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Arastirma Makalesi / Research Article

Doku Kltiriinde Uretilen Soya Fasulyesinde (Glycine max (L.) Merrill)
Somaklonal Varyasyonlarin Arastirilmasi
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Ozet

Bu calismada soya fasulyesi (Glycine max (L.) Merrill) bitkisinin, Agrova SA88 varyetesi in vitro kosullarda
¢imlendirilmistir. Cimlendirilen fidelerden alinan gévde ucu, bogum, yaprak, petiyol, kok, kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 Murashige Skoog (MS) ve Gamborg’s BS ortamlarina konulup, farkli bitki biiyiime diizenleyicileri
ile muamele edilmistir. Bitki bilyiime diizenleyicilerinin soya fasulyesi bitkisinin somaklonal varyasyonlari
iizerine etkileri arastirtlmistir. Toprakta normal sartlarda yetistirilen bitki ve farkli bitki biiylime diizenleyicileri
uygulanmis ortamlarda yetisen doku ve organlardan DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA
ornekleri ile PCR kurulmus ve olasi varyasyonlar rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) primerleri ile
test edilmistir. Bunun sonucunda herhangi bir somaklonal varyasyonun olugsmadig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki biyime diizenleyicileri, Soya fasulyesi, Somaklonal varyasyon, RAPD

Investigation Of The Somaclonal Variations In Soybean (Glycine max (L.)
Merrill) Grown In Tissue Culture

Abstract

In this study, soybean plant’s (Glycine max (L.) Merrill) Agrova SA88 variety was germinated under in vitro
conditions. The offshoot, internode, leaf, petiole, root, cotyledon and hypocotyl explants taken from the
germinated seedlings were put to Murashige Skoog (MS) and Gamborg’s B5 medium and treated with different
plant growth regulators. The effects of plant growth regulators on somaclonal variations of soybean were
studied. DNA extractions were made from the plants, which naturally grow under normal conditions on the soil,
and from the tissues and organs grown in mediums with different plant growth regulators. PCR was set up using
the obtained DNA samples and possible variations were tested with randomly reproduced polymorphic DNA
(RAPD) primers. It was observed that no somaclonal variation was present.

Keywords: Plant growth regulators, Soya bean, Somaclonal variation, RAPD

1. Giris

Soya, bitki gelisimi, verim ve kalite agisindan ekolojik kosullara tepkisi oldukga yiiksek olan kiiltiir
bitkilerindendir. Ozellikle giin uzunlugu, soya cesitlerinin adaptasyon alanlarin1 dar bir kusak icerisine
sinirlamaktadir. Yapilan ¢alismalarda soya fasulyesinin farkli olgunlagsma grubuna giren gesitlerin
performanslarmin bolgelere gore degistigi gibi bir bdlgede ayni olgunlagsma grubu igerisindeki
cesitlerin gostermis oldugu performanslarin da farkli oldugu goriilmektedir [1]. Soya, 6nemli bir besin
kaynagidir. Tohumu yiiksek oranda ham protein igermektedir. Bu protein, kolay sindirilen
proteinlerdendir. En ¢ok cholin, pantothenic asit, niacin, thiamine, riboflavin, inositol, vitamin E,
vitamin K icermektedir. Soya A vitamini ve B grubu vitaminlerinin de kaynagidir [2].

Soyanin beslenme ve yag eldesi adina 6nemi, 1940’lara kadar anlasilamamustir. 1940’lardan
sonra soya yetistiriciligi ve genetigi lizerinde Amerika’da yogun arastirmalar baslatilmustir [3]. Oyle ki
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asir1 yagli besinlerle kolesterol yiiklemesi yapan Amerikalilar kurtulusu soya fasulyesinde
aramiglardir. Yapilan aragtirmalar ile soya fasulyesinin kolesterolii diisiirdiigii, gogiis kanserini
onledigi ve kemikleri giiclendirdigi tespit edilmistir. Soya fasulyesinin iiriin verme siiresi tohumdan
itibaren yaklasik olarak 120 giindiir [4]. Bu siire kisa zamanda trun elde etmek isteyenler igin oldukga
uzun bir siiredir. Doku kiiltlirii ortaminda bu siire kullanilan yonteme bagli olarak 2 aya kadar
diisiiriilebilmektedir.

