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OZET

Etkileyici yaprak renkleri ile her dem yesil olan alev agaci (Photinia X fraseri
Dress.) ticari dneme sahip odunsu bir siis bitkisidir. Geleneksel olarak vejetatif
tiretimi sirasinda koklenme gibi bazi sorunlarla karsilagilmasi nedeniyle bitki doku
kiltlirii gibi biyoteknolojik yontemler tiiriin ¢ogaltilmasinda tamamlayici bir strateji
olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira ticari 6nemi sebebiyle tiiriin orta ve uzun
stireli (kriyoprezervasyon) korunmasi da son zamanlarda 6nem kazanmistir. Ancak,
alev agacimin kriyoprezervasyon sonrasinda ana bitki ve kriyoprezerve edilen
bireyler arasinda genetik varyasyon olusma riski, kriyoprezervasyon sonrasinda tiiriin
genetik kararliliklarinin da belirlenmesi gerekliligini ortaya ¢ikartmaktadir. Bu
nedenle, tez kapsaminda kriyoprezervasyonun soguga alistirma basamaginin
optimize edilmesinin yani sira alev agacinin kriyoprezerve edilen govde uglarindan
gelisen bitkilerin genetik kararliliklart da retrotranspozona dayali iki farkli (IRAP ve
REMAP) molekiiler belirte¢ kullanilarak irdelendi. IRAP analizlerinde ana bitki ve
klonlar1 arasinda % 52.1 ortalama polimorfizm (ortalama PIC degeri 0.307); REMAP
analizlerinde ise % 47.2 ortalama polimorfizm (ortalama PIC degeri 0.353) elde
edildi. iki farkli molekiiler belirtecin kullanimiyla elde edilen sonuglara gore
uygulanan kriyoprezervasyon protokoliiniin sivi azot sonrasi gelisen bitkilerde kabul

edilebilir bir varyasyona (PIC degeri < 0.5) neden oldugu goriilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Alev Agaci; Retrotranspozonlara Dayali Molekiiler

Belirtecler; Genetik Kararhlik; IRAP; REMAP.



SUMMARY

Fraser photinia (Photinia X fraseri Dress.) with its impressive leaf colour is an
evergreen woody ornamental plant that has commercial importance. Due to the
rooting problems faced in its traditional vegetative propagation of the species,
biotechnological methods such as plant tissue culture is used as a complementary
strategy to propagation. Moreover, medium and long-term (cryopreservation)
preservation of the species also gained importance recently as photinia has economic
importance. However, occurence of risk of possible genetic variation between the
mother plant and cryopreserved individuals after cryopreservation, reveals the
necessity of assessment of genetic stability of the long-term preserved species.
Therefore, genetic stability of the plantlets proliferated from cryopreserved fraser
photinia shoot tips was assessed by two retrotransposon-based molecular markers
(IRAP and REMAP) in addition to the optimization of cold hardening stage of the
cryopreservation in the frame of this thesis. 52.1 % of mean polymorphism (mean
PIC value is 0.307) was found between mother plant and clones by IRAP analysis
while 47.2 % of mean polymorphism (mean PIC value is 0.353) was detected via
REMAP. According to the results of observed with these two marker systems,
applied cryopreservation protocol caused an acceptable level of polymorphism (PIC
value < 0.5) in the plantlets proliferated after liquid nitrogen.

Keywords: Fraser Photinia; Retrotransposon-based Molecular Markers;
Genetic Stability; IRAP; REMAP.
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2.2: a) Govde ucunda olusan kirmizi yapraklar, b) Alev agacinda bahar
aylarinda olusan beyaz ¢icekler.

5.1: Damlacik vitrifikasyon yonteminde kullanilan PVS2 ve gévde uglarini
iceren aliiminyum folyolar.

6.1: LTR transpozonun organizasyonu. PBS ve PPT; Ters transkriptaz
enzimi tarafindan, replikasyon i¢in gerekli primer baglanma bolgeleri.

6.2: Retrotranspozonlara dayali molekiiler belirte¢ teknikleri, a) IRAP
yontemi, b) REMAP yontemi.
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hafta 4 °C’ta soguga alistirilan alev agacina ait govdelerden elde edilen
govde uglarinin kriyoprezervasyon basamaklari, a) 0.5 M sukroz igeren MS
besiortaminda karanlikta 3 gilin inkiibe edilen govde uclari, b) PVS2
¢ozeltisinin steril folyolar iizerine damlatilmasi, ¢) Her bir PVS2 damlasinin
tizerine 1 gévde ucunun aktarilmasi, d ve e) 0°C’ta folyolarin farkli zaman
araliklarinda inkiibasyonu, f) Inkiibasyonun ardindan SA’ya aktarilmayan
kontrol grubuna ait gévde uglariin 1.2 M sukroz i¢ceren MS besiortaminda
¢oziilmesi, g) 30 dakika inkiibasyonun ardindan kontrol grubuna ait gévde
uglarmin 1 mg I'* BA igeren QL besiortamina aktariimasi, h) PVS2 ile farkli
zaman araliklarinda inkiibasyonun ardindan, folyolarin yerlestirilecegi
kriyoviallerin SA ile doldurulmasi, 1) SA dolu kriyoviallere tizerinde PVS2
damlaciklar1 i¢inde govde uglar1 bulunan folyolarin aktarilmasi (SA grubu),
J) Kriyoviallerin biiyiik kriyokutucuklara aktarilip, dogrudan SA tankina
aktarilmasi, k) En az 1 saat siireyle SA tankinda tutulan kriyoviallerin
laminar akimli kabinde kapaklarinin agilarak, tekrar SA ile doldurulmasi ve
sirastyla 1.2 M sukroz igeren MS besiortaminda 30 dk ¢oziilmesi (f) ve

¢Oziinen govde uclarinin proliferasyon besiortamina aktarimi, (g).
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1. GIRIS

Genel bir kavram olan siis bitkileri; kesme ¢igekler, i¢ mekan (saksi-salon) siis
bitkileri, dis mekan siis bitkileri ve dogal ¢icek soganlar (geofitler) olmak iizere dort
alt grupta incelenmektedir. Baz1 iilkelerde (Kolombiya, Israil, Kenya, Ekvator vs.)
siis bitkileri, 6zellikle de kesme cicekler, geleneksel ana ihra¢ {liriinleri arasina
girmistir. Rabo Bank / Hollanda’nin tahminlerine gore diinyada siis bitkileri ticaret
hacmi 50 milyar $ civarindadir.

Siis bitkilerinin tiretimi, hem diinyada hem de Tiirkiye’de 6nemli bir sektordiir.
Gelismis iilkelerin yaninda, uygun ekoloji ve ucuz is giicli olanaklarini siis bitkileri
tiretiminde kullanan gelismekte olan bazi1 Afrika, Asya ve Gliney Amerika tilkeleri
de bu sekilde dnemli 6l¢iide ihracat geliri elde etmektedirler.

Ekonomik degerinin yliksek olmasindan dolay:r siis bitkileri iizerine birgok
arastirma yapilmistir. Geleneksel olarak ¢eliklenme ile ¢ogalan alev agaci gibi siis
bitkilerinin kitle {iretimi glinimiizde in vitro doku kiiltiirleri sayesinde
gerceklesmektedir.

Doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitki genetik kaynaklarinin korunmasi son
yillarda muazzam bir gelisme gostermis [Neitzsche, 1983], [Moges et al., 2003] ve
govde uglarinin ya da meristemlerinin bitki uluslararasi germplazm koruma
laboratuvarlarinda in vitro kosullarda saklanmasini saglamustir.

In vitro kiiltiir temelli biyoteknolojik yontemler ve doku kiiltlirii yontemleri,
bitki 1slahmna, kitle ¢ogaltimma ve 0Ozellikle vejetatif olarak c¢ogalan bitki
germplazmlarinin  korunmasina olanak saglar [Negash et al., 2001]. In vitro
yontemlerle genetik cesitliligin korunmast ve kullanimi, geleneksel ydntemlerin
uygulanmasinin zor oldugu veya saklanmasi pahali veya riskli olan tohumlarin in situ
veya ex situ korunmasina tamamlayici bir yaklagimdir [Negash et al., 2001]. In vitro
koruma ¢alismalari, bitkilere ait eksplantlarin patojensiz bir ortamda orta ya da uzun
stireli saklanmasini saglamaktadir [Engelmann et al., 2003]. Bu nedenle, tez
kapsaminda alev agaci bitkisine ait germplazmanin uzun siireli saklanmasi ig¢in
kriyoprezervasyon teknigi kullanilmis ve saklama sonrast korunan materyalin

genetik kararlilig1 retrotranspozonlara dayali molekiiler belirtecler ile irdelenmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

Geleneksel olarak vejetatif cogaltilmasi zor olan odunsu bitkilerin ¢ogunda
oldugu gibi alev agacinda da doku kiiltiirii kosullarinda gelistirilecek protokoller,
tiriin hem ¢ogaltim potansiyelini artirmakta hem de in vitro korunmasina olanak
saglamaktadir. Ozellikle ticari agidan diinyada ve Tiirkiye’de siis bitkilerinin yiiksek
piyasa degerine sahip olmasi ve gen kaynaklarinin korunmasi i¢in bu bitkilerin
kriyoprezervasyonu onemlidir [Keller et al.,, 2008]. Korunan siis bitkilerinin
kriyoprezervasyon sonrasi genetik kararliliklarin1 da korumalar1 gerekmektedir. Bu
nedenle, sunulan tez calismasinda, GYTE Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii
Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda in vitro kosullarda ¢ogaltilmis olan alev agaci
(Photinia X fraseri Dress.) bitkisinin govde ucglar1 kullanilarak bu bitkinin
kriyoprezervasyonunun, Ozden Tokatl ve Akdemir (2010) tarafindan gelistirilmis
olan protokol (damlacik vitrifikasyon teknigi) ile tekrar yapilmasi ve
kriyoprezervasyon sonrasinda elde edilen bitkiciklerden genomik DNA izolasyonu
yapilarak, retrotranspozonlara dayali molekiiler belirtegler (IRAP ve REMAP)
yardimiyla, olusabilecek olast  somaklonal varyasyonlarn  belirlenmesi
amaclanmstir.

Tez kapsaminda, alev agaci bitkisinin damlacik vitrifikasyon yontemi ile
kriyoprezervasyonunu takiben yapilan molekiiler analizler ile saklanan materyalin
genetik  kararlihigmn irdelenmesi, optimize edilen yontemle alev agacina ait
germplazmanin uzun siireli saklanmasina katki saglayacaktir. Bu nedenle tezin
icerigini, alev agaci bitkisine ait germplazmanin uzun siireli korunmasi i¢in
kriyoprezervasyon tekniginin optimizasyonu ve bu teknigin saklanan materyalde
genetik degisikliklige yol agip agmadiginin retrotranspozonlara dayali 2 molekiiler

belirte¢ kullanilarak irdelenmesi olusturmaktadir.



2. ALEV AGACININ (Photinia X fraseri DRESS.)
KOKENI ve GELENEKSEL YONTEMLER ile
COGALTIMI

Japonya kokenli Photinia glabra ve Cin kokenli Photinia serrulata arasindaki
hibritlesme ile meydana gelmis ve Rosaceae ailesinin bir iiyesi olan alev agaci
(Photinia X fraseri Dress.) her dem yesil, 3-5 metreye kadar uzayabilen, odunsu bir
stis bitkisidir [Larraburu et al., 2007], (Sekil 2.1).

Photinia genusu; 6zellikle endemik tiirlerin de iginde bulundugu 43 tiirii Cin’de
olmak tizere yaklasik 60 kadar tiirle Asya, Meksika ve Cin’de yayilis gostermektedir.
Bu tiirlerden, yapraklari bronz-kirmizi renkte olan P. glabra 3-4 metreye kadar, P.
serrulata ise ortalama 6-9 metre uzayabilmektedir. Yapraklar1 agik yesil-bronz
renkte olan P. fraseri hem P. serrulata’ya hem de P. glabra’ya oranla daha genis
yaprakli bir bitkidir. P. fraseri ’nin fidecilikte ¢okga tercih edilen bir siis bitkisi
olmasmin nedeni, etkileyici yaprak o6zellikleri, renkleri ve hizli bliyliime 6zelligidir

[Kane, 1987].

Sekil 2.1: Photinia (Alev agaci) siis bitkisinin genel goriiniimii.

Sahip oldugu yogun kirmizi renk nedeniyle en ugtaki yapraklar oldukca dikkat
cekicidir (Sekil 2.2a). Alev agacinin uzun, diiz ve parlak olan yapraklar1 soguk
kosullara direnglidir. Cigeklenme, biiyiik terminal kiimecikler halinde, bahar
aylarinda gergeklesmektedir [Brickell, 1996], (Sekil 2.2b). Cicekler 2-3 hafta dallar
stislemektedir. Sonbaharda ise baharda agan ¢igeklerin yerine kirmizi renkli

meyveler goriilmektedir [Lingdi and Spongberg, 2003]. Yeni ¢ikan yapraklar agik
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kirmizi renklidir ve yapraklar bu kirmizi rengi, yesil renge doniinceye kadar 2-4 hafta

korumaktadir [Slater et al., 2007].

Sekil 2.2: a) Govde ucunda olusan kirmizi yapraklar, b) Alev agacinda bahar
aylarinda olusan beyaz ¢icekler.

Alev agaci, yol kenarlarinda, park ve bahgelerde, ¢it ya da siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir. Zayif drenaja, hava kirliligine, kurak topraklara sahip sehir
alanlarinda bile yetisebilen bir agagtir [Gilman and Watson, 1994]. Etkileyici
yapraklart ve olumsuz c¢evre kosullarina olan direnci nedeniyle tiiriin ekonomik ve
cevresel degeri artmaktadir [Deng et al., 2004]. Bu nedenle, son zamanlarda
tilkemizde de 6zellikle park ve bahgelerde siis bitkisi olarak kullanilmaktadir.

Yapilan aragtirmalar, alev agacinin agir metal kirliligi olan topraklarda da
gayet 1yl bilylime gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Bazi aragtirmacilar tiiriin agir metal
absorbe etme 0Ozelliginin ileride yapilacak caligmalarla arastirilabilecegini
belirtmislerdir [Yang et al., 2004].

Alev agaci (Photinia fraseri) bitkisi dis mekan siis bitkileri arasina girmektedir.
D1s mekan siis bitkileri genellikle park ve bahgelerin diizenlenmesinde, rekreasyon
sahalarinda, karayolu ve metropollerin aga¢landirilmalarinda kullanilan odunsu ve
otsu bitkilerdir [S.B.Y.K Plani, 2001].

Odunsu bitkilerin tretilmesinde, 6zellikle koklenmenin zor oldugu tiirlerde
celiklerin koklenmesi ile ilgili sorunlarin giderilmesinde, hastaliklara direngli tiirlerin
cogaltilmasinda ve genetik aktarim c¢alismalari i¢in hedef materyalin saglanmasinda
bitki doku kiiltiirii teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir [Merkle and Dean,
2000], [von Aderkas and Bonga, 2000]. Ozellikle ticari éneme sahip olan vejetatif

veya generatif olarak {iretilen odunsu siis bitkileri, yukarida sayilan kullanim



alanlarina ek olarak, hizli klonal iiretim, patojenlerin eliminasyonu ve hibrit bitkilerin
klonlanmasi amaciyla da in vitro teknikler ile tretilmektedir. Diinyanin birgok
yerinde, bahge bitkilerinin mikrogogaltimi ic¢in ticari amacgli laboratuvarlar

kurulmustur [Akin-ldowu, 2009].



3. ALEV AGACININ BiyOTEKNOLOJiK
YONTEMLERLE IN VITRO COGALTIMI

Vejetatif iiretimde karsilasilan, yukarida da deginilen zorluklarin asilmasinda
bir¢ok tiirde, bitki doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanilmaktadir [Kane et al, 1987],
[Larraburu et al., 2007].

Ik uygulamas:1 Harberlandt (1902) tarafindan gerceklestirilen bitki doku
kultlirii, aseptik kosullar altinda bitkinin hiicre, doku ve organ gibi cesitli
kisimlarindan uygun 1s1k ve sicaklik sartlarinda, besi ortaminda yeni bitki kisimlari
ve bitkisel {rlinler elde edilmesidir [Thorpe, 2007]. Bitki doku kiiltiiri
uygulamalarina, mikrogogaltim, somatik embriyogenesis, organogenesis, somaklonal
varyasyon, somatik hibridizasyon, ikincil iirlin liretimi, gen kaynaklarinin muhafazasi
ornek verilebilir. Bitki doku kiiltiirii teknikleri, geleneksel ¢ogaltimda (asilama ve
celikleme) karsilagilan zorluklarin giderilmesi i¢in de kullanilmaktadir [Cheong,
2012].

Alev agacmin in vivo koklenmesinde karsilagilan sorunlar nedeniyle son
zamanlarda koklenmenin iyilestirilmesine yonelik in vitro calismalar yapilmistir. Bu
baglamda yiiksek derisimde oksin (IBA; 3-indol biitrit asit) kullanilarak in vitro
cogaltilan govdelerin uyarilmasi, floroglukinol (PG) gibi fenolik bilesenlerin besi
ortamina eklenmesi [Ramirez-Malagon et al., 1997] veya bitkilerin koklenmesini
tesvik eden ve bitkinin rizosferinde kolonize olan rizobakterilerin (PGPR; Bitki
biiyiimesini tesvik edici rizobakteriler) besi ortamina eklenmesi [Larraburu et al.,
2007] ve siv1 kiltiirlerin, mikrogogaltim 1iyilestirilmesi i¢in kullanimi [Akbulak,
2011] gibi ¢aligmalar yapilmistir.

Fenolik bilesenlerin bitki gelisimine hem uyarict hem de baskilayict etkileri
oldugu bilinmektedir. Alev agaci gibi Rosaceae ailesinin bir {iyesi olan elma (Malus
domestica Borth.) bitkisinde ve farkli bitki tiirlerinde, PG fenolik bileseninin, kdk
olusumunu tesvik ettigi rapor edilmistir [Hammatt and Grant, 1993]. Bu nedenle,
Ramirez-Malagon ve arkadaslari (1997) tarafindan PG fenolik bileseninin alev agact
bitkisinin koklendirilmesine etkisinin incelenmesi i¢in yapilan g¢alismada, cesitli
derisimlerde (4.4, 13.3, 22.2 veya 44.4 uM) 6-benziladenin (BA) iceren MS
[Murashige and Skoog, 1962] besi ortamina PG (634.4 uM) eklenmistir. Elde edilen
sonuglara gore govde ¢ogaltiminin uyarilmasini en iyi saglayan besi ortaminin PG

icermeyen 44.4 uM BA ile desteklenmis MS besi ortami oldugu rapor edilmistir. En
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iyi koklenme ise govdelerin 442.9 uM IBA’nin 6 giin uygulanmasindan sonra 634.4
uM PG igeren besi ortamina aktarilmasi ile elde edilmistir. Fenolik bilesenlerin
kiiltiir ortamina katilmasina ek olarak, in vitro kosullarda kiltiire alinan bitkilerde
koklenmenin ve biiyiimenin tesvik edilmesi ve hiperhidrisitenin azaltilmasi igin
yararli mikroorganizmalarin  kullanimi  konusunda da yapilan caligmalar
bulunmaktadir [Burns and Schwarz, 1996], [Shetty et al., 1996], [Nowak, 1998],
[Mirza et al.,, 2001]. PGPR olarak bilinen bu mikroorganizmalar baslica
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus ve Pseudomonas cinsleridir.

