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Ozet

Siis bitkileri sektoriiniin ekonomik olarak énemi iilkemizde ve diinyada her gegen yil artmaktadir. Her y1l
tiiketici taleplerine gore yeni gesitler liretilmektedir. Yeni ve eski pek ¢ok ¢esit onemli 1slah materyali kaynagini
olusturmaktadir. Bu noktada da bu genetik kaynaklarin korunmasi ve muhafazasi ¢ok 6nemlidir. Gliniimiizde
genetik kaynaklarinin uzun siireli muhafazasi gen bankalarinda in vitro kosullarda saglanabilmektedir. Bu
yontemin pek ¢ok avantaji olmasina ragmen, bu uzun siireli muhafazanin ekonomik yiikii agir olmakla birlikte,
kontaminasyon kayiplart ve somaklonal varyasyon gibi dezavantajlart da bulunmaktadir. Kriyoprezervasyon
yontemi bu konuda biiyiik 6nem arz etmektedir. Diinyada pek ¢ok bitki tiirinde bu yontem kullanilmasina
ragmen, siis bitkilerindeki kullanimi istenilen seviyede degildir. Bu derlemede kriyoprezervasyon yonteminin siis
bitkilerinde kullanimi irdelenmistir.

Anahtar kelimeler: Kriyoprezervasyon, siis bitkileri

Usage of Cryopreservation Method in Ornamental Plants

Abstract

Economic importance of ornamental plants sector is increasing every year in our country and around the
world. Every year, new varieties are being produced according to consumer demand. Many kinds of new and
old-fashioned cultivars are an important source of breeding material. At this point, the protection and storage of
these genetic resources is very important. Today, the long-term conservation of genetic resources can be
obtained in gene banks under in vitro cultures. Although there are many advantages of this method, long term
storage has heavy economic burden and there are also other disadvantages such as contamination losses and
somaclonal variation. In this regard, cryopreservation has great importance. Although this method is being used
in many plant species in the world, usage in ornamental plants are not at the desired level. In this review, use of
cyropreservation method in ornamental plants were examined.
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elde edilmektedir. Tiiketici tercihlerinin devamli
degismesinden dolay1 bugiin moda olmayan bir
cesit, gelecekte tekrar tercih edilebilmektedir.
Ayrica bu yeni ve eski pek ¢ok ¢esit dnemli 1slah
materyali kaynagini olusturmaktadir. Bu noktada
da bu genetik kaynaklarin korunmasi ve
muhafazasi sektor agisindan biiyik 6nem
tagimaktadir (Kulus ve Zalewska, 2014).

Giinlimiizde genetik kaynak materyali
olarak muhafaza edilecek bitkiler; ortodoks tip

Giris

Sekli, formu, rengi ve estetik ozellikleri
ile 6ne ¢ikan siis bitkileri insanoglunun acilarini
ve sevinglerini sembolize eden bitkilerdir. Bu
nedenle de tilkemiz dahil birgok iilkede gegmisi
oldukga eskilere dayanmaktadir (Baktir, 2013).
Yizyillar 6nce estetik amaglarla kullanilmaya
baslanan c¢igek, giiniimiizde kentlerin daha
yasanilir ortamlar haline getirilmesi, dogadan
uzaklasan insanlarin doga 6zleminin giderilmesi

gibi amaglarla kullanilmakta ve bugiin birgok
tilkenin ekonomik kalkinmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Giderek artan talep, birim
alandan fazla iiriin alinmasi ve yiiksek gelir elde
edilmesi, istihdama yapmis oldugu katkilar ve
ihracat olanaklar1 bircok iilkede oldugu gibi
iilkemizde de bu sektoriin hizla gelismesinde
etkili olmustur (Korkut ve ark., 1995).

