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Bahge Bitkilerinde Meristem Kultiir(i
Teknigi ve Basariyt Etkileyen

Faktorler
Vedat SENIZ’
Funda DEMIREL""
OZET

Meristem kiiltiiriniin  esasi; meristemin  birkag yaprak taslags ile bir-
likte, binokiiler mikroskop altnda izole edilip, uygun bir gida ortanuna
yerlegtirilerek  geligtirilmesidir. Bahge bitkilerinde bu teknigin  kullarulmasiyla
bitkiler Izl iiretilebilmektedir. Ayrica meristemleri  olugturan hiicreler ge-
netik olarak stabil oldufundan, rejencre olmug bitkiler donor bitkiye ge-
netik olarak es olmaktadir. Genetik stabilite &zellikle deneysel materyalde
¢ok istenir ve c¢ok gereklidir. Meristem kiiltiriiniin en  onemli uygulamasi
patojenden, &zellikle viriisten ari bitki iiretimidir ve ayrica bu gibi viris-
ten ari germplazmlanmn wzun siire muhafaza edilmesini de saglar.

Bu avantajlardan dolayr bahge bitkilerinde, ozellikle son 20 yil ige-
risinde  yaygn olarak kullamilmaya baglanan meristem  kiiltiirii  teknifinde
pek ¢ok  faktor bagaryr etkilemektedir. Bu  faktorler; donor bitki, explant,
gevresel sartlar (sicaklik, stk ve nem) Ikiiltiir ortamu, biiyiimeyi diizenleyi-
ciler, tuz konsantrasyonu, kiiltiir kaplan olarak siralanabilir.

* Prof. Dr; U.U. Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii,
*x Aras. Gor; UU. Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii.
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SUMMARY

Meristem Culture Technique in Horticultural Crops
and Factors Affecting The Success

The basis of meristem culture is to isolate the meristem  together
with a few leaf primordia under Dbinocular niicroscope and 1o place i
into a suitable nutrient medium for developimeni. Horiculturdd creps can
be rapidly propagated using this technique. Morcover, because ihe ceils
that form the meristems are genctically stabil, the regenerated plants are
genetically identical to the donor plant. Genetcal stability is  especially
desirable and also essential with the experimental material. The  niost
important application of the meristem culture is  particularly  the  prodiic-
tion of virus-free plants and it also c¢nsures the long period storuge of
such virus-free germplazms.

Many factors affect the success in  meristem  culiure  technique
which has been widely used in horticultural crops because of the ad-
vantages mentioned above. These factors are; donor plant, ¢oplant,  envir-
onmental conditions (temperature, light and humidity), culture medium,
growth regulators, salt concentration and culture containers.

GIRIS

Bugiin "bitki doku kiltarii" terimi, genis anlamda biitiin bitkilerin ister tek
bir hiicreden, isterse bir doku veya organdan olsun, aseptik kosullar altinda in
vitro’da yetistirilmesi i¢in kullamilmaktadir (Biondi ve Thorpe 1978, Hess 1984,
Goniilgen 1987). Bu nedenle yontemin diger adlari "mikro iiretim” veya "aseptik
kitltiir" diir. Embriyo, meristem, kallus, protoplast kiiltiirleri gibi ¢esitli kiiltiir
tiplerini ayirt etmek miimkiin oldugu igin "bitki doku kitltiirii" tabiri, farkli asep-
tik kiiltiir sekillerini kapsayan genel bir ifade olarak kullanilmaktadir (Goniilsen
1987, Mengii¢ 1988).