Doku kiiltiirinde PGPR kullaniminin, mikrogogaltim ile elde edilen gévdelerin
koklendirilmesine olan etkisinin alev agact bitkisinde denendigi ¢alismada
[Larraburu et al., 2007], gévde uglarinin koklenmesi, kiiltiir besi ortamina hem oksin
eklenerek hem de Azospirillum brasilense ve Azotobacter chroococcum asilanarak
arttirllmaya caligilmistir. Elde edilen sonuglara gore bakteriyel asilama, alev agaci
govdelerinin daha erken koklenmesini saglanmistir. Ozellikle A. brasilense ile beraber
yapilan 49.2 uM IBA uyariminin kokiin taze ve kuru agirligini (sirasiyla % 105 ve %
137), kok ylizey alanini (% 65) ve gdvdenin taze ve kuru agirligini (sirastyla % 32 ve
% 62) belirgin olarak arttirdigi rapor edilmistir. Koklenmeye ek olarak, govdelerin
¢ogaltimi1 i¢in MS besi ortamina farkli derisimlerde (0.0; 2.2; 4.4; 8.0; 44.4 uM) BA
biiylime diizenleyicisi eklenmis ve en yiiksek ¢ogaltim orani (4.3) 4.4 uM BA iceren
besi ortaminda elde edilmistir. Ramirez-Malagon ve arkadaglar1 (1997) alev agaci
bitkisi govdelerinin uyarilmasinda 44.4 uM BA kullaniminin en iyi sonucu verdigini
rapor etmesine karsin, Kane ve arkadaslar1 (1987) 8.0 uM, Leifert ve arkadaslari
(1992) ise 2.2 uM derisimin kullanilmasini tavsiye etmislerdir.

Ayrica alev agacinin mikrogogaltiminin iyilestirilmesinde sivi kiiltiirlerin ve
gecici daldirma biyoreaktor sistemlerinin kullanimi konusunda yapilan bir ¢alismada
govde uglarinin giinde 1 kez 16 dakika boyunca (24s / 16°) siv1 besi ortami ile temas
etmesi sonucunda yiiksek proliferasyon orani (% 80) saglanmistir [Akbulak, 2011].
Alev agact bitkisinin mikrogogaltimi konusunda yapilan ¢aligmalar Tablo 3.1°de
gosterilmistir [Akbulak, 2011].



Tablo 3.1: Alev agac1 bitkisinin mikrogogaltimi konusunda yapilan ¢aligmalar.

N Kullanilan besi
Calismanin amaci1 | Kullanilan yontem ortams Kaynak
In vitro ¢ogaltim | Mikrogogaltim WPM + 8 uM BA | Kane, 1987
In vitro ¢ogalim | Mikrogogaltim MS +22 uM BA | Leifertetal., 1992
. - Siv1 kiiltiir ve Gegici 1
In vitro ¢cogaltim daldirma QL+2mgl” BA |Akbulak, 2011
Koklenmenin . . Ramirez- Malagon
iyilestiritmesi | Vikrogogaltim MS +444 WM BA | o 1. 1997
, MS +442.9 uM
Koklenme IBA (6 giin)
MS + 634.4 uM
BA PG
Koklenmenin ) - Larraburu et al.,
iyilestirilmesi Mikrogogaltim MS + 4.4 uM BA 2007
MS +49.2 uM IBA
Mikroorganizma
inokiilasyonu + Azospirillum
brasilense

Alev agaci, ticari agidan 6nemli bir siis bitkisi olmas1 sebebiyle tiiriin in vitro
¢ogaltilmasinin yani sira in vitro korunmasi da gereklidir. Bu baglamda, hem orta

stireli hem de uzun siireli saklama yontemleri gelistirilmistir.



4. BITKILERI KORUMA STRATEJILERI

4.1. In Situ Koruma Yontemleri

Tiirlerin i¢inde bulunduklar1 ekosistemde korunmalarina in situ koruma
stratejisi denmektedir. Bu stratejide tiirler evrimsel baski, dogal tehditler, patojenler
gibi dis etkenlere agiktirlar ve bu nedenle, dinamik bir koruma stratejisi olarak da
tarif edilmektedir [Frankel et al., 1995]. Burada amag, belirli bir ekosistemin,
sinirlar1  belirlenmis olan alanlarda korunmasmni saglamaktir. 1994 [UCN
(International Union for Conservational Nature; Uluslararasi Dogayr Koruma
Dernegi) kategorisine gore, korunmus alanlar; “Biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve
siirdiiriilebilir bir bigimde kullanilmasi i¢in kanunlarla belirlenmis sinirlar i¢inde
ayrilan kara ya da deniz parcasidir.” seklinde tanimlanmaistir [ITUCN, 1994].

Korunmus alanlara 6rnek olarak; bilimsel rezervler, ulusal parklar, dogal
anitlar, korunmus dogal rezervler, vahsi yasam parklari, biyosfer rezervleri ve diinya

mirasi alanlar verilebilir.
4.2. Ex Situ Koruma Yontemleri

Tiirlerin bagl bulunduklar1 ekosistemin disinda bir yerde korunmalarina ise ex
situ koruma stratejisi denmektedir. Bu stratejide tiirler, dis etkenlere olabildigince
kapalidirlar. Dolayisiyla statik bir koruma yontemi olarak tarif edilmektedir [Frankel
et al., 1995]. Ex situ koruma stratejisi son zamanlarda in situ yontemlere ek olarak
gelistirilen bir strateji olarak 6nem kazanmaya baglamistir.

Cesitli ex situ korumalarina ornek olarak; germplazm bankalart ve
koleksiyonlar, tohum bankalari, test tiipli gen bankalari, polen bankalari, tarla gen
bankalari, DNA bankalar1 ve in vitro saklama yontemleri verilebilir.

Teze konu olan alev agaci bitkisi, son zamanlarda ex situ bir koruma stratejisi
olan in vitro saklama teknikleri kullanilarak germplazm kayb1 Onlenmeye

caligilmistir.



5. ALEV AGACI BITKIiSININ IN VITRO
KORUNMASI

Vejetatif tiretimdeki tiiriin ¢eliklerinin kdklenmesindeki zorluklari asmak igin
yararlanilan ¢esitli bitki doku kiiltiirii tekniklerinin yan1 sira uygun orta siireli (yavas
biiylime korumasi ile) ve uzun siireli (kriyoprezervasyon ile) koruma prosediirlerinin
uygulanmasi, hem ig giicii ve teknik personel maliyetini hem de bulas ve somaklonal
varyasyon olusma riskini azaltarak in vitro ¢ogaltim tekniklerine yardimeci olacaktir.
Ancak, alev agaciin in vitro korunmasi konusunda yapilan ¢alismalar halen

siirlidir [Ozden Tokatl et al., 2008].

5.1. Orta Siireli Saklama

Germplazmanin korunmasinin temel amaci, bitki stabilizasyonunu tehlikeye
atmadan steril bir durumda bir tiirlin genetik ¢esitliligini korumak ve alt kiiltiirlerin
sayisin1 siirlamaktir [Shibli et al., 2000], [Moges et al., 2003]. In vitro yavas
biliylime korumasinda, germplazm normal biiyiime ve biiylime sinirlayici kosullarda
kiiltire edilmektedir. In vitro kiiltiirlerin biiylime hizi; diisiik sicaklik ve / veya digiik
151k yogunlugunda inkiibasyon, kiiltlir —ortamindaki besin Dbilesenlerinin
manipiilasyonu, ozmotik ajanlar ve biiyiime geciktiricilerinin kullanimini igeren
cesitli yontemler ile sinirlandirilabilmektedir [Tahtamouni et al., 2001], [Moges et
al., 2003].

Ozmotik ajanlar hiicrelerin potansiyel su miktarini azaltan materyallerdir.
Kiiltiir ortamina ozmotik maddelerin eklenmesi biiyiimenin azalmasinda ve farklh
bitki tiirlerinin in vitro biiyiitilen bircok dokusunun canli olarak saklanabilme
sliresinin artmasinda etkilidir [Shibli, 1991], [Wilson et al., 2000]. Turgora dayali
biiyiime ve hiicre genislemesi hipotezine gore [Zimmermann, 1978], besi ortamina
eklenen ozmotik ajanlarin ytliksek seviyesi, kritik bir turgor basinci olusmasina karsi
hareket edecektir. Bu stres durumu hem kallus gelisimini hem de govde olusumunu
engelleyecektir [Brown et al., 1979].

Mannitol,  sukroz, sorbitol [Shibli et al, 1992], tribiitil-2,4
diklorbenzilfosfonium klorid (Posfon D), malik hidrazid, sukkinik asit-2, 2 dimetil

hidrazid (B-995), CCC (2-chloroethyl trimethylammonium chlorid) ve ansimidol
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[Dodds and Roberts, 1985] in vitro c¢ogaltilan dokularin uzun siire canl
saklanabilmesi i¢in kullanilan uygun kimyasallardir. Mannitol baz1 bitkiler tarafindan
birincil fotosentetik {iriin olarak iiretilen ve metabolize edilebilen bir seker alkoliidiir
[Tahtamouni and Shibli, 1999], [Moges et al., 2003]. Mannitoliin kullanimu tiitiinde
doku biiytimesini desteklemez ve krizantem [Moges et al., 2003] ve acibademin
[Ballester et al., 1997] govde gelisimini azaltir. Sorbitol ise ¢ogalma besi ortamina
eklendiginde in vitro krizantem biiyiitiilmesinde govde biiylimesini engelleyen bir
baska seker alkoliidiir [Ballester et al., 1997].

Sukroz, ¢ogu doku kiiltiiri ortaminin ana bilesenidir ve hem karbon / enerji
kaynag1 olarak hem de ozmotik ajan olarak is gérmektedir [Shibli, 1991], [Shibli and
Al-Juboory, 2000]. Sukroz, in vitro bitki biiylimesini azaltmak i¢in de
kullanilabilmektedir [Orlikowska, 1992], [Moges et al., 2003]. Ancak, eksplantlarin
biliylimesi sukroz derisimine baghdir [Sarkar and Naik, 1998]. Sukroz derigimi
arttirilarak yabani armutta [Tahtamouni and Shibli, 1999] ve patateste [Sarkar and
Naik, 1998] mikro bitki uzamasi azaltilmistir.

Alev agaci bitkisinde yapilan in vitro ¢ogaltim ¢aligmalarina ek olarak, tiir,
Ozellikle ticari bitki doku kiiltiirii laboratuvarlarinda iiretildigi ve tiire duyulan
gereksinimlerin azaldigi zamanlarda tiirlin ¢ogaltimini yavaslatmak ve iretim
maliyetini azaltmak icin orta dereceli saklama yontemlerinin gelistirilmesine yonelik
caligmalar da [Ozden Tokatl et al., 2008], [Akdemir et al., 2010] yapilmistir. Ozden
Tokath ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, alev agaci bitkisinin in
vitro ¢ogaltilan govdeciklerinden alinan aksiler tomurcuklardan aseptik kosullar
altinda sodyum aljinat (Na-aljinat) (% 3) ve CaCl,.2H,0O (100 mM) kullanilarak,
sentetik tohumlar hazirlanmis ve bu tohumlar 4 °C’ta saklanmistir. Elde edilen
bulgular, 3 ay saklanan sentetik tohumlarin normal proliferasyon kosullarina
alinmalarini takiben aktarildiklart besi ortaminda, saklama sonrasi canliliklarini
(% 100) ve rejenerasyon (% 91) potansiyellerini koruduklarini gostermistir.

Akdemir ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan bir diger ¢alisma ise alev
agacina ait sentetik tohumlarm 6 ay ve mikro govdelerin ise 15 g I sukroz ve 15 g I'*
mannitol iceren QL [Quoirin and Lepoivre, 1977] besi ortaminda 4 °C’ta 15 aya
kadar saklanabildigini gostermistir. Bu bulgular, tiiriin orta siireli saklanmasi i¢in
alev agaciin aksiler tomurcuklarini igeren sentetik tohumlarin ve mikro govdelerin

uygun materyal oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
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5.2. Uzun Siireli Saklama (Kriyoprezervasyon)

Kriyoprezervasyon tohum, zigotik embriyo, gévde ucu, nodal tomurcuklar,
hiicre ve kallus kiiltiirleri, somatik embriyolar gibi ¢esitli bitki materyallerinin
metabolik aktivenin durdugu ok diistik sicakliklarda (-196 °C’ta) sivi azot (SA)
icerisinde uzun siireli saklanmasidir [Helliot and de Boucaud, 1997], [Engelmann,
2004]. Kriyoprezervasyon siiresince, hiicre boliinmesi, metabolik ve biyokimyasal
stirecler askiya alinmakta [Niino et al., 1992], [Niino et al., 1995] ve teorik olarak
hiicreler sinirsiz bir siire Ozelliklerini degistirmeden korunmaktadir [Niino et al.,
1995], [Paul et al., 2000]. Ayrica, kriyoprezervasyon saklanan germplazmlarin
fenotipik ve genotipik Ozelliklerinin  maksimum kararliligimi  saglamaktadir
[Ashmore, 1997].

Kriyoprezervasyon calismalarinda yiiksek genetik kararlilik, hayatta kalma ve
biiyiime oranlar1 gostermelerinin yani sira viriis ve patojenden ari bir bdlge olmasi
nedeniyle ¢ogunlukla 1-3 mm uzunlugundaki govde uglart gibi organize dokular
yaygin olarak kullanilmaktadir. Govde uglari, aktif olarak boliinen ve gorece kiigiik
vakuollii hiicreler olarak karakterize edilmekte ve ¢ozdiirme sonrasi hizli cogalma
orani gostermektedirler. Ayrica, gdvde ucu hiicrelerinin sahip oldugu gorece diisiik
su igerigi kriyoprezervasyon i¢in uygun bitki kaynagi olmalarinda gii¢lii bir nedendir
[Ashmore, 1997].

Armut, elma, dut, narenciye ve otsu bitkiler de dahil olmak iizere bir¢ok bitki
tiiri basarili bir sekilde SA’da muhafaza edilmistir [Niino et al., 1992], [Mycock et
al., 1995]. Herhangi bir kriyoprezervasyon protokoliiniin basarili gelisimi i¢in en
onemli unsur donma i¢in kullanilan eksplantlarda optimal fizyolojik durumun se¢imi
[Wu et al., 1999], [Zhao et al., 1999] ve dondurulma-¢6zdiiriilme sirasinda hiicre igi
buz kristallerinin olusumunun 6nlenmesidir. Bu, soguga alistirma, absisik aside
(ABA) maruz birakma, yogun seker ¢ozeltilerine daldirma gibi cesitli 6n muameleler
ile saglanabilmektedir [Ashmore, 1997], [Shibli et al., 1999], [Shibli, 2000].

Tiirlerin hatta genotiplerin ¢oguna uygun olan tek bir protokol ya da yontem
olmadig i¢in [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], bitki germplazmlarinin korunmasi
icin bir¢ok kriyoprezervasyon teknikleri gelistirilmistir [Lipavska and Vreugdenhil,
1996], [Ashmore, 1997], [Engelmann et al., 1997]. Ilk protokol, doku 6n muamelesi

ve doku dehidratasyonu i¢in kontrollii bir hizda yavag bir sekilde sogutma ve bunu
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takiben SA’ya daldirmay1 iceren klasik iki adimli dondurma teknigidir [Ashmore,
1997]. Donma oraninin ve 6n donma sicakliginin ayarlanmasi, kalan hiicre i¢i su
miktarinin degismesine izin vermekte ve boylece suyun kristallesmesine neden olan
zarar1 azaltmaktadir [Villalobos and Engelmann, 1995]. Ancak, bu teknik zaman alici
ve karmasik olmasinin yani sira istenilen hassas sogutma sicakligini saglayan gorece
pahali bir sogutucu cihaz gerekmektedir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996],
[Ashmore, 1997]. Cogunlukla, yavas sogutma asamasinda hiicreyi 6ldiirebilecek buz
olusumu da gerceklesebilmekte ve bu nedenle ilgili teknik diisiik hayatta kalma orani
saglamaktadir [Sakai et al., 1990], [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore,
1997]. Son yillarda vitrifikasyona dayali yeni teknikler gelistirilmistir [Touchell et
al., 1994], [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997], [Swan et al., 1999].
Bu teknikler arasinda enkapsiilasyon-dehidratasyon, vitrifikasyon, enkapsiilasyon-
vitrifikasyon ve damlacik dondurma yer almaktadir [Lipavska and Vreugdenhil,
1996], [Ashmore, 1997]. Bu yontemlerin hepsinde, 6n asamalar1 takiben dogrudan
azota aktarma ile saglanan hizli bir dondurma kullanilmakta [Lipavska and
Vreugdenhil, 1996] ve bdylece, zararli hiicre i¢i buz olusumu O6nlenmektedir
[Ashmore, 1997].

Enkapsiilasyon-dehidratasyon yontemi, bitki materyallerinin kalsiyum-aljinat
(Ca-aljinat) boncuklarinda (sentetik tohum) enkapsiile edilmelerini igermektedir.
Enkapsiilasyon sonrasinda ise eksplantlar en az bir giin 0.3 M ile 1.5 M arasinda
degisen farkli sukroz derisimlerine sahip besi ortaminda 6n kiiltiire alinmaktadirlar
[Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997], [Swan, 1998], [Shatnawi,
1999]. Aljinat boncuklar dondurulmadan 6nce ya laminar hava akimli kabinde steril
hava ile ya da silika jel iizerinde dehidrate edilerek eksplantlarin su icerikleri azaltilir
[Ashmore, 1997]. Bitki materyallerinin Ca-aljinat ile enkapsiillenmesi meristemlerin
gelismesinin kisa bir siire gecikmesini saglayabilmekle birlikte [Lipavska and
Vreugdenhil, 1996], enkapsiilasyon-dehidratasyon yontemi bir¢ok bitki tiiriinde
basariyla uygulanmaktadir [Janeiro et al., 1996], [Shatnawi et al., 1999].

Vitrifikasyon yontemi ise, oncelikle hayvan hiicrelerinin kriyoprezervasyonu
i¢in kullanilmis [Fahy et al., 1987], daha sonra % 30 gliserol, % 15 etilen glikol,
% 15 dimetilsiilfoksit (DMSO) ve 0.4 M sukroz igeren bitki vitrifikasyon ¢ozeltisi 2
(Plant vitrification solution2, PVS2)’nin gelistirilmesi [Sakai et al., 1990] ile bitki
hiicrelerinin kriyoprezervasyonunda da kullanilmaya baglanmistir. PVS2; hiicre,

doku ya da organlarda hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda kayda deger bir buz
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olusumu olmadan sicaklik gecislerinde bitkinin yavasca sogutulmasini saglayan
kriyokoruyucu bir ¢ozeltidir [Moges et al., 2003]. Bu yontemlerde dondurma islemi
son derece basit oldugundan, programlanabilir bir dondurucu gerekli degildir ve
kriyoprezervasyon basit bir ekipman kullanilarak saglanabilmektedir. Buna ek
olarak, klasik yaklagimlarin kullanimi ile karsilastirildiginda daha biiyiik organlar
daha hizli bir sekilde kriyoprezerve edilebilmektedir [Lipavska and Vreugdenhil,
1996], [Ashmore, 1997]. Ozden Tokatli ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan
caligmada, juvenil P. vera aksiler tomurcuklar1 0 °C’ta 90 dk PVS2 c¢ozeltisi ile
muamelesini takiben kriyoprezerve edildikten sonra, % 11 oraninda bitki gelisimi
elde edilirken, daha uzun siireli PVS2 uygulamalarinin aksiler tomurcuklar tizerinde
toksik bir etkisinin oldugu rapor edilmistir.

