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OZET

Mikrogogaltim, genetik olarak birbirinin aym olan ¢ok fazla sayida bitki iiretimi i¢cin kullanilan bir bitki doku kiiltiirii
teknigidir. In vitrodaki ozel kosullar anormal bitki biiyiime ve gelismesine neden olmaktadir. Ex vitroya transferden sonra in
vitro bitkiler ¢evre kosullarindaki ani degisikliklerden kolayca zarar gormekte ve anormallikleri diizeltmek i¢in alistirma
periyoduna gerek olmaktadir. Bu derlemede ilk olarak ex vitro kosullarda alistirma swrasindaki fotosentez, su iligkileri ve
yvaprak yapist tartismistir. Daha sonra da alisttrma asamasimin hizlandirilmasi icin bitki yagamasini saglamanin yollar
degerlendirilmigtir.
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ACCLIMATIZATION IN MICROPROPAGATION
ABSTRACT

Micropropagation is a plant tissue culture technique used for obtaining a large number of genetically identical
plantlets. The special conditions during in vitro culture result in plantlets of abnormal growth and development. After ex
vitro transfer, these in vitro plantlets might easily be impaired by sudden changes in environmental conditions and hence

need a period of acclimatization to correct the abnormalities. In this article, firstly changes in leaf structure, water relations
and photosynthesis during acclimatization of plantlets to ex vitro conditons are discussed. Then, some ways of improving

plant survival and for speeding up of acclimatization are evaluated.
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GIRIS

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir
bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimla-
rindan (embriyo, tohum, govde, kok, siirgiin vb.) ya-
pay besin ortamlarinda ve mikroorganizmalardan
arindirilmis sartlar altinda genetik olarak birbirine
benzeyen cok sayida bitkiyi hizli ¢ogaltma amaciyla
kullanilan bir doku kiiltiirii teknigidir. Bu teknik bahge
ve tarla bitkileri, peyzaj ve ormancilikta birgok bitki
tiriinde kullanilmaktadir (Solarova ve Posposilova
1997, Nquyen ve Kozai 1998, Pospisilova ve ark.,
1999a ve Mansuroglu ve Giirel 2001). Fakat ex vitro
kosullara (sera veya tarla) taktarildiktan sonra bitkile-
rin zarar gormesinden veya fazla oranda bitki kayipla-
rindan dolay1 mikrogogaltimin kullanimi genis oranda
sinirli olmaktadir (Hayashi ve Kozai 1988, Kozai
1991, Ziv 1992, Zobayed ve ark. 1999 ve Soon ve ark.
2000). Bunun baslica sebepleri; yapraklarda diisiik
mum tabakasi olusumu, zayif kiitikula gelisimi, diisiik
stoma fonksiyonu, zay1f ikincil kdk olusumu ve bunla-
rin sonucunda da asir1 su kaybi ve diisiik fotosentez
kapasitesidir. (Zobayed ve ark. 1999).

In vitro kosullarda mikrobiyal bulasikliklar1 6n-
lemek i¢in kullanilan kapali kiltiir kutulart hava giris-
cikisini azaltmakta ve bitki ile kiiltiir kutusu arasinda-
ki CO, girig-¢ikisini siirlamaktadir. Kiiltlir kutularin-
da diisiik hava degisim oranina bagl olarak; yiiksek
bagil nem, fotoperiyotta diisiik, karanlik peryotta yiik-
sek CO, konsantrasyonu ve ortamda yiiksek etilen
konsantrasyonu goriilmektedir. Kiiltiir ortamina genel-
likle karbon ve enerji kaynagi olarak seker ilave edil-
mektedir. Ortama seker ilave edimesi ortamin su po-
tansiyelini azaltmakta, bakteriyal ve fungal bulagiklik-
lar1 artirmaktadir. Buna ek olarak besin ortamina yiik-
sek dozlarda biiyiime diizenleyicileri, vitaminler ve
diger organik bilesikler eklenmektedir. Ayrica kiiltiir
ortaminda giin boyunca sicaklik sabit, inorganik iyon
konsantrasyonu ve osmotik basing yiiksek olmaktadir.

Bu kosullarda anormal morfoloji, anatomi ve fizyolo-
jiye sahip bitkiler gelismekte ve bitkilerde biiyiimede
gerileme, gelisme asamalarinda ve bitki biiyiikliikle-
rinde varyasyonlar meydana gelmektedir (Kozai 1991,
Desjardings 1995, Kozai ve Smith 1995, Vorackova
ve ark. 1998, Premkumer ve ark. 2001 ve Synkova ve
Posposilova 2002).

Mikrogogaltimda III. asama sap gelisiminin ve
koklenmenin tamamlandigi ve bitkilerin topraga akta-
rima hazir olduklart asama olarak belirtilmistir
(Roberts ve ark., 1992). Mikrogogaltimda aligtirma
asamasi 4 asama olarak degerlendirilmis ve bu agama-
da in vitroda aseptik kosullardan bitkiler septik kosul-
lara aktarilmaktadir (Kozai ve ark. 1991 ve Roberts ve
ark. 1992). Alistirma terimi, bir organizmanin 6zellik-
le de bir bitkinin yeni bir ortama tasinmadan 6nceki
iklimsel adaptasyonu olarak tanimlanmistir (Kozai
1988). Bitkiler alistirma asamasinda seker yerine
substratta biiyiirler ve ototorofik (yapraklarmda kloro-
fil iceren bitkiler fotosentezle karbon kaynagi olarak
atmosferik CO,’yi kullanarak kendi kendilerine geli-
sirler) olarak gelisirler. Ototorofik (fotoototrofik)
bitkiler sadece inorganik enerji kaynagi, 1sik enerjisi,
CO,, su ve minerallere ihtiya¢ duyarlar. Heterotrofik
ve mixotrofik bitkiler ise enerji ve karbon kaynagi
olarak sekere ihtiya¢ duyarlar. Eger bir bitki karbon
kaynagi olarak hem atmosferik CO,’yi hem de organik
maddeleri kullanarak biiyiirse de mixotrofik olarak
gelisir (Kozai 1988).

