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OZET

PHALAENOPSIS SP. ORKIDELERININ
MIiKROCOGALTIMI

0***N, E**e

Yiiksek Lisans Tezi, Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. A****y S****N

Mart 2023, 53 sayfa

Bu tez ¢aligmasinda, Phanaelopsis sp. bitkisi tohumlarinin in vitro ¢cimlenmesi iizerine
temel besi ortamlar1 ve giberellik asit ile sitokininler grubunda yer alan bazi biiyiime
diizenleyicilerinin etkisi tek grup ontest- sontest modeli ile arastirilip sonrasinda in
vitroda olusturulan fidelerden farkli eksplantlar alinarak dogrudan organogenez ile bu
bitkilerin in vitro ¢ogaltim1 amac¢lanmistir. Knudson C, Lindemann, Orchimax, aktif
komiirlii Orchimax ve Murashige & Skoog besi ortamlari ile 6-BA, Kinetin, AHS,
TDZ, 2-1P ve GAsbitki diizenleyicilerinin ¢gimlendirme {izerine etkisi tespit edilmistir.
Cimlenen fidelerden alinan eksplantlar daha sonrasinda dogrudan organogenez ile
iiretilerek en uygun doku parcasi ve bitki biiyiime diizenleyicisi bulunmustur. Bunun
sonucunda en kisa siirede ¢imlenmeyi (giin) aktif komiirlii Ochimax temel besi
ortaminin (OM+) verdigi goriilmektedir. Kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri
icerisinden artan TDZ derisimi ile c¢imlenme yiizdesi arasinda negatif iliski
gozlenmistir. TDZ hari¢ diger bitki biiyiime diizenleyicilerinin derisime bagli pozitif
bir korelasyonu olmakla birlikte ¢cimlenme iizerinde kontrole gore istatistiksel bir fark
bulunmamaistir. Dogrudan organogenez ¢alismalarinda en verimli besi ortaminin 5.0
ppm 6-BA ile desteklenmis ortam oldugu goriilmiistiir. TDZ igeren ortamlardan diisiik
verim elde edilmistir. Ozellikle 1.0 ppm TDZ’nin kontrol grubuna gére de daha diisiik
verim sagladig1 gézlenmistir. Kok uzamasi bakimindan tiim sitokininler ve derisimleri
kontrole gore olumlu etki gostermistir. Ancak bu biiylime diizenleyicilerinin kendi
aralarindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmamustir.

Anahtar kelimeler: Phalaenopsis, mikrogogaltim, direkt organogenez



ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF PHALAENOPSIS ORCHIDS

O***N’ E**e

Master of Science Thesis, Department of Plant Production and Technologies
Supervisor: Prof. Dr, A****y S****|N

March 2023, 53 pages

In this study, the effects of basic nutrient media and some growth regulators in the
group of gibberellic acid and cytokinins on in vitro germination of plant seeds were
investigated with a single group pretest-posttest model. The effects of Knudson C,
Lindemann, Orchimax, Orchimax with activated charcoal and Murashige & Skoog
media and 6-BA, Kinetin, AHS, TDZ, 2-IP and GAS3 plant regulators on germination
were determined. The explants taken from the germinating seedlings were then
produced by direct organogenesis and the most suitable tissue fragment and plant
growth regulator were found. As a result, it is seen that Ochimax basic nutrient medium
(OM+) with activated charcoal gives germination in the shortest time (days). A
negative correlation was observed between increasing TDZ concentration and
germination percentage among the plant growth regulators used. Except for TDZ,
other plant growth regulators had a positive correlation depending on the
concentration, but there was no statistical difference on germination compared to the
control. In direct organogenesis studies, it was observed that the most productive
medium was supplemented with 5.0 ppm 6-BA. Low efficiency was obtained from
media containing TDZ. Especially, 1.0 ppm TDZ was observed to provide lower
efficiency than the control group. In terms of root elongation, all cytokinins and their
concentrations showed a positive effect compared to the control. However, the
difference between these growth regulators was not statistically significant.

Keywords: Phalaenopsis, micropropagation, direct organogenesis
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1. GIRIS

Yeryiiziindeki hayatin ve canliligin devamimi saglayan bitkiler, giines enerjisini
fotosentezle kullanilabilir enerjiye doniistiirtirler. Gida, ilag sektorii, kozmetik, giyim
gibi bircok alanda ham madde olarak kullanilmaktadir. Bitkiler goriintiileri, kokulari
ve renkleriyle de hayatimiz1 giizellestiren ve daha yasanabilir hale getiren canlilardir
(Bektas, 2014). Bitkilerin yoklugunda, insanlar ve diger canli organizmalar canliligin
gerekliligi bigiminde yasayamazlar (Jamshidi-Kia vd., 2018). Hartmann, (2014)
Bitkilerin yetistirilip cogaltilmasi, insanligin birincil ugraslarindandir. Bu ugras
zamanimizdan on binlerce yil dnce evcil bitkileri ve hayvanlar yetistiren kisiler
tarafindan baglatilip diinya lizerinde medeniyet olarak adlandirilan insan egemenligini

ortaya ¢ikarmistir. Giiniimiizde bes 6nemli ugrasi bulunmaktadir;

e Belirli 6zelliklerin segilmesi ve gelistirilmesi.

o Bitkileri tiretme ve koruma.

e Verimi ylikseltmek i¢in daha kontrollii kosullar altinda biiyiitme.

e Mabhsul iriinlerini koruyarak uzun siireli kullanim ve diger alanlara
nakliye.

e Mahsuliin doniistiiriilmesi ve korunmasi.

Bitkiler diinyasinda, yasam kalitesini artirarak insanlarin saglik ve psikolojilerine
etkisi yliksek olan siis bitkileri mithim bir sektordiir. Uzun omiirlii olmalari, estetik
goriiniimleri ve kokulart ile kullanildiklar alanlar1 daha canli hale getirerek doga ile
i¢ mekanlarin bagin1 kurmaktadirlar (Akga, 2021).
Giirsan ve Erkal, 1998; akt. Yazgan vd., (2005) Siis bitkileri, genel kullanim alanlarina
gore dort ana sinifa ayrilmaktadir;

e (icgekler

e Kesme Cicekler

o Kesme Yesillikler

e Saksili Bitkiler



Yizyillardir gorsel ve fonksiyonel olarak kullanilan siis bitkileri, glinlimiizde
sehirlesmenin yarattigi olumsuzluklardan ve dogal yasamdan uzaklagmanin
sonucunda daha yasanilabilir alanlar olusturmak ve iilkelerin ekonomik gelisimlerinde
de ticari bir alan olarak kullanilmaktadir (Korkut vd., 1995; akt. Yazgan, vd., 2005).
Londra, Paris, Berlin, Amsterdam, New York, Tokyo gibi sehirler ve ¢evrelerinde
baslayan ticari siis bitkisi liretimi zamanla faaliyet alanlar1 artarak hizla biiylimiistiir.
Giiniimilizde dahi uygulanan temel bilgiler bu artisin sonucunda yapilan aragtirma ve
gelistirme c¢alismalarinin sonucunda meydana gelmistir (Karagiizel vd., 2010).
Pazarlama alaninda siis bitkisi tiretimi 1900’1ii y1llarin son ¢eyrek diliminden itibaren
neredeyse tiim uluslarin giindemindedir. Enternasyonel tagsimaciligin gelismesi ile siis
bitkilerine yatirimlar artarak cazip bir sektor olusturulmustur (Uzun, 1991; akt. Geng,
2020). Orkidelerin, diinya cicekeilik ticaretinde hem saks1 bitkisi hem de kesme ¢icek
olarak %10’unu olusturdugu degerlendirilmektedir. Ozellikle Phalaenopsis bitkisi
kiiresel iiretim ve tiiketim pazarlarinda 500 milyon ABD dolarindan yiiksek bir paya
sahiptir (Yuan vd., 2021). Ciceklerinin renkleri, boyutlari, sekilleri ve kokulari
sebebiyle orkideler ¢ok popiiler bitkilerdir ve ticari olarak orkidelere olan talep giderek
artmaktadir. Orkide tohumlarinin ¢imlenebilme kabiliyetleri vahsi dogada oldukg¢a
diisiiktiir. Dolayisiyla bahgecilik sektoriiniin  talebini karsilamak i¢in in vitro
¢imlenmenin yapilmasi gerekmektedir (Park, Huh, & Paek, 2018). Diinya iizerinde
cok genis yayilisa sahip Orchidaceae familyasiin 800 civari cinsi ve 30.000’e yakin
tirti belirlenmistir (Arditti & Ghani, 2000). Asparagales takimina ait Orchidaceae
(Salepgiller veya Orkidegiller) ¢igekli bitkilerin ikinci biiyiik familyasidir. 2018
yilinda yapilan ¢aligmada Diinya’da yaklasik 880 cins ve 29.199 tiir bulundugu ve
buna her sene 300 yeni tiir eklendiginden tiir sayisinin 31.000 olmas1 beklenmektedir
(Hinsley et al., 2017). Kokulari, renkleri, ¢igeklenme sekilleriyle gesitlilik gosterirler
ve cogunlugu tropik bolgelerde yayilmis, subartik ve soguk iliman bolgelerde az
yayilmiglardir (Simpson, 2019). Siis bitkisi olmakla beraber polisakkaritler ve
alkaloidler gibi kimyasal metabolitler agisindan da olduk¢a zenginlerdir. Bu nedenle
diinyanin gesitli bolgelerinde gida ve ilag sanayisinde de kullanimlart vardir (Aytar ve
Kompe, 2021).



Bu tez ¢aligmasinda, bir orkide tiirii olan Phanaelopsis sp. bitkisi tohumlarinin in vitro
¢imlenmesi iizerine temel besi ortamlari ve giberellik asit ile sitokininler grubunda yer
alan bazi1 biiyiime diizenleyicilerinin etkisi aragtirilmis, sonrasinda in vitroda
olusturulan fidelerden farkli eksplantlar alinarak dogrudan organogenez ile bu

bitkilerin in vitro ¢ogaltimi hedeflenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Bu boliimde tez ¢alismasinda yararlanilan ve tezin gelisiminde bagvurulan kaynaklarin

derlemeleri yer almaktadir.

2.1. Orchidaceae (Salepgiller veya Orkidegiller)

Kokenleri 120 milyon yil 6ncesine dayanan orkideler, yazili kaynaklara bakildiginda
M.O. 4000 yilma uzanan ge¢mise sahiptir. M.O. 2800’1ii yillar itibariyle Cin’de
bitkisel ila¢ kaynagi olarak ayrica Hintliler tarafindan vedik dénemde (M.O 2000-
M.O. 600) tibbi ve afrodizyak etkilerinden dolayr kullamlmistir. Orchidaceae
(Salepgiller veya Orkidegiller) familyasi 6zellikle hayvan tozlagsmasiyla baglantili gok
ilging ¢icek polimorfizmine sahiptir (Dormont et al., 2020). Tozlayicilar igin ¢icek
icinde nektar icermemesine ragmen tiim orkide tiirlerinin nerdeyse tigte biri besin
aldatmacasi yaparak tozlayicilar kendisine cekmektedir. Bununla birlikte bazi orkide
tiirleri tozlayicilarin cinsel yapilariin taklit ederek ve kendilerini farkli bitkilerin ¢igek
sinyallerine benzeterek bunu yapmaktadirlar (Jersakova, Johnson, & Kindlmann,
2006). Bu nedenle orkidelerin ¢igek morfolojisinde tiir i¢i varyasyonlar oldukca
yiiksektir (Schiestl, 2005). Orkide tiirlerinin ¢ogu bu sekilde aldatici polimorfizmler
gostermektedirler (Tollsten & Bergstrom, 1989). Cicekli bitkilerin en genis ve cesitli
ailelerinden biri olan orkideler dogadan asir1 toplanmasi ve habitat kaybindan dolay1
tim ¢icekli bitkiler iginde en ¢ok tehdit altinda olan ailelerdendir (Liu, Wang,
Finnegan, & Gao, 2020). Orkidelerin fazla sayida tiir icermesi, zorunlu veya fakiiltatif
biyotik etkilesimiyle kompleks yasam ge¢misine sahip olmalar1 ve bunlarin ortaya
cikardigr giigliiklerden dolayr bitki koruma i¢in 6nemlidir. Orkide tiirlerinin hepsi
¢imlenme i¢in mikorizal mantarlara ihtiya¢ duyar. Cogu orkidenin tozlasmasi i¢in
hayvanlara ihtiya¢ varken epifitik ve saprofitik orkidelerin biiyliylip gelismesi belirli
ozelliklere sahip aga¢ konakgilarina baghdir (Fay, 2018). Orkidelerin bircogu
Rhizoctonia sp. funguslariyla simbiyotik iligskiye girerler (Andersen & Rasmussen,
1996). Corallorhiza sp. ve Neottia sp. tiirleri disinda fotosentez yapabilen orkidelerin
fungusa olan ihtiyaglar1 ortadan kalkar. Bu simbiyotik iligskide orkide tohumlar1 bahar
ve yaz aylarinda baskinken, sonbahar ve kis aylarinda fungus hiicreleri baskindir.

Tohum ¢imlenmesi ger¢eklestiginde yumurta seklinde bir yap1 olusur. Ayni yap1 kok
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ucundan ve yapraktan gergeklestirilen rejenerasyon sonucunda da olusmaktadir.
Dolayisiyla bu yapilar “protokorm benzeri yap1” olarak adlandirilir (Kamemoto,
Amore, & Kuehnle, 1999). Giliniimiizde orkide tiirlerinin yasayabilmeleri i¢in dogada
az sayida bulunan tohumun ¢imlenip tuber olusturmasi gerekmektedir (Goniilsen vd.,
1996). Cok yillik otsu bitki olan orkideler tuberli ve rizomlu yapiya sahiptirler.
Yapraklar1 basit, pul seklinde almasik, iki sirali, nadiren karsilikli veya gevrel
seklindedir. Cigekler tek salkim, basak veya bilesik salkimdir ve er disi, nadiren tek
eseyli, zigomorf, ender olarak aktinomorf simetriye sahiptir. Yapraklar 2 dairede
periyant halinde olup her dairede 3 tepal vardir. I¢ dairenin orta yapragi cogunlukla
nektaryum olusturur. Androkeum 1-2 stamenden olusur. Ginekeum 3 bilesik karpelli,
yumurtalik altta ve tohum taslagi ¢ok sayidadir. Kapsiil halinde olan meyve ufak ve
bol tohumludur. Tohumlarin embriyosu kiigiik, farklilagmamis ve besi dokusu
(endosperm) yoktur (Bektas, 2014b). Orkidelerin sahip oldugu tohumlar benzersiz ve
cogu Angiosperm bitkiden farklidir. Cok ufak ve hafif olduklari i¢in toz tohumlar
olarak adlandirilir. Orkide kapsiillerinin (meyve) i¢cinde ¢ok miktarda bulunur. Kapsiil
i¢i tohum sayis1 4 milyona kadar ulagabilmektedir. Orkide tohumlarinin bu yapisi suda
yiizmelerini ya da havada asili kalmalarin1 saglar (Arditti, 2013). Bu 6zelliklerinden
dolayr orkide tohumlarmin in vitro ortamlarda c¢imlendirilmesi dikkat gerektirir.
Orkidelerin biiyiik bir kismu1 basit yaprakli ve ¢ok yillik bitkiler olup gelismelerine gore
4 gruba ayrilabilirler (Kreutz, 1998);

a) Agaclar lizerine hava kokleriyle tutunanlar (epifit)

b) Taslara tutunanlar (litofit)

c¢) Kokleriyle topraga bagli olan orta kusak orkideler (terrestrial)
d) Ciiriik¢iil grup orkideler

e) Parazit grup

Agag lizerine hava kokleriyle tutunan (epifitik) orkideler, tropikal bélgelerde bulunan
diger bitkilerin iizerinde yasarlar veya uygun sartlarin saglandigi sera gibi ortamlarda
ticari olarak firetilebilirler. Siis bitkisi olan bu epifitik orkideler gosterisli ¢igeklere
sahiptirler. Fotosentez yapabilir ve parazit degillerdir (Bektas, 2014). Farkli kullanim
alanlar1 ve buna gore ticari degerleri goz Oniine alinarak orkide bitkilerinin

degerlendirilmesi faydali olacaktir.



