Stileyman Demirel Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi,
15-3(2011),166-170

Spathaphyllum (Sweet Chico)’nun In vitro Adventif Siirgiin Olusumunun
Tesviki

Serife Evrim ARICI
Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii/ ISPARTA
Alinis Tarihi:10.10.2011, Kabul Tarihi:15.11.2011

Ozet: Bu c¢alismada Spathaphyllum ‘Sweet Chico’nun doku kiiltiirii teknikleriyle klonal cogaltim olanaklari arastirilmustir.
Spathaphyllum ‘Sweet Chico’nun kok meristemleri eksplant olarak kullanilmig ve eksplantlar BAP (1, 2, 4 ve 6 mg/L), NAA (0.2 ve
0.5 mg/L), ve IAA (0.2, 0.5 mg/L)’in degisik hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren Murashige-Skoog (MS) besi
ortaminda kiiltiire alinmistir. Meristemlerde en fazla siirgiin olusumu eksplant basina 18 adet siirgiin sayisi ile 0.2 mg/L NAA ile 4.0
mg/L BAP hormon kombinasyonunda gergeklestigi gézlenmistir. Bitkicikler 5-6 cm uzunluga ulastiklarinda kok olusumunu tegvik
amactyla bazal MS ortami ve IBA’nin degisik konsantrasyonunu (0.5, 1.0 mg/L) iceren MS ortami tizerinde kiiltiire alinmiglardir. En
iyi kok olusumunun MS+1 mg/L IBA igeren ortam iizerinde gergeklestigi belirlenmistir. Uygun kdk uzunluguna sahip olan bitkiler
torf ve kum 1:1 (v/v) karnisimina dikimi yapilarak dogal kosullara adaptasyonlari saglanmistir. Béylece Spathaphyllum ‘Sweet
Chico’nun hizli ve klonal gogaltimi igin bir protokol olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Bitki biiyiime diizenleyicileri, Sweet Chico., In vito , Klonal ¢ogaltim, Siirgiin olusumu

In vitro Microporopagation of spathaphyllum (Sweet Chico)

Abstract: The aim of this research was investigated to facilitate propagation of Spathaphyllum ‘Sweet Chico’. The root meristems of
Spathaphyllum “Sweet Chico” were used as explant material and were cultured into MS medium with BAP concentration (1, 2, 4, 6)
in combination with NAA (0.2, 0.5) and IAA (0.2, 0.5 mg/L). The highest shoot regeneration was observed (18 shoot/explant) from
MS+0.2 mg/L NAA+ 4 mg/L BAP. Shoots grown 5-6 cm were cultured into MS medium with 3 different concentration IBA (0, 0.5,
1) for rooting stage. The best rooting was obtained MS+1 mg/L IBA. Plantless were accilimatised in a soil mixture consisting of peat
moss and sand 1:1 (v/v) and transfered to the greenhause. So a protocol was formed for the rapid and micropropataion of
Spathaphyllum “Sweet Chico”.
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Giris

Spathaphyllum iretimi yeterli olmadigindan dolay1
cogunlukla ithal edilmekte bu durum ise iilkemiz igin
doviz kayiplarna neden olmaktadir. Cogaltilmasinda
giicliiklerle  kargilagilan  bitkilerin ~ hizli  klonal

Spathaphyllum sp. (Baris ¢igegi/beyaz yelken ¢igegi)
diinyanin 1himan iklim bolgelerine sahip birgok iilkesinde
yetisen ekonomik dneme sahip siis bitkilerinden birisidir.
Anavatant Amerika, Kolombiya ve Venezuella olan

Spathaphyllum sp.‘nin dogada 36 tiirii bulunmaktadir.
Gelisme doneminde 18-20°C kisin ise 15 °C sicakhiga
ihtiyact olan ve % 75-80 yiiksek oransal neme ihtiyaci
olan bir bitkidir (Oral, 1987).

