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OZET

BAZI ORKIDE TURLERININ IN VITRO KOSULLARDA
URETIMLERI VE CICEKLENMELERININ TICARI CAPTA
GERCEKLESTIRILMESI

EKMEKCIGIL, Miinire

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Aynur GUREL
Temmuz 2016, 153 sayfa

Tez kapsaminda Cattleya sp.de in vitro kosullarda ticari ¢apta PLB
cogaltimi ve siirgiin rejenerasyonu, kokli siirgiin ve ex vitro aklimatizasyon
protokolleri ile Vanda sp.de in vivo bitkilerin yiizeysel sterilizasyonu ve in vitro
PLB rejenerasyonuna ait protokoller basariyla olusturulmustur. Cattleya sp.ye ait

stirgiinlerin in vitro ¢igeklenme tesvikinde ise 6nemli bulgular elde edilmistir.

Cattleya sp.ye ait in vivo geng siirgiinlere uygulanan yiizeysel sterilizasyon
sonucu koklerde %100, govdede %83,33 basar1 saglanmigtir. Siirgiin nodlarindan
TCL teknigi ile alinan ince kesitlerde elde edilen PLB (Protokorm benzeri yapi)
rejenerasyon katsayist 10,05°tir. PLB’den PLB ¢ogaltim1 ¢aligmasinda, yar1 kati
kiiltiir sistemlerinde PLB ¢ogaltim katsayis1 7,50; erlende siv1 kiiltiirlerde PLB
cogaltim katsayist 1,56; RITA® biyoreaktorlerinde PLB ¢ogaltim katsayis1 111,85
olarak elde edilmistir. PLB’den siirgiin rejenerasyonu calismasinda, yar1 kati
kiiltiir sistemlerinde siirgiin rejenerasyon katsayis1 13,00; erlende sivi kiiltiirlerde
rejenerasyon katsayist 0,67; RITA® biyoreaktorlerinde rejenerasyon katsayisi
199,90 olarak belirlenmistir. Yar1 kati1 besin ortaminda kiiltiire alinan Cattleya
sp.ye ait siirgiinlerde elde edilen siirgiin ¢ogaltim katsayist 3,50; siirgiin bagina
meydana gelen kok sayis1 7,34’tlir. In vitro kokli siirgiinlerin, ex vitro kosullara
adaptasyonunda %92,89 aklimatizasyon basaris1 saglanmigtir. Cattleya sp.de in
vitro c¢igeklenme tesviki icin ¢ok ¢esitli igeriklere sahip besin ortami
kombinasyonu ve farkli fotoperiyot ile giin/gece sicakliklarinda kiiltiire alinan

stirgiinlerde %6,67 oranda pseudobulb gelisimi saglanmuistir.
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Vanda sp.ye ait in vivo ¢icekli bitkilerin koklerinde %95,83, yapraklarinda
%80, govdede %71,67 ve ¢igekli kisimlarinda %70 ylizeysel sterilizasyon
basarisinin  saglanmasinin yami1 sira, bitkinin ¢i¢ekli kisimlarindan alinan
anterlerde %61,90 kallus olusumu, govdeden alinan eksplantlarda ise PLB

rejenerasyon katsayisi 1,11 olarak elde edilmistir.

Anahtar kelimeler : Orkide, mikrogogaltim, ticari ¢apta lretim, gegici

daldirma sistemi, ince hiicre tabaka



ABSTRACT

IN VITRO PRODUCTION AND FLOWERING OF SOME ORCHID
SPECIES FOR COMMERCIAL-SCALE REALIZATION

EKMEKCIGIL, Miinire

PhD In Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL
July 2016, 153 pages

In this study, commercial production protocols were established for Cattleya
sp. moreover, in vivo plantlet surface sterilization and in vitro regeneration
protocols were also established for Vanda sp. Valuable data about in vitro flower-
triggering of Cattleya sp. shoots were obtained.

Surface sterilization rate of in vivo shoots of Cattleya sp. were found 100%
and 83,33% in root and stem explants, respectively. Regeneration rate was 10,05
in thin layers excised from the Cattleya sp. shoots by the technique of TCL. In the
study of multiplacation of PLB from PLB, the highest proliferation rate were
found as 7,50, 1,56 and 111,85 in semi-solid cultures, flask liquid cultures and
RITA® bioreactors, respectively. In the study of shoot regeneration from PLB,
shoot regeneration rate was determined as 13,00 in semi-solid cultures,
regeneration formation rate were found 0,67 and 199,90 in flask liquid cultures
and RITA® bioreactors, respectively. In Cattleya sp., shoot proliferation rate was
3,5 and root formation number per shoot was 7,34. In adaptation of in vitro rooted
Cattleya shoots to ex vitro conditions, acclimatization was succeeded at 92,89%.
In order to trigger in vitro flowering of Cattleya sp., shoots were cultivated in
different media compositions, photoperiods, day/night temperatures and

pseudobulb arose at 6,67% ratio.



Surface sterilization rate of roots, leaves, stems and flower parts in Vanda
orchids were succeeded at 95.83%, 80%, 71,67% and 70%, respectively.
Moreover, 61,90% callus formation has been observed on anthers taken from the
flowery parts of the plant and 1,11 regeneration ratio has been obtained on stem

explants.

Keywords: Orchids, micropropagation, commercial-scale production,

temporary immersion system, thin cell layer
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VR Vanda Rejenerasyon
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1. GIRIS

Orkide yetistiriciligi, 1950’11 yillarda ekonomistler tarafindan hobiden
Oteye gecemeyen bir sektdr olarak tanimlanirken, glinlimiizde bu alan diinya
cicek ticaretinin yaklasik %8’ini kapsayan uluslararasi bir is kolu haline
gelmistir ve bunun yani sira, orkide yetistiriciliginin bir iilkenin ekonomik
manzarasini  degistirebilecek potansiyele sahip oldugu belirtilmektedir

(Griesbach, 2002; Chugh ve ark., 2009).

Orkideler hem kesme ¢icek, hem de saksi bitkileri olarak
pazarlanmaktadirlar. Ulkemizde 6zellikle 2009 yilindan sonra hizli bir artis
gosteren slis bitkisi tiretim alanlari, 2014 yilinda (49.019 da), 2002 yilina
(19.170 da) gore 2,5 kat artig gostermistir (Siis Bitkileri Sektor Raporu, 2015).
TUIK ten (2015) elde edilen verilere gore iilkemizde toplam 18.750 m? ekili

alanda, 272.300 adet kesme orkide {iretimi saglanmistir.

Tiirkiye’de 2014 yili icinde toplam 32 milyon USD olan siis bitkisi
ihracatinda ilk sirada Hollanda (16.027.404 USD), ardindan Ingiltere
(11.116.551 USD) yer almaktadir. Bunun yani sira, 2014 yili toplam ithalat
miktarimiz 6 milyon USD’ye ulasmistir (Kesme Cicek Sektor Raporu, 2015).

Giintimiizde Cymbidium, Dendrobium, Oncidium ve Phalaenopsis gibi
orkide tiirleri diinya capinda pazarlanmaktadir ve orkide endiistrisi bir¢ok
ASEAN {lkesinin ekonomisine 6nemli Ol¢lide katkida bulunmaktadir.
USDA’nin 2015 yilinda Amerika’da yilda 10.000 USD ve iizerinde siis bitkisi
satis1 gerceklesen eyaletleri kapsayan arastirmasinda, 2015 yilinda toplam 810
milyon USD’lik saksida ¢icekli bitki satisi gergeklestirilmistir ve bu satig
rakaminda 288 milyon USD ile ilk siray1 orkidelerin aldig1 rapor edilmistir.
Ayn1 zamanda, Amerika’da 2015 yili iginde toplam 4.37 milyar USD ¢igekli
bitki (bahge ve ¢ok yillik bitkiler, saksida ¢icekli bitkiler, peyzaj ve i¢c mekan
bitkileri, otsu ¢ok yillik bitkiler, dikime hazir olmayan anag bitki) satisi icinde
36.376.000 adet saksili orkide toplam 288.284.000 USD’ye satilmistir. Bunun
yani sira, ayni yil icinde 4.682.000 dal orkidenin, dal basina 170,5 cent olmak
lizere, toplam 7.983.000 USD’lik satis1 yapilmistir (Floriculture Crops, 2015).