Sera kosullarinda ve 6zellikle de tarlada, kiiltiir
kutularina gore daha diisiik hava nemi mevcuttur.
Bitkinin ex vitro kosullarda yetistigi ortamin
(substratin) su potansiyeli seker iceren ortama gore
daha yiiksek oldugundan, bitkiler yapraklarindan su
kaybmi engelleyemedikleri i¢in hizli bir sekilde sol-
maktadir. Buna ek olarak, koklerin ve kok ile sap
arasindaki baglantilarin diisiik hidrolik
kondiiktivitesinden dolay1 su ilavesi de sinirli kalmak-
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tadir (Fila ve ark. 1998). Ciinkii ex vitro kosullarda
bitkilerde biiylimede anormallikler, kurakliga karsi
hassasiyet ve fotosentezde bozukluklar goriiliir.
Kiitikula tabakasi {izerindeki mumsu tabaka iyi geli-
semedigi i¢in yapraklar iizerinde su birikemez ve
stomalar normal sekilde kapanamaz. Bitkilerde su
kaybr etkili olarak onlenemez (kaybedilen suyun yeri-
ne hemen su gelemez), kokler yeterinde su alamazlar;
nemlenme, yapraklarda nekrozlar, yaslanma ve trans-
ferde bir¢ok bitki zarar goriir veya oliir (Estrada-Luna
ve ark. 2001). Kiiltiir kutusundaki diisiik CO, konsant-
rasyonu, ortamda seker ve mineral tuzlarin bulunmasi
sonucu zayif CO, fiksasyonu meydana gelir. Heterot-
rofik olarak biiyliyen yapraklar transferden sonra
fotoototrofik  olarak  gelisemezler ve  bitkinin
fotosentetik yapisini tamamlayabilmesi i¢in yeni yap-
raklarin geligmesi gerekir (Roberts ve ark. 1992).
Alistirma, in vitro ile ex vitro kosullar arasinda bir
gecis agamasidir ve in vitro kosullardaki anormallikle-
rin alistrma asamasinda diizeltilerek normal bitki
biiylimesinin saglanmasi gerekir. Alistirmay1 aligtirma
sonrast asamasi takip eder. Bu asamada bitkiler
ototrofik olarak biiyiirler, bitki karakteristikleri daha
stabildir ve daha az varyasyon goriiliir.

Bu derlemede, mikrogogaltimda in vitro kosullar-
da gelistirilen bitkilerin normal kosullara aktarilma-
sinda adaptasyon periyodu olan alistirma asamasinda-
ki yaprak yapisi, fotosentez parametreleri, su iliskileri
tartistlmig ve alistirma asamasinda hizli ve saglikli
bitki gelisimi uygulamalari degerlendirilmistir.

MiKROCOGALTIMDA ALISTIRMA
ASAMASININ ETKIiLERi

Yaprak Yapisi

In vitro kosullardan sera veya tarla kosullarina
transferden sonra bitkilerin yaprak morfolojisinde ve
anatomisinde 6nemli degisiklikler olmaktadir. /n vitro
kosullarda Liquidambar styraciflua (amerikan amber
agaci) bitkilerinin yapraklarinda tarla kosullarina
aktarilan ve biiyiitiilen bitkilerin yapraklarina gore
daha az kiitikula gelisimi goriilmiistiir. Duvar sarma-
siginda hem in vitro hem de ex vitro bitkilerde geng
yapraklardan yash yapraklara dogru kiitikula kalmli-
ginda ve mum igeriginde artis saptanmustir
(Posposilova ve ark. 1999a). Ex vitroya transferden iki
hafta sonra Brassica oleracea (lahana) bitkilerinin
yapraklarinin iist yiizeyindeki epikiitikular mumlarin
niteligi ve yapisi fidelerin yapraklarina benzer bulun-
mustur (Posposilova ve ark. 1999a). Birim alandaki
mum igerigi, Liquidambar styraciflua (amerikan am-
ber agaci) bitkilerinin yapraklarinda alistirma agama-
sindan sonra degismezken, Malus domestica yaprakla-
rinda azalmistir. Bagka bir deyisle, Malus pumila
(cennet elmasi) bitkilerinin yapraklarinda epikiitikular
mumlarin kalinlig1 in vitro kosullarda gelistirilen bit-
kilerin ex vitro kosullara transferinden etkilenmezken,
yeni gelisen yapraklarda daha yiiksek bulunmustur
(Posposilova ve ark. 1999a). Baz1 bitki tiirlerinde in
vitro kosullarda gelisen bitkilerin yapraklari ex vitro

kosullarda yeterli biiylimeyi saglayamamakta ve bu
yapraklarin yerini yeni gelismis yapraklar almaktadir.
Buna ragmen, bitkilerin ex vitro kosullara aktarilmasi
basarili olmussa hizli sekilde biiyiiyebilirler. Ornegin,
tiitlin bitkisinin toplam kuru madde miktart in vitro
kosullarda biiyiitiilen bitkilere gore birkag kat daha
fazla bulunmus, sasirtilan bitkilerde daha yiiksek bitki
boyu, yaprak, sap ve kok kuru madde miktari, daha
genis yaprak alani ve yaprak kalinligi saptanmistir
(Kozai 1991)

Liquidambar styraciflua, Vaccinium corymbosum
(bataklik yaban yasemini) ve tiitiin bitkilerinde ex
vitroya transferden sonra stoma yogunlugu azalmistir
(Noe ve Bonini 1996 ve Ticha ve ark. 1999). Fakat bir
siire sonra yaprak bagina toplam stoma sayisi, ex vitro
kosullara transferden sonra yaprak alanindaki biiyii-
meden dolay1 artmistir. Baska bir deyisle Prunus
serotina (siyah kiraz) ve Rhododendron spp. (orman
giilleri) bitkilerinde ex vitro kosullara transferden
sonra stoma yogunlugu artmis, stoma por uzunlugu ise
azalmistir. /n vitro kosullarda biyiitilen Prunus
cerasus, Vaccinium corymbosum (bataklik yaban
yasemini) ve tiitin bitkilerinin yapraklarinda yiiziik
seklinde stoma olusurken, ex vitro kosullara transfer-
den sonra stomalar eliptik sekil almislardir (Noe ve
Bonini 1996, Ticha ve ark. 1999 ve Posposilova ve
ark., 1999a). Prunus cerasifera (kiraz erigi) bitkilerin-
de stoma kapanma kabiliyetinin abiyotik faktorlere
kars1 tepki gosterdigi ve uygulamadan sonra tekrar
acilmanin geng yapraklarda yagsli yapraklara gére daha
yiiksek oldugu belirtilmistir. /n vitro kosullarda biiyii-
tilen Solanum phureja’nin bek¢i hicrelerinde ex
vitroda biiyiitiilen bitkilere gore daha fazla kloroplast
bulunmustur (Posposilova ve ark. 1999a).