Bitki hiicre ve doku kiiltiirii ¢aligmalari in vitro sartlarda gerceklestirildigi i¢in, rejenerasyonun
yapildig1 fiziki ortam sartlarindan veya ortamda kullanilan kimyasal maddelerden kaynaklanan gen
diizeyinde birtakim farkliliklarin meydana gelmesi muhtemeldir. Bu degisikliklere somaklonal
varyasyonlar denir. Bu degisiklikler doku kiiltiirii caligmalarinin her sathasinda meydana gelebilir.
Somaklonal varyasyonlarin nedenleri; bitkinin genotipi, ortam kompenentleri ve kullanilan doku
Kdltira yontemleri olabilir [5, 6]. Ornegin ortamda kullanilan yapay bir oksin tiirevi ve ayn1 zamanda
herbisit olarak bilinen 2,4-D’nin havug hiicre kiiltiirinde DNA’nin metilasyonuna ve dolayisi ile
havug kiiltiiriiniin gelismemesine neden oldugu kaydedilmistir [7]. Yine yiksek konsantrasyonlu oksin
ve sitokininin deforme olmus ve birbirinden ayrilmayan govde siirglinii olusumuna neden oldugu
bildirilmistir [8]. Baz1 bitkilerin doku kiiltiiriinde RAPD markirlar1 ile yapilan testlerde herhangi bir
varyasyona rastlanmamistir [9]. Soya fasulyesi kiiltiirlerinde yapilan somaklonal varyasyon testlerinde
bitki buylime duzenleyicileri ile rejenere edilen soya fidelerinde herhangi bir degisiklik
gbzlenmemistir [10]. Doku kiltriinde embriyogenik ve organogenik kiiltirlerde rejenere edilen soya
bitkilerinde kismi albinoluk, ikiz embriyolar, birden fazla ve ciice govdeler, anormal yaprak
morfolojisi ve yaprak kivrimlari, kisirhik ve klorofil eksiklikleri gozlenmistir [11]. Somatik
embriyolardan rejenere edilen soya fasulyesi bitkilerinde RAPD primerleri kullamilarak yapilan
somaklonal varyasyon testlerinde polimorfizm gozlenmistir [12]. Roth ve arkadaslarinin [13] RFLP
(Restricted Fragment Lenght Polymorphism) primerleri kullanarak soya kiiltiirlerinde yaptiklari
genetik varyasyon testlerinde polimorfizm gézlemislerdir.

Literatiirde yer alan ¢aligmalarda somaklonal varyasyon tespitleri rapor edilmekle beraber bazi
calismalarda da somaklonal varyasyon gozlenmedigi rapor edilmistir. Bu ¢aligmada da soya bitkisinin
Agrova SA88 c¢esidinde klonal iiretim gergeklestirilerek, kullanilan kiiltiir bilesenlerinin 6zellikle bitki
blylime diizenleyicilerinin somaklonal varyasyon meydana getirip getirmedigini test etmek amaci ile
RAPD-PCR teknigi uygulanmistir. Her bir tiirlin hatta tiir i¢indeki kategorilerin doku kiiltiirii
bilesenlerine verdikleri cevaplar farkli olabilmektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki Materyali
Bu ¢alismada soya fasulyesi (Glycine max (L.) Merrill) bitkisinin Agrova SA88 ¢esidi kullanilmistir.
Soya fasulyesi tohumlart Adana Tarim Il Midiirligiinden temin edilmistir.

2.2. Sterilizasyon

Kullanilan petri, erlen gibi cam malzemeler ile pens, bistiiri gibi ekipmanlar ve ¢alismada kullanilmig
olan Murashige ve Skoog, Gamborg’s B5 (Duchefa, Netherland) besin ortami 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C de farkli siirelerde tutularak sterilizasyonu saglanmustir.