Alev agacinda kullanilan ve bitki eksplantlarinin gérece daha diisiik
miktarlarda vitrifikasyon ¢ozeltisi ile inkiibe edilmesi ile gerceklestirilen bir
kriyoprezervasyon yontemi olan damlacik vitrifikasyon yontemi [Panis et al., 2005]
de bircok bitki tiirlinlin basarili bir sekilde kriyoprezervasyonunu saglamistir [Kim et
al., 2009], [Chen et al., 2011]. Bu yontemde PVS2 ¢ozeltisi, 0 °C sicakligi korumak
icin buz kaliplart iizerindeki plastik petriler igerisine konulan steril aliiminyum
folyolar {izerine her bir folyaya belli bir sayida damlacik (genelde 3 adet)
damlatilarak yapilmaktadir [Ozden Tokatli and Akdemir, 2010], (Sekil 5.1). SA’ya
girmeden Once soguga alistirilan ve 6n kiiltiirlenen govde uclari, hazirlanan PVS2
damlaciklar1 igerisine her damlaciga bir govde ucu olacak sekilde yerlestirilerek,
belli bir siire 0 °C sicaklikta inkiibe edilmektedir. Bu siire bitki tiirline ya da alinan

eksplant ¢esidine gore farklilik gosterebilmektedir.
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Sekil 5.1: Damlacik vitfikasyon yonteminde kullanilan PVS2 ve govde
uclarini igeren aliiminyum folyolar.

Kriyoprezervasyon siireci soguga alistirma, osmotik olarak aktif bilesiklerden
olusan besi ortami ile 6n kiiltiirleme, kriyokoruyucu maddelerle muamele, SA’da
saklama, ¢ozme ve ¢ozme sonrasi muameleleri i¢eren bir¢ok adimdan olugmakta
[Moges et al., 2003] ve her adim kriyoprezervasyonun basarisini etkilemektedir
[Razdan and Cockling, 1997].

Soguga alistirma: Kriyoprezervasyon denemelerinde kullanilmak i¢in bitkiler,
once soguga alistirma asamasinda, farkli bitki tiirlerine gore degismekle birlikte,
10 °C ya da daha diisiik sicakliklarda, bir kag hafta bekletilmektedir [Ozudogru et al.,
2009]. Ornegin; krizanteme ait nodal segmentler 10 °C’ta ve 10 umol m? s 151k
yogunlugunda 3 hafta [Martin and Gonzalez-Benito, 2005], alev agacinin gévde
kiltirii 4 °C’ta karanlik ortamda 2-3 hafta [Ozden Tokatli et al., 2008], in vitro
biiyiitiilen yillan otu bitkileri 5 °C’ta 50 giine kadar 26 pmol m? st gk
yogunlugunda [Tanaka et al., 2004] ve at kestanesi bitkisinin embriyonik kallusu
4 °C’ta karanlik ortamda 5 giin [Lambardi et al., 2005] tutularak, soguga
alistirilmistir.

On kiiltiirleme: Bitki materyalinin donma toleransi, SA’ya maruz kalmadan
once yiksek ozmotik ajanlar eklenen besi ortaminda o6n kiltirleme ile
arttirilabilmektedir [Scottez et al., 1996]. Genellikle 6n kiiltirlenip SA’da saklanan
bitki materyalleri, 6n kiiltiirlenmeyenlere gore ¢ozme isleminden sonra daha yiiksek
hayatta kalma orami gostermektedirler [Scottez et al., 1996]. On kiiltiirleme, ozmotik
etkiye sahip olan ya da donma stresinden hiicre zarlarini, proteinleri ve enzimatik

baglanma yerlerini koruyan sukroz, sorbitol veya mannitol gibi ozmotik ajanlarin
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eklendigi besiortamlarinda biyolojik materyalin kiiltiirlenmesini  icermektedir
[Villalobos and Engelmann, 1995]. Ozmotik ajanlarin derisimi ve onlara maruz
kalma stireleri bitki tiirlerine ve bitkiden alinan eksplantin ¢esidine bagli olarak
degismektedir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997]. Sukrozun
kullanildigi 6n kiiltirleme, SA’da govde uglarinin hem dehidratasyona hem de
donma stresine direncinin artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [Swan et al.,
1998], [Shibli, 2000].

Swan ve arkadaslar1 (1998), enkapsiilasyon-dehidratasyon yontemi ile
yaptiklar1 kriyoprezervasyon ¢alismasinda SA oncesi sukroz ile 6n kiiltiirlemenin,
govde uglarinin dehidratasyona ve donma stresine karsi daha fazla direngli olmasin
sagladigin1 rapor etmislerdir [Swan et al., 1998]. Baz1 bitkiler tarafindan birincil
fotosentetik tliriin olarak iiretilen ve metabolize edilebilen bir seker alkolii olan
mannitol de osmotik ajan olarak kullanilabilmektedir [Swan et al., 1999],
[Tahtamouni and Shibli, 1999], [Moges et al, 2003]. Bir baska seker alkolii olan
sorbitol ise govde gelisimini engellemektedir [Gnanapragasam and Vasil, 1992],
[Moges et al., 2003].

Kriyokoruyucu maddelerle muamele: Bitki materyalleri SA’da dondurulmadan
once kriyokoruma i¢in DMSO, gliserol, etilen glikol (EG), polietilen glikol (PEG),
amino asitler ve sekerler gibi c¢esitli kriyokoruyucu maddelere maruz
birakilmaktadirlar [Ashmore, 1997], [Shibli et al., 2001]. Baz1 istisnai durumlarda
tek bir kriyokoruyucu (DMSO) etkilidir. Ancak, DMSO, gliserol ve sukroz, prolin,
mannitol ya da sorbitol gibi ii¢lincii bir bilesikten olusan bir kriyokoruyucu karisimi
genellikle ¢cok daha etkilidir [Withers, 1991]. Kriyokoruyucular uygun derisimlerde
kullanilmali ve hiicrede toksik olmamalidir [Withers, 1991], [Moges et al., 2003].
Kriyokoruyucular hiicre i¢i buz kristali olusumunu azaltmakta ve hiicre iceriginin
donma noktasimi diistirmektedir. BOylece hiicre icerigi ve zarimin ultra diisiik
sicaklara dayanikli olmasi saglanmaktadir [Dumet et al., 1993].

SA’da saklama: SA’da saklama siiresinin kriyoprezerve edilen bitki
materyallerinin tekrar rejenere olmasma etkisi kritik degildir [Lipavska and
Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997]. Bitki materyalleri SA igerisine
daldirildiklarinda, hiicre icerisinde higbir biyokimyasal ya da biyofiziksel olay
meydana gelmemektedir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore, 1997].

(Cozme ve ¢ozme sonrast muameleler: Cozme islemi, kristallenme veya yaklasik

40 °C steril suda ¢alkalama ile olusabilecek herhangi bir buz zarari riskini 6nlemek
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igin hizli bir sekilde yapilmalidir [Lipavska and Vreugdenhil, 1996], [Ashmore,
1997]. Cozme, hem oda sicakligindaki laminar hava akimli bir kabin igerisinde
[Gonzalez-Arnao et al., 1993], [Al-Ababneh et al., 2003] hem de su banyosunda
yapilabilmektedir [ Ashmore, 1997].

Kriyoprezerve edilen Populus alba L.’nin gévde uglarinin en iyi hayatta kalma
orant (% 22), kriyoviyallerinin oda sicakliginda 5 saniye tutulmasi ve sonrasinda
40 °C’taki bir su banyosuna daldirilmasi sonucunda elde edilmistir [Lambardi et al.,
2000]. Cozme isleminden sonra ¢Oziinen materyali, dehidratasyon ve biiziilme
nedeniyle hiicre zar1 yiizeyinin kaybindan dolayr herhangi bir deplazmolitik
yaralanmay1 onlemek ve kriyokoruyucularin etkisini ortadan kaldirmak i¢in bir¢ok
kez yikamak gerekmektedir [Shibli et al., 2006]. Kriyoprezerve edilen gelismemis
embriyolarin hayatta kalma orani besi ortammin 100 mg 1™ gibberilik asit (GAs)
eklenerek kiltlirlenmesi ile arttigi gozlemlenmistir [Engelmann, 2000]. Ancak
Withers (1991) besi ortamina GAs’iin eklenmesinin, 2,4-D’nin hem varliginda hem
de yoklugunda, havucun (Daucus carota L.) kriyoprezerve edilen meristemlerinin
gelismesini uyarmakta basarisiz oldugunu rapor etmistir.

Stis bitkileri, yiiksek piyasa degerine sahip oldugu i¢in bu bitkilerin
kriyoprezervasyonu Onemlidir [Keller et al., 2008]. Literatiirde 6rnegin, karanfil
[Fukai, 1989], yabani krizantem tiirleri ve melezleri [Fukai et al., 1994], yilanotu
[Tanaka et al., 2004] ve sardunyalar [Grapin et al., 2003] dahil olmak iizere ¢esitli
siis bitkilerinin kriyoprezervasyonu ile ilgili raporlar bulunmaktadir. Bugiine kadar
alev agac1 enkapsiilason-dehidratasyon ve damlacik dondurma teknikleri kullanilarak
kriyoprezerve edilmistir [Hughes and Dunn, 1996], [Ozden Tokatli et al., 2008]. Ad1
gecen ilk teknikle dondurulan ve ¢ozdiiriilen eksplantlarin hayatta kalma oram
(% 12.5) ¢ok yiiksek degildir. Bu nedenle, kriyoprezervasyon sonrasinda hayatta
kalma oranini arttirabilmek i¢in eksplantlarin konsantre vitrifikasyon ¢ozeltileri (or.,
PVS2) ile muamele edildigi vitrifikasyon tabanli protokoller degerlendirilmis ve alev
agact bitkisinin kriyoprezervasyonu icin Ozden Tokatli ve Akdemir (2010)
tarafindan gelistirilen ve daha yiliksek hayatta kalma orani (% 6) saglayan damlacik
dondurma teknigi daha basarili hayatta kalma oran1 (% 21) vermistir.

Alev agaci bitkisinin mikrogogaltimi i¢in giiniimiize kadar yapilan calismalar
oldukca sinirhidir ve saklama sonrasinda tekrar proliferiye olan bitki materyalinin
genetik kararliligiin irdelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir [Kane et al., 1987],

[Leifert et al., 1992], (Tablo 5.1).
17



Tablo 5.1: Alev agac1 bitkisinin in vitro korunmasi konusunda yapilan ¢alismalar.

Calr mact Kullanilan Kullanilan besi Kavnak
alismanin amac yontem ortami Y
Orta siireli N 0 Ozden Tokatl: et al.,
saklama Enkapsiilasyon | MS + %3 Na-Alg 2008
MS + 100 mM
CaC|2. 2H,0
iivlzfnz‘slly“tme QL+1mgI*BA |Akdemiretal., 2010
Uzun siireli Damlacik 1 Ozden Tokatli and
saklama vitrifikasyonu QL+4mg ™ BA Akdemir, 2010
Enkapsiilasyon-

dehidratasyon

Hughes and Dunn, 1996
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6. GENETIK KARARLILIK

Kriyoprezervasyon, gelecekte bitki materyallerinden yararlanmay1 saglamakta,
onlarin canliligin1 korumakta ve bdylece herhangi bir genetik ¢esitlilik kaybi riskini
azaltmaktadir [Touchell and Dixon, 1994], [Lipavska and Vreugdenhil, 1996],
[Ashmore, 1997]. Literatiirde, kriyoprezervasyon sonrasi rejenere olan Dbitki
materyalinin genetik olarak kararli oldugunu gésteren ¢alismalar [Sakai et al., 1990],
[Swan et al., 1999] bulunmaktadir. Shibli ve arkadaslari (1999) enkapsiilasyon-
dehidratasyon ile kriyoprezervasyon sonucunda, antosiyaninler ve diger flavonoidler
tireten yabanmersini (Vactinium pahalae) hiicrelerinin, {retim kapasitesini
azaltmadigim1 bildirmistir. Benzer sekilde, Chen ve arkadaslar1 (1984) pervane
ciceginin (Catharanthus roseus) alkaloid tireten hiicrelerinin kriyoprezervasyonu
sonrasinda, alkaloid iiretim kapasitesini koruduklarmmi ve hiicrelerin alkaloid
igeriklerinin degismeden saklanabildigini bildirmistir. Benson ve arkadaslari (1996)
kriyoprezerve edilen patates govde uclarinin hayatta kalan bitkilerinde ploidi
istikrarin1 gozlemistir. Asmanin kriyoprezerve edilen hiicrelerinden rejenere olan
bitkilerin yaprak morfolojilerinin, bu bitkinin kontrol hiicreleri ile benzer oldugu
ortaya konulmustur [Withers and Engelmann, 1998]. Ancak, tiim in vitro tekniklerde
oldugu gibi kriyoprezervasyon uygulamalari ve bunu takiben yapilan rejenerasyon
asamalari, bitki morfolojisinde, kromozom sayisinda, gen ekspresyonunda, protein
profillerinde veya DNA dizilerinde somaklonal varyasyon olarak goriinen
degismelere neden olabilmektedir [Harding, 2004].

Kriyoprezerve edilen bitkiciklerde olusan morfolojik degisiklikler, Scowcroft
(1984) ile Fukai ve arkadaglar1 (1994) tarafindan rapor edilmis olsa da bu tip
degisimler tohum projenisinde pek sik goriilmemektedir [Monk, 1990]. Bununla
beraber, bu tip degisiklikler vegetatif olarak ¢ogaltilan tiirlerde goriilebilmektedir
[Sano et al. 1990].

Molekiiler tekniklerin gelismesiyle birlikte, in vitro korunan bitkilerin genetik
kararliliginin  belirlenmesi ile elde edilen bulgularin gegerliligi konusunda
giinlimiizde birgok farkli goriis bulunmaktadir. Harding (2004) morfolojik, sitolojik,
histolojik ve biyokimyasal analiz teknikleri kullanilarak yapilan analizleri i¢eren 71
makale derlemis ve kriyoprezerve edilen materyalde diisiik oranda da olsa genetik

kararsizligin oldugunu rapor etmistir.
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Kriyoprezervasyon sonrasi bitkilerde olusabilecek somaklonal varyasyonlarin
belirlenmesi amaciyla, DNA temelli bir¢cok farkli belirte¢ kullanilmaktadir. En ¢ok
kullanilan belirte¢ler ise RAPD (Random Amplified Polimorphism DNA, Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA) [Williams et al., 1990] ve ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeat, Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm) [Zietkiewicz et al.,
1994] olup, bunun yani sira bir ¢ok PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)-DNA
tabanli belirte¢ c¢esitleri de gelistirilmistir. Kriyoprezervasyon sonrasi bitkilerin
genetik kararliliklarinin - molekiiler analizler baglaminda degerlendirilmesinde
genellikle RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism, Restriksiyon
Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi) [Harding and Benson, 2000], SSR (Simple
Sequence Repeat, Basit Tekrarli Diziler) [Harding and Benson, 2001], RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)
[Gagliardi et al.,, 2003] ve AFLP (Amplified Fragment Length Polymorfism,
Cogaltilmis Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi) [Turner et al., 2001] teknikleri
kullanilmistir. Bu teknikler kullanilarak, kriyoprezervasyon sonrasi elde edilen
bitkilerde bazi kiigiik degisiklikler gozlenmistir. Her ne kadar kriyoprezervasyon
sonrast elde edilen bitkilerin genel anlamda genetik kararliliklarini koruduklart rapor
edilse de [Harding, 2004], alev agac1 gibi 6zellikle odunsu bitki tiirlerinin kriyogenik
olarak saklanmasi i¢in gelistirilen protokollerin, saklama Oncesi ve sonrasinda,
saklanan materyalin genetik kararliligina olan etkilerinin molekiiler belirtecler ile
belirlenmesi gerekmektedir.

Kriyoprezervasyon siiresince genom iizerinde meydana gelebilecek olasi
somaklonal varyasyonun belirlenmesinde, nispeten daha yeni molekiiler teknikler
olan IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism, Retrotranspozonlar
Aras1  Cogaltilmis  Polimorfizm) ve REMAP (Retrotansposon-Microsatallite
Amplified Polimorphism, Retrotranspozon Mikrosatellit Cogaltilmig Polimofizm)
[Kalendar and Schulman, 2006] teknikleri de kullanilabilir. IRAP ve REMAP,

retrotranspozonlara dayal1 belirte¢ teknikleridir.
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6.1. Retrotranspozonlar ve Retrotranspozonlara Dayah
Belirtecler

Retrotranspozonlar genom iizerindeki gezici elementlerdir ve bitki genomunun
yapisal evriminin ana bilesenidir [Finnegan, 1989], [Flavell et al., 1992], [Voytas et
al., 1992], [Suoniemi et al., 1998]. Retrotranspozonlar, yapilarindaki ve transpozon
dongiilerindeki farkliliklara goére baslica iki alt sinifa ayrilmaktadir. Bunlar LTR
(Long Terminal Repeat; Uzun Ug¢ Tekrarlar1) retrotranspozonlar ve LTR olmayan
retrotranspozonlardir (Sekil 6.1 [Kalendar and Schulman, 2006]).

. I—] 5'LTR rﬁ—[ ILTR L] 3
¥ ' PPT | P
TG CA

Sekil 6.1: LTR transpozonun organizasyonu. PBS ve PPT; Ters transkriptaz enzimi
tarafindan, replikasyon i¢in gerekli primer baglanma bolgeleri.

Retrotranspozonlar, transkripsiyonel promotor ve terminator bolgelerini iceren
LTR’ler ile ¢evrilidir. Retrotranspozonlar hemen hemen tiim 6karyotik genomlarda
bol miktarda bulunmakla beraber 6zellikle bitkilerde daha goktur [Finnegan, 1989],
[Flavell et al., 1992], [Voytas et al., 1992], [Suoniemi et al., 1998]. Bitkilerde toplam
DNA’nin % 40’1 ile % 70’1 arast LTR transpozonlardan olusmaktadir [Pearce et al.,
1996], [SanMiguel et al., 1996], [Shirasu et al., 2000]. Bitkilerde, LTR
retrotranspozonlar LTR olmayan transpozonlardan c¢ok daha bol ve aktiftir
[Arabidopsis Genom Girigimi, 2000], [Piring Kromozom Dizi Konsorsiyumu, 2003],
[Hill et al., 2005], [Macas et al., 2007], [Paterson et al., 2009]. LTR
retrotranspozonlariin genom {izerindeki bollugu, genel yayilis1 ve aktivitesi onlari
molekiiler belirteclerin gelisimi i¢in ideal birer kaynak yapmaktadir [Kalendar,
2011].

Retrotranspozonlarin molekiiler belirteg olarak kullanildigr tekniklerde,
primerler genellikle baglanma noktalart olarak LTR’lere yakin bolgelere gore
tasarlanmaktadirlar. Ciinkii bu bolgeler aileler i¢inde korunurken, aileler arasinda
farklilik gosteren bolgelerdir. Korunmus boliimleri de iceren LTR ’nin i¢ bolgeleri bu
ama¢ i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica LTR’ler genellikle cogaltilacak hedef
biiytikliigiinii en aza indirmek i¢in secilmektedirler [Kalendar, 2011].
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IRAP belirteci, iki retrotranspozon arasindaki DNA pargasinin ¢ogaltilmasin
kapsamaktadir [Kalendar et al., 1999]. Uzun ug¢ bolgelerinin disina dogru bir ya da
iki primer kullanilmakta ve bdylece iki yakin retrotranspozon arasindaki DNA
cogaltilmaktadir. IRAP, LTR’nin hem 5’ hem de 3’ ucu ile eslesebilen tek bir primer
ile uygulanabilmektedir. Ayrica LTR’den iki primer ile de yonlendirilebilmektedir
(Sekil 6.2a). Bu iki primer ayni retrotranspozon element ailesinden olabilecegi gibi
farkli ailelelerden de olabilmektedir. PZR iiriinleri, genomda hedef bolgenin ¢ok
sayida ¢ogaltilmasi ile elde edilmektedir.