Singapur’da 2014 yilinda 48 milyon siis bitkisi (saksili, peyzaj, siis,
akvaryum ve doku kiiltiiriinden gelen bitkileri) iiretimi yapilirken, 10 milyon
dal kesme orkide tiretimi gerceklestigi belirtilmektedir (Yearbook of Statistic
Singapore, 2015). Kesme ¢icek ihracatgilari arasinda 6. sirada yer alan
Tayland orkide ihracatindan her yil 30 milyon USD kazanirken, diger bir
Uzakdogu tilkesi olan Singapur ise 16 milyon USD kazanmaktadir (Chugh ve
ark., 2009).

Diinyada yetistiriciligi yapilan baslica tiirler olan Cattleya, Dendrobium,
Epidendrum, Vanda, Brassia, Laelia, Miltonia, Paphiopedilum, Oncidium,
Phalaenopsis ve Cymbidium siis bitkileri olarak deger tasimalari nedeniyle
ekonomik olarak olduk¢a oOnemlidirler (Choi ve ark., 2006). In vitro
kosullarda elde edilen aseptik orkide siirgiinleri piyasada satisa hazir bigimde
59 USD’ye, hediyelik esya olarak kiiltiir tlipleri ve renkli besin ortamlari
icinde yaklasik 10-12 USD’ye, cicekli siirgiinler ise 25 USD’ye satilmaktadir
(Ebay, 2016).

Kesme ¢igek ve saksi bitkileri olarak Asya, Avrupa ve Amerika’da
orkidelere olan talebin artmas ile birlikte, diinya genelinde orkide tiretimine
ve ayni zamanda yeni ticari cesitlerin gelistirilmesine olan ihtiyag¢ siirekli
artmaktadir (Hee ve ark., 2007). Tirkiye i¢in yeni bir kazan¢ kaynagi olma
potansiyeline sahip orkidelerin, siis bitkileri arasinda diger bitkilere gore
taleplerinin giderek artacagi disiiniilmektedir. Fakat {ilkemizde bu bitkinin
iiretimi heniiz tam anlamiyla gerceklestirilmemektedir ve yurtdigindan ytiksek
maliyetlerle kesme ¢icek ve saksida bitki olarak ithal edilmektedir. Bu durum
ilkemiz ¢igek sektorii agisindan diga bagimliligr yaratan ve doviz kaybina yol

acan onemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Mikrogogaltim, diisiikk maliyette biiylik ¢apli bitki {iretimini miimkiin
kilmaktadir ve ABD’de 2008 yilinda yaklasik 140 milyon USD toplam degere
sahip saksi1 orkideleri pazarina hakim olan Phalaenopsis basta olmak tiizere
bir¢ok orkide ¢esitleri ve hibritlerinin endiistriyel ¢apta ticari liretimde basarilt

bir sekilde kullanilmaktadir (Liao ve ark., 2011).



Ozellikle uzun siiren (3-7 yil) gelisim siirecleri (Kamemoto ve ark.,
1999), orkidelerin ticari iiretiminde mikrogogaltim ve doku kiiltiiri
tekniklerinin 6nemi arttirmaktadir (Martin ve Madassery, 2006). Bunun yan1
sira, orkidelerin doku kiiltlirii teknikleri ile tretimleri, klasik yetistiricilik

yontemlerine gore daha avantajli oldugu pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.

Bitki doku kiiltiirii teknikleri; ¢evresel etkenlerden (iklim, mevsimsel
kisitlamalar, toprak vb.) etkilenmeden, daha yiiksek kalitede ve verimlilikte
standart bitki iiretimi agisindan uygun bir segenek olarak kabul edilmektedir.
Fakat yar1 kat1 besin ortamlarinda gergeklestirilen klasik bitki doku kiiltiirti
proseslerinde, eksplantlarin ¢oklu siirgiin olusturma oranlarinin genellikle
diisiik olmast ve iiretim maliyetlerinin yiiksek olmasi yeni {iretim
tekniklerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu amagla, kitlesel tiretim
icin yar1 kat1 kiiltiirler yerine; ol¢ek biiyiitme olanaklari, fiziksel ve kimyasal
cevrenin kolay kontrolii ve diisiikk tiretim maliyetleri gibi avantajlar
nedeniyle, mikrogogaltimlarin siv1 kiiltiirlere dayali gesitli biyoreaktorlerde
gerceklestirilmesi tercih edilmeye baslanmistir. Ancak stirekli daldirma
sistemine sahip biyoreaktorlerde karsilasilan vitrifikasyon (hiperhidrifiye,
camsilagsma), asfeksi (havasizlik kaynakli bogulma) gibi c¢esitli sorunlardan
dolayi, gecici daldirma sistemine sahip biyoreaktorlerin kullanimi 6n plana

cikmaktadir.

In vitro ¢igeklenme teknigi ile boyut, sekil, renk tonlar1 ve varyasyonlari
acisindan istenen gesitli ¢icek Ozelliklerinin erken belirlenmesi miimkiin
olmaktadir. Ticari olarak tercih edilen karakterleri gosteren klon
belirlendikten sonra istenilen orkideler doku kiiltiirii ile biiyiik Olgekte
retilebilmektedir. Ayrica, bitkide ¢igek olusumuna kadar gegen genglik
periyodunun o6nemli Olclide kisaltilmasi ile ciceklenmenin baslatilmasi ve
cicek gelisimine yonelik ¢alismalar, buna bagli olarak, istenilen Ozelliklere
sahip melez tohum iiretiminin kolaylastirilabilmesi gibi avantajlar da in vitro
cigeklenme teknigini 6n plana g¢ikarmaktadir. Bunlarin yani sira, ex vitro
kosullarda elde edilen ciceklere gore daha kiiciik boyutlu ¢igeklere sahip
orkideler, piyasada hediyelik ve dekoratif olarak ticari 6nem gostermektedir

(Sim ve ark., 2007).



Tez kapsaminda baslangic materyali olarak gerek diinya ve gerekse
iilkemiz agisindan ticari oneme Sahip Cattleya forbesii ‘Alba’ ve Vanda
coerulea orkidelerine ait in vivo bitkiler kullanilmistir. D1s kosullardan temin
edilen bitkisel materyallerin in vitro kosullarda yiizeysel sterilizasyonlart
tamamlandiktan sonra bu materyallerde protokorm benzeri yapi’larin (PLB)
rejencrasyonu tesvik edilmistir. In vitro kosullarda elde edilen PLB’lerden
PLB cogaltim1 ve siirgiin rejenerasyon tesviki i¢in yar1 kat1 ve sivi (erlen,
RITA® biyoreaktor) kiiltiir sistemleri kullanilmistir. Bu asamanim ardindan
siirglinlerin yar1 kat1 kiltiir sistemlerinde c¢ogaltimi ve koklendirme
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu denemelerden elde edilen saglikli ve koklii
stirglinlerin ex vitro kosullarda aklimatizasyonlari saglanmalarinin yani sira,
in vitro siirglin ve PLB’lerin baslangi¢ eksplanti olarak yer aldigi ve cesitli
besin ortami  bilesenleri, kiiltiir sistemleri ile ortam kosullari
kombinasyonlarmin kullanildigi in vitro ¢igeklenme tesviki uygulamalari

gerceklestirilmistir.

Tiirkiye’de orkide talebinin ithalata dayali olarak karsilanmaya
caligilmasi nedeni ile karsimiza ¢ikan, disa bagimliliga ve ekonomik agidan
onemli déviz kaybina yol acan bu sorunun ¢dziimiine yonelik olarak hiicre,
doku ve organ kiiltiirii tekniklerinin kullanimi ile tez kapsaminda, in vitro
orkide iretimine yonelik modern biyoteknolojik yontemlerin ele alinmasi
sonucunda kisa siirede ticari ¢apta orkide {iretim protokollerinin olusturulmasi

amaclanmustir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI
2.1. Orchidaceae

Bitkiler aleminin en zengin familyalarindan biri olan Orchidaceae
(Arditti, 1979), Schultes ve Pease’e (1963) gore 600-800 cins ve 25.000-
35.000 tir; Sezik’e (1967) gore yaklasik 450 cins ve 18.000- 20.000 tiire
sahiptir. Her yil yeni tiirlerin kesfedilmesiyle ve yeni hibritlerin
olusturulmasina bagli olarak orkidelerin c¢esitliliginin zamana bagli olarak

artttig1 belirtilmektedir (Demir, 2014).

