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OZET

SALEP ORKIDELERININ In vitto COGALTIMINDA BAZI BiTKi BUYUME
DUZENLEYICILERININ ETKIiSI

Kabakci, M. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Bahce
Bitkileri Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Salep orkideleri Orchidaceae familyasina ait ve yumrulu bitkiler olmakla birlikte
Tiirkiye’nin hemen her bolgesinde dogal olarak yetismekte ve yumrularindan salep elde
edilmektedir. Bu nedenle her yil milyonlarca salep yumrusu sokiilerek tahrip edilmektedir.
Ulkemizin i¢ piyasasinda hem salep elde etmek hem de siis bitkisi olarak kullanilmasi
amactyla salep orkidelerinin yetistirilmesi olduk¢a dnemlidir. Bu baglamda bu arastirmada,
Orchis sp. ve Ophrys sp. cinslerine ait tiirlerin In vitro kiiltiirde farkli bitki biiyiime
diizenleyiciler ve nano bilesiklerden Nano TiO> ilave edilen MS ortaminda ¢ogaltim1 ve bu

eklenen bitki bliylime diizenleyicilerin etkisinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.

Materyal ve Yontem: Calismada bitkinin toprak alti (yumru) ve toprak tstii (gicek)
organlart eksplant olarak kullanilmistir. Siirekli tekrarlayan kontaminasyon sorunlarindan
dolay1 yiizey sterilizasyon yontemine ilave olarak modifiye edilmis yeni sterilizasyon
protokoller denenmistir. Calismada MS ortamina BAP (2 mg/l ve 4 mg/l), NAA (1 mg/l ve
2 mg/l), EpiBL (5 uM), SA (1 mM), Nano TiO2 (30 mg/l) ilave edilerek besin ortamlari

hazirlanmis ve eksplantlar bu ortamlarda kiiltiire alinmistir.

Bulgular: Sterilizasyon yontemlerinde en iyi sonuglar modifiye edilen protokollerde
fungusit uygulanan denemelerde elde edilmistir. Arastirmada 4 mg/l BAP+ 2 mg/l NAA
uygulamasinda ¢esitli donemlerde kallus gelisimi meydana gelmis ancak fenolik bilesiklerin
etkisi ile eksplantlarda ve besin ortaminda kararmalar olusmus ve bir siire sonra canlilik

kayiplari meydana gelmistir.

Sonu¢: Doku Kkiiltiirlinde ciddi problem olan kontaminasyon icin farkli sterilizasyon
yontemlerinin denenmesiyle salep orkidelerinde yiizey sterilizasyonu yontemleri belirlenmis

olup, bitki biiyiime ve diizenleyicilerin etkisi olarak BAP ve NAA igeren besin ortamlarinda

Xii



basar1 saglanmistir. Calismada yer alan diger uygulamalarda kullanilan EpiBL, Nano TiOg,
SA gibi bitki biliyiime diizenleyicilerinin etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla farkli

dozlarda calismalarin planlanmasi yararl olabilir.

Anahtar Kelimeler: Orchis sp., Ophrys sp., Karasal orkide, Doku kiiltiirii, EpiBL, SA,
BAP
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ABSTRACT

EFFECT OF SOME PLANT GROWTH REGULATORS ON In vitro
PROPAGATION OF SALEP ORCHIDS.

Kabakci, M. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and
Applied Sciences, Horticulture Program, Master's Thesis, Aydin, 2022.

Objective: Although salep orchids belong to the Orchidaceae family are tuberous plants,
they naturally grow in almost every region of Turkey and salep is obtained from their
tubers. For this reason, millions of salep tubers are removed and destroyed every year. It is
very important to grow salep orchids in order to obtain salep and to use it as an ornamental
plant in the domestic market of our country. In this context, we used Orchis sp. and Ophrys
sp. In this study, it was aimed to reproduce the species belonging to the genus of different
plant growth regulators and Nano TiO2 in MS medium with In vitro culture and to
determine the effect of these added plant growth regulators and nanocompounds.

Materials and Methods: In the study, subsoil (tubers) and aboveground (flower) organs of
the plant were used as explants. Due to recurrent contamination problems, modified new
sterilization protocols have been tried in addition to the surface sterilization method. In the
study, nutrient media were prepared by adding BAP (2 mg/l and 4 mg/l), NAA (1 mg/l and
2 mg/l), EpiBL (5 uM), SA (1 mM), Nano TiO. (30 mg/l) to the MS medium and explants

were cultured in these media.

Results: The best results in sterilization methods were obtained in trials where fungicide
was applied in modified protocols. In the study, callus development occurred in various
periods in the application of 4 mg/l BAP + 2 mg/l NAA, but with the effect of phenolic
compounds, it was found in the explants and darkening occurred in the MS medium and

after a while, vitality losses occurred.

Conclusion: Surface sterilization methods which is a serious problem in tissue culture, have
been determined in salep orchids by trying different sterilization methods for contamination.

Success has been achieved in MS medium containing BAP and NAA as the effect of plant

Xiv



growth and regulators. It may be useful to plan studies at different doses in order to
determine the effects of plant growth regulators such as EpiBL, Nano TiO2, SA, which are
used in other applications in the study.

Key Words: Orchis sp., Ophrys sp., Terrestrial Orchid, Tissue Culture, EpiBL, SA, BAP
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1. GIRIS

Orchidaceae familyas tiir sayis1 bakimindan oldukga genis olmasindan dolay1 ¢igekli
bitkiler i¢inde en ¢esitli familyalardan biri olarak kabul edilmektedir. Bilim insanlar1 yaptigi
caligmalarla orkidelerin 120 milyon yil 6ncesine kadar yeryliziinde olduklarini ortaya
koymuslardir (Ramirez vd., 2007). Bu familyanin yeryliziinde yaklasik 600-800 cins ve 30-
35 bin kadar tiir barindirdig1 bilinmektedir (Ozkog, 1991; Aytas, 1994). Son zamanlarda
gerceklestirilen caligmalarla birlikte bu familyaya 9 cinse ait 46 tiiriin eklendigi ve 70 000’
den fazla orkide hibridinin bulundugu bildirilmistir (Kreutz, 2000; ilgim, 2011). En soguk
ve en kurak iklim kosullar1 haricinde kuzeyde bulunan Alaska ve isveg, giineyde bulunan
Tierra del Fuego ve Macquarie Adalari’na kadar ¢cok genis yayilim gosteren orkidelerle
neredeyse yeryiiziiniin her yerinde karsilasmak miimkiin olmaktadir (Baskin ve Baskin,
1998; Dressler, 1981; Koopowitz, 2001). Farkli yasam sekilleri ile orkideler, tropik ve
subtropik bolgelerde yaygin olarak yayilis géstermekle birlikte en fazla orkide cesitligi ise
Neotropik bolgede bulunmaktadir (Pridgeon, 1995; Cribb vd. 2003). Brezilya’daki Atlantik
ormani, Diinyada bulunan biyogesitliligin biiyiik bir boliimiinii olusturur ve orkideler i¢in
ciddi anlamda 6nemli bir ekosistemdir (Stehmann vd., 2009). Bu baglamda, Barthlott vd.
(1996) ve Myers vd. (2000) gore tropiklerin geri kalan kismindaki dagilim ise bitki
biyogesitliliginin yiiksek oldugu alanlarda, tiirlerin sicak noktalara yakinlig ile tiirlerin fazla
olusu arasinda paralel bir iligki bulunmakla birlikte Kolombiya ve Ekvador’un da igerisinde
bulundugu And Bolgesi (Andes region), orkide ¢esitliligi agisindan diinyadaki en zengin
yerlerin baginda gelir. Diger onemli alanlar ise Orta Amerika, Madagaskar, Hint-Cin,

Giineybati Cin, Sumatra, Borneo, Yeni Gine ve Giineybat1 Avustralya'nin iliman daglaridir
(Cribb vd., 2003).

Orta kusak orkideleri bakimindan zengin iilkelerden biri olan Tiirkiye’de en son
yapilan arastirmalara gore 150 civarinda orkide tiirii yetismektedir (Renz ve Taubenheim,
1984; Kreutz, 1998; Sezik, 2002). Orchidaceae familyasi Tiirkiye’nin hemen her bélgesinde
yetismekle birlikte lilkemizde bulunan orkide tiirleri arasinda endemizm orani yiiksektir.
Tiirkiye’de geofit bitkiler grubu igerisinde yer alan dogal olarak yetisen orkideler 23 cinse

ait 49 adet hibriti bulunmakla birlikte toplam 204 orkide tiiriiniin varlig1 bildirilmekte ve bu



orkidelerin %31.8’i Tiirkiye’de endemik olarak bilinmektedir (ilgim, 2011; Petrou vd.
2016).

Orkideler ¢ok yillik otsu bitkilerdir ve bu orkide tiirlerinin yaklasik %70°1 epifit,
%251 toprakta ve %5’i toprak altinda, kayalarin tizeri, ¢iiriiyen bitki iizerlerinde gibi
sekillerde yasamlarini siirdiirmektedirler (Sezik, 1984; Renz ve Taubenheim, 1984; Giiler
vd. 2008). Orkide tiirlerinin birgogu yumruludur ve bu yumrulular arasinda salep orkideleri

de yer almaktadir (Sezik, 2002).

Tirkiye’de dogal olarak yetisen salep orkideleri orman, maki, ¢ayir, zeytin ve tarim
alanlarinda, orman ve maki i¢i acikliklarda yaygin sekilde yetigsmektedir. Genellikle
golgelik alanlarda yetisen bitkiler olduklarindan dolayr 1sik ihtiyaci yiiksek degildir.
Tiirkiye’de salep orkidelerinin en yogun bulundugu bdlgeler ve bu salep orkidelerinin ticari
olarak bilinen isimleri; Kastamonu salebi (Kastamonu, Sinop), Mugla salebi (Mugla,
Antalya, Silifke), Maras Salebi ve Cayir salebi (Kahramanmaras, Gaziantep ve Hatay
cevresi) ve Van Salebi (Elazig, Van, Mus ve Bitlis ¢evresi) ve Akdag madeni salebi (Yozgat
ve Akdag madeni civaril) oldugu bildirilmistir. Tiirler bazinda bakildiginda ise Kastamonu
salebi (Orchis pinetorum, O. purpurea, Dactylorhiza romana, O. pallens, Anacamptis
pyramidails, O. simia, O. tridentata), Mugla salebi (Barlia robertiana, Anacamptis
pyramidalis, Dactylorhiza romana, Orchis italica, O. tridentata, O. pinetorum, O. simia),
Marag Salebi ve Cayir salebi (Anacamptis pyramidalis, Dactylorhiza romana,
Himantoglossum affine, Ophrys holoserica, Orchis anatolica, O. morio, O. pinetorum,
O.spitzelii, O. tridentata, O. laxiflora), Van Salebi (Dactylorhiza romana ssp. georgia,
Orchis pinetorum, O. anatolica, O. coriophora, O. simia, O. tridentata, O. spitzelii,
O.collina, Ophrys transhyrcana, Ophrys reinholdi ssp. strausii, Anacamptis pyramidalis, D.
umbrosa, O. palustris, Ophrys holocericea, Ophrys phyrigia, Ophrys schulzi, O.
pseudolaxiflora, Ophrys papilionacea, Comperia comperiana), Akdag madeni salebi
(Dactylorhiza romana ssp. romana, D. romana Platanthera chlorantha, Orchis pinetorum,
O. purpurea, O. tridentata, Anacamptis pyramidalis, Comperia comperiana,
Himantoglossum affine) olarak belirtilmistir (Sezik, 1967; Sezik, 1969; Sezik ve Ozer,
1983; Sezik, 1991; Sezik vd. 2007).

Orkideler gosterisli ve giizel goriinlimlerinden dolay1 siis bitkisi olarak kullanimlarinin
yanisira gida, giizel koku eldesi amaciyla parfiim ve ilag hammaddesi olarak tibbi alanlarda
kullanildiklar1 bilinmekle birlikte sektdrde degerli bir yere sahiptir. Ulkemizde genellikle kis

aylarinda tiiketimi oldukga yiiksek olan “salep” orkide yumrularindan elde edilmektedir.



Ibn-i Sina, tibbi ve aromatik bir bitki olarak kullanilan salebin istah agan ve felci 6nleyen
etkisinden bahsetmistir. Yumrulardan elde edilen salepte bulunan ‘’glikomannan’’
maddesinin tat, kivam ve aroma vermesi sayesinde Maras dondurmasinin ge¢ erimesini ve
sertligini saglamasiyla birlikte diinyada ve iilkemizde gida olarak, dondurma yapiminda
kullanim1 ve tibbi alanlarda kullanimi agisindan salep orkidelerine talep her gegen yil
artmaktadir (Sezik, 1984). Ancak yumrulu orkide cinslerinin hepsi salep eldesi i¢in uygun
olmamakla birlikte iilkemizde Aceras, Anacamptis, Barlia, Comperia, Dactylorhiza,
Himantoglossum, Neotinea, Ophrys, Orchis ve Serapias cinslerine ait 120 kadar tiir orkide

tiirii salep eldesi i¢in kullanilmaktadir (Sezik vd., 2007).

Her gecen giin salep tozuna artan talebin avantajlarinin yanisira dezavantajlart da
bulunmaktadir. 1 kg salep tozu eldesi i¢in binlerce salep yumrusu gerekmektedir. Bu durum
devaminda bitki kaynaklarmin dogal olarak varolmasi nedeniyle sinirsiz ve bitmeyecek gibi
goriilmesine karsin bilingsiz yapilan bitki tahribatlarindan dolayi, nesli tiikkenme tehlikesiyle
kars1 karsiyadir. Dogadan toplanilan salep yumrular1 fazla miktarlarda oldugundan dolay1
Tiirkiye’nin salep zenginligini tehlikeye atmaktadir. Salep eldesi amaciyla endemik orkide
tirleri fazlaca sayida uzun yillar dogadan toplanmis ve bu durumda tiirlerin nesilleri
tiilkenme durumu ile kars1 karsiya kalmistir (Ozhatay vd., 1997). Salep orkideleri; siddetli
sokiim ile dogrudan, ¢igeklenme agamasinda yapilan sokiim ile tohum olusturmasina izin
verilmeden dolayl bir sekilde tahrip edilmektedir. Yumrular siirekli sokiilen orkideler bir
tiirlii tohum olusturamamakta, nitekim tohumlarinin ¢imlenmesi hem uzun siirmekte hem de
mikorizal bir iligkiye ihtiyag¢ duymaktadir. Bu baglamda tohum olusturmalar1 ve bu
tohumlarin ¢imlenmeleri ¢esitli dis erkenlere bagli olan ve bitki olusumu ¢ok uzun yillar
alan orkideler maalesef farkli nedenlerle dogadan sokiimii yapilip nesli tikenme tehlikesi

altina girerek tahrip edilmektedir.

Salep orkidelerinin iiretiminin yapilmamasi ile birlikte diinya genelinde artan talep
onemli bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Talepten dolay1 olusan yogun sokiim nedeniyle
salep biyogesitliligi azalmaya baslamis, nesilleri tehlike altina girmistir. Yabani hayvan ve
bitki tiirlerinin uluslararasi ticaretinde nesillerinin tehlikeye girmesini dnlemeyi amag edinen
CITES sozlesmesinin listesinde yer alan ve korumaya alinan bazi orkidelerin toplanmasina
kesinlikle izin verilmemekle birlikte bazi tiirler sinirlandirilmigtir. Fakat tiim yasaklama ve
siirlamalara karsin Tiirkiye’de her yil tonlarca taze salep yumrusu toplanmakta ve salep
tiretilmektedir. CITES yonetmeliginde yurt disina yumru, toz veya baska bir sekilde satist

yasaklanan salep orkidelerinin dogadan toplanarak yurt iginde ticaretinin yapilmasina bir



yasak getirilememistir. Bu durum her yil milyonlarca salep orkidesinin dogal ortamlarindan
sokiilerek populasyonlarinin azalmasina hatta yok olmasina neden olmaktadir. Herhangi
onlem alinmadan dogadan sokiimii gergeklestirilen birgok bitki tiiriiniin i¢inde salepin yeri
oldukca 6nemli olmasina ragmen {iilkemizde i¢ piyasa ve digsa satim amaciyla giinlimiizde
sayilarmin ¢ok azaldigi belirtilmektedir (Baytop ve Sezik, 1968). Ozhatay (2000) Salep
eldesi amaciyla 1 kg kuru yumru elde etmek i¢in dogadan 1000-4350 adet arasinda yumru
sokiilmesi gerektigini belirlemis ve bu amagla her yil dogadan 10-20 milyon adet orkide
yumrusunun sokiilerek tahribata neden oldugunu bildirmistir. Hagsater vd. (1996)
kontrolstizce sokiimden dolay1 nesli tehlikede olan ve kiiltiire alinmaya uygun orkide tiirleri
icin veri olusturulmasi, bu orkidelerin yok olma tehlikesinden dolay1 egitim programlari
olusturulmas1 ve bu egitim programlarina tesvik sayesinde orkide tiirlerinin iiretiminin

saglanmas1 hakkinda ¢6zlim niteliginde olabilecek dnerileri bildirmislerdir.

Orchidaceae familyasina dahil salep bitkisi vejetatif ve generatif olarak
cogaltilabilmektedir. Ancak salep orkidelerinin tohumlar hem olduk¢a kiigiik hem de
endospermleri bulunmamakta, bu sebeple tohumlar1 ¢imlenme asamasinda mikorizal
funguslara ihtiyag duymakta ve ¢imlenme sonrasi gelismis bir bitki haline gelebilmeleri
uzun zaman almakta ve bitki olusturabilme siireleri ortalama 2- 16 yil olmakla birlikte
tiirden tiire degiskenlik gostermektedir (Arditti, 1967; Sezik, 1984). Bu sebeble orkidelerin
mikorizal sekilde ¢imlenmesiyle ilgili yapilan ¢aligmalar bulunmaktadir (Arditti vd., 1996).
Pierik (1987) Knudson’un In vitro kosullarda orkidelerin ozelliklede Cattleya, Laelia,
Epidendrum ve diger pek c¢ok orkidenin ¢imlendirilebilecegini gosterdigi calismalari
oldugunu belirtmistir. Cimlenmenin olabilecegi bulgularindan sonra farkli orkide tiirlerinde
en iyl ¢imlenmeyi saglayan besin ortami1 kombinasyonlar1 ortaya konmustur (Arditti, 1967;
1982; Fast 1980; Arditti ve Ernst, 1982). Doku kiiltiirii teknikleri generatif yontemlerle
kolay ¢ogaltilamayan bitkilerin {iretimi, hastaliklardan ari bitki {iretimi, 1slah amach
calismalar, dayanikli bitki genotiplerinin korunmasi, bitki gen kaynaklarinin muhafazasi,
hiicre ve dokulardan yeni bitki meydana getirme, yeni meydana gelen bitkide homojenite,
secilen belirli ve istlin 6zelliklere sahip bitkilerin hizli iiretimi gibi avantajlariyla oldukg¢a
onemlidir (Babaoglu vd., 2001). Bu sayede laboratuar kosullarinda simbiyotik ve
asimbiyotik olarak orkide ¢imlendirme ¢alismalar1 yapilmaya baslanmistir. Ulkemizde de
salep orkidelerinin tohum ¢imlendirilmesi iizerine In vitro kosullarda gergeklestirilen
calismalar mevcuttur (Ozkog, 1991; Géniilsen, 1983). Ancak, salep orkidelerinde

tohumlarin kiiclik olmasi nedeniyle generatif yolla iiretilmesinin zor oldugunu ve farklh



vegetatif organlarla In vitro kosullarda iiretilebilecegi belirtilmistir (Goniilsen, 1983). In
vitro kosullarda yapilan vejetatif liretimde farkli yontemler mevcuttur. Bunun {izerine dogal
olarak yetisen Orchis laxiflora, O. sancta, S. vomeraceae, Ophrys bornmuelleri, Orchis
anatolica ve O. coriophora tiirlerinde embriyo kiiltiiriinde olumlu sonuglar elde edildigi
bildirilmistir (Goniilsen vd. 1995; Onal, 1997). Bununla beraber, siirgiin ucu kiiltiirii
(Géniilsen vd. 1995; Caglayan vd. 1997), embriyo kiiltiirii (Caglayan vd. 1998; Ozsavct,
1995) gibi farkl yontemler de kullanilabilmektedir.

In vitro iretimde en onemli faktorler; tiretimde kullanilan bitki tiirii, eksplant tipi,
sterilizasyon yontemi, bilgi ve tecriibe ile elbette en 6nemlisi besin ortamlari ile bu ortamlar
icerisine ilave edilen bitki biiylime diizenleyicileridir. Salep orkidelerinde In vitro kiiltiirde
kullanilan farkli besin ortamlarinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda yapilmistir
(Ozsavel, 1995; Kisakiirek vd. 2009; Cig, 2012). In vitro ortamda Kkiiltiire alma
caligmalarinda besin ortamina bitki biiyiime diizenleyicileri eklenerek besin ortami
kombinasyonlar1 olusturulabilmektedir. Bitki biiyiime diizenleyiciler i¢inde yer alan oksin,
gibberellin, sitokinin, inhibitorler ve etilen grubu genel olarak hiicresel boliinme, hiicre
uzamasi, hiicresel farklilagsma, cinsiyet belirleme, organ olusumu, metabolizma olusumu,
biyotik ve abiyotik stres kosullarina karsit dayanikliligi tesvik etmektedir (Eken ve Sirin,
2016). Sitokininler, karasal orkide tohumlarinin ¢imlenmesi tizerinde en etkili hormonlar
olduklar1 belirlenmis olmasina ragmen, bitki biiylime diizenleyicilerin tohum ¢imlenmesi
tizerindeki etkilerinin oldukga farkli sonuglar olusturabilecegi vurgulanmis ve bu baglamda
ayn1 bitki biiylime diizenleyicinin bir orkide tiirlinde pozitif etkisi olabileceginin yaninda
diger orkide tiirlerinde negatif etkiye neden olabilecegi belirtilmistir (Arditti ve Harrison,
1977). Ornegin besin ortamlarina ilave edilen GA3 hormonu Orchis laxiflora Lam. tiiriinde
olumsuz etki yaparken (Giimiis ve Ellialtioglu, 2005; Giimiis ve Ellialtioglu, 2011),
Dactylorhiza nieschalkiorum’da ise olumlu etki yapmistir (Giimiis, 2009). Orchis laxiflora
tiirlinde yumru olusumu agisindan MS ortaminda en etkin BAP ile NAA kombinasyonun da

saglanirken, en az etkili olarak 2,4D ve IBA elde edildigi belirtilmistir (Ekinoglu, 2017).

Siis bitkilerinde de kullanilan oksin, sitokinin, gibberellik asit gibi klasik olarak
bilinen bitki biiylime diizenleyicilerin yani sira son zamanlarda bitki hormonu olarak kabul
edilen salisilatlar, brassinosteroidlerin kullanimina talep artmaya baslamistir. Bu bilesikler;
giizel koku salgilama, hastalilk ve bdcek zararlarma karst dayanikliligi arttirma,
ciceklenmeyi tesvik etme, kokulu bitkilerin ¢igeklenmesi ve kdk olusumunu hizlandirmada

kullanilabilmektedir (Eken ve Sirin, 2016). Brassinosteroidler yaygin olarak bitkilerde



bulunan ve biiylime ile gelisim siireclerinde dnemli rol oynayan pleiotropik etkileri olan
benzersiz bir endojen bitki biiyiime diizenleyici smifini olusturur (Sasse, 1997; Clouse ve
Sasse, 1998; Malabadi ve Nataraja 2007). Brassinosteroidler bitkide bir¢ok fizyolojik islemi
tesvik eder; fotosentetik ve enzimatik aktiviteyi, hormonal dengeyi, hiicre boliinmesi ve
uzamasi, kok gelisimi, hiicresel farklilasma, vaskiiler farklilagma, polen tiibii biiylimesi,
apikal dominansinin siirdiiriilmesi, ¢iceklenme, stres toleransinin arttirilmasi tiizerine
etkilidir (Rao vd. 2002; Savaldi-Goldstein ve Chory, 2006; Clouse ve Sasse, 1998; Sasse,
2003; Amzalling ve Vaisman, 2006; Ashraf vd. 2010; Surgun vd. 2012). Brassinolide'nin
Petunia hybrida' nin yaprak protoplastlarinda hiicre boliinme oranini arttirdigi (Oh ve
Clouse, 1998), 24-EpiBL nin tatli biber ve karnabaharda organogenesisi (Franck-Duchenne
vd. 1998; Sasaki, 2002; Malabadi ve Nataraja 2007), ¢in lahanas1 protoplastlarinda ise 2, 4-
D ve kinetin ile hiicre bdliinmesini destekledigi (Nakajima vd., 1996) bildirilmistir.

Benzer sekilde, bitki bliyiime diizenleyici benzeri bir madde olan salisilik asit (SA)
bitkilerde yaygin olarak bulunmakta ve bununla birlikte bitki biiylime ve gelisiminde 6nemli
rol oynadig1 bilinmektedir (Raskin, 1995; Klessig ve Malamy, 1994). Bitkilerde sonradan
kazanilmis sistemik dayaniklilig1 tesvik etmekte ve farkli abiyotik stres kosullart altindaki
bitkiyi strese karsi korumaktadir. Salisilik asidin farkli bitki biiylime diizenleyicilerle
kombinasyonu o6nemlidir. Ozellikle oksinlerle birlikte kombinasyonu saglandiginda
koklenme tizerine son derece etkili olmasimin yanisira In vitro kiiltiirde oksinden 6nce
uygulanmasi ile koklenmeye olan etkisinin en yliksek diizeyde oldugu ortaya koyulmustur
(Van der Krieker vd., 1997). Ayrica salisilik asidin ¢igeklenmeyi tesvik eden etkisinin
olduguna dair ilk bulgu, tiitiin doku kiiltiirlerinde saptanmis (Lee ve Skoog, 1965), tiitliniin
kallus kiiltiirlerinden ¢igek tomurcugu olusumunun gergeklestigi belirtilmistir (Eberhard vd.,
1989).

Bununla birlikte nano bilesiklerde calismalarda farkli amaglarla kullanilmaya
baslanmistir. Son yapilan calismalarda da nano bilesiklerin tohum c¢imlenmesi iizerine
olumlu etkilerinin oldugu belirlenmistir (Dehkourdi ve Mosavi, 2013; Zheng vd. 2005)
ancak bu c¢alismalar son derece simirhdir. Spinacia oleracea L. tohumlarma TiO:
uygulanmis ve 151k emilimini artirarak fotosentezi destekledigi, 1spanakta yasl tohumlarin
canliligin1 ve klorofil biyosentezini arttirdig bildirilmistir (Zheng vd. 2005; Hong vd. 2005;
Zheng vd. 2008; Mingyu vd. 2007). TiO2 uygulamalarinin kuraklik stresi altindaki
bitkilerde stresin etkilerinin azaltilabilecegi diisiiniilmiis ve kuraklik stresine maruz birakilan

Linum usitatissium bitkisine TiO2 uygulandiginda stresin etkilerinin azaldigi bildirilmistir



(Aghdam vd., 2016). Bunu yanisira bakteriyel kontaminasyon, bitki doku kiiltiirii
prosediirlerinde ciddi bir sorundur. TiO2 bitki doku kiiltiiriindeki bakteriyel kontaminantlar

uzaklastirmak i¢in yararli bir materyal olabilecegi 6nerilebilmektedir (Safavi, 2014).

Tim bitki tiirleri i¢in evrensel bir mikrogogaltim yontemi olmamasi ile birlikte her
bitki tiirii ve cesidi i¢in 6zel bir sistemin optimize edilmesi gerekir. Yapilan ¢aligmalara
bakildiginda bitki tiirli, kullanilan eksplant tipi, besin ortamina eklenen bitki biiyiime
diizenleyiciler ve bunlarin konsantrasyonlar1 farkli sonuglar vermistir. Bu baglamda; bu
calismada salep orkidelerinden segilen tiirlerin In vitro kosullarda {iretimi igin kullanilacak
besin ortamlarina ilave edilen farkli bitki biiyiime diizenleyici ve bunlarin konsantrasyonlari
ile nano titanyum dioksitin (TiO2) yumru olusumu ve siirglin gelisimi lizerine etkisinin

belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

Orchidaceae familyasi, yeryliziinde en genis yayilima sSahip olmakla birlikte
neredeyse otuz bin tiirii icinde barmdiran familyalardan birisidir (Ozkog 1991, Arditti ve
Ghani, 2000). Yeryiiziinde orkideler yayilis gosterdigi belirli bir bolge olmadan karsimiza
cikmakta kutuplar ve ¢oller disinda hemen her yerde orkide tiirleriyle karsilasilabilmektedir
(Bozyel, 2014; Sandal, 2009). Gosterisli ¢igekleri ile siis bitkisi olarak peyzaj alanlarinda
olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Kendilerine 6zgii ¢igcek yapilan ile dikkat ¢ceken
Orchidaceae familyasi lif seklinde, yumrumsu veya iplik seklinde koke sahip olmakla
birlikte farkli yasam formlar1 (Epifit, Litofitler, Terrestial, Ciirlik¢iiller ya da saprofitler)
olan taksonlarin yer aldig1 ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Epifit orkideler (tropik orkide), havai
kokleriyle baska bitkilere tutunarak hayatini siiren, fotosentez yapabilen, genellikle tropikal
iklim, dogal alan veya yeterli iklimlendirmeye sahip seralarda yetistirilebilen gosterisli
cicekleriyle dikkat ¢ektiginden dolay1 daha ¢ok siis bitki olarak tercih edilen orkidelerdir ve
Orchidaceae familyasinin %70 ini olustururlar (Sezik, 1984; Renz ve Taubenheim, 1984).
Litofitler, tas ya da kayalar lizerinde yagamini siiren tiirler olarak bilinir ve orkidelerin %5
ini olustururlar. Ciiriikciiller ya da saprofitler, yesil rengi olmayan ve canli olmayan veya
clirimekte olanlarin {izerinde yetisen orkidelerdir (Sezik vd., 2007). Terrestial (karasal
orkide), toprakta kok salarak topraga baglh olarak yasarlar ve orkidelerin %25 ini
olustururlar. Bu orkideler “’orta kusak orkideleri’’ olarak ya da ‘’1iliman kusak orkideleri’’
olarak adlandirilmaktadir ve genellikle Avrupa, Akdeniz, Kafkasya ve Asya’da genis
yayillim gostermektedirler (Sezik, 1967; Sezik, 1984; Sezik vd. 2007). Ulkemizde orkide
denildiginde ozellikle salep elde edilmesinde kullanilan “karasal orkideler” (terrestrial
orchids) akla gelmektedir. Tiirkiye’nin cografi 6zelliklerinin saglamis oldugu ekolojik
durumu sayesinde salep orkideleri bakimindan olduk¢a zengindir. Ayrica bunlarin
%13’liniin endemik, yani sadece Tiirkiye topraklarinda yetisebilen tiirler oldugu bazi
kaynaklar tarafindan sdylenmektedir (Erdem, 2004). Orta kusak orkideleri, bitkisel yap1
olarak yumru veya rizom tasimakta olmalarinin sayesinde otsu olan yapilarina ¢ok yillik
bitki olma 0Ozelligi kazandirmislardir (Deniz, 2009). Yurdumuzda kendiliginden yetisen
karasal orkideler daha kiiclik c¢igekleri olmasi ile birlikte yumrulu bitkilerdir ve bu
yumrulardan salep elde edilmektedir. Ulkemiz orta kusak orkideleri bakimindan zengin

iilkelerden biri olmakla birlikte, belirlenen toplam 150 adet orkide tiiriiniin (Erdem, 2004),
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yaklasik 120 tanesinden salep elde edilmektedir (Sezik vd., 2007). Salep orkidelerinin
yogun olarak bulundugu bolgeler; Kuzey Anadolu (Kastamonu ve ¢evresi), Gliney Anadolu
(Mugla, Antalya ve Silitke ¢evresi), Giineydogu Anadolu (Kahramanmaras, Adiyaman ve
Malatya ¢evresi), Dogu Anadolu (Van, Mus ve Bitlis ¢evresi) ve Dogu Akdeniz Bolgesi
oldugu billinmektedir (Sezik, 1967; Baytop ve Sezik, 1968; Sezik, 1984). Bu baglamda
Tiirkiye yiizyillardir en kaliteli saleplerin iiretildigi zengin topraklara sahiptir. Ulkemizde
kendiliginden dogal olarak yetisen orkidelerin yumrulart uzun wyilllardir salep eldesi
amaciyla, hem yurt i¢inde kullanilmis hem de ihra¢ edilmistir. Basta Almanya olmakla
birlikte Avrupa’ya uzun yillar boyunca ihracat yapilmistir. Dogu Avrupa, Afganistan,
Buhara ve Hindistan gibi bir¢ok alanda dogal olarak yetisen salebin asil iiretim yeri her
zaman iilkemiz olmustur (Kasparek ve Grim, 1999; Kreutz, 2002; Whigham ve Willems,
2003; Isin, 2008; Hossain, 2011).

