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» Germplazm muhafazasinda iki temel yontem
uygulanmaktadir;

» Bitki materyalinde blyilmenin yavaslatilmasi
veya azaltilmasi

» Bitki materyalinin sogukta muhafaza edilmesi
(krayoprezervasyon)




Tablo: bitki gen kaynaklarinin basglica muhafaza yéntemleri

Muhafaza edilen materyal

Muhafaza yontemleri

Kurutmaya toleransl

1) Diisiik sicaklikta muhafaza (-1 veya -10 °C)

Tohum tohumlar 2)cok diisiik sicaklikta muhafaza (-150/-196 °C)
Kurutmaya duyarli | 1)Diisiik sicaklikta muhafaza
tohumlar 2) doku kiiltiiri
Inat¢i tohumlar Doku kiiltiiri ile muhafaza
Kiiltire edilmis geng bitki|1)altkiltir (in vitro kosullarda)

Bitki (plantlet) 2) 0 °C'de karanlikta veya 6teki kontrolli kosullarda
Saksiya sasirtma  ve|Gozlem evi (sicaklik, nem, 1sik kontrolli kosullarda)
tarlaya dikim

Organ Kallus Daltkiiltir (in vitro kosullarda)

2)sogukta muhafaza (LN,'de)
Doku Siirglin ucu 1)Diisiik sicaklikta muhafaza

2)sogukta muhafaza (LN,'de)

Hiicre

Hicre kiltird

Daltkdiltir (in vitro kosullarda)

2)sogukta muhafaza (LN,'de)

Protoplast kiiltiird

sogukta muhafaza (LN,'de)




YAVAS (AZALTILMIS) BUYUTME ILE MUHAFAZA

» Yavas ya da azaltilmisg
bliylitme ile muhafazanin
esast, bitki kultirlerinin canli
kalabilmelerinin izin verdigi
oranda, kultir ortaminin ve
kiltir kosullarinin
degistirilmesine dayanir.




Biiyiime
odalan




SOGUKTA MUHAFAZA

» Bitki orneklerinin dakikada birka¢ °C, kademe
kademe sogutularak muhazasidir.

» Ornekler c¢ogunlukla sivi azota daldirilarak
depolanirlar.




Dondurma islemleri ve zararlari

» Bitkisel hiicrelerde donmanin iki tipi vardir;

1. Hucre disi (ekstraseliilar) donma

2. Hicre ici (intraselilar) donma

Conservation of the best genotypes
by cryopreservation

Apical shoottips encapsulated
in alginate beads




Hiicre disi buz olusumu

» Bitki hicreleri yavas sogutuldugu zaman buz
kristalleri genellikle hiicre duvarinin diginda
olusur.

» Sicaklik, suyun donma noktasinin altina




Alstirma ve Buyiitme
tilnelleri
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Hicre disi buz olusumunda, hiicre diizeyinde
iki temel olay gergeklesir;

1. Suyun gikarilmasi (dehidrasyon)

2. Hicre zarinin agilmasi




Hiicre ici buz olusumu

» Bitki hicreleri hizla dondurulursa ya da soguga
duyarli hicreler donma sicakliginin altindaki
sicakliklarda soguga maruz birakilirsa, hiicre igi
donma meydana gelir.

» Hicre i¢i buz olugsumunun meydan gelme
derecesi sogutma oranina ve materyalin kondugu
muhafaza soguklugunun minimum derecesine
baglidir.




Hiicre iginde serbest suyun azalmasi

» Donma noktasi altindaki
sicakliklarda hicrelerin
hayatta kalmasi igin

serbest suyun

azaltilmasi gerekir.

Hiicrenin 75 dakika icerisinde
donma asamalarini gosteren sekil




»Hicrede serbest suyu azaltmak igin sakkaroz ve
ABA kullaniimaktadir.
»Bu iglemler sirasiyla;

» Altkultur yapilmasi,
» Krayoprotektant ilavesi,
» Hicre digi donmanin saglanmasi







Ondondurma yéntemi

» Sivi azota daldirildiktan sonra hiicrelerin
canlihgini muhafaza etmek igin gerekli
ondondurma sicakligi, soguga dayaniklilikla
yakindan iligkilidir.




Yavas ondondurma kurallar

1. Hiucre kiltirinin hasadi ya da apikal meristemin izolasyonu

yaptlir.
2. Materyale uygun 6n islem ya da ankiltir yapilir.

Ondondurma éncesi kr'ar‘opr'o’rek’ran’rlar'm ilavesi damla damla

yavas¢a ya da seri halde damlatilarak hizla dogrudan
yapilabilir.

