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Bu calismada, Spathiphyllumun 3 g¢esidinin (Spathiphyllum ‘Sweet Dario’,
Spathiphyllum. Sweet Chico’, Spathiphyllum ‘Sweet Cupido’), sirgin ucu kadlturt
yontemiyle mikrocogaltimi hedeflenmistir. Mikrogogaltimin birinci denemesinde bitkicikler,
Kin (Kinetin) (0.0, 1.0, 2.0 mg/l) ve BA( Benziladenin) (0.0, 1.0, 2.0 mg/l) iceren MS
ortaminda kultire alinmigtir. Calismanin ikinci denemesinde, 3 ¢esitte, BA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0
mg/l) ve NAA (0.0, 0.5, 1.0 mg/l)’ min 12 farkli kombinasyonu kullamlarak kardeslendirme
oranlart incelenmistir. Uclincli denemede ise yilksek BA (0.0, 2.0, 4.0, 8.0 mg/l) ve NAA
(0.0, 2.0, 4.0 mg/l)) min 12 farkli kombinasyonunu iceren MS ortamlarina bitkicikler
aktarilarak kardeslenme oranlar1 ve yuksek sitokinin konsantrasyonunun neden oldugu
somaklonal varyasyonlar incelenmis ve istatistiksel olarak hesaplanmustir.

BA-Kin denemelerinden elde edilen en iyi kardeslenme orami her iki ¢esit icin 1.0
mg/l BA iceren M S ortamindan elde edilmis olup S. ‘ Sweet Dario’ "da 1.0 mg/l BA' da 14.3,
S ‘Sweet Chico' 'da. ise 13.5, 1 mg/l Kin' de ise sirasiyla 7.5 ve 4.5 slrgun/eksplant
oranmnda saptanmustir. BA-NAA ile kurulan 12 farkli denemede ise en iyi kardeslenme oran
srasiyla 3 gesitte (Spathiphyllum ‘Sweet Dario’, Spathiphyllum ‘Sweet Chico' ve
Spathiphyllum ‘ Sweet Cupido’) 15.3, 17.8 ve 18 siirgiin/eksplant olarak 1.0 mg/l BA iceren
ortamda kaydedilmistir. Uclincii denemede ise 8.0 mg/l BA iceren ortamlarda gelisen
bitkiciklerde yapraklarin mizrak seklinde deforme oldugu ve somaklonal varyasyon
goruldigi hem gorsel hem de RAPD analizleri kullamlarak saptannustir

Anahtar kelimeler: Doku kultird, Spathiphyllum, in vitro, mikrogogaltim
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In this study, micropropagation of three cultivars of Spathiphyllum was studied by
shoot tip culture. In thefirst step of micropropagation, plantlets weretransferred into the MS
media containing Kin (0.0, 1.0, 2.0 mg/l) and BA (0.0, 1.0, 2.0 mg/I. In the second part of the
study, multiplication ratio of three varieties of Spathiphyllum was tested in the MS media
containing BA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) and NAA (0.0, 0.5, 1.0 mg/l) combinations. In the
third part of the study, multiplication ratio and epigenetic variation caused by high cytokinin
of three varieties of Spathiphyllum weretested in the MS media containing BA (0.0, 2.0, 4.0,
8.0 mg/l) and NAA (0.0, 2.0, 4.0 mg/l) combinations. The results were analysed statisticaly.

The highest proliferation ratios in the media containing 1.0 mg/l BA for two varieties
were 14.3 shoot/explant for S dario and 13.5 shoot/ eksplant for S. chicco. The media
containing 1.0 mg/l Kin showed that 7.5 shoot/explant and 4.5 shoot/explant for two
varieties, respectively. The best proliferation ratios in MS media containing BA (0.0, 0.5,
1.0, 2.0 mg/l) and NAA (0.0, 0.5, 1.0 mg/l) combinations were obtained from 1 mg/l BA
alone as 15.3, 17.8 ve 18 shoots/explant for three Spathiphyllum varieties (Spathiphyllum
‘Sweet Dario’, Spathiphyllum. ‘Sweet Chico’, Spathiphyllum ‘ Sweet Cupido’,) respectively.
In the third study, the plantlets grown in the MS media containing 8.0 mg/| BA showed |eaf
deformity and somaclonal variation. This variation was determined by morphologic and
RAPD analysis.

K ey words: Tissue culture, Spathiphyllum, in vitro, micropropagation
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1. GiRIS Ertan GENEYIiKLi

1. GIRIS

SUs Bitkileri tretimi, Dunya da ve Turkiye’ de ekonomiye katki saglayan énemli
bir sektor olarak kabul edilmektedir. Hollanda ve Amerika gibi gelismis Ulkelerin
yaninda gelismekte olan bazi Afrika, Asya ve Glney Amerika Ulkeleri de uygun
ekoloji ve ucuz is gucl olanaklarint kullanarak siis bitkileri Gretimi ile ihracat geliri
elde etmektedirler. Giniimizde cicek, artik sadece siis degil, para kazandiran, gelir
getiren bir tarim faaliyetidir. Dinyada da pek ¢ok Ulke bunun farkina varmis ve siis
bitkilerinden para kazanir duruma gelmistir. Afrika Glkeleri acliktan, Glney Amerika
Ulkesi olan Kolombiya da uyusturucu ticaretinden cicek yetistirip satarak
kurtulmaya caligsmaktadir. Kolombiya mn yillik gigek satisindan geliri 500 milyon
dolar1 asmustir. Israil cOlde cigek yetistirip satarak 200 milyon dolar gelir
saglamaktadir. Hollanda tiim Avrupa tlkelerine gigek satmaktadir.

Dunya’ da yaklasik 145 tlkede ticari anlamda sus bitkileri Gretimi yapilmakta, bu
Ulkelerin toplam Uretim alam ise 223.105 hektar olarak tahmin edilmektedir
(Gursan ve Erkal, 1998; Yazgan ve ark., 2005). Uretilen 212,5 milyon bitkiden
yaklasik %78 ini sUs bitkileri olusturmaktadir. Hollanda, spatifilum, krizantem,
begonya, benjamin, lale, siklamen, filodendron, afrika meneksesi ve orman guli gibi
saksi bitkilerinin ihracatinda egemendir (Rout ve ark, 2006).

Dunya siis bitkileri Gretiminde; Hollanda (% 33), Japonya (% 24), itaya (% 11),
Amerika (% 12), Tayland (% 10) ve digerleri % 14' Uk bir paya sahiptir. ihracaatdaki
paylar1 ise Hollanda; % 59, Kolombiya; % 10, italya; % 16, israil; % 4 , Ispanya; %
2, Kenya; % 1 ve digerleri; % 18 'dir.



1. GIRIS

Cizelge 1.1. Ulkeler Bazinda Duinya Siis Bitkisi Uretimi

ULKELER URETIM(%)
Hollanda 33
Japonya 24
Amerika 12

italya 11
Tayland 10
Digerleri 14

Ihracaatta en iyi olan dort Ulke (Hollanda, Kolombiya, italya, Israil) diinya
pazarinin % 80’ ini elinde bulundurmakta, % 20’ sinden daha azim da gelismekte
olan Afrika, Asya, Latin Amerika gibi tlkeler paylasmaktadir (Rout ve ark, 2006).

Cizelge 1.2. Ulkeler Bazinda ihracat Paylar:

ULKELER IHRACAT PAYLARI (%)
Hollanda 59
italya 16
Kolombiya 10
israil 4
ispanya 2
Kenya 1
Digerleri 18

Ertan GENEYIiKLi




1. GiRIS Ertan GENEYIiKLi

Turkiye de de siis bitkisi Uretimi ve ticareti hizla gelismektedir. Uretimin biyiik
bolumi; Ege (Izmir), Marmara (Yalova, Istanbul, Kocaeli, Bursa, Adapazari-
Sapanca) ve Akdeniz (Antalya, Adana, Mersin) bolgelerinde gerceklesmektedir
(Bitkisel Gretim 6zel ihtisas komisyonu siis bitkileri alt komisyon raporu, 2001)
(Sekil 1.1).

Tlrkiye kesme cicek Uretim alanlarinin 1988 yilinda % 46.5 i Marmara
bolgesinde iken, 1993 yilina kadar olan 5 yillik donemde bu oran % 35.9° a
gerilemis, 1993-1999 doneminde ise tekrar artis gostererek % 56.9' a yukselmistir.
Bu artis gladiol, statis, gibi tdrlerin agik alanlarda tarla cigcegi olarak
yetistiriciligindeki  artistan  kaynaklanmustir.  Akdeniz Bdlgesinde ise Uretim
alanlarinda 1988-1993 vyillar1 arasinda 6nemli artislar olmus, bu dénemde Uretim
alanlar1 oram % 14’ ten % 25.5' e yikselmistir. 1993-1999 doneminde ise artis hizi
yavaslamis ve Akdeniz bolgesinin toplam Uretim alanlar: icindeki payr % 20.5 e
dismistir. Burada en Onemli faktor, Antalyada acik alanda kesme cicek
yetistiriciliginin  yapilmamasindan kaynaklanmaktadir. Ege Bolgesindeki kesme
cicek Uretim alanlar artis hizimin dengeli ve yavas oldugu gorulmektedir. Burada da
Uretimin buydk bolimiu agikta yapilmakta olup, 1999 yilinda % 21.5'lik pay ile
ikinci blyuk kesme gigek Uretim alamt konumuna gelmistir (Bitkisel Uretim Ozel
ihtisas komisyonu sis bitkileri alt komisyon raporu, 2001)
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BOLGESI
ICANADOLLU DOGUANADOLLU =
BOLGES| BOLGESI
GUNEY DOGL ANADOLU
BOLGES BOLGESL ™7
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Sekil 1.1. Tirkiye deki Siis Bitkileri Uretim Bolgeleri

Ic ve cis mekan’da kullanilan siis bitkileri, genel olarak generatif Uretim (tohum,
eseyli Uretim) ve vejetatif Uretim (celik, eseysiz Uretim) olmak Uzere iki yontemle
Uretilmektedir. Generatif Uretimde; hem tohumla (begonya, petunya, ates, ipek,
ladin, gbknar, erguvan, akcaagag) hem de sporlarla Uretim (ask merdiveni, adiantum
gibi egrelti olarak bilinen ciceksiz bitkiler) yapilirken, vejetatif Uretimde; celik
(difenbahya, kroton, gul, leylak, mor salkim, ladin, goknar), stolon uclar1 (ask
merdiveni, kurdela cigegi), daldirma (zakkum, altinganak, kauguk, difenbahya,
kardes kani, leylak), ayirma (zambak, singonyum, beyaz yelken, flamingo gagasi),
as1 (gul, kamelya, kaktis), toprak alti1 organlar: (siklamen, lale, simbul gibi soganl
ve yumrulu bitkiler) ve son yillarda dnemi gittikce artan doku kultturti (hemen
hemen cogu bitkilerde uygulanabilir) yontemleri kullamlmaktadir.

