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OZET

Doga, cesitli faktorlerin etkisi ile tahrip edilmekte bu da biyogesitlilik kayiplarina neden olmaktadir. Biyogesitlilik kayiplarinin
diinyada ciddi bir problem olmas: nedeniyle Uluslararast Dogayr Koruma Birligi (IUCN) bu konuda birtakim c¢aligmalar
yapmaktadir. Biyogesitlilik kayiplarini 6nlemek i¢in in situ ve ex situ koruma stratejileri gelistirilmistir. Ex situ korumada,
tohum gen bankalar1 ve arazide bitki koleksiyonlar1 uygulamalari gibi geleneksel yontemlerin yanisira modern yontemlerin de
onemli bir yeri vardir. Ozellikle yok olma tehlikesi altinda olan tiirlerin korunmasinda ex situ koruma stratejileri kapsaminda
in vitro teknolojinin kullanilmas1 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bitki materyalini toplamada, ¢ogaltmada, uluslararast
degisimde ve muhafaza etmede in vitro tekniklerden yararlanilmaktadir. Bu derlemede, in vitro teknikler kullanarak bitki
biyogesitliligin korunmasi ve Tiirkiye’deki ¢aligmalar sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Bitki doku kiiltiirleri, Ex situ koruma, in vitro depolama, Mikrogogaltim, Dogal tiirler

THE USE OF BIOTECHNOLOGY IN CONSERVATION OF PLANT BIODIVERSITY AND
STUDIES IN TURKEY

ABSTRACT

Nature is destroyed by the influence of various factors and this causes biodiversity losses. Biodiversity losses are a serious
problem in the world and the International Union for Conservation of Nature (IUCN) carries out some studies on this subject.
In situ and ex situ conservation strategies have been developed to prevent biodiversity losses. In ex situ conservation, modern
methods have an important role as well as traditional methods such as seed gene banks and plant collections in the field. The
use of in vitro technology within the scope of ex-situ conservation strategies for the preservation of species under threat of
extinction in particular offers significant advantages. In vitro techniques are used for collecting, propagating, international
exchange and storage of plant material. In this review, the conservation of plant biodiversity using in vitro techniques and
studies in Turkey are presented.
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1. GIRIS

Biyolojik ¢esitlilik (biyogesitlilik); bir yasam ortamindaki canli tiirlerin, bunlara ait genel 6zelliklerin,
habitatlarm ve bu habitatlarda cereyan eden ekolojik iligkilerin zenginligini ifade eden bir kavramdir.
Kisaca bir bolgedeki genlerin, tiirlerin, ekosistemlerin ve ekolojik olaylarin olusturdugu bir biitiindiir.
Biyogesitlilikde bazi kayiplar olmaktadir ve bunlar habitat kaybolmasi, tiir kaybolmasi ve tiir i¢i genetik
cesitliligin azalmasi olarak belirtilebilinir [1]. Biyogesitlilik kaybina sebep olan etkenler, canlt tiirlerinin
yasadig1 habitatlarin parcalanmasi ve/veya bozulmasi, toprak, su ve hava kirlenmesi, ekzotik tiir ve yeni
varyetelerin getirilmesi, asir1 toplama ve hayvan otlatma, kentlesme, niifus artisi, endiistriyel tarim ve
endiistriyel ormancilik, erozyona sebep olan yanlis tarim uygulamalari, kiiresel iklim degisikligi,
ormanlart yok etme vb.’dir [2-8]. Uluslararas1 Dogay1 ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi (IUCN-
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International Union for Conservation of Nature and Natural Resources) diinyada var olan bitki tiirlerinin
iicte birinin farkli diizeylerde tehlike altinda oldugunu belirtmektedir [6]. Ayrica diinyadaki bitki
tirlerinin %50’ den daha fazlasinin 34 kiiresel biyogesitlilik sicak noktalarina (GBH-Global Biodiversity
Hotspots) endemik oldugu belirtilerek artan yokolma tehlikesi nedeniyle IUCN tehdit altinda olan
bitkilerin listesini (kirmiz1 liste) ilk kez 1998’de yayimlamis [9] ve 2013°de listelenen 18292 tiirden
10065’i tehdit altinda olarak verilmistir [10]. Yok olma tehlikesi altinda olan tiirleri korumak i¢in de in
situ (yerinde, dogal habitat1 iginde) koruma ve ex situ (dogal habitati disinda) koruma stratejileri
gelistirilmigtir. EX situ koruma ile tehdit ve tehlike altinda olan biyogesitlilik 6gelerinden tiir gesitliligi
ve genetik ¢esitlilik koruma altina alinabilmektedir ancak, ekosistem ¢esitliliginin ex situ korunmasi
mimkiin degildir [1]. Ex situ koruma, arboretumlar, botanik bahgeleri, arazi koleksiyonlari, tohum
bahgeleri, tohum depolama, doku kiiltiirii teknikleri/in vitro gen bankalari, DNA bankalar1 ve polen
depolamanin yanisira bitki materyallerinin ¢esitli kistmlarinin kiiltiirii ile kisa, orta ve uzun siireli
depolanmasiyla olmaktadir [8]. Ex situ koruma stratejileri kapsaminda dogal tiirlerin gogaltilmasi
calismalari da 6nemli bir yer tutmaktadir ve gogaltma caligmalarinda tohum bankalarindan da
yararlanilmaktadir. Ancak tohum bankalarindan yararlanilmas1 miimkiin olmayan tiirlere ait genetik
cesitliligi korumada, in vitro teknolojinin kullanilmasi (6rnegin mikrogogaltim) 6nemli bir avantaj
olmaktadir [11].

