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OZET

KRIYOPREZERVASYON YONTEMLERINDEN VITRIFIKASYON TEKNIGININ
EKONOMIK OLARAK ONEMLI UZUM (Vitis vinifera L.) CESITLERINDE
UYGULANABILIRLIGININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZI
FATMA KAYHAN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. FEVZIYE CELEBI TOPRAK)

DENIZLI, KASIM - 2015

Uzum (Vitis vinifera 1.) Vitaceae familyasina ait olan 6nemli bir meyve turtdar.
Genetik kaynaklarin saklanmasi ve korunmasi ekonomik ve stratejik agidan onemlidir.
Kriyoprezervasyon bitkisel genetik kaynaklarin -196 °C’de sivi azotta uzun donem
saklanmasi icin gelistirilmis degerli bir ydntemdir. Geleneksel yollar ile genetik
kaynaklarin saklanmasi dogadaki bilinmezlikler yizinden risklidir. In vitro teknolojisi
sayesinde viroid, virls, bakteri, fitoplazma, fungus ve nematod gibi hastalik ve
zararlilardan arindiriimis temiz materyal dretilebilmektedir. In vitro ve dondurarak saklama
teknolojileri birlestirilerek degerli Vitis genetik kaynaklari gtivenli bir sekilde korunabilir.
Bu calismada, 12 ticari gesit ve iki ana¢ materyalleri in vitro klonal cogaltim ve dondurma
teknikleri ile uzun streli koruma uygulanabilirligi acisindan test edilmistir. Stirgin uglari
30 gr/l siikroz iceren Murashige ve Skoog (MS) besi ortamina konulmus ve alt kiltr
olusturularak cogaltilmistir. Test edilen tim Gzim genotipleri bu uygulama iyi cevap
vermistir ve hepsi saglikli kok ve surgin Gretmistir. In vitro Gzim bitkilerinden kesilmis
apikal ug surglnleri dondurulmasi igin sivi azot icinde daldiriimistir. Kriyoprezervasyon
uygulamasina genotiplerin cevaplari farkli olmustur. Bes genotipte slrgin olusumu
gorulmastir (Merlot %76.0, Alicante Bouschet %50.0, Cal Karasi %10.0, Trakya Ilkeren
%7.7 ve 1103 P %22.2). Bu surglnler geliserek govde ve kok olusturarak tam bir bitkiye
dontsmustir. Diger dokuz genotipte blyime ve gelisme sinirli olmus ve bitki olusumu
gorulmemistir. Alt kaltur ve kriyoprezervasyondan gelen bitkilere flow sitometri analizleri
yapildiginda kromozom say1 anomaliteleri gorilmemistir.

Bu cahsma ile yerel Uzim cesitlerinde de kriyoprezervasyon yonteminin
uygulanabilecegi ilk kez gosterilmistir. Bitki elde edilemeyen cesitlerde farkli yontemler,
farkh besi ortamlari ve farkh bitki buyume dizenleyicileri kullanarak kriyoprezervasyon
uygulamalarina devam edilmelidir.

ANAHTAR KELIMELER: Uzim, Vitis vinifera, kriyoprezervasyon, vitrifikasyon



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., FEVZIYE GELEBI TOPRAK)

DENIZLi, NOVEMBER 2015

Grape (Vitis vinifera 1.) 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 °C and 8 h dark / 17 °C. 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 llkeren %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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ONSOz

Genetik kaynaklarin korunmasi ve saklanmasi; ekonomik ve stratejik acidan
onemlidir. Kriyoprezervasyon genetik kaynaklarin uzun ddénem saklanmasina
olanak tanityan bir yontemdir. Bu ¢alisma ile kriyoprezervasyon tekniklerinin
ekonomik olarak 6nemli Gzim (Vitis vinifera 1) cesitlerinde uygulanabilirligi
arastirilmistir. Uygun kriyoprezervasyon tekniginin se¢imi ile Turkiye’de asma
gen kaynaklarinin korunmasi ve saklanmasi yolunda 6nemli bir adim atiimis
olacaktir.
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1. GIRIS

Magnoliopsida (Dicotyledoneae) sinifinin Rosidae alt sinifindaki Rhamnales
ordosunun Vitaceae (asmagiller) familyasina ait olan Vitis vinifera L. (asma)
bitkisinin Glkemizde 0zellikle Trakya, Bati ve Giney Anadolu’da kultlri
yaptlmaktadir (Segcmen 1995). Kiiltur asmasi (V. vinifera L.) Vitaceae familyasinin
Vitis cinsinde yer alan 32 turin en 6énemlisidir. Diinyada halen yetistirilmekte olan
Uzim cesitlerinin %90’ indan fazlasi bu tdre ait cesitler ya da melezlerinden
olusmaktadir. Bugun itibari ile dinyada 10,000°nin (zerinde Uzum ¢esidi
belirlenmistir (Coban 2006). Bunun 1,200°den fazlasi Ulkemizde yetistirilmektedir
(Ergeneoglu 2000). Asmanin ve bagcilik kultiriniin anavatani olarak kabul edilen
ulkemiz son derece uygun ekolojik kosullara sahip olmasi nedeniyle ¢ok genis bir
cesit ve tip zenginligine, dolayisi ile blylk bir asma gen potansiyeline sahiptir
(Coban 2006). Arkeolojik buluntulara gére Anadolu, badcilik kilturinin besigi ve
merkezi olarak kabul edilmektedir (Oraman 1972; Fidan 1985)

Diinyada bagcilik bircok ulkede tarih boyunca birinci derece 6nem tasiyan bir
tarim kolu olmustur. Bu durumun baslica nedeni ekonomik olarak tzimiin sofralik,
saraplik, kurutmalk, meyve suyu ve diger mamul Urlinler seklinde degerlendirme
olanagina sahip bir 0rin olmasidir. Ayrica arazi degerlendirilmesi, toprak
muhafazasi, istihdam ve beslenme agisindan da bagcilik, diinyada vazgecilmez bir
tarimsal faaliyet olarak ginimizde de 6nemini devam ettirmektedir (Bagcilik
Raporu 2000).

Turkiye toplam bag alani bakimindan dunya ulkeleri arasinda besinci ve yas
{iziim Gretimi bakimindan da altinci sirada bulunmaktadir (FAO 2013). TUIK 2014
verilerine gore toplam 4,175,356 ton zim Gretilmistir.

Turkiye, yillik Gzim Gretim degerleriyle diinyanin 6nde gelen bagci tlkeleri
arasinda yer almaktadir. Dunyaca unli Gzum gesitlerinin yetistirildigi tlkemizde
bagcilik sektori bolgesel olarak incelendiginde; Ege Bolgesinin cekirdeksiz kuru
Uzim, Marmara Bolgesinin sofralik ve saraplik, Akdeniz Bolgesinin ilk turfanda,

Orta Anadolu ve Gineydogu Anadolu Bolgesinin saraplik, siralik, sofralik ve
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cekirdekli kurutmahk Gzim yetistiriciligi yoninden gelisme gosterdigi gortlmektedir
(Bagcilik Raporu 2000). Giney Ege Bolgesi (Aydin, Denizli ve Mugla) meyve
uretiminde Gzim 6nemli bir yere sahiptir. 2008 yili rakamlarina gore Ulkemizde
uretilen sofralik cekirdeksiz Gzumin %21.89°u, saraphk Gzimin %211.73°(,
kurutmalik gekirdekli Gziimun %7.12’si, kurutmalik ¢ekirdeksiz Gzimun %5.42’si ve
sofralik cekirdekli zimiin %5.28’i Giiney Ege bolgesinde yetismektedir (TUIK
2008). 2008 yili verilerine gore Cal ilgesinde kurutmahk cekirdekli (ziim uretimi
10,998 ton olarak gerceklesmistir. Bu dretim miktar1 ile Cal, Giney Ege
Bolgesindeki uretimin %48.11”ini Turkiye tretiminin ise %3.42’sini karsilamaktadir.
Cal ilgesini Baklan, Acipayam, Buldan ve Bekilli ilgeleri izlemektedir (TUIK 2008).
Kurutmalik ¢ekirdeksiz tzim Gretiminde Buldan 28,675 tonluk dretimi ile bolgede
%45.72 paya sahiptir (TUIK 2008). Bolgede kurutmalik cekirdeksiz (iziim
iiretiminde Cal (20,600 ton) ve Civril (5,310 ton) diger 6nemli ilgelerdir (TUIK
2008). Sofralik ¢ekirdeksiz tzim dtretiminde 31,711 tonluk Gretimi ile Buldan ilgesi
2008 yilinda bélgede éne ¢ikmistir (TUIK 2008). Bélgedeki tiretimde %30.14, iilke
iiretiminde ise %6.60°lik paya sahip olmustur (TUIK 2008). Sofralik cekirdeksiz
UzUm dretiminde Buldan ilgesini, Honaz (23,490 ton), Cal (18,464 ton), Civril (7,713
ton), Denizli (7,177 ton) izlemektedir (TUIK 2008). Saraplik {iziim Gretiminde Cal
ilgesi 21,099 ton Uretim ile TR32 Bolgesinde %38.25, llke Uretiminde %4.49 paya
sahiptir (TUIK 2008). Cal ilgesini Giiney (16,872 ton), Bekilli (12,038 ton), Baklan
(3,080 ton) izlemektedir (TUIK 2008).

Ulkemiz bagcihiginin gelistirilmesi ve milli ekonomimize olan katkisinin daha
yiksek dizeylere ulastirilmasi, Oncelikle sahip oldugumuz asma genetik
kaynaklarinin belirlenmesi, korunmasi ve degerlendirilmesine yonelik olarak yapilan

calismalarin yiratilmesi blyik 6nem tasimaktadir (Kara 1990).

Son yillarda cesitli nedenlerle tlkemiz bad sahalarinda surekli bir azalma
oldugu gozlenmektedir. Bu durum, henliz tanimlanmasi bile yapiimamis Gzim
genetik kaynaklarinin yok olma tehlikesini glindeme getirmektedir (Ecevit ve Kelen
1999). 2007-2011 yillarr arasinda ise Uzim ekilen alan %4.0 oraninda azalmistir
(Dlnya Bagcilik Raporu 2012).

Cesit ve tip bakimindan oldukca zengin bir potansiyele sahip olmasina karsin,
gunimuzde biyotik ve abiyotik streslere karsi dayanikh, verim ve kalitesi yiiksek
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Uztm cesitlerine olan talepler giin gectikce artmaktadir. Bu da islahcilari yeni gesitler
elde etmeye ya da ekonomik Onemi yuksek Uzim cesitlerine bazi Ozellikler
kazandirmaya yonelik islah ¢alismalarina yoneltmektedir. Klasik 1slah yontemlerinde
karsilasilan guclikler, o6zellikle son vyillarda molekiler genetik metotlarinin
kullanildigi yeni islah yontemlerinin gelismesine neden olmustur. Ancak molekdler
genetik metotlarinin 1slah ¢alismalarinda basarili bir sekilde uygulanabilmesi,
herseyden 6nce bu yontemlerde islah materyali olarak kullanilan bitki parcaciklarinin
(eksplant) in vitro kosullarda tam bitkiye dontstmlerinin saglanmasi ile mimkin
olabilmektedir (Baydar 2000).

In vitro’da ilk kulture alinan bitki turlerinden biri olan asmada, boélinms
stirgun uclar (Barlass 1978, 1980) ve bogumaras! parcaciklari yaninda (Rajasekaran
ve Mullins 1981), yaprak sapi ve ayalarindan da adventif slirgiin organogenezisi

yoluyla tam bitki oldugunu basart ile gostermislerdir (Stamp ve dig. 1990).

Genetik kaynaklar cogu insan aktiviteleri ylziinden (sehirlesme, arazilerin
tarima acgilmasi, modern tarim metotlarinin uygulanmasi, vs.) ¢cok hizli bir erozyona
maruz kalmaktadirlar. Su anda uzun vadede tarim ve gida guvenligi agisindan en
blyik strateji bu genetik kaynaklarin korunmasi, degerlendirilmesi, karakterize
edilmesi, canhihginin uzun yillar saklanmasi ve etkin bir sekilde islahgilarin
kullanimina agilmasidir. Genetik kaynaklarin saklanmasi ve korunmasi ekonomik ve
stratejik acidan onemlidir. Bitkisel genetik kaynaklar, botanik bahceleri, yagmur
ormanlari, tarla koleksiyonu seklinde yerinde in situ saklanirken (Rao 2004); tohum
gen bankasi, DNA bankalari seklinde de dogal ortamlari disinda ex situ olarak
saklanirlar (King ve Roberts 1980; Hong ve dig. 1996). Tohum olarak saklanmasina
olanak olmayan ya da tohum Uretemeyen genetik kaynaklar ise klonal olarak in vitro
kosullarda saklanir (Withers ve Engelmann 1997; Rao 2004). In vitro kosullarda
genetik kaynaklarin saklanmasinda iki yontem gelistirilmistir. Bu yontemler sirasi ile
kisa ve orta vadede genetik kaynaklarin saklanmasi igin yavas buyitme ve uzun
donem saklamak icin kriyoprezervasyondur (Withers ve Engelmann 1997; Rao
2004). Yavas buyutme yonteminde, bitkisel materyal periyodik olarak alt kdltur
alinarak, doku kdltirt kosullari altinda birkag yil tutulabilir (Kaviani 2011). Ancak
bu strecte bitki morfolojisindeki degisiklikler gecikir ve DNA metilasyonu (Harding

1994) ve somoklonal varyasyon (Kumar 1994) olusabilir. insan hatasi ve



kontaminasyon riski nedeniyle kaynak materyal kaybedilebilir. Kriyoprezervasyon
biyolojik materyalin uzun donem saklanmasi i¢in son yirmi bes yilda gelistirilmis en
degerli ve énemli yontemdir (Kaviani 2011). Kriyoprezervasyon da ornekler -196
°C’de sivi azotta uzun donem saklanabilir (Engelmann ve Engels 2002). Doku
kalturh laboratuvarlarinda kolayca hiicre, doku ve organlara uygulanabilir (Kaviani
2011). Genis alana, farkh tir bitkilere uygulanabilmektedir (Engelmann 2004).
Eksplantlarin sonsuza kadar saklanabilme olanagi vardir, alt kiltir yapilmasina
gerek yoktur (Kaviani 2011). Kriyoprezervasyon uygulanmis bitki materyallerinin
kriyotanklar icinde tasinmasi daha kolay ve daha pratiktir (Kaviani 2011). Bu
nedenle Ulkemizde asma genetik kaynaklarinin korunmasi ve saklanmasi igin

kriyoprezervasyon tekniklerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

1.1 Tezin amaci

Genetik kaynaklarin korunmasi ve saklanmasi ekonomik ve stratejik agidan
onemlidir. Kriyoprezervasyon genetik kaynaklarin uzun donem saklanmasina olanak
taniyan bir yontemdir. Saklanmak istenilen genetik kaynaklar -196 °C’de sivi azotta
saklanir. Ulkemiz asmanin anavatani olmasi ve bagcilik tariminin hayli eskiye
dayanmasi yaninda, gerek Oretim miktari ve gerekse cesit zenginligi bakimindan
dinyanin sayih tlkeleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle, kriyoprezervasyon
yontemlerinden vitrifikasyon tekniginin ekonomik olarak 6nemli olan Gzim

cesitlerinde uygulanabilirliginin arastirilmasi tezin ana amacini olusturmaktadir.

