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ÖZET 

KRİYOPREZERVASYON YÖNTEMLERİNDEN VİTRİFİKASYON TEKNİĞİNİN 
EKONOMİK OLARAK ÖNEMLİ ÜZÜM (Vitis vinifera L.) ÇEŞİTLERİNDE 

UYGULANABİLİRLİĞİNİN ARAŞTIRILMASI  
YÜKSEK LİSANS TEZİ 

FATMA KAYHAN 
PAMUKKALE ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 
(TEZ DANIŞMANI: DOÇ. DR. FEVZİYE ÇELEBİ TOPRAK) 

DENİZLİ, KASIM - 2015 
 

Üzüm (Vitis vinifera l.) Vitaceae familyasına ait olan önemli bir meyve türüdür. 
Genetik kaynakların saklanması ve korunması ekonomik ve stratejik açıdan önemlidir. 
Kriyoprezervasyon bitkisel genetik kaynakların -196 oC’de sıvı azotta uzun dönem 
saklanması için geliştirilmiş değerli bir yöntemdir. Geleneksel yollar ile genetik 
kaynakların saklanması doğadaki bilinmezlikler yüzünden risklidir. In vitro teknolojisi 
sayesinde viroid, virüs, bakteri, fitoplazma, fungus ve nematod gibi hastalık ve 
zararlılardan arındırılmış temiz materyal üretilebilmektedir. In vitro ve dondurarak saklama 
teknolojileri birleştirilerek değerli Vitis genetik kaynakları güvenli bir şekilde korunabilir. 
Bu çalışmada, 12 ticari çeşit ve iki anaç materyalleri in vitro klonal çoğaltım ve dondurma 
teknikleri ile uzun süreli koruma uygulanabilirliği açısından test edilmiştir. Sürgün uçları 
30 gr/l sükroz içeren Murashige ve Skoog (MS) besi ortamına konulmuş ve alt kültür 
oluşturularak çoğaltılmıştır. Test edilen tüm üzüm genotipleri bu uygulama iyi cevap 
vermiştir ve hepsi sağlıklı kök ve sürgün üretmiştir. In vitro üzüm bitkilerinden kesilmiş 
apikal uç sürgünleri dondurulması için sıvı azot içinde daldırılmıştır. Kriyoprezervasyon 
uygulamasına genotiplerin cevapları farklı olmuştur. Beş genotipte sürgün oluşumu 
görülmüştür (Merlot %76.0, Alicante Bouschet %50.0, Çal Karası %10.0, Trakya Ilkeren 
%7.7 ve 1103 P %22.2). Bu sürgünler gelişerek gövde ve kök oluşturarak tam bir bitkiye 
dönüşmüştür. Diğer dokuz genotipte büyüme ve gelişme sınırlı olmuş ve bitki oluşumu 
görülmemiştir. Alt kültür ve kriyoprezervasyondan gelen bitkilere flow sitometri analizleri 
yapıldığında kromozom sayı anomaliteleri görülmemiştir.  

Bu çalışma ile yerel üzüm çeşitlerinde de kriyoprezervasyon yönteminin 
uygulanabileceği ilk kez gösterilmiştir.  Bitki elde edilemeyen çeşitlerde farklı yöntemler, 
farklı besi ortamları ve farklı bitki büyüme düzenleyicileri kullanarak kriyoprezervasyon 
uygulamalarına devam edilmelidir.  

ANAHTAR KELİMELER: Üzüm, Vitis vinifera, kriyoprezervasyon, vitrifikasyon 
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ABSTRACT 

THE INVESTIGATION OF APPLICABILITY OF CRYOPRESERVATION 
METHODS ON ECONOMICALLY IMPORTANT GRAPE (Vitis vinifera L.) 

KINDS  
MSC THESIS 

FATMA KAYHAN 
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

BIOLOGY 
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF., FEVZİYE ÇELEBİ TOPRAK) 

DENİZLİ, NOVEMBER 2015 
 

Grape (Vitis vinifera l.) is an important fruit which belongs to Vitaceae family. The 
protection and preservation of genetic resources are important both economically and 
strategically. Cryopreservation is valuable method, allows long term storage of plant 
genetic resources in liquid nitrogen (LN) at -196 °C. The traditional way of germ plasm 
preservation is very risky due to natural uncertainties. In vitro echnologies can help 
producing healthy propagation materials free from viroids, viruses, bacteria, phytoplasmas, 
fungi and nematodes. When combined with cryopreservation technologies in vitro
preservation systems can allow safe protection and propagation of valuable Vitis genetic 
resources. In this study, 12 commercial cultivars and two rootstocks were tested for the 
applicability of long term preservation by in vitro clonal propagation and cryopreservation 
techniques. Axillary shoot tips collected from newly emerging shoots were placed in 
Magenta boxes containing 30 g/l sucrose on Murashige ve Skoog (MS) medium and 
cultured in a growth chamber adjusted to 16 h light / 25 oC and 8 h dark / 17 oC. All grape 
genotypes tested responded well to this application and produced healthy root and shoots. 
Apical dome explants excised from in vitro grape plants were stored in liquid nitrogen for 
cryopreservation. Genotypes varied in their responses to cryopservation treatment. Five 
genotypes showed shoot of different rate formation. Regenerated shoots continued to grow 
and produced normal shoots and roots (Merlot %76.0, Alicante Bouschet %50.0, Cal 
Karasi %10.0, Trakya Ilkeren %7.7 and 1103 P %22.2). Other nine species showed on 
cultuvar limited growth and development. Flow cytometry analysis of regenerants from 
continuous subculture and cryopreservation did not show any chromosome number 
abnormalities. 
This study demostrates for the first time that the vitrification method can be used as a 
choice of cyropresarvation in some regional grape species successfully. Further studies are 
needed for the cultuvars that were unable to grow under these experimental conditions; 
alternative methods including modified media and growth conditions could be 
investigated. 

KEYWORDS: Grape, Vitis vinifera, cryopreservation, vitrification. 
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ÖNSÖZ 

 
Genetik kaynakların korunması ve saklanması; ekonomik ve stratejik açıdan 
önemlidir. Kriyoprezervasyon genetik kaynakların uzun dönem saklanmasına 
olanak tanıyan bir yöntemdir. Bu çalışma ile kriyoprezervasyon tekniklerinin 
ekonomik olarak önemli üzüm (Vitis vinifera l.) çeşitlerinde uygulanabilirliği 
araştırılmıştır. Uygun kriyoprezervasyon tekniğinin seçimi ile Türkiye’de asma 
gen kaynaklarının korunması ve saklanması yolunda önemli bir adım atılmış 
olacaktır.  
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1. GİRİŞ 

Magnoliopsida (Dicotyledoneae) sınıfının Rosidae alt sınıfındaki Rhamnales 

ordosunun Vitaceae (asmagiller) familyasına ait olan Vitis vinifera L. (asma) 

bitkisinin ülkemizde özellikle Trakya, Batı ve Güney Anadolu’da kültürü 

yapılmaktadır (Seçmen 1995). Kültür asması  (V. vinifera L.) Vitaceae familyasının 

Vitis cinsinde yer alan 32 türün en önemlisidir. Dünyada halen yetiştirilmekte olan 

üzüm çeşitlerinin %90’ından fazlası bu türe ait çeşitler ya da melezlerinden 

oluşmaktadır. Bugün itibari ile dünyada 10,000’nin üzerinde üzüm çeşidi 

belirlenmiştir (Çoban 2006). Bunun 1,200’den fazlası ülkemizde yetiştirilmektedir 

(Ergeneoğlu 2000). Asmanın ve bağcılık kültürünün anavatanı olarak kabul edilen 

ülkemiz son derece uygun ekolojik koşullara sahip olması nedeniyle çok geniş bir 

çeşit ve tip zenginliğine, dolayısı ile büyük bir asma gen potansiyeline sahiptir 

(Çoban 2006). Arkeolojik buluntulara göre Anadolu, bağcılık kültürünün beşiği ve 

merkezi olarak kabul edilmektedir (Oraman 1972; Fidan 1985) 

Dünyada bağcılık birçok ülkede tarih boyunca birinci derece önem taşıyan bir 

tarım kolu olmuştur. Bu durumun başlıca nedeni ekonomik olarak üzümün sofralık, 

şaraplık, kurutmalık, meyve suyu ve diğer mamul ürünler şeklinde değerlendirme 

olanağına sahip bir ürün olmasıdır. Ayrıca arazi değerlendirilmesi, toprak 

muhafazası, istihdam ve beslenme açısından da bağcılık, dünyada vazgeçilmez bir 

tarımsal faaliyet olarak günümüzde de önemini devam ettirmektedir (Bağcılık 

Raporu 2000). 

Türkiye toplam bağ alanı bakımından dünya ülkeleri arasında beşinci ve yaş 

üzüm üretimi bakımından da altıncı sırada bulunmaktadır (FAO 2013). TÜİK 2014 

verilerine göre toplam 4,175,356 ton üzüm üretilmiştir. 

Türkiye, yıllık üzüm üretim değerleriyle dünyanın önde gelen bağcı ülkeleri 

arasında yer almaktadır. Dünyaca ünlü üzüm çeşitlerinin yetiştirildiği ülkemizde 

bağcılık sektörü bölgesel olarak incelendiğinde; Ege Bölgesinin çekirdeksiz kuru 

üzüm, Marmara Bölgesinin sofralık ve şaraplık, Akdeniz Bölgesinin ilk turfanda, 

Orta Anadolu ve Güneydoğu Anadolu Bölgesinin şaraplık, şıralık, sofralık ve 
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çekirdekli kurutmalık üzüm yetiştiriciliği yönünden gelişme gösterdiği görülmektedir 

(Bağcılık Raporu 2000). Güney Ege Bölgesi (Aydın, Denizli ve Muğla) meyve 

üretiminde üzüm önemli bir yere sahiptir. 2008 yılı rakamlarına göre ülkemizde 

üretilen sofralık çekirdeksiz üzümün %21.89’u, şaraplık üzümün %11.73’ü, 

kurutmalık çekirdekli üzümün %7.12’si, kurutmalık çekirdeksiz üzümün %5.42’si ve 

sofralık çekirdekli üzümün %5.28’i Güney Ege bölgesinde yetişmektedir (TÜİK 

2008). 2008 yılı verilerine göre Çal ilçesinde kurutmalık çekirdekli üzüm üretimi 

10,998 ton olarak gerçekleşmiştir. Bu üretim miktarı ile Çal, Güney Ege 

Bölgesindeki üretimin %48.11’ini Türkiye üretiminin ise %3.42’sini karşılamaktadır. 

Çal ilçesini Baklan, Acıpayam, Buldan ve Bekilli ilçeleri izlemektedir (TÜİK 2008). 

Kurutmalık çekirdeksiz üzüm üretiminde Buldan 28,675 tonluk üretimi ile bölgede 

%45.72 paya sahiptir (TÜİK 2008). Bölgede kurutmalık çekirdeksiz üzüm 

üretiminde Çal (20,600 ton) ve Çivril (5,310 ton) diğer önemli ilçelerdir (TÜİK 

2008). Sofralık çekirdeksiz üzüm üretiminde 31,711 tonluk üretimi ile Buldan ilçesi 

2008 yılında bölgede öne çıkmıştır (TÜİK 2008). Bölgedeki üretimde %30.14, ülke 

üretiminde ise %6.60’lık paya sahip olmuştur (TÜİK 2008). Sofralık çekirdeksiz 

üzüm üretiminde Buldan ilçesini, Honaz (23,490 ton), Çal (18,464 ton), Çivril (7,713 

ton), Denizli (7,177 ton) izlemektedir (TÜİK 2008). Şaraplık üzüm üretiminde Çal 

ilçesi 21,099 ton üretim ile TR32 Bölgesinde %38.25, ülke üretiminde %4.49 paya 

sahiptir (TÜİK 2008). Çal ilçesini Güney (16,872 ton), Bekilli (12,038 ton), Baklan 

(3,080 ton) izlemektedir (TÜİK 2008).  

Ülkemiz bağcılığının geliştirilmesi ve milli ekonomimize olan katkısının daha 

yüksek düzeylere ulaştırılması, öncelikle sahip olduğumuz asma genetik 

kaynaklarının belirlenmesi, korunması ve değerlendirilmesine yönelik olarak yapılan 

çalışmaların yürütülmesi büyük önem taşımaktadır (Kara 1990).  

Son yıllarda çeşitli nedenlerle ülkemiz bağ sahalarında sürekli bir azalma 

olduğu gözlenmektedir. Bu durum, henüz tanımlanması bile yapılmamış üzüm 

genetik kaynaklarının yok olma tehlikesini gündeme getirmektedir (Ecevit ve Kelen 

1999). 2007–2011 yılları arasında ise üzüm ekilen alan %4.0 oranında azalmıştır 

(Dünya Bağcılık Raporu 2012). 

Çeşit ve tip bakımından oldukça zengin bir potansiyele sahip olmasına karşın, 

günümüzde biyotik ve abiyotik streslere karşı dayanıklı, verim ve kalitesi yüksek 
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üzüm çeşitlerine olan talepler gün geçtikçe artmaktadır. Bu da ıslahçıları yeni çeşitler 

elde etmeye ya da ekonomik önemi yüksek üzüm çeşitlerine bazı özellikler 

kazandırmaya yönelik ıslah çalışmalarına yöneltmektedir. Klasik ıslah yöntemlerinde 

karşılaşılan güçlükler, özellikle son yıllarda moleküler genetik metotlarının 

kullanıldıgı yeni ıslah yöntemlerinin gelişmesine neden olmuştur. Ancak moleküler 

genetik metotlarının ıslah çalışmalarında başarılı bir şekilde uygulanabilmesi, 

herşeyden önce bu yöntemlerde ıslah materyali olarak kullanılan bitki parçacıklarının 

(eksplant) in vitro koşullarda tam bitkiye dönüşümlerinin sağlanması ile mümkün 

olabilmektedir (Baydar 2000). 

In vitro’da ilk kültüre alınan bitki türlerinden biri olan asmada, bölünmüş 

sürgün uçları (Barlass 1978, 1980) ve boğumarası parçacıkları yanında (Rajasekaran 

ve Mullins 1981), yaprak sapı ve ayalarından da adventif sürgün organogenezisi 

yoluyla tam bitki olduğunu başarı ile göstermişlerdir (Stamp ve diğ. 1990). 

Genetik kaynaklar çoğu insan aktiviteleri yüzünden (şehirleşme, arazilerin 

tarıma açılması, modern tarım metotlarının uygulanması, vs.) çok hızlı bir erozyona 

maruz kalmaktadırlar. Şu anda uzun vadede tarım ve gıda güvenliği açısından en 

büyük strateji bu genetik kaynakların korunması, değerlendirilmesi, karakterize 

edilmesi, canlılığının uzun yıllar saklanması ve etkin bir şekilde ıslahçıların 

kullanımına açılmasıdır. Genetik kaynakların saklanması ve korunması ekonomik ve 

stratejik açıdan önemlidir. Bitkisel genetik kaynaklar, botanik bahçeleri, yağmur 

ormanları, tarla koleksiyonu şeklinde yerinde in situ saklanırken (Rao 2004); tohum 

gen bankası, DNA bankaları şeklinde de doğal ortamları dışında ex situ olarak 

saklanırlar (King ve Roberts 1980; Hong ve diğ. 1996). Tohum olarak saklanmasına 

olanak olmayan ya da tohum üretemeyen genetik kaynaklar ise klonal olarak in vitro 

koşullarda saklanır (Withers ve Engelmann 1997; Rao 2004). In vitro koşullarda 

genetik kaynakların saklanmasında iki yöntem geliştirilmiştir. Bu yöntemler sırası ile 

kısa ve orta vadede genetik kaynakların saklanması için yavaş büyütme ve uzun 

dönem saklamak için kriyoprezervasyondur (Withers ve Engelmann 1997; Rao 

2004). Yavaş büyütme yönteminde, bitkisel materyal periyodik olarak alt kültür 

alınarak, doku kültürü koşulları altında birkaç yıl tutulabilir (Kaviani 2011). Ancak 

bu süreçte bitki morfolojisindeki değişiklikler gecikir ve DNA metilasyonu (Harding 

1994) ve somoklonal varyasyon (Kumar 1994) oluşabilir. İnsan hatası ve 



4 
 

kontaminasyon riski nedeniyle kaynak materyal kaybedilebilir. Kriyoprezervasyon 

biyolojik materyalin uzun dönem saklanması için son yirmi beş yılda geliştirilmiş en 

değerli ve önemli yöntemdir (Kaviani 2011). Kriyoprezervasyon da örnekler -196 
oC’de sıvı azotta uzun dönem saklanabilir (Engelmann ve Engels 2002). Doku 

kültürü laboratuvarlarında kolayca hücre, doku ve organlara uygulanabilir (Kaviani 

2011). Geniş alana, farklı tür bitkilere uygulanabilmektedir (Engelmann 2004). 