Saglam olarak segilen soya fasulyesi tohumlar1 6nce 5 dk. steril saf su igerisinde bekletilmis.
Buradan alinan tohumlar ilk dnce %70’lik etanol icerisinde 30 sn., ardindan %70’lik ticari camasir
suyu (ACE-Tiurkiye, %5 NaOCI) icerisinde 15 dk. tutulmustur. Bu asamadan sonra soya tohumlari
steril saf su ile 3 kez durulanarak, otoklavlanmis kurutma kagitlar1 tizerinde kurutulmustur.
Hormonsuz besin ortamlarina her erlene 3 adet soya tohumu gelecek sekilde ekim yapilarak bu
ortamlarda ¢imlendirilmistir.

2.3. Biiyiime Ortamlan ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde Murashige ve Skoog (MS) ve Gamborg’s B5 besin ortamlar1 kullanilmis. Bu ortamlar
icerisine %3 siikroz ilave edilmis ve % 0.8 agar (Sigma) ile katilastirilmistir. Ortam hazirlandiginda
cift distile saf su kullanilmis olup, besin ortaminin pH’s1 1M NaOH ve 1M HCI kullanilarak 5.8 e
ayarlanmustir.
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2.4. Bitki BuyUime Duzenleyicileri

Calismada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) Merck ve Sigma sirketlerinden temin
edilmigtir. BBD'ler uygun ¢oziiciilerde ¢ozdiiriildiikten sonra istenilen miktarda ve oranda stok
soliisyonlari hazirlanmustir. Hazirlanan BBD stok soliisyonlari 4 °C’de saklannustir.

2.5. Kullanilan RAPD primerleri
Bu ¢alismada kullanilan primerler ve niikleotid dizileri agagidaki gibidir.
Kullanilan Primer Nukleotid Dizisi

CS-44 ATTCGGCCGC
CS-46 GGGATCTAGC
CS-56 TGGTGGGTCC
OH-04 GGAAGTCGCC
OR-12 ACAGGTGCGT
0S-03 CAGAGGTCCC
SA-F CGGCCCCGTT
SA-R AGGTCACGTA

2.6. Somaklonal Varyasyonlar

Soya fasulyesinin klonal iiretimi esnasinda meydana gelen kallus, adventif siirgiin ve dogal ortamda
yetisen bitkilerden DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmis. Secilen Orneklerin farkli bitki biiylime
diizenleyicileri ile liretilmis doku ve organlar olmasma 6zen gosterilmis ve bu amagla 2,4-Dikloro
fenoksi asetik asit (2,4-D) ile Uretilmis kallus, kinetin (K) ve benzil amino piirin (BAP) ile ¢ogaltilmis
adventif siirgiin, BAP ile elde edilmis kallus ve dogal ortamda yetistirilmis soya fidesi kullanilmstir.
DNA ekstraksiyonu i¢in, tek bir fideden elde edilen eksplantlar kullanilmigtir. DNA ekstraksiyonunda
kullanilacak tiim malzeme ve ¢ozeltiler otoklavda steril edilmistir.

2.7. Tampon ve Stok Cozeltiler

Ekstraksiyon tamponu: 2% CTAB (Sigma Chemical Co., Poole, UK.), 1% PVP 40.000 (Sigma
Chemical Co., Poole, UK.), 100 mM Tris-HCI (pH 8.0) (Boehringer Mannheim, Lewes UK.), 20 mM
EDTA (Sigma Chemical Co., Poole, UK.), 1.4 M NaCl bidistile steril su ile 100 ml'ye tamamlanmustir.
TBE tamponu: 1.4 M Tris, 1.4 M borik asit (BDH, Merck Ltd., Poole, UK.), 0.01 M EDTA

DNA yukleme tamponu: 25% sukroz, 0.05% w/v bromophenol blue, Xylene cyanol FF (Sigma
Chemical Co., Poole, UK.).

Jel boyama: Ethidium bromide (Sigma Chemical Co., Poole, UK.), 10mg/mL stok ¢Ozelti olarak
hazirlanmis ve karanlikta saklanmigtir. Kullanilacagi zaman son konsantrasyon 0.1 mg/mL olacak
sekilde seyreltilmistir.

dNTP karisimi: 1 mM dATP, dATP, dGTP, dCTP

Taq DNA polimeraz reaksiyon tamponu (10 X Stok): 200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI.
Kullanim konsantrasyonu 1X dir.