1.2  Literatiir Ozeti

1.2.1 Bitki Genetik Kaynaklari ve Korunmasinin Onemi

Bitki genetik kaynaklari, yerel cesitler olarak nitelendirilen koy
populasyonlari; bunlarin yabani akrabalari, artik kullaniimayan eski cesitler ve
kalitsal Ozellikleri belirlenmis hatlardan olusur. Kisaca ekilebilen bitkilerin

gelistirilmesi icin bu canlilar ile yabani formlarini da i¢ine alan canh materyalidir.



insanoglu tarima basladigi ilk yillardan bu yana, dodada mevcut bitkisel
kaynaklari tiiketim amaclarina gore kilture alip bugin de kullanmakta oldugumuz
turlere ait cesitleri gelistirmistir (Balkaya ve Yanmaz 2001). Bitki genetik
kaynaklari; ormansizlastirma, kentlesme, iklimsel degisiklik, pazar ekonomisi,
kirlilik, istilaci turlerin yayilmasi gibi pek ¢cok nedenle tehlike altindadir.

Tarih bize insanin Urinlerini koruyamadigi, dolayisiyla saghkh gidada
yetersizliklerle karsilastigi  zamanlarin  fazla gegmiste kalmis olmadigini
gostermektedir. irlanda’da 1846 ile 1851 arasinda yasanan ve 1.5 milyon insanin
patates mildiydst sonucu achktan éldugi buyik kithk buna en iyi érnektir (Dag ve
dig. 2000).

Ayrica, bitki genetik kaynaklari gida ve tarim konusunda kiresel gida
glvenliginin temelidir hem stratejik hem de ekonomik olarak dnemlidir (Rao 2004).
Genetik kaynaklarin herbirinin ekonomik etkisini hesaplamak oldukc¢a zordur, ¢lnki
tarimsal Uretime Kkatkilari ve bunun ekonomiye yansimalari ¢cogunlukla dolayli ve
hesaplamas! olduk¢a karmasiktir. Buna ragmen bitki genetik kaynaklarinin kiresel
ekonomik degeri icin cesitli hesaplamalar yapilmis ve modern varyetelerin tizerinden
yapilan degerlendirmelerde yillik katki 13-30 milyar dolar arasinda hesaplanmistir
(Dutfield 1999).

Ayrica oldukga iyi tarimsal istatistiklere sahip Amerika Birlesik
Devletleri’nin (ABD) tarimsal verileri kullanilarak, yabani variyetelerin ekonomik
degerleri icin bazi hesaplamalar yapilmistir ve bu hesaplar sadece tarimsal
uretimdeki kayiplarin bertaraf edilmesinden kaynaklanan ekonomik girdi olarak
yansitilmistir. Ornegin Etiyopya’dan elde edilen arpada sari ciicelik hastahgini
bertaraf eden diren¢ geninin Amerikan ekonomisine ortalama yilhk katkisi yaklasik
150 milyon dolar, Turkiye’den elde edilen ve bugdayda cizgili pas hastaligina direng
saglayan genetik kaynagin Amerikan ekonomisine yillik katkisi yaklasik 50 milyon

dolar olarak hesaplanmistir (Myers 1979).

Bu kadar ciddi ekonomik etkisinin yaninda genetik kaynaklari stratejik kilan
bir diger 6nemli 6zellik ise tarim sektorinin, dolayisiyla toplumun, beslenme
glctnin dinamosu ve gelecek nesillerin de gida guvenliginin  temelini

olusturmasidir. Zira her bir tohum gesidi 6zgln genetik 6zelliklere sahip oldugu igin
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ileride ortaya cikabilecek tarim sorunlarinin ¢6zumiinde anahtar rol oynayabilme

potansiyeline sahiptir (Sakiroglu 2010).

Ornegin 1890’larda Java’da ortaya ¢ikan seker kamisi mozaik virtisii gok kisa
sirede tum dunyaya yayilarak seker kamisinda verimi cok dramatik oranda
disurmistur. ABD’nin Louisiana eyaletindeki 200,000 tonluk seker kamisi tretimi
bu viris ylzunden 1914 yilinda 46,000 tona kadar dismustur. Tim dinyadaki seker
uretiminin bel kemigini ¢cokerten bu virUs ile bas etmek ise biri Java digeri ise Guney
Hindistan kokenli virtse direncli iki genetik kaynak sayesinde mumkin olmustur.
Ustelik toplanan genetik kaynaklar dogru bir sekilde muhafaza edildikleri zaman cok
uzun yillar sahip oldugu degeri kaybetmeyecektir (Sakiroglu 2010).

Ayrica genetik kaynaklarin mevcut zaman diliminde katki saglamamasi
degersiz oldugu anlamina da gelmez. Tarimsal problem bas gosterene dek degersiz
gibi duran genetik kaynagin gercek degeri ancak problemi bertaraf edince anlasilir.
Buna iyi bir 6rnek, 1920’li yillarda ABD’nde bir misir tarlasinda tesadif eseri fark
edilen, yumusak opak tipteki (02) bir mutant misirin, Connecticut Tarimsal
Arastirmalar istasyonu’nda mercek altina alinmasi ve bu konu iizerinde ¢alisiimaya
baslanmasidir (Vietmeyer 2000). Bu konu ile ilgili ilk bilimsel raporlar 1960l
yillarda Thedor Mertz ve Oliver Nelson tarafindan sunulan 02 misir tipini olusturan
mutasyonu konu edinmistir (Crow ve Kermicle 2002). Bu mutasyon nedeniyle 02 tip
misirda, normal misirlara gore lisin ve triptofan aminoasitleri 2-3 kat daha fazla
sentezlenmektedir (Sofi ve dig. 2009). Opak-2 mutasyonunun, bitkinin insan yasami
icin vazgecilmez olan iki aminoasitten oldukga fazla drettiginin bulunmasi Gzerine,
cocuk beslenmesinde yaygin olarak misir kullanilan bolgelerde yiksek lisin/triptofan
icerigine sahip misirla beslenen ¢ocuklarin normal misirla beslenenlere gére daha
hizli gelisim gosterdigi ve hastaliklara yakalanma oraninin azaldigi rapor edilmistir
(Akuamoa 2002).

Bu ornekten de anlasilacagdi lizere genetik kaynaklarin ekonomik ve stratejik
degerini tam olarak ortaya koymak aslinda mumkin olmamakla birlikte, genetik
kaynaklarin dogru sekilde korunmasiyla uzun yillar degerlerini kaybetmeyecekleri de
aciktir.



Genetik kaynaklarin dnemine dikkati ilk ¢ceken Sovyet Bilim insani Nikolai

Vavilov’dur. Vavilov genetik kaynaklarin dnemini ve tarima katkisini ¢ok net bir

sekilde 6ngordigu icin genetik kaynaklari toplama ve karakterize etme islemi icin

Carlik Rusyasi’nin  Uygulamali Botanik Birosu’nu ¢ok basarili bir sekilde

Sovyetler’in Uygulamali Botanik ve Tarimsal Bitki Enstitlisi’ne dondsturerek

zamanin ilk ve en gelismis gen bankasini kurmustur (Sakiroglu 2010).

1.2.2 Bitki Genetik Kaynaklarin Korunma Yoéntemleri

Genetik kaynak olarak koruma altina alinacak olan yabani ve kulttr bitkileri

Uc ana grupta toplanabilir.

Bitki

Orthodoks tip adi verilen tohuma sahip bitkiler; distk isi ve nem
iceren ortamlarda uzun siire saklanan bitkiler. —20 °C veya daha dustk
Isilarda ve %5-7 nem igeren ortamlarda uzun stire saklanabilirler.
Rekalsitrant tip adi verilen tohuma sahip bitkiler; nem miktari distigu
zaman canliliklari azalan dolayisiyla da depolanamayan ve Kisa
Omurlu tohumlara sahip bitkiler.

Heterozigot yapida olan ve tohumla dretilmeyip vejetatif olarak
uretilen bitkiler.

genetik kaynaklarin  korunmasi ise iki sekilde degerlendirilir

(Engelmann 1991).

Dogal yasamda koruma (In situ): Bitkilerin kendi dogal yasaminda
korunmasidir. Bu yontemle bitkilerin kendi dogal ortamlarinda
evrimlerinin devami saglanabilmektedir (Tan 1998).

Dogal yasam disinda koruma (Ex Situ): Bitkilerin yasadiklari ortam
disinda korunmasidir. Bu yontemle pek ¢ok bitki tiri dogal olarak
yasamadiklari yerlerde korunmaktadir (Tan 1998).

In situ koruma, dogal kaynaklarin korunmasinda en énemli yoldur. Bununla

birlikte dogal kaynaklarda tirlerin korunmasi; dogal ya da insanlarla bulasan

hastaliklar ve gelismelerle (barajlar, maden arama, turizm, kagak orman arazisi agma



ve yanginlar) savunmasiz alanlar buyik baski altindadir. En degerli koruma ise
yenilenme dongusii yiizlerce yil olabilen uzun yasayan agaclardir. insan kaynakli
nedenler nesli tikenmekte olan turlerde populasyon Ustiinde genetik baglanti kaybina
neden olur (Li ve dig. 2009).

Ex situ koruma, dogadaki gesitliligin korunmasinda givenilir bir yedekleme
olarak rol oynar. Dogadaki cesitlilik 6zellikle insan egemen ekosistemlerde
kaybolma tehlikesi altindadir (Li ve dig. 2009). Bitki genetik kaynaklarinin uzun
soluklu korunmasi s6z konusu oldugunda tohum depolama en uygun yontemdir (Rao
2004). Bu yontem tohumun disik nem igerigini ve dusik sicakliklarda saklanmasini
kapsar (Rao 2004). Ancak bazi tirlerin tohum olarak saklanmasi zordur érnegin
vegatatif olarak Uretilen cesitler icin bu tur bir saklama uygun degildir (Shikhamany
2006). Bununla birlikte rekalsitrant tip tohuma sahip tropik ve subtropik bitkiler hizla
canhihiklarini kaybettikleri igin konvensiyonel depolama yontemleri ile depolanmalari
mimkin degildir (Rao 2004). Bu nedenle, canl koleksiyonlarin korunmasinda in
vitro doku kaltir( tekniklerinin kullanildigi biyoteknolojik yéntemler énemli katkilar
saglamaktadir (Rao 2004).

1.2.2.1 Invitro koruma

In vitro kiltlr, yapay kultir medyasinda bitki gen kaynaklarinin (6zellikle
strgin ucu, meristem, somatik embriyo ya da embriyonik kalus) steril kosullar
altinda buyumesini iceren genis teknikleri kapsar (Paunescu 2009).

Doku kultira tekniklerinin bazi avantajlari bulunmaktadir (Engelmann 1991).
Cok yiksek cogalma orani, aseptik sistem (fungus, bakteri, virls ve zararli
boceklerden ari stok), alan ihtiyacinin azalmasi, genetik erozyonda azalma, is guci
maliyetlerinde azalma ve gen kaynaklarinin uluslararasi degisiminde kolaylik doku
kalturd tekniklerinin avantajlari arasinda bulunmaktadir (Engelmann 1991).

Bununla birlikte materyalin buyik miktarda in vitro depolanmasi cesitli
sorunlara da neden olur (Engelmann 1991). Duzenli alt kultir ihtiyaci, depolama
stresindeki artis nedeniyle genetik varyasyon riski, tipin gercekliginin kaybi ve

herbir tur icin 6zel protokollerin gerekmesi bu sorunlar arasinda sayilabilir (Paunescu
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2009). In vitro korumada tesbit edilmis bazi yaygin protokoller vardir. Bunlar, kiltur

baslatma, koruma ve ¢ogaltma ve uzun dénem saklamadir (Paunescu 2009).
Kultir baslatma:

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda bitkisel materyal olarak, strgln
ucu, yaprak, cicek parcasi, olgunlasmamis embriyo, hipokotil ya da kotiledeon
parcalari kullanilir. Genellikle gen¢ daha hizli blylyen dokular ya da erken gelisme
asamasindaki dokular daha etkilidir. Ayni zamanda baslangic materyalinin kalitesi
saklama prosedirinun basarisini belirler. Bunun igin de baslangic materyali normal,
dogru tipte verici bitki, saghkli ve hastaliklardan arindiriimis olmalidir (Paunescu
2009; Fay 1992).

Bitki parcalari, dokuya bagli cesitli sterilizasyon prosedurlerinden aksenik
kiltdr icinde baslatilir.  Yaygin kural, kirllgan doku parcalari (meristem,
olgunlasmamis embriyo, kotiledonlar ve hipokotiller) sterilizasyon ajanlarina
tohumdan ya da odunlasmis organlardan daha maruz kalir. Basarili bir sterilizasyon
bitki parcasi tamamen dekontamine oldugu ve canli kaldiginda gerceklesmis olur
(Paunescu 2009).

Koruma:

Sterilizasyondan  sonraki asamadir.  Bitki pargasi  bitki  blyume
dizenleyicileri, karbonhidratlar, vitaminler, mineral besleyiciler iceren steril kulttr
medyas! icine koyulur. Bitki buytume dizenleyicileri, bitki htcresinin gelisimsel
yolaginin belirlenmesinde kritik medya icerigidir. Genelikle taninan bitki buyime
dizenleyicileri yedi ana baslikta toplanir (Paunescu 2009).

- oksinler; genellikle hticre blyumesi ve farklilasmasi

- sitokininler; hucre bolinmesi ile baglantili

- giberellinler; hucre uzamasini tesvik ve tohum ¢imlenmesi

- absisik asit; dormansi ile ilgili olarak hiicre buyumesinin engellenmesi

- etilen; yaslanmasi ile baglantili



- brassinosteroidler, hiicre uzamasinin ve béliinmesinin uyarilmasi
- Jasmonetler; blylimenin engellenmesi, yaslanma etkileri ve yaralara yanit
Cogaltma ve koruma:

In vitro gen kaynaklari koleksiyonunun gugclendirilmesinde en temel asama,
strgun uclarinin ¢ogaltilmasi ve uyariimasidir. Medya icerigi 0zellikle buyime
dizenleyicileri, mineral tuzlar ve ek faktorler canh bir doku kiltiirii elde etmek igin

blyuk 6nem tagsimaktadir.

1.2.2.2 Invitro Koruma Yontemleri

In vitro koruma; yavas buyitme stratejisi kullanilarak orta dénem (bir kag
aydan bir ka¢ yila kadar) saklama ve kriyoprezervasyon kullanilarak uzun dénem
(teorik olarak sonsuza kadar) saklama tekniklerini icerir (Paunescu 2009).

1-) Yavas blyitme: Doku kulturi kosullarinda, turlere bagh olarak 1-15 yil
arasinda, periyodik olarak alt kaltir yapilmasi ile klonal bitki materyalinin
korunmasidir (Rao 2004).