Eksplantların sonsuza kadar saklanabilme olanağı vardır, alt kültür yapılmasına 

gerek yoktur (Kaviani 2011). Kriyoprezervasyon uygulanmış bitki materyallerinin 

kriyotanklar içinde taşınması daha kolay ve daha pratiktir (Kaviani 2011). Bu 

nedenle ülkemizde asma genetik kaynaklarının korunması ve saklanması için 

kriyoprezervasyon tekniklerinin geliştirilmesi gerekmektedir. 

1.1 Tezin amacı 

Genetik kaynakların korunması ve saklanması ekonomik ve stratejik açıdan 

önemlidir. Kriyoprezervasyon genetik kaynakların uzun dönem saklanmasına olanak 

tanıyan bir yöntemdir. Saklanmak istenilen genetik kaynaklar -196 oC’de sıvı azotta 

saklanır. Ülkemiz asmanın anavatanı olması ve bağcılık tarımının hayli eskiye 

dayanması yanında, gerek üretim miktarı ve gerekse çeşit zenginliği bakımından 

dünyanın sayılı ülkeleri arasında yer almaktadır. Bu nedenle, kriyoprezervasyon 

yöntemlerinden vitrifikasyon tekniğinin ekonomik olarak önemli olan üzüm 

çeşitlerinde uygulanabilirliğinin araştırılması tezin ana amacını oluşturmaktadır. 

1.2 Literatür Özeti 

1.2.1 Bitki Genetik Kaynakları ve Korunmasının Önemi 

Bitki genetik kaynakları, yerel çeşitler olarak nitelendirilen köy 

populasyonları; bunların yabani akrabaları, artık kullanılmayan eski çeşitler ve 

kalıtsal özellikleri belirlenmiş hatlardan oluşur. Kısaca ekilebilen bitkilerin 

geliştirilmesi için bu canlılar ile yabani formlarını da içine alan canlı materyalidir. 



5 
 

İnsanoğlu tarıma başladığı ilk yıllardan bu yana, doğada mevcut bitkisel 

kaynakları tüketim amaçlarına göre kültüre alıp bugün de kullanmakta olduğumuz 

türlere ait çeşitleri geliştirmiştir (Balkaya ve Yanmaz 2001). Bitki genetik 

kaynakları; ormansızlaştırma, kentleşme, iklimsel değişiklik, pazar ekonomisi, 

kirlilik, istilacı türlerin yayılması gibi pek çok nedenle tehlike altındadır. 

 Tarih bize insanın ürünlerini koruyamadığı, dolayısıyla sağlıklı gıdada 

yetersizliklerle karşılaştığı zamanların fazla geçmişte kalmış olmadığını 

göstermektedir. İrlanda’da 1846 ile 1851 arasında yaşanan ve 1.5 milyon insanın 

patates mildiyösü sonucu açlıktan öldüğü büyük kıtlık buna en iyi örnektir (Dağ ve 

diğ. 2000). 

Ayrıca, bitki genetik kaynakları gıda ve tarım konusunda küresel gıda 

güvenliğinin temelidir hem stratejik hem de ekonomik olarak önemlidir (Rao 2004). 

Genetik kaynakların herbirinin ekonomik etkisini hesaplamak oldukça zordur, çünkü 

tarımsal üretime katkıları ve bunun ekonomiye yansımaları çoğunlukla dolaylı ve 

hesaplaması oldukça karmaşıktır. Buna rağmen bitki genetik kaynaklarının küresel 

ekonomik değeri için çeşitli hesaplamalar yapılmış ve modern varyetelerin üzerinden 

yapılan değerlendirmelerde yıllık katkı 13-30 milyar dolar arasında hesaplanmıştır 

(Dutfield 1999).  

Ayrıca oldukça iyi tarımsal istatistiklere sahip Amerika Birleşik 

Devletleri’nin (ABD) tarımsal verileri kullanılarak, yabani variyetelerin ekonomik 

değerleri için bazı hesaplamalar yapılmıştır ve bu hesaplar sadece tarımsal 

üretimdeki kayıpların bertaraf edilmesinden kaynaklanan ekonomik girdi olarak 

yansıtılmıştır. Örneğin Etiyopya’dan elde edilen arpada sarı cücelik hastalığını 

bertaraf eden direnç geninin Amerikan ekonomisine ortalama yıllık katkısı yaklaşık 

150 milyon dolar, Türkiye’den elde edilen ve buğdayda çizgili pas hastalığına direnç 

sağlayan genetik kaynağın Amerikan ekonomisine yıllık katkısı yaklaşık 50 milyon 

dolar olarak hesaplanmıştır (Myers 1979). 

Bu kadar ciddi ekonomik etkisinin yanında genetik kaynakları stratejik kılan 

bir diğer önemli özellik ise tarım sektörünün, dolayısıyla toplumun, beslenme 

gücünün dinamosu ve gelecek nesillerin de gıda güvenliğinin temelini 

oluşturmasıdır. Zira her bir tohum çeşidi özgün genetik özelliklere sahip olduğu için 
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ileride ortaya çıkabilecek tarım sorunlarının çözümünde anahtar rol oynayabilme 

potansiyeline sahiptir (Şakiroğlu 2010).  

Örneğin 1890’larda Java’da ortaya çıkan şeker kamışı mozaik virüsü çok kısa 

sürede tüm dünyaya yayılarak şeker kamışında verimi çok dramatik oranda 

düşürmüştür. ABD’nin Louisiana eyaletindeki 200,000 tonluk şeker kamışı üretimi 

bu virüs yüzünden 1914 yılında 46,000 tona kadar düşmüştür. Tüm dünyadaki şeker 

üretiminin bel kemiğini çökerten bu virüs ile baş etmek ise biri Java diğeri ise Güney 

Hindistan kökenli virüse dirençli iki genetik kaynak sayesinde mümkün olmuştur. 

Üstelik toplanan genetik kaynaklar doğru bir şekilde muhafaza edildikleri zaman çok 

uzun yıllar sahip olduğu değeri kaybetmeyecektir (Şakiroğlu 2010). 

Ayrıca genetik kaynakların mevcut zaman diliminde katkı sağlamaması 

değersiz olduğu anlamına da gelmez. Tarımsal problem baş gösterene dek değersiz 

gibi duran genetik kaynağın gerçek değeri ancak problemi bertaraf edince anlaşılır. 

Buna iyi bir örnek, 1920’li yıllarda ABD’nde bir mısır tarlasında tesadüf eseri fark 

edilen, yumuşak opak tipteki (o2) bir mutant mısırın, Connecticut Tarımsal 

Araştırmalar İstasyonu’nda mercek altına alınması ve bu konu üzerinde çalışılmaya 

başlanmasıdır (Vietmeyer 2000). Bu konu ile ilgili ilk bilimsel raporlar 1960’lı 

yıllarda Thedor Mertz ve Oliver Nelson tarafından sunulan o2 mısır tipini oluşturan 

mutasyonu konu edinmiştir (Crow ve Kermicle 2002). Bu mutasyon nedeniyle o2 tip 

mısırda, normal mısırlara göre lisin ve triptofan aminoasitleri 2-3 kat daha fazla 

sentezlenmektedir (Sofi ve diğ. 2009). Opak-2 mutasyonunun, bitkinin insan yaşamı 

için vazgeçilmez olan iki aminoasitten oldukça fazla ürettiğinin bulunması üzerine, 

çocuk beslenmesinde yaygın olarak mısır kullanılan bölgelerde yüksek lisin/triptofan 

içeriğine sahip mısırla beslenen çocukların normal mısırla beslenenlere göre daha 

hızlı gelişim gösterdiği ve hastalıklara yakalanma oranının azaldığı rapor edilmiştir 

(Akuamoa 2002). 

Bu örnekten de anlaşılacağı üzere genetik kaynakların ekonomik ve stratejik 

değerini tam olarak ortaya koymak aslında mümkün olmamakla birlikte, genetik 

kaynakların doğru şekilde korunmasıyla uzun yıllar değerlerini kaybetmeyecekleri de 

açıktır. 



7 
 

Genetik kaynakların önemine dikkati ilk çeken Sovyet Bilim insanı Nikolai 

Vavilov’dur. Vavilov genetik kaynakların önemini ve tarıma katkısını çok net bir 

şekilde öngördüğü için genetik kaynakları toplama ve karakterize etme işlemi için 

Çarlık Rusyası’nın Uygulamalı Botanik Bürosu’nu çok başarılı bir şekilde 

Sovyetler’in Uygulamalı Botanik ve Tarımsal Bitki Enstitüsü’ne dönüştürerek 

zamanın ilk ve en gelişmiş gen bankasını kurmuştur (Şakiroğlu 2010). 

1.2.2 Bitki Genetik Kaynakların Korunma Yöntemleri 

Genetik kaynak olarak koruma altına alınacak olan yabani ve kültür bitkileri 

üç ana grupta toplanabilir. 

I. Orthodoks tip adı verilen tohuma sahip bitkiler; düşük ısı ve nem 

içeren ortamlarda uzun süre saklanan bitkiler. –20 ºC veya daha düşük 

ısılarda ve %5-7 nem içeren ortamlarda uzun süre saklanabilirler. 

II. Rekalsitrant tip adı verilen tohuma sahip bitkiler; nem miktarı düştüğü 

zaman canlılıkları azalan dolayısıyla da depolanamayan ve kısa 

ömürlü tohumlara sahip bitkiler. 

III. Heterozigot yapıda olan ve tohumla üretilmeyip vejetatif olarak 

üretilen bitkiler. 

Bitki genetik kaynakların korunması ise iki şekilde değerlendirilir 

(Engelmann 1991). 

I. Doğal yaşamda koruma (In situ): Bitkilerin kendi doğal yaşamında 

korunmasıdır. Bu yöntemle bitkilerin kendi doğal ortamlarında 

evrimlerinin devamı sağlanabilmektedir (Tan 1998). 

II. Doğal yaşam dışında koruma (Ex Situ): Bitkilerin yaşadıkları ortam 

dışında korunmasıdır. Bu yöntemle pek çok bitki türü doğal olarak 

yaşamadıkları yerlerde korunmaktadır (Tan 1998). 

In situ koruma, doğal kaynakların korunmasında en önemli yoldur. Bununla 

birlikte doğal kaynaklarda türlerin korunması; doğal ya da insanlarla bulaşan 

hastalıklar ve gelişmelerle (barajlar, maden arama, turizm, kaçak orman arazisi açma 
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ve yangınlar) savunmasız alanlar büyük baskı altındadır. En değerli koruma ise 

yenilenme döngüsü yüzlerce yıl olabilen uzun yaşayan ağaçlardır. İnsan kaynaklı 

nedenler nesli tükenmekte olan türlerde populasyon üstünde genetik bağlantı kaybına 

neden olur (Li ve diğ. 2009). 

Ex situ koruma, doğadaki çeşitliliğin korunmasında güvenilir bir yedekleme 

olarak rol oynar. Doğadaki çeşitlilik özellikle insan egemen ekosistemlerde 

kaybolma tehlikesi altındadır (Li ve diğ. 2009). Bitki genetik kaynaklarının uzun 

soluklu korunması söz konusu olduğunda tohum depolama en uygun yöntemdir (Rao 

2004). Bu yöntem tohumun düşük nem içeriğini ve düşük sıcaklıklarda saklanmasını 

kapsar (Rao 2004). Ancak bazı türlerin tohum olarak saklanması zordur örneğin 

vegatatif olarak üretilen çeşitler için bu tür bir saklama uygun değildir (Shikhamany 

2006). Bununla birlikte rekalsitrant tip tohuma sahip tropik ve subtropik bitkiler hızla 

canlılıklarını kaybettikleri için konvensiyonel depolama yöntemleri ile depolanmaları 

mümkün değildir (Rao 2004). Bu nedenle, canlı koleksiyonların korunmasında in 

vitro doku kültürü tekniklerinin kullanıldığı biyoteknolojik yöntemler önemli katkılar 

sağlamaktadır (Rao 2004).  

1.2.2.1 In vitro koruma 

In vitro kültür, yapay kültür medyasında bitki gen kaynaklarının (özellikle 

sürgün ucu, meristem, somatik embriyo ya da embriyonik kalus) steril koşullar 

altında büyümesini içeren geniş teknikleri kapsar (Paunescu 2009). 

Doku kültürü tekniklerinin bazı avantajları bulunmaktadır (Engelmann 1991). 

Çok yüksek çoğalma oranı, aseptik sistem (fungus, bakteri, virüs ve zararlı 

böceklerden ari stok), alan ihtiyacının azalması, genetik erozyonda azalma, iş gücü 

maliyetlerinde azalma ve gen kaynaklarının uluslararası değişiminde kolaylık doku 

kültürü tekniklerinin avantajları arasında bulunmaktadır (Engelmann 1991). 

Bununla birlikte materyalin büyük miktarda in vitro depolanması çeşitli 

sorunlara da neden olur (Engelmann 1991). Düzenli alt kültür ihtiyacı, depolama 

süresindeki artış nedeniyle genetik varyasyon riski, tipin gerçekliğinin kaybı ve 

herbir tür için özel protokollerin gerekmesi bu sorunlar arasında sayılabilir (Paunescu 
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2009). In vitro korumada tesbit edilmiş bazı yaygın protokoller vardır. Bunlar, kültür 

başlatma, koruma ve çoğaltma ve uzun dönem saklamadır (Paunescu 2009). 

Kültür başlatma: 

Bitki genetik kaynaklarının korunmasında bitkisel materyal olarak, sürgün 

ucu, yaprak, çiçek parçası, olgunlaşmamış embriyo, hipokotil ya da kotiledeon 

parçaları kullanılır. Genellikle genç daha hızlı büyüyen dokular ya da erken gelişme 

aşamasındaki dokular daha etkilidir. Aynı zamanda başlangıç materyalinin kalitesi 

saklama prosedürünün başarısını belirler. Bunun için de başlangıç materyali normal, 

doğru tipte verici bitki, sağlıklı ve hastalıklardan arındırılmış olmalıdır (Paunescu 

2009; Fay 1992). 

Bitki parçaları, dokuya bağlı çeşitli sterilizasyon prosedürlerinden aksenik 

kültür içinde başlatılır. Yaygın kural, kırılgan doku parçaları (meristem, 

olgunlaşmamış embriyo, kotiledonlar ve hipokotiller) sterilizasyon ajanlarına 

tohumdan ya da odunlaşmış organlardan daha maruz kalır. Başarılı bir sterilizasyon 

bitki parçası tamamen dekontamine olduğu ve canlı kaldığında gerçekleşmiş olur 

(Paunescu 2009). 

Koruma: 

Sterilizasyondan sonraki aşamadır. Bitki parçası bitki büyüme 

düzenleyicileri, karbonhidratlar, vitaminler, mineral besleyiciler içeren steril kültür 

medyası içine koyulur. Bitki büyüme düzenleyicileri, bitki hücresinin gelişimsel 

yolağının belirlenmesinde kritik medya içeriğidir. Genelikle tanınan bitki büyüme 

düzenleyicileri yedi ana başlıkta toplanır (Paunescu 2009). 

