Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi ISSN:1300-9362
Journal of Agricultural Faculty of Mustafa Kemal University 22(1):87-111 (2017)
Derleme | Review

Gelis Tarihi: 30.06.2016  Kabul Tarihi: 27.12.2016

Bitki Biyogesitliliginin Kisa, Orta ve Uzun Siireli Korunmasi: Biyoteknoloji ve
Kriyoprezervasyon
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Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen Fak. Molekiiler Biyoloji ve Genetik B&l., 48000, Mugla
Ozet

Turkiye, bitki biyogesitiligi ve endemizm acisindan oldukga zengin bir Glkedir. Ancak son
yillarda diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de biyogesitlilik ve bitki germplazmi ciddi tehdit
altindadir. Hem beslenme hem de tibbi amagh kullanilan kiltiir bitkileri ve yabani irklara ait
genetik cesitliligin in situ veya ex situ germplazm koleksiyonlari olarak korunmasi biiyik 6nem
arz etmektedir. Bitki biyoteknolojisinin kullanildigi ve temelleri in vitro doku kultiri
tekniklerine dayanan muhafaza stratejileri tiikenme riski tasiyan tlrlerde basari ile
uygulanmaktadir. Bu derleme calismasinda bitki germplazminin kisa, orta ve 0&zellikle
kriyoprezervasyon teknigi ile uzun sireli muhafazasi, kriyoprezervasyonun klasik ve yeni
teknikleri ile kriyoterapi gibi farkli kullanim alanlari belirtilmis ve yeni tekniklere ait calismalar
Ozetlenmistir.
Anahtar kelimeler: Biyocesitlilik, koruma, biyoteknoloji, kriyoprezervasyon

Short, Medium and Long-Term Conservation of Plant Biodiversity: Biotechnology and
Cryopreservation

Abstract

Turkey is a very rich country in terms of plant biodiversity and endemism. In the recent
years, However, as in the World, biodiversity and plant germplasm have been under serious
threatening in Turkey. As in situ or ex situ protection of genetic diversity of culture plants and
their wild types used both food and medicinal is great important. Protection strategies based
on in vitro tissue culture techniques and use plant biotechnology are successfully implemented
to species at risk of extinction. In this review were pointed out short, mid- and especially long-
term conservation via cryopreservation techniques of plant germplasm, new and classic
techniques and different usage of cryopreservation such as cryotherapy, and were summarized
works on new techniques.
Key words: Biodiversity, conservation, biotechnology, cryopreservation

Girig bilesenleri, habitat tipleri, yapisal
elementlerle de iliskilendirilmektedir.
Biyocesitlilik, farkh buydkliklerdeki birimler
Biyogesitlilik genellikle mevcut tlrlerin  (tlr, populasyon, biyosentz, habitat, cevre),
sayisi olarak ifade edilmektedir (Wilson, farkl kompozisyonlar (genom, tir,
1988). Daha genis kapsamda gesitlilik, her bir ~ populasyon, ekosistem ve cevre
tire ait populasyonun buyuklGgi ve tirlerin elementlerinin  bitlini) ve fonksiyonlar
dagihmini kapsayan bilgiler butinu olarak (hiyerarsik sistemin farkh  seviyelerinde
kabul edilmektedir.  Son zamanlarda gerceklesen olaylar) ile ilgili olarak bir asama
biyogesitlilik, sadece tur zenginligi ile sirasi géstermektedir (Noss, 1990).
sinirlandirilmamakta, varyete, 1irk, yasam Biyocesitliligin 6nemli bir parcasini bitki
formu ve genotiplerin bulundugu c¢evre cesitliligi olusturmakta ve bitkiler

1. Biyogesitlilik Nedir?
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insanoglunun yasaminda o6nemli bir rol
oynamaktadir (Dilger ve ark., 1997). Ancak,
son vyillarda bitki cesitliligi ciddi anlamda
tehlike altindadir ve dinyadaki tim bitki
tirlerinin 1/3'i olan yaklasik 100.000 tir
kaybolma riski tasimaktadir (Tan, 1996).
6.000'den fazla endemik tiirle biyuk bir bitki
zenginlige sahip Akdeniz havzasinda da ciddi
bir genetik erozyon yasanmaktadir (Tan,
1996; Dagci ve ark., 2002). Vavilov'un orijin
merkezlerinden ikisine (Vavilov, 1992), ayrica
ekonomik olarak ©6nemli ¢ok sayida dogal
yayihst olan ve kiltire alinmis tire ev
sahipligi yapan Turkiye'de yer alan 2.600'den
fazla endemik tlriin %22'den fazlasi yok olma
tehdidi altindandir (Vural, 2003). Oysaki hem
beslenme hem de tedavi amach kullanilan
bitkilerin korunmasi ve gelecek nesillere
devamhligin saglanmasi blylik 6nem arz
etmektedir. Bu baglamda kultlr bitkileri ve
yabani irklarina ait genetik cesitliligin in situ
veya ex situ germplazm koleksiyonlari olarak
korunmasi bir zorunluluktur (Benson, 1999).

2. Biyogesitliligin  Korunmasinda Kullanilan
Biyoteknolojik Yéontemler

Bitki  koruma  biyolojisi,  modern
biyoteknolojik uygulamalari iceren inter-
disiplinler bir kavramdir. Glinimizde bitki
doku kiltird teknikleri, kriyoprezervasyon,
molekiiler genom analizleri gibi
yaklasimlardan, (i) in situ ve/veya ex situ
germplazm kolleksiyonlarinin olusturulmasi,
(ii) kisa, orta ve uzun sireli muhafaza, (iii)

mikrocogaltim, (iv) molekiler
karakterizasyon, (v) hastaliklarin tani ve
tedavisi, (vi) patent altina alma, (vii)

belgeleme, (viii) bitki genetik kaynaklarinin
degistirilmesi gibi amaglara hizmet
etmektedir (Benson, 1999).

2.1. In situ ve Ex situ Koruma

Bitki cesitliliginin korunmasi, in situ veya
ex situ olarak gerceklestirilmektedir. in situ ve
ex situ koruma stratejileri, birbirlerini
tamamlayici metotlar olarak kullaniimaktadir.
Dogal c¢evredeki transformasyonlar ve
habitatlardaki yikim nedenleri ile
biyogesitliligin  kaybina sebep olan tir,
populasyon ve ekosistem kompozisyonundaki

degisimler, turlerin korunmasinda tek basina
yetersizdir. Kiltire alinmis veya islah edilmis
bitkilerin ciftliklerde korunmasinin yani sira
dogal yayilis gosteren bitki tirlerinin kendi
habitatlarinda devamhligi in situ koruma
stratejisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Buna karsiik tohum bankasi, tarla gen
koleksiyonlari, in vitro koleksiyonlar ve
botanik bahgeleri gibi yaklasimlar bitki

cesitliligi icin koruma programlarina alternatif
olmaktadir. Ex situ koruma stratejisi, biyolojik
materyalin kendi dogal habitatlari disinda
devamliligi Gzerine kurulmustur ve tikenme
riski tasiyan belirli  bitkileri korumada
kullanilan elverisli bir yoldur (Cruz-Cruz ve
ark., 2013). Ex situ koruma ile bankalarda
tohumlarin muhafazi, etkili ve ekonomik bir
sekilde yapilmaktadir (Gonzalez-Benito ve
ark., 2004).

2.2. Kisa stireli koruma ve in vitro doku
kaltird

Gegmisi 1900'lG yillara dayanan bitki
doku kaltart, aseptik sartlarda, yapay bir besi
ortaminda hiicre, doku veya organ gibi cesitli
bitki kisimlarindan kontrolli sicakhk ve 151k
kosullarinda yeni doku, bitki veya bitkisel
drinlerin elde edilmesini kapsamaktadir
(Thorpe, 2007). Hedef bitkinin ¢ok kisa slirede
ve yuksek miktarlarda ¢ogaltiimasini saglayan
yontem gunimuzde germplazmin
korunmasinda, bitki fizyolojisi ve gen
muhendisligi ¢alismalarinda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Wang ve Ha, 2007). Kisa
sureli korumada muhafaza edilecek materyal,
dizenli aralklarla alt kiltlire ainmaktadir. Alt
kiltarler arasindaki siire, genetik kararsizlik
sonucu genotipteki degisimler, teknik hatalar,
kontaminasyon riski ve masrafi nedeni ile
mimkiin oldugunca genetik kaynaklari
tehlikeye atmayacak uzunlukta olmalidir (3 ile
9 ay). Kisa sireli korumada, eksplantlar
normal blyime kosullari veya gelisimi
sinirlandiran kosullarda kiltiire alinmaktadir
(Villalobos ve Engelmann, 1995).

Yeni c¢esitlerin gelistirilmesi, mevcut
cesitlerde genetik farklihgin olusturulmasi,
kaybolma  tehlikesi  altindaki  tirlerin
korunmasi ve geleneksel yontemlerle
Uretilmesi zor olan tirlerin rutin sekilde
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¢ogaltilmasinda kullanilan in vitro g¢ogaltim
yontemlerinden olan organogenezis, cesitli
bitki bliyiime dlzenleyicileri kullanilarak
meristematik bolge icermeyen eksplantlardan
dogrudan (direkt organogenez) veya kallus
(doku organizasyonu gostermeyen hicresel
kitleler) olusumunu takiben dolayh (indirekt
organogenez) sekilde meydana gelmektedir
(Gurel, 1997). Buna ilaveten, mikrogogaltim
yonteminde ise, tam bir bitkiyi
olusturabilecek meristematik boélgelere sahip
tomurcuk ve govde ucu eksplantlarindan
cesitli buylime dizenleyicileri kullanilarak
genetik kararliliklari yiksek olan ¢oklu gévde
gelisimi tesvik edilerek kisa stirede yzlerce
klon bitki elde edilmektedir (Girel ve Ugar-
Tirker, 2001). Uygun in vitro kultar
kosullarinda somatik hiicre, doku ya da
organlardan  somatik  embriyolar elde
edilmektedir. Somatik  embriyogenezis,
bitkilerin  hizli  ¢ogaltilmasinda, sentetik
tohum Uretiminde ve transformasyon
calismalarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Bournman, 1994).