Klasik yavas buyitme ve saklama teknikleri ya fiziksel cevre kosullari ya
kiltdr medyasi ya da her ikisinde de degisiklikleri icerir. En basarili ve genis
uygulama teknigi sicaklik azaltilmasidir. Isik yogunlugunda azaltma ya da kilturi
karanlikta birakma sicaklik azaltilmasi ile kombine edilir. Ayrica kiltir medyasinda
yapilan degisiklikler de biylmeyi sinirlandirabilir (bunlar mineral yogunlugunun
azaltilmasi ve saklamanin izin verdigi oranda seker eliminasyonu olabilir). Osmatik
blylime inhibitérleri (mannitol) ya da hormonal biytime inhibitorleri (absisik asit)
blyitmeyi azaltmada etkili bir yoldur (Engelmann 1997).

Saklama periyodu sonunda, bir sonraki saklama dongusiine konmadan énce
kisa bir sire tekrar blyume uyarilirtlarak optimal kiltir kosullarinda kulturler
genellikle taze medyaya transfer edilir (Engelmann 1997).
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2-) Kriyoprezervasyon: Biyolojik materyalin ¢ok dustk sicakliklarda,
genellikle sivi azotta (-196 °C), gen kaynaklarinin farkh tiplerinin, masrafsiz ve
guvenli bir sekilde saklanmasinda simdilik tek tekniktir (Engelmann 2004). Bu
sicakhkta hiicre bolinmesi ve metabolik sirecler durur. Bitki materyali degisiklik ya
da modifikasyon olmadan teorik olarak sonsuza kadar saklanabilir. Ayrica kiltir
sinirh bir bakimla kontaminasyon korunarak cok kicik bir hacimde saklanir
(Engelmann 2004).

1.2.2.3 Kriyoprezervasyon Teorisi

Suyun biyokimyasi:

Su, doganin dogal ¢ozlclsudir. Buz ve sivi haldeki suyun davranisi buyik
oranda bipolar kimyasi tarafindan belirlenir. Pozitif ylk tasiyan hidrojen atomlari ile
negatif yik tastyan oksijen atomlari suyun bipolar yapisinda rol oynar. Tetrahedon
geometrinin farkli bolumleri hem negatif hem de pozitif yukli kesimlerin her ikisini
de tasir. Suyun oksijen atomlarindaki elektron ¢ifti ve iki kutuplu hidrojen atomlari

hidrojen baglarinin olusturulmasini saglar.

Molekdller hidrofilik ya da hidrofobiktir. Zarlarda hidrofobik lipidlerin
organizasyonu, hucrenin bdlmelere ayrilmis yapisini belirler. Su hidrojen baglari
nedeniyle glcli cekim giicline sahiptir, e§er gerilim altinda kalirsa kirilmalara karsi
gucll bir kapasiteye sahiptir. Bitkilerde bu ¢ekim kuvvetleri bltinltgunt ve vaskiler
dokularda suyun hareketini destekleyen biyolojik boru hatlari vardir. Su elektriksel
dogas! nedeniyle, akiskan halde ¢dzilmis maddeleri tutar. Suyun ve ¢dzinmis
maddelerin iliskisi, hiicrede bir sistemin kolligatif 6zellikleri (¢6zlinen pargacik

sayisinin orant) ve ¢Ozulen ¢ozeltiler 6zel konsantrasyonu tanimlamaktadir.

Bunun aksine, bir sistemin ozmotik 6zellikleri (ancak ¢0ziinene gore) ¢ozicu
gecisine izin veren yari gecirgen bir zar boyunca tanimlanmistir. Osmotik basing yari
gecirgen bir zar boyunca ¢ozici akisini 6nlemek igin ¢cozeltiye uygulanmasi gereken
basinctir.  Bu sekilde molekuler konsantrasyonun dengelenmesi  gerekir.
Konsantrasyon dengelendiginde ¢ozelti izotonik olur. Hicrelerin sismesine neden
olan cozeltiler, hipotoniktir ve hicreden, yikama ¢ozeltisi gibi daha dusik bir eriyik
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icerigine sahiptir. Bitkilerde, hipotonik ¢ozeltiler hiicresel sismeye neden olan turgor
basincini olusturur. Bu sekilde sitoplazma genislemesi, sert hicre duvarina karsi
plazma zarinin itilmesi seklinde gerceklesir. Hayvan hicrelerinin aksine hticre duvari
sayesinde bitki hucresi patlamaz. Bir bitki hucresi, bir hipertonik ¢ozelti iginde
yerlestirildiginde ise vakuol su kaybeder plazma membran duvari uzaklasir; bu islem

plazmolizdir.

Kisacas! suyun hticre fonksiyonu icin gerekli 0zel fizyo-kimyasal 6zellikleri
vardir. Suyun yerlesiminin farkli durumlari kriyobiyolojik yonlendirmeler igin,
dondurarak saklama ve depolama stabilitesinde énemli ve merkezi bir rol oynayarak
etkiler (Benson 2008a).

Suyun ve buzun termal 6zellikleri:

Belirli bir maddenin sicakhgi, molekiler hareket veya enerjinin 6élcusi kabul
edilir. Sivi su icerisindeki H baglari, hiicre igi 1s1 dalgalanmalarini ve sivi ortamda

yasayan canli organizmalarin izerinde sicakhgin etkisini stabilize eder.

Sivi su dinamiktir, diger molekuillerle kendi arayiizii ya da ortaya cikan
yuzeylerde H baglari surekli kirthr ve yeniden olusur. Enerjinin biyuk miktari, eger
sistem farkli neme maruz kalirsa (gucli bir kurutucu ya da hava kurutma gibi)
sistemi etkiler; H baglari kirthr ve bireysel molekiller buharlasma yoluyla atilir.
Enerji uygulandiginda; sivi su buhara dénustr, molekiller onlarin enerjilerini alip

bosaldijinda yizey sicakhgini distrr.

Buna karsilik sicaklik 0 °C’nin altina dusttigiinde su H baglarinin kirilmasina
direnir ve kafes benzeri bir simetride molekuller birbirine Kilitlenir. Bu, yapinin daha
siki sekilde baglantili parcalari ile paketin acik yizeyleri arasinda olusturulur. Bu
sudan daha az yogun olan buz formudur. Bu sekliyle buz sucul organizmalari

donmaya karsi koruyan ve suyun sivi durumunu bir yorgan gibi yalitan bir rol oynar.
Buz kristallesmesi:

Kriyoprezervasyon protokolleri  gelistirilirken  kritik  nokta buzun
kristallesmesinden kaginma veya bunun kontrolidir. Buz kristallerinin olusmaya

basladigi nokta ayni zamanda “tohumlama” olarak adlandirlir. Bir sistemin yerel
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termal Ozellikleri, hidrojen ve oksijen molektlleri embriyonik buz kristallerinin
baslatilmasini saglamak ve yeterli H baglarini olusturmak igin enerjik oldugunda
meydana gelir. 0 °C’de suyun donduguna inantlir, bu nadiren bdyledir. Ornek
yoklugunda, sifirin altinda donmak icin slper soguyan su, hidrojen ve oksijen
molekdllerinin tekrar bir araya gelmesine izin verir. En uygun dusuklukteki super
soguma sicakligi cogu biyolojik sistem icin buz kristallerinin homejenize oldugu -40
°C civarindadir. Bu sicaklikta su molekiilleri termodinamik olarak kristal bilytimeye
olanak saglayan kritik boyutta buz embriyolari olusturur. Duzenli bir matrix yaratilir

ve enerji birlesmenin gizli isisi olarak serbest birakilir ve buz olusur, 1s1 Uretilir.

Buz kristallenmesinin - 6nemli sonuglari vardir. Sivi su sistemden
uzaklastirildiginda buza donusur. Coziinen madde daha yogun hale gelir bu durum
buz olusma sicakligini disurar. Cozunen molekuller gittikge konsantre hale gelir ve
kalan su molekdllerinin kristal formlarla etkilesime girmesi engellenir. Homojen buz
formunun Gstiindeki sicakliklarda suyun donma sicakligi giderek baskilanir ve
“Otektik” olarak bilinen noktaya gelir (Otektik nokta: karisimi olusturan tiim unsurlar
bu sicaklikta sivilasmis akici solusyonla es zamanli kristallesir. Boylesi es zamanli

kristallesme noktasina 6tektik nokta denir).

Bu asamada tim sistem katilagir ve tim mevcut su dondurulmus olur ve
baska degisiklik olmaz. ilk buz kristallesmesi olayindan sonra; buz kristalleri, daha
fazla su molekilinun birbiri ile karmasik sekilde dizilip, katilldigr aglar olusturan
kiimeler halinde blylme kapasitesine sahip olurlar. Buz kristallesmesi, fiziksel
parcalanmalar ve mekanik yaralanmalara neden olarak hiicrenin ozmotik ve kolligatif
batinlGgund yapisal olarak etkiler. Hicresel fonksiyonlari tehdit eden asiri

miktardaki ¢6ztinen madde konsantrasyonu kolligatif hasarin sonucudur.

Kriyoprezerve bitkilerde, kriyo hasarinin dinamikleri, buz kristallerinin
baslamasi i¢in, hucre ici ve hiicre disi igeriklerin farkhliklar: tarafindan yonetilir.

CGok hizli dondurma sicakliklari haricinde tercihen buz hicre disinda olusur.

Bu senaryoda hucrenin disinda donan parca ile icinde donmayan parca
arasinda agiklik yaratilir ve su molekilleri ozmatik dengeyi saglamak icin hicre

disina gocer. Hucreler surekli kiicilmeye maruz kalir ve kaybedilen suyun orani,
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hiicre boyutunun fonksiyonu olarak belirtilir. Bu durum kati ve rijit hiicre duvarina

sahip olan bitki hucreleri ile karsilastirildiginda hayvan hiicreleri icin gecerlidir.
Kontrolli sogutma hizi:

Kontrolli sogutma iki zararh bileseni optimize etmeyi amaclamaktadir;
koligatif ¢ozim etkisi ve buz olusumu zararlari. Bunlar sogutma oraninin dikkatli
kontroll tarafindan yonetilir. Donma parametrelerinin son siniri buz kristalenmesi ve
koligatif koruyucularin uygulanmasidir. Bu tip protokollerde hucrenin hayatta
kalmasini belirleyen temel ilke; sogutma oranidir (Mazur 2004). Sogutma orani ¢ok
yavas ya da ¢ok hizli ise hicreler hayatta kalmaz, kriyo hasarinda basarinin anahtari
iki kriyo hasarini dengelemektir. Kontrol edildigi zaman, hicrelere kademeli
sogutma uygulanir. Hicreler arasi buz ilk formdur, aktarilan suyun yénd (egilimi)
hucre zari boyunca ve hiicre igcinden hiicre disina dogru olur. Bu, buz olusturmak igin

mevcut su miktarini azaltan gok énemli bir kriyoprotektif etkidir.

Dlsundldagunin aksine hicre ici buz kristallesmesini dolayli olarak
azaltilmasi sonucunda hiicre disi buzun canhligi koruyucu bir rolii vardir. Ozellikle
kompleks cok hiicreli dokular igin zararli olmasina ragmen hiicreler; hiicre disi buz
ile yasayabilirler. Hicreler arasi buz hemen hemen herzaman 6ldiricidir. Eger
sogutma cok yavas ise, hiicrenin ¢ozinenleri koligatif hasara neden olan ¢ok yogun
hale gelir, ancak bu hesaplanabilir. iki kriyo hasarini dengelemenin anahtari sogutma
oranlarini optimize etmektir. Koligatif hasari engellemek igin dogru miktarda su
uzaklastirilir. Buz olusumu engellenmis ¢ok az miktarda su kalr ve sitoplazma

muhtemelen camsilasir (Benson 2008a).

Genel olarak sogutma oraninin kontrol yéntemi, érneklerin 6n kulttre alindigi
veya iklime alistirildigi bir dizi maniplasyonlari icerir ve daha sonra kriyo koruma
yapthir. Genelikle, dimetil stlfoksit (DMSO) temel penetre olan koligatif kriyo
koruyucudur ve seker ya da polietilen glikol (PEG) gibi penetre olmayan ozmatik
acidan aktif katki maddeleri ile kombine edilir. Ornekler belirli sogutma oranina
maruz kalirlar, “sigrama” adi verilen bu slreg, egzotermik reaksiyonun basladidi,
hucreler arasi buz kristallerinin olustugu baslama asamasidir. Bu sigrama homojen
buz kristallerinin olustugu ara ya da ug aktarim sicakhgi olan -35 °C ya da — 40 °C ve
altindaki sicakliklara kadar devam eder. Farkli sogutma oranlarindaki bir ya da daha
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fazla sigrama oranlari bir protokole dahil edilebilir. Ornekler bu noktada daldirabilir

ya da ug aktarim sicakhginda 35-40 dk. bekletilip takiben sivi azota daldirilabilir.

Dolayisi ile bu tip bir protokol ayni zamanda iki asamali sogutma ya da
dondurma olarak adladirilabilir. Yavas sogutma oranlari da alkol banyolari (metanol
ya da isopropanol) iceren -20 °C ya da — 80 °C’deki taslyici birimler kullanilarak elde
edilebilir. Ornegin, bir Mr. Frosty tastyici birimi icinde bulunan izopropanol,
dakikada 1 °C’lik bir sogutma orani saglar. Bunlar gelistirilen bazi ilk tekniklerdir
cunki bu yontemler bazen geleneksel olarak adlandirilirlar. Bununla birlikte bu
durum erken vitrifikasyon teknikleri igcin gegerli bir terimdir ve bu nedenle bundan

kaginiimahdir.
Vitrifikasyon: camsi asama

Simdiye kadar kriyoprezervasyon suyun kati ve sivi fazlarina dayanarak
degerlendirilmistir. Kristalizasyon olmadan sivilarin katilasmasi, vitrifikasyon
streciyle kriyoprezerve bitkiler igin de olasidir. Sistem olarak amorf olan camsi
yapinin organize olmaya ihtiyaci vardir ama bu yapi katinin fiziksel ve mekaniksel
Ozelliklerine sahiptir (Taylor ve dig. 2004). Biyolojik sistemlerdeki suyun
vitrifikasyonu htcredeki ¢oziiciler konsantre hale donustikce ortaya ¢ikan, artmis
hiicre viskozitesine baglidir. Artan viskozite su molekdllerinin buz olusturmak (izere
tekrar bir araya gelmesini engeller. Vitrifiye durumu yari kararli bir durumdur bunun
anlami; bu durumun sivi ya da vitrifiye olmayan buz formunu olusturmak igin
nispeten kolayca geri donebilir olmasidir. Vitrifiye sistemleri  molekuler
hareketlilikte degisimlerin oldugu, tekrar isitma ve buz formunu olusturmak
amacityla su molekillerinin yeniden dizenlenmesine olanak saglayacak enerjinin
yeterli oldugu sirada 6zelikle kararsizdir. Vitrifikasyon cesitli yollarla elde edilebilir
ama genellikle sonucta kritik bir viskozite igin ¢ozlinen konsantrasyonunu arttirma
vardir. Sicakliga bagh camsilik icin, camsi gecis sicakhgi (Tg) olarak adlandirilan
asamanin olustugu noktadir, bu noktada molekiler hareket neredeyse sona erer ve
sivi kat1 bir camsi haline gelir. Buzsuz kriyoprezervasyon hayvan hucrelerinde (Fahy
ve dig. 1986) oncu oldu ve Sakai (2004) tarafindan bitkilere uygulandi. Bu
kriyokoruyucu sistem tamamen hiicre ici ve disinda buz olusumunu ortadan kaldirir.
En uygun sogutma oranini yaklamayi basarmanin zor oldugu heterojen dokularda
vitrifikasyon, kriyokoruyucu kompleks olarak avantajli bir sekilde kullanilir. Bitkisel
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materyal, 6zel biytime kosullari ile énceden hazirlanmis olabilir. Kriyoprezervasyon
oncesinde kriyokoruyucu kimyasallarla 6nkultire alinmis ve sivi azota daldiriimadan
once vitrifikasyon solusyonu ile koruma altina alinmis olabilir. Alternatif olarak bitki
ornekleri sivi azota daldiriimadan 6nce, seker ¢ozeltisi ile ozmatikkoruyucu olan ve

disuk nem icerigi icin kurutulan bir alginate ¢ozeltisi ile tamamen kaplanir.
Su durumunda degisim ve kararsizlik:

Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) kullanilarak yapilan termal analiz,
kriyoprezervasyon protokoli gelistirilmesine yardimci  olmak igin, temel
kriyobiyolojide kullanthr. Isi akisi ve su durum gecisleri, zaman ve sicakligin bir
fonksiyonu olarak érnekler DSC de izlenir ve 6rneklerdeki degisiklikler sogutma ve
Isitma esnasinda saptanabilir. Bu yaklasim (Benson ve dig. 2005) ve yiksek
rekalsitrant bitkiler icin protokollerin gelistirilmesi, 6zellikle camsi durumun
stabilize edilmesi ve kriyoprotektanlarin etkinligini degerlendirmek icin kullanilir,

Kriyomikroskopisi de kriyoprotektanlarin varhiginda, su durumu ile gercek
zamanl gecislerin arastirilmasinda bir aractir (Fleck ve dig. 2006). Suyun farkl
durumlardaki gecisinin davranisi ve sagkalim Uzerine etkisi (goreceli amorf, sivi ve
kati fazlarin kararliliklari ve biyolojik dokularda termo-mekanik streslere neden
onlarin potansiyeli agisindan) Taylor ve arkadaslari (2004) tarafindan degerlendirildi.
Camsilasma durumunun genellikle daha kararsiz oldugu distuntlmektedir ve kararsiz
Ozellikleri genellikle tohum gibi daha biyik bir organ ve dokulara 6zellikle zararli

olan ve kirilma, ¢atlama olarak gortlmektedir.