- oksinler; genellikle hücre büyümesi ve farklılaşması 

- sitokininler; hücre bölünmesi ile bağlantılı 

- giberellinler; hücre uzamasını teşvik ve tohum çimlenmesi 

- absisik asit; dormansi ile ilgili olarak hücre büyümesinin engellenmesi 

- etilen; yaşlanması ile bağlantılı 
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- brassinosteroidler, hücre uzamasının ve bölünmesinin uyarılması 

- jasmonetler; büyümenin engellenmesi, yaşlanma etkileri ve yaralara yanıt 

Çoğaltma ve koruma: 

In vitro gen kaynakları koleksiyonunun güçlendirilmesinde en temel aşama, 

sürgün uçlarının çoğaltılması ve uyarılmasıdır. Medya içeriği özellikle büyüme 

düzenleyicileri, mineral tuzlar ve ek faktörler canlı bir doku kültürü elde etmek için 

büyük önem taşımaktadır. 

1.2.2.2 In vitro Koruma Yöntemleri 

In vitro koruma; yavaş büyütme stratejisi kullanılarak orta dönem (bir kaç 

aydan bir kaç yıla kadar) saklama ve kriyoprezervasyon kullanılarak uzun dönem 

(teorik olarak sonsuza kadar) saklama tekniklerini içerir (Paunescu 2009). 

1-) Yavaş büyütme: Doku kültürü koşullarında, türlere bağlı olarak 1-15 yıl 

arasında, periyodik olarak alt kültür yapılması ile klonal bitki materyalinin 

korunmasıdır (Rao 2004). 

Klasik yavaş büyütme ve saklama teknikleri ya fiziksel çevre koşulları ya 

kültür medyası ya da her ikisinde de değişiklikleri içerir. En başarılı ve geniş 

uygulama tekniği sıcaklık azaltılmasıdır. Işık yoğunluğunda azaltma ya da kültürü 

karanlıkta bırakma sıcaklık azaltılması ile kombine edilir. Ayrıca kültür medyasında 

yapılan değişiklikler de büyümeyi sınırlandırabilir (bunlar mineral yoğunluğunun 

azaltılması ve saklamanın izin verdiği oranda şeker eliminasyonu olabilir). Osmatik 

büyüme inhibitörleri (mannitol) ya da hormonal büyüme inhibitörleri (absisik asit) 

büyütmeyi azaltmada etkili bir yoldur (Engelmann 1997). 

Saklama periyodu sonunda, bir sonraki saklama döngüsüne konmadan önce 

kısa bir süre tekrar büyüme uyarılırılarak optimal kültür koşullarında kültürler 

genellikle taze medyaya transfer edilir (Engelmann 1997). 
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2-) Kriyoprezervasyon: Biyolojik materyalin çok düşük sıcaklıklarda, 

genellikle sıvı azotta (-196 oC), gen kaynaklarının farklı tiplerinin, masrafsız ve 

güvenli bir şekilde saklanmasında şimdilik tek tekniktir (Engelmann 2004). Bu 

sıcaklıkta hücre bölünmesi ve metabolik süreçler durur. Bitki materyali değişiklik ya 

da modifikasyon olmadan teorik olarak sonsuza kadar saklanabilir. Ayrıca kültür 

sınırlı bir bakımla kontaminasyon korunarak çok küçük bir hacimde saklanır 

(Engelmann 2004). 

1.2.2.3 Kriyoprezervasyon Teorisi 

Suyun biyokimyası: 

Su, doğanın doğal çözücüsüdür. Buz ve sıvı haldeki suyun davranışı büyük 

oranda bipolar kimyası tarafından belirlenir. Pozitif yük taşıyan hidrojen atomları ile 

negatif yük taşıyan oksijen atomları suyun bipolar yapısında rol oynar. Tetrahedon 

geometrinin farklı bölümleri hem negatif hem de pozitif yüklü kesimlerin her ikisini 

de taşır. Suyun oksijen atomlarındaki elektron çifti ve iki kutuplu hidrojen atomları 

hidrojen bağlarının oluşturulmasını sağlar.  

Moleküller hidrofilik ya da hidrofobiktir. Zarlarda hidrofobik lipidlerin 

organizasyonu, hücrenin bölmelere ayrılmış yapısını belirler. Su hidrojen bağları 

nedeniyle güçlü çekim gücüne sahiptir, eğer gerilim altında kalırsa kırılmalara karşı 

güçlü bir kapasiteye sahiptir. Bitkilerde bu çekim kuvvetleri bütünlüğünü ve vasküler 

dokularda suyun hareketini destekleyen biyolojik boru hatları vardır. Su elektriksel 

doğası nedeniyle, akışkan halde çözülmüş maddeleri tutar. Suyun ve çözünmüş 

maddelerin ilişkisi, hücrede bir sistemin kolligatif özellikleri (çözünen parçacık 

sayısının oranı) ve çözülen çözeltiler özel konsantrasyonu tanımlamaktadır.  

Bunun aksine, bir sistemin ozmotik özellikleri (ancak çözünene göre) çözücü 

geçişine izin veren yarı geçirgen bir zar boyunca tanımlanmıştır. Osmotik basınç yarı 

geçirgen bir zar boyunca çözücü akışını önlemek için çözeltiye uygulanması gereken 

basınçtır. Bu şekilde moleküler konsantrasyonun dengelenmesi gerekir. 

Konsantrasyon dengelendiğinde çözelti izotonik olur. Hücrelerin şişmesine neden 

olan çözeltiler, hipotoniktir ve hücreden, yıkama çözeltisi gibi daha düşük bir eriyik 
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içeriğine sahiptir. Bitkilerde, hipotonik çözeltiler hücresel şişmeye neden olan turgor 

basıncını oluşturur. Bu şekilde sitoplazma genişlemesi, sert hücre duvarına karşı 

plazma zarının itilmesi şeklinde gerçekleşir. Hayvan hücrelerinin aksine hücre duvarı 

sayesinde bitki hücresi patlamaz. Bir bitki hücresi, bir hipertonik çözelti içinde 

yerleştirildiğinde ise vakuol su kaybeder plazma membran duvarı uzaklaşır; bu işlem 

plazmolizdir.  

Kısacası suyun hücre fonksiyonu için gerekli özel fizyo-kimyasal özellikleri 

vardır. Suyun yerleşiminin farklı durumları kriyobiyolojik yönlendirmeler için, 

dondurarak saklama ve depolama stabilitesinde önemli ve merkezi bir rol oynayarak 

etkiler (Benson 2008a). 

Suyun ve buzun termal özellikleri: 

Belirli bir maddenin sıcaklığı, moleküler hareket veya enerjinin ölçüsü kabul 

edilir. Sıvı su içerisindeki H bağları, hücre içi ısı dalgalanmalarını ve sıvı ortamda 

yaşayan canlı organizmaların üzerinde sıcaklığın etkisini stabilize eder.  

Sıvı su dinamiktir, diğer moleküllerle kendi arayüzü ya da ortaya çıkan 

yüzeylerde H bağları sürekli kırılır ve yeniden oluşur. Enerjinin büyük miktarı, eğer 

sistem farklı neme maruz kalırsa (güçlü bir kurutucu ya da hava kurutma gibi) 

sistemi etkiler; H bağları kırılır ve bireysel moleküller buharlaşma yoluyla atılır. 

Enerji uygulandığında; sıvı su buhara dönüşür, moleküller onların enerjilerini alıp 

boşaldığında yüzey sıcaklığını düşürür.  

Buna karşılık sıcaklık 0 oC’nin altına düştüğünde su H bağlarının kırılmasına 

direnir ve kafes benzeri bir simetride moleküller birbirine kilitlenir. Bu, yapının daha 

sıkı şekilde bağlantılı parçaları ile paketin açık yüzeyleri arasında oluşturulur. Bu 

sudan daha az yoğun olan buz formudur. Bu şekliyle buz sucul organizmaları 

donmaya karşı koruyan ve suyun sıvı durumunu bir yorgan gibi yalıtan bir rol oynar. 

Buz kristalleşmesi: 

Kriyoprezervasyon protokolleri geliştirilirken kritik nokta buzun 

kristalleşmesinden kaçınma veya bunun kontrolüdür. Buz kristallerinin oluşmaya 

başladığı nokta aynı zamanda “tohumlama” olarak adlandırlır. Bir sistemin yerel 
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termal özellikleri, hidrojen ve oksijen molekülleri embriyonik buz kristallerinin 

başlatılmasını sağlamak ve yeterli H bağlarını oluşturmak için enerjik olduğunda 

meydana gelir. 0 oC’de suyun donduğuna inanılır, bu nadiren böyledir. Örnek 

yokluğunda, sıfırın altında donmak için süper soğuyan su, hidrojen ve oksijen 

moleküllerinin tekrar bir araya gelmesine izin verir. En uygun düşüklükteki süper 

soğuma sıcaklığı çoğu biyolojik sistem için buz kristallerinin homejenize olduğu -40 
oC civarındadır. Bu sıcaklıkta su molekülleri termodinamik olarak kristal büyümeye 

olanak sağlayan kritik boyutta buz embriyoları oluşturur. Düzenli bir matrix yaratılır 

ve enerji birleşmenin gizli ısısı olarak serbest bırakılır ve buz oluşur, ısı üretilir.  

Buz kristallenmesinin önemli sonuçları vardır. Sıvı su sistemden 

uzaklaştırıldığında buza dönüşür. Çözünen madde daha yoğun hale gelir bu durum 

buz oluşma sıcaklığını düşürür. Çözünen moleküller gittikçe konsantre hale gelir ve 

kalan su moleküllerinin kristal formlarla etkileşime girmesi engellenir. Homojen buz 

formunun üstündeki sıcaklıklarda suyun donma sıcaklığı giderek baskılanır ve 

“ötektik” olarak bilinen noktaya gelir (ötektik nokta: karışımı oluşturan tüm unsurlar 

bu sıcaklıkta sıvılaşmış akıcı solusyonla eş zamanlı kristalleşir. Böylesi eş zamanlı 

kristalleşme noktasına ötektik nokta denir).  

Bu aşamada tüm sistem katılaşır ve tüm mevcut su dondurulmuş olur ve 

başka değişiklik olmaz. İlk buz kristalleşmesi olayından sonra; buz kristalleri, daha 

fazla su molekülünün birbiri ile karmaşık şekilde dizilip, katıldığı ağlar oluşturan 

kümeler halinde büyüme kapasitesine sahip olurlar. Buz kristalleşmesi, fiziksel 

parçalanmalar ve mekanik yaralanmalara neden olarak hücrenin ozmotik ve kolligatif 

bütünlüğünü yapısal olarak etkiler. Hücresel fonksiyonları tehdit eden aşırı 

miktardaki çözünen madde konsantrasyonu kolligatif hasarın sonucudur.  

Kriyoprezerve bitkilerde, kriyo hasarının dinamikleri, buz kristallerinin 

başlaması için, hücre içi ve hücre dışı içeriklerin farklılıkları tarafından yönetilir. 

Çok hızlı dondurma sıcaklıkları haricinde tercihen buz hücre dışında oluşur.  

Bu senaryoda hücrenin dışında donan parça ile içinde donmayan parça 

arasında açıklık yaratılır ve su molekülleri ozmatik dengeyi sağlamak için hücre 

dışına göçer. Hücreler sürekli küçülmeye maruz kalır ve kaybedilen suyun oranı, 
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hücre boyutunun fonksiyonu olarak belirtilir. Bu durum katı ve rijit hücre duvarına 

sahip olan bitki hücreleri ile karşılaştırıldığında hayvan hücreleri için geçerlidir. 

Kontrollü soğutma hızı: 

Kontrollü soğutma iki zararlı bileşeni optimize etmeyi amaçlamaktadır; 

koligatif çözüm etkisi ve buz oluşumu zararları. Bunlar soğutma oranının dikkatli 

kontrolü tarafından yönetilir. Donma parametrelerinin son sınırı buz kristalenmesi ve 

koligatif koruyucuların uygulanmasıdır. Bu tip protokollerde hücrenin hayatta 

kalmasını belirleyen temel ilke; soğutma oranıdır (Mazur 2004). Soğutma oranı çok 

yavaş ya da çok hızlı ise hücreler hayatta kalmaz, kriyo hasarında başarının anahtarı 

iki kriyo hasarını dengelemektir. Kontrol edildiği zaman, hücrelere kademeli 

soğutma uygulanır. Hücreler arası buz ilk formdur, aktarılan suyun yönü (eğilimi) 

hücre zarı boyunca ve hücre içinden hücre dışına doğru olur. Bu, buz oluşturmak için 

mevcut su miktarını azaltan çok önemli bir kriyoprotektif etkidir.  

Düşünüldüğünün aksine hücre içi buz kristalleşmesini dolaylı olarak 

azaltılması sonucunda hücre dışı buzun canlılığı koruyucu bir rolü vardır. Özellikle 

kompleks çok hücreli dokular için zararlı olmasına rağmen hücreler; hücre dışı buz 

ile yaşayabilirler. Hücreler arası buz hemen hemen herzaman öldürücüdür. Eğer 

soğutma çok yavaş ise, hücrenin çözünenleri koligatif hasara neden olan çok yoğun 

hale gelir, ancak bu hesaplanabilir. İki kriyo hasarını dengelemenin anahtarı soğutma 

oranlarını optimize etmektir. Koligatif hasarı engellemek için doğru miktarda su 

uzaklaştırılır. Buz oluşumu engellenmiş çok az miktarda su kalır ve sitoplazma 

muhtemelen camsılaşır (Benson 2008a).  

Genel olarak soğutma oranının kontrol yöntemi, örneklerin ön kültüre alındığı 

veya iklime alıştırıldığı bir dizi maniplasyonları içerir ve daha sonra kriyo koruma 

yapılır. Genelikle, dimetil sülfoksit (DMSO) temel penetre olan koligatif kriyo 

koruyucudur ve şeker ya da polietilen glikol (PEG) gibi penetre olmayan ozmatik 

açıdan aktif katkı maddeleri ile kombine edilir. Örnekler belirli soğutma oranına 

maruz kalırlar, “sıçrama” adı verilen bu süreç, egzotermik reaksiyonun başladığı, 

hücreler arası buz kristallerinin oluştuğu başlama aşamasıdır. Bu sıçrama homojen 

buz kristallerinin oluştuğu ara ya da uç aktarım sıcaklığı olan -35 oC ya da – 40 oC ve 

altındaki sıcaklıklara kadar devam eder. Farklı soğutma oranlarındaki bir ya da daha 
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fazla sıçrama oranları bir protokole dahil edilebilir. Örnekler bu noktada daldırabilir 

ya da uç aktarım sıcaklığında 35-40 dk. bekletilip takiben sıvı azota daldırılabilir.  

Dolayısı ile bu tip bir protokol aynı zamanda iki aşamalı soğutma ya da 

dondurma olarak adladırılabilir. Yavaş soğutma oranları da alkol banyoları (metanol 

ya da isopropanol) içeren -20 oC ya da – 80 oC’deki taşıyıcı birimler kullanılarak elde 

edilebilir. Örneğin, bir Mr. Frosty taşıyıcı birimi içinde bulunan izopropanol, 

dakikada 1 °C’lik bir soğutma oranı sağlar. Bunlar geliştirilen bazı ilk tekniklerdir 

çünkü bu yöntemler bazen geleneksel olarak adlandırılırlar. Bununla birlikte bu 

durum erken vitrifikasyon teknikleri için geçerli bir terimdir ve bu nedenle bundan 

kaçınılmalıdır. 

