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OZET

Mikrogogaltim, genetik olarak birbirinin ayni olan ¢ok fazla sayida bitki klonunun diretiminde
kullanilan bir bitki doku kiiltiirii teknigidir. Bu teknik bahge bitkileri, tarla bitkileri, ormancilik ve peyzaj
mimarliginda ticari {iretimde kullanilmaktadir. Son yillardaki arastirmalar yiiksek kalitede bitki iiretiminin
yaninda etkili enerji kullamimi i¢in in vitro ¢evre kontroliiniin 6nemli oldugunu gostermistir. Bu
derlemede mikrogogaltimda ¢evre kontroliinde ilk olarak 1sik, karbondioksit konsantrasyonu, sicaklik,
bagil nem ve oksijen gibi besin ortami {iist ¢evresi faktorlerinin, pH, iyon komponentlerinin
konsantrasyonlari, seker konsantrasyonu gibi fiziksel ve kimyasal besin ortami ¢evre faktorlerinin ve
eksplant siklig1, eksplant biiyiikliigii ve patojenler gibi biyolojik faktorlerin in vitro bitki bilylimesine
etkileri tartigilmastir.
Anahtar kelimeler: Fotoototrofik mikrogogaltim, CO,, Seker, Isik.

RECENT ADVANCES IN ENVIRONMENTAL CONTROL IN

MICROPROPAGATION

ABSTRACT

Micropropagation is a plant tissue culture technique that can yield a large number of genetically
identical plantlets. This technique has been commercially used in horticulture, field crops, forestry and
landscape architecture. Controlling in vitro environment is important for producing high quality plantlets
with efficient use of energy. In this article, we evaluate environmental control factors currently used in
micropropagation such as aerial environmental factors including light, carbon dioxide concentration,
temperature, relative air humidity and oxygen, the effects of culture medium physical and chemical
environmental factors including sugar concentration, concentrations of ion components and pH of the
culture medium together with the effects of biological factors such as explant size, explant density and
pathogens on the growth and photosynthesis of plantlets in vitro are discussed.
Keywords: Photoautotrophic micropropagation, CO,, Sugar, Light

1. GIRIS

Diinyada 600’e¢ yakin kurulus bitki
doku kiiltlirti yontemlerini ve bunlardan
ozellikle mikrocogaltimi  kullanarak
50000 bitki ¢esidinde, yilda yaklasik 500

milyondan fazla bitki iretimi
yapmaktadir. (Yu, 1998).
Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve
tam bir bitkiyi olusturabilme

potansiyeline sahip bitki kisimlarindan
suni besin ortamlarinda ve steril kosullar
altinda genetik yap1 olarak birbirine
benzeyen ¢ok sayida bitki iretmek
amactyla kullanilan bir doku kiiltiirii
teknigidir. Mikrogogaltimla kisa bir
sirede, dar bir alanda, yetistirme
mevsimine bagli kalmaksizin, hastaliksiz

cok fazla sayida bitki tiretimi yapilabilir.
Gliniimiizde kasimpati, karanfil, fuchsia,
gladiol gibi bazi siis bitkilerinin ticari
iiretimi; bazi otsu (sogan, yer fistigi,
kuskonmaz, pancar, brassica, fig ve
nohut tiirleri, soya, ¢im tlirleri, misir
gibi) ve odunsu (Malus, Prunus, Pyrus,
Ribes, Atriplex, Betula, Coffee tiirleri
gibi) tiirlerin ve okaliptus ve kavak gibi
orman agaclariin tiretimi
mikrogcogaltimla yapilabilmektedir. Buna
ragmen, yiikksek laboratuar masraflari,
diisiik in vitro biiyiime orani, fizyolojik
olarak tiniform olmayan bitki gelisimi ve
alistirma asamasinda diisiik yasama
oranlarindan kaynaklanan yiiksek tiretim
maliyetlerinden dolay1r mikrogogaltimin
ticari kullanimi giiniimiizde snirli bir
diizeyde kalmaktadir. Yiiksek iiretim



maliyetlerini diistirmek amaciyla
mikrogogaltimda ¢evre kontrolii ile ilgili
son 10 wyildir yogun c¢alismalar
yapilmaktadir.  Yapilan c¢aligmalarda
bitkinin gelistigi kiiltiir kabt mikro ¢evre
olarak degerlendirilmekte ve bu ¢evrenin
kontrolii ile ilgili ¢aligmalar 6n plana
cikmaktadir (Kozai ve ark., 1997a;
Nquyen ve Kozai, 1998; Hatipoglu,
1999; Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Konvensiyonel mikrogogaltimda
bitkilerin biiylimeleri i¢in enerji ve
karbon kaynag1 olarak seker

kullanilmakta, fotosentez i¢in yeterli
karbondioksit ve 1tk yogunlugu
saglanamamakta ve bitkilerin fotosentez
kapasiteleri diisiik olmaktadir. Bu tip
mikrocogaltima karbon kaynagi olarak
seker kullanildig1 i¢in  heterotrofik
mikrocogaltim adi verilmektedir. Isik
enerjisi, karbon  kaynagi  olarak
karbondioksit, su ve minerallerin
kullanildig1 ve besin ortaminda sekerin
bulunmadigi mikrogogaltim tipine ise
fotoototrofik mikrocogaltim adi
verilmektedir. Fotoototrofik
mikrogogaltimda, kiiltiir ortaminda in
vitro bitkilerde fotosentezle inorganik
maddeleri kullanarak organik maddelerin
tiretimi  saglanabilmektedir  (Kozai,
1991a; Pospisilova ve ark., 1992; Levin
ve ark., 1997; Nquyen ve Kozai, 1998).