In vitro kosullarda biiyiitillen tiitiin bitkilerinde
yaprak mezofili gevsek yapili ve zayif farklilagsmis bir
palizat parankimasindan ve iki veya li¢ kath siinger
parankimasindan olusmustur. Vaccinium corymbosum
(bataklik yaban yasemini) bitkisinde ise sadece bir
veya iki organize olamamis slinger parankimasi olus-
mustur (Noe ve Bonini 1996 ve Posposilova ve ark.
1999a). Brassica oleracea (lahana) bitkisinde sera
kosullarina transferden ii¢ hafta sonra bir palizat
mezofil hiicre tabakasi gelismistir. Aligtirma asamasi-
n1 geemis Liquidambar styraciflua (amerikan amber
agac1) bitkisinde in vitro bitkilere gore daha kalin
yapraklar ve palizat ve slinger parankimasina farkli-
lagsmis mezofil dokusu gelisimi saglanmistir. Siinger
parankimasinda daha az ve daha kiigiik hava boslukla-
r1 bulunmustur. Benzer sonuglar, Rubus idaeus (ahu-
dudu), Fragaria x ananassa (bahge ¢ilegi),
Liquidambar styraciflua (amerikan amber agact),
Rhododendron spp. (orman giilleri), Rosa odorata x
Rosa damascena ve Vaccinium corymbosum (bataklik
yaban yasemini) bitkilerinde de bulunmustur. /n vitro
kosullarda biiyiitilmiis Liquidambar styraciflua (ame-
rikan amber agaci) bitkisinde mezofil hiicrelerinde
daha genis vakuoller ve diizensiz siralanmig membran
sistemleriyle birlikte diizlesmis kloroplastlar gelismis-
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tir. Yine ayni bitkide aligtirma agamasindan gecmis
kloroplastlarda grana ve nisasta graniilleri iyi gelis-
mistir (Noe ve Bonini 1996 ve Posposilova ve ark.
1999a). In vitro kiiltiirlerde bitkilerde goriilen anato-
mik  degisiklikler oOncelikle yapraklarda CO,
diftizyonunu ve net fotosentez (Fn) oranini etkilemek-
tedir. Mikrogogaltimla gogaltilan bitkilerin yaprakla-
rinin genellikle kiiglik, zayif veya gelismeyen palizat
hiicreleri ile birlikte zayif mesofil tabakasi ve genis
hiicreler aras1 bosluklara sahip olmasi, mesofildeki
COy’nin kullanilabilirligini ve Fn’yi etkilemektedir.
Isik kosullar1 klorofil igerigini etkilemektedir. In vitro
kiiltiirde, sera ve tarla kosullarina gére daha disiik (in
vitro kosullar i¢in normal) 1s1k kosullarinda tiilakoid
membranlarinin, grana yignlarina tam olarak farkli-
lasmadig1 ve diizensiz olarak dizildikleri belirtilmistir.
In vitro bitkiler daha yiiksek 151k yogunluguna aktaril-
diktan sonra daha digiik Fn orami gostermislerdir
(Desjardings 1995).

In vitro kosullarda genelde bagil nem yiiksektir.
Bitki kalitesini artirmak i¢in doku kiiltiiriinde bagil
nemi diislirmek onemli olmaktadir. Cok az bitki tii-
riinde in vitro kosullarda diisiikk bagil nemde gelistiri-
len bitkiler ex vitro kosullara aktarildiktan sonra ya-
samiglardir. Giil bitkileri diisiik bagil nem ve yiiksek
1s1ikta biiyiitiildiiklerinde ex vitro kosullarda alistirma
asamastyla benzer morfolojik farkliliklar gostermis-
lerdir (Buddendorf-Joosten ve Woltering 1996). In
vitro kosullarda diisiik 151k yogunlugunda golge 6zel-
likleri artmakta ve bitkiler ex vitro kosullara transfer
edildiklerinde daha yiiksek 151k yogunlugunda 11k
stresine girerek fotoinhibisyon hatta klorofillerin
fotooksidasyonu meydana gelmekte ve yaprak ayasin-
da klorotik kuru lekeler olugsmaktadir. Yine de bazi
bitkiler herhangi bir strese girmeden yiiksek 15181
tolere edebilmektedirler (Amoncia ve ark. 1999).

Serret ve ark. (2001) yaptiklar1 arastirmada,
Gardenia bitkilerinde alistirma asamasinda ex vitro
kosullarda tiim yapraklarda in vitro kosullara benzer
klorofil parametreleri saptamiglardir. 28 giinliik alig-
tirma sonunda birim yas agirlik basma klorofil igerigi
sakkaroz icermeyen ortamda gelisen bitkilerde,
sakkarozlu (30g/1) ortamdakine gére dnemli derecede
daha yiiksek bulunmusgtur. Pruski ve ark. (2002), gele-
neksel olarak (sakkarozlu ortam) ¢ogaltilan bitkilerin
yapraklarinda genis hiicreler arasi bosluklarla birlikte
zay1f mezofil tabakasi gelisiminin saglandigi, az sayi-
da ve zayif fonksiyona sahip stomalarin gelistigini ve
aligtirma agamasinda bitkilerde su kayiplarindan dola-
y1, yiksek oranda bitki kayiplarinin meydana geldigini
belirtmislerdir. CO, giris-¢ikisinin saglanabildigi ve
sakkarozun bulunmadigi fotoototrofik mikrogogaltim
ile geleneksel yonteme gore daha giiglii bitki yapisi
saglandig1 ve bitkilerin ex vitro kosullarda daha yiik-
sek bitki yagama orani verdikleri belirtilmistir.

Lucchesini ve ark. (2001) yaptiklart arastirmada
Myrtus communis (adi mersin) bitkisinde in vitroda
havalandirmali (gaz alis-verisi olan) ve kapali (hava-

landirmasiz) kiiltiir kutularinda gelisen bitkilerde ex
vitro bitki gelisimini incelemislerdir. Havalandirmali
kiiltiir kutularinda gelisen bitkiler kapali kutularda
gelisen bitkilere gore daha yiiksek yasama orani ver-
miglerdir. Alistrmanin 14. giiniinde havalandirmali
kutularda gelisen bitkilerde Onemli derecede daha
yiiksek sap ve kok uzunlugu, kuru ve yas agirlik sap-
tanmigtir. Alistirma Oncesi asamada havalandirmali
kutularda gelismis kok sistemleri, yiiksek Fn orani ve
kuru madde birikiminin saglanmasi M. communis (adi
mersin) bitkilerinde ex vitro transfer stresine karsi
daha giiglii bitki yapist olusumunu tesvik etmistir.

