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ÖZET 

TEZİN BAŞLIĞI: Sequoia sempervirens (SAHĠL SEKOYASI)‟ ĠN 

KRĠYOPREZERVASYON YOLU ĠLE UZUN SÜRELĠ SAKLANMASI 

AMACIYLA TEK AġAMALI DONDURMA YÖNTEMLERĠNĠN GELĠġTĠRĠL-

MESĠ 

YAZARIN ADI: EMRAH KIRDÖK  

1850‟ li yıllarda 800 bin hektar yayılım alanına sahip olan Sequoia 

sempervirens (D. Don) Endl. (Sahil sekoyası, Redwood)‟ in büyük bir kısmı, 

Amerika kıtasına yapılan göçler esnasında hem yeni yerleĢim alanları açmak, hem de 

kolay iĢlenebilen kaliteli odunu sayesinde artan kereste ihtiyacını karĢılamak 

amacıyla kesilerek kaybedilmiĢtir. Bu kayıplar sonucunda 1910‟ lü yıllarda orijinal 

populasyonunun %90‟ ını kaybetmiĢ olan sekoyanın daha fazla kaybedilmemesi için 

“Redwood‟ ları Kurtarma Cemiyeti (Save the Redwoods League)” kurulmuĢtur. 

Böylelikle sekoya ormanları in situ koruma yöntemiyle biyosfer rezervleri ve milli 

parklar kapsamında korunmaya alınmıĢtır. Ancak yine de sekoyalar halen soyu 

tükenme tehlikesi ile karĢı karĢıya olan türler arasında bulunmaktadır. 

Ancak sekoyanın düĢük çimlenme yeteneği ve in situ koruma yöntemlerinin 

çevresel etkilere açık olması, bitki doku kültürü tabanlı, tamamlayıcı in vitro 

yöntemlerin geliĢtirilmesi gerekliliğini ortaya çıkarmıĢtır. Bitki doku kültürü 

yöntemleri, bitki germplazmalarının kısıtlı bir alanda, genetik değiĢimleri en aza 

indirerek saklanmasına olanak tanıdığından ve çevresel etkenlerden izole olmasını 

sağladığından, in situ koruma yöntemlerine göre daha avantajlıdır.  Bitki doku 

kültürü tabanlı orta süreli (besiyeri ve/veya ortam modifikasyonlarıyla bitkilerin 

büyüme hızlarını azaltarak, alt kültür sürelerini uzatmayı amaçlayan „yavaĢ büyütme‟ 

yöntemi) ve uzun süreli (eksplantların sıvı azot içinde saklanmasını amaçlayan 

„kriyoprezervasyon‟ yöntemi) saklama yöntemleri günümüzde soyu tükenme 

tehlikesiyle karĢı karĢıya olan birçok tür için de uygulanmaktadır.  

Sunulan yüksek lisans tez çalıĢması kapsamında S. sempervirens’ in 

germplazmasının uzun süreli saklanması amacıyla tek aĢamalı dondurma yöntemleri 

ile kriyoprezervasyonu denenmiĢtir. Bu amaçla, in vitro gövde kültürlerinden 
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sağlanan tomurcuklar 3 farklı tek aĢamalı dondurma tekniği (vitrifikasyon, 

enkapsülasyon – vitrifikasyon ve damlacık dondurma yöntemi) uygulanarak 

kriyoprezerve edilmiĢ, elde edilen sonuçlar karĢılaĢtırılarak en uygun yöntemin 

seçilmesine/ optimize edilmesine çalıĢılmıĢtır.  
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SUMMARY 

 

TITLE OF THE THESIS: DEVELOPMENT OF ONE – STEP FREEZING 

TECHNIQUES FOR THE LONG-TERM STORAGE OF Sequoia sempervirens 

(COASTAL REDWOOD) BY CRYOPRESERVATION 

NAME OF THE AUTHOR:EMRAH KIRDÖK 

Majority of the Sequoia sempervirens D. (Don) Endl. (Coastal Sequoia, 

Redwood) forests, which previously had a range of about 800 thousand hectar in 

1850s, have been cut down during the immigrations to the continent of America, 

both for providing lands for urbanization and for the use of its high-quality lumber to 

meet the increasing needs for the timber.  As a consequence of such activities, 

redwood lost 90% of its original population by 1910s, and to prevent a further loss of 

its germplasm an organization aiming to preserve redwood biodiversity has been 

established (“Save the Redwoods League”). Only after this initiative, redwood 

forests started to be preserved via in situ conservation approaches as biosphere 

reserves and national parks. Nevertheless, today redwood is still considered among 

the threatened species.  

However, the low germinability of the redwood trees and some disadvantages 

of in situ conservation approaches, such as being vulnerable to environmental effects, 

revealed the necessity to develop tissue culture-based, complementary in vitro 

approaches. Plant tissue culture techniques enable the conservation of the 

germplasms in relatively smaller areas (e.g., inside a laboratory), keeping the risk of 

genetic alterations at the minimum, and are free of environmental effects, and thus 

are more advantageous than in situ conservation approaches. Indeed, plant tissue 

culture-based, medium- („slow growth storage‟, aiming to decrease the growth rate 

and thus the periodic subculture intervals of the in vitro cultures by means of 

modifications in growth medium and/or culture conditions) and long-term 

conservation (storage of the explants in liquid nitrogen at -196°C by means of  

„cryopreservation‟) approaches are today widely applied for the conservation of 

numerous species that are facing the risk of extinction in nature.   
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During the course of the present study, cryopreservation of S. sempervirens 

by one-step freezing techniques has been tested for the long-term conservation of its 

germplasm. With this aim, buds obtained from in vitro shoot cultures were 

cryopreserved by three different one-step freezing technique (i.e., vitrification, 

encapsulation – vitrification, and droplet-freezing), and the results obtained 

following each technique have been compared for the selection and optimization of 

the best procedure.  
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1 GĠRĠġ 

1.1 BĠYOÇEġĠTLĠLĠK 

1.1.1 BĠYOÇEġĠTLĠLĠK TANIMI 

―Biyoçeşitlilik‖ terimi aslında ilk olarak 1980'li yıllarda Norse ve McManus 

tarafından tanımlanmış olan ―Biyolojik Çeşitlilik‖ teriminin kısaltılmış halidir (Norse 

ve McManus, 1980). Terimin kısaltılmış şekli ilk kez 1985 yılında Washington D.C.' 

de düzenlenen ―Uluslararası Biyoçeşitlilik Forumu‖nda, Walter Jim Rosen tarafından 

kullanılmıştır (UNEP; United Nations Enviroment Programme,  1995). Konferansın 

bildirilerini içeren ―Biyoçeşitlilik‖ adlı kitap sayesinde de ―Biyoçeşitlilik‖ terimi 

sadece bilim dünyasında değil, toplum içinde de büyük bir popülerliğe sahip olmuş 

(Wilson, 1988), böylece çevreci gruplar, ekonomistler, politikacılar gibi farklı mes-

lek gruplarına sahip insanlar tarafından da sıkça kullanılır olmuştur.  

 Biyoçeşitlilik genel anlamda ―dünya üzerindeki yaşayan tüm organizmaların 

sayısı, çeşidi ve onların varyasyonları‖ şeklinde ifade edilebilir. Ancak dikkatle ince-

lendiğinde, biyoçeşitlilik aslında insanın tüm yaşamsal aktivitelerini içine alan kar-

maşık bir süreçler topluluğudur.  

Norse ve arkadaşları (1986) biyoçeşitliliği üç temel sınıfa ayırmışlardır: (i) 

genetik çeşitlilik, (ii) tür çeşitliliği ve (iii) ekosistem çeşitliliği. Buna göre: genetik 

çeşitlilik türler arasındaki, DNA düzeyinde oluşan farklılıkları incelemektedir. Gene-

tik çeşitliliğin ölçülmesinde temel olarak gen havuzunu oluşturan popülasyonlar in-

celenmektedir. Tür çeşitliliği ekosistem içerisindeki farklı türler arasındaki etkileşim-

leri inceler ve temel etkileşim öğesi türlerdir. Ekosistem çeşitliliği ise farklı ekosis-

temleri ve bunlar arasındaki etkileşimleri incelemektedir.  

 Biyoçeşitlilik günümüze kadar pek çok kez, farklı şekillerde tanımlanmıştır. 

Jutro‘ ya göre bu tanımların sayısı on dördü bulmaktadır (Jutro, 1993). Buna karşın, 

bu on dört tanımdan sadece iki tanesi uluslararası anlamda kabul görmüş ve kullanı-

ma sunulmuştur. En çok kabul gören tanımlardan ilki, Birleşmiş Milletler tarafından 

da desteklenen tanımdır. Buna göre ―biyoçeşitlilik kara, deniz ve diğer sucul habitat-

larda ve ekolojik komplekslerdeki canlılar arasındaki çeşitliliktir ve tür içinde, türler 
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arasında ve ekosistemlerdeki farklılıkları kapsar‖ (UNEP, 1992). Bir diğer en çok 

kabul gören tanım ise Küresel Biyoçeşitlilik Stratejisi kapsamında desteklenen ta-

nımdır (WRI, IUCN and UNEP 1992). Buna göre ―biyoçeşitlilik; bir bölgedeki gen, 

tür ve ekosistemlerin tamamıdır‖. 

 Ancak di Castri ve Younes' e (1996) göre bu iki tanım biyoçeşitliliğin farklı 

öğeleri arasındaki ilişkileri göz ardı etmektedir. Doğaya baktığımızda farklı etkileşim 

seviyelerinin bir arada olduğunu görmekteyiz. Genetik çeşitlilik, tür çeşitliliği ve 

ekosistem çeşitliliği birbirleri arasında etkileşirken, bunların her birisinin yapısal 

öğeleri de kendi içlerinde farklı mekanizmalarla etkileşmektedir. Şekil 1-1‘ de görü-

lüğü gibi, genetik çeşitlilik DNA'dan başlayarak hücre, birey, popülasyon ve topluluk 

etkileşimlerine kadar ulaşmaktadır. Genetik seviyede olan bir değişim aynı zamanda 

tür seviyesinde de etki gösterecek ve tür çeşitliliğini etkileyecektir. Tür çeşitliliğinin 

kendi içindeki etkileşimleri nedeniyle, ekosistemlerde de değişiklik olacaktır. Aynı 

şekilde bunun tersi de mümkündür. Ekosistemlerdeki değişiklikler, hem tür çeşitlili-

ğini hem de genetik çeşitliliği belirleyen etkenler olacaktır. Bu yüzden biyoçeşitliliği 

tanımlarken, doğadaki farklı hiyerarşik seviyeleri de içine alan bir tanım yapmamız 

gerekmektedir.  

 

ġekil 1-1: di Castri ve Younes (1996)‘e göre farklı biyoçeşitlilik seviyelerindeki hiyerarşik 

sınıflar. 
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Sonuç olarak di Castri ve Younes biyoçeşitlilik için daha farklı bir tanım ge-

liştirmiştir: ―Biyoçeşitlilik, genetik, taksonomik ve ekolojik ölçekli organizasyonların 

farklı düzeyleri arasındaki hiyerarşik etkileşimlerin bir bütünüdür‖ (di Castri ve 

Younes, 1996). Popülasyonlar (kendi gen havuzlarıyla birlikte), türler ve ekosistem-

ler de bu üç ölçek arasındaki etkileşim noktalarındaki temel taşlardır. (Solbrig, 

1991). 

1.1.1.1 Genetik ÇeĢitlilik 

Tüm canlı organizmalar için en ayırt edici olan, sahip oldukları DNA 

(Deoksiribonukleotid) üzerinde kodlanan genlerdir. Gerçekten, bugün tüm canlıların 

adenin, timin, guanin ve sitozin adı verilen dört farklı nükleotidin çeşitli 

varyasyonlarda bir araya gelmesiyle oluşan bir genetik şifreye sahip olduğunu 

bilmekteyiz. Çalışmalar sonucunda lineer olarak düzenlenmiş bu nükleotidlerin üçlü 

kodonlar halinde şifreledikleri yirmi çeşit aminoasit olduğu bulunmuştur ve bir 

organizmanın sahip olması gereken bütün özellikler bu genetik şifrede kodlanmıştır. 

Genetik çeşitlilik incelenirken, bir tür içindeki genetik şifrenin varyasyonları ve bu 

varyasyonların meydana getirdiği değişimler göz önüne alınmaktadır.  

Genetik çeşitlilik üç farklı düzeyde olabilir; aynı popülasyona ait bireyler 

arasında (heterozigotluk), farklı popülasyonların bireyleri arasında veya 

popülasyonlar arasında. Dolayısıyla, genetik çeşitlilik popülasyonlar arasında ve 

popülasyon içinde gözlenen kalıtımsal çeşitliliktir. Bu kalıtımsal çeşitlilik (i) belirli 

bazı organizmalar tarafından sahip olunan genlerdeki varyasyonlar, (ii) gen 

ekspresyonunda meydana gelen farklılıklar, (iii) DNA‘nın homolog kopyaları 

(allelleri) arasında meydana gelen farklılıklar veya (iv) kromozomlarda meydana 

gelen translokasyonlarla oluşabilir. Diğer bir deyişle, gen ve/veya kromozom 

mutasyonları yeni bir genetik çeşitliliğin ortaya çıkmasına neden olabilir ve bu 

çeşitlilik eşeyli üreme gösteren canlılarda, rekombinasyonlar yoluyla, popülasyona 

dağılır. Genetik çeşitlilik ayrıca kendi kendine döllenen popülasyonlardaki 

seleksiyon sonucu da oluşmaktadır.  

Genellikle popülasyona dayanıklılık yönünden üstünlük sağlayan genetik 

çeşitlilik, bir türün hayatta kalması ve evrimini sürdürebilmesi için oldukça 

önemlidir.  Bununla beraber, fotosentez, solunum gibi temel yaşamsal işlemleri 

kontrol eden genlerin büyük oranda korunduğu ve farklı taksalar arasında sadece çok 
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küçük değişiklikler sergiledikleri bilinmektedir. Yüksek organizmaların sahip olduğu 

genetik materyalin yaklaşık %98‘ ini oluşturan, kodlayıcı genlerin bulunmadığı 

―sessiz‖ DNA bölgelerinin biyoçeşitlilikteki rolü ise henüz aydınlatılamamıştır 

(Thomas, 1992).   

Yukarıda da bahsedildiği gibi, genetik çeşitlilik türler ve popülasyonlar 

arasındaki farklılıkları belirlemekte ve evrimsel açıdan seçilimi sağlamaktadır. Tüm 

diğer biyoçeşitlilik şekilleri genetik çeşitliliğin bir sonucu olarak ortaya çıkar. 

Dolayısıyla genetik çeşitliliğin belirlenmesi oldukça önemlidir. Bu amaçla 

kromozoma ve DNA‘ ya dayalı çeşitli yöntemler geliştirilmiştir.  

1. Kromozoma Dayalı Yöntemler: 

 Kromozoma dayalı en temel yöntem, organizmaların sahip oldukları gen 

sayılarının belirlenmesidir. Örneğin bakterilerde gen sayısı 1000 civarında iken, bazı 

mantarlara gidildikçe bu sayı 10.000 olmakta, çiçekli bitkilerde ise 400.000 gene 

kadar ulaşmaktadır (UNEP, 1995). Genetik çeşitliliğin belirlenmesi amacıyla 

organizmaların sahip oldukları DNA miktarına da bakılabilir. Bir diğer yaklaşım da 

―karyotip analizi‖ yapılması, yani kromozomların yapı, boyut, şekil ve sayılarındaki 

değişikliklerin belirlenmesidir (Thomas, 1992).  

2. Allozim Yöntemi: 

 Allozimler, aynı gen lokusunun farklı allelik varyantlarını içeren izozimler 

(moleküler yapıları farklı olmasına karşın, işlevleri aynı olan enzimler) arasındaki 

elektriksel yüklerin ve moleküler ağırlıklarının karşılaştırılması yoluyla, 

organizmalar arasındaki farklılıkların belirlenmesinde kullanılırlar. Bu 

değişkenlerdeki farklılıklar proteinlerin poliakrilamid jel üzerinde farklı hızlarda göç 

etmesini sağlar ve böylelikle farklı türler arasındaki ve tür içindeki varyasyonların 

tespit edilmesinde kullanılabilir. Allozimlerin üstünlüğü, tekniğin nispeten ucuz ve 

basit olmasıdır. Bununla beraber, yöntemin çeşitli sınırlılıkları da bulunmaktadır. 

Bunlar arasında en önemlisi allozimlerin bitki genomu içinde çok kısıtlı olarak 

üretilmeleri (Frankel ve ark., 1995) ve sadece belirli bir lokusun varyasyonlarını 

gösterebilmeleridir. Bu yüzden hassas bir varyasyon tespitinde 

kullanılamamaktadırlar.  
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3. DNA Temelli Yöntemler: 

Moleküler belirteçler, çeşitliliğin genom seviyesinde belirlenmesini sağlayan 

belirli DNA dizilerine verilen isimdir. Bu belirteçler bitkilerin bulundukları ortam 

koşulları, gelişme seviyeleri, farklılaşma seviyeleri gibi etkenlerden bağımsız olduğu 

için türler arasında çeşitliliğin ölçümünde etkin şekilde kullanılırlar. 

Herhangi bir moleküler belirtecin çeşitliliğin ölçümünde kullanılması için be-

lirli özelliklere sahip olması gerekmektedir. Bu özellikleri şu şekilde özetleyebiliriz: 

 Polimorfik olmalı ve genom içinde dağılmalı 

 Genetik çeşitliliği yeterli seviyede ayırt edebilmeli, 

 Hızlı, basit ve ucuz olmalı, 

 Az miktarda DNA ve doku örneğine ihtiyaç duymalı, 

 Dizi bilgisine ihtiyaç duymamalı. 

 3.1. RFLP Tekniği ile Çeşitliliğin Belirlenmesi: 

 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, Restriksiyon Parça 

Uzunluk Polimorfizmi) tekniği, DNA seviyesinde farklılıkların belirlenmesi için ge-

liştirilen ilk belirteç yöntemlerindendir (Botstein, 1980). Bu teknikte DNA 

polimorfizmi, restriksiyon endonükleazları (DNA dizisini endonükleolitik olarak 

kesen ve yüksek dizi özgünlüğü gösteren, yani sadece belirli dizileri kesen, enzimler) 

ile kesilmiş DNA parçalarının jel elektroforezi ile moleküler büyüklükleri temelinde 

ayrılması ve bu parçaların kimyasal olarak işaretlenmiş DNA dizileri ile 

hibritlenmesi (Southern blot) sonucunda belirlenir. Bu belirteç yönteminde çeşitlilik, 

restriksiyon bölgelerinde oluşan insersiyon, delesyon veya tek nukleotid 

polimorfizmleri ile belirlenmektedir. RFLP belirteçleri; yüksek seviyede polimorfik, 

bölgeye özgül ve tekrar kullanılabilir oldukları için en etkili belirteç yöntemlerinden 

biri olarak göze çarpmaktadırlar. 

 3.2. PCR‘ a Dayalı Yöntemler: 

 PCR (Polymerase Chain Reaction, Polimeraz Zincir Tepkimesi) (Mullis ve 

Faloona, 1987); DNA'nın belirli bir bölgesinin, in vivo ortamda gerçekleşen 

replikasyona benzer bir şekilde, in vitro ortamda çoğaltılmasıdır. PCR temelli teknik-

lerinin basit ve hızlı olmaları, biyoçeşitliliğin belirlenmesi çalışmalarında kullanımla-

rını kolaylaştırmaktadır. Ayrıca, rastgele primerlerlerin kullanımı ile dizi bilgisi ba-
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ğımlılığının da ortadan kalkması bu belirteçlerin rahatlıkla kullanımına olanak sağ-

lamıştır. En çok kullanılan PCR tabanlı belirteçler şunlardır: (i) RAPD (ii) AFLP 

(Ampliflied Fragment Length Polymorphism, Çoğaltılmış Parça Uzunluk 

polimorfizmi) (iii) Mikrosatellit diziler. 

 RAPD belirteçleri: Rastgele seçilen primerlerin kullanımı ile uygulanan 

RAPD tekniğinde, primerler arasında kalan dizilerde gerçekleşen yeniden dü-

zenlenme farklılıklarına göre çeşitlilik ayrımı yapılmaktadır (Williams ve ark, 

1991). Ancak bu tekniğin dezavantajı, farklı koşullarda farklı sonuçların elde 

edilmesi ve heterozigot bireylerle homozigot bireylerin ayırt edilememesidir 

(Bardakçı, 2001). Ayrıca RAPD belirteçlerine ek olara, PCR tekniğini temel 

alan diğer yöntemler de çeşitliliğin tespitinde kullanılmaktadır. Bunlardan il-

ki, 10-15 nukleotid uzunluğunda tek bir primer ile yapılan AP-PCR (Arbitary 

Primed PCR)‘ dır. Bir diğer yöntem ise, 10 nükleotidden kısa primerler kul-

lanılarak gerçekleştirilen DAF tekniğidir. Bu iki yöntemde de otoradyografi 

ve gümüş boyama kullanılmaktadır.  

 AFLP belirteçleri: Bu yöntem RAPD tekniğinde elde edilensonuçların yeni-

den üretilebilirlik sorununu ortadan kaldırmak için geliştirilmiştir (Vos ve 

ark, 1985). Aynı zamanda bu teknik RAPD ve RFLP yöntemlerini de birleş-

tirmektedir. Restriksiyon kesimine maruz bırakılmış DNA dizisi sonucunda 

ortaya çıkan dizileri, uygun primer adaptörleri ve bir tane seçici nukletidle 

birleştirilerek yapılan PCR ampilfikasyonu sayesinde her bir örnek için orta-

lama 50 – 100 bant elde edilir. Elde edilen bu bantlar yüksek derecede 

polimorfiktirler ve alt tür seviyesinde taksonomik ayırma sağlarlar (Althoff 

ve ark., 2007) 

 Mikrosatellit belirteçleri: Mikrosatellit diziler, 1 ila 5 nukleotid uzunluğunda 

olabilen birbirini tekrar eden dizilerdir. Bu diziler ökaryotik genom içerisinde 

dağınık bir şekilde bütün genom içerisinde bulunurlar. Bu dizilerin 

replikasyon sırasında azalmaları veya artmaları genom içerisinde varyasyona 

neden olarak biyoçeşitliliği etkiler. Bu dizilerdeki mutasyonları hedef alan 

seçici PCR ve jel elektroforezi sonrasında elde edilen bantlar ile çeşitliliğin 

tayini yapılır (Schlotterer ve Tautz, 1992). 

 

 



7 
 

 
 

1.1.1.2 Tür ÇeĢitliliği  

 Sistematik bilimi; farklı taksonların oluşturulması, taksonlar arasındaki ilişki-

lerin incelenmesi, taksonlara uluslararası alanda kabul edilen isimlerin verilmesi ve 

takson içindeki organizmaların sınıflandırılması açısından önemlidir. Buna bağlı ola-

rak, biyoçeşitliliğin tanımlanması ve nitelendirilmesi açısından da önemi büyüktür. 

 Önceki bölümlerde incelendiği gibi, tür çeşitliliğinde sistematik biliminin 

sınıflandırdığı şekliyle farklı taksonomik seviyeler bulunmaktadır. Bu hiyerarşide tür 

evrensel olarak kabul gören en basit sınıf olarak kabul edilmiştir. 

1.1.1.2.1 Tür ÇeĢitliliğinin Tarihçesi 

 Fosil kayıtları bize sadece tarihi devirler ve jeolojik zamanları araştırmamızda 

değil, aynı zamanda türlerin çeşitliliği hakkında bilgiler sağlaması açısından da ol-

dukça önemlidir. Örneğin biyoçeşitliliğin arttığı dönemler veya toplu yok oluşlar 

sonrasında çeşitliliğin azaldığı dönemleri sadece fosil kayıtları yardımıyla öğrene-

bilmekteyiz.  

 Fosil kayıtlarının sunduğu bilgilere göre, ―paleozoik‖ ve ―erken mezozoik‖ 

dönemlerinde çok az olan tür sayısı, 100 milyar yıl kadar sonra birden artmaktadır. 

Bu patlamaları, fosil kayıtları bize 3 jeolojik dönem halinde açıklar: 

 Yarım milyar yıl kadar önce gerçekleşen ―Kambriyen patlaması‖, daha sonra 

60 milyon yıl önce gerçekleşen ―Circa patlaması‖ ve ―Triassirie patlaması‖ ile mo-

dern bitkilere doğru giden evrimleşme sürecinin ilk aşamasıdır. Son patlamadan son-

ra evrimsel süreç içerisinde ilk karasal biltkilerin ―Silüryen‖ döneminde çıktığı kabul 

edilmektedir (Niklas ve ark., 1985). Vaskuler bitkilerin evrimleşmesi ise, ―Devoni-

yen‖ dönemine rastlamaktadır ve daha sonraki evrelerde ise tohumla üreme başlar.  

 Yukarıda anlatıldığı şekilde çeşitlenmeye başlayan bitki türleri, sistematik 

biliminin de yardımıyla farklı hiyerarşik düzenlere ayrılmaktadır (Krishnamurthy, 

2003): 

 Yosunlar: Yaklaşık 14.000-16.000 yosun türü bilinmektedir. Bunların 8000 - 

9000 kadarı karayosunu, 6000-7000 kadarı ise koyun otudur. Toplam yosun 

tür sayısının 30.000 civarında olduğu tahmin edilmektedir. 
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 Eğreltiotu: Eğreltiotları vaskuler sisteme sahip olan kara bitkileridir ve 

gimnosperm ve angiospermlerle birlikte yeryüzünde en baskın olan bitki gru-

bunu oluştururlar. Çoğu tropik ormanlarından kökenlenen yaklaşık 15.000 

eğreltiotu türü bilinmektedir. 

 Gimnospermler: Gimnospermlerin çoğu ağaç formunda, geri kalanları ise 

çalı formundadır. Bunlar arasında Welwitschia mirabilis ne ağaç, ne çalı, ne 

de ot olarak tanımlanır. Bu bitki gerçek anlamda bir gövdeye sahip değildir, 

tersine çok kalın bir kök sistemi ve toprağın hemen üstünde bitkinin yaşamı 

boyunca büyüyüp hayatta kalan birkaç yaprak içerir. W. mirabilis‘e ek olarak 

bu grupta yaklaşık 500 konifer türü, 140 cycads (hint irmiği) türü ve 71 

gnetales türü bulunmaktadır. Gimnospermlerde keşfedilecek tür sayısı çok 

fazla değildir. Çin orijinli ve endemik bir tür olan Ginkgo biloba yaşayan bir 

fosildir. Koniferler tüm dünya genelinde bulunur, ancak özellikle tropik böl-

gelerin ılıman iklimli bölgelerinde ve Alplerde baskın durumdadır. 

 Angiospermler: Angiospermler oldukça büyük bir vaskuler bitki grubunu 

oluştururlar. Yaklaşık 235.000-300.000 tür bilinmektedir ve 500.000 türün 

daha bulunduğu tahmin edilmektedir. İlk kez yaklaşık 35 milyon yıl önce or-

taya çıkan angiospermler jeolojik tarihte en yeni olan bitki grubudur. Buna 

karşılık, çok kısa bir sürede, muhtemelen yüksek evrim yetenekleri sayesinde, 

en baskın bitki grubu halini almıştır. Yiyecek ve diğer bitkisel ihtiyaçların 

büyük bir çoğunluğu angiospermler tarafından karşılanmaktadır. 

1.1.1.3 Ekosistem ÇeĢitliliği 

Çeşitliliği ekosistemler düzeyinde incelemek, iç içe geçmiş biyotik ve 

abiyotik etkenlerin birbirleri ile olan dinamik etkileşimlerin doğurduğu belirsizlik 

yüzünden oldukça zordur (Primack, 1992; Loreau ve ark., 1995).  Ayrıca ekosistem-

lerin küresel olarak sınıflandırılmasındaki eksiklikler de, ekolojik çeşitliliğin sınıf-

landırılmasını zorlaştırmaktadır. Ancak genel olarak ekosistemleri şu sınıflara ayıra-

biliriz (Krishnamurthy, 2003): 

 Tropikal Yağmur Ormanları: Tropikal yağmur ormanları Yeni Dünya‘ da 

Güney Meksika‘dan Brezilya‘nın doğu kıyılarına kadar ilerler. Afrika kıta-

sında tropikal yağmur ormanları sadece Gine kıyılarında, Zaire bölgesinde ve 

Madagaskar‘ın doğu bölgesinde bulunur. Asya kıtasında Doğu 
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Himalayalar‘da, Güneybatı Hindistan‘ da, Sri Lanka, Malezya, Endonezya, 

Filipinler, Tayland ve Yeni Gine‘ de bulunur. Avustralya‘ da sadece Doğu 

kıyılarda ince bir hat halinde bulunurlar. Tropikal yağmur ormanları dünya 

yüzeyinin sadece %6-7 kadarını ve tahminen yaklaşık 9.350.000 km
2
‘lik bir 

alanı kaplar ve geniş yapraklı ve her daim yeşil olan ağaçlar gibi bilinen bitki 

türlerinin %50‘ sinden fazlasına (yaklaşık %90) ev sahipliği yapar. Bu or-

manlar ayrıca 37.000‘ den fazla türle, endemik tür açısından da oldukça zen-

gindir. Yağmur ormanları olarak bilinseler de, en fazla yağış alanları bile, 

yılda bir veya birkaç ayı kurak geçirirler ve ayda 100 mm‘ den daha az yağ-

mur alırlar. Sadece Malezya ve Endonezya‘ da yağmur ormanlarının büyük 

bir kısmı her zaman yağış alır. Yağmur ormanlarındaki biyoçeşitlilik sadece 

toplam ortalama yağış miktarındaki değişikliklerden değil, lokal yağış deği-

şikliklerinden de etkilenir. 

