiil bombardimani teknigi ile bugdaya yapilacak gen aktarim c¢aligmalarinda

95



kalluslarin kullanilmas1 ve gen aktarimindan 6nce kalluslarin 15 Gy’lik gamma radyasyonu

ile 1sinlanmasi 6nerilmektedir.
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b

Sekil 4.11. 1100 psi basing ve 9 cm yiikseklikten Bezostaja-1 ekmeklik bugday c¢esidinde
embriyoya gen aktarimi. a) 0 Gy (kontrol), b) 15 Gy gamma dozu
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Sekil 4.12. 1100 psi basing ve 9 cm yiikseklikten Cakmak 79 makarnalik bugday ¢esidinde
embriyoya gen aktarimi. a) 0 Gy (kontrol), b) 15 Gy gamma dozu
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Cizelge 4.15. Bugdayda partikiil bombardimani yontemi ile gen gegisine etkisi bakimindan embriyoya uygulanan 0 Gy ve 15 Gy gamma
dozlarinin karsilastirilmasi

Cesitler Gen Aktarilmig Embriyo Sayisi Gen Aktarim Basarist (%) Embriyo Basina Mavi Nokta Sayisi
Kontrol (0 Gy) 15 Gy Kontrol (0 Gy) 15 Gy Kontrol (0 Gy) 15 Gy

Bezostaja-1 3.7 6.3 7.3 12.7 3.8 9.0

t testi 5.657" 5.478" 10.285™

Cakmak 79 1.3 23 2.7 5.3 52 9.2

t testi ns 2.848" 5.367"

sk kok
5

ns Onemsiz

0.05 ve 0.01 diizeyinde 6nemli




Sekil 4.13. 900 psi basing ve 6 cm yiikseklikten Bezostaja-1 ekmeklik bugday
cesidinde kallusa gen aktarimi. a) 0 Gy (kontrol), b) 15 Gy gamma dozu
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Sekil 4.14. 900 psi basing ve 6 cm yiikseklikten Cakmak 79 makarnalik bugday
cesidinde kallusa gen aktarimi. a) 0 Gy (kontrol), b) 15 Gy gamma dozu
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Cizelge 4.16. Bugdayda partikiil bombardiman1 yontemi ile gen gegisine etkisi bakimindan kallusa uygulanan 0 Gy ve 15 Gy gamma
dozlarinin karsilastirilmasi

Cesitler Gen Aktarilmis Kallus Sayisi Gen Aktarim Basarisi (%) Kallus Basina Mavi Nokta Sayisi
Kontrol (0 Gy) 15 Gy Kontrol (0 Gy) 15 Gy Kontrol (0 Gy) 15 Gy

Bezostaja-1 0.7 1.0 4.5 6.7 4.3 10.3

t testi ns ns 8.050"

Cakmak 79 0.7 1.0 4.5 6.7 4.3 15.0

t testi ns ns 10.119™

sk

0.05 ve 0.01 diizeyinde 6nemli
ns  Onemsiz




5. TARTISMA

5.1. Farkh Kaynakh Gamma Radyasyonunun Olgun Bugday Embriyolarindan
Kallus Kiiltiirii Araciligiyla Bitki Rejenerasyonu Uzerine Etkisi

Arastirmada kullanilan Bezostaja-1 ekmeklik ve Cakmak 79 makarnalik bugday
cesitlerinin her ikisinde de incelenen tiim karakterlerde en yiiksek sonuglar kontrol (0 Gy
gamma) uygulamasindan alinmis, bunu 15 Gy’lik gamma dozu uygulamasi izlemistir.
Artan gamma dozlarinda elde edilen sonuglarda 6nemli diisiisler gézlenmistir. 15 Gy’in
iizerindeki gamma dozlarinda siirgiin rejenerasyonu goriilmesine ragmen, herhangi bir
bitkicik gelisimi olmamistir. Bu durumun nedeni, Gorpe ve Cantez (1992)’in belirttigi gibi,
yiiksek radyasyon dozlarinda hiicre biiylimesinin baskilanmasi ve Lage vd. (2002)’nin
bildirdigi gibi yiiksek radyasyonla 1sinlanan hiicrelerin biiyiimeyi uyarict maddelere olan

duyarliligindaki azalma olarak agiklanabilir.

Cizelge 5.1 incelendiginde, her iki g¢esitte de radyasyon uygulamalar1 arasinda en yiiksek
sonuclarin Kobalt 60 gamma kaynaginin kullanildigi uygulamalardan elde edildigi
goriilmektedir. Sezyum 137 kaynagi kullanildiginda, incelenen tiim karakterlerden elde

edilen sonuglarda 6nemli diisiisler gézlenmistir.