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli etkenlerin sonucu olarak biyogesitliligin ve endemik tiirlerin
kaybolma tehlikesi ile yiiz yiize kalinmis ve korunmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Ulkemizde 1960°h
yillarda “Bitki Genetik Kaynaklarin/Cesitliligin Muhafazasi1 Ulusal Programi” ile bitki biyogesitliligini
in situ ve ex situ koruma caligmalari baslamis ve devam etmektedir. Ulusal Bitki Genetik Kaynaklari
Aragtirma Programi Cercevesinde, Tiirkiye’'nin endemik tiirlerinin toplanmasi ve korunmasi
siirdiiriilmektedir. “Tiirkiye’nin Onemli Bitki Kaynaklar1” yayini, “Tiirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi
(Egrelti ve Tohumlu Bitkiler)” [12] ve ilk baskis1 2012 olan “Tiirkiye Bitkileri Listesi, Damarh Bitkiler”
kitab1 bitki ¢esitliliginin belirlenmesi ve korunmasina yonelik 6nemli ¢aligmalardir.

Bu derlemede, bitki genetik kaynaklarin korunmasinin 6nemi nedeniyle ex situ korumada in vitro kiiltiir
tekniklerinin kullanimi ve avantajlar1 agiklanmis ayrica, iilkemizde tehlike altinda olan nadir ve endemik
tiirlere iliskin yapilmis olan in vitro kiiltiir caligmalari ¢izelge olarak sunulmus ve degerlendirilmistir.

2. EX SITU KORUMA YONTEMLERI

Ex situ koruma yontemleri, geleneksel yontemler ve modern yontemler olarak degerlendirildiginde;
geleneksel yontemler arboretumlar, botanik bahgeleri, arazi gen bankalari, tohum bahgeleri ve tohum
gen bankalandir [8,13]. Geleneksel yontemlerden olan tohum depolama, genellikle tercih edilen bir
metotdur fakat klonal ¢ogaltilan ya da tohum tiretmeyen bitkiler i¢cin miimkiin olmamaktadir. Bu bitkiler
arazi gen bankalarinda ve dormant vegetatif lireme parcasinin (gozlerden heniiz siirgiin gelisimi
olmayan-goézler uyanmamis olan) sogukta muhafazasi seklinde korunabilmekte ancak, bu metotlar
yeterli gelmemektedir. Vegetatif olarak ¢ogaltilan tiirler, rekalsitrant (recalcitrant-unorthodox) tohumlu
tiirler (tohumu kisa 6miirlii olan ve kurumaya toleransli olmayan tiirler) ve farkli sorunlarla karsilasilan
bazi1 tiirler i¢in in vitro c¢ogaltma ve koruma yontemleri yani biyoteknolojik yoOntemler
uygulanabilmektedir [3,7,14-19].

Modern yontemler yani in vitro koruma yontemleri; n vitro kiiltiir teknikleri/in vitro gen bankalari, DNA
depolama, polen depolama, kriyoprezervasyon (bitki materyalini diisiik sicaklikta ve sivi azotta
depolama) teknikleri olarak siralanabilir [2,13-15,18].

2.1. Biyoteknolojik Yontemler ile Koruma

Bitki biyoteknolojisi ve molekiiler biyoloji alanindaki ilerlemeler, bitki biyogesitliliginin yonetimini ve
korunmasini destekleyen giiclii bir yol olmustur. In vitro kiiltiir teknikleri hem bitkilerin mikrogogaltimi
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hemde bitki genetik kaynaklarin korunmast icin verimli bir sekilde kullanilmaktadir. in vitro teknikler
ile koruma; materyali toplama, yiizeysel sterilizasyon, kiiltiire alma, in vitro ¢cogaltma ve ¢ogaltilan
bitkileri dis ortama alistirdiktan sonra dogal habitatlarina aktarmanin yanisira materyalin kisa, orta ve
uzun siireli depolanmasit adimlarini igerir [2,6,13-15,20,21].