Bu derleme, mikrogogaltimla in vitro
bitki iiretiminde bitki kalitesini artirmak
ve Uretim maliyetlerini  diiglirmek
amaciyla fiziksel, kimyasal ve biyolojik
cevre kosullarmin kontroliinii saglamak
icin yapilan cesitli uygulamalar ele
alimmustir.

2. MIKROCOGALTIMDA IN VITRO
CEVRE FAKTORLERI

Mikrogogaltimda in_vitro bitkinin
bliylime ve gelismesini etkileyen cevre
faktorleri iki ana bashk altinda
degerlendirilmektedir (Jeong ve ark.,

1995; Kozai ve Smith, 1995; Kozai ve
ark., 1995; Kozai ve ark., 1997a).
Bunlardan  birincisi,  bitkinin  kok
bolgesinin gelistigi besin ortami gevresi
ve digeri ise bitkilerin yaprak, govde gibi
vejetatif kisimlarinin  gelistigi  besin
ortami iist ¢evresidir.

2. 1. Mikrog¢ogaltimda Bitkinin Vejetatif
Aksamimin  Gelistigi Besin Ortami Ust
Cevre Faktorleri
2. 1. 1. Fiziksel Cevre Faktorleri

Isik

Mikrogogaltimda 151k dagilimi genel
olarak kiiltiir ihtiyaclarina gore ayarlanir.

Istk  dagiliminin  bircok  kiiltiirde
bliylimeyi ve gelismeyi etkiledigi
belirtilmistir. Ornegin, domates
kotiledonlarinda tomurcuk
farklilagmasini, patateste biiylimeyi ve
morfolojiyi  etkilemistir  (Goniilgen,

1987; Kozai ve Sekimoto, 1988; Nquyen
ve Kozai, 1998).

In vitro kiiltire kirmizi ve kizil 6tesi
151k kaynaklar1 uygulandiginda Azolea
bitkisine ait eksplantlarda  (beyaz
florasan lambalara gore) koklenme
saglanmistir (Nquyen ve Kozai, 1998).
Yine Pelargonium’da in vitro kosullarda,
kirmizi 151k uygulamasiin beyaz 1si1ga
gbére sap uzunlugunu onemli derecede
artirdigr, mavi 1518in ise engelledigi
saptanmistir (Kozai ve ark., 1992).

Konvensiyonel mikrogogaltimda
kiiltiir kaplar1 {istten 1siklandirma ile
1isiklandirilir. Ustten 1s1klandirma sistemi
kiiltiirlerin biiyiime ve gelismesi i¢in her
zaman yeterli olmamakta ve kiltiir

odasinin 1siklandirilmasi ve
sogutulmasinda  elektrik ~ maliyetini
artirmaktadir. Son yillarda

mikrogogaltimda yandan 1siklandirma
sistemi  gelistirilmistir. Bu sistemde
kiiltiir kutular bir hat olusturacak sekilde
dizilmekte ve 151k kaynagi bu kutu



hattinin yanina konmakta ve kutunun
yan duvarlarina dogru 1siklandirma ile
bitkiler 1siklandirilmaktadir. Bu sistemin
kullanimi ile in vitro bitki bilylimesinin
tesvik edildigi, siirgiin uzunlugunun
kontrol edilerek siirgiin  kalitesinin
artirtldigt  ve dretim  maliyetlerinin
azaltildigr belirtilmistir (Kozai ve ark.,
1992; Fujiwara ve Kozai, 1995). Yandan
1siklandirma sisteminde 151k
yogunlugunun  istten  1siklandirma
sistemine gore yaklasik 5 kat daha fazla
oldugu ve enerjinin {ist, orta ve alt

kisimlardaki  yapraklara  dagitiminin
tiniform  bir  sekilde  saglandig
belirtilmistir.  Yandan  1siklandirma

sisteminde bitkilerin kisa bogum arasi
uzunluguna, daha fazla yaprak sayisina
ve kuru agirhiga sahip olduklar
belirlenmistir. Bu sistemin bir diger
avantaj da  birim alana {istten
1siklandirma sistemine gore daha fazla
sayida kiiltiir kutusu konulabilmekte ve
kutularinin  kapladigi alan minimuma
inmektedir. Yandan 1siklandirma
sisteminde gelistirilen bitkilerin {istten
1siklandirma  sistemine gore in vivo
kosullara transfer asamasinda daha
saglikli ve kaliteli olduklar1 belirtilmistir
(Aitken-Christie ve ark., 1995; Fujiwara
ve Kozai, 1995; Kitaya ve ark., 1996;
Kozai ve ark., 1997a,b; Kubota ve ark.,
1997; Nquyen ve Kozai, 1998).
Konvensiyonel mikrog¢ogaltimda
genellikle 16/8 saat aydinlik/karanlik
151k dongiisii kullanilmaktadir. Morini ve
ark., (1990), 16/8 saat 151k dongilisiine
alternatif 151k  dongii  sistemlerinde
in vitro bitki gelisimini incelemisler ve
Prunus cerasifera siirgiinlerinde 4 saat
151k ve 2 saat karanlik seklinde devam
eden 151tk donglisiinlin  16/8  saat
uygulamaya gore daha fazla biiylime
sagladigin1 saptamiglardir. Hayashi ve
ark., (1993) 24, 6, 1.5 ve 0.375 saat 151k
dongiilerinde  kiiltiir kutusunda CO,
konsantrasyonunun degisimini
incelemislerdir. Isik dongiisii kisaldikca