15 Gy’lik gamma radyasyonunun uygulandigi kallus ve embriyo eksplantlar
karsilagtirildiginda, tim karakterlerde en yiiksek sonuglarin kallustan alindigi
belirlenmistir. Bu durum Yildirim (1985)’m vurguladig gibi, farkli dokularin radyasyona
farkli derecede duyarlilik gostermesinden kaynaklanmaktadir. Eksplantlar arasindaki fark
ozellikle rejenere olan siirgiin sayist1 ve gelisen bitkicik sayilarinda agik¢a ortaya
cikmaktadir. Bezostaja-1 c¢esidinde Kobalt 60 kaynagi kullanmildiginda, rejenere olan
stirgiin sayis1 kallusta 15.0 iken, embriyoda 3.0 olarak gergeklesmistir. Gelisen bitkicik
sayist kallusta 8.3 bulunurken, embriyoda bu say1 3.0’a gerilemistir. Ayn1 ¢esitte gamma
kaynagi Sezyum 137 oldugunda, kallusta rejenere olan siirglin sayist 13.3 ve gelisen
bitkicik sayis1 da 5.0 olarak elde edilirken, embriyoya bakildiginda bu sayilarin 3.0 ve 2.0
olarak gerceklestigi goriilmektedir. Cizelge 5.1 incelendiginde, benzer durumlarin Cakmak
79 cesidi icin de gecerli oldugu, tiim karakterlerden elde edilen sonuglarin kallus

eksplantinda embriyo eksplantindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 5.1. Bezostaja-1 ve Cakmak 79 cesitlerinde Kobalt 60 ve Sezyum 137 gamma kaynaklar1 kullanilarak kallus ve embriyoya
uygulanan 15 Gy’lik doz ile kontrol (0 Gy) uygulamasindan elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi

Gamma Dozu (Gy) — Gamma Kallusun Kiiltiir Rejenere Gelisen Siirgiin Kok
Cesit Gamma Kaynad Isinlamasi Rejene.ras')lron ]?)tkinligi2 O‘!an" Bitkicik Uzunlugu Uzunlugu
Uygulanan Kapasitesi (%) Siirgiin Sayisi (cm) (cm)
Eksplant (%) Sayisi
0 Gy (kontrol) - 98.3 98.3 18.0 11.0 139 24
Kallus 96.7 96.7 15.0 83 11.9 1.8
Bezostaja-1 | 15 Gy — Kobalt 60 Embriyo 95.0 95.0 3.0 3.0 10.4 18
Kallus 83.3 83.3 133 5.0 2.5 1.6
15 Gy = Sezyum 137 Embriyo 80.0 80.0 3.0 2.0 1.7 0.8
0 Gy (kontrol) - 98.3 98.3 18.0 15.3 12.6 2.8
Kallus 90.0 90.0 13.7 11.3 10.9 2.1
GCakmak 79 | 15 Gy —Kobalt 60 Embriyo 82.0 82.0 3.0 0.0 0.0 0.0
Kallus 75.0 75.0 12.0 3.7 2.1 1.7
15 Gy —Sezyum 137 Embriyo 83.0 83.0 2.0 0.0 0.0 0.0

! Rejenere olabilir kallus sayist / Kallus olusturanlarin sayisi x 100; > Rejenere olabilir kallus sayist / Kiiltiire alman embriyo sayisi x 100
Ay siitunda farkl: harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 diizeyinde dnemlidir.



5.2. Farkh Kaynakh Gamma Radyasyonunun Kallustan Gelisen Bitkiciklerin

Yapraklarinda Hiicre Gelisimi Uzerine Etkisi

Gamma radyasyonu uygulamasinin kallustan gelisen bitkiciklerin yaprak hiicreleri iizerine
olan etkileri incelendiginde, Kobalt 60 kaynakli 15 Gy’lik gamma dozu ile kontrol
uygulamasi (0 Gy) arasindaki farkin incelenen tiim karakterlerde ve her iki cesitte de
onemli olmadigi, ancak Sezyum 137 kaynakli 15 Gy’lik gamma uygulamasindan elde
edilen sonuglarin 6nemli derecede diisiisler gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum aym
dozda olmasina ragmen, Sezyum 137 kaynakli gamma radyasyonunun dokular iizerinde
daha zararh etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bir baska ifade ile, dokular iizerinde
Sezyum 137 gamma kaynagmin 15 Gy’lik dozu, Kobalt 60 kaynakli gamma
radyasyonunun yiiksek dozlarma esdeger bir etki yapmaktadir. Yiiksek dozdaki
iyonlastirici radyasyonun dokular {izerindeki olumsuz etkisi yapraklarda hiicre
boliinmesinin durmasi nedeniyle, hiicre boyutlarindaki anormal artiglarla kendini
gostermektedir. Arastirmamizdan elde ettigimiz bu bulgular Schwartz ve Bay (1956),
Foard ve Haber (1961) ve Doonan (2000) tarafindan da desteklenmektedir. Birim
mikroskop alaninda gézlenen tily ve stoma sayilarindaki diisiislerin hiicre boyutlarindaki

asir artislardan kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

5.3. Farkh Kaynaklh Gamma Radyasyonunun Kallustan Gelisen Bitkiciklerin
Yapraklarinda Fotosentetik Aktivite Uzerine Etkisi