Camsilasma durumu yeniden 1sitma sirasinda zararsiz olabilir ancak
donuklastirma ve buz kristal olusumuna neden olabilir. Buz olustugu zaman saydam
camlar opak hale gelebilir, bu durum kryoviallerde gdzlenmektedir. Bir¢ok
vitrifikasyon sistemi igin, ornekler gecisme sicakhgina geldigi zaman buz
kristallesmesi olasiligini dnlemek icin, tekrar isitilma hizi oranlari belirlenebilir.
Tekrar 1sitilma ¢ok hizli ise stres catlaklari ve kiriklari olusabilir bu nedenle
uygulama dikkatli yapilmahdir. iki asama gerekli olabilir, ilk asama stres kiriklari
olmadan camin gevsemesine izin veren kisa ve yavas olan asamadir. ikinci asama
ise, bir buz fazina dogru gecis olmadan camdan siviya hizl gecisi garanti almak icin

takip edilen hizl 1sitma asamasidir. Bu asamalarin deneme yanilma yontemi ile en
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uygun hale getirilmesi her bir biyolojik sistem ve onun kriyo koruyucu rejimi igin
gerekli olabilir. Yaygin sivi-buz-sivi gegisleri tamamen vitrifiye olmus sistemlerele
karsilastirildiginda konrollii sogutma orani protokolleri farkli biyolojik sonuglara
sahiptir. Bu durum manuel ya da otomatik olarak, “tohumlama” olarak adlandirilan
buz kristallerinin olusmaya basladiji an tarafindan sividan buza baslangi¢ gegisini
saglamak icin 6nemlidir. Bu kristalesme -40 °C’de spontan olarak ortaya ¢ikan
kristallesmenin sonuclarini ve 6rnegin olimu ile drnedin siiper sogumasini énler.
Hicreler arasi buzun ilk olusturuldugu noktanin kontrolli, donma dehidratasyonu ve
koligatif kriyo koruma icin anahtar olaylarin sirasinin kontrolii sonucunda olur.
Yeniden 1sitma ayni zamanda buz stabilitesini etkileyebilir ve bu kullanilan
kriyokoruyucu ilave maddelere, sogutma oranlarina ve doku tipine baghdir. Genel
olarak, yavas sogutmay! takip eden hizl tekrar 1sitmada hayatta kalim orani daha
yuksektir (su banyosunda 40 °C — 45 °C’de). Donmus sistem ¢ok yavas olarak tekrar
Isitilirsa, ¢ok kiglk ve zararsiz buz kristalleri, daha zararli kristaller olarak iginde
blytyebilir. Bu buz sivi gecisleri genlesme ve blziilme seklinde potansiyel olarak
hasar verebilir, homojen olmayan hiicreler, dokular ve organlar arasinda bu durum
olusabilir. Bunlar termal, koligatif ve ozmatik stresin kombinasyonlari tarafindan

tesvik edilmis olabilir (Taylor ve dig. 2004; Benson 2008a).
Kriyo korucular:

Iliman iklime ve soguga uyum saglamis bitkiler dogal ortamlarinda donmaya
dayanacak sekilde donatilmistir ve onlarin davranislarini degerlendirme mantiksal bir
baslangi¢ noktasi saglar.

Dogal donmaya toleransin biyofiziksel yonleri:

-40 °C biyolojik sistemlerde stiper sogumanin gerceklestigi sicakliktir, bu
sicakhkta buz kristallesmesi olmaz ve homojen bir buz yapisi olusur. Bu da dogal
olarak sifirin altindaki sicakliklarda donmaya karsi bitkiler tarafindan kullanilan bir
kacinma stratejisidir. Super soguma, Ozellikle bitki ortlsinin daha fazla canh
kalamadigi daglarin tepe noktarinda donmaya toleransli bitkiler icin énemli bir
adaptasyondur. Bu adaptasyon uyuyan dokularin canlihgini saglar. Soguk sertlesmesi
ya da soguga uyum olarak adlandirilan durumda genellikle donma sicaklarinda

plazmoliz yaralanmalarini azaltmak ya da ozmolariteyi arttirmak icin hiicreler arasi
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cOzelti sentezlenir. Yalnizca -15 °C’de donmadan kaginmaya izin veren bu
mekanizmalara Meryman ve Williams (1985) tarafindan dikkat cekildi. Daha sonra
bu durumun neden ve nasil oldugunu kesfetmenin, daha disuk kriyojenik
sicakliklardaki bitkilerin geri kazanilmasi ile ilgili yapilan uygulamalarin
aciklanabilmesi icin gerekli oldugu Sakai (1956, 1960) tarafindan gosterilmistir.
Hirsh ve arkadaslari (1985) ise Populus balsamifera’nin (Balsam Kavagi) bir
cesidinde yaptiklari freeze/ fracture elektron mikroskobu galismalari ile onculuk
etmislerdir. Onlar soguk iklime alsmis odunsu bitkilerin sivi azota direncli
olduklarini ilk kez tanimlayarak agiklamislardir. Onlarin bulgulari hicreler arasi sivi
camsi form hipotezlerini destekler sekildedir. Ug farkli camsi gegis, sifirin altindaki
sicakhklarda ve dogal olarak olusmus vitrifikasyonla yiksek seviyede sekerin
olmadigi sertlesmis dokularin nispeten sabit kaldigi termal analiz kullanilarak tespit
edilmistir (Hirsh 1987).

Yapay kriyo koruma:

Donmaya karsi kus sperm hucrelerinde gliseroliin Polge ve arkadaslari (1949)
tarafindan kesfi kriyo koruma doneminin sans eseri baslamasina neden olan
kilometre tasidir. Bu atilimdan sonra, Koligatif teori acisindan kriyo koruyucularin
etki sekli (Lovelock 1953; Meryman ve Williams 1980, 1985) ile ilgili saglk
bakimindan kriyobiyolojik arastirmalar yapildi. Lovelock’un anahtar calismasinda;
uygulanan hiicreler arasi tuzun kritik konsantrasyonu asildiginda, gliserol uygulamasi
bagimsiz oldugunda ya da kritik tuz konsantrasyonu elde etmek igin gerekli donma
sicakhginda kirmizi kan hicre hasar gorir. Bu durum gliseroliin hiicreye penetre
oldugu ve koligatif bazda herhangi bir sicaklikta olusan buz miktarini azalttig
seklinde yorumlanabilir. Diger bir deyisle, osmoz nedeniyle kaybedilen su ve hiicre
disi tuz konsantrasyonundaki azalma antifriz olarak rol oynar. Donmanin olustugu
sicakhgin dustrilmesinin ek yarari ile minimum 6ldirici hicre hacmine ulasmasina
karsi hiicre korunur. Bir ¢ozeltinin koligatif 6zelligi, ¢ozucuntun 6zdesligine degil;

sadece ¢6zlinen pargaciklarin sayisina ve ¢ozeltideki ¢ozlcl oranina baglidir.

Koligatif kriyo koruma teorisi iki temel ¢zellige sahiptir. Kriyo koruyucular
hlicreye penetre olabilmelidir yoksa ozmatik su kaybina ve yaralanmalara neden olur.
Kriyo koruyucularin yararli olabilmesi igin, gerekli olan konsantrasyonlarda hicre
icin non-toksik olmalidir.
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Penetre kriyo koruyucular hiicrenin ozmolaritesine katki yaparlar. Dondurma
islemi baslatilmadan dnce gliserol gibi koligatif katki maddeleri hiicrenin baslangi¢
ozmolaritesini arttirir. Ozmotik dengeyi yakalamak icin, donmay! saglayacak su
diizeyi daha azdir ve hiucrede olusan dehidrasyonun uzamasi daha iyi tolere edililir.
(Meryman ve Williams 1985). Donma noktasini katki maddeleri baskilayarak, daha
dustk sicakliklarda olusmasina neden olur. Bitki kriyoprezervasyonunda kullanilan
en yaygin kriyo koruyucular gliserol, DMSO, metanol (bazi etanoller) ve daha kiicuik
molekiler agirliga sahip glikollerdir. Sogutma hizini kontrol etmenin amaci ¢ok az
(buz hasari ile sonuclanan) ve cok fazla (kolligatif hasar ile sonucglanan) arasindaki
hiicre dehidratasyonu optimize etmektir. Koligatif ajanlar, asiri ve yetersiz
dehidrasyonun neden oldugu miktari azaltir. Eger glisrerol buna oérnek verilirse,
hiicre hasari sadece ylksek ozmolarite seklinde ortaya ¢ikar. Hlcreden disariya gikan
suya Yyeterli zaman saglamak icin yeterince yavas bir sogutma orani uygulamak
gereklidir. Operatére bagli buzun hicreler arasi tohumlanmasi énemlidir ve bir
asamali degisim yaratir. Yavas sogutma asamasinin sonunda programda bir “tutma”
sivl azota birakilmadan 6nce suyun akisinin tamamlanmasina izin verir. Koligatif
ajanlar ayni zamanda hucrenin viskozitesini de arttirir ve sitoplazmadan suyun
akisini azaltir. Hucre viskozitesi, buz kristallenmesini (Meryman ve Williams 1980,
1985) inhibe edecek sekilde bir seviyeye yikseltilmis olabilmektedir. Bu nedenle,
hucre disi donma olmamasina ragmen, hucreler hiicre i¢i buz olmadan ve "camsi
durumda” korunur. Tamamen buzdan arindirilmis kriyojenik depolama bitki
kriyoprezervasyonu igin en yeni yaklasimdir (Sakai 2004; Benson 2004). Kriyo
koruyucu vitrifikasyon stratejilerinin gelisimi igin anahtar; buz olusumunun
durduruldugu ve kriyojenik sicaklik etkisinde suyun camsilastigi noktaya kadar hiicre
vizkozitesini arttirmaktir. Hucre viskozitesinin arttiriimasi iki ana yaklasim
kullanilarak elde edilir: ¢ok ylksek konsantrasyonlarda kriyo koruyucu Kkatki

eklenmesi ve ozmotik dehidrasyon ve buharlastirma yoluyla suyun uzaklastirilmasi.

Uygulamada, bir¢ok bitki vitrifikasyon protokolinde her iki yaklasim da
birlestirilmis sekildedir.

Katki maddelerinin kullanimiyla erisilen vitrifikasyonda, kriyo koruyucular
toksisite, ozmotik hasar (penetre olmayan icerikler) ve vitirfikasyonda geriye

donmelere yol agabilir. Dehidrasyon islemlerinin uygulandigi durumda ise, ozmotik
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dehidrasyon ve/veya buharlastirma yoluyla (hava kurutma ya da silika jel gibi
kurutucu ajanlarla) suyun uzaklastirilmasi sézkonusudur ve bu durumda da
kurutmaya karsi duyarhilik ek bir sorun olur. Farkh katki maddelerinin bir
karisiminin (Fahy ve dig. 1986) kullanilmasi da avantajlidir. Bu, tek bir katki
maddesinin toksisitesini azaltir, asiri buharlastirma yoluyla kurutmanin etkilerini
sinirlandirir ve olusan camsi yapinin korunmasina yardim eder. Bu penetre olan ve
olmayan kriyo korucularin kullanildigi durumlarda tavsiye edilir (Fahy ve di§. 1984).
Bitkilere uygulanan ¢ogu vitrifikasyon ¢ozeltisi, penetre olan ya da olmayan kriyo
koruyucularin karisimini icerir. Sogutma orani koligatif kriyo korumanin basarisi
icin kritiktir. Bu ayni zamanda yeniden isitma ve vitirfikasyon basaririsinin anahtari
olan camsihigin sabitlenmesi icin de kritiktir (Fahy 1987). Camsihigin sabitlenmesi,
Ozellikle, tim sistem icerisinde su potansiyeli ile ilgili olarak, baslangigta olusan
camsiliga dayali olabilir. Bitkiler séz konusu oldugunda, buharlasma yoluyla
kurutmada c¢ok distik su iceriginde vitrifiye olan hicrelerde bu durum beklenebilir.
Bu surecte hiicre, tekrar i1sitmada buzun buyumesi ve vitrifikasyonun bozulmasi,
kristallesmeye katilmak igin daha az miktarda uygun su molekine sahip olacaktir.
Tersine, yeniden i1sitmada daha az sabit camsi yapilar olusturabilen penetre olan ya
da olmayan kriyo koruyucularin kombinasyonu kullanilarak vitrifiye edilirler.
Dehidrasyonda camsiligin sabitlenmesi icin yapilan karsilastirmali termal analiz
calismalari, kurutulmus aljinat boncuklari ve bitki vitrifikasyon ¢Ozeltisi 2 (Plant
Vitrification Solution) (PVS2) icin bazi kanitlar saglar (Benson ve dig. 1996). Aljinat
ile yapilan kapsilleme dehidrasyonu ile vitrifikasyonda, ortam sicaklijinda
gerceklesen pasif yeniden 1sitma ile camsilasma sabit olarak strddralir.
Vitrifikasyon sollisyonunda termal ve ozmotik stabilitenin saglanmasi icin; katki
maddelerinin, kriyo koruyucularin uzaklastirilmasinin ve hizli yeniden i1sitmanin siki
bir kontroli gereklidir (Benson 2008a).

Kriyo korumada yeni ve geriye donik anlayislar:

Ozellikle korunmasi zor bitkilerin, dondurarak saklanmasi icin fiziksel ve
biyolojik bilginin entegrasyonu ©6nemlidir. Mevcut kriyo koruyucu teorisinin
genigletilmesi ve gelistirilmesi icin temel arastirmalarin sayisinda artis s6z
konusudur. Polioller ve sekerler (6zellikle sukroz ve trehaloz) diger dondurarak

saklama koruyuculari ile kombinasyon halinde uygulandiginda, sulu cozeltilerin
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camsl! yapiy! olusturucu egilimini arttirirlar (Fuller 2004). Sekerler, su ile H bagi
olusturmak ve hiicre vizkozitesinin yiikselmesini saglamak gibi birgok avantaja
sahiptir. Daha sonra Turner ve arkadaslari (2001) kendi hidroksil gruplarinin
stereokimyasal duzenlemesine iliskin olarak farkli polialkoleri ve sekerleri
karsilastirarak, elde edilenlerin dondurarak saklamada etkili olduguna dair bir
alternatif bir teori arastirdl. Bu ¢alismada, gliseroliin ¢ok etkili oldugu sonucu elde
edilmistir. Kriyo koruyucularin zehirliligi tzerine Fahy ve arkadaslarinin (2004)
memeli hicrelerinde yaptiklari calismalar ise vitrifikasyon cozeltilerine dayali
bozulmalarda belirleyici roliin hiicre icinde kalan su miktarinda oldugunu
gOstermistir. Bu bilgi bitki kriyo biyologlari i¢in oldukca 6nemli olmustur. Bu
sonuca gore, uygun sogutma oraninin yakalanmasi igin su-su etkilesiminin en aza
indirilmesi gerekir. Ayrica buz kristallesmesini engellemek igin vitrifikasyon
cozeltilerinin zehirlilik derecelerini de dikkate almak gerekir. Hiicresel bilesenler ile
kriyokoyucular arasinda suyun kullanimina yonelik olarak gergeklesecek rekabet
hiicresel hasarin belirlenmesinde etkili olacaktir. Gelecekte kontrollii sogutma
oranlari ve vitrifikasyon protokolleri ile ilgili yapilacak ¢ahismalar bu sekildeki temel

arastirmalar tzerine gelisecektir.

Bitkilerde kriyo koruma galismalarinda bitkilerin kendi Ozellikleri dikkate
alinmahdir. Bu konuda Tao ve Li (1986), hayvan hucreleri ile karsilastirildiginda
bitki hicrelerinde siklikla kullanilan kriyo koruyuculari ve bunlarin hcrelere

penetere olabilme yeteneklerini siniflandirmistir;

e Hiucre duvarin igine penetre olamayacak yulksek molekul agirlikh
polimerler (PEGgooo, PVP (poli[N-vinil-2]pirolidon), polisakaritler,
proteinler.

e Yalnizca hiicre duvarina penetre olabilecek oligosakaritler, manitol
amino asit (proline) ve disuk molekul agirlikh polimerler PEGigoo

e Hiuicre duvari ve zarindan penetre olabilen DMSO ve gliserol

Tao ve Li (1986), her bir kriyo koruyucu siniflandirmasinin farkh
fonksiyonlara sahip oldugunu ve en iyi korumayi saglamak i¢in, dondurarak saklama
koruyucularinin,  bitkilerde kombinasyon halinde kullanilmasi  gerektigini
onermektedir. Penetre kriyo koruyucular hicre duvari ile hiicre zari arasindaki
adezyonu gevseterek gecici plazmolize neden olurlar. Kriyo koruyucular, buz
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kristallerinin olusmasindan dnce yapiy! yogun hale getirir ve buzun biylme oranini
ve hizini engeller, hiicreler arasi bosluk olusturarak mekanik hasara karsi yapiyi
korur. Bitkilerde camsi yapinin olusmasini saglamak icinse iki yaklasim s6z
konusudur (Sakai 2004). Bunlar; aljinat kapstlleme ile dehidrasyon ve PVS gibi
katki maddelerinin kullanilmasidir. Sakai (2004) gelistirdigi PVS2 ¢ozeltisinin iki
kriyo koruyucu mekanizmaya sahip oldugunu 6ne surerler. Bunlardan birincisi,
PVS2 hiicresel suyun yerine ge¢cmesi ve ikincisi de hicre de kalan suyun donma
davranisini degistirmesidir. Volk ve Walters (2006) da PVS2 icine eklenen
bilesenlerin (6rnegin DMSQO) penetrasyonunun, PVS2’nin kriyo koruma isleminin
merkezi oldugunu teorisini ortaya koydu. PVS2’nin penetere olan bilesenleri
hlcredeki suyun yerine gecer ve hiicre dehidrasyonu nedeniyle hiicrede meydana
gelecek ve hiicreye zarar verecek hicre buzilmesini engeller (Volk ve Walters
2006). PVS2’nin penetre olmayan bilesenleri ise hiicrenin ozmotik olarak aktifligini
dizenler. Daha sonra sicakhgin dusurilmesini takiben su molekillerinin molekler

hareketi kisitlarak buz kristallerinin olusmasi engellenir.

Kriyo korumacilar giderek artan bir sekilde ¢esitli vitrifikasyon
yontemlerinin; koligatif, biyofizik ve molekiler 6zelliklerini birlestirerek kriyo
koruyuculari kullanirlar. Bu durum kriyoprezerve edilen tirlerin cesitlenmesiyle
sonuclanmistir. Son yapilan cahismalar gostemistir ki; bitki kriyo koruyucularinin
davraniglarinin teorik olarak anlasilmasi onlarin rolinun anlasilmasi agisindan
onemlidir. Ayrica farkli kriyo koruyucular kullanilmasi saklanan bitkilerin
potansiyeli ve istikrari agisindan da énemlidir.

1.2.2.4 Kiriyoprezervasyon teknikleri

Ortodoks tohumlar ya da uyku halindeki tomurcuklar gibi bazi materyaller,
dogal dehidratasyon sureci gosterirler ve herhangi bir 6n isleme gerek olmadan
kriyoprezerve olabilir (Engelmann 2004). Kriyoprezervasyonda kullanilan ¢ogu
deneysel sistem yuksek miktarda hicresel serbest su igerir ve ¢ogu donmaya karsi
dayanikli olmadigindan, donmanin yarattigi hasara karsi da hassastirlar (Engelmann
2004). Bu nedenle hicrelerin, hicre icindeki suyun Kkristallestirmesinden
kaynaklanan hasara karsi korunmasi i¢in yapay dehidratasyon uygulanmasi gerekir

22



(Mazur 1984). Bu nedenle bitkilerde klasik ve yeni kriyoprezervasyon teknikleri

olmak Gzere farkl fiziksel yontemler kullanilir.
Klasik kriyoprezervasyon teknikleri:

Klasik  kriyoprezervasyon teknikleri; tanimlanmis bir  6n-dondurma
sicakhgina kadar yavas sogutulduktan sonra, hizli bir sekilde sivi azota daldirma
seklinde uygulanir. Yavas sogutma sirasinda sicakhgin dastrtlmesi ile hicreler ve
dis ortam baslangicta stiper soguk olur ve bu durumu ortamdaki buz olusumu izler
(Mazur 1984). Hicre zari fiziksel bir bariyer rolii oynar ve hiicre i¢i buz olusumu
Onlenir ve hicreler, donmamis ancak asirt sogutulmus kahr. Asiri sogutulmus
hicrelerde dondurulmus dis bolmenin sulu buhar basinci fazla olur ve hicrelerde
olusan dis buzdaki suyun kaybi ile hiicreler dengeye ulasir. Uygun kosullar altinda,
hiicreden su uzaklastirildiginda ¢ogu hicre igi ya da tim hiicre ici dondurulabilir ve
bu sayede zararh hticre i¢i buz olusumunu 6nlenerek 6rnekler sivi azota daldirilabilir
(Engelmann 2004).

Klasik dondurma islemleri asagidaki ardisik adimlari icermektedir:

e Orneklerin 6n biyltmesi,

e kriyo koruma,

e yavas sojutma (dakikada 0.5-2.0 °C) Belirlenmis bir 6n-dondurma
sicakligina kadar yaklasik, 40 °C’ye kadar.

e Ornekleri sivi azota hizli daldirma

e depolama,

e hizh ¢6ziilmesi,

e yeniden canlandirma seklindedir.

Klasik teknikler genellikle karmasik ve pahali programlanabilir
dondurucularin kullanimini gerektirir (Kartha ve Engelmann 1994; Engelmann 1997)

Yeni kriyoprezervasyon teknikleri:

Vitrifikasyona dayali bir yontemlerdir. Hiicre dondurulmadan dnce ornekler,
donmaya karsi koruyucu ortama koyulur ve / veya havada kurumaya maruz birakilir

ve daha sonra dehidrasyon gergeklestirilir. Bunu hizli sogutma izler. Bunun bir
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sonucu olarak, hucre ici buz olusumunu etkileyen tum engelleyici faktorlerden

kaginilmis olur.

Vitrifikasyona  dayali yontemler  klasik  dondurma  teknikleri
karsilastirildiginda pratik avantajlar sunar. Ornegin, cok hizli dondurma. Cok hizli
dondurma, donmanin uyarildigi dehidrasyon kosullari altinda, her birinin essiz
oldugu, cesitli hiicre tiplerini iceren kompleks organ yapilari (surgiin ucu ve embriyo
gibi) icin daha uygundur. Sistemde buz olusumunu engelleyerek, klasik
kriyoprezervasyon tekniklerine gore islevsel olarak (kontrollii dondurucu kullanimi
gerektirmedigi icin) daha az karmasiktir. Vitrifikasyona dayali yéntemler genis
uygulanabilirligi nedeniyle daha buyik bir potansiyele sahiptir ve farkli hiicre tipleri
icin yalnizca kicuk degisiklikler gerekir (Engelmann 1997). TUm bu yeni
protokollere ortak bir 6zelligi sagkalim elde etmek igin dnemli bir adim klasik

protokollerde oldugu gibi dehidrasyon asamasi degil, dondurma adimi, olmasidir.

Yeni kriyoprezervasyon tekniklerinde hayatta kalmanin saglanabilmesi icin
ortak ve énemli bir asama klasik protokollerde oldugu gibi dondurma asamasi degil

dehidrasyon asamasidir (Engelmann 2004).
Vitrifikasyona dayali yedi farkli yontem belirlenmistir.

e Kapsulleme ve dehidrasyon

o Vitrifikasyon (Camsilastirma)
e Kapsulleme ve vitrifikasyon

e Dehidrasyon

e On biiyiitme

e On bilyiitme ve dehidrasyon

e Damlacik (Droplet) dondurma

Kapsulleme ve dehidrasyon; kapsilleme-dehidrasyon islemi yapay tohum
iretimi icin gelistirilen teknolojiye dayanmaktadir. Ornekler aljinat taneleri icinde
kapstllenir, bir ile yedi giin arasinda stikroz ile zenginlestirilmis sivi medya i¢inde 6n
blylitme yapilir, laminar hava akimi kabininde hava ile ya da silika jel ile su
iceriginin yaklasik 9%20’sini kaybedene kadar kurutulur ve hizla dondurulur
(Dereuddre ve dig. 1991). Hayatta kalma orani yiksektir, kallus olusumu olmadan
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kriyoprezervasyona ugramis érneklerin bayimesi hizli ve direktir. Bu teknik iliman
ve tropikal kokenli cok sayida tirln tepe noktasina ayni zamanda cesitli tarlerin
somatik embriyolarina ve hiicre sispansiyonlarina uygulanmistir (Engelmann 1997,
2000).

Vitrifikasyon; bu uygulama c¢esitli sayida turin sirgun uclari, hucre
stispansiyonlari, embriyonik dokulari, somatik embriyolari igin gelistirilmistir (Sakai
ve di§. 2000, 2002). Ornekler, kriyo koruyucu madde ile zenginlestirilmis ortamda
onkdltire alinirlar. 2 M gliserol ve 0.4 M sikroz iceren yiikleme solisyonuna
(Matsumoto ve dig. 1994) tabi tutulurlar. Daha sonra yaklasik 7.8 M’lik gliserol
tabanli PVS2 (Sakai ve dig. 1990) ile hazirlanan ¢ok yogun bir vitrifikasyon ¢ozeltisi
ile dehidre edilirler. Sonrasinda 6rnekler hizla dondurulur, ¢ozdirilir ve yeniden

kazanilir.

Kapsulleme ve Vitrifikasyon; aljinat taneleri iginde kapsillenen Ornekler
vitrifikasyonla dondurma islemine tabi tutulur. Kapstilleme ve dehidrasyon yontemi
ile vitrifikasyon yonteminin bir kombinasyonudur (Engelmann 2004).

Dehidrasyon; bu yontem 0zellikle tohumdan ¢ikarilan embriyonik akses ve
zigotik embriyolarda uygulanir. Ara tirlere ve rekalsitrant tip tohuma c¢ok sayida
tirtin embriyolarina uygulanmistir (Engelmann 1997, 2000). Ornegin dehidrasyonu
sonrasinda sivi azot icine hizla daldirildigi basit bir yontemdir. Kurutma genellikle
laminar hava akimi kabininde steril sikistirilmis hava ya da bir silika jel kullanilarak
gerceklestirilir (Engelmann 2004).

On Biliyiitme; orneklerin kriyo korucular varliinda kiiltire edilmesi ve sivi
azota daldirilarak, hizla dondurulmasi ile olusur. Bu yontem 0Ozellikle Musa bitkisi
icin gelistirilmistir (Panis ve dig. 2002).

On Bilyiitme ve Dehidrasyon; 6rnekler kriyo koruyucularin varliinda
yetistirilir ve laminar hava akimi kabininde ya da silika jel kullanilarak kurutulur ve
hizla dondurulur. Bu yontem 0zellikle kuskonmazin sap bolimleri basta olmak
uzere, palmiye yagi poli embriyonik kiltirleri ve hindistan cevizi zigotik embriyolari
icin uygulanmistir (Assy-Bah ve Engelmann 1992; Dumet ve dig. 1993; Uragami ve
dig. 1990).
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Damlacik (Droplet) Dondurma; patates (Scha fer Menuhr 1996), kuskonmaz
(Mix-Wagner ve dig. 2000) ve elma (Zhao ve dig. 1999) strgin uclarina uygulanmis
bir yontemdir. Surgiin uclari sivi kriyo korucu medya ile 6n isleme tabi tutulur, daha
sonra kriyo koruyuculu damlaciklar halinde bir aliminyum folya (zerine alinirlar ve

dondurulurlar. Dondurma isleminde elmalar yavas, patatesler hizli dondurulur.

