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OZET

Giliniimiizde, dogadaki biyolojik sistemlerin donma stresine karsi yarattigi
tolerans mekanizmalar1 tarafindan tiretilen dogal kriyokoruyucu maddeleri taklit
etmek i¢in kriyoprezervasyon ¢alismalarinda vitrifikasyon soliisyonlarinda sentetik
kimyasallar kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan PVS2 soliisyonunda %15 (V/v)
bulunan dimetil siilfoksit (DMSO) sentetik kimyasali 6zellikle kriyoprezervasyon
uygulamasinda toksisiteye neden olabildiginden donma ve/veya ¢dozme sonrasinda
canlilig1r olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Literatiirde bu yiizden vitrifikasyon
solisyonlarinda DMSO miktarmimn azaltilmaya c¢alisildigi soliisyonlar bulunmakla
birlikte, higbirisi ¢ok sayida bitkide PVS2 kadar basarili sonug¢ saglayamamistir. Bu
sorun, dogal kriyokoruyucularmn kullanimi ile asilabilir. Bunlar arasinda fruktanlarin,
kuru ve sert iklim kosullarinda bitkileri kuraklia ve donma stresine karsi korudugu
bilinmektedir. Bu nedenle sunulan tez ¢alismasinin amaci, dogal kriyokoruyucu olan
fruktanlarin bitki kriyoprezervasyonunda fideciklerin vitrifikasyonuna ve saklama
sonrasi canliliklarini korumalarma olan etkilerinin belirlenmesidir. S6zkonusu amagla
model bitki olan Arabidopsis thaliana L. bitkisinde, levan ve iniilin tipi toplam 11
fruktanin kriyokorucu potansiyelini belirlemek i¢in 48 ve 72 saat ¢imlendirilen
fideciklerin tek asamali vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezervasyonu yapildi. PVS2
soliisyonunda bulunan DMSO konsantrasyonu azaltilarak, farkli miktarlarda 100-300
mg/L fruktan ilave edildi. Vitrifikasyonu takiben fidecikler, sivi azotta donmalar1 ve
¢Ozlinmelerini takiben kriyoprezervasyon sonrasi geri kazanim i¢in in vitro kosullarda
15 giin kiiltiirlendi. Elde edilen sonuglara gore denenen fruktanlar arasindan 100 mg/L
graminan ve %12,5 DMSO igeren soliisyonda donma ve ¢6zme sonrasi en yiiksek geri
kazanim goriilmiistiir. Bu soliisyona dehidratasyon ve donma sirasinda olusan
oksidatif stresin azaltilmasi i¢in antioksidan olarak vitamin C’nin eklenmesi, kriyo
sonras1 geri kazanilan bitkilerin morfolojik 06zelliklerini iyilestirmistir. Tez
kapsaminda olusturulan yeni vitrifikasyon soliisyon formulasyonunun farkli bitki

tiirlerinin kriyoprezervasyon sonrasi canliligini arttirma potansiyeli bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Kriyoprezervasyon, Kriyokoruyucu, Fruktan, PVS2,

Arabidopsis thaliana L.



SUMMARY

Nowadays, synthetic chemicals are used in vitrification solutions in
cryopreservation studies to mimic natural cryoprotective substances which naturally
produced by the biological systems to induce tolerance against freezing stress. Among
them, presence of 15% (v / v) dimethyl sulfoxide (DMSO) in the most commonly used
PVS2 solution can adversely affect the viability after freezing and / or thawing, as it
can cause toxicity especially in cryopreservation applications. Although there are
different vitrification solutions in which the amount of DMSO tried to be reduced in
the literature, none have been as successful as PVVS2 in many plants. This problem can
be overcome by the use of natural cryoprotectants. Among these, fructans are known
to protect plants against drought and freezing stress in dry and harsh climatic
conditions. Therefore, the aim of this thesis is to determine the effects of various
natural cryoprotectant fructans on vitrification and protection of survival in plant
cryopreservation. In order to determine the cryoprotective potential of 11 levan and
inulin type of fructans on cryopreservation, 48 and 72 hour- germinated seedlings of
Arabidopsis thaliana L., which is a model plant, (that are germinated for) was
cryopreserved by vitrification one-step freezing method. For this aim, DMSO
concentration in the PVVS2 solution is reduced while different amounts of (100-300 mg
/ L) fructans were incorporated to the vitrification solution. After vitrification,
seedlings were freezed in liquid nitrogen, rapidly thawed and in vitro cultured for 15
days to reveal out survival after cryopreservation. According to the results, the highest
recovery was observed with inclusion of 100 mg / L graminan and reduction of DMSO
to 12.5% among the tested fructants. The addition of vitamin C as an antioxidant to
reduce oxidative stress during dehydration and freezing to this solution improved the
morphological properties of plants recovered after cryo. The new vitrification solution
formulated in the frame of this thesis has potential to increase the survival of not only

A. thaliana L., but also different plant species after cryopreservation.

Keywords: Cryopreservation, Cryoprotectant, Fructan, PVS2, Arabidopsis

thaliana L.
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1. GIRIS

Dogal yasam alanlarinin tahribati ve geleneksel ekim yontemlerinden modern
ekim yontemlerine gegis siireci, genetik erozyona ve onemli germplazm kayiplarina
neden olabilir. Gen kaynaklarmnin tohum bankalarinda korunmasi ve saklanmasi
stratejik olarak olduk¢a dnemlidir. /n vitro koruma ¢alismalari, bitkilere ait gdvde ucu,
meristem, tohum, kallus gibi farkli doku ve organ tiplerinin her tiirli zararlidan
armdmrilimig bir ortamda kisa, orta ya da uzun siireli saklanmasia olanak saglar
[Engelmann et al., 2003]. Gen kaynaklarinin kisa siireli korunmasini saglayan in vitro
teknikleri ile beraber gelen kontaminasyon problemi, somaklonal varyasyonlar
goriilmesi, ekonomik olarak masrafli olmasi gibi dezavantajlar1 goz Oniinde
bulunduruldugunda, gilinlimiizde uygulanan kriyoteknolojik (uzun siireli) caligmalar
gen kaynaklarmin korunmasinda yerini almistir. Kriyoprezervasyon teknigi sivi azot
icerisinde (-196 °C), gen kaynaklariin uzun siireli korunmasi i¢in giivenilir ve uygun
maliyetli yegane yontemdir. Tohumlar gibi bitki materyali bu teknik sayesinde,
genetik degisiklikler veya somaklonal varyasyonlar olmadan uzun siire saklanabilir
[Hervani et al., 2016].

Kriyoprezervasyon tekniklerinin basarisindaki en onemli etkenlerden biri
dondurma ve ¢0zdlirme islemleri sirasinda hiicrelerin zarar gérmesini engelleyen
kriyokoruyucu soliisyonlardir [Karow, 1969]. Son 10 yilda bitki tiirlerinin
kriyoprezervasyon yontemi ile uzun siire Saklanmasinda tehlikeli buz olusumuyla
hiicre Oliimiine sebep olmayan camsi yapiya gecebilen vitrifikasyona dayali
kriyoprezervasyon teknolojileri gelistirilmistir [Chen et al., 2015]. Vitrifikasyona
dayali kriyoprezervasyonda kullanilan bitki kriyokoruyucu soliisyonu olan PVS2
(Plant Vitrification Solution 2, Sakai et al., 1990) bitkilerin hayatta kalabilmesine
olanak saglamakla beraber, igerisinde bulunan dimetilsiilfoksit (DMSO) toksik olmasi
sebebiyle ozmotik hasar ve dehidratasyon stresi gibi durumlarla bitki hiicrelerine zarar
vermektedir. Giiniimiize kadar bitki vitrifikasyonu i¢in igerisinde DMSO, sukroz,
etilen glikol (EG), gliserol yiizdeleri farkli vitrifikasyon soliisyonlar1 gelistirilmis olsa
da [Suzuki et al., 2008], kriyoprezervasyon uygulamalarinda en ¢ok kullanilan
soliisyon PVS2°dir. Kriyokoruyucu soliisyonlardan kaynaklanan hasar abiyotik strese
yol agmakta ve bunun sonucunda bitkide oksidatif stres goriilmektedir [Benson and

Bremner, 2004]. Bu nedenle, kriyokoruyucu toksisitesi, hem diisiik hizda dondurma

1



hem de vitrifikasyon ile kriyoprezervasyonun basarisinda, kriyobiyolojik protokollerin
kapsami i¢in en smirlayici faktordiir [Fahy, 1987].

Dogada bulunan biyolojik sistemler, donma stresine karsi tolerans
mekanizmalar1 tarafindan dogal kriyokoruyucu maddeler tiretmektedir [Elliott et al.,
2017]. Bitkilerde bulunan ana depolama karbonhidratlarindan biri olan fruktanlarin
[Hendry 1993], bitkileri kuru ve zorlu iklim kosullarina karsi korumanm yanmda
[Pommerrenig et al., 2018] membran stabilizasyonu, abiyotik stres aninda radikallere
kars1 savunma dahil birgok isleve sahiptir [Hincha et al., 2007; Matros et al., 2015].
Kriyoprezervasyon siirecinde bitkilerde olusan dehidratasyon, donma ve oksidatif
stres nedenleriyle olusan hasar, dogal kriyokoruyucu fruktanlarin vitrifikasyon
soliisyonuna eklenmesi ile azaltilabilir ve dolayisiyla Kriyo sonrasi bitki geri kazanimi

arttirilabilir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Kriyoprezervasyon sirasinda hiicreler ¢cok genis bir sicaklik arasinda iglem
gormektedirler.  Kriyoprezervasyon  isleminde  soguk  stresiyle  birlikte
kriyoprezervasyon uygulamasinda kullanilan kriyokoruyucu ajanlarin yol agtigi
dehidratasyon ve oksidatif streslerden kaynaklanan hasar, kriyoprezervasyon
protokollerinin basarisin1 ve kriyoprezerve edilen bitkilerin genetik kararliligini
kisitlamaktadir. Hiicre membraninin stabilitesinin korunmasi kriyoprezervasyonda
kilit bir noktadir ve membran etkilesimleri ile one ¢ikan fruktanlarin bitkilerde
kriyokoruyucu etkileri ve bu etkilesim mekanizmasinin arastirilmasi ile ilgili bilgi
birikimi ¢ok smirlidir. Dogal kriyokoruyucu ajanlar olarak yeni bitki koruma
stratejilerinin gelistirilmesinden bir¢ok alana kadar fruktanlarin uygulama alami
bulmasi, kriyoteknolojide ¢ok &nemli bir yer bulacaktir. Insan ve bitki genetik
materyallerinin kriyo bankalarda saklanmasi, tiip bebek tedavileri, kok hiicre
transplantasyonu ve gida dondurma islemleri gibi dncelikli pek ¢ok kriyoteknoloji
alaninda kriyokoruyucular rutin olarak kullanilmaktadirlar.