in_vitro bitkilerde giinliik CO, alim
artmis ve kisa 151k dongiilerinde yas ve
kuru agirliklar artis gdstermis ve biiylime
tesvik edilmistir. Gece/glindiiz sicaklik
fark: sera kosullarinda zambak gibi bazi
siis  bitkilerinde sap uzunlugunun
kontroliinde uygulamada da
kullanilmaktadir. Arastirmalarda genel
olarak 12 saatten daha az veya 24 saatlik
151k uygulamalarinin kiiltiirlerin biiyiime
ve  gelismesini  engelledigi  veya
geciktirdigi belirtilmistir (Fujiwara ve
Kozai, 1995; Jeong ve ark., 1995;
Kubota ve ark., 1997).

Karbondioksit Konsantrasyonu

Kiiltir ~ kutusunda
konsantrasyonunun  saglanmasi  ig¢in
mikro  gbézenekli plastik  kapaklar
kullanilmaktadir. Gaz gecirgen
kapaklarinin ~ kullanimi  ile  kiiltiir
ortaminin gaz degisiminde artis oldugu,
bagil nem ve camsilagsmanin azaldig1 ve
net fotosentez oraninin ve bilylimenin
olumlu etkilendigi belirtilmigstir. Kiiltiir
kutusu i¢indeki CO, konsantrasyonunun
aktif kontrolli; CO,’nin kiiltiir kutusuna
dogrudan enjeksiyonu veya giiclii bir
havalandirma sistemi ile veya biiyiik
kiiltiir kutusu (28 cm genisliginde, 53 cm
uzunlugunda ve 10.5 cm yiiksekliginde)
kullanilarak saglanabilmektedir (Jeong
ve ark., 1995; Kozai ve ark., 1995; Kozai
ve ark., 1997a).

Fotoototrofik mikrocogaltimda
yiksek 151tk yogunlugunda  kiiltiir
ortamina CO, lavesinin tltlin,
Cymbidium  karanfil ve  patates
bitkilerinde bliylimeyi tesvik ettigi
belirlenmistir. Yine baska bir
arastirmada  biiyiikk  kiiltir  kutusu
kullanimi ile, sekersiz besin ortaminda
cilek bitkisinde konvensiyonel
mikrogogaltima gdre kuru agirlik ve net
fotosentez orant daha yiiksek
bulunmustur (Nquyen ve Kozai, 1998).

yiksek  CO,



Woltering (1990) in vitro giil ve
gerbera kiiltiirlerinde 10.000 ppm’den
yiiksek CO, konsantrasyonunun uygun
oldugunu, daha diisiik
konsantrasyonlarda ise  yapraklarda
yaslanma ve kopmalarin olustugunu
belirlemistir. CO,/O, dengesi ile ilgili
yapilan bir c¢alismada in vitro kiiltir
sisteminde CO, saglamak icin bir bitki
ile yararli mantardan (Shiitake mantari,
Lentinus edodes Sing.) olusan kiiltiir
sistemi gelistirilmistir. Bu sistemde 151k
periyodunda bitki fotosentezde CO,
kullanmakta ve O, vermektedir. Mantar
miselleri bu O’yi kullanarak, bitkilerin
fotosentez yapabilmeleri icin gerekli
olan CO;’yi Tretmektedir. Boylece
kiiltiir bitkileri ve mantarlar arasinda
kapali bir sistemde CO,/O, alig-verisi
saglanabilmektedir. Bu sistemde bitkiler
hasat edildikten sonra kalan artiklar
yararli mantarlarin  gelismesi  i¢in
biiylime ortami olarak
kullanilabilmektedir (Kitaya ve ark.,
1996).

Oksijen Konsantrasyonu

Kasimpat1  bitkisinin  bliylimesine
diisik O, konsantrasyonlarinin uzun
stireli etkilerini aragtiran Tanaka ve ark.,
(1991), % 5, 15 ve 21 Oy’ye gore % 10
O;’nin (30 giinde) 6nemli derecede daha
yiiksek  bitki kuru agirhk artisi
sagladigin1 saptamistir. Uygulamada O,

konsantrasyonun kontroliinde O,
seviyesinin % 10 olmast tavsiye
edilmektedir. Konvensiyonel
mikrogogaltimda  kiiltiir  kutusundaki

CO, konsantrasyonu genel olarak
%0.01-%1-3 arasinda degisitken O,
konsantrasyonu  yaklasitk %  18-22
arasinda degigsmektedir. Fotoperiyotta O,
konsantrasyonunun azalmasinin hem net
fotosentez oranin1 ve in_vitro bitki
biliylimesini artirdigit hem de anaerobik
kosullardan dolay1 biyolojik
kontaminasyonu azaltig1 belirtilmistir

(Kozai ve ark., 1992; Fujiwara ve Kozai,
1995; Kitaya ve ark., 1996 ve Nquyen ve
Kozai, 1998).