Bitki doku kilturd, in vitro ¢ogaltimin
yani sira pek ¢ok farkli uygulama alaninda
onemli potansiyele sahiptir. Ornegin, saf
hatlari elde etmek amaci ile uzun zaman
gerektiren klasik bitki 1slahi ile melezleme
yerine anter (polen) ve yumurtalik (ovl)
kaltirl ile haploid bitkilerden %100
homozigot bireyler elde edilmektedir
(Maheswari ve ark, 1995). in vivo
melezlemelerde  6zellikle  tidrler  arasi
melezlemelerden sonra ortaya ¢ikabilecek
embriyo  olusumunu  veya gelisimini
engelleyen uyusmazliklar embriyo kiltlri ile
asilabilmektedir. in vitro seleksiyon yéntemi
ile tuzluluk, kuraklik, herbisit, patojenler gibi
cesitli biyotik ve abiyotik stres faktérlerine
karsi dayanikh hicreler secilmekte ve ilgili
stres faktorlerine karsi toleransli bitkiler elde
edilebilmektedir. Ayrica, totipotent hiicrelerin
in vitro kilturd ile kallus veya slispansiyon
seklinde belli araliklarla yeniden olusturularak
uzun slreli saklanabilmekte ya da ihtiyag
dahilinde bu hiicrelerden yeni bitkiler elde
edilebilmektedir. Boylelikle farkl in vitro doku
kiltard teknikleri ile bitki germplazmalarinin

korunmasi saglanmis olmaktadir (Lamb ve
Beachy, 1989).

2.3. Orta siireli koruma

Orta sireli korumanin temelini dusik
sicaklik ya da ozmotik basing altinda
blylimenin indirgenmesi olusturmaktadir.
Orta stireli saklamada amag, kiiltlir ortaminda
(besiyeri icerigi) ve kiiltir sartlarinda (sicaklik,
1sik) yapilan bazi optimizasyonlarla kiiltiirlerin
canhlik ve genetik kararliliklarinda herhangi
bir degisiklik olmadan besiyeri
gereksinimlerini azaltarak alt kdltir sirelerini
uzatmaktir ve bitkileri yavas biylimeye tesvik
etmektir (Lambardi ve ark., 2009).

Besiyeri icerigindeki tuz
konsantrasyonunu azaltmak (White, 1934),
besiyerindeki mikro ve makroelement
konsantrasyonlarini da disurerek indirgenmis
besiyeri kullanilmasi ve seker miktarinda
yapilan degisiklikler, 6zellikle sukroz yerine
mannitol gibi ozmotik olarak aktif seker
alkollerinin kullanimi (Staritsky ve Zandvoort,
1985), bitki biuylime dizenleyicisi miktarinin
azaltilmasi (Dussert ve ark., 1997) kulturdeki

bitkilerin  buylmesini  yavaglatan  farkl
yaklasimlardir.  Besiyerinde yapilan bu
degisikliklerin ~ disinda  kaltir  sicakhgini

disirmek de orta siireli korumada siklikla
kullanilmaktadir.

Orta sireli korumaya yonelik olarak
eksplantlarin sentetik tohum olusturularak
saklanmasi kullanilan diger yontemlerden
biridir. ilk kez 1977 yiinda Murashige, dogal
tohumlarin yerine gecebilecek bir sistem
olarak somatik embriyolarin sodyum aljinat
gibi maddelerden olusan bir matriks icinde

enkapsiile etmesi ile sentetik tohum
teknolojisinin temelini atmistir. Teknoloji,
klonal c¢ogaltim ve tohumla c¢ogaltimin

avantajlarini birlestiren bir yaklasim olmustur.
Sentetik tohum, kisir ya da kararsiz genotipe

sahip, genetik yapisi degistiriimis, tohum
verimliligi  indirgenmis, elle tozlastirilan
hibritlerde ve elit gen kaynaklarinin

kurtarilmasi gibi pek ¢ok alanda etkin sekilde
kullanilmaktadir (Redenbaugh ve ark., 1988).
Enkapsilasyon  teknolojisi  germplazmin
muhafazasi ve laboratuvarlar arasinda bitkisel
materyalin degisimi gibi yaklasimlarin yani
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sira fidanliklarda yeni ve etkin bir ara¢ olarak
da rol oynamaktadir (Sharma ve Shazad,
2012).

Sentetik tohum, in vitro veya ex vitro
kosullarda bir bitkiye doniisebilme
yetenegine sahip ve muhafazadan sonra bile
bu ozelligini koruyan, topraga ekimde
fonksiyonel olarak mimik (kopya) tohum
olarak kullanilabilen somatik embriyo, siirgilin
tomurcugu veya diger meristematik dokularin
yapay sekilde enkapsiilasyonudur (Oziidogru
ve ark., 2011a,b). Onceleri sentetik tohum
teknolojisi, transport, muhafaza ve ekim igin
gercek bir tohum gibi kullanilabilen somatik
embriyolarin enkapsilasyonu Uzerine kurulu
olmasina karsin son vyillarda somatik
embriyoya alternatif olabilecek apikal sirgiin
tomurcugu, aksillar tomurcuk ve nodal
segment gibi embriyonik olmayan vejetatif
propagillerin enkapsiilasyonuna
donltsmistir. Sentetik tohum teknolojisi,
hidrate (hidrojel icerisinde) edilmis ve
kurutulmus olmak (zere sentetik tohumun iki
tipini icermektedir. En ¢ok c¢alisilmis olan
metot sentetik tohum Uretimi icin hidrojelde
propagtllerin enkapsilasyonunu
gerektirmektedir. Sodyum aljinat, potasyum
aljinat, karragen, jelatin, sodyum pektat,
karboksimetil seliiloz gibi kaplama ajanlari
enkapstlasyon igin kullanilmaktadir ve bunlar

arasindan sodyum aljinat yogun sekilde tercih
edilmektedir (Rai ve ark., 2009). Photinia
fraseri ve Nerium oleander tirlerine ait
sentetik tohumlar 3 ay +4 °C'de saklanmis ve
basarili sonuglar alinmistir (Ozden-Tokath ve
ark., 2008).

Orta sireli saklamada kullanilan diger bir
yontem de  farkli  kiltir  kaplarinin
kullanilmasidir. Kaltir kaplarinin farkh gaz
gecirgenlik orani, kiltlrlerin hava ile temasi
ve alt kiltir periyodunda aciga cikan gaz
miktari orta slreli saklamayl etkileyen
faktorlerdendir. iki farkli giil varyetesinin
kullanildigl bir calismada hava gecirgenligi
farklh olan 3 kiltir kabi (gaz gegirmeyen 500
ml'lik cam kaltir kabi, yari gecirgen 80 ml'lik
plastik silindir ve gaz geciren Starpac plastik
torbalar) kullanilmis ve 6 ay +4 °C'de orta
sureli saklama sonrasinda en yiksek kazanim
(% 80) cam kdltlir kaplardan elde edilmistir.
Ayrica cam kaplarda biriken CO, dizeylerinin
% 0,4'Un Uzerine c¢ikmadigl gozlenmis ve
solunum belirteci olan CO,'in gbvde
kiltirlerinde blylime hizini yavaslatici bir
faktor oldugu belirlenmistir (Previati ve ark.,
2008). Kisa ve orta siireli koruma teknigi ile
muhafaza altina alinan bitki tirleri ve
eksplant tiplerine gbére son 10 vyila ait
¢alismalar  Cizelge 1'de  Ozetlenmistir.

Cizelge 1. Kisa ve orta sireli koruma tekniklerinin uygulandigi son 10 yila ait ¢calismalar
Table 1. Works of short and mid-term conservation techniques treatments in the last ten years

Latince ismi Eksplant Tipi

Teknik Referans

) Enkapsule edilmis
Rauvolfia tetraphylia L. nodal segment
Drosophyllum
lusitanicum (L.) Link. Nodal segment
Enkapsule edilmis

Cineraria maritima L. . .
mikrosiirgiin

Photinia x fraseri Dress Surgiin ucu

Fraxinus excelsior L. Embriyogenik kallus
Enkapsiile edilmis

Eclipta alba (L.) Hassk nodal segment

Zingiber officinale Rosc. Sirglin ucu
. . Surgun ucu
D.
Sequoia sempervirens ( Enkapsile edilmis
Don) Endl.
tomurcuk

Decalepis hamiltonii
Wight and Arn.