4. Materyalde donmayi baslatmak igin -7 °C ile -10 °C'de buz
astlamasi yapilir.

- Materyal LN, igine daldirilir ve orada depolanir.

6. Hizli goziindirme yaklagik 37 °C sicaklikta su banyosunda

yapilir.
7. Krayoprotektantlarin materyalden uzaklastiriimasi yapilir

8. Kiltlre edilmis materyal yeniden kiltire alinarak canlilik
kontroli yapilir.




Vitrifikasyon (camlastirma) yontemi

» Bu yontem, LN, sicakligina diigsirmek igin yapilan
hizli  sogutma sirasinda buz kristallerinin
gelisme sicakhgindan (genellikle -10 °C ile -40 °C
arasindaki sicaklik zonundan) hizla gegilirken
olusan hiicre igi buz kristallerinin gelismesinin
engellenmesinden ibarettir.




Vitrifikasyon kurallar:

1. Uygun dénemde kiiltir ya da uygun boyutlarda materyal
segimi yaptlir.
2. 0.3-1 M sakkaroz igeren ortamda énkdltir yapilir.

3. Ufak sise ya da tip igindeki materyale dogrudan 0.3-
0.5 mL vitrifikasyon ¢ozeltisi ilave edilir.

4. Tupler dogrudan LN,'ye batirilir ve depolanir.
Tiplerin 40 °C'deki suya batirilmasiyla hizl ¢oziindiirme

yapilir.
6. Buzlar ¢oziindirildikten sonra vitrifikasyon ¢ozeltisi
1.2-1 M sakkaroz igeren suyla sulandirilip 5 kez yikanir.

7. Filtre kagidi lzerine toplanan materyal g¢ikarilir ve
filtre kagidinnin {izerinden yar: kati ortama alinarak
yeniden kultir yapilir ve rejenerasyon saglanir.




Hizli sogutma ve hizli ¢oziindiirmeyle
ondondurma yoénteminin kombinasyonu

» Hizh sogutma/hizli  ¢oziindiirme  yontemi,
ondondurmayla kombine edildiginde, o6nceden
uygun krayoprotektant uygulanmis soguga az
dayanikli veya duyarli orneklerin sogukta
muhafazasinda ¢ok yararl olmaktadir.




Hizli ndondurma yoéntemi

» Plazmolize ederek kismi kurutmayla
kombine edilmis dndondurma yontemidir.




Hizli ondondurma kurallari

- Uygun dénemdeki kiiltirler segilir.
2. Yiksek ozmotikum ortaminda, 1-3 gun kadar onkiltir yapilir.

Ufak siseler ya da tipler igindeki hiicrelere 0.5-1 mL
krayoprotektant ilave edilir.

4. Oda sicakhginda 5-10 dakika krayoprotektant maddenin
inklibasyonu beklenir.

5. Tupler -30 varhginda -30 °Cye hazirlanmis dondurucunun
Euk?r |1‘:azma, dogrudan transfer edilir., bir saat burada
ekletilir.

6. Sonra derhal LN,'ye batirilir ve depolanir.
¢oziindiirme tiiplerin 40 °C'deki suya batirilmasiyla yapilr.

s 1 M sakkaroz ilave edilmis suyla krayoprotektant madde 5
kez yikanir.

9. KI'LiI‘r(.ir'ler' dogrudan rejenerasyon ya da altkiltir ortamina
alinir.




Kurutma yontemleri

» Kurutma yonteminde, hormon uygulamasi ya da

yliksek dozda ozmotikum uygulamasi ile
potansiyel  kurumaya toleransin  kontrold
amaclanir.




Kurutma kurallari (yapay tohumlarin sogukta
muhafazasi)

1. Somatik embriyolarin ve embriyonik kalluslarin
uygun gelisme doneminde segilmesi gerekir.

2. Onkdltidr yapihr.

3. Uygun nem oranina kadar kurutulan ornekler daha
sonra tiplere ya da siselere transfer edilir.

4. Tup ya da sigseler dogrudan LN,'nin buhar ya da
likit fazina maruz birakilir.

5. ¢ozindirme islemleri tiplerin 40 °C sicakliktaki
suya daldirilmasiyla hizli ya da oda sicakliginda
tutulmasiyla yavas olarak yapilir.

6. Yeniden kiltir islemine tabi tutularak, kiltirlerin
rejenere olmalar: veya altkiltir ortaminda yeniden
timalar: saglanir.




Sunumun Yayinlandigi Siteler:

» www.bahcebitkileri.org
» www.bahcebitkileri.org/bitkibiyoteknolojisi
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