Sicaklik Faktorii

Sicaklik in vitro bitki  kiiltiir
sistemlerinin de i¢inde bulundugu tiim
biyolojik  sistemlerde ~ Onemli  bir
faktordiir. Karanlik periyotta, kiiltiir
odasinda Kkiiltir kutusu i¢indeki ve
disindaki hava sicakligi hemen hemen
aynidir. Fotoperyotta ise 1siklanmadan
dolayr hava sicakhigi farki 1-2 °C’dir.
Bundan dolay1r kiiltir kutusundaki
sicakligr istenilen diizeyde tutmak icin
kiiltir odas1 hava sicakhigmm 1-2 °C
daha yiiksek olmas1 gerekmektedir
(Fujiwara ve Kozai, 1995; Jeong ve ark.,
1995; Nquyen ve Kozai, 1998). Genelde
klasik mikrogogaltimda 25 °C’lik kiiltiir

odast1 sicakligi yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, bitki tiiriine 6zgi
sicaklik istekleri de farklihik

gostermektedir (Goniilsen 1987; Kitaya
ve ark., 1996). Bitkilerin karanlik ve
fotoperyotta farkl sicakliklarda
biiyiitiilmesi mikrocogaltimda 6nemli bir
tekniktir. Bu teknikte in vitro bitkiler
gece ve gilindiiz farkli sicakliklarda
bliytitiilmekte ve bu sicaklik
farkliliklarinin in vitro bitki gelisimine
olumlu etkileri olmaktadir. Bazi siis
bitkilerinde gece giindiiz sicaklik farki
artigt ile siirgiin uzunlugu ve bogum
arast uzunlugunda artis saptanmistir.
Baska bir arastirmada da gece giindiiz
sicaklik farki artikga sap uzunlugunun
arttigt  belirlenmigtir (Kozai ve ark.,
1997b; Kubota ve ark., 1997; Nquyen ve
Kozai, 1998).

Bagil Nem Faktorii

Kiiltiir kutusunda bagil nem in
vitro kosullarda bitkilerin su iliskilerini
etkileyen Oonemli bir ¢evre faktoriidiir.
Bitkilerin su buhar1 basinci ve terleme



oranlarinin % 98, % 96 ve % 94 bagil
nemde, % 99’luk bagil nemden sirasiyla
2, 4 ve 6 kez daha fazla oldugu (oda
sicakliginda) bulunmustur (Fujiwara ve
Kozai, 1995; Nquyen ve Kozai, 1998).
Bagil nem, su oranin1 ve Ca gibi mineral
maddelerin alimin1 artirmakta ve bagil
nemdeki kii¢iik bir farklilik su orami ve
bazi iyonlarmin aliminda Onemli bir
farkliliga neden olabilmektedir. Ornegin
in_vitro kosullarda 20 giin siireyle
biiyiitiilen patates bitkilerinin % 80 bagil
nemde % 90-95 neme gore birim kuru
agirlik bagina % 50 daha fazla su ve iyon
(NOs5', NH,", P, K, Ca ve Mg) absorbe
ettikleri belirlenmistir (Kitaya ve ark.,
1996). Patateste bagil nemin % 100’den
% 60’a distiriilmesinin yaprak alan1 ve
agirhigini artirdig, yaprak sayisi, klorofil
icerigi ve bogum arasi uzunlugunu ise
azalttigi  saptanmistir  (Buddendorf-
Joosten ve Woltering, 1996).

Kiltir kutusundaki bagil nemin
azaltilmasi ile kiitikula tabakasi ve stoma
fonksiyonunun gelistigi ve daha kisa
stirglin uzunluguna ve daha yiiksek kuru
madde oranina sahip giiclii bitkiler elde
edildigi belirtilmistir (Jeong ve ark.,
1995; Nquyen ve Kozai, 1998; Pruski ve
ark., 2002). Diisiik bagil nem igeren
kosullarda biiytitiilen bitkilerde in vitro
kosullardan seraya veya acik tarlaya
sasirtma asamasinda yapraktan su kaybi
ve su stresine kars1 dayanikliligin kontrol
edilebilecegi ve bitkilerin yasama
oranlarinin artirilabilecegi belirtilmistir
(Buddendorf-Joosten =~ ve  Woltering,
1996).

2. 1. 2. Kimyasal Cevre Faktorleri

Hava  alis-verisi  olan  kiiltlir
kutusunda etilen konsantrasyonunun
artarak  2pmol/mol’den  daha st
seviyelere ¢iktig1 ve 21 glinden 60 giine
kadar biiyiitillen Dahlia ve Petunia bitki
kiiltiirlerinin ~ bilylimesini azalttig1
belirlenmistir. Yine etilenin, kiiltiirleri

yapilan dokular tarafindan tretildigi ve
farkli morfogenetik etkilere sahip oldugu
belirtilmistir.  Kiiltiir ~ sistemine  ve
kullanilan kiiltiir kapaklarinin niteligine
gore bagli olarak etilenin organogenesisi

uyarict veya engelleyici etkilerinin
olabilecegi belirtilmistir. Etilen
konsantrasyonu  toksik  bilesiklerden

dolay1 hava alig-verisini saglayan kiiltiir
kutularinda bazi zamanlarda
yiikselmektedir. Bu problemleri
¢Ozmenin basit bir yolu kiiltiir kutusunun
hava degisim sayisim1 artirmaktir. Hava
degisim sayis1 artisi, gaz alig-verisini
saglayan filtre veya giglii = bir
havalandirma sistemi ile saglanmaktadir
(Fujiwara ve Kozai, 1995; Nquyen ve
Kozai, 1998; Giirel ve Tiirker, 2001).