TUm Dunya da yaklasik 156 sis bitkisi, doku kdltarta yontemi ile farkli ticari
laboratuvarlarda Uretilmektedir. Doku kaltdrt, ucuz is gicu ve disuk maliyet
saglamasina ragmen geleneksel cogaltim metodlarindan c¢ok daha pahalidir.
Dunya'da 20.yy'da klasik 1slah yontemleriyle elde edilen yeni cesitler, bitkisel
uretimi 6nemli bir dizeyde arttirmasina ragmen, 21.yy’ da artan nifusun ihtiyag
duyacag: bitkisel Ortini karsilamada yetersiz kalacagi dustunulmekte ve bu gibi
durumlarda biyoteknolojik yontemlere bagvurulmaktadir. Klonal ¢ogaltma amagli in
vitro kdltur tekniklerini ilk uygulayan arastirici Georges Morel olmustur (Hu ve
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Wang, 1983). Morel, 1985 yilinda orkidelerde siirgiin uglarim kullanarak hizli bir
sekilde mikrogogaltimi saglamistir. Morel’ in bu basarisindan sonra, ekonomik
Onemi olan bitkilerin in vitro kdltir yoluyla cogaltiimasi bu bitkilerin bilinen
aseksiel yollarla cogaltiimasina alternatif olarak gérilmeye baslanmistir. Bugin bir
cok sera bitkisinde in vitro cogaltma yaygin olarak kullamlmaktadir (Hatipoglu,
1999).
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Cizelge.1.3. Avrupa Laboratuvarlarindaki Sis Bitkisi Uretimleri (Laimer ve

Rucker, 2003)
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Cizelge.1.4. 1998-2000 Almanya da Y aygin Olarak Mikrogogaltimi Y apilan Stus
Bitkileri (Laimer ve Ricker, 2003)

Bitki Turleri 1998 1999 2000
Phalaenopsis 3,453 6,682 9,15
Fragaria 4,562 3,14 3,6
Rhododendron 2,102 2,153 2,1
Anthurium 1,985 1,91 965
Rosa 520 516 524
Syringa 375 399 445
Rubus 514 389 412
Streptocarpus 300 350 350
Sinningia 443 420 341
Solanum tuberosum 280 380 330
Miltonia 559 478 308
Bambus 310 310 300
Prunus 216 233 298
Spathiphyllum* 2,001 860 251
Petunia 194
Kalmia 150
Gentiana 210 238 139
Lobelia 139 126 123

Ulkemizin Spathiphyllum talebi cogunlukla doku kiiltiriinden gikmus bitkicikler
olarak yurt disindan, ¢zellikle de Hollanda'dan temin edilmektedir. Bu da sis
bitkilerinde bliytk oranda disartya bagimli oldugumuzu gostermektedir. Bu tez
kapsaminda, 3 farkli Spathiphyllum gesitinde (Spathiphyllum ‘Sweet Dario’,
Spathiphyllum. ‘Sweet Chico’ ve Spathiphyllum ‘Sweet Cupido’) mikrogcogaltim
olanaklarimin arastirilmast amaglanmis olup, yuksek sitokinin konsantrasyonlariyla
kurulan denemelerde meydana gelen genetik farkliliklar molekiler dizeyde

incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Spathiphyllum* da Doku K dltura Calismalar:

Fonnesbeck ve Fonnesbeck (1979)' min yaptiklar: ¢alismada yaprak, cigek,
sap ve tomurcuk kisimlart eksplant olarak kullanilmistir. Yaprak ve yaprak sapi
kullamldiginda sirgin saglanamamis ancak cigcek parcalarindan srgin olusumu
gbzlenmistir. Tomurcuklar ve ozellikle gbvde parcalari, explant olarak ¢ok uygun
bulunmustur. Cogaltma asamasinda 2 mg/l PBA ile desteklenmis bazal besi
ortamindan 8 hafta sonunda 9.1 sirgun/eksplant oraminda sirgin gelisimi

saglamiglardr.

Sphathiphyllum’un kok ve govde eksplantlari, 2 mg/l BA (benzylaminopurin)
ve 1 mg/l Kinetin iceren MS ortaminda kiltire alindiginda siirgiin olusumu tesvik
edilmistir. MS ortamina 1 mg/l BA ve 0,1 mg/l IAA eklendiginde ise slrgin
olusumunun ayni sekilde tesvik edildigi belirlenmistir. Koklenme ortamina alinan
stirguinlerden 15 guin sonra koklu bitki elde edilmistir (Chang - Jinshu 1989).

Werbrouck (1995) 1n yaptiklar: ¢alismada Spathlpyllum floribundum * petite
schott’un ortamina imidazole fungusit eklenmesi ile BA’nmin indiksiyonu arttigini
gozlemlemislerdir. imizail konsantrasyonunun artmasiyla, slrgiin sayisi artmis ve
meristemler kuculmuistar. 16 mg/l imazalil ile 2,5 mg/l BA birlestirildigi zaman
explant basina 127 siirgiin elde etmislerdir. Imizalil koklenmeyi engelleyici etki
yapmamis olup Imizalil, BA'’ siz ortama eklendiginde bitki basina diisen kok sayisi ve

toplam kok uzunlugu azalmis ancak yeni siirgiinlerin gelismedigini kaydetmislerdir.

Werbrouck ve ark.(1996) imizalil, prochloraz ve triflumizole gibi imidazole
fungisitleri ve blylimeyi engelleyici paclobutrazolun, Sphathipyhllum gibi Aracea
familyas: bitkilerinde, disardan uygulanan sitokinin etkisini gostererek sirgin
olusumunu tesvik ettigini belirlemislerdir. Bunlarin isleyis mekanizmasinin kismen
giberellik asit (GA) biyosentezinin engellenmesine dayandigini, sadece GA sentezi
degil ayni zamanda i¢sel sitokinin mekanizmasini da degistirdigini belirtmislerdir.
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Syngonium ve Spathiphyllum'un sirgiin gogaltiimas: ve eksplant gelisimi;
kat1 agar ortam ve sivi ortam (interfacial membrane rafts=IMR sistemi kullamilarak)
kullanlarak karsilastirilmistir. 25 gunlik kdltorlerden sonra IMR  Uzerindei
kiltirden sirgin cogalma oramt maksimuma ulasirken 40. ginin sonunda taze
agirhik toplaminda artis saglanmistir. IMR, Uzerinde yetistirilen Syngonium ve
Sphathiphyllum surginlerinin miktar ve sayilarii degistirmemis ancak birgok
bitkide daha fazla kok olusumu gozlenmistir (Watad ve ark. 1997).

Ramez ve ark. (2001), Spathiphyllum floribundum L. nin aksiller
sirgunlerinin, 3 farkli BA konsantrasyonunun (1, 2 ve 5 mg/ 1), 0,05 mg/l NAA ve
1,0 mg/l 1AA ile kombinasyonu veya 3 farkli 2,4-D kombinasyonunu (0,005, 0,05 ve
0,1 mg/l) iceren MS ortamlarinda, taze agirlik oranlari ve sirgin sayilarini
belirlemiglerdir. En iyi sirgin sayisi, 0,05 mg/l NAA iceren BA
kombinasyonlarindan saglanmistir. 2 mg/l BA ve 0.05 mgl NAA igeren ortamda
kilture alinmis stirglinlerden; strglin sayist orant (5,8), taze agirlik oram (116 mg/
explant), yaprak sayisi/bitki (14,7), yan sirgiin sayisi/ bitki (5,3), bitki capi (14,2 cm)
ve yuksekligi (13,0 cm) saptanmustir. Daha sonra bitkiciklerin sera kosullarina
aligtirilmast saglanmustur.

Sphathiphyllum’un in vitro sirgunleri (3-4 cm) GAs' Un (0-10 mg/l) farkl
konsantrasyonlarini iceren MS ortaminda 12 hafta boyunca kulttrd alinmustir. Kaltar
ortamindaki ciceklenmenin GAs konsantrasyonlariyla ilgili oldugu gorulmustdr. 10
mg/l GAs iceren kat1 kiltirde, ilk cicek 56 gin sonra gorilmis ve en yiksek
ciceklenme oram % 83 olarak saptanmustir. Karbon kaynagi olarak sakkarozun
Oneminin saptanmasi igin farkli sakkaroz konsantrasyonlari (% 0-12), kullanilmstir.
Kat1 kiltirde, sakkarozun in vitro cigeklenme icin vazgegilmez oldugu ve % 6’
oraninin gigek olusumu igin yeterli oldugu belirlenmistir (Dewir ve ark. 2004).

CGalismada, i¢ mekan sis bitkilerinden Spathiphyllum Sweet Pablo ¢esidinin
in vitro kosullarda cogaltimasi amaclanmistir. Denemede kullanilan bitkisel
materyale ait bitkiler laboratuvara getirilerek ylizey sterilizasyonlari yapilmis ve
siirguin uclar: ¢cikarilarak Murashige ve Skoog (1962) bazal besi ortami, blylmeyi
duzenleyicilerden ise 0,0-1,0-2,0 mg/l BA, 1,0-2,0 mg/l PBA igeren ortamlarda
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kiltdre alinmuglardir. Bitkiciklerin altkiltir kardeslendirme ortamina aktarilmalar: 4
altkltir boyunca devam etmis ve bu altkiltirler boyunca bitkiciklerin kardes sayisi,
taze agirlik, sirgin uzunluklari incelenmistir. Cogalma katsayisi ve sirgun taze
agirligi bakimindan en iyi sonug, BA (1 mg/l) ortamindan saglanmstir (5.18 strgin/
bitki; 1.14 g/sirgin). Sirgin uzunlugu bakimindan ise kontrol ortaminda en iyi
sonuc elde edilmistir (4,74 cm). Koklendirme ortaminda, MS (1962) basal ortamina
ek olarak 0,0-0,1-1,0 mg/l IBA kullanilmistir. En iyi kdklenme biiyiime diizenleyici
icermeyen kontrol ortamindan elde edilmistir(Aka-K acar ve ark. 2005).

Farkli hormon konsantrasyonlar1 ile desteklenmis MS ortaminda
Spathlpyllum cannifolium'un sirgin ucu kaltord  kullamlarak  mikrogogaltimi
arastirilmistir. Ortama BA (4,44-13,32 uM) eklenmesi, sirgun gelisimini 6nemli
oranda arttirmistir. Oksinler (IBA ve NAA) sitokininler ile birlikte kullarildiginda
her bir explanttaki sirgin sayisi yalmz BA ile muamele edilmis ortama gore
artmigtir. En fazla slirgiin orant her bir eksplant basina 9.3 olarak 4.9 uM IBA ve
13.32 uM BA iceren ortamdan elde edilmistir. Bitkiler %100 koklendirilmis ve
basar1 ile dis ortama alistirilmislardir (Dewir ve ark. 2006).