Bu teknigin; {iretimi gii¢ olan bitkilerin daha kolay iiretilmesini, yeni islah
edilmis gesitlerin hizla arttirilmasim ve istenen gesitlerde tiretimin yil boyunca
siirekli yapilmasim saglamak seklinde bazi avantajlari vardir. Doku kiiltiiriiniin
"mikro iiretim" safhalar: uygun indeksleme ve explant kurma teknikleri ile kom-
bine edildigi zaman, bu teknik sayesinde ¢ok fazla miktarda, bilinen hastaliklar-
dan ari saglkli ve bir ornek bitki tiretimi yapmak miimkiindiir (Zimmerman
1981). Bunlarin yaninda bu ydntem sayesinde dokular réntgen 1ginlarindan gegi-
rilerek mutasyonlar elde edilebilmekte, bitki genetik 1s!ah kavna matcryalinin
uzun siireli muhafazaya alinmasii saglamakta, anterlerden haploid bitkilerde
elde edilebilmektedir (Mengiig 1988, Seniz 1990),
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Bununla birlikte, her doku kiiltiirii tipi yukarida sayilan konularin yalnizea
bir veya birkagqim elde etmemizde bize yardimci olmakta ve tiim bitkilerde olum-
lu sonug vermemektedir. Burada bahge bitkilerinde "meristem kiiltiirit" ve kiil-
tirde bagariyi etkileyen faktérler {izerinde durulacaktir,

MERISTEM KULTURU

Meristem, devamli olarak boliinebilme yetenegine sahip hiicrelerin
olugturdugu dokulardir. Bu dokular sayesinde, bitkiler yeni hiicre ve organlar ka-
zanarak bilylirler (Goniilsen 1987). Hayvanlarda organ olusumu belirli bir za-
man igerisinde simrlanmigtir. Halbuki bitkilerde teorik olarak biitiin hayat siire-
since devam eden bu olay, meristem diye adlandirilan 6zel kiigiik hiicre kitleleri-
nin varlifiyla garanti altina alinmigtir (Bagaran 1988).

Meristem dokulary, bitkide bulunduklari bolgelere gore; apikal (ug), inter-
kalar (ara) ve lateral meristemler olmak iizere baglica ii¢ grup altinda toplana-
bilmektedir (Gonililgen 1987).

Apikal meristem genellikle bir siirgiiniin en ucunda lokallesmis, kubbe
seklinde bir doku olup, ¢ap: yaklastk olarak 0.1 mm ve uzunlugu da 0.25-0.30
mm’dir (Kartha 1981).

Meristem kiiltiiriiniin esasi; meristemin birkag yaprak taslag ile birlikte,
binokiiler mikroskop altinda izole edilip, uygun bir gida ortamina yerlestirilerek
gelitirilmesidir (Sekil: 1) (Goniilsen 1987).

Celik

Meristemin

-
é kiiltlire alinmasl

Xoklermis bitki Meristemin gelismesi
S
Sekil: 1

Meristermn  kiiltiiri uygulamast
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Meristem ve altindaki dokularin kullandii meristem kiltirii, son 20 yil
icerisinde yaygin olarak kullanilmigtir. Bahge kiltiiri endiistrisinde bu teknigin
kullanilmasiyla bitkiler hizli iiretilebilmigtir. Ayrica meristemleri olugturan hiic-
reler genetik olarak stabildir, rejenere olmug bitkiler donor bitkiye genetik ola-
rak es olmaktadir. Genetik stabilite dzellikle, deneysel materyalde ¢ok istenir ve
gok gereklidir. Meristem killtiiriiniin en 6nemli uygulamas: patojenden, ozellikle
viriisten ari bitki tiretimidir ve ayrica bu gibi viriisten ari germplazmlarinin uzun
siire muhafaza edilmesini de saglar (Kartha 1981).

MERISTEM KULTURUNDE BASARIYI ETKILEYEN FAKTORLER

Donor Bitki

Donor bitkinin fizyolojik donemi meristematik explantin davranigi lizerine
oldukga fazla etkilidir. Ornegin, olgun Tectona grandis (Hint megesi) agaclarin-
dan alinan siirgiin uglar1 geng agaglardan ahnanlara oranla farkli konsantrasyon-
larda bilyiimeyi diizenleyicilere ihtiyag gostermistir (Styer ve Chin 1983).

Kartha (1981) ve Goniilsen (1987)’nin bildirdigine gdre karanfil meristem-
leri, erken ilkbahar ve sonbaharda bitkilerden alindigt zaman kisin ve yazin ali-
nanlardan daha uzun yagamaktadir. Sofanlar ve sofanimst govdelerden (corm)
dinlenme periyodunun sonlarinda meristem alinmasi en lyisidir.

Belirli dinlenme periyotlar olan bitki tiirleri i¢in en iyi sonuglar, explant-
lar bunlarin dinlenme periyotlart sonunda alindifinda elde edilmigtir (Hu ve
Wang 1983).