2.1.1. In vitro Kiiltiirler icin bitki materyali toplama

Doku kiiltiirlerini baglatmak i¢in ilk adim, bitki materyalini temin etmektir ve dogal tiirlerin kiiltiirii i¢in
materyal dogadan toplanmaktadir. Botanik bakimdan bol miktarda ve kiigiik tohum {ireten tiirlerde
toplama kolay olabilmektedir. Ancak tohumlarin toplanmasini sinirlayan bazi faktorler de
sozkonusudur. Bazi tiirlerin tohumlarinin yasam siiresi ¢ok kisa olabilir, veya dormansi (durgunluk-
cesitli i¢c ve dis faktorler sebebiyle tohumlarin ¢imlenmesinin dnlenmesi) goriilebilir, bitki saglikli
olmayabilir (hastalik ve zararli etkisi, otlatma nedeniyle zarar gérmesi vb.) veya tohum olgunlagsmamis
olabilir. Ayrica, tasinmasi zor olan biiyiik ve agir meyveler veya materyalin yetistigi alaninin gen
bankasina uzak olmasi nedeniyle tasima sirasinda Orneklerin canliliginin korunamamasi tohum
toplamada &nemli problemler olarak ortaya ¢ikmaktadir. In vitro teknoloji, bdyle problemli tiirler igin
¢ozlim sunmakta ve canli dokular toplamada olanaklar1 genisletmekte ve 6rnek toplama yeterliligi
onemli derecede arttirilabilmektedir. Ornek olarak tiim bitkiyi almak yerine kiiltiirde kullanilacak bitki
kisimlarini (embriyo, nod-bogum, tomurcuk, yaprak vb.) almak daha etkili bir toplama metodu olmakta
ve buuygulama, doku kiiltiirlerini arazide baslatma islemidir [2,9,15,21,22]. Buna gore bitki materyalini
toplamada dikkate alinmasi gereken faktdrler olarak: 1. Uygun doku nedir ve toplanacak dokunun
boyutu ne olmalidir? 2. Materyalde toprak kalintilar1 ve hastalikli doku var midir? 3. Bitki dokusunun
sterilizasyonu nasil yapilmalidir? Sorularinin yanitlanmasi gereklidir [21].

In vitro teknolojide, dogadan toplanan bitki materyalinden mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi tam
olarak kontrol edilmesi gereken kritik bir faktordiir. Eksplantin (kiiltiire alinacak bitki parcasi)
kontaminasyon diizeyini dokunun yas1 (genellikle yash dokular geng dokulardan daha fazla bulagiktir),
dokunun yeri (toprak iistii veya toprak alti dokulari) ve yetistigi cevre gibi farkli faktorler de
etkilemektedir. Bitkiden kiiltiir i¢in alinan bitki parcasi toplama yerinde veya laboratuvarda yiizeysel
olarak sterilize edilir ve sterilizasyon, doku kiiltiirlerini baslatmada basarilmas1 gerekli ilk asama
olmaktadir [21,23].

In vitro kiiltiir i¢in bitki pargas1 toplama sistemi, ilk olarak kakao (Theobroma cocoa) ve hindistan cevizi
(Cocos nucifera)’nde gelistirilmis ve diger bitkiler i¢in model olacak iki metot ortaya konmustur.
Tohum ve gelik ile cogaltilan kakao’da tohumlar rekalsitranttir ve olgun tohum ve ¢elikler canliliklarini
hizla kaybettiklerinden materyali uzun zaman canli muhafaza etmek pek miimkiin olmamaktadir.
Yidana ve ark. (1987) kakao i¢in nod (bogum) igeren siirgiin ¢eliklerini toplama, ¢elikleri sterilize etme
ve fungusit i¢ceren semi-solid ortamda kiiltiire alma seklinde basit bir in vitro teknik rapor etmislerdir
[2,21]. Benzer olarak hindistan cevizi tohumlariin da geleneksel yontemler ile toplanmasi yetersiz ve
pahalidir. Tohumlarin biiyiik hacimli, agir ve rekalsitrant olmas1 nedeniyle bir materyal toplama yontemi
olarak embriyolarin alinmasi 6nerilmektedir. Burada amag, embriyolarin kiiltiirii i¢in uygun bir in vitro
kiiltiir teknigi gelistirmek ayrica, germplazmin uluslararasi degisiminde embriyolar1 kullanmaktir.
Embriyolarin toplanmasi iki temel adimi icermektedir. Sert kabuklu meyvenin kabuklarinin
temizlenmesi ve kirilip acilmasi, embriyoyu igeren endosperm kisminin bir tikag gibi ¢ikarilarak
embriyonun endospermden izole edilmesi ve embriyonun kiiltiire alinmasidir. Bu konuda rapor edilen
in vitro kiiltlir tekniklerinden biri, arazide yiizeysel sterilizasyonu yapilan embriyolar1 laboratuvara
getirinceye kadar potasyum klorid (KCl) ¢6zeltisinde muhafaza etmeyi, laboratuvarda yeniden yiizeysel
olarak sterilize etmeyi, steril kosullar altinda siikroz ve aktif karbon ilaveli semi-solid ortamda kiiltiire
almay, kiiltiirlerin 6nce karanlik kosulda, siirgiin ve koklenme basladiktan sonra ise aydinlik kosulda
birakilmasini 6nermektedir. Kakao ve hindistan cevizi disinda Coffea arabica L. (kahve), Musa L. (muz)
tiirleri, Citrus L. (narenciye) tiirleri, Ipomoea batatas L. (tatl1 patates), Vitis (asma) tiirleri, Prunus (erik)
tirleri, Persea americana Miller (avokado), Erythrina L. (flame tree-ates agaci) tiirleri, Vanilla
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planifolia Jackson (vanilya), Pouteria Aublet (Sapodilla-sakiz agaci) tiirleri, Colocasia esculenta var.
esculenta (Taro-kulkas) ve Gossypium hirsutum L. (Pamuk) bitkileri i¢in kiiltiire alinmasi uygun olan
bitki kisimlarinin toplanmasinda yararlanilacak materyal toplama teknikleri belirlenmistir [21,23].