10
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2.2. Spathiphyllum’ da Y apilan Diger Calismalar

Sutter ve ark. (1985), yapmis olduklar1 ¢calismada, sera kosullarinda ve in
vitro kosullardaki Maranta, Dieffenbachia, Chrysanthemum, Spathiphyllum ve
Gerbera bitkilerine ait Ust kutikula tabakasimin morfolojik ve fiziksel 6zelliklerini,
elektron mikroskobu ve gravimetrik analizler kullanarak tespit etmislerdir.
Morfolojik ©zellik olarak sera kosullarinda Dieffenbachia, Chrysanthemum ve
Gerbera da farklilik gorilmesine ragmen in vitro’'daki bitkilerde gbzle gorulur bir

farklilik gbzlenmemistir.

Huylenbreck ve ark. (1995), yapmis olduklar1 calismada mikrocogaltim
srasinda iki farkli sukroz konsantrasyonunda (% 3 ve % 6) kiltire alinmis
Spathiphyllum cv. ‘Petite’ bitkisinin karbon ve fotosentez metabolizmalarim takip
etmislerdir. Alistrmanin ilk donemlerinde net fotosentez ve adenozin difosfoglikoz
(ADPG) fosforilazin her iki denemede de azaldigim gozlemisler ancak iki haftanin
sonunda her iki seker konsantrasyonunda da farklilik gérememislerdir.

Brunner ve ark. (1995), in vitro'da gelistirilen 3 sis bitkisi tdrinden 18
bakteri wrkint izole etmis ve karakterizasyonlarint yapmglardir. Eksplantlardaki en
yuksek kontaminasyon oranlarini, % 80 (Dieffenbachia), % 65 (Anthurium), % 30
(Spathiphyllum) ve izole edilen organizmalari da % 73 Gram (-) ve % 27 Gram (+)
olarak tespit etmislerdir. izole edilen bakterileri cesitli antibiyotiklerle muamele
etmisler ve sadece trimethoprim-ulfametoxazol’ un etkili oldugunu bildirmislerdir.

Klock ve ark. (1998), Spathiphyllum schott ‘Petite’ bitkilerinin iki fosfor
seviyesinde (distuk ve yuksek), mikorizali ve mikorizasiz ortamda gelisimlerine
bakmiglardir. Bitki gelisimine her iki seviyenin de etkili olmadigim kaydetmislerdir.

Mak ve ark. (2001), Spathiphyllum schott 'Sensation’ bitkilerinin gelisimi
Uzerine nitrojen uygulamalarimin etkisini ve stomatal iletim ve klorofil iceriklerini
calismislardir. Maksimum sirgiin kuru agirligint 8 mM N’da SP iceren ortamda
Ustten ve alttan sulamayla elde etmislerdir. CD igeren Ustten sulamali ortamda ise 16

mM N’da, 4 ve 8 mM N’ dan dahaiyi sonug elde etmelerine ragmen, stomatal iletim

11
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ve transprasyon, 4 mM N’da azalmis ve yuksek N seviyelerinde de kademeli olarak
azalmanin devam ettigi kaydedilmistir.

Chen ve Yuncong (2005), Florida, Michigan ve North Carolina dan elde
ettikleri 3 farkl: ‘coal fly ash’ in alternatif bir besleyici olarak Spathiphyllum schott
‘Ty’s Pride’ bitkisinde gelisime etkisini incelemislerdir. Aylik olarak materyallerin
elektrik iletkenligi ve pH dlgimlerini yapmislar ve bitki boyu, agirligi, taze ve kuru
madde miktarlarim gozlemislerdir. Uygun pH degerini, 3.8 ve 6.6 arasinda

saptamuglardir. Materyallerin bitki gelisimine etkisini de diistik bulmuslardir.

Chen ve ark. (2005), 15 Sptahiphyllum kdltorinin soguklamaya karsi
tepkisini, 2, 5 ve 10 gin stresince 3.3, 7.2, 10 ve 11.1 °C soguklama sicakliklarinda
incelemeye almiglardir. 3.3 ve 7.2 °C’'de soguklama zararlari gorilmustir. Geng
yapraklarin yash yapraklara gore daha direncli oldugu, 10 ve 11.1 °C'de gozle
goralir doku zararlar1 gorulmedigi kaydedilmistir.

Nhut ve ark. (2005), Spathiphyllum bitkisinde, yapay 1sik kaynaklarinin
mikrogogaltima etkisini incelemislerdir. Floresan lamba altinda 45 pmol ms™ de 60
gun boyunca kirmizidan maviye kadar farkli seviyelerde gozlem yaparak bitki
gelisimini kontrol etmislerdir. En yiksek toplam siirgtin ve kok taze agirligini, % 80
kirmizi + % 20 mavi 151k altinda elde etmislerdir. Taze slrgin ve kok agirligini 45 ve
75 umol m? s dan daha iyi olarak, 60 pmol m?s™ ve 75 umol m? s* kosullarinda
elde etmiglerdir.

Orlikowska ve ark. (2005), dort saksil1 sis bitkisinde ve iki kesme gicekte
adventif yapilardan regenerasyonu ve tesadifi mutasyonlarin izolasyonunu
calismuslardr.

Wang ve ark. (2006), Spathiphyllum ‘Sensation’ bitkiciklerinin yer aldig:
kultur kaplarin, kapali ve gaz gegirgen bir sistem olarak polypropilen film ile hava
difizyonu icin kapatmiglardir. Bitkilerin koklenmesine hava difiizyonunun etkili
oldugunu ve koklenmenin 3-5 gin erken basladigini saptamuglardir. Kaltor
kaplarindaki karbondioksit konsantrasyonu fotoperiyot boyunca yaklasik 80

12
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mol.mul™ olarak sinirlandirilmistir. Ventilasyon ile yapraklarin klorofil icerikleri ve
fotosentez oranlar1 da daha yiksek bulunmustur.

Duquenne ve ark. (2007) Spathiphyllum wallisi ‘Alain’ ve Anthurium
scherzerianum ‘238’in  somatik embriyo ve yapraklarindan protoplastlarin
izolasyonu Uzerinde calismislardir.  Spathiphyllum  wallisii - ve  Anthurium
scher zerianum' in embriyo ve yapraklarindan sirasiyla yaklasik 1 x 10° g * ve 1 x 10°

g * oranlarinda protoplast izole etmislerdir.

13
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3. MATERYAL VE METOD

Calisma 2007-2008 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahce Bitkileri BolUmi Doku Kualtarti ve Biyoteknoloji laboratuvarinda

yarGtdlmostar.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Bitki M ateryalleri

Arastirmada, eksplant kaynagi olarak Spathiphyllumun 3 cesiti olan
Spathiphyllum *Sweet Dario’, Spathiphyllum ‘Sweet Chico’, Spathiphyllum * Sweet
Cupido’ kullanidlmigtir. Bitki materyalleri, sterilizasyon ve Kin- BA denemeleri igin
ekim 2008, BA — NAA denemeleri icin Haziran 2008 doneminde Fidan Seracilik’ tan
temin edilmistir. EKim ayinda temin edilen bitkiler alinirken dario ve chicco c¢esidi
temin edilebildiginden dolay: sterilizasyon ve Kin-BA denemeleri sadece bu iki
cesitte kurulmak zorunda kalinmistir. Daha sonra Kurulan denemede 3 cesit birlikte
temin edilebilmistir.

Spathiphyllum, Aracea familyasina ait bir i¢ mekan bitkisidir. Orijini,
Kolombiya ve Venezuela dir. Dogada 36 turd bulunan Sphathiphyllum cinsi
oldukga kuvvetli buytyen ve bakimi kolay olan bir salon bitkisidir. Spathiphyllum’ un
(Baris Zambag1) yapraklar: yesil, uzunca oval, u¢ kisma dogru sivri cigekleri beyaz,
spathe ve spadiksten olusmustur. Cicek basagim saran spadiks beyaz renkte oldugu
icin Baris Zambagi veya yelkene benzerliginden dolayr Beyaz Yelken adlariyla
anilmaktadir.

14
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Sekil 3.2. Spathiphyllum Bitkisinin Cigeginin Gorunima

15
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3.1.1.1. Cahsmada K ullamlan Bitki Cesitleri

Spathiphyllum ‘ Sweet Dario’, yapraklar: koyu yesil, uzunca oval, yaprak
kenarlar1 kivrimsiz ug¢ kisma dogru sivri uzunca bir sap Uzerinde kasik bicimindedir.

Sekil.3.3. Spathiphyllum ‘ Sweet Dario’ Bitkilerinin Gorunim

Spathiphyllum *Sweet Chico’, yapraklar: koyu yesil, uzunca oval, u¢ kisma
dogru sivri uzunca bir sap Uzerinde kasik bicimindedir. Yaprak kenarlari hafif
kivriml1 bir yapiya sahiptir.

B

Sekil.3.4. Spathiphyllum ‘ Sweet Chico’ Bitkilerinin Gorunimii

16
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Spathiphyllum * Sweet Cupido’ yapraklar: acik yesil, uzunca oval, kivrimsiz

u¢ kisma dogru sivri uzunca bir sap tzerinde kasik bicimindedir.

Sekil.3.5. Spathiphyllum ‘ Sweet Cupido’ Bitkilerinin Gorintmt

17



3.MATERYAL veMETOD Ertan GENEYIKLI

3.2. Metot
3.2.1. Eksplantlarin Sterilizasyonu
Spathiphyllum bitkisinin stirgiin uclar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmis

(Sekil 3.6.), her deneme icin slrginler teker teker ayrilarak sterilizasyon igin
hazirlanmustir.

Sekil. 3.6. Eksplant Kaynagi Olarak Kullanilan Bitkiler
3.2.1.1. Sterilizasyonda Hipo Klorr Denemeleri

Calismanin ilk asamasinda sterilizasyon icin oncelikle % 70 alkol (5 dk.), % 2
sodyum hipoklorit (15 dk.) konsantrasyonu denenmistir. Fakat ortamlarda asir
derecede fungus ve bakteri sorunuyla karsilasilmistir. Bunun Gzerine enfeksiyon
sorununu asmak icin farkli sodyum hipoklorit denemeleri yapilmistir. Sirasiyla;
birinci denemede % 70 alkol (10 sn.), % 2 sodyum hypoklorit + 2 damla Twin-20
(15 dk.), ikinci denemede % 70 alkol (30 sn), % 5 sodyum hypoklorit + 2 damla
Twin-20 (15 dk.), t¢tinct denemede % 70 alkol (1 dk.), % 10 sodyum hypoklorit +
Twin-20 (15dk.), dordinct denemede % 70 alkol (2 dk.), % 35 sodyum hypoklorit +
Twin (15 dk.), besinci denemede % 70 alkol (2 dk.) % 50 sodyum hypoklorit +

18
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Twin(15 dk.) olarak 5 deneme kurulmustur. Bu denemelerin hepsinde enfeksiyon
sorunuyla karsilasildhigindan dolayr HgClz (civa klorir) denemelerine gecilmistir

(Sekil 3.7).