Essiz ¢icek sekilleri ve ¢ekici ¢icek renkleri ile taninan orkidelerin
yetistiriciligi ¢ok eskiye dayanmaktadir (Tee ve ark., 2008). Ulkemiz
kosullarinda yumrulu, rizomlu ve bazi tiyeleri epifit, saprofit ya da klorofilsiz
cok yillik otsu 6zellikte 23 cinse ait, 49 adeti de hibrit olmak iizere toplam
204 orkide tiiriiniin yetistigi bilinmektedir (Sandal, 2009). Diinya geneline
yayilan orkidelerin yaklasik %701 epifit, %25’i toprakta ve %5’ ise kayalar
veya ciirimekte olan bitkiler lizerinde yasamaktadirlar (Giiler ve ark., 2008).
Epifitik orkideler sahip olduklar1 gosterisli cicekleri ile kiiltiirii en fazla
yapilan bitkilerin basinda gelmektedir (Arditti, 1979; Sezik, 1984). Karasal
orta kusak orkideleri toprak alti1 ve toprak {stii organlara sahiptirler. Toprak
alt1 organlari, kok ve depo organlarindan (yumru veya rizom), toprak tistii
organlari ise govde, yaprak ve cicekten meydana gelmektedir (Demir, 2014).
Cigek ortisii (periant), i¢c (petal) ve dis (sepal) olmak iizere iki halkadan
olusmaktadir. Orkidelerde ileri derecede farklilasan petallerde labellum
denilen bir yap1 mevcuttur. Orkide tiirlerinin biiyiikk bir kisminda gelisme
donemine giren ¢igek, resupinasyon adi verilen bir olgu ile kendi ekseni
etrafinda doner ve buna bagl olarak, ¢icegin iist kisminda yer alan labellum,
180 derece yer degistirerek, cigcegin alt kisitmia gecmektedir (Mukherjee,
1983; MEB, 2008). Genel yapisi itibariyle orkide ¢igeginin 6n ve yan kesitleri
Sekil 2.1°de belirtilmistir (Natural History Museum of Jamaica, 2016). Siis
bitkileri sektdriinde olduk¢a Onemli bir yere sahip olan orkideler aym
zamanda, gida ve kozmetik sektorii ile tibbi ¢alismalarda da kullanilmaktadir
(Cizelge 2.1) (Sandal, 2009).
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Sekil 2.1. Genel yapisi itibariyle orkide cigeginin (a) On kesiti (A- Dudak ya da labellum, B-

Lateral sepal, C- Dorsal sepal, D- Petal, E-Kolon) ve (b) Yan kesiti (A- Pedisel, B- Ovaryum,
C- Anter, D- Staminod, E- Dudak).

Cizelge 2.1. Onemli baz1 orkide tiirlerinin ve cinslerinin Kullanim alanlar1 (Sandal, 2009).

Kullanim .
Onemli Baz Tiirler ve Cinsler Aciklama
Alam
Aceras, Anacamptis, Cephalanthera, Barlia,
Dactylorhiza, Comperia, Coeloglossum, Epipactis, | Vanilya, salep,
Gida Goodyear, Gymnadenia, Himantaglossum, Limodrum, | dondurma, yogurt,
Listera, Neotinea, Neottia, Ophrys, Orchis, Platanthera, | pasta yapimi
Serapias, Spiranthes, Traunsteinera
Kozmetik | Orchis punctulata Koku hammadesi
) Antikanserojen ve
Tibbi Vanda parviflora o
antiviral
Dendrobium, Phalaenopsis, Vanda, Cymbidium, Kesme ¢icek, saksi
Siis Bitkisi o o _ o
Paphiopedilum, Oncidium, Phalaenopsis, Cattleya bitkisi

Cattleya, Orta ve Giiney Amerika orijinli 48 tiire sahip bir epifitik bir

orkide cinsidir ve diger tropik orkide tiirleri gibi yiiksek sicakliklarda (>25°C)

daha hizli biiyiimektedir. Cattleya tiirlerinin biiyiik bir kismi1 yalanci sogan adi

verilen pseudobulblara sahiptir. Iyi gelismis ve uzun olan bu yapinin islevi su

depo etmektir. Diger orkidelere gore fark edilir bicimde biiyiik ve gosterisli

cigeklere sahip olan Cattleya orkideleri orta veya yiiksek sicakliga sahip i¢

mekanlar ve nemli ortamlarda daha iyi gelisim gostermektedirler (Mukherjee,

1983).




Cattleya’lar 1slah amaciyla hibridizasyonu yapilan ilk orkide cinsleri
arasinda yer almaktadir (Lopez ve Runkle, 2005). Hibrit ¢alismalarinda
Cattleya’nin diinya geneline yayilan kullanim sikligi, bu orkidelerin bazi
tirlere  kiyasla sakst  bitkisi olarak  kullanilabilmesi ve rahat
yetistirilebilmesinin yani1 sira, Ozellikle hibridizasyon basarisinin yiiksek

olmasindan kaynaklanmaktadir (Mukherjee, 1983).

Cattleya tiirleri ve hibritlerinin ¢igeklenme tesviki icin genellikle kisa
giin kosullart ve disiik sicakliklara ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir.
Omegin C. warscewiczii, C. gaskelliana ve C. mossiae tiirlerinde 9 sa
aydinlik/15 sa karanlik fotoperiyot ve 13°C ortam sicakligi ¢igeklenmeyi
tesvik edebilmektedir. Bunun yani sira, aym sicakliga sahip kosullarda, 16
saatlik kiiltlir siiresi bitkilerin ¢igceklenmesi tiizerinde inhibitér etki
gosterebilmektedir. Genellikle kisa giin bitkisi olan Cattleya orkideleri
ilkbahar doneminin yani sira, yaz ve sonbahar donemlerinde de ¢igek

acabilmektedir (Lopez ve Runkle, 2004).

Orchidaceae familyasina ait Vanda orkideleri Giiney Avustralya, tiim
Hindistan ve Giiney Cin’de dogal olarak yetismektedir. Bu cins 40’tan fazla
yabani tiir ve c¢ok sayida hibrit icermektedir. Sahip olduklar1 gorkemli
ciceklerden dolayisiyla Vanda orkideleri, Orchidaceae iginde oldukca
begenilmekte ve yiiksek talep gormektedir.

Cekici mavi ve mavimsi mor ¢icekli hibritleri ile kesme ¢i¢ek olarak
cicek marketlerinde fazla talep goren (Phuekvilai ve ark., 2009) Vanda
orkidelerine ait ¢igekler, modern hibritlerinin sahip oldugu genis yelpazadeki
renkleri, yilda 6 ya da daha fazla ¢igeklenme sikligina sahip olmalar1 ve 4 ile
8 hafta siireyle cicekli kalabilmeleri nedeniyle diger orkidelere gore 6n plana

¢ikmatadirlar (Motes, 2004; Gnasekaran ve ark., 2012).

Vanda cinsine sahip orkideler gosterisli ¢igekleri diginda tibbi 6neme
sahip tiirleri de icermektedir. V. testacea (Lindl.) Reichb epifitik Vanda-
benzeri orkide tiirleri i¢inde alkaloid igerigi yiiksek olmasi nedeniyle, tibbi

Onemi bulunan bir tirdiir.



Vanda orkidelerine ait bitkilerin kok, yaprak, ¢igekli kisimlarinin
tamami1 toz haline getirilerek ya da ekstraksiyonu yapilarak bitkisel
tedavilerde romatizma, bronsit, sinir hastaliklari, hemoroit, enflamasyon ve
ayn1 zamanda potansiyel antikanser ilaci olarak kullanilmaktadir (Chauhan,
1990; Kaur ve Bhutani, 2009). Bunun yani sira, V. spathula (L.) Sprang.
orkidesinin toz haline getirilmis ¢igeklerinin asttm ve manik bozukluklarda;
V. tesellata (Roxb.) Hook. Ex. Don. ekstraktlarinin afrodizyak,
antienflamatuvar, antiromatizmal, antimikrobiyal ve yara iylestirici

ozelliklerinin bulundugu rapor edilmistir (Singh ve Duggal, 2009).