Salep antik zamanlardan beri farkli amaglarla kullanilan orkideler, Diinya’da gida
(Barlia, Dactylorhiza, Comperia, Coeloglossum, Epipactis, Goodyear, Gymnadenia,
Himantaglossum, Limodorum, Listera, Neotinea, Neottia, Ophrys, Orchis, Platanthera,
Serapias, Spiranthes, Aceras, Anacamptis, Cephalanthera), parfiim olarak (Traunsteinera),
tibbi tedaviler amaciyla (Orchis punctulata) ve siis bitkisi (Dendrobium, Vanda,
Cymbidium, Paphiopedilum, Oncidium, Phalaenopsis, Cattleya) olarak sektorde degerli bir
yere sahiptir (Sandal, 2009). Materia Medica adli eserin yazari olan iinlii hekim Dioscorides
salebin gii¢c veren etkilerinden eserinde bahsetmistir. Bunun yaninda salep tip diinyasinin
onde gelen hekimlerinden biri olan ibn’i Sina tarafindan da kullanilmis olup salebin balgam
sOkiicti, istah acan, felci dnleyenve afrodizyak olarak kullanilmasini tavsiye ettigi bildirilmis
ilk tip kodeksi olarak kabul edilen Diisturii’l Edviye’de onemli bir eserdir (Arslan, 2012;
Sezik, 1984). Ayrica bazi hastaliklara (mukoza zarin1 korumasi, solunum yollarimin
temizlenmesi, bronsit, mide {ilseri) fayda sagladig: belirtilmektedir (Sandal, 2009). Tibbi
olarak kullanilan salep ayn1 zamanda gida alaninda da kullanilmakta geleneksel Maras
dondurmasina kivam, tat, aroma veren, dondurmanin erimesini dnleyen, olduk¢a 6nemli bir
katki maddesidir (Kreutz, 2002; Oguz vd. 2005). Salebin kalitesini belirleyen ve en 6énemli
bileseni olarak bilinen, kivam arttirma ve koyulastiric1 6zelligi saglayan glukomannan
maddesidir. Glukomannanlarin genellikle bitkinin kok, sogan ya da yumrularinda bulunan
bir hidrokolloid oldugu bilinmektedir (Vahid vd., 2011). Salep yaklasik olarak %16-55
glukomannan, %2,7 nisasta, %12 nem ve %2,4 mineral madde igerir. Bir baska kaynaga

gore salebin bilesiminde %48 miisilaj, %1 seker, %2,7 nisasta, %5 azotlu madde ve taze



haldeyken eser miktarda ugucu yag bulunmaktadir (Tamer vd. 2006; Sezik ve Baykal, 1988;
Dogan ve Kayacier, 2004; Sezik, 1984; Telcioglu ve Kayacier, 2007; Sen, 2016). Salep
glukomannani, 3 mol mannoz ve 1 mol glikozun birbirine  (1-4) bag: ile baglanmas1 ve
polimerlesmesiyle meydana gelen, 50 kat su absorblayabilen viskoz liflerden olan, ve bu
sayede gida endistrisinde jellestirici, kivam arttirici ve emiilsifiye edici olarak
degerlendirme alaninin genis oldugu 6zelliklere sahip oldugu belirtilmektedir (Farhoosh ve
Riazi, 2007; Chen vd. 2005; Keithley ve Swanson, 2005). Sezik (1967) glukomannan
oranlariin Marag salebinde %11,62, Antalya salebinde %40,12, Kastamonu salebinde
%39,88, Mugla salebinde %44,04, Silifke salebinde %41,02 ve Van salebinde ise %17,69
olarak tespit edildigini bildirilmistir. Benzer amaglarla yapilan bir bagka arastirmada
glukomannan oraninin Ophrys mammosa tiiriinde %17,69 ve Serapias vomeracea tiiriinde
ise %44,83 oldugu saptanmustir (Tekingen vd., 2009). Salep orkidelerinin hepsi salep eldesi
icin uygun olmamakla birlikte {ilkemizde yetisen 9 cinsten 25’1 salep eldesi igin
kullanilmaktadir. Genellikle Aceras (A. anthropophorum), Anacamptis (A. pyramidalis),
Barlia (B. robertiana), Dactylorhiza (D. iberica, D. osmanica), Himantoglossum (H.
afine), Ophrys (O. bombyliflora, O. ferrumequinum, O. fusca), Orchis (O. anatolica, O
coriophora, O.italica, O. laxiflora, O.morio, O. pallens, O. palustris, O. pinettorum, O.
provincialis, O. purpurea, O. sancta, O. simia, O. spitzelii, O. tridentata), Serapias (S.
vomeracea), Neotinea (N. maculata) salep elde edilmesinde kullanilmaktadir (Erzurumiu
ve Doran, 2011). Salep eldesi amaciyla Orchis sancta L. ve Serapias vomeraceae tiileri Ege
Bolgesinde en ¢ok talep edilen ve yetistirilen orkide tiirleri oldugu bilinmektedir (Tutar vd.,

2013).

Bu sebeble her yi1l milyonlarca orkide yumrusu tahrip edilerek bir sonraki y1l meydana
gelecek olan bitki yok edilmektedir. Bu baglamda salep eldesi i¢in kullanilan orkide
tirlerinin toplanmas1 ve ticaretine yonelik tedbirler kapsaminda yapilan hukuki
diizenlemeler neticesinde ihraci yasak bir lirtin olmus, fakat i¢ piyasadaki ticareti dogadan
toplanmasina engel olamamistir. Dogadan tahrip edilen her yumru ile yeni meydana gelecek
bitki ve bu bitkinin iiretecegi ¢cok sayidaki tohumun olusmasida engellenmektedir. 1000-
4350 adet yumru dogadan tahrip edilerek 1 kg salep elde etmek i¢in kullanildig:
belirlenmistir (Ozhatay, 2000). I¢ piyasadaki ticaret amaciyla iiretilen salep miktarmin 20 ile
45 ton civarinda oldugu, bunun i¢inde 40 ile 180 milyon adet bitkinin toplandig1 tahmin
edilmektedir (Sezik, 1984). Giiniimiizde artan talebe bagl olarak bu kapsamdaki bir¢ok
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salep orkidesi tiirli tlilkemizde dogadan toplama yolu ile elde edilip i¢c piyasaya

sturilmektedir.

Bu baglamda tedbir alinmasi amaciyla Tiirkiye’de Oncelikli olarak BERN
“Avrupa’nin Yaban Hayati ve Yasama Ortamlarinin Korunmasi Sozlesmesi” 09.01.1984
tarih ve 84/7601 sayili Bakanlar Kurulu Karariyla onaylanarak, 20.02.1984 tarih ve 18318
sayili Resmi Gazete’de yayimlanmistir. Daha sonra CITES “Nesli Tehlikede Olan Yabani
Hayvan ve Bitki Tiirlerinin Uluslararas1 Ticaretine iliskin S6zlesme” 27 Eyliil 1994 tarihli
ve 4041 sayili1 Kanun ile onaylanmasi uygun bulunan bu sozlesme, 27 Nisan 1996 tarihli ve
96/8125 sayili Bakanlar Kurulu Karariyla onaylanarak, 20 Haziran 1996 tarih ve 22672
sayili Resmi Gazete’de yaymlanmistir. Nesli tiikenme altinda olan salep orkidelerinin
korunmasi amaciyla devlet tarafindan olusturulan hukuksal tedbirler, 1974 yilinda salep
tirlerinin ihracinin yasaklanmasi ile baslamistir. Orchidaceae familyasinin bazi tiirleri
BERN s6zlesmesinin ekinde (Ek-1) kesin olarak koruma altina alinan flora tiirleri i¢inde yer
almakta ve ayn1 zamanda CITES sozlesmesinin ekinde (Ek-2), heniiz tam olarak neslinin
tilkenmesi tehlikesinin olmamasina ragmen, hayatta kalabilmelerine engel teskil eden
kullanimdan kag¢inmak i¢in bu tiirlerin ticaretinin kesin kurallara baglanmadig: takdirde
nesli tiikenebilecek olan tiirler kategorisinde yer almaktadir (Kasparek ve Grim, 1999;

Whigham ve Willems, 2003; Kayik¢1 ve Ogur, 2012; Pant, 2013; Ghorbani vd. 2014).

Salep bitkisinin toplanmasi ve ticareti dnemli bir ekonomik degeri teskil etmekte fakat
yapilan yogun sokiimler nedeniyle nesillerinin tiikkenmesi tehdidi s6z konusudur. Dogal
kaynak niteligindeki tiirlerin siirdiiriilebilir olabilmesi, gen, tiir ve toplam zenginliginin

korunmasi agisindan kiiltiire alinmasi giin gectik¢ce dnem kazanmaktadir.

Orchidaceae familyasi toprak altinda yumru (yuvarlak, parcali ve elips seklinde), kok
veya rizom bulunduran, farkli yasam formlar1 olan (epifit, litofit, karasal ve parazit), cicek
durumu basak, rasem veya panikiil seklinde ya da ¢igekler tek olarak bulunan ¢ok yillik otsu
bitkilerdir. Cicek yapilar ile dikkat ¢eken familyalardan biri olmakla birlikte gigekler iki
eseyli ve zigomorfiktir, periyant tipik 6 segmentli olup iki daire iizerine tgerli sekilde
dizilmistir. Meyve kapsiil seklinde olup higroskopik bakimdan hassas olan 3-6 tane ve ug
kisimlart bitisik durumda bulunan kapillar seklinde agilir (Davis, 1984; Sezik, 1984). Orkide
cinslerinin ayriminda yumrularin biiyiikliikleri ve sekil yapist en onemli belirleyicidir.
Toprakta yasayan fotosentetik orkideler ototroftur. Toprak alti organlari yumru, kok ve
rizom olarak farklilik gosteren 1liman kusak ya da karasal orkideler olarak bilinen tiirlerin

yumrulart genellikle birbirine yapisik ve iki adet olarak bulunmasiyla birlikte bitki gelisimi
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sayesinde yeni yumru da gelismektedir. Yeni yumru sonraki yilin generatif kisimlarini
olusturmaktadir (Sezik, 1984). Salep orkidelerini de ic¢inde barindiran Orchidaceae
familyasina ait tlirler generatif ve vejetatif olarak iiretilebilmektedir. Generatif ¢gogaltimda
tiirlere gore degiskenlik gosteren ancak c¢ok kiigiik iriliklere sahip, 0,25-1,2 mm
uzunlugunda, 0,09-0,27 mm genisliginde ve agirliklar1 ise 0,3-1,4 pg olan tohumlar
kullanilmaktadir. Orkidelerin tohumlar1 ¢ok kiiclik boyutta ve endospermi olmamasiyla
bilinmekte ve ¢imlenmesi i¢in gerekli en uygun nem, sicaklik, 1s1k, oksijen ve toprak sartlar
olsa dahi, mikorizal mantarlarla enfekte olmadan, ¢imlenme gergeklesmemektedir (Sezik,
1984; Arditti, 1967). Orkide tohumlar1 endosperm (besi doku) bulundurmadigi icin
tohumlarin diistiigli yerde embriyonun ¢imlenebilmesi i¢in mikrofunguslarin bulunmasi ve
tohumun bunlarla infekte olmasi1 gerekmektedir (Arditti vd., 1996). Orkide tohumlarinin
¢imlenmesinde mikorhizal funguslarin énemli rolii oldugunu Noel Bernard 1899 yilinda
kesin olarak bildirmistir (Ozdener, 1994). Ancak funguslar orkide bitkilerinin ilk gelisme
doneminden sonraki gelisme evrelerinde, bitki ¢imlenip gelistikten sonra fotosentez yapma
yetenegine kavustugu icin, ¢ok kiiciik bir dneme sahiptirler (Withner, 1974). Mikorizal
funguslarin orkide tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in dnemli olmasina ragmen c¢imlenmeden
sonra protokormun olusabilmesi ve biliylimeye baslayabilmesi i¢in de tiirle uyumlu olmasi
gerektigi belirtilmistir (Leake, 1994; Peterson vd. 1996). Bununla birlikte, 1900’1 yillarin
baslarina kadar karasal orkide tohumlarinin mikorizal bir etki olmadan ¢imlenemeyecegi
diistiniilmesine ragmen, Knudson mikoriza olmadan orkide tohumlarinin mineral ve seker
igeren basit bir besin ortaminda ¢imlenebildigini gostererek salep tohumlarinin In vitro

ortamda ¢imlendirilmesinin 6niinii agmustir.

1900’li yillarin baglarinda gelistirilen bitki doku kiiltiirli; aseptik ve kontrollii bir
ortam altinda besin maddeleri iceren tanimlanmig kat1 veya sivi ortam {iizerinde totipotent
hiicrelerin, dokularin ve organlarin biiylimesini ve c¢ogalmasimi igermekle birlikte siis
bitkilerinin tiretiminde 6nemli bir role sahiptir (Saljooghian vd., 2010). Doku kiiltiiriiniin
temel amaclar1 arasinda Yeni cesit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyabilite
olusturmak sayilabilmektedir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme
caligmalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayni zamanda nesli tiikenmekte olan tiirlerin
korunmasinda ve c¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde, cesitli doku kiiltiirii yontemleri

rutin olarak uygulanir.

Bitki doku kiiltiirii islemlerinde genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki

rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kiiltlirii yapilan hiicrelerin 6zellikleri itibariyle
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organize olmus meristematik hiicreleri ihtiva eden somatik dokulardan rejenerasyon,
meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon ve mayoz bdliinme gegirmis
gametik hiicrelerden rejencrasyon olarak ti¢ grupta incelenebilmektedir. 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, organlar1 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,
protokallus veya hiicre siispansiyon olusumu devresinden sonra da ortaya ¢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; Bektas, 2014).

Bitki doku kiiltiirleri; tiirler aras1 melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirii, haploit bitki
tiretimi, somaklonal varyasyon, In vitro seleksiyon, In vitro déllenme, germplazm
muhafazasi ve protoplast fiizyonu gibi baslica bitki 1slah1 uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Bitki 1slahinin yani sira, bitki doku kiiltiirleri ticari alanlarda da kullanilmaktadir. Ozellikle
hastaliksiz bitki {iretimi, sentetik tohum iiretimi, mikrogogaltim, sekonder metabolitlerin
iretimi ve kimerik bitkilerin olusturulmasinda ilk bagvurulan ve siklikla kullanilan

yontemdir (Bektas, 2014).

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi sadece ddllenmis yumurta hiicreleriyle
degil In vitro kiltiir sartlarinin uygun hale getirilmesiyle, somatik hiicre, doku veya
organlarla da miimkiindiir. Vejetatif hiicrelerden gelisen bu embriyolar somatik embriyo
olarak isimlendirilirler. Somatik doku hiicreleri genellikle yiliksek oranlarda oksin igeren
besin ortamlarinda kiiltiire alinip sonrasinda oksin igermeyen 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 icin, 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 caligmalarinda onemli bir potansiyele sahiptir. Bunun yan
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sira In vitro tiretim yontemleri, kullanilan eksplantin 6zelligine gére (embriyo, siirgiin, kok,
kallus, polen tanesi vb.) adlandirilmakla birlikte eksplantlarin alindig1 anag tipinin genotipi
de mikrogogaltimin basarisini etkileyen faktorlerden biridir. Endosperme sahip olmayan ve
¢cok kiiciik boyutlarda tohumlara sahip salep orkidelerinin ¢imlenme zorlugunun
yasanmasina karsin, dogada cimlenebilmeleri i¢in funguslarla simbiyotik yasam icinde
olduklar1 (Ingold ve Hudson, 1993); fakat In vitro {iretim yontemlerinin kullanilmasiyla
mikorizal funguslara ihtiyag duyulmadan da ¢ogalabilecekleri vurgulanmistir (Ruglup vd.,
1989). Salep orkidelerinin mikrogogaltimlar1 iizerine yapilan vejetatif tiretimde farkl
yontemler (In vitro, In vivo, simbiyotik, asimbiyotik kosullar) ve eksplant tiplerinin (tohum,

yumru gibi) kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur.

Harvais ve Hadley (1967), In vitro kosullarda gerceklestirilmis olan Orchis purpurella
bitkisine ait tohumlarin ¢imlendirmesi ilizerine yapilan calismada, farkli igeriklere sahip
temel besi ortamlari, saf su ve agar kullanilarak tohumlarin ¢gimlenme gelisimi incelenmistir.
Bunun sonucunda c¢imlenme oranmmin 1sik ile engellendigini de bildirmigler fakat
sterilizasyonun siire olarak uzatilmasi ve sicakligin yiiksek olmasi ile ¢imlenmenin dogru

orantili oldugunu vurgulamislardir.

Van Waes ve Debergh (1986) In vitro kosullarda 23 adet Bati Avrupa orkidesinde
tohum ¢imlenme denemelerinin yapildig1 ¢aligmada, 20-25°C sicakligin ¢imlenme igin en
uygun sicaklik oldugu, bunun yanisira 6°C ve 40°C’de bile ¢imlenen orkide tiirlerinin
oldugu bildirilmekte bununla birlikte ¢imlenme icin uygun sicakligin 23°C olarak kabul

edildigi belirtilmektedir.

Rasmussen vd. (1990) Dactylorhiza majalis tohumlarmin ¢imlenmesi iizerinde
sicakligin etkilerini arastirmis ve arastirma sonuglarina gore simbiyotik ¢imlenme oraninin
asimbiyotik ortamdaki ¢imlenmeye gore daha fazla ve olusan bitkilerin daha biiytlik
oldugunu; bununla birlikte simbiyotik sartlarda 23-25°C sicakligin {izerinde Onemli
derecede azalma kaydedilmis, asimbiyotik sartlarda ise 23°C’de ¢imlenme oraninin %21

oldugunu saptadiklarini bildirmislerdir.

Goniilsen (1983) yapmis oldugu ¢alismada Orchis anatolica tiiriinii materyal olarak
kullanmistir. Birgok arastirmaci gibi dogal yetisme ortaminda orkidelerin tohumlarinin
¢imlenmesinin zor oldugundan bahsetmis ve ¢imlenmenin gerceklesebilmesi igin cesitli
besin maddeleri ve bitki biiylime diizenleyicileri ile birlikte, dogal yetisme ortamlarinda

oldugu gibi baz1 funguslarla enfekte edilmesinin yardimci olabileceginin altin1 ¢izmistir.
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Arastirma da In vitro kosullarda Orchis anatolica tiirintin farkli bitki kisimlarini kullanarak
denemeler olusturmus ve olumlu sonuglar elde edilemedigini belirtmistir. Bununla birlikte

In vitro da elde edilen kiiltiirlerde hi¢bir gelisme olmadan canliligini yitirdigi bildirilmistir.

Rasmussen vd. (1991) Listera ovata tiiriine ait olgunlasmamis embriyo ve tohumlari
ile simbiyotik ve asimbiyotik In vitro ¢imlendirme calismasi yapmislardir. Simbiyotik
calismadaki embriyolardan biitiin asamalarda protokorm elde edilmesine ragmen
asimbiyotik kiiltiirde sadece bazi belli asamalarda basar1 elde edilmis ve bunun sonucunda
ise ¢imlenmesi zor orkide tiirlerinin iiretimi ve uygun fungus tespiti i¢in olgunlagsmamis

embriyolarin inokulasyonun onerildigi bildirilmistir.

Goniilsen vd. (1996) tarafindan yapilan Ege ve Dogu Akdeniz Bolgesinde arazi
calismalari ile 6rnekler toplanmis ve Ege bolgesinden alinan tiirlerin embriyo kiiltiiriinde O.
laxiflora, O. sancta ve S. vomeracea tiirlerinde basarili sonu¢ meydana gelirken Dogu
Akdeniz Bolgesinden toplanan Orneklerden ise O. anatolica, O. bornmuelleri, S.
vomeraceae ve O.coriophora orkide tiirleri embriyo kiiltiirlinde basarili bir sekilde tiretim
meydana gelmistir. Siirglin ucu kiiltiiriinde H. affine ve O. anatolica orkide tiirlerinde bagari

saglanmis ancak olusan fazlaca kararmalardan dolay1 bitki elde edilemedigi bildirilmistir.

Caglayan vd. (1997) salep elde etmek icin en fazla kullanilan ve Kahramanmaras’ta
yetisen bazi orkidelerin O. bornmuelleri, O. coriophora, R. ficaria ve S. vomeracea
oldugunu belirlemisler ve bununla birlikte In vitro da yaptiklar: siirgiin ucu kiiltiirinden bir
sonu¢ alinamamasina ragmen Himantaglossum affine ve Orchis anatolica tiirlerinde ise
¢ogaltma basarili olmus, O. anatolica tiirinde bitki olusumu gozlemlediklerini

bildirmislerdir.

Andronova vd. (2007) In vitro kosullarda Dactylorhiza maculata tohumlarinda
cimlendirme yapmislar ancak bitkilerin homojen bir sekilde gelismediginin
gbzlemlemislerdir. Laboratuvar kosullarindan dis kosullara alinan 13 ve 18 aylik olan
bitkiler laboratuvar kosullarinda yeniden kiiltiire alinmis ve bununla birlikte dis kosullardaki
13 aylik bitkilerin canlilik orant %8 iken 18 aylik bitkilerde ise bu oran %30 olarak
saptandigint  belirtmiglerdir. Laboratuvar kosullarindaki bitkilerin ¢imlenmeden sonra
canlilik oranlar1 %45 ile 13 aylik bitkilerde ve %83 ile 18 aylik bitkilerde oldugu
bildirilmistir.

Salep orkidelerinde ¢imlendirme caligmalarinda sadece tohum kullanilmamis bunun

yanisira polen ve polliniumlarmin da ¢imlendirildigi ¢alismalar mevcuttur. Bu amacla
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Aybeke (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, In vitro da salep orkidelerindeki polen ve
polliniumlarin (kilifla sarili polen keseleri) c¢imlenmesi incelenmis ve polenlerde
¢imlenmenin geneli ¢ogu kapali tohumlardaki gibi oldugu, poliniumlarda ise, kese
i¢indekilerde ¢imlenme olmayip sadece besin ortami ile temasta olanlarda ¢imlenme oldugu

gbzlemlendigi bildirilmistir.

Orkide tohumlarmin In vitro kosullarda c¢imlendirilme ¢alismalarinda yiizey
sterilizayonu onemli bir asamadir. Yiizey sterilizasyonu sayesinde hem kiiltiir yapildiktan
sonra inkiibasyon asamasinda kontaminasyonun onlenmesi hem de tohum kabugunun
kirtlmasi saglanmasi amaglanmaktadir. Bu baglamda orkidelerin tohumlarinin In vitro
cimlendirilmesi  sirasinda  kullanilan  ylizey sterilizasyon ¢ozeltileri  degisiklik
gostermektedir. Kullanilan sterilizasyon c¢ozeltileri arasinda kalsiyum  hipoklorit
bulunmaktadir (Warren, 1981). Yapilan bir ¢alismada orkide tohumlarinin ¢imlenme orani
tizerine tohum kabugunun ¢imlenmeyi zorlayict etkiye sahip oldugunu bildiren
aragtirmacilar, yiizey sterilizasyonunda kullanilan %5°lik kalsiyum hipoklorit+ 1-2 damla
Tween-80 c¢ozeltisinin doz ve bekletilme siiresinin, ¢imlenme iizerine olumlu etkisinin
olmasiyla birlikte tohum kabugu oldukca sert ve engelleyici olan sert kabuklu tiirlerde
bekletilme siiresinin uzatilmasi ile tohum kabugu asindigi tespit edilmis bu sekilde
cimlenmenin pozitif yonde etkilendigini belirtmislerdir (Van Waes ve Debergh, 1986).
Snow (1985) In vitro kosullarda orkide tohumlarina uygulanan yiizey sterilizasyonu
calismalarinda tohumlarin 24 saat siireyle sekerli suda bekletildikten sonra 30 dakikalik siire

ile %3°liik hidrojen peroksitin (H202) kullanildigini bildirmistir.

Orkide tohumlarinin yiizeysel sterilizasyonunda kullanilan bir diger ¢ozelti sodyum
hipokloritin tohumlarin toplu halde kiimelenmesini Onleyen bir kimyasal yapida olmasi
nedeniyle sterilizasyonda kullanilan diger kimyasallara gore daha ¢ok tercih edilmektedir
(Ozkog ve Dalci, 1991). Bir arastirmada Clements vd. (1986) konsantrasyon ve bekletilme
stiresi ile sodyum hipoklorit orkide tohumlarinin ¢imlenmesi {lizerinde farkli etkilere sahip
olabilecegi nedeniyle ¢imlenme i¢in en etkili konsantrasyon ve bekletilme siiresinin
saptanmasi gerektiginin altin1 ¢izmistir. Bu baglamda Serapias vomeracea tiiriiniin
tohumlarina uygulanan yiizey sterilizasyonunun c¢imlenmeye {iizerine ne gibi sekilde
etkilerinin oldugunun arastirildigi ¢alismada %10, %20, %30’luk sodyum hipoklorit 5, 10,
15, 30, 45 ve 60 dakika uygulanmistir. Bunun sonucunda en iyi ¢imlenmeler VWD-N
ortaminda en yiiksek %50,3 ile 5 dakika %20 sodyum hipoklorit uygulamasindan elde

edilirken bunun devaminda %25,4 ile 10 dakika %30 sodyum hipoklorit uygulamasinda ve
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%21,7 ile 30 dakika %10 sodyum hipoklorit uygulamasindan elde edildigi bildirilmistir
(Ozkog, 1991). Yapilan bir ¢alismada, O. sphegodes ve Ophrys apifera tiirlerinin
koklerinden izole ettigi fungal izolatlarla tohum c¢imlendirme calismasi yapilmis ancak
basar1 elde edilememistir. Sodyum hipoklorit ¢esitli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde
uygulanmis bununla birlikte ¢cimlenme orani tizerindeki etkisi gézlemlenmistir. Caligmanin
sonucunda tohumlarm %1,5 ‘lik sodyum hipoklorit icinde 15 dakika bekletilmesinin
sterilizasyon i¢in yeterli olacagini belirtilmistir (Aytas, 1994). Yapilan bir baska ¢alismada
ise Dactylorhiza iberica tiiriiniin tohumlarmin ¢imlenmesi tizerine farkli sodyum hipoklorit
dozlarinin etkilerini arastirilmig ve sonug olarak %17,7 orani ile en yiiksek ¢imlenme %1 ’lik
sodyum hipoklorit konsantrasyonundaki solisyonda 20 dakika uygulanmasiyla
bulunmustur. Dactylorhiza urvilliana tohumlarinda ise %70,4 orani ile en yiiksek ¢imlenme
%1’lik sodyum hipoklorit konsantrasyonunun 10 dakika uygulanmasinda meydana geldigi
belirtilmistir (Ozdener, 1994). In vitro kosullarda iiretilerek saksili bitki olarak kullanimina
iliskin Dactylorhiza majalis tiiriinde yapilan c¢alismada, tohumlarin sterilizasyonu %1
Tween-80 + %5 NaOCI (sodyum hipoklorit) ¢ozeltisinde 5 dakika siire ile bekletilerek
gerceklestirilmistir. Tohumlar 3 g/lt toz yulaf igeren kiiltiir ortamina ekilmis ve bu ekimden
6 hafta sonra ¢imlendikleri bildirilmistir. Sonug olarak materyal olarak kullandiklar: tiirden
izole edilerek sagladiklar1 fungal izolatlarla yapilan ¢imlendirme de saglikli protokorm
meydana geldigini bildirmislerdir. Bununla birlikte Goodyera repens bitkisinden elde edilen
izolatla %80 oraninda ¢imlenme gergeklestigi de bildirilmistir (Jorgensen, 1998). Farkli bir
arastirmada ise Yararbas (2008) yaptig1 ¢alismasinda In vitro da salep orkideleri tohumunun
¢imlenmesi i¢in %20’lik seker 1/10 MS ortamina karistirilmis ve buna ek olarak ultrason
uygulamasi da yapildigini belirtilmistir. Orchis italica ve Ophrys tenthredinifera 4 dakika
ultrason uygulamasi yapilmigtir.  Arastirma da %1 konsantrasyonundaki sodyum
hipokloritte ¢ozeltisinde tohumlarin 10 dakika muamele edildigi belirtilmistir. Orchis
italica’da sodyum hipoklorit ile muamele edilmesinin yaninda yapilan ultrason
uygulamasinda ¢imlenme %81 oran ile 15 giinde ve kontrol uygulamasinda %89 ile 90
glinde meydana geldigi bildirilmistir. Orchis italica’nin ¢gimlenme siiresi kontrole gore 6 kat
kisalmis ancak ¢imlenme yiizdesi bir miktar azalmistir. Cimlenme gozlemlendikten 2 ay
sonra ilk yapraklarin meydana geldigi vurgulanmistir. Ophrys tenthredinifera’da 4 dakikalik
ultrason uygulamasi sonucunda ¢imlenme meydana gelmemistir fakat 5 dakika sok ve
ultrason uygulamasindan 9%5,3 oraninda ¢imlenme 60 giin sonra meydana geldigini

belirtmistir.
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Harvais’e (1973) gore asimbiyotik kiiltiir ortaminda ¢imlenmenin gergeklesebilmesi
icin ortamin c¢esitli organik maddeler ile zenginlestirilmesinin gerektigini ve tohum
cimlendirilmesi i¢in ise sukroz, glukoz gibi bilinen seker formlar1 ile baska sekerlerin de
pozitif yonde etkilerinin olacagi vurgulanmaktadir. Bununla birlikte In vitro ¢imlendirme
calismalarinda, bir¢ok arastirici tarafindan dekstroz ve sakkarozun karbon kaynagi olarak
orkide tohumlari i¢in kullanildig1 bildirmistir. Yetistirme ortamina ilave edilen sekerin
oranlarinin  belirli sekilde yiikseltilmesiyle biiyiime de artis oldugu, artan seker
konsantrasyonu ile ise ¢imlenme ve biliylimenin engellendigi belirtilmistir. In vitro
calismalar sonucu meydana gelen bitkiler icin glukoz, mannoz, maltotrioz, maltopentoz

kullanilabilir (Ernst ve Arditti, 1990).

Van Waes ve Debergh (1986) In vitro kosullarda 23 adet Bati Avrupa orkidesinde
tohum ¢imlenme denemelerinin yapildigi ¢alismada, Epipactis helleborine tohumlarinin
sadece inorganik azot igermeyen ortamda c¢imlenebilmesine ragmen ilerleyen siirecleri
icinde inorganik azota ihtiya¢ duydugu belirtilmistir. Embriyonun biiyliimesinde ihtiyact
olan azotu kiiltiir ortamina takviye edilen baz1 aminoasitlerden temin ettigini aciklamis ve
bunlarin NH4NOz3'in yerine kullanilabilecegini bildirilmistir. Bunun yanisira tohumlarin
¢imlenmesinin ilk asamalarinda inorganik azotun ihtiya¢ duyulmadigi hatta bazi sekerler
formlarinin yogun konsantrasyonlarda kullanimiyla ¢imlenmeyi zorlastirdigi belirlenmis,
cimlenme ve gelisme bakimindan sakkarozun diger seker formlarina gore daha etkili
oldugu, fakat galaktoz ve mannitoliin ¢imlenmeyi negatif sekilde etkiledikleri bildirilmistir.
Ayrica bazi yogun konsantrasyonlu seker formlarmin orkide tohumlarinin ¢imlenmesin
zorlagtirmasinin yanisira ¢imlenme i¢in kullanilan ortamlar arasinda en uygun olan ortamin

Van Waes-Debergh ortami1 oldugunun alt1 ¢izilmistir.

Bagka bir ¢aligmada In vitro da Orchis sancta L. tiiriinde ¢ogaltilmasi amaglanmig
olup bu baglamda ¢imlendirme i¢cin Van Waes Debergh ortami kiiltiir ortami olarak
kullanilmistir. Besin ortamina kontrol (0), 20, 40, 60, 80 ve 100 olarak konsantrasyonlar
belirlenip sukroz, glukoz, maltoz, galaktoz ve fruktoz formundaki sekerler eklenmistir. Bu
sonuglara gére en yiiksek ¢imlenme ortalama %77,85 ile 40 g/l konsantrasyonunda Maltoz;
en disik c¢imlenme ise ortalama %44,36 ile 100 g/l konsantrasyonunda Galaktoz
ortamlarindan elde edildigi belirtilmistir. Protokorm olusumunda ise en yiiksek ortalama
deger %68,53 ile 100 g/l konsantrasyonunda Sukroz; en diisiik ortalama deger %25,33 ile
100 g/l konsantrasyonunda Fruktoz ortamlarindan saglanmistir. En yiiksek siirgiin olusum

orani %13,30 ile 40 g/l konsantrasyonunda Sukroz ortaminda meydana gelmistir. Sonug
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olarak c¢imlenme siiresinin 12,5-21,3 giin; protokorm olusum siiresinin 22,5-50,8 giin ve
stirgiin olusum siiresinin 50,6-105,3 giin araliklarinda oldugu saptanmistir (Bozdemir,

2016).

Genel olarak epifit orkideler (baska bitki {izerinde havai kokleriyle yasayanlar) daha
yogun ortamlarda; karasal orkideler ise seyreltik ortamlarda daha iyi c¢imlenmektedir.
Asimbiyotik kiiltiir ortami, dogada epifit orkidelerin beslendigi aga¢ Oziitlerinin
bilesiminden ¢ok daha yogundur (Harvais, 1973). Farkli orkide tiirlerinde azot kaynagi ve
katki maddesi olarak aminoasitler kiiltiir ortamina ilave edildiginde degisik etkiler
goriilebilmistir (Harvais, 1982). Bu baglamda yapilan bir aragtirmada, yogun ve seyreltik
besin ortamlarinda Serapias vomeracea ve Orchis laxiflora tiirlerinin tohumlari ekilmis ve
hem yogun hemde seyreltik ortamda g¢imlenmenin oldugunu gozlemlenmesine ragmen
sadece yogun besin ortaminda gelismenin devam ettigini belitilmistir. Ayrica besin
ortamindan inorganik azotun ¢ikarilmasi ile ¢gimlenmede yiikselme oldugunu saptamiglardir
(Ozkog ve Dalci, 1991). Doku kiiltiiriinde Orchis morio ve Dactylorhiza majalis tiirlerinde
mikorizal fungus ile ¢imlenmis, bununla birlikte diisiik azot ile bliylimenin hizlandigi; daha
yiksek azot ile Ceratobasidium fungusunun D. majalis’te biiyiimeyi zorlastirdigi

vurgulanmistir (Dijk, 1990).

Sazak (2004) Dactylorhiza osmanica var. osmanica ve Spiranthes spiralis tiirlerin
tohumlarinin asimbiyotik ve simbiyotik kosullarda ¢imlenmelerinin {izerine yapilan
calismada ylizey sterilizasyonu amaciyla kullanilan ¢ozeltinin yogunlugunun ve uygulama
stiresinin tlirlere gore farklilik gosterdigini vurgulamigtir. Dactylorhiza osmanica var.
osmanica ve Spiranthes spiralis tiirlerinin ¢imlenmesinde fungal izolatlar kullanilmis ve
bunun sonucunda asimbiyotik kosullarda olusan c¢imlenmelerde inorganik azot,
Dactylorhiza osmanica var. osmanica tiiriinde azaltan etkiye neden oldugu saptanirken

Spiranthes spiralis tiiriinde ise inorganik azot arttiran etkiye sahip oldugu bildirilmistir.

Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi salep orkidelerinde de In vitro kiiltiirde basariy1
etkileyebilecek en oOnemli faktorlerden biri de kullanilan besin ortamlaridir ve besin
ortamlarina eklenen bazi bitki hormonlarinin kombinasyonlari, mikorizal fungus ya da bitki
ekstraktlar1 (patates ve hindistan cevizi siitii) gibi maddelerin bulunmasiyla yararli bir etki
sagladig1 belirtilmektedir (Hadley ve Harvais, 1968). Besin ortamlarina eklenen kimyasal
maddelerden yeterli sonu¢ alinmadigi zamanlarda besin ortamina pepton, hindistan cevizi
slitli, muz ve patates ekstrakti gibi bazi dogal bilesiklerin eklendigini ve ¢imlenme iizerinde

olumlu etki yaptiklarin1 bilinmektedir. Ayrica besin ortamina ilave edilen pyridoksine ve
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thiamin gibi vitaminlerin 6zellikle siirgiin gelisimini ve yaprak biiylimesini olumlu yonde
etkilemesi seklinde belirtilmis olmasina ragmen vitaminlerin bazi tohumlarin ¢imlenmesi

tizerine negatif etki yapabilecegi de bildirilmistir (Arditti ve Harrison, 1977).