Sekil 3.7.Sodyum Hypoklorit'le Kurulan Denemelerde Bitkiciklerde Gorllen
Enfeksiyon Problemi

3.2.1.2. Sterilizasyonda Civa Klorir Denemeleri

CivaKlorur denemelerinde % 0.03, 0.05, 0.08 ve 0.1 w/v olmak lzere 4 farkl1
civa konsantrasyonu denenmistir. Bitkiler oncelikle ¢cesme suyu altinda yikanarak

toprak kisimlarindan arindirilmuglardir (Sekil 3.8).

NN

E ag

i

Sekil 3.8. A) Cesme Suyu Altinda Bitkilerin Y tkanmasi ve Temizlenmesi,
B) Toprak Kisimlarindan Arindirilmis Bitkicikler

19



3.MATERYAL veMETOD Ertan GENEYIKLI

Daha sonra ayirma yontemiyle her bir bitkinin kardesleri ayrilms, yaprak ve
kok kisimlar1 kesilerek stirgunler ¢ikarilmstir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Yaprak ve Kok Kisimlarimin Ayrilmasi

Cok biiyuk olan sirgunlerin dis kisimlar1 soyularak her bir siirgtin yaklasik
2-3 cm biyutkltge getirilmistir. Daha sonra kesilen siirgiinler akan su altinda yarim
saat beklemeye birakilmistir. Kaba sterilizasyondan sonra bitkiciklerin ¢eker ocak
atinda civa muamelesi icin civa konsantrasyonlari hazirlanmistir. Her bir
konsantrasyon hassas terazide tartilmis ve saf su ilave edilerek tamamlanmustir (Sekil
3.10).

Sekil 3.10. Civa Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

20
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Surginler ceker ocak atinda, hazirlanan konsantrasyonlar icgerisinde 10
dakika bekletilmis, 5-6 kez saf su ile durulanmis ve daha sonra steril kabin igerisinde
steril beherlere transfer edilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. A) Ceker Ocak Altinda Civa Muamelesi,
B) Steril Kabin Altinda Y apilan Sterilizasyon

Steril kabin icerisinde strgunler, 6ncelikle % 70 Ethanol’ de 10 saniye
bekletilmis ve saf su ile durulandiktan sonra ilk dnce % 20 Sodyum Hipoklorit +
Twin-20 (2 damla)’ de 5 dakika, daha sonra % 10 Sodyum Hipoklorit + Twin 20 (2
damla)’ de 10 dakika calkalanarak her uygulamadan sonra saf su ile tekrar
durulanmustir (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. A) Sodyum Hipoklorit Cozeltisi, B) Surgunlerin Sodyum Hipokloritle
Muamele Edilmesi
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Sterilizasyonu tamamlanan sirganler, farkli hormon konsantrasyonlarini
iceren besi ortamlarina steril pens yardimiyla transfer edilerek agizlar: streg film ile
kapatilmis ve blyitme odasinda inkubasyona birakil mistir.

3.2.2. Bes Ortamlari ve Hazirlanmasi

Eksplantlar, sterilizasyon islemi tamamlandiktan sonra steril kabin igerisinde
BA, Kinetinve NAA’ nin farkli konsantrasyonlarini iceren M S ortamlarinda kiiltire
alinmglardir. Calismada Cizelge 3.1 de kimyasal bilesimi verilen MS (Murashige
and Skoog, 1962) temel besi ortamina ait olan makro ve mikro elementleri,
vitaminleri ve FENAEDTA icerikleri kullanilmistir. Besi ortaminda kullamlan makro
elementler; x 20, mikro elementler ve FeENaEDTA; x 100'luk, stok c¢ozeltiler,
vitaminler, biyumeyi dizenleyiciler ve diger maddeler mg/l stok ¢ozeltiler olarak
hazirlanmustir.

Bitin denemelerde, sterilizasyon ve kardeslenme icin kullamlan besi
ortamlar1 kiltirden 6nce 2,5 cm x 15 cm uzunlugundaki her bir tiipe 10 ml olacak
sekilde esit olarak dagitilmistir. Deneme, her yinelemede 5 bitki olmak Uzere 4
yinelemeli tesaduf bloklar1i deneme desenine gore kurulmustur. Koklendirme
ortamlar: igin majenta kultir kaplart kulamlmig ve bitkicikler her bir majentaya 9
tane eksplant gelecek sekilde kiltire alinmistir. Ortamlar hazirlanirken, bir miktar
saf su Uzerine gerekli kimyasallar, hormonlar eklenerek manyetik karistiricida
karstirildiktan sonra, 1 N HCl ve 1 N KOH kullanilarak pH metre yardimiyla
ortamlarin pH’ st 5.8'e ayarlanmis (Sekil.3.13) ve ortamin katilasmasi icin agar
(Sigma-A 1296) eklenmistir.
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Sekil.3.13. pH metre

Ortamlar hazirlandiktan sonra sterilizasyon icin otoklavda 121 °C’ de, 1,05
kg/cmB basingta 15 dk. bekletilmistir (Sekil.3.14).

Sekil.3.14. Sterilizasyon Islemlerinde Kullamlan Otoklavin Goriniimii

Bitkiciklerin gelisimleri, 25-26 °C ve 3000-4000 |uks 151k yogunlugundaki
blyUtme odasinda saglanmustir (Sekil 3.15.H).
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Sekil 3.15. A) Sirgunlerin Pens Yardimiyla Alinmasi, B) Sirginlerin Bisturi
Y ardimiyla Soyulmasi, C-D-E-F) Sirgunlerin Besi Ortamina Transferi, G) Tlplerin
Kapaklarimin  Kapatilmast ve Strecfilm ile Kapatilmasi H) Transfer Edilen
Siirguinlerin Bliyiitme Odasinda inkiibasyonu
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Cizelge 3.1. MS Temel Besin Ortaminda Bulunan Besin Maddeleri
Konsantrasyonlar1 (M urashige ve Skoog, 1962)

M akro Elementler

(MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)

KNO; 1900
NH4NO3 1650
MgSO,.7H,0 370
CaCl, 332.2
KH2>PO, 170
Mikro Elementler (MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)
MnSO,4 H,0 16.9
ZnS0,4.7H0 8.6
H3BOs3 6.20
Kl 0.83
NaM00,.2H,0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeNaEDTA 36.72

Vitaminler ve Amino asitler

(MURASHIGE ve SKOOG, 1962) (mg/l)

Myo-inostol 100.0
Pyridoxine-HCI 50
Nicotinik Asit 50
Thiamin — HCL 10
Glycine 2.0
Diger

Sakkaroz (g/l) 30
Agar (g/l) 7

pH 5.7
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3.2.3. Bitkiciklerin Kardeslenme Ortamlarina Aktarilmas

3.2.3.1. BA veKin iceren Ortamlara Bitkiciklerin Aktarilmas

Farkli civa Kklorir konsantrasyonlarinda sterilize edilmis eksplantlar, 1 ay
siresince 1 mg/l BA igeren MS ortaminda inkiibe edilerek bitkilerdeki enfeksiyon
yuizdesi ve yasama oranlar: belirlenmistir. Saglikli bitkicikler, Kin (0.0-1.0-2.0 mg/l )
ve BA (0.0-1.0-2.0 mg/l) iceren MS ortamlarina aktarillarak kardeslenme oranlari
incelenmistir. Kardeslenen bitkicikler 2 ay sonra 1 altkiltire alinarak kardes sayisi

oranlar1 belirlenmistir.

3.2.3.2. BA ve NAA Kombinasyonlarim Igeren Ortamlara Bitkiciklerin
Aktariimas

Bu denemede eksplantlar, BA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) ve NAA (0.0, 0.5, 1.0
mg/l)’ min 12 farkli kombinasyonunu iceren MS ortamlarina aktarilarak kardeslenme
oranlari incelenmis ve istatistiksel olarak hesaplanmustir.

3.2.33. Yiksek BA ve NAA Kombinasyonlarim Igeren Ortamlara
Bitkiciklerin Aktariimas

Bu denemede de eksplantlar, BA (0.0, 2.0, 4.0, 8.0 mg/l) and NAA (0.0, 2.0,

4.0 mg/l))mn 12 farkli kombinasyonunu igeren MS ortamlarina aktarilarak
kardeslenme oranlar1 incelenmis ve istatistiksel olarak hesaplanmustir.
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3.2.4. Molekuler Cahismalar
3.2.4.1. DNA izolasyonu

Kultdre alinmis spathipyhllium cesitlerinden DNA izolasyonu gerceklestirmek
amaciyla 0.0, 4.0, 8.0 mg/l BA, seviyelerine ait bitkisel materyallerin yapraklar: steril
kabin sartlar1 altinda alinmig, alimtinyum folyolara sarilip, sivi azota batirilirak(-196
°C), -85 °C de saklanmustir. Alinan bitkisel materyal DNA izolasyonu yapmak
amaciyla havanlar icerisinde sivi azot ille birlikte dgiitiilmiisitr. Ogiitilen bitkisel
materyaller 0.1 gr olacak sekilde 1.5 ml’'lik tUplere yerlestirilmistir ve DNA
izolasyonu asamalarina gecilmistir. Bu ¢alismada MiniPrep DNA izolasyon yontemi
kullanilmigtir. DNA izolasyonunda kullanilan tampon ¢ozeltinin igerigi Cizelge
3.2 de goderilmistir. izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon ¢ozeltiler disinda
kloroform : izoamilalkol (24:1 oraminda), TrissEDTA (Tris1 M PH:8, EDTA: 0.5 M
PH:8), RNase A (10 mg/ml) sollisyonu, izopropanol ve etil akol (%99)

kullanlmstur.

Cizelge 3.2. DNA Izolasyon Yonteminde Kullamlan Ekstraksiyon Tampon
Cozeltisinin igerigi

Soliisyon K onsantrasyon
CTAB % 2,0
NaCl (5 M) 1,4 M
EDTA (0,5M) pH 8,0 02M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0,1 M
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3.2.4.2. DNA izolasyon Asamalari

1. Her tipe hazirlanan ekstraksiyon soliisyonundan 396 ul ve 4 ul B-merkaptoetanol
eklenmistir.
2. Homojenizasyon saglanana kadar pipet yardimiylatipler karistiril mistir.
3. Tipler 65 °C'de 20 dakika bekletilir. Bu sirada tiipler iki defa karistirici yardimiyla
kargtirilmustir.
4. Her tUpe 400 pl kloroform:izoamilalkol eklenmistir, 15 dakika karistirici yardimyla
karstirilmustir.
5. 5 dakika 13.000 devirde tUpler santrif(jj edilmistir. Bekleme sirasinda her 6rnek icin
yeni temiz bir santriftj tipl hazirlayip etiketlenmistir ve her birinin igine 400 pl soguk
(-20 C) izopropanol eklenmistir.
6. Santrifij tamamlandiginda tiplerin st kismindaki sivi kisim steril pipet araciligiyla
400 mikrolitre soguk (-20) izopropanol iceren santrifllj tUplerine aktarilmigtir. TUpler
dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat siireyle —20 °C’ de bekletilmistir.
7. 5 dakika 13.000 devirde santrifljj edilmistir.
8. Sipernatant dikkatli bir sekilde dokilmustir. Pelletin kurumasi icin tlpler ters
birakilarak bekletilmistir, bu islem 10-15 dakika surebilir.
9. Kuruyan Pellet 100 pl TE (TrisEDTA) icerisinde ¢ozUlmistir. Her tipe 4 pl
RNAase A eklenmistir ve 15 dakika oda sicakliginda tupler bekletilmistir.
10. Her tUpe 500 pl soguk EtOH (%100) (buzluktan cikmis) eklenmistir ve tipler
dikkatli bir sekilde karistirilarak 1 saat siireyle —20 °C’ de bekletilmistir.
11. 5 dakika 13.000 devirde santriftij edilmistir.
12. Sipernatant dikkatli bir sekilde dokulmistir ve pelletin kurumast icin tupler ters
cevirilmistir. (yaklasik 10 dakika)
13. Pellet 100 pl TE (TrissEDTA) igerisinde ¢ozulmastdr.
14. Ornekler —20 °C’ de saklanmustr.

