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Spathiphyllum’un in vitro mikro cogaltimi iizerine seker konsantrasyonlarinin
etkileri

M.Ercan OZZAMBAK"!, Emrah ZEYBEKOGLU!, izzet GUN!, Tugba KILIC?*

0z

Fotoototrofik mikro c¢ogaltim, doku kiiltiiriinde gereksinim duyulan karbonun karbondioksitten
karsilanmasidir. Bu ydntemin temeli besin ortamina organik karbon kaynagi olarak sekerin ilave
edilmemesi veya konsantrasyonunun azaltilmasi kosuluna dayanmaktadir. Fotoototrofik mikro ¢ogaltim,
doku kiiltiiriiniin en 6nemli sakincalari olan vitrifikasyon, dis kosullara adaptasyon giigliigii, yogun isgiicii
kullanimi, yiliksek maliyet, kontaminasyon riski gibi sorunlar1 azaltabilmekte ya da ortadan
kaldirabilmektedir. Bu ¢alisma ile Spathiphyllum wallisii’nin farkli seker konsantrasyonlari iceren besin
ortamlarindaki siirgiin ¢ogaltma-koklendirme kabiliyetinin in vitro fotoototrofik cogaltima uygunluk
durumu belirlenmeye c¢alisilmistir. Siirglin ¢ogaltma denemesinde 8-10 mm uzunlugunda iki yaprakli in
vitro siirgiinler MS + 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA ortaminda; koklendirme denemesinde ise 25 mm
boyundaki in vitro siirgiinler MS + 0.1 mg/l NAA ortaminda kiiltiire alinmis olup; her iki ortam da 0, 10,
20, 30 g/l konsantrasyonlarinda seker igermektedir. Siirgiin ¢ogaltma asamasinda, ¢cogalma orani, kardes
stirgiin adedi ve uzunlugu, siirgiin yas agirligi, yaprak renk degerleri ve gelisme puani bakimindan sekerli
(10, 20, 30 g/1) ve sekersiz (0 g/l) ortamlar arasinda istatistiksel olarak énemli farkliliklar bulunmustur. 10,
20, 30 g/l seker konsantrasyonlarinda g¢ogalma sirasiyla 4.4, 4.6, 5.4 siirglin/eksp., 0 g/l seker
konsantrasyonunda 0.7 siirgiin/eksp. olarak gerceklesmistir. Koklendirme asamasinda da ortamda seker
bulunmasi incelenen 6zellikler tizerine pozitif yonde etki gostermistir. 20, 30 g/l seker konsantrasyonlarinda
koklenme oran1 %100 olup; kok sayisi sirasiyla 16.1-8.8 adet/eksp., yas kok agirligi ise 518.9-440.6 mg
olarak belirlenmistir. Bu ¢calisma kosullarinda fotoototofik mikro ¢ogaltmanin tam olarak gerceklesmedigi;
Spathipyllum’un in vitro siirgiin ¢cogaltma ve koklendirilmesi i¢in besin ortaminda 20 ya da 30 g/l
konsantrasyonlarinda seker bulunmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Effects of sugar concentrations on in vitro micropropagation of spathiphyllum

ABSTRACT

Photoautotrophic micropropagation can be described as a tissue culture technique in which, all required
carbon is supplied from carbon dioxide. Preparing the medium without or with low concentration of sugar,
which is a source of organic carbon, is the main condition. Decreasing some problems as vitrification and
contamination, lowering high input and labour costs and improving the acclimatization capacity of in vitro
plantlets are the main advantages of photoautotrophic micropropagation. The present study was carried out
to determine the compatibility of spathiphyllum for in vitro photoautotrophic micropropagation by
proliferation and rooting ability of microshoots on different sugar concentrations. In shoot multiplication
trial, micro shoots in 8-10 mm length with two leafs were planted in MS + 0.5 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA
medium and in rooting experiment shoots in 25 mm length were transferred on MS + 0.1 mg/l NAA. Both
media prepared with four different sugar concentrations (0, 10, 20, 30 g/l). In multiplication stage,
significant differences were found between medium with sugar and without sugar at proliferation rate, new
shoot number/exp. and length, shoot fresh weight, leaf colour values and growth score parameters. 10, 20,
30 g/l sugar concentrations gave the highest proliferation rate with means of 4.4, 4.6, 5.4 shoots per explant
and 0 g/l doses gave 0.7 shoot/exp. respectively. A positive relationship was found between the increase in
sugar concentration and rooting rate, root number, shoot fresh weight, root dry weight. 100% rooting
percentage, 16.1-8.8 root number per explant 518.9-440.6 mg root fresh weight were verified for 20, 30 g/l
sugar respectively. In this study conditions, photoautotrophic micropropagation was not be occurred exactly
and the presence of 20 or 30 g/l sugar concentrations was necessary for efficient in vitro proliferation and
rooting of Spathiphyllum.