Oncelikle orkideler siis bitkisi olarak yiiksek ekonomik degere sahiptir. Bununla
birlikte ilag ham maddesi ve besin katki maddesi olarak da degerlendirilmektedir. Bu
baslik altinda piyasada degerlendirilen orkide tiirlerinin sayis1 binleri bulmaktadir. Bu
bitkilerin ticareti yerel, ulusal veya uluslararas1 diizeyde yasal veya yasadisi da
olabilmektedir. Bazilarinin dogal olarak yetismesinden dolay1 ekolojik tahribatlari,
yok olma riskleri de iist diizeydedir. Ancak bu durum yapay olarak {iretilip ticareti
yapilan siis bitkisi orkidelerden ziyade dogadan toplanan ve farkli amaglarla kullanilan
tiirler i¢in gecgerlidir. Kontrollii olarak biiyiitiilen saksilar ve yapay yolla iiretilen kesme
cigekler kiiresel orkide ticaretinde kullanilirlar. Ticari olarak verilere bakildiginda
tiretilen orkidelerin biiyilk ¢ogunlugunu yapay iretilen orkideler olusturmaktadir.
Phalaenopsis, Cymbidium ve Dendrobium tiirleri ve hibritleri en degerli orkide
tirleridir. Singapur, Tayvan, Tayland gibi {iilkeler 6nde gelen ihracat¢i orkide
tireticileridir. Amerika Birlesik Devletleri, Japonya ve Giiney Kore en fazla orkide
ithalat1 yapan {ilkeler arasinda yer almaktadir. Orkide ticaretinin hacmi sadece
Hollanda’da 500 milyon euro civarindadir (Hinsley, 2018). Siis bitkisi disinda baska
kullanim1 olan orkideler de vardir. Bu orkideler yenilebilir olarak degerlendirilir.
1300’1l yillarda tiretilen vanilya bunlarin basini ¢ekmektedir. Ticari olarak iretilen
degerli vanilin ve ¢ok miktarda lezzet artirici bilesik Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews kabuklarindan kiirleme iglemiyle iiretilebilir (Aytar, 2021). Hindistan’da ¢ok
popiiler bir bitkisel iiriin olan Chyavaprash, Habenaria intermedia D. Don, Habenaria
edgeworthii Hook.f. ex Collect ve Malaxis wallichii (Lindl.) Deb gibi orkidelerden
hazirlanmaktadir (Hossain, 2011). Ulkemizde geleneksel nemi bulunan salepte bazi
orkide tiirlerinden tretilmektedir. 35’ten fazla tiirlin salep yapiminda kullanildig:
biliniyor. Himantoglossum Spreng., Ophrys L., Orchis L., Serapias L., Steveniella
Anacamptis Rich., Dactylorhiza Neck. ex Nevski cinsi orkide tiirleri salep tiretiminde
en ¢ok kullanilan bitkilerdir (Hinsley, 2018). Geleneksel Cin tibbinda ila¢ olarak
uygulanan bazi orkidelerde bulunmaktadir. Gastrodia elata Blume yumrularindan
tiretilen Tian-Ma, Bletilla striata (Thunb.) Rchb. f.’nin yumrularindan iiretilen Bai-Ji
ve Dendrobium’dan iiretilen Shi-Hu bunlara 6rnektir (Hinsley, 2018; Aytar, 2021).



2.2. Phalaenopsis sp.

Phalaenopsis, yaklasik 92 tiir ve tescil i¢in kaydedilen 35.129 hibrit ile en bilinen
orkide cinsidir (Chia-Chi Hsu, 2022). Karl Ludwig Blume tarafindan ilk defa
kesfedilen ve Phalaena adinda bir kelebege benzediginden dolayr Phalaenopsis
(Kelebege benzeyen) olarak adlandirilan tiir, Dendrobium tiirleriyle birlikte en 6nemli
orkideler arasinda yer alir. Yaygin olarak giive orkidesi olarak adlandirilan
Phalaenopsis orkideleri ayrica kiiresel ¢igek pazarindaki en popiiler ve kari en yiiksek
siis Dbitkilerindendir (Guo and Lee 2006). Cigeklerinin giizelligi ve kolay
yetistirilebilmesi bu orkide tiirlerinin popiilerligini artirmaktadir. Filipinler,
Srilanka’nin batisinda yer alan tropikal ormanlar ve Asya’nin dogu bolgesi dogal
yasam alanlaridir. Cicekleri cesitli renklerde olup binlerce hibriti {iretilebilen
Phalaenopsis ev ortamina uyum saglayabilmektedir ve yilda 2 kez ¢igeklenen ¢igekleri
2 ile 6 ay arasinda solmadan kalabilmektedir. Epifitik olarak aga¢ iizerinde parazit
olmadan yasamakta olup besinlerini yagmur ve agag iizerinde biriken besinlerden
alirlar (Bektas, 2014). Phalaenopsis'in iki tiirli vardir. Birinci tipte yapraklar kalin ve
etli, uzun-eliptik ve ugta genistir. Ciceklerin yapraklar1 ¢anak yapraklardan daha
genistir ve dudakta iki ¢ekici merkez lob ve uzantilar bulunur. Cigekli gévde 60 cm
uzunluga kadardir ve 15 veya daha fazla ¢icek acar. Bu gruba ait tiirler Phalaenopsis
parishi, P. aphrodite, P. stuartiana, P. schilleriana ve P. sanderiana'dir. Ikinci tipte,
bitkiler kisa saplidir ve daha az cicek acar. Cicekler, esit boyutta ¢canak yapraklar ve
ta¢ yapraklarla ve herhangi bir uzant1 olmaksizin daha kii¢iiktiir. Bu gruba ait tiirler

Phalaenopsis cormi-cervi, P. leuddemanniana, P. equestris ve P. mannii'dir.

Phalaenopsis afrodit: Bu tiiriin anavatan1 Filipinler'dir. Yapraklarin {ist yiizii koyu
yesil, alt ylizli mor, obovattir. Cigeklenme dall1 ve kemerlidir. Cigekler 10 cm ¢apinda,

yesilimsi sar1 renktedir ve Ocak-Subat aylarinda tiretilir.



Sekil 2.1. Phalaenopsis afrodit

Phalaenopsis amabilis: Bu tiirlin anavatani Java adasi, Endonezya, Avustralya ve Yeni
Gine'dir. Yapraklar etli, kosele, obovat (ters yumurta seklinde) ve donuk yesil
renktedir. Cigeklenme ince, kavisli, 90 cm uzunlugunda ve 6 ila 20 ¢igeklidir. Cigekler

10 cm ¢apinda, saf beyazdir ve Aralik-Ocak aylarinda tiretilir.

Sekil 1.2. Phalaenopsis amabilis

Phalaenopsis luddemanniana: Bu tiiriin anavatani1 Filipinler'dir. Yapraklar parlak
mumsu sarimsi yesil, serttir. Cigcek durumu diizensiz zikzak seklinde, kisa kemerli ve
2 ila 7 cigeklidir. Cigekler 3-4,5 cm capinda, kokulu, uzun Omiirlii, kremsi beyaz

renkte, menekse moru ile isaretlenmistir. Cigekler ilkbahar mevsiminde iiretilir.



Sekil 2.2. Phalaenopsis luddemanniana
Phalaenopsis parishii: Bu tiir Kuzey Hindistan bolgesine 6zglidiir. Yapraklar koyu

yesil, eliptiktir. Cigek durumu 5 ila 9 ¢igekli, salkimli, 10 cm uzunlugundadir. Cigekler

beyaz, mor lekeli ve sar1 dudaklidir ve Mart-Nisan aylarinda iiretilir.

Sekil 2.3. Phalaenopsis parishii

Phalaenopsis schilleriana: Bu tiiriin anavatani Filipinler'dir. Yapraklar biiyiik, koyu
yesil, enine giimiis beyaz benekli bantlarla isaretlenmistir. Cigeklenme ¢ok uzun, 90
cm boyunda, dalli, kemerli ve ¢ok sayida pembe ¢igek tasiyor. Cigekler 7,5 cm

capindadir ve Subat-Nisan aylarinda tiretilir.



Sekil 2.4. Phalaenopsis schilleriana

Phalaenopsis lobbii: Bu tiiriin anavatan1 Dogu Himalaya'dan Cin ve Hindistan’a
kadardir. Yapraklar 5-10 cm uzunlugundadir. Cigeklenme 8-12.5 cm uzunlugunda ve
3 ila 7 gigeklidir. Cigekler kiigiik, 1.2-2.0 cm ¢apinda, beyazdir ve ¢anak yapraklar tag
yapraklardan daha biyiiktiir. Dudak, kiiciik beyaz bir serit ile ten rengindedir.

Ciceklenme zamani1 Ocak-Mart aylaridir.

Sekil 2.5. Phalaenopsis lobbii

Phalaenopsis mannii: Bu tiiriin anavatani Dogu Nepal'den Giiney Yunnan'a kadardir.
Cicekler koyu kirmizi ve koyu altin sarisidir, beyaz dudak sar1 bogaz isaretleriyle

vurgulanir.
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Sekil 2.6. Phalaenopsis mannii

Epifitik bir orkide olan Phalaenopsis amboinensis, kesme ¢igek endiistrisinde ticari
kullanim i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir. Dogal olarak yavas biiyiidiigii igin
vejetatif olarak ¢ogaltilmasi zordur. Bu nedenle, dogal popiilasyonlarini tehlikeye
atmamak i¢in ¢ogaltma yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir (Utami E. S. W.,

& Hariyanto S., (2019).

Sekil 2.7. Phalaenopsis amboinensis

2.2.1. Phalaenopsis sp. Cevresel Etkiler

Isik; Glive orkideleri dolayl 1sikta iyi is ¢ikarir. Bu nedenle sagliklt Phalaenopsis,
tliman iklimlerin ¢ogunda i¢ mekanlarda, pencere esikleri, glines odas1 ve golgeli

seralarda ve yapay 1s1k altinda yetistirilebilir. Isik ihtiyaci kisin 1000-1500 fit, yazin
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ise 800-1200 fit mumdur. Phalaenopsis yapay 151k altinda yetistirilebilir. Phalaenopsis,
floresan 1siklar altinda 9-12 in¢ veya 400 watt yiiksek yogunluklu desarj 1siklart veya
yiiksek basingli sodyum 1siklar altinda 4 ila 6 fit biiyiitiilebilir. Phalaenopsis'in subat
ayina kadar biiyliyen bir ¢icegi yoksa, onu daha fazla 151k alacagi bir yere tasiyin.
Dogru 151k miktarinin gostergesi, yapraklarin koyu yesil degil sar1-yesil goériinmesidir.
Koyu yesil yapraklar veya eski yapraktan daha uzun ve dar biiyiliyen yeni yaprak, 1s181n
cok diisiik oldugunu gosterir. Cok fazla 151k yaprakta beyaz, kuru, yanik alanlara neden
olur ve kisa ¢igek basaklarina sahip olur. Yetersiz 151k, ¢iceksiz sulu, sarkik, koyu yesil
yapraklarla sonuglanir. Bulutlu kis kosullarinda yapay 1s1k takviyesi yapilmalidir, oysa
dogrudan giines 15181 bitkiye zarar verir, bu nedenle bitkiyi aydinlik bir pencereye
yakin yerlestirmek iyidir. Serada 750-1500 ayak mum 15181 mantiklidir. I¢ mekanlarda
yetistirilen Phalaenopsis, sicak ve dogrudan giines 1s1igindan kaginmak i¢in Kuzey
Dogu penceresine yerlestirilmelidir. Ozellikle biiyiiyen yapraklar ve kdkler ve ¢icek
indiiksiyonu icin vejetatif asamada biliylimeyi hizlandirmak i¢in daha yiiksek 151k
yogunlugu Onerilir. Phalaenopsis ¢i¢ek agarken diisiik 151k yogunlugunu (100 fit mum)

tolere edebilir.

Sicaklik: Phalaenopsis tropik bir bitkidir ve dolayisiyla 15°C'den diisiik ve 32°C ve
tizerindeki sicakliklardan kaginilmalidir. Optimum biiylime i¢in biiyliime doneminde
ortalama sicakligin 26-27°C, c¢igeklenme doéneminde ise 19-21°C olmasma 6zen
gosterilmelidir. Kis aylarinda sicaklik 18 ila 20°C arasinda tutulmalidir. 18°C'lik bir
sicaklik, yetersiz 151k veya yiiksek gilindiiz sicakliklar1 kosullarinda tomurcuklarin
indiiklenmesinin arttirilmasi gerektiginde 6zellikle gereklidir. Hava hareketi ne kadar
fazla olursa, bitkilerin o kadar sicak olabilecegini ve sararmadan o kadar yiiksek 151k
seviyelerini kabul edeceklerini ve ¢ok soguksa saksinin ¢ok 1slak kalacagimi ve
bliylimenin zarar gorecegini unutmayin. Kisin geri kalaninda minimum gece
sicakliginin 15°C -20°C olmasma 6zen gosterilmelidir. 30°C'nin {izerinde sicak
yetistiriciler olmalarina ragmen, biiyiimeyi durdurma egilimindedirler ve bu nedenle
havalandirmayi iyilestirerek veya zemini bugulayarak vb. sonugta yapraklarda sari
¢cOkiik noktalara neden olan {islime yaralanmasina neden olur. Ayrica, daha diisiik
sicaklik (tavsiyenin altinda) biiylimeyi yavaslatir ve c¢icek agmadan Once
tomurcuklarin diismesine neden olur. Daha yiiksek sicaklik ve daha yiiksek nem
bitkiyi etkilemeyecektir. Phalaenopsis, tencerede yeterli su varsa birkag saat daha

yiiksek sicakliga (30°C ila 35°C) tolere edebilir. Phalaenopsis, tomurcuk gelisimi
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sirasinda bir ay boyunca soguk sicaklik gerektirir. Daha yiiksek sicaklik ¢igeklenmeyi

geciktirir ve ¢igek tomurcugu gelisimi sirasinda 28°C ve iizerinde tomurcugu durdurur.

Karbondioksit: Phalaenopsis bir CAM (Crassulacean Acid Metabolism) bitkisidir ve
geceleri COz alir. CO2 gereksinimi 600 ila 800 ppm arasinda degisir.

Nem: Sicaklik, nemi etkileyen ana gevresel faktordiir. Phalaenopsis %50 veya daha
yiiksek nem ile daha iyi biiyliyebilir. Yeterli nemde bitkiler giir bir sekilde biiytir ve
saglikli goriiniir. Yetersiz nem, bitkinin bodurlagmasina, tomurcuklarin erken
dokiilmesine, kurumus ve burusmus yapraklara, ¢igek kenarlarinin kagits1 dokusuna

neden olur.

Havalandirma ve Hava sirkiilasyonu: Yapraklarin kurumasina yardimer olmak igin
bitkiler arasinda yeterli bosluk birakmak ve hava hareketine (hafif esinti) izin vermek
gerekir. Kapali bahgelerde hava hareketini saglamak i¢in bir elektrikli fan kullanmak
yaygindir. Bakteri ve mantar sporlar1 bulasabileceginden bitkiler durgun havada
birakilmamalidir. Dogal havalandirmanin iyilestirilmesi miimkiin degilse, sicak
giinlerde sicaklig: diistirmek ve soguk gecelerde bitkileri kurutmak i¢in fanlar stirekli
olarak kullanilmalidir. Yetistirme ortamindaki hava hareketi, iyi bir bliylime ve
hastalik ve zararlilarin daha az istila edilmesini saglar. Tavan ve saliniml fanlar, hobi
seralarinda veya kapali yetistirme alanlarinda hafif hava akis1 saglamak icin etkilidir.
Her ikisi de bitkileri asir1 kurutmadan siirekli degisen hava akis diizeniyle genis

alanlar1 kapsayabilir.

Sekil 2.8. Mikrogogaltim yontemiyle ¢imlendirilen ve gelisen bitkicikler
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2.3. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarini ilk kez bilim insan1 Gottlieb Haberlandt bilime
kazandirmistir. Tiim bir bitki, doku, organ gibi kisimlardan aseptik sartlarda, yapay
besi ortami kullanilarak yeni bir bitki, doku veya bitkisel metabolitlerin iiretilmesi
amaglanmaktadir. Doku kiiltiirlinlin temel amaglar1 arasinda yeni ¢esit gelistirmek ve
var olan ¢esitlerde genetik varyabilite olusturmak yer almaktadir. Bu sebeple genetik
tyilestirme alaninda bitki doku kiiltiiriiniin 6nemli bir yeri vardir. Diger bir taraftan
cogaltilmasi zor olan tiirlerin tekrar tiretilebilmesi ve kaybolan tlirlerin muhafazasinda

doku kiiltiirii uygulamalar1 kullanilmaktadir (Babaoglu, 2001).