 Ilıman Ormanlar: Genellikle Kuzey yarımkürede, Avrupa, Doğu Asya, Ku-

zey Doğu Amerika, Kuzey ve Güney Amerika‘nın Pasifik kıyıları, Yeni Ze-

landa adaları ve Tazmanya‘ da bulunurlar. Kışın yapraklarını döken ağaçlar 

baskındır, daha az oranda da her daim yeşil olan geniş yapraklı ağaçlar ve 

koniferler bulunur. 1200‘ den fazla ağaç türünün bu ormanlarda bulunduğu 

bilinmektedir, bunun büyük bir çoğunluğu da Doğu Asya‘ da bulunur. 

 Kurak ve Yarı-kurak Ekosistemler: Bu ekosistemdeki biyolojik çeşitlilik 

nispeten fakirdir ve alınan su miktarına göre değişiklik gösterir. Belirli bir 

zamanda, belli bir alandaki çeşitliliğin ve toplam tür çeşitliliğinin belirlenme-

si bu yüzden oldukça zordur. 

 Kuzey Kutbu ve Dağlık Ekosistemler: Bunlar ağaçtan yoksun olan, soğu-

ğun hâkim olduğu ekosistemlerdir. Dünya üzerindeki karasal alanların %8‘ 

ini kaplarlar, bunların %5‘ i Kuzey Kutbu, %3‘ ü ise dağlık bölgelerdir. Bu 

ekosistemler dünya florasının sadece %4‘ ünü oluşturur ve bunun 1500 türü 

Kuzey Kutbunda, 10.000‘i ise dağlık bölgelerdedir.  

 Çayırlar: Dünya üzerindeki karasal alanların yaklaşık %25‘ ini kaplayan ça-

yırlar zaman zaman kuraklıkla karşılaşılan doğal ekim alanlarını oluştururlar. 

İnsan kaynaklı etkenlerden önce çayırların yaklaşık %40' lık bir alanı kapla-

dığı tahmin edilmektedir. Doğal (ağaç büyümesinin adaptasyon zorlukları ve-

ya iklimsel değişiklikler nedeniyle, doğal olarak baskılandığı ekosistemler), 
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yarı-doğal (bitki örtüsünün insan eliyle ekilmediği ancak tür çeşitliliğinin in-

san aktivitesinden etkilendiği ekosistemler) ve yapay (bitki örtüsünün insan-

lar tarafından tohumla ekilerek oluşturulduğu ekosistemler) olarak sınıflandı-

rılan çayır ekosisteminde ot ve ot benzeri türler baskındır, ancak bazı bölge-

lerde ağaçlar ve çalı benzeri türler de bulunur. Çayırlardaki biyoçeşitlilğin sı-

nırlanmasından kuraklık, yangın ve otobur saldırıları sorumludur. 

 Deniz Ekosistemleri: Denizler yeryüzünün %71‘ ini kaplasa da, deniz eko-

sistem çeşitliliği ne yazık ki çok fazla bilinmemektedir. Bunun başlıca neden-

leri karmaşık biyocoğrafik yapısı, müdahale edilememesi ve içsel hareketleri-

nin gözlemlenmesindeki güçlüktür. Deniz üç boyutludur ve karaya göre çok 

daha dinamiktir. Dolayısıyla, ilke olarak her deniz canlısı deniz ekosisteminin 

her bir bölgesine ulaşıp yerleşebilir. Yine de 49 büyük deniz ekosistemi ta-

nınmakta ve bunlar 20.000 kadar deniz bitkisine ev sahipliği yapmaktadır. 

 Agroekosistemler: Agroekosistemler insanların belirli türleri seçerek doğal 

bitki örtüsü yerine bunları ekmesiyle oluşmuştur. Dolayısıyla yapay ekosis-

temlerdir ve insan aktivitelerine bağlı olarak tür çeşitliliği gösterirler ve bu 

çeşitlilik oldukça sınırlıdır. 

1.1.2 BĠYOÇEġĠTLĠLĠĞĠN KAYBI 

Bir önceki bölümde bahsedildiği gibi biyoçeşitlilik üç farklı düzeyde ince-

lenebilmektedir: (i) Gen, (ii) Tür ve (iii) Ekosistem çeşitliliği. Bu üç farklı organi-

zasyon seviyesinin birbiri ile hiyerarşik olarak bağlantılı olduğu anlatılmıştı. Doğal 

olarak, biyoçeşitliliğin kaybı da bu üç farklı organizasyon seviyesinin birbirleri ile 

etkileşimleri ile olmaktadır.  

1.1.2.1 Genetik ÇeĢitliliğin Kaybı 

Genetik çeşitliliğin kaybı bir türe ait tüm gen havuzunun ve o havuzu oluştu-

ran popülasyonun kaybı ile gerçekleşir.  Genetik çeşitliliğin kaybından aşağıdaki 

etkenler sorumludur: 

 Kurucu etkisi: Bu etki bir popülasyon içerisindeki bir bireyin kendi, 

orijinal popülasyonundan ayrılarak başka bir popülasyon kurması ile 

gerçekleşmektedir. Bu yeni oluşan popülasyonunda gen havuzuna al-

dığı kaynak eski popülasyondan kopan bireyler olmaktadır. Eğer ku-
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rucu bireyler köken aldıkları popülasyondaki gen havuzunun tamamı-

nı temsil edemiyorlarsa yeni kurulan popülasyondaki gen havuzu da 

eski popülasyondan farklı ve daha sınırlı olacaktır. Bu da eski popü-

lasyonun genetik çeşitliliğinin kaybı ile sonuçlanır.  

 

 Demografik darboğaz: Büyük popülasyonların ani ciddi küçülmesi 

şeklinde açıklanabilen bu etken sonucunda, yeni popülasyon sadece 

yaşanan ani küçülmeye dayanabilen bireylerle oluşacağından, orijinal 

popülasyona ait sınırlı sayıda birey içerir. Hayatta kalan bu bireyler 

gen havuzunun hepsini temsil edemeyecekleri için bu süreç içerisinde 

eski popülasyona ait gen havuzu daralır. Böylece genetik çeşitlilik 

azalır. 

 

 Genetik kayma: Bu etki popülasyonun içindeki herhangi bir genin fre-

kansındaki değişiklikle ortaya çıkar. Yukarıda anlatıldığı gibi, eğer 

popülasyonda bir azalma gerçekleşmiş ise çeşitliliği sağlayan farklı 

alleller yok olur ve bunun sonucunda heterozigotluk azalırken 

homozigotluk artar ve genetik çeşitliliği sağlayan çekinik alleller gen 

havuzundan silinir. Genetik kaymanın gen çeşitliliğinin kay-

bolmasındaki temel etken olduğu düşünülmektedir.  

 

 Akrabalar arası çaprazlama: Akrabalar arası çaprazlama, aynı atalara 

sahip bireylerin çaprazlanması şeklinde tarif edilir. Bunun sonucunda 

gen frekanslarında ve ortalama karakter sayısında azalmalar gerçekle-

şir ve bu da popülasyon büyüme hızının azalması, fertilitede düşüş ve 

hayatta kalma oranında azalma gibi sonuçlar doğurur.  

1.1.2.2 Tür ÇeĢitliliğinin Kaybı 

Tür çeşitliliğinin kaybı doğal bir süreçtir. Fosil ve tarihsel verilerden elde et-

tiğimiz kadarı ile tüm türler belirli bir yaşam süresine sahiptir. Tahminlere göre her 

yüz milyon yılda bir tür yok olmaktadır. Bu yok olmaları açıklamak için farklı araştı-

rıcılar türler arası rekabet, iklim değişiklikleri, ölümcül genlerin birikimi, akrabalar 

arası çaprazlanma stresi gibi farklı teoriler ortaya atmıştır. 
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 Bir türün yok olması iki şekilde açıklanabilir. İlki; türlerin tarih sahnesinden 

tamamen silinmesini tanımlayan ―gerçek yok oluş‖, diğer tanım ise, türlerin tarihsel 

alanda sadece izlerinin bulunamaması veya doğada evrimsel süreç içerisinde farklı 

kollara bölünmesini açıklayan ―yalancı yok oluş‖. 

1.1.2.2.1 Tür ÇeĢitliliğinin Kaybolmasından Sorumlu Süreçler 

Türlerin kaybında, kayba neden olan etkinin rastgele olup olmadığına bağlı 

olarak 2 farklı süreç bulunmaktadır.  

 Rastgele olmayan etkiler: Ormanların kesilmesi, habitatların parçalanması 

gibi belirlenebilme şansı olan, insan kaynaklı etkilerdir. Bu olaylarda bir popülasyon 

parçalanabilir veya tamamen ortadan kalkabilir. Ayrıca, bu etki sonucunda güçlenen 

yeni bir popülasyon yerel popülasyonu baskılayarak yok olmasına neden olabilir. 

 Önceden belirlenemeyen rastgele etkiler: Doğal dinamiklerin işin içine daha 

çok karıştığı bu süreçte, etkiler önceden tahmin edilememektedir: 

 Nüfus belirsizliği: Popülasyon büyüklüğü hayatta kalma şansı açısın-

dan en temel etkendir (Lande ve Barrowclough, 1987). Araştırmalar 

100 bireyden daha az olan bir popülasyonun soyunu devam ettirebil-

me şansının oldukça düşük olduğunu göstermiştir. Yani küçük popü-

lasyonlar yok olmaya daha yakındırlar.  

 

 Çevresel belirsizlikler: İklimlerdeki ani değişiklikler, besin kaynakla-

rının azalması, hastalık ve zararlıların yaygınlaşması, rekabetin artma-

sı gibi çevresel etkenler tür çeşitliliğinin kaybolmasında önemlidir 

(Shaffer, 1987).  

 

 Doğal felaketler: Sel, fırtına yangın kuraklık gibi doğal felaketler de 

tür çeşitliliğini etkiler. Bunlar genellikle çok kısa sürer, ancak etkisi 

oldukça büyük olur. 

 

 Genetik belirsizlik: Genomda meydana gelen rastgele değişiklikler ve 

mutasyonlar da tür kaybına neden olur. 
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Rastgele ve Rastgele olmayan etkenler, birlikte veya tek başlarına çalışarak, 

türlerin çeşitliliğini etkilemektedirler. 

1.1.2.2.2 Türlerin Doğadaki Durumlarına Göre Sınıflandırılması 

 Türlerin kaybolma tehlikesi ile karşı karşıya olması ve azalması ile ilgili so-

runlar 1992 BM konferansında geniş olarak tartışılmıştır. Sonuçta IUCN 

(International Union for Conservation of Nature) (1995) kırmızı kategorileri oluştu-

rulmuştur. Buna göre: 

1- Kaybolma Tehlikesi Taşıyan Türler: 

 Nesli tükenmiş/Yok Olmuş (Extinct, EX): Son 50 yılda yabani formda bu-

lunmayan, ancak tarımsal yöntemlerle (kültürlemelerle) nesli devam ettirilen 

türlerdir. Bununla beraber, bu türler ancak kültürde yaşatılabildikleri için ço-

ğu araştırıcı ―doğada yok olmuş‖ (EW, Extinct in the Wild) tanımının kulla-

nılmasının daha uygun görmektedir (Koopwitz ve Kaye, 1990). 

 Nesli tükenme tehlikesi taşıyan türler (Endangered, EN) : Kısa bir süre içeri-

sinde (birkaç on yıl) doğadaki yabani formlarının yok olacağı öngörülen tür-

lerdir. Bu gruba birey sayısı kritik sayıda azalmış ve/veya habitatları ciddi bir 

şekilde zarar görmüş/azalmış taksalar girer. 

 Kaybolma eğiliminde olan türler (Vulnerable, VU) : Olumsuz şartlar devam 

ettiği takdirde, yakın bir gelecekte nesli tükenme tehlikesi taşıyan türler gru-

buna gireceği öngörülen türlerdir. Bu gruba, popülasyonları çok fazla dağılan, 

habitatları şiddetli bir şekilde bozulan veya popülasyonlarının çoğu veya ta-

mamının boyutunun küçüldüğü taksalar girer. 

 Nadir bulunan türler (Rare, R) : Sadece belli bir coğrafik bölgede veya habi-

tatta, küçük, yerel bir popülasyon olarak bulunan türlerdir. Şu anda kaybolma 

riski olmasa da insan eliyle ve/veya doğal etkenlerle habitatlarının tahrip 

edilmesi durumunda bir üst tehlike seviyesine dâhil edilebilirler. 

 Tanımlanmamış (Indeterminant,I) türler: Bu gruptaki türler, kaybolma riski 

veya eğilimi taşıyan veya nadir bulunan türleridir, ancak bu sınıflardan hangi-

sine yerleştirilmesi gerektiğinin belirlenebilmesi için daha fazla bilgiye ihti-

yaç duyulmaktadır. 
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2-  Durumu Bilinmeyen Türler: 

 Yeterince bilinmeyen türler (K): Yukarıda anlatılan kategorilerden birine da-

hil olduğundan şüphelenilen, ancak bilgi eksikliği nedeniyle henüz belirlene-

memiş olan türlerdir. 

 Belirsiz türler (?, Status Unknown): Bu türler hakkında herhangi bir bilgi bu-

lunmamaktadır. 

 Aday (Candidate, C): Yukarıda tarif edilen kategorilerden birine dahil oldu-

ğundan şüphelenilen ancak hala incelenmekte olan türler bu gruba girer. 

3-  Tehlikede Olmayan Türler: 

 Güvenli veya kaybolma riski taşımayan türler (Not Threatened, NT): Yok 

olma tehlikesi içermeyen türleri tanımlayan sınıftır. 

1.1.2.3 Ekosistem ÇeĢitliliğinin Kaybı 

Ekosistem çeşitliliği hem tür hem de genetik çeşitliliğin kaybına yol açmak-

tadır. Hem tahmin edilebilir hem de tahmin edilemeyen etkenler ekosistem çeşitlili-

ğinin kaybına yol açar. 

Aşırılık (bilimsel veya endüstriyel nedenlerle koleksiyonların kontrolsüz biri-

kimi ve bitkilerin öldürülmesi), habitat yıkımı (tarım, bina yapımı, yol veya baraj 

yapımı, endüstriyel gelişme, sucul alanların doldurulması, turizm gibi organize yürü-

tülen arazi dönüştürme işlemleri), yayılmacı türlerin ekosisteme girmeleri (yayılmacı 

türler ve zararlılar) ve ikincil kayıplar bu sonuca yol açmaktadır.  

Bununla beraber, ekosistem çeşitliliğin kaybındaki en önemli etken ekosiste-

min parçalanmasıdır. Parçalanma sonucunda, her biri farklı çevresel şartlara sahip 

olan, yapay karasal adalar oluşur. Parçalanma ayrıca yabancı türlerin göç edip yer-

leşmesini de teşvik eder ve bu genellikle kalıcı olup, doğal türlerin yaşamını olumsuz 

etkiler. Parçalanmanın en büyük etkisi büyük popülasyonların küçük popülasyonlara 

bölünmesi ve yaşama yeteneklerinin, birey sayılarındaki azalma nedeniyle, düşmesi 

ile gerçekleşir. 
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1.1.3 BĠYOÇEġĠTLĠLĠĞĠN KORUNMASI 

Biyoçeşitliliğin korunması en basit tanımla ―Biyoçeşitliliğin dış etkilere karşı 

sürdürülebilir bir şekilde korunması‖ anlamına gelmektedir (Virchow, 1998).  

 ―Birinci Dünya Koruma Stratejisi‖ konferansında biyoçeşitliliğin korunması 

adına şu şekilde bir tanım yapılmıştır: 

 ―Biyosfer üzerindeki insan etkinliğinin düzenlenmesi ve böylelikle şimdiki 

nesillerin ihtiyaçları en yüksek verimde karşılanırken gelecek nesillerin ihtiyaçlarının 

da gözetilmesi ve doğanın sürdürülebilir bir şekilde kullanımının sağlanmasıdır 

(IUCN 1980).‖ 

 Modern koruma biyolojisi, köklerini 1973 yılında San Diego Vahşi hayvan 

parkında düzenlenen, ―Uluslararası Koruma Biyolojisi‖ Konferansında almıştır. Ar-

dından 1985'li yıllarda da Koruma Biyolojisi topluluğu kurulmuştur (Duthie, 1997). 

 Günümüzde koruma biyolojisi eskisine oranla daha farklı bir yaklaşım sergi-

lemektedir. Eskiden sadece ekonomik öneme sahip ve yüksek verim veren türler ko-

runurken, şimdi biyoçeşitlilik bir bütün olarak ele alınmakta va türlerden çok ekosis-

temlerin korunmasına öncelik verilmektedir (Meffe ve Carroll 1994). 

 Daha önceki bölümlerde Biyoçeşitlilik 3 temel seviyeye ayrılmıştı: (i) genetik 

çeşitlilik, (ii) tür çeştliliği ve (iii) ekosistem çeşitliliği. Biyoçeşitliliğin korunması da 

bu 3 seviyenin her birinde uygulanabilmektedir. Ancak tür çeşitliliğinin kaybı diğer 

seviyelere göre daha iyi karakterize edilebilmektedir. Bu yüzden biyoçeşitliliğin ko-

runmasında daha çok tür çeşitlilğinin korunmasına öncelik verilmektedir.  

1.1.3.1 Genetik ÇeĢitliliğin Korunması 

Genetik çeşitliliğin korunmasında üç temel hedef bulunmaktadır: 

 Canlı popülasyonun kısa bir süre içerisinde yok olmasını engellemek 

 Popülasyona adaptif yetenekler kazandırmak 

 Popülasyonun yaşama kabiliyetini sürdürmek 

 Ancak genetik çeşitliliği korurken dikkat etmemiz gereken önemli bir nokta 

vardır: Türlerin evrimleşmesinde ve yeni koşullara adaptasyonunda, genetik varyas-
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yonların önemi büyük olmaktadır. Dolayısıyla genetik çeşitliliğin korunması, var-

yasyonların da etkin bir şekilde korunmasını gerektirmektedir.   

1.1.3.2 Tür ÇeĢitliliğinin Korunması 

Biyoçeşitliliğin korunmasındaki en temel öğenin tür çeşitliliğin korunması 

olduğu kanıtlanmıştır. Çünkü tür çeşitliliğinin kaybı gen veya ekosistem çeşitliliğine 

oranla daha kolay tespit edilebilir ve sayısal verilere dökülebilir. Hatta ekosistem 

çeşitliliğinin korunmasında bile tür çeşitliliğinin korunması temel alınmaktadır 

(Meffe ve Carol, 1994).  

 Tür çeşitliliğinin korunmasında öncelikle yok olma tehlikesi yüksek olan tür-

ler ön sırada tutulur. Nadir bulunan endemik türler öncelikli olarak korunurlar. Bunu 

tarımsal açıdan önemi bulunan tahıl bitkilerinin korunması takip etmektedir.  

1.1.3.3 Ekosistem ÇeĢitliliğinin Korunması 

Bu koruma stratejisinde ekosistemin tamamen korunması amaçlanmaktadır. Bu 

da korunmuş alanlar gibi bölgelerde kullanılabilir. Önemli olana nokta yüksek dere-

cede endemik tür barındıran ―Sıcak Bölge‖ ekosistemlerinin korunmasına öncelik 

tanınmasıdır. 

1.1.3.4 Koruma Stratejileri 

1.1.3.4.1 In Situ Koruma Yöntemleri 

Türlerin içine bulundukları ekosistem ile birlikte korunmalarına in situ ko-

runma stratejisi adı verilmektedir.  Bu stratejide türler evrimsel baskı, doğal tehditler, 

patojenler gibi dış etkenlere açıktırlar ve bu nedenle, dinamik bir koruma stratejisi 

olarak da tarif edilmektedir (Frankel ve ark., 1995). Burada temel olan; belirli bir 

ekosistemin sınırları belirlenmiş olan alanlarda korunmasını sağlamaktır. 1994 IUCN 

kategorilerine göre korunmuş alanlar şu şekilde tanımlanmıştır (IUCN, 1994):  

 ―Biyolojik çeşitliliğin korunması ve sürdürülebilir bir biçimde kullanılması 

için kanunlarla belirlenmiş sınırlar içinde ayrılan kara veya deniz parçasıdır.‖  

 Korunmuş alanlara örnek vermek gerekirse; Bilimsel rezervler, Ulusal park-

lar, Doğal anıtlar, Korunmuş doğal rezervler, Vahşi yaşam parkları, Biyosfer rezerv-

leri, Dünya mirası alanları bu koruma stratejisinin kapsamı içerisinde yer almaktadır. 
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 Günümüzde, Dünya yüz ölçümünün % 8,2'si veya yaklaşık 9,25 milyon ki-

lometre karelik alanda, 1508 tanesi Ulusal park olan 9832 tane korunmuş alan bu-

lunmaktadır. IUCN tarafından seçilen hedef ise, Dünya yüzeyinin %10- 12' ini kap-

sayan 13 milyon kilometre karelik alana sahip en önemli temel ekosistemlerin ko-

runmasıdır.   

1.1.3.4.2 Ex Situ Koruma Yöntemleri 

Diğer koruma stratejisi ise, türleri bağlı bulundukları ekosistemin dışında bir 

yerde korumayı tarif eden Ex-situ koruma yöntemidir. Bu stratejide türler; dış etken-

lere olabildiğince kapalıdırlar ve bu yüzden de statik bir koruma yöntemi olarak tarif 

edilir (Frankel ve ark. 1995). Ex-situ koruma stratejisi son zamanlarda, in situ yön-

temlere ek olarak geliştirilen bir strateji olarak önem kazanmaya başlamıştır 

(Heywood, 1990). 

Çeşitli ex-situ koruma yöntemleri aşağıdaki gibidir: 

Germplazma Bankaları ve Koleksiyonları: Germplazma koleksiyonları in 

vivo veya in vitro olarak saklanan kültüre alınmış taksaların ve bunların yabani form-

larının örneklerini içerir. Saklanan örnekler bitki yetiştiricileri, taksonomistler, ziraat 

mühendisleri, fitopataloglar vb tarafından deney materyali olarak kullanılır. 

Germplazma koleksiyonları ilk olarak 19 YY.' da Paris' te Philippe de 

Vilmorin tarafından buğdayın korunması için kullanılmıştır. Bunu İngiltere, Alman-

ya, İsveç ve Avustralya‘da çeşitli tahılların korunması amacıyla oluşturulan 

germplazma koleksiyonları takip etmiştir. Ancak ilk profesyonel germplazma banka-

sı ise 1920-1930' lu yıllarda N. I. Vavilov tarafından kurulmuştur (Vavilov, 1949-

1950). 

Bu yöntem ile günümüzde, 80 farklı taksona ait 6,2 milyon farklı hat 131 ül-

kede bulunan 1320 germplazma bankasında saklanmaktadır (FAO, 1996). Bunların 

yaklaşık %7‘ si çetlik, %5‘ i mısır, %75‘ i ise diğer ürünlerdir. 

Botanik Bahçeleri: Botanik bahçeleri en kaba tanımla türlerin eğitim, peyzaj 

veya bilimsel kullanım amacıyla belirli bir toprak parçası üzerinde korunmasıdır. İlk 

botanik bahçesinin kuruluşu 7. YY‘ da Hindistan' da kurulan tapınak bahçelerine 

dayanmaktadır. Bunu 14. YY‘ da Avrupa‘daki ortaçağ bahçeleri takip etmektedir. 
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Avrupa'daki ilk kayıtlı botanik bahçesi ise 1545 yılında Padua Üniversitesinde İtal-

ya‘da kurulmuştur. 17. YY' dan itibaren aktif olarak kullanılan botanik bahçeleri, pek 

çok faydalı bitkinin dünya üzerinde hareketine olanak sağlamıştır. Şu anda sadece 

Avrupa' da 540 tane botanik bahçesi bulunmaktadır (Given, 1996). Orkideler, 

sukkulent bitkiler, bromeliadlar, soğanlı bitkiler ve ılıman iklim ağaçları botanik 

bahçelerinde en sık rastlanan bitki gruplarıdır. Buna karışılık tropikal ağaçlar, epifit-

ler, etobur bitkiler ve palmiyelere nadiren rastlanır. 

Botanik bahçeleri, kullanım alanları ve bitki germplazmasının kıtalararasında 

hareketini sağlaması açısından en önemli ex-situ koruma yöntemlerinden birisidir.  

Tohum Bankaları: Tohum bankaları gelecek nesiller için türlerin tohumları-

nın kontrollü koşullar altında (genellikle %5-7 tohum nem içeriği ve 18°C‘ nin altın-

daki sıcaklıklarda) canlılıklarını kaybetmeden saklanmalarını amaçlar. Dolayısıyla 

tohum ile üreyen bitkiler açısından en önemli koruma stratejisini teşkil etmektedir. 

Tohum bankalarında, metabolik süreçler en alt seviyeye indirildiğinden, hem genetik 

kararlılığın korunmasına hem de germplazmanın uzun bir süre boyunca saklanmasına 

olanak sağlar. Ancak bu bankalarda, nem içeriği %7 seviyesine kadar indirilebilen 

ortodoks (desikasyona toleranslı) tohumlar korunabilir. Yeterli derecede desike edil-

miş ortodoks tohumlar genetik değişikliğe uğramadan uzun yıllar boyunca saklana-

bilmektedir (Roberts, 1975, 1989). Yarı-ortodoks tohumlar ise kısmen desike edile-

rek saklanabilirler ama çok düşük nem içeriklerinde canlılıklarını kaybederler. Bu 

yüzden Ortodoks tohumlara göre görece daha yüksek nem içeriğinde saklanmaları 

gerekir. Recalcitrant olarak tanımlanan, desikasyona çok hassas tohumlar ise bu yolla 

saklanamazlar. 

Test Tüpü Gen Bankaları: Tohum üretmeyen kısa ömürlü ve yumru çi-

çek/bitki soğanı, rizom veya köklerle çoğaltılan bitkiler ile vejetatif olarak üretilen, 

uzun ömürlü ağaç ve çalıların saklanması bu yolla olmaktadır. 

Polen Bankaları: Polenlerin kontrollü koşullar altında saklandıkları polen 

bankaları,  hibritleme, çaprazlama gibi çalışmalar için büyük önem arz etmektedir. 

Ancak ne yazık ki bu yöntemle sadece paternal materyalin saklanması mümkün ol-

maktadır. Bu yöntemin bir diğer sınırlılığı da polenlerin uzun süreli saklanmasını 

sağlayacak yöntemlerin henüz geliştirilmemiş olmasıdır. 
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Tarla Gen Bankaları: Belirli bir türün ex-situ olarak saklanmasında en 

önemli yolardan biri de tarla gen bankalarıdır. Tarla gen bankalarında türler belirli 

bir toprak parçası üzerinde aktif olarak saklanmaktadırlar. Yöntemde genetik çeşitli-

liğin korunabilmesi için, koleksiyonlar mümkün olan en fazla bitki sayısına sahip 

olmalıdır. 

DNA Bankaları: DNA bankalarında türlerin genetik bilgileri saklanmaktadır 

(Peacock, 1989; Adams ve ark., 1994). Bu koruma yöntemi 3 şekilde gerçekleşmek-

tedir: 

 Total genomik DNA saklanması 

 DNA kütüphaneleri oluşturulması 

 Klonlanmış DNA fragmentlerinin saklanması 

Örneklerin bu şekilde saklanması oldukça kolaydır, dondurma işlemini taki-

ben periyodik bakım ve yenileme gerektirmez. Ancak DNA örneklerinin hazırlanma-

sı yüksek teknik bilgi gerektirir. 

In-vitro Yöntemler: Bu koruma stratejisi diğer koruma stratejilerine oranla 

çok yaygın olarak kullanılmaktadır ve çok önemli uygulama alanlarına sahiptir. Bu 

stratejide temel olarak bir sonraki bölümde bahsedilecek olan ―Bitki Doku Kültürü‖ 

yöntemleri kullanılmaktadır. Birçok in-vitro yöntem, patojen saldırılarına kapalı ol-

ması, düşük maliyet ve kısıtlı bir alanda saklamaya olanak sağlaması açısından diğer 

yöntemlere göre daha avantajlı olmaktadır (Whiters, 1989). 

1.2 BĠYOÇEġĠTLĠLĠĞĠN BĠYOTEKNOLOJĠK YÖN-

TEMLERLE KORUNMASI 

1.2.1 BĠTKĠ DOKU KÜLTÜRÜ 

Bitki Doku Kültürü; bitkilerden alınan eksplantların, steril ve kontrollü koşul-

lar altında, yapay besi ortamında çoğaltılması ve bu yolla yeni bitkisel dokuların ve-

ya ürünlerin elde edilmesi olarak tanımlanabilmektedir (Haberlant, 1902; Thorpe, 

1990).   
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1.2.1.1 Tarihçe 

Bitki doku kültürünün teorik temelleri ilk olarak 1902 yılında Haberlant tara-

fından atılmıştır. Haberlant, izole edilmiş yaprak fotosentetik hücrelerinin kontrollü 

koşullar altında herhangi bir doku veya organı oluşturulabileceği teorisini ortaya at-

mış ve böylece ―Totipotensi” kavramını tanımlamıştır. Ayrıca istenirse, herhangi bir 

vejetatif bitki parçasından, yapay embriyoların elde edilebileceğini de öne sürmüş 

olan Haberlant bitki doku kültürünün babası olarak kabul edilmektedir (Haberlant, 

1902, 1903). Bu çalışmaların başka bir sonucu da, çok hücreli organizmalarda hücre-

lerin birbirleri ile olan etkileşimlerine ışık tutmasıdır. 