Keywords: Peace lily, tissue culture, photoautotrophic, nutrient medium, micro shoots, sucrose

Doku kiiltiiriinde yeni dikilen eksplantin enerji
ihtiyact  besin ~ ortamima  ilave edilen
karbonhidratlardan ve diger organik bilesiklerden
kargilanmaktadir.  Karbonhidratlar  metabolik
yoldan organizmaya girerek parcalanmakta ve
hiicre, siirglin, bitki biiyiimesi-gelismesi icin
gerekli enerjiyi saglamaktadir. Biyolojik igslemlere
katilarak koklenmeyi etkilemekte, hiicrenin sahip
oldugu suyu muhafaza ederek ozmotik
potansiyelini diizenlemekte, vaskuler ve destek
dokularin gelisimine katkida bulunmaktadir [5].

1. GIRIS INTRODUCTION)

Doku kiiltiirii tekniginin ticari yonden en onemli
uygulama alani olan mikro ¢ogaltim yontemi,
genetik olarak {istiin bitkilerin patojenden ari
olarak kisa siirede, hizlh ve ¢ok sayida
cogaltilmasi, koklendirilmesi ve dis kosullara
aktarilmasidir [1]. Bitki yetistiriciligi ve genetigi
bakimindan  biliyik 6nem tasiyan mikro
cogaltmada; yavas biiyiime, vitrifikasyon

(hiperhidrisite), kontaminasyon, yogun isgiicii ve Besin ortam1 i¢in en ¢ok kullanilan karbonhidrat

girdi kullanomi sonucu olusan yiiksek birim
maliyeti, zayif koklenme, dis kosullara aktarmada
diistik tutum orani gibi sorunlarla
karsilasilmaktadir  [2, 3]. Belirtilen bu
olumsuzluklarin biiyiik bir kism1 besin ortaminin
iceriginden kaynaklanmaktadir. Besin ortami;
temel olarak saf su, makro-mikro elementler,

vitaminler, karbonhidratlar, bitki  biiylime
diizenleyicileri ile jel yapict maddelerden
olusmaktadir. Aktif kOmiir tozu, organik

bilesikler, poliaminler gibi bir¢ok madde de
gereksinim duyuldugunda ortama
eklenebilmektedir [2, 4].

sakkaroz olup; bir¢ok bitkinin floem 6z suyunda
bulunmasi nedeniyle tercih edilmektedir [6, 7].
Doku kiiltiiriinde glukoz ve fruktoz, daha az
kullanilan karbonhidrat se¢enekleridir [8].

Sakkaroz ve diger korbonhidratlarin
konsantrasyonu in vitro gelisme iizerine etkili bir
faktordiir [4]. Besin ortaminda sakkaroz
konsantrasyonu genellikle %3 (agirlik/hacim)’dir.
Yiiksek seker konsantrasyonlariin gelismeyi
sinirlandirdir  hatta sonlandirdigi ve in vitro
bitkiciklerin fotosentetik potansiyelini azalttig
[9], disik seker konsantrasyonlarinin ise
fotosentez hizini arttirdigr ileri siirtilmektedir [10,
11].
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Sakkaroz yerine yararlanabilecek en Onemli
secenek olan beyaz sekerin (kristal toz seker)
%97.7’s1 sakkarozdur ve saf sakkaroza gore ¢ok
daha ekonomiktir [12]. Bu nedenle doku
kiiltiirinde saf sakkaroz yerine beyaz seker
kullanilmaktadir [4, 13]. Nitekim sakkaroz ve toz
sekerin karsilastirildigi bir ¢aligmada toz sekerin
sakkaroz yerine kullanilabilece§i ve birim
maliyetin ~ %34.6 ile  %51.4  oraninda
azaltilabilecegi belirlenmistir [14].

Sekerli besin ortami, mikroorganizma faaliyeti
icin elverisli bir ortam olup; kontaminasyon riski
cok yiksektir. Besin ortaminin sterilliginin
stirdiiriilebilmesi i¢in kiiltiir kaplarinin  agiz
kisimlar1 mikroorganizma, akar gibi etmenlerin
girisini engelleyecek sekilde dizayn edilmekte,
kapatilmakta ve hatta bantlanmaktadir [3]. Sayilan
bu iglemler gerekli olmakla birlikte kap i¢indeki
nem oraninin artmasina neden olmaktadir. Yiiksek
nem ise dokularda vitrifikasyona (camsilagsma),
yetersiz fotosentez faaliyetine ve in vitro
bitkiciklerin dis kosullara adaptasyonunda giicliige
neden olmaktadir [15].