Donor bitki tizerindeki tomurcuklarin konumu da 6nemlidir. Kugkonmaz
pengesinin dip tomurcuklar tepe yanindaki tomurcuklardan ¢ok daha hizli ge-
ligmigtir. Bektagi 0ziimii (Ribes sp.)’niin sadece terminal tomurcuklarindan
bagarili olarak kiiltiir yapilmigtir, Gévdenin orta boliimiinden alinan axillary gtl
tomurcuklari, tepe veya govdenin dip kismina yakin tomurcuklardan ¢ok daha
hizh gelismistir (Styer ve Chin 1983).

Explant

Tim explantlar siirgiin uglarindan olugmugtur. Fakat, bunlar 6lgli ve yap-
rak primordia sayis1 bakimindan farkhlik gosterir.

Cok kiciik explantlar kullamldiginda yaprak primordiasinin bulunmasi bir
explantin gelisme kabiliyetini belirler. Ravent igin, iki-i¢ primordial yaprakl ug
alinmasi esastir. Daha kii¢lik uglar gelisemez (Hu ve Wang 1983).

Bununla birlikte, amag viral enfeksiyon eleminasyonu oldugu zaman reje-
nere olabilecek ¢ok kii¢iik meristemler kullanilmahdir, Karanfilde ¢ogunlukla 0.2
ve 0.5 mm arasindaki uglar viriisten ari bitkiler iiretmektedir (Hu ve Wang 1983,
Styer ve Chin 1983).
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Alinan explantin sterilizasyon iglemi de bagariy1 etkiler. Genelde yaygin
olarak kullanilan yiizey dezenfektan: sodyum hipoklorittir (NaClO). Bitki parga-
lar1 genellikle 5-15 dak kadar sodyum hipokloritin (% 0.5-0.75 NaClQ) % 10-
15lik bir solisyonu igine batirilir. Konsantrasyon daldirma siiresine gore arttiri-
lip, azaltilabilir. Doku zararlanmas: ve hiicre dlimil yitksek konsantrasyonlardan
kaynaklanabilir (Hu ve Wang 1983).

Diger kullamlan yiizey dezenfektanlar: kalsiyum hipoklorit ve mercury
klorit igerir. Bunlar NaCIO’ya benzer konsantrasyonlarda kullanilir. Tim dezen-
feksiyon kuvvetine karsin bazi tiirlerde bulagma giiglik yaratir. Bunun nedeni,
baz igsel mikroorganizmalardir. Bunlar, explant dokusu igine siginmiglardir, Ba-
zilart yavag gelisir veya gizlidir ve birkag subkiiltiirde gdriiniir olmaktadir (Hu ve
Wang 1983).

Cevresel Sartlar (Sicaklik, Isik ve Nem)

Yetigtirme gevresi, yetistirme ortarm digindaki tim gevresel faktodrleri ige-
rir. En 6nemlilerinden ikisi inkubasyon sicakligi ve 151k rejimidir. Genellikle 24°-
26°C gibi degigmez bir inkubasyon sicakligt kullanilir (Kartha 1981, Hu ve Wang
1983, Styer ve Chin 1983, Goniilgen 1987). Inkubasyon sicaklii 28°C iizerine ¢i-
karildiginda su, bitkiler ve kaplarin duvarlarinda kondanse olmaya egilim gosterir
ve bu bitki gelisimini sinirlar (Hu ve Wang 1983). 17°C gibi daha diisiik sicaklik-
lar Asparagus plumosus gibi bitkiler igin uygundur (Styer ve Chin 1983).

Degisim gosteren giindiiz: gece sicaklifina bazi bitkiler ihtiyag gdsterebilir.
Asma (Vitis spp.) gibi baz tiirler ile 6zellikle sicakliga, ¢ol iklimine adapte ol-
mug bitkilerde durum boyledir (Hu ve Wang 1983, Styer ve Chin 1983).