Haberlant'ın ardından farklı araştırıcılar çalışmalara devam etmiştir. F 1934 

yılında domates bitkisinin kök ucundan meristem kültürleri elde etmiş ve bunu 

Asparagus, Tropaeloum malus L. ve Lupinus albus L. bitkilerden elde edilen gövde 

ucu kültürleri de takip etmiştir (Loo, 1945; Ball, 1946).  Çalışmalarının sonucunda 

Gautheret ilk gerçek bitki doku kültürü sistemini, Acer pseudoplantanos bitkisinin 

kambiyal dokularından elde etmiştir (Gautheret, 1934).   

 Takip eden çalışmaların arasında Gautheret‘ in agarla katılaştırılmış glikoz ve 

sistein hidrolizatı içeren Knop çözeltisini besiyeri olarak kullanarak Robinia 

pseudoacacia, Salix capreae ve Ulmus campastreae bitkilerinin eldesi (Gautheret, 

1934; Gautheret, 1935) ve White tarafından Nicotiana glacua X Nicotiana 

langsdorffii hibridinden elde edilen kallus kültürleri sayılabilir. Özellikle Nicotiana 

glacue X Nicotiana langsdorffii kültürünün oksine ihtiyaç duymaması bu kültürün 

sınırsız bir şekilde çoğaltılabilmesini sağlamıştır (Gautheret, 1939; Nobecout, 1939; 

White, 1939). 

Bu arada besiyeri formulasyonlarında da gelişmeler yaşanmıştır. 1940‘lı yılla-

ra kadar Knop‘ un 1865 yılında geliştirdiği besiyeri kullanılmıştır. Ancak, bitkilerin 

bu besiyerinde yeterli büyüme gösterememeleri ve farklı pH aralıklarında oluşan 

anormallikler nedeniyle yeni formulasyonlara ihtiyaç duyulmuştur. 1943 yılında 

White tarafından geliştirilen besiyeri 1960‘lı yıllara kadar kullanılmış (White, 1943) 

ve bu süre içinde farklı araştırıcılar bitkilerin daha yüksek oranda mineral tuzlara 

ihtiyaçları olduğunu tespit etmişlerdir (Hildebrant ve ark., 1946; Heller, 1953). 1962 

yılında, Nicotiana tabaccum kültürlerinin iyileştirilmesi için yapılan çalışmalar sonu-

cunda, formüle edilebilen ilk besiyeri formulasyonu geliştirilmiştir (Murashige ve 
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Skoog, 1962). Bu besiyerinde, yüksek oranda inorganik tuzlar, myo-inositol, vita-

minler ve kültürlerin canlılığını uzatmak için de kelator olarak demir bulunmaktadır. 

Doku kültürü ile yapılan öncü çalışmaların hepsinde farklılaşmamış meristem doku-

larından elde edilen kültürler kullanılmaktaydı. Skoog ve arkadaşlarının çalışmaları 

sonucunda kültür ortamına eklenen yüksek konsantrasyonlarda adenin ve fosfatların, 

meristematik olmayan dokularda da kök ve gövde farklılaşması oluşturabildiği göste-

rilmiştir (Skoog ve ark., 1948). 

Kinetin‘ in keşfi (Miller ve ark, 1955) ile birlikte, kültürlerdeki oksin ve 

sitokinin dengesinin ayarlanmasıyla, kök ve gövde morfogenezi de kontrol edilmeye 

başlanmıştır. Yüksek orandaki oksin/kinetin seviyeleri köklenmeyi teşvik ederken, 

bu oran kinetin lehine döndürüldüğünde kültürlerde gövde oluşumu hız kazanmıştır. 

Daha sonraki çalışmalarda ise, doğal olarak oluşan sitokininlere ek olarak, sentetik 

sitokininlerin de elde edilmesi ve apikal dominansinin kırılması, mikroçoğaltım ve 

geniş ölçekli üretimin önünü açan bir etken olmuştur (Skoog ve Miller, 1957). 

1.2.1.2 Totipotensi ve Morfogenez 

―Totipotensi‖ terimi, tarihçe kısmında açıklandığı gibi, herhangi bir bitki hüc-

resinin tüm bir bitkiyi verebilme yeteneği olarak tanımlanabilir. 1950‘ li yıllardan 

itibaren bu tanımı desteklemek için çalışmalar yapılmıştır. Muir ve arkadaşları 1954 

yılında tütünden elde ettiği farklılaşmamış tekil hücreleri, canlı kallus dokusunun 

üzerine koyarak (burada canlı kallus dokusu, farklılaşmamış hücreler için yardımcı 

kültür olarak kullanılmıştır) hücrelerin farklılaşmasını sağlamış tır. Bergmann (1959) 

ve Jones (1960) adlı araştırıcılar da aynı şekilde yaptıkları çalışmalarda benzer so-

nuçlara ulaşmıştır. 

Morfogenez ise, farklılaşmamış dokuların veya hücrelerin, dışsal bir etki ile 

farklılaşarak istenilen dokuyu oluşturması olarak tarif edilebilir. Morfogenezin geli-

şimi ise, yukarıda anlatıldığı gibi Skoog tarafından yüksek oranda adenin ve fosfatla-

rın ilavesi ile gerçekleşmiştir. Ayrıca sitokininlerin keşfi ve bitki morfogenezinde 

oynadıkları rol sayesinde, istenilen doku çeşidi üretilebilir duruma gelmiştir. 2 temel 

morfogenez şekli bulunmaktadır. Morfogenez sırasında önce gövde ardından kök 

oluşuyorsa bu ―organogenez‖ olarak adlandırılmaktadır. Bunun tam tersi olarak, 

embriyo oluşumu gerçekleşiyorsa, sürece ―embriyogenez‖ denilmektedir (Thorpe, 

1902).  
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Organogenez bitkilerde temelde 2 farklı yoldan teşvik edilebilmektedir: Doğ-

rudan organogenez ve dolaylı organogenez. Doğrudan organogenez sürecinde 

eksplantlardan doğrudan adventitif gövdeler üretilebilir. Dolaylı organogenez süre-

cinde ise eksplantlardan öncelikle kallus (organize olmamış ince çeperli parankima 

hücrelerinin kitlesel topluluğu) oluşumu indüklenir. Ardından bitki büyüme düzenle-

yicileri kullanılarak, organogenez edilebilir. Ayrıca istenirse, kallus dokusunu içeren 

hücreler süspansiyon kültürü olarak da kullanılabilir. Organogeneze benzer bir şekil-

de, somatik embriyogenez de doğrudan vey kallus oluşumunu takiben olabilir. 

Eğer eksplant olarak nodlar, gövde uçları ve meristemler kullanılıyorsa doğ-

rudan organogenez indüklenebilir. Bunun sonucunda ise, meristem kültürleri, gövde 

ucu kültürleri elde edilebilir. Bu yönteme aynı zamanda mikroçoğaltım da denmek-

tedir. Bu yöntemde, sitokinin/oksin dengesinin arttırılmasıyla kültürlerdeki aksiler 

tomurcuk oluşumunun uyarılması temel alınmıştır. Bu teknik günümüzde bitkilerin 

vejetatif yollardan çoğaltımı için sıkça kullanılmaktadır.  

1.2.1.3 Bitki Doku Kültürünün AĢamaları 

1.2.1.3.1 Germplazma Eldesi ve Eksplant Seçimi 

Herhangi bir bitkinin doku kültürü kurulurken atılması gereken ilk adım, o 

bitkiye ait germplazmanın elde edilmesi ve o bitkiden kültüre alınacak en uygun 

eksplantın seçimidir.  

Çalışmalar sonucunda eksplantın canlılığını belirleyen bazı faktörler olduğu 

anlaşılmıştır. Anaç bitkinin genetik yapısı, bu etkenler içersinde oldukça önemli bir 

yere sahiptir (Lynch ve ark., 1991). Ayrıca alınan eksplantın tipi ve büyüklüğü de, 

eksplantın rejenerasyonunun artmasında belirleyici bir yere sahiptir (Kameya ve 

Widholm, 1981; Atree ve Fowke, 1991; Reeves ve ark. 1983, 1995). Büyük 

eksplantların, küçüklere göre daha fazla rejenerasyon şansı bulunduğu açıklanmıştır 

(Al Mazrooei ve ark., 1997).  Ancak küçük eksplant kullanmak da virüslerin elimi-

nasyonu açısından daha avantajlıdır (Kartha, 1986). Ayrıca eksplantlar alınmadan 

önce bazı noktalara da dikkat edilmesi gerekmektedir. Mesela güçlü apikal 

dominansi bulunan bitkilerde, apikal meristemlerin alınması aksiller tomurcukların 

vereceği cevap açısından önem teşkil etmektedir.  
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Bitkilerin içinde bulunduğu ortam ve mevsimsel durum da eksplantın 

kontaminasyon derecesi açısından önemlidir. Çalışmalar sonucunda tarladan alınan 

bitkilerden elde edilen eksplantların, kontrollü koşullar altındaki bitkilerden alınan 

eksplantlara göre daha fazla kontaminasyon içerdiği tespit edilmiştir (Debergh ve 

Read, 1991). Benzer olarak, yağışlı mevsimlerde alınan eksplantların, kuru mevsim-

lere oranla daha fazla kontaminasyon içerdiği  belirlenmiştir (Enjalric ve ark., 1988). 

1.2.1.3.2 Sterilizasyon 

Yüzey sterilizasyonu, herhangi bir bitkinin doku kültürünün başlatılması açı-

sından hayati önem taşımaktadır. Çünkü bitkilerin yüzeyleri, ayrıca mikroorganizma-

lar için de bir yaşam alanı oluşturmaktadır (Campell, 1985). Ayrıca her bitki de ken-

disine ait bir mikroflora barındırabilmektedir (Cassells, 1991). Bitkiler özelliklerine 

ve kullanılan eksplanta bağlı olarak birçok farklı epifitik ve endofitik kontaminasyon 

içerebilirler. Eksplantlar doku kültürüne aktarılmadan önce bu kontaminasyonların 

temizlenmesi gerekmektedir. 

Alınan eksplantın türüne göre, farklı sterilizasyon yöntemleri bulunmaktadır. 

Örneğin tohumlar dışsal etkilere dayanıklı eksplantlar oldukları için, dezenfektan 

maddelerle daha uzun süre etkileşebilirler. Ancak, gövde ucu, embriyo gibi 

eksplantlar sterilizasyon çözeltilerine karşı daha hassastır. 

Dışsal kontaminasyonlar temizlense bile, epifitik kontaminasyonlar hala bü-

yük bir sorun oluşturmaktadır. Yüksek sukroz ve tuz konsantrasyonları ve pH koşul-

ları bu kontaminasyonları baskılamakta kullanılabilir. Ayrıca, besiyerine eklenecek 

antibiyotikler de kontaminasyonların baskılanmasında kullanılabilmektedir (Cassells 

ve ark., 1988). 

 Bir diğer endojen kontaminasyon etkeni de virüslerdir. Çalışmalar sonucunda 

virüs kontaminasyonlarının engellenmesinde en etkili olan yöntemlerin meristem 

kültürleri eldesi ve termoterapi olduğu gösterilmiştir.  Virüslerin eliminasyonunda 

meristem kültürlerinin kullanılmasına Morel ve Martin öncülük etmiştir (1952). Bu 

teknikteki temel düşünce, meristematik bölgeyi oluşturan hücrelerin küçük olması ve 

dolayısıyla virüs içerme ihtimalinin düşük olmasıdır. Patates bitkisinde de bu teknik 

kullanılmış ve başarılı sonuçlar elde edilmiştir (Green ve Lo, 1989). Ancak tüm vi-

rüsler bu yolla elimine edilememektedir. Meristem kültürleriyle birlikte ısı şoku uy-
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gulaması virüs eliminasyonu açısından olumlu sonuçlar göstermiştir (Brown ve ark. 

1988). Ayrıca kemoterapi de uygulanan başka bir yöntemdir. Bu yöntemde kültürlere 

antiviral ajanların eklenmesi ile, virüs kontaminasyonu engellenmeye çalışılmaktadır 

(Cassells, 1987). 

1.2.1.3.3 Besiyeri Ġçeriği 

Besiyeri formulasyonlarında bitkilerin optimum gelişme için ihtiyacı olan bü-

tün makro (azot, kükürt, fosfor, kalsiyum, magnezyum) ve mikro elementler (bakır, 

çinko, mangan, demir, molibden, klor), karbon kaynağı (sukroz, mannitol vb.), azot 

kaynağı (NH4
+

 ve NO3
-
), vitaminler (nikotinik asit, piridoksin, tiamin, myo-inositol), 

bitki büyüme düzenleyicileri (oksinler, sitokininler, absisik asit, giberellinler) ve ka-

tılaştırıcı maddeler (agar, gelrite gibi) bulunmalıdır. Önceki bölümlerde de anlatıldığı 

gibi, besiyeri formulasyonları zamanla değişime uğramıştır. İlk besiyerlerinde hindis-

tancevizi sütü, bitki artıkları, kül gibi maddeler bulunurken, zamanla formulasyonlar 

değişerek kimyasal açıdan tam olarak tanımlanabilen ve optimum gelişimi sağlaya-

cak içeriğe sahip olmuşlardır.  

Makro ve mikro elementler bitki gelişimi için en gerekli maddelerdir ve ek-

sikliklerinde bitkilerde gelişim bozuklukları görülmektedir. Azot, bitkilerde protein 

sentezi için gerekli temel elementlerdendir ve bitki büyümesini sağlar. Kükürt ise 

amino asit sentezinde yardımcı olarak iş görmektedir. Fosfor kök gelişimi ve olgun-

laşma için gerekliyken, kalsiyum da hücre duvarının sentezinde ve kök – yaprak geli-

şiminde etkin rol oynamaktadır. Magnezyum ise, klorofilin oluşumundaki en temel 

elementtir. Ayrıca bakır, çinko gibi diğer mikroelementler de hormon ve enzimlerin 

sentezinde, fotosentezde, meyve olgunlaşmasında işlev göstermektedirler.  

Besiyeri formulasyonlarında azot kaynağı olarak, NH4
+

 ve NO3
-
 iyonlarının 

konsantrasyonları etkili olmaktadır. Bu iyonlar hücre büyümesi ve farklılaşmasında 

kritik öneme sahiptirler (Grimes ve Hodges, 1990). Organik azot kaynakları varlı-

ğında, Agrostis alba kültürlerinin rejenerasyon yeteneğinin arttığı gözlemlenmiştir 

(Shetty ve Asano, 1991). Bununla beraber besiyerindeki yüksek konsantrasyonda 

azot kaynağının, kültürlerde genetik varyasyona neden olabildiği raporlanmıştır 

(Feng ve Quyang,  1988). 
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Karbon kaynağı ise genelde toplam besiyeri hacminin %2-5‘i arasında kulla-

nılmaktadır. Daha yüksek konsantrasyonlar, embriyogenezi teşvik etmek veya yavaş 

büyütme çalışmalarında kullanılmak için tercih edilmektedir. Ayrıca kültüre edilmek 

istenen bitkinin türüne göre sukroz konsantrasyonunun da optimize edilmesi gereke-

bilmektedir.  

Daha önceki kısımlarda bahsedildiği gibi bitki büyüme düzenleyicileri, doku 

kültürü sistemlerinde morfogenez için en temel öğelerdir. Oksinler, hücre büyümesi-

ni, hücre bölünmesini, kallus ve kök oluşumunun indüklenmesini, vasküler 

farkılaşmayı ve apikal dominansiyi sağlarken; sitokininler bunun tam tersi olarak 

hücre bölünmesini, apikal dominansinin engellenmesini, aksiler proliferasyonu ve 

DNA replikasyonunu artırmaktadır. Bu yüzden aksiller proliferasyonu indüklemek 

için yüksek konsantrasyonlarda sitokinin ve düşük oranlarda oksin kullanılmaktadır 

(Lynch ve ark. 1991; Lubrano, 1992). Embriyogenik kallus oluşumunu uyarmak için 

besiyerine 2-4 di klorofenoksi asetik asit  (2,4-D) eklenmelidir.  

Doğal olarak bitki bünyesinde üretilen oksinler indol asetik asit (IAA), indol 

butirik asit (IBA) ve sentetik oksinler, 2-4 D, naftalen asetik asittir (NAA). Bu 

oksinlerden 2-4 D kallus oluşumunu uyarmak için kullanılmakta, NAA ise 

organogenezi teşvik etmek için kullanılır. Doğal sitokininler ise zeatin, 2-ip (2-

izopentil adenin), dihidrozeatin, yapay olarak üretilenler ise, Benziladenin (BA), 

thidazuron (TDZ) olarak adlandırılmaktadır.  

Giberellinler ise, temel olarak tohum çimlenmesi ve gövde uzamasını teşvik 

etmekte kullanılırlar. Etilen, bitki tarafından üretilen gaz formunda bir bitki büyüme 

düzenleyicisidir ve temel görevi meyve olgunlaşmasını sağlamaktır. Ancak bu gazın 

bitki doku kültürü sistemlerinde üretilmesinin, bitkilerin rejenerasyonuna olumsuz 

etki yaptığı da bilinmektedir. 

1.2.1.3.4 Kültür Eldesinde KarĢılaĢılan Sorunlar 

Kültür eldesinde karşılaşılan en önemli sorunlardan birisi, in vitro ortamda 

oluşması muhtemel olan somaklonal varyasyonlardır. Somaklonal varyasyonlar, bitki 

doku kültürü sistemlerinde, in vitro rejenerasyon yöntemleri kullanılarak üretilen 

bitkilerde oluşan kalıtsal genetik değişimlere verilen isimdir. Kültür sistemlerindeki 

somaklonal varyasyonların temel nedenleri, dokuların yaralanması, besiyeri şartları 
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ve kültür koşulları sonucunda oluşan oksidatif stres ve genomda oluşan yeni düzen-

lemelerdir (metilasyon, poliploidi/anoploidi, kromozom kırılmaları, transpozon akti-

vasyonu, baz delesyonu ve eklenmesi gibi). Bu genetik değişimler, eksplant tipine, 

ana bitkinin genotipine, in vitro kültür süresinin uzaması ve bitki büyüme düzenleyi-

cisi derişimlerine bağlı olarak oluşabilmektedir. Bu değişimler önceden tahmin edi-

lemeyeceği gibi, kültür sisteminin genetik kararlılığını da etkileyecektir.  

Eksplantların organizasyon seviyesi, genetik kararlılığını belirleyen en önemli 

etkenlerden biridir. Meristematik dokulardan ne kadar uzaklaşılırsa, genetik kararlı-

lık da o kadar azalacaktır. Bu nedenle kallus oluşumunun gerçekleştiği dolaylı 

organogenez sürecinde, genetik kararlılığın bozulması tehlikesi bulunmaktadır. 

Eksplantların alındığı bitkinin genotipi de somaklonal varyasyonları etkileyecektir. 

Anaç bitkinin sahip olduğu genetik yapıdaki düzensizlikler (poliploidi, genomun 

transpozon taşıması gibi) in vitro sistemde genetik kararlılığının kaybına neden olan 

etkenlerdendir. Kültürde kullanılan bitki büyüme düzenleyicileri de hücre siklusları 

üzerinde yaptığı değişiklikler nedeniyle, somaklonal varyasyonların oluşmasındaki 

başka bir etkendir. Ayrıca yaşlı dokularda somaklonal varyasyon oluşma sıklığı genç 

dokulara oranla daha fazladır. 

Kültür ortamındaki diğer bir sorun da, fenolik maddelerin oluşmasıdır. 

Fenolik maddeler, in vitro ortamdaki strese bağlı olarak bitkiler tarafından üretilen, 

canlılığı ve rejenerasyonu inhibe eden kimyasallardır. Fenolik maddeler besiyerinde 

okside olarak kararmalara neden olur. Bu maddelerin bitkiler üzerindeki etkilerini 

azaltabilmek için inhibitör görevi gören fenolik kimyasalları absorbe etme yeteneği-

ne sahip olan aktif kömür kullanılmaktadır (Pan ve Staden 1998). Aktif kömür dışın-

da polivinilpirolidon (PVP), askorbik asit ve dihidroksinaftalen gibi antioksidanlar da 

kullanılabilmektedir. Ayrıca yine bitkiler tarafından kültür ortamına salınan etilen 

gazının, rejenerasyon üzerinde olumsuz etkileri bulunmaktadır. Etilen normalde 

meyve olgunlaşması, çiçek senesensi, meyve dökülmesi gibi çevresel ve gelişimsel 

işlemlerin düzenlenmesinden sorumludur (Yang ve Hoffman, 1984). Yapılan çalış-

malarda gümüş nitratın (AgNO3) etilen gazının kültür ortamında yayılmasını engel-

lediği ve böylelikle rejenerasyon üzerindeki olumsuz etkilerinin giderilebildiği rapor-

lanmıştır. 
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1.2.1.4 Uygulama Alanları 

Günümüzde bitki doku kültürü, hücre biyolojisi, fizyoloji, biyokimya ve mo-

leküler biyoloji dallarını kapsayacak şekilde, disiplinler arası bir alan haline gelmiştir 

(Raghaven, 1997). Bu da bitki biyoteknolojisi için çok önemli bir adım oluşturmakla 

birlikte, sadece bilim alanında değil, ticari laboratuarlar tarafından kullanılmak 

süretiylede endüstriyel bir önem kazanmıştır. Bitki doku kültürünün en önemli kulla-

nım alanlarından biri vejetatif yollarla çoğalamayan türlerin yapay yollardan çoğal-

tılmasıdır. Örneğin düşük çimlenme yeteneğine sahip tohumlardaki embriyolar, emb-

riyo kurtarma tekniği ile kültür ortamında çoğaltılabilirler (Collins ve ark. 1984). 

Virüslerden ari bitki kültürlerinin üretilmesi de daha önceki kısımlarda anla-

tıldığı gibi, mümkündür. Ayrıca bu kültürlerin eldesi uluslar arası bitki ticareti için 

çok önemlidir (Thorpe, 1990). Bunun için meristem kültürlerinin kullanımı çok yay-

gın ve etkin bir yöntem olarak göze çarpmaktadır. 

Sentetik tohum teknolojisi, tohumla üretim ve klonal bitki çoğaltımının avan-

tajların birleştirdiği için, bitki doku kültürünün önemli bir uygulama alanıdır. To-

humları taklit etme fikri ilk olarak somatik embriyolarla yapılan çalışmalarda ortaya 

çıkmıştır (Murashige ve Skoog, 1977). Daha sonra apikal ve aksiler tomurcuklarda 

da kullanılmaya başlanan bu teknik, klonal çoğaltımın da getirdiği avantajlarla birle-

şince, bitkilerin kitle çoğaltımında verim arttırıcı bir yöntem olarak kullanılmıştır. Bu 

aşamanın ardından sentetik tohum teknolojisi yeniden tanımlanmıştır. Buna göre 

sentetik tohum; ―somatik embriyolar, zigotik embriyolar, gövde veya diğer bitkisel 

dokular gibi herhangi bir bitki parçasını içeren ve in vitro veya ex vitro koşullarda 

kullanıma uygun, yapay olarak enkapsüle ediliş bitki parçaları‖ olarak tanımlanmıştır 

(Aitken – Christie ve ark. 1995). Ayrıca sentetik tohumlar, germplazma korunması 

için de çok uygun bir materyal görevi görmektedir. Günümüzde, farklı bitkilerden 

alınan eksplantlarla geliştirilen sentetik tohumlar için bir hem orta süreli hem de 

uzun süreli (enkapsülasyon – vitrifikasyon, enkapsülasyon – dehidratasyon) olmak 

üzere birçok farklı koruma teknikleri geliştirilmiştir (Ozden Tokatli ve ark, 2008; 

Reed ve ark, 2005). Sentetik tohum teknolojisi eksplantların aljinat, agaroz, agar, 

selüloz, poliakrilamid, karboksimetil selüloz gibi bir matrikse sabitlenmesi ve bu 

matriksin jelleştirilerek, yapay bir tohum formu almasına dayanmaktadır. Yapılan 

çalışmalar sonucunda aljinat, sahip olduğu, uzun süreli saklanma özelliği, kalsiyum 
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klorür ile hızlı bir şekilde katılaşma yeteneği, düşük toksisisite özelliği ve suda kolay 

çözünme yeteneği nedeniyle en çok tercih edilen matrislerden biri olmuştur. 

(Redenbaugh ve ark. 1968). 

Bitki doku kültürünün en önemli uygulama alanlarından birisi de hem orta sü-

reli saklama (kültürlerin büyüme hızlarının azaltılmasıyla alt kültür sürelerini uzat-

mayı hedefleyen bir koruma yöntemi) hem de uzun süreli saklama 

(kriyoprezervasyon, bitki parçalarının sıvı azot içinde saklanmalarını hedefleyen ko-

ruma şekli) yöntemleriyle biyoçeşitliliğin korunmasıdır.  

1.2.2 ORTA SÜRELĠ SAKLAMA – YAVAġ BÜYÜTME 

Orta süreli saklamada temel amaç, kültür şartlarında yapılan modifikasyonlar-

la kültürlerin, canlılıklarında ve genetik kararlılıklarında herhangi bir kayıp olmadan, 

besiyeri gereksinimlerini azaltarak, alt kültür sürelerini uzatmaktır. Dolayısıyla yön-

tem yavaş büyütme olara tarif edilir. Bu modifikasyonları genel olarak besiyeri içeri-

ğinde ve ortam şartlarında yapılan değişimler olarak da tanımlanabilir (Lambardi ve 

ark., 2010). 

 Besiyeri içeriğindeki tuz konsantrasyonlarını azaltarak (Heller 1953) bitki 

büyümesi yavaşlatılacağı gibi, gücü azaltılmış (besiyerindeki mikro ve makro ele-

ment konsantrasyonları azaltılmış) besiyerleri ile şeker miktarında yapılan değişim-

ler, genellikle tercih edilen sukroz yerine mannitol gibi ozmotik aktif şeker alkolleri-

nin kullanılması, büyüme düzenleyicisi miktarlarının azaltılması ve absisik asit gibi 

büyüme engelleyici bileşiklerin kullanılması bu amaçla uygulanan modifikasyonlara 

örnek teşkil etmektedir. Besiyeri değişimleri dışında kültürlerin sıcaklığın düşürül-

mesi de orta süreli saklama protokollerinde sıklıkla kullanılmaktadır. Galzy, üzüm 

bitkisini,  9°C‘ ta 10 ay boyunca saklayabilmiştir (Galzy, 1969). Birçok tahıl bitkisi 1 

– 22°C arasında saklanabilmektedir. Ayrıca Prunus sp. ve Chrysantemum morifolium 

bitkileri de donma sıcaklığının altında (-3°C) 10 aya kadar başarılı bir şekilde sakla-

nabilmiştir (Marino ve ark., 1985). Humulus spp. 3 ay boyunca soğuk şartlarda sak-

lanabilmiştir (Reed ve ark., 2003). Sıcaklığa ek olarak, ışık şiddetinin azaltılması 

yoluyla da bitkilerin büyüme hızlarında bir yavaşlama elde edilebilir. Camellia ve 

Humulus spp. bitkilerine 3-8 μmol ışık şiddeti uygulanarak uygun bir saklama süresi 

elde edilebilmiştir (Reed ve ark., 2003).  



29 
 

 
 

Ayrıca eksplantlar, %2 veya %3 sodyum aljinat içeren çözeltilerle enkapsüle 

edilerek besiyeri ihtiyaçları azaltılabilir ve düşük sıcaklıklara karşı toleransları arttırı-

labilir. Cedrela fissilis bitkisinin sentetik tohumları, 25°C‘ ‗ta ve 25 μmol ışık şidde-

tinde 9 aya kadar bu şekilde saklanabilmiştir (Nunes ve ark. 2003). Bir başka çalış-

mada, Photinia fraseri ve Nerium oleander sentetik tohumlarının petrilerde, 3 farklı 

koşulda orta süreli saklanması üzerine denenmiştir. İlk setteki sentetik tohumlar boş 

petrilere yerleştirilmiş ve parafilm kullanarak sıkıca kapatılmışlardır. İkinci setteki 

sentetik tohumlar ise steril distile suyla ıslatılmış steril filtre kağıtlarına yerleştiril-

miştir. 3. settekiler bitki büyüme düzenleyicisi içermeyen yarı katı MS besiyeri üze-

rinde saklanmışlardır. 3 ay boyunca +4°C‘ ta saklanan kültürlerde saklama sonrası en 

yüksek çimlenme oranının yarı-katı MS besiyerinde saklanan örneklerden elde edil-

diği görülmüştür (Ozden-Tokatlı ve ark. 2008). Hibiscus moscheutos ve Splanchum 

ampullaceum bitkilerinde yapılan çalışmalarda ise, bu kültürlerden elde edilen sente-

tik tohumların sırayla 20 ila 30 aya kadar saklanabildikleri görülmüştür.  