Cesitli orkide tiirlerinde In vitro ¢imlendirmede bitki biiylime diizenleyicilerin
¢imlenme {izerine etkilerini incelemisler ve bunun sonucunda Cypripedium calceolus ve
Epipactis helleborine tiirlerinde ¢imlenme igin bir sitokinin grubu bitki biiylime
diizenleyicilere gerek olmasina ragmen Dactylorhiza maculata ve Listera ovata
tohumlarmin ¢imlenmesi i¢in herhangi bir bitki biiyiime diizenleyiciye katkisina gerek
olmamistir. Cimlenme icin kullanilan kimyasal maddelerden pozitif sonu¢ alinamamasina
ragmen besin ortamlarina hindistan cevizi siitli, muz ekstrakti, patates ekstrakti, pepton ve
kazeinhidrolizat gibi ¢esitli dogal yapili takviyeler yapilmasi orkide tohumlarinin

¢imlenmeyi pozitif yonde etkiledigi saptanmistir (Van Waes ve Debergh 1986).

Orchis laxiflora ve Ophrys sphegodes tiirlerinin In vitro ¢imlenmesi amaciyla bir
aragtirmada vitamin ve azot kaynaklarinin etkilerini incelemislerdir. Tiirler arasinda ufak
farkliliklar goriilmiis fakat NH4NOs igeren bazal besin ortami kullanilip sakkaroz, organik
azot ve vitaminler eklenmistir. Tirlerin tohumlar1 bu ortama ekilmistir. Bu calisma
sonucunda iyi gelisimler ortaya ¢ikmistir. Tohumlarda yiiksek oranda ¢imlenme ve bitkicik
gelisimi elde edilmistir. Iyi gelismeler olmasina ragmen bitkide yasanan kararmalar
dolayisiyla canliliklarini kaybetmelerine sebep olmugtur. Bitkilerde en iyi gelisimler tiirlerin
ikisinde de karanlikta meydana gelmistir. Ancak sekiz ay sonra bazi beyaz protokormlar
kararip bitkiler canliligin1 yitirmistir. O. sphegodes tohumlarindan olusan bir protokorm bir
bitkicigin olusumu, yeni bir protokorm olusumu ve bazen de kallus benzeri olusumlari
gelistirmigtir. O. laxiflora tiirtinde koklii ve saglam bitkiler meydana gelirken O. sphegodes
tirinde kok ve %50 oraninda 1 cm boylarinda yumru olusumu meydana geldigi
bildirilmistir. Besin ortamina eklenen vitaminler arasinda thiamine’in O. laxiflora tiirii i¢in

gerekli oldugu bildirilmistir (Mead ve Bulard, 1975).

Karakus (2015) calismada Anacamptis pyramidalis (L.), L.C. Rich, Serapias
vomeracea Burm.fil., O. coriophora, O. italica, O. sancta orkidelerinin In vitro sartlarda
cimlenme, protokorm olusumu ve bitki rejenerasyonunu etkileyen faktorlerin arastirilmasi
lizerine c¢alisma yapmistir. Salep tohumlarinin ylizey sterilizasyonunda minimum
kontaminasyon ve maksimum canlilik elde edilebilmesi igin sterilizasyon oncesi On
optimizasyon g¢alismalar1 olusturulmus ve yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlarda besin

ortamina %0,02 AgNO3 eklenerek kontaminasyonun en aza indirilebilmesi amaclanmistir.
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Temel besin ortami olarak basit inorganik tuzlar se¢ilmis, ¢cimlenme ve protokorm olusumu
stiresince farkli Tripton, maya o6ziitl, kasein hidrolizat, aminoasit soliisyonu gibi azot
kaynaklar1 igceren ortamlarla modifiye edilmistir. Tohum ekiminden 10, 30 ve 50 giin
slirelerinde alinan verilere gore degerlendirildiginde protokorm olusturma orani %28 ile
tripton igeren ortamda S.vomeracea tiirii, %48 ile O.sancta tiirii ve %48 ile O.coriophora
tiirii olarak saptanmistir. Elde edilen protokormlar alt kiiltiire alindiktan ve yaklasik 1 ay
stire gegtikten sonra %96 verimle O.sancta ve %98 verimle O.coriophora tiiriinde bitki elde
edilmistir. Ancak O.italica ve A.pyrimidalis tiirlerinde tohumlar canlilik ozelligi
gostermemis, ¢imlenme ve protokorm olusumu saglanamadigi belirtilmistir. Bununla
birlikte protokorm olusumu gézlenmis olan S.vomeracea tiiriinde ise bitki olusumu i¢in alt

kiiltiir esnasinda kontaminasyon nedeniyle kaybedildigi bildirilmistir.

Doku kiiltiirtinde daha ¢ok Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilmis MS
ortami yiiksek tuz iceren ve en yaygin kullanilan bir ortami olmasiyla birlikte orkidelerde
yapilmig ¢aligmalara bakildiginda VWD (Van Waes & Debergh), KC (Knudson-C), ORC
(Orchimax) gibi besin ortamlar1 da kullanilmistir. Bu besin ortamlarina cesitli dogal
bilesikler(hindistan cevizi siitii, pepton, muz, patates ekstrakti ve kazeinhidrolizat gibi) ilave
edilerek modifiye yapilmis ¢alismalarda mevcuttur. Bu baglamda Hatipoglu vd. (1984) In
vitro kosullarda Orchis sancta ve Anacamptis pyramidalis tirlerinin ¢imlendirilme
calismasini yapmislar ve arastirmada ii¢ degisik besin ortami (Burgeff, Voth ve Fast)
kullanmiglardir. Arastirmanin sonuglarina gore 20 giin gectikten sonra tohumlardan
protocorm olusan ortam Burgeff ortami olmustur ve olusan bitkiler 30 giine yakin zaman
sonra intermedica kiiltiir soliisyonuna aktarilarak yaprak olusumu meydana geldigini
bildirmislerdir. Ancak arastirmada aktarmaya kadar gecen silirede basar1 saglanabildigi

belirtilmistir.

Barroso vd. (1990) yaptig1 bir ¢alismada Curtis kiiltiir ortaminda Ophrys lutea Cav. ve
Ophrys fusca Link tiirlerinin tohumlarini ¢imlendirmistir. Tohumlarin ekiminden yaklagik
60 giin sonra protokormlar gozlemlenmis, bununla birlikte baska bir orkide ortamina
alinmistir. Protokormlar yeni orkide ortamina aktarildiktan sonra 60 giinde bitki olusumu

meydana geldigi belirtilmistir.

Ozkog (1991) O. laxiflora ve S. vomeracea tiirlerini materyal olarak kullanmis ve
simbiyotik kiiltiir i¢in en uygun ortamin yulaf besin ortami oldugunu belirtmistir. Fungal
izolatlarla yapilan calismada en iyi ¢imlenme orani %30,6 orani ile yulaf ortaminda, %9,1

orant ile modifiye yulaf ortaminda meydana gelmistir. In vitro tohum c¢imlendirme
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calismalarinda ise en yiiksek ¢imlenme oraninin inorganik azot igermeyen, VWD, MS ve
Knudson ortamlar1 arasinda oldugunu belirtmis, fakat protokorm gelisimi gézlenemedigini
bildirmistir. En iyi ¢imlenme sonucu %53,8 oran ile MS-N ortaminda oldugu belirtilmistir.
Orchis laxiflora ile yapilan ¢alismada ise %13,4 orani ile VWD-N ortaminda ¢imlenme elde

edilmistir.

Glmiis vd. (2008) salep orkidelerinin tohumlarin1 ¢alismalarinda materyal olarak
kullanmiglardir. Sterilizasyon islemi olarak %10’luk sodyum hipoklorite 1-2 damla Tween-
20 ekleyerek olusturduklart soliisyonda 10 dakika bekleterek gerceklestirmislerdir.
Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar daha sonra MS, »MS, VWD ve KC besin
ortamlarinda In vitro kiltiirii gerceklestirilmigtir. Bunun sonucunda Dactylorhiza
nieschalkiorum tiiriinde en yiiksek ¢imlenme meydana geldigi belirtilmistir. Besin ortamina
gore en yiikksek ¢imlenme oranmnmin VWD ortamindan elde edildigi saptanmistir. Tiirler
bazinda besin ortamlarinin etkisine bakildiginda ise en yiliksek c¢imlenmenin D.
nieschalkiorum tirtinin VWD besin ortamindaki kiiltiiriinden meydana geldigi
bildirilmistir. Bunun yanisira en yiiksek protokorm olusumununda yine ayni tiir olan D.

nieschalkiorum’dan elde edildigi vurgulanmistir.

Valletta vd. (2008) Orchis mascula tiiriinden elde edilen tohumlari In vitro kosullarda
yaptiklar1 ¢imlendirme caligmasinda materyal olarak kullanmislardir. Bu baglamda ¢esitli
besin ortamlar1 ve sterilizasyon yontemleri kullanmiglardir. Sterilizasyon yontemlerinin
tohum kabugu gecirgenligine ve cimlendirme yetenegi ilizerine etkisinin belirlenmesinin
amaclandig1 bu calismada 6 farkli besin ortami kullanilmigtir. Bu besin ortamlar1 arasindan,
c¢imlenmenin en yiiksek oldugu besin ortam Orchimax ticari besin ortami olarak
saptanmistir.  Tohum kabugunun kirilmas: i¢in degisik uygulamalar yapilmis H2SO4
kimyasali farkli konsantrasyonlar ve bekletme siireleri uygulanarak tohumun sismesi
saglanmistir. Bununla birlikte tohumlara 2 ay siireyle uygulanan 4-8°C sicaklik ¢imlenmeyi
pozitif yonde etkiledigi belirtilmistir. Siirekli bir sekilde karanlik kosullarda birakilan
tohumlarinin ¢imlenmesinin engellendigi bildirilmis, 16 saat aydinlik/8 saat karanhk
uygulamasinin tohumlarda 1 ayda sisme ve 3 ayda koksii yapr olusumu gerceklestirdigi
belirtilmistir. Bunun devaminda 4-5 ayda siirgiin ucu meydana gelmis ve 5-6 ayda ise ilk

yaprak olusumu gercgeklestigi belirtilmistir.

Kisakiirek vd. (2009) In vitro kosullar da ¢imlendirme ¢alismasi yapmislar ve bununla
birlikte O. coriophora, O. laxiflora, H. affine, O. anatolica ve O. mascula tiirlerinin

tohumlarindan yararlanilmistir. Bu ¢calismada VWDB, PF, KC olarak {i¢ farkli besin ortami
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kullanilmis ve KC ortamina O. coriophora tiiriiniin tohumlar1 ekilmis, bunun sonucunda KC
en yiksek ¢imlenme oraninin goriildiigii besin ortami olmustur. Ayrica O. coriophora
tirtinii O.laxiflora ve O.anatolica tiirleri takip etmis olmasina ragmen O.mascula tiiriiniin
¢imlenme orami diger tiirlere gore diisiik kaldigi saptanmistir. Bunun yanisira H. affine

tiiriinde ti¢ farkl1 besin ortaminda da ¢imlenme saptanamadig bildirilmistir.

Dogu Anadolu bolgesinde yetismekte olan bazi salep orkidelerinin tohumlarinin In
vitro ve In vivo kosullarda simbiyotik ve asimbiyotik kiiltiire alinmasiyla g¢imlenme,
protokorm olusturma ve siirgiin elde etmeyi amaglayan arastirmada D. iberica, D. umbrosa
ve O. palustris tiirlerinin simbiyotik kiiltiiriinde siirgiin olusumu gézlemlenmesine ragmen
yumru ve kok olusumu saglanamadigini belirtmistir. Asimbiyotik kiiltiir icin VWD, KC,
MS, 2MS ve 1/10MS ortami kullanilmis ve bunun sonucunda olusan siirgiinlerde goriilen
en yiksek koklenme orant D. umbrosa tiriinde 2MS ortaminda meydana gelmistir.
Bununla beraber en fazla yumru olusturma orani O. straussii tiirinde VWD ortamindan elde
edildigini bildirilmistir. Ancak disa aktarim i¢in yeterli biiyiikliige ulasan kokli ve yumrulu
siirglinler aklimatizasyon sonucunda gecen zamanda canliliklarini yitirdigi belirtilmistir

(C1g, 2012).

Kemeg (2015) yapmis oldugu tez caligmasinda salep orkidelerinin In vitro kosullarda
doku kiltiirii yontemi ile c¢ogaltilarak tekrar dogaya kazandirilmasin1i amaglamistir.
Calismada, Nisan ve Mayis aylarinda Canakkale ilinin farkli konumlarindan dort farkl
salep orkide tiirlerini toplamistir. Bu bitkiler laboratuvar kosullarinda saksilara aktarilmis ve
A. morio subsp. morio tiiriiniin tohumlar1 dogal ortamlarinda gelistikleri i¢in direkt
toplanmig, bu tir disindaki diger tiirlerden kendileme yolu ile tohum elde edilmistir.
Tohumlar yiizeysel sterilizasyon sonrasinda Svante Malmgren’in 6zel ortami (SV),
Knudson-C (KC) ve Orchimax (ORC) olarak ii¢ farkli besin ortaminda kiiltiire alinarak
geligsmeleri izlenmistir. Bu besin ortamlarinin materyal olarak kullanilan tiim salep orkidesi
tiirleri tizerindeki ¢imlenme, protokorm olusumu ve bitki gelisimi iizerindeki etkileri ortaya
konmustur. Sonug olarak ¢imlenme, protokorm olusumu ve bitki gelisimi agisindan en 1yi
besin ortaminin dort farkl: tiir iginde SV ortami1 oldugu belirlenmis ve %94,0 orani ile en iyi
¢imlenen tiir A. morio subsp. morio, %70,42 orani ile en iyi protokorm olusturan tiir A.
morio subsp. morio ve %55,87 orani ile en iyi bitki gelisimi olan tiir A. morio subsp. morio
olarak saptanmustir. In vitro ortamda basarili bir sekilde protokormdan yumru gelistiren A.

pyramidalis, A. morio subsp. morio ve D. romana tiirlerinin yumrular1 dis ortama aktarma
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sonucunda kendi yetistikleri bolgeden alinan topragin igine %25’er oranda kuartz kum ve

agag kabugu eklenerek aktarildiklari bildirilmistir.

Kemeg¢ vd. (2015) yapmus olduklart ¢alismada, bazi salep orkidelerinin In vitro
kiltirde polen ve pollintumlarin ¢imlenmesi iizerine arastirma gergeklestirmistir. Bu
amagla KC, Orchimax ve 6zel bir ortam olan Svante Malmgren besin ortamlarmi kiiltiir
ortami1 olarak kullanmiglar ve daha sonra 24 + 1°C'de karanlikta 24 saat inkiibe edilmistir.
Cimlenmis olan polen Brilliant Blue ile boyanmistir ve stereoskopik mikroskop altinda
incelenmistir. Arastirma sonuglarina gore Ophrys mammosa tiiriinde en iyi polen ¢imlenme
orani meydana gelmis bununla beraber en iyi besin ortami Orchimax oldugunu
bildirmislerdir. Polliniumlarda en iyi ¢imlenme oranit %69 ile Ophrys mammosa tiiriinde
meydana gelmistir. Ayrica Malmgren besin ortaminin polliniumlar i¢in en iyi besin ortami
oldugu vurgulanmistir. Gergeklesen ¢imlenmelerin 6zellikle polliniumlarin besin ortami ile
temas eden kisimlarinda, polenlerde ise u¢ kisimlarinda meydana geldiginin altim

¢izmislerdir.

Cesitli besin ortamlarina eklenen farkli ekstraktlarin kullanildigi calismalara
bakildiginda ise Ozdener (1994) yapmis oldugu arastirmada cesitli konsantrasyonlarinin
Dactylorhiza iberica tohumlarinin ¢imlenmesine etkilerini incelemis ve sonug olarak %17,7
ile en yiiksek ¢imlenmeyi 20 dakika uygulanan %20 konsantrasyonundaki NaOCI
soliisyonunda bulurken, Dactylorhiza urvilliana tohumlarinda ise %70,4 ile en yiiksek
cimlenme %?20’lik sodyum hipoklorit konsantrasyonunun 10 dakika uygulanmasinda
gerceklestigini belirtmistir. Kiiltiir ortam1 olarak VWB besin ortami tercih edilmis ve ortama
makro element, mikro element, vitamin, kompleks katki maddesi (patates ekstrakti),
aminoasit, seker, ve inorganik azotun ilave edilmesi veya ilave edilmemesiyle modifiye
edilen VWD besin ortamlar1 kombinasyonlar1 olusturulmustur. Protokormlar olustuktan
sonra diger ortamlara aktarilmistir. Asimbiyotik ¢imlenmede seyreltik ve seyreltik olmayan
daha yogun ortamlar kullanilmis ve bunun sonucunda seyreltik kiiltiir ortamina ilave edilen
sekerin ise ¢imlenmeyi negatif etkiledigi gézlemlenmistir. Yogun VWD Kkiiltiir ortami bitki
gelisimi i¢in Onemli bulunmustur ve bu ortamin modifiye edilerek hazirlanan

kombinasyonlarinda organik azota ve sekere ihtiya¢ duyuldugun saptanmuistir.

Ozsaver (1995) tarafindan yapilan arastirmada, bazi salep orkidesi tiirlerinde embriyo
kiiltiirti ile farkli besin ortamlarinda yumru olusturmayi amaglanmistir. Sonug olarak yumru
elde etmede O. anatolica ve Orchis coriophora orkide tiirlerinde basar1 saglandig

belitilmistir. En olumlu sonuglarin O. coriophora tiiriinde ise domates ekstrakti ve aktif
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karbon ile kombinasyon olusturulan VWD ortaminda, O. anatolica orkide tiiriinde ise

herhangi bir ekleme yapilmamis VWD besin ortamindan elde edildigi belirtilmistir.

Ozavci ve Caglayan (1998) yapmus olduklar1 ¢alismada In vitro da embriyo kiiltiirii ile
O. anatolica, O.coriophora L., O. bornmuelleri, O. phrigra, S. vomeraceae ve H. afine
tiirlerinden alinan embriyolarini farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Calismanin
sonucunda en fazla ¢imlenme orant %2,39, protokormdan bitki olusum orani %1,86 ve en
fazla yumru olusum orani ise %2,45 olarak VWD+ domates ekstrakti ve aktif karbon

bulunan besin ortaminda saptanmistir.

Caglayan vd. (1998) doku kiiltirtinde salep orkidelerinin embriyolarinda
gerceklestirdikleri arastirmalarinda gesitli kiiltiir ortamlar1 kullanilmistir. Orchis coriophora
tiriinlinde en fazla cimlenme ve en fazla bitki olusum oraninin meydana geldigini
bildirmislerdir. Kiiltiir ortamlar1 bakimindan degerlendirildiginde en yiiksek ¢imlenme 58
giinde %2,29 ve protokormdan olusan bitkicik sayist 156 giin siiresinde domates ekstrakti ve
aktif karbon ile kombinasyonu olusturulmus olan VWD kiiltiir ortamindan meydana geldigi
saptanmigtir. Bununla beraber Knudson ortami kullanilmis ve %10 oranlarinda patates,
domates ve salep yumrularindan elde edilen ekstraktlar da kullanilmistir. Kontrol
uygulamalar1 haricinde biitiin ortamlarda aktif komiir (1 g/l) ilave edildigi belirtilmistir.
Aragtirmada Orchis coriophora ve Orchis anatolica tiirlerinin embriyo kiiltiirlerinde en iyi
sonug veren tiirler oldugu tespit edilmis ve bu tiirlerin yumru olusturma potansiyellerine
bakilmig ve bununla birlikte en yiiksek ortalama %2,45 ile Orchis coriophora’nin yumru
olusturdugu belirtilmistir. Sonu¢ olarak In vitro da meydana gelen Orchis coriophora

bitkiciklerini dis ortama aktardiktan sonra %20’sinin yasadigini bildirmislerdir.

Benzer sekilde bitki ekstraktlarindan yararlanilarak olusturulan besin ortamlarina
kiiltiire alinan Vanda roxburgii tohumlarmin ¢imlendirme uygulamalrinda 200 mg/1 patates
ekstrakt1 ilavesi ile olusturulan besin ortaminda %78,24 oraninda tohum ¢imlenmesi
meydana geldigi belirtmistir. Bununla birlikte 100 mg/l patates ekstrakti ilave edilerek
olusturulan kiiltiir ortaminda ise ayni ebat ve 6zelliklere sahip kokli siirgiinlerin meydana

geldigini bildirmistir (Islam vd., 2011).

In vitro tiretimde en 6nemli faktorlerden bir digeri ise besin ortamlarina ilave edilen
bitki biliylime diizenleyicileridir. In vitro ortamda kiiltiire alma c¢alismalarinda besin
ortammna bitki biliylime diizenleyicileri eklenerek besin ortam1 kombinasyonlar

olusturulabilmektedir. Bitki hormonlar1 bitki bilinyesinde sentezlenen, organik yapili,
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sentezlendiklerinde bitki biinyesinde etkili olacagi yere tasinan, biiyliime ve gelismeyi tesvik
eden, engelleyici olabilen, durabilen ya da yonlendirebilen kimyasal maddelerdir (Baktir,
2010). Bu dogal ve yapay hormonlar daha genis kapsamli olarak “Bitki Biiyiime
Diizenleyici Maddeler (BBDM)” ya da “Bitki Biiylime Diizenleyicileri (BBD)” olarak
adlandirilmaktadir (Gergekgioglu vd., 2008). Bitki biiylime diizenleyiciler i¢inde yer alan
oksin, gibberellin, sitokinin, inhibitorler ve etilen grubu genel olarak hiicresel boliinme,
hiicre uzamasi, hiicresel farklilasma, cinsiyet belirleme, organ olusumu, metabolizma
olusumu, biyotik ve abiyotik stres kosullarina kars1 dayanikliligi tesvik etmektedir (Eken ve

Sirin, 2016).

Ik kesfedilen bitki biiyiime diizenleyicileri oksinlerdir. Daha sonra, gibberellinler,
sitokininler, absisik asit ve etilen tanimlanmistir. Bitki biiylime diizenleyicilerinin islevlerine
bakildiginda Oksinler; koklenmenin tesvik edilmesi, apikal dominansi, 1518a yonelme, yan
siirglin gelisiminin baskilanmasi, hiicre gelisimi, kallus olusumunun uyarilmasi, hiicre
siispansyonlarinin eldesi ve somatik embriyo olusumu, bununla birlikte sitokininlerle
kombinasyonunda kallus olusumu, organogenez ve somatik embriyo olusumunu tesvik eder.
En yaygin IBA, IAA, 2,4-D, NAA olan formlar1 kullanilir. Sitokininler; hiicre bdliinmesi,
yeniden farklilagma, rejenerasyon ve siirglin ¢ogaltimi, ¢igeklenmenin geciktirilmesi, yaprak
dokiimiiniin  engellenmesi, siirgiinlerde koklenme ve embriyogenezin engellenmesi,
cimlenmenin artirilmasi, yaslanmanin  geciktirilmesi i¢in  kullanilirlar. BAP/BA
(benzilaminopiirin/6benziladenin), KIN (kinetin), Adenin Siilfat, 2iP (izo pentil adenin),
TDZ (thidiazuron), Zeatin yaygin kullanilan formlaridir. Giberellinler; bitkilerde
ciceklenmenin artirilmasi, meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasi, siirgiin
boyunun uzamasi, kallus gelisimini, organogenez ve adventif kdk olusumunun engellenmesi
icin kullanilir ve GAs (Gibberellik asit) en yaygin kullanilan formudur. Absisik Asit; en ¢ok
bilinen sekli ABA (Absisik asit) ve somatik embriyolarin olgunlagmasi, yaprak ve meyve
dokiilmesi (absisyon), dormansi, stomalarin kapanmast i¢in kullanilir. Etilen; meyve
olgunlagmasi, senesens ve yaprak absisyonunun tesvik edilmesi, yliksek derisimlerde,
mikrotiibiil ve mikrofibrillerin yerlesimlerini etkileyerek, hiicre uzamasinin azaltilip, hiicre
geniglemesinin artirilmasini saglamak, In vitro kiiltiirlerde alt kiiltiir sonrasinda biiyiime ve
organogenezin inhibe edilmesi, kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiime, gévde ve kok
uzamasi, aksillar ve adventif tomurcuk olusumu, embriyogenez i¢in kullanilmaktadir

(Gaspar vd. 1996; Haberer ve Kieber, 2002; Bektas, 2014).
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Hadley ve Harvais’e (1968) gore Orchis purpurella’nin kiiltiir ortamina ilave edilen
bitki biiylime diizenleyicilerin etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada; GAgziin protokorm
Omriini arttirmis olmasina ragmen protokorm sayisini ve protokorm biiyiikliigiiniin iizerine
bir etkisinin olmadig1r bununla beraber IAA’nin ¢imlenmeyi engelledigi ve protokormlari
uzatti81; kinetinin hem tek hem de IAA ile kombinasyonunda biiylime ve gelisme tizerinde
kesin bir etkisinin oldugu; adeninin ise ¢ok az etkisinin oldugu bildirilmistir. Arditti ve
Harrison’a (1977) gore ise salep orkidelerinin dahil oldugu grup olan karasal orkidelerin
tohumlarmin ¢imlenmesi iizerinde en pozitif etkisi olan bitki biiylime diizenleyicilerin
sitokinin grubuna ait olan bitki bliylime diizenleyiciler oldugu belirtilmis olmasina ragmen,
bitki biiylime diizenleyicilerin ¢imlenme {izerindeki etkilerinin oldukga farkli olabilecegini,
ayn1 bitki hormonunun bir orkide tiirlinde pozitif etkiye sahip olmasina ragmen digerlerinde

negatif etkiye sebep oldugu bildirmistir.

Farkli besin ortamlarina eklenen bitkisel kaynakli ekstraktlara ilave olarak bitki
bliylime diizenleyiciler eklenerek ¢esitli kombinasyonlar olusturulan kiiltiir ortamlari
kullanilarak yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bu sekilde Onal (1999) tarafindan yapilan
arastirmada Ege Bolgesi’nden topladigi bitkileri materyal olarak kullanmis ve
gerceklestirdigi embriyo kiiltiirinde Orchis sancta, Serapias vomeracea ve O. laxiflora’dan
olumlu sonug aldigini bildirmistir. Besin ortami olarak VWD ve KC ortamlarini1 kullanmig
ve bu ortamlara farkli konsantrasyonlarda patates ekstrakti, muz ekstrakti, hindistan cevizi
stitii, 0,2 mg/l GAs, 1 mg/l BAP ilave ederek farkli ortamlar olusturulmustur. %0,6’lik
sodyum hipokloritte 15-20 dakikada tohumlarin yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmistir.
Orchis sancta tiim kiiltiir ortamlarinda en az 4 haftada ¢imlendigi belirtilmistir. %100 basar1
ile en iyi sonu¢ Knudson + %10 patates ekstraktindan elde edilmesine ragmen bitki biiyiime
diizenleyicileri uygulamalarinin hemen hemen biitiin tiirlerde ve besin ortami
kombinasyonlarinda olumlu bir sonu¢ vermedigi bildirilmistir. O. laxiflora tiirii %10 patates
ekstrakti bulunan KC ortaminda %80 oran ile en yiiksek protokormdan bitki olusturma
oranina sahip olurken; O. sancta tiirlinde yine ayni ortamdan %100 oran ile bitki olusumu
saglanmistir. S. vomeracea tiiriinde ise %10-20 muz ekstrakti bulunan KC ortaminda %40
oran ile protokormdan bitki olusumu elde edilmistir. O. laxiflora tiirii %10 Hindistan cevizi
siti bulunan KC besin ortaminda; O. sancta tiiri %20 patates ekstrakti bulunan KC
ortaminda ve S. vomeracea tiirii ise 0.2mg/L GAz nin eklenmesiyle olusturulanVWD besin
ortam1 kombinasyonundan en iyi sonu¢ meydana geldigi bildirilmistir. Bitkilerin bir kismi

24°C ve 16 saat/giin 151k, diger yarisi da 5°C’de ve karanlik kosullarda tutulmusladir. Orchis
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sancta ve O. laxiflora tiirleri 5°C sicaklik ve karanlik uygulamasinda basar1 gostermistir.
Dis ortama aktarilan %9,1 orani ile Orchis sancta’da, %12,9 orani ile Orchis laxiflora’da

stirgiin olusumu meydana geldigi bildirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada 1 mg/l BAP, 0,5 mg/l NAA, %2 sukroz ve 2 g/l pepton ilave
edilerek VW (Vacin ve Went, 1949) besin ortaminin kombinasyonlar1 olusturulmus Vanda
teres orkidesinin tohumlarini kullanilarak ¢imlendirilmesi amag¢lanmistir. Kiiltiir ortamina
alinan tohumlardan 40-45 giin sonra ¢imlenme elde edildigini bildirmislerdir. Arastirmada
%10 hindistan cevizi suyu ilave edilen kiiltiir ortamindan siirgiin olusumu meydana
gelmistir. Olusan siirgiinlerin gelisimleri ve ¢ogaltimlar1 saglanmig bununla birlikte 2 g/l
muz ekstraktt ve 100 mg/l kazein hidrolizat ilave edilmis 2MS besin ortaminda aym
boyutlardaki kok olusumu gézlemlenen siirgiinlerin meydana geldigi belirtilmistir (Sinha ve
Roy, 2004). Benzer sekilde yapilmis baska bir ¢alismada Chen vd. (2007) tohum
¢imlendirme denemesi i¢in In vitro kosullarda olgunlasmamis Phalaenopsis tohumlarini
kullanilmig ve yapilan bu denemelerin sonucunda en iyi besin ortami seker (20 g/l) ve aktif
komir (1 g/1) iceren 1/3 MS ortamina 2 mg/l BA + 0,2 mg/l NAA + 50g/l muz piiresi ilave

edilmesiyle olusturulan besin ortam kombinasyonunda meydana geldigi belirtilmistir.

Bu ¢aligmalar haricinde farkli besin ortamlarina sadece bitki biiyiime diizenleyicilerle
desteklenen besin ortamlar1 olusturulmustur. Bitki biiylime diizenleyicilerin birbirleri ile
kombine edilip etkilerinin artirtlmasi yoniinde yapilmis arastirmalar vardir. Cogunlukla
temel besin ortami olarak Murashige & Skoog ortami ve bitki biiylime diizenleyici
kombinasyonlar1 kullanilmis olmasina ragmen Van Waes&Debergh, Knudson C, Orchimax
gibi besin ortamlarinin kiiltiir ortam1 olarak kullanilip olumlu sonuglar alindigi yapilan
calismalarla goriilmiistiir. Bu baglamda yapilan bir c¢alismada bazi salep orkidelerinde
tohumlar farkli siirelerde sodyum hipokloritli ¢ozeltilerde muamele edilmesinin gelisim
tizerinde farkli etkiler yarattig1 yoniinde bulguya rastlanmamasina ragmen tohumlar kiiltiir
ortamina ekilmelerinin iizerinde 3 ay gectikten sonra, 2 mg/lt IAA ilave edilmesiyle
olusturulan Biirobct ve KC besin ortami kombinasyonlarindan elde edilen KC ortamina
aktarilmig ve protokorm olusumunun bagladigi gézlemlendigi bildirilmistir. Takip eden 15

giin sonra da yesil siirgiin gelisimi gézlemlendigi bildirilmistir (Stiberoglu, 1987).

Modifiye edilen KC ve Burgeff Eg-1 ortamlarina farkli tiirlere ait tropikal orkide
tohumlar1 In vitro da kiiltiire alinmistir. Tohumlarda ¢imlenmeler meydana gelmistir.

Arastirma sonunda en iyi ¢imlenme Burgeff Eg-1 ortaminda meydana gelmis olup; kiiltiir
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ortamlarina ilave edilen 1 ppm NAA hormonu ile olusturulan kombinasyonlarin

koklenmeye pozitif yonde etkileri oldugunun altini ¢izmislerdir (Das ve Ghoshall, 1989).

1,0 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA ile desteklenmis MS ortaminda, eksplant olarak
filizlenen tomurcuklar kullanilarak tehdit altindaki bir tibbi orkide olan Orchis latifolianin
In vitro siirgiin gogalmasi elde edilmistir. Ayni ortam tizerinde protokorm benzeri yapilar da
tiretilmis ve In vitro olarak yetistirilen siirgiinler, aralikli alt kiiltiir olmadan 10°C'de 10

aydan fazla bagariyla korunabilmistir (Sharma ve Chandel, 1996).

In vitro kosullarda Orchis laxiflora Lam. tiiriine ait tohumlarin asimbiyotik olarak
¢imlendirilmesi ve bitki gelisimi amaglanmis ve bunununla birlikte en uygun besin ortami
bilesimini belirlemek iizere denemeler kurularak calismalar yapilmistir. Calismanin
sonucunda arastiricilar 3 ay sonra kiiltiirlerdeki ¢imlenme orani, protokorm orani ve 11 ay
sonraki bitki gelisme oranlarini gézlemlemislerdir. Temel besin ortami olarak MS, 1/2MS,
VWD, KC besin ortamlar1 kullanilmis ve bu ortamlara 0, 0,1, 0,5 mg/l olacak sekilde GA3’
tin farkli dozlar ilave edilmistir. Kiiltiirler ilk 3 ay boyunca karanlikta inkiibe edilmis, bu
siirenin sonunda 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik fotoperiyodik kosullara alinmistir. 3 ay
sonunda protokorm oranlar1 stereomikroskop altinda incelenmis ve bu siirecin ardindan 4
haftada bir alt kiiltiiri yapilmis ve bu ortamlar i¢in »2MS kullanilmistir. KC ile VWD besin
ortamlarindan en yiiksek ¢imlenme orani, protokorm orani ve bitki gelisme orant meydana
gelmesine ragmen GAs3 uygulamalari ¢imlenmeyi engelleyici etkide bulundugu bildirilmistir

(Giimiis ve Ellialtioglu, 2005).

Wotavova-Novotna vd. (2007) doku kiiltiirtinde ¢imlendirilen Dactylorhiza tiirlerinin
seker ve biiylime diizenleyicilerin, siirgiin ve kok biiylimesini énemli 6l¢iide etkiledigini
belirtmislerdir. Yapilan calismada glukoz ve sakkarozun ¢imlenmeyi uyarici etkisinin
oldugu belirlenmis, siirgiiniin bityiikligii ve uzunlugunun N6-(2-isopentenil) adenine ve N6-
benziladenin ile IBA’nin kombinasyonu ile arttig1, kok biiylime ve kok uzunlugunun NAA

ve IBA uygulamasi ile arttig1 saptanmastir.