2.2. Orkidelerin In Vitro Kosullarda Yar1 Kat1 Kiiltiir Sistemlerde

Uretimi ve Cogaltimi

Mikrogogaltim, cesitli doku kiiltlirii teknikleri araciligiyla, bitkinin
totipotensi Ozelligine bagli olarak, tam bir bitki olusturabilme potansiyeli
mevcut kisimlarindan alinan belirli biiyiikliiklerdeki eksplantlarin, aseptik
kosullarin saglandigi in vitro sartlarda, bitkinin ihtiya¢ duydugu besin
elementlerini igeren yar1 kati veya sivi besin ortamlarinda kiiltiire alinarak,
mevcut bitkiyle es oOzelliklerde yeni bitkilerin iiretimi ve ¢ogaltiminin

saglanmasi olarak tanimlanabilir.

Orkidelerin doku kiltiirii teknikleri yoluyla cogaltimlar1 ¢ok uzun
stiredir yapilmaktadir ve birgok orkide cinsinde de tek tip klon iiretimleri
gerceklestirilmistir (Ng ve Saleh, 2011). Karasal orkidelerin yasam
dongiilerini gergeklestirmeleri i¢in funguslarla ortaklasa yasam ihtiyact iginde
olmayabilecekleri durumu, 1922 yilinda Knudson adli arastiricinin ¢alismalari
sonucunda ortaya ¢ikmistir. Knudson, fungus olmadan da orkide tohumlarinin
mineral ve seker igeren basit bir besin ortaminda ¢imlenebildigini gdsteren ilk
arastiricidir (Giimiis ve Ellialtioglu, 2010). Bunun yani sira, bir¢ok orkide
cinsinde Protokorm Benzeri Yapi’lar (PLB), in vitro kosullar altinda kisa
siirede ve ¢ok sayida tiretilebildikleri i¢in ticari Ureticiler tarafindan tercih

edilmektedir.



Iyi farklilasmis dokular olarak tanimlanan PLB’ler, siirgiin ve kok
meristemi olarak adlandirilan iki farkli polar yapiya sahip olmalar1 nedeniyle
orkidelerin embriyolar1 olarak kabul edilirler. Bu nedenle bu yapilar, bitki
bliylime diizenleyicisi igcermeyen besin ortamlarinda kiiltiire alindiklarinda

bitkiye dontisebilmektedirler (Ng ve Saleh, 2011).

1949 yilinda Phalaenopsis ¢esidine ait nod ecksplantlarinin, aseptik
kosullarda tohum ¢imlendirme ortaminda kiiltiire alinmasi ile siirgiin
rejenerasyonunun tesvik edilmesinin yani sira, 1960 yilinda Georges Morel’in
Cymbidium orkidesine ait siirgiin uglarindan alinan eksplantlarin kiiltiire

alinmasi1 ile coklu siirgiin olusumlarmin gergeklestirildigi rapor edilmistir

(Griesbach, 2002).

Liao ve ark. (2011), doku kiiltiiriine zor reaksiyon veren Paphiopedilum
cinsine ait iki ¢esit orkidede yaptiklari ¢alismada, in vitro kosullarda ¢igek

tomurcuklarindan siirgiin rejenerasyonu saglamislardir.

Roy ve ark.’1 (2011), Vanda coerulea Griff. ex Lindl. tohumlarimi
cimlendirdikleri bir calismada, MS (Murashige ve Skoog, 1962) besin
ortamina NAA (5,36 uM), BAP (3,8 uM) ve Phytamax ilave ederek
protokorm rejenerasyonu, aktif komiir (3 g/l) ilave ederek siirgiin

rejenerasyonunu gerceklestirdiklerini belirtmektedirler.

Vanda teres orkidesinin tohumlart ile yapilan bir ¢alismada da 1 mg/l
BAP, 0,5 mg/l NAA, %2 siikroz, 2 g/l pepton ilave edilmis VW (Vacin ve
Went, 1949) besin ortaminda, 40-45 giinliik kiiltiir siiresi sonunda ¢imlenme
meydana geldigi gozlenmistir. Ayn1 ¢alismada %10 hindistan cevizi suyu
iceren besin ortaminda da siirgiin rejenerasyonu ile bu siirgiinlerin gelisimi ve
cogaltimi saglanirken, 2 g/l muz ekstraktt ve 100 mg/l kazein hidrolizat
eklenmis 1/2MS besin ortaminda es boyutlara sahip kokli siirgiinler elde
edilmistir (Sinha ve Roy, 2004).
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Tee ve ark.’nin (2010), Vanda Somsri Pink ve Dendrobium Bobby
Mesina Red orkidelerinde %3 siikroz, 1 mg/l NAA ya da 1 mg/l picloram
iceren MS besin ortaminda kiiltiire aldiklar1 yaprak eksplantlarindan PLB
rejenerasyonunu saglamalarina benzer olarak, Gantait ve Sinniah (2012), PLB
rejencrasyonu i¢in Aranda Won Chark Kuan ‘Blue’x Vanda coerulea Grifft.
ex. (Lindl.) orkidesine ait yaprak eksplantlarini aktardiklar1 1,5 mg/l TDZ

iceren MS besin ortaminda basarili sonuglar almiglardir.

Islam ve ark.’1 (2011) Vanda roxburgii tohumlar1 ile yaptig
denemelerde 200 mg/l patates ekstrakti iceren besin ortaminda %78,24 oranda
tohum c¢imlenmesi; 100 mg/l patates ekstrakti igeren besin ortaminda ise es

boyut ve dzelliklere sahip koklii siirgiinler elde etmislerdir.

Malabadi ve ark.’nin (2004), Vanda coerulea ile yaptiklar1 ¢alismada,
1,5 uM TDZ iceren VW besin ortaminda kiiltiire alinan siirgiin ucu
eksplantlarinda %95 oranda PLB rejenerasyonu, dort haftalik kiiltiir siiresi
sonunda saglikl siirgiinlerin gelisim gosterdigini bunun yam sira, 11,42 uM
IAA igeren 1/2VW besin ortaminda %98 oranda kokli bitkilerin elde

edildigini rapor etmislerdir

Vanda spathulata nod eksplantlarinda siirglin rejenerasyonu igin yapilan
bir ¢aligmada ise BAP ve IAA igeren Mitra (Mitra ve ark., 1976) besin
ortaminda, alti aylik kiiltiir siiresi sonunda nod basma 12,6 ve 12,1 adet
slirgiin rejenerasyonu; altkiiltiirlemelerle 6,1 siirgiin ¢ogaltim katsayisi; muz
ekstrakti ve TAA igeren besin ortaminda ise 3-9 haftada kokli bitkiler elde
etmislerdir (Decruse ve ark., 2003).

Dewir ve ark.’nin (2015), Cattleya’ya ait siirgiin nodlarmi in vitro
kosullarda koklendirme ve aklimatizasyonu i¢in yaptiklar calismada; 2,4
mg/l IBA ve %3 siikroz iceren 1/2MS besin ortami ile 60 pmol/m?s 151k
yogunlugunun kullanildig1 kiiltiir kosullariin en iyi kdklenme ylizdesini
sagladigr bildirilmiglerdir. Righeto ve ark.’1 (2012), C. labiata Lindley ve C.
eldorado Linden siirgiinlerinin ¢ogaltiminda paklobutrazolun etkilerini

incelemislerdir.
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2.2.1. Orkidelerin In Vitro Kosullarda Ince Hiicre Tabaka Teknigi

ile Uretimi ve Cogaltim

Bitkilerin govde, yaprak, ¢igek salkimlari, ¢icek primordiyas: ya da
cigek organlari, kotiledonlar, hipokotil/epikotil, embriyo, apikal ug gibi farkli
kisimlarina ait eksplantlardan enine ya da boyuna olacak sekilde 0,1-10 mm
aras1 kalliklarda alman ince kesitlerin kullanimi Ince Hiicre Tabaka (TCL)

teknigi olarak adlandirilmaktadir.