Kiiltiir i¢in uygun olan bitki par¢asini toplama, nadir ve nesli tiikenmekte olan tiirler igin de bir
alternatiftir. Bu bitkiler sinirlt oldugundan 6rnek toplamada ¢ok dikkatli olunmalidir. Bitkiden kiiltiire
almmasi uygun olan bitki kismi olarak kiigiik bir parganin 6rnek olarak alinmasi ile oradaki bitki
toplulugunun (in situ populasyonlarin) zarar gormesi engellenmektedir. Ancak in vitro kiiltiir i¢in 6rnek
toplama protokolii tiire 6zgii olacaktir ve bu nedenle de tiire uygun protokolii ortaya koymak gereklidir.
Oncelikle literatiirdeki iliskili tiirler degerlendirilerek tiire uygun yontemi gelistirmek iizere ¢alismalar
yapilmalidir [21,22].

2.1.2. Bitki materyalini ¢cogaltmada in vitro teknolojinin kullanimi

In vitro teknikler ile cogaltma, mikrogogaltim olarak ifade edilmekte ve bu teknikler, 6zellikle bir tiiriin
klasik yontemler ile c¢ogaltilmasi glic oldugu zaman ve popiilasyonu sinirlt olan bitki tiirlerinin
korunmasi icin ¢ok avantajli olmaktadir. In vitro cogaltma teknolojisi, kisa bir zaman periyodunda,
sinirli alanda, daha az anag bitki kullanarak ¢ok sayida bitkiyi mevsimden bagimsiz olarak elde etme
olanagi saglamaktadir. Rekalsitrant tohumlu tiirleri, vegetatif olarak ¢ogaltilan tiirleri, nadir ve tehlike
altindaki bitki tiirlerini, elit genotipleri ve genetik miithendislik materyalini bu teknikler ile ¢ogaltma,
genetik kaynaklarin ve bitki gesitliliginin ex situ korunmasi igin baslica yollardan biri olmustur
[3,6,7,17,19,20,22,24-26]. Yok olma tehlikesi altindaki tiirleri korumak i¢in bu tiirlerin
mikrogogaltilmasi ve ¢ogaltilan materyallerin tahrip edildikleri habitatlarina ve/veya yetisebilecekleri
uygun bir bolgeye aktarilmasi Decalepis arapyalpathra, Blepharistemma membranifolia, Morinda
umbellata, Mahonia leschenaultii, Heracleum candolleanum gibi bazi tibbi bitki tiirlerinde basariyla
uygulanmigtir [27].

Herhangibir in vitro koruma protokolil ortaya koymak icin 6ncelikle o bitki materyalinde rejenerasyon
ve ¢ogaltimin saglandigi bir doku kiiltiirli yontemi olusturulmasi gereklidir. Bu yontem, kiiltiire alinan
bitki ile ayn1 olan bitkiler elde etmeyi ve in vitro muhafaza edilen bu materyalden tekrar yiiksek oranda
bitki elde etmeyi garanti etmelidir. Yok olma tehlikesi altinda olan bazi dogal tiirlerin korunmasi amagli
mikrogogaltma ¢aligmalari basariyla gergeklestirilerek uygun in vitro yontemler gelistirilmistir [16,21].
Ornegin, Lavandula pedunculata (Karan)’nin esansiyel yag iiretimi amagl mikrogogaltimi dogal
kaynaklar korunarak basariyla ortaya koyulmustur [26].

Floranin korunmasina yonelik olarak mikrogogaltmanin avantajlari:

1. Ana bitki ile ayn1 veya ana bitkiye ¢ok benzer olan ¢ok sayida bitki elde etmek,

2. Yeni bitkileri kisa zamanda, yiiksek oranda ve saglikli olarak elde etmek,

3. Eseyli iretilemeyen bitkileri ve tek eseyli (uniseksuel) bitkileri ¢ogaltmak icin doku kiiltiirii
tekniklerini kullanmak uygun bir yol olmaktadir [13].

Ancak doku Kkiiltiirii tekniklerinin baz1 dezavantajlar1 da vardir. Az sayida bulunan genotiplerden bir
popiilasyon olusturma g¢abasi genetik tabanin daralmasina sebep olabilir. Somaklonal varyasyon
goriilmesi de ana bitki ile ayn1 olan bitki iiretmede istenmeyen bir durumdur. Ayrica, in vitro teknikler
genel olarak daha pahalidir, 6zel ekipman ve nitelikli personel gerektirmektedir [13].

2.1.3. Bitki materyalinin uluslararasi degisiminde in vitro teknolojinin kullanimi

Bitki materyalinin in vitro’da steril kosullarda, hastalik ve zararlilardan arinmis olmasi germplazmin
uluslararast degisiminde karantina prosediiriinii kolaylastirmaktadir. Bu sekilde bitkinin hastaliksiz
olmas1 ve cok daha fazla miktarda materyalin daha az yer kaplayarak taginmasi (deney tiiplerinde
taginmasi vb.) uluslararas1 materyal degisiminde biiyiik bir avantaj olmaktadir [2,21,28].
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2.1.4. Bitki materyalini korumada in vitro teknolojinin kullanim

1970’11 yillardan bu yana bir¢ok bitki tiiriinde doku kiiltiirii teknikleri ile koruma uygulanmaktadir [29].
In vitro koruma sistemini olusturan temel teknolojiler, materyali toplama ve koleksiyon olusturma,
hastaliktan arindirma ve hastalik tarama, kiiltiire alma ve ¢ogaltma, muhafaza ve materyalin dagitimidir.
In vitro koruma teknikleri, kisa ve orta siireli muhafaza igin biiyiimenin yavaslatilmasi, uzun siireli
muhafaza i¢in kriyoprezervasyon uygulamalaridir [2,8,17].