Glmiis (2009) In vitro ve In vivo kosullarda Bati Karadeniz’de yetisen salep
orkidelerinde cogaltim olanaklarinin gelistirilmesi amaclanan c¢alismada salep orkidesi
tohumlarinin doku kiiltiiri kosullarinda ¢imlendirilmesi i¢in bazi salep orkidesi tiirleri bitki
materyali i¢in kullanilmistir. 1/2 MS, MS, VWD, KC, KC-N gibi ¢esitli besin ortamlarina 0,
0,1, 0,5 mg/l konsantrasyonlarinda GAz ecklenerek besin ortamlart kombinasyonlari

olsurutulmustur. Bununla birlikte kiiltiir stiresince ilk bir ay veya ilk 3 ay karanlikta tutma
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ve ardindan fotoperiyodik diizene aktarma gibi ¢esitli aydinlatma uygulamalar
gerceklestirilmistir. In vitro kiiltiire alinan tiim tiirlerde ¢imlenme ve protokorm elde edildigi
bildirilmistir. En fazla bitki olusum oram1 KC ortaminda O. morio’da 9%89,88; S.
vomeraceae’da %57,6; O. coriophora’da %48,3 ve O. laxiflora’da %14,5 degerleriyle elde
edilmistir. D. nieschalkiorum’da %19,8’lik bir degerle 0,5mg/l GA3+KC kombinasyonu
olan besin ortamindan meydana gelmistir. Bitkiler en fazla birkag ay igerisinde canliliklarini
yitirdiklerinden dolayr dis kosullara aktarmada bir basar1 saglanamamis oldugu
bildirilmistir.

Bagka bir calisma da Dactylorhiza nieschalkiorum, Orchis mascula ve Orchis
tridentata tiirlerine ait tohumlarin ¢imlendirilmesi iizerine uygulamalar yapilmistir. Besin
ortami olarak 2 MS ve KC ortamlarma 0,1 mg/l GAs eklenerek, besin ortamindan azot
kaynaginin eksiltilmesi etkileri incelenmistir. Tohum ekiminden sonraki ilk 3 ay tamamen
karanlik veya ilk 30 giin karanlikta, sonraki 2 ay fotoperiyodik diizende aydinlatilan
kosullarda tutulmasi gibi farkli 1s1iklanma uygulamasinin ¢imlenme, protokorm olusumu ve
bitki gelisim oranlar1 tizerindeki etkileri arastirilmis ve bunun sonucunda Dactylorhiza
nieschalkiorum Bauman et Kiinkele.; Orchis mascula (L.) L. ssp. pinetorum (Boiss et
Kotschy) Camus ve Orchis tridentata Scop. tiirlerinde ¢imlenme meydana gelmistir. Sadece
Dactylorhiza nieschalkiorum Bauman et Kiinkele tiiriinden bitki gelisimi meydana gelirken
Orchis tridentata Scop. tiiriinde protokorm olusumu goézlenmemistir. Karanlik kosullarda
protokorm olusumu daha yiiksek oranda gergeklestigi bildirilmistir (Ellialtioglu ve Giimiis,
2011).

Palaz vd. (2011) baz1 salep orkidesi tiirlerinin dogal alanindan toplayarak yaptiklari
calismada orkide tohumlarinin doku kiiltiiriinde ¢imlenmesinin ger¢eklesmesi i¢in KC besin
ortamma 1 mg/l GAs eklenerek olusturulmus olan ortamlarda kiiltiire alinmistir. Tohumlar
ilk olarak 24°C sicaklikta iki hafta karanlik ortamda tutulmus daha sonra yine aym sicaklikta
16 saatlik fotoperiyotta iklimlendirme kabininde kiiltiire alinmistir. Bunun sonucunda
Orchis sancta, Orchis coriophora, Dactylorhiza romana, Dactylorhiza iberica tiirlerinde
¢imlenme meydana gelirken Ophrys apifera tiriinde ¢imlenmenin gerceklesmedigi
belirtilmistir. Yaklasik 2 haftada Orchis sancta tohumlarinda ¢imlenme meydana gelirken,
14 haftada Dactylorhiza romana tiiriinde gergeklestigi belirtilmistir. Tohumlarin ¢imlenme
yiizdeleri karsilagtirildiginda en yiiksek ¢imlenme yiizdesi %30 oraniyla Orchis sancta

tohumlarinda meydana geldigi bildirilmistir.
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Roy vd. (2011) Vanda coerulea tohumlarini In vitro kosullarda c¢imlendirmek
amaciyla yaptiklar ¢caligmalarinda MS besin ortami kullanmiglardir. Bu besin ortamina 5,36
uM NAA, 3,8 uM BAP ve Phytamax ilave etmislerdir. Bunun sonucunda protokorm
olusumu meydana gelmis ve ayrica 3 g/l aktif komiir eklenmesiyle siirgiin olusumu

meydana geldigini bildirmislerdir.

Orchis coriophora L. In vitro tohum ¢imlenmesi, protocorm gelisimi ve yeni bitki
olusumu {izerine yapilan bir ¢alismada olgun tohumlar farkli dozlarda oksin ve sitokininlerle
desteklenerek 4 farkli bazal ortamda kiiltiire alinmis ve en yiiksek ¢imlenme oran1 %44,2 ile
aktif komiir ve 1 mg/l TAA igeren Orchimax besin ortaminda goriilmiistiir. Protokormdan
bitkicik olusumu i¢in en uygun ortam aktif komiir ve 0,25 mg/l BA ile takviye edilen
Orchimax besin ortaminda oldugu bulunmustur (Bektas vd., 2013).

Bektas (2014) Orchidaceae familyasina ait tiirlerden olan Orchis sancta ve Serapias
vomeracea doku kiiltiiriinde ¢ogaltimi ve olusan bitkilerin dis kosullara adaptasyonu
bununla birlikte sentetik tohumlarinin iiretilmesi ve ¢imlendirilmesi amaclanarak yapilan
doktora ¢alismasinda O. sancta ve S. vomeracea olgunlasmis tohumlarinin asimbiyotik
¢imlendirilmesinde en iyi besin ortaminin O. sancta ve S. Vomeracea tiiriinde aktif komiir
iceren Orchimax besin ortami oldugu bildirilmistir. Farkli bitki hormonlarinin ve bunlarin
cesitli dozlarinin ¢imlenme lizerindeki etkilerine bakilmis, en yiiksek ¢imlenme 1 mg/l ZEA
iceren besin ortaminda O. sancta da ve 2 mg/l BA igeren besin ortaminda S. vomeracea da
meydana geldigi belirtilmistir. En uzun siirglin 53,24 mm ile O. sancta ve 42,88 mm ile S.
vomeracea’de 0,25 mg/l TDZ iceren besin ortamlarinda meydana gelmistir. Yaprak
olusumunda en etkili besin otamlarmin O. sancta’da 1 mg/l ve 2 mg/l KIN igeren besin
ortamlarinda, S. vomeracea’de ise 2mg/l IBA igeren besin ortamlarinda saptanmigtir. O.
sancta ve S. vomeracea’nin koklerinin olusumunda ve uzamasinda yiiksek dozlardaki
IBA’nin etkili oldugu bildirilmistir. Besin ortamlarindan 2 mg/l ZEA igeren ortamlarin
tiirlere ait tuberlerin olusmasinda ve bu tuberlerin icerdikleri glukomannan miktarlarinda
daha olumlu etkileri oldugu saptanmistir. Doku kiiltiiriinde gelisen her iki tiire ait bitkilerin
dis kosullara adaptasyonlar1 basarili bir sekilde gergeklestirildigi belirtilmistir. Olusturulan
sentetik tohumlar ise besi ortamlarinda ve dis kosullarda yiiksek oranlarda ¢imlendirilmis ve
bu c¢alisma sonucunda O. sancta ve S. vomeracea’nin bitki doku kiiltiirii yontemiyle
tiretilebildigini belirtmistir.

Bektas (2016) Dactylorhiza urvillenana’nin In vitro da ¢ogaltilmasinin amaglandigi

calismasinda materyal olarak tohumlar kullanilmistir. Tohumlar ¢imlendikten sonra olusan
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protokormlar, farkli zeatin dozlari ilave edilen aktif komiir iceren Orchimax besin ortaminda
organogenesiz tesvik edilerek siirglin uzamasi ve kok sayilari belirlenmis ve bununla birlikte
¢imlenme, protokorm olusumu ve kallus olusumunda en iyi sonucu aktif komiir igeren
Orchimax besin ortaminda meydana geldigi saptanmistir. Bu besin ortamdaki ¢imlenme
orant %62,39, protokorm olusum oram1 %73,18 ve kallus olusum orant %8,6 olarak
belirlenmistir. Farkli tizerine etkilerine bakildiginda ise, 1 mg/l zeatin dozlarinin bulundugu
besin ortamlarinda siirgiin uzamasi ve kok sayisi lizerine pozitif sonuglar alindig1 belirtilmis
ve bu ortamdan meydana gelen siirgiin boyunun 36,05 mm ve kok sayisinin 3,4 adet olarak
bildirilmistir.

Salep orkidelerinin In vitro iiretimi konusunda yumrulardan siirgiin meydana getirmek
icin de caligmalar yapilmistir. Ekinoglu (2017) tarafindan salep orkidelerinden Orchis
laxiflora bitkisinin mikrogogaltimi amaglanan bu calismada yumrulardan elde edilen
siirglinler eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. MS (Murashige Skoog) besin ortami
kullanilmistir. Farkli konsantrasyon ve siirelerde yiizey sterilizasyonu uygulanan yumrular
MS besin ortamlarina ekildikten 45 giin sonra siirgiinler elde edilmis ve bu siirglinler 0,5
mg/l ve 1 mg/l BAP ile NAA, P, [AA, IBA ve 2,4D bitki biiylime diizenleyicilerin farkli doz
ve kombinasyonlarinin oldugu MS besin ortamlarina dikilerek yumru olusumu agisindan
incelenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda 30 giin sonra yumru olusmaya baslamis ve yumru
olusumu agisindan en iyi sonug alinan dozlar 0,5 mg/l BAP ile 0,05 mg/l NAA bitki biiyiime
diizenleyicilerinin kombinasyonu ile saglanmasina ragmen en az etkiye sahip bitki biiyiime

diizenleyiciler ise 2,4D ve IBA oldugu bildirilmistir.

Barlia robertiana salep orkidesinin tohumlarinin In vitro kosullarda ¢imlendirilmesi
lizerine arastirmalar  yapilmustir. Tohum  sterilizasyonu i¢in = %25 ve %50
konsantrasyonlarinda 2 farkli sodyum hipoklorit ¢ozeltisi uygulanarak, farkli dozlarda
Kinetin, BAP ve NAA c¢klenmis MS, 2MS ve OAM (Orchimax) temel besi ortamlarina
kiiltiire alinmiglardir. Calismada Barlia robertiana tohumlari, aydinlik ortam, 1 ay karanlik
ortam, 2 ay karanlik ortam ve 3 ay karanlik ortam olarak farkli fotoperiyot uygulamalari
yapilmis ve bununla birlikte tohum ¢imlenmesine etkisine ve protokorm olusturma oranlari
incelenmistir. Sonug olarak 2MS + 4 mg/l Kin + 0,5 NAA ortamindan en yiiksek ¢imlenme
ve protokorm olusumu meydana gelmistir. Tamamen aydinlik ortamda ve sterilizasyonu
%350 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile yapilmis olan uygulama sonucunda 19 adet protokorm
olusumu ile en iyi sonu¢ alinmigtir. Farkli uygulamalar olmakla birlikte en iyi ¢imlenme

orani ve en ¢ok protokorm olusturma oran1 '2MS + 4 mg/l Kin + 0,5 NAA besin ortami
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olarak saptanmistir. En fazla protokorm olusumu 3 ay karanlik kiiltlir ortaminda meydane
gelirken en yiiksek c¢imlenme oranit 3 ay karanlik ortamda gdzlemlendigi bildirilmistir

(Agar, 2018).

Tohumla g¢ogaltimda karsilagilan sorunlardan ve siirecin uzamasindan dolay1 doku
kiiltiiriinde gergeklestirilen ¢ogaltim son derece dnemlidir. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda
ortama ilave edilen bazi bilesiklerin ¢ogaltim iizerine olumlu etkileri olmasina ragmen halen

ticari anlamda tiretimin gergeklestirilebilecegi bir metot gelistirilememistir.

Son yillarda siis bitkilerinde de kullanilan oksin, sitokinin, gibberellik asit gibi klasik
hormonlarin yani sira bitki biiyiime diizenleyici madde olarak kabul edilen salisilatlar,
brassinosteroidler kullaniminda artis yasanmaya baslanmistir (Eken vd., 2019). Bu
bilesikler; giizel koku salgilama, hastalik ve bocek zararlarina kars1 dayanikliligi arttirmada,
ciceklenmeyi tesvik etmede, termojenik ve koku iireten bitkilerin ¢i¢ceklenmesinde, kok
Olusumunu hizlandirmada kullanilabilmektedir (Eken ve Sirin, 2016). Son zamanlarda
yapilan aragtirmalar, brassinosteroidlerin bitkilerde biiyiime, gelisme, cinsiyet belirleme ve

tireme tizerinde gii¢lii bir modifiye edici etkisi oldugunu géstermistir (Charnysh vd., 2016).

Jasmonatlar (JA veya MeJA), bitkilerde ¢esitli proteinlerin sentezlenmesi, rizogenezin
uyarilmast ve kallus olusumunun geciktirilmesi, bitki gelisiminde tesvik edici olmasinin
yaninda engelleyici Ozelliklere sahip, diger hormonlar {izerine sinerjistik ve antogonistik
etkileri olan bilesiklerdir (Y1ldiz ve Yilmaz, 2001; Gaspar vd. 1996; Haberer ve Kieber,
2002). Jasmonatlar siis bitkilerinde klorofil olusumu, bazi hastalik etmenlerini 6nleme, hasat
sonras1 dayanim gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Eken ve Sirin, 2016). Bu baglamda
yapilan caligmalarda MeJA, etefonla birlikte uygulandiginda lale gibi soganli bitkilerde
klorofil olusumunu arttirdigi bildirilmektedir (Ueda ve Saniewski., 2006). Kala
zambaklarinda, MeJA yapraklara sprey seklinde 10 mm dozunda uygulandiginda yumusak
kok citirtikliigline neden olan P. carotovorum "un yapraklarda gelisimini tamamen engelledigi
goriilmiistiir (Luzzatto vd. 2007; Eken ve Sirin, 2016). Jasmonatlar bitki savunma
mekanizmasini herhangi bir stres kosulu karsisinda harekete gecgiren bir uyarict gorev
yapmaktadir. Bu amagla giilde yapilan bir arastirmada; hasat sonrasi uygulanan metil
jasmonatlar giildeki diren¢ mekanizmalarini uyararak, ¢icek kalitesini bozmadan botrytis
clirikliigiine kars1 sistemik koruma saglamistir (Meir vd. 1998; Eken ve Sirin, 2016).
Benzer sekilde yapilan bir bagka calismada farkli giil ¢esitlerine uygulanan MeJA’ ’nin dogal
ve yapay yollarla bulastirilan kursuni kiif gelisimini etkin bir bigcimde 6nledigi bildirilmistir

(Meir vd. 2003; Eken ve Sirin, 2016). Jasmonat uygulamalarinin, hasat sonrasi omriin
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uzatilmasinda, muhafazasinda olumlu etkisi oldugu diisiiniilmekte ve bununla ilgili yapilan
calismada arastirici, kesme c¢icek olarak degerlendirilen sakayiklarin uzun siire
depolanabilmesi amaciyla emici pet igerisinde metil jasmonat uygulamis polietilen torba
icinde saklanan ¢iceklerin vazo Oomriniin arttifi belirlemistir (Gast,1999; Eken ve Sirin,
2016). Saniewski ve Wegrzynowicz-Lesiak (1994) Kalanchoe blossfeldiana’ da yaprak
absisyonunu arastirdiklar1 ¢aligmalarinda; MeJA ile muamele edilmesinden 1 giin dnce
bitkilere TAA, GA, BA, ABA uygulanmis ve yaprak absisyonuna engel olunamadigi
belirtilmistir. Arastirmanin sonucunda yaprak absisyon mekanizmasinin metil jasmonat ile
uyarilip uyarilmadigi bilinmemekte ancak etilen iiretimi ile ilgili olmadigi bildirilmistir

(Eken ve Sirin, 2016).

Poliaminler somatik embriyogenez, sap veya gévde kalinlagsmasini, ¢igeklenmeyi, kok
biiylimesi ve gelismesini, yumru gelisimini, meyve olgunlasmasi tizerine etkilidirler
(Hanzawa vd. 2000; Antognoni vd. 2002; Fos vd. 2003; Couée vd. 2004; Eken ve Sirin,
2016). Bir aminoasit tiirevi olmakla birlikte; Putresin (Put.), Kadaverin (Cad), Spermidin
(Spd.) ve Spermin (Spm.) olmak f{izere 4 tipi bulunmaktadir. Bunlardan Putresin ve
Kadaverin bir “Diamin”; Spermidin Triamin ve Spermin ise “Tetraamin”dir (Smith, 1979;
Liu vd. 2000; Kiregci, 2006; Eken ve Sirin, 2016). Poliaminler, siis bitkilerinde bitki boyu,
dal sayisi, yas agirlik gibi birgok morfolojik 6zellikler ve ugucu yag kalitesi tizerine etkileri
oldugu belirtilmigtir. Bu baglamda Ocimum basilicum (Feslegen)’ da yapilmis bir
calismada, pek c¢ok morfolojik ozellik agisindan GAs uygulamalarina gore poliamin
uygulamalarinin daha etkili oldugu saptanmis ve bununla birlikte ucucu yag oranina
uygulanan hormonlarin énemli bir etkilerinin olmadigi, ancak yag igerisindeki ana bilesen
olan linalool miktari1 oOnemli Olclide degistirdigi bildirilmistir  (Kiregci, 2006).
Poliaminlerin ayn1 zamanda bitkilerin vejetatif gelisimi, cicek kalitesi, ¢icek sayisi, yas ve
kuru agirlik, klorofil a, klorofil b, karotenoid gibi kimyasal 6zelliklere olumlu etki sagladigi
saptanmistir (E1-Quesni vd. 2007; El-Sabwa, 2012; Kandil vd. 2015; Eken ve Sirin, 2016)).
Bu sayede Nahed vd. (2009) glayélde yapmis oldugu arastirmada, klorofil a, klorofil b,
karotenoid, toplam fenol, N, P, K, c¢oziilebilir toplam seker gibi kimyasal o6zellikler
acisindan elde edilen en yiiksek veriler putresin; ¢igcek parametreleri agisindan ise putresin
ve askorbik asit uygulanan bitkilerden alindigi bildirilmistir. Toplam suda ¢6ziinebilir seker,
toplam fenol ve toplam indol igeriklerinin tiamin konsantrasyonlari ile dogru orantili bir
sekilde artis gosterdigi saptanmustir. Yapilan baska bir arastimada putresinin yaprak

yaslanmasi {izerine etkisi incelenmis ve bununla birlikte yaprak yaslanmasinin bagil su
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icerigi ve sitoplazmik membranlarin fizyolojik durumu ile ilgili oldugu saptanmistir. Ayrica
digsal putresin uygulamalariin, asimilasyon pigmentlerin konsantrasyonunda etkili
olmadigmi, Aycicegi’nin fizyolojik durumunun iyilestirilmesi {iizerine etkili oldugunu
belirlemislerdir (Rubinowska ve Michalek, 2009). Poliamin uygulamalarinin; hasat sonrasi
kalite, vazo omrii ve yapraktaki besin maddelerinin konsantrasyonlar1 ile ilgili yapilmis
aragtirmalar degerlendirildiginde ise vazo Omri, bitkilerin besin maddesi alimimi ve
yapraklardaki besin maddelerinin konsantrasyonlar1 lizerine etkili oldugu saptanmistir

(Sardoei vd. 2013; Dastyaran, 2015; Tatte vd. 2015; Eken ve Sirin, 2016).

Salisilatlar yani Salisilik asit (SA), uzun zamandan beri bilinmekte olup tibbi olarak
kullanim1 olan bir molekiildiir. Eksojen uygulanan SA’in, gen ekspresyonunu ve
fitoaleksinler ile aralarinda PR proteinlerinin de yer aldigi bir bir¢ok proteinin sentezini
uyardig bildirilmistir (Hammond Kosack ve Jones, 1996; Yildiz Aktas ve Giiven, 2005;
Eken ve Sirin, 2016). Salisilik asit; bitkilerde etilen biyosentezi ve tohum ¢imlenmesini
engellemek, yaralanma tepkilerini engellemek, koklerde absorbsiyon ve membran taginim
mekanizmasini engellemek, hizli membran depolarizasyonunu uyarmak ve transmembran
elektrokimyasal potansiyelini ortadan kaldirmak, yaprak hareketlerini uyarmak, yapraklarda
transpirasyonu azaltmak, ABA uyarimli stoma kapanmasini tersine g¢evirmek, biiylimeyi
engellemek, misir fidelerinde antosiyan iiretimini uyarmak, baklagillerde simbiyotik azot
fiksasyonunda etkili olan kok nodiil olusumunu arttirmak, vegetatif gelismeyi hizlandirma
olarak etkileri olmaktadir (Aktas, 2001; Ozeker, 2005). Ayrica bitki dokularinda patojene
kars1 savunma tepkilerinin olusturulmasinda gereklidir (Ryals vd., 1996). Siis bitkileri
tizerindeki etkisi bitki boyutunda meydana getirdigi artis, ¢icek sayisi, yaprak alami ve
ciceklenmede erkencilik saglamasidir. Etilen biyosentezini bloke ettigi saptanmis ve bu
sayede kesme c¢iceklerin omriinii uzatmig, kalitesini muhafaza etmesini saglamis, salisilik
asidin ¢igeklenme tizerinde etkili oldugu saptanmustir (Lesliec ve Romani, 1988). Salisilik
asit uygulanan liliumlarda bitkilerin vazo Omiirleri, canli agirliklari, ¢dziinebilir protein
icerigi ve solunum hizinin arttig1, yaprakta klorofil bozulmasinin yavasladig: belirlenmistir
(Xiao-li vd. 2007; Baran ve Dogan, 2014). Salisilik asidin ¢i¢ceklenmeyi tesvik edici
etkisinin olduguna dair ilk kanit, tiitlin doku kiiltiirlerinden meydana geldigi belirtilmis ve
tiitlin bitkisinin kallus kiiltiirlerinde ¢icek tomurcugu olusumunu tesvik ettigi bildirilmistir
(Eberhart vd. 1989; Lee ve Skoog, 1965). Baska bir calismada kisa giin bitkisi olan
Xanthium strumarium’un vegetatif ve generatif donemlerinde yaprak bitleri ile yapilan

denemelerin sonucunda, bitki ¢igeklenmesinin diizenlenmesinde salisilik asidin rol
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oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Cleland ve Ajami, 1974; Ozeker, 2005). Afrika Meneksesi
ile yapilan aragtirmada 0,001 pM SA uygulamasi yaprak sayisini, ¢igek primordia sayisini
ve rozet capint arttirdigi belirtilmistir (Marti' n-Mex vd., 2005). Petunyada yapilan bir
calismada ise c¢inko siilfat (ZnSOs) ve salisilik asit (SA) konsantrasyon artisi ile,
ciceklenmede artis oldugu saptandigi bildirilmistir (Sardoei vd., 2014). Benzer sekilde
yapilmis SA uygulamalariin petunyada sadece ¢igek sayisini arttirmadigi, bununla birlikte
6 giinliik erken ¢igeklenmenin gergeklestigi de belirlenmistir (Martin—Mex vd., 2010).
Salisilik asidin onemli bir baska etkisi ise stres kosullar1 altinda bitki gelisimi {izerine
uyarict etkisinin olmasidir. Bu baglamda salisik asit uygulamalarimin liliumda yiiksek
sicaklik stresinde antioksidan faaliyetlerini artirarak sicaklik toleransinin artirabilecegi
ongorillmektedir (Qiuming vd., 2008). Salisilik asit farkli abiyotik stres kosullari altindaki
bitkiyi strese karsi korumaktadir. Bu baglamda Cigerli (2018) 200 mM NaCl tuz stresi
altindaki 41 B ve 1103 P Amerikan asma anacinin tek bogumlu mikro celiklerini kullandig:
arastirmasinda da 0, 0,5, 1 ve 2 mM olacak sekilde farkli dozlardaki salisilik asit
uygulamasiyla anaglarin tuzluluga olan dayanimlarini ve en uygun salisilik asit dozunun
belirlenmesini amaglamistir. Arastirma sonucunda 1103 P anacinin 41 B anacina gore
tuzluluga daha dayanikli oldugu belirlenmis ve bununla birlikte en etkin salisilik asit
dozlarmin 1103 P anaci i¢cin 1 mM; 41 B anaci i¢in 0,5 ve 1 mM olduklar1 saptandigini
belirtmistir. Hibiscus acetosella’nin In vitro kiiltiiriinde besin ortamina eklenen 0,5 mM SA
stirgiin cogalmasi, kok olusumu, canli kalma oranina olumlu etki sagladig: tespit edilmistir

(Sakhanokho ve Kelley, 2009).

Brassinosteroidler (BR); steroid yapisinda ham lipoidal ekstraktlar olmakla birlikte
fasulyenin ikinci internod bolgesinde aktif olarak bulunan, bu bélgenin siskinliine ve
sertligine neden olan ve kolza polenlerinden meydana gelen bilesiklerdir (Kumlay ve Eryigit
2011; Surgun vd. 2012). Tim brassinosteroidler, her zaman biyolojik olarak aktif
olmamakla birlikte Brassinolid (BL), 24epibrassinolid (24-epiBL) ve 28homobrassinolid
(28-homoBL) fizyolojik ¢alismalarda biyolojik aktif olarak yaygin kullanilirlar (Rao vd.
2002; Surgun vd. 2012). Brassinosteroidler, biyosentezi biitiin bitki kisimlarinda
gerceklesebilen ve bitkilerde polen, tohum, yaprak, kok, govde, cicek gibi kisimlarda
bulunmakta ve Endojen Brassinosteroid diizeyleri, bitki dokular1 ve kisimlari arasinda
farklilik gosterebilmektedir. Brassinosteroidler en fazla polen ve tohumlarda yer alirken
siirglin, meyve, gal, anter, ¢icek tomurcuklari ve kambiyal bolgelerde bulunabilmektedir

(Ankudo, 2004; Zullo ve Adam, 2002; Surgun vd. 2012). Brassinosteroidler, bitkilerde
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biiyiime ve gelisme lizerinde ¢esitli diizenleyici aktivitelere sahiptir (Yokota, 1997; Surgun
vd. 2012). Brassinosteroidlerin bitki gelisimindeki baslica etkileri hiicre boliinmesi ve
genislemesi, hiicresel farklilagma, lateral kok gelisimi, vaskiiler farklilagsma, polen tiibli
gelisimi, apikal dominansinin silirdiiriilmesi, ¢iceklenme, senesens ve stres toleransinin
arttirtlmasi olarak siranalanabilmektedir (Rao vd. 2002;Savaldi-Goldstein ve Chory, 2006;
Clouse ve Sasse, 1998; Sasse, 2003; Amzalling ve Vaisman, 2006; Ashraf vd. 2010;
Surgun vd. 2012). Bitkilerde brassinosteroidlerin fizyolojik etkilerine hiicre seviyesinde
bakildiginda uzama ve boliinmenin tesviki, hormonal dengenin saglanmasi, protein ve
niikleik asit sentez aktivasyonu, enzim aktivitesinin artmasi, membran bilesimi ve doymus
yag asiti kompozisyonunu etkileme, fotosentetik kapasitenin arttirilmasi gibi etkileri
mevcutken biitiin  bitki seviyesinde bakildiginda biiylimenin tesviki, ddllenmenin
arttirllmasi, vejetatif gelisim siirecinin kisaltilmasi, meyve kalitesi ve boyutunun arttirilmast,
meyve kalitesi ve besinsel komponentlerin igerigini etkileme, uygun olmayan g¢evresel
faktorler, stres ve hastaliklara dayanikliliginin arttirilmasi, iirtin verimliliginin arttirilmasi
gibi etkileri bulunmaktadir (Yokota, 1997; Surgun vd. 2012). Optimum aktivite igin oksin
ve brassinosteroid olarak her ikisine de ihtiya¢ duyulmakta ve bununla birlikte vaskiiler
farklilasma, ¢icek, meyve ile kok gelisimini igeren benzer gelisimsel siireclerin ¢ogunda
birbirleriyle baglantili oldugu saptanmistir (Savaldi-Goldstein ve Chory, 2006; Nemhauser
ve Chory, 2004; Bajguz ve Hayat, 2009; Surgun vd. 2012). Ornegin, Arabidopsis’de oksinin
brassinosteroid biyosentezini diizenledigi ve brassinosteroidlerin biiylimeyi tesvik edici
etkilerinin oksinler tarafindan devam ettirildigi bildirilmistir (Chung vd. 2011; Surgun vd.
2012). Bitkilerde abiyotik stres kosullarinda brassinosteroidler morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler degisikliklerde olumlu rol oynadigi yapilan c¢aligmalar
sonucunda belirtilmistir (Divi vd. 2010; Surgun vd. 2012). EpiBL tuz stresi altinda
yetistirilen bugday yapraklarina spreyleme yontemi ile uygulanmis ve bunun sonucu olarak
besin maddelerinin birikiminde etkisini gostermemis fakat biyokiitle ve biliylimeyi arttirdigi
saptanmistir (Shahbaz ve Ashraf, 2007; Surgun vd. 2012). Tuz stresine kosullarindaki
Ispanak (Spinacia oleracea L.) fidelerine piiskiirtillerek fide gelisimi iizerine etkisi
incelemek amaciyla fideler Hoagland, Hoagland+eBL, Hoagland+NaCl, Hoagland+NaCl+
EpiBL olmak {izere dort gruba ayrilarak ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
uygun konsantrasyonlar 150 mM NaCl ve 10-9 mM EpiBL olarak belirlenmis ve bununla
birlikte tuz stresine maruz birakilan ve EpiBL uygulanan 1spanak fidelerindeki biyokimyasal
analizler sonucunda EpiBL, tuz toksisitesinde hafifletici etki yaptig1 saptanarak olumlu

etkileri belirtilmistir (Seven, 2017; Surgun vd. 2012).
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Baska bir calismada EpiBL’nin kuraklik stresi altindaki domates bitkilerine
uygulanmis ve bununla birlikte H20: igerigi ve lipit peroksidasyonunu azaltmig ayrica
prolin, ¢dziilebilir protein igerigi ve antioksidatif enzim aktivitesini arttirdigr bildirilmistir
(Behnamnia vd., 2009). Yine domates ve Brassica napus fidelerindenin stres kosullarina 24-
epiBL’nin etkisi arastirilmis ve EpiBL uygulamasi kontrol uygulamasina gore letal sicakliga

daha toleransl olduklar1 saptanmistir (Dhaubhadel vd., 1999).

Siis bitkilerinde ¢i¢eklenme iizerine brassinosteroid etkilerinin arastirildigi calismalar
yapilmistir ve bu amacla yapilan bir ¢alismada brassinosteroidlerin gévde ¢ap1 ve tomurcuk
sayilar1 iizerinde etkili oldugu ve degerlerde artis meydana geldigi belirtilmistir (Alvarez
vd., 2005). Ciceklenme ve kalite tizerine Liu vd. (2014) yaptiklar1 aragtirmasinda yapraktaki
klorofil miktarlar1 ve petallerdeki antosiyonin miktarlarinda artis gozlenmistir. Bir arastirma
da glayodlde brassinosteroid ve Jasmonik asitlerin korm ve kormel sayisininda 6nemli artig
sagladiginin bildirilmesi brassinosteroidlerin soganli yumrulu bitkiler {izerinde de etkileri

oldugunu belirtmektedir (Kumar vd.,2008).

Yaban mersininin (Vaccinium corymbosum L., cv. Brigitta blue) In vitro kiiltiiriinde,
EpiBL uygulamasinda bitki boyunun kontrole gore artis gosterdigi, siirglin ¢ogalma
katsayist bakimindan 0,25 mg/l EpiBL, 7,25 mg/l 2iP ve 1,0 mg/l IAA igeren ortamda ve
ayrica 0,05 mg/l EpiBL, 2,0 mg/l 2iP ve 0,50 mg/l TAA igeren ortamda kiiltiire alinan
bitkilerde meydana gelmistir. 2iP ve EpiBL'nin diisiik konsantrasyonlarda uygulanan
kombinasyonlarda yabanmersini bitkilerinin endistriyel In vitro ¢ogaltilmast igin
kullanilabilecegi Onerilmektedir. EpiBL’nin sitokininlerin (BAP, 2iP) gerisinde kaldig1
bildirilmis (Kudryashova vd., 2012). Cymbidium elegans’ta 4 uM EpiBL ile siirgiin ucu
kesitlerinde, 12 hafta icinde etkin bir sekilde protokorm benzeri yapilar olugsmus ve
strgiinlerin canlilik oranini arttirdigr bildirilmektedir (Malabadi ve Nataraja 2007).
Cymbidium bicolar da ise 3 uM 24-EpiBL’ de eksplantlarin %86’simnin, eksplant bagina 65
protokorm benzeri yapilar olusturdugu bildirilmektedir (Malabadi vd., 2008). Bir pamuk
cesidinin In vitro kiiltiirinde kotiledon nodu eksplantlart ve bir kotiledon yapragini igeren
eksplantlar, farkli bitki biiylime diizenleyicileri ile 1 uM konsantrasyonda EpiBL eklenmis
MS besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Bununla birlikte kotiledon nodu eksplantlar1 1 uM
EpiBL ¢ozeltisine batirilarak EpiBL bulunmayan MS ortaminda kiiltiire alinmis ve etkileri
incelenerek degerlendirme yapilmistir. Bu degerlendirme sonucunda her iki eksplant tipinde
de en iyi sonugclar, siirgiin gelisimi Kontrol MS besin ortamindan meydana gelmesine

ragmen EpIBL uygulanan eksplantlara ait kiiltiirlerde siirgiin gelisiminin, EpiBL
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bulunmayan kiiltiirlerine goére daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Boy uzunluklar
degerlendirildiginde ise en fazla uzamanin bir kotiledonlu eksplantlarda 0,44 uM NAA+
0,98 uM IBA+ 1 uM EpiBL ilaveli MS besin ortaminda meydana gelmistir. Kotiledon nodu
eksplantlarinda ise, 1 uM EpiBL igeren MS besin ortaminda gerceklestigi bildirilmistir
(Aksakal, 2009).

