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ON SOz

Tiirkiye, orta kusak orkideleri bakimindan Avrupa ve Ortadogu’nun en
zengin iilkelerinden biridir ancak gelisen sanayilesme, hizli kentlesme ve niifus artisi
toplumsal, ekonomik ve kiiltiirel dengesizlikleri beraberinde getirmektedir. Diinyada
nesli tikenmekte olan ve zarar goren bitki tiirleri arasinda gosterilen salep orkidelerinin
karsilastig1 en biiyiik sorun, bitkiden elde edilen drogun bilinen tibbi 6nemi ile 6zellikle
dondurma ve sicak icecek sektoriindeki ticari degerinden dolayir yapilan asir1 bitki
sOkiimiidiir. Kontrolsiiz yapilan bu sokiim nedeniyle alternatif {iretim ve ¢ogaltma
metotlarinin  gelistirilmesi amaglanmis olup tohumlarla laboratuarlarda siirekli yeni
teknikler gelistirilmektedir.

Orchis sancta L. tiirii de bu amaglarla sokiimii yapilan ve farkli metotlarla
tiretimi tizerinde c¢alisilan bir orkide tiiriidiir. Yapilan bu calisma ile bir salep orkidesi
olan Orchis sancta L.’nin in vitro kosullarda asimbiyotik olarak ¢ogaltilmasi ve tiir
devamliliginin saglanmas1 amaglanmistir.

Tez konusunun belirlenmesi ve ¢alismalara katkilarindan dolay1 sayin hocam
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OZET
YUKSEK LiSANS

Orchis sancta L. TURUNUN IN VITRODA COGALTILMASI UZERINE
FARKLI KONSANTRASYONLARDAKI KARBON FORMLARININ ETKiSi

Hamiyet BOZDEMIR

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Arzq CIG
Ortak Damisman: Do¢. Dr. Nalain TURKOGLU

2016, 55 Sayfa

Bu ¢alismada, kontrolsiiz sokiim nedeniyle kaybolma tehdidi altinda bulunan ve salep elde etmede
kullanilan Orchis sancta L. tiiriiniin in vitro kosullarda ¢imlendirilerek ¢ogaltilmasi amaglanmistir. Van
Waes Debergh kiiltiir ortaminin i¢ine 0, (kontrol grubu), 20, 40, 60, 80 ve 100 gr/l konsantrasyonlarindaki
sukroz, glukoz, maltoz, galaktoz ve fruktoz formundaki karbonhidratlarin ilave edilmesiyle, sekerin
Orchis sancta L. tohumlarmin ¢imlenmesi ve gelismesi iizerine etkileri belirlenmistir. Calismada
¢imlenme, protokorm ve siirgiin olusum siireleri ile oranlari incelenmistir. Cimlenmeye ait en yiiksek
ortalama % 77,85 ile Maltoz40; en diisiik ortalama ise % 44,36 ile Galaktoz100 ortamlarinda elde
edilmistir. Protokorm olusumunda en yiiksek ortalama deger % 68,53 ile Sukroz100; en disiik ortalama
deger ise % 25,33 ile Fruktoz100 ortamlarinda belirlenmistir. En yiiksek siirglin olusum oran1 % 13,30 ile
Sukroz40 ortaminda elde edilmistir Cimlenme siiresi 12,50-21,33 giin; protokorm olusum siiresi 22,50-
50,83 giin ve siirgiin olusum siiresi 50,66-105,33 giin araliklarinda belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Asimbiyotik,,in vitro, Karbonhidrat, Konsantrasyon, Orchis sancta L.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECTS OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF CARBON FORMS ON
SPECIES OF Orchis sancta L. PROPAGATION IN VITRO

Hamiyet BOZDEMIR
The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University

The Degree of Master of Science
Department of Horticulture

Supervisior: Asst. Prof. Dr. Arzu CI(V}._ 5
Co-Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Nalin TURKOGLU

2016, 55 Pages

In this study, the goal was the germination and propagation of Orchis sancta L. which is endangered

due to uncontrolled collection and used in obtaining salep, under in vitro conditions. By the addition 0
(control group), 20, 40, 60, 80 and 100 g / | concentrations of sucrose, glucose, maltose, galactose and
fructose of carbohydrate forms into Van Waes Debergh culture medium, sugars of effects were
determined on germination and development of Orchis sancta L. seeds. In the study, germination,
formation of protocorm and shoot periods and ratios were examined. When the highest average
germination ratio was obtained as % 77,85 in Maltose40, the lowest average as % 44,36 in Galaktose100
mediums. In protocorm formation, when the highest average ratio was detected as % 68,53 in
Sucrosel00, the lowest average as % 25,33 in Fruktose100 mediums. Germination period as 12,50-21,33
days, protocorm formation period as 22,50-50,83 days and shoot formation period as 50,66-105,33 days
intervals were determined.

Keywords: Asymbiotic, Concentration, Carbohydrate, in vitro, Orchis sancta L.
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1. GIRIS

Tiir sayis1 bakimindan cicekli bitkilerin en genis familyalarindan biri olan
Orchidaceae familyasmin diinya lizerinde yaklasik 600-800 cins ve 30-35.000 kadar
tiirii varken (Ozkog, 1991; Aytas, 1994), son yapilan arastirmalara gére familyaya 9
cinse ait 46 tiiriin daha katildig1 bildirilmistir (Kreutz, 2000). Yurdumuzda ise % 13’1
endemik olmak flizere, toplam 150 adet orkide tiiri belirlenirken (Erdem, 2004); bu
miktarin i¢inde kalan ve salep elde edilen 117 adet orkide tiiriniin bulundugu
bildirilmektedir (Sezik, 2002). Orkide tiirleri arasinda epifit olanlar siskinlesmis kokleri
ile tropik ormanlarda agaglar iizerinde yasamaktadir. Iliman kusak veya karasal
orkideler olarak bilinen tiirlerin ise toprak alti organlar1 yumru (tuber), kok ve rizom
olarak farklilik gostermektedir. Yumrulu bitkilerin genellikle birbirine yapisik ve iki
adet olarak bulundugu, bitki gelistikce yeni yumrunun da gelistigi ve yeni bitkinin
cicekli haldeyken kazilip toplanarak salep elde edildigi belirtilmektedir (Sezik, 1984).
Orkide tiirlerinde ¢imlenmeden sonra yaprak ve yumru olusumunun uzun yillar aldigi
ve en kisa ortalamanin 2-4 yil oldugu bildirilmis olup; ilk yaprak olusumunun Orchis,
Ophrys, Dactylorhiza ve Listera tiirlerinde ortalama 4 yil; Epipactis ve Cephalanthera
tirlerinde 2-3 yil, ilk yumrunun Spiranthes aestivalis tiiriinde 9 yil, ilk ¢igegin Neottia
tiirlerinde 9-12 yilda meydana geldigi ortaya koyulmustur (Sezik, 1984).

Salep denilince lilkemizde sicak olarak igilen alkolsiiz bir igki akla gelmektedir.
Hatipoglu (1981), salebi, iiretimi yapilmadan dogal bitki ortiisiinden sokiilen soganli-
yumrulu ve rizomlu siis bitkileri baglhiginda gostermis olup; artan fiyat1 nedeniyle i¢inde
insan sagligina zarar verebilen muscarin maddesini tasiyan Muscari bitkisinin toz haline
getirilmis yumrularinin ve daha bagka bitki yumrularimin da katki maddesi olarak
kullanildigint bildirmistir. Aragtirict salebin artan fiyatinin neden oldugu yogun sokiim
sorununun bir narenciye ve bagcilik gibi uluslararasi diizeyde olmayip biiyiik 6l¢iide
Tirkiye’yi ilgilendirdigini o yillarda vurgulamistir. Gelismis iilkelerde yeni yeni
kullanilan salebin iilkemizdeki gibi kitle halinde tliketilmedigi, yabanci iilkelerin bile
floramizin tahrip olmas1 ve gen kaynaklarimizin yok olmasina tepkisiz kalmadiklar1 ve
bu sorunla ilgilendikleri belirtilmistir.

Salebin etkili maddesi olan glikomannan siit ya da su ile siserek akici bir ¢ozelti
meydana getirir. Bu sayede salep soguk kis giinlerinin vazgecilmez icecegi olmustur.
Bunun yaninda salep, meshur Maras dondurmasinin igine katilarak ge¢ erime ve sertlik

Ozelliklerini kazandirmaktadir. Salebin bu tiirlii kullanimlarinin yaninda tibbi 6nemi de



vardir. ibn-i Sina’nin salebin balgam sokiicii ve istah acici, felg giderici ve afrodizyak
olarak kullanilmasini tavsiye ettigi bildirilmektedir (Sezik, 1984). Ancak, glinlimiizde
esas olarak bu amagclarla kullanilmayan salep, icecek olarak tiiketilmekte ve
dondurmanin yapisina girerek ekonomik deger kazanmaktadir. Bu kadar faydali ve
ticari Onemi olan salebi elde etmek icin Oniine gecilemeyen miithis bir sokiim vardir.
Salep yumrulu orkidelerden, daha ¢ok Anacamptis, Orchis, Ophrys, Serapias,
Himantoglossum, Barlia gibi ovoit yumrulu olanlarla Dactylorhiza gibi pargali
yumrulularin bazi tiirlerinden elde edilmektedir. Toplanan her yumru ile bir sonraki yil
meydana gelecek bitki ve bu bitkinin liretecegi ¢cok sayidaki tohumun meydana gelmesi
engellenmis olmaktadir. Sezik’e (1984) gore yumrular taze iken 2-7 gram
agirhigindadir. Ortalama 4 gram olarak diisiiniiliirse 1 kg taze yumru i¢in 250 kadar
orkidenin sokiilmesi gerekmektedir. Bir salep toplayicis1 normalde giinde 1 kg kadar
taze yumru toplayabilmektedir. 1 kg salep iiretmek i¢in yaklasik 1000—4000 yumruya
gerek vardir. Isler (2005), sokiimii Van’da yapilan kurutulmus dag salebinin kilosunun
100 TL, ¢ayir salebinin ise 25 TL’den satildigini; bu sokiimiin ¢ayir salebi elde edilen
orkide tiirlerine nazaran Ozellikle daglik bolgelerde toplanan yumrulu orkideleri
tehlikeye soktugunu bildirmektedir. Bu acimasiz kazancin durdurulmasiyla ilgili
iilkemizde yasalar olmasina ragmen uygulanmamaktadir. Tekinsen’e (2006) gore
Tiirkiye’de iiretilen 35-65 ton miktarindaki salebin 15-20 ton kadari ¢ogunlukla toz
seklinde yurtdisina ¢ikarilmakta, yaklasik 50 ton kadar salep tane ya da toz halinde
yurtdisindan Tiirkiye’ye getirtilmektedir. 2004’te dogadan sokiilmelerini siirlayan
“Dogal Cicek Soganlarinin Sokiimii, Uretimi ve Ticaretine Iliskin Yonetmelik”
yiriirlige girmistir. Bu yonetmelik Nesilleri Tehlikede Olan Dogal Bitki ve Hayvan
Tirlerinin Uluslararast Ticaretinin Diizenlenmesine Dair Anlagsma (The Convention on
International Trade In Endangered Species of Wild Fauna and Flora- CITES)
hiikiimlerine uyarlanmis olup, yine Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin, Dogal
Cigek Soganlarmin 2006 yili Thracat Listesi Hakkindaki 2005/44 No’lu tebliginde
numaralari belirtilen Orchidaceae (salep) tiirlerinin yumru ve droglarinda (toz, tablet)
ve her tiirli formdaki yasak oldugunu belirten hiikmii bulunmaktadir (Url-1). Buna
ragmen salep elde etmek amaciyla her y1l milyonlarca orkide tahrip edilmektedir.
Tiirkiye’deki bu nadir bitkiler biiyiik tehlike altinda, hatta soyu tiikenme
tehlikesi ile karsi karsiya kalmaktadir. Bu tehlikenin nedenlerinden biri hizli biiyliyen
yapilagsma ve dogal alanlarin tahribidir. Diizensiz sehirlesme, tarla alanlarini1 kazanmak

icin ormanlik ve sulak alanlarin bozulmasi ve asir1 otlatma orkidelerin varligini tehdit
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etmektedir. Biitiin diinyada orkideler tehlike altinda olan ve korunmasi gereken bitkiler
olarak kabul edilmektedir. Salep elde edilen orkidelerin ise durumlari daha vahimdir.
Yumrulart siirekli sokiilen orkideler bir tiirlii tohum olusturamamaktadir. Olusan
tohumlarin ise ¢gimlenebilmeleri ise oldukga zordur. Sezik’e (1984) gore yiiksek rakima
sahip bolgelerde yetisen orkideler bazen diisiik 1sidan dolay1 gelismesini tamamlayip
tohum baglayamamaktadir. Ya da sik orman altindaki orkidelerde 1s1ik eksikliginden
dolay1 hayat olaylar1 ¢ok yavas ilerlemekte ve bitkiler istenen gelismislik diizeyine
ulasamamaktadir. Orkide tohumlarinin en 6nemli 6zellikleri oldukga kiigiik olmalari,
tohumda endospermin bulunmayisi ve embriyonun gelismemis durumda olmasidir.
Embriyolar farklilasmamis 80-100 hiicreden meydan gelmistir.

Bu tohumlar 0,25-1,2 mm uzunlugunda ve 0,09-0,27 mm genisliginde olup; 0,3-
1,4 mg agirhgindadir (Arditti, 1967). Mitchell’e (1989) gore orkideler tiim cicekli
bitkiler i¢inde tohumlari en kiigiik olan tiirlerdir. Smreciu ve Currah (1989) ise kiiciik
olan bu tohumlarin testalarinin ince oldugunu; gevsek ve seffaf bir hiicre tabakasindan
olustugunu ve cok kiiciik embriyolara sahip oldugunu bildirmistir. Son derece kiigiik
olan ve endosperm tagimayan orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi icin diistiigii yerin
mikro klimasmin uygun 1s1, 151k, oksijen, nem ve toprak sartlarina sahip olmasi
gerekmektedir. Cogalma kapasiteleri son derece sinirli olan ve endosperm tagimayan
salep orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in uygun sicaklik, 151k, nem ve oksijenin
yani sira, ortamda uygun bir mikorizal fungus ile mikorizal bir iliski olusturabilme
geregi bulunmaktadir (Sezik, 1984).

Ciinki orkide tohumlarinin besin rezervleri icermemelerinden dolayi, glikoz gibi
disaridan  bir  karbonhidrat kaynagi saglanmadikca basarili  bir ¢imlenme
gerceklesmedigi belirtilmektedir (Ingold ve Hudson, 1993). Ancak in vitro iiretim
yontemlerinin  kullanilmasiyla mikorizal funguslara gereksinim duymadan da
cogalabilirler

Birgok yazarin orkidelerin in vitro ¢imlendirilmesinin avantajlart hakkindaki
goriis ve diisiincelerini bir ¢at1 altinda toplayan Pierik ( 1987)’e gore; orkide tohumlari,
cok kiiciik az veya hi¢ besin deposuna sahip olmamasindan dolay1, in vivo ekimlerde
¢ogu kaybolmaktadir. Bu yiizden in vitro kosullarda ¢imlenme ¢ok daha basarili
olmaktadir. Cimlenme ve fidenin sonraki gelisme asamalarinda fungus ile birlikte
siirdliriilen simbiyotik yasamin olumlu etkileri goriilmektedir. Fakat besin ortami
kullanmastyla birlikte fungusa ihtiya¢ duyulmamaktadir, buna da asimbiyotik yasam

denmektedir. In vitro kosullarda ¢imlenme ve biiyiime daha hizli ger¢eklesmektedir,
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¢linkii kosullar kontrolliidiir, ayrica tohum bakterilerle ve funguslarla rekabet halinde
olmamaktadir. Chang ve ark. (2005), genel olarak, laboratuar kosullarinda ve uygun
besi ortamlarinda epifit orkide tohumlarmin kismen kolay, iliman bolgelerden elde
edilen karasal orkide tohumlarimin ise oldukca gii¢ ¢cimlendigine dikkat cekmistir.
Ulkemizde yok olma tehlikesi ile karsi karsiya bulunan orkideler iizerinde,
laboratuvar kosullarinda in vitroda, simbiyotik (mikorizal fungus ile) ve asimbiyotik
(mikorizal fungus olmaksizin) kiiltiir ortamlarinda ¢imlenme ve fide durumuna getirerek
araziye aktarma konusunda yapilan ¢alismalar halen siirdiiriilmektedir. Bu calismada,
kontrolsiiz sokiim nedeniyle kaybolma tehdidi altinda bulunan ve bir salep orkidesi olan
Orchis sancta L. tiiriiniin tohumlarinin ¢imlendirilerek ¢ogaltilmasi amaglanmistir. Bu
amagla nesilleri her gegen giin daha da ¢ok tehlike altina giren salep orkidesi kontrollii

kosullarda in vitro ortamlarda asimbiyotik olarak ¢imlendirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Arditti (1967), orkide koklerinde bazi funguslar tespit etse de, orkide
tohumlarinin simbiyotik olarak ¢imlendirilmesinin yanisira, Cattleya, Epidendrum ve
Laelia cinsleri iginde yer alan tiirlerin tohumlarinin ¢imlenebilmeleri i¢in herhangi bir
fungusa gerek duymadigini; seker ve mineral madde iceren agar ortaminin da yeterli
olabilecegini ve bodylece asimbiyotik kiiltiir yontemlerini gelistirildigini bildirmistir.
Aragtirici, tohumlarin ¢imlenmesi i¢in belirli 151k siddeti ve fotoperiyoda ihtiya¢ duyan
orkide tiirlerinin yan1 sira bazi orkide tiirlerinin karanlikta daha iyi ¢imlendigini, bazi
tirlerin hem 1sikta hem de karanlikta c¢imlendigini bildirirken; orkide tohumlarinin
cimlenme ve gelismesinde en uygun pH’in orkide tiirlerine gore farklilik gosterdigini
gormiis ve degisik tiirlerdeki en uygun pH degerinin 3.6-7.6 arasinda degistigini
belirtmistir.

Hadley ve Harvais’e (1968) gore kullanilan biliylime diizenleyicilerin karisima,
simbiyotik fungus ya da patates ekstrakti ve hindistan cevizi siitii gibi maddelerin
varhigr soz konusuysa yararli bir etki saglamaktadir. Arastiricilarin - Orchis
purpurella’nin asimbiyotik kiiltiir ortaminda ¢imlendirilmesini amaglayan ¢aligmasinda,
ortama katilan hormonlarin etkileri arastirilmis; giberellic asitin protokorm Omriinii
arttirdig1 fakat sayisini ve buyiikliigiinii etkilemedigi; IAA’nin ¢imlenmeyi engelledigi
ve protokormlar1 uzattigi; kinetinin hem yalniz hem de [AA ile birlikte kullanildiginda
biiyiime ve gelisme tizerinde kesin bir etki yaptigi; adeninin ¢ok az bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir.

Harvais’e (1973) gore asimbiyotik kiiltiir ortami olarak kullanilan ortam, dogada
epifit orkideleri (baska bir bitki iizerine sarilmis olarak havai yetigen) besleyen agaglarin
govde siiziintlilerinin bilesiminden ¢ok daha yogun olmakta ve genel olarak epifit
orkideler konsantre; karasal orkideler ise seyreltik ortamlarda daha iyi ¢gimlenmektedir.
Ancak asimbiyotik ortamda ¢imlenmenin gergeklesebilmesi i¢in ortama bazi organik
maddelerin eklenmesi gerektigi ve bazi orkide tiirlerinin tohumlarinin ¢imlenmesi igin
ise sukroz, glukoz ve baska sekerlerin de ¢ok yararli olabilecegi bildirilmektedir.
Aragstirict ayn1 zamanda in vitro ¢imlendirme ¢alismalarinda, ¢cogu arastirici tarafindan
farkli orkide tohumlari i¢in karbon kaynagi olarak kabul edilen dekstroz ve sakkarozun
kullanildigin1  bildirmistir. Yetisme ortamina eklenen sekerin belirli oranlarda
arttirtlmasiyla biiylimenin de artti1, artan seker konsantrasyonu ile ise ¢imlenme ve

biiyiimenin engellendigi belirtilmistir.



Arditti ve Harrison (1977), kullanilan kimyasal maddelerden olumlu sonug
almamadig1 bazi durumlarda besin ortamina pepton, hindistan cevizi siitli, muz ve
patates ekstrakti gibi baz1 dogal bilesiklerin eklendigini ve ¢imlenme {izerinde olumlu
etki yaptiklarini belirtmistir. Arastiricilar, karasal orkide tohumlarinin ¢imlenmesi
tizerinde en olumlu etkiye sahip hormonlarin sitokininler oldugu tespit edilmis olmasina
ragmen, bitki hormonlarinin ¢imlenme iizerindeki etkilerinin oldukc¢a farkl
olabilecegini belirlemis olup, ayni bitki hormonunun bir orkide tiiriinde olumlu etki
yaparken, digerlerinde olumsuz etkiye neden oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilarin
calismasinda vitaminlerin orkide tohumlarmin ¢imlenmesi lizerine etkisi; kiltiir
ortamimna ilave edilen pyridoksine ve thiamin gibi vitaminlerin o6zellikle siirgiin
gelisimini ve yaprak biiyiimesini olumlu yonde etkilemesi seklinde bildirilmis, fakat
vitaminlerin baz1 tohumlarin c¢imlenmesi iizerine olumsuz etki yapabilecegi de
belirtilmistir.

Arditti’ye (1979) gore orkide fide Kkiiltiirlerine ilave edilen potasyum ve
manganez bliylime ve gelismeyi arttirmakta, ancak yiiksek konsantrasyonlarinin
kullanimi1 ile olumsuz sonuglara neden olunabilmektedir. Arastirict sodyumun orkide
¢imlenmesi iizerinde 6nemli bir etki yapmadigi kanisina varmistir. Orkide tohumlarinin
cimlendirilmesinde, en etkilisinin NH4NO3 olmak suretiyle inorganik azotun gerekli
oldugu goriisii savunulmustur.

Warren’e gore (1981) orkide tohumlarinin ¢imlendirilmesi sirasinda kullanilan
yilizey sterilizasyon soliisyonlar1 degisiklik gostermektedir. Kullanilan sterilizasyon
soliisyonlar1 arasinda kalsiyum hipoklorit de bulunmaktadir.

Harvais’e (1982) gore amino asitler kiiltlir ortamima azot kaynagi ve katki
maddesi olarak ilave edildiginde, bunlar farkli orkide tiirlerinde degisik etkiler
gosterebilmistir.

Oliva ve Arditti (1984), Kuzey iliman kusakta bulunan karasal orkidelerin
cimlendirilmesinde 6zel olarak hazirlanmis bazi ortamlarin kullanilmasinin gerektigi ve
bu ortamlarda yapilan ¢imlenme calismalarindan degisik sonuglar alindigt; 6zellikle
Cypripedium ve Spiranthes gibi bazi orkide tiirlerine ait tohumlarin asimbiyotik
ortamda daha 1yi ¢imlenebildigi diisiincesini savunmaktadir.

Snow (1985), orkide tohumlarinin in vitro ¢alismalarinda tabi tutuldugu yiizey
sterilizasyonu c¢aligmalarinda tohumlarin 24 saat siireyle sekerli suda bekletildikten
sonra 30 dakikalik siire ile % 3’lik hidrojen peroksitin (H202) kullanildigini
bildirmistir.



Clements ve ark. (1986), tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan sodyum
hipoklorit konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin orkide tohumlarinin ¢imlenmesi
tizerinde farkli etkiler yapabileceginden dolayi, ¢imlenme icin en etkili konsantrasyon
ve uygulama siiresinin belirlenmesi gerektigini bildirmistir.

Van Waes ve Debergh (1986), Epipactis helleborine (L.) Crantz. tohumlarinin
sadece inorganik azot icermeyen ortamda c¢imlenebilecegini, bu ¢imlenen tohumlarin
daha ileriki asamalara gelmesi i¢in inorganik azotun gerekli oldugunu belirlemistir.
Kiiltiir ortamina ilave edilen baz1 amino asitlerin, embriyonun biiylimesi i¢in gerekli
olan azotu sagladigi agiklanmis ve bunlarin NH4NO3'in yerini alabilecegi bildirilmistir.
Bununla birlikte orkide tohumlarinin ¢imlenmesinin ilk sathalarinda inorganik azotun
gerekli olmadigi hatta yiikksek azot konsantrasyonunun ¢imlenmeyi engelledigi
belirtilmistir.

Arastiricilar in vitro kosullarda ¢imlenme denemelerinin yapildigi 23 adet Bati
Avrupa orkidesinde sterilizasyonun Oneminden bahsetmis ve sert kabuklu tiirlerin
tohum kabugunun asindirilip ¢imlenmenin saglanmasinda sterilizasyon ¢ozeltisinin doz
ve uygulanma siiresinin etkili oldugunu sdylemislerdir. Tohum ekiminde kullanilacak
sterilizasyon yoOntemleri arasinda, bazi Avrupa orkide tiirlerinin asimbiyotik
¢imlenmesinde degisik siirelerde % 5’lik kalsiyum hipoklorit soliisyonunun yeterli
gelecegini ifade etmislerdir. Sicaklik faktorii ile ilgili olarak ise; orkide tohumlarinin
cimlenmesi i¢in gerekli en uygun sicakligin 20-25°C oldugu, bununla birlikte 6°C ve
40°C’de bile ¢imlenen bazi orkide tiirlerinin bulundugu bildirilmekte ve arastirmalarda
c¢imlenme icin kullanilacak sicakligin 23°C olarak kabul edildigi belirtilmektedir.
Arastiricilara gore en iyi ¢imlenme ve gelisme 4.8-5.2 pH araliginda meydana
gelmektedir. Asimbiyotik ¢imlenmede kullanilan kimyasal maddelerden olumlu sonug
alimamadig1 fakat gida ortamlarina hindistan cevizi siitii, pepton, muz, patates ekstrakti
ve kazeinhidrolizat gibi baz1 dogal bilesiklerin eklenmesi, orkide tohumlarinin
¢imlenmesi iizerinde olumlu etki yaptig1 tespit edilmistir. Cimlenme esnasinda bazi
sekerlerin yiiksek konsantrasyonunun ¢imlenmeyi engelledigi belirlenmis, sakkarozun
diger sekerlere oranla ¢imlenme ve gelisme i¢in daha etkili oldugu, fakat galaktoz ve
mannitoliin ¢cimlenmeyi olumsuz sekilde etkiledikleri bildirilmistir. Orkide tohumlarinin
asimbiyotik olarak ¢imlenebilmesi i¢in hazirlanan ortamlar arasinda en uygun olaninin
Van Waes-Debergh kiiltiir ortaminin oldugu bildirilmistir. Cimlenme ve gelisme igin

kullanilan sekerler arasinda en etkili olan sekerin sakkaroz oldugu, galaktoz ve



mannitoliin ise olumsuz etkide bulundugu; ayrica bazi yiiksek konsantrasyonlu
sekerlerin ise ¢imlenmeyi engelleyici olarak goriildiigii belirtilmektedir.

Siiberoglu (1987), bazi salep orkidelerinde yaptig1 ¢alismada tohumlar1 farkli
siirelerde sodyum hipokloritli soliisyonlarda tutma uygulamasinin gelisim {izerinde
farkli etkiler yaratti§i yoniinde bulguya rastlamamistir. Tohumlar kiiltiire
alinmalarindan 3 ay sonra, Biirobct ve Knudson C ortamina 2 mg/l IAA katilmasiyla
elde edilen Knudson 6 ortamina aktarilmis olup; cok diisiik beyaz renkte protokorm
olusumunun basladig1 goriilmiistiir. Bu tarihten 15 giin sonra da yesil siirgiin gelisimi
gozlenmistir.

Ernst ve Arditti’ye (1990) gore in vitro c¢alismalarda elde edilen fideler igin
glukoz, mannoz, maltotrioz, maltopentoz kullanilabilir.

Ozkog’a (1991) gére simbiyotik kiiltiir yonteminde funguslarin kullaniimasinin
yanisira olduk¢a kompleks kiiltiirler olan asimbiyotik kiiltiir ortamlar1 da kullanilmakta;
buna ragmen her gesit orkide tohumu bu kiiltiir ortamlarinda ¢imlenememektedir. Bu
baglamda karasal orkideleri ¢imlendirmenin kismen basarili oldugu ve bir ¢imlendirme
yonteminin bir tiir icin olumlu etki gosteritken baska bir tiirlin tohumlarini
cimlendirmede ayni etkiyi gosteremedigi; hatta bir bdlgeden toplanan orkide tiirii
tohumlarmin ¢imlendirilmesine iligkin metotlarin ayni tiirtin farkli bolgelerden toplanan
tohumlarinda uygulanamadig: belirtilmistir.

Ozkog ve Dalcr’ya (1991) gore orkide tohumlarinin yiizeysel sterilizasyonunda
tohumlarin kiime olusturmasini 6nleyen bir kimyasal yapiya sahip olmasindan dolay1
sodyum hipoklorit daha ¢ok tercih edilmektedir.

Endosperme sahip olmayan ve ¢ok kiigiik tohumlar1 olan orkidelerin ¢imlenme
zorluguna karsilik, dogada ¢imlenebilmeleri i¢in funguslarla simbiyotik yasam iginde
olduklar1 (Ingold ve Hudson, 1993); ancak in vitro iliretim yontemlerinin kullanilmasiyla
mikorizal funguslara gerek kalmadan da ¢ogalabilecekleri belirtilmistir (Ruglup ve ark.,
1989). Ancak orkide bitkilerinde olusan protokormdaki biiylimenin, ¢imlenmeyi
saglayacak yedek besini tagimamasindan dolay1 ¢ok yavas gerceklestigi bildirilmistir
(Giiler, 1997).

Harvais ve Hadley (1967), Orchis purpurella bitkisine ait tohumlarin
asimbiyotik ve inokule kiiltlirlerdeki gelisimini incelerken, asimbiyotik kosullarda,
ortam olarak deiyonize su, agar, tanimli ve tanimsiz ortamlar kullanmistir. Cimlenme,
sterilizasyon siiresinin uzatilmasi ve yiliksek sicaklik uygulamasi ile artarken; 151k ile

engellenmistir.



Mead ve Bulard (1975), Orchis laxiflora ve Ophrys sphegodes bitkilerinin
asimbiyotik olarak c¢imlenmeleri {izerine yaptiklart caligmada vitamin ve azot
kaynaklarinin etkilerini incelemistir. iki tiir arasinda kiiciik farkliliklar meydana gelmis
olmasina ragmen, amonyum nitrat iceren temel bir mineral ortama sakkaroz, organik
azot ve vitaminlerin eklenmesiyle her iki tiirde de iyi gelisimler tespit edilmistir.
Calismalarinda yiliksek oranda ¢imlenme ve bitkicik gelisimi elde etmis olmalarinin
yaninda bitkide kararma ve oOliimlere de rastlamislardir. Her iki tiiriin de en iyi
gelisimleri karanlikta gergeklesmis ve tohum ekiminden sekiz ay kadar sonra bazi beyaz
protokormlar kararip bitki 6liimii ile sonlanmustir.

Barroso ve ark.’na (1990) gore Ophrys lutea Cav. ve Ophrys fusca Link
bitkilerinin olgunlasmis ve olgunlasmamis tohumlarinin modifiye Curtis ortaminda
¢imlendirildigi ¢aligmada, tohum ekiminden 2 ay sonra protokormlar elde edilmis olup,
daha sonra bu protokormlar bir orkide kiiltiir ortamina transfer edildiginde 2 ay icinde
bitkicikler olusmustur.

Rasmussen ve ark. (1990), sicakligin asimbiyotik ve simbiyotik sartlarda
Dactylorhiza majalis tohumlarinin ¢imlenmesi {izerindeki etkilerini arastirmis ve
calisma sonunda simbiyotik ¢imlenme oraninin asimbiyotik ortamdaki ¢cimlenmeye gore
daha fazla oldugunu, asimbiyotik sartlarda 23 °C’de ¢imlenme oraninin maksimum %
21 olarak gerceklestigini bildirmislerdir.

Serapias vomeracea subsp. laxiflora tohumlarinda en iyi ¢imlenme oran1i MS,
Knudson ve VWD  ortamlarinin modifikasyonlar1 arasinda inorganik azot
icermeyenlerden alinmistir. Bu ortamlarda ¢imlenme iyiyken, protokormlarda epidermal
tily gelismemistir. En iyi sonu¢ MS-N ortaminda % 53,8 cimlenme olarak tespit
edilmistir. Orchis laxiflora ile yapilan ¢alismada ise % 30’luk sodyum hipokloritte 15
dakikalik sterilizasyon yapilmis ve VWD-N ortaminda % 13,4 cimlenme elde
edilmistir. Sonucta fungal izolatlarla yulaf ortaminda yapilan ¢alismada % 11,7,
modifiye yulaf ortaminda % 7.5, seyreltik kiiltiir ortaminda % 9,1 ve en iyi sonug
konsantre Kkiiltiir ortami1 olan KC-N ortamindan % 25.1 ¢imlenme elde edilmistir
(Ozkog, 1991).

Pedroso ve Pais (1992), Orchis papilionaceae tiirtinden olgunlasmis ve
olgunlasmamis tohumlar stispansiyon kiiltiiriine almistir. Olgun tohumlarin ¢imlenmesi
ve protokorm olusumu kati ve likit ortamlarda diisiikk olurken, olgunlasmamis
tohumlarin ¢imlenme orani siispansiyon kiiltlirlinde artis gostermistir. Calismanin

sonucunda tiim kiiltiir kosullarinda testanin ¢imlenmeyi degistirdigi; testadan ayrilmis
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embriyolarin % 100’e varan ¢imlenme gosterdigi belirlenmistir. Calismada ¢imlenmeler
ayni donemlerde ger¢eklesmemis olup, belirli bir homojenlik saglanamamustir.

Aytas’a (1994) gore, orkide tohumlarint % 0,5’lik sodyum hipokloritte 5
dakikadan fazla tutmak mikroorganizmalardan arinmaya yeterli gelmis, 10 dakikada %
6,48’¢ ¢cikmis, 60 dakikada maksimum % 8 ¢imlenme olmustur. % 1 NaOCl’de en ¢ok
10 dakikada % 9 cimlenme, % 1,5’ta ise 15 dakikada en ¢ok % 10,7 ¢imlenme
gerceklesmistir. VWD-N ve VWD-N+Ca ortamlarda en iyi ¢imlenme sirasiyla % 24,7
ve % 20,8 olup, tohumlarin % 1,5’luk sodyum hipokloritte 15 dakika tutulmas: ile elde
edilmesine karsin temel VWD ortaminda % 10,7 olarak bulunmustur. Denemelerde
kullanilan 3 farkl kiiltiir ortami arasinda en iyi ¢imlenme inorganik azot igcermeyen
VWD-N kiiltiir ortamindan elde edilmistir. Fungal izolatlarla yapilan ¢imlendirmeden
hig¢bir sekilde basari elde edilememis, sadece tohum kabuklar1 ¢catlamis ancak ¢imlenme
olmamustir.

Ozdener (1994), farkli sodyum hipoklorit konsantrasyonlarmin Dactylorhiza
iberica tohumlarinin ¢imlenmesine etkilerini arastirdigi ¢alismasinda en yiiksek
¢imlenmeyi (% 17,7) % 20 NaOCl’in 20 dakika siire ile uygulanmasiyla elde etmistir.
Dactylorhiza urvilliana tohumlarinda ise en yiiksek ¢imlenme (% 70,4) yine % 20’lik
sodyum hipoklorit konsantrasyonunun 10 dakika uygulanmasiyla elde edilmistir.
Cimlenmede kullanilan asimbiyotik kiiltiir ortam1 olarak VWD temel kiiltiirii ortami ve
bu ortama makro element, mikro element, aminoasit, vitamin, seker, kompleks katki
maddesi (patates ekstrakti) ve inorganik azotun eklenmesi ya da c¢ikarilmasiyla
olusturulan degistirilmis VWD kiiltiir ortamlar1 kullanilmistir. Asimbiyotik ¢imlenmede
seyreltik ve konsantre ortamlar kullanilirken, seyreltik kiiltiir ortama eklenen sekerin
¢imlenmeyi olumsuz etkiledigi belirtilmistir. Fide gelisimi i¢in konsantre VWD Kkiiltiir
ortam1 ve bu ortamin modifiye edilmesiyle hazirlanan ortamda sekerin ve inorganik
azotun gerekli oldugu bildirilmistir.

Lauzer ve ark. (1994), Cypripedium acaule orkidesinin olgunlagmis
tohumlarin1 kullanarak in vitroda asimbiyotik kosullarda ¢imlenmeyi hedeflemistir. Bu
calismada tohum canliligint belirlemek i¢in TTC (trifenil tetrazolium cloridin) ile
boyama metodunu kullanmis ve tohumlarin canlilik oranlarinda homojenlik
bulamamistir. Tohumlarin canli olmasina ragmen ¢imlenmenin diistik ¢iktig1 calismada
cimlenmeyi tesvik etmek icin GAsz uygulamasi, soguk uygulamasi ve tohumlarin suda
bekletilmesi gibi muameleler yapilsa da ¢imlenme i¢in yine yetersiz kalinmis; en iyi

uygulamanin NaOCI ve ultrason uygulamalarinin oldugu belirlenmistir.
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Caglayan ve ark. (1998), Dogu Anadolu Bolgesi’nde yetisen bazi salep
orkidelerinin embriyolarini in vitro kosullarda 14 farkli ortamda kiiltiire aldiklarini ve
en yiiksek ¢imlenme ve bitki olusumunun Orchis coriophora’ya ait oldugunu ve sirasi
ile % 2,22 ve % 1,11 olarak bulundugunu; kullanilan ortamlar agisindan en yiiksek
¢imlenme ve protokormdan olusan bitkicik sayisinin yine sirasi ile 58 giinde % 2,29 ve
156 giinde % 1,86 ile VWD+domates ekstrakti+aktif karbon ortamindan elde edildigini
belirtmislerdir. VWD ortaminin yaninda Knudson ortami ve bu ortamlara ilaveten % 10
oranlarinda patates, domates ve salep yumrularindan elde edilen ekstraktlarin, ayrica
kontroller hari¢ her ortamda 1 g/l oraninda aktif komiiriin kullanildig1 bildirilmistir.

Miyoshi ve Mii (1998), Cypripedium macranthos tiirliyle yaptigi in vitroda
c¢imlendirme caligmasinda tohumlarim % 70’ine % 0,5’lik NaOCI ile 60 dakika %
3,2’lik Ca(ClO); ile 7 saat muamele etmistir. Cimlenmeden 3 ay sonra farkli sicaklik ve
sitokinin uygulamalar1 yapilarak, soguklama ve hormonun gelismeye etkileri
aragtirtlmistir. Calismanin  sonucunda hipokloritte bekletilen tohumlara, sitokinin
uygulandig ve 40 °C sicaklikta bekletildigi denemelerden basari elde edilmistir.

Onal (1999), Ege Bolgesi’nden toplanan 9 orkide tiiriiniin 3 tanesinden olumlu
sonug aldig1 embriyo kiiltiiriinde; VWD ve Knudson ortamlari ve bu ortamlara % 10-20
patates ekstrakti, % 10-20 muz ekstrakti, % 10 hindistan cevizi siitii, 0,2 mg/l GAs, 1
mg/l BAP ilaveli 14 farkli ortam kullanildigini; tohumun yiizey sterilizasyonunun ise
15-20 dakikada % 0,6’lik NaOCIl’de yapildigini bildirmistir. Arastiriciya gore Orchis
sancta tiim ortamlarda en erken olarak bir ayda ¢imlenmis olup, Knudson+% 10 patates
ekstraktindan % 100 basar1 elde edilmistir. Hormon uygulamalarinin hemen hemen tiim
tiirlerde ve ortam tiplerinde tatmin edici sonug vermedigi bildirilirken; en ytiksek % 80
oraninda protokormdan bitki olusturan tiiriin Orchis laxiflora tiirii oldugu ve bu sonucun
yine Knudson+%10 patates ekstraktindan elde edildigi belirtilmistir.

Gezgin’e (2004) gore orkide tohumlarinin c¢ok kiiclik olmasi yiiziinden dis
kosullarda ¢imlenme ve toprakta filizlenmeyi bekleme sonu¢ vermeyebilir.

Sazak’a (2004) gore asimbiyotik ve simbiyotik kosullarda g¢imlenmeleri ve
gelismelerinin incelendigi Dactylorhiza osmanica var. osmanica ve Spiranthes spiralis
tiirlerine ait tohumlarda yiizey sterilizasyon icin kullanilan ¢6zeltinin konsantrasyonu ve
uygulanma zaman tiirlere gore farklilik gostermistir. Asimbiyotik sartlarda elde edilen
cimlenmelerde inorganik azot, Dactylorhiza osmanica var. osmanica tiiriinde azaltici

olarak belirlenirken, Spiranthes spiralis tiiriinde arttirici etkiye sahip olmustur.
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Andronova ve Ivasenko (2007), Dactylorhiza maculata tiiriine ait
poplilasyondan alinan 12 adet bitkiden tohum toplayarak ¢imlenme c¢alismistir. 12 adet
genotipe ait tohumlarin ¢imlenmeleri ve bitki gelisimleri ayni seviyede ilerlememis,
dolayisiyla homojenlik goriilmemistir.

Wotavova-Novotna ve ark.’na (2007) gore in vitro kosullarda ¢imlendirilen
Dactylorhiza tiirlerinin siirgiin ve kok biiylimesi, seker ve biiylime diizenleyiciler
tarafindan 6nemli derecede etkilenmektedir. Cimlenmenin, glukoz ve sakkarozun 10
g/dm™ konsantrasyonu ile uyarildig, siirgiin biyiikligi ve uzunlugunun N°-(2-
isopentenyl) adenine ve NC°benzyladenin ile IBA’min kombinasyonu ile arttigi
bildirilmigtir.

Gimiis ve ark. (2008), Bati Karadeniz Bolgesi’nden toplanan ve salep elde
edilen 6 tiir orkidenin toplanip, tohumlarinin % 10’luk NaOCl+1-2 damla Tween-20+10
dakika sterilize edilmesi sonrasinda MS, 2 MS, VWD ve Knudson C ortamlarinda
kiiltiire alindiklarint bildirmiglerdir. Calisma sonucunda en yiiksek ¢imlenme oraninin
% 17,43 ile Dactylorhiza nieschalkiorum bitkisinden; besin ortamlari ele alindiginda en
yiiksek ¢cimlenmenin % 7,34 ile VWD ortamindan; tiirlere gére besin ortaminin etkisi
incelendiginde en yiiksek ¢imlenmenin D. nieschalkiorum tiiriinden % 24,41 ile VWD
ortamindan elde edildigi goriilmektedir. Protokorm olusumunun ise sadece 3 tiirde
meydana geldigi ve en yiiksek olusumun % 13,11 ile D. nieschalkiorum’dan elde
edildigi belirtilmistir.

Valletta ve ark. (2008), in vitro kosullarda yaptiklar1 ¢alismada Orchis mascula
tiriinden elde edilen tohumlarda, farkli besin ortamlari ve sterilizasyon yontemleri
kullanarak, tohum kabugu gegcirgenliginin ve ¢imlendirme yeteneginin belirlenmesini
amaclamiglardir. Kullanilan 6 farkli besin ortami arasindan en ¢ok c¢imlenmenin
saglandig1 ortam olarak Orchimax (Duchefa) ticari ortam bilesimi dikkat ¢ekmektedir.
Tohum kabugunun kirilmasi i¢in degisik uygulamalarin yapildigi ¢alismada H,SO4
(stilfirik asit) kimyasalinin farkli doz ve siirelerde uygulanmasi ile tohumun su alip
sismesinin yaninda 2 ay siireyle 4-8 °C muamele edilmesi ¢imlenmeyi olumlu yonde
etkileyen faktorler olmustur. Devamli karanlik kosullarda birakilma c¢imlenmeyi
engellemis olup, 16/8 saat aydinlik/karanlik uygulamasi sonucunda tohumlarda 1 ay
icinde sisme, 3 ayda rhizoid (kdksii yap1) olusumu, 4-5 ayda siirgiin ucu belirme ve 5-6
ayda ilk yaprak olusumu goriilmiistiir.

Yararbas (2008), salep orkideleri tohumunun in vitroda ¢imlenmesi i¢in 1/10 MS

ortamina % 20’lik seker ilave edildigini, bunun yaninda zor ¢imlendikleri i¢in ultrason
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uygulamasi yapildigini; kullanilan tohumlarin % 1°’lik sodyum hipokloritte 10 dakika
sterilize edildigini  bildirmistir. Orchis italica’da sodyum hipoklorit+ultrason
uygulamasinda 15 giinde % 81, kontrol uygulamasinda 90 giinde % 89 c¢imlenme elde
edilirken 2 ay sonunda ilk yapraklarin olusmaya basladigi belirtilmistir. Bagka bir
deneme Ophrys tenthredinifera’da yapilmis ve ultrasont+5 dakika sok uygulamasindan
60 giinde % 5,3 ¢imlenme elde edildigi belirtilmistir.

Orkidelerin klorofilsiz tiirleri, tlim yasantis1 boyunca karbon ihtiyacini saglamak
icin mantara bagimlilik gosterir. Klorofile sahip orkideler ise gelisen yapraklar ile
ihtiya¢ duydugu karbonhidrati tedarik eder. Karbonhidratlarin kaynagi genelde toprak
da bulunan organik madde ve saprofitlerin ayristiracagi organik bilesiklerdir (Ortas,
2011). Arastirmaciya gore saf kiiltlir ¢alismalarinda gereksinim duyulan seker ve

vitamin saglandiginda bitkiler ¢imlenmekte yavas da olsa gelismektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, Aydin ili civarinda dogal olarak yetisen, ancak salep elde etmek i¢in
tahrip edilen ve bu sebepten dolay1 ozellikle toplanan Orchis sancta L. tiiriine ait
olgunlasmis tohumlar kullanilmistir. Fotografi (Url-2) ve bazi Ozellikleri asagida
belirtilen bitki tiiriine ait tohumlar, Izmir/Menemen’de bulunan T.C. Gida Tarmm ve
Hayvancilik Bakanligit Ege Tarimsal Arastirma Enstitliisii Midiirliigii'nden temin

edilmistir.

3.1.1. Orchis sancta L.

Orchis coriophora tiiriine benzemektedir. 6-12 arasindaki linear yapraklari dip
rozet igindedir. Cicekler genistir, sepal tepesi serbest, uzamis ve ileriye dogrudur.
Labellum diiz, 15 mm, pembeden ucuk kirmiziya kadar degisen renkte, beneksiz,
tilysiiz, orta lob ligulate, acuminate, yanal loblar1 eskenar, 3-4-disli; kivrik spur apexe
dogrudur. Ciceklenme Nisan-Haziran aylar1 arasinda olur. 450 metre yliksekliklerde,

otsu ve giinesli yerlerde, kalkerli topraklarda yetisir (Davis, 1984).

Sekil 3.1. Orchis sancta L. bitkisinin genel gériniimii (Url-2)
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3.2 Yontem
Olgunlagmis tohumlar c¢alisma baslayana dek cam petri kutularmin iginde

buzdolabinda +4°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.2.1. Tohumlara canhlik testinin yapilmasi

Tohumlar ekilmeden once Tetrazolium Chlorid (TTC) canlilik testine tabi
tutulmustur (Sekil 3.2). Tetrazolium testi canli tohumlari, cansizlardan ayirmak igin
tohumlardaki solunum enzimlerine bagli olarak g¢alisan biyokimyasal bir test olarak
bilinmektedir. Dehidrogenaz enziminin aktivitesi sonucu, hidrojen iyonlarindaki artig
renksiz kimyasal olan 2,3,5-Trifenil tetrazolium klorit (Sigma) bilesigini kirmizi
formazona donistiirmektedir ve bu renk degisimi tohumun canliligini belirlemektedir.

Cimlenme denemesine gecilmeden Once tohumlarn canlilik durumlar
belirlenmeye calisilmistir. Calismada kullanilan tiim tohum orneklerinden rastgele
secilen 50 tohuma canlilik testi uygulanmistir. Petri kaplarinda distile su ile 1slatilan
tohumlar 12 saat bekletilerek, embriyo kisimlart % 1°lik tetrazolium klorit soliisyonuna
birakilmistir. Oda sicakliginda 12 saat bekletilen tohumlardan pembe-kirmizi renkte
olanlar canli, beyaz renkte olanlar cansiz olarak degerlendirilmistir (AOSA, 2002;
Grabe ve Peters, 1998). Boylece ¢imlenme denemesine gecilmeden oOnce tiim
tohumlarin canlilik yiizdeleri hesaplanmistir (Copeland ve McDonald, 2001). Testin
sonuglarina gore tohumlarin % 85 canli oldugu ortaya cikmistir.  Tohumlarin
fotograflari, OLYMPUS SZ61 bin okiiler mikroskop dp20 kamera, 10X x 1.2 yazilim

program araciliftyla gorlintiilenmistir.

Sekil 3.2. Orchis sancta L. tohumlarina uygulanan canlilik testi (Orj.)
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3.2.2. Genel sterilizasyon islemleri

In vitro ¢alismalar1 i¢in kullanilan tiim ortam ve malzemeler aseptik kosullar
altinda hazirlanmistir. Kullanilan tiim malzemeler otoklava girmeden once, bulagik
deterjani, sodyum hipoklorit ve saf su ile yikanmistir. Tohumlarin ekildigi petri kaplari,
pens, bistiiri bigag1 ve kurutma kagitlar1 aliiminyum folyo kagitlarina sarilarak 121°C
sicaklikta 1.2 atmosfer basingta ¢alisan otoklavda 60 dakika siiresince steril edilmistir.
Calisma laminar akigh steril kabinde ger¢eklesmis olup her calismadan 6nce ve sonra
kabin i¢inde 30 dakika ultraviyole 15181 yakilmistir. Calisma esnasinda her kullanilan
pens ve bistiiri bicagi sterilizasyon maksadiyla alev ocaginda birka¢ dakika bekletilerek
temizlenmistir. Steril kabinin i¢i % 70’lik etil alkole batirilmis pamuk ile sikca
silinmistir. Caligma siiresince enfeksiyon olusmus bulasik petri kaplart ve steril kabin
icinde kullanilan pens, bistiiri gibi diger malzemeler her calismadan sonra bagka islerde
kullanilmadan o6nce, 121°C sicaklikta 1,2 atmosfer basingta c¢alisan otoklavda 120
dakika birakildiktan sonra deterjan, sodyum hipoklorit ve saf su ile yikanarak steril

edilmistir.

3.2.3. Tohumlarin yiizey sterilizasyonunun yapilmasi

Orkide tohumlari ¢ok kiiciik ve toz gibi bir yapiya sahip olduklari i¢in kaba filtre
kagitlarindan yapilmis kii¢iik zarflarin igine koyulduktan sonra zarflarin kenarlar1 toplu
igne ile ignelenerek iplikle dikilmistir. Tohumlar her petri kab1 i¢ine 100 adet ekilecek
sekilde sayillmistir. Steril edilen tohumlar, her tekerriirde 5 adet olmak iizere 3
tekerriirlii olarak toplam 15 adet kiiltiir ortami igeren cam petri kaplarina ekilmistir.

Valletta ve ark.,’nin (2008) bildirdigine gore, tohum kabugunun H,SO, (stilfrik
asit) ile kirilmasi ve tohumun su almasinin tesvik edilmesi miimkiin olmaktadir. Orkide
tirleri tohumlar1 6nce % 2’lik H,SO, ile 5 dakika c¢alkalandiktan sonra 1-2 damla
Tween-20 ve % 10’luk NaOCl ile 12 dakika steril edilmistir. Zarflarin iizerinde kalint1
birakmamak i¢in son olarak 3 kez steril saf su ile birka¢ dakika calkalanarak
durulanmistir. Ekime baglamadan once zarflarin fazla sulart steril bir kurutma kagidi
tizerinde alinarak ve iplikleri bistliri yardimiyla kesilmistir. Steril edilen tohumlar

iclerinde besi ortami1 bulunan kiiltiir kaplarina ekilmistir.
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3.2.4. Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi

Besi ortami olarak VWD (Van Waes ve Debergh, 1986) ortam kullanilmistir
(Tablo 3.1). VWD ortamlar1 temel olarak kullanildiklarinda bilesiminde bulunan
maddelerin miktarlar1 ayni oranlarda kalirken; kullanilan karbonhidrat (seker) tipi ve
konsantrasyonu degistirilerek yeni kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir. Sukroz, glukoz,
fruktoz, galaktoz ve maltoz formundaki karbonlarin 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 g/l
konsantrasyonlar1 kullanilarak VWD kiiltiir ortamlar1 olusturulmustur (Sekil 3.3). Tim
ortamlar i¢in 0.85 gr/l agar kullanilip; pH 1 N HCI1 ve 1 N NaOH ile 5,8’¢ ayarlandiktan
sonra 121°C sicaklikta 1,2 atmosfer basingta 20 dakika otoklav edilmistir. Hazirlanan
tiim besi ortamlar1 cam petri kaplarina dokiilmiistiir (Sekil 3.4). Tohum ekimi yapilan
petri kaplar1 23+1 °C sicaklikta ve karanlikta bekletilmis olup, protokorm olusmasiyla
birlikte karanliktan 16/8 saat aydinlik/karanlik ortama alinmistir. Alt kiiltiire alma islemi

ayda bir tekrarlanmistir.

Sekil 3.3. Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi (Orj.)
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Sekil 3.4. Kiiltiir ortamu i¢ine tohum ekimi (Orj.)

Tablo 3.1. Van Waes ve Debergh kiiltiir ortaminda yer alan maddeler ve miktarlari (Van Waes ve Debergh, 1986)

Makro Miktar Mikro Elementler Miktar Aminoasit Miktar Vitaminler Miktar
Elementler (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1)
NH4NO; 370 Na-EDTA 27,8 L.Glutamin | 100 Nikotinik asit 2
(NH,).SO, 60 FeS04.7H,0 37,3 Pyridoksine HCI | 0,5
KNO; 400 MnS0,.4H,0 25 Thiamin HCI 0,5
KH,PO, 300 ZnS0,.7H,0 10 Biotin 0,05
MgS0,.7H,O | 100 CuS0,4.5H,0 0,025 Myo-inositol 1000
H3BO3 10
Na,M00,.2H,0 0,025
1 litre saf su
igin

3.2.5. incelenen ozellikler

Kiiltiir ortamlarina ekilen orkide tohumlarmin asagida belirtilen 6zellikleri
incelenmigstir. Olusan c¢imlenmeler mikroskop; protokorm ve siirgiin goriintiileri,

fotograf ¢cekimi destekli mikroskop ve fotograf makinesi ile kayit altina alinmstir.
3.2.5.1. Tohumlarin ¢imlenme orani (%)

Tohumlarin sigkinleserek tohum kabugunu ¢atlatma ve hiicre biiyiimesinin
gerceklesmesi ¢imlenmedir. Cimlenme mikroskop altinda takip edilerek ve miktari

oransal olarak belirlenmistir (Sekil 3.5).
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3.2.5.2. Protokorm olusum oram (%)
Cimlenen tohumlarin sigkinleserek c¢iviye benzer olusturduklart ilk yap1
protokormdur. Protokorm miktari, ¢imlenen tohumlara oranlanarak yiizde oranlarinin

hesaplanmasiyla elde edilmistir (Sekil 3.6 ve 3.7).

3.2.5.3. Siirgiin olusum oramni (%)
Gelisen siirglinlerin protokorm sayisina oranlanmasiyla elde edilen degerdir

(Sekil 3.8).

3.2.5.4. Cimlenme siiresi (giin)

Tohum ekiminden itibaren ¢imlenmeye kadar gegen siireyi ifade etmektedir.

3.2.5.5. Protokorm olusum siiresi (giin)
Tohum ekiminden itibaren protokorm olusumuna kadar gecen siireyi ifade

etmektedir.

3.2.5.6. Siirgiin olusum siiresi (giin)

Tohum ekiminden itibaren siirgiin olusumuna kadar gecen siireyi ifade

etmektedir.

Sekil 3.5. Cimlenen orkide tohumlarinin Sekil 3.6. Protokorm olusumunun mikroskop

mikroskop altinda gériintiisii (Orj.) altinda gorintiist (Orj.)
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Sekil 3.7. Protokorm olusumu (Orj.) Sekil 3.8. Siirgiin olusumu (Orj.)

3.2.6. Istatistiki degerlendirmeler

Uzerinde durulan 6zellikler bakimindan tanimlayici istatistiklerle; ortalama ve
standart hata ifade edilmistir. Bu 0zellikler bakimindan, konsantrasyon ve ortam
arasinda fark olup olmadigini belirlemek amaciyla, “tesadiif parselleri deneme
tertibinde faktdriyel diizende varyans analizi” yapilmustir. Olgiimii yapilan yiizde

3

degiskenlerine “varyans analizi Oncesi ag1 transformasyonu” uygulanmigtir. Varyans
analizini takiben farkli konsantrasyon ve ortam belirlemede; “Tukey ¢oklu karsilastirma
testi” kullanilmistir. Hesaplamalarda istatistik onemlilik diizeyi p<0.01 olarak alinmis

ve hesaplamalar JMP 5.0.1a istatistik paket programinda yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Orchis sancta L. tiirliniin in vitroda ¢imlenme, protokorm ve siirgiin olusturma
potansiyellerinin aragtirildig1 ¢caligsmada, kiiltiir ortaminin igine galaktoz, glukoz, maltoz,
fruktoz ve sukroz olmak iizere bes farkli karbonhidrat (seker) formunun 20, 40, 60, 80
ve 100 g/l konsantrasyonlar1 (dozlar1) uygulanmis ve incelenen o6zellikler lizerinde

istatistik olarak onemli diizeyde farkliliklar goriilmiistiir (p<<0.01) (Tablo 4.1 ve 4.2)

Tablo 4.1. Karbonhidrat formlarmin ve konsantrasyonlarinin ¢gimlenme, protokorm ve siirgiin olusum
oranlarina etkisi (%)

Karbonhidrat | Karbonhidrat Cimlenme Orani ** Protokorm Olugum | Siirgiin ~ Olusum
Formlari Konsantrasyonlar1 (%) Oran1 ** (%) Orani** (%)
9/
0 67,53  bcdef 55,31 cdefgh 0,00 h
20 60,85  fghij 59,79  bcde 0,00 h
Galaktoz 40 59,91 ghij 52,21  efghi 0,00 h
60 65,93 defgh 45,90 ijk 0,00 h
80 44,39 n 31,40 I 0,00 h
100 44,36 n 31,79 I 0,00 h
0 67,53  bcdef 55,31 cdefgh 0,00 h
20 61,62 fghi 68,44 a 902 ¢
Glukoz 40 66,53  cdefg 59,86  bcde 8,77 cd
60 52,86 klm 46,87 hijk 0,00 h
80 47,92 Imn 60,34 abcde 2,80 g
100 56,39 ijk 41,08 k 0,00 h
0 67,53  bcdef 55,31 cdefgh 0,00 h
20 71,91 abcd 53,74 defghi 0,00 h
Maltoz 40 77,85 a 64,40 ab 0,00 h
60 68,87 bcde 49,74 ghij 0,00 h
80 64,87 efgh 51,22 fghij 0,00 h
100 59,73 hij 52,66  efghi 0,00 h
0 67,53  bcdef 55,31 cdefgh 0,00 h
20 72,94 abc 57,67 bcdefg 13,16 a
Fruktoz 40 61,18 fghij 55,63  cdefg 6,56 e
60 47,04 mn 43,03 jk 0,00 h
80 50,41 klmn 28,94 [ 0,00 h
100 47,91 Imn 25,33 [ 0,00 h
0 67,53  bcdef 55,31 cdefgh 0,00 h
20 68,93 bcde 61,58 abcd 801 d
Sukroz 40 73,88 ab 63,11 abc 13,30 a
60 63,28 efgh 58,72  bcdef 536 f
80 54,62 jki 50,52  fghij 350 ¢
100 66,25 cdefgh 68,53 a 10,90 d

** Ayni slitunda, ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde 6nemli degildir
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Tablo 4.2. Karbonhidrat formlarinin ve konsantrasyonlarinin ¢gimlenme, protokorm ve siirgiin olusum
stirelerine etkisi (gilin)

Karbonhidrat Karbonhidrat Cimlenme Protokorm Olusum | Siirgiin Olusum
Formlari Konsantrasyonlari**(g/l) | Siiresi** (giin) Siiresi** (giin) Siiresi** (giin)
0 14,66  fghij 23,66 gh 0,00 g
20 15,50 defghi 22,50 h 0,00 g
Galaktoz 40 18,16 bed 34,66 cd 0,00 g
60 16,33  defg 25,83 efgh 0,00 g
80 21,33 a 51,33 a 0,00 g
100 14,83  fghij 24,50 gh 0,00 g
0 14,66  fghij 23,66 gh 0,00 g
20 13,33 hij 22,83 h 89,33 c
Glukoz 40 12,50 j 25,83 efgh 100,66 ab
60 14,50 fghij 31,83  def 0,00 g
80 15,83 defgh 32,66 de 75,66 d
100 13,00 hij 25,00 fgh 0,00 g
0 14,66  fghij 23,66 gh 0,00 g
20 12,83 ij 25,00 fgh 0,00 g
Maltoz 40 12,50 j 25,66  fgh 0,00 g
60 15,33 defghij 30,50 defg 0,00 g
80 13,49 ghij 25,60 fgh 0,00 g
100 15,05 efghij 27,66 efgh 0,00 g
0 14,66  fghij 23,66 gh 0,00 g
20 13,16 hij 27,16 efgh 99,33 b
Fruktoz 40 17,88  bcde 40,72 bc 10533 a
60 20,83 b 50,83 a 0,00 g
80 19,50 abc 43,66 b 0,00 g
100 17,16  cdef 39,66 bc 0,00 g
0 14,66  fghij 23,66 gh 0,00 g
20 12,50 j 25,00 fgh 60,66 e
Sukroz 40 13,05 hij 24,33 gh 50,66 f
60 13,88  ghij 28,38 defgh 101,16 ab
80 15,33 defghij 28,00 defgh 57,99 e
100 14,66  fghij 28,88 defgh 104,50 a

** Ayni stitunda, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde énemli degildir

4.1. Tohumlarin Cimlenme Oram (%)

Orkide tohumlarinin ekimin yapildigi VWD kiiltir ortamima eklenen
karbonhidrat tiplerinin ¢imlenmeye olan etkisi istatistik olarak dnemli bulunmustur
(p<0.01). Kullanilan bes tip karbonhidrat arasindan maltozun ¢imlenmeyi en ¢ok tesvik
eden karbonhidrat oldugu belirlenmistir. Cimlenme, maltozun i¢inde oldugu ortamlarda
% 68,46 oraninda gerceklesirken, en diisiilk ¢cimlenme ortalama degerine sahip olan
sekerin % 57,16 ile galaktoz oldugu belirlenmistir (Tablo 4.3).

Orkide tohumlarimin in vitroda asimbiyotik olarak ¢imlendirilmesinde kiiltiir
ortamina bazi inorganik maddeler ile sukroz, glukoz ve baska sekerlerin faydali olacag;

karbon kaynagi olarak dekstroz ve sukrozun da kullanilabilecegi bildirilmistir (Harvais,
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1973). Calismamizda sukroz ve glukoz, maltozdan sonra ¢cimlenmeye etki eden sekerler

olmustur.

Tablo 4.3. Karbonhidrat formlarinin ¢imlenme, protokorm ve siirgiin olusum oranlarina etkisi (%)

Karbonhidrat Cimlenme Orani™** Protokorm Olusum Orani** Siirgiin Olugum Orani**

Formlar (%) (%) (%)

Galaktoz 57,16 d 46,06 c 0,00 d
Glukoz 58,81 c 55,31 b 6,87 c
Maltoz 68,46 a 54,51 b 0,00 d
Fruktoz 57,83 cd 44,25 d 9,86 a
Sukroz 65,75 b 59,63 a 8,21 b

** Ayni siitunda, ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde dnemli degildir

Van Waes ve Debergh (1986), sukrozun diger sekerlere oranla ¢imlenme
tizerinde daha etkili oldugunu sdylerken, galaktozun olumsuz etkisinden bahsetmistir.
Galaktoz, calismamizda % 57,16 cimlenme ile en diisiik ortalama degere sahip
olmustur. Mead ve Bulard (1975), Orchis ve Ophrys cinslerine ait tiirlerde yaptiklari
calismada yine sukrozun eklenmesiyle basari elde etmislerdir. Dactylorhiza tiirlerinde
yapilan bagka bir ¢alismada ¢imlenmenin, glukoz ve sukroz ile uyarildig: bildirilmistir
(Wotavova-Novotna ve ark., 2007). Onceki ¢alismalar dikkate alindiginda ¢imlenmeyi
en ¢ok glukoz ve sukrozun tesvik ettigi goriilmektedir. Calismamizda bu iki seker tipi
maltozdan sonra en yiiksek ikinci ve tiglincii ortalama degere sahip olmustur (Sekil 4.1).
Aragtiricilarin - kullandiklar:  kiiltiir ortami ve orkide tiirliniin farkli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Daha ¢ok farkli tiirlerde yapilan c¢imlendirme ¢alismalarinda
kullanilan kiiltlir ortamlar1 da gesitlilik gdstermektedir. O. sancta tiiriinde yaptigimiz bu
calisma, VWD ortaminda maltozun etkisiyle en yiiksek c¢imlenme yiizdesine sahip
olmustur. Serapias vomeracea subsp. laxiflora tohumlarinin yiizey sterilizasyonunun
c¢imlenmeye olan etkisinin bakildig1 bir ¢alismada en iyi sonug % 50,3 olarak kaydedilmistir
(Ozkog,1991).

Kiiltiir ortamlar1 i¢inde kullanilan seker konsantrasyonlarinin ¢imlenme
yiizdesine olan etkisi incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak onemli
bulunmustur (p<<0.01) (Tablo 4.4).

Orkide tohumlarinin ¢imlenmesinde sekerlerin O (kontrol), 20 ve 40 g/l
uygulamalarinin en etkili oldugu bulunmustur. En yiiksek ¢imlenme ortalama degeri
% 67,87 ile 40 g/l konsantrasyonundan elde edilmistir. 100 g/l seker uygulamasi ise

% 54,93 oraninda ¢imlenme saglarken en diislik ortalama degere sahip olmustur.
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Sekil 4.1. Karbonhidrat formlarinin tohumlarin ¢imlenme oranina etkisi (%)

Tablo 4.4. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin ¢imlenme, protokorm ve siirgiin olusum oranlarma etkisi

(%)
Karbonhidrat Cimlenme Orani** Protokorm Olusum Siirgiin Olusum Orani**
Konsantrasyonu (g/1) (%) Orani** (%) (%)
0 67,53 a 55,31 b 0,00 e
20 67,25 a 60,16 a 10,06 b
40 67,87 a 59,04 a 9,54 b
60 59,59 b 48,85 c 5,36 c
80 52,44 d 44,48 d 3,15 d
100 54,93 c 43,88 d 10,90 a

** Ayni siitunda, ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde dnemli degildir

Calismamizdan goriilecegi gibi sekerlerin 60, 80 ve 100 g/l artan dozlarinda,
cimlenmeye olumsuz etki olusmustur. Pek cok arastirmaci artan seker dozlarmmin
c¢imlenmeyi azaltic1 ya da engelleyici 6zelliginden bahsetmistir (Harvais, 1973; Van
Waes ve Debergh, 1986). In vitro kosullarda g¢imlendirilen Dactylorhiza tiirlerinin
siirglin ve kok biiyiimesi, seker ve biliylime diizenleyiciler tarafindan énemli derecede
etkilendigi; ¢imlenmenin, sekerlerin 10 g/dm konsantrasyonu ile uyarildig
bildirilmistir (Wotavova-Novotna ve ark., 2007). Calismamizda en yiiksek ortalama
degerler 0-40 g/l arasindaki seker uygulamalarindan elde edilmis olup istatistik olarak
ayni grupta yer almislardir. Caligmamizdan elde edilen veriler, aragtirmacilarin
bulgulariyla benzerlik gostermis olup, artan seker dozlarminin ¢imlenme oranin

diisiirdiigii belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin tohumlarin ¢imlenme oranina etkisi (%)

Kullanilan ortam ve konsantrasyonlarin ¢imlenme {iizerine etkisi incelendiginde
en yiksek c¢imlenme ortalamasinin % 77,85 ile Maltoz40’tan elde edildigi
goriilmektedir (Tablo 4.1). En diisiik ¢imlenme ortalama degerinin ise Galaktoz100
ortamindan % 44,36 elde edildigi belirlenmistir. Tim seker formlarina genel olarak
bakildiginda kullanilan dozlar arttik¢a ¢imlenme oraninin diistiigli goriilmektedir. Bu da
kullanilan karbon konsantrasyonun artmasiyla O. sancta tohumlarinin ¢imlenmesine

azaltict yonde etki olugtugunu gostermektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Karbonhidrat form ve konsantrasyonlarinin tohumlarin ¢gimlenme oranina etkisi (%)
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Cimlenme, uygulanan tim ortam ve dozlarda gerceklesmistir (Sekil 4.4).
Galaktoz uygulamasinda % 44,36-67,53; glukoz uygulamasinda % 47,92-66,53; maltoz
uygulamasinda % 59,73-77,85; fruktoz uygulamasinda % 47,04-72,94 ve sukroz
uygulamasinda % 54,62-73,88 arasinda ¢imlenme olmustur ve ortalamalar arasindaki

fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur.

Sekil 4.4. Kiiltiir ortaminda ¢imlenen O. sancta tohumlari

14 farkli besin ortaminda ve 7 adet orkide tiirlinde yapilan in vitro ¢alismasinda
en yliksek cimlenme oram1 % 2,32 olarak VWD+domates ekstrakti+aktif karbon
ortaminda elde edilmistir (Goniilsen ve ark., 1996). In vitro kosullarda 14 farkli ortamda
kiiltiire alinan orkide tohumlarinda en yiiksek ¢cimlenme % 2,29 olarak ger¢eklesmistir
(Caglayan ve ark., 1998). Dokuz orkide tiiriiniin {i¢ tanesinden olumlu sonug alindig1 bir
calismada ¢imlenme oran1 O. sancta’da % 100 olarak saptanmistir (Onal, 1999). Orkide
tohumlarmin ¢imlenmesi i¢in 1/10 MS ortamina % 20’lik seker ilave edilen ve ultrason
uygulanan bir diger ¢alismada; Orchis italica tohumlarindan % 81 oraninda ¢imlenme
elde edilmistir (Yararbag, 2008). 6 orkide tiirii ile yapilan ve tam kuvvet MS, VWD ve
KC ortamlar ile /2 MS ortaminin kullanildig1 ¢alismada 30 g/l sukroz ilave edilmistir.
En yiiksek ¢imlenme oran1 % 7,34 olarak VWD ortamindan elde edilmistir (Giimiis ve
ark., 2008). KC, VWD ve Pfeffer besi ortamlarina ekilen 4 orkide tiirlinde en yiiksek
¢imlenme % 38,41 oraninda gerceklesmistir (Kisakiirek, 2011). O. sancta tohumlariyla
yapilan ¢calismada GA3, BAP, hindistan cevizi siitii, muz ve patates ekstrakti katkili KC
ve VWD ortamlar1 kullanilmis olup ¢imlenme orant VWD ortaminda % 20-40 oraninda;
KC ortaminda ise % 20-100 olarak bulunmustur (Sar1 ve ark., 2011). Bes orkide tiirii
arasinda en ¢ok ¢imlenme oranm1 O. sancta tiirtinde % 30 olarak bulunmustur (Bulunuz

Palaz ve ark., 2012). Arastirmacilarin yaptig1 bagka bir ¢calismada O. sancta tohumlari
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EBP+AK ortaminda % 79,08 oraninda ¢imlenme gostermistir (Bulunuz Palaz ve ark.,
2014).

Onceki arastirmalardan goriildiigii gibi, farkli orkide tiirleri ve kiiltiir ortamlar
ile ¢alisildiginda, ¢imlenme oranlart % 2,29-81 arasinda degisiklik gostermektedir.
Calistigimiz tiir olan O. sancta tohumlari 6nceki c¢aligmalarda % 20-100 arasinda
degisen oranlarda ¢imlenmistir. Ozellikle VWD ortammin farkli materyallerle
katkilandirilmasiyla ¢imlenme oranlar1 {izerinde olumlu etkiler ortaya g¢ikmaktadir.

Calismamizdan elde edilen bulgular bu aralik i¢inde yer almaktadir.

4.2. Protokorm Oram (%)

Kiiltiir ortamlar1 i¢inde kullanilan seker tiplerinin protokorm olusumuna olan
etkisi incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak énemli bulunmustur
(p<0.01) (Tablo 4.3).

Kiiltiir ortamina eklenen bes seker tipi arasinda protokorm olusumuna ait en
yiiksek ortalama deger % 59,63 olarak sukrozdan; en diisiik ortalama deger ise % 44,25
ile fruktozdan elde edilmistir. Glukoz ve maltoz istatistik olarak ayni grup i¢inde yer
alirken aralarinda fark bulunmamistir. Cimlenme konusunda bahsedildigi iizere
cimlenme ve gelismeyi en fazla saglayan sekerlerin glukoz ve sukroz oldugu
bildirilmistir. Protokorm safhasi, ¢cimlenmeden sonra ¢iviye benzer bir yapinin olusmasi
olarak acgiklanmaktadir (Sezik, 2002). Dolayisiyla besi dokusuna sahip olmayan orkide
tohumlar1, in vitroda seker ve diger maddelerin yardimiyla ¢imlenme ve ardindan
protokorm olusumunu baslatmaktadir. Calismamizda ¢imlenmede birinci derecede etkili
olan maltoz ve ardindan gelen sukrozun; protokorm olusumunda yer degistirdigini ve
ayni sekilde fruktoz ve galaktozun yine son siralart aldigir ve ayni sekilde onlarin da
siralamada yer degistirdigi goriilmektedir (Sekil 4.5). Burada ¢imlenme ve protokorm
olusumunda sekerlerin ¢ok kiigiik farkliliklarla basar1 siralamasinda yer degistirdigi,
ancak genel itibar ile dnceki ¢aligmalar1 yine destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.

Kiiltiir ortamlar1 icinde kullanilan seker konsantrasyonlarinin protokorm
olusumuna etkisi incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak Gnemli
bulunmustur (p<<0.01) (Tablo 4.4).

Cimlenmeye paralel olarak kullanilan seker konsantrasyonlarinin yine 60 g/l ve

lizeri uygulamalarinda, azalan ortalama degerler elde edilmistir.
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Sekil 4.5. Karbonhidrat formlarinin protokorm olusum oranina etkisi (%)

Seker konsantrasyonlarina gore elde edilen en yiiksek ortalama deger (% 60,16)
20 g/l uygulamasindan elde edilmis olup istatistik olarak 40 g/l (% 59,04) uygulamasi
ile ayn1 grupta yer almistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin protokorm olusum oranina etkisi (%)

En diisiik protokorm olusumu 80 ve 100 g/l uygulamalarindan elde edilmistir ve
istatistik olarak ayni grup i¢inde yer almiglardir. Protokorm olusumunda da ¢imlenmede
oldugu gibi, artan seker dozlarinin biiyiimeyi engelleyici oldugu goriilmektedir
(Harvais, 1973; Van Waes ve Debergh, 1986).

Kullanilan ortam ve konsantrasyonlarin protokorm olusumu {izerine etkisi

incelendiginde en yiiksek protokorm olusum oraninin % 68,53 ile Sukroz100°den elde
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edildigi goriilmektedir (Tablo 4.1). En diisiikk protokorm ortalama degerinin ise
Fruktoz100 ortamindan % 25,33 elde edildigi belirlenmistir. Tiim seker formlarina
genel olarak bakildiginda kullanilan dozlar arttikga protokorm olusumunun diistigi
goriilmektedir. Ancak 60 g/l dozu bir kirilma noktasi gibi goriilmekte, sonra yine genel

olarak protokorm olusumunda artis gozlenmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Karbonhidrat form ve konsantrasyonlarinin protokorm olusum oranina etkisi (%)

Protokorm, uygulanan tiim ortam ve dozlarda gergeklesmistir (Sekil 4.8).
Galaktoz uygulamasinda % 31,40-59,79; glukoz uygulamasinda % 41,08-68,44; maltoz
uygulamasinda % 49,75-% 64,40; fruktoz uygulamasinda % 25,33-57,67 ve sukroz
uygulamasinda % 50,52-68,53 arasinda protokorm olugmustur ve ortalamalar arasindaki

fark istatistik olarak 6nemli ¢ikmustir.

Sekil 4.8. Kiiltiir ortaminda ¢imlenen O. sancta tohumlarindan protokorm olusmasi

31



VWD ve KC ortamlarmin kullanildigi ¢alismada Spiranthes spiralis ve
Dactylorhiza osmanica tiirlerinin in vitroda protokorm olusumlart izlenmistir.
Protokormlar, baz1 N kaynagi ¢ikarilmis VWD ortamlarinda daha zayif, ¢ok kiiclik ve
sagliksiz olarak gelismistir. Tiirlerin protokormlart N igeren ortama aktarildiginda
saglikli hale gelmistir (Sazak ve Ozdener, 2006). Alt1 adet orkide tiiriiniin protokorm
olusumuna etkisine bakildiginda en yiiksek oranin % 13,11 oldugu goriilmiistiir (Giimiis
ve ark., 2008). Bes farkli kiiltiir ortaminda ¢imlendirilen alt1 adet orkide tiiriinde en
yiiksek protokorm olusum orani % 62,92 olarak KC ve VWD ortaminda elde edilmistir
(C1g, 2012). Bes orkide tohumunun KC ve KC+1 mg/l GA3 ortamlarina ekilmesiyle
yapilan ¢aligmada protokorm olusumu en fazla O. sancta tiirtinde % 5,34 olarak ortaya
cikmistir (Bulunuz Palaz ve ark., 2012). Sekiz adet orkide tiirii ile yapilan in vitro
calismasinda O. sancta tohumlar1 EBP+AK ortaminda % 78,12 oraninda protokorm
olusturmustur (Bulunuz Palaz ve ark., 2014). In vitroda bes orkide tiiriyle yapilan
calismada en fazla protokorm olugma orani tripton igeren besi ortaminda Serapias
vomeracea tiriinde % 28, O. sancta tiiriinde % 48, Orchis coriophora tiirtinde % 48
olarak kaydedilmistir (Karakus, 2015).

Yapilan benzer calismalardan anlasilacagi gibi protokormlar genellikle VWD
ortamlarinda basarili gelisme gostermistir. Ozellikle O. sancta ile ilgili elde edilen %
78,12 ortalama degerinin, kullanilan EBP+aktif karbon ortamindan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. % 5,34 olarak bulunan protokorm olusum oram1 KC+1 mg/l GA3
ortamindan elde edilmis olup, ¢alismamizdan elde edilen ortalama degerinin oldukga
altinda seyretmistir. Kiiltiir ortaminin O. sancta tiirliniin protokorm olusumuna etkisi

acik¢a goriilmektedir.

4.3. Siirgiin Oram (%)

Kiiltiir ortamlar1 icinde kullanilan seker tiplerinin siirgiin olusumuna etkisi
incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01)
(Tablo 4.3).

Kiiltiir ortamina eklenen seker tipleri arasinda siirgiin olusumuna ait en yiiksek
ortalama deger % 9,86 olarak fruktozdan elde edilmistir. Sukroz ve glukozdan sirasiyla
% 8,21 ve % 6,87 oranlarinda siirgiin olusurken; galaktoz ve maltoz uygulamalarindan
hi¢ siirgiin elde edilememistir. Tablo 4.3’te goriildiigli gibi sukroz uygulamasi,

protokorm olusumunda da etkili bir seker iken, ayni etkiyi siirgiin olusumunda da
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gostermistir. Glukoz da ayni sekilde sukrozu takip eden seker tipi olmus; ancak fruktoz
protokorm olusumunda diger seker tiplerine gore daha diisiik performans gosterse de
siirgiin olusumunda daha fazla olumlu etkiye sahip olmustur (Sekil 4.9).

Buna karsilik protokorm olusumunda olumlu etkisi olan maltoz ve galaktozun
siirglin gelisimine olumsuz etkisi olmustur. Sukrozun c¢imlenme ve gelisme igin
kullanilan sekerler arasinda en c¢ok olumlu etkisinin; galaktoz ve mannitoliin ise
olumsuz etkisinin oldugu (Van Waes ve Debergh, 1986); in vitro calismalarda elde
edilen fideler icin glukoz, mannoz, maltotrioz, maltopentozun kullanilabildigi
bildirilmistir (Ernst ve Arditti, 1990). Galaktozun O. sancta tohumlarinin ¢imlenmeden
sirglin gelisimine kadar olan safhalarin tiimiinde olumsuz etkisi goriilmektedir. Aksine

glukoz ve sukroz calismanin her asamasinda tesvik edici rol oynamaistir.

v SurgnOram (%}

Galaktoz Glikoz Maltoz Fruktoz Sukroz

Sekil 4.9. Karbonhidrat formlarinin siirgiin olusum oranina etkisi (%)

Fruktoz ve maltoz ise protokorm ve siirgiin asamalarinda degisen etkiye sahip
olmustur. Bu sonuglardan O. sancta tohumlariin VWD ortaminda protokorm ve siirgiin
olusturma sathalarinda genelde fruktoz, sukroz ve glukoz seker tiplerinde tutarh
isteklerinin oldugu; ancak galaktoz ve maltoz tiplerinde olumsuz yonde etkilendigi
anlasilmaktadir.

Kiiltiir ortamlar i¢inde kullanilan seker konsantrasyonlarmin siirgiin olusumu
lizerine olan etkisi incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.01) (Tablo 4.4).

Seker konsantrasyonlarimin siirglin olusturmada etkisi kontrol grubu disinda
genellikle olumlu olmustur ancak azalan etkiye sahip dozlarin da oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin siirgiin olusum oranina etkisi (%)

Siirglin olusumuna en etkili doz 100 g/l uygulamasi olarak belirlenmistir (%
10,90). Bu siralamay1 % 10,06 ile 20 g/l ve % 9,54 ile 40 g/l uygulamasi takip etmistir.
Cimlenme ve protokorm olusumundan farkli olarak kontrol uygulamasinin siirgiinii hi¢
tesvik etmedigi; aksine artan doz baglaminda 100 g/l uygulamasinin 80 g/l
uygulamasindan daha etkili oldugu gorilmiistiir. Calismamizdan anlasilacagi gibi
stirgiin olusumu i¢in 60 ve 80 g/l uygulamalar1 diisiik doz grubu olarak az etkide
bulunmustur. Ancak seker uygulamasinin hi¢ yapilmadigi kiiltlir ortaminda siirgiin
gelismemistir. Bu baglamda siirgiin gelisimi i¢in seker varliginin gerekliligi ortadadir.
Protokorm gelisiminde 80 ve 100 g/l en az etkiyi saglarken siirgiin gelisiminde 80 g/l
uygulamasinin yine en az etkiyi gosterdigi ancak 100 g/l uygulamasmin siirgiin
gelisiminde 6ne ¢iktig1 belirlenmistir.

Kullanilan ortam ve konsantrasyonlarin silirgiin olusumu {izerine etkisi
incelendiginde en yiiksek siirgiin olusum oraninin % 13,30 ile Sukroz40’tan elde
edildigi goriilmektedir (Tablo 4.1). Maltoz ve galaktozun tiim dozlarinin oldugu;
glukozun 0, 60 ve 100, fruktozun ise 0, 60, 80 ve 100 g/l dozlarinin oldugu ortamlar
icinde hi¢ siirgiin olusmamistir (Sekil 4.11). Olusan siirglinler Sekil 4.12°de
goriilmektedir.

Siirgiin, uygulanan tiim ortam ve konsantrasyonlarda gerceklesmemistir (Sekil

4.9 ve 4.10). Glukoz ve fruktozun bazi dozlarinda; sukrozun ise tim dozlarinda siirgiin
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olusumu gozlenmistir. Glukoz grubunda % 0-9,02; fruktoz uygulamasinda % 0-13,16 ve

sukroz uygulamasinda % 3,50-13,30 arasinda siirglin olusmustur ve ortalamalar

arasindaki fark istatistik olarak énemli ¢ikmustir.
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Sekil 4.11. Karbonhidrat form ve konsantrasyonlarinin siirgiin olusum oranina etkisi (%)

Sekil 4.12. Kiiltiir ortaminda olusan O. sancta siirgiinleri

Yapilan onceki aragtirmalarda, protokormdan olusan bitkicik sayist % 1,86
(Caglayan ve ark., 1998); % 80 oranlarinda elde edilmistir (Onal, 1999).
Protokormlardan elde edilen siirgiin oran1 en yiiksek 1/100 oraninda KC ve 1/10 MS
ortaminda saptanmustir (C1g, 2012). Bes orkide tiirii ve iki kiiltiir ortam1 ile yapilan
calismada en yiiksek bitki gelisim oram1 O. sancta’da % 3,5 olarak belirlenmistir

(Bulunuz Palaz ve ark., 2012). 8 adet orkide tiirii ile yapilan in vitro ¢aligmasinda O.
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sancta tohumlarinda EBP+AK ortaminda % 72,50 oraninda slirgiin olugmustur
(Bulunuz Palaz ve ark., 2014).

O. sancta tiirli, yapilan onceki arastirmada % 72,50 ortalama siirgiin degeri ile
yiiksek basar1 gostermistir. Calismada kullanilan EBP besi ortami ve aktif karbonun,
sirglin olusumu iizerinde olumlu etkisinin oldugu acgik¢a goriilmektedir. Diger % 100
basar1 elde edilen ¢alisma ile karsilastirildiginda ise, siirglin olusumu tizerinde farkl

orkide tiirlerinin etkilerinin de degisiklik gosterebilecegi diisliniilmektedir.

4.4. Cimlenme Siiresi (giin)

Seker formlarinin ¢imlenme siiresine olan etkisi incelendiginde ortalamalar

arasindaki fark istatistik olarak dnemli bulunmustur (p<0.01) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Karbonhidrat formlarinin ¢imlenme, protokorm ve siirgiin olusum siirelerine etkisi (giin)

Karbonhidrat Cimlenme Siiresi ** | Protokorm Olusum Siiresi ** Siirgiin Olusum Siiresi**

Formlart (giin) (giin) (gilin)

Galaktoz 16,80 a 26,97 c 0,00 d
Glukoz 13,97 b 30,41 b 8855 b
Maltoz 14,98 b 26,35 c 0,00 d
Fruktoz 17,20 a 37,62 a 102,33 a
Sukroz 14,01 b 26,37 c 7499 ¢

** Ayni stitunda, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde énemli degildir

Cimlenme siiresi bakimindan en yiiksek ortalama degere sahip olan seker
tiplerinin sirasiyla fruktoz (% 17,20) ve galaktoz (% 16,80) oldugu belirlenmistir. Bu
sekerleri maltoz, sukroz ve glukoz takip etmistir. Galaktoz ve fruktoz, ¢imlenme
siiresine olumsuz etkide bulunmustur (Tablo 4.5). Bu seker tipleri ¢imlenme
oranindaki etkisi gibi, ¢imlenme siiresi bakimindan da olumsuz etkide bulunmustur.
Glukoz, maltoz ve sukroz, ¢imlenme oranlari ile benzerlik gosterip en ¢cabuk ¢imlenme
gerceklestiren ortamlar olmustur (Sekil 4.13).

Kiiltiir ortamlart i¢inde kullanilan seker konsantrasyonlarinin ¢imlenme siiresine
olan etkisi incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.01) (Tablo 4.6).

O. sancta tohumlarinin ¢imlenme siiresine etkisi bakimindan, en yavas etkisi

olan konsantrasyonun seker konsantrasyonunun 80 g/l oldugu bulunmustur (17,09 giin).
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Bu konsantrasyonu 60 g/l uygulamasi izlemistir. Cimlenme siiresine olumlu etkisi
bakimindan en yiiksek ortalama 20 g/l uygulamasinda 13,46 giin olarak elde edilmistir
(Sekil 4.14).

Cimlenme Suresi (giin)
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Sekil 4.13. Karbonhidrat formlarinin tohumlarin ¢imlenme siiresine etkisi (%)
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Sekil 4.14. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin ¢imlenme siiresine etkisi (%)

Kullanilan ortam ve konsantrasyonlarin c¢imlenme siiresi iizerine etkisi
incelendiginde en yiiksek ¢imlenme siiresinin 21,33 giin ile Galaktoz80’den elde
edildigi goriilmektedir (Tablo 4.2). En diisiik ¢cimlenme siiresi ortalamasi ise 12,50 giin
ile Glukoz40, Maltozun40, Sukroz20’den elde edilmistir (Sekil 4.15). Cimlenme siiresi
bakimindan kullanilan ortamlar ayri1 ayri incelendiginde ortalama degerler, galaktoz

uygulamasinda 14,66-21,33 giin; glukoz uygulamasinda 12,50-15,83 giin; maltoz
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uygulamasinda 12,50-15,33 giin; fruktoz uygulamasinda 13,16-20,83 giin ve sukroz
uygulamasinda 12,50-15,33 giin olarak belirlenmistir ve ortalamalar arasindaki fark

istatistik olarak onemli ¢ikmustir.

Tablo 4.6. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin ¢imlenme, protokorm ve siirgiin olusum siirelerine etkisi

(gtin)
Karbonhidrat Cimlenme Siiresi** | Protokorm Olusum Siiresi** | Siirgiin Olusum Siiresi**
konsantrasyonlari (gtn) (gtn) (gtn)

(g/)

0 14,66 c 23,66 d 0,00 d

20 13,46 d 24,50 d 8311 b

40 14,82 c 30,24 c 8555 b

60 16,17 b 33,47 b 101,16 a

80 17,09 a 36,25 a 66,83 ¢
100 14,94 G 29,14 c 104,50 a

** Ayni slitunda, ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.01 seviyesinde dnemli degildir

Cimlenme Siiresi (giin)
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Sekil 4.15. Karbonhidrat form ve konsantrasyonlarinin ¢imlenme siiresine etkisi (%)

In vitro kosullarda kiiltiire alinan orkide tohumlarinda 58 giinde (Caglayan ve
ark., 1998), Orchis italica tohumlarinda 15 giinde ¢imlenme goriilmiistiir (Yararbas,
2008). O. sancta ve baska tiirlerin tohumlariyla yapilan ¢aligmada en erken gimlenme
O. sancta tohumlarinda bir ay siirede (Onal, 1999); diger bir ¢alismada iki haftada
gerceklesmistir (Bulunuz Palaz ve ark., 2012). Modifiye Lucke (LM), Murashige &
Skoog, Lindemann, Vacin & Went, Malmgren Modifiye (MM) ve Knudson C (KC)
ortamlarinin; BA, Zea, Kin, 2-iP sitokininlerinin ve 0/24, 16/8, 24/0 aydinlik/karanlik
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fotoperiyotlarmin kullanildig1 ¢alisgmada Habenaria macroceratitis karasal orkidesinin
¢imlenmesi incelenmistir. Calismanin 7. haftasinda LM ve KC ortamlarinda % 89
civarinda en yiiksek ¢imlenme orani elde edilmistir (Stewart ve Kane, 2006). Yapilan
bir ¢alismada kiiltiire alinan tohumlarda 15-20 giin sonra c¢atlama ve renk agilmasi
gozlenmistir (Sar1 ve ark., 2011). KC, VWD ve Pfeffer besi ortamlarina ekilen 4 orkide
tiriinde ¢imlenme siiresi ortalama 3 ay olarak belirlenmistir (Kisakiirek, 2011). VWD,
KC, MS, 2 MS ve 1/10 MS Kkiiltiir ortamlarmnin orkide tohumlarinin ¢imlenme
siirelerine olan etkilerinin belirlendigi calismada; VWD ortaminin performansi 27,67-
130,53 giin araliginda ortaya c¢ikmistir (C1g, 2012). Diger ortamlar dikkate alindiginda
bu araligin 22,00-191 giin oldugu goriilmektedir.

Yapilan caligsmalara gore ¢imlenme siiresi, ¢esitli ortam ve uygulamalarla,
tirlere gore farklilik gostermistir (15-191 giin). Ancak bu calismada, 6zellikle O.
sancta tiirii ile yapilan Onceki in vitro ¢alismasinda belirtilen 1 aylik ve iki haftalik
cimlenme siiresinin yakinliginda sonu¢ almak, O. sancta tiirii tohumlarinin erken
¢imlendigi sonucunu ortaya koymaktadir. Kiiltiir ortaminin, katilan karbonhidrat ve

konsantrasyonlarinin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

4.5. Protokorm Olusum Siiresi (giin)

Seker formlarmin protokorm olusum siiresine olan etkisi incelendiginde
ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01) (Tablo 4.5).

Seker formlarmin protokorm olusumu {iizerine olan etkisine bakildiginda
cimlenmede (Tablo 4.5) glukoz, maltoz ve sukroz uygulamalari en erken siirede etki
gosterirken; protokorm olusumundaki en erken sonucu veren ortamlar maltoz, sukroz ve
galaktoz olarak belirlenmistir. Buna gore en hizli protokorm olusumu 26,35 giin ile
maltozda goriilmiistiir. En ge¢ protokorm olusumu ise fruktozda 37,62 giin olarak ortaya
cikmistir. Fruktozun c¢imlenme ve protokorm olusumundaki olumsuz etkisi agikca
goriilmektedir (Sekil 4.13 ve 4.16).

Kiiltlir ortamlart i¢inde kullanilan seker konsantrasyonlarinin protokorm olusum
stiresine olan etkisi incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak dnemli
bulunmustur (p<<0.01) (Tablo 4.6).

Seker konsantrasyonlari arasinda protokorm olusumunu en ¢ok hizlandiran

kontrol ve 20 g/l uygulamalar1 olmustur (Sekil 4.17). Sirastyla 23,66 giin ve 24,50 giin
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olarak ortaya ¢ikmistir. Protokorm olusumunu en geg siirede baslatan uygulama 80 g/l

olmus ve 36,25 giin ortalama degeri almistir.

Protokorm Olusum Siuresi (giin)
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Sekil 4.16. Karbonhidrat formlarinin protokorm olusum siiresine etkisi (%)
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ekil 4.17. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin protokorm olusum siiresine etkisi (%
S y p $ (%)

Kullanilan ortam ve konsantrasyonlarin protokorm olusum siiresi iizerine etkisi
incelendiginde en yiiksek protokorm olusum siiresi 51,33 giin ile Galaktoz80’den elde
edilmekle birlikte, 50,83 giin ile Fruktoz60’dan elde edilen degerle arasindaki fark

istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur (Tablo 4.2). En diisiik protokorm olusum siiresi
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ortalamasi ise 22,50 giin ile Galaktoz20 ve 22,83 giin ile Glukoz20’den elde edilmistir
(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Karbonhidrat form ve konsantrasyonlarinin protokorm olusum siiresine etkisi (%)

Protokorm olusum siiresi galaktoz uygulamasinda 22,50-51,33 giin; glukoz
uygulamasinda 22,83-32,66 giin; maltoz uygulamasinda 23,66-30,50 giin; fruktoz
uygulamasinda 23,66-50,83 giin ve sukroz uygulamasinda 23,66-28,88 giin olarak
belirlenmistir ve ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli ¢ikmustir.

Degistirilmis Curtis ortamina ekilen Orchis lutea ve Orchis fusca tiirlerinin
tohumlarinda iki ay sonra protokorm elde edilmistir (Barroso ve ark., 1990). Farkl besi
ortamlari, bitki biiyiime diizenleyicileri ve aydinlik/karanlik uygulamalarinin Habenaria
macroceratitis karasal orkidesinin protokorm olusumlari {izerine etkisi incelendiginde,
protokorm gelisiminin MM ortaminda 7 ve 16 hafta sonra gerceklestigi goriilmiistiir
(Stewart ve Kane, 2006). Bioreaktorlerin kullanildigi ¢caligmalarda protokorm olusumu
inokulumdan 8 hafta sonra (Paek ve ark., 2001; Young ve ark., 2000); 40 giin sonra
(Yang ve ark., 2010) elde dilmistir.Yapilan bir ¢calismada tohum ekimini takip eden 8
ay boyunca bagka gelisme kaydedilmemis olup bu siirenin sonunda besi ortamlarina 2
mg/l IAA eklenmesiyle protokorm olusumu baglamistir (Sar1 ve ark., 2011). Protokorm
olusum siireleri, caligilan tiim ortamlar dikkate alindiginda 53,50-309,94 giin aralifinda
iken; VWD ortaminda 58,50-309,94 giin olarak ortaya ¢ikmistir. (C1g, 2012). Tehdit
altinda bir bitki tlirii olarak gosterilen Orchis sancta’nin ¢imlenme ve protokorm

gelisini takip etmek i¢in yapilan ¢alismada 20 g/l sukroz ve 7 g/l agar ihtiva eden tam
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giic ve Y2 gilic Lindemann (LDM) ortami kullanilmig olup 12. haftada protokorm
olusumu gozlenmistir (Acemi ve ark., 2013).

Bu calismada O. sancta tiiriiniin protokorm olusum siiresi ile dnceki ¢alismadan
elde edilen siire karsilastirildiginda, oldukca kisa siirede basar1 elde edildigi agikca
goriilmektedir. Diger ¢alismalarda protokorm olusum siiresi araligi 40-309,94 giin
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu siirenin, kiiltiire alinan bitki tiirleri ve kullanilan ortam

igerikleri ile ilgili olarak degistigi kanisina varilmaktadir.

4.6. Siirgiin Olusum Siiresi (giin)

Karbonhidrat formlarinin siirgiin olusum siiresine olan etkisi incelendiginde
ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak dnemli bulunmustur (p<0.01) (Tablo 4.5).

Kiiltiir ortamlarina katilan seker tipleri arasinda siirgiin olusumunu en
hizlandiran sekerin sukroz oldugu tespit edilmistir (74,99 giin). Sukrozu 88,55 giin ile
glukoz; glukozu da 102,33 giin ile fruktoz takip etmektedir. Galaktoz ve maltozda
siirglin gelisimi olmamistir. Buna karsilik protokorm olusum siiresini uzatan fruktoz,

stirglin olusum siiresini de olumsuz yonde etkilemistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Karbonhidrat formlarinin siirgiin olusum siiresine etkisi (%)

Kiiltlir ortamlart i¢inde kullanilan seker konsantrasyonlarinin protokorm olusum
siiresine olan etkisi incelendiginde ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli

bulunmustur (p<<0.01) (Tablo 4.6).
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Seker konsantrasyonlari, siirgiin olusum siiresi bakimindan protokorm olusum
stiresinin tersine bir etki gostermistir. Siirgiin gelisim siiresinde en etkili konsantrasyon
80 g/l olarak belirlenmis 66,83 giin olarak kayit altina alinmistir. Siirgiin olusum siiresi
en uzun olarak 104,50 giin ile 100 g/l ve 101,16 giin ile 60 g/l uygulamalarindan elde
edilmistir (Sekil 4.20).

Siirgiin Olusum Siresi (guin)
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Sekil 4.20. Karbonhidrat konsantrasyonlarinin siirgiin olusum siiresine etkisi (%)

Kullanilan ortam ve konsantrasyonlarin siirglin olusum siiresi tizerine etkisi
incelendiginde en yiiksek siirglin olusum siiresinin 105,33 giin ile Fruktoz40’tan ve
104,50 giin ile Sukroz100’den elde edildigi goriilmektedir (Tablo 4.2). En diisiik siirgiin
olusum siiresi ortalamasi ise 50,66 giin ile Sukroz40’tan elde edilmistir (Sekil 4.21).
Bunun yani sira galaktoz ve maltoz uygulamalarinin tamaminda; glukozun 0, 60 ve 100;
fruktozun 0, 60, 80 ve 100 g/l ve sukrozun 0 g/l dozlarinda siirgiin olusumu
gozlenmemis olup bu sebepten siirgiin olusum siiresi de kayit altina alinamamustir.

Stirglin - olusum siiresi glukoz wuygulamasinda 75,66-100,66 giin; fruktoz
uygulamasinda 99,33-105,33 giin; ve sukroz uygulamasinda 50,66-104,50 giin olarak
belirlenmistir ve ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak dnemli ¢ikmustir.

Alt1 farkli besin ortami iginde kiiltiire alinan Orchis mascula tohumlarinda 4-5
ayda siirgiin ucu belirmistir (Valletta ve ark., 2008). Orchis italica tohumlarindan 2 ay

sonra ilk yapraklar olusmustur (Yararbag, 2008).
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Sekil 4.21. Karbonhidrat form ve konsantrasyonlarmin siirgiin olusum siiresine etkisi (giin)

Bes farkli kiiltiir ortaminin siirgin olusum siirelerine olan etkisi dikkate
alindiginda 79,00-406,83 giin aralig1 dikkati cekerken; VWD ortaminda en erken siirgiin
gelisimi 95,33 giinde; en geg siirgiin gelisimi ise 267,78 giinde belirmistir (C1g, 2012).

Siirglin olusum siiresi bakimindan ¢alismamizdan elde edilen bulgular, dnceki
calismalardan elde edilen veriler ile benzerlik gostermektedir. Kiiltiire alinan orkide
tiirlerinden kaynaklanan farkli sonuclar elde edilmis olabilir ancak bu siireyi, kullanilan
besi ortamlarinin farklihg da etkilemektedir. Ug orkide tiiriiniin denendigi ¢alismada
Oeceoclades decaryana tiirii i¢in sukroz, glukoz ve fruktozun ¢ok iyi enerji kaynagi
oldugu goriilmistiir. Dactylorhiza majalis’in fruktozda biraz zayif, glukozda ise ¢ok
zayif gelistigi belirtilmistir (Ponert ve ark., 2011). Bu calismalar heksozlarin bu tiirler
i¢in iyi bir karbon kaynagi olmadigini gostermektedir. Ophrys lojaconoi sukrozda daha
1yi, glukozda zay1f, fruktozda ¢ok zayif gelisme gostermistir. Birgok protokorm, fruktoz
iceren ortamlarda daha iyi gelisme gostermis ancak daha ileriye gidememistir. Bu da
fruktozun protokokorm gelisiminde engelleyici 6zelliginin oldugunu gostermistir. Baz
aragtiricilar, fruktozun glukozdan daha iyi bir gelisme sagladigini sdylemektedir
(Arditti, 1967; Ernst, 1967). Orkideler i¢in in vitroda daha ¢ok sukrozun kullanildigi,

ancak bazi durumlarda fruktoz ve glikozun da kullanildig bildirilmistir (Michl, 1988;
Rasmussen, 1995).
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Salep elde etmede kullanilan Orchis sancta L. tiiriiniin in vitro kosullarda, Van
Waes Debergh kiiltiir ortaminin igine farkli formda ve konsantrasyonlardaki karbonlarin
ilave edilmesinin, orkide tohumlarinin ¢imlenmesi ve gelismesi iizerine etkileri
incelenmistir. Calismada sukroz, glukoz, fruktoz, galaktoz ve maltoz formundaki
karbonlarin 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 g/l konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Cimlenme
stiresi, protokorm olusum siiresi, silirglin olusum siiresi, ¢imlenme orani, protokorm
orani ve slirgiin oranina bakilmistir.

Karbonhidrat formlarmin orkide tohumlarmin ¢imlenmesine olan etkisi
incelendiginde, en etkili seker tipinin % 68,46 ortalama ile maltoz; seker
konsantrasyonunun etkisine bakildiginda ise en 1iyi performans saglayan
konsantrasyonlarin kontrol, 20 ve 40 g/l gibi diisiik dozlar ve 6zellikle % 67.87 ortalama
ile 40 g/l oldugu belirlenmistir. Protokorm olusumunda % 59,63 ortalama ile sukroz; %
60,16 ortalama ile 20 g/l seker konsantrasyonu en etkili uygulamalar olmustur. Siirgilin
gelisiminde ise fruktoz % 9,86; 100 g/l konsantrasyon % 10,90 oranlarinda etkili
olmustur. Karbonhidratlarin ¢imlenme siiresi bakimindan etkisi incelendiginde
¢imlenmeyi en erken siirede baglatan uygulamalarin glukoz, sukroz ve maltoz oldugu;
ozellikle glukozun 13,97 giinde ilk sirada yer aldig1 goriilmektedir. Konsantrasyonun
cimlenme siiresine etkisi incelendiginde ise en etkili doz 20 g/l (13,46 giin) olmustur.
Seker tipi ve konsantrasyonunun protokorm olusum siiresi tizerindeki etkisine ayr1 ayri
bakildiginda, en erken olusum maltoz, sukroz ve galaktoz uygulamalarinda goriilse de
maltoz 26,35 giin ile ilk sirada yer almistir. O (kontrol) ve 20 g/l dozlar1 protokorm
olusumunda erkenciligi saglamis olup en erken olusum 20 g/l uygulamasinda 23,66 giin
olarak belirlenmistir. En erken siirglin olusumu, karbonhidratlarda sukroz (74,99 giin)
ve konsantrasyonlarda 80 g/1 (66,83 giin) uygulamalarinda gergeklesmistir.

Incelen tiim kriterler icin uygulanan karbonhidrat tipi ve konsantrasyonlari
birlikte degerlendirildiginde, en ge¢ ¢imlenme siiresinin 21,33 giin ile Galaktoz80’den,
en erken ¢imlenme siiresinin de 12,50 giin ile Glukoz40; Maltoz40 ve Sukroz20
uygulamalarinda oldugu goriilmektedir. En yiiksek protokorm olusum siiresi 51,33 giin
ile Galaktoz80 ve 50,83 giin ile Fruktoz60; en diisiik protokorm olusum siiresi ise 22,50
giin ile Galaktoz20 ve 22,83 giin ile Glukoz20 uygulamalarinda elde edilmistir. En

yiiksek silirglin olusum siiresin 105,33 giin ile Fruktoz40’tan, en diisiik siirglin olusum
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stiresi ortalamasi ise 50,66 giin ile Sukroz40’tan elde edilmistir. Bu sonuglara gore en
hizli ¢imlenme Glukoz40, Maltoz40 ve Sukroz20; protokorm olusumu Galaktoz20;
stirgiin olusumu Sukroz40 uygulamalarinda ger¢eklesmistir.

Tiim seker formlar1 ¢imlenme oranina etkide bulunmustur. En yliksek ¢imlenme
ortalamasimin % 77,85 ile Maltoz40’tan, en diisiik ¢imlenme ortalama degerinin ise
Galaktoz100 uygulamasindan % 44,36 ve Galaktoz 80 uygulamasindan % 44,39 elde
edildigi belirlenmistir. En yiliksek protokorm olusum oraninin Glukoz20 ve Sukroz100
uygulamalar1 olmak {izere en ¢ok % 68,53 ile Sukroz100; en diisiik protokorm olusum
oraninin ise Galaktoz80, Galaktoz100, Fruktoz80 ve Fruktoz100 uygulamalarindan
olmak tizere 6zellikle Fruktoz100 ortamindan % 25,33 elde edildigi belirlenmistir. En
yiiksek siirgiin olusum oraninin Sukroz40 ve Fruktoz20 uygulamalarindan olmak iizere
baslica % 13,30 ile Sukroz40’tan elde edildigi goriilmektedir. Iginde hig siirgiin
olugmayan uygulamalarin; maltoz ve galaktozun tiim dozlarinin oldugu; glukozun 0, 60
ve 100, fruktozun ise 0, 60, 80 ve 100 g/l dozlarmin oldugu ortamlar oldugu

belirlenmistir.

5.2. Oneriler

Orchis sancta L., yurdumuzda dogal olarak yetisen ve yumrularindan salep elde
edilen bir orkide tiiridiir. Hizli kentlesme, niifus artisi, asir1 otlatma ve en Onemlisi
salep elde etmek i¢in yapilan sokiimlerden dolayi, her salep orkidesi gibi tahribata
maruz kalmaktadir. Generatif ve vejatatif yolla dogal olarak ¢ogaltilmasi ¢cok zor olan
orkideler i¢in in vito caligmalar alternatif olarak gdsterilmektedir. In vitro kosullarda
simbiyotik ve asimbiyotik olarak ¢imlendirme ve ¢ogaltma ¢aligmalar1 yapilmaktadir.
Bu calismalarda kiiltiir ortamlar1 ve igerikleri, kiiltiir kosullar1 (sicaklik, 151k, pH vb.),
biiylime diizenleyiciler, bakteri-fungus, ultraviyole, radyasyon gibi farkl 6gelerin farkl
kullanimlar1 ile pek ¢ok veri alinmaktadir. Orkide tohumlarinin endosperme sahip
olmamalar1 sebebiyle de ¢imlenme baslangici i¢in disaridan temin edilecek karbonhidrat
takviyesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Karbonhidrat tipinin oldugu kadar, kiiltlir ortamina
katilan konsantrasyonu da onem tagimaktadir. Ciinkii sekerin tesvik edici rolii, bazi
dozlarda engelleyici olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Yapilan bu ¢alisma, kullanilan seker
tipleri ve konsantrasyonlarinin, O. sancta tohumlarinin ¢gimlenme, protokorm ve siirgiin
olusturma safhalarinda yaptig1 etkilerin farkli oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

O. sancta tiiriinii in vitroda ¢imlendirmede, ¢alismada kullanilan bes seker tipi

arasindan en iyl performans maltoz, arkasindan sukrozdan alinmistir. Protokorm
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olusumu i¢in ise sukroz en etkili seker tipi olmustur. Siirgiin olusumunda 6ncelikle
fruktoz, sonrasinda sukroz ve en son glukoz performans gosteren sekerler olmustur. O.
sancta ya da diger orkide tiirlerinin ¢imlendirilmesinde maltoz; protokorm ile siirgiin
olusmasinda ise sukroz kullanilabilir diisiincesi ortaya ¢ikmaktadir. Dozlar agisindan
bakildiginda kontrol dahil olmak iizere 20 ve 40 g/l olan diisiik seker dozlarinin
cimlenme ve protokorm gelisimine olumlu etki yapig1 sOylenebilir. Siirglin gelisiminde
100 g/l doz en yiiksek degeri vermistir. Yapilacak olan bagka c¢alismalarda seker
konsantrasyonu olarak 20 ve 40 g/l dozlar onerilebilir. Siirgiin olusumu i¢in 20 ve 40 g/l
dozlarinin ¢ok az farkla istiine ¢ikan 100 g/l dozu da Onerilebilir. Calismamizin
sonucuna gore kontrol uygulamasinda, yani sekerin hi¢ kullanilmadigi ortamlardan elde
edilen ¢imlenme ve protokorm olusum orani bile, yiiksek konsantrasyonlu sekerlerin
icinde oldugu uygulamalardan daha yiiksek ¢ikmistir. Buradan ¢imlenme ve protokorm
olusumu i¢in diisiik konsantrasyonlarin uygulanabilecegi; yiiksek dozajlardan
kacinilmas1 gerektigi anlagilmaktadir. Bu c¢alismadaki seker ve dozlarin birlikte
kullaniminda onerilebilecek uygulamalar; ¢imlenme i¢cin Maltoz40; protokorm igin
Glukoz20 ve Sukroz100; siirgiin olusumu i¢in Fruktoz20 ve Sukroz40 olabilir.
Onceligimiz, tiire ait tohumlarin in vitro kosullarda ¢imlendirilip ¢ogaltilmasi ve
dogaya kazandirilmasidir. Ardindan ticari olarak bakildiginda, iiretim miktar1 kadar,
kisa zamanda seri liretimin de 6nemli oldugu gercegi bilinmektedir. Calismamizdan
elde edilen sonuglara gore; cimlenme kiiciik sayisal farkliliklarla en hizli, glukoz,
sukroz ve maltoz uygulamalarinda olmustur. Protokorm olusumu ise sukroz, galaktoz
ve maltoz uygulamalarinda daha ¢abuk gerceklesmistir. Siirgiin gelisiminde ise sukroz
etkili olmugtur. Konsantrasyonlar goéz Oniine alindiginda ¢imlenme i¢in 20 g/l;
protokorm olusumu i¢in 0 ve 20 g/l; siirglin gelisimi i¢in ise 80 g/l uygulamalar1 6nemli
bulunmustur. Oncelikle ¢imlendirme ve cogaltmasi zor olan orkide tohumlarmin ne
kadar siirede calisildigindan ziyade tiire ait uygun protokoliin belirlenmesi énemlidir.
Her tiire 6zel olabilecegi gibi, genel olarak da uyarlanabilecek uygulamalar olabilir. O.
sancta icin ¢imlenmede maltoz; protokorm olusumunda sukroz; siirgiin gelisiminde
fruktoz; kullanilan seker konsantrasyonlari arasinda ise ¢imlenmede 0, 20 ve 40 g/l;
protokormda 20 ve 40 g/l; siirglinde 100 g/l gibi dozlar kullanilabilir. Cimlendirme ve
cogaltma ¢alismalarinda daha verimli sonuglar elde etmek i¢in seker tipi ve dozlarinin
yaninda baska etmenler de isin igine katilabilir. Bu sonuglar, farkli pH, inorganik
maddeler ve dozlar gibi kiiltlir ortamimin muhteviyatina iligkin  olarak

degerlendirilebilir. Bu sekilde kiiltiir ortamina ekilen orkide tohumlarinin, ortamin
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icerigindeki maddelerden yararlanma durumu da degisebilir. Bu alternatif uygulamalar,
tohumun ¢imlenme, protokorm ve siirgiin; hatta kok ve yumru olusturma safhalarinda
farkl farkli denenebilir.

Sonug olarak, orkideler hakkinda yapilan her ¢imlendirme ve ¢ogaltma ¢alismasi
ve verimin elde edildigi her metot, 6nce laboratuar, devaminda araziye adaptasyon
sathalarinda, tiir devamlilig1 i¢in hazine degerindedir. Bu biling ve azimle yapilacak

caligmalar sayesinde orkideleri arazide, yasam alanlari icinde gormeye devam edilebilir.
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