REMAP, IRAP’a benzer olmakla beraber kullanilan iki primerden biri, kisa
tekrarli diziler ile eslesmektedir [Kalendar et al., 1999]. Genom boyunca bulunan
kisa tekrarli diziler (SSR), polimeraz enziminin DNA {izerinde kaymasina bagh
olarak yiiksek mutasyon oranina sahip olup retrotranspozonlar ile iligkili
goriilmektedirler. Bu nedenle SSR’lar bir tiir i¢inde bireysel lokuslarda ¢ok fazla
cesitlilik gosterebilmektedirler. REMAP’ta, SSR primerinin basit dizi tekrarlarinin
icine kaymasini 6nlemek i¢in, 3’ ucunda bu bolgelere 6zgii tamamlayici niikleotidler

kullanilmaktadir (Sekil 6.2b).

| T p— |

Sekil 6.2: Retrotranspozonlara dayali molekiiler belirteg teknikleri, a) IRAP yontemi,
b) REMAP yontemi.

IRAP yonteminde c¢ogaltma, genom iizerinde birbirine yakin iki
retrotranspozonun sag ve sol LTR bolgeleri arasinda gergeklesmekte ve
retrotranspozon primerleri kullanilmaktadir. REMAP yonteminde ise ¢ogaltma, bir
mikrosatellit ile retrotranspozonun bir LTR bolgesi arasinda, SSR bolgelerinin
arasindaki bolgeleri ¢cogaltmak i¢in kullanilan ISSR primerleri ve retrotranspozon

primerleri kullanilarak gergeklesmektedir.
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IRAP ve REMAP yontemleri, arpa [Manninen et al. 2000], bugday [Boyko et
al., 2002], yulaf [Tanhuanpia et al., 2006, 2007, 2008] ve pirincin gen haritalarinin
cikarilmasinda, ¢imende genom evriminin c¢alisilmasinda [Vicient et al., 2001], arpa
[Leigh et al., 2003], [Brik et al., 2006], muz [Teo et al., 2005], {iziim [Pereira et al.,
2005], bezelye [Pearce et al., 2000], [Smykal et al., 2008, 2009], elma [Antonius-
Klemola et al., 2006], kegi otu [Boyko et al., 2002], [Saeidi et al., 2008], [Belyayev
et al., 2010], turunggil [Breto et al., 2001], bugday [Boyko et al., 2002; Bento et al.,
2008, 2010], piring [Branco et al., 2007], keten [Smykal et al., 2011], ay¢icegi
[Vukich et al., 2009] ve tibbi bitkilerde (kekik otu, sakayik ¢igegi, zambak, yiiksiik
otu) genetik g¢esitliligin Ol¢iimii, popiilasyon yapisi, kromatin modifikasyonu,
epigenetik yeniden programlama, benzerlik iliskileri, 6énemli tiirlerin belirlenmesi
gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmistir [Boronnikova and Kalendar 2010]. IRAP
belirte¢ teknigi ayrica arpada [Campbell et al., 2011] ve ketende [Smykal et al.,
2011] somaklonal varyasyonun belirlenmesi ¢alismasinda kullanilmistir. REMAP ise
bugdayda kriyoprezervasyon sonrasinda genetik kararliligin irdelendigi bir ¢alismada
[Solov’ava et al., 2011] kullanilmistir. Ancak literatiirde, IRAP ve REMAP
belirteclerinin ~ kriyoprezervasyon  sonrast  saklanan  bitkiciklerin  genetik

kararliliklarinin irdelenmesinde beraber degerlendirildigi bir yayin bulunmamaktadir.
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7. MATERYAL ve YONTEMLER

7.1. Materyal

7.1.1. Bitki Materyali

Tez galismasi kapsaminda kullanilan alev agaci (Photinia fraseri x Dress) bitki
materyali, “Azienda Vivai Battistini” (Cesena, Italya) tarafindan in vitro olarak
saglanmistir. Bu bitki materyalleri, daha sonra ilgili tez ¢alismasinda kullanilmak
tizere, GYTE, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvari’na aktarilmis ve bu tez calismasi kapsaminda, kriyoprezervasyon
caligmalarinda kullanilmak tizere periyodik olarak 4-5 haftada bir alt kiiltiirlenerek

bitkinin devamliligi saglanmaistir.
7.1.2. Kullanilan Malzemeler

Alev agacmin doku kiiltiirii asamasinda eklenen kimyasal ve/veya organik
bilesenlere ait katalog numaralar1 Tablo 7.1°de, kriyoprezervasyon calismalarinda
kullanilan bilesenlere ait olanlar Tablo 7.2°de, genomik DNA (gDNA) izolasyonunda
kullanilan bilesenlere ait olanlar Tablo 7.3’te, PZR reaksiyonlarinda ve agaroz jelin
hazirlanip, goriintiilenmesinde kullanilan bilesenlere ait olanlar ise Tablo 7.4’te

sunulmustur.
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Tablo 7.1: Doku kiiltiiriinde kullanilan bilesenler.

Kimyasal Ad1 Firma Adi Katalog No
Etil alkol (%96) Pro-Lab -
Glisin Merck 1.04201.0100
Nikotinik asit Sigma N-0765
Tiamin HCI Sigma T-3902
Piridoksin HCI Sigma P-8666
Myo-inositol Sigma 1-3011
Agar Merck 1.01614.1000
Sukroz Merck 1.07651.1000
BA (Benzil adenin) Sigma B-3408
NHsNO; (Amonyum nitrat) Sigma A-3795-500
KNO; (Potasyum nitrat) Sigma P-8291
KH,PO, (Potasyum fosfat) Sigma P-8416
CaCl,.2H,0 (Kalsiyum klortir) Sigma C-2536
Ca(NO3),.4H,0 (Kalsiyum nitrat) Sigma C-2786
MgS0O4.7H,0 (Magnezyum stilfat) Sigma M-7899
H3BOj3 (Borik asit) Sigma B-9645
KI (Potasyum iyodiir) Riedel-de Haen 03124
MnS0O4.4H,0 (Mangan siilfat) Sigma M-7899
ZnS0,.7H,0 (Cinko siilfat) Sigma Z-1001
Na;Mo00,.2H,0 (Molibdik asit) Sigma M-1651
CuS0,4.5H,0 (Bakar siilfat) Sigma C-8027
CoCl,.6H,0 (Kobalt kloriir) Sigma C-2911
FeS04.7H,0 (Demir siilfat) Sigma F-8263
Na;EDTA _

Sigma 4503

(Sodyum etilendiamintetraasetik asit)
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Tablo 7.2: Kriyoprezervasyon ¢alismalarinda kullanilan bilesenler.

Kimyasal Ad1 Firma Adi Katalog No
DMSO (Dimetil siilfoksit) Merck K33960252
Gliserol Merck 1.04093.2500
Sukroz Merk 1.07651.1000
Etilen Glikol Merck K34762849
SA Messer -

Tablo 7.3: Genomik DNA izolasyonunda kullanilan bilesenler.
Kimyasal Adi Firma Adi Katalog No
CTAB
(Setil Trimetil Amonyum Bromid) Merck 1023420100
Tris-HCI AppliChem A3452.0250
Trizma Base Sigma T6066
NaCl Sigma S3014
EDTA Calbiochem 324503
B-Merkaptoetanol Applichem A,11080,0100
PVP (Polivinil pirolidon) Sigma P-2307
Kloroform Sigma 372978
Oktanol AppliChem A3461.1000
RNaz A Intron Biotechnology 27062
Proteinaz K Intron Biotechnology 32181
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Tablo 7.4: PZR reaksiyonlarinda ve agaroz jelin hazirlanip goériintiilenmesinde
kullanilan bilesenler.

Kimyasal Ad1 Firma Adi Katalog No
Tagq DNA polimeraz PZR Kiti Intron Biotechnology 25022
dNTP karigim )

L ml (2.5 mM her biri) Intron Biotechnology 25022
Agaroz Sigma T6066
Trizma base Sigma S3014
Asetik asit Calbiochem 324503
EDTA Applichem A,11080,0100
Etidyum bromid Sigma P-2307

Jel Yiikleme boyasi Sigma 372978

A DNA-Hind 11 AppliChem A3461.1000
1 kb DNA belirteg (TrackIt™) Intron Biotechnology 27062

100 bp DNA belirteg (TrackIt™) Intron Biotechnology 32181
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7.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 7.5’te sunulmustur.

Tablo 7.5: Tez kapsaminda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi Cihazin Modeli Firma

Hassas terazi TP3030 Denver Instrument
Otoklav HV-110L Hirayama

Etiiv DIN 12880 Binder

Bitki biiylitme odas1 RivaCold Genpa Miihendislik
pH metre pH209 Hanna Instrument
Manyetik karistirici MR3001 Heidolph
Sterilizator Steri 350 Swiss Made
Laminar akimli kabin Cleanair PMU Company
Iklimlendirme dolab1 WTC Binder

Derin dondurucu (-20 °C) GS26DN13NE Simens

Buzdolab (4 °C) RG 1380 Indesit

SA tanki ARPEGE 40 Dmc-airliquide
Havan H 100 MM [solab

Sicak su banyosu D-77960 Julabo
Liyofilizator RC10.10. Jouan

Vorteks AC230 VNR International
Mikrodalga firin MWT71E Samsung
Nanodrop BioSpec-nano Shimadzu Biotech
Otomatik pipet 3862243 Eppendorf Research
Santrifiij Universal 32 Hettich

Termal dongii cihazi PTC-200 MJ Research INC
Jel elektroforezi ve gii¢ kaynagi MP300 Claver Scientific
Jel goriintiileme cihazi Universal Hood 11 BIO-RAD

DSC (Diferansiyel taramali Exstar DSC. 7020 Seiko

kalorimetre)
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7.2. Yontemler

7.2.1. Besi Ortami

Tez kapsaminda kullanilan bitki materyallerinin doku kiiltiiriinde ¢ogaltimi ve
alt kultirii sirasinda kullanilan QL [Quoirin and Lepoivre, 1977] besi ortami ve
kriyoprezervasyon basamaklarinda kullanilandan 6n  kiiltir ve c¢ozdiirme
asamalarinda kullanilan MS [Murashige and Skoog, 1962] besi ortamina ait

bilesenler Tablo 7.6’da sunulmustur.
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Tablo 7.6: QL ve MS besi ortami stok ¢ozeltilerinin igerikleri (1L).

Makro Elementler QL (mg I MS (mg I
KNO; 1800 1800
NH;NO; 400 1650
MgS0,.7H,0 356 370
CaCl,. 2H,0 0 440
KH,;PO4 272 170
Ca(NO3). 4H,0 1204 0
Demir Kelator

FeSO,4.7H,0 55.6 27.8
Na,EDTA 74 37.3
Mikro Elementler

MnS0O4.4H,0 16.9 16.9
Kl 0.83 0.83
H3;BO3 6.2 6.2
ZnS0O4. 7TH,0 8.6 8.6
CuS04.5H,0 0.025 0.025
Na;Mo00,.2H,0 0.25 0.25
CoCl,.6H,0 0.025 0.025
Organik Bilesikler

Nikotinik asit 0.5 0.5
Pridoksin-HCI 0.5 0.5
Tiamin-HCI 0.1 0.1
Glisin 2 2
Myo-inositol 100 100
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Alev agaci, kriyoprezervasyon denemelerinde kullanilmak i¢in her 4-5 haftada
bir, 1 mg I BA ile desteklenen QL ¢ogalma besi ortami kullanilarak, laminar hava
akimli steril kabinde diizenli olarak alt kiiltiirlenmistir. 1 mg ! BA iceren QL besi
ortaminin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler Tablo 7.7.’de gosterilmistir. Besi
ortami bilesenleri ilgili oranlarda karistirilarak 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanarak

sterilize edilmistir.

Tablo 7.7: 1 mg It BA igeren QL besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan
bilesenler (1 L).

Bilesen adi Miktar
Sukroz 309
Agar 79
Myo-Inositol 100 mg
Makro Elementler (QL igin) 56.96 ml
Mikro Elementler 10 ml
Demir Kelator 20 ml
MS Vitamin Karigimi1 1mi

BA (1 mg ™) 1 ml
dH,0 1 L’ye tamamlanacak
pH 6.0

7.2.2. Alev Agacimin Kriyoprezervasyonu

Diizenli olarak alt kiiltiirlenen ve g¢ogaltilan alev agaci (Photinia X fraseri
Dress.) bitkisinin govde uglarinin, Ozden Tokatli ve Akdemir (2010) tarafindan
gelistirilmis  olan  protokol (damlacik  vitrifikasyon teknigi) kullanilarak
kriyoprezervasyonu gergeklestirilmistir.

Damlacik-vitrifikasyon tek asamali dondurma tekniginde, in vitro kosullarda
cogaltilan mikro govdeler vitrifikasyon ¢ozeltisi ile muamele edilmeden once ilk
olarak 4 veya 6 hafta 4 °C’ta karanlik kosullarda soguga aligtirilmistir. Bu
govdelerden daha sonra aseptik kosullar altinda gévde uglari alinmis ve bu govde

uclarinin 0.5 M sukroz iceren MS besi ortaminda 3 giin siire ile on kiiltiirii
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yapilmistir. 0.5 M sukroz igeren MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan

bilesenler Tablo 7.8.’de gosterilmistir.

Tablo 7.8: 0.5 M sukroz igeren MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan
bilesenler (1 L).

Bilesen adi Miktar

Sukroz 171.145¢g

Gelrite 30

Myo-Inositol 100 mg

Makro Elementler (MS igin) 62.4 ml

Mikro Elementler 10 ml

Demir Kelator 10 ml

MS Vitamin Karigimi1 10 ml

dH,0 1 L’ye tamamlanacak
pH 5.8

Bu asamay1 takiben, taze hazirlanan PVS2 [Sakai et al., 1990]; 0 °C sicaklig
korumak i¢in buz kaliplar iizerindeki plastik petriler igerisinde aseton ile muamele
edilmeyi takiben, serit seklinde kesilen ve otoklavlanan altiminyum folyo (~ 0.7 cm
X 2.5 cm) tlizerine her bir folyoya 3 damlacik (6 pl / damlacik) olacak sekilde
damlatilmigtir. Her PVS2 damlacig1 igerisine sadece bir govde ucu yerlestirilerek,
eksplantlar 0 °C’ta 120 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon periyodu sonrasinda gévde
uglarmin bir boliimii SA’ya aktarilmayarak dogrudan 1.2 M sukroz igeren MS besi
ortamina (¢6zme ¢oOzeltisi) aktarilarak, 25 °C’ta 30 dakika inkiibe edildikten sonra
cogalma besi ortamina aktarilmigtir (kontrol grubu).

PVS2 hazirlanmasinda kullanilan bilesenler Tablo 7.9°da, 1.2 M sukroz i¢eren
MS besi ortamimin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ise Tablo 7.10.’da
gosterilmistir. Vitrifiye edilen ama SA’ya daldirilmayan bu grup, ilgili ¢alismanin
kontrolii olarak kullanilmistir. Vitrifikasyon periyodu sonrasinda gévde uclarinin
diger boliimi ise kriyoviallere aktarildiktan sonra iizerlerine SA eklenerek hizla
kriyoviyallerin kapagi kapatilmis ve daha sonra kriyoviyaller hizlica SA’ya
daldirilarak en az 1 saat siire burada bekletilmistir (SA grubu).
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Tablo 7.9: PVS2 hazirlanmasinda kullanilan bilesenler (200 mL).

Bilesen ad1 Miktar

Gliserol 54 mL

Etilen glikol 32 mL

DMSO 32 mL

MS (0.4 M sukroz igeren) 200 mL’ye tamamlanacak
pH 5.8

Tablo 7.10: 1.2 M sukroz i¢eren MS besi ortaminin hazirlanmasinda
kullanilan bilesenler (1 L).

Bilesen ad1 Miktar

Sukroz 410.748 ¢

Gelrite -

Myo-Inositol 100 mg

Makro Elementler (MS igin) 62.4 ml

Mikro Elementler 10 ml

Demir Kelator 10 mi

MS Vitamin Karigimi1 10 ml

dH,O 1 L’ye tamamlanacak
pH 5.8

En az 1 saat SA’da bekletilen kriyoviyaller ¢ikartilarak kapagi acilmis ve PVS2
damlaciklar1 i¢inde folyolar lizerinde bulunan goévde uglari folyolar ile birlikte
cikarilip hizlica 1.2 M sukroz igeren ¢ozme ¢ozeltisine aktarilmistir. 30 dk bu
¢ozeltide inkiibasyonun ardindan gévde uglari 1 mg I BA igeren QL gogalma besi
ortamina aktarilmistir (proliferasyon besi ortami). 4 haftalik kiiltiir periyodu
sonrasinda hem kontrol grubu hem de SA grubuna ait govde uglarindan bitkicik

gelisimi gézlenmistir (Sekil 7.1, [Akdemir, 2013]).
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Sekil 7.1: Damlacik vitrifikasyon / tek agsamali dondurma yontemi ile 4 veya 6 hafta
4 °C’ta soguga alistirilan alev agacina ait gdvdelerden elde edilen gévde uglarinin
kriyoprezervasyon basamaklari, a) 0.5 M sukroz igeren MS besiortaminda karanlikta
3 giin inkiibe edilen govde uglari, b) PVS2 ¢ozeltisinin steril folyolar lizerine
damlatilmasi, ¢) Her bir PVS2 damlasinin tizerine 1 gévde ucunun aktarilmasi, d ve
e) 0°C’ta folyolarin farkli zaman araliklarinda inkiibasyonu, f) Inkiibasyonun
ardindan SA’ya aktarilmayan kontrol grubuna ait gévde uglarinin 1.2 M sukroz
iceren MS besiortaminda ¢oziilmesi, g) 30 dakika inkiibasyonun ardindan kontrol
grubuna ait gévde uclarmim 1 mg I BA i¢eren QL besiortamina aktarilmast, h)
PVS?2 ile farkli zaman araliklarinda inkiibasyonun ardindan, folyolarin
yerlestirilecegi kriyoviallerin SA ile doldurulmasi, 1) SA dolu kriyoviallere tizerinde
PVS2 damlaciklari iginde govde uglari bulunan folyolarin aktarilmasi (SA grubu), j)
Kriyoviallerin biiyiik kriyokutucuklara aktarilip, dogrudan SA tankina aktarilmasi, k)
En az 1 saat siireyle SA tankinda tutulan kriyoviallerin laminar akimli kabinde
kapaklarinin agilarak, tekrar SA ile doldurulmasi ve sirasiyla 1.2 M sukroz igeren
MS besiortaminda 30 dk ¢oziilmesi (f) ve ¢oziinen govde uglarinin proliferasyon
besiortamina aktarimu, (g).
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7.2.3. Termal Analizler (DSC, Diferansiyel Tarama Kalorimetre)

Alev agaciin govde uglarinin kriyoprezervasyon sirasindaki termal analizi
Seiko DSC 7020 Exstar cihazinda gerceklestirilmistir. Kriyoprezervasyon
asamalarma baglamadan once, bitki biiyiitme odasindaki alt kiiltiirlenen alev agaci
mikro govdeleri, 4 veya 6 hafta soguga alistirildiktan sonra govdelerinden ¢ikartilan
govde uclarindan, 0.5 M sukroz igeren MS besi ortaminda 3 giin 6n kiiltiire alinan
govde uglarindan ve 120 dk PVS2 ¢ozeltisinde inkiibe edildikten sonra alinan gévde
uclarindan 10 mg alinarak, bu siireclerde hiicre i¢i su miktarinin degisimini gézlemek
icin, DSC analizleri yapilmistir. Govde uglari, yassi aliminyum DSC kaplarina
yerlestirildikten sonra, kaplar Perkin Elmer sikistirma pensesi ile kapatilmistir.
Kontrol olarak bos aliiminyum DSC kab1 kullanilmistir. Orneklerin DSC profilleri,
dakikada 10 °C sogutularak / 1sitilarak (+10 °C min™) ¢ikartilmistir. DSC sisteminde
tiim tarama islemi 25 °C ile -160 °C arasinda gerceklestirilmistir. Ornekler dnce
25° C’tan -160 °C’a sogutulmus ve bu sicaklikta 2 dk inkiibe edildikten sonra,
dakikada 10 °C artacak sekilde 25 °C’a tekrar 1sitilmustir.