Bu anlatılan modifikasyonların dışında, kültürlerin saklama koşullarına akta-

rılırken bulundukları fizyolojik koşullar da, orta süreli saklamanın başarısı açısından 

oldukça önemlidir. Ballester ve arkadaşlarının (1997); Camellia japonica ve C. 

reticulata bitkilerinin 6 farklı klonu ile yaptığı çalışmada; ince ve az kütinleşmiş 

gövdelerin saklanmaları için, 6 ayda bir alkültürlenmesi gerektiğini, diğer gövdelerin 

ise alkültürlenmeden rahatlıkla 1 yıl boyunca saklanabildikleri tespit edilmiştir.  

Bir başka çalışmada ise, kullanılan farklı tipteki kültür kaplarının, kültürlerin 

hava ile temasında yaptıkları etki yüzünden, orta süreli saklama için ne kadar önemli 

olduğu belirlenmiştir. Rosa Sant‘Antonia di Padova ve Domenica adlı iki farklı gül 

varyetesi ile yapılan çalışmada, hava geçirgenlikleri farklı seviyelerde olan 3 farklı 

kültür kabının (gaz geçirgen olmayan 500 cc hacimli cam kültür kapları, 80 cc ha-

cimli yarı geçirgen plastik silindirler ve gaz geçirgen Starpac
© 

plastik torbalar), kül-

türlerin orta süreli saklanmasında yaptıkları etkiler gözlenmiştir. +4°C‘ta 6 ay orta 

süreli saklamanın ardından standart kültür şartlarına aktarımdan sonra, en yüksek 

geri kazanımın %80 ile cam kültür kaplarında olduğu ve gelişen gövde kültürlerinin 

de sağlıklı olduğu gözlemlenmiştir. Starpac
© 

ve plastik silindirlerde ise düşük geri 

kazanım ve kültürlerde anormallikler göze çarpmıştır. Ayrıca cam kültür kaplarının 

ve gaz geçirgen Starpac
©

torbaların CO2 seviyeleri incelendiğinde; % 0,4‘ ün üzerine 
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çıkmadığı görülmüştür. Bu da gövde kültürlerinin büyüme hızlarının yavaşladığını 

gösteren en belirleyici kanıttır (Previati ve ark. 2008).  

1.2.3 UZUN SÜRELĠ SAKLAMA – KRĠYOPREZERVASYON  

Kriyoprezervasyon, hücrelerin, dokuların veya organların sıvı azot içinde (-

196°C‘ ta) canlılıklarını kaybetmeden uzun süreli korunmalarını ve saklanmalarını 

amaçlayan bir disiplindir. Bu yöntem birçok farklı organizma ve biyolojik doku için 

kullanılmakta, ayrıca bitki germplazmalarının uzun süreli saklanması için de tercih 

edilmektedir. Ayrıca bu yöntemde kullanılan oldukça düşük sıcaklık hücre içindeki 

tüm metabolik süreçlerin neredeyse tamamen durmasını sağladığından, genetik ka-

rarlılığın korunması da mümkün olmaktadır (Lambardi ve ark., 2008) 

Son yıllarda yapılan çalışmalar, kriyoprezervasyonun, yok olma tehlikesiyle 

karşı karşıya olan türlerin korunması için oldukça umut verici bir yöntem olduğunu 

göstermektedir (Touchell ve Dixon 1996).  

Kriyoprezervasyon protokolleri bitki germplazmasının korunması amacıyla, 

tohum (Ozden-Tokatli ve ark., 2007), zigotik embriyolar, gövde uçları, embriyonik 

dokular (Ozudogru ve ark., 2010) gibi birçok farklı eksplant tipine rahatlıkla uygula-

nabilmektedir. Ancak, kriyoprezervasyon bitki doku kültürü temelli in vitro teknikle-

re dayandığından, kullanılacak eksplantın yüzey sterilizasyonun sağlanması ve uygun 

in vitro rejenerasyon protokollerinin optimize edilmiş olması da tekniğin başarıya 

ulaşmasındaki önemli faktörlerdir. 

1.2.3.1 Kriyoprezervasyonun Temelleri 

Kriyoprezervasyon sonrası canlılığın elde edilmesi, donma potansiyeline sa-

hip olan hücre içi ve hücreler arası suyun sahip olduğu fizikokimyasal özelliklere 

bağlı olduğundan, öncelikle suyun çeşitli özelliklerinin irdelenmesi akılcı olacaktır. 

Su (H2O), sahip olduğu küçük moleküler yapısı yüzünden farklı davranış 

özellikleri göstermektedir. Suyun moleküler yapısı incelendiğinde, bu farklı davranış 

özelliklerini de rahatlıkla anlaşılabilir. Su moleküler olarak dipolar yapıdadır. Yani 

pozitif yüklü hidrojen atomları ve negatif yüklü olan oksijen atomu karşılıklı olarak 

yerleşmiştir. Su molekülünün bu özelliği ona tetrahedron bir yapı kazandırmaktadır. 

Moleküldeki bu yük farklılığı, pozitif yüklü oksijen atomlarının ve negatif yüklü 
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hidrojen atomlarının aynı hizaya gelerek Hidrojen (H) bağı oluşturmalarını sağla-

maktadır. Bu şekilde etkileşime geçen su molekülleri arasında sürekli yapılıp bozula-

bilen H bağları oluşur. H bağlarının sürekli değişim halinde olması da suyun diğer 

sıvılara göre daha kararsız olmasını açıklayan bir etkendir. Suyun bu kararsız yapısı-

nı anlamak için, buharlaşma ve donma süreçlerine göz atmak yeterli olacaktır:  

Su moleküllerine dışarıdan bir miktar enerji verilirse, yüzeyde bulunan mole-

küller arasında H bağları kopar ve moleküller buharlaşır. Bunun tersine, 0°C veya 

daha altındaki sıcaklıklarda su molekülleri -aralarında boşluklar meydana getirerek- 

tetrahedral bir yapı oluşturacak şekilde kristalize olurlar. Bu nedenle de su sıvı haline 

göre yoğunluğunu kaybeder. 

Ancak, kriyoprezervasyon için önemli olan suyun nasıl buz kristallerine dö-

nüştüğüdür. Çünkü oluşan buz kristalleri hücreler ve dokular için öldürücü etkiye 

sahiptir. Bu yüzden de başarılı bir kriyoprezervasyon protokolünün geliştirilmesin-

deki en önemli adım, hücre içi buz kristali oluşumunun kontrol edilmesidir. 

Buz kristali oluşumu öncelikle ortamda buz çekirdeklerinin oluşmasına bağlı-

dır. Eğer ortamın enerji durumu, su moleküllerinin güçlü hidrojen bağları kurmaları-

nı sağlıyorsa ortamda buz çekirdekleri oluşmaya başlar ve buz çekirdeklerinin varlı-

ğında su 0°C‘ ta donar. Buz çekirdeği oluşumunun ardından buz kristalleri oluşumu 

gerçekleşir ve hızlı bir bicimde tüm ortama yayılır.  Ancak ortamdaki buz çekirdekle-

rinin oluşumları engellenebilirse, su 0°C‘ ın altındaki sıcaklıklara kadar, buz kristal-

leri oluşumu gerçekleşmeden süper soğutulabilmektedir. Bu sıcaklık en düşük -40°C 

olabilmektedir. Bu sıcaklıktan sonra buz çekirdekleri oluşur ve homojen buz oluşu-

mu gerçekleşir (Benson, 2008). 

Buz kristalleri oluşumu hücrelerin yapısal ve ozmotik bütünlüğünü bozduğu 

için, kriyoprezervasyon süreçlerinde istenmeyen bir durumdur. Dolayısıyla 

kriyoprezervasyon sırasında hücre içi buz oluşumunun engellenmesi gerekmektedir. 

Bunu engellemek için iki farklı kriyoprezervasyon yöntemi bulunmaktadır: (i) İki 

aşamalı kontrollü soğutma yöntemleri, (ii) Tek aşamalı dondurma yöntemleri. 
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1.2.3.2 Kontrollü Soğutma Yöntemleri 

Bu yöntem, dokuların kriyoprezervasyonu için geliştirilen ilk yöntemdir. 

Kontrollü soğutma yöntemlerinde koligatif (hücre içine girebilen) kriyokoruyucular 

(DMSO - Dimetilsülfoksit, Etilen Glikol) ile muamele edilen hücrelerin, kontrollü 

soğutma yöntemleriyle kriyodehidratasyonu amaçlanmaktadır. Bu sayede hem 

koligatif kriyokoruyucuların toksik etkileri azaltılır hem de hücre içi buz oluşumu 

engellenir. Sıcaklığın kontrollü olarak azaltılması sırasında ozmotik olarak hücre 

içindeki suyun hücre dışına doğru akımı gerçekleşir. Oluşan bu hareket, etkin bir 

kriyokoruyucu mekanizma olarak işlev görür. Bu da, buz kristali oluşumunun hücre 

dışında gerçekleşmesini sağlar. Böylelikle, hücre içinde buz oluşumu engellenir. 

Yöntemde soğutma oranı çok iyi kontrol edilmelidir. Genellikle sıcaklık, 

programlı bir soğutucu yardımıyla dakikada 0,5°C ile 1°C soğutma oranıyla homojen 

buz oluşumun gerçekleştiği -40°C‘ ta kadar indirilir. Bu sayede su hücre içinden hüc-

re dışına doğru hareket eder ve sitoplazmanın konsantrasyonu artar. Sıcaklık aşağıya 

doğru inerken; yaklaşık -9°C‘ ta, buz çekirdekleri oluşmaya başlar, ancak sitoplaz-

manın konsantre hale gelmesi yüzünden hücre içinde buz oluşumu gerçekleşmez. 

Bunun tam tersi olarak, su oranı artan hücre dışı bölgelerde ise buz çekirdekleri olu-

şumu başlar.  

Gerçekleştirilecek çok hızlı bir soğutma, hücrelerin hem hızlı bir şekilde su 

kaybetmelerine hem de koligatif solüsyonlar yüzünden hasara uğramasına sebep ola-

caktır. Bu da hücrelerin canlılıklarını olumsuz etkiler. Çok yavaş bir soğutma oranın-

da ise, hücreler yeteri kadar dehidrate olamayacakları için, hücre içinde buz kristali 

oluşumu gerçekleşecektir. Yani, optimum bir soğutma oranı, hücrelerin canlılığı açı-

sından önemlidir (Reed ve Uchendu, 2008). 

Kontrollü soğutma; gövde uçları, kallus, embriyogenik kültürler, gibi bir çok 

farklı eksplantın kriyoprezervasyonunda (Reed, 2001; Ozudoğru ve ark., 2010) başa-

rıyla kullanılmaktadır.  

Kontrollü soğutma tekniğini 4 temel adımda incelenebilir: 

i. Önkoşullandırma adımları: Eksplantların kriyokoruma adımlarına hazırlan-

maları için gerekli koşulları tanımlamaktadır. Ayrıca bu adımlar, sıvı azot 

sonrasında canlılığın artması için de oldukça önemlidir. 
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ii. Kriyokoruma: Kriyoprezervasyon sonrasında canlılığın elde edilmesindeki 

temel adımdır. Bu adımdaki temel amaç, kriyoprezervasyon sırasında hücre-

lerde oluşabilecek hücre içi buz oluşumunu kriyokoruyucu muamelesi ile en-

gellemektir. 

iii. Sıvı azot içinde saklama: Eksplantların sıvı azot içine aktarılmaları ve en az 1 

saat süreyle bekletilmelerini tanımlamaktadır. 

iv. Çözme: Eksplantların sıvı azottan alınıp, besiyeri ortamına alınmaları ve ar-

dından canlılık testlerine tabi tutulmalarıdır. 

1.2.3.2.1 ÖnkoĢullandırma Adımları 

Yukarıda anlatıldığı gibi; eksplantları soğuğa alıştırmak, ozmotik aktif kim-

yasallarla kültürlemek ve stres önleyici ajanların kullanımı, eksplantların 

kriyodehidratasyonuna hazırlık için önemli bir adımdır. 

Soğuk Koşullarda Kültürleme 

Bu aşama, ılıman ve tropik iklimlerde yaşayan bitkilerin kriyoprezervasyon 

sonrasında hem canlılık (Sakai 1960; Sakai ve Nishiyama, 1978) hem de 

rejenerasyonun artması açısından çok etkili olmuştur (Reed, 1988). Böğürtlen bitki-

sinde yapılan çalışmada; kültürler hem soğuk koşullarda (-1°C, karanlık koşullar) 

hem de normal kültür şartlarında (22°C, 16/8 fotoperiyod) kültürlenmiştir. 

Kriyoprezervasyon sonrasında, soğuğa alıştırılmış örneklerde, soğuğa alıştırmamış 

örneklere oranla 2 kat fazla canlılık tespit edilmiştir. Armut bitkisinde yapılan benzer 

bir çalışmada da soğuk koşullarda kültürlenen bitkilerde kriyoprezervasyon sonra-

sında %95 canlılık elde edilirken normal sıcaklık koşullarında kültürlenen bitkilerde 

canlılık sadece %5 oranında olmuştur (Reed, 1990). 

Stres Önleyici Ajanlarla İnkübasyon 

Prolin , absisik asit (Bravo ve ark., 1998; Heino ve ark., 1990) veya trehaloz 

gibi stres önleyici ajanlar bu amaçla kullanılabilirler. Özellikle absisik asidin hücre 

içindeki su dengesini düzenleme rolü (Tanino ve ark., 1990) ve donmayı engelleyici 

kimyasalların salınımını indüklemesi (Lee ve ark.. 1991) kültürlerin geri kazanımı 

için önemli rol oynamaktadır. Mısır bitkisinde yapılan çalışmada ise, eksplantların 3-

4 gün boyunca %10 prolin ile inkubasyonunun geri kazanımı belirgin bir şekilde 
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arttırdığı gözlenmiştir (Whiters ve King, 1979). Kış buğdayının süspansiyon kültürle-

rinin 20°C‘ ta 5 gün boyunca 7,5 x 10
-5

 M ABA ile kültürlenmesi, kontrol bitkilerine 

oranla daha yüksek geri kazanım sağlamıştır (Chen ve ark, 1985). Ayrıca Triticum 

aesitvum L. zigotik embriyolarının 0,5 mg/l ABA ile kültürlenmesi de 

kriyoprezervasyon sonrası canlılığı arttırmıştır. Böğürtlen bitkisinde yapılan bir ça-

lışmada ise, sadece ABA ile kültürlemenin kriyoprezervasyon sonrası canlılığı belirli 

bir şekilde arttırmadığı, ancak 1 haftalık soğuğa alıştırma evresi sonunda canlılığın 

belirli bir şekilde arttığı gözlemlenmiştir (Reed, 1993). 

Gövde uçlarının 48 saat boyunca %5 DMSO ile kültürlenmesi de kullanılan 

bir başka önkültür yöntemidir. Çilek gövde uçları kullanılarak yapılan çalışmada sıvı 

azota aktarımdan önce 2 gün boyunca %5 DMSO ile kültürleme, kriyoprezervasyon 

sonrasında %95 oranında canlılığı sağlamıştır (Kartha ve ark, 1980). Ayrıca %7,5 

DMSO ile inkübasyondan önce 2 gün boyunca 0,5 M sorbitolde kültürlenen 

Arabidopsis ve tütün hücrelerinde %95 oranında geri kazanım elde edilmiştir 

(Menges ve Murray, 2004). Mısırda yapılan çalışmada ise, 3 veya 4 gün boyunca 0,3 

M mannitol ile kültürlenen süspansiyon kültürleri, kriyoprezervasyon sonrasında 

olumlu cevap vermiştir (Whiters, 1985). 

1.2.3.2.2 Kriyokoruma 

Kriyokoruyucu kimyasallar, kriyoprezervasyon sırasında hücrelerde oluşabi-

lecek ölümcül buz kristallerinin engellenmesi açısından çok önemlidir. DMSO, kont-

rollü soğutma protokolleri için en fazla kullanılan kriyokoruyucu kimyasallardan bir 

tanesidir. Belirli bir oran olmamakla birlikte, DMSO genelde besiyeri miktarının 

%10-15‘ i kadar kullanılır. DMSO‘nun bitkilerde ilk kullanımı, Quatrano tarafından 

Linum usitatissimum kültürlerinin kriyoprezervasyonunda görülmektedir (Quatrano, 

1968). Çalışmada, -50°C‘ ta DMSO ile muamele edilen kültürlerden, %14 oranında 

canlılık elde edilmiştir. Lovelock ve Bishop‘ a göre DMSO, geçerli donma sıcaklığı-

nı aşağıya çekmekte ve böylece buz kristali oluşumunu engellemektedir (Lovelock 

ve Bishop, 1959). Puccinelia distans bitkisinin %12,5 ve %15 DMSO oranı kullanı-

larak gerçekleştirilen kontrollü soğutma ile kriyoprezervasyonunda %95 canlılık elde 

edilmiştir (Heszky ve ark, 1990). Kullanılan diğer bir kriyokoruyucu L-prolindir. Zea 

mays bitkisinde besiyerine ilave edilen %2,5 ile %24 oranında L-prolin, 

kriyoprezervasyon sonrası canlılığın elde edilmesinde kullanılmıştır (Whiters ve 
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King 1979). Olumlu etkileri gözlenen diğer bir yaklaşım, hızlı bir şekilde hücre içine 

nüfuz eden kriyokoruyucularla, yavaş yavaş hücre içine giren kriyokoruyucuların 

birlikte kullanılmasıdır. Örneğin Saccharum sp.‘nin kallus kültürlerinde uygulanan 

bir protokolde %10 PEG, %8 Glikoz ve %10 DMSO karışımdan oluşan bir 

kriyokoruyucu solüsyon, kriyoprezervasyon sonrası canlılığın elde edilmesinde etkili 

olmuştur (Ulrich ve ark, 1979). Farklı kriyokoruyucuların düşük konsantrasyonlarda 

bir arada kullanılması, toksik etkilerin azaltılması açısından da onemlidir (Chen ve 

ark., 1984). Pinus roxburgh Sarg. ile yapılan çalışmada; somatik embriyoların 0,2 M 

sorbitol ve %5 DMSO ile muamele edilmeleri kriyoprezervasyon sonrasında en iyi 

canlılığı vermiştir (Malabadi ve Nataraja, 2006). Ayrıca PVS-2 (Sakai ve ark., 1990) 

(%30 gliserol, %15 etilen glikol, %15 DMSO, büyüme düzenleyicisi içermeyen MS 

taban besiyeri ve 0,4 M sukroz) kriyokoruyucu çözeltisinin de kullanımı Prunus 

kriyoprezervasyonunda olumlu sonuçlar sağlamıştır (Brison ve ark. 1995). 

1.2.3.2.3 Kriyodehidratasyon 

İki aşamalı soğutma yönteminde kriyodehidratasyon aşaması; dokuların ve 

hücrelerin programlanabilir soğutucunun yardımıyla, belirli oranlarda kademeli ola-

rak soğutulmasını içermektedir. Ayrıca, isopropanol gibi alkoller içeren özel kaplar 

da (Mr. Frosty
©

) 1°C/dak oranında soğutmayı sağlamak için kullanılabilmektedir.  

Hücre süspansiyon kültürleri için, genel olarak, -30°C‘ ye kadar 1°C/dak. ka-

demeli soğutma kullanılmaktadır. -40°C‘ a kadar 0,1°C/dak.‘ lık bir soğutma oranı; 

armut ve nane bitkileri için optimal bir dehidratasyon sağlamaktadır. Buna benzer 

olarak, Rubus germplazmasının korunmasında 0,3°C/dak.‘ lık bir soğutma oranı kul-

lanılırken nane gövde uçlarının kriyodehidratasyonunda 0,25°C/dak.‘ lık bir soğutma 

oranı kullanılmıştır. Ayrıca enkapsülasyon gibi diğer bitki doku kültürü tekniklerinin 

de kontrollü soğutmayla birlikte kullanılması iyi sonuçlar verebilmektedir. Enkapsüle 

edilmiş üzüm aksiller tomurcuklarının -100°C‘ a kadar 0,1°C/dak. kademeli soğu-

tulması, kriyoprezervasyon sonrasında, enkapsüle edilmeyenlere oranla daha yüksek 

canlılığın elde edilmesini sağlamıştır (Plessis ve ark, 1993). 

1.2.3.2.4 Çözme ve Geri Kazanım 

Çözme, başarılı bir kriyoprezervasyon için en kritik aşamalardan birisidir. 

Buz kristallerinin yeniden oluşmalarını engellemek için çözme olabildiğince hızlı 
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yapılmalıdır. Yapılan ilk çözme calışmalarında, 20°C‘ ta çözme en iyi sonuçları ver-

miştir. Arabidopsis hücre süspansiyon kültürleri 40°C‘ ta 3 dakika çözüldüğünde 

%90 oranında canlılık elde edilmiştir. Çam için de buna benzer olarak, 35°C‘ ta 5 

dakika çözme işlemi uygulanmıştır. 

1.2.3.3 Tek AĢamalı Dondurma Yöntemleri 

Tek aşamalı dondurma yöntemleri hücre içeriğinin vitrifikasyonu temeline 

dayanmaktadır. Bunu gerçekleştirmek için; etilen glikol tabanlı vitrifikasyon çözelti-

lerinin, PVS-2 ve PVS-3 (Nishizawa ve ark. 1993) (%40 gliserol, %40 sukroz ve MS 

besiyeri)  gibi vitrifikasyon çözeltilerinin kullanımı, fiziksel dehidratasyon, 

enkapsülasyon vitrifikasyon, enkapsülasyon - dehidratasyon ve damlacık - dondurma 

gibi yöntemler kullanılmaktadır.  

Tek aşamalı dondurma yöntemlerinde, dokuların vitrifikasyon çözeltileri ile 

yeteri kadar dehidrate edilmeleri ve bu sayede ölümcül buz oluşumunun engellenme-

si amaçlanmıştır. Dokuların vitrifikasyon çözeltileri olmadan soğutulmaları buz kris-

tallerinin oluşumuna neden olacak ve bu da dokuların ölümünü beraberinde getire-

cektir. Bu nedenle etilen glikol ve gliserol tabanlı vitrifikasyon çözeltileri (PVS-2 ve 

PVS-3 gibi) kullanılmaktadır.  

PVS-2 ve PVS-3 çözeltileri, sahip oldukları -100 °C‘ a kadar süper soğutulma 

yetenekleri nedeniyle, düşük sıcaklıklarda, dokularda vitrifikasyona neden olmakta-

dırlar. 

Buna göre vitrifikasyon, sıvıların yüksek konsantrasyonlu kriyokoruyucu çö-

zeltiler sayesinde, buz kristalleri oluşturmadan camsı bir yapıya geçmelerine verilen 

isimdir (Fahy ve ark. 1984). Sonuçta, buz kristallerinin oluşumu engellenecek ve 

dokuların canlılığı korunacaktır. Ayrıca vitrifikasyon esnasında, metabolik tepkime-

ler en alt seviyeye inecek ve bunu doğal bir sonucu olarak doku yıkımı engellenerek 

ve genetik stabilitenin korunması sağlanacaktır (Burke 1986). Ayrıca bu 

kriyokoruyucu çözeltilere ilave olarak, 0,4 M sukroz ve 2 M gliserol içeren LS 

(Loading Solution – Yükleme Solüsyonu) çözeltisi de, dokuların vitrifikasyon süreç-

lerine hazırlanmasında ozmokoruyucu olarak kullanılmaktadır. Bu çözelti dokular-

daki, dehidratasyon ve soğuk toleransının arttırması açısından oldukça önemli olduğu 

daha önceki çalışmalarda açıklanmıştır (Sakai ve ark. 1991; Nishizawa ve ark. 1992). 
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Vitrifikasyon prosedürlerinde de, kontrollü soğutmada olduğu gibi önkültür, 

ozmokoruma, sıvı azota aktarım ve çözme süreçleri bulunmaktadır. Protokol basitçe 

şu şekilde özetlenebilir: 

A. Bitkiden alınan eksplantların normal bitki büyütme koşullarında, 0,3 

M sukroz içeren besiyerinde önkültürlenir (Şekil 1-2 A). 

B. Eksplantlar kriyokoruyucu bir çözeltiyle (LS) 20-30 dakika 

ozmokorumaya tabi tutulurlar. Bu adımda hücrelerde, vitrifikasyon 

solüsyonlarının neden olacağı hasar engellenmeye çalışılır (Şekil 1-2 

B). 

C. Dehidratasyon: Ozmokoruyucu solüsyondan arındırılan eksplantlar bu 

adımda farklı sürelerde ve farklı sıcaklıklarda (0°C - 25°C) 1-2 mL 

vitrifikasyon solüsyonlarıyla (PVS-2 veya PVS-3 gibi) muamele edi-

lirler. Bu sürenin ardından kriyorokoruyucu solüsyon ortamdan çekilir 

ve tazelenir (Şekil 1-2 C). 

D. Hızlı dondurma: Eksplantlar sıvı azota (-196°C ) aktarılırlar. Bu or-

tamda en az 1 saat süreyle bekletilirler (Şekil 1-2 D). 

E. Çözme: Bu adımda eksplantlar 1-2 dakika boyunca 40°C su banyo-

sunda çözülürler (ısınma oranı yaklaşık: 250°C/dak.) (Şekil 1-2 E). 

F. Yıkama: Su banyosunda çözülen eksplantlar 1,2 M sukroz içeren sıvı 

besiyeri içerisine aktarılırlar ve kriyokorucu solüsyonların hücre dışı-

na atılmalarını sağlamak için 30 dakika boyunca muamele edilirler 

(Şekil 1-2 F). 

G. Besiyerine aktarım: 1,2 M sukroz içerisinde yıkanan eksplantlar 

rejenerasyon besiyerine aktarılırlar ve normal kültür ortamında canlı-

lıkları gözlenir (Şekil 1-2 G) 
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1.2.3.3.1 ÖnkoĢullandırma 

Önkültür aşamaları odunsu ve otsu bitkilerde farklılık göstermektedir. Odun-

su bitkilerde, +4 ile +5 °C koşullarında 3 haftalık önkültür süreci, elma ve armut bit-

kilerinde sıvı azot sonrasında canlılığı arttıran bir etken olarak raporlanmıştır (Niino 

ve ark. 1992). Yine elma bitkisinde yapılan başka bir çalışmada ise, 8 günlük soğuğa 

alıştırma süreci ardından 0,7 M sukroz içerisinde 1 gün süreyle kültürlenen gövde 

uçlarında yüksek seviyede canlılık elde edilmiştir .Önkültür aşamalarında sukroz 

dışında başka kimyasalların da kullanılmasının kriyoprezervasyon sonrasında canlılı-

ğı arttırdığı raporlanmıştır. Örneğin Ribes germplazmasının, 1 hafta soğuğa alıştır-

manın ardından %5 DMSO ile 2 gün boyunca kültürlenmesi kriyoprezervasyon son-

rasında en iyi canlılığı sağlamıştır (Reed 1992; Lou ve Reed 1997). 

Otsu bitkilerde ise, sadece ozmotik aktif şekerler ile yapılan önkültürleme sü-

reçleri rahatlıkla kullanılabilmektedir. 0.3 ve 0.7 M sukroz ilave edilmiş 

besiyerlerinde 1 veya 2 gün süreyle önkültürlenen gövde uçlarının sıvı azot sonrasın-

da yüksek canlılık gösterdikleri raporlanmıştır (Dereuddre ve ark. 1988). Önkültür 

sürecinin, şeker ve şeker alkolleri gibi endojen kriyokoruyucuların hücre içinde biri-

kimini teşvik ettiği ve membran stabilitesini arttırdığı da bildirilmiştir (Crowe ve ark. 

Şekil 1-2: Genel bir vitrifikasyon protokolünde izlenen adımlar.  
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1984 a,b). Kriyoprezerve edilen tütün gövde uçlarıyla yapılan bir çalışmada ise, 0.3 

M mannitol ile 1 gün boyunca kültürlenen hücrelerde ozmotik stresin yaptığı etkiler 

incelenmiştir. Önkültür sürecinde, absisik asit, prolin ve embriyogenezin son aşama-

larında sentezlenen bazı proteinlerin varlığı tespit edilmiş ve hücrelerin bu süreç içe-

risinde besiyerindeki mannitolu kullandıkları anlaşılmıştır (Reinhoud, 1996). 

Solemostemon rotundifolius bitkisinin tomurcukları ile yapılan çalışmada ise, 25°C‘ 

ta 0,3 M sukroz ile 3 gün boyunca önkültürlemenin en iyi rejenerasyonu verdiği tes-

pit edilmiştir (Niino ve ark., 2000). 

1.2.3.3.2 Ozmokoruma 

Bu adımda dokuların dehidratasyona karşı dirençlerini arttırmak amaçlan-

maktadır. Çünkü bazı otsu ve odunsu bitkilerde sadece şeker alkolleri kullanılarak 

yapılan önkültürleme süreçleri kriyoprezervasyon sonrasında istenilen canlılığı sağ-

lamamaktadır. Örneğin, LS kullanımıyla birlikte %50 PVS-2 uygulanmasının wasabi 

gövde uçlarının sıvı azot sonrasındaki canlılıklarını arttırdığı görülmüştür 

(Matsumoto ve ark. 1994). 

1.2.3.3.3 Vitrifikasyon AĢaması ve Sıvı Azota Aktarım 

Bu aşamada, eksplanlar belirli sürelerde vitrifikasyon çözeltilerine maruz bı-

rakılarak dehidrate olmaları sağlanmaktadır. Ancak, bu süre içerisinde 

kriyokoruyucuların toksik etkileri de göz ardı edilmemelidir. Bu nedenle 

vitrifikasyon çözeltilerinin eksplantlar üzerindeki uygulama süresi çok iyi optimize 

edilmelidir. En uygun etkileşim süresi hem eksplantları sıvı azota girmeden vitrifiye 

edebilmeli hem de onların canlı kalmalarını sağlamalıdır. Wasabi bitkisinin yaklaşık 

1 mm boyutlarındaki meristemleri 0.3 M sukroz ile önkültürlenmiş ve ardından, LS 

ile 20°C‘ ta 25 dakika inkube edilmiştir. Ardından eksplantlar, PVS-2 ile hem 0°C‘ 

de hem de 25 °C‘ ta farklı sürelerde inkübe edilerek kontrol ve sıvı azot grupları 

oluşturulmuştur. Meristemlerin rejenerasyon sonuçlarına bakıldığında PVS-2'nin 

meristemler üzerindeki toksik etkileri rahatlıkla görülebilmektedir. 25°C‘ ta 10 daki-

ka uygulama süresi sonunda sıvı azot gruplarında en yüksek rejenerasyon elde edil-

miştir. Ancak kontrol gruplarındaki rejenerasyon 10 dakika sonra azalmaya başla-

mıştır. Bu süre üzerindeki PVS-2 uygulaması ise, sıvı azot gruplarındaki canlılığının 

hızlı bir şekilde azaltmasın neden olmuştur.Aynı etki kontrol gruplarında da 20 daki-

kanın ardında gözlenmektedir. PVS-2'nin 0°C‘ ta uygulandığı diğer meristemlerde 
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ise farklı sonuçlar elde edilmiştir. Sıvı azot gruplarında en yüksek gövde oluşum ora-

nı ise 30 dakika PVS-2 uygulaması ile alınmıştır. Kontrol gruplarına bakıldığında 

rejenerasyon 30 dakikaya kadar azalma gösterirken ilerleyen sürelerde stabil kalmış-

tır.Bu bulgular incelendiğinde PVS-2'nin toksik etkileri rahatlıkla anlaşılmaktadır. 

23°C‘ ta PVS-2 uygulamasının meristemler üzerinde toksik etkisi fazlayken 0°C‘ 

taki PVS-2 uygulaması, meristemler uzerinde fazla bir toksik etki oluşturmamıştır 

(Matsumoto ve ark. 1994). 3 hafta boyunca 5°C‘ ta soğuğa alıştırılıp yine aynı sıcak-

lıkta 0,7 M sukroz besiyerinde 1 gün önkültürlenen elma gövde uçlarında en uygun 

PVS-2 uygulama süresi 25°C‘ ta 80 – 90 dakika arasında olmaktadır (Niino ve ark. 

1992). Camellia sinensis bitkisinde de benzer sonuçların elde edildiği raporlanmıştır. 

Dikkat edilmesi gereken başka bir husus da kullanılan meristemlerin boyutlarıdır. 0.5 

mm'den küçük meristemlere PVS-2 uygulanması toksik bir etki oluştururken, 3 

mm'den büyük meristemlerde ise daha uzun süre dehidratasyon gerekmektedir.  

Kriyoprezervasyon ise, polipropilen kriyoviallerdeki meristemlerin, doğrudan 

sıvı azota aktarılmalarıyla gerçekleştirilir. 

1.2.3.3.4 Çözme ve Geri Kazanım 

Sıvı azottan alınan meristemler sıcak su banyosunda 1-2 dakika süreyle çözü-

nür ve PVS-2'nin dokulardan dışarı atılmasını sağlamak için 1,2 M gibi yüksek 

sukroz konsantrasyonu içeren çözeltide yıkanarak rejenerasyon besiyerine aktarılır-

lar. Ancak çözme sürecinde dikkat edilmesi gereken nokta, dokuların deviitrfiye ol-

ma ihtimalleridir. Bu nedenle, çözme hızı iyi optimize edilmelidir. Bu aşamada do-

kuların canlılık ve rejenerasyonları incelenir. Rejenerasyon besiyerinin içeriği canlı-

lığı uyarması açısından çok önemlidir. Örneğin besiyerine aktif kömür ilavesi veya 

amonyum iyonları içermeyen (besiyerlerinin kullanımı, canlılığı tetiklemede etken-

dir. 

Çalışmalar; başarılı bir çözme sonrasında yeşil olarak elde edilen meristemle-

rin bir süre canlılık belirtisi göstermeden bekledikleri ve ardından rejenere oldukları-

nı göstermiştir (Yamada ve ark 1991; Niino ve ark 1992 a; Matsumoto ve ark. 1994). 

Bunlara ek olarak, histolojik analizler de dokulardaki canlılığın tespit etmek üzere 

kullanılmaktadır (Suzuki ve ark., 1997). 
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1.2.3.3.5 Enkapsülasyon – Dehidratasyon 

Bu teknik eksplantların sodyum aljinat kapsüller içersinde hapsedilmesine 

dayanan sentetik tohum teknolojisi ile birlikte kullanılmış (Redenbaugh ve ark. 1986) 

ve ilk olarak armut ve patates gövde uçlarının kriyoprezervasyonu için geliştirilmiştir 

(Dereuddre ve ark. 1990; Fabre ve Dereuddre 1990). Bu teknik, enkapsüle edilmiş 

eksplantların yüksek konsantrasyon da sukroz içeren sıvı ve ya katı besiyerlerinde 

önkültürlenmesi ve dehidrate (yatay akımlı kabin veya silika jel üzerinde) edilerek 

sıvı azota aktarılması aşamalarını içermektedir. Eksplantların enkapsüle edilmeleri 

canlı kalabilecekleri en düşük nem seviyesine kadar desike edilmelerine olanak tanır. 

Desikasyon yüzünden eksplantlardaki su içeriği azalacak ve bu da hücrelerin 

içindeki ölümcül buz oluşturacak su içeriğini azaltacağından eksplantların sıvı azota 

aktarımında vitrifikasyon gerçekleşecektir (Engelmann, 1997). Bu teknik günümüzde 

okaliptüs (Poissonnier ve ark., 1991), üzüm (Plessis ve ark., 1991), armut, havuç 

(Deruddre ve ark., 1991) gibi birçok farklı bitki çeşidi üzerinde uygulanmıştır. 

Enkapsülasyon – dehidratasyon tekniği genel olarak vitrifikasyon protokolleriyle 

benzerlik göstermektedir. Bu tekniğin genel vitrifikasyon protokolünden ayrıldığı en 

önemli kısım ise enkapsüle edilmiş eksplantların desikasyona maruz bırakılmalarıdır. 

Bu protokolün aşamalarını: (i) Önkültürleme (ii)Enkapsülasyon, (iii) Ozmokoruma, 

(iv) Dehidratasyon ve (v) Sıvı azota aktarma şeklinde özetlenebilir.  

Soğuğa alıştırma ve önkültürleme süreçleri, dehidratasyon aşaması için büyük 

bir önem taşımaktadır. Yapılan çalışmalar, bitki materyalinin fizyolojik durumunun 

dehidratasyonla olan ilişkisini göstermiştir. Sürekli alt kültürlenen bitkilerin meris-

temlerinin su içeriğinin sürekli alt kültürlenmeyenlere oranla daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir. Bu çalışmalar bize göstermiştir ki kriyoprezervasyon sonrasındaki canlılı-

ğın sağlanması eksplantların su içeriği ile bağlantılıdır. Önkoşullandırma sırasında 

soğuk ortamda kültürleme sıklıkla kullanılan bir yöntemdir (Matsumo ve Sakai 1995; 

Hirata ve ark 1996; Wu ve ark. 2001; Zhao ve ark 1999, 2001).  

Yüksek sukroz konsantrasyonunda kültürleme de yine farklı araştırıcılar tara-

fından kullanılmıştır (Decruse ve ark., 1999; Grospiecht ve ark., 1999). Bitkilerden 

alınan eksplantlar yüksek sukroz konstrasyonlarında önkültürlemek süretiyle kısmen 

dehidrate edilirler. Citrus madurensis bitkisinin gövde uçları sırasıyla önce 0,1 M 

sukroz besiyerinde ardından 0,3 M sukroz ve 0,5 M gliserol ile birlikte kültürlenmiş-
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lerdir (Cho ve ark., 2002). Kivi, çilek ve krizantem gövde uçları ise, bir veya birkaç 

gün boyunca yüksek oranda sukroz içeren besiyerlerinde kültürlenmişlerdir (Bachiri 

ve ark. 2001; Clavero – Ramirez ve ark 2005; Sakai ve ark. 2000).  

Enkapsulasyon ise bitki materyalinin sodyum aljinatla (genel olarak %3 ora-

nında) kaplanması ve 100 mM CaCl2 içeren MS besiyerinde polimerizasyonu süreci-

ne verilen isimdir (Gonzales-Arnao ve Engelmann, 2006). Bu süreç sonunda 

eksplantlar desikasyona karşı bir korumaya sahip olurlar.  

Ozmokoruma sürecinde sentetik tohumlar desikasyon ve kriyoprezervasyon 

öncesine yüksek sukroz konsantrasyonlarında bir süre kültürlenirler. Yapılan farklı 

çalışmalar, sentetik tohumların 0,5 ve 0,75 M sukroz içeren sıvı besiyerlerinde 16 – 

17 saat kültürlenebildiklerini göstermiştir (Paulet ve ark., 1993; Gonzalez – Arnao ve 

ark., 1993). Bazı türlerde sukroz kültürünün canlılık ve rejenerasyon üzerindeki 

olumsuz etkileri görülse de sukroz konsantrasyonunun kademeli olarak arttırılmasıy-

la bu sorun çözülebilir. Üzüm bitkisinde 0,25 M – 1 M sukroz konsantrasyonundaki 

kademeli artış sonucunda %80 oranında canlılık elde edildiği raporlanmıştır (Plessis 

ve ark., 1991). 

Dehidratasyon aşaması ise; sentetik tohumların yatay akımlı kabin içerisinde 

veya silika jel üzerinde desike edilmesine dayanmaktadır. Yatay akımlı kabinde yapı-

lan desikasyon ortamının nem içeriği ve sıcaklıkla doğrudan bağlantılı olduğu için 

elde edilen sonuçlar değişken olabilmektedir. Bu yüzden genellikle silika jel üzerinde 

yapılan dehidratasyon süreci tercih edilmektedir (Gonzales-Arnao ve Engelmann 

2006). Desikasyon sürecinde sentetik tohumun içerisindeki su içeriğinin %20‘ye 

düşürülmesinin canlılığı sağladığı raporlanmıştır. Ancak bu oran türden türe değişik-

lik gösterir. Armut gövde uçlarında %27‘lik su içeriği canlılık sağlarken (Scottez ve 

ark., 1992) elma bitkisinde bu oran %33‘ tür (Niino ve Sakai, 1992). 

Kriyoprezervasyon, sentetik tohumların 1,2 mL polipropilen kriyotüpler içeri-

sinde sıvı azota daldırılması ile gerçekleşir. Çözme işlemi de vitrifikasyon sürecine 

benzer bir şekilde iki ve ya üç dakika süreyle 40°C‘ taki su banyosunda gerçekleştiri-

lir. 

Alternatif olarak çözme süreci; oda sıcaklığında yavaş olarak da gerçekleştiri-

lebilir (Gonzales-Arnao ve Engelmann 2006). Ancak 40°C su banyosunda 2-3 dakika 



43 
 

 
 

süreyle çözme farklı araştırıcılar tarafından daha yaygın bir şekilde kullanılmıştır 

(Matsumoto ve Sakai, 1995; Matsumoto ve ark., 1995). Ayrıca bazı araştırıcılar to-

murcukların rehidrate olmaları için, 5-10 dakika boyunca sıvı besiyerinde yıkama da 

kullanmışlardır (Chang ve ark., 2000; Reed ve ark. 2006). 

1.2.3.3.6 Enkapsülasyon – Vitrifikasyon 

Bu yöntem, enkapsülasyon ve PVS-2 vitrifikasyon tekniklerinin avantajlarını 

birleştirmek amacıyla geliştirilmiştir (Matsumato ve Sakai, 1995). Bu teknik yukarı-

da anlatılan vitrifikasyon tekniklerine uygun olarak; soğuğa alıştırılan ve ozmo aktif 

şekerlerle önkültürlenen tomurcukların, %2 veya %3 sodyum aljinat içeren 

besiyerlerinde enkapsüle edilerek, PVS-2 ile inkubasyonuna dayanmaktadır (Fabbre 

ve Dereuddre, 1990). Bu teknik ile, statice (Matsumoto ve ark. 1998), nane, patates 

(Hirai ve Sakai, 1999), gentian (Tanaka ve ark., 2004), çilek (Hirai ve ark., 1998) 

gibi birçok bitkinin kriyoprezervasyonu başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir.  

1.2.3.3.7 Damlacık Dondurma ve Damlacık Vitrfikasyon 

 

Bu teknik, meristemlerin alüminyum folyolar üzerinde PVS-2 veya DMSO 

ile çeşitli sürelerde inkübasyonunu takiben, ultra hızlı bir şekilde dondurulmalarını 

tanımlamaktadır. İlk olarak patates gövde uçlarının kriyoprezervasyonunda 

(kriyokoruyucu olarak DMSO uygulanmıştır) kullanılmıştır (Schafer – Menhur ve 

ark., 1997). Daha sonra, kriyokoruyucu olarak, PVS-2 ozmo aktif çözelti kullanılarak 

muz (Musaceae) ve Colocasia esculenta var. esculenta bitkilerinde denenmiştir 

(Panis ve ark. 2005; Sant ve ark. 2008). Teknik temel olarak vitrifikasyon prosedür-

leriyle aynıdır. Ancak diğer vitrifikasyon süreçlerinden ayıran en temel özelliği, 

eksplantların yaklaşık 1 mm X 3 mm alüminyum folyolar üzerinde bulunan yaklaşık 

4 μl PVS-2 damlacıklarının içerisine yerleştirilmesi esasına dayanmaktadır.  

İşlem eksplantların 23°C‘ ta veya 0°C‘ ta belirli bir süre dehidratasyonunu ta-

kiben, folyoların içlerine sıvı azot doldurulmuş kriyoviallerin içine aktarılmaları ile 

gerçekleşir ve kriyoviallerin de sıvı azot tankına daldırılmasıyla, kriyoprezervasyon 

tamamlanır. Çözme işlemi ise 1,2 M sukroz besiyeri içerisinde 25°C‘ ta ultra hızlı bir 

şekilde gerçekleştirilir ve ardından eksplantlar rejenerasyon besiyerine aktarılır. 
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Damlacık dondurma ve vitrifikasyon tekniğinin en önemli özelliği, geniş bir 

genotip aralığındaki bitkilere uygulanabilmesidir (Leunufna ve Keller 2003,2005, 

Sakai ve Engelmann 2007; Sakai ve ark. 2008; Kim ve ark. 2006,2007). Teknik gü-

nümüzde en çok kullanılan kriyoprezervasyon yöntemlerinden birisidir.   

1.3 Sequoia sempervirens D. Don. (Endl.) 

1.3.1 KÖKENĠ VE YAYILMA ALANLARI 

Taxodiaceae ailesinin bir üyesi olan Sequoia genusunun, Kratese döneminde 

kalan, Rhombostrobus genusunun bir kolundan köken aldığı düşünülmektedir 

(LaPasha ve Miller, 1981). Sequoia genusu içinde günümüzde yaşayan tek tür ise S. 

sempervirens D. Don. (Endl.) olarak bilinmektedir (Chadefaud ve Emberger, 1960). 

Sequoia genusunun şu anki yayılım alanı Amerika Birleşik Devletleri (A.B.D.)‘ nin, 

güneybatı Oregon‘dan kuzeydoğu Kaliforniya‘ya kadar uzanan okyanusun 60 km 

üzerindeki pasifik sahilleridir.  

Alüvyonlu topraklarda yetişen S. sempervirens, Pseudotsuga menziesii, 

Chamaecyparis lawsoniana ve diğer konifer türleriyle birlikte bulunmaktadır (Little 

1980, Watson 1993). Ayrıca 19. yüzyılda bu türün ağaçları Avrupa‘ya ihraç edilme-

ye başlanmıştır. Türkiye'de de, 1950 yıllarından sonra ormancılık politikasındaki 

değişmeler ile yurtdışından tür ithaline izin verilmiş ve ithal edilen türlerden birisi de 

S. sempervirens olmuştur. 1972 yıllarında da Doğu Karadeniz sahili için adaptasyon 

denemelerine başlanan S. sempervirens'in sahil şeridine oldukça iyi uyum sağladığı 

gözlenmiştir (Eyüboğlu ve ark. 1995). 

1.3.2 GENEL ÖZELLĠKLERĠ 

S. sempervirens, sadece uzun ömürlü olması nedeniyle değil, sahip olduğu 

odunun üretkenliği ve kalitesi nedeni ile de oldukça önemli her dem yeşil bir konifer 

türüdür (Stokey, 1981).  

 Bu ağaçlar, 60 – 110 metre uzunluğunda olabilmektedir. Gövdeleri, geniş ve 

35 cm kalınlığında kırmızı – kahverengi, fibrilli bir kabuğa (bu kabğunun rengi ne-

deniyle bu ağalar İngilizcede ―Redwood‖ olarak da adlandırılırlar) sahiptir ve reçine 

kanalları içermez. Monopodial bir büyüme gösteren Sequoia sempervirens konik bir 

taç yapısına sahiptir. Dalları aşağıya doğru sarkmakta ve 1- 30 mm boyundaki yap-
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rakları her iki yüzünde de stoma içermektedir. Poliploid olan S. sempervirens 66 

kromozoma sahiptir (Stebbins, 1948). Birçok farklı varyeteleri tescillenmiş ve ticari 

olarak kullanıma sunulmuştur (Redher, 1958; Chaudun, 1977) 

 Bu ağacın üreme potansiyeli oldukça değişkendir, çünkü oluşturduğu tohum-

ların bir kısmı boştur veya sahip olduğu embriyolar yapısal olarak bozuktur, dolayı-

sıyla tohumların canlılığı %15 civarındadır, bunların da çoğu çimlenememektedir 

(Donnet, 1984; Bourgkard ve Favre, 1989). Bu düşük canlılık, tohumla beslenen 

hayvanlara karşı geliştirilen bir adaptasyondur. Tohum üretimi bitki 10 – 15‘li yaş-

lardayken başlar ve düzenli aralıklarla devam eder. Kanatlara sahip tohumlar 3,3 – 5 

mg arasında çok küçük ve çok hafiftirler. Tohumlar rüzgâr ile ana bitkiden ancak 60 

– 120 metre uzaklaşabilirler. Çimlenen tohumlar 20 metrelik uzunluğa 20 yıl gibi 

kısa bir sürede erişebilirler. Kozalakları 15 – 32 mm uzunluğunda ovoid bir yapıya 

sahiptir ve 15 – 25 spiral düzenlenmiş tohum içermektedir. Kış aylarında tozlaşmaya 

başlayan bitkilerin tohumları 8 ila 9 ay sonra olgunlaşır. 

S. sempervirens ayrıca dünya üzerindeki en geniş hacimli, en yüksek ve en 

yaşlı canlılarından da bir tanesidir. 1998 yılında Steve Sillet ve Michael Taylor tara-

fından California Redwoods Eyalet Parkında keşfedilen Del Norte Titan, 10447m
3
 

‘lük hacmi ve 93.57 metre uzunluğuyla dünyanın en fazla hacme sahip ağacıdır (Van 

Pelt, 2001). Sekoyaların dünya üzerindeki en uzun ağaçlardan biri olabileceği düşü-

nülmektedir. Şimdiye kadar tespit edilen en uzun sekoya olan Hyperion, 115.55 m 

boyundadır ve Redwood Ulusal parkında bulunmaktadır. Elimizdeki bulgular, seko-

yaların 2000 yıl yaşayabildiklerini göstermiştir. Fritz tarafından Kuzey 

Kalifroniyadaki bir ağacın yaş halkaları ölçüldüğünde ağacın 2200 yaşında olduğu 

ortaya çıkmıştır (Brown, 1996). Başka bir ağacın halkaları ölçüldüğünde ağacın 1935 

yaşında olduğu anlaşılmıştır. 

1.3.3 KULLANIMI 

S. sempervirens, düşük çimlenme oranları ve genç ağaçların soğuğa karşı has-

sasiyeti nedeniyle, uzun yıllar ticari amaçlar için kullanılamamıştır. Bununla beraber, 

çok soğuk geçen kış mevsimlerine dayanabilen olgun ağaçlar, yeniden ormanlaştırma 

çalışmaları için en uygun tür olarak göze çarpmaktadır (Donnet, 1984). Ayrıca bu 

ağaçlar; patojenlere karşı olan dirençleri (Dufrenoy, 1922; Bull, 1951; Gale, 1962; 

Roy, 1966) ve uzun ömürleri nedeniyle endüstriyel olarak da kullanıma oldukça uy-
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gundurlar. Sahip olduğu yüksek kaliteli odun ve biyokütlesi; endüstride, kereste ve 

ağaç işlerinde kullanılmaktadır (Panshin ve ark., 1964). 

1.3.4 UYGULANAN KORUMA PROGRAMLARI 

1800‘ lü yıllarda, Avrupa‘dan Amerika‘ya doğru başlayan gocler nedeni ile 

Amerika kıtası uzerinde yeni yerleşim alanları acılmaya başlanmıştır ve alanların 

açılabilmesi için bolca keresteye ihtiyac duyulmuştur. Sahil sekoyası ise sahip oldu-

ğu kolay işlenebilen kaliteli odunu nedeniyle en çok kesilen ağaç olmuştur. Sekoya 

kesiminin başladığı 1850‘li yıllara kadar 800 bin hektarlık sekoya ormanları bulun-

maktaydı. Bundan sonraki 60 yıl içinde Avrupa‘dan göç edenler yüzünden bu sayı 

yüzlerce hektara kadar inmiştir. 1910‘ların sonunda antik sekoya ormanlarının nere-

deyse hepsi kesilmişti.  

1918 yılında Amerikan doğal tarih müzesi palentolojisti Henry Fairfield 

Osborn, New York Zooloji Cemiyetinden Madisson Grand ve Kaliforniya 

Universitesinden John Meriam,  Redwood‘ları Kurtarma Cemiyetini (Save the 

Redwoods Leauge) kurmuştur. Bu topluluk kar amacı gutmeyen bir organizasyon 

olup bu ağaçları korumak için Kaliforniya bolgesindeki sekoya ormanlarını satın 

almaya başlamıştır. Bağışlar ve bütçe desteği sayesinde topluluk 1920 ve 1960‘lı 

yıllar arasında 400 bin hektar sekoya ormanı satın almıştır. Bu çabalar sonucunda 

1920‘li yıllara kadar Jedediah Smith Redwoods State Park, Del Norte Coast 

Redwoods State Park, Prairie Creek Redwoods State Park ve Humboldt Redwoods 

State Park gibi parklar kurulmuştur.  

Günümüze kadar bu topluluk Redwood‘ların korunması için calışmaya de-

vam etmiştir. Günümüzde orijinal Sekoya ormanlarının ancak %10‘luk bir kısmı 

kurtulabilmiştir. Bu kalan kısım ise tamamen in situ koruma programları ile korun-

maktadır. 1994 yılında Kaliforniya sahil bölgesi dünya mirası listesine alınmış ve 

buradaki sekoya parkları ―biyosfer rezervi‖ adı ile adlandırılmıştır. Ayrıca günümüz-

de Sekoya ağacları IUCN kategorilerine gore ―Kaybolma tehlikesi taşıyan, 

Vulnerable‖ olarak, biyoceşitliliği tehlikede olan türler sınıfına alınmıştır 

(www.savetheredwoods.org). 
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1.3.5 YAPILAN ÇALIġMALAR 

S. sempervirens ile yapılan ilk in vitro kültür çalışması, Restool (1956) tara-

fından gövde ucu segmentlerinin in vitro koşullara adaptasyonunu incelemekle ger-

çekleştirilmiştir. Ardından Murashige (1977), in vitro gelişimi arttırmak ve köklen-

miş bitkicikler elde etmek için besiyeri formülasyonu geliştirmek için çalışmıştır. Bu 

ilk çalışmaları takip eden yıllarda, Sequoia sempervirens bitkisinde in vitro 

rejenerasyon birçok araştırıcı tarafından gövde, embriyo, kotiledonlar ve hipokotil 

gibi farklı eksplant türleri kullanılarak bütün yönleriyle çalışılmış (Thorpe ve ark., 

1991), gövde eksplantları kullanılarak elde edilen kültürlerin, çoğalmaları, uzamaları 

ve köklenmeleri incelenmiş (Walker, 1986; Fouret ve ark. 1986; Fouret ve ark., 

1989). Mikroçoğaltım, gövde, yaprak, olgunlaşmamış embriyo gibi birçok farklı 

eksplantlarla da denenmiştir (Que, 1983; Walker ve ark., 1985; Fouret ve ark., 1988; 

Hunter ve O'Donnel, 1989; Sul ve Korban 1994, 2005; Chen ve ark., 2003; Hu ve 

ark., 2003). 

 Farklı sitokininlerin (BA (Walker ve ark. 1985; Fouret ve ark. 1989), Kinetin 

(Boulay, 1987; Ball ,1987) ve BPA (Ball, 1987)) gövde çoğalması üzerindeki etkileri 

de pek çok araştırıcı tarafından incelenmiştir. Ancak Ill Whan Sul ve arkadaşları 

(1994), 5 farklı genotipteki S. sempervirens bitkiciklerinde farklı sitokininleri karşı-

laştırmalı olarak deneyerek in vitro rejenerasyon kapasitesini incelemişlerdir. Bu 

çalışmada; Zeatin, Kinetin, TDZ, 2-Ip, BA, BPA ve BA+AH (Adenin hemisülfat) 

bitki büyüme düzenleyicileri değişik konsantrasyonlarda kullanılmış ve tüm 

genotipler incelendiğinde 15 µM zeatin konsantrasyonun 3 farklı klon için en iyi 

proliferasyonu sağladığı belirlenmiştir. İkinci en yüksek proliferasyon ise 2-IP ile 

sağlanırken, TDZ kullanılan klonlarda nekroz olduğu belirlenmiştir. Adenin 

hemisülfat ilavesi ise, gövde proliferasyonunu azaltıcı bir etki göstermiştir, Bir başka 

çalışmada in vitro çoğaltım için MS besiyerine (Murashige ve Skoog ,1962) 2.2 x 10
-

6
 M BA ve 5 x 10

-8
 M NAA ilave edilmiş (Boulay, 1989), elde edilen aksiller tomur-

cukların uzaması için ise, eksplantlar 20 gr/lt AK içeren MS besiyerine aktarılmıştır 

(Boulay, 1987).  

 Aynı araştırıcılar 3 farklı genotipteki sekoya bitkilerinin yaprakları değişik 

konsantrasyonlarda (0,5, 10, 15 ve 20 µM BA ile BPA ve 0, 0,1, 0.5 ve 1  µM 2,4-D) 

ile inkübe ederek direk organogenezi incelemiştir. Çalışma sonucunda 3 farklı 
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genotipin de farklı sonuçlar verdiği, ancak besiyerine 2,4-D ilavesinin tüm 

genotiplerde organogenez verimini arttırdığı ve adventitif tomurcuk gelişimini etki-

lediği belirlenmiştir. Ayrıca BPA ile kombine edilen 2,4-D 'nin BA' ya göre daha iyi 

proliferasyon verdiği gözlenmiştir. 

 Gerçek ve Şahin (2002) tarafından yapılan bir çalışmada ise, farklı indol 

butirik asit (IBA) (3, 3,5, 3, 2,5 mg/lt) ve indol asetik asit (IAA) (2, 1.5, 1, 0,5 mg/lt) 

konsantrasyonlarının köklenme ve gövde oluşumu üzerine etkileri incelenmiştir. Ça-

lışma sonucunda, 1 mg/lt IAA ve 4 mg/lt IBA konsantrasyonlarının, köklenme ve 

gövde gelişimi üzerinde olumlu etki yaptığı sonucuna varılmıştır.  

1.4 TEZĠN AMACI VE LĠTERATÜRE KATKISI 

Genel bilgiler bölümünde de anlatıldığı gibi, mikroçoğaltım amacıyla yapılan 

farklı in vitro çalışmalara rağmen, sekoya bitkisi günümüzde yalnızca ―Jedediah 

Smith Redwoods State Park‖, ―Del Norte Coast Redwoods State Park‖, ―Prairie 

Creek Redwoods State Park‖ ve ―Humboldt Redwoods State Park‖ gibi biyosfer re-

zervlerinde in situ koruma programları ile korunmaktadır. Yine biyoçeşitliliği koru-

ma yöntemlerinde belirtildiği üzere in situ koruma stratejileri yangın, patojen saldırı-

sı, kötü iklim koşulları gibi doğal etkenlere açıktır. Ayrıca sekoya tohumlarının gös-

terdiği düşük canlılık hem bu ağaçların tohum bankalarında saklanmasını engelle-

mekte hem de in situ koruma stratejileri için bir sorun teşkil etmektedir. 

