Tiirk Bilimsel Derlemeler Dergisi 9 (2): 29-33, 2016
A ISSN: 1308-0040, E-ISSN: 2146-0132, www.nobel.gen. tr

Bitki Genetik Kaynaklarinin Muhafazas1 A¢isindan Biyoteknoloji

Ozlem BILIR*
Trakya Tarimsal Aragtirma Enstitlisit Mudiirligii, Edirne, Tiirkiye

*Sorumlu Yazar: Gelis Tarihi: 21 Haziran 2016
E-posta:ozlem.bilir@tarim.gov.tr Kabul Tarihi: 30 Eyliil 2016
Ozet

Bitki genetik kaynaklari, artan diinya niifusunun ihtiyaglarmim karsilanmasi agisindan gerekli olan yeni cesitlerin gelistirilmesi, farkli sek-
torlerde de degerlendirilebilmeleri bakimindan 6nem tasimaktadirlar. Bitki genetik kaynaklarinda mevcut olan genetik gesitliligin gelecek
nesillere aktarilabilmesi ise bu kaynaklarin muhafazasiyla miimkiindiir. Guiniimiizde bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda yerinde ve
yeri diginda olmak tizere iki temel muhafaza yonteminden faydalanilmaktadir. Biyoteknoloji alanindaki son yillardaki gelismeler bitki genetik
kaynaklarinin muhafazasi ¢aligmalarina biiyiik katkilar saglamaktadir. Klasik metotlarla tiretimi ve saklanmasi zor olan bitki tiirlerinin (inatg1
tohumlu, tohumla iiretiminde problem olan, vejetatif gogalan bitkiler vb.) yeri disinda korunmasinda; ultra soguk kosullarda muhafaza (kriyo-
mubhafaza), yavas biiyiitme gibi biyoteknolojik yontemlere basvurulmaktadir. Bu yontemler, bitki genetik kaynaklarmin sahip oldugu genetik
¢esitlilik kaybini 6nlemek amaciyla tohum gen bankalari tarafindan etkin olarak kullanilmaktadir. Bu derlemede, bitki genetik kaynaklarinin
muhafazasinda biyoteknolojik metotlarin 6nemleri, genel prensipleri, avantaj ve dezavantajlart tartigilmistir.
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Biotechnology with regard to Conservation of Plant Genetic Resources

Abstract

Plant genetic resources carry weight for the development of new varieties to meet the needs of a growing world population, also assessment
in different sectors. Genetic diversity existing plant genetic resources can be transferred future generations, on condition that those resources
is conservated. At the present days, two basic conservation methods namely in situ and ex situ are utilized for the protection of plant genetic
resources. Developments in recent years in the field of biotechnology provide great contribution to the the conservation studies of plant genetic
resources. Biotechnnological methods such as conservation at the ultra cold conditions (cryopreservation), slow growth are applied in ex situ
conservation of plant species (recalcitrant seeds, problematic seed production, vegetative growing plants etc.) which are difficult to product
and store by conventional methods. These methods are used effectively in order to prevent the loss of genetic diversity owned plant genetic
resources by plant gene banks. In this review, significances, general principles, advantages and disadvantages of biotechnology methods have
been discussed in the preservation of plant genetic resources.
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GIRIS nitelige sahiptir ve bu konuda 6nde gelen iilkelerden biridir
[6]. Diinya niifusunun artmasi, dogadan asir1 bitki toplama
ve sokiimii, sehirlesme, endiistrilesme, yerel ¢esitlerin yerini
1slah cesitlerinin almasi, dogal afet gibi ¢evresel tahripler ve
genetik erozyon gibi nedenlerle bu kaynaklar hizla azalmakta
ya da kaybolmaktadir [7]. Bu kaynaklarm, gliniimiizde
ve gelecekteki bitkisel arastirmalarin kullanimia hazir
bir sekilde saklanmasi ¢ok onemlidir [4] ve hatta bunlarin
korunmasi, gelecegin bitkisel iiretimini, bdylece insanligin
gelecegini, giivence altina almasi bakimindan zorunludur
[2]. Bitkilerin muhafaza stratejileri bitki tiirlerine gore
degismekle birlikte [4], biyolojik ¢esitliligi korumak igin
ex situ (dogal yasam alani disinda koruma ya da yapay
koruma) ve in situ koruma (dogal yasam alaninda koruma
ya da yerinde koruma) yaklasimlari izlenmektedir. Her iki
yaklasimda kendine 6zgii uygulamalar1 olan kabul edilmis
programlardir [8]. Bunun yani sira biyogesitliliginin
belirlenmesi ve korunmasi amaci ile g¢esitli biyoteknolojik
yontemlerin kullanimi1 yayginlasmistir [9] ve son yillarda
biyoteknolojide goriilen hizli gelismeler, bitki genetik
kaynaklarina ait ¢aligma alanlarina dogrudan ve ¢ok biiylik
katkilar saglamistir [10]. Bitkisel biyolojik ¢esitlilik ve bitki
genetik kaynaklari, eskiden beri biyoteknolojinin birgok
uygulamalarinda materyal olarak kullanilmistir. Ozellikle
klasik yontemlerle muhafazasi zor veya olanaksiz olan