Vitrifikasyon: camsı aşama 

Şimdiye kadar kriyoprezervasyon suyun katı ve sıvı fazlarına dayanarak 

değerlendirilmiştir. Kristalizasyon olmadan sıvıların katılaşması, vitrifikasyon 

süreciyle kriyoprezerve bitkiler için de olasıdır. Sistem olarak amorf olan camsı 

yapının organize olmaya ihtiyacı vardır ama bu yapı katının fiziksel ve mekaniksel 

özelliklerine sahiptir (Taylor ve diğ. 2004). Biyolojik sistemlerdeki suyun 

vitrifikasyonu hücredeki çözücüler konsantre hale dönüştükçe ortaya çıkan, artmış 

hücre viskozitesine bağlıdır. Artan viskozite su moleküllerinin buz oluşturmak üzere 

tekrar bir araya gelmesini engeller. Vitrifiye durumu yarı kararlı bir durumdur bunun 

anlamı; bu durumun sıvı ya da vitrifiye olmayan buz formunu oluşturmak için 

nispeten kolayca geri dönebilir olmasıdır. Vitrifiye sistemleri moleküler 

hareketlilikte değişimlerin olduğu, tekrar ısıtma ve buz formunu oluşturmak 

amacıyla su moleküllerinin yeniden düzenlenmesine olanak sağlayacak enerjinin 

yeterli olduğu sırada özelikle kararsızdır. Vitrifikasyon çeşitli yollarla elde edilebilir 

ama genellikle sonuçta kritik bir viskozite için çözünen konsantrasyonunu arttırma 

vardır. Sıcaklığa bağlı camsılık için, camsı geçiş sıcaklığı (Tg) olarak adlandırılan 

aşamanın oluştuğu noktadır, bu noktada moleküler hareket neredeyse sona erer ve 

sıvı katı bir camsı haline gelir. Buzsuz kriyoprezervasyon hayvan hücrelerinde (Fahy 

ve diğ. 1986)  öncü oldu ve Sakai (2004) tarafından bitkilere uygulandı. Bu 

kriyokoruyucu sistem tamamen hücre içi ve dışında buz oluşumunu ortadan kaldırır. 

En uygun soğutma oranını yaklamayı başarmanın zor olduğu heterojen dokularda 

vitrifikasyon, kriyokoruyucu kompleks olarak avantajlı bir şekilde kullanılır. Bitkisel 
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materyal, özel büyüme koşulları ile önceden hazırlanmış olabilir. Kriyoprezervasyon 

öncesinde kriyokoruyucu kimyasallarla önkültüre alınmış ve sıvı azota daldırılmadan 

önce vitrifikasyon solüsyonu ile koruma altına alınmış olabilir. Alternatif olarak bitki 

örnekleri sıvı azota daldırılmadan önce, şeker çözeltisi ile ozmatikkoruyucu olan ve 

düşük nem içeriği için kurutulan bir alginate çözeltisi ile tamamen kaplanır. 

Su durumunda değişim ve kararsızlık: 

Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) kullanılarak yapılan termal analiz, 

kriyoprezervasyon protokolü geliştirilmesine yardımcı olmak için, temel 

kriyobiyolojide kullanılır. Isı akışı ve su durum geçişleri, zaman ve sıcaklığın bir 

fonksiyonu olarak örnekler DSC de izlenir ve örneklerdeki değişiklikler soğutma ve 

ısıtma esnasında saptanabilir. Bu yaklaşım (Benson ve diğ. 2005) ve yüksek 

rekalsitrant bitkiler için protokollerin geliştirilmesi, özellikle camsı durumun 

stabilize edilmesi ve kriyoprotektanların etkinliğini değerlendirmek için kullanılır.  

Kriyomikroskopisi de kriyoprotektanların varlığında, su durumu ile gerçek 

zamanlı geçişlerin araştırılmasında bir araçtır (Fleck ve diğ. 2006). Suyun farklı 

durumlardaki geçişinin davranışı ve sağkalım üzerine etkisi (göreceli amorf, sıvı ve 

katı fazların kararlılıkları ve biyolojik dokularda termo-mekanik streslere neden 

onların potansiyeli açısından) Taylor ve arkadaşları (2004) tarafından değerlendirildi. 

Camsılaşma durumunun genellikle daha kararsız olduğu düşünülmektedir ve kararsız 

özellikleri genellikle tohum gibi daha büyük bir organ ve dokulara özellikle zararlı 

olan ve kırılma, çatlama olarak görülmektedir. 

Camsılaşma durumu yeniden ısıtma sırasında zararsız olabilir ancak 

donuklaştırma ve buz kristal oluşumuna neden olabilir. Buz oluştuğu zaman saydam 

camlar opak hale gelebilir, bu durum kryoviallerde gözlenmektedir. Birçok 

vitrifikasyon sistemi için, örnekler geçişme sıcaklığına geldiği zaman buz 

kristalleşmesi olasılığını önlemek için, tekrar ısıtılma hızı oranları belirlenebilir. 

Tekrar ısıtılma çok hızlı ise stres çatlakları ve kırıkları oluşabilir bu nedenle 

uygulama dikkatli yapılmalıdır. İki aşama gerekli olabilir, ilk aşama stres kırıkları 

olmadan camın gevşemesine izin veren kısa ve yavaş olan aşamadır. İkinci aşama 

ise, bir buz fazına doğru geçiş olmadan camdan sıvıya hızlı geçişi garanti almak için 

takip edilen hızlı ısıtma aşamasıdır. Bu aşamaların deneme yanılma yöntemi ile en 
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uygun hale getirilmesi her bir biyolojik sistem ve onun kriyo koruyucu rejimi için 

gerekli olabilir. Yaygın sıvı-buz-sıvı geçişleri tamamen vitrifiye olmuş sistemlerele 

karşılaştırıldığında konrollü soğutma oranı protokolleri farklı biyolojik sonuçlara 

sahiptir. Bu durum manuel ya da otomatik olarak, “tohumlama” olarak adlandırılan 

buz kristallerinin oluşmaya başladığı an tarafından sıvıdan buza başlangıç geçişini 

sağlamak için önemlidir. Bu kristaleşme -40 °C’de spontan olarak ortaya çıkan 

kristalleşmenin sonuçlarını ve örneğin ölümü ile örneğin süper soğumasını önler. 

Hücreler arası buzun ilk oluşturulduğu noktanın kontrolü, donma dehidratasyonu ve 

koligatif kriyo koruma için anahtar olayların sırasının kontrolü sonucunda olur. 

Yeniden ısıtma aynı zamanda buz stabilitesini etkileyebilir ve bu kullanılan 

kriyokoruyucu ilave maddelere, soğutma oranlarına ve doku tipine bağlıdır. Genel 

olarak, yavaş soğutmayı takip eden hızlı tekrar ısıtmada hayatta kalım oranı daha 

yüksektir (su banyosunda 40 °C – 45 °C’de). Donmuş sistem çok yavaş olarak tekrar 

ısıtılırsa, çok küçük ve zararsız buz kristalleri, daha zararlı kristaller olarak içinde 

büyüyebilir. Bu buz sıvı geçişleri genleşme ve büzülme şeklinde potansiyel olarak 

hasar verebilir, homojen olmayan hücreler, dokular ve organlar arasında bu durum 

oluşabilir. Bunlar termal, koligatif ve ozmatik stresin kombinasyonları tarafından 

teşvik edilmiş olabilir (Taylor ve diğ. 2004; Benson 2008a). 

Kriyo korucular: 

Ilıman iklime ve soğuğa uyum sağlamış bitkiler doğal ortamlarında donmaya 

dayanacak şekilde donatılmıştır ve onların davranışlarını değerlendirme mantıksal bir 

başlangıç noktası sağlar. 

Doğal donmaya toleransın biyofiziksel yönleri: 

-40 oC biyolojik sistemlerde süper soğumanın gerçekleştiği sıcaklıktır, bu 

sıcaklıkta buz kristalleşmesi olmaz ve homojen bir buz yapısı oluşur. Bu da doğal 

olarak sıfırın altındaki sıcaklıklarda donmaya karşı bitkiler tarafından kullanılan bir 

kaçınma stratejisidir. Süper soğuma, özellikle bitki örtüsünün daha fazla canlı 

kalamadığı dağların tepe noktarında donmaya toleranslı bitkiler için önemli bir 

adaptasyondur. Bu adaptasyon uyuyan dokuların canlılığını sağlar. Soğuk sertleşmesi 

ya da soğuğa uyum olarak adlandırılan durumda genellikle donma sıcaklarında 

plazmoliz yaralanmalarını azaltmak ya da ozmolariteyi arttırmak için hücreler arası 
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çözelti sentezlenir. Yalnızca -15 oC’de donmadan kaçınmaya izin veren bu 

mekanizmalara Meryman ve Williams (1985) tarafından dikkat çekildi. Daha sonra 

bu durumun neden ve nasıl olduğunu keşfetmenin, daha düşük kriyojenik 

sıcaklıklardaki bitkilerin geri kazanılması ile ilgili yapılan uygulamaların 

açıklanabilmesi için gerekli olduğu Sakai (1956, 1960) tarafından gösterilmiştir. 

Hirsh ve arkadaşları (1985) ise Populus balsamifera’nın (Balsam Kavağı) bir 

çeşidinde yaptıkları freeze/ fracture elektron mikroskobu çalışmaları ile öncülük 

etmişlerdir. Onlar soğuk iklime alışmış odunsu bitkilerin sıvı azota dirençli 

olduklarını ilk kez tanımlayarak açıklamışlardır. Onların bulguları hücreler arası sıvı 

camsı form hipotezlerini destekler şekildedir. Üç farklı camsı geçiş, sıfırın altındaki 

sıcaklıklarda ve doğal olarak oluşmuş vitrifikasyonla yüksek seviyede şekerin 

olmadığı sertleşmiş dokuların nispeten sabit kaldığı termal analiz kullanılarak tespit 

edilmiştir (Hirsh 1987). 

Yapay kriyo koruma: 

Donmaya karşı kuş sperm hücrelerinde gliserolün Polge ve arkadaşları (1949) 

tarafından keşfi kriyo koruma döneminin şans eseri başlamasına neden olan 

kilometre taşıdır. Bu atılımdan sonra, Koligatif teori açısından kriyo koruyucuların 

etki şekli (Lovelock 1953; Meryman ve Williams 1980, 1985) ile ilgili sağlık 

bakımından kriyobiyolojik araştırmalar yapıldı. Lovelock’un anahtar çalışmasında; 

uygulanan hücreler arası tuzun kritik konsantrasyonu aşıldığında, gliserol uygulaması 

bağımsız olduğunda ya da kritik tuz konsantrasyonu elde etmek için gerekli donma 

sıcaklığında kırmızı kan hücre hasar görür. Bu durum gliserolün hücreye penetre 

olduğu ve koligatif bazda herhangi bir sıcaklıkta oluşan buz miktarını azalttığı 

şeklinde yorumlanabilir. Diğer bir deyişle, osmoz nedeniyle kaybedilen su ve hücre 

dışı tuz konsantrasyonundaki azalma antifriz olarak rol oynar. Donmanın oluştuğu 

sıcaklığın düşürülmesinin ek yararı ile minimum öldürücü hücre hacmine ulaşmasına 

karşı hücre korunur. Bir çözeltinin koligatif özelliği, çözücünün özdeşliğine değil; 

sadece çözünen parçacıkların sayısına ve çözeltideki çözücü oranına bağlıdır.  

Koligatif kriyo koruma teorisi iki temel özelliğe sahiptir. Kriyo koruyucular 

hücreye penetre olabilmelidir yoksa ozmatik su kaybına ve yaralanmalara neden olur. 

Kriyo koruyucuların yararlı olabilmesi için, gerekli olan konsantrasyonlarda hücre 

için non-toksik olmalıdır. 
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Penetre kriyo koruyucular hücrenin ozmolaritesine katkı yaparlar. Dondurma 

işlemi başlatılmadan önce gliserol gibi koligatif katkı maddeleri hücrenin başlangıç 

ozmolaritesini arttırır. Ozmotik dengeyi yakalamak için, donmayı sağlayacak su 

düzeyi daha azdır ve hücrede oluşan dehidrasyonun uzaması daha iyi tolere edililir. 

(Meryman ve Williams 1985). Donma noktasını katkı maddeleri baskılayarak, daha 

düşük sıcaklıklarda oluşmasına neden olur. Bitki kriyoprezervasyonunda kullanılan 

en yaygın kriyo koruyucular gliserol, DMSO, metanol (bazı etanoller) ve daha küçük 

moleküler ağırlığa sahip glikollerdir. Soğutma hızını kontrol etmenin amacı çok az 

(buz hasarı ile sonuçlanan) ve çok fazla (kolligatif hasar ile sonuçlanan) arasındaki 

hücre dehidratasyonu optimize etmektir. Koligatif ajanlar, aşırı ve yetersiz 

dehidrasyonun neden olduğu miktarı azaltır. Eğer glisrerol buna örnek verilirse, 

hücre hasarı sadece yüksek ozmolarite şeklinde ortaya çıkar. Hücreden dışarıya çıkan 

suya yeterli zaman sağlamak için yeterince yavaş bir soğutma oranı uygulamak 

gereklidir. Operatöre bağlı buzun hücreler arası tohumlanması önemlidir ve bir 

aşamalı değişim yaratır. Yavaş soğutma aşamasının sonunda programda bir “tutma” 

sıvı azota bırakılmadan önce suyun akışının tamamlanmasına izin verir. Koligatif 

ajanlar aynı zamanda hücrenin viskozitesini de arttırır ve sitoplazmadan suyun 

akışını azaltır. Hücre viskozitesi, buz kristallenmesini (Meryman ve Williams 1980, 

1985) inhibe edecek şekilde bir seviyeye yükseltilmiş olabilmektedir. Bu nedenle, 

hücre dışı donma olmamasına rağmen, hücreler hücre içi buz olmadan ve  "camsı 

durumda" korunur. Tamamen buzdan arındırılmış kriyojenik depolama bitki 

kriyoprezervasyonu için en yeni yaklaşımdır (Sakai 2004; Benson 2004). Kriyo 

koruyucu vitrifikasyon stratejilerinin gelişimi için anahtar; buz oluşumunun 

durdurulduğu ve kriyojenik sıcaklık etkisinde suyun camsılaştığı noktaya kadar hücre 

vizkozitesini arttırmaktır. Hücre viskozitesinin arttırılması iki ana yaklaşım 

kullanılarak elde edilir: çok yüksek konsantrasyonlarda kriyo koruyucu katkı 

eklenmesi ve ozmotik dehidrasyon ve buharlaştırma yoluyla suyun uzaklaştırılması. 

Uygulamada, birçok bitki vitrifikasyon protokolünde her iki yaklaşım da 

birleştirilmiş şekildedir.  

Katkı maddelerinin kullanımıyla erişilen vitrifikasyonda, kriyo koruyucular 

toksisite, ozmotik hasar (penetre olmayan içerikler) ve vitirfikasyonda geriye 

dönmelere yol açabilir. Dehidrasyon işlemlerinin uygulandığı durumda ise, ozmotik 
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dehidrasyon ve/veya buharlaştırma yoluyla (hava kurutma ya da silika jel gibi 

kurutucu ajanlarla) suyun uzaklaştırılması sözkonusudur ve bu durumda da 

kurutmaya karşı duyarlılık ek bir sorun olur. Farklı katkı maddelerinin bir 

karışımının (Fahy ve diğ. 1986) kullanılması da avantajlıdır. Bu, tek bir katkı 

maddesinin toksisitesini azaltır, aşırı buharlaştırma yoluyla kurutmanın etkilerini 

sınırlandırır ve oluşan camsı yapının korunmasına yardım eder. Bu penetre olan ve 

olmayan kriyo korucuların kullanıldığı durumlarda tavsiye edilir (Fahy ve diğ. 1984). 

Bitkilere uygulanan çoğu vitrifikasyon çözeltisi, penetre olan ya da olmayan kriyo 

koruyucuların karışımını içerir. Soğutma oranı koligatif kriyo korumanın başarısı 

için kritiktir. Bu aynı zamanda yeniden ısıtma ve vitirfikasyon başarırısının anahtarı 

olan camsılığın sabitlenmesi için de kritiktir (Fahy 1987). Camsılığın sabitlenmesi, 

özellikle, tüm sistem içerisinde su potansiyeli ile ilgili olarak, başlangıçta oluşan 

camsılığa dayalı olabilir. Bitkiler söz konusu olduğunda, buharlaşma yoluyla 

kurutmada çok düşük su içeriğinde vitrifiye olan hücrelerde bu durum beklenebilir. 

Bu süreçte hücre, tekrar ısıtmada buzun büyümesi ve vitrifikasyonun bozulması, 

kristalleşmeye katılmak için daha az miktarda uygun su moleküne sahip olacaktır. 

Tersine, yeniden ısıtmada daha az sabit camsı yapılar oluşturabilen penetre olan ya 

da olmayan kriyo koruyucuların kombinasyonu kullanılarak vitrifiye edilirler. 