DNA izolasyonu asamalar1 Sekil 3.16."da gosterilmistir.
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Sekil 3.16. A) Yapraklarin Sivi Azotta Ogiitiilmesi, B,C)'Alkol ve Deterjanlarin
Eklenmesi

3.2.4.2.1 DNA Kalites ve Kantitesinin Belirlenmes

Izolasyonu gergeklestirilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar: spektrofotometre
ile (NanoDrop ND 100) olcimler vyapilarak belirlenmistir. Elde edilen
spektrofotometre sonuclari degerlendirilip ilgili hesaplamalar yapilmistir ve DNA
konsantrasyonlar: dnce 50 ng’a ve ardindan 5 ng’ a seyreltilmistir.

3.2.4.3. RAPD Analizleri

RAPD PCR kosullar1 Fiedler ve ark. (1998) na gore yapilmstir.
Spathiphyllum ¢esitlerinde toplam 18 RAPD (OPA02, OPAI19, OPA04, OPA19,
OPA10, OPAO1, OPA11, OPAK9 OPA14, OPACQ09, OPAJ20, OPAD18, OPAFQ9,
OPN20, OPAI 11, OPAI 12, OPAJ 14, OPAJ9 Operon Technologies, Almeda, CA,
USA) primeri kullamlmstir. RAPD PCR kosullari, PCR protokoll Cizelge 3.3 ve
3.4.de. belirtilmistir.
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Cizelge.3.3 RAPD PCR Protokolil

Kullamlan Kimyasallar Her 6érnek icin kullamlan miktar (ul)
ddH20 1.00
PCR Master Mix 2X 6.25
MgCI2 0.50
Taq DNA Polimeraz 0.05
Primer (30 ng) 1.25
DNA (5 ng) 3.00
Toplam Hacim 12 ul

Cizelge.3.4 PCR Kosullari

94 oC 2 dk 6n denattirasyon

94 oC 2 dk denatiirasyon

37 oC 1 dk annealing 45 dongu

72 0oC 2 dk polimerizasyon

72 0oC 10 dk son yazilim

40C

3.2.4.3.1. RAPD Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR Urunlerinden 12 ul cekilerek tzerine 3 ul yikleme buffer:
eklenmis ve % 1.5'luk agaroz jel igerisinde IXTAE (Trizma Base, Glacial Asetic
Asid, EDTA (Na2.EDTA.H20) buffer eklenerek 70 volt elektrik akimi altinda 4 saat
siireyle kosturulmustur. Elektroforez isleminden sonra % 0.1'lik ethidium bromide
ile jel boyamas: yapilmistir. RAPD analizlerinde agaroz gel elektroforez sonucunda
her bir primer icin bantlarin degerlendirilmesinde 1 kb DNA markir kullaniimstir.
Elde edilen bantlarin blytkltgu 100, 250, 500, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000, 2250,
2500 bp uzunluklarindaki bantlarlara bakilarak degerlendirilmistir
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Sekil.3.17. A) Agaroz Jelin Dokillmesi,B) Orneklerin Agaroz Jele Y ilklenmesi,
C)Agaroz Jelin Kosturulmasi, D) Agaroz Jelin UV P Jel Dokimantasyon Cihazinda
Goruntilenmesi
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3.2.5. Kardeslenen Bitkiciklerin Kdklendirme Ortamlarina Aktariimas

Kardeslendirme ortaminda kardes sayilar1 belirlenen bitkicikler, koklendirme
oranlart belirlenmek Uzere, kultir tUplerinden majentalara transfer edilmistir.
Koklendirmede hormon olarak, IAA’ in 0.0, 0.5, 1.0 mg/l olmak Uzere 3 farkl
konsantrasyonu kullanmlmstir. istatistik analizleri yapilarak koklenen bitkicikler sera

kosullarina alistirilmustir.

3.2.6. Bitkiciklerin Dis Ortama Adaptasyonu

Bitkiciklerin cis ortama adaptasyonu kademeli olarak yapilmustir. Oncelikle
blytitme odasinda, majenta kapaklarindaki streg filmler gikarilarak, kapaklar 2 giin
sire ile gevsetildikten sonra, kapaklar tamamen acilarak bitkiler sera kosullarina
cikarilmaya hazir hale getirilmistir. Daha sonra bitkiler bilyitme odasindan
cikarilarak pens yardimiyla majentalardan alinarak bitkilerin kokleri agarli besi
ortamindan arindirilmugtir. Bitkilerin toprak kosullarina alistiriimas: asamasinda ise,

2:1 torf:perlit orant hazirlanarak saksilara dikilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Sterilizasyon Denemes Sonuglari

4.1.1. Sterilizasyonda Hipo Klortr Denemes Sonuglar:

Yapilan denemeler sonucunda gordlmustir ki; bitkide endojen kaynakli
fungus ve bakteri sorununu asmak igin ethanol ve sodyum hipoklorit ile yapilan
ylzey sterilizasyonu yeterli gelmemektedir. Sodyum hipokloritle yapilan bitin
denemelerde bitki gelisiminde sorun olmamasina ragmen, %2100 enfeksiyon
sorunuyla karsilasilmistir. Bunun Uzerine bu sterilizasyona ek olarak HgCl2 (civa
klordr) kullanilmustir. Sterilizasyon denemelerinde MS besi ortamina hormon olarak
1 mg/l BA ilave edilmistir.

4.1.2. Sterilizasyonda Civa Klortir Denemes Sonuglari

Civa, sodyum hipoklorit ve ethanol ile birlikte kombine edilen sterilizasyon
sonucunda sterilizasyon sorunu kismen de olsa asilmistir. Civa ile yapilan deneme
sonuglart Tablo 6.1' de gorulmektedir. Bu denemelerde yapilan istatistik analizi
sonucunda (P<0.05 6nem dizeyinde), 4 farkli civa konsantrasyonu ve cesitler
arasinda fark gordlmemistir.

Civa deneme sonuglarinda birinci gesitte (Spathiphyllum ‘Sweet Dario’)
saglam bitki oram % 47.5, ikinci ¢esitte (Spathiphyllum * Swveet Chico’) %52.5 olarak
kaydedilmistir. Birinci ¢esitte en yiksek yasama oram %0.1 (w/v) HgCl2
konsantrasyonunda %18 , ikinci ¢esitte en yiuksek yasama oram %0.08 (w/v) HgCl2
konsantrasyonunda % 16.4 oramnda saglikli bitki elde edilmesiyle sonuclanmustir.
Dahap (2006), Hydrangea macrophylla Thunb (ortanca) bitkisinde yapmis oldugu
calismada civa klortrin 4 farkli (0.0, 0.1, 0.2, 0.4) konsantrasyonunu, chlorox ile
kombine ederek kullandiginda enfeksiyon sorununu 0.2, 0.4 civa + % 50-60 chlorox
seviyelerinde % 100 basariyla elimine etmistir. Spathiphyllum bitkisinde de civa
konsantrasyonlar1 yUkseltilerek ve baska dezenfektanlarla kombine edilerek,
sterilizasyonda daha yilksek basarili elde edilebilir.
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Cizelge 4.1. CivaKlorir Denemesi Sonucunda Gelisen Saglam Bitkicik Oram

| | |
Civa S. dario S. chico Toplam
konsantrasyonlari
(wWiv) Mean | Kardeslenme | Mean | Kardeslenme | Mean | Kardeslenme
% % %
0.03 7 5,70 13 10,70 10 16,40
0.05 13 10,70 18 14,80 15,5 25,40
0.08 16 13,10 20 16,40 18 29,50
0.1 22 18,00 13 10,70 17,5 28,70
Toplam 14,5 47,50 16 52,50 15,25 100,00

25—
bitki cesitleri

-dari o
-chi cco

207

=
[3)
|

Sagl am Bitki Say.
5
|

0.03 0.05 0.08 0.1
ci va konsan.

Sekil 4.1. Civa Klorir Denemesi Sonucunda Gelisen Saglam Bitkicik Oram
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Sekil.4.2.Civa Denemesi Sonucunda Elde Edilen Bitkicikler

4.2. Farkli Hormon Konsantrasyonlarimin Strgin Ucu Kaltirtd Yontemi ile

Mikrocogaltim Uzerine Etkileri

Spathiphyllum  bitkilerinde sirgin ucu  kdltira  yontemi  kullanilarak,
Benziladenin (BA), Kinetin (Kin) ve Naftalenasetikasit (NAA)'in bitki gelisimi,
kardeslenme ve koklenme Uzerine etkileri incelenmistir.

4.2.1Kin ve BA iceren Ortamlarda Gelisen Bitkiciklerin Mikrogogaltim
Sonuclari

Civa denemelerinden elde edilen saglam bitkiler, Kin (0.0, 1.0, 2.0 mg/l) ve
BA (0.0, 1.0, 2.0 mg/l) iceren 6 farkli ortama transfer edilmistir. Transferden 2 ay
sonra bitkiler alt kilttre alinarak kardes sayilarina bakilmistir.