Kiiltiirde biiylimenin yavaglatilmasi ile materyal, kisa ve orta siireli olarak muhafaza edilebilmektedir.
Ancak bu siiregte kiiltiirlerin canliligin1 ve rejenerasyon kapasitesini kaybetmemesi gereklidir.
Biiyiimeyi yavaglatma, genellikle kiiltiir ortami bilesiminin ve kiiltiir odasi g¢evre kosullarinin
degistirilmesi ile saglanmaktadir [3,13,15,17,30]. Kiiltiir ortamu bilesimindeki degisiklikler; mineral
madde igeriginin disiirilmesi, seker konsantrasyonunun azaltilmasi, biliylime diizenleyicilerinin
konsantrasyon ve/veya ¢esidinde degisikliklerin yapilmasi ve osmotik aktif bilesiklerin ilave edilmesi
ile olmaktadir. Ayrica, yag tabakasi veya likit ortam kullanarak oksijen diizeyinin azaltilmasi da
yapilabilir. Kiiltiir odasinin ¢evre kosullarinda sicakligi azaltma, 1g1k yogunlugunu azaltma veya hem
sicaklik hemde 151k yogunlugunu azaltma veya kiiltiirleri tamamen karanlikta depolama gibi degisimler
de yapilabilmektedir [13,29,30]. Cogunlukla yapilan uygulamalar sicakligin diisiiriilmesi, mineral
maddelerin ve ortamdaki karbon kaynagi konsantrasyonunun azaltilmasi ile diisiik 151k yogunlugu
kullanilmasi gibi fiziksel ve kimyasal faktorlerin kombinasyonudur [17]. Yavas biiyiime ile in vitro
korumada sistemin yeterliligini eksplant tipi, eksplantlarin fizyolojik durumu, kiiltiir kaplarinin hacmi
ve kapak tipi gibi diger bazi faktdrler de etkileyebilmektedir. Ayrica in vitro kiiltiirler ile kisa ve uzun
stireli korumada, ¢ogaltma yontemindeki kiiltiir ortaminin kimyasal kompozisyonu degistirilerek alt
kiiltiir periyotlar1 uzatilabilmekte ve bu sekilde alt kiiltiirler arasindaki zamanin arttirilmasi da birgok
laboratuvarda rutin olarak uygulanmaktadir [13,21]. Bilyiimenin yavaslatilmasi ile materyali kisa ve orta
stireli muhafaza etmek i¢in materyal, depolama periyodunun sonunda (gelecek depolama dongiisiine
girmeden Once) yeniden biiyiimeyi tesvik etmek igin taze besin ortamina aktarilir ve kisa bir periyot i¢in
optimal kosullarda kiiltiire devam edilir sonra, tekrar depolama kosullarina alinir [21]. Bitki materyali
yavag bilylitme yontemi ile alt kiiltiir yapmaksizin birka¢ aydan iki-ii¢ yila kadar [13], alt kiiltiir
periyotlar1 ayarlanarak yapilan alt kiilttrler ile de 15 yila kadar korunabilmektedir [27]. Arda ve ark.
(2016), bir Balkan endemigi olan Dianthus ingoldbyi siirgiinlerinin 0.5 mg/l NAA’li MS ortaminda
4°C’de karanlikta, alt kiiltlir yapmaksizin 6 ay muhafaza edildiginde siirgiinlerin %58’inin canl
kaldigini tesbit etmisler ve bu bitki i¢in uyguladiklar1 yontemi in vitro korumada etkili bir metot olarak
belirtmislerdir [31].

Biiyiimeyi yavaslatmak icin kiiltiir ortam1 bilesiminin ve depolama kosullarmin degistirilmesinin
yanisira eksplantlarin parafin, mineral yag veya likit ortam ile kaplanmasi da bir alternatiftir. Hem
mineral yag hem de silikon yag ile kaplama sonucu, 25°C’de muhafaza edilen tatli patates siirglin
kiiltiirlerinin biiyimesini sinirlandirmak miimkiin olmus ve bir¢ok zencefil tlirliniin siirglin kiiltiirleri
mineral yagda iki yildan daha fazla siire muhafaza edilmistir. Eksplantlarin yag ile kaplanmasinin
yanisira kapsiil ile kaplama da diger bir yontemdir. Somatik embriyo, siirgiin uglar1 ve aksillar
tomurcuklar gibi bitki kisimlarinin kapsiil i¢ine alinmasi ile yapay tohumlar yani sentetik tohumlar elde
edilmektedir. Yapay tohumlar, baslica klonal ¢ogaltmada, tohumlari rekalsitrant olan tiirlerin veya
tohum iiretmeyen bitkilerin 1slahinda kullanilmaktadir. Ornegin, orkide protokormlarinin kapsiille
kaplanmast ile orta siireli koruma miimkiin olmugtur [21].