Taq DNA polimeraz: Taq polimeraz enzimi, tamponu ve MgCl,

2.8. DNA Ekstraksiyonu ve Kantitatif Tayini

0.5 g taze bitki o6rnekleri sivi azot ile dnceden sogutulmus havan iginde tamamen toz haline gelinceye
kadar ezilmistir. Ezilen bitki 6rnekleri dnceden sivi azotta sogutulmus spatiil ile 1.5 ml’lik ependorf
tiiplere aktarilmis iizerine 1 ml dnceden 55 °C’ye kadar isitilmis CTAB ekstraksiyon c¢ozeltisi
eklenmistir. Tiipler 55 °C’de her 15 dk. da bir calkalanmak sureti ile 1 saat inkiibe edildikten sonra 5
dk. 12.000 rpm de santrifiij edilmistir. Tiiplerin {izerindeki tabaka temiz ependorf tiiplerine aktarilip
iizerine kendi hacmi kadar kloroform ilave edilmistir. 2 dk. iyice ¢alkalandiktan sonra 5 dk. 12.000
rpm de santrifiij edilmistir. Ustteki tabaka alinarak hacminin 2/3’ii kadar onceden sogutulmus
izopropanol (Sigma Chemical Co., Poole, UK.) eklenmis ve yavas bir sekilde defalarca ters ¢evirme
hareketi yaptirilmigtir. Ornekler 15 dk. derin dondurucuda saklanarak aymi hareket birkag defa daha
tekrarlanmistir. Ardindan 30 saniye 12.000 rpm de santrifiij edilmistir. Izopropanol dékiiliip ependorf
icinde kalan DNA pelleti iizerine 0.5 ml 6nceden sogutulmus %70’lik etanol ilave edilmistir. Tiipler
yumusak bir sekilde ters yiiz edilerek DNA’nin iyice yikanmasi saglanmistir. Alkol uzaklastirilarak
DNA kurutulmus ve bidistile suda c¢oziinerek -20 °C de DNA 6rnekleri saklanmistir. Elde edilen
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DNA’nin kantitatif tayini, miktar1 Onceden bilinen kesilmemis A DNA ile mukayese edilerek
hesaplanmustir. Bunun icin % 0.7 lik agaroz jel 1X TBE tamponu i¢inde eritilerek hazirlanmistir. Jel
taraklarindan 2 mm derinliginde havuzlar olusturularak erimis agaroz, jel tankina dokiiliip sogumaya
birakilmistir. Jel soguduktan sonra tarak g¢ikarilarak jel i¢inde havuzlar olusturulmustur. Tankin iizeri
kapanincaya kadar 1X TBE tamponu ilave edilmistir. Havuzlara 10 pL. DNA ve 4 pL yikleme
tamponu yerlestirilmistir. Bir havuza da miktar1 bilinen kesilmemis A DNA ve yiikleme tamponu
yiiklenmistir. DNA ornekleri gii¢ kaynaginda 50 V da 2 saat yiiriitiilerek boyama tamponu ile boyanip
UV altinda fotografi ¢ekilmistir. Miktar1 bilinen DNA ile ekstre edilen DNA karsilagtirilarak miktar
tayini yapilmistir.

2.9. RAPD Primerleri ile DNA Cogaltimi

Caligmada kullanilan RAPD primerleri (Operon Technologies) 10 DNA bazi igermektedir. Bu
calismada 8 farkli RAPD primeri kullanilmigtir. Fakat bunlardan AGGTCACGTA dizisine sahip SA-
R primeri ile elde edilen amplifikasyon 6rnegi net bir sekilde varyasyon hakkinda bilgi verebilecek
diizeyde gorilmistiir. Diger primerlerin bir kisminda DNA profili tiimiiyle bazilarinda ise kismen
gozlenmistir. PCR kosullart Williams ve arkadaslarinin [14] metodu modifiye edilerek hazirlanmustir.
Reaksiyon karisimi su sekildedir: 1X Taq polimeraz tamponu, 200 pM her bir ANTP den, 0.2 uM
primer, 25 ng kalip DNA, 1.5 {inite Taq polimeraz enzimi ve 1.5 mM MgCl,. Reaksiyon karigimi
lizerine DNAz ve RNAz dan arindirilmis su ilave edilerek 50 uL ye tamamlanmistir. PCR programi
asagidaki sekildedir. 94 °C de 5dk bir déngii, 1dk 92 °C de, 1.5 dk. 35 °C de, 2 dk. 72 °C de 45 déngl,
5 dk. 72 °C 1 dongii seklindedir. Cogalan DNA bant profilinin belirlenmesi icin agaroz jel elektroforez
islemi aynen DNA’nin kantitatif tayini islemindeki basamaklar takip edilerek yapilmistir. Buradaki tek
istisna agaroz jel konsatrasyonun %1.4 olmasidir. UV altinda goriintiilenen DNA Dbantlan
karsilagtirilarak polimorfizim tespit edilmistir.