Su iliskileri

Ex vitro kosullara alistirmada yapraklardaki
stoma ve kiitikula terleme oran1 derece derece azaltilir.
Ciinkii su kaybinda stoma diizenlemesi daha etkili
olmakta ve kiitikula ve epikiitikular mumsu tabaka
gelisimi saglanmaktadir. Titlin bitkilerinin yaprakla-
rindaki stoma ile gerceklesen terleme orani ex vitro
kosullara transferden ii¢ hafta sonra ol¢iildiigiinde,
kontrol olarak kullanilan normal tiitiin fidelerinin
yapraklarindaki stoma terleme orani ile benzer bulun-
mustur (Fila ve ark. 1998). Ex vitro kosullara transfer-
den hemen sonra genellikle goriilebilir nemlenme
saptanmis ve diisiik bagil su icerigi bulunmustur. Buna
ragmen, birka¢ giin veya hafta sonra bitkilerdeki su
durumu dengelenebilmistir. Ornegin, Malus pumila
(cennet elmasi) bitkilerinde transferden ii¢ hafta sonra
bagil su icerigi yaklagik % 88 olarak bulunmustur. Ex
vitro kosullara transferden sonra tiitiin bitkilerinde su
potansiyeli in vitro kosullarda sukroz igermeyen or-
tamda bilyiitiilen bitkilerde azalmis, buna karsin pata-
tes bitkilerinde sukroz igeren ortamda artmistir (Diaz-
Perez ve ark. 1995; Posposilova ve ark. 1999a).

Ex vitroda bitki kayiplarinin en biiyiik sebebi yap-
raklardan su kaybi sonucu goriilen kurumalar ve kok-
lerden suyun alinmasinin engellenmesidir. Bu durum
in vitro kiiltiirde gelistirilen bitkilerde sera veya tarla-
da biiyiitilen bitkilere gore daha farkli fizyolojik,
morfolojik ve anatomik yaprak ve kok farkliliklarina
sahip fenotip olusumuna neden olmaktadir. Diger bir
neden de transferden sonra fotomixotrofik kosullardan
fotoototrofik kosullara gegiste pozitif karbon dengesi-
nin yetersiz fotosentetik aktiviteden dolayi1 saglana-
mamasidir (Kirdmanee ve ark. 1995a). Bagda in vitro
kosullarda paclobutrazol uygulamasi ve azaltilmig
bagil nem ex vitroya transferden sonra bitkilerin ¢ii-
riimeye karsi dayanikliliklarini artirmig ve daha kiigiik
stoma acikligi, daha kisa saplar ve daha zayif kokler
gelismistir. Paclobutrazol yaprak alanini azaltmis, kok
sayisint artirmistir (Novello ve ark. 1992). Ortamin
bagil nemi azaltildiginda, in vitro kosullarda daha kisa
stirgiinlere sahip olan gii¢lii patates bitkilerinde her-
hangi bir kuru agirlik artis1 olmaksizin ex vitro kosul-
lara aktarmadan Once aligtirma asamasina gerek kal-
mayacagl belirtilmistir (Kirdmanee ve ark. 1995a).
Farkli  fotosentetik  foton  akis  yogunlugu
(Photosynthetic Photon Flux Density= PPFD) ve bagil
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nem kosullarinda 1 gilinlik alistirma agamasindan
sonra ex vitro kosullara aktarilan okaliptus bitkilerinin
gelisimi incelenmis 1 giinliik alistirmada bitkilerde su
kayb1 yiiksek PPFD’de diisiige gore daha yiiksek bu-
lunmustur (Kirdmanee ve ark. 1995a)

Fotosentetik Parametreler

Klorofil a ve b igerigi ex vitro kosullara transfer-
den sonra artmaktadir. Transferden bir hafta sonra,
fotoototrofik olarak biiyiitiilen tiitiin bitkisinde ayni
etki goriilmiis, fakat fotomixotrofik olarak biiytitiilen
bitkilerde klorofil a ve b icerigi kesikli bir azalma
gostermis daha sonra ise yavas bir artis bulunmustur.
Patates ve Spathiphyllum floribundum (baris zambag1)
bitkilerinde net fotosentez orani transferin ilk hafta-
sinda azalmis, daha sonra artmustir. Calathea louisae
bitkilerinin in vitro kosullarda olusan yapraklari trans-
ferin ilk giinlerinde fotosentez  yapamazken,
Spathiphyllum floribundum (baris zambagi) bitkileri-
nin in vitro kosullarda olusan yapraklarinin normal
sekilde fotosentez yaptiklar1 belirlenmistir (Van
Huylenbroeck ve Deberg 1996). Yine her iki bitki
tiriinde de gercek fotosentez aktivitesi yeni yapraklar
tam olarak gelistiginde 6l¢iilmiistiir. Tiitiin bitkilerinde
ex vitro transferden iki hafta sonra in vitro bitkilere
gore Fn orani daha yiiksek bulunmustur (Posposilova
ve ark. 1998, 1999a). Benzer sekilde Malus pumila
(cennet elmasi) bitkilerinde transferden ii¢ hafta sonra
Fn orani daha yiiksek bulunmus (Diaz-Perez ve ark.
1995); Vitis vinifera x Vitis berlandieri kok stoklarmn-
da transferden 1 ay sonra iki kattan daha fazla maksi-
mum Fn orami saptanmistir (Fila ve ark. 1998).
Calathea louisae ve Spathiphyllum floribundum (bars
zambag1) bitkilerinde transferden hemen sonra yiiksek
1siklanmaya maruz kalmalari, fotoinhibisyona ve
fotobeyazlamaya neden olmustur. Fotoinhibisyon
transferden sonra fotosentezde gecici bir azalmaya
neden olabilmektedir. Ex vitroda alistirilmig tiitiin
bitkilerine serada az miktarda gélgeleme yapildiginda
gece ve giindiiz 1giklanma degismis ve genel olarak
fotosentez doyma noktasina daha az igikta ulasilmis ve
fotoinhibisyon olugmamistir (Posposilova ve ark.
1999b).

Ex vitro kiiltiirde blinyelerinde fazla su depo eden
bitkilerin kurakliga kars1 fazla hassas olduklart ve geri
doniisiimsiiz doku zarari olabilecegi belirtilmis ve ex
vitroda diisiik Fn ve yasama oraninin baglica sebeple-
rinin klorofil, yaprak gibi fotosentetik parametrelerin
zarar gormesinden kaynaklandig: belirtilmistir. PPFD
ve bagil nemin fotosentezi ve yasama oranini etkile-
yen en Onemli cevre faktorleri oldugu ve klasik
mikrogogaltimda alistirma asamasinda; bitkilerin
yiiksek nem kosullarinda tutuldugu, zamanla 15181n
dereceli olarak artirildig1 ve bagil nemin ise dereceli
olarak azaltldig1 bildirilmistir (Kirdmanee ve ark.
1995b). Amacio ve ark. (1999) bagda alistirma agama-
sinda farkli PPFD seviyelerinin (diisiik; 40mmol/m’s,
yiiksek; 90 mmol/m?s) etkilerini arastirmuslardir. Dii-
siik 1s1kta gelisen bitkilerde yiiksek 1sikta gelisenlere

gore daha fazla golgelenme faktorleri goriilmiis ve
yiiksek 1s1kta daha diisiik klorofil igerigi saptanmustir.
Yiiksek 1sikta gelisen bitkilerde alistirma asamasinda
klorofil bagina ve birim alan basina yiiksek fotosentez
ve bilyiime orani saptanmustir. Alistirmada yiiksek
1s1ikta diisiik 1s18a gore toplam biyolojik kiitle ve bitki
basina yaprak alani 4 kat daha yiliksek bulunmus ve
toplam yaprak alaninm % 80’ini yeni gelisen yaprak-
lar olugturmustur. Aligtirmanin ilk iki veya ii¢ hafta-
sinda in vitroda olusan yapraklar hem yeni yapraklar
icin metabolit kaynagi olarak kullanilmakta hem de
tiim bitkide pozitif karbon dengesini saglamaktadirlar
(Van Huylenbroeck ve Deberg 1996).

