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MIKROCOGALTIMDA CEVRE KONTROLUNDE SON
GELISMELER: BESIN ORTAMI UST CEVRESI VE
KULTUR ORTAMI CEVRESI FAKTORLERI
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OZ: Mikrogogaltim, genetik olarak birbirinin ayni olan ¢ok fazla sayida bitki iiretimi igin
kullamilan bir bitki doku kiiltiirii teknigidir. Bu derlemede, mikrogogaltimda ¢evre kontroliinde son
vullardaki gelismeler degerlendirilmis ve ilk olarak; 151k, karbondioksit konsantrasyonu, sicaklik, bagil nem
ve oksijenin de iginde bulundugu besin ortami iist ¢evresi faktorlerinin in vitro bitki fotosentezi ve
biiyiimesine etkileri tartigmigtir. Ikinci olarak, pH, osmotik potansiyel, iyon komponentlerinin
konsantrasyonlari, seker konsantrasyonunu kapsayan fiziksel ve kimyasal besin ortami gevre faktorlerinin
in vitro bitki biiyiimesine etkileri tartisilmigtir. Son olarak da in vitro bitkilerin biiyiimesinde etkili olan
eksplant sikligi, eksplant biiyiikliigii ve patojenler gibi biyolojik faktérler tartisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Mikrogogaltim, fotoototrofik mikrogogaltim, seker, O,,, CO,, 151k, pH.

RECENT ADVANCES IN ENVIRONMENTAL CONTROL IN
MICROPROPAGATION: AERIAL AND CULTURE
MEDIUM ENVIRONMENTAL FACTORS

ABSTRACT: Micropropagation is a plant tissue culture technique used for obtaining a large
number of genetically identical plantlets. In this article, we evaluate recent topics in environment control in
micropropagation and firstly, effects of aerial environmental factors including light, carbon dioxide,
temperature, relative humidity and oxygen on the growth and photosynthesis of plantlets in vitro are
discussed. Secondly effects of culture medium physical and chemical environmental factors including sugar
concentration, concentrations of ion components, osmotic potential and pH of the culture medium on the
growth of plantlets in vitro are discussed. Lastly, effects of biological factors such as explant size, explant
density and pathogens on the growth of plantlets in vitro are discussed.

Keywords: Micropropagation, photoautotrophic micropropagation, sugar, O, CO,, light, pH.
GIRIS

Diinyada 600’¢ yakin kurulusg bitki doku kiiltiirii yontemlerini ve bunlardan
ozellikle mikrogogaltimi kullanarak 50000 bitki ¢esidinde, yilda yaklasik olarak 500
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milyondan fazla bitki iiretimi yapmaktadir (Yu, 1998). Mikrogogaltim, bir bitkiden
alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan suni
besin ortamlarinda ve steril kosullar altinda genetik olarak birbirine benzeyen ¢ok
sayida bitki {iretmek amaciyla kullanilan bir doku kiiltiirii teknigidir. Bu teknik bahge
ve tarla bitkileri, peyzaj ve ormancilikta bir¢ok bitki tiirlinde kullanilmaktadir (Kozai
ve ark., 1997a; Nquyen ve Kozai, 1998; Mansuroglu ve Giirel, 2001). Buna ragmen,
yliksek laboratuar masraflari, diisiik in vitro biiyiime orani, fizyolojik olarak iiniform
olmayan bitki gelisimi ve alistrma asamasinda zayif yasama oranlarindan
kaynaklanan yiiksek iiretim maliyetlerinden dolayr mikrogogaltimin ticari kullanimi
giinimiizde hala sinirhidir.  Yiksek {retim maliyetlerini diisiirmek amaciyla
mikrogogaltimda c¢evre kontrolii ile ilgili son 10 yildir yogun c¢alismalar
yapilmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda bitkinin gelistigi kiiltiir kutusu mikro g¢evre
olarak degerlendirilmekte ve bitkinin gelistigi bu ¢evrenin kontrolii ¢aligmalart 6n
plana ¢ikmaktadir (Nquyen ve Kozai, 1998; Hatipoglu, 1999; Mansuroglu ve Gtirel,
2001).

Konvensiyonel mikrogogaltimda bitkilerin biiyiimeleri i¢in enerji ve karbon
kaynagi olarak seker kullanilmakta, fotosentez icin yeterli karbondioksit ve 151k
yogunlugu saglanamamakta ve bitkilerin fotosentetik kapasiteleri diigiilk olmaktadir.
Bu tip mikrocogaltim, karbon kaynagi olarak seker kullanildigi igin heterotrofik
mikrogogaltim adi verilmektedir. Sadece inorganik enerji kaynagi, 151k enerjisi,
karbon dioksit, su ve minerallerin kullanildigt; besin ortaminda karbon kaynag1 olarak
sekerin kullanilmadigi mikrogogaltim tipine ise fotoototrofik mikrogogaltim adi
verilmektedir. Fotoototrofik mikrogogaltimda kiiltiir ortaminda in vitro bitkilerde
organik maddelerin iretimi, inorganik maddeleri kullanarak fotosentezle
saglanabilmektedir. Fotoototrofik mikrogogaltimda genel olarak biiyiik boyutlu kiiltiir
kaplar1 kullanilabilmekte, mikrobiyal kontaminasyon azaltilmakta, bitki kalitesi
yiikseltilmekte ve heterotrofik mikrogogaltima gore bitkiler daha iyi gelistigi icin
alistirma asamasina gerek kalmadan ex vitro kosullara aktarilabilmektedir (Kozai,
1991a; Pospisilova ve ark., 1992; Tanaka ve ark., 1992; Levin ve ark., 1997; Nquyen
ve Kozai, 1998; Pruski ve ark., 2002).

Bu derleme, mikrogogaltimla in vitro bitki iiretiminde bitki kalitesini
artirmak ve iretim maliyetlerini diisiirmek amaciyla fiziksel, kimyasal ve biyolojik
¢evre kosullarimin  kontroliinii  saglamak igin uygulanan yeni gelismeleri
degerlendirmek amaciyla hazirlanmustir.

MIKROCOGALTIMDA IN VITRO CEVRE

Mikrogogaltimda in vitro bitkinin biiylime ve gelisimini etkileyen cevre
faktorleri iki ana baslik altinda degerlendirilmektedir (Jeong ve ark., 1995; Kozai ve
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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 kistmlarinin gelistigi besin ortamui iist ¢evresidir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Mikrogogaltimda ¢evre faktorleri.
Table 1. Environmental factors in micropropagation.