Bitki rejenerasyonu doku kiiltiiriinde kullanilan genetik iyilestirmelerde temel
sistemdir. Kiiltire alinan hiicrelerin 0&zelliklerine gore 1{i¢ ayr1 kisimda

incelenmektedir;

1) Organize olmus meristematik hiicreleri ihtiva eden somatik dokulardan
rejenerasyon
2) Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon

3) Mayoz boliinme gegirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon

Birinci rejenerasyonda dondr bitkiye benzer olan hiicreler u¢ ve yan meristemlerden
alinarak ¢ogaltilir. Ikinci rejenerasyonda dogrudan bitkiden kesilmis olan eksplanttan
alman belirli somatik hiicrelerin bitki biiylime diizenleyicileriyle (oksin ve
sitokininler) boliinerek organlari ve bitkiyi (dogrudan organogenez) olusturmasi veya
tek bir somatik hiicrenin devamli boliiniip embriyoyu ve sonrasinda biitiin bir bitkiyi
olusturmas1 (dogrudan somatik embriyogenesis) seklinde olmaktadir. Diger bir
taraftan her iki rejenerasyonda bir kallus, proto-kallus veya hiicre siispansiyonu
olusumu devaminda meydana gelebilir (dolayl rejenerasyon). Ugiincii ve son olarak
kromozom sayisinin yarist bulunan hiicrelerden gelisen dogrudan veya dolayl bitki
rejenerasyonudur. Donér bitkinin sahip oldugu kromozom sayisinin yaris1 kadar

kromozoma sahip sterilize olan haploid bitkiler elde edilir (Babaoglu, 2001).
Bitki doku kiiltiirtinde karsimiza ¢ikan bazi temel kavramlar sunlardir (Arditti, 1984);
Hiicre kiiltiirii: Bitki {izerinden izole edilmis in vitro kiiltiir.

Meriklon: Meristem doku ve klonun birlestirilmesiyle olusan terimdir.
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Klon: 1903 yilinda ilk kez kesfedilen ve yunanca filiz, dal anlamima gelen clon
kelimesinden tiiremis bu kavram vejetatif cogaltimin bir tipidir. Tohumdan
cogaltmanin haricinde daldirma, koklendirme, c¢elikleme gibi yontemleri

kapsamaktadir.

Eksplant: Organ, doku, kallus vb. bitki parcalarindan doku kiiltiiriiniin baslatildig1
parcadir.

Besi ortami: Bitkiden alinan eksplantlarin kiiltiire alindig1 katilagtirilmis veya sivi

¢Ozeltidir.

Meristem: Siirgiin ucunun 6n bdlgesinde yer alan ¢ok kiiclik bir kisimdir. Yaprak

taslagi ve siirgiin apikali bulunur.

Mikro ¢ogaltim: Ilk kez 1960 yilinda bitkilerin eseysiz iiretimi i¢in yapilan aseptik
uygulamalarin genel adidir. Hiicre, doku ve organlardan bu islemler ile eseysiz liretim
yapilabilmektedir. Tohumlardan in vitro ¢imlendirme yapmak i¢in bu terim

kullanilmamaktadir.

Protokorm: Orkidelerin ¢imlendirilmesinde kullanilan kii¢iik, kiiresel, yumru benzeri

yapilara verilen ve siklikla kullanilan bir terimdir.

Protokorm benzeri yapilar: Orkidelerin in vitro c¢ogaltiminda eksplantlar veya

kalluslardan tiretimin sekillenmesinde kullanilan yapilara verilen isimdir.

Bitki doku kiiltiirlerinin uygulama alanlar ¢esitli sekillerde yapilmaktadir. Bitki 1slahi
uygulamalar: da bu alanlardan biridir. Haploit bitki iiretimi, embriyo kiiltiirii, gerplazm
koruma, somaklonal varyasyon, in vitro dolleme, in vitro seleksiyon ve protoplast
flizyonu 6rnek olarak verilebilir. Bitki 1slah1 ¢aligsmalarinin yaninda ticari anlamda da
kullanilan bitki doku kiltiirii 6zellikle sekonder metabolitlerin tiretimi, hastaliksiz
bitki iiretimi, sekonder tohum tiretimi, kimerik bitkilerin iiretilmesi ve mikrogogaltim
da en ¢ok kullanilan uygulamadir (Bektas, 2014). Bitkilerden embriyonun olugmasi
yalnizca déllenmis yumurtanin var olmasiyla degil doku, organ ve somatik hiicreleri
kullanarak in vitro ortamda da gerceklestirilebilmektedir. Vejetatif yollarla olusan bu
somatik embriyolar 6nce yiiksek derecede oksin bulunan besi yerinde kiiltiirlenip daha
sonra oksinsiz kiiltiir ortamina alinarak embriyo firetebilme o6zelligi gelistirilir
(Monier, 1990).
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Somatik embriyolardan gelisen bitkilerin zigotik embriyogenezle olusan bitkilere gore
farki genetik gesitliligin olmamasidir. Bu yolla iiretilen bitkiler ana bitkinin klonudur
(Bournman, 1994). Sentetik tohum iiretimi, hizli bitki yetistirilmesi gibi ¢aligmalarda
Oonemli potansiyele sahip olan somatik embriyogenez de segilen eksplant, kullanilan

bitki biiyiime diizenleyicileri, azot kaynag1 ve ¢evre onem arz etmektedir.

Bitki biiyiime diizenleyicileri in vitro besi ortaminda hiicre, doku ve organ
eksplantlarindan yeni bir bitki olusturmak icin kullanilmaktadir. Hastaliksiz bitki
tiretimi, klonal ¢ogaltim, sekonder metabolit, koklendirme, doku farklilasmasi ve
gelismesi, kallus olusumu gibi amag¢ edinilen ¢aligmalarda kullanilmaktadirlar.
Bitkinin biiylimesi, gelismesi ve {iremesinde sorumlu olan bitki biiylime
diizenleyicileri esas olarak hiicre farklilagsmasi, hiicre bdliinmesi ve hiicre uzamasi gibi
olaylarin diizenlenmesini gergeklestirmektedir. Oksinler ilk kesfedilen biiyiime
diizenleyicidir ve devaminda gibberellinler, absisik asit, etilen ve sitokininler de
bulunmustur. En fazla bilinen bu bes hormonun yaninda jasmonatlar, salisilatlar,
oligosakkaritler, poliaminler de kullanilmaktadir ve yeni bitki biiylime diizenleyicileri
de listeye eklenmeye devam etmektedir (Gaspar ve ark., 1996; Haberer ve Kieber,
2002).

Tablo 2.1. Yaygin kullanim alanlar1 ve etkilerine gore bitki biiyiime diizenleyicilerin siniflandirilmasi
(Gaspar ve ark., 1996; Haberer ve Kieber, 2002).

En Yaygin

BBD Fonksiyonu Kullanilanlar

- Koklenmenin tesvik edilmesi

- Apikal dominansi

- Isiga yonelme

- Yan siirgiin gelisiminin baskilanmasi

- IBA (indol butirik asit)
- IAA (indol asetik asit)

. - Hiicre gelisimi -24D(@24-
Oksinler . diklorofenoksi asetik
- Kallus olugsumunun uyarilmast, hiicre asit)

siispansyonlarinin eldesi ve somatik embriyo - NAA (naftalen asetik
olusumu . . asit)
- Kallus olusumu, organogenez ve somatik embriyo
olusumu (sitokininlerle birlikte)
- Hiicre boliinmesi, yeniden farklilasma, rejenerasyon - BAP/BA
ve siirgilin gogaltimi (benzilaminopiirin/6-
- Cigeklenmenin geciktirilmesi benziladenin)
Sitokininler - Yaprak dokiilmesinin engellenmesi - KIN (kinetin)
- Siirgiinlerde koklenme ve embriyogenezin - Adenin Siilfat
engellenmesi - 2iP (izo pentil adenin)
- Cimlenmenin artirilmasi - TDZ (thidiazuron)
- Yaglanmanin geciktirilmesi - Zeatin

- Meristemlerden bitki rejenerasyonunun uyarilmasi
- Siirgiin boyunun uzamasi
Giberellinler - Kallus gelisimini, organogenez ve adventif kok - GA3 (Gibberellik asit)
olusumunun engellenmesi
- Bitkilerde ¢i¢ceklenmenin artirtlmasi
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Absisik Asit

- Somatik embriyolarin olgunlagmasi

- Yaprak ve meyve dokiilmesi (absisyon),
- Dormansi

- Stomalarin kapanmasi

- ABA (Absisik asit)

Etilen

- Meyve olgunlasmasi, senesens ve yaprak
absisyonunun tegvik edilmesi

- Yiiksek derisimlerde, mikrotiibiil ve mikrofibrillerin
yerlesimlerini etkileyerek, hiicre uzamasinin
azaltilip, hiicre genislemesinin artirilmasi

- In vitro kiiltiirlerde, alt kiiltiir sonrasinda zamana
bagli olarak, biiyiime ve organogenezin inhibe
edilmesi

- Kallus ve siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiimede,
govde ve kdk uzamasi, aksillar ve adventif tomurcuk
olusumu, embriyogenez

Diger

- Poliaminler (polen olgunlagmasi, vejetatif siirgiin
formasyonu, koklenme ve somatik embriyogenez).

- Oligosakkarinler (oksin varliginda kallus
olusumunun tesvik edilmesi, oksin yoklugunda yan
kok sayisinda artig saglanmasi (6rnegin, bugday
embriyo kiiltiirlerinde)

- Salisilatlar (¢igeklenme ve tuber olusumunun
uyarilmasi, bazi patojenlere karsi hastalik direncinin
olusturulmasi i¢in sistemik sinyaldir, ¢imlenmenin
inhibe edilmesi)

- Jasmonatlar (patates meristem kiiltiirlerinde
tomurcuk formasyonunun tesvik edilmesi,
rizogenezin uyarilmasi ve kallus olusumunun
geciktirilmesi

Sekil 2.9. Doku kiiltiirii ortaminda yetisen Phalaenopsis sp. fideleri
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2.4. Mikrocogaltim

Bitkisel hormonlar1 kullanarak bitkilerin biiyiime ve gelismelerini destekleyen bir
yontem olan mikrogogaltim bitki doku kiiltiiriinde en ¢ok kullanilan prosediirdiir (Lee,
2017). Mikrogogaltim, bir bitkiyi olusturabilme kabiliyeti bulunan eksplantlarin in
vitro ortamda geliserek hizli ve kitlesel ¢ogaltimmin miimkiin olmasidir. Bu yontem
geleneksel yontemlere gore daha avantajlidir. Mikrocogaltim ile vejetatif gelisimi zor
ve yavas bitkilerin tiremesine olanak saglanabilmektedir (George et al., 2008). Morel
tarafindan 1965 senesinde uygulanan mikrogogaltim, ilk kez orkide siirgiinlerinin in
vitro ortamda c¢ogaltilmast i¢in kullanmistir. Boylelikle ekonomik degeri yiiksek
bitkilerin arzinin karsilanmasi daha miimkiin hale gelmistir (Hatipoglu, 1995).
Mikrogogaltim 4 asamada gergeklesmektedir (Ural, 2021);

e Baslangig Asamasi: Eksplantlarin steril ortamda besi ortamina alinmasi ve in
vitro sartlarda gelisimin saglanmasidir.

e Siirgiin Cogaltma Asamasi: Koklendirme asamasi igin ihtiya¢ olan siirgiin
gelisiminin saglanmas1 amaclanmaktadir. Ik asama da kullanilan besi ortami
burada da kullanilmaktadir. Bu iki asamada siirgiin gelisimi ve kardeslenme
beklendigi icin sitokinin miktar1 oksinden daha fazladir.

e Koklendirme Asamasi: Siirgiin gelisimi uygun sayida oldugu takdirde bunlarin
koklenmesinin gergeklestirildigi asamadir. Koklenmeyi desteklemesi igin
ortama oksin ilave edilmektedir ve makro element oran1 yariya
diistirilmektedir.

o Dis Kosullara Alistirma Asamasi: In vitro ortamda gelisen eksplantlarin dis
ortama alistirlldigt asamadir. Hazir besi ortamindan disar1 aktarilan
bitkiciklerin O6lmemesi i¢in bu asama kademeli olarak yapilmalidir.

Bitkiciklerin diisiik neme maruz kalmamasi saglanmalidir.

Bitki biyoteknolojisinin temelleri 1838 yilinda Schwann ve Schleiden'in Totipotency
teorisi ile ortaya konuldu (Schleiden, 1838 and Schwann, 1839). Bu teori bitki
hiicrelerinden yeni bir bitki gelisebilecegini 6ne siirmektedir. ilk baslarda laboratuvar
caligmalariin basarisiz olmasi1 nedeniyle bu teori genis ¢apta kabul gérmemistir.
Haberlandt tarafindan 1902 yilinda hiicre kiiltiirii ortaya atild1 (Krikorian, et al, 2003).
Boylece bitki doku kiiltiiriiniin ¢ok sayida bitki hiicresiyle yeni bir bitki olusturabilme

kapasitesinin (totipotensi) var oldugu belirtildi. Tamamen aseptik kosullar altinda bitki
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eksplantlar1 kullanilarak (siirgiin, kok, gévde, polen, embriyo) sentetik besin ortamina
aktarilip kontrollii nem, sicaklik ve 1s1k altinda biiyiitiiliir. Ekonomik degeri yiiksek
bitkilerin {iretilmesinde en iyi ve en kisa yollardan biri olan bu yontem gelismis
iilkelerde kullanilmaktadir. Bitkilerin ihtiya¢ duydugu besin maddeleri, kiiltiir sartlar
ve hormonlar yeterli olursa mikrogogaltim ile biitiin bitkileri tiretmek miimkiindiir
(Hartman ve Kester, 1975; Mansuroglu ve Giirel, 2001). Bu mikrogogaltim teknikleri
kullanilarak orkideler de vejetatif yontemlerle hizli ve ¢ok sayida liretilebilir. Aka-
Kacar vd. (2001), mikrogogaltimin zaman, hiz ve kullanilmas1 gereken alandan kazang
saglayarak ekolojik sartlardan bagimsiz bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Bu dogrultuda Orchidaceae ailesine ait bitkilerden, olgunlasmis veya olgunlasmamis
tohumlar, meristem, yaprak, siirgiin ve kok ucu gibi bitki eksplantlar1 kullanilarak
kiiltiir ortaminda yetistirme ¢alismalar1 yapilmustir. (Crafts ve Miller, 1974; Arditti vd.,
1981; Hadley, 1982; Malmgren, 1992; Ozkog ve Dalc1, 1993; Stewart ve Kane, 2006;
Yamazaki ve Miyoshi, 2006; Valetta vd., 2008; Bektas vd., 2013). Endospermi
bulunmayan orkide tohumlari dogada ¢imlenebilmek igin Rhizoctonia sp. tiirii
mantarla ile simbiyotik bir iligski kurarlar. Tohumlarin ototrofik asamaya ulagmak
izere yeterli olmayan besin icerigini bu funguslar1 sindirerek karsiladigi belirtilmistir
(Harvais ve Hadley, 1976). Endofitik funguslarin karbonhidratlar1 parcgalayarak
absorbe ettigi ve bunlar1 orkide dokusuna aktardigi kanitlanmistir (Hadley, 1982).
Crafts ve Miller (1974), mikorizal funguslarin sitokinin irettiklerini ve bu
sitokininlerin dogal ortamda yetisen orkidelerde tohum c¢imlenmesine etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica tohum ¢imlenmesinde kiiltiir ortaminda bulunan
organik azotunda olumlu bir etkisi olduguu rapor edilmistir (Stewart ve Kane, 2006).
Van waes ve Debergh (1986), yaptiklar1 bir ¢alismada inorganik azotun tohum
¢imlenmesinde inhibe edici bir etki gosterdigi belirtilmistir. Orchis coriophora L.
tiirlinde yapilan bir ¢alismada olgunlasmis tohumlarin inorganik azot kaynagi igeren
ortamda az ¢imlendigi, organik ve inorganik azotun ikisini de igeren ortamda daha ¢ok
cimlendigi rapor edilmistir. Bunun nedeninin ortamda bulunan organik azot kaynagi
olan triptondan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir (Bektas vd., 2013).

Ilman kusak orkidelerde en uygun pH’in 5.8 oldugu kaydedilmistir (Van Waes ve
Deberg, 1986). Orkide tohumlarinda ¢imlenme ve fide gelisimi i¢in en uygun
sicakligin 20- 25 °C oldugu sonucuna ulasilmistir (Arditti, 1967; 1979). Bununla

beraber orkide tohumlarinin ¢imlenmesinde en olumlu etki gosteren hormonlarin
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sitokininler oldugu sonucuna varilmistir ama bitki biiylime diizenleyicilerinin
etkilerinin degisiklik gosterebilecegi bildirilmistir (Arditti ve Harrison, 1977).

Yiizey sterilizasyonu da ¢imlenmede onemli etkenlerden biridir. Harvais ve Hadley
(1967), civa kloriir kullanmislardir. Bunun yani sira kalsiyum hipoklorit (Warren,
1981), sodyum hipoklorit (Van Waes ve Debergh, 1986) ve hidrojen peroksit (Bektas
vd., 2013) gibi farkl kimyasallar kullanilmistir.

Embriyo gelisim safhalarina gore orkide tohumlarinin ¢imlenme siireci
boliimlendirilmistir (Yamazaki ve Miyoshi, 2006). Buna gore olugsan 5 asama su
sekildedir;

e Emriyonun sistigi ve tohum kabugunu doldurdugu “cimlenme Oncesi

satha”

Tohum kabugunun kirildig1 “¢imlenme safhasi”

Embriyonun tohum kabugundan ¢iktig1 “protokorm sathast”

Protokormun iizerinde rizoidlerin olustugu “rizoid sathas1”

Protokormdan farklilasarak ilk siirgiin ucunun olustugu “siirgiin

safthas1”

Sekil 2.10. Orkide tohumlarinin in vitro ortamdaki ilerleme agamalar1 (Bektas vd., 2013)

Utami, E. S. W., & Hariyanto, S., (2019) Phalaenopsis amboinensis tohum ¢imlenmesi
ve bitkicik gelismesi iizerine en uygun ortam ve organik takviyeleri belirledi. Uzerinde
dort ay gecmis elle tozlanan orkide tohumlari, MS ve VW Kkiiltiir ortaminin farkli
derisimlerine ekildi: Murashige ve Skoog (MS), 1/2 MS, Vacin ve Went (VW) ve 1/2
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VW. VW ortaminda optimum tohum ¢imlenmesi, yani %90,7 elde edildi. VW ortami1
fide olusumunda iyi bir sonu¢ verdi ve 10 haftalik kiiltiirlerde protokormdan fide
gelisimesine %51.4'line izin verdi. VW ortamima muz homojenat1 (10 g-L-1) ile
birlikte %15 (v/v) hindistancevizi suyu ilave edildiginde, bitkiciklerin boyu en yiiksek
uzunluga ulagti ve en yiiksek kuru agirhiga (sirasiyla 62.1 mm ve 15.5 g) sahip
oldular.). Bitkiciklerin kokleri ve yapraklari bu ortamda giiglii bir bicimde
biliylimiistiir. In vitro tohum ¢imlendirme ile yenilenen bitkiler, sera kosullarinda

igerisine aktarilarak iklime aligtirilmis ve yasama orani %85'in tizerinde tespit edilmis.

Phalaenopsis amabilis ¢igekleri elle tozlanarak ve tohum gelisim analizi yapilmak
tizere tozlagsmadan (DAP) 90, 105 ve 120 giin sonra meyveleri toplandi. Tohum bas1
embriyo hiicre sayisi, 40-6-diamidino-2-fenilindol ile boyanip ve konfokal bir
mikroskopla bakilarak sonrasinda sayildi. 90'dan 120 DAP'ye meyve gelisimi
sirasinda embriyo basina ¢imlenme yiizdesi ve hiicre sayisi sirasiyla %14'ten %61'e ve
%41'den %66'ya yiikseldi. Olgun, esmerlesen (140 DAP) Phalaenopsis Sogo Lit-
Angel ve Phalaenopsis sp. tireme hatt1 9450 tohum kapsiilleri, 196, 80 veya 18°C'de
donana ve 10 giin boyunca 4°C'de ¢oziilene veya sogutulana kadar ¢imlenemedi. 140
DAP tohumundaki ¢imlenebilirlik, dondurma ve ¢ézme isleminden sonra ¢atlamig
testa ile iligkilendirildi. P. amabilis tohumlar1 5, 10 veya 15 dakika siireyle %0, 5, 10
veya %15 kalsiyum hipoklorit (CH) ile muamele edildi. 90 DAP meyvesinden
islenmemis tohumlarin yiizde doksan altisi, ekimden sonraki 40 giin i¢inde (DAS)
protokormlar iiretti. Tohumlar1 10 veya 15 dakika boyunca %5 CH'ye maruz birakmak
¢imlenmeyi sirasiyla %85 ve %73'e diisiirdii. 5, 10 veya 15 dakika siireyle %10 veya
%15 CH'ye maruz birakma, %40'tan daha diisiik tohum ¢imlenme yiizdeleri iiretti.
Protokormlar, %0 veya %5 CH ile muameleden sonra kok killart gelistirdi ve
primordia'y1 50 DAS ve ortalama bir yaprak ve kokii 85 DAS kadar gelistirdi. Daha
yiiksek konsantrasyonlar protokorm gelisimini geciktirdi veya inhibe etti. Yesil
meyveler 120 DAP, en yiiksek protokorm yiizdesini iiretirken, esmerlesen meyveden
elde edilen 140 DAP tohumlarn uykudaydi ancak soguk uygulamalar ¢imlenmeyi
artirdt (Mweetwa, A. M., Welbaum, G. E., & Tay, D., 2008).
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Enoki, S., & Takahara, Y. (2014), Phalaenopsis i¢in olduk¢a verimli ve basit bir mikro
¢ogaltma sistemi, skotomorfogenez ile elde edilen uzun protokorm benzeri cisimler
(ePLB'ler) kullanilarak gelistirildi. Biliyiime noktasi eksizyonu olmayan normal
protokorm benzeri cisimler (nPLB'ler) farkli 1s1k kosullar1 altinda kiiltiirlendiginde
(koyu: 0 mmol-m-2-s-1, diisiik 151k: 2 mmol-m-2-s-1, yiiksek 1s1k: Sirasiyla 80
mmol-m-2-s-1, fotosentetik foton aki yogunlugu), PLB proliferasyon etkinligi
karanlikta, yiiksek 151k ve diisiik 151k kosullarina gore daha yiiksekti. Ek olarak, siirgiin
olusum yiizdesi karanlik kosullarda (%38,0), diisiik 151k (%66,0) ve yiiksek 1s1k
kosullarina (%68.2) gore daha diisiiktii ve karanlik kosullar altinda kiiltiir sirasinda ¢ok
az PLB siirgiin gelistirdi. Karanlik kosullar altinda kiiltiirlemeden sonra elde edilen
Ikincil ePLB'ler, nPLB'lerin yaklasik iki kat: uzunlugundaydi. 2 hafta boyunca diisiik
151k kosullarna alistirildiktan sonra ePLB'ler apikal kisimlarinda kismi bir kesi
yapilarak yiiksek 151k kosullarina aktarildi. Yiiksek 1sik kosullarinda, ePLB'lerden,
ayn1 kismi insizyonlarla tedavi edilen nPLB'lerden 6 kat daha fazla sayida ikincil PLB
elde edildi. Bu ¢alismanin bulgulari, PLB'lerin karanlik kosullarda kiiltiirlenmesinin,
PLB ¢ogalmasina miidahale edebilecek siirglin olusumunu baskiladigini ve ytiksek 151k
yogunluguna maruz kaldiktan sonra nPLB'lere kiyasla bu ePLB'lerden ¢ok sayida

ikincil PLB'nin elde edilebilecegini gosterdi.

Karbon kaynagi olarak ¢esitli siikroz konsantrasyonlarinin ve farkli ortamlardaki dogal
katki maddelerinin Phalaenopsis hibriti 'Pink'in bitki biiylimesi {izerindeki etkileri
incelenmigtir. Bitkicikler, %0, %10 ve %20 hindistan cevizi suyu (CW) veya havug
suyu (CJ) ile 0, 10, 20, 30 ve 40 g/L siikroz ilave edilmis iki besiyerinde (Murashige
ve Skoog ve Vacin ve Went) kiiltiire alinmistir. Dort aylik kiiltiirden sonra, her iki
ortamla takviye edilen sukroz ve CW kombinasyonu, tim siikroz
konsantrasyonlarinda artan CW konsantrasyonlar1 ile bitkiciklerin ¢ogunun yavas
biiyiime ve hayatta kalma sikligi (%0-80) oldugu rapor edildi. Bununla birlikte, CW
icermeyen sadece 20 g/L siikroz igeren her iki ortamda bitkicik biiyimesi, kok sayist,
kok uzunlugu, yaprak sayisi, yaprak uzunlugu, yaprak genisligi, taze agirlik, kuru
agirlik ve bitki boyu agisindan optimaldi. MS ortami ile takviye edilen sukroz ve CJ
kombinasyonu, %100 hayatta kalma siklig1 ile genel olarak iyi bitki biiylimesi ile
sonuglandi. Sakaroz (20 g/L) ve CJ'nin (%10) MS ortamiyla takviye edilmesi, kdk

uzunlugunu, yaprak uzunlugunu, yaprak genisligini ve bitki boyunu artirdu.
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Bitkicik biiyiimesi ayrica 20 g/L siikroz ve VW ortamiyla takviye edilmis %10 CJ
kombinasyonunda da optimaldi. Bu ¢alismanin sonuglari, sakaroz (20 g/L) ve CJ
(%10) kombinasyonu iizerinde kiiltiirlenen Phalaenopsis hibrit 'Pembe’nin MS veya
VW ortami ile desteklendigini bu tiirtin bitkicik biiytimesi i¢in kullanilabilecegini

gostermektedir (Zahara vd., 2017).

Phalaenopsis Little Steve gesidinin yaprak pargalarinin eksplant olarak kullanildig:
calisma da 2,4-D (0,45; 2,26 ve 4,52 uM), kinetin (2,32; 4,65; 13,95 uM), BA (2,22;
4,44; 13,32 uM) ve TDZ (2,27; 4,54; 13,62 uM) dozlar1 denenmistir. Besi ortami
olarak, 10 mg/L Myo-inositol, 0.5 mg/L niasin, 0.5 mg/L pridoksin HCI, 2 mg/L glisin,
1 g/L pepton, 170mg/L NaH2POs4, 2,2g/L gelrit ve 20g/L seker karigimi ihtiva eden %
MS kullanmistir. TDZ’nin ve BA’nin, yaralanmis yaprak pargalarinda embriyo
olusturdugu, KIN’in etkili olmadig1 gdzlenmistir. 2,4-D’nin ise engelleyici etkisinin

oldugu tespit edilmistir (Kuo vd., 2005).

0,1 mg naftalenasetik asit (NAA) ve 1 mg 6 benzilaminopurin (BAP) iceren New
Dogashima Medium (NDM) kullanilarak 1 veya 2 yaprak primordiaya sahip ¢icek sap1
tomurcuklarinin  siirgiin uc¢larindan yiiksek c¢ogalma kapasitesine sahip Yesil
Protokorm Benzeri Gévdeler (PLB) indiiklendi. Bu PLB'ler ayn1 ortam iizerinde alt
kiiltiirlendi. Bir y1l icinde tek bir ¢igcek sapindaki birka¢ tomurcuktan 10.000'den fazla
PLB elde edildi. Bitki biiyltime diizenleyicisi (PGR) icermeyen NDM'ye aktarildiktan
sonra, PLB bitkicikler haline geldi. Bu ¢alismada formiile edilen mikro ¢ogaltma
yontemi 12 farkli genotipe uygulanabilirdi. Bu sonuglar, metodolojinin Phalaenopsis
ve Doritaenopsis'in  vejetatif ¢ogaltimi icin ticari Olgekte kullanilabilecegini

gostermektedir (Tokuhara ve Mii, 1993).

Ernst (1994), yaptigi ¢aligmada 0.23-11.35 (thidiazuron, TDZ) igeren besiyerinde in
vitro olarak yetistirilen Phalaenopsis veya Doritaenopsis (Orchidaceae) ¢icek sapi
boliimlerinin genellikle daha yiiksek seviyelerde protokorm benzeri cisimler (PLB)
tireten ¢oklu siirgiinler gelistirdigini belirtmistir. Artan TDZ konsantrasyonu ile
cogalma artarken siirglin ve kok gelisimi azalmistir. Daha diisiik bir TDZ araliginda
(0.23-1.14 gM) Phalaenopsis protokormlarinda benzer etkiler gozlenmistir.
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Ket vd. (2004), yaptiklar1 calismada seckin bir miicevher orkide ¢esidinin
(Anoectochilus formosanus) in vitro klonal yayilimi i¢in hizli ve verimli bir prosediir
ana hatlariyla verilmistir. 1 mg dm-3 benziladenin veya 1-2 mg TDZ ile desteklenmis
Hyponex (H3) ortami1 iizerindeki siirglin ucu eksplantlarinda c¢oklu siirgiin
proliferasyonu indiiklendi. TDZ’li kiiltiir ortamina aktif komiiriin eklenmesi ¢oklu
siirglin olusumunu (eksplant bagina 11,1 siirgiin) destekledi. Bununla birlikte,
yenilenen siirglinler yavas bir biiylime hizina sahipti ve uzamayi1 basaramadi. Bu
problem, siirgiin kiimelerinin %2 siikroz ve 0.5 g dm-3 aktif komiir ile takviye edilmis
hormonsuz bir H3 ortamina aktarilmasiyla asildi. Ayni ortamda rejenere edilen

stirgiinlerde %100 oraninda kdklenme saglanmaistir.

Glimiis ve arkadaglar1 (2008), Bat1 Karadeniz Bolgesi’nde salep eldesi i¢in kullanilan
6 farkli orkide tiiriinde in vitro ¢alismislardir. Calismada MS, Y2 MS, VW &DB ve
Knudson C ortamlarini denemis ve en yiiksek ¢imlenme oranini D. nieschalkiorum
tirtinden %24,41 ile VW&DB ortamindan elde edildigini bildirmislerdir. Protokorm
olusumunun ise sadece 3 tiirde meydana geldigi ve en yiiksek protokorm olusum

oraninin % 13,11 ile D. nieschalkiorum’dan elde edilmistir.

Sheelavanthmath ve arkadaslar1 (2005), Aerides crispum orkide tiiriiniin PBYlerini
kullanarak genis ¢apta iiretim i¢in yeni bir metot gelistirmeye ¢alismiglardir. Hindistan
cevizi siitii ve farkli derisimlerdeki ¢esitli sitokinin ve oksinlerle destekli MS
ortaminda protokormlar1 ve 21 yaprak pargalarini kiiltiire almiglardir. PBY olusumu
icin en uygun ortamin, 1 pM 6-BA ile desteklenen ortam oldugu ve bu ortamdan
eksplant basina ortalama 49,1 adet PBY elde edildigi bildirilmistir. Olusan PBY’ler
bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamina alinarak 6-8 hafta igerisinde
fideler olusturulmustur. Fidelerin daha sonra sera ortamlarinda saksilara alindigi ve

fidelerin %85 inin canliligini siirdiirdiigii gozlemlenmistir.

In vitro kosullarda Dactylorhiza tiirlerinin siirgiin ve kok gelisimi iizerine bitki
biiyiime diizenleyicilerinin etkisi arastirilmig ve 6-benziladenin’in tek bagina ya da
IBA ile kombinasyonlarinin ortama eklenmesinin siirgiin uzunlugunu artirdig
bildirilmistir. IBA ve NAA ile desteklenen ortamlarda kok uzunlugu ve kok gelisme

orani da artmistir (Wotavova-Novotna vd., 2007).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma Konya Gida ve Tarim Universitesi Bitkisel Uretim ve Teknolojileri
Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvarinda gergeklestirildi. Cimlendirme ve doku kiiltiirii
ile mikrogogaltim icin bitki biiyiitme odasindan yararlanildi. Oda sicakligi 25°C + 2
ve havalandirma 24000 BTU’lik klima ile saglandi. Isiklandirma 2500 Liiks ve 8/16
(karanlik/aydinlik) fotoperiyot olacak sekilde ayarlandi.

3.1. Bitki Materyali

Bu ¢aligmada tohumlar1 degerlendirilecek bitki o6rnekleri Kogtas magazasindan elde
edildi. Heniiz ¢igekleri tomurcuk agamasinda olan bitkiler satin alinarak laboratuvar
ortamina getirildi ve 25 °C de ¢igeklerin tam acilmasima kadar bekletildi. Bu siire
zarfinda sulama ve orkideler 6zel sivi giibre ile besleme yapildi. Cigeklerin tam
acilmasindan sonra dolleme islemleri gerceklestirildi. Bunun i¢in stamen
flamentlerinden ayrildi ve stilus kesildikten sonra ovaryuma yerlestirildi. Bu iglem
ayni ¢icek lzerinde gerceklestirildi. Elle dolleme islemi bittikten sonra bitkiler
biiyiitme ortamina alinarak kontrollii sartlarda biiyiimeleri saglandi. Déllenme sonucu
olusan saglikli kapsiiller elde edilinceye kadar bu islem siirdiiriildii. Kapsiillerin rengi
yesilden sariya donmeye basladiginda ana bitkiden alinarak tohum elde etme islemine

baslandi.

Sekil 3.1. Dollenmeden sonra olusan tohum taslaklari
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Sekil 3.2 Tohum kapsiiliiniin i¢cinde bulunan tohumlar

3.2. Temel Besi Ortamlar1

Caligmanin ilk asamasi olan ¢imlendirme deneylerinde farkli inorganik ve organik
icerige sahip dort degisik besi ortami degerlendirildi. Bu temel besi ortamlar1 Tablo

2’de sunulmaktadir.

3.3. Yontem
3.3.1. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Belirlenmesi

Phalaenopsis sp. tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve mikrogogaltim c¢aligmalarinda
sadece sitokininler ve sitokinin benzeri biiyiime diizenleyicisi olan Thidiazuron
kullanilmistir. Tablo 3’ de verilen tiim biiyiime diizenleyicilerinin derigimleri literatiir
verisine dayanarak belirlenmistir (Babaoglu ve ark 2002). Bitki biiyiime

diizenleyicileri Tablo 3’te sunulmustur.

3.3.2. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi

Tablo 2’de yer alan tiim temel besi ortamlar ticari olarak piyasada satilmaktadir
(Duchefa Biochemie, Netherlands). Bu besi ortamlarinin her biri igin recete edilen
miktar tartilip, 500 mL saf suda ¢6ziildii. Besi ortamlarina, Orchimax harig, %2 sukroz
ilave edildi. Tim ortamlar %0,6 agar ile katilastirild1 (Phytoagar, Duchefa Biochemie,
Netherlands) ve karbon kaynagi olarak 20 gram/litre sukroz ile desteklendi. Bitki

biiyiime diizenleyicilerinin eklenmesinin ardindan ¢dzeltinin hacmi 1000 mL’ye
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tamamlanip, pH’s1 5,7-5,8’¢ ayarlandi. Besi ortamlari, otoklavlanabilir kapakli siseler
igerisinde, 1,5 atm basingta, 121 °C’de, 15 dakika siire ile sterilize edildi. Otoklavdan
cikarilan besi ortamlar1 hafifce galkalanarak agarin homojen dagilmasi saglandi ve
transfer odasinda sogumaya birakildi. Yiiksek sicaklikta etkisini kaybeden bitki
biiyiime diizenleyicileri 0,22 pm ¢apindaki filtrelerle sterilize edildi ve otoklavdan
sonra besi ortami sogumadan ortama eklendi. 40 °C civarina kadar sogutulan besi

ortamlar, sterilize kabin icerisinde kiiltiir kaplarina aktarildi.

Orchimax aktif komiirlii veya komiirsiiz besi ortamlart daha sonraki mikrogogaltim ve

koklendirme ¢alismalarinda temel besi ortami olarak kullanildi.

3.3.3. Tohumlarin Canhlk Yiizdelerinin Belirlenmesi

Tohumlarin sterilizasyon dncesi ve sonrasi canlilik testleri literatiirde verilen yonteme
gore gergeklestirilmistir (Lauzer ve ark., 1994). Her bir deneme grubuna ait tohumlar,
%1°1lik TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchloride, Sigma-Aldrich, Austria) ¢ozeltisine
konulmustur ve karanlikta, 30 °C’de, 48 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda, tohumlar
binokiiler mikroskop altinda incelendi ve turuncu-kirmizi renkte goriinen tohumlar
canli olarak kabul edilmistir. Elde edilen verilere gore, tohumlarin yiizey
sterilizasyonunda kullanilan kimyasallarin ve farkli derisimlerinin, tohumlarin

canliliklar tizerindeki etkileri belirlenmistir (Sekil 14).

Sekil 3.3. Orkide tohumlarinin canlilik testi sonras1 goriiniigleri. Turuncu-kirmizi renkte
boyananlar canli, digerleri canliligin1 kaybetmis tohumlar1 gostermektedir (Bektas, 2014).
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Tablo 3.1. Cimlendirme asamasinda kullanilan temel besi ortamlar1 ve igerikleri (Bektas,2014).

OM* KCM* LM* +OM*  MS*
CaCl, 166,00 - - 1660 332,02
KH;PO4 8500 250,00 13500 8500 170,00
KNOs 950,00 - - 950,0  1900,0
MgSOs 90,35 12215 5898 90,35 180,54

. NH.NO; 82500 500,00 - 82500  1650,00

g Ca(NO3) : 20130 34720 - :

% KCl - 250,00  1050,00 - -

< g (NH.):S04 : 500,00 100000 - :

= F FeSOs.7H0 - 25,00 - - -
MnSO4.H20 8,45 5,68 . 8,45 ’
AICI5.6H.0 - - 0,56 - -
CuS04.5H,0 00125 - 0,02 00125 0,025
FeSitrat - - 4,40 - -
HsBOs 3,10 ; 1,01 3,10 6,20
Kl 0415 - 0,10 0415 083
MnSO4.H,0 8,45 - 0,05 8,45 16,90
NiCl,.6H,0 - - 0,03 - -

" ZnS04.7H,0 5,30 - 0,57 5,30 8,60

E CoCl,.6H0 00125 - - 00125 0,025

é FeNaEDTA 36,70 - - 36,70 36,70

£ = Na;Mo,.2H,0 0125 - - 0125 0725

= F Miyo-inositol 100,00 - - 100,00 100,00
Nikotinik asit 1,00 - - 1,00 0,50

E Piridoksin HCL 1,00 - - 1,00 0,50

;Ers = Tiyamin HCL 1000 - - 1000 0,10

S E
Glisin - - - 2,00
Sukroz 20,0 - - 20,0 -

E Tripton 2,0 - - 2,0 -

% N Aktif Komir 2,0 - -

o S
MES (mg/L) 10000 - - 10000 -

OM:Orchimax aktif komiirsiiz besi ortami, KCM: Knudson C besi ortami, LM: Lindemann besi
ortami, +OM: Orchimax aktif kodmiirlii besi ortami, MS: Murashige ve Skoog besi ortami
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Tablo 3.2. Cimlendirme, mikrogogaltim ve koklendirmede kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri

OKSINLER SITOKININLER VE SiTOKININ BENZERi TDZ

6-benziladenin (Benzilaminopiirin), 6-BA

Indol-3-butirik asit, IBA 2-izopentiladenin [6-y- y-(dimetilallilamino) piirin], 2-iP

Naftalen asetik asit, NAA  Kinetin (6-furfurilaminopiirin), KIN

Adenin hemisiilfat

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

Yukarida verilen biiyiime diizenleyicilerine ek olarak sadece ¢imlendirme

denemelerinde giberellik asit (GA3) kullanildi.

3.3.4. Aktif komiir tozu

Aktif komiir tozu, kiiltiir ortaminda olusabilecek fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasi
icin kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin ilgili boliimlerine sadece %]1°lik aktif komiir

kullanildi.

3.4. Kapsiillerin sterilizasyonu

Yaklagik alt1 aylik siirecin sonunda renk degisimi ile takip edilen kapsiiller anag
bitkiden alinarak dnce ¢esme suyunda bir dakika yikandi. Ardindan %70’lik etil alkole
daldirilarak kapsiiller 1 dakika bekletildi. Sonrasinda steril bistiiri ile boylamasina
acilan kapsiillerde bulunan tohumlar olabildigince seyreltik olarak 6nceden hazirlanan
besiyerlerine yerlestirildi. Mikroskop altinda her kiiltiir kab1 (magenta) da 200 civari

tohum bulundurulmasina 6zen gosterildi.
3.5. In Vitro Kiiltiirlerin Baslatilmasi
3.6. Phalaenopsis sp. Tohumlariin In Vitro Cimlendirilmesi

Tohumlarin ¢imlendirilmesi caligmalarinda, besi ortamlarinin ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin ¢imlenme {izerine olan etkileri arastirildi. Bunun i¢in asagida

verilen iki ayr1 agamaya yer verildi.
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Sekil 3.4. Orkide tohumlarinin ¢gimlenmesi

3.7. Farkh Besi Ortamlarinin Tohumlarin Cimlenmesi Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi

Tezin baslangi¢ asamasini temsil eden bu kisimda kapsiillerden ayrilan tohumlar
dikkatlice Tablo 2’de verilen besi ortamlarina ekimleri yapildi. Tohumlar: tagiyan
magentalar, 3 ay boyunca Materyal ve Metod’un ilk kisminda verilen fiziksel ortami
igeren bitki biiyiitme odasinda kiiltiire alindi. Tohumlarin ekiminden sonra besiyerinde
ka¢ tohum olduguna dair sayim yapildi. Sonrasinda birer haftalik goézlemlerle
kiiltiirlerde ¢imlenme takip edildi. 2 ay sonra kiiltlir kaplarindaki ¢imlenen tohum
say1st tespit edilerek, canli tohum sayisina gore ¢imlenme yiizdeleri belirlendi. Elde
edilen sonuclara goére tohumlarmm ¢imlenebilecegi en uygun ortam belirlendi.

Cimlenme ve protokorm olusum oranlar1 ylizde (%) olarak verilmistir.

3.8. Farkh Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Tohumlarin Cimlenmesi Uzerine

Etkilerinin Belirlenmesi

Bir 6nceki ¢alisma sonucu degerlendirilerek ikinci asamada temel besi ortami olarak
Orchimax aktif komiirlii besi ortam1 kullanildi. Bu besi ortamina sadece ti¢ farkhi
derisimlerde sitokininler, sitokinin benzeri TDZ ve giberellik asit (GA3)
degerlendirildi. Bu derisimlerin secimine her biiylime diizenleyicisinin onerilen diisiik,
orta ve en yiiksek etkin dozlar secildi. Seg¢ilen biiyiime diizenleyicileri ve derisimleri

asagidaki gibidir;
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6-BA (1.0, 2.5 ve 5 ppm), 2-iP (1.0, 2.5 ve 5 ppm), Kinetin 1.0, 2.5 ve 5 ppm), Adenin
hemisiilfat (AHS) (10, 50 ve 100 ppm), TDZ (0.1, 0.5 ve 1.0 ppm), Giberellik Asit
(0.5, 2.0 ve 5.0 ppm). Kontrol grubu olarak biiyiime diizenleyicisi i¢cermeyen
Orchimax aktif komiirlii besi ortami kullanildi. Bir 6nceki yontemde bahsedilen ekim

islemi uygulandi ve magentalara ekilen tohumlarin sayimi yapildu.

Denenen her besi ortaminda c¢imlenme siirelerinin belirlenebilmesi i¢in, kiiltiir
kaplariin giinliik takibi yapildi. Tohumlarin ekiminden 2 ay sonra kiiltiir kaplarinda
cimlenen tohum sayisi saptandi. Her bir denemeden elde edilen sonuglar yiizde (%)
olarak hesaplandi ve kontrol ile karsilastirarak, ¢imlenmeyi tesvik eden en etkili bitki

biiylime diizenleyicisi ve derisimi belirlendi.

Sekil 3.6 OM+ kiiltiir ortaminda ¢imlenen tohumlar Sekil 3.7 OM+ kiiltiir ortaminda biiyiiyen fideler
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3.9. Eksplantlardan Dogrudan Organogenezle Mikrogogaltim

Cimlenme sonucu olusan fideler dordiincii aydan itibaren alt kiiltlire alindi. Bunun igin
bliylime diizenleyicisi igermeyen kontrol grubuna ait bitkicikler secildi. Bu bitkilerden
aliman eksplantlar (0.5-1.0cm) asagida verilen biiylime diizenleyicilerini igeren

Orchimax aktif komiirlii besi ortamu aktarildi;

Kinetin (1.0, 5.0 ve 10 ppm), 6-BA (1.0, 5.0 ve 10 ppm), Adenin hemisiilfat (50, 100
ve 200 ppm), 2-iP (5.0, 10 ve 20 ppm), TDZ (0.1, 0.5 ve 1.0 ppm). Kontrol grubu
olarak yine yukarida anilan ve biiylime diizenleyicisi icermeyen besi ortamina alinan
eksplantlar kullanildi. Sonuglar siirgiin olusumu yiizdesi, yaprak olusturma sayisi ve

kararma gibi parametrelere bakilarak degerlendirildi.

Sekil 3.8. Gelisen bitkiciklerden eksplant kesimi

3.10. istatistik Analizleri

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

parametrelerle iliskileri korelasyon testleri (Spearman two-tail testi) ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Tohumlarin Canhilik Yizdeleri

Dogrudan kapsiiliin agilmasiyla elde edilen tohumlarin canlilik yiizdeleri ve
kontaminasyon orani sirasiyla %72 + 4,0 ve %6 + 0,4 olarak saptandi. Her deneme
oncesinde, tohumlarin canlilik testleri yapildi. Elde edilen canlilik yiizdeleri goz

ontinde bulundurularak tohumlarin ¢imlenme oranlar1 hesaplandi.

4.2. Temel Besi Ortamlarmin in vitro Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Materyal ve Metod kisminda verilen, her biri kendine has igeriklere sahip 5 temel besi
ortamina ekilen Phalanaenopsis olgun tohumlari, s6z konusu ortamlarda yaklasik dort
ay bekletildikten sonra degerlendirmeye alindi. Degerlendirme i¢in ¢imlenme siireleri
ve c¢imlenme ylizdeleri esas alindi. Cimlenme yiizdelerinin belirlenmesinde,
tohumlarin canlilik oran1 géz 6niinde bulunduruldu. Tohumlar magentalarda bulunan
agarla katilastirilmis besi ortami {izerine iyice yayildi. Tohumlarin ¢imlenme siireleri
ve ylizdeleri stereo mikroskop altinda degerlendirildi. Cimlenme siireleri ve yiizdeleri

Tablo 4’ de verilmistir.

Tablo 4.1. Phalaenopsis sp. tohumlarinin farkli besi ortamlarindaki ¢imlenme yiizdeleri ve siireleri

KCM LM OM OM+ MS

Cimlenme 22,40+1,8d 29,20+2.4c 49,90+£3,9b 57,90+3,10a 36,20+3,0b
(%)
Cimlenme

suiresi 62 57 32 28 42

(giin)

Ayni satirdaki benzer harfler Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore (P<0,05) farkli degildir.

Tablo 4’ de verilen degerlere gore en kisa siirede ¢imlenmeyi (giin) aktif komiirlii
Ochimax temel besi ortaminin (OM+) verdigi goriilmektedir. Bunu 32 giin ile aktif
komiirstiz Orchimax (OM) izlemistir. Knudson C (KCM) ve Lindemann besi
ortamlarinda sirastyla 62. ve 57. glinlerde ¢cimlenmenin bagladig1 gozlenmistir. Bitki
doku kiiltiirii calismalarinda siklikla yer verilen Murashige & Skoog (1962) ortaminda

ise ¢imlenme 42. giinde gozlenmistir.
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Tiim denemelerde kok rizoidlerinin olugmasi ¢imlenmeye basladiklari anlamina
gelmektedir. Dordiincii ayda degerlendirilen ¢imlenme yiizdeleri karsilagtirildiginda,
en yuksek ¢cimlenme ylizdesinin Orchimax aktif komiirlii besi ortaminda oldugu tespit
edilmistir (%57,90). Bu besi ortamini (%49,90) ¢imlenme yiizdesi ile aktif komiirsiiz
Orchimax besi ortami izlemistir. MS besi ortami ise denenen tiim ortamlara gore orta
derecede cimlenme yiizdesine sahip oldugu goézlenmistir. Buna karsin, en diisiik
¢imlenme yiizdesi, (%22,40) ile Lindemann besi ortaminda belirlenmistir. Knudson C
besi ortaminin da diisiik ¢imlenme oranina sahip oldugu bulunmustur (%29,40). En
yiikksek c¢imlenme degerinin canlilik yiizdesi ile orantilanmasi sonucu biiyiime
diizenleyicisi icermeyen OM+ besi ortaminda ¢imlenme orami (%80,04) olarak

hesaplanmustir.

4.2.1. Baz Bitki Bilyiime Diizenleyicilerinin in vitro Tohum Cimlenmesi Uzerine

Etkileri

Calismanin bu asamasinda ikinci grup kapsiillerden alinan tohumlarin canlilik
yiizdeleri ve kontaminasyon orani sirastyla %70 + 3,6 ve %6 + 0,6 olarak saptandi.
Kontrol grubu olarak biiylime diizenleyicisi igermeyen aktif komiirlii Orchimax
(OM+) kullanildi. Bazi sitokininler, sitokinin benzeri TDZ ve giberellik asit igin
secilen derigimlerin ¢imlenme siiresi ve giiniine olan etkisi Tablo 5 de verilmistir.
Cimlenme yiizdeleri dordiincii ayin basinda alinan degerlerdir.

TDZ’nin farkli derisimlerini igeren OM+ besi ortamindan elde edilen ¢imlenme
sonuglara gore, artan TDZ derisimi ile ¢imlenme yilizdesi arasinda negatif iligki
gozlenmistir. En yiiksek ¢imlenme yiizdesi %58,75 ile 0,1 ppm, en diisiik ise %50,55
ile 1,0 ppm derisimde bulunmustur.

Kinetin (KiN) tohum cimlenmesinde etkisine bakildiginda en yiiksek derisimin
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda fark olmamasina karsilik pozitif bir etkisi
oldugundan s6z edilebilir. Cimlenme yiizdeleri %59,8 ila %60,50 arasinda oldugu
hesaplanmigtir. Diger bir biliylime diizenleyicisi 6-BA’da da benzer durum soz
konusudur. 1,0; 2,5 ve 5,0 ppm’lik derisimlerde ¢imlenme yiizdeleri 58,8%; 59,5% ve
60,6% olarak bulunmustur. Burada da derisime bagli pozitif bir korelasyon olmakla

birlikte, TDZ harig, diger gruplar ve kontrole gore istatistiksel bir fark bulunmamastir.
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Tablo 4.2. Bazi biiyiime diizenleyicilerinin Phalaenopsis tohumlarinda ¢imlenme siiresi ve ¢imlenme
oranina etkileri

Derisim Cimlenme Cimlenme

580 (ppm)  (giim) (%)
0.1 30 58,75+1,5a
TDZ 0.5 32 54,60+2,7b
1.0 32 50,55+1,8b
1,0 30 58,9+2.9a
KiN 25 29 59,8+3.4a
5,0 30 60,50+3,6a
1,0 32 58,843,1a
6-BA 2,5 33 59,5+4,7a
5,0 30 60,6:+4.9a
1,0 32 57.8+4.2a
2-ip 2,5 30 58.9+2.8a
5,0 30 58,7+1,5a
10,0 30 57,8+2.4a
AHS 50,0 30 59,443 ,6a
100,0 30 59,5+4.0a
0,5 29 58,943,6a
GAs3 2,0 29 60.00+2.7a
5,0 28 62,55+3,5a
Kontrol 29 59,104+2,35a

Aynut stitundaki benzer harfler Duncan ¢oklu kargilagtirma testine gore (P<0,05) farkli degildir.

