MIiKRO COGALTIM
Doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaltim mikro ¢ogaltim olarak adlandirilmaktadir.

Bahge bitkilerinde doku kiiltiirii ile gogaltim bazi meyve tiirlerinin (6rnegin, kivi, muz, mavi yemis gibi
tizlimsii meyveler), klon anaglarin biiyiikk ¢ogunlugunun ve ekonomik degeri yiiksek siis bitkilerinin
(6rnegin, orkide) ve ayrica virlisten armdirilmig cesitlerin (6rnegin, asmada) kitlesel (¢ok miktarda)
cogaltiminda tiim diinyada ve 6zellikle gelismis tilkelerde ticari anlamda yogun olarak kullanilmaktadir.

Mikro ¢ogaltim, bitkilerin in vitro kosullarda ¢ogaltilmasidir.
“In vitro” Latince bir kelime olup tam karsilig1 “cam igerisinde” dir.

Biyolojide “in vitro” kelimesi ‘“laboratuvar ortaminda ya da yapay kosullarda” anlaminda
kullanilmaktadir.

Buna gore mikro ¢ogaltim, 1) hiicre, doku, organ gibi bitki kisimlarinin (eksplant), 2) icerisinde yapay
besin ortami1 bulunan ve 15181 gegirebilen kapali kaplarda, 3) tamamen aseptik kosullarda kiiltiire alinmasi,
4) bu kiiltiirlerin kontrollii kosullarda siirglin ve daha sonra kok olusumuna yonlendirilmesi, 5) son
asamada da in vitro bitkiciklerin dis kosullara (ex vitro) alistirtlmast ve gelistirilmesi ile tamamlanan bir
cogaltim seklidir.

Mikro ¢ogaltim uygulamalart dis kosullara (ex vitro) alistirma ve bazen koklendirme asamalart disinda
tamamen aseptik (steril, mikroorganizmalardan ari) kosullarda gerceklestirilmektedir.

Caligma ortaminda aseptik kosullar laminar flow ya da steril kabin denilen ve sahip oldugu HEPA filtre
sayesinde caligma ortaminin havasindaki 0.3p ve daha biiyiik mikroorganizmalarin tutuldugu kabinler ile
saglanmaktadir.

Pens, penset, bistiiri gibi aletler yakilarak ya da o0zel sterilizator ile mikroorganizmalarindan
arindirilmaktadir.

Besin ortamlar1 otoklavda (1 atm. Basing ve 121°C’de yaklasik 20 dakika) tutularak ya da filtreden
(yaklasik por genisligi 0.2u) gecirilerek mikroorganizmalarindan arindirilmaktadir.

Ayrica steril besin ortamlarinin konulacagi kaplarin da steril olmasi gerekmektedir.

Eksplantlar ise yaygin olarak ticari sodyum hipoklorit ya da kalsiyum hipokloritin %10-201ik
solusyonlar ile dezenfekte edilmektedir. Bu amacla bakir siilfat, oksijen peroksit gibi kimyasal maddeler
de kullanilabilmektedir. Uygulamalardan sonra kimyasal maddelerin bitki dokularindan uzaklagtirilmasi
i¢in calkalamalarda da steril saf su (1 saatten fazla otoklavlanmis) kullanilmaktadir.

Mikro Cogaltimin Avantajlari:
1- Spesifik klonlarin kitlesel ¢ogaltimu,

2-Koklenme, c¢imlenme zorlugu gibi nedenlerle diger yoOntemlerle c¢ogaltilamayan bitkilerin
¢ogaltilabilmesi,

3- Patojenlerden ari bitkilerin gogaltimu,
4- Hibrit tohum iiretimi i¢in ebeveyn bitkilerin klonal ¢cogaltima,

5- Y1l boyunca anag vb. tiretimi,



6- Germplazmin (genetik kaynaklarin) korunmasi.
Mikro Cogaltimin Dezavantajlari:

1- Pahali olusu,

2- Yiiksek bilgi birikimine olan gereksinimi,

3- Yogun emek gerektirmesi,

4- Ogzellikle besin ortamlarinin biiyiimeyi diizenleyici madde bilesimi ve konsantrasyonuna bagl olarak
zaman igerisinde genetik yapida ortaya ¢ikabilecek degisimler.

Mikro ¢ogaltimin esasi da biyolojinin ilkelerinden birisi olan “totipatensi” kavramina dayanmaktadir.