Arastirmalarda in vitroda Fn oraninin fotosentetik
aparatlarin gelismesinden degil, 151k periyodunda
diisik CO, konsantrasyonundan dolay1 engellendigi
belirlenmistir. (Vorackova ve ark. 1998). In vitro
heterotrofik kosullarda, diisiikk 151k yogunlugunda,
diisiik CO,’den dolay1 diisiik fotosentez oranlar1 sap-
tanmastir. Yine de ex vitro kosullara transferden sonra
mikrocogaltimla ¢ogaltilan birgok bitkide 151k yogun-
lugu artmasina ve bu artis fotosentez artist ile dogru
orantili olmamasina ragmen fotosentetik parametrele-
rin fonksiyonlar: gelismistir. Alistirmada yasama
oranlarinin artirilmasi ve yeni yapilarin gelismesi ve
bu asamanin kisaltilarak basarilt bir alistirma igin 151k
kontroliiniin zorunlu oldugu belirtilmistir (Amoncia ve
ark. (1999). Serret ve ark. (2001) besin ortaminda
%3’ten daha fazla sukroz bulundugunda alistirma
asamasinda biliyiimede artis olsa bile daha yiiksek
fotoinhibisyon ve daha diisiik klorofil igerigi saptamis-
lardir.

MiKROCOGALTIMDA BiTKiLERIi
GELISTIRME OLANAKLARI

In Vitro Bitkilerin Giiclendirilmesi

In vitro bitkilerde; su buharimi gegiren segici ka-
paklar veya alttan sogutma yapmak suretiyle hava
nemini azaltarak, 151k yogunlugunu artirarak, in vitro
kosullarda sukroz konsantrasyonunu azaltarak veya
sukrozsuz ortam kullanilarak, gii¢lii havalandirma ile
CO, konsantrasyonunu artirarak ex vitroya transferden
sonra bitkilerde goriilen nemlenme
engellenebilirmektedir (Kirdmanee ve ark. 1995a ve
Vorackova ve ark. 1998). Ancak bu islemler kiiltiir
ortaminin ¢abuk kurumasina ve bitki biiylimesinde
zararlara neden olabilir. In vitro kosullarda biiyiitiilen
bitkilerde yeni ¢ikan yapraklardan meydana gelen
bagil su kaybi ortama absisik asit (ABA),
paclobutrazol, indolbiitiirik asit (IBA) veya 6-benzil
amiopiirin (BA) ilavesi ile azaltilabilmekte veya
polietilen glikol ile ortamin osmotik potansiyeli diisii-
riillebilmektedir. Ortamdaki sukroz ve agar konsant-
rasyonu da ex vitro kosullara aligtirmay etkilemekte-
dir (Kirdmanee ve ark. 1995b, Ggenoud-Gourichon ve
ark. 1996, Van Huylenbroeck ve Deberg 1996, Fila ve
ark. 1998 ve Vorackova ve ark. 1998). In vitro kosul-
larda kullanilan biiylime diizenleyicileri ve engelleyi-
ciler ex vitro aligtirma asamasinda bitki morfogenesisi
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kontrol etmek ve bitki yasama oranini gelistirmek icin
kullanilabilmektedir 3.4 pM paclobutrazol uygulanan
stvi kiiltirlerde ve kati agarli ortamda (kontrol)
Philodendron yapraklarinda ex vitro kosullarda stoma
kapanma orani kontrolde % 93, paclobutrazollii or-
tamda ise % 87.5 ve stoma agiklig1 ise kontrolde 3.03
p ve diger uygulamada ise 2.58 p bulunurken; mumsu
tabaka icerigi ise sirasiyla 2.7 pg/g ve 2.3 pg/g yas
agirhk olarak bulunmustur. Paclobutrazol
Philodendron bitkisinde normal stoma ve mumsu
tabakast gelisimi saglamistir (Vorackova ve ark.
1998). Benzer sonuglar patates, Gladiolus (glayol,
keklik ¢igdemi), Brodiaea (brodye) ve Nerin bitkile-
rinde de bulunmustur (Ziv 1992). Besin ortamina
biiytime diizenleyicileri (ABA, GAj;) eklenmesinin, ex
vitroya transferden sonra bitkilerin gelismesini ve
morfolojisini etkiledigi, fakat pozitif bir etki yapmadi-
g1 belirtilmistir. [lave besinler (sakkaroz), ve koruyucu
bilesikler (prolin, putrescin) ilavesinin daha yararl
olabilecegi belirtilmistir (De Klerk 1999).

Spathiphyllum ve Calathea bitkilerinde yapilan
aragtirmada in vitroda sukroz artisi (%3’ten % 6’ya) in
vitro gelisimin sonunda fotosentezi engellemis, foto-
sentez reaksiyon merkezlerinin fonksiyonlar1 bozul-
mus, daha fazla mixotrofik metabolizm, daha yiiksek
nisasta ve sukroz rezervlerinin gelismesine sebep
olmustur. Aligtirmanin ilk birkag giiniinde net fotosen-
tez azalmistir. Bu peryotta yiiksek sukroz konsantras-
yonunda biiyiitillen bitkilerde baslica besin rezervi
olarak sukroz kullanilmus, ilk bir hafta sonunda ise
tam fotosentetik kapasite gelismis ve bu siirede nigasta
rezervleri tekrar artis gostermistir. Alistirma asama-
sinda 151k yogunlugunda artig ilk hafta fotoinhibisyona
neden olmus, daha sonra fotosentetik aktivite tekrar
artmistir. [n vitroda gelisen yapraklara gore yeni geli-
sen yapraklar ex vitro kosullara daha iyi adapte olarak
daha yiiksek Fn orani vermislerdir (Van Huylenbroeck
ve Deberg, 1996). Vorackova ve ark. (1998), bugday
ve kolzada farkli sukroz (kolzada: %1-10, bugdayda:
%1, 3,5, 7,9) konsantrasyonlar1 kullanmislar ve bitki-
leri sera kosullarina aktardiktan sonra 14 giin siireyle
toprakta bilyiitmislerdir Bugdayda % 5 ve kolzada %
8 ve % 9 sukroz konsantrasyonlarinda in vitroda en iyi
bitki gelisimi saptanmig ve en yiiksek yas agirlik artig
bulunmustur. Arastirma sonucuna gore ex vitroda en
yiiksek bitki yas agirlik artist in vitroda en yiiksek
sukroz konsantrasyonlarinda bulunmustur. Yiiksek
sukroz konsantrasyonunlari (% 7 ve % 9 bugdayda ve
% 10 kolzada) transferden sonra biiyiime oranini a-
zaltmistir,