7.2.4. Kriyoprezervasyon Verilerinin Degerlendirilmesi ve
Istatistiksel Analizleri

Kriyoprezervasyon denemelerinin tiim basamaklarindan sonra her kontrol
grubu i¢in proliferasyon besi ortamina ortalama 30 gévde ucu aktarilmis ve kiiltiiriin
4. haftasinda bunlarin canlilik ve proliferasyon oranlarina bakilmistir. Kiiltiirlerin
canlilik ve proliferasyon sonuglart alinirken asagidaki adimlar dikkate alinmistir.

e Herhangi bir tomurcuk veya govde olusturmayan ancak canliliklarini koruyan
eksplantlarin yiizdesi (canlilik ylizdesi)

e Yeni govde veya tomurcuk olusturan eksplantlarin yiizdesi (proliferasyon
yiizdesi)

e Her bir eksplant {izerinde olusan yeni govde sayisi (gévde / eksplant orani)

e Her bir eksplant {izerinde olusan gévdelerin uzunlugu (gévde uzunlugu)

e Eksplantlarin govde olusturma kapasitesi (her bir eksplant {izerinde olusan
ortalama govde sayisi, GOK indeksi = (govde / eksplant orani) x proliferasyon

yiizdesi / 100, [Lambardi et al., 1993])
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Canhlik ve proliferasyon vyiizdelerinin  hesaplanmasinda x> testi

(karsilagtirmalar iki deger arasinda ise) veya Post hoc c¢oklu karsilastirma testi (3
veya daha fazla veri karsilagtirilirsa) kullanilmistir. Govde veya tomurcuk sayisi ile

govde boyu sonuglart LSD benzerlik testi ile karsilastirilmistir (P<0,05).

7.2.5. Molekiiler Analizler

Damlacik vitrifikasyon tek asamali dondurma yontemi ile kriyoprezerve edilen
alev agacinin gévde uglarindan gelisen bitkiciklerin genetik kararliliklar1 IRAP ve
REMAP molekiiler belirtegleri kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla,
kriyoprezervasyon isleminin her basamagindan alinan kriyoprezervasyon ve kontrol
grubuna ait alev agaci govde uglari, proliferasyon besi ortaminda en az 2 kere alt
kiltirlendikten sonra in vitro gelisen govdelerden, CTAB yontemi (bkz. 7.2.5.1),
[Lodhi et al., 1994] ile genomik DNA (gDNA) izolasyonu yapilmistir. Izolasyonu

yapilan bitkiciklere ait bilgiler asagida sunulmustur.

e Ana bitki: Kriyoprezervasyon g¢alismalarinin kaynagi olarak kullanilan ve in
vitro kosullarda ¢ogaltilan alev agaci mikro govdelerinden elde edilen
baslangi¢ bitkisi (1. Kontrol grubu).

e CH1, CH2 ve CH3: 4 veya 6 hafta, 4 "C’ta karanlikta soguga alistirilan
bitkicikler (2. kontrol grubu).

e PCI, PC2 ve PC3: Soguga alistirllan govdelerden aseptik kosullar altinda
cikartilan govde uglarinin 3 giin karanlikta, 0.5 M sukroz igceren MS besi
ortaminda 6n kiiltiire alinmasi ile elde edilen bitkicikler (3.kontrol grubu).

e PV1, PV2 ve PV3: Soguga alisgirma ve yiiksek oranda sukroz igeren besi
ortamindaki 6n kiltiir asamasindan sonra, 120 dk PVS2 ¢o6zeltisinde inkiibe
edilen ancak SA ile muamele edilmeyen kontrol grubu 6rnekleri (4. Kontrol
grubu).

e SAl, SA2 ve SA3: 120 dk PVS2 ¢ozeltisinde inkiibasyonun ardindan
kriyoprezerve edilen SA 6rnekleri (SA grubu).
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7.2.5.1. CTAB Yontemi ile Genomik DNA izolasyonu

gDNA izolasyonu igin kullanilan yontem [Lodhi et al., 1994] asagida maddeler

halinde sunulmustur.

e Derin dondurucuda saklanan yapraklardan 0.5 gr tartilmis ve yapraklar SA’da
ezilmistir.

e Ezilen yapraklara 5 ml CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
ekstraksiyon ¢ozeltisi (Tablo 7.11) eklenerek karistirilmastir.

e Karisim, 15 ml’lik falkon tiiplere konulmus ve havana 1 ml daha ¢dzelti
eklenerek kalan homojenat tiipe eklenmistir.

o (ozelti tizerine, 50 mg PVP eklenmis ve tlip ters cevrilerek birka¢ kez
karistirilmastir.

e Daha sonra ilgili karisim, 60 “C’lik sicak su banyosunda 25 dakika inkiibe
edilmis ve daha sonra ardindan tiipler oda sicakliginda sogutulmustur.

e Karigimin iistiine 6 ml kloroform / oktanol (24:1) eklenerek 20-25 defa hizla
calkalanmis ve karigim 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir.

e Ust faz (az olmasi durumunda) ependorf tiipe aktarilmistir (Eger PVP’nin
varligindan dolayr sivi faz berrak degilse ikinci kez kloroform / oktanol
eklenerek ayni islem tekrarlanmistir).

e Elde edilen ¢ozeltiye 0.5 hacim 5 M NaCl eklenerek iyice karistirilmistir.

e (ozeltiye 1 hacim soguk (-20 °C) % 95°lik etanol eklenmis ve 4 “C’ta DNA
iplikcikleri belirene kadar bekletilmistir.

e Daha sonra oda sicakliginda 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

e Santrifiijiin ardindan tist s1v1 dokiiliip pelet soguk %76’lik etanolle yikanmustir.

e Tiipler 37 °C’ta, etiivde etanol tamamen uzaklagana kadar bekletilmistir.

e DNA steril distile suda ¢ozlilmiistiir.

e Ormekler, son derisimi 0.1 mg ml™ olacak sekilde 10 mg mI™ RNaz A ¢ozeltisi
eklendikten sonra 37 °C’ta 45 dakika inkiibe edilmistir

e Inkiibasyonun ardindan &rnekler, 1 mg ml™ Proteinaz K ¢6zeltisi son derisimi
0.01 mg ml™? olacak sekilde eklendikten sonra 37 °C’ta 30 dakika inkiibe

edilmistir.
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e Karigimin Ustline esit hacimde kloroform / oktanol eklenerek 20-25 defa hizla
calkalanmis ve karisim 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir.

e Ust faz yeni bir eppendorf tiipe aktarilmis ve elde edilen ¢dzeltiye 0.5 hacim 5
M NacCl eklenerek iyice karistirilmistir.

e (ozeltiye 1 hacim soguk (-20 °C) % 95’lik etanol eklenip 4 °C’ta DNA
iplik¢ikleri belirlenene kadar bekletilmistir.

e Daha sonra oda sicakliginda 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edilip iist sivi
dokiilmiis ve pellet 4 °C’ta sogutulan % 76’lik etanolle yikanmastir.

e Tiipler 37 °C’ta, etanol tamamen uzaklasana kadar bekletildikten sonra DNA

steril distile suda ¢oziilmiistiir.

Tablo 7.11: CTAB ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler. (1L)

Bilesen adi Miktar

CTAB (%2) 509

EDTA (20 mM) 729

Trizma-Base (0.1) 129

NaCl (1.4 M) 81.8¢

dH,0 1 L’ye tamamlanacak
B-merkaptoetanol (% 0.2) 35ul (otoklav sonrasinda)

Izolasyonu gerceklestirilen gDNA’larm nanodrop cihazi ile 260nm ve 280nm
dalga boylarinda 6l¢iimleri yapilmigtir. 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Ol¢iimlerden sonra, gDNA’nin miktar tayini ve saflik orani1 agsagida sunulan formiile
gore hesaplanmustir.

Saflik Oram1 = A260/ Azgo (71)

ug/pul = 1 0D260 x 50 (cift iplikli DNA i¢in) x Dilisyon orani (7.2)

png/ul: Miktar tayini.
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7.2.5.2. IRAP Analizleri

IRAP analizlerinde amplifikasyon reaksiyonu, 1 x PZR tampon [10 mM Tris-
HCI (pH 8.3), 50 mM KCl], 2.5 mM MgCl,, 400 uM dNTP karigimi (dATP, dGTP,
dCTP ve dTTP), 10 uM primer, 50 ng DNA kalibi1 ve 2U Taq DNA polimeraz
(Intron Biotechnology, 1-Tag™) icermek iizere toplam 25 pl reaksiyon hacminde
gerceklestirilmistir.  Termal dongii cihazinda (MJ Research INC PTC-200)
gerceklestirilen PZR reaksiyonu i¢in optimize edilen programa ait tiim basamaklar

asagida siralanmistir.

IRAP-PZR programi

95°C-> 3 dk (6n denatiirasyon)
95°C> 15sn

55°C> 30sn 36 Dongii
72°C> 3dk

72°C> 10dk

4°C > Son

IRAP-PZR amplifikasyon tirtinleri (12 pL), 1 x TAE (Tris-Asetik asit-EDTA)
tamponu igerisinde hazirlanan % 1’lik agaroz jele yiiklenmis, 80 V’da 92 dk
yiriitildiikten sonra etidyum bromid ile boyanarak, ultraviyole 1sik altinda
goriintiilenmistir.

IRAP analizlerinde kullanilanilacak 10 primer (Tablo 7.12), amplifikasyonun
gerceklesip gergeklesmedigini gormek i¢in, ana materyalden elde edilen gDNA ile
kullanilarak amplifikasyonu denenmistir. PZR reaksiyonu sonucunda tiim
primerlerin calistigi gozlendigi i¢in, primerler diger klonlarin genetik analizlerinde

de kullanilmistir.
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Tablo 7.12: IRAP analizlerinde kullanilan primerlerin baz dizileri.

Primer Ad1 Baz Dizilimi (5 —=> 3°)

LTR-1 ACCCCTTGAGCTAACTTTTGGGGTAAG
LTR-2 CTTGCTGGAAAAGTGTGTGAGAGG
LTR-3 TGTTAATCGCGCGCTCGGGTGGGAGCA
LTR-4 AGCCTGAAAGTGTTGGGTTGTCG
LTR-5 CTGGCATTTCCATTGTCGTCGATGC
LTR-6 GCATCAGCCTGGACCAGTCCTCGTCC
LTR-7 CACTCAAATTTTGGCAGCAGCGGATC
LTR-8 TCGAGGTACACCTCGACTCAGG

LTR-9 ATTCTCGTCCGCTGCGCCGCCCCTACA
LTR-10 TGAGTTGCAAGGTCCAGGCATCA

7.2.5.3. REMAP Analizleri

REMAP analizleri, DNA iizerindeki kisa tekrarli diziler (SSR) ile
retrotranspozonlarin LTR’leri arasindaki bolgeyi ¢ogaltmayr amacladig icin, her
analizde biri IRAP, digeri ise basit tekrarli diziler arasindaki bolgeyi ¢ogaltmayi
amaglayan bir belirteg teknigi olan ISSR (Inter- Simple Sequence Repeats, basit ara
dizi tekrarlar), [Zietkiewicz et al., 1994] primeri olmak iizere iki farkli primer
kullanilmistir. REMAP analizlerinde, IRAP primerleri olarak, PZR reaksiyonlarinin
sonucuna gore en iyi amplifiye olmus ve en ¢ok bant veren LTR-3, LTR-4, LTR-5,
LTR-6 ve LTR-10 primerleri (Tablo 7.12), ISSR primeri olarak ise rastgele segilen
ve amplifikasyonu denenen 7 primerden en iyi amplifiye olmus ve en ¢ok bant veren
ISSR-2 ve ISSR-13 primeri (Tablo 7.13) secilmistir.

REMAP PZR programi, IRAP analizlerinde yapildig1 gibi gerceklestirilmistir.

Tablo 7.13: REMAP analizlerinde segilen ISSR primerlerin baz dizileri.

Primer Adi Baz Dizilimi (5> —> 3°)
ISSR-2 GAGAGAGAGAGAGAGAC
ISSR-13 GAGAGAGAGAGC
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Segilen IRAP ve ISSR primerlerinin birbirleri ile kombinasyonu saglanarak

REMAP analizlerinde kullanilan 10 primer ¢ifti Tablo 7.14’te sunulmustur.

Tablo 7.14: REMAP igin primer kombinasyonlari.

Primer Ad1 Primer Kombinasyonlar1
REMAP-1 LTR-3 ve ISSR-2
REMAP -2 LTR-3 ve ISSR-13
REMAP -3 LTR-4 ve ISSR-2
REMAP -4 LTR-4 ve ISSR-13
REMAP -5 LTR-5 ve ISSR-2
REMAP -6 LTR-5 ve ISSR-13
REMAP -7 LTR-6 ve ISSR-2
REMAP -8 LTR-6 ve ISSR-13
REMAP -9 LTR-10 ve ISSR-2
REMAP -10 LTR-10 ve ISSR-13

REMAP analizlerinde amplifikasyon reaksiyonu, 1 x PZR tampon [10 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCl], 2.5 mM MgCl,, 400 uM dNTP karigimi (dATP,
dGTP, dCTP ve dTTP), 10 uM primer, 50 ng DNA kalib1 ve 2U Taq DNA polimeraz
(Intron Biotechnology, I-Taq™) igermek iizere toplam 25 ul reaksiyon hacminde
gerceklestirilmigtir.  Termal dongii cihazinda (MJ Research INC PTC-200)
gerceklestirilen PZR reaksiyonu i¢in optimize edilen programa ait tiim basamaklar

asagida siralanmistir.

REMAP-PZR programi

95°C-> 3 dk (6n denatiirasyon)
95°C=> 15sn

55°C> 30sn 36 Dongii
72°C> 3dk

72°C> 10dk

4°C > Son
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REMAP-PZR amplifikasyon trinleri (12 pL), 1 x TAE (Tris-Asetik asit-
EDTA) tamponu igerisinde hazirlanan % 1’lik agaroz jele yiiklenmis, 80 V’da 92 dk
yiriitiildiikten sonra etidyum bromid ile boyanarak, ultraviyole 1sik altinda

gorlntiilenmistir.

7.2.5.4. Agaroz Jel Elektroforezi

1.125 g agaroz iizerine 75 mL TAE tamponu eklendikten sonra (% 1.5 agaroz
jel) bu karisim, agarozun erimesi i¢in mikrodalga firmda ~ 3-4 dk isitilmustir. Tlgili
karisimin oda sicakligina sogutulmasinin ardindan, 7.5 pL etidyum bromid eklenip
karistirilarak, jel kaseti icine dokiilmiis ve jel taraginin kasete yerlestirilmesinden
sonra ortalama 30 dk jelin polimerize olmasi beklenmistir. Jel, polimerizasyonunun
ardindan elektroforez tankina (700 mL 1 x TAE ve 35 pL etidyum bromid igeren)
yerlestirilmistir. Jel sisteminde, yiiriitiilecek ornekler 1 pL jel yiikleme boyasi ile
karistirlldiktan sonra jeldeki kuyulara yiiklenmistir. DNA Ornekleri, 80 V’da

yiirtitiildiikten sonra UV 151k altinda goriintiilenmistir.

TAE hazirlanmast (50 ).

e Oncelikle 0.5 M EDTA stok ¢ozeltisi hazirlanmustir: 93.05 g EDTA, 400 mL
dH,O’da ¢oziildiikkten sonra igerisine NaOH pelletleri atilarak pH 8.0%a
ayarlanmis ve 500 ml’e dH,O ile tamamlandiktan sonra kaba filtreden gecirilerek
otoklavlanmaistir.

e 242 g Trizma-base bir miktar dH,O’da ¢oziilmiistiir.

e Karisima dikkatli bir sekilde 57.1 mL glasiyel asetik asit eklenmistir.

¢ Bu karisima son olarak yukarida hazirlanmis olan 100 ml 0.5 M EDTA eklendi
ve hacmi 1 L’ye tamamlanmustir.

e TAE daha sonra 10 x veya 1 x olmak iizere istenilen konsantrasyonda

sulandirilmastir.
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7.2.5.5. IRAP ve REMAP Verilerinin Degerlendirilmesi

Her bir IRAP ve REMAP primeri ile elde edilen jel profilleri, bant varlig
durumunda 1, yoklugunda ise 0 verilerek degerlendirilmistir. Olusturulan bu veriler
MVSP 3.1 software [Kovach, 1999] kullanilarak analiz edilmistir. Bu yazilim
programi ayni zamanda, Jaccard (1908) benzerlik indekslerini hesaplayarak genetik
farkliliklarin  hesaplanmasinda, UPGMA (unweighted pair-group method with
arithmetical average) analiz yontemi [Rohlf, 1993] ise dendogram olusturulmasinda
kullanilmistir. Her bir IRAP ve REMAP belirtecindeki primere ait polimorfizm bilgi
igerigi (PIC, polymorphism information content) degeri Roldan-Ruiz ve ark.

(2000)’nin kulland1g1 asagidaki formiile uygun olarak hesaplanmistir:

PIC; = 2f; (1-fi) (7.3)

PIC; : i bantinin polimorfik bilgi icerigi

fi : Bir bantin varolma sikligi.

Hem IRAP hem de REMAP analizleri sonucunda, ana birey ile her kontrol
grubunun 3 bireyinin ortalamasi arasindaki benzerlik oranlar1 SPSS for Windows
programi ile Post Hoc ¢oklu karsilastirilma testi (LSD, P < 0.05) kullanilarak analiz

edilmistir.
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8. BULGULAR

8.1. Kriyoprezervasyon Calismalan

4 °C’ta, 4 hafta veya 6 hafta soguga alistirma siirecini takiben damlacik
vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezerve edilen alev agacinin, kontrol ve SA grubuna
ait govde uglarinin canlilik ve proliferasyon oranlarmin istatistiksel analizleri Tablo
8.1°de, ilgili gruplara ait gévde uclarinin canlilik ve proliferasyon goriintiilerinin
birkac ise Sekil 8.1°de sunulmustur.