Baz1 orkideler ve diger monokotil tiirlerde bitkicik tiretimleri igin
stirgin ucu, nod, yaprak, cicek sapt ve PLB gibi aktif biiyiiyen bitki
kisimlarindan alinan ince kesitlerin kullanildigi ve bu teknigin diger in vitro
tekniklere gore daha etkili oldugu ¢alismalar bulunmaktadir (Zhao ve ark.,
2007; Chugh ve ark., 2009).

Lakshmanan ve ark. (1995), Arachnis hookeriana (Rchb.f.) Rchb. f. ve
Vanda lamellata Lindl. hibriti olan Aranda Deborah’mn in vitro kosullarda
hizl1 ¢ogaltim1 i¢in ince hiicre tabaka sistemini kullandiklar1 ¢alismada, 6-7
mm’lik siirgiin uclarindan 0,6-0,7 mm aras1 kalinliklarda alinan enine
kesitlerin %20 (v/v) hindistan cevizi siitli iceren VW besin ortaminda kiiltiire
alinmasi ile 45 gilin sonra eksplant basina ortalama 13,6 PLB elde edilirken,
ayni kosullarda kiiltiire alinan 6-7 mm uzunluktaki siirgiin ucu eksplanti

basina sadece 2,7 PLB olustugu belirtilmektedir.

Sinha ve ark.’nin (2007) yaptig1 ¢alismada ise olgun Cattleya hibritinin
geng stirgiinlerinden alinan ince hiicre tabakalar1 1,5 mg/l BA, 0,5 mg/l NAA,
%2 (w/v) siikroz, %10 (v/v) hindistan cevizi siitii, 2 g/l pepton ve 1 g/l aktif
karbon eklenmis 1/2MS besin ortaminda kiiltiire alindiktan sonra
altkiiltiirlemeler i¢in ayni ek maddeleri iceren yar1 katt MS ortami
kullanmiglardir. Calismada ilk 12 hafta icinde ortalama 8 adet PLB
rejenerasyonu saglanmasinin yani sira, yapilan altkiiltiirlemelerde 8 haftada
220 adet PLB elde edilmistir. Aynm1 zamanda 8. haftada ince kesit

eksplantlardan gelisen siirgiinlerin tamaminda koklenme gézlenmistir.
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Sinha ve ark.’nin (2007) yaptigi ¢alisma sonunda, ilk kiiltiir
baslangicindan itibaren 41 hafta i¢inde tek bir ince hiicre tabaka eksplanttan
1.260 adet bitki elde edilmistir. Buna bagli olarak, PLB’lerin g¢ogaltim
ortaminda tekrarli altkiiltiirlermelerinin yapilmasi ve PLB kiimesinin taban
kismindaki yaprakli siirgiinlerin alinarak, cogaltim icin kullanilan besin
ortaminda kiiltiire alinmasi ile her 32 haftada 500.000 bitkicik elde edildigi

rapor edilmistir.
2.3. Orkidelerin Siv1 Kiiltiir Sistemlerde Uretimi ve Cogaltimi

Yar1 kat1 besin ortami ve kiiciik kiiltiir kaplar1 kullanilarak yapilan
mikrogcogaltim prosesi; bitki dokularinin tiim yilizeyinin besin ortami ile temas
etmemesi, katilastirici ajan olarak kullanilan agar {irlinlerinin besin ortami
bilesenleri ile tepkimeye girebilmesi ve ticari biiyiikk capli {iretim igin
otomasyonu zorlastirmas1 gibi bazi dezavantajlara sahiptir. Ayrica,
altkiiltiirden 4-6 hafta sonra, besin ortamu icindeki besinlerin tiikketiminden ve
biyokiitlenin artarak kiiltiir kaplarint doldurmasindan dolayi, doku ya da
bitkilerin, taze besin ortami i¢eren yeni kiiltiir kaplarina siirekli olarak transfer
edilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle, yar1 kat1 kiiltiirler ile gerceklestirilen
mikrogogaltim, is giicli fazla olan bir tekniktir ve iiretim maliyetinin %40-
60’1, genellikle is¢ilik maliyeti olusturmaktadir (Berthouly ve Etienne,
2005; Robert ve ark., 2006).

Stv1 kiiltiir ortamlarinin kullanimi; kiiltiir kosullarin1 oldukg¢a uniform
yapmakta, isciligi azaltarak ve {iretim maliyetlerini arttiran jellestirici
maddelerin kullanimimi elimine ederek {iretim maliyetlerini diistirmektedir.
Bunun yani sira, sivi besin ortamlarinin Katilastirict madde igermemesi
nedeniyle, kiiltiire alinan eksplantin, besin ortamindaki su ve ¢oziinmiis
maddeleri alimi kolaylagsmaktadir. Ayrica sivi kiiltiirlerde 6lgek biiyiitme ve
otomasyon islemleri de miimkiin olmaktadir. Buna bagli nedenler dolayisiyla,

kitlesel capta tiretimde siv1 kiiltiirler tercih edilmeye baslanmistir.
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Siv1 kiiltiir sistemlerinin pek ¢ok avantaji bulunmasina ragmen, bitkisel
materyallerde vitrifikasyon riskine sebep olmasi ve eksplantlarin sivi besin
ortami i¢ine batmalarindan dolay1 asfeksi gibi problemler de bu sistemlerin
dezavantajlar1 olarak ortaua ¢ikmaktadir (Alvard ve ark., 1993; Berthouly ve
Etienne, 2005; Robert ve ark., 2006). Buna bagl olarak, sivi Kkiiltiir
ortamlarinin dezavantajlarin1 elimine etmek amaciyla, gegici daldirma

sistemleri gelistirilmistir (Afreen, 2006).

Gegici daldirma sisteminde bitki dokulari, belirli araliklarla ve belirli
siirelerde besin ortamui ile temas etmektedir. Bu sistemde, sivi besin ortaminin
kullanimiyla es zamanli olarak kiiltiir kab1 icerisindeki gaz cevresi de kontrol
edilebilmekte ~ ve  dretim  maliyetleri  disiriilerek  otomasyon
saglanabilmektedir. Bu sistemin esas alindigi biyoreaktorler kullanilarak,
bliylime ve ¢ogaltim oraninin arttirilmasi ile biiyiime odasinda birim alan
basina daha fazla bitki lretilmekte ve boylece iretilen her bir bitkinin
maliyeti dugiirilmektedir. Siirekli daldirma sistemlerinin, biiylime ve
morfogenez lizerinde bazi olumsuz etkileri bulunmaktadir. Gegici daldirma
sistemlerinde ise, bitkisel materyal her bir daldirma siiresince besin ortamu ile
direkt temas halinde oldugu ve ara devre siiresince ince bir sivi film tabakasi
ile kaplandigi i¢in biiylime olumlu yonde etkilenmektedir. Bitkisel materyalin
biiyiime ve gelisimi, biyoreaktoriin daldirma siklig1 ve siiresinin diizenlenmesi
ile kontrol edilebilmektedir. Bunun yani sira bu sistemlerin yer aldigi
caligmalarda elde edilen bitkilerde, diger sistemlere gore daha az
hiperhidrisite gézlenmektedir. Ayrica, bu tip sistemle ¢alisan biyoreaktorler
kullanildiginda, bitki dokular1 iizerindeki havalandirma ve karistirmadan
kaynaklanan mekanik stres azalmaktadir (Berthouly ve Etienne, 2005; Afreen,
2006).