Fujiwara ve ark. (1988) in vitro kosullarda gelisti-
rilen bitkilerde koklenme ve alistirma agamasina uy-
gun 15181, sicakligi, nemi, CO, ve hava giris-¢ikis1 ve
15181 kontrol edebilen, besin girisi-¢ikisi olan 6zel bir
kiiltiir kutusundan olusan, fotoototrofik doku kiiltiirii
sistemi gelistirmisler. Bu sistemde bitkiler; ortama
seker ilave edilmeden ototrofik olarak biiyiiyebilmek-
te, kiiltiir ortamina CO, ilave edilebilmekte, yiiksek
151k yogunlugunda gelisme saglanabilmekte, bitkiler

klasik doku kiiltiiriine gore daha diisiikk bagil nemde
gelisebilmekte, genis kiiltiir kutular1 kullanilabilmekte
ve koklenme ve alistirma agsamalarinda bitkilerin farkl
kosullara transfer edilmelerine gerek kalmamaktadir.
Arastirmada ¢ilek siirgiinleri fotoototrofik doku kiiltii-
rii sisteminde (siv1 ortam, sakkaroz yok) kiiltiir kutusu
basina 200 siirgiin, kontrolde (20 g/l sakkaroz ve 8 g/l
agar) ise 50 siirglin konulmus ve 28 giin sonra kuru
agirlik ve Fn oranmi kontrole gore sirasiyla 1.7 ve 4 kat
daha fazla bulunmus ve yaprak alani1 daha biiyiik olan
bitkiler elde edilmistir. Bu sistemde hem bitkilerin
biiylimesi tesvik edilmekte hem de koklenme ve alisg-
tirma asamalarinda bitkilerin fotosentetik aktiviteleri
ve cevre stresine karsi toleranslari artig gostermekte-
dir.

Whish ve ark. (1992), Ptilotus siirgiinlerinin ge-
lismesine in vitro kosullarda farkli nem uygulamalari-
nin (% 35, 45, 55, 65, 80 ve 100) alistirma asamasin-
daki etkilerini arastirmiglardir. Diigiik nemde yiliksek
neme gore birim yaprak alani bagina daha fazla sayida
bitki hiicresi bulunmustur. Diisiik nem kosullarinda
hiicre sikligindaki bu artig; mesofildeki siinger tabaka-
sindaki hiicre boslugunun azalmasi ve palizat dokusu-
nun iyi gelismesi sonucu hiicre biiytikliigiiniin azalma-
smin etkisiyle meydana gelmistir. Diisiikk nem kosulla-
rinda kloroplastlar daha kiigiik ve daha yogun sekilde
dizilmiglerdir. Arastirma 6 hafta sonunda en yiiksek
yasama orani % 55-65 nemde bulunmus ve bu deger-
lerin ex vitro kosullarla karsilastirildiginda diisiik
degerler oldugu belirtilmistir.

Ex vitro kosullara aktarilmadan once mavi 151k
spektrumu ile 1siklandirma klorofil sentezini tesvik
etmis ve ototrofik gelisimi olumlu etkilemistir. In vitro
asamada veya alistirma asamasinda sinirlh miktarda
CO, zenginlestirmesinin asimilantlarin tiretimini artir-
dig1 ve stomalarin kapanmasi sonucu su kayiplarini
azaltigi  belirlenmigtir (Reuther ve ark. 1992).
Kirdmanee ve ark., (1995b) okaliptus bitkilerinde in
vitro kosullarda CO, zenginlestirmesi (kontrol: 400
pmol/m2s CO,; zenginlestirilmis: 1200 pmol/mzs
CO;) ve destekleyici maddelerin (agar, gelrit ve
vermikulit) alistirma asamasindaki etkilerini arastir-
muglardir. /n vitro kosullarda Fn orani artigina paralel
olarak kokte meydana gelen gelisme ex vitro kosullara
transferden sonra da bitkilerde su alimmi ve fotosentez
aktivitesini olumlu etkilemistir. CO,’ce zenginlestir-
mis kosullarda kontrole gore transferden 4 hafta sonra
daha fazla sayida birincil kokler, daha az oranda zarar
gormiis yapraklar, daha yiiksek siirgiin uzunlugu ve
yaprak alani1 degerleri bunun sonucunda da ex vitroda
yiiksek Fn ve biiyiime goriilmiis ve daha yiiksek ya-
sama orani bulunmustur. Ex vitro kosullarda en yiik-
sek yasama orani vermikulit ve CO, zenginlestirme-
sinde saptanmistir. Transferden sonra vermikulitte
yetistirilen bitkilerin yapraklarinda diger destekleyici
maddelere gore kurakliga kars1 daha fazla dayaniklilik
saglanmis ve vermikulitte gelisen bitkiler agar veya
gelritte gelisenlere gore daha iyi kdk yapisi gelistir-
mis, daha az oranda su stresi goriilmiistir. Yine
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Kirdmanee ve ark. (1995c¢) yaptiklar1 arastirmada
okaliptiis bitkilerinde in vitro ototrofik kosullarda CO,
zenginlestirmesinin  (kontrol: 400 pmol/m’ CO,;
zenginlestirilmis: 1200 pmol/m?s CO,,) ve farkli des-
tek maddeleri (agar, gelrit, vermikulit ve plastik ag)
kullanimmin bitkilerin kok, siirgiin ve Fn oranma
etkilerini ve anatomik Ozelliklerini incelemislerdir.
Yaprak palizat tabakas1 agar ve gelrite gore plastik ag
ve vermikulitte 6nemli derecede daha kalin bulunmus-
tur. Palizat tabaka indeksi (palizat tabaka kalinli-
g1/yaprak kalinligi x100) her iki CO, konsantrasyo-
nunda da vermikulitte agarin hemen hemen iki kati
daha yiiksek bulunmustur. Ayrica CO, zenginlestir-
mesi kontrole gore daha kalin palizat tabakasi ve daha
biiyiik palizat tabaka indeksi gelisimi saglamistir. CO,
zenginlestirmesi hem Fn oranimi artirmis hem de ana-
tomik yaptyr da gelistirmistir. Arastirma sonucuna
gore in vitro kosullarda CO, zenginlestirmesi ve des-
tekleyici madde olarak vermikulitin kullanilmasi, in
vitro bitkilerin aligtirilmig anatomilerinde (kiigiik ve
yogun stoma ve kalin ve tam yapili palizat parankima
tabakast) olumlu gelismelere ve ex vitro kosullarda
yiiksek yagama oranlarina neden olmustur.