In vitro cevre
In vitro environment

A. Bitkinin yaprak, govde gibi {ist
vejetatif aksammin gelisti§i cevre
faktorleri (Besin ortami {ist gevresi)
Aerial environmental factors

B. Kok bolgesi ¢evre faktorleri
(Besin ortami ¢evresi)
Culture medium factors

1) Fiziksel ¢evre faktorleri
Pyhsical environment factors
a) Isik
Light
b) Gaz kompozisyonu
Gas composition
¢) Sicaklik
Temperature
d) Bagil nem
Relative humidity
e) Gaz gecirgenligi
Gas conductivity
2) Kimyasal ¢evre faktorleri
Chemical environment factors
a) Etilen ve hava degisim sayis1
Ethylene and air change
3) Biyolojik ¢evre faktorleri
Biological environment factors
b) Mikroorganizmalar
Microorganisms

1) Fiziksel ¢evre faktorleri
Pyhsical environment factors
a) Sicaklik
Temperature
b) Osmotik potansiyel
Osmotic potential
¢) Ortamin camsilagsmaya etkisi
Vitrification
2) Kimyasal ¢evre faktorleri
Chemical environment factors
a) fyon komponentleri
Ion components
b) Organik komponentler
Organic components
c) Ph
3) Biyolojik ¢evre faktorleri
Biological environment factors
a) Eksplant biiyiikligii
Explant size
b) Bitki siklig1
Plant density
c) Bakteriyel ve fungal patojenler
Bacterial and fungal pathogenes
d) Yararli mikroorganizmalar
Beneficial microorganisms
e) Diger faktorler
Other factors
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IN VITRO KULTURLERDE BITKININ YAPRAK, GOVDE GiBi UST
VEJETATIF AKSAMININ GELISTiGi CEVRE FAKTORLERIi (BESIN
ORTAMI UST CEVRESI)

FiZiKSEL CEVRE FAKTORLERI
1. Isik
a) Isik yogunlugu

Fotosentetik foton akis yogunlugu (umol/m’s), bitkinin biiyiime ve
gelismesinde, bitkilerin fotosentez yapabilmeleri i¢in gerekli 151k yogunlugu igin bir
tinite olarak kullanilmaktadir. Fotosentetik foton akis yogunlugu (photosynthetic
photon flux density, PPFD) Kkiiltiirlerin fotosentezinin saglanmasi i¢in en Onemli
parametrelerden biridir. Son zamanlara kadar mikrogogaltimda genel olarak
PPFD’nin fotosentez {izerine etkilerinin fazla olmadigi ve yiiksek PPFD’nin
kiiltiirlerin  biiylimesini engelledigi diisliniiliiyordu. Fakat son yillarda yiiksek
PPFD’nin fotosentezi ve biiylimeyi tesvik ettigi belirlenmistir. Kiiltiir kutusundaki
CO, konsantrasyonunun kiiltiirlerin CO, doyma noktasindan yiiksek olmasi
durumunda; yiiksek PPFD, CO, zenginlestirmesi ile birlestirildiginde patates
bitkilerinde fotosentetik biiylimenin tesvik edildigi goriilmiistiir (Cournac ve ark.,
1992). PPFD arttikga bitkilerde daha fazla kuru agirlik artist saglamistir. Kiiltiir
kutularindaki PPFD, 1s1k kaynaklarindan enerji ¢ikisi ve tipi, kiiltiir kutusunun sekli
ve materyali, kiiltiir dolabindaki kutunun pozisyonu, 151k kaynaginin pozisyonu,
kiiltiir kutusu kapak tipleri, kiiltiir dolabi tipi ve kiiltiir odasinin 151k karakteristikleri
gibi fiziksel 6zelliklerden etkilenmektedir (Kozai ve ark., 1990; Fujiwara ve Kozai,
1995; Nquyen ve Kozai, 1998).

b) Isik Kkalitesi ve dagilim

In vitro kiiltiirlerde 151810 dagilimini, dncelikli olarak kiiltiir kutusu materyali ve
151k kaynaginin 6zellikleri etkilemektedir. Farkli 151k kaynaklarinda 15181 dagilimimin
onemli derecede farklilik gosterdigi ve 1sik kaynagi olarak florasan lambalar
kullanildiginda yiiksek basingli sodyum lambalarina gore daha diisiik kizil Otesi
radyasyon trettigi belirtilmistir. Isik dagilimi genel olarak kiiltiir ihtiyaglarina gore
ayarlanir (Kozai ve Sekimoto, 1988). Sira 151k kaynaklar (florasan lambalar gibi)
genel olarak kiiltiir odalarinda {iniform yatay bir 151k dagilimi ve yeterli aydinlatmay1
saglamak i¢in kiiltir kutusunun 30-40 cm yukarisina paralel gelecek sekilde
yerlestirilir. Isik dagiliminin birgok kiiltirde biiylimeyi ve gelismeyi etkiledigi
belirtilmistir. Ornegin, domates kotiledonlarinda tomurcuk farklilagmasini, patateste
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biliylimeyi ve morfolojiyi etkilemistir (Goniilsen, 1987; Wilson ve ark., 1993; Nquyen
ve Kozai, 1998).

Kirmizidan kizil 6tesine ve maviden kirmiziya olan foton akis oranlart bitki
morfogenesisi i¢in dnemli faktorlerdir. Kiiltlire kirmizi ve kizil 6tesi 151k kaynaklart
uygulandiginda Azolea bitkisine ait eksplantlarda (beyaz florasan lambalara gore)
koklenme saglanmistir (Nquyen ve Kozai, 1998). Bitki morfogenesisinin kontrolii i¢in
mavi, kirmizi ve kizil 6tesi 1s1klarin diisiik seviyelerde kullanilmasi gerektigi ve farkli
tiplerde yayma ozelligine sahip olan 1sik yayici diodlar kullanilarak bu 1siklarin
dagitilarak verilebildigi belirtilmistir. Isik yayici diodlarin kullanimi ile kirmizi ve
kizil otesi 15181n dagilimi saglanarak in vitro patates bitkilerin biiyiimesi ve siirgiin
uzunlugu tesvik edilmistir (Fujiwara ve Kozai 1995; Jeong ve ark., 1995; Miyashita
ve ark., 1995; Kozai ve ark., 1997a, b; Kubota ve ark., 1997). Kirdmandee (1995),
Okaliptusta kirmizi 1sikta kontrole (florasan lamba) gore 1.5 kat daha fazla bogum
arasi uzunlugu saptamustir. Isik yayict diodeler kullamlarak 140 pmol/m’s ‘lik
fotosentetik foton akis yogunlugunun kirmizi isikta 4 ve kizil Otesi 1sikta 2
pumol/m’s’ye olarak yansitildigi  belirlenmistic  (Iwanami ve ark.,, 1992).
Pelargonium’da in vitro kosullarda, kirmizi 151k uygulamasinin beyaz 1s18a gore sap
uzunlugunu 6nemli derecede artirdigi, mavi 15181n ise engelledigi saptanmistir (Kozai
ve ark., 1992).

¢) Isik yonii

Konvensiyonel mikrogogaltimda kiiltiir kutulart istten 1siklandirma ile
1siklandirilir. Ustten 1siklandirma sistemi kiiltiirlerin biiyiime ve kalitesi igin her
zaman iyl performans gostermemekte ve kiiltliir odasinin 1siklandirilmasi ve
sogutulmasinda elektrik maliyetini artirmaktadir. Son yillarda in vitro
mikrogogaltimda yandan isiklandirma sistemi gelistirilmistir. Bu sistemde kiiltiir
kutular1 bir hat olusturacak sekilde dizilmekte ve 151k kaynagi bu kutu hattinin yanina
konmakta ve kutunun yan duvarlarina dogru yandan isiklandirma ile bitkiler
1siklandirilmaktadir. Bu sistemin kullanimi ile in vitro bitki biliylimesinin tesvik
edildigi, siirgiin uzunlugunun kontrol edilerek siirgiin kalitesinin artirildig1 ve iiretim
maliyetlerinin azaltildig1 belirtilmistir (Hayashi ve ark., 1992; Kozai ve ark., 1992;
Fujiwara ve Kozai, 1995).