Yavas biiylitme tekniklerinin avantaji, mikrogogaltma i¢in kullanilan temel tekniklerin yavas biiyiime
icin de kullaniliyor olmasi ve depolamada da bu tekniklerin modifikasyonlarinin kullanilmasidir.
Bununla beraber mikrogogaltmadaki yiiksek laboratuvar maliyeti yavas biiyiitme teknikleri i¢in de
sO6zkonusudur ayrica, in vitro kiiltlirlerin somaklonal varyasyon riski tasidigi da unutulmamalidir [13,
21].
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Rekalsitrant tohumlu tiirler, tohumlarinin muhafazasi konvansiyonel metotlar ile miimkiin olmayan
tiirler, tohum iiretmeyen ve klonal olarak ¢ogaltilan bitki tiirlerinin uzun siireli korunmasi igin
kriyoprezervasyon o©nemli bir yoldur. Kriyoprezervasyon; materyali 6zel koruyucu maddeler
(kriyoprotektan) ile sivi azotta, -196°C’de, uzun zaman periyodunda degismeden saklamay1
icermektedir yani uzun siireli muhafaza i¢in likit fazda olan bir kriyobankadir [7]. Kriyoprezervasyonun
avantajlari; bitki materyalini kontaminasyondan korumasi ve sogukta muhafaza edilmis olan dokunun
ilke ve bolgeler arasinda germplazm degisiminde daha giivenilir olmasidir [2,13,15-17,22,30].
Kriyoprezervasyon yontemi bitki tiir, cesit hatta genotipe gore optimize edilerek basariyla
kullanilmaktadir ve uygulamalar1 hergecen giin artmaktadir.

3. ULKEMiZDE NADIR ENDEMIK ve/veya TEHDIT ALTINDAKI TURLERE AiT IN VITRO
KULTUR CALISMALARI

3.1. Tohum Cimlendirme

Tohum, bitki germplazmin1 koruma ve kullanilacagi yere tasimada en yaygin olarak kullanilan bitki
kismidir. Tohumun depolanmasindan 6nce tohumun optimum olgunlagma dénemi, tohum kalitesi,
bitkinin yetisme kosullar1 ve hasat teknikleri, ¢cimlenme ekofizyolojisi ve dormansi derecesi bilinmesi
gereken konulardir ve bu konular tohum canliligini muhafaza etmede son derece Snemli rol
oynamaktadir [32].

Biyogesitliligin korunmasi ve yonetimi i¢in Oncelikle tehlike altinda olan tiirlerin iireme biyolojisi ve
tohumu ile ilgili bilgiler arastirilmali, tohum ¢imlenme gereksinimleri belirlenmelidir [33]. Biyolojik
cesitliligi ¢ok zengin olan iilkemizde tehlike altindaki nadir, endemik ve/veya dogal tiirlerin
tohumlarmin gerek in vivo gerekse in vitro ¢imlendirilmesi g¢aligmalar1 koruma amaci da olan gesitli
projeler kapsaminda yiiriitiilmektedir. Yiiksek bitki cesitliligine (tohumlu bitki tiir, alttiir ve varyeteleri
11707) ve endemizm oranina (%31.12) [34] sahip olan iilkemizde bu konu ile ilgili caligmalarin 2000°1i
yillarda arttig1 ancak yeterli olmadig1 bilinmektedir [33].

3.2. Mikrocogaltim Calismalari

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki
kisimlarindan (eksplant) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde
edilmesidir. Mikrogogaltim hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde edilmesi, daha
kiigiik alanda kisa siirede hizli {iretim, ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin daha kolay iiretimi, yilin tim
sezonlarinda bitkinin ¢ogaltilmasi gibi bir¢ok avantajlara sahiptir. Doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak
herhangibir in vitro koruma protokolii ortaya koyabilmek i¢in 6ncelikle o bitki materyaline uygun olan
doku kiiltiirii kogullarini belirlemek ve mikrogogaltimimi basarmak gerekmektedir.

Tiirkiye endemik bitkiler agisindan ¢ok zengin olmasina ragmen, zenginligi olugturan bu tiirlerin bazilar
yok olma tehlikesi ile karsi karsiyadir. [UCN 2001 kriterlerine gore, lilkemizdeki endemik tiirlerin
yaklasik 600 kadar1 “Kritik tehlikede CR-Crytically endangered”, 700 kadar1 da “Tehlikede EN-
Endangered” kategorisinde yer almaktadir [35]. Yok olma tehlikesi ile karsi karsiya olan tiirlerin sayisi,
floradaki toplam bitki tiirii say1sinin %23 {inii olusturmaktadir [36]. Ulkemizdeki dogal bitki tiirlerinin
ex situ koruma stratejileri kapsaminda ¢ogaltilmalar1 ve popiilasyonlarinin yok olmasimin dnlenmesi
bakimindan mikrogogaltim ¢aligmalari biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ulkemizde nadir, endemik ve/veya yok olma tehlikesi altindaki tiirler iizerinde yapilan in vitro
teknolojik ¢aligmalar genellikle mikrogogaltim protokollerinin olusturulmasi iizerinedir (Cizelge 1).
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Cizelge 1. Ulkemizin nadir, endemik ve/veya tehlike altinda olan ve mikrogogaltim amaci ile in vitro kiiltiir

calismalar1 yapilan dogal tiirleri (Tiirler alfabetik olarak verilmistir)