Son yillarda yapilan aragtirmalara bagli olarak
gelistirilen fotoototrofik mikro ¢ogaltma, in vitro
bitkiciklerin daha yiiksek seviyede fotosentez
yapmaya  yonlendirilmesi  ile  karakterize
edilmektedir. Bu yontemde dokularin gereksinim
duydugu karbon ve enerji fotosentetik aktiviteden
ve seker disindaki diger inorganik besinlerden
karsilanmaktadir. Bitkicikler fotosentez yapmaya
yonlendirildiklerinden dolayr da yaprak yapilari
degismekte, kiitikula tabakasi olugmakta, stoma
hareketliligi baglamakta ve sayilan yonleriyle dis
kosullarda gelisen bitkilere benzedigi igin dis
kosullara aktarmada tutum orani artmaktadir.
Fotoototrofik mikro c¢ogaltmada kiiltiir kabi1
hacminin arttirilmasi, kap i¢-dis hava akiminin
(degisiminin) saglanmasi, yiiksek 151k siddeti, kap
icinde CO> konsantrasyonunun arttirilmasi gibi
farkli yontemlerde bulunmakla birlikte; en basit
uygulama besin ortamindaki seker
konsantrasyonunun optimum konsantrasyona gore
azaltilmas1 veya hi¢ kullanilmamasidir [9, 16].

Spathiphyllum wallisii, anavatan1 Kolombiya-
Venezuela olan, diisiik 151k siddetine uyum
saglayabilen, dogrudan gilines 15181 almayan
aydinlik, yar1 golge yerlerde yetisebilen, ticari
olarak ise doku kiiltiiri yontemiyle ¢ogaltilabilen
i¢ mekan bitkisidir [17]. Bu c¢alisma ile seker
konsantrasyonlarinin Spathiphyllum wallisii’nin in
vitro ¢ogalmasi ve koklenmesi iizerine etkileri

belirlenerek, deneme kosullarinda fotoototrofik
kiiltiire uygunlugu aydinlatilmaya ¢alisilacaktir.

2. MATERYAL VE YONTEM (MATERIAL
AND METHODS)

2.1. Bitkisel Materyal (Plant Material)

Denemede bitkisel materyal olarak 0.5 mg/l BA ile
0.1 mg/l NAA, %3 sakkaroz (seker) ve 2.0 g/l
gelrite iceren MS [18] ortaminda gelismekte-
cogalmakta olan ve sekiz haftada bir alt kiiltiire

alman  Spathiphyllum  wallisii  siirgiinleri
kullanilmustir.
Siirgiin ~ ¢ogaltma denemesinde 8-10 mm

uzunlugunda iki yaprakli siirglinler; siirgiinlerin
koklendirme denemesinde ise 25-30 mm
boyundaki siirgiinler kullanilmistir.

2.2. Besin Ortamlann ve Kiiltiir Kosullarn
(Nutrient Media and Culture Conditions)

Siirgiin cogaltma denemesinde siirgiinler MS + 0.5
BAP + 0.1 NAA iceren besin ortaminda kiiltiire
alinmistir. Stirgiinlerin koklendirilmesi
denemesinde ise siirgiinler MS + 0.1 NAA
ortamina transfer edilmistir. Sekerin silirgilin
cogalmasi ve koklenmesi {izerine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla da besin ortamlarina 0, 10,
20, 30 g/l (%0-1-2-3agirlik/hacim)
konsantrasyonlarinda toz seker ilave edilmistir.

Biitiin denemelerde, besin ortamlarinin pH’s1
otoklavlama isleminden once 5.8’e¢ ayarlanmus,
daha sonra 2.0 g/ gelrite ilavesi yapilmistir. Besin
ortamlarinin sterilizasyonu 121°C sicaklikta 15 dk
siire ile otoklavda gergeklestirilmistir.

Kiiltir ~kab1  olarak cam  kavanozlardan
yararlanilmis, kapaklar gaz alisverisi olacak
sekilde hafif gevsek birakilmistir [3]. Kiiltiire
alinmis eksplantlar, 1200 liiks 1s1k siddeti altinda,
16 saat/giin 151k periyodunda ve 25+2°C sicaklikta
inkiibe edilmislerdir.

2.3. incelenen Ozellikler

Parameters)

(Inspected

Dikilen eksplant adedine gore, canlilik orani,
gelisme orani, ¢ogalma ve koklenen eksplant
oranlari, gelisen eksplant basmna olusan yeni
sirglin (kardes siirglin) adedi, yeni siirgiin
uzunlugu, ana siirglin uzunlugu artim miktar
(degisimi), siirglin-kok yag agirliklari, siirgiin kuru
agirlik oranlari, kok kuru agirlik oranlari, gelisme
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puani, yaprak renk  degerleri  (L*a*b)

belirlenmistir.