Siis bitkileri sektoriiniin ekonomik olarak
6neminin, iilkemizde ve diinyada artmastyla, her
yil tiiketici talepleri dogrultusunda yeni gesitler

tohumlu bitkiler, rekalsitrant tohumlu bitkiler ve
heterozigot yapida olup da tohumla iiretilmeleri
istenmeyen veya vejetatif tiretilen bitkiler olarak
ii¢ grupta toplanabilir. Rekalsitrant tohumlu ve
vejetatif dretilen bitkilerin, vejetatif formda
saklanmas1 zorunludur ve bu materyallerin
muhafazast arazide (koleksiyon bahgesi),
seralarda veya dogada (/n situ) yapilabilmektedir
(Taskin, 2008). Bu sekilde yapilan muhafaza
devamli bir ugrasi isteyecegi i¢in hem is giicii
hem de yer sikintist dogurmaktadir. Ayrica arazi
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kosullarinda muhafaza edilen materyal, hastalik
ve zararlilar ile ve cevresel streslerle devamli
bas etmek zorunda kalacaktir (Sekizawa ve ark.,
2011). Tim bunlar goéz Oniine alindiginda,
genetik materyalin muhafazasinda
biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi pek ¢ok
avantaj saglamaktadir.

In vitro kiltir teknikleri kullanilarak
yapilan muhafaza sekillerinden biri  bitki
gelisimini  yavaglatarak muhafazadir (Slow
Growth Storage). Kisa ve orta siireli muhafazaya
uygun olan bu teknikte, bitki materyali birkag
aydan 2-3 yila kadar alt kiiltiire alinmadan
minimum  kiltir  kosullarinda ~ muhafaza
edilebilir. Bityiimenin yavaslatilmasi genellikle,
kiltir ortaminda ve/veya c¢evre kosullarinda
yapilan modifikasyonlarla saglanir.  Kiiltiir
ortaminda mineral maddelerin seyreltilmesi,
seker konsantrasyonunun azaltilmasi, biiyiime
diizenleyicilerinin ya da konsantrasyonlarinin
degistirilmesi  gibi  degisikliklere gidilebilir.
Cevre kosullarinda ise sicakligin distiriilmesi,
151k yogunlugunun distiriilmesi ya da tamamen
karanlikta birakma gibi degisiklikler yapilabilir.
Kisa ve orta siireli depolamada biiyiimenin
yavaglatilmas1 ve alt kiiltiirler arasi siirenin
uzatilmasi amaglanmaktadir (Cruz ve ark.,
2013). Gen bankalarinda in vitro kosullarda
yapilan bu teknigin pek c¢ok avantaji olmasina
ragmen, ekonomik  yikii  agirdir ve
kontaminasyon  kayiplart ile  somaklonal
varyasyon gibi dezavantajlari da vardir (Kulus
ve Zalewska, 2014). Rekalsitrant tohumlu
bitkiler, vejetatif iretilen bitkiler ile nadir ve

tehlike  altindaki  bitkilerin ~ uzun  siireli
muhafazasinda, bir diger in vitro kiiltiir teknigi
olan kriyoprezervasyon yontemi
kullanilmaktadir.

Kriyoprezervasyon

Uzun sireli ultra disiik sicakliklardaki
depolamada (kriyoprezervasyon) genellikle sivi
azot (-196°C) kullanilmaktadir.  Biyolojik
materyal olarak; tohumlar, meristemler, zigotik
ve somatik embriyolar, polenler ile kallus
kiiltiirleri ve kiiltiire alinmis hiicreler, sivi azot (-
196°C) igerisinde depolanabilmektedir
(Engelmann, 2010).

Bu sicaklikta tim hiicresel boliinmeler ve
metabolik siirecler durmaktadir. Bitki materyali
stiresiz  olarak degismeden veya modifiye
olmadan saklanabilmektedir. Ayrica materyaller
kiiciik hacimlerde, kontaminasyondan uzak ve

¢ok az bir bakim gerektirerek
depolanabilmektedirler (Engelmann, 2004).

Kriyoprezervasyon yontemi pek ¢ok tiirde
basariyla uygulanmaktadir. Siis bitkilerinde ilk
kriyoprezervasyon ile ilgili caligmalara 1989
yilinda Dianthus hybrida’ da rastlanmistir. Bu
kisa zaman diliminde siis  bitkilerinde
kriyoprezervasyon yonteminin kullanimi
istenilen diizeyde olmasa da her gecen giin
degeri anlagilmaktadir (Kulus ve Zalewska,
2014).