Elde edilen sonuclara gore cesitler arasinda 6énem dizeyinde bir farklilik
gorilmezken (P<0.05), kardes sayilari arasinda onemli farklilik bulunmustur.
Istatistiki sonuclara gore en iyi kardeslenme oram Spathiphyllum ‘ Sweet Dario’ ve
Spathiphyllum ‘Sweet Chico’ c¢esitleri icin 1 mg/l BA iceren hormon
konsantrasyonundan elde edilmis olup (Cizelge.4.2), en iyi bitki gelisimi 2 mg/l BA’
da gozlenmistir (Sekil. 4.4, 4.5, 4.6). Birinci ¢esitte (Spathiphyllum * Sweet Dario’) 1
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mg/l BA’ da 14.3 sirgun/eksplant, ikinci ¢esitte (Spathiphyllum * Sweet Chico’) 13.5
sirgin/eksplant oraminda, 2 mg/l BA’ da ise sirasiyla 7.0 ve 6.5 strgiin/eksplant
oraninda kardeslenme gorulmistur. Aka-Kacar ve ark (2005), yapmis olduklart
calismada en iyi slrgin oramm 4. altkdltirde 1mg/l BA seviyesinde 8.49
sirgin/eksplant, 2 mg/l BA’ da ise 6.89 slrgin/eksplant olarak elde etmislerdir.
Kinetin' de en iyi kardeslenme oranina baktigimizda sirasiyla; 1 mg/l Kin’ de 7.5 ve
4.3 surgun/eksplant iken, 2 mg/l Kin' de sirasiyla 2.8 ve 4.3 siirguin/eksplant olarak
sonuglanmustir. Biyume diizenleyicisi olarak BA (benziladenin)’ nin bitki gelisimine
ve kardeslenmeye etkisinin, Kin'e gore daha iyi oldugu goralmustir (Sekil 4.5).
Chang-Jinshu ve ark (1989)'min yapmis olduklari ¢alismada Sphathiphyllum’un
kok ve govde eksplantlari, 2 mg/l BA (benzylaminopurin) ve 1 mg/l Kinetin igeren
MS ortaminda kulttire alindiginda siirgiin olusumu tesvik edilmistir. MS ortamina 1
mg/l BA ve 0,1 mg/l IAA eklendiginde sirgin olusumunun aynm sekilde tesvik
edildigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Kin ve BA Igeren Ortamlarda Gelisen Bitkiciklerin Kardeslenme

Oranlar
Kin-BA Cesitler
S. dario S. chicco ORT.
Kin Konrtol 0.3 0.5 0.4d
1 mg/l Kin 7.5 4.3 5.9bc
2 mg/l Kin 2.8 4.3 2.9bcd
BA Kontrol 1.0 1.0 1.0cd
1 mg/l BA 14.3 135 13.9a
2 mg/l BA 7.0 6.5 6.8b
ORT. 55 4.8 5.2
LSD 0.05 uygulama = 3.9
LSD 0.05¢esit  =0.d.
O.d. 6nemli degil
20—
cesitler
M dari o

157

Kar desl enne
5

Ki n
kont r ol

chi cco

1 ng/l
Ki n

2 ng/l
Ki n

BA
Kont r ol

Hor nron Kons.

1 ng/l
BA

2 ng/l
BA

Sekil 4.3. Kin-BA igeren Ortamlardaki Kardeslendirme Oranlar:
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Kontrol 1 mg/l1 BA 2 mg/'l BA
Sekil.4.4. Siirgiin Sayis1 Uzerine Farkli BA Konsantrasyonlarinin Etkisi

Kontrol 1 mg/l Kin Z mg/l Kin
Sekil.4.5. Siirgiin Sayis1 Uzerine Farklh Kinetin Konsantrasyonlarimin Etkisi
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1 me/l Kin 1mes1 BA Z me/l Kin 2 mg/1 BA

Sekil.4.6. Bitki Gelisimi Uzerine Kin ve BA Konsantrasyonlarinin Etkisi

4.2.2. BA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) ve NAA (0.0, 0.5, 1.0) ile Kombine
Edilmis 12 Farklh Hormon K onsantrasyonu Sonuclari

Bu denemede biiyiime diizenleyicileri olarak BA (0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/l) ve
NAA (0.0, 0.5, 1.0 mg/l)’in 12 farkli konsantrasyonuyla kombine edilmis MS
(Murashige ve Scoog, 1962) ortamu kullanilmistur.

Elde edilen sonucglara gore; en yuksek kardeslenme degeri 1mg/l BA'da
birinci cesitte (Spathiphyllum ‘Sweet Dario’) 15.3 slrgun/eksplant, ikinci cesitte
(Spathiphyllum ‘ Sweet Chico’) 17.8 stirgiin/eksplant, Gglinct gesitte (Spathiphyllum
‘Sweet Cupido’) ise 18 sirgun/eksplant olarak kaydedilmistir. Diger
konsantrasyonlarda en iyi kardeslenme 0.5 mg/l ve 2 mg/l BA seviyelerinde
gozlemlenmistir. 0.5 mg/ BA seviyelerinde birinci ¢esitte; 8.3 slirgtiin/eksplant, ikinci
cesitte; 9.8 surgun/eksplant , Gglincl gesitte ise 10.5 sirgin/eksplant, 2mg/l BA’da
birinci ¢esitte; 9.8 surgun/eksplant, ikinci cesitte; 9.5 siirgin/eksplant ve Gglnci
cesitte ise 10 surgun/eksplant, oraninda kardeslenme gozlenmistir.

BA’nin tek basina kullanildiginda kardeslendirme oranimin en yiksek, NAA
kombinasyonlar1 devreye girdigi durumlarda ise bu oranlarin distigi gorulmastr.
Pierik ve ark., (1984)’ da ortamda oksinlerin bulunmasinin adventif ve aksiller stirgiin
gelisimini  engelledigini  bildirmiglerdir. 1 mg/l BA'nin 0.5 mg/l NAA
kombinasyonuna bakildiginda, kardeslendirme orammin S. dario ¢esidi i¢in 6.0
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sirgin/eksplant, S. chicco ¢esidi icin 3.5, S cupido c¢esidi icin ise 4.8'e dustigu
gordlmistur. 1 mg/l BA'mn 1 mg/l NAA kombinasyonunda da benzer sonuglar
alinmistir. Kardeslendirme oranlar1 S dario S chicco ve S cupido gesitleri igin, 2.8,
2.8 ve 2.8 siirgiin/eksplant olarak saptanmustir.

2 mg/l BA’'nin 0.5 mg/l NAA kombinasyonuna bakildiginda ise,
kardeslendirme oramnin S dario g¢esidi igin 4.5 stirglin/eksplant, S chicco ¢esidi igin
4.5, S cupido ¢esidi icin ise 5.0’e dusttgt gordlmustir. 2 mg/l BA’'mn 1 mg/l NAA
kombinasyonundaki kardeslendirme oranlar1 ise S. dario S. chico ve S cupido
gesitleri icin, 2.8, 2.8 ve 2.8 surgun/eksplant olarak saptanmistir (Cizelge.4.3).
Y Urdtulen calismada BA ile 0.5 ve 1 mg/l NAA kombinasyonlarinda kardeslenme
tesvik edilmemis aksine yiksek NAA konsantrasyonlarimin kardeslenmeyi azaltici
etki yaptig1 goralmustdr. Tek basina 0.5 mg/l ve 1.0 mg/l NAA konsantrasyonlarinda
ise kardeslenme yerine sadece koklenme gozlenmistir.

Ramez ve ark. (2001), Spathiphyllum floribundum c¢esidinde yapmis
olduklar1 ¢alismada, 1.0, 2.0 ve 5.0 mg/l BA seviyelerinde sirasiyla 1.2, 1.8, 1.3
siirgin/eksplant oraminda sirgiin sayisi elde etmislerdir. Arastiricilar, en iyi sirgiin
sayisini, 5 mg/l BA + 0,05 mg/l NAA igeren ortamdan 5.9 siirgtin/eksplant oraninda
saglamislardir. 1mg/l BA + 0.05 mg/l NAA ve 2 mg/l BA + 0.05 NAA
kombinasyonlarindan da sirasiyla 5 ve 5.8 sirgin/eksplant oraminda siirgiin elde
etmislerdir. Arastiricilar, kullanilmis olan NAA konsantrasyonunun disik olmasinin
kardeslenme Uzerine olumlu etki yaptigim ve kardeslenme oranlarim arttirdigin
belirtmiglerdir.

Bu oranlarin, elde etmis oldugumuz kardeslendirme oranlar1 ile
karsilastirildiginda ¢cok dusik oranlar oldugu gortlmektedir. Bu durumun, kullanilan
cesit faktorl, eksplant kaynagi, eksplantin yasindan kaynaklanabildigi gibi kalttr
ortam kosullari, stireleri, 151k, sicaklik gibi fiziksel kosullardan da kaynaklanabilecegi
distnul mektedir.
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Cizelge.4.3. BA-NAA' nin 12 Farkl: Konsantrasyonlarindaki Kardeslenme Oranlari

Cesitler
BA-NAA S.dario | S.chico | S. cupido| ORT.
Kontrol 0 0.3 0.3 0.2f
0.5 mg/l NAA 0.5 0.5 0.3 0.4¢f
1 mg/l NAA 0.5 0.3 0.3 0.4ef
0.5 mg/l BA 8.3 0.8 10.5 9.5b
0.5 mg/l BA - 0.5 mg/l NAA 2.5 3.3 2.8 2.4de
0.5 mg/l NAA - 1 mg/l NAA 3.0 35 1.5 2.6d
1 mg/l BA 15.3 17.8 18 17a
1 mg/l BA - 0.5 mg/l NAA 6.0 35 4.8 4.8c
1 mg/l BA - 1 mg/l NAA 2.8 2.8 2.8 2.8cd
2mg/l BA 0.8 9.5 10 9.8b
2mg/l BA - 0.5 mg/l NAA 45 45 5.0 4.7c
2mg/l BA - 1 mg/l NAA 2.8 2.8 2.8 2.8cd
ORT. 4.7 4.9 5 4.8
LSD 0.05 uygulama = 2.09
LSD 0.05 gssit =0.d.
O.d. 6nemli degil
Cesitl er
I qari o
[ chi cco
15 |:| cupi do
5
£ 22 3% 5 3 2% 3 3 2 3 3
= 2P f s s 8 oz e
s 2 s 5 2
B B R =N

Hor non Konsantr asyonl ar o

Sekil.4.7. BA-NAA’nin 12 Farkli Konsantrasyonlarindaki Kardeslenme Grafigi
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BA - NAA

0.0

0.5

1.0

2.0

Sekil.4.8. BA-NAA'nin 12 Farkli Konsantrasyonlarindaki Bitkiciklerin Gorinimu
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4.23. Yikssk BA ve NAA Kombinasyonlarim Iceren Ortamlarda
Gelisen Bitkiciklerin Mikrogogaltim Sonuglar:

Bu denemede de eksplantlar, yiksek BA (0.0, 2.0, 4.0, 8.0 mg/l) and NAA
(0.0, 2.0, 4.0 mg/l)’ min 12 farkli kombinasyonunu i¢ceren MS ortamlarina aktarilarak
kardeslenme oranlar1 incelenmis ve istatistiksel olarak hesaplanmustir.

En iyi bitki gelisimi ve kardeslendirme, 2.0 ve 4.0 mg/l BA iceren
ortamlardan saglanmustir. 2 mg/l BA, Spathiphyllum * Sweet Chico’,’ Sweet Dario’ ve
‘Sweet Cupido’ ¢esitleri icin 4.0, 4.0, 6.0 sirgin/eksplant oraninda kardeslenme
gostermistir. Bu cesitler icin 4.0 mg/l BA’min kardeslenme oranlar: ise 6.5, 4.0, 3.8
sirgun/eksplant’ dir (Cizelge.4.4).

2 mg/l BA’nin 2.0 mg/l NAA ile kombinasyonu sonucunda, 1.8,, (S chicco),
3.5 (S dario) ve 3.8 siirgiin/eksplant (S. cupido) kardeslenme oranlar1 belirlenmistir.
2 mg/l BA'nin 4.0 mg/l NAA ile kombinasyonu sonucunda olusan kardeslenme
oranlari ise, 1.5 (S. chicco), 2.0 (S dario) ve 1.5 (S cupido) slrgin/eksplant olarak
saptanmustir. 4.0 mg/l BA’nin 4 mg/l NAA kombinasyonu sonucunda ise her U¢ gesit
icin 3.8, 1.8 ve 2.8 siirgun/eksplant kardeslenme oranlar1 belirlenmistir (Sekil.4.10,
Cizelge.4.4).

Her ne kadar 8.0 mg/l BA iceren ortamdan her ¢ ¢esit icin de en yuksek
kardeslenme oranlar1 (8.0, 3.5 ve 83 sirgun/eksplant) elde edildiyse de
(Cizelge.4.4), olusan yapraklarin mizrak seklinde deforme oldugu ve bitkilerde
somaklonal varyasyon goruldigu saptanmistir (Sekil 4.11(A)). Yiksek BA'nin NAA
ile kombinasyonu sonucunda bitki deformasyonunda azalma bunun yamnda deforme
olan yapraksi yapilarin normale dondigl ve normal kardeslenmenin goruldigi
saptanmustir(Sekil.4.11 B). Y apilan arastirmalar da, ortam icerisinde 2,4-D, NAA ve
sentetik sitokininlerin kullamimasinin bazi durumlarda bitkilerde deformasyonlara
hatta mutasyonlara neden oldugunu belirtmektedirler. Ozellikle de arastiricilar,
yuksek sitokinin konsantrasyonlarinin  somaklonal varyasyona neden oldugunu
belirtmiglerdir (Evans and Sharp, 1986). In vitro’'da ¢ogaltilan bitkilerde gorulen
varyasyon, genetik bozulmalar ile sonuclanabilmekte ve bunlara somaklonal
varyasyon denilmektedir (Scowcroft, 1985).
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Saintpaulia inantha and Begonia X hiemalis'in in vitro ve in vivo adventif
surgin cogaltilmasinda da mutasyonlar gézlenmistir. Bu durumlarin yiksek sitokinin
konsantrasyonlarinda daha da arttig1 belirtilmistir. (Scowcroft, 1985; Ando et al,
1986). Santos, (2008), Spathiphyllum'da BA ve NAA kullanilarak stirgin ucu
cogaltimi calismalar1 yapmis ve elde edilen bitkiciklerde somaklonal varyasyonu

gozlemistir.

0 2 mg/l BA 4 mg/l BA

Sekil.4.9. Farkli BA Konsantrasyonlarinin Bitki Blyime ve Gelisimi
Uzerine Etkileri
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<4 /1 BB A 4 o1 B

S S 2 me/l NAA 4 me/d NAA

Sekil.4.10. 4 mg/l BA’nin NAA ile Kombinasyonlarimn Bitki Gelisimi
Uzerine Etkileri

Homp'l BA £ mg’l BA
R 1 BA
e 2 /] NAA 4 my/l NAA

Sekil.4.11. Farkli BA-NAA Konsantrasyonlarimn Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi
(A) 8 mg/l (B) 8mg/l BA - 2 mg/l NAA, 8 mg/l BA - 4 mg/l NAA
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Cizelge.4.4. Yiksek BA ve NAA Kombinasyonlarini igeren Ortamlarda Gelisen
Bitkiciklerin Kardeslenme Oranlari

Cesitler
BA-NAA S. dario | S. chicco| S. cupido | ORT.
Kontrol 0.5 0.5 0.8 0.6
2.0 mg/l NAA 1.3 1.3 0.3 0.9
4.0 mg/l NAA 1.0 1.0 1.0 1.0
2.0mg/l BA 4.0 4.0 6.0 4.7
2.0mg/l BA - 2.0 mg/l NAA 1.8 1.5 3.8 2.4
2.0mg/l NAA - 4.0 mg/l NAA |20 1.5 1.5 1.7
4.0 mg/l BA 4.0 6.5 3.8 4.8
4.0 mg/l BA - 2.0 mg/l NAA 2.0 1.8 2.5 2.1
4.0 mg/l BA - 4.0 mg/l NAA 1.8 3.8 2.8 2.8
8.0 mg/l BA 3.5 8.0 8.3 6.6
8.0 mg/l BA - 2.0 mg/l NAA 2.5 1.8 4.3 2.9
8.0 mg/l BA - 4.0 mg/l NAA 1.8 1.5 1.3 1.5
ORT. 2.2 2.8 3.5 2.7
LSD uygulama= 2.6
LSD Cesit =0.d.
O.d. Onemli degil
&7 Cesitler

-dari o

-chi cco

|:|cupi do

&
S

kont r ol 4 mg/l N 2 ng/l BA- 4 ng/l BA 4 ng/l BA - 8 ng/l - 2
2 g/l N 4 ng/l N mg/1 N

Hor nron Konsantr asyonl ar 2

Sekil.4.12. Y uksek Sitokinin Konsantrasyonlarinin Kardeslenme Grafigi
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4.3. Molekiler Analiz Sonuclar:

4.3.1. DNA izolasyonu Sonuglari

Tez kapsaminda kullamlan genotipler incelendiginde, DNA izolasyonu
sonucunda DNA miktarlar: yuksek bulunmustur. En yiksek DNA konsantrasyonu, 4
mg/l BA iceren MS ortaminda gelisen S. chicco ¢esidinden (235,26 ng DNA/ ul), en
disuk DNA miktar: ise 8 mg/l BA iceren MS ortaminda gelisen S. chicco gesidinden
(88,39DNA/ ul) elde edilmistir.

DNA'min safligim 6lgmek icin genel olarak 260 ve 280 nm absorbiyon
degerlerinin oranlar1 kullamimakta; 1,80-2,00 arasindaki oranlarin safligi yiksek
olarak degerlendirilmektedir. Calismada kullanilan genotiplere ait saflik degerleri
1,75- 2,12 arasinda degismektedir. (Cizelge.4.5)

Bitki molekiler biyoloji calismalarinda DNA izolasyon asamasi son derece
onemlidir. PCR uygulamalarinda ise DNA'mn miktar ve 0zellikle safligi
amplifikasyon agisindan daha da Onem kazanmaktadir (Ergul, 2000). Bitki
molekuler biyoloji ¢alismalarinda iyi bir DNA izolasyonu basariyr 6nemli 6lglide
etkilemektedir. Tez kapsaminda kullanilan gesitlere ait DNA' lar incelendiginde DNA
miktarlar: yiksek bulunmustur.

DNA’lar kalite bakimindan degerlendirildiginde, kaliteli DNA’larda safligin
A260/A280 oraninin yaklasik 2,0 civarinda bulunmasi beklenmektedir. Elde edilen
degerin 2,0'den yiksek olmasi; drnegin RNA, kloroform ya da fenol ile kirli
oldugunu ve 1,6 degerinden disuk olmasi ise 6rnek igerisinde proteinler ya da
fenolik (polifenol) bilesikler bulundugunun goéstergesidir (Hoisington, 1992). Bu
calismada elde edilen DNA saflik oranlari 1,81-1,93 arasinda bulunmustur.
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Cizelge.4.5. DNA miktarlari ve Saflik Dereceleri

. DNA Miktar1 (ng DNA Safhig
No ism DNA ul-1) (A260/A280)
1 Dario-Kontrol 104,18 1,86
2 Dario-4 mg/L BA 155,6 1,85
3 |Dario-8 mg/L BA 177,28 1,88
4 Chico-Kontrol 60,81 1,93
5 Chico-4 mg/L BA 235,26 1,92
6 Chico-8 mg/L 88,39 1,81
7 Cupido-Kontrol 210,68 1,92
8 Cupido-4 mg/L 161,9 1,87
9 Cupido-8 mg/L 177,5 1,89

4.3.2. RAPD Analizi Sonuclar

In vitro ortamda 0.0, 4.0, 8.0 mg/l BA seviyelerinde, morfolojik olarak
farklilik gozlenen bitkiciklerden alinan yaprak drneklerinde, somaklonal varyasyonu
genetik olarak saptamak amaciyla RAPD analizi yapilmistir. RAPD analizinde 18
primerden (OPAQ2, OPAI19, OPAO4, OPA19, OPA10, OPAOL, OPA1l, OPAK9
OPA14, OPACO09, OPAJ20, OPAD18, OPAF09, OPN20, OPAI 11, OPAI 12, OPAJ
14, OPAJ9 Operon Technologies, Almeda, CA, USA) 4 tanesinde (OPA-10, OPA-
11, OPA-14, OPAJ-20) farklihk gdzlenmistir (Sekil.4.13).

OPA-10 Primeri: Yapilan RAPD analizleri sonucunda, Spathiphyllum
“sweet Dairo” ve Spathiphyllum “Sweet Cupido” cesitlerinde farkli BA
uygulamalarindan kaynaklanan herhangi bir genetik degisiklik tespit edilmemistir.
Ancak Spathiphyllum *Sweet Chico’ ¢esidinde 8 mg/l BA seviyesinde genetik olarak
farklilik tespit edilmistir. Yapilan RAPD analizi sonucunda Spathiphyllum ‘ Sweet
Chico’ cesidine ait agaroz jelde toplam 3 DNA bandi elde edilmistir. Elde edilen
DNA bantlar1 incelendiginde, 0.0 mg/l BA ve 4.0 mg/l BA seviyelerindeki
uygulamalardan elde edilen bitkiciklerde, DNA bant buyukltkleri sirasiyla yaklasik
250, 375, 700 baz cifti olarak belirlenmistir. 8.0 mg/l BA seviyesindeki uygulama
sonucunda elde edilen bitkiciklerde, DNA bant buylklikleri sirasiyla yaklagsik 250,
300, 700 baz cifti olarak belirlenmistir. 0.0 mg/l BA ve 40 mg /I BA
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uygulamalarinda 375 bc blydkliginde gorilen DNA bandi, 8 mg/l BA
uygulamalarinda 300 bg buyukliginde bir DNA band: olarak gdzlenmistir.

OPA-11 Primeri: Yapilan RAPD analizleri sonucunda, Spathiphyllum
‘Sweet Dario’ ve Spathiphyllum ‘Sweet Cupido’ cesitlerinde farkli BA
uygulamalarindan kaynaklanan herhangi bir genetik degisiklik tespit edilmemistir.

Spathiphyllum ‘Sweet Chico’ cesidinde 8.0 mg/l BA seviyesinde genetik
olarak farklilik tespit edilmistir. Yapilan RAPD analizi sonucunda Spathiphyllum
‘Sweet Chico’ ¢esidine ait agaroz jelde toplam 5 DNA band: elde edilmistir. Elde
edilen DNA bantlar1 incelendiginde, 0.0 mg/l BA ve 4.0 mg/l BA seviyelerindeki
uygulamalardan elde edilen bitkiciklerde, DNA bant buyukltkleri sirasiyla yaklasik
250, 350, 700, 1000 ve 1500 bg¢ olarak belirlenmistir. 8 mg/l BA seviyesindeki
uygulama sonucunda elde edilen bitkiciklerde, DNA bant buyuklikleri sirasiyla 250,
300, 350, 1000 ve 1500 baz ¢ifti olarak belirlenmistir. 0.0 mg/l BA ve 4.0 mg /| BA
uygulamalarinda 350 bc¢ blydkliginde gorilen DNA bandi, 8 mg/l BA
uygulamalarinda 300 bg buyukliginde bir DNA band: olarak gdzlemlenmistir.