Bununla beraber; orta süreli saklamayı sağlayan yavaş büyütme ve uzun süreli 

saklamayı sağlayan kriyoprezervasyon gibi in vitro koruma yöntemleri, 

germplazmaların hem kısıtlı bir alanda korunması hem de genetik kararlılığın kontrol 

edilmesini sağladıklarından, çevre şartlarına açık olan in situ koruma yöntemlerinde 

karşılaşılan sorunları ortadan kaldırma potansiyeli sayesinde son yıllarda geleneksel 

yöntemlere tamamlayıcı olarak yaygın bir şekilde kullanılmaktadır.  

Sekoya bitkisinde in vitro rejenerasyon yöntemlerinin daha önce çalışılmış ol-

ması da orta ve uzun süreli koruma tekniklerinin bu bitkide uygulanması için kolay-

laştırıcı bir etkendir. Ancak günümüzde konifer türlerinde uzun süreli saklama 

(kriyoprezervasyon) çoğunlukla kontrollü soğutma yöntemleri ile embriyonik kültür-

ler üzerinde uygulanmaktadır.  Tek aşamalı dondurma yöntemlerinin konifer türleri 

üzerinde uygulanmasına dair çok az çalışma bulunmaktadır. Bu yüzden bu tez çalış-



49 
 

 
 

ması hem konifer bitkileri üzerinde yapılan ilk tek aşamalı dondurma çalışmaların-

dan biri hem de sekoya bitkisi üzerinde yapılan ilk in vitro koruma çalışması olacak-

tır. Bu nedenle çalışma, konifer bitkileri üzerinde uygulanacak olan tek aşamalı 

kriyoprezervasyon yöntemlerine öncülük edecektir. 
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2 GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1 GEREÇLER 

2.1.1 BĠTKĠ MATERYALĠ 

Sequoia sempervirens (D. Don.) Endl. in vitro gövde kültürleri, Floransa 

(İtalya)‘ da bulunan elit bir ağaçtan alınan apikal gövde uçlarının 1 mg/lt BA içeren 

MS besiyerine aktarılması ile elde edildi. Elde edilen in vitro gövdelerin periyodik alt 

kültürleri 4 haftada bir taze besiyerine aktarılması yoluyla yapıldı. Tez kapsamında 

yapılan bütün deneylerde bu kültürlerden elde edilen apikal ve bazal tomurcuklar ile 

tüm gövdeler kullanıldı (Şekil 2-1). 

2.1.2 TEZ KAPSAMINDA KULLANILAN SARF MALZEMELER 

VE CĠHAZLAR 

Bitki materyallerinin alt kültürlenmesi ve deneylerin yürütülmesinde Duchefa 

firmasından temin edilen Vitrovent ® kültür kapları (200 ml kapasiteli) ile Sigma 

firmasından temin edilen bebek maması kapları (170 ml kapasiteli) ve cam petri kap-

ları (9 cm Ø, 30 ml kapasiteli) kullanıldı. Tüm kültür kapları ve deneyler için gerekli 

olan cihazlar ve sarf malzemelerinin ve cihazların listesi çizelgede ve şekilde veril-

miştir (Çizelge 2-1, Çizelge 2-2, Şekil 2-2). 

 

 

 

 

 

 

 

Doku kültürü deneyleri steril kabin içerisinde gerçekleştirildi ve kullanılan 

bistüri, pens gibi malzemelerin sterilizasyonunda kuru sterilizatör kullanıldı.  

Şekil 2-1: Çalışmada kullanılan Sequoia sempervirens bitkileri. (A) Bebek maması 
kaplarında kültürlenmiş bitkiler. (B) Yatay akımlı steril kabin altında alınmış çok-
lu gövdeler. (C) Deneylerde kullanılan apikal ve bazal tomurcukları içeren bitki. 

C B A 
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Çizelge 2-1: Deneylerde kullanılan kimyasal sarf malzemelerinin listesi. 

 

 

Çizelge 2-2: Çalışmada kullanılan gereçler. 

 

 

 

Kimyasal Adı Üretici Firma 

Etanol Prolab Kimya 

Myo-Inositol Sigma I-3011 

Thiamine HCl Sigma T-3902 

Nikotinik Asit Sigma N-0765 

Piridoksin HCl Sigma P-8666 

L-Glisin Merck K 27061401 

Sukroz Merck L 01614 

Gelrite Merck G 1101 

NaOH Merck  06462 

 
DMSO Merck 1.02952 

Gliserol Merck 1.04093 

Etilen Glikol Merck 1.00949 

Cihaz Adı Cihazın Markası 

+4 °C Buzdolabı Indesit 

-20 °C Buzdolabı Indesit 

Analitik Terazi Sartorius BL3100 

Bitki Büyütme Odası BOTES Klima Taahüt San. ve Tic. Ltd. 

Şti. 
Hassas Terazi Sartorius BL2105 

Manyetik Karıştırıcı Schoot 

Heidolph 

Otoklav Hirayama  

HVE-50 

PH metre WTW pH526 

Sterilizatör Sigma S-3273 

Yatay akımlı  

 

 

 

 

kabin 

Heraeus 
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ġekil 2-2 : Deneylerde kullanılan cihazlar. (A) Manyetik karıştırıcı. (B) pH 

metre. (C, D) Bitki doku kültürü odası. (E) +4°C ve -20°C dolaplar. (F) Sıvı 

azot tankı 

A B 

C 

D 

E 

F 



53 
 

 
 

2.2 YÖNTEM 

2.2.1 BESĠYERĠ ĠÇERĠĞĠ VE KÜLTÜR ġARTLARI 

 Çalışmalarda kullanılan tüm besiyerleri şeker olarak 30 gr/lt sukroz ve katı-

laştırıcı olarak 3 gr/lt gelrite veya 7 gr/lt agar içermekteydi. Besiyerlerinin pH‘sı 

otoklav öncesinde 1 N NaOH veya HCl kullanılarak 5,8 – 6,0‘ a ayarlandı. Sequoia 

sempervirens bitkileri, 1 mg/lt BA içeren MS besiyerinde 16/8 saat fotoperiyod ara-

lığında, 23°C koşullarda ve bitki büyütme odasında kültürlendi.  

 Orta süreli saklama deneyleri için MS0, 1 mg/lt BA içeren MS, QL0, 1 mg/lt 

BA içeren QL yarı katı besiyerleri kullanıldı. 

 En iyi rejenere olabilen tomurcuk çeşidi ve en uygun rejenerasyon besiyerinin 

belirlenmesi amacıyla 6 farklı besiyeri MS0, 1 mg/lt BA içeren MS, 20 gr/lt AK içe-

ren MS, QL0, 1 mg/lt BA içeren QL, 20 gr/lt AK içeren QL)  denenmiştir. Deneyler-

de kullanılan tüm besiyerleri otoklav kullanılarak 121°C ‗ta 20 dakika steril edilmiş 

ve yatay akımlı kabin altında kültür kaplarına döküldü. 

2.2.2 SENTETĠK TOHUMLARIN HAZIRLANMASI 

Sentetik tohumlar Redenbaugh ve ark. (1986) tarafından geliştirilen yönteme 

göre hazırlandı. Buna göre (Şekil 2-3): 

 Hâlihazırda CaCl2 içeren yarı katı MS besiyerinde kültürlenen 

tomurcukların kalsiyumdan arınmaları için 5 dakika boyunca CaCl2 

içermeyen 0,4 M sukroz içeren sıvı MS besiyeri ile hazırlanan 

besiyerinde yıkandı. 

 Tomurcuklar daha sonra 0,4 M sukroz içeren sıvı MS besiyeri ile 

hazırlanan Na- aljinat solüsyonu ile 20 – 30 dakika muamele edildi. 

 Bu sürenin sonunda Na – Alg solüsyonu otomatik pipet yardımıyla 

alınarak her damlada 1 tomurcuk olacak şekilde damla damla, 100 

mM CaCl2 çözeltisine aktarıldı ve 20 – 30 dakika süreyle kapsüllerin 

sertleşmesi için bekletildi. 
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A 

ġekil 2-3 : S. Sempervirens apikal veya bazal tomurcuklarını içeren Sentetik 

tohumların hazırlanma süreci: (A) Enkapsüle edilecek olan apikal veya bazal 

tomurcuklar. (B) Tomurcukarın CaCl2 içermeyen besiyerinde 5 dakika süreyle 

yıkanmaları. (C) Süzülen tomurcuklar. (D) Tomurcukların %3 Na-aljinat ve 0,4 

M sukroz içeren MS besiyerinde bekletilmeleri. (E) Tomurcukların otomatik 

pipet yardımıyla 100 mM CaCl2 içeren çözeltiye damla damla aktarılmaları. (F) 

Ca-aljnat kapsüllerin oluşması. (G) Süzülmüş sentetik tohumlar. (H) Tek bir 

tomurcuk içeren sentetik tohum. 

B C 

D E F 

G H 
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 Sertleşen sentetik tohumlar steril süzgeç yardımıyla toplandı ve steril 

dH2O ile 1 – 2 kez yıkandı. 

 Süzgeçten alınan sentetik tohumlar yavaşlatılmış büyütme veya 

kriyoprezervasyon deneylerinde kullanıldı. 

 

2.2.3 ORTA SÜRELĠ SAKLAMA 

2.2.3.1 Gövde Kültürlerinin Saklanması 

Standart bitki büyüme koşullarında (23°C, 16/8 saat fotoperiyod) alt kültür-

lenen bitkilerden alınan yaklaşık 1 cm boyundaki tekli gövdeler, 4 farklı besiyerine 

(MS 0, 1 mg/lt BA içeren MS, QL 0 ve 1 mg/lt BA içeren QL) aktarıldı. 2 hafta sü-

reyle kültürlenen bitkiler daha sonra karanlık koşullarda +4°C‘ ye kaldırılıp 15 ay 

süreyle saklandılar (Şekil 2-3 A, B). Saklama süresince, 3 aylık periyotlarda, bir grup 

gövde kültürü standart bitki büyüme şartlarına geri alınarak bitki gelişimleri gözlen-

di. 

2.2.3.2 Sentetik Tohumların Saklanması 

In vitro gövde kültürlerinden izole edilen apikal ve bazal tomurcuklar 1 mg/lt 

BA içeren taze MS besiyerlerine alınarak +4 °C‘ ta ve karanlık koşullarda soğuğa 

alıştırıldı. Daha sonra 0,5 M sukroz içeren MS besiyerinde 24 saat süreyle standart 

büyüme koşullarında ön kültürlendi (Şekil 2-4 A, B). Bunu takiben yukarıda ayrıntılı 

olarak tarif edilen protokole uygun olarak hazırlanan sentetik tohumlar,  MS 0, 1 

mg/lt BA içeren MS, QL 0 ve 1 mg/lt BA içeren QL besiyerlerine aktarıldılar ve 15 

ay süreyle +4 °C‘ ta saklamaya alındılar(Şekil 2-4 C, D). Gövde kültürlerinde olduğu 

gibi, burada da her 3 ayda bir, bir grup sentetik tohum standart büyüme koşullarına 

geri alınarak tohum çimlenmesi ve bitki gelişimleri izlendi. 
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2.2.4 UZUN SÜRELĠ SAKLAMA 

Kimyasal vitrifikasyona dayalı üç farklı tek-aşamalı dondurma tekniği S. 

sempervirens apikal ve bazal tomurcuklarının uzun süreli saklanması için denendi. 

Denenen yöntemler: (a) vitrifikasyon (b) enkapsülasyon – vitrifikasyon ve (c) damla-

cık dondurma. Ayrıca sıvı azotta saklanmaya karşı toleransın arttırılması amacıyla, 

kriyokoruma öncesindeki soğuğa alıştırma ve sukroz önkültürü basamaklarının etki-

leri de araştırıldı.  

2.2.4.1 Soğuğa AlıĢtırma ve Önkültür ġartlarının Belirlenmesi 

Son altkültürden 14 gün sonra alınan gövdeler +4°C, karanlık koşullara alındı 

ve 1, 2, 3 veya 4 hafta boyunca soğuğa alıştırıldı. Daha sonra bu bitkilerden alınan 

apikal, aksiller ve bazal tomurcuklar 6 farklı besiyerine (MS 0, 1 mg/lt BA içeren 

Şekil 2-4 : In vitro gövde kültürlerinin ve apikal ve bazal tomurcukları içeren 
sentetik tohumların orta süreli saklanması. (A, B) +4°C’ a aktarılan yaklaşık 1 
cm uzunluğundaki tekli Sequoia sempervirens gövdeleri. (C, D) +4°C’ a aktarılan 
apikal ve bazal tomurcukları içeren sentetik tohumlar. 

B 

C 
D 

A 
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MS, 20 gr/lt AK içeren MS, QL 0, 1 mg/lt BA içeren QL ve 20 gr/lt AK içeren QL) 

aktarıldı ve standart büyüme koşullarında kültürlendi. Eksplantların 4 haftalık büyü-

me periyodu sonucundaki canlılık ve rejenerasyon oranları belirlenerek en uygun 

soğukta bekletme koşulu belirlendi. 

 Önkültür şartlarının optimizasyonu amacıyla soğuğa alıştırılan veya alıştırıl-

mayan, apikal ve bazal tomurcuklar 0,12 – 0,25 – 0,5 M sukroz içeren QL  

besiyerinde 24 – 48 veya 72 saat süreyle standart büyüme koşullarında kültürlendi. 

Ardından tomurcuklar 20 gr/lt AK içeren QL rejenerasyon besiyerine aktarıldı. To-

murcukların canlılık ve rejenerasyon oranları 4 haftalık ilk altkültür periyodu sonu-

cunda kaydedildi ve optimal sukroz önkültür koşulları belirlendi. 

2.2.4.2 Vitrifikasyon 

Tek aşamalı kriyoprezervasyon tekniklerinden biri olan vitrifikasyon, soğuğa 

alıştırma ve sukroz ön kültür süreçlerinin ardından 2mL'lik kriyoviallere aktarılan 

tomurcukların (15 tomurcuk/kriyovial) önce 30 dakika boyunca LS, ardından da 15, 

30, 45, 60..., 180 dakika arasında 0°C‘ ta PVS-2 ile muamele edilmeleri ile gerçek-

leştirildi. Bu süreçlerin ardından tomurcuklar 2 farklı gruba ayrıldı. İlk grup 0,6 ml 

taze PVS-2 ile inkübe edilerek doğrudan sıvı azota daldırılırken, ikinci grup kontrol 

olarak kullanıldı ve buna göre PVS-2 uygulamasının ardından 1,2 M sukroz içeren 

MS besiyeri ile 25°C‘ ta 20 dakika boyunca yıkanarak 20 gr/lt AK içeren QL 

rejenerasyon besiyerine aktarıldı ve standart büyüme koşullarında kültürlendi. 

 Sıvı azota giren tomurcuklar ise en az 1 saatlik saklama süresinin ardından 

40°C su banyosunda 2 dakika bekletilerek çözüldü. Ardından 1,2 M Sukroz içeren 

sıvı MS besiyerinde 30 dakika yıkanarak,  20 gr/lt AK içeren QL rejenerasyon 

besiyerine aktarıldı (Şekil 2-5). 

2.2.4.3 Enkapsülasyon Vitrifikasyon 

 Soğuğa alıştırma ve sukroz önkültür optimizasyonlarını takiben tomurcuklar 

daha önce anlatıldığı şekilde enkapsüle edildi ve elde edilen sentetik tohumlar 2mL 

kriyovialler içerisinde (5-6 sentetik tohum/kriyovial) vitrifikasyon protokolünde ol-

duğu üzere önce 30 dakika boyunca oda sıcaklığında LS ile, daha sonra da 15, 30, 

45, 60..., 180 dakika arasında 0°C‘ ta PVS-2 ile muamele edildi.  
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 Örnekler daha sonra kontrol (SA-) ve sıvı azot (SA+) grupları olarak ikiye 

ayrıldı. Sıvı azot grupları taze PVS-2 eklenerek doğrudan sıvı azot içine daldırılmış 

ve en az 1 saat süreyle sıvı azot içinde bekletildi. Ardından 40°C‘ ta sıcak su banyo-

sunda 2 dakika süreyle çözülen sentetik tohumlar 1,2 M sukroz besiyeri ile 30 dakika 

yıkanarak 20 gr/lt AK içeren QL rejenerasyon besiyerine aktarıldı. Kontrol grupları 

ise sıvı azota aktarılmadan doğrudan MS + 1,2 M Sukroz besiyerinde çözülüp 20 

gr/lt AK içeren QL besiyerine aktarıldılar (Şekil 2-5). 

2.2.4.4 Damlacık Dondurma 

Önceden hazırlanmış steril alüminyum folyolar (yaklaşık 5 X 15 mm boyutla-

rında) petri kaplarına alındı ve sıcaklıklarının 0°C olması için, buz şarjlarının üzerine 

yerleştirildi. Her bir folyo üzerine her biri yaklaşık 4 – 5 µl miktarında 3 damla PVS-

2 damlatıldı. Soğuğa alıştırma ve önkültür süreçlerinden geçen tomurcuklar her dam-

lada 1 tomurcuk olarak şekilde PVS-2 damlacıklarının içine yerleştirildi ve 0°C‘ ta 

15, 30, 45, 60..., 180 dakika boyunca muamele edildi. Daha sonra sıvı azotta sakla-

nacak örnekler, üzerinde 3 tomurcuk içeren 1 alüminyum folyo olmak üzere önceden 

soğutulmuş 2 ml‘lik kriyoviallere aktarıldı ve doğrudan sıvı azota daldırıldı. En az 1 

saat süreyle sıvı azotta bekletilen örnekler, saklama süresi sonucunda sıvı azottan 

alınarak oda sıcaklığında 1,2 M sukroz çözeltisi içerisinde 30 dakika boyunca yıka-

narak 20 gr/lt AK içeren QL içeren besiyerinde standart büyüme koşullarına aktarıl-

dı.  Kontrol grubu ise, PVS-2 ile inkübasyon sonrasında 1,2 M sukroz besiyerinde 

yıkanarak rejenerasyon besiyerine aktarıldı (Şekil 2-6).  
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ġekil 2-5 : Enkapsülasyon – Vitrifikasyon ve Vitrifikasyon tekniklerindeki 

adımlar: (A, B) Enkapsüle edilen eksplantlar ve kullanılan tomurcuklar (C) 

Eksplantların 1,2 mL LS ile 25 °C‘ de inkübe edilmesi ve eksplantların 0°C‘ ta 

PVS-2 ile 15, 30, 45, ... 180 dakika sürelerle etkileşime sokulmaları. (D) Sıvı 

azota aktarım. (E) 40°C ‗ta 1, 2 dakika süreyle çözme. (F) Eksplantların 1,2 M 

sukroz ile 30 dakika süreyle yıkanmaları (G). Bu Eksplantların 20 gr/lt AK içe-

ren QL rejenerasyon besiyerine aktarılmaları. 

A B 

C 
D 

E F 

G 
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ġekil 2-6 : Damlacık dondurma yöntemi ile S. sempervirens bitkisinin apikal 

ve bazal tomurcuklarının kriyoprezervasyonu. (A) Önkültür sürecinden gelen 

tomurcuklar. (B)     Steril alüminyum folyolar. (C)  Yaklaşık 4 mikrolitre PVS-

2 damlatılan alüminyum folyolar. (D) Tomurcukların damlacıkların içine yer-

leştirilmesi. (E) 15-180 dakika süreyle 0°C‘ ta inkübe edilmeleri. (F) İçinde 

sıvı azot bulunan 2mL‘lik kriyoviallere koyulan alüminyum folyolar. (G) Doğ-

rudan sıvı azota aktarılma. (H) Sıvı azottan alınan tomurcukların hızlı bir şe-

kilde 1,2 M sukroz içeren MS besiyerinde 30 dakika süreyle çözülmesi. (I) 

Tomurcukların 20 gr/lt AK içeren QL besiyerine aktarılmaları. 

A B C 

D E F 

G H 

I 



61 
 

 
 

2.2.4.5 Histoanatomik analizler 

Histoanatomik analizlerde damlacık dondurma yöntemi kullanılarak donduru-

lan ve sıvı azotta saklama sonucunda canlılıklarını koruyan veya koruyamayan ör-

nekler ile kontrol grubu tomurcuklarından canlılıklarını koruyan veya koruyamayan 

çeşitli örneklerden kesitler alındı. Örnekler hazırlanırken 4 aşamalı bir prosedür iz-

lendi. (i) Tomurcukların dehidratasyonu (ii) Historesin içinde bloklama (iii) 

Mikrotom ile kesim (iv) Pas-Amido siyah boyama. 

i. Tomurcukların dehidratasyonu 

 Glutaraldehit + Formaldehit (2:2) solüsyonu içinde +4°C‘ ta 24 

saat bekletildi (Şekil 2-7 A). 

 24 saat sonunda örnekler 30 dakika boyunca vakumlandı (Şekil 

2-7 B). 

 Etilen glikol mono metil eter solüsyonunda 4°C‘ ta 24 saat bek-

letildi (Şekil 2-7 C). 

 Saf Alkol içinde 4°C‘ ta 24 saat bekletildi (Şekil 2-7 D). 

 30 dakika boyunca vakumlandı (Şekil 2-7 E). 

 Saf Alkol + Historesin (1:1) 4°C 24 saat bekletildi. 

 Historesin solüsyonunda birkaç saat bekletildi. 

ii. Sabitleme: 15 ml Historesin + 1 ml katılaştırıcı madde içeren solüsyo-

nun bir kısmı kalıplara döküldü, üzerine örnekler yerleştirildi ve solüs-

yon eklendi. Kalıpların kapakları kapatıldı ve historesinin iyice donma-

sı için 1 – 2 gün bekletildi (Şekil 2-7 F, G, H, I, J, K). 

iii. Mikrotom ile kesim: Historesin kalıplar mikrotoma yerleştirildi ve çe-

şitli kalınlıklarda kesitler alındı (0,2 – 1 mikron). Her bir kesit dikkatli-

ce lamın üzerinde bulunan su damlacığının içine yerleştirildi (her bir 

lamda 4 damlacık) ve lamlar sıcak tabla üzerine alınarak suyun buhar-

laşması ve bu sırada da örneğin lam üzerine sabitlenmesi sağlandı (Şe-

kil 2-8 A, B, C, D). 

iv. Pas-Amido siyah boyama: Boyama işlemi birbirini takip eden, aşağıda-

ki basamaklar yoluyla yapıldı. Buna göre, kesitleri içeren lamlar sıra-

sıyla: 

 %1 Periyodik asit ile 10 dakika muamele edildi (Şekil 2-8 E, F) 
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 Musluk suyu ile 5 dakika yıkandı(Şekil 2-8 G) 

 Schiff ile 30 dakika muamele edildi(Şekil 2-8 H) 

 Na2S2O5 (%0,5) 2,5 dakika muamele 

 Na2S2O5 (%0,5) 2,5 dakika muamele 

 Akan musluk suyunda 10 dakika yıkandı 

 Amido siyah boyama, 2 dakika 

 Asetik asit ile yaklaşık 5 dakika muamele (Şekil 2-8 I) 

 Distile su ile 2 – 3 kes 1 – 2 dakika boyunca yıkandı 

 Sıcak tabla üzerine yerleştirilerek hızla kuruması sağlandı. 

Boyanan kesitler daha sonra ışık mikroskobunda incelendi ve fotoğrafları çe-

kildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Şekil 2-7 : Tomurcukların dehidratasyonları ve historesine sabitleme aşamaları. 

A B C 

D E 

F G H 

I J K 
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ġekil 2-8 : Tomurcukların miktrotom ile kesimi ve PAS-Amido siyah boyama 

çözeltilerine maruz bırakılmaları. 

A B 

C 

D 

E F 

G H 

I 
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2.3 SONUÇLARIN ALINMASI VE ĠSTATĠSTĠKSEL 

ANALĠZLER 

Gövde kültürlerinin orta süreli saklanmasında her deneme için, her biri 15 adet 

gövde içeren ve rastgele seçilmiş olan 8 adet bebek maması kabı kullanıldı. 30 tane 

gövde kullanıldı. Sentetik tohumların saklanmasında ise her deneme için yaklaşık 45 

sentetik tohum kullanıldı. Tüm denemeler 2 kez tekrarlandı. Gövde ve sentetik to-

humların canlılık ve rejenreasyon oranları, standart kültür şartlarına alınmayı takiben, 

4 haftalık alt kültür periyodu sonucunda kaydedildi.  

Soğuğa alıştırma ve tomurcukları çalışmalarında yaklaşık 100 gövdeden alınan 

apikal ve bazal tomurcuğun 6 farklı besiyerine aktarılıp standart kültür şartlarına 

alındıktan 4 hafta sonra gösterdikleri canlılık ve rejenerasyon oranları alınmıştır. 

Sukroz önkültürü ve kriyoprezervasyon çalışmalarında da ortalama 30 tomur-

cuğun standart büyüme koşullarına (sukroz önkültürü) veya rejenerasyon besiyerine 

(kriyoprezervasyon) aktarıldıktan sonraki canlılık ve rejenerasyon verilerine bakıldı 

ve denemeler en az 3 kere tekrar edildi. 

Kültürlerin canlılık ve rejenerasyon sonuçları alınırken aşağıdaki adımlara dik-

kat edilmiştir: 

 Herhangi bir tomurcuk veya gövde oluşturmayan ancak canlılıklarını 

koruyan eksplantların yüzdesi (canlılık yüzdesi) 

 Yeni gövde veya tomurcuk oluşturan eksplantların yüzdesi 

(rejenerasyon yüzdesi) 

 Her bir eksplant üzerinde oluşan yeni gövde sayısı (gövde/eksplant 

oranı) 

 Her bir eksplant üzerinde oluşan yeni tomurcukların sayısı (tomur-

cuk/eksplant oranı) 

 Ekpslantların gövde oluşturma kapasitesi (her bir eksplant üziernde 

oluşa ortalama gövde sayısı, GOK indeksi = gövde/eksplant oranı X 

rejenerasyon yüzdesi) 
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Canlılık ve rejenerasyon yüzdelerinin hesaplanmasında ki
2
 testi (karşılaştırma-

lar iki değer arasında olduğunda) veya post hoc çoklu karşılaştırma testi (3 veya daha 

fazla veri karşılaştırıldığında) kullanılmıştır. Gövde veya tomurcuk sayısı ile gövde 

boyu sonçları ANOVA, LSD benzerlik testi ile karşılaştırılmış ve p≤0,05‘ e göre 

benzerlik ve farklılıklar analiz edilmiştir. 
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3 BULGULAR 

3.1 REJENERASYON BESĠYERĠNĠN BELĠRLENMESĠ 

 

Sequoia sempervirens bitkilerinden alınan apikal ve bazal tomurcukların 

(apikal ve bazal) gelişim ve rejenerasyonları farklı besiyeri çeşitlerinde (MS 0, 1 

mg/lt BA içeren MS, 20 gr/lt Ak içeren MS, QL 0,1 mg/lt BA içeren QLve 20 gr/lt 

AK içeren QL) denemiş ve böylece tomurcukların optimum düzeyde rejenere olabi-

leceği besiyeri çeşidi belirlenmeye çalışılmıştır. Bu sonuçlara bakıldığında hem 

apikal hem de bazal tomurcuklar için en yüksek canlılık, rejenerasyon ve gövde oluş-

turma kapasitesi değerlerinin aktif kömür içeren besiyerlerinde olduğu görülmektedir 

(Çizelge 3-1). Diğer besiyerlerine aktarılan tomurcukların verdikleri cevaplar ise 

değişken olmaktadır. Apikal tomurcukların aktif kömür içermeyen besiyerlerinde 

gösterdiği canlılık ve rejenerasyon değerleri bazal tomurcuklara göre daha düşük 

tespit edilmiştir. Sadece QL 0 besiyerinde gelişen apikal ve bazal tomurcuklar benzer 

canlılık ve rejenerasyon sonuçları vermiştir. 1 mg/lt BA içeren QL besiyerinde ise 

hem apikal hem de bazal tomurcuklarda rejenerasyon elde edilememiştir. Ayrıca 

aktif kömür içermeyen besiyerlerindeki kültürlerde nekroz olmuş doku ve tomurcuk-

lar da göze çarpmıştır. Ancak aktif kömür içeren besiyerlerinde gelişen gövdelerin 

ise oldukça sağlıklı oldukları görülmüştür (Şekil 3-1). Aktif kömür içeren 

besiyerlerine baktığımızda en yüksek gövde/eksplant ve gövde oluşturma kapasitesi 

değerlerinin QL besiyerinde (apikal tomurcuklar için sırasıyla 1.22±0.13 ve 0.98; 

bazal tomurcuklar için sırasıyla 1.50±0.14 ve 1.50) olduğunu görmekteyiz. 

Tomurcukların oluşturdukları ortalama gövde sayıları 1 – 1,5 arasında değiş-

mektedir. Bu da S. sempervirens apikal ve bazal tomurcuklarından çoklu gövde 

eldesinin kolay olmadığını göstermektedir. 
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Çizelge 3-1: Normal kültür şartlarındaki S. sempervirens bitkilerinden alınan apikal 

ve bazal tomurcukların farklı besiyeri çeşitlerindeki canlılık ve rejenerasyon oranları. 

(C; canlılık, R; rejenerasyon, GOK; gövde oluşturma kapasitesi.) 