1.2.2.5 Dondurulmus gen kaynaklarinin yeniden kazanilmasi

Sivi azotta uzun sure depolanan ya da kriyo tlplerde tasinan oOrneklerin
yeniden kazanilmasi icin ¢ozdurulmesi ve uygun besi ortamlarinda yetistirilmesi
gerekir. Hizli bir sekilde c¢ozdirme tekrar kristallesmeyi onlemek igin énemlidir
(Plessis ve dig. 1991, 1993). Bircok turde surgln uclari Kkriyoprezervasyon
sonrasinda kallus olusumu gerceklesmeden geri kazanilir. Klasik yontemlerin aksine
yeni kriyoprezervasyon tekniklerinde hicre butinlugi daha iyi korunmus olur
(Engelmann 1997). Organize biytumeyi arttirmak icin ¢ozdiurme sonrasi kultir
kosullari, uygun biyime ortaminin se¢imi (bitki blyltme dizenleyicileri ve
medyanin tuz icerigi) énemlidir (Withers ve di§. 1988). Bu sekilde hayatta kalma
oraninin %40’tan fazla oldugu gorulmastir (Reed 2001).
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2. YONTEM

2.1  Bitki Materyali

12 adet ticari gesit ve iki ana¢ olarak gubuk halinde T.C. Gida Tarim ve
Hayvancilik  Bakanhigi’na bagli Manisa Bagcilik  Arastirma  Enstitsi
Mudurlugi’nden elde edilmistir. Cubuk halinde Pamukkale Universitesi Bitki
Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne (PAU
BIYOM) getirilen bitkiler merkezin serasinda koklendirilmistir. Koklendirilen
materyal in vitro da steril bitki Gretimi i¢in surgln ucu dondru olarak kullaniimistir
(Tablo 2.1 ve Tablo 2.2).

Tablo 2.1: PAU BiYOM serasinda bilyatiilmiis 12 ticari gesidin 6zellikleri

Isim Tanerengi  Cekirdek dzelligi  Cesit 6zelligi
Merlot Siyah Cekirdekli Saraplik
Cal Karasi Siyah Cekirdekli Saraplik
Cabernet Sauvignon Siyah Cekirdekli Saraplik
Syrah Siyah Cekirdekli Saraplik
Ali Cante Bouschet Siyah Cekirdekli Saraplik
Bornova Misketi Beyaz Cekirdekli Saraplik
Sultani Cekirdeksiz Beyaz Cekirdeksiz Sofralik
Trakya ilkeren Siyah Cekirdekli Sofralik
Superior Seedless Beyaz Cekirdeksiz Sofralik
Yalova incisi Beyaz Cekirdekli Sofralik
Crimson Seedless Kirmizi Cekirdeksiz Sofralik
Red Globe Kirmizi Cekirdekli Sofralik

Tablo 2.2: PAU BiYOM serasinda biiyitiilmiis 2 anacin 6zellikleri

ANACLAR DIRENCLILIK DURUMU
Floksera Nematod Kurakhk
1103 P Direncli Direncli Duyarli
5BB Direncli Duyarli Kismen Direngli
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2.2  Bitkisel Materyalin Koklendirilmesi

Cubuk halindeki bitki materyaller 40 saniye boyunca 1 mg/L IBA ¢6zeltisine
daldiriimis (Sekil 2.1A) ve kdklenmeleri igin kum dolu tenekelere dikilmistir (Sekil
2.1B). Koklenen bitkisel materyal (Sekil 2.1C) 12 litrelik saksilara aktarilarak tam
kontrolli PAU BiYOM serasinda bilyiimeye birakilmistir (Sekil 2.1D).

Sekil 2.1: Asmada koklendirme asamalari. A) Koklendirme amaciyla asma

cubuklarinin 1 mg/L IBA ¢Ozeltisine daldiriimasi B-C) Koklendirilmis asma
cubuklari D) PAU BiYOM serasinda yetistirilen asma bitkileri

2.3 Bitkisel Materyalin In Vitro Cogaltiimasi

PAU BiYOM serasinda biyiitiilen ve yaklasik olarak bir yasina gelen bitkisel

materyalden Mart ayinin ikinci yarisi ile Nisan aymnin ilk yarisi boyunca surgln

28



uclari elde edilmistir. Elde edilen strgtin uglari yiizey sterilizasyonundan sonra doku

kultard ortaminda cogaltilmistir.

2.4 Surgun Uclarina Yuzey sterilizasyonu

Toplanan surglin uglari %70’lik etanol bulunan kavanozda 40 saniye ve daha
sonra sterilizasyon soltisyonu (%20’lik kloraks + 9%0.1 Tween-20) i¢inde 15-20
dakika tutulmustur. Daha sonra sterilizasyon soliisyonu icgerisinde bulunan ug
stirgunler steril kabine alinarak steril distile sudan t¢ defe gegcirilir ve steril kurutma
kagitlar1 Gzerine ahinmistir. Sirgiin uclari yiizey sterilizasyonundan sonra MS
(Murashige ve Skoog 1962) medyasina konularak buyutilmastr.

2.5  Surgun Uglarinin Cogaltiimasi

Sirgiin uglart 30 gr/l siikroz iceren MS (Tablo 2.3) medyasi koyulmus
Magenta kutularina aktarilmis (Sekil 2.2) ve her (¢ ayda bir alt kulttr olusturularak
cogaltiimustir (Sekil 2.3). Cogaltilan strgiin uclari daha sonra yaklasik 1 mm
uzunlugunda kesilip ¢ikariimis 1/2 MS ve 0.3 M siikroz iceren kati besin ortaminda
(Matsumoto ve Sakai 2003) U¢ gin tutulduktan sonra iki asamali vitrifikasyon
uygulamasina tabi tutulmustur (Tablo 2.3).

Sekil 2.2: Doku kilturiine aktarildiktan 20 glin sonra strgln uclarinin durumu
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Sekil 2.3: Steril kabinde stirgiin uclarinin alt kaltir olusturularak ¢ogaltilmasi.
A) Doku kilturinde blyumds steril bitki. B) Bitkinin steril kagit Gizerine alinmasi.
C) Bitkinin nod bdlgelerinden kesilerek pargalara ayrilmasi. D) Kesilen pargalarin

MS igeren Magenta kaplarina aktarilmasi.

Kullanilan MS tabanli besin ortamlarinin icerikleri Tablo 2.3’te verilmistir.
Makromineraller ve mikromineraller ve vitaminler daha 6nceden ilgili prosedire
gore stok solusyonu olarak hazirlanmistir. Besi ortami sterilizasyon islemi ise 121

°C’de otoklavda 20 dakika olarak gerceklestirilmistir. Besi ortamlarina katilastirici

olarak %7 agar eklenmistir.
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Tablo 2.3: Calismada kullanilan MS tabanli medyalarin igerikleri

MS makromineraller (mgl™) MS? MS" YS® MS* RM®
NH4sNO; 1,650 825 1,650 1,650 825
CaCl,.2H,0 440 220 440 440 220
MgS0,.7H,0 370 185 370 370 185
KNO; 1,900 950 1,900 1,900 950
KH,PO, 170 85 170 170 85
MS Mikromineraller (mg I™)

Kl 0.83 0.415 0.83 0.83 0.415
HsBO; 6.2 3.1 6.2 6.2 3.1
MnSO4H,0 16.9 8.45 16.9 16.9 8.45
ZnS0O,47H,0 8.6 4.3 8.6 8.6 4.3
Na,Mo00,.2H,0 0.25 0.125 0.25 0.25 0.125
CuSQ,4.5H,0 0.025 0.0125 0.025 0.025 0.0125
FeS0,.7H,0 27.8 13.9 27.8 27.8 13.9
CoCl,.6H,0 0.025 0.0125 0.025 0.025 0.0125
Na,.EDTA 37.3 18.65 37.3 37.3 18.65
Vitaminler (mg 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) 0.5 025 05 0.5 0.25
Glycine 2.0 1.0 2.0 2.0 1.0
Myo-inositol 100 50 100 100 50
sucrose (g 1™ 30 102.69  136.92 410 30
Agar (g I'") 7 7 0 0 10
Glycerol 0 0 184.18 0 0
BAP 0 0 0 0 1

® Murashige ve Skoog (1962)

®1/2 MS ve 0.3 M siikroz iceren kati besi ortami(Matsumoto ve Sakai 2003)

“MS, 2 M gliserol ve 0.4 M siikroz iceren sivi yiikleme soliisyonu (Nishizawa ve dig. 1992)

4MS, 1.2 M siikroz iceren sivi besin ortami(Matsumoto ve Sakai, 2003)

€1/2 MS, 1 ml/l BAP, %3 siikroz ve %2 agar iceren kati rejenerasyon medyasi (Matsumoto ve Sakai
2003)

2.6  Kriyojenik Prosedur

Cogaltilan strgiin uglarindan yaklasik 1 mm uzunlugunda kesilip ¢ikariimis
1/2 MS ve 0.3 M sukroz iceren kati besin ortaminda (Matsumoto ve Sakai 2003)
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(Tablo 2.3) 25 °C’de (¢ giin boyunca tutulmus olan stirgiin uclari (Sekil 2.4A) bu
ortamdan alinarak yukleme solisyonu (YS) (Nishizawa ve dig. 1992) (Tablo 2.3)
cozeltisine alinmistir (Sekil 2.4B). Ylkleme solusyonu 2 M gliserol ve 0.4 M sukroz
iceren MS igeren sivi besin ortamidir. Kiltir edilen stirgtin uglari 25 °C’de 20 dakika
boyunca ylkleme ¢ozeltisinde tutulmustur. Yukleme ¢Ozeltisinden sonra ornekler
¢ok yogun olan PVS2 (Plant Vitrifikasyon Sollsyonu 2) (Sakai ve dig. 1990) (Tablo
2.4) cozeltisine aktarilmistir. iki asamal vitrifikasyon uygulamasinda drnekler 6nce
1/2 PVS2 cozeltisinde 0 °C’de 30 dakika (Sekil 2.4C), daha sonra tam PVS2
cOzeltisinde 0 °C’de 50 dakika (Sekil 2.4D, 2.4E) bekletilmistir. Son olarak 0.1 ml
PVS2 iceren kriyo tuplere (Sekil 2.4F) aktarilarak 120 dakika sivi azota (Sekil 2.G)
daldiriimistir.

Tablo 2.4: 1/2 PVS2 ve tam PVS2 ¢Ozeltilerinin igerikleri

Vitrifikasyon Cozeltileri (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 ¢oOzeltileri hazirlanirken gliserol, etilen glikol (EG)
ve pH’si 5.8 olarak ayarlanmis 0.4 M siikroz icerigi ile hazirlanan MS hep birlikte
otoklavlanmistir. Daha sonra otoklavlanmig besin icerigine kullanilacagl zaman 1/2
PVS2 ¢ozeltisine 150 ml, tam PVS2 ¢ozeltisine 75 ml dimetil stlfoksit (DMSO)

eklenmistir.

Sivi azota daldirilarak hizla dondurulan 6rnekler daha sonra 40 °C’de bir
dakika su banyosunda tutularak g¢ozdurulmastir (Sekil 2.5A). Cozdurme islemi
sonrasinda kriyo tlplerden PVS2 cozeltisi uzaklastirilmistir. Uzaklastirilan PVS2
cozeltisi yerine 1.2 M suikroz igeren sivi MS besi ortami (Matsumoto ve Sakai 2003)
(Tablo 2.3) eklenmis ve ornekler 25 °C’de 20 dakika bekletilmistir (Sekil 2.5B).
Sonrasinda strgun uclari steril kagitlarin Gzerine alinmis (Sekil 2.5C) ve steril
kagitlarin Gzerinden de kati rejenerasyon medyasi (RM) (Tablo 2.3) iceren petrilere
aktariimistir (Sekil 2.5D). Aktarimdan bir giin sonra strgun uglari taze yapiimis ayni

rejenerasyon medyasi iceren petrilere yeniden aktariimistir.
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Sekil 2.4: Kriyojenik prosedurun asamalari. A) Imm uzunlugundaki stirgiin uclarinin
25 °C’de ¢ gun bekletilmesi. B) Sirgin uclarinin sivi yikleme soliisyonunda
bekletilmesi C) Sirgin uclarinin %2 PVS2 c¢ozeltisine aktariimasi. D) Sirgin
uclarinin tam PVS2 ¢ozeltisine aktarilmasi. E) Strgin uglarinin PVS2 ¢ozeltisinde 0
°C’de bekletilmesi. F) PVS2 iceren kriyo tiiplerin sivi azot tankina daldiriimak icin
cubuklara yerlestirilmesi. G) Kriyo tiiplerin sivi azot tankina daldiriimasi.
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Sekil 2.5: Sirgiin uclarinin kriyojenik prosedir sonrasinda ¢ézdurulmesi ve
rejenerasyon medyasina alinmasi. A) 40 °C’lik su banyosunda ¢6zdiirme isleminin
uygulanmasi. B) kriyo tuplerdeki PVS2 ¢Ozeltisinin 1.2 M sukroz iceren sivi MS besi
ortami ile degistirilmesi. C) Surgun uclarinin steril kagit tzerine alinmasi D) Sirgin
uclarinin rejenerasyon medyasina alinmasi.

2.7 Surgun Uglarinin Buyutulmesi

Regenersyon medyasina aktarilan siirgiin uclari btyumeleri icin PAU
BiYOM da bulunan doku kiiltiirii odasina alinmislardir (Sekil 2.6). Burada 16 saat
aydinhk / 25 °C ve 8 saat karanlik / 17 °C’ye ayarlanmis biyitme kabinlerinde

gelismeleri izlenmistir.
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Sekil 2.6: PAU BiYOM doku kiiltiirii odas

2.8 Surgun Uclarinin Flow Sitometri ile Analizi

Gelisimleri izlenerek biuyumeye devam eden ve uygun asamaya gelen
bitkilerden ve kallus formunda gelisim gosterenlerden 50 g alinmis ve gekirdekleri
izole edilerek DNA miktarlari ve ploidi seviyeleri flow sitometri (Beckman Coulter
Cell Lab Quanta SC Flow cytometer) ile 6l¢tlmustir. Bu yontemin bu c¢alismada
kullaniimasinin amaci rejenere olan kallus ve bitkilerde blyik 6lgekli kromozamal

anomali olup olmadiginin test edilmesidir.

Tablo 2.5: Cekirdek izolasyon tamponu (NIB) igerigi (100 ml i¢in)

Kimyasal Kimyasal miktari Final icerik miktar®
HEPES 360 mg 15 mM

Na;EDTA 37.22 mg 1mM

KCI 597 mg 80 mM

NaCl 116.2 mg 20 mM

Triton X-100 200 mikro | %0.2 (v/v)

Stikroz 10.3¢g 300 mM

Spermin 17.4 mg 0.5 mM

PVP-40 1lg 1%

#pH 7.5 'e ayarlanir ve -20 °C'de saklanir.
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Flow sitometri ile yapilacak olciimlerde kullaniimak tzere petri kabinin
icerisine olcumleri yapilacak asma bitkisinin ve kontrol olarak kullanilan Hordeum
vulgare L. (10.1 pg; Arumuganathan ve Earle 1991) bitkisinin taze surgtnlerinden
yaklasik 50 g (6-8 cm kadar) alinarak tzerilerine 1.5 ml nuclei isolation buffer (NI1B)
(cekirdek izolasyon tamponu) eklenmistir. Analiz i¢in kullanilan NIB buffer

icerikleri Tablo 2.5’te verilmistir.