Bitki genetik kaynaklari, yerel ¢esitler olarak
nitelendirilen kOy populasyonlar;; bunlarin  yabani
akrabalari, artik kullanilmayan eski gesitler ve kalitsal
ozellikleri belirlenmis hatlardan olusur. Kisaca ekilebilen
bitkilerin gelistirilmesi i¢in bu canlilar ile yabani formlarini
da i¢ine alan canli materyalidir [1]. Bitki genetik kaynaklari,
genetik cesitlilik i¢cin 6nemli kaynak niteliginde olup, bir
bitki tiirliniin gen havuzundaki kalitsal bilginin ¢esitliligi,
zenginligini icermektedir [2] ve bitkisel tiretimde verim,
kalite artist vb. saglanmasmm ve idamesinin garantisi,
hastalik, zararli ve olumsuz cevre sartlarina dayaniklilik
icin vazgegilmez bir kaynak olup, farkli tat ve lezzetlerin
adresidir [3]. “Bitkisel Cesitlilik” ya da “Bitki Genetik
Kaynaklar1” olarak adlandirilan bu materyal; “Bitki Islahi
Calismalar” igin olusturulacak gen havuzunda birinci
derecede ©nem tasimaktadir [4]. Ulkemiz ise bitkisel
cesitlilik bakimimdan ¢ok 6nemli bir potansiyele sahiptir.
Ulkemizde 10000 kadar bitki tiirii bulundugu, bunlar
icinde toplam 1890 adet bitkinin ise yurdumuzun degisik
bolgelerinden birisine has olduklari, yani ancak o bolgede
yetistikleri saptanmistir [5]. Komsu iilkelerdekinden daha
fazla cesitlilige sahip olan Tiirkiye, biyolojik ¢esitliliginin
zenginligi bakimindan tiim kita {ilkeleri arasinda 9. siradadir.
Sinirlart iginde bulunan bitki tiirlerinin %33’i endemik
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bitkilere ait genetik ¢esitliligin devamliliginin saglanmasinda
cesitli  biyoteknolojik yontemlerden yararlanilmaktadir.
Bu sekliyle biyoteknoloji, tarimsal {retimin sigortast
durumunda olan bitki genetik kaynaklarinin korunmasi igin
vazgecilmez bir ara¢ durumundadir [11].

Bu derleme c¢alismasinin  amaci, bitki genetik
kaynaklarinin muhafazasinda faydalanilan biyoteknolojik
metotlarn yerini ve genel prensiplerini, olumlu ve olumsuz
taraflarin1 degerlendirmektir.