Gegici daldirma sistemine sahip olan RITA® biyoreaktorleri, 2
bolmeden olusan 1 L’lik tekrarli kullanilabilir ve otoklavlanabilir
polisiilfondan yapilmis kiiltiir kaplaridir. Bu biyoreaktoriin iist bélmesine
eksplantlar, alt bolmesine ise sivi besin ortami konulmaktadir. Bu iki bolme,
alt bolmeye basing uygulandiginda besin ortami yukari ¢ikacak sekilde

birbirine baglanmustir.
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RITA® biyoreaktorleride hava ile basing pompalandigi siirede, {ist
bélmeye yiikselen besin ortami dolayisiyla, eksplantlar besin ortami ile temas
etmektedir. Daldirma periyodu sirasinda verilen hava akimi ile besin
ortaminin yiikselmesi sonucu eksplantlar calkalanmakta, ayrica kiiltiir kabinin
havast da yenilenmektedir. Biyoreaktoriin iistiindeki ¢ikis bdlgesinden
havanin uzaklastirilmast sonucu besin ortami, yergekiminin etkisi ile alt

bolmeye geri donmektedir (Teisson ve Alvard, 1999).

RITA® biyoreaktdrleri; elma, ¢ilek gibi farkli bitki tiirlerinin
mikrogogaltimlarinda basarili olarak kullanilmaktatir (Zhu ve ark., 2005;
Hanhineva ve ark., 2005; McAlister ve ark., 2005).

Tirado ve ark. (2005), Phalaenopsis’te kitlesel iiretim amaciyla 3 aylik
in vitro protokormlarinin  ¢ogaltimmmi  saglamak  iizere RITA®
biyoreaktorlerinde gesitli daldirma sikhig1 (4 sa/l dk ve 8 sa/l1 dk) ve siikroz
konsantrasyonu (0, 15, 30, 45, 60 g/l) ile denemeler gergeklestirmislerdir.
Calismada protokorm basina elde edilen en yiiksek protokorm olusumu (8,2
adet), 4 saatte 1 dakikalik daldirma periyodu ve 15 g/l siikroz igeren besin

ortami1 kullanimi ile meydana geldigi rapor edilmistir.

Young ve ark. (2000), Phalaenopsis orkidelerinde hava kaldirmali
balon tip siirekli daldirma sistemine sahip biyoreaktorlerle gegici daldirma
sistemine dayali biyoreaktorleri ilk defa karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda bu
orkideye ait PLB’lerin rahatlikla ¢ogaltilabildigini ve diger ticari orkide
tirlerinin de biyorekatorlerde gerceklestirilebilecek kiiciik modifikasyonlarla

kitlesel olarak iiretilebileceklerini belirtmislerdir.

Swv1 kiiltirler kullanilarak gegici daldirma sistemleri araciligiyla
orkidelerin ticari iiretimlerinin yapilabildigi az sayida ¢aligma (Young ve ark.,
2000; Hempfling ve Preil, 2005), genellikle Phalaenopsis cinsi ile
gergeklestirilmistir.



15

Young ve ark.’t (2000), aktif karbon filtreli gegici daldirma
sistemlerinde, Hyponex (Kano, 1965) Kkiiltiir ortami kullanarak siirgiin
rejenerasyonunun (%83), koklenmenin (%83) ve bitkicik taze agirliklarinin
(207,4 g), siirekli daldirma (5 ) ve galkalamali erlenlerde (25, 50, 100 ml)
elde edilen sonuglara gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Hempfling ve
Preil (2005) ise Phalaenopsis siirgiinleri ile 5 I’lik ikili cam kaplarin
kullanildig1 gecici daldirma sistemlerinde 1/2MS besin ortamina 0,5 mg/l
TDZ eklenmesi sonucunda adventif siirgiin ¢ogaltimmi (%25,4) ve kok

olusumunu basarili sekilde saglamiglardir.

2.4, Cift Tabakah Kiiltiir Sistemleri

Cift tabakali kiiltiir sistemleri hem yar1 katt hem de sivi kiiltiirlerin
avantajlarini bir araya getirmesi nedeniyle in vitro mikrogogaltim teknikleri
icinde 6nemli bir yere sahip olan bu teknik, sivi besin ortaminin, yar1 kati
besin ortami iizerine eklenmesiyle olusturulmaktadir. Sivi besin ortaminin,
yar1 katt besin ortami lizerinde yer alan sivi faz, bitkinin besin elementlerini

daha rahat kullanmasini saglamaktadir (Ishak, 2001).

Cift tabakali sistemlerin bitki doku kiiltlirii calismalarinda yiiksek
biiylime orani ve biyokiitle artis1 sagladigi, 6zellikle de sekonder metabolit
iretiminde verimi tesvik ettigi, ayn1 zamanda siirgliin uzamasi ve kok
olusumunda da 6nemli sonuglar elde edilmesini sagladig belirlenmistir. Buna
bagli olarak, bu teknigin bagarili kiiltiir sistemlerinin dizayninda, iirlin
veriminin ve biiylime oraninin optimizasyonunda avantaj yarattigi One

surilmektedir.

Cift fazli kiltiir sistemlerinde sivi faz hiicrenin biiyiimesi ve gelisimi
icin gerekli besin maddelerini igermektedir. Diger faz kati ya da sivi
olabilmektedir. Bu fazlarin belirlenmesi bitki tiirline gore degismektedir.
Ikinci fazin segiminde birgok faktér dnemli yer tutar. Bunlar; ikinci fazin tipi,
konsantrasyonu, iki faz arasindaki oran ve pH degisimi gibi faktorlerdir

(Malik ve ark., 2013).
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Senepati’nin (2015), Rauwolfia serpentine L. Bent ile gergeklestirdigi
caligma ile cift tabakali ve yar1 kati kiiltiir sistemlerinin verimliliklerini
karsilagtirmigtir. Buna gore, bu bitki ile yapilan denemelerde siirgiin ¢ogaltim
orani, siirgiin uzunlugu ve govde kalinhginin ¢ift tabakali kiiltiir
sistemlerinde, ¢oklu siirgiin gelisiminin ise yar1 kat1 kiiltiir sistemlerde daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Calisma koklenme agisindan incelendigi zaman
ise ¢ift tabakali sistemlerde kiiltlire alinan siirgiinlerde 8 haftalik siire sonunda
iyi gelismis kokler elde edilirken, yar1 kati kiiltlir sistemerinde bu siire 12
haftaya ulasmaktadir. Bunun yani sira, siirgiin bagina meydana gelen kok
sayis1, kok uzunlugu ve kok kalinlig1 gibi parametrelerin ve buna bagli olarak
aklimatizasyon yiizdeleri incelendiginde de cift tabakal1 kiiltiir sistemlerinin,
yart kati kiiltiir sistemlerinin Oniine gectigi rapor edilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen bilgiler 1s18inda, siirglin ¢ogaltim orani, siirgiin
uzunlugu ve silirglin kalinhiginin ¢ift tabakali sistemlerde daha yiiksek
olmasinin, eksplant ile besin ortaminin temas yiizeyinin artmasi ve buna bagl
olarak besin ortamindaki Dbilesenlerin bitki tarafindan difiizyon ve

absorpsiyonun artmasi olarak gosterilmistir.

Pullman ve Skryabina (2007) ile Scherwinskip ve ark.’t (2011)
tarafindan gergeklestirilen caligmalarda ayni icerige sahip besin ortamlarinin
kullanildig ¢ift tabakal kiiltiir sistemlerinde siirgiin sayis1 ve biiyiimede artis
ile ayn1 anda koklenme de meydana geldigi gozlenmistir. Cift tabakali
sistemlerde siirgiin ve kok gelisiminin paralel ger¢eklesmesinin, bu sistemin
bitkide diflizyon/absorpsiyon oraninin arttirmasinin yani sira, ¢ift tabakal
besin ortamlarinda koklerin daha 1yi gelismesine bagli olarak da
aklimatizasyon yiizdelerinin arttig1 rapor edilmistir. Bu sistemin bitkide
gerceklestirdigi fiziksel iyilestirmelerin yani sira, ¢calisma sonunda yapilan
maliyet analizi sonucu tekrarlayan altkiiltiirlemelere ihtiya¢c duyulamamasina
bagli olarak, hem toplam maliye hem de iscilik agisindan daha fazla avantaj

elde edilebilmektedir.
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2.5. In Vitro Ci¢eklenme

Ciceklenme, bitkilerin yasam dongilistinde en O©nemli fizyolojik
olaylardan biridir. Bu siire¢ bitkilerin vejetatif asamadan reprodiiktif agamaya
gecisi ile siirgiin ucunun floral meristeme doniismesi, bunun sonucunda da
cicege ait organ olusumu ve olgunlagsmast olarak gergeklesmektedir

(Guangyuan ve ark., 1997; Sim ve ark., 2007; Kanchanapooma ve ark., 2010).