Ana siirglin uzunlugu artim degeri, siirgiinlerin
kiiltlir sonu uzunlugu ile ilk dikim boyu arasindaki
farki ifade etmektedir. Ana siirgiiniin dip kisminda
olusan siirglinler yeni (kardes) siirgiin olarak
dikkate alinmistir.

Stirglin ve kok kuru agirliklari, yas orneklerin
65°C sicaklikta 24 saat tutulup kurutulmasi ile elde
edilmis olup yas agirlik ile oranlanarak % kuru
agirlik olarak saptanmustir.

Yaprak renk degerleri, Minolta LR 32.1 renk dlcer
ile Olclilmiistiir. Renk oOl¢iim degerleri L*a*b
parametreleri ile ifade edilmistir. L; 0-100
skalasinda siyah-beyaz arasindaki yansimayi,
ax’de yiiksek degerler kirmizi; diisiik degerler
yesil, bx’de ise yiiksek degerler sari, diisiik
degerler mavi rengi temsil etmektedir. Gelisme
puanm1 1 (zayif), 2 (orta), 3 (iyi), 4 (cok iyi)
skalasina gore degerlendirilmistir [19].

2.4. Deneme Deseni ve Istatistiki
Degerlendirme (Experimental Design and
Statistical Analyses)

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore
tic tekrarlh olarak yiiriitiilmiis, her uygulamada 5
birey yer almustir. Iki kez tekrar edilen denemeden
elde edilen veriler SPSS programinda varyans
analizine tabi tutulmus, ortalamalar Duncan ¢oklu
testi ile p<0.05 seviyesinde karsilastirilmistir.

3. BULGULAR (RESULTS)

Spathiphyllum in vitro kiiltiiriinde, farkli seker
konsantrasyonlarina  gdre  siirgiin  ¢ogaltma
denemesinde ele alinan kriterlerden elde edilen
ortalama degerler ve istatistiksel degerlendirme
Tablo 1’de; koklendirme denemesinde ele alinan
kriterlerden elde edilen ortalama degerler ve
istatistiksel degerlerndirme Tablo 2 ve Tablo 3’de
verilmigtir.

Tablo 1. Siirgiin cogaltma asamasinda seker
konsantrasyonlarina gore siirgiin ¢ogalma ve gelismesi

(Shoot proliferation and development according to sugar
concentrations during shoot multiplication stage)

Incelenen Seker konsantrasyonu (g/1)
Ozellikler 0 10 20 30
Canli or. (%) 100 100 100 100
Cog. or. (%) 45 100 100 100
Ana siir. uz, 97b  139b  279a  29.7a
artimi (mm)

Yav.siir./eksp.

(adet) 0.7b 4.4a 4.6a 5.4a
Yav. siir. vz, 3.0c  104b  139b  14.0a
(mm)

SULYASAZ  1302¢  2123b 32092 339.5a
(mg)

Sir. kuruag. 6 0.08b  0.09ab  0.10a
or. (%)

Yaprak L  34.4c 36.8¢c 39.5b 50.7a

renk a  -163b  -149c  -152b  -16.7a

degerleri b 34.la 20.7¢ 22.3¢ 24.8b

Gelisme puant 0.6¢ 2.7b 3.7a 3.8a

Farkli kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik p<0.05
diizeyinde onemlidir.

Tablo 2. Seker konsantrasyonlarinin kéklenme ve kok
parametreleri lizerine etkileri (The effects of sugar
concentrations on rooting and root parameters)

Incelenen Seker konsantrasyonu (g/1)

Ozellikler 0 10 20 30

Koklenme or. 65.1b 9572 100.0a 100.0a

(%)

Kok adet/eksp. 1.4d 6.1c 8.8b 16.1a
(adet)

Kok uz. (mm) 62b  58a  253a  21.0a
Kok yas ag. 83.6b 247.6b 518.9a  440.6a
(mg)

5/‘3‘ kuruag.or g 03c  0.04b  0.06a  0.06a

Kok puani 0.0c 1.7b 3.8a 3.8a

Farkh kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik p<0.05
diizeyinde onemlidir.

Tablo 3. In vitro kéklendirme asamasinda Spathiphyllum
mikrosiirglinlerinin stirgiin ve yaprak 6zellikleri iizerine
seker konsantrasyonlariin etkileri (The effects of sugar

concentrations on shoot and leaf parameters during in vitro
rooting of Spathiphyllum microshoots)

Incelenen Seker konsantrasyonu (g/1)
Ozellikler 0 10 20 30
Canli or. (%) 100 100 100 100
Ana siir. uz. 81b  192b 214b 282a
artimi (mm)

Sr. yas ag. 206.0c 244.9b 2958a 294.3a
(mg)