BiYOTEKNOLOJIiK MUHAFAZA YON-
TEMLERI

Bitki gen kaynaklarmm korunmasmdaki temel
prensipler, uzun siire  depolanabilmesini, canlilik
kayiplarinin en aza disiiriilmesini, ¢cok sayida Ornegin
muhafaza altina alinabilmesini, bakim g¢alismalarinin ve
maliyetin diisliriilmesini hedeflemektedir. Bu amaca yonelik
yaygin uygulama alani bulan ex situ koruma g¢ergevesinde
in vitro DNA, tohum ve polen muhafazasi yer almakta,
tarla gen bankasi ve botanik bahgelerinin yapilandirilmasi
bulunmaktadir [12]. Doku ya da hiicrelerin yapay ortamlarda,
DNA ve polenlerin s1v1 nitrojen i¢inde muhafazasi da ex situ
muhafaza i¢inde ele alinmaktadir [13].

Muhafaza sgekilleri ¢esitli yontemlere sahip olup,
bunlar muhafaza etme ve kullanim amacina uygun olarak;
muhafaza yerine, bitki cesidine, materyalin yapisina ve
genetik kompozisyonuna uyan en gegerli yontem olarak
secilirler [14]. Ancak biyoteknolojik metotlarla in vitro
(vapay kiiltiir ortamlarinda) germplazmin muhafazasinda
genel olarak bu iki teknik uygulanmaktadir;

a- Yavas bilyiitme teknigi ile muhafaza
b- Ultra soguk kosullarda muhafaza (Kriyo-
muhafaza) [15, 11].

In vitro (yapay kiiltiir ortamlarinda) Muhafaza

in vitro sartlarda muhafaza genel olarak vejetatif
materyalin baz koleksiyonlarmin kontrollii = sartlarda
muhafaza edilmesini ifade etmektedir [16]. Generatif ve
vejetatif yollarla ¢ogaltilmast miimkiin olmayan veya zor
olan, genetik olarak degeri yiiksek olan tiirler, ¢ok yillik
bitkilerin koleksiyon halinde muhafazalariin zor ve pahali
olmasi gibi nedenlerle yapay besin ortamlarinda bitki pargasi
veya hiicre olarak saklanir [17]. Totipotent hiicrelerin in vitro
kiiltiiri, kallus veya siispansiyon hiicreleri seklinde uzun
stireli olarak veya belirli araliklarla yeniden olusturularak
saklanabilir ve ihtiya¢ duyuldugunda bu hiicrelerden yeni
bitkiler olusturulabilir. Alternatif olarak ilgili hiicreler,
meristemler veya elde edilen minyatiir bitkiler diisiik
sicaklikta (40°C), ¢ok az besin maddesine ve alana ihtiyag
gostererek steril sartlarda (1-4 yil) veya benzer sekilde ¢ok
diisiik sicakliklarda, sivi azot ig¢inde doku ve hiicreler hizli
bir sekilde dondurulup saklanabilirler. Bu doku kiiltiirii
teknikleri in vitro germplazm muhafazasinda &nemlidir
ve gen ve tohum bankalarinda alternatif olabilmektedir.
Bitki genetik kaynaklarinin muhafazasi, bunlarin arzu
edilen bitkisel dzellikleriyle ve siirekli in vitro tiretimleri
ile yakindan iligkilidir. Stok kiiltiirler asag1 yukar1 optimal
kosullarda siirekli alt kiiltiir yapilarak uzun siire muhafaza
edilebilmektedir [18].

in vitro koruma yapay kiiltir ortaminda bitki
germplazminin (6zellikle siirglin ucu, somatik embriyo
veya embriyogenik kallus) steril kosullar altinda yavas
biiyiitme stratejisi kullanilarak orta donem saklama ve
kriyoprezervasyon kullanilarak uzun dénem (teorik olarak

sonsuza kadar) saklama tekniklerini igerir [19].

a- Yavas biiyiitme teknigi ile muhafaza

Yavag biiyiitme, teknigi doku kiiltiirii kosullarinda
tiirlere bagli olarak periyodik olarak alt kiiltiir yapilmasi
ile 1-15 y1l arasinda klonal bitki materyalinin korunmasidir
[20]. En yaygin uygulama stratejisi ya tamamen karanlikta
ya da hafif aydinlik kosullarda, diisiik sicaklikta kiiltiirler
elde etmektir [21].