Tablo ve sekillerden anlasilacagi gibi 4 veya 6 hafta sogukta tutulan kontrol
govde uglarinda canlilik (sirasiyla % 80.6 ve % 74.9), proliferasyon (sirasiyla % 67.8
ve % 64), ¢oklu gévde olusumu (sirastyla 1.25 ve 1.26) ve buna bagl olarak gévde
olusturma kapasitelerinde (sirasiyla 0.84 ve 0.85) istatistiksel bir fark olusmamuistir.
Ancak, soguga alistirma sirasinda uygulanan farkli inkiibasyon stireleri,
kriyoprezervasyon sonrast govde uglarinin canlilik ve proliferasyon yiizdelerini
etkilemistir. Kriyoprezervasyon sonrast en iyi canlibik (% 24.8) ve proliferasyon
(% 19.4) govdelerin SA Oncesi 6 hafta soguga alistirmalar ile elde edilmistir. Yine
bu muamele, 4 haftaya gore gorece daha fazla eksplant basina olusan gévde sayisi ve
bunun sonucunda govde olusturma kapasitesi saglamistir. Elde edilen bu sonuglar,
SA oncesi alev agac1 govdelerinin en az 6 hafta 4 °C'ta tutularak, soguga alistirma

gerekliligini ortaya ¢ikarmustir.

Tablo 8.1: 4 hafta 4 °C’ta veya 6 hafta 4 °C’ta soguga alistirilip kriyoprezerve edilen
govde uglarinin canlilik ve proliferasyon oranlarinm istatistiksel analiz sonuglari®.

- ~ ~ = .
Canlilik (%) Proliferasyon Govde/Eksplant Govde uzunlugu | ok
(%) orani
Kontrol
80.6+£2.7a° 67.8+5.8a 1.25+0.10a 3.51+0.12b 0.84
4 hafta
SA 4 hafta 13.4+£32c 13.4+3.2b 0.17£0.03¢ 2.69+0.23¢ 0.02
Kontrol
74.9 +£4.2a 64.0+5.5a 1.26 £0.10a 4.19+0.13a 0.80
6 hafta
SA 6 hafta 24.8 +£2.4b 19.4+0.9b 0.23+0.04b 2.16+0.18¢c 0.04

®Her deneme icin farkli harfler, LSD coklu karsilastirilmal teste gore anlamli bir fark (P < 0.05)
gostermektedir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
®GOK: Govde olusturma kapasitesi indeksi.
¢ Ortalama =+ standart hata.
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Sekil 8.1: 4 veya 6 hafta 4 °C’ta soguga alistirilip kriyoprezerve edilen govde
uglarmin canlilik ve proliferasyon goriintiileri, a) 4 hafta kontrol grubu, b) 4 hafta SA
grubu, c) 6 hafta kontrol grubu, d) 6 hafta SA grubu, a ve b i¢in siyah bar 0.74 cm, ¢
ve d i¢in ise 0.73 cm.
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8.2. Termal Analizler

Ana bitkiden (bitki biiyiitme odasindan) ve hem 4 hafta hem de 6 hafta soguga

alistirma asamasini takiben kriyoprezervasyon siirecinin SA’ya daldirilmadan 6nceki

farkli asamalarindan, termal analizler igin alinan govde uglarina ait DSC grafikleri
strastyla Sekil 8.2, Sekil 8.3, Sekil 8.4, Sekil 8.5, Sekil 8.6, Sekil 8.7 ve Sekil 8.8de

sunulmustur.

Sekil 8.2’de standart biliylime kosullarindan alinan bitkiciklerden c¢ikartilan

govde uclarina (kontrol grubu) ait DSC sonucu gosterilmistir. Kontrol grubuna ait

govde uglarinda elde edilen 50 mW’luk ekzotermik pik (buz olusumu), bu govde

uclarindaki yiiksek miktardaki su varligina isaret etmektedir.

Sicaklik

=

DSC

\

4

Sekil 8.2: Standart biiyiime kosullarindan alinan kontrol grubuna ait gévde uglarinin

termal gecislerinin DSC taramas1 goriintiisii.

Standart biiylime kosullarindan alinarak 4 hafta 4 °C’ta soguga alistirilan govde

uclarina ait DSC sonucu Sekil 8.3’te sunulmustur. Bu asamada yapilan DSC

taramasinda hiicre i¢i su igeriginin azaldigi, ekzotermik pikin 40 mW’a diistiigi

gozlenmistir.
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Sicaklik

DSC

Sekil 8.3: Standart biiyiime kosullarindan alinarak 4 hafta 4 °C’ta soguga alistirilan
govde uglarinin termal gegislerinin DSC taramasi goriintiisii.

Soguga alistirma asamasini takiben 0.5 M sukroz iceren MS besi ortaminda 6n

kiiltiire alinan gévde uglarina ait DSC analizinde ekzotermik pikin 25 mW’a diistiigii
gozlenmistir (Sekil 8.4).

Sicaklik

Sekil 8.4: 4 hafta 4 °C’ta soguga alistirma asamasini takiben 0.5 M sukroz i¢ceren MS
besi ortaminda 6n kiiltiire alinan gévde uglarin termal gegislerinin DSC taramasi
goruntiisi.

On Kkiiltiir asamasindan sonra SA’ya girmeden dnceki son asama olan PVS2
cozeltisinde 120 dk inkiibasyonun ardindan almman govde uglarina ait DSC
analizlerinde ise ekzotermik pikin 15 mW’a diistiigii gozlenmistir (Sekil 8.5).
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Sicaklk

Sekil 8.5: On kiiltiir asamasinin ardindan 120 dk PVS2 ¢ézeltisinde inkiibe edildikten
sonra alinan govde uglarinin termal gecislerinin DSC taramasi goriintiisii.

Standart biiyiime kosullarindan alinarak bu sefer 6 hafta 4 °C’ta soguga
alistirilan gévde uclarina ait DSC sonucu Sekil 8.6’da sunulmustur. Bu asamada
yapilan DSC taramasinda hiicre i¢i su igeriginin azaldigi, ekzotermik pikin 35 mW’a

distigii gdzlenmistir.

Sicakik |

DSC +=¢ 3

Sekil 8.6: Standart biiyiime kosullarindan alinarak 6 hafta 4 °C’ta soguga aligtirilan
govde uglarinin termal gegislerinin DSC taramasi goriintiisii.

6 hafta 4 °C’ta soguga alistirma agamasini takiben 0.5 M sukroz igeren MS besi
ortaminda 6n kiiltire alinan govde uglarmma ait DSC analizinde ekzotermik pikin

30 mW’a diistiigii gézlenmistir (Sekil 8.7).

48



Sicaklk | =

psc | 3

Sekil 8.7. 6 hafta 4 °C’ta soguga alistirma asamasini takiben 0.5 M sukroz igeren MS
besi ortaminda 6n kiiltiire alinan gévde uglarin termal gegislerinin DSC taramasi
goruntisi.

On Kkiiltiir asamasindan sonra SA’ya girmeden onceki son asama olan PVS2
cozeltisinde 120 dk inkiibasyonun ardindan alinan govde uglarina ait DSC

analizlerinde ise ekzotermik pikin 10mW’a distiigii gézlenmistir (Sekil 8.8).

Sicakhk

Sekil 8.8. On kiiltiir asamasinin ardindan 120 dk PVS2 ¢ozeltisinde inkiibe edildikten
sonra alinan govde uglarinin termal gegislerinin DSC taramasi goriintiisii.

Yapilan tiim termal analizler neticesinde, SA’ya daldirma esnasinda
gerceklesebilecek zararli buz olusumuna neden olan hiicre i¢i su igeriginin, 6 hafta
soguga alistirilip kriyoprezervasyon protokoliine alinan bitkilerde 4 hafta soguga

alistirilip ilgili protokole alinan bitkilere gore daha az oldugu gézlenmistir.
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8.3. Molekiiler Analizler

Hem kriyoprezerve edilen govde uglarinin proliferasyon oranlarinda hem de
termal analizler sonrasinda elde edilen bulgular neticesinde, kriyoprezervasyon
stirecine alinmadan 6nce 6 hafta 4 °C’ta soguga alistirilan bitkilerde, 4 hafta 4 °C’ta
soguga alistirilan bitkilere kiyasla, kriyoprezervasyon sonrasinda daha yiiksek
proliferasyon elde edilmis ve bu nedenle alev agacinin molekiiler analizleri, 6 hafta
4 °C’ta soguga alistirllip kriyoprezervasuonu gergeklestirilen govde uclarinin
proliferasyonu sonucunda elde edilen bitkilerden gDNA izolasyonu yapilarak

gergeklestirilmistir.
8.3.1. Genomik DNA izolasyonu

CTAB yontemi ile DNA izolasyonu sonrasinda, alev agacina ait ana bitkiden
ve kriyoprezervasyonun farkli agsamalarinda alinan gévde uclarinin proliferasyonu ile
elde edilen bitkilerden izole edilen gDNA derisimleri Tablo 8.2’de, agaroz jel

goriintiileri ise Sekil 8.9°da sunulmustur.

Tablo 8.2: Alev agaci ana bitkisine ve 6 hafta soguga alistirmay1 takiben
kriyoprezervasyon siirecinde alinan kontrol bitkilerine ait gDNA’larin derisimleri.

Alev agaci DNA derisimi (ng / pul) *Ao60/ 280
Ana 200 2.01
CH1 442 2.08
CH2 350 2.05
CH3 175 2.04
PC1 150 2.13
PC2 250 2.13
PC3 160 2.01
PV1 125 2.05
PV?2 125 2.13
PV3 150 2.16
SAl 250 2.39
SA2 300 2.31
SA3 200 2.30

*Ag60 /2800 Saflik orani.
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23000
4300

2000

560

* Belirteg: A HindIII ile kesilmis.

Sekil 8.9: Alev agaci ana bitkisine ve 6 hafta soguga alistirmay1 takiben
kriyoprezervasyon siirecinde alinan kontrol bitkilerine ait gDNA’larin jel goriintiisii.

Sekil 8.9, Sekil 8.10, Sekil 8.11, Sekil 8.12, Sekil 8.13, Sekil 8.14, Sekil 8.15,
Sekil 8.16, Sekil 8.17, Sekil 8.18, Sekil 8.19, Sekil 8.20, Sekil 8.21, Sekil 8.22, Sekil
8.23, Sekil 8.24, Sekil 8.25, Sekil 8.26, Sekil 8.27, Sekil 8.28, Sekil 8.29, Sekil 8.30,
Sekil 8.31 ve Tablo 8.14, Tablo 8.26’da goriilen CH1, CH2 ve CH3; 6 hafta 4 °C’ta
karanlikta soguga alistiritlan kontrol grubu, PC1, PC2 ve PC3; soguga alistirilan
govdelerden aseptik kosullar altinda ¢ikartilan gévde uglarinin 3 giin karanlikta 0.5
M sukroz igeren MS besiyerinde 6n kiiltiire alinan kontrol grubu 6rnekleri, PV1, PV2
ve PV3; on kiiltiir asamasindan sonra 120 dk PVS2 ¢o6zeltisinde inkiibe edilen ancak
SA ile muamele edilmeyen kontrol grubu 6rnekleri, SA1, SA2 ve SA3; 120 dk PVS2
uygulamasinin ardindan kriyoprezerve edilen SA ornekleri, M ise 100bp + 1kb
belirtectir.

8.3.2. IRAP Analizleri

Alev agacinin ana bitkisine ve kriyoprezervasyonun farkli agsamalarinda alinan
govde wuclarinin proliferasyonu ile elde edilen bitkilere ait gDNA’lar,
kriyoprezervasyon sonrasi olugabilecek somaklonal varyasyonlarin belirlenmesinde
kalip olarak kullanildigi toplamda 10 IRAP primeri ile gerceklestirilen IRAP-PZR
reaksiyonlart sonucunda her bir primer ile elde edilen amplifikasyon iirlinlerine ait
agaroz jel gortintiileri Sekil 8.10, Sekil 8.11, Sekil 8.12, Sekil 8.13, Sekil 8.14, Sekil
8.15, Sekil 8.16, Sekil 8.17, Sekil 8.18 ve Sekil 8.19°da sunulmustur. Her bir primer
ile elde edilen IRAP-PZR profillerine gore ana bitkide olmayan veya ana bitkide
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olup, diger bitkilerde goriilmeyen bantlar polimorfik bant olarak sayilip, bant varlig
“17, yoklugu ise “0” ile gosterilmistir. Bu veriler ise Tablo 8.3, Tablo 8.4, Tablo 8.5,
Tablo 8.6, Tablo 8.7, Tablo 8.8, Tablo 8.9, Tablo 8.10, Tablo 8.11 ve Tablo 8.12°de

sunulmustur. Oklar, baz1 polimorfik bantlar1 gostermektedir.

M Ana CHI CH2CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

2100
1500

1000

600

400

Sekil 8.10: LTR-1 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’luk agaroz jel).

Tablo 8.3: LTR-1 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-1 Primeri
(Bbzr)'t Ana | CH1 |CH2 | CH3 |PCL |PC2 [PC3 |PVL |PV2 |PV3 | SAL |SA2 |SA3
240 ool 1l a2l a2l a] 2 ]1]1
320 11l a el a el ala]a] 2 ]1]1
400 1l el a2 2] 1
410 1t]ololololarlo]olo]la1] ool o
440 ool 1l al 1ol a1l a] 1 ]1]1
520 ool 1ol a2l a2l a] 1 ]1]1
540 1l el el a2l 2 ]1] 1
580 1ol a el ala]ala]a] 2 ]1]1
610 ololol212]lo]olo]ololo] of]o] o
620 1l el el a2l 2 ]1] 1
630 ool 1l rl1]olof]ola]a] 1 ]1]1
700 tlololal1lola]alola] of1]1
750 tlololalafola]ala]a] 12 ]o]1
795 olololrlo]ola]a]la1]a] of1]1
810 o | 1|12l 122 ]lo]lo] o fo]o
870 1 loloflol12]l1]1]ololo] ofo]o
930 1ol a el ala]ala]a] 12 ]1]1
1050 | 0 | o] o|lof]oflo|1]o|lo]o| o | 1]o0
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M Ana CH1 CH2 CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

S8

1000

400

Sekil 8.11: LTR-2 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.4: LTR-2 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-2 Primeri
Bant (b¢) |Ana |CH1 |CH2 [CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SALl |SA2 |SA3

150
190
220
300
350
420
440
500
550
600
650
750
8

0
0
0
0
0
0
0
0

00

910

1000
1050
1100
1200
1300
1400
1800
1900
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M Ana CHI CH2 CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 S5A3

=%

3

1000

400

Sekil 8.12: LTR-3 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.5: LTR-3 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-3 Primeri
Bant (b¢) | Ana |CH1 |CH2 |CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SAl | SA2 |SA3

520
580
610
650
700
710
820
850
930
970

1
1
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0

1050
1120
1190
1200
1250
1350
1420
1500
1600
1700
1800
2100
2400

2700
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M Ana CH1 CH2 CH3 PCl PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

g

Sekil 8.13: LTR-4 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.6: LTR-4 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-4 Primeri
Bant (b¢) | Ana |CH1 |CH2 |CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SAl |SA2 |SA3

200
270
320
350
360
400
430
460
550
560
620
640
700
770
850
890

1
1
1
1
1
1

1110
1250
1350
1450
1700
1800

55



M Ana CH1 CH2 CH3 PCl1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

sg

1000

400

Sekil 8.14: LTR-5 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.7. LTR-5 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-5 Primeri
Bant (b¢) |Ana |CH1 |CH2 [CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SALl |SA2 |SA3

170
200
220
270
300
340
360
370
400
430
490

0

500
540
600
610
700
750
800
950

1500
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M Ana

2100
1500

CHI CH2 CH3

PC1 PC2 PC3 PVI

SA2

SA3

Sekil 8.15: LTR-6 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.8. LTR-6 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-6 Primeri

Bant (bg)

Ana

CH1

CH2

CH3

PC1

PC2

PC3

PV1

PV2

PV3

SAl

SA2

SA3

430

490

500

610

700

800

850

900

1000

1050

1100

1200

1300

1400

1500

1600

1850

2100

2200

2900

S R R R E R R R R R R

S I R E R R R R R R R
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RolRr|RrIRIRIRILRILRILRIPLRILRIP|IPIP[P|FP|P|FP|F
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RlRrRr|RIRPRIRPIRPRIRIRPIPRIRPIPLr|IP|IP[P[P|RP (PP~
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Pl IFP|IFPIFP|IPFP|R|O]|F |~
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M Ana CH1 CH2 CH3 PCl PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

2100
1500

Sekil 8.16: LTR-7 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.9: LTR-7 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-7 Primeri

Bant (bg)

Ana

CH1

CH2

CH3

PC1

PC2

PC3

PV1

PV2

PV3

SAl

SA2

SA3

290

320

390

405

425

695

1100

1300

1400

R

R

[ N [ Y I SNy SN PN [N TS

R

[ N [ Y I SNy SN PN [N TS

R

N = =R

N = =R

= = =R

=N =R =R

=N =R =R

=R = =R

PPk, |lo|l—|lo|lo|-
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M Ana CH1 CH2CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

Sekil 8.17: LTR-8 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’luk agaroz jel).

Tablo 8.10: LTR-8 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-8 Primeri

Bant (bg)

Ana

CH1

CH2

CH3

PC1

PC2

PC3

PV1

PV2

PV3

SA1l

SA2

SA3

200

300

320

370

400

450

490

530

600

690

750

800

e e e e e e e T TN TN T

O OO |0 |k |k |00 |O|F |-

o |0 |0 |k (k|0 |0k Ok |-

O |lr|o|lo|rRr|kPR|FLR|FL [Pk, |k |~

O |k |o|lrRr |k |FR|O|FR [Pk |k |~

= = =R R N =R R G G

= = R = R R R

R e e T e e e I F= N N T

o R N e e e e e e T F N N T2

o|lo|lo|r|FR|FPR|FPR|FkR |k |O|FR |~

o|lo|lo|r|kr|FR|O|FR |k |O|k |~

S R =R

R |olRr |k |k|k|OoR|k|O]|F |-
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M Ana CHI CH2 CH3 PCl

2100
1500

1000

400

PC2 PC3 PV1 PV2 PV3

SAl

SA2 SA3

Sekil 8.18: LTR-9 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.11: LTR-9 primeri ile elde edilen bant sonuglart.

LTR-9 Primeri

Bant (bg)

Ana

CH1

CH2

CH3

PC1

PC2

PC3

PV1

PV2

PV3

SAl

SA2

SA3

600

650

750

800

900

950

1000

1050

1150

1400

1600

1800

2100

2200

2300

L e e = = R R R = G R

e e e N = R R R R

N R e R R R T T IS TN PR P TS

L e R = R R R = R R
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M Ana CH1 CH2 CH3 PC1 PC2 PC3 PV1 PV2 PV3 SAl SA2 SA3

s 8
3 v

1000

400

Sekil 8.19: LTR-10 primeri ile elde edilen IRAP profilleri (% 1.5’luk agaroz jel).

Tablo 8.12. LTR-10 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

LTR-10 Primeri
Bant (bg) | Ana |CH1 |CH2 |CH3|PC1 [PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SAl |SA2 |SA3

190
230
250
280
300
310
350
370
380
420
440
490

0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

570
630
720
760
820
900

1000
1100
1200
1270
1340
1400
1500
1600
1800
1900
2100
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Ilgili IRAP primerlerinin kullamilmasiyla her bir primer igin elde edilen
polimorfizm oranlar1 Tablo 8.13.’te gosterilmistir. Tiim PZR amplifikasyonlari
sonucunda, 150 b¢’den 2.9 kb biiyiikliigiine kadar toplam 192 bant elde edilmistir.
Her bir primer i¢in 9-29 olmak {izere ortalama 19.2 bant elde edilmis olup, bu
bantlardan 100’1 (% 52.1) ise 13 bitki (ana bitki ve 12 klon) arasinda polimorfik
olarak belirlenmistir. En yiiksek polimorfizm orani (% 78.9), LTR1 primeri ile
amplifikasyon sonrasinda goriiliirken, en diisiik polimorfizm (% 20.0) ise LTR9
primeri ile elde edilmistir. Ana bitki ve klonlarinin PIC degerleri karsilastirildiginda
ise en yiiksek PIC degeri (0.489) LTRY primeri ile amplifikasyon sirasinda elde
edilirken, en diisiikk PIC degeri (0.250) ise LTR3 primeri ile edilmistir. Tiim IRAP
primerlerinin ortalama PIC degeri ise 0.307 olarak hesaplanmistir (Tablo 8.13).

Tablo 8.13: Alev agaci klonlarinin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan
IRAP primerleri ve bu primerlerden elde edilen degerlendirilebilir bant ve polimorfik
bant sayis1 ve yiizdesi.

) Cogaltilan | Degerlendirilen | Polimorfik | Polimorfizm | PIC*
Primer | pant araligi | bant saysi band sayis1 | yiizdesi degeri
LTR1 (132920-1050 19 15 78.9 0.338
LTR 2 150-1900 22 14 63.6 0.257
LTR 3 520-2700 24 11 45.8 0.250
LTR 4 200-1800 22 12 94.5 0.316
LTR S 170-1500 20 10 50.0 0.282
LTR 6 430-2900 20 6 30.0 0.284
LTR 7 290-1400 9 3 33.3 0.489
LTR 8 200-800 12 7 58.3 0.419
LTR9 600-2300 15 3 20.0 0.347
LTR 10 190-2100 29 19 65.5 0.293
Toplam 150-2900 192 100 - -
Ortalama . 19.2 - 52.1 0.307

*PIC (Polymorphism information content): Polimorfizm bilgi igerigi.

Ana materyal ile klon bitkiler arasindaki benzerliklerin sunuldugu benzerlik
matriksi (Tablo 8.14) ve dendograma (Sekil 8.20) gore bireyler arasindaki benzerlik

katsayilar1 0.649°dan 0.965’°e degismekte olup, ortalama 0.795 olarak belirlenmistir.
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Tablo 8.14: Alev agaci ana materyali ile klonlar1 arasinda IRAP analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

Ana CH-1 CH-2 CH-3 PC-1 PC-2 PC-3 PV-1 PV-2 PV-3 SA-1 SA-2 SA-3
Ana 1.000
CH-1 0,735 1.000
CH-2 0,690 0,719 1.000
CH-3 0813 0,69 0,783 1.000
PC-1 0,776 0,745 0,789 0,795 1.000
PC-2 0,814 0,788 0,717 0,79 0,831 1.000
PC-3 0,765 0,780 0,720 0,794 0,872 0,901 1.000
PV-1 0,774 0,791 0,729 0,781 0,847 0,852 0,932 1.000
PV-2 0,741 0,765 0,739 0,758 0,821 0,839 0,893 0,931 1.000
PV-3 0,749 0,762 0,735 0,765 0817 0,823 0,875 0,912 0,938 1.000
SA-1 0,741 0,789 0,750 0,747 0,833 0,839 0,880 0,905 0,944 0,965 1.000
SA-2 0,723 0,711 0,677 0,728 0,775 0,771 0,842 0,853 0,864 0,883 0,876 1.000
SA-3 0,768 0,649 0,676 0,754 0,718 0,746 0,759 0,778 0,776 0,784 0,787 0,819 1.000
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Ana materyale en yakin birey, PC-2 ve CH-3 bireyi iken, en uzak birey ise
CH-2 birey olmustur. Bununla birlikte, kriyoprezerve edilen bitkicikler ile ana
materyal arasinda benzerlik matriksinden de goriilecegi iizere % 70 {iizerinde
benzerlik belirlenmistir. Yapilan tiim analiz sonucu birlikte degerlendirildiginde, ana
materyal ile kontrol grubu ve kriyoprezerve edilen materyaller arasinda kabul

edilebilir bir polimorfizm (PIC: 0.307 yani 0.25 < PIC < 0.5) olustugu belirlenmistir.

UPGMA

CH-2
CH-1
SA-3
SA-2
SA-1
L pvs
PV-2
PV-1

PC-3
PC-2
PC-1
CH-3

Ana

Sekil 8.20: Alev agac1 ve 12 klonundan, 10 IRAP primeri ile elde edilen 192 banttan
UPGMA analizi ile olusturulan dendogram.

8.3.3. REMAP Analizleri

Alev agacinin ana bitkisine ve kriyoprezervasyonun farkli asamalarinda alinan
govde uclarmin proliferasyonu ile elde edilen bitkilere ait gDNA’larim,
kriyoprezervasyon sliresince olusabilecek somaklonal varyasyonlarin
belirlenmesinde kalip olarak kullamildigi toplamda 10 REMAP primer cifti ile
gerceklestirilen REMAP-PZR reaksiyonlar1 sonucunda her bir primer ¢ifti ile elde
edilen amplifikasyon iriinlerine ait agaroz jel goriintiileri Sekil 8.21, Sekil 8.22,
Sekil 8.23, Sekil 8.24, Sekil 8.25, Sekil 8.26, Sekil 8.27, Sekil 8.28, Sekil 8.29 ve
Sekil 8.30°da sunulmustur. Her bir primer ile elde edilen REMAP-PZR profillerine
gore ana bitkide olmayan veya ana bitkide olup, diger bitkilerde goriilmeyen bantlar
polimorfik bant olarak sayilip, bant varliginda “1”, yoklugunda ise “0” olarak

gosterilmistir. Bu veriler ise Tablo 8.15, Tablo 8.16, Tablo 8.17, Tablo 8.18, Tablo
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8.19, Tablo 8.20, Tablo 8.21, Tablo 8.22, Tablo 8.23 ve Tablo 8.24’te sunulmustur.

Asagidaki sekillerde oklar, bazi1 polimorfik bantlar1 gostermektedir.

M Ana CHI CH2 CH3 PCl

-

Sekil 8.21: REMAP-1 primeri ile elde edilen REMAP profilleri

PC2 PC3 PVI

(% 1.5’1uk agaroz jel).

PV2 PV3 SAl

Tablo 8.15: REMAP-1 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

SA2 SA3

REMAP-1 Primeri

Bant (bg)

Ana

CH1

CH2

CH3

PC1

PC2

PC3

PV1

PV2

PV3

SAl

SA2

SA3

100

150

200

290

320

350

380

430

490

530
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650

700
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800

900
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M Ana CHI CH2 CH3 PC1 PC2 PC3 PV1 PV2 PV3 SAl SA2 SA3
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Sekil 8.22: REMAP-2 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.16: REMAP-2 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-2 Primeri
Bant (b¢) |Ana [CH1 |CH2 |CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SAl |SA2 |SA3

50
90

0
0
1
1
1
1

120
180
210
250
330
360
400
420
490
510
540
640
670
7

40

770
830
900

1000
1100
1150
1200
1350
1550
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M Ana CH1 CH2CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

2

Sekil 8.23: REMAP-3 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.17: REMAP-3 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-3 Primeri
Bant (bg) | Ana |CH1 |CH2 |CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SAl |SA2 | SA3

50

1
1
0

150
250
310
400
430
470
500
600
670
700

1050
1350
1450
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M Ana CHI CH2 CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

Sekil 8.24: REMAP-4 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.18: REMAP-4 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-4 Primeri
Bant (b¢) | Ana [CH1 |CH2 |CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SAl |SA2 |SA3

50

0
0
0
0

120
170
200
240
260
320
360
410
480
490
590
620

740
790
850
9

00

1000
1200
1400
1600
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M Ana CH1 CH2CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

Sekil 8.25: REMAP-5 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.19: REMAP-5 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-5 Primeri
Bant (b¢) |Ana |CH1 |CH2 [CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SALl |SA2 |SA3

70

1
1
1
1

110
160
210
230
300
360
400
480
500
570
600
700
780
830
920

1150
1200
1800
1900
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M Ana CHI CH2CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3

Sekil 8.26: REMAP-6 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.20: REMAP-6 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-6 Primeri
Bant (b¢) |Ana |CH1 |CH2 [CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SALl |SA2 |[SA3

70

1
1
1
1
1

150
190
220
230
260
300
320
350
400
450
470
500
550
600
630
720
780
940

1100
1250
1350
1500
1550
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M Ana CH1 CH2 CH3 PC1 PC2 PC3 PV]1 PV2 PV3 SAl SA2 SA3

Sekil 8.27: REMAP-7 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’luk agaroz jel).

Tablo 8.21: REMAP-7 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-7 Primeri
Bant (b¢) | Ana |CH1 |CH2 |CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SAl |SA2 |SA3

20
80

1
1
1
1
0

100
150
190
220
290
310
350
400
450
490

550
700
750

1150
1250
1700
1800
1900
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M Ana CHI CH2 CH3 PCl1 PC2 PC3 PVl PV2

Sekil 8.28: REMAP-8 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’1uk agaroz jel).

PV3 SAl SA2 SA3

Tablo 8.22: REMAP-8 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-8 Primeri

Bant (bg)

Ana

CH1

CH2

CH3

PC1

PC2

PC3

PV1

PV2

PV3

SAl

SA2

SA3

100

130

160

240

270

380

400

500

540

650

700

1100

1300

1400

1550

1700

2000
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M Ana CH1 CH2 CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl1 SA2 SA3

Sekil 8.29: REMAP-9 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’luk agaroz jel).

Tablo 8.23: REMAP-9 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-9 Primeri
Bant (b¢) | Ana |CH1 |CH2|CH3 |PC1 |[PC2 |PC3 |PV1 [PV2 |PV3 |SAl |SA2 |SA3

50

1
1
1
0
0
1
1
1
1
0
0

100
150
180
230
240
290
300
350
410
500
540

580
600
650
720
850
940

1050
1150
1250
1350
1500
1600
1800
1900
2000
2100
2200
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M Ana CHI CH2CH3 PC1 PC2 PC3 PVl PV2 PV3 SAl SA2 SA3
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Sekil 8.30: REMAP-10 primeri ile elde edilen REMAP profilleri
(% 1.5’1uk agaroz jel).

Tablo 8.24: REMAP-10 primeri ile elde edilen bant sonuglari.

REMAP-10 Primeri
Bant (b¢) | Ana | CH1 |CH2 |CH3 |PC1 |PC2 |PC3 |PV1 |PV2 |PV3 |SALl | SA2 |SA3

80

0
0
0
0
1

120
190
210
230
250
310
340
370
400
420
440
510
590
620

630
-

20

740
820
900

1000
1100
1200
1450
1600
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Ilgili REMAP primerlerinin kullanilmasiyla her bir primer igin elde edilen
polimorfizm oranlar1 Tablo 8.25’da gosterilmistir. Tiim PZR amplifikasyonlari
sonucunda, 20 b¢’den 2.2 kb biiylikliigline kadar toplam 216 bant elde edilmistir. Her
bir primer i¢in 14-29 olmak iizere ortalama 21.6 bant elde edilmis olup, bu
bantlardan 102’si (% 47.2) ise 13 bitki (ana bitki ve 12 klon) arasinda polimorfik
olarak belirlenmistir. En yiiksek polimorfizm orani (% 66.6), REMAP6 primeri ile
amplifikasyon sonrasinda goriiliirken, en diisiik polimorfizm (% 20.0) ise REMAP7
primeri ile elde edilmistir. Ana bitki ve klonlarinin PIC degerleri karsilastirildiginda
ise en yliksek PIC degeri (0.412), REMAPS primeri ile amplifikasyon sirasinda elde
edilirken, en diisiik PIC degeri (0.295) ise REMAP1 primeri ile edilmistir. Tim
REMAP primerlerinin ortalama PIC degeri ise 0.353 olarak hesaplanmastir.

Tablo 8.25: Alev agaci klonlariin genetik kararliliginin belirlenmesinde kullanilan
REMAP primerleri ve bu primerlerden elde edilen degerlendirilebilir bant ve
polimorfik bant sayis1 ve ylizdesi.

_ Cogaltilan | Degerlendirilen | Polimorfik | Polimorfizm | PIC*

Primer bant bant sayis1 band sayis1 | yiizdesi degeri
aralig1 (bg)

REMAP 1 100-1800 21 10 47.6 0.295
REMAP 2 50-1550 25 7 28.0 0.300
REMAP 3 50-1450 14 6 42.8 0.355
REMAP 4 500-1600 21 13 61.9 0.402
REMAP 5 70-1900 20 10 50.0 0.305
REMAP 6 70-1550 24 16 66.6 0.343
REMAP 7 20-1900 20 4 20.0 0.366
REMAP 8 100-2000 17 9 52.9 0.412
REMAP 9 50-2200 29 13 44.8 0.409
REMAP 10 | 80-1600 25 14 56.0 0.327
Toplam 20-2200 216 102 - -
Ortalama - 21.6 - 47.2 0.353

*PIC (Polymorphism information content): Polimorfizm bilgi igerigi.

Ana materyal ile klon bitkiler arasindaki benzerliklerin sunuldugu benzerlik
matriksi (Tablo 8.26) ve dendograma (Sekil 8.31) gore bireyler arasindaki benzerlik

katsayilar1 0.711°dan 0.910°e degismekte olup, ortalama 0.804 olarak belirlemistir.
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Tablo 8.26: Alev agaci ana materyali ile klonlar1 arasinda REMAP analizi ile elde edilen benzerlik matriksi.

Ana CH-1 CH-2 CH-3 PC-1 PC-2 PC-3 PV-1 PV-2 PV-3 SA-1 SA-2 SA-3
Ana 1.000
CH-1 0,910 1.000
CH-2 0,796 0,798  1.000
CH-3 0836 0847 0,824  1.000
PC-1 0,848 0,804 0,759 0,839  1.000
PC-2 0,857 0832 0,719 0,867 0,861 1.000
PC-3 0,878 0833 0,799 0840 0,843 0,843 1.000
PV-1 0,828 0829 0,724 0809 0,793 0859 0,841 1.000
PV-2 0,807 0,800 0,764 0815 0,772 0,819 0829 0,864 1.000
PV-3 0,773 0,776 0,747 0,781 0,711 0,759 0,785 0,773 0,825  1.000
SA-1 0,832 0816 0,791 0,768 0,797 0,782 0855 0,796 0,802 0,795  1.000
SA-2 082 083% 0733 0,789 0,766 0810 0811 0834 0814 0816 0,884 1.000
SA-3 0,744 0,780 0,743 0,759 0,716 0,729 0,736 0,787 0,793 0,814 0819 0,830 1.000
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Ana materyale en yakin birey, CH-1 bireyi iken, en uzak birey ise SA-3 birey
olmustur. Bununla birlikte, kriyoprezerve edilen bitkicikler ile ana materyal arasinda
benzerlik matriksinden de goriilecegi lizere ortalama % 80 oraninda benzerlik
belirlenmistir. Yapilan tiim analiz sonucu birlikte degerlendirildiginde, ana materyal
ile kontrol grubu ve kriyoprezerve edilen materyaller arasinda kabul edilebilir bir

polimorfizm (PIC: 0.353) olustugu belirlenmistir.

UPGMA

CH-2
SA-3
SA-2
‘ SA-1
PV-3
PV-2
‘ PV-1
PC-1
PC-2
4{ CH-3
PC-3
CH-1
‘ Ana

Jaccard's Coefficient

Sekil 8.31: Alev agaci ve 12 klonundan, 10 REMAP primeri ile elde edilen 216
banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram.
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8.3.4. IRAP ve REMAP Verilerinin Degerlendirilmesi

Hem IRAP hem de REMAP analizlerinin benzerlik matriksi verilerindeki CH,
PC, PV ve SA gruplarmin ortalamalart alinmis ve bu ortalamalarin ana materyale
benzerlikleri ¢oklu karsilastirma testi LSD (P < 0.05) ile istatistiksel olarak
Karsilastirilmistir (Tablo 8.27).

Tablo 8.27: IRAP ve REMAP analizlerindeki kriyoprezervasyonun farkli
basamaklarindaki kontrol ve SA drneklerinin benzerlik ortalamalari®.

IRAP REMAP
Ana 1.00 = 0.00a" 1.00 = 0.00a
CH ortalama 0.746 £ 0.0360b 0.847 £ 0.0334b
PC ortalama 0.785 £ 0.0148b 0.861 + 0.0089b
PV ortalama 0.745 £ 0.0023b 0.803 £ 0.0160b
SA ortalama 0.740 £ 0.0160b 0.800 + 0.0282b

®Her deneme icin farkli harfler, LSD ¢oklu karsilastirilmali teste gdre anlamli bir fark (P < 0.05)
gostermektedir. Farkliliklar dikey olarak degerlendirilmistir.
®Ortalama + standart hata.

Tablo 8.27°de goriildiigii tizere kriyoprezervasyonun farkli basamaklarindaki
bireylerin benzerlik ortalamalari, ana materyal ile kiyaslandiginda, ilk degisimin
soguga alistirma asamasi basladigi ve bundan sonraki agsamalarda istatistiksel olarak

anlamli ek bir degisim olmadig1 gozlenmistir.
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9. TARTISMA

9.1. Kriyoprezervasyon Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Geleneksel ex situ saklama uygulamalari i¢in de alternatif bir yontem olan
kriyoprezervasyon, degerli bitki germplazmlarinin uzun siire saklanmasi igin en
onemli uygulamalardan biridir. Kriyoprezervasyonun en Onemli avantaji, bitki
materyalinin SA’ya daldirildiginda, ultra diisiik sicakliklarda tiim hiicre boliinmeleri
ve metabolik aktivitesinin durmasi nedeniyle teorik olarak sonsuza degin
saklanabilmesidir [Engelmann, 1997]. Kriyosaklama siiresince gereksinim duyulan
tek iglem, az miktarda SA’nin haftalik olarak SA tankinin igerisine aktarilmasidir.
Diistik maliyetli saklama kosullari, minimum alan ve az isgilicii gereksinimi
kriyoprezervasyonun diger avantajlarina ek olarak sayilabilir [Kaczmarczyk et al.,
2012]. Calisilan bitki tiirtine bagl olarak, kriyoprezerve edilen bitki pargalarindan
yeniden govde Kkiiltiirlerinin gelisimi birka¢ hafta alabilir. Sera kosullarmma ve
sonrasinda topraga aktarim i¢in mikrogogaltilmis bitkilerin tiretimi i¢in ise birkag ay
hatta y1l gerekebilir [Kaczmarczyk et al., 2012].

Apikal meristem iceren govde uclari, kriyosaklamada en ¢ok kullanilan bitki
materyalidir. Apikal meristemler, nispeten kiiciik bir iletim sistemine sahip,
vakuolsiiz hiicreler olup, organize olmus yapilariyla SA sonrasi ¢ézme isleminin
ardindan dogrudan govde olusumunu saglayarak, in vitro ¢ogalan materyalin genetik
biitiinligiinlin siirdiiriilmesini saglar [Kaczmarczyk et al., 2012]. Apikal meristem
viriisten ve patojenden ari bir bolge olmasi sebebiyle, kriyosaklama siiresince, yeni
bir fungus ya da bakteri kontaminasyonu riski yoktur. Kriyogenik olarak saklanan
materyalin de genellikle genetik kararliligini siirdiirdiigii rapor edilmistir [Harding,
2004].