(SO‘/f) kuraag.or- o 06h  0.08ab  0.09a  0.10a
Yaprak L 30.2b  31.8ab 33.4ab  36.4a
renk a -129b  -133b  -13.7b  -16.7a
degerleri b 20.9 18.1 19.1 18.5
Siirgiin puan 1.5b 3.0a 3.6a 3.8a

Farkhi kiigiik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik
p=<0.05 diizeyinde 6nemlidir.
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3.1. Siirgiin  Cogaltma Denemesi
Multiplication Experiment)

(Shoot

Tablo 1’e gore; dikilen eksplantlarda belirlenen
canlilik oram1 tiim ortamlarda %100 olarak
gerceklesmis, siirgiin ¢cogalma orani ise yalniz
seker iceren ortamlarda %100 seviyesinde
belirlenmis ve sekersiz ortamda %45 olarak tespit
edilmistir.

Ana siirglin uzunlugu artim degerleri siirgiin
cogalma oranina benzer sekilde seker iceren
ortamlarda sekersiz ortama gore daha yiiksek
degerlere ulagmistir. %2 ve %3 seker iceren
ortamlar aym istatistik grup i¢inde yer alarak
stirastyla 27.9-29.7 mm olarak saptanmistir. %3
seker igeren ortamda eksplantlarin uzunlugu
sekersiz ortama gore 3 kat artmustir. Sekersiz
ortamda en kiiclik siirgiin uzunlugu artim degeri
elde edilmis olup %1 seker konsantrasyonunda
%?2-3 seker konsantrasyonlarina gore daha kisa
boylu siirgiinlerin varligi saptanmistir (Tablo 1).

Stirgilin yas agirlik degerleri bakimindan; sekerin
%1 konsantrasyonunda yas agirhk 212.3
mg/siirgiin  iken, sekersiz ortamda 130.2
mg/slirgiin olarak belirlenmistir. Ayni istatistik
grup iginde yer alan = %2-3 seker
konsantrasyonlarinda siirgiin yas agirliklar1 en
yiiksek  degerlere  (320.9-339.5 mg/siirgiin)
ulagsmis olup sekersiz ortama gore 2.5 kat artmigtir
(Tablo 1).

Siirgiinlerdeki kuru agirlik orami ise %3 seker
konsantrasyonunda 0.10 degeri ile en yiiksek
seviyeye ulasmis, %2 seker konsantrasyonu ile
ayni istatistik grup i¢inde yer almistir. Sekersiz
ortamda kuru agirlik oran1 0.06 seviyesinde
belirlenmis ve en diisiik kuru agirlik oranina sahip
uygulama olmustur (Tablo 1).

Eksplant bagina olusan yeni siirgiin adedi, sekerli
(%1-2-3) ve sekersiz ortamlar arasinda p<0.05
seviyesinde farkli bulunmustur. %3 seker
konsantrasyonun eksplant basina 5.4 adet kardes
siirglin ile en yiiksek deger elde edilmistir. %2
seker  konsantrasyonunda 4.4, %Il seker
konsantrasyonunda 4.5, %0 konsantrasyonunda
ise 0.67 adet siirglin/eksplant degerlerine
ulasilmigtir (Tablo 1).

Yeni siirgiin uzunlugu 6l¢iimleri sonucunda elde
edilen verilerde de en uzun yeni siirglinlerin 14.0
mm degeri ile %3 seker konsantrasyonunda
olustugu, en kisa stirglinlerin ise 3.0 mm degeri ile
sekersiz ortamda meydana geldigi belirlenmistir.
%1 ve %2 seker konsantrasyonlar: sirasiyla 10.4-

13.9 mm uzunluk degerleri ile ayn1 istatistiki grup
icinde yer almiglardir (Tablo 1).

Tablo 1’de verilen yaprak renk degerlerine gore L
kriterinde %3 seker konsantrasyonunda diger
konsantrasyonlara gore farklilik gostermis, daha
parlak yapraklara sahip oldugu belirlenmistir.
Yiiksek degerlerin  sariyr ifade ettigi b
degerlerinde, sekersiz ortamin 6n plana ¢iktig1 ve
daha sar1 rengin hakim oldugu saptanmistir. Eksi
olarak belirlenen a degerlerinde ise %3 seker
konsantrasyonu daha yesil rengi temsil eden kiigiik
degerleri vermis ve istatistiksel anlamda da
farklilik yaratmistir.

Tiim bu kriterlere ilave olarak siirgiin ¢ogaltma
denemesinde olusan siirglinler gelisme puani
bakimindan degerlendirildiginde, %2 ve %3 seker
konsantrasyonlar1 sirasiyla 3.6-3.7 puanla ayni
istatistiki grup icinde yer almis olup; %1 seker
konsantrasyonu ve sekersiz ortama gore daha
yiiksek puanla degerlendirilmistir (Tablo 1).
Ayrica %2 ve %3 konsantrasyonlarinda ana
siirglin gelisiminin ve c¢ogalmanin %1 seker
konsantrasyonuna ve sekersiz ortama gore daha iyi
oldugu belirlenmistir (Sekil 1).