Kuskonmaz, okaliptus, Ficus benjamina
(benjamin agact) , Fragaria x ananassa (bahge ¢ilegi)
ve Rubus idaeus (ahududu) bitkilerinde in vitro kiil-
tirde CO, konsantrasyonunun artirilmasi, 1518 arti-
rilmasi ve bagil nemin artirilmast veya azaltilmasi ex
vitro kosullarda alistirma asamasinda bitki yasama
oranini ve billylimesini tesvik etmistir (Kirdmanee ve
ark. 1995a ve Posposilova ve ark. 1999a). Buna rag-
men muzda artirilmis CO, konsantrasyonu in vitroda
kuru madde akiimiillasyonunu artirmis, fakat ex vitro
kosullara transferden 20 giin sonra kuru madde artisi
bakimindan 6nemli bir farkliik bulunmamistir
(Posposilova ve ark., 1999a).

Ex Vitro Ahstirmada Gelismeler

Ex vitroya transferden sonra bitkilerin alistirilma-
sinda farkli uygulamalar (151k yogunlugunda varyas-
yonlar, azaltilmis bagil nem, artirilmis CO, konsant-
rasyonu gibi) yapilmaktadir (Estrada-Luna ve ark.
2001). Kasimpati ve karanfilde, film yapisinda
antitranspirantlar (Aquawiltless, Clear spray, DC-200,
Exhalt 4-10, Folicote, Vapor Gard, Protec ve
Wiltpruf) ex vitro bitkilerde nemlenmeyi diizenlemek
amactyla test edilmistir. Terlemeyi azaltmada en iyi
etkiyi DC-200 yapmig olmasina ragmen, ayni
antitranspirantin  bitki biiylimesine olumsuz etkisi
olmustur. Diger antitranspirantlarin bitkinin gii¢len-
mesine etkisi olmamigtir (Posposilova ve ark. 1999a).

Ex vitroya transferden sonra bitkilerin genellikle
kurakliktan, fotoinhibisyondan kag¢inma ve anormal-
liklerin diizeltilmesi igin golgelemeyle birlikte dereceli
olarak diigilk nem kosullarina alistirilmalart igin za-
mana ihtiyag vardir. ABA’nin transferden hemen
sonra substrata eklenmesi tiitiin bitkilerinde stoma
kondiiktansint ve terleme oranini azaltarak transfer
sokunu azaltmistir. ABA uygulamasi 6nemsiz derece-

de fotosentetik parametrelerini etkilemis ve bitki bii-
ylimesini artirmistir. Ex vitro alistirma prosesini hiz-
landirmak i¢in diger bir yol bitkileri CO, zenginles-
tirmesi yapilmis kosullarda biyiiterek fotosentezi ve
ex vitro biiylimeyi tesvik etmektir. Tiitlin bitkilerinde
alistirma asamasinda CO, ilave edilmesi Fn oranini, su
kullanim etkinligini ve bilylimeyi artirmis, fotokimya-
sal aktiviteleri ve gaz degisiminin stoma ile diizen-
lenmesini gelistirmistir (Synkova ve Posposilova
2002). Fragaria x ananassa (bahge ¢ilegi) bitkilerinde
CO, zenginlestirmesinin transferden sonra bitki bii-
ylimesine bir etkisi olmamus, 20 giin sonra ise Fn orani
ve biyolojik kiitle akiimiilasyonunda artis saglanmistir
(Solarova ve Posposilova 1997).

Aligtirma asamasinda giiglii bitkiler gelistirmek
icin (minimum bitki kaybu ile) iki farkli yontem belir-
tilmistir. Bunlardan birincisi, alistirma ortamimi kont-
rol etmek i¢in bilgisayarli bir ¢evre kontrol sistemi
kurarak, alistirmanin erken asamalarinda bagil nem
yiikselmeden kontrol edilebilmekte ve ayni zamanda
fotosentez icin 151k ve CO, ilavesi yapilabilmektedir.
Diger yontem ise doku kiiltiirlindeki cogaltma ve
koklenme asamalarindaki ¢evre kontroliine benzer bir
alistirma veya sera gevresi kontroliidiir. Boylece in
vitro kiiltiirden ex vitroya gegiste ¢evrede kiigiik bir
degisim olacaktir. Bu sistemde ¢ogaltma ve kdklenme
asamalarinda bitkiler sekersiz ortamda; ortama CO,
ilave edilerek biiyiitiilmekte ve aligtirma asamasina
yakin kosullarda gelisme saglanmaktadir. Ayrica si-
cakligl, nemi, 151k ayari, CO, konsantrasyonu ve hava
akis orani bilgisayarla kontrol edilen alistirma tinitele-
ri  gelistirilmistir  (Hayashi ve Kozai 1988).
Konvensiyonel alistirmada, alistirma asamasinda
cevre kontrolii i¢in ana hedef aligtirma asamasinin
erken donemlerinde bagil nemi yiiksek tutmak olmak-
tadir. Nemi yiiksek tutmak i¢in bitkilerin etrafi plastik
film ile kapatilarak goélgelendirilmekte ve ayni zaman-
da sisleme yapilmaktadir. Yiiksek 151k yogunlugunun
bitkiye dogrudan temasi zararl olabilecegi i¢in golge-
leme zorunlu olmaktadir. Ayrica yiiksek 11k yogunlu-
gu ortamin sicakligini artirmakta ve bagil nemini
degistirmekte ve bitkilerde su kayb1 meydana gelmek-
tedir. Yiiksek nemi korumak igin golgeleme altinda
sisleme en kolay yoldur. Yine de bu uygulama foto-
sentezi kisitlamakta ve bitkilerin ototrofik biiyiimele-
rini ve koklenmelerini engellemektedir. Golgelemenin
derecesi ve sislemenin uzunlugu dikkatli bir sekilde
dereceli olarak zamanla azaltilarak bitkilerin ototrofik
gelisimi saglanmaktadir (Reuther ve ark. 1992 ve
Roberts ve ark. 1992). Okada ve ark. (1992), in vitro
bitkilerde aligtirma asamasinda sisleme sistemi gelis-
tirmigler ve sera icerisinde hava akimi saglanarak
bitkilerin nemden ¢iiriimesi engellenmektedir. Dene-
mede 4 m uzunlugunda ve 0.9m genisliginde kiigiik
plastik tiinel, bir fan (25 w, 25 cm ¢apinda) ve sisleme
musluklart veya tabancalart kullanilmis su damla
biiyiikligi 30pum ve giiniin 7 ve 16 saatleri arasinda
sisleme yapilmig ve sislemede hava akimi 23 °C’de
baslatilmis ve 18 °C’de durdurulmustur. Denemede
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Gentian (Gentiana scabra var Buergeri M.) siirgiin
uclart kullanilmig ve vermikulit i¢eren tepsilere bitki-
ler transfer edilmistir. Denemede ii¢ uygulama yapil-
mis (goélgelenmemis sisleme serasi, golgelenmis
sisleme serasi ve golgelenmis sislemesiz sera) ve
alistirma baslangicindan 77 gilin sonra bitki yasama
oranlart golgelenmemis sisleme serasinda % 87.5,
golgelenmis sisleme serasinda % 50 ve sislemesizde
ise % 37.5 olarak bulunmustur. Arastirmada ayrica
uzun siire golge uygulamasinda kok olugumunun en-
gellendigi belirtilmistir.