Piyasada orkidelere kars1 gosterilen biiyiik ilgi sayesinde, bu bitkilerin
hizli ve seri dretildigi in vitro tekniklerin gelistirilmesine yonelik yapilan
caligmalarin sayisi da artmis ve ¢igeklerin erken asamada elde edildigi in vitro
ciceklenme teknigi gelistirilmistir. Ciceklenme, igsel ve digsal faktorler
tarafindan diizenlenmektedir. Buna bagl olarak, in vitro ¢igeklenme tesviki
icin besin ortami ve hormonal uygulamalarin yani sira, fotoperiyot ve sicaklik
istekleri de g6z oniinde bulundurulmasi gerektigi rapor edilmistir (Vaz ve
ark., 2004; Kanchanapooma ve ark., 2010).

In vitro ¢igeklenme, ozellikle nadir bulunan bitkilerden alinan
polenlerin kullanildig1r segici hibridizasyon teknigi ve melezlenemeyen
hatlarda in vitro fertilizasyon ile genetik materyal rekombinasyonun
saglanmasina ilk adimi olusturma potansiyelinin yani sira, mikrogogaltim ile
yeni tiir ve ¢esitlerin piyasaya daha hizli ¢ikarilmasinda 6nemli bir yardimei

teknik olmaya baglamasi ile 6nem kazanmaktadir (Hee ve ark., 2009).

In vitro gigeklenme araciligiyla gigeklenme fizyolojisi ile igsel ve dissal
fitohormonlar, sekerler, mineraller ve fenoliklerin diizeylerinin 6nemi ve
birbirleri ile olan etkilesimlerinin anlagilmasi kolaylasmaktadir ve bunun yan
sira, spesifik konular ve ¢igeklenmenin baslangici, ¢igek organlarinin gelisimi
ve senesensi gibi lireme prosesi mekanizmasinin tamamini incelemek i¢in de

uygun bir arag olarak kabul edilmektedir (Murthy ve ark., 2012).
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In vitro kosullarda uygulanan teknikler ile biiyiikliik, sekil, renk tonu ve
cesit gibi istenilen ¢icek Ozelliklerinin daha kisa siirede gergeklestirilmesi
miimkiin olabilmektedir. Buna bagli olarak da istenilen karakteristik
ozelliklere sahip olarak secilen klon, doku kiiltiirii araciligiyla kitlesel olarak
cogaltilabilmektedir. Aym1 zamanda, istenilen bitkinin genglik déneminin in
vitro kosullarda Onemli oOl¢iide kisaltilmasi ile elde edilen ¢i¢eklenme
baslangic1 ve cicek gelisimi protokolleri, fizyoloji calismalar1 i¢in model
sistem olarak kullanilabilmektedir. In vitro kosullarda tozlasma ve ¢igeklenme
tekniklerinin ticari dneme sahip bitkilere adaptasyonun en 6nemli yonlerinden
biri de oldukc¢a fazla zaman, g¢aba, alan, is gilicii ve maliyetten kazang
saglanmas1 ile orkide yetistiriciligine katkida bulunulmast oldugu
diistiniilmektedir. Tiim bunlarin yani sira, in vitro kosullarda elde edilen
minyatiir ¢igekli orkideler, hediye ya da dekorasyonda ticari degere sahiptir
(Sim ve ark., 2007).

In vitro ¢iceklenme ile ilgili yapilan yakin zamandaki arastirmalar, bu
olgunun dogasini ve ciceklenmeye etki eden faktdrleri daha iyi anlamamiza
yardimct olmasinin yaninda, dogada hibritlerin basarisizliga ugramis
tohum/bitkilerin daha iyi genetik varyetelerinin olusturulmasinda yardimci bir

teknik olarak oniimiize ¢ikmaktadir (Sridhar ve Naidu, 2011).

In vitro kosullarda kiiltiire almman ¢icek durumu ve ¢iceklenme
caligmalarina ait yayinlar, iki ¢eneklilere gore tek ceneklilerde olduk¢a az
sayidadir (Murthy ve ark., 2012). Orkide tiirleri ve hibritleri arasinda;
Oncidium, Doriella, Phalaenopsis, Dendrobium, Cymbidium ve Psygmorchis
pusilla’da in vitro ¢iceklenme basarili bir sekilde gerceklestirilebilmistir (Vaz
ve ark., 2004). In vitro ¢igeklenme orkideler disinda; Gentiana triflora Pall.
var. Axillariflora (Zhang ve Leung, 2000), Pisum sativum L. (Franklin ve
ark., 2000), Withania somnifera Dunal. (Saritha ve Naidu, 2007), Capsicum
frutescens (Sharma ve ark., 2008), Spathiphyllum (Dewir ve ark., 2008), giil
(Kanchanapooma ve ark., 2010), Phoenix dactylifera L. (Masmoudi ve ark.,
2010), Petunia (Kulpa ve Nowak, 2011), Centaurea cyanus ve Centaurea

montana (Alaiwi ve ark., 2012) bitkilerinde elde edilmistir.
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Vaz ve ark. (2004), sicaklik ve fotoperiyodun Psygmorchis pusilla’nin
vejetatif ve reprodiiktif gelisimi lizerine yaptiklar1 ¢alismada, 12 ve 16 saatlik
fotoperiyotlarda bitkilerin tamaminda ¢igek olusumunun tesvik edildigi, 20
saat ve daha uzun siireli fotoperiyot uygulamasinda ise ¢icek olusumunun
onemli Ol¢lide inhibe oldugu ve ¢icek gelisimi i¢in optimum sicakligin 27°C

olarak belirlendigini rapor etmislerdir.

Sim ve ark. (2007), Dendrobium Madame Thong-In’de erken in vitro
cicek olusmunu basariyla gergeklestirmislerdir. Vejetatif siirglin apikal
meristeminin ¢igek meristemine donilisimiiniin 2-3 mm uzunlugunda, 2-3
yaprakli gen¢ protokormlarin 4,44 uM BA eklenmis sivi Knudson C (KC;
Knudson, 1946) besin ortaminda elde etmislerdir. Bunun yani sira, sivi kiiltiir
sistemlerinin kullanimi ile ¢igek gelisiminin bozulma gosterdigi, ¢ift tabakali
kiiltiir sistemlerinde ise tamamen normal ¢igeklerin olustugu belirlenmistir.
Bu ¢alismada belirlenen optimum kosullarda, Dendrobium Madame Thong-In
orkidesinde in vitro cigeklenme protokolii, tohumlarin kiiltiire alinmasindan

sonra 5 aylik siirecte tamamlanmastir.

Hee ve ark. (2007), in vitro kosullarda rejenerasyonunu sagladiklari
Dendrobium Chao Praya Smile bitkiciklerinde in vitro ¢i¢ceklenme ve bu
ciceklerden tohum iiretimini yaklasitk 11 ay icinde basarabilmislerdir.
Calismada elde edilen en yiiksek ¢igek olusum yiizdesi (%45), ¢imlenmeden

itibaren 6 ay i¢inde ¢ift tabakali kiiltiir sisteminde gozlenmistir.

Wang ve ark. (2009), Dendrobium nobile Lindl. orkidesinde yaptiklari
calismada, bu bitkiye ait tohumlarmn in vitro kosularda ¢imlendirilmesinden
elde edilen siirglinlerden 4 ay igerisinde %33,3-34,8 oranlarinda erken
cigeklenmeyi basarmislardir. Denemelerde kullanilan siirgiinler 0,3 mg/l PBZ
ve 0,5 mg/l NAA igeren 1/2MS ortaminda 6n kiiltiire alinip, daha sonra PBZ
ve TDZ’yi birlikte igeren besin ortamina aktarildiklarinda ise c¢igek
tomurcugu olusum orani %95,6’ya kadar artmistir. Buna gére Dendrobium
nobile Lindl. orkidesi ile yapilan ¢aligmada belirlenen optimal kosullar altinda
tohumlarin kiiltiire alinmasindan yaklasik 6 ay sonra in vitro giceklenme

gergeklesmistir.
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Yararbas tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada Phalaenopsis’te
kurulan 20 kavanozluk denemenin 4 tanesinde tomurcuklanma
belirlenmesinin yani1 sira, Cymbidium ile yaptiklar1 ¢alismada gece 10°C,
gindiiz 22°C kosulu saglanamadigi i¢in in vitro ¢igeklenmenin

gergeklestirilemedigi ifade edilmistir.