10 g/L
seker

-

.h
¥
-

Sekil 1. 10, 20, 30 g/l seker konsantrasyonlarinda ana
stirgiin gelisimi ve yeni siirgiin olusumu (Main shoot
development and new shoot formation at 10, 20, 30 g/l

sugar concentrations)
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3.2. Koklendirme
Experiment)

Denemesi (Rooting

In vitro siirglinlerin koklendirilmesi lizerine seker
konsantrasyonlarinin etkisini belirlemek amaciyla
yapilan denemede ele alinan kriterlerde de, siirgiin
cogaltma asamasinda belirlenen egilime benzer
istatistiki gruplar ve farkliliklar saptanmigtir.

Dikilen explantlarda belirlenen canlilik orani tiim
ortamlarda %100 seviyesinde gerceklesmis;
sekerli ortamlar ile sekersiz ortam arasinda bir
farklilik tespit edilmemistir (Tablo 3).

Tablo 2’ye gore koklenme oran1 %2 ve %3 seker
konsantrasyonlarinda %100’e ulasmis olup %l
seker konsantrasyonu ile ayni istatistik grup i¢cinde
yer almiglardir. Sekersiz ortam ise %65.1 ile en
diisiik koklenme oranina sahip uygulama olarak
belirlenmistir.

Kok adedi, kok yas ve kuru agirlik oranlarinda da
benzer sonuclar elde edilmis; sekerli ortamlarda
sekersiz ortama gore Onemli seviyede artislar
oldugu saptanmustir. %3 seker konsantrasyonunda
kok adedi 16.1 adet/eksplant, kok uzunlugu 21.0
mm; kok yas agirligi 440.6 mg ve kok kuru agirlik
orani 0.06 olarak tespit edilmis olup; 1.4 adet kok,
6.2 mm uzunluk, 83.6 mg yas agirlik ve 0.03 mg
kuru agirlik degerlerine sahip sekersiz ortam ile
aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. %3 seker konsantrasyonu ayni
zamanda kok uzunlugu, kok yas ve kuru agirlig
bakimindan %2 seker konsantrasyonu ile ayni
istatistik grup i¢inde yer almistir. %2 seker
konsantrasyonunda kok yas agirligi (558.9 mg) en
yiiksek seviyeye ulagsmistir (Tablo 2).

Koklere ait gozlem puanlamasinda, sekerli
ortamlarin sekersiz ortama gore istatistiksel
anlamda Onemli derece farkli oldugu ve daha
yiiksek puanlar aldigr goriilmektedir. Sekersiz
ortamda kokle ilgili daha oOnce incelenen
kriterlerin sonucuna benzer sekilde 0.0 puan gibi
cok diisiik bir degerlendirmeye ulasilmis (Tablo
2); sekersiz ortamda kok olusumunun az ve
gelisiminin  de yetersiz oldugu Sekil 2’de
gorilmektedir.  Sekerli (10, 20, 30 g/l)
ortamlardaki kok ve siirgiin gelisimi de Sekil 3’te
verilmistir.

Sekil 2. Sekersiz ortamda kdklenme ve kok gelisimi
(Rooting and root development on sugar-free media)

10 g/L seker

Sekil 3. 10, 20, 30 g/l seker konsantrasyonlarinda
koklenme, siirgiin ve kok gelisimi (Rooting, root and shoot
development at 10, 20, 30 g/l sugar concentrations)

Koklenme doneminde olusan ana siirgiin uzunlugu
artiminin seker konsantrasyonlarina gore farklilik
gosterdigi  belirlenmistir.  Sekersiz  ortamda
bliyime 8.1 mm, %l ve %2 seker
konsantrasyonlarinda sirastyla 19.2,21.4 mm
olarak saptanmis, %3 seker konsantrasyonunda
28.2 mm degeri ile en yiiksek seviyeye ulagmigtir
(Tablo 3).

Koklenme donemindeki siirglin yas agirliklart
bakimindan %3 seker konsantrasyonu 294.3 mg
ile en yliksek degere ulagmis olup; %2 seker
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konsantrasyonu ile arasinda istatistiksel olarak
farklilik belirlenmemistir. En kiigiik siirgiin yas
agirhigr degeri 206.0 mg/siirgiin degeri ile sekersiz
ortamdan elde edilmistir (Tablo 3).

Tablo 3’den de anlagilacagi iizere; koklenme
doneminde olusan siirglin kuru agirlik oranlari,
cogaltma denemesine benzer sekilde 0.06-0.10
degerleri arasinda degismis, seker
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak artis
gostermistir. %2 ve %3 seker konsantrasyonlari
ayni istatistik grup iginde yer almistir.