Enkapsiile edilmis
nodal segment

Kisa stireli koruma Faisal ve ark., 2006

Kisa ve orta slireli
koruma

Gongalves ve Romano,

2007
Orta slireli koruma Srivastava ve ark., 2009

Kisa ve orta sireli

koruma
Yavaslatilmis sogutma

Kisa sireli koruma

Kisa stireli koruma

Orta slireli koruma

Kisa sireli koruma
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2012
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Persea americana Mill. Embriyogenik kallus

. Guzman-Garcia ve ark.,
Yavaslatiimis sogutma

2013
2.3.1. Somaklonal Varyasyon 2008; Tagipur ve ark, 2016). ilk
kriyoprezervasyon c¢alismalari 1977 vyilinda

Sirdiarilen alt  kaltarlemeler,  bitki
blylme diizenleyicilerinin kullanimi, ortama
eklenen diger maddeler ve bitkilerde genetik
degisikliklere neden olabilen kallus fazindaki
degisimler, somaklonal varyasyon olarak
adlandirilan bir takim degisikliklere neden
olabilmektedir. Somaklonal varyasyon,
dogada oOnceden bilinememektedir ve
kalitimsal (genetik) veya non-kalitimsal
(epigenik) olabilmektedir. Genetik varyasyon,
nokta mutasyonlara ilaveten sitolojik ya da
kromozomal anomalileri icermektedir. Bu
durum in vitro'da gelisen tim bitkiler igin
problem olsa da klonal materyalin Uretildigi
muhafaza koleksiyonlari ile kismen ilgilidir.

Bitkilerdeki somaklonal varyasyonu
belirlemek Uzere fenotip analizi, flow
sitometri, izozim sistemler ve molekiler

markorlerin  kullanimi gibi farkli metotlar
kullanilmaktadir (Sarasan ve ark., 2006).

2.4. Uzun stireli koruma (Kriyoprezervasyon)

Bitki cesitliliginin korunmasi, genetik
erozyon veya kaybolma riski tasiyan bitki tir,
form ve c¢esitlerinin  glivence altina
alinmasidir. Kisa sidreli koruma saglayan in
vitro  tekniklerin  kullanimin  ekonomik
olmamasi, genis alanlar  gerektirmesi,
kontaminasyon ve somaklonal varyasyon riski
gibi gesitli dezavantajlara sahip olmasi nedeni
ile 1900'lG yillarin sonlarinda bitki pargalarinin
ultra disik sicakliklarda (-196 °C), sivi azot
icinde uzun silreli saklanmasi temeline
dayanan kriyoprezervasyon teknigi
gelistirilmistir. Kriyoprezervasyon teknigi, -
196 °C'lik sivi azotta biyolojik materyallerin
hemen hemen tim metabolik faaliyetlerinin
yavaslatilmasi temeline dayanmakta ve bitki
materyali olarak gévde ucu, nodal tomurcuk,
dormant tomurcuk, meristem, polen, tohum,
sentetik  tohum, somatik ve zigotik
embriyolar, hiicre sispansiyonu, kallus gibi
¢ok farkh  doku ve organ tipleri
kullanilabilmektedir (Lambardi ve De Carlo,
2003; Gonzalez-Benito ve ark., 2004; Taskin,

Bajaj tarafindan patates bitkisinde iki asamali
sogutma teknigi kullanilarak uygulanmistir.
Metotta, hlicre su icerigi, dondurma ile
indiiklenen dehidratasyon ile azaltilmistir. ilk
olarak, tuber slirglini ve aksillar tomurcuklar,
farkli gliserol ve/veya sukroz c¢ozeltilerinde
muamele edilmis ve akabinde buhar fazda sivi
azota (likit nitrojen: LN) ve sonra direk LN'e
batirilarak sogutulmustur. Kriyoprezervasyon
tekniginin uygulanabilirliligi, dondr kiltird,
strgin uclari, slirgiin uclarinin 6n kaltdrd,
ozmoproteksiyon ve kriyoproteksiyon,
sogutma ve c¢ozme, devam eden sonraki
kilturler gibi cesitli faktorlere bagh olarak
degisiklik gostermektedir (Kaczmarczyk ve
ark., 2011). Kriyoprezervasyonun avantajlari
arasinda kiguk alanlarda uygulanabilir olmasi,
kontaminasyondan materyalin korunabilmesi
ve ekonomik olmasi gelmektedir (Rao, 2004).
Kriyoprezervasyon tekniginin ekonomikligi ve
glvenirligi, alternatif muhafaza stratejisi
olarak ortadoks tohumlara da uygulanabilir
olmasidir. Patates, tath patates, muz ve seker
kamisi gibi ortadoks tohum dreten bitkiler
genellikle  heterozigot vyapih ve steril
genotiplidirler. Bu bitkilerin orta dereceli
muhafazasi ancak vejetatif olarak g¢ogaltilan
belirli genotiplerde mimkiin olabilmektedir.
(Engelmann, 2004). Ortadoks tohumlara
sahip pek c¢ok tarimsal Grin, disik nem
iceriginde dehidrate olabilmektedirler ve bu
ylzden uzun periyotlarda ve dislk
sicakliklarda  muhafaza  edilebilmektedir
(Gonzalez-Arnao ve Engelmann, 2006). Tropik
orjini  meyve ve orman agaglari ise
kriyoprezervasyon icin yeteri kadar duslik
nem dizeyinde kurutulamayan rekalsitrant
tohum Uretmektedirler. Dolayisi ile ylksek
nem icerigine sahip olmalari ve kurutmaya
karsi direng gosterememeleri nedeni ile
rekalsitrant tohumlarin kriyoprezervasyonu
icin, daha fazla gereksinime ihtiyag
duyulmaktadir. Bu vyizden bu tohumlar,
ortadoks tohumlara uygulanan prosedirler
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kullanilarak rutin sekilde muhafaza
edilememekte ve boylece bu tirlerin
kriyoprezervasyonunda sorunlar

yasanmaktadir (Blakesley ve ark., 1996).
Rekalsitrant tohum (ireten ceviz, mese gibi
bitkiler, nispeten ylksek kritik su igeriginin
altindaki kurutmaya karsi dayaniksizdirlar
(Gonzalez-Benito ve ark., 2004). Bununla
birlikte genel olarak farkli tirler igin
gelistirilecek  kriyoprezervasyon tekniginin
basarisi, denenecek her yeni bitki tlri, cesidi
ve hatta genotipi igin optimizasyonunun
yapllmasindan ge¢mektedir (Charoensub ve
ark., 2004).

Kriyoprezervasyon ile ilgili yapilan ilk
calismalarda pahali, karmasik ve kontrolli
sogutma cihazlarinin kullanimini gerektiren iki
asamali dondurma teknikleri kullaniimistir.
Ornekler bu teknikte hiicre i¢ci homojen buz
olusumunun gozlendigi -35/-40 °C'a kadar
dakikada yaklasik olarak 0,5-1 °C sogutmayi
takiben sivi azota aktarimi yapilmistir (Reed
ve Uchendu, 2008). Son vyillarda kolay
uygulanabilen, dondurmayi saglayan pahali
cihazlari gerektirmeyen ve Vvitrifikasyona
dayanan tek asamali dondurma teknikleri
basari ile uygulanmaktadir (Engelmann,
2004). Yontemin temelini  sivi  azota
orneklerin dogrudan aktarilmasi ile sicakhgin
birden dismesi esnasinda hicre
vitrifikasyonunun tesvik edilmesi yani bitki
hiicresi icin 6liumcul olabilecek hiicre igi buz
olusumunu engellenmek igin sitozolliin camsi

ve amorf hale donistirilmesi
olusturmaktadir.
Tek asamali dondurma yonteminde

vitrifikasyon iki sekilde gerceklestiriimektedir.
Bunlar (i) kimyasal olarak ornekleri yiiksek
konsantrasyonlu kriyokoruyucu co6zeltilerde
(Plant vitrification solution2: PVS2) bekletmek
ve (ii) dehidratasyon olarak adlandirilan
fiziksel olarak ciplak ya da enkapsiile edilmis
bitki parcalarinin  laminar akimli  kabin
icerisinde hava akimina maruz birakmak veya
silikajel Uzerinde kurutmaktir (Fabre ve
Dereuddre, 1990). iki yéntemden biri ile su
icerigi azaltilan bitki 6rnekleri sivi azota direk
aktarilmakta ve en az 24  saat
bekletilmektedir. Clnkl 24 saatin lzerindeki
tim streler ayni kabul edilmekte ve

hicredeki tiim metabolik olaylarin hemen
hemen  tamamen baskilandig kabul
edilmektedir (Kaya ve ark., 2013). Sivi azottan
cikarilan o6rnekler, dnceden isitilmis 40 °C su
banyosunda hizla ¢oziildikten sonra gelisimin
saglanmasi amaci ile rejenerasyonu tesvik
eden besiyerine aktarilmaktadir.

Bitki germplazminin korunmasi Uzerine
¢ahismalar ekonomik olarak 6nem arz eden
bitkilerin yani sira tibbi amacgh kullanilan
bitkiler ile nadir bulunan ve nesli tilkenme
tehlikesi  altindaki  bitki  tlrlerini  de
kapsamaktadir. Kriyoprezervasyon icin
kullanilan yéntemin basarisi kullanilan bitkisel
materyalin 6zelligi, laboratuvar imkanlari,
personelin deneyimi gibi cok farkh faktorlere
bagh olarak degisiklik arz etmektedir (Reed,
2002).

2.4.1. Geleneksel kriyoprezervasyon teknigi
(vavas sogutma veya kontrollii sogutma)

Yavas sogutma, bitkisel dokularin
kriyoprezervasyonu icin  gelistirilmis  ilk
yontemdir. Klasik prosedir, 6n uygulama,
yavas sogutma, ultra dlsik sicaklikta
muhafaza, hizli ¢ézme ve son uygulamayi
gerektirmektedir (Villalobos ve Engelmann,
1995). On uygulamada DMSO
(dimetilstlfoksit), sukroz, sorbitol, mannitol
ve polietilenglikol gibi koligatif
kriyokoruyucular ile muamele edilen bitkisel
materyalin yavas sogutularak
kriyodehidratasyonunu saglanmaktadir.
Boylece hem  kriyokoruyucularin  toksik
etkileri azaltiimakta hem de hiicre icinde
olimcal buz kristallerinin olusumu
engellenmektedir. Sicaklik  kontrolli  bir
sekilde disurilirken hicre igindeki suyun
hicre disina cikisi gerceklesmekte ve etkin bir
kriyokoruyucu  mekanizma olarak  buz
kristalleri  hiicre  disinda  olusmaktadir
(Benson, 2004).

Yontemde sogutma iyi kontrol edilmeli
ve sicaklik programlanmis bir sogutucu ile
dakikada 0,5-1 °C azaltilarak homojen buz
olusumunun  gerceklesecegi -40 °C'ye
indirilmektedir. Hlcre disina dogru suyun
ctkisi ile  sitoplazmanin  konsantrasyonu
artmaktadir. Buz cekirdeklesmesinin
olusmaya basladigi yaklasik -9 °C'de,
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sitoplazma yogunlugu yiksek oldugundan
hicrede buz olusumu meydana
gelmemektedir. Ancak, su orani yiiksek olan
hiicre disinda buz cekirdeklesmesi
baslamaktadir. Yapilacak ¢ok hizli bir sogutma
ile hicreler hizli sekilde ylksek miktarda su
kaybetmekte ve kriyokoruyucularin hasarina
maruz kalmaktadirlar. Cok yavas sogutmada
ise yeterli dehidrate olmayan hiicrelerde buz
kristalleri  olugsmaktadir. Bundan dolayi
sogutma oraninin iyi optimize edilmesi
hicrelerin canli  kalmasi agisindan buyik
Onem arz etmektedir. Yavas sogutma teknigi
govde ucu, kallus, embriyonik dokular gibi
farkli bitki eksplantlarinda uygulanmis ve
basarili sonuclar alinmistir (Benson, 2004;
Oziidogru ve ark., 2009; Reed ve Uchendu,
2008; Sakai, 1986).

Yavas sogutma tekniginde ilk adim 6n
kosullandirmadir. On kosullandirma hem
eksplantlarin kriyoprezervasyon islemlerine
hazirlanmasini saglamakta hem de sivi azot
sonrasi canhhg arttirmaktadir.
Kriyodehidratasyona hazirlikta, eksplantlarin
soguga alistirilmasi, trehaloz gibi ozmotik
olarak aktif bilesikler ve prolin, absisik asit

gibi anti-stres ajanlarla muamelesi
yapilmaktadir  (Sakai, 1960; Sakai ve
Nishiyama, 1978; Bravo ve ark., 1998).

Ozellikle absisik asitin hiicre ici su dengesinin
kurulmasi (Tanino ve ark., 1990) ve donmayi
engelleyici kimyasallarin salinimini indikledigi
(Lee ve ark., 1991) bilinmektedir.

On kosullandirmadan sonra eksplantlar,
kriyoprezervasyondan sonra  eksplanlarin
canhhgini  saglamak icin  kriyokoruyucu
¢oOzeltilerle muamele edilmektedir. Bunun igin
DMSO siklikla tercih edilmekte ve genellikle
besiyeri miktarinin %10-15'i kullaniimaktadir.
DMSO ilk olarak Linum usitatissimum
bitkisinde kullaniimis ve -50 °C'de %14 canlilik
elde edilmistir (Lovelock ve Bishop, 1959).
%10 DMSO + %10 PEG + %8 glikoz karisimi ise
Saccharum sp.'nin kallus kiiltirlerinde basarih
sonuglar vermistir (Ulrich ve ark., 1979). PVS2
(Sakai ve ark., 1990) kriyogozeltisi, Prunus
sp.'nin kriyoprezervasyonunda basarili sekilde
kullanilmistir (Brison ve ark., 1995).

Son asama olan sivi azottaki orneklerin
¢ozme islemi  oldukga  kritiktir.  Buz

kristallerinin yeniden olusumunu 6nlemek
icin cozme islemi olabildigince hizli sekilde
yapilmali ve optimum ¢6zme sicakhgl iyi
sekilde belirlenmelidir. Bu faktérler canliligi
etkileyen oOnemli faktorler arasinda yer
almaktadir (Plessis ve ark., 1993).

2.4.2. Gelistirilmis kriyokoruma teknikleri
(Hizli sogutma-tek asamali dondurma)

Tek asamali dondurma yonteminin
temeli hicre vitrifikasyonu Uzerine
kurulmustur (vitrifikasyon hiicre ig¢i sivisinin
yliksek konsantrasyonlu kriyokoruyucular
kullanimi ile buz kristalleri olmadan sitozoliin
camsli, amorf bir yapida olmasidir) ve fiziksel
dehidratasyon, enkapsiilasyon-
dehidratasyon, vitrifikasyon, enkapsiilasyon-
vitrifikasyon ve damlacik dondurma teknikleri
basari ile uygulanmaktadir. Tek asamal
dondurma yoénteminde, dokular vitrifikasyon
¢Ozeltilerinde yeterince dehidrate olmasi ve
hicre ici  olimcil  buz  olusumunun
engellemesi 6nemlidir. Bu amacg icin etilen
glikol ve gliserol iceren vitrifikasyon ¢ozeltileri
(PVS2: plant vitrification solution2 ve PVS3:
plant vitrification solution3) sikhkla
kullanilmaktadir. PVS2 (%30 gliserol + %15
etilen glikol + %15 DMSO, biyime
dizenleyicisi icermeyen MS + 0,4 M sukroz)
ve PVS3 (%40 gliserol + %40 sukroz + biiyiime
dizenleyicisi icermeyen MS) ¢ozeltileri -100
°C' a kadar siiper sogutma ozellikleri ile dislik
sicakhklarda dokularda vitrifikasyona vyol
acmaktadirlar (Fahy ve ark., 1984). Bunlara
ilaveten vitrifikasyon icin 0,4 M sukroz + 2 M
gliserol iceren LS (Loading solution-ylkleme
sollisyonu) ¢Ozeltisinin kullanimi,
ozmokoruyucu olarak gorev alarak
dehidratasyona yol agmaktadir ve dokularin
soguk toleransini arttirmaktadir (Nishizawa ve
ark., 1992; Sakai ve ark., 1991). Vitrifikasyon
sirasinda  hiicredeki metabolik olaylar
minimuma inmekte ve doku yikimi
engellenerek genetik kararhligin korunmasi
saglanmis olmaktadir (Burke, 1986).

2.4.2.1. Kolaylastirilmis Dondurma Teknigi

Dondurma teknigini kolaylastirmak icin
klasik metotta kullanilan -20 veya -40 °C'e
kadar sogutabilen kontrolli dondurma
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cihazlari, standart ticari sogutucularin yerine
kullanilmaktadir. Oncelikle 6rnegin sicakhig
dondurucunun sicakhgl ile eslestirilmekte,
ornekler sonrasinda hizl sekilde sivi nitrojene
daldirilmaktadir. Bu teknik havug ve kahve

somatik embriyolari, muzun zigotik
embriyolari, c¢esitli  Citrus  varyetelerinin
embriyonik  hiicre  slUspansiyonlari  ve
kalluslarinda  basari  ile  uygulanmistir

(Villalobos ve Engelmann, 1995).

2.4.2.2. Desikasyon ve On kiiltiirleme
Desikasyon
Zigotik embriyolar veya embriyonik

eksen, basarih sekilde kurutulmaktadir.
Tohumlardan izole edilen embriyolar, steril
kabinde yatay akimli havada kurutulmakta ve
hizlica SIVI nitrojene aktarihp
dondurulmaktadir. Desikasyon suresi
embriyonun bilylklGgiine ve su icerigine bagl
olarak degismektedir. Genellikle, dondurma
isleminden sonra embriyonun maksimum
canliligini saglayan su icerigi %15-20 civarinda
olmal (yas agirlik) ve canlligi saglayan bu
icerik ayni zamanda desikasyon hasarina da
yol agmamalidir. Abdelnour-Esquivel ve ark.
(1992), Coffea arabica zigotik embriyolarinda
desikasyondan sonra su igerigi ve canhlikla
ilgili basarili sonuglar almislardir (Villalobos ve
Engelmann, 1995).

Kriyokoruyucu iceren ortamda 06n
kiltirleme ve desikasyon tekniklerini
kombine eden kriyoprezervasyon teknigi,
ozellikle hindistan cevizi zigotik embriyolari
icin gelistirilmistir. Olgun embriyolar 4 saat
yatay akimli steril kabinde kurutulmus, 11-20
saat 600 g L™ glikoz ve 150 g L™ gliserol iceren
ortamda kiltirlenmis ve hizli gergeklestirilen
dondurma ve ¢dzme isleminden sonra %33-
93 yeniden canlanma orani elde edilmistir
(Villalobos ve Engelmann, 1995).

2.4.2.3. Dehidratasyon

Bitkisel 6rneklerin kurutulmasi esnasinda
su dokulardan ayrilarak havaya diflize
olmaktadir. Diflizyon orani, havanin buhar
basinci, sicaklik, doku boyunca olusan hava
hareketinin hizi, dokunun sekli ve boyutu,
dokunun dis ylzeyinin fiziksel ve kimyasal
kompozisyonu ve kurutulacak materyalin

miktari  gibi  faktorlere  bagh  olarak
degismektedir. Dokularin kriyoprezervasyonu
sirasinda bu faktorlerin bir veya birkagi
degistirilerek kuruma orani iyi sekilde
ayarlanmalidir ~ (Sekil ~ 1-2).  Kullanilacak
kurutma yonteminde ortam sicakligi ve nem
orani degisiklik arz etmektedir. Genellikle

kurutulacak 6rnek miktar, laboratuvar
olanaklari ve hangi kurutma yonteminin
uygulanacagl dikkatli sekilde secilmelidir.
Kurutma yoOntemlerinden bazisi sadece

tohumlar icin uygunken bazilari ise c¢ogu
bitkisel dokular icin kullanilabilmektedir
(Reed, 2008).

Sekil 1. Musa velutina tohumlart (A, B), M.
acuminata (D, E), M. velutina embriyosu (C), M.
acuminata embriyosu (F), (Bar 1,5 mm; Kaya ve
ark., 2016).

Figure 1. Seeds of Musa velutina (A, B), M.
acuminata (D, E), an embriyo of M. velutina (C),

M. acuminata (F), (Bars 1,5 mm).
60
40 v e = = seeds
20 =
------------- embriyos
O T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9

Sekil 2. M. velutina tohumlari ve embriyolarinin
nem icerigi degisimi (cevresel kosullar; sicaklik:
7712 °F, nispi nem: %17+1).

Figure 2. Moisture content change of M. velutina
seeds and embriyos (enviromental conditions;
temperature: 77+2 °F, relative humudit: 17+1%).

Tohum ve vejetatif dokularin
kriyoprezervasyonu siirecinde dehidratasyon

icin bashca iki yontem kullaniimaktadir.
Bunlar; (i) Laminar hava akiml kabinde
dehidratasyon ve (ii) silika jel ile
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dehidratasyondur. Laminar hava akiml
kabinde dehidratasyon yonteminde soguga
alstirma ve sukroz 6n kiltir asamasindan
sonra eksplantlar steril petri kabina alinarak

kriyoprezervasyon esnasinda hilicre igin
olimcdal olabilecek fazla suyun
uzaklastiriimasi yapilmis olmaktadir. Aktif

silika jel kullanilarak da ayni sekilde hicre
icinde olimcil buz olusumuna neden olacak
suyun fazlasi hicreden uzaklastirilmaktadir
(Gonzales-Arnao ve Engelmann, 2006).

2.4.2.4. Enkapsiilasyon-dehidratasyon

Bu teknikte dehidratasyon ile sentetik
tohum teknolojisi birlestirilmistir
(Redenbaugh ve ark., 1986). Enkapsiilasyon-
dehidratasyon teknigi vitrifikasyon
protokollerine benzese de enkapsiile edilmis
eksplantlarin  desikasyona birakilmasi ile
vitrifikasyondan  ayrilmaktadir.  Teknigin
asamalari (i) on kiltirleme, (ii)
enkapsiilasyon, (iii) ozmokoruma, (iv)
dehidratasyon ve (v) sivi azota aktarmadan
olusmaktadir. Teknik ilk olarak armut ile

patates slrglin uclarinin
kriyoprezervasyonunda kullanilmistir.
Calismada enkapsiile edilen eksplantlar,

yuksek derisimli sukroz iceren sivi veya kati
besiyerinde kdiltlire alinmis ve dehidrate
edilerek SivI azota aktariimiglardir.
Enkapsilasyon sirasinda eksplantlarin
canliliklarini stirdiirebilecekleri en disik nem
icerigine kadar desikasyonunun yapilmasi
olduk¢a oOnemlidir (Fabre ve Dereuddre,
1990). Desikasyon islemi ile hiicre ici su icerigi
olduk¢a azalacagindan dolayr hicrede
olumcil buz olusumu engellenmekte ve
eksplanlarin sivi azota aktarimi ile basarili

sekilde vitrifikasyon gerceklesmektedir
(Engelmann, 1997). Meristem veya
embriyolar, dondurma isleminden &nce
yliksek sukroz iceren besiyerinde 0©n

kiltirlenmekte ve dehidrate edildikten sonra
enkapsile edilerek korunmaktadir (Blakesley
ve ark., 1996). Enkapsiilasyon-dehidratasyon
teknigi kullanilarak okalliptiis (Poissonnier ve
ark., 2002), Gzim (Plessis ve ark., 1991),
armut ve havucta (Dereuddre ve ark., 1991)
basarili sonuglar alinmistir.

Teknigin uygulanmasi sirasinda soguga
alistirma ve onkdltiirleme siireglerinin dogru
sekilde yapilmasi ¢ok Onemlidir. Alt
kiltirlerden gelen materyalde meristem su
iceriginin yuksek oldugu ve kriyoprezervasyon
sonrasi canlilik ile eksplant su igeriginin iliskili
oldugu belirlenmistir. On kosullandirmada
soguk sartlarda alt kdltlirleme siklikla
basvurulan bir yéntemdir (Zhao ve ark.,
2001). Yiksek sukroz konsantrasyonunda
kiltirleme de uygulanan diger bir yontemdir
(Grospiecht ve ark., 1999).

Enkapstlasyon, bitkisel materyalin
genellikle %3'lik sodyum aljinatla kaplanarak
ve 100 mM CaCl, iceren MS ortaminda
polimerizasyonu saglanarak desikasyona karsi
eksplantlar korumaya sahip olmaktadirlar
(Gonzales-Arnao ve Engelmann, 2006).

Ozmokoruma sirecinde sentetik
tohumlar desikasyon ve kriyoprezervasyon
oncesinde vyiksek sukroz derisimlerinde
kiltirlenmektedirler. Calismalar sonucunda
sentetik tohumlarin 0,50-0,75 M sukroz
iceren  sivi besiyerinde  16-17  saat
kiltirlenebildiklerini godstermistir (Gonzales-
Arnao ve ark., 1993).

Dehidratasyon asamasinda  sentetik
tohumlar, yatay akimli kabinde veya silikajel

Uzerinde desike edilmektedir. Kabinde
yapilan desikasyonda ortamin sicakligl ve nem
icerigi ile ilgili farkli sonuglar

alinabileceginden dolayi silika jel Uzerinde
desikasyon daha c¢ok tercih edilmektedir.
Desikasyon isleminde bitki tiirinden tiiriine
degismekle birlikte genellikle sentetik
tohumun su igeriginin yaklasik %20'ye
dusaralmesi ile canhhgin saglandigl
belirlenmistir (Gonzales-Arnao ve Engelmann,
2006).

Bu teknigin son asamasinda, sentetik
tohumlar 1,2 ml'lik polipropilen kriyoviyoller
icindeki sivi azota daldirilmaktadir. Cézme
islemi ise oda sicakhginda yavas
gerceklestiriimektedir (Gonzales-Arnao ve
Engelmann, 2006). Bunun yaninda 40 °C su
banyosunda 2-3 dakika silireyle ¢ozme islemi
(Matsumoto ve Sakai, 1995) ve tomurcuklarin
rehidrate olmalari igin 5-10 dakika sivi
besiyeri ile yikama islemi (Reed ve ark., 2006)
farklh arastiricilar  tarafindan basari ile
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uygulanmistir. Enkapsilasyon-dehidratasyon
teknigi ile kriyoprezervasyonu yapilan bitki

trlerinin eksplant tiplerine gore son 10 yila
ait calismalar Cizelge 2'de Ozetlenmistir.

Cizelge 2. Enkapsiilasyon-dehidratasyon teknigi ile kriyoprezervasyonu yapilan bitkilerle ilgili son 10 yila

ait calismalar

Table 2. Works of cryopreservated plant via encapsulation-dehydration technique in the last ten years

Latince ismi Eksplant Tipi Teknik Referans
Oncidium bifolium Sims. Tohum ve Enkap.-dehid.  Flachsland ve ark., 2006
protokorm

A . Gonzalez-Arnao ve
Saccharum spp. Sirgiin ucu Enkap.-dehid. Engelmann, 2006
Rubus spp. Surgin ucu Enkap.-dehid. Gupta ve Reed, 2006
Oryza sativa L. ssp. japonica Anter Enkap.-dehid. Marassi ve ark., 2006
Dioscorea floribunda Mart. & Gal. Sirglin ucu Enkap.-dehid. Mandal vezgg;ua-Ghosh,
Prunus avium L. Surgiin ucu Enkap.-dehid. Shatnawi ve ark., 2007
Zingiber officinale Rosc. Sirgiln Enkap.-dehid. Yamuna ve ark., 2007
Begonia x erythrophylla J. Neuman Adventif stirglin Enkap.-dehid. Burritt, 2008
Quercus suber L. Somatik embriyo Enkap.-dehid.  Fernandes ve ark., 2008
Cocos nucifera L. Plumula Enkap.-dehid. N’Nan ve ark., 2008
Indigofera tinctoria (L.) Aksillar stirgin Enkap.-dehid.  Nair ve Reghunath, 2009
Lilium ledebourii (Baker) Bioss. Tohum
Melia azedarach L. Embriyonik eksen Enkap.-dehid. Kaviani, 2010
Camellia sinensis L. Embriyonik eksen
Fraxinus excelsior L. Embriyogenik kallus  Enkap.- dehid.  Oziidogru ve ark., 2010
Saccharum spp. Surgin ucu Enkap.-dehid. Barroco ve ark., 2011
Ipomoea batatas (L.) Lam Surgin ucu Enkap.-dehid. Feng ve ark., 2011
Pha/aenops:s bellina (Rchb.f.) Protokorm Enkap.-dehid. Khoddamzadeh ve ark.,
Christenson 2011

h h ifoli

Chrysanthemum x morifolium Surglin ucu Enkap.-dehid. Martin ve ark., 2011

Ramat
Picrorhiza kurrooa

Mikrosurglin

Enkapsiilasyon

Mishra ve ark., 2011
Subramaniam ve ark.,

Dendrobium sonia-17 Protokorm Enkap.-dehid. 5011
Dendrobium Bobby Messina Protokorm Enkap.-dehid.  Zainuddin ve ark., 2011
Rabdosia rubescens (Hemsl.) Hara Sirgiin ucu Enkap.-dehid. Aive ark., 2012
Dendrobium nobile Lindl. Protokorm Enkap.-dehid. Mohanty ve ark., 2012
Morus alba L. Sirglin ucu Enkap.-dehid. Padro ve ark., 2012
Teucrium polium L. Surglin ucu Enkap.-dehid. Rabba’a ve ark., 2012
Artemisia herba-alba Asso. Surglin ucu Enkap.-dehid. Sharaf ve ark., 2012
Malus x domestica Borkh. Surglin ucu Enkap.-dehid. Feng ve ark., 2013
Eucalyptus spp. Sirglin ucu Enkap.- dehid. Kaya ve ark., 2013
Rosa chinensis Tomurcuk Enkap.-dehid. Le Bras ve ark., 2014

2.4.2.5. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon teknigi 6n kosullandirma,

kiltirleme asamasi
olmasina

odunsu

bitkilerin otsu veya
gore de  farkhlik

ozmokoruma, sivi azota batirma ve ¢6zme
islemlerinden olusmaktadir. Bitkisel materyal
normal kiltir kosullarinda uygun derisimdeki
sukroz c¢ozeltisinde ©n kultirlenmektedir.
Sukroz derisimi, bitki tlrine ve kullanilan
eksplant tipine (glvde ucu, nodal tomurcuk
vb.) gore degisiklik gostermektedir. Ayrica, 6n

gdstermektedir. Ornegin elma ve armut gibi
odunsu bitkilerde +4 ile +5 °C'de 3 haftalik 6n
kiltir sdreci canlihgl arttirmistir (Niino ve
ark., 1992 a,b). On kiiltiir asamasinda sukroz
disinda diger bazi kimyasallarin kullanimi da
mimkindir. Ribes'te 1 haftalik soguga
alistirma sirecini takiben %5 DMSO ile 2 giin
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yapilan o6n kiltirleme sonucu iyi sekilde
canhlik elde edilmistir (Luo ve Reed, 1997).
Otsu bitkilerde ise 6n kiltiirleme sirecinde
ozmotik aktif sekerler siklikla kullaniimaktadir

(Dereuddre ve ark., 1988). On kiltir
sirecinde seker ve seker alkollerinin
kullaniminin kriyokoruyucularin hiicre iginde
birikimini  tesvik ettigi ve membran

kararhhgini arttirdigi belirlenmistir (Crowe ve
ark., 1984 a,b).

On kosullandirmayi takiben eksplantlar,
LS ¢ozeltileri ile 20-30 dakika ozmokorumaya
tabi tutulmaktadir. Bu asamada vitrifikasyon
cOzeltilerinin  neden  olabilecegi  hiicre
hasarinin  engellenmesi  ve  dokularin

dehidratasyona karsi direnglerinin artmasi
beklenmektedir. Dehidratasyon asamasinda
LS ¢ozeltisinden arindirilan eksplantlar farkl
siire ve sicakliklarda (0 °C-25 °C) 1-2 ml PVS2
gibi vitrifikasyon c¢ozeltisi ile muamele
edilmektedirler (Sekil 3). Kriyokoruyucularin
toksik etkileri nedeni ile vitrifikasyon
¢Ozeltisisnin eksplantlara uygulama siresinin
cok iyi optimize edilmesi gerekmektedir. En
uygun etkilesim siresi eksplantlari sivi azota
girmeden vitrifiye edebilmeli ve ¢6zme
isleminden sonra canhlik elde edilebilmelidir
(Matsumoto ve ark., 1994).

govde ucu
eksplantlari,
soguga alistma
ve sukroz on kiiltiir
agamalanndan sonra
kriyoviallere aliir.

oreklerin iizerine 1 ml CP |
soliisyonu eklenip 30 dakika

[

—-

PVS.2'den
anndinlan érnek

buzu ¢oziilen drnekler
1.2 M sukroz iceren sivi
besiyeriyle yikanir

transfer edilir.

siireyle oda sicakliginda muamele edilir.

rejenerasyon besiyerine

CP soliisyonu uzaklagtinlip
orneklerin iizerine 1 ml PVS2
soliisyonu eklenip belirlenen
siirelerde ve 0 °C’ ta
muamele edilir.

her bir inkiibasyon periyodunun
ardindan érnekler sivi azota daldinl

. En az 1 saat sivi azotta tutulan
, omekler 40 °C su banyosunda
¢ozmeye alimir,

e

Sekil 3. Vitrifikasyon tekniginin uygulanmasi (Oziidogru ve ark., 2011a).
Figure 3. Application of vitrification technique

Kriyoprezervasyon, polipropilen
kriyoviyollerde orneklerin dogrudan sivi azota
aktariimasi ile son bulmaktadir. Sivi azotta en

rejenerasyon  besiyerine  aktarilmaktadir.
Rejenerasyon  besiyeri icerigi, canhhg
etkileyen diger onemli bir faktordar. Aktif

az 24 saat sire ile bekletilen 6rnekler ¢cozme
asamasinda 1-2 dakika 40 °C su banyosunda
yapllmaktadir. Cozme silrecinde dokularin
vitrifiye olma ihtimaline karsi ¢dzme hizinin iyi
optimize edilmesi gerekmektedir. PVS2'nin
dokulardan disari ¢ikmasi i¢in eksplantlar, 1,2
M  sukroz iceren c¢oOzeltide yikanarak

komdr kullanimi (Scrijnemakers ve van lIren,
1995) veya amonyum iyonu icermeyen
besiyeri kullanimi (Kuriyama ve ark., 1989)
canhhgr olumlu etkilemektedir. Vitrifikasyon
teknigi ile kriyoprezervasyonu yapilan bitki
trlerinin eksplant tiplerine gére son 10 yila
ait calismalar Cizelge 3'de Ozetlenmistir.
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Cizelge 3. Vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezervasyonu yapilan bitkilere ait son 10 yilin galismalari
Table 3. Works of cryopreservated plant via vitrification technique in the last ten years

Latince ismi Eksplant Tipi Teknik Referans

Rubus spp. Surgin ucu Vitrifikasyon Gupta ve Reed, 2006
Prunus avium L. Surgin ucu Vitrifikasyon Shatnawi ve ark., 2007
Zingiber officinale Rosc. Sirgiln Vitrifikasyon Yamuna ve ark., 2007
Rubus sp. Surgiin ucu Vitrifikasyon Uchendu ve ark., 2010
Lilium spp. Apikal meristem Vitrifikasyon Chen ve ark., 2011
Ipomoea batatas (L.) Lam Surgin ucu Vitrifikasyon Feng ve ark., 2011
Solanum tuberosum L. Surgiin ucu Vitrifikasyon Hirai, 2011
Sequoia sempervirens (D. Don) Apikal ve bazal Vitrifikasyon Oziidogru ve ark., 2011b
Endl. tomurcuk

Thymus cariensis Hub.-Mor. &

Jalas Siirgiin ucu Vitrifikasyon ~ Oziidogru ve Kaya, 2012
Thymus vulgaris L.

Morus alba L. Siirgiin ucu Vitrifikasyon Padro ve ark., 2012
Teucrium polium L. Sirgiin ucu Vitrifikasyon Rabba’a ve ark., 2012
Persea americana Mill. Embriyogenik kallus Vitrifikasyon Guzman-gggla ve ark.,
Vitis spp. Stirglin ucu Vitrifikasyon CEIebI-ngTSk veark.,

2.4.2.6. Enkapsiilasyon-vitrifikasyon

Enkapsilasyon-vitrifikasyon yontemi,
enkapsiilasyon ve  PVS2 vitrifikasyon
tekniklerinin avantajlari birlestirmek amaci ile
gelistirilmistir (Matsumato ve Sakai, 1995).
Yontemde, soguga alistirilan ve ozmotik aktif
sekerle 6n kiltir( yapilan eksplantlar, %2
veya %3'lik sodyum aljinat iceren besiyerinde
enkapsiile edilmekte (Sekil 4) ve PVS2 ile
inklibe edilmektedir (Fabre ve Dereuddre,

1990). Enkapsilasyon-vitrifikasyon yodntemi,
deniz lavantasi (Matsumoto ve ark., 1998),
nane (Hirai ve Sakai, 1999a), patates (Hirai ve
Sakai, 1999b), biyik kantaron (Tanaka ve
ark., 2004) ve cilek (Hirai ve ark., 1998) gibi
farkh bitkilerin kriyoprezervasyonunda basari
ile kullanilmistir. Enkapsilasyon-vitrifikasyon
teknigi ile kriyoprezervasyonu yapilan bitki
tirlerinin eksplant tiplerine gére son 10 yila
ait calismalar Cizelge 4'de Ozetlenmistir.

q— Sentetik tohum igin ugun bilyiklikte
gikartilan govde ucu eksplantlari 5.7
dakika boyunca CaCl2 igermeyen 0.4
M sukrozlu sivi MS besiyeri ile
yikanarak kalsiyamdan
anndimhilar.

r".

yaklagik 20-30 dakika kapsiiller setlesene
kadar beklenir. Sertlesen sentetik tohum
Kapsilleri steril siizgeg yardimiyla toplanir
ve steril distile su ile 1-2 kez yitkamir.

e

Kalsiyumdan
anndinlan
eksplantlar
Na- aljinat
soliisyonu ile
20~ 30 dakika
muamele edilir.

—_—

Na-aljinat
soliisyonu
otomatik pipet
yardimiyla
alinarak her
damlada

1 govde ucu
eksplanti

olacak sekilde
damla

damla NS +

100 mM CaC12
igeren besiyerine
aktanhr.
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Sekil 4. Sentetik tohum protokolii (Oziidogru ve ark, 2011a).

Figure 4. Protocol of Synthetic seed.

Cizelge 4. Enkapsulasyon-vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezervasyonu yapilan bitkilerle ilgili son 10 yila ait

¢alismalar
Table 4. Works of cryopreservated plant via encapsulation-vitrification technique in the last ten years
Latince ismi Eksplant Tipi Teknik Referans
Dianthus caryophyllus L. Surgin ucu Enkap.-vitri.  Halmagyi ve Deliu, 2007
Zingiber officinale Rosc. Sirgiln Enkap.-vitri. Yamuna ve ark., 2007
ﬂir:jclfrob/um candidum Wall. ex Protokorm Enkap.-vitri. Yin ve Hong, 2009
Ming-H -R
Dioscorea bulbifera L. Embriyogenik kallus ~ Enkap.-vitri. "ng uaz\(/)elgen One,
Fraxinus excelsior L. Embriyogenik kallus ~ Enkap.-vitri. ~ Oziidogru ve ark., 2010
Ipomoea batatas (L.) Lam Stirglin ucu Enkap.-vitri. Feng ve ark., 2011
Solanum tuberosum L. Surglin ucu Enkap.-vitri. Hirai, 2011
Apikal | ..
Sequoia sempervirens (D. Don) Endl. pikal ve baza Enkap.-vitri.  Ozldogru ve ark., 2011b
tomurcuk
Dendrobium nobile Lindl. Protokorm Enkap.-vitri. Mohanty ve ark., 2012
Th jiensis Hub.-Mor. I Enkap.-vitri. "
ymus carlens.ls ub.-Mor. & Jalas Surglin ucu nxap v!tr! Ozilidogru ve Kaya, 2012
Thymus vulgaris L. Enkap.-vitri.
Artemisia herba-alba Asso. Surglin ucu Enkap.-vitri. Sharaf ve ark., 2012

2.4.2.7. Damlacik dondurma teknigi eksplantlarinin kriyoprezervasyonunda
kriyokoruyucu olarak DMSO kullanilarak
teknik uygulanmistir (Schafer-Menhur ve ark.,

1997). Muzda kriyokoruyucu olarak PVS2'nin

Damlacik dondurma teknigi,
eksplantlarin  aliminyum folyo seritler
Uzerinde PVS2 veya DMSO ile farkli siirelerde

inkiibasyonu  sonrasinda  hizli  sekilde kullanildigi  bir diger c¢alismada basaril
dondurulmasi temeline dayanmaktadir (Sekil sonuglar alinmigtir (Panis ve ark., 2005).
5). ilk olarak patates gévde ucu

1mm siirgiin ucu
24
saat

[ sukroz i p4saat | #s o
E. uro-grandis bitkisi i..On kaitdrd > | 0.20M Sukrez ;
Her bir stirgiin ucu
igin tek damla
solisyon
SIVI AZOT l_ _________
\ 15-30-45-60-75-90 |
! dakika !
: PVS2 uygulamast ! KONTROL
C. | o = e e S e e e
T coZME 15 dakikka yikama 3
| (minimum 24 ; cozeltisi ReJel'lerasy on
| saat sonra) | besi ortami

Sekil 5. Damlacik dondurma tekniginin uygulanmasi (Kaya ve ark., 2013)
Figure 5. Application of droplet vitrification technique

-99-



Yilmaz-Gékdogan ve Kaya, 2017 | MKU Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 22(1):87-111

Son yillarda kriyoprezervasyonda siklikla
kullanilan bu teknigin temeli vitrifikasyona
dayanmaktadir. Ancak diger vitrifikasyon
slirecinden ayrilan en 6nemli fark, bu teknikte
eksplantlarin 3-5 mm x 10-15 mm aliiminyum
folyo seritler lzerinde bulunan yaklasik 4 pl
PVS2 damlaciklarin igine vyerlestirilmesidir.
Eksplantlar, 25°C veya 0°C' de belirli strede
dehidrate edildikten sonra folyolar sivi azot
ile sogutulmus kriyoviallerin icine
aktarilmaktadir ve kriyovialler sivi azot
tankina daldirilarak kriyoprezervasyon
tamamlanmaktadir. Cézme islemi, 1,2 M

sukroz iceren sivi besiyerinde 25 °C'de ¢ok
hizli sekilde gerceklestiriimekte ve akabinde
eksplantlar rejenerasyon icin besiyerine
aktarilmaktadir. Damlacik dondurma ve
vitrifikasyon tekniginin en o6nemli o6zelligi

farkli genotiplere sahip bitkilere
uygulanabilmesidir (Sakai ve Engelmann,
2007, Sakai ve ark. 2008). Damlacik

dondurma teknigi ile kriyoprezervasyonu
yapilan bitki tiirlerinin eksplant tiplerine gore
son 10 vyila ait calismalar Cizelge 5'de
Ozetlenmistir.

Cizelge 5. Damlacik dondurma teknigi ile kriyoprezervasyonu yapilan bitkilerle ilgili son 10 yila ait

¢alismalar
Table 5. Works of cryopreservated plant via droplet vitrification technique in the last ten years
Latince ismi Eksplant Tipi Teknik Referans
Rosa x hybrida L. Sirgiin ucu Damlacik D. Halmagyi ve Pinker, 2006
Solanum tuberosum L. Sirgiin ucu Damlacik D. Yoon ve ark., 2006
Pelargonium spp. Govde ucu Damlacik D. Gallard ve ark., 2008
Colocasia esculenta var.

trgl Damlacik D. k., 2
esculenta (L.) Schott Sdrgln ucu amlaci Sant ve ark., 2008
Dendranthema grandiflora
T. Sirglin ucu Damlacik D. Kim ve ark., 2009
Allium sativum L.
Rubia akane Nakai Kok tiyu Damlacik D. Kim ve ark., 2010
Thym{us moroderi Pau ex Sdrguin ucu Damlacik D. Marco-Medina ve ark., 2010
Martinez
Saccharum spp. Sirglin ucu Damlacik D. Barroco ve ark., 2011
Lilium spp. Apikal meristem Damlacik D. Chen ve ark., 2011
Malus domestica Borkh. Aksillar tomucuk Damlacik D. Condello ve ark., 2011
Ipomoea batatas (L.) Lam Sirgiin ucu Damlacik D. Feng ve ark., 2011

Damlacik D. -

Solanum tuberosum L. Surgilin ucu amiaci Hirai, 2011

Sequoia sempervirens (D.
Don) Endl.

Dianthus caryophyllus L.
Rubus fruticosus L.

Prunus cerasifera Ehrh.
Thymus cariensis Hub.-Mor.
& Jalas

Thymus vulgaris L.

Apikal ve bazal
tomurcuk
Sdrgln ucu

Apikal strglin ucu
Sdrgiln ucu

Embri ik
Persea americana Mill. mbriyogent

kallus

Rubia akane Nakai Kok tlyu
Eucalyptus spp. Sdrgiln ucu
Galanthus elwesii Hook. Apikal meristem
Nandina domestica Sirglin ucu
Chrysanthemum morifolium Sirglin ucu
Lilium spp. Sirglin ucu
Rosa chinensis Tomurcuk
Rosa spp. Sdrgilin ucu

Jel matriks DM

Damlacik D. Oziidogru ve ark., 2011b
Kriyo-plate Sekizawa ve ark., 2011
Damlacik D. Vujovic ve ark., 2011
Damlacik D. Oziidogru ve Kaya, 2012
Damlacik D. Guzman-Garcia ve ark., 2013
Damlacik D. Yive ark., 2012
Damlacik D. Kaya ve ark., 2013
Damlacik D. Maslanka ve ark., 2013
Damlacik D. Oziidogru ve ark., 2013
Damlacik D. Wang ve ark., 2014
Damlacik D. Yin ve ark., 2014
Damlacik D. Le Bras ve ark., 2014
Damlacik D. Pawlovska ve Szewczyk-
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Taranek, 2014

Ananas comosus (L.) Mer. Sirglin ucu Damlacik D. Duarte Souza ve ark., 2016

3. Molekiiler Tekniklerle Genetik Kararlihgin  Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi

Belirlenmesi (AFLP), Tek Nukleotit Polimorfizmi (SNP),
mikrosatellit temelli markor sistemleri,

Bitkiler arasindaki akrabalik derecelerinin
belirlenmesi amaci ile modern biyoteknolojik
yaklasimlarin ~ kullanimi,  bitki  koruma
programlarinda 6énemli bir yere sahiptir. Son
yillarda genetik kararlihgin belirlenmesi amaci
ile ¢esitli  molekiler markér teknikleri
gelistirilmistir. Molekiler belirtegler
kullanilarak yapilan genetik yapi ve gesitlilik
analizleri, ayri cografik bolgelerdeki
populasyonlar arasindaki genetik benzerlik
derecelerinin, yakin akraba populasyonlari
arasindaki genetik varyasyonlarin ve bir kiltir
ortaminda tlrin korunmasi igin hangi
kaynaklardan yararlanilabileceginin
belirlenmesinde kullanilimaktadir (Dittbrenner
ve ark.,, 2005). Muhafaza altina alinmis
germplazmin  genetik  kararligl, protein
markorleri veya DNA (molekiler) markaorleri
ile belirlenebilmektedir (Paunescu, 2009).
Molekiler markoér teknikleri li¢ kategoride
toplamak mimkiindr. Bunlar: (i) herhangibir
ozellige bakmaksizin genotipi belirleyen
teknikler, (ii) belirli bir o6zellikle ilgili DNA
sekansini belirleyen teknikler ve (iii) ilgili geni
karakterize eden tekniklerdir. Southern blot,

restriksiyon fragmentlerindeki  farkhliklari
ortaya c¢ikarmakta ve RFLP teknigi ile
belirlenen polimorfizm, tek veya ¢oklu

lokuslar kullanilarak belirlenmektedir. Ayrica
DNA sekanslama, son yillarda gelistirilen ve
germplazm  karakterizasyonunda glvenilir
sekilde kullanilan 6nemli bir tekniktir
(Villalobos ve Engelmann, 1995).

DNA temelli molekiler belirtecler pek
cok bitki germplazmindaki genetik
farklhiliklarin - belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. izoenzim (bir veya birden
fazla lokus tarafindan kodlanan enzimlerin
fonksiyonel olarak benzer fakat ayrilabilen
formlaridir) veya alloenzimlere (Ayni lokusta
farkh allellerin Grlinidiir) goére daha fazla
sayida belirte¢ sagladiklarindan dolayi bitki
arastirmalarinda DNA belirtecleri yaygin
kullanim alanina sahip olmuslardir. Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA  (RAPD),

organel mikrosatellitleri, Dizi Karakterize
Bolgeler (SCAR), Kesilip Cogaltilmis Polimorfik
Diziler (CAPS), Dizi Illiskili Cogaltiima
Polimorfizmi (SRAP), Hedef Bolge Cogaltma
Polimorfizmi (TRAP), Tek Zincir
Konformasyonel Polimorfizmi (SSCP),
Cogaltilmis Ara Retrotranspozon Polimorfizmi
(IRAP) ve Cogaltilmis Retrotranspozon-
Mikrosatellit Polimorfizmi (REMAP) Polimeraz
Zincir Reaksiyonlari (PZR) temelli markor
sistemleri icinde bulunmaktadir (Walton,
1993).

4. Kriyoprezervasyonun Farkli Kullanimlari

Kriyoprezervasyon teknigi pek cok tirin
muhafazasinda rutin sekilde uygulanmasinin
yani sira nadir bulunan ya da tehlike altindaki
tlrlerin uzun sireli muhafazasina da olanak
tanimaktadir. Elma germplazmina ait 2.200

aksessiyonun dormant tomurcuklari da
kriyoprezervasyon ile  koruma  altina
alinmistir. Gelistirme programlari

cercevesinde, sivi nitrojende polenlerin rutin
muhafazasi da mumkundur. Ayrica,
kriyoprezervasyon, biyoteknolojik tirlinlere de
uygulanabilmektedir. ingiltere'de farmasétik
Ozelliklere sahip 1.000'den fazla kallus hatti,
Kanada'da buytk olgekli klonal dikim
programlarinda binlerce konifer embriyonik
hicre  hatlann  -196 °C'de  muhafaza
edilmektedir (Engelmann, 2004).
Kriyoprezervasyon, germplazmin
korunmasinin yaninda farkli diger kullanim
alanlarina  da olanak tanimaktadir. Bu
kullanimlardan bir olan kriyoseleksiyonda,

dondurulmus populasyonlarda bazi belirli
ozelliklere sahip  Orneklerin  seleksiyonu
yapilmaktadir  (Engelmann, 2004). Bitki
kriyoprezervasyon  tekniginin  yeni  bir
uygulamasi olan kriyoterapi, virls
eleminasyonunda etkin sekilde

kullanilmaktadir (Sekil 6). Kriyoprezervasyon
protokollerinin uygulandigi ve sivi nitrojende
surglin uglarindan viris, fitoplazma ve bakteri
gibi bitki patojenleri elemine edilmektedir
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(Kaya ve Yilmaz-Gokdogan, 2015). Duslk sivi
nitrojen sicakhginda, pek ¢ok virlis meristem
kismini infekte edemediginden eksplantlarin
sogutulmasi ve dondurulmasi, meristemlerde

viral eleminasyonu kolaylastirmaktadir ve
akabinde  meristem gibi ¢ok  klglk
eksplantlardan bile bitkiler

gelistirilebilmektedir (Kaczmarczyk ve ark.,
2011). Kriyoterapide, meristem kiiltlri ve
termoterapi gibi klasik virlis arindirma
tekniklerine  tamamlayict  olarak  virds,
fitoplazma ve bakteri gibi bitki patojenleri,
sivi nitrojene direk maruz birakilmakta ve

enfekte bitkilerin  siirglin uglarindan
patojenler  arindirlmaktadir  (Sakai ve
Engelmann, 2007).  Sdrgiin uglarinin

kriyoterapisini takiben yapilan termoterapi,
virls eleminasyonunda basari ile
kullanilmaktadir. Glinimize degin Citrus
tarleri, Prunus tirleri, Rubus idaeus, muz,
Uzim, patates ve tatli patateste kriyoterapi
uygulanarak pek ¢ok bitkinin patojenlerden
arindiriimasi gerceklestirilmistir (Engelmann,
2011).

A

Enfekte Stok
Kiiltiirler

Giévde Uglarmmmn
cikartilmasi

Giévde uglarinn dehidratasyon
ve Kriyo toleraslarmin
artirllmasi icin
manipiile edilmesi

Hiicrelerin ultra diigiik
sicakhiklara
toleransmim artirllmasi
icin dehidratasyonu

¥

viriisten ari bitkilerin RT-PCR (?a]]llllk ve Smv1 azot
teknigi ile dogrulanmasi Rejenerasyonun uygulamasi
Degerlendirilmesi -
B
N S, —-— Hiicreler daha kiiciik ve
P izodiyametrik bicimli ve daha
— V biiviik bir niikleo-sitoplazmik
N hacim oranma sahipfir.
N Vakuoller kiiciik ve
u e =
protoplazma icine dagilmstir
— M

Apikal Kubbe (AD)'in iist

Primordiyumu (LP)'in bazal
kismindaki hiicreler

KRiYOTERAPI

tarafindaki hiicreler ve Yaprak

Dondurma dncesi siirgiin
ucu (viriis enfekte)

PIC J— M
O v
@

- V
@< P
Apikal Kubbe (AD)'in alt

Primordivumu (LP)'in iist
tarafindaki hiicreler

Nu

Dondurma sonrasi siirgiin ucu
(viriisten ari)

— N

Hiicreler daha biiyiik, daha biiyiik
vakuoller icerir ve daha kiiciik niikleo-
sitoplazmik hacim oramma sahiptir.

tarafindaki hiicreler ve Yaprak

Sekil 6. Viriis ile enfekte bitkiye ait stirglin ucundan, kriyoterapi yontemiyle virlis eliminasyonu. A. Yotem
uygulama asamalari, B. Apikal boélgede bulunan hicrelerin ve primordiyal yaprak kisimlarina ait
hiicrelerin anatomik 6zelliklerinin sematik olarak gosterilmesi. Kisaltmalar; AD, Apikal kubbe; HC, saglikli
hiicreler; KC, 6lu hiicreler; M, mitokondri; N; nikleus; P, proplastid; PIC, viriis enfekte hiicreler; SC, canli

hiicreler; V, vakuol (Wang ve Valkonen, 2009).

Figure 6. Virus eradication from shoot tip of virus infected plant via cryotherapy technique. A. Protocol
application steps, B. schematic demonstration of apical shoot tip cells and leaf primordium sides.
abbreviations; AD, Apical Doom; HC, Healty Cells; KC, Dead Cells; M, mitochondria; N; nucleus; P,
proplastide; PIC, virus infected cells; SC, survived cells; V, vacuole (Wang ve Valkonen, 2009).
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Sonug¢

Son vyillarda biyoteknoji alanindaki hizl
ilerlemeler biyocesitliliginin korunmasi amaci

ile yeni muhafaza metotlarinin
gelistiriimesine olanak tanimistir. /n vitro
kiltir  tekniklerinin ~ kullanildigi  koruma

stratejilerinde bitkilerin hiicre, kallus, tohum,
polen, embriyo, meristem ve slirglin uglari

basari ile kisa, orta ve uzun siirelerde
muhafaza edilebilmistir. Uzun sureli
muhafaza igin kriyoprezervasyon teknigi

kullanilarak pek g¢ok bitki tiirdi, ¢esidi ve hatta
genotiplerine ait germplazmlarinin  kiiglk
alanlarda sonsuz sekilde korunmasi mimkin
hale gelmistir. Teknigin ilk kullanildigi yillarda
karmasik prosedirlerin ve pahali cihazlarin
kullanimi s6z konusu iken bu alanda yasanan
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