BIiTKi GERMPLAZMLARININ iN VITRO MUHAFAZASI

Bitki germplazmlarinin in vitro kosullarda muhafazasinda iki temel yontem uygulanmaktadir:
1- Biiyiimenin yavaglatilmasi
2- Sogukta muhafaza (krayoprezervasyon)

1- Bilyiimenin Yavaslatilmasi Yontemi ile Germplazm Muhafazasi
In vitro kiiltiirlerde bitki hiicre ve dokularinda biiyiime;
- Inkiibasyon sicakligmin azaltilmas,
- Besin ortaminin yapisinin degistirilmesi,
- Bitki materyalinin mineral yag ile kaplanmasi,
- Dehidrasyon,
- Sicaklik ve besin ortaminin yapisinin birlikte degistirilmesi,
- Kiiltiirlerde basing ve gaz bilesiminin degistirilmesi yoluyla azaltilabilmektedir.

Inkiibasyon sicakhiginin azaltilmast:

Bitki tiirlerinin normal kosullardaki optimum biiyiime sicakliklarina baglidir. Ornegin 25°C’de
biiylime gosteren bir tiirde muhafaza sicakligi 4-10°C’ye; 30°C’de biiyiiyen bir tiirde 15-20°C’ye
diigiiriilmektedir. Ayrica aydinlatma periyodu ve 151k yogunlugu da (50 litkse kadar diisiiriilmekte)
diizenlenebilmektedir.

Besin ortaminin yapisimin degistirilmesi: Metabolik faaliyetlerin azaltilmas1 amaciyla ortama
biiylimeyi kontrol edici absisik asit, N- dimetil suksinik asit ve manitol ilavesi; sekersiz besin ortaminin
kullanilmasi.

Bitki materyalinin mineral yag ile kaplanmasi: Solunumun engellenmesi amactyla eksplantin mineral

yag ile kaplanmasi.

Dehidrasyon: Metabolik faaliyetlerin azaltilmasi amaciyla suyun azaltilmasi.

Kiiltiirlerde basing ve gaz bilesiminin degistirilmesi: Solunumu azaltmak amaciyla diisiik basing ve

diisiik oksijen kullanilmasi.

2- Sogukta Muhafaza (Krayoprezervasyon)
Krayoprezervasyon, biyolojik materyalin canli olarak dondurulmasi ve daha sonra sivi azot igerisinde
¢ok diisiik sicakliklarda (-196 °C) muhafaza edilmesidir. Bu teknik ile;
- Siirgiin uglar1 ve meristemler
- Hiicreler ve somatik embriyolar
- Protoplastlar
- Embriyo, endosperm, ovul, anter, polen ve tohum vb.
muhafaza edilmektedir.
Bitkisel materyalin sogukta muhafazasindaki olumsuz etkiler, hiicrelerde;
- Kurutmaya ve donmaya toleransin tesvik edilmesi,
- Hicre i¢i bosluklarin (vakuollerin) azaltilmasi,
- Hiicre zan gegirgenliginin artirilmasi,
- Sekerlerin hiicre igerisinde artirilmasi ile saglanir.

Canli hiicreleri dona kars1 koruyan kimyasallarin (krayoprotektantlari) belirlenmesinden sonra bu
teknigin uygulanmasinda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu maddeler iginde en yaygin kullanilani DMSO
(dimetil stilfoksit)’dir ve -20 °C’de yliksek koruma saglamaktadir. Bu madde, hiicrede dondurulamayan
suyun artisini saglar, hiicre zarinin gecirgenligini artirir, seker ve suyun tutulmasini kolaylastirir.

Tablo: In vitro sogukta muhafaza islemlerinde krayoprotektant (antifiriz) olarak kullanilan kimyasal bilesikler

Alkoller Kiikiirt Bilesikleri Polimerler

Etilen glikol Amino asitler Hidroksietilen
amidon

Gliserol Dimetil siilfoksit (DMSO)  Polietilen glikol
(PEG)



Propilen glikol Sekerler (Glikoz, Sakaroz  Polivinil pirolidon
vb.) (PVP)

Sorbitol

Manitol

Hiicre I¢inde Serbest Suyun Azaltilmasi:

Sogukta muhafazadan once hiicrelerde serbest suyun azaltilmasi ve hiicrelerin daha az vakuol ihtiva
eder duruma gelmesi istenir. Hiicrede serbest suyu azaltmak i¢in sakkaroz (0.3, 0.5 ve 1 M) ve ABA
kullanilmaktadir. Sogukta muhafazada esas alinan bazi uygulamalar:

1) Alt kiiltiire alma,

2) Krayoprotektant (DMSO, sakkaroz, gliserol, etilen glikol gibi) ilavesi,

3) Hiicre dis1t donmanin saglanmasi,

4) Vitrifikasyon,

5) Kurutmadir.

In Vitro Kiiltiirlerde

Dondurma Yontemleri

1- Yavas dondurma: Materyal 6zel dondurucular igerisine yerlestirilir ve sicakligi 0.5-1.0 °C/dakika olacak
sekilde yavas yavas -30, -40 °C’ye sogutulur. Hiicreler arasi su donar ve hiicre disariya dogru su kaybederek
biiziiliir ve hiicre i¢i buz olusumu 6nlenir.

2- Hizh dondurma: Materyalin dona kars1 koruyucu maddeler ile muamele edildikten sonra sivi azot
igerisine daldirilmasi ile uygulanir.