2.5.1. In vitro ciceklenmeyi tesvik eden faktorler

Cigeklenme, bitkide apikal meristematik tepenin, ¢igegin tiim
kisimlarini olusturacak olan floral meristeme doniistimii ile baslar. Apikal
meristemin siirglin mii yoksa ¢icek meristemine doniligimiinii belirleyen
sinyaller bitkinin olgunlugu, sicaklik, fotoperiyod ve gece-giindiiziin oransal

uzunlugu ile iligkilidir (Murthy ve ark., 2012).

Tissarat ve Galletta (1995), bitkilerin sadece fotoperiyod, ¢evresel
tepkiler ve genetik faktorler uygun oldugu zaman c¢iceklendigini
belirtmektedirler. In vitro sartlar altinda bu kosullarin degistirilerek, bitkilerin
daha erken generatif faza girmeleri tesvik edilebilmektedir (Murthy ve ark.,
2012).

Cok yillik bitkilerin pek ¢ogu ¢igeklenme kapasitesine erismeden dnce
vejetatif gelisim siirecinde, uzun bir genclik periyodunu asmak zorundadir.
Ornegin bambu gibi baz tiirler, uzun genglik fazina sahiptir ve bitki doku

kiiltiirti ile bu uzun genglik faz1 azaltilabilmektedir.

Bitkilerde genclik fazina ait iki karakteristik 6zellik goriilmektedir: (1)
Olgun donemdeki siirgiinler olgun donemdeki dallar1 meydana getirirken,
sirgliniin gen¢ kisimlarindan meydana gelen dallar geng¢ 6zelliktedirler. (2)
bitkinin tepe kismindaki koltukalti tomurcuklar1 olgun dénemde devamlilik
gosterirken, koklerin yanindaki koltukalti tomurcuklart daha gengtir. Bitki
doku kiiltiirii sistemleri ile vejetatif siirglinlerin mikrogogaltimi yapilarak,
bitkinin genglik periyodu kisaltilip, ¢iceklenme indiiklenebilmektedir (Lin ve
ark., 2008).
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Reprodiiktif dokularin ¢cogaltiminda, vejetatif dokular1 ¢ogaltmak iizere
kullanilan mikrocogaltim, genclik fazinin atlatilmasi pek ¢ok agidan yarar
saglayacaktir. Ornegin, siirgiin ve yaprak gibi vejetatif dokularin kaldirilmasi
ile bitkinin ¢iceklenme donemine gegisi i¢cin normalde ihtiya¢ duyulan zaman
ve para azalacaktir. Bu durum, arastiricilarin bir yil civarinda bir siirede ¢igek

iiretmesine olanak saglayacaktir (Lin ve ark., 2008).

Pek ¢ok arastirma sonucu alinan verilere gore in vitro gigeklenme
tesviki i¢in bitki biiyiime diizenleyicileri, sicaklik, 151k diizeni ve besinsel
faktorlere olan ihtiyaglar, farkli tiirlere ait eksplantlarda oldukc¢a 6nemli
oranda cesitlilik gostermektedir (Bernier ve ark., 1981). Bunun yani sira,
cicek gelisimi i¢in farkli donemlerde kiiltiire alinan eksplantlarin ihtiyag
duyduklar1 bitkisel hormonlar ve besin maddeleri de degiskenlik
gostermektedir. Bu nedenle, in vitro giceklenme prosesine ait kapsamli bir

tanimlama olusturmak oldukc¢a zordur (Murthy ve ark., 2012).

Sitokininler ¢igeklenmede olduk¢a 6nemli bilesiklerdir ve yaygin olarak
in vitro g¢igeklenmede kiiltiir ortamlarinda kullanilirlar. BA, in vitro kosullarda
etkili ¢igeklenme i¢in ihtiyag duyulan bir biiyiime diizenleyicisidir (Sim ve
ark., 2007).

In vitro g¢alismalarda  siklikla  kullanilan  bitki  biiylime
diizenleyicilerinden olan [AA ve NAA gibi oksinlerin, sitokininlerle
kombinasyonunun ¢i¢ek tomurcugu olusumu ve ¢igeklenme tesvikinde rol
oynadigi belirlenmistir. Ornegin, Sheeja ve Mandal (2003) da domateste in
vitro c¢igeklenme ve meyve olusumunda yiiksek diizeyde igsel oksin
seviyesinin onemli bir etken oldugunu rapor etmektedir. Baz1 arastirmalarda
oksinin esas ¢i¢ekli aksamlarinda inhibitor gorevi gosterdigi bilinse de yakin
zamanda yapilan c¢alismalar, ITAA’nin in vitro ¢i¢cek olusumunu
engellemedigine dair sonuglar yayinlamasinin yani sira, bir sitokinin olan Kn
ile birlikte kullanimiyla in vitro ¢igeklenmenin tesvik edildigi rapor edilmistir
(Sridhar ve Naidu, 2011).
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BAP’n, hindistan cevizi suyu gibi sitokinin i¢eren diger kaynaklar ile
kullanildiginda ¢igek salkimi ve ¢igek tomurcugu olusumu ile normal ¢icek

gelisimini arttirdig1 bilinmektedir (Sim ve ark., 2007).

Wang ve ark.,’1 (1997), Dendrobium candidum ile yaptiklar1 ¢alismada
BA’nin tek basina kullannminin bu tiirde ¢i¢cek olusum oranim arttirdigini ve
kok gelisimini inhibe ettigini bunun yani sira, NAA ve BA’nin birlikte
kullaniminin ¢igek olusumu tesvik ettigini, buna bagli olarak oksinlerin tek

basina ¢igek olusumunu engelledigini rapor etmislerdir.

Goh ve Yang’in (1978), iki tane Dendrobium hibritinde yaptiklari
calismada IAA ve BAP’in birlikte kullanimi ile IAA’nin, BAP’m
ciceklenmeyi tesvik edici etkisini baskiladigini; Koh ve Loh’un (2000),
Brassica napus ile vyaptiklari c¢alismada da oksin ve sitokinin
kombinasyonlarinin, bu tiiriin hizli iireme dongiisiinde in vitro ¢igceklenmeyi

baskiladigini belirtmektedirler.

Wang ve ark., (2009) diisiik dozlarda (0,05-0,1 mg/l) TDZ kullaniminin
D. nobile orkidesinin ¢igeklenmesinde BAP’tan (1 mg/l) daha etkili oldugunu
one stirmiislerdir. Bunun yani sira NAA (1 mg/l) ile yapilan 6n uygulama
sonucu ¢icek tesvikinin ve normal ¢igek iiretiminin dikkate deger bir bigimde

arttig1 rapor edilmistir.

Oksin ve sitokininlerin dozlar1 arasindaki denge, tiitiin eksplantlarinin
cicek olusumu ¢alismalarinda ve pek ¢ok biiyliime, gelisim prosesinin

kontroliinde 6nemli oldugu 6ne siiriilmektedir (Peeters ve ark., 1991).

Nadgauda ve ark. (1990), hindistan cevizi suyundaki inositol ve
sitokinin oksidas inhibitorleri gibi sitokinin yanitlarmi tesvik eden
bilesenlerin, ¢igeklenmeyle sitokinin arasindaki baglantiy1 agiklamaktadir.
Cigeklenmenin ortaya c¢ikmasinda sitokinlerin roliiniin erken mitotik
aktivitenin kontrolii, aksiller meristemlerde zamanindan Once tesvik ve
meristemlerdeki  {iretim  orammmin  arttirilmasiyla  iliskili  oldugu

diistintilmektedir (Scorza ve Janick, 1980).



23

Bernier (1981), sitokininlerin, in vitro ¢igeklenmede, ¢oklu faktorlere

bagli ¢igeklenme tesvinin olas1 bir bileseni oldugