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OZET

TEZIN BASLIGI: Sequoia  sempervirens  (SAHIL  SEKOYASI) IN
KRIYOPREZERVASYON YOLU ILE UZUN SURELI SAKLANMASI
AMACIYLA TEK ASAMALI DONDURMA YONTEMLERININ GELISTIRiL-
MESI

YAZARIN ADI: EMRAH KIRDOK

1850° li yillarda 800 bin hektar yayilim alanina sahip olan Sequoia
sempervirens (D. Don) Endl. (Sahil sekoyasi, Redwood)’ in biiyiik bir kismui,
Amerika kitasina yapilan gocler esnasinda hem yeni yerlesim alanlar1 agmak, hem de
kolay islenebilen kaliteli odunu sayesinde artan kereste ihtiyacini karsilamak
amaciyla kesilerek kaybedilmistir. Bu kayiplar sonucunda 1910’ lii yillarda orijinal
populasyonunun %90’ 1n1 kaybetmis olan sekoyanin daha fazla kaybedilmemesi i¢in
“Redwood’ lar1 Kurtarma Cemiyeti (Save the Redwoods League)” kurulmustur.
Boylelikle sekoya ormanlari in situ koruma yontemiyle biyosfer rezervleri ve milli
parklar kapsaminda korunmaya alimmistir. Ancak yine de sekoyalar halen soyu

tilkkenme tehlikesi ile kars1 karsiya olan tiirler arasinda bulunmaktadir.

Ancak sekoyanin diisiikk ¢cimlenme yetenegi ve in situ koruma yontemlerinin
cevresel etkilere agik olmasi, bitki doku kiiltiirii tabanli, tamamlayict in vitro
yontemlerin gelistirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Bitki doku kiiltiirti
yontemleri, bitki germplazmalarinin kisith bir alanda, genetik degisimleri en aza
indirerek saklanmasina olanak tanidigindan ve cevresel etkenlerden izole olmasini
sagladigindan, in situ koruma yontemlerine gore daha avantajlidir. Bitki doku
kiiltiirii tabanli orta siireli (besiyeri ve/veya ortam modifikasyonlariyla bitkilerin
biiyiime hizlarini azaltarak, alt kiiltiir slirelerini uzatmay1 amaglayan ‘yavas biiyiitme’
yontemi) ve uzun siireli (eksplantlarin sivi azot iginde saklanmasini amaglayan
‘kriyoprezervasyon’ yontemi) saklama yontemleri gilinlimiizde soyu tiikenme

tehlikesiyle kars1 karsiya olan bircok tiir i¢in de uygulanmaktadir.

Sunulan yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda S. sempervirens’ in
germplazmasinin uzun siireli saklanmas1 amaciyla tek asamali dondurma yontemleri

ile kriyoprezervasyonu denenmistir. Bu amagcla, in vitro govde kiiltiirlerinden



saglanan tomurcuklar 3 farkli tek asamali dondurma teknigi (vitrifikasyon,
enkapsiilasyon — vitrifikasyon ve damlacik dondurma yoOntemi) uygulanarak
kriyoprezerve edilmis, elde edilen sonuclar karsilastirilarak en uygun yontemin

secilmesine/ optimize edilmesine ¢alisilmistir.
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Majority of the Sequoia sempervirens D. (Don) Endl. (Coastal Sequoia,
Redwood) forests, which previously had a range of about 800 thousand hectar in
1850s, have been cut down during the immigrations to the continent of America,
both for providing lands for urbanization and for the use of its high-quality lumber to
meet the increasing needs for the timber. As a consequence of such activities,
redwood lost 90% of its original population by 1910s, and to prevent a further loss of
its germplasm an organization aiming to preserve redwood biodiversity has been
established (“Save the Redwoods League”). Only after this initiative, redwood
forests started to be preserved via in situ conservation approaches as biosphere
reserves and national parks. Nevertheless, today redwood is still considered among

the threatened species.

However, the low germinability of the redwood trees and some disadvantages
of in situ conservation approaches, such as being vulnerable to environmental effects,
revealed the necessity to develop tissue culture-based, complementary in vitro
approaches. Plant tissue culture techniques enable the conservation of the
germplasms in relatively smaller areas (e.g., inside a laboratory), keeping the risk of
genetic alterations at the minimum, and are free of environmental effects, and thus
are more advantageous than in situ conservation approaches. Indeed, plant tissue
culture-based, medium- (‘slow growth storage’, aiming to decrease the growth rate
and thus the periodic subculture intervals of the in vitro cultures by means of
modifications in growth medium and/or culture conditions) and long-term
conservation (storage of the explants in liquid nitrogen at -196°C by means of
‘cryopreservation’) approaches are today widely applied for the conservation of

numerous species that are facing the risk of extinction in nature.
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During the course of the present study, cryopreservation of S. sempervirens
by one-step freezing techniques has been tested for the long-term conservation of its
germplasm. With this aim, buds obtained from in vitro shoot cultures were
cryopreserved by three different one-step freezing technique (i.e., vitrification,
encapsulation — vitrification, and droplet-freezing), and the results obtained
following each technique have been compared for the selection and optimization of

the best procedure.
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1 GIRIS
1.1 BIYOCESITLILIK

1.1.1 BIYOCESITLILIK TANIMI

“Biyogesitlilik” terimi aslinda ilk olarak 1980'li yillarda Norse ve McManus
tarafindan tanimlanmis olan “Biyolojik Cesitlilik” teriminin kisaltilmis halidir (Norse
ve McManus, 1980). Terimin kisaltilmis sekli ilk kez 1985 yilinda Washington D.C.'
de diizenlenen “Uluslararasi Biyogesitlilik Forumu”nda, Walter Jim Rosen tarafindan
kullanilmistir (UNEP; United Nations Enviroment Programme, 1995). Konferansin
bildirilerini igeren “Biyogesitlilik” adli kitap sayesinde de “Biyocesitlilik” terimi
sadece bilim diinyasinda degil, toplum i¢inde de biiyiik bir popiilerlige sahip olmusg
(Wilson, 1988), boylece ¢evreci gruplar, ekonomistler, politikacilar gibi farkli mes-

lek gruplarina sahip insanlar tarafindan da sik¢a kullanilir olmustur.

Biyogesitlilik genel anlamda “diinya {izerindeki yasayan tiim organizmalarin
say1st, ¢esidi ve onlarin varyasyonlar1” seklinde ifade edilebilir. Ancak dikkatle ince-
lendiginde, biyogesitlilik aslinda insanin tiim yasamsal aktivitelerini i¢ine alan kar-

magik bir siirecler toplulugudur.

Norse ve arkadaglar1 (1986) biyogesitliligi {ic temel sinifa ayirmiglardir: (i)
genetik ¢esitlilik, (ii) tir ¢esitliligi ve (iii) ekosistem ¢esitliligi. Buna gore: genetik
cesitlilik tiirler arasindaki, DNA diizeyinde olusan farkliliklar1 incelemektedir. Gene-
tik cesitliligin dl¢lilmesinde temel olarak gen havuzunu olusturan popiilasyonlar in-
celenmektedir. Tiir ¢esitliligi ekosistem igerisindeki farkli tiirler arasindaki etkilesim-
leri inceler ve temel etkilesim 6gesi tiirlerdir. Ekosistem cesitliligi ise farkli ekosis-

temleri ve bunlar arasindaki etkilesimleri incelemektedir.

Biyogesitlilik giiniimiize kadar pek ¢ok kez, farkl sekillerde tanimlanmistir.
Jutro’ ya gore bu tanimlarin sayis1 on dordii bulmaktadir (Jutro, 1993). Buna karsin,
bu on dort tanimdan sadece iki tanesi uluslararasi anlamda kabul gormiis ve kullani-
ma sunulmustur. En ¢ok kabul goren tanimlardan ilki, Birlesmis Milletler tarafindan
da desteklenen tanimdir. Buna gore “biyogesitlilik kara, deniz ve diger sucul habitat-

larda ve ekolojik komplekslerdeki canlilar arasindaki gesitliliktir ve tiir i¢inde, tiirler



arasinda ve ekosistemlerdeki farkliliklar1 kapsar” (UNEP, 1992). Bir diger en ¢ok
kabul goren tanim ise Kiiresel Biyogesitlilik Stratejisi kapsaminda desteklenen ta-
nimdir (WRI, IUCN and UNEP 1992). Buna gore “biyocesitlilik; bir bolgedeki gen,

tir ve ekosistemlerin tamamidir”.

Ancak di Castri ve Younes' e (1996) gore bu iki tanim biyogesitliligin farkl
Ogeleri arasindaki iliskileri g6z ardi etmektedir. Dogaya baktigimizda farkli etkilesim
seviyelerinin bir arada oldugunu gormekteyiz. Genetik cesitlilik, tiir ¢esitliligi ve
ekosistem cesitliligi birbirleri arasinda etkilesirken, bunlarin her birisinin yapisal
ogeleri de kendi i¢lerinde farkli mekanizmalarla etkilesmektedir. Sekil 1-1° de gorii-
lugi gibi, genetik ¢esitlilik DNA'dan baslayarak hiicre, birey, popiilasyon ve topluluk
etkilesimlerine kadar ulasmaktadir. Genetik seviyede olan bir degisim ayni zamanda
tiir seviyesinde de etki gosterecek ve tiir ¢esitliligini etkileyecektir. Tiir ¢esitliliginin
kendi i¢indeki etkilesimleri nedeniyle, ekosistemlerde de degisiklik olacaktir. Ayni
sekilde bunun tersi de miimkiindiir. Ekosistemlerdeki degisiklikler, hem tiir ¢esitlili-
gini hem de genetik ¢esitliligi belirleyen etkenler olacaktir. Bu yiizden biyogesitliligi
tanimlarken, dogadaki farkli hiyerarsik seviyeleri de i¢ine alan bir tanim yapmamiz

gerekmektedir.
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Sekil 1-1: di Castri ve Younes (1996)’e gore farkli biyogesitlilik seviyelerindeki hiyerarsik
siniflar.



Sonug olarak di Castri ve Younes biyocesitlilik i¢in daha farkli bir tanim ge-
listirmistir: “Biyocesitlilik, genetik, taksonomik ve ekolojik 6l¢ekli organizasyonlarin
farkli diizeyleri arasindaki hiyerarsik etkilesimlerin bir biitiiniidiir” (di Castri ve
Younes, 1996). Popiilasyonlar (kendi gen havuzlariyla birlikte), tiirler ve ekosistem-
ler de bu ii¢ 6l¢ek arasindaki etkilesim noktalarindaki temel taslardir. (Solbrig,
1991).

1.1.1.1 Genetik Cesitlilik

Tim canli organizmalar i¢in en ayirt edici oOlan, sahip olduklar1 DNA
(Deoksiribonukleotid) tizerinde kodlanan genlerdir. Gergekten, bugiin tiim canlilarin
adenin, timin, guanin ve sitozin adi verilen dort farkli niikleotidin cesitli
varyasyonlarda bir araya gelmesiyle olusan bir genetik sifreye sahip oldugunu
bilmekteyiz. Calismalar sonucunda lineer olarak diizenlenmis bu niikleotidlerin ti¢li
kodonlar halinde sifreledikleri yirmi ¢esit aminoasit oldugu bulunmustur ve bir
organizmanin sahip olmas1 gereken biitiin 6zellikler bu genetik sifrede kodlanmigtir.
Genetik cesitlilik incelenirken, bir tiir i¢indeki genetik sifrenin varyasyonlar1 ve bu

varyasyonlarin meydana getirdigi degisimler géz oniine alinmaktadir.

Genetik cesitlilik ti¢ farkli diizeyde olabilir; ayni popiilasyona ait bireyler
arasinda  (heterozigotluk), farkli popiilasyonlarn bireyleri arasinda veya
popiilasyonlar arasinda. Dolayisiyla, genetik cesitlilik popiilasyonlar arasinda ve
poplilasyon i¢inde gozlenen kalitimsal ¢esitliliktir. Bu kalitimsal ¢esitlilik (i) belirli
bazi organizmalar tarafindan sahip olunan genlerdeki varyasyonlar, (ii) gen
ekspresyonunda meydana gelen farkliliklar, (iii)) DNA’nin homolog kopyalari
(allelleri) arasinda meydana gelen farkliliklar veya (iv) kromozomlarda meydana
gelen translokasyonlarla olusabilir. Diger bir deyisle, gen ve/veya kromozom
mutasyonlart yeni bir genetik ¢esitliligin ortaya ¢ikmasina neden olabilir ve bu
cesitlilik eseyli tireme gosteren canlilarda, rekombinasyonlar yoluyla, popiilasyona
dagilir. Genetik c¢esitlilik ayrica kendi kendine dollenen popiilasyonlardaki

seleksiyon sonucu da olugmaktadir.

Genellikle popiilasyona dayaniklilik yoniinden {istiinlik saglayan genetik
cesitlilik, bir tiirlin hayatta kalmasi ve evrimini silirdiirebilmesi i¢in oldukca
onemlidir. Bununla beraber, fotosentez, solunum gibi temel yasamsal iglemleri

kontrol eden genlerin biiylik oranda korundugu ve farkl taksalar arasinda sadece ¢cok



kiigiik degisiklikler sergiledikleri bilinmektedir. Yiiksek organizmalarin sahip oldugu
genetik materyalin yaklasik %98’ ini olusturan, kodlayici genlerin bulunmadig:
“sessiz” DNA bdlgelerinin biyogesitlilikteki rolii ise heniiz aydinlatilamamistir

(Thomas, 1992).

Yukarida da bahsedildigi gibi, genetik cesitlilik tiirler ve popiilasyonlar
arasindaki farkliliklart belirlemekte ve evrimsel agidan se¢ilimi saglamaktadir. Tiim
diger biyogesitlilik sekilleri genetik ¢esitliligin bir sonucu olarak ortaya cikar.
Dolayisiyla genetik cesitliligin - belirlenmesi olduk¢a o©nemlidir. Bu amagla

kromozoma ve DNA’ ya dayal1 ¢esitli yontemler gelistirilmistir.
1. Kromozoma Dayal1 Yontemler:

Kromozoma dayali en temel yontem, organizmalarin sahip olduklar1 gen
sayilarmin belirlenmesidir. Ornegin bakterilerde gen sayis1 1000 civarinda iken, bazi
mantarlara gidildik¢e bu sayr 10.000 olmakta, ¢igekli bitkilerde ise 400.000 gene
kadar ulasmaktadir (UNEP, 1995). Genetik cesitliligin belirlenmesi amaciyla
organizmalarin sahip olduklart DNA miktarina da bakilabilir. Bir diger yaklagim da
“karyotip analizi” yapilmasi, yani kromozomlarin yapi, boyut, sekil ve sayilarindaki
degisikliklerin belirlenmesidir (Thomas, 1992).

2. Allozim Yontemi:

Allozimler, ayn1 gen lokusunun farkli allelik varyantlarini igeren izozimler
(molekiiler yapilar1 farkli olmasia karsin, islevleri ayni olan enzimler) arasindaki
elektriksel yiiklerin ve molekiiler agirliklarinin  karsilagtirilmasi  yoluyla,
organizmalar  arasindaki  farkliliklarin  belirlenmesinde  kullanilirlar.  Bu
degiskenlerdeki farkliliklar proteinlerin poliakrilamid jel {izerinde farkli hizlarda go¢
etmesini saglar ve boylelikle farkli tiirler arasindaki ve tiir igindeki varyasyonlarin
tespit edilmesinde kullanilabilir. Allozimlerin istiinliigii, teknigin nispeten ucuz ve
basit olmasidir. Bununla beraber, yontemin cesitli siirliliklar1 da bulunmaktadir.
Bunlar arasinda en onemlisi allozimlerin bitki genomu iginde ¢ok kisitli olarak
tiretilmeleri (Frankel ve ark., 1995) ve sadece belirli bir lokusun varyasyonlarini
gosterebilmeleridir. Bu  yilizden  hassas  bir  varyasyon  tespitinde

kullanilamamaktadirlar.



3. DNA Temelli Yontemler:

Molekiiler belirtecler, ¢esitliligin genom seviyesinde belirlenmesini saglayan
belirli DNA dizilerine verilen isimdir. Bu belirtecler bitkilerin bulunduklar1 ortam
kosullari, gelisme seviyeleri, farklilagsma seviyeleri gibi etkenlerden bagimsiz oldugu

icin tiirler arasinda c¢esitliligin dl¢iimiinde etkin sekilde kullanilirlar.

Herhangi bir molekiiler belirtecin gesitliligin dl¢limiinde kullanilmasi i¢in be-

lirli 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu 6zellikleri su sekilde 6zetleyebiliriz:

e Polimorfik olmali ve genom i¢inde dagilmali

e QGenetik ¢esitliligi yeterli seviyede ayirt edebilmeli,

e Hizl, basit ve ucuz olmali,

e Az miktarda DNA ve doku 6rnegine ihtiya¢ duymali,

e Dizi bilgisine ihtiya¢ duymamali.

3.1. RFLP Teknigi ile Cesitliligin Belirlenmesi:

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi) teknigi, DNA seviyesinde farkliliklarin belirlenmesi igin ge-
listirilen ilk belirteg yontemlerindendir (Botstein, 1980). Bu teknikte DNA
polimorfizmi, restriksiyon endoniikleazlari (DNA dizisini endoniikleolitik olarak
kesen ve yiiksek dizi 6zgiinliigii gosteren, yani sadece belirli dizileri kesen, enzimler)
ile kesilmig DNA parcgalarinin jel elektroforezi ile molekiiler biiyiikliikleri temelinde
ayrilmast ve bu parcalarin kimyasal olarak isaretlenmis DNA dizileri ile
hibritlenmesi (Southern blot) sonucunda belirlenir. Bu belirteg¢ yonteminde ¢esitlilik,
restriksiyon bolgelerinde olusan insersiyon, delesyon veya tek nukleotid
polimorfizmleri ile belirlenmektedir. RFLP belirtecleri; yiiksek seviyede polimorfik,
bolgeye 6zgiil ve tekrar kullanilabilir olduklari i¢in en etkili belirte¢ yontemlerinden

biri olarak goze ¢arpmaktadirlar.

3.2. PCR’ a Dayal1 Yontemler:

PCR (Polymerase Chain Reaction, Polimeraz Zincir Tepkimesi) (Mullis ve
Faloona, 1987); DNA'nin belirli bir bdlgesinin, in vivo ortamda gergeklesen
replikasyona benzer bir sekilde, in vitro ortamda ¢ogaltilmasidir. PCR temelli teknik-
lerinin basit ve hizli olmalari, biyogesitliligin belirlenmesi ¢alismalarinda kullanimla-

rin1 kolaylastirmaktadir. Ayrica, rastgele primerlerlerin kullanimu ile dizi bilgisi ba-



gimlhiliginin da ortadan kalkmasi bu belirteglerin rahatlikla kullanimina olanak sag-

lamistir. En ¢ok kullanilan PCR tabanli belirtecler sunlardir: (i) RAPD (ii) AFLP

(Ampliflied Fragment Length Polymorphism, Cogaltilmis Par¢a Uzunluk

polimorfizmi) (iii) Mikrosatellit diziler.

RAPD belirtecleri: Rastgele secilen primerlerin kullanimi ile uygulanan
RAPD tekniginde, primerler arasinda kalan dizilerde gerceklesen yeniden dii-
zenlenme farkliliklarina gore ¢esitlilik ayrimi yapilmaktadir (Williams ve ark,
1991). Ancak bu teknigin dezavantaji, farkli kosullarda farkli sonuglarin elde
edilmesi ve heterozigot bireylerle homozigot bireylerin ayirt edilememesidir
(Bardakgi, 2001). Ayrica RAPD belirteglerine ek olara, PCR teknigini temel
alan diger yontemler de ¢esitliligin tespitinde kullanilmaktadir. Bunlardan il-
ki, 10-15 nukleotid uzunlugunda tek bir primer ile yapilan AP-PCR (Arbitary
Primed PCR)’ dir. Bir diger yontem ise, 10 niikleotidden kisa primerler kul-
lanilarak gerceklestirilen DAF teknigidir. Bu iki yontemde de otoradyografi
ve glimiis boyama kullanilmaktadir.

AFLP belirtegleri: Bu yontem RAPD tekniginde elde edilensonuglarin yeni-
den {iretilebilirlik sorununu ortadan kaldirmak i¢in gelistirilmistir (Vos ve
ark, 1985). Ayni zamanda bu teknik RAPD ve RFLP yontemlerini de birles-
tirmektedir. Restriksiyon kesimine maruz birakilmis DNA dizisi sonucunda
ortaya ¢ikan dizileri, uygun primer adaptorleri ve bir tane secici nukletidle
birlestirilerek yapilan PCR ampilfikasyonu sayesinde her bir 6rnek i¢in orta-
lama 50 — 100 bant elde edilir. Elde edilen bu bantlar yiiksek derecede
polimorfiktirler ve alt tiir seviyesinde taksonomik ayirma saglarlar (Althoff
ve ark., 2007)

Mikrosatellit belirtegleri: Mikrosatellit diziler, 1 ila 5 nukleotid uzunlugunda
olabilen birbirini tekrar eden dizilerdir. Bu diziler 6karyotik genom igerisinde
daginik bir sekilde biitlin genom igerisinde bulunurlar. Bu dizilerin
replikasyon sirasinda azalmalari veya artmalari genom igerisinde varyasyona
neden olarak biyogesitliligi etkiler. Bu dizilerdeki mutasyonlar1 hedef alan
secici PCR ve jel elektroforezi sonrasinda elde edilen bantlar ile ¢esitliligin

tayini yapilir (Schlotterer ve Tautz, 1992).



1.1.1.2 Tiir Cesitliligi

Sistematik bilimi; farkli taksonlarin olusturulmasi, taksonlar arasindaki iliski-
lerin incelenmesi, taksonlara uluslararasi alanda kabul edilen isimlerin verilmesi ve
takson i¢indeki organizmalarin siniflandirilmasi agisindan 6nemlidir. Buna bagli ola-

rak, biyogesitliligin tanimlanmasi ve nitelendirilmesi a¢isindan da dnemi biiytiktiir.

Onceki boliimlerde incelendigi gibi, tiir gesitliliginde sistematik biliminin
siniflandirdigi sekliyle farkli taksonomik seviyeler bulunmaktadir. Bu hiyerarside tiir

evrensel olarak kabul goren en basit sinif olarak kabul edilmistir.
1.1.1.2.1 Tiir Cesitliliginin Tarihcesi

Fosil kayitlar1 bize sadece tarihi devirler ve jeolojik zamanlar1 arastirmamizda
degil, ayn1 zamanda tiirlerin gesitliligi hakkinda bilgiler saglamasi agisindan da ol-
dukca 6nemlidir. Ornegin biyogesitliligin arttig1 donemler veya toplu yok oluslar
sonrasinda ¢esitliligin azaldigi donemleri sadece fosil kayitlar1 yardimiyla 6grene-

bilmekteyiz.

Fosil kayitlarinin sundugu bilgilere gore, “paleozoik™ ve “erken mezozoik”
donemlerinde ¢ok az olan tiir sayisi, 100 milyar yil kadar sonra birden artmaktadir.

Bu patlamalari, fosil kayitlari bize 3 jeolojik donem halinde agiklar:

Yarim milyar yil kadar 6nce gergeklesen “Kambriyen patlamasi”, daha sonra
60 milyon yil 6nce gergeklesen “Circa patlamasi” ve “Triassirie patlamasi” ile mo-
dern bitkilere dogru giden evrimlesme siirecinin ilk asamasidir. Son patlamadan son-
ra evrimsel siire¢ igerisinde ilk karasal biltkilerin “Siliiryen” déneminde ¢iktig1 kabul
edilmektedir (Niklas ve ark., 1985). Vaskuler bitkilerin evrimlesmesi ise, “Devoni-

yen” donemine rastlamaktadir ve daha sonraki evrelerde ise tohumla {ireme baslar.

Yukarida anlatildigi sekilde c¢esitlenmeye baslayan bitki tiirleri, sistematik
biliminin de yardimiyla farkli hiyerarsik diizenlere ayrilmaktadir (Krishnamurthy,
2003):

e Yosunlar: Yaklasik 14.000-16.000 yosun tiirii bilinmektedir. Bunlarin 8000 -
9000 kadar1 karayosunu, 6000-7000 kadar1 ise koyun otudur. Toplam yosun

tiir sayisinin 30.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir.



Egreltiotu: Egreltiotlar1 vaskuler sisteme sahip olan kara bitkileridir ve
gimnosperm ve angiospermlerle birlikte yeryiiziinde en baskin olan bitki gru-
bunu olustururlar. Cogu tropik ormanlarindan kdkenlenen yaklasik 15.000
egreltiotu tiiri bilinmektedir.

Gimnospermler: Gimnospermlerin ¢ogu aga¢ formunda, geri kalanlari ise
¢ali formundadir. Bunlar arasinda Welwitschia mirabilis ne agag, ne ¢ali, ne
de ot olarak tanimlanir. Bu bitki gercek anlamda bir gévdeye sahip degildir,
tersine ¢ok kalin bir kok sistemi ve topragin hemen {istiinde bitkinin yasami
boyunca biiyiiyiip hayatta kalan birkag yaprak icerir. W. mirabilis’e ek olarak
bu grupta yaklasik 500 konifer tiirti, 140 cycads (hint irmigi) tiirii ve 71
gnetales tiirii bulunmaktadir. Gimnospermlerde kesfedilecek tiir sayisi gok
fazla degildir. Cin orijinli ve endemik bir tiir olan Ginkgo biloba yasayan bir
fosildir. Koniferler tiim diinya genelinde bulunur, ancak 6zellikle tropik bol-
gelerin iliman iklimli bolgelerinde ve Alplerde baskin durumdadir.
Angiospermler: Angiospermler olduk¢a biiyiik bir vaskuler bitki grubunu
olustururlar. Yaklasik 235.000-300.000 tiir bilinmektedir ve 500.000 tiiriin
daha bulundugu tahmin edilmektedir. i1k kez yaklasik 35 milyon yil &nce or-
taya c¢ikan angiospermler jeolojik tarihte en yeni olan bitki grubudur. Buna
karsilik, cok kisa bir siirede, muhtemelen yiiksek evrim yetenekleri sayesinde,
en baskin bitki grubu halini almistir. Yiyecek ve diger bitkisel ihtiyaglarin

biiyiik bir cogunlugu angiospermler tarafindan karsilanmaktadir.

1.1.1.3 Ekosistem Cesitliligi

Cesitliligi ekosistemler diizeyinde incelemek, i¢ ice gecmis biyotik ve

abiyotik etkenlerin birbirleri ile olan dinamik etkilesimlerin dogurdugu belirsizlik

yiiziinden oldukg¢a zordur (Primack, 1992; Loreau ve ark., 1995). Ayrica ekosistem-

lerin kiiresel olarak siniflandirilmasindaki eksiklikler de, ekolojik ¢esitliligin sinif-

landirilmasini zorlastirmaktadir. Ancak genel olarak ekosistemleri su siniflara ayira-

biliriz (Krishnamurthy, 2003):

Tropikal Yagmur Ormanlari: Tropikal yagmur ormanlar1 Yeni Diinya’ da
Gliney Meksika’dan Brezilya’nin dogu kiyilarina kadar ilerler. Afrika kita-
sinda tropikal yagmur ormanlari sadece Gine kiyilarinda, Zaire bdlgesinde ve

Madagaskar’m dogu bolgesinde bulunur. Asya kitasinda Dogu



Himalayalar’da, Giineybat1 Hindistan’ da, Sri Lanka, Malezya, Endonezya,
Filipinler, Tayland ve Yeni Gine’ de bulunur. Avustralya’ da sadece Dogu
kiyilarda ince bir hat halinde bulunurlar. Tropikal yagmur ormanlari diinya
yiizeyinin sadece %6-7 kadarin1 ve tahminen yaklasik 9.350.000 km?’lik bir
alan1 kaplar ve genis yaprakli ve her daim yesil olan agaclar gibi bilinen bitki
tiirlerinin %50’ sinden fazlasina (yaklasik %90) ev sahipligi yapar. Bu or-
manlar ayrica 37.000 den fazla tiirle, endemik tiir agisindan da oldukga zen-
gindir. Yagmur ormanlar1 olarak bilinseler de, en fazla yagis alanlar1 bile,
yilda bir veya birkac ay1 kurak gecirirler ve ayda 100 mm’ den daha az yag-
mur alirlar. Sadece Malezya ve Endonezya’ da yagmur ormanlarinin biiyiik
bir kismi her zaman yagis alir. Yagmur ormanlarindaki biyogesitlilik sadece
toplam ortalama yagis miktarindaki degisikliklerden degil, lokal yagis degi-
sikliklerinden de etkilenir.

Iman Ormanlar: Genellikle Kuzey yarimkiirede, Avrupa, Dogu Asya, Ku-
zey Dogu Amerika, Kuzey ve Giiney Amerika’nin Pasifik kiyilari, Yeni Ze-
landa adalar1 ve Tazmanya’ da bulunurlar. Kisin yapraklarin1 doken agaclar
baskindir, daha az oranda da her daim yesil olan genis yaprakli agaclar ve
koniferler bulunur. 1200’ den fazla agag tiirtiniin bu ormanlarda bulundugu
bilinmektedir, bunun biiyiik bir cogunlugu da Dogu Asya’ da bulunur.

Kurak ve Yari-kurak Ekosistemler: Bu ekosistemdeki biyolojik c¢esitlilik
nispeten fakirdir ve alinan su miktarina gore degisiklik gosterir. Belirli bir
zamanda, belli bir alandaki cesitliligin ve toplam tiir ¢esitliliginin belirlenme-
si bu ylizden oldukga zordur.

Kuzey Kutbu ve Daghk Ekosistemler: Bunlar agactan yoksun olan, sogu-
gun hakim oldugu ekosistemlerdir. Diinya lizerindeki karasal alanlarin %8’
ini kaplarlar, bunlarm %5’ i Kuzey Kutbu, %3’ i ise daglik bolgelerdir. Bu
ekosistemler diinya florasinin sadece %4’ {inii olusturur ve bunun 1500 tiirii
Kuzey Kutbunda, 10.000’1 ise daglik bolgelerdedir.

Cayirlar: Diinya iizerindeki karasal alanlarin yaklagik %25’ ini kaplayan ¢a-
yirlar zaman zaman kuraklikla karsilasilan dogal ekim alanlarini olustururlar.
Insan kaynakli etkenlerden dnce gayirlarin yaklasik %40' lik bir alan1 kapla-
dig1 tahmin edilmektedir. Dogal (agag biiylimesinin adaptasyon zorluklari ve-

ya iklimsel degisiklikler nedeniyle, dogal olarak baskilandigi ekosistemler),
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yari-dogal (bitki Ortiisiiniin insan eliyle ekilmedigi ancak tiir ¢esitliliginin in-
san aktivitesinden etkilendigi ekosistemler) ve yapay (bitki ortiisiiniin insan-
lar tarafindan tohumla ekilerek olusturuldugu ekosistemler) olarak siniflandi-
rilan ¢ayir ekosisteminde ot ve ot benzeri tiirler baskindir, ancak bazi bolge-
lerde agaclar ve cali benzeri tiirler de bulunur. Cayirlardaki biyogesitlilgin si-
nirlanmasindan kuraklik, yangin ve otobur saldirilart sorumludur.

Deniz Ekosistemleri: Denizler yeryiiziiniin %71’ ini kaplasa da, deniz eko-
sistem cesitliligi ne yazik ki ¢ok fazla bilinmemektedir. Bunun baglica neden-
leri karmasik biyocografik yapisi, miidahale edilememesi ve igsel hareketleri-
nin gozlemlenmesindeki giigliiktiir. Deniz ti¢ boyutludur ve karaya goére ¢ok
daha dinamiktir. Dolayisiyla, ilke olarak her deniz canlis1 deniz ekosisteminin
her bir bolgesine ulasip yerlesebilir. Yine de 49 biiyiik deniz ekosistemi ta-
ninmakta ve bunlar 20.000 kadar deniz bitkisine ev sahipligi yapmaktadir.
Agroekosistemler: Agroekosistemler insanlarin belirli tiirleri secerek dogal
bitki ortiisii yerine bunlar1 ekmesiyle olusmustur. Dolayisiyla yapay ekosis-
temlerdir ve insan aktivitelerine bagl olarak tiir ¢esitliligi gosterirler ve bu

gesitlilik oldukc¢a smirhidir.
BiYOCESITLILiGIN KAYBI

Bir onceki boliimde bahsedildigi gibi biyogesitlilik ti¢ farkli diizeyde ince-

lenebilmektedir: (i) Gen, (ii) Tiir ve (iii) Ekosistem g¢esitliligi. Bu ti¢ farkli organi-

zasyon seviyesinin birbiri ile hiyerarsik olarak baglantili oldugu anlatilmigti. Dogal

olarak, biyogesitliligin kayb1 da bu ii¢ farkli organizasyon seviyesinin birbirleri ile

etkilesimleri ile olmaktadir.

1.1.2.1 Genetik Cesitliligin Kayb1

Genetik ¢esitliligin kaybi bir tiire ait tim gen havuzunun ve o havuzu olustu-

ran popiilasyonun kaybi ile gergeklesir. Genetik cesitliligin kaybindan asagidaki

etkenler sorumludur:

= Kurucu etkisi: Bu etki bir popiilasyon igerisindeki bir bireyin kendi,
orijinal popiilasyonundan ayrilarak baska bir popiilasyon kurmasi ile
gergeklesmektedir. Bu yeni olusan popiilasyonunda gen havuzuna al-

dig1 kaynak eski popiilasyondan kopan bireyler olmaktadir. Eger ku-
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rucu bireyler koken aldiklart popiilasyondaki gen havuzunun tamami-
n1 temsil edemiyorlarsa yeni kurulan popiilasyondaki gen havuzu da
eski popiilasyondan farkli ve daha sinirli olacaktir. Bu da eski popii-

lasyonun genetik ¢esitliliginin kaybi ile sonuglanir.

* Demografik darbogaz: Biiylik popiilasyonlarin ani ciddi kiigiilmesi
seklinde agiklanabilen bu etken sonucunda, yeni popiilasyon sadece
yasanan ani kii¢iilmeye dayanabilen bireylerle olusacagindan, orijinal
popiilasyona ait sinirli sayida birey igerir. Hayatta kalan bu bireyler
gen havuzunun hepsini temsil edemeyecekleri igin bu siireg igerisinde
eski popiilasyona ait gen havuzu daralir. Boylece genetik cesitlilik

azalir.

= Genetik kayma: Bu etki popiilasyonun ig¢indeki herhangi bir genin fre-
kansindaki degisiklikle ortaya ¢ikar. Yukarida anlatildigi gibi, eger
popiilasyonda bir azalma gerceklesmis ise gesitliligi saglayan farkli
alleller yok olur ve bunun sonucunda heterozigotluk azalirken
homozigotluk artar ve genetik cesitliligi saglayan ¢ekinik alleller gen
havuzundan silinir. Genetik kaymanin gen ¢esitliliginin  kay-

bolmasindaki temel etken oldugu diisiiniilmektedir.

= Akrabalar arasi ¢aprazlama: Akrabalar arasi ¢aprazlama, ayn atalara
sahip bireylerin ¢aprazlanmasi seklinde tarif edilir. Bunun sonucunda
gen frekanslarinda ve ortalama karakter sayisinda azalmalar gercekle-
sir ve bu da popiilasyon biiylime hizinin azalmasi, fertilitede diisiis ve

hayatta kalma oraninda azalma gibi sonuglar dogurur.
1.1.2.2 Tiir Cesitliliginin Kayb1

Tiir ¢esitliliginin kayb1 dogal bir siiregtir. Fosil ve tarihsel verilerden elde et-
tigimiz kadar1 ile tiim tiirler belirli bir yagam siiresine sahiptir. Tahminlere gére her
yiiz milyon yilda bir tiir yok olmaktadir. Bu yok olmalar1 agiklamak i¢in farkl arasti-
ricilar tiirler arasi rekabet, iklim degisiklikleri, 6liimciil genlerin birikimi, akrabalar

arasi ¢aprazlanma stresi gibi farkli teoriler ortaya atmustir.
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Bir tiiriin yok olmast iki sekilde aciklanabilir. Tlki; tiirlerin tarih sahnesinden
tamamen silinmesini tanimlayan “gercek yok olus”, diger tanim ise, tiirlerin tarihsel
alanda sadece izlerinin bulunamamasi veya dogada evrimsel siire¢ icerisinde farkli

kollara boliinmesini agiklayan “yalanci yok olus”.
1.1.2.2.1 Tiir Cesitliliginin Kaybolmasindan Sorumlu Siirecler

Tiirlerin kaybinda, kayba neden olan etkinin rastgele olup olmadigina bagl

olarak 2 farkl: siire¢ bulunmaktadir.

Rastgele olmayan etkiler: Ormanlarin kesilmesi, habitatlarin pargalanmasi
gibi belirlenebilme sans1 olan, insan kaynakli etkilerdir. Bu olaylarda bir popiilasyon
parcalanabilir veya tamamen ortadan kalkabilir. Ayrica, bu etki sonucunda gii¢clenen

yeni bir popiilasyon yerel popiilasyonu baskilayarak yok olmasina neden olabilir.

Onceden belirlenemeyen rastgele etkiler: Dogal dinamiklerin isin icine daha

cok karistig1 bu siiregte, etkiler 6nceden tahmin edilememektedir:

= Niifus belirsizligi: Popiilasyon biiyiikliigli hayatta kalma sans1 agisin-
dan en temel etkendir (Lande ve Barrowclough, 1987). Arastirmalar
100 bireyden daha az olan bir popiilasyonun soyunu devam ettirebil-
me sansinin oldukca diisiik oldugunu gostermistir. Yani kiiciik popii-

lasyonlar yok olmaya daha yakindirlar.

» Cevresel belirsizlikler: Tklimlerdeki ani degisiklikler, besin kaynakla-
rinin azalmasi, hastalik ve zararlilarin yayginlasmasi, rekabetin artma-

s1 gibi cevresel etkenler tiir ¢esitliliginin kaybolmasinda 6nemlidir
(Shaffer, 1987).

» Dogal felaketler: Sel, firtina yangin kuraklik gibi dogal felaketler de
tiir cesitliligini etkiler. Bunlar genellikle ¢ok kisa siirer, ancak etkisi

oldukga biiyiik olur.

= Genetik belirsizlik: Genomda meydana gelen rastgele degisiklikler ve

mutasyonlar da tiir kaybina neden olur.
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Rastgele ve Rastgele olmayan etkenler, birlikte veya tek baslarina ¢alisarak,

tiirlerin ¢esitliligini etkilemektedirler.
1.1.2.2.2 Tiirlerin Dogadaki Durumlarina Gére Simflandirilmasi

Tiirlerin kaybolma tehlikesi ile kars1 karsiya olmasi ve azalmasi ile ilgili so-
runlar 1992 BM konferansinda genis olarak tartisilmistir. Sonugta IUCN
(International Union for Conservation of Nature) (1995) kirmiz1 kategorileri olustu-

rulmustur. Buna gore:
1- Kaybolma Tehlikesi Tasiyan Tiirler:

e Nesli tikkenmis/Yok Olmus (Extinct, EX): Son 50 yilda yabani formda bu-
lunmayan, ancak tarimsal yontemlerle (kiiltiirlemelerle) nesli devam ettirilen
tiirlerdir. Bununla beraber, bu tiirler ancak kiiltiirde yasatilabildikleri i¢in ¢o-
gu aragtirict “dogada yok olmus” (EW, Extinct in the Wild) taniminin kulla-

nilmasinin daha uygun gérmektedir (Koopwitz ve Kaye, 1990).

e Nesli tilkenme tehlikesi tasiyan tiirler (Endangered, EN) : Kisa bir siire igeri-
sinde (birka¢ on yil) dogadaki yabani formlarinin yok olacagi 6ngoriilen tiir-
lerdir. Bu gruba birey sayis1 kritik sayida azalmig ve/veya habitatlari ciddi bir

sekilde zarar gdrmiis/azalmis taksalar girer.

e Kaybolma egiliminde olan tiirler (Vulnerable, VU) : Olumsuz sartlar devam
ettigi takdirde, yakin bir gelecekte nesli tiikenme tehlikesi tagiyan tiirler gru-
buna girecegi ongoriilen tiirlerdir. Bu gruba, popiilasyonlar1 ¢cok fazla dagilan,
habitatlar: siddetli bir sekilde bozulan veya popiilasyonlarinin gogu veya ta-

maminin boyutunun kiictildiigii taksalar girer.

e Nadir bulunan tiirler (Rare, R) : Sadece belli bir cografik bolgede veya habi-
tatta, kiiciik, yerel bir popiilasyon olarak bulunan tiirlerdir. Su anda kaybolma
riski olmasa da insan eliyle ve/veya dogal etkenlerle habitatlarinin tahrip

edilmesi durumunda bir {ist tehlike seviyesine dahil edilebilirler.

e Tanimlanmamis (Indeterminant,l) tiirler: Bu gruptaki tiirler, kaybolma riski
veya egilimi tastyan veya nadir bulunan tiirleridir, ancak bu siniflardan hangi-
sine yerlestirilmesi gerektiginin belirlenebilmesi i¢in daha fazla bilgiye ihti-

ya¢ duyulmaktadir.
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2-  Durumu Bilinmeyen Tiirler:

e Yeterince bilinmeyen tiirler (K): Yukarida anlatilan kategorilerden birine da-
hil oldugundan stiphelenilen, ancak bilgi eksikligi nedeniyle heniiz belirlene-

memis olan tiirlerdir.

e Belirsiz tiirler (?, Status Unknown): Bu tiirler hakkinda herhangi bir bilgi bu-

lunmamaktadir.

e Aday (Candidate, C): Yukarida tarif edilen kategorilerden birine dahil oldu-

gundan siiphelenilen ancak hala incelenmekte olan tiirler bu gruba girer.
3- Tehlikede Olmayan Tiirler:

e Giivenli veya kaybolma riski tagimayan tiirler (Not Threatened, NT): Yok

olma tehlikesi icermeyen tiirleri tanimlayan siniftir.
1.1.2.3 Ekosistem Cesitliliginin Kaybi

Ekosistem ¢esitliligi hem tiir hem de genetik ¢esitliligin kaybina yol agmak-
tadir. Hem tahmin edilebilir hem de tahmin edilemeyen etkenler ekosistem c¢esitlili-

ginin kaybina yol acar.

Asirilik (bilimsel veya endiistriyel nedenlerle koleksiyonlarin kontrolsiiz biri-
kimi ve bitkilerin 6ldiirilmesi), habitat yikimi (tarim, bina yapimi, yol veya baraj
yapimi, endiistriyel gelisme, sucul alanlarin doldurulmasi, turizm gibi organize yiirii-
tillen arazi doniistiirme islemleri), yayilmaci tiirlerin ekosisteme girmeleri (yayilmaci

tiirler ve zararlilar) ve ikincil kayiplar bu sonuca yol agmaktadir.

Bununla beraber, ekosistem ¢esitliligin kaybindaki en 6nemli etken ekosiste-
min parcalanmasidir. Pargalanma sonucunda, her biri farkli ¢evresel sartlara sahip
olan, yapay karasal adalar olusur. Parcalanma ayrica yabanci tiirlerin go¢ edip yer-
lesmesini de tesvik eder ve bu genellikle kalict olup, dogal tiirlerin yagamini olumsuz
etkiler. Pargalanmanin en biiyiik etkisi biiyiik popiilasyonlarin kii¢iik popiilasyonlara
boliinmesi ve yasama yeteneklerinin, birey sayilarindaki azalma nedeniyle, diismesi

ile gergeklesir.
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1.1.3 BIiYOCESITLILIGIN KORUNMASI

Biyogesitliligin korunmasi en basit tanimla “Biyogesitliligin dis etkilere karsi

stirdiiriilebilir bir sekilde korunmas1” anlamina gelmektedir (Virchow, 1998).

“Birinci Diinya Koruma Stratejisi” konferansinda biyogesitliligin korunmasi

adina su sekilde bir tanim yapilmaistir:

“Biyosfer tizerindeki insan etkinliginin diizenlenmesi ve bdylelikle simdiki
nesillerin ihtiyaglar1 en yiiksek verimde karsilanirken gelecek nesillerin ihtiyaglarinin
da gozetilmesi ve doganin siirdiiriilebilir bir sekilde kullaniminin saglanmasidir

(IUCN 1980).”

Modern koruma biyolojisi, koklerini 1973 yilinda San Diego Vahsi hayvan
parkinda diizenlenen, “Uluslararasi1 Koruma Biyolojisi” Konferansinda almigtir. Ar-

dindan 1985'li yillarda da Koruma Biyolojisi toplulugu kurulmustur (Duthie, 1997).

Giiniimiizde koruma biyolojisi eskisine oranla daha farkli bir yaklagim sergi-
lemektedir. Eskiden sadece ekonomik 6neme sahip ve yiiksek verim veren tiirler ko-
runurken, simdi biyogesitlilik bir biitlin olarak ele alinmakta va tiirlerden ¢ok ekosis-

temlerin korunmasina 6ncelik verilmektedir (Meffe ve Carroll 1994).

Daha 6nceki boliimlerde Biyogesitlilik 3 temel seviyeye ayrilmsti: (i) genetik
cesitlilik, (ii) tiir gestliligi ve (iii) ekosistem gesitliligi. Biyogesitliligin korunmasi da
bu 3 seviyenin her birinde uygulanabilmektedir. Ancak tiir ¢esitliliginin kayb1 diger
seviyelere gore daha iyi karakterize edilebilmektedir. Bu yiizden biyocesitliligin ko-

runmasinda daha ¢ok tiir ¢esitlilginin korunmasina 6ncelik verilmektedir.
1.1.3.1 Genetik Cesitlilig¢in Korunmasi
Genetik ¢esitliligin korunmasinda ii¢ temel hedef bulunmaktadir:

* Canli popiilasyonun kisa bir siire igerisinde yok olmasini engellemek
= Popiilasyona adaptif yetenekler kazandirmak

= Popiilasyonun yasama kabiliyetini siirdiirmek

Ancak genetik cesitliligi korurken dikkat etmemiz gereken 6nemli bir nokta

vardir: Tiirlerin evrimlesmesinde ve yeni kosullara adaptasyonunda, genetik varyas-
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yonlarin 6nemi biiyiilk olmaktadir. Dolayisiyla genetik cesitliligin korunmasi, var-

yasyonlarin da etkin bir sekilde korunmasini gerektirmektedir.
1.1.3.2 Tiir Cesitliliginin Korunmasi

Biyogesitliligin korunmasindaki en temel 6genin tiir ¢esitliligin korunmasi
oldugu kanitlanmistir. Ciinkii tiir ¢esitliliginin kayb1 gen veya ekosistem cesitliligine
oranla daha kolay tespit edilebilir ve sayisal verilere dokiilebilir. Hatta ekosistem
cesitliliginin korunmasinda bile tiir ¢esitliliginin korunmasi temel alinmaktadir

(Meffe ve Carol, 1994).

Tiir ¢esitliliginin korunmasinda oncelikle yok olma tehlikesi yiiksek olan tiir-
ler 6n sirada tutulur. Nadir bulunan endemik tiirler dncelikli olarak korunurlar. Bunu

tarimsal agidan 6nemi bulunan tahil bitkilerinin korunmasi takip etmektedir.
1.1.3.3 Ekosistem Cesitlilig¢inin Korunmasi

Bu koruma stratejisinde ekosistemin tamamen korunmasi amaglanmaktadir. Bu
da korunmus alanlar gibi bolgelerde kullanilabilir. Onemli olana nokta yiiksek dere-
cede endemik tiir barindiran “Sicak Bolge” ekosistemlerinin korunmasina dncelik

taninmasidir.
1.1.3.4 Koruma Stratejileri
1.1.3.4.1 In Situ Koruma Yontemleri

Tiirlerin igine bulunduklar1 ekosistem ile birlikte korunmalarina in situ ko-
runma stratejisi adi1 verilmektedir. Bu stratejide tiirler evrimsel baski, dogal tehditler,
patojenler gibi dis etkenlere agiktirlar ve bu nedenle, dinamik bir koruma stratejisi
olarak da tarif edilmektedir (Frankel ve ark., 1995). Burada temel olan; belirli bir
ekosistemin sinirlart belirlenmis olan alanlarda korunmasini saglamaktir. 1994 [TUCN

kategorilerine gore korunmus alanlar su sekilde tanimlanmistir (IUCN, 1994):

“Biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve stirdiiriilebilir bir bi¢imde kullanilmasi

icin kanunlarla belirlenmis sinirlar i¢inde ayrilan kara veya deniz pargasidir.”

Korunmus alanlara 6rnek vermek gerekirse; Bilimsel rezervler, Ulusal park-
lar, Dogal anitlar, Korunmus dogal rezervler, Vahsi yasam parklari, Biyosfer rezerv-

leri, Diinya miras1 alanlar1 bu koruma stratejisinin kapsami icerisinde yer almaktadir.



17

Giinitimiizde, Diinya yiiz 6l¢limiiniin % 8,2'si veya yaklasik 9,25 milyon ki-
lometre karelik alanda, 1508 tanesi Ulusal park olan 9832 tane korunmus alan bu-
lunmaktadir. [IUCN tarafindan segilen hedef ise, Diinya yiizeyinin %10- 12" ini kap-
sayan 13 milyon kilometre karelik alana sahip en onemli temel ekosistemlerin ko-

runmasidir.
1.1.3.4.2 Ex Situ Koruma Yoéntemleri

Diger koruma stratejisi ise, tlirleri bagh bulunduklar1 ekosistemin diginda bir
yerde korumayi tarif eden Ex-situ koruma yontemidir. Bu stratejide tiirler; dis etken-
lere olabildigince kapalidirlar ve bu yiizden de statik bir koruma yontemi olarak tarif
edilir (Frankel ve ark. 1995). Ex-situ koruma stratejisi son zamanlarda, in situ yon-

temlere ek olarak gelistirilen bir strateji olarak 6nem kazanmaya baslamistir

(Heywood, 1990).
Cesitli ex-situ koruma yontemleri asagidaki gibidir:

Germplazma Bankalar1 ve Koleksiyonlari: Germplazma koleksiyonlari in
Vivo veya in vitro olarak saklanan kiiltiire alinmig taksalarin ve bunlarin yabani form-
larinin 6rneklerini igerir. Saklanan 6rnekler bitki yetistiricileri, taksonomistler, ziraat

miihendisleri, fitopataloglar vb tarafindan deney materyali olarak kullanilir.

Germplazma koleksiyonlar1 ilk olarak 19 YY.' da Paris' te Philippe de
Vilmorin tarafindan bugdaym korunmast i¢in kullanilmistir. Bunu Ingiltere, Alman-
ya, Isve¢ ve Avustralya’da cesitli tahillarin korunmasi amaciyla olusturulan
germplazma koleksiyonlari takip etmistir. Ancak ilk profesyonel germplazma banka-
st ise 1920-1930" lu yillarda N. 1. Vavilov tarafindan kurulmustur (Vavilov, 1949-
1950).

Bu yontem ile giinimiizde, 80 farkli taksona ait 6,2 milyon farkli hat 131 l-
kede bulunan 1320 germplazma bankasinda saklanmaktadir (FAO, 1996). Bunlarin
yaklasik %7’ si cetlik, %5’ 1 misir, %75’ 1 ise diger Uriinlerdir.

Botanik Bahgeleri: Botanik bahgeleri en kaba tanimla tiirlerin egitim, peyzaj
veya bilimsel kullanim amaciyla belirli bir toprak pargasi iizerinde korunmasidir. ilk
botanik bahgesinin kurulusu 7. YY’ da Hindistan' da kurulan tapiak bahgelerine
dayanmaktadir. Bunu 14. YY’ da Avrupa’daki ortagag bahgeleri takip etmektedir.
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Avrupa'daki ilk kayitli botanik bahgesi ise 1545 yilinda Padua Universitesinde Ital-
ya’da kurulmustur. 17. YY" dan itibaren aktif olarak kullanilan botanik bahgeleri, pek
cok faydal1 bitkinin diinya iizerinde hareketine olanak saglamistir. Su anda sadece
Avrupa' da 540 tane botanik bahgesi bulunmaktadir (Given, 1996). Orkideler,
sukkulent bitkiler, bromeliadlar, soganli bitkiler ve 1liman iklim agaclar1 botanik
bahcelerinde en sik rastlanan bitki gruplaridir. Buna karigilik tropikal agaclar, epifit-

ler, etobur bitkiler ve palmiyelere nadiren rastlanir.

Botanik bahgeleri, kullanim alanlar1 ve bitki germplazmasinin kitalararasinda

hareketini saglamasi agisindan en 6nemli ex-Situ koruma yontemlerinden birisidir.

Tohum Bankalari: Tohum bankalar1 gelecek nesiller igin tiirlerin tohumlari-
nin kontrollii kosullar altinda (genellikle %5-7 tohum nem igerigi ve 18°C’ nin altin-
daki sicakliklarda) canliliklarini kaybetmeden saklanmalarini amaglar. Dolayisiyla
tohum ile lireyen bitkiler agisindan en 6nemli koruma stratejisini teskil etmektedir.
Tohum bankalarinda, metabolik siiregler en alt seviyeye indirildiginden, hem genetik
kararliligin korunmasina hem de germplazmanin uzun bir siire boyunca saklanmasina
olanak saglar. Ancak bu bankalarda, nem igerigi %7 seviyesine kadar indirilebilen
ortodoks (desikasyona toleransli) tohumlar korunabilir. Yeterli derecede desike edil-
mis ortodoks tohumlar genetik degisiklige ugramadan uzun yillar boyunca saklana-
bilmektedir (Roberts, 1975, 1989). Yari-ortodoks tohumlar ise kismen desike edile-
rek saklanabilirler ama ¢ok diisiik nem igeriklerinde canliliklarin1 kaybederler. Bu
yiizden Ortodoks tohumlara gore gorece daha yiiksek nem igeriginde saklanmalari
gerekir. Recalcitrant olarak tanimlanan, desikasyona ¢ok hassas tohumlar ise bu yolla

saklanamazlar.

Test Tiipii Gen Bankalari: Tohum iiretmeyen kisa 6miirlii ve yumru ci-
cek/bitki sogani, rizom veya koklerle cogaltilan bitkiler ile vejetatif olarak iretilen,

uzun Omiirlii agac ve ¢alilarin saklanmasi bu yolla olmaktadir.

Polen Bankalari: Polenlerin kontrollii kosullar altinda saklandiklart polen
bankalar1, hibritleme, ¢aprazlama gibi caligmalar icin biiyiik 6nem arz etmektedir.
Ancak ne yazik ki bu yontemle sadece paternal materyalin saklanmasi miimkiin ol-
maktadir. Bu yontemin bir diger sinirliligi da polenlerin uzun siireli saklanmasini

saglayacak yontemlerin heniiz gelistirilmemis olmasidir.
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Tarla Gen Bankalari: Belirli bir tiiriin ex-situ olarak saklanmasinda en
Oonemli yolardan biri de tarla gen bankalaridir. Tarla gen bankalarinda tiirler belirli
bir toprak pargasi lizerinde aktif olarak saklanmaktadirlar. Yontemde genetik gesitli-
ligin korunabilmesi i¢in, koleksiyonlar miimkiin olan en fazla bitki sayisina sahip

olmalidir.

DNA Bankalari: DNA bankalarinda tiirlerin genetik bilgileri saklanmaktadir
(Peacock, 1989; Adams ve ark., 1994). Bu koruma yontemi 3 sekilde ger¢eklesmek-
tedir:

e Total genomik DNA saklanmasi
e DNA kiitiiphaneleri olusturulmasi

e Klonlanmis DNA fragmentlerinin saklanmasi

Orneklerin bu sekilde saklanmas1 oldukca kolaydir, dondurma islemini taki-
ben periyodik bakim ve yenileme gerektirmez. Ancak DNA 6rneklerinin hazirlanma-

st yliksek teknik bilgi gerektirir.

In-vitro Yontemler: Bu koruma stratejisi diger koruma stratejilerine oranla
¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir ve ¢ok 6nemli uygulama alanlarina sahiptir. Bu
stratejide temel olarak bir sonraki boliimde bahsedilecek olan “Bitki Doku Kiiltiirii”
yontemleri kullanilmaktadir. Birgok in-vitro yontem, patojen saldirilarina kapali ol-
masi, diisiik maliyet ve kisith bir alanda saklamaya olanak saglamasi acgisindan diger

yontemlere gore daha avantajli olmaktadir (Whiters, 1989).

1.2 BIYOCESITLILIGIN BIYOTEKNOLOJIK YON-
TEMLERLE KORUNMASI

1.2.1 BIiTKIi DOKU KULTURU

Bitki Doku Kiiltiirii; bitkilerden alinan eksplantlarin, steril ve kontrollii kosul-
lar altinda, yapay besi ortaminda ¢ogaltilmasi ve bu yolla yeni bitkisel dokularin ve-
ya triinlerin elde edilmesi olarak tanimlanabilmektedir (Haberlant, 1902; Thorpe,
1990).
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1.2.1.1 Tarihge

Bitki doku kiiltiirtiniin teorik temelleri ilk olarak 1902 yilinda Haberlant tara-
findan atilmistir. Haberlant, izole edilmis yaprak fotosentetik hiicrelerinin kontrollii
kosullar altinda herhangi bir doku veya organi olusturulabilecegi teorisini ortaya at-
mis ve boylece “Totipotensi” kavramini tanimlamistir. Ayrica istenirse, herhangi bir
vejetatif bitki parcasindan, yapay embriyolarin elde edilebilecegini de 6ne siirmiis
olan Haberlant bitki doku kiiltiiriiniin babasi olarak kabul edilmektedir (Haberlant,
1902, 1903). Bu ¢alismalarin bagka bir sonucu da, ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre-

lerin birbirleri ile olan etkilesimlerine 1s1k tutmasidir.

Haberlant'in ardindan farkli arastiricilar ¢alismalara devam etmistir. F 1934
yilinda domates bitkisinin kok ucundan meristem Kkiiltiirleri elde etmis ve bunu
Asparagus, Tropaeloum malus L. ve Lupinus albus L. bitkilerden elde edilen govde
ucu kiiltiirleri de takip etmistir (Loo, 1945; Ball, 1946). Calismalarinin sonucunda
Gautheret ilk gercek bitki doku kiiltiirii sistemini, Acer pseudoplantanos bitkisinin
kambiyal dokularindan elde etmistir (Gautheret, 1934).

Takip eden calismalarin arasinda Gautheret’ in agarla katilastirilmis glikoz ve
sistein hidrolizat1 igeren Knop ¢ozeltisini besiyeri olarak kullanarak Robinia
pseudoacacia, Salix capreae ve Ulmus campastreae bitkilerinin eldesi (Gautheret,
1934; Gautheret, 1935) ve White tarafindan Nicotiana glacua X Nicotiana
langsdorffii hibridinden elde edilen kallus kiiltiirleri sayilabilir. Ozellikle Nicotiana
glacue X Nicotiana langsdorffii kiiltiiriiniin oksine ihtiyag duymamasi bu kiiltiiriin
smirsiz bir sekilde gogaltilabilmesini saglamistir (Gautheret, 1939; Nobecout, 1939;
White, 1939).

Bu arada besiyeri formulasyonlarinda da gelismeler yasanmistir. 1940’11 yilla-
ra kadar Knop’ un 1865 yilinda gelistirdigi besiyeri kullanilmistir. Ancak, bitkilerin
bu besiyerinde yeterli biiylime gosterememeleri ve farkli pH araliklarinda olusan
anormallikler nedeniyle yeni formulasyonlara ihtiya¢ duyulmustur. 1943 yilinda
White tarafindan gelistirilen besiyeri 1960’11 yillara kadar kullanilmis (White, 1943)
ve bu siire iginde farkli arastiricilar bitkilerin daha yiiksek oranda mineral tuzlara
ihtiyacglart oldugunu tespit etmiglerdir (Hildebrant ve ark., 1946; Heller, 1953). 1962
yilinda, Nicotiana tabaccum kiiltiirlerinin iyilestirilmesi i¢in yapilan ¢alismalar sonu-

cunda, formiile edilebilen ilk besiyeri formulasyonu gelistirilmistir (Murashige ve
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Skoog, 1962). Bu besiyerinde, yiiksek oranda inorganik tuzlar, myo-inositol, vita-
minler ve kiiltiirlerin canliligini uzatmak i¢in de kelator olarak demir bulunmaktadir.
Doku kiiltiirti ile yapilan 6ncii ¢alismalarin hepsinde farklilasmamis meristem doku-
larindan elde edilen kiiltiirler kullanilmaktaydi. Skoog ve arkadaslarinin ¢alismalari
sonucunda kiiltiir ortamina eklenen yiiksek konsantrasyonlarda adenin ve fosfatlarin,
meristematik olmayan dokularda da kok ve gévde farklilasmasi olusturabildigi goste-
rilmistir (Skoog ve ark., 1948).

Kinetin’ in kesfi (Miller ve ark, 1955) ile birlikte, kiiltiirlerdeki oksin ve
sitokinin dengesinin ayarlanmasiyla, kok ve gévde morfogenezi de kontrol edilmeye
baglanmistir. Yiiksek orandaki oksin/kinetin seviyeleri koklenmeyi tesvik ederken,
bu oran kinetin lehine dondiiriildiigiinde kiiltiirlerde govde olusumu hiz kazanmustir.
Daha sonraki ¢alismalarda ise, dogal olarak olusan sitokininlere ek olarak, sentetik
sitokininlerin de elde edilmesi ve apikal dominansinin kirilmasi, mikrogogaltim ve

genis Olcekli liretimin Oniinii agan bir etken olmustur (Skoog ve Miller, 1957).
1.2.1.2 Totipotensi ve Morfogenez

“Totipotensi” terimi, tarih¢e kisminda agiklandigi gibi, herhangi bir bitki hiic-
resinin tiim bir bitkiyi verebilme yetenegi olarak tanimlanabilir. 1950’ li yillardan
itibaren bu tanimi desteklemek i¢in ¢alismalar yapilmistir. Muir ve arkadaslar1 1954
yilinda tiitlinden elde ettigi farklilagmamis tekil hiicreleri, canli kallus dokusunun
tizerine koyarak (burada canli kallus dokusu, farklilasmamis hiicreler i¢in yardimci
kiiltir olarak kullanilmigtir) hiicrelerin farklilasmasini saglamis tir. Bergmann (1959)
ve Jones (1960) adli arastiricilar da ayni sekilde yaptiklar1 ¢alismalarda benzer so-

nuclara ulasmstir.

Morfogenez ise, farklilasmamis dokularin veya hiicrelerin, digsal bir etki ile
farklilasarak istenilen dokuyu olusturmasi olarak tarif edilebilir. Morfogenezin geli-
simi ise, yukarida anlatildig1 gibi Skoog tarafindan yiiksek oranda adenin ve fosfatla-
rin ilavesi ile gergeklesmistir. Ayrica sitokininlerin kesfi ve bitki morfogenezinde
oynadiklari rol sayesinde, istenilen doku ¢esidi iiretilebilir duruma gelmistir. 2 temel
morfogenez sekli bulunmaktadir. Morfogenez sirasinda once govde ardindan kok
olusuyorsa bu “organogenez” olarak adlandirilmaktadir. Bunun tam tersi olarak,
embriyo olusumu gergeklesiyorsa, siirece “embriyogenez” denilmektedir (Thorpe,
1902).
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Organogenez bitkilerde temelde 2 farkli yoldan tesvik edilebilmektedir: Dog-
rudan organogenez ve dolayli organogenez. Dogrudan organogenez siirecinde
eksplantlardan dogrudan adventitif govdeler tretilebilir. Dolayli organogenez siire-
cinde ise eksplantlardan 6ncelikle kallus (organize olmamis ince g¢eperli parankima
hiicrelerinin kitlesel toplulugu) olusumu indiiklenir. Ardindan bitki biiyiime diizenle-
yicileri kullanilarak, organogenez edilebilir. Ayrica istenirse, kallus dokusunu igeren
hiicreler siispansiyon kiiltiirii olarak da kullanilabilir. Organogeneze benzer bir sekil-

de, somatik embriyogenez de dogrudan vey kallus olusumunu takiben olabilir.

Eger eksplant olarak nodlar, govde uglari ve meristemler kullaniliyorsa dog-
rudan organogenez indiiklenebilir. Bunun sonucunda ise, meristem kiiltiirleri, govde
ucu kiiltiirleri elde edilebilir. Bu yonteme ayni zamanda mikrogogaltim da denmek-
tedir. Bu yontemde, sitokinin/oksin dengesinin arttirilmasiyla kiiltiirlerdeki aksiler
tomurcuk olusumunun uyarilmasi temel alinmistir. Bu teknik giintimiizde bitkilerin

vejetatif yollardan ¢ogaltimi igin sik¢a kullanilmaktadir.
1.2.1.3 Bitki Doku Kiiltiiriiniin Asamalari
1.2.1.3.1 Germplazma Eldesi ve Eksplant Secimi

Herhangi bir bitkinin doku kiiltiirii kurulurken atilmasi gereken ilk adim, o
bitkiye ait germplazmanin elde edilmesi ve o bitkiden kiiltiire alinacak en uygun

eksplantin se¢imidir.

Calismalar sonucunda eksplantin canliligini belirleyen bazi faktorler oldugu
anlasilmistir. Anag bitkinin genetik yapisi, bu etkenler igersinde olduk¢a 6nemli bir
yere sahiptir (Lynch ve ark., 1991). Ayrica alinan eksplantin tipi ve biiylkligi de,
eksplantin rejenerasyonunun artmasinda belirleyici bir yere sahiptir (Kameya ve
Widholm, 1981; Atree ve Fowke, 1991; Reeves ve ark. 1983, 1995). Biiyiik
eksplantlarin, kiigiiklere gore daha fazla rejenerasyon sansi bulundugu aciklanmistir
(Al Mazrooei ve ark., 1997). Ancak kii¢iik eksplant kullanmak da viriislerin elimi-
nasyonu agisindan daha avantajlidir (Kartha, 1986). Ayrica eksplantlar alinmadan
once bazi noktalara da dikkat edilmesi gerekmektedir. Mesela giicli apikal
dominansi bulunan bitkilerde, apikal meristemlerin alinmasi1 aksiller tomurcuklarin

verecegi cevap acisindan 6nem teskil etmektedir.
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Bitkilerin icinde bulundugu ortam ve mevsimsel durum da eksplantin
kontaminasyon derecesi acisindan onemlidir. Calismalar sonucunda tarladan alinan
bitkilerden elde edilen eksplantlarin, kontrollii kosullar altindaki bitkilerden alinan
eksplantlara gore daha fazla kontaminasyon igerdigi tespit edilmistir (Debergh ve
Read, 1991). Benzer olarak, yagisli mevsimlerde alinan eksplantlarin, kuru mevsim-

lere oranla daha fazla kontaminasyon igerdigi belirlenmistir (Enjalric ve ark., 1988).
1.2.1.3.2 Sterilizasyon

Yiizey sterilizasyonu, herhangi bir bitkinin doku kiiltiiriiniin baslatilmas1 agi1-
sindan hayati 6nem tagimaktadir. Ciinkii bitkilerin yiizeyleri, ayrica mikroorganizma-
lar i¢in de bir yasam alani olusturmaktadir (Campell, 1985). Ayrica her bitki de ken-
disine ait bir mikroflora barindirabilmektedir (Cassells, 1991). Bitkiler 6zelliklerine
ve kullanilan eksplanta bagli olarak bir¢ok farkli epifitik ve endofitik kontaminasyon
icerebilirler. Eksplantlar doku kiiltiiriine aktarilmadan 6nce bu kontaminasyonlarin

temizlenmesi gerekmektedir.

Alinan eksplantin tiiriine gore, farkl sterilizasyon yontemleri bulunmaktadir.
Ornegin tohumlar dissal etkilere dayamkli eksplantlar olduklari igin, dezenfektan
maddelerle daha uzun siire etkilesebilirler. Ancak, goévde ucu, embriyo gibi

eksplantlar sterilizasyon ¢ozeltilerine karsi daha hassastir.

Dissal kontaminasyonlar temizlense bile, epifitik kontaminasyonlar hala bii-
yiik bir sorun olusturmaktadir. Yiiksek sukroz ve tuz konsantrasyonlari ve pH kosul-
lar1 bu kontaminasyonlar1 baskilamakta kullanilabilir. Ayrica, besiyerine eklenecek
antibiyotikler de kontaminasyonlarin baskilanmasinda kullanilabilmektedir (Cassells

ve ark., 1988).

Bir diger endojen kontaminasyon etkeni de viriislerdir. Calismalar sonucunda
viriis kontaminasyonlarinin engellenmesinde en etkili olan yontemlerin meristem
kiiltiirleri eldesi ve termoterapi oldugu gosterilmistir. Viriislerin eliminasyonunda
meristem kiiltiirlerinin kullanilmasina Morel ve Martin onciiliikk etmistir (1952). Bu
teknikteki temel diisiince, meristematik bolgeyi olusturan hiicrelerin kiiciik olmasi ve
dolayisiyla viriis igerme ihtimalinin diisiik olmasidir. Patates bitkisinde de bu teknik
kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Green ve Lo, 1989). Ancak tiim vi-

riisler bu yolla elimine edilememektedir. Meristem kiiltiirleriyle birlikte 1s1 soku uy-
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gulamasi virlis eliminasyonu agisindan olumlu sonuglar géstermistir (Brown ve ark.
1988). Ayrica kemoterapi de uygulanan bagka bir yontemdir. Bu yontemde kiiltiirlere
antiviral ajanlarin eklenmesi ile, viris kontaminasyonu engellenmeye ¢alisilmaktadir

(Cassells, 1987).
1.2.1.3.3 Besiyeri Icerigi

Besiyeri formulasyonlarinda bitkilerin optimum gelisme igin ihtiyact olan bii-
tiin makro (azot, kikiirt, fosfor, kalsiyum, magnezyum) ve mikro elementler (bakir,
¢inko, mangan, demir, molibden, klor), karbon kaynagi (sukroz, mannitol vb.), azot
kaynagi (NH;" ve NO3z), vitaminler (nikotinik asit, piridoksin, tiamin, myo-inositol),
bitki biiyiime diizenleyicileri (oksinler, sitokininler, absisik asit, giberellinler) ve ka-
tilastirict maddeler (agar, gelrite gibi) bulunmalidir. Onceki boliimlerde de anlatildig
gibi, besiyeri formulasyonlar1 zamanla degisime ugramistir. Ilk besiyerlerinde hindis-
tancevizi siiti, bitki artiklari, kiil gibi maddeler bulunurken, zamanla formulasyonlar
degiserek kimyasal agidan tam olarak tanimlanabilen ve optimum gelisimi saglaya-

cak igerige sahip olmuslardir.

Makro ve mikro elementler bitki gelisimi i¢in en gerekli maddelerdir ve ek-
sikliklerinde bitkilerde gelisim bozukluklar1 goriilmektedir. Azot, bitkilerde protein
sentezi i¢in gerekli temel elementlerdendir ve bitki biiylimesini saglar. Kiikiirt ise
amino asit sentezinde yardimci olarak is gérmektedir. Fosfor kok gelisimi ve olgun-
lagsma igin gerekliyken, kalsiyum da hiicre duvariin sentezinde ve kok — yaprak geli-
siminde etkin rol oynamaktadir. Magnezyum ise, klorofilin olusumundaki en temel
elementtir. Ayrica bakir, ¢inko gibi diger mikroelementler de hormon ve enzimlerin

sentezinde, fotosentezde, meyve olgunlagmasinda islev gostermektedirler.

Besiyeri formulasyonlarinda azot kaynagi olarak, NH4" ve NO3™ iyonlarmin
konsantrasyonlar1 etkili olmaktadir. Bu iyonlar hiicre biiylimesi ve farklilagmasinda
kritik 6neme sahiptirler (Grimes ve Hodges, 1990). Organik azot kaynaklar1 varli-
ginda, Agrostis alba kiiltiirlerinin rejenerasyon yeteneginin arttigi gézlemlenmistir
(Shetty ve Asano, 1991). Bununla beraber besiyerindeki yiiksek konsantrasyonda
azot kaynagmin, kiiltiirlerde genetik varyasyona neden olabildigi raporlanmistir
(Feng ve Quyang, 1988).
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Karbon kaynagi ise genelde toplam besiyeri hacminin %?2-5’1 arasinda kulla-
nilmaktadir. Daha yiiksek konsantrasyonlar, embriyogenezi tesvik etmek veya yavas
bliylitme ¢alismalarinda kullanilmak igin tercih edilmektedir. Ayrica kiiltiire edilmek
istenen bitkinin tiirtine goére sukroz konsantrasyonunun da optimize edilmesi gereke-
bilmektedir.

Daha onceki kisimlarda bahsedildigi gibi bitki biiyiime diizenleyicileri, doku
kiiltiri sistemlerinde morfogenez igin en temel dgelerdir. Oksinler, hiicre bitylimesi-
ni, hiicre boliinmesini, kallus ve kok olusumunun indiiklenmesini, vaskiiler
farkilasmay1 ve apikal dominansiyi saglarken; sitokininler bunun tam tersi olarak
hiicre boliinmesini, apikal dominansinin engellenmesini, aksiler proliferasyonu ve
DNA replikasyonunu artirmaktadir. Bu yiizden aksiller proliferasyonu indiiklemek
icin yiiksek konsantrasyonlarda sitokinin ve diisiik oranlarda oksin kullanilmaktadir
(Lynch ve ark. 1991; Lubrano, 1992). Embriyogenik kallus olusumunu uyarmak igin

besiyerine 2-4 di klorofenoksi asetik asit (2,4-D) eklenmelidir.

Dogal olarak bitki biinyesinde iiretilen oksinler indol asetik asit (IAA), indol
butirik asit (IBA) ve sentetik oksinler, 2-4 D, naftalen asetik asittir (NAA). Bu
oksinlerden 2-4 D kallus olusumunu uyarmak igin kullanilmakta, NAA ise
organogenezi tesvik etmek i¢in kullanilir. Dogal sitokininler ise zeatin, 2-ip (2-
izopentil adenin), dihidrozeatin, yapay olarak iiretilenler ise, Benziladenin (BA),
thidazuron (TDZ) olarak adlandiriimaktadir.

Giberellinler ise, temel olarak tohum ¢imlenmesi ve gévde uzamasini tesvik
etmekte kullanilirlar. Etilen, bitki tarafindan tiretilen gaz formunda bir bitki biiylime
diizenleyicisidir ve temel gérevi meyve olgunlagmasini saglamaktir. Ancak bu gazin
bitki doku kiiltiirii sistemlerinde iiretilmesinin, bitkilerin rejenerasyonuna olumsuz

etki yaptig1 da bilinmektedir.
1.2.1.3.4 Kiiltiir Eldesinde Karsilasilan Sorunlar

Kiiltiir eldesinde karsilasilan en 6nemli sorunlardan birisi, in vitro ortamda
olugmas1 muhtemel olan somaklonal varyasyonlardir. Somaklonal varyasyonlar, bitki
doku kiiltiiri sistemlerinde, in vitro rejenerasyon yontemleri kullanilarak iretilen
bitkilerde olusan kalitsal genetik degisimlere verilen isimdir. Kiiltiir sistemlerindeki

somaklonal varyasyonlarin temel nedenleri, dokularin yaralanmasi, besiyeri sartlart
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ve kiiltlir kosullar1 sonucunda olugan oksidatif stres ve genomda olusan yeni diizen-
lemelerdir (metilasyon, poliploidi/anoploidi, kromozom kirilmalari, transpozon akti-
vasyonu, baz delesyonu ve eklenmesi gibi). Bu genetik degisimler, eksplant tipine,
ana bitkinin genotipine, in vitro kiiltiir stiresinin uzamasi ve bitki biiyiime diizenleyi-
cisi derisimlerine baglh olarak olusabilmektedir. Bu degisimler 6nceden tahmin edi-

lemeyecegi gibi, kiiltiir sisteminin genetik kararliligini da etkileyecektir.

Eksplantlarin organizasyon seviyesi, genetik kararliligini belirleyen en 6nemli
etkenlerden biridir. Meristematik dokulardan ne kadar uzaklasilirsa, genetik kararli-
lik da o kadar azalacaktir. Bu nedenle kallus olusumunun gergeklestigi dolayh
organogenez siirecinde, genetik kararliligin bozulmasi tehlikesi bulunmaktadir.
Eksplantlarin alindig1 bitkinin genotipi de somaklonal varyasyonlar1 etkileyecektir.
Anag bitkinin sahip oldugu genetik yapidaki diizensizlikler (poliploidi, genomun
transpozon tagimasi gibi) in vitro sistemde genetik kararliliginin kaybina neden olan
etkenlerdendir. Kiiltiirde kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri de hiicre sikluslar
tizerinde yaptigi degisiklikler nedeniyle, somaklonal varyasyonlarin olusmasindaki
baska bir etkendir. Ayrica yash dokularda somaklonal varyasyon olugma siklig1 geng

dokulara oranla daha fazladir.

Kiiltiir ortamindaki diger bir sorun da, fenolik maddelerin olugmasidir.
Fenolik maddeler, in vitro ortamdaki strese bagli olarak bitkiler tarafindan firetilen,
canlilig1 ve rejenerasyonu inhibe eden kimyasallardir. Fenolik maddeler besiyerinde
okside olarak kararmalara neden olur. Bu maddelerin bitkiler iizerindeki etkilerini
azaltabilmek icin inhibitor gorevi goren fenolik kimyasallar absorbe etme yetenegi-
ne sahip olan aktif kdmiir kullanilmaktadir (Pan ve Staden 1998). Aktif komiir disin-
da polivinilpirolidon (PVP), askorbik asit ve dihidroksinaftalen gibi antioksidanlar da
kullanilabilmektedir. Ayrica yine bitkiler tarafindan kiiltiir ortamina salinan etilen
gazinin, rejenerasyon lzerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir. Etilen normalde
meyve olgunlagmasi, ¢igek senesensi, meyve dokiilmesi gibi ¢evresel ve gelisimsel
islemlerin diizenlenmesinden sorumludur (Yang ve Hoffman, 1984). Yapilan calis-
malarda glimiis nitratin (AgNO3) etilen gazinin kiiltiir ortaminda yayilmasini engel-
ledigi ve boylelikle rejenerasyon tizerindeki olumsuz etkilerinin giderilebildigi rapor-

lanmustir.



27

1.2.1.4 Uygulama Alanlan

Guiniimiizde bitki doku kiiltiirti, hiicre biyolojisi, fizyoloji, biyokimya ve mo-
lekiiler biyoloji dallarini kapsayacak sekilde, disiplinler arasi bir alan haline gelmistir
(Raghaven, 1997). Bu da bitki biyoteknolojisi i¢in ¢ok 6nemli bir adim olugturmakla
birlikte, sadece bilim alaninda degil, ticari laboratuarlar tarafindan kullanilmak
stiretiylede endiistriyel bir 6nem kazanmistir. Bitki doku kiiltiiriiniin en énemli kulla-
nim alanlarindan biri vejetatif yollarla ¢ogalamayan tiirlerin yapay yollardan ¢ogal-
tilmasidir. Ornegin diisiik cimlenme yetenegine sahip tohumlardaki embriyolar, emb-

riyo kurtarma teknigi ile kiiltiir ortaminda gogaltilabilirler (Collins ve ark. 1984).

Virtislerden ari bitki kiiltiirlerinin tiretilmesi de daha onceki kisimlarda anla-
tildig1 gibi, miimkiindiir. Ayrica bu kiiltiirlerin eldesi uluslar arasi bitki ticareti i¢in
¢ok onemlidir (Thorpe, 1990). Bunun igin meristem kiiltiirlerinin kullanimi ¢ok yay-

gin ve etkin bir yontem olarak goze carpmaktadir.

Sentetik tohum teknolojisi, tohumla iiretim ve klonal bitki ¢ogaltiminin avan-
tajlarin birlestirdigi igin, bitki doku kiiltiiriiniin 6nemli bir uygulama alanidir. To-
humlar taklit etme fikri ilk olarak somatik embriyolarla yapilan ¢alismalarda ortaya
cikmustir (Murashige ve Skoog, 1977). Daha sonra apikal ve aksiler tomurcuklarda
da kullanilmaya baslanan bu teknik, klonal ¢ogaltimin da getirdigi avantajlarla birle-
since, bitkilerin kitle ¢cogaltiminda verim arttirict bir yontem olarak kullanilmistir. Bu
asamanin ardindan sentetik tohum teknolojisi yeniden tanimlanmistir. Buna gore
sentetik tohum; “somatik embriyolar, zigotik embriyolar, gévde veya diger bitkisel
dokular gibi herhangi bir bitki pargasini igeren ve in vitro veya ex vitro kosullarda
kullanima uygun, yapay olarak enkapsiile edilis bitki pargalari” olarak tanimlanmistir
(Aitken — Christie ve ark. 1995). Ayrica sentetik tohumlar, germplazma korunmasi
icin de ¢ok uygun bir materyal gérevi gormektedir. Giiniimiizde, farkli bitkilerden
alinan eksplantlarla gelistirilen sentetik tohumlar i¢in bir hem orta siireli hem de
uzun siireli (enkapsiilasyon — vitrifikasyon, enkapsiilasyon — dehidratasyon) olmak
tizere birgok farkli koruma teknikleri gelistirilmistir (Ozden Tokatli ve ark, 2008;
Reed ve ark, 2005). Sentetik tohum teknolojisi eksplantlarin aljinat, agaroz, agar,
seliiloz, poliakrilamid, karboksimetil seliiloz gibi bir matrikse sabitlenmesi ve bu
matriksin jellestirilerek, yapay bir tohum formu almasina dayanmaktadir. Yapilan

caligmalar sonucunda aljinat, sahip oldugu, uzun siireli saklanma 6zelligi, kalsiyum
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kloriir ile hizl1 bir sekilde katilasma yetenegi, diisiik toksisisite 6zelligi ve suda kolay
¢oziinme yetenegi nedeniyle en ¢ok tercih edilen matrislerden biri olmustur.
(Redenbaugh ve ark. 1968).

Bitki doku kiiltiiriniin en 6nemli uygulama alanlarindan birisi de hem orta Sii-
reli saklama (kiiltiirlerin biiylime hizlarinin azaltilmasiyla alt kiiltiir stirelerini uzat-
may1 hedefleyen bir koruma yontemi) hem de uzun sireli saklama
(kriyoprezervasyon, bitki pargalarinin sivi azot iginde saklanmalarini hedefleyen ko-

ruma sekli) yontemleriyle biyogesitliligin korunmasidir.
1.2.2 ORTA SURELI SAKLAMA - YAVAS BUYUTME

Orta siireli saklamada temel amag, kiiltiir sartlarinda yapilan modifikasyonlar-
la kiiltiirlerin, canliliklarinda ve genetik kararliliklarinda herhangi bir kayip olmadan,
besiyeri gereksinimlerini azaltarak, alt kiiltiir siirelerini uzatmaktir. Dolayisiyla yon-
tem yavas biiyiitme olara tarif edilir. Bu modifikasyonlar1 genel olarak besiyeri igeri-
ginde ve ortam sartlarinda yapilan degisimler olarak da tanimlanabilir (Lambardi ve
ark., 2010).

Besiyeri igerigindeki tuz konsantrasyonlarini azaltarak (Heller 1953) bitki
biiylimesi yavaslatilacagi gibi, giicii azaltilmis (besiyerindeki mikro ve makro ele-
ment konsantrasyonlar1 azaltilmis) besiyerleri ile seker miktarinda yapilan degisim-
ler, genellikle tercih edilen sukroz yerine mannitol gibi ozmotik aktif seker alkolleri-
nin kullanilmasi, biiyiime diizenleyicisi miktarlarinin azaltilmasi ve absisik asit gibi
biiylime engelleyici bilesiklerin kullanilmasi bu amagla uygulanan modifikasyonlara
ornek teskil etmektedir. Besiyeri degisimleri disinda kiiltiirlerin sicakligin diisiiriil-
mesi de orta siireli saklama protokollerinde siklikla kullanilmaktadir. Galzy, tiziim
bitkisini, 9°C” ta 10 ay boyunca saklayabilmistir (Galzy, 1969). Birgok tahil bitkisi 1
— 22°C arasinda saklanabilmektedir. Ayrica Prunus sp. ve Chrysantemum morifolium
bitkileri de donma sicakliginin altinda (-3°C) 10 aya kadar basarili bir sekilde sakla-
nabilmistir (Marino ve ark., 1985). Humulus spp. 3 ay boyunca soguk sartlarda sak-
lanabilmistir (Reed ve ark., 2003). Sicakliga ek olarak, 151k siddetinin azaltilmasi
yoluyla da bitkilerin biiyiime hizlarinda bir yavaslama elde edilebilir. Camellia ve
Humulus spp. bitkilerine 3-8 pmol 151k siddeti uygulanarak uygun bir saklama siiresi
elde edilebilmistir (Reed ve ark., 2003).
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Ayrica eksplantlar, %2 veya %3 sodyum aljinat igeren ¢ozeltilerle enkapsiile
edilerek besiyeri ihtiyaglar1 azaltilabilir ve diisiik sicakliklara kars1 toleranslar arttiri-
labilir. Cedrela fissilis bitkisinin sentetik tohumlari, 25°C’ ‘ta ve 25 umol 1s1k sidde-
tinde 9 aya kadar bu sekilde saklanabilmistir (Nunes ve ark. 2003). Bir baska ¢alis-
mada, Photinia fraseri ve Nerium oleander sentetik tohumlarinin petrilerde, 3 farkli
kosulda orta siireli saklanmas: iizerine denenmistir. ilk setteki sentetik tohumlar bos
petrilere yerlestirilmis ve parafilm kullanarak sikica kapatilmislardir. Ikinci setteki
sentetik tohumlar ise steril distile suyla 1slatilmis steril filtre kagitlarina yerlestiril-
mistir. 3. settekiler bitki biiytime diizenleyicisi igermeyen yar1 katt MS besiyeri tize-
rinde saklanmislardir. 3 ay boyunca +4°C’ ta saklanan kiiltiirlerde saklama sonras1 en
yiiksek ¢imlenme oraninin yari-kati MS besiyerinde saklanan 6rneklerden elde edil-
digi gorillmiistiir (Ozden-Tokatli ve ark. 2008). Hibiscus moscheutos ve Splanchum
ampullaceum bitkilerinde yapilan ¢aligmalarda ise, bu kiiltiirlerden elde edilen sente-

tik tohumlarin sirayla 20 ila 30 aya kadar saklanabildikleri goriilmistiir.

Bu anlatilan modifikasyonlarin disinda, kiiltiirlerin saklama kosullarina akta-
rilirken bulunduklar fizyolojik kosullar da, orta siireli saklamanin basarisi agisindan
olduk¢a Onemlidir. Ballester ve arkadaslarmin (1997); Camellia japonica ve C.
reticulata bitkilerinin 6 farkli klonu ile yaptigi ¢alismada; ince ve az kiitinlesmis
govdelerin saklanmalari igin, 6 ayda bir alkiltirlenmesi gerektigini, diger govdelerin

ise alkiiltirlenmeden rahatlikla 1 y1l boyunca saklanabildikleri tespit edilmistir.

Bir baska ¢alismada ise, kullanilan farkl: tipteki kiiltiir kaplarinin, kiiltiirlerin
hava ile temasinda yaptiklar etki yiiziinden, orta siireli saklama i¢in ne kadar 6nemli
oldugu belirlenmistir. Rosa Sant’Antonia di Padova ve Domenica adli iki farkli giil
varyetesi ile yapilan ¢alismada, hava gegirgenlikleri farkli seviyelerde olan 3 farkl
kiiltir kabimin (gaz gecirgen olmayan 500 cc hacimli cam kiiltiir kaplari, 80 cc ha-
cimli yar1 gegirgen plastik silindirler ve gaz gecirgen Starpac® plastik torbalar), kiil-
tiirlerin orta siireli saklanmasinda yaptiklart etkiler gozlenmistir. +4°C’ta 6 ay orta
stireli saklamanin ardindan standart kiiltiir sartlarina aktarimdan sonra, en yiiksek
geri kazanimin %380 ile cam Kkiiltiir kaplarinda oldugu ve gelisen govde kiiltiirlerinin
de saghkli oldugu gozlemlenmistir. Starpac® ve plastik silindirlerde ise diisiik geri
kazanim ve kiiltiirlerde anormallikler géze carpmistir. Ayrica cam kiiltiir kaplarinin

ve gaz gegirgen Starpac“torbalarin CO2 seviyeleri incelendiginde; % 0,4’ {in iizerine
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cikmadig1 goriilmistiir. Bu da govde kiiltiirlerinin bilyiime hizlarinin yavasladigini

gosteren en belirleyici kanittir (Previati ve ark. 2008).
1.2.3 UZUN SURELI SAKLAMA — KRiYOPREZERVASYON

Kriyoprezervasyon, hiicrelerin, dokularin veya organlarin sivi azot iginde (-
196°C’ ta) canlhiliklarim1 kaybetmeden uzun siireli korunmalarini ve saklanmalarini
amaglayan bir disiplindir. Bu yontem bir¢ok farkli organizma ve biyolojik doku i¢in
kullanilmakta, ayrica bitki germplazmalarinin uzun siireli saklanmasi i¢in de tercih
edilmektedir. Ayrica bu yontemde kullanilan oldukga diisiik sicaklik hiicre igindeki
tiim metabolik siire¢lerin neredeyse tamamen durmasini sagladigindan, genetik ka-

rarliligin korunmasi da miimkiin olmaktadir (Lambardi ve ark., 2008)

Son yillarda yapilan c¢alismalar, kriyoprezervasyonun, yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya olan tiirlerin korunmasi i¢in olduk¢a umut verici bir yontem oldugunu

gostermektedir (Touchell ve Dixon 1996).

Kriyoprezervasyon protokolleri bitki germplazmasinin korunmasi amaciyla,
tohum (Ozden-Tokatli ve ark., 2007), zigotik embriyolar, gévde uglar1, embriyonik
dokular (Ozudogru ve ark., 2010) gibi bir¢ok farkli eksplant tipine rahatlikla uygula-
nabilmektedir. Ancak, kriyoprezervasyon bitki doku kiiltiirii temelli in vitro teknikle-
re dayandigindan, kullanilacak eksplantin yiizey sterilizasyonun saglanmasi ve uygun
in vitro rejenerasyon protokollerinin optimize edilmis olmasi da teknigin basariya

ulagsmasindaki 6nemli faktorlerdir.
1.2.3.1 Kriyoprezervasyonun Temelleri

Kriyoprezervasyon sonrasi canliligin elde edilmesi, donma potansiyeline sa-
hip olan hiicre i¢i ve hiicreler arasi suyun sahip oldugu fizikokimyasal 6zelliklere

bagli oldugundan, 6ncelikle suyun cesitli 6zelliklerinin irdelenmesi akilc1 olacaktir.

Su (H20), sahip oldugu kii¢iikk molekiiler yapisi yiiziinden farkli davranis
ozellikleri gostermektedir. Suyun molekiiler yapisi incelendiginde, bu farkli davranig
ozelliklerini de rahatlikla anlasilabilir. Su molekiiler olarak dipolar yapidadir. Yani
pozitif yiiklii hidrojen atomlar1 ve negatif yiiklii olan oksijen atomu karsilikl1 olarak
yerlesmistir. Su molekiiliiniin bu 6zelligi ona tetrahedron bir yap1 kazandirmaktadir.

Molekiildeki bu yiik farkliligi, pozitif yiiklii oksijen atomlarinin ve negatif yiiklii
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hidrojen atomlarinin ayni hizaya gelerek Hidrojen (H) bagi olusturmalarint sagla-
maktadir. Bu sekilde etkilesime gecen su molekiilleri arasinda siirekli yapilip bozula-
bilen H baglar1 olusur. H baglarinin siirekli degisim halinde olmasi da suyun diger
stvilara gore daha kararsiz olmasini agiklayan bir etkendir. Suyun bu kararsiz yapisi-

n1 anlamak i¢in, buharlagsma ve donma siireglerine géz atmak yeterli olacaktir:

Su molekiillerine digaridan bir miktar enerji verilirse, yiizeyde bulunan mole-
kiiller arasinda H baglar1 kopar ve molekiiller buharlasir. Bunun tersine, 0°C veya
daha altindaki sicakliklarda su molekiilleri -aralarinda bosluklar meydana getirerek-
tetrahedral bir yap1 olusturacak sekilde kristalize olurlar. Bu nedenle de su sivi haline

gore yogunlugunu kaybeder.

Ancak, kriyoprezervasyon igin 6nemli olan suyun nasil buz kristallerine do-
nistiigidiir. Clinkii olusan buz kristalleri hiicreler ve dokular i¢in 6ldiriicii etkiye
sahiptir. Bu yiizden de basarili bir kriyoprezervasyon protokoliiniin gelistirilmesin-

deki en 6nemli adim, hiicre i¢i buz kristali olusumunun kontrol edilmesidir.

Buz kristali olusumu 6ncelikle ortamda buz ¢ekirdeklerinin olusmasina bagli-
dir. Eger ortamin enerji durumu, su molekiillerinin gii¢lii hidrojen baglar1 kurmalari-
n1 sagliyorsa ortamda buz g¢ekirdekleri olusmaya baslar ve buz ¢ekirdeklerinin varli-
ginda su 0°C’ ta donar. Buz ¢ekirdegi olusumunun ardindan buz kristalleri olusumu
gergeklesir ve hizli bir bicimde tiim ortama yayilir. Ancak ortamdaki buz ¢ekirdekle-
rinin olusumlar1 engellenebilirse, su 0°C’ 1n altindaki sicakliklara kadar, buz Kristal-
leri olusumu gergeklesmeden siiper sogutulabilmektedir. Bu sicaklik en diisiik -40°C
olabilmektedir. Bu sicakliktan sonra buz g¢ekirdekleri olusur ve homojen buz olusu-

mu gergeklesir (Benson, 2008).

Buz kristalleri olusumu hiicrelerin yapisal ve ozmotik biitiinliigiinii bozdugu
icin, Kriyoprezervasyon siireclerinde istenmeyen bir durumdur. Dolayisiyla
kriyoprezervasyon sirasinda hiicre i¢i buz olusumunun engellenmesi gerekmektedir.
Bunu engellemek igin iki farkli kriyoprezervasyon yontemi bulunmaktadir: (i) iki

asamal1 kontrollii sogutma yontemleri, (i1) Tek asamali dondurma yontemleri.
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1.2.3.2 Kontrollii Sogutma Yontemleri

Bu yontem, dokularin kriyoprezervasyonu ig¢in gelistirilen ilk yontemdir.
Kontrollii sogutma yontemlerinde koligatif (hiicre icine girebilen) kriyokoruyucular
(DMSO - Dimetilsiilfoksit, Etilen Glikol) ile muamele edilen hiicrelerin, kontrollii
sogutma yontemleriyle Kriyodehidratasyonu amaglanmaktadir. Bu sayede hem
koligatif kriyokoruyucularin toksik etkileri azaltilir hem de hiicre i¢i buz olusumu
engellenir. Sicakligin kontrollii olarak azaltilmasi sirasinda ozmotik olarak hiicre
icindeki suyun hiicre disina dogru akimi gergeklesir. Olusan bu hareket, etkin bir
kriyokoruyucu mekanizma olarak iglev goriir. Bu da, buz kristali olusumunun hiicre

disinda gergeklesmesini saglar. Boylelikle, hiicre i¢inde buz olusumu engellenir.

Yontemde sogutma orani ¢ok iyi kontrol edilmelidir. Genellikle sicaklik,
programli bir sogutucu yardimiyla dakikada 0,5°C ile 1°C sogutma oraniyla homojen
buz olusumun gergeklestigi -40°C’ ta kadar indirilir. Bu sayede su hiicre i¢inden hiic-
re disina dogru hareket eder ve sitoplazmanin konsantrasyonu artar. Sicaklik asagiya
dogru inerken; yaklasik -9°C’ ta, buz ¢ekirdekleri olusmaya baslar, ancak sitoplaz-
manin konsantre hale gelmesi yiiziinden hiicre i¢inde buz olusumu gerceklesmez.
Bunun tam tersi olarak, su orani artan hiicre dis1 bolgelerde ise buz ¢ekirdekleri olu-

sumu baslar.

Gergeklestirilecek ¢ok hizli bir sogutma, hiicrelerin hem hizli bir sekilde su
kaybetmelerine hem de koligatif soliisyonlar yiiziinden hasara ugramasina sebep ola-
caktir. Bu da hiicrelerin canliliklarin1 olumsuz etkiler. Cok yavag bir sogutma oranin-
da ise, hiicreler yeteri kadar dehidrate olamayacaklari igin, hiicre i¢inde buz kristali
olusumu gerceklesecektir. Yani, optimum bir sogutma orani, hiicrelerin canlilig1 aci-

sindan 6nemlidir (Reed ve Uchendu, 2008).

Kontrollii sogutma; gévde uglari, kallus, embriyogenik kiiltiirler, gibi bir ¢ok
farkli eksplantin kriyoprezervasyonunda (Reed, 2001; Ozudogru ve ark., 2010) basa-

riyla kullanilmaktadir.
Kontrollii sogutma teknigini 4 temel adimda incelenebilir:

I. Onkosullandirma adimlari: Eksplantlarin kriyokoruma adimlarma hazirlan-
malart1 i¢in gerekli kosullar1 tanimlamaktadir. Ayrica bu adimlar, sivi azot

sonrasinda canliligin artmasi i¢in de oldukga 6nemlidir.
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i Kriyokoruma: Kriyoprezervasyon sonrasinda canliliin elde edilmesindeki
temel adimdir. Bu adimdaki temel amag, kriyoprezervasyon sirasinda hiicre-
lerde olusabilecek hiicre i¢i buz olusumunu kriyokoruyucu muamelesi ile en-

gellemektir.

iii. Sivi azot i¢inde saklama: Eksplantlarin sivi azot igine aktarilmalar1 ve en az 1

saat siireyle bekletilmelerini tanimlamaktadir.

iv. Cozme: Eksplantlarin sivi azottan alinip, besiyeri ortamina alinmalar1 ve ar-

dindan canlilik testlerine tabi tutulmalaridir.
1.2.3.2.1 Onkosullandirma Adimlari

Yukarida anlatildig: gibi; eksplantlart soguga alistirmak, ozmotik aktif kim-
yasallarla kiltiirlemek ve stres Onleyici ajanlarin  kullanimi, eksplantlarin

kriyodehidratasyonuna hazirlik i¢in 6nemli bir adimdar.
Soguk Kosullarda Kiiltiirleme

Bu agsama, iliman ve tropik iklimlerde yasayan bitkilerin kriyoprezervasyon
sonrasinda hem canlilk (Sakai 1960; Sakai ve Nishiyama, 1978) hem de
rejenerasyonun artmasi agisindan ¢ok etkili olmustur (Reed, 1988). Bogiirtlen bitki-
sinde yapilan ¢alismada; kiiltiirler hem soguk kosullarda (-1°C, karanlik kosullar)
hem de normal kiiltiir sartlarinda (22°C, 16/8 fotoperiyod) kiiltiirlenmistir.
Kriyoprezervasyon sonrasinda, soguga alistirtlmis orneklerde, soguga alistirmamis
orneklere oranla 2 kat fazla canlilik tespit edilmistir. Armut bitkisinde yapilan benzer
bir ¢alismada da soguk kosullarda kiiltiirlenen bitkilerde kriyoprezervasyon sonra-
sinda %95 canlilik elde edilirken normal sicaklik kosullarinda kiiltiirlenen bitkilerde

canlilik sadece %5 oraninda olmustur (Reed, 1990).
Stres Onleyici Ajanlarla Inkiibasyon

Prolin , absisik asit (Bravo ve ark., 1998; Heino ve ark., 1990) veya trehaloz
gibi stres énleyici ajanlar bu amagla kullamilabilirler. Ozellikle absisik asidin hiicre
igindeki su dengesini diizenleme rolii (Tanino ve ark., 1990) ve donmay1 engelleyici
kimyasallarin salinimini indiiklemesi (Lee ve ark.. 1991) kiiltiirlerin geri kazanimi
i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Misir bitkisinde yapilan ¢aligmada ise, eksplantlarin 3-

4 giin boyunca %10 prolin ile inkubasyonunun geri kazanimi belirgin bir sekilde
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arttirdig1 gézlenmistir (Whiters ve King, 1979). Kis bugdayinin siispansiyon kiiltiirle-
rinin 20°C” ta 5 giin boyunca 7,5 x 10° M ABA ile kiiltiirlenmesi, kontrol bitkilerine
oranla daha yiiksek geri kazanim saglamistir (Chen ve ark, 1985). Ayrica Triticum
aesitvum L. zigotik embriyolarmin 0,5 mg/l ABA ile Kkiiltirlenmesi de
kriyoprezervasyon sonrast canliligt arttirmistir. Bogiirtlen bitkisinde yapilan bir ca-
lismada ise, sadece ABA ile kiiltiirlemenin kriyoprezervasyon sonrasi canlilig1 belirli
bir sekilde arttirmadigi, ancak 1 haftalik soguga alistirma evresi sonunda canliligin

belirli bir sekilde arttig1 gozlemlenmistir (Reed, 1993).

Govde uglarinin 48 saat boyunca %5 DMSO ile kiiltiirlenmesi de kullanilan
bir bagka Onkiiltiir yontemidir. Cilek govde uglar1 kullanilarak yapilan ¢aligmada sivi
azota aktarimdan o6nce 2 giin boyunca %5 DMSO ile kiiltiirleme, kriyoprezervasyon
sonrasinda %95 oraninda canlilifi saglamistir (Kartha ve ark, 1980). Ayrica %7,5
DMSO ile inkiibasyondan 6nce 2 giin boyunca 0,5 M sorbitolde kiiltiirlenen
Arabidopsis ve tiitiin hiicrelerinde %95 oraninda geri kazanim elde edilmistir
(Menges ve Murray, 2004). Misirda yapilan ¢alismada ise, 3 veya 4 giin boyunca 0,3
M mannitol ile kiiltiirlenen siispansiyon kiiltiirleri, kriyoprezervasyon sonrasinda

olumlu cevap vermistir (Whiters, 1985).
1.2.3.2.2 Kriyokoruma

Kriyokoruyucu kimyasallar, kriyoprezervasyon sirasinda hiicrelerde olusabi-
lecek 6liimciil buz kristallerinin engellenmesi agisindan ¢ok énemlidir. DMSO, kont-
rollii sogutma protokolleri i¢in en fazla kullanilan kriyokoruyucu kimyasallardan bir
tanesidir. Belirli bir oran olmamakla birlikte, DMSO genelde besiyeri miktarinin
%10-15’ 1 kadar kullanilir. DMSO’nun bitkilerde ilk kullanimi, Quatrano tarafindan
Linum usitatissimum kiiltiirlerinin kriyoprezervasyonunda goriilmektedir (Quatrano,
1968). Calismada, -50°C’ ta DMSO ile muamele edilen kiiltiirlerden, %14 oraninda
canlilik elde edilmistir. Lovelock ve Bishop’ a géore DMSO, gecerli donma sicakligi-
n1 agagiya ¢ekmekte ve boylece buz kristali olusumunu engellemektedir (Lovelock
ve Bishop, 1959). Puccinelia distans bitkisinin %12,5 ve %15 DMSO orani kullani-
larak gercgeklestirilen kontrollii sogutma ile kriyoprezervasyonunda %95 canlilik elde
edilmistir (Heszky ve ark, 1990). Kullanilan diger bir kriyokoruyucu L-prolindir. Zea
mays bitkisinde besiyerine ilave edilen %25 ile %24 oraninda L-prolin,

kriyoprezervasyon sonrast canliligin elde edilmesinde kullanilmistir (Whiters ve
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King 1979). Olumlu etkileri gézlenen diger bir yaklasim, hizli bir sekilde hiicre igine
niifuz eden kriyokoruyucularla, yavas yavas hiicre igine giren Kriyokoruyucularin
birlikte kullanilmasidir. Ornegin Saccharum sp.’nin kallus kiiltiirlerinde uygulanan
bir protokolde %10 PEG, %8 Glikoz ve %10 DMSO karisimdan olusan bir
kriyokoruyucu soliisyon, kriyoprezervasyon sonrasi canliligin elde edilmesinde etkili
olmustur (Ulrich ve ark, 1979). Farkli kriyokoruyucularin diisitk konsantrasyonlarda
bir arada kullanilmasi, toksik etkilerin azaltilmasi agisindan da onemlidir (Chen ve
ark., 1984). Pinus roxburgh Sarg. ile yapilan ¢alismada; somatik embriyolarin 0,2 M
sorbitol ve %5 DMSO ile muamele edilmeleri kriyoprezervasyon sonrasinda en iyi
canlilig1 vermistir (Malabadi ve Nataraja, 2006). Ayrica PVS-2 (Sakai ve ark., 1990)
(%30 gliserol, %15 etilen glikol, %15 DMSO, biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS
taban besiyeri ve 0,4 M sukroz) kriyokoruyucu ¢ozeltisinin de kullanimi Prunus

kriyoprezervasyonunda olumlu sonuglar saglamistir (Brison ve ark. 1995).
1.2.3.2.3 Kriyodehidratasyon

Iki asamali sogutma ydnteminde kriyodehidratasyon asamasi; dokularin ve
hiicrelerin programlanabilir sogutucunun yardimaiyla, belirli oranlarda kademeli ola-
rak sogutulmasini igermektedir. Ayrica, isopropanol gibi alkoller iceren 6zel kaplar

da (Mr. Frosty®) 1°C/dak oraninda sogutmayi saglamak i¢in kullanilabilmektedir.

Hiicre siispansiyon kiiltiirleri i¢in, genel olarak, -30°C’ ye kadar 1°C/dak. ka-
demeli sogutma kullanilmaktadir. -40°C’ a kadar 0,1°C/dak.” lik bir sogutma orani;
armut ve nane bitkileri i¢in optimal bir dehidratasyon saglamaktadir. Buna benzer
olarak, Rubus germplazmasinin korunmasinda 0,3°C/dak.” lik bir sogutma oran1 kul-
lanilirken nane govde uglarinin kriyodehidratasyonunda 0,25°C/dak.” lik bir sogutma
orani kullanilmistir. Ayrica enkapsiilasyon gibi diger bitki doku kiiltiirii tekniklerinin
de kontrollii sogutmayla birlikte kullanilmast iyi sonuglar verebilmektedir. Enkapsiile
edilmis tiztim aksiller tomurcuklarinin -100°C’ a kadar 0,1°C/dak. kademeli sogu-
tulmasi, kriyoprezervasyon sonrasinda, enkapsiile edilmeyenlere oranla daha yiiksek

canliligin elde edilmesini saglamistir (Plessis ve ark, 1993).
1.2.3.2.4 Cozme ve Geri Kazanim

(Cozme, basarili bir kriyoprezervasyon ig¢in en kritik asamalardan birisidir.

Buz kristallerinin yeniden olusmalarini engellemek i¢in ¢ézme olabildigince hizli
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yapilmalidir. Yapilan ilk ¢6zme calismalarinda, 20°C’ ta ¢6zme en iyi sonuglart ver-
mistir. Arabidopsis hiicre siispansiyon kiiltiirleri 40°C’ ta 3 dakika ¢oziildiiglinde
%90 oraninda canlilik elde edilmistir. Cam i¢in de buna benzer olarak, 35°C’ ta 5

dakika ¢6zme islemi uygulanmustir.
1.2.3.3 Tek Asamali Dondurma Yontemleri

Tek asamali dondurma yontemleri hiicre igeriginin vitrifikasyonu temeline
dayanmaktadir. Bunu gergeklestirmek igin; etilen glikol tabanli vitrifikasyon ¢ozelti-
lerinin, PVS-2 ve PVS-3 (Nishizawa ve ark. 1993) (%40 gliserol, %40 sukroz ve MS
besiyeri)  gibi vitrifikasyon ¢ozeltilerinin  kullanimi, fiziksel dehidratasyon,
enkapsiilasyon vitrifikasyon, enkapsiilasyon - dehidratasyon ve damlacik - dondurma

gibi yontemler kullanilmaktadir.

Tek asamali dondurma yontemlerinde, dokularin vitrifikasyon ¢ozeltileri ile
yeteri kadar dehidrate edilmeleri ve bu sayede 6liimciil buz olusumunun engellenme-
si amaclanmistir. Dokularin vitrifikasyon ¢ozeltileri olmadan sogutulmalari buz kris-
tallerinin olusumuna neden olacak ve bu da dokularin 6limiinii beraberinde getire-
cektir. Bu nedenle etilen glikol ve gliserol tabanli vitrifikasyon ¢ozeltileri (PVS-2 ve
PVS-3 gibi) kullanilmaktadir.

PVS-2 ve PVS-3 ¢ozeltileri, sahip olduklari -100 °C’ a kadar siiper sogutulma
yetenekleri nedeniyle, diisiikk sicakliklarda, dokularda vitrifikasyona neden olmakta-

dirlar.

Buna gore vitrifikasyon, sivilarin yiiksek konsantrasyonlu kriyokoruyucu ¢o-
zeltiler sayesinde, buz kristalleri olusturmadan camsi bir yapiya gegmelerine verilen
isimdir (Fahy ve ark. 1984). Sonugta, buz kristallerinin olusumu engellenecek ve
dokularin canlilig1 korunacaktir. Ayrica vitrifikasyon esnasinda, metabolik tepkime-
ler en alt seviyeye inecek ve bunu dogal bir sonucu olarak doku yikimi engellenerek
ve genetik stabilitenin korunmasi saglanacaktir (Burke 1986). Ayrica bu
kriyokoruyucu cozeltilere ilave olarak, 0,4 M sukroz ve 2 M gliserol igeren LS
(Loading Solution — Yiikleme Soliisyonu) ¢6zeltisi de, dokularin vitrifikasyon siireg-
lerine hazirlanmasinda ozmokoruyucu olarak kullanilmaktadir. Bu ¢ozelti dokular-
daki, dehidratasyon ve soguk toleransinin arttirmasi agisindan olduk¢a 6nemli oldugu

daha onceki galismalarda agiklanmustir (Sakai ve ark. 1991; Nishizawa ve ark. 1992).
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Vitrifikasyon prosediirlerinde de, kontrollii sogutmada oldugu gibi onkiiltiir,

ozmokoruma, sivi azota aktarim ve ¢dzme siirecleri bulunmaktadir. Protokol basitce

su sekilde ozetlenebilir:

A.

Bitkiden alinan eksplantlarin normal bitki biiyiitme kosullarinda, 0,3
M sukroz igeren besiyerinde onkiiltiirlenir (Sekil 1-2 A).

Eksplantlar  kriyokoruyucu bir ¢ozeltiyle (LS) 20-30 dakika
ozmokorumaya tabi tutulurlar. Bu adimda hiicrelerde, vitrifikasyon
soliisyonlarinin neden olacagi hasar engellenmeye calisilir (Sekil 1-2
B).

Dehidratasyon: Ozmokoruyucu soliisyondan arindirilan eksplantlar bu
adimda farkl siirelerde ve farkli sicakliklarda (0°C - 25°C) 1-2 mL
vitrifikasyon soliisyonlariyla (PVS-2 veya PVS-3 gibi) muamele edi-
lirler. Bu siirenin ardindan kriyorokoruyucu soliisyon ortamdan ¢ekilir
ve tazelenir (Sekil 1-2 C).

Hizli dondurma: Eksplantlar sivi azota (-196°C ) aktarilirlar. Bu or-
tamda en az 1 saat siireyle bekletilirler (Sekil 1-2 D).

(Cozme: Bu adimda eksplantlar 1-2 dakika boyunca 40°C su banyo-
sunda ¢oziliirler (1stnma orani yaklagik: 250°C/dak.) (Sekil 1-2 E).
Yikama: Su banyosunda ¢oziilen eksplantlar 1,2 M sukroz igeren sivi
besiyeri igerisine aktarilirlar ve kriyokorucu soliisyonlarin hiicre digi-
na atilmalarimi saglamak i¢in 30 dakika boyunca muamele edilirler
(Sekil 1-2 F).

Besiyerine aktarim: 1,2 M sukroz igerisinde yikanan eksplantlar
rejenerasyon besiyerine aktarilirlar ve normal kiiltiir ortaminda canli-
liklar1 gozlenir (Sekil 1-2 G)
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Sekil 1-2: Genel bir vitrifikasyon protokoliinde izlenen adimlar.

1.2.3.3.1 Onkosullandirma

Onkiiltiir asamalar1 odunsu ve otsu bitkilerde farklilik gdstermektedir. Odun-
su bitkilerde, +4 ile +5 °C kosullarinda 3 haftalik 6nkiiltiir siireci, elma ve armut bit-
kilerinde s1v1 azot sonrasinda canlilig1 arttiran bir etken olarak raporlanmistir (Niino
ve ark. 1992). Yine elma bitkisinde yapilan baska bir ¢calismada ise, 8 giinliik soguga
alistirma siireci ardindan 0,7 M sukroz igerisinde 1 giin siireyle kiiltiirlenen gdvde
uclarinda yiiksek seviyede canlilik elde edilmistir .Onkiiltiir asamalarinda sukroz
disinda baska kimyasallarin da kullanilmasinin kriyoprezervasyon sonrasinda canlili-
g1 arttirdig1 raporlanmigtir. Ornegin Ribes germplazmasinin, 1 hafta soguga alistir-
manin ardindan %5 DMSO ile 2 giin boyunca kiiltiirlenmesi kriyoprezervasyon son-

rasinda en iyi canlilig1 saglamistir (Reed 1992; Lou ve Reed 1997).

Otsu bitkilerde ise, sadece ozmotik aktif sekerler ile yapilan onkiiltiirleme sii-
recleri rahatlikla kullanilabilmektedir. 0.3 ve 0.7 M sukroz ilave edilmis
besiyerlerinde 1 veya 2 giin siireyle onkiltiirlenen gévde uglarinin sivi azot sonrasin-
da yiiksek canlilik gdsterdikleri raporlanmistir (Dereuddre ve ark. 1988). Onkiiltiir
slirecinin, seker ve seker alkolleri gibi endojen kriyokoruyucularmn hiicre i¢inde biri-

kimini tegvik ettigi ve membran stabilitesini arttirdig1 da bildirilmistir (Crowe ve ark.
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1984 a,b). Kriyoprezerve edilen tiitiin govde uglariyla yapilan bir ¢caligmada ise, 0.3
M mannitol ile 1 giin boyunca kiiltiirlenen hiicrelerde ozmotik stresin yaptigi etkiler
incelenmistir. Onkiiltiir siirecinde, absisik asit, prolin ve embriyogenezin son asama-
larinda sentezlenen bazi proteinlerin varlhigi tespit edilmis ve hiicrelerin bu siireg ige-
risinde besiyerindeki mannitolu kullandiklart anlagilmistir (Reinhoud, 1996).
Solemostemon rotundifolius bitkisinin tomurcuklari ile yapilan ¢alismada ise, 25°C’
ta 0,3 M sukroz ile 3 giin boyunca oOnkiiltiirlemenin en iyi rejenerasyonu verdigi tes-

pit edilmistir (Niino ve ark., 2000).
1.2.3.3.2 Ozmokoruma

Bu adimda dokularin dehidratasyona karsi direnglerini arttirmak amaclan-
maktadir. Ciinkii baz1 otsu ve odunsu bitkilerde sadece seker alkolleri kullanilarak
yapilan Onkiiltiirleme siiregleri kriyoprezervasyon sonrasinda istenilen canlilig1 sag-
lamamaktadir. Ornegin, LS kullanimryla birlikte %50 PVS-2 uygulanmasinin wasabi
govde uglarinin sivi azot sonrasindaki canlhiliklarmi arttirdignr  goriilmiistiir

(Matsumoto ve ark. 1994).
1.2.3.3.3 Vitrifikasyon Asamasi ve Sivi Azota Aktarim

Bu asamada, eksplanlar belirli siirelerde vitrifikasyon ¢ozeltilerine maruz bi-
rakilarak dehidrate olmalar1 saglanmaktadir. Ancak, bu siire igerisinde
kriyokoruyucularin toksik etkileri de goéz ardi edilmemelidir. Bu nedenle
vitrifikasyon cozeltilerinin eksplantlar iizerindeki uygulama siiresi ¢ok iyi optimize
edilmelidir. En uygun etkilesim siiresi hem eksplantlar1 sivi azota girmeden vitrifiye
edebilmeli hem de onlarin canli kalmalarini saglamalidir. Wasabi bitkisinin yaklagik
1 mm boyutlarindaki meristemleri 0.3 M sukroz ile onkiiltiirlenmis ve ardindan, LS
ile 20°C’ ta 25 dakika inkube edilmistir. Ardindan eksplantlar, PVS-2 ile hem 0°C’
de hem de 25 °C’ ta farkh siirelerde inkiibe edilerek kontrol ve sivi azot gruplari
olusturulmustur. Meristemlerin rejenerasyon sonuglarina bakildiginda PVS-2'nin
meristemler tizerindeki toksik etkileri rahatlikla goriilebilmektedir. 25°C” ta 10 daki-
ka uygulama siiresi sonunda sivi azot gruplarinda en yiiksek rejenerasyon elde edil-
mistir. Ancak kontrol gruplarindaki rejenerasyon 10 dakika sonra azalmaya basla-
mistir. Bu siire tizerindeki PVS-2 uygulamasi ise, sivi azot gruplarindaki canliliginin
hizli bir sekilde azaltmasin neden olmustur.Ayni1 etki kontrol gruplarinda da 20 daki-

kanin ardinda gozlenmektedir. PVS-2'nin 0°C’ ta uygulandig1 diger meristemlerde
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ise farkli sonuglar elde edilmistir. Stvi azot gruplarinda en yiiksek govde olusum ora-
n1 ise 30 dakika PVS-2 uygulamasi ile alinmigtir. Kontrol gruplarina bakildiginda
rejenerasyon 30 dakikaya kadar azalma gosterirken ilerleyen siirelerde stabil kalmis-
tir.Bu bulgular incelendiginde PVS-2'nin toksik etkileri rahatlikla anlagilmaktadir.
23°C’ ta PVS-2 uygulamasmin meristemler iizerinde toksik etkisi fazlayken 0°C’
taki PVS-2 uygulamasi, meristemler uzerinde fazla bir toksik etki olusturmamistir
(Matsumoto ve ark. 1994). 3 hafta boyunca 5°C’ ta soguga alistirilip yine ayni1 sicak-
likta 0,7 M sukroz besiyerinde 1 giin onkiiltiirlenen elma gévde uglarinda en uygun
PVS-2 uygulama stiresi 25°C” ta 80 — 90 dakika arasinda olmaktadir (Niino ve ark.
1992). Camellia sinensis bitkisinde de benzer sonuglarin elde edildigi raporlanmustir.
Dikkat edilmesi gereken baska bir husus da kullanilan meristemlerin boyutlaridir. 0.5
mm'den kiigiik meristemlere PVS-2 uygulanmasi toksik bir etki olustururken, 3

mm'den biiyiik meristemlerde ise daha uzun siire dehidratasyon gerekmektedir.

Kriyoprezervasyon ise, polipropilen kriyoviallerdeki meristemlerin, dogrudan

stv1 azota aktarilmalariyla gerceklestirilir.
1.2.3.3.4 Cozme ve Geri Kazanim

Sivi azottan alinan meristemler sicak su banyosunda 1-2 dakika siireyle ¢6zii-
niir ve PVS-2'nin dokulardan disar1 atilmasini saglamak i¢in 1,2 M gibi yiiksek
sukroz konsantrasyonu igeren ¢ozeltide yikanarak rejenerasyon besiyerine aktarilir-
lar. Ancak ¢ozme siirecinde dikkat edilmesi gereken nokta, dokularin deviitrfiye ol-
ma ihtimalleridir. Bu nedenle, ¢6zme hiz1 iyi optimize edilmelidir. Bu asamada do-
kularin canlilik ve rejenerasyonlari incelenir. Rejenerasyon besiyerinin igerigi canli-
lig1 uyarmasi agisindan ¢ok dnemlidir. Ornegin besiyerine aktif komiir ilavesi veya

amonyum iyonlar1 igermeyen (besiyerlerinin kullanimi, canlilig: tetiklemede etken-

dir.

Caligmalar; basarili bir ¢ozme sonrasinda yesil olarak elde edilen meristemle-
rin bir siire canlilik belirtisi gostermeden bekledikleri ve ardindan rejenere olduklari-
n1 gostermistir (Yamada ve ark 1991; Niino ve ark 1992 a; Matsumoto ve ark. 1994).
Bunlara ek olarak, histolojik analizler de dokulardaki canliligin tespit etmek iizere
kullanilmaktadir (Suzuki ve ark., 1997).
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1.2.3.3.5 Enkapsiilasyon — Dehidratasyon

Bu teknik eksplantlarin sodyum aljinat kapsiiller igersinde hapsedilmesine
dayanan sentetik tohum teknolojisi ile birlikte kullanilmig (Redenbaugh ve ark. 1986)
ve ilk olarak armut ve patates govde uglarinin Kriyoprezervasyonu igin gelistirilmistir
(Dereuddre ve ark. 1990; Fabre ve Dereuddre 1990). Bu teknik, enkapsiile edilmis
eksplantlarin yiiksek konsantrasyon da sukroz igeren sivi ve ya kati besiyerlerinde
onkiiltiirlenmesi ve dehidrate (yatay akimli kabin veya silika jel tizerinde) edilerek
sivi azota aktarilmasi asamalarini icermektedir. Eksplantlarin enkapsiile edilmeleri

canl1 kalabilecekleri en diisiik nem seviyesine kadar desike edilmelerine olanak tanir.

Desikasyon yiiziinden eksplantlardaki su igerigi azalacak ve bu da hiicrelerin
icindeki oliimciil buz olusturacak su igerigini azaltacagindan eksplantlarin sivi azota
aktariminda vitrifikasyon gergeklesecektir (Engelmann, 1997). Bu teknik giiniimiizde
okaliptiis (Poissonnier ve ark., 1991), tiziim (Plessis ve ark., 1991), armut, havug
(Deruddre ve ark., 1991) gibi birgok farkli bitki ¢esidi lizerinde uygulanmistir.
Enkapsiilasyon — dehidratasyon teknigi genel olarak vitrifikasyon protokolleriyle
benzerlik gostermektedir. Bu teknigin genel vitrifikasyon protokoliinden ayrildigi en
onemli kisim ise enkapsiile edilmis eksplantlarin desikasyona maruz birakilmalaridir.
Bu protokoliin agamalarini: (i) Onkiiltiirleme (ii)Enkapsiilasyon, (iii) Ozmokoruma,

(iv) Dehidratasyon ve (v) Sivi azota aktarma seklinde 6zetlenebilir.

Soguga alistirma ve Onkiiltiirleme siiregleri, dehidratasyon asamasi i¢in biiyiik
bir 6nem tasimaktadir. Yapilan ¢aligmalar, bitki materyalinin fizyolojik durumunun
dehidratasyonla olan iligkisini gostermistir. Siirekli alt kiiltiirlenen bitkilerin meris-
temlerinin su igeriginin siirekli alt kiiltiirlenmeyenlere oranla daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢alismalar bize gostermistir Ki kriyoprezervasyon sonrasindaki canlili-
gin saglanmasi eksplantlarin su igerigi ile baglantilidir. Onkosullandirma sirasinda
soguk ortamda kiiltiirleme siklikla kullanilan bir yontemdir (Matsumo ve Sakai 1995;
Hirata ve ark 1996; Wu ve ark. 2001; Zhao ve ark 1999, 2001).

Yiiksek sukroz konsantrasyonunda kiiltiirleme de yine farkli arastiricilar tara-
findan kullanilmistir (Decruse ve ark., 1999; Grospiecht ve ark., 1999). Bitkilerden
alinan eksplantlar yiiksek sukroz konstrasyonlarinda onkiiltiirlemek stiretiyle kismen
dehidrate edilirler. Citrus madurensis bitkisinin gévde uglar sirasiyla 6nce 0,1 M

sukroz besiyerinde ardindan 0,3 M sukroz ve 0,5 M gliserol ile birlikte kiiltiirlenmis-
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lerdir (Cho ve ark., 2002). Kivi, gilek ve krizantem govde uglar ise, bir veya birkag
giin boyunca yiiksek oranda sukroz igeren besiyerlerinde kiiltiirlenmislerdir (Bachiri
ve ark. 2001; Clavero — Ramirez ve ark 2005; Sakai ve ark. 2000).

Enkapsulasyon ise bitki materyalinin sodyum aljinatla (genel olarak %3 ora-
ninda) kaplanmasi ve 100 mM CaClz i¢eren MS besiyerinde polimerizasyonu stireci-
ne verilen isimdir (Gonzales-Arnao ve Engelmann, 2006). Bu siire¢ sonunda

eksplantlar desikasyona kars1 bir korumaya sahip olurlar.

Ozmokoruma siirecinde sentetik tohumlar desikasyon ve kriyoprezervasyon
oncesine yiiksek sukroz konsantrasyonlarinda bir siire kiiltlirlenirler. Yapilan farkl
caligmalar, sentetik tohumlarin 0,5 ve 0,75 M sukroz igeren sivi besiyerlerinde 16 —
17 saat kiiltiirlenebildiklerini gostermistir (Paulet ve ark., 1993; Gonzalez — Arnao ve
ark., 1993). Bazi tiirlerde sukroz kiiltiiriiniin canlilik ve rejenerasyon iizerindeki
olumsuz etkileri goriilse de sukroz konsantrasyonunun kademeli olarak arttirilmasiy-
la bu sorun ¢oziilebilir. Uziim bitkisinde 0,25 M — 1 M sukroz konsantrasyonundaki
kademeli artis sonucunda %80 oraninda canlilik elde edildigi raporlanmistir (Plessis
ve ark., 1991).

Dehidratasyon asamasi ise; sentetik tohumlarin yatay akimli kabin icerisinde
veya silika jel iizerinde desike edilmesine dayanmaktadir. Yatay akimli kabinde yapi-
lan desikasyon ortaminin nem igerigi ve sicaklikla dogrudan baglantili oldugu igin
elde edilen sonuglar degisken olabilmektedir. Bu yiizden genellikle silika jel iizerinde
yapilan dehidratasyon siireci tercih edilmektedir (Gonzales-Arnao ve Engelmann
2006). Desikasyon siirecinde sentetik tohumun igerisindeki su igeriginin %20’ye
diigiiriilmesinin canliligi sagladigi raporlanmistir. Ancak bu oran tiirden tiire degisik-
lik gosterir. Armut govde uglarinda %27°1ik su igerigi canlilik saglarken (Scottez ve
ark., 1992) elma bitkisinde bu oran %33’ tiir (Niino ve Sakai, 1992).

Kriyoprezervasyon, sentetik tohumlarin 1,2 mL polipropilen kriyotiipler iceri-
sinde s1vi azota daldirilmasi ile gergeklesir. Cozme islemi de vitrifikasyon siirecine
benzer bir sekilde iki ve ya ti¢ dakika siireyle 40°C” taki su banyosunda gergeklestiri-

lir.

Alternatif olarak ¢6zme siireci; oda sicakliginda yavas olarak da gerceklestiri-

lebilir (Gonzales-Arnao ve Engelmann 2006). Ancak 40°C su banyosunda 2-3 dakika
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stireyle ¢ozme farkli arastiricilar tarafindan daha yaygin bir sekilde kullanilmigtir
(Matsumoto ve Sakai, 1995; Matsumoto ve ark., 1995). Ayrica bazi arastiricilar to-
murcuklarin rehidrate olmalari igin, 5-10 dakika boyunca sivi besiyerinde yikama da

kullanmislardir (Chang ve ark., 2000; Reed ve ark. 2006).
1.2.3.3.6 Enkapsiilasyon — Vitrifikasyon

Bu yontem, enkapsiilasyon ve PVS-2 vitrifikasyon tekniklerinin avantajlarini
birlestirmek amaciyla gelistirilmistir (Matsumato ve Sakai, 1995). Bu teknik yukari-
da anlatilan vitrifikasyon tekniklerine uygun olarak; soguga alistirilan ve ozmo aktif
sekerlerle oOnkiiltiirlenen tomurcuklarin, %2 veya %3 sodyum aljinat igeren
besiyerlerinde enkapsiile edilerek, PVS-2 ile inkubasyonuna dayanmaktadir (Fabbre
ve Dereuddre, 1990). Bu teknik ile, statice (Matsumoto ve ark. 1998), nane, patates
(Hirai ve Sakai, 1999), gentian (Tanaka ve ark., 2004), ¢ilek (Hirai ve ark., 1998)
gibi birgok bitkinin kriyoprezervasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

1.2.3.3.7 Damlacik Dondurma ve Damlacik Vitrfikasyon

Bu teknik, meristemlerin aliiminyum folyolar tizerinde PVS-2 veya DMSO
ile gesitli siirelerde inkiibasyonunu takiben, ultra hizli bir sekilde dondurulmalarini
tanimlamaktadir. ilk olarak patates govde uglarmin kriyoprezervasyonunda
(kriyokoruyucu olarak DMSO uygulanmistir) kullanilmistir (Schafer — Menhur ve
ark., 1997). Daha sonra, kriyokoruyucu olarak, PVS-2 ozmo aktif ¢ozelti kullanilarak
muz (Musaceae) ve Colocasia esculenta var. esculenta bitkilerinde denenmistir
(Panis ve ark. 2005; Sant ve ark. 2008). Teknik temel olarak vitrifikasyon prosediir-
leriyle aynidir. Ancak diger vitrifikasyon siireglerinden ayiran en temel 6zelligi,
eksplantlarin yaklagik 1 mm X 3 mm aliiminyum folyolar {izerinde bulunan yaklasik

4 pl PVS-2 damlaciklarinin igerisine yerlestirilmesi esasina dayanmaktadir.

Islem eksplantlarin 23°C” ta veya 0°C’ ta belirli bir siire dehidratasyonunu ta-
kiben, folyolarin iglerine sivi azot doldurulmus Kriyoviallerin igine aktarilmalari ile
gerceklesir ve kriyoviallerin de sivi azot tankina daldirilmasiyla, kriyoprezervasyon
tamamlanir. Cozme islemi ise 1,2 M sukroz besiyeri igerisinde 25°C’ ta ultra hizli bir

sekilde gergeklestirilir ve ardindan eksplantlar rejenerasyon besiyerine aktarilir.
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Damlacik dondurma ve vitrifikasyon tekniginin en énemli 6zelligi, genis bir
genotip araligindaki bitkilere uygulanabilmesidir (Leunufna ve Keller 2003,2005,
Sakai ve Engelmann 2007; Sakai ve ark. 2008; Kim ve ark. 2006,2007). Teknik gii-

niimiizde en ¢ok kullanilan kriyoprezervasyon yontemlerinden birisidir.
1.3 Sequoia sempervirens D. Don. (Endl.)

1.3.1 KOKENI VE YAYILMA ALANLARI

Taxodiaceae ailesinin bir iiyesi olan Sequoia genusunun, Kratese doneminde
kalan, Rhombostrobus genusunun bir kolundan koken aldigi diistintilmektedir
(LaPasha ve Miller, 1981). Sequoia genusu i¢inde giinlimiizde yasayan tek tiir ise S.
sempervirens D. Don. (Endl.) olarak bilinmektedir (Chadefaud ve Emberger, 1960).
Sequoia genusunun su anki yayilim alan1 Amerika Birlesik Devletleri (A.B.D.)’ nin,
glineybati Oregon’dan kuzeydogu Kaliforniya’ya kadar uzanan okyanusun 60 km

tizerindeki pasifik sahilleridir.

Aliivyonlu topraklarda yetisen S. sempervirens, Pseudotsuga menziesii,
Chamaecyparis lawsoniana ve diger konifer tiirleriyle birlikte bulunmaktadir (Little
1980, Watson 1993). Ayrica 19. yiizyilda bu tiirin agaglar1 Avrupa’ya ihra¢ edilme-
ye baslanmistir. Tiirkiye'de de, 1950 yillarindan sonra ormancilik politikasindaki
degismeler ile yurtdisindan tiir ithaline izin verilmis ve ithal edilen tiirlerden birisi de
S. sempervirens olmustur. 1972 yillarinda da Dogu Karadeniz sahili i¢in adaptasyon
denemelerine baglanan S. sempervirens'in sahil seridine olduk¢a iyi uyum sagladigi

gbzlenmistir (Eyiiboglu ve ark. 1995).
1.3.2 GENEL OZELLIKLERIi

S. sempervirens, sadece uzun omiirlii olmast nedeniyle degil, sahip oldugu
odunun iiretkenligi ve kalitesi nedeni ile de olduk¢a 6nemli her dem yesil bir konifer

turtdir (Stokey, 1981).

Bu agaclar, 60 — 110 metre uzunlugunda olabilmektedir. Govdeleri, genis ve
35 cm kalinliginda kirmizi — kahverengi, fibrilli bir kabuga (bu kabgunun rengi ne-
deniyle bu agalar Ingilizcede “Redwood” olarak da adlandirilirlar) sahiptir ve regine
kanallar1 icermez. Monopodial bir biiylime gosteren Sequoia sempervirens konik bir

tag yapisina sahiptir. Dallar1 asagiya dogru sarkmakta ve 1- 30 mm boyundaki yap-
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raklar1 her iki yiiziinde de stoma igermektedir. Poliploid olan S. sempervirens 66
kromozoma sahiptir (Stebbins, 1948). Bir¢ok farkli varyeteleri tescillenmis ve ticari
olarak kullanima sunulmustur (Redher, 1958; Chaudun, 1977)

Bu agacin iireme potansiyeli olduk¢a degiskendir, ¢linkii olusturdugu tohum-
larin bir kism1 bostur veya sahip oldugu embriyolar yapisal olarak bozuktur, dolayi-
styla tohumlarin canliligr %15 civarindadir, bunlarin da ¢ogu ¢imlenememektedir
(Donnet, 1984; Bourgkard ve Favre, 1989). Bu diisiik canlilik, tohumla beslenen
hayvanlara karsi gelistirilen bir adaptasyondur. Tohum tiretimi bitki 10 — 15°1i yas-
lardayken baslar ve diizenli araliklarla devam eder. Kanatlara sahip tohumlar 3,3 — 5
mg arasinda ¢ok kii¢iik ve ¢ok hafiftirler. Tohumlar riizgar ile ana bitkiden ancak 60
— 120 metre uzaklagabilirler. Cimlenen tohumlar 20 metrelik uzunluga 20 yil gibi
kisa bir siirede erigebilirler. Kozalaklar1 15 — 32 mm uzunlugunda ovoid bir yapiya
sahiptir ve 15 — 25 spiral diizenlenmis tohum igermektedir. Kis aylarinda tozlagsmaya

baslayan bitkilerin tohumlari 8§ ila 9 ay sonra olgunlasir.

S. sempervirens ayrica diinya iizerindeki en genis hacimli, en yiiksek ve en
yasli canlilarindan da bir tanesidir. 1998 yilinda Steve Sillet ve Michael Taylor tara-
findan California Redwoods Eyalet Parkinda kesfedilen Del Norte Titan, 10447m?®
’liik hacmi ve 93.57 metre uzunluguyla diinyanin en fazla hacme sahip agacidir (Van
Pelt, 2001). Sekoyalarin diinya iizerindeki en uzun agaglardan biri olabilecegi diisii-
niilmektedir. Simdiye kadar tespit edilen en uzun sekoya olan Hyperion, 115.55 m
boyundadir ve Redwood Ulusal parkinda bulunmaktadir. Elimizdeki bulgular, seko-
yalarin 2000 yil yasayabildiklerini gOstermistir. Fritz tarafindan Kuzey
Kalifroniyadaki bir agacin yas halkalar1 dlgiildiigiinde agacin 2200 yasinda oldugu
ortaya ¢ikmistir (Brown, 1996). Baska bir agacin halkalar1 6l¢tildiiglinde agacin 1935
yasinda oldugu anlasilmstir.

1.3.3 KULLANIMI

S. sempervirens, diisiik ¢imlenme oranlar1 ve geng agaglarin soguga karsi has-
sasiyeti nedeniyle, uzun yillar ticari amaglar igin kullanilamamistir. Bununla beraber,
¢ok soguk gecen kis mevsimlerine dayanabilen olgun agaglar, yeniden ormanlastirma
caligmalar1 i¢in en uygun tiir olarak goze carpmaktadir (Donnet, 1984). Ayrica bu
agaclar; patojenlere karsi olan direngleri (Dufrenoy, 1922; Bull, 1951; Gale, 1962;

Roy, 1966) ve uzun omiirleri nedeniyle endiistriyel olarak da kullanima oldukg¢a uy-
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gundurlar. Sahip oldugu yiiksek kaliteli odun ve biyokiitlesi; endiistride, kereste ve
agag islerinde kullanilmaktadir (Panshin ve ark., 1964).

1.3.4 UYGULANAN KORUMA PROGRAMLARI

1800’ lii yillarda, Avrupa’dan Amerika’ya dogru baslayan gocler nedeni ile
Amerika kitas1 uzerinde yeni yerlesim alanlar1 acilmaya baglanmistir ve alanlarin
acilabilmesi i¢in bolca keresteye ihtiyac duyulmustur. Sahil sekoyasi ise sahip oldu-
gu kolay islenebilen Kaliteli odunu nedeniyle en ¢ok kesilen aga¢ olmustur. Sekoya
kesiminin basladigi 1850’11 yillara kadar 800 bin hektarlik sekoya ormanlar1 bulun-
maktaydi. Bundan sonraki 60 yil iginde Avrupa’dan gog edenler yiiziinden bu say1
yiizlerce hektara kadar inmistir. 1910’larin sonunda antik sekoya ormanlarinin nere-

deyse hepsi kesilmisti.

1918 yilinda Amerikan dogal tarih miizesi palentolojisti Henry Fairfield
Osborn, New York Zooloji Cemiyetinden Madisson Grand ve Kaliforniya
Universitesinden John Meriam, Redwood’lar1 Kurtarma Cemiyetini (Save the
Redwoods Leauge) kurmustur. Bu topluluk kar amaci gutmeyen bir organizasyon
olup bu agaglari korumak i¢in Kaliforniya bolgesindeki sekoya ormanlarini satin
almaya basglamistir. Bagiglar ve biit¢e destegi sayesinde topluluk 1920 ve 1960’11
yillar arasinda 400 bin hektar sekoya ormani satin almistir. Bu ¢abalar sonucunda
1920°’li yillara kadar Jedediah Smith Redwoods State Park, Del Norte Coast
Redwoods State Park, Prairie Creek Redwoods State Park ve Humboldt Redwoods
State Park gibi parklar kurulmustur.

Giliniimiize kadar bu topluluk Redwood’larin korunmasi i¢in caligmaya de-
vam etmistir. Glinimiizde orijinal Sekoya ormanlarinin ancak %10’luk bir kismi
kurtulabilmistir. Bu kalan kisim ise tamamen in Situ koruma programlar ile korun-
maktadir. 1994 yilinda Kaliforniya sahil bolgesi diinya mirasi listesine alinmis ve
buradaki sekoya parklari “biyosfer rezervi” adi ile adlandirilmigtir. Ayrica giniimiiz-
de Sekoya agaclari IUCN kategorilerine gore “Kaybolma tehlikesi tasiyan,
Vulnerable” olarak, biyocesitliligi tehlikede olan tiirler sinifina  alinmistir

(www.savetheredwoods.org).
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1.3.5 YAPILAN CALISMALAR

S. sempervirens ile yapilan ilk in vitro kiiltiir caligmasi, Restool (1956) tara-
findan gévde ucu segmentlerinin in vitro kosullara adaptasyonunu incelemekle ger-
¢eklestirilmistir. Ardindan Murashige (1977), in vitro gelisimi arttirmak ve koklen-
mis bitkicikler elde etmek icin besiyeri formiilasyonu gelistirmek i¢in ¢alismistir. Bu
ilk caligmalar1 takip eden yillarda, Sequoia sempervirens bitkisinde in vitro
rejenerasyon birgok aragtirici tarafindan goévde, embriyo, kotiledonlar ve hipokotil
gibi farkli eksplant tiirleri kullanilarak biitiin yonleriyle c¢alisilmis (Thorpe ve ark.,
1991), govde eksplantlari kullanilarak elde edilen kiiltiirlerin, ¢ogalmalari, uzamalari
ve koklenmeleri incelenmis (Walker, 1986; Fouret ve ark. 1986; Fouret ve ark.,
1989). Mikrogogaltim, govde, yaprak, olgunlasmamis embriyo gibi birgok farkli
eksplantlarla da denenmistir (Que, 1983; Walker ve ark., 1985; Fouret ve ark., 1988;
Hunter ve O'Donnel, 1989; Sul ve Korban 1994, 2005; Chen ve ark., 2003; Hu ve
ark., 2003).

Farkli sitokininlerin (BA (Walker ve ark. 1985; Fouret ve ark. 1989), Kinetin
(Boulay, 1987; Ball ,1987) ve BPA (Ball, 1987)) gévde ¢ogalmasi iizerindeki etkileri
de pek cok arastirici tarafindan incelenmistir. Ancak 11l Whan Sul ve arkadaglar
(1994), 5 farkli genotipteki S. sempervirens bitkiciklerinde farkli sitokininleri karsi-
lastirmali olarak deneyerek in vitro rejenerasyon kapasitesini incelemislerdir. Bu
calismada; Zeatin, Kinetin, TDZ, 2-1p, BA, BPA ve BA+AH (Adenin hemistilfat)
bitki bilyiime diizenleyicileri degisik konsantrasyonlarda kullanilmig ve tiim
genotipler incelendiginde 15 uM zeatin konsantrasyonun 3 farkli klon igin en iyi
proliferasyonu sagladigi belirlenmistir. Ikinci en yiiksek proliferasyon ise 2-IP ile
saglanirken, TDZ kullanilan klonlarda nekroz oldugu belirlenmistir. Adenin
hemisiilfat ilavesi ise, govde proliferasyonunu azaltici bir etki gostermistir, Bir bagka
calismada in vitro ¢ogaltim i¢in MS besiyerine (Murashige ve Skoog ,1962) 2.2 x 10°
® M BA ve 5 x 10® M NAA ilave edilmis (Boulay, 1989), elde edilen aksiller tomur-
cuklarin uzamasi i¢in ise, eksplantlar 20 gr/lt AK igeren MS besiyerine aktarilmistir

(Boulay, 1987).

Ayni arastiricilar 3 farkli genotipteki sekoya bitkilerinin yapraklar degisik
konsantrasyonlarda (0,5, 10, 15 ve 20 uM BA ile BPA ve 0, 0,1, 0.5 ve 1 uM 2,4-D)

ile inkiibe ederek direk organogenezi incelemistir. Calisma sonucunda 3 farkli
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genotipin de farkli sonuglar verdigi, ancak besiyerine 2,4-D ilavesinin tiim
genotiplerde organogenez verimini arttirdigi ve adventitif tomurcuk gelisimini etki-
ledigi belirlenmistir. Ayrica BPA ile kombine edilen 2,4-D 'nin BA' ya gére daha iyi

proliferasyon verdigi gézlenmistir.

Gergek ve Sahin (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, farkli indol
butirik asit (IBA) (3, 3,5, 3, 2,5 mg/It) ve indol asetik asit (IAA) (2, 1.5, 1, 0,5 mg/It)
konsantrasyonlarinin kdklenme ve govde olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Ca-
lisma sonucunda, 1 mg/lt IAA ve 4 mg/lt IBA konsantrasyonlarinin, koklenme ve

govde gelisimi lizerinde olumlu etki yaptig1 sonucuna varilmastir.
1.4 TEZIN AMACI VE LITERATURE KATKISI

Genel bilgiler bolimiinde de anlatildigi gibi, mikrogogaltim amaciyla yapilan
farkli in vitro ¢alismalara ragmen, sekoya bitkisi giiniimiizde yalnmzca “Jedediah
Smith Redwoods State Park”, “Del Norte Coast Redwoods State Park”, “Prairie
Creek Redwoods State Park” ve “Humboldt Redwoods State Park™ gibi biyosfer re-
zervlerinde in situ koruma programlari ile korunmaktadir. Yine biyogesitliligi koru-
ma yontemlerinde belirtildigi tizere in situ koruma stratejileri yangin, patojen saldiri-
s1, kotii iklim kosullar1 gibi dogal etkenlere agiktir. Ayrica sekoya tohumlarinin gos-
terdigi diisiik canlilik hem bu agaglarin tohum bankalarinda saklanmasini engelle-

mekte hem de in situ koruma stratejileri igin bir sorun teskil etmektedir.

Bununla beraber; orta siireli saklamay1 saglayan yavas biiyiitme ve uzun siireli
saklamay1 saglayan Kkriyoprezervasyon gibi in vitro koruma yontemleri,
germplazmalarin hem kisitli bir alanda korunmasi hem de genetik kararliligin kontrol
edilmesini sagladiklarindan, ¢evre sartlarina agik olan in situ koruma yontemlerinde
karsilagilan sorunlar1 ortadan kaldirma potansiyeli sayesinde son yillarda geleneksel

yontemlere tamamlayici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Sekoya bitkisinde in vitro rejenerasyon yontemlerinin daha once ¢aligilmis ol-
masi da orta ve uzun siireli koruma tekniklerinin bu bitkide uygulanmasi i¢in kolay-
lastirict bir etkendir. Ancak giinlimiizde konifer tiirlerinde uzun siireli saklama
(kriyoprezervasyon) cogunlukla kontrollii sogutma yontemleri ile embriyonik kiiltiir-
ler {izerinde uygulanmaktadir. Tek asamali dondurma yontemlerinin konifer tiirleri

izerinde uygulanmasina dair ¢ok az ¢aligma bulunmaktadir. Bu yilizden bu tez calis-
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mast hem konifer bitkileri iizerinde yapilan ilk tek asamali dondurma g¢aligmalarin-
dan biri hem de sekoya bitkisi iizerinde yapilan ilk in vitro koruma ¢alismasi olacak-
tir. Bu nedenle g¢alisma, konifer bitkileri iizerinde uygulanacak olan tek asamali

kriyoprezervasyon yontemlerine 6nciiliik edecektir.
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2 GEREC VE YONTEM

2.1 GERECLER

2.1.1 BITKi MATERYALI

Sequoia sempervirens (D. Don.) Endl. in vitro govde kiiltiirleri, Floransa
(italya)’ da bulunan elit bir agactan alinan apikal gévde uglarmin 1 mg/lt BA iceren
MS besiyerine aktarilmasi ile elde edildi. Elde edilen in vitro govdelerin periyodik alt
kiiltiirleri 4 haftada bir taze besiyerine aktarilmasi yoluyla yapildi. Tez kapsaminda
yapilan biitiin deneylerde bu kiiltiirlerden elde edilen apikal ve bazal tomurcuklar ile

tim govdeler kullanildi (Sekil 2-1).

2.1.2 TEZ KAPSAMINDA KULLANILAN SARF MALZEMELER
VE CiHAZLAR

Bitki materyallerinin alt kiiltiirlenmesi ve deneylerin yiiriitilmesinde Duchefa
firmasindan temin edilen Vitrovent ® kiiltiir kaplart (200 ml kapasiteli) ile Sigma
firmasindan temin edilen bebek mamasi kaplar1 (170 ml kapasiteli) ve cam petri kap-
lart (9 cm @, 30 ml kapasiteli) kullanildi. Tiim kiiltiir kaplar1 ve deneyler igin gerekli
olan cihazlar ve sarf malzemelerinin ve cihazlarin listesi ¢izelgede ve sekilde veril-
mistir (Cizelge 2-1, Cizelge 2-2, Sekil 2-2).

Sekil 2-1: Calismada kullanilan Sequoia sempervirens bitkileri. (A) Bebek mamasi
kaplarinda kiltirlenmis bitkiler. (B) Yatay akimli steril kabin altinda alinmis gok-
lu gbvdeler. (C) Deneylerde kullanilan apikal ve bazal tomurcuklari iceren bitki.

Doku kiiltiirii deneyleri steril kabin igerisinde gergeklestirildi ve kullanilan

bistiiri, pens gibi malzemelerin sterilizasyonunda kuru sterilizator kullanildi.
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Cizelge 2-1: Deneylerde kullanilan kimyasal sarf malzemelerinin listesi.

Kimyasal Adi Uretici Firma
Etanol Prolab Kimya
Myo-Inositol Sigma 1-3011
Thiamine HCI Sigma T-3902
Nikotinik Asit Sigma N-0765
Piridoksin HCI Sigma P-8666
L-Glisin Merck K 27061401
Sukroz Merck L 01614
Gelrite Merck G 1101
NaOH Merck 06462
DMSO Merck 1.02952
Gliserol Merck 1.04093
Etilen Glikol Merck 1.00949
Cizelge 2-2: Calismada kullanilan geregler.

Cihaz Adi Cihazin Markasi

+4 °C Buzdolabi Indesit

-20 °C Buzdolab1 Indesit

Analitik Terazi Sartorius BL3100

Bitki Biiylitme Odas1 BOTES Klima Taahiit San. ve Tic. Ltd.

Hassas Terazi Sartorius BL2105

Manyetik Karistirict Schoot

Otoklav Hirayama

HVE-50

PH metre WTW pH526

Sterilizator Sigma S-3273

Yatay akiml Heraeus




Sekil 2-2 : Deneylerde kullanilan cihazlar. (A) Manyetik karigtirici. (B) pH
metre. (C, D) Bitki doku kiiltiirii odasi. (E) +4°C ve -20°C dolaplar. (F) Sivi
azot tanki

52
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2.2 YONTEM

2.2.1 BESIYERI ICERIGI VE KULTUR SARTLARI

Calismalarda kullanilan tiim besiyerleri seker olarak 30 gr/lt sukroz ve kati-
lastirict olarak 3 gr/lt gelrite veya 7 gr/lt agar igermekteydi. Besiyerlerinin pH’s1
otoklav 6ncesinde 1 N NaOH veya HCI kullanilarak 5,8 — 6,0’ a ayarlandi. Sequoia
sempervirens bitkileri, 1 mg/lt BA igeren MS besiyerinde 16/8 saat fotoperiyod ara-
liginda, 23°C kosullarda ve bitki biiyiitme odasinda kiiltiirlendi.

Orta siireli saklama deneyleri i¢in MSO, 1 mg/lt BA igeren MS, QLO, 1 mg/It
BA iceren QL yar1 kat1 besiyerleri kullanildi.

En iyi rejenere olabilen tomurcuk ¢esidi ve en uygun rejenerasyon besiyerinin
belirlenmesi amactyla 6 farkli besiyeri MSO, 1 mg/It BA igeren MS, 20 gr/lt AK ice-
ren MS, QLO, 1 mg/lt BA igeren QL, 20 gr/It AK igeren QL) denenmistir. Deneyler-
de kullanilan tiim besiyerleri otoklav kullanilarak 121°C ‘ta 20 dakika steril edilmis
ve yatay akimli kabin altinda kiiltiir kaplarina dokiildii.

2.2.2 SENTETIK TOHUMLARIN HAZIRLANMASI

Sentetik tohumlar Redenbaugh ve ark. (1986) tarafindan gelistirilen yonteme

gore hazirlandi. Buna gore (Sekil 2-3):

e Halihazirda CaCl; igeren yari kati MS besiyerinde kiiltlirlenen
tomurcuklarin kalsiyumdan arimmmalari i¢in 5 dakika boyunca CaCl,
icermeyen 0,4 M sukroz igeren sivi MS besiyeri ile hazirlanan

besiyerinde yikandi.

e Tomurcuklar daha sonra 0,4 M sukroz igeren sivi MS besiyeri ile

hazirlanan Na- aljinat soliisyonu ile 20 — 30 dakika muamele edildi.

e Bu siirenin sonunda Na — Alg soliisyonu otomatik pipet yardimiyla
almarak her damlada 1 tomurcuk olacak sekilde damla damla, 100
mM CaCl; ¢ozeltisine aktarildi ve 20 — 30 dakika siireyle kapsiillerin
sertlesmesi i¢in bekletildi.
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Sekil 2-3 : S. Sempervirens apikal veya bazal tomurcuklarini igeren Sentetik
tohumlarin hazirlanma siireci: (A) Enkapsiile edilecek olan apikal veya bazal
tomurcuklar. (B) Tomurcukarin CaCl;, igermeyen besiyerinde 5 dakika siireyle
yikanmalari. (C) Siiziilen tomurcuklar. (D) Tomurcuklarin %3 Na-aljinat ve 0,4
M sukroz iceren MS besiyerinde bekletilmeleri. (E) Tomurcuklarin otomatik
pipet yardimiyla 100 mM CaCly; igeren ¢ozeltiye damla damla aktarilmalari. (F)
Ca-aljnat kapsiillerin olusmasi. (G) Siiziilmiis sentetik tohumlar. (H) Tek bir
tomurcuk iceren sentetik tohum.
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e Sertlesen sentetik tohumlar steril siizge¢ yardimiyla toplandi ve steril

dH,0 ile 1 — 2 kez yikand.

e Siizgecten alinan sentetik tohumlar yavaglatilmis biiylitme veya

kriyoprezervasyon deneylerinde kullanildi.

2.2.3 ORTA SURELIi SAKLAMA

2.2.3.1 Govde Kiiltiirlerinin Saklanmasi

Standart bitki biiytime kosullarinda (23°C, 16/8 saat fotoperiyod) alt kiiltiir-
lenen bitkilerden alinan yaklasik 1 cm boyundaki tekli govdeler, 4 farkli besiyerine
(MS 0, 1 mg/It BA igeren MS, QL 0 ve 1 mg/It BA igeren QL) aktarildi. 2 hafta sii-
reyle kiiltiirlenen bitkiler daha sonra karanlik kosullarda +4°C’ ye kaldirilip 15 ay
stireyle saklandilar (Sekil 2-3 A, B). Saklama siiresince, 3 aylik periyotlarda, bir grup
govde kiiltlirii standart bitki biiyiime sartlarina geri alinarak bitki gelisimleri gozlen-

di.
2.2.3.2 Sentetik Tohumlarin Saklanmasi

In vitro govde kiiltiirlerinden izole edilen apikal ve bazal tomurcuklar 1 mg/It
BA igeren taze MS besiyerlerine alinarak +4 °C’ ta ve karanlik kosullarda soguga
alistirildi. Daha sonra 0,5 M sukroz iceren MS besiyerinde 24 saat siireyle standart
biiylime kosullarinda 6n kiiltiirlendi (Sekil 2-4 A, B). Bunu takiben yukarida ayrintili
olarak tarif edilen protokole uygun olarak hazirlanan sentetik tohumlar, MS 0, 1
mg/lt BA igeren MS, QL 0 ve 1 mg/lt BA igeren QL besiyerlerine aktarildilar ve 15
ay siireyle +4 °C’ ta saklamaya alindilar(Sekil 2-4 C, D). Govde kiiltiirlerinde oldugu
gibi, burada da her 3 ayda bir, bir grup sentetik tohum standart biiyiime kosullarina

geri alinarak tohum ¢imlenmesi ve bitki gelisimleri izlendi.
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Sekil 2-4 : In vitro govde kiiltlrlerinin ve apikal ve bazal tomurcuklari iceren
sentetik tohumlarin orta sireli saklanmasi. (A, B) +4°C’ a aktarilan yaklasik 1
cm uzunlugundaki tekli Sequoia sempervirens gévdeleri. (C, D) +4°C’ a aktarilan
apikal ve bazal tomurcuklari iceren sentetik tohumlar.

2.2.4 UZUN SURELI SAKLAMA

Kimyasal vitrifikasyona dayali {i¢ farkli tek-agamali dondurma teknigi S.
sempervirens apikal ve bazal tomurcuklarinin uzun siireli saklanmasi i¢in denendi.
Denenen yontemler: (a) vitrifikasyon (b) enkapsiilasyon — vitrifikasyon ve (c) damla-
cik dondurma. Ayrica sivi azotta saklanmaya kars1 toleransin arttirilmasi amaciyla,
kriyokoruma oncesindeki soguga alistirma ve sukroz onkiiltiirii basamaklarinin etki-

leri de arastirildi.
2.2.4.1 Soguga Alstirma ve Onkiiltiir Sartlarinin Belirlenmesi

Son altkiiltiirden 14 giin sonra alinan govdeler +4°C, karanlik kosullara alindi
ve 1, 2, 3 veya 4 hafta boyunca soguga alistirildi. Daha sonra bu bitkilerden alinan
apikal, aksiller ve bazal tomurcuklar 6 farkli besiyerine (MS 0, 1 mg/lt BA igeren
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MS, 20 gr/lt AK igeren MS, QL 0, 1 mg/It BA igeren QL ve 20 gr/lt AK igeren QL)
aktarild1 ve standart biiyiime kosullarinda kiiltiirlendi. Eksplantlarin 4 haftalik biiyii-
me periyodu sonucundaki canlilik ve rejenerasyon oranlari belirlenerek en uygun

sogukta bekletme kosulu belirlendi.

Onkiiltiir sartlarmin optimizasyonu amaciyla soguga alistirilan veya alistiril-
mayan, apikal ve bazal tomurcuklar 0,12 — 0,25 — 0,5 M sukroz igeren QL
besiyerinde 24 — 48 veya 72 saat siireyle standart biiyiime kosullarinda kiiltiirlendi.
Ardindan tomurcuklar 20 gr/lt AK igeren QL rejenerasyon besiyerine aktarildi. To-
murcuklarin canlilik ve rejenerasyon oranlar1 4 haftalik ilk altkiiltiir periyodu sonu-

cunda kaydedildi ve optimal sukroz onkiiltiir kosullart belirlendi.
2.2.4.2 Vitrifikasyon

Tek asamal1 kriyoprezervasyon tekniklerinden biri olan vitrifikasyon, soguga
alistirma ve sukroz on kiiltiir siire¢lerinin ardindan 2mL'lik kriyoviallere aktarilan
tomurcuklarin (15 tomurcuk/kriyovial) 6nce 30 dakika boyunca LS, ardindan da 15,
30, 45, 60..., 180 dakika arasinda 0°C’ ta PVS-2 ile muamele edilmeleri ile gercek-
lestirildi. Bu siireglerin ardindan tomurcuklar 2 farkli gruba ayrildi. Ilk grup 0,6 ml
taze PVS-2 ile inkiibe edilerek dogrudan sivi azota daldirilirken, ikinci grup kontrol
olarak kullanildi ve buna gére PVS-2 uygulamasinin ardindan 1,2 M sukroz i¢eren
MS besiyeri ile 25°C’ ta 20 dakika boyunca yikanarak 20 gr/lt AK igeren QL

rejenerasyon besiyerine aktarildi ve standart biiyiime kosullarinda kiiltiirlendi.

Sivi azota giren tomurcuklar ise en az 1 saatlik saklama siiresinin ardindan
40°C su banyosunda 2 dakika bekletilerek ¢oziildii. Ardindan 1,2 M Sukroz igeren
stvi MS besiyerinde 30 dakika yikanarak, 20 gr/lt AK igeren QL rejenerasyon
besiyerine aktarildi (Sekil 2-5).

2.2.4.3 Enkapsiilasyon Vitrifikasyon

Soguga alistirma ve sukroz onkiltiir optimizasyonlarimi takiben tomurcuklar
daha 6nce anlatildigi sekilde enkapsiile edildi ve elde edilen sentetik tohumlar 2mL
kriyovialler igerisinde (5-6 sentetik tohum/kriyovial) vitrifikasyon protokoliinde ol-
dugu iizere 6nce 30 dakika boyunca oda sicakliginda LS ile, daha sonra da 15, 30,
45, 60..., 180 dakika arasinda 0°C’ ta PVS-2 ile muamele edildi.
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Ornekler daha sonra kontrol (SA-) ve sivi azot (SA+) gruplar olarak ikiye
ayrildi. S1vi azot gruplari taze PVS-2 eklenerek dogrudan sivi azot i¢ine daldirilmig
Ve en az | saat siireyle s1v1 azot i¢inde bekletildi. Ardindan 40°C’ ta sicak su banyo-
sunda 2 dakika siireyle ¢oziilen sentetik tohumlar 1,2 M sukroz besiyeri ile 30 dakika
yikanarak 20 gr/lt AK igeren QL rejenerasyon besiyerine aktarildi. Kontrol gruplari
Ise sivi azota aktarilmadan dogrudan MS + 1,2 M Sukroz besiyerinde ¢oziiliip 20
gr/lt AK igeren QL besiyerine aktarildilar (Sekil 2-5).

2.2.4.4 Damlacik Dondurma

Onceden hazirlanmus steril aliiminyum folyolar (yaklasik 5 X 15 mm boyutla-
rinda) petri kaplarina alind1 ve sicakliklarinin 0°C olmast i¢in, buz sarjlarinin {izerine
yerlestirildi. Her bir folyo {izerine her biri yaklagik 4 — 5 pl miktarinda 3 damla PVS-
2 damlatildi. Soguga alistirma ve Onkiiltiir siireglerinden gegen tomurcuklar her dam-
lada 1 tomurcuk olarak sekilde PVS-2 damlaciklarinin igine yerlestirildi ve 0°C’ ta
15, 30, 45, 60..., 180 dakika boyunca muamele edildi. Daha sonra siv1 azotta sakla-
nacak ornekler, lizerinde 3 tomurcuk igeren 1 aliiminyum folyo olmak iizere dnceden
sogutulmus 2 ml’lik kriyoviallere aktarildi ve dogrudan sivi azota daldirildi. En az 1
saat slireyle sivi azotta bekletilen ornekler, saklama siiresi sonucunda sivi azottan
aliarak oda sicakliginda 1,2 M sukroz ¢ozeltisi igerisinde 30 dakika boyunca yika-
narak 20 gr/lt AK igeren QL igeren besiyerinde standart bilyiime kosullaria aktaril-
di. Kontrol grubu ise, PVS-2 ile inkiibasyon sonrasinda 1,2 M sukroz besiyerinde

yikanarak rejenerasyon besiyerine aktarildi (Sekil 2-6).
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Sekil 2-5 : Enkapsiilasyon — Vitrifikasyon ve Vitrifikasyon tekniklerindeki
adimlar: (A, B) Enkapsiile edilen eksplantlar ve kullanilan tomurcuklar (C)
Eksplantlarin 1,2 mL LS ile 25 °C’ de inkiibe edilmesi ve eksplantlarin 0°C’ ta
PVS-2 ile 15, 30, 45, ... 180 dakika siirelerle etkilesime sokulmalari. (D) Sivi
azota aktarim. (E) 40°C ‘ta 1, 2 dakika siireyle ¢ozme. (F) Eksplantlarin 1,2 M
sukroz ile 30 dakika siireyle yikanmalar1 (G). Bu Eksplantlarin 20 gr/lt AK ice-
ren QL rejenerasyon besiyerine aktarilmalari.



Sekil 2-6 : Damlacik dondurma yontemi ile S. sempervirens bitkisinin apikal
ve bazal tomurcuklarmin kriyoprezervasyonu. (A) Onkiiltiir siirecinden gelen
tomurcuklar. (B)  Steril aliminyum folyolar. (C) Yaklasik 4 mikrolitre PVS-
2 damlatilan aliiminyum folyolar. (D) Tomurcuklarin damlaciklarin i¢ine yer-
lestirilmesi. (E) 15-180 dakika siireyle 0°C’ ta inkiibe edilmeleri. (F) iginde
s1vi azot bulunan 2mL’lik kriyoviallere koyulan aliiminyum folyolar. (G) Dog-
rudan sivi azota aktarilma. (H) Sivi azottan alinan tomurcuklarin hizli bir se-
kilde 1,2 M sukroz igeren MS besiyerinde 30 dakika siireyle ¢oziilmesi. (I)
Tomurcuklarin 20 gr/lt AK iceren QL besiyerine aktarilmalari.
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2.2.4.5 Histoanatomik analizler

Histoanatomik analizlerde damlacik dondurma yontemi kullanilarak donduru-

lan ve sivi azotta saklama sonucunda canliliklarin1 koruyan veya koruyamayan or-

nekler ile kontrol grubu tomurcuklarindan canliliklarin1 koruyan veya koruyamayan

cesitli 6rneklerden kesitler alindi. Ornekler hazirlanirken 4 asamal1 bir prosediir iz-

lendi. (i) Tomurcuklarin dehidratasyonu (ii) Historesin iginde bloklama (iii)

Mikrotom ile kesim (iv) Pas-Amido siyah boyama.

Tomurcuklarin dehidratasyonu
e Glutaraldehit + Formaldehit (2:2) soliisyonu i¢inde +4°C’ ta 24
saat bekletildi (Sekil 2-7 A).
e 24 saat sonunda Ornekler 30 dakika boyunca vakumlandi (Sekil
2-7 B).
e Etilen glikol mono metil eter soliisyonunda 4°C’ ta 24 saat bek-
letildi (Sekil 2-7 C).
e Saf Alkol i¢inde 4°C’ ta 24 saat bekletildi (Sekil 2-7 D).
e 30 dakika boyunca vakumland (Sekil 2-7 E).
e Saf Alkol + Historesin (1:1) 4°C 24 saat bekletildi.
e Historesin soliisyonunda birkag saat bekletildi.
Sabitleme: 15 ml Historesin + 1 ml katilastirict madde igeren soliisyo-
nun bir kism1 kaliplara dokiildii, tizerine 6rnekler yerlestirildi ve soliis-
yon eklendi. Kaliplarin kapaklar1 kapatildi ve historesinin 1yice donma-
stigin 1 — 2 giin bekletildi (Sekil 2-7 F, G, H, I, J, K).
Mikrotom ile kesim: Historesin kaliplar mikrotoma yerlestirildi ve ce-
sitli kalinliklarda kesitler alind1 (0,2 — 1 mikron). Her bir kesit dikkatli-
ce lamin tlizerinde bulunan su damlacigiin icine yerlestirildi (her bir
lamda 4 damlacik) ve lamlar sicak tabla {izerine alinarak suyun buhar-
lagsmas1 ve bu sirada da 6rnegin lam {izerine sabitlenmesi saglandi (Se-
kil 2-8 A, B, C, D).
Pas-Amido siyah boyama: Boyama islemi birbirini takip eden, asagida-
ki basamaklar yoluyla yapildi. Buna gore, kesitleri iceren lamlar sira-
styla:
e %1 Periyodik asit ile 10 dakika muamele edildi (Sekil 2-8 E, F)
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e Musluk suyu ile 5 dakika yikandi(Sekil 2-8 G)

e Schiff ile 30 dakika muamele edildi(Sekil 2-8 H)

o NayS,05 (%0,5) 2,5 dakika muamele

e NayS;05(%0,5) 2,5 dakika muamele

e Akan musluk suyunda 10 dakika yikand1

e Amido siyah boyama, 2 dakika

e Asetik asit ile yaklagik 5 dakika muamele (Sekil 2-8 1)
e Distile suile 2 — 3 kes 1 — 2 dakika boyunca yikandi

e Sicak tabla lizerine yerlestirilerek hizla kurumasi saglandi.

Boyanan kesitler daha sonra 11k mikroskobunda incelendi ve fotograflari ce-

kildi.

Sekil 2-7 : Tomurcuklarin dehidratasyonlari ve historesine sabitleme asamalari.



Sekil 2-8 : Tomurcuklarin miktrotom ile kesimi ve PAS-Amido siyah boyama
cozeltilerine maruz birakilmalari.

63



64

2.3 SONUCLARIN ALINMASI VE ISTATISTIKSEL
ANALIZLER

Govde kiiltirlerinin orta siireli saklanmasinda her deneme i¢in, her biri 15 adet
govde iceren ve rastgele secilmis olan 8 adet bebek mamas1 kabi1 kullanildi. 30 tane
govde kullanildi. Sentetik tohumlarin saklanmasinda ise her deneme i¢in yaklasik 45
sentetik tohum kullanildi. Tiim denemeler 2 kez tekrarlandi. Govde ve sentetik to-
humlarin canlilik ve rejenreasyon oranlari, standart kiiltiir sartlarina alinmay1 takiben,

4 haftalik alt kiiltlir periyodu sonucunda kaydedildi.

Soguga alistirma ve tomurcuklar1 ¢alismalarinda yaklasik 100 gévdeden alinan
apikal ve bazal tomurcugun 6 farkli besiyerine aktarilip standart kiiltlir sartlarina

alindiktan 4 hafta sonra gosterdikleri canlilik ve rejenerasyon oranlari alinmistir.

Sukroz Onkiiltiirii ve kriyoprezervasyon g¢alismalarinda da ortalama 30 tomur-
cugun standart biiylime kosullarina (sukroz onkiiltiirii) veya rejenerasyon besiyerine
(kriyoprezervasyon) aktarildiktan sonraki canlilik ve rejenerasyon verilerine bakildi

ve denemeler en az 3 kere tekrar edildi.

Kiiltiirlerin canlilik ve rejenerasyon sonuglari alinirken asagidaki adimlara dik-

kat edilmistir:

e Herhangi bir tomurcuk veya govde olusturmayan ancak canliliklarimi
koruyan eksplantlarin ytlizdesi (canlilik ytizdesi)

e Yeni govde veya tomurcuk olusturan eksplantlarin  ylizdesi
(rejenerasyon yiizdesi)

e Her bir eksplant lizerinde olugsan yeni govde sayis1 (gdvde/eksplant
orant)

e Her bir eksplant {izerinde olusan yeni tomurcuklarin sayisi (tomur-
cuk/eksplant orani)

e Ekpslantlarin govde olusturma kapasitesi (her bir eksplant {iziernde
olusa ortalama govde sayisi, GOK indeksi = govde/eksplant oran1 X

rejenerasyon yiizdesi)



65

Canlilik ve rejenerasyon yiizdelerinin hesaplanmasinda ki® testi (karsilagtirma-
lar iki deger arasinda oldugunda) veya post hoc ¢oklu karsilagtirma testi (3 veya daha
fazla veri karsilastirildiginda) kullanilmistir. Govde veya tomurcuk sayisi ile gdvde
boyu songlart ANOVA, LSD benzerlik testi ile karsilagtirilmis ve p<0,05’ e gore

benzerlik ve farkliliklar analiz edilmistir.
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3 BULGULAR

3.1 REJENERASYON BESIYERININ BELIRLENMESI

Sequoia sempervirens bitkilerinden alinan apikal ve bazal tomurcuklarin
(apikal ve bazal) gelisim ve rejenerasyonlar1 farkli besiyeri ¢esitlerinde (MS 0, 1
mg/It BA igeren MS, 20 gr/lt Ak iceren MS, QL 0,1 mg/lt BA igeren QLve 20 gr/lt
AK igeren QL) denemis ve boylece tomurcuklarin optimum diizeyde rejenere olabi-
lecegi besiyeri ¢esidi belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu sonuglara bakildiginda hem
apikal hem de bazal tomurcuklar icin en yiiksek canlilik, rejenerasyon ve gévde olus-
turma kapasitesi degerlerinin aktif komiir igeren besiyerlerinde oldugu goriilmektedir
(Cizelge 3-1). Diger besiyerlerine aktarilan tomurcuklarin verdikleri cevaplar ise
degisken olmaktadir. Apikal tomurcuklarin aktif komiir igermeyen besiyerlerinde
gosterdigi canlilik ve rejenerasyon degerleri bazal tomurcuklara gére daha diisiik
tespit edilmistir. Sadece QL 0 besiyerinde gelisen apikal ve bazal tomurcuklar benzer
canlilik ve rejenerasyon sonuglart vermistir. 1 mg/lt BA igeren QL besiyerinde ise
hem apikal hem de bazal tomurcuklarda rejenerasyon elde edilememistir. Ayrica
aktif komiir igermeyen besiyerlerindeki kiiltiirlerde nekroz olmus doku ve tomurcuk-
lar da goze carpmistir. Ancak aktif komiir igeren besiyerlerinde gelisen govdelerin
ise oldukg¢a saglikli olduklart gorillmiistir (Sekil 3-1). Aktif komiir igeren
besiyerlerine baktigimizda en yiiksek gévde/eksplant ve govde olusturma kapasitesi
degerlerinin QL besiyerinde (apikal tomurcuklar i¢in sirasiyla 1.22+0.13 ve 0.98;

bazal tomurcuklar i¢in sirasiyla 1.50+0.14 ve 1.50) oldugunu gormekteyiz.

Tomurcuklarin olusturduklar1 ortalama govde sayilar1 1 — 1,5 arasinda degis-
mektedir. Bu da S. sempervirens apikal ve bazal tomurcuklarindan ¢oklu gévde

eldesinin kolay olmadigin1 gdstermektedir.
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Sekil 3-1 : Normal kiiltiir kosullarindan alinan Sequoia sempervirens bitkisi
tomurcuklarindan farkli besiyeri kosullarinda gelisen govdeler. (A, B) QL + 1
mg/lt BA ve MS 0 besiyerlerindeki nekroz olmus tomurcuklar. (C, D) 20 gr/It
AK igeren MS besiyerinde gelisen govdeler, 20 gr/lt AK igeren QL besiyerinde
geligsen govdeler. (E) QL + AK besiyerinde gelisen ¢coklu govde.

Cizelge 3-1: Normal kiiltiir sartlarindaki S. sempervirens bitkilerinden alinan apikal
ve bazal tomurcuklarin farkli besiyeri cesitlerindeki canlilik ve rejenerasyon oranlari.
(C; canlilik, R; rejenerasyon, GOK; gbvde olusturma kapasitesi.)

Besiyeri Apikal Tomurcuklar Bazal Tomurcuklar
Ieerigi ¢ R | GovdeEks. | Govde | GOK | C | R | GovdeEks. | Givde | GOK
(%) (%) Boyu (cm) (%) | (%) Boyu

MS0 55b 25¢ 1.00+£0.00 a | 1.16+0.09bc | 0.25 60 50 1.10£0.17b | 1.75+0.09 0.55
b b b

MS + 30b 30bc | 1.17+0.16 a | 1.05+0.07 ¢ 0.35 100 65 1.31£0.17ab | 1.09+0.07 0.85

BA a ab c

MS + | 100a 90a 1.00+£0.00 a | 2.10+0.12 a 0.90 100 75 1.00+£0.00 b | 2.27+0.13 0.75

AK a ab a

QLO 95 a 55b 1.00+£0.00 a | 1.03+0.09 ¢ 0.55 95 50 1.10£0.10 b | 0.95+0.05 0.55
a b c

QL + | 40b Oc 15 | Oc - - -

BA c

QL + | 100a 80a 1.22+0.13a | 1.48+£0.09b 0.98 100 | 100 | 1.50+0.14a | 1.44+0.14 1.50

AK a a b
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3.2 ORTA SURELI SAKLAMA

3.2.1 GOVDE KULTURLERININ SAKLANMASI

In vitro govde kiiltiirlerinin farkli besiyerlerinde 3, 6, 9, 12 ve 15 ay sonunda
verdikleri yanitlar ve saklama sonrasi elde edilen etiyole govdeler Cizelge 3-2’de ve
Sekil 3-2’de goriilmektedir. Buna gore; MS 0 besiyerindeki bitkilerde, ilk 9 ay canli-
likta herhangi bir diisiis goriilmezken, bu siirenin asilmasiyla canlilifin neredeyse
yar1 yartya diistiigii tespit edilmistir. Benzer sekilde rejenerasyon oraninda da 9 ay-
dan sonraki saklama donemlerinde oldukga ciddi bir diisiis goriilmektedir. Yani siire-
nin uzamasi kiiltiirlerin rejenerasyon yeteneklerini ve govde olusturma kapasitelerini
azaltmaktadir. 3 ay soguk kosullarda kiiltiirlenen bitkilerdeki GOK degeri 6.42 olur-
ken 15. ayda bu deger 0.91°¢ kadar diigmektedir.

1 mg/lt BA igeren MS besiyerindeki kiiltiirler incelendiginde ise canliligin 6.
aydan itibaren azalmaya basladigi rahatlikla goriilmektedir. Canliliktaki bu diistis 12.
aya kadar devam etmis ve 15. ayda bir artisa ge¢mistir. Rejenerasyon degerlerindeki
diisiis ise 3. aydan sonra belirgin olmaya baslamis ancak 12. aya kadar azalarak de-

vam eden rejenerasyon, 15. ayda artmistir.

MS 0 besiyerinde gézlenene benzer bir sekilde QL O besiyerinde de 9. aya
kadar canliliin en iist diizeyde kaldig1 goriilmektedir. 12. aydan itibaren canliliktaki
azalma tespit edilmistir. Ancak rejenerasyon seviyelerine bakildiginda 9. aya kadar
stiren azalmanin 12. ayda %86’ya ¢iktig1 goriilmektedir. 1 mg/It BA igeren MS ve
QL 0 besiyerlerinde gdzlenen bu durum, kiiltiirlerin soguga adaptasyonunda besiyeri
iceriginin etkili oldugunu ve 1 mg/lt BA igeren MS ve QL O besiyerlerinde S.
sempervirens govdelerinin metabolizmalarinin elverisli bir sekilde yavaslatilabilme-
leri i¢in en az 12 ay veya daha uzun siirelerde bekletmenin gerekli oldugunu goster-
mektedir. Govde olusturma kapasitelerine ve rejenerasyon oranlarina bakildiginda
kiltiirlerin 3. ve 12. aylardaki sonuglar arasinda biiylik bir farklilik olmadig1 géze

carpmaktadir.

1 mg/lt BA iceren QL besiyerinde de, QL O besiyerine benzer sonuglar elde
edilmistir. Buna gore 9 ay siireyle %100 seviyesinde olan canlilik 12. ayda %90 se-
viyesine inmis, rejenerasyon sonuglari da bu siire igerisinde azalma egilimi gosterir-

ken 12. ayda %76’ya yiikselmistir. GOK degeri ise 3. ayda 6.15 iken 9. ayda 3.15
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seviyesine inmig, ancak 12. ayda 5.04’e yiikselmistir. Bu da bitkilerin soguga karsi

adaptasyon gelistirebildigini gdsteren bir sonugtur.

Elde edilen tiim sonuglar S. sempervirens govde kiiltiirlerinin biiyime diizen-
leyicileri icermeyen veya 1 mg/lt BA igeren QL besiyerinde, altkiiltiirleme islemi
gerektirmeden, 12 ay boyunca elverisli sekilde saklanabildigini gostermektedir. MS 0

besiyerinde ise govdeler 9 ay boyunca elverisli bir sekilde saklanabilmektedir.

Sekil 3-2 : 3 ve 9 ay +4 °C’ ta saklama siiresi sonunda elde edilen uzamis
etiyole govdeler. (A) 3 ay siireyle QL + 1 mg/It BA besiyerinde saklanan govde-
ler. (B) 1 mg/It BA iceren MS besiyerindeki tek govde. (C) 9 ay siireyle 1 mg/It
BA igeren MS besiyerinde saklanma sonunda gelisen uzamis etiyole govdeler.
(D) QL 0 besiyerindeki uzamis etiyole govde.
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Cizelge 3-2: +4°C’ ta 3 -6 — 9 — 12 ve 15. ay saklanan S. sempervirens kiiltiirlerinin
bu stireler sonundaki canlilik ve rejenerasyon sonuglari. (C; canlilik, R; rejenerasyon,
GOK; govde olusturma kapasitesi.)

Saklama Siiresi C (%) ‘ R (%) Govde / Eks. ‘ Givde Boyu | GOK
MS.0
3ay 100 a 93.1a 6.90+0.62 a 0.76 £0.09 b 6.42
6 ay 100 a 76.6 a 493+£0.59b 1.04+0.17b 3.78
9ay 100 a 80.0a 5.57+£0.67 ab 091+0.15b 4.46
12 ay 56 b 43.0b 4.12+0.84 b 290+0.63a 1.77
15 ay 73 ab 23.3b 3.89+£0.63b 1.29+0.27b 0.91
MS +1 mg/lt BA
3ay 100 a 93.3a 7.07+0.59b 0.96+£0.21b 6.60
6 ay 86 a 66.4 b 3.52+0.58¢ 0.75+£0.07b 2.34
9 ay 50 b 50.2b 9.67+0.73 a 0.70£0.07 b 4.85
12 ay 30b 26.4c 456x1.12¢ 1.65+0.26 a 1.20
15 ay 60 b 46.0 bc 453+0.74 ¢ 1.84+0.41 a 2.08
QL.0
3ay 100 a 80.0a 5.57+0.69 a 1.08+0.18 b 4.46
6 ay 100 a 50.0b 2.34+035b 198+0.30 a 1.17
9ay 100 a 63.2 ab 636+1.04a 0.87+0.08b 4.02
12 ay 93a 86.0 a 479+052a 1.81 +£0.42 ab 412
15 ay 23b 60.2 ab 4.57+0.81 ab 1.95+0.89 ab 2.75
QL + 1 mg/It BA
3ay 100 a 90.0a 6.83+0.682a 0.73+0.10 a 6.15
6 ay 100 a 90.0a 5.57+£0.56 ab 0.75+0.11 a 5.01
9 ay 100 a 66.0 ab 477+0.87b 1.24+0.24 a 3.15
12 ay 90a 76.0 ab 6.63+0.71 ab 1.27+0.32a 5.04
15 ay 60 b 60.7 b 6.00 = 0.85 ab 0.76 £0.06 a 3.64
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3.2.2 SENTETIiK TOHUMLARIN SAKLANMASI

Deneyler sonucunda, sentetik tohum ile orta siireli saklamada istenen basari
saglanamamustir. Siirecin 9 aya kadar uzatilmasi bir miktar canlilik saglamistir ancak
bu, Sequoia sempervirens germplazmasinin sentetik tohumlarla orta siireli saklanma-

st i¢in yeterli bir sonug degildir. 9 aydan sonra ise canlilik tamamen kaybolmustur.

QL 0 ve MS 0 besiyerlerinde 6 ay siireyle sakama sonucunda %2 ve % 4 oran-
larinda canlilik elde edilmistir. 1 mg/lt BA ilaveli MS besiyerinde ise 9 ay sonunda
sadece %2 canlilik tespit edilmistir (Sekil 3-3).

Sekil 3-3 : Sentetik tohumlarindan +4°C’ tan almip 1 mg/lt BA igeren MS
besiyerine aktarildiktan sonra gelisen goévdeler. (A) 6 ay siireyle MS 0
besiyerinde kiiltiirlenen sentetik tohumlar (B) 6 ay siireyle QL 0 besiyerinde
kiiltirlenen sentetik tohumlar. (C) 6 ay siireye 1 mg/lt BA ilaveli QL
besiyerindeki gelisim.. (D) 9 ay 1 mg/It BA ilaveli MS besiyerinde kiiltiirlen-
dikten sonra elde edilen govde.
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3.3 UZUN SURELI SAKLAMA SONUCLARI

3.3.1 SOGUGA ALISTIRMA VE ONKULTUR OPTIiMiZASYON
SONUCLARI

Soguga alistirma ve onkiiltiir siiregleri, bitkilerin ozmokoruma adimlarina ha-
zirlanmalari i¢in hayati 6nem tasiyan basamaklardir. Bu nedenle de bu adimlarin ¢ok

Iyi optimize edilmesi gerekmektedir.
3.3.1.1 Soguga Ahstirma Sonuclari

Apikal tomurcuklarin soguga alistirma sonuglar1 incelendiginde (Cizelge 3-
3); MS 0 besiyerinde ilk haftada diisiikk olan canliligin 4. haftaya kadar arttig1 goz-
lenmektedir. Ancak rejenerasyon degerleri ise azalma gostermektedir. 1 mg/lt BA
iceren MS besiyerine bakildiginda ise, tomurcuklarin canlilig: ilk haftada diisiikken
2. haftada artisa gegmistir. Ancak ilerleyen haftalarda yine bir diisiis gézlenmektedir.
Rejenerasyon degeleri ise siirekli bir azalma gostermektedir ve son haftalarda hig
rejenerasyon elde edilememistir. 20 gr/lt AK igeren MS besiyerine bakildiginda ise,
canhilik degelerinin iyi olugunu ancak rejenerasyon oranlarinin diistiigiinti goriilmek-
tedir. Sonuglar irdelendiginde, MS besiyerinin tomurcuklarin canliligi tizerinde yeteri

kadar indiikleyici bir etkisinin olmadigini soylenilebilir.

Apikal tomurcuklarin QL besiyerlerindeki sonuglarina bakildiginda ise; QL 0
besiyerinde ilk haftalarda diisiik olan canlilik ilerleyen haftalarda artisa ge¢cmistir.
Rejenerasyon ise azalmig ve 3. haftada artmistir. 1 mg/It BA igeren QL besiyeri ince-
lendiginde, canliligin azaldig1 ve rejenerasyonun da hi¢ goriilmedigi tespit edilmistir.
Ancak 20 gr/lt AK iceren QL besiyerinde, 4. haftada hem canlilik hem de
rejenerasyon degerleri diger besiyerlerine gore daha istiindiir. Ayrica gévde olus-
turma kapasitesi de en iyi olan besiyeri aktif komiir ilaveli QL besiyeridir.

Sonuglar bu sekilde incelendiginde, aktif komiiriin apikal tomurcuklarin

rejenreasyonu lizerindeki etkisi rahatlikla goriilmektedir.

Bazal tomurcuklarda ise (Cizelge 3-4); yine MSO besiyerinde canlilik orani
yiiksek iken, rejenerasyon oranlarinin diistiigii gozlenmistir. 1 mg/lt BA igeren MS

besiyerinde ise diisiik canlilik goriilmistiir ve rejenerasyon yok denecek kadar azdir.
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20 gr/lt AK ilaveli MS besiyerinde de canlilik ve rejenerasyon oranlari istenildigi

kadar degildir.

QL besiyerlerine bakildiginda ise, yine sadece AK ilaveli QL besiyerinde en
iyi sonuglar elde edilmistir. Buna ragmen 4. haftadaki rejenerasyon oran1 %50 sevi-

yesindedir.

Bu sonuglara ragmen en iyi canlilik ve rejenerasyon verileri, 20 gr/lt AK ige-
ren QL besiyerine aktarimda alinmistir. Apikal tomurcuklarin canlilik ve
rejenerasyonlar diger besiyerlerinde oldugu gibi bazal tomurcuklara gére daha fazla-
dir. 1lk haftalarda apikal tomurcuklarin canliliklar1 %75 seviyesindeyken, 4. haftada
%100’e kadar ¢ikmistir. Ayrica en iyl GOK degeri de 4 haftalik kiiltiir sonrasinda
elde edilmistir. Bazal tomurcuklarda da en iyi canlilik ve rejenerasyon oranlarina 4.
haftalik kiiltiirlerde tespit edilmistir. Ayrica rejenerasyon verilerini incelersek, hem
apikal hem de bazal tomurcuklardaki rejenerasyon degerlerinin her hafta arttigi go-
riilmektedir. Ayni sekilde GOK degerlerinde de, 6zellikle bazal tomurcuklarda, bir
artis s6z konusudur. Bu sonug bize, gdvdelerin soguk kosullara adapte olabildigini

gosteren bir ipucudur.

Kiiltiirleri inceledigimizde yine en saglikli govdelerin aktif komiir ilave edil-
mis besiyerlerinde gelistigi goriilmiistiir. Diger besiyerlerinde ise, nekroz olmus to-

murcuklar ve dokular gbze carpmustir.
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Cizelge 3-3: +4°C’ ta 1, 2, 3 ve 4 hafta siireyle soguga alistirilan S. sempervirens
kiiltiirlerinden alinan apikal tomurcuklarin canlilik ve rejenerasyon oranlari. (C; can-
lilik, R; rejenerasyon, GOK; gévde olusturma kapasitesi.)

Saklama Apikal Tomurcuklar

Siiresi C (%) R (%) Govde / Eksplant Govde GOK
MS.0

1 hafta 75b 75a 1.33+0.16 a 1.46+0.12ab 0.99

2 hafta 95a 50 b 1.09+0.09 a 2.20+0.23 a 0.54

3 hafta 100 a 50 b 1.00+0.00 b 1.13£0.09 b 0.50

4 hafta 9% a 55b 1.08+0.08 a 2.25+0.57 a 0.59
MS + 1 mg/lt BA

1 hafta 55b 30a 1.14+0.14 b 0.62+0.07 a 0.34

2 hafta 85a 5b 3.00£0.00 a 0.40+0.00 a 0.15

3 hafta 65b 0b - - -

4 hafta 65b 0b - - -
MS + 20 gr/lt AK

1 hafta 85a 75a 1.144+0.09 a 1.67+0.14 a 0.85

2 hafta 100 a 40 b 1.00+0.00 a 1.66+0.08 a 0.40

3 hafta 100 a 45D 1.00£0.00 a 1.07+£0.08 b 0.45

4 hafta 95a 50 b 1.00£0.00 a 1.46+0.09 a 0.50
QL.0

1 hafta 75b 20b 1.25+0.25 a 0.85+£0.10 b 0.25

2 hafta 70b 0b - - -

3 hafta 100 a 45a 1.00+0.00 a 0.934+0.06 b 0.45

4 hafta 95a 45a 1.00£0.00 a 1.38+0.11 a 0.45
QL + 1 mg/lt BA

1 hafta 55a 20a 1.00+0.00 0.65+0.13 0.20

2 hafta 30b Oa - - -

3 hafta 35b Oa - - -

4 hafta 60 a Oa - - -
QL + 20 gr/lt AK

1 hafta 75b 55 b 1.75+0.32 a 1.46+0.22 b 0.96

2 hafta 75b 75b 1.25+£0.33 a 1.46+£0.22 b 0.93

3 hafta 100 a 75b 1.00£0.00 b 1.40+0.13 b 0.75

4 hafta 100 a 100 a 1.05£0.05 b 1.94+0.12 a 1.05
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Cizelge 3-4: +4°C’ ta 1, 2, 3 ve 4 hafta siireyle soguga alistirilan Sequoia
sempervirens kiiltiirlerinden alinan bazal tomurcuklarin canlilik ve rejenerasyon
oranlari. (C; canlilik, R; rejenerasyon, GOK; govde olusturma kapasitesi.)

Saklama Bazal Tomurcuklar

Siiresi C (%) R (%) Govde / Eksplant | Govde Boyu GOK
MS.0

1 hafta 35b 15b 1.00£0.00 a 1.53+0.30 a 0.15

2 hafta 65 ab 45a 1.22+0.22 a 2.1240.23 a 0.55

3 hafta 75a 30a 1.00+0.00 a 1.07+0.12 a 0.30

4 hafta 70 a Ob - - -
MS + 1 mg/It BA

1 hafta 50a Oa - - -

2 hafta 10b Oa - - -

3 hafta 5b Oa - - -

4 hafta 5b Oa - - -
MS + 20 gr/lt AK

1 hafta 35b 25a 1.20+0.20 a 1.85+0.31 a 0.30

2 hafta 45b 15a 1.67+0.66 a 0.87+0.13 b 0.25

3 hafta 9% a 30a 1.14+0.14 a 1.00+0.10 b 0.34

4 hafta 40 b 15a 1.00+0.00 a 1.57+0.03ab 0.15
QL.0

1 hafta 35ab Oa - - -

2 hafta 20b Oa - - -

3 hafta 30 ab 25a 1.00+0.00 a 0.93+0.09 b 0.25

4 hafta 50 a 10a 1.00+0.00 a 1.55+0.05 a 0.10
QL + 1 mg/lt BA

1 hafta 10a Oa - - -

2 hafta 30a Oa - - -

3 hafta 15a O0a - - -

4 hafta O0a Oa - - -
QL + 20 gr/lt AK

1 hafta 30¢c 20b 1.50+0.10 a 1.86+0.57 a 0.30

2 hafta 75b 30b 1.40+0.30 a 0.78+0.09 b 0.42

3 hafta 75b 50a 1.18+0.22 a 1.424+0.13ab 0.59

4 hafta 100 a 50 a 1.20+£0.20 a 1.78+£0.26 a 0.60




3.3.1.2 Sukroz Onkiiltiirii Sonuclar

24, 48 ve 72 saatlik sukroz kiiltlirlinlin sonucunda, tomurcuklarin gelisimleri
incelendiginde sukroz konsantrasyonunun artmasinin canlilik tizerindeki negatif etki-

si goriilmektedir. Bu sonug¢ hem apikal hem de bazal tomurcuklar igin gegerli bir

bulgudur (Sekil 3-4, Cizelge 3-5).

Apikal Tomurcuklar Canliik Oranlari
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Sekil 3-4 : 3 farkli sukroz konsantrasyonunun, apikal ve bazal tomurcuklarin

canliliklaria olan etkileri.
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Rejenerasyon oranlari incelendiginde ise, denenen en yiiksek sukroz konsant-

rasyonu olan 0,5 M’in apikal tomurcuklar i¢in inkiibasyon siiresi ne olursa olsun

toksik etki gosterdigi goriilmektedir. Benzer sekilde, bazal tomurcuklar i¢in de 0,5 M

sukrozda 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar toksik etki gostermektedir (Sekil 3-5).

Apikal Tomurcuklar Rejenerasyon Oranlari
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Sekil 3-5 : Apikal ve bazal tomurcuklarin 0.12 — 0.25 — 0.5 M sukroz konsant-

rasyonlarindaki rejenerasyon oranlart.
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Ancak inkiibasyon siiresinin 72 saate ¢ikarilmasi bazal tomurcuklarin bu
toksik etkiye kars1 tolerans gelistirmeleri ile sonu¢lanmustir. Ornegin bazal tomur-
cuklarin 24 saat 0,5 M sukroz konsantrasyonunda kiiltiirlenmeleri sonucu elde edilen
rejenerasyon orani 23,3 iken, bu oran, 48 saatte %25,8 ve 72 saatte de %80’e

cikamaktadir (Sekil 3-4, Cizelge 3-5).

Bu veri bize tomurcuklarin kendileri i¢in toksik olabilen sukroz derisimlerini

bir siire sonra belli bir 6lgiide tolere edebildiklerini gostermektedir.

Cizelge 3-5: Sequoia sempervirens kiiltiirlerinin 24, 48, 72 saat siireyle 0.12, 0.25 ve
0.5 M sukroz konsantrasyonlarinda kiiltiirlenmeleri sonucu alinan sonuglar. (C; canli-
lik, R; rejenerasyon, GOK; govde olusturma kapasitesi.)

Apikal Tomurcuklar Bazal Tomurcuklar

C(%) | R(%) Govde/Eks. | Govde Boyu | GOK | C(%) | R(%) | Govde/Eks. | Govde Boyu | GOK
24 saat
0.12M 100 a 83.3a 1.1240.09ab 1.33£0.10 b 0.93 100 a 70a 1.37+0.26a 1.11+0.10 b 0.96
0.25M 100 a 90a 0.90+0.06 b 1.54+0.11ab 0.81 96.6 66.6 a 1.00+0.00a 1.54+0.06ab 0.67
0.50 M 93.3a 40c 0.52+0.11 b 0.68+0.15 ¢ 0.20 66.6 233D 1.2940.18a 0.87+0.11 ¢ 0.30
48 saat
0.12M 100 a 100 a 1.10+0.10ab 1.22+0.09bc 1.10 90a 63.3a 1.16+0.09a 1.29+0.09 b 0.73
0.25M 100a | 80ab | 1.12+0.13ab 1.17+0.09bc 0.89 94.2 457 1.31£0.15a 1.06+0.09bc 0.60
0.50 M 935a | 333c 1.00+0.00ab 0.85+0.07 ¢ 0.33 77.4 258D 1.00+0.00a 0.97+0.08 ¢ 0.26
72 saat
0.12M 100 a 79.3 1.00+0.00ab 1.93+0.14 a 0.79 100a | 83.3a 1.17+0.08a 1.70+0.11 b 0.97
0.25M 100 a 93.3a 1.16+0.08 a 1.63+0.09ab 1.08 100a | 86.6a 1.11+0.12a 1.66+0.17 a 0.96
0.50 M 96.6a | 50b 1.27+0.12 a 1.37+0.09bc 0.63 96.6 80a 1.16£0.11a 1.10£0.11 b 0.92

Ancak yine de, elde edilen sonuglar en uygun sukroz onkiiltiir kosullarinin
apikal tomurcuklar icin 0,12 M’ ta 48 saatlik inkiibasyon, bazal tomurcuklar i¢in ise

0,25 M sukrozda 72 saatlik inkiibasyon oldugunu gostermektedir.
3.3.2 KRIYOPREZERVASYON SONUCLARI

Uygulanan 3 farkli kriyoprezervasyon yontemi karsilastirildiginda S.
sempervirens’in uzun siireli saklanmasinda en etkili yontemin damlacik dondurma
teknigi oldugu goriilmektedir (Cizelge 3-6). Vitrifikasyon tekniginde sivi azotta sak-
lama sonucunda sadece %3,3 oraninda canlilhik goriiliirken, enkapsiilasyon

vitrifikasyon tekniginde siv1 azot sonrasinda hig canlilik elde edilememistir.
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Kontrol gruplarinda da canlilifin biiyiik olctide kaybedilmis olmasi, PVS-
2’nin S. sempervirens apikal ve bazal tomurcuklart i¢in oldukca toksik oldugunu
gostermektedir. Bazal tomurcuklarin enkapsiilasyon sonrasinda PVS-2 ile muamele
edilmeleri az da olsa bir koruma saglamis, ancak bu sivi azot sonrasinda canliligin
korunmasinda yeterli olmamistir. Apikal tomurcuklarda ise enkapsiilasyonun higbir
olumlu etkisi goriilmemistir. Tersine, PVS-2 ile muamele sonrasi rejenerasyon
besiyerine aktarilan 6rnekler i¢in, muhtemelen besiyerine erisimde bir bariyer gibi

rol oynayarak canlilik oranlarinin diigmesine neden olmustur.

PVS-2’nin tomurcuklar iizerindeki toksik etkileri damlacik dondurma tekni-
ginde de goriilmektedir. 15 dakika PVS-2 ile muamele edilen kontrol grubu apikal
tomurcuklarinda %79 canlilik goriiliirken, bazal tomurcuklarda ise %83 canlilik go-
riilmistiir. PVS-2 uygulama siiresi 180 dakikaya kadar arttirildik¢a bu oranlar sira-
styla %5 ve %18’e diismektedir. (Sekil 3-6).

Kontrol Gruplari Canlilik Oranlari
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20 ={ll=Bazal
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Canlilik (%)
wn
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== Apikal

PVS-2 Uygulama Siiresi (dakika)

Sekil 3-6 : PVS-2 uygulama siresinin S. sempervirens tomurcuklarinin canlilig
uzerindeki etkisi.
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Cizelge 3-6: Apikal ve bazal tomurcuklarin 3 farkli yontemle kriyoprezervasyonu

sonrasinda elde edilen canlilik sonuglari. (SA; s1v1 azot)

PVS2 Uygu- Apikal Tomurcuklar Bazal Tomurcuklar

lama Siiresi SA () | SA (+) SA () | SA(M)
(A) Vitrifikasyon
15 61 - - -
30 50 - - -
45 25 - 10 -
60 35 - -
75 40 3.3 -
90 20 - 10 -
105 15 - - -
120 15 - 0 -
135 5 - 13 -
150 20 - 0 -
165 25 - 13 3.3
180 5 - 13 -
(B) Enkapsiilasyon - Vitrifikasyon
15 5 - 5 -
30 15 - 10 -
45 30 - 10 -
60 25 - -
75 10 - -
90 15 - -
105 - -
120 - 20 -
135 10 - - -
150 5 - - -
165 15 - - -
180 20 - - -
(C) Damlacik Dondurma
15 79.0 - 83.0 -
30 78.0 - 68.0 1.8
45 48.0 - 60.0 3.0
60 455 - 53.0 6.0
75 35.0 - 51.4 1.6
90 38.0 1.8 49.0 35
105 30.0 12.0 40.0 9.0
120 23.0 9.4 20.0 10.0
135 21.0 18.0 29.0 21.0
150 7.5 13.0 23.0 15.0
165 5.0 5.0 15.0 10.0
180 5.0 34 18.0 7.2
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PVS-2 ile inkiibasyonun toksik etkilerine karsin sivi azotta saklamaya karsi
toleransin arttiritlmasi icin PVS-2’nin kullanilmasi gereklidir. Gergekten de siv1 azota
giren tomurcuklar i¢in uzun stireli PVS-2 ile etkilesimin canlilig1 arttirdig1 goriilmiis-
tiir. PVS-2 Apikal tomurcuklar i¢in 90 dakika, bazal tomurcuklar i¢in ise 30 dakika
ile inkiibasyonun canlilig1 tetikledigi tespit edilmistir. Etkilesim siiresinin 135 daki-
kaya cikartilmasi hem apikal hem de bazal tomurcuklar i¢in en iyi canlilik sonucunu
vermistir. Ancak 135 dakikadan daha uzun inkiibasyonlar yine toksik etki gostermek-
tedir. (Sekil 3-7).

Sivi Azot Tomurcuklari Canlilik Degerleri

25

20

15 A

== Apikal

10
== Bazal
0

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
PVS- 2 Uygulama Siiresi (dakika)

Canhilik (%)

Sekil 3-7: Damlacik dondurma yéntemi ile kriyoprezerve edilen tomurcuklarin
besiyerine aktarildiktan sonra gostedikleri canlilik degerleri.

Ozetlenecek olursa, hem SA+ hem de SA- gruplarinin PVS-2 ile
inkiibasyonu sonucu elde edilen canlilik oranlar1 karsilastirildiginda PVS-2’nin kont-
rol gruplarindaki canliligi azaltan, sivi azot gruplarinda ise canliligr arttiran etkileri

rahatlikla goriillmektedir (Sekil 3-8).

S1v1 azot sonrasinda ise canliliklarin1 kazanabilen tomurcuklar ait fotograflar

da Sekil 3-9’ da goriilebilmektedir.
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Sivi Azot ve Kontrol Gruplari

=== Apikal

Bazal

Canhilik (%)

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

PVS-2 Uygulama Siiresi (dakika)

== Apikal

=fi— Bazal

Sekil 3-8: Damlacik dondurma teknigi ile elde edilen apikal ve bazal tomurcuk-

larin canlilik degerleri.

Sekil 3-9 : Siv1 azot sonrasinda canli kalan tomurcuklardan gelisen gévdeler.
(A) 165 dakika PVS-2 ile etkilesim sonrasinda canli kalan bazal tomurcuk. (B)
135 dakika PVS-2 inkiibasyonu sonrasinda canli kalan gévde. (C) 135 dakika

PVS-2 ile etkilesim sonrasinda canli kalan bazal tomurcuk.
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3.3.3 HISTOANATOMIK ANALIZLER

Histoanatomik analizlerde, kriyoprezervasyon islemleri nedeniyle canlilikla-
rin1 kaybetmis olan dokulardaki hasarin anatomik olarak belirlenmesi amag¢lanmistir
ve bu baglamda canliliklarini koruyan ve korumayan 6rneklerden alinan kesitler kar-

stlagtirilmugtir.

Yapilan analizler 6zellikle sivi azotta saklanan 6rneklerde dokularn biiytlik
oranda hasara ugradiklari ve canliliklarin1 kaybettiklerini gostermektedir (Sekil 3-10
A). Bu dokularda hiicre biitiinliigii kaybolmus, hiicre igerigi disariya salinmistir. Ay-
rica bu hiicrelerin nispeten daha biiylik, daha fazla vakuollii oldugu ve daha az seker
biriktirdigi de goriilmektedir. Canliliklarin1 koruyan meristem hiicreler Sekil 3-10
B’de goriilmektedir. Canli olan bu hiicreler nukleuslariyla birlikte gézlenmektedir.
Ayrica uygulanan boyama yontemine bagli olarak, hiicrelerin i¢indeki amiloplastlar
boyanmis ve bu sekilde hiicrelerdeki seker birikimi de kanitlanmustir (Sekil 3-10 B).
Olii dokulara baktildiginda, hiicrelerin sitoplazmik biitiinliiklerinin bozuldugu icleri-
nin bosaldig1 gozlenmektedir (Sekil 3-10 A).

Kontrol gruplarinda da, meristem hiicreleri biiylik nukleuslar1 ve kii¢iik bo-
yutlartyla rahatlikla secilebilmektedir. Ayrica meristem kubbesinin etrafindaki koru-
yucu yapraklar da bulunmaktadir. Sitoplazmanin boyanmasi da dokulardaki seker
birikimine isaret etmektedir (Sekil 3-11 A, C). Icleri bos olan hiicreler ise, canlilikla-
rint kaybetmis olan hiicrelerdir. (Sekil 3-11 D).

Yapilan tiim bu gozlemler, nispeten daha az ve kiiciik vakuol iceren kiigiik
boyutlu meristem hiicreleri hayatta kalirken, daha biiyiik ve bol vakuollii hiicrelerin
siv1 azotta saklama sonrasinda canliliklarini kaybettiklerini gostermektedir. Bir diger
onemli bulgu, sukroz onkiiltiirlinde amaglandig: sekilde, hiicre iginde biriken sekerin
gercekten de membran kararliliginda ve hiicrelerin canli kalmalarinda olduk¢a 6nem-
11 oldugunun anlasilmasidir. PVS-2 soliisyonunun i¢eriginde bulunan sukrozun islevi
de gercekten membranlarin kararl kalmasi ve bdylece hiicre biitiinliigiiniin korunma-

sidir.



Sekil 3-10 : Damlacik dondurma teknigi ile kriyoprezerve edilen apikal tomur-
cuklarin, kriyoprezervasyon sonrasindaki 151k mikroskobu fotograflari. (A) Sivi
azot sonrasinda canliligini koruyamayan tomurcuk ve sag taraftaki fotografta
Ol hiicrelerden cikan sitoplazma kalintilari. (B) Sivi azot sonrasinda canli
kalmis tomurcugun genel goriinlimii. Sag tarafta ayn1 tomurcugun ayrintili bir
fotografinda cali1 hiicrelerin nukleuslar1 ve hiicre i¢indeki seker birikimi goriile-
bilmekte. Oklar canli ve canliligin1 kaybetmis hiicreleri gostermektedir.

84
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Sekil 3-11: Kontrol grubu tomurcuklardan alinan kesitler. (A, B) 105 dakika
PVS-2 ile inkubasyondan sonra besiyerine aktarilan tomurcuk. (C) 120 dakika
stireyle PVS-2 muamalesinin ardindan besiyerine aktarilan tomurcuk. (D) 120
dakika PVS-2 muamelesinden sonra canliligini kaybeden tomurcuk. Fotografta
canli hiicreler ve biitiinliigiinii kaybetmemis tomurcuklar kolaylikla goriilebil-
mektedir. Canliligin1 kaybeden tomurcukta ise, hiicre iceriklerinin disar1 ¢iktigi
gorilmektedir.
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4 TARTISMA VE SONUC

4.1 REJENERASYON BESIYERININ BELIRLENMESI

Kriyoprezervasyon sonrasinda canliligin elde edilmesi i¢in, eksplantlarin
rejenere olabildikleri en uygun besiyerinin optimize edilmesi ¢ok 6nemlidir. Sunulan
caligmada, apikal ve bazal tomurcuklarin kriyoprezervasyon sonrasinda canliliklari-
nin korunmasi ve rejenerasyon ve govde olusturma kapasitesinin geri kazanilmasinda
4 farkli besiyeri kompozisyonu test edilmis, 0Ozellikle aktif komiir iceren
besiyerlerinde kiiltiirlenen edilen tomurcuklarin gorece daha yiiksek canlilik ve
rejenerasyon oranlart ve govde olusturma kapasitesine sahip oldugu, ayrica bu to-
murcuklarin rejenerasyonu sonucu elde edilen govdelerin ¢ok daha saglikli oldugu
belirlenmistir. Aktif komiir, fenolik maddeler ve bunlarin oksitlenmis formlari, mela-
lin gibi toksik pigmentleri (Sugano ve ark., 1975; Butcher, 1977; Habaguchi, 1977)
bitki biiylime diizenleyicileri (IAA, NAA, BA, IBA, kinetin) gibi aromatik 6zellige
sahip apolar maddeleri absorblamasi (Constantin ve ark., 1977; Weatherhead ve ark.
1978; Nissen ve Sutter, 1990), gévde uzamasini saglamasi (Webb ve ark, 1988) gibi
Ozellikleri nedeniyle pek c¢ok farkli arastirici tarafindan da yaygin olarak kullanil-
maktadir. S. sempervirens bitkisinde, aktif komiiriin gévde boyunu arttirdigr yapilan

bagka bir ¢caligmada da rapor edilmektedir (Boulay, 1978).

Odunsu bitkilerin in vitro rejenerasyonlari sirasinda fenolik maddelerin biriki-
minin, rejenerasyon tizerindeki olumsuz etkisi birgok arastirici tarafindan agiklanmis-
tir (Ozudogru ve ark., 2005; Ozden-Tokatli ve ark., 2005). Bu baglamda aktif komiir
icermeyen besiyerlerinde kiiltiire edilen tomurcuklarin diplerindeki kararmalar ve
diisiik rejenerasyon oranlari, bu besiyerlerinde fenolik maddelerin birikimini gésteren

bir bulgu olmaktadir.
4.2 ORTA SURELI SAKLAMA

Orta siireli saklama yontemlerinde, kiiltiirlerin saklama siiresince biiytime hiz-
larinin yavaglatilmasi1 gerekmektedir. Literatiir incelendiginde, odunsu bitkilerle orta
stireli saklamayr hedefleyen c¢alismalar ¢ogunlukla soguk sartlarda (+4 - +5°C)

kiiltiirleme yontemini kullanmiglardir.



87

S. sempervirens bitkisinin govde kiiltiirleri ile apikal ve bazal tomurcuklari ige-
ren sentetik tohumlarinin orta siireli saklanmasinin amaglandigi bu ¢alismada da kiil-
tirlerin biiyiime hizlarinin soguk ve karanlik kosullarda kiiltiirleme yolu ile azaltil-
mas1 hedeflenmistir. Soguk kosullarda kiiltiirleme bitkilerin metabolizma hizlarinin
azaltilmasiyla besiyeri gereksinimlerinin asagiya ¢ekilmesini saglamaktadir. Ayrica,
yapilan diger ¢aligmalarda besiyeri modifikasyonlari, farkli seker alkolleri ve ABA
gibi biiylimeyi engelleyici bilesikler de kullanilmistir. Yapilan ¢calismada elde edilen
veriler, S. sempervirens govde Kkiiltiirlerinin bitki bliylime diizenleyicisi igermeyen
MS besiyerinde 9 ay siireyle ve bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen QL
besiyerinde 12 ay siireyle, canlilik ve rejenerasyon oranlarinda biiyiikk bir degisim
olmadan rahatlikla saklanabildigini gostermektedir. Bu sonu¢ ayni zamanda soguk
ortam sartlarinda saklanan diger bitkilerle elde edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.
Gergekten de, odunsu bitkilerin govde kiiltiirleri tizerinde yapilan orta siireli saklama
caligmalarinda en iyi sonuglar genellikle 3 ile 12 ay arasinda degismektedir (Hempel
ve Hempel, 1984; Ballaster ve ark., 1997; Reed ve ark., 2003). Ayrica bu sonuglar
bize kiiltlirlerin soguga adaptasyonlar1 hakkinda da bilgiler saglamaktadir. Genel
olarak incelendiginde, ilk 3 ayda kiiltiirlerin canlilik ve rejenerasyon oranlarinin yiik-
sek olduklar1 goriilmektedir. Anca ilerleyen aylarda, canlilik ve rejenreasyon oranla-
rinda diisiis gézlenmistir. Bu bize soguk stresinin kiiltiirleri etkiledigini gostermekte-
dir. Ancak canliliktaki bu diislisiin ardindan MS besiyerlerinde 15. ayda canliligin
artis1 tespit edilmistir. Ama rejenerasyon oranlari ise diismeye devam etmektedir.
Rejenerasyon oraninin diismesi, kiiltiirlerin soguga adapte olamadiklarinin bir goés-
tergesidir. Buna ragmen QL besiyerlerinde ise canlilik 12. aya kadar fazla bir diistis
gostermezken, rejenerasyon 9. ayda azalmis ardindan 12. ayda artisa gegmistir. Bu
sonug ise kiiltlirlerin QL besiyerinde soguga kars1 adaptasyon gelistirdiklerini gos-

termistir.

Odunsu bitkilerden elde edilen sentetik tohumlarla yapilan orta siireli saklama
caligmalar1 ise govde kiiltlirlerine oranla, birkac¢ istisna hari¢, daha diisiik siireli bir
koruma (1 buguk ay ile 9 ay arasinda) saglandigini ortaya koymaktadir (Nunes ve
ark., 2003; ipek¢i ve Goziikirmizi, 2003; Mallon ve ark., 2007; Ozden — Tokatli ve
ark., 2008). Rapor edilen bu sonuglara benzer sekilde, yiiksek lisans tez ¢aligsmasi
kapsaminda yapilan, sentetik tohumlarin orta siireli saklanmasi denemelerinde de

diistik bir rejenerasyon orani elde edilmistir. Sonuglar incelendiginde Na-Aljinat tara-
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findan tomurcuk etrafinda olusturulan bariyerin besiyeri ve gaz aligverisinde engelle-
yici bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu da kullanilan %3’liik Na-Aljinat konsant-
rasyonu ve CaCl, igerisindeki 25 dakikalik polimerizasyon siirecinin tomurcuklarin
gelisimi i¢in engelleyici bir etkisi oldugunu disiindiirtmektedir. Ancak Na-aljinat
konsantrasyonu ve polimerizasyon siirecinin yeniden optimize edilmesi bu sorunun

ortadan kaldirabilecegi diisiiniilebilir.
4.3 UZUN SURELI SAKLAMA

Soguga alistirma ve sukroz onkiiltiirii siiregleri, tomurcuklarin soguk tolerans-
larin1 kazanmalar1 agisindan ¢ok dnemlidir. Soguga alistirma siirecinde hiicrelerdeki
membranlarin yeniden diizenlenmeleri, protein kompozisyonunda degismeler, seker
iceriginde artig, bitki hormon konsantrasyonlarinda degisme ve gen ekspresyonlarin-
da aksamalar gibi bir¢ok degisim olmaktadir (Chen ve Gusta, 1983; Steponkus ve
ark., 1983; Crowe ve ark., 1990; Guy, 1990; Lang ve ark., 1994; Thomashow, 1998).

Ancak bu degisimlerin ne sekilde isledikleri tam olarak anlagilamamustir.

Ayrica sukroz Onkiiltiir siirecinde asil istenen etki, tomurcuklarin yeteri sekilde
dehidrate olmalaridir. Ancak bu siire¢ igerisinde tomurcuklarin dehidratasyona bagh
olarak canliliklarinda bir diisiisiin olmamasi1 gerekmektedir. Bu yiizden tomurcukla-
rin canliliklarini kaybetmeyecek sekilde uygun bir dehidratasyon siirecine alinmalari

gerekmektedir.

Sukroz onkiiltiirii siireci de, kriyokoruyucu uygulamasi 6ncesinde hiicrelerdeki
buz olusturabilecek suyun atilmasi i¢in dnemlidir. Tomurcuklarin sukroz veya diger
seker alkolleriyle Onkiiltiirlemesinin, hiicrelerdeki ozmolariteyi arttirdigi ve hiicre
icine girerek membran ve proteinlerin stabilizasyonunu sagladigi raporlanmistir
(Dumet ve ark., 1993; Thomashow, 1998). Kriyoprezervasyon sonrasi elde edilen
bulgularda da goriildiigii gibi, tomurcuklarin, yeteri kadar dehidrate edildileri elde

edilen canlilik verilerinin incelenmesiyle anlasilmaktadir.

Eksplantlarin PVS-2 ile inkiibasyon siiresi ve PVS-2 ile etkilesim de siv1 azot
sonrasinda canlilik ve rejenerasyonu saglayan bir etkendir (Matsumoto ve ark.,
1994). PVS-2 i¢erigindeki DMSO yiiziinden toksik bir etkiye sahiptir. Ayrica litera-
tiir incelendigide PVS-2 uygulama sicakligimin da DMSO’nun hiicreler lizerinde

gostedigi toksik etkiler de anlasilmaktadir. 23°C’ ta yapilan calismalarda
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eksplanlardaki canliligin hizli bir sekilde kayboldugu ancak 0°C’ ta uygulanan PVS-
2’nin ise canlilig1 daha uzun siire korudugu tespit edilmistir. Bu yiizden tez ¢alisma-
sinda da 0°C’ta PVS-2 uygulamasi tercih edilmistir. Ancak yapilan vitrifikasyon ¢a-
lismasinda, PVS-2 ile inkiibasyonun sivi azot gruplarinda canlilik {izerindeki olum-
suz etkisi rahatlikla goriilmektedir. Sentetik tohumlarla yapilan vitrifikasyon dene-
yinde de canlilik elde edilememistir. Sentetik tohum eldesi ile tomurcuklari,
etrafinlarinda olusturulan bariyer sayesinde PVS-2’nin zararl etkilerinden korumak
amaclanmis ancak, yavas bliylitme ¢alismalarinda oldugu gibi Na-aljinat kapsiil, to-
murcuklarin gelisimi icin engelleyici bir etken olmustur. Daha 6nce de bahsedildigi
gibi, Na-aljinat konsantrasyonu ve polimerizasyon siiresinin optimize edilmesi ge-
rekmektedir. Ama burada dikkat edilmesi gereken nokta ise, sentetik tohumlarin sivi
azot sonrasinda bitiinliiklerinin bozulabilmesidir. Yani, Na-aljinat konsantrasyonu
Oyle bir sekilde optimize edilmelidir ki, hem tomurcuklarin gelisimine izin vermeli
hem de sivi azot sonrasinda sentetik tohumun biitiinligii bozulmamalidir. Ancak
damlacik dondurma teknigine bakildiginda, PVS-2 uygulama siiresi arttik¢a sivi azot
gruplariin canliliklarinda da 135. dakikaya kadar bir artis goriilmektedir. Ayrica
DMSO’nun toksik etkilerinden kurtulmak i¢in, PVS-3 gibi DMSO icermeyen

kriyokoruyucularin da kullanimi tercih edilebilir.

Sonuglara yeniden bakildiginda tomurcuklarin PVS-2 ile etkilesim oraninin
onemli oldugu goriilmektedir. Vitrifikasyon deneylerinde, tomurcuk basina yaklagik
1 ml PVS-2 ile etkilesim varken, bu oran damlacik dondurma yonteminde 4 pl kadar
olmaktadir. Bu da PVS-2’nin yiiksek oranda alinmasmimn hiicreler igin toksik etki
gosterdiginin kanitidir. Damlacik dondurma tekniginde goriildiigii gibi 4 mikrolitre
PVS-2 uygulamasi hiicrelerin vitrifikasyonunu saglamatadir. Ayrica aliminyum fol-
yonun 1s1y1 hizli iletmesi de sogutma oranini arttiran ve PVS-2’nin toksik etkisini

azaltan bir faktor olmaktadir.

Sentetik tohumlardaki canliligin az olusu ise, aljinat kapsiillerin tomurcuklarin
besiyeri ile temasini engelleyen bir bariyer olarak islev gormesi seklinde agiklanabi-

lir.

Soguga alistirma, sukroz Onkiiltiirii ve kriyoprezervasyon sonrasinda
eksplantlarin kesitlerinin hem 1sik mikroskobu hem de elektron mikroskobu altinda

incelendigi pek ¢ok caligmada hiicrelerdeki fizyolojik degisimler arastirilmigtir. Bu
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baglamda hiicrelerde biriken amiloplast miktarlari, hiicrelerdeki vakuolizasyon ve
hiicre biitinliikleri, alinan kesitler ve yapilan boyamalarla gézlenmistir (Suzuki ve
ark., 1997; Ryynianen, 1998; Padayachee ve ark., 2008). Ayrica, elektron mikroskopi
caligmalariyla da hiicrelerin s1v1 azot oncesi ve sonrasindaki ince yapilari incelenmis-
tir. Hicrelerin ince yapilari incelendiginde sivi azot sonrasinda endoplazmik
retikulumdaki degisiklikler ve golgi yapilarinin artmasi hiicrelerin metabolik olarak

aktif oldugunu gosteren bulgulardir (Padayachee ve ark. 2008).

Bu c¢alismalarda hiicrelerin nukleuslar1 da boyandigi i¢in hiicrelerin canliliklari
da tespit edilebilmektedir. Yapilan baska bir ¢alismada ise siv1 azot sonrasinda canli-
ligin elde edilmesi i¢in meristem kubbesinin etrafinda birka¢ yaprak primordiyasinin

olmasi gerektigi raporlanmistir (Thinh, 1997).

Sunulan tez caligmas1 kapsaminda da histoanatomik analizler yapilmis,
kriyoprezervasyon islemlerinin hiicrelerde olusturdugu zararlarin belirlenmesine ¢a-
listlmustir. Elde edilen sonuglar Sivi azot sonrasinda rejenere olan tomurcuklarda me-
ristem kubbesinin etrafindaki yaprak primordiyalarinin bulundugunu gostermektedir.
Bununla beraber, hiicrelerdeki amiloplast birikimi ve vakuolizasyon da boyamalar
sonucunda tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar daha 6nceki ¢alismalar1 da des-
tekler niteliktedir.

4.4 SONUC

Tez kapsaminda, S. sempervirens bitkisinde orta ve uzun siireli saklama yon-
temleri incelenmistir. Bu baglamda yapilan ¢aligmalarda, orta siireli saklama igin
gbvde kiiltiirleri ve enkapstile edilmis sentetik tohumlar kullanilmistir. Govde kiiltiir-
lerinin saklanmasinda kullanilan 4 farkli besiyerindeki en iyi sonuglar bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen MS ve QL besiyerlerinde elde edilmistir. Bu sonuglar, gov-
de kiiltiirlerinin biiylime hizlarinin azaltilabildigini gostermistir. Sentetik tohumlarin

orta siireli saklanmasinda ise yeterli bir rejenerasyon elde edilememistir.

Uzun siireli saklama caligmalarinda ise, en iyi sonu¢ damlacik dondurma tek-
niginde bazal tomurcuklarda 135 dakika PVS-2 inkiibasyonu ile elde edilmistir. Ay-
rica bu ¢alismada PVS-2’nin sivi azot ve kontrol gruplar1 tizerindeki toksisitesi de
belirlenmistir. Sivi azot gruplarinda PVS-2 inkiibasyon siiresinin uzamasi, tomurcuk-

larin canliligini arttirirken kontrol gruplarinda ise canliligi azaltmigtir.
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Vitrifikasyon ve enkapsulasyon — vitrifikasyon ¢aligsmalarinda ise sivi azot son-

rasinda canlilik elde edilememistir.

Histoanatomik ¢aligmalarda ise, hem sivi azot gruplarindan hem de kontrol
gruplarindaki tomurcuklardan alinan kesitler incelenerek, canli kalabilen ve canlili-
g1 kaybeden tomurcuklar arasindaki farklar irdelenmistir. Bu ¢alismada, canliligini
koruyan tomurcuklarin hiicrelerinde amiloplast birikimi ve meristem kubbesinin etra-

findaki yaprak primordiyumlar1 tespit edilmistir.
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EKLER

EK — 1: “THE SIVB 2009 IN VITRO BIOLOGY
MEETING” ADLI KONGREDE SUNULAN BILDI-
RININ OZETI

Development of Procedures For Medium- and Long-term Storage of Coast
Redwood (Sequoia sempervirens). EMRAH KIRDOK®, Yelda Ozden-Tokatli’,
Maurizio Capuana®, and Elif Aylin Ozudogru’. *Gebze Institute of Technology,
Department of Biology, Istanbul cad., n° 101, 41400 Gebze, (Kocaeli), TURKEY
and 2 IGV/Istituto Genetica Vegetale, CNR, via Madonna del Piano 10, 50019 Sesto
Fiorentino (Florence), ITALY. Email:ekirdok@gyte.edu.tr, elif@gyte.edu.tr

Abstract:

Sequoia sempervirens is a conifer tree, belonging to the genus Sequoia. The lumber,
valued for light weight and resistance to decay, makes the tree one of the most
valuable timber species. However, urbanisation, fires and storms give rise to the loss
of this valuable germplasm. Today, biotechnological approaches offer a powerful
alternative for safe storage of such genetic resources. Among these, 'slow growth
storage' enables the storage of plant germplasm from several months to several years
(medium-term storage) by reducing the growth rate of in vitro cultures in modified
conditions. Cryopreservation, i.e. storage of plant germplasm at ultra-low
temperatures (e.g. in liquid nitrogen at -196°C), where the biological reactions in the
cells are hampered, makes available the storage of plant material for theoretically
unlimited periods of time (long-term storage). Present study investigated the
possibility of applying slow growth storage and cryopreservation to S. sempervirens.
Former was achieved by maintaining encapsulated buds (in 3% Na-alginate solution)
and in vitro shoot cultures at 4°C, in darkness on four different media compositions
(MS + 1mg/l BA, MS 0, QL + 1mg/l BA, QL 0) for 3-15 months, while latter was
performed by pre-culturing the buds on sucrose-rich medium (0.12, 0.25 or 0.5 M for
24, 48 or 72 h), osmoprotection of the samples by PVS2 (15-120 min at 0°C) on

aluminum foil strips (droplet freezing method) and direct immersion in liquid


mailto:Email%3Aekirdok@gyte.edu.tr
mailto:elif@gyte.edu.tr

117

nitrogen. After at least 1 h of storage in liquid nitrogen, frozen samples were thawed
by incubating them rapidly in 1.2 M sucrose solution and transferred to the recovery
medium (QL + 20 gr/l activated charcoal). Outcomings of the study revealed the
possibility of conserving in vitro shoot cultures at 4°C and in darkness for a mini-
mum of nine months without losing growth potential. As regards cryopreservation,
optimizing pre-culture conditions previous to storage in liquid nitrogen and using
droplet freezing approach for the induction of osmoprotection led to a satisfactory

long-term storage of the buds with high post-thaw recovery rates.
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EK - 2: THE SIVB 2009 IN VITRO BIOLOGY
MEETING” ADLI KONGREDE KAZANILAN ODU-
LU BELGELEYEN YAZI

M.Sc. Emrah Kirdok

Gebze Yuksek Teknoloji Enstitusu Istanbul Caddesi
no:101 Biyoloji Bolumu

Kocaeli, 41400

TURKEY

Dear Emrah Kirdok:

Congratulations on your selection as the 2009 recipient of the John S. Song Award in
the amount of $600.00 and SIVB Travel Award in the amount of $600.00. The
Student Affairs Committee has selected your abstract #1080640 entitled,
"Development of Procedures For Medium- and Long-term Storage of Coast

Redwood (Sequoia sempervirens)," as the 2009 award winner.

We have planned a special breakfast meeting on Tuesday, June 9, at 7:00 a.m. for the
Student Affairs Committee and 2009 Award recipients. You are invited to attend
this important meeting and thank the committee members, as well as address any
issues pertaining to student participation in the Society for In Vitro Biology.

Your award will be presented during the SIVB Business Meeting on Tuesday, June
9, 2009. In order to receive your certificate, please plan on attending this meeting
from 5:00 pm - 5:30 pm. On Saturday, June 6, the Society will present a symposium
on "How to Get the Most out of a Scientific Conference.” On Sunday, June 7, the
Society will host a Keynote Symposium, which will be followed by the Opening
Ceremony Reception. Following the reception is a special workshop on how to
"Build Your Written/Oral Skills, Advertise Yourself and Find That Perfect Job." This

symposium will discuss how a well prepared candidate, with an effective job search
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plan, will be successful in securing a position in their chosen field. Additionally,
there will be a special networking luncheon session on Monday, June 8 to discuss the
information presented at the Saturday and Sunday sessions as well as to determine
what other areas of career development are necessary to the young SIVB scientist
and could be focused on for the 2010 Student Committee hosted session. Students
are encouraged to attend all of these events to interact with the Keynote Speaker,
Education Committee, other student attendees, and members of the SIVB Board of

Directors.

I have enclosed an Expense Reimbursement Form that must be submitted to the
SIVB registration desk or the Business Office after the meeting in order for you to
receive maximum reimbursement travel expenses up to the amount granted. Please
note that you will receive the award only if you are able to attend the meeting. If the
amount of the award is insufficient to allow you to cover your costs for travel and
attendance at the meeting, you can use the receipt of this award as leverage to obtain

further funding from other sources, including your institution.

The Society for In Vitro Biology (SIVB) is pleased to recognize outstanding science
and encourages scientific excellence at all levels. Congratulations again and | look

forward to meeting you in Charleston, South Carolina.

Regards,
Marietta Wheaton Ellis

Meeting Secretariat