3. Bulgular

Bu calismada soya fasulyesi fide eksplantlar1 MS ve BS5 ortamlarinda farkli bitki biiylime
diizenleyicileri (BBD) konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlar1 kullanilarak kallus ve adventif siirglinler
elde edilmistir. Ortamda kullanilan kimyasallar 6zellikle bitki biiyiime diizenleyicilerinin bitki genomu
lizerinde bir takim degisikliklere yol agtigi bilinmektedir. Bu amagla &zellikle yiiksek BBD
konsantrasyonunda yetistirilen kallus ve siirglinlerden ekstre edilen DNA ornekleri RAPD (Rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA) testlerine tabi tutulmustur. Bunun i¢in 2,4-D, Kinetin ve BAP
uygulamalar1 yapilmis kallus, adventif siirgiin ve BBD igermeyen tabi ortamda yetisen bitkilerden
DNA ekstre edilmis. Primerler kullanilarak PCR ile DNA c¢ogaltilmis ve varyasyon olup olmadigi
gdzlenmigtir. Markir olarak 1pg kesilmemis A DNA kullanilarak doku ve organlardan ekstre edilen
DNA miktarlar1 mukayese edilmistir. Buna gore 2,4-D kullanilarak hazirlanan ortamdan elde edilen
0.5 g kallustan yaklasik olarak 0.5 pg DNA, kinetin kullanilarak hazirlanan ortamdan elde edilen 0.5 g
fide yapraklarindan 2 pg, BAP kullanilarak hazirlanan ortamdan elde edilen fideden alinan 0.5 g taze
ornekten elde edilen DNA miktar1 3.5 pg, tabii ortamda yetistirilen bitkinin 0.5 g yapraklarindan elde
edilen DNA miktar1 1.5 pg, BAP ile elde edilen 0.5 g kallustan elde dilen DNA miktar: ise 1.25 ug
olarak tespit edilmistir (Sekil 1). Elde edilen konsantre DNA ornekleri, DNA ve RNA pargalayict
enzimlerden ari bidistile ve steril su kullanilarak timi ayni konsantrasyona gelecek sekilde
seyreltildikten sonra materyal metot boliimiinde agiklandigi sekilde PCR kurulmus ve ardindan jel
goriintlisii elde edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 1. Estre edilen A ornekleri M: Marker 1. 2,4-D ile elde edilmis kallus 2. Kinetin ile elde edilmis fide 3.
BAP ile elde edilmis fide 4. Tabii ortamda yetismis bitki 5. BAP ile elde edilmis kallus.

1 2 3 4 5

Sekil 2. Ekstre edilen DNA odrneklerinin SA-R primeri ile PCR reaksiyonunda ¢ogaltilmasi 1. 2,4-D ile elde
edilmis kallus 2. Kinetin ile elde edilmis fide 3. BAP ile elde edilmis fide 4. Tabii ortamda yetismis bitki 5. BAP
ile elde edilmis kallus

Sekil 2’deki jel goriintiisiine gore kullanilan kimyasal maddelerin ve kiiltiir ortamui sartlarinin herhangi
bir somaklonal varyasyona neden olmadigi soylenebilir. Birinci ve ikinci orneklerde en kiguk
molekiiler agirliga sahip olan dordiincii veya en altta bulunan bantlar, az iiretilmeleri nedeni ile silik
goriilmekle beraber dikkatle bakildiginda varliklari tespit edilebilir. Bu nedenle tiim 6rneklerin band
profillerinin monomorfik oldugu sdylenebilir.

