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OZET

FARKLI BESIN ORTAMLARINDA KULTURE ALINAN Lilium candidum
L.’NiN MiIKROCOGALTIMI ve KRiYOPREZERVASYONU iCiN
BIYOTEKNOLOJIK YONTEMLERIN OLUSTURULMASI

Hakan KARAKAS
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Filiz ALTAN
Temmuz 2021, 100 sayfa

Lilium candidum ¢ok yillik bir siis bitkisidir. Iceriginde yer alan etmen bilesenler
sayesinde birgok hastaligin tedavisinde kullanilabilmektedir. Ancak biyotik ve
abiyotik faktorlerden dolay1 nesli tiikenme tehlikesi altindadir. Bu durumdan dolay1
mevcut tez c¢alismasinda bitkinin  gelecek nesillere aktarilmasi igin farkl
biyoteknolojik yontemler kullanilarak, bu tiriin koruma altina alinmasi
hedeflenmektedir. Bu yontemlerden birisi kriyoprezervasyondur. Kriyoprezervasyon
bitkinin kallus, meristem, polen, tohum gibi ¢esitli kisimlar1 kullanilarak diisiik
sicaklikta uzun siire koruma saglayabilen bir tekniktir. Bu teknik sayesinde nadir ve
yok olma tehlikesi altinda olan birgok bitki tiirii kiigiik alanlarda koruma altina
alinabilmektedir. Bu c¢alismada amag¢ Lilium candidum bitkisi i¢in en uygun
kriyoprezervasyon protokoliinii olusturarak bitkinin gelecek nesillere aktarilmasinin
saglanmasi hedeflenmektedir. Calismada ilk olarak bitkiye ait gévde bulbillerinden
bitki doku kiiltiirii teknigiyle kallus ve meristemler elde edilmistir. Daha sonra farkli
PVS-2 uygulama siireleri (kallus igin 60, 75, 90, 105 ve 120 dakika, meristem igin 30,
45, 60 ve 90 dakika) uygulanarak en iyi kriyokorucu uygulama siiresi belirlenmeye
calistlmistir.  Farkli besin ortamlart1 (MS, OM, WPM, LB, NB) farkh
konsantrasyonlarda bitki biiytime diizenleyicileri ile (BA, NAA, GAz, Kinetin)
kullanilarak en uygun ortam belirlenmeye calisilmistir. Sonug¢ olarak kallus
kriyoprezervasyonu i¢in en uygun PVS-2 uygulama siiresi 90 dakika ve en uygun besin
ortam1 OM olarak belirlenmistir. Meristemlerde ise 90 dakika PVS-2 uygulamasinin
ve komiir tozu ilaveli MS besin ortaminin iyi oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Lilium candidum, Kriyoprezervasyon, Meristem, Kallus, PVS-2



ABSTRACT

ESTABLISHMENT OF BIOTECHNOLOGICAL METHODS FOR
MICROPROPAGATION and CRYOPRESERVATION OF Lilium candidum
L. CULTURED IN DIFFERENT NUTRIENT MEDIA

Hakan KARAKAS
Master of Science (M. Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Filiz ALTAN
July 2021, 100 pages

Lilium candidum is a perennial ornamental plant. Thanks to the active components in
its content, it can be used in the treatment of many diseases. However, it is in danger
of extinction due to biotic and abiotic factors. Due to this situation, in the current thesis,
it is aimed to protect this species by using different biotechnological methods in order
to transfer the plant to future generations. One of these methods is cryopreservation.
Cryopreservation is a technique that can provide long-term protection at low
temperatures by using various parts of the plant such as callus, meristem, pollen, and
seed. Thanks to this technique, many rare and endangered plant species can be
protected in small areas. In this study, it is aimed to create the most suitable
cryopreservation protocol for Lilium candidum plant and to ensure the transfer of the
plant to future generations. In the study, firstly, callus and meristems were obtained
from the stem bulbils of the plant by plant tissue culture technique. Then, the best
cryoprotectant application time was tried to be determined by applying different PVS-
2 application times (60, 75, 90, 105 and 120 minutes for callus, 30, 45, 60 and 90
minutes for meristem). Different nutrient media (MS, OM, WPM, LB, NB) were used
with different concentrations of plant growth regulators (BA, NAA, GA3, Kinetin) to
determine the most suitable medium. As a result, the most suitable PVS-2 application
time for callus cryopreservation was determined as 90 minutes and the most suitable
nutrient medium was OM. In the meristems, 90 minutes of PVS-2 application and
charcoal powder added MS nutrient medium were found to be good.

Keywords: Lilium candidum, cryopreservation, meristem, callus, PVS-2
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1. GIRIS

1.1. Amac ve Kapsam

Lilium candidum L. tibbi agidan 6nem arz eden ¢ok yillik sogansi bir siis bitkisidir.
Iceriginde yer alan etken maddeler sayesinde iilser, ¢iban, yanik, iltihaplanma gibi
durumlarda bitkiden hazirlanan drog ile tedavi amagli olarak kullanilabilmektedir.
Bitkinin tedavi edici 6zelliginin yaninda genglestirici etki gostermesi itibariyle

kozmetik endiistrisi i¢inde kullanilabilmektedir (Daneshvarroyandazagh vd. 2014).

Son zamanlarda olumsuz yonde degisen iklim kosullari, hastaliklar, enfeksiyonlar,
karbon kirliligi gibi biyotik ve abiyotik faktorlerden dolay1 bitkinin dogal alanlart
tahrip olmustur (Tokgdz ve Altan 2020). Bunun yaninda insanlarin bilingsiz bir
sekilde bitkiye ait iireme kisimlarina zarar vermesi, hayvanlarin besin ihtiyaci olarak
karsilamas1 gibi birgok sebepten Otiirii bitkinin nesli tiikenme tehlikesi altima
girmektedir. Dolayisiyla bitki biyoteknolojisi alan1 basta olmak {izere bir¢ok aragtirma
alanlarinda c¢ogaltimi ve korunmasina yonelik olarak mikrogogaltma prosediirii

olusturulmasi gerekmektedir (Tokgdz ve Altan 2020).

Bitki doku kiiltiirii ve kriyoprezervasyon biyoteknolojik alanda en ¢ok kullanilan
tekniklerdir. Bitki doku kiiltiirii bitkiye ait hiicrelerin, dokusunun ya da organ
kullanimina bagl in vitro kosullar altinda bitki biiylime diizenleyicileri etkisiyle
manipiilasyon edilerek yeni bitki olusturulmasin1 saglayan biyoteknolojik bir alandir
(Oseni vd. 2018). Bu sayede bir bitkiden mikrogogaltim gerceklestirilerek ¢ok sayida
ayni genetik 6zellige sahip bitki elde edilebilmesine imkan tanimaktadir (Dagla 2012).

Bitki doku kiiltiiriinde ortam kosullar1 (sicaklik, pH, nem vb.) ¢alismanin amacina
yonelik olarak kontrol edilebilir. pH bitkilerin biiyiime ve gelismesinde Onemli
faktorlerden biri olup 5,4 ile 5,8 deger araliginda olmasi bitkinin ¢gogalmasi i¢in uygun
aralig1 ifade eder. Besin ortaminda kullanilan biiylime diizenleyicileri, azot kaynagi
vb. bilesenler bitki hiicrelerinin ve dokularinin gelismesinde 6nemli derecede rol

oynamaktadir. Oksinler ve sitokininler bitki doku kiiltiirii ¢galismalarinda yaygin olarak



kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileridir. Her iki hormon gurubu da hiicre
proliferasyonunda, indiiksiyonunda ve kallus olusumunda goérev almaktadir (Oseni vd.
2018). 2007 yilinda seker otu bitkisiyle yapilan bir ¢alismada oksin ve sitokin
hormonlar1 dengeli bir sekilde kullanilmis ve sonucunda bitki hiicrelerinin ¢ogaldigi

tespit edilmistir (Rafiq vd. 2007).

Kriyoprezervasyon teknigi ise bitkinin kallus, meristem, gibi kisimlar1 kullanarak
yapilan muhafaza islemine denir. Bu teknigin temel mantig1 bitki hiicrelerinin
igeriginde bulunan sivinin kullanilan kriyo-koruyucular (Plant vitrificition Solution-2
PVS-2) ile yer degistirmesini saglayarak ultra soguk (-196 derecede) ortamda bitkinin
dis etmenlerden korunmasini saglamaktir. Boylece bitkiye ait 6nemli kisimlar ¢ok yer
kaplamaksizin uzun siireler boyunca korunabilmekte ve gelecek nesiller boyunca

devamlilig1 saglanabilmektedir (Y1lmaz-Gokdogan ve Kaya 2017).

Kriyoprezervasyon g¢alismalarinda onceleri -35 ile -40 derece sicakliklarda hiicre, igi
homojen olacak sekilde buz hale getirilip sonrasinda azot tankina alinirken, bu
sistemde yasanilan problemler dogrultusunda yeni kriyoprezervasyon teknikleri
arastiritlmistir (Yi1lmaz-Gokdogan ve Kaya 2017). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
tek asamali dondurma teknigi yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu teknikte mantik
sicakligin ani diiglisiine bagli olarak vitrifikasyon temeline dayanmaktadir.
Vitrifikasyon hiicre i¢i sivinin buz kristali olusturmadan amorf bir sekilde

dondurulmasidir (Li vd. 2019).

Son yillarda yapilan derlemelere ve arastirmalara bakildiginda farkli
kriyoprezervasyon  teknikleri  gelistirilmigti. ~ Bu  teknikler  geleneksel
kriyoprezervasyon ve gelistirilmis kriyokoruma bagliklar1 altinda ikiye ayrilmaktadir.
Gelistirilmis kriyokoruma teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar sirayla
desikasyon, dehidratasyon, enkapsiilasyon-dehidratasyon, vitrifikasyon,
enkaspsiilasyon-vitrifikasyon ve damlacik dondurma teknikleridir (Y1lmaz-Gokdogan

ve Kaya 2017).

Bu ¢alismada Lilium candidum L. bitkisine ait gévde bulbilleri kullanilarak en uygun
kriyoprezervasyon protokolii olusturulmasi hedeflenmistir. Balikesir’in Kepsut,

Aydin’m Bafa g6lii ve Mugla’nin Fethiye ilgelerinden toplanan gévde bulbilleri ilk



asamada bitki doku kiiltiirli teknigi ile cogaltilmistir. Bu amag dogrultusunda toplanan
govde bulbilleri Onceden yapilan arastirmalar ve calismalar dikkate alinarak
sterilizasyon basamaklar1 uygulanmistir (Tokgdz ve Altan 2020). farkli besin
ortamlarinda kiiltiire alinarak aseptik kosullarda ¢ogaltilmistir. Elde edilen kallus ve

meristemler ile kriyoprezervasyon ¢aligmasina gidilmistir.

Kriyoprezervasyon g¢alisma protokolii 6nceden yapilan calismalar ve derlemeler
dikkate almarak yapilmistir. Bu calisma iic asamali olarak gerceklestirilmistir. Tlk
olarak bitki doku kiiltiirii teknigi ile ¢ogaltilan kalluslar ve meristemler 24 saat 6n
kiiltiire alinmus ve bu sayede bitki hiicrelerinin igerigindeki siv1 disar1 atilmstir. Ikinci
asamada azot tankina aktarim gergeklestirilmistir. Kriyoprezervasyon ¢alismast i¢in
uygun protokolii belirlemek maksadiyla ideal kriyo-korucu siiresi bu asamada
belirlenmistir. Farkli siirelerde kallus ve meristemler kriyo-koruculara maruz
birakilmis ve azot tanklarina aktarilmistir. Ugiincii ve son asama ¢dzme asamasidir.
Burada kallus ve meristemler azot tanklarindan ¢ikarilmis ve dnceden yapilan ¢alisma
protokolleri dikkate alinarak ¢6zme islemi uygulanmistir. Kallus ve meristemlerin

¢ozme sonrasi ideal besin ortamini belirleyebilmek i¢in farkli ortamlar uygulanmistir.

Kriyoprezervasyon g¢alismasini degerlendirilmesi kallus ve meristemlerin gelisim
yiizdeleri dikkate alinarak yapilmistir. Sonucunda ideal kriyoprezervasyon protokolii

olusturulmustur.

1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Lilium candidum L.

Bitkiler modern tip ve geleneksel tedavi yontemlerinde tercih edilen 6nemli canli
grubudur. Hastaliklarin iyilestirmede dnemli rol oynayan fitokimyasallara sahip olan
bitkiler farmasotik, kozmetik gibi bircok endiistri alaninda tercih edilmektedir.
Sentetik ilaclarin maliyetlerinin yiliksek olmasina kiyasla alinabilmesi kolay olan
bitkilerin ayn1 zamanda ¢evre dostu olmasi itibariyle ilgi gérmektedir. Bu nedenle tibbi
bitkiler lizerinde arastirmalar yogun bir sekilde gergeklestirilmektedir (Chandran vd.
2020).



Diinya tizerinde yaklagik 100 tiirii bulunan Lilium ¢ok yillik sogan bitkisidir. Lilium
tiirleri Kuzey Amerika, Kafkasya, Avrupa ve Cin’de dogal yayilim gosterir. Diinya
capmnda 6nemli bir bahge ve saksi bitkisi olan Lilium biiyiik ve uzun raf 6mriine
sahiptir. Lilium tiirlerinin bazilar1 sogan olarak kullanilmasi itibariyle sebze olarak

tiiketilebilmektedir. Besleyici 6zelligi olmasindan dolay1 igeriginde protein, aminoasit
ve lif icermektedir (Li vd. 2019).

Lilium candidum akzambak olarak da bilinen zambakgiller familyasina mensup ¢ok
yillik otsu bitki tiiriidiir. Soganli bir tiir olan bitkinin diinya {izerindeki yerlesim
alanlar1 sirasiyla Tiirkiye, Liibnan, Filistin ve Balkanlardir. Tiirkiye’de Aydin, Mugla
ve Izmir cevresinde yayilim gosteren bitkinin ¢icek agma donemi Mayis-Haziran
aylarindadir (Daneshvarroyandazagh vd. 2014). Lilium candidum yaklasik bir metreye
kadar uzayabilen, ¢igekleri 8 ile 12 cm aralifinda olan beyaz ya da krem renkli bir siis
bitkisidir. Genelde 3 ile 6 ¢igegin bir araya gelerek salkim seklini alan hos kokulu ve
gosterisli bitki tlirtidiir (Bkz. Sekil 1.1).

Lilium candidum bitkisinin yasam alanlar1 genellikle ¢alilik, taslik ve kurak alanlar
olarak belirlenmistir. Literatiir arastirilmasi sonucunda Lilium candidum bitkisinin
ekonomik acidan oldukc¢a degerli bir bitki oldugu, aromatik ve tibbi agidan
degerlendigi tespit edilmistir (Bakhshaie vd. 2016).
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Sekil 1.1. Lilium candidum L. siis bitkisinin dogal yasam alanindan bir goriintiisii (Web-1)



1.2.1.1. Lilium candidum L. bitkisinin taksonomik a¢indan siniflandirilmasi

Alem: Bitkiler

Alt Alem: Yesil Bitkiler
Sinif: Tek Cenekliler
Takim: Liliales

Aile: Liliaceae

Cins: Lilium

Tiir: Lilium candidum L. (Ak Zambak)

1.2.1.2. Lilium candidum bitkisinin t1bbi acidan onemi

Lilium candidum L. igeriginde tibbi a¢idan onemli etken bilesenlere sahip bir siis
bitkisidir. Saponin basta olmak iizere glikozit, flavonoid, alkoloid vb. bilesenlere sahip
olan Lilium candidum bitkisi gegmisten giiniimiize bir¢ok hastaligin tedavisinde tercih
edilebilmektedir. Bu hastaliklara 6rnek olarak iilser, mide iltihabi, yanik, sislik,
kizarma, ¢iban verilebilir. Bu gibi durumlarda bitkiden hazirlanan drog ile tedavi
amacl olarak kullanilmaktadir (Royandazagh ve Pehlivan 2016). Bununla birlikte
bitkinin iceriginde bulunan bu bilesenlerin antimutajenik aktivitesi antioksidani
etkiler. Bu durumda flavonidlerdeki kimyasal maddeler dolayli olarak
etkilenebilmektedir. Yani flavonoid bakimindan zengin Lilium candidum net bir
sekilde antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu durum ise bitkinin biyoprotektif

potansiyelinin oldugunu ifade eder (Daneshvarroyandazagh vd. 2014).

Lilium candidum bitkisinin hasarli dokular {izerinde oldukg¢a etkili oldugu yapilan
arastirmalar ve denemeler sonucunda belirlenmistir. Igeriginde bulunan stereoidler
sayesinde bitkiye ait ekstreler ile hasarl1 dokular1 onarabilmekte, yash doku ve hiicreler
genclestirilebilmektedir. Bu sayede bitki kozmetik endiistrisi alaninda oldukc¢a yaygin
olarak tercih edilebilmektedir (Daneshvarroyandazagh vd. 2014).



1.2.2. Bitki doku kiiltiirii

Doganin kutsal bir armagani olarak goriilen bitkiler saglikli bir ¢evrenin olusmasinda
dogada iireten olarak dnemli bir rol oynamaktadir. insanlar i¢in énemli bir besin
kaynagi olan bitkiler ayn1 zamanda tibbi anormalliklerin 6nlenmesinde yardimci
olarak dengeli bir besin zincirinin olugsmasin1 saglar. Hayvan ve diger
mikroorganizmalarin aksine hareketsiz yagam siirdiirmeleri biiyiimeleri i¢in gerekli
faktorlerin yasadig1 alanda olmasini gerektirmektedir. Bu sekilde bitkiler ¢ogalabilir
ve devamliligin1 koruyabilirler. Ancak yasadig1 ortamda bulunan mikroorganizma ya
da bocekler bitkiye zarar vererek {iretimi negatif yonde olmasini saglar. Bu durumun
Oniline gegilmesi maksadiyla bitki doku kiiltiirii teknikleri gelistirilmistir (Patil vd.
2021).

Bitki doku kiiltiirti aksenik, in vitro ya da steril kiiltiir olarak da adlandirilan hiicrelerin,
dokularin ve bilesenlerinin aseptik kiiltiiriine denir. Bitki doku kiiltiirii ilk olarak 1902
yilinda Alman bilim adami Gottlieb Haberlandt tarafindan tek hiicreli deneyler
tizerinde yaptig1 ¢calismalar ile ortaya ¢ikarilmistir (Thorpe 2007). Bitki doku kiiltiirii
teknigi kontrolli 1s1k, sicaklik ve nem kosullarinda bitkinin hiicre, organ ya da
dokularinin kiiltirlenmesidir (Dagla 2012). Bitki doku kiiltiirinde ana amag bitki
klonlarini tiretebilmektir (Patil vd. 2021). Olusturulan bitki klonlariin gelisimi bitki
bliylime diizenleyicileri ile manipiile edilerek istenilen Ozellikte iiriinlerin elde
edilmesi saglanabilir (Phillips vd. 2019). Modern biyoteknolojide bitkinin gelisim
slireci, gen islevi, mikrogogaltma ve herhangi bir 6zellikte transgenik bitki tiretiminde
rol oynar. Bu sayede cogaltilan bitki triinleri viriisten ve bakteriden armdirilir,
germplazmasi korunur ve tehdit altindaki ya da nesli tiikenme noktasinda olan bitkiler

korunur (Bednarek vd. 2020).

Bitki doku kiiltiirli tekniginin uygulanmasi bir takim asamalardan olugmaktadir. Bu
asamalar sirayla sterilizasyon, besin ortami hazirlama ve ideal ortam kosullarinin
(sicaklik, pH, nem, 151k vb.) olusturulmasidir (Bakhshaie vd. 2016). Sterilizasyon
asamasinda amac bitki materyali iizerinde bulunan her tiirlii mikroorganizmadan
bitkiyi arindirmak icin yapilir. Bu asamada bitki bir takim alkol kaynakl
dezenfektanlar (etil alkol, sodyum hipoklorit kaynakli deterjanlar, hidrojen peroksit
vb.) vasitastyla bitki yiizeyi temizlenir (Patil vd. 2021).



Bitki doku kiiltiirinde besin ortami bitkinin normal yasamsal faaliyetlerinin devam
ettirebilmesi i¢in makro ve mikro besinlerin bir arada bulundugu besin igerigidir
(Oseni vd. 2018). MS (Murashige ve Skoogh) en yaygin olarak kullanilan besin
ortamidir. Bu ortamda disinda B5, WPM (Woody Plant Medium), OM (Olive
Medium) besin ortamlari da son yillarda yapilan bitki biyoteknolojisi aragtirmalarin da
tercih edilmistir (Phillips vd. 2019). Besin ortamlari bitkinin bazal besin ihtiyaglarinin
karsilamasiyla  birlikte biliyiime diizenleyicileri bitkinin  gelisim  diizeyini
arttirmaktadir. Oksinler, sitokininler, giberellinler, etilenler ve absisik asitler
kullanilan biiylime diizenleyicileridir. Genel anlamda oksinler ve sitokininler bitki
doku kiiltiirii tekniginde tercih edilen biiylime diizenleyici gruplaridir (Phillips vd.
2019).

Oksinler bitkilerin koklenmesini ve siirgiin ¢ogaltmasini saglayan biiylime
diizenleyicisidir. Genel olarak kullanilanlar NAA (naftelin asetik asit), IBA (indol-3-
butirik asit) ve 2,4 D. NAA ve 2,4 D kimyasallara ve 1s18a kars1 kararli yap1 gosteren
biliylime diizenleyicileridir. Ancak IBA 1s18a karst duyarlidir, kolayca bozulabilirler.
Oksinler kullanilarak kallus olusumu saglanabilir, somatik embriyogenez
indiiklenebilir, hiicre proliferasyonu uyarmak i¢in tercih edilebilir. Klorofenoksiasetik
asit ve 2,4,5-triklorofenoksiasetik isimli oksinler herbisitlere karsi kullanilabilen
biliylime diizenleyicileridir. Ancak diger biiyiime diizenleyicilerine kiyasla daha
belirgin 6zellikleri olmamasi itibariyle son zamanlarda kullanilmamaktadir (Phillips

vd. 2019).

Sitokininler bitkilerin gelisme ve biiyiimesinde etkili biiyiime diizenleyici gurubudur.
En sik kullanilan sitokininler BA (benzil adenin) ve kinetinlerdir. Bu biiyiime
diizenleyicileri ile genelde odunsu bitkilerin gelisimi i¢in kullanildig1 belirlenmistir.
Sitokininler ile oksinler genel anlamda benzer amaglar i¢in tercih edilmekle birlikte
sitokininler herbisitlere karsi direncli olmas1 maksadiyla gelistirilmistir. Son yillarda
yapilan caligmalarin geneline bakildiginda oksinler ile sitokininler birlikte tercih

edilmektedir (Phillips vd. 2019).

Absisik asit ve giberellinler diger biiyiime diizenleyicilerine kiyasla daha az tercih
edilen bitki biiylime diizenleyicileridir. Yaygin olarak siirgiin, tohum gelisiminde ve

dormansinin (uyku hali) kirilmasinda tercih edilmektedir. Unikonazol ve



paclobutrazol gibi anti-giberellinler giberellinlerin aktivitesini azaltirlar, gdovde
uzamasina engel olurlar. Ancak odunsu bitkilerin koklenmesini saglayabilirler.
Absisik asit ve tiirevleri somatik embriogenezin olusmasinda rol alirlar (Phillips vd.

2019).

Etilenler bitkilerin olgunlagsmasini saglayan biiytiime diizenleyicisidir. Etilen biiyiime
diizenleyicisi 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit ya da 2-kloroetilfosfonik asit
varliginda artirilir. Ancak ortamda giimiis bilesiklerinin (giimiis nitrat ya da giimiis

tiyosiilfat) etilen sayisini azaltir (Phillips vd. 2019).

1.2.2.2. Bitki doku kiiltiiriiniin avantajlart

Bitki doku kiiltirii aseptik kosullarda bitkilerin mikrogogaltimina dayanan bir
biyoteknolojik tekniktir. Bitkiler dogal ortama kiyasla saf sekilde ¢ogaltimi saglanir
ve daha kisa siirede sonug¢ alinabilir (Dagla 2012). Bu teknik sayesinde dogal ilag
tiretimi de gergeklestirilebilir. Son yillarda yapilan arastirmalara bakildiginda sentetik
ilaglarin maliyetinin yiliksek olmasi ve saglik agisindan daha giivenilir olmasi gibi
nedenlerden dolay1 tiiketicilerin dogal {iriinlere yani tibbi bitkilere yoneldigi tespit
edilmistir. Son 20 yilda elde edilen verilere bakildiginda tibbi ilag endiistrisinde biiyiik

oranda gelisme gozlenmistir (Chandran vd. 2020).

Bitkiler dogal ortamda bazi etmenlerden dolay: gelisim siirecini tamamlamayabilir ya
da uzun siire sonunda tamamlayabilir. Bu durumda da istenilen sayida bitki tiretimi
gerceklestirilemez. Ancak bitki doku kiiltiirii teknigi ile bu sorun ¢6ziilebilir. Ana bitki
kaynak alinarak cesitli bitki doku kiiltiirii teknigi ile ayn1 genetik 6zellige sahip saglikli
yeni bitkiler elde edilebilir. Bu amag dogrultusunda bitkiye 6zgii uygun ortam kosullari
ile bitkilerin biiyiidiigii ve cogalabildigi mikro ortam olusturulabilir. Sonug olarak ayni
genetige sahip klonlar meydana getirilerek endiistri alanlarinda kullanilabilmektedir

(Patil vd. 2021).

Bitki doku Kkiiltiirii teknikleri ticari agidan Onemli sekonder metabolit liretimini
gerceklestirilebilir ve bunun yaninda ayni bitki ailesinden farkli siniflarda sekonder
metabolit dagilimi elde edilebilir ve bitkilerin sekonder metabolit verim hizi artirilarak

ve onemli tibbi kullanimlarda tercih haline getirilmesinde rol oynar (Chandran vd.



2020). Bu sayede bitki doku kiiltiirii teknigi ile bitki cogaltiminin yaninda hastaliklar
giderilebilir, sekonder metabolit liretimine bagl biiyilik bir endiistri olusturulabilir ve

kesintisiz bir sekilde binlerce bitki tiretimi saglanabilir (Oseni vd. 2018).

Bitki doku kiiltiirii tekniginin en Onemli avantaji yil igerisindeki mevsimsel
degisimlere bakilmaksizin ve olusturulan kontrollii mikro ortamlarda bitki {iretiminin
stirekli bir sekilde devam ettirilmesidir. Boylece dogal alanlar1 tahrip olmus, iklimsel
degisime bagli biyolojik saati etkilenen bitkiler daha kii¢iik alanda korunarak biiyiime
ve gelisme gosterebilirler (Oseni vd. 2018). Biiyiime diizenleyicileri kullanilarak
istenilen yonde bitki manipiile edilebilir ve binlerce yeni Ozellikte bitki iiretimi

saglanabilir (Phillips vd. 2019).

Bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak somaklonal ve gametoklonal varyant iiretimi
yapilarak istenilen 6zellikte bitki iirlinii elde edilir. Bu sayede kaliteli, hastaliklara
direncli, stres kosullarina tolerans gosterebilen, adaptasyon yetenegi yiiksek diizeyde
olan bitkiler ¢ogaltilabilir. Bitkilere kesme, asilama gibi geleneksel yontemlerin
disinda mikrogogaltma teknigi uygulamak c¢esitli avantajlar1 saglayabilmektedir
(Oseni vd. 2018). Coryodalis yanhusuo o6nemli bir tibbi bitkidir. Bu bitkiden
hastaliksiz yumru elde etmek i¢in yumrudan tiiretilen kalluslardan somatik
embriyogenez yapilmasi yeterlidir (Sagare vd. 2000). Muz iizerinde yapilan bir bitki
doku kiiltiirii ¢calismasinda ise brom mozaik ve muz demeti iist viriisiinde saf muz
cogaltimi hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda muza ait meristem u¢ kiiltiirleri
olusturulmus ve sonucunda patojensiz yiiksek kalitede verim elde edilmistir (El-

Shamy 2011).

1.2.1.3. Bitki doku kiiltiirtiniin dezavantajlart

Bitki doku kiiltiirti ana bitki kaynak alinarak binlerce bitki liretimine imkan taniyan bir
tekniktir. In vitro kosullarda gerceklestirilen bu teknikte uygulanan sterilizasyon,
yaralama, bitki biiyiime diizenleyicileri bitkinin strese girmesine sebep olur.
Sonucunda bitki genetiksel agidan kararsiz olur. Bu duruma somoklonal varyasyon
denir (Tosun ve Sagséz 1995). Bitki doku kiiltiirii tekniklerinde bitkinin genel olarak
yapist ne kadar ¢ok bozulursa mutasyon riski yiikselir. Bu risk meristem ya da

dogrudan embriyogenez ve organogenez uygulanarak diisiiriilebilir. Kallus ara fazi



olusturularak yapilan tekniklerde ise mutasyon riskinin yiiksek oldugu yapilan

derlemelerde ve ¢alismalarda gosterilmistir (Weckx vd. 2019).

Somoklonal varyasyon genotipin kararligina bagli olarak gerceklesmektedir.
Uygulanan stres kosullarina tiim genotipler ayni1 sekilde cevap vermez. Eger genotipin
kararlig1 az ise bu durum somoklonal varyasyona yatkinliginin oldugunu ifade eder
(Bairu vd. 2011). Bitki doku kiiltiirinde uygulanan streslerin amaci bitkinin
rejenerasyon yeteneginin arttirtlmasi i¢indir. Bu streslere ozmatik ve soguk stres 6rnek
olarak verilebilir. Ancak bu tip stresler pro-oksidanlarin ya da ROS (Reaktif Oksijen

Tiirii) tiretimini tetikler ve bitkinin genotip kararligini azaltir (Bednarek vd. 2020).

Bitki doku kiiltiiriinde biiylime diizenleyicileri bitkilerin cogalmasinda uyarici etkiye
sahiptirler. Bu sayede kisa siire igerisinde ¢ok sayida bitki ¢ogaltilabilir (Phillips vd.
2019). Ancak bitki tiirlerine bagli olarak bitki biiyiime diizenleyicileri bitkinin genetik
kararligin etkileyebilir. Oksinler ve sitokininler basta olmak iizere sentetik biiylime
diizenleyiciler en O©nemli faktorlerdir. Biiylime diizenleyicileri dogrudan etki
etmemekle birlikte hizli ¢ogalmanin sonucunda dolayli olarak etki ettigi

diistiniilmektedir (Weckx vd. 2019).

Bitki doku kiiltiirti tekniginde kullanilan besin ortami belli bir siireden sonra besleyici
ozelligini kaybeder. Bu durumda bitkinin canliliginin devam etmesi ve ¢ogalmasi
maksadiyla yeni ortama aktarilir. Bu olaya alt kiiltiirlenme denir. Ancak alt kiiltiir
sayisinin artmasi bitki genotipinin kararsiz olmasini sebep olabilir. DNA metilasyonu
seklinde gerceklesen genotip kararsizligi zamana bagh olarak birikir ve somoklonal
varyasyonu tetikler. Alt kiiltiirle alma sayisinin ¢ok olmasinin yaninda iki alt kiiltiir
arasindaki siirenin az olmasi da genetik kararhigi etkileyen faktordiir (Weckx vd.
2019). Yapilan bir caligmada poliembriyoid alt kiiltiirler arasinda 2-4 hafta olmasi
durumunda somoklanal varyasyon riskinin ytliksek oldugu, 8 hafta oldugunda ise riskin

diistiigii tespit edilmistir (Eeuwens 1978).

1.2.3. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon biyolojik materyalin ultra soguk (-196° sicaklikta) ortamda

metabolizmasinin bazal diizeye diisiiriilerek gergeklestirilen muhafaza yontemidir. Bu
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sicaklikta hiicrede enzimatik tiim reaksiyonlar ve hiicresel boliinmeler durdurulur. Bu
sayede bitki teorik olarak sonsuza kadar herhangi bir degisiklik yapilmaksizin hacim
olarak kiigiik alanda ¢evresel etmenlerden korunur (Engelmann 2004).
Kriyoprezervasyon temel tarimsal {irtinlerin, tibbi ve nesli tiikenmekte olan bitkilerin
genetik kaynaklarin korunmast igin giivenilir bir ydntemdir. Cesitli tiirlerin
dondurularak saklanmasindaki en biiyilkk engel evrensel kriyoprezervasyon
protokoliiniin olmamasidir. Yaygin olarak kullanilan damlacik dondurma tekniginde
her bir adim yeni tiir i¢in optimize edilmelidir. Optimizasyon ise yogun, zaman alici
ve baslangic olarak daha fazla bitki materyali gerektiren bir basamaktir (Yang vd.
2019).

Kriyoprezervasyon bitkinin meristem, kallus, tohum gibi kisimlarinda uygulanabilen,
gen bankalarinda bitki germplazmasinin uzun siireli muhafazasini saglayabilen
biyoteknolojik tekniktir. Cogu tahil, yagl tohumlar ve sebze gen bankalarinda tohum
olarak saklanmaktadir. Gen bankalarinda yumru, siis bitkileri ve meyveler vejetatif
olarak cogalan bitkiler seklinde muhafaza edilmektedir. Vejetatif olarak ¢ogalan
tohumlar genotipleri temsil etmediklerinden dolay1 siirgiin ucu gibi kisimlar kullanilir.
Siirglin uglarimin genetik kararliklarinin yiiksek olmasi hiicre siispansiyonlarin ve

genetik kaynaklarin muhafazasinda yaygin tercih edilmektedir (Wang vd. 2020).

Kriyoprezervasyon bitki materyalinin genetik kararligini uzun siireli korumasindan
dolay1 giiniimiizde favori teknik olarak kabul gérmektedir (Wang vd. 2021). Ancak bu
teknigin diistik sicaklikta yapilmasi bazi bitkilerin, hiicrelerinde bir takim
anormalliklerin ~ (dehidrasyon, hiicre donmasi vb.) olusmasina sebebiyet
verebilmektedir. Bu durumun 6nlenmesi i¢in kriyoprezervasyon ¢alismasinda 6n igslem
uygulanir. On islemde hiicre i¢i sivinin kristallesme sebebiyle olusabilecek hasar
olmadan yapay olarak kurutulmasi saglanir (Engelmann 2004). Klasik ve yeni
dondurma adinda iki farkli teknikle bu islem yapilabilmektedir. Klasik tekniklerde
dehidrasyon temelli dondurma stratejisi uygulanirken, yeni dondurma tekniklerinde

vitrifikasyon temeline dayanmaktadir (Fahy vd. 1984).

Klasik kriyoprezervasyon teknigi yavas sogutma veya sivi azota daldirma seklinde
gergeklestirilir. Yavas sogutma basamaginda hiicreler ve dis ortamda sicaklik diiserek

dis ortamda buz olusumu baslar. Hiicre zar1 buzun hiicre igerisine girmesine engel olur
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ve ayni zamanda buz hiicrenin ¢ogalmasini engeller. Bu asamada hiicreler donmaz
fakat soguk halde bulunur. Sicaklik diisiiriilmeye devam edildiginde hiicre disi
¢Ozeltinin bir miktar1 buza doniisiir. Hiicreler asir1 sogudugunda sulu buhar basinci dis
bolmeninkini agarsa hiicre su kaybiyla bu durumu dengeler. Hiicre i¢i donmasinin
engellenmesi icin hiicre i¢i s1v1 disar1 ¢ikartilir ve bdylece zararl hiicre i¢in donmasi
azaltilir ya da Onlenir. Bunun yaninda donma kaynakli dehidrasyon, hiicre i¢i tuz

konsantrasyonu ve hiicre zarinda ki degisiklikler zararli olabilir (Engelmann 2004).

Klasik dondurma protokolii su sirayla gerceklesmektedir; bitki materyalinin
cogaltilmasi, 6n dondurma (yavas sogutma), bitki materyalinin siv1 azota daldirilmast,
saklama, hizli ¢6zdiirme ve uygun besin ortamlarinda kiiltiire alma (Engelmann 2004).
Klasik teknikler kallus gibi farklilasmis hiicrelerde ve hiicre siispansiyonlarinda
basarili bir sekilde uygulanmigtir (Kartha ve Engelmann 1994). Bu teknik farklilagsmis
yapilarin soguga toleransli u¢ kisimlarin dondurulmasinda tercih edilmektedir.
Bununla birlikte klasik teknikleri genel anlamda karmasik ve maliyeti yiiksek olmasi

nedeniyle az tercih edilmektedir (Engelmann 2004).

Vitrifikasyon temelli kriyoprezervasyon tekniginde asamalar su sekilde
gerceklesmektedir; in vitro stok kiiltiirdi, 6n kiiltiir, siirgiin u¢larinin ya da kalluslarin
vitrifikasyon soliisyonu ile (PVS-2 ya da PVS-3) muamelesi, sivi azotta depolama ve
¢oziilme sonrasi uygun besin ortamlarinda kiiltiire almadir (Wang vd. 2021). Bu
teknikte kullanilan soliisyon vasitasiyla dondurma isleminde bitki materyali donmanin
zararli etkilerden muhafaza edilir. Vitrifikasyon temelli dondurma teknigi klasik
teknige gore avantajlar saglayabilmektedir. Siirglin ucu, embriyo gibi karmagsik

organlarin dondurulmasi bu teknikle ile gerceklestirilebilir (Engelmann 2004).

Kriyoprezervasyon tekniklerinde vitrifikasyon temelli yaklasim bitki germplazmasini
dondurmada yaygin olarak kullanilmaktadir (Li vd. 2019). Vitrifikasyon temelli
teknikler sirayla sunlardir; dehidrasyon, enkapsiilasyon-dehidrasyon, vitrifikasyon,
enkapsiilasyon-vitrifikasyon, on biiylime, biiylime Oncesi dehidrasyon ve damlacik
dondurmadir (Engelmann 2004). Lilium tiiriine ait bitkilerin dondurularak saklanmasi

damlacik dondurma teknigi ile yapilmaktadir (Li vd. 2019).

12



1.2.3.1. Soganli bitkiler ile yapilan kriyoprezervasyon ¢alismalart

Kriyoprezervasyon polen, tohum, siirgiin ucu ya da kallus kisimlar1 kullanilarak
bitkinin genetik stabilitesini uzun slire muhafaza edilmesini saglayan biyoteknolojik
yontemdir. Soganli bitkiler ile gliniimiize kadar birgok kriyoprezervasyon caligsmasi
yapilmustir (Li vd. 2019). Chen vd. Lilium bitkisinin {i¢ farkl1 tiiriine ait siirgiin uglarini
kullanarak kriyoprezervasyon ¢alismasi yapmiglardir. Lilium tiirlerini 2 ay boyunca 16
saatlik fotoperiyotta 4 derecelik sicaklikta soguk tedavisi uygulamiglardir. Bitkiye ait
stirgiin uclar bitkiden kesilerek alinmis, 0,3 M siikroz ilaveli MS besin ortaminda 2
giin On kiiltiir islemi uygulanmistir. Boylece bitki hiicrelerinin igeriginde bulunun sivi
disart ¢ikartilmistir. 22 derece sicaklikta 20-40 dakika araliginda siirede 2 M gliserol+
0,4 M siikroz+ MS besin ortaminda dondurma islemi Oncesi Kkiiltiir islemi
uygulanmistir. Siirgiin uglart 5x30 mm uzunlugunda aliiminyum folyo seritlerine
konmus, tizerlerine yaklagik 1,5 uL PVS-2 eklenmistir. 90-120 dakikalarinda PVS-2
muamele igleminin ardindan aliiminyum folyo seritleri azota daldirilmig ve dondurma
islemi sonlandirilmistir. Cozdiirme isleminde azottan ¢ikarilan aliiminyum folyo
seritler dogrudan 1,2 M siikroz ilaveli MS siv1 besin ortamina aktarilmistir. 15 dakika
bekletilmis ardindan 0,5 mg/L BA+ 0,1 mg/L NAA+ 0,3 mg/L GAs+ 30 g/L siikkroz+
7 g/L agar+ MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Ik asamada kiiltiirler 2 hafta
karanlikta 20 derece sicaklikta bekletilmistir. Daha sonra 16 saatlik fotoperiyotta
cogalmast saglanmistir. Sonucunda dogu melezi Sibirya tiirinde %65 ve %62
oraninda, Lilium lancifolium tiiriinde %84 ve %68 oraninda ve Lilium longiflorum

tiirtinde %43 ve %35 oraninda gelisim gozlenmistir (Chen vd. 2011).

Liliaceae familyasina mensup Tulipa tarda bitkisinin meristemi kullanilarak bir
kriyoprezervasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismada vitrifikasyon temelli damlacik
dondurma teknigi uygulanmustir. {1k olarak bitki doku kiiltiirii teknigi kullanilarak bitki
cogaltilmistir. Bunun i¢in 60 g/ ve 90/L sakkaroz destekli MS besin ortamlari
kullanilmistir. Toplam 8 ay boyunca kiiltiir islemi uygulanmig, onuncu haftadan
itibaren ise sogancik gelisimi gozlenmistir. Kriyoprezervasyon calismasi igin
soganciklardan meristem u¢ ¢ikarilmis, yarist i¢in 10 hafta boyunca soguk tedavisi
uygulanmis diger yarisina tedavi uygulanmamistir. Dondurma agamasindan énce 2 M

gliserol+0,4 M siikroz+ MS besin ortaminda 20 dakika 6n kiiltiir islemi uygulanmis
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daha sonra meristemler 20 mm X 5 mm uzunluklarinda aliiminyum folyolara
konmustur. PVS-2 ile farkli siirelerde (10, 20, 30, 45 ve 60 dakika) muamele edilmistir.
Ardindan meristemler hizli bir sekilde sivi azota daldirilmis ve donma islemi
sonlandirilmistir. Cozme asamasinda sivi azottan ¢ikarilan meristemler hizla 1,2 M
sakkoroz ilaveli MS ortaminda 15 dakika bekletilmistir. Ardindan 60 g/L ve 90g/L
sakkaroz ilaveli MS besin ortamina kiiltiire alinmistir. Oda sicakliginda 10 hafta
boyunca kiiltiir islemi uygulanmistir. Sonug olarak bakildiginda canli meristemlerin
beyazimsi ye yar1 saydam oldugu tespit edilmistir. Uygulanan PVS-2 siiresinin soguk
tedaviyle arasinda net bir iliski kurulamamigtir. Bununla birlikte soguk tedavisi
uygulanan meristemlerin %100 rejenerasyon orani gozlemlenmistir. 20, 30 ve 60
dakika PVS-2 uygulama siirelerinin diger siirelere kiyasla daha iyi oldugu ve 60 g/L
sakkaroz 1ilaveli MS besin ortaminda gelisimin yiliksek oldugu belirlenmistir

(Agnieszka ve Culture 2021).

Halk arasinda nergis adiyla bilinen Narcissus L. bitkisiyle bir kriyoprezervasyon
calismasi yapilmistir. Geofit bir bitki olan Narcissus’a damlacik dondurma teknigi
uygulanmistir. Bu c¢alismada ilk olarak 0,5 uM 6-benzilaminopurin+25 uM
picloram+30 g/L siikroz+ MS kati besin ortaminda kiiltiir islemi uygulanmistir.
Kiiltiirler 20 derecede 12 hafta boyunca karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Kiiltiirlerden 1 mm, 2 mm ve 3 mm ¢aplarinda embriyolar binokiiler mikroskop altinda
cikarilmistir. Ardindan embriyolar doku kiiltiirii i¢in kullanilan besin ortaminda
kiiltiire alinmustir. Kriyoprezervasyon calismasinin dondurma asamasindan Once
embriyolar 20 dakika boyunca 2 M gliserol+0,4 M siikroz+ MS ortaminda 6n kiiltiire
alinmistir. Embriyolar 2 cm x 0,5 cm uzunluklarda aliminyum folyo seritlerine
aktarilmig ve farkli siirelerde (10, 20, 30, 45 ve 60 dakika) PVS-2 ile muamele
edilmistir. Ardindan hizli bir sekilde sivi azota aktarilarak dondurma islemi
bitirilmistir. C6zme isleminde ilk olarak embriyolar 1,2 M siikroz ilaveli MS besin
ortaminda 15 dakika bekletilmis ardindan 1 giin boyunca 0,3 M siikroz+2,5 g/L agar+
MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Daha sonra 5 pM 6-benzilaminopurin+ 30 g/L
stikroz+ 0,5 NAA+ MS besin ortaminda 20 hafta boyunca oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edilmistir. Sonu¢ olarak bakildiginda 1 mm capli embriyolarda
maksimum gelisim yilizdesinin %76,7 oldugu ve bu g¢apta embriyolarin

dondurulmasinin zararli oldugu belirlenmistir. 2 mm ve 3 mm ¢apli embriyolarin
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rejenerasyon indeksine bakildiginda en diisiik hayatta kalma oran1 %73,3 ve %86,7
oldugu tespit edilmistir. Bu oran 10 ve 20 dakika PVS-2 uygulamalar1 sonucunda
alimmstir. Diger PVS-2 uygulamalarinda hayatta kalma oran1 %93 ile %100 arasinda
degistigi tespit edilmistir (Maslanka vd. 2016).

Halk arasinda biiyiik kardelen ¢icegi olarak bilinen geofit kokenli Galanthus elwesii
bitkisine ait siirgin uglar1 kullanilarak damlacik vitrifikasyon teknigi ile
kriyoprezervasyon c¢aligsmasi yapilmistir. Calismada ilk olarak bitkiye ait soganlar 60
g/L siikroz+ 0,1 uM BA+ 0,1 uM IAA+ yan giiclii MS kat1 besin ortaminda kiiltiire
alinmustir. Kiiltiirler 20 derecede karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerden elde
edilen meristemler ile kriyoprezervasyon calismasina gidilmistir. Meristemeler 20 ve
30 dakika siireleri boyunca 2 M gliserol+0,4 M siikroz+ MS besin ortaminda yiikleme
¢ozeltisine alinmistir. Ardindan 2 cm x 0,5 cm uzunlugunda aliiminyum folyo
seritlerine meristemler aktarilmis, tizerlerine PVS-2 eklenmistir. 10, 20 ve 30 dakika
stirelerinde PVS-2 denemesi yapilmistir. Meristemler son olarak hizli bir sekilde sivi
azota daldirilmistir. C6zme asamasinda meristemler 1,2 M siikroz destekli MS besin
ortamina aktarilmis daha sonra 0,3 M siikroz+ 2,5 g/L jelrit+ MS filtre tabakada 1 giin
inkiibe edilmigstir. Meristemler 1 giin sonra 60 g/L siikroz+0,1 uM BA+0,1uM [IAA+
MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Oda sicakliginda 4 hafta karanlik ortamda
bekletilmis daha sonra 16 saat fotoperiyotta inkiibe edilmistir. Sonug¢ olarak
bakildiginda 10 dakika PVS-2 uygulamasinda %83,3 hayatta kalan meristem, %40
oraninda gelisim gosteren meristem gozlemlenmistir. 20 dakika PVS2 uygulamasinda
%96,7 hayatta kalan meristem, %65,5 oraninda gelisim gosteren meristem elde
edilmistir. 30 dakika PVS-2 uygulamasinda da %94,4 hayatta kalan meristem, %75,5

oraninda gelisim gosteren meristem belirlenmistir (Maslanka vd. 2013).

Bu calismada Lilium candidum bitkisine ait kallus ve meristemler kullanilarak en

uygun kriyoprezervasyon protokolii olusturulmasi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki materyali

Lilium candidum govde bulbilleri Ege Universitesi dgretim iiyeleri Dog. Dr. Hasan
Yildirrm ve Dr. 6gretim iliyesi Ademi Pirhan tarafindan toplanmis, ¢aligmalarin
yapilacagi Mugla Sitki Kogman Universitesine gonderilmistir (Bkz. Sekil 2.1). Govde
bulbillerine ilk asamada bitki doku kdltiirii teknigi uygulanmigtir. Sonucunda
mikrogogaltim1 gergeklestirilen govde bulbillerinden kallus gelisimi saglanmustir.
Elde edilen kalluslarda ve ayrica sogan bulbillerinde elde ettigimiz meristemler

kullanilarak kriyoprezervasyon ¢alismasi gerceklestirilmistir.

Sekil 2.1. Toplanan gévde bullbilleri

2.1.2. Besin ortam

Lilium candidum bitkisinin bitki doku kiiltiirii teknigi ile ¢ogaltilmasi amaciyla ii¢
farkli besin ortami kullanilmistir. Bunlar sirayla MS, WPM ve OM’dir. Bitkilerin

gelisim ve biiyiimelerini tesvik etmek maksadiyla degisik konsantrasyonlarda bitki
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biliylime diizenleyicileri kullanilmigtir. Sirayla isimleri sunlardir; BA, NAA ve GAs.
Besin ortaminda katilagtirici olarak agar, karbon kaynagi olarak ise siikroz tercih

edilmistir. Tablo 2.1°de besin ortaminda kullanilan tiim bilesenlerin miktar1

verilmistir.
Cizelge 2.1. Besin Ortaminda Kullanilan Bilesenlerin Miktarlar:
BILESENLER KULLANILAN MiKTARLARI

MS 4,40 g/L

WPM 2,35 g/L

oM 4,19/l

SUKROZ 20 g/L

AGAR 7g/L
BUYUME DUZENLEYICILER] 1 mg/L (Stok Konsantrasyon)

2.2. Metot

2.2.1. Besin ortamlarinin hazirlanmasi

Besin ortam1 hazirlamasinda Tablo 1°de verilen verilere bagli olarak, kullanilan tim
bilesenlerin miktarlar1 hassas terazide tartilmistir. Agar hari¢ tiim bilesenler beher
igerisine aktarilmistir (Agar pH derecesine etki etmedigi i¢in hassas terazide
tartildiktan sonra otoklav sisesine aktarilmistir). Ardindan behere toplam hacmin yarisi
olacak sekilde distile su eklenmistir. Manyetik balik yardimiyla besin ortami ¢ozelti
haline gelene kadar karigtirllmigtir. Sonra ¢6zeltinin pH derecesi 5,8’¢ (toprak pH
degeri 5,8 oldugu igin) ayarlanmis ve besin ortamina distile su eklenerek toplam hacme
tamamlanmistir. Agarin oldugu otoklav sisesine besin ortami aktarilmis ve otoklav
cihazina konarak 121°sicaklik ve 1 atm basingta 15 dakika steril edilmistir. Son olarak
steril edilmis bitki doku kiiltlirii kaplarina (magenta ve petri kaplar1) besin ortami

eklenmis ve katilagmasi saglanmistir.
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2.2.2. Bitki materyalinin sterilizasyonu

Lilium candidum bitkisine ait gévde bulbilleri bitki doku kiiltiirii galismas1 kapsaminda
steril edilmistir. Laboratuvarda dnceden yapilmis protokole gore sterilizasyon islemi
uygulanmistir. Buna gore toplanan gévde bulbilleri ilk olarak ¢esme suyu altinda 45
dakika boyunca yikanmistir. Ardindan kabuklar1 soyulmus ve tekrar ¢esme suyu
altinda 20 dakika boyunca yikanmistir (Bkz. Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Govde bulbillerinin ¢esme suyu altinda yikanmasi

Yikanan govde bulbilleri steril laminar hava kabinine aktarilmstir. Ilk olarak %70’lik
etil alkolde 10 dakika boyunca karistirilmis daha sonra distile suda durulanmustir.
%20’lik ticari deterjanla 5 dakika boyunca muamele edilmis ve distile su
durulanmistir. Son olarak da %10°luk ticari deterjana 5 dakika maruz birakilmis ve
distile su ile iyice durulanmistir. Kurutma kagidina aktarilarak sterilizasyon basamagi

sonlandirilmistir (Bkz. Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Sterilizasyon basamaklar (a: etil alkol ile muamele, b: ticari deterjan ile muamele, c:

distile su ile durulanmasi)

2.2.3. Malzemelerin sterilizasyonu

Bitki doku kiiltiirli ¢aligmalar1 aseptik kosullarda olmasindan dolay1 bitki materyali
basta olmak tizere kullanilan tiim malzemelerin steril olmas1 gerekmektedir. Buradan
hareketle bu calismada kullanilan tim bitki doku kiiltiirii kaplar1 (magenta, petri,
penset, makas, bisturi) otoklav cihazinda 121° C sicaklik ve 1 atm basing altinda 15

dakika boyunca steril hale getirilmistir.

2.2.4. Bitki materyalinin kiiltiire alinmasi

Lilium candidum bitkisinin en uygun Kriyoprezervasyon protokoliinii olusturmak
maksadiyla yapilan bu c¢alismanin ilk asamasinda steril edilmis gdvde bulbilleri
hazirlanan besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Mikrocogaltimi1 gerceklestirmek
tizere li¢ farkli besin ortami kullanilmigtir. Bu besin ortamlari sirayla 1 mg/L BA+ MS,
OM ve WPM’ dir. Kiiltiire alinan govde bulbilleri belli zaman araliklarinda olmak
iizere 4-8 hafta araliginda alt kiiltiire alinmistir. Bitkilerin kallus gelisimini saglamak
tizere ilk alt kiiltiirden itibaren 1 mg/L NAA+ MS, OM ve WPM besin ortamlar1 da
kullanilmistir. Sekil 2.4’te sterilizasyondan sonra kiiltiire alinmig gévde bulbillerinin

goriintiileri verilmistir.
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Sekil 2.4. Steril edilen govde bulbillerinin besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi

Sekil 2.5’te alt kiiltiire alinmis bitkilerin fotograflar: verilmistir.

Sekil 2.5. Bitkilerin alt kiiltiire alinmasi

2.2.5. Kriyoprezervasyon ¢alismasi

Lilium candidum bitkisi i¢in uygun kriyoprezervasyon protokolii belirmek amaciyla
yapilmis bu ¢alismada, bitki doku kiiltiirii teknigi sonucunda elde edilmis kallus ve

meristemler kullanilarak kriyoprezervasyon c¢alismalarina gidilmistir. Laboratuvarda

20



yapilmig Onceki c¢aligmalar ve diger arastirmalar dikkate alinarak 6n denemeler
yapilmistir. Elde edilen bulgular dikkate alinarak da en uygun yontem olusturulmaya

caligilmistir.

2.2.5.1. Kalluslardan kriyoprezervasyon ¢alismasi

Kriyoprezervasyon calismasi ii¢ asamada yapilmustir. Ik asamada 0,4 M siikroz+ MS

besin ortaminda kalluslar 24 saat 6n kiiltiire alinmustir. On kiiltiir islemi karanlik yerde

ve oda sicakliginda gerceklestirilmistir (Bkz. Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Kalluslarin 6n Kiiltiire alinmasi

Kriyoprezervasyon c¢alismasinin ikinci asamasi dondurma ve saklamadir. On kiiltiire
alian kalluslar ilk olarak kriyoviallere aktarilmistir. Daha sonra iizerine yaklasik 1,5
mL PVS-2 eklenmistir. On denemede PVS-2 bekleme siiresi 60, 75, 90, 105 ve 120
dakika olarak uygulanmistir. Elde edilen bulgular dikkate alinarak daha sonraki
calismalarda 60, 75 ve 90 dakikalik denemeler kurulmustur. PVS-2 ile muamele buz
iistiinde yapilmistir. Ardindan kriyoviallerden PVS-2 uzaklastirilmis, yeni PVS-2
eklenmistir. Son olarak kriyovialler azot tankina konmus ve dondurma asamasi

sonlandirilmistir. Sekil 2.7’de dondurma asamasinin goriintiileri verilmistir.
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Sekil 2.7. Kalluslarin dondurulmasi ve saklanmasi (a: 6n Kkiiltiire alinan kalluslar kriyoviallere
aktarilmasi, b: kriyoviallere PVS-2 eklenmesi, c: buz iizerinde bekletilmesi, d: azot tankinda

saklanmasi)

Kriyoprezervasyonun ii¢lincii ve son agamasi ¢ozdiirme asamasidir. Bu asamada azot
tankinda saklanan kalluslar hizli bir sekilde 40° C sicakliktaki su banyosuna aktarilmis
ve sivi hale gelmesi saglanmistir. Ardindan kriyovialden PVS-2 uzaklastirilmis ve
kalluslar 1 M siikroz+ MS s1vi besin ortaminda 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra
kurutma kagidina aktarilmis ve hazirlanan besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. On
denemelerde 1 mg/L BA+MS, OM ve WPM besin ortamlar1 kullanilmis elde edilen
bulgular ve analizlere bakilarak sonraki c¢aligmalarda WPM besin ortami
kullanilmamistir. Diger ¢alismalarda kullanilan besin ortamlar1 sirayla; 0,5 mg/L
BA+0,2 mg/L NAA+ MS, OM, 0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+0,3 mg/L GAs+ MS,
OM, 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA+OM, LB, NB’ dir. Kullanilmis tiim besin
ortamlarinda Tablo 1°de verilen bilesenlere ek olarak komiir tozu (10 g/L)

kullanilmistir. C6zme asamasinin tiim adimlart Sekil 2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8. Kalluslarin ¢ozdiiriilmesi ve Kiiltiire alinmasi (a: su banyosunda sivi hale

doniistiiriilmesi, b: PVS-2’nin enjektorle ¢cikarilmasi, ¢: Kalluslarin 1 M siikroz+ MS sivi besin
ortamina aktarilmasi, d: kalluslarin kurutma kagidina aktarilmasi, e: kalluslarin besin

ortamina Kkiiltiire alinmasr)

2.2.5.2. Meristemlerde kriyoprezervasyon ¢alismasi

Meristemler ile yapilan ¢alismada kalluslar ile yapilan ¢alisma gibi iic asamadan
olugmaktadir. Her iki ¢alismada birbirine benzerlik gdstermekle birlikte bir takim
farkliliklar icermektedir. Bu calismada ilk olarak meristemler Sekil 2.9°da verildigi
gibi siirglinlerin kok kisimlarindan ¢ikarilmistir. Daha sonra meristemler 0,4 M
stikroz+ MS besin ortaminda kiiltiire alinmistir. 24 saat boyunca oda sicakliginda

karanlik ortamda 6n kiiltlir islemi uygulanmistir.
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Sekil 2.9. Stereo mikroskopta meristem goriintiisii

Kriyoprezervasyon c¢alismasmin ikinci basamagi dondurma ve saklamadir. Bu
basamakta on kiiltiir edilen meristemler Sekil 2.10°da gosterilen aliiminyum folyo
seritlerine (2 cm x 0,5 cm uzunluklarda) aktarilmistir. Ardindan iizerlerine yaklasik 10
uL PVS-2 eklenmis ve buz tizerinde beklenmistir. Yapilan ¢calismalar ve arastirmalara
gore 6n denemede 30, 45 ve 60 dakika PVS-2 uygulamasi yapilmigtir. Daha sonra elde
edilen bulgular dikkate alinarak 45, 60 ve 90 dakika PVS-2 uygulamalar
gerceklestirilmistir.

Sekil 2.10. Meristemlere PVS-2 uygulanmasi (a: meristemlerin aliiminyum folyo seritlerine

aktarilmasi, b: PVS-2 eklenmesi, c: buz iizerinde PVS-2 uygulamasi yapilmasi)
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Aliiminyum folyo seritleri penset yardimiyla azot igerinde bulunan kriyoviale
daldirilmis ve kriyovial kriyobox igerine konmustur. Daha sonra kriyoboxlar azot
tankina aktarilmigtir. Béylece meristemlerin dondurma asamasi sonlandirilmistir (BKz.
Sekil 2.11). PVS-2’nin toksik etkisine bagl etkileri belirmek maksadiyla birtakim
meristemlere dondurma asamasi uygulanmamaistir. Bu meristemler 1 M siikroz+ MS
stvi besin ortaminda 20 dakika bekletilmis daha sonra komiir tozlu 1 mg/L BA+ MS

besin ortaminda kiiltiire alinmistr.

Sekil 2.11. Meristemlerin siv1 azot icerisine aktarilmasi

Kriyoprezervasyon c¢aligmasinin son agsamasi meristemleri ¢ozme ve besin ortamina
kiiltiire almaktir. Azot tankindan c¢ikarilan kriyoboxlar dogrudan laminar hava
kabinine aktarilmis ve azot igerisinde kriyovial i¢erisinde bulunan aliiminyum folyo
seritleri ¢ikarilmistir. Ardindan meristemler 1 M siikroz + MS sivi besin ortamina
aktarilmig ve 20 dakika boyunca bekletilmistir. Son olarak da 1 mg/L BA+ MS kati
besin ortamina kiiltiire alinmistir. Sekil 2.12°de ¢6zme asamasinin tiim basamaklari

verilmistir.
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Sekil 2.12. Meristemlerin ¢ozdiiriilmesi ve besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi (a: kriyoboxin
azot icerisinde laminar hava kabinene aktarilmasi, b: meristemlerin kriyoviallerden ¢ikarilmasi,
c: meristemlerin 1 M siikroz+ MS sivi besin ortamina aktarilmasi, d: meristemlerin besin

ortaminda Kkiiltiire alinmasr)

2.2.6. Istatistiki analiz

Kriyoprezervasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen tiim bulgular ve veriler istatistiki
analiz yapilarak degerlendirilmistir. Kalluslar ile yapilan ¢alismanin degerlendirilmesi
kalluslarin 1 ay sonunda elde edilen ¢aplarina gore yapilmistir. Tablo 2.2°de gosterilen
degerlere gore kallus gelisim indeksi ve rejenerasyon orant SPSS programi ile
olusturulmustur. Orneklerin birbiri ile kiyaslanmasi programim One-Way ANOVA
teknigi kullanilarak yapilmistir. One-Way ANOVA igerisinden Post-Hoc-LSD testi
kullanilmis, p degeri ise 0,05 den kiiciik olacak sekilde secim yapilmistir.

26



Cizelge 2.2. Kalluslarin ¢ap boyutuna bagh degerlendirme derecesi ve canlilik yiizdesi

DERECE KALLUS CAPI (mm) CANLILIK YUZDESI
1 1-2 %16,7
2 2-4 %33,4
3 4-6 %50,1
4 6-8 %66,3
5 8-10 %83,5
6 10 ve lizeri %100

Meristemlerin istatistiki acidan degerlendirilmesi meristemlerin rejenerasyon oranina
gore yapilmigtir. Calismada kullanilan tiim meristemler icerisinden biiylime ve

gelisme gosterenler tespit edilerek hesaplanmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Bulgular

Lilium candidum bitkisi i¢in uygun kriyoprezervasyon teknigini tespit etmek hedefiyle
bu ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada ilk olarak Lilium candidum bitkisinin gévde
bulbilleri kullanilmis ve bitki doku kiiltiirii teknigi vasitasiyla mikrogogaltim
gerceklestirilmigtir. Cogaltim sonucunda elde edilen kallus ve meristemler ile
kriyoprezervasyon calismasina gidilmistir. Sonug olarak elde edilen tiim morfolojik

gbzlemler ve istatistiki analizler cizelge ve sekillerle bu kisimda ifade edilmistir.

3.1.1. Bitki doku kiiltiirii teknigi ile ¢ogaltilan bitkilerin analizi

Lilium candidum bitkisinin gévde bulbilleri kullanilarak farkli besin ortamlarinda
bitkinin ¢ogaltim1 saglanmistir. Bu besin ortamlari sirayla 1 mg/L BA+ MS, OM ve
WPM kati besin ortamlaridir. Cizelge 3.1°de gévde bulbillerinin toplandigi bolge ve

kullanilan besin ortamlarina gore siniflandirilmasi yapilmastir.

Cizelge 3.1. Govde bulbillerinin toplandig1 bolgelere bagh kiiltiir alinan besin ortamlarinin

yayllim
Toplanilan Bolge 1 mg/L BA ilaveli 1 mg/L BA ilaveli 1 mg/L BA ilaveli
OM besin ortami MS besin ortam WPM besin ortami
Kepsut 7 tip 7 tip 5 tiip
Fethiye 2 tiip 2 tiip 1 tiip
Aydin 1 tiip 5 tiip
Bursa 1 tiip 1 tiip

Sterilizasyon asamasindan sonra kiiltiire alinan govde bulbilleri yaklasik 3 hafta sonra

stirgiin gelisimi vermeye baglamiglardir. Siirgiin gelisiminin yaninda kallus geligimini
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de tesvik etmek maksadiyla 4 hafta sonra ilk alt kiiltlir islemi uygulanmistir. Bunun
icin ek olarak 1 mg/L NAA+ MS, OM ve WPM besin ortamlar1 kullanilmistir. Alt
kiltire alma isleminden yaklasik 2 hafta sonra da kallus gelisimi gozlenmeye
baslamistir. Bu ¢alismada alt kiiltiire alma 4-8 hafta araliginda olmak tizere toplam 7
kez alt kiiltiir uygulamasi yapilmistir. Kepsut bolgesinden toplanan govde bulbiller ile
yapilan ¢ogaltma islemi diger bolgelerden toplanan gévde bulbillerine kiyasla daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Cizelge 3.2’de Kepsut bdlgesinden toplanan gdévde

bulbillerinin alt kiiltiir verileri verilmistir.

Cizelge 3.2. Kepsut bolgesinden toplanan govde bulbillerinin besin ortamina gore alt kiiltiire

alinmasi

Alt Kiiltiir 1 mg/L BA 1 mg/L 1 mg/L BA 1 mg/L 1 mg/L BA 1 mg/L

Sayisi ilaveli OM NAA ilaveli MS NAA ilaveli NAA
besin ilaveli OM besin ilaveli MS WPM ilaveli
ortami besin ortami besin besin WPM
ortami ortami ortami besin
ortami
1.Alt 9 magenta - 7 magenta - 5 magenta -
Kiiltiir
2.Alt 8 magenta 6 magenta 9 magenta 13 magenta 4 magenta 6 magenta
Kiiltiir
3.Alt 6 magenta 12 magenta 8 magenta 13 magenta 5 magenta 7 magenta
Kiiltiir
4.Alt 10 magenta 10 magenta 12 magenta 10 magenta 6 magenta 4 magenta
Kiiltiir
5.Alt 15 magenta 12 magenta 10 magenta 5 magenta 2 magenta 3 magenta
Kiiltiir
6.Alt 23 magenta 10 magenta 25 magenta - 3 magenta 5 magenta
Kiiltiir
7.Alt 32 magenta 17 magenta 9 magenta - 3 magenta 7 magenta
Kiiltiir
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Alt kiiltir isleminde magenta kullanilmigtir ve her magentaya 4-6 araliginda bulbil
eksplant1 kiiltiire alinmistir. Verilere bakildiginda en verimli besin ortaminin OM
oldugu, en verimsiz besin ortaminin ise WPM oldugu belirlenmistir. Bitki biiylime
diizenleyicilerinden BA ve NAA kullanilmistir. BA bitkilerin siirglin gelisimi ve
hiicrelerin biiyiimesinin tesvik etmek maksadiyla kullanilmistir. Sonucunda istenilen
diizeyde verim aliabilmistir. Sekil 3.1’de Kepsut’tan toplanan gévde bulbillerinin alt

kiiltiir goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.1. Kepsut bilgesinden toplanan gévde bulbiller ile mikrocogaltimin yapilmasi

Fethiye bolgesinden toplanan gdvde bulbiller ile yapilan mikrogogaltma sonucunda
elde edilen tiim veriler Cizelge 3.3.’de verilmistir. Ilk 6 aylik zaman diliminde
istenildigi diizeyde verim alinamamistir. Daha sonraki zaman diliminde yapilan
gozlemlerde ise ¢ogaltimin hizl bir sekilde arttig1 belirlenmistir. 1 mg/L BA+ MS ve
1 mg/L NAA+ MS besin ortamlarindan en fazla bitki ¢ogaltilmistir. Ancak 1 mg/L
BA+ WPM ve 1 mg/L NAA+ WPM besin ortamlarinda kontaminasyondan kaynakli
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cogaltim saglanamamistir. Siirgiin gelisimi kallus gelisimine kiyasla daha fazla

olmustur.

Cizelge 3.3. Fethiye bolgesinden toplanan govde bulbillerinin besin ortamina gore alt Kiiltiire

alinmasi

AltKiiltir 1mg/LBA  1mg/L 1mg/LBA 1mg/L 1mg/LBA  1mg/L

Sayisi ilaveli OM NAA ilaveli MS NAA ilaveli NAA
besin ilaveli OM besin ilaveli MS WPM ilaveli
ortami besin ortami besin besin WPM
ortami ortami ortami besin
ortami
LAIt 1 magenta - 2 magenta - 1 magenta -
Kiiltiir
2.Alt 2magenta 4 magenta 5 magenta 3 magenta - -
Kiiltiir
3.Alt 3 magenta 2 magenta 10 magenta 5 magenta - -
Kiiltiir
4.Alt 2 magenta 2 magenta 14 magenta 8 magenta - -
Kiiltiir
5.Alt 2 magenta 1 magenta 13 magenta 8 magenta = =
Kiiltiir
6.Alt - 2 magenta 24 magenta 15 magenta - -
Kiiltiir
7.Alt - - 12 magenta 7 magenta - -
Kiiltiir

Sekil 3.2’de Fethiye bolgesinden toplanan govde bulbillerinin alt kiiltiire alinmis

goriintiilerine yer verilmistir.
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Sekil 3.2. Fethiye bolgesinden toplanan govde bulbilleri ile mikro ¢ogaltimin yapilmasi

Sekil 3.2°de de goriildiigii Fethiye bolgesine ait gdvde bulbilleri ile yapilan ¢ogaltim
sonucunda elde edilen bitkilerin ince yapiya sahip oldugu gozlemlenmistir. Ancak
Kepsut bolgesine ait gévde bulbillerin ¢ogaltimindan elde edilen bitkilerin daha kalin
ve koklerinin ise yogun oldugu tespit edilmistir. Buradan hareketle koklenmenin fazla
olmasi, kokiin bitkinin gelisimi i¢in daha fazla katki sagladig1 sonucuna gidilebilir.
Bununla birlikte Kepsut bolgesinden elde edilen bitkilerden daha fazla meristem elde

edilmistir.

Cizelge 3.4’te ise Aydin bolgesinden toplanan gévde bulbiller ile yapilan ¢ogaltmanin
sonucunda elde edilen veriler sunulmustur. Bu bélgeden toplanan gévde bulbillerinin
higbiri 1 mg/L BA+ OM besin ortamina kiiltiire alinmadig1 i¢in OM besin ortamlarinda
cogaltim yapilmamistir. WPM besin ortamlarinda ise kontaminasyon kaynakli
sebebiyetten dolayr ¢ogaltim saglanamamis olup sadece MS besin ortamlarinda
¢ogaltim saglanmistir. Bununla birlikte bu bolgeden gelen bulbillerden kallus geligimi

saglamamustir.
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Cizelge 3.4. Aydin bélgesinden toplanan gévde bulbillerinin alt kiiltiire alindig1 besin ortam

dagilhimi
Alt Kiiltiir Sayisi 1 mg/L BA ilaveli MS besin 1 mg/L BA ilaveli WPM
ortami besin ortam

2.Alt Kiiltiir 3 magenta 3 magenta

4.Alt Kiiltiir 6 magenta 2 magenta

6.Alt Kiiltiir 5 magenta -

Aydin bolgesine ait bulbiller ile yapilan mikro ¢ogaltim istenildigi diizeyde verim elde
edilememistir. Bununla birlikte 1 mg/L BA+ MS besin ortaminda kiiltiire alinan gévde
bulbillerinden ¢ok sayida bitki elde edilmistir. Ozellikle besinci aydan itibaren bitki
sayisinda artis gozlemlenmistir. Sekil 3.3’te kiiltiire alinan bitkilerden bazilari

gosterilmistir.

Sekil 3.3. Aydin bélgesinden toplanan gévde bulbiller ile mikro ¢ogaltim yapilmasi
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Bursa bolgesinden elde edilen govde bulbillerinden mikrogogaltim saglanamamastir.

3.1.2. Kriyoprezervasyon ¢alismalarimin analizi

Bitki doku kiiltiirii teknigi sonucunda 1 mg/L NAA+ MS, OM ve WPM besin
ortamlarindan elde edilen kalluslardan kriyoprezervasyon calismasia gidilmistir.
Fethiye, Aydin ve Bursa bolgelerinden istenildigi diizeyde kallus elde
edilemediginden, sadece Kepsut bolgesinden elde edilen kalluslardan
kriyoprezervasyon calismasi yapilmistir. 1 mg/L BA+MS ve OM besin ortamlarindan
elde edilen siirgiin ve koklenmelerden meristemler ¢ikarilarak kriyoprezervasyon
calismasi yapilmistir. Kriyoprezervasyon ¢alismalart morfolojik ve istatistiki agidan
degerlendirilmistir. Morfolojik analizi haftalik ve aylik olarak yapilmis, canlilik ve
sogancik gelisimi izlenilmistir. Istatistiki analiz ise aylik olarak yapilmus, kiiltiire
alian tiim kallus ve meristemlerin canliliklarina goére rejenerasyon yiizdesi dikkate

alinarak inceleme yapilmistir.

3.1.2.1. Kalluslarin morfolojik ve istatistiki analizi

Lilium candidum bitkisinin uygun kriyoprezervasyon protokoliinii belirmek igin
yapilan bu ¢alismada, 6nceden yapilmig aragtirmalar ve derlemelere gore ti¢ tekrarl
on denemeler kurulmustur. On denemelerde PVS-2 bes farkli siirede uygulanmustir.
Bu siireler sirayla 60, 75, 90, 105 ve 120 dakikalardir. Besin ortami olarak ise komiir
tozu destekli 1 mg/L BA+ MS, OM ve WPM besin ortamlari kullanilmistir. Bununla
birlikte PVS-2’nin toksik 6zelliginin 6liimciil etkilerini belirmek amaciyla her siire

icin PVS kontrol (PVS-C) grubu olusturulmustur.

1 mg/L BA+ MS, OM ve WPM besin ortamlarinda kiiltiire alinan PVS-C gruplarinin
aylik gelisimleri Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.4. 1 mg/L. BA+ MS besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubu (a: 60, b: 75, c: 90,
d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

Sekil 3.4’e bakildiginda kalluslarin kararmaya basladigi ve canliliklarini kaybettigi

gbzlemlenmistir.

Sekil 3.5. 1 mg/L BA+ OM besin ortaminda Kiiltiire alman PVS-C grubu (a: 60, b: 75, c: 90,
d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.5’e bakildiginda ise kalluslarin istenilen seviyede gelismedigi gozlemlenmistir.
MS besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslara benzer sekilde bu kalluslarda siirgiin

gelisimi gozlenememistir.

Sekil 3.6. 1 mg/L BA+ WPM besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubu (a: 60, b: 75, c: 90,
d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

Sekil 3.6’da 1 mg/L BA+ WPM besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin aylik
gelisimi gosterilmistir. Sekle bakildiginda kalluslarin bir kisminda rejenerasyon
basladig1 belirlenmigtir. 75, 90 ve 105 dakika PVS-2 uygulamasiin kontrol gruplari
i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Ancak 60 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi yapilan
kalluslarin karardig: tespit edilmistir. Sonug olarak bakildiginda, ii¢ besin ortaminda
kiiltiire alinan PVS-C kontrol gruplarindan en basarili besin ortami 1 mg/L BA+ WPM

besin ortami1 oldugu, yapilan morfolojik analiz ile gosterilmistir.

Kriyoprezerve edilmis kalluslarin morfolojik analizi PVS-C gruplarinda oldugu aylik
kallus gelisimine gore yapilmustir. Ug tekrarl olacak sekilde ¢alisma yapilmustir. 1 mg/
BA+ MS besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin aylik kallus gelisimleri Sekil 3.7
(Deneme- 1), Sekil 3.8 (Deneme- 2) ve Sekil 3.9’da (Deneme- 3) gosterilmistir.
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Sekil 3.7. 1 mg/L BA+ MS besin ortaminda Kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin
aylik analizi (Deneme- 1, a: 60, b: 75, c: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasr)

Deneme-1’in aylik kallus gelisimi Sekil 3.7°de gosterilmistir. Kalluslara genel olarak
bakildiginda canliliklarinin siirdiigii ve morfolojik olarak sarimsi renkte olduklari

gozlemlenmistir. Bununla birlikte kalluslarin yumusak yapiya sahip olduklar

belirlenmistir.

Sekil 3.8. 1 mg/L BA+ MS besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin

aylik analizi (Deneme- 2, a: 60, b: 75, ¢: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

1 mg/L BA+ MS besin ortami kullanilarak yapilan kriyoprezervasyon ¢aligmasinin

deneme-2 adli ¢alismasmin aylik kallus gelisimi Sekil 3.8’de gosterilmistir. Sekle
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bakildiginda kalluslarin diger ¢alismaya kiyasla canliliklarinin kayboldugu tespit

edilmistir. Cogu kallusun sertlesmeye ve kararmaya basladig1 gozlemlenmistir.

Sekil 3.9. 1 mg/L. BA+ MS besin ortaminda Kkiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin

aylik analizi (Deneme- 3, a: 60, b: 75, ¢: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

Sekil 3.9 1 mg/L BA+ MS besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis
kalluslarin deneme- 3 adli ¢alismasinin aylik morfolojik analizini ifade eder.
Kalluslara bakildiginda biiyiime gostermedigi ancak canliliklarinin devam ettigi
goriilmektedir. Deneme- 2 calismasina benzer morfolojik yapiya sahiptirler. Sonug
olarak, 1 mg/L BA+ MS besin ortami ile yapilan ¢alismanin morfolojik analizine
bakildiginda, kalluslarin siirgiin gelisimi baglamadigi, bir kisminda canliliginin devam

ettigi bununla birlikte bir kisminin ise karardig1 belirlenmistir.

1 mg/ L BA+ OM besin ortamu ile yapilan ¢alismanin morfolojik acidan analizi diger
besin ortaminda uygulandigi gibi gergeklestirilmistir. Sekil 3.10 (Deneme- 1), Sekil
3.11 (Deneme- 2) ve Sekil 3.12°de (Deneme- 3) kalluslarin aylik gelisimi

gosterilmistir.
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Sekil 3.10. 1 mg/L BA+ OM besin ortaminda Kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin
aylik analizi (Deneme- 1, a: 60, b: 75, ¢: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

Deneme-1 adiyla yapilan kriyoprezervasyon ¢alismasinin aylik kallus gelisimi Sekil
3.10°de gosterilmistir. Sekle bakildiginda kalluslarin siirgiin gelisimine baglamadigi

bununla birlikte morfolojik agidan yumusak yapiya sahip oldugu gozlemlenmistir.

Sekil 3.11. 1 mg/L BA+ OM besin ortaminda Kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin
ayhk analizi (Deneme- 2, a: 60, b: 75, c: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

1 mg/L. BA+ OM besin ortami kullanilarak yapilan deneme-2 ¢alismasinin aylik kallus
gelisimi Sekil 3.11°de gosterilmistir. Sekle bakildiginda diger ¢alismada oldugu gibi

kalluslarda siirgiin gelisimi gozlenmemistir. Kalluslarinin biiyiik kisminda canliligin
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stirdiigii, renklerinin sari-yesil oldugu ve yumusak yapiya sahip olduklar

gbzlemlenmistir.

Sekil 3.12. 1 mg/L. BA+ OM besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin
aylik analizi (Deneme- 3, a: 60, b: 75, ¢: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

1 mg/L BA+ OM besin ortamiyla yapilan deneme- 3 ¢aligmasinin aylik kallus analizi
Sekil 3.12°de gosterilmistir. Kalluslarin yumusak, canli ve sari-yesil renklere sahip
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte biiyiime gelisme gozlenmemistir. 1 mg/ L
BA+ OM besin ortamu ile yapilan ii¢ ¢calisma morfolojik ag¢idan degerlendirildiginde,
kalluslarin genel olarak canli ve biiyiime potansiyeli oldugu belirlenmistir. 1 mg/L
BA+ WPM besin ortami ile yapilan galigmanin aylik analizi sonucunda elde edilen
goriintiiler Sekil 3.13 (Deneme- 1), Sekil 3.14 (Deneme- 2) ve Sekil 3.15’te (Deneme-

3) verilmistir.
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Sekil 3.13. 1 mg/L BA+ WPM besin ortaminda Kkiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin
aylik analizi (Deneme- 1, a: 60, b: 75, c: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

1 mg/ L BA+ WPM besin ortamu kullanilarak ii¢ calisma yapilmstir. Ik calismada
kiiltiire alinan kalluslarin aylik analizi Sekil 3.13’te gosterilmistir. Kalluslarin bir ay
sonunda kararmaya ve sertlesmeye basladig1 tespit edilmistir. Bununla Sekil 3.13a ve

Sekil 3.13d’de birkag kallusun yumusak ve sar1 renkte oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 3.14. 1 mg/L. BA+ WPM besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin
aylik analizi (Deneme- 2, a: 60, b: 75, ¢: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasr)
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Sekil 3.14 ise 1 mg/L BA+ WPM besin ortami1 kullanilarak yapilan ¢aligmanin aylik
analizi verilmistir. Bu ¢alismanin da diger ¢aligmadaki gibi benzer sonuglar vermis,
kalluslarin ¢gogunlugu kararmistir. Bununla birlikte Sekil 3.14d ve Sekil 3.14¢’de bazi

kalluslarin canliliginin devam ettigi goriilmektedir.

Sekil 3.15. 1 mg/L BA+ WPM besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin
aylik analizi (Deneme- 3, a: 60, b: 75, c: 90, d:105 ve 120 dakika PVS-2 uygulamasi)

1 mg/L BA+ WPM besin ortami kullanilarak yapilan {i¢iincli kriyoprezervasyon
caligmasinin yapilan aylik analiz sonucu Sekil 3.15°te gosterilmistir. Kalluslar bir ay
sonunda gelisim gostermemesine ragmen canli olduklari tespit edilmistir. Kalluslarin
genel olarak kararmaya egilimli olmasinin yaninda bazilarinin sar1 ve beyaz renktedir.
On denemeler kapsaminda yapilan tiim ¢alismalara morfolojik agidan genel olarak
bakildiginda, 1 mg/ BA + MS, OM ve WPM besin ortamlarinin kalluslarin
kriyoprezervasyonunda yeterli etkide olmadigi belirlenmistir. Bu besin ortamlarinda

kalluslarin siirgilin gelisimi saglanamamustir.

On denemelerin istatistiki analizi aylik yapilan gézlemler sonucunda elde edilmistir.
Cizelge 3.5’te tiim denemelerde kullanilan kalluslarin, aylik gelisim indeks degerleri
verilmistir. Elde edilen degerler kalluslarin bir ay sonundaki ¢ap uzunluguna gore
tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 2.2). Bu degerler baz alinarak istatistiki analizler
yapilmis ve en uygun besin ortami, PVS-2 uygulama siiresi belirlenmistir. PVS-2

uygulama siiresinin artmasi rejenerasyon oranint orantili bir sekilde artirmaktadir.
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Ancak siirenin belli bir diizeyden sonra artmasi rejenerasyon oranini diisiirmektedir.
Ciinkti PVS-2’nin toksik etkisi bitkilerin zehirlenmesine neden olur ve hiicrelerin
6lmesine sebep olur. Elde edilen verilere bakildiginda da 105 ve 120 dakika PVS-2
uygulamalarinin bitki hiicrelerine zarar vermektedir. Dolayisiyla 6n denemelerin
analizi dogrultusunda diger denemelerde 60, 75 ve 90 dakika PVS-2 uygulamalari

kullanilmistir.

Besin ortamlarmin birbiri ile kiyaslamasi yapildiginda ise en iyi besin ortaminin 1
mg/L BA+ WPM besin ortami olarak tespit edilmistir. 1 mg/L BA+ MS besin ortami
en diisiik rejenerasyon orani1 vermektedir. Ancak bitki doku kiiltiirli calismalarinda 1
mg/L NAA+ WPM besin ortaminda yeterince kallus gelisimi saglanamadigindan

WPM besin ortami kriyoprezervasyon ¢aligsmalarinin devaminda kullanilmamustir.

Cizelge 3.5. Bir ay sonunda kalluslarin ¢aplarina gore elde edilen veriler

Denemeler PVS-2 1 mg/L BA+ MS 1 mg/L BA+ OM 1 mg/L BA+ WPM

Uygulama ortaminda kiiltiire  ortaminda kiiltiire  ortaminda kiiltiire

Siiresi alinan kalluslarin alinan kalluslarin alinan kalluslarin

(Dakika) indeks degeri indeks degeri indeks degeri

PVS-C 60 3-2-3 3-3-3 3-3-3
PVS-C 75 3-3-3 4-3-3 4-4-3
PVS-C 90 4-3-3 4-4-3 5-4-4
PVS-C 105 4-3-3 3-3-3 4-4-3
PVS-C 120 3-3-3 3-3-2 3-3-3
Deneme-1 60 3-3-3 3-4-3 3-4-3
Deneme-1 75 3-3-3 3-3-3 4-4-3
Deneme-1 90 4-4-3 4-4-3 4-4-4
Deneme-1 105 3-3-3 3-3-3 3-3-2
Deneme-1 120 3-3-3 3-3-3 3-3-3
Deneme-2 60 3-3-4 4-4-4 3-3-3
Deneme-2 75 3-3-4 3-3-3 4-3-3
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Deneme-2

Deneme-2

Deneme-2

Deneme-3

Deneme-3

Deneme-3

Deneme-3

Deneme-3

Cizelge 3.5. (devam)

90

105

120

60

75

90
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3-3-3

4-3-3

3-3-4

3-3-3

3-3-3

3-3-3
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4-4-4

3-3-3
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3-4-4

4-4-3

3-3-2
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Cizelge 3.5°te gosterilen veriler, SPSS programi yardimiyla istatistiki agidan analizi

yapilmustir. Cizelge 3.6’da besin ortamlarmin PVS-2 uygulama siirelerine gore kallus

gelisim indeksi ve rejenerasyon oranlar1 degerlendirilmistir.

Cizelge 3.6. On deneme sonucunda elde edilen istatistiki veriler

MS Besin Ortami OM Besin Ortami WPM Besin Ortami
PVS-2 Kallus Rejenerasyon Kallus Rejenerasyon Kallus Rejenerasyo
UYGULAM Gelisim Orani Gelisim Orani Gelisim n Oran1
A Indeksi (%=+SH) Indeksi (%=+SH) Indeksi (%=SH)
SURELERI | (Deger+SH (Deger+SH (Deger+SH
(Dakika) ) ) )
Kontrol | 2,75£0,16° | 45,92+0,62F | 3+0% 50,1+0PF 3+0% 50,1+0PF
60 Sivi 3,27+0,08% | 54,7+0,33CPE | 3.82+0,06 | 63,85+0,268 | 3,27+0,08%¢ | 54,7+0,3CPE
Azot € ¢
Kontrol 3,140% 50,1+0PF 3,40+0,16% | 56,78+0,63°P | 3,72+0,14% | 62,24+0,58C¢
75 Sivi 3,140,060 | 52,48+0,27°P | 3,14+0,06% | 52,48+0,27°P | 3,62+0,08° | 60,53+0,35C
Azot e E e E
Kontrol | 3,40+0,16% | 56,78+0,63CP | 3,72+0,14% | 62,24+0,558C | 4,38+0,14% | 73,22+0,554
90
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Cizelge 3.6. (devam

90 | Siv1 3,40+0,09% | 56,78+0,36%P | 3,72+0,78°¢ | 62,24+0,31BC | 3,82+0,06° | 63,85+0,268
Azot
Kontrol | 3,40+0,16% | 56,78+0,63CP | 3+0d% 50,1+0PE 3,72+0,14%¢ | 62,24+0,55BC
105 | Siv1 3+(09de 50,1+0PE 3,14+0,06%% | 52 48+0,27°PE | 2 65+0,1° 44,29+0,4F
Azot
Kontrol | 3+0% 50,1+0PE 2,75+0,16¢ 45,92+0,62F 3+0d 50,1+0PE
120 | Siv1 3,07+0,09% | 51,33+0,36PF | 3+0¢ 50,1+0F 2,84+0,74° | 47,42+0,29F
Azot

On denemeler neticesinde elde edilen verilere bagl olarak PVS-C grubu ile siv1 azot

gruplar degisik grafiklerle degerlendirilmistir. Sekil 3.16’da gosterilen grafik PVS-C

grubunun kallus gelisim indeksi verilerini gostermektedir.

GELISIM INDEKSI DEGERLERI

60

KALLUS GELISIM INDEKSI

——MS+1 mg/L BA

75

=l OM+ 1 mg/L BA

S0

WPM+ 1 mg/L BA

105

PVS-2 UYGULAMA SURESI (DAKIKA)

Sekil 3.16. Kontrol grubu icin kiiltiire alinan kalluslarin gelisim indeks degerleri

Sekil 3.17’te gosterilen grafik ise PVS-C grubunun rejenerasyon oranini yiizde olarak

ifade etmektedir.
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REJENERASYON ORANI
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Sekil 3.17. On denemeler sonucunda kontrol grubu icin kiiltiire aliman kalluslarin rejenerasyon

orani

On denemelerde kontrol gruplar1 Sekil 3.16 ve Sekil 3.17’te verilen grafiklere gore
degerlendirildiginde 90 dakika PVS-2 uygulama siiresinin digerlerine kiyasla daha iyi
sonug verdigi soylenebilir. Bununla birlikte PVS-2 uygulama siiresinin en az ve en ¢ok

olan uygulamalarda rejenerasyon oranlar1 arasinda fark olmadigi tespit edilmistir.

Sekil 3.18 ve Sekil 3.19°de verilen grafikler ise kriyoprezerve edilmis kalluslarin

istatistiki a¢idan analizini ifade etmektedir.

KALLUS GELISIM INDEKSI

—t—1mg/LBA+ MS =1 mg/LBA+OM #—1 mg/L BA+ WPM
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PVS-2 UYGULAMA SURESI (DAKIKA)

Sekil 3.18. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin gelisim indeksi degerlerinin egimi
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REJENERASYON ORANI
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Sekil 3.19. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin rejeneresyon egimi

[statistiki agidan 6n denemeler degerlendirildiginde, kriyoprezerve edilmis kalluslarin
en yiiksek rejenerasyon oranini 60 ve 90 dakika PVS-2 uygulamalarinda vermistir.
Siirenin 90 dakikadan fazla oldugunda rejenerasyon orani diismiistiir. Dolayisiyla
bundan sonraki yapilan kriyoprezervasyon ¢aligmasinda 105 ve 120 dakikalik PVS-2

uygulamalari kaldirilmistir.

Kriyoprezervasyon calismasinda en uygun protokolii belirlemek i¢in 6n denemeler
neticesine bagli olarak yeni calisma yapilmistir. Yapilan calismada iki farkli besin
ortami ve Ui¢ farkli PVS-2 uygulama siiresi (60, 75 ve 90 dakika) kullanilmistir. 0,5
mg/L BA+0,2 mg/L NAA+ MS ve OM besin ortamlari tercih edilmistir. Sekil 3.20°de
MS besin ortamina kiiltiire alinan PVS-C grubu gdsterilmistir.

Sekil 3.20. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ MS besin ortamina Kkiiltiire alinan PVS-C grubu (a:60,
b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.21°de ise OM besin ortamina kiiltiire alinan PVS-C grubu gosterilmistir.

Sekil 3.21. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ MS besin ortamina kiiltiire alinan PVS-C grubu (a:60,
b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Bu ¢alisma protokoliinde ek olarak kriyoprezerve edilmis kalluslar 1 giin 10 mg/L
GAs+ MS ve OM s1vi besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir (Bkz. Sekil 3.22 ve Sekil

3.23).

Sekil 3.22. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin 10 mg/L. GA+MS besin ortaminda kiiltiire alinmasi
(a, b, c: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g: 60, b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika

PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.23. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin 10 mg/L. GA+OM besin ortaminda kiiltiire
alinmasi (a, b, c: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g: 60, b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90
dakika PVS-2 uygulamasi)

Kriyoprezerve edilmis kalluslar daha sonra 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ MS ve
OM besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir (Bkz. Sekil 3.24 ve Sekil 3.25).

g N

Sekil 3.24. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin 0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+MS besin ortaminda
kiiltiire alinmasi (a, b, c: Deneme-1, d, ¢, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g: 60, b, e, h: 75, c,
f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.25. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin 0,5 mg/L BA+0,2 mg/L. NAA+ OM besin
ortaminda kiiltiire alinmasi (a, b, c: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g: 60,
b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Kriyoprezervasyon caligmalarinda kullanilan bitki materyalinin canliligi TZ testi ile
kontrol edilebilmektedir. Calisma Oncesi kalluslardan birkag1 segilerek TZ ile
muamelesi yapilmistir. Eger kalluslar canli ise ortama oksijen verir. TZ soliisyonu ise
ortamdaki oksijeni yakalayarak kirmizi renk olusumunu saglar. Sonug itibariyle
mikroskop altinda yapilan incelemede kirmizi rengin olmasi kullanilan bitki
materyalinin canlili§ini ifade eder. Bu ¢alismada kalluslarin canlilig1 bu test ile kontrol
edilmistir. MS besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubunun TZ test sonucunun

stereo mikroskop altindaki analizi Sekil 3.26’da verilmistir.

Sekil 3.26. MS besin ortaminda Kkiiltiire alinan PVS-C grubunun stereo mikroskopta TZ test
sonucu (a:60, b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.27°de ise OM besin ortaminda kiiltiire aliman PVS- C grubunun stereo

mikroskoptaki TZ sonucu verilmistir.

Sekil 3.27. OM besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubunun stereo mikroskopta TZ test
sonucu (a:60, b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)

TZ testlerinin 151k mikroskobu analizi ile canliligin varlig: tespit edilebilmektedir.
Sekil 3.28°de MS besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubunun TZ sonucunun 151k

mikroskobu altinda goriintiisti verilmistir.

Sekil 3.28. MS besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubunun isik mikroskobundaki TZ test
sonucu (a:60, b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Elde edilen sonug, kullanilan kalluslarin kriyoprezervasyon ¢alismasindan dnce canli
oldugunu ifade etmektedir. Sekil 3.29°da ise OM besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-

C grubunun TZ test sonuglarmnin 151k mikroskobundaki analizini ifade etmektedir.
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Sekil 3.29. OM besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubunun 151k mikroskobundaki TZ test
sonucu (a:60, b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Sekil 3.29°da verilen goriintiiye bakildiginda OM besin ortami i¢in kullanilan
kalluslarin kriyoprezervasyon calismasi i¢in canlilik agisindan uygun oldugunu
gostermektedir. Sonug olarak bakildiginda dondurma islemi uygulanmayan kalluslarin
canlt oldugu bu test ile kanitlanmigtir. Dondurma islemi uygulanan kalluslarin yani
kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ testi, ¢ozdlirme asamasindan hemen sonra segilen
birka¢ kallus ile yapilmistir. PVS-C grubunda oldugu gibi kalluslar 1 gin TZ
sollisyonuna maruz birakilmistir. MS besin ortaminda kiiltiir alinan kriyoprezerve

edilmis kalluslarin TZ testinin stereo mikroskoptaki sonucu Sekil 3.30°da verilmistir.
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Sekil 3.30. MS besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin stereo
mikroskopta TZ test sonucu (a, b, c: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g: 60,
b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

52



Sekil 3.31°da ise OM besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin

TZ testinin stereo mikroskoptaki goriintiisli verilmistir.

Sekil 3.31. OM besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin stereo
mikroskopta TZ test sonucu (a, b, c: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g: 60,
b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ test sonuglari 151k mikroskobu altinda analizi

yapilmis, Sekil 3.32 ve Sekil 3.33’de gosterilen goriintiiler elde edilmistir.

Sekil 3.32. MS besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin 151k
mikroskobundaki TZ test sonucu (a, b, ¢c: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g:
60, b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.33. MS besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin 151k
mikroskobundaki TZ test sonucu (a, b, c: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d, g:
60, b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ test sonuglarina bakildiginda, bazi kalluslarda
canliligin dondurmanin etkisine bagli olarak kayboldugu gozlenmistir. Bununla
birlikte kalluslarin ¢ogunlugunun canliligini korudugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin
istatistiki analizi kalluslarin ayhik ¢ap olgiimiine gére yapilmistir. On denemede
yapildig1 gibi kalluslarin aylik olarak gelisim siireci incelenmis ve ¢ap uzunluguna
bagli olarak rejenerasyon orani tespit edilmistir. PVS-C grubu icin kiiltiire alinan

kalluslarin bir ay sonundaki gelisimi Sekil 3.34 ve Sekil 3.35’te gosterilmistir.

Sekil 3.34. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ MS besin ortaminda Kkiiltiire alinan PVS-C grubunun
bir aylik gelisimi (a:60, b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.35. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ OM besin ortaminda Kiiltiire alinan PVS-C grubunun
bir aylik gelisimi (a:60, b:75 ve ¢:90 dakika PVS-2 uygulamasi)

PVS-C grubunun bir ay sonunda elde edilen goriintiilere bakildiginda MS besin
ortaminda kiiltiire alinan kalluslarda canlilik devam etmesine ragmen sogancik
gelisimi gozlenememistir. Bununla birlikte OM besin ortaminda kiiltiire alinan
kalluslarda stirgiin gelisimi gozlenmistir (Bkz. Sekil 3.35a ve Sekil 3.35c). 60 ve 90
dakika PVS-2 uygulamalarinda kismen siirgiin gelisimi baslamistir. Kriyoprezerve
edilmis kalluslarin bir ay sonunda yapilan gézlemler neticesinde Sekil 3.36 ve Sekil

3.37’te gosterilen goriintiiler elde edilmistir.

Sekil 3.36. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ MS besin ortaminda Kkiiltiire alinan kriyoprezerve
edilmis kalluslarin bir aylik gelisimi (a, b, ¢: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d,
g: 60, b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi; d: kontamine)
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Sekil 3.37. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ OM besin ortaminda Kiiltiire alinan kriyoprezerve
edilmis kalluslarin bir aylik gelisimi (a, b, ¢: Deneme-1, d, e, f: Deneme-2, g, h, 1: Deneme-3; a, d,
g: 60, b, e, h: 75, ¢, f, 1: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Kriyoprezerve edilmis kalluslarin morfolojik agidan analizine bakildiginda, genel
anlamda canli olduklar1 ama siirgilin gelisimine baglamadiklar1 belirlenmistir. Bununla
birlikte OM besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin bazilarinda kismen sogancik
gelisimine basladig1 goézlemlenmistir (Bkz. Sekil 3.37a ve Sekil 3.37g). Kalluslarin
rejenerasyon yetenegini artirmak i¢in biiylime diizenleyicilerin konsantrasyonlari
degistirilmistir. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L NAA+ MS ve OM besin ortamlarinda
kalluslar kiiltiire alinmistir. Bir ay boyunca kiiltiir islemi uygulanmis ve sonuglar TZ
testi ile analiz edilmistir. Sekil 3.38’de MS besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C

grubunun stereo mikroskopta analizi verilmistir.

Sekil 3.38. 0,01 mg/L. BA+0,1 mg/L. NAA+ MS besin ortaminda Kiiltiire aliman PVS-C grubunun
TZ testinin stereo mikroskoptaki goriintiisii (a: 60, b:75 ve c: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.39’da ise OM besin ortaminda kiiltiire alinan PVS-C grubunun TZ testinin

stereo mikroskop analizi verilmistir.

Sekil 3.39. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda Kkiiltiire alinan PVS-C
grubunun TZ testinin stereo mikroskoptaki goriintiisii (a: 60, b:75 ve c: 90 dakika PVS-2

uygulamasi)

TZ testinin 151k mikroskobu ile analizi yapilarak kalluslarin canlilig: test edilmistir.

Sekil 3.40°’ta MS besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin TZ testinin analizi

verilmigtir.

Sekil 3.40. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L NAA+ MS besin ortaminda Kiiltiire alinan PVS-C grubunun
TZ testinin is1k mikroskobundaki goriintiisii (a: 60, b:75 ve c¢: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Sekle bakildiginda ok ile gosterilen kisimlarin kirmizi olmasi kalluslarin canl
olduklarmi ifade eder. Bu durum kalluslarin uyku (dormansi) oldugunu zaman
gectikee biiyliyebilecegini gostermektedir. Bu agidan degerlendirildiginde ti¢ PVS-2
uygulamasi da basarili bir sekilde uygulanmistir. OM besin ortaminda kiiltiire alinan
PVS-C grubunun TZ testinin 11k mikroskobu analizi Sekil 3.41°de gosterilmistir.
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Sekil 3.41. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L. NAA+ OM besin ortaminda Kkiiltiire alinan PVS-C
grubunun TZ testinin 151k mikroskobundaki goriintiisii (a: 60, b:75 ve c: 90 dakika PVS-2

uygulamasi)

OM besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin TZ analizine bakildiginda sadece 90
dakika PVS-2 uygulamasinda canlilik tespit edilmistir. Diger uygulamalarda ise
canlilik  gozlenememistir. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin canlilik testi
uygulanmistir. Stereo mikroskopta yapilan analizler Sekil 3.42 ve Sekil 3.43’te

verilmistir.

Sekil 3.42. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L NAA+ MS besin ortaminda Kiiltiire alinan Kriyoprezerve
edilmis kalluslarin TZ testinin stereo mikroskopta goriintiisii (a: 75 ve b:90 PVS-2 uygulamasi)
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Sekil 3.43. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve

edilmis kalluslarin TZ testinin stereo mikroskopta goriintiisii (a: 60 ve b:75 PVS-2 uygulamasi)
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Kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ test uygulamasmin 1sitk mikroskobu altinda

yapilan analizler Sekil 3.44 ve Sekil 3.45°te gosterilmistir.

Sekil 3.44. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L NAA+ MS besin ortaminda Kiiltiire alinan PVS-C grubunun
TZ testinin 151k mikroskobundaki goriintiisii (a: 75 ve b:90 PVS-2 uygulamasi)

MS besin ortaminda kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin canliliklarinin
devam yapilan TZ testi kanitlanmustir. 60 dakika PVS-2 uygulamasinin kontamine
olmasi sebebiyle TZ testi uygulanamamustir. 75 ve 90 dakikalik PVS-2 uygulamalari
ise basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.45. 0,01 mg/L BA+0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda Kkiiltiire ahman PVS-C
grubunun TZ testinin 151k mikroskobundaki goriintiisii (a: 60 ve b:75 PVS-2 uygulamasi)

OM besin ortaminda kiiltiirlen kriyoprezerve edilmis kalluslarin canlilik test sonucuna
gore kismen canli olduklar1 gozlemlenmistir. Bu besin ortaminda 90 dakika PVS-2
uygulamasinin kontamine olmasi sebebiyle TZ testi uygulanamamistir. 60 dakika
uygulamasinda ise belirgin sekilde kirmizilik elde edilmesi uygulamanin basarili

oldugunu kanitidir. 75 dakika PVS-2 uygulamasina bakildiginda ise turuncu rengi elde
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edilmesi kismen canlilig1 ifade eder. Sonug olarak bakildiginda bu ¢aligmada siirgiin

gelisimi gézlenememistir fakat kalluslar canlidir.

Bu c¢aligmanin istatistiki agidan analizi ise kalluslarin aylik ¢ap uzunluguna gore

yapilmistir. Cizelge 3.7 de kalluslarin gelisim indeks degerleri verilmistir.

Cizelge 3.7. Bir ay sonunda kalluslarin capina bagh elde edilen veriler

0,5 mg/L BA+ 0,2 NAA+ 0,5 mg/L BA+ 0,2 NAA+

MS besin ortaminda OM besin ortaminda
Denemeler PVS-2 Uygulama kiiltiire alinan kalluslarin ~ kiiltiire alinan kalluslarin
Siiresi (Dakika) degerleri degerleri

PVS-C 60 4-4-5 3-4-4

PVS-C {5 3-4-4 3-4-4

PVS-C 90 3-4-5 3-3-4
Deneme-1 60 3-4-4 3-4-4
Deneme-1 75 3-4-4 3-3-4
Deneme-1 90 3-4-4 3-3-4
Deneme-2 60 Kontamine 3-4-4
Deneme-2 75 3-4-4 3-4-4
Deneme-2 90 3-3-4 3-3-4
Deneme-3 60 3-3-4 3-3-4
Deneme-3 75 3-4-4 3-3-4
Deneme-3 90 3-4-4 3-4-4

Kalluslarin gelisim indeks degerleri baz alinarak SPSS programi vasitasiyla istatistiki
analiz gergeklestirilmistir. Kalluslarin rejenerasyon orani yiizdelik dilimler ile ifade

edilmistir. Cizelge 3.8’de yapilan bu ¢alisma sonucunda elde edilen veriler verilmistir.
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Cizelge 3.8. 0,5 mg/L BA+0,2 mg/L. NAA+ MS ve OM besin ortamlari kullanilarak yapilan

calismanin istatistiki analizi sonucu elde edilen veriler

MS Besin Ortam OM Besin Ortami
PVS-2 UYGULAMA Kallus Rejenerasyon Kallus Rejenerasyon
SURELERI (Dakika) Gelisim Orani Gelisim Orani
Indeksi (%+SH) Indeksi (%+SH)
(Deger+SH) (Deger+SH)
Kontrol 4,38+0,142 73,22+0,557 | 3,72+0,14° 62,240,558
60 Svi Azot | 3,57+0,11° 59,64+0,448 | 3,62+0,08" 60,530,358
Kontrol 3,72+0,14° 62,240,558 | 3,7240,14° 62,240,558
75 Swvi Azot | 3,72+0,07° 62,24+0,318 | 3,51+0,09° 58,710,368
Kontrol 4,16+0,242 69,58+0,94” | 3,40+0,16° 56,78+0,638
90 Svi Azot | 3,62+0,08° 60,530,358 | 3,51+0,09° 58,710,368

Cizelge 3.8’de verilen veriler dikkate alinarak kiiltiire alinan kalluslarin gelisim
indeksi ve rejenerasyon oranini ifade eden grafikler elde edilmistir. Sekil 3.38°de
gosterilen grafik PVS-C icin kiiltiire alman kalluslarin aylik gelisim indeks
degerlerinin, PVS-2 uygulama siiresi ve besin ortamina gore artisi ya da azaligini ifade

etmektedir.