Kallustan gelisen bitkiciklerin yapraklarinda fotosentetik aktivite iizerine gamma
radyasyonunun etkisi incelendiginde, Kobalt 60 kaynakli 15 Gy’lik gamma dozu
uygulamasindan alman sonuglarin incelenen tiim karakterlerde ve yine iki cesitte de
kontrolden daha diigiik oldugu, ancak bu iki uygulama arasindaki farkin istatistiki olarak
onemsiz bulundugu goriilmektedir. Sezyum 137 kaynakli 15 Gy’lik gamma uygulamasi
fotosentetik aktiviteyi olumsuz etkilemis ve elde edilen sonuglar Snemli diisiigler
gostermistir. Bu durum Kovacs ve Keresztes (2002)’in belirttigi gibi, iyonlastirict

radyasyonun klorofil sentezini engellemesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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5.4. Partikil Bombardimam Teknigi ile Gen Aktarim Uzerine Gamma

Radyasyonunun Etkisi

Yapilan gen aktarim ¢aligmalarinda, incelenen biitiin karakterlerde kullanilan her iki gesitte
(Bezostaja-1, Cakmak 79) ve eksplantta (embriyo, kallus) Kobalt 60 kaynakli 15 Gy’lik
gamma dozu ile yapilan 1sinlamalarda, kontrol (0 Gy) uygulamasina gore daha yiiksek
sonuglar alimmistir. Cizelge 5.2 incelendiginde, petri basina elde edilen mavi nokta sayist

bakimindan sonuglarin 15 Gy’lik gamma dozunda daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Bezostaja-1 cesidinde, gen aktarilmis eksplant sayisi kallus eksplantinin 15 Gy’lik dozunda
1.0, 0 Gy dozunda ise 0.7 olarak gerceklesmis, bu durumda petride gelisen mavi nokta
sayist 15 Gy’lik dozda 10.30 ve 0 Gy’lik dozda 3.01 olmustur. Aym sekilde, embriyo
eksplantinda gen aktarilmis eksplant sayis1 15 Gy’lik dozda 6.3 ve 0 Gy’lik dozda ise 3.7
olmus, petride gelisen mavi nokta sayisi 15 Gy dozunda 56.70 iken, 0 Gy’lik dozda 14.06

olarak gerceklesmistir.

Benzer durumlar Cakmak 79 ¢esidi i¢in de gegerlidir. Kallus eksplantinda, gen aktarilmis
eksplant sayis1 15 Gy dozunda 1.0 iken, 0 Gy’lik dozda 0.70lmus; petride gelisen mavi
nokta sayist 15 Gy’lik dozda 15.00, 0 Gy dozunda 3.01 olarak gerceklesmistir. Embriyo
eksplantinda gen aktarilmis eksplant sayisi 15 Gy dozda 2.3, 0 Gy’de 1.3 olmus, petri
basina mavi nokta sayis1 15 Gy’lik dozda 21.16 iken, 0 Gy dozda 6.76’ya gerilemistir.

Aragtirma sonuglarina gore, bugdaya partikiil bombardimani yontemi ile yapilan gen
aktarim caligmalarinda embriyo eksplantima uygulanan Kobalt 60 kaynaklt 15 Gy’lik
gamma dozu gen aktarim frekansini O6nemli derecede artirmistir. Arastirmamiz gen
gecislerinin belirlenmesi asamasinda sonlandirilmistir. Bundan sonra bugdayda yapilacak
gen aktarim caligmalarinda ayni yontemin kullanilarak transgenik bitkilerin elde edilmesi
hedeflenmelidir. Gamma radyasyon dozunun dokulara gen gecisine etkisinin ilk defa
aragtirildigt bu c¢alismanin bugdaya gen aktarimina yeni bir ivme kazandiracagi

distiniilmektedir.
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Cizelge 5.2. iki bugday cesidinde kallus ve embriyo eksplantlarina uygulanan 0 ve 15 Gy gamma dozlarmmn partikiil
bombardimani yontemi ile gen gecisi tizerine etkisi