Dehidrasyonda camsılığın sabitlenmesi için yapılan karşılaştırmalı termal analiz 

çalışmaları, kurutulmuş aljinat boncukları ve bitki vitrifikasyon çözeltisi 2 (Plant 

Vitrification Solution) (PVS2) için bazı kanıtlar sağlar (Benson ve diğ. 1996). Aljinat 

ile yapılan kapsülleme dehidrasyonu ile vitrifikasyonda, ortam sıcaklığında 

gerçekleşen pasif yeniden ısıtma ile camsılaşma sabit olarak sürdürülür. 

Vitrifikasyon solüsyonunda termal ve ozmotik stabilitenin sağlanması için; katkı 

maddelerinin, kriyo koruyucuların uzaklaştırılmasının ve hızlı yeniden ısıtmanın sıkı 

bir kontrolü gereklidir (Benson 2008a).  

Kriyo korumada yeni ve geriye dönük anlayışlar: 

Özellikle korunması zor bitkilerin, dondurarak saklanması için fiziksel ve 

biyolojik bilginin entegrasyonu önemlidir. Mevcut kriyo koruyucu teorisinin 

genişletilmesi ve geliştirilmesi için temel araştırmaların sayısında artış söz 

konusudur. Polioller ve şekerler (özellikle sukroz ve trehaloz) diğer dondurarak 

saklama koruyucuları ile kombinasyon halinde uygulandığında, sulu çözeltilerin 
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camsı yapıyı oluşturucu eğilimini arttırırlar (Fuller 2004). Şekerler, su ile H bağı 

oluşturmak ve hücre vizkozitesinin yükselmesini sağlamak gibi birçok avantaja 

sahiptir. Daha sonra Turner ve arkadaşları (2001) kendi hidroksil gruplarının 

stereokimyasal düzenlemesine ilişkin olarak farklı polialkoleri ve şekerleri 

karşılaştırarak, elde edilenlerin dondurarak saklamada etkili olduğuna dair bir 

alternatif bir teori araştırdı. Bu çalışmada, gliserolün çok etkili olduğu sonucu elde 

edilmiştir. Kriyo koruyucuların zehirliliği üzerine Fahy ve arkadaşlarının (2004) 

memeli hücrelerinde yaptıkları çalışmalar ise vitrifikasyon çözeltilerine dayalı 

bozulmalarda belirleyici rolün hücre içinde kalan su miktarında olduğunu 

göstermiştir. Bu bilgi bitki kriyo biyologları için oldukça önemli olmuştur. Bu 

sonuca göre, uygun soğutma oranının yakalanması için su-su etkileşiminin en aza 

indirilmesi gerekir. Ayrıca buz kristalleşmesini engellemek için vitrifikasyon 

çözeltilerinin zehirlilik derecelerini de dikkate almak gerekir. Hücresel bileşenler ile 

kriyokoyucular arasında suyun kullanımına yönelik olarak gerçekleşecek rekabet 

hücresel hasarın belirlenmesinde etkili olacaktır. Gelecekte kontrollü soğutma 

oranları ve vitrifikasyon protokolleri ile ilgili yapılacak çalışmalar bu şekildeki temel 

araştırmalar üzerine gelişecektir. 

Bitkilerde kriyo koruma çalışmalarında bitkilerin kendi özellikleri dikkate 

alınmalıdır. Bu konuda Tao ve Li (1986), hayvan hücreleri ile karşılaştırıldığında 

bitki hücrelerinde sıklıkla kullanılan kriyo koruyucuları ve bunların hücrelere 

penetere olabilme yeteneklerini sınıflandırmıştır; 

• Hücre duvarın içine penetre olamayacak yüksek molekül ağırlıklı 

polimerler (PEG6000, PVP (poli[N-vinil-2]pirolidon), polisakaritler, 

proteinler. 

• Yalnızca hücre duvarına penetre olabilecek oligosakaritler, manitol 

amino asit (proline) ve düşük molekül ağırlıklı polimerler  PEG1000 

• Hücre duvarı ve zarından penetre olabilen DMSO ve gliserol 

Tao ve Li (1986), her bir kriyo koruyucu sınıflandırmasının farklı 

fonksiyonlara sahip olduğunu ve en iyi korumayı sağlamak için, dondurarak saklama 

koruyucularının, bitkilerde kombinasyon halinde kullanılması gerektiğini 

önermektedir. Penetre kriyo koruyucular hücre duvarı ile hücre zarı arasındaki 

adezyonu gevşeterek geçici plazmolize neden olurlar. Kriyo koruyucular, buz 
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kristallerinin oluşmasından önce yapıyı yoğun hale getirir ve buzun büyüme oranını 

ve hızını engeller, hücreler arası boşluk oluşturarak mekanik hasara karşı yapıyı 

korur. Bitkilerde camsı yapının oluşmasını sağlamak içinse iki yaklaşım söz 

konusudur (Sakai 2004). Bunlar; aljinat kapsülleme ile dehidrasyon ve PVS gibi 

katkı maddelerinin kullanılmasıdır. Sakai (2004) geliştirdiği PVS2 çözeltisinin iki 

kriyo koruyucu mekanizmaya sahip olduğunu öne sürerler. Bunlardan birincisi, 

PVS2 hücresel suyun yerine geçmesi ve ikincisi de hücre de kalan suyun donma 

davranışını değiştirmesidir. Volk ve Walters (2006) da PVS2 içine eklenen 

bileşenlerin (örneğin DMSO) penetrasyonunun, PVS2’nin kriyo koruma işleminin 

merkezi olduğunu teorisini ortaya koydu. PVS2’nin penetere olan bileşenleri 

hücredeki suyun yerine geçer ve hücre dehidrasyonu nedeniyle hücrede meydana 

gelecek ve hücreye zarar verecek hücre büzülmesini engeller (Volk ve Walters 

2006). PVS2’nin penetre olmayan bileşenleri ise hücrenin ozmotik olarak aktifliğini 

düzenler. Daha sonra sıcaklığın düşürülmesini takiben su moleküllerinin moleküler 

hareketi kısıtlarak buz kristallerinin oluşması engellenir. 

Kriyo korumacılar giderek artan bir şekilde çeşitli vitrifikasyon 

yöntemlerinin; koligatif,  biyofizik ve moleküler özelliklerini birleştirerek kriyo 

koruyucuları kullanırlar. Bu durum kriyoprezerve edilen türlerin çeşitlenmesiyle 

sonuçlanmıştır. Son yapılan çalışmalar göstemiştir ki; bitki kriyo koruyucularının 

davranışlarının teorik olarak anlaşılması onların rolünün anlaşılması açısından 

önemlidir. Ayrıca farklı kriyo koruyucular kullanılması saklanan bitkilerin 

potansiyeli ve istikrarı açısından da önemlidir. 

1.2.2.4 Kriyoprezervasyon teknikleri 

Ortodoks tohumlar ya da uyku halindeki tomurcuklar gibi bazı materyaller, 

doğal dehidratasyon süreci gösterirler ve herhangi bir ön işleme gerek olmadan 

kriyoprezerve olabilir (Engelmann 2004). Kriyoprezervasyonda kullanılan çoğu 

deneysel sistem yüksek miktarda hücresel serbest su içerir ve çoğu donmaya karşı 

dayanıklı olmadığından, donmanın yarattığı hasara karşı da hassastırlar (Engelmann 

2004). Bu nedenle hücrelerin, hücre içindeki suyun kristalleştirmesinden 

kaynaklanan hasara karşı korunması için yapay dehidratasyon uygulanması gerekir 
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(Mazur 1984). Bu nedenle bitkilerde klasik ve yeni kriyoprezervasyon teknikleri 

olmak üzere farklı fiziksel yöntemler kullanılır. 

Klasik kriyoprezervasyon teknikleri: 

Klasik kriyoprezervasyon teknikleri; tanımlanmış bir ön-dondurma 

sıcaklığına kadar yavaş soğutulduktan sonra, hızlı bir şekilde sıvı azota daldırma 

şeklinde uygulanır. Yavaş soğutma sırasında sıcaklığın düşürülmesi ile hücreler ve 

dış ortam başlangıçta süper soğuk olur ve bu durumu ortamdaki buz oluşumu izler 

(Mazur 1984). Hücre zarı fiziksel bir bariyer rolü oynar ve hücre içi buz oluşumu 

önlenir ve hücreler, donmamış ancak aşırı soğutulmuş kalır. Aşırı soğutulmuş 

hücrelerde dondurulmuş dış bölmenin sulu buhar basıncı fazla olur ve hücrelerde 

oluşan dış buzdaki suyun kaybı ile hücreler dengeye ulaşır. Uygun koşullar altında, 

hücreden su uzaklaştırıldığında çoğu hücre içi ya da tüm hücre içi dondurulabilir ve 

bu sayede zararlı hücre içi buz oluşumunu önlenerek örnekler sıvı azota daldırılabilir 

(Engelmann 2004). 

Klasik dondurma işlemleri aşağıdaki ardışık adımları içermektedir: 

• örneklerin ön büyütmesi, 

• kriyo koruma, 

• yavaş soğutma (dakikada 0.5-2.0 oC) Belirlenmiş bir ön-dondurma 

sıcaklığına kadar yaklaşık, 40 oC’ye kadar. 

• örnekleri sıvı azota hızlı daldırma 

• depolama, 

• hızlı çözülmesi, 

• yeniden canlandırma şeklindedir. 

Klasik teknikler genellikle karmaşık ve pahalı programlanabilir 

dondurucuların kullanımını gerektirir (Kartha ve Engelmann 1994; Engelmann 1997) 

Yeni kriyoprezervasyon teknikleri: 

Vitrifikasyona dayalı bir yöntemlerdir. Hücre dondurulmadan önce örnekler, 

donmaya karşı koruyucu ortama koyulur ve / veya havada kurumaya maruz bırakılır 

ve daha sonra dehidrasyon gerçekleştirilir. Bunu hızlı soğutma izler. Bunun bir 
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sonucu olarak, hücre içi buz oluşumunu etkileyen tüm engelleyici faktörlerden 

kaçınılmış olur. 

Vitrifikasyona dayalı yöntemler klasik dondurma teknikleri 

karşılaştırıldığında pratik avantajlar sunar. Örneğin, çok hızlı dondurma. Çok hızlı 

dondurma, donmanın uyarıldığı dehidrasyon koşulları altında, her birinin eşsiz 

olduğu, çeşitli hücre tiplerini içeren kompleks organ yapıları (sürgün ucu ve embriyo 

gibi) için daha uygundur. Sistemde buz oluşumunu engelleyerek, klasik 

kriyoprezervasyon tekniklerine göre işlevsel olarak (kontrollü dondurucu kullanımı 

gerektirmediği için) daha az karmaşıktır. Vitrifikasyona dayalı yöntemler geniş 

uygulanabilirliği nedeniyle daha büyük bir potansiyele sahiptir ve farklı hücre tipleri 

için yalnızca küçük değişiklikler gerekir (Engelmann 1997). Tüm bu yeni 

protokollere ortak bir özelliği sağkalım elde etmek için önemli bir adım klasik 

protokollerde olduğu gibi dehidrasyon aşaması değil, dondurma adımı, olmasıdır.  

Yeni kriyoprezervasyon tekniklerinde hayatta kalmanın sağlanabilmesi için 

ortak ve önemli bir aşama klasik protokollerde olduğu gibi dondurma aşaması değil 

dehidrasyon aşamasıdır (Engelmann 2004). 

Vitrifikasyona dayalı yedi farklı yöntem belirlenmiştir.  

• Kapsülleme ve dehidrasyon  

• Vitrifikasyon (Camsılaştırma) 

• Kapsülleme ve vitrifikasyon  

• Dehidrasyon 

• Ön büyütme 

• Ön büyütme ve dehidrasyon 

• Damlacık (Droplet) dondurma 

Kapsülleme ve dehidrasyon; kapsülleme-dehidrasyon işlemi yapay tohum 

üretimi için geliştirilen teknolojiye dayanmaktadır. Örnekler aljinat taneleri içinde 

kapsüllenir, bir ile yedi gün arasında sükroz ile zenginleştirilmiş sıvı medya içinde ön 

büyütme yapılır, laminar hava akımı kabininde hava ile ya da silika jel ile su 

içeriğinin yaklaşık %20’sini kaybedene kadar kurutulur ve hızla dondurulur 

(Dereuddre ve diğ. 1991). Hayatta kalma oranı yüksektir, kallus oluşumu olmadan 
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kriyoprezervasyona uğramış örneklerin büyümesi hızlı ve direktir. Bu teknik ılıman 

ve tropikal kökenli çok sayıda türün tepe noktasına aynı zamanda çeşitli türlerin 

somatik embriyolarına ve hücre süspansiyonlarına uygulanmıştır (Engelmann 1997, 

2000). 

Vitrifikasyon; bu uygulama çeşitli sayıda türün sürgün uçları, hücre 

süspansiyonları, embriyonik dokuları, somatik embriyoları için geliştirilmiştir (Sakai 

ve diğ. 2000, 2002). Örnekler, kriyo koruyucu madde ile zenginleştirilmiş ortamda 

önkültüre alınırlar. 2 M gliserol ve 0.4 M sükroz içeren yükleme solüsyonuna 

(Matsumoto ve diğ. 1994) tabi tutulurlar. Daha sonra yaklaşık 7.8 M’lık gliserol 

tabanlı PVS2 (Sakai ve diğ. 1990) ile hazırlanan çok yoğun bir vitrifikasyon çözeltisi 

ile dehidre edilirler. Sonrasında örnekler hızla dondurulur, çözdürülür ve yeniden 

kazanılır. 

Kapsülleme ve Vitrifikasyon; aljinat taneleri içinde kapsüllenen örnekler 

vitrifikasyonla dondurma işlemine tabi tutulur. Kapsülleme ve dehidrasyon yöntemi 

ile vitrifikasyon yönteminin bir kombinasyonudur (Engelmann 2004). 

Dehidrasyon; bu yöntem özellikle tohumdan çıkarılan embriyonik akses ve 

zigotik embriyolarda uygulanır. Ara türlere ve rekalsitrant tip tohuma çok sayıda 

türün embriyolarına uygulanmıştır (Engelmann 1997, 2000). Örneğin dehidrasyonu 

sonrasında sıvı azot içine hızla daldırıldığı basit bir yöntemdir. Kurutma genellikle 

laminar hava akımı kabininde steril sıkıştırılmış hava ya da bir silika jel kullanılarak 

gerçekleştirilir (Engelmann 2004). 

Ön Büyütme; örneklerin kriyo korucular varlığında kültüre edilmesi ve sıvı 

azota daldırılarak, hızla dondurulması ile oluşur. Bu yöntem özellikle Musa bitkisi 

için geliştirilmiştir (Panis ve diğ. 2002). 

Ön Büyütme ve Dehidrasyon; örnekler kriyo koruyucuların varlığında 

yetiştirilir ve laminar hava akımı kabininde ya da silika jel kullanılarak kurutulur ve 

hızla dondurulur. Bu yöntem özellikle kuşkonmazın sap bölümleri başta olmak 

üzere, palmiye yağı poli embriyonik kültürleri ve hindistan cevizi zigotik embriyoları 

için uygulanmıştır (Assy-Bah ve Engelmann 1992; Dumet ve diğ. 1993; Uragami ve 

diğ. 1990). 
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Damlacık (Droplet) Dondurma; patates (Scha¨fer Menuhr 1996), kuşkonmaz 

(Mix-Wagner ve diğ. 2000) ve elma (Zhao ve diğ. 1999) sürgün uçlarına uygulanmış 

bir yöntemdir. Sürgün uçları sıvı kriyo korucu medya ile ön işleme tabi tutulur, daha 

sonra kriyo koruyuculu damlacıklar halinde bir alüminyum folya üzerine alınırlar ve 

dondurulurlar. Dondurma işleminde elmalar yavaş, patatesler hızlı dondurulur. 