Lycopersicon esculentum Mill. In vitro kiiltiirlerinde tuz stresi tizerine EpiBL 'in etkisi
arastirilan bir ¢alismada tohum ¢imlendirme, siirgiin ucu ve kallus kiiltiirleri ile siirgiin
rejenerasyonu caligmalar1 yapilmis ve bu baglamda eksplant olarak tohum, siirglin ucu,
kotiledon ve hipokotil kullanilmistir. Tohum ve eksplantlara ekzojen EpiBL uygulamasi
yapilarak farkli siirelerde EpiBL ¢6zeltilerinde bekletilmistir. 20, 40, 50, 60, 80, 100, 150
mM NaCl konsantrasyonlar1 ve bu tuz stresi konsantrasyonlarina kars1 0,5, 1, 1,5, 2 uM
EpiBL konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Tohum ¢imlendirmede, epiBL uygulamas: kiiltiir
oncesi tohumlara uzun siireli (24 saat) ve kisa stireli (10 saniye) olarak belirlenmis fakat
uzun sireli uygulamanin bir etkisi goriilmedigi i¢in sonraki c¢alismalarda NaCl
konsantrasyonlar1 20, 40, 60, 80 ve 100 mM olarak belirlenmis ve kisa siireli uygulama
denenmistir. 10 saniye EpiBL uygulamasi yapilan tohumlar artan konsantrasyonlarda NaCl
iceren 2MS ortaminda kiiltiire alinmis ve bununla birlikte 40, 80 ve 100 mM NaCl
konsantrasyonlarina karst 1 ve 2 pM EpiBL uygulamasi ¢imlenme yiizdesini arttirdig
gozlemlenmistir. In vitro siirgiin ucu kiiltiirlerinde 2 mg/l K+ 0,4 mg/l NAA ilaveli MS
ortaminda siirglinler gelistirilmis ve ardindan 12 giinliik siirglinlere epiBL uygulamasi
yapildiktan sonra artan konsantrasyonlarda NaCl igeren MS ortaminda kiiltiire alinmiglar ve
bunun sonucunda 30 giinliik kiiltiir sonunda, 20 mM NaCl konsantrasyonunda bitki yas ve
kuru agirligi, ayn1 zamanda 100 mM NacCl konsantrasyonunda bitki boyu, bitki yas agirlig
ve kok kuru agirligi tizerine 2 uM EpiBL uygulamasinin etkisinin olumlu yoénde oldugu
belirtilmigtir. 1 uM EpiBL uygulamasi ise, 100 mM NaCl stresi altindaki bitkiciklerde
klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerigini arttirmis olmasina ragmen 40 mM NaCl
konsantrasyonunda 1 ve 2 uM EpiBL uygulamalilart prolin igerigini 6nemli oranda azalttigi
goriilmistir. Calismada 1 mg/l BAP+1 mg/l 2,4-D ilaveli MS ortaminda kotiledon ve
hipokotil eksplantlarindan kallus meydana gelmis ve 30 giinliik kiiltiirde kalluslarin yas
agirhigi, kuru agirligr ve kallus c¢api belirlenerek bazi NaCl konsantrasyonlarinda 1 pM
EpiBL'nin tuz stresine karsit olumlu etkisi oldugu saptanmistir. 2 mg/l BAP eklenen MS
ortaminda yapilan EpiBL uygulamali kotiledon eksplantlarindan 20, 40 ve 80 mM NaCl
stresi ve hipokotil eksplantlarinda ise 60 ve 80 mM NaCl stresine karsi 1 pM EpiBL
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uygulamasinin rejenerasyon yiizdesi iizerine olumlu etkisi saptanmistir. 80 mM NaCl
konsantrasyonunda 2 uM EpiBL uygulamasi kotiledon kiiltiiriinde eksplant basina diisen
stirgiin sayis1 lizerine bununla birlikte 60 mM NaCl stresine kars1 1 uM EpiBL uygulamasi
hipokotil kiiltiiriinde rejenere siirgiin sayisi, 100 mM NaCl stresine kars1 1 uM EpiBL
uygulamasi siirgiin boyu, ve 20 mM NaCl stresine karst 2 uM EpiBL uygulamasi
stirgiindeki yaprak sayisi tizerine olumlu etkisi saptanarak domates In vitro kiiltiirlerinde tuz
stresine karst EpiBL'nin toleransi arttirmada onemli rolii olabilecegini bildirmistir

(Gokdogan, 2014).

Limonium sinuatum (L.) Mill mikrogogaltimi1 ve Epibrassinolide (EpiBL), sitokinin
(BAP), oksin (NAA), giberellinin (GA3) c¢ogalma ve gelisme iizerine olan etkilerinin
belirlenmesi ve birbirleri ile karsilastirilmasi amaciyla yapilan calismada doku kiiltiiriinde
gelistirilen 8-10 mm boyundaki In vitro siirgiinler MS ortamina 5 uM (BAP, EpiBL, NAA,
GAg3) ilave edilmis ve kontrol ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Bunun sonucunda NAA
bulunan besin ortaminda %100 kok olusturmus, BAP bulunan besin ortaminda 4,74 adet
stirgiin/eksplant degeriyle en yiiksek siirgiin ¢ogalma katsayisi elde edilmistir. Siirgiin
uzamasi ve biliylimesi acisindan kiiltiiriin ilk iki haftasinda GAs, altinci haftada ise NAA en
fazla boy artisinin oldugu ve en uzun slrgiinlerin olustugu besin ortami olarak
belirlenmistir. EpiBL’nin diger bitki biiyiime diizenleyicilerine ve kontrol uygulamalarina
gore istatistisel bir  farklihk  olusturmadigi  saptanmistir.  EpiBL’nin  farkh
konsantrasyonlarda, oksin ve sitokinin grubu bitki biiyiime diizenleyicileri ile kombine
edilerek denenmesi, EpiBL’nin etkisinin daha net ortaya c¢ikarabilmesi agisindan yararh

olabilecegi belirtilmektedir (Eken vd., 2019).

Son yillarda nano-TiO2'nin bitki sistemleri ve farkli mikroorganizmalar tizerindeki
etkileri lizerine yapilan kapsamli arastirmalar, nano-TiO2'nin fotokatalitik ve antimikrobiyal
aktivitesini dogrulamistir fakat bitki hiicre ve doku kiiltiiriinde uygulanmast ve doku
kiiltiirlinde kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasindaki rolii
hakkinda herhangi bir rapor bulunmamaktadir (Mandeh vd., 2012). Bununla birlikte nano
bilesiklerde ¢aligmalarda farkli amaglarla kullanilmaya baslanmistir. Ispanak tohumlarinin
¢imlenmesi ve biiylimesi tizerindeki nano-TiOz'nin etkileri, tohumlarin ¢imlenme orant,
¢imlenme ve canlilik indeksleri Olgiilerek incelenen arastirmada %00,25-4 nanoTiO:
uygulamasinda bu parametrelerde bir artis meydana geldigi gozlemlenmistir. Biiyiime
asamas1 sirasinda, klorofil olusumu, ribulosebisfosfat karboksilaz/oksijenaz aktivitesi ve

bitkinin kuru agirligi artmistir. En iyi sonuglar %02,5 nano-TiO2'de elde edilmistir ve ayrica
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fizyolojik etkilerin nanometre boyutundaki pargaciklarla iliskili oldugu gosterilmistir, ancak
nano-TiOznin  1spanak tohumlarinin  biyiimesini iyilestirdigi mekanizma iizerine
aragtirmalar yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Zheng vd., 2005). Hordeum vulgare L. olgun
embriyolarinin 0, 10, 30, 60 pg/ml konsantrasyonlarda 4 farkli TiO2 siispansiyonu igeren
MS ortaminda kiiltiire alindig1 ¢alismada her alt kiiltiirden sonra kalluslarin nicel ve nitel
ozellikleri analiz edilmis ve bununla birlikte kallus rengi, sekli, embriyogenesis vb. gibi
nicel o6zellikler hem kontrol hem TiO2 igeren besin ortamlarinda benzer bulundugu

belirtilmistir (Mandeh vd., 2012).

Bakteriyel kontaminasyon, bitki doku kiiltiirii prosediirlerinde ciddi bir problemdir.
Nano-TiOz, bakterilerin oldiiriilmesi veya yayilimimin engellenmesi igin kapsamli bir
sekilde aragtirmasi yapilmis ve bu baglamda, nano-TiO2'nin bakteriyel kontaminasyonu
ortadan kaldirma potansiyelini degerlendirilmesi amaglanmistir. Solanum tuberosum L. da
yapilan ¢alismada doku kiiltiirii ortamina farkli miktarlarda TiO2 eklenmis ve kiiltiirden dort
hafta sonra antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin verileri alinarak degerlendirilmistir.
Arastirma sonucunda In vitro kosullarda farkli konsantrasyonlardaki TiO2’nin MS
ortamindaki mikroorganizmalar1 azaltabildigi ve kaldirabildigi bildirilmistir (Safavi, 2014).
Bagka bir arasgtirmada, nano giimiis (NS) ve nano dioksit titanyumun (TiO2) bakteriyel
kontaminasyonu ortadan kaldirma potansiyelini degerlendirmeyi planlayan arastirici, NS ve
TiO2'yi MS ortamina ekleyerek kiiltiir ortami olarak kullanmigtir. Tiitiin eksplantlari,
modifiye MS ortaminda kiiltiire alindiktan dort hafta sonra degerlendirilmistir. Sonug olarak
NS ve TiOz'nin tiitiin bitkisi doku kiiltiirii prosediirlerinde bakteriyel kontaminasyonun
engellenmesi i¢in iyi bir potansiyele sahip oldugunu gosterdigi saptanmistir (Safavi, 2011).
Benzer amagla yapilan baska bir caligmada ise Nicotiana tabacum cv. Xanthi eksplantlar
kiiltiire alinmis ve 10, 20, 30 ve 40 mg/ml konsantrasyonlarinda TiO2 igeren MS ortaminda
mikroorganizmalarin azaldigi ve eksplantlarin ¢ok iyi biliylime gosterdigi belirtilmistir.
TiO2'nin tiitiin bitkisi doku kiiltiirii prosediirlerinde bakteriyel kontaminantlar1 uzaklastirmak
icin iyi bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Petroselinum crispum In vitro
kiiltiirinde MS ortamina eklenen TiO2’nin konsantrasyonundaki artigin ¢imlenme yiizdesi,
cimlenme orani, kok ve siirglin uzunlugu, canlilik orani, klorofil yogunlugu tizerinde énemli
bir artisa neden oldugu ve en iyi TiO2 konsantrasyonunun 30 mg/ml oldugu belirtilmistir

(Dehkourdi ve Mosavi, 2013).

Chutipaijit ve Sutjaritvorakul (2018) Oryza sativa L. ssp. indica tohumlari, kallus

olusumu ve bitki rejenerasyon sikligimi degerlendirmek igin incelenmistir. 50 mg/l TiO:
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nanoparcaciklari ile desteklenmis kallus indiiksiyon ortaminda sterilize edilmis tohumlarin
kiiltiirli, yiiksek bir kallus indiiksiyon siklig1 ve biyokiitle birikimi igerigi belirlenmistir.
Embriyojenik kallus, 10-50 mg/l TiO2 nanopartikiilleri ile modifiye edilmis bitki
rejenerasyon ortamina aktarilmis ve bununla birlikte en yiiksek bitki rejenerasyon sikligi ve
bitki sayisinin rejenere kalus sayisina orani, 40 mg/l TiO2 nanoparcaciklari ile modifiye
edilmis bitki rejenerasyon ortaminda meydana gelmistir. Rejenere siirgiinler, bitki bliylime
diizenleyicileri olmayan NB ortaminda kdklenmis ve bitkicikler toprakta aktarilmistir.
Sonug olarak, Oryza sativa L. ssp. indica nanomateryal uygulamalar1 i¢in daha fazla

gelistirilmesi i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirma Aydin Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii'ne ait Siis Bitkileri Islah1 ve Yetistiriciligi Anabilim Dali doku kiiltiirii laboratuvari

ve iklim odasinda 2020-2022 yillarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel Materyal

Yirtitillen bu arastirmada bitkisel materyal olarak; salep orkideleri tiirlerinden olan
genel olarak Ege Bolgesinde yetisen Orchis sp. ve Ophrys sp. cinslerinden tiirler
olusturmustur. Salep orkidelerinin yumrular ticari amagla iiretim yapan farkl: isletmelere ait
iiretim sahalarinda yetistirilen bitkilerden temin edilmistir. Temin edilen yumrular Bahge
Bitkileri boliimiine ait 1sitmasiz plastik serada saksilara dikilerek vegetasyon siiresince

yetistirilmistir.

Resim 3.1. Serada saksilara dikilen saleplerden bir goriinim.
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Serada yetistirilen salep bitkilerinden gelisme donemleri takip edilerek, gelismenin
belirli evrelerinde yumru, siirgiin ucu, ¢igek ve cicek sap1 alinarak bu materyaller eksplant

kaynag olarak kullanilmistir.

Orchis sp.: Yumruludur. Gorsel olarak son derece gesitlidir. Dik bir govde
olustururlar. Sar1, kirmizi, mor gibi renklere sahip olan ¢igekleri vardir. Cicekler silindirik
veya kiiresel basak olarak 5-15 cm uzunlugundadir. Yapraklar tabanda bitki gévdesinin
etrafinda rozet seklinde dizilmislerdir. Topragin yiizeyinde govde ile degisik agilar yaparak
yukariya dogru yonelmisledir. Labellum undulat sekildedir. Orchis sp. tiirlerinin sahip
olduklar1 iki yumru zamanla birbirinden ayrilip ayr1 bitki verecek sekilde geliserek kiime
seklinde orkide meydana getirirler. Orchis cinsine ait tiirlerden Orchis coriophora L.
tiiriinde bitki 15-30 cm boyda ve govde kalin olarak gelisir. Yapraklar 57 adet arasinda,
tabandan itibaren gévde boyunca dizilmis sekilde, {ist yapraklar gévdeyi sarmis vaziyette
meydana gelmektedir. Brakteler ise beyazimsi-yesil renktedir. Cigekler silindirik ve oldukga
stk sekilde dizilisli spika olusturmus, yesilimsi-mor, yesilimsi-kirmizi, kahverengimsi-
kirmiz1 renklerdedir. Orman agikliklarinda 1slak ¢ayirlarda yetismektedirler. Mayis-Haziran
aylarinda ¢i¢eklenmektedirler. Orchis morio subsp. tiirtinde bitki 10-30 cm boyda ve narin
yapiya sahip olarak gelisir. Yapraklar 6-9 adet arasinda, lanseolat, tabanda rozet seklinde,
iist kisimlarda 2-3 yaprak govdeyi sarmis sekilde meydana gelir. Brakteler ovaryumdan
daha kisa olacak sekilde, pembemsi- mor renklidir. Cigekler pembemsi-mor, beyazdan koyu
mora kadar degisik renklerde meydana gelmektedir. Cam ormani, mese ormani ve nemli
cayirlarda yetismektedirler. Nisan- Haziran aylarinda gigeklenmektedirler. Orchis mascula
subsp. tiiriinde bitki 20-55 cm boyda ve govde esnek, narin yapiya sahip olarak gelisir.
Yapraklar 4-7 adet arasinda, brakteler lanseolat, pulsu ve lanseolat seklinde meydana
gelmektedir. Cigek durumu seyrek veya cok cicekli olarak 14—-54 adet arasinda, silindirik,
leylak renginden kirmiziya kadar ¢esitli renklerde meydana gelmektedir. Cam, mese ormani
alt1 ve yakinlarinda yetismektedirler. Mayis-Haziran aylarinda ¢igeklenmektedirler. Orchis
purpurea tiirtinde ise bitki 35-60 cm boyda gelisir. Yapraklar 4-10 adet arasinda, kenarlari
diiz, tabanda rozet seklinde, Brakte pulsu ve ovaryumdan kisa olacak sekilde meydana
gelmektedir. Cigekler yaklagik 60 adet kadar ¢ok sayida ve genis bir sekilde meydana
gelmektedir. Cam, mese orman i¢i ve agik alanlarinda yetismektedirler. Nisan-Mayis

aylarinda gigeklenmektedirler (Sezik, 1984; Arslan, 2010).

Ophrys sp.: Yumruludur. Parlak, bazal yapraklar yesil veya mavimsi bir renge

sahiptir. Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in simbiyotik mantarlara ihtiya¢ duyar. 2-12 ¢icek dik bir
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sap lzerinde biiyiir. Kendi tozlayici bocegi vardir. Yapraklar tabanda bitki gdvdesinin
etrafinda rozet seklinde dizilmislerdir. Topragin yiizeyine yayilmis sekildedir. Labellumun
ortas1 spekulum denilen tiiysiiz, parlak ve sert bir yap1 olusturabilir. Bununla birlikte kiigiik
bir ¢ikint1 seklinde apendiks yapist u¢ kisminda bulunabilir. Ophrys cinsine ait tiirlerde
bulunan iki yumru zamanla birbirinden ayrilip ayr bitki verecek sekilde geliserek kiime
seklinde orkide meydana getirirler. Ophrys cinsine ait tiir olan Ophrys pseudomammosa
Renz tiiriinde bitki 2040 cm boyda gelisir. Yapraklar 3-9 adet, tabandakiler rozet seklinde
yayllmis, yukarilara dogru govdeyi sarar vaziyette, dikdortgenimsi-ovaitten mizraksiya
benzer sekildedir. Brakteler ovaryumdan biraz uzun olacak sekilde, ovoitten lanseolata
kadar, agik yesil renktedir. Cigekler 3—8 adet arasinda, oldukga iri, disa yonelmis vaziyette
meydana gelmektedir. Labellum uca dogru yan kenarlari sarimsi-yesil renkli ve ucta
apendiks bulunur. Genellikle caliliklar ve cayirliklarda yetismektedirler. Haziran ayinda
ciceklenmektedirler (Sezik, 1984; Arslan, 2010).

3.1.2. Kimyasal Materyaller

MS ortami: MS ortami1 Murashige ve Skoog (1962) tarafindan gelistirilmis ytliksek tuz
iceren bir ortam olmakla birlikte doku kiiltiiriinde en yaygin kullanilan besin ortamidir.
Ozellikle diisiik yogunluklarda (1/4 MS, 1/2 MS) bircok bitki tiiriinde basariyla
kullanilmaktadir. Calismada besin ortami olarak Duchefa marka M0222 kodlu vitamin

icerikli hazir MS ortami kullanilmistir (Resim 3.2).

Agar: Eksplantlar genellikle yari-kat1 ortamda kiiltiire alinmaktadir. Bu amagcla kiiltiir
ortaminda besin ortamini katilagtirmak igin agar kullanilmaktadir. Calismada Sigma-Aldrich
marka 05039 kodlu molekiil formiilii (C12H1809)n ve CAS numaras1 9002-18-0 olan toz

agar kullanilmistir.

Sakkaroz: kiiltiir ortaminin 6nemli bir unsuru olarak tiim besin ortamlar1 karbon
kaynag1 amaciyla %1-3 oraninda sakkaroz igerir. Calismada Isolab marka 970.053 kodlu, ve

CAS numaras1 57-50-1 olan siikroz kullanilmistir.

BAP: Doku kiiltiiriinde sitokininler hiicre boliinmesinin uyarilmasi, siirgiin ve kok
farklilasmasi, lateral tomurcuklarin biiyiimesi, yaprak gelismesi, kloroplast gelisimi ve
senesens iizerine etkilidirler (Ozen ve Onay, 1999). Calismada Duchefa marka B0904
kodlu, CAS numaras1 1214-39-7, molekiil formiilii C12H11Ns Molekiil agirligt 225.3 g mol’
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1 Test > %99 “6-Benzil amino piirin (6-BAP, N6-Benzyladenine)” kullanilmistir (Resim
3.2).

NAA: Oksin grubu bitki biiyliime diizenleyicileri, hiicre uzamasi ile kallus olusumunu
tesvik etmek ve kok farklilagmasini saglamak amaciyla kullanilirlar (Giirel vd., 2013).
Calismada Duchefa marka N0903 kodlu, CAS numarast 86-87-3, molekiil formiilii
C12H1002, molekiil agirhigr 186.2 g mol™?, Test > %98 “A-Naftalen asetik asit” kullanilmistir
(Resim 3.2).

EpiBL: Brassinosteroidler fotosentetik ve enzimatik aktiviteyi, hormonal dengeyi,
hiicre boliinmesi ve geniglemesi, lateral kok gelisimi, hiicresel farklilasma, vaskiiler
farklilagma, polen tiibii gelisimi, apikal dominansinin siirdiiriilmesi, ¢iceklenme, senesens ve
stres toleransinin arttirilmasi tizerine etkilidir (Rao vd. 2002; Savaldi-Goldstein vd. 2006;
Clouse ve Sasse, 1998; Sasse, 2003; Amzalling ve Vaisman, 2006; Ashraf vd. 2010; Surgun
vd. 2012). Calismada Sigma-Aldrich marka E1641 kodlu, CAS numaras1 78821-43-9,
molekiil formiilii C2sHas0s, molekiil agirligi 480.68 g mol?, Test >%85 “Epibrassinolid”
kullanilmistir (Resim 3.2).

SA: Salisilik asit bitkilerde yaygin olarak bulunan ve bitki bliylime ve gelismesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan, c¢igceklenmeyi tesvik eden, bitkilerde sonradan
kazanilmis sistemik dayanikliligi tesvik eden ve farkli abiyotik stres kosullari altindaki
bitkiyi strese kars1 koruyan, oksinlerle birlikte koklenme iizerine son derece etkili hormon
benzeri bir maddedir (Raskin, 1995; Klessig ve Malamy, 1994; Van der Krieker vd. 1997;
Lee ve Skoog, 1965). Calismada Sigma-Aldrich marka S7401 kodlu, CAS numarasi 69-72-
7, molekiil formiilii C7HsO3, molekiil agirligi 138.12 g mol?, Test >%99 “salisilik asit”

kullanilmistir (Resim 3.2).

TiO2: Nano titanyum dioksit uygulamalarinin tohum c¢imlenmesi iizerine olumlu
etkilerinin oldugu, 151k emilimini artirarak fotosentezi destekledigi, yasli tohumlarin
canliligimi ve klorofil biyosentezini arttirdigi, kuraklik stresi altindaki bitkilerde stresin
etkilerini azalttig1, bakteriyel kontaminantlari uzaklastirmak icin yararli bir materyal
olabilecegi bildirilmektedir (Zheng vd. 2005; Hong vd. 2005; Zheng vd. 2008; Mingyu vd.
2007; Dehkourdi ve Mosavi, 2013; Safavi, 2014; Aghdam vd. 2016). Calismada Sigma-
Aldrich marka 637254 kodlu, nanotoz, <25 nm partikiil boyutu, Test %99.7 eser metal
bazinda, CAS numaras1 1317-70-0, molekiil agirlig1 TiO2 79.87 g mol? “Titanyum dioksit

(Titanium (1V) oxide, anatase)” kullanilmigtir (Resim 3.2).
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Pestisitler: Baglangic sterilizasyon yontemine alternatif sterilizasyon yontemleri
olusturmak amaciyla modifiye edilen sterilizasyon yontemlerinde ¢esitli fungusitler ve
antibiyotik kullanilmigtir. Fungusit olarak; 100 ml/ 100 | su dozunda 200 g/l Azoxystrobin+
125 g/l Difenoconazole etken maddeli fungusit, 200 ml/ 100 | su dozunda 500 g/l Fluazinam
etken maddeli fungusit, 100 g/l Pyraclostrobin etken maddeli fungusit ve 500 ml/ 100 | su
dozunda 12,5 g/l Fludioxonil+ 5 g/l Metulaxyl etken maddeye sahip fungusit kullanilmistir.
Bununla birlikte antibiyotik olarak hem besin ortamina eklenerek hemde sterilizasyon

asamasinda 250 mg/l su dozunda Streptomycin siilfat kullanilmigtir.

¢ d e

Resim 3.2. Uygulamalarda kullanilan kimyasallar a) hazir MS ortam1 b) benziaminopiirin C)

epibrassinolid ¢) naftalen asetik asit d) salisilik asit €) titanyum dioksit.

Kiiltiir kab1 olarak cam kavanozlar ve falcon tiiplerden yararlanilmistir. Calisma

laminar akigl steril kabinde gerceklestirilmis, her calismadan Once ve sonra hem kabin
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icinde hemde laboratuvarda 30 dakika ultraviyole 15181 yakilarak ortam sterilizasyonu

saglanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Besin Ortamm Hazirlanmasi ve Doku Kiiltiirii Kosullar

In vitro ¢alismalar i¢in kullanilan tiim besin ortamlar1 ve kullanilan malzemeler

aseptik kosullar altinda hazirlanmistir.

MS ortaminin hazirlanmasinda MS bazal ortamia karbon kaynagi olarak 30 g L*
sakkaroz ve besin ortaminin katilasmasini saglamak amaciyla 8 g L agar eklenmistir. Besin

ortamina eklenen agari eritmek amaciyla mikrodalgadan yararlanilmistir.

Hazirlanan MS ortamina farkli dozlarda (2 mg L™ ve 4 mg L) BAP, (1 mg L ve 2
mg L) NAA ve 5 uM Epibrassinolide (EpiBL), 1 mM Salisilik Asik (SA), 30 mg L Nano
Titanyum Dioksit (TiO2) eklenerek farkli besin ortami kombinasyonlar1 olusturulmustur.
Kontrol uygulamasi i¢in bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortami kullanilmustir.

Deneme konular1 Cizelge 3.1° de verildigi gibi olusturulmustur.

Cizelge 3.1. Deneme konularmna iligkin uygulama adlari, uygulamalarin igerigi ve uygulama

dozlar.

Uygulamalar Uygulama icerigi Uygulama Dozlari
Ul BAP 2mg L?
U2 BAP 4mgL?
U3 NAA 1mglL?
U4 NAA 2mg L?
us EpiBL 5 uM
U6 SA 1mM
u7 TiO; 30mgL?
us BAP+ EpiBL 2mgL've5uM
U9 BAP+ SA 2mgLtve 1l mM
uU10 BAP+ TiO; 2mgL*ve30mgL?
U1l NAA+ EpiBL 1mgL?!ve5uM
u12 NAA + SA 1mgLlvelmM
U13 NAA + TiO, 1mgL've30mglL?
ul4 BAP+NAA 2mgLtvelmglL?
U15 BAP+NAA 4mgLtve2mglL?
uU16 Kontrol
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Biitlin uygulamalarda, besin ortami otoklavlanma isleminden 6nce pH 5.7° ye
ayarlanmistir. Besin ortamlarina eklenen agarin erimesi i¢in mikrodalgadan yararlanilmis
olup kiiltiir kab1 olarak kullanilan cam kavanozlara ve falcon tiiplere besin ortamlari
dokiilmiistiir. Hazirlanan besin ortamlarinin sterilizasyonu 121°C sicaklikta 20 dk siire ile

1.2 atmosfer basingta otoklavda gerceklestirilmistir.

3.2.2. Yiizey Sterilizasyonu ve Eksplant Hazirhg (Baslangig¢ Sterilizasyonu)

Ureticilerden temin edilerek Bahge Bitkileri bdliimiine ait 1sitmasiz serada saksilara
dikilen ve ¢igeklenme zamanina kadar yetistirilmis olan salep orkideleri eksplant tiplerine
gore farkli gelisme evrelerinde saksilardan sokiilerek kiiltiire alinmistir. Eksplant kaynagi
olarak; salep orkidelerinin yumru, siirgiin ucu, yaprak, cicek ve ¢icek sap1 kullanilmistir.
Yaprak, cicek ve cicek sapi eksplant olarak alinirken salep bitkisi sokiimii yapilmadan
bitkiden kesilerek gergeklestirilmistir. Sterilizasyon agamasinda kullanilan tiim malzemeler
bulasik deterjani ve sodyum hipoklorit bulunan ¢ozeltide yikanip daha sonra otoklavlanarak

kullanilmustir.

3.2.2.1. Yumrularin yiizey Sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu icin saksilardan ¢ikarilan yumrular, {zerlerindeki toprak
partikiillerinin uzaklagtirilmast amaciyla 30 dk boyunca ¢esme suyunun altinda
bekletilmistir. Siinger ve firga ile gozenekli yapidaki yumru ylizeylerinden toprak
partikiilleri uzaklastirilmigtir. Yarim saatin sonunda yikanan yumrular %70’lik etil alkol
cozeltisinde 3-4 dk siiresince ¢alkalayicida bekletilmistir (200 rpm). Calkalayicidan ¢ikan
yumrular bir defa steril saf su ile yikandiktan sonra %25°lik Sodyum Hipoklorit + Tween 20
igeren ¢ozeltide 10 dk 200 rpm’de calkalayicida bekletilmistir. Steril saf su ile 3 kez
yumrular tekrar yikandiktan sonra steril kabin igerisinde kiiltiire alinmislardir (Sevindik ve
Mendi, 2016; Kocak vd. 2014). Resim 3.3’ de salep yumrularinin yiizey sterilizasyonu
asamalar1 verilmistir. Yumrularin baslangi¢ sterilizasyonu asamalari Cizelge 3.2° de

verilmistir.
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Resim 3.3. Salep yumrularinin yiizey sterilizasyonu agamalar1 a) ¢esme suyu altinda yikama
b) %70’lik etil alkolde bekletme c¢) %25°lik sodyum hipokloritte bekletme.

3.2.2.2. Surgiin Ucu, Yaprak, Cicek ve Ci¢ek Sapmin Yiizey Sterilizasyonu

Arastirmada kullanilan eksplant tiplerinden siirgiin ucu, yaprak, cicek ve cicek
saplarinin sterilizasyonunda ise; eksplantlar 6n sterilizasyon amaciyla 10-15 dk ¢esme suyu
altinda bekletilmistir. Daha sonra %70’lik etil alkolde 3 dk calkalayicida bekletilmistir.
Calkalayicidan ¢ikarildiktan sonra %25°lik Sodyum Hipoklorit + Tween 20 igeren ¢ozeltide
5 dk 200 rpm’de ¢alkalayicida bekletilmistir. Daha sonra 3 kere saf su ile yikanmistir
(Sevindik ve Mendi, 2016; Kogak vd. 2014). Siirgiin ucu, yaprak, ¢igek ve ¢igek sapinin

baslangig sterilizasyonu asamalar1 Cizelge 3.2” de verilmistir.

Cizelge 3.2. Baslangig sterilizasyonu asamalart.

Baslangig sterilizasyonu
Yumru Siirgiin ucu, Yaprak, Cicek, Cicek sap1
030 dk ¢esme suyu ile yikama 010-15 dk ¢cesme suyu ile yikama
©3-4 dk %70 etil alkolde bekletme o3 dk %70 etil alkolde bekletme
oBir defa steril saf su ile yikama oBir defa steril saf su ile yikama
010 dk %25 NaOCl+ Tween20 o5 dk %25 NaOCl+ Tween20
o3 defa steril saf su ile yitkama o3 defa steril saf su ile yikama

Yiiriitiilen arastirma siiresince alinan kiiltiirlerde ve eksplantlarda karsilagilan

kontaminasyonlar sebebiyle baslangi¢ta kullanilan ve ¢alismada baslangi¢ sterilizasyonu
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olarak adlandirilan yiizey sterilizasyonu modifiye edilerek cesitli alternatif sterilizasyon

denemeleri yiiriitaImistiir.

3.2.3. Modifiye Edilmis Sterilizasyon Uygulamalari

Salep orkideleri yumrulu bitkilerdir ve yeni yumru olusturarak c¢ogalmalarini
saglamaktadirlar. Salep orkidelerinde toprak alti organlar1 ¢ogaltiminda kullanildigindan
dolay1 yumrulari, kokleri, govdenin bir kismi toprakta oldugundan kaynakli birgok hastalik
etmenini yiizeylerinde barindirmaktadirlar. Eksplant olarak kullanilan yumrularin
yiizeylerinin piiriizli olmalar1 nedeniyle yiizeyinde bulunan gozeneklerde toprak
partikiillerinin bulunmasi piiriizlii gézenekler igerisinde fungal ve bakteriyel patojenleri
barindirma olasiliginin yiiksek olmasi sterilizasyon asamasinda bir¢ok probleme neden
olmaktadir. Bu nedenle ¢calismamizda baslangig sterilizasyon yonteminin modifiye edilmesi
gerekliligi karsimiza ¢cikmistir. Bu baglamda sterilizasyon yontemleri modifiye edilirken
bazi sterilizasyonlarda NaOCI konsantrasyonlar1 %1°lik , %1,5’luk , %2’lik gibi degisiklik
gostermistir. Etil alkolde bekletme stireleri (30 sn, 1 dk, 2 dk, 3 dk), etil alkol
yogunluklari(%99, %96, %70) ve uygulandigi asamalar farklilik gostermistir. Sodyum
hipoklorite Tween 20 eklemesi yapilarak hazirlanan soliisyonlarda degisen konsantrasyonlar
ve eksplant tiplerine bagli olarak 5 dk, 10 dk, 15 dk, 20 dk, 25 dk, 30 dk olacak sekilde
bekletme siireleri revize edilerek sterilizasyonlar gerceklestirilmigtir. Modifiye edilen

sterilizasyonlarin uygulanma asamalar1 Cizelge 3.3’ de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Modifiye edilmis sterilizasyon uygulamalar1 ve asamalari.

Eksplant Tipi Sterilizasyon Yontemi Eksplant Tipi Sterilizasyon Yontemi

Sl Yaprak *60 dk ¢cesme suyu ile yikama S8 Yumru *60 dk ¢cesme suyu ile yikama
=Steril saf su ile yikama =Steril saf su ile yikama
=30 dk %1 NaOCl+ Tween20 =30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20
=3 defa steril saf su ile yikama =3 defa steril saf su ile yitkama
=5 dk 250 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole

S2 Yaprak *60 dk ¢cesme suyu ile yikama S9 Yumru *60 dk ¢cesme suyu ile yikama
=Steril saf su ile yikama =Steril saf su ile yikama
=30 sn %70 etil akolde bekletme =30 dk %1,5 NaOCI+ Tween20
=Steril saf su ile yikama =3 defa steril saf su ile ytkama
=10 dk %2 NaOCI+ Tween20 =2 dk 200 mI/100 It Fluazinam
=3 defa Steril saf su ile yitkama
=5 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole

S3 Yumru =60 dk ¢esme suyu ile yikama S10 Yumru *60 dk ¢esme suyu ile yikama
=Steril saf su ile yikama =Steril saf su ile yikama
=30 sn %70 etil akolde bekletme =30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20
=Steril saf su ile yikama =3 defa steril saf su ile yitkama
=30 dk %2 NaOCI+ Tween20 =2 dk 500 ml/100 It Fludioxonil+Metulaxyl
=3 defa steril saf su ile yikama
=5 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole

S4 Yumru *60 dk ¢cesme suyu ile yikama S11 cigek ve ¢icek =30 dk Bulasgik deterjan1 ve Tween20 igeren ¢ozelti
=20 dk Bulasik deterjan1 ve Tween 20 igeren ¢ozelti sap1 =60 dk ¢cesme suyu ile yikama
*Cesme suyu ile yikama =Steril saf su ile yikama
=Steril saf su ile yikama =30 sn %70 etil akolde bekletme
=30 sn %70 etil akolde bekletme =Steril saf su ile yikama
=Steril saf su ile yikama =5 dk %2 NaOCIl+ Tween20
=30 dk %2 NaOCIl+ Tween20 =3 defa steril saf su ile yikama
=3 defa steril saf su ile yitkama =3 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole
=5 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole

S5 Yumru, kok, =60 dk ¢esme suyu ile yikama S12 Yumru, kok, =60 dk ¢esme suyu ile yikama

yaprak, govde | =Steril saf su ile yikama yaprak, govde =Steril saf su ile yikama

=30 sn %70 etil akolde bekletme =30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20
=3 defa steril saf su ile yikama =3 defa steril saf su ile ytkama
=30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20 =1 dk streptomycin siilfat
=Steril saf su ile yikama =5 dk 50 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole
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Cizelge 3.3. Modifiye edilmis sterilizasyon uygulamalar1 ve asamalari (Devami).

yaprak, govde

=Steril saf su ile yikama

=5 dk 50 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole
=Steril saf su ile yikama

=20 dk %1,5 NaOCl+ Tween20

=3 defa steril saf su ile yitkama

=30 sn %70 etil akolde bekletme

Eksplant Tipi Sterilizasyon Yontemi Eksplant Tipi Sterilizasyon Yontemi
S6 Yumru, kok, *60 dk cesme suyu ile yikama S13 Yumru, kok, *60 dk ¢cesme suyu ile yikama
yaprak, govde | =Steril saf su ile yikama yaprak, gévde =Steril saf su ile yikama
=20 dk %1,5 NaOCI+ Tween20 =30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20
=3 defa steril saf su ile yikama =3 defa steril saf su ile ytkama
=1 dk streptomycin siilfat =2 dk 100 m1/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole
=5 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole
S7 Yumru, kok, *60 dk ¢cesme suyu ile yikama
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3.2.4. Ikinci Modifiye Edilmis Sterilizasyon Uygulamalar1 (ST)

Yiriitiilen arastirma kapsaminda Ophyrs sp. ve Orchis sp. eksplantlarinda yiiriitiilen

sterilizasyon denemesinde elde edilen sonuclar genel olarak degerlendirildiginde; yapilan

sterilizasyon yontemlerinde canlilik olmasmma ragmen kontaminasyonun oransal olarak

azalmasma ragmen devam etmesi ikinci bir sterilizasyon denemesi kurulmasi geregini

karsimiza c¢ikarmistir. Bu amagla ikinci kez bir modifikasyona gidilerek 2. modifiye

sterilizasyon (ST) uygulamalari

olusturulmustur.