Bu tez c¢alismasmin amaci, model bitki olan Arabidopsis thaliana L.
fideciklerinin  tek asamali vitrifikasyon temelli dondurma yontemi ile
kriyoprezervasyonunda levan ve iniilin tipi fruktan katkil1 vitrifikasyon ¢ozeltilerinin
kullannm1 ve bu fruktanlarin kriyoprezervasyon sonrasi geri kazanim basarilarmin
arastirilmasidir. 118M607 numarali TUBITAK destekli yapilan bu tez ¢alismast, ilk
defa bitki sistemlerinde hem bitkisel hem de bakteriyel kokenli fruktanlarin bitkilerde
kriyokoruyucu ajan olarak kullanilmasini igermektedir. Bu fruktanlarn eklenmesi ile
yeni vitrifikasyon soliisyonlarinin  gelistirilecek olmast  ve s6z konusu
formulasyonlarin bitkilerin kriyoprezervasyon sonrasi geri kazanim canliliklarini
arttirma potansiyeli bulundugundan tezin hem literatiire hem de Kkriyoteknolojinin
kullanildig1 tiim uygulama alanlarina katkis1 bulunacaktir. Ayrica bitkilerde dogal
koruyucu olarak fruktanlarin kullanilmasinm, bitkilerin kriyoprezervasyon sonrasi
genetik kararhiliginda 6nemli bir etkisi olacaktir ve kriyokoruyucu soliisyonlarda

kullanilan dimetilsiilfoksitin toksik etkisini azaltacaktur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Arabidopsis thaliana L.

Tarimsal 6nemi olmamasina ragmen, model bir bitki organizmasi olan
Arabidopsis thaliana L., genetik ve biyokimyasal ¢aligmalar i¢cin ¢ok Onemli ve
sentetik biyoloji sablonu olarak kullanilmaya da uygun bir organizmadr [Holland
2018]. Freidrich Laibach tarafindan 1940Q'larda ilk defa genetik bir model olarak
kullanilmasi1 6nerilen [Laibach 1943], [Meyerowitz 2001] Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana L.), Brassicaceae familyasi iiyesi olup, angiospermler arasinda en kii¢iik
genoma sahip bitki tirtdir [Leutwiler et al., 1984]. Bitki basina yaklasik 10 bin adet
tohum {iretmektedir [Davis, 1992]. Kisa yasam dongiisii (yaklasik 5-8 hafta),
boyutunun kiigiik olmasi (Sekil 2.1) ve kendilenerek verimli tiremesi 6zellikle genetik
caligmalarda Arabidopsis’i gozde bir bitki olarak 6n plana ¢ikarmistir [Koornneef and
Meinke., 2010]. Ayrica Arabidopsis diinyada genom sekansi tamamlanan ilk bitki
olmasiyla da bilinmektedir. Bununla birlikte, Arabidopsis Information Resource gibi
(TAIR) ¢evrimigi kaynaklar bulunmaktadir [Web 1, 2017].

Sekil 2.1: Arabidopsis thaliana L.



2.2. Uzun Siireli Saklama (Kriyoprezervasyon )

Bitki gen bankalari, biitiin ticari bitkileri ve onlarin uzak akrabalarini, icerdikleri
degerli 6zelikler nedeniyle muhafaza etmektedir. Bu bankalar, biyolojik ve gevresel
streslere dayanikli yeni veya daha iiretken iirlinler yetistirmek i¢in kullanilabildiginden
gida giivenligi ve tarimsal biyogesitlilik agisindan son derece 6nemlidir [Kaviani,
2011]. Bitki kaynaklarinin ya da tohumlarin kriyojenik olarak korunmasi, bir bagka in
vitro koruma stratejisi olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bitki kaynaklarinin yanlis
saklanmasi, fenotip, karyotip, biyokimyasal veya molekiiler seviyede cesitli
degisikliklere neden olabilir. Kriyoprezervasyon, bitki genetik kaynaklarinin, uzun
stireli saklanabilmesi i¢in en giivenilir teknik olarak tanmimlanmaktadir [Sakai and
Engelmann., 2007]. Bu teknik, - 196 °C‘da siv1 azot icerisinde bitki metabolik
faaliyetlerinin durdurulmasi temeline dayanmaktadir [Lambardi and De Carlo., 2003].
Hiicre boliinmesi, metabolik ve biyokimyasal siiregler kriyoprezervasyon boyunca
durdurulmakta ve hiicreler genetik Ozelliklerini teorik olarak sonsuz siire
koruyabilmektedir [Niino et al., 1992]. Bitki genetik kaynaklar1 saklanirken, fenotipik
ve genotipik 6zelliklerinin maksimum kararliligi da saglanmaktadir [Ashmore, 1997].

Kriyojenik saklamada kontaminasyon riski yoktur [Younis., 2012]. Ayrica
kiigiik alanlarda uygulanabilmesi ve ekonomik agidan uygun olmasi1 baslica
avantajilar1 arasinda yer almaktadir [Rao, 2004]. Kriyoprezervasyon tekniginde
tohum, zigotik embriyo, nodal tomurcuklar, gévde ucu, hiicre ve kallus kiiltiirleri ve
somatik embriyolar gibi ¢esitli bitki kaynaklar1 kullanilmaktadir [Helliot and de
Boucaud., 1997]. Bununla birlikte daha ¢ok Kriyoprezervasyon ¢alismalarinda
totipotensi 6zelligi yiiksek, zararlilardan ari ve su i¢eriginin az olmasi sebebiyle govde
uclar1 kullanilmaktadir [Ashmore, 1997].

Kriyoprezervasyon siireci temel olarak 5 adimdan olusmaktadir ve bu adimlarin
her biri kriyoprezervasyonun basarisini etkilemektedir [Razdan and Cockling., 1997].
Bu adimlar; soguga alistirma, 6n kiiltiirleme, kriyokoruyucu maddelerle muamele, siv1
azot icerisinde saklama, ¢6zme ve ¢cozme sonrast muameleleri icermektedir [Moges et
al., 2003].

1977 yilinda iki asamali sogutma teknigi kullanilarak Bajaj tarafindan ilk
kriyoprezervasyon ¢aligmalar1 patates bitkisinde uygulanmistir. Su igerigi, dondurma

ile uyarilan dehidratasyon ile azaltilmistir. Bitki siirgiin ve aksillar tomurcuklari, farkli



gliserol veya sukroz igceren ¢ozeltiler ile muamele edilmis ve buhar fazindaki sivi azota
ve sonrasinda direkt sivi azota daldirilarak sogutulmustur [Kaczmarczyk et al., 2011].
Birgok bitki basarili bir sekilde s1vi azot ile saklanabilmistir [Engelmann 2004].

Bitki materyalinin 6zelligi, laboratuvar imkanlari, personelin deneyimi gibi pek
cok farkli faktore bagh olarak kriyoprezervasyonda kullanilan yontemin basarisi
degisiklik gostermektedir [Reed, 2002]. Bununla beraber Kkriyoprezervasyon
yonteminin basarisi i¢cin en dnemli faktor, kriyoprezerve edilecek materyalin fizyolojik
durumunun se¢imi ve hiicre igerisinde olusacak buz kristallerinin olusumunun
onlenmesidir [Wu et al., 1999], [Zhao et al., 1999]. Bu nedenle, kriyoprezervasyon
icin basit ve giivenilir bir yontemin gelistirilmesi, kriyoprezerve edilmis hiicrelerin,
stirglin uglarmin ve somatik embriyolarnin yaygin olarak kullanilmasina imkan
verecektir [Sakai, 1997].

40 y1ili askin siiredir, farkl: tiirlere ve genotiplerine uygun olan tek bir protokol
ya da yontem olmadigi i¢in bitki gen kaynaklarinin korunmasi i¢in 1970’lerden
1980’lere kadar birgok Kriyoprezervasyon teknigi gelistirilmistir [Lipavska and
Vreugdenhil, 1996], [Reed, 2008], [Kaviani, 2011]. Klasik iki adimli dondurma
teknigi olan ilk protokol, doku 6n muamelesi ve doku dehidratasyonu amaciyla
kontrollii hizda yavas bir sekilde sogutma ve bu islemin sonrasinda sivi azota
daldirmay1 icermektedir [Ashmore, 1997]. Yavas dondurma yonteminde eksplantlar
(stirgiin uglari, embriyo ve hiicreler) uzun tiipler veya kriyotiip igerisinde,
kriyokoruyucu soliisyonlar (DMSO, gliserol, etilen glikol ve sukroz) ile birlikte, -7°C
buzda inkiibasyona birakilir. Sonrasinda dakikada 0.3-0.5 °C olacak sekilde
ayarlanabilir bir sogutucu kullanilarak sicaklign -40 °C’ye ulagsmasi saglanir, ardindan
sv1 azota daldirilir [Kumu et al., 1983]. Suyun kristallesmesi sebebiyle olan zarar,
donma oraninin ve 6n donma sicakliginin ayarlanmasi ile hiicre i¢indeki kalan su
miktarmin degismesine izin vermekte ve bu sayede azaltilabilmektedir [Villalobos
and Engelmann, 1995]. Farkl bitki eksplantlarinda (govde ucu, kallus gibi) yavas
sogutma teknigi uygulanmis olup basarili sonuglar elde edilmistir. [Benson, 2004;
Reed and Uchendu, 2008], [Sakai, 1986]. Ancak bu teknikte soguk stresine
odaklanilmis olmasi ve yavas sogutma swrasinda hiicrelerin maruz kaldiklar:
dehidratasyon stresi ve buz olusumu nedenleriyle, hayatta kalma oranlarinin diigiik
olmasi, teknigin zaman alict karmasik olmasi, ek olarak da pahali bir sogutucu cihaz
gerektirmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir [Sakai et al., 1990], [Lipavska and

Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997]. Bu nedenle dehidratasyon stresine Onem
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verilen tek asamali dondurma teknikleri son yillarda gelistirilmistir. Bitkinin tiirii ve
genotipik farkililiklar1 nedeniyle bir ¢ok farkli tek asamali kriyoprezervasyon teknigi
kullanilmaktadir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997]. Bu teknikler,
dehidratasyon,  enkapsiilasyon-dehidratasyon,  vitrifikasyon,  enkapsiilasyon-
vitrifikasyon, damlacik vitrifikasyon, aliiminyum kriyo-plaka, vakum infiltrasyon
vitrifikasyon teknikleri olarak siralanabilir.

Dehidratasyon fiziksel olarak bitki eksplantlarinin steril silika jel tizerinde veya
laminer akimli kabin i¢inde steril hava akimina maruz birakilarak fiziksel olarak su
iceriklerinin azaltilmasidir. Su igerigi gorece yiiksek olan tohum, zigotik ve somatik
embriyolarin kriyoprezervasyonunda kullanilmaktadir. Enkapsiilasyon dehidratasyon
yontemi ise sentetik tohumlarm tiretilmesi i¢in gelistirilen ve eksplantlarm kalsiyum
aljinat boncuklar1 icerisine kapsiile edilmesi yontemine dayanmaktadir [Redenbaugh
et al., 1986]. Bu teknik ilk olarak armut ile patatesin kriyoprezervasyonunda
kullanilmistir [Fabre and Dereuddre, 1990]. Enkapsiilasyon sonrasinda eksplantlar
farkli sukroz derigimlerinde (0.3 M ile 1.5 M ) 1-3 giin 6n kiiltiire alinmaktadirlar.
[Ashmore, 1997], [Swan et al., 1998]. Bu islemler eksplantlarda dehidratasyon
toleransin1 indiikler. On islemden sonra eksplantlar, optimum dehidratasyon
seviyelerine ulagsmak icin silika jel lizerinde veya bir laminer akimli kabin iginde
eksplantlarin su icerigi siirekli kontrol edilerek dehidrate edilir [Dereuddre et al.,
1991]. Enkapsiilasyon-dehidratasyon, yiiksek bir genetik kararlilik saglamasi, ucuz
olmasi, kimyasal kriyokoruyucularin kullanilmamasi, kapsiiliin dokuyu vitrifiye bir
halde tutmas1 avantajlari arasindadir [Shibli et al., 2006], [Matsumoto, 2017]. Bununla
birlikte kapsiilasyonun, gelisimi geciktirmesi, is yiikii gerektirmesi ve bazen optimum
desikasyonlarin saglanmasinin zor olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir [Benson
et al., 1996b], [Benson et al., 2011a], [Lipavska and Vreugdenhil, 1996].

Kimyasal soliisyonlar kullanilarak hiicrelerde olusturulan vitrifikasyon, buz
kristali olusumunu 6nlemek i¢in s1v1 azotta donma ve ¢6ziilme sirasinda sividan amorf
veya camsi faza su ge¢is islemidir [Elliot et al., 2017]. Hayvan hiicrelerinin
kriyoprezervasyonu i¢in kullanilmis olan vitrifikasyon yontemi [Fahy et al., 1987],
sonrasinda Sakai ve arkadaslar1 tarafindan (1990) PVS2 vitrifikasyon soliisyonunun
(% 30 gliserol, %15 etilen glikol, %15 dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 0.4 M sukroz)
gelistirilmesi ile birlikte tropikal ve subtropikal tiirler de dahil olmak iizere birgok bitki
tiirline uygulanmistir. PVS2; hiicreyi camsi yapiya kavusturarak, kayda deger bir buz

olusumu olmadan bitkinin yavas¢a sogutulmasini saglayan, dig ortamm ozmotik
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potansiyelini artirarak hiicre doku ve organlarin1 koruyan kriyokoruyucu ¢ozeltidir
[Reed, 1990], [Moges et al., 2003]. Vitrifikasyon yonteminde Sekil 2.2°de gosterildigi
gibi belirli asamalar bulunmaktadr [Ekinci ve Ozden-Cift¢i, 2019]. Her asama
kriyoprezervasyonun basarisini etkilemektedir. Bitki materyali ilk olarak, sivi azotla
muamelesinden 6nce 0zmo-koruyucu olarak gorev alan ve dokularin soguk toleransini
dehidratasyona yol agarak arttiran yiikleme soliisyonu ile muamele edilir [Nishizawa
et al., 1993], [Sakai et al., 1991]. Ozmokoruma soliisyonundan sonra eksplantlar
PVS2’ye maruz birakilir. Bunun sebebi PVS2’nin yol agtigi zararlara ve igerdigi
kimyasalara maruz kalmadan, hiicreleri ozmotik olarak korumaktir. PVS2’nin
toksisitesinden dolay1 hiicrelerin bu soliisyona maruz kalma siiresi ¢ok kisa olmalidir.
Vitrifikasyon yonteminde, metabolik aktivite minimuma indirilerek doku hasari

engellenip, genetik kararliligin korunmasi saglanir.

Vitrifikasyon

PVS2

0°C'ta

Eksplantiarin
inkiibasyon

4°C' da on hazirlanmas:
kosullandirma

Eksplantiarin su banyosunda

¢ozilmesi
b4
-
(*'. En az 1 saat
Besiyerinde : .
bitki geligimi —

Sekil 2.2: Vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezervasyon agamalari.

Vitrifikasyon yontemi, basit bir ekipman ve daha biiyiik bitki materyallerinin
hizli bir sekilde kriyoprezerve edilmesi yoniiyle klasik yaklasimlara gore daha
avantajhidir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997] ve yaygin olarak
kullanilmaktadir; ¢iinkii uygulanmasi kolaydir ve bir¢ok tiir i¢in iyi sonug vermektedir
[Wang et al., 2008].

Enkapsiilasyon- vitrifikasyonda eksplantlar aljinat tanecikleri i¢inde kapsiile
edilir ve daha sonra vitrifikasyon yontemi ile muamele gerceklestirilir [Matsumoto et

al., 1995]. Kiigiik boyutlu eksplantlarda uygulamanin zorlugu ve zaman alic1 olmasi
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sebebiyle vitrifikasyon, eksplantlarin enkapsiile edilmesi ile manipiilasyonu daha
kolay olan eksplantlar ortaya ¢ikartmakta [Sakai and Englemann, 2007], [Sharaf et al.,
2012] ve eksplantlarn kriyoprotektan toksik etkisine dogrudan maruz kalmasini
onlemektedir.

Damlacik vitrifikasyon Kartha ve ark. (1982) tarafindan gelistirilmis olup
Leunufna ve Keller (2005) tarafindan modifiye edilmistir. Bu yontem, eksplantlarin
aliminyum folyo seritler iizerinde PVS2 ile muamele edilmesine dayanmaktadir. Bu
yontemde yiiksek soguma/isinma Ozelliklerine sahip aliiminyum folyo seritlerin
kullanilmas1 ve kriyokoruyucu soliisyonun kiigiik hacimde uygulanmasi, yontemi
avantajli kilmaktadir [Keller and Dreiling, 2003]. Simdiye kadar bu protokol basta
muz olmak {iizere, alev agaci, kekik ve bir¢ok tiirde basari ile uygulanmstir [Panis et
al., 2005], [Ekinci, 2013], [Ozudogru ve Kaya, 2012].

Son zamanlarda, kriyo-plakalar (V kriyo-plaka ve D kriyo-plaka) kullanilarak
yeni kriyojenik prosediirler gelistirilmistir. V kriyo-plaka yontemi [Yamamoto et al.,
2011] kriyo-plaka tizerindeki eksplantlarin PVS2 vitrifikasyon dehidratasyonuna, D
kriyo-plaka yontemi ise [Niino et al., 2013] hava dehidratasyonuna dayanmaktadir.
V-kriyo plaka yontemi ¢ilek, nane, seker kamisi ve daha bir¢ok bitkide uygulanmistir
[Yamamoto et al., 2012b], [Rafique et al., 2015], [Yamamoto et al., 2012a]. D-kriyo
plaka yonteminde aliiminyum plakalarda tutulan eksplantlarin kullanimi kolaydir ve
cok yiiksek sogutma/isinma oranlarmna sahip olmalar1 nedeniyle yiiksek bir geri
kazanim ylizdelerine sahiptirler [Niino et al., 2013]. Bu yontem hurma agaci, yaban
mersini ve trabzon hurmasinda basariyla uygulanmistir [Matsumoto et al., 2015],
[Dhungana et al., 2015], [Salma et al., 2014].

Daws ve arkadaslarinin, 2006 yilinda canlilik testinde trifenil tetrazolyum
kloriiriin (TTC) cam bitkisi tohumlarina daha hizli niifuz etmesini saglamak icin
kullanildig1 ¢alismasindan esinlenerek, Nadarajam ve Pritchard 2004 yilinda
vitrifikasyon ¢6zeltisinin dokulara daha hizli niifus etmesi i¢in vakum infiltrasyon
teknigini gelistirmislerdir. Yapilan bu ¢aligmada, birbirinden farkli olan iig tiire ait
embriyo, PVS2 ile muamele edilmistir. PVS2 ile inkiibasyon siiresi gerekmediginden,
embriyolarm hizli bir sekilde donmasma olanak saglanmaktadir [Nadarajan and
Pritchard 2014].

Son zamanlarda, kriyoprezervasyonun bitki tiirlerinin uzun siireli saklanmasinin
yani sira bagka amaglar i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir [Wang et al., 2008], [Wang

et al., 2009]. Viriislerin ortadan kaldirilmasi igin (kriyoterapi), meristem kiiltiirii ve
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termoterapi gibi klasik viriis yok etme tekniklerinin yerine veya tamamlayici olarak
kullanilabilecegi ortaya ¢ikmustir. Siirgiin uglarmin kriyoterapisi ilk kez Erik Pox
viriisiiniin ortadan kaldirilmasi i¢in Prunus anaglarinda kullanilmistir [Brison et al.,
1997]. Muz, iiziim, patates, kayisi ve daha bircok bitki tiiriinde kriyoterapi
uygulanmistir [Helliot et al., 2002], [Giil Seker et al., 2015].

2.2.1. Kriyokoruyucular

Kriyokoruyucu ajanlar, doku ve organlar1 kriyojenik sicakliklara soguturken
Olimciil buz olusumunu ortadan kaldirmak i¢in kullanilir [Pegg, 2007].
Kriyokoruyucu ajanlari olusturan gesitli kimyasallarin biyokimyasal ve biyofiziksel
etki bigimlerini, optimal uygulamalarini belirlemek soliisyonun gelistirilmesi igin
onemlidir [Polge and Smith, 1949]. Kriyoprezervasyonda en 6nemli etkenlerden biri
olarak kriyokoruyucular gosterilebilir [Karow, 1969]. Bir kriyokoruyucuda toksisite
olmamasi, giivenli ve etkili olmasi istenen 6zellikler olarak séylenebilir. Memeli ve
bitki hiicrelerinin kriyoprezervasyonunda giivenilir toksik olmayan kriyokoruyucu
ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Dimetil siilfoksit toksisitesine ragmen, tiim hiicre
tiirlerinde yaygin ve etkili olarak kullanilirken, daha az zararh etkiye sahip olan
gliserol yalnizca belirli hiicre hatlar1 iizerinde etkilidir. Bununla birlikte, Tablo 2.1°de

gosterilen daha bir ¢ok kriyokoruyucu ajan bulunmaktadir [Elliott et al., 2017].
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Tablo 2.1: Kriyokoruyucu ajanlar.

Alkol ve Seker ve Polimerler Siilfoksitler Aminler
Tiirevleri seker ve Amidler
Metanol’°  Glikoz" Polietilen glikol°  Dimetil Prolin®
Siilfoksit®
Etanol® Galaktoz®  Polivinil Asetamid®  Glutamin®
Gliserol  Sukroz*®  Dekstran® Formamid®  Betain®
Propilen Trehaloz® Fikol° Dimetil
glikol° asetamid®
Etilen Raffinose®  Hidroksietil
Mannitol*®  Serum proteinleri
¢(kompleks
karigimi)
Sorbitol? Siit proteinleri *°
(kompleks
Peptonlar?

& Prokaryotik hiicrelerde etkilidir.

b Okaryotik hiicrelerde sinirli derecede etkilidir.

¢ Okaryotlarda orta derecede etkilidir; genellikle kombinasyonlarla.

4 Birgok hiicre tipinde ¢ok etkilidir.

¢ Son derece etkili ve tiim hiicre siniflarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Mevcut kriyoprezervasyon protokolleri memeli hiicrelerinde DMSO ve FBS
(Fetal Bovine Serumu)’nun birlikte kullanimini igerirken [Elliot et al., 2017], bitki
kriyoprezervasyon protokollerinde PVS2 yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Memelilerde FBS prion, viral, zoonoz kontaminasyon riski tasidigindan enjeksiyon
isleminin ardindan organizmada immiin yanit gelismesine neden olurken [Lange et al.,
2007], DMSO mezengimal kok hiicrelerin ndronal ve osteojenik farklilagsmaya
gitmesine sebep olmaktadir [Rogulska et al., 2017]. Memeli hiicrelerinde dondurulmus
¢oziilmiis hiicrelerden DMSO ve FBS’nin tamamen uzaklastirilmasi pahali ve zaman
alan bir siire¢ olmakla beraber ¢ok sayida hiicrenin kaybma da neden olmasindan
dolayi elzemdir. [Thirumala et al., 2010].