Totipotensi, her canli hiicrenin tam bir organizma olusturma potansiyeline sahip olmasidir. Ciinkii her
hiicre bunun i¢in ihtiya¢ duyulan genetik bilginin tamamina sahiptir.

Stirgiin ve koklerin ug¢ kisimlarinda biiylime noktalarindaki meristematik hiicreler ya da zigot gibi hiicreler
diger hiicrelere gore daha totipotenttir.

Mikro ¢ogaltimda, eksplant (bitki kismi) olarak déllenme sonucu olusmus bir hiicre, doku, organ ya da
kisimlari (zigot, embriyo, tohum gibi) kullanilirsa bu bir generatif cogaltim teknigi; somatik hiicre, doku ya
da organ kisimlari (slirgiin ucu, tomurcuk, yaprak, kok, yumru, sogan, somatik embriyo gibi)
kullanildiginda ise bir vegetatif cogaltim teknigidir.

Buna gore mikro ¢ogaltim bazi doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak yapilan bir ¢ogaltimuir.

Bu amagla kullanilan baglica doku kiiltiirii teknikleri, siirgiin ucu Kkiiltiirii, tomurcuk Kkiiltiirii, kék
kiiltiirii, somatik embriyogenesis, mikro asilama, embriyo Kiiltiirii, tohum kiiltiiriidiir.

Viriisten ari bitki ¢cogaltiminda meristem kiiltiirii ve mikro asilama gibi doku kiiltiirli tekniklerinden de
yararlanilmaktadir. Ayrica bazi 6zel amaclar (1slah vb.) i¢in hiicre kiiltlirii ve kallus kiiltiirii gibi diger
yontemler de kullanilabilmektedir.

Tohumunda besin dokusu bulunmadigi i¢in dogada ¢imlenmesi besin saglayan funguslar ile simbiyotik
yasantisina bagli olan orkide, tohumlariin aseptik kosullarda yapay besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile
yani mikro g¢ogaltim yontemiyle ¢imlendirilerek tam bir bitkiye dontisiimii saglanabilmektedir. Mikro
cogaltim igerisinde bu bir generatif ¢cogaltim seklidir.

Bununla birlikte bahge bitkilerinde mikro ¢ogaltim daha ¢ok baslangi¢ asamasinda eksplant olarak biiyiime
ozelligine sahip somatik dokularin (6zellikle siirgiin ucu) kiiltiire alinmas: ile gerceklestirilen yogun bir
klonal ¢ogaltim teknigidir.

Mikro cogaltimin asamalari:

Mikro ¢ogaltimin 4 agsamasi bulunmaktadir. Bunlar:
1- Baslangig (ilk kiiltiir) asamasi,

2- Siirgiin ¢ogaltma agamasi,

3- Koklendirme asamasi ve

4- Dis kosullara alistirma agamasidir.



1. Asama - Baslangic (ilk kiiltiir) asamasi:

Bu asamanin amaci eksplantlar1 kontaminasyon olmadan aseptik kiiltiir kosullarina basartyla almak ve in
vitro kosullarda eksplantlardan ilk siirgiin olusumunu saglamaktir. Mikro ¢ogaltimda eksplant kaynagi
olarak en fazla kullanilan bitki kisimlar1 siirgiin ucu, tomurcuk, yan tomurcuk ile birlikte bogumlar, sogan,
yumru gibi organ parcalari, koklerdir. Buna gore kiiltiiriin adi siirgiin ucu kiiltiirli, tomurcuk kiiltiiri,
bogum kiiltiirii, kok kiiltiirii gibi isimler almaktadir.

Bu agamada eksplantlar adina dogru, hastalik ve zararlilar ile bulagik olmayan, yapacagimiz kiiltiire gore
uygun gelisme asamasindaki bitkilerden (ana kaynak) alinmalidir.

Kiiltire alinmadan once digsal enfeksiyon kaynaklarinin (mikroorganizmalar) eksplantlardan
uzaklastirilmasi i¢in dezenfeksiyon islemi yapilmaktadir. Dezenfeksiyon once suda yikama ve daha sonra
alkol, bakir siilfat, sodyum hipoklorit gibi kimyasal maddeler kullanilarak yapilabilmektedir.
Mikroorganizmalar sogan, yumru gibi dayanikli organlarin alevden gecirilmesi ile de
uzaklastirilabilmektedir.

Her zaman karsilasilmamakla birlikte eksplantta i¢sel enfeksiyon sorunu ile karsilasilirsa uygun sistemik
fungusitler, antibiyotikler, PPM (Plant Preservative Mixture) gibi maddeler de besin ortamina katilarak
kullanilabilmektedir.

Eksplantlar yapay besin ortami iizerinde kiiltiire alinmaktadir.

Besin ortami farkli arastiricilarin onerdikleri regetelere ve daha 6nce yapilmig aragtirmalarin sonuglarina
gore makro ve mikro besin elementlerini, vitaminleri, amino asitleri, sitokinin, gibberellik asit, oksin gibi
biliylimeyi diizenleyici maddeleri, enerji kaynagi olarak sekeri icermelidir. Genellikle pH’s1 5.5-5.8¢
ayarlanan besin ortamini yar1 kati hale getirmek i¢in agar gibi katilastirict maddeler de ilave edilmelidir.
Ciinkii eksplantlarin oksijene ihtiyaci oldugu ic¢in bir kisminin besin ortaminin iizerinde kalmasi, yani
tamamen besin ortamina batmamasi gerekmektedir. Bununla birlikte 6zel destek diizeneklerine sahip
kaplar kullanildiginda ya da galkalayicilar iizerinde inkiibasyon kosullar1 saglandiginda eksplantlar sivi
besin ortamlarinda da kiiltiire alinabilmektedir.

Hazirlanan besin ortami mikroorganizmalardan arindirilmak iizere otoklavda 1 atmosfer basing altinda
121°C sicaklikta 6rnegin 20 dakika siireyle sterilize edilmelidir.

2. Asama - Siirgiin ¢cogaltma asamasi:

Bu agsamanin amaci 3-4 hafta arayla mikro siirgiinlerin alt kiiltiire alinmasi1 yoluyla kdklendirme i¢in gerekli
olan sayida siirgiin ¢ogaltimini saglamaktir.

Bu asamada da genellikle baslangic asamasindaki besin ortamina benzer bilesimde bir ortam
hazirlanmaktadir. Hem baslangi¢ ve hem de ¢ogaltma asamalarinda biiyiimeyi diizenleyici maddelerden
sitokininin orani1 oksin oranindan daha yiiksektir. Bazen oksin hi¢ kullanilmamaktadir. Bu amagla benzil
adenin (0.5-1 mg/1) en fazla kullanilan sitokinindir.

3. Asama - Koklendirme asamasi:

Bu agsamada mikro siirgiinlerde (mikro ¢elik) kok olusumu saglanmaktadir.



- Koklenme in vitro kosullarda ya da ex vitro (serada mist, fog ya da nemlendirilmis kapal sistemler)
kosullarda saglanabilmektedir.

- In vitro koklenme icin besin ortamma oksin ilave edilmektedir. Ayrica besin ortamiin makro
elementlerinin konsantrasyonu '2 oraninda azaltilmaktadir. Ex vitro kdklenme i¢in mikro siirgiinlerin dip
kismina oksin uygulamasi yapilmaktadir.

- Mikro siirgiinlerin koklendirilmesi i¢in indol biitirik asit (IBA), naftalenasetik asit (NAA), indolasetik asit
(IAA) en fazla kullanilan oksinlerdir.

4. Asama — Dis kosullara ahistirma asamasi:

- Bu asama bitkiciklerin in vitro kosullardan alinarak ex vitro (dis) kosullara tasindigi ve boylece heterotrofik
(besinin hazir oldugu) kosullardan ototrofik (besinin bitki tarafindan sentezlendigi) kosullara alindigi
asamadir.

- Bu asamada bitkiler aktif gelisme durumunda olmalidir. Ciinkii ototrofik kosullara alisma in vitro
kosullardan ¢ikarildiktan sonraki yeni gelismeye baglidir.

- Bitkicikler in vitro kosullarda kapali kaplar igerisinde yaklasik %100 nemli bir ortamda gelistikleri igin dis
kosullara ¢ikarildiginda birdenbire diisiik neme maruz birakilmamalidir. Bitkicikler 6nce mist, fog,
nemlendirilmis kapali kosullar1 bulunan seralarda yiliksek nem altinda tutulmali ve normal atmosfer nemine
tedrici olarak aligtirilmalidir.

i ) b
Sekil. Mikro ¢ogaltimin asamalari A- Baslangic (ilk kiltiir) asamasi; B- Siirgiin olusturma asamasi;
C- Koklendirme asamasi; D-Koklenmis bitkicikler; E-Dis kosullara alistirma asamasi; F- Doku kiiltiirii ile cogaltilmis

bitkilerin goriniimii.