Olusturulan bu modifiye edilmis

sterilizasyon uygulamalar1 Cizelge 3.4’ de verilmistir. Bu baglamda yapilan sterilizasyon

yontemlerinden yola ¢ikarak modifiye edilmis 15 farkli sterilizasyon uygulamasinin

bulundugu deneme kurulmustur.

Cizelge 3.4. ST sterilizasyon denemesinde yer alan uygulamalar ve asamalari.

Sterilizasyon Sterilizasyon
Yontemi Yontemi

ST1 | 60 dk ¢cesme suyu ile yikama ST9 60 dk ¢esme suyu ile yikama

10 sn %70 etil alkolde bekletme 10 sn %70 etil alkolde bekletme

1 kez steril saf su ile yikama 1 kez steril saf su ile yikama

5 dk %2 NaOCI+ Tween 20 5 dk %2 NaOCI+ Tween 20

3 kez steril saf su ile yitkama 3 kez steril saf su ile yikama

5 dk 100 g/ It Pyraclostrobin

ST2 | 60 dk ¢esme suyu ile yitkama ST10 60 dk ¢esme suyu ile yikama

10 sn %70 etil alkolde bekletme 10 sn %70 etil alkolde bekletme

1 kez steril saf su ile yitkama 1 kez steril saf su ile yitkama

10 dk %2 NaOCI+ Tween 20 5 dk %2 NaOCI+ Tween 20

3 kez steril saf su ile yikama 3 kez steril saf su ile yitkama

5 dk 200 g/ It Pyraclostrobin

ST3 | 60 dk ¢esme suyu ile yitkama ST11 60 dk ¢esme suyu ile yikama

10 sn %70 etil alkolde bekletme 10 sn %70 etil alkolde bekletme

1 kez steril saf su ile yitkama 1 kez steril saf su ile yitkama

10 dk %2 NaOCI+ Tween 20 10 dk %2 NaOCI+ Tween 20

3 kez steril saf su ile yikama 3 kez steril saf su ile yitkama

5 dk 100ml/100I1t 5 dk 100 g/ It Pyraclostrobin

Azoxystrobin+Difenoconazole
ST4 | 60 dk ¢esme suyu ile yitkama ST12 60 dk ¢esme suyu ile yikama

10 sn %70 etil alkolde bekletme 10 sn %70 etil alkolde bekletme

1 kez steril saf ile ytkama 1 kez steril saf su ile yikama

10 dk %2 NaOCI+ Tween 20 10 dk %2 NaOCI+ Tween 20

3 kez steril saf su ile yitkama 3 kez steril saf su ile yikama

5 dk 200ml/1001t 5 dk 200 g/ It Pyraclostrobin

Azoxystrobin+Difenoconazole
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Cizelge 3.4. ST sterilizasyon denemesinde yer alan uygulamalar ve asamalar1 (Devami).

Sterilizasyon Sterilizasyon
Yontemi Yontemi
ST5 | 60 dk ¢esme suyu ile yitkama ST13 60 dk ¢esme suyu ile yikama
10 sn %70 etil alkolde bekletme 10 sn %70 etil alkolde bekletme
1 kez steril saf su ile yitkama 1 kez steril saf su ile yitkama
5 dk %2 NaOCI+ Tween 20 5 dk 100 g/ It Pyraclostrobin
3 kez steril saf su ile yikama
5 dk 100ml/1001t
Azoxystrobin+Difenoconazole
ST6 | 60 dk ¢esme suyu ile yitkama ST14 60 dk ¢esme suyu ile yikama
10 sn %70 etil alkolde bekletme 10 sn %70 etil alkolde bekletme
1 kez steril saf su ile yitkama 1 kez steril saf su ile yitkama
5 dk %2 NaOCI+ Tween 20 5 dk 200 g/ It Pyraclostrobin
3 kez steril saf su ile yikama
5 dk 200ml/1001t
Azoxystrobin+Difenoconazole
ST7 | 60 dk ¢esme suyu ile yitkama ST15 3 kez steril saf su ile yikama
10 sn %70 etil alkolde bekletme (kontrol)
1 kez steril saf su ile yikama
5 dk 100ml/100It
Azoxystrobin+Difenoconazole
ST8 | 60 dk ¢esme suyu ile yikama
10 sn %70 etil alkolde bekletme
1 kez steril saf su ile yikama
5 dk 200ml/1001t
Azoxystrobin+Difenoconazole

3.2.5. Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasi

3.2.5.1. Yumrularin Kiiltiire Alinmasi

Aragtirmada kullanilan Orchis sp. ve Ophrys sp. salep yumrular steril kabin igerisinde

sterilizasyona tabii tutulduktan sonra yine steril kabinde kiiltiire alinmistir. Secilen tiirlere

ait sterilizasyonu yapilmig olan yumrular, yumru iriliklerine bagli olarak ortalama 2, 4, 6 ve

8 parca olacak sekilde kiigiik dikddrtgen parcalar halinde kesilerek cam kavanozlardaki

besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Yumrularin sterilizasyon islemi gerceklestikten

sonra kiiltiire alinmak tizere parcgalara boliinen yumru parcgalar1 Resim 3.4° de verilmistir.
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Resim 3.4. a) Sterilizasyonu gergeklesmis yumrular b) kiiltiire alinmak {izere parcalara

ayrilmis yumrular.

3.2.5.2. Siirgiin Ucunun Kiiltiire Alinmasi

Denemede kullanilmak amaci ile sera kosullarinda saksida yetistirilen salep
yumrularinda gelisme basladigi donemde, yeni siirgiin ucu ¢ikarmaya baglayan yumrulardan
meristematik dokulart igeren siirgiin uglar1 2,5-3,0 cm olacak sekilde kesilip besin
ortamlarina aktarilmistir. Bu asamada kullanilan eksplantlarin alimida yine steril kabin

icerisinde gergeklestirilmistir.

3.2.5.3. Cigeklerin Kiiltiire Alinmasi

Dikilen yumrularin gelisimleri izlenerek olusan c¢icek saplar1 tizerindeki c¢icek
tomurcuklar  goriildiigiinde agmadan Onceki donemde alinarak eksplant olarak
kullanilmistir. Cigek tomurcuklari eksplant olarak direkt ya da bisturi ucu yardimiyla
yapraklarin ¢ikarilip ovaryum olacak sekilde besin ortamlarina aktarilmistir. A¢gmis olarak
alian cicekler ise bisturi ile ta¢ yapraklarin kesilerek ovaryum pargasi igerecek sekilde

besin ortamlarinda kiiltiire alinmustir.
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3.2.5.4. Ci¢ek Saplarimn Kiiltiire Alinmasi

Yumrular {izerinde gelisen ¢igek saplari yumrunun hemen iizerinden sapin gelismeye
basladig1 noktadan kesilerek alinmistir. Alinan ¢igcek saplar1 once 1 cm kiigiik pargalara
boliinmiis daha sonra yiizey sterilizasyonuna tabii tutularak steril kabin ortaminda

hazirlanan besin ortamlarinda kiiltiire alinmistir.

3.2.6. Cahismada Incelenen Parametreler

Deneme tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 3 tekerriirlii olacak sekilde
kurulmustur. Her kavanoza 5 adet eksplant konularak, her bir kavanoz 1 tekerriir olarak
kabul edilmistir. Kiiltiirlerin 4 haftada bir olacak sekilde alt kiltiirii planlanmis fakat
yasanan kontaminasyon sebebiyle alternatif sterilizasyon denemeleri kurulmustur. Kiiltiire
alinmig eksplantlar, 1200 liikks 151k siddeti altinda, 14 saat/giin aydinlik ortamda, 24+2°C

sicaklikta ve nisbi nemi %65+5 olan kiiltiir odasinda inkiibe edilmislerdir.

3.2.6.1. Canhilik Orani (%)

Kiiltiire alinan eksplantlardan canli eksplantlar sayilarak yilizde olarak hesaplanmistir.

3.2.6.2. Enfeksiyon Orani (%0)

Kiiltiire alman eksplantlardan enfeksiyon olan eksplantlar sayilarak yiizde olarak

hesaplanmuistir.
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3.2.6.3. Kallus Olusturan Eksplant Oram (%)

Kiiltiire alinan ecksplantlardan Kkallus olusturan eksplantlar sayilarak yiizde olarak

hesaplanmustir.

3.2.6.4. Siirgiin Olusturan Eksplant Orani (%0)

Kiiltiire alinan eksplantlardan siirglin olusturan eksplantlar sayilarak yiizde olarak

hesaplanmustir.

3.2.6.5. Kiiltiire Alinan Eksplant Sayis1 (Adet)

Besin ortamina kiiltiire alinan eksplantlarin sayisidir.

3.2.6.6. Kallus Olusturan Eksplant Sayis1 (Adet)

Besin ortamina kiiltiire alinan eksplantlarda kallus olusturan eksplantlarin sayisidir.

3.2.6.7. Kararmus Eksplant Sayis1 (Adet)

Kiiltiire alinan eksplantlarda fenolik salgis1 nedeniyle kararmis eksplantlarin sayisidir.

3.2.6.8. Canh Eksplant Sayis1 (Adet)

Besin ortamina kiiltiire alinan eksplantlarda canli kalan eksplantlarin sayisidir.
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3.2.6.9. Enfeksiyonlu Eksplant Sayisi (Adet)

Besin ortamina kiiltiire alinan eksplantlarda enfeksiyon olan eksplantlarin sayisidir.

3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada elde edilen veriler iizerine varyans analizler icin TARIST istatistiksel
analiz programi kullanilmis ve veriler %35 hata olasiligina sahip LSD testine gore

karsilastirilarak uygulamalar arasindaki farkliliklar istatiksel olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Orchis sp. ve Ophyrs sp. salep orkidelerinin kiiltiire alinmasi amaci ile yiiriitiillen bu
arastirmada kiiltiir asamasinda karsilasilan gelisme ve kontaminasyon durumlarina bagh
olarak diizenlemeler yapilmistir. Bu amacgla 6zellikle deneme planlanirken olusturulan
baslangic sterilizasyonu iizerinde farkli uygulamalar ilave edilerek modifikasyona gidilmis
ve yeni olusturulan sterilizasyon protokolleri ile elde eilen sonuglar bu bolimde

degerlendirilmistir.

4.1. Baslangi¢ Sterilizasyonu

Denemenin planlanmasi asamasinda olusturulan ve baglangic sterilizasyonu olarak
tanimlanan yontemde; Oncelikli olarak 1sitmasiz plastik serada yetistirilen saleplerin
yumrulari, kokleri, gévde kisimlart ve yapraklari eksplant olarak kullanilmistir. Kasim
aymda aliman yumrular baslangicta planlanan sterilizasyon yontemi ile sterilize edildikten
sonra Ul (2 mg/l BAP) ortaminda kiiltiire alinmislardir. Eksplant olarak kullanilan kok,
govde, yaprak eksplantlari ise sterilizasyon asamasindan sonra yumrular gibi Ul (2 mg/I

BAP) besin ortaminda kiiltiire alinmislardr.

Baslangic sterilizasyonu sonucunda kiiltiire alinan eksplantlar kontamine olmus ve
canliliklarini kaybetmislerdir. Canlilik oran1 %0, enfeksiyon oran1 %100 oldugundan dolay1
projede planlanan sterilizasyon yontemi basarisiz olmustur. Bu yiizden baslangic
sterilizasyonu ~ modifiye  edilerek  farkli  iceriklerde  sterilizasyon  denemeleri

gergeklestirilmistir.

4.2. Modifiye Edilmis Sterilizasyon Uygulamalari

Salep orkideleri yumrulu bitkilerdir ve yeni yumru olusturarak ¢ogalmalarini
saglamaktadirlar. Salep orkidelerinde toprak alti organlar1 ¢ogaltiminda kullanildigindan

dolayr yumrulari, kokleri, govdenin bir kismi1 toprakta oldugundan kaynakli bir¢ok hastalik
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etmenini yiizeylerinde barindirmaktadirlar. Eksplant olarak kullanilan yumrularin
yiizeylerinin piirlizlii olmalari nedeniyle yiizeyinde bulunan gozeneklerde toprak
partikiillerinin bulunmas1 piirlizlii gozenekler icerisinde fungal ve bakteriyel patojenleri
barindirma olasiliginin yiiksek olmasi sterilizasyon asamasinda bir¢ok probleme neden
olmaktadir. Bu nedenle ¢calismamizda baslangi¢ sterilizasyon yonteminin modifiye edilmesi

gerekliligi karsimiza ¢ikmaistir.

Bu baglamda modifiye edilen sterilizasyon uygulamalarinin ilki olan Sterilizasyon 1
(S1) uygulamasina bakildiginda eksplant olarak kasim ayinda salep orkidelerinden alinan
yaprak kullanilmistir. Yapraklar 60 dk ¢esme suyu altinda yikanmig ve daha sonra steril
kabine alinmistir. Burada 1 kez steril saf su ile tekrar yikama yapildiktan sonra 30 dk %1
NaOCIl+ Tween20 c¢ozeltisinde 200 rpm de karistiricida steril edilmislerdir. Cozeltiden
cikarilan yapraklar 3 kez steril saf su ile yikandiktan sonra 5 dk fungusit (250 ml/100 It
Azoxystrobin+Difenoconazole) ile muamele edilerek besin ortamlarinda kiiltlire

alimmuslardir.

S1 uygulamasi yapilip kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin canlilik orani ve
enfeksiyon orani {izerinde yapilan istatistiksel degerlendirmede 15. giinde canlilik orani ve
enfeksiyon orani interaksiyonu faktorlerine bagli olarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de
verilmistir. Cizelge 4.1 incelendiginde; 15. giinde eksplantlarin besin ortaminda canli
kalarak elde edilen canlilik orani ortalamasi ag¢isindan istatistiksel anlamda Onemli
bulunmustur. Sonuglara gore canlilik orani 15. giinde U1 (2 mg/l BAP), U4 (2 mg/l NAA),
U14 (2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA), U15 (4 mg/l BAP+ 2 mg/l NAA) besin ortamlarinda
%100 oranla ile en yiiksek canlilik oranlarina sahip oldugu gozlemlenmistir. Canlilik
oranlar1 arasinda en diisiik oran %33,33 ile Ul ve U3 besin ortami olmustur. Enfeksiyon
orani ortalamalarinda ise istatiksel anlamda 6nemli bir fark bulunamamaistir. Bu baglamda
Cizelge 4.1 incelendiginde; 15. giinde enfeksiyon orani en yiiksek U3 ve Ul4 besin
ortaminda meydan geldigi gozlemlenmistir. Resim 4.1° de S1 uygulamasimin kiiltiirtin ilk

giinti, kiiltlirtin 8. giini, kiiltlirtin 15.glni verilmistir.
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Cizelge 4.1. S1 uygulamasit yapilip kiiltiire alinan yaprak eksplantlarimin canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

Sterilizasyon Ekspl:_:mt Besin KAES 15. giin
Tipi Ortam (adet) EO (%) CO (%)

Ul 3 44,443 33,330 c
Ul 3 0,000 100,000 a
U2 3 66,665 77,777 ab
U2 3 33,330 88,889 ab
U3 3 77,780 33,330 c
U4 3 0,000 100,000 a

S1 Yaprak U4 3 0,000 100000 a
ul14 3 71,777 66,670 abc
ul14 3 0,000 100,000 a
uU15 3 0,000 100,000 a
uU15 3 66,670 55,567 bc
Ul6 3 55,553 66,670 abc

LSD (%5) degeri 92,1376d 34,895**
KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani

Resim 4.1. S1 uygulamasinda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin goriiniimleri a) kiiltiiriin

ilk gilinii b) kiiltiiriin 8. giinii ¢) kiiltiiriin 15. giinii.
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S1 yonteminde oldugu gibi S2 yonteminde de ocak ayinda alinan yaprak eksplanti
kullanilmistir. 60 dk ¢esme suyu altinda yikanan yaprak eksplantlari steril kabine alinip
steril saf su ile yikama yapilmis ve daha sonra 30 sn %70 etil akolde bekletilmislerdir.
Tekrar steril saf su ile yikama yapilan yapraklar 10 dk %2 NaOCl+ Tween 20 de
karistiricida  bekletilip 3 defa steril saf su ile yikama yapilmistir. Eksplantlarin
dezenfeksiyonu amaci ile bu uygulamada Azoxystrobin+Difenoconazole etken maddeli
fungusit kullanilmistir. Yapraklar 5 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole etken

maddeye sahip fungusitte bekletildikten sonra besin ortamlarina kiiltiire alinmislardir.

U2 besin ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin 8. glinde canlilik oran1 %100
olarak Cizelge 4.2° de goriilmektedir. Enfeksiyon orani 8. giinde %0 olarak goriiliirken 15.
giinde bu deger artmis ve %91,67 olmus, canlilik oran1 %8,33’e diismiistiir. Kiiltiire alinan

eksplantlar ilerleyen giinlerde canliliklarin1 tamamen kaybetmislerdir.

Kontaminasyon riskini en aza indirmek amaciyla S2 uygulamasinda falcon tiipler
kullanilmistir. Falcon tiiplerin igerisine hormon bulunmayan 2 MS ortami dokiilmiistiir. Her
falcon tiipte 1 eksplant bulanacak sekilde kiiltiire alinan yapraklarin canlilik oranlarina
bakildiginda ise Cizelge 4.2 de goriildiigii lizere 8. giin %100, 15. giin %95,45, 23. giin
%95,45 olmustur. Enfeksiyon orani 15. ve 23. giinde %4,55 ile sabit kalmasina ragmen 23.
giinde kiiltiire alinan 22 eksplanttan 7 tanesinde kararma gézlemlenmistir. Resim 4.2, Resim

4.3, Resim 4.4’ de kiiltiiriin 8, 15 ve 23 giin sonraki durumlar1 verilmistir.

Cizelge 4.2. S2 uygulamasi yapilip kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

Eksplant Besin KAES Giin CES EES KES CcoO EO
Tipi Ortam (adet) (adet) | (adet) (adet) (%) (%)
8 12 0 0 100 0
vz 12 15 | 1 11 8 833 | 9167
S2 Yaprak 8 22 0 0 100 0
Y2 MS 22 15 21 1 0 95,45 4,55
23 14 1 7 95,45 4,55
KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi,
KES: kararmis eksplant sayisi, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani
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Resim 4.2. S2 uygulamasinda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin 8 giin sonraki kiiltiir

goriintiileri.
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Resim 4.3. S2 uygulamasinda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin 15 giin sonraki kiiltiir

goriintiileri.
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Resim 4.4. S2 uygulamasinin 23 giin sonraki kiiltiir gériintiileri.

S3 sterilizasyon yonteminde ise diger yontemlerden farkli eksplant olarak ocak ayinda
alinan yumrular kullanilmistir. S3 uygulamasinda (30 sn %70 etil akol, 30 dk %2 NaOCl+
Tween 20, 5 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole) elde edilen sonuglara
baktigimizda ise; U1l4 (2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA) besin ortaminda kiiltiire alinan
yumrularin canlilik orani 8. giinde %100 olarak karsimiza g¢ikarken 15. glinde %85,71
diistiigii goriilmektedir. Enfeksiyon orani ise 8. giinden 15. giline kadar olan siirede %0’dan
%14,29’ a yiikselmistir. S2 uygulamasina benzer sekilde S3 uygulamasinda da falcon tiipler
kullanilmis ve her bir falcon tiip icerisinde eksplant olarak ladet yumru pargasi kiiltiire
almmugtir. Falcon tiipler igerisine hormon bulunmayan 2 MS ortami dokiilmiistiir. S3
sterilizasyon yapilarak 2 MS ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda 8 giinliik periyot
sonunda yumrularin canlilik oran1 %100 iken; 15. giinde bu %65,22 olarak saptanmis ve 23.
Gilin yapilan gozlem siliresine kadar canlilik kaybi yasanmamustir. Cizelge 4.3

incelendiginde enfeksiyon orani %0 dan %34,78e yiikseldigi goriilmektedir. Ayrica kiiltiire
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alman yumru eksplantlarinin 23 tanesinden 3’{i karamistir. Resim 4.5’ de 8 giin sonraki,

Resim 4.6° da 23 giin sonraki kiiltiire alinmis yumru eksplantlar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.3. S3 uygulamas1 yapilip kiiltiire alinan yumru eksplantlariin canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

Eksplant Besin KAES Giin CES EES KES CO EO
Tipi Ortam (adet) (adet) | (adet) (adet) (%) (%)
8 7 0 0 100 0
ui4 ! 15 6 1 3 85,71 14,29
8 8 0 0 100 0
S3 Yumru u1s 8 15 8 0 2 100 0
8 23 0 0 100 0
Y2 MS 23 15 15 8 0 65,22 34,78
23 15 8 3 65,22 34,78
KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi,
KES: kararmis eksplant sayisi, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani

Resim 4.5. S3 uygulamasinda kiiltiire alinan eksplantlarin 8 giin sonraki kiiltiir goriintiileri.
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Resim 4.6. S3 uygulamasinda kiiltiire alinan eksplantlarin 23 giin sonraki kiiltiir goriintiileri.

Calismada modifiye edilerek kullanilan bir diger sterilizasyon yonteminde (S4) ise;
mart ayinda alinan yumru parcast eksplantlar1 oncelikli olarak firga yardimu ile ile gesme
suyu altinda yikanmis, sonra 20 dk bulasik deterjani+ Tween 20 igeren soliisyonda
bekletilmistir. Daha sonra steril saf su ile 1 kez yikanarak 30sn %70 etil alkolden sonra
steril saf su ile ytkama yapilmistir. 30 dk %2 NaOCI+ Tween 20’de steril edilerek 3 defa
steril saf su ile yitkamadan sonra 5 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole ile
muamele edilmis (S4) ve kiiltiire alinmiglardir. Kiiltlir kab1 olarak falcon tiipler kullanilmis
ve her falcon tiipte 1 eksplant yumru parcast kiiltiire alinmistir. Resim 4.7 de S4

uygulamasinin agamalar1 verilmistir.
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d
Resim 4.7. S4 uygulamasimin agsamalar1 a) steril saf su ile yikama b) yumrularin NaOCI

cozeltisinde sterilizasyonu c¢) yapraklarin NaOCl c¢ozeltisinde sterilizasyonu d)

eksplantlarin fungusitle muamelesi.

Cizelge 4.4 incelendiginde U1(2 mg/l BAP) besin ortaminda 8. giinde canlilik orani
%100 iken 19. giinde %0 olmus eksplantlarin canliligini kaybettigi goriilmistir. U2,
US5,U13, Ul5 besin ortaminda kiiltiire alinan yumru parga ekplantlar1 32. giline kadar
canliliklarin1 kaybetmemis ve canlilik orant %100 olmustur. U3 besin ortaminda canlilik
orani 8. giinde %100 olarak goriilmekteyken 32. giinde %75,00 olarak karsimiza ¢ikmis ve
enfeksiyon orani ilk kiiltiire alindig1 giinden 32. giine kadar %25 ¢iktig1 gozlemlenmistir.
U4 besin ortaminda canlilik oram1 8. ve 19. giinde %100 iken 32. giinde %66,67’ye
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diismiistiir. U6 besin ortaminda ise 8. giinde %50 olarak karsimiza ¢ikan canlilik oran1 32.

giinde de %50 olarak saptanmistir. U6 kiiltiiriine benzer sekilde U9 ve U12 kiiltiirlerinin de

32. giine kadar canlilik oranlart %50 olmustur. U7 kiiltiiriinde ise 8. ve 19. giinde %100 olan

canlilik oranlar1 eksplantlarin kararmasindan dolayr 32. giinde %0 olarak canliliklarini

kaybettikleri goriilmiis ve bu canlilik kaybinin kararmaya bagli olarak besin ortaminda ve

eksplantlarda ortaya ¢ikan kontaminasyondan kaynaklandigi kanaatine varilmistir. U14

besin ortamindaki kiiltiirlerde ise; 8. giinde %100 olan canlilik orani 19. giinde %66,67

olmasindan dolay1 32. giinde enfeksiyon oran1 %33,33 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.4. S4 uygulamasi yapilip kiiltiire alinan yumru eksplantlardaki canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

Eksplant Besin KAES Giin CES EES KES CoO EO
Tipi Ortami (adet) (adet) (adet) (adet) (%) (%)
8 1 0 0 100 0
Ul 1 19 0 1 0 0 100
32 0 0 0 100 100
8 2 0 0 100 0
u2 2 19 2 0 0 100 0
32 2 0 0 100 0
8 4 0 0 100 0
u3 4 19 4 0 0 100 0
32 3 1 0 75 25
8 3 0 0 100 0
u4 3 19 3 0 0 100 0
32 2 1 0 66,67 33,33
8 1 0 0 100 0
us 1 19 1 0 0 100 0
32 1 0 0 100 0
8 2 1 0 50 0
ueé 2 19 2 1 0 50 0
32 2 1 0 50 0
S4 | Yumru 8 1 0 0 100 0
u7 1 19 1 0 0 100 0
32 0 1 1 0 100
8 2 1 0 50 0
U9 2 19 2 1 0 50 0
32 2 1 1 50 0
8 2 1 0 50 0
u12 2 19 2 1 0 50 0
32 1 0 0 100 50
8 1 0 0 100 0
u13 1 19 1 0 0 100 0
32 1 0 0 100 0
8 6 0 0 100 0
u14 6 19 4 2 0 66,67 33,33
32 4 2 0 66,67 33,33
8 1 0 0 100 0
u15 1 19 1 0 0 100 0
32 1 0 0 100 0

KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi, KES:
kararmig eksplant sayisi, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani
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Caligsma kapsaminda yiiriitiilen birinci modifiye edilmis sterilizasyon uygulamasina ait
Cizelge 3.3 incelendiginde; bu sterilizasyon denemesinde yer alan S5 uygulamasinda;
eksplant olarak aralik ayinda alinan yumru kullanilan U15 (4 mg/l BAP+ 2 mg/l NAA)
besin ortaminda 10 adet eksplant kiiltiire alinmis ve enfeksiyon orant %0 olarak karsimiza
cikmistir. Eksplantlarin kiiltiire alindigr ilk giinden itibaren 35. giline kadar canlilik oram
%100 olmasina ragmen yumru veya siirgiin olusumuna iligkin bir gelisme saptanamamastir.
Kok, yaprak ve govde eksplantlarinin kiiltiire alindig1r besin ortaminda enfeksiyon orani
kiiltiir boyunca %0 olarak devam etmis fakat yumrularin kiiltiiriinde oldugu gibi kok, gévde

ve yaprak kiiltiiriinde de gelisme veya kallus olusumu gozlemlenememistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. S5 uygulamasi yapilip U15 ortamina kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

Eksplant Besin KAES Giin CES EES (6{0) EO
Tipi Ortami (adet) (adet) (adet) (%) (%)
18 10 0 100 0
Yumru 10 28 10 0 100 0
35 10 0 100 0
S5 Kk Govde P 18 10 0 100 0
Y’aprak ’ 10 28 10 0 100 0
35 10 0 100 0
KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi,
CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani

Modifiye edilmis birinci sterilizasyon denemesinde; S6 uygulamasinda aralik ayinda
aliman ve ¢esme suyu altinda yikanan yumrular, kok, govde ve yaprak eksplantlari steril
kabine alinarak 20 dk %1,5 NaOCIl+ Tween20 de bekletilmis, steril saf su ile yikandiktan
sonra 1dk streptomycin siilfat ile muamele edilerek 5 dk 100 ml/100 It
Azoxystrobin+Difenoconazole da bekletilmistir. Cizelge 4.6’ da verildigi tizere kiiltiire
alman eksplantlarin 35 giinlik kiiltiir stiresinde %100 canlilik devam etmistir.
Kontaminasyon goriilmemesine ragmen Kkiiltiirde kallus veya benzeri bir yapr gelisimi

herhangi bir hiicre farklilagsmasi ve gelisimi saptanmamustir.
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Cizelge 4.6. S6 uygulamasi yapilip U15 ortamina kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

Eksplant Besin KAES Giin CES EES Cco EO
Tipi Ortami (adet) (adet) (adet) (%) (%)
18 10 0 100 0
Yumru 10 28 10 0 100 0
35 10 0 100 0
S0 Kék. Gévde uis 18 10 0 100 0
Y’aprak ’ 10 28 10 0 100 0
35 10 0 100 0
KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayust,
CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani

Bir bagka sterilizasyon yontemi denemesinde 5dk 50 ml/100 It
Azoxystrobin+Difenoconazole, 20 dk %1,5 NaOCI+ Tween20, 30 sn % 70 etil alkol (S7)
asamalar1 gergeklestirilmistir. Bunun sonucunda Cizelge 4.7° de verilen canlilik ve
enfeksiyon oranlari belirlenmistir. Bu sterilizasyon uygulamasinda da eksplant olarak aralik
aymda alinan yumru, kok, gévde ve yapraklar kullanilmistir. Eksplantlar 35. giine kadar
canliliklari korumus ve enfeksiyon oran1 %0 olarak belirlenmis olmasina ragmen S5 ve S6
sterilizasyon uygulamalarinda oldugu gibi kallus olusumu veya yumru gelisimi s6z konusu

Oolmamustir.

Cizelge 4.7. S7 uygulamas yapilip U15 ortamina kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

Eksplant Besin KAES Giin CES EES (6{0) EO
Tipi Ortam (adet) (adet) (adet) (%) (%)
18 10 0 100 0
Yumru 10 28 10 0 100 0
35 10 0 100 0
A I B 18 10 0 100 0
Y’aprak ’ 10 28 10 0 100 0
35 10 0 100 0
KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayist,
CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani

Denemede yer alan sterilizasyon yontemlerinden bir digeri olan S8 uygulamasinda (30
dk %1,5 NaOCl+ Tween 20), mart ayinda alinan salep yumru pargalar1 eksplant olarak
kullanilmistir. U15 (2 mg/l NAA+ 4 mg/l BAP) besin ortami kullanilan yumrularin canlilik
orant 14. giin %54,55 ve 18. giin %50,0 olmasina ragmen 22. giinde alinan verilere gore

canliliklarin1 kaybettikleri saptanmistir. S8 sterilizasyon uygulamasi yapilarak U15 besin
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ortaminda kiiltlire alinan yumru parcalarinda kallus olusumu saptanmistir. Kiiltiire

alindiktan 14 giin sonra kallus olusturma oran1 %4,55 olarak gozlemlenirken bu oran 18 giin

sonrada degismemistir. Fakat 22 giin sonra olusan kontaminasyondan dolay1 enfeksiyon

oraninin %100 olmasi ile birlikte kallus olusturan eksplant canliliklarin1 kaybetmis kallus

gelistiren bu eksplantlarda herhangi bir silirglin gelisimi veya yumru taslagi olusumu

meydana gelmemistir (Cizelge 4.8). Resim 4.8’ de kiiltiiriin ilk ve 14 giin sonraki durumu,

Resim 4.9’ da 14 giin sonra gelisen eksplantin goriintiisii verilmistir.

Cizelge 4.8. S8 uygulamasi yapilip U15 ortamina kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik,

enfeksiyon ve kallus oranlari.

Eksplant gff;’r; KAES | .. | CES | EES | KOES | KOEO | CO | EO

Tipi " (adet) (adet) | (adet) | (adet) (%) (%) (%)
4 | 12 10 1 455 | 5455 | 4545
s8 | Yumru | uis | 22 18 | 12 11 1 455 | 50,00 | 45,45
22 0 22 0 0,00 | 0,00 | 100,0

KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi,
KOES: kallus olusturan eksplant sayisi, KOEO: kallus olusturan eksplant orani, CO: canlilik orani,
EO: enfeksiyon orani

Resim 4.8. S8 uygulamasinin soldan

goruntisi.

saga ilk kiiltire alindig1 giin ve 14 gin

sonra
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Resim 4.9. S8 uygulamasinda 14. giinde yumru eksplantinda olusan kallus gelisiminin

goruntimul.

Mart ayinda alinan yumrular 6nce toprak patikiillerinden temizlenmesi amaciyla 60 dk
cesme suyu altinda yikanmig daha sonra steril kabine alinarak 1 kez steril saf su ile tekrar
yikanmistir. S9 uygulamasinda karistiricidda 30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20 ¢ozeltisinde
bekletilen yumrular steril saf su ile yikama yapildiktan sonra 2 dk 200 mi/100 It Fluazinam
ile muamele edilerek Ul5 besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. U15 besin ortaminda
yumrular 14, 18, 22 ve 29. giin olarak canlilik orani, kallus oran1 ve enfeksiyon oranlar
kaydedilmistir. Bu baglamda yumrularin canlilik oranlar1 14. giin %66,67 iken 18. ve
22.gin %41,67°¢ diismiistiir. Ancak 29. giinde bu oran diiserek %25,0 olmustur. Yumru
eksplantlar1 14. giinde kallus olugturmamasina ragmen 18 giin sonra kallus olusumu
gozlemlenmistir. 29 giinliik kiltiir siiresi sonunda kallus olusturan eksplant oran1 %8,33
olarak sabit kalmistir. Kontaminasyon olmasina ragmen kallus gelisimi devam etmistir
(Cizelge 4.9). S9 uygulamasimin Resim 4.10° de kiiltiire alindig1 ilk giin, Resim 4.11° de
kiiltiiriin 14. glinli, Resim 4.12°de kiiltiiriin 18. giinli, Resim 4.13° de kiiltlirtin 22. giind,
Resim 4.14’de kiiltiriin 29. giinii, Resim 4.15’da kallus olusturan eksplantin aktarimi

verilmisgtir.
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Cizelge 4.9. S9 uygulamasi yapilip U15 ortamina kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik,

enfeksiyon ve kallus oranlari.