1.2.2.5 Dondurulmuş gen kaynaklarının yeniden kazanılması 

Sıvı azotta uzun süre depolanan ya da kriyo tüplerde taşınan örneklerin 

yeniden kazanılması için çözdürülmesi ve uygun besi ortamlarında yetiştirilmesi 

gerekir. Hızlı bir şekilde çözdürme tekrar kristalleşmeyi önlemek için önemlidir 

(Plessis ve diğ. 1991, 1993). Birçok türde sürgün uçları kriyoprezervasyon 

sonrasında kallus oluşumu gerçekleşmeden geri kazanılır. Klasik yöntemlerin aksine 

yeni kriyoprezervasyon tekniklerinde hücre bütünlüğü daha iyi korunmuş olur 

(Engelmann 1997). Organize büyümeyi arttırmak için çözdürme sonrası kültür 

koşulları, uygun büyüme ortamının şeçimi (bitki büyüme düzenleyicileri ve 

medyanın tuz içeriği) önemlidir (Withers ve diğ. 1988). Bu şekilde hayatta kalma 

oranının %40’tan fazla olduğu görülmüştür (Reed 2001). 
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2. YÖNTEM 

2.1 Bitki Materyali 

12 adet ticari çeşit ve iki anaç olarak çubuk halinde T.C. Gıda Tarım ve 

Hayvancılık Bakanlığı’na bağlı Manisa Bağcılık Araştırma Enstitüsü 

Müdürlüğü’nden elde edilmiştir. Çubuk halinde Pamukkale Üniversitesi Bitki 

Genetiği ve Tarımsal Biyoteknoloji Uygulama ve Araştırma Merkezi’ne (PAÜ 

BİYOM) getirilen bitkiler merkezin serasında köklendirilmiştir. Köklendirilen 

materyal in vitro da steril bitki üretimi için sürgün ucu donörü olarak kullanılmıştır 

(Tablo 2.1 ve Tablo 2.2). 

Tablo 2.1: PAÜ BİYOM serasında büyütülmüş 12 ticari çeşidin özellikleri 

İsim Tane rengi Çekirdek özelliği Çeşit özelliği 
Merlot Siyah Çekirdekli Şaraplık 
Çal Karası Siyah Çekirdekli Şaraplık 
Cabernet Sauvignon Siyah Çekirdekli Şaraplık 
Syrah Siyah Çekirdekli Şaraplık 
Ali Cante Bouschet Siyah Çekirdekli Şaraplık 
Bornova Misketi Beyaz Çekirdekli Şaraplık 
Sultani Çekirdeksiz Beyaz Çekirdeksiz Sofralık 
Trakya İlkeren  Siyah Çekirdekli Sofralık 
Superior Seedless Beyaz Çekirdeksiz Sofralık 
Yalova İncisi Beyaz Çekirdekli Sofralık 
Crimson Seedless Kırmızı Çekirdeksiz Sofralık 
Red Globe Kırmızı Çekirdekli Sofralık 

 

Tablo 2.2: PAÜ BİYOM serasında büyütülmüş 2 anacın özellikleri 

ANAÇLAR DİRENÇLİLİK DURUMU 

 Floksera  Nematod Kuraklık 
1103 P Dirençli Dirençli Duyarlı 
5 BB Dirençli Duyarlı Kısmen Dirençli 
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2.2 Bitkisel Materyalin Köklendirilmesi 

Çubuk halindeki bitki materyaller 40 saniye boyunca 1 mg/L IBA çözeltisine 

daldırılmış (Şekil 2.1A) ve köklenmeleri için kum dolu tenekelere dikilmiştir (Şekil 

2.1B). Köklenen bitkisel materyal (Şekil 2.1C) 12 litrelik saksılara aktarılarak tam 

kontrollü PAÜ BİYOM serasında büyümeye bırakılmıştır (Şekil 2.1D). 

 
Şekil 2.1: Asmada köklendirme aşamaları. A) Köklendirme amacıyla asma 

çubuklarının 1 mg/L IBA çözeltisine daldırılması B-C) Köklendirilmiş asma 

çubukları D) PAÜ BİYOM serasında yetiştirilen asma bitkileri 

2.3 Bitkisel Materyalin In Vitro Çoğaltılması 

PAÜ BİYOM serasında büyütülen ve yaklaşık olarak bir yaşına gelen bitkisel 

materyalden Mart ayının ikinci yarısı ile Nisan ayının ilk yarısı boyunca sürgün 

A B 

C D 
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uçları elde edilmiştir. Elde edilen sürgün uçları yüzey sterilizasyonundan sonra doku 

kültürü ortamında çoğaltılmıştır. 

2.4 Sürgün Uçlarına Yüzey sterilizasyonu 

Toplanan sürgün uçları %70’lik etanol bulunan kavanozda 40 saniye ve daha 

sonra sterilizasyon solüsyonu (%20’lik kloraks + %0.1 Tween-20) içinde 15-20 

dakika tutulmuştur. Daha sonra sterilizasyon solüsyonu içerisinde bulunan uç 

sürgünler steril kabine alınarak steril distile sudan üç defe geçirilir ve steril kurutma 

kâğıtları üzerine alınmıştır. Sürgün uçları yüzey sterilizasyonundan sonra MS 

(Murashige ve Skoog 1962) medyasına konularak büyütülmüştür. 

2.5 Sürgün Uçlarının Çoğaltılması 

Sürgün uçları 30 gr/l sükroz içeren MS (Tablo 2.3) medyası koyulmuş 

Magenta kutularına aktarılmış (Şekil 2.2) ve her üç ayda bir alt kültür oluşturularak 

çoğaltılmıştır (Şekil 2.3). Çoğaltılan sürgün uçları daha sonra yaklaşık 1 mm 

uzunluğunda kesilip çıkarılmış 1/2 MS ve 0.3 M sükroz içeren katı besin ortamında 

(Matsumoto ve Sakai 2003) üç gün tutulduktan sonra iki aşamalı vitrifikasyon 

uygulamasına tabi tutulmuştur (Tablo 2.3). 

 
Şekil 2.2: Doku kültürüne aktarıldıktan 20 gün sonra sürgün uçlarının durumu 
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Şekil 2.3: Steril kabinde sürgün uçlarının alt kültür oluşturularak çoğaltılması.        
A) Doku kültüründe büyümüş steril bitki. B) Bitkinin steril kağıt üzerine alınması.  
C) Bitkinin nod bölgelerinden kesilerek parçalara ayrılması. D) Kesilen parçaların 

MS içeren Magenta kaplarına aktarılması. 

Kullanılan MS tabanlı besin ortamlarının içerikleri Tablo 2.3’te verilmiştir. 

Makromineraller ve mikromineraller ve vitaminler daha önceden ilgili prosedüre 

göre stok solüsyonu olarak hazırlanmıştır. Besi ortamı sterilizasyon işlemi ise 121 
oC’de otoklavda 20 dakika olarak gerçekleştirilmiştir. Besi ortamlarına katılaştırıcı 

olarak %7 agar eklenmiştir.  

 

 

 

A B 

C D 
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Tablo 2.3: Çalışmada kullanılan MS tabanlı medyaların içerikleri 

MS makromineraller (mgl-1) MSa MSb YSc MSd RMe 

NH4NO3 1,650 825 1,650 1,650 825 

CaCl2.2H2O 440 220 440 440 220 
MgSO4.7H2O 370 185 370 370 185 
KNO3 1,900 950 1,900 1,900 950 
KH2PO4 170 85 170 170 85 
MS Mikromineraller (mg l-1)      
KI 0.83 0.415 0.83 0.83 0.415 
H3BO3 6.2 3.1 6.2 6.2 3.1 
MnSO4.H2O 16.9 8.45 16.9 16.9 8.45 
ZnSO4.7H2O 8.6 4.3 8.6 8.6 4.3 
Na2MoO4.2H2O 0.25 0.125 0.25 0.25 0.125 
CuSO4.5H2O  0.025 0.0125 0.025 0.025 0.0125 
FeSO4.7H2O 27.8 13.9 27.8 27.8 13.9 
CoCl2.6H2O 0.025 0.0125 0.025 0.025 0.0125 
Na2.EDTA 37.3 18.65 37.3 37.3 18.65 
Vitaminler (mg l-1)      
Thiamine (B1) 0.1 0.05 0.1 0.1 0.05 
Nicotinicacid (B3) 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 
Pyrodoxine (B6) 0.5 0.25 0.5 0.5 0.25 
Glycine 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0 
Myo-inositol 100 50 100 100 50 
sucrose (g l-1) 30 102.69 136.92 410 30 
Agar (g l-1) 7 7 0 0 10 
Glycerol 0 0 184.18 0 0 
BAP 0 0 0 0 1 

a Murashige ve Skoog (1962) 

b 1/2 MS ve 0.3 M sükroz içeren katı besi ortamı(Matsumoto ve Sakai 2003) 
c MS, 2 M gliserol ve 0.4 M sükroz içeren sıvı yükleme solüsyonu (Nishizawa ve diğ. 1992) 
d MS, 1.2 M sükroz içeren sıvı besin ortamı(Matsumoto ve Sakai, 2003) 
e 1/2 MS, 1 ml/l BAP, %3 sükroz ve %2 agar içeren katı rejenerasyon medyası (Matsumoto ve Sakai 
2003) 

2.6 Kriyojenik Prosedür 

Çoğaltılan sürgün uçlarından yaklaşık 1 mm uzunluğunda kesilip çıkarılmış 

1/2 MS ve 0.3 M sükroz içeren katı besin ortamında (Matsumoto ve Sakai 2003) 
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(Tablo 2.3) 25 oC’de üç gün boyunca tutulmuş olan sürgün uçları (Şekil 2.4A) bu 

ortamdan alınarak yükleme solüsyonu (YS) (Nishizawa ve diğ. 1992) (Tablo 2.3) 

çözeltisine alınmıştır (Şekil 2.4B). Yükleme solüsyonu 2 M gliserol ve 0.4 M sükroz 

içeren MS içeren sıvı besin ortamıdır. Kültür edilen sürgün uçları 25 oC’de 20 dakika 

boyunca yükleme çözeltisinde tutulmuştur. Yükleme çözeltisinden sonra örnekler 

çok yoğun olan PVS2 (Plant Vitrifikasyon Solüsyonu 2) (Sakai ve diğ. 1990) (Tablo 

2.4) çözeltisine aktarılmıştır. İki aşamalı vitrifikasyon uygulamasında örnekler önce 

1/2 PVS2 çözeltisinde 0 oC’de 30 dakika (Şekil 2.4C), daha sonra tam PVS2 

çözeltisinde 0 oC’de 50 dakika (Şekil 2.4D, 2.4E) bekletilmiştir. Son olarak 0.1 ml 

PVS2 içeren kriyo tüplere (Şekil 2.4F) aktarılarak 120 dakika sıvı azota (Şekil 2.G) 

daldırılmıştır.  

Tablo 2.4: 1/2 PVS2 ve tam PVS2 çözeltilerinin içerikleri 

Vitrifikasyon Çözeltileri (1000 ml) 
 1/2 PVS2 (ml) PVS2 (ml) 
Glycerol 150 300 
EtylenGlykol 75 150 
MS (0.4 M sucrose) 200 400 

Tablo 2.4’te verilen PVS2 çözeltileri hazırlanırken gliserol, etilen glikol (EG) 

ve pH’sı 5.8 olarak ayarlanmış 0.4 M sükroz içeriği ile hazırlanan MS hep birlikte 

otoklavlanmıştır. Daha sonra otoklavlanmış besin içeriğine kullanılacağı zaman 1/2 

PVS2 çözeltisine 150 ml, tam PVS2 çözeltisine 75 ml dimetil sülfoksit (DMSO) 

eklenmiştir. 

Sıvı azota daldırılarak hızla dondurulan örnekler daha sonra 40 oC’de bir 

dakika su banyosunda tutularak çözdürülmüştür (Şekil 2.5A). Çözdürme işlemi 

sonrasında kriyo tüplerden PVS2 çözeltisi uzaklaştırılmıştır. Uzaklaştırılan PVS2 

çözeltisi yerine 1.2 M sükroz içeren sıvı MS besi ortamı (Matsumoto ve Sakai 2003) 

(Tablo 2.3) eklenmiş ve örnekler 25 oC’de 20 dakika bekletilmiştir (Şekil 2.5B). 

Sonrasında sürgün uçları steril kağıtların üzerine alınmış (Şekil 2.5C) ve steril 

kağıtların üzerinden de katı rejenerasyon medyası (RM) (Tablo 2.3) içeren petrilere 

aktarılmıştır (Şekil 2.5D). Aktarımdan bir gün sonra sürgün uçları taze yapılmış aynı 

rejenerasyon medyası içeren petrilere yeniden aktarılmıştır. 
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Şekil 2.4: Kriyojenik prosedürün aşamaları. A) 1mm uzunluğundaki sürgün uçlarının 
25 oC’de üç gün bekletilmesi. B) Sürgün uçlarının sıvı yükleme solüsyonunda 
bekletilmesi C) Sürgün uçlarının ½ PVS2 çözeltisine aktarılması. D) Sürgün 
uçlarının tam PVS2 çözeltisine aktarılması. E) Sürgün uçlarının PVS2 çözeltisinde 0 
oC’de bekletilmesi. F) PVS2 içeren kriyo tüplerin sıvı azot tankına daldırılmak için 
çubuklara yerleştirilmesi. G) Kriyo tüplerin sıvı azot tankına daldırılması. 

A B 

C D 

E 

F G 
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Şekil 2.5: Sürgün uçlarının kriyojenik prosedür sonrasında çözdürülmesi ve 

rejenerasyon medyasına alınması. A) 40 oC’lik su banyosunda çözdürme işleminin 
uygulanması. B) kriyo tüplerdeki PVS2 çözeltisinin 1.2 M sükroz içeren sıvı MS besi 
ortamı ile değiştirilmesi. C) Sürgün uçlarının steril kağıt üzerine alınması D) Sürgün 

uçlarının rejenerasyon medyasına alınması. 

2.7 Sürgün Uçlarının Büyütülmesi 

Regenersyon medyasına aktarılan sürgün uçları büyümeleri için PAÜ 

BİYOM da bulunan doku kültürü odasına alınmışlardır (Şekil 2.6). Burada 16 saat 

aydınlık / 25 oC ve 8 saat karanlık / 17 oC’ye ayarlanmış büyütme kabinlerinde 

gelişmeleri izlenmiştir. 

B A 

C D 
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Şekil 2.6: PAÜ BİYOM doku kültürü odası 

2.8 Sürgün Uçlarının Flow Sitometri ile Analizi 

Gelişimleri izlenerek büyümeye devam eden ve uygun aşamaya gelen 

bitkilerden ve kallus formunda gelişim gösterenlerden 50 g alınmış ve çekirdekleri 

izole edilerek DNA miktarları ve ploidi seviyeleri flow sitometri (Beckman Coulter 

Cell Lab Quanta SC Flow cytometer) ile ölçülmüştür. Bu yöntemin bu çalışmada 

kullanılmasının amacı rejenere olan kallus ve bitkilerde büyük ölçekli kromozamal 

anomali olup olmadığının test edilmesidir.  

Tablo 2.5: Çekirdek izolasyon tamponu (NIB) içeriği (100 ml için) 

Kimyasal  Kimyasal miktarı Final içerik miktarıa 

HEPES 360 mg 15 mM 
Na2EDTA 37.22 mg 1 mM 
KCl 597 mg 80 mM 
NaCl 116.2 mg 20 mM 
Triton X-100 200 mikro l %0.2 (v/v) 
Sükroz 10.3 g 300 mM 
Spermin 17.4 mg 0.5 mM 
PVP-40 1 g 1% 
a pH 7.5 'e ayarlanır ve -20 oC'de saklanır.  
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Flow sitometri ile yapılacak ölçümlerde kullanılmak üzere petri kabının 

içerisine ölçümleri yapılacak asma bitkisinin ve kontrol olarak kullanılan Hordeum 

vulgare L. (10.1 pg; Arumuganathan ve Earle 1991) bitkisinin taze sürgünlerinden 

yaklaşık 50 g (6-8 cm kadar) alınarak üzerilerine 1.5 ml nuclei isolation buffer (NIB) 

(çekirdek izolasyon tamponu) eklenmiştir. Analiz için kullanılan NIB buffer 

içerikleri Tablo 2.5’te verilmiştir.  

   

  
Şekil 2.7: Sürgün uçlarının Flow Sitometri ile analizi. A) NIB içindeki dokuların 

jiletle kıyılması ve örnek elde edilmesi. B) örneklerin filtreden geçirilmesi. C) 
örneklerin eppendorf tüpüne aktarılması. D-E) örneklerin Flow Sitometri ile 

ölçülmesi. 

B A C 

D E 
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NIB içinde bulunan dokular jilet yardımı ile çok ince kıyılarak (Şekil 2.7A) 

homojenize edildikten sonra 37 mikron porlara sahip naylon filtreden geçirilerek 

(Şekil 2.7B) 2 ml’lik eppendorf tüplerine alınmışlardır (Şekil 2.7C). Daha sonra 

eppendorf tüpündeki özütler 10,000 rpm’de 5 sn santrifüjlenmiştir. Santrifüjleme 

işleminden sonra eppendorf tüpünün kaidesinde yapışmış olan DNA nın üzerinde 

kalan tüm sıvı dökülmüş ve tüplere 500 ml NIB eklenerek tüpler vortekslenmiştir. 

Voteksleme işleminden sonra tüplere çekirdeklerin boyanması için 10 µl propidium 

iodide (PI) stok (1 mg/ml) eklenerek vorteksleme tekrar edilmiştir. Tüm bu 

işlemlerden sonra örnekler buz kutularına yerleştirilerek analiz zamanına kadar 

bekletilmiştir. Analizden önce yeniden vortekslenen örnekler örnek kaplarına 

konmuş ve DNA miktarları 10/15,000 (çekirdek/numune) akış içerisinde flow 

sitometre (Şekil 2.7D ve 2.7E) ile ölçülmüştür.  
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3. BULGULAR 

Bu çalışmada kullanılan 14 farklı genotipten beş tanesinde sürgün formunda 

gelişme gözlenmiştir. Çalışmada kullanılan 14 farklı genotipten 12 tanesi ticari çeşit, 

iki tanesi anaçtır. Gelişme gösteren sürgün uçları 1/2 MS içeren besi ortamına 

aktarılmış, hiçbir bitki büyüme düzenleyicisi eklenmeden köklenmeye bırakılmıştır. 

Kallus formunda gelişim gösterenlerden bitki elde edilememiştir. Diğer çeşitlerde 

büyüme ve gelişme olmuş fakat sürgüne dönüşme olmamıştır. 

Trakya İlkeren çeşidinde kriyoprezervasyon işlemi ile sıvı azota daldırılan 

(LN+) ve daldırılmayan (LN-) örneklerde üç hafta sonra gözlemlenen gelişim 

durumları Şekil 3.1’de gösterilmiştir. 

 
Şekil 3.1: Trakya İlkeren çeşidinin kriyo regenerasyon medyasına koyulduktan üç 

hafta sonra sürgün uçlarının gelişimi. A ve B: Sıvı azota daldırılmış (LN+), C ve D: 
Sıvı azota daldırılmamıştır (LN-). 
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1103 P anacında kriyoprezervasyon işlemi ile sıvı azota daldırılan (LN+) ve 

daldırılmayan (LN-) örneklerde 3 hafta sonra gözlemlenen gelişim durumları Şekil 

3.2’de gösterilmiştir. 

 
Şekil 3.2: 1103 P anacında, rejenerasyon medyasına koyulduktan üç hafta sonra 

sürgün uçlarının gelişimi. A ve B: Sıvı azota daldırılmamış (LN-), C ve D: Sıvı azota 
daldırılmıştır (LN+). 

Bu çalışmada kullanılan ve bitki oluşumu elde edilen asma çeşitleri ve 

anacında farklı haftalardaki bazı gelişim süreçleri Şekil 3.3’te gösterilmiştir. 

Kullanılan genotiplerden toplam 231 adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmış (LN+), 

128 adet sürgün ucu ise kontrol amaçlı sıvı azota daldırılmamıştır (LN-) (Tablo 3.1). 

Bu çalışmada uygulan iki aşamalı vitrifikasyon prokolünün uygulanması sonrasında 

bitkiciklerdeki gelişme durumu Tablo 3.1’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.3: Kriyoprezervasyon sonrasında bitki oluşumu gösteren asmalarda sürgün 
uçlarının gelişim aşamaları. A) Merlot çeşidi (dört hafta sonra) B) Trakya İlkeren 
çeşidi (sekiz hafta sonra) C) Alicante Bouschet çeşidi (12 hafta sonra) D) 1103 P 
anacı (14 hafta sonra) E) Merlot çeşidi (16 hafta sonra) F) 1103 P anacı (22 hafta 

sonra) 

 

A B 

C 
D 

E F 
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Tablo 3.1: Çalışmada kullanılan hatlar ve bu hatlara ait sıvı azota daldırılan (LN+) 
ve daldırılmayan (LN-) sürgün ucu sayısı, rejenerasyon sonrasında canlılık ve 
büyüme ile bitki oluşumu sayısı ve oranları 

HATLAR 
Sürgün ucu 

sayısı 
  Canlılık ve büyüme   Bitki oluşumu 

 LN (-)  LN (+)  LN (-)  LN (+) 
LN (-)  LN (+)   Adet %   Adet %   Adet %   Adet % 

Merlot 10 25  6 60.0  22 88.0  5 50.0  19 76.0 
Trakya İlkeren 8 26  6 75.0  24 92.3  3 37.5  2 7.7 
Çal Karası 12 20  7 58.3  18 90.0  2 16.7  2 10.0 
Cabernet Sauvignon 7 10  5 71.4  6 60.0  0 0.0  0 0.0 
Sultani Çekirdeksizi 14 26  9 64.3  22 84.6  0 0.0  0 0.0 
Alicante Bouschet 5 6  3 60.0  4 66.7  2 40.0  3 50.0 
Bornova Misketi 10 13  6 60.0  9 69.2  0 0.0  0 0.0 
Superior Seedless 5 9  2 40.0  4 44.4  0 0.0  0 0.0 
Syrah 3 6  1 33.3  3 50.0  0 0.0  0 0.0 
Yalova İncisi 14 13  9 64.3  10 76.9  0 0.0  0 0.0 
Crimson Seedless 14 14  11 78.6  12 85.7  0 0.0  0 0.0 
Red Globe 8 21   5 62.5   17 81.0   0 0.0   0 0.0 
5 BB 6 22  3 50.0  14 63.6  0 0.0  0 0.0 
1103 P 12 18   9 75.0   18 100.0   2 16.7   4 22.2 
 

Kontrol amaçlı kullanılan Merlot çeşidinde 25 sürgün ucu sıvı azota 

daldırılmış (LN+), 22 adet sürgün ucunda büyüme ve gelişim olmuş bunlardan 19 

adet (%76.0) sürgün ucunda ise bitki oluşumu gözlenmiştir (Tablo 3.1). Merlot 

çeşidinde 10 adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmamış (LN-), altı adet sürgün ucunda 

büyüme ve gelişim olmuş bunlardan beş adet (%50.0) sürgün ucundan ise bitki 

oluşumu gözlenmiştir (Tablo 3.1). 

Yerli çeşitlerden Trakya İlkeren ve Çal Karası’nda da bitki oluşumu 

gözlenmiştir.  

Trakya İlkeren’den 26 adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmış (LN+), 24 adet 

sürgün ucunda büyüme ve gelişme gözlenmiş, bunlardan iki adet (%7.7) sürgün 

ucunda bitki gelişimi olmuştur (Tablo 3.1). Trakya İlkeren çeşidinin kontrol 

grubunda (LN-) ise sekiz adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmamış, bunlardan altı 

tanesinde büyüme ve gelişme olmuş, üç adet (%37.5) sürgün ucu ise bitkiye 

dönüşmüştür. 
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Çal Karası çeşidinde ise 20 adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmış (LN+), 18 

adet sürgün ucunda büyüme ve gelişme gözlenmiş, iki adet (%10.0) sürgün ucu 

bitkiye dönüşmüştür (Tablo 3.1). Kontrol grubunda (LN-) ise 12 adet sürgün ucu sıvı 

azota daldırılmamış, yedi tanesinde büyüme gelişme gözlenmiş, iki adet (%16.7) 

sürgün ucu bitkiye dönüşmüştür. 

Alicante Bouschet, bitki elde edilen diğer bir çeşittir. Altı adet sürgün ucu sıvı 

azota daldırılmış (LN+), dört adet sürgün ucunda büyüme ve gelişme gözlenmiş, üç 

adet (%50.0) sürgün ucundan bitki elde edilmiştir (Tablo 3.1). Alicante Bouschet 

kontrol grubunda (LN-) ise beş adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmamış, üç adet 

sürgün ucunda büyüme ve gelişme olmuş, iki adet (%40.0) sürgün ucundan bitki elde 

edilmiştir.  

1103 P anaç bir çeşittir. Çalışmada kullanılan iki anaçtan biri olarak bitki elde 

edilen çeşittir. 1103 P çeşidinde 18 adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmış (LN+), 

tümünde büyüme gelişme gözlenmiş, ancak dört adet (%22.2) sürgün ucu bitki 

oluşturmuştur (Tablo 3.1). Kontrol grubunda (LN-) ise 12 adet sürgün ucu sıvı azota 

daldırılmamış, dokuz sürgün ucunda büyüme ve gelişme gözlenmiş, ancak iki adet 

(%16.7) sürgün ucundan bitki elde edilmiştir. 

Bu çalışma sonucunda bitki elde edilen genotipler Merlot (%76.0), Alicante 

Bouschet (%50.0), Çal karası (%10.0), Trakya İlkeren (%7.7) ve 1103 P (% 22.2) 

dir. Gelişme gösteren sürgün uçlarından flow sitometri analizi ile çekirdek DNA 

miktarı analizi yapılmıştır. Yapılan analizlerde kromozom anomalisine 

rastlanmamıştır. 

Çalışma sırasında kullanılan beş yerel üzüm çeşidinden iki tanesinde (Trakya 

İlkeren ve Çal Karası) bitki elde edilmiş, diğer üç çeşitte (Sultani Çekirdeksiz, 

Bornova Misketi, Yalova İncisi) büyüme gelişme elde edilse de bitkiye dönüşüm 

gerçekleşmemiştir. 

Bu çalışma kullanılan biri anaç (5 BB) olan altı farklı (Cabernet Sauvignon, 

Superior Seedless, Syrah, Crimson Seedless, Red Globe) genotipte de hem sıvı azota 

daldırılan (LN+), hem de sıvı azota daldırılmayan (LN-) kontrol gruplarının 

tümünde, farklı yüzdelik dilimlerde (Tablo 3.1) sürgün uçlarında büyüme ve gelişme 
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gözlenmiş ancak bitki elde edilememiştir. Bunların olası nedenleri tartışma 

bölümünde irdelenmiştir.  

Üzüm diploid bir bitkidir. Somatik hücrelerinin çekirdeğindeki DNA miktarı 

bir pikogramdır. Flow sitometre analizi sonucunda elde edilen histogram 

incelendiğinde 2C seviyesi hücre bölünmesinin G1 fazına karşılık gelmektedir (Şekil 

3.4). 4C seviyesinde hücre S fazındadır ve DNA sentezi gerçekleşmiştir.  

Yapılan analiz sonucunda ise hem sürgün formunda hem de kallus formunda 

gelişim gösteren sürgün uçlarında kromozomal anomaliye rastlanmamıştır. Kallus 

formunda gelişimin ise kromozomal bir anomaliden kaynaklanmadığı görülmüştür. 

Bitki oluşumu gerçekleşen çeşitler ve anaç yaklaşık iki yıl boyunca alt kültür 

alınarak çoğaltılmış ve takip edilmiştir. Bitkiler oldukça sağlıklı durumdadır. 

 

Şekil 3.4: Flow Sitometri histogramı 
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4. TARTIŞMA 

Bugüne kadar kriyoprezervasyon yöntemi pek çok bitkiye uygulanmıştır 

(Kaviani 2011). Sıvı azotta koruma olarak tanımlanan kriyoprezervasyon, uzun 

vadede vejetatif olarak üretilen bitkilerin korunması için en iyi seçenektir. 

Kriyoprezervasyon yönteminde en önemli aşama; sıvı azota daldırma işleminin yol 

açacağı hücresel hasarların önüne geçmek için uygulanan ön işlemler aşamasıdır. Bu 

ön işlemler hücreden yeteri kadar suyun uygun biçimde uzaklaştırılmasını sağlar.  

Bu çalışmada seçilen yöntem iki aşamalı vitrifikasyon yöntemidir. 

Vitrifikasyon temel ve en yaygın uygulanan bitki dondurarak saklama 

yöntemlerinden biridir. Çoğu vitrifikasyon protokolünde bitki vitrifikasyon 

solüsyonu 2 (PVS2) uygulanır (Sakai ve diğ. 1990) (Tablo 2.3). Çok yoğun olan 

PVS2 çözeltisi sürgün uçlarını ve kullanılan eksplantları kuşatarak sıvı azota 

daldırıldıklarında hasar görmelerini engelleyecek şekilde sabit bir camsı bir yapı 

oluşturarak onları korur. Aynı zamanda PVS2 çözeltisinden önce ön kültüre 

uygulanan yükleme çözeltisinin de kriyoprezervasyonun başarısına olumlu etkisi 

ılıman ve tropik bitkilerde defalarca kanıtlanmıştır (Matsumoto ve diğ. 1994; Thin ve 

diğ. 1999, 2000; Lambardi ve diğ. 2000; Pennycook ve Towill 2000; Turner ve diğ. 

2000). Yükleme çözeltisi ile ozmotik olarak dehidrasyona uğrayan hücreler, arka 

arkaya uygulanan PVS2 ile hem dehidrasyona uğramaya devam eder hem de 

camsılık özelliği kazanırlar. Burada gerçek koyucuyu mekanizmanın ne olduğu tam 

olarak bilinmese de dehidrasyonun neden olduğu mekanik stres de azaltılmış 

olmaktadır (Tao ve diğ. 1983; Jitsuyama ve diğ. 1997). PVS2 nin uygulama süresi de 

hem uygulanan materyalin büyüklüğüne hem de türe özgü olarak değişmektedir 

(Niino ve diğ. 1992a).  

Bu çalışmada sürgün uçları ön kültür uygulamasından sonra 25 oC’de 20 

dakika boyunca yükleme çözeltisinde (Tablo 2.3) bekletildikten sonra, önce 1/2 

PVS2 çözeltisinde 0 oC’de 30 dakika daha sonra tam PVS2 çözeltisinde 0 oC’de 50 

dakika bekletilip 0.1 ml PVS2 içeren kriyo tüplere aktarılarak sıvı azota 

daldırılmışlardır. Bundan sonraki aşamalar çözdürme ve rejenerasyon aşamalarıdır. 

Kriyoprezervasyonun başarısında seçilen yöntem kadar bu aşamalarda çok önemlidir. 
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Zira Vitis vinifera ile yapılan önceki çalışmalarda Plessis ve arkadaşları (1991, 1993) 

yavaş çözdürme (oda sıcaklığında 15 dk.) ile hızlı çözdürmeyi (40 oC’de üç dk.) 

karşılaştırdıklarında sürgün uçlarında hayatta kalma oranının hızlı çözdürmede daha 

yüksek olduğunu bulmuşlardır. Matsumoto ve Sakai (2003) tarafından yapılan 

çalışmada ise hızlı çözdürme işlemi 40 oC’de bir dakika şeklinde gerçekleştirilmiştir. 

Bu çalışmada sıvı azotta 120 dakika bekletilen sürgün uçları, sıvı azottan 

çıkarıldıktan sonra 40 oC’de bir dakika su banyosunda tutularak hızla 

çözdürülmüştür. 

Bu çalışmada T.C. Gıda Tarım ve Hayvancılık Bakanlığına bağlı Manisa 

Bağcılık Araştırma Merkezinden elde edilen çubuk halindeki yedi yabancı, beş Türk 

çeşidi ve iki anaç olmak üzere 14 farklı asma genotipi Pamukkale Üniversitesi Bitki 

Genetiği ve Tarımsal Biyoteknoloji Uygulama ve Araştırma Merkezi (PAÜ BİYOM) 

serasında yetiştirilmiştir. Bu bitkilerden alınan sürgün uçları in vitro koşullarda 

çoğaltılmış ve alt kültür uygulamaları yapılmıştır. Çalışmada, iki aşamalı 

vitrifikasyon yöntemi kullanılarak 14 farklı genotipe kriyoprezervasyonun 

uygulanabilirliği araştırılmıştır. Ayrıca gelişme gösteren sürgün uçlarından flow 

sitometri analizi ile çekirdek DNA miktarı analizi yapılmıştır. Yapılan analizlerde 

kromozom anomolisine rastlanmamıştır. Bu çalışma sırasında Matsumoto ve Sakai 

(2003) tarafından asma sürgün uçlarına uygulanan iki aşamalı vitirfikasyon yöntemi 

izlenmiştir.  

Çalışmadan elde edilen bulgular değerlendirildiğinde kontrol amaçlı 

kullanılan Merlot çeşidinde Matsumoto ve Sakai (2003) %86.7’lik geri kazanım 

oranı yakalarken bu çalışmada %76.0’lık bitki oluşumu oranı elde edilmiştir. Bu 

açıdan bakıldığında çalışmada elde edilen bu sonuç protokolün doğru uygulandığını 

ve Merlot çeşidi için bu yöntemin kullanılabileceğini göstermiştir.  

Matsumoto ve Sakai (2003) yaptıkları çalışmada Cabernet Sauvignon 

çeşidinde %85.0’lik bir geri kazanım oranı elde etmişlerdir. Tez çalışmasında da 

Cabernet Sauvignon çeşidi kullanılmış, sıvı azota daldırılan (LN+) sürgün uçlarında 

%60.0, sıvı azota daldırılmayan (LN-) sürgün uçlarında %71.4 oranında (Tablo 3.1) 

büyüme ve gelişme yakalanmış ancak bitki elde edilememiştir. Protokolün doğru 

uygulanmış olmasına rağmen bitki elde edilememiş olması bitkisel materyalin 
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çoğaltılması sırasında yeterince sürgün ucu elde edilememiş olması olarak 

düşünülmektedir.  

İlk kez Türk çeşitlerinde böyle bir çalışmanın yapılıp başarılı sonuç elde 

edilmiş olması yerel çeşitler açısından değerlendirildiğinde çalışmanın amacı 

açısından oldukça başarılıdır. Çal Karası’nda elde edilen %10.0’luk ve Trakya 

İlkeren’de elde edilen %7.7’lik bitki oluşumu kriyoprezervasyon yönteminin yerel 

çeşitlerde de kullanılabileceğini göstermiştir. Burada elde edilen başarılı sonuç bu 

çalışmanın amacı açısından oldukça önemlidir. Bu yöntemle yerel asma genetik 

kaynaklarımız teorik olarak sonsuza kadar saklanabilir. Elbette bitki oluşum oranı 

ileride yapılacak çalışmalarla arttırılabilir. Ancak unutulmamalıdır ki yüzde bir 

seviyesinde bile saklanacak genetik kaynak, doku kültürü ortamında çoğaltılabilir. 

Bununla birlikte yerel çeşitlerdeki genotipik farklılıklar göz önüne alınarak 

kriyoprezervasyon aşamasındaki besi ortamları karşılaştırmalı olarak çalışılabilir, 

bitki büyüme düzenleyicileri farklı oranlarda kullanılarak yine karşılaştırmalı 

çalışmalarla farklı rejenerasyon ortamlarında bitki oluşumu ve gelişimi izlenebilir. 

Bunların sonucunda bitki oluşum oranı arttırılabilir.  

Merlot çeşidinden sonra en yüksek bitki oluşum oranına sahip olan çeşit, 

%50.0 bitki elde etme oranı ile Alicante Bouschet çeşididir. Altı adet sürgün ucu sıvı 

azota daldırılmış (LN+), dört adet sürgün ucunda büyüme ve gelişme gözlenmiş, üç 

adet sürgün ucundan bitki elde edilmiştir. Çalışmada kullanılan ve yerel olmayan 7 

ticari çeşitten ikisinde yüksek oranda bitki elde edilirken diğer çeşitlerde bitki elde 

edilememiştir. 

Matsumoto ve Sakai (2003) yaptıkları çalışmada anaç olarak 5 BB, 5 C ve 

1202 çeşitlerini kullanmışlar ve 5 BB’de %30.0, 5 C’de %63.3 ve 1202’de %75.0 

oranında geri kazanım elde etmişleridir. Bu çalışmada kullanılan anaç çeşitleri 5 BB 

ve 1103 P’dir. 1103 P anacında elde edilen bitkicik oranı %22.2’dir (Tablo 3.1). 

Bunun için sıvı azota daldırılan sürgün ucu sayısı 18’dir (Tablo 3.1). 5 BB için sıvı 

azota daldırılan sürgün ucu sayısı 22’dir ancak elde edilen bitki oluşumu sıfırdır.  

Bu çalışmada kullanılan diğer dokuz farklı genotipte hem sıvı azota daldırılan 

(LN+), hem de sıvı azota daldırılmayan (LN-) kontrol gruplarının tümünde, farklı 

yüzdelik dilimlerde (Tablo 3.1) sürgün uçlarında büyüme ve gelişme gözlenmiş 
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ancak bitki elde edilmiştir. Bu sonuçlar yapılmış diğer çalışmalarla 

karşılaştırıldığında ise uygulanan kriyoprezeryon yöntemlerinde ve 

kriyoprezervasyon uygulanan bitki bölümlerinde farlılıklar dikkat çekmektedir.  

Wang ve arkadaşlarının (2002) yaptıkları, embriyonik hücre süspansiyonuna 

kapsülleme ve dehidrasyon uyguladıkları çalışmada Red Globe çeşidi için farklı besi 

ortamları kullanmışlar ve  %52.0 ile %32.0 arasında geri kazanım elde etmişlerdir. 

Tez çalışmasında da Red Globe çeşidi kullanılmıştır. Sıvı azota daldırılan sürgün ucu 

sayısı 21, büyüme gelişme oranı %80.9 (Tablo 3.1), bitki eldesi sıfırdır. Bu koşullar 

altında Red Globe çeşidi için uygun yöntemin embriyonik hücre süspansiyonu 

olduğu ya da kullanılacak besi ortamının farklı olması gerektiği sonucu çıkarılabilir. 

Wang ve arkadaşlarının (2000) yaptıkları diğer bir çalışmada ise sürgün 

uçlarına kapsülleme ve dehidrasyon yöntemini LN33 hibriti (Courderc 1613_ 

sultana)  ve Superior cv. (Vitis vinifera L.) çeşidine uygulamıştır. Bu çalışmada 

dehidrasyon yönteminde silika jel ve hava kurutmanın geri kazanıma etkisi ile 

regenerasyon medyasına eklenen farklı bitki büyüme düzenleyicilerinin ve çözdürme 

işleminin hızlı ya da yavaş olmasının bitki gelişimine etkisi karşılaştırılmıştır. 

Çalışma sonucuna göre; yaptığımız çalışmada da ortak olan Superior çeşidinde yedi 

saat süren hava kurutma ile geri kazanımın %60.5, en iyi çözdürmenin 40 oC’de üç 

dakika ve rejenerasyon medyasına 1 mg/l BA ve 0.05 mg/l NAA eklendiğinde geri 

kazanımın %40.2 olduğu belirtilmiştir. Bizim uyguladığımız iki aşamalı vitrifikasyon 

yönteminde Superior Seedless çeşidinde dokuz adet sürgün ucu sıvı azota (LN+) 

daldırılmış, dört adet (Tablo 3.1) sürgün ucunda büyüme ve gelişme gözlenmiş ancak 

bitki elde edilememiştir. Yapılan iki çalışma karşılaştırıldığında Wang ve 

arkadaşlarının (2000) ne kadar sürgün ucunu sıvı azota daldırdıkları bilinmemekle 

birlikte, Superior çeşidinde sürgün uçlarına kriyoprezervasyon uygulandığında geri 

kazanımın mümkün olduğu görülmektedir. Bu çalışmada kullanılan 

kriyoprezervasyon yöntemi farklıdır ve belki de Superior çeşidi için uygun 

kriyoprezervasyon yöntemi kapsülleme ve dehidrasyon yöntemidir. Vitrifikasyon 

yöntemi ise daha fazla sürgün ucu sıvı azota koyularak ya da çözdürme ve 

rejenerasyon medya içerikleri değiştirilerek yeniden uygulanabilir. 

Çalışmada kullanılan ve bitki elde edilemeyen Syrah ve Crimson Seedless 

çeşitleridir. Syrah çeşidinde in vitro sürgün ucu üretiminde yeterli sürgün ucu elde 
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edilememiştir. Syrah çeşidinde sıvı azota daldırılan (LN+) sürgün ucu adedi altıdır, 

üç adet (Tablo 3.1) sürgün ucunda büyüme ve gelişme yakalanmış ancak bitki elde 

edilememiştir. Syrah çeşidinde sıvı azota daldırılmayan (LN-) sürgün ucu sayısı 

üçtür, bir adet (Tablo 3.1) sürgün ucunda büyüme ve gelişme olmuş, ancak bitki elde 

edilmemiştir. Syrah çeşidinde daha fazla sürgün ucu üretimi ve farklı rejenerasyon 

medyaları ile denemeler yapılıp, iki aşamalı vitrifikasyon yöntemi yeniden 

denenebilir.  

Crimson Seedless çeşidinde ise sıvı azota daldırılan (LN+) ve daldırılmayan 

(LN-) sürgün ucu sayısı 14’tür (Tablo 3.1). Sıvı azota daldırılan sürgün uçlarından 

yakalanan büyüme ve gelişme oranı %85.7, sıvı sürgün ucu hem sıvı azota 

daldırılmayan sürgün uçlarından elde edilen büyüme ve gelişme oranı %78.6 (Tablo 

3.1)  olarak bulunmuş ancak her iki grupta da bitki elde edilememiştir. Burada yeterli 

sürgün ucu bulunmasına rağmen bitki elde edilememiştir. Bu durumda bu çeşit için 

farklı bir kriyoprezervasyon yöntemi denemesi yapılabilir. 

Bu çalışmada bitki elde edilemeyen yerel çeşitler, Sultani Çekirdeksiz, 

Bornova Misketi ve Yalova İncisidir. Sultanı Çekirdeksiz çeşidinde 26 adet sürgün 

ucu sıvı azota daldırılmış (LN+), 22 adet sürgün ucunda % 84.6 oranında büyüme ve 

gelişme yakalanmış, bitki elde edilememiştir (Tablo 3.1). Bornova Misketi’nde 13 

adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmış (LN+), dokuz adet sürgün ucunda % 69.2 

(Tablo 3.1) oranında büyüme ve gelişme olmuş, bitki elde edilmemiştir. Yalova 

İncisi çeşidinde 13 adet sürgün ucu sıvı azota daldırılmış (LN+), 10 adet (Tablo 3.1) 

sürgün ucunda % 76.9 oranında büyüme gelişme olmuş, bitki elde edilememiştir.  

Bu yerel çeşitlerde sıvı azot uygulamasında sürgün ucu büyüme ve gelişimi 

oranları oldukça yüksek olmasına rağmen bitki elde edilmemiştir. Bu durumda bitki 

elde etmek için farklı besi ortamları ve büyüme ve gelişmeyi destekleyecek farklı 

bitki büyüme düzenleyicileri kullanarak çalışmalar yapılabilir.  

Üzüm çeşitlerinde sürgün ucu elde etmek için kullanılacak materyalden in 

vitro sürgün ucu çoğaltılması için en verimli dönemin Mart ayının ikinci yarısı ile 

Nisan ayının ilk yarısı olduğu görülmüştür. İleride yapılacak çalışmalarda bitkisel 

materyalin bu dönemde toplanması daha verimli sonuçlar verecektir.  
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Kriyoprezervasyon uygulamalarında seçilecek yöntem ve bu yöntemin 

uygulanacağı bitki materyali bölümü oldukça önemlidir. Bununla birlikte dondurulan 

materyalin çözdürülmesi takip edilen literatürlerin ışığında hızlı yapılmalıdır. Bu 

çalışmada kullanılan yerel çeşitlerde uygulanan iki aşamalı vitrifikasyon yöntemi en 

azından bitki büyüme ve gelişmesi açısından oldukça olumlu sonuçlar vermiştir. 

Daha iyi bir gelişim ve bitki elde etmek için, yerel çeşitlerin genotipik farklılığı göz 

önünde bulundurularak farklı besi ortamları ve bitki büyüme düzenleyicileri 

denenmelidir.  

Yerel üzüm çeşitlerinin genetik kaynaklarının saklanması yolunda önemli bir 

adım olarak kabul edilebilecek olan bu çalışma, Türkiye elde edilen ilk sonuçlar 

olması açısından önemlidir. Ayrıca bitkiler sağlıklı bir şekilde büyümeye devam 

etmişlerdir. Bu bitkilere Flow Sitometri analizi yapıldığında herhangi bir 

kromozomal anomali olmadığı görülmüştür. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Yayınlanmış çalışmalar kriyoprezervasyon yönteminin uygulanması sırasında 

elde edilen sonuçların, seçilen bitkinin genotipine, yönteme ve yöntemin uygulandığı 

bitki bölümüne bağlı olarak değiştiğini göstermektedir.  

Vitrifikasyon yöntemi günümüzde oldukça standart bir yöntem olmasına 

rağmen daha fazla çalışma yapılarak desteklenmelidir. Kriyoprezervasyonun tüm 

avantajlarından yararlanmak ve gen bankalarının düzenlenmesini sağlamak için bu 

çalışmalar yapılmalıdır. Optimize edilmesi gereken iki önemli faktör vardır birisi 

dehidrasyona karşı dokuların hazırlık aşaması, diğeri ise örneklerin uygulanan 

vitirfikasyon çözeltisinde bekletilme süresidir (Venkata Subbaiah 2015). 

Bu çalışma Türkiye’deki bazı Vitis çeşitlerine ve anaçlarına 

kriyoprezervasyon tekniğinin uygulanabilirliği konusunda bir araştırma 

niteliğindedir. Bu nedenle bazı Vitis çeşitlerinde olumlu sonuçlar vermiş olan iki 

aşamalı vitrifikasyon tekniği uygulanmış ve bulgular paylaşılmıştır.  

Bu çalışmada 14 farklı genotip kullanılmıştır, bu genotiplerin 12 tanesi ticari, 

iki tanesi anaçtır. İkisi yerel olan beş genotipde bitki elde edilmiştir. Gelişme 

gösteren sürgün uçları 1/2 MS içeren besi ortamına aktarılmış, bitkilerin büyüme ve 

gelişmesi hiçbir bitki büyüme düzenleyicisi eklenmeden gözlenmiştir. Diğer 

çeşitlerde büyüme ve gelişme olmuş fakat sürgüne dönüşme olmamıştır. Gelişme 

gösteren sürgün uçlarından flow sitometri analizi ile çekirdek DNA miktarı analizi 

yapılmıştır. Yapılan analizlerde kromozom anomolisine rastlanmamıştır. 

Çalışmada en yüksek bitki oranının elde edildiği ticari çeşit Merlot, en yüksek 

bitki oranının elde edildiği yerel çeşit ise Çal Karası’dır. 9 farklı genotipte ise sürgün 

uçlarında çeşitli oranlarda büyüme ve gelişme gerçekleşmiş ancak bitki elde 

edilememiştir. Bu durum, seçilen yöntemin bitki için uygun olup olmadığına bağlı 

olduğu gibi, yöntemde kullanılan bitki bölümü için de uygun olup olmadığına 

bağlıdır. Aynı zamanda yerel çeşitlerin genotipik farklılığı da sonuçlar açısından göz 

önünde bulundurulması gereken diğer önemli nedendir. Yerel çeşitlerin bu anlamda 
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farklı olabileceği düşüncesiyle, rejenerasyon medyasında farklı düzenlemelerle bitki 

elde edilebilir.  

Yerel çeşitlerde daha yüksek bitki elde etme oranlarına sahip olmak için farklı 

kriyoprezervasyon yöntemleri yerel çeşitlerin sayısı da arttırılarak denenmelidir. 

Yapılacak çalışmaların çeşitlendirilmesi asma genetik kaynaklarımızın korunması 

saklanması açısından önemli olacaktır. 
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