Bitkilerde ise kriyoprezervasyon sonrasi rejenere olan eksplantlarin
canliliklarmin ve genetik olarak kararliliklarinin saglanmasi Kriyoprezervasyonunun
Kriyoprezervasyonun neden olabilecegi genetik Kkararsizliga

temel amacidur.
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eksplantlarin ¢ok diisiik sicakliklar, yiiksek osmotik basing, dehidratasyon gibi asir
fiziksel kosullar ve DMSO gibi toksik kriyokoruyuculara kimyasal olarak maruz
kalmalar1 neden olmaktadir [Panis and Lambardi, 2005]. Ayrica, doku kiiltiiri
kosullarmin neden oldugu stres kosullarinin da eklenmesi, kriyoprezervasyon sonrasi
bitki eksplantlarinin canliliklarini kaybetmesine sebep olabilir. Gliniimiize kadar farkl
ozelliklerle toksisitesi gorece fazla olan DMSO’nun konsantrasyonunun azaltilmasina
yonelik vitrifikasyon soliisyonlar1 gelistirilmistir, 6rn., PVS1 [Uragami et al., 1989],
PVS2 [Sakai et al., 1990], PVS3 [Nishizawa et al., 1993] ve VSL [Suzuki et al., 2008],
(Tablo 2.2). Ancak yine de bitki kriyoprezervasyonu igin ¢ogunlukla kullanilan
vitrifkasyon soliisyonu %15 DMSO (v/v) igeren PVS2 dir [Kirdok, 2015].

Tablo 2.2: Farkli vitrifikasyon soliisyonlar1 (V/v).

PVS1 PVS2 PVS3 VSL
%30 gliserol %30 gliserol %50 gliserol %20 gliserol
%15 etilen glikol %15 etilen glikol MS+%50 sukroz %30 etilene glikol
MS+% 5 sukroz MS+0.4 M sukroz MS+%)5 sukroz
%15 DMSO %15 DMSO %210 DMSO

10 mM CaCl>

Hiicre zar1 toksisitesi, PVS2’de bulunan DMSO ile iliskilendirilen bir spesifik
toksisitedir. Hiicre zar1 katmanlar1 Sekil 2.3’te goriildiigii iizere, dis ve i¢ yiizeylerdeki
hidrofilik bas gruplarindan, membranin ortasinda bulunan hidrofobik yag asidi

zincirlerinden olusmaktadir [Ginzburg and Balijepalli, 2007].

Kanallar

/ Hidrofilik bag

= Hidrofobik kuyruk

Sekil 2.3: Hiicre Zarinin Yapist.
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Molekiillerin hiicre zarlarina niifuz etme kabiliyeti lipofilite ile artarken,
molekiiler boyutun artmasiyla veya hidrojen baglar1 olusturma yetenegi ile azalir.
[Naccache and Sha’afi 1973]. Bir DMSO-su hidrojen baginin dmrii, bir su-su hidrojen
baginmn dmriiniin birkag¢ katidir [Bourne and Shearer 1994]. DMSO hidrojenin siilfinil
(SO) oksijeni, suya, suyun kendi hidrojen molekiillerinden daha gii¢lii bir sekilde
hidrojen bagi ile baglanir [Kirchner and Rehier 2002]. Su ile DMSO'nun baglanma
yetenegi sicaklik arttik¢a azalir [Anchordoguy et al., 1992]. Membranlar, DMSQO'dan
daha fazla su ile hidratlanir ve DMSO'nun dislanmasi membran arayiiziinde strese
neden olur [Westh, 2004]. Sicakligin artmasi ile birlikte, DMSO hiicre zarinin
hidrofilik bas gruplar1 etrafinda lokalize olur. Bu durum DMSO’nun toksisitesini
aciklamaktadir [Westh 2004], [Sum and Pablo, 2003], [Arakawa et al., 1990].

PVS2 soliisyonu ile yapilan literatiirdeki ¢alismalarda, 48 saat in vitro kosullarda
¢imlendirilen Arabidopsis thaliana L. fideciklerinin kriyoprezervasyonu sonucunda
%96,8 canlilik elde edilirken, 72 saat ¢imlendirilen fideciklerin kriyoprezervasyonu
sonrasinda canlilik elde edilememistir. Bu canlilik farki, vitrifikasyon asamasinda
kullanilan kriyokoruyucularin igerigi ve konsantrasyonunun (DMSO gibi toksik
maddelerin olmas1) ozmotik hasar ve dehidratasyon stresi gibi abiyotik streslere yol
acarak bitkilerde oksidatif strese neden olmalariyla iliskilendirilebilir [Ren et al.,
2013]. Kriyokoruyuculardan kaynaklanan oksidatif stresi azaltmanm en etkin yolu

farkli kriyokoruyucu soliisyonlarin gelistirilmesidir [Benson and Bremner, 2004].

2.3. Fruktanlar

Fruktanlar, dogada nisastadan sonra en yaygin bulunan makromolekiillerden
biridir ve bir¢ok islevsel 6zellikleri ile de 6ne ¢ikmaktadirlar. Sukroz ve nisasta, tropik
ve yar1 tropikal otlarda birincil bitkisel depolama karbonhidratlariyken, iliman ve serin
bolge otlar1 esas olarak fruktoz polimerlerini biriktirir [French and Waterhouse, 1993].
Fruktanlar mikroorganizmalarda, bitkilerde ve daha az miktarda Dasycladales ve
Cladophorales'm bazi mantarlarinda ve alg tiirlerinde goriiliir. Yiiksek yapili bitkilerin
% 15'inde depolanan ana enerji formlarindan biri olarak kabul edilmektedir [Hendry,
1993]. Bitkilerde enerji depolanmasi, ozmotik dengeleyici, biyofilm olusumu, bitki
bagisiklik sistemini gli¢lendirici, abiyotik steslere karsi direng mekanizmalarini

tetikleyerek bitki ve mikroorganizmalarin kurak sartlarda dayanikliligini arttirmak gibi
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cok farkli biyolojik sistemlerde dnemli rolleri vardir. Dikotil bitkilerde fruktanlar,
kokler ve yumrular gibi yeralt1 depolama organlarinda uzun siireli depolanan
karbonhidratlar olarak birikir [\Van den Ende and Van Laere, 2007]. Bugdayda yapilan
bir ¢alismada, bugdayin bitkisel dokularindaki en 6nemli yedek karbonhidratlardan
biri oldugu ve bugday cekirdegi gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir
[Pollock and Cairns 1991], [Schnyder 1993]. Fruktanlar bitki vakuoliinde sentezlenir.
Ayrica giderek artan kanitlar fruktanlarm apoplast, floem ve ksilem dokularinda da
mevcut olabilecegini gostermektedir [Mancilla-Margalli and Lopez 2006]. Fruktozil
ve glikoz rezidiilerinin konumu arasindaki baglanti tipine bagli olarak farkli fruktan
molekiilleri aywrt edilebilir [Lewis, 1993]. Biyosentezleri sirasinda sicakliktan az
etkilenmelerinden dolay1 fruktan depolanmasi, bitkilere diistik sicakliklarda fizyolojik
bir avantaj saglamaktadirlar. Tahillarn (bugday, yulaf ve arpa) kisin diisiik
sicakliklara maruz kaldiginda fruktan biriktirdigi bilinmektedir [Meier and Reid
1982], [Pontis and Del Campillo 1985], [Pollock 1986], [Chatertton et al. 1989],
[Prud’home et al. 1993]. Nisasta biyosentezi 10°C’nin altindaki sicakliklarda durma
noktasina gelirken, fruktan biyosentezi sicakliktan daha az etkilenmektedir. Bu durum
fruktan depolayabilen bitkilere diisiik sicakliklarda fizyolojik bir avantaj
saglamaktadir [Livingston, 2009]. Carpici bir sekilde, fruktan biriktiren tiirler soguk
ve kuru ortamda ¢ok bulunurken tropikal ve su ortamlarinda yoktur [Hendry, 1993].
Bu 6zelliklerinden dolay1 dogal kriyokoruyucu molekiiller olarak bilinmektedir
[Versluys et al., 2018]. Hiicre membranlari ile etkilesimi sonucu bu koruma etkisinin
ortaya ¢iktig1 disiiniilmiistiir [Hincha et al., 2002]. Model membran g¢alismalar1
fruktanlarm lipitlerle etkilesime girdigini ortaya koymustur [Vereyken et al., 2001],
[Demel et al., 1998]. Fruktanlarin membranlar ile olan iliskisi Sekil 2.4’te
gosterilmistir [Valluru and Van den Ende, 2008].
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Sekil 2.4: Fruktan-Membran iliskisi.

Siddetli abiyotik stresler, hiicresel bilesiklerde zararl degisikliklere neden olur.
Sekerler, bu zararli degisiklikleri Onleyebilen metabolitlerden biri olarak kabul
edilebilir. Uzun siireli stres donemlerinde, 6rnegin dehidrasyon zamanlarinda bitkinin
hayatta kalmasi fruktanlara baglanmistir [Pontis, 1989], [Roover et al., 2000].
Tahillarda fruktan birikimi, biiyiimeye bagli su akiglarmi saglayabilmektedir ve
alternatif bir depolama sekeri olan asir1 miktarda sukrozun ozmotik problemlerini
azaltabilmektedir [Peukert et al. 2014]. Abiyotik stres toleransindaki rolleri ve lipit ¢ift
katmanlari ile dogrudan etkilesimleri dogrulanmistir [Hincha et al., 2006].

Fruktanlarin abiyotik stres kosullarinda reaktif oksijen tiirevlerini yakalayarak
antioksidan gibi rol oynadiklar1 da bilinmektedir [Bolouri-Moghaddam et al., 2010],
[Peshev et al., 2013]. Vakuolar bazli fruktanlar polifenollere benzer giiglii antioksidan
Ozelliklere sahiptir ve hidroksil radikal yakalama potansiyelleri sukroz ve
monosakkarit olan glikoz ve fruktozu asar [Peshev et al., 2013]. Vakuolar ve
apoplastik fruktanlarin bilesimlerinin, stres altindaki bitkilerin ROS (Reactive Oxygen
Species) yakalama verimliligini etkiledigi ileri siiriilmektedir [Matros et al., 2015].

Fruktanlar, bitki hiicrelerinin igerisindeki biiyiik merkezi kofulun etrafin1 saran
zar olan tonoplast1 stabilize etmek i¢in konumlanir, bu zarlarin yakimindaki serbest
radikalleri temizler. Bu siirecte, fruktanlar daha az zararli fruktan radikaline
donitistiiriiliir [Van den Ende and Valluru, 2009] , [Takahama, 2004]. Bu mekanizma
Sekil 2.5 te [Bolouri-Moghaddam et al., 2010] detayli sekilde gosterilmektedir.
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Sekil 2.5: Fruktanlarm Antioksidan Rolii

2.3.1. Fruktan Tipleri

Yapilarinda bulunan glikosidik baglarin biiyiik ¢ogunlugunu - (2,1) ve/veya B-
(2,6) fruktosil-fruktoz tipi baglarm olusturdugu karbonhidratlar olarak tanimlanirlar
[Lewis, 1993]. B-(2,1) ve B-(2,6) baglantilar1 hem mikrobiyal hem de bitki kaynakli
fruktanlarda meydana gelmektedir [Toksoy Oner et al., 2016], [Van den Ende, 2013].
Fruktanlar, levan ve iniilin olmak {izere iki gruba ayrilmaktadirlar. [Lewis, 1993].
Levan grubu ve dallanmis levandaki fark, fruktofuranozil (Fruf) dinitelerinin
konumudur. Levan grubunun ana zincirinde (B-2,6) konumunda Fruf finiteleri
bulunurken, dallanmis levanda Fruf {initeleri ana zincirde (B-2,1) pozisyonunda
baglanmaktadirlar. Iniilin de ana zincire (B-2,1) bagl Fruf iiniteleri bulunur. Yan
gruplar ise (B-2,6) pozisyonunda ana zincire baglanmaktadir Yapisinda iniilin (3-2,1)
ve levan (B-2,6) tipi baglar1 esit agirlikta barindiran ve 1,6-kestotetraoz birimlerinin
olusturdugu fruktanlar graminan tipi fruktandir. Agavin tipi fruktanlar ise, ana zinciri
icinde glukoz bulunduran neo-serisi fruktanlar ile graminan ve yeni (neo) serisi
fruktanlarin karigimu bir yapiya sahiptirler [Versluys et al., 2018], [Toksoy Oner et al.,
2016].