Yavas ya da azaltilmig biiylitme ile muhafazanin esast,
bitki kiiltiirlerinin canli kalabilmelerinin izin verdigi oranda,
kiiltiir ortammin ve kiiltiir kosullarinin degistirilmesine
dayanir. Degistirilmis kosullarda biiyiime orani, olduk¢a
diistik olmaktadir. Boyle bir uygulamanin baslica avantaji ise
gortinebilir kiiltlir bozulmasinin kolayca fark edilebilmesidir.
Bu sayede canlilik kaybindan kaginilabilir. Yavas biiyiitme
ile muhafaza; farklilasan kiiltiirler, bitkicik ya da bitki
siirgiinlerinde yaygin olarak uygulanirken, farklilasmayan
kiiltiirler, kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde ise daha az
uygulanmaktadir [18]. Ayn1 zamanda bu muhafaza teknigi
patojensiz bitki materyalinin elde edilmesine imkan verir
ve olumsuz ¢evre kosullari nedeniyle kiiltiirlerin zarar
gormemesini saglamaktadir [22]. Birgok tiire iliskin
kiiltiirler, bu tekniklerle 6 ay ile 2 yil arasinda alt kiiltiir
yapilmadan saklanabilir [10].

b- Ultrasoguk kosullarda muhafaza (kriyomuhafaza)
Bitki ¢esitliliginin  korunmasi, genetik erozyon veya
kaybolma riski tagiyan bitki tiir, form ve gesitlerinin uzun
stireli glivence altina alinmast islemidir [9]. Kriyomuhafaza,
bitki genetik kaynaklarinin ultra diisiik sicakliklarda (sivi
azotta:-196°C) depolanmasi olup, bu muhafaza metodu
bitki genetik kaynaklarinin giivenle ve diisiik maliyetle
saklanmasidir (Bu sicaklikta hiicre bdlinmesi ve de
metabolik asamalar durur, teorikte bitki materyali degisiklik
ya da modifikasyon olmaksizin sonsuza kadar muhafaza
edilebilir, ayrica kiiltiir kontaminasyondan korunarak, ¢ok
kiigiik bir hacimde saklanir [23]. Bitki genetik kaynaklarinin
kriyoprezervasyon teknigi ile muhafazasinda Dbitkisel
materyal olarak; hiicreler, protoplastlar, siirglin uglari,
somatik embriyolar, tohumlar veya zigotik embriyolar, gibi
kullanilabilmektedir [20].

Kriyomuhafaza teknikleri

Cogu canli bitki hiicresi yiiksek miktarda suya sahiptir
ve 0°C’nin altindaki sicakliklara olduk¢a hassastir. Bu
nedenle hiicreler kristal buz olusumundan kaginmak
icin dehidratasyon yapilmalidir [24]. Ancak, asir
kurutma da i¢c komponentlerin yiiksek konsantrasyonu,
protein denatiirasyonu nedeniyle hiicre membranina
zarar verir. Kriyomuhafaza teknikleri bu iki zarari en
aza indirebilmek i¢in gelistirilmistir. Kriyomuhafaza
teknikleri ya dehidratasyon kaynakli dondurulma (klasik
metotlar) ya da vitrifikasyona (yeni metotlar) dayalidir
[25]. Kryoprezervasyon tekniginde bitki materyalinin
muhafazasinda uygulanan islemler asagi yukar1 benzer
olmakla birlikte, bitkilerin kriyomuhafazasinda genel olarak
su yollar izlenir [26];



31

O. Bilir/DERLEME, 9 (2): 29-33, 2016

| Steril kosullarda meristemlerin izolasyonu ve 6n kiiltiiri |

| Materyalin se¢ilen yonteme gore dondurulmasi |

—

S~

Yavasg Kuru
dondurma

Kademeli | [Damla halde Hizh
dondurma ||dondurma

dondurma || dondurma

NN

/S

| Dondurulmus materyalin siv1 azot igerisinde depolanmasi |

| Dondurulmus materyalin buzunun ¢éziilmesi |

| Kryoprotektantlarin ortamdan uzaklastirilmasi ve kiiltiiriin yikanmasi |

| Canlilik testlerinin yapilmasi |

| Materyalin yeniden kdiltiirii |

Sekil 1. Bitki genetik kaynaklarininin muhafazasinda genel kriyomuhafaza agamalari [26]