In vitro kiiltiirlerde besin ortaminda
etilen inhibitorleri (AgNOs,
aminoethoxyvinyglycine (AVG), CoCl,,
2,5-norbornadiene gibi) de
kullanilmaktadir. Brar ve ark., (1999),
Vigna unguiculata bitkisinde yaptiklari
arastirmada besin ortamina 25 M CoCl,
veya 100 M 2,5 norbonadiene
eklendiginde siirgiin sayisinda artis
saglanmistir.

2. 1. 3. Biyolojik Cevre Faktorleri

Mikrogogaltimda kiiltlir baglangicinda
eksplantlarin ~ ve  kiiltir  ortaminin
mikrobiyal kontaminasyonlardan temiz
olmasi gerekmektedir. Seker igeren
ortamlar mikroorganizmalarin gelisimi
icin uygun ortamlardir.
Mikroorganizmalar ortamda bazi toksik
maddeler iiretebilir ve besin ortaminda
bitkilerle rekabete girerek bitkilerin
yapilarinin  bozulmasina ve Olmesine
neden olurlar. Fotoototrofik
mikro¢ogaltimda ortamda seker
bulunmadig1 i¢in mikroorganizmalarin
bliylimesi biiytik oranda
engellenebilmekte ve ortamda diisiik
populasyona sahip
mikroorganizmalardan dolay1 in vitro



bitkinin yapisinin bozulmasi ve 6lmesi
engellenebilmektedir (Kozai ve Smith,
1995; Levin ve ark., 1997).

2. 2. Kok Bolgesi (Besin Ortami) Cevre
Faktorleri

2. 2. 1.Fiziksel Cevre Faktorleri

In vitro kiiltiirlerde biiyiiyen dokular
stv1 ortam ile temas ettiklerinde yapilari
bozulabilmekte ve en Onemli fiziksel
sorunlardan biri olan camsilagsma ortaya
cikabilmektedir. Camsilasmanin
mikro¢ogaltimda Onemli bir problem
oldugu ve gelisen bitkilerde zayif palizat
parankimasi  ve  kiitikula  tabakasi
gelisimi, anormal yaprak, sap ve kok
anatomisine neden oldugu belirtilmigtir
(Nquyen ve Kozai, 1998). Ziv ve ark.,
(1983), karanfilde camsilagsma sorununu
¢ozmek icin kiiltiirlerin birka¢ giin sivi
ortamda  biyiitildikten sonra kati
ortamda alt kiiltlire alinmasmin etkili
oldugunu belirtmislerdir. Yapilan
arastirmalarda agar, gelrit ve seker
konsantrasyonu artiginin, makro element
karisim oraninin  degistirilmesinin  ve
kiiltir kabinda havalandirmanin  ve
diisiik bagil nemin bitkilerin camsilasma
oranini azalttig1 belirtilmistir (Jeong ve
ark., 1995; Hatipoglu, 1999).

2. 2. 2. Kimyasal Cevre Faktorleri
Iyon Komponentleri

Mikrogogaltimda, besin ortamina
mineral maddelerin ilavesi ile farkh
tepkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bazi
tirler MS (Murashige ve Skoog, 1962)
ortamina gore daha diisiik iyonik madde
iceren ortamda daha iyi gelisirken,
bazilar1 MS ortaminda daha iyi
gelismektedirler.  Optimum  mineral
madde ihtiyact biiyimenin asamalarina
ve eksplant tiplerine gore cesitlilik
gostermektedir. Bir iyonun ortamdan
cikarilmas: bitki i¢indeki kullanilabilir

bir iyonun kullanilma oranimi ortaya
cikarabilmektedir (Jeong ve ark., 1995;
Williams, 1992, 1995).

Maksimum kiiltiir biliylimesi i¢in
ortamin inorganik iyon kompozisyonu
ve inorganik iyon hacmi biiylik bir
Ooneme sahiptir. In_ vitro kosullarda
karanfil bitki kiiltiirlerinde sekersiz + 1/2
MS veya sekerli +1/2 MS ortamlarina
gore sekersiz + tam iyon kompozisyonlu
MS ortaminda daha iyi biiylime
gostermistir (Nquyen ve Kozai, 1998).
In_vitro fotoototrofik kosullarda ¢ilek
bitkisinde yar1 MS ortaminda temel iyon
konsantrasyonu  kullanilan  bitkilerde
PO4—3’1n hizl1 bir sekilde absorbe edildigi
(21 giinde PO, oram1 % 3’e diismiistiir)
ve net fotosentez oranit ve biiylimenin
PO,” konsantrasyonu uygun oldugunda
tesvik edildigi belirlenmistir (Kozai ve
ark., 1991a). Yang ve ark., (1995),
cilekte tam MS ortaminda Ca+2, Mg +2,
H,PO, ve SO4° ‘de yaklagik 1/3
oraninda artiy saglandiginda 1/2 MS
veya tam MS ortamlarina gore kuru ve
yas agirlik ve yaprak alanimi Onemli
derecede daha yiiksek bulmuslardir.

Besin ortaminda  amonyum/nitrat
oranin da ¢ok Onemli bir etki yaptigi
bilinmektedir. Ozellikle camsilasmada
ve diger besinlerin ve pH’nin degisimine
etkili oldugu bildirilmistir (George,
1993).