Koklenme doneminde olusan yapraklarin renk
degerlerini inceledigimizde, siirgiin cogaltma
denemesinden elde edilen sonuglara yakin
degerlerin bulundugu, %3 seker
konsantrasyonunda yapraklarin daha parlak beyaz
(L =36.4) daha mavi yesil (a=-16.7, b= 18.5), %0
seker konsantrasyonunda ise yapraklarin daha az
parlak (L=30.2) ve daha sar1 yesil oldugu (a=-12.9,
b= 20.9) sonucuna varilmistir (Tablo 3).

Koklenme donemine ait, siirgiin gelisim puani
incelendiginde seker iceren ortamlarin ayni
istatistiki grup i¢inde bulundugu ve sekersiz
ortama gore daha iyi sonug verdigi belirlenmistir.
En yiiksek siirgiin gelisme puam %3 seker
konsantrasyonunda saptanmis olup; slirgiin
gelisimi puani sekersiz ortam puaninin 2.5 kati
olarak degerlendirilmistir. (Tablo 3).

4. TARTISMA VE SONUC (DISCUSSION
AND CONCLUSION)

Bu  calisma, seker  konsantrasyonlarinin
Spathiphyllum siirgiinlerinin ¢ogalma-gelisme ve
koklenmesi iizerine etkilerinin belirlenmesi ile
Spathiphyllum siirgilinlerinin deneme kosullarinda
fototrofik mikro ¢ogaltima uygunlugunun ortaya
konmast amaciyla yapilmistir. Bu  hedef
dogrultusunda, in vitro silirglinler ¢ogaltma ve
koklendirme asamalart i¢in sekersiz (0 g/l) ve
seker (10, 20, 30 g/l) iceren MS besin ortamlarinda
kiiltire — alinmigtir. ~ Siirgiin ~ ¢ogaltma  ve
koklendirme sathalarinda sekerli ve sekersiz
ortamlar arasindaki onemli farkliliklar yaninda
sekerli ortamlarda seker konsantrasyonlari
arasinda da farkliliklar belirlenmistir.

Besin ortaminda sekerin  olamamasi, hem
cogaltma hem koklendirme asamasinda dikilen
stirglinlerin canlilik oran1 disinda ele alinan biitiin
kriterlerini negatif yonde etkilemistir. Canlilik
oraninin seker konsantrasyonundan
etkilenmedigini bildiren bir c¢alisma [20] ile

yukarida belirttigimiz sonug benzerlik
gostermektedir. Bu durumun canlilik oraninin
kiiltiir baslangicindan iki hafta sonra saptanmasi
ve kiiltiire alinan siirglin boyutlarinin 10 mm’den
biiyik  olmasindan  dolayr ileri  geldigi
diistiniilmektedir.

Siirgiin  ¢ogaltma-gelistirme ile ilgili olarak
yapilan c¢alismalarda ¢ogaltma oranmi ve eksplant
basina olusan yeni siirgiin olusumu en Onemli
kriterlerdir. Bu ¢alismada sekersiz ortamda dikilen
sirglinlerin  %45’inde yeni siirgiin olusumu
gbzlenmis olmakla birlikte, sekerli ortamlarin (10,
20, 30 g/l) %100’tnde yeni siirgiin olusumu
gbzlenmistir. Alocasia bitkisinde ortamda sekerin
bulunmamasi durumunda g¢ogaltma oraninin ve
yeni siirgiin olusumunun azaldigini belirten bir
calisma ile elde ettigimiz bulgular uyumludur [21].
Benzer sekilde Dendrobium orkidelerinde de
sekersiz besin ortaminda bitki boyunun kisaldigi
ve ¢ogalma hizinin diistiigii saptanmustir [22].

Calismada sekerli ortamlarda seker
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte ana siirgiin
uzunlugundaki degisimin artmasi, diger bir ifade
ile en uzun siirgiinlerin 20 ile 30 g/l seker
konsantrasyonlarinda saptanmis olmast;
Phalaenopsis orkidelerinde en uzun siirgiinlerin
10, 20 g/l seker konsantrasyonlarinda elde edildigi
bir c¢alisma ile kismen [20], Dendrobium
orkidesinde bitki boyunun seker konsantrasyonun
artmasi ile pozitif olarak etkilendigini gosteren
diger bir calisma ile de [22] tam olarak
uyusmaktadir.

Sekerli ve sekersiz ortamlar arasinda ¢ogaltma
katsayist bakimindan goriilen bu farklilik
koklendirme denemesinde koklenme orani ve kok
adedi kriterlerinde de ortaya ¢ikmistir. Kok adedi
bakimindan seker konsantrasyonun artigina bagh
olarak daha pozitif sonuglar elde edilmis olup;
calisma sonuglarimiza benzer olarak Bilbergia
zebrina tlriinde in vitro kiiltiiriinde seker
konsantrasyonu artisina bagl olarak kok adedinin
arttig1 belirlenmistir [23].