Govde uclart genellikle, vitrifikasyon temelli dort teknik (enkapsiilasyon-
dehidratasyon, vitrifikasyon, enkapsiilasyon-vitrifikasyon ve damlacik vitrifikasyon)
kullanilarak kriyoprezerve edilir [Benelli et al.,, 2012]. Damlacik-vitrifikasyon
yontemi en son gelistirilmis [Panis et al., 2005] kriyoprezervasyon yontemidir ve
birgok bitki tiiriinde basarili bir sekilde uygulanmaya devam etmektedir [Leunufna
and Keller, 2005], [Yoon et al., 2006], [Kim et al., 2009], [Chen et al., 2011]. Bu

yontemle daha iyi sonuglar elde edilmesi, dondurma siiresince eksplantlar ile SA
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arasinda, ¢ézme sliresince ise eksplantlar ile ¢ozme ¢ozeltisi arasindaki dogrudan
temas olmasindan, buna bagl olarak, dondurma ve ¢6zme hizinin ¢ok yiiksek
olmasindan kaynaklandigi rapor edilmistir [Benelli et al., 2012]. Eksplantlarin gorece
daha diisiik miktarlarda vitrifikasyon ¢ozeltisi ile inkiibe edilmesi de bu yontemin
diger bir avantajidir. Prunus anaci [de Boucaud et al., 2002], Malus domestica
[Halmagyi et al., 2010] ve Prunus cerasifera [Vujovic et al., 2011] damlacik-
vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezerve edildiginde sirasiyla % 52, % 70 ve % 20
oraninda bitki gelisimi goriilmiistiir. Literatiirdeki bu olumlu sonuclar1 nedeniyle, tez
kapsaminda alev agaci bitkisine ait gévde uclari, damlacik vitrifikasyon yontemleri
kullanilarak kriyoprezerve edilmistir. Vitrifikasyon ¢ozeltileri, su miktarin1 azaltarak
hiicreleri 6liimciil buz kristallerinden korudugu gibi, alternatif olarak dehidratasyon
ve donma siiresince hiicresel yapilarin stabilizasyonunda da islevsel olabilir [Volk
and Walters, 2006]. Alev agacinda, damlacik vitrifikasyon yontemi ile
kriyoprezervasyon protokoliiniin gelistirildigi calismada [Ozden Tokatli and
Akdemir, 2010] kriyoprezervasyon sonrasi en yiiksek bitki gelisimi (% 30) 4 hafta
soguga alistirma asamasin takiben gerceklestirilen denemede elde edilmistir.
Proliferasyon besi ortami olarak ise kriyoprezervasyon sonrasi en iyi proliferasyon
4 mg I'* BA ile desteklenen QL besi ortaminda ger¢eklesmistir. Tez kapsaminda
yapilan denemelerde, kriyoprezervasyon sonrasi en yiiksek bitki gelisimi 6 hafta
soguga alistirma asamasin takiben gergeklestirilen denemede elde edilmis,
kriyoprezervasyon sonrasi en iyi proliferasyon ise 1 mg I'* BA ile desteklenen QL
besi ortaminda gerceklesmistir. iki calisma arasinda goriilen farkliligin nedeni,
onceki caligmay1 takiben alev agaci bitkisinin uzun siire sitokinin igeren besi
ortaminda alt kiiltiirlenmesi nedeniyle mikrogogaltilan govdelerin fizyolojik
durumunun ve endojenik sitokinin seviyesinin degismis olmasi olabilir.

Yapilan denemelerde, 4 hafta 4 °C’ta soguga alistirma islemini takiben 0 °C’ta
120 dk PVS2 uygulanan alev agaci govde uglarinin, kriyoprezerve edilmeyen kontrol
grubunda % 80.6 canlilik belirlenmis, kriyoprezerve edilen govde uglarindan ise 120
dk PVS2 uygulamasmin ardindan % 13.4 oraninda canlilik elde edilmistir. 6 hafta
4 °C’ta soguga alistirma islemini takiben 0 °C’ta 120 dk PVS2 uygulanan alev agaci
govde uglarinin, kriyoprezerve edilmeyen kontrol grubunda ise % 74.9 canlilik
belirlenmis, kriyoprezerve edilen gdvde uglarindan ise ayni muamelenin ardindan
% 24.8 oraninda canlilik elde edilmistir. Her ne kadar kriyoprezervasyon Oncesi

6 hafta 4 °C’ta saklanarak, soguga alistirilan kontrol grubu govdelerden alinan gévde
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uclarinin canlilik orani, 4 hafta ayn1 soguklukta korunmalarina gérece daha az olsa
da, iki deneme arasinda istatistiksel bir fark bulunmamaktadir (Bkz Tablo 8.1). Bu
sonug, ilgili uygulamalar1 takiben yapilan ve tezde de sunulan DSC termal analiz
sonuglarindan da somut olarak goriildiigii sekilde gorece daha uzun 4 °C’ta tutulan
govdelerin daha fazla dehidrate oldugunu ancak bu dehidratasyon sonrasi
govdelerden alinan govde uglarinin canlilik ve proliferasyon yeteneklerini
koruduklarini gostermektedir.

Kriyoprezervasyon siirecine alinmadan once 6 hafta sofuga alistirilan
bitkilerde, 4 hafta soguga alistirilan bitkilere kiyasla, kriyoprezervasyon sonrasinda
daha yiiksek canlilik ve proliferasyon yiizdeleri elde edilmistir. 4 ve 6 haftalik
soguga alistirma siirecini takiben kriyoprezervasyon tekniginin her asamasindan
alman govde uglarinin DSC analizlerine bakildiginda, 6 hafta soguga aligtirilan
bitkilerde, 4 hafta alistirilanlara gore, buz olusumunu simgeleyen ekzotermik pikin,
CH, PC ve PV gruplarinin ¢ogunda daha diisiik oldugu (4 hafta CH: 40 mW - 6 hafta
CH: 35 mW, 4 hafta PC: 25 mW - 6 hafta PC: 30 mW - 4 hafta PV: 15 mW - 6 hafta
PV: 10 mW) gozlenmistir. Bu durum, yine 6 hafta soguga alistirilan bitkilerde, 4
hafta soguga aligtirilanlara gore, sogukta daha fazla durmasi ile iliskili olarak hiicre
ici su miktarinin daha fazla azaldigim1i ve uygulamalar1 takiben yapilan SA
muamelesi sonrasinda hiicrelerde daha az buz olustugunu gostermektedir. 6 hafta
4 °C’ta tutulan kontrol grubuna ait govdelerden alinan gévde uglarinin canlilik ve
proliferasyon oranlarindan elde edilen sonuglara paralel olarak, gorece daha fazla
soguga alistirilan bitkilerin su miktari, dehidratasyon ve kriyoprezervasyon sonrasi
canliliklarii ve proliferasyon yeteneklerini korumalari i¢in yeterince fazla ve hiicre
ici ve disinda hiicreye hasar verecek oliimciil buz olusumunun 6nleyecek kadar da
azdir.

Tez kapsaminda yapilan termal analizler ile elde edilen sonuglara benzer
sekilde literatiirde farkli bitki materyallerinin DSC analizleri, donma derecesinin
altindaki sicakliklarda goriilen hasarlar ile donma ya da erime gegisleri arasinda
giiclii bir baglanti oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Donma ve erime gegislerinin
degisimleri, kuru agirliklarinda 0.25 - 0.4 g’dan fazla su i¢eren tohumlarda [Vertucci,
1989], polende [Buitink et al., 1996], zeytin gévde uglarinda [Martinez et al., 2000]

ve enkapsiile edilmis govde uglarinda [Sherlock et al., 2005] gézlenmistir.
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9.2. Kriyoprezerve Edilen Alev Agacimin Genetik
Kararhhklarimin Irdelenmesi icin Yapilan IRAP ve
REMAP-PZR Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Kriyoprezervasyonun amaci, genetik olarak kararli bitki materyallerinin
devamliliginin saglanmasidir. Bitki doku kiiltiiri uygulamalarinda bitkiler, ozmotik
sok, yaralanma, mekanik sarsilma, kap icinde gaz birikmesi, hormonal uygulamalar,
anormal minarel icerigi, yiiksek nisbi nem gibi bir¢ok farkli sebepten 6tiirii strese
girmektedirler. Kriyoprezervasyon protokollerinde ise bunlara ek olarak bitkiler,
ultra distik sicakliklara, dehidratasyona ve PVS2 igerigindeki DMSO gibi belirli
toksik kriyokoruyuculara maruz kalirlar. Tiim bu durumlar bitkilerde, fizyolojik stres
ve buna bagli olarak da genetik kararsizlik ile sonuglanabilir [Panis and Lambardi,
2005]. Kriyokoruyuculardan kaynaklanan ve/veya oksidatif stres nedeniyle
kriyoprezervasyon siirecinde olusan hasar, serbest radikallerin olusumuna neden
olarak, genetik degisikliklere yol agabilir [Benson and Bremner, 2004]. Su kaybimnin
yarattig1 strese benzer sekilde, kriyoprezervasyon oncesi yiiksek ozmotik muamelesi
ve dehidratasyon siiresince meydana gelen stres, siiperoksitler, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikallerini igeren reaktif oksijen tiirlerinin {iretimine neden olur [Mittler,
2002]. Bu serbest radikallerin birgogu, eslesmemis elektron icerirler ve bu nedenle de
0zglin olmayan bir sekilde komsu molekiillerle reaksiyona girerek, elektron
ciftlerinden birini kendine aktarmakta ve radikal olusumu igin zincir reaksiyonu
baslatmaktadir [Kaczmarczyk et al., 2012]. Bu reaksiyonlar, protein, lipit ve DNA
gibi makromolekiillerde islev kaybina ya da yapisal degisikliklere neden olabilir
[Benson, 1990], [Halliwell and Gutteridge, 2007]. Bu nedenle 6zellikle DNA’da
kriyoprezervasyon siiresince olugma riski bulunan genetik kararsizliklar, cesitli
arastiricilar tarafindan RAPD [DeVerno et al., 1999], [Gagliardi et al., 2003], [Liu et
al., 2004], [Martin ve Gonzalez-Benito, 2005], [Sanchez et al., 2008], [Akdemir et
al., 2013], [Martin et al., 2011] ve AFLP [Turner et al., 2001], [Liu et al., 2004],
[Fernandes et al., 2008], [Peredo et al., 2008], [Zarghami et al., 2008], [Martin et al.,
2011] gibi molekiiler belirtegler kullanilarak irdelenmistir.

Mesakatli bir islem olan kriyoprezervasyon siiresince yukarida da bahsi gecen
streslerin  bitkilerde genetik varyasyonun yani sira, DNA metilasyonu veya
transpozon ve retrotranspozon aktivasyonu sonucu epigenetik degisikliklere de neden
olabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle tez kapsaminda, stres ile aktive olduklar
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bilinen retrotranspozonlarin [Wessler, 1996] alev agacinda kriyoprezervasyon
sonras1 elde edilen bitkilerde somaklonal varyasyona neden olup olmadiklar
retrotranspozona dayali iki farkli molekiiler belirte¢ olan IRAP ve REMAP teknikleri
kullanilarak, irdelenmistir. Literatiirde farkli bitkilerin doku kiiltiirii sonrasinda elde
edilen klonlar arasindaki genetik kararliliklarin IRAP ve REMAP belirtecleri ile
belirlendigi c¢alismalar [Hirochika, 1993], [Kubis et al., 2003], [Campbell et al.,
2011] bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, dehidratasyon teknigi ile Kriyorezerve
edilen bugday bitkisinin ISSR ve REMAP belirtecleri kullanilarak genetik
kararliligin irdelendigi bir ¢alisma da [Solov’eva et al., 2011] bulunmaktadir. Bu
caligmada iki belirtecle yapilan analizler, kriyoprezervasyon sonrasi Saklanan
mataryelin genetik olarak kararli oldugunu gostermistir. Ancak ilgili ¢alismada
kriyoprezervasyon  Oncesinde  bitkilerin  soguga  alistrilmas1  asamasi
gerceklestirilmeyip, bunun yerine ilk asama olarak gévde uclar1 22 °C’ta 6n kiiltiir
asamast gerceklestirilmistir. Her ne kadar alev agaci gibi odunsu bitkilerin
kriyoprezervasyonu icin, protokol dncesinde soguga alistirma asamasi 6nemli olsa
da, bu sonug, alev agacinda yapilacak bir bagka ¢alismada, govde uglarinin soguga
alistirma asamasi yerine, dehidratasyon i¢in daha yogun sukroz iceren ya da baska
seker alkollerinin kullanildigir 6n kiiltiir besiortaminda kiiltiire alinmasini takiben
kriyoprezerve edilebilecegini 6nermektedir. Bu sekilde, ana bitki ile daha benzer
bireyler, kriyoprezervasyon sonrasinda elde edilebilir. Bununla birlikte, genellikle
odunsu bitkilerin kriyoprezervasyonu igin kriyoprezervasyonun on kiiltiir asamasi
oncesinde bitkilerin soguga alistirilmasinin, saklama sonrasi canliligi arttirdig:
bilinmektedir [Towill, 2002].

Tez kapsaminda 10 primer ile yapilan IRAP analizleri, kriyoprezerve edilen
alev agacimin bitkiciklerinde genetik kararsizligin ana bitki, kontrol gruplar1 ve
kriyoprezerve edilmis materyaller arasinda ¢ok diisiik oranda oldugunu gostermistir.
Buna ek olarak, elde edilen ortalama PIC degerinin de (0.307), 0.5’ten diisiik olmas1
olusan polimorfizmin kabul edilebilir bir oranda oldugunu géstermektedir [Botstein
et al., 1980]. Yine 10 primer kombinasyonu kullanilarak yapilan REMAP analizleri
sonucunda da PIC degeri (0.353) 0.5’ten diisiikk bulunmus ve kriyoprezerve edilen
alev agacmin bitkiciklerinde genetik kararsizligin ana bitki, kontrol gruplari ve
kriyoprezerve edilmis materyaller arasinda ¢ok diisiik oranda oldugu belirlenmis ve

her iki belirteg ile karsilastirilabilir sonuglar elde edilmistir.
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Kriyoprezervasyon protokoliiniin farkli asamalarina maruz kalan gévde veya
govde uglarinin ana bitki ile olan benzerlikleri, her bir asamada kullanilan 3 bireyin
ortalama benzerlik oranlar1 goz Oniline alinarak incelendiginde, aslinda var olan
genetik kararsizliklarin protokoliin soguga alistirma asamasinda ortaya c¢iktig
goriilmektedir. Elde edilen bu sonug, biyotik stresin yani sira dehidratasyon ve soguk
gibi abiyotik streslerin genomda retrotranspozonlar ile uyarilan mutasyona yol actig1
bilindiginden [Kalendar et al., 2000] tahmin edilebilir bir sonug¢tur. Soguga
alistirmayi takiben yapilan sukroz muamelesinin veya PVS2 uygulamasi veya SA’ya
aktarmanin bitkilerde istatistiksel olarak anlamli ek bir varyasyona neden olmadig:
goriilmektedir. Bunun nedeni, gorece toksik olan PVS2 kriyokoruyucusunun 0°C’ta
uygulanmis olmasi ve SA’ya daldirma sonras: bitkinin metabolik faaliyetlerinin
tamamen durmasi olabilir.

Tez kapsaminda retrotranspozona dayali iki molekiiler belirteg ile elde edilen,
kabul edilebilir bir seviyede oldugu goriilen genetik kararsizigin daha Once
literatiirde belirtildigi sekilde [Akdemir et al., 2013] SA’ya daldirma sirasinda veya
sonrasindan ¢ok SA Oncesi uygulanan ve dehidratasyon stresine yol agan
uygulamalardan kaynaklandigi goriilmiistiir.

Literatiirde, IRAP ve REMAP belirteclerinin kriyoprezervasyon sonrasi
saklanan  bitkiciklerin =~ genetik  kararliliklarinin  irdelenmesinde  beraber
degerlendirildigi bir yaym bulunmadigindan, tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar ve

elde edilen sonuglar 6zgiindiir.
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10. SONUC

Teze konu olan alev agaci bitkisinin kriyoprezervasyonu, Ozden Tokatli ve
Akdemir (2010) tarafindan gelistirilen damlacik dondurma teknigi ile
gerceklestirilmis, kriyoprezerve edilen bitkilerin genetik kararliliklart IRAP ve
REMAP molekiiler belirte¢ teknikleri ile irdelenmistir. Tiim analizlerden elde edilen
sonuglar asagida maddeler halinde siralanmaistir.

e Damlacik vitrifikasyon teknigi ile yapilan kriyoprezervasyon denemeleri, 4
veya 6 hafta soguga alistisrma siirecini takiben iki farkli sekilde
gerceklestirilmis ve istatistiksel analizler neticesinde en iyi proliferasyon
sonucu (% 19.4 £ 0.9) 6 hafta soguga alistisrma asamasini takiben
kriyoprezerve edilen bitkilerde gézlenmistir.

e DSC ile yapilan termal analizler, 6 hafta soguga alistirilan bitkilerde
kriyoprezervasyon sirasinda 4 hafta sogukta tutulan bitkilere gérece daha az
buz olusma piki varhigini gostermistir. Hem kontrol hem de kriyoprezerve
edilen govde uglarindan elde edilen canlilik ve proliferasyon verileri hem de
termal analizler, alev agacma ait govde uclarinin basarili bir sekilde
kriyoprezervasyonu i¢in gdévdelerin 6 hafta soguga alistirilmasi gerektigini
gostermektedir.

e JRAP analizleri ile standart bitki doku kiiltiirii biiyiime kosullarindaki ana bitki
ile kriyoprezervasyon siirecindeki farkli asamalardaki (CH, PC, PV ve SA)
bireyler arasindaki genetik kararlilik irdelenmis ve 150 bg¢’den 2.9 kb
bliytikliigline kadar toplam 192 bant elde edilmistir. Bu bantlardan 100 tanesi
polimorfik olup, bireyler arasindaki polimorfizm oran1 % 52.1 ve ortalama PIC
degeri 0.307 dir.

e REMAP analizleri ile standart bitki doku kiiltiirii biiyiime kosullarindaki ana
bitki ile kriyoprezervasyon siirecindeki farkli asamalardaki (CH, PC, PV ve
SA) bireyler arasindaki genetik kararlilik irdelenmis ve 20 bg¢’den 2.2 kb
bliytikliigline kadar toplam 216 bant elde edilmistir. Bu bantlardan 102 tanesi
polimorfik olup, bireyler arasindaki polimorfizm oran1 %47.2 ve ortalama PIC

degeri 0.353 dir.
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e Ana bitki ve diger bireyler arasinda elde edilen polimorfizm oran1 ve PIC
degerlerine gore kriyoprezervasyon sonrast az da olsa genetik kararsizlik
gbzlenmistir. Ancak, iki molekiiler belirteg ile irdelenme sonucunda hesaplanan
PIC degerlerinin 0.5’ten kiigiik olmasi nedeniyle, elde edilen varyasyon kabul
edilebilir bir polimorfizm olarak goériilmektedir.

e Tez kapsaminda kriyoprezerve edilen alev agaci govde uclarinda goriilen bu
polimorfizmin kabul edilebilir seviyede olmasi, optimize edilen uzun siireli
saklama protokoliiniin ilgili bitkinin germplazmasimin saklanmasi i¢in
uygulanabilir oldugunu gdstermektedir.

e Retrotranspozonlara dayali molekiiler belirtegler ile elde edilen bu kabul
edilebilir polimorfizmin, eksplantlarin SA'ya daldirma sirasindan veya
sonrasindan ¢ok kriyoprezervasyonun soguga alistirma basamaginda
govdelerin maruz kaldiklar1 soguk ve dehidratasyon stresleri nedeniyle
olustugu gorilmiistiir. Ancak, kriyoprezervasyon sirasinda dokuda olusma
olasilig1 bulunan oksidatif stresin de tespit edilen bu varyasyona katkida
bulundugu  disiiniilmektedir. ~Bu  nedenle, ilerideki  c¢aligmalarda
kriyoprezervasyonun farkli agamalarina maruz kalan alev agaci dokularinda
olusan oksidatif stresin gaz kromatografik analizler ile irdelenmesi

planlanmaktadir.
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