Sekil 2.7: Strgun uglarinin Flow Sitometri ile analizi. A) NIB icindeki dokularin
jiletle kiyilmasi ve 6rnek elde edilmesi. B) drneklerin filtreden gegirilmesi. C)
orneklerin eppendorf tupune aktarilmasi. D-E) drneklerin Flow Sitometri ile
Olctlmesi.
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NIB icinde bulunan dokular jilet yardimi ile ¢cok ince kiyilarak (Sekil 2.7A)
homojenize edildikten sonra 37 mikron porlara sahip naylon filtreden gecirilerek
(Sekil 2.7B) 2 ml’lik eppendorf tuplerine alinmislardir (Sekil 2.7C). Daha sonra
eppendorf tuptndeki 6zitler 10,000 rpm’de 5 sn santrifiijlenmistir. Santrifujleme
isleminden sonra eppendorf tupunin kaidesinde yapismis olan DNA nin (izerinde
kalan tim sivi dokilmus ve tiplere 500 ml NIB eklenerek tlpler vortekslenmistir.
Voteksleme isleminden sonra tiiplere ¢cekirdeklerin boyanmasi icin 10 pl propidium
iodide (P1) stok (1 mg/ml) eklenerek vorteksleme tekrar edilmistir. Tim bu
islemlerden sonra Ornekler buz kutularina yerlestirilerek analiz zamanina kadar
bekletilmistir. Analizden 0Once yeniden vortekslenen 6rnekler 0Ornek kaplarina
konmus ve DNA miktarlari 10/15,000 (cekirdek/numune) akis igerisinde flow
sitometre (Sekil 2.7D ve 2.7E) ile 6lgtlmustir.
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3. BULGULAR

Bu calismada kullanilan 14 farkli genotipten bes tanesinde stirgiin formunda
gelisme gozlenmistir. Calismada kullanilan 14 farkli genotipten 12 tanesi ticari ¢esit,
iki tanesi anactir. Gelisme gosteren sirglin uclari 1/2 MS igeren besi ortamina
aktarilmis, higbir bitki biyime dizenleyicisi eklenmeden kéklenmeye birakilmistir.
Kallus formunda gelisim gosterenlerden bitki elde edilememistir. Diger cesitlerde

blyiime ve gelisme olmus fakat stirgiine donusme olmamistir.

Trakya Ilkeren cesidinde kriyoprezervasyon islemi ile sivi azota daldirilan
(LN+) ve daldirilmayan (LN-) Orneklerde U¢ hafta sonra gdzlemlenen gelisim

durumlari Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1: Trakya ilkeren gesidinin kriyo regenerasyon medyasina koyulduktan ii¢
hafta sonra surgiin uglarinin gelisimi. A ve B: Sivi azota daldiriimis (LN+), C ve D:
Sivi azota daldirilmamistir (LN-).
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1103 P anacinda kriyoprezervasyon islemi ile sivi azota daldirilan (LN+) ve
daldirilmayan (LN-) drneklerde 3 hafta sonra gozlemlenen gelisim durumlari Sekil

3.2’de gosterilmistir.

0 .,-",(':_"/f"’j\‘ i i:l

Sekil 3.2: 1103 P anacinda, rejenerasyon medyasina koyulduktan ¢ hafta sonra
strgtin uclarinin gelisimi. A ve B: Sivi azota daldirilmamis (LN-), C ve D: Sivi azota
daldirilmistir (LN+).

Bu calismada kullanilan ve bitki olusumu elde edilen asma cesitleri ve
anacinda farkh haftalardaki bazi gelisim strecleri Sekil 3.3’te gosterilmistir.
Kullanilan genotiplerden toplam 231 adet strgun ucu sivi azota daldirilmis (LN+),
128 adet siirguin ucu ise kontrol amach sivi azota daldirilmamistir (LN-) (Tablo 3.1).
Bu calismada uygulan iki asamali vitrifikasyon prokoliiniin uygulanmasi sonrasinda

bitkiciklerdeki gelisme durumu Tablo 3.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.3: Kriyoprezervasyon sonrasinda bitki olusumu gosteren asmalarda strgin
uclarinin gelisim asamalari. A) Merlot gesidi (dort hafta sonra) B) Trakya ilkeren
cesidi (sekiz hafta sonra) C) Alicante Bouschet cesidi (12 hafta sonra) D) 1103 P
anacl (14 hafta sonra) E) Merlot gesidi (16 hafta sonra) F) 1103 P anaci (22 hafta

sonra)
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan hatlar ve bu hatlara ait sivi azota daldirilan (LN+)
ve daldirilmayan (LN-) surgin ucu sayisl, rejenerasyon sonrasinda canlilik ve
blyime ile bitki olusumu sayisi ve oranlari

Siirgiin ucu Canhilik ve biiyime Bitki olusumu

HATLAR sayisi 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 ilkeren 8 26 6 75.0 24 923 3 375 2 17
Cal Karasi 12 20 7 583 18 90.0 2 167 2 10.0
Cabernet Sauvignon 7 10 5 714 6 60.0 0 0.0 0 0.0
Sultani Cekirdeksizi 14 26 9 643 22 846 0 00 0 00
Alicante Bouschet 5 6 3 60.0 4  66.7 2 40.0 3 50.0
Bornova Misketi 10 13 6 60.0 9 692 0 00 0 00
Superior Seedless 2 40.0 4 444 0 0.0 0 0.0
Syrah 1 333 3 500 0 00 0 00
Yalova incisi 14 13 9 643 10 76.9 0 00 0 00
Crimson Seedless 14 14 11 78.6 12 85.7 0 0.0 0 0.0
Red Globe 8 21 5 625 17 81.0 0 00 0 00
5 BB 6 22 3 50.0 14  63.6 0 00 0 00
1103 P 12 18 9 750 18 100.0 2 167 4 222

Kontrol amagh kullanilan Merlot ¢esidinde 25 siirglin ucu sivi azota
daldirilmis (LN+), 22 adet siirgiin ucunda biyime ve gelisim olmus bunlardan 19
adet (%76.0) slrgun ucunda ise bitki olusumu go6zlenmistir (Tablo 3.1). Merlot
cesidinde 10 adet strgun ucu sivi azota daldirilmamis (LN-), alti adet siirgiin ucunda
blytme ve gelisim olmus bunlardan bes adet (%50.0) strgun ucundan ise bitki
olusumu gozlenmistir (Tablo 3.1).

Yerli cesitlerden Trakya ilkeren ve Cal Karasi’nda da bitki olusumu

gOzlenmistir.

Trakya ilkeren’den 26 adet siirgiin ucu sivi azota daldiriimis (LN+), 24 adet
strgtin ucunda blylime ve gelisme gozlenmis, bunlardan iki adet (%7.7) surgin
ucunda bitki gelisimi olmustur (Tablo 3.1). Trakya ilkeren cesidinin kontrol
grubunda (LN-) ise sekiz adet strgun ucu sivi azota daldiriilmamis, bunlardan alti
tanesinde blylme ve gelisme olmus, U¢ adet (%37.5) surglin ucu ise bitkiye

dontsmustur.
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Cal Karasi ¢esidinde ise 20 adet stirgin ucu sivi azota daldirilmis (LN+), 18
adet surgiin ucunda blyltme ve gelisme gozlenmis, iki adet (%10.0) stirgln ucu
bitkiye donismustir (Tablo 3.1). Kontrol grubunda (LN-) ise 12 adet surglin ucu sivi
azota daldirilmamis, yedi tanesinde buyiume gelisme goézlenmis, iki adet (%16.7)

slirguin ucu bitkiye donusmustar.

Alicante Bouschet, bitki elde edilen diger bir cesittir. Alti adet stirgiin ucu sivi
azota daldirilmis (LN+), dort adet surglin ucunda buytime ve gelisme gézlenmis, (¢
adet (%50.0) surgln ucundan bitki elde edilmistir (Tablo 3.1). Alicante Bouschet
kontrol grubunda (LN-) ise bes adet siirglin ucu sivi azota daldiriimamis, ¢ adet
stirgtin ucunda blytme ve gelisme olmus, iki adet (%40.0) siirgtin ucundan bitki elde
edilmistir.

1103 P anag bir cesittir. Calismada kullanilan iki anagtan biri olarak bitki elde
edilen cesittir. 1103 P cesidinde 18 adet strgun ucu sivi azota daldiriimis (LN+),
timinde biylme gelisme gozlenmis, ancak dort adet (%22.2) surgln ucu bitki
olusturmustur (Tablo 3.1). Kontrol grubunda (LN-) ise 12 adet stirguin ucu sivi azota
daldirilmamis, dokuz siirgiin ucunda buytime ve gelisme gozlenmis, ancak iki adet

(%16.7) sirgtin ucundan bitki elde edilmistir.

Bu calisma sonucunda bitki elde edilen genotipler Merlot (%76.0), Alicante
Bouschet (%50.0), Cal karasi (%10.0), Trakya ilkeren (%7.7) ve 1103 P (% 22.2)
dir. Gelisme gosteren sirgun uglarindan flow sitometri analizi ile ¢ekirdek DNA
miktari analizi  yaptlmistir.  Yapilan analizlerde kromozom anomalisine

rastlanmamistir.

Calisma sirasinda kullanilan bes yerel Gzim cesidinden iki tanesinde (Trakya
ilkeren ve Cal Karasi) bitki elde edilmis, diger Uc cesitte (Sultani Cekirdeksiz,
Bornova Misketi, Yalova incisi) bilyiime gelisme elde edilse de bitkiye déniisiim
gerceklesmemistir.

Bu calisma kullanilan biri anag (5 BB) olan alti farkl (Cabernet Sauvignon,
Superior Seedless, Syrah, Crimson Seedless, Red Globe) genotipte de hem sivi azota
daldirilan (LN+), hem de sivi azota daldirilmayan (LN-) kontrol gruplarinin
tumande, farkl ylzdelik dilimlerde (Tablo 3.1) slirgiin uclarinda buyiume ve gelisme
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gOzlenmis ancak bitki elde edilememistir. Bunlarin olasi nedenleri tartisma

bolimdnde irdelenmistir.

Uziim diploid bir bitkidir. Somatik hticrelerinin ¢ekirdegindeki DNA miktari
bir pikogramdir. Flow sitometre analizi sonucunda elde edilen histogram
incelendiginde 2C seviyesi hiicre bolinmesinin G1 fazina karsilik gelmektedir (Sekil

3.4). 4C seviyesinde hiicre S fazindadir ve DNA sentezi gergeklesmistir.

Yapilan analiz sonucunda ise hem siirgtin formunda hem de kallus formunda
gelisim gosteren slrgun uclarinda kromozomal anomaliye rastlanmamistir. Kallus
formunda gelisimin ise kromozomal bir anomaliden kaynaklanmadigi gorilmastr.
Bitki olusumu gergeklesen cesitler ve ana¢ yaklasik iki yil boyunca alt kaltur
alinarak cogaltiimis ve takip edilmistir. Bitkiler oldukga saglikli durumdadir.
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Sekil 3.4: Flow Sitometri histogrami
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4. TARTISMA

Bugune kadar kriyoprezervasyon yontemi pek cok bitkiye uygulanmistir
(Kaviani 2011). Sivi azotta koruma olarak tanimlanan kriyoprezervasyon, uzun
vadede vejetatif olarak UGretilen Dbitkilerin korunmasi icin en iyi secenektir.
Kriyoprezervasyon yonteminde en énemli asama; sivi azota daldirma isleminin yol
acacag! hiicresel hasarlarin éniine gegmek igin uygulanan 6n islemler asamasidir. Bu

on islemler huicreden yeteri kadar suyun uygun bicimde uzaklastirilmasini saglar.

Bu calismada secilen yontem iki asamall vitrifikasyon yontemidir.
Vitrifikasyon temel ve en vyaygin uygulanan bitki dondurarak saklama
yontemlerinden biridir. Cogu vitrifikasyon protokolinde bitki vitrifikasyon
soliisyonu 2 (PVS2) uygulanir (Sakai ve dig. 1990) (Tablo 2.3). Cok yogdun olan
PVS2 c¢ozeltisi surgiin uclarini ve kullanilan eksplantlari kusatarak sivi azota
daldirildiklarinda hasar gérmelerini engelleyecek sekilde sabit bir camsi bir yapi
olusturarak onlar1 korur. Ayni zamanda PVS2 c¢Ozeltisinden Once oOn Kiltire
uygulanan yikleme c¢ozeltisinin de kriyoprezervasyonun basarisina olumlu etkisi
Iliman ve tropik bitkilerde defalarca kanitlanmistir (Matsumoto ve dig. 1994; Thin ve
dig. 1999, 2000; Lambardi ve dig. 2000; Pennycook ve Towill 2000; Turner ve dig.
2000). Yikleme ¢ozeltisi ile ozmotik olarak dehidrasyona ugrayan hucreler, arka
arkaya uygulanan PVS2 ile hem dehidrasyona ugramaya devam eder hem de
camsilik 6zelli§i kazanirlar. Burada gercek koyucuyu mekanizmanin ne oldugu tam
olarak bilinmese de dehidrasyonun neden oldugu mekanik stres de azaltilmig
olmaktadir (Tao ve dig. 1983; Jitsuyama ve dig. 1997). PVS2 nin uygulama siiresi de
hem uygulanan materyalin blyukligine hem de tire 6zgl olarak degismektedir
(Niino ve dig. 1992a).

Bu calismada strgiin uclari on kiltir uygulamasindan sonra 25 °C’de 20
dakika boyunca yikleme cozeltisinde (Tablo 2.3) bekletildikten sonra, dnce 1/2
PVS2 ¢ozeltisinde 0 °C’de 30 dakika daha sonra tam PVS2 c¢ézeltisinde 0 °C’de 50
dakika bekletilip 0.1 ml PVS2 iceren kriyo tiplere aktarilarak sivi azota
daldirilmiglardir. Bundan sonraki asamalar ¢6zdirme ve rejenerasyon asamalaridir.

Kriyoprezervasyonun basarisinda secilen yontem kadar bu asamalarda ¢ok 6nemlidir.
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Zira Vitis vinifera ile yapilan 6nceki ¢alismalarda Plessis ve arkadaslari (1991, 1993)
yavas ¢ozdirme (oda sicakliinda 15 dk.) ile hizli ¢ézdirmeyi (40 °C’de Uc dk.)
karsilastirdiklarinda stirgiin uglarinda hayatta kalma oraninin hizli ¢ézdurmede daha
yiksek oldugunu bulmuslardir. Matsumoto ve Sakai (2003) tarafindan yapilan
calismada ise hizli ¢ozdirme islemi 40 °C’de bir dakika seklinde gerceklestirilmistir.
Bu calismada sivi azotta 120 dakika bekletilen sirgiin uclari, sivi azottan
cikarildiktan sonra 40 °C’de bir dakika su banyosunda tutularak hizla

cozdurtlmustir.

Bu calismada T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgina bagh Manisa
Bagcilik Arastirma Merkezinden elde edilen ¢ubuk halindeki yedi yabanci, bes Trk
cesidi ve iki anac olmak izere 14 farkli asma genotipi Pamukkale Universitesi BitKi
Genetigi ve Tarimsal Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (PAU BiYOM)
serasinda yetistirilmistir. Bu bitkilerden alinan stirgun uglari in vitro kosullarda
cogaltilmis ve alt kaltir uygulamalari yapilmistir. Calismada, iki asamali
vitrifikasyon yontemi kullanilarak 14 farkli genotipe kriyoprezervasyonun
uygulanabilirligi arastiriimistir. Ayrica gelisme gosteren surgin uclarindan flow
sitometri analizi ile ¢gekirdek DNA miktari analizi yaptlmistir. Yapilan analizlerde
kromozom anomolisine rastlanmamistir. Bu calisma sirasinda Matsumoto ve Sakai
(2003) tarafindan asma strgun uglarina uygulanan iki asamal vitirfikasyon yontemi

izlenmistir.

Calismadan elde edilen bulgular degerlendirildiginde kontrol amagl
kullanilan Merlot cesidinde Matsumoto ve Sakai (2003) %86.7°lik geri kazanim
orani yakalarken bu calismada %76.0’lik bitki olusumu orani elde edilmistir. Bu
acidan bakildiginda ¢alismada elde edilen bu sonug protokoliin dogru uygulandigini
ve Merlot cesidi igin bu yontemin kullanilabilecegini gostermistir.

Matsumoto ve Sakai (2003) yaptiklari calismada Cabernet Sauvignon
cesidinde %85.0’lik bir geri kazanim orani elde etmislerdir. Tez galismasinda da
Cabernet Sauvignon cesidi kullaniimis, sivi azota daldirilan (LN+) strgun uglarinda
%60.0, sivi azota daldirilmayan (LN-) surgln uclarinda %71.4 oraninda (Tablo 3.1)
biyume ve gelisme yakalanmis ancak bitki elde edilememistir. Protokollin dogru

uygulanmis olmasina ragmen bitki elde edilememis olmasi bitkisel materyalin
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cogaltilmasi sirasinda yeterince surgin ucu elde edilememis olmasi olarak

distnulmektedir.

ilk kez Turk cesitlerinde boyle bir calismanin yapilip basarili sonug elde
edilmis olmasi yerel cesitler acisindan degderlendirildiginde ¢alismanin amaci
acisindan oldukga basarithdir. Cal Karasi’nda elde edilen %10.0’luk ve Trakya
ilkeren’de elde edilen %7.7’lik bitki olusumu kriyoprezervasyon yonteminin yerel
cesitlerde de kullanilabilecegini gostermistir. Burada elde edilen basarili sonu¢ bu
calismanin amaci agisindan oldukca 6nemlidir. Bu yontemle yerel asma genetik
kaynaklarimiz teorik olarak sonsuza kadar saklanabilir. Elbette bitki olusum orani
ileride yapilacak calismalarla arttirilabilir. Ancak unutulmamalidir ki yiizde bir
seviyesinde bile saklanacak genetik kaynak, doku kaltlrl ortaminda ¢ogaltilabilir.
Bununla birlikte yerel cesitlerdeki genotipik farkhiliklar g6z o©nune alinarak
kriyoprezervasyon asamasindaki besi ortamlari karsilastirmali olarak calisilabilir,
bitki blylme duzenleyicileri farkli oranlarda kullanilarak yine Kkarsilastirmali
calismalarla farkli rejenerasyon ortamlarinda bitki olusumu ve gelisimi izlenebilir.

Bunlarin sonucunda bitki olusum orani arttirilabilir.

Merlot cesidinden sonra en yuksek bitki olusum oranina sahip olan gesit,
%50.0 bitki elde etme orani ile Alicante Bouschet cesididir. Alti adet stirgiin ucu sivi
azota daldirilmis (LN+), dort adet surglin ucunda buytime ve gelisme gézlenmis, (¢
adet surgln ucundan bitki elde edilmistir. Calismada kullanilan ve yerel olmayan 7
ticari cesitten ikisinde yuksek oranda bitki elde edilirken diger cesitlerde bitki elde

edilememistir.

Matsumoto ve Sakai (2003) yaptiklari calismada anag olarak 5 BB, 5 C ve
1202 gesitlerini kullanmiglar ve 5 BB’de %30.0, 5 C’de %63.3 ve 1202’de %75.0
oraninda geri kazanim elde etmisleridir. Bu ¢alismada kullanilan anag cesitleri 5 BB
ve 1103 P’dir. 1103 P anacinda elde edilen bitkicik orani %22.2’dir (Tablo 3.1).
Bunun icin sivi azota daldirilan siirgiin ucu sayisi 18°dir (Tablo 3.1). 5 BB igin sivi
azota daldirilan stirgiin ucu sayisi 22°dir ancak elde edilen bitki olusumu sifirdir.

Bu calismada kullanilan diger dokuz farkli genotipte hem sivi azota daldirilan
(LN+), hem de sivi azota daldiriimayan (LN-) kontrol gruplarinin timinde, farkli

yuzdelik dilimlerde (Tablo 3.1) surgiin uclarinda blyime ve gelisme gozlenmis
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ancak bitki elde edilmisti. Bu sonuglar yapiimis diger c¢alismalarla
karsilastirlldiginda ~ ise  uygulanan  kriyoprezeryon  yontemlerinde  ve
kriyoprezervasyon uygulanan bitki bélimlerinde farliliklar dikkat ¢cekmektedir.

Wang ve arkadaslarinin (2002) yaptiklari, embriyonik hicre siispansiyonuna
kapsulleme ve dehidrasyon uyguladiklari ¢calismada Red Globe ¢esidi igin farkli besi
ortamlari kullanmiglar ve 9%52.0 ile %32.0 arasinda geri kazanim elde etmislerdir.
Tez calismasinda da Red Globe cesidi kullanilmistir. Sivi azota daldirilan stirgiin ucu
sayisi 21, buyume gelisme orani %80.9 (Tablo 3.1), bitki eldesi sifirdir. Bu kosullar
altinda Red Globe cesidi i¢in uygun yontemin embriyonik hucre stispansiyonu
oldugu ya da kullanilacak besi ortaminin farkli olmasi gerektigi sonucu cikarilabilir.

Wang ve arkadaslarinin (2000) yaptiklari diger bir calismada ise sirgin
uclarina kapsulleme ve dehidrasyon yontemini LN33 hibriti (Courderc 1613
sultana) ve Superior cv. (Vitis vinifera L.) gesidine uygulamistir. Bu ¢alismada
dehidrasyon yonteminde silika jel ve hava kurutmanin geri kazanima etkisi ile
regenerasyon medyasina eklenen farkh bitki buytime duzenleyicilerinin ve ¢6zdirme
isleminin hizli ya da yavas olmasinin bitki gelisimine etkisi karsilastiriimistir.
Calisma sonucuna gore; yaptigimiz calismada da ortak olan Superior ¢esidinde yedi
saat stiren hava kurutma ile geri kazanimin %60.5, en iyi ¢ozdirmenin 40 °C’de Ug
dakika ve rejenerasyon medyasina 1 mg/l BA ve 0.05 mg/l NAA eklendiginde geri
kazanimin %40.2 oldugu belirtilmistir. Bizim uyguladigimiz iki asamali vitrifikasyon
yonteminde Superior Seedless c¢esidinde dokuz adet siirgiin ucu sivi azota (LN+)
daldirilmig, dort adet (Tablo 3.1) stirgtin ucunda blytime ve gelisme gozlenmis ancak
bitki elde edilememistir. Yapilan iki calisma Kkarsilastirildiginda Wang ve
arkadaslarinin (2000) ne kadar surgiin ucunu sivi azota daldirdiklari bilinmemekle
birlikte, Superior cesidinde siirgiin uclarina kriyoprezervasyon uygulandiginda geri
kazanimin ~ mumkin  oldugu  gorilmektedir. Bu cahsmada  kullanilan
kriyoprezervasyon yontemi farkhidir ve belki de Superior c¢esidi igin uygun
kriyoprezervasyon yontemi kapstilleme ve dehidrasyon yontemidir. Vitrifikasyon
yontemi ise daha fazla surgliin ucu sivi azota koyularak ya da cozdirme ve
rejenerasyon medya icerikleri degistirilerek yeniden uygulanabilir.

Calismada kullanilan ve bitki elde edilemeyen Syrah ve Crimson Seedless

cesitleridir. Syrah c¢esidinde in vitro stirgiin ucu dretiminde yeterli strgun ucu elde
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edilememistir. Syrah ¢esidinde sivi azota daldirilan (LN+) strgln ucu adedi altidir,
Uc adet (Tablo 3.1) stirgun ucunda buyime ve gelisme yakalanmis ancak bitki elde
edilememistir. Syrah cesidinde sivi azota daldiriimayan (LN-) sirgiin ucu sayisi
uctdr, bir adet (Tablo 3.1) surgiin ucunda buytime ve gelisme olmus, ancak bitki elde
edilmemistir. Syrah ¢esidinde daha fazla stirgin ucu dretimi ve farkh rejenerasyon
medyalari ile denemeler yapilip, iki asamali vitrifikasyon yontemi yeniden

denenebilir.

Crimson Seedless gesidinde ise sivi azota daldirilan (LN+) ve daldiriimayan
(LN-) surglin ucu sayisi 14°tlr (Tablo 3.1). Sivi azota daldirilan surgiin uclarindan
yakalanan biyime ve gelisme orani %85.7, sivi surgiin ucu hem sivi azota
daldirilmayan sirgtin uglarindan elde edilen blyime ve gelisme orani %78.6 (Tablo
3.1) olarak bulunmus ancak her iki grupta da bitki elde edilememistir. Burada yeterli
stirglin ucu bulunmasina ragmen bitki elde edilememistir. Bu durumda bu c¢esit igin

farkl bir kriyoprezervasyon yontemi denemesi yapilabilir.

Bu calismada bitki elde edilemeyen yerel cesitler, Sultani Cekirdeksiz,
Bornova Misketi ve Yalova incisidir. Sultani Cekirdeksiz cesidinde 26 adet stirgiin
ucu sivi azota daldirilmis (LN+), 22 adet stirgiin ucunda % 84.6 oraninda biytime ve
gelisme yakalanmis, bitki elde edilememistir (Tablo 3.1). Bornova Misketi’nde 13
adet strgln ucu sivi azota daldirilmis (LN+), dokuz adet siirgiin ucunda % 69.2
(Tablo 3.1) oraninda biyime ve gelisme olmus, bitki elde edilmemistir. Yalova
incisi gesidinde 13 adet siirgiin ucu sivi azota daldirilmis (LN+), 10 adet (Tablo 3.1)
slirguin ucunda % 76.9 oraninda blyume gelisme olmus, bitki elde edilememistir.

Bu yerel cesitlerde sivi azot uygulamasinda siirgiin ucu buytime ve gelisimi
oranlari oldukc¢a ytiksek olmasina ragmen bitki elde edilmemistir. Bu durumda bitki
elde etmek icin farkh besi ortamlari ve buyime ve gelismeyi destekleyecek farkl
bitki blytime diizenleyicileri kullanarak ¢alismalar yapilabilir.

Uziim cesitlerinde stirgiin ucu elde etmek icin kullanilacak materyalden in
vitro surglin ucu c¢ogaltilmasi icin en verimli dénemin Mart ayinin ikinci yarisi ile
Nisan ayinin ilk yarisi oldugu gorilmistiir. ileride yapilacak calismalarda bitkisel

materyalin bu dénemde toplanmasi daha verimli sonuglar verecektir.
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Kriyoprezervasyon uygulamalarinda secilecek yontem ve bu yontemin
uygulanacag! bitki materyali bélimi oldukga énemlidir. Bununla birlikte dondurulan
materyalin ¢ozdurilmesi takip edilen literaturlerin 1siginda hizhi yapiimalidir. Bu
calismada kullanilan yerel cesitlerde uygulanan iki asamali vitrifikasyon yontemi en
azindan bitki biytme ve gelismesi agisindan oldukg¢a olumlu sonuglar vermistir.
Daha iyi bir gelisim ve bitki elde etmek icin, yerel ¢esitlerin genotipik farklihgi g6z
oniinde bulundurularak farkli besi ortamlari ve bitki biyime dizenleyicileri

denenmelidir.

Yerel Gzim cesitlerinin genetik kaynaklarinin saklanmasi yolunda énemli bir
adim olarak kabul edilebilecek olan bu calisma, Turkiye elde edilen ilk sonuclar
olmasi agisindan 6nemlidir. Ayrica bitkiler saglikli bir sekilde buylimeye devam
etmislerdir. Bu bitkilere Flow Sitometri analizi yapildiginda herhangi bir

kromozomal anomali olmadi§i géralmastdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yayinlanmis ¢alismalar kriyoprezervasyon yonteminin uygulanmasi sirasinda
elde edilen sonuclarin, secilen bitkinin genotipine, yonteme ve yontemin uygulandigi
bitki bolimiine bagh olarak degistigini gostermektedir.

Vitrifikasyon yontemi gunumizde oldukga standart bir yontem olmasina
ragmen daha fazla calisma yapilarak desteklenmelidir. Kriyoprezervasyonun tim
avantajlarindan yararlanmak ve gen bankalarinin diizenlenmesini saglamak icin bu
calismalar yapilmahdir. Optimize edilmesi gereken iki 6nemli faktor vardir birisi
dehidrasyona karsi dokularin hazirhk asamasi, digeri ise Orneklerin uygulanan
vitirfikasyon ¢ozeltisinde bekletilme stresidir (Venkata Subbaiah 2015).

Bu calisma Turkiye’deki bazi  Vitis gesitlerine ve anaglarina
kriyoprezervasyon tekniginin  uygulanabilirligi ~ konusunda  bir  arastirma
niteligindedir. Bu nedenle bazi Vitis gesitlerinde olumlu sonuclar vermis olan iki

asamali vitrifikasyon teknigi uygulanmis ve bulgular paylasiimistir.

Bu calismada 14 farkli genotip kullaniimistir, bu genotiplerin 12 tanesi ticari,
iki tanesi anactir. ikisi yerel olan bes genotipde bitki elde edilmistir. Gelisme
g0steren surgin uglari 1/2 MS igeren besi ortamina aktariimis, bitkilerin biyume ve
gelismesi hicbir bitki blyltme dizenleyicisi eklenmeden go6zlenmistir. Diger
cesitlerde biyume ve gelisme olmus fakat strgune donisme olmamistir. Gelisme
gOsteren strgun uclarindan flow sitometri analizi ile ¢ekirdek DNA miktari analizi

yaptimistir. Yapilan analizlerde kromozom anomolisine rastlanmamistir.

Calismada en yuksek bitki oraninin elde edildigi ticari ¢esit Merlot, en yiiksek
bitki oraninin elde edildigi yerel cesit ise Cal Karasi’dir. 9 farkli genotipte ise stirgiin
uclarinda cesitli oranlarda biyume ve gelisme gerceklesmis ancak bitki elde
edilememistir. Bu durum, secilen yontemin bitki icin uygun olup olmadigina bagl
oldugu gibi, yontemde kullanilan bitki bolimi icin de uygun olup olmadigina
baghdir. Ayni zamanda yerel gesitlerin genotipik farkhligi da sonuglar acgisindan goz

oninde bulundurulmasi gereken diger énemli nedendir. Yerel gesitlerin bu anlamda
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farkli olabilecegi distincesiyle, rejenerasyon medyasinda farkl diizenlemelerle bitki

elde edilebilir.

Yerel cesitlerde daha yiiksek bitki elde etme oranlarina sahip olmak igin farkl
kriyoprezervasyon yontemleri yerel cesitlerin sayisi da arttirilarak denenmelidir.
Yapilacak calismalarin cesitlendirilmesi asma genetik kaynaklarimizin korunmasi

saklanmasi agisindan 6nemli olacaktir.
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