Bu calismada diger biiyiime diizenleyicilerine gore c¢ok yiiksek derisimleri
degerlendirilen adenin hemisiilfat’in (AHS) da kontrol grubuna goére 6nemli etkisi
olmadig1 gozlenmistir. 10, 50 ve 100 ppm AHS’1n da artan derisimleri ¢imlenme
tizerine olumlu etkisi gézlenmis olsa da istatistiksel fark gostermemistir.

Giberellik asit (GAs)’in ¢imlenme {izerine olumlu etkisi goriilse de istatistiksel
anlamda fark tagimamustir. Yine de 5,0 ppm giberellik asit uygulamasinin canli tohum
yiizdesi ile karsilastirildiginda yaklasik %90’a varan ¢imlenme oranina ulastig

hesaplanmustir.
4.3. Siirgiin Olusturma Cahsmalar

Calismanin son asamast olan dogrudan organogenez i¢in eksplant kaynagi olacak
fideler (bitkicikler) yetistirmek iizere, farkli ortamlarda ¢imlenen saglikli bitkiler 5,0
ppm 6-BA ve 5,0 ppm kinetin i¢eren ortamlarda ayr1 ayri biiytitiildii. Bu bitkiler her
ay taze besi ortamlarina aktarilarak alt kiiltiirii yapildi. Besinci aym sonunda siirgiin,
yaprak ve kok olusturan geng fidelerin siirgiin ucu kok ve yapraklarindan yaklagik 10

mm’lik eksplantlar alindi.
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Sekil 4.1 Siirgiin eksplantlariin aktarimi Sekil 4.2 Eksplatlarin kiiltiir ortaminda gelisimi

4.3.1. Siirgiin Ucu Eksplantlarindan Dogrudan Organogenez

Sadece siirgiin uglarindan pozitif yanit alindi. Kok ve yaprak eksplantlart %100
oraninda kararmayla sonuglanan yanit verdi. Dolayisi ile sadece siirgiin uglarindan
alinan eksplantlarla ilgili veriler Tablo 6 da yer almaktadir.

R | A A s

y

Sekil 4.3 Yaprak eksplantlarinin durumu Sekil 4.4 Siirgiin eksplantlariin gelisimi

Burada degerlendirilen ilk parametre siirgiin olusumuna yanittir. Diger bir deyisle her
bir eksplantin siirgiin verme kapasitesidir. Besi ortamlar1 igeren her bir magentaya

aktarilan 10 eksplant (toplam 100 eksplanttan) alinan % verim degerleri Tablo 6’da
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verilmigtir. Buna gore en verimli besi ortaminin 5,0 ppm 6-BA ile desteklenmis ortam
oldugu goriilmistiir. 0,1; 0,5 ve 1,0 ppm TDZ igeren ortamlardan diisiik verim elde
edilmistir. Ozellikle 1,0 ppm TDZ’ nin kontrol grubuna gore de daha diisiik verim
sagladig gozlenmistir (%41). Eksplanttan elde edilen siirgiin veriminde kinetin ve

2-iP’nin de etkili oldugu saptanmistir. Diger bitki biliylime diizenleyicisi AHS nin de
diger uygulamalara gore cok etkili olmadigi goriilse de kontrol grubuna gore olumlu
yonde farklilik saglamistir. Dort aylik fidelerde uzama miktarina bakildiginda eksplant
veriminin aksine TDZ’nin yiiksek oranda siirgiin uzamasina yol actigi goriilmiistiir.
Ozellikle 0,5 ppm TDZ diger gruplara gore daha yiiksek verim saglamistir. Ancak daha
yikksek TDZ (1,0 ppm) siirgiin boyu uzamasinin olumsuz etkilendigi gozlenmistir
(62,40 mm). Siirgiin uzamasinda denenen diger grup AHS de kontrole gore siirgiin
uzamasi saglamistir. Burada derisim ile siirgiin uzamasi arasinda pozitif bir iligki
bulunmustur. Burada 200 ppm AHS’nin kayda deger bir siirgiin uzamasi sagladigi
goriilmiistiir (53,55 mm). Kinetin’ in siirgiin uzamasina etkisinde diisiik derisimlerin
olumlu etki gosterdigi, yiiksek derisimin ise negatif etkide bulundugu goriilmiistiir.
Stirglin  uzamas1 bakimindan en verimli kinetin derisiminin 5.0 ppm oldugu
bulunmustur. 6-BA’nin tiim derisimleri de kontrol grubuna gore daha etkili sonuglar
vermigtir. Derigimler arasinda en yiiksek verim 5,0 ppm olsa da diger 6-BA

derisimlerine gore istatistiksel anlamda bir fark gostermemistir.

Sekil 4.5 Siirgiin eksplantlarinin uzamasi
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Bu ¢alismada degerlendirilen son sitokinin grubu biiylime diizenleyicisi 2-iP’nin diger
gruplara gore daha diisiik oranda siirglin uzamasina yol actigi bulunmustur. Burada
stirgiin boyu uzama degerleri 36,96 ila 39,40 mm. arasinda degismektedir. Bu degerler
caligilan tiim biliylime diizenleyicileri arasinda en diisiik verimleri temsil etmistir. 2-iP

ile siirglin uzamasi arasinda herhangi bir pozitif iligki goriilmemistir.

Tablo 4.3. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin Phalaenopsis siirgiin ucu eksplantlarinda siirgiin ve kok

olusumu tizerine etkileri

BBD Derisim sV UM KU KS? Ys*
(ppm) (%) (mm)* (mm)?

0,1 54¢ 52,50+4,60b 12.28+1,10a 3,8a 4.8b

TDZ 0,5 47d 62,40+3,70a 12,95+0,90a 3,1b 5,7a,b
1,0 41d 50,00+3,60b 12,75+0,80a 3,0b 5,2b
50,0 58¢c 44,60+2,68c 12,86+0,80a 3,7a 4,2¢c
AHS 100,0 64b 49,50+3,60b,c 13,65+0,70a 3,3b 3,9¢c
200,0 70a,b 53,55+3,00b 12,29+0,40a 3,2b 4.0c
1,0 72a,b 50,83+ 3,40b 10,05+0,9a,b  3,5a,b 6.6a
KiN 5,0 77a 52,24+ 3,0b 11,5540,90a  3,5a,b 6.8a
10,0 69a,b 42,31+ 2,80c 10,20+0,7a,b  3,0b 6,6a

1,0 78a 46,60+2,75h,c 12,63+0.80a 3,0b 5.9a,b
6-BA 50 80a 49,15+2,80b,c 13,41+£0,95a 2,8b,c 6.8a
10,0 72a,b 46,74+2,50b,c 13,86+0,90a 2,7b,c 6.0a
5,0 68a,b 39,40+3,40c¢ 9,56+0,70b 3.2bc 4,2¢c
2-ip 10,0 74a,b 36,96+3,10c 9,95+0,50b 3,7a 4.3c
20,0 70a,b 38,00+2,80c 10,83+0,60a,b 2,8¢c 4.0c
Kontrol 45d 19,80+1,72d 8,31+0,5¢ 2,0d 2,7d

1SV: Siirgiin verme yiizdesi

2 UM: Uzama miktar1. 4 aylik fidelere ait son boylari ile baslangi¢ boylari arasindaki farklar1 almdi
ve bu farklarin ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin
10’ar o6rnekten 6lgiim alindi.

8 KU: K&k uzunlugu. 4 aylik fidelere ait koklerden en uzun boya sahip olanlarin ortalamalar
alinarak kok uzunluklart + standart sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin 20’ser
ornekten 6l¢iim alindi.

4 KS: Kok sayisi. 4 aylik fidelere ait kok sayilarinin ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam i¢in 20’ser 6rnekten 6l¢iim alindu.

> YS: Yaprak sayisi. 4 aylik fidelere ait yaprak sayilarinin ortalamalari alinarak + standart
sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin 25’er 6rnekten 6lgtim alindi.

Ayni siitundaki benzer harfler Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore (P<0,05) farkli degildirler.

Kok uzamasi bakimindan tiim sitokininler ve derigimleri kontrole gore olumlu etki
gostermistir. Ancak bu biiyiime diizenleyicilerinin kendi aralarindaki fark istatistiksel
acidan 6nemli bulunmamistir. Olusan kok sayis1 bakimindan denenen tiim sitokininler
ve derisimlerinin kontrol grubuna gore olumlu etkileri oldugu saptanmigtir. Burada
artan 2-Ip harig artan derisimlerin kok olusma sayisin1 azalttigimn istatistiksel analizler
de gostermistir. Son olarak yaprak sayisi ortalamasina bakildiginda tiim denemeler

arasinda belirgin farkliliklar gériilmiistiir. Ozellikle kinetinin denenen tiim derigimleri
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ortalama 6,6-6,8 adet yaprak olusumu saglamistir. Yine 6-BA’nin denenen tiim
derigimleri ile TDZ’nin 0,5 ppm derisimi de yaprak olusumuna olumlu katki
saglamistir. Burada genel anlamda 2-Ip’nin yaprak olusumuna diger bitki biiyiime
diizenleyicilerine gore daha sinirli katki sagladigi, istatistik analiz sonuclar1 da
gostermistir. Yukarida tabloda verilen tiim veriler igin yaklasik 100 eksplanttan elde
edilen sonuglar verilmistir. Ortalamadan negatif veya pozitif ayrigan veriler

degerlendirme dis1 birakilmastir.

Sekil 4.7. Kiiltiir ortaminda geligimi tamamlayan fide
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Sekil 4.8. Mikrogogaltim ile gelisen ve dis ortama aktarilacak fideler

Sekil 4.9. Dis ortama aktarilan fideler Sekil 4.10 D1s ortamda biiyiiyen orkideler
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Insan toplumlar1 en bagindan beri besin, barinak ve ilag kaynag: olarak bitkilerle yakin
bir bag kurma ihtiyact hissetmislerdir. Niifus artis hiz1 ve hasta sayisina paralel olarak
ila¢ ve aromatik bitkilere olan talep artmis ve son yillarda parfiimeri ve kozmetikte de
kullanilmaya baglanmistir. Bu nedenle, hizli iiretime olanak saglayan mikrogogaltma
yontemleri, bu bitkilerin geleneksel in vivo ¢ogaltimina gecerli bir alternatif olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, tibbi ve ekonomik dnemi olan nadir, nesli tilkenmekte olan
ve degerli bitkilerin korunmasinda bu yontemlerin rolii cok 6nemlidir. Mikrogogaltma,
bitkilerin belirli kisimlarindan yeni bitkiler elde etmek i¢in in vitro yetistirme
tekniklerinden olusur; tamamen aseptik kosullar altinda kok, govde anteri, siirgiin,
polen, tohumlar, organlar, embriyo, diger bitki parcalar1 (eksplantlar), nasir, tek
hiicreli veya protoplastlar (Andrade, et al. 1999). Ekonomik olarak yiliksek degere
sahip bitkilerin veya bu bitkilere ait {liriinlerin temininde dogrudan bitkiyi kullanmak
ekolojik yikima sebep olabilmektedir. Bu nedenle bitki biyoteknolojisi kullanilarak
bunun Oniine gecilebilir. Bitki doku kiiltiirii ile bitki ve bu bitkilerin dogal
metabolitlerinin tiretmek miimkiindiir (Mansuroglu ve Giirel, 2001). Bitki biiyiime
diizenleyicileri, ¢gimlenme, gévde uzamasi, yaprak biiyiimesi ve gelismesi, ¢iceklenme,
meyve tutumu ve biiylimesi ve olgunlasma gibi bitki bliylimesi ve gelismesinde cesitli
onemli islevler oynarlar (Gaba, 2005). Bu tez calismasinda, bir orkide tiirii olan
Phanaelopsis sp. bitkisi tohumlarinin in vitro ¢imlenmesi iizerine temel besi ortamlari
ve giberellik asit ile sitokininler grubunda yer alan bazi biiylime diizenleyicilerinin
etkisi arastirilmis, sonrasinda in vitroda olusturulan fidelerden farkli eksplantlardan
dogrudan organogenez ile bu bitkilerin in vitro ¢ogaltimi hedeflenmistir.

Sert bit tohum kabuguyla ¢evrili olan orkide tohumlarin ¢imlenebilmesi i¢in bu
yapinin zayiflatilmasi énemlidir. Yiizey sterilizasyonunda kullanilan kimyasallar ve
bunlarin derigimleri ile muamele siireleri hem sterilizasyon hem de tohum kabugunun
zayiflatilmasi i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu tez ¢calismasi i¢in yaklasik alt1 aylik
siirecin sonunda renk degisimi ile takip edilen kapsiiller anag¢ bitkiden alinarak once
¢esme suyunda bir dakika yikandi. Ardindan %70’lik etil alkole daldirilarak kapsiiller
1 dakika bekletildi. Sonrasinda steril bistiiri ile boylamasina agilan kapsiillerde
bulunan tohumlar olabildigince seyreltik olarak onceden hazirlanan besiyerlerine

yerlestirildi.
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Endospermleri olmayan orkide tohumlari dogal ortamlarinda ¢imlenebilmek adina
mikorizal funguslarla simbiyotik iligki i¢inde bulunurlar. Bu funguslar tohum i¢indeki
embriyonun ¢imlenebilmesi i¢in enerji saglamaktadir. Tohumlarin ¢imlenebilmesi
igin gereken besinler in vitro kosullarda ortama eklenerek mikorizal funguslara olan
zorunluluk kaldirilmis olur. Caligmamizda, Phalaenopsis sp. olgun tohumlari farkli
iceriklere sahip besi ortamlarinda (Boliim 3, Tablo 2) ¢imlendirilmis ve OM+
ortaminda daha yiiksek seviyede (%57,90) ¢imlendikleri goriilmiistiir. Calismada
denenen diger besi ortamlarinda aktif komdiirsiiz Orchimax (%49.90) ¢imlenme
yiizdesi ile ikinci siradadir. MS besi ortami ise denenen tiim ortamlara gore orta
derecede ¢imlenme yiizdesine sahip oldugu goézlenmistir. Buna karsin, en diisiik
¢imlenme yiizdesi Lindemann besi ortaminda (%22,40) belirlenmistir. Knudson C besi
ortaminin da diisiik ¢cimlenme oranina sahip oldugu bulunmustur (9%29,40). En yiiksek
¢imlenme degerinin canlilik yiizdesi ile orantilanmasi sonucu biiyiime diizenleyicisi
icermeyen OM+ besi ortaminda ¢imlenme orani (%80,04) olarak hesaplanmustir.
Orkide tohumlarinin yalmizca %5’ten daha az bir kismi dogal ortamlarinda
cimlenebilmektedirler ve bunun olabilmesi adina en uygun iklim sartlarinin olusmasin
beklemektedirler. Bu bilgiler dogrultusunda OM+ besi ortaminin hem ¢imlenme stiresi
bakimindan hem de ¢imlenme orani bakimindan degerleri oldukga yiiksektir.

Orchis sancta |. ve serapias vomeracea orkide tiirlerinde yapilan ¢alismada bulunan
sonuclarda bizim ¢alismamizla benzerlik gostermektedir ve Orchimax aktif komiirli
besi ortamindan en yiiksek ¢imlenme orani tespit edilmistir (Bektas, 2014).