Uzun fotoperiyotlar (12-24 h/giin) bazi istisnalar ile birlikte dormansinin
inhibe edilmesi ve in vitro’da gelismeyi arttirmak igin kullanilmaktadir. En yay-
g kullanilan fotoperiyot rejimi 16 saat giindiiz ve 8 saat gecedir (Hu ve Wang
1983). Isik intensitesi genellikle 1-10 kIx’tiir. Yiksek polyfenol iceren explantlar
i¢in 15tk doku kahverengilesmesini uyardigindan, 151k intensitesini 1 kIxX’iin altina
diigiirme ve karanlikta inkubasyon istenir. Bazen bitkilerin serada daha uzun
slire yagayabilme kabiliyetini arttirmak igin topraga transfer edilmeden dnce da-
ha yiiksek 151k intensitesinde (10 klx gibi) inkubasyonu yapilir. Bununla birlikte
yiiksek 151k intensitesi kok geligmesini engellemektedir (Styer ve Chin 1983).

Hava nemi, inkubasyon esnasinda nadiren kontrol edilir. Cogunlukla % 70
olacak sekilde, % 60-80 arasinda nem ayarlanir (Hu ve Wang 1983).

Kiltiir Ortam

Meristemlerin % 0.6-0.8 agar ile sertlestirilmis besin ortami iizerinde
bagarili bir sekilde kiiltirii yapimaktadir (Kartha 1981, Styer ve Chin 1983). Fa-
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kat, orkide gibi bitkilerden alinan meristemler ortama fazla miktarda fenolik
bilesikler salgilarlar. Oyle ki, sonugta hiicre zehirlenmesi meydana gelir. Bu gibi
durumlarda veya pigmentlerin explantdan ortam igine salgilandifi durumlarda,
sivi bir ortamin kullanilmasi, periyodik aralarla kiltlir ortamu degistirildigi igin
tercih edilebilir (Kartha 1981).

Kiltiir ortamimn pH’sinin da kiltiirdeki meristemleri etkiledigi belirlen-
mistir. Genellikle pH’nin 5.6-5.8 oldugu asidik bir ortam meristemlerin ¢ogunun
geligmesine uygundur (Kartha 1981).

Meristem kiiltiirtinde kullanidan tiim ortamlar genelde pek ¢ok temel
bilesiklere sahiptir. Hemen hemen tiim ortamlar, tipik olarak % 1-3 arasindaki
konsantrasyonlarda, karbon kaynagi olarak sakkaroz igermektedir (Styer ve Chin
1983).

Cesitli aragtiricilar tarafindan hazirlanmig ve onlarmn adlari ile anilan gida
ortamlart vardir; Murashige ve Skoog, White, Gautheret, Nitsch, Hildebrandt ve
ark., Heller, Reinert ve White, Gamborg ve ark., Schenk ve Hildebrandt ortam-
lar: bunlardan bazilaridir (Hu ve Wang 1983, Styer ve Chin 1983, Goniilsen
1987). Farkl: bitkilere ait hiicre, doku ve organlarin gelismesini saglayacak tek
bir gida ortam: yoktur, Biitiin gida ortamlari farkli makro, mikro inorganik
bilesikler ile organik bilegiklerden olugur (Goéntilgen, 1987).

Ortama gogunlukla ilave edilen organik maddeler, tiamin, nikotinik asit ve
pyridoksin vitaminleri, glycine amino asit ve M-inositol’diir. BS ortamu vitaminle-
ri, MS ortamindakiler kadar genig kullanilmaktadir, Daha mitkemmel bir vitamin
formiilasyonu Staba tarafindan gelistirilmigtir. Bununla birlikte Staba vitaminle-
rinden biri olan riboflavin bazi tiirlerde kok olusumunu engellemektedir. Hindis-
tan cevizi siitil gibi organik maddeler de ortama ilave edilerek kullamilmugtir.
Diger ilave edilen organik maddelerden, aktif komiiriin elma siirgiinlerinin kok
olugumunu arttirdigs belirtilmekle birlikte, bu Japon eriklerinde (Prunus salici-
na) koklenmeyi engellemektedir (Styer ve Chin 1983).