Yandan 1siklandirma sisteminde 151k yogunlugunun {istten 1siklandirma
sistemine gore yaklasik 5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Yatay sistemde dikey
sisteme gore daha diizenli ve iiniform yapraklar elde edildigi ve bunun sonucunda
kismi olarak altta daha biiyiik, Gistte daha kii¢iik yapraklar olustugu belirlenmistir. Bu
sistemde enerjinin {ist, orta ve alt kistmlardaki yapraklara dagitimi diizgiin bir sekilde
saglanir. Yandan 1siklandirma sisteminde bitkilerin kisa bogum arast uzunluguna,
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daha fazla yaprak sayisina ve kuru agirliga sahip olduklari belirlenmistir. Bu sistemde
birim alanda istten 1siklandirma sistemine gore daha fazla sayida kiiltiir kutusu
yerlestirilebilmekte ve kutularinin kapladigi alan minimuma diigmektedir Yandan
1siklandirma sisteminde gelistirilen bitkilerin iistten 1siklandirma sistemine goére ex
vitro 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). Patateste yapilan
aragtirmada yandan 1siklandirma sisteminde ince ve zayif siirgiin yerine daha kisa
stirgiin uzunlugu saptanmistir (Hayashi ve ark., 1992).

d) Isik dongiisii

Konvensiyonel mikrogogaltimda genellikle 16/8 saat aydinlik/karanlik 1g1k
dongiisii kullanilmaktadir. Morini ve ark. (1990), 16/8 saat 151k dongiisiine alternatif
151k dongii sistemlerinde in vitro bitki gelisimini incelemisler ve seftali siirgiinlerinde
4 saat 151k ve 2 saat karanlik seklinde devam eden 1sik dongiisiiniin 16/8 saat
uygulamaya gore daha fazla biiylime sagladigini saptamiglardir. Hayashi ve ark.,
(1993) 24, 6, 1,5 ve 0,375 saat 151k dongilerinde kiiltiir kutusunda CO,
konsantrasyonunun degisimini incelemislerdir. Isik dongiisii kisaldik¢a in vitro
bitkilerde giinlik CO, alim1 artmis ve kisa 151k dongiilerinde yas ve kuru agirliklar
daha yiiksek bulunmus ve biiyiime tesvik edilmistir. Arastirmalarda bagil nemin de
151k dongiilerinden etkilendigi ve karanlik periyotta bagil nemin % 100’e yakin
oldugu ve fotoperiyotta ise % 95 civarma distigi belirtilmistir. Yapilan
arastirmalarda genel olarak 12 saatten daha az veya 24 saatlik 151k uygulamalarinin
kiiltiirlerin biliylime ve gelismesini engelledigi veya geciktirdigi belirtilmistir
(Fujiwara ve Kozai, 1995; Jeong ve ark., 1995; Kozai ve ark., 1997a; Kubota ve ark.,
1997).

2. Gaz kompozisyonu
a) Karbondioksit konsantrasyonu

Kiltiir kutusu kapaklar1 genel olarak patojenlerin girisini engelleyecek
sekilde iiretilmistir. Bu durum ayni zamanda kiiltiir kutusu i¢i ve dis1 arasindaki gaz
degisimini de engellemektedir. Smirli gaz degisiminden dolay: kiiltiir kutusundaki
karbondioksit konsantrasyonunun in vitro bitkilerde fotoperyodun baslamasindan iki
saat sonra hizli bir sekilde azaldig1r ve daha sonra stabil bir konsantrasyona ulastig1
belirtilmistir (Kozai ve Sekimoto, 1988; Hayashi ve ark., 1993; Desjardings, 1995).

Kiiltiir kutusundaki CO, konsantrasyonu, kiiltiir kutusunun i¢indeki CO,
konsantrasyonunun kontrol edilmesi veya kiiltiir kutusundaki havalanma oraninin
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artirtlmasi ile artilabilir. Kiltiir kutusundaki yiikksek CO, konsantrasyonunun
saglanmasi ve yiiksek bir gaz alig-verisi ile havalandirma i¢in mikro gézenekli plastik
film kapaklar kullanilmaktadir. Gaz gecirgen film kapaklarinin kullanimu ile kiiltiir
ortaminin gaz degisiminde artis oldugu, bagil nem ve camsilasmanin azaldig1 ve net
fotosentez oranmin ve biiylimenin olumlu etkilendigi belirtilmistir. Kiiltiir kutusu
icindeki CO, konsantrasyonunun aktif kontrolii; CO,’nin kiiltiir kutusuna dogrudan
enjeksiyonu veya giiclii bir havalandirma sistemi ile veya biiyiik kiiltiir kutusu (28 cm
genigliginde, 53 cm uzunlugunda ve 10,5 cm yiksekliginde) kullanilarak
saglanabilmektedir (Jeong ve ark., 1995; Kozai ve ark., 1995; Kozai ve ark., 1997a).

Fotoototrofik  mikrogogaltimda  yiiksek 151k yogunlugunda  (100-
200pmol/m’s), kiiltiir ortamuna CO, ilavesinin tiitiin, Cymbidium (bir gesit orkide
tiiri) karanfil ve patates bitkilerinde biiylimeyi tesvik ettigi belirlenmistir. Yine baska
bir aragtirmada biiylik kiltiir kutusu kullanimi ile, sekersiz besin ortaminda ¢ilek
bitkisinde konvensiyonel mikrogogaltima gore kuru agirlik ve net fotosentez orani
daha yiiksek bulunmustur (Fujiwara ve ark., 1988; Kubota ve Kozai, 1992; Kozai ve
Jeong, 1993; Nquyen ve Kozai, 1998). Patateste biiylime odasma 1500 ul/l CO,
ilavesi ile kaliteli ve biiyiik kiitleli bitkilerin hizli bir sekilde iiretimi saglanmistir
(Pruski ve ark., 2002).

CO, ve O, dengesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda in vitro kiiltiir sisteminde
CO, saglamak icin bir bitki ile yararlt mantardan (Shiitake mantari, Lentinus edodes
Sing.) olusan kiiltiir sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemde 151k periyodunda bitki
fotosentezde CO, kullanmakta ve O, vermektedir. Mantar miselleri bu O;’yi
kullanarak, bitkilerin fotosentez yapabilmeleri i¢in gerekli olan CO,’yi liretmektedir.
Boylece kiiltiir bitkileri ve mantarlar arasinda kapali bir sistemde CO,/O, alig-verisi
saglanabilmektedir. Bu sistemde bitkiler hasat edildikten sonra kalan artiklar yararli
mantarlarin gelismelerinde biiylime ortami olarak kullanilabilmektedir (Kitaya ve
ark., 1995a; Kitaya ve ark., 1996).

Buddendorf-Joosten ve  Woltering (1996), patateste farkli gaz
kompozisyonlarinin (kontrol: % 21 O,+% 0,05 CO,; A: % 21 0,+% 0,05 CO,+0,2ul/1
etilen; B: % 21 O,+% 5 CO,; C: % 3 O,+% 0,05 CO,) in vitro bitki gelisimine
etkilerini arastirmislardir. Arastirmada en yiiksek yaprak agirligi ve bogum arasi
uzunlugu B ortaminda; en yiiksek yaprak alani ve yaprak sayisi C ortaminda; klorofil
icerigi ise kontrolde bulunmustur.