KALLUS GELISIM INDEKSI

—e—0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+MS —=—0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+OM

o

w

e

(=] N
O W REr LN uw s b,

GELISIM INDEKSI DEGERLERI

60 75 so

PVS-2 UYGULAMA SURESI (DAKIKA)

Sekil 3.46. PVS-C grubunun kallus gelisim indeksinin PVS-2 uygulama siiresi ve besin ortamina

gore biiyiime egrisi
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Sekil 3.46°da verilen grafik dikkate alindiginda PVS-2 uygulama siireleri arasinda fark
olmadig1 belirlenmistir. Ug siirede benzer biiyiime egrisine sahiptir. Besin ortamlari
kiyaslandiginda ise MS besin ortami 60 ve 90 dakika PVS-2 uygulamalarinda, OM
besin ortamima gore daha iyi oldugu tespit edilmistir. Kalluslarin rejenerasyon

yiizdelerinin artig-azalig grafigi Sekil 3.47°de gosterilmistir.

REJENERASYON ORANI

—e— 0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+MS —@—0,5 mg/LBA+0,2 mg/L NAA+OM

40

REJENERASYON (%)

60 75 90
PVS-2 UYGULAMA SURESI (DAKIKA)

Sekil 3.47. PVS-C grubunun rejenerasyon oraninin PVS-2 uygulama siiresi ve besin ortamina

gore biiyiime egrisi

PVS-C igin kiiltire alinan kalluslarin rejenerasyon oranmin biiylime egrisine
bakildiginda, kallus gelisim indeksine benzer sekilde sonug elde edilmistir. PVS-2
uygulama siireleri benzer sonuglar vermistir. En iyi besin ortami ise MS besin
ortamidir. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin istatistiki analizi ise Sekil 3.48 ve Sekil

3.49’da verilmistir.

KALLUS GELIiSIiM INDEKSI

—+—0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+MS —=— 0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+OM

'S

60 75 S0

PVS-2 UYGULAMA SURESI (DAKIKA)

GELISIM INDEKSI DEGERLERI

Sekil 3.48. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin kallus gelisim indeksi egrisi
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REJENERASYON ORANI
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PVS-2 UYGULAMA SURESI
Sekil 3.49. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin rejenerasyon oram

Kriyoprezerve edilmis kalluslarin her iki grafigine de bakildiginda 75 ve 90 dakika
PVS-2 uygulamasinin daha basarili oldugu, kullanilan besin ortamlar1 arasinda biiytik
fark olmadig1 tespit edilmistir. 60 dakika PVS-2 uygulamasinda bir denemenin
kontamine olmasi rejenerasyon oranini diisiirmesinde etkili olmustur. Sonug olarak,
0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ MS, OM besin ortamlari ile yapilan bu
kriyoprezervasyon ¢alismasinda kalluslarin istenilen diizeyde rejenerasyon orani elde
edilememistir. Yapilan morfolojik analizlerde ise kalluslarin ¢cogunlugunun kararma
egiliminde oldugu gozlemlenmistir. Kalluslarin  dormansi etkisinde oldugu
diigiiniilerek yeni bir kriyoprezervasyon calismasi uygulanmistir. Bu ¢alismada iki
farkli besin ortam1 ve bir adet PVS-2 uygulama siiresi kullanilmistir. Buradaki asil
amag kriyoprezerve edilmis kalluslarin uygun besin ortamini belirmek i¢indir. Diger
caligmalarda PVS-2 uygulamalari arasinda 90 dakikanin daha iyi olmasi sebebiyle, bu
stire se¢ilmistir. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 GAs+ MS, OM besin ortamlari
komiir tozu olmadan kullanilmistir. Ortam kosullar yapilan diger calismalarda oldugu
gibi oda sicakliginda ve 16 saatlik fotoperiyotta kiiltiir islemi uygulanmistir.

Kriyoprezervasyon protokolii ise 6n denemede uygulandigi gibi yapilmaistir.

Bu ¢alismada 6n deneme ve diger ¢alismalarda oldugu gibi kalluslarin morfolojik ve
istatistiki analizi aylik gelisime gore yapilmistir. Sekil 3.50 ve 3.51°de yapilan
calismada kullanilan kalluslarin aylik geligsimi gosterilmistir. Sekil 3.50°de 0,5 mg/L
BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 mg/L GAs+ MS besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin

aylik goriinlimii vardir.
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Sekil 3.50. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 mg/L GAs+ MS besin ortaminda kiiltiire alinan

kalluslarin aylik gelisimi (a: PVS-C, b: Deneme-1, ¢: Deneme-2 ve d: Deneme-3)

Sekil 3.50a’ya bakildiginda PVS-C i¢in kiiltiire alinan kalluslar kararmaya ve
sertlesmeye baslamiglardir. Ancak kriyoprezerve edilmis kalluslarin daha iyi durumda
olduklar1 gozlemlenmistir. Beyaz renge ve yumusak yapiya sahip olmalari hala canli
olduklarmi ifade eder. Sekil 3.51°de ise 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 mg/L

GAs+ OM besin ortami kullanilarak yapilan ¢alismanin aylik analizi verilmistir.

Sekil 3.51. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 mg/L GAs+ MS besin ortaminda Kkiiltiire alinan

kalluslarin ayhk gelisimi (a: PVS-C, b: Deneme-1, c: Deneme-2 ve d: Deneme-3)
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OM besin ortam1 kullanilarak yapilan ¢alismanin aylik morfolojik analizi sonucunda
Sekil 3.51 elde edilmistir. Sekil 3.51a’da gosterilen, PVS-C i¢in kiiltiire alinan
kalluslar kararmiglardir. Kriyoprezerve edilmis kalluslarin ise canliliklarinin devam
ettigi fakat siirgiin gelisimine baslamadig1 gézlemlenmistir. Bu ¢alismanin istatistiki
analizi diger calismalarda oldugu gibi kalluslarin ¢ap uzunluguna bagli olarak
yapilmistir. Cizelge 3.9’da kalluslarin ¢ap uzunluguna baglh elde edilen kallus gelisim

indeks degerleri verilmistir.

Cizelge 3.9. Kalluslarin aylik gelisimine bagh elde edilen kallus gelisim indeks degerleri

0,5 mg/L BA, 0,2 mg/L NAA
0,3 mg/L GA ilaveli MS besin

0,5 mg/L BA, 0,2 mg/L NAA
0,3 mg/L GA ilaveli OM besin

Denemeler
ortami ortami
PVS-C 4-4-3 4-2-3
DENEME-1 4-3-3 4-3-3
DENEME-2 4-4-3 3-3-3
DENEME-3 4-3-3 4-3-3

Yapilan kriyoprezervasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen kallus gelisim indeks
degerleri kullanilarak SPSS programinda istatistiki agidan analiz gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.10°da elde edilen veriler gosterilmistir.

Cizelge 3.10. Istatistiki analiz sonucunda elde edilen veriler

MS Besin Ortam OM Besin Ortami
PVS-2 UYGULAMA Kallus Rejenerasyon Kallus Rejenerasyon
SURESI (Dakika) Gelisim Orant Gelisim Orani
Indeksi (%+£SH) Indeksi (%+SH)
(Deger+SH) (Deger+SH)
Kontrol 3,66+0,33% | 61,23+5,56"8 | 3+£0,28" 50,10+4,82B
90 Sivi Azot | 3,44+0,12° 57,5242,01A | 3,22+0,072 53,8141,17A
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Kriyoprezervasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen verilere bagl olarak kalluslarin
gelisim indeks degeri ve rejenerasyon orani istatistiki agidan degerlendirilmistir.
Kallus gelisim indeks degeri baz alinarak, kullanilan besin ortamlar1 ve uygulanan
uygulamalar (PVS-C ve LN- kriyoprezerve edilmis kalluslar) Sekil 3.52°de gosterilen
grafikte degerlendirilmistir. Sekil 3.53’te ise kalluslarin rejenerasyon yiizdelerinin

grafigi verilmistir.

KALLUS GELISiM IiNDEKSI

GELISIM INDEKSI DEGERLERI

MS+ 0,5 BA+ 0,2 MS+ 0,5 BA+ 0,2 OM+ 0,5 BA + 0,2 OM+ 0,5 BA + 0,2
NAA + 0,3 GA PVS-C NAA+ 0,3 GA LN+ NAA + 0,3 GA PVS-C NAA + 0,3 GA LN+
UYGULAMALAR

Sekil 3.52. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 mg/L GAs+ MS, OM besin ortamlari ile yapilan
kriyoprezervasyon calismasinda kallus gelisim indeks degerlerinin istatistiki acidan

degerlendirilmesi

REJENERASYON ORANI
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MS+ 0,5 BA+ 0,2 NAA MS+ 0,5 BA+ 0,2 OM+ 0,5 BA + 0,2 OM+ 0,5 BA + 0,2
+ 0,3 GA PVS-C NAA+ 0,3 GA LN+ NAA + 0,3 GA PVS-C NAA + 0,3 GA LN+

UYGULAMALAR

Sekil 3.53. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 mg/L GAs+ MS, OM besin ortamlari ile yapilan

kriyoprezervasyon ¢calismasinda rejenerasyon oraninin istatistiki agidan degerlendirilmesi

Sekil 3.52 ve Sekil 3.53°te gosterilen grafiklere bakildiginda kullanilan MS ve OM
besin ortamlar1 arasinda belirgin bir fark olmadig tespit edilmistir. PVS-C i¢in kiiltiire

alinan kalluslar ile kryoprezerve edilmis kalluslar kiyaslandiginda da fark olmamasi
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dondurma isleminin kalluslarin canliligina etki etmedigini gosterir. Bununla birlikte
rejenerasyon oraninin %70’ den az olmasi, yapilan ¢alismada kullanilan biiyiime
diizenleyicilerin konsantrasyonunun degistirilmesi gerektigini ifade eder. Buradan
hareketle yeni biiylime diizenleyicileri farkli konsantrasyonlarda kullanilarak bir
kriyoprezervasyon ¢aligmast daha yapilmistir. Bu g¢aligmada 90 dakika PVS- 2
uygulamasi kullanilmigtir ve komiir tozu destekli 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA+
OM, LB ve NB besin ortamlar ile kriyoprezervasyon calismasi yapilmistir. Bu
calismada aydinlik (16 saat fotoperiyot) ve karanlik (24 saat karanlik) ortamlarin
rejeranerasyon tiizerindeki etkisini belirlemek i¢in iki farkli grup olusturulmustur.
Ayrica kullanilan kalluslar Fethiye bolgesine ait govde bulbillerinden elde edilmistir.
Sadece bu kriyoprezervasyon calismasinda Fethiye bolgesinden iiretilen kalluslar
kullanilmistir, bundan 6nceki ve sonraki calismalarda Kepsut bdlgesine ait govde

bulbillerinden iiretilen kalluslar kullanilmistir.

Yapilan kriyoprezervasyon calismasinin morfolojik ve istatistiki analizi diger
calismalarda oldugu gibi aylik kallus gelisimine gore yapilmistir. Sekil 3.54°te
aydinlikta OM besin ortami kullanilarak yapilan c¢aligmanin aylik analizi

gosterilmistir.

Sekil 3.54’e bakildiginda kalluslarin canli,
yumusak, sar1 ve beyaz renklerde oldugu
gozlenmistir. Bazi kalluslarin kalluslarin
biiytikliigiine  bakildiginda  sogancik
gelisimine bagladigi belirlenmistir. PVS-C
ve kriyoprezerve edilmis kalluslarin
benzer biiytikliiklerde oldugu
gozlemlenmistir. OM  besin  ortami

kullanilarak karanlik ortamda yapilan

calismanin aylik analizi ise Sekil 3.55°te

Sekil 3.54. Aydinhkta 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 ogsterilmistir. Bu ¢alismada kullanilan iki

L NAA+ OM besi t kullamlarak y - .
mg/ OM besin ortami kullamlara deneme ve PVS-C’nin kontamine olmasi
yapilan calismanin ayhk analizi (a: PVS-C, b:

Deneme-1, ¢: Deneme-2 d: Deneme-3)
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sebebiyle geriye kalan tek denemenin aylik analizi gergeklestirilmistir.

Sekil 3.55. Karanhkta 0,2 mg/L kinetin+ 0,1
mg/L. NAA+ OM besin ortam kullamlarak

yapilan calismanin ayhk analizi (Deneme-1)

Sekil 3.56. Aydinhkta 0,2 mg/L kinetin+ 0,1
mg/L NAA+ LB besin ortamm kullamlarak

yapilan calismanin ayhk analizi (a: PVS-C, b:

Deneme-1, ¢: Deneme-2 d: Deneme-3)

Karanlik ortamda gerceklestirilen
caligmanin aylik morfolojik analizine gore,
kalluslarin canli ve sarimsit renkte
olduklari tespit edilmistir. Ayrica kalluslar
yumusak yapiya sahiptirler. Bununla
birlikte baz1  kalluslarin  kararmaya
basladigi, canliliklarini kaybettigi tespit
edilmistir. OM besin ortaminin, aydinlik
ile karanlik ortam arasinda
kiyaslandiginda morfolojik a¢idan belirgin
bir fark olmadig1 gézlemlemistir. LB besin
ortamlar1 kullanilarak yapilan ¢alismalarin
aylik analizleri ise Sekil 3.56 ve Sekil
3.57’de gosterilmistir.

0,2 mg/ kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ LB
besin ortaminin, aydmlikta
gerceklestirilen calismanin aylik analizine
gore kalluslarin bir kisminin canli, renkli
ve yumusak oldugu goézlemlenmistir.
Sekil 3.56a’daki kalluslarin rejenereasyon
baslangicinda oldugu tespit edilmistir.
Kriyoprezerve edilmis kalluslarda ise
Sekil 3.56d’de gosterilen kalluslarin
bazilar1 siirglin gelisimine egilimli oldugu
belirlenmistir. Digerlerinin ise canlilig
devam ettigi fakat dormansi oldugu

diistiniilmektedir.

68



Karanlik ortamda LB besin ortami
kullanilarak yapilan c¢alismanin aylik
morfolojik  analizi  Sekil  3.57’de
gosterilmistir. Sekle bakildiginda
neredeyse tim kalluslarin karardigi ve
canliklarim1  kaybettigi gdzlemlenmistir.
Aydinlikta yapilan caligmaya
kiyaslandiginda karanlik ortamin siirgiin
gelisimine etki etmedigi belirlenmistir. 0,2

mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ NB besin

ortami kullanilarak yapilan c¢aligmalarin

aylik morfolojik analizi Sekil 3.58 ve Sekil

Sekil 3.57. Karanlhkta 0,2 mg/L Kinetin+ 0,1
mg/L. NAA+ LB besin ortam kullamlarak
yapilan calismanin aylik analizi (a: PVS-C, b:  3.59°da gosterilmistir.

Deneme-1, c: Deneme-2 d: Deneme-3)

NB besin ortami kullanilarak, aydinlikta
gerceklestirilen kriyoprezervasyon

calismasinin aylik morfolojik analizine

gore kalluslarin rejenerasyona baslama
egiliminde oldugu belirlenmistir (Bkz.
Sekil 3.58c) Ancak PVS-C icin kiiltiire

alman kalluslarin karardig1

gbzlemlenmistir. Sekil 3.59°da NB besin

Sekil 3.58. Aydinhkta 0,2 mg/L Kinetin+ 0,1
mg/L NAA+ NB besin ortamm kullanilarak

ortaminin karanlikta uygulanan c¢aligmasi
gosterilmistir. Sekle bakildiginda

yapilan ¢calismanin ayhk analizi (a: PVS-C, b:

Deneme-1, ¢: Deneme-2 d: Deneme-3) kalluslarin neredeyse tamamin karardigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte Sekil
3.59’da gosterilen ¢alismada kullanilan

bazi kalluslarin canliliginin devam ettigi gézlemlenmistir.
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Sekil 3.59. Karanlikta 0,2 mg/L kinetin+ 0,1
mg/L. NAA+ NB besin ortami kullanilarak
yapilan calismanin aylik analizi (a: PVS-C, b:

Deneme-1, ¢: Deneme-2 d: Deneme-3)

NB besin ortami kullanilarak yapilan
bakildiginda, bu

ortamimin Lilium candidum bitkisi icin

calismalara besin
uygun degildir. OM ve LB besin ortamlari
ile yapilan caligmalarin NB besin ortamina
gore daha basarili oldugu ancak istenilen
diizeyde slirgiin gelisiminde olmadigi

belirlenmistir. Buradan hareketle bu
calismada kullanilan tiim kalluslar ilk
kiiltiirden 6 ay sonra 0,01 mg/L BA+0,1
mg/L NAA+ OM besin ortamina
aktarilmistir. Bir ay boyunca kiiltiir islemi
uygulanmis ve TZ testi uygulanarak

kalluslarin canliliklar1 morfolojik agidan

analiz edilmistir. Sekil 3.60’ta aydinlik ortamda kiiltiire alinan PVS-C’lerin stereo

mikroskopta analizi gosterilmistir. Sekil 3.61°de ise 151k mikroskobundaki analiz

gosterilmistir.

Sekil 3.60. Aydinhkta Kiiltiire alman PVS-C grubunun TZ testinin stereo mikroskop analizi (a:
OM, b: LB, c: NB besin ortamlarindan gelen kalluslar)
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Sekil 3.61. Aydinhikta Kiiltiire aliman PVS-C grubunun TZ testinin isik mikroskebu altindaki

analizi (a: OM, b: LB, c: NB besin ortamlarindan gelen kalluslar)

PVS-C i¢in kiiltiire alinan kalluslarin TZ testinin stereo mikroskopta yapilan analize
bakildiginda kalluslarin canli, yumusak ve beyaz renkte oldugu gézlemlenmistir (Bkz.
Sekil 3.60). Ancak 151k mikroskobunda yapilan analizde canlilik tespit edilememistir.
Sadece Sekil 3.61c’de ok ile gosterilen bolgede canlilik oldugu belirlenmistir.
Kriyoprezerve edilmis kalluslarin canlilik test analizleri Sekil 3.62 ve Sekil 3.63’te

gosterilmistir.
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Sekil 3.62. Aydinhkta Kiiltiire aliman kiyoprezerve edilmis kalluslarin TZ testinin stereo

mikroskop analizi (a: OM, b:LB, c: NB besin ortamlarindan gelen kalluslar)

Sekil 3.63. Aydinlikta kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ testinin isik

mikroskobu altindaki analizi (a: OM, b: LB, c: NB besin ortamlarindan gelen kalluslar)
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Kriyoprezerve edilmis kalluslarin canlilik testlerinin stereo mikroskopta yapilan
morfolojik analize bakildiginda, kalluslar beyaz ve canlidir. Isik mikroskobu analizine
bakildiginda ise kirmiz1 renkli bolgeler tespit edilmistir. Sekil 3.61a ve Sekil 3.61b’de
ok ile gosterilen bolgelere gore kallusun canli oldugu belirlenmistir. Ancak Sekil
3.61c’de kirmiz1 bolge yoktur. Dolayisiyla NB besin ortamindan gelen kallus canli
degildir. Karanlik ortamda yapilan ¢alismanin canlilik test sonuglar1 Sekil 3.64 ve
Sekil 3.65’te gosterilmistir. PVS-C i¢in canlilik testi uygulanmamistir ¢linkii
kontaminasyondan kaynakli bitki materyali kalmamustir. Sadece kriyoprezerve

edilmis kalluslar i¢cin TZ testi uygulanmustir.

Sekil 3.64. Karanhkta Kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ testinin stereo

mikroskop analizi (a: OM, b: LB, ¢: NB besin ortamlarindan gelen kalluslar)

Karanlik ortamda, kriyoprezervasyon ¢aligmasinda kullanilan kalluslarin canlilik testi
stereo mikroskopta analizi yapilmigtir (Bkz. Sekil 3.64). Kalluslarin yumusak yapida
ve canli oldugu belirlenmistir. Beyaz renkli olarak gézlemlenen kalluslarin TZ testinin

151k mikroskobu analizi ise Sekil 3.65°te gosterilmistir.

Sekil 3.65. Karanlhkta kiiltiire alinan kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ testinin 151k

mikroskobu altindaki analizi (a: OM, b: LB, c: NB besin ortamlarindan gelen kalluslar)
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Karanlik ortamda kiiltiire alinan kiyoprezerve edilmis kalluslarin TZ testinin 11k
mikroskobu altinda analize bakildiginda, kalluslarin canli oldugu tespit edilmistir.
Sekil 3.65°te ok ile gosterilen kirmizi bolgeler kallusun canliligini ispat etmektedir.
Aydinlik ile karanlik ortam kiyaslandiginda, karanlik ortamda daha kirmizi alan
belirlenmigtir. Buradan hareketle karanlik ortam aydinlik ortama kiyasla kalluslarin
canli kalmasini tesvik etmektedir. Sonu¢ olarak bu calismaya morfolojik agidan
bakildiginda, OM ve LB besin ortamlarinin ve karanlik daha basarili oldugu

belirlenmistir.

Bu ¢aligmanin istatistiki a¢idan analizi diger ¢aligsmalarda oldugu kalluslarin aylik ¢ap
uzunluguna gore yapilmistir. Cizelge 3.11°de kalluslarin aylik gelisim indeks degeri

verilmistir. Bu degerlere bagli olarak rejenerasyon orani belirlenmistir.

Cizelge 3.11. Yapilan calisma sonucunda kalluslarin gelisim indeks degerleri

0,2 mg/L kin+0,1 0,2 mg/L kin+0,1 0,2 mg/L kin+0,1
mg/L NAA ilaveli mg/L NAA ilaveli mg/L NAA ilaveli

Denemeler Aydinhk/Karanhk oM LB NB
PVS-C Aydmlik 4-44 3-4-4 3-3-4
Deneme-1 Aydinlik 3-3-4 3-4-4 3-4-4
Deneme-2 Aydinlik 3-4-4 3-4-4 4-4-4
Deneme-3 Aydnhk 3-3-4 3-3-3 3-3-4
PVS-C Karanlik Kontamine 3-3-3 3-4-4
Deneme-1 Karanlik 3-4-4 2-3-3 4-4-4
Deneme-2 Karanlik Kontamine 2-3-3 3-4-4
Deneme-3 Karanlik Kontamine 2-3-3 3-3-3

Cizelge 3.11°de verilen veriler dikkate alinarak g¢alismada kullanilan kalluslarin

gelisim indeks degerleri ve rejenerasyon orani istatistiki agidan analiz edilmistir.
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Cizelge 3.12. Calisma sonucunda kallus gelisim indeks degerlerinin ve rejenerasyon oraninin

istatistiki analizi

OM Besin Ortami

LB Besin Ortami

NB Besin Ortam

Kallus | Rejenerasyo Kallus Rejenerasyo Kallus Rejenerasyo
Geligim n Orani Geligim n Orani Geligim n Orant
UYGULAMA . . .
Indeksi (%+SH) Indeksi (%+£SH) Indeksi (%+SH)
(Deger+ (Deger+S (Deger+S
SH) H) H)
Kontrol | 4+0? 66,8+01B 3,67+0,17% | 61,23+2,78" | 3,33+0,13% | 55,67+2,1A8
B b C
Aydinlik
Sivi 3,440, | 57,5242,01A | 3,4440,08% | 57,52+1,40" | 3,67+0,06® | 61,23+1,08"
Azot 12ab BC B B
Kontrol | 0+09 0+0E 3+0P 50,1+0¢ 3,67+0,082 | 61,23+1,398
Karanlik Sivi 1,220, | 20,4143,47° | 2,670,050 | 44,53+0,83C | 3,56+0,05% | 59,38+0,8"
Azot 21°¢

OM, LB ve NB besin ortamlari ile yapilan kriyoprezervasyon ¢aligmasi soncunda elde

edilen verilerin istatistiki agidan analizi, SPSS programi vasitasiyla yapilmistir.

Cizelge 3.12°de gosterilen verilere bagli olarak kalluslarin gelisim indeks degerlerini

ve rejenerasyon oranini gosteren grafikler olusturulmustur. Bu grafikler sayesinde

yapilan ¢alismada en uygun ortam kosullar1 ve besin ortami tespit edilebilmistir. Sekil

3.66’da Kkalluslarin gelisim indeks degerlerinin, Sekil 3.67°de ise kalluslarin

rejenerasyon oraninin uygulamaya baglh olarak artig-azaligin1 gostermektedir.
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Sekil 3.66. OM, LB ve NB besin ortamlari kullanilarak yapilan ¢aliyma sonucunda, kalluslarin
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Sekil 3.67. OM, LB ve NB besin ortamlari kullanilarak yapilan ¢calisma sonucunda, kalluslarin

rejenerasyon oranlari

Yapilan kriyoprezervasyon ¢alismasinin sonucunda Sekil 3.66 ve Sekil 3.67°de
gosterilen grafikler elde edilmistir. Grafiklere bakildiginda besin ortamlarinda ayn
kosullarda, genel olarak benzer sonuclar elde edildigi goriilmiistir. OM besin
ortaminin, karanlikta sonug¢ elde edilememistir ¢iinkii bu ortamda kiiltiire alinan
kalluslar kontaminasyana ugradiklarindan istatistiki analizde kullanilmamistir. LB
besin ortami, aydinlik ortami karanlik ortama kiyasla daha iyi sonu¢ vermistir. NB
besin ortaminda ise yaklasik olarak ayni sonu¢ alinmistir. Sonug¢ olarak bu g¢alisma

istatistiki agidan degerlendirildiginde diger ¢alismalar gibi sonuglar elde edilmistir.
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Buradan hareketle kullanilan kallus seciminin test edilebilmesi yeni bir
kriyoprezervasyon c¢alismasi daha yapilmistir. Bu ¢calismada 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L
NAA ve 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA biiyiime diizenleyicileri tekrar
kullanilmistir. Onceki ¢alismalardan elde edilen bulgular dikkate alinarak sadece OM

besin ortami ve iki farkli PVS-2 uygulama siiresi (60 ve 90 dakika) kullanilmistir.

Yapilan bu ¢alismanin morfolojik analizi ise kalluslarin aylik gelisimine bagli olarak
yapilmistir. Sekil 3.68’de 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda

kiltlire alinan kalluslarin aylik gelisimi gosterilmistir.

Sekil 3.68’e bakildiginda 90 dakika
PVS-2 uygulamasmin 60 dakikaya
kiyasla daha 1yl oldugu
gozlemlenmistir.  Sekil  3.69b’de
kalluslarin strgiin ~ gelisimine

basladig1 belirlenmistir. Ancak her

iki uygulamada genel olarak
Sekil 3.68. 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM kalluslarin kahverengi Oldugu ve
besin ortaminda Kkiiltiire alinan PVS-C'nin ayhk sertlesm eye basladig1 tespit
gelisimi (a:60 ve b:90 PVS-2 uygulamasi) L . ,

edilmistir. Sekil 3.69°da
kriyoprezerve edilmis kalluslarin

aylik gelisimi gosterilmistir.

Sekil 3.69. 0,2 mg/L Kkinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda Kiiltiire alinan kriyoprezerve
edilmis kalluslarin aylik gelisimi (a, b, ¢:60 dakika; d, e, f:90 dakika PVS-2 uygulamasi; a, d:

Deneme-1, b, e: Deneme-2 c, f: Deneme-3)
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Kriyoprezerve edilmis kalluslarin aylik gelisimine bakildiginda morfolojik agidan
gelisim gostermemislerdir. Ancak canliliklarinin devam ettigi, kararma ya da
sertlesme gozlemlenmemistir. 60 ve 90 dakika PVS-2 uygulamalar1 kiyaslandiginda
belirgin bir farklilik yoktur. Kalluslarin dormasinin etkisi devam etmesinden kaynakli
stirgiin gelisimi yoktur. Sekil 3.70” de 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ OM besin

ortaminda kiiltlire alinan PVS-C’nin aylik gelisimi gosterilmistir.

Sekil 3.70’e bakildiginda kalluslarda
stirgiin  gelisimi  gdzlenememistir.
0,5 mg/ BA+ 0,2 mg/ NAA biiylime
diizenleyicileri 0,2 mg/L kinetin+
0,1 mg/L NAA ile kiyaslandiginda
kalluslar bu ortamda daha az gelisim

gostermistir. 60 ve 90 dakika PVS-2

Sekil 3.70. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ OM besin uygulamalart arasinda fark
ortaminda Kkiiltiire alinan PVS-C'nin aylk gelisimi

gozlenememistir. Kriyoprezerve
(a:60 ve b:90 PVS-2 uygulamasi)

edilmis kalluslarin aylik gelisimi

3.71°de gosterilmistir.

Sekil 3.71. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ OM besin ortaminda Kkiiltiire alinan kriyoprezerve
edilmis kalluslarin aylik gelisimi (a, b, c: 60 dakika; d, e, f: 90 dakika PVS-2 uygulamasi; a, d:
Deneme-1, b, e: Deneme-2 c, f: Deneme-3)
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Kriyoprezerve edilmis kalluslarin aylik gelisimine morfolojik agidan bakildiginda,
kalluslar kiigiik, beyaz ve yumusak yapiya sahiptirler. Kalluslarin siirglin gelisimine
baslamadig1 ancak canliliklarinin devam ettigi tespit edilmistir. Kalluslarda dormansi
etkisinin devam etmesi sebebiyle istenilen biiyiikliige gelmemistir. Diger biiyiime
diizenleyicilerinden de benzer sonuglar alinmasindan dolay1 tiim kalluslar 0,01 mg/L
BA+ 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortamina aktarilmistir. Bir ay boyunca kiiltiir iglemi
uygulanmis ve TZ testi ile morfolojik agidan analiz yapilmistir. Sekil 3.72°de 0,2 mg/L
kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda aktarilan PVS-C’lerin stereo

mikroskoptaki analizi gosterilmistir.
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Sekil 3.72. 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan PVS-C'lerin TZ

testinin stereo mikroskop analizi (a: 60 ve b: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

PVS-C’lerin stereo mikroskop analizine bakildiginda kalluslarin canli ve yumusak
yapida olduklar1 gozlemlenmistir. TZ testinin 151k mikroskobu ile yapilan analizi ise

Sekil 3.73’te gdsterilmistir.

Sekil 3.73. 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan PVS-C'lerin TZ
testinin 151k mikroskobundaki analizi (a: 60 ve b: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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PVS-C’lerin 151k mikroskobu ile yapilan morfolojik analizde, kalluslarin canli
olduklar1 gozlenmistir. Sekil 3.73b’de ok ile gosterilen kirmizi bolgenin kallusun canli
oldugunun kanitidir. 60 dakika uygulamasinda buna benzer kirmizi bdlge
edilememistir. 0,2 mg/L+ kinetint+ 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda kiiltiire
alan kriyoprezerve edilmis kalluslarin TZ test sonuglar1 ise Sekil 3.74 ve Sekil

3.75’te gosterilmistir.

Sekil 3.74. 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan Kriyoprezerve
edilmis kalluslarin, TZ testinin stereo mikroskop analizi (a: 60 ve b: 90 dakika PVS-2

uygulamasi)

Kriyoprezervasyon uygulanmis kalluslara yapilan TZ testinin morfolojik agidan
analizine gore, kalluslar beyaz renkte ve kiigiik olduklari belirlenmistir. Sogancik
gelisimi olmadig1 ancak canli olduklar1 gézlemlenmistir. Isik mikroskobu ile yapilan

analiz ise Sekil 3.75’te gosterilmistir.

Sekil 3.75. 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan kriyoprezerve
edilmis kalluslarin, TZ testinin i1tk mikroskobundaki analizi (a: 60 ve b: 90 dakika PVS-2

uygulamasi)
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Kriyoprezerve edilmis kalluslara yapilan TZ testinin 151k mikroskobu analizine gore,
90 dakika PVS-2 uygulamasinda kullanilan kalluslar canli yapidadirlar (Bkz. Sekil
3.75b). Ancak 60 dakika uygulamasinda canlilik tespit edilememistir. 0,5 mg/L BA+
0,2 mg/L NAA+ OM besin ortaminda aktarilan PVS-C’lerin TZ testi sonuglar1 Sekil
3.76 ve Sekil 3.77°de gosterilmistir.

Sekil 3.76. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan PVS-C'lerin TZ

testinin stereo mikroskop analizi (a: 60 ve b: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

TZ testinin stereo mikroskop altinda yapilan analize bakildiginda, kalluslarin
kahverengi tonlarda oldugu fakat sertlesme olmadig1 gozlemlenmistir. Kalluslarin
yumusak yapida olmasi canli olma ihtimalini artiran bir kriterdir. PVS-C’lerin TZ

testinin 151k mikroskobu analizi Sekil 3.77°de gosterilmistir.

Sekil 3.77. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan PVS-C'lerin TZ
testinin 151k mikroskobundaki analizi (a: 60 ve b: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)
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Isik mikroskobu ile yapilan analize gore 60 dakika PVS-2 uygulamasinda kullanilan
kalluslarin net bir sekilde canli olduklar1 belirlenmistir (Bkz. Sekil 3.77). Ancak 90
dakika uygulamasinda canlilik elde edilememistir. Bu besin ortaminda kullanilan
kriyoprezerve edilmis kalluslarin canlilik testinin analizi Sekil 3.78 ve Sekil 3.79°da

gosterilmistir.

Sekil 3.78. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan kriyoprezerve
edilmis kalluslarin, TZ testinin stereo mikroskop analizi (a: 60 ve b: 90 dakika PVS-2

uygulamasi)

Kriyoprezervasyon uygulanmis kalluslara uygulanan TZ testinin morfolojik agidan
analizine gore kalluslarin canli, yumusak beyaz renkte olduklar1 gézlemlenmistir. Isik

mikroskobu ile yapilan analiz Sekil 3.79°da verilmistir.

Sekil 3.79. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L. NAA+ OM besin ortamindan aktarilan kriyoprezerve
edilmis kalluslarin, TZ testinin i1k mikroskobu altinda yapilan analizi (a: 60 ve b: 90 dakika

PVS-2 uygulamasi)
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Isik mikroskobu altinda yapilan analize bakildiginda, kirmizi bolgeler tespit edilmistir.

Boylece her iki uygulamada kullanilan kalluslarin canli olduklar1 ispatlanmistir. Sonug

olarak bu ¢alismaya morfolojik ac¢idan bakildiginda 90 dakika PVS-2 uygulamasinin

ve 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminin digerine kiyasla daha

verimli oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismanin istatistiki agidan analizi kalluslarin

aylik cap gelisimine gore yapilmistir (Bkz. Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13. Yapilan calisma sonucunda kalluslarin capina bagh ayhk gelisim indeks degerleri

PVS-2 Siire 0,5 mg/L BA+0,2 0,2 mg/L kin+0,1

Uygulamasi mg/L NAA ilaveli mg/L NAA ilaveli

Denemeler OM besin ortami OM besin ortam
PVS-C 60 Dakika 2-3-3 4-4-4
Deneme-1 60 Dakika 2-3-3 3-4-4
Deneme-2 60 Dakika 3-3-4 3-3-4
Deneme-3 60 Dakika 2-3-3 3-34
PVS-C 90 Dakika 2-3-3 3-34
Deneme-1 90 Dakika 2-3-3 3-4-4
Deneme-2 90 Dakika 3-3-4 3-3-3
Deneme-3 90 Dakika 2-2-3 3-3-3

Kalluslarin gelisim indeks degerleri kullanilarak SPSS programi vasitasiyla ¢aligma

istatistiki a¢idan analizi yapilmistir (Bkz. Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14. Kallus gelisim indeks degerleri ve rejenerasyon oranlari

0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ OM

0,2 mg/L Kinetin+ 0,1 mg/L NAA+

Besin Ortam OM Besin Ortami
PVS-2 UYGULAMA
SURESI (DAKIKA) Kallus Gelisim Rejenerasyon Kallus Geligim Rejenerasyon
Indeksi Orant (%+SH) Indeksi Orani (%+SH)
(Deger+SH) (Deger+SH)
Kontrol | 2,66+0,33% 44,53+5,67CD 4408 66,8+0~
60 Stvi Azot | 2,89+0,14¢ 48,24+2.29P 3,44+0,07° 57,52+1,148
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Cizelge 3.14. devam)

90

Kontrol

2,67+0,17¢

44,53+2,78P

3,33+0,11%

55,671,768

Sivi Azot

2,78+0,11¢

46,39+1,77°

3,22+0,05°

53,81+0,82¢

Kalluslarin aylik ¢ap uzunlugu dikkate alinarak, yapilan kriyoprezervasyon g¢alismasi
SPSS program ile istatistiki agidan degerlendirilmistir. Sonucunda Cizelge 3.14’te
gosterilen veriler elde edilmistir. Bu verilere 1s1¢inda Sekil 3.80 ve Sekil 3.81°de

gosterilen grafikler elde edilmistir.
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Sekil 3.80. Kallus gelisim indeks degerinin uygulamaya bagh olarak degerlendirilmesi

REJENERASYON ORANI
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Sekil 3.81. Rejenerasyon oraninin uygulamaya bagh olarak analiz edilmesi
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Kriyoprezervasyon c¢alismasinin istatistiki agidan analizi, kallus gelisim indeks degeri
ve kallus rejenerasyon oranina gore yapilmistir. Her iki grafige bakildiginda 0,2 mg/L
kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortami daha bagarilidir. PVS-2 uygulama siireleri
kiyaslandiginda ise belirgin farklilik gézlenememistir. Genel olarak aymi yiizdelerde
rejenerasyon orant elde edilmistir. Bu calisma yapilan diger caligmalarla istatistiki
acidan kiyaslandiginda, diger ¢alismalarda oldugu gibi rejenerasyon orani1 %40-%70

araligina elde edilmistir.

Kalluslar ile yapilan kriyoprezervasyon g¢alismalar1 genel olarak degerlendirildiginde
istenilen diizeyde sogancik gelisimi elde edilememistir. Kalluslarin canliliklarinin
devam ettigi ancak dormansi etkisi altinda kalmasindan dolay1 siirgiin gelisimi elde
edilememistir. Elde edilen bulgular dikkate alindiginda kullanilan besin ortamlarindan
OM besin ortam1 ve 90 dakika PVS-2 uygulama siiresi digerlerine kiyasla daha verimli

sonuclar vermistir.
3.1.2.2. Meristemlerin morfolojik ve istatistiki analizi

Lilium candidum bitkisi i¢in uygun kriyoprezervasyon protokolii belirlemek igin
bitkiye ait meristemler kullanilarak kriyoprezervasyon ¢alismalari yapilmistir.
Onceden yapilmis ¢alismalar, derlemeler ve arastirmalar dikkate alinarak ilk asamada
on denemeler kurulmustur. On denemelerde ii¢ farkli PVS-2 uygulama siiresi (30, 45
ve 60 dakika) ve bir adet besin ortami (komiir tozu destekli 1 mg/L BA+ MS)
kullanilmistir.  Yapilan tiim caligmalarin morfolojik ve istatistiki agidan

degerlendirilmesi aylik gelisime gore yapilmigstir.

On denemeler de PVS-C icin kiiltiire alinan meristemlerde {iciincii haftadan itibaren
stirglin gelisimi gozlenmeye baslamistir. Sekil 3.82°de PVS-C’lerin bir ay sonunda
elde edilen gelisim gosterilmistir. 30 dakika PVS-2 uygulamasmin ikinci hafta

sonunda kontamine olmustur.
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Sekil 3.82. PVS-C igin Kiiltiire alinan meristemlerin aylik gelisimi (a: 45, b: 60 dakika PVS-2

uygulamasi)

Kriyoprezerve edilmis meristemlerin aylik gelisimi Sekil 3.83’te gosterilmistir. 30 ve

45 dakika PVS-2 uygulamalari onuncu giinde kontamine olmustur.

Sekil 3.83. Kriyoprezerve edilmis meristemlerin ayhk gelisimi (60 dakika PVS-2 uygulamasi)

Sekil 3.83’e bakildiginda meristemin siirglin gelisimi gosterdigi gdzlemlenmistir.
Sonug olarak bakildiginda meristemlerle yapilan 6n denemelerin basarili bir sekilde
sonuclandirilmistir. Elde edilen bulgular dikkate alinarak meristemlerden yeni
kriyoprezervasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢aligmada da komdir tozu destekli 1 mg/L
BA+ MS besin ortami1 kullanilmistir. Ug farkli PVS-2 uygulama siiresi kullanilmustir.
Bu siireler sirayla 45, 60 ve 90 dakikadir. Ug tekrarli denemeler kurulmustur.

Yapilan kriyoprezervasyon calismasinin morfolojik agidan analizi aylik gelisimine

bagli olarak yapilmistir. Sekil 3.84’te PVS-C’lerin aylik gelisimi gosterilmistir.
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Sekil 3.84. PVS-C'lerin aylik gelisimi (a: 45, b: 60 ve c¢: 90 dakika PVS-2 uygulamasi)

Sekil 3.84’e bakildiginda 60 ve 90 dakika PVS-2 uygulamalarinda siirgiin gelisimi
gozlenmistir. Ancak 45 dakika PVS-2 uygulamasinda gelisim gozlenmemistir. Sekil

3.85’te ise kriyoprezerve edilmis meristemlerin aylik gelisimi gdsterilmistir.

g

Sekil 3.85. Kriyoprezerve edilmis meristemlerin ayhik gelisimi (a, b, c: 45, d, e, f: 60 ve g, h, 1: 90
dakika PVS-2 uygulamasi)

Kriyoprezerve edilmis meristemler on dokuzuncu giinden itibaren siirgiin gelisimi

gostermeye baslamiglardir. Sekil 3.85’e bakildiginda ti¢ PVS-2 uygulamada da siirgiin
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gelisimi saglanmistir. 90 dakika uygulamasinda siirgiin gelisimi yaninda kallus

gelisimi de saglanmistir. Kriyoprezervasyon ¢alismasinin  morfolojik agidan

degerlendirildiginde 60 ve 90 dakika uygulamalar1 daha basarili sonu¢ vermistir.

Meristemlerle yapilan kriyoprezervasyon ¢aligmasinin istatistiki agidan analizi siirgiin
gelisimi gdsteren meristemlerin tiim meristemlere oranmi1 seklinde hesaplanmustir.
Buradan hareketle meristemlerin aylik gelisimine bagli olarak elde edilen veriler

Cizelge 3.15’te gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Meristemlerle yapilan kriyoprezervasyon ¢calismasinin istatistiki analiz sonucunda

elde edilen veriler

Kiiltiire Gelisim Kiiltiire Gelisim Kiiltiire Gelisim
Alman Gosteren Alinan Gosteren Alman Gosteren
Meristem Meristem Meristem Meristem Meristem Meristem
Denciilhr Sayis1 (45 Sayis1 (45 Sayisi1 (60 Sayis1 (60 Sayis1 (90 Sayis1 (90
Dakika Dakika Dakika Dakika Dakika Dakika
PVS-2 PVS-2 PVS-2 PVS-2 PVS-2 PVS-2
Uygulamasi) | Uygulamasi) | Uygulamasi) | Uygulamasi) | Uygulamasi) | Uygulamasi)
PVS-C 7 5 7 4 7 3
Deneme- 1 7 2 7 3 8 5
Deneme- 2 7 5 7 6 8 4
Deneme- 3 8 5 7 3 8 7
Toplam 29 17 28 16 31 19
Rejenerasyon %71.43 %57.14 %42.86
Oram (PVS-C)
Rejenerasyon %54.55 %57.14 %66.67
Oram (Sivi
Azot)
Toplam %058.62 %57.14 %61.29
Rejenerasyon
Oram
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Kriyoprezervasyon ¢alismasinin istatistiki agidan degerlendirildiginde 90 dakika PVS-
2 uygulamasi denemelerinde en iyi rejenerasyon orani elde edilmistir. Bununla birlikte

tic PVS-2 uygulamasinda basarili sonuglar elde edilmistir.

Kriyoprezervasyon ¢alismalar1 genel olarak degerlendirildiginde, meristemler kallus
ile kiyaslandiginda meristemler daha iyi sonu¢ vermistir. Meristemler ile yapilan

kriyoprezervasyon calismalarinda siirgiin ve kallus gelisimi saglanmistir.

3.2. Tartisma

Lilium diinya tizerinde 100 tiirii bulunan ¢ok y1llik soganli bir bitki tiiriidiir. Cin, kuzey
Amerika, Kafkasya, Avrupa’da dogal yayilis gostermekte olan bitki ayn1 zamanda
diinya ¢apinda 6nemli kesme, saksi ve bahge bitkisi olarak kullanilmaktadir. Bununla
birlikte sebze olarak da tiiketilen Lilium tiirleri igeriginde bol miktarda protein,
aminoasit, diyet lifine sahiptir. Ancak son yillarda kiiresel 1sinmanin artmasi,
endiistriyel ve sanayi atiklarinin ¢evre kirliligini etkilemesi ve insanlarin bitkinin dogal
alanlarina zarar vermesi gibi sebeplerden otiirii Lilium candidum, Lilium pomponium,
Lilium maculatum, Lilium bukosanense gibi bir¢ok Lilium tiirii nesli tiikenme tehlikesi
altina girmektedir. Buradan hareketle bitkinin genetik kaynaklarini korunabilmesi i¢in
farkli biyoteknolojik teknikler ile korunmasi hedeflenmistir. Bugiine kadar Lilium
tirleri kullanilarak bir¢ok bitki doku kiiltiirii ve kriyoprezervasyon calismalari

yapilmustir (Li vd. 2019).

Bu ¢alismada Lilium candidum bitkisinin gévde bulbillerinden bitki doku kiiltiiri
teknigi vasitasiyla elde edilen kallus ve meristemlerden uygun kriyoprezervasyon

protokolii olusturulmasi hedeflenmistir.

Bitki doku kiiltiirii aseptik kosullarda tek bir bitki kaynagindan ¢ok sayida ayni genetik
ozellikte bitki elde edilmesine imkén saglayan biyoteknolojik tekniktir. Teknik
sayesinde bakteri, virlis, fungus gibi bir¢ok mikroorganizmadan saf binlerce bitki
cogaltilabilir ve ticari amagli olarak kullanilabilir. Ayn1 zamanda normal kosullarda
¢imlenmesi uzun siiren bitkilerin, kisa siire igerisinde iiretimini miimkiin

yapabilmektedir. Bitki doku kiiltliri alan olarak kisitli ortamlarda yapilmasindan
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dolay1 avantajlidir. Bu ortamda bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli tiim besin
maddeleri bulunmaktadir. Makro besin, mikro besin, vitamin, organik bilesik, bitki
bliylime diizenleyicileri bitkilerin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi icin gerekli
kaynaklardir ve bunlar besin ortamlarinda bulunmaktadir (Oseni vd. 2018).
Glinlimiizde yaygin olarak MS, OM, B5, LB, NB, WPM gibi besin ortamlari
kullanilmaktadir (Bakhshaie vd. 2016). L. rhodopaeum bitkisiyle yapilan bir mikro
cogaltim calismasinda LS besin ortami kullanilmistir. 0,5 mg/L+ 0,1 mg/L kinetin
bliylime diizenleyicileri kullanilarak dogrudan organogenez yapilmis ve ¢ok sayida

bitki iiretimi saglanmistir (Stanilova vd. 1994).

Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan biiylime diizenleyicileri bitki ¢ogaltiminin tesvik
edilmesini saglayan bitkisel hormonlardir. Oksinler ve sitokininler g¢aligmalarda
yaygin olarak tercih edilmektedir. Her iki hormon grubu da hiicre proliferasyonunu
saglar ve bitkilerin biiylime ve gelismesinde rol oynamaktadir. Oksinler bitkinin
siirglin gelismesini saglarken, sitokininler kallus ve koklenmeyi tesvik ederler
(Bakhshaie vd. 2016). Simmonds ve Cumming yaptiklari bir ¢alismada 2.4 D ve BA
biiylime diizenleyicilerini kullanmiglardir. Sonucunda ¢ok sayida kallus gelisimi elde
edilmistir. Ayr1 ayr1 veya gesitli kombinasyonlarda NAA, 2,4-D veya BA ile takviye
edilmis tiim ortamlar arasinda zambak cesitlerinde yapilan denemelerde ¢ok sayida
bitki ¢ogaltilmistir. Ayrica, NAA ve BA'nin farkli kombinasyonlarinin agirlikli olarak
fidan drettigini bulmuslardir (Simmonds ve Cumming 1976). Benzer sekilde L.
rubellum bitkisiyle yapilan bir ¢aligmada 0,1 mg/L BA+ 1 mg/L NAA+ MS besin
ortami kullanilmistir ve sonucunda ¢ok sogan olusumu elde edilmistir (Niimi ve

Onozawa 1979).

L. longiflorum bitkisiyle yapilan bitki doku kiiltiirii galismasinda 0,5 mg/L BA+1 mg/L
GAs+ MS besin ortami ile ¢ok sayida kallus elde edilmistir. Siirgiinler ise 0,2 mg/L
NAA+ yari giiglii MS besin ortaminda saglanmistir (Nhut 2003). Yapilan bu galismada
ise Lilium candidum bitkisine ait gévde bulbilleri farkli bolgelerden toplanarak bitki
doku kiiltiirii teknigi ile mikrogogaltimi saglanmistir. Bunun i¢in alkol ve deterjanla
steril edilen govde bulbillerinden ii¢ farkli besin ortaminda siirgiin ve kallus gelisimi

saglanmistir. Bu besin ortamlar1 sirayla OM, MS ve WPM’dir. Ayrica farkli bitki
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bliyiime diizenleyicileri kullanilmis ve bitki gelisimi i¢in indiikleyici gii¢

olusturulmustur.

Kiiltiire aliman govde bulbilleri ii¢ hafta sonunda ilk kez gelisim gostermeye
baslamustir. Ug farkl1 besin ortaminda organogenez ve koklenme gelisimi saglanmustir.
En fazla siirgiin ve kok gelisimi MS besin ortaminda kiiltiire alinan goévde
bulbillerinden saglanirken, Kepsut bdlgesinden toplanan govde bulbilleri ile yapilan
calismada en fazla mikrogogaltim saglanmistir. 1 mg/L BA destekli besin ortamlarinda
stirgiin ve kok gelisimi, 1 mg/L NAA destekli besin ortamlarinda ise kallus gelisimi
saglanmigtir. Kalluslar morfolojik agidan degerlendirildiginde beyaz ve sar1 renklerde
oldugu ve yumusak yapiya sahip olduklar1 gozlemlenmistir. En fazla kallus geligimi

OM besin ortaminda yapilan ¢alismalarda elde edilmistir.

Siirgiin gelisimi gosteren eksplanlarin kok kisimlarindan meristemler fikse edilmistir.
Yapilan ¢alismada MS ve OM besin ortamlarindan esit oranda meristem elde
edilmistir. WPM besin ortamindan ise meristem elde edilememistir. Sonu¢ olarak
mikrocogaltimi saglanan kalluslardan ve siirgiin uglarindan elde edilen

meristemlerden de kriyoprezervasyon ¢alismasina gidilmistir.

Kriyoprezervasyon bitkiye ait polen, meristem, kallus, tohum gibi kisimlari
kullanilarak ultra soguk ortamda (-196° C), bitkinin muhafaza edilmesini saglayan
biyoteknolojik tekniktir (Li vd. 2019). Bu teknigin temel mantig1 bitki hiicrelerinin
soguk ortamda metabolizmasin1 minumum diizeye diisiirerek enziatik reaksiyonlarin
durmasini saglar ve uzun siire boyunca ¢ogalmasini engelleyerek kiicilik alanda bitki
materyalinin korunmasini saglar (Wang vd. 2021). Kriyoprezervasyon g¢alismasi sivi
azot ya da s1v1 azot buharinda gergeklestirilebilir. Bu teknik kullanilarak birgok Lilium

tiiriiniin muhafaza iglemi gergeklestirilmistir (Li vd. 2019).

Kriyoprezervasyon birgok farkli sekilde gerceklestirilebilen bir tekniktir. Glinlimiize
kadar yapilan birgok arastirma ve denemelerde ¢ok sayida kriyoprezervasyon teknigi
gelistirilmigtir.  Vitrifikasyon ve  dehidrasyon temelli teknikler iizerine
kriyoprezervasyon calismalar1 yapilmistir. Bu teknikler sirayla damlacik dondurma,
vitrfikasyon, enksapsiilasyon-vitrifikasyon, dehidrasyon, enkapsiilasyon-

dehidrasyondur  (Engelmann  2004).  Lilium tiirleriyle farkli  tekniklerle
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kriyoprezervasyon c¢aligsmalari yapilmistir (Li vd. 2019). L. japonicum bitkisiyle
yapilan bir ¢alismada %3 siikroz igeren MS besin ortaminda 40 giin bitki kiiltiire
almmustir. 28 giin 12 saatlik fotoperiyotta 0° C sicaklikta bitki materyallerine soguk
tedavisi uygulanmustir. Kesilen siirgiin uglari 0,3 M siikroz igerikli MS besin
ortaminda bir giin boyunca kiiltlir islemi uygulanmistir. Stirgiin uglart 25 dakika
boyunca 0,4 M siikroz ve 2 M gliserol igeren yilikleme soliisyonuna yiiklenmistir. Daha
sonra 0° C’de 100 ve 110 dakika PVS-2 uygulamasi yapilmis ve siv1 azota daldirilarak
dondurma islemi uygulanmistir. Cézme islemi icin, 40° C sicaklikta meristemler
bekletildi ardindan PVS-2 kriyoviallerden uzaklastirilmistir. 1,2 M siikroz igerikli MS
besin ortaminda 25 dakika bekletilmis ve dnce kullanilan besin ortaminda kiiltiir islemi
uygulanarak cogaltma saglanmistir. Sonucunda siirgiin uglarinda %40 ile %385
araliginda rejenerasyon gelisimi saglanmistir. Hibrit tohumlar1 kullanilarak yapilan

calismada ise %83 oraninda basari elde edilmistir (Matsumoto vd. 1995).

L. callosum ve dort hibritiyle bir kriyoprezervasyon g¢alismasi yapilmistir. Bu
calismada 2 hafta kiiltiir islemi uygulanan bitkiler daha sonra 7 giin boyunca 4° C
sicaklikta 16 saat fotoperiyotta soguk tedavisi uygulanmistir. Siirgiin uglarindan
meristemler kesilerek ¢ikartilmis, 0,3 M siikroz igerikli MS besin ortaminda bir gece
bekletilmistir. Meristemler soguk tedavisinde oldugu 0,7 M siikroz igerikli MS besin
ortaminda On kiiltiir islemi uygulanmistir. 40-60 dakika boyunca %35 oraninda giiglii
PVS-3 ile muamele edilmis ve daha sonra 240 dakika boyunca tam giiglii PVS-3’te
bekletilmistir. Sonucunda L. collosum bitkisinin gelisiminden %78 oraninda basari
elde edilmistir. Dort hibrit tiirlinden, Carmina’da %87,5, Santander’de %53, Kristal
1s1kta %64 ve Marrero’da %68 oraninda gelisim saglanmistir. Calismalarda yaygin
olarak kullanilan PVS-2 bu ¢alismada kullanilmamustir. Calismada kullanilan PVS-
3’lin igeriginde %50 oraninda gliserol ve %50 oraninda MS bulunmaktadir. PVS-2’ye
kiyasla daha toksik 6zellikte olmasindan dolay1 bu ¢alismada tercih edilmistir (Yi vd.
2013).

Lilium tiirti kullanilarak yapilan bir calismada 1 mg/L NAA+ 0,5 mg/ TZ+ MS besin
ortamin ile mikro ¢ogaltim saglanmistir. 4 hafta boyunca kiiltiir islemi uygulandiktan
sonra siirgiin uclarindan meristemler kesilerek ¢ikarilmistir. Ardindan %3 oraninda

siikroz destekli MS besin ortaminda kiiltiire alinmustir. 4 hafta sonra meristemler 0,5
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M siikroz destekli MS besin ortamda bir giin 6n kiiltiir islemi uygulanmistir. 2 M
gliserol+ 0,4 M siikroz igerikli yiikleme soliisyonuna aliman meristemler 20 dakika
boyunca bekletilmistir. Yaklasik 2 uL PVS-2 eklenir meristemlere, 4 saat PVS-2’ye
maruz birakildi ve s1v1 azota daldirilarak dondurma islemi gergeklestirilmistir. Cozme
islemi i¢in meristemler 20 dakika boyunca 1,2 M siikroz igerikli besin ortaminda
isitilmistir. 1 mg/L NAA+ 0,2 mg/L TZ+ MS besin ortaminda meristemlere kiiltiire
almmistir. ilk 3 giin karanlik ortamda daha sonra aydinlik ortamda kiiltiir islemi
uygulanmistir. Sonug olarak meristemlerden %67 oraninda rejenerasyon gelisimi

saglanmistir (Yin vd. 2014).

Yapilan c¢aligmalarda ilk olarak kalluslara on kiiltiir islemi uygulanmistir, farkli
stirelerde PVS-2 uygulamasi yapilmis ve dondurma islemi uygulanmistir. Daha sonra
farkli besin ortamlarinda (MS, OM, WPM, LB ve NB) ve degisik konsantrasyonlarda
biiyiime diizenleyicilerinde (BA, NAA, GAs ve kinetin) kiiltiir islemi uygulanmistir.
Bes farkli PVS-2 siire (60, 75, 90, 105 ve 120 dakika) denemesi uygulanmastir.

Onceden yapilmis denemeler ve arastirmalara gére 6n denemelerde 1 mg/L BA+ OM,
MS ve WPM besin ortamlar1 kullanilmistir. Ancak yapilan morfolojik ve istatistiki
analizler sonucunda istenilen diizeyde basari elde edilememistir. Bununla birlikte 6n
denemeler sonucunda elde edilen veriler dikkate alinarak 60, 75 ve 90 dakika PVS-2

stirelerinin 1yi oldugu tespit edilmis ve sonraki ¢aligmalarda kullanilmistir.

0,5 mg/L BA+0,2 mg/L NAA+ MS ve OM ile yapilan ¢alismada 6n denemelere
kiyasla kalluslarin canlilik oranmin yiliksek oldugu tespit edilmistir. Yapilan
morfolojik analizlerde kalluslarin yumusak yapiya sahip olduklar1 gozlemlenmistir.
Ancak organogenez gelisimi saglanamamis olmasindan dolayi kalluslarin dormanside
oldugu diisiiniilerek 0,3 GA3’li yeni denemeler yapilmistir. Bu denemede 90 dakika
PVS-2 uygulanmistir. 0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ 0,3 GAz+ OM ve MS besin
ortamlart kullanilmigtir. Deneme sonucunda istenilen rejenerasyon geligimi
saglanamamistir. Buradan hareketle farkli kombinasyonlarda biiylime diizenleyicileri

ve farkli besin ortamlar1 kullanilarak yeni kriyoprezervasyon ¢alismalart yapilmistir.

Bu ¢alismada 0,2 mg/L kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM, LB ve NB besin ortamlari
kullanilirken, 90 dakika PVS-2 uygulamasi yapilmistir. Ayrica karanlik ortamin
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kalluslarin gelisimi tizerinde etkili olabilecegi diisiiniilerek karanlik ortam denemeleri
de yapilmistir. Yapilan denemeler sonucunda elde edilen veriler diger ¢alismalar ile
kiyaslandiginda, en iyi sonuglar bu denemelerde gozlemlenmistir. 0,2 mg/L kinetin+
0,1 mg/ NAA+ OM besin ortaminda kiiltiire alinan kalluslarin genel olarak canli
olduklar1 yapilan TZ testleri sonucunda gézlemlenmistir. Karanlik ve aydinlik ortam
arasinda rejenerasyon gelisimi agisindan farklilik tespit edilememistir. Ancak diger
caligmalarda oldugu gibi organogenez gelisimi elde edilememistir. Bu yiizden
kullanilan kalluslarin yeterli diizeyde canli olmadigi distniilerek farkli kalluslar
kullanilarak ayni besin ortamlarinda (0,5 mg/L BA+ 0,2 mg/L NAA+ OM ve 0,2 mg/L
kinetin+ 0,1 mg/L NAA+ OM) yeni kriyoprezervasyon caligmalar1 yapilmistir. Bu
caligmalarda 60 ve 90 dakika PVS-2 uygulamasi uygulanmigtir. Diger ¢alismalarda
oldugu gibi kalluslarin TZ testleri sonucunda canli olduklar tespit edilmis ancak

organogenez gelisimi saglanamamaistir.

Kalluslar ile yapilan kriyoprezervasyon g¢alismalara sonug olarak bakildiginda genel
olarak 90 dakika PVS-2 uygulamasinin basarili oldugu ve uygulanan besin
ortamlarindan da 0,2 mg/L kinetint 0,1 mg/L NAA+ OM besin ortaminda

rejenerasyon gelisimi agisindan basarili oldugu belirlenmistir.

Meristemlerle onceden yapilmis ¢alismalar ve arastirmalar dikkate alinarak on
denemeler yapilmistir. Bu denemelerde 30, 45 ve 60 dakika PVS-2 uygulamalar1 ve 1
mg/L BA+ MS besin ortami kullamlmustir. {1k rejenerasyon gelisimi dordiincii hafta
sonunda elde edilmistir. Sonug olarak bakildiginda 6n denemelerde istenilen diizeyde
gelisim saglanmis ve meristemler kullanilarak daha kapsamli yeni kriyoprezervasyon

calismalar1 yapilmstir.

1 mg/L BA+ MS besin ortaminin 6n denemelerde basarili olmasindan dolay1 yeni
calismalarda da kullanilmistir. PVS-2 uygulama siiresi olarak 30, 45, 60 ve 90 dakika
kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda ilk rejenerasyon gelisimi on dokuzuncu giin
sonunda, 60 PVS-2 uygulamasinda elde edilmistir. Bununla birlikte tiim PVS-2 siire
uygulamalarinda organogenez gelisimi gozlenmistir. Sonu¢ olarak meristemler ile
yapilan kriyoprezervasyon calismalarinda elde edilen istatistiki ve morfolojik

analizlere gore en iy1 PVS-2 uygulama stiresinin 90 dakika oldugu belirlenmistir.

93



4. SONUC VE ONERILER

Kriyoprezervasyon bitkinin kallus, meristem, polen, siirgiin ucu gibi kisimlari
kullanilarak, ultra sogukta uzun siire muhafazasini saglayan biyoteknolojik bir
tekniktir. Bugiine kadar nesli tiikenme tehlikesi altinda olan bir¢ok bitki bu teknik ile
¢ok yer kaplamaksizin koruma altina alinmistir. Bu bitkilerden birisi ise Lilium
candidum bitkisidir. Lilium candidum son zamanlarda olumsuz yonde degisen iklim
kosullari, hayvan ve insanlarin dogal alanlarina zarar vermesi gibi faktorlerden dolay1
nesli tiikenme tehlikesi altindadir. Buradan hareketle bu ¢alismada Lilium candidum
bitkisi i¢in en uygun kriyoprezervasyon protokolii olusturmasi hedeflenmistir.
Yapilan ¢alismada ilk olarak bitkiye ait gévde bulbillerinden bitki doku kiiltiirii teknigi
ile kallus ve meristemler elde edilmistir. Daha sonra farkli siirelerde PVS-2
uygulamasi yapilmis ve farkli besin ortamlarinda kiiltlire alma islemi uygulanmaistir.
Yapilan denemeler sonucunda kalluslarda en iyi PVS-2 uygulama siiresinin 90 dakika
ve en uygun besin ortaminin ise OM oldugu belirlenmistir. Meristemlerde ise 90
dakikanin en iyi PVS-2 uygulama siiresidir. Kriyoprezervasyondan sonra uygulanan
komiir tozu ilaveli 1 mg/ BA+ MS besin ortami ise meristemler ile yapilan ¢alismada

basarili sonuglar vermistir.

Bu ¢alismada sadece vitrifikasyon temelli kriyoprezervasyon teknikleri kullanilmistir.
Bu teknige ek olarak dehidrasyon temelli teknikler kullanilabilir ve boylece yeni besin
ortamlar1 ve yeni PVS-2 uygulama siireleri uygulanarak Lilium candidum bitkisi igin
yeni kriyoprezervasyon protokolleri olusturulabilir. Bunun disinda bitkinin kallus ve
meristem kisimlar1 diginda polen, tohum gibi kisimlar1 kullanilarak kriyoprezervasyon

calismalar1 yapilabilir.
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