Sekil 2.6°da gosterilen levan ve iniilin tipi fruktanlar [Munoz Gutierrez et al.,
2009] hem mikrobiyal hem de bitkisel kaynaklardan elde edilirken; graminan, neo-
serisi ve agavin tipi kompleks fruktanlarin bilinen tek kaynagi bitkilerdir. Graminan,
esas olarak monokotlarda, dzellikle ot ve tahillarda bulunur. Iniilin kuskonmaz gibi

bitkilerde bulunurken, levan bugdayda bulunmaktadir [Van den Ende et al., 2004].
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Graminan, levan ve neokestozdan tiiretilen fruktanlar, otlarda, genel olarak govde de,
yaprak kinilarinda, uzun yaprak tabanlarinda ve daha az 6l¢iide olacak sekilde yaprak
uclarinda ve koklerinde kisa siireli depolama bilesikleri olarak islev goriir. Mikrobiyal
ve bitkisel fruktanlarin en 6nemli farklar1 zincir uzunluklaridir [Maleux and Van den
Ende, 2007].
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Sekil 2.6: Fruktan Tipleri. a) Inulin, b) Levan, ¢) Neoinulin, d) Neolevan, €)
Graminan ve f) Agavin.

Farkli fruktan tiplerinde yapilan ¢aligmalarda, oda sicakligindaki fizyolojik
dehidratasyon sirasindaki membran etkilesimleri lipozom modelleri ile
incelenmiglerdir ve iniilin ile dallanmig Bacillus levanin hidrofilik lipit bas gruplari
arasindan membrana girerek likit kristalin faz gecisini sagladigi ve bu yolla membran
stabilizasyonunu gergeklestirdigi belirlenmistir [Vereyken et al., 2003].

2005 yilinda fruktanlarin kriyokoruyucu olarak kullanimi ilk kez literatiirde yer
almistir. Yapilan calismada iniilinin 0°C’1n altindaki sicakliklarda uzun siire liyofilize
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edilmis lipozomlarm stabilitesini sagladig1 gosterilmistir. Dekstran, sukroz ve trehaloz
ile karsilastirildiginda iniilinin daha iyi etkiler gosteren bir kriyokoruyucu oldugu
anlasilmistir [Hinrichs et al., 2005]. Diger bir ¢alismada ise iniilinin sigir plazma
proteinleri i¢in glikoz ve sukrozdan daha iyi bir kriyokoruyucu oldugu gésterilmistir
[Furlan et al., 2013]. Buna ek olarak Higashiya ve arkadagslarinin yaptiklar1 ¢aliysmada
(2010), Rakkyo Japon arpacik soganindan 6ziitlenen graminan tipi fruktanlarm (j3-
2,6: B-2,1 = 3:1, 6-100 kDa) hiicresel kriyokoruyucu etkileri gosterilmistir. Japon
arpacik soganindan kolayca elde edilebilmesi, bol miktarda bulunmasi ve yiiksek
¢oziinlirligiinden dolayr graminan tipi bu fruktan segilmistir. Bu ¢alismada fare
hibridoma 2E3 hatt1 PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi), %10 DMSO ve 100 mg/L
rakkyo fruktani iceren kriyokoruyucu igerisinde dondurulan hiicrelerin canliliginin
kontrole gore ii¢ kat daha yiiksek oldugu gdézlemlenmistir. Sonrasinda Ogawa ve
arkadaglar1 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, graminan tipi bir fruktan olan rakyyo
fruktani ile diisiik agirlikl iniilin (1.4 kDa), yiiksek agirlikli iniilin (162 kDa) ve levan
tipi fruktanlarin donma stresine karsi1 yetenekleri karsilastirilmistir. Rakkyo fruktan:
ve diistik agirlikli iniilin PBS igerisinde kolayca ¢oziiniirken, yiiksek agirlikli intilin ve
levanin ¢oziiniirliigiiniin daha diisiik olmasi nedeniyle bu calismada farkl
konsantrasyonlarda fruktan kullanilmigtir. Rakkyo fruktanda korunan 2E3-O
hiicrelerinin yasayabilirligi % 97.1 ile en yiiksek iken, %92.4 ile diisiik agirlikl
iniilinin, en yakm sonucu verdigi belirlenmistir. Mikroskop altinda, rakkyo fruktani
iceren soliisyondaki hiicreler ve FBS-DMSO igeren soliisyonda korunan hiicreler
arasinda morfolojik bir fark belirlenmemistir. Bu sonuglar, rakkyo fruktanin, hiicreleri
donma stresine kars1 koruyabildigini ve bunu diger fruktan tiirlerinden daha yiiksek
yapabilme yetenegi oldugunu gostermistir. Diger bir ¢alismada ise graminan fruktani
DMSO ile birlikte rekombinant antikor tireticisi Cin hamster ovaryum fibroblast hiicre
hattt (CHO-DP12) ve insan hepatoma hiicre hattt (HepG2) gibi memeli hiicre
hatlarinda kriyokoruyucu olarak kullanildiginda bu hiicrelerin metabolik aktivitelerini
korudugu gozlemlenmistir. Rakkyo fruktan-DMSO'da korunan CHO-DP12
hiicrelerinin yagama kabiliyeti, ¢cozliinmesi sonras1t FBS-DMSQO'da korunanlara benzer
tespit edilmis, Rakkyo fruktan ve DMSO'da korunan HepG2 hiicrelerinin canliligi,
yasayabilir hiicre sayisi, alblimin salgilanmas1 miktar1 ve mRNA ekspresyonu, FBS-
DMSQO' da korunanlara benzerdir. DMSO gibi diger kriyoprotektanlarla
birlestirildiginde rakkyo fruktanin, FBS'ye alternatif bir kriyoprotektan olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir [Ogawa ve et al., 2014].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali ve Fruktanlar

Tez ¢alismasinda model bitki olan Arabidopsis thaliana L. Col-0 tohumlari,
Gebze Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’ne ait serada
yetistirilen bitkilerden elde edilmistir. Kriyoprezervasyon c¢aligmalarinda kullanilmak
tizere tohumlar, in vitro kosullarda yari-giiglii MS (Murashige ve Skoog, Duchefa)
ortaminda gergeklestirilmistir.

Tez cahsmasmnda kullanilan fruktanlar ise, Marmara Universitesi,
Biyomiihendislik Boliimii Ogretim Uyesi ve ayn1 zamanda bu tezin desteklendigi
118M607 nolu Tiibitak projesinin yiiriitiiciisii Prof. Dr. Ebru TOKSOY ONER’den

temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Malzemeler

A. thaliana L. Col-0 tohumlarinmn in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ve
kriyoprezervasyon ¢alismalarinda eklenen kimyasallara ait bilgiler Tablo 3.1 ve Tablo

3.2 de gosterilmistir.

Tablo 3.1: /n Vitro Cimlendirme Asamasinda Kullanilan Kimyasallar.

A. thaliana L. Col-0 Besi Yeri icerikleri

Kimyasal Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
MS Duchefa M022
Gelrite Duchefa G1101
Sukroz Duchefa S0809
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Tablo 3.2: Kriyoprezervasyon Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar.

Kimyasal Ad1

DMSO (Dimetil siilfoksit)
Gliserol

Sukroz

Etilen Glikol

Sivi Azot

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Firma Ad1

Merck
Merck
Merk

Merck

Messer

Katalog No
K33960252
1.04093.2500
1.07651.1000
K34762849

Tez kapsaminda kullanilan tiim cihazlar Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3; Kullanilan Cihazlar.

Cihaz Ad1

Hassas terazi

Otoklav

Etiiv

Bitki biiyiitme odas1

pH metre

Manyetik karistirict
Sterilizator

Laminar akimli kabin
Iklimlendirme dolab:
Derin dondurucu (-20 °C)
Buzdolabi (4 °C)

SA tanki

Sicak su banyosu
Vorteks

Mikrodalga firin
Otomatik pipet

DSC (Diferansiyel taramali
kalorimetre)

Cihazin Modeli
TP3030
HV-110L

DIN 12880
RivaCold
pH209

MR3001

Steri 350
Cleanair

WTC
GS26DN13NE
RG 1380
ARPEGE 40
D-77960
AC230

MW?71E
3862243

Exstar DSC- 7020

Firma

Denver Instrument
Hirayama

Binder

Genpa Miihendislik
Hanna Instrument
Heidolph

Swiss Made

PMU Company
Binder

Simens

Indesit
Dmc-airliquide
Julabo

VNR International
Samsung
Eppendorf Research
Seiko

20



3.2. Metot

3.2.1. Fruktanlarin Camsi Gegcis Sicakliklarimin Hesaplanmasi

Hiicrelerarasi cams1 gegis sicakligmn (Tg) hesaplanmast GTU, MBG bé liimi,
Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarida bulunan DSC 7020 Exstar cihaz1 ile
gerceklestirildi. 11 tane fruktan soliisyonu, 10 mg/ml’den, 0.5 mg/ml, 0.3 mg/ml, 0.1
mg/ml olmak {izere PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi) ile sulandirildi.
Soliisyonlar, metal kaplardan tagsmayacak (5 pl) sekilde pipet yardim ile eklendi.
Hassas terazide yapilan tartim sonucu bulunan miktar, miligram cinsinden parametre
olarak yazildi. Metal kaplar igerisinde bulunan soliisyonlar Perkin Elmer pensesi ile
sikistirildiktan sonra cihaza uygun sekilde yerlestirildi (Sekil 3.1). Kontrol olarak
icerisinde soliisyon bulunmayan metal tavalar kullanildi. Ornekler 25 °C’den baslayp,
-150 °C’ye kadar sogutuldu, dakikada 10 °C diistiriildii. -150 °C’ye geldikten sonra
tekrar 20 °C’ ye yiikseltildi.

Sekil 3.1: Diferansiyel Taramali Kalorimetri Cihazi1 (DSC).

3.2.2. Arabidopsis thaliana L. Bitkisinin In Vitro Kosullarda
Cimlendirilmesi ve Kriyoprezervasyon Icin Steril Fidelerin Elde
Edilmesi

A. thaliana L. (Col-0), tohumlarinin yiizey sterilizasyonu, %70 EtOH soliisyonu
ile 2 dakika ve ardindan %15 NaOCI ile 10 dakika calkalanmasi ile yapilmistir.
Tohumlar 3 kere dH2O ile yikanmistir. Tohumlarin daha sonra bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen yari-giiclii hazir MSO besi ortamma (Duchefa, Tablo 3.4)

%0.02 agaroz ile pipet yardimiyla (Sekil 3.2) aktarimi yapilmigtir.
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Tablo 3.4: Besi Ortamu.

BESI ORTAMI 1 LITRE
2Ms 4,405 gr
Sukroz 20 gr
Gelrite 3gr

pH 5.8

Tiim tohumlar, ¢cimlenmenin senkronizasyonu i¢in aliminyum folyo ile sarilarak
48 saat 4°C’de tutulmustur. Daha sonra bitki biiylitme odas1 kosullarinda 8/16 saat
fotoperiyot olacak sekilde 22+2°C sicaklikta, 4000 lux 151k siddetinde 48 ve 72 saat

boyunca ¢imlendirme i¢in aktarilmistir.