Sekerin ortamda diisiik konsantrasyonda olmasi
calismada incelenen silirglin yas agirhigi, kok
uzunlugu, kok yas ve kuru agirligi gibi 6zellikler
lizerine de olumsuz etkiler gdstermistir. Incir [19],
japon armudu [24], Pagestemon cahlin [13]
bitkileri ile yapilan c¢alismalarda da benzer
sonuglarin elde edildigi bildirilmektedir.

Farkl1 bitkilerde yapilan ¢alismalarda, ele alinan
kriterlere, bitki tiirlerine ve denenen seker
konsantrasyonlarina gore elde edilen sonuglar
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arasinda bazi farkliliklarin oldugu goriilmektedir.
Giilde koklenme ve gelisme icin 40, 50 g/l
sakkarozun optimum konsantrasyon oldugu
bildirilmesine [25] karsilik, japon armudunda ve
muzda 30 g/l [24, 26], Phalaenopsis orkidesinde
ise 10, 20 g/l sekerin [13] besin ortamina ilave
edilmesi gerektigi one siiriilmektedir. Genel olarak
seker konsantrasyonunun %3 seviyesine gore
azalmasi cogaltmayi-gelismeyi-koklenmeyi
olumsuz yonde etkilemektedir [4]. Yirtitilen bu
calismada da benzer bir durumun olustugu, besin
ortaminda seker konsantrasyonlarmin 20, 30 g/l
konsantrasyonuna gore azaltilmasi  sonucu
ozellikle biiyiime-geligsme ile koklenmenin negatif
yonde etkilendigi belirlenmistir. in vitro ¢ogaltma,
kok olusumu ve biliylime yiiksek enerji isteyen
morfolojik degisimler olup; ortamda bazi
metabolik maddeler 6zellikle de karbonhidratlarin
bulunmasi durumunda ger¢eklesmektedir [6].
Sekersiz ortamda ¢ogaltma ve koklenmenin az bir
oranda gercgeklestigini gosteren bu durum; sekerin
gerekliligini ve ortamdaki 6nemini vurgulayan bu
arastirma  sonuglarim1  destekler ve agiklar
niteliktedir.

Yapilan bir¢ok c¢alismada in vitro Kkiiltiirde
gelismenin  heterotropik  oldugu ve yeterli
fotosentetik ~ aktivitenin  yapilamadigi  da
vurgulanmaktadir [4, 15, 27]. Denemede sekersiz
ortamda, siirgiin ve kokte kuru madde oraninin
sekerli ortamlara gore daha az ve yaprak
renklerinin daha acik, sar1 renkli olmasi yetersiz
fotosentezin belirtisi olabilir. Bu bakimdan in vitro
bitkicikleri fotosenteze yonlendirecek yontemlere
gereksinim vardir.

Sekersiz ortam ile sekerli ortamlar arasinda
saptanan ~ bu  farklihgin  yaninda  seker
konsantrasyonunun (10 g/I’den 30 g/I’ye ¢ikmasi)
artmast ile siirglin uzunlugunun, siirgiin yas
agirliginin, eksplant bagina yavru siirgiin adedinin,
kok sayisinin 6nemli derecede arttigi bulunmustur.
In vitro ¢ogaltim ve koklendirme asamasinda
yeterli ve kaliteli sayida siirgiin-kok olusumu igin,
besin ortamina disaridan karbon kaynagi olarak
%?2-3 oraninda seker ilave edilmesi gerektigi
sonucuna ulagilmistir.

Yapilan bu degerlendirmelere bagli olarak
Spathiphyllum’un deneme kosullarinda 6zellikle
in vitro kiiltiir odasinda gegerli olan diisiik 151k
intensitesinde, sekere gereksinim duyulmasi
nedeniyle, in vitro fotoototrofik c¢ogaltma ve
koklendirme i¢in tam olarak uygun olmadigi
belirtilebilir. Buna ragmen sekersiz ortamda da
cogalma ve koklenmenin olmasi bu bitkinin

fotoototrofik mikro cogaltima
yonlendirilebilecegini  gostermektedir.  Farkhi
kiiltiir kosullarinda (ytiksek 151k siddeti ve yiiksek
CO: konsantrasyonlarinda) farkli kiiltiir kaplari
(havalanabilen, biiylik hacimli) ile yiiriitiilecek
yeni denemeler ve yapilacak maliyet analizleri
fotoototrofik mikro ¢ogaltima uygunlugunun ve
bu yontemin saglayacagi yararlarin belirlenmesine
yardimci olacaktir.
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