b) Oksijen

Primula moacoides (C3 bitkisi) bitkisinde yapilan arastirmada in vitro
kosullarda net fotosentez oran1 % 1 O, (10 umol/mol)’de % 21 O,’den yaklasik 3 kat,
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% 12 O,’de 1.5 kat daha fazla bulunmustur (CO, konsantrasyonu yaklagik
200pmol/mol) (Shimada ve ark., 1988). Kasimpati (C; bitkisi) bitkisinin bilylimesine
diisiik O, konsantrasyonlarinin uzun siireli etkilerini arastiran Tanaka ve ark., (1991),
% 5, 15 ve 21 O,’ye gore % 10 O, ’nin (30 giinde) 6nemli derecede daha yiiksek bitki
kuru agirlik artisi sagladigimi  saptamustir.  Uygulamada O, konsantrasyonun
kontroliinde O, seviyesinin % 10 olmasi tavsiye edilmektedir. Kiiltiir kutusundaki O,
konsantrasyonu kutudaki CO, konsantrasyonu arttik¢a azalir. Caladium bicolor (Cs
bitkisi) bitkisinde kiiltiir kutusundaki O, azalmas1 CO, konsantrasyonun artist ile esit
bulunurken, Dendrobium pholaenopsis (CAM bitkisi) bitkisinde in vitroda O,
konsantrasyonu diislisii CO, konsantrasyonu artisindan daha fazla bulunmustur. Bu
sonuglar kiiltiir kutusundaki O, konsantrasyonu degisiminin karbon fiksasyon
sistemine bagli oldugunu gostermektedir. Konvensiyonel mikrogogaltimda kiiltiir
kutusundaki CO, konsantrasyonu genel olarak % 0,01-% 1-3 arasinda degisirken O,
konsantrasyonu yaklasik % 18-22 arasinda degismektedir. Baska bir deyisle O,
konsantrasyonunun % 21’den % 18’¢ kadar degisimi Cs bitkilerinin net fotosentez
oranini etkilemektedir. Fotoperiyotta O, konsantrasyonunun azalmasinin hem net
fotosentez oranini ve in vitro bitki biiylimesini artirdig1 hem de anaerobik kosullardan
dolay1 biyolojik kontaminasyonu azalttig1 belirtilmistir (Kozai ve ark., 1992; Fujiwara
ve Kozai, 1995; Kitaya ve ark., 1996 ve Nquyen ve Kozai, 1998).

¢) Sicakhk

Genelde klasik mikrogogaltimda 25 °C kiiltiir odasi sicakligi yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, bitki tiirline 6zgii sicaklik istekleri de farklilik gostermektedir
(Goniilsen 1987; Kitaya ve ark., 1996). In vitro kiiltiirlerde bitkilerin karanlik ve
fotoperyotta farkli sicakliklarda Dbiiyiitilmesi mikrogogaltimda Onemli bir
uygulamadir. Bu uygulamada in vitro bitkiler fotoperyod ve karanlik peryotta farkli
sicakliklarda biiyiitilmekte ve bu sicaklik farkliliklarinin in vitro bitki gelisimine
olumlu etkileri olmaktadir. Bazi siis bitkilerinde fotoperyod ve karanlik peryot
sicaklik farki (difference of photoperiod and dark period temperature, DIF) artisi ile
stirgiin uzunlugu ve bogum arasit uzunlugunda artis saptanmistir (Kitaya ve ark.,
1995b; Kubota ve ark., 1997). Ug farkli 25/15 °C (+10 DIF), 20/20 °C (0 DIF) ve
15/25 °C (-10 DIF) DIF uygulamalarinin CO,’ce zenginlestirilmis (1300-1500
pumol/mol) kosullarda in vitro patates bitkilerinin sap ve siirgiin uzamasina olumlu
etkilerini belirlemislerdir (Jeong ve ark., 1995). Arastirmada siirgiin uzunlugu diisiik
gece giindiiz sicaklik farkinda daha kisa bulunmus; kuru ve yas agirliklar ise ii¢
uygulamada da benzer bulunmustur. Benzer bir sonug in vitro kosullarda gelistirilen
nane bitkisinde de bulunmustur (Kubota ve ark., 1997). Baska bir arastirmada da gece
giindiiz sicaklik farki artikga sap uzunlugunun arttigi belirtilmistir (Kozai ve ark.,
1997b).
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d) Bagil nem

Kiiltir kutusundaki bagil nem, in vitro kosullarda bitkilerin su iligkilerini
etkileyen Onemli bir ¢evre faktoriidiir. Bitkilerin su buhari basinci ve terleme
oranlarmin % 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 nemdeki kiigiik bir farklilik su orani ve bazi
iyonlarinin aliminda énemli bir farkliliga neden olabilmektedir. Ornegin in vitro
kosullarda 20 giin siireyle biiyiitiilen patates bitkilerinin % 80 bagil nemde % 90-95
neme gore birim kuru agirlik basma % 50 daha fazla su ve iyon (NO3',NH4+, P, K, Ca
ve Mg) absorbe ettikleri belirlenmistir (Kitaya ve ark., 1996). Patateste bagil nemin %
100°den % 60’a diisliriilmesinin yaprak alani ve agirligini artirdigi, yaprak sayist,
klorofil igerigi ve bogum arast uzunlugunu ise azalttig1 saptanmistir (Buddendorf-
Joosten ve Woltering, 1996).

Ayrica yliksek bagil nem, zayif gelismeye ve ex vitro kosullara transferden
sonra fizyolojik ve morfolojik yapilarda farkliliklara neden olabilmekte ve bitkilerde
yliksek oranda dliimler goriilebilmektedir. Kiiltiir kutusundaki bagil nemin azaltilmasi
ile kutikula tabakasi ve stoma fonksiyonunun gelistigi ve daha kisa siirgiin
uzunluguna ve daha yiiksek kuru madde oranina sahip giiclii bitkiler elde edildigi
belirtilmistir (Kozai ve Jeong, 1993; Jeong ve ark., 1995; Nquyen ve Kozai, 1998;
Pruski ve ark., 2002). Tanaka ve ark. (1992), kiiltir kutusundaki bagil nem ve
bitkilerin terleme oraninin artmasinin in vitro eksplantlardan bitki gelisimi sagladigini
saptamislar ve yaprak alani artis oraninin su buhar1 basmcinin artig oranindan daha
fazla oldugunu belirlemislerdir. Diisiik bagil nemde biiyiitiilen bitkilerde in vitro
kosullardan seraya veya agik tarlaya sasirtmada yapraktan su kaybi ve su stresine
kars1 dayanikliligin  kontrol edilebilecegi ve bitkilerin yasama oranlarinin
artirilabilecegi belirtilmistir (Buddendorf-Joosten ve Woltering, 1996).

e) Gaz gecirgenligi (hava hareketi, hava akimi)

Gaz gecirgenliginin olmadig: kiiltiir kutularinda kiiltiir kutusu i¢i ve dist
arasindaki gaz alig-verisi engellenmekte ve bunun sonucunda da bitki biiylimesi sinirlt
kalmaktadir. Kiiltlir kutusunda disiik hava akimi CO, konsantrasyonunda, bagil
nemde, hava sicakliginda varyasyonlara neden olmaktadir. Mikro gézenekli kapaklara
sahip kiiltlir kutusunda ise kutu ile kiiltiir odasindaki dogal hava degisiminin arttig1 ve
kiiltlir kutusuna mikroorganizmalarin giriginin engellendigi belirtilmistir (Kozai ve
ark., 1994)

Metalhidrat partikiilleri kullanilarak kiiltiir kutusu i¢indeki hava hareketleri
belirlenmistir. Arastirmada kiiltiir kutusunun merkezinde asagidan yukariya dogru,
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kiiltir kutusunun yan taraflarinda ise yukaridan asagiya dogru hava akimlar
saptanmugtir. Hava akimlarinin kiltiir kutusu tipinden ve kisa dalga boylu radyasyon
akigindan da etkilendigi belirtilmistir (Kitaya ve ark., 1996). Tanaka ve ark., (1992),
in vitro kosullarda patates bitkisinde net fotosentez oraninin dogal olarak
havalandirilan kiiltiir kutusunda; giiclendirilmis havalandirma saglayan sisteme gore
daha diisiik oldugunu saptamislardir. Giiclendirilmis havalandirma sisteminde dogal
havalandirmaya ek olarak CO,/O, gibi gazlarin karigimi ortama ilave edilmektedir.
Giiglendirilmis havalandirma sistemiyle meydan gelen fotosentez artigininin kiiltiir
kutusundaki hava akimi artigiyla olumlu iligkisi oldugu belirtilmistir.