Spathaphyllum tiirleri konvensiyonel olarak tohum ve
bolme suretiyle iiretilmektedir. Ancak tohumlarin yavas
¢imlenmesi, ¢imlenen tohumlardan olusan fidelerin yavas
gelismesi ve gevre kosullarina ¢ok duyarli olmasi gibi
nedenlerle  bitkinin  hizli  {iretiminde  gigliiklerle
karsilagilmaktadir. Ayrica bdlme ile yapilan ¢ogaltmada
koklerin zarar gormesi nedeniyle iiretimde zorluklarla
karsilasilmaktadir (Oral, 1987). Ulkemizde ise
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cogaltilmasinda veya yeni bitkiler gelistirilmesinde bitki
biyoteknolojisi bircok yeni olanaklar sunmaktadir. Bu
olanaklardan birisi de bitki meristemlerinin steril
kosullarda uygun yapay ortamlar {izerinde kiiltiire
alinmasi ile genetik bakimindan birbirinin tamamen
benzeri bitkilerin hizli bir sekilde c¢ogaltilmast ile
miimkiin olmasidir. Bu tiir ¢ogaltim seklinde bitki
dokusu, bitki tiirli, yapay ortam icerigi, biiylime
diizenleyiciler ve ¢evre faktorleri gibi etkenler kiiltiire
alinan bitki dokusundan herhangi bir genetik farklilasma
(somaklonal varyasyon) olmadan direkt regenerasyonla
bitkilerin elde edilmesinde etkili olmaktadir (Murashige
ve Skoog, 1962; Kumar vd., 1987; Thorpe vd., 1991,
Hennen ve Hotckiss, 1995; Werbrouck vd., 1995; Watad
vd., 1997; Roy vd, 2004).
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Yukarida deginilen g¢esitli  6zellikleri nedeniyle
ekonomik O6neme sahip bir bitki olan, ancak
¢ogaltilmasinda giigliiklerin bulundugu Spathaphyllum
sp’nin in vitro klonal ¢ogaltimi igin yapilan bu
calismada kiiltire alinan meristemlerden adventif
siirgiin olusumunun tegviki ve kiiltiire alinan bitki
dokusu basina ¢ok sayida siirgiin gelisimini tesvik
etmek igin hormon kombinasyon ve
konsantrasyonlarinin etkinligi aragtirilmigtir.

Materyal ve Metot

Aragtirmada, bitkisel materyal olarak {ilkemizde saksili
stis bitkisi olarak kullanilan ve baris ¢igcegi ve beyaz
yelken ¢igegi olarak bilinen Sweet Chico’ ¢esidinin
kok  meristemleri  kullanmilmigtir.  Alinan  bitki
materyalleri 6nce genel yiizeysel sterilizasyon
yontemlerinden olan %5 lik sodyum hipoklorit ile 20
daika sterilize edildikten sonra degisik
konsantrasyonlarda (1, 2, 4, 6 mg/L) BAP (Benzil
Amino Purin), (0.2, 0.5 mg/L) NAA (Naftalin Asetik
Asit), ve (0.2, 0.5 mg/L) IAA (Indol Asetik Asit)
hormon kombinasyonlarini igeren kat1 MS (Murashige
ve Skoog, 1962) ortanmu iizerinde 25-26 °C de 16 saat
151k 8 saat karanlik kosullarda 400 ml i¢ hacme sahip
cam kaplar icerisinde kiiltiire alinmiglardir.

Bitki dokusundan direkt olarak regenere olan
bitkicikler ¢ogaltilmak i¢in bir bistiiri yardimi ile
pargalara ayrilarak tekrar ayni ortamlar iizerinde
kiiltiire alinmiglardir. 21 giin sonra belli bir biiyiikliige
ulasan in vitro bitkiler koklendirilmeleri i¢in bazal kati
MS ortami ve IBA (Indol Butirik Asit)'nin degisik
konsantrasyonlarint (0.5,1.0 mg/L) igeren kati MS
ortamina aktarilmigtir. Denemeler tesadiif parselleri
deneme desenine gore 4 tekerriirlii ve her tekerriirde 5
eksplant olacak sekilde kurulmus ve iki kez
tekrarlanmigtir. Ayni besin ortamlarinda 3 kez alt
kiiltiire alinan kiiltiirler hormon konsantrasyon ve
kombinasyonlar1 agisindan incelenmeye tabii tutularak,
siirgiin poliferasyonu i¢cin en uygun bitki biiylimeyi
diizenleyici kombinasyonu belirlenmistir.
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Kok olusumu gerceklesen bitkiler ortamlardan alinip
koklerindeki ortam kalintilar1  yikandiktan sonra
viollerdeki hacimsel olarak 1:1 oranindaki torf-kum
karisimina dikilmistir. Daha sonra dikilen bu bitkileri
toprak kokenli patojenlere karsi korumak igin torf-kum
karigimina fungusit (captan) ilave edilmistir. Bitkilerin
dogal kosullara adaptasyonunu saglamak amaciyla
bitkilerin iizeri 10-15 giin siireyle polietilen torbalarla
kapatilmis ve adaptasyon tamamlandiktan sonra
bitkilerin iizeri ag¢ilmistir. Calismada elde edilen
verilerin degerlendirilmesinde SPSS 16 paket programi
kullanilmis ve uygulamalar arasindaki farkliliklar
Duncan Coklu Karsilastirma testi (P<0,05) ile
karsilastirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bitki dokularmin kiiltiire alma isleminden yaklasik dort
hafta sonra yapilan gozlemler sonucunda kesim
yerlerinde direk regenerasyonla in vitro siirgiinlerin
olustugu saptanmustir.

