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ONSOZ

“Orchis sancta L. ve Serapias vomeracea (Burm. F.) Briq. tiirlerinin bitki doku
kiiltiiriic yontemiyle tiretimi” adli doktora tezi calisilmigtir. Bu doktora ¢aligmasi nesli
tikenme tehlikesiyle karsi karsiya olan ve ekonomik agidan Onem tasiyan salep
orkidelerinin iiretimi ve dogal ortamlara adaptasyonlari konusunda oOnemli bilgiler
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Doktora Tezi
OZET

ORCHIS SANCTA L. ve SERAPIAS VOMERACEA (BURM. F.) BRIQ. TURLERININ
BITKiI DOKU KULTURU YONTEMIYLE URETIMI

Ersan BEKTAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2014, 111 Sayfa,

Bu doktora tezinde Orchidaceae familyasindan Orchis sancta L. ve Serapias
vomeracea (Burm. F.) Briq. tiirlerinin in vitro kosullarda iiretimi ve olusan fidelerin toprak
kosullarina adaptasyonu ve ayrica sentetik tohumlarmin iiretilmesi ve ¢imlendirilmesi
calismalar1 gergeklestirilmistir. O. sancta ve S. vomeracea olgun tohumlarinin asimbiyotik
¢imlendirilmesi calismalarinda en etkili besi ortaminin her iki tiirde de Orchimax aktif
komiirlii besi ortaminin oldugu belirlenmistir. Cesitli bitki biiyme diizenleyicilerinin ve
farkli derisimlerinin ¢imlenme {izerindeki etkilerine bakildiginda, O. sancta’nin 1,0 mg/L
ZEA, S. vomeracea’nin 2,0 mg/L 6-BA igeren ortamlarda en yiiksek ¢imlenme yiizdelerine
sahip olduklar1 goriilmiistiir. En yiiksek siirgiin uzama miktar1 O. sancta’da (53,24 mm) ve
S. vomeracea’de (42,88 mm) 0,25 mg/L TDZ igeren ortamlarda gézlenmistir. O. sancta’da
1,0 ve 2,0 mg/L KIiN iceren ortamlarmnin, S. vomeracea’de 2,0 mg/L IBA igeren ortamlarin
yaprak olusumunda daha etkili olduklar1 belirlenmistir. O. sancta ve S. vomeracea nin
koklerinin olusumunda ve uzamasinda IBA’nin denenen yiiksek derisimlerinin etkili
oldugu gozlenmistir. Tiirlere ait tuberlerin olusmasinda ve bu tuberlerin igerdikleri
glukomannan miktarlarinda 2,0 mg/L ZEA igeren ortamlarin daha olumlu etkileri oldugu
goriilmiistiir. /n vitro kosullarda gelisen her iki tiire ait fidelerin toprak kosullarina
adaptasyonlar1 basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Olusturulan sentetik tohumlar ise
besi ortamlarinda ve toprak kosullarinda yiiksek oranlarda ¢imlendirilmistir. Bu ¢alisma,

O. sancta ve S. vomeracea’nin bitki doku kiiltiiri yontemiyle iiretilebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Orchis sancta, Serapias vomeracea, In vitro, Orchimax, asimbiyotik
c¢imlenme, Sentetik tohum, Glukomannan

VI



PhD. Thesis
SUMMARY

MICROPROPAGATION OF ORCHIS SANCTA L. ve SERAPIAS VOMERACEA (BURM.
F.) BRIQ. SPECIES (ORCHIDACEAE) VIA PLANT TISSUE CULTURE
TECHNIQUES

Ersan BEKTAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Atalay SOKMEN
2014, 111 Pages

In this thesis, the in vitro production of Orchis sancta L. and Serapias vomeracea
(Burm. F.) Briq., belonging to the Orchidaceae family, acclimatization of in vitro produced
plantlets as well as production and germination of their synthetic seeds were studied.
Orchimax including activated charcoal was the best germination medium for the mature
seeds of O. sancta and S. vomeracea. The highest germination rates were observed on
Orchimax medium supplemented with 1.0 mg/L ZEA and 2.0 mg/L 6-BA. The medium
containing 0.25 mg/L TDZ gave the superior shoot elongation in O. sancta and S.
vomeracea with the values of 53.24 and 42.88 mm, respectively. The most effective leaf
formation was obtained from O. sancta cultures maintained in the medium supplemented
wih 1.0-2.0 mg/L KIN whilst that of S. vomeracea was 2.0 mg/L IBA. Amongst all plant
growth regulator concentrations tested, high concentrations of IBA enhanced the root
formation and elongation for both species. The highest tuber formation as well as their
glucomannan contents extracted from in vitro growing O. sancta and S. vomeracea
plantlets were detected in the medium supplemented with 2.0 mg/L ZEA. Plantlets of O.
sancta and S. vomeracea were carefully taken from their growth media and successfully
acclimatized in the soil. Synthetics seeds of O. sancta and S. vomeracea were prepared and
succefully germinated in growth medium and also in commercially available torf medium.
This study shows that O. sancta and S. vomeracea can be produced by plant tissue culture

techniques.

Key Words: Orchis sancta, Serapias vomeracea, In vitro, Orchimax, asymbiotic
germination, Synthetic seed, Glucomannan
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler, fotosentezle giines enerjisini kimyasal bag enerjiye doniistiirmeleri ile
yerylizindeki canliligin ana kaynaklar1 olmalarinin yani sira renkleri, kokular1 ve
goriiniisleriyle diinyamizi yasanilir kilan canlilardir. Ayrica bitkiler besin kaynagi, giyim,
ilag ve daha pek ¢ok malzemenin iiretildigi kaynaklardir.

Anadolu cografyasi, 3000 den fazlas1 endemik olmak iizere, 10000 civarinda bitki
tiiriiyle zengin bir floraya sahiptir. Ulkemizde dogal olarak yetisen ve 140 kadar tiirle bu
flora zenginligine katkida bulunan bitkilerin arasinda “orkideler” olarak bilinen tiirler de
yer alir. Orkide denildiginde akla ilk olarak tropikal bolgelerde yetistirilen ya da yetisen,
gosterigli, ¢esitli sekil ve renklerde ¢igekleri olan, pahali siis bitkileri gelir. Siis bitkisi
olarak bilinen orkidelerin yani sira, basta Tiirkiye olmak iizere ¢evre iilkelerde dogal olarak
yetisen ve salep olarak adlandirilan bir orkide grubu daha bulunur. Salep orkideleri
Orchidaceae (Orkidegiller) familyasinin 6nemli bir boliimiinii olusturur (Giimiis, 2009).

Orchidaceae familyasi, c¢igekli bitkilerin tiir sayis1 bakimindan en fazla ve
yeryliziinde en genis yayilisa sahip olan familyalarindan biridir. Diinya genelinde 800
civart cinsi ve yaklasik 30.000 tiirii oldugu belirlenmistir (Arditti ve Ghani, 2000).
Tiirkiye’de 24 cins ve 140 tiirlin dogal olarak yetistigi bildirilmistir (Sezik, 1984; Akgiil,
1993). Yurdumuzda dogal olarak yetisen bu 140 tiiriin %13’linlin endemik oldugu
belirlenmistir (Erdem, 2004). Ulkemizde yetisen tiirler 1liman kusak orkideleri ya da
karasal orkideler (terrestrial orchids) olarak adlandirilirlar. Cigeklerinin ¢ok kiigiik
olmasmin disinda temel 6zellikleriyle diger orkidelerle benzer ¢igek yapisina sahiptirler.
Ilman kusak orkidelerinin bir kism1 saprofit olarak yasarlar.

Epifitik orkideler, tropikal iklimlerde bagka bitkilerin govde ve dallar1 lizerinde
yasamakta ya da gerekli kosullarin saglandigi seralarda ticari amacglh iiretimleri
yapilmaktadir. Epifitik orkideler, gosterisli c¢iceklerinden dolayr siis bitkisi olarak
degerlendirilir. Bununla birlikte fotosentez yapma yeteneginde olup, parazit degildirler.

[liman kusak veya karasal orkidelerin toprakalti organlari; yumru (kok tuberi), kok
ve rizom olarak farklilik gosterir. Tuberler genellikle yuvarlak, elipsoid, uzamis ya da

dallanmis olabilir. Tuberlerin sekilleri ve hatta biyiikliikleri bazi cinslerin ayriminda



Oonemli bir anahtar olabilir. Tuberler genellikle iki tane olup bunlar birbirine yapisik
durumdadir. Birisi yetistigi yila ait olan geng tuber, digeri ise bir dnceki yila ait tuberdir.
Kis mevsimini bir 6nceki y1l olusan tuberde depolanan besin maddeleriyle gegiren bitkinin
ek koklerinden biri bahara dogru kalinlasmaya baslar ve ucunda bir tuber meydana getirir.
Bu tuber gelisirken bir tomurcuk vasitasiyla yeni yilin gévdesi de gelismeye baslar.
Bitkinin gelismesi ilerledik¢e yeni tuberde gelisir. Eski tuberdeki mevcut depo maddeleri
gelismekte olan bitki tarafindan kullanildigi i¢in, bliylime mevsiminin sonunda yeni olusan

tuberin yaninda i¢i bos olarak bulunur (Sezik, 1984).

Sekil 1. Salep orkidelerine ait tuberlerin gériiniisleri. 1: bir 6nceki yila ait tuber, 2:
yeni olusan tuberler



Tiirkiye’de 117 farkli orkide tiirlinden salep elde edilmektedir. Tirkiye’de
cogunlukla Bati (Izmir ve cevresi), Giineybat1 (Mugla ve cevresi), Giiney (Maras,
Adiyaman, Antalya, Silifke civar1) ve Kuzey Anadolu (Kastamonu ve ¢evresi) olmakla
beraber Anadolu’nun birgok yerinde yetisir. Ulkemizde yetisen orkide tiirleri arasinda yer

alan Orchis, Ophrys, Serapias, Platanthera, Anacamptis, Dactylorhiza cinslerine ait

olanlar basta olmak {izere birgok tiir dogadan toplanarak salep iiretiminde kullanilir {Sezik,

2002).

Salep, yumrulu (k&k tuberi) orkidelerden elde edilir. Onceleri degisik amaglarla ilag
yapiminda kullanilan salep giiniimiizde daha ¢ok gida katkisi olarak degerlendirilmektedir.
Salebin dogadan sokiilmesini takiben uygulanan islemler Sezik (1984) tarafindan agik¢a
belirtilmistir. Genel olarak bitkilerin ¢i¢ceklenme déneminde tuberleri topraktan sokiiliir ve
yeni yila ait tuber alinir (bazen eski tuberlerde alinir). Toplanan taze tuberlerin tizerindeki
toprak ve diger maddeler su ile yikanarak temizlenir. Temizlenen tuberler su, siit ya da
ayran igerisinde kaynatilir. Kaynatmanin esas sebebi tuberlerin igsel gelisimini durdurmak
ve baharda yeni bir orkidenin olugsmasin1 engellemektir. Ayrica kaynatma islemi salebin
kendine has aromasinin ortaya ¢ikmasii saglar. Kaynatilan tuberler daha sonra soguk
suyla yikanir ve ipe dizilerek ya da uygun bir zemine serilerek dis kesmeyecek ve elle
kirllamayacak hale gelinceye kadar kurutulur. Kurutulan tuberler degirmenlerde toz haline
getirilir.

Salep geleneksel olarak istah ve zihin agici, felg giderici, nefsi kuvvetlendirici ve
afrodizyak olarak yiizyillardir kullanilmaktadir. Ayrica kalbi kuvvetlendirici ve ciger
agrilarinin tedavisinde kullanildig1 da bilinmektedir. Ibn-i Sina'nin “Kanun” adl1 eserinin 2.
cildinde (Edviyei Miifrede) Hiissa-el sal'eb ve Hiissa-el kelb basliklar altinda saleple ilgili
cok genis bilgiler bulunmaktadir. Salep, Osmanli Sarayi'nin “Helvahane”’sinde her sene
padisahlar i¢in pisirilen macunlarin kaydedildigi defterde de yer almistir. Bu o6rnekler,
salebin Osmanlilar ’da ve daha onceki devirlerdeki tipta 6nemli bir yeri oldugunu, degisik
formlar1 halinde ve degisik amaclar i¢in ila¢ olarak kullanildigini gostermektedir. Bati
kaynaklar1 da salebin Dioscorides'ten beri asirlarca afrodizyak olarak Avrupa ve o6zellikle
dogu iilkelerinde kullanildigin1 belirtmektedirler. Son yillarda salebin geleneksel
kullanimindan vazge¢ilmis sadece gida katki maddesi olarak kullanilmaya baglanmistir
(Sezik, 1984).

Dondurma ve igeceklerde kullaniminin yani sira, genel olarak salep icerdigi yliksek

musilajdan dolayr (%57°den fazla) insanlarda dogal mukoza koruyucu, mide iilserini
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dindirici ya da tedavi edici, solunum sistemini temizleyici, ¢ocuklarda ishal onleyici ve
afrodizyak olarak geleneksel ya da tibbi alanlarda da kullanilir. Ayrica tablet halinde
kullanilan bazi gii¢lii ilaglarin kaplanmasinda da kullanilir. 1996 yilinda salep 6zellikle
cocuklarda anterit’te kullanilan farmasotik madde olarak resmi listede yer almistir
(Kasparek ve Grimm, 1999).

Salep tiretiminde kullanilan orkidelerin yapilarinda glukomannanlar (%7-61), nisasta
(%1-36), sekerler (%2-3) ve azotlu maddeler (%0,5-1) bulunur. Salebin etken maddesi
glukomannanlardir. Glukomannanlar su, ayran ya da siit icerisinde siser ve viskoz bir
cozelti meydana getirirler. Salebin kalitesi elde edildigi tiiriin kimyasal kompozisyonuna
baglidir ve ortalama % 40 civari ya da lizerinde glukomannan igeren tiirlerden kaliteli salep
elde edilir. Bu madde, 3 molekiil mannozun 1 molekiil glukoz ile B (1-4) bagiyla baglanip,
polimerlesmesi sonucu meydana gelen heterojen yapida bir poliholozittir. Icecek olarak
tiiketilen salebe kivam veya katki maddesi olarak Maras dondurmasina geg erime ve sertlik
saglayan, salepteki glukomannanlardir. Yapida bulunan az miktardaki nisasta da, sisme

ozelligi dolayisiyla, glukomannanlara yardimei olur (Sezik, 1984).

Tablo 1. Baz1 salep orkidesi tuberlerinin kimyasal igerikleri (g/100g)*

Tiirler Glukomannan Nisasta Protein
Orchis italica Poir. 54,6 5,44 3,92
Orchis morio L. 51,2 7,99 4,95
Dactylorhiza osmanica (KI.) Soo var. osmanica (KI.)

Soo 22,5 38,7 3,11
Orchis simia Lam. 38,3 10,4 3,53
Serapias vomeracea (Burm. F.) Brig. 44,8 13,4 4,83
Orchis anatolica Boiss. 43,5 14,7 3,20
Orchis coriophora L. 29,0 17,0 3,16
Ophrys mammosa Desf. 17,7 33,8 3,25

* Tekingen ve Gliner, (2010)’dan alinmistir.

Tiirkiye'de dogal olarak yetisen orkidelerin tuberleri asirlarca salep tretimi icin
toplanmis, hem yurt i¢inde kullanilmis hem de basta Suriye, Yunanistan, Urdiin, Liibnan,

Israil, Suudi Arabistan ve Kibris gibi iilkeler olmak iizere diger iilkelere de ihrac edilmistir.



Orkide tuberlerinden elde edilen salep, icecek ve dondurma sanayiinde ve bazi droglarin
tiretiminde kullanilmaktadir. Bu amagla her yil milyonlarca orkide dogadan sokiilmekte ve
gelecek yil olusacak olan bitki yok edilmektedir. Diger ekonomik bitkilerde oldugu gibi
dogadan toplanarak kullanilan bu bitkilerin sayilar1 her yil biraz daha azalmakta ve yok
olma tehlikesiyle karst karsiya kalmaktadir (Ekim vd., 1989). Orkide tiirlerinin
popiilasyonlarinin  hizla azalmasi sonucunda, Tarim Bakanligt 1974 yilinda orkide
tuberlerinin ihracatini yasaklamistir (Sezik, 1984). 1995 yilina kadar siiren toz salep
ihracat1 da, ayni yil durdurulmustur. Ayrica, 2004°te bu bitkilerin dogadan sokiilmelerini
sinirlayan “Dogal Cigek Soganlarmin Sokiimii, Uretimi ve Ticaretine iliskin Yonetmelik”
yirlrliige girmistir. Bu yonetmelik “Nesilleri Tehlikede Olan Dogal Bitki ve Hayvan
Tirlerinin Uluslararas1 Ticaretinin Diizenlenmesine Dair Anlasma” -CITES hiikiimlerine
uyarlanmistir. Tarim ve Koy Isleri Bakanligi’nin, Dogal Cigek Soganlarmin 2006 yili
Thracat Listesi Hakkindaki 2005/44 no’lu tebligi ile numaralari belirtilen Orchidaceae
(salep) tiirlerinin tuber ve droglarinda (toz, tablet) ve her tirlii formdaki ihracati
yasaklanmastir.

Tuberler yas iken 2-7 g olduguna gore, ortalama 4 g olarak disiiniiliirse 1 kg taze
tuber icin 250 adet orkidenin sokiilmesi gerekmektedir. 1 kg toz salep iiretmek igin
yaklasik 1000-4000 tubere ihtiyag duyulur (Sezik, 1984). Bu sekilde yilda 45 ton salebin,
40 farkli orkide tiiriine ait 40 — 180 milyon adet bitkinin sokiilmesiyle elde edildigi
bildirilmistir (Erdem, 2004). Tamamen dogada dogal olarak yetisen bitkilerden karsilanan
bu islem ciddi ekolojik tahribata yol agmaktadir. Zira bu bitkiler bir yi1l sonrasi i¢in rezerv
olan bu tuberlerden neslini devam ettirebilirler.

Dogada tohumlarindan g¢imlenmeleri ¢ok giigtiir ve uzun zaman alir. Orkide
tohumlar1 0.25-1.2 mm uzunlugunda ve 0.09-0.27 mm genisligindedir. Agirliklart ise 0.3-
1.4 pg’dir (Arditti, 1967). Toz gibi bir yapida olup gozle tek bir tohumun ayirt edilmesi
bile giictiir. Bu sayede rlizgarla ya da suyla uzak mesafelere kolayca tasinabilirler (Arditti
ve Ghani, 2000). Biitiin ¢icekli bitkiler arasinda en kiicliik tohuma sahip bitkilerdir
(Mitchell, 1989). Gevsek ve seffaf bir hiicre tabakasindan olusan ince bir tohum kabuguyla
kaplanmistir ve bu tohumlarin endospermi (besin dokusu) yoktur. Tohum kabugu i¢inde
sadece embriyo yer alir. Bu tohumlarin ¢imlenebilmesi i¢in sicaklik, 151k, nem ve oksijen
gibi tim diger tohumlarin ihtiya¢ duydugu uygun ekolojik kosullarin yani sira bir de

“mikorizal fungus” ile bir ortalik kurma ihtiyac1 bulunmaktadir.



Sekil 2. Salep orkidelerinin olgun tohumlarinin mikroskop goriintiileri, Bar: Imm

Orkide tiirleri ¢ogunlukla Rhizoctonia sp. funguslariyla simbiyoza girerler (Andersen
ve Rasmussen, 1996). Fotosentez yapma yeteneSine sahip orkidelerin fungusa olan
bagimliliklar ortadan kalkar (Corallorhiza sp. ve Neottia sp. tiirleri harig). Bu simbiyotik
yasamda, bahar ve yaz mevsiminde orkide tohumuna ait hiicreler baskinken, sonbahar ve
kis aylarinda fungus hiicreleri baskindir. Tohum ¢imlendiginde yuvarlak yumurta sekilli
bir yapt olusturur. Ayni yapi, yapraktan ya da kdk ucundan yapilan rejenerasyon
sonucunda da meydana gelir. Bu sebepten dolay: bu yapilar, protokorm benzeri yap: (PBY)
olarak Tiirkgeye ¢evrilen, “protokorm like bodies” kelimelerinin bas harflerden yapilan
PLB kisaltmas: ile anilir (Kamemoto vd., 1999). Aym1 zamanda mikorizom adiyla da

anilirlar. Bir¢ok olumsuzluga ragmen, gilinlimiizde az da olsa orkide tiirlerinin



bulunabilmesi, dogada ¢ok az miktarda tohumun ¢imlenip tuber olusturmasina baglidir
(Goniilsen vd., 1996).

Orkide tiirlerinin tuber ve yapraklarinin olusmasi i¢in uzun yillar gerekir. En kisa
ortalama siire 2-4 yildir. Orchis, Ophrys ve Dactylorhiza tiirlerinde bitkinin ilk yapraklar
ortalama 4, Epipactis Zinn ve Cephalanthera Rich. tiirlerinde 2-3 yil sonra meydana gelir.
Spiranthes aestivalis (Poir.) Rich. tiiriiniin ilk tuberi olusturmasi 9 yili bulmaktadir. Neottia
Guett. tiirlerinde ilk ¢igek 9-12 yil sonra meydana gelmektedir. Listera R. Br. tiirlerinde ise
4. yilda ilk yaprak meydana gelir, fakat bitki ancak 15. yilda ¢igek agar. Cypripedium L.
tirlerinde ise ergin bir ferdin meydana gelmesi i¢in 16 yil veya daha uzun bir siire
beklemek gerekir (Giimiis, 2009).

Orkidelerin ¢ogunlukla generatif yolla lirerler fakat bazen vejetatif yolla tiredikleri de
goriilmektedir. Olumsuz ¢evre kosullar1 nedeniyle gelisimlerini tamamlayamayan tiirler
nesillerini devam ettirmek i¢in vejetatif yolu tercih edebilirler. Orchis, Dactylorhiza ve
Ophrys tiirlerinin tuberleri, zamanla birbirinden ayrilip 2 ayri bitki meydana getirirler ve
kiimeler olustururlar. Dogada biiyiik Dactylorhiza kiimelerine rastlanmasinin
sebeplerinden biri de bu vejetatif gogalma seklidir (Sezik, 1984).

Salep orkidelerinin agagida verilen nedenlerden dolay: tarimi ya da vejetatif tiretimi
yapilamamaktadir.

- tohumlarinin ¢ok kiigiik, besin deposu bakimindan eksik ve kusurlu olmasi

- ¢imlenme i¢in mikorizal bir fungusla isbirligine ihtiya¢ duymast

- ¢imlenmeden sonra da yetigkin bir bitki haline gelinceye kadar uzun yillar gegmesi

- ayrica uygulanabilir vejetatif yollarla ¢ogaltim olanaklarimin smirli ya da hig
olmamasi tiretimini ya da tarimini kisitlamaktadir.

Ancak, doku kiiltirii yontemleriyle tohumlarin ¢imlendirilmesi, bitki ve tuber elde
edilebilme olanagi, sentetik tohumlarinin tretilebilmesi gerceklestirilebilmektedir. Bu
sayede orkidelerin yok olma riskinin ortadan kaldirilabilecegi ve iiretim yontemlerinin

gelistirilebilecegi yoniinde bir 151k bulunmaktadir.

1.2. Orchidaceae Familyasinin Morfolojik Ozellikleri

Orchidaceae (Salepgiller veya Orkidegiller),|Asparagales|takimina ait bir|familyadir

Cicekli bitkilerin ikinci biiyiik familyasidir. Diinyada yaklasik 880 cins ve 22 binden fazla
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tir ihtiva etmektedir. Genis yayilighdir, ¢ogunlugu [tropiklerde|yayilmis, soguk iliman ve

subarktik bolgelerde daha az yayilmiglardir (Simson, 2006).

Tuberli, [rizomluf|cok yillik| otsu bitkilerdir. [Yapraklar| basit, bazen pul seklinde;

almasik| (alternat), bazen iki sirali, nadiren karsilikli veya g¢evrel (vertisillat) seklindedir.

Cigek durumu|tek salkim|(rasem), basak veya [bilesik salkimdir] Cigekler|er disi| nadiren

tek eseyli,[zigomorf| nadirenjaktinomorf{simetriye sahiptir. Cigek ortli yapraklari (periyant)

perigon|halinde ve 2 dairede, her dairede 3|tepal|mevcut, i¢ dairenin orta yapragi bazen

birkag¢ loplu belirgin bir dudak seklini almis ve acgilmis cigekte asagiya dogru sarkmistir.

Ekseriye bu perigon yapragi nektaryum ihtiva eder. |[Androkeum|1 veya 2 [stamenden

olusur. Ginekeum 3 bilesik karpelli, [yumurtalik| alt durumlu, tohum taslagi (oviil) ¢ok

sayidadir. [Meyve| kii¢iik ve bol tohumlu |kapsiil| halindedir. [Tohumlarda|lembriyo| ¢cok

kiigtik, farklilasmamis ve|endosperm|(besi doku) bulunmaz.

Orkidelerin pek ¢ogu, cok yillik basit yaprakli bitkilerdir, gelisme durumlarina goére
dort grupta toplanabilirler (Kreutz, 1998);

a) Agaclar tizerine hava kokleriyle tutunanlar (epifit).

b) Taslara tutunanlar (litofit).

c¢) Kokleriyle topraga bagli olan orta kusak orkideler (terrestrial).

d) Ciirtik¢iil grup orkideler.

e) Parazit gurup

Calisma kapsaminda, Orchidaceae familyasina ait ve Tiirkiye’de salep iiretiminde
kullanilan orta kusak orkidelerinden (terrestrial ya da karasal orkideler), Orchis sancta ve

Serapias vomeracea degerlendirilmistir.

1.2.1. Orchis sancta L.’nin Morfolojik Ozellikleri

Cok yillik otsu bir bitkidir. Ciceklenme zaman1 Nisan ile Haziran aylar1 arasindadir.
Yukariya dogru uzayan 2 adet kiiremsi-elipsoid tuberleri vardir. Genellikle ¢imenli
yerlerde ve kalkerli topraklarda, 0-450 m yiikseklikleri arasinda yetisirler. Dogu Akdeniz
elementi olan bu tlir Yunanistan, Ege, Kibris ve Bat1 Suriye bolgelerinde yayilis gosterir.
Tiirkiye’de genellikle Bat1 ve Giiney Anadolu’da 6zellikle Antalya, Aydin, Hatay, Isparta,

Icel, Izmir Manisa ve Mugla civarlarinda yayilis gosterir (Davis, 1982).
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Familya : Orchidaceae
Cins : Orchis L.
Tir : Orchis sancta L.

Sekil 3. Dogal ortamlarda yetisen Orchis sancta bireyleri

AKDENIZ ™

Sekil 4. Orchis sancta’nin Tiirkiye’deki yayilis alanlar

1.2.2. Serapias vomeracea (Burm. F.) Brig.’nin Morfolojik Ozellikleri

Cok yillik otsu bir bitkidir. Genellikle 2, nadiren 3 ya da 4 adet oval tuber ihtiva eder.
Bitkinin uzunlugu 20-40 cm arasindadir. Govde yesil, iki adet zarsi bazal yaprak ve 6-8
adet mizrak seklindeki parlak yesil ya da kirmizimsi iist yapraklardan olusur. Boyuna
damarlanma gosteren 3-10 adet kirmizi-mor ¢igek ihtiva eder. Cigeklenme zamani Mart ile

Mayis aylart arasindadir. Genellikle killi topraklarda, makiliklerde, kuru ve 1slak
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cayirliklarda, yol kenarlarinda ve harabe yerlerde deniz seviyesinden 1000 m.
yiiksekliklere kadar yetisebilmektedirler. Dogu Akdeniz elementi olan bu tiir Dogu
Akdeniz iilkelerinde yayilis gosterir. Tiirkiye’de genellikle Dis Anadolu’da 6zellikle
Istanbul, Zonguldak, Diyarbakir, Giresun, Hatay, izmir, Mugla, Ordu, Rize ve Tekirdag
civarlarinda yayilig gosterir (Davis, 1982).

Familya : Orchidaceae
Cins : Serapias L.
Tiir : Serapias vomeracea (BURM. FIL.) BRIQ.

Sekil 5. Dogal ortamlarda yetisen Serapias vomeracea bireyleri

—) B o o

Sekil 6. Serapias vomeracea’nin Tiirkiye’deki yayilis alanlar
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1.3. Bitki Doku Kiiltiirii

1900°’li yillarin baglarinda gelistirilen bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir
besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, slispansiyon ya da kallus
hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlar1) veya organ (apikal meristem, kdk vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {riinlerin (metabolitler gibi) iretilmesidir.
Yeni gesit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik varyabilite olusturmak doku kiiltiiriiniin
temel amaglar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme
caligmalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda
ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin tiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak
uygulanir (Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku kiiltiirii islemlerinde genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kiiltiirii yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle ii¢
kisimda incelenebilir; 1) organize olmus meristematik hiicreleri ihtiva eden somatik
dokulardan rejenerasyon, 2) meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon ve 3)
mayoz boliinme gec¢irmis gametik hiicrelerden rejenerasyon. Birinci tip rejenerasyonda ug
ve yan meristemlerden bitkiler ¢ogaltilir. Elde edilen hiicreler tamamen donér (verici)
bitkiye benzerler. Ikinci tip rejenerasyon dogrudan bir bitki eksplantinin kesilmis
yiizeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir kisminin, genellikle bitki biiylime
diizenleyicilerinin (6zellikle oksin ve sitokininler) etkisi sonucu bdliinerek ve organize
olarak, organlari ve daha sonra da bitkiyi (dogrudan organogenez) veya bir somatik
hiicrenin siirekli boliinerek embriyo ve daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmasi (dogrudan
somatik embriyogenesis) seklinde olabilir. Ayrica her iki durum, belirli bir kallus, proto-
kallus veya hiicre siispansiyon olusumu devresinden sonra da ortaya c¢ikabilir (dolayl
rejenerasyon). Son olarak normal kromozom sayisinin yarisini ihtiva eden hiicrelerden de
dogrudan veya dolayli yollarla bitki rejenerasyonu olabilir. Bu durumda dondr bitkinin
kromozom sayisinin yarisina sahip, genellikle sterilize olan haploid bitkiler elde edilebilir
(Babaoglu vd., 2001).

Bitki doku Kkiiltiirleri; 1) tiirler arasi melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirii, 2)
haploit bitki tiretimi, 3) somaklonal varyasyon, 4) in vitro seleksiyon, 5) in vitro déllenme,
6) germplazm muhafazast ve 7) protoplast flizyonu gibi baglica bitki 1slahi
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bitki 1slahinin yani sira, bitki doku kiiltiirleri ticari

alanlarda da kullanilmaktadir. Ozellikle hastaliksiz bitki iiretimi, sentetik tohum iiretimi,
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mikrocogaltim, sekonder metabolitlerin {iretimi ve kimerik bitkilerin olusturulmasinda ilk
basvurulan ve siklikla kullanilan yontemdir.

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi sadece dollenmis yumurta hiicreleriyle
degil in vitro kiiltiir sartlarinin uygun hale getirilmesiyle, somatik hiicre, doku veya
organlarla da miimkiindiir. Vejetatif hiicrelerden gelisen bu embriyolar somatik embriyo
olarak isimlendirilirler. Somatik doku hiicreleri genellikle yiiksek oranlarda oksin igeren
besi ortamlarinda kiiltiire alinip sonrasinda oksin icermeyen yeni bir ortama aktarilarak
embriyo lretme yetenegi kazanirlar (Monier, 1990). Somatik ve zigotik embriyogenez
arasindaki en 6nemli fark elde edilis yontemlerinden kaynaklanmaktadir. Zigotik embriyo
dollenmis bir yumurta hiicresinden gelistigi i¢in, elde edilen bitkiler genetiksel farkliliklara
aciktir. Diger taraftan somatik embriyolardan elde edilen bitkiler genetik olarak klondurlar
(Bournman, 1994). Somatik embriyogenez bitkilerin hizli ¢ogaltilmasinda, sentetik tohum
tiretiminde ve transformasyon calismalarinda Onemli bir potansiyele sahiptir. Ancak
eksplant kaynagi, genotip, bitki bliylime diizenleyicileri, azot kaynagi ve ¢evre somatik

embriyogenezi 6nemli dl¢ilide etkileyen faktorlerdir.
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Tablo 2. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin gruplandirilmasi, islevleri ve yaygin
kullanilanlar1 (Gaspar ve ark., 1996; Haberer ve Kieber, 2002)

. En Yaygin
BBD Fonksiyonu Kullanilanlar
- Koklenmenin tegvik edilmesi
- Apikal dominansi - IBA (indol butirik asit)
- Isiga yonelme - 1AA (indol asetik asit)
- Yan siirgiin gelisiminin baskilanmasi - 2,4-D (2,4-
Oksinler - Hiicre geligimi diklorofenoksi asetik
- Kallus olusumunun uyarilmast, hiicre slispansyonlarinin asit)
eldesi ve somatik embriyo olusumu - NAA (naftalen asetik
- Kallus olusumu, organogenez ve somatik embriyo asit)
olusumu (sitokininlerle birlikte)
- Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagma, rejenerasyon ve i BAP/BA o
. N (benzilaminopiirin/6-
slirglin gogaltim1 . .
. . o . benziladenin)
- Ciceklenmenin geciktirilmesi S
o vy . . - KIN (kinetin)
Sitokininler - Yaprak dokiilmesinin engellenmesi L e
o i . . . - Adenin Siilfat
- Siirgiinlerde kdklenme ve embriyogenezin engellenmesi D . .
. . - 2iP (izo pentil adenin)
- Cimlenmenin artirilmasi L
e . - TDZ (thidiazuron)
- Yaglanmanin geciktirilmesi .
- Zeatin
- Meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasi
- Siirgiin boyunun uzamast
Giberellinler - Kallus gelisimini, organogenez ve adventif kok - GA3 (Gibberellik asit)
olusumunun engellenmesi
- Bitkilerde ¢igeklenmenin artirilmasi
- Somatik embriyolarin olgunlasmasi
Absisik Asit  ~ Y2prak ve meyve dokiilmesi (absisyon), - ABA (Absisik asit)
- Dormansi
- Stomalarin kapanmasi
- Meyve olgunlagmasi, senesens ve yaprak absisyonunun
tesvik edilmesi
- Yiiksek derisimlerde, mikrotiibiil ve mikrofibrillerin
yerlesimlerini etkileyerek, hiicre uzamasinin azaltilip,
Etilen hiicre genislemesinin artirilmasi
- In vitro kiiltiirlerde, alt kiiltiir sonrasinda zamana bagl
olarak, biiylime ve organogenezin inhibe edilmesi
- Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimede, govde
ve kok uzamasi, aksillar ve adventif tomurcuk olusumu,
embriyogenez
- Poliaminler (polen olgunlasmasi, vejetatif stirgiin
formasyonu, kdklenme ve somatik embriyogenez).
- Oligosakkarinler (oksin varliginda kallus olusumunun
tesvik edilmesi, oksin yoklugunda yan kok sayisinda
artis saglanmasi (6rnegin, bugday embriyo kiiltiirlerinde)
Diger - Salisilatlar (¢igeklenme ve tuber olusumunun uyarilmasi,

baz1 patojenlere karsi hastalik direncinin olusturulmasi
icin sistemik sinyaldir, ¢imlenmenin inhibe edilmesi)
Jasmonatlar (patates meristem kiiltiirlerinde tomurcuk
formasyonunun tesvik edilmesi, rizogenezin uyarilmasi
ve kallus olusumunun geciktirilmesi
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In vitro bitki doku, hiicre ve organ kiiltiirlerinin besi ortamlarinda, ¢alismanin
amacina (doku farklilagsmasi ve geligsmesi, klonal ¢ogaltim, kallus olusturma, koklendirme,
sekonder metabolit liretimi, patojenden arindirilmis bitki eldesi, germplazmanin uzun veya
orta siireli saklanmasi vb.) bagli olarak farkli bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilir. Bitki
bliyime diizenleyicileri bitkilerde biiyiime, gelisme ve {ireme gibi olaylarin
diizenlenmesinden sorumludur. Temel olarak, bitki biiyiime diizenleyicileri hiicre
boliinmesi, hiicre uzamasi ve hiicre farklilagsmasi gibi faaliyetlerin diizenlenmesini igerir.
Ilk kesfedilen bitki biiyiime diizenleyicileri oksinlerdir. Daha sonra, gibberellinler,
sitokininler, absisik asit ve etilen tanimlanmistir. Bu bes bitki biiyiime diizenleyici grubu
en cok bilinenlerdir. Bunlara ek olarak, poliaminler, oligosakkarinler, salisilatlar,
jasmonatlar listeye yeni eklenenlerdir ve yenileri de eklenmeye devam etmektedir (Tablo
2).

1.3.1. Bitki Doku Kiiltiiriiyle Sentetik Tohum Uretimi

Sentetik tohum teknolojisi ilk olarak 1977 yilinda Murashige adli arastiric
tarafindan, dogal tohumlarin yerine gegebilecek bir sistem olarak, somatik embriyolarin bir
matriks (kapsiil) icinde enkapsiile edilerek kullanilmasi® seklinde one siiriilmiistiir
(Redenbaugh vd., 1988). Orkidelerde, somatik embriyo gorevini protokorm benzeri yapilar
uistlenmektedir ve bu yapilarin kaplanmasi sonucunda sentetik tohumlar olusturulmaktadir.
Buna gore, yontem, klonal ¢ogaltim ve tohumla ¢ogaltimin avantajlarini birlestiren bir
yaklasimdir. Sentetik tohum, kisir ya da kararsiz genotipe sahip, genetik yapisi
degistirilmis bitkilerde, tohum verimliligi indirgenmis, elle tozlastirilan hibritlerde ve
seckin germplazmalarin kurtarilmast gibi pek ¢ok alanda potansiyel kullanima sahiptir.
Sentetik tohumun biiyiikliigii ve somatik embriyoyu c¢evreleyen kapsiiliin kalinligi,
saklama, tasima, aktarma ve ekim i¢in avantajlar saglamaktadir (Redenbaugh vd., 1988).
Embriyolarin kaplanmasinda kullanilan materyal, tasima ve ekim sirasinda embriyoyu
koruyacak nitelikte olmali ve ¢imlenme ve bitki gelisimini engellememelidir. Ayrica,
kaplama materyali, besin maddelerini ve diger kimyasallar1 tutma ve gerektigi zaman
birakma 06zelligine de sahip olmalidir (Redenbaugh vd., 1986). Somatik embriyolarin
enkapsiile edilmesinde kullanilan en yaygin hidrojel sodyum aljinattir. Sodyum aljinat
uygun viskozite ve hizli jellesme Ozelligine sahiptir, ayrica bitki i¢in toksik degildir

(Onishi vd., 1994).
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1.4. Literatiir Ozeti

Salep, Orchis Tourn. ex L., Anacamptis Rich., Ophrys L., Serapias L.,
Himantoglossum Spreng., Barlia (Biv.) Parl, Dactylorhiza Neck. ex Nevski ve Platanthera
Rich. tiirlerine ait tuberlerden ve tamamen dogadan sokiilerek elde edilmektedir (Sezik
1984). Yasam dongiilerini ¢gogunlukla yeni olusan tuberlerle ya da ¢ok azda olsa ¢imlenen
tohumlarla tamamlayabilmektedirler. tuberlerin kontrolsiiz ve asir1 toplanmasi ve
tohumlarimin olgunlagsmasina firsat vermeden bitkilerin sokiilmesi, bu tiirlerin sayilarinda
azalmaya ve hatta bazilarimin yok olma tehlikesiyle karst karsiya kalmasia neden
olmaktadir. Bu tiirlerin tariminin yapilamamasi ve vejetatif olarak ¢ogaltilamamalari, var
olan1 sokmek yerine bitkiyi liretmeye yonelik hizli ve kontrollii cogaltim yontemlerinin
gelistirilerek kullanilmasini zorunlu hale getirmektedir. Ticari amaglarla dogadan toplanan
bitkilerin korunmasi amaciyla uygulanabilecek en ideal alternatif yontemin “{retim”
oldugu tiim diinyada kabul edilmektedir. Doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak bitki
iiretilmesi (mikrogogaltim), bir¢ok bitki tiiriinde oldugu gibi orkidelerin de vejetatif olarak
hizl1 ve ¢ok miktarda ¢ogaltilabilmesine olanak saglayan bir iiretim seklidir. Eger bitkilerin
uygun besin maddesi ihtiyaglari, hormon ve kiiltiir istekleri yeterince karsilanirsa,
mikrocogaltim teknigi kullanilarak tiim bitki tiirlerinin iiretilmesi miimkiindiir (Hartman ve
Kester, 1975; Mansuroglu ve Giirel, 2001). Mikrogogaltim, ekolojik kosullardan bagimsiz
olarak yapilmakta ve klasik yontemlerle cogaltmaya alternatif bir yaklagim saglamaktadir.
Biiylik boyutlarda yapilan mikrogogaltim c¢aligmalar1 yiiksek potansiyel saglayip hiz,
zaman ve yerden kazang saglar (Aka-Kacar vd., 2001).

Bu amagla degisik bitki eksplantlar1 (olgunlasmis ve olgunlasmamis tohumlar,
stirglin ucu, kok ucu, yaprak, meristem), besin ortamlari, hormon kombinasyonlari, agar
ve seker diizeyleri ve yetistirme kosullar1 kullanilarak Orchidaceae familyasina ait bazi
bitkilerin in vitro simbiyotik ve asimbiyotik kosullarda iiretimi i¢in doku kiiltiirii
sistemlerini gelistirmeye yonelik ¢alismalar yapilmistir (Crafts ve Miller, 1974; Arditti vd.,
1981; Hadley, 1982; Malmgren, 1992; Ozkog¢ ve Dalc1, 1993; Stewart ve Kane, 2006;
Yamazaki ve Miyoshi, 2006; Valetta vd., 2008; Bektas vd., 2013).

Besi dokusundan yoksun olan orkide tohumlari 6zellikle Rhizoctonia sp. tiirii
mantarla ile yaptiklart  simbiyotik  ortaklik sayesinde dogada azda olsa
cimlenebilmektedirler. Bu mantarlarla orkide tohumlar1 arasindaki iliski yapilan bazi

calismalarda rapor edilmistir. Orkide tohumlarinin ototrofik sathaya ulagsmak i¢in yeterli
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besin igermedigi, gereken ek besinleri, endofitik fungusu sindirerek sagladigi belirtilmistir
(Harvais ve Hadley, 1967b). Yapilan bir arastirmada Rhizoctonia solani izolatinin
miselyumunda g¢esitli aminoasitlerin  bulundugu belirlenmistir. (Hadley, 1982).
Dactylorhiza purpurella’nin yeterli miktarda glutamik asit sentezleyemedigi ve bunu
saglamak i¢in simbiyotik fungusa bagimli oldugu rapor edilmistir (Harvais ve Pekkala,
1975). Bir baska Rhizoctonia tiiriiniin de sentezledigi niasini ortama salgiladigi
belirlenmistir (Hijner ve Arditti, 1973). Endofitik funguslarin kompleks karbonhidratlari
parcaladigi, bunlar1 absorbe ederek orkide dokusuna tasidigi kanitlanmistir (Hadley, 1982).
Bazi mikorizal funguslarin sitokininleri irettikleri belirtilmistir (Crafts ve Miller, 1974).
Funguslarin irettikleri bu sitokininlerin orkidelerin dogal ortamlarinda g¢imlenmelerine
yardimci oldugu diisiintilmektedir.

Inorganik azotun tohum c¢imlenmesi iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu
belirtilmektedir (Malmgren, 1992; Raghavan ve Torrey, 1964; Van Waes ve Debergh,
1986). Stewart ve Kane (2006) ve Anderson (1996) , besi ortaminda bulunan organik azot
kaynagmin orkide tohumlarinin ¢imlenmesi {izerine olumlu etkisinin oldugunu
belirtmislerdir. Tiirkiye’de yetisen 1liman kusak orkidelerinden Serapias vomeracea subsp.
laxiflora tohumlarinin inorganik azot bulunmayan ortamda daha yiiksek oranda ¢imlendigi
tespit edilmistir (Ozkog ve Dalc1, 1993). Yapilan bir ¢alismada, Orchis coriophora L.
tirtiniin olgunlagsmis tohumlar1 inorganik azot kaynagi igceren ortamlardaki ¢imlenme
oranlarinin, organik ve inorganik azotun ikisini de igeren ortamdakinden daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonucun, organik azot kaynagi olarak ortamda
mevcut olan triptondan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Bektas vd, 2013).

Cimlenmenin baslangic asamasinda pH ¢ok O6nemli oldugu halde, fidelerin pH
degisimine daha az duyarli oldugu belirlenmistir. Orkide tiirlerin ¢imlenebilmesi i¢in en
uygun pH degerinin tiirlere gore degismekte ve 3,0-6,8 arasinda degistigi bildirilmistir
(Arditti, 1967). Daha sonra yapilan c¢aligmalarda, 1liman kusak orkidelerinin
cimlenebilmeleri icin en uygun pH degerinin 5.8 oldugu kaydedilmistir (Van Waes ve
Deberg, 1986). Sicakligin orkide tohumlarmin ¢imlenmesi ve fide gelisimi iizerindeki
etkisiyle ilgili yapilan calismalarda en uygun sicakligin 20- 25 °C oldugu bildirilmistir
(Arditti, 1967; 1979). Dactylorhiza majalis (Reichenb) P.F. Hunt and Summer tiiriinde
maksimum ¢imlenmenin 23,5 °C’de oldugu rapor edilmistir (Rasmussen vd, 1990).

Karasal orkide tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine en olumlu etkiye sahip hormonlarin,
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sitokininler oldugu tespit edilmis olmasina ragmen, bitki hormonlarinin ¢imlenme
tizerindeki etkilerinin oldukga farkli olabilecegi bildirilmistir (Arditti ve Harrison, 1977).

Orkide tohumlarmin ¢imlenmesinde en Onemli faktorlerden biri de yiizey
sterilizasyonudur. Bu amagla ¢imlendirme ¢alismalarinda sodyum hipoklorit (Van Waes ve
Debergh, 1986), kalsiyum hipoklorit (Warren, 1981), civa kloriir (Harvais ve Hadley,
1967a), hidrojen peroksit (Bektas vd, 2013) gibi ¢esitli kimyasallar kullanilmistir.

Yamazaki ve Miyoshi (2006), orkide tohumlarinin ¢imlenme siirecini, embriyonun
gelisimsel basamaklarma gore siiflandirmistir. Bunlarin; 1) embriyonun sismeye ve
tohum kabugunu doldurmaya basladig1 “cimlenme Oncesi basamak”™, 2) embriyonun tohum
kabugunu kirdigi “cimlenme basamagi”, 3) embriyonun tohum kabugundan tamamen
styrilip ¢iktigi “protokorm basamagi”, 4) protokormun yiizeyinde rizoidlerin olustugu
“rizoid basamagi”, 5) ilk siirgiin ucunun protokormdan farklilagtig1 “slirgiin basamagi”
olmak iizere 5 asamadan olustugunu rapor etmistir (Sekil 7).

Onal (1999), Orchis laxiflora, Orchis sancta ve Serapias vomeracea tohumlarin in
vitro’da ¢imlendirmistir. %10 patates 6ziitii ile desteklenen ortamda Orchis laxiflora ve O.
sancta tiirlerine ait tohumlardan sirasiyla %80 ve %100’liik oranlarla en yiiksek ¢cimlenme
oranlari elde edilmistir. Serapias vomeracea tiiriine ait tohumlarda ise en yiiksek ¢imlenme
orant (%40), %10 ve %20 muz 6ziitlii eklenen Knudson C ortamindan elde edilmistir. En
iyi bitki gelisim oran1 Orchis laxiflora’da %10 hindistan cevizi siitii igeren Knudson C

ortamindan, O. sancta’da %20 patates 0ziitii iceren Knudson C ortamindan elde edilmistir.
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Sekil 7. Orkide tohumlarinin in vitro ortamlardaki gelisim siirecleri (Bektas vd.,
2013)

Orchis mascula L. tiiriinde in vitro kosullarda farkli icerige sahip 6 besi ortaminin
¢imlenme {iizerine etkileri arastirilmis ve ¢gimlenme oraninin en yiiksek 6-benziladenin ve
aktif karbon iceren Orchimax ortaminda oldugu tespit edilmistir. Siirekli karanlik
kosullarda kiiltiire alinan denemelerde ¢imlenme goriilmemistir. 16/8 h aydinlik/karanlik
fotoperyodunda kiiltiire alinan tohumlarin, 20-30 giin araliginda sismeye basladigi, 3 ay
sonra tohum kabugundan siyrilip rizoidleri verdigi, 4-5 ay araliginda siirglin uglarnin
belirginlestigi, 5-6 ay araliginda da ilk goriiniir yapraklarin olustugu goriilmustiir. Sonraki
iki ay boyunca da koklerin ve tuberlerin olustugu ve yesil yapraklarin gelistigi
gozlenmistir. Topraga aktartilan bitkilerin mikorizal fungusa ihtiya¢ duydugu belirtilmistir
(Valletta vd, 2008).

In vitro kosullarda Dactylorhiza tiirlerinin kok ve siirgiin gelisimi iizerine bitki
biiylime diizenleyicilerinin etkisi aragtirilmig, 6-benziladenin’in tek basina ya da IBA ile
kombinasyonlar1 seklinde ortama eklenmesinin siirgiin uzunlugunu artirdig1 rapor
edilmistir. IBA ve NAA ile desteklenen ortamlarda kok uzunlugu ve kok gelisme orani
artmistir (Wotavova-Novotna vd., 2007).

Kiltiir ortaminda orkide hiicreleri ortama yiiksek miktarda fenolik bilesikler
salgilarlar. Bu fenoliklerin ortamda birikmesi bitkilerin 6liimiine neden olur. Compton ve

Preece (1986), eksplantin hizli bir sekilde taze besi ortamina aktarilmasinin tavsiye edilen
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bir yol oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ortama aktif karbon ya da askorbik asit ilavesiyle
bu sorunun iistesinden gelinebilecegi rapor edilmistir (Seeni ve Latha, 1992; Seeni ve
Latha, 2000). Ayrica aktif karbon ilavesinin kiiltiir ortamindaki pH seviyesini artirdigi ve
pH seviyesinin kiiltiire alma siiresince sabit kalmasini sagladigi, azot alinimini artirarak
biiyiimeyi tesvik ettigi tespit edilmistir (Eymar vd., 2000).

Stewart ve Kane (2006), altt farkli besin ortaminin, 4 farkli sitokininin ve 3
fotoperiyodik rejimin Haberina macroceratitis tohumlarinin ¢imlenmesi tizerine etkilerini
arastirmiglar ve en uygun ortami tespit etmeye ¢alismiglardir. Lindemann ve Knudson C
ortamlar1 8 hafta sonunda en yliksek ¢imlenme oranini vermistir. Protokorm olusumu ise
Malmgren ortaminda 8-16 hafta sonra meydana gelmistir. Zeatin ve kinetin’in 1 pM’lik
derisiminin ¢imlenme oranini artirdigini tespit edilmislerdir. %91,17’lik toplam ¢imlenme
orani ve protokorm olusumu, tiimiiyle karanlikta elde edilmistir. Fide gelisimi icin 8/16-
saat fotoperiyot rejiminin daha uygun oldugunu belirtmislerdir.

Andronova ve Ivasenko (2007), in vitro ortamda c¢imlendirilen Dactylorhiza
maculata tiiriine ait tohumlardan olusturduklar1 13 ve 18 aylik olan bitkileri laboratuvarda
ve dis kosullarda topraga transfer etmislerdir. Laboratuvarda kalanlardan 13 ayliklarda %
45, 18 aylik bitkilerde ise % 83 canlilik goriiliirken; dis kosullarda birakilanlardan 13 aylik
bitkilerde % 8, 18 aylik bitkilerde ise % 30 canlilik orani elde edilmistir.

Guimiis ve arkadaslar1 (2008), Bat1 Karadeniz Bolgesi’nde salep elde edilen 6 farkli
orkide tlirinii toplayarak in vitro ortamlarda ¢alismiglardir. Calismada MS, 2 MS, VWD
ve Knudson C ortamlarini denemis ve en yiiksek ¢imlenme oranini D. nieschalkiorum
tiriinden % 24.41 ile VWD ortamindan elde edildigini bildirmislerdir. Protokorm
olusumunun ise sadece 3 tiirde meydana geldigi ve en yiiksek protokorm olusum oraninin
% 13.11 ile D. nieschalkiorum’dan elde edilmistir.

Phalaenopsis Little Steve ¢esidinin yaprak pargalarinin eksplant olarak kullanildig:
bir ¢alismada 2,4-D (0,45; 2,26 ve 4,52 uM), kinetin (2,32; 4,65; 13,95 uM), BA (2,22;
4,44; 13,32 uM) ve TDZ (2,27; 4,54; 13,62 uM) dozlar1 denenmistir. Besi ortami1 olarak,
10 mg/L Myo-inositol, 0.5 mg/L niasin, 0.5 mg/L pridoksin HCI, 2 mg/L glisin, 1 g/L
pepton, 170mg/L NaH2POa, 2,2g/L gelrit ve 20g/L seker karisimi ihtiva eden 2 MS
kullanmigtir. TDZ’nin ve BA’nin, yaralanmis yaprak parcalarinda embriyo olusturdugu,
KiN’in etkili olmadig1 gozlenmistir. 2,4-D’nin ise engelleyici etkisinin oldugu tespit
edilmistir (Kuo vd., 2005). Aktar ve arkadaslar1 (2007), Dendrobium orkidelerinin,
Vacin&Went besi ortaminda, IBA’nin 0; 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 mg/L derisimlerinin, kdk
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sayisi, kok uzunlugu kok yas agirligt ve kok olusum zamani iizerine -etkilerini
arastirmiglardir. IBA’nin derigimlerinin arastirilan dort parametre tiizerinde Onemli
etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Bailes ve arkadaslar1 (1986), karasal orkidelerin in vitro iiretiminde karsilasilan en
onemli sorunlardan birinin aklimasyon calismalarinin oldugunu bildirmislerdir. /n vitro
ortamda biiylitilen ve daha sonra topraga aktarilan bitkilerin ¢ogunun hayatini
sirdiiremedigi tespit edilmistir. Sera ya da tarla kosullarina aktarilan bitkiler, kiiltiir
ortamina gore daha diisiik bagil neme, daha yiiksek 151k siddetine ve sterilize olmayan bir
ortama maruz kaldiklarindan, stres altindadirlar. Topraga aktarma ¢alismalarinin basarili
bir sekilde gergeklestirilebilmesi ig¢in uygun ex vitro kosullar ve uygun araglarin
kullanilmas: gerekmektedir (Hazarika, 2003). Aklimatizasyon ¢alismalari, bitkileri in
vitro’da alistirmaya baslayarak ya da topraga transfer edildikten sonra ABA gibi anti-
transpirantlarla terleme oranini azlatarak hizlandirilabilir (Pospisilova vd., 1999). Kishor
ve arkadaglar1 (2006), topraga transfer edilen orkideler i¢in uygun biiylime ortaminin
ozelliklerinin, maksimum su tutma kapasitesinde, porozitede ve drenajda olmasi
gerektigini bildirmislerdir.

Habenaria bractescens Lindl. tiiriiniin in vitro bitki rejenerasyonu ve yumru (tuber)
olusturulmasi calismalarinda BA’nin ve sukrozun farkli derisimleri ile desteklenen MS
ortami kullanilmis, tuber koklerinin olusmasinda en etkili derisimlerin, 4,41 uM BA ve
87,6 mM sukroz derisimleri oldugu belirlenmistir. Kok tuberlerinin 45 giin sonra olustugu
belirtilmistir. Olusan tuberler herhangi bir aklimasyon g¢alismasi yapilmadan basarili bir
sekilde sera ortaminda topraga aktarilmistir (Medina vd., 2009).

Dendrobium candidum (Orchidaceae) tiirinden protokorm benzeri yapilarin
olustrulmasiyla ilgili yapilan bir ¢aligmada eksplant olarak boyuna ikiye bdliinen
protokormlar kullanilmistir. Kesilen protokormlar, 8,8 uM 6-BA ile desteklenen MS (1/2
makroelement ve 1/1 mikroelement iceren) ortaminda 40 giinde bir altkiiltiirleri yapilarak
kallus olusumuna tesvik edilmis ve kalluslar bitki biliylime diizenleyicisi icermeyen MS
ortamina aktarilarak protokorm benzeri yapilarin olugmasit saglanmistir. 2 cm boya ulasan
PBY’ler vermikulit i¢eren saksilarda sera ortamina aktarilmis ve olusan fidelerin %95’inin
canliliklarinin devam ettigi bildirilmistir (Zhao vd., 2008).

Sheelavanthmath ve arkadaslar1 (2005), Aerides crispum orkide tiiriiniin PBY ’lerinin
genis capta liretimi i¢in yeni metot gelistirmeye calismislardir. Hindistan cevizi siitii ve

farkli derisimlerdeki gesitli sitokin ve oksinlerle destekli MS ortaminda protokormlari ve
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yaprak pargalarini kiiltiire almislardir. PBY olusumu i¢in en uygun ortamin, 1 uM 6-BA ile
desteklenen ortam oldugu ve bu ortamdan eksplant basina ortalama 49,1 adet PBY elde
edildigi bildirilmistir. Olusan PBY ler bitki biiyiime diizenleyicisi igermeyen MS ortamina
alinarak 6-8 hafta icerisinde fideler olusturulmustur. Fidelerin daha sonra sera ortamlarinda
saksilara alindig1 ve fidelerin %85’inin canliligini siirdiirdiigli gézlemlenmistir.

Daha once yapilan ¢alismalar incelendiginde bazi orkidelerin (siis orkidelerinin)
sentetik tohumlarinin iiretiminin gergeklestirildigi goriilmektedir. Ancak bu caligsmalar
birkag tiirle sinirli kalmistir. Calisma kapsaminda ele alinan Serapias vomeracea ve Orchis
sancta tiirlerine ait herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Orkidelerin sentetik tohumlari
protokorm benzeri yapilarin alginat ile kaplanmasiyla elde edilmektedir. Saiprasad ve
Polisetty (2003) yaptiklar1 ¢alismada, li¢ farkli orkide tiiriinden elde ettikleri protokorm
benzeri yapilari alginat ile kaplayarak sentetik tohumlar iiretmislerdir. Uygun sodyum
alginat, CaCl, ve MS besi ortamimin farkli derisimleri denenmistir. En uygun kaplama
yonteminin 75 mM CaCl solusyonunda katilagtirilan ve %3 sodyum alginat ve ¥ MS
iceren sentetik tohumlardan elde edildigini bildirmislerdir. 0,54 uM NAA ve 0,44 uM 6-
BA ile desteklenen MS ortamiyla hazirlanan sentetik tohumlarm %100’linlin bitkiye
doniistiigiinii gézlemlemislerdir. Olusturulan bitkilerin hepsi, tek basina ya da briket
parcalartyla kombine edilen odun komiirii ortamlarinda canliliklarini stirdiirmiiglerdir.

Literatiirde ¢esitli kaynaklarda glukomannan 6ziitlenmesi ve saflastirilmasiyla ilgili
simnirli sayida calisma mevcuttur. Bu calismalar genel olarak solvent oOziitlenmesiyle,
ultrasonik ve enzimatik yollarla gergeklestirilmstir (Yuan vd., 2003; Liu vd., 2005; Chua
vd., 2012; Mikkelson vd., 2013). Ozellikle Amorphophallus tiirlerinin yumrularmin ihtiva
ettig1 glukomannan miktarlar1 da belirlenmistir. Bu yontemler genel olarak glukomannanin
asitlerle ya da enzimlerle hidroliziyle ortaya ¢ikan D-glukoz ve D-mannoz miktarlarinimn
spektrofotometrik yollarla tayini ile gergeklestirilmektedir (Tekinsen ve Giiner, 2010; Chua
vd., 2012). Bin ve arkadaslar1 (2002) yaptiklar1 ¢alismada 6giitiilmiis konja yumrularindaki
glukomannan miktarint HPLC ile kromotagrafik yollarla belirlemisler fakat bu yontemde
de glukomannanin hidrolizi sonucu olusan {iriinlerden yararlanilmig hatta kullanilan
kolonun sicakligini 90°C gibi yiiksek derecelere ¢ikartilarak galigiimistir.

Chua ve arkadaslar1 (2012), ii¢ farklt metot deneyerek (Glucomannan Assay Kit, 3,5-
DNS Colorimetric Assay, Phenol-Sulphuricacid Colorimetric Assay) Amorphophallus
konjac K. Koch tiiriiniin yumrularindaki glukomannan miktarlarini belirlemiglerdir. Her bir

yontemden elde edilen sonuglari karsilastirarak en uygun glukomannan tespit yontemini
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belirlemislerdir. Elde edilen sonuglara 3,5- DNS colorimetric assay yonteminin diger
yontemlere gore daha verimli ve giivenilir sonuglar verdigini bildirmislerdir. Ayrica
Glucomannan Assay Kit’in enzimatik reaksiyonlarin tam olarak ger¢eklesmemesi gibi
nedenlerden dolayr verimli olmadigim1 ve ¢ok diisik degerler elde edildigini
bildirmislerdir.

Literatiirde baz1 salep tiirlerinin glukomannan igeriklerinin tespiti ile ilgili sadece bir
caligmaya ulasilmaktadir. Bu calismada, Anadolu’da dogal olarak yetisen 10 farkli
Orchidaceae familyas: tiiri tuberlerinin glukomannan igerikleri Glukomannan Assay Kit
kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore O. italica, O. morio, O. anatolica,
O. tridentata ve S. vomeracea ssp. orientalis tiirlerinin tuberlerinin glukomannan igerikleri

diger tiirlere gore daha yiiksek bulunmustur (Tekinsen ve Giiner, 2010).

1.5. Tezin Amaci

Tez g¢aligmasi kapsaminda, bitki doku kiiltiirii, sentetik tohum iiretimi gibi bitki
biyoteknolojisi alanindaki giincel teknolojiler kullanilarak Orchis sancta L. ve Serapias
vomeracea (Burm. F.) Brig. bitki tiirlerine yonelik ¢alismalar amaglanmigtir. Bu baglamda
O. sancta ve S. vomeracea bitkilerinin olgun tohumlarinin in vitro asimbiyotik
¢imlendirilmesini, in vitro fide ve tuberlerinin iiretimini ve fidelerin toprak kosullarina
adaptasyonunu, sentetik tohumlarmin iiretimini ve toprak kosullarina adaptasyonunu, in
vitro’da olusturulan tuberlerin glukomannan igeriklerinin belirlenmesini saglayacak
protokoller gelistirilmistir. Calisilan orkide tiirleri {izerine yapilan daha 6nceki ¢aligmalarin
hi¢birisinde sentetik tohum iiretimi ve olusturulan tuberlerin glukomannan igeriklerinin
belirlenmesiyle ilgili raporlara rastlanmamistir. Cesitli bitki biiylime diizenleyicilerinin ve
bunlarin farkli derisimlerinin varliginda, bu tiirlerin asimbiyotik ¢imlendirmesi ve fidelerin

in vitro tiretimi konularindaki mevcut ¢aligmalar kapsamli degildir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki Materyali

Aragtirmada Tirkiye Florasinda yetisen ve salep elde edilmesinde kullanilan S.
vomeraceae ve O. sancta tiirlerinin olgun tohumlari, kiiltiirlerin baslatilmasinda eksplant
olarak kullanilmistir. Orchis sancta L. ve S. vomeraceae (Burm. F.) Briq. tiirlerine ait
olgun tohumlar Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin edilmistir. Cimlendirilen
olgun tohumlardan elde edilen protokormlar ve fideler daha sonraki ¢alismalarda eksplant

olarak kullanilmistir.

2.1.2. Besi Ortamlarinin Belirlenmesi

Arastirma kapsaminda, olgun tohumlarin ¢imlendirilmesi g¢aligmalarinda, farkl
iceriklere sahip 4 farkli hazir besi ortami kullanilmigtir. Kullanilan besi ortamlar1 ve
igerikleri Tablo 3’de verilmistir. Cimlendirme calismalarindan elde edilen verilere gore en
iyi sonucun goézlendigi besi ortami (Orchimax aktif komiirlii besi ortami), daha sonraki
calismalarda temel besi ortami olarak kullanilmistir. Besi ortamlari katilastirict ajan olarak
Phytoagar (Duchefa Biochemie, Netherlands) ve karbon kaynagi olarak sukroz ile

desteklenmistir.

2.1.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Belirlenmesi

Caligma kapsaminda oksin ve sitokinin gruplarina ait farkli bitki biiylime
diizenleyicileri kullanilmistir. Ayrica sitokinin benzeri kimyasal olarak kabul edilen
Thidiazuron (TDZ) calismalarda sitokininler grubunda degerlendirilmistir. Tiim bitki
biliylime diizenleyicileri Duchefa Biochemie (Netherlands) firmasindan temin edilmistir.

Kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri Tablo 4’te sunulmustur.



24

Tablo 3. Calismada kullanilan besi ortamlar1 ve kimyasal igerikleri

Makro elementler

Mikro elementler

Vitaminler

Organikl

-OM* KCM* LM* +OM* MS*
CaCl; 166,00 - - 166,0 332,02
KH2PO4 85,00 250,00 13500 85,00 170,00
g KNO; 950,00 - - 950,0 1900,0
S MgSO4 90,35 122,15 58,98 90,35 180,54
NHsNO3 825,00 500,00 - 825,00 1650,00
Ca(NO3); - 241,30 347,20 - -
KCI - 250,00 1050,00 - -
(NH4)2S04 - 500,00 1000,00 - -
FeS0..7H.0 - 25,00 - - -
MnSQO4.H,0 8,45 5,68 - 8,45 -
AIClz.6H,0 - - 0,56 - -
CuSQ4.5H,0  0,0125 - 0,02 0,0125 0,025
FeSitrat - - 4,40 - -
) H3BO; 3,10 - 1,01 3,10 6,20
> Kl 0,415 - 0,10 0,415 0,83
E MnSQO4.H,0 8,45 - 0,05 8,45 16,90
NiCl..6H.0 - - 0,03 - -
ZnS04.7H,0 5,30 - 0,57 5,30 8,60
CoCl,.6H,O  0,0125 - - 0,0125 0,025
FeNaEDTA 36,70 - - 36,70 36,70
Na;Mos.2H,O 0,125 - - 0,125 0,25
Miyo-inositol 100,00 - - 100,00 100,00
- Nikotinik asit 1,00 - - 1,00 0,50
£  Piridoksin HCL 1,00 - - 1,00 0,50
Tiyamin HCL 10,00 - - 10,00 0,10
Glisin - - - 2,00
Sukroz 20,0 - - 20,0 -
5 Tripton 2,0 - - 2,0 -
Aktif Komur 2,0 - -
MES (mg/L)  1000,0 - - 1000,0 -

-OM: Orchimax aktif komiirsiiz besi ortami, KCM: Knudson C besi ortami1, LM: Lindemann
besi ortami, +OM: Orchimax aktif komiirlii besi ortami, MS: Murashige ve Skoog besi
ortami calisma kapsaminda kullanilmamustir. Bitki doku kiiltiiri ¢aligmalarinda en sik
kullanilan besi ortami oldugundan kargilagtirma amagli verilmistir.
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Tablo 4. Calismada kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri

OKSINLER SITOKININLER
2,4-diklorofenoksi asetik asit, ]
Zeatin, ZEA
2,4-D
Indol-3-butirik asit, IBA 6-benziladenin (Benzilaminopiirin), 6-BA

2-izopentiladenin [6-y- y-(dimetilallilamino) piirin],
2-iP

Indol-3-asetik asit, IAA

Kinetin (6-furfurilaminopiirin), KIN

Thidiazuron [1-fenil-3-(1,2,3-thiadiazol-5yl)urea],
TDZ

2.2. Metot

2.2.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonun Yapilmasi

Eksplant olarak kullanilacak olan olgun tohumlarin yiizey sterilizasyonlari, iki
farkli sterilizasyon yontemiyle gerceklestirilmistir. Farkli derisimlerde (%5, 10, 20 ve 30)
hazirlanan ticari camasir suyu (Domestos, %4,5 NaOCI igerir) ve H202 (%35°lik stok) ile
yilizey sterilizasyonuna tabi tutulan tohumlarin, sterilizasyon Oncesi ve sonrasi canlilik
testleri 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchloride ile yapilarak, uygulanan yontemin canlilik
lizerine etkisine bakilmistir. Ayrica sterilize edilen tohumlar besi ortamlarina ekilerek,
ortamlardaki kontaminasyon olusumlari gézlenmistir. Sonuglar degerlendirilerek tohumlar

i¢in en uygun yiizey sterilizasyon yontemi belirlenmistir.

2.2.1.1. Camagsir Suyu ile Yiizey Sterilizasyonunun Yapilmasi

Cok kiiciik yapiya sahip olan olgun tohumlar, kiigiik zarflar seklinde dikilen filtre
kagitlarinin icerisine yerlestirildikten sonra, hazirlanan %5, 10, 20 ve 30’luk ticari gamasir
suyu soliisyonlarinda ayr1 ayr1 10’ar dakika bekletilmistir. Camasir suyu soliisyonlarindan
alinan tohumlar, 3 tekerriir olacak sekilde sterilize saf su icerisinde 5’er dakika bekletilerek

durulanmistir ve spatiil ya da pens yardimiyla besi ortamlarinin iizerine yayilarak ekimleri
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gerceklestirilmistir. Her bir deneme grubundan elde edilen sterilize tohumlar i¢in canlilik
test’i yapilmistir ve besi ortamlarina ekilerek kontaminasyon olusumlar1 gozlenmistir. Her
bir deneme grubundan elde edilen sonuglar, kendi aralarinda ve herhangi bir muameleye
tabi tutulmayan tohumlardan elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Kontaminasyon
sikiliklarinin  belirlenmesinde, dis etmenlerden kaynaklanan kontaminasyonlar, tohum
ekimi yapilmayan ve ayni besi ortamini ihtiva eden kiiltlir kaplarinin, ekim yapilanlarla

ayni kosullarda inkiibe edilmesiyle belirlenmistir.

2.2.1.2. H20z ile Yiizey Sterilizasyonunun Yapilmasi

Olgun tohumlar, 1-2 damla ¢amasir suyu igeren %5’lik sukroz soliisyonu igerisinde
12 saat oda sicakliginda vida kapakli tiiplerde bekletilmistir. 12 saat sonunda, sukroz
soliisyonu pipetor yardimiyla g¢ekilerek tiiplere %5, 10, 20 ve 30 ‘luk H20. eklenmistir.
Tohumlar 30 dakika H2O> ile muamele edilmistir. Pipetér yardimiyla H.O» tiipler
igerisinden ¢ekilmistir. Tohumlar spatiil ya da pens yardimiyla besi ortamlarin tizerine
yayilarak ekimleri yapilmistir. Her bir deneme grubundan elde edilen sterilize tohumlar
icin canlilik testi yapildi ve besi ortamlarina ekilerek kontaminasyon olusumlar
gozlenmigstir. Her bir deneme grubundan elde edilen sonuglar, kendi aralarinda ve herhangi
bir muameleye tabi tutulmayan tohumlardan elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir.
Kontaminasyon  sikliklarinin  belirlenmesinde, dis  etmenlerden  kaynaklanan
kontaminasyonlar, tohum ekimi yapilmayan ve aym besi ortamuni ihtiva eden kiiltiir

kaplarinin, ekim yapilanlarla ayni1 kosullarda inkiibe edilmesiyle belirlenmistir.

2.2.2. Tohumlarin Canlilik Yiizdelerinin Belirlenmesi

Tohumlarin sterilizasyon ©ncesi ve sonrasi canlilik testleri literatiirde verilen
yonteme gore gerceklestirilmistir (Lauzer vd., 1994). Her bir deneme grubuna ait tohumlar,
%1’lik TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchloride, Sigma-Aldrich, Austria) ¢ozeltisine
konulmustur ve karanlikta, 30 °C’de, 48 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda, tohumlar
binokiiler mikroskop altinda incelendi ve turuncu-kirmizi renkte goriinen tohumlar canl

olarak kabul edilmistir. Elde edilen verilere gore, tohumlarin yiizey sterilizasyonunda
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kullanilan kimyasallarin ve farkli derisimlerinin, tohumlarin canliliklar1 tizerindeki etkileri

belirlenmistir.

2.2.3. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi

Tablo 3’de verilen miktarlarda tartilan ticari olarak hazirlanmis hazir besi ortamlari
500 mL saf suda ¢oziilmustiir. Besi ortamlari, tim denemelerde standart olarak %2 sukroz
ve %0,8 agar ile desteklenmistir. Orchimax aktif komiirlii ve komiirsiiz hazir besi ortamlari
sukroz icerdiginden, bu ortamlara sukroz ilavesi yapilmamistir. Bitki biiyiime
diizenleyicilerinin eklenmesinin ardindan ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanip, pH’s1
5,7-5,8’¢ ayarlanmigtir. Besi ortamlari, otoklavlanabilir kapakli siseler igerisinde, 1 atm
basingta, 121 °C’de, 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Otoklavdan c¢ikarilan besi
ortamlar1 hafifce ¢alkalanarak agarin homojen dagilmasi saglanmistir ve transfer odasinda
sogumaya birakilmistir. Yiiksek sicaklikta etkisini kaybeden bitki biliylime diizenleyicileri
0,22um capindaki filtrelerle sterilize edilmistir ve otoklavdan sonra besi ortami sogumadan
ortama eklenmistir. 40 °C civarina kadar sogutulan besi ortamlari, sterilize kabin igerisinde

kiltiir kaplarina aktarilmistir.

2.2.4. In Vitro Kiiltiirlerin Baslatilmasi

2.2.4.1. O. sancta ve S. vomeracea Tohumlarinin in Vitro Cimlendirilmesi

Tohumlarin ¢imlendirilmesi caligsmalarinda, besi ortamlarinin ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin ¢imlenme ve protokorm olusumu iizerine etkileri arastirilmistir. Izlenen

yontemler iki ayr1 baglik altinda asagida verilmistir.

2.2.4.1.1. Farkh Besi Ortamlarinin Tohumlarin Cimlenmesi Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

Yiizey sterilizasyonlar1 yapilan S. vomeraceae ve O. sancta tiirlerinin olgun
tohumlarinin, Tablo 4’de verilen besi ortamlarina ekimleri yapilmistir. Ekim yapilan kiiltiir
kaplar1, 3 ay boyunca 23+1 °C sicaklikta 16/8 saat fotoperyoda ve 32 pumol s m? 11k

rejimine ayarlanan iklimlendirme dolabinda kiiltiri yapilmistir. Kiiltiir kaplarinin, her bir
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tiirin denenen besi ortamlarindaki ¢imlenme siirelerinin belirlenebilmesi i¢in giinliik
peryotlarda kontrollii olarak takibi yapilmistir. Tohumlarin ekiminden 2 ay sonra kiiltiir
kaplarindaki ¢imlenen tohum sayisi tespit edilerek, canli tohum sayisina gére ¢imlenme
yiizdeleri belirlenmistir. 90 giin sonunda tekrar sayim yapilip protokorm olusturma
yiizdeleri tespit edilmistir. Serapias vomeraceae ve O. sancta tohumlarinin denenen besi
ortamlarinda ¢imlenme yiizdeleri bakimindan karsilastirmast yapilmistir. Elde edilen
sonuglara gore tohumlarin ¢imlenebilece§i ve protokormlarinin olusturulabilecegi en
uygun ortam belirlenmistir. Cimlenme ve protokorm olusum oranlar yiizde (%) olarak

verilmistir.

2.24.1.2. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Tohumlarin Cimlenmesi
Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Bir dnceki ¢alisma sonucunda ¢imlenme {izerine en iyi etkiyi gosterdigi belirlenen
Orchimax aktif komiirlii besi ortamu kullanilarak farkl bitki biiyiime diizenleyicilerinin ve
her birinin farkli derisimlerinin ¢imlenme ve protokorm olusturma yiizdeleri {izerine
etkileri arastirilmistir. Bitki biiylime diizenleyicisi olarak oksinlerden IBA, IAA ve 2,4-D,
sitokininlerden ZEA, 6-BA ve TDZ tek baslarina 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerinde
besi ortamlarina eklenmistir. Ekim yapilan kiiltiir kaplari, 3 ay boyunca 2342 °C sicaklikta
16/8 saat fotoperyoda ve 32 umol st m? 151k rejimine ayarlanan iklim dolaplarinda inkiibe
edilmistir. Her bir tiiriin denenen besi ortamlarindaki ¢imlenme siirelerinin belirlenebilmesi
icin, kiiltiir kaplarinin giinliik takibi yapilmistir. Tohumlarin ekiminden 2 ay sonra kiiltiir
kaplarindaki her bir tiire ait gimlenen tohum sayisi tespit edilmistir. Ugiincii ay tekrar
sayim yapilip protokorm olusturma yiizdeleri tespit edilmistir. Her bir denemeden elde
edilen sonuglar yiizde (%) olarak hesaplanmistir ve kontrol ile karsilastirarak, ¢imlenme
yiizdesini ve protokorm olusturma yiizdesini tesvik eden en etkili bitki biliylime
diizenleyicisi ve derisimi belirlenmistir. Kontrol grubu olarak bitki biiyiime diizenleyicisi

icermeyen Orchimax aktif komiirlii besi ortami kullanilmistir.
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2.2.4.2. Sitokininlerin Siirgiin Olusumu ve Uzamasi Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

Arastirmanin bu asamasinda, ¢esitli sitokininlerin, S. vomeraceae ve O. sancta
tirlerine ait slirgiin boylari, yaprak sayilari, kok ve tuber olusumlar1 tizerine etkileri
belirlenmistir. Sitokinin grubundan, 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerindeki ZEA,
KIiN, 2-iP, 6-BA ve TDZ kullanilmistir. Onceki ¢alismalarda elde edilen ¢imlendirilmis
tohumlardan olusturulan protokormlar eksplant olarak kullanilmistir. Ekim yapildig1 anda
boylar1 6l¢iilen ve ilk boylar1 belirlenen protokormlarin, 60 giin sonundaki siirgiin boylar1
belirlenmistir. 3 ay sonunda olusan fidelerin, kok sayilar1 ve uzunluklar1 ve yaprak sayilari
belirlenmistir. Her bir tiir i¢in, ayn1 bitki biiylime diizenleyicisinin farkli derisimlerini
iceren ortamlardan elde edilen veriler kendi aralarinda ve ayni derisime sahip farkli bitki
biiylime diizenleyicilerini i¢eren ortamlardan elde edilen veriler kendi aralarinda istatistiki
olarak karsilastirilmistir. Orchis sancta tiiriiniin 6 ay sonundaki ve S. vomeracea tiiriiniin
11 ay sonundaki tuber olusum oranlar1 (%) belirlenmistir. Her bir deneme 3 tekerriir ve

ortalama 20’ser ornek olacak sekilde tasarlanmistir ve ortalamalart alinmistir.

2.2.4.3. Oksinlerin Siirgiin Olusumu ve Uzamasi Uzerine Etkilerinin
Belirlenmesi

Aragtirmanin bu asamasinda, 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerindeki oksin grubu
bitki biliylime diizenleyicilerinden IBA, IAA ve 2,4-D’nin, S. vomeraceae ve O. sancta
tirlerine ait slirgiin boylari, yaprak sayilari, kok ve tuber olusumlar1 iizerine etkileri
belirlenmistir. Onceki calismalarda elde edilen ¢imlendirilmis tohumlardan olusturulan
protokormlar eksplant olarak kullanilmistir. Ekim yapildigi anda boylar1 dlgiilen ve ilk
boylar1 belirlenen protokormlarin, 60 giin sonundaki siirglin boylar1 belirlenmistir. 3 ay
sonunda olusan fidelerin, kok sayilar1 ve uzunluklar1 ve yaprak sayilari belirlenmistir. Her
bir tiir i¢in, ayni bitki bliylime diizenleyicisinin farkli derisimlerini igeren ortamlardan elde
edilen veriler kendi aralarinda ve ayni derisime sahip farkli bitki biiylime diizenleyicilerini
iceren ortamlardan elde edilen veriler kendi aralarinda istatistiki olarak karsilastirilmistir.
Orchis sancta tiiriiniin 6 ay sonundaki ve S. vomeracea tiiriiniin 11 ay sonundaki tuber
olusum oranlar1 (%) belirlenmistir. Her bir deneme 3 tekerriir ve ortalama 20’ser 6rnek

olacak sekilde tasarlanmistir ve ortalamalar1 alinmustir.
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2.2.5. 0. sancta ve S. vomeracea’nin Sentetik Tohumlarmn Uretilmesi

2.2.5.1. Protokorm Benzeri Yapilarin Olusturulmasi ve Izolasyonu

PBY’lerin olusturulmasi ¢alismalarinda, %0,8 Phytoagar, %2 sukroz ve tek basina
TDZ (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerinde) ya da 1.0 mg/L IBA ile
kombinasyonlariyla desteklenen Orchimax aktif komiirli besi ortami kullanilmustir.
Protokorm benzeri yapilarin (PBY) olusturulmasinda iki farkli yol izlenmistir. Ilk
yontemde yukarida bahsedilen ortamlara eksplantlar iizerinde olusmasi muhtemel kallus
yapilarindan, dolayli olarak PBY rejenerasyonu denenmistir. Ikinci yolda ise eksplant
tizerinde dogrudan PBY’lerin rejenerasyonu  gergeklestirilmistir.  Cimlendirme
calismalarindan elde edilen protokormlar eksplant olarak kullanmilmistir. Boyuna ikiye
boliinen protokormlar, kesilen yiizeyleri besi ortami iizerine gelecek sekilde kiiltiir
ortamlarina ekilmistir. Olusturulan kiiltiirler 16/8 saat fotoperyoda ve 32 umol s m? 11k
siddetine ayarlanan iklim dolaplarinda 24 + 2 °C’de inkiibe edilmistir. 8 hafta sonunda, her
bir ortamdaki protokorm basmma olusan protokorm benzeri yapilarin miktarlar
belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan her bir tiire ait protokorm benzeri yapilarin
olusturulmasi i¢in en uygun ortamin tespiti gerceklestirilmistir.

TDZ’nin farkli derisimlerinin IBA ile kombinasyonuyla desteklenen ortamlarda
olusturulan ve uzunluklar1 ortalama 0,4 - 0,5 cm olan, S. vomeracea ve O. sancta tiirlerine
ait protokorm benzeri yapilar, sterilize kabin igerisinde besi ortam1 kalintis1 igermeyecek

sekilde tek tek pargalara ayrilarak kaplanmaya hazir hale getirilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. In vitro ortamlarda olusan protokormlar A) +OM ortaminda ¢imlendirilen
olgun tohumlardan elde edilen protokormlar B) Protokorm benzeri
yapilarin olusturulmasinda eksplant olarak kullanilan boyuna ikiye
boliinmiis protokormlar

2.2.5.2. Kaplama Matriksinin Hazirlanmasi ve PBY’lerin Kaplanmasi

PBY’lerin kaplanmasi i¢in sodyum alginat ve sentetik besi ortaminin katilagtirilmasi
i¢in CaCl; ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin hazirlaniglar1 asagida maddeler halinde
verilmistir.

- CaClz ve katilagtiric1 ajan icermeyen sivi besi ortami hazirlandi. Besi ortami igerigi
olarak Orchimax aktif komiirsiiz besi ortaminin kimyasal igerigi tercih edilmistir. Besi
ortamlarina olasi kontaminasyonlari engellemek i¢in ilave antimikrobiyal ajanlar (Nystatin
100 pg/L, 4-Chloro-3,5-xylenol 100 ug/L) eklenmistir. Hazirlanan sivi besi ortami 0.22
um capindaki filtre gegirilerek sterilize edilmistir. Ayrica bu ortam 2,0 mg/L ZEA ve 1,0
mg/L IBA ile desteklenmistir.

- Hazirlanan ve sterilize hale getirilen sivi besi ortamlarina %3 (w/v) sodyum alginat
eklenmistir.

- 75 mM’lik CaClz c¢ozeltileri hazirland1 ve 0.22 pm capindaki filtre kullanilarak
sterilizasyonu yapilmustir.

- Kaplama matriksinin igerisine yerlestirilen PBY’ler, CaCly ¢ozeltisi igerisinde 30

dakika karistirilarak katilagtirilmistir.
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- Katilastirilan sentetik tohumlar sterilize saf su ile yikandiktan sonra oda sicakliginda

saklanmustir.

2.2.5.3. Sentetik Tohumlarin Farkh Ortamlarda Cimlendirilmesi

Hazirlanan sentetik tohumlarin, besi ortaminda ve toprak kosullarindaki ¢imlenme
ve fide olusturma Kkabiliyetleri arastirllmistir. Besi ortami olarak bitki biiyiime
diizenleyicisi igermeyen Orchimax aktif karbonlu (+OM) besi ortami kullanilmistir.
Toprak olarak sterilize edilen ve edilmeyen ticari torf ortami (Cihan Tarim, Manisa)
kullanilmistir (Analiz degerleri: pH 5,5-6,5, organik madde igerigi %69, nem %53,43 ve su
tutma kapasitesi 618). Belirlenen ortamlara ekimi gergeklestirilen sentetik tohumlarin 3 ay

sonundaki canlilik oranlar1 ve ¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir.

2.2.6. In Vitro Kosullarda Olusturulan Fidelerin Toprak Kosullarina Adapte
Edilmesi

2.2.6.1. Deneme I: Sterilize Edilmeyen Toprak Kosullarina Adaptasyon

Cimlendirildikten sonra toprak {istii kisimlar1 ve kok olusumlart gergeklesen O.
sancta ve S. vomeracea (Sekil 9) tiirlerine ait fideler, besi ortamlarindan alinarak toprak
kosullarina aktarilmistir. Besi ortamlarindan alinan fideler lizerindeki ortam kalintilar1 elle
koklere zarar vermeyecek sekilde musluk suyu altinda temizlenmistir. Akan musluk suyu
altinda, besi ortamina bulasmis kisimlar1 su igerisinde kalacak sekilde fideler beherler
icerisinde en az 30 dk. bekletilmistir. Beher igerisinden alinan 6rnekler hafifge silkelenip
fazla sularindan arindirildiktan sonra, bir kismi antifungal olarak %0,1 kloroksilenol ve
%0,1 klorokresol iceren saf su igerisinde 2-3 dk. bekletilmistir. Hafif¢e silkelenen fideler
topraga aktarilmistir. Toprak tiiri olarak orman alt1 toprag:i ve ticari olarak satilan torf
kullanilmistir. Her bir saksiya esit miktarda toprak kondu ve esit miktarda sulama
yapilmistir. Antibiyotikle muamele edilen ve edilmeyen 6rnekler iki gruba ayrilarak orman
alt1 topragi ve torfa ekilmistir. Nem kaybin1 6nlemek icin ekim yapilan saksilarin st kismi
kismen hava alabilecek sekilde 4 hafta kapali tutulmustur. Ekilen 6rneklerin 1 ve 2 ay
sonundaki canlilik durumlar1 ve oranlari, morfolojik goriiniimleri belirlenmistir. Ayrica

canliligini siirdiiren 6rneklerde tuber olusup olusmadig1 gozlenmistir.
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2.2.6.2. Deneme I1: Sterilize Torf Ortaminda Adaptasyon

Topraga aktarma asamasina gelen fideler (Sekil 9), besi ortamlarindan alinarak,
ortam kalintis1 kalmayacak sekilde temizlenmis ve sterilize edilen torf ortamina ekilmistir.
Her bir kiiltiir kabina esit miktarda toprak konularak sterilize edilmis saf su ile esit
miktarda sulama yapilmistir. Nem kaybini ve olast kontaminasyon riskini ortadan
kaldirmak icin kiiltiir kaplarinin kapaklar1 hava almayacak sekilde kapatilarak 30 giin
inkiibe edilmistir. 30 giin kapali tutulduktan sonra kiiltiir kaplarinin kapaklar1 a¢ilmis ve
fidelerin gelisimleri bu sekilde devam ettirilmistir. Fidelerin 30 giin sonundaki (sterilize
ortamdaki) ve 90 giin sonundaki canlilik oranlar1 belirlenmistir. Ayrica canliligini siirdiiren

orneklerde tuber olusup olusmadig1 gézlenmistir.

Sekil 9. In vitro ortamda gelisen ve topraga aktarilma asamasina gelen (A) O.
sancta ve (B) S. vomeracea fideleri
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2.2.7. Farkh In Vitro Kosullarda Olusan Tuberlerin Glukomannan
Miktarlarmin Belirlenmesi

In vitro kosullarda iiretilen tuberlerin glukomannan miktarlar1 literatiirde verilen
fenol-siilfiirik asit yontemiyle belirlenmistir (Chua vd., 2012). Oksin ve sitokininlerin
stirgiin olusumuna etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda olusturulan fideler, tuber olusumu
icin ayni1 kosullarda inkiibe edilmistir. Orchis sancta’da 6 ay, S. vomeracea’de 11 ay
inkiibe edilen ortanlardan elde edilen tuberler hasat edilmis ve igerdikleri glukomannan
miktarlariin belirlenebilmesi igin toz haline getirilmistir. Orchis sancta ve S. vomeracea
tirlerine ait tuberler geleneksel yolla salep tozu haline getirilmistir. Kaynar su igerisinde
10 dakika kaynatilan tuberler, 50°C’ye ayarlanan etiivlerde kurutulmustur. Kurutulan
tuberler degirmen yardimiyla toz haline getirilmistir.

0, 16, 32, 48, 64 ve 80 ng/mL glukoz icerecek sekilde hazirlanan soliisyonlar test
tiiplerine konularak, son hacim 2 ml’ye tamamlanmistir. 1 ml %5’lik fenol ayiraci test
tiiplerindeki orneklerin tizerine eklenmistir. 5 ml konsantre siilfiirik asit (%95-97) hizli bir
sekilde test tiiplerine eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilen tiipler daha
sonra 25°C’de 20 dakika bekletilmistir. Orneklerin spektrofotometrede 490 nm’de
absorbanslart Olclilmiis ve absorbansa karsilik gelen glukoz miktar1 egrisi ¢izilmistir.
Mannoz kalibrasyon egrisi de glukoz i¢in izlenen yolla belirlenmistir. Glukoz (0 pg

glukoz, 2 ml saf su) icermeyen tiipler kor olarak kullanilmistir.

2.2.7.1. Tuberlerden Glukomannan Oziitlenmesi ve Miktarlarinin Belirlenmesi

Hazirlanan toz salep materyalinden 0.05 g tartilarak 40 ml saf su igerisinde, 4 saat
boyunca oda sicakliginda manyetik karistirici tizerinde karistirilmistir. 4 saat sonunda, son
hacim 50 ml’ye tamamlanmis ve elde edilen soliisyon (25 °C, 4000xg, 40 dakika) santrifiij
edilmistir. Stipernatant’tan alinan 4 ml soliisyon saf su ile 50 ml’ye tamamlanmistir. Daha
sonra Boliim 2.2.7.1°de agiklanan fenol-siilfiirik asit yontemine tabi tutularak glukomannan
igerikleri belirlenmistir. Tuber olusumu gozlenen her ortamdan elde edilen materyallerin
glukomannan igerikleri ayr1 ayr1 belirlenerek, ortamlar arasindaki farkliliklar tespit

edilmistir.
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2.2.8. istatistik Analizleri

Verilerin istatistiksel analizleri Microsoft Excel (Office 2007, ToolPack Analyser) ve
SPSS, Versiyon 17,0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yapilmistir. Ortalamalar arasindaki
istatistiksel farkliliklar ve farkliliklarin 6nem dereceleri One-way ANOVA degisken
analizi Duncan testi ile 0,05 olasilik seviyesinde hesaplanmistir. Bitki biiyiime
diizenleyicilerinin derisimlerinin artis ya da azalislarinin incelenen parametrelerle iliskileri

korelasyon testleri (Spearman two-tail testi) ile belirlenmistir.



3. BULGULAR

3.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Denenen iki farkl yiizey sterilizasyon yontemi sonrasi elde edilen canlilik yiizdeleri
ve kontaminasyon sikliklar1 Tablo 5’te verilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda, sonraki
denemelerde uygulanacak olan tiim tohum yiizey sterilizasyonlar1, belirlenen en uygun
protokol izlenerek gerceklestirilmistir. Her deneme Oncesinde, ylizey sterilizasyonuna tabi
tutulan tohumlarin canlilik testleri yapilmistir. Elde edilen canlilik yiizdeleri gz oniinde

bulundurularak her iki tiire ait tohumlarin ¢imlenme oranlar1 hesaplanmustir.

Tablo 5. Tohumlarin yiizey sterlizasyonu denemeleri sonrasi canlilik oranlar1 (%)
ve besi ortamlarindaki kontaminasyon sikliklari (%)

Derisim .
(%) O.sancta  S.vomeracea Kontaminasyon sikligi
s 5 75,8+1.4 63,14+1.2 100
2 10 65,74£19  51,79+1.1 100
é’ 20 55,442.0 41,19£1.0 40
8 30 38,21£1.4 22,35+0.9 Gozlenmedi
5 80,49+1.2 58,88+1.0 10
S 10 75,97+2.2 56,56+1.3 Gozlenmedi
T 20 71,632.1 54,6+1.0 Gozlenmedi
30 65,49+1.2 47.95+1.3 Gozlenmedi
Kontrol** 81,09+1.5 66,56+1.3 100

* Her bir deneme igin 20 kiiltiir kabma ekim yapildi ve 10 giin sonra kiiltiir kaplarmdaki
kontaminasyon olusumlar1 hesaplandi1 ve + standart sapmalaiyla beraber verildi. Sonuglar 3
tekrarin ortalamasidir.

**  Yiizey sterilizasyonu denemelerine tabi tutulmayan tohumlar kontrol grubu olarak
degerlendirildi.
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3.1.1. Camasir Suyu ile Sterilizasyon

Bu calismada ticari olarak satilan ¢amasir suyunun (Domestos) farkli derigsimlerde
hazirlanan soliisyonlarinin, tohumlarin ylizey sterilizasyonu iizerindeki etkinligi
aragtirtlmistir. Denenen derisimlerde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan olgun tohumlarin
ilk olarak canlilik testleri yapildi ve bu derisimlerin canlilik tizerindeki etkileri tespit
edilmistir. Her bir gruba ait sterilize edilmis tohumlar besi ortamlarina ekilmis ve 10 giin
sonunda olusan kontaminasyonlar gozlenerek olusma sikliklar1 yiizde olarak belirlenmistir
(Tablo 5). Kontrol grubu olarak ise c¢aligilan tiirlere ait, herhangi bir sterilizasyon

uygulamasi yapilmamis olgun tohumlar kullanilmstir.

3.1.1.1. O. sancta ile Yapilan Sterilizasyon Calismalari

Elde edilen sonuclara gore, ¢amasir suyu ile yapilan yiizey sterilizasyonunda artan
derisimlerin tohumlarin canliliklarini yitirmelerine neden oldugu belirlenmistir. Derigimleri
%35, %10, %20 ve %30 camasir suyu olan deneme gruplarinda; canlilik oranlarinin
strastyla %75.8, %65,74, %55,4 ve %38,21 oldugu tespit edilmistir. Artan camasir suyu
derisiminin, tohumlarin canliliginda %7 ila %53 oraninda azalmaya neden oldugu
goriilmiistiir. Farkli derisimlerdeki ¢amasir suyu ile sterilize edilen tohumlarin kiiltiire
alinmasiyla, kiiltiir ortamlarindaki kontaminasyon sikliklarina bakildiginda artan derisimin
kontaminasyonu engelledigi goriilmiistiir. Camasir suyunun %5 ve %10’luk derisimleri ile
yapilan ylizey sterilzasyonunda kiiltliir kaplarinin tamaminda kontaminasyon tespit
edilmistir. %20’lik derisimde ise kiiltiir kaplarinin %40’mda kontaminasyon goriiliirken,
%30’luk derisimde bu olumsuzluga rastlanmamistir. Herhangi bir sterilizasyon islemi
uygulanmayan kontrol grubunda ise canlilik oraninin %81,09 oldugu ve kontaminasyon
sikligimin %100 oldugu goézlenmistir. Yapilan denemeler sonucunda, kontaminasyon

olusumunun dis etmenlerden ziyade tohum kaynakli oldugu sonucuna varilmistir.

3.1.1.2. S. vomeracea ile Yapilan Sterilizasyon Calismalar:

Orchis sancta ile yapilan galismalarda oldugu gibi, artan ¢amasir suyu derisiminin

tohumlarin canliliginda azalmaya neden oldugu goriilmistiir. Elde edilen %5, %10, %20
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ve %30 derigimlerindeki canlilik oranlar sirasiyla %63,14, %51,79, %41,19 ve %22,35
olarak belirlenmistir. Artan ¢gamasir suyu derisiminin canlilik oranlarinda kontrole goére %6

ila %47 oranlarinda azalmaya neden oldugu gézlenmistir.

Sekil 10. A) O. sancta, B) S. vomeracea tohumlarinin canlilik testi sonrasi
goriintigleri. Turuncu-kirmizi renkte boyananlar canli, digerleri
canliligini kaybetmis tohumlar1 gostermektedir.

Camagir suyunun derisimi ile kontaminasyondaki artis arasindaki ters iliski bu tiirde
de gozlenmemistir. Artan derisimlere gore gozlenen kontaminasyon sikliklari sirasiyla;
%100, %100, %40 ve %0 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise canlilik oraninin
%66,56 ve kontaminasyon sikliginin %100 oldugu gozlenmistir. Yapilan denemeler
sonucunda, kontaminasyon olusumunun dis etmenlerden ziyade tohum kaynakli oldugu

sonucuna varilmistir.

3.1.2. H202 ile Sterilizasyon

Bu calismada, %5, %10, %20, %30 derisimlerinde hazirlanan H2O> soliisyonlarinin,
tohumlarin ylizey sterilizasyonu {iizerindeki etkinligi arastirilmistir. Belirlenen H20:
derisimlerinde ylizey sterilizasyonu yapilan olgun tohumlarin sterilizasyon sonrasindaki
canlilik testleri yapilarak kontrol ile karsilastirilmistir. Sterilize edilen tohumlar, besi

ortamina ekilerek kiiltiir ortamindaki kontaminasyon sikliklar1 yiizde olarak belirlenmistir.
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Kontrol grubu olarak, calisilan yiizey sterilizasyonu yapilmamis olgun tohumlar

kullanilmistir.

3.1.2.1. O. sancta ile Yapilan Sterilizasyon Calismalari

H20: ile sterilizasyonun arastirildigi bu calismada tohumlarin canlilik oranlarinin
artan derisime bagl olarak azaldigi goriilmiistiir. H2O, derisimlerinin %5, %10, %20 ve
%30 oldugu durumlarda canlilik oranlar1 sirastyla %380,49, %75,97, %71,63 olarak
bulunurken, sterilize edilmeyen kontrol grubunda bu oran %81,09 olarak bulunmustur. Bu
sonuclara gore; artan H2O» derisimleri, canlilik oraninin %1 ila 20 arasinda azalmasina
neden olmustur. %5°lik H202 ile muamele edilen tohumlarda, besi ortamlarina ekildikten
sonra, %10 kontaminasyon olusumu goézlenmistir. Buna karsin; denenen diger H:20:

derisimlerinde herhangi bir olumsuzluk gézlenmemistir.

3.1.2.2. S. vomeracea ile Yapilan Sterilizasyon Calismalari

Sterilize edilmeyen S. vomeracea tohumlariin canlilik oranlar1 %66,56 olarak tespit
edilmistir. En yiiksek canlilik orani %58.88’lik degerle %5 H202 muamelesinde elde
edilmistir. Bu sonucu; %56,56’lik degerle %10 H202 muamelesi, %54,60’lik degerle %20
H202 muamelesi ve %47.95’lik degerle %30 H202 muamelesi ile elde edilen canlilik
oranlarinin takip ettigi belirlenmistir. Bu verilere gore, artan H,O, derigiminin tohumlarin
canliligini, kontrole gore ortalama %12 ila %28 oranlarinda azalttig1 tespit edilmistir.

Tohumlarin besi ortamina ekildikten sonraki 10 giinliik siirecte, kiiltiir kaplarindaki
kontaminasyon olusumlar1 karsilastirildiginda, %5°lik H202 derisimleriyle yapilan yiizey
sterilizasyonu denemelerinin, deneme ortamlarinin %10’unda kontaminasyona neden
oldugu tespit edilmistir. H2O2 nin %10, %20 ve %30’luk derisimlerinde ise herhangi bir

kontaminasyona rastlanmamustir.
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3.2. Tohumlarin in Vitro Cimlendirilmesi

3.2.1. Besi Ortamlarinin in Vitro Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Farkli iceriklere sahip 4 temel besi ortamina ekilen O. sancta ve S. vomeracea olgun
tohumlari, 3 ay boyunca gozlemlenerek, her bir besi ortamindaki ¢imlenme siireleri,
¢imlenme yiizdeleri ve protokorm olusturma yiizdeleri belirlenmistir. Cimlenme yiizdeleri
60 giinliik ve protokorm olusturma yiizdeleri ise 3 aylik kiiltiir ortamlarindan elde edilen
sonuclara gore hesaplanmistir. Cimlenme ve protokorm olusturma yiizdeleri Tablo 6’ da
verilmistir. Cimlenme yiizdelerinin belirlenmesinde, tiirlere ait canlilik oranlar1 g6z 6niinde
bulundurulmus ve yiizde olarak hesaplanmigtir. Tohumlar petriler {izerine iyice birbirinden
ayrilacak sekilde yayilmak suretiyle ekildi ve 2 aylik inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltiirlerin fotograflar ¢ekilmistir (Sekil 11 ve 12). Cekilen fotograflar {izerinden, ImagelJ
uygulamasi (ImageJ 1.46r, USA) ile analiz edilerek, tohumlara ait ¢imlenme oranlari

hesaplanmustir.

3.2.1.1. O. sancta ile Yapilan Cimlendirme Calismalari

Yapilan gozlemlere gore, O. sancta tohumlarinin, Knudson C ve Lindemann besi
ortamlarinda ortalama 45 giin, Orchimax aktif komiirsiiz besi ortaminda 25 giin ve
Orchimax aktif komiirlii besi ortaminda 15 giin sonunda kok rizoidlerini olusturup
cimlenmeye bagladiklari tespit edilmistir. 2 ay sonunda, O. sancta tohumlarinin denenen
besi ortamlarindaki ¢imlenme yiizdeleri karsilastirildiginda, en yiiksek c¢imlenme
yiizdesinin Orchimax aktif komiirlii besi ortaminda oldugu tespit edilmistir (%62,46). Buna
karsin, en diisiik ¢imlenme yiizdesi, %26,36 ile Knudson C besi ortaminda gdzlenmistir.
Lindemann besi ortamindaki ¢imlenme yiizdesi ile Knudson C besi ortamindaki ¢imlenme
yiizdesinin hemen hemen ayni degerlere sahip oldugu belirlenmistir (%26,87). Orchimax
aktif komdiirsiiz besi ortaminda tohumlarin %39,82’sinin ¢imlendigi gozlenmistir. Cimlenen
tohum sayis1 ilizerinden protokorm olusturma yiizdeleri hesaplanmistir. Knudson C ve
Lindemann besi ortamlarinda sirasiyla %51,95 ve %52,55 oranlarinda protokorm olusumu
goriilmiistiir. Orchimax aktif komiirsiiz besi ortaminda protokorm olusturma yiizdesi

%63,20 olarak belirlenmistir. En yiiksek ¢imlenme yiizdesinin tespit edildigi Orchimax
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aktif komtirlii besi ortaminda ise protokorm olusturma yiizdesinin (%73,42) diger

ortamlara gore daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Sekil 11. Farkli besi ortaminda ¢imlenen O. sancta tohumlarinin stereo mikroskop
gorintiileri. A) Knudson C, bar; 0,05 cm B) Lindemann, bar; 0,05 cm C)
Orchimax aktif komiirsiiz, bar; 2mm D) Orchimax aktif komiirlii, bar; 2
mm.

3.2.1.2. S. vomeracea ile Yapilan Cimlendirme Calismalari

Serapias vomeracea tohumlarmin ¢imlendirilmesine dair ¢alismalarda da benzer
sonuglar elde edilmistir. Orchimax aktif komiirli besi ortaminin; ¢imlenme siiresi,
cimlenme yiizdesi ve protokorm olusturma yiizdesi bakimindan diger besi ortamlarina goére
daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu ortamda, S. vomeracea tohumlarinin ¢imlenme siiresi
ortalama 20 giin ve ¢imlenme yiizdesi %73,74 olarak belirlenirken, protokorm olusturma

yiizdesinin %75,54 oldugu tespit edilmistir. Orchimax aktif komiirsliz besi ortaminda
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tohumlarin ortalama 30 gilinde ¢imlendigi, ayrica ¢imlenme yiizdesinin % 43,11 ve {i¢ ay
sonundaki protokorm olusturma yiizdesinin ise % 61,22 oldugu belirlenmistir. Knudson C
ortaminda ¢imlenme siiresi 60 giin, ¢cimlenme yiizdesi %27,95 ve protokorm olusturma
yiizdesi %52,22 olarak belirlenmistir. Lindemann besi ortaminda ise tohumlarin ¢imlenme
stiresi ortalama 60 giin, ¢cimlenme yiizdesi %23,1 ve protokorm olusturma yiizdesi %53,7

olarak belirlenmistir.

Sekil 12. Farkli besi ortaminda ¢imlenen S. vomeracea tohumlarinin stereo
mikroskop goriintiileri. A) Knudson C, bar; 0,05cm B) Lindemann, bar;
0,05cm C) Orchimax aktif komiirsiiz, bar; 2mm D) Orchimax aktif
komiirli, bar; 2mm
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Tablo 6. O. sancta ve S. vomeracea tohumlariin farkli besi ortamlarindaki ¢imlenme ve
protokorm olusturma yiizdeleri

% KCM LM oM OM+
Cimlenme ~ 26,36£1,3c 26,87+1.4c 39,82+1.5b 62,46+1.0a
g Protokorm olusumu” 51,48+0,8d 52,55+0.8¢ 63,2+0.9b  73,42+1.4a
&  Cimlenme siiresi™ 45 45 25 15
o
S Cimlenme 27.95£2,4d 23,11£1.9c 43,11=1.5b 73,74+1.6a
(&}
£ Protokorm olusumu 5222429¢c 53,70£3.1c 61,22+1.0b 75,54+1.4a
£
S Cimlenme siiresi 60 60 30 20
(9p]

* Cimlenme ve protokorm olusturma oranlar1 % olarak hesaplandi ve + standart sapmalar: ile birlikte
verildi. Ayni satirdaki benzer harfler Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore (P<0,05) farkl degildirler

** Cimlenme siiresi kok rizoidlerinin olusmaya bagladigi ve gozle goriiliir hale geldigi giin olarak
hesaplandi.

3.2.2. Cesitli Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin /n Vitro Tohum Cimlenmesi
Uzerine Etkileri

Oksin ve sitokinin gruplarina ait cesitli bitki biiylime diizenleyicilerinin ve farkli
derisimlerinin Orchimax aktif komiirlii besi ortaminda hem ¢imlenme hem de protokorm
olusturma yiizdeleri hesaplanmis ve Sekil 13-28’de verilmistir. Cimlenme yiizdeleri 2
aylik, protokorm olusturma ylizdeleri ise 3 aylik kiiltiirlerden hesaplanmistir. Orchis
sancta’da en yiiksek ¢imlenme ve protokorm olusturma yiizdeleri %81,15 ve %83,14’liik
degerlerle 2,0 mg/L ZEA derisiminde belirlenirken, S. vomeracea’de %84,03’liik
¢imlenme yiizdesi 2,0 mg/L 6-BA ve %89,91 protokorm olusturma yiizdesi 2,0 mg/L ZEA

derisimlerinde belirlenmistir.

3.2.2.1. O. sancta ile Yapilan Cimlendirme Calismalari

TDZ’nin farkli derisimleriyle desteklenen Orchimax aktif komiirlii besi ortamindan
elde edilen ¢imlenme sonuglarina gore, artan TDZ derisimi ile ¢cimlenme yiizdesi arasinda
negatif korelasyon (r?= -0,943, P<0,01) oldugu belirlenmistir (Sekil 13). En yiiksek
¢imlenme ylizdesi %73,46 ile 0,25 mg/L, en diisiik ise %63,53 ile 2,0 mg/L derisimde

bulunmustur. TDZ’nin 0,5 mg/L ve 1,0 mL derisimlerinde elde edilen ¢imlenme ylizdeleri
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ise sirastyla %69,78 ve %66,97°dir. Diger taraftan protokorm olusturma yiizdeleri Sekil
13°de verilmistir. Artan derisim ile protokorm olusturma yiizdeleri arasinda pozitif ya da
negatif iliski olmadig1 saptanmistir. En yiiksek protokorm olusturma yiizdesi 0,5 mg/L
TDZ igeren ortamda %80,07 olarak hesaplanirken, en diisiik yiizde %77,72 ile 0,25 mg/L
TDZ igeren ortamda gozlenmistir. Cimlenen tohumlarin 1,0 mg/L TDZ derisiminde

%79,58’inin ve 2,0 mg/L derisiminde ise %79,92’sinin protokorma doniistiigii

C
e
B Cimlenme
® Protokorm

Kontrol

belirlenmistir.

d ab abc C
80 3
b c
| i I I i
0,25 0,5 1 2

TDZ Derisimi (mg/L)

o O

Cimlenme (%)
w b 00 O
o O

= N
o O

o

Sekil 13. Farkli TDZ derigimleriyle desteklenen +OM ortamindaki O. sancta
tohumlarina ait ¢cimlenme ve protokorm olusumlari

ZEA’nm artan derisimi ile ¢imlenme ve protokorm olusturma yiizdeleri arasinda
pozitif korelasyon belirlenmistir (r>= 0,860 ve r>= 0,874) (Sekil 14). Hem ¢imlenme
(%81,15) hem de protokorm olusturma (%83,14) ylizdeleri 2,0 mg/L derisiminde
maksimuma ulagsmistir. ZEA’nin 0,25 mg/L. derisiminde hesaplanan ¢imlenme ve
protokorm olusturma yiizdeleri sirasiyla %70,93 ve %75,65 degerlerinde, 0,5 mg/L ZEA
iceren ortamda %75,47 ve %77,46 ve 1,0 mg/LL ZEA igeren ortamda ise %81,18 ve %80,28
oldugu belirlenmistir.
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Sekil 14. Farkli ZEA derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki O. sancta
tohumlarina ait ¢gimlenme ve protokorm olusumlari

6-BA’nin farkli derisimlerinin denendigi ¢alismalarda, artan derisim ile ¢imlenme
arasinda pozitif korelasyon (r?= 0,864), protokorm olusma yiizdesinin ise derisim artisiyla
iligkili olmadig: tespit edilmistir (Sekil 15). 6-BA uygulamalarinda ¢imlenme yiizdeleri
derisime bagli olarak %67,54’den %76,91°e ulasirken, protokorm olusturma degerleri
derisimden bagimsiz olarak yaklasik %77’dir.

Artan IBA derisimi ile ¢cimlenme ve protokorm olusumu arasinda pozitif korelasyon
(r’= 0,862 ve r’= 0,884) saptanmistir (Sekil 16). 0,25 mg/L ile 2,0 mg/L’lik IBA
derigimleri arasindaki ¢imlenme yiizdeleri sirasiyla  %65,15 ile %70,69 araliginda
belirlenmistir. Protokorm olusturma yiizdeleri ise sirasiyla %74,62 ile %81,06 arasinda

saptanmustir.
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Sekil 15. Farkli 6-BA derigimleriyle desteklenen +OM ortamindaki O. sancta
tohumlarina ait ¢gimlenme ve protokorm olusumlari
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Sekil 16. Farkli IBA derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki O. sancta
tohumlarima ait ¢cimlenme ve protokorm olugumlari

IBA derisimlerinin etkilerine benzer olarak TAA’nin artan derisimiyle ¢imlenme ve
protokorm olusumu arasinda pozitif korelasyon (r?= 0,829 ve r?= 0,835) belirlenmistir
(Sekil 17). 0,25 mg/L ile 2,0 mg/L arasindaki ¢imlenme yiizdeleri %64,48-68,80,
protokorm olusturma yiizdeleri ise %73,61 - 77,43 araliginda hesaplanmuistir.
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Sekil 17. Farkli IAA derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki O. sancta
tohumlarina ait ¢gimlenme ve protokorm olusumlari

Artan 2,4-D derisiminin ¢imlenme ve protokorm olusumu fiizerine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan calisma sonuglar1 Sekil 18’de verilmistir. Artan 2,4-D
derisimi ile ¢cimlenme (r>= 0,835) ve protokorm (r?>= 0,703) olusumu arasinda pozitif yonde
iliski tespit edilmistir. 0,25-2,0 mg/L 2,4-D derisim araliginda ¢imlenme %64,77-69,12
araliginda iken protokorm olusturma yiizdeleri  %73,70-76,17 araligindadir. 2,4-D
derigiminin en yiiksek oldugu kosullarda hem ¢imlenme hem de protokorm olusumunun
maksimum diizeye ulagtigi gdzlemistir.

Genel olarak degerlendirildiginde, ZEA’nin 1,0 ve 2,0 mg/L derisimleriyle
desteklenen ortamlardaki ¢imlenme oranlarinin, 2,0 mg/L ZEA iceren ortamlarda ise

protokorm olusumunun en yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir (Sekil 19 ve 20).
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Sekil 18. Farkli 2,4-D derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki O. sancta
tohumlarina ait ¢gimlenme ve protokorm olusumlari
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Sekil 19. Farkli Bitki biiyiime diizenleyicilerinin O. sancta tohumlarinin ¢imlenme
yiizdesine etkilerinin karsilastirilmasi
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Sekil 20. Farkli bitki biliyiime diizenleyicilerinin O. sancta tiiriiniin protokorm
olusumuna etkilerinin karsilastirilmasi

3.2.2.2. S. vomeracea ile Yapilan Cimlendirme Calismalari

Artan TDZ derisimleri ve ¢imlenme yiizdeleri arasinda istatistiksel acidan negatif
iliski (r?= -0,832) goriiliirken, protokorm olusturma yiizdelerinde ise pozitif bir korelasyon
(r>= 0,712) oldugu tespit edilmistir (Sekil 21). TDZ nin diisiik derisimlerinden (&zellikle
0,25 mg/L ve 0,5 mg/L derisimlerinin), kontrole ve diger derigsimlere gore daha yiiksek
¢cimlenme ylizdesi elde edilmistir.

Yapilan denemeler sonunda, ZEA’nin yiiksek derisimlerinin ¢imlenmeyi ve

protokorm olusumunu tesvik ettigi (r>= 0,876 ve r’>= 0,967) goriilmiistiir (Sekil 22).
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Sekil 21. Farkli TDZ derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki S. vomeracea
tohumlarina ait ¢gimlenme ve protokorm olusumlari
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Sekil 22. Farkli ZEA derigsimleriyle desteklenen +OM ortamimndaki S. vomeracea
tohumlarina ait ¢imlenme ve protokorm olusumlari
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6-BA’nin farkli derigimlerinin uygulandigi ¢aligmalardan elde edilen sonuglar Sekil
23’de verilmistir. Buna gore artan 6-BA derisimi ile ¢cimlenmenin 6nemli derecede iliskili
oldugu (r>= 0,885) ve sonuc¢ olarak artisa neden oldugu belirlenmistir. Protokorm

olusumunda da artan derisimin yilikselmeye neden oldugu fakat Onemli derecede

etkilemedigi tespit edilmistir (r>= 0,529).
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Sekil 23. Farkli 6-BA derisimleriyle desteklenen +OM ortamimndaki S. vomeracea
tohumlarina ait ¢cimlenme ve protokorm olugumlari

IBA’nin artan derisimlerini iceren besi ortamlarindaki ¢imlenme ve protokorm
olusturma yiizdelerinin incelendigi c¢alisma sonuglart Sekil 24’te verilmistir. Artan
derisime bagl olarak, ¢imlenme ve protokorm olusturma yiizdeleri arasinda pozitif (r>=
0,747 ve r?= 0,872) korelasyon tespit edilmistir. Cimlenme yiizdeleri %73,84 - 77,4
arasinda iken protokorm olusturma yiizdeleri %76,05 - 80,34 arasinda hesaplanmustir.

Artan IAA derisimlerinin denendigi ¢alismalardan elde edilen sonuglar Sekil 25°de
verilmistir. Bu sonuglara gore, IAA derisimindeki artisin ¢imlenmeyi artirdig1 (r?= 0,782),

protokorm olusturma yiizdesine ise herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 24. Farkli IBA derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki S. vomeracea
tohumlarina ait ¢cimlenme ve protokorm olusumlari
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Sekil 25. Farkli IAA derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki S. vomeracea
tohumlarimna ait ¢cimlenme ve protokorm olugumlari
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Cimlenme ve protokorm olusumu iizerine, 2,4-D’nin, 0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L
ve 2,0 mg/L derisimlerinin etkilerinin arastirildigi calismalara ait sonuclar Sekil 26’da
verilmistir. Sekilde sunulan verilere gore derisim artisinin protokorm olusturma yiizdesini

azaltirken (r?= -0,860) ¢cimlenme yiizdesini degistirmedigi belirlenmistir.
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Sekil 26. Farkli 2,4-D derisimleriyle desteklenen +OM ortamindaki S. vomeracea
tohumlarina ait ¢gimlenme ve protokorm olusumlari

Genel olarak degerlendirme yapildiginda, 6-BA’nin 1,0 ve 2,0 mg/L derisimleriyle
desteklenen ortamlardaki ¢imlenme oranlarinin en yiiksek degerde oldugu belirlenmistir

(Sekil 27). Ayrica, en yiiksek protokorm olusumu 2,0 mg/L ZEA igeren ortamlarda tespit

edilmistir (Sekil 28).



54

90
85
80
;\? 75 mTDZ
“E’ mZEA
= m6-BA
E 65
o m |[BA
60 m|AA
m24-D

(6}
o1

[ox)
o

0,25 0,5 1 2 Kontrol
Bitki Bilyiime Diizenleyicileri Derisimleri (mg/L)

Sekil 27. Farkli Bitki biiylime diizenleyicilerinin S. vomeracea tohumlarinin ¢imlenme
yiizdelerine etkilerinin karsilastirilmasi

100

90 ]
F amnnut =
E § E E=Smu
< a1l 1l il " 1BA
§ = = = ==
2 “Hr Bl Bl %240
J = = = =
[~

0,25 0,5 1 2 Kontrol
Bitki Bilyiime Diizenleyicileri Derisimleri (mg/L)

Sekil 28. Farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin S. vomeracea tiirliniin protokorm
olusturma yiizdelerine etkilerinin karsilagtirilmasi
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3.3. Sitokininlerin Siirgiin Olusumu ve Uzamasi Uzerine Etkileri

Calismanin bu asamasinda, 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerindeki zeatin (ZEA),
kinetin (KIN), 2- izopentiladenin (2-iP) ve 6- benziladenin (6-BA) sitokinin sitokinilerle ve
sitokinin benzeri kimyasal olan thidiazuron (TDZ) ile desteklenen Orchimax aktif komiirlii
besi ortami kullanilmistir. Bu kimyasallara ait farkli derisimlerin 2 aylik siire boyunca
stirgiin olusumu ve uzamasi lizerindeki etkilerine izlenmistir. Sitokininlerin siirgiin ve kok
olusumuna etkileri O. sancta i¢in Tablo 7 ve Sekil 30’da, S. vomeracea icin Tablo 8 ve
Sekil 32°de verilmistir. Ayrica, 3 ay sonundaki kok sayilart ve uzunluklart ve 6 ay sonunda
tuber olusumunun s6z konusu olup olmadigi belirlenmistir. Ug tiiriin tohumlarmin
cimlendirildigi ¢alismalardan elde edilen protokormlar bu calisma i¢in eksplant kaynagi

olarak kullanilmistir.

3.3.1. O. sancta ile Yapilan Siirgiin Olusturma Cahsmalari

Orchis sancta ile yapilan galismalardan elde edilen verilere gore (Tablo 7), denenen
tiim sitokinin grubu bitki biliylime diizenleyicileri kontrole gore olumlu etki gostermistir.
Yapilan analizler sonucunda, fidelerin boylarinin uzamasinda en etkili bitki biiyiime
diizenleyicisinin TDZ oldugu belirlenirken, en zayif etkiye sahip olanlarin ise 2-iP ve KIN
oldugu, ayrica 6-BA’nin kismen 2-iP’ye ve KiN’e yakin etkiye sahip oldugu goriilmiistiir
(Sekil 29). Sonuglar, ZEA’nin TDZ’den sonra en etkili bitki biiyiime diizenleyicisi
oldugunu gdstermistir (Tablo 7). Denenen 0,25 mg/L TDZ derisiminde ortalama 52,56 mm
ile en yliksek uzama miktar: elde edilmistir. En diisilk uzama miktar1 ise ortalama 24,78
mm uzama miktar1 ile 0,25 mg/L 2-iP igeren ortamlarda ve 24,81 mm uzama miktar ile
2,0 mg/L KIN ihtiva eden ortamlarda tespit edilmistir. TDZ’nin diisiik derisimlerde
fidelerin boylarinin uzamasinda daha etkili oldugu, buna karsin, TDZ’nin derisimi arttik¢a
uzama miktarinin azaldigr gozlenmistir. Farkli derisimlerdeki ZEA ile desteklenen
ortamlarda derisimin artirilmasinin boy uzamasina olumlu etki yaptig1 belirlenmistir. Ayni
sekilde, 6-BA ve 2-iP ile desteklenen ortamlarda da derisimi arttirilan bitki biiyiime
diizenleyicilerinin, boy uzunlugunun da artmasma neden oldugu gdzlenmistir. KiN ile
desteklenen ortamlarda ise 0,5 mg/L derisiminde en uzun fide boyu elde edilmistir.

Bununla birlikte, artan derisimlerde ise boy uzunlugunun azaldigi belirlenmistir (Sekil 30).
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Farkl1 derisimlerde uygulanan sitokininlerin kok olusumuna etkilerini gdsterir veriler
yine Tablo 7’de verilmistir. Bu verilere gore kdk uzamasi lizerine denenen tiim bitki
bliylime diizenleyicilerinin olumlu etkiye sahip oldugu soOylenebilir. Genel olarak
degerlendirildiginde; 2-iP ile desteklenen ortamda gelisen fidelerin kok boylarinin
digerlerine gore daha kisa, ZEA ve TDZ ile desteklenen ortamlarda ise daha uzun oldugu
belirlenmistir. Kok uzamasi iizerine en olumlu etkiye sahip olan bitki biiylime
diizenleyicisinin 0,25 mg/L derisimli ZEA oldugu ve kok uzunlugunun 28,86 mm’ye
ulastigi belirlenmistir. En kisa k6k uzunlugu ise 9,56 mm ile 0,25 mg/L 2-iP igeren
ortamdan elde edilmistir. ZEA ve TDZ ile desteklenen ortamda gelisen bitkilerin kok
uzunluklariin, derisimin artmasiyla azaldigi; 6-BA ve 2-iP ile desteklenen ortamda,
derisimin artmasiyla dogru orantili olarak arttig1 ve KiN ile desteklenen ortamda ise 0,5
mg/L’lik derisime kadar arttig1 ve daha sonra artan derisimle azaldigi tespit edilmistir.
Bitki biiyiime diizenleyicilerinin diisiik derisimlerde kok olusumu iizerine olumlu etki
yaptig1, ancak yiiksek derisimlerin kok sayisinda azalmaya yol actigi tespit edilmistir. En
yiiksek kok sayisi ortalama 4,2 ile 0,25 mg/L 2-iP’den en diisiik kok sayisi ise ortalama 2,0
adet ile 2,0 mg/L TDZ ihtiva eden ortamda bulunmustur. 2,0 mg/L TDZ’li ortamdan elde
edilen kok sayis1 kontrol ile aynidir.

Tablo 7°de verilen bir baska parametre de yaprak olusumudur. Sitokininlerin etkileri
karsilastirildiginda, KIN ile desteklenen ortamda fidelerin ortalama yaprak sayilarinm
diger ortamlarda gelisen fidelerinkine ve kontrole gore daha fazla oldugu belirlendi. TDZ
iceren besi ortamlarinda tiretilen fidelerin yaprak sayilari kontrol grubuyla aynidir.

Kiiltiir ortaminda 6 ay inkiibe edilen O. sancta fidelerinin tuber olusturma egilimleri
arastirildi ve elde edilen sonuglardan her bir ortamdaki tuber olusum yiizdeleri Tablo 7’de
verilmistir. Tuber olusturma yiizdesi bakimindan ZEA’nin diger bitki biiylime

diizenleyicilerine gore daha iistlin oldugu goriilmiistir.
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Sekil 29. O. sancta fidelerinin farkli bitki biiyiime diizenleyicileri (0,25 mg/L
derisiminde) varligindaki goriintimleri. Kiiltiir ortaminda yetistirilen 75
giinliik fidelere ait resimler. Bar: 1 cm.
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Tablo 7. Sitokininlerin O. sancta’da siirgiin ve kok olusumu tizerine etkileri

BBD Derisim UM KU K Vs TO GM*
(mg/L) (mm)* (mm)? (%0)
0,25 53,24+1,8a 24,01+0,6b 2,8defg 2,93abc 40,5 25,2+0.4
N 05 50,63+0,9b  22,28+0,9c 28defg 2,85bc 28,7 19,0+0.4
2 10 4481542c  1795:0,6c 21l 278 285 14.8:0.4
2,0 44,03£39c  12,75+0.6g 2,01  278c 27,9 15,7+0,6
025  30,88+1,8gh 28,86+0.7a 3,7b  3,20abc 0  0+0,0
< 05 35,524 0,7f 23,65+09b 33bcd 320abc 631 20,040,
No10 39.8642¢  1929+1.5d 32cde 3,30abc 66,9 22,8+0,7
2,0 42,75¢39d 1721408 29def 330abc 67,5 28,0417
025  30,83+12gh 10,05:04jk 35bc  346a 36,1 22,6+13
, 05 3224+ 09g 11,55+0.8h 35bc 3532 360 262+l,1
2 10 2731408 10,20+0.8jk 3,0def 353a 405 20,3+0,7
2,0 24.81+1,8k  9,62+0.7k 23 ghi  340ab 27,5 14,040,7
0,25 26,57+2jk 12,63+0.8¢gh 3,0def 3,10abc O 0+0,0
< 0,5 29,15+2h1 13,4104 g 2,8defg 3,10abc 0O 0+0,0
?2 1,0 30,74+2,4¢gh  13,86+0.5g 2,7efg 3,20abc O 0+0,0
2,0 313142,1gh  15,31209f 2,5fgh  3,10abc 50,2 16,7+0,9
025 247824k 9,56:0.7k  42a  3,20abc 40,5 14,1404
. 05 26,96£1,61  9,95:0.4jk 37b  320abc 351 15,6+0,7
a0 10 28,00£1,0  10,83+0.3ijk 2,8 defg 3,20abc 204 17,040,3
2,0 3120£12¢h  11,13=1.15) 22 3,30abc 19,3 21,3+0,9
Kontrol 20,44+0.81 8312051 2,01 270c 0 00,0

1 UM: Uzama miktar1. 2 aylik fidelere ait son boylari ile baslangic boylar arasindaki farklari alind1 ve bu
farklarin ortalamalar1 alinarak + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin 20’ser

ornekten 6l¢iim alindi.

2 KU: K&k uzunlugu. 3 ayhik fidelere ait koklerden en uzun boya sahip olanlarin ortalamalari alinarak
kok uzunluklar + standart sapmalartyla verildi. Her bir ortam i¢in 20’ser 6rnekten 6l¢iim alindi.

8 KS: Kok sayst. 3 aylik fidelere ait kok sayilarmin ortalamalari alinarak + standart sapmalartyla verildi.
Her bir ortam i¢in 20’ser drnekten 6l¢iim alindi.

4 YS: Yaprak sayisi. 3 aylik fidelere ait yaprak sayilarmin ortalamalar1 alinarak + standart sapmalariyla

verildi. Her bir ortam i¢in 25’er 6rnekten 6l¢tiim alindu.
5 TO: Tuber olusumu. 6 ay sonundaki tuber olusum yiizdeleri
* GM: Glukomannan miktar1.
Ayni stitundaki benzer harfler Duncan goklu karsilastirma testine gore (P<0,05) farkli degildirler
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3.3.2. S. vomeracea ile Yapilan Siirgiin Olusturma Calismalari

Sitokininlerin (ZEA, TDZ, 6-BA, KIN ve 2-iP) kullanildig1 besi ortamlarinda
belirlenen siirgiin uzama miktarlari, k6k uzunluklari, k6k ve yaprak sayilar1 ile tuber
olusum yiizdeleri Tablo 8’de verilmistir. Calisilan bitki biiyiime diizenleyicisi
derisimlerinin tamaminin kontrole gore olumlu etki gosterdigi tespit edilmistir.

En yiiksek silirgiin uzama miktar1 42,88 mm ile 0,25 mg/L TDZ igeren ortamda iken
en diisiik uzama miktar1 18,80 mm ile 0,25 mg/L 2-iP iceren ortamda gozlenmistir. Kok
uzamasinda en etkili bitki biiyiime diizenleyicisinin ZEA oldugu ve uygulanan tiim
derisimlerde kdk uzamasi lizerine ayni diizeyde etki ettigi belirlenmistir. En uzun kok
37,80 mm ile 0,5 mg/L ZEA igeren ortamda ol¢iilmiistiir. En kisa kokler ise 2-iP’nin 1,0
mg/L ve 2,0 mg/L derisimlerinde sirasiyla; 17,99 mm ve 17,29 mm olarak belirlenmistir.
ZEA’nm 2,0 mg/L derisiminde en yliksek ortalama yaprak sayisi (5,18), 2-iP’nin 1,0 mg/L
ve 2,0 mg/L derisimlerinde ise en diisiik ortalama yaprak sayilar1 (2,43) gozlenmistir.
Ortalama 2,72 adet kok ile en diisiik kok sayist 2,0 mg/L TDZ igeren ortamdan
gbzlenirken, ortalama 3,36 adet kok ile en fazla kok sayisi ile 2,0 mg/L ZEA igeren
ortamdan elde edilmistir.

TDZ derisimlerinden elde edilen siirgiin uzama miktarlarina bakildiginda artan
derisimin slirglin uzamasini inhibe ettigi goriilmiistiir. Artan TDZ derisiminde elde edilen
uzama miktarlar1 sirasiyla; 42,88 mm, 31,94 mm, 24,46 mm ve 19,58 mm olarak
belirlenmistir. Ayni sekilde kok uzunlugunun da artan TDZ derisimiyle azaldigi
gozlenmistir. Ortalama kok sayilarinda azalis goriilse de, yapilan istatistiksel analizler
derisimler arasinda anlamli bir fark olmadigini gostermistir. Calisilan 0,25 mg/L, 0,5 mg/L
ve 1,0 mg/L TDZ igeren ortamlar i¢in ortalama yaprak sayilar1 arasinda onemli bir fark
olmamasina karsin 2,0 mg/L TZD derisiminde daha diisiik ortalama gdzlenmistir.

TDZ’nin aksine, artan ZEA derisiminin siirgiin boyu, kok uzunlugu, ortalama kok
sayis1 ve yaprak olusumunu olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir (Tablo 8, Sekil 31).

KIN ile yapilan denemelerde artan derisimin siirgiin uzunlugunda artiga neden
oldugu fakat sonuclarin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. Kok uzunluklari, yaprak
sayilar1 ve kok sayilari bakimindan da benzer sonuglar elde edilmistir. Sadece 0,25 mg/L
KIN iceren ortamdan elde edilen ortalama kok sayis1 digerlerine gore kismen daha

yiiksektir.
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Sekil 31. S. vomeracea fidelerinin farkli bitki biiyiime diizenleyicileri (0,25 mg/L
TDZ, 2,0 mg/L ZEA, 2,0 mg/L KiN, 2,0 mg/L 6-BA ve 2,0 mg/L 2-iP)
varhigindaki goriiniimleri. Kiiltiir ortaminda yetistirilen 3 aylik fidelere
ait resimler. Bar: 1 cm.

Elde edilen siirglin uzama miktarlari, ortalama kok uzunluklari ve kok sayilari
acisindan artan 6-BA derigsiminin olumlu etki gosterdigi ancak istatistiksel olarak anlaml
bir fark yaratmadigi bulunmustur.

2-iP ile yapilan ¢alismalarda da artan derigimin siirgiin uzunlugunda artisa neden
oldugu fakat sonuglarin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Kok sayilarina ve yaprak
sayillarina bakildiginda her bir derisimden elde edilen degerlerin benzer oldugu
belirlenmistir. Kok uzunluklart yoniinden bakildiginda 0,25 ve 0,5 mg/L 2-iP igeren
ortamdan elde edilen degerler kendi aralarinda benzerlik gostermistir. Ayni durum 1,0 ve
2,0 mg/L 2-iP igeren ortamlar i¢in de gegerlidir ancak buradaki kok uzunluklari diger
gruba gore daha yiiksektir. Ortalama yaprak sayisi 3,25 ile 3,33, ortalama kok sayilari ise
2,83 ile 2,92 olarak belirlenmistir.
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Tablo 8. Sitokininlerin S. vomeracea’de siirgiin ve kok olusumu tizerine etkileri

Derisim um? KU? GM*
BBD KS? YS* TOS

(mg/L) (mm) (mm) (%0)
025  42,88t18a 34,15:090 3,73def 3,18ab 36,7 40,8+0,4
N 0,5 31,94+1,7¢ 32,54+09¢ 3,66def 290ab 36,6 39,8+0,5
E 1,0 24,46+1,5fg  30,64+0,8d 3,62def 2,8lab 28,6 22,3+0,5

2,0 19,58+1,7hijk  28,90+1,le 3,56def 2,72b 0 0+0,0

0,25 20,25+1,6hij  37,50+0,9a 3,93cde 290ab O 0+0,0
< 0,5 24,18+1,6g 37,80+0,9a 4,33bc 3,00ab 53,5 35,8+0,7
LI{JJ 1,0 28,83+1,7d 37,66+0,7a 462b 3,27ab 555 41,0+0,6
2,0 34,15+1,3b 37,78+0,5a 518 a 3,36a 57,3 44,6+0,3

0,25 19,08+1,1j5k  23,65+0,9h 3,33ef 286ab O 0+0,0

- 0,5 19,88+1,2hijk  23,61£1,3h 3,26 f 292ab 0 0=+0,0
[~ 10  20,19+1,5hij 2351+1,1h  325f 293ab 39,1 22,8+0,9
20  20,64%1,7hi 23,48+0,7h  3,25f 3,00ab 353 25,505
0,25 24,59+1,6fg  2521+1,1f 3,66def 286ab 36,3 28,4+1,1
< 05  2536:15cfg 24,60+12fc 3,73def 287ab 394 304+1,0
2 10 2568t12¢f 244311g 38lcdef 2,93ab 39,8 33,1406

2,0 26,1241,4¢  2425+0.8gh 4,06cd 293ab 0  0+0,0

0,25 18,80+1,2jk 18,50+1,11 2,46 ¢ 283ab O 0+0,0

o 0,5 19,37+1,515k 18,13+0,7i 2,46 ¢ 291ab O 0+0,0

& 10 2027+1,9hif 17,99+0.8 243g 292ab 0  0+0,0
2,0 20,96+2,2h 17,2940,9j 2,43 ¢ 290ab 29,2 23,1+0,3

Kontrol 0,0 18.,43+1,4k 18,52+1,2i 2,00g 2,69b 0 0+0,0

1 UM: Uzama miktar1. 2 aylik fidelere ait son boylar ile baslangig boylar1 arasindaki farklar alindi ve bu
farklarin ortalamalar alinarak + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam i¢in 20’ser 6rnekten
alman 6l¢iimler kullanildi.

2 KU: K6k uzunlugu. 3 aylik fidelere ait koklerden en uzun boya sahip olanlarin ortalamalari alinarak kék
uzunluklari + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam i¢in 20°ser 6rnekten 6l¢iim alindi.

3 KS: Kok sayisi. 3 aylik fidelere ait kok sayilarmin ortalamalar1 alinarak + standart sapmalariyla verildi.
Her bir ortam i¢in 20°ser d6rnekten 6l¢lim alindt.

4 YS: Yaprak sayis1. 3 aylik fidelere ait yaprak sayilariin ortalamalar1 almarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam i¢in 25’er 6rnekten 6l¢tim alindu.

5 TO: Tuber olusumu. 11 ay sonundaki tuber olusum yiizdeleri

* GM: Glukomannan miktari.

Ayni siitundaki benzer harfler Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore (P<0.05) farkli degildirler



mTDZ mZEA =KiN m6-BA m2iP mIBA mIAA m24D
60 -

e
G
4

o
W o= a0 W e
w
i

o2

Kok say1 (adet)

Yaprak say: (adet)

o

!lo U~
o= v w

o

0.5 1.0 20 Kontrol ; 0.5 1.0 20
Derisim (mg/L) Derisim (mg/L)

Sekil 32. Bitki biiyiime diizenleyicisi derisimlerinin S. vomeracea’de gozlemlenen siirgiin olusum parametrelerine etkisi

€9



64

3.4. Oksinlerin Siirgiin Olusumu ve Uzamasi Uzerine Etkileri

Oksinlerin farkli derisimlerinin, siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu, kok sayisi ve
yaprak sayis1 gibi parametreler tizerindeki etkileri arastirilmistir. 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L
derisimlerindeki IBA, IAA ve 2,4-D ile desteklenen Orchimax aktif komiirli besi
ortaminda kiiltlire alinan protokormlarin 2 ay sonundaki siirgiin uzama miktarlar1 ve 3 ay
sonundaki kok uzunluklari, kok sayilar1 ve yaprak sayilar1 degerlendirilmistir. Kontrol
grubu olarak bitki biliyiime diizenleyicisi igermeyen Orchimax aktif komiirlii besi ortami

kullanilmistir. Her iki tiirden elde edilen sonuglar Tablo 9 ve 10 ile Sekil 33°te verilmistir.

3.4.1. O. sancta ile Yapilan Siirgiin Olusturma Calismalari

Genel olarak IBA, IAA ve 2,4-D derisimlerinin siirgiin uzama miktarlar1 ve kok
uzunluklari, kok sayilari ve yaprak sayilart bakimindan kontrole gore olumlu etki
gostermistir. Sadece 0,25 mg/L 2,4-D iceren ortamdan elde edilen yaprak sayis1 kontrole
benzerlik gostermektedir. Buna gore; 1) en yliksek siirgiin uzama miktar1 ve en fazla
yaprak sayisi sirastyla; 38,98 mm ve 3,5 adet degerleri ile 0,5 mg/L IBA ii) en yliksek
ortalama kok uzunlugu 31,16 mm ile 1,0 mg/L IBA ve iii) en yiiksek ortalama kok sayisi
3,5ile 2,0 mg/L IAA igeren ortamlarda bulunmustur.

Artan IBA derisiminin siirgiin uzamasim azda olsa artirdig1 (r?=0,292, P<0,05) ve
kok uzamasinda da etkili oldugu (r?=0,788, P<0,01) belirlenmistir. IBA derisiminin
artmasinin kok sayis1 ve yaprak sayisi tizerinde etkisinin olmadigi goriilmiistiir.

Benzer sekilde IAA derisim artisinin siirgiin uzamasi (r?=0,780, p<0,01) ve kok
uzunluguna (r?=0,967, P<0,01) pozitif etki gosterdigi ve kok sayisinda onemli derecede
olmasada artisa neden oldugu, ancak yaprak sayisinda artig ya da azalisa yol agmadig:
saptanmuistir.

Gozlemlenen parametreler bakimindan denenen diger iki bitki biiylime
diizenleyicisine gore daha diisiik degerlerin 6l¢iildiigii 2,4-D’nin artan derigiminin kok
uzunlugu ile arasinda pozitif korelasyon (r?=0,905) belirlenmistir. Artan 2,4-D derisimi
stirgiin uzamasinda ve kok sayisinda atisa neden olmustur ancak yaprak sayisina herhangi

bir etkisinin olmamustir.
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Tablo 9. Oksinlerin O. sancta’da siirgiin ve kok olusumu iizerine etkileri

BBD Derisim UM KU . Vst TOS GM*
(mglL)  (mm)* (mmy)? (%)

0,25  31,76+1,3d 20,68+1,1g 4,1a 32abc O 0+0,0
< 0,5 38,98+2,1a 25,60+0,7de  4,3a 34ab 158 12,6+0,7
= 1,0 37,07+£1,8b 31,16+0,6a 44a 3,4ab 16,9 13,2+13,2
2,0 35,06+1,4c  29,69+0,7b  4,5a 35a 16,8 15,004

0,25  29,83+1,6e 19,07+0,9h 3,0cd 3,0bcd O 0+0,0

0,5 32,38+1,2d  23,26+0,7f 3,2bcd 3,labcd O 0+0,0
% 1,0 34,57€1,6c 26,77+£0,7c 3,4bc  3,2abc 18,1 11,4+0,1
2,0 34,58+1,3¢  29,08+0,8b  3,5b  3,2abc 16,4 14,8+0,7

0,25  23,05+0,7g 15,34+1,3i  2,&d 2,7d 0 0+0,0

o 0,5 24,28+0,6f 19,59+1,3h  2,8d 2,8cd 0 0+0,0

ir," 1,0 25,26+0,7f 25,25+1,le 3,1bcd 2,8cd 0 0+0,0

2,0 24,38+0,7f 26,02+0,5d 3,4bc  3,1cd 0 0+0,0

Kontrol 20,44+0,8h  8,3140,5j 2,0d 2,70d 0 0+0,0

1 UM: Uzama miktar. 2 aylik fidelere ait son boylar1 ile baslangi¢ boylar arasindaki farklar alindi ve bu
farklarin ortalamalar1 alinarak + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam i¢in 20’ser 6rnekten
6l¢tiim alind1.

2 KU: K&k uzunlugu. 3 aylik fidelere ait koklerden en uzun boya sahip olanlarin ortalamalar1 alinarak kok
uzunluklari + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam i¢in 20’ser 6rnekten dl¢iim alindi.

3 KS: K&k sayisi. 3 aylik fidelere ait kok sayilarimin ortalamalar: alinarak + standart sapmalariyla verildi.
Her bir ortam i¢in 20°ser 6rnekten 6lgtim alindi.

4 YS: Yaprak sayist. 3 aylik fidelere ait yaprak sayilarinin ortalamalar1 alinarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam i¢in 25’er drnekten 6l¢iim alindu.

5 TO: Tuber olusumu. 6 ay sonundaki tuber olusum yiizdeleri

* GM: Glukomannan miktari.

Aynt siitundaki benzer harfler Duncan goklu karsilagtirma testine gore (P<0.05) farkli degildirler

3.4.2. S. vomeracea ile Yapilan Siirgiin Olusturma Calismalari

Serapias vomeracea tiirii ile yapilan ¢aligmalarda, denenen oksin grubu bitki biiyiime

diizenleyicilerinin  farkli derisimlerinin kontrole gore olumlu etki gosterdikleri
belirlenmistir. IBA’nin yiiksek derisimleri siirgiin uzamasina olumlu etki yapti ve 2,0 mg/L
IBA ile 31,92 mm siirgiin uzunlugu elde edilmistir. Bu derisimdeki yaprak sayisi da en
yiiksektir. Kok uzunluguna en olumlu etkiyi 2,0 mg/L IAA derisimi gostermistir (38,08

mm). 0,25 mg/L 2,4-D derisiminin, incelenen parametreler iizerinde en zayif etkiye sahip
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derigim oldugu belirlenmistir. Bu ortamlardan elde edilen siirglin uzunlugu, kok uzunlugu,

kok sayis1 ve yaprak sayist sirasiyla 15,95 mm, 18,89 mm, 4,1 adet ve 3,0 adettir.

Sekil 33. In vitro kosullarda yetistirilen (1): O. sancta ve (2): S. vomeracea’de kok
olusumu

Artan IBA, IAA ve 2,4-D derisimlerinin silirglin uzamasinda olumlu etki (sirasiyla
r’=0,892, r’>=0,968 ve r>=0,878) gosterdikleri goriilmiistiir. Buna gére uygulanan tim
derisimlerden elde edilen ortalama siirgiin uzama miktarlari; IBA iceren ortamlarda 22,71
ila 31,92 mm; IAA iceren ortamlarda 19,86 ila 31,44 mm ve 2,4-D iceren ortamlarda 15,59
ila 22,20 mm arasinda ol¢iilmiistiir.

IBA, I1AA ve 2,4-D derisimlerinin artisiyla kok uzunluklari arasinda pozitif bir
korelasyon belirlenmistir (sirastyla r>=0,863, r>=0,968 ve r’=0,940). Yiiksek derisimler kok

uzamasinda daha etkili olurken yaprak sayisi ve kok sayisi lizerine etkili olmamustir.



Tablo 10. Oksinlerin S. vomeracea’de siirgiin ve kok olusumu {izerine etkileri
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Derisim um? KU? GM*
BBD KS3 YS4 TO?
(mg/L) (mm) (mm) (%)
0,25 22,71+0.4f 28,95+0,6f 4,8abc  3,2bcde 0 0+

< 0,5 28,69+0,4d 32,96+0,6d 5,0ab 3,6abc 36,8 33,8+1,0
= 1,0  31,73£0,5ab 36,04+0,5b 52a  37ab 37,4 33,6405
2,0 31,92+0,7a  38,08+0,9a 5,2a 3,8a 39,6 35,0+0,3

0,25 19,86+0,7h  27,10+0,5g 4,5abcd 3,3abcde 0 0+0,0

< 0,5 24,41+0,7¢ 31,38+0,6e 4,6abcd 3,4abcde O 0+0,0
< 1,0 29,16£0,6c 352240,5c 49ab 35abcde 356 29,8407
2,0 31,44+0,5b 35,90+0,7b 5,0ab  3,6abcd 38,0 32,9+0,6

0,25 19,02+0,8h  18,89+0,4; 4,1d 3,0e 0 0+0,0

a 0,5 19,13+0,7h  23,24+0,51 4,2cd 3,1de 0 0+0,0

:I‘ 1,0 22,18+0,5g 26,26+0,7h  4,4bcd 3,2cde 0 0+0,0

2,0 22,20+0,5¢ 27,25+0,5¢ 4,5abcd  3,2cde 0 0+0,0

Kontrol 18,43+0,2i 18,52+1,2j 2,00e 2,69 f 0 0+0,0

1 UM: Uzama miktar1. 2 aylik fidelere ait son boylari ile baslangig boylar1 arasindaki farklar alindi ve bu
farklarin ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin 20’ser 6rnekten
6l¢iim alindi.

2 KU: K6k uzunlugu. 3 aylik fidelere ait koklerden en uzun boya sahip olanlarin ortalamalar1 almarak kok
uzunluklar: + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin 20’ser 6rnekten Sl¢iim alindi.

8 KS: Kok sayisi. 3 aylik fidelere ait kok sayilarmin ortalamalar almarak + standart sapmalariyla verildi.
Her bir ortam i¢in 20°ser 6rnekten 6l¢iim alindi.

4 YS: Yaprak sayisi. 3 aylik fidelere ait yaprak sayilarinin ortalamalar1 alinarak + standart sapmalartyla
verildi. Her bir ortam igin 25’er 6rnekten 6l¢tim alindi.

5 TO: Tuber olusumu. 11 ay sonundaki tuber olusum yiizdeleri

* GM: Glukomannan miktari.

Ayni siitundaki benzer harfler Duncan goklu karsilagtirma testine gore (P<0.05) farkli degildirler

35. In vitro Kosullarda Uretilen Tuberlerin Glukomannan iceriginin
Belirlenmesi

In vitro kosullarda yetistirilen fidelerden elde edilen tuberlerin ihtiva ettikleri
glukomannan miktarlar1 fenol siilfiirik asit yontemiyle belirlenmistir ve elde edilen
sonuglar Tablo 7, 8, 9, 10'da verilmistir. Buna gore, O. sancta ve S. vomeracea’de en
yiiksek tuber olusum oranlart %67,5 ve %57,3 degerleriyle 2,0 mg/L ZEA igeren
ortamlarda belirlenmistir (Sekil 34-H ve Sekil 35-B). Tuber olusumunun en yiiksek oldugu

2,0 mg/L ZEA ile desteklenen ortamlarda olusan tuberlerin ihtiva ettikleri glukomannan
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miktarlarinin da en yiiksek seviyede oldugu goriilmiistir. Elde edilen glukomannan
miktarlar1 O. sancta’da %28,0 ve S. vomeracea’de %44,6’dir. Dogal ortamda yetisen O.
sancta tuberlerinin ihtiva ettikleri glukomannan miktar1 %21,1, S. vomeracea tuberlerinin

ihtiva ettikleri glukomannan miktari ise %37,4 olarak tespit edilmistir.

3.5.1. O. sancta Tuberlerinin Glukomannan Miktarlari

Tablo 7°de goriildiigii gibi farkli derisimlerde TDZ igeren ortamlardan %40,5 - 27,9
oranlarinda tuber olusumu goézlenmistir. Bu tuberlerin ise %25,2 - 15,7 oranlarinda
glukomannan igerdigi belirlenmistir. ZEA uygulamasinda (0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L) %63,1,
66,9 ve 67,5 oranlarinda tuber olusumuna rastlanirken, elde edilen glukomannan miktarlari
%20, 22,8 ve 28,0°dir. KiN’in farkli derisimleriyle desteklenen ortamlarin tiimiinde tuber
olusumu gerceklesmistir. Bu tuberlerdeki glukomannan miktarlarinin %26,2 ile %14,0
arasinda oldugu tespit edilmistir. KIN gibi 2-iP’nin biitiin derisimlerinde de tuber
olusmustur. Tuberlerin %14,1 ile %21,3 oranlarinda glukomannan igerdigi hesaplanmistir.
Sadece 6-BA’nin 2,0 mg/L bulunduran besi ortamlarinda tuber olusumu gézlenmistir. Bu
ortamdaki tuber olusum orani1 % 50,2, glukomannan miktar1 16,7 dir.

Oksin grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinden IBA’nin 0,25 mg/L derisimi hari¢
diger derisimlerinde tuber olusumu (%16 civar1) gozlenmistir ve bu tuberlerinde %12 ila
%15 araliginda glukomannan ihtiva ettigi belirlenmistir. IAA ile desteklenen ortamlarda
ise 1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerinde tuber olusumunun gerceklestigi goriilmiistiir. Bu
ortamlarda belirlenen tuber olusum oranlar1 %18,1 ve 16,4, glukomannan miktarlar ise
%11,4 ve 14,8dir. 2,4-D’nin farkli derisimleriyle desteklenen ortamlarda tuber olusumu
goriilmemistir (Tablo 8).
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Sekil 34. O. sancta’da tuber olusumu. A: olusan tuberlerin besi ortamindaki
goriiniimii, B: 0,25 mg/L TDZ, C: 2,0 mg/L IBA, D: 2,0 mg/L 2-iP, E:
2,0 mg/L 6- BA, F: 2,0 mg/L IAA, G: 0,5 mg/L KiN, H: 2,0 mg/L
ZEA. Besi ortaminda olusan ve en yiiksek glukomannan igerigine
sahip bireylere ait resimler

3.5.2. S. vomeracea Tuberlerinin Glukomannan Miktarlari

Serapias vomeracea’nin tuber olusum oranlar1 ve glukomannan miktarlarina
bakildiginda (Tablo 9), TDZ’nin 2,0 mg/L derisimi hari¢ diger derisimleriyle desteklenen
ortamlarda %36,7 ile %28,6 araliginda tuber olusumu goézlenmistir. Bu tuberlerin de %40,8
- %22,3 oranlarinda glukomannan igerdigi tespit edilmistir. ZEA’nin 0,25 mg/L
haricindeki derigimleriyle desteklenen ortamlarin tuber olusumunda etkili oldugu
goriilmistiir. Bu ortamlardaki tuber olusum oranlar sirasiyla %53,5 - %57,3 araliginda,
glukomannan miktarlar1 ise %35,8 - %44,6 araligindadir. KIN’in 1,0 ve 2,0 mg/L
derisimlerindeki tuber olusum oranlar1 %39,1 ve 35,3, glukomannan miktarlar1 %22,8 ve
25,5°tir. 0,25, 0,5 ve 1,0 mg/L 6-BA igeren ortamlardaki fidelerin sirasiyla %36,3 -
%39,8’inin tuber olusturdugu ve bu tuberlerin %28,4 - %33,1 oranlart araliginda
glukomannan igerdikleri belirlenmistir. 2-iP’nin sadece 2,0 mg/L derisimde tuber olusumu

goriilmistiir. Bu ortamdaki tuber olusum orani %29,2, glukomannan miktar1 %23,1°dir.
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IBA’nin 0,25 mg/L derisiminin tuber olusumunda etkisiz oldugu gozlenmistir. Tuber
olusumu go6zlenen ortamlardaki tuber olusum oranlari sirasiyla %36,8 - 39,6 ve
glukomannan miktarlar1 %33,8, %33,6 ve %35,0 olarak belirlenmistir. IAA’nin denenen
yiiksek derigimlerinde (1,0 ve 2,0 mg/L) %35,6 ve %38,0 oranlarinda tuber olusumu
gozlenmistir. Bu ortamlardan elde edilen tuberlerin sirasiyla %29,8 ve %329
glukomannan igerdikleri belirlenmistir. 2,4-D’nin tuber olusumunda etkisiz oldugu
goriilmiistiir. Farkli derisimlerdeki 2,4-D ile desteklenen ortamlarin higbirisinde tuber

olusumu gozlenmemistir (Tablo 10).

Sekil 35. S. vomercaea’de tuber olusumu. A: olusan tuberlerin besi ortamindaki
goriiniimii, B: 2,0 mg/L ZEA, C: 0,25 mg/L TDZ, D: 2,0 mg/L 1BA, E:
1,0 mg/L 6-BA, F: 2,0 mg/L IAA, G: 2,0 mg/L KIN, H: 2,0 mg/L 2-iP.
Besi ortaminda olusan ve en yiiksek glukomannan igerigine sahip
bireylere ait resimler
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3.6. 0. sancta ve S. vomeracea’nin Sentetik Tohumlarmin Uretimi

3.6.1. Protokorm Benzeri Yapilarin Olusturulmasi ve izolasyonu

Tek basina TDZ’nin 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L derisimleriyle ya da bu
derisimlerin 1,0 mg/L IBA ile kombinasyonuyla desteklenen OM+ ortamlarindan elde
edilen, dogrudan protokorm benzeri yap1 (PBY) olusturma yiizdeleri ve eksplant basina
olusan PBY sayilar1 Tablo 11°de verilmistir. PBY ’lerin olusturulmasi ¢calismalarinda, bazi
eksplantlarda kallus olusmustur (Sekil 36). Kalluslardan daha fazla biyokiitle elde etmek
amaciyla, aymi besi ortamlarinda alt kiiltiiri yapilmistir. Bdylelikle, dolayli PBY
olusturulmas1 planlanmistir. Ancak alt kiiltiirlerin tamaminin kararmasi nedeniyle sonug
elde edilememistir (Sekil 34-C). Bu yiizden, PBY olusturma ¢alismalar1 kallus olusumunu
gerceklestirmeksizin,  kullanilan  eksplantin ~ belirlenen  ortamlarda  dogrudan

farklilastirilmasiyla yiritilmustir (Sekil 37).

Sekil 36. S. vomeracea’de kallus olusumu. (A) saghkli kallus, (B) yapilan
altkiiltiirden sonra kalluslarda kararma baslangici, (C) kararmis ve
canliligini yitirmis kalluslar



72

PBY olusumunun ve olusan PBY’lerin sayisinin kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicilerinin derigimleriyle ya da olusturulan kombinasyonlarla iligkili oldugu tespit
edilmistir. Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen OM+ ortaminin kontrol grubu olarak

kullanildig1 ¢alismalarda, her iki tiire ait eksplantlardan PBY olusumu goriillmemistir.

Sekil 37. (A): O. sancta ve (B): S. vomeracea’de protokorm benzeri yapilarin
olusumu

3.6.1.1. O. sancta ile Yapilan PBY Olusturma Calismalari

TDZ’nin tek basina kullanildig1 denemelerde en yiiksek protokorm olusum yiizdesi
%093 ile 1,0 mg/L TDZ igeren ortamdan elde edilmistir. Bu ortamdan elde edilen eksplant
basina olusan protokorm sayist 9,2 adet olarak belirlenmistir. 0,1; 0,25; 0,5 ve 2,0 mg/L
TDZ ile desteklenen ortamlardan elde edilen PBY olusum yiizdeleri sirastyla %16, %56,
%091 ve %86, eksplant basina olusan PBY sayisi ise ortalama 3,4; 4,2; 4,9 ve 9,1 adettir.

1,0 mg/L IBA ile kombine edilen ortamlarda PBY olusum yiizdelerinin ve eksplant
basina PBY sayisinin, tek basina TDZ ile desteklenen ortamlara gore daha yiiksek oldugu
goriilmistir. 1,0 mg/L ve 2,0 mg/L TDZ’nin 1,0 mg/L IBA ile kombinasyonuyla
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desteklenen ortamlara ekilen eksplantlarin tamaminda (%100) PBY regenerasyonu
gerceklesmistir. Bu ortamlardaki eksplant basina olusan PBY sayisi sirastyla 9,5 ve 12,0
adettir. 0,1; 0,25 ve 0,5 mg/L TDZ ile 0,5 mg/L IBA’nin kombine edildigi ortamlardaki
PBY olusum yiizdeleri sirasiyla %21, %71 ve %95 olarak belirlenmistir. Bu ortamlardan

elde eksplant basina olusan PBY sayilar ise sirasiyla; 3,4; 5,4 ve 6,2 adettir.

3.6.1.2. S. vomeracea ile Yapilan PBY Olusturma Calismalari

Tek basina TDZ ya da 1,0 mg/L IBA ile kombinasyonuyla desteklenen ortamlardan
elde edilen verilere gore en yiiksek protokorm olusum yiizdesi 0,5 mg/L ve 2,0 mg/L
TDZ’nin 1,0 mg/L IBA ile kombine edildigi ortamlarda gorilmistir (%96). Bu
ortamlardaki protokorm basina olusan PBY sayis1 sirasiyla 14,9 ve 14,4 adettir. TDZ’ nin
tek basina kullanildig1 ortamlardaki PBY olusum yiizdeleri en diisiik derisimden en yliksek
derisime dogru sirastyla %6, %26, %88 ve %48’dir. Yine bu ortamlardaki eksplant bagina
olusan ortalama PBY sayilar1 4,0; 5,6; 9,7; 14,7 ve 13,5 adet olarak belirlenmistir (Tablo
11).

Genel olarak bakildiginda TDZ’nin IBA ile kombinasyonunun, PBY olusum
yiizdesini ve sayisini artirdigr goriilmiistiir. En yiliksek PBY olusum yiizdesi ve eksplant
basina elde edilen PBY miktarinin IBA ile kombine edilen ortamlarda oldugu gézlenmistir.
Tespit edilen PBY olusum yiizdeleri artan TDZ derisimde sirasiyla %16, %66, %96, %88
ve %96’dir. Eksplant basina olusan PBY sayilari ise sirasiyla ortalama 4,3; 6,8; 14,9; 14,0
ve 14,4 adettir (Tablo 11).
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Tablo 11. O. sancta ve S. vomeracea’de protokorm benzeri yapt olusum oranlari ve
eksplant basina olusan ortalama PBY sayilari

O. sancta S. vomeracea
BBD Derisim PBY olusumu PBY PBY olusumu PBY
(mg/L) (%) sayis1* (%) sayis1*
0,1 16 3,4f 6 4,09
0,25 56 4,2e 26 5,6f
E 0,5 91 4,9d 88 9,7d
1,0 93 9,2b 48 14,7a
2,0 86 9,1b 81 13,5¢c
0,1+1,0 21 3,4f 16 4,39
0,25+
< 71 5,4d 66 6,8¢
n 1,0
B 05+1,0 95 6,2C 96 14,9a
= 1,0 + 1,0 100 9,5b 88 14,0bc
2,0+1,0 100 12,0a 96 14,4ab

Aynt siitundaki benzer harfler Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore (P<0.05) farkli degildirler

3.6.2. Sentetik Tohumlarin Farkh Ortamlarda Cimlendirilmesi

Belirlenen yapay endosperm ile kaplanan O. sancta ve S. vomeracea tiirlerine ait
PBY’lerden olusturulan sentetik tohumlarmm 3 farkli kiiltiir kosullarindaki ¢imlenme
oranlar1 ve ¢imlenen tohumlarin fideye doniisiim oranlart Tablo 12°de verilmistir. Sentetik
tohumlarin besi ortaminda ¢imlendirilmesinde daha basarili sonuglar elde edilmistir.

Orchis sancta sentetik tohumlarmin besi ortaminda %81’inin ¢imlendigi
belirlenmistir. Besi ortaminda ¢imlendirilen O. sancta sentetik tohumlarinin, tamami
saglikli fidelere doniisiirken, sterilize torf ortaminda ise %69’u ¢imlenmistir (Sekil 38).
Sterilize edilmeyen torf ortamina ekilen tohumlarin tamami kontaminasyon (fungal)

sonucu canliliklarint yitirmigtir.
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Sekil 38. (1,2): S. vomeracea ve (3,4): O. sancta sentetik tohumlarinin steril torf
ortaminda ¢imlenmeleri

Serapias vomeracea sentetik tohumlarinin %90’1 besi ortaminda ¢imlenmis ve
¢imlenen Orneklerin tamamindan fideler olusmustur. Sterilize torf ortaminda sentetik
tohumlarin  %75’inin ¢imlendigi ve bu c¢imlenen orneklerin %60’min daha sonra
gelisimlerini stirdiirerek fidelere doniistiigli belirlenmistir (Sekil 38). Oysa sterilize
edilmeyen torf ortaminda sentetik tohumlarin ¢imlenmedigi, kisa bir siire sonra fungal
bulasma sonucu canliliklarini yitirdikleri goézlenmistir. Ayrica bu tiire ait sentetik
tohumlarin besi ortaminda ¢imlendirilmesi ¢alismalarinda, ¢imlenen 6rneklerin bazilarinda
2’li ya da 3’lii siirgiin olusumu goriilmiistiir (Sekil 39). Coklu siirgiin olusum orant % 21

olarak hesaplanmustir.
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Tablo 12. O. sancta ve S. vomeracea’ye ait sentetik tohumlarinin ¢gimlenme oranlari

O. sancta S. vomeracea
Cimlenme orani Cimlenme orani
Fide olusumu Fide olusumu
(%) (%)
Besi ortamm 81 100 90 100
Torf 0 0 0 0
Sterilize torf 69 63 75 60

Sekil 39. S. vomeracea’den elde edilen sentetik tohumlarin besi ortamindaki
gelisimleri. A: S. vomeracea’ye ait sentetik tohum, B: Cimlenmeye
baslayan sentetik tohum, C: Cimlenen sentetik tohumdan olusan S.
vomeracea’ye ait fide, D: Cimlenmeye baslayan ve c¢oklu siirgiin
olusumuyla sonucglanacak sentetik tohum, E: Cimlenen sentetik
tohumdan ¢oklu siirglin olusumu.
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3.7. In Vitro Kosullarda Olusturulan Fidelerin Toprak Kosullarina Adapte
Edilmesi

3.7.1. Deneme I: Sterilize Edilmeyen Toprak Kosullarina Adaptasyon

3.7.1.1. O. sancta ile Yapilan Adaptasyon Calismalar:

Besi ortamlarinda gelisimleri tamamlanmig O. sancta fideleri, antimikrobiyal
ajanlarla muamele edilen ve edilmeyen olmak iizere iki farkli toprak grubuna ekimleri
yapilmistir. Bu fidelerin 1. ve 2. ay sonundaki canlilik durumlar1 ve oranlar1 belirlenmistir.
Buna gore 1. ay sonunda %0,1 klorokresol ve %0,1 kloroksilenol ile muamele edilen
fidelerin % 55’1 torf ortaminda canliligini siirdiirmiistiir. Ayn1 uygulamadan gegen ve
orman alt1 topragina ekilen fidelerin ise canlilik oran1 %26°dir. Antimikrobiyal kimyasal
icermeyen her iki toprak tipinde de fideler yasamamustir. Zira ekilen fidelerin tamaminda
clirimeden kaynaklanan 6liimler goriilmiistiir (Sekil 40).

Fideler, 1 ay kismen hava alabilecek kapali saksilar icerisinde bekletildikten sonra
kapaklar1 acilmis ve bu sekilde adaptasyonlarina devam edilmistir. Yine 1 aylik siire¢
sonundaki gelisimleri gbzlenmistir. Kapaklarin acilmasiyla fidelerin tamaminin kuruyarak
canliliklarim kaybettikleri goriilmiistiir. /n vitro ortamda yetistirilen O. sancta fidelerinin

burada bahsedilen toprak kosullarina uyum saglayamadigi sonucuna varilmistir.
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C

Sekil 40. Torf ortamina aktarilan O. sancta fidelerinin A ve C: 1. Ay, B ve D: 2. ay
sonundaki goriiniimleri

3.7.1.2. S. vomeracea ile Yapilan Adaptasyon Calismalari

Serapias vomeracea fidelerinin toprak kosullarina adaptasyonlari i¢in O. sancta’ya
uygulanan yontemin aynisi izlenmistir. Buna gore 1. ay sonunda %0, 1 klorokresol ve %0,1
kloroksilenol ile muamele edilen fidelerin % 48’1 torf ortaminda canliligini siirdiirmistiir.
Ayni uygulamadan gecen ve orman alti topragina ekilen fidelerin ise canlilik orani
%32’dir. Antimikrobiyal kimyasal igermeyen her iki toprak tipinde de fideler
yasamamistir. Zira ekilen fidelerin tamaminda ¢iliriimeden kaynaklanan Oliimler
gorilmustiir (Sekil 41).

Fideler, 1 ay kismen hava alabilecek kapali saksilar igerisinde bekletildikten sonra
kapaklar1 acilmis ve bu sekilde adaptasyonlarina devam edilmistir. Yine 1 aylik siireg
sonundaki gelisimleri gozlenmistir. Kapaklarin a¢ilmasiyla fidelerin tamaminin kuruyarak
canliliklarim Kkaybettikleri goriilmiistiir. /n vitro ortamda yetistirilen S. vomeracea

fidelerinin burada bahsedilen toprak kosullarina uyum saglayamadigi sonucuna varilmstir.
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Sekil 41. Torf ortamina aktarilan S. vomeracea fidelerinin A ve B: 1. Ay, C ve D:
2. ay sonundaki goriiniimleri

3.7.2. Deneme II: Sterilize Torf Ortaminda Adaptasyon

Bir 6nceki denemede in vitro ortamlardandan elde edilen fideler antimikrobiyal
kimyasallarla muamele edildi ve toprak kosullara ekimleri yapilmistir. Fakat ilk bir aylik
sire sonunda canliliklarin1 devam ettiren fidelerin, kapaklarin ag¢ilmasiyla birlikte
canliliklarin yitirdikleri gézlenmistir. Saksilarda meydana gelen bulagsma (kontaminasyon)
kaynakli fide Oliimlerini engellemek i¢in yeni bir deneme yapilmig ve bu denemede
kullanilacak olan topragin sterilizasyonu yapilmigtir. Otoklavda sterilize edilen topraklara
ekilen fidelerin 1, 2 ve 3 aylik siire igindeki gelisimleri takip edilerek canlilik oranlari
belirlenmistir.

Buna gore, in vitro ortamda yetistirilen ve sterilize torf ortamina aktarilan O. sancta
fidelerinin %100’lintin ilk ay sonunda canli kaldiklar1 belirlenmistir. Kapaklarin kismen
acilmasiyla 15 giinliik inkiibasyon sonunda fidelerin tamaminin gelisimine devam ettigi

goriilmiistiir. Kapaklarin tamamen agilmasinin ardindan 1 ay inkiibe edilen fidelerin %13
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“nlin canliligini yitirdigi, %87 sinin ise gelisimine saglikli bir bicimde devam ettigi

gozlenmistir (Sekil 42). Topraga aktarilan 6rneklerde tuber olusumu gézlenmemistir.

Sekil 42. Sterilize torf ortamina aktarilan O. sancta fidelerinin 2 ay sonraki
goriiniisleri

Serapias vomeracea ile yapilan denemelerde de benzer sonuglar elde edilmistir.
Kiiltiir kaplarinin kapaklarmin tamamen agilmasina kadar gecen siirede, topraga aktarilan
fidelerde herhangi bir canlilik kaybi goriilmemistir. Kapaklarin tamamen agilmasimin
ardindan fidelerin %9 ‘unun canliligim yitirdigi, %91’inin ise gelisimine devam ettigi
gozlenmistir (Sekil 43). Yapilan bu denemede, toprak kosullarinda gelisen 6rneklerde tuber

olusumu goézlenmemistir.

Sekil 43. Sterilize torf ortamina aktarilan S. vomercea fidelerinin 2 ay sonraki
goriintisleri



4. TARTISMA

Insanoglu bitkileri ya da bitkisel iiriinleri degisik amaclarla kullanir (ilag, besin katki
maddeleri, parfiim ve kozmetik, zirai miicadele gibi). Bu bilesiklerin bir¢ogu, kimyasal
olarak sentezi zor ya da lretilmeleri veya miktarlarinin artirilmasi genetik miihendislik
miidahaleleri ile dahi biiyiik ¢abalar gerektirir (Zhong vd., 2001). Ekonomik deger tasiyan
bitkilerin ya da dogal iiriinlerinin kaynak bitkiden dogrudan elde edilmesi her seyden 6nce
bu bitkiler iizerinde ekolojik tahribata neden olmaktadir. Bu tahribatin Onlenmesi
hususunda bitki biyoteknolojisinden yararlanma olanag1 giincel bir yaklasimdir. Bitki doku
kiiltiiri yontemleri ile bitkilerin ya da dogal iiriinlerinin (sekonder metabolitlerin) {iretimi
bitki biyoteknolojisinin ilgi ¢ekici konularindan birisidir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Bu calismada, dogal ortamlarinda ¢ogalmalari bir hayli zor olan ve ekolojik tahribat
sonucunda sayilart gittikge azalan orkide (Orchidaceae) familyasi iiyelerinden Orchis
sancta ve Serapias vomeracea tiirlerinin doku kiiltiirii yoluyla gogaltiminin optimizasyonu,
in vitro kosullarda ¢ogaltilan bitkilerden elde edilen tuberlerin glukomannan igeriklerinin
belirlenmesi ve bitkilerin toprak kosullarina adaptasyonu ve sentetik tohumlarinin {iretimi
ve c¢imlendirilmesi gergeklestirildi. /n vitro ¢imlendirme calismalarinda farkli temel besi
ortamlarinin ve ¢esitli bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli derisimlerinin ¢imlenme ve
protokorm olusumu tlizerine etkileri arastirildi.  Ayrica farkli  bitki biiyiime
diizenleyicilerinin siirgiin olusumu iizerine etkileri arastirildi. Bu tez ¢alismasi, in vitro
ortamda elde edilen tuberlerin glukomannan igeriklerinin belirlenmesi ve sentetik
tohumlarinin iretimi konularinda bir ilk, in vitro asimbiyotik ¢imlendirme ve fidelerinin
tiretimi konularinda ise yapilan ilk genis kapsamli c¢aligma niteligindedir. Ayrica,
olusturulan protokoller nesli tilkenme tehlikesiyle kars1 karsiya olan diger orkide tiirlerinin
tiretiminde de uygulanabilir ve ekolojik tahribatin 6niine gegilebilir niteliktedir.

Orkide tohumlar1 sert bir tohum kabuguyla ortiiliidiirler. Tohumun ¢imlenebilmesi
icin bu sert tohum kabugunun zayiflatilmas: biiylik 6nem arz etmektedir. Tohumlarin
yiizey starilizasyonlarinda kullanilan kimyasallarin tiirii, derisimi ve muamele edilme
siireleri, hem ylizey sterilizasyonunun hem de tohum kabugunun zayiflatilmas:1 ve daha
kolay ¢imlenmesi i¢in Onemlidir. Bu ¢alismada, olgun O. sancta ve S. vomeracea
tohumlar1 igin, ticari ¢amasir suyu ve H2O2’nin farkli derisimleri kullanilarak, en uygun

yiizey sterilizasyon yontemi belirlenmistir. Hidrojen peroksitle yapilan denemelerden elde
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edilen canlilik oranlarinin camasir suyu ile yapilan denemelerden elde edilenlere gore daha
yiikksek bulunmustur. Ayrica hidrojen peroksitle yapilan calismalarda, %5’lik derigsim
disindaki derisimlerle muamele edilip kiiltiire aliman tohumlarda kontaminasyona
rastlanmamistir. Ozkog ve Dalc1 (1991) orkide tohumlarinin sterilizasyonunda sodyum
hipokloritin daha fazla kullanildigin1 bildirmistir. Ayrica yiizey sterilizasyonunda
kullanilacak olan kimyasalin, derisiminin ve uygulama siiresinin énemli oldugunu ve bu
ylizden sterilizasyon i¢in en uygun parametrelerin belirlenmesi gerektigini bildirmistir.
Vejsadova (2006), orkide tohumlarinin yiizey sterilizasyonunda %?7,2’lik kalsiyum
hipokloritin kullanilmasinin daha iyi sonuglar verecegini bildirmistir. Bektas ve arkadaslari
(2013), Orchis coriophora tiiriiniin yiizey sterilizasyonunu 30 dakika % 20’lik H2O: ile
muamele ederek gerceklestirmis ve tohumlarin yiizey sterilizasyonu sonrasi canlilik
oranint %54 olarak tespit etmislerdir. Yapilan bu c¢alismadaki sonuglar, bizim
calismamizda elde edilen verileri desteklemektedir. Calismamizda, O. sancta ve S.
vomeracea olgun tohumlarina uygulanabilecek en uygun yiizey sterilizasyonu igin
kullanilan kimyasalin H2O2 ve derisiminin %10 oldugu belirlenmistir.

Orkide tohumlar1 endosperm bulundurmazlar ve bu ylizden dogal ortamlarda
¢imlenebilmek i¢in mikorizal funguslarla simbiyotik iligski kurarlar. Funguslar embriyonun
cimlenebilmesi icin enerji saglarlar. [n vitro kosullarda orkide tohumlarm ¢imlenebilmek
icin gereksinim duyduklar1 besinler ortama eklenerek bu zorunluluk ortadan kaldirilmig
olur. Calismamizda, O. sancta ve S. vomeracea olgun tohumlar: farkli igerige sahip temel
besi ortamlarinda (Boliim 2, Tablo 4) ¢imlendirilmis ve bu ortamlardan OM+ ortaminda
daha yiiksek oranlarda (sirasiyla %62,46 ve %73,74) ve kisa siirelerde (sirasiyla 15 ve 20
giin) cimlendikleri goriilmiistiir. Denenen besi ortamlarinda KCM ve LM ortamlar1 benzer
etki gostermis ve her iki tiire ait en diisiik ¢cimlenme oranlar1 ve en uzun ¢imlenme stireleri
bu ortamlarda tespit edilmistir. Dogal ortamlarinda orkide tohumlariin %35’ten daha az
cimlenebilmektedir ve ¢imlenebilmek i¢in en azindan uygun iklim kosullari olusuncaya
kadar beklemektedirler. Bu bilgiler géz 6niinde bulunduruldugunda OM+ besi ortamindan
hem ¢imlenme oran1 hem de ¢imlenme siiresi bakimindan ¢ok yiiksek degerler alinmigtir.
Bektas ve arkadaglariin (2013) Orchis coriophora tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada da bizim
calismamiza benzer sonuglar elde edilmis ve en yiiksek ¢imlenme oranin1 Orchimax aktif
komiirlii besi ortamindan (OM+) elde etmislerdir.

Calisma kapsaminda denenen besi ortamlarindan OM ve OM+ ortamlar1 inorganik

azot kaynagmin yani sira organik azot kaynagi da (tripton) ihtiva etmektedir. Bu
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ortamlardaki ¢imlenme oranlarinin diger ortamlardan daha yiiksek olmasinin nedeni olarak
ihtiva ettikleri organik azot kaynagi gosterilebilir. Daha once yapilan caligmalarda
inorganik azot kaynagi icermeyen besi ortamlarinda ya da inorganik azot kaynaginin
yaninda organik azot kaynagi igeren besi ortamlarinda orkide tohumlarinin daha yiiksek
oranlarda ¢imlendigi bildirilmistir (Stewart ve Kane, 2006). Hatta ¢esitli kaynaklarda,
inorganik azotun varlig1 orkide tohumlarmin ¢imlenmesini inhibe ettigi rapor edilmistir
(Raghavan ve Torrey, 1964; Van Waes ve Debergh; 1986 Malmgren, 1992). Ozkog ve
Dalc1 (1993), S. vomeracea subsp. laxiflora tohumlarmin inorganik azot bulunmayan
ortamda daha yliksek oranda ¢imlendigini bildirmislerdir. Literatiirde ulasilan bu raporlar,
bizim ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglart desteklemektedir.

En yiiksek ¢cimlenme oranimin tespit edildigi OM+ ortami, organik azot kaynaginin
yani sira OM ortamindan farkli olarak 2 mg/L aktif komiir icermektedir. Bu iki ortam
arasindaki ¢imlenme oranlarinin farklilik, OM+ ortaminin ihtiva ettigi aktif komiirden
kaynaklanmaktadir. Aktif komiiriin, kiiltiir ortamina ekilen tohumlar i¢in karanlik bir ortam
sagladigi ve bunun sonucu olarak ta ¢imlenmeyi artirdigi diisliniilmektedir. Paek ve
Murthy (1977), aktif karbonun ortama 151k girisini engelleyerek kdklenmeyi artirdig: tespit
bildirmislerdir. Ayrica aktif karbon ilavesinin kiiltiir ortamindaki pH seviyesini artirdigt ve
pH seviyesinin kiiltiire alma siiresince sabit kalmasini sagladigi, azot alinimini artirarak
bliylimeyi tesvik ettigi tespit edilmistir (Eymar vd., 2000). Bunlarin aksine, ortama ilave
edilen aktif karbonun ¢imlenme oranini azalttigi da bildirilmistir (Waes, 1987).

Caligmamizda, tiim besi ortamlarinin pH degerleri 5,7-5,8 araligina ayarlanmistir ve
kiiltiire alinan ornekler 2342 °C sicaklikta 16/8 saat fotoperyodunda inkiibe edilmistir.
Daha oOnce yapilan calismalar incelendiginde, tohumlarin ¢imlenmesi i¢in belirlenen
optimum pH ve inkiibasyon sicakliginin bizim ¢alismamizla benzer oldugu gortilmektedir.
Bir ¢alismada, 1liman kusak orkidelerinin ¢imlenebilmeleri i¢in en uygun pH degerinin 5,8
oldugu kaydedilmistir (Van Waes ve Deberg, 1986). Sicakligin orkide tohumlarinin
cimlenmesi ve fide gelisimi {izerindeki etkisiyle ilgili yapilan caligmalarda en uygun
sicakligin 20- 25 °C oldugu, bunun yani sira 6-40 °C’de bile ¢imlenmenin olabilecegi
bildirilmistir (Arditti, 1967a, 1979). Dactylorhiza majalis (Rchb.) P.F. Hunt&Summerh.
tiiriniin ¢cimlenme kosullarinin belirlendigi bir ¢calismada ise maksimum ¢imlenmenin 23,5
°C’de oldugu rapor edilmistir (Rasmussen vd, 1990). Bizim ¢alismamizin aksine, Mead ve
Bulard (1975) yaptiklar1 calismada, orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in en iyi

aydinlatma kosulunun karanlik ortam oldugunu bildirmislerdir. Valletta ve arkadaglari
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(2008), Orchis mascula tiiriniin tohumlarinin ¢gimlenmesi i¢in 16/8 saat aydinlik/karanlik
fotoperyodunun en uygun rejim oldugunu, siirekli karanlik rejimde inkiibe edilen
tohumlarda ¢imlenme goézlenmedigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda denenen 16/8
saat aydinlik/karanlik fotoperyodunda tohumlarin oldukg¢a yiiksek oranlarda ¢imlendigi
goriilmiistiir. Bu sebepten dolayr tohumlarin, karanlik kosullarda c¢imlendirmesi
denenmemistir.

Mevcut ¢alismada, O. sancta tiiriiyle yapilan ¢imlendirme ¢alismalarinda en yiiksek
cimlenme %62,46’lik degerle OM+ ortaminda tespit edilmistir. Yine ayni ortamda, S.
vomeracea tiiriine ait tohumlarin %73,74iiniin ¢imlendigi belirlenmistir. Onal (1999), O.
sancta ile yaptig1 ¢alismada, %10 patates oziitii iceren Knudson C (KCM) ortaminda
tohumlarin tamaminin (%100) ¢imlendigini bildirmistir. Yine ayni ¢alismada, %10 ve %20
muz oziiti eklenen Knudson C ortaminda S. vomeracea tohumlarinin %40’ min
¢imlendigini belirtmistir. Serapias vomeracea subsp. laxiflora tiirii ile yapilan baska bir
calismada, inorganik azot igermeyen Van Waes ve Debergh ortaminda ¢imlenme oraninin
%50,3 oldugu rapor edilmistir (Ozkog, 1991). Bu raporlarla buradaki c¢alismadan elde
edilen sonuglar karsilagtirildiginda, O. sancta’nin daha diisiik oranda ¢imlendigi, S.
vomeracea’nin daha yiiksek oranlarda ¢imlendirildigi goriilmektedir. Bizim ¢alismamiz
kapsaminda tohumlara uygulanan canlilik testleri, O. sancta ve S. vomeracea tohumlarinin
tamaminin canli olmadigimi gostermistir ve canlilik oranlar1 gbz onilinde bulundurularak
yapilan ¢imlenme orami hesaplamalarinda, c¢alisilan her iki tiire ait canli tohumlarn
tamaminin ¢imlenmedigi belirlenmistir.

Cimlenen orkide tohumlar1 daha sonra geliserek protokorm olarak adlandirilan
yapilara doniisiirler. Protokormlar da farklilasarak kok ve siirgiin kisimlarint meydana
getirirler. /n vitro ortamda ¢imlenen tohumlarin tamami protokorma ddniismemekte ve
bunun sonucunda yeni orkide fidelerinin olusumu gerceklesmemektedir. Calismamizda, O.
sancta ve S. vomeracea tiirlerine ait tohumlarin farkli besi ortamlarinda ¢imlendikten sonra
protokorma doniisme kabiliyetleri belirlenmistir. Buna gore, hem O. sancta hem de S.
vomeracea’de en yliksek protokorm olusum orant OM+ ortaminda gozlenmistir (sirastyla
%74,42 ve %75,54). Tespit edilen bu oranlar, ¢imlenen tohumlarin ne kadarmin bitkiye
doniisebileceginin gostergesidir. Yaptigimiz calismalar gostermektedir ki, olusan her
protokorm bitkiye doniismese de, herhangi bir olumsuz kosul olusmadigi siirece, her
protokorm yeni bir (nadiren birden fazla) bitki olusturma kapasitesine sahiptir.

Calismamizda, protokormlarin tamaminin bitkiye doniistiigi belirlenmistir (bulgu olarak
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verilmedi). Literatiirde, O. sancta ve S. vomeracea’nin protokorm olusturma
kabiliyetlerine dair herhangi bir rapora rastlanmamistir. Ancak, farkli orkide tiirlerinde
yapilan c¢alismalar mevcuttur. Bir ¢alismada, Van Waes ve Debergh ortaminda
¢imlendirilen D. nieschalkiorum tiiriinde protokorm olusum oranmin % 13,11 oldugu
bildirilmistir (Giimiis vd, 2008). Kitsaki ve arkadaslari (2004), ise Ophrys spruneri tiiriiniin
olgun tohumlarindan, hindistan cevizi siitli ile zenginlestirilmis modifiye Malmgren temel
besi ortaminda, %52’lik degerle en yiiksek protokorm olusum oranimi elde etmislerdir.
Olusan protokormlar1 taze besi ortamina aktarmiglar ve protokormlarin tamaminin bitkiye
doniistiiglinii bildirmislerdir.

Orkidelerin dogada c¢imlenebilmek i¢in mikorizal funguslarla simbiyotik iliski
kurduklar1 bilinmektedir. Literatiirde bu simbiyotik iliskide funguslarin tohumlarin
cimlenmesi i¢in sitokininleri tlirettikleri ve boylece tohumlarin ¢imlenebildigi belirtilmistir
(Crafts ve Miller, 1974). Calismamizda, O. sancta ve S. vomeracea tiirlerinin in vitro
cimlendirilmesinde besi ortaminin etkisinin yani sira sitokinin ve oksin gruplarindan cesitli
bitki bliylime diizenleyicilerinin farkli derisimlerinin etkileri de arastirildi. Artan ZEA, 6-
BA, IBA, IAA ve 2,4-D derisimlerinin, O. sancta tohumlarinin ¢imlenmesini tesvik ettigi,
TDZ’nin artan derisiminin ise ¢imlenmeyi inhibe ettigi gézlenmistir. Serapias vomeracea
ile yapilan denemelerde ise ZEA, 6-BA, IBA ve IAA derisimlerinin artisinin ¢imlenmeyi
tesvik ettigi, TDZ nin yliksek derisimlerinin ¢imlenme oraninda azalmaya neden oldugu ve
2,4-D derisiminin artiginin ¢imlenmeye etkisinin olmadigi belirlenmistir. Orchis sancta ile
yapilan denemelerde, denenen her ortamin kontrole gore olumlu etki gosterdigi
belirlenmistir. En yliksek ¢imlenme oranlart %81,18 ve %81,15’lik oranlar ile sirasiyla 1,0
ve 2,0 mg/L ZEA igeren ortamlarda tespit edilmistir. Serapias vomeracea tiiriinde ise, 1,0
ve 2,0 mg/L 6-BA igeren ortamlarin ¢imlenmede (sirasiyla %83,81 ve %84,03) daha etkili
oldugu gorilmiistiir. 6-BA, IBA ve IAA’nin denenen en diisiik derigimleri (0,1 mg/L) ve
2,4-D’nin 0,1; 0,25 ve 2,0 mg/L derisimleri kontrole yakin etki gdstermistir. Elde edilen
sonuglara gore, hem O. sancta hem de S. vomeracea tohumlarinin ¢imlenmesi iizerinde
sitokininlerin daha etkili oldugu belirlenmistir. Karasal orkide tohumlarinin ¢imlenmesi
izerine en olumlu etkiye sahip hormonlarin, sitokininler oldugu tespit edilmis olmasina
ragmen, bitki hormonlarinin ¢imlenme {izerindeki etkilerinin oldukca farkli olabilecegi
belirlenmis, ayn1 bitki hormonunun bir orkide tiiriinde olumlu etki yaparken, digerlerinde
olumsuz etkiye neden oldugu bildirilmistir (Arditti ve Harrison, 1977). Godo ve

arkadaglar1 (2010), karasal orkidelerin in vitro ortamlarda ¢imlendirilmesinde, sitokininler
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kadar olmasa da, oksinlerin de etkili oldugunu rapor etmislerdir. Sitokininlerin, absisik
asidin ¢imlenme tizerindeki inhibe edici etkisini ortadan kaldirarak, tohum ¢imlenmesini
tesvik ettigi bildirilmistir (Black vd., 1974). Nikoli¢ ve arkadaslar1 (2007), ¢esitli
sitokininlerin ve sitokinin benzeri kimyasallarin (TDZ) Lotus corniculatus L. (gazel
boynuzu) tiiriiniin gen¢ ve yasli tohumlarinin ¢imlenmesi {lizerine etkilerini aragtirmiglar ve
artan sitokinin derigimlerinin ¢imlenmeyi olumlu yonde etkiledigini belirtmiglerdir. Liua
ve arkadaslar1 (2013), oksinlerin ABA’y1 aktif hale getirerek tohum dormansisini kontrol
ettigini bildirmislerdir. Bunun aksine, Orchis coriophora tiiriiniin in vitro ¢imlendirildigi
bir calismada, bir oksin olan IAA’nin ¢imlenmeyi diger oksinlere ve sitokininlere gore
daha fazla tesvik ettigi tespit edilmistir (Bektas vd., 2013).

Yamazaki ve Miyoshi (2006), orkide tohumlarinin ¢imlenme siirecinin, “¢cimlenme
oncesi, ¢imlenme, protokorm, rizoid ve siirgiin” asamalarindan olustugunu belirtmislerdir.
Cimlenme siireci sonrasinda olusan protokormlar daha sonra fideleri olusturacak olan
yapilardir. Fakat kiiltiir ortamlarinda c¢imlenen tohumlarin tamami protokormlara
dontismemektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi kiiltiir ortamlarinda herhangi bir
olumsuzluk olusmadigi siirece, olusan protokormlarin her biri yeni bir fide olusturmaktadir
(Steaward ve Mapes, 1971). Bu bakimdan, ¢imlenen tohumlardan olusan protokormlarin
oraninin belirlenmesi, c¢imlenen bireylerden ne kadarmin fidelere doniiseceginin
gostergesidir. Calismamizda, 60 giin sonundaki ¢imlenme oranlar1 belirlenen O. sancta ve
S. vomeracea tohumlari, ayni ortamlarda gelismelerine devam ettirilerek, ekimden 90 giin
sonra protokorm olusum oranlar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére, O. sancta
tiirlinde besi ortamina eklenen bitki biiylime diizenleyicilerinin derigimlerinin artirilmasi
protokorm olusumu olumlu yonde etkilemektedir. Serapias vomeracea tiiriinde ise, 2,4-D
hari¢ diger tiim bitki biiylime diizenleyicilerinin artan derisimlerinin pozitif etkilerinin
oldugu gozlenmistir. En yiiksek protokorm olusum oranlari, O. sancta’da %81,06’lik
degerle 2,0 mg/LL ZEA igeren ortamda, S. vomeracea’de %89,91 ve %89,15’lik degerlerle
2,0 mg/L ZEA ve 1,0 mg/L TDZ igeren ortamlardan elde edilmistir. 1,0 mg/L ve 2,0 mg/L
2,4-D igeren ortamlarin protokorm olusumunu inhibe ettigi, elde edilen protokorm olusum
oranlarinin (sirasiyla %73,55 ve %73,12) kontrolden (%75,54) daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Literatiirde, besi ortamina bitki biiylime diizenleyicilerinin eklenmesinin,
protokorm olusumunu tesvik ettigine dair rapor mevcuttur ancak kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicisinin tiirii, derisimi ve elde edilen protokorm olusum orani hakkinda bilgi

verilmemistir (Bektas vd., 2013).
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Temel besi ortamlart bitki dokularini canli ve saglikli tutacak sekilde tasarlanir.
Kiiltire alinan eksplantlarin gelisimsel programini yonlendirmek igin bitki biiyiime
diizenleyicilerine ihtiya¢ duyulur. Biiylime diizenleyicileri, doku kiiltiirii sartlarini
tyilestirmek adma tizerinde en c¢ok durulan parametredir. Bitki dokularindan organ
farklilagmasinda oksin ve sitokininler Onemli rol oynamaktadir. Bilindigi gibi
sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumunu, oksin/sitokinin oraninin yiiksek
olmasi kok olusumunu, oksin ve sitokinin oranlarmin esit olmasi ise kallus olusumunu
desteklemektedir (Werbrouck ve Debergh, 1994). Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
oksin ve sitokinin etkileri, lizerinde ¢alisilan tiirlere gore degismektedir. Bu ¢alismada, in
vitro ortamlarda ¢imlendirilen Orchis sancta ve S. vomeracea tohumlarimdan meydana
gelen protokormlar kullanilarak fideler olusturuldu. Fide olusumunda, tek baslarina 0,25;
0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L derisimlerindeki sitokininlerin (TDZ, ZEA, KIN, 6-BA ve 2-iP) ve
oksinlerin (IBA, 1AA ve 2,4-D), siirgiin boyu, yaprak sayisi, kok uzunlugu ve sayisi
tizerindeki etkileri belirlenmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonucglara gore sitokininlerden TDZ ve ZEA’nin,
oksinlerden IBA’nin siirgiin uzamasinda daha etkili oldugu gortilmistiir. Orchis sancta’da,
en yliksek siirgiin uzamasi 53,24 mm ile sitokinin grubu bitki biiylime diizenleyicilerinden
0,25 mg/L TDZ igeren ortamda tespit edilmistir. Oksinlerden 0,5 mg/L IBA igeren
ortamdaki uzama miktarinin (38,98 mm) en fazla oldugu belirlenmistir. Serapias
vomeracea’de ise sitokininlerde en yiiksek siirgiin uzama miktar1 42,88 mm ile 0,25 mg/L
TDZ igeren ortamda, oksinlerde 31,92 mm ile 2,0 mg/L IBA igeren ortamda 6l¢iilmiistiir.
Genel olarak 1,0-2,0 mg/1 sitokinin ¢ogu sistemde yeterli oldugu ve yiiksek diizeylerinin
adventif siirglin olusumunu arttirma egiliminde oldugu, dogal oksin olan IAA ortamda ¢ok
az stabil oldugundan, sentetik oksinlerin daha ¢ok tercih edildigi bildirilmistir. Bunlarin
slirglin ¢cogaltim asamasinda kullanilan oranlar1 0,1-1,0 mg/L olarak belirlenmistir (Skoog
ve Miller, 1957; Werbrouck ve Debergh, 1994).

Bu calismada, O. sancta ve S. vomeracea siirgiin boylarinin uzamasinda TDZ’nin
diisiik derigimlerinin denenen diger bitki biliylime diizenleyicilerinin derisimlerine gore
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Literatiirde, TDZ’ nin diisiik derigimlerinin (0,001-1,0
mg/L) siirglin olusumunda daha etkili oldugu, yiiksek derisimlerinin adventif siirgiin ve
kallus olusumuna neden oldugu bildirilmistir (Chang ve Chang, 2000). TDZ’nin
orkidelerde siirgiin olusumu ve ¢ogaltimi iizerine olumlu etkilerinin oldugu, daha once

yapilan ¢aligmalarda sunulmustur (Chen ve Piluek 1995; Nayak vd. 1997; Chen vd. 2004;
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De Melo Ferreira vd. 2006). TDZ nin tek basina kullanilmasinin 6-BA’ya gore daha etkili
oldugu rapor edilmistir (Ernst, 1994; Chang ve Chang, 1998).

Calisma kapsaminda, bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkilerinin incelendigi
parametrelerden birisi de yaprak sayisindaki artistir. Cimlenen tohumlardan meydana gelen
ve yaprak ihtiva etmeyen protokormlardan, denenen ortamlardaki, 90 giin sonunda olusan
ortalama yaprak sayilart hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore, O. sancta’da ortalama
3,53 adet yaprak olusumuyla 1,0 ve 2,0 mg/L KIN igeren ortamlarin, S. vomeracea tiiriinde
ise ortalama 3,8 adet ile 2,0 mg/L IBA igeren ortamin yaprak olusumunda daha etkili
olduklar1 belirlenmistir. Daha onceki calismalarda, KIN’in ya da IBA’nin bitkilerde
yapraklanma olusumunu artirdigina dair herhangi bir rapora rastlanmamistir. Ancak,
sitokinin grubu bitki biliylime diizenleyicilerinin genel fizyolojik etkileri arasinda siirgiin
olusumunun tesvik edilmesi ve yaprak absisyonunu engellemek oldugu bilinmektedir
(Gaspar vd., 1996; Haberer ve Kieber, 2002). Ayrica, 2,0 mg/L ZEA ile 0,5 mg/L IBA’nin
kombine edilmesinin yaprak olusumunu daha fazla tesvik ettigi bildirilmistir (Ciice vd.,
2013). Ciice ve arkadaslarinin raporuna benzer olarak, ¢alismamizda S. vomeracea fideleri,
sitokininlerle desteklenen ortamlarda, en fazla yaprak olusumunu ortalama 3,36 adet ile 2,0
mg/L ZEA igeren ortamlarda gostermistir

Bu arastirmada, sitokinin ve oksinlerin farkli derisimlerinin, O. sancta ve S.
vomeracea’de kok uzunlugu ve sayisi lizerine etkileri belirlenmistir. Orchis sancta ile
yapilan c¢aligmalarda en fazla kok uzamasi 31,16 mm ile 1,0 mg/L IBA ile desteklenen
ortamda gozlenmistir. Serapias vomeracea’de ise kok uzamasini en fazla tesvik eden
ortamin 2,0 mg/L IBA igeren ortam oldugu belirlenmistir. Bu ortamdaki kdk uzama
miktar1 ortalama 38,08 mm olarak hesaplanmistir. Denenen ortamlardaki koék olusum
sayilarina bakildiginda Orchis sancta tiriinde IBA’nin tiim derisimlerinden yiiksek
ortalamalar elde edilmistir. En yiiksek ortalama kok sayisi, 4,5 adet ile 2,0 mg/L IBA
igeren ortamda hesaplanmistir. Serapias vomeracea ile yapilan ¢alismalarda ise en yiiksek
ortalama kok sayis1 5,2 adet ile 1,0 ve 2,0 mg/L IBA iceren ortamlarda tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglara bakildiginda oksinlerin, sitokinilere gore kdk uzunlugu ve sayisi
parametrelerinde daha verimli sonuglar verdigi goriilmiistiir. Literatiirde, kok olusumu i¢in
oksinlerin ortamda bulunmasi gerektigi ve oksinlerin kok olusumunu tesvik ettigi ile ilgili
birgok ¢alisma mevcuttur (Bhojwani ve Razdan,1983; Preece ve Sutter, 1991; Mansuroglu
ve Giirel, 2001; Aktar vd., 2007; Diaz ve Alvarez, 2009).
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Artan TAA ve IBA derisiminin kdklenmeyi ve kok uzunlugunu artiridigi rapor
edilmistir (Diaz ve Alvarez, 2009). Yapilan bir ¢alismada, IBA’nin farkli derisimlerinin
Dendrobium Sw. orkidesinin koklenmesi tizerine etkileri arastirilmis ve denenen biitiin
derisimlerin incelenen parametrelerde kontrole gore olumlu etki gosterdigini tespit
etmislerdir. Kok uzunlugu, kok sayisi bakimindan en etkili derisimin 1,0 mg/L oldugu
bildirilmigtir (Aktar vd., 2007). Prasad ve arkadaslarinin (2004) calismalarinda farkl
derisimlerde oksin; IAA, IBA ve NAA ve kombinasyonlarini igeren MS ortaminda
koklendirilmeye alinan Cryptolepis buchanani Roem&Shult’in siirgiinlerinin % 80°i 1,0
mg/L IBA iceren MS ortaminda koklendigi bildirilmistir. Hossain ve arkadaslart (2003),
Zyziphus jujuba tiiriinde IAA, IBA ve NAA’nin kok olusumuna etkilerini aragtirmislar ve
en iyi sonucu 1,0 mg/L IBA igeren ortamdan elde ettiklerini bildirmislerdir. Verilen bu
raporlar, bizim ¢calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

Arastirmamizda, oksin ve sitokininlerin siirglin olusumuna etkileri, 16/8
aydinlik/karanlik fotoperyot rejime ayarlanmis inkiibasyon kosullarinda kiiltiire alinan
orneklerden belirlenmistir. Bizim ¢alismamiza benzer olarak, 16/8 aydinlik/karanlik
rejimin siirgiin olusumunda diger rejimlere gore daha uygun oldugu ve meydana gelen
slirgiinlerin daha uzun, koklerin say1 olarak fazla oldugu bildirilmistir (Dutra vd., 2008).

Iliman kusak veya karasal orkidelerin toprakalti organlari; tuber (kok tuberi), kok
ve rizom olarak farklilik gostermektedir. Tuberler genellikle iki tane olup bunlar birbirine
yapisik durumdadir. Birisi yetistigi yila ait olan geng tuber, digeri ise bir 6nceki yila ait
tuberdir (Sekil 1). Eski tuberdeki mevcut depo maddeleri gelismekte olan bitki tarafindan
kullanilir. Orkidelerin tuberleri, gelecek yil yeni bitkinin olusmasi (vejetatif cogalma) igin
gereklidir (Sezik, 1984).

Ayrica bazi orkide tuberlerinden ekonomik oneme sahip, salep hammaddesi elde
edilmektedir.  Salebin  etken maddesi orkidelerin  tuberlerinde  depoladiklari
glukomannanlardir. Glukomannan su, ayran ya da siit i¢erisinde siser ve viskoz bir ¢ozelti
meydana getirirler. Salebin kalitesi elde edildigi tiire gore degismektedir ve ortalama % 40
civarl ya da iizerinde glukomannan igeren tiirlerden kaliteli salep elde edilir (Sezik, 1984).

Oksin ve sitokininlerin silirgin olusumuna etkilerinin arastirildigi g¢aligmalarda
incelenen parametrelerden bir tanesi de, tiirlerin tuber olusturma oranlarinin belirlenmesi
olmustur. Calisilan iki tiirtin tuberlerinin olusmasi i¢in gereken siirelerin farkli oldugu
goriilmistiir. Orchis sancta’nin 6 aylik fidelerden, S. vomeracea’nin ise 11 aylik fidelerden

tuber olusum oranlar1 belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, O. sancta’da en yiiksek
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tuber olusum orani %66,95 ve %67,50 degerleri ile sirasiyla 1,0 ve 2,0 mg/L ZEA igeren
ortamlarda tespit edilmistir. Serapias vomeracea tiiriinde ise en yiiksek tuber olusum orani
%57,3’liik degerle 2,0 mg/L ZEA igeren ortamda gozlenmistir. Bu sonuclara gore, ZEA,
ozellikle 1,0 ve 2,0 mg/L derisimleri, O. sancta ve S. vomeracea’nin tuberlerinin
olusumunda diger denenen bitki biiylime diizenleyicilerine gore daha etkilidir. Bizim
calismamizdan elde ettigimiz sonuglara benzer olarak, Pedroso ve Pais (1992), MS
ortaminda Orchis papilionacea L. tiiriinde tuber (minituber) olusumunu arastirmis ve
sonu¢ olarak ortama cklenen ZEA’nin, tuber olusumunda en etkili bitki biiylime
diizenleyicisi oldugunu belirlemislerdir.

Calismamizdan elde edilen sonuglardan, tuber olusumunda, sitokinilerin (6zellikle
ZEA ve TDZ) oksinlerden daha verimli oldugu goriilmiistiir. Sitokininlerden 6-BA’nin (2,0
mg/L derisimi hari¢) O. sancta’nin tuberlerinin olusmasinda, 2-iP’nin de (2,0 mg/L
derisimi hari¢) S. vomeracea’nin tuberlerinin olusmasinda etkisiz kaldigi gozlenmistir.
Literatiirde de sitokinilerin ve giberellinlerin tuber olusumunu diizenleyen en Onemli
kimyasallar olduguna dair bilgiler mevcuttur (Jackson, 1999; Sarkar, 2008). Giberellinlerin
tuber olusumunu inhibe ettigi, sitokininlerin ise hiicre boliinmesini tetikleyerek tuber
olusumunu tesvik ettigi bildirilmistir (Vreugdenhil ve Sergeeva, 1999; Fernie ve
Willmitzer, 2001).

Calisilan her iki tiire ait fidelerin 2,4-D’nin farkli derigimlerini iceren ortamlarin
higbirinde tuber olusturmadigi gozlenmistir. Siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu, yaprak ve
kok sayis1 gibi incelenen parametrelerden elde edilen sonuglara bakildiginda, 2,4-D igeren
ortamlardaki verilerin diisilk degerlerde, hatta bazen kontrolden de diisiik oldugu
goriilmektedir. Depo organi olan tuberlerinin olusmasi ya da tuberlerde depo maddelerinin
birikmesi, bitkinin yesil kisimlarinda fotosentez sonucu meydana metabolitlere baglidir.
Fonnesbech (1972), Cymbidium orkidelerinde yaptigi calisma sonucunda, klorofil
sentezine zarar verdigi ve anormal biiyime sonuglari verdigi i¢in 2,4-D’nin
kullanilmasinin uygun olmadigini belirtmistir.

Chang ve Chang (2000), Cymbidium sinense (And.) Willd. tiiriinde TDZ nin rizom
olusumuna etkisini arastirmis ve diisiik derisimlerde ortama eklenen TDZ’nin rizom
olusumunu tesvik ettigini, yiiksek derisimlerin ise eksplanti siirgiin olusumuna
yonlendirdigini belirlemislerdir. Yiiksek sitokinin aktivitesinden dolayr TDZ’nin diisiik
derisimlerinin kullanilmasinin daha olumlu etkilerinin olacagi ya da bir oksinle kombine

edilerek kullanilmasinin gerektigi bildirilmistir (Huetteman ve Preece, 1993). Ayrica, BA
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ile desteklenen besi ortamlarin orkidelerde rizom olusumunu tesvik ettigine dair bilgi
mevcuttur (Paek ve Yeung, 1991).

Oksinlerin de orkidelerde rizomlarin olusumunu tesvik ettigine dair g¢alismalar
mevcuttur. Cymbidium densiflorum Griff. (Shimasaki ve Uemoto, 1990) ve Cymbidium
forrestii (Paek ve Yeung, 1991) tiirlerinde, oksinlerin, bu tiirlere ait rizomlarin olusmasini
ve dallanmasini tegvik ettigi bildirilmistir.

Calismamizda, tuber olusumu gergeklesen ortamlardan elde edilen tuberlerin ihtiva
ettikleri glukomannan miktarlar1 belirlemistir. Sonuglar degerlendirildiginde, farkli bitki
biiyiime diizenleyicilerinin farkli derisimleriyle desteklenen ortamlardan elde edilen
tuberlerin, glukomannan igerikleri farklilik gostermistir. O. sancta’da en yiiksek
glukomannan miktar1 %28,0 ile 2.0 mg/L ZEA igeren ortamda olusan tuberlerden, S.
vomeracea’de en yiiksek glukomannan miktart %44.,6 ile 2,0 mg/L ZEA igeren ortamda
olusan tuberlerden elde edilmistir. 0,25 mg/L TDZ, 1,0 ve 2,0 mg/L ZEA ve 0,25 ve 0,5
mg/L KIN ile desteklenen ortamlarda olusan O. sancta fidelerinden elde edilen tuberler ile
0,25 ve 0,5 mg/L TDZ ve 1,0 ve 2,0 mg/L ZEA ile desteklenen ortamlarda olusan S.
vomeracea fidelerinden elde edilen tuberlerin icerdigi glukomannan miktarlari, dogal
ortamlardan alinan 6rneklerin glukomannan miktarlarindan daha yiiksek bulunmustur.

Farkli bitkilerin glukomannan igeriklerinin belirlendigi caligmalar literatiirde
mevcuttur (Chua, vd., 2012; Tekingsen ve Giiner, 2010; Farhoosh ve Riazi, 2007; Sezik,
1967). Calismamiz kapsaminda degerlendirdigimiz O. sancta ve S. vomeracea tiirlerini de
icine alan salep orkidelerinin, glukomannan igeriklerinin belirlenmesiyle ilgili tek bir
calismaya rastlanmistir. Bu calismada, Tirkiye’de dogal olarak yetisen 10 farkli salep
orkidesinin glukomannan igerikleri belirlenmis, S. vomeracea ssp. orientalis’in
glukomannan igerigini %44,8 olarak tespit etmislerdir (Tekingsen ve Giiner, 2010). Orchis
sancta tuberlerinin %15 civarinda glukomannan igerdigi bilinmektedir (Sezik, 1967).

Chua ve arkadaslart (2012), Amorphophallus konjac (konja bitkisi) bitkisinin
tuberlerindeki glukomannan miktarmi 3 farkli yontemle belirleyerek, yontemlerin
karsilastirmasin1 yapmislardir. Sonug olarak ta 3,5-DNS yonteminin ve fenol-siilfiirik asit
yonteminin  glukomannan igeriklerinin  belirlenmesinde daha verimli oldugunu
bildirmiglerdir. Bizim g¢alismamizda da glukomannan igerikleri fenol siilfiirik asit
yontemiyle belirlenmistir ve literatiirde daha 6nce yapilan ¢aligmalarin sonuglarina benzer
sonuglar elde edilmistir. Bu yontemle, O. sancta’nin dogal ortamlarda yetisen

orneklerindeki glukomannan miktart %21,1, S. vomeracea’nin dogal ortamlarda yetisen
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orneklerindeki glukomannan miktar1 %37,4 olarak belirlenmistir. Bu veriler, Tekinsen ve
Gtiner (2010)’in ve Farhoosh ve Riazi (2007)’nin raporlariyla benzerlik gostermektedir.

Calismamizda, sitokinin grubu bitki biiyiime diizenleyicileriyle (6zellikle ZEA ve
TDZ) desteklenen ortamlarda olusan tuberlerin icerdikleri glukomannan miktarlarinin
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu duruma sitokininlerin tuber olusumundaki olumlu etkileri
bilinmektedir (Jackson, 1999; Vreugdenhil ve Sergeeva, 1999; Chang ve Chang, 2000;
Fernie ve Willmitzer, 2001; Sarkar, 2008). Calismamizda, yiiksek glukomannan
miktarlarini tespit ettigimiz ortamlarda, olusan tuberlerin daha olgun oldugu ve bunun
sonucunda da glukomannan miktarinin yiikksek c¢iktig1r digiiniilmektedir. Glukomannan
miktarlarmin yliksek oldugu ortamlardaki, silirgiin olusum parametreleri sonuclarina
bakildiginda, yapraklanma ve siirgiin uzunluklarinin yiliksek oldugu goriilmektedir.
Yapraklanmanin ve siirgiin uzunlugunun diisiik degerlerde oldugu ortamlardaki tuber
olusum oranmin ve tuberlerin igerdikleri glukomannan miktarlarinin diisiik oldugu
goriilmektedir. Bitkinin yesil kisimlarin1 olusturan bu parametrelerin yliksek olusunun,
daha fazla fotosentez iirlinliniin ortaya ¢ikmasini ve dolayisiyla depo maddelerinin daha
fazla ve daha hizli bir sekilde iiretilmesini ve sonug¢ olarak tuberin daha erken
olgunlagmasini sagladigi diisiiniilmektedir. Oksinlerle desteklenen bazi ortamlarda da bu
parametreler yiiksek c¢ikmis fakat tuber olusumundan ziyade daha fazla sayida ve
uzunlukta koklerin olusumuna neden olmustur. Bu ortamlarda olusan fotosentez
tirinlerinin, kok olusumu igin gereken enerjinin saglanmasinda kullanilabilecegi akla
gelmektedir.

Tuberlerinin ekonomik deger tasimasi nedeniyle, dogadan bilingsiz ve kontrolsiiz
sOkiilen salep orkidelerinin sayilar1 giderek azalmakta ve hatta bazilarinin soyu tilkenme
tehlikesiyle karsi karsiya olan tiirler arasindadir. Bu tiirlerin tariminin yapilmasmin kolay
olmadig1 g6z oniinde bulundurulunca, akla ilk olarak bitki biyoteknoljisi yontemleriyle
tretim gelmektedir. Son yillarda, sentetik tohum {iiretim teknolojisinin gelismesi, birgok
tarim ve siis bitkisinin iiretiminde alternatif ve etkili bir yol olarak diisliniilmektedir
(Redenbaugh vd., 1988). Orkidelerin sentetik tohumlari protokorm benzeri yapilarin (PBY)
alginat ile kaplanmasi ile olusturulur. Protokorm benzeri yapilar siirgiin ve kok olusturma
kabiliyetine sahip bir¢ok meristematik hiicre merkezinin birlesiminden olusan yapilardir
(Da Silva vd., 2000).

Calismamizda, O. sancta ve S. vomeracea sentetik tohumlarinin {iretiminde
kullanilacak olan PBY’ler, tek basina TDZ (0,1; 0,25; 0,5; 1,0 ve 2,0 mg/L) ya da ayni
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derisimlerin 1,0 mg/L IBA ile kombinasyonuyla desteklenen ortamlarda olusturulmustur.
TDZ’nin, orkidelerin rejenerasyonundaki olumlu etkileri bildirilmistir (Ernst, 1994; Chen
ve Piluek, 1995; Nayak vd., 1997; Chang ve Chang, 1998). Literartiirde, TDZ nin baz1
orkide tiirlerinin PLB’lerinin olusturulmasindaki etkilerinin (tesvik edici) arastirildigi
birgok ¢alisma mevcuttur (Gray vd., 1992; Chen ve Chang, 2000; Da Silva vd., 2000; Lin,
2000; Park vd., 2003; Singh vd., 2003; Roy vd., 2007). Singh ve arkadaslar1 (2003),
Cajanus cajan tiirtinde, TDZ’nin diisiik derisimlerinin ¢oklu siirgiin olusumunu tesvik
ettigini, yiiksek derisimlerinin ise somatik embriyogenezi tesvik ettigini tespit etmislerdir.

Calismamizda, her iki tiir icinde gecerli olmak {izere, denen tiim ortamlarda PBY
olusumu gozlenmistir. Ancak, farkli ortamlardan alinan % PBY olusumu ve eksplant
basina olusan PBY miktarlar1 farklilik géstermektedir. Orchis sancta protokormlarindan en
yiksek PBY olusumu 1,0 ve 2,0 mg/L TDZ ile 1,0 mg/L IBA iceren ortamlarda
gozlenmistir. Bu ortamlara aktarilan protokormlarin tamaminda (%100) PBY olusumu
gozlenmistir. Eksplant basina olusan en yiiksek PBY miktar1 ise 12,0 adet ile 2,0 mg/L
TDZ ve 1,0 mg/L IBA igeren ortamda tespit edilmistir. Serapias vomeracea ile yapilan
denemelerde ise, 1,0 mg/L IBA ile 0,5 ve 2,0 mg/L TDZ igeren ortamlardaki %PBY
olusumunun (%96) en yliksek degerler oldugu belirlenmistir.

Calismamizin sonuglarina bakildiginda TDZ derisimlerinin 1,0 mg/L IBA ile
desteklenmesi, hem PBY olusuma hem de eksplant basina olusan PBY miktarina olumlu
etki gostermistir. Chen ve Chang (2000), Oncidium Sw. orkidelerinde TDZ’nin NAA ile
kombinasyonunun kullanilmasinin somatik embriyo olusumunu artirdigin1  rapor
etmislerdir. BA, KiN, 2-iP ve TDZ’nin, 2,4-D ile kombine edildigi ortamlardaki somatik
embriyo olusumunun karsilagtirildigi bir ¢alismada, TDZ’nin 2,4-D ile kombinasyonun
diger bitki biiyiime diizenleyicileriyle yapilan kombinasyonlara gore daha etkili oldugu
belirlenmistir (Gray vd., 1992). Cui ve arkadaslar1 (2008), tek basmna 9,08 ve 13,62
mikromolar derisimlerindeki TDZ’nin ya da NAA ve 2,4-D ile kombinasyonlarimin,
Syngonium podophyllum tiirtinde PBY olusumunu artirdigini tespit etmislerdir. Verilen
literatiir bilgilerinde de goriildiigii gibi oksin grubu bitki biliylime diizenleyicilerinden en
sik kullanilan bitki biliylime diizenleyicisinin 2,4-D oldugu goriilmektedir. Bizim
calismamizda, siirgiin olusumu ¢alismalarinda, 2,4-D’nin incelenen parametreler iizerinde
genelde etkisiz (bazen inhibe edici) etkisi goriilmistiir. Bu yiizden 2,4-D yerine daha

olumlu etkiler gosteren IBA kullanilmgtir.



%94

TDZ nin tek bagina kullanilmasinin kallus olusumunu engelledigi, oksinle kombine
edildiginde kallus olusumunun tesvik edildigi bildirilmistir. TDZ’nin 2,4-D ile
kombinasyonunun kallus olusumnu artirdigi bildirilmistir (Lin vd., 2000). /n vitro
kiltiirlerde protokorm benzeri yapilar kallus bagimli ya da dogrudan olusabilmektedirler.
PBY’lerin kallus asamasini gecirmeksizin dogrudan protokormlardan olusmasi genetik
stabilitenin korunmasi bakimindan 6nemlidir (Lee ve Philips, 1988). Bizim ¢alismamizda
da bu rapora benzer olarak PBY’ler dogrudan protokormlardan olusturulmustur. Dolayli
yoldan (kallus iizerinden) PBY olusturma c¢alismalar1 denenmis fakat olusan kallus
yapilarinin altkiiltiir yapildiktan sonra kararip canliliklarini yitirmeleri nedeniyle basarili
sonuclar elde edilememistir. Ayrica, yapilan literatiir taramalarinda salep orkidelerinin
(Orchis, Serapias, Dactylorhiza, Ophyrs.. vb. cinsleri) PBY lerinin olusturulmasiyla ilgili
rapora rastlanmamistir. Bu bakimdan yapilan bu calisma, O.sancta ve S. vomeracea
tiirlerinin PBY ’lerinin olusturulmasi konusunda ilk bulgular olarak degerlendirilebilir.

Orchis sancta ve S. vomeracea’nin sentetik tohumlari, olusturulan PBY’lerin,
Orchimax besi ortaminin igerikleri (CaCl harig) ile desteklenen ve 2,0 mg/L ZEA ve 1,0
mg/L IBA igeren, %3’liik sodyum alginat ile kaplanip ve 75 mM CaCl: igerisinde
katilastirilmasiyla olusturuldu. Literatiirden elde edilen bilgilerden, sentetik tohumlarin
olusturulmasinda, kaplama matriksinin hazirlanmasinda kullanilan sodyum alginat ve
CaClz miktarlarunin, sirasiyla %3-4 ve 75 ve 100 mM oldugu bildirilmistir (Rao ve Singh,
1991; Buyukalaca vd., 1995; Saiprasad ve Polisetty, 2003; Aquea vd., 2008; Daud vd.,
2008; Geetha vd., 2009; Sarmah vd., 2010; Nor Asmah vd., 2011). Verilen bu degerlerde
hazirlanan kaplama matriksi, sentetik tohumun daha yiiksek oranlarda ve daha erken
¢imlenmesini saglamaktadir (Saiprasad ve Polisetty, 2003). Yiiksek oranlarda (%5-7)
sodyum alginat kullanilarak kaplanan sentetik tohumlarin ¢ok viskoz oldugu ve siirgiin ve
bu nedenle kok olusumunu engelledigi belirlenmistir (Rao ve Singh, 1991; Ghosh ve Sen,
1994; Timbert vd., 1995). Ayrica, Onishi ve arkadaslart (1994), viskoz kaplama
matriksinin oksijen alimimini engelledigini ve sonu¢ olarak embriyonun biiylimesini
engelledigini rapor etmislerdir.

Olusturulan sentetik tohumlarin, besi ortamlarindaki ve toprak kosullarindaki
¢imlenme kabiliyetlerine bakildiginda, O. sancta sentetik tohumlarinin besi ortaminda
%81’inin ¢imlendigi ve ¢imlenen tiim orneklerin fideye doniistiigii belirlenmistir. Sterilize
torf ortaminda ise %69 unun ¢imlendigi ve ¢imlenen oOrneklerin %63’linlin fideye

doniistiigli gozlenmistir. Serapias vomeracea sentetik tohumlarinin ise besi ortaminda
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%80’1nin, sterilize torf ortaminda %75’inin ¢imlendigi belirlenmistir. Besi ortamlarinda ve
sterilize torf ortamlarinda ¢imlenen sentetik tohumlarin fideye donlisme oranlari sirasiyla
%100 ve %60 olarak tespit edilmistir. Sterilize edilmeyen torf ortamlarinda, O. sancta ve
S. vomeracea sentetik tohumlar1 fungal kontaminasyon sonucunda canliliklarini
yitirmiglerdir. Orchis sancta ve S. vomeracea’nin PBY’lerinden olusturulan sentetik
tohumlarin, dogal olarak yetisen ve arastimamizda in vitro kosullarda ¢imlendirilen zigotik
embriyolardan (dogal tohumlardan) daha yiiksek oranlarda ¢imlendigi gozlenmistir.
Stirglin - olusturma caligmalarinda gozlemlenen protokormlarin tamaminin fidelere
donilismesine benzer olarak besi ortamlarinda ¢imlendirilen O. sancta ve S. vomeracea’nin
sentetik tohumlarinin tamaminin fidelere donistiigi goriilmistiir. Sterilize torf ortaminda
ise ¢imlenen sentetik tohumlarin bir kisminin fide olusum asamasina gecemedigi
gbzlenmistir. Bizim c¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglara benzer olarak Saiprasad ve
Polisetty (2003), Dendrobium, Oncidium ve Cattleya orkidelerinin sentetik tohumlarinin
MS ortaminda tamaminin ¢imlendigini bildirmislerdir. Arastirmacilar ayni ¢alismada, 3
tiire ait sentetik tohumlari, tek basma odun komiirii parcalarini ya da odun komiirii
parcgalariyla briket parcalarini ayn1 anda iceren saksilarda tamaminin ¢imlendirmislerdir.
Yine benzer bir ¢alismada, Pinus radiata’ya ait sentetik tohumlarin besi ortaminda
%73’lnlin ¢imlendigi, cimlenen bu Orneklerin de %66’sinin fidelere doniistiigi
bildirilmistir (Aquea vd., 2008).

In vitro kosullarda iiretilen fidelerin dis kosullara aktarilmasinda iki farkli yol
izlenmistir. Denem I’de, toprak kosullarina aktarilan O. sancta ve S. vomeracea fidelerinin
tamami1 canliliklarii kaybetmislerdir. Deneme II’den in vitro kosullarda yetistirilen O.
sancta ve S. vomercea fidelerinin, dis kosullara aktarilmasi ¢alismalarinda basarili sonuglar
elde edilmistir. Sterilize torf ortaminda, asamali olarak adaptasyon g¢alismalar1 bu tiirler
icin uygun aklimatizasyon yontemi olarak belirlenmistir. Calismanin bu asamasindan elde
edilen sonuglara bakildiginda, O. sancta’nin fidelerinin %87’sinin, S. vomeracea’nin
fidelerinin %91’inin dis kosullarda gelisimlerine devam ettikleri belirlenmistir. Bongers
(1993), in vitro’da iretilen orkide fidelerinin dig kosullara aktarilmasi sirasinda kayiplarin
fazla oldugunu bildirmistir. Besi ortamlarindan alinan fidelerin, antifungallerle muamele
edilmesinin, olas1 fungal kontaminasyonlar1 engelleyebilecegini belirtmistir. Bu raporun
aksine, bizim calismamizin Deneme I basamaginda, fideler antifungallerle muamele

edilerek toprak kosullarina aktarilmis fakat basarili sonuglar elde edilememistir. Deneme
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II’de ise kullanilacak topragin sterilize edilmesiyle fungal kontaminasyonlar engellenmis
ve boylelikle fideler yeni ortamlarina daha kolay adapte olmuslardir.

Caglayan ve arkadaslar1 (1998), in vitro kosullarda trettikleri O. anatolica ve O.
coriophora fidelerini torf ortamina aktarmiglar ve 10 hafta sonundaki canlilik oranlarini
%20 olarak belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda sterilize edilen torf ortamina aktarilan
fidelerin 10 hafta sonundaki canlilik oranlarinin Caglayan ve arkadaglarinin (1998) elde
etikleri oranlardan ¢ok yiiksektir. Kishor ve arkadaslar1 (2006), 2:1 oranlarinda Briket
parcalari:Komiir ve ayn1 zamanda ortamin su tutma kapasitesini artirmak i¢in yosun igeren
ortamlara aktarilan, in vitro ortamlarda iiretilen orkide fidelerinin %80’inin yasamlarina
devam ettiklerini belirlemislerdir.

Ozkaynak ve Samanci (2005), aklimatizasyon ¢alismalarinda basar1y1 artirmak icin,
fideler heniiz in vitro ortamda iken; ortama CO: ilavesi, havalandirmali kiiltiir kab1
kullanimi, sekersiz besi ortami kullanimi, 1s1k siddetinin artirilmasi, sogutma gibi
uygulamalarin yapilmasi gerektigini rapor etmistir. Ayrica, ex Vitro asamada da, ortam
sartlarinin bilgisayarl sistemlerle kontrolii, koruyucu maddelerin kullanilmasi, farkli 151k
ve CO; yogunluklar1 gibi uygulamalarin kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Calismamizda, in vitro kosullarda yetisen O. sancta ve S. vomeracea fidelerinin
toprak kosullarina adaptasyonu basariyla saglanmistir. Ancak, bu adaptasyonun baslangi¢
asamasinda yer alan sterilize toprak kosullarinin olusturulmasinin, biiyiik ¢apl tiretimlerde
(0zellikle tarim alanlarinda) uygulanabilirliinin zor oldugu gdziikmektedir. Bu nedenle,
Ozkaynak ve Samanci (2005)’nin belirttigi gibi bilgisayar kontrollii (nem, sicaklik ve 151k
siddetinin kontrolii) ve 0zellikle koruyucu maddelerin kullanildigi ex vitro sistemlerin

gelistirilmesi gerekmektedir.



5. SONUCLAR

Bu tez ¢calismasinda, O. sancta ve S. vomeracea tiirlerinin in vitro kosullarda tiretimi,
in vitro’da olusan tuberlerinin ihtiva ettigi glukomannan miktarlarinin belirlenmesi ve
fidelerin dis kosullara adaptasyonu, sentetik tohumlarinin iretimi ve ¢imlendirilmeleri
basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Bizim ¢alismamiz, O. sancta ve S. vomeracea
tiirlerine bitki biyoteknolojisi yOontemlerinin uygulandigi en kapsamli c¢alismadir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarin 6zetleri asagida maddeler halinde verilmistir.

- Yapilan yiizey sterilizasyon yontemi denemelerinden, O. sancta ve S. vomeracea
tohumlarimin %10’luk H20: ile muamele edilmesinin en etkili yiizey sterilizasyonu
yontemi oldugu belirlenmistir.

- Orchis sancta ve S. vomeracea tohumlarinin ¢imlenmesinde ve protokormlarinin
olusturulmasinda en etkili besi ortaminin Orchimax Aktif Kémiirli Ortam (OM+)
oldugu belirlenmistir.

- Artan ZEA, 6-BA, IBA, IAA ve 2,4-D derisimlerinin, O. sancta’nin olgun
tohumlarinin ¢imlenmesini tesvik ettigi, TDZ nin artan derisiminin ise ¢imlenmeyi
inhibe ettigi gozlenmistir.

- Serapias vomeracea ile yapilan denemelerde ise ZEA, 6-BA, IBA ve IAA
derigimlerinin artisinin ¢imlenmeyi tesvik ettigi, TDZ’ nin yiiksek derigimlerinin
c¢imlenme yiizdesinde azalmaya neden oldugu ve 2,4-D derisiminin artiginin
¢imlenmeye etkisinin olmadig: belirlenmistir.

- Orchis sancta’da besi ortamina eklenen bitki biiylime diizenleyicilerinin
derisimlerinin artirtlmasi protokorm olusumu olumlu yonde etkilemektedir.

- Serapias vomeracea’de, 2,4-D hari¢ diger tiim bitki biiylime diizenleyicilerinin
artan derigimlerinin protokorm olusturma yiizdelerine pozitif etkilerinin oldugu
gozlenmistir.

- Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore sitokininlerden TDZ ve ZEA’nin,
oksinlerden IBA’nin siirgiin uzamasinda daha etkili oldugu belirlenmistir.

- Orchis sancta ve S. vomeracea’de en yiiksek siirgiin uzamasi 0,25 mg/L TDZ
igeren ortamlardan elde edilmistir.

- Orchis sancta’da 1,0 ve 2,0 mg/L KIN igeren ortamlarmin, S. vomeracea’de 2,0

mg/L IBA igeren ortamlarin yaprak olusumunda daha etkili olduklar1 belirlenmistir.
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Orchis sancta ile yapilan calismalarda en fazla kok uzamasi 1,0 mg/L IBA ile
desteklenen ortamda, S. vomeracea’de ise 2,0 mg/L IBA igeren ortamda
belirlenmistir.

En yiiksek kok olusum sayilar1 O. sancta’da 2,0 mg/L IBA igeren ortamda, S.
vomeracea’de ise 1,0 ve 2,0 mg/L IBA igeren ortamlarda oldugu tespit edilmistir.
Her iki tiirtin tuberlerinin olusmasi igin gereken siirelerin farkli oldugu
gorilmistiir.

Her iki tiirde de en yiiksek tuber olusum oranlar1 2,0 mg/L ZEA igeren ortamda
tespit edilmistir.

Her iki tiirde de 2,4-D’nin farkli derisimlerini igeren ortamlarin tuber olusumunda
etkili olmadig1 belirlenmistir.

Ozellikle ZEA ve TDZ desteklenen ortamlarda olusan tuberlerin igerdikleri
glukomannan miktarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Orchis sancta protokormlarindan en yiiksek PBY olusumu 1,0 ve 2,0 mg/L TDZ ile
1,0 mg/L IBA iceren ortamlarda gézlenmistir. Eksplant basina olusan en yiiksek
PBY miktar1 ise 2,0 mg/L. TDZ ve 1,0 mg/L IBA iceren ortamda tespit edilmistir.
Serapias vomeracea ile yapilan denemelerde ise, 1,0 mg/L IBA ile 0,5 ve 2,0 mg/L
TDZ igeren ortamlardaki %PBY olusumunun en yiliksek degerler oldugu
belirlenmistir.

O. sancta sentetik tohumlarmim besi ortaminda %81’i, S. vomeracea sentetik
tohumlarinin ise %80’1 ¢cimlenmistir ve ¢imlenen tiim 6rneklerin fideye donlistigi
belirlenmistir.

O. sancta sentetik tohumlarinin sterilize torf ortaminda ise %69’ unun ¢imlendigi ve
¢imlenen Orneklerin  %63’lniin  fideye donistigii gozlenmistir. Serapias
vomeracea’de ise %75’inin ¢imlendigi ve %60’mnin fideye doniistiigi tespit
edilmistir.

Sterilize edilmeyen torf ortamlarinda, O. sancta ve S. vomeracea sentetik tohumlari
fungal kontaminasyon sonucunda canliliklarini yitirmislerdir.

Sterilize torf ortaminda (Deneme 1), asamal1 olarak yapilan adaptasyon ¢aligmalari

bu tiirler i¢in uygun aklimatizasyon yontemi olarak belirlenmistir.



6. ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, O. sancta ve S. vomeracea olgun tohumlar: asimbiyotik olarak
in vitro kosullarda basariyla ¢imlendirilmistir. Daha sonra yapilacak c¢aligmalarda, bu
tiirlere ait tohumlar in vitro simbiyotik ¢imlendirilebilir. Ayrica ¢alismada eksplant olarak
kullanilan olgun tohumlarin yerine olgunlasmamis tohumlarin ¢imlenme Kkabiliyetleri,
farkl1 fotoperyodik rejimlerdeki ve inorganik azot ve organik azot bakimindan farkli
iceriklere sahip yeni besi ortamlarindaki olgun ve olgunlagmamig tohumlarin ¢imlenme
kabiliyetleri de arastirilabilir. Yapilacak olan bu ¢alismalardan elde edilecek sonuglar ile
bu tez calismasindan elde edilen sonuclar karsilastirildiginda, bu tiirlerin optimum
kosullarda ¢imlendirilme protokolleri olusturulabilir.

Orchis sancta ve S. vomeracea bitkilerinin ¢esitli kisimlarindan alinan
eksplantlardan (tuber, protokorm, yaprak, kok gibi) kallus kiiltiirleri olusturulabilir ve bu
kallus kiiltiirleri lizerinden dolayli organogenezle ¢ok sayida fide olusturma caligsmalari
denenebilir. Ayrica, 6zellikle protokorm ve tuberlerden olusturulacak kallus kiiltiirlerinden
elde edilecek iirtinlerin glukomannan igerikleri belirlenebilir, verimli sonuglar alinmasi
halinde tam bir bitki iiretimi olmaksizin salep iiretimi gergeklestirilebilir.

In vitro kosullarda iiretilen ve toprak kosullarina adapte edilen O. sancta ve S.
vomeracea fidelerinin kitlesel iiretimi yapilabilir, sera ya da tarla kosullarina aktarilabilir
ve bu ortamlarda iretimleri gercgeklestirilebilir. Ekolojik tahribata neden olan salep
orkidelerinin dogadan sokiimii yerine kurulacak bir sanayi kurulusunda ya da biiyiik
Olcekli laboratuvarlarda bu tiirlerin ya da iirtinlerinin kitlesel iiretimi gergeklestirilebilir.

Dogal ortamlarindaki sayilari gittikge azalan tiirlerden olan O. sancta ve S.
vomeracea’nin dogal habitatlarindaki sayilarini artirmak igin in vitro ortamlarda iiretilen
fideleri, sentetik tohumlar1 ya da tuberleri uygun sartlar olusturularak bu ortamlara
aktarilabilir.

Bu c¢alismadan elde edilen veriler 1518inda nesli tiikkenme tehlikesiyle kars1 karsiya
olan birgok salep orkidesinin in vitro kosullarda fidelerinin ve sentetik tohumlarinin

iiretimi ve toprak kosullarina adaptasyonu gergeklestirilebilir.
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