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Turkey has an advantageous position for the cultivation of ornamental plants for reasons such as
favourable conditions, proximity to markets and cheap labour. In addition to classical production
methods, biotechnological methods are used to meet the demand of Spathiphyllum, which is an
indoor plant. In recent years, it has been started to be used in micropropagation of plants called
temporary immersion system as well as classical tissue culture systems. Within the scope of the
present study, micropropagation and rooting studies were carried out using classical tissue culture
system and Plantform, one of the temporary immersion bioreactor systems, in the commercially
important Spathiphyllum ‘Chico’ genotype. MS medium containing 1 mg L 6-Benzylaminopurine
(BAP) was used in micropropagation experiments established in both systems, and Murashige and
Skoog (MS) medium containing 1 mg L Indole-3-butyric acid (IBA) was used in rooting
experiments. The results of micropropagation and rooting have been found to be successful in both
systems. As a result of the screening with Sequence-Related Amplified Polymorphism (SRAP)
markers, it was determined that there were no genetic differences in the plants that were reproduced
and rooted.
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Daldirma biyoreaktor sistemi
Yetistirme

Tiirkiye, siis bitkileri yetistiriciligi agisindan elverigli kosullari, pazar iilkelere yakinligi ve ucuz
isgiicline sahip olmasi gibi sebeplerle avantajli bir konuma sahiptir. Bir i¢ mekan bitkisi olan
spathiphyllum talebini karsilamak amaciyla, klasik iiretim yontemlerine ek olarak biyoteknolojik
yontemlerden de yararlanilmaktadir. Son yillarda bitkilerin Mikrogogaltim’inda klasik doku kiiltiirt
sistemleri ile beraber, gecici daldirma biyoreaktorler olarak adlandirilan sistemlerin de kullanimina
baglanmustir. Bu ¢alisma kapsaminda, ticari olarak dneme sahip spathiphyllum ‘Chico’ genotipinde,
klasik doku kiiltiirii ve gecici daldirma biyoreaktor sistemlerinden biri olan Plantform kullanilarak,
Mikrogogaltim ve kdklendirme caligmalart yiriitilmiistiir. Her iki sistemde kurulan Mikrogogaltim
denemelerinde 1 mg L 6-Benzilaminopiirin (BAP) igeren Murashige ve Skoog (MS) besin ortanm,
koklendirme denemelerinde ise 1 mg L indol-3-biitirik asit (IBA) igeren MS ortami kullanilmustir.
Mikrogogaltim ve koklenme sonuglarinin, her iki sistemde de basarili oldugu tespit edilmistir. Dizi
Iliskili Cogaltilmis, Polimorfizm (SRAP) markirlari ile yapilan DNA analizleri sonucunda da,

Mikrogogaltim .. .. o o . - . i

Bi voea cogaltilan ve koklendirilen bitkilerde herhangi bir genetik ag¢ilimin olmadig: belirlenmistir.
iyoreaktor
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Giris

Tirkiye, siis bitkileri yetistiriciliginde uygun iklimsel
ve cografi kosullara, pazar iilkelerine yakinliga ve ucuz
isgiicline sahip olmasi gibi nedenlerle 6nemli avantajlara
sahiptir. Aracea familyasina ait bir i¢ mekan bitkisi olan
Spathiphyllum'un orijini, Kolombiya ve Venezuela’dir.
Dogada 36 tiirii bulunan Spathiphyllum cinsi oldukga
kuvvetli biiyliyen ve bakimi kolay bir salon bitkisidir.
Spathiphyllum’un yapraklari yesil, uzunca oval, u¢ kisma
dogru sivri ¢igekleri beyaz, spathe ve spadiksten
olusmustur. Cicek basagini saran spadiks beyaz renkte
oldugu i¢in “Barig Zambag1” veya yelkene benzerliginden
dolay1 “Beyaz Yelken” adlartyla da anilmaktadir.
Spathiphyllum’un vejetatif yollarla ¢ogaltilmas1 zordur.
Bu nedenle generatif yollarla ¢ogaltim talebinin
kargilanmasi gerekmektedir (Hennen ve Hotchkiss, 1995).
Tohum iiretimi diizensiz oldugu i¢in talebi yeterince
kargilamamaktadir. Giinlimiizde artan spathiphyllum
talebini karsilamak amaciyla, klasik iiretim yontemlerine
ek olarak biyoteknolojik yontemlerden de
yararlanilmaktadir. Bitki 1slah1 ve yetistiriciligi siirecinde,
bitkilere birgok farkli  biyoteknolojik  yOntemler
uygulanabilir. Biyoteknolojinin en genis uygulamalarindan
biri, bitki doku kiiltiirii alanindadir. Giiniimiizde bitki doku
kdiltiirii uygulamalari, klonal ¢ogaltim ve
Mikrogogaltim’dan ¢ok daha fazlasim kapsamaktadir.
Rutin teknolojiler; somatik embriyogenesis, somatik
hibridizasyon, viriis eliminasyonunu, haploid bitki iiretimi,
sekonder metabolitlerin iiretilmesi ve biyoreaktorlerin kitle
¢ogaltiminda uygulanmasini igerecek sekilde genislemistir
(Donmez ve ark., 2016). Son dénemlerde Spathiphyllum
bitkisinin popiileritesindeki artis nedeniyle, piyasada
ihtiya¢ duyulan talebin karsilanmasi igin treticiler bitki
doku kiiltiirii tekniklerinden yararlanmaktadirlar.

Klasik doku kiiltiirii yontemlerinde, genellikle agarla
katillagtirllmis besin ortamlar1 kullanilmaktadir. Bununla
beraber baz1 ¢aligmalarda tam sivi  ortamlarinda
kullanildig1 bilinmektedir. Ancak gerek kati ortamlarin,
gerekse de tam sivi ortamlarn bitki gelisimi {istline
dezavantajlart s6z konusudur. Kati ortamlarin katilagtirict
etkisi  sebebi ile zamanla ortamlarda kararma
gozlenmektedir. Bu sebeple 4-5 haftada bir altkiiltiir
isleminin gerceklestirilmesi gerektigi bilinmektedir. Bu
durum, ortamlarda kontaminasyon olugma riskini
arttirmaktadir. Ayrica, belirli bir alt kiiltiirden sonra
somaklonal varyasyonla da karsilagilabilmektedir. Tam
stvi ortamlarda ise en ¢ok karsilagilan problem bitki
materyalinin  siirekli besin ortaminda kalmasindan
kaynaklanan hiperhidrisiti olaymin gézlemlenmesidir. Bu
nedenle son zamanlarda gelistirilen ve bitkinin belirli
araliklarla sivi ylizeyden uzaklagsmasini miimkiin kilan,
gecici daldirma biyoreaktdr sistemleri kullanilmaktadir
(Yenice, 2010). Gegici daldirma biyoreaktor teknolojisi
(Adelberg ve Simpson, 2002), steril laboratuvar kaplarinda
(biyoreaktdr) sivi besin ortamlarina aralikli olarak hizlica
daldirilarak, bitkilerin biiylimesini saglayan bir ¢ogaltma
sistemidir. Sistem basing altinda, hava akimi araciligiyla
yiiriitilmektedir. Icine gegici daldirmada, kiiltiirler
belirlenmis araliklarda 6nceden ayarlanmis bir siire igin,
ortam i¢ine daldirilir. Bu sistemlerin olduk¢a kullanislt
olmalarinin en Onemli sebebi daha kisa siirede, diisiik
maliyete daha kaliteli bitkilerin iretilebiliyor olmasidir.

Sistem yeni nesil doku kiiltliri teknolojisidir ve sivi
ortamda bitki dokularmin zamanli daldirilmasi kiiltiirlerin
havalanmasina olanak saglar. Her {inite -kapali steril
laboratuvar ortami- basing altinda hava akigini girig ve
cikiglar ile saglayan bir biyoreaktdrdiir. Bu ozellik,
geleneksel doku kiiltiirii ile iligkili sinirlamalara iistiin
gelmektedir. Bu ¢aligma kapsaminda son yillarda yaygin
bir sekilde kullanilmaya baglanan, Plantform gegici
daldirma biyoreaktor sistemi kullanilmustir (Sekil 1).

Calisma kapsaminda, i¢ mekan siis bitkileri arasinda
onemli bir paya sahip olan sphathiphyllum’un klonal ve
hizl1 olarak iiretilmesinde, klasik ve gegici daldirma
tekniklerinin  etkisi  birbirleri ile karsilagtirilarak
belirlenmistir. Bu amagcla, kat1 kiltir ve Plantform
biyoreaktor sistemi  kullanilarak  spathiphyllum’un
cogaltilmasi, koklendirilmesi ve dig kosullara aligtiritlmasi
islemleri gerceklestirilmigtir. Ayrica, Kkiiltiir siiresince
bitkilerde herhangi bir genetik varyasyonun olup olmadig1
molekiiler analizler ile tespit edilmistir.

[

Sekil 1. Plantform gecici daldirma biyoreaktor sistemi
(boyutlar 180 x 150 x 150 mm) (Georgiev ve ark., 2014).
Figure 1. Plantform temporary immersion bioreactor
system (sizes 180 x 150 x 150 mm) (Georgiev et al.,

2014).
Materyal ve Metot
Bitkisel Materyal
Calisma kapsaminda, Dbitkisel materyal olarak

spathiphyllum ‘Chico’ genotipi kullanilmistir.

Bitkisel Materyalin Sterilizasyonu

Calisma kapsaminda kullanilan spathiphyllum ‘Chico’
genotipine ait siirgiin uglar1 laboratuvara getirildikten
sonra, ¢esme suyu altinda 10 dk yikanmigtir. Daha sonra
stirglin uglart %15 sodyum hipoklorit + 1-2 damla Tween
20 c¢ozeltisinde 15 dk bekletilmistir. Ardindan sterilant
maddelerin uzaklastirilmasi amaciyla, 3 defa steril saf su
ile yitkanmustir.

Besin Ortami

Sterilizasyon sonrast siirgiin uglar; 1 mg L' BAP, 30 g
L' sakkaroz, 7,5 g L? agar iceren MS (Murashige ve
Skoog, 1962) besin ortaminda kiiltiire alinmislardir. Besin
ortamiin pH’s1 5,7’ye ayarlanmigtir. Siirgiin uglari, 16
saat aydinlik 8 saat karanlik, 25°C sicaklik kosullarinda
kiiltiire alinmiglardir. Siirgiin uglarinin kiiltiire alinmast
sonucu elde edilen bitkiler, mikrogogaltim denemelerinde
kullanilmistir.

Mikrogogaltim Denemelerinin Kurulmast

Calismada  kullanilan  spathiphyllum  ‘Chico’
genotipine ait slirgiin uglari, MS besin ortaminda kati
kiiltiir ve Plantform gegici daldirma biyoreaktdr sisteminde
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kiiltire alinmiglardir. Her iki sistemde kurulan
Mikrogogaltim denemelerinde, besin ortamlarinin igerisine
1 mg L BAP ve 30 g L sakkaroz ilave edilmistir. Kat1
kiiltiir denemelerinde, besin ortamlarma 7,5 g L agar ilave
edilmigtir. Mikrogogaltim denemelerinde, her iki sistemde
kullanilan tim besin ortamlarinin = pH’st  5,7’ye
ayarlanmistir. Bitkicikler, kati kiiltiirde dort haftada bir
olmak iizere toplamda 3 kez alt kiiltiire alinmislardir.
Plantform sistemi i¢in hazirlanan besin ortamlarina, agar
ilave edilmemistir. Plantform biyoreaktér sistemi
Mikrogogaltim denemesinde, her kiiltiir kabina 500 mL
besin ortami eklenmis ve 100 bitki kiiltiire alinmistir.
Plantform biyoreaktor sisteminde daldirma siiresi 4 saatte
10 dk, havalandirma siiresi ise 4 saatte 15 dk olacak sekilde
ayarlanmustir. Her iki sistemde bitkicikler, 16 saat aydinlik
8 saat karanhk ve 25°C sicaklik biiylitme kosullarinda
kiiltiire alinmistir.

Koklendirme Denemelerinin Kurulmas

Mikrogogaltim denemeleri sonucunda elde edilen
bitkiler ile kati kiiltiir ve Plantform biyoreaktor sistemleri
kullanilarak, koklendirme denemesi kurulmustur. Her iKi
sistemde koklenme denemelerinde, 1 mg L IBA ve 30 ¢
L sakkaroz iceren MS besin ortamu kullanilmigtir. Kati
kiiltir ve Plantform sistemi koklenme denemelerinde
kullanilan  tiim besin ortamlarmin pH’s1, 5,7’ye
ayarlanmigtir. Kati1 kiiltiir koklendirme denemelerinde,
besin ortamlarna 7,5 g L™ agar ilave edilmistir. Kat: kiiltiir
koklendirme denemelerinde, koklendirme ortamlarina 20
bitki aktarilmistir. Plantform sistemi i¢in hazirlanan besin
ortamlarina agar ilave edilmemistir. Plantform biyoreaktor
sistemi koklenme denemesinde, her kiiltiir kabina 500 mL
besin ortami eklenmis ve 100 bitki konulmustur. Plantform
biyoreaktor sisteminde, daldirma siiresi 4 saatte 10 dk ve
havalandirma siiresi 4 saatte 15 dk olacak sekilde
ayarlanmistir. Kat1 kiiltiir ve Plantform sistemi kdklenme
denemelerinde, bitkiler 8 hafta siiresince kiiltiire alinmistir.
Her iki sistemde bitkicikler, 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik, 25°C sicaklik kosullarinda kiiltiire alinmustir.

Bitkilerin Dis Kosullara Alistirilmast

Her iki sistemde koklenen bitkiler, dig kosullara
aktarilmadan Once bitkilerin bulundugu kiiltiir kaplari
kademeli olarak agilarak, laboratuvarda 6n alistirma islemi
gergeklestirilmistir. Kati kiiltirde bitkiler, su ile agardan
tamamen uzaklastirilmistir. Her iki sistemden elde edilen
kokli bitkiler, serada 1:1 oranda steril torf:perlit karigimi
iceren viyollere aktarilmistir. Bu asamada bitki uzunlugu,
kdk wuzunlugu ve kok sayisina ait parametreler
incelenmistir.

Deneme Plani, Istatistik Analizleri ve Incelenen
Kriterler

Spathiphyllum ‘Chico’ genotipinin Mikrogogaltim’1 ve
koklendirilmesi amaciyla kurulan denemelerin tamami 3
tekerriirlii olacak sekilde, tesadiif parselleri deneme desenine
gore kurulmustur. Spathiphyllum’un in vitro kosullarda hizli
ve klonal ¢ogaltimimin amaglandigi bu projede, klasik doku
kiiltiiri sistemi ile Plantform biyoreaktor sisteminin bitki
kalitesi, ¢ogalma katsayis1 ve koklenme iizerine etkileri
incelenmistir. Mikrogogaltim denemelerinde ii¢ altkiiltiir
yapilmis olup, altkiiltiirlerin ortalamalar1 alinmstir. Kati
kiltir denemelerinde bitkiler, 4 haftada bir altkiiltiire

alimmustir. Plantform biyoreaktdr sisteminde ise bitkiler 8
hafta kiiltire almmigtir. Mikrogogaltim  denemeleri
sonucunda, 20’ser bitkide; bitki boyu (cm), kardes sayisi
(kardes/bitki), yaprak sayisi (adet), yas agirlik (g) ve kuru
agirlik (g) parametrelerine ait gozlemler alinmustir.
Koklenme denemelerinde, koklendirme ortaminda kiltiire
alma isleminden 8 hafta sonra; bitki boyu (cm), kok
uzunlugu (cm), kok sayist (adet), yaprak sayisi (adet), yas
agirlik (g) ve kuru agirlik (g) parametrelerine ait gézlemler
alinmistir. Bitkilerin yas agirliklari hassas terazide tartilarak
gram (g) (£0,1) olarak belirlenmistir. Kuru agirhg:
belirlemek i¢in bitkiler, 70°C’de 48 saat etiivde kurutulmus,
ardindan hassas terazide tartilmistir. Caligmada elde edilen
ortalamalar  arasindaki  farkliliklar, t testi ile
karsilastirlmustir. Istatistik analizler, JMP 8.01 programi
kullanilarak gerceklestirilmistir.

Doku Kiiltiirii Calismalart Sonucunda Elde Edilen
Bitkilerde Genetik Kararliligin Belirlenmesi

Caligma kapsaminda kati kiiltiir ve Plantform gegici
daldirma biyoreaktdr sisteminde ¢ogaltilan ve kdklendirilen
bitkilerde herhangi bir genetik varyasyon olup olmadig:
baglangic  materyali ile  karsilastrma  saglanarak
gerceklestirilmistir. Bu amacla; baglangic (kontrol), kati
kiiltir ~ Mikrogogaltim denemesi sonrasi, plantform
Mikrocogaltim denemesi sonrasi, kati kiiltiir kdklenme
denemesi sonrasi, plantform koklenme denemesi sonrast
olmak iizere 5 donemde yaprak ornekleri alinmistir. Alinan
yaprak ornekleri -196°C’de siv1 azota daldirilip, —80°C’de
muhafaza edilmistir. Genetik kararliligin belirlenmesinde,
SRAP markirlar1 kullanilmigtir. DNA izolasyonu igin her
genotipten alian bitkisel materyallere ait yapraklar, Tissue-
Lyser cihaz1 (Invitrogen-GT) ile oOgitilmistir. DNA
izolasyonu CTAB  (Cetyltrimeyhhylamoniumbromide)
yontemi takip edilerek gergeklestirilmistir (Simsek ve ark.,
2008). SRAP analizleri, Li ve Quiros (2001)’e gore
yapilmistir. Calismada, 4 adet ileri ve 4 adet geri primerinin
farkli kombinasyonlar1 ile olusturulan, 16 primer c¢ifti
kullanilmstir. Arastirmada kullanilan primerlere ait bilgiler
Cizelge 1’de belirtilmistir.

Cizelge 1. SRAP analizlerinde kullanilan ileri ve geri

primerleri
Table 1. Forward and reverse primers used in the SRAP
analysis
Primer ad1 Forward Primer (5°-3”)
Eml TGAGTCCAAACCGGATA
Em2 TGAGTCCAAACCGGAGC
Em3 TGAGTCCAAACCGGAAT
Em4 TGAGTCCAAACCGGACC
me2 GACTGCGTACGAATTTGC
me3 GACTGCGTACGAATTGAC
me4 GACTGCGTACGAATTTGA
me5 GACTGCGTACGAATTAAC

SRAP-PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen
griinler, agaroz  jel  elektroforezi  kullanilarak
goriintillenmistir. Bu amagla, %2,5 oraninda agaroz jel
hazirlanmistir. Agaroz jel hazirliginda, %0,5 oraninda
TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) kullamlmistir. PCR
iirlinlerinin tlizerine 6X yiikleme boyasi eklendikten sonra,
agaroz jele yiiklenmigtir. PCR iiriinlerinin boyutunun tespit
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edilmesi amaciyla jele, DNA ornekleri ile beraber 1 kb
DNA ladder yiiklenmistir. Jel, 3,5 saat 110 V elektrik akimi
altinda kosulmustur. PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi
amacltyla agaroz jel %0,1 oraninda etidyliim bromid ile

boyanmis ve UVP jel dokiimantasyon cihazinda
gorilintiilenmistir.
Bulgular

Calismada, spathiphyllum  ‘Chico’  genotipinin

Mikrogogaltim’1 ve koklendirilmesi lizerine Plantform
gegcici daldirma biyoreaktor sisteminin etkisi, kati kiiltiir ile
kiyaslanarak belirlenmistir. Plantform gegici daldirma
biyoreaktor sisteminde kiiltiir kaplarina 4 saatte bir 10 dk
daldirma islemi ve 4 saatte bir 15 dk havalandirma iglemi
uygulanmistir.

Mikrogogaltim Denemelerine ait Bulgular

Kati kiltiir ve plantform biyoreaktdr sisteminde
Mikrogogaltim denemeleri yiiriitilmiistiir. Her iki sistemde
Mikrogogaltim denemelerinde, 1 mg L BAP igeren MS
besin ortamu kullamilmistir. Mikrogogaltim denemelerinde;
kardes sayis1 (kardes/bitki), bitki boyu (cm), yaprak sayisi
(adet), yas agirlik (g) ve kuru agirlik (g) parametreleri
incelenmistir (Cizelge 2). Ayrica bitkilerin genel durumlari
degerlendirilmistir. Mikrogogaltim denemelerinde, kati
kiiltiir ve Plantform sisteminin kardes sayist iizerine
etkileri, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,001).

Spathiphyllum icin etkili Mikrogogaltim yonteminin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢alismada, kati
kiiltiir denemelerinde bitkilerden elde edilen kardes sayisi
ortalamalar1 (8,08), Plantform sisteminden elde edilen
kardes sayisi ortalamalarma (5,05) gore daha fazla
olmustur. Ortalamalar arasindaki bu fark, istatistiksel
olarak onemli bulunmustur (P<0,001). Calismada, bitki
boyu, yaprak sayisi, yas agirlik ve kuru agirlik verileri
iizerine kati kiiltiir ve Plantform biyoreaktdr sisteminin
etkisinin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu tespit
edilmistir.

Koklenme Denemelerine ait Bulgular

Projede kati Kkiiltir ve Plantform biyoreaktdr
sisteminde, koklenme denemeleri yiiriitiilmiigtiir. Her iki
sistemde koklenme denemelerinde 1 mg Lt IBA igeren MS
besin ortami kullanilmigtir. Koklenme denemelerinde;
bitki boyu (cm), kok uzunlugu (cm), kok sayisi (adet),
yaprak sayisi (adet), yas agirlik (g) ve kuru agirlik (g)
parametreleri incelenmistir (Cizelge 3). Ayrica, bitkilerin
genel durumlart degerlendirilmistir.

Koklenme denemelerinde, kati kiiltiir ve plantform
sisteminin bitki boyu (cm), kok uzunlugu (cm) ve yas
agirhk (g) lizerine etkileri istatistiksel olarak oOnemli
bulunurken (P<0,001); kok sayisi (adet), yaprak sayisi
(adet) ve kuru agirlik (g) tlzerine etkileri Onemsiz
bulunmustur. Koklenme denemelerinde kati kiiltiirde
gelisen bitkilerin bitki boyu (5,42), kok uzunlugu (4,92) ve
yas agirhik (0,79) ortalamalari, Plantform sisteminde
gelisen bitkilerin bitki boyu (2,27), kok uzunlugu (1,87) ve
yas agirlik (0,33) ortalamalarina gore daha fazla olmustur.
Kati kiiltiir ve Plantform sistemi k6klenme denemelerinde,
bitkilerin kéklenme orani %100 olarak belirlenmistir.

Molekiiler Calismalara ait Bulgular

Kat1 kiiltiir ve Plantform biyoreaktor sistemlerinde
cogaltilan ve koklendirilen bitkilerde herhangi bir genetik
farklililk  olup olmadigi, baglangic materyali ile
karsilagtirilarak gerceklestirilmistir. Plantform siteminin
kullanimu ile ilgili basarili bir protokoliin gelistirilebilmesi
icin Plantform sisteminde ¢aligilan bitkilerin baslangic
materyali ile genetik olarak farkli  olmamasi
gerekmektedir. Caligmada kullanilan spathiphyllum’un
katt kiltir ve Planform sistemlerinden elde edilen
klonlarinda genetik ag¢ilimin  olup olmadigi SRAP
markirlari ile tespit edilmigtir. Bu amagla, toplam 16 SRAP
primer kombinasyonu kullanilmigtir. Calismada kullanilan
16 SRAP primer kombinasyonundan, 6 primer
kombinasyonu ile amplifikasyon elde edilememistir.
Geriye kalan 10 primer kombinasyonunda, &rnekler
arasinda DNA bant profilleri arasinda bir farklilik
bulunmamustir.

Cizelge 2. Spathiphyllum kati kiiltir ve Plantform
Mikrogogaltim denemesine ait veriler

Table 2. Data from micropropagation experiments of
Spathiphyllum solid culture and Plantform

; . Yontem

Incelenen kriterler Kati kiiltiir  Plantform
Kardes sayisi (kardes/bitki) 8,08* 5,05*
Bitki boyu (cm) 3,58 3,55
Yaprak sayisi (adet) 27,36 28,50
Yas agirlik (g) 1,36 1,89
Kuru agirlik (g) 0,14 0,31

*P<0,001

Cizelge 3. Spathiphyllum kati kiltir ve Plantform
koklenme denemesine ait veriler

Table 3. Data from rooting experiments of spathiphyllum
solid culture and Plantform

incel kriter] Yontem
neelenen kriterler Kat1 kiiltir ~ Plantform
Bitki boyu (cm) 5,42* 2,27*
K&k uzunlugu (cm) 4,92* 1,87*
Kok sayisi (adet) 12,00 11,90
Yaprak sayis1 (adet) 6,25 5,00
Yas agirlik (g) 0,79* 0,33*
Kuru agirlik (g) 0,07 0,07
*P<0,001
Tartisma

Bitki doku Kkiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan bitki
biiyiime diizenleyicinin etkinligi, bitki bilyiime diizenleyici
tipi ve konsantrasyonuna gore her genotip igin farkh
olabilmektedir. Dewir ve ark. (2006), S. cannifolium
bitkisinde gerceklestirdikleri Mikrogogaltim
calismalarinda, en etkili protokolii belirlemek amaciyla BA
ile birlikte IBA ve NAA’nin farkli konsantrasyonlarini
kullanmislar ve en fazla stirgiin sayisin1 13,32 mM BA ve
4,9 mM IBA igeren besin ortaminda elde etmislerdir. Aka
Kacar ve ark. (2005), ‘Sweet Pablo’ Spathiphyllum
c¢esidinin Mikrocogaltim’1 igin farkli konsantrasyonlarda
BA ve PBA bitki biiyiime diizenleyicileri igeren MS besin
ortami kullanmislar ve saglikli ve giiglii siirgiinlerin elde
edilmesinde PBA’nin BA’ya gore daha etkili sonuglar
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verdigini belirtmiglerdir. Geneyikli (2009), ii¢ farkli
Spathiphyllum c¢esidinin (Sweet Dario, Sweet Chico,
Sweet Cupido) Mikrogogaltim’1 {izerine en basarili bitki
biiylime diizenleyicisini belirlemek amacryla Kin, BA ve
NAA’nin farkli konsantrasyonlarii kullanmis ve her iig
gesit icin en etkili Mikrogogaltim ortammin 1 mg L BA
iceren ortam oldugunu bildirmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda, ¢ogaltma ortaminda kullamlan 1 mg L? BA
ve koklendirme ortaminda kullanilan 1 mg L' IBA
konsantrasyonu, cogaltma ve koklenme igin oldukca
basarili sonuglar vermistir. Kati kiiltir ve Plantform
sisteminde, kdklenme orani %100 olarak tespit edilmistir.

Gegici daldirma biyoreaktor sistemleri gegtigimiz on
yil icerisinde, bitki Mikrogogaltim’1, bitki kaynakli
sekonder metabolitlerin {iretimi, yabanci proteinlerin
sentezlenmesi ve bitki iyilestirmede potansiyel ¢oziimler
icin bir perspektif teknoloji olarak kabul goriilmiistiir.
Gliniimiizde, benzer veya farkli teknolojik prensipler
tizerinde calisan birkag¢ gegici daldirma sistemi, somatik
embriyolar, Mikrogogaltim ve kok kiiltiirleri de dahil
olmak tizere ¢esitli ¢alismalarda materyallerin in vitro
sistemler kullanilarak basarili bir sekilde gelisebilmesi i¢in
uygulanmugtir. Gelistirilen baz1 gegici daldirma sitemleri
arasinda BIB (Biorreator delmersao por Bolhas), RITA
(recipienta immersion temporaire automatique), twin-flask
sistem, SETIS™ biyoreaktor, Rocker sistemleri ve
Plantform sistemi bulunmaktadir (Georgiev ve ark., 2014).
Bu sistemler arasinda Plantform biyoreaktor sistemi, son
yillarda olduk¢a yogun kullanim alanina sahip olmustur.
Farkl1 arastiricilar tarafindan su mercimegi (Yenice, 2010),
yiiksiik otu, kirpi otu ve ahududu (Welander ve ark., 2014),
mersin ve zeytin (Benelli ve ark., 2015), sapli mese (Gatti
ve ark., 2015), siis ¢imi, kasimpati, incir ve kirmizi frenk
tiztimii (Lambardi ve ark., 2015), Stevia rebaudiana (Sacco
ve ark., 2015), sapli mese (Enrico ve ark., 2015), Giliney
Afrika baklagili (Kokotkiewicz ve ark., 2015), vanilya
bitkisi (Ramirez-Mosqueda ve Iglesias-Andreu, 2016),
orkide (Masnoddin ve ark., 2016), muz (Daungban ve ark,
2017), bambu (Gutiérrez ve ark.,, 2016), Sagittaria
sagittifolia (Meiping ve ark., 2016), mersin bitkisi (Bigen
ve ark., 2017), gerbera (Frometa ve ark., 2017), sizandra
(Szopa ve ark., 2017), kegiboynuzu (Umarusman, 2018)
turunggil anaglar1 (Cengiz ve Aka Kagar, 2019), Prunus
anaglar1 (Hasan Ali Dagman, 2019) ve mersin bitkisinde
(Aka Kacar ve ark., 2020) Plantform biyoreaktor sistemi
kullanilarak ¢alisilmistir.

Farkli  bitki  tirlerinin -~ Mikrogogaltim’t  ve
koklendirilmesi ¢alismalarinda, Plantform biyoreaktor
sistemi basarili sonuglar vermistir. Ancak, her bitki tiirii
icin basarili olan sistem farklt olabilmektedir.
Spathiphyllum ‘Chico’ ¢esidinin Mikrogogaltim’1 ve
koklenmesi lizerine Plantform gegici daldirma biyoreaktor
sisteminin etkisinin kati1 kiiltiir ile karsilastirildigi bu
caligmada ise, Mikrogogaltim denemelerinde, bitki basina
diisen kardes sayisi, kati kiltiirde daha basarili
bulunmustur. Koklenme denemelerinde; bitki uzunlugu,
kok uzunlugu ve yas agirh@in kati kiiltiirde Plantform
sistemine gore daha basarili oldugu tespit edilmistir. Ancak
elde edilen veriler degerlendirildiginde, Plantform
sisteminin  spathiphyllum’un ~ Mikr¢ogaltim’t  ve
koklenmesi i¢in uygun oldugu tespit edilmistir. Dewir ve
ark. (2006) ise, S. cannifolium bitkisinde, katilagtirilmig
ortam ve biyoreaktdr kiiltiirleri (siirekli ve gegici daldirma)

arasindaki  calismalar1  karsilastirdiklarinda,  siirgiin
cogaltimi ve gelismesinde diisiik sitokinin
konsantrasyonlar1 ile desteklenmis siirekli daldirma

biyoreaktdr sistemlerinin daha etkili oldugunu tespit
etmislerdir.

Gegici daldirma biyoreaktdr sistemlerinde, kiiltiir
kaplarina uygulanan daldirma/havalandirma siireleri ve
kiiltire alman eksplant sayist  bitki  gelisimini
etkilemektedir. Bitki tiirine bagli olarak optimum
daldirma-havalandirma siireleri ve baglangi¢ eksplant
sayisi farkli olabilmektedir. Gatti ve ark. (2015) sapli mese
bitkisinin in vitro kosullarda Plantform sisteminde
Mikrogogaltim’inda 8 saatte bir 12 dakika ve 16 saatte bir
8 dakika olmak tizere iki farkli daldirma siiresini
denemislerdir. Havalandirma siiresi ise 4 saatte bir 15
dakika olarak belirlenmistir. Calismada 8 saatte bir 12
dakikalik daldirma siiresinin bitki gelisimi {izerine daha
etkili oldugu belirlenmistir. Sacco ve ark (2015), Plantform
biyoreaktor sisteminde kiiltiire alinan Stevia bitkisi igin 3
saatte bir daldirmanmn kallus ve camlasma problemi
meydana getirdigini, bununla birlikte 8 saatte bir
daldirmanin daha kaliteli siirgiin olusumu sagladigim
belirtmislerdir. Zhang ve ark (2017) tibbi bir bitki olan
Pinellia ternate bitkisinde 9 farkli daldirma dongiisiiniin,
bitki c¢ogalmast ve Dbiiylimesi {izerine etkisini
aragtirmislardir. Caligma sonunda, bitki ¢ogalmasi ve
biiylimesi lizerinde en basarili daldirma dongiisii 12 saatte
bir 5 dk olarak belirlenmistir. En fazla yas agirlik, kiiltiir
kaplarina 60 eksplant konuldugu zaman elde edilmistir.
Kiiltiir kaplarina 80 ve 100 eksplant konuldugu zaman
bitkiler zayif gelisme gdstermistir. Ayrica, kiiltiir kaplarina
4 saatte 10 dk daldirma ve 4 saatte 15 dk havalandirma
siresi uygulandiginda bitkilerin daha iyi gelistigi
belirlenmistir. Calismada, Spathiphyllum Mikrogogaltim
ve koklenme c¢alismalarinda, Plantform biyoreaktor
sisteminde daldirma siiresi 4 saatte 10 dk, havalandirma
stiresi ise 4 saatte 15 dk olacak sekilde ayarlanmistir.
Plantform biyoreaktér sisteminde Mikrogogaltim ve
koklendirme denemelerinde 100’er bitki kiiltlire alinmistir.
Bu kosullarda kiiltiire alinan spathiphyllum bitkisinde,
Mikrogogaltim denemelerinde, bitki basina diisen kardes
say1st, koklendirme denemelerinde ise bitki uzunlugu, kok
uzunlugu ve yas agirlik parametreleri kati kiltiirde
Plantform gegici daldirma biyoreaktor sistemine gére daha
basarili olmustur. Bununla beraber Plantform sisteminin
sahip oldugu avantajlar degerlendirildiginde; oOzellikle
kiiltiir kaplarina ¢ok daha fazla sayida bitki eklenebilmesi,
altkdltiir siiresinin uzamasi, is¢iligin ve maliyetin azalmasi
gibi faktorler agisindan bilyilik capli iiretim ¢aligmalarinda
Plantform sisteminin kullanilabilirligi ortaya konulmustur.

Sonuc¢

Calisma sonuglarina dayali olarak gecici daldirma
biyoreaktor sistemlerinden biri olan Plantform sisteminin
kullanilabilirligi, isgiicii ve zamandan tasarruf saglamasi
yoniiyle klasik kati kiiltiirlere gore iyi bir potansiyele sahip
oldugu ortaya konulmustur. Calismada klasik kat1 kiiltiir ve
Plantform sisteminde ¢ogaltilan ve koklendirilen bitkiler,
basartyla dis kosullara aktarilmigtir. SRAP markirlariyla
yuriitiilen DNA analizlerine dayali olarak baslangig
materyali ile kati kiiltiir ve Plantform sisteminde g¢alisilan
bitkilerde herhangi  bir genetik varyasyon tespit
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edilmemistir. Sonug olarak, Plantform sisteminin avantajlari
degerlendirildiginde; biiyiik capli iiretim g¢alismalarinda
Plantform sisteminin kullanilabilirligi ortaya konulmustur.
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