Arastirmada kullanilan hormon kombinasyon ve
konsantrasyonlarindan IAA x BAP kombinasyonunda
bitki dokularinin kesim yerlerinde kallus olusumu
gozlenmis ve kallus olusumunun somaklonal
varyasyona neden olabilecegi  disiinildigiinden
aragtirmanin ileriki agamalarinda kullanilmamis ve
aragtirmaya sadece kiiltiir ortamina ilave edilen BAP x
NAA kombinasyonu ile devam edilmigtir. Bu
kombinasyonun igerigi ve ekplant basina olusan
embriyo sayilart Cizelge 1'de verilmistir. Cizelge 1°den
de anlasildig1 gibi eksplant bagina en yiiksek embriyo
olusumu 5 numarali hormon kombinasyonu olan 0.2
mg/L NAA ve 4.0 mg/L BAP iceren MS ortami
tizerinde kiiltire alman doku pargalarindan olustugu
gozlenmis ve eksplant bagina 18 adet bitkicik elde
edilmistir.

Cizelge 1. Kullanilan hormon kombinasyon ve konsantrasyonlari ile eksplant basina olusan ortalama siirgiin

sayist
Kombinasyon No NAA BAP Eksplant Basina
(mg/L) (mg/L) Siirgiin Sayisi
(Adet)

1 0.2 1 0.540.14 ¢

2 0.5 1 1£0.23 ¢

3 0.2 2 5+0.42 d

4 0.5 2 8+0.54 ¢

5 0.2 4 184092 a

6 0.5 4 11+0.37b

7 0.2 6 9+0.31 ¢

8 0.5 6 6+0.32 d

Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda farklar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05)
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Spathaphyllum ‘Sweet Chico’ doku pargasindan en az
stirgiin olusumu 0.2 mg/L NAA +1 mg/L BAP hormon
kombinasyonunu iceren MS ortami tizerinde kiiltiire
alinan eksplantlardan elde edilmistir (0.5 adet
stirgiin/eksplant).  In  vitro  sirgiin  olusumu

T

gergeklestirildikten sonra bu siirgiinler in vitro mikro
cogaltim icin her biri parcalara boliinerek kavanozlar
icerisinde 0.2 mg/L NAA +4 mg/L BAP igeren kat1 50
ml’Tik MS ortamlar1 {izerinde kiiltiire alinmislardir
(Sekil 1).

Lok out s LRR S RSEH

Sekil 1. MS ortamu iizerinde kiiltiire alinan Spathaphyllum ‘Sweet Chico' sp nin siirgiin parcalar

Caligmada eksplant basina siirgiin sayist bakimindan
elde edilen sonuglar Spathaphyllum sp.’de doku ile
klonal ¢ogaltma galismasi yapan bazi arastirmacilarin
sonuglariyla paralellik gostermigtir. Fonnesbech ve
Fonnesbech (1979); Spathaphyllum sp
(Clevelandii)’nin in vitro klonal ¢ogaltiminda 2 mg/L
BAP iceren ortamda eksplant basma 8.1 siirgiin elde
etmistir. Watad vd., (1997) in vitro kosullarda kiiltiire
aldiklar1 Spathaphyllum sp.‘nin doku pargalarindan en
fazla siirgiinii (10.1 siirgiin/eksplant) 2 mg/L kinetin
iceren ortamdan elde ederken, Ramirez-Malagon vd.,
(2001) yapmus olduklar1 g¢alismada Spathaphyllum
floribundum L., i¢in en iyi siirgiin gelisiminin 2 mg/L
BAP+ 1 mg/L Kinetintl mg/L NAA hormonlarini
iceren ortam {iizerinde oldugunu bildirmis ve eksplant
bagina 11.6 siirgiin elde etmistir. Hoque vd., (1999) in
vitro ¢ogaltiminda en iyi hormon kombinasyonunun
BAP ve NAA oldugunu rapor etmiglerdir. Amin vd.,
(2004) oksin ve sitokinin igeren MS ortamlarnda
kiltire alman eksplantlardan bitki regenerasyon
oranmin ¢ok yiikksek oldugunu ifade etmislerdir.
Geneyikli vd., (2008) yapmis olduklar1 ¢aligmada in