Mikrogogaltimda  besin  ortamina
konan eksplantin kesim ylizeyinden
cikan fenolik bilesiklerin oksidasyonu
baz1 bitki tiirlerinin kiiltiiriinde 6nemli
problemlere yol acabilmektedir. Bu
durum besin ortaminin kararmasina ve
dokularda toksik etkiye yol acarak,
eksplantlarin  gelisme ve farklilasma
yeteneklerini ciddi olarak
sinirlandirmaktadir. Besin ortaminin ve
dokularin kararmasii engellemek icin
fenolik bilesiklerin ortamdan
uzaklagtirllmas1  (aktif karbon veya
polivinilpiroliden, PVP, gibi fenolik
adsorbantlarin kullanimi ile) ve fenolaz



enziminin  inaktivite  edilmesi ile
saglanabilmektedir. Besin ortamindaki
toksik bilesikleri yok etmenin en etkin
ve kolay yolu aktif karbon kullanmaktir.
Ancak aktif karbon toksik bilesiklerle
birlikte ortamdaki oksin ve sitokinin gibi
organik bilesikler ile diger bir ¢ok
bilesigi de  absorbe  etmektedir
(Mansuroglu ve Giirel, 2001).

In vitro kiiltiirde besin ortamindaki
¢oziinmemis O, konsantrasyonu bitki
bliylimesini  ve  kok  gelismesini
etkilemektedir. Bazi1 bitki tiirlerinde

besin ortamindaki diistik O,
konsantrasyonundan ve kiiltiir kutusu
icindeki nemli atmosferden dolay1

koklerin besin ortaminin i¢ kismindan
ziyade besin ortaminin iist kisminda
bliyime ve gelisme  gosterdikleri
belirlenmistir (Kozai, 1991a).

Organik Komponentler

Glukoz ve sukroz gibi sekerler klasik
mikrogogaltimda karbon kaynagi olarak
kullanilmakta ve fotosenteze olumsuz
etkiler yapmaktadirlar. Kozai (1991a)
kiiltiir kutusundaki CO, konsantrasyonu
artist  ve  kiiltlirlerin  yiiksek 151k
yogunlugunda biiyiitiilmesi ile kiiltiir
ortammma  seker ilave  edilmeden
fotosentezle bitki bliylimesinin
saglanabildigini ve boylece yiiksek
iiretim maliyetlerinin azaltilabilecegini
belirtmigtir. Cymbidium ve karanfil
kiiltiirlerinde CO, ilave edilen ortamda
CO; ilave edilmeyen ortama gore daha
fazla bitki kuru agirlik artis1 saptanmigtir
(Kozai ve Iwanami, 1988). Karanfil
kiiltiirlerinde baslangi¢ seker agirliginin
sadece % 2-8’ini bitkilerin absorbe ettigi
bulunmustur (Kozai ve Iwanami, 1988).
Patateste CO, ilave edilen ortamda
baslangigtan 3 giin sonra net fotosentez
oraninin, sekersiz ortamda, sekerli
ortama gore 8-10 kat daha yiiksek
oldugunu saptamiglardir (Nquyen ve
Kozai, 1998). Sekersiz ortamlarda

gelisen bitkilerde yuksek 151k
yogunlugunda ortama CO, ilave
edildiginde tiitiin, Cymbidium, karanfil
ve patates bitkilerinde biiyiimenin tesvik
edildigi belirtilmistir. Yine giil ve patates
kiiltiirlerinde besin ortamindaki seker
konsantrasyonu azaldigit zaman net
fotosentez oraninda artis saptanmigtir
(Jeong ve ark., 1995).

Mikrogogaltimda katilastirict
maddelerin kullanimi ile bitkilerin besin
ortami ile uygun bir fiziksel temas
kurmast ve 0Ozellikle sivi ortamlarda
goriilen camsilasmaya karst koruma
saglamaktadir. Malus sp. ve Pyrus
communis’te sirastyla 3 ve 6 g/l agar
konsantrasyonunda en yliksek siirgiin
uzamast ve stirglin biiylimesi
saptanmistir  (Jeong ve ark., 1995).
Kirdmande ve ark., (1995), fotoototrofik
olarak biiyiitiilen Okaliptus bitkisinde
CO, ilave edilmis ortamda farkhi
destekleyici maddeleri
karsilastirmislardir. Arastirmada in vitro
net fotosentez orani ve in vivo kosullara
transferden sonra yasama oranini en
yiiksek vermikulit ortaminda bulmuglar
bunu gelrit ile agar ortamlar1 izlemistir.
Kozai ve ark., (1996) tath patates bitki
kiiltiirlerinde kaya yiinii ve vermikulitin
birlikte kullanilmas1 ile agara gore
klorofil  konsantrasyonu  ve  kok
biliylimesinde artig saptamislardir.
pH

Ortam pH’st in_ vitro bitkilerin
morfogenesisini, biiylimesini ve
gelismesini  etkileyen  Onemli  bir
faktordiir. Standart olarak, pH ortam
hazirlanirken ayarlanir. Ancak ortamda
pH’nin her zaman sabit kalmadigi
bilinmektedir. pH degisimleri bitki
materyali ve ortam arasindaki iyon
dengesinin bozulmasiyla ortaya
¢ikmaktadir. Bunun sonucunda bitkiden
ortama dogru mineral gecisi
olabilmektedir. Bu denge noktasi tiirlere



baghdir. Karanfil kiiltiirlerinde pH’s1 5.5
olan besin ortaminda % 59, pH’s1 6 olan
ortamda ise % 4 oraninda bitki biiyiimesi
olumlu yonde etkilenmistir (Goniilsen,
1987). Cilekte sivi ortamda pH’nin
kiiltiirden 20-30 giin sonra 6.0’dan 4’e
diistiigii belirlenmistir (Williams, 1992;
Nquyen ve Kozai, 1998). PH’nin bu
derece hizli degistigi kiiltiirlerde besin
ortamida MES (1g/l) gibi tampon
cozeltiler kullanilarak pH degisimleri
kontrol edilmektedir (Mansuroglu ve
Giirel, 2001).