Sekil 3.2: A. thaliana L. sterilizasyonu. a) A. thaliana (Col-0) tohumlari. b) Yari-
giiclii MSO kati besiyerine ekim. ¢) senkronize olmasi igin 4°C’ye aktarilan
tohumlar.
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3.2.3. Arabidopsis thaliana L. Fideciklerinin (48 Saat Cimlendirilen)
Vitrifikasyon Tek Asamali Dondurma Yontemi Ile
Kriyoprezervasyonu

Bitki biiylitme odasi kosullarinda 48 saat ¢imlendirilen fideciklerin
kriyoprezervasyonu, Wang ve He (2009) tarafindan belirtilen kriyoprezervasyon
yontemine gore gergeklestirilmistir. Kriyoprezervasyon protokoliinde bulunan biitiin
soliisyonlar, her deney Oncesi taze olarak hazirlanmis ve otoklav ile steril edilmistir.

Soliisyonlar, otoklav sonras1 4°C‘de muhafaza edilmistir
Kriyoprezervasyon asagidaki basamaklara uygun bir sekilde gerceklestirilmistir:

e Ozmokoruma: 48 saat ¢imlendirilen fidecikler, 1 ml kriyokoruyucu soliisyonu
(2 M gliserol ve 0.4 M sukroz igeren sivi MS besiyeri) ile 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Vitrifikasyon: Yiikleme soliisyonu, yogun derisimli vitrifikasyon soliisyonu
(PVS2; 0.4M sukroz iceren MS besiyeri i¢inde %30 (v/v) gliserol, %15 (v/v)
etilen glikol ve %5 (v/v) DMSO) ile yer degistirildi ve fidecikler PVS2
soliisyonunda 0°C’da 50 dakika inkiibe edildi. P\V/S2 ile muamele edilen gruplar
(Sekil 3.3), fruktan grubu ile muamele edilen grubun kontrolii olarak kabul
edildi. Fruktan grubu ise, PVS2 soliisyon i¢erigine ek olarak, farkli (0-300mg/L)
konsantrasyonlarda fruktan igeren soliisyonlar ile muamele edildi. PVS2
icerisindeki DMSO (%15), %2,5 - %5 oraninda azaltilarak yerine fruktan
eklendi. PVS2 ve fruktan gruplarindaki vitrifikasyon soliisyonunun,
kriyoprezervasyon sonrasi fideciklerin canlilik ylizdelerine olan etkilerinin
belirlenmesi amaciyla sivi azot ile muamele edilen grup kriyopezervasyon
grubu, sivi azot ile muamele edilmeyen grup ise kontrol grubu olarak
adlandirildi. Tiim deney gruplari, vitrifikasyon soliisyonu ile 50 dakika 0°C” de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, kriyoprezervasyon gruplari sivi azot ile
muamele edilirken, sivi azota daldirilmayan kontrol gruplarinda dogrudan

yikama agamasina gecildi.
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PVS 2 GRUBU ’ FRUKTAN GRUBU ]

2 . 2 1

Kontrol Grubu Kriyoprezervasyon Grubu Kontrol Grubu Kriyoprezervasyon Grubu
%30 Gliserol %30 Gliserol %30 Gliserol 430 Glloen)
%15 Etilen Glikol  -%15 Etilen Glikol %15 Etilen Glikol %15 Etilen Glikol
~%15 DMSO -%15 DMSO -%(12,5-10) DMSO+ %(2,5-5) fruktan ~6(12,5-10) DMSO+ %(2,5-5) fruktan
-MS+0.4M sukroz  -MS+0.4M sukroz -MS+0.4M sukroz -MS$+0.4M sukroz
Sivi azot daldirma Sivi azot ile Sivi azot daldirma Sivi azot ile
yok muamele edildi. yok muamele edildi.

Sekil 3.3: Kriyoprezervasyon Deney Gruplar1.

Vitrifikasyon soliisyonunda tez kapsaminda kullanilan fruktanlar Tablo 3.5°de
gosterilmistir. Tez kapsamindaki fruktan gruplarina ek olarak, dH>O ve PBS’nin de

canlilik iizerine etkisi belirlenmistir.

Tablo 3.5; Kullanilan Fruktanlar

Kullanilan Fruktanlar

Fruktoz P95 Iniilin Joanlevan
HL 60 Agavins Graminan
Sukroz Hp Iniilin Sinerji Iniilin
D-Glukoz M6 Levan

e Hizli dondurma ve ¢ozme: Vitrifiye edilen kriyoprezervasyon gruplarindaki
fidecikler, hizla dogrudan sivi azota daldirildi ve en az 1 saat sivi azotta
bekletildi. Stv1 azotta dondurulan 6rnekler, daha sonra 40°C’ da su banyosunda

1 dakika ara ara sallayarak ¢oziildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Eksplantlarin hizli dondurulmasi ve ¢6ziilmesi. a) Hizli dondurma
asamasl, b) S1v1 azot sonrasi ¢dzme agamasi.

e Yikama: Tiim gruplar, MS+1.2 M sukroz i¢eren yikama soliisyonu ile 40 dakika
(her 10 dakikada bir soliisyon tazelenerek) muamele edildi.

e Geri kazanim: Fidecikler %3 seker ve %0.9 agar iceren MS besi ortaminda bitki
biliyiitme odas1 kosullarinda 8/16 saat fotoperiyot olacak sekilde 224+2°C
sicaklikta cimlenmeleri i¢in (denemeler 20 fidecik olacak sekilde) aktarildi ve
canliliklar1 yiizde olarak 15 giinliik gelisimlerini takiben hesaplandi. Besin

ortamlar1 her deney Oncesi taze olarak hazirlandi.

3.2.4. Verilerin Toplanmas: ve Istatiksel Analizler

Kontrol ve kriyoprezerve edilen fideciklerin canliliklar1 (saglikli govdecik
olusumu) 15 giinliik gelisimlerini takiben hesaplandi. Denemeler, en az 20 fidecik
kullanilarak yapildi ve denemeler en az 2 kez tekrar edildi. Istatistiksel analizler LSD

coklu karsilastirma testi ile GraphPad Prism 6.0 yazilim1 kullanilarak yapilda.
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4. SONUCLAR

4.1. Diferansiyel Taramah Kalorimetri Calismalan

4.1.1. Fruktanlarin Camsi Gegis Sicakhiginin Hesaplanmasi

Tiim analizler sonucu, denenen farkli fruktanlarin Tg degerleri-23°C ile -25,6°C
arasinda degismekle birlikte (Sekil 4.1), sirasiyla 300 mg/L D-glukoz ve 100 mg/L
graminanda gorece en diisiik Tg degerleri elde edilmistir. DSC cihazindan alinan
graminana ve D-glukoza ait Tg degerlerini gosteren 1s1 akis DSC analiz sekilleri

sirastyla Sekil 4.2a ve 4.2b’de sunulmustur.
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Sekil 4.1: Fruktanlarin Cams1 Gegis Sicaklig1 (Tg) Degerleri.
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Sekil 4.2: a) 100 mg/L graminana ait DSC analiz grafigi, b) 300mg/L D-glukoza ait
DSC analiz grafigi.



4.2. 48 Saat Cimlendirilen Arabidopsis thaliana L.
Fideciklerinin  Vitrifikasyon Tek Asamali Dondurma
Yontemi ile Kriyoprezervasyonu

4.2.1. 100 mg/L Fruktan Konsantrasyonu Denemeleri

[Ik denemeler, DSC cihazindan alman veriler sonucunda grafiklerin anlaml1 bir
sonug vermemesi dolayisiyla tiim fruktan tiplerinde gergeklestirilmistir ve 100 mg/L
fruktan konsantrasyonu igeren vitrifikasyon soliisyonlar: ile yapilmistir. PVS2
soliisyonu igerisindeki DMSO orani (%15), fruktan gruplarinda ise %2.5 azaltilmis ve
yerine fruktan soliisyonu eklenmistir. Tiim fruktan gruplarinda, 15 giinliikk geligimleri
sonucu canlilik yiizdeleri hesaplanmistir. 11 fruktan tipi, buna ek olarak dH20 ve PBS
denemelerinde elde edilen veriler sonucunda 48 saat ¢imlendirilen kontrol gruplarinda
PVS2 ile graminan, Hp iiilin, M6 levan ve sinerji iniilin ile muamele edilen
fideciklerin canliliklar1 arasinda istatistiksel fark hesaplanmazken, 6zellikle joanlevan
ve P95 iniilin ile muamele edilen fideciklerde en diisiik canlilik yiizdeleri tespit
edilmistir (Sekil 4.3). Kriyoprezerve edilen drneklerde ise en yiiksek canlilik yiizdesi
(%90) PVS2 ile elde edilmistir. Bununla birlikte vitrifikasyon soliisyonuna 100 mg/L
graminan ve hp iniilin eklenen 6rneklerde, sirasiyla %85, %80 canlilik goriilmektedir.
Dolayisiyla PVS2 soliisyonunda DMSO miktarinin %12,5’e azaltilmast ve 100 mg/L
graminan ve iniilin eklenmesi ile elde edilen canlilik yiizdesi PVS2 ile elde edilen
sonug ile karsilastiginda istatiksel bir fark goriilmemektedir. Denenen diger fruktan
tiplerinde ise kriyo sonrasi canliliklar azalmis ve en diisiikk canlilik joanlevan, P95
iniilin, agavin, D-glukoz ve dH20 ile hazirlanan vitrifikasyon soliisyonlari ile muamele
sonrast elde edilmistir. Ayrica diger fruktanlar ile karsilastirildiginda graminan ve hp
iniilinin bulundugu vitrifikasyon soliisyonlarinda gelisen bitkilerde, kok gelisimi, bitki
govde olusumu bakimindan 6zellikle kriyoprezervasyon gruplarinda olumlu sonuglar
gbzlenmistir (Sekil 4.4).

Bu sonuglar, A. thaliana L. fideciklerinin kriyoprezervasyonu i¢in graminan ve
hp iniilin ile hazirlanacak vitrifikasyon soliisyonlarmin daha uygun oldugunu

gosterdiginden diger konsantrasyon denemeleri, bu 2 fruktan tipi ile denenmistir.
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Sekil 4.3: Vitrifikasyon ¢6zeltisinde bulunan DMSO miktarinin (PVS2 i¢in %15,
fruktan grubu i¢in %12,5) ve 100 mg/L fruktan konsantrasyonunun kontrol ve
kriyoprezerve edilen 6rneklerin canliliklarma olan etkileri.
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Kontrol Grubu

%12.5 DMSO D-Giucose

%1SOMSOPVS2

%1250MSOHL-80  %12.5 DMSO Fructose R1250MS0 0 %125 OMSO PBS HI250MSOAgevins %125 DMSO Synergy Inulin

%125 DMSO D-Ghucose

Sekil 4.4: %15 DMSO bulunan PVS2 ve %12,5 DMSO + 100 mg/L konsantrasyon
fruktan igeren vitrifikasyon soliisyonlar1 ile muamele edilen kontrol (a) ve
kriyoprezerve edilen 6rneklerin (b) 15 giinliik gelisim sonuglar1. (Siyah bar: 1.8 cm)
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Graminan ve Hp iniilin fruktan tiplerinde DMSO oran1 %10’a diisiiriildii ve
fruktan oran1 %5 arttirildi. DMSO miktar1 azaltildiginda hem kontrol hem de
kriyoprezerve edilen Orneklerin canlilik yilizdelerinde istatistiksel olarak anlamli
azalmalar saptanmus, bitkilerin morfolojik 6zellikleri (yaprak ozellikleri, kokleri) ve
¢imlenmeleri %12,5 DMSO bulunan soliisyona oranla olumsuz etkilenmistir (Sekil

4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: Vitrifikasyon ¢ozeltisinde bulunan DMSO miktarmin (PVS2 i¢in %15,
fruktan grubu i¢in %10) ve 100 mg/L fruktan konsantrasyonunun kontrol ve
kriyoprezerve edilen 6rneklerin canliliklarina olan etkileri.