Bityiimeyi Diizenleyiciler

Uygun bir sitokinin ve oksin dengesi tiim bitkilerin rejenerasyonu igin ge-
reklidir. In vitro’da geligen siirgiinler tarafindan az miktarda sitokinin sentezle-
nebilirken, kokler sitokinin biosentezinin asil yeridir. Meristem, siirgiin ucu ve
tomurcuk explantlarinin bityiime ve gelismeyi destekleyecek yeterli igsel sitoki-
nine sahip olmas: olas: degildir (Kartha 1931, Hu ve Wang 1983, Mantell ve ark.
1985). Bu nedenle Safha I (killtiriin clusturulmasr)’de kullanilan ortamlarin
goguna bir sitokinin ilave edilir, Cogunlukla 3 sitokinin kullanilir. Bunlar kinetin
(KIN), Nb-benzyladenine (BA) ve NO-(2-isopentenyl)-adenine (2iP)’dir. BA, me-
ristem, siirgiin ucu ve tomurcuk kiiltiirleri i¢in en etkili olamdir ve bunu KIN ta-
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kip eder. 2iP az siklikta kullamlmaktadir. Bir bitkide etkisiz olan sitokinin dige-
rinde etkili olabilir, Ornegin, 2iP Ericaceae bitkileri igin uygun olan sitokinindir
(Hu ve Wang 1983).

QOksin siirgiin geligimi i¢in ihtiya¢ duyulan diger bir hormondur. Geng siir-
giin uglari oksin biosentezinin aktif bir yeri oldugundan, ozellikle aktif olarak ge-
lismekte olan bitkilerden alinmig siirgiin ucu explantlari kullanildifinda Safha I
ortaminda digsal oksine her zaman ihtiyag yoktur. Dinlenme halindeki tomur-
cuklar ile 0.4 mm veya daha az uzunluktaki meristemler siirgiin gelismesi igin ye-
terli igsel oksin tiretmeyebilir. Bu gibi durumlarda, digsal oksin ilavesine ihtiyag
vardir. IAA, IBA, NAA ve 2,4-D en ¢ok kullanilan oksinlerdir. IAA, dort oksin
arasinda en zayifidir ve yitksek IAA-oksidaz aktivitesine sahip dokular ve 151k ta-
rafindan inaktive olur. Bununla birlikte IAA etkili oldugu zaman organ olusumu
izerine minimum zarari gdsterir. Bunun aksine, 2,4-D en kuvvetlisidir. Kallus
olugumunu uyarir. Bu nedenle NAA, meristem, siirgiin ucy, tomurcuk kiltiirleri
igin ¢ogu zaman rutin olarak kullanilan oksindir (Hu ve Wang 1983).

Gibberellin ¢ok az ortamda bulunur. Buradan anlagilan, bu hormonun
pek ¢ok explant tarafindan yeterli miktarda sentezlendigidir (Hu ve Wang 1983).

Sitokinin Satha II, axillary siirgiin ¢ogaliminda siirgtinlerin apikal domi-
nansisini kirmak ve yaprak koltuklarindan lateral tomurcuklarin dallanmasim
arttirmak amaciyla kullanilmaktadir. Genelde, BA axillary siirgtin ¢ogalimini uya-
ran etkili sitokinin olarak bilinir, bunu azalarak KIN ve 2iP takip eder (Hu ve
Wang 1983).

Digsal oksinler axillary siirglin ¢ogalimini uyarmaz, fakat normal bir ge-
ligme igin ihtiya¢ vardir. Oksinlerin miimkiin rollerinden biri, axillary siirgiin
uzamast tzerine ylksck sitokinin konsantrasyonunun gizli etkisini dnlemek ve
normal siirgiin gelisimini ayarlamaktir (Hu ve Wang 1983).

Safha IIT’Gin amaci, Safha II veya bazit durumlarda Safha I'de olugmug
sirgiinlerde ve olugmug tam bitkilerden adventif koklerin rejenerasyonudur.
Koklenmenin baglamas, yiiksek oksine, digik sitokinin oraniyla olmaktadir. Saf-
ha Il’den elde edilen siirgiinlerde yeterli aruik sitokinin bulunur; bu nedenle Saf-
ha III ortaminda ya az, ya da hig sitokinine gerck duyulmaz (Hu ve Wang 1983).