Tiir Tiiriin Durumu Eksplant Kaynak
Ajuga vestita Boiss. Nadir, Endemik In vitro siirgiinler [37]
Allium tuncelianum (Kollman) 18 giinliik bitkiciklerin siirgiin ve kok uglari [38]
Ozhatay, Matthews, Siraneci Endemik, EN Yarim dis (clove) [39]
Amsonia orientalis CR Olgun nod (node-bogum) eksplantlari [40]
Anthemis pestalozzae Boiss. Nadir, Endemik,

Tehdit altinda Kotiledon ve yapraklar [41]
Anthemis xylopoda O. Schwarz Ana kokten ayrilan 1-2 cm fideler [42]
Endemik, CR Yaprak eksplantlari [43]
Arabis drabiformis Boiss. Nadir, Relikt Siirglin  ucu ve internod (bogum arasi) [44]
endemik eksplantlari
Astragalus cariensis Boiss. Endemik, NT Yaprak ve yaprak sap1 [45]
Astragalus chrysochlorus Boiss. Endemik 15 giinlik fidelerin hipokotilleri (~1 cm [46]
& Kotschy uzunlukta)
Astragalus condensatus Ledeb. Endemik In vitro bitkicikler [47]
Astragalus nezaketae Endemik 30 giinliik fidelerin yaprak ve yaprak sap1 [48]
Astragalus schizopterus L. Endemik 30 giinliik fidelerin lateral meristemleri [49]
Centaurea arifolia Boiss. Endemik, DD 6 haftalik fidelerin yapraklar1 [50]
Olgunlagmamis zigotik embriyo [51]
Centaurea tchihatcheffii Fisch et. CR 4 haftalik fidelerin siirgiin uglari ve tek bogum [52]
Mey iceren eksplantlart
Centaurea zeybekii Wagenitz Dar yayilish Ana kokten ayrilmig olan 4 haftalik fideler [53]
endemik, EN
Cyclamen cilicium Boiss. et Heldr.  Endemik Tohum taslagi, yumurtalik, yaprak ve yaprak [54]
sap1
8 haftalik fidelerin yumru kisimlari [55]
Cyclamen mirabile Hildebr. Endemik
Tohum taslagi, yumurtalik, yaprak ve yaprak [54]
sap1
Cyclamen parviflorum Pobed. Endemik Tohum taslagi, yumurtalik, yaprak ve yaprak [54]
sap1
Cyclamen pseudibericum Hildebr.  Endemik Tohum taslagi, yumurtalik, yaprak ve yaprak [54]
sap1
Dianthus ingoldbyi Turrill Balkan Endemigi, 1 aylik steril fidelerin aksillar tomurcuklari [31]
CR
Digitalis lamarckii lvan. Endemik Yaprak [56]
Digitalis trojana Ivan Endemik Yaprak [57]
Dorystoechas hastata Boiss. & Ana kokten ayrilmig olan 4 haftalik steril
Heldr. ex Bentham Endemik fideler [58]
Echium orientale Endemik, LC 4 haftalik steril fidelerin yaprak ve yaprak [59]
saplari
Erodium sibthorpianum subsp.  Endemik, Tehdit Siirgiin uglar [60]
sibthorpianum altinda
Erodium somanum H. Pesmen Endemik, CR Siirgiin uglari, yaprak [61]
Erodium olympicum Endemik Geng bitkilerin nodlar1 (bogumlari) [62]
Fritillaria aurea Schott Endemik Y2 sogan [63]
Gladiolus anatolicus (Boiss.) Endemik, VU In vitro’da elde edilen kormel pargalari [64]
Stapf.
Hypericum adenotrichum Endemik Yaprak [65]
Hypericum heterophyllum Vent. Endemik Tohumdan kallus indiiksiyonu, kallusdan [66]
rejenerasyon
Hypericum scabroides Robson & Endemik Apikal uglar [67]
Poulter
Iris pamphylica Endemik, EN Taze soganlar ve olgunlagmamig embriyolar [68]
Iris sari Endemik Olgunlagmamis embriyo [69]
Iris schachtii
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Cizelge 1 Devamu...