4. Tartisma

Insanlarin beslenmesi yoniinden &nem tasiyan bitkilerin, verimini, hastalik ve zararlilara karsi
direnclerini arttirmak amaci ile gergeklestirilen klasik 1slah metotlarmin yami sira giiniimiizde doku
kaltaru ve biyoteknoloji sayesinde her yonu ile istenen 6zelliklere sahip bitki tirlerinin Gretimi ¢cok
daha kisa siirelerde ve kontrollii kosullarda elde edilerek bu bitkilerin doga kosullarina uygun hale
getirilmesi mumkundiir. Ancak, doku kiiltiirti ¢alismalar1 rejenere edilen bitkilerde bazi genetik
varyasyonlara yol acabilmektedir. Bu varyasyonlarin bir kismi arzu edilen bazi1 ekonomik karakterlerin
ortaya c¢ikmasima neden olabilmektedir. Bu amagcla doku kiiltiiriinde 6zellikle genetik varyasyon
caligmalar1 da yapilmaktadir.

Bu ¢alisgmada ekonomik ve besin degeri yiiksek olan soya fasulyesi doku kiiltiiriinde klonal
olarak {iretilmis, bu esnada meydana gelebilecek olast somaklonal varyasyonlar RAPD-PCR
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(polimeraz zincir reaksiyonu ile rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA segmentleri) yontemi ile test
edilmistir. Bu konuda onemli sonuglar elde edilmis olmasina ragmen daha yogun ve kapsamli
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Somaklonal varyasyonlarin saptanmasinda RAPD yontemi, pratik,
radyoaktif madde kullanilmadigi i¢in giivenli ve saglikli sonuglar vermektedir. Somaklonal
varyasyonlarin tespitinde ne kadar ¢ok primer kullanilirsa o kadar saglikli sonuglar elde edilir. Yapilan
bu caligmada kullanilan primer sayis1 c¢ok yiiksek olmamakla birlikte, varyasyonlarin tespiti
konusunda bir primerden saglikli sonuglar alinmigtir. Doku kiiltiiriinde rejenere edilen soya fasulyesi
genellikle somaklonal varyasyon gostermektedir [10-13]. Bulgularimiz bu ¢alismalarla paralellik
gostermemektedir. Cesitli bitkilerle yapilan c¢aligmalarda varyasyon tespiti fazla olmakla birlikte,
varyasyon tespit edilememis caligmalar da vardir. Dolayisi ile bu ¢alismalar bizim bulgularimizla
ortiismektedir. Kullandigimiz ortam kompenentleri ve g¢evre sartlarinin somaklonal varyasyona yol
ac1p agmadiginin tespiti i¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir. Genellikle varyasyonlar kallus
kiiltiirlerinde goriilebilmektedir. Nedeni ise kallus hiicrelerinin daha kararsiz ve ortam sartlarindan
etkilenmeye en agik kiiltiir ¢esidi olmasidir [15]. RAPD primerleri genom (zerinde kendi
komplementerlerini bularak o bolgelere tutunurlar. Dolayisi ile primerin komplementeri olan bélgeden
ka¢ adet varsa o sayida bant lretirler. Boylece ayni primerler farkli genomlarda farkli sayida bant
uretirler. Sayet, primerlerin komplementerleri genom tizerinde bulunmuyorsa primer tutunacak bolge
bulamaz ve herhangi bir bant retemez. Bulgularimizda kullanilan primerlerden sadece birinde sonug
alinabilmesinin nedeni primerlerin komplementerlerinin genom {izerinde bulunmamasi ihtimali
yaninda deneysel hatalardan da kaynaklanmis olabilir. Bu nedenle, doku kiiltiirii ortam bilesenlerinin
ozellikle BBD'lerinin somaklonal varyasyona neden olup olmadigi konusunda kesin bir sonuca
varabilmek i¢in ¢ok sayida primerler kullanilarak ve ortam bilesenleri kontrollii bir sekilde
degistirilerek ayr1 ayri test edilmeli veya daha hassas yontemler kullanilmalidir. Boylece hem
varyasyonun kaynagi hem de dozu tespit edilebilir.
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