3. Kimyasal Cevre Faktorleri
a) Etilen ve hava degisim sayisi

Hava gegirgenligi olan kiiltiir kutusunda etilen konsantrasyonunun artarak
2umol/mol’den daha iist seviyelere ¢iktigini ve 21 giinden 60 giine kadar biiyiitiilen
kiiltiirlerde etilenin Dahlia ve Petunia bitki kiiltiirlerinin biliylimesini azalttigini
belirtmistir (Nquyen ve Kozai, 1998). Etilen konsantrasyonu toksik bilesiklerden
dolay1 hava alig-verisini saglayan kiiltiir kutularinda bazi zamanlarda yiikselmektedir.
Bu problemleri ¢ézmenin basit bir yolu kiiltiir kutusunun hava degisim sayisini
artirmaktir. Hava degisim sayist artisi, gaz alig-verisini saglayan filtre veya giicli bir
havalandirma sistemi ile saglanmaktadir (Fujiwara ve Kozai, 1995). Patateste yapilan
aragtirmada in vitro kosullarda etilenin bitki biiylimesini inhibe ettigi belirlenmistir
(Buddendorf-Joosten ve Woltering, 1996).

Kiiltiir kutusunda gaz difiizyonu; kiiltiirler ile kutunun {ist bosluk kismindaki
hava arasinda gaz degisiminin, kiiltiirler ile ortam arasindaki ¢oziiciilerin degisiminin
ve ortamdaki ¢oziiciiler ve kutunun iist kismidaki bosluktaki gazlarin dagiliminin
iiniform olmasimi saglar (Fujiwara ve Kozai, 1995).

4. Biyolojik Cevre Faktorleri
a) Mikroorganizmalar

Mikrogogaltimda kiiltiir baslangicinda eksplantlarin ve kiiltlir ortaminin
mikrobiyal kontaminasyonlardan temiz olmas: gerekmektedir. Seker igeren ortamlar
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun ortamlardir. Mikroorganizmalar ortamda
baz1 toksik maddeler iiretebilirler ve sonucta da besin ortaminda bitkilerle rekabete
girerek bitkilerin yapilarinin bozulmasina ve dlmesine neden olurlar. Fotoototrofik
mikrogogaltimda ortamda seker bulunmadigi icin mikroorganizmalarin gelismesi
biliylik oranda engellenebilmektedir. Mikroorganizmalar sekersiz ortamda yavas
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biliylimekte ve ortamdaki toplam populasyonlar: diisiik kalmaktadir. Béylece ortamda
bulunan az miktardaki mikroorganizmalardan dolay1 in vitro bitkinin yapisinin
bozulmas: ve 6lmesi engellenebilmektedir (Kozai ve Smith, 1995; Levin ve ark.,
1997).

KOK BOLGESiI CEVRE FAKTORLERI (BESIN ORTAMI CEVRESI)

Mikrogogaltimda koklerin gelistigi besin ortaminin fiziksel, kimysal ve
biyolojik 6zellikleri in vitro bitki biiyiime ve gelismesini etkilemektedir.

1. Fiziksel Cevre Faktorleri
a) Sicakhk

Sicaklik in vitro bitki kiiltlir sistemlerinin de i¢inde bulundugu tiim biyolojik
sistemlerde 6nemli bir faktordiir. Karanlik periyotta, kiiltlir odasinda kiiltiir kutusu
icindeki ve disindaki hava sicaklifi hemen hemen aynidir. Fotoperyotta ise
1sitklanmadan veya net radyasyon akis yogunlugundan dolay1 hava sicakligi fark: 1-2
°C’dir. Bundan dolay1 kiiltiir kutusundaki sicakligi istenilen diizeyde (kullanim
amacina gore genelde 18-25 °C) tutmak igin kiiltiir odasindaki hava sicakliginin 1-2
°C daha yiiksek olmasi gerekir (Fujiwara ve Kozai, 1995; Jeong ve ark., 1995; Kozai
ve ark., 1997a; Kubota ve ark., 1997; Nquyen ve Kozai, 1998).

b) Osmotik potansiyel

Osmotik potansiyel, kiiltiir ortamindaki iyon ve molekiillerin toplam molar
konsantrasyonuna baghdir. Otamimin osmotik potansiyeli kiiltiirlerin biiytime ve
gelismesini etkiler. Kiiltiir ortaminin osmotik potansiyeli, temel komponentler sukroz,
glukoz ve fruktoz gibi sakkaritler ve mannitol ve sorbitol gibi osmoregiilatorler
bilesikleri igine alir. Bitki biiylirken mineral ve sukroz aliminda artis oldugunda
osmotik potansiyelde de artis meydana gelirken; suyun terleme ve buharlasma ile
taginmasinin azalmasi veya durmasi sonucunda ise osmotik potansiyelde azalma olur.
Osmotik potansiyeller kiiltirde ortamm karbon kaynaginda ve temel
komponentlerinde degisiklige neden olabilir (Fujiwara ve Kozai, 1995; Williams,
1995 Nquyen ve Kozai, 1998).

¢) Ortamin camsilasmaya etkisi
In vitro kiiltiirlerde biiyiiyen dokular sivi ortama temas ettiklerinde yapilari

bozulabilmekte ve camsilagsma ortaya g¢ikabilmetedir. S1vi ortamda bu problemlerden
kurtulmak i¢in paklobutrazol gibi biiyiime geciktirici maddeler kullanilmakta veya
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fiziksel ¢evrenin kontrolii saglanmakta ve bitki biyoreaktdrlerinin veya otomatik sivi
kiiltlir sistemlerinin kullanimina gidilmektedir (Aitken-Christie ve ark., 1995).
Camsilasmanin mikrogogaltimda ciddi bir problem oldugu ve gelisen bitkilerde zay1f
palizat parankimasi ve kiitikula tabakasi gelisimine; anormal yaprak, sap ve kok
anatomisine neden oldugu belirtilmistir. Ziv ve ark., (1983), karanfilde camsilagsma
sorununu ¢ézmek i¢in kiiltiirlerin birkag giin siv1 ortamda biiyiitiildiikten sonra kat1
ortamda alt kiiltiire alinmasinin etkili oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan aragtirmalarda
agar, gelrit ve seker konsantsantrasyonu artiginin, makro element karisim oraninin
degistirilmesinin ve kiiltiir kutusunda havalandirma ve diisiik bagil nemin de bitkilerin
camsilagma oranini azalttigi belirtilmistir (Jeong ve ark., 1995; Hatipoglu, 1999).

2. Kimyasal Cevre Faktorleri
a) Iyon komponentleri
Makro ve mikro elementler

Bitki doku kiiltiirlerinde besin ortamina mineral maddeler eklenmesi farkli
tepkiler verebilmektedir. Bazi tiirler MS ortamina gore daha diisiik iyonik madde
iceren ortamda daha iyi gelisirken, bazilar1t MS ortaminda daha iyi gelismektedirler.
Optimum mineral madde ihtiyaci bilylimenin asamalarina ve eksplant tiplerine gore
cesitlilik gosterebilmektedir. Bir iyonun ortamdan c¢ikarilmas: bitki icindeki
kullanilabilir bir iyonun kullanilma oranini ortaya ¢ikarilabilmektedir (Jeong ve ark.,
1995; Williams, 1992, 1995).

Maksimum kiiltlir biiyiimesi i¢in ortamin inorganik iyon kompozisyonu ve
inorganik iyon hacmi bilyiikk bir éneme sahiptir. In vitro kosullarda karanfil bitkisi
sekersiz + 1/2 MS veya sekerli +1/2 MS ortamlarina gore sekersiz + tam iyonik
kompozisyonlu ortamda daha iyi biiylime gostermislerdir (Nquyen ve Kozai, 1998).
Kozai ve ark., (1991a), in vitro’da fotoototrofik kosullarda ¢ilek bitkisinde yar1t MS
ortaminda temel iyon kompozisyonu kullanilmis ve fotoototrofik kosullarda yiiksek
CO, konsantrasyonunda PO,-’in hizhi bir sekilde absorbe edilmistir (21 giinde
artakalan PO,~ oran % 3’e ulagsmustir). Biiylimenin daha sonraki agamalarinda PO,*
konsantrasyonu bitkiler i¢in kullanigh oldugunda net fotosentez oranini ve bilyiimeyi
tesvik eedecegi belirtilmistir.

Mikrogogaltimda bitki biiyiimesi i¢in azot baglica komponenttir. Tiirlere gore
NH," ve NO;-"nin alimi farkhiliklar gostermekte ve in vitro bitki morfogenesisine
etkileri olabilmektedir. Baz1 bitkilerde yiiksek potasyum konsantrasyonunun stress
yaratabilecegi belirtilmistir. Stirekli bitki biiyiimesi i¢in yeterli miktarda Ca alinmasi
zorunludur. Fazla Ca konsantrasyonu hiicre uzamasini engeller, Mg baz1 6zel rollerde
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Ca’un yerini tutabilir. Bundan dolayr Ca alimini smirlamak i¢in Mg ilavesi 6nemli
olabilir. Na ve Cl ortamda bulunan diger elementlerce iyonik kompozisyonun
dengelenmesinde gereklidirler (Williams, 1995). Yang ve ark., (1995), gilekte tam
MS ortaminda Ca™, Mg ™, H,PO, ve SO,”de yaklasik 1/3 oraminda artis
saglandiginda 1/2 MS veya tam MS ortamlarina gore kuru ve yas agirlik ve yaprak
alanin1 6nemli derecede daha yiiksek bulmuslardir.

Mikro elementler bazi biyokimyasal olaylar i¢in ortamda bulunmalar1 esas
olan besin elementleridir. Diisiik konsantrasyonlart normal biiylime i¢in gereklidir.
Mikro elementlerin kiiltiir biiylimesine etkilerini bunlarin arasindaki potansiyel
interaksiyonlardan dolay1 belirgin bir sekilde saptamak zordur. Buna ragmen
mikroelement noksanliginda 6rnegin, siirgiin ucu nekrosisi, yaprak klorosisi (Zn, Fe,
Mn), mantarlagsma (Cu, Fe) ve rozet yapit olusumu (Zn, Mn) gibi simptomlar
goriilebilir. Demirin diger mikroelementlere gére ortama eklenmesi fazla miktarlarda
gerekmesi  ¢oziinilirliik problemlerinden dolayr daha O6nemlidi. Mn ve Fe
noksanliklarindan kaginmak i¢in ortama Fe ve EDTA eklenebilir veya Zn alimi
azaltilabilir (Williams, 1995; Nquyen ve Kozai, 1998).

Coziinmemis oksijen

In vitro kiiltiirde besin ortamindaki ¢ozlinmemis O, konsantrasyonu bitki
biiylimesini ve kdk gelismesini etkilemektedir. Baz1 bitki tiirlerinde besin ortamindaki
diisik O, konsantrasyonundan ve kiiltiir kutusu i¢indeki nemli atmosferden dolay1
koklerin besin ortaminin i¢ kismindan ziyade besin ortaminin iist kisminda biiyiime ve
gelisme gosterdikleri belirlenmistir (Kozai, 1991a). Fujiwara ve ark., (1993),
yaptiklar1 arasgtirmada agar konsantrasyonunun 0’dan 8 g/I’ye kadar artisinin seker
iceren ortamda O, difiizyon katsayisiin yaklasik % 50 azaldigini ve zayif siirgiin
biliylimesi saglandigini belirlemislerdir.

b) Organik komponentler
Seker konsantrasyonu

Glukoz, sukroz, sorbitol gibi sekerler heterotrofik biiyliyen kiiltiirlerde
karbon kaynagi olarak kullanilmakta ve net fotosentez oraninda olumsuz etkiler
yapmaktadirlar. /n vitro kiiltiirde konvensiyonel (heterotrofik) mikrogogaltimda seker
besin ortamina konan bitki veya eksplantin baslangigta yeterli diizeyde fotosentez
yapamayan bitkiye destek vermekte ve kiiltiirler ortamdaki sekeri kullanrak hizli bir
sekilde biiylime gostermektedirler. Sekerli ortamda bitki faaliyetleri ile birlikte
mikrobiyal faaliyetler de artmakta, bitkilerde fizyolojik bozukluklar ve bitki kayiplar
olabilmektedir. Ayrica besin ortaminda sekerin bulunmasi otomasyon ve robot
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sistemlerin  mikrogogaltimda kullanimimi da  zorlastirmaktadir. Fotoototrofik
mikrogogaltimda sekerin bu olumsuz yonlerini engellemek i¢in kiiltiir ortamina CO,
ilave edilerek bitkilerin kendi kendine fotosentez yapabilmeleri saglanmaktadir. Kozai
(1991a) kiiltiir kutusundaki CO, konsantrasyonu artigt ve kiiltiirlerin yiiksek 11k
yogunlugunda biiyiitiilmesi ile kiiltiir ortamina seker ilave edilmeden fotosentezle
bitki biliylimesinin saglanabildigini ve konvensiyonel mikrogogaltimdaki yiiksek
iiretim masraflarinin azaltilabilecegi belirtmistir. Cymbidium ve karanfil kiiltiirlerinde
CO, ilave edilen ortamda CQO, ile ilave edilmeyen ortama gore daha fazla bitki kuru
agirhik artist saptanmistir (Kozai ve Iwanami, 1988). Nakayama ve ark., (1991)
patateste CO, ilave edilen ortamda baslangigtan 3 giin sonra net fotosentez oraninin,
sekersiz ortamda, sekerli ortama (30 g/l) gore 8-10 kat daha yiiksek oldugunu
saptamislardir. Fujiwara ve ark., (1995) da in vitro patates bitkilerinde sakkaritlerin
yoklugunda kiiltiir kutusuna 350-1000 pmol/mol CO, ilave edildiginde fotosentezle 4
kat daha fazla kuru agirlik artig1 saglamislardir. Yine karanfil kiiltiirlerinde baslangi¢
seker agirligmin sadece % 2-8’ini bitkilerin absorbe ettigi bulunmustur (Kozai ve
Iwanami, 1988). Pruski ve ark., (2002), yaptiklar1 arastirmada 4 farkli kiltiir
sisteminde (1: sukrozsuz ortam + hava, 2: 30 g/l sukroz + hava, 3: 1500 pl/l1 CO, +
sukrozsuz ortam ve 4: 1500 pl/l CO, + 30 g/l sukrozlu ortam) patates bitkilerinin
gelisimi incelmiglerdir. Arastirmada sukrozla birlikte CO, ilave edilen 4 nolu ortamda
diger ortamlara gdre daha yiiksek siirgiin uzunlugu, bogum sayist ve kuru agirlik
saptanmistir. 3 nolu ortamda 1 nolu ortama gore yaklasik 2 kat daha fazla siirgiin
uzunlugu saptanmistir.

Katilastiric1 (Jellestirici) ve destekleyici maddeler

Mikrogogaltimda katilastirict maddelerin kullanimi ile bitkilerin besin ortami
ile uygun bir fiziksel temas kurmasi ve Ozellikle sivi ortamlarda goriilen
camsilagmaya karsi koruma saglamaktadir. Katilastirict maddelerin - besin
ortamlarinda bazi olumsuz yonleri de vardir. Katilastirict maddeler kullanildiginda
otomasyona adaptasyon azalmakta, bazi kimyasal komponentlerin aktiviteleri
bozulabilmekte ve kiiltiir kutularinin temizlenmesi ve bitki koklerinden jellerin
temizlenmesi gii¢ olabilmektedir. Buna ek olarak katilagtirict maddeler 6zellikle de
agar veya gelrit in vitro siirglin veya embriyonik hiicre biiylimesinde engelleyici
etkiler yapabilmektedirler (Smith ve Spomer, 1995).

Agar yerine bazi destekleyici maddelerin (seliiloz kristalit agregat, kaya
yinii ve vermikulit gibi) yiikksek hava gegirgenligine sahip olduklar1 ve bitki
biliylimesinin artmasini, bunun sonunda da ex vifroda yasama oraninin artmasint
sagladiklar1 belirtilmigtir (Williams, 1992; Fujiwara ve ark., 1993; Kozai ve ark.,
1997b; Kubota ve ark., 1997; Nquyen ve Kozai, 1998). Kirdmanee ve ark., (1995),
fotoototrofik olarak biiyiitiilen Okaliptus bitkisinde CO, ilave edilmis ortamda farkl
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destekleyici maddeleri karsilastirmislardir. Arastirmada in vitro net fotosentez orant
ve ex vitro kosullara transferden sonra yasama orani en yiiksek vermikulit de
bulmuslar bunu gelrit ve agar izlemistir. Takazawa ve Kozai (1992), plastik kiiltiir
kutusunda destekleyici madde olarak selilloz kristalit agregat kullanmislar ve
maksimum bitki agirligi ve kuru madde orani, minimum goévde/kdk orani ve kisa
stirgiin uzunlugu saptamislardir (agar kullanilan ortama gore). Kozai ve ark., (1996)
tatlt patates bitki kiiltiirlerinde kaya yiinii ve vermikulitin birlikte kullanilmas: ile
agara gore klorofil konsantrasyonu ve kok biiylimesinde artis saptamiglardir.

¢) pH

Ortam pH’s1 in vitro bitkilerin morfogenesisini, biiyiimesini ve gelismesini
etkileyen dnemli bir faktordiir. Standart olarak, pH ortam hazirlanirken ayarlanir ve
ortamda pH’nin her zaman sabit kalmadig1 bilinmektedir. pH’daki degisimler ortam
hazirlarken ve otoklavdan dnce ve kabinda bitki geligirken meydana gelmektedir. pH
degisimleri bitki materyali ve ortam arasindaki iyon dengesinin bozulmasiyla ortaya
¢tkmaktadir. Bunun sonucunda bitkiden ortama dogru mineral gegcisi olabilmektedir.
Bu denge noktasi tiirlere baglidir. Bu dengede degisime neden olacak en biiyiik faktor
NO;- ve NH,+ eklenmesi ve alimi arasindaki degisimlerdir. Bu denge kiiltiir periyodu
boyunca degisir. Baslangicta pH diisebilir sonra artabilir (Williams, 1992; Nquyen ve
Kozai, 1998).

Karanfil kiiltiirlerinde pH’st 5,5 olan besin ortaminda % 59, pH’s1 6 olan
ortamda ise % 4 oraninda bitki biiyiimesi olumlu yonde etkilenmistir (Goniilsen,
1987). Kobayashi ve ark., (1995) Torenia bitkisinde iki haftalik kiiltiirlerde pH’nin
yiikseldigini ve bunun sonucunda da vejetatif tomurcuklarin olusumu ve biiylimesi de
olumlu etkilendigini ve artistan sonra pH hizli bir sekilde diistiigiinde ise ¢icek
tomurcuklarin olusumu ve gelisiminin saglandigini saptamislardir.

3. Biyolojik Cevre Faktorleri
a) Eksplant biiyiikliigii ve eksplanttaki fizyolojik farklihiklar

Mikrogogaltimda somatik embriyolarin veya adventif tomurcuklarin
kullanimi  mutatik  bitkilerin oraninin  daha yiiksek c¢ikmasindan dolay1
sinirlanmaktadir Ticari mikrogogaltimda bogumlu parga (nodal explant), 6zellikle de
tek bogumlu pargalar ve aksillar tomurcuklar ¢ogaltma asamasinda en yaygin
kullanilan eksplantlardir. Eksplantlarin farkli yaprak alani ve agirligi, rejenere olan
bitkide biiylime varyasyonlarina neden olabilmektedir. Pierik (1988) daha biiylik
eksplantlarin bazen daha kiiciik olanlardan daha kolay rejenere oldugunu belirtmistir.
Fotoototrofik kosullarda bitki biiyiimesine eksplantlarin yaprak alanmin etkisi, ana
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bitkide bogum pozisyonuna veya eksplantin yas agirligma gore daha biyiiktiir
(Goniilsen, 1987; Miyashita ve ark., 1996; Mansuroglu ve Giirel,2001). Marcelis van
Acker ve Leutsher (1993) iki bogumlu eksplantlarin giil ve seflera da ex vitroda daha
biiyiik bitkiler olusturduklarini saptamiglardir. Ayrica arastiricilar iki bogumlu
eksplantlarin steki yapragi alindiginda tek bogumlulara gore daha fazla bitki
biliylimesi sagladigini belirtmislerdir. Aksillar, adventif veya meristematik dokulardan
cogaltilan bitkiler sera veya acik tarlaya sasirtildiklarinda fizyolojik karakterlerinin
ayni olmasi onemlidir. Genel olarak fidelerde ana sapin kisa ve kalin olmasi, diisiik
govde/kok agirliklari, normal stoma ile birlikte genis yaprak alani ve kalin kiitikula
tabakasi olusumu istenmektedir. Fotoototrofik mikrogogaltimda c¢evre kontrolii ile
bitkilerin biiylime ve gelismesi saglanabilir ve morfolojik ve fizyolojik diizensizlikler
azaltilabilir (Kozai ve ark., 1991b; Kozai, 1991b; Nquyen ve Kozai, 1998).

b) Bitki sikhig:

Kozai ve ark., (1989) fotoototrofik kosullarda (yiiksek CO, ve 1sik
yogunlugunda) patates bitkilerinin yas ve kuru agirligimmin ve yaprak sayisinin kiiltiir
kutusu igindeki bitki sikligindan etkilendigini ve bitki sikligi artikca CO,
konsantrasyonun, net fotosentez oram1 ve mineral madde konsantrasyonunun
azaldigin1 saptamiglardir. Yapilan bir arastirmada patates bitkisinde fotoototrofik
kosullarda, kiiltiir kutusu basina kuru agirlik, bitki siklig: artikca artis gdstermis, bitki
basmma kuru agirlik ise azalmistir (Kozai, 1991a). Yine patateste yapilan bir
arastirmada iki haftalik kdltiirlerde, kiiltiir tiipii basina 5 tek bogum eksplanti
kondugunda diger tiip basma 1, 2, 3 ve 4 tek bogum uygulamalarina gére maksimum
stirgiin uzunlugu ve kdk sayisi elde edilmistir (Sarkar ve ark., 1997).

¢) Bakteriyel ve fungal patojenler ve kontaminasyonlar

Bitki doku kiiltiirlerinde bakteri ve fungus kontaminasyonlar1 &nemli
problemlere yol acabilir. Kontaminasyonlar 6zellikle kiiltiirlerin erken asamalarinda
yliksek oranlarda enfeksiyon yaparsa, doku kiiltiirii laboratuvarinda bitki kayiplar1 ve
iiretim kayiplar1 yiiksek olabilmektedir. Mikrogogaltimda viriissiiz bitki iiretimi icin
ozellikle meristemler kullanilmakta ve saglikli bitki iiretimi saglanmaktadir.

d) Yararh mikroorganizmalar

In vitro kiiltiirde bitkiler, bazi simbiyotik funguslarla inokiile edildiklerinde
bitki biiyiime ve gelismesini tesvik ettigi belirlenmistir (Ishii ve ark., 1993). Nowak
ve ark., (1998) patates bitkilerini yararli Pseudomonas sp., strain PsJN bakterisi ile
bulagtirmislar ve 6 haftalik kiiltiirlerde bakterisiz kiiltiirlere gére daha fazla bogum,
stirgiin uzunlugu, siirgtin ve kok kuru agirlig1 saptamiglardir.
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Cizelge 2. Konvensiyonel mikrogogaltimda in vitro ve ex vitro bitki tepkileri.
Table 2. Responses of plantlets in vitro and ex vitro in conventional

micropropagation.*

Cevre ozellikleri
Features of the

In vitro etkiler
In vitro effects

Ex vitro etkiler
Ex vitro effects

environment
eDiisiik hava degisim ezayif kiitikula yapisi easir1 terleme
orani (yiiksek bagil low cuticula structure excess transpiration

nem) (Low air exchange
rate, high relative

humidity)
1,2,3,4,5,6,7,8,9,12

eYiiksek etilen
konsantrasyonu (High
ethylene concentration)
3,8,12,15

eKaranlik peryotta
yiiksek CO,
konsantrasyonu (High
CO, during the dark
period) 2,3,7,9,10

eFotoperyotta diisiik
CO, konsantrasyonu
Low CO, during the
Photoperiod 23.7.9.10

eDiisiik 151k yogunlugu

Low light intensity
23,4,57,11

ezay1f stoma fonksiyonu
low stomata structure

ekdklenmede ve besin aliminda
zorluk (difficulty in rooting and in
nutrient uptake)

ekisa siirgiinler, diigiikk yaprak
olusumu (short shoots and low
leaf initiation)

efarklilagsmanin tegvik
edilmesi/engellenmesi
promote/inhibit differentiation

eodiisiik net fotosentez orani (low
net photosynthetic rate)

ezayif yaprak olusumu
low leaf initation

ekendi kendine biiyiimede zorluk
difficulty in develop in autotrophy

esu ve besin
aliminda zorluk
difficulty in water and
nutrient uptake

ediisiik biiyliime
low growth

enegatif bilylime
negative growth

eodiisiik fotosentez
low photosynthesis

ecevre stresine karsi
hassasiyet (sensitive
to environmental
stress)
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Cizelge 2. devamu.
Table 2. continued.

MIKROCOGALTIMDA CEVRE KONTROLUNDE SON GELISMELER: BESIN
ORTAMI UST CEVRESI VE KULTUR ORTAMI CEVRESI FAKTORLERI

Cevre Ozellikleri
Features of the
environment

In vitro etkiler
In vitro effects

Ex vitro etkiler
Ex vitro effects

eSabit sicaklik (Constant
2,4,5,9,10,11
temperature)

oOrtamda diisiik
¢Oziinmemis O,
konsantrasyonu (Low
dissolved oxygen in the
medium) 23410

eYiiksek inorganik iyon
konsantrasyonu (High
inorganic ion

23450911
concentration)

oOrtamda seker
bulunmasi (Sugar

containing medium)
2,4,7,89,14

eSabit hava ve ortam
kompozisyonu
Stagnation of the air and

the medium composition
2,3,7,10,12,13,14,15

eOrtamda hormonlarin
bulunmasi (Hormone

containing medium)
489,12,13,14

eyiiksek karanlik respirasyon
high dark respiration

ekoklenmede zorluk (difficulty in
rooting)

eortamda yiiksek osmotik basing
yiiksek etilen iiretimi
High osmotic pressure in the
medium, high ethylene production

ecamsilagma, diger fizyolojik
bozukluklar, kontaminasyonlar,
bitki kayiplari (Vitrification or
other physiological disorders,
contaminatios, loss of plantlerts)

egaz, iyon ve diger maddelerin
diistik taginma orani (low
transfer coefficients of gas, ion and
other substances)

esicaklik, 151k, gaz, ortam
kompozisyonu vb. ve gelisme
asamalarinda bitkilerde sekil ve
biiytikliikte varyasyonlar (large
spatial variations of temperature,
gas and medium composition,
light, etc.

eyiiksek mutasyon orani (high
mutation percentage)

ebitki 6liimii (death
of plants)

ediisiik fotosentez
sonucu bilyiimede
gerileme (growth
retardation due to
low net
photosynthetic
rate)

eUniform olmayan
bitki gelisimi (non-
uniform plant
development)

* 1Ziv ve ark., 1983; ***Kozai, 1991c,d,e; “Kozai ve ark., 1991b; ®Aitken-Christic ve ark., 1995;
"Desjardings, 1995; *Fujiwara ve Kozai, 1995; *Jeong ve ark., 1995; ’Kozai ve ark., 1995; '"Buddendorf-
Joosten ve Woltering, 1996; *Kitaya ve ark., 1996; “*Kozai ve ark., 1997a; ““Nowak ve ark., 1998; "*Pruski

ve ark., 2002.
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e) Diger faktorler

Eksplantin kronolojik yasi ve gelisim sezonu hiicrelerin farklilasmasimi ve
fizyolojik yasim etkileyen onemli faktorlerdir. Aralik ve Nisan aylarinda yapilan
patates kiiltiirlerinde, Subat, Mart, Mayis ve Kasim aylarinda yapilan kiiltiirlere gore
daha iyi bitki gelisimi saglandigi bildirilmistir (Goniilsen, 1987).

SONUC

Son yillarda bir cok arasgtirmada mikrocogaltmada bitki biiylime ve
gelismesine fiziksel, kimyasal ve biyolojik ¢evrenin etkisinin 6nemi saptanmistir. Bu
¢aligma, mikrogogaltim sistemlerinde in vitro bitki {iretimini optimize etmek, kaliteli
bitki tiretmek ve iretim maliyetlerini diisiirmek igin g¢evresel kontroliin roliinii
anlamamizi saglamasi bakimindan yararli sonuglar verebilecektir. Ayrica {istten
igiklandirma yerine yandan isiklandirma, kiiltiir ortamma CO, ilavesi ve O,’nin
kontrolii, sekersiz ortam kullanilarak mutasyon ve kontaminasyonlarin azaltilmasi
gibi mikrocogaltimdaki bazi temel uygulamalardaki yeni gelismeler ve bitkilerin
fotosentez oranlarinin artmasinda, fizyolojik olarak iiniform biiyiime ve gelisme
gostermesinde ve ex vitro asamada kaliteli fide iiretiminin saglanamsinda besin
ortami ¢evre faktorlerinin dnemi degerlendirilmistir.
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