Iris stenophylla Hausskn and

Siehe ex Baker subsp. allisonii B.  Endemik, CR Olgunlagmamig embriyo ve sogan pulu [70]
Mathew
Sogan pulu, yaprak eksplantlart [71]
Lilium candidum L. Nadir Sogan pulu [72,73]
Linaria genistifolia (L.) Miller
ssp. praealta (Boiss.) Davis Endemik Aksillar siirgiin uglar1 [74]
Liquidambar orientalis Yaprak [75]
Miller Endemik Kotiledon ve hipokotil pargalari [76]
Sogan pulu [77,78]
Muscari aucheri (Boiss.) Baker Endemik, EN Sogan pulu ve olgunlagmamis embriyo [79]
Sap eksplant1 [80]
Muscari azureum Endemik, EN Sogan pulu [81]
Olgunlagmamig embriyo [82]
Muscari mirum Speta Endemik, EN Sogan pulu, yaprak ve olgunlagmams [83]
embriyo
Muscari muscarimi Medikus Endemik, EN Olgunlasmamis zigotik embriyo [84]
Ikiz sogan pulu [85]
Neotchihatchewia isatidea EN Olgunlasmamig embriyo [86]
(Boiss.)
Origanum acutidens (Hand.- Bir haftalik fidelerin yeralti bogumu igeren [87]
Mazz.) letswaart Endemik eksplant
Govde bogumu igeren eksplant [88]
Origanum  minutiflorum  O. Hipokotil, siirgiin uglari, yaprak pargalar1 ve
Schwarz and Davis Endemik tek bogum igeren eksplantlar [89]
Origanum sipyleum L. Endemik 17 giinliik fidelerin siirgiin uglart [90]
Ornithogalum isauricum O. D.
Diigen and H. Stimbiil Endemik Sogan pulu [91]
Ana kokten ayrilmig fideler (2-3 cm) [92]
Rhaponticoides mykalea (Hub.- ) Olgunlagmamus zigotik embriyo [93]
Mor.) M.V. Agab & Greuter. Endemik, CR Epikotil ve fidelerin kotiledon yapraklariin [94]
saplart
Sideritis sipylea Boiss. Endemik Ucg haftalik steril fideler [95]
Sphaerophysa kotschyana Endemik, Tehdit Bogum (nod) iceren pargalar [96]
altinda
Stachys tmolea Boiss. Endemik Steril fideler [97]
Sternbergia fischeriana Herbert Nadir, EN Olgunlagmamig embriyo [98]
Kotiledon (4x8 mm) ve kok (<1 cm) [99]
eksplantlari
Thermopsis turcica Kit Tan, Epikotil [100]
Vural & Kiigiikdditk Endemik, CR Yaprak ve sap [101]
Tohum taslagi (Ovul)-embriyo [102]
Stamen [103]
Thymus sipyleus Boiss. Endemik Steril fideler [104]
Trifolium  pannonicum  Jacq. 7-8 giinliik fidelerin hipokotil, kotiledon ve
subsp. elongatum (Willd.) Endemik kotiledon nodu igeren segment [105]
Tulipa sintenisii Tulipa armena Endemik Olgunlagmamig embriyo [106]

TUCN kategorisine gore; CR: Kritik tehlikede (Critically Endangered), EN: Tehlikede (Endangered), VU: Hassas (Vulnerable),

NT: Neredeyse tehdit altinda (Near Threatened), LC: Asgari endise (Least Concern), DD: Yetersiz veri (Data Deficient)

Yirminci ylizyilin ikinci yarisindan itibaren bitki doku kiiltlirlerindeki c¢aligmalarin ortaya koydugu
onemli gelismeler sayesinde bitki biyogesitliliginin korunmasinda da biyoteknolojik yontemler
kullanilmaya baslanmistir. Ulkemizde ise dogal tiirlerdeki in vitro kiiltiir calismalarina 2000°1i yillarda
baglanmis olup (gizelge 1) giiniimiizde de tehlike altindaki ve/veya endemik bitkilerin mikrogogaltim
protokollerinin olusturulmasi ve in vitro koruma iizerine ¢alismalar devam etmektedir. In vitro koruma
amach az sayidaki ¢alismalardan uzun siireli koruma olan kriyoprezervasyon konusunda ise Fraxinus
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excelsior L. [107], Thymus vulgaris ve Thymus cariensis [108] tiirlerinde olmak iizere sadece birkag
calismaya rastlanmistir.

Ulkemiz icin dogal tiirlerde mikrogogaltim calismalar1 ncelikle iiretiminde problem olan tiirlerde
yapilmali, dogal tiirler i¢in protokoller olusturulmali ve bu protokollerden yararlanarak yok olma
tehlikesi ile karsi karsiya olan tiirler ¢ogaltilmalidir. EX situ koruma stratejileri kapsaminda bu tiirlerin
yetistirilerek dogal popiilasyonlar1 giiclendirilmelidir.

4. SONUC

Biyogesitliligin korunmasi bir diinya sorunu olup son 25-30 yildir {izerinde daha 6nemle durulmaktadir.
Ozellikle son yillarda, bitki genetik kaynaklarimin in vitro kiiltiir teknikleri, molekiiler teknikler gibi yeni
teknolojiler ile korunmasina ydnelik ¢alismalar agirlik kazanmigtir. Klasik yontemlerle korumada
karsilasilan bazi 6nemli sorunlar (genis alana gereksinim duyulmasi, bazi tiirlerin gogaltilmasindaki
problemler, heterozigot genotiplerdeki agilmalar vb.) in vitro teknikler ile asilmaktadir. Bitki
materyalini toplama, tanimlama, sterilize etme, mikrocogaltma, degerlendirme ve muhafaza gibi
materyalin korunmast ile ilgili bu islemlerde yeni teknolojiler basartyla kullaniimaktadir. Ulkemizde de
dogal tiirlerin tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve mikrogogaltilmalari {izerine olan ¢aligmalar giinden giine
artmaktadir. In vitroda biiylimenin yavaslatilmasi ve materyali kriyoprezerve ederek koruma iizerinde
calismalar da yapilmaktadir. Bu ¢alismalara hizla devam edilmesi ve elde edilen sonuglarin uygulamaya
aktarilmasi, floranin korunmasi bakimindan énemli bir kazang olacaktir.
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