Eksplant | Besin [ KAES | .. [ CES |EES [ KOES [ KOEO [ CO [ EO
Tipi Ortami | (adet) | "™ | (adet) |(adet)| (adet) | (%) %) | (%)

14 8 4 0 0 66,67 | 33,33

18 5 7 1 833 | 41,67 | 58,33

591 Yumru U1 12 22 5 7 1 833 | 41,67 | 58,33
29 3 9 1 833 | 2500 | 75,00

KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES

: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi,
KOES: kallus olusturan eksplant sayisi, KOEO: kallus olusturan eksplant orani, CO: canlilik oran,
EO: enfeksiyon orani

Resim 4.10. S9 uygulamasi yapilip Ul5 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin ilk

giinkii goriiniimdi.
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Resim 4.11. S9 uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin 14.

giinkii goriiniimdi.

Resim 4.12. S9 uygulamasi yapilip Ul5 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin 18.

giinkii goriiniimii.
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Resim 4.13. S9 uygulamasi yapilip Ul5 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin 22.

giinkii gériiniimii.

Resim 4.14. S9 uygulamasi yapilip Ul5 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin 29.

giinkii goriiniimii.
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Resim 4.15. S9 uygulamasi kallus olusturan eksplantin aktarimidan bir goriint.

Arastirmada yer alan bir diger sterilizasyon uygulamasi olan S10’da ise S9
uygulamasina benzer asamalar takip edilmis fakat fungusit olarak 2 dk 500 ml/100 It
Fludioxonil+Metulaxyl kullanilarak sterilizasyon tamamlanmistir (Cizelge 3.3). Bu
sterilizasyon yonteminde ise eksplant olarak kullanilan yumrular mart ayinda alinmistir.
Yumrularin canlilik oranlar1 14 giin sonra %94,12 olarak karsimiza ¢ikmaktayken 18 giin
sonra bu oranda degisim olmamustir (Cizelge 4.10). 22. giin alinan verilere gére enfeksiyon
orani yiikselerek %11,76 olmus ve 29. giinde enfeksiyon orani %47,06 ‘ya yiikselmistir.
Yumru eksplantlart U15 (4 mg/l BAP+ 2 mg/l NAA) besin ortaminda kiiltiire alinmislardir.
Kiiltiire alinan 17 adet eksplanttan 1 adedinde kallus gelisimi belirlenmistir. 29 giinliik
kiiltiir stiresince kallus oran1 %5,88 ile sabit kalmistir. Kallus gelistiren eksplant canliligin
olusan enfeksiyona ragmen devam ettirmistir. Daha sonra kararma nedeniyle canliligini
yitirmistir. S10 uygulamasinin, Resim 4.16° da kiiltiiriin 14 giin sonraki durumu ve kallus
olusturan eksplant, Resim 4.17’ de kiiltlirin 22 giin sonraki durumu, Resim 4.18’ de
kiiltiirtin 29 giin sonraki durumu, Resim 4.19” de kallus gelistiren eksplantin 29 giin sonraki

durumu, Resim 4.20° de kallus geligsimi goriilen eksplantin aktarimi verilmistir.
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Cizelge 4.10. S10 uygulamasi yapilip U15 ortamina kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik,

enfeksiyon ve kallus oranlari.

Eksplant| Besin | KAES [ .. | CES | EES | KOES | KOEO | CO | EO
Tipi Ortamm | (adet) " (adet) | (adet) | (adet) (%) (%) (%)

14 | 16 1 1 588 | 9412 | 588

18 | 16 1 1 588 | 9412 | 588

10 Yumru | UI5 S T R T 2 1 588 | 88,24 | 11,76
29 | o9 8 1 588 | 52,94 | 47,06

KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant say1si, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi,
KOES: kallus olugturan eksplant sayisi, KOEO: kallus olusturan eksplant orani, CO: canlilik orani, EO:
enfeksiyon orani

Resim 4.16. S10 uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin 14.

giinkii goriiniimii ve kallus olusturan eksplant.
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Resim 4.17. S10 uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin 22.

giinkii goriiniimdi.

Resim 4.18. S10 uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan yumrularin 29.

giinkii goriiniimii.
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Resim 4.20. S10 uygulamasinda kallus gelisimi olan eksplantin aktarimiu.

Farkl1 bir eksplant tipinin kullanildig1 S11 uygulamasinda mart ayinda alinan ¢igek,
cicek tomurcugu ve cicek sap1 30 dk bulasik deterjan1 ve Tween 20 iceren ¢ozelti icinde
bekletilmistir. Daha sonra ¢gesme suyu altinda yikanip steril kabine alinmistir. Steril saf su
ile bir yikama daha yapilip 30sn %70 etil alkol ile steril edilmistir. Karistiricida 5 dk %2
NaOCI+ Tween 20 ¢ozeltisinde bekletilen ¢igek, ¢igek tomurcugu ve gigek sap1 eksplantlari
3 defa steril saf su ile yikanarak 3 dk fungusitte (100 ml/100 It

Azoxystrobin+Difenoconazole) bekletilerek sterilize edilmistir. Sterilizasyonu tamamlanan

81



eksplantlar iceriginde BAP ve NAA dozlarinin bulundugu ve besin ortamlarina kiiltiire
alinmiglardir. 2 mg/l ve 4 mg/l BAP ile 1 mg/l ve 2 mg/l NAA dozlar1 ve bunlarin
kombinasyonlarina ek olarak Kontrol besin ortamina kiiltiire alinan ¢igek, ¢igek tomurcugu
ve cicek sap1 eksplanlarimin canlilik oranlari, kallus olusturan eksplant oranlar1 ve

enfeksiyon oranlar Cizelge 4.11° de verilmistir.
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Cizelge 4.11. S11 uygulamas1 yapilip kiiltlire alinan eksplantlardaki canlilik, enfeksiyon ve kallus oranlari.

- Besin KAES : CES EES KES KOES CO EO
Bksplant Tipi |y tami (adet) Gin | odet) (adet) (adet) (adety | KOEO(0) | (op) (%)
18 6 4 0 0 0 60 40
U1 10 26 6 4 0 1 10 60 40
35 0 10 0 1 10 0 100
18 16 0 8 0 0 100 0
u2 16 26 16 0 12 0 0 100 0
35 0 0 16 0 0 0 0
18 0 12 0 0 0 0 100
U2 12 26 0 12 0 0 0 0 100
35 0 12 0 0 0 0 100
18 11 0 6 0 0 100 0
U3 11 26 4 0 7 0 0 36,36 0
35 0 0 11 0 0 0 0
Cicek, Cicek 18 11 1 2 0 0 91,67 8,33
S11 tomurcugu ve u4 12 26 8 4 2 0 0 66,67 33,33
Cicek Sap1 35 0 12 0 0 0 0 100
18 3 3 0 0 0 50 50
U14 6 26 2 4 0 0 0 33,33 66,67
35 0 6 0 0 0 0 100
18 13 0 2 0 0 100 0
U14 13 26 13 0 5 3 23,08 100 0
35 13 0 8 3 23,08 100 0
18 8 5 0 0 0 61,54 38,46
uU15 13 26 4 9 0 0 0 30,77 69,23
35 0 13 0 0 0 0 100
18 15 0 2 0 0 100 0
uU15 15 26 10 0 5 0 0 66,67 0
35 7 0 8 0 0 46,67 0
KAES: kiiltiire alian eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi, KES: kararmis eksplant sayisi, KOES: kallus olusturan eksplant
say1si, KOEO: kallus olusturan eksplant orani, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani




Cizelge 4.11 incelendiginde; S11 sterilizasyon uygulamasi yapilip U1 (2 mg/l BAP)
besin ortaminda kiiltiire alinan ¢icek ve ¢igek saplarinin canlilik oranlari 26 giline kadar %60
olmasina ragmen 35 giiniin sonunda canliliklarin1 kaybederek enfeksiyon orani %100
olmustur. Bununla birlikte, bu uygulamada ilk 18 giin kallus olusumu gozlenmezken 26.
giinde kallus olusumu gozlemlenmis ve kallus orant %10 olarak belirlenmistir. Yine S11
uygulanan ve U2 besin ortamina kiiltiire alinan eksplantlarda canlilik oran1 26 giinde
canliligin1 koruyarak canlilik orant %100 olmasina ragmen 35 giinliik kiiltiir sonunda tiim
eksplantlarin kararmasiyla canliliklarini yitirmistir. Bununla birlikte enfeksiyon orani 35
giinliik kiiltiir siiresinde %0 olarak devam etmistir. Diger U2 kavanozunda ise 18. giin alinan
verilere gore enfeksiyon orant %100 olmustur. U3 ( 1 mg/l NAA) besin ortaminda yapilan
kiiltiirde 35 giinliik siirede kontaminasyona rastlanmamis ve enfeksiyon orani %0 olmustur.
Fakat eksplantlarin kararmasindan dolay1 canliliklarini yitirmisler ve bununla birlikte
canlilik oran1 26. giinde %45,45, 26. giinde %36,36 ve 35. giinde ise %0 olarak saptanmistir.
U4 besin ortaminda kiiltiire alinan canlilik orani 18. giinde %91,67 iken 26. giinde
%66,67’ye diismiis ve 35 giinliik kiiltiir sonunda enfeksiyona bagli olarak canli higbir
eksplant kalmamistir. U2 besin ortamina benzer sekilde U14 besin ortamindan da 2 kavanoz
kiiltiire alinmigtir. Kavanozlardan birinde canlilik oran1 18. Giinde %50,0 iken 26. giinde
%33,33 olmustur. 35. giinde enfeksiyon orani1 %100 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 2 mg/l
BAP+ 1 mg/l NAA kombinasyonun (Ul4) diger kavanozunda ise Kkiiltiir boyunca
enfeksiyon orani %0 olmasina ragmen eksplantlarda kararma goriilmesiyle birlikte canlilik
orani giderek diigmiistiir. Canlilik oran1 18. glinde %84,62, 26. giinde %61,54 ve 35. giinde
%38,46 olarak saptanmistir. Bununla birlikte kiiltiirde kallus gelisimi gézlemlenmis ve
kallus oran1 26 giinde %23,08 olarak belirlenmis ve 35. giine kadar bu oran sabit kalmistir.
Kavanozda kiiltiire alinan eksplantlarin kararma sonucunda canliliklarimi yitirmesi
durumundan dolay1 kallus gelistiren eksplantlar U15 besin ortamina aktarilmiglardir fakat
kararak canlhiliklarini yitirmislerdir. 1ki ayr1 kavanoz U15 besin ortaminda kiiltiirlerden
birinde canlilik oran1 18. giinde %61,54 iken bu oran 26. giinde %30,77 olmus ve 35. giinde
enfeksiyon orant %100 olmustur. Diger kiiltlirde ise 35 giin kiiltiir siiresinde kontaminasyon
goriilmemesine ragmen eksplantlarin kararmasindan dolayr canlilik oranlart giderek
azalmistir. Canlilik oran1 18. giinde %86,67 iken 26. giinde %66,67 ve 35. giinde bu oran
tyice diserek %46,67 olmustur. S11 sterilizasyon uygulamasinda U2, U3, U4 ve U15 besin
ortamlarinda Kiiltiire alinan eksplantlarda herhangi bir kallus olusumu veya siirgiin gelisimi
gerceklesmemistir. kallus olusumu ger¢eklesmemistir. Resim 4.21, Resim 4.22 ve Resim

4.23° de S11 uygulamasinin kiiltiir goriintiileri verilmistir.
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Resim 4.21. S11 uygulamasi yapilip kiiltiire alinan eksplantlarin 18 giin sonraki goriiniimi.
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Resim 4.22. S11 uygulamasinda yapilip kiiltire alinan eksplantlarin 26. giiniinde kallus

olusturan eksplantlarin goriiniimii.
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Resim 4.23. S11 uygulamasi yapilip kiiltiire alinan eksplantlarin 35 giin sonraki goriiniimii.

S12 uygulamasinda sterilizasyon islemleri, kiiltiir boyunca %100 canlilik goriilen S6
uygulamasina benzer asamalar gerceklestirilerek yapilmis fakat NaOCl+Tween 20
soliisyonunda bekletme stireleri (30 dk) ve kullanilan fungusitin dozunda (50 ml/100 It
Azoxystrobin+Difenoconazole) farklilik yapilarak modifiye edilmistir. Yapilan S12
uygulamasinda U15 besin ortami (4 mg/l BAP+ 2 mg/l NAA) kiiltiir ortami olarak
kullanmilmistir. Eksplant olarak mart ayinda alinan yumru, gévde ve yaprak Kkiiltiire

alinmastir.
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Cizelge 4.12. S12 uygulamas1 yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik, enfeksiyon ve kallus oranlari.

— Besin KAES y CES EES KES KOES ) co EO
EksUil'P' [ (adet) Gin | der) (adet) (adet) (adety | KOEO(®) | (op) (%)

18 16 0 0 2 22 100 0

$12 vum " 8 47 5 0 9 2 22 23.75 0
Govde o y 18 16 6 0 1 455 72.73 27,27
Yaprak 47 1 21 0 1 455 4,55 95,45

KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi, KES: kararmis eksplant sayisi, KOES: kallus olusturan eksplant
sayist, KOEO: kallus olusturan eksplant orani, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani
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Yumrularin kiiltiiriinde 47 giin boyunca kontaminasyon olmamasina ragmen
kararmalar nedeniyle 18. giinde %100 olan canlilik oran1 47. giinde %43,75’e diigmustiir.
Bununla birlikte, yumrularin eksplant olarak kullanildigi kiiltirde 16 eksplanttan 2
eksplantta kallus gelisimi gdzlemlenmistir. Calismanin devaminda diger eksplantlarda
kallus gelisimi olmadigr i¢in 47 giinliik kiiltiir siiresince kallus olusturan eksplant orani
%22,0 olarak sabit kalmistir. Diger kiiltirde U15 besin ortamina alinan gévde ve yaprak
eksplantlar1 18. giinde %72,73 canlilik oranma sahip olmasma ragmen kontaminasyon
nedeniyle 47. giiniin sonunda enfeksiyon oran1 %95,45 olmustur. Bununla birlikte 18. giinde
1 adet govde cksplantinda kallus gelisimi saptanmis ve kallus olusturan eksplant orant
%4,55 olarak 47. giine kadar sabit kalarak devam etmistir. Olusan kontaminasyon
dolayisiyla kallus gelisimi olan govde eksplanti ilerleyen siiregte canliligini kaybetmistir
(Cizelge 4.12). 47 giin sonra kallus olusumu goriilmiistiir (Resim 4.24, Resim 4.25). Kallus
olusturan eksplant 75 giin sonra kallus da biliylime goriilmistiir ( Resim 4.26, Resim 4.27).
S12 uygulamasmin 90. giiniinde kallustan siirgiin olusumu baslamistir (Resim 4.28). S12
uygulamasinda gelisen kallustan olusan siirgiinde uzama baslamis ve canliligin1 102 giine
kadar korumustur (Resim 4.29). bu olusan kallusun kiiltiirii boyunca canliliini
kaybetmemesine ve siirgiin olusturmaya devam etmesine ragmen olusan kararmalar ve
kontaminasyondan dolay1 bagka bir besin ortamina aktarimi yapilmis (Resim 4.30) ve

zamanla karararak canliligini yitirmistir.

Resim 4.24. S12 uygulamasi yapilip U1S5 besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin 47.

giinkii goriiniimii.
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Resim 4.25. S12 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kallus olusturan

eksplantin 47 giin sonraki goriiniimii.

Resim 4.26. S12 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kallus olusturan

eksplantin 75 giin sonraki goriiniimii.
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Resim 4.28. S12 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kallus olusturan

eksplantin 90 giin sonraki goriiniimii.
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Resim 4.29. S12 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kallus olusturan

eksplantin 102 giin sonraki goriinimii.

Resim 4.30. S12 uygulamasinda gelisimi gozlenen eksplantin aktarimidan bir goriintii.

Modifiye edilen sterilizasyon yontemlerinin sonuncusu olan S13 uygulamasinda ise
mart ayinda alinan ve 60 dk c¢esme suyu altinda yikanan yumru, govde ve yaprak
eksplantlar1 30 dk %1,5 NaOCI+ Tween 20 bekletildikten sonra steril saf su ile yikama
yapilarak 2 dk 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole ile muamele edilmistir.
Fungusitle muamele edilen eksplantlar 2 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP kombinasyonu olan U15
besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Cizelge 4.13’ye bakildiginda; yumru kiiltiiriiniin 29
giinliik kiiltiir siiresinde canliligt %100 oldugu goriilmektedir. Ayrica bu kiiltiirde 14.

ginden itibaren kallus olusumu gozlemlenmistir (Resim 4.31, 4.32). Kallus olusturan
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eksplant oran1 %7,14 olan yumru kiiltiiriinde kallus olusturan eksplantlarda bir siire sonra
kararma meydana gelmistir (Resim 4.33, Resim 4.34). Kiiltlirin 57. giiniinde kallus
olusturan eksplanttan siirgiin olusumu basladig1 goriilmiis (Resim 4.35) ve 73. giine kadar
olusan siirgiinde uzama oldugu gozlemlenmistir (Resim 4.36). 84 giin sonra eksplanttan
olugan siirgiinde uzama devam etmis fakat fenolik bilesiklerin etkisine bagli olarak
kararmalar olusmaya baslamistir (Resim 4.37). Bu nedenle aktarim yapilmis (Resim 4.38)
ancak eksplant kararma sebebiyle canliligini yitirmistir. Govde ve kok kiiltlirlinde ise
konttaminasyon sebebiyle 14. giinde kiiltiire alinan eksplantlar1 %87,50’sinde enfeksiyon
oran1 meydana gelmistir. Enfeksiyon orani giderek ylikselmis 18. giinde %91,67 olmus ve
22. giinde tamamen kontamine olarak %100 olmustur. Kiiltiirde 14. giinde kallus olusturan
eksplant oran1 %12,50 iken 18. giinde %8,33 olmus ve kallus olusturan eksplantlarin 22.

giinde enfeksiyondan dolay1 canliliklarini yitirdikleri saptanmistir.
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Cizelge 4.13. S13 uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardaki canlilik, enfeksiyon ve kallus oranlart.

— Besin KAES i CES EES KOES co EO
Eksplant Tipi | ¢ (adet) Gin | (adet) (adet) (adety | KOEO (%) (%) (%)
14 14 0 1 714 100,0 0,0
18 14 0 1 714 100,0 0,0
Y pLS 14 22 14 0 1 7,14 100,0 0,0
513 29 14 0 1 714 100,0 0,0
A 14 3 21 3 12,5 12,50 87,50
o u1s 24 18 2 22 2 833 8,33 91,67
22 0 24 0 0 0 100,0

KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi, KOES: kallus olusturan eksplant sayisi, KOEO: kallus olusturan
eksplant orani, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani
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Resim 4.31. S13 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlarin 14. gilinkii goriintimti.

Resim 4.32. S13 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kallus olusturan
eksplantin 14. giinkii gériiniimii.
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Resim 4.33. S13 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan

eksplantlarin 22. giinkii gortiniimii.
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Resim 4.34. S13 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda Kkiiltiire alinan

eksplantlarin 29. giinkii goriintimii.
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Resim 4.35. S13 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan

eksplantlarin 57. gilinkii goriintimti.

Resim 4.36. S13 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan

eksplantlarin 73. giinkii goriintimii.
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Resim 4.37. S13 uygulamasinda uygulamasi yapilip U15 besin ortaminda kiiltiire alinan

eksplantlarin 84. giinkii goriintimii.
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Resim 4.38. S13 uygulamasinda gelisen eksplantin aktarimindan bir gériintii.

4.3. ST Sterilizasyon Denemesi Uygulamalari

ST sterilizasyon uygulamasi denemesinde aralik ayinda salep orkidelerinden alinan
yaprak eksplant1 kullanilmig olup uygulanan sterilizasyon yontemleri 3 tekerriirli sekilde

planlanarak yapilmis ve verileri 6. giinde alinarak kaydedilmistir (Cizelge 4.14).

Sterilizasyon uygulamasi yapilip kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin canlilik orani
ve enfeksiyon orani iizerinde yapilan istatistiksel degerlendirmede 6. giinde sterilizasyon
uygulamalari, canlilik oran1 ve enfeksiyon orani interaksiyonu faktorlerine bagli olarak elde
edilen sonuglar Cizelge 4.15’de verilmistir. Sonuglara bakildiginda 6. giinde sterilizasyon
uygulamalar1 agisindan istatiksel anlamda bir farklilik olmadig1 saptanmistir. Cizelge 4.15
incelendiginde; ST1 (5 dk NaOCl) uygulamasinda canlilik oran1 %94,443 olarak en yiiksek
canlilik orani ile karsimiza ¢ikmaktadir. ST2 (10 dk NaOCIl) uygulamasina baktigimizda ise
enfeksiyon orant %58,335 iken canlilik orani %91,665 olmustur. ST3 uygulamasinda
kiiltiire alinan eksplantlar incelendiginde canli eksplant sonucu 3,33 adet, enfeksiyonlu
eksplant sayisinin ise 2,66 adet olarak yakin degerler oldugu goriilmiistiir. ST4’de ise
canlilik orani enfeksiyon oranindan yiiksek olarak %66,667 oraninda oldugu saptanmistir.
ST5 uygulamasinda ST4 uygulamasindan farkli sekilde enfeksiyon orani (%55,557) canlilik
oraninindan yiiksek olarak karsimiza ¢ikmistir. Calismada modifiye edilerek olusturulan bir

diger sterilizasyon uygulamasi olan ST6’da ise yiiksek (%77,77) canlilik orani belirlenmis
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ve bu deger ile ST1 ve ST2 uygulamasindan sonra {igiincii sirada yer alan uygulama
olmustur. ST7 uygulamasinda canlilik orani %55,557 ve enfeksiyon orani %44,443
olmustur. ST8 uygulamasinin degerlerine bakildiginda ise canlilik oran1 %50,000 olarak
enfeksiyon oranindan diisiik oldugu goriilmektedir. Ancak bu uygulamada KES sonucunun
yiiksek oldugu canlilik kayiplarinda bu durumdan kaynakli olabilecegi kanaatine varilmistir.
Caligmada kullanilan modifiye edilmis sterilizasyon uygulamalar1 karsilastirildiginda
canlilik oranimnin oldukc¢a diisiik oldugu ST9 uygulamasinda oraninin %33,335 oldugu
belirlenmistir. ST10°da canlilik oran1 ST6’dan sonraki yiliksek canlilik orani olmus ve
%72,223 olarak tespit edilmistir. ST11 uygulamasinda canlilik orani enfeksiyon oranindan
disiik olmasina ragmen birbirine yakin degerler oldugu goriilmektedir. ST12
uygulamasinda enfeksiyon oranmi % 72,223 olmus ve bu deger ile enfeksiyon olugsma
durumuna gore uygulamalar arasinda 3. sirada yer almistir. ST13 ydntemi sonucunda
canhilik orami %75,000 iken enfeksiyon orani % 50,000 olarak saptanmistir. ST14
yonteminde ise denemedeki en diisiik canlilik orani karsimiza c¢ikmakta ve bu deger
%25,000 olarak belirlenmistir. Denemedeki son sterilizasyon yontem olan ST15 kontrol
uygulamasinda ise canlilik orani 6. giinde olduk¢a yiiksek olmus ve %77,000 degere sahip
olmustur. Resim 4.39’ da ST denemesinde kiiltiire alinan farkli besin ortamlarindaki yaprak

eksplantlarinin gériinimii verilmistir.

Cizelge 4.14 ST uygulamasi yapilip kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinin canlilik ve

enfeksiyon oranlari.

CES EES KES CO EO
Eksplant | KAES 1 ety | (adet) | (adet) (%) (%)
Tipi (adet) 6. oiin
ST1 6 5,66 0,33 0 94,443 16,670
ST2 6 3,66 2,33 0 91,665 58,335
ST3 6 3,33 2,66 1,66 55,553 66,670
ST4 6 4,0 2,0 1,0 66,667 50,000
ST5 6 2,66 3,33 1,33 44,443 55,557
ST6 6 4,66 1,33 2,0 77,777 22,223
ST7 6 3,33 2,66 1,66 55,557 44,443
ST8 Yaprak 6 2,0 4,0 4,33 50,000 66,667
ST9 6 1,33 4,66 1,33 33,335 77,777
ST10 6 4,33 1,66 0,66 72,223 27,777
ST11 6 2,66 3,33 2,66 66,670 55,553
ST12 6 1,66 4,33 1,66 41,665 72,223
ST13 6 3,0 3,0 4,0 75,000 50,000
ST14 6 1,0 5,0 2,66 25,000 83,333
ST15 6 4,66 1,33 0 77,000 22,223
LSD (%5) degeri 39,257 6d 85,7136d
KAES: kiiltiire alinan eksplant sayisi, CES: canli eksplant sayisi, EES: enfeksiyonlu eksplant sayisi, KES:
kararmig eksplant sayisi, CO: canlilik orani, EO: enfeksiyon orani
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Resim 4.39. Farkli ST uygulamalarina bagl olarak yaprak eksplantlarinin goriiniimi
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Resim 4.39. Farkli ST uygulamalarina bagli olarak yaprak eksplantlarinin goriiniimii.

(devam).
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5. TARTISMA

Orchidaceae familyasi, diinyada genis yayilima sahip bir familya olup salep orkideleri
bu familyaya mensup dogal orkide tiirleridir. Salep orkideleri yumrulu bitkilerdir ve bu
yumrulardan salep elde edilmektedir. Salep elde etmek i¢in kullanilan tiirler arasinda
ozellikle Orchis sp. ve Ophyrs sp. cinsleri de yer almaktadir. Ulkemiz salep orkideleri
bakimindan zengin bir iilke oldugundan dolay1 salep orkidelerinin gesitli amaglarla fazlaca
sokliimii yapilarak nesilleri tehlike altina girmistir. Dogadan toplanan her yumru ile bir
sonraki yi1l meydana gelecek bitki ve bu bitkinin iiretecegi sinirli sayidaki yeni yumru
olusumu ve olusabilecek ¢ok sayidaki tohumun ve bu tohumlarin ¢imlenmeleri ile yeni
bitkilerin meydana gelmesi engellenmektedir. Salep tozu iiretimi ign en az 1 kg kuru
yumruya ihtiya¢ duyulmaktadir ki bu amacla dogadan sokiilmesi gereken yumru sayisinin
1000-4350 adet arasinda degistigi belirlenmistir (Ozhatay, 2000). Salep orkidelerin gok
kiigiik olan ve endospermi olmayan tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in gerekli en uygun nem,
sicaklik, 151k, oksijen ve toprak sartlar1 olsa dahi, mikorizal mantarlarla enfekte olmadan,
¢imlenme gergeklesmemektedir ve bununla birlikte bu siire tiirden tiire degiskenlik gosterip
ortalama 2- 16 yil arasinda degismektedir (Sezik, 1984; Arditti, 1967). Ayrica salep orkidesi
tohumlarinin ¢imlenmesinden sonra protokormun olusabilmesi ve biiyiimeye baslayabilmesi
i¢cin de mikorizalarla uyumlu olmasi gerekmektedir (Leake, 1994; Peterson vd. 1996). Salep
elde edilen tiirlerin nesillerinin tiikkenmesinin Onlenmesi agisindan In vivo ve In vitro
kosullarda farkli tiretim uygulamalar1 yapilmistir. Bununla birlikte nesli tiikenmekte olan ve
tiretimi dogal yollarla zaman alan salep orkidelerinin In vitro ortamda yetistirilmesinin

onemi giderek artmaktadir.

Bu c¢alismada dogal ortamlarinda yetismeleri olduk¢a uzun zaman alan ve yapilan
tahribat sonucunda nesilleri tehlike altinda olan salep orkidelerinden Orchis sp. ve Ophrys
sp. cinslerine ait tiirlerin In vitro kiiltiirde farkli bitki biiylime diizenleyiciler (BAP, NAA,
EpiBL, SA), nano bilesiklerden TiO2 ve bunlarin kombinasyonlarinin MS ortamina
eklenmesiyle salep orkidelerinin mikrocogaltimi ve bu eklenen bitki biiylime
diizenleyicilerin etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. In vitro kiiltiirde kullanilan temel
sistem organesis yolu ile bitki rejenerasyonudur yani dogrudan bir bitki eksplantinin

kesilmis yiizeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir kisminin, bitki biiylime
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diizenleyicilerinin 6zellikle de oksin ve sitokinin grubu bitki biiylime diizenleyicilerin etkisi
sonucu boliinerek ve doku olusturmasidir. Olusan dokularin organlari ve daha sonra da
bitkiyi olusturmasi ile dogrudan organogenez veya bir somatik hiicrenin siirekli boliinerek
embriyo ve daha sonra da tam bir bitkiyi olusturmasi ile dogrudan somatik embriyogenesis
seklinde olabilir. Dolayl1 rejenerasyon ile her iki durumda da belirli bir kallus olusumu
asamasindan sonra da meydana gelebilmektedir (Babaoglu vd., 2001). Bu baglamda
calismada eksplant tipi olarak salep orkidelerinin bitki kisimlar1 (yumru, kok, gévde, cicek,
cicek sap1) kullanilmistir. Bununla birlikte canlilik ve gelisme orani, kallus olusturan
eksplant orani, siirgiin olusturan eksplant orani, eksplant basina diisen siirgiin sayisi, yumru
olusturan eksplant orani, eksplant basina diisen yumru sayisi, yumru ¢api, kok olusum orant,
siirglin uzunlugu parametleri incelenip verilerinin alinmasi planlanmasina ragmen
kiiltiirlerde yasanan kontaminasyondan dolayr canlilik orani, enfeksiyon orani, kallus
olusturan eksplant oran1 parametrelerine iligskin veriler alinmisg, kiiltiire alinan eksplantlar

tizerinde gelismenin farkli evrelerinde gézlemler yapilmistir.

Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu i¢in yumrularda 30 dk boyunca ¢esme suyunun
altinda yikanma, yikanan yumrulart %70’lik etil alkol ¢ozeltisinde 3-4 dk siiresince
calkalayicida (200 rpm) bekletme, birkag defa steril saf su ile yikama, %25’lik sodyum
hipoklorit + Tween 20 igeren ¢ozeltide 10 dk 200 rpm’de calkalayicida bekletme, steril saf
su ile yumrular tekrar yikandiktan sonra steril kabin igerisinde %96’lik etil alkol
kullanilarak yumrularin yiizeyini 2 dk siireyle yakma olarak; siirgiin ucu ve ¢igek saplarinda
ise 10-15 dk ¢esme suyu altinda yikama, %70’lik alkolde 3 dk calkalayicida bekletme,
%25°1ik sodyum hipoklorit + Tween 20 igeren ¢ozeltide 5 dk 200 rpm’de ¢alkalayicida
bekletmeden sonra 3 kere saf su ile yitkanma olarak asamalar planlanip gerceklestirilmesine
ragmen canliik oram1 kiiltirlerde %0 oldugu gozlenmistir. Siirekli tekrarlayan
kontaminasyon sikintilarindan dolayr ylizey sterilizasyon yontemine karsi alternatif

protokoller denenmistir.

Olusturulan modifiye sterilizasyon asamalarinda farkli NaOCI konsantrasyonlar1 ve
eksplantlarin bekletilme stireleri lizerinde degisiklik yaparak yiizey sterilizasyonu islemleri
gerceklestirilmistir. NaOCI konsantrasyonlart %1’lik , %1,5’luk , %2’lik gibi degisiklik
gostermistir. Sodyum hipoklorite Tween20 eklemesi yapilarak hazirlanan soliisyonlarda
degisen konsantrasyonlar ve eksplant tiplerine bagl olarak 5, 10, 15, 20, 25, 30 dk olacak
sekilde bekletme siireleri revize edilerek sterilizasyonlar gerceklestirilmistir. Nitekim Aytas

(1994), O. sphegodes ve Ophrys apifera tiirlerinde yaptig1 ¢alismada sodyum hipokloriti
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farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde uygulamis tohumun c¢imlenme orani iizerindeki
etkisini gozlemlemistir. Calismanin sonucunda tohumlarin %1,5 sodyum hipoklorit i¢inde
15 dakika bekletilmesinin sterilizasyon igin yeterli olacagini belirtmistir. Yapilan bir baska
calismada ise farkli sodyum hipoklorit konsantrasyonlarmin Dactylorhiza iberica
tohumlarinin ¢imlenmesine etkilerini aragtirilmis ve en yiliksek ¢imlenme orani (%17,7)
tohumlarin %20 sodyum hipoklorit ¢6zeltisinde 20 dk siire ile bekletilmesi uygulanmasiyla
elde edilmistir. Aynmi ¢alismada Dactylorhiza urvilliana tohumlarinda ise %70,4 orani ile en
yiksek ¢imlenme %?20’lik sodyum hipoklorit konsantrasyonunun 10 dakika
uygulanmasinda meydana geldigi belirtilmistir (Ozdener, 1994). Bununla birlikte Yararbas
(2008) Orechis italica ve Ophrys tenthredinifera 4 dakika ultrason uygulamasi yapmis ve
calismada 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 ¢imlenme elde edildigini bildirmistir. Bu baglamda
Serapias vomeracea tohumlariin yiizey sterilizasyonunda %10, %20, %30’luk sodyum
hipoklorit 5, 10, 15, 30, 45 ve 60 dakika uygulanmistir. Bunun sonucunda en iyi
cimlenmeler VWD-N ortaminda en yiiksek %50,3 ile 5 dakika %20 sodyum hipoklorit
uygulamasindan elde edilirken bunun devaminda %25.4 ile 10 dakika %30 sodyum
hipoklorit uygulamasinda ve %21,7 ile 30 dakika %10 sodyum hipoklorit uygulamasindan
elde edildigi bildirilmistir (Ozkog, 1991). Calismada yapilan yiizey sterilizasyonlari
prosediirlerinde kullanilan sodyum hipokloritin konsantrasyonlar1 bahsedilen ¢alismalardaki
sodyum hipoklorit konsantrasyonlaria uyumlu sekilde gergeklestirilmistir. Ozdener (1994),
Yararbas (2008), Ozkog (1991) gibi arastirmacilarin yiiriittiikleri calismalardanda goriildiigii
tizere tiirlere bagl olarak sodyum hipoklorit dozlari ve uygulama siireleri ¢ok degiskenlik

gostermektedir.