Hiicredeki su miktari, teknigin basarisini
etkileyen 6nemli bir faktordiir (Benson, 2008).
Biitiin kriyoprezervasyon siirecinde, materyalin
zararlanmalardan korunmasinda suyun
uzaklagtirilmast  temel rol  oynamaktadir
(Gonzalez-Arnao  ve ark., 2008). Baz
materyaller  (ortodoks tohumlar, dormant
tomurcuklar) herhangi bir 6n isleme tabi
tutulmadan dondurularak muhafaza edilebilirler.
Hiicre kiiltiirleri, kalluslar, siirgiin uglart ve
embriyolar gibi hiicrelerinde fazla miktarda su

bulunduran materyaller ise donma
zararlanmalarina  karst a1 hassastirlar
(Engelmann, 2010).

Eksplantin ~ tipi ve  boyutu, 0On
uygulamalar,  kriyoprotektantlarin  tipi  ve
konsantrasyonlart, kriyoprezervasyon
metodunun  se¢imi, donma ve ¢dzliinme
miktarlarl, ¢6ziinme metodunun se¢imi de
basartyr  etkileyen Onemli  faktorlerdendir
(Kaviani, 2011).

Cogu  kriyoprezervasyon yonteminde,
dondurma ve ¢6zdiirme agamalarinda hiicrelerin
dondan etkilenmemeleri icin bazi
kimyasallardan (kriyoprotektant) yararlanilir.
Kriyoprotektantlar,  hiicrelerin  igine  tesir
etmeyenler (Polietilen glikol-PEG, seker ve
diger karbonhidratlar) ve hiicrelerin igine tesir
edenler (Dimetil Silfo Oksit-DMSO, Gliserol)
olarak iki gruba ayrilirlar. En yaygim olarak,
hiicrelere kolaylikla niifuz edebilmelerinden
dolay1 DMSO ve gliserol kullanilmaktadir
(Panis ve Lambardi, 2005). Ranunculus
kazusensis’ in embriyonik hiicre stispansiyonu
kiltiiriinde yapilan bir calismada, DMSO’ in ise
gliserole gore daha etkili sonug¢ verdigi
saptanmistir (Kim ve Oh, 2009).

Kriyoprezervasyon Yontemleri

Kriyoprezervasyon yontemleri, klasik ve
modern teknikler olmak fizere ikiye ayrilir.
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Klasik tekniklerde buz varligina bagl sogutma
saglanirken, vitrifikasyona dayali modern
tekniklerde ise buz olusumlart yoktur (Cruz ve
ark., 2013). Kriyoprezervasyon yontemlerinin
her biri farkli teknik detaylara sahiptir.

Klasik bir method olan yavas dondurma
yonteminde (slow freezing), ilk olarak ornekler
on kiiltiire alinirlar. Kryoprotektant
uygulamasmin ardindan dokularin  sicakligi
yavas yavas (0.5 — 2°C/dak) olacak sekilde -40°
C’ye kadar sogutulur ve sivi azot igerisine
aktarilir. Burada depolanan 6rnekler buzlarindan

¢ozlindiriilir ve yeniden kiiltiire alinirlar
(Kartha ve Engelmann, 1994).
Klasik  kriyoprezervasyon yontemleri

genellikle hiicre siispansiyonlar1 ve kalluslar gibi
farklilasmamis dokularda (Kartha ve
Engelmann, 1994; Withers ve Engelmann, 1998)
ve soguga dayanikl tiirlerin tepe kisimlarinda
basariyla kullanilabilir (Reed ve Uchendu,
2008). Yavas dondurma yontemi, karanfil (
Fukai ve ark., 1991a) ve krizantemde (Fukai ve
ark., 1991b) basartyla uygulanmaktadir. Fakat
bu yontemin, pahali dondurucular gerektirmesi
kullanimini kisitlamaktadir. Ayrica farklilagmis
dokulara sahip, soguklara hassas olan pek ¢ok
siis  bitkisinde kullanilamamas:  yontemin
dezavantajlarindandir.