Estrada-Luna ve ark. (2001), Sili biberinde alig-
tirma asamasinda farkli nem uygulamalarimin etkileri-
ni aragtirmiglardir. Bitkiler in vitro kosullardan, bii-
yiime odasma diisiik bagil nem kosullarma (dereceli
olarak ilk ii¢ giinde % 80, 70 ve 60 ) aktarilmis ve bu
kosullarda bagil su igerigi ilk iki giin iginde % 15°e
diismiis, iic giinden sonra ise bitkiler su stresini yen-
misler ve 6. giiniin sonunda daha saglam yapili bitkiler
elde edilmistir. /n vitroda bitkiler yiiksek terleme
orani ve stoma kondiiktansi ve diisiik stoma dayanikli-
lig1 gostermis ve ex vitroya transferden sonra su nok-
sanlig1 baslamis ve stoma kondiiktanst ve terleme,
stoma kapasitesinden dolay1 diigmiistiir. Bagil nemin
dereceli olarak diisiiriilmesi stoma kondiiktansin1 ve
terlemeyi dereceli olarak diigiirmiigtiir. Su noksanli-
gindan dolay1 birkag giin siireyle transfer soku olma-
sma ragmen, bitkiler bu soku kolay atlatmiglardir.
Transferden sonra Fn orani diismiis, daha sonraki 3-4
giin iginde bitkiler su stresini yendikleri ve yeni ge-
lismis yapraklar olusturduklari i¢in Fn orani artmis ve
aligtirma asamasinin baglangicindan sonuna kadar (1-
24 giin) Fn oran1 yaklasik olarak 4 kat artig gdstermis-
tir.

SONUC VE ONERILER

Mikrogogaltimda alistirma in vitro ile normal
kosullar arasinda bir gegis (adaptasyon) asamasidir.
Mikrogogaltimda in vitro kosullarda ve ex vitro alig-
tirma kosullarinda bazi uygulamalar yapilarak bitkile-
rin saglikli bir sekilde normal kosullara aktarilmasi
amaclanir. Bu c¢er¢evede mikrogogaltimda basarili bir
aligtirma ve alistirma sonrasi igin asagidaki uygulama-
larin yapilmasi onerilebilir. In vitro kosullarda yapila-
bilecek uygulamalar;

1). Bitkilerin in vitro kosullarda kendi kendilerine
fotosentez yapabilmeleri i¢in fototototrofik kosullarda
(kultiir ortamina CO, ilavesi, sukrozsuz besin ortamu,
havalandirmali  kiiltir kutularmin kullanimi, ilave
1stklandirma yapilmasi) bityiitiilmesi.

2). Besin ortamina sukroz ilavesi, biiylime diizenleyi-
cilerin ve geciktiricilerin (ABA, GA;, sitokininler,
paclobutrazol gibi), osmotik basing diizenleyicilerinin
(manitol) ve agar yerine farkli destekleyici maddelerin
(vermikulit vb.) kullanimi

3). Kiiltiir ortamina CO, ilavesi veya CO, ile birlikte
PPFD uygulamalari, diisiik bagil nem uygulamalari.

4). Is1g1, CO, konsantrasyonu, besin ve gaz giris-¢ikisi
kontrol edilebilen otomatik bilgisayar sistemlerde sivi
ortamda bitki gelisiminin saglanmasi

5). In vitro kiiltiir kutular ex vitro alistirma kosullari-
na aktarilmadan 6nce daha diisiik bagil nem kosullari-
na alistirmak igin alttan sogultulmakta ve boylece ex
vitro kosullara uyum saglanmaktadir.

Ex vitro alistirma agsamasinda yapilabilecek uygu-
lamalar;

1). Yetisme ortamina bilyiime diizenleyicileri, gecikti-
ricileri ve diger koruyucu maddelerin ilave edilmesi
(ABA, prolin, putrescin vb. ).

2). Terlemeyi 6nlemek i¢in antitranspirantlarin kulla-
nilmasi ve bitkileri diisiik bagil nem kosullarma (in
vitro kosullara gore) alistirmak i¢in farkli uygulamala-
rin (kademeli olarak nemi diigiirme, sisleme, goélgele-
me) yapilmast.

3). Farkli 151k yogunlugu (PPFD) uygulamalari, CO,
zenginlestirmesi, vermikulit gibi farkli destek madde-
lerinde bitki gelisiminin saglanmasi.

4). Cevre kontroliinin (nem, sicaklik, 151k, gaz ve
besin girig-¢cikisi vb.) bilgisayarli sistemle yapildig:
alistirma tinitelerinin kullanilmasi.

Mikrogogaltimda aligtirmada en 6nemli kosullar;
in vitro kosullarda kendi kendine fotosentez yapabilen
(ototrofik olarak gelisen) ve giiclii kok ve yaprak yapi-
sma sahip bitkileri gelistirmek ve ex vitro kosullarda
minimum bitki kayb1 ile kisa siirede ¢ok fazla sayida
saglikli bitkiyi normal kosullara (sera, tarla vb.) akta-
rabilmektedir. Basarili bir alistirma, dikkatli bir in
vitro ve ex vitro ¢evre kontrolii ve bitkilerdeki fizyolo-
jik degisiklikleri dikkatli izlemeyle saglanabilir.
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