Yiiriitiilen bu arastirmada eksplant olarak yumru, ¢icek, cicek sapi, kok ve govde
kisimlar1 kullanilarak kiiltiire alma islemi gerceklesmistir. Salep orkideleri iizerine yapilan
bircok calismada genellikle tohum ¢imlendirilmesi amaglanmistir. Orkide tohumlarinin sert
bir tohum kabuguyla oOrtiilii olmasiyla birlikte bu sert tohum kabugunun zayiflatilmasi
¢imlenmenin gerceklesebilmesi i¢cin 6nem tasidigindan dolay:r sterilizasyonda kullanilan
sodyum hipoklorit konsatrasyonlari ve uygulanma siireleri daha kolay c¢imlenme ig¢in
onemlidir (Bektas, 2014). Bu yiizden yiizey sterilizasyonunda kullanilan sodyum
hipokloritin konsatrasyonlar1 daha yogun sekilde kullanimi tercih edilmistir. Calismamizda

eksplant olarak salep orkidelerinin toprak alt1 organlarindan olan yumru, ¢icek, ¢igek sapi,
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kok ve govdenin bir kismi kullanilmasindan dolayr ciddi kontaminasyon sikintilari
yaganmistir. Bu baglamda yumru, kok ve govde kisimlarinin yiizey sterilizasyonu igin
toprak partikiillerinden iyice temizlenmesi amaciyla sodyum hipoklorit konsantrasyonlari
yogun olacak sekilde uygulama yapilmistir. Karasal orkideler olarak da adlandirilan salep
orkideleri iki yumruya sahiptir. Bu yumrulardan biri bir onceki sene bitki olusturan
yumrudur ve daha kiigiik, kahverengi, pliriizlii yiizeye sahip ve biizlismiis bir yapist vardir.
Diger yumru ise, daha biliyiik, sert, siskin ve parlak goriiniimlii olmasina ragmen yiizeyi
puriizlii ve gozenekli bir yapiya sahiptir ve bu yumru bir sonraki sene yeni bitki olusumu
icin kullanilmaktadir (Kasparek ve Grimm, 1999; Sezik ve Baykal, 1991; Sezik ve Ozer,
1983). Bu yiizden yumrularin yiizeyinin gozenekli ve piiriizlii yapisindan dolayt birgok
hastalik etmenini ylizeylerinde barindirmalar1 nedeniyle yiizey sterilizasyonu asamasinda
bircok probleme sebep olmaktadir. Bununla beraber salep orkidelerinin tohumlarinin
endospermi  bulunmamakta, bu sebeple tohumlar1 ¢imlenme asamasinda mikorizal
funguslara ihtiyag duymaktadir (Arditti, 1967; Sezik, 1984). Salep orkidelerinin dogal
yasamlarinda mikorizalarla olan iligkilerinden dolay1r toprakalti organlarindan alinan
eksplantlarin In vitro kiiltiiriinde yasanan kontaminasyonlarmin ¢ogunlugu fungus kaynakli
olmus olmasi nedeniyle yiizey sterilizasyonu asamalarina fungusit ile muamele de dahil
edilmistir. Calismamizda eksplantlara uygulanan sterilizasyon yontemlerinde en iyi sonuglar
modifiye edilereck yeni olusturulan sterilizasyon protokollerine fungusit eklenen

denemelerde elde edilmistir.

In vitro kosullarda salep orkidelerini kiiltiire almak i¢in yiiriitiilen bu ¢alismada kiiltiir
ortami olarak farkli bitki biiylime diizenleyiciler ve bunlarin farkli dozlar ile
kombinasyonlar1 kullanilmigtir. Arastirmada MS besin ortamina 2 mg/l ve 4 mg/l BAP, 1
mg/l ve 2 mg/l NAA, 1 mM SA, 5 uM EpiBL, 30 mg/l TiO2 eklenmis ve 2 mg/l BAP’in SA,
EpiBL, TiO2 ile kombinasyonlar1 bununla birlikte 1 mg/l NAA’nin SA, EpiBL, TiO: ile
kombinasyonlari olusturulmustur. Ayn1 zamanda BAP ve NAA dozlarindan kombinasyonlar
olusturulmus 2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP+ 2 mg/l NAA kiiltiir ortam1 olarak
kullanilmistir. Bu besin ortami kombinasyonlarina ek olarak bitki biiylime diizenleyici

bulunmayan MS ortami hazirlanarak Kontrol uygulamasi olusturulmustur.

Yiriitilen bu arastirmada farkli sterilizasyon yontemleri denenerek kurulan
denemelerde kiiltlir boyunca canliligin devam ettigi kiiltlirler olmasina ragmen birgogunda
kallus olusumu veya herhangi bir siirglin, yumru veya doku gelisimi saptanmamigtir. Ancak,

uygulamalar igerisinde yer alan farkli BAP ve NAA kombinasyonlari iceren U14 ve U15
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besin ortamlarinda yumrularda kallus gelisimi goriilmiis ve kiiltiir boyunca bu gelisim
devam etmistir. U15 (2 mg/l NAA+ 4 mg/l BAP) besin ortaminda kiiltiire alinan ve S8
uygulamast (30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20) ile sterilizasyonu gergeklestirilen yumru
parcalarinda kallus olusturan eksplant oran1 %4,55; S9 uygulamasinda %38,33; S10
uygulamasinda ise kallus olusturan eksplant orani %5,88 olarak gergeklesmistir. Bununla
beraber yumru ve govde eksplantlari kullanilan S12 uygulamasinda; yumru kallus orani
%22,0 ve govde eksplantinda kallus olusturan eksplant oram1 %4,55 olarak elde edilmistir.
S13 uygulamasinda yumru eksplantlarinda kallus olusturan eksplant oran1 %7,14, gévde ve
kok kiiltiiriinde ise kallus olusturan eksplant orant %12,50 olmustur. Nitekim benzer sekilde
BAP ve NAA kombinasyonlarmin kiiltiir ortaminda kullanildigi caligmalardan birinde
Cymbidium atropurpureum da bitkinin nod kisimlari materyal olarak kullanilmis ve en
yiiksek protokorm benzeri yapilar 5 mg/l NAA besin ortaminda meydana gelirken MS
ortamina eklenen BAP ile siirgiin olusumu elde edilmistir. Besin ortamina 1 mg/l NAA+1
mg/l BAP ve 1,5 mg/l NAA+ 1 mg/l BAP ilave edilen uygulamada ise kiigiik yesil
protokorm benzeri yapilar meydana gelmistir (Subramanium ve Taha, 2003). Benzer
sekildebir baska calismada Dendrobium formosum bitkisinin yumrular1 eksplant olarak
kullanilmis ve 2,5 mg/l BAP ile 1 ve 2 mg/l NAA bulunan besin ortamlarinda en iyi siirgiin
olusumu elde edilmistir (Nasiruddin vd., 2003). Yine, Geodorum densiflorum bitkisinin
tohumlariin kullanildigi arastirmada siirgiin olusumunda en iyi sonug¢ 2 mg/l BAP ve 2
mg/l NAA kombinasyonu olan besin ortamindan belirlenmistir (Bhadra ve Hossain, 2003).
Ekinoglu (2017) tarafindan salep orkidelerinden Orchis laxiflora bitkisinin
mikrocogaltiminda siirgiinler eksplant kaynagi olarak kullanilmis ve ayni bitki biiylime
diizenleyicilerin 0,5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l NAA kombinasyonlart ile en iyi sonu¢ meydana
geldigi bildirilmistir. Vanda teres orkidesinin tohumlarinin kullanildigi ¢alismada VW besin
ortam1 kullanarak, bu besin ortamina 1 mg/l BAP, 0,5 mg/ | NAA, %2 sukroz, 2 g/l pepton
ilave etmigler ve tohumlar kiiltiir ortamina alindiktan 40-45 giin sonra ¢imlenme elde
edildigini bildirmislerdir (Sinha ve Roy, 2004). MS ortamina 1 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA
eklenmesiyle olusturulan besin ortamina eksplant olarak Orchis latifolianin filizlenen
tomurcuklar1 kullanilmis ve bunun sonucunda siirgiin ¢ogalmasi elde edilmistir (Sharma ve
Chandel, 1996). Chen vd. (2007) tohum ¢imlendirme denemesi igin In vitro kosullarda
olgunlasmamis Phalaenopsis tohumlarini kullanimi1 ve yapilan bu denemelerin sonucunda
en iyi besin ortam1 seker (20 g/1) ve aktif komiir (1 g/1) iceren 1/3 MS ortamina 2 mg/l BA+
0,2 mg/l NAA+ 50 g/l muz piresi ilave edilmesiyle olusturulan besin ortam

kombinasyonunda meydana geldigi belirtilmistir.
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Calismada U15 besin ortaminda (2 mg/l NAA+ 4 mg/l BAP) S8 sterilizasyon
uygulamasi yapilarak kiiltiire alinan yumru pargalarinda kiiltiire alindiktan 14 giin sonra
kallus olusumu gézlemlenirken; S9 sterilizasyon uygulamasinda yumru eksplantlarinda 18
giin sonra gozlemlenmis, S10 uygulamasinda ise yumru eksplantlarinin 29 giinliik

kiiltiirtinde kallus olusumu gozlemlenmistir.

Sterilizasyon islemi olarak modifiye edilmis S12 uygulamas: kullanilan U15 besin
ortaminda (2 mg/l NAA+ 4 mg/l BAP) yumru pargalarinda olan eksplant da 47 giinliik
kiltiir siiresinde kallus olusturmus bununla beraber 18. giinde gévde eksplantinda gelisme
saptanmis ve 47 giine kadar bu devam etmistir. ilerleyen siirecte gdvde eksplanti enfeksiyon
nedeniyle canliligini yitirmistir. 102 giin sonra yumru eksplantindan siirgiin olusumu
baslamis ve bir siire sonra baska besin ortamina aktarilmustir. Fakat fenolik bilesiklerin
etkisi ile gerek besin ortaminda gerek eksplantta olusan kararma nedeniyle kaybedilmistir.
Nitekim Orchis laxiflora’nin siirgiinlerinin eksplant olarak kullanildigr bir ¢alismada

stirgiinden yumru olusumunun 30. giinden itibaren bagladig bildirilmistir (Ekinoglu, 2017).

Vanilla planifolia orkide tiiriiniin yaprak ve nod kisimlariin eksplant kaynagi olarak
kullanildig1 ¢aligmada yaprak eksplantlarindan kallus olusumu gézlemlenmis ve bu kalluslar
BAP ve NAA bitki biiylime diizenleyicilerinin bulundugu besin ortamina aktarildiktan 40
giin sonra siirglin olusumu meydana geldigi belirtilmistir (Janarthanam ve Seshadri, 2008).
Yiiriitiilen bu tez arastirmasinda da S13 sterilizasyon uygulamasi yapilan ve 2 mg/l NAA+ 4
mg/l BAP (U15) besin ortamina alinan yumru, gévde ve kok kiiltiiriinde 14. glinden itibaren
kallus olusumu gozlemlenmistir. Bununla beraber 84 giin sonra yumru eksplantinda olan

lyice geliserek siirgiin olusumu gozlemlenmistir.

Calisgmamizda farkli bir eksplant tipinin kullanildigi S11 sterilizasyon uygulamasi (5
dk %2 NaOCl+ Tween20) yapilan ve besin ortamina 2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA
kombinasyonu (U14) ilave edilen besin ortaminda ilkbahar aylarinda alinan ¢igek, ¢igek
tomurcugu ve cicek sapi kiiltiire alinmistir. Yapilan bu kiiltiirde 26. giinde kallus olusumu
gozlemlenmis ve kallus olusturan eksplant orant %23,08 olarak belirlenmistir. 35. giine
kadar bu oran sabit kalmistir. Ozzambak ve Hepaksoy (1996) bir visne ¢esidinin In vitro
cogaltiminda, siirgiin uglarin1 eksplant olarak kullanmis ve ylizey sterilizasyonunu, birkag
damla Tween 20 ilave edilip %2 NaOCl’de 20 dakika siire ile yapilmistir. En iyi sonug,
ilkbahar doneminde alinan ve 0,5 mg/l BAP + 0,1 mg/l NAA igeren MS besin ortamindaki

kiiltiirlerden almastir.
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Ayrica ¢alismada sadece yaprak eksplantinin BAP ve NAA kombinasyonlar1 bulunan
besin ortamlarinda kiiltiire alindigi denemelerde kurulmustur. Bu denemelerde Oncelikle
enfeksiyondan dolay1r kayiplar yasanirken sterilizasyon yonteminin modifiye edilmesiyle
canlilik oran1 artmis fakat herhangi bir kallus olusumu gézlemlenememistir. Nitekim Poyraz
(2012) Erodium somanum bitkisinin tohumlarini ¢imlendirerek elde ettigi bitkilerden aldig1
yaprak ve yaprak saplarini eksplant olarak kullandigi g¢alismasinda BAP ve IBA
kombinasyonunu denemis, besin ortamlarinda gelisme gozlemledigini belirtmistir.
Calismada S1 sterilizasyon uygulamasinda yaprak eksplantlari BAP ve NAA
kombinasyonlar1 bulunan besin ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir. Bu kiiltliriin 15. giinde
eksplantlarin kiiltiire alindiklar1 besin ortamlar1 arasinda canlilik orani ortalamasi agisindan
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmugstur. Sonuglara gore canlilik orani 15. giinde Ul (2
mg/l BAP), U4 (2 mg/l NAA), U14 (2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA), U15 (4 mg/l BAP+ 2 mg/l
NAA) besin ortamlarinda %100 oranla ile en yiiksek canlilik oranlarina sahip oldugu
gozlemlenmistir. Yaprak eksplantlar1 canliliklarin1 korumalarina ragmen herhangi bir kallus
gelisimi meydana gelmemistir. Ayrica calismada yaprak eksplantinin  kullanildigt

kiiltiirlerde eksplantlarin kararak canliliklarini yitirdikleri gdzlemlenmistir.

Yiirtitiilen bu ¢aligmada yapilan ST sterilizasyon uygulamalarinda salep bitkilerinden
alinan yaprak eksplantlar1 kiiltiire alinmistir. ST sterilizasyon uygulamalari arasinda canlilik
ve enfeksiyon orani ortalamalarinda istatistiksel anlamda 6nemli bir fark elde edilmemistir.
En yiiksek canlilik orant ST1 (%94,443) ve ST2 (%91,665) saptanmistir. Fakat canlilik
orant oldukga yiiksek olmasina ragmen herhangi bir kallus olusumu gozlemlenmemistir.
Janarthanam ve Seshadri (2008) yapmis oldugu c¢alismada ise Vanilla planifolia orkide
tiiriiniin yaprak eksplantlarindan kallus olusumu gézlemlenmis ve bu kalluslar BAP ve NAA
bitki biliylime diizenleyicilerinin bulundugu besin ortamina aktarildiktan 40 giin sonra

slirglin olusumu meydana geldigi belirtilmistir.

Kiiltiir ortaminin yeterli 1518a sahip olup olmamas1 kiiltiir boyunca sonu¢ almada
oldukea etkili olmakla birlikte ¢calismamizda yaprak eksplantlarinin kiiltiiri esnasinda 1200
liks 151k siddeti altinda, 14 saat /giin aydinlik ortamda gerceklestirilmistir fakat herhangi bir
gelisme s6z konusu olamamustir. Ornegin, Sheela vd. (2004) Oncidium flexuosum bitkisinin
yapraklarinin eksplant kaynagi olarak ¢alismalarinda kullanmis ve en iyi sonuglar1 karanlik
ortamda yapilan denemelerde aldiklarini bildirmislerdir. Dolayis1 ile yiiriitilen bu
arastirmada da kiiltiir ortaminda karanlik kosullar saglanmis olsaydi farkli sonuglarin elde

edilebilecegi kanaatine varilmistir.
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Kiiltiir ortamlarimizda bulunan kombinasyonlardan olan 5 uM EpiBL ve bunun BAP
ve NAA ile kombinasyonlarinin kullanildig kiiltiirlerde kallus gelisimi gézlemlenmemistir.
Nitekim yapilan bir ¢alismada Limonium sinuatum (L.) Mill mikrogogaltimin da 5 uM
(BAP, EpiBL, NAA, GAy) ilave edilmis ve kontrol ortaminda alt kiiltiire alinmistir. Bunun
sonucunda NAA bulunan besin ortaminda %100 kok olusturmus, BAP bulunan besin
ortaminda en yiiksek siirgliin cogalma elde edilmistir. Siirgiin uzamasi ve biiylimesi
acgisindan kiiltiirtin ilk iki haftasinda GAs, altinci haftada ise NAA en fazla boy artisinin
oldugu ve en uzun siirgiinlerin olustugu besin ortami olarak belirlenmistir. EpiBL’nin diger
bitki biiyiime diizenleyicilerine ve kontrol uygulamalarina gore istatistisel bir farklilik
olusturmadig1 saptanmis ve EpiBL’nin farkli konsantrasyonlarda, oksin ve sitokinin grubu
bitki biiyiime diizenleyicileri ile kombine edilerek denenmesi, EpiBL nin etkisinin daha net

ortaya ¢ikarabilmesi a¢isindan yararl olabilecegi belirtilmistir (Eken vd., 2019).

Bakteriyel kontaminasyon, bitki doku kiiltiirii prosediirlerinde ciddi bir problemdir.
Nano-TiOz, bakterilerin o6ldiiriilmesi veya yayilimimin engellenmesi igin kapsamli bir
sekilde arastirmasi yapilmis ve bu baglamda, Solanum tuberosum L. da yapilan ¢alismada
doku kiiltiirii ortamina farkli miktarlarda TiO2 eklenmis ve kiiltiirden dort hafta sonra
antimikrobiyal aktivite yiizdelerinin verileri alinarak degerlendirilmistir. Arastirma
sonucunda In vitro kosullarda farkli konsantrasyonlardaki TiO2’nin MS ortamindaki
mikroorganizmalar1 azaltabildigi ve kaldirabildigi bildirilmistir (Safavi, 2014). Bagka bir
arastirmada, nano giimis (NS) ve nano dioksit titanyumun (TiO2) bakteriyel
kontaminasyonu ortadan kaldirma potansiyelini degerlendirmeyi planlayan arastirici, NS ve
TiO2'yi MS ortamina ekleyerek kiiltiir ortami olarak kullanmigtir. Tiitiin eksplantlari,
modifiye MS ortaminda kiiltiire alindiktan dort hafta sonra degerlendirilmistir. Sonug olarak
NS ve TiOz'nin tiitiin bitkisi doku kiiltiirii prosediirlerinde bakteriyel kontaminasyonun
engellenmesi i¢in iyi bir potansiyele sahip oldugunu gosterdigi saptanmustir (Safavi, 2011).
Ancak bu calismada MS besin ortaminda kullanilan TiO2'nin bakteriyel kontaminasyonu
engelledigi saptanamamis, TiO2nin bulundugu kiiltiirlerde de enfeksiyon oldugu

gozlenmistir.

Bununla birlikte besin ortamlarinda TiO2'nin tek konsantrasyonu olarak 30mg/I
kullanilmis ve herhangi bir kallus gelisimi gézlemlenememistir. Dolayis ile yiiriitiilecek
yeni ¢aligmalarda TiOz2'nin farkli dozlarinin kullanimi ile enfeksiyonlar1 engelleyici etkisinin
ortaya konulabilecegi diisliniilmiistiir. Nitekim benzer amagla yapilan baska bir ¢alismada

Nicotiana tabacum cv. Xanthi eksplantlar1 kiiltiire alinmig ve 10, 20, 30 ve 40 mg/ml
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konsantrasyonlarinda TiO2 iceren MS ortaminda mikroorganizmalarin azaldigi ve
eksplantlarin ¢ok iyi biiyiime gosterdigi belirtilmistir. Bir bagka ¢alismada ise Petroselinum
crispum In vitro kiiltirinde MS ortamina eklenen TiO2’nin konsantrasyonundaki artisin
¢imlenme yiizdesi, ¢imlenme orani, kok ve siirgiin uzunlugu, canlilik orani, klorofil
yogunlugu lizerinde nemli bir artisa neden oldugu ve en iyi TiO2 konsantrasyonunun 30
mg/ml oldugu belirtilmistir (Dehkourdi ve Mosavi, 2013). Benzer sekilde Chutipaijit ve
Sutjaritvorakul (2018) Oryza sativa L. ssp. indica tohumlari, kallus olusumu ve bitki
rejenerasyon sikligini degerlendirmek igin incelenmistir. Embriyojenik kallus, 10-50 mg/I
TiO2 nanopartikiilleri ile modifiye edilmis bitki rejenerasyon ortamina aktarilmis ve bununla
birlikte en yiiksek bitki rejenerasyon sikligi ve bitki sayisinin rejenere kallus sayisina orani,
40 mg/l TiO2 nano pargaciklari ile modifiye edilmis bitki rejenerasyon ortaminda meydana
gelmistir.  Rejenere siirgiinler, bitki biiylime diizenleyicileri olmayan NB ortaminda

koklenmis ve bu bitkicikler toprakta aktarilmistir.

112



6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda artan taleple birlikte salep orkidelerinin varligi ve korunmasi oldukca
Oonemli olmustur. Bununla birlikte, salep orkidelerinin dogal ortamindan sékiimii yapilarak
ticaretinin yapilmasi ciddi bir sorunkarsimiza g¢ikmaktadir. Endospermi bulunmadigi ve
kiiciik tohuma sahip olmasiyla birlikte mikorizalarla yasam kurarak dogal alanlarinda
yetismeleri biiyiik 6nem tagimakta ve tohumdan yeni bitki olusumu uzun zaman almaktadir.
Nesillerinin ~ tikenmesini ~ onlemek amaciyla  kiiltiiriiniin =~ yapilarak  iiretiminin
gerceklestirilmesinin 6nemi giderek artmaktadir. Dogal ortaminda bitkiye doniistimiiniin,
yumru olusturmasinin ve yumru ile liretiminin uzun zaman almasindan dolayr klasik
kiiltiirtiniin yapilmasmin yerine doku kiiltiiriinde iretiminin yapilmasi avantajli olacagi
diistiniilmektedir. Doku kiiltiirii geleneksel yontemlerle zor iiretimi yapilan, bitki
hastaliklarina dayanikli, bitki gen kaynagmin korunmasi ve i1slah amach c¢alismalar

acisindan avantaj saglamaktadir.

Bu baglamda bahsedilen avantajlarin salep orkidelerinde saglanabilmesi amaciyla
yapilan c¢alismada In vitro kiiltiirde farkli bitki biiyiime diizenleyiciler ile farkli eksplant
tipleri kullanilmistir. Besin ortami olarak MS ortami kullanilmis ve bu besin ortamina 2
mg/l ve 4 mg/l BAP, 1 mg/l ve 2 mg/l NAA, 1 mM SA, 5 uM EpiBL, 30 mg/l TiO>
eklenmis ve 2 mg/l BAP’in SA, EpiBL, TiOz ile kombinasyonlar1 bununla birlikte 1 mg/I
NAA’nin SA, EpiBL, TiO: ile kombinasyonlar1 olusturulmustur. Ayn1 zamanda BAP ve
NAA dozlarindan kombinasyonlar olusturulmus 2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA ve 4 mg/l BAP+
2 mg/l NAA kiiltiir ortam1 olarak kullanilmistir. Bu besin ortami1 kombinasyonlarina ek
olarak Kontrol besin ortami (bitki biiylime diizenleyici bulunmayan MS ortami)
kullanilmistir. Eksplant tipi olarak Orchis sp. ve Ophyrs sp. salep orkidelerinden elde edilen

yumru, ¢icek, ¢icek sapi, kok ve govde kisimlar1 kullanilmistir.

Caligmada sterilizasyon i¢in uygulanan baglangic sterilizasyonunda eksplantlar
tamamen enfeksiyon olmasi nedeniyle canlilik kayiplar1 yasanmis ve eksplantlarin tamami
canliligin1 yitirdigi icin herhangi bir gelismede goriilmemistir. Kullanilan eksplant
kaynaklarmin salep orkidelerinin toprak alti organlart olan yumru, kok, gévde kismi
olmasindan dolay1 bu eksplantlardaki toprak partikiillerinin ve bitkinin barindirdigi hastalik

etmenlerinin  temizlenmesi amaciyla sterilizasyon yonteminde yogun uygulamalar
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yapilmistir. Bu nedenle sterilizasyon prosediirii modifiye edilerek farkli sterilizasyon
protokolleri denenmistir. Bu baglamda sodyum hipokloritin konsantrasyonu ve uygulama
stireleri  tizerinde degisiklikler yapilmis, buna ek olarak bazi fungusitlerden de
yararlanilmistir. Modifiye edilen sterilizasyon yontemlerinde canlilik oraninin yiiksek
oldugu sterilizasyon uygulamalar1 fungusitle muamele asamasi bulunduran sterlizasyon
uygulamalar1 olmustur. Bununla birlikte doz ve siire bakimindan uygulanan sterilizasyon
yontemlerinde en iyi sonu¢ 5 dakika 100 ml/100 It Azoxystrobin+Difenoconazole olan
fungusit uygulamasinda meydana gelmistir. Bununla beraber sodyum hipoklorit
konsantrasyonu ve uygulama siiresi olarak en iyi sonug %1,5 sodyum hipoklorit+ 1-2 damla
Tween 20 eklenmis ¢ozeltide eksplantlarin 30 dakika steril edilmesinden alinmistir. Yumru
eksplantlariin kullanildigi sterilizasyon uygulamasinda 20-30 dk %1,5-2 konsantrasyonda
sodyum hipoklorit uygulanmasinda en iyi sonug¢ elde edilmis ve canlilik oranmi yiiksek
olmus, kiltir boyunca canliliklarint1 korumuslardir. Yaprak, c¢icek sapt ve ¢icek
eksplantlarinda en iyi sonucu veren sterilizasyon yontemi %2 sodyum hipoklorit ve 1-2
damla Tween 20 igeren ¢ozeltide 5-15 dk bekletilme uygulamasi olmustur. Fungusit
uygulamasinda bekletilme siiresi olarak en iyi sonu¢ yumru ekplantlarinda 5 dakika, ¢icek

ve yaprak eksplantlarinda 3 dakika oldugu belirlenmistir.

Calismada yaprak eksplantinin kiiltire alindigi S1 sterilizasyon uygulamasinda
kiiltiirlin 15. giiniinde eksplantlarin kiiltiire alindiklar1 besin ortamlar1 arasinda canlilik orant
ortalamasi agisindan istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur. Buna gore canlilik orani 15.
giinde Ul (2 mg/l BAP), U4 (2 mg/l NAA), Ul4 (2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA), U15 (4 mg/l
BAP+ 2 mg/l NAA) besin ortamlarinda %100 oranla ile en yiliksek canlilik oranlarina sahip
oldugu gozlemlenmistir. S1 uygulamasina benzer sekilde eksplant olarak yapraklarin
kiiltiire alindig1 ST sterilizasyon uygulamar1 ST sterilizasyon uygulamalar1 arasinda canlilik
ve enfeksiyon orani ortalamalarinda istatistiksel anlamda 6nemli bir fark elde edilmemistir.
En yiiksek canlilik oran1 ST1 (%94,443) ve ST2 (%91,665) saptanmistir. Ayrica ¢alismada
yaprak eksplantinin kullanildig: kiiltiirlerde fitotoksik etkilerden dolay1r eksplantlarin

kararak canliliklarini yitirdikleri gozlemlenmis ve herhangi bir gelisim saglanmamagtir.

Kiiltiire alinan eksplantlarda sterilizasyon islemi yapilip kiiltir boyunca bu
eksplantlarin canli kalmasi saglanmis olsa bile kiiltiire alindiklar1 besin ortaminda herhangi
bir gelisim go6zlenemeyen uygulamalar olmustur. Kallus gelisimi BAP ve NAA
kombinasyonlari olan U14 (2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA) ve U15 (4 mg/l BAP+ 2 mg/l NAA)

besin ortamlarinda gerceklesmistir.
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Besin ortami olarak 2 mg/l NAA+ 4 mg/l BAP igerige sahip MS besin ortaminda
kiiltire alman ve eksplant olarak yumru kullanilan kiiltiirlerde en fazla kallus olusturan
eksplant oran1 olusumu modifiye S12 sterilizasyon uygulamasi sonucunda %22,0 olarak
meydana gelmistir. Bu kallus olusturan eksplant oranini yine eksplant olarak yumru pargasi
kullanilan S8 uygulamas1 (30 dk %1,5 NaOCl+ Tween20) %4,55 ile; S10 uygulamasi
%5,88 ile; S13 uygulamast %7,14 ile; S9 uygulamasi sonucu ise %8,33 olarak takip

etmektedir.

Ul5 besin ortaminda kiiltiire alinan govde ve kok kisimlarinin eksplant olarak
kulladig kiiltiir ortamlarinda en yliksek kallus olusturan eksplant oran1 S13 uygulamasinda
%12,50 olmustur. S12 uygulamasi sonucunda ise %4,55 oran ile govde ve kok

eksplantlarinda kallus olusumu meydana gelmistir.

Calismada, yine U15 besin ortaminda S8 sterilizasyon uygulamasi yapilarak kiiltiire
aliman yumru pargcalarinda, kiiltiire alindiktan 14 giin sonra kallus olusumu gozlemlenirken;
S9 uygulamasinda yumru eksplantlarinda 18 giin sonra gézlemlenmis, S10 uygulamasinda
ise yumru eksplantlarinin 29 giinliik kiiltiiriinde kallus olusumu gézlemlenmistir. S12
sterilizasyon uygulamasi yapilarak Ul5 besin ortaminda kiltiire alinan yumru
eksplantlarinda 47 giinliik kiiltiir siiresinde kallus olusturmustur. Bununla beraber 18. giinde
govde eksplantinda gelisme saptanmis ve 47. giine kadar bu devam etmistir. Ilerleyen
sliregte govde eksplanti enfeksiyon nedeniyle canliligini yitirmistir. Denemede U15 besin
ortamindaki yumru eksplantinda 102 giin sonra siirglin olusumu baslamis, bir siire sonra
bagka bir besin ortamina aktarilmis olmasina ragmen fenolik maddelerin etkisi ile kararma
nedeniyle canliligini kaybetmistir. S13 uygulamasi ile sterilizasyonu gergeklestirilen ve 2
mg/l NAA+ 4 mg/l BAP (U15) besin ortamina alinan yumru, gévde ve kok kiiltiiriinde 14.
giinden itibaren kallus olusumu gdzlemlenmistir. Bununla beraber 84 giin sonra yumru

eksplantinda siirglin olusumu gézlemlenmistir.

Calismada farkli eksplant tiplerinin kullanildigi S11 sterilizasyon uygulamasi
yapilarak 2 mg/l BAP+ 1 mg/l NAA kombinasyonu igeren U14 besin ortaminda ¢igek, ¢igek
tomurcugu ve ¢icek sapi kiiltiire alinmistir. Bu kiiltiirde 26. glinde kallus olusturan eksplant
orani gozlemlenmis ve kallus olusturan eksplant oran1 %23,08 olarak belirlenmis, 35. giine
kadar KOEO’n1 sabit kalmistir. Ayrica ¢aligmada sadece yaprak eksplantinin BAP ve NAA
kombinasyonlari bulunan besin ortamlarinda kiiltiire alindig1 denemelerde kurulmustur. Bu

denemelerde oncelikle enfeksiyondan dolayr kayiplar yasanirken sterilizasyon yonteminin
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modifiye edilmesiyle canlilik oran1 artmis fakat herhangi bir kallus olusumu

gbzlemlenememistir.

Kiiltiir ortamlarimizda bulunan kombinasyonlardan olan 5 uM EpiBL ve bunun BAP
ve NAA ile kombinasyonlariin  kullanildigi  kiiltiirlerde  kallus  gelisimi
gozlemlenememistir. Doku kiiltiirinde TiO2'nin besin ortamima eklenerek bakteriyel
kombinasyonu engellediginden bahsedilmesine ragmen calismada MS besin ortaminda
kullanilan TiO2'nin bakteriyel kontaminasyonu engelledigine iliskin bir sonu¢ elde
edilememis, TiO2'nin bulundugu kiiltirlerde de enfeksiyon oldugu gozlenmistir. Besin
ortamlarinda TiOz'nin tek konsantrasyonu olarak 30mg/l kullanilmigtir ve herhangi bir

kallus gelisimi gézlemlenememistir.

Yapilan bu ¢alisma ile salep orkidelerinin toprak alt1 ve toprak {istii organlar1 eksplant
olarak kullanilarak bitki olusumu saglanip iiretiminin yapilmasi amaglanmasina ragmen
yasanan pandemi sartlarindan dolay1 beklenilen sonuglarin alinmasi olduk¢a gii¢ olmustur.
Bununla beraber parametre olarak alinacak verilerin takibinin yapilmasi lilkemizce yapilan
kapanmalardan dolay1 aksamistir. Ayrica salep orkidelerinin In vitro kiiltiiriiniin zor olmasi
nedeniyle sterilizasyonda yasanan sikintilarla bircok modifiye sterilizasyon yontemileri
calisma kapsaminda denenmistir. Bu ¢aligma kapsaminda salep orkidelerinin In vitro kiiltiire
alinmasi asamasinda kullanilabilecek en uygun sterilizasyonu yontemi belirlenmis olmustur.
Bunun yanisira salep orkidelerinde yapilabilecek In vitro calismalarda uyguladigimiz
modifiye sterilizasyon yontemleri 6nemli bir kaynak olabilir. Bununla beraber Kiiltiir
ortamlarinda BAP ve NAA bulunan kombinasyonlarda kallus gelisimi ger¢eklesmistir.
Bunun sebebi salep orkidelerinin temin edildigi iklim sartlar1 veya yumrularin uyanma
donemi olmasi ihtimaliyle olusturulacak ¢alismalarda bu dénemlere denk gelecek sekilde
yeni ¢aligmalarin planlanmasi olumlu sonuglarin alinmasina katki saglayabilecektir. Kiiltiir
ortamlarinda bulunan BAP ve NAA bitki biiyiime diizenleyicilerin farkli dozlar1 ve SA,
EpiBL ve nano TiO2'nin tek dozu ¢alisma kapsaminda kullanilmistir. Herhangi bir gelisme
goriilmemesine ragmen salep orkidelerinin In vitro kiiltiriinde ilk defa SA, EpiBL ve TiO>
kullanilmistir. Arastirmada SA, EpiBL ve TiO2'nin tek dozu kullanilmis ve bunlar sadece
BAP ve NAA’mm tek dozlann (Img/l NAA ve 2mg/l BAP) ile kombinasyonlari
olusturulmustur. SA ve EpiBL kullanilan besin ortami kombinasyonlarinda kallus
gelisminin  goriilmemesinin nedeni tek doz kullanilmasi olabilir ve bu bitki biiylime

diizenleyicilerin etkilerinin belirlenebilmesi adina farkli konsantrasyonlari ile ¢aligmalar
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olusturulabilir. Benzer sekilde enfeksiyon olusumu iizerine etkisi beklenen nano TiO2'nin de

farkli caligmalar kapsaminda denenerek kontaminasyonlar {izerine etkinligi irdelenebilir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“SALEP ORKIDELERININ In vitro COGALTIMINDA BAZI BITKi BUYUME
DUZENLEYICILERININ ETKISI” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik
davranis ve akademik kurallar cergevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarima uygun
olarak hazirlanan bu calismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz
atif yaptigim bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu

kabul ettigimi beyan ederim.
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