2. 2. 3. Biyolojik Cevre Faktoleri

Mikrogogaltimda somatik
embriyolarin veya adventif siirgiinlerin
kullanim1 mutasyona ugramis bitkilerin
oraninin daha yiliksek ¢ikmasindan
dolayr  smirli  kalmaktadir.  Ticari
mikrogogaltimda tek bogum parcalar1 ve
aksillar tomurcuklar cogaltma
asamasinda en yaygin olarak kullanilan
eksplantlardir. ~ Eksplantlarin ~ farkli
yaprak alan1 ve agirhigi, rejenere olan
bitkinin  biiylimesinde varyasyonlara
neden olabilmektedir. (Goniilsen, 1987;
Mansuroglu ve Giirel,2001). Marcelis
van Acker ve Leutsher (1993), iki
bogumlu eksplantlarin giil ve seflera da
in vivo kosullarda daha biiylik bitkiler
olusturduklarini saptamislardir. Ayrica
arastiricilar iki bogumlu eksplantlarin
tisteki yapragi alindiginda  tek
bogumlulara goére daha fazla bitki
bliylimesi  sagladigin1  belirtmislerdir.
Mikrogogaltimla gelistirilen fidelerde
genel olarak ana sapin kisa ve kalin
olmasi, diisikk govde/kok agirliklar,
normal stoma ile birlikte genis yaprak
alan1 ve kalin kiitikula tabakasi olusumu
istenmektedir. Fotoototrofik
mikrogogaltimda c¢evre kontroli ile

bitkilerin  bliyime  ve  gelismesi
saglanabilmekte, morfolojik ve
fizyolojik diizensizlikler
azaltilabilmektedir (Kozai ve ark.,

1991b; Kozai, 1991b; Nquyen ve Kozai,
1998).

Kozai ve ark., (1989), fotoototrofik
kosullarda patates bitkilerinin yas ve
kuru agirliginin ve yaprak sayisinin
kiiltiir kutusu i¢indeki bitki sikligindan
etkilendigini ve bitki siklig1 artikca CO,
konsantrasyonun, net fotosentez orani ve
mineral madde konsantrasyonunun
azaldigmi  saptamiglardir.  Patateste
yapilan bir arastirmada iki haftalik
kiiltiirlerde, kiiltlir tlipii basina 5 tek
bogum eksplanti kondugunda diger
uygulamalara gore (1, 2, 3 ve 4 bogum)
maksimum siirgiin uzunlugu ve kok
sayisi elde edilmistir (Sarkar ve ark.,
1997).

Baz1 simbiyotik funguslar in vitro
kiiltiirde bitkilere inokiile edildiklerinde
bitki biiylime ve gelismesini tesvik ettigi
belirlenmistir. Nowak ve ark., (1998),
patates bitkilerini Pseudomonas  sp.
bakterisi ile bulagtirmiglar ve 6 haftalik
kiiltiirlerde bakterisiz kiiltiirlere gore
daha fazla bogum, siirgiin uzunlugu,

sirgin ~ ve  kok  kuru  agirhg
saptamiglardir.

3. MIiKROCOGALTIMDA
OTOMASYON  SISTEMLERININ
KULLANIMI, BITKi
BiYOREAKTORLERiI VE DUSUK
SICAKLIKTA GERMPLAZM
MUHAFAZASI

Mikrogogaltimda robot sistemlerin
kullanimu ile ilgili ¢alismalar yapilmis ve
bogum parcalarinin eksplant olarak
kullanim1 ile patates, karanfil ve
Eucalyptus  bitkilerinde bir prototip
gelistirilmistir. Bu sistemde ilk olarak,
bir kamera ile bitkinin rengi, sekli ve
siirglin boyunca bogumlarin pozisyonu
tanimlanmakta ve eger bitki normal bir
bitki olarak tanimlanmigsa bitki tepe
kismindan tutularak bogum aralar iisten
alta dogru tek tek kesilmektedir.
Kesimden sonra oOnceden belirlenmis



olan pozisyonda yeni kiiltiir kutusuna
eksplant aktarilmakta ve robotun bitkiyi
tutan ve kesen kisimlar1 otomatik olarak
sterilize edilmektedir.

Bu tip bir robotla 5-8 milyar maliyetle
bir yilda milyonlarca fidenin
hazirlanabilecegi ve robotun bilgisayar
sisteminde bazi degisiklikler yapilarak,
farkli bitki tiirlerinde de kullanilabilecegi
belirtilmistir. Bitkilerin biliylime
odasindan dis kosullara transferinde de
tagtyict  robotlarin  kullanilabilecegi
belirtilmistir (Kozai, 1991¢; Mansuroglu
ve Giirel, 2001)

Bitki  biyoreaktdrleri sivi  ortam
kullanilarak  fazla sayida  bitkinin
hastaliksiz olarak gelismesini saglayacak
sekilde dizayn edilmis kiiltiir
sistemleridir. Bu sistemlerde Kkiiltiirlere
taze ortam kiiltiir kutusu i¢indeki bitki
dokusu tasinmaksizin verilebilir ve
azaldiginda eklenebilir. Eksplantin besin
ortamindan yararlanabilme yetenegi kati
ortamdan daha iyidir. Siv1 ortamda filtre
sterilizasyonu yapilabilir ve kapali
aseptik kiiltiirlere kontaminasyon
tehlikesi olmadan aktarilabilir.