Klasik muhafaza metotlari, kimyasal kriyoprotektanlar
ve yavas dondurmaya dayanmaktadir [25]. Boyle klasik
kriyomuhafaza yontemleri tiniform ve kiigiik birimlerden
ziyade kallus ve hiicre kiiltlirlerinde basarili olmaktadir
[27, 28]. Yavas dondurma metodu 1980°li yillara kadar
bitki genetik kaynaklarinin muhafazasinda uygulanan temel
bir yontemdi. Bitki genetik kaynaklari (hiicre ve doku)
saman veya kriyotiip igine alinir ve kriyoprotektanlar ilave
edilmekteydi. Bu metodun dezavantaji pek ¢ok bitki tiiriinde
bu metodun uygulanamamasi [29] ve bitki dokularmin kismi
olarak 6lmesi ve sonug itibariyle canliliginin azalmasidir [30,
31]. Ote yandan kriyomuhafaza bitki genetik kaynaklarinin
uzun dénem saklanmasinda (-196°C’de) 6nemli bir aragtir
olmaktadir ve etkili kriyomuhafaza protokolleri pek ¢ok
sayida bitki tiirleri igin gelistirilmektedir. Kriyomuhafaza
sadece kiigiik bir alan ve de ¢ok az bakim islemleri
gerektirmektedir [32]. ilk defa Seibert 1976’da karanfil
meristemlerini 0,1 mg/l IAA (indol Asetik Asit) ve 0,5 mg/I
kinetin iceren agarli MS ortaminda karanlik sartlarda 4
giin siire ile inkube etmis, ardindan 0,5 ml %5 lik DMSO
iceren sivi besin ortami iginde 4 m1’lik kryotiiplere aktarmis
ve sivi azot i¢inde -196°C’de muhafaza etmis ve basarili
sonu¢ almistir [26]. Klasik kriyoprezervasyon teknikleri;
tanimlanmig bir 6n-dondurma sicakligina kadar yavas
sogutulduktan sonra, hizli bir sekilde sivi azota daldirma
seklinde uygulanir. Klasik kriyomuhafaza islemleri
ardigik adimlart icermektedir: &rneklerin 6n biiylitmesi,
kriyokoruma, yavas sogutma (dakikada 0.5-2.0°C)
belirlenmis bir 6n-dondurma sicakligmma kadar o6rnekleri
stvi azota hizli daldirma, depolama, hizli ¢oziilmesi,
yeniden canlandirma seklinde iken; yeni kriyoprezervasyon
teknikleri ise vitrifikasyona dayali bir yontemlerdir. Hiicre
dondurulmadan 6nce ornekler, donmaya karst koruyucu
ortama koyulur ve/ veya havada kurumaya maruz birakilir
ve daha sonra dehidrasyon gergeklestirilir, bunu hizl
sogutma sogutma izler. Bunun bir sonucu olarak, hiicre
ici buz olusumunu etkileyen tim engelleyici faktorlerden
kaginilmis olur [1]. 1980’li yillarda itibaren vitrifikasyona
dayanan yeni bitki kriyomuhafaza islemleri gelistirilmistir.
Vitrifikasyon (hizli dondurma) kristalizasyonla degil, fakat
sogutma sirasinda viskozitede asir1 ylikselme vasitastyla bir
stvinin katilasmasidir [33]. Vitrifikasyona dayali kapsiilleme
ve dehidrasyon,vitrifikasyon (camsilastirma), kapsiilleme
ve vitrifikasyon, dehidrasyon, 6n biiyiitme, 6n biiyiitme ve