Besiyeri 

Ġçeriği 

Apikal Tomurcuklar Bazal Tomurcuklar 

C 

(%) 

R 

(%) 

Gövde/Eks. Gövde 

Boyu (cm) 

GOK C 

(%) 

R 

(%) 

Gövde/Eks. Gövde 

Boyu 

(cm) 

GOK 

MS0 55 b 25 c 1.00±0.00 a 1.16±0.09bc 0.25 60 

b 

50 

b 

1.10±0.17 b 1.75±0.09 

b 

0.55 

MS + 

BA 

30 b 30 bc 1.17±0.16 a 1.05±0.07 c 0.35 100 

a 

65 

ab 

1.31±0.17ab 1.09±0.07 

c 

0.85 

MS + 

AK 

100 a 90 a 1.00±0.00 a 2.10±0.12 a 0.90 100 

a 

75 

ab 

1.00±0.00 b 2.27±0.13 

a 

0.75 

QL0 95 a 55 b 1.00±0.00 a 1.03±0.09 c 0.55 95 

a 

50 

b 

1.10±0.10 b 0.95±0.05 

c 

0.55 

QL + 

BA 

40 b 0 c - - - 15 

c 

0 c - - - 

QL + 

AK 

100 a 80 a 1.22±0.13 a 1.48±0.09 b 0.98 100 

a 

100 

a 

1.50±0.14 a 1.44±0.14 

b 

1.50 

 

ġekil 3-1 : Normal kültür koşullarından alınan Sequoia sempervirens bitkisi 

tomurcuklarından farklı besiyeri koşullarında gelişen gövdeler. (A, B) QL + 1 

mg/lt BA ve MS 0 besiyerlerindeki nekroz olmuş tomurcuklar. (C, D) 20 gr/lt 

AK içeren MS besiyerinde gelişen gövdeler, 20 gr/lt AK içeren QL besiyerinde 

gelişen gövdeler. (E) QL + AK besiyerinde gelişen çoklu gövde. 

A B 

C D 

E 
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3.2 ORTA SÜRELĠ SAKLAMA 

3.2.1 GÖVDE KÜLTÜRLERĠNĠN SAKLANMASI 

In vitro gövde kültürlerinin farklı besiyerlerinde 3, 6, 9, 12 ve 15 ay sonunda 

verdikleri yanıtlar ve saklama sonrası elde edilen etiyole gövdeler Çizelge 3-2‘de ve 

Şekil 3-2‘de görülmektedir. Buna göre; MS 0 besiyerindeki bitkilerde, ilk 9 ay canlı-

lıkta herhangi bir düşüş görülmezken, bu sürenin aşılmasıyla canlılığın neredeyse 

yarı yarıya düştüğü tespit edilmiştir. Benzer şekilde rejenerasyon oranında da 9 ay-

dan sonraki saklama dönemlerinde oldukça ciddi bir düşüş görülmektedir. Yani süre-

nin uzaması kültürlerin rejenerasyon yeteneklerini ve gövde oluşturma kapasitelerini 

azaltmaktadır. 3 ay soğuk koşullarda kültürlenen bitkilerdeki GOK değeri 6.42 olur-

ken 15. ayda bu değer 0.91‘e kadar düşmektedir.  

1 mg/lt BA içeren MS besiyerindeki kültürler incelendiğinde ise canlılığın 6. 

aydan itibaren azalmaya başladığı rahatlıkla görülmektedir. Canlılıktaki bu düşüş 12. 

aya kadar devam etmiş ve 15. ayda bir artışa geçmiştir. Rejenerasyon değerlerindeki 

düşüş ise 3. aydan sonra belirgin olmaya başlamış ancak 12. aya kadar azalarak de-

vam eden rejenerasyon, 15. ayda artmıştır.  

MS 0 besiyerinde gözlenene benzer bir şekilde QL 0 besiyerinde de 9. aya 

kadar canlılığın en üst düzeyde kaldığı görülmektedir. 12. aydan itibaren canlılıktaki 

azalma tespit edilmiştir. Ancak rejenerasyon seviyelerine bakıldığında 9. aya kadar 

süren azalmanın 12. ayda %86‘ya çıktığı görülmektedir. 1 mg/lt BA içeren MS ve 

QL 0 besiyerlerinde gözlenen bu durum, kültürlerin soğuğa adaptasyonunda besiyeri 

içeriğinin etkili olduğunu ve 1 mg/lt BA içeren MS ve QL 0 besiyerlerinde S. 

sempervirens gövdelerinin metabolizmalarının elverişli bir şekilde yavaşlatılabilme-

leri için en az 12 ay veya daha uzun sürelerde bekletmenin gerekli olduğunu göster-

mektedir. Gövde oluşturma kapasitelerine ve rejenerasyon oranlarına bakıldığında 

kültürlerin 3. ve 12. aylardaki sonuçlar arasında büyük bir farklılık olmadığı göze 

çarpmaktadır. 

1 mg/lt BA içeren QL besiyerinde de, QL 0 besiyerine benzer sonuçlar elde 

edilmiştir. Buna göre 9 ay süreyle %100 seviyesinde olan canlılık 12. ayda %90 se-

viyesine inmiş, rejenerasyon sonuçları da bu süre içerisinde azalma eğilimi gösterir-

ken 12. ayda %76‘ya yükselmiştir.  GOK değeri ise 3. ayda 6.15 iken 9. ayda 3.15 
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seviyesine inmiş, ancak 12. ayda 5.04‘e yükselmiştir. Bu da bitkilerin soğuğa karşı 

adaptasyon geliştirebildiğini gösteren bir sonuçtur. 

Elde edilen tüm sonuçlar S. sempervirens gövde kültürlerinin büyüme düzen-

leyicileri içermeyen veya 1 mg/lt BA içeren QL besiyerinde, altkültürleme işlemi 

gerektirmeden, 12 ay boyunca elverişli şekilde saklanabildiğini göstermektedir. MS 0 

besiyerinde ise gövdeler 9 ay boyunca elverişli bir şekilde saklanabilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3-2 : 3 ve 9 ay +4 °C‘ ta saklama süresi sonunda elde edilen uzamış 

etiyole gövdeler. (A) 3 ay süreyle QL + 1 mg/lt BA besiyerinde saklanan gövde-

ler. (B) 1 mg/lt BA içeren MS besiyerindeki tek gövde. (C) 9 ay süreyle 1 mg/lt 

BA içeren MS besiyerinde saklanma sonunda gelişen uzamış etiyole gövdeler. 

(D) QL 0 besiyerindeki uzamış etiyole gövde.  

A B 

C 
D 
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Çizelge 3-2: +4°C‘ ta 3 – 6 – 9 – 12 ve 15. ay saklanan S. sempervirens kültürlerinin 

bu süreler sonundaki canlılık ve rejenerasyon sonuçları. (C; canlılık, R; rejenerasyon, 

GOK; gövde oluşturma kapasitesi.) 

Saklama Süresi C (%) R (%) Gövde / Eks. Gövde Boyu GÖK 

MS.0 

3 ay 100 a 93.1 a 6.90 ± 0.62 a 0.76 ± 0.09 b 6.42 

6 ay 100 a 76.6 a 4.93 ± 0.59 b 1.04 ± 0.17 b 3.78 

9 ay 100 a 80.0 a   5.57 ± 0.67 ab 0.91 ± 0.15 b 4.46 

12 ay 56 b 43.0 b 4.12 ± 0.84 b 2.90 ± 0.63 a 1.77 

15 ay   73 ab 23.3 b 3.89 ± 0.63 b 1.29 ± 0.27 b 0.91 

MS +1 mg/lt  BA 

3 ay 100 a 93.3 a 7.07 ± 0.59 b 0.96 ± 0.21 b 6.60 

6 ay 86 a 66.4 b 3.52 ± 0.58 c 0.75 ± 0.07 b 2.34 

9 ay 50 b 50.2 b 9.67 ± 0.73 a 0.70 ± 0.07 b 4.85 

12 ay 30 b 26.4 c 4.56 ± 1.12 c 1.65 ± 0.26 a 1.20 

15 ay 60 b   46.0 bc 4.53 ± 0.74 c 1.84 ± 0.41 a 2.08 

QL.0 

3 ay 100 a 80.0 a 5.57 ± 0.69 a 1.08 ± 0.18 b 4.46 

6 ay 100 a 50.0 b 2.34 ± 0.35 b 1.98 ± 0.30 a 1.17 

9 ay 100 a   63.2 ab 6.36 ± 1.04 a 0.87 ± 0.08 b 4.02 

12 ay 93 a 86.0 a 4.79 ± 0.52 a   1.81 ± 0.42 ab 4.12 

15 ay 23 b   60.2 ab   4.57 ± 0.81 ab   1.95 ± 0.89 ab 2.75 

QL + 1 mg/lt BA 

3 ay 100 a 90.0 a 6.83 ± 0.68 a 0.73 ± 0.10 a 6.15 

6 ay 100 a 90.0 a   5.57 ± 0.56 ab 0.75 ± 0.11 a 5.01 

9 ay 100 a   66.0 ab 4.77 ± 0.87 b 1.24 ± 0.24 a 3.15 

12 ay 90 a   76.0 ab  6.63 ± 0.71 ab 1.27 ± 0.32 a 5.04 

15 ay 60 b 60.7 b  6.00 ± 0.85 ab 0.76 ± 0.06 a 3.64 
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3.2.2 SENTETĠK TOHUMLARIN SAKLANMASI 

Deneyler sonucunda, sentetik tohum ile orta süreli saklamada istenen başarı 

sağlanamamıştır. Sürecin 9 aya kadar uzatılması bir miktar canlılık sağlamıştır ancak 

bu, Sequoia sempervirens germplazmasının sentetik tohumlarla orta süreli saklanma-

sı için yeterli bir sonuç değildir. 9 aydan sonra ise canlılık tamamen kaybolmuştur. 

QL 0 ve MS 0 besiyerlerinde 6 ay süreyle sakama sonucunda %2 ve % 4 oran-

larında canlılık elde edilmiştir. 1 mg/lt BA ilaveli MS besiyerinde ise 9 ay sonunda 

sadece %2 canlılık tespit edilmiştir (Şekil 3-3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3-3 : Sentetik tohumlarından +4°C‘ tan alınıp 1 mg/lt BA içeren MS 

besiyerine aktarıldıktan sonra gelişen gövdeler. (A) 6 ay süreyle MS 0 

besiyerinde kültürlenen sentetik tohumlar (B) 6 ay süreyle QL 0 besiyerinde 

kültürlenen sentetik tohumlar. (C) 6 ay süreye 1 mg/lt BA ilaveli QL 

besiyerindeki gelişim.. (D) 9 ay 1 mg/lt BA ilaveli MS besiyerinde kültürlen-

dikten sonra elde edilen gövde. 

A B 

C D 
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3.3 UZUN SÜRELĠ SAKLAMA SONUÇLARI 

3.3.1 SOĞUĞA ALIġTIRMA VE ÖNKÜLTÜR OPTĠMĠZASYON 

SONUÇLARI 

Soğuğa alıştırma ve önkültür süreçleri, bitkilerin ozmokoruma adımlarına ha-

zırlanmaları için hayati önem taşıyan basamaklardır. Bu nedenle de bu adımların çok 

iyi optimize edilmesi gerekmektedir.  

3.3.1.1 Soğuğa AlıĢtırma Sonuçları 

Apikal tomurcukların soğuğa alıştırma sonuçları incelendiğinde (Çizelge 3-

3); MS 0 besiyerinde ilk haftada düşük olan canlılığın 4. haftaya kadar arttığı göz-

lenmektedir. Ancak rejenerasyon değerleri ise azalma göstermektedir. 1 mg/lt BA 

içeren MS besiyerine bakıldığında ise, tomurcukların canlılığı ilk haftada düşükken 

2. haftada artışa geçmiştir. Ancak ilerleyen haftalarda yine bir düşüş gözlenmektedir. 

Rejenerasyon değeleri ise sürekli bir azalma göstermektedir ve son haftalarda hiç 

rejenerasyon elde edilememiştir. 20 gr/lt AK içeren MS besiyerine bakıldığında ise, 

canlılık değelerinin iyi oluğunu ancak rejenerasyon oranlarının düştüğünü görülmek-

tedir. Sonuçlar irdelendiğinde, MS besiyerinin tomurcukların canlılığı üzerinde yeteri 

kadar indükleyici bir etkisinin olmadığını söylenilebilir.  

Apikal tomurcukların QL besiyerlerindeki sonuçlarına bakıldığında ise; QL 0 

besiyerinde ilk haftalarda düşük olan canlılık ilerleyen haftalarda artışa geçmiştir. 

Rejenerasyon ise azalmış ve 3. haftada artmıştır. 1 mg/lt BA içeren QL besiyeri ince-

lendiğinde, canlılığın azaldığı ve rejenerasyonun da hiç görülmediği tespit edilmiştir. 

Ancak 20 gr/lt AK içeren QL besiyerinde, 4. haftada hem canlılık hem de 

rejenerasyon değerleri diğer besiyerlerine göre daha üstündür. Ayrıca gövde oluş-

turma kapasitesi de en iyi olan besiyeri aktif kömür ilaveli QL besiyeridir.  

Sonuçlar bu şekilde incelendiğinde, aktif kömürün apikal tomurcukların 

rejenreasyonu üzerindeki etkisi rahatlıkla görülmektedir.  

Bazal tomurcuklarda ise (Çizelge 3-4); yine MS0 besiyerinde canlılık oranı 

yüksek iken, rejenerasyon oranlarının düştüğü gözlenmiştir. 1 mg/lt BA içeren MS 

besiyerinde ise düşük canlılık görülmüştür ve rejenerasyon yok denecek kadar azdır. 
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20 gr/lt AK ilaveli MS besiyerinde de canlılık ve rejenerasyon oranları istenildiği 

kadar değildir.  

QL besiyerlerine bakıldığında ise, yine sadece AK ilaveli QL besiyerinde en 

iyi sonuçlar elde edilmiştir. Buna rağmen 4. haftadaki rejenerasyon oranı %50 sevi-

yesindedir. 

Bu sonuçlara rağmen en iyi canlılık ve rejenerasyon verileri, 20 gr/lt AK içe-

ren QL besiyerine aktarımda alınmıştır. Apikal tomurcukların canlılık ve 

rejenerasyonlar diğer besiyerlerinde olduğu gibi bazal tomurcuklara göre daha fazla-

dır. İlk haftalarda apikal tomurcukların canlılıkları %75 seviyesindeyken, 4. haftada 

%100‘e kadar çıkmıştır. Ayrıca en iyi GOK değeri de 4 haftalık kültür sonrasında 

elde edilmiştir. Bazal tomurcuklarda da en iyi canlılık ve rejenerasyon oranlarına 4. 

haftalık kültürlerde tespit edilmiştir.  Ayrıca rejenerasyon verilerini incelersek, hem 

apikal hem de bazal tomurcuklardaki rejenerasyon değerlerinin her hafta arttığı gö-

rülmektedir. Aynı şekilde GOK değerlerinde de, özellikle bazal tomurcuklarda, bir 

artış söz konusudur. Bu sonuç bize, gövdelerin soğuk koşullara adapte olabildiğini 

gösteren bir ipucudur. 

Kültürleri incelediğimizde yine en sağlıklı gövdelerin aktif kömür ilave edil-

miş besiyerlerinde geliştiği görülmüştür. Diğer besiyerlerinde ise, nekroz olmuş to-

murcuklar ve dokular göze çarpmıştır. 
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Çizelge 3-3: +4°C‘ ta 1, 2, 3 ve 4 hafta süreyle soğuğa alıştırılan S. sempervirens 

kültürlerinden alınan apikal tomurcukların canlılık ve rejenerasyon oranları. (C; can-

lılık, R; rejenerasyon, GOK; gövde oluşturma kapasitesi.) 

 

Saklama 

Süresi 

Apikal Tomurcuklar 

C (%) R (%) Gövde / Eksplant Gövde 

Boyu (cm) 

GOK 

MS.0 

1 hafta 75 b 75 a 1.33±0.16 a 1.46±0.12ab 0.99 

2 hafta 95 a 50 b 1.09±0.09 a 2.20±0.23 a 0.54 

3 hafta 100 a 50 b 1.00±0.00 b 1.13±0.09 b 0.50 

4 hafta 95 a 55 b 1.08±0.08 a 2.25±0.57 a 0.59 

MS + 1 mg/lt BA 

1 hafta 55 b 30 a 1.14±0.14 b 0.62±0.07 a 0.34 

2 hafta 85 a 5 b 3.00±0.00 a 0.40±0.00 a 0.15 

3 hafta 65 b 0 b - - - 

4 hafta 65 b 0 b - - - 

MS + 20 gr/lt AK 

1 hafta 85 a 75 a 1.14±0.09 a 1.67±0.14 a 0.85 

2 hafta 100 a 40 b 1.00±0.00 a 1.66±0.08 a 0.40 

3 hafta 100 a 45 b 1.00±0.00 a 1.07±0.08 b 0.45 

4 hafta 95 a 50 b 1.00±0.00 a 1.46±0.09 a 0.50 

QL.0 

1 hafta 75 b 20 b 1.25±0.25 a 0.85±0.10 b 0.25 

2 hafta 70 b 0 b - - - 

3 hafta 100 a 45 a 1.00±0.00 a 0.93±0.06 b 0.45 

4 hafta 95 a 45 a 1.00±0.00 a 1.38±0.11 a 0.45 

QL + 1 mg/lt BA 

1 hafta 55 a 20 a 1.00±0.00 0.65±0.13 0.20 

2 hafta 30 b 0 a - - - 

3 hafta 35 b 0 a - - - 

4 hafta 60 a 0 a - - - 

QL + 20 gr/lt AK 

1 hafta 75 b 55 b 1.75±0.32 a 1.46±0.22 b 0.96 

2 hafta 75 b 75 b 1.25±0.33 a 1.46±0.22 b 0.93 

3 hafta 100 a 75 b 1.00±0.00 b 1.40±0.13 b 0.75 

4 hafta 100 a 100 a 1.05±0.05 b 1.94±0.12 a 1.05 
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Çizelge 3-4: +4°C‘ ta 1, 2, 3 ve 4 hafta süreyle soğuğa alıştırılan Sequoia 

sempervirens kültürlerinden alınan bazal tomurcukların canlılık ve rejenerasyon 

oranları. (C; canlılık, R; rejenerasyon, GOK; gövde oluşturma kapasitesi.) 

 

Saklama 

Süresi 

Bazal Tomurcuklar 

C (%) R (%) Gövde / Eksplant Gövde Boyu 

(cm) 

GOK 

MS.0 

1 hafta 35 b 15 b 1.00±0.00 a 1.53±0.30 a 0.15 

2 hafta   65 ab 45 a 1.22±0.22 a 2.12±0.23 a 0.55 

3 hafta 75 a 30 a 1.00±0.00 a 1.07±0.12 a 0.30 

4 hafta 70 a 0 b - - - 

MS + 1 mg/lt BA 

1 hafta 50 a 0 a - - - 

2 hafta 10 b 0 a - - - 

3 hafta   5 b 0 a - - - 

4 hafta   5 b 0 a - - - 

MS + 20 gr/lt AK 

1 hafta 35 b 25 a 1.20±0.20 a 1.85±0.31 a 0.30 

2 hafta 45 b 15 a 1.67±0.66 a 0.87±0.13 b 0.25 

3 hafta 95 a 30 a 1.14±0.14 a 1.00±0.10 b 0.34 

4 hafta 40 b 15 a 1.00±0.00 a 1.57±0.03ab 0.15 

QL.0 

1 hafta   35 ab 0 a - - - 

2 hafta  20 b 0 a - - - 

3 hafta   30 ab 25 a 1.00±0.00 a 0.93±0.09 b 0.25 

4 hafta 50 a 10 a 1.00±0.00 a 1.55±0.05 a 0.10 

QL + 1 mg/lt BA 

1 hafta 10 a 0 a - - - 

2 hafta 30 a 0 a - - - 

3 hafta 15 a 0 a - - - 

4 hafta 0 a 0 a - - - 

QL + 20 gr/lt AK 

1 hafta    30 c 20 b 1.50±0.10 a 1.86±0.57 a 0.30 

2 hafta    75 b 30 b 1.40±0.30 a 0.78±0.09 b 0.42 

3 hafta    75 b 50 a 1.18±0.22 a 1.42±0.13ab 0.59 

4 hafta 100 a 50 a 1.20±0.20 a 1.78±0.26 a 0.60 
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3.3.1.2 Sukroz Önkültürü Sonuçları 

24, 48 ve 72 saatlik sukroz kültürünün sonucunda, tomurcukların gelişimleri 

incelendiğinde sukroz konsantrasyonunun artmasının canlılık üzerindeki negatif etki-

si görülmektedir. Bu sonuç hem apikal hem de bazal tomurcuklar için geçerli bir 

bulgudur (Şekil 3-4, Çizelge 3-5).  
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ġekil 3-4 : 3 farklı sukroz konsantrasyonunun, apikal ve bazal tomurcukların 

canlılıklarına olan etkileri. 
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Rejenerasyon oranları incelendiğinde ise, denenen en yüksek sukroz konsant-

rasyonu olan 0,5 M‘ın apikal tomurcuklar için inkübasyon süresi ne olursa olsun 

toksik etki gösterdiği görülmektedir. Benzer şekilde, bazal tomurcuklar için de 0,5 M 

sukrozda 24 ve 48 saatlik inkübasyonlar toksik etki göstermektedir (Şekil 3-5).  
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ġekil 3-5 : Apikal ve bazal tomurcukların 0.12 – 0.25 – 0.5 M sukroz konsant-

rasyonlarındaki rejenerasyon oranları. 
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Ancak inkübasyon süresinin 72 saate çıkarılması bazal tomurcukların bu 

toksik etkiye karşı tolerans geliştirmeleri ile sonuçlanmıştır. Örneğin bazal tomur-

cukların 24 saat 0,5 M sukroz konsantrasyonunda kültürlenmeleri sonucu elde edilen 

rejenerasyon oranı 23,3 iken, bu oran, 48 saatte %25,8 ve 72 saatte de %80‘e 

çıkamaktadır (Şekil 3-4, Çizelge 3-5).  

Bu veri bize tomurcukların kendileri için toksik olabilen sukroz derişimlerini 

bir süre sonra belli bir ölçüde tolere edebildiklerini göstermektedir. 

Çizelge 3-5: Sequoia sempervirens kültürlerinin 24, 48, 72 saat süreyle 0.12, 0.25 ve 

0.5 M sukroz konsantrasyonlarında kültürlenmeleri sonucu alınan sonuçlar. (C; canlı-

lık, R; rejenerasyon, GOK; gövde oluşturma kapasitesi.) 

 

 Apikal Tomurcuklar Bazal Tomurcuklar 

C(%) R(%) Gövde/Eks. Gövde Boyu 

(cm) 

GOK C(%) R(%) Gövde/Eks. Gövde Boyu 

(cm) 

GOK 

24 saat           

0.12 M 100 a 83.3 a 1.12±0.09ab 1.33±0.10 b 0.93 100 a 70 a 1.37±0.26a 1.11±0.10 b 0.96 

0.25 M 100 a 90 a 0.90±0.06 b 1.54±0.11ab 0.81 96.6 

a 

66.6 a 1.00±0.00a 1.54±0.06ab 0.67 

0.50 M 93.3 a 40 c 0.52±0.11 b 0.68±0.15 c 0.20 66.6 

b 

23.3 b 1.29±0.18a 0.87±0.11 c 0.30 

48 saat           

0.12 M 100 a 100 a 1.10±0.10ab 1.22±0.09bc 1.10 90 a 63.3 a 1.16±0.09a 1.29±0.09 b 0.73 

0.25 M 100 a 80 ab 1.12±0.13ab 1.17±0.09bc 0.89 94.2 

a 

45.7 

ab 

1.31±0.15a 1.06±0.09bc 0.60 

0.50 M 93.5 a 33.3 c 1.00±0.00ab 0.85±0.07 c 0.33 77.4 

b 

25.8 b 1.00±0.00a 0.97±0.08 c 0.26 

72 saat           

0.12 M 100 a 79.3 

ab 

1.00±0.00ab 1.93±0.14 a 0.79 100 a 83.3 a 1.17±0.08a 1.70±0.11 b 0.97 

0.25 M 100 a 93.3 a 1.16±0.08 a 1.63±0.09ab 1.08 100 a 86.6 a 1.11±0.12a 1.66±0.17 a 0.96 

0.50 M 96.6 a 50 b 1.27±0.12 a 1.37±0.09bc 0.63 96.6 

a 

80 a 1.16±0.11a 1.10±0.11 b 0.92 

 

Ancak yine de, elde edilen sonuçlar en uygun sukroz önkültür koşullarının 

apikal tomurcuklar için 0,12 M‘ ta 48 saatlik inkübasyon, bazal tomurcuklar için ise 

0,25 M sukrozda 72 saatlik inkübasyon olduğunu göstermektedir.  

3.3.2 KRĠYOPREZERVASYON SONUÇLARI 

Uygulanan 3 farklı kriyoprezervasyon yöntemi karşılaştırıldığında S. 

sempervirens‘in uzun süreli saklanmasında en etkili yöntemin damlacık dondurma 

tekniği olduğu görülmektedir (Çizelge 3-6). Vitrifikasyon tekniğinde sıvı azotta sak-

lama sonucunda sadece %3,3 oranında canlılık görülürken, enkapsülasyon 

vitrifikasyon tekniğinde sıvı azot sonrasında hiç canlılık elde edilememiştir.  
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Kontrol gruplarında da canlılığın büyük ölçüde kaybedilmiş olması, PVS-

2‘nin S. sempervirens apikal ve bazal tomurcukları için oldukça toksik olduğunu 

göstermektedir. Bazal tomurcukların enkapsülasyon sonrasında PVS-2 ile muamele 

edilmeleri az da olsa bir koruma sağlamış, ancak bu sıvı azot sonrasında canlılığın 

korunmasında yeterli olmamıştır. Apikal tomurcuklarda ise enkapsülasyonun hiçbir 

olumlu etkisi görülmemiştir. Tersine, PVS-2 ile muamele sonrası rejenerasyon 

besiyerine aktarılan örnekler için, muhtemelen besiyerine erişimde bir bariyer gibi 

rol oynayarak canlılık oranlarının düşmesine neden olmuştur. 

 PVS-2‘nin tomurcuklar üzerindeki toksik etkileri damlacık dondurma tekni-

ğinde de görülmektedir. 15 dakika PVS-2 ile muamele edilen kontrol grubu apikal 

tomurcuklarında %79 canlılık görülürken, bazal tomurcuklarda ise %83 canlılık gö-

rülmüştür. PVS-2 uygulama süresi 180 dakikaya kadar arttırıldıkça bu oranlar sıra-

sıyla %5 ve %18‘e düşmektedir. (Şekil 3-6). 
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Şekil 3-6 : PVS-2 uygulama süresinin S. sempervirens tomurcuklarının canlılığı 
üzerindeki etkisi.  
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Çizelge 3-6: Apikal ve bazal tomurcukların 3 farklı yöntemle kriyoprezervasyonu 

sonrasında elde edilen canlılık sonuçları. (SA; sıvı azot) 

PVS2 Uygu-

lama Süresi 

(dak.) 

Apikal Tomurcuklar Bazal Tomurcuklar 

SA (-)  SA (+) SA (-) SA (+) 

(A) Vitrifikasyon 

15 61 - - - 

30 50 - - - 

45 25 - 10 - 

60 35 - 0 - 

75 40 3.3 0 - 

90 20 - 10 - 

105 15 - - - 

120 15 - 0 - 

135 5 

 

- 13 - 

150 20 - 0 - 

165 25 - 13 3.3 

180 5 - 13 - 

(B) Enkapsülasyon - Vitrifikasyon 

15 5 

 

- 5 - 

30 15 - 10 - 

45 30 - 10 - 

60 25 - 5 - 

75 10 - 5 - 

90 15 - 5 - 

105 5 - 0 - 

120 5 - 20 - 

135 10 - - - 

150 5 - - - 

165 15 - - - 

180 20 - - - 

(C) Damlacık Dondurma 

15 79.0 - 83.0 - 

30 78.0 - 68.0   1.8 

45 48.0 - 60.0   3.0 

60 45.5 - 53.0   6.0 

75 35.0 - 51.4   1.6 

90 38.0   1.8 49.0   3.5 

105 30.0 12.0 40.0   9.0 

120 23.0   9.4 20.0 10.0 

135 21.0 18.0 29.0 21.0 

150   7.5 13.0 23.0 15.0 

165   5.0   5.0 15.0 10.0 

180   5.0   3.4 18.0   7.2 
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PVS-2 ile inkübasyonun toksik etkilerine karşın sıvı azotta saklamaya karşı 

toleransın arttırılması için PVS-2‘nin kullanılması gereklidir. Gerçekten de sıvı azota 

giren tomurcuklar için uzun süreli PVS-2 ile etkileşimin canlılığı arttırdığı görülmüş-

tür. PVS-2 Apikal tomurcuklar için 90 dakika, bazal tomurcuklar için ise 30 dakika 

ile inkübasyonun canlılığı tetiklediği tespit edilmiştir. Etkileşim süresinin 135 daki-

kaya çıkartılması hem apikal hem de bazal tomurcuklar için en iyi canlılık sonucunu 

vermiştir. Ancak 135 dakikadan daha uzun inkübasyonlar yine toksik etki göstermek-

tedir. (Şekil 3-7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Özetlenecek olursa, hem SA+  hem de SA-  gruplarının PVS-2 ile 

inkübasyonu sonucu elde edilen canlılık oranları karşılaştırıldığında PVS-2‘nin kont-

rol gruplarındaki canlılığı azaltan, sıvı azot gruplarında ise canlılığı arttıran etkileri 

rahatlıkla görülmektedir (Şekil 3-8).  