Vitrifikasyona dayali modern tekniklerde
ise hiicreler, yiiksek konsantrasyonlu bitki
vitrifikasyon solusyonlarinda (PVS)
dehidrasyona ugrarlar ya da hava ile
kurutulurlar. Ve ardindan hizla dondurulurlar.
Vitrifikasyona bagli modern tekniklerden; on

kiltiir, dehidrasyon, ©n kiiltiir-dehidrasyon,
enkapsiilasyon-dehidrasyon, vitrifikasyon,
enkapsiilasyon-vitrifikasyon, droplet

vitrifikasyon ve Cryo-plate en ¢ok bilinenlerdir
(Cruz ve ark., 2013). Tim modern tekniklerde,
orneklerin sivi azota alinincaya kadarki yapilan
islemler farklilik gosterirken, depolama sonrasi
siirecindeki islemler ise hepsinde aynmidir. Sivi
azotta depolanan donmus materyal dnce uygun
sekilde c¢oziindiriliir, yeniden kiltiire alinan
materyallerin rejenerasyonu saglanarak, bitkiler
elde edilir.

On  kiiltir ~ yonteminde  ornekler,
kriyoprotektantlarla kiiltiire alinir ve hemen
ardindan sivi azotta depolanirlar. Dehidrasyon
yonteminde Ornekler, laminer kabinde ya da
silika jelde dehidre edilip, hizlica dondurulurlar.
On Kkiiltiir- dehidrasyon yontemi de her iki

yontemin kombine edilmesiyle uygulanir. Bu
teknikler, meristematik kiiltiirler, kiigiik boyutlu
tohumlarda, poliembriyonik kiiltiirlerde, zigotik
embriyolarda ve tohumlardan  ¢ikartilmis
embriyo uclarinda kullanilir (Gonzalez-Arnao ve

ark., 2008). Enkapsiilasyon-dehidrasyon
yontemi,  eksplantlarin  kalsiyum  aljinat
damlalarina  sarmalandigi  sentetik  tohum

teknolojisine dayanmaktadir. Kapsiillere alinan
eksplanlatlar daha sonra sivi ortamda yiiksek
seker konsantrasyonunda on kiiltire alinir ve
dondurulmadan  once  kismen  kurutulur
(Gonzalez-Arnao ve Engelmann, 2006).

Vitrifikasyon ~ yonteminde  &rnekler,
kriyoprotektant maddelere maruz birakilip,
yiiksek  konsantrasyonlu bitki vitrifikasyon
solusyonlarinda (PVS) dehidre edilip hizla
dondurulur. Bu yontemde materyal olarak ug
noktalar, hiicre siispansiyonlart ve somatik
embriyolar kullanilabilir (Sakai ve Engelmann,
2007). Basit, giivenilir ve az maliyetli olmasi
nedeniyle vitrifikasyon yontemi, orkidelerde
etkili yontemlerden biridir (Galdiano ve ark.,
2012).

Enkapsiilasyon-vitrifikasyon yontemi de
enkapsiilasyon-dehidrasyon ile  vitrifikasyon
yontemlerinin kombine edilmesiyle uygulanir.
Droplet—Vitrifikasyon yonteminde, vitrifikasyon

solusyonuyla ~ muamele edilen  Ornekler
aliminyum folyo tizerine birakilan
kriyoprotektant damlaciklari lizerine

yerlestirilerek sivi azot igerisinde depolanirlar
(Sakai ve Engelmann, 2007). Cok yeni bir
yontem  olan  Cryo-plate  teknigi  ise
enkapsiilasyon-vitrifikasyon ~ ve  droplet —
vitrifikasyon yontemlerinin kombinlenmesiyle
uygulanmaktadir (Yamamoto ve ark., 2011).

Gliniimiizde siis bitkilerinde, klasik bir
yontem olan yavas dondurma teknigi (slow
cooling) halen kullanilmakta iken, vitrifikasyon,
enkapsiilasyon-vitrifikasyon, enkapsiilasyon-
dehidrasyon gibi modern tek asamali dondurma
(one-step freezing) teknikleri daha ¢ok tercih
edilmektedir (Ozudogru ve ark., 2010). Ornegin
Chrysanthemum grandiflora (Halmagyi ve ark.,
2004), Gentian spp. (Tanaka ve ark., 2004),
Dianthus caryophyllus (Halmagyi ve Deliu,
2007) tiirlerinde tek asamali dondurma teknikleri
kullanilmaktadir. Halmagyi ve ark., (2004)
Chrysanthemum morifolium’un stirglin
uglarinda, kontrollii dondurma, enkapsiilasyon-
dehidrasyon, droplet ve vitrifikasyon yontemleri
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olmak {izere farkli kriyoprezervasyon yontemleri
denemislerdir. Vitrifikasyon yonteminde en
yiiksek siirglin rejenerasyonu tespit edilse de,
droplet yonteminin de basarili  oldugunu
belirtmislerdir ( Halmagyi ve ark., 2004).