dehidrasyon damlacik (droplet) dondurma seklinde temelde
7 farkli yontem belirlenmistir [1]. Klasik kriyomuhafaza
teknikleri karsilastirildiginda vitrifikasyon temelli yontemler
cok hizli dondurma gibi pratik avantajlara sahiptir. Cok hizli
dondurma (vitrifikasyon), donmanin uyarildig: dehidrasyon
kosullart altinda, ¢esitli hiicre tiplerini iceren kompleks organ
yapilari (siirgiin ucu ve embriyo gibi) i¢in daha uygundur.
Buz olusumunu engelleyerek, klasik kriyoprezervasyon
tekniklerine goére islevsel olarak (kontrolli dondurucu
kullanimi  gerektirmedigi i¢in) daha az karmasiktir.
Vitrifikasyona dayali yontemler genis uygulanabilirligi
nedeniyle daha biiyiik bir potansiyele sahiptir ve farkli
hiicre tipleri i¢in yontemde yalnizca kiigiik degisiklikler
gerekir [34]. Hizli dondurmada hiicre iginde buz olusumu
engellenerek hiicrelerdeki fiziksel zararin 6niine gegilmis ve
hiicrelerin canli kalmasi saglanmis olur.

Gelismis tilkelerde dondurarak muhafaza konusunda
yogun caligmalar siirdiiriilmekte ve en son tekniklerle
genetik kaynaklarin korunmasmma ve muhafaza altina
alimmasina ¢alisilmaktadir [26]. Ancak ¢esitli nedenlerle
ekolojideki degisimler ve toplumsal bilincin yetersizligi
nedeniyle sadece iilkemizin degil insanligin bir hazinesi
olan gen kaynaklari hizla yitirilmektedir. Yeni gelistirilen
yiksek nitelikli ¢esit ve hibritlerin  kullaniminin
yayginlagmasi ile gecmisten gliniimiize kadar intikal eden
populasyon ve yerel ¢esitlerin hizla kaybolmasi sonucu 1slah
calismalarinda kullanilan genetik varyasyon daralmakta, bu
da gelecekte yeni cesitlerin gelistirilmesinde biiyiik bir risk
olusturmaktadir. Halen iilkemizde 6nemli sayida toplanmis
ornekler olmasina ragmen, bunlarin depolama kosullarina
bagli olarak canliliklart hizla kaybolmaktadir. Biyoteknoloji
alaninda tlkemizin giicli yanlart son yillarda Onemli
6lclide kaynak ayrilmasiyla yeterli altyapinin olusmasi ve
gen kaynaklari potansiyelimiz olmasina ragmen, yetismis
insanlarin  etkili kullanilamamasi, genetik kaynaklarin
korunmasinda biling eksikligi, cihaz ve sarf malzemesinde
disa bagimlilik gibi genetik kaynaklarimizin biyoteknolojik
yontemlerle muhafazasinda birgok zayif yanlarimiz
mevcuttur.  Ayrica iyi yetismis arastiricilarin yurt disina
gidiglerinin 6nlenememesi, gen kaynaklarinin yurtdisina
gotiiriilerek patentlenmesi, gen kaynaklarinin zarar gérmesi
ve genetik kirlenme gibi tehdit unsurlari da bulunmaktadir

[35].
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SONUC

Genetik cesitliligin temeli olan bitki genetik kaynaklari,
simdiki ve gelecek nesiller igin hayatin idamesinde temel
kaynak niteligindedir. Diinyada ve 6zellikle ¢ok zengin bitki
genetik kaynaklarina sahip iilkemizde var olan, ancak zaman
icerisinde kayba ugrayan bu degerli potansiyelin korunmasi
biiylik onem tasimaktadir. Bitki genetik kaynaklarmnin
muhafazasinda yillardan beri uygulanan yontemlere ek olarak
son yillarda biyoteknolojik metotlardan da faydanilmaktadir.
Biyoteknoloji  bitki genetik kaynaklarmni korunmasi,
dolayisiyla da siirdiiriilebilir tarim i¢in vazgegilmez
bir ara¢ olmaktadir. Birgok iilkede genetik kaynaklarin
muhafazasinda kullanilan  biyoteknolojik y&ntemlerin,
iilkemizde daha fazla uygulama alani bulmasi, bitki genetik
kaynaklarimizin genetik erozyona ugramadan uzun yillar
boyunca korunmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.
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