Bunlara ek olarak yapilan ¢alismalarda inorganik azot kaynagiyla beraber organik azot
kaynagi igeren besi ortamlariin orkide tohumlarinda daha yiiksek oranda ¢imlenme
oldugu bildirilmistir (Stewart ve Kane, 2006). Calisma kapsaminda kullanilan OM+
ve OM- besi ortamlarinda inorganik azotun yani sira organik azot kaynagi olan tripton
bulunmaktadir. Bu nedenle bu iki ortamdaki ¢imlenmenin diger ortamlardan yiiksek
olmasinin nedeninin bulundurduklar1 organik azot kaynagindan kaynaklanabilecegi
gosterilebilir. Raghavan ve Torrey, 1964; Van Waes ve Debergh, 1986 Malmgren,
(1992), orkide tohumlarinin ¢gimlenmesinde inorganik azot kaynagimin bulunmasinin
¢imlenmeyi inhibe ettigini rapor etmislerdir. Literatiirde bulunan bu rapor yaptigimiz

calisma ile ortiismektedir.
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OM+ ve OM- ortamlar1 arasindaki ¢imlenme oraninin farkliligit OM+ ortamda ekstra
olarak kullanilan %1 oranindaki aktif komiiriin besi yerinde bulunan tohumlara
karanlik bir ortam sagladigi ve boylece ¢imlenmeyi artirdigi diisiiniilmektedir. Besi
ortamina gelen 15181 engelledigi icin aktif karbonun koklendirmeyi de artirdigi
bildirilmistir (Pack ve Murthy, 1977). Bununla birlikte aktif karbonun pH seviyesini
yiikselttigi ve bdylece azot aliminin tesvik edildigi tespit edilmistir. Dolayisiyla
bliylimenin arttig1 sonucuna ulasilmistir (Eymar vd, 200). Litaratiirde bulunan bu
sonuglarin aksine ortamda bulunan aktif karbonun ¢imlenmeyi azalttigi sonucu da
bildirilmistir (Waes, 1987).

Calismamizda kullandigimiz tiim besi ortamlarmin pH seviyeleri 5.7-5,8 deger
araliklarina ayarlanmistir. Ayrica kiiltiirlenen 6rnekler 23+2 °C sicaklikta ve 16/8 saat
fotoperiyotta inkiibe edilmistir. Bu pH ve inkiibasyon sicakliklar1 daha énce yapilan
calismalarla da benzerlik gostermektedir. Van Waes ve Deberg (1986) yaptiklar
calismada 1liman kusak orkidelerin ¢imlenmesinde en uygun pH’in 5,8 oldugunu
bildirilmistir. Orkide tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide gelisiminde sicakligin etkisi
adma yapilan ¢alismada en uygun araligin 20 — 25 °C oldugu bildirilmistir (Arditti,
1967a, 1979). Calismamizin aksine, Mead ve Bulard (1975), orkide ¢imlenmesinde
karanlik ortamin en ideal kosul oldugunu bildirmislerdir. ~ Orchis mascula
tohumlarinin ¢imlenmesinde 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperyodunun en optimum
siire¢ oldugu ve siirekli karanlik ortamda inkiibe edilen tohumlar da ¢imlenme
goriilmedigi bildirilmigstir (Valletta ve ark., 2008). Calismamizda da denenen 16/8 saat
aydinlik/karanlik fotoperiyot ¢imlenmede oldukca etkili olmustur. Karanlik ortamda
¢imlendirilme denenmemistir.

Bizim c¢aligmamizda, tohumlara uygulanan canlilik testleri Phalaenopsis sp.
tohumlarinin tamaminin canli olmadigini géstermistir. Dogrudan kapsiiliin agilmasiyla
elde edilen tohumlarin canlilik yiizdeleri ve kontaminasyon orani sirasiyla %72 + 4.0
ve %6 + 0.4 olarak saptandi. Elde edilen canlilik yiizdeleri goz oniinde bulundurularak
tohumlarin ¢imlenme oranlar1 daha sonra hesaplanmistir.

Literatiirde orkide tohumlarinin ¢gimlenebilmesi i¢in mikorizal funguslarla simbiyotik
bir iligkilerinin oldugu bilinmektedir. Funguslarin bu simbiyotik iligskide sitokininler
tirettikleri ve boylece tohumlarin ¢imlendigi belirtilmistir (Crafts ve Miller, 1974).

43



Bu tez ¢alismasinda Phalaenopsis sp. tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesinde kiltiir
ortamlarinin yaninda sitokininler, sitokinin benzeri TDZ ve giberellik asit gibi farkli
bitki biiylime diizenleyicileri ve degisen derisimlerinin etkisi de arastirildi. Calismanin
bu asamasinda kontrol grubu olarak biliyiime diizenleyicisi igermeyen aktif komiirlii
Orchimax (OM+) kullanildi. TDZ’ nin farkli derisimlerini igeren OM+ besi ortamindan
elde edilen ¢imlenme sonuglarina gore, artan TDZ derigimi ile ¢imlenme yiizdesi
arasinda negatif iliski gozlenmistir. Kinetin (KIN) tohum c¢imlenmesinde etkisine
bakildiginda en yiiksek derisimin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda fark
olmamasina karsilik pozitif bir etkisi oldugundan s6z edilebilir. Diger bir biiyiime
diizenleyicisi 6-BA’da da benzer durum s6z konusudur. Burada da derisime bagl
pozitif bir korelasyon olmakla birlikte, TDZ hari¢, diger gruplar ve kontrole gore
istatistiksel bir fark bulunmamustir. Bu ¢alismada diger biiyiime diizenleyicilerine gore
cok yiiksek derigimleri degerlendirilen adenin hemisiilfat’in (AHS) da kontrol grubuna
gore 6nemli etkisi olmadig1 gozlenmistir. AHS nin artan derisimleri ¢cimlenme {izerine
olumlu etkisi gozlenmis olsa da istatistiksel fark gostermemistir. Giberellik asit
(GA3)’in ¢imlenme iizerine olumlu etkisi goriilse de istatistiksel anlamda fark
tasimamistir. Yine de 5,0 ppm giberellik asit uygulamasinin canli tohum yiizdesi ile
karsilastirildiginda yaklasik %90°a varan ¢imlenme oranina ulasti§i hesaplanmustir.
Sitokininlerin karasal orkide tohumlarin ¢imlenmesinde en etkili hormon oldugu
belirtilmis fakat ayni bitki hormonunun farkli orkide tiirlerinde degisken etki
gosterebilecegi ifade edilmistir (Arditti ve Harrison, 1977). Absisik asidin inhibe edici
etkisini kaldiran sitokininlerin boylece tohum ¢imlenmesine olumlu etki gosterdigi
belirtilmistir (Black vd., 1974).

Orkide tohumlarinda ¢imlenme siireci, ¢imlenme 6ncesi, ¢imlenme, protokorm, rizoid
ve siirgiin asamalar1 seklinde olustugu bildirilmistir. Protokormlar ¢imlenmeden sonra
fideleri olusturan yapilardir. Kiiltiir ortaminda ¢imlenen tohumlarin hepsi protokorma
dontismemektedir (Yamazaki ve Miyoshi, 2006). Herhangi bir olumsuz durum
olmadig siirece olusan tiim protokormlar yeni bir fide olusturabilmektedir (Steaward
ve Mapes, 1971). Caligmamizda, dogrudan organogenez ic¢in eksplant kaynagi olacak
fideler (bitkicikler) yetistirmek {izere, farkli ortamlarda ¢cimlenen saglikli bitkiler 5,0
ppm 6-BA VE 5,0 ppm kinetin i¢eren ortamlarda ayri ayr1 biiyiitiildii. Bu bitkiler her

ay taze besi ortamlarina aktarilarak alt kiiltiirti yapildu.
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Besinci aymn sonunda siirgiin, yaprak ve kok olusturan geng fidelerin siirgiin ucu kok
ve yapraklarindan yaklasik 10 mm’lik eksplantlar alindi. Sadece siirgiin uglarindan
pozitif yanit alind1. Kok ve yaprak eksplantlar1 %100 oraninda kararmayla sonuglanan
yanit verdi. Buna goére en verimli besi ortaminin 5,0 ppm 6-BA ile desteklenmis ortam
oldugu goriilmistiir. 0,1; 0,5 ve 1,0 ppm TDZ igeren ortamlardan diisiik verim elde
edilmistir. Ozellikle 1,0 ppm TDZ’nin kontrol grubuna gére de daha diisiik verim
sagladig gozlenmistir (%41). Eksplanttan elde edilen siirgiin veriminde kinetin ve 2-
iP’nin de etkili oldugu saptanmistir. Diger bitki biliylime diizenleyicisi AHS nin de
diger uygulamalara gore ¢ok etkili olmadig1 goriilse de kontrol grubuna gére olumlu
yonde farklilik saglamigtir. Bektas vd. (2013), kiiltiir ortamina eklenen bitki biiylime
diizenleyicilerinin protokorm olusumunu tesvik ettigini bildirmislerdir.

Bitki dokularinin canli ve saglikli olmas1 i¢in tasarlanan temel besi ortamlar kiiltiire
aliman eksplantlarin gelisimsel siireglerini yonlendirmek {izere bitki biiyiime
diizenleyicilerine ihtiya¢ duymaktadirlar. Bitki biiyiime diizenleyicileri iizerinde en
cok durulan doku kiiltiirii parametreleridir. Oksin ve sitokininler bitki dokularinin
organlara farklilasmasinda onemli rol oynarlar. Oksin/sitokinin oranmnmn yiiksek
olmasi kok olusumu i¢in, sitokinin/oksin oraninin yiiksek olmasi siirgiin olusumu i¢in
ve sitokinin/oksin oraninin esit olmasi kallus olusumu icin kullanilmaktadir
(Werbrouck ve Debergh, 1994).

Dort aylik fidelerde uzama miktarina bakildiginda eksplant veriminin aksine TDZ’ nin
yiiksek oranda siirgiin uzamasina yol act181 goriilmiistiir. Ozellikle 0,5 ppm TDZ diger
gruplara gore daha yiiksek verim saglamistir. Ancak daha yiiksek TDZ (1,0 ppm)
stirgiin boyu uzamasmin olumsuz etkilendigi gozlenmisti. Siirglin uzamasinda
denenen diger grup AHS de kontrole gore siirgiin uzamasi saglamistir. Burada derisim
ile silirglin uzamasi arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Burada 200 ppm AHS’nin
kayda deger bir siirgiin uzamasi sagladig goriilmiistiir. Kinetin’ in siirgiin uzamasina
etkisinde diisiik derisimlerin olumlu etki gosterdigi, yliksek derisimin ise negatif etkide
bulundugu goriilmiistiir. Siirgiin uzamasi1 bakimindan en verimli kinetin derisiminin
5.0 ppm oldugu bulunmustur. 6-BA’nin tiim derisimleri de kontrol grubuna gore daha
etkili sonuglar vermistir. Derisimler arasinda en yiiksek verim 5,0 ppm olsa da diger
6-BA derigimlerine gore istatistiksel anlamda bir fark gostermemistir. Bu ¢alismada
degerlendirilen son sitokinin grubu biiylime diizenleyicisi 2-1P’nin diger gruplara gore

daha diisiik oranda siirgiin uzamasina yol ag¢tig1 bulunmustur.
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Burada siirgiin boyu uzama degerleri 36,96 ila 39,40 mm. arasinda degismektedir. Bu
degerler ¢alisilan tim biiyiime diizenleyicileri arasinda en diisiik verimleri temsil
etmistir. 2-iP ile silirglin uzamasi arasinda herhangi bir pozitif iliski goriilmemistir.
Chang ve Chang (2000), yaptiklar1 ¢alismada diislik derisimlerdeki TDZ nin siirgiin
olusumunda olumlu etkileri oldugunu fakat yiiksek derisimlerinin kallus ve adventif
stirglin olusumuna etki ettiginin rapor etmislerdir. Sadece TDZ’nin kullanilmas1 6-
BA’ya oranlar daha etkili oldugu bildirilmistir (Ernst, 1994; Chang ve Chang, 1998).
Orkidelerde siirgiin olusturma ve ¢ogaltimi i¢in TDZ’nin olumlu etkisinin oldugu daha
once de literaiirde bildirilmistir (Chen ve Piluek 1995; Nayak vd. 1997; Chen vd. 2004;
De Melo Ferreira vd. 2006).

Kok uzamasi bakimindan tiim sitokininler ve derisimleri kontrole gore olumlu etki
gostermistir. Ancak bu biiylime diizenleyicilerinin kendi aralarindaki fark istatistiksel
acidan onemli bulunmamustir. Olusan kok sayist bakimindan denenen tiim sitokininler
ve derisimlerinin kontrol grubuna gore olumlu etkileri oldugu saptanmistir. Burada
artan 2-Ip harig artan derisimlerin kok olusma sayisin1 azalttigim istatistiksel analizler
de gostermistir. Literatiirde, kok olusumunda oksinlerin ortamda bulunmas1 gerektigi
boylece kok olusumunun tesvik edildigi rapor edilmistir (Bhojwani ve Razdan, 1983;
Preece ve Sutter, 1991; Mansuroglu ve Giirel, 2001; Aktar vd., 2007; Diaz ve Alvarez,
2009). Bizim ¢alismamizda, koklendirme i¢in oksinler kullanilmamistir. Daha sonra
yapilacak ¢aligmalar i¢in koklendirme de oksin kullanilmasinin olumlu etki verecegi
distiniilmektedir.

Son olarak yaprak sayisi ortalamasina bakildiginda tiim denemeler arasinda belirgin
farkliliklar goriilmiistiir. Ozellikle kinetinin denenen tiim derisimleri ortalama 6,6-6,8
adet yaprak olusumu saglamistir. Yine 6-BA’nin denenen tiim derisimleri ile TDZ nin
0,5 ppm derisimi de yaprak olusumuna olumlu katki saglamistir. Burada genel
anlamda 2-Ip’nin yaprak olusumuna diger bitki biiyiime diizenleyicilerine gére daha
sinirlt katkr sagladig, istatistik analiz sonuglar1 da gostermistir. Daha dnce yapilan
caligmalarda sitokinin grubu biiyiime diizenleyicilerinin fizyolojik etkileri arasinda
stirgiin olusumu {iizerine olumlu etki gosterirken yaprak olusumunu engelledigi
bildirilmistir (Gaspar vd., 1996; Haberer ve Kieber, 2002). Ciice vd. (2013), yaptiklar
calismada 2,0 mg/L ZEA ile 0,5 mg/L IBA’nin birlikte kullanilmasmin yaprak

olusumunu daha cok tesvik ettigini bildirmislerdir.
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Bizim yaptigimiz bu calismamizda yalnizca sitokininler ve farkli derisimleri
denenmistir. Daha sonra yapilacak ¢alismalar i¢in oksin ve sitokininlerin beraber

kullanilmasinin yaprak olusumu {izerinde daha olumlu etki edecegi diisiintilmektedir.

Bu tez calismast ile bir orkide tiirii olan Phanaelopsis sp. bitkisi tohumlarinin in vitro
¢imlenmesi iizerine temel besi ortamlari ve giberellik asit ile sitokininler grubunda yer
alan bazi1 biiyiime diizenleyicilerinin etkisi aragtirilmis, sonrasinda in vitroda
olusturulan fidelerden farkli eksplantlar alinarak dogrudan organogenez ile bu

bitkilerin in vitro ¢ogaltimi gerceklestirilmistir.

Ilerleyen asamalarda calismanin devamu niteliginde;

Bitki biliylime diizenleyicilerinin etkilerini belirlemede yaprak ve kok

olusumu tizerine sitokininlerle beraber oksinlerinde denenmesi,

e Dolayl organogenez icin sitokinler ile oksinlerin esit oranda kullanildig1

ve kallus olusumunun incelenmesi,

e Protokorm benzeri yapilar siirgiin ve kok olusturma yetenegine sahip ¢ok
sayida meristematik hiicre merkezinin birlesiminden olusan yapilardir (Da
Silva vd., 2000). Phanaelopsis sp. sentetik tohumlar1 protokorm benzeri

yapilarin (PBY) alginat ile kaplanarak olusturulmasi,

e Olusturulan sentetik tohumlarin kiiltiir ortaminda ve toprak kosullarindaki

cimlenebilme kabiliyetlerinin aragtirilmasi,

e Kiiltiir ortaminda yetistirilen fidelerin dis ortama adaptasyonu c¢aligmalari

gibi yeni aragtirma basliklar altinda sunulabilir.

47



KAYNAKLAR

Aka-Kacar, Y., Yilmaz, N., 2001. Yalcin-Mendi, Y., Kuden, A. ve Cetiner, S., In
vitro Besi Ortaminda Kullanilan Degisik Katilastirict Maddelerinin ve Farkli
pH Duzeylerinin Bazi Kiraz (Prunus avium L.) Anaglarmin Cogaltilmasi
Uzerine Etkileri. I. Sert Cekirdekli Meyveler Sempozyumu, Yalova, Bildiriler
Kitab1 161- 166.

Akga, S. B. (2021). I¢ mekan Siis Bitkileri Tiiketici Tercihlerinin Belirlenmesi;
Zonguldak Kenti Ornegi. Tiirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi, 427-435.

Andersen, T. F., & Rasmussen, H. N. (1996). The mycorrhizal species of Rhizoctonia.
In Rhizoctonia species: taxonomy, molecular biology, ecology, pathology and
disease control (pp. 379-390): Springer.

Andrade, L. B., Echeverrigaray, S., Fracaro, F., Pauletti, G. F., & Rota, L. (1999). The
effect of growth regulators on shoot propagation and rooting of common
lavender (Lavandula vera DC). Plant cell, tissue and organ culture, 56(2), 79-
83.

Aurditti, J., 1967. Factors afecting of orchid seeds, Botanical Review, 33, 1-97.