Bitki biyoreaktorleri; zambakgillerde,
cilekte ve patates gibi bitkilerde genis
Olgekli bitki tiretimi i¢cin
kullanilmaktadir. Biyoreaktorlerde bazi

bitkilerde stirglinlerden (Atropa
belladona, patates), baz1 tiirlerde
adventif = tomurcuklardan  (begonya,

gladiol, anthrium tiirleri), baz1 bitki
tirlerinde ise aksillar tomurcuklardan
(Fragaria ananassa) gelisen bitkiler
kullanilmigtir  (Takayama ve Akita,
1998).

Hale ve ark., (1992) yaptiklar
arastirmada bazi bitki tlirlerinde (kavun,
tiitlin ve begonya) sabit sivi ortamda,
stirekli besin akis1 saglayan sivi ortamli
biyoreaktorlerle agarli ortamda in vitro
bitki gelisimini incelemislerdir.
Aragtirmada begonya kiiltiirleri  s1v1
ortamda kati ortama gore iki kat daha
fazla yas agirlik vermislerdir. Fakat kuru

madde oran1 agarli ortamda daha ytiiksek
bulunmustur. Tiitiinde ise yas agirlik
artist biyoreaktorde agarli ortamdan %
76 daha fazla, sabit s1v1 ortamda ise 3.6
kat daha fazla bulunmustur. Kavunda ise
sirglin ~ gelisim  ortaminda  sivi
kiiltiirlerde 2.25 kat, silirglin uzama
ortaminda ise 2.8 kat daha yiiksek
bulunmustur. Kuru agirlik, biyoreaktorde
agarli ortamdan Onemli derecede daha
yiiksek bulunmustur.

In vitro kosullarda bitki kiiltiirlerinin
iretim i¢in c¢ogaltilmadan Once veya
mevcut germplasm stoklarinin
kullanilmadan =~ muhafaza  edilmesi
gerekebilmektedir. In vitro kosullarda
diisik sicaklikta ve diisik 151k
yogunlugunda kisa veya uzun siireli
muhafaza yapilmaktadir. Brokoli bitki
kiiltiirleri, in vitro kosullarda 5 °C ve 10
°C ‘de disiik 151k yogunlugunda kuru
madde, klorofil icerigi ve fotosentez
kapasitesi azalmaksizin 6 hafta siire ile
basarili bir sekilde muhafaza edilmistir
(Kubota ve ark., 1996). Prunus
virginiana L., Amelancher alnifoli Nutt.
ve Solanum tuberosum tiirlerinin in vitro
kosullarda 4 °C’de disik 151k
yogunlugunda kisa siireli (12 hafta)
olarak muhafazasi saglanmistir (Pruski
ve ark., 2000). Yine patates bitkileri in
vitro kosullarda sukroz (40 g/1) ve
manitol (20 g/l) igeren besin ortaminda 6
°C’de 30 aya kadar alt Kkiiltiire
alimmaksizin muhafaza edilmistir (Sarkar
ve Naik, 1998).

5. FOTOOTOTROFIK
MiKROCOGALTIMIN
AVANTAJLARI

In__ vitro  kosullarda  bitkilerin
ortamdaki CO,‘1 kullanarak kendileri
icin gerekli organik maddeleri tiretmeleri
sistemine dayanan fotoototrofik
mikrocogaltimin klasik mikrogogaltima
gore bircok avantaj1 vardir. Bu avantajlar
asagida sirastyla verilmigtir.



1) Fizyolojik, morfolojik genetik diizensizlikler ve bitkilerin biiyiimesi

kontrol edilebilmektedir.

2) Koklendirme ve alistirma asamasina transfer kolaylasmakta ve bu
asamada bitki kayiplar1 azaltilmaktadir.

3) Bitki biiylime diizenleyicilerinin ve seker gibi diger organik maddelerin
kullanimi minimum diizeye inmekte ve bunlarin kullanilmamasi

mutasyon oranlarini azaltmaktadir.

4) Bakteriyel ve fungal kontaminasyonlardan dolay1 bitki kayiplari

azalmaktadir.

5) Minimum kontaminasyon riski altinda biiylik boyutlu kiiltiir kutular

kullanilabilmektedir.

6) Biiylimeyi ve gelismeyi saglayan kiiltiir ortamindaki CO», 151k, sicaklik
gibi ¢evre faktorlerinin dinamik kontrolii yapilabilmektedir.

7) Otomasyona, bilgisayar ve robot sistemlerine yatkinlik artmaktadir.

8) Uniform biiyiime ve gelisme saglanmaktadir.

Son yillarda mikrogogaltimin
ticari kullanimi artikga; yliksek tiretim
maliyetlerinin azaltilmasini saglamak ve
kaliteli bitki elde etmek amaciyla
fiziksel, kimyasal ve biyolojik c¢evre
kosullarinin kontrolii daha da Onem
kazanmistir. Bu derlemede,
mikrogogaltim sistemlerinde in vitro
bitki  dretimini  optimize  etmek,
hastaliksiz bitki liretimini saglamak ve
tiretim maliyetlerini azaltmak i¢in besin
ortam1 faktorleri ve iistten 1siklandirma
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