OPA-14 Primeri: Yapilan RAPD analizleri sonucunda, Spathiphyllum
‘Sweet Dario’ ve Spathiphyllum ‘Sweet Cupido’ cesitlerinde farkli BA
uygulamalarindan kaynaklanan herhangi bir genetik degisiklik tespit edilmemistir.

Spathiphyllum ‘Sweet Chico’ c¢esidinde 8.0 mg/l BA seviyesinde genetik
olarak farklilik tespit edilmistir. Yapilan RAPD analizi sonucunda Spathiphyllum
‘Sweet Chico’ ¢esidine ait agaroz jelde toplam 3 DNA band: elde edilmistir. DNA
bant blyudkltkleri toplam 3 bant olmak Uzere, sirasiyla yaklasik 350, 500 ve 1100 bg
olarak belirlenmistir. 8.0 mg/l BA seviyesindeki uygulama sonucunda elde edilen
bitkiciklerde, DNA bant buyukltkleri sirasiyla yaklasik 350, 700 ve 1100 baz gifti
olarak belirlenmistir. 0.0 mg/l BA ve 4.0 mg /I BA uygulamalarinda 500 bg
blyuUkligiinde gorilen DNA bandi, 8 mg/l BA uygulamalarinda 700 bg
blyUklGgiinde DNA band: olarak gdzlenmistir.

OPAJ-20 Primeri: Yapillan RAPD analizleri sonucunda, Spathiphyllum
‘Sweet Dairo’ ve Spathiphyllum ‘Sweet Cupido’ cesitlerinde farkli BA
uygulamalarindan kaynaklanan herhangi bir genetik degisiklik tespit edilmemistir.

Spathiphyllum ‘Sweet Chico’ cesidinde 8.0 mg/l BA seviyesinde genetik
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olarak farklilik tespit edilmistir. Yapilan RAPD analizi sonucunda Spathiphyllum
‘Sweet Chico’ ¢esidine 0.0 mg/l BA ve 4.0 mg/l BA uygulamalarina ait agaroz jelde
toplam 3 DNA band: elde edilmistir. DNA bant biyuklikleri toplam 3 bant olmak
Uzere, sirastyla yaklasik 500, 800 ve 1000 bg olarak belirlenmistir. Farkli olarak, 8
mg/l BA uygulamasinda ise bant biyuklikleri 500 ve 800 bg olan toplam 2 bant
gbzlemlenmistir.

In vitro ortamda morfolojik olarak gozlenen degisiklikler, RAPD analizleri
sonucunda 4 RAPD primerinde gozlenen farklt DNA bantlar1 ile genetik olarak daa
tespit edilmistir. Morfolojik olarak gozlenen ve genetik diizeyde de incelenen bu
degisiklikler elde edilen bitkiciklerde somoklonal varyasyonun varligim gostermistir.
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1000 be
T30 bg
500 by
250 bg

1000 be
150 be
500 be
250 b

Spathiphyifem Sweet Dario'  Spathiphylivm 'Sweet Chico' Spathiphyiium 'Sweat Cupido’

1000 by
150 be
500 be
250 be

Spathiphyiiem ‘Sweat Dario'  Spathipfiyifum Sweet Ciiivo'  Spathiphyiiam Sweet Cupido’

1000 be
T30 bg
500 be
250 be

Spathiphyiivm Sweat Dario'  Spathiphyfivm ‘Sweet Chice'  Spathiphyfium ‘Swaot Cupido'

Sekil.4.13. Farklilik Gozlenen RAPD Primerleri (OPA-10, OPA-11, OPA-14 ve
OPAJ-20)
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4.4. Bitkiciklerin K 6klenme Ortamindaki K 6klenme Oram Sonuglari

Koklenme asamasinda IAA’ nin U¢ farkli konsantrasyonunun kéklenmeyi
etkileme yizdeleri incelendiginde, bitin bitkilerin koklendigi gbzlenmistir ve

degerler birbirine yakin ¢ikmustir (Cizelge 4.6).

Cizelge.4.6. IAA Konsantrasyonlarindaki Koklenme Y Gizdel eri

Cesit
S. S. S.
IAA dario(%) | chicco(%) | cupido(%) | Toplam(%)
0 34 6,2 6,8 16,4
0.5 11,9 13 13,6 38,4
1.0 12,4 16,9 15,8 45,2
Toplam(%) 27,7 36,2 36,2 100

8, 00 -
cesit

M oario

[ chi cco

[ cupi do

6, 00

Kokl enme
»
o
o
1

2,00 -

0,00—
0 0.5 1.0

Hor nron Konsantrasyonl ar 1

Sekil.4.14. IAA Konsantrasyonlarindaki Koklenme Y tizdeleri
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i
i
:
i
F
:

0.5 mg/ 1.0 mg/1IAA

Sekil.4.15. IAA Konsantrasyonlarindaki Koklenmis Bitkicikler

4.5.K 6klenen Bitkiciklerin Toprak K osullarina Alistirma Sonuclari

Koklenen bitkiciklerin saksilara alistirilmas: konusunda herhangi bir giclikle

karsilasilmamis ve bitkiler % 90 basariylatoprak kosullarina alistirilmiglardir.

Sekil.4.16. Toprak Kosullarina Alistirilmis Bitkiler
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Spathiphyllum bitkisinin U¢ c¢esidi Uzerine doku kultard
yontemi  kullamilarak mikrogogaltim olanaklar1 arastirilmigtir.  Calismamin ilk
asamasinda bitki ve toprak kaynakli enfeksiyon asilmaya calisiimigs ve yuzey
sterilizasyonu igin ¢esitli denemeler yapilmistir. Cogaltim asamasinda ise besi
ortamlarinda, BA, Kin, NAA, IAA gibi hormonlar kullanmlarak; sterilizasyon
asamasinda saglam bitki, cogaltma asamasinda, kardeslenme ve kéklenme oranlarina
bakil migtir.

Bitkideki enfeksiyon sorununu en aza indirmek igin Oncelikle ethanol,
sodyum hipoklorit ve tween 20 kullamlarak sterilasyondan basar1 saglanmaya
calisilmistir. Sterilizasyon icin bu kimyasallarin yeterli gelmedigi goruldiginde civa
klorir denemelerine gecilmistir. Denemelerde kullanllan 4 farkli civa
konsantrasyonu (0.03, 0.05, 0.08, 0.1) ve ¢esitler arasinda istatistiki olarak farklilik
gorilmemesine ragmen .civa ve sodyum hipokloritle birlikte yapilan sterilizasyonun
etkili oldugu gorulmistir ve yeterli sayida enfeksiyonsuz, saglikli bitkicik elde
edilmistir.

Calismamizin ikinci asamasinda ise; besi ortamlarina eklenen biyume
dizenleyicilerinin  kardeslenme (zerine etkileri incelenmistir.  ilk  olarak
sterilizasyonda kurulan denemelerden elde edilen bitkiler Kin-BA igeren ortamlarda
kiltire aindiginda kiltirden 2 ay sonra en iyi kardeslenmenin 1 mg/l BA
seviyesinde 13.9 sirguin/eksplant oraminda elde edildigi géralmustir. Kardeslendirme
asamasinda BA'nin Kin'e gore sirgun gelisiminde daha iyi etki gosterdigi
saptanmustir.

Ikinci olarak, BA ve NAA kombinasyonu ile kurulan 12 farkl: denemede ise
en iyi kardeslenme orani sirasiyla 3 ¢esitte (Spathiphyllum ‘ Sweet Dario’, ‘Sweet
Chico’, ‘Sweet Cupido’) 15.3, 17.8 ve 18 surglin/eksplant olarak 1.0 mg/l BA igeren
ortamda kaydedilmistir.

Diger arastirmacilarin calismalarina nazaran yuksek oranda siirgiin olusumu
gerceklestigi gorulmustir. Calismada kullanilan BA ile yiksek konsantrasyondaki
NAA (0.5 ve 1 mg/l NAA) kombinasyonlarinin kardeslenmeyi tesvik etmedigi,
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aksine yiksek NAA konsantrasyonlarimin  kardeslenmeyi azaltici etki  yaptigi
gorulmistur. Diger arastirmacilarin yapmis olduklarr ¢alismalara bakildiginda da
sitokinin ile birlikte kullamlan disik oksin konsantrasyonlarinin hiicre bolinmesini,
bitki gelisimini ve kardeslenmeyi tesvik ettigi, oksin konsantrasyonlarinin arttirildigi
durumlarda ise kardeslenmenin engellendigi gorulmsttr

Ileride yapilacak calismalarda, ayni kilttr kosullar: kullanilarak, sitokinin ile
kombine edilen oksin konsantrasyonlar1 dusuk tutularak ve NAA’ya ek olarak farklt
oksnler (IBA ve IAA) denenerek daha fazla sirgin elde edilebilecegi
distnulmektedir. Kalttr strelerinin uzun tutulmas: ve kiltire alinma sirasinda 15 x
20'lik kdltar tdplerinin - kullamlmas: yerine daha genis kultir kaplarindan
yararlaniimasi daha faydal1 olacaktir.

Y uksek hormon konsantrasyonlarimin (BA ve NAA) kullamldigi denemede
ise 8.0 mg/l BA iceren ortamdan her U¢ ¢esit icin de en yuksek kardeslenme oranlari
elde edilmesine ragmen, olusan yapraklarin mizrak seklinde deforme oldugu ve
bitkilerde somaklonal varyasyon goruldigu, yuksek BA nin NAA ile kombinasyonu
sonucunda bitki deformasyonunda azalma bunun yamnda deforme olan yapraksi
yapilarin gorulmeyerek, normal kardeslenmenin gorildigi saptanmistir. Y tksek
sitokinin konsantrasyonunun neden oldugu somaklonal varyasyon, hem in vitro
ortamda morfolojik olarak hem de RAPD analizleri yapilarak genotipik olarak
gozlenmistir. Calismamn ileriki asamalarinda, somaklonal varyasyonun ileri
asamalarint gozlemek amaciyla varyasyonun goruldigu bitkicikler topraga alistirilip
gelistirildikten sonra tekrar DNA izolasyonu yapilip, farkli markir sistemleri ile
kontrol edilmesi Onerilmektedir.

YUritilen arastirmada, istatistik analizler sonucunda cesitler arasinda
herhangi bir farklilik gérilmemis olup, sterilizasyon asamasinda civa klortrin etkili
oldugu, kardeslendirme asamasinda ise 1.0 mg/l BA’da en yuksek kardeslendirme

oramnin elde edildigi sonucuna varilmistir.
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