Gen Gamma Dozu Gen Aktarilmis Eksplant Basina Mavi | Petri Basina Mavi Nokta
. Aktarim (Gy) Eksplant Sayis' Nokta Sayisr’ Sayisi™
Cesit
Yapilan
Eksplant
Kallus 0 0.7 43 3.01
Bezostaja-1 15 1.0 10.3 10.30
Embriyo 0 3.7 3.8 14.06
15 6.3 9.0 56.70
Kallus 0 0.7 4.3 3.01
Cakmak 79 15 1.0 15.0 15.00
Embriyo 0 13 5.2 6.76
15 2.3 9.2 21.16




.SONUC

Olgun bugday embriyolarindan kallus kiiltiirii araciligiyla bitki rejenerasyonu iizerine
yapilan ¢alismalarda kullanilan her iki bugday ¢esidinde (Bezostaja-1 ve Cakmak 79) de
incelenen tiim karakterlerde (rejenere olan siirgiin sayisi, gelisen bitkicik sayisi, slirglin
uzunlugu, kok uzunlugu) en yiiksek sonuglar kontrol (0 Gy) uygulamasindan alinmus,

bunu 15 Gy’lik gamma dozu uygulamasi izlemistir.

Gamma radyasyon dozlarindaki artisa paralel olarak elde edilen sonuglarda onemli

diistisler gozlenmistir.

15 Gy’in iizerindeki gamma dozlarinda siirgiin rejenerasyonu goriilse de herhangi bir

bitkicik gelisimi olmamustir.

Aragtirmada kullanmilan her iki g¢esitte de en yiiksek sonuglarin Kobalt 60 gamma

kaynaginin kullanildigi uygulamalardan elde edildigi goriilmiistiir.

Sezyum 137 kaynag kullanildiginda, incelenen tiim karakterlerden elde edilen

sonuglarda dnemli diisiisler gozlenmistir.

15 Gy’lik gamma radyasyonu uygulamasinda kallus ve embriyo eksplantlari
karsilagtirildiginda, tiim karakterlerde en yiliksek sonuglarin kallustan alindigi

belirlenmistir.

Denemeye alian iki eksplant karsilastirildiginda rejenere olan siirgiin sayisi ve gelisen
bitkicik sayilar1 arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir. Bir bagka ifade ile, kallus

eksplantindan alinan sonuglar embriyoya gore ¢ok daha yiiksektir.

Farkli kaynakli gamma radyasyonu uygulamasimin kallustan gelisen bitkiciklerin yaprak
hiicreleri iizerine olan etkileri incelendiginde, Kobalt 60 kaynakli 15 Gy’lik gamma
dozu ile kontrol uygulamasi (0 Gy) arasindaki farkin incelenen tiim karakterlerde ve her

iki ¢esitte de 6nemli olmadig1 belirlenmistir.

Sezyum 137 kaynakli 15 Gy’lik gamma uygulamasindan elde edilen sonuglarin énemli
derecede diisiisler gosterdigi tespit edilmistir. Bir baska ifade ile, dokular {izerinde
Sezyum 137 gamma kaynaginin 15 Gy’lik dozu, Kobalt 60 kaynakli gamma

radyasyonunun yiiksek dozlarina esdeger bir etki yapmaktadir.
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Kobalt 60 ve Sezyum 137 kaynakli gamma radyasyonunun kallustan gelisen
bitkiciklerin yapraklarinda fotosentetik aktivite iizerine etkileri incelendiginde, Kobalt
60 kaynakli 15 Gy’lik gamma dozu uygulamasindan alinan sonuglarin incelenen tiim
karakterlerde ve yine iki cesitte de kontrolden daha diisiik oldugu, ancak bu iki

uygulama arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemsiz bulundugu goriilmiistiir.

Sezyum 137 kaynakli 15 Gy’lik gamma uygulamasi fotosentetik aktiviteyi olumsuz

etkilemis ve elde edilen sonuglar 6nemli diigligler gdstermistir.

Bitki rejenerasyonunun aksine, yapilan gen aktarim ¢aligmalarinda, kullanilan her iki
cesitte (Bezostaja-1, Cakmak 79) ve eksplantta (embriyo, kallus) Kobalt 60 kaynakli 15
Gy’lik gamma dozu ile yapilan i1sinlamalarda, kontrol (0 Gy) uygulamasina gore

incelenen biitiin karakterlerde daha yiiksek sonuglar alinmigtir.

Aragtirmada kullanilan her iki gesitte de petri basma gelisen en yiiksek mavi nokta

sayisinin 15 Gy’lik gamma dozu ve embriyo eksplantindan elde edildigi goriilmektedir.

Sonu¢ olarak, bugdaya partikiil bombardimam1 yontemi ile yapilan gen aktarim
calismalarinda embriyo eksplantina uygulanan Kobalt 60 kaynakli 15 Gy’lik gamma

dozu gen aktarim frekansin1 6nemli derecede artirmistir.
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