Geng siirgiinler, oksin irctiminin zengin bir kaynag: oldugundan, ¢ogu tiir-
lerde, Saftha III ortamma oksin ilavesi gerekmez. Oksin konsantrasyonu ¢ok yiik-
sek oldugu zaman kallus olugacaktir ki, bu normal kok gelismesini engeller. Saf-
ha III’de ¢ok yiiksek bir oksin konsantrasyonunun istenmemesinin diger bir sebe-
bi kdk baglangicindan sonra "kok uzama" faz1 csnasinda oksin konsantrasyonuna
¢ok hassas olma ve yitksck konsantrasyon tarafindan bunun engellenmesidir.
Siirgtinler 4-8 giin kadar oksin igercn bir "kdk olusturma ortaminda" kiltiiri ya-
pildiktan sonra, oksin bulunmayan "kok gelistirme ortarmna” transfer edilir, Bu
iglem kallus olusumunu etkili bir gekilde dnler ve % 95lik bir kdklenmeyle so-
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nuglanir. Devamli oksinle temasta olan diger kiltirlerle kargilagtirddiginda, kok
sayisinda 3 kat1 bir artig goritlmiigtiir (Hu ve Wang 1983).

Pennazio’ya gore, GAj; patates meristem kiiltiirlerinin kdklenme yiizdesini
arttirmaktadir. Diger yandan Mosclla Chanael ve ark., in vitro’da geftali kok-
lenmesinde GAz'lin dnleyic bir etkiye sahip oldugunu gbzlemigtir (Hu ve Wang
1983).

Tuz Konsantrasyonu

BS, LS, MS ve NN ortamlarinin tiimit yitksek N, P ve K tuz ortamlaridur.
Bazen kokler bulunan hormonun tipi ne olursa olsun, yitksek tuz konsantrasyo-
nunda olugsamamaktadir. Ortamdaki tuz konsantrasyonu standart sertligin yarisi-
na, 1/3 veya 1/4’ne digiiriildiigiinde koklenme artmaktadir (Hu ve Wang 1983).

Kiltiir Kaplan

Meristem kiiltiirti icin gogunlukla cam kaplar kullandmaktadir. Genellikle
bunlar 10x1.2 ¢m biyikligindeki pyrex tiiplerdir. Manihot meristemlerinin 120
ml’lik cam kavanozlarda bulunan 30 ml besin ortami iizerinde kitltiirli yapildigin-
da siirgiin olusumunun gecikmesi ve bol kallus olusumuna ragmen kiigiik tiipler-
de kiiltiir yapildiginda minimal kallus olusumu ile meristemlerden bitkicikler
olugmaktadir. Benzer olarak, Gladiolus meristemleri kiigik tiiplerde bityiik tilp-
lerdekinden daha iyi gelismektedir (Kartha 1981).

SONUC

Son 20 yil igerisinde meristem kiiltiirli teknigi, bahge bitkilerinde yaygin
olarak kullanilmaya baglanmugtir, Bu durumda 6zellikle, teknigin kullanilmasiyla
bitkilerin hizli tiretilebilmesi, clde edilen bitkilerin donor bitkiye genetik olarak
eg olmasi, patojenden, ozellikle viriisten ari bitki {iretimi ve ayrica bu gibi viriis-
ten ari gremplazmlarinin uzun siire muhafaza edilmesi rol oynamistir,

Bu teknigin kullamlmasinda en biiyiik basart otsu bahge bitkileri tiirle-
rinde elde edilmigtir. Bu bagar1 kismen apikal dominansinin zayif ve g¢ogu otsu
bitkinin kuvvetli kok rejenerasyon kapasitesine, kismen de sera ve fidancilik en-
distrisindeki finansal destege baghdir. Odunsu tiirlerin mikro iiretimi, otsu bitki-
lerle kargilagtirildifinda geride kalmigtir. Bu kismen, odunsu ¢ogu tiirlerin doku-
sundaki polyfenolik bilegiklerin bilyitk miktarlarda bulunmas: ve kismen de axil-
lary tomurcuklarin dinlenme dénemini kirmanin giigliigi nedeniyledir.

Donor bitki, explant, ¢evresel sartlar (sicaklik, 151k ve nem), kiiltiir orta-
mi, bilylimeyi diizenleyiciler, tuz konsantrasyonu, killtiir kaplar: gibi pek ¢ok fak-
tor bagariyr etkilemckte olup, bunlar her bitkiye gore degisim gostermektedir.
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