Sivi azotla muamele etmeden Once seker
ilavesiyle yapilan on kiiltiir, siis bitkilerinde pek
¢ok  kriyoprezervasyon yonteminin  temel
basamagini olusturmaktadir. 2006 yilinda giilde
yapilan bir ¢alismada, 6n kiiltiirde dort farkli
seker kullanilmistir ve giiliin siirgiin uglarinin
seker kullanildiginda dona daha toleransh
oldugu saptanmustir (Halmagyi ve Pinker, 2006).
Zambaklarda yapilan caligmalarda ise en iyi
germplazm kaynagmin tohum oldugu ve sivi
azotta depolama sonrasi en ¢ok basari saglanan
uygulamanin 0.75 M seker ve 1 saat dehidrasyon
oldugu belirlenmistir. (Kaviani ve ark., 2008;
2009; 2010)

Siis bitkilerinde PVS2 kullaniminin, 5
dakikadan  (Chrysanthemum  grandiflora)(
Halmagyi ve ark., 2004), 3 saate (Dianthus
caryophyllus) (Halmagyi ve Deliu, 2007) kadar
degisen farkli siirelerde uygulandigi rapor
edilmistir. Sivi azotta dondurulan materyalin
hizla 1sitilmasi, materyalde basarili bir geri
doniisiim saglasa da, bu hizla 1sitmanin nasil
olmasi gerektigi tartismali bir konudur. Ama siis
bitkilerinde 20°C (27) ile 45°C (28-29) arasinda
olmasi énerilmektedir (Oziidogru ve ark., 2010).

Sonu¢

Guniimiizde genetik kaynaklarinin uzun
stireli muhafazasi gen bankalarinda in vitro
kosullarda saglanabilmektedir. Bu yontemin pek
¢ok avantaji olmasina ragmen, dezavantajlar: da
bulunmaktadir. Giiniimiizde kriyoprezervasyon
yontemi, sts bitkilerinde orta ve uzun sireli
muhafazada basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Materyallerin ~ diisiik maliyetle ve az yer
gerektirerek sinirsiz  siireyle depolanabiliyor
olmast bu yontemin en onemli
avantajlarindandir. ~ Diinyada pek c¢ok bitki
tirinde  kullanilan ~ bu  ydntemin  siis
bitkilerindeki kullanimi heniiz istenilen seviyede
olmasa da her gegen giin iyilestirici yeni
teknikler gelistirilmektedir. Klasik yontemler
yerini yavag yavas modern ydntemlere
birakmaktadir. Klasik bir yontem olan yavas
dondurma metodu hem pahali ekipmanlar
gerektirirken, hem de soguga hassas tiirlerde
basariyla kullanilamamaktadir. Vitrifiksayona
dayali modern teknikler gelistirildik¢e, sadece

soguga hassas tlirler degil ayni zamanda siis
bitkileri agisindan onemli tropikal tiirlerin ve
farklilagmis  dokularn  da  muhafazasinda
kriyoprezervasyon yonteminin kullanilmasina
olanak saglanmistir.

Gliniimiizde, karanfil (Fukai ve ark.,
1991a), krizantem (Fukai ve ark., 1991b),
Gentiana cruciata L. (Mikula ve ark., 2005),
Lilium sp. (Bouman ve ark., 2003), Dendrobium
candidum (Wang ve ark., 1998), Photinia
serrulata (Yan, 2006), Paeonia lactiflara (Kim
ve ark., 2004), Saintpaulia ionantha (Moges ve
ark., 2004) gibi sils bitkilerinde
kriyoprezervasyon yontemi basartyla
kullanilmaktadir. Siis Dbitkilerinin uzun siireli
muhafazasinda yapilacak olan caligmalar ile
farkli tirler i¢in yeni kriyoprezervasyon
ptotokolleri gelistirilmelidir.
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