vitro kosullarinda Spathayphylium spp’nin en iyi
stirglin olusumunun 1 mg/L BAP igeren MS ortaminda
17.8 siirgiin /eksplant olarak bildirmiglerdir. Dewir
vd., (2006) Spathaphyllum  spp’nin in vitro
kosullarinda en iyi regenerasyonun 13.32 uM BAP ve
4.9 uM IBA igeren MS ortami iizerinde oldugunu
bildirmislerdir. Yaptigimiz caligmalar ile yapilan diger
caligmalarda eksplant bagina siirglin olusumundaki

farkliligimn,  farkli  biiyime  kosullarindan  ve
Spathaphyllum kiiltiirlerinden kaynaklandig
disiiniilmektedir.

Kiiltiire alinan eksplantlardan 21 giinliikk siire sonunda
cogaltilan siirgiinler kok olusumunu tesvik etmek igin
50 ml bazal MS ortam1 ve IBA’nin degisik
konsantrasyonlarini (0, 0.5, 1 mg/L) igeren cam kaplara
(400 ml) aktarilmis ve iklim odasinda kiiltiire
almmuglardir. Koklenme asamasinda kullanilan 0; 0.5;
1 mg/L IBA konsantrasyonlarda koklenen siirgiin
sayis1 arasinda bir farklilik tespit edilmemistir (Cizelge
2).

Cizelge 2. Farkli IBA konsantrasyonlarinin Spathaphyllum “’Sweet Chico’ bitkisinin koklenme ve kok sayisi
lizerine etkileri

Hormon Konsantrasyonu Koklenme(%) Kok Sayisi (Adet)
(mg/L)
0 85.10 6.63+0.30
0.5 89.03 7.20+0.28
1 92.25 7.35+0.27
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Bazal MS ortamlar {izerinde bitkilerin kiiltiire alinmasi
sonucunda bitkilerde kok olusumu gerceklesmis,
bitkilerin kokleri uzun siirede ve zayif olarak
gelismistir. 1 mg/L IBA kullanilan MS ortamlarinda ise
bitki koklerinin daha kisa siirede ve kuvvetli olarak
gelisme gosterdigi gbzlenmis, topraga
adaptasyonlarinin daha kolay oldugu saptanmustir. Bu
ortamlarda gelisen bitkilerin boylar1 ve kok uzunluklar

S. E. ARICI

topraga aktarilabilecek biiyiiklige iic hafta sonucunda
ulasmustir. Bitkiler viollerdeki 6zel olarak hazirlanmig
torf-kum karigimma dikilmistir  (Sekil 2). Nemli

ortamlarda posetler icerisinde 10-15 giin bekletilmistir.
Dogal kosullara adaptasyonu saglanan bitkiler saksilara

aktarilmis ve dis kosullara adaptasyonu saglanmistir
(Sekil 3).

Sekil 2. Topraga yeni aktarilmis Spathaphyllum ‘Sweet Chico’ bitkileri

Sekil 3. Dogal kosullara adaptasyonu saglanmis 4 aylik bir Spathaphyllum 'Sweet Chico’ bitkisi

Yapilan arastirmalarda bitki eldesinde en kritik
donemin topraga adaptasyon asamasinda oldugu
gozlenmistirr. Bu asamada evapotranspirasyonu
onlemek i¢in uzun siire mislemenin yapilmasi veya
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bitkilerin yaklagsik iki hafta siire ile polietilen plastik
altinda tutulmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Ayrica bu
bekleme sirasinda da ortamda bulunan 1s1k
yogunlugunun olduke¢a diisiik olmasi bitkileri topraga
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adaptasyonlarim1  kolaylagtirmistir. Benzer sonuglar
Ramirez-Malagon vd., (2001) tarafindan da rapor
edilmistir.

Spathyphylium ‘Sweet Chico’ farkli bitki biiyiime
diizenleyicisi iceren MS ortaminda kiiltiire alinmis ve
klonal c¢ogaltim olanaklar1 arastirilmigtir.  Bir
Spathphyllum tiiriinin  in  vitro klonal ¢ogaltim
olanaklarinin  incelendigi bu c¢alismada, klasik
yontemlere gore ¢ok daha kisa siirede ¢ok sayida
bitkinin Ttretilebilmesi i¢in gerekli olan bilgi ve
deneyim kazanilmigtir. Caligma sonucunda elde edilen
sonuglarin ~ pratik  c¢aligmalara  aktarilabilecegi
diigiiniilmektedir.
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