Arditti, J., 1979. Aspects of the physiology of orchids. In: Woolhouse H. W. (eds.),
Advances in Botanical Research. 7, Academic Pres, New York, 422-697.

Arditti, J. (1984). An history of orchid hybridization, seed germination and tissue
culture. Botanical Journal of the Linnean Society, 89(4), 359-381.

Arditti, J., & Ghani, A. K. A. (2000). Numerical and physical properties of orchid
seeds and their biological implications. In The New Phytologist (pp. 367-421).
Cambridge: Cambridge University Press.

Aurditti, J. ve Harrison, C. R., 1977. Vitamin requirements and metabolism in orchids.
In: Arditti, J. (eds.), Orchid Biology: Reviews and Perspectives. Cornell Univ.
Press, New York, 157-175.

Aytar, E., & Kompe, Y. (2021). Orkidelerin Geleneksel Kullanimlari,Fitokimyasal
Icerikleri ve Biyolojik Aktiviteleri. Black Sea Journal of Engineering and
Science. doi:10.34248/bsengineering.909879

Babaoglu, M., Yorgancilar, M., & Akbudak, M. A. (2001). Doku kiiltiirii: temel
laboratuar teknikleri. Editorler M. Babaoglu, E. Giirel, S. Ozcan), Bitki
Biyoteknolojisi, 1, 1-35.

Bektas, E. (2014). Orchis sancta 1. Ve serapias vomeracea (burm. F.) Briq. Karadeniz
teknik tiniversitesi, 1.

Bektas, E., Ciice, M. ve Sokmen, A., 2013. In vitro germination, protocorm
formation and plantlet development of Orchis coriophora (Orchidaceae), a
naturally growing orchid species in Turkey, Turkish Journal of Botany, 37,
336-342.

Bektas, E. (2014). Orchis sancta 1. ve Serapias vomeracea (BURM. F.) briq.
tirlerinin bitki doku kiiltiiri yontemiyle liretimi.

Black, M., Bewley, J. D. ve Fountain, D., 1974. Lettuce seed germination and
cytokinins: their entry and formation, Planta, 117, 2, 145-152.

Bournman, C. H., 1994. Micropropagation and Somatic embriyogenesis. In:
Hayward,M.D., Bosemark, N.O. and Romgaso, I. (eds.), Plant Breeding;
Principles and Prospects. Chapman and Hall, London, 246-260.

Chang, C. ve Chang, W.C., 1998. Plant regeneration from callus culture of
Cymbidium ensifolium var. misericors, Plant Cell Reports, 17, 251-255.

48



Chen, J. T ve Chang, W. C., 2000. Efficient plant regeneration through somatic
embryogenesis from callus cultures of Oncidium (Orchidaceae), Plant Science,
160, 2160, 87-93.

Crafts, C. B. ve Miller, C. O., 1974. Detection and identification of cytokinins
produced by mycorrhizal fungi, Plant Physiology, 54, 586-588.

Da Silva, A. L. S., Moraes-Fernandes, M. 1. ve Fereira, A. G., 2000. Ontogenetic
events in androgenesis of Brazilian barley genotypes, Revista Brasileira de
Biologia, 60, 315- 319.

De, L. C., Barman, D., Medhi, R. P., Chhetri, G., & Pokhrel, H. (2013). Production
technology of Phalaenopsis. Technical Bulletin, (15), 26.

De Melo Ferreira, W., Barbante Kerbauy, G. ve Pimentel Costa, A. P., 2006.
Micropropagation and genetic stability of Dendrobium hybrid (Orchidaceae),
In Vitro Cellular and Developmental Biology-Plant, 42, 568-571.

Diaz, M. S. S. ve Alvarez, C. C., 2009. Plant regeneration through direct shoot
formation from leaf cultures and from protocorm-like bodies derived from
callus of Encyclia mariae (Orchidaceae), a threatened Mexican orchid, In Vitro
Cellular and Developmental Biolology-Plant, 45,162-170.

Dormont, L., Fort, T., Bessiére, J.-M., Proffit, M., Hidalgo, E. G., Buatois, B., &
Schatz, B. (2020). Sources of floral scent variation in the food-deceptive orchid
Orchis mascula. Acta Oecologica, 107, 103600.

Enoki, S., & Takahara, Y. (2014). Development of a Highly Efficient and Simple
Micropropagation System for Phalaenopsis Using Elongated Protocorm-like
Bodies Induced by Skotomorphogenesis under Dark Conditions. Journal of
The Japanese Society for Horticultural Science, 83, 149-155.

Ernst, R., 1994. Effect of thidiazuron on in vitro propagation of Phalaenopsis and
Doritaenopsis (Orchidaceae), Plant Cell Tissue and Organ Culture, 39, 273—
275.

Eymar, E., Alegre, J., Toribio, M. ve Lo’ pez-Vela, D., 2000. Effect of activated
charcoal and 6-benzyladenine on in vitro nitrogen uptake by Lagerstroemia
indica, Plant Cell Tissue and Organ Culture, 63, 57-65.

Fay, M. F. (2018). Orchid conservation: how can we meet the challenges in the twenty-
first century? Botanical studies, 59(1), 1-6.

Gaba, V. P. (2005). Plant growth regulators in plant tissue culture and development.
In Plant development and biotechnology (pp. 87-99). Boca Raton, FL: CRC
Press.

Gaspar, T., Kevers, C., Penei, C., Greppin, H., Reid, D. M. ve Thorpe, T. A., 1996.
Plant Hormones and Plant Growth Regulators in Plant Tissue Culture, In vitro
Cellular and Developmental Biology-Plant, 32, 272-289.

Geng, T. M. Siis bitkisi yetistiriciligi (propagation of ornamental plants): temel bitki
cogaltma yontemleri (main propagation methods of plants). Musa genc
kitaplig1.

George, E. F., Hall, M. A., & De Klerk, G. J. (2008). Plant propagation by tissue
culture. Volume I. The background. Plant Propagation by Tissue Culture, 1,
205-226.

Guo WJ, Lee N (2006) Effect of leaf and plant age, and day/night temperature
on net CO2 uptake in Phalaenopsis amabilis var. formosa. J Amer Soc Hort Sci
131:320-326

49



Gilimiis, C., Sezik, E. ve Ellialtioglu, S., 2008. Bati1 Karadeniz Bolgesi’nde yetisen ve
salep elde edilen bazi orkide (Orchidaceae sp.) tiirlerinin doku kiiltiirii ile
cogaltilmasi iizerinde bir arastirma. III. Ulusal Siis Bitkileri Kongresi. Kasim,
[zmir, Bildiriler Kitab1 179-187.

Haberer, G. ve Kieber, J. J., 2002. Cytokinins: New Insights into a Classic
Phytohormone. Plant Physiology, 128, 354-362.

Hadley, G., Orchid Mychorriza. In: Arditti J. (eds.), Orchid Biology, Review and
Perspectives. Cornel Univ. Press, Ithaca, NY, 1982.

Hartman, H. T. ve Kester, D. E., Plant Propagation - Principels and Practices.
Prentice- Hall. Inc., New Jersey, 1975.

Harvais, G. ve Hadley, G., 1967b. The development of Orchis purpurella in
asymbiotic and inoculated cultures, New Phytologist, 66, 217-

Hatipoglu, R., 1995, Biyoteknolojiye Giris. Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Bolimii, Ders Kitabi No: 129, sf. 56-71.

Hinsley, A., de Boer, H. J., Fay, M. F., Gale, S. W., Gardiner, L. M., Gunasekara, R.
S., ... Phelps, J. (2017). A review of the trade in orchids and its implications
for conservation. Botanical Journal of the Linnean Society, 186(4), 435-455.
doi:10.1093/botlinnean/box083

Hinsley, A., De Boer, H. J., Fay, M. F., Gale, S. W., Gardiner, L. M., Gunasekara, R.
S., .. & Phelps, J. (2018). A review of the trade in orchids and it simplications
for conservation. Botanical Journal of the Linnean Society, 186(4), 435-455.

Hsu, C. C., Chen, S. Y., Chiu, S. Y., Lai, C. Y., Lai, P. H., Shehzad, T., ... & Chen, H.
H. (2022). High-density genetic map and genome-wide association studies of
aesthetic traits in Phalaenopsis orchids. Scientific reports, 12(1), 1-15.

Hossain, M. M. (2011). Therapeutic orchids: traditional uses and recent advances an
overview. Fitoterapia, 82(2), 102-140.

Jamshidi-Kia, F., Lorigooini, Z., & Amini-Khoei, H. (2018). Medicinal plants: Past
history and future perspective. Journal of Herbmed Pharmacology, 1.
Jersakova, J., Johnson, S. D., & Kindlmann, P. (2006). Mechanisms and evolution of

deceptive pollination in orchids. Biological reviews, 81(2), 219-235.

Kamemoto, H., Amore, T. D., & Kuehnle, A. R. (1999). Breeding Dendrobium orchids
in Hawaii: University of Hawaii Press.

Karagiizel, O., Korkut, A. B., Ozkan, B., Celikel, F. G., & Titiz, S. (2010). Siis bitkileri
tretiminin bugiinkii durumu, gelistirilme olanaklar1 ve hedefleri. Ziraat
Miihendisligi VII. Teknik Kongresi, 11(15), 1-20.

Ket, N. V., Hahn, E. J., Park, S. Y., Chakrabarty, D., & Paek, K. Y. (2004).
Micropropagation of an endangered orchid Anoectochilus
formosanus. Biologia plantarum, 48, 339-344.

Kreutz, C. A. J., Die Orchideen in der Tiirkei, 1998.

Krikorian A.D., Berquam D.L. (2003) Plant Cell and Tissue Cultures: The Role of
Haberlandt. In: Laimer M., Riicker W. (eds) Plant Tissue Culture. Springer,
Vienna. https://doi.org/10.1007/978-3-7091-6040-4_2

Kuo, H. L., Chien, J. T. ve Chang, W. C., 2005. Efficient plant regeneration through
direct somatic embriyogenesis from leaf explant of Phaloenopsis Little steve,
In Vitro cellular and developmental Biology-Plant, 41, 453-456.

Lauzer, D. E. N. I. S., St-Arnaud, M. A. R. C., & Barabe, D. E. N. I. S. (1994).
Tetrazolium staining and in vitro germination of mature seeds of Cypripedium
acaule (Orchidaceae). Lindleyana, 9(3), 197-204

Lee, S. Y., Nielsen, J.,, & Stephanopoulos, G. (2017). Applied bioengineering:
innovations and future directions (Vol. 5). John Wiley & Sons

50



Liu, Q., Wang, X.-L., Finnegan, P. M., & Gao, J.-Y. (2020). Reproductive ecology of
Paphiopedilum spicerianum: Implications for conservation of a critically
endangered orchid in China. Global Ecology and Conservation, 23, e01063.

Mansuroglu, S. ve Giirel, E., 2001. Mikrogogaltim. Babaoglu, M., Giirel, E. ve
Ozcan, S. (eds.), Bitki Biyoteknolojisi I - Doku Kiiltiirii ve Uygulamalar1. 262-
281, Selguk Universitesi Vakfi Yayinlar1, Konya.

Mead, J. W. ve Bulard, C., 1975. Effects of vitamins and nitrogen sources on
asymbiotic germination and development of Orchis laxiflora and Ophrys
sphegodes, New Phytologist, 74, 1, 33-40.

Monier, M., 1990. Induction of embriyogenesis in callus culture. In: Pollard, J.W.,
Walker, J.M. (eds.), Plant Cell and Tissue Culture. 141-148, Humana Press,
New Jersey.

Mweetwa, A. M., Welbaum, G. E., & Tay, D. (2008). Effects of development,
temperature, and calcium hypochlorite treatment on in vitro germinability of
Phalaenopsis seeds. Scientia Horticulturae, 117(3), 257-262.

Ozkog, 1. ve Dalc1, M., 1991. Baz1 orkide tiirlerine ait tohumlarin ¢cimlenmesi
iizerinde yiizey sterilizasyonunda kullanilan sodyumhipokloritin etkisi,
Ondokusmay1s Univ. Fen Dergisi, 3, 1, 116-122.

Paek, K. Y. ve Murthy, H. N., 1977. Temperate Oriental Cymbidium species. In:
Kull, T.,Arditti, J. (eds.), Orchid Biology: Reviews and Perspectives. VIII.
Edition, 287, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht.

Park, S.-Y., Huh, Y.-S., & Paek, K.-Y. (2018). Common Protocols in Orchid
Micropropagation. In Orchid Propagation: From Laboratories to
Greenhpuses-Methods and Protocols (pp. 179). New York: Springer Protocols
Handbooks.

Schiestl, F. P. (2005). On the success of a swindle: pollination by deception in orchids.
Naturwissenschaften, 92(6), 255-264.

Schwann Th. (1839) Mikroskopische Untersuchung iiber die Ubereinstimmung in der
Struktur und dem Wachstum der Tiere und Pflnazen, Berlin, 1 vol. in 80.

Sheelavanthmath, S. S., Murthy, H. N., Hema, B. P., Hahn, E. J. ve Paek, K. Y.,
2005. High frequency of protocorm like bodies (PLBs) induction and plant
regeneration from protocorm and leaf sections of Aerides crispum, Scientia
Horticulturae, 106, 395-401.

Simpson, M. G. (2019). Plant systematics: Academic press.

Steward, F. C. ve Mapes, M. O., 1971. Morphogenesis and plant propagation in
aseptic cultures of Asparagus, Botanical Gazette, 133, 70-79.

Stewart, L. S. ve Kane, M. E., 2006. Asymbiotic seed germination and in vitro seedling
development of Habenaria macroceratitis (Orchidaceae), a rare Florida
terrestrial orchid, Plant Cell Tissue and Organ Culture, 86, 2, 147-158.

Tokuhara, K., & Mii, M. (1993). Micropropagation of Phalaenopsis and Doritaenopsis
by culturing shoot tips of flower stalk buds. Plant Cell Reports, 13, 7-11.

Tollsten, L., & Bergstrom, J. (1989). Variation and post-pollination changes in floral
odours released by Platanthera bifolia (Orchidaceae). Nordic Journal of
Botany, 9(4), 359-362.

Ural, Y. (2021). Ticari 6nemi yiiksek bazi lavanta (Lavandula sp.) ¢esitlerinin in vitro
mikrogogaltim 6zelliklerinin arastirilmasi (Master's thesis).

Utami, E. S. W., & Hariyanto, S. (2019). In vitro seed germination and seedling
development of a rare indonesian native orchid Phalaenopsis amboinensis JJ
Sm. Scientifica, 2019.

o1



Valletta, A., Attorre, F., Bruno, F. ve Pasqua, G., 2008. In vitro asymbiotic
germination of Orchis mascula L., Plant Biosystems - An International Journal
Dealing with all Aspects of Plant Biology, 142, 3, 653-655.

Van Waes, J. M. ve Debergh, P. C., 1986. In vitro germination of some Western
European Orchids, Physiologia Plantarum, 67, 253-261.

Waes, J. V., 1987. Effect of Activated Charcoal on In Vitro Propagation of Western
European Orchids. Symposium on In Vitro Problems Related to Mass
Propagation of Horticultural Plants, Eyliil, Gembloux, Belgium, ISHS Acta
Horticulturae 212.

Warren, R., 1981. Orchids from seed-Part 11: Sowing the seed, The Orchid Review,
89, 149-151.

Werbrouck, S. P. O. ve Debergh, P. C., 1994. Applied aspects of plant regeneration
(micropropagation). In: Dixon, R.A and Gonzales, R.A. (eds.) Plant Cell
Culture - A Pratical Approach. 127-135, Oxford University Press, New York.

Wotavova-Novotna, K., Vejsadova, H. ve Kindlmann, P., 2007. Effects of sugars and
growth regulators on in vitro growth of Dactylorhiza species, Biologia
Plantarum, 51, 1, 198-200.

Yamazaki, J. ve Miyoshi, K., 2006. In vitro Asymbiotic Germination of Immature
Seed and Formation of Protocorm by Cephalanthera falcata (Orchidaceae),
Annals of Botany, 98, 1197-1206.

Yazgan, M. E., Korkut, A. B., Baris, E., Erkal, S., Yilmaz, R., Erken, K., ... &
Ozyavuz, M. (2005). Siis bitkileri iiretiminde gelismeler. Ziraat Miihendisleri
Odasi1 Teknik Kongresi, 3(7).

Zahara, M., Datta, A., Boonkorkaew, P., & Mishra, A. (2017). The effects of different
media, sucrose concentrations and natural additives on plantlet growth of
Phalaenopsis hybrid'Pink'. Brazilian Archives of Biology and Technology, 60.

52



Ad1 Soyadi:

Dogum Yeri ve Tarihi:

E-posta:

Lisans:

Yiiksek Lisans:

OZGECMIS

E**e 0***N

Y********r’ 1**7

E**********?@********m

Necmettin Erbakan Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimii (2**5-2**9)

Konya Gida ve Tarim Universitesi Bitkisel Uretim ve
Teknolojileri Anabilim Dal1 (2*%*9-2**3)

53