Kontrol Grubu

PVS 2 (%15 DMSO) Hp Iniilin (%10 DMSO) Graminan (%10 DMSO)

Ln Grubu

%’%’i* L g,

r—

PVS 2 (%15 DMSO) Hp Iniilin (%10 DMSO) Graminan (%10 DMSO)

Sekil 4.6: %15 DMSO bulunan PVS2 ve %10 DMSO + 100mg/L fruktan iceren
vitrifikasyon soliisyonu ile muamele edilen kontrol ve kriyoprezerve edilen
orneklerin 15 giinliik gelisim sonuglar1. (Siyah bar: 1cm)
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4.2.2. 300 mg/L Graminan ve Hp iIniilin Fruktan Konsantrasyonu
Denemeleri

Graminan ve hp iniilin fruktanlarinda konsantrasyondaki artisn 48 saat
cimlendirilen Arabidopsis thaliana L. fideciklerinin canlilik yilizdesine etkisinin
belirlenmesi amaciyla vitrifikasyon soliisyonuna séz konusu fruktanlar 300mg/L
eklendi. Her iki fruktan tipinde de ilk olarak DMSO miktar1 %12,5’e diistirilmistiir.
15 giinlik kiiltiir sonrasinda hem kontrol hem kriyoprezerve edilen fideciklerin
canliliklarinda azalma goriilmiistiir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Buna ek olarak, denenen

fruktanlar arasinda da fideciklerin canlilik yiizdeleri bakimindan istatiksel fark yoktur.

mm Kontrol
Bl Kriyoprezervasyon Grubu

100+

504

Canhlilik Yiizdesi
%

Sekil 4.7: Vitrifikasyon ¢ozeltisinde bulunan DMSO miktarmin (PVS2 i¢in %15,
fruktan grubu i¢in %12,5) ve 300 mg/L fruktan konsantrasyonunun kontrol ve
kriyoprezerve edilen 6rneklerin canliliklarina olan etkileri.
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Kriyoprezervasyon Grubu

PVS 2 (315 DMSC) Graminan (%12,5 DMSO) Hp indlin {%12,5 DMSO)

Sekil 4.8: %15 DMSO bulunan PVS2 ve %12,5 DMSO+ 300 mg/L fruktan iceren
vitrifikasyon soliisyonu ile muamele edilen kontrol ve kriyoprezerve edilen
orneklerin 15 giinliik gelisim sonuglari. (Siyah bar: 1cm)

300 mg/L konsantrasyonda %12,5 DMSO miktar1 denendikten sonra, ayni
konsantrasyonun %10 DMSO miktarina bakildi. 300 mg/L konsantrasyondaki
sonuglar incelendiginde, her iki fruktan tipinde de konsantrasyonun 300 mg/L’ye
¢ikarilmasi, fideciklerin canhlik yiizdelerini azaltmistir. Iki fruktan tipi kendi arasinda
degerlendirildiginde ise graminan tipi fruktanin, 100 mg/L ve 300 mg/L’deki canlilik
yiizdeleri kontrol grubu i¢in daha diisiik ancak kriyoprezerve edilen grup i¢in ise hp

iniiline gore daha yliksek sonuglar vermistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
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Sekil 4.9: Vitrifikasyon ¢ozeltisinde bulunan DMSO miktarinin (PVS2 i¢in %15,
fruktan grubu i¢in %10) ve 300 mg/L fruktan konsantrasyonunun kontrol ve
kriyoprezerve edilen 6rneklerin canliliklarina olan etkileri.

33



Kontrol Grubu
\f >
“ "'
3
PVS 2 (%15 DMSO) Graminan (%10 DMSO) Hp indlin (310 DMSO)
Kriyoprezervasyon Grubu
> -
'.q_'*‘
g P 2 3
[ 4
: )
A & -
& S K >
PVS 2 (%15 DMSO) Graminan (%10 DMSO) Hp inilin {3610 DMSO)

Sekil 4.10: %15 DMSO bulunan PVS2 ve %10 DMSO+ 300mg/L fruktan iceren
vitrifikasyon soliisyonu ile muamele edilen kontrol ve kriyoprezerve edilen
orneklerin 15 giinliik gelisim sonuglar1. (Siyah bar: 1cm)

4.2.3. Graminan Tipi Fruktamin 150-200 mg/L Konsantrasyondaki
Denemeleri

Graminan tipi fruktan vitrifikasyon soliisyonuna 150 mg/L olarak eklendiginde
DMSO miktar1 sirastyla %12,5-%10’a diisiiriildii. Denenen her iki konsantrasyonda
da hem kontrol hem de kriyoprezervasyon orneklerinde canlilik yiizdeleri ve bitki
gelisimleri PVS2 soliisyonuna gére azalmakla birlikte, 300mg/L konsantrasyona gore
daha olumlu sonu¢ vermistir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Bununla birlikte
kriyoprezervasyon Orneklerinde en diisik canliik DMSO miktarinin %10’a

diistiriilmesi sonucunda elde edilmistir.
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Sekil 4.11: Vitrifikasyon ¢ozeltisinde bulunan DM SO miktarmin (PVS2 i¢in %15,
fruktan grubu i¢in %12,5-10) ve 150mg/L fruktan konsantrasyonunun kontrol ve
kriyoprezerve edilen 6rneklerin canliliklarina olan etkileri.
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PVS 2 (315 DMSO) Graminan (%12.5 DMSO) Graminan (%10 DMSO)

Sekil 4.12: %15 DMSO bulunan PVS2 ve %12,5-%10 DMSO+150mg/L fruktan
iceren vitrifikasyon soliisyonu ile muamele edilen kontrol ve kriyoprezerve edilen
orneklerin 15 giinliik gelisim sonuglar1. (Siyah bar: 0.98 cm)

200 mg/L’deki denemelerde ise 300 mg/L’ye gore daha iyi sonuglar elde
edilirken, 100 mg/L ve 150 mg/L’deki denemelere gore daha olumsuz sonuglar

goriilmiistiir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: Vitrifikasyon ¢ozeltisinde bulunan DM SO miktarmin (PVS2 igin %15,
fruktan grubu i¢in %12,5-10) ve 200 mg/L fruktan konsantrasyonunun kontrol ve
kriyoprezerve edilen 6rneklerin canliliklarina olan etkileri.
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Sekil 4.14: %15 DMSO bulunan PVS2 ve %12,5-%10 DMSO+200 mg/L fruktan
iceren vitrifikasyon soliisyonu ile muamele edilen kontrol ve kriyoprezerve edilen
orneklerin 15 giinliik gelisim sonuglar1. (Siyah bar:1 cm)
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4.2.4. Vitamin C lilavesi ile 100 mg/L Graminan Tipi Fruktan
Denemesi

Bitkilerin  kriyoprezervasyon siireci sonucunda olusan oksidatif stresi
azaltabilmek icin, 100 mg/L graminan tipi fruktan ve %12,5 DMSO igeren
vitrifikasyon soliisyonuna antioksidan olarak 0.3 uM [ Subramaniam et al., 2019]
askorbik asit (vitamin C) eklendi. 100 mg/L konsantrasyonda da oldugu sekilde
canlilik (%85) elde edilirken, fideciklerin vitamin C (Sekil 4.15) ile muamelesi
sonucunda kok gelisimleri ve gdvde olusumlarinda morfolojik olarak iyilesmeler

(6rnegin, yapraklar daha koyu renkli) gézlemlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15: Vitrifikasyon ¢ozeltisinde bulunan DM SO miktarinin (PVS2 i¢in %15,
fruktan grubu i¢in %12,5) ve 100 mg/L fruktan + 0.3 uM Vitamin C
konsantrasyonunun kontrol ve kriyoprezerve edilen drneklerin canliliklarina olan
etkileri.
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Kriyoprezervasyon

Kontrol Grubu

Graminan (%612,5 DMSC)  Graminan (3%612,5 DMSO)

Sekil 4.16: 100mg/L fruktan, %12,5 DMSO ve 0.3 uM vitamin C igeren
vitrifikasyon ¢ozeltisi ile muamele edilen kontrol ve kriyoprezervasyon 6rneklerinin
15 giinliik gelisim sonuglari. (Siyah bar: 1.3 cm)

4.2.5. Vitrifikasyon Soliisyonundan Sukrozun Cekilmesi

Tez kapsaminda, graminan miktarinin yetersiz olmasi sebebiyle elimizde toz
olarak bol miktarda bulunan M6 Levan fruktaninin, PVS2 icerisinde bulunan 0.4 M
sukroz yerine eklenme denemesi yapildi. Bu denemede DMSO (%15) miktar1 sabit
tutuldu (Sekil 4.17).

[ pvsacruBu ] | FRUKTAN GRUBU |
2 2 1 1

Kontrol _Grubu Kriyoprezervasyon Grubu Kontrol Grubu Kriyoprezervasyon Grubu
-%30 gliserol %30 gliserol -%30 gliserol -%30 gliserol

-%15 etilen glikol -%15 etilen glikol -%15 etilen glikol -%15 etilen glikol

%15 DMSO %15 DMSO -% 15 DMSO -% 15 DMSO

-MS + 0.4M sukroz | MS + 0.4M sukroz -MS+ M6 Levan -MS+ M6 Levan

1 1 2
Sivi azot daldirma yok Sivi azot ile muamele Sivi azot daldirma yok Sivi azot ile muamele
edildi. edildi.

Sekil 4.17: Sukroz yerine M6 levan eklenerek yapilan
kriyoprezervasyon denemeleri.

Vitrifikasyon soliisyonuna eklenen 5 g/L, 10 g/L ve 50 g/L M6 levanda 6zellikle

kriyoprezervasyon sonrasi en yliksek canlilik orani (%55) s6z konusu fruktanin
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denenen en yiiksek konsantrasyonunda (50 g/L) elde edilmekle birlikte, bu canlilik

istatistiksel olarak sukroz iceren PVS2 ile saglanan sonuglara gore diistiktiir (Sekil

4.18).
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Sekil 4.18: Farkli konsantrasyonlarda PVS2 soliisyonuna sukroz yerine eklenen M6

levan ile kontrol ve kriyo gruplarinda elde edilen canlilik yiizdeleri.

Ayrica, PVS2 soliisyonuna 50 g/L eklenen M6 levan ile kriyoprezerve edilen

fideciklerden ancak 4 tanesinde kok olusumu goriilmesi (Sekil 4.19), vitrifikasyon

soliisyonunda muhakkak sukrozun bulunmasi gerektigini de gostermektedir.
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Sekil 4.19: Farkli konsantrasyonlarda PVS2 soliisyonuna sukroz yerine eklenen M6
levan ile kriyoprezerve edilen fideciklerin 15 giinliik gelisim sonuglar1. (Siyah bar:

1cm)
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43. 72 saat c¢imlendirilen Arabidopsis thaliana L.
Fideciklerinin Vitrifikasyon Tek Asamali Dondurma
Yontemi ile Kriyoprezervasyonu

Literatiirdeki PVS2 ile yapilan ¢aligmalarda, 72 saat ¢imlendirme sonrasinda
bitkilerde canlilik gozlenmedigi bilinmektedir [Ren et al., 2013]. Literatiirdeki bu
calisma, ¢imlenme siiresi arttikga bitkinin kriyoprezervasyon sonrasi canliliginin
oksidatif stres nedeniyle olusan lipit peroksidazyonuna bagli olarak distiiglini
gostermistir. 48 saat ¢imlendirme sonucu elde edilen verilerden alman sonuca gore
belirledigimiz en iyi konsantrasyon olan 100 mg/L graminan fruktan soliisyonu 72 saat
¢imlendirilen fideciklere uygulandi. 100 mg/L 72 saat konsantrasyon ve %12,5 DMSO
iceren graminan tipi fruktan soliisyonu ile muamele edilen 72 saatlik fideciklerin
kriyoprezervasyon sonrasit 15 giinliik in vitro kosullarda kiiltiirlemesini takiben

sonrasinda herhangi bir canlilik gézlenmemistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: %15 DMSO bulunan PVS2 ve %12,5 DMSO+ 100mg/L fruktan iceren
vitrifikasyon soliisyonu ile muamele edilen kontrol ve kriyoprezerve edilen
orneklerin 15 giinliik gelisim sonuglar1. (Siyah bar: 0,83 cm)
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5. TARTISMA

Bitki genetik kaynaklari, tarimsal biyogesitlilik i¢in son derece Onemlidir.
[Kaviani, 2011]. Kriyoprezervasyon sayesinde bitki genetik materyali uzun siireli,
giivenilir bir sekilde saklanabilmektedir. Hi¢cbir biyolojik 6rnek 6liimsiiz olmasa da,
s1v1 azot depolamasindaki drnekler teorik olarak smirsiz mre (ad infinitum) sahiptir
[Liand Pritchard 2009]. Bununla birlikte, kriyoprezervasyonun basarisi biiyiik olgtide
optimize edilmis protokollere ve bunlarin nasil uygulandigina baglhdir [Reed, 2001].
Protokoller, biiylime oOncesi kosullari, kullanilan bitki materyalinin tiiriinii, 6n
muameleleri, kriyokoruyuculari, sogutma, yeniden 1simmma, yeniden biiyiime
kosullarin1 ve prosediirlerini belirtebilir. Ancak bu protokollerin basarisi, her bitki
tiriine hatta genotipine gore degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenligin
sebeplerinden bir tanesi de vitrifikasyon ¢ozeltisinde kullanilan kriyokoruycularin
varhigidir. Kriyokoruyucu ¢6zeltiler, hiicre i¢i ve dis1 su seviyelerini ayarlayarak
hiicreyi oliimciil buz kristallerinden korumak ve dehidratasyon-donma siiresince
hiicresel yapilarin ve ozellikle membran stabilizasyonunda rol almak gibi 6nemli
gorevleri bulunmaktadir [Volk and Walters, 2006]. Bu nedenle kriyokoruyucu
¢ozeltilerde, toksik bir kimyasalin bulunmamasi, kriyosonrasi canlhilik ve genetik
kararhilik i¢in 6nemli bir faktordiir. Kriyokoruyucularm toksisiteleri, konsantrasyona
ve zamana bagli olarak toksisite gostermektedir.

Memeli ve bitki hiicrelerinde uygulanan protokollerde kullanilan DMSO, toksik
etkisi nedeniyle hiicreleri olumsuz etkileyebilmektedir. Hem Fahy (1986) hem de
Canavate ve Lubian (1994) yaptigi ¢alismalarda DMSO konsantrasyonu vitrifikasyon
soliisyonunda arttiginda toksik etkiler artmigtir. Bununla birlikte, PVS2 kullanilarak
damlacikla vitrifikasyon ile muz meristemleri, yam bitkisi, erik, badem de dahil olmak
iizere cesitli bitki materyallerine basariyla adapte edilmis olsa da [Boucaud et al.,
2002], vanilya gibi bazi bitki tiirlerinde 6n kosullandirma olsa dahi siirgiin uglarinin
sogutma Oncesi hasar gordiigii bildirilmistir [Sakai, 2004]. Yine de PVS 2 siis bitkileri
de dahil birgok bitki tiirlinlin kriyoprezervasyonu i¢in en sik kullanilan
kriyokoruyucudur [Kirdok, 2015].

Vitrifikasyon ¢dzeltisinin spesifikliginin ve siiresinin, Kriyoprezervasyon sonrast
canliliga ve kararlilifa etkisini belirlemek amaciyla farkli PVS soliisyon

formulasyonlar1 dnerilmistir. Ornegin, sarimsak siirgiin uglar1 ile yapilan galismada
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yiiksek sagkalim elde etmek i¢in PVS3 vitrifikasyon ¢ozeltisi ile eksplantlar 150
dakika dehidrate edilmistir. Dehidratasyon siiresinin optimizasyonu canliligi olumlu
yonde etkilemistir. Yine kasimpati ve sarmmsak tiirlerinin damlacik vitrifikasyon
temelli kriyoprezervasyonunda PVS3’iin (%92) uygulanmasi, PVS 2’ye (%75) gore
daha iyi sonuglar vermistir [Kim et al., 2009]. PVS 2 ¢ozeltisine kiyasla bazi tiirlerde
PVS1 (ac1 ot) [Suzuki et al., 2008], PVS 3 (sarimsak, ananas) [Martinez-Montero et
al., 2005] ve VSL (ac1 ot) [Suzuki et al., 2008] kullanilarak goérece daha iyi veya
karsilastirilabilir stirgiin geri kazanim oranlari1 elde edilebilse de, alev agac1 bitkisinde
yapilan bir c¢aligmada [Ozden Tokatli and Akdemir., 2010] siirgiin uglarmin
vitrifikasyonu ile elde edilen sonuglar, PVS2'nin denenen diger vitrifikasyon
soliisyonlar1 (PVS1, PVS3 ve VSL) arasinda en uygun vitrifikasyon ¢ozeltisi oldugunu
gostermistir. Ancak halen daha PVS2 ile kriyoprezervasyon sonrasi 6zellikle odunsu
tiirlerde [O6rnegin antepfistigi (%13,6), Akdemir et al., 2012] gorece diisiik (%40’ 1n
alt) canlilik elde edilmesi DMSO miktarinin azaltildigi alternatif vitrifikasyon
soliisyonlarmin olusturulmasina gereksinim bulunmaktadir.

DMSO miktarinin vitrifikasyon soliisyonundan tamemen ¢ikartildigi ve
galaktoz, sukroz ve trehaloz gibi sekerlerin, hem kiiltiir ortaminda hem de eklendigi
durumlarda yapilan ¢caligmalarda, DMSO icermeyen ortamlardaki kriyoprezervasyon
sonrast hiicrelerde %50 den fazla canlilik ve metabolik aktivite saglanmistir [Petrenko
et al., 2014]. Blanch ve arkadaslarinin (2017), marulda yaptiklar1 ¢alismada, su
eksikligi ile fruktan arasinda baglanti oldugunu belirlemislerdir. Bitkilere uygulanan
orta seviye su eksikligi, fruktan (nistoz ve kestopentoz) iiretimini arttirmis ve
muhtemel bu artis bitkilerde diisiik sicakliklara kars1 direnci arttirmustir.

Tez kapsaminda, literatiirde Ren ve arkadaslar1 (2013) tarafindan tanimlanan
vitrifikasyon temelli yontemi kullanilarak  A. thaliana (Col-0) fidelerinin
kriyoprezervasyonu gerceklestirilmistir. Kriyokoruyucu soliisyona yonelik yapilan
iyilestirmeler sonucunda, Ren ve arkadaslar1 (2013) tarafindan elde edilen 48 saatlik
fideciklerde kriyoprezervasyon sonras1 %96,8 canlilik yiizdesine en yakin sonucu bu
tez kapsaminda denenen graminan tipi fruktan %85-90 oraninda saglanmistir.
Kriyoprezerve edilen 6rneklerde ise PVS2 ile graminan ve hp iniilin ile muamele
edilen fideciklerin canliliklarinda istatistiksel fark goriilmemesi bu iki fruktan tipinin
100 mg/L konsantrasyonda vitrifikasyon soliisyonunda kullanimi ile DMSO
miktarinin azaltilabilecegini (%2,5) onermektedir. Graminan ekleyerek vitrifiye ve

kriyoprezerve edilen bitkiler, morfolojik agidan da kontrol bitkilerine benzer
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ozelliklere sahiptir. Graminan ile elde edilen bu sonug, memeli hiicrelerinde rakkyo
fruktaninin (graminan) FBS’ ye benzer sekilde umut vadeden bir kriyokoruyucu olarak
kullanilmasimi 6nerdigi sekilde, bitki eksplantlarinin kriyoprezervasyonu i¢in de bu
fruktanin  vitrifikasyon soliisyonunda kullanilabilecegini ve bitki hiicrelerini
dehidratasyon ve donma stresine karsi korudugunu gostermektedir. Nitekim Tanaka
ve arkadaslarmin yaptigi giincel bir caligmada (2019), arpacik sogani siirgiin u¢larinin
V- kriyo-plaka yontemi kullanilarak kriyoprezervasyonunda %100 basar1 elde edilmesi
hem uygulanan yontemin bitkileri ultra hizl1 sogutmasi hem de arpacik soganindaki
graminan igeriginin yiiksek olmasina baglanmistir.

Graminan tipi fruktana ek olarak PVS2 soliisyonuna ilave edilen vitamin C,
bitkilerin canlilik ylizdelerinden ¢ok morfolojisini daha olumlu etkilemistir. Bununla
birlikte Ren ve arkadaglariyla (2013) caligmalarma benzer sekilde 72 saat
¢imlendirilen A. thaliana L. fideciklerinin graminan igeren vitrifikasyon soliisyonu ile
kriyoprezervasyonu sonrasinda canlilik elde edilememistir. Vitrifikasyon soliisyonuna
graminan eklenmesi ile yine de canlilik oraninin degismemesi, bitkinin ¢imlenme
stiresi arttikga lipit peroksidazyonunun artmasmin [Ren et al.,2013] yam sira daha
fazla gelismesine bagl olarak farkli genlerin aktivasyonunun etkisinin olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu durum, A. thaliana L. bitkisinde ¢imlenme periyodunun
uzamasi ile kriyoprezervasyon sonrasi canlilik oranmin negatif iligkili oldugunu
gostermektedir.

Tez kapsaminda yapilan diger bir ¢alismada, vitrifikasyon soliisyonundan 0.4 M
sukroz yerine, 50 g/L konsantrasyonda M6 levan tipi fruktanin eklenmesi ile %55
canlilik elde edilmistir. Bununla birlikte sukroz iceren PVS2 soliisyonunda
kriyoprezervasyon sonrasi canliligmn (%90), sukroz yerine M6 levan iceren
vitrifikasyon soliisyonuna gore yiiksek olmasi (%55) sukrozun vitrifikasyon
soliisyonunda muhakkak bulunmasi gerektigini gostermistir. Yine de bu ¢alismanin
graminan tipi fruktan ile denenmesi Onerilmektedir. Karbon kaynagmin degismesi,
biiylime orani lizerinde ¢ok dikkate deger bir etkiye sahip olabilir.

Sonug olarak, memeli hiicreleri i¢in potansiyel bir kriyokoruyucu olarak 6nerilen
fruktan, ilk defa model bitki Arabidopsis thaliana L.’nm in vitro fideciklerinin
vitrifikasyon tek agsamali dondurma teknigiyle kriyoprezervasyonu i¢in kullanilmustir.
Elde edilen tiim sonuglar 6zellikle graminan tip fruktanm bitki hiicrelerinde yeni
vitrifikasyon  soliisyonlarmin ~ formulasyonlarinda  basarilh  bir  sekilde

kullanilabilecegini 6nermektedir.
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