Sıvı azot sonrasında ise canlılıklarını kazanabilen tomurcuklar ait fotoğraflar 

da Şekil 3-9‘ da görülebilmektedir. 
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Şekil 3-7: Damlacık dondurma yöntemi ile kriyoprezerve edilen tomurcukların 
besiyerine aktarıldıktan sonra göstedikleri canlılık değerleri.  
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ġekil 3-8: Damlacık dondurma tekniği ile elde edilen apikal ve bazal tomurcuk-

ların canlılık değerleri.  

ġekil 3-9 : Sıvı azot sonrasında canlı kalan tomurcuklardan gelişen gövdeler. 

(A) 165 dakika PVS-2 ile etkileşim sonrasında canlı kalan bazal tomurcuk. (B) 

135 dakika PVS-2 inkübasyonu sonrasında canlı kalan gövde. (C) 135 dakika 

PVS-2 ile etkileşim sonrasında canlı kalan bazal tomurcuk. 

A B C 
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3.3.3 HĠSTOANATOMĠK ANALĠZLER 

Histoanatomik analizlerde, kriyoprezervasyon işlemleri nedeniyle canlılıkla-

rını kaybetmiş olan dokulardaki hasarın anatomik olarak belirlenmesi amaçlanmıştır 

ve bu bağlamda canlılıklarını koruyan ve korumayan örneklerden alınan kesitler kar-

şılaştırılmıştır.  

Yapılan analizler özellikle sıvı azotta saklanan örneklerde dokuların büyük 

oranda hasara uğradıkları ve canlılıklarını kaybettiklerini göstermektedir (Şekil 3-10 

A). Bu dokularda hücre bütünlüğü kaybolmuş, hücre içeriği dışarıya salınmıştır. Ay-

rıca bu hücrelerin nispeten daha büyük, daha fazla vakuollü olduğu ve daha az şeker 

biriktirdiği de görülmektedir. Canlılıklarını koruyan meristem hücreler Şekil 3-10 

B‘de görülmektedir. Canlı olan bu hücreler nukleuslarıyla birlikte gözlenmektedir. 

Ayrıca uygulanan boyama yöntemine bağlı olarak, hücrelerin içindeki amiloplastlar 

boyanmış ve bu şekilde hücrelerdeki şeker birikimi de kanıtlanmıştır (Şekil 3-10 B).  

Ölü dokulara baktıldığında, hücrelerin sitoplazmik bütünlüklerinin bozulduğu içleri-

nin boşaldığı gözlenmektedir (Şekil 3-10 A).  

Kontrol gruplarında da, meristem hücreleri büyük nukleusları ve küçük bo-

yutlarıyla rahatlıkla seçilebilmektedir. Ayrıca meristem kubbesinin etrafındaki koru-

yucu yapraklar da bulunmaktadır. Sitoplazmanın boyanması da dokulardaki şeker 

birikimine işaret etmektedir (Şekil 3-11 A, C).  İçleri boş olan hücreler ise, canlılıkla-

rını kaybetmiş olan hücrelerdir. (Şekil 3-11 D). 

Yapılan tüm bu gözlemler, nispeten daha az ve küçük vakuol içeren küçük 

boyutlu meristem hücreleri hayatta kalırken, daha büyük ve bol vakuollü hücrelerin 

sıvı azotta saklama sonrasında canlılıklarını kaybettiklerini göstermektedir. Bir diğer 

önemli bulgu, sukroz önkültüründe amaçlandığı şekilde, hücre içinde biriken şekerin 

gerçekten de membran kararlılığında ve hücrelerin canlı kalmalarında oldukça önem-

li olduğunun anlaşılmasıdır. PVS-2 solüsyonunun içeriğinde bulunan sukrozun işlevi 

de gerçekten membranların kararlı kalması ve böylece hücre bütünlüğünün korunma-

sıdır. 
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ġekil 3-10 : Damlacık dondurma tekniği ile kriyoprezerve edilen apikal tomur-

cukların, kriyoprezervasyon sonrasındaki ışık mikroskobu fotoğrafları. (A) Sıvı 

azot sonrasında canlılığını koruyamayan tomurcuk ve sağ taraftaki fotoğrafta 

ölü hücrelerden çıkan sitoplazma kalıntıları. (B) Sıvı azot sonrasında canlı 

kalmış tomurcuğun genel görünümü. Sağ tarafta aynı tomurcuğun ayrıntılı bir 

fotoğrafında calı hücrelerin nukleusları ve hücre içindeki şeker birikimi görüle-

bilmekte. Oklar canlı ve canlılığını kaybetmiş hücreleri göstermektedir. 

A 

B 
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ġekil 3-11: Kontrol grubu tomurcuklardan alınan kesitler. (A, B) 105 dakika 

PVS-2 ile inkubasyondan sonra besiyerine aktarılan tomurcuk. (C) 120 dakika 

süreyle PVS-2 muamalesinin ardından besiyerine aktarılan tomurcuk. (D) 120 

dakika PVS-2 muamelesinden sonra canlılığını kaybeden tomurcuk. Fotoğrafta 

canlı hücreler ve bütünlüğünü kaybetmemiş tomurcuklar kolaylıkla görülebil-

mektedir. Canlılığını kaybeden tomurcukta ise, hücre içeriklerinin dışarı çıktığı 

görülmektedir. 

B 

C D 

A 



86 
 

 
 

4 TARTIġMA VE SONUÇ 

4.1 REJENERASYON BESĠYERĠNĠN BELĠRLENMESĠ 

Kriyoprezervasyon sonrasında canlılığın elde edilmesi için, eksplantların 

rejenere olabildikleri en uygun besiyerinin optimize edilmesi çok önemlidir. Sunulan 

çalışmada, apikal ve bazal tomurcukların kriyoprezervasyon sonrasında canlılıkları-

nın korunması ve rejenerasyon ve gövde oluşturma kapasitesinin geri kazanılmasında 

4 farklı besiyeri kompozisyonu test edilmiş, özellikle aktif kömür içeren 

besiyerlerinde kültürlenen edilen tomurcukların görece daha yüksek canlılık ve 

rejenerasyon oranları ve gövde oluşturma kapasitesine sahip olduğu, ayrıca bu to-

murcukların rejenerasyonu sonucu elde edilen gövdelerin çok daha sağlıklı olduğu 

belirlenmiştir. Aktif kömür, fenolik maddeler ve bunların oksitlenmiş formları, mela-

lin gibi toksik pigmentleri (Sugano ve ark., 1975; Butcher, 1977; Habaguchi, 1977) 

bitki büyüme düzenleyicileri (IAA, NAA, BA, IBA, kinetin) gibi aromatik özelliğe 

sahip apolar maddeleri absorblaması (Constantin ve ark., 1977; Weatherhead ve ark. 

1978; Nissen ve Sutter, 1990), gövde uzamasını sağlaması (Webb ve ark, 1988) gibi 

özellikleri nedeniyle pek çok farklı araştırıcı tarafından da yaygın olarak kullanıl-

maktadır. S. sempervirens bitkisinde, aktif kömürün gövde boyunu arttırdığı yapılan 

başka bir çalışmada da rapor edilmektedir (Boulay, 1978).  

Odunsu bitkilerin in vitro rejenerasyonları sırasında fenolik maddelerin biriki-

minin, rejenerasyon üzerindeki olumsuz etkisi birçok araştırıcı tarafından açıklanmış-

tır (Ozudogru ve ark., 2005; Ozden-Tokatli ve ark., 2005). Bu bağlamda aktif kömür 

içermeyen besiyerlerinde kültüre edilen tomurcukların diplerindeki kararmalar ve 

düşük rejenerasyon oranları, bu besiyerlerinde fenolik maddelerin birikimini gösteren 

bir bulgu olmaktadır. 

4.2 ORTA SÜRELĠ SAKLAMA 

Orta süreli saklama yöntemlerinde, kültürlerin saklama süresince büyüme hız-

larının yavaşlatılması gerekmektedir. Literatür incelendiğinde, odunsu bitkilerle orta 

süreli saklamayı hedefleyen çalışmalar çoğunlukla soğuk şartlarda (+4 - +5°C) 

kültürleme yöntemini kullanmışlardır.   
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S. sempervirens bitkisinin gövde kültürleri ile apikal ve bazal tomurcukları içe-

ren sentetik tohumlarının orta süreli saklanmasının amaçlandığı bu çalışmada da kül-

türlerin büyüme hızlarının soğuk ve karanlık koşullarda kültürleme yolu ile azaltıl-

ması hedeflenmiştir. Soğuk koşullarda kültürleme bitkilerin metabolizma hızlarının 

azaltılmasıyla besiyeri gereksinimlerinin aşağıya çekilmesini sağlamaktadır. Ayrıca, 

yapılan diğer çalışmalarda besiyeri modifikasyonları, farklı şeker alkolleri ve ABA 

gibi büyümeyi engelleyici bileşikler de kullanılmıştır. Yapılan çalışmada elde edilen 

veriler, S. sempervirens gövde kültürlerinin bitki büyüme düzenleyicisi içermeyen 

MS besiyerinde 9 ay süreyle ve bitki büyüme düzenleyicisi içermeyen QL 

besiyerinde 12 ay süreyle, canlılık ve rejenerasyon oranlarında büyük bir değişim 

olmadan rahatlıkla saklanabildiğini göstermektedir. Bu sonuç aynı zamanda soğuk 

ortam şartlarında saklanan diğer bitkilerle elde edilen sonuçları destekler niteliktedir. 

Gerçekten de, odunsu bitkilerin gövde kültürleri üzerinde yapılan orta süreli saklama 

çalışmalarında en iyi sonuçlar genellikle 3 ile 12 ay arasında değişmektedir (Hempel 

ve Hempel, 1984; Ballaster ve ark., 1997; Reed ve ark., 2003). Ayrıca bu sonuçlar 

bize kültürlerin soğuğa adaptasyonları hakkında da bilgiler sağlamaktadır. Genel 

olarak incelendiğinde, ilk 3 ayda kültürlerin canlılık ve rejenerasyon oranlarının yük-

sek oldukları görülmektedir. Anca ilerleyen aylarda, canlılık ve rejenreasyon oranla-

rında düşüş gözlenmiştir. Bu bize soğuk stresinin kültürleri etkilediğini göstermekte-

dir. Ancak canlılıktaki bu düşüşün ardından MS besiyerlerinde 15. ayda canlılığın 

artışı tespit edilmiştir. Ama rejenerasyon oranları ise düşmeye devam etmektedir. 

Rejenerasyon oranının düşmesi, kültürlerin soğuğa adapte olamadıklarının bir gös-

tergesidir. Buna rağmen QL besiyerlerinde ise canlılık 12. aya kadar fazla bir düşüş 

göstermezken, rejenerasyon 9. ayda azalmış ardından 12. ayda artışa geçmiştir. Bu 

sonuç ise kültürlerin QL besiyerinde soğuğa karşı adaptasyon geliştirdiklerini gös-

termiştir. 

Odunsu bitkilerden elde edilen sentetik tohumlarla yapılan orta süreli saklama 

çalışmaları ise gövde kültürlerine oranla, birkaç istisna hariç, daha düşük süreli bir 

koruma (1 buçuk ay ile 9 ay arasında) sağlandığını ortaya koymaktadır (Nunes ve 

ark., 2003; İpekçi ve Gözükırmızı, 2003; Mallon ve ark., 2007; Ozden – Tokatlı ve 

ark., 2008). Rapor edilen bu sonuçlara benzer şekilde, yüksek lisans tez çalışması 

kapsamında yapılan, sentetik tohumların orta süreli saklanması denemelerinde de 

düşük bir rejenerasyon oranı elde edilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde Na-Aljinat tara-
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fından tomurcuk etrafında oluşturulan bariyerin besiyeri ve gaz alışverişinde engelle-

yici bir etkisi olduğu düşünülmektedir. Bu da kullanılan %3‘lük Na-Aljinat konsant-

rasyonu ve CaCl2 içerisindeki 25 dakikalık polimerizasyon sürecinin tomurcukların 

gelişimi için engelleyici bir etkisi olduğunu düşündürtmektedir. Ancak Na-aljinat 

konsantrasyonu ve polimerizasyon sürecinin yeniden optimize edilmesi bu sorunun 

ortadan kaldırabileceği düşünülebilir. 

4.3 UZUN SÜRELĠ SAKLAMA 

Soğuğa alıştırma ve sukroz önkültürü süreçleri, tomurcukların soğuk tolerans-

larını kazanmaları açısından çok önemlidir. Soğuğa alıştırma sürecinde hücrelerdeki 

membranların yeniden düzenlenmeleri, protein kompozisyonunda değişmeler, şeker 

içeriğinde artış, bitki hormon konsantrasyonlarında değişme ve gen ekspresyonların-

da aksamalar gibi birçok değişim olmaktadır (Chen ve Gusta, 1983; Steponkus ve 

ark., 1983; Crowe ve ark., 1990; Guy, 1990; Lang ve ark., 1994; Thomashow, 1998). 

Ancak bu değişimlerin ne şekilde işledikleri tam olarak anlaşılamamıştır.  

Ayrıca sukroz önkültür sürecinde asıl istenen etki, tomurcukların yeteri şekilde 

dehidrate olmalarıdır. Ancak bu süreç içerisinde tomurcukların dehidratasyona bağlı 

olarak canlılıklarında bir düşüşün olmaması gerekmektedir. Bu yüzden tomurcukla-

rın canlılıklarını kaybetmeyecek şekilde uygun bir dehidratasyon sürecine alınmaları 

gerekmektedir. 

Sukroz önkültürü süreci de, kriyokoruyucu uygulaması öncesinde hücrelerdeki 

buz oluşturabilecek suyun atılması için önemlidir. Tomurcukların sukroz veya diğer 

şeker alkolleriyle önkültürlemesinin, hücrelerdeki ozmolariteyi arttırdığı ve hücre 

içine girerek membran ve proteinlerin stabilizasyonunu sağladığı raporlanmıştır 

(Dumet ve ark., 1993; Thomashow, 1998). Kriyoprezervasyon sonrası elde edilen 

bulgularda da görüldüğü gibi, tomurcukların, yeteri kadar dehidrate edildileri elde 

edilen canlılık verilerinin incelenmesiyle anlaşılmaktadır.  

Eksplantların PVS-2 ile inkübasyon süresi ve PVS-2 ile etkileşim de sıvı azot 

sonrasında canlılık ve rejenerasyonu sağlayan bir etkendir (Matsumoto ve ark., 

1994). PVS-2 içeriğindeki DMSO yüzünden toksik bir etkiye sahiptir. Ayrıca litera-

tür incelendiğide PVS-2 uygulama sıcaklığının da DMSO‘nun hücreler üzerinde 

göstediği toksik etkiler de anlaşılmaktadır. 23°C‘ ta yapılan çalışmalarda 
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eksplanlardaki canlılığın hızlı bir şekilde kaybolduğu ancak 0°C‘ ta uygulanan PVS-

2‘nin ise canlılığı daha uzun süre koruduğu tespit edilmiştir. Bu yüzden tez çalışma-

sında da 0°C‘ta PVS-2 uygulaması tercih edilmiştir. Ancak yapılan vitrifikasyon ça-

lışmasında, PVS-2 ile inkübasyonun sıvı azot gruplarında canlılık üzerindeki olum-

suz etkisi rahatlıkla görülmektedir. Sentetik tohumlarla yapılan vitrifikasyon dene-

yinde de canlılık elde edilememiştir. Sentetik tohum eldesi ile tomurcukları, 

etrafınlarında oluşturulan bariyer sayesinde PVS-2‘nin zararlı etkilerinden korumak 

amaçlanmış ancak, yavaş büyütme çalışmalarında olduğu gibi Na-aljinat kapsül, to-

murcukların gelişimi için engelleyici bir etken olmuştur. Daha önce de bahsedildiği 

gibi, Na-aljinat konsantrasyonu ve polimerizasyon süresinin optimize edilmesi ge-

rekmektedir. Ama burada dikkat edilmesi gereken nokta ise, sentetik tohumların sıvı 

azot sonrasında bütünlüklerinin bozulabilmesidir. Yani, Na-aljinat konsantrasyonu 

öyle bir şekilde optimize edilmelidir ki, hem tomurcukların gelişimine izin vermeli 

hem de sıvı azot sonrasında sentetik tohumun bütünlüğü bozulmamalıdır. Ancak 

damlacık dondurma tekniğine bakıldığında, PVS-2 uygulama süresi arttıkça sıvı azot 

gruplarının canlılıklarında da 135. dakikaya kadar bir artış görülmektedir. Ayrıca 

DMSO‘nun toksik etkilerinden kurtulmak için, PVS-3 gibi DMSO içermeyen 

kriyokoruyucuların da kullanımı tercih edilebilir. 

Sonuçlara yeniden bakıldığında tomurcukların PVS-2 ile etkileşim oranının 

önemli olduğu görülmektedir. Vitrifikasyon deneylerinde, tomurcuk başına yaklaşık 

1 ml PVS-2 ile etkileşim varken, bu oran damlacık dondurma yönteminde 4 µl kadar 

olmaktadır. Bu da PVS-2‘nin yüksek oranda alınmasının hücreler için toksik etki 

gösterdiğinin kanıtıdır. Damlacık dondurma tekniğinde görüldüğü gibi 4 mikrolitre 

PVS-2 uygulaması hücrelerin vitrifikasyonunu sağlamatadır. Ayrıca alüminyum fol-

yonun ısıyı hızlı iletmesi de soğutma oranını arttıran ve PVS-2‘nin toksik etkisini 

azaltan bir faktör olmaktadır. 

Sentetik tohumlardaki canlılığın az oluşu ise, aljinat kapsüllerin tomurcukların 

besiyeri ile temasını engelleyen bir bariyer olarak işlev görmesi şeklinde açıklanabi-

lir.  

Soğuğa alıştırma, sukroz önkültürü ve kriyoprezervasyon sonrasında 

eksplantların kesitlerinin hem ışık mikroskobu hem de elektron mikroskobu altında 

incelendiği pek çok çalışmada hücrelerdeki fizyolojik değişimler araştırılmıştır. Bu 
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bağlamda hücrelerde biriken amiloplast miktarları, hücrelerdeki vakuolizasyon ve 

hücre bütünlükleri, alınan kesitler ve yapılan boyamalarla gözlenmiştir (Suzuki ve 

ark., 1997; Ryynänen, 1998; Padayachee ve ark., 2008). Ayrıca, elektron mikroskopi 

çalışmalarıyla da hücrelerin sıvı azot öncesi ve sonrasındaki ince yapıları incelenmiş-

tir. Hücrelerin ince yapıları incelendiğinde sıvı azot sonrasında endoplazmik 

retikulumdaki değişiklikler ve golgi yapılarının artması hücrelerin metabolik olarak 

aktif olduğunu gösteren bulgulardır (Padayachee ve ark. 2008). 

 Bu çalışmalarda hücrelerin nukleusları da boyandığı için hücrelerin canlılıkları 

da tespit edilebilmektedir. Yapılan başka bir çalışmada ise sıvı azot sonrasında canlı-

lığın elde edilmesi için meristem kubbesinin etrafında birkaç yaprak primordiyasının 

olması gerektiği raporlanmıştır (Thinh, 1997). 

Sunulan tez çalışması kapsamında da histoanatomik analizler yapılmış, 

kriyoprezervasyon işlemlerinin hücrelerde oluşturduğu zararların belirlenmesine ça-

lışılmıştır. Elde edilen sonuçlar sıvı azot sonrasında rejenere olan tomurcuklarda me-

ristem kubbesinin etrafındaki yaprak primordiyalarının bulunduğunu göstermektedir. 

Bununla beraber, hücrelerdeki amiloplast birikimi ve vakuolizasyon da boyamalar 

sonucunda tespit edilmiştir. Elde edilen bu sonuçlar daha önceki çalışmaları da des-

tekler niteliktedir. 

4.4 SONUÇ 

Tez kapsamında, S. sempervirens bitkisinde orta ve uzun süreli saklama yön-

temleri incelenmiştir. Bu bağlamda yapılan çalışmalarda, orta süreli saklama için 

gövde kültürleri ve enkapsüle edilmiş sentetik tohumlar kullanılmıştır. Gövde kültür-

lerinin saklanmasında kullanılan 4 farklı besiyerindeki en iyi sonuçlar bitki büyüme 

düzenleyicisi içermeyen MS ve QL besiyerlerinde elde edilmiştir. Bu sonuçlar, göv-

de kültürlerinin büyüme hızlarının azaltılabildiğini göstermiştir. Sentetik tohumların 

orta süreli saklanmasında ise yeterli bir rejenerasyon elde edilememiştir. 

Uzun süreli saklama çalışmalarında ise, en iyi sonuç damlacık dondurma tek-

niğinde bazal tomurcuklarda 135 dakika PVS-2 inkübasyonu ile elde edilmiştir. Ay-

rıca bu çalışmada PVS-2‘nin sıvı azot ve kontrol grupları üzerindeki toksisitesi de 

belirlenmiştir. Sıvı azot gruplarında PVS-2 inkübasyon süresinin uzaması, tomurcuk-

ların canlılığını arttırırken kontrol gruplarında ise canlılığı azaltmıştır.  
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Vitrifikasyon ve enkapsulasyon – vitrifikasyon çalışmalarında ise sıvı azot son-

rasında canlılık elde edilememiştir.  

 Histoanatomik çalışmalarda ise, hem sıvı azot gruplarından hem de kontrol 

gruplarındaki tomurcuklardan alınan kesitler incelenerek, canlı kalabilen ve canlılı-

ğını kaybeden tomurcuklar arasındaki farklar irdelenmiştir. Bu çalışmada, canlılığını 

koruyan tomurcukların hücrelerinde amiloplast birikimi ve meristem kubbesinin etra-

fındaki yaprak primordiyumları tespit edilmiştir.  
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ÖZGEÇMĠġ 

 

1984 yılında Kahramanmaraş ilinde doğan Emrah Kırdök, ilkokul 4. sınıfa 

kadar öğrenimini yine Kahramanmaraş ilinde tamamladı. Üniversiteye kadar ise öğ-

renimini Antalya‘da devam ettirdi. Üniversite öğrenimini 2006 yılında İstanbul Üni-

versitesi Biyoloji bölümünde tamamladı ve aynı yıl Gebze Yüksek Teknoloji Ensti-

tüsünde Yükseklisans eğitimine başladı. 2009 yılında yine aynı üniversitede ―Araş-

tırma Görevlisi‖ olarak akademik hayata adım attı.  

Yrd. Doç. Dr. Elif Aylin Özüdoğru denetiminde 2008 yılında ―Sequoia 

sempervirens (Sahil Sekoyası)‘ in kriyoprezervasyon yolu ile uzun süreli saklanması 

amacıyla tek aşamalı dondurma yöntemlerinin geliştirilmesi‖ isimli Yükseklisans tez 

çalışmasına başladı. 2009 yılında bu çalışmanın bir kısmını ―The 2009 In Vitro 

Biology Meeting‖ isimli kongrede sunarak 1200 USD değerinde 2 tane ödül (John S. 

Song Award, Student Travel Award) kazandı. 

Kendisi halen Gebze Yüksek Teknoloji Enstitüsünde Araştırma görevlisi ola-

rak çalışmaktadır. 
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EK – 1: “THE SIVB 2009 IN VITRO BIOLOGY 

MEETING” ADLI KONGREDE SUNULAN BĠLDĠ-

RĠNĠN ÖZETĠ 

 

Development of Procedures For Medium- and Long-term Storage of Coast 

Redwood (Sequoia sempervirens). EMRAH KIRDOK
1
, Yelda Ozden-Tokatli

1
, 

Maurizio Capuana
2
, and Elif Aylin Ozudogru

1
. 

1
Gebze Institute of Technology, 

Department of Biology, Istanbul cad., n
o
: 101, 41400 Gebze, (Kocaeli), TURKEY 

and 
2
 IGV/Istituto Genetica Vegetale, CNR, via Madonna del Piano 10, 50019 Sesto 

Fiorentino (Florence), ITALY. Email:ekirdok@gyte.edu.tr, elif@gyte.edu.tr   

Abstract: 

Sequoia sempervirens is a conifer tree, belonging to the genus Sequoia. The lumber, 

valued for light weight and resistance to decay, makes the tree one of the most 

valuable timber species. However, urbanisation, fires and storms give rise to the loss 

of this valuable germplasm. Today, biotechnological approaches offer a powerful 

alternative for safe storage of such genetic resources. Among these, 'slow growth 

storage' enables the storage of plant germplasm from several months to several years 

(medium-term storage) by reducing the growth rate of in vitro cultures in modified 

conditions. Cryopreservation, i.e. storage of plant germplasm at ultra-low 

temperatures (e.g. in liquid nitrogen at -196°C), where the biological reactions in the 

cells are hampered, makes available the storage of plant material for theoretically 

unlimited periods of time (long-term storage). Present study investigated the 

possibility of applying slow growth storage and cryopreservation to S. sempervirens. 

Former was achieved by maintaining encapsulated buds (in 3% Na-alginate solution) 

and in vitro shoot cultures at 4ºC, in darkness on four different media compositions 

(MS + 1mg/l BA, MS 0, QL + 1mg/l BA, QL 0) for 3-15 months, while latter was 

performed by pre-culturing the buds on sucrose-rich medium (0.12, 0.25 or 0.5 M for 

24, 48 or 72 h), osmoprotection of the samples by PVS2 (15-120 min at 0°C) on 

aluminum foil strips (droplet freezing method) and direct immersion in liquid 

mailto:Email%3Aekirdok@gyte.edu.tr
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nitrogen. After at least 1 h of storage in liquid nitrogen, frozen samples were thawed 

by incubating them rapidly in 1.2 M sucrose solution and transferred to the recovery 

medium (QL + 20 gr/l activated charcoal). Outcomings of the study revealed the 

possibility of conserving in vitro shoot cultures at 4ºC and in darkness for a mini-

mum of nine months without losing growth potential. As regards cryopreservation, 

optimizing pre-culture conditions previous to storage in liquid nitrogen and using 

droplet freezing approach for the induction of osmoprotection led to a satisfactory 

long-term storage of the buds with high post-thaw recovery rates. 
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EK – 2: THE SIVB 2009 IN VITRO BIOLOGY 

MEETING” ADLI KONGREDE KAZANILAN ÖDÜ-

LÜ BELGELEYEN YAZI 

 

M.Sc. Emrah Kirdok  

Gebze Yuksek Teknoloji Enstitusu Istanbul Caddesi  

no:101 Biyoloji Bolumu 

Kocaeli, 41400  

TURKEY 

 

Dear Emrah Kirdok: 

Congratulations on your selection as the 2009 recipient of the John S. Song Award in 

the amount of $600.00 and SIVB Travel Award in the amount of $600.00.  The 

Student Affairs Committee has selected your abstract #1080640 entitled, 

"Development of Procedures For Medium- and Long-term Storage of Coast 

Redwood (Sequoia sempervirens)," as the 2009 award winner.    

We have planned a special breakfast meeting on Tuesday, June 9, at 7:00 a.m. for the 

Student Affairs Committee and 2009 Award recipients.  You are invited to attend 

this important meeting and thank the committee members, as well as address any 

issues pertaining to student participation in the Society for In Vitro Biology.   

Your award will be presented during the SIVB Business Meeting on Tuesday, June 

9, 2009.   In order to receive your certificate, please plan on attending this meeting 

from 5:00 pm - 5:30 pm.  On Saturday, June 6, the Society will present a symposium 

on "How to Get the Most out of a Scientific Conference."  On Sunday, June 7, the 

Society will host a Keynote Symposium, which will be followed by the Opening 

Ceremony Reception.  Following the reception is a special workshop on how to 

"Build Your Written/Oral Skills, Advertise Yourself and Find That Perfect Job." This 

symposium will discuss how a well prepared candidate, with an effective job search 
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plan, will be successful in securing a position in their chosen field. Additionally, 

there will be a special networking luncheon session on Monday, June 8 to discuss the 

information presented at the Saturday and Sunday sessions as well as to determine 

what other areas of career development are necessary to the young SIVB scientist 

and could be focused on for the 2010 Student Committee hosted session.  Students 

are encouraged to attend all of these events to interact with the Keynote Speaker, 

Education Committee, other student attendees, and members of the SIVB Board of 

Directors.    

I have enclosed an Expense Reimbursement Form that must be submitted to the 

SIVB registration desk or the Business Office after the meeting in order for you to 

receive maximum reimbursement travel expenses up to the amount granted.  Please 

note that you will receive the award only if you are able to attend the meeting.  If the 

amount of the award is insufficient to allow you to cover your costs for travel and 

attendance at the meeting, you can use the receipt of this award as leverage to obtain 

further funding from other sources, including your institution. 

The Society for In Vitro Biology (SIVB) is pleased to recognize outstanding science 

and encourages scientific excellence at all levels.  Congratulations again and I look 

forward to meeting you in Charleston, South Carolina. 

Regards, 

Marietta Wheaton Ellis 

Meeting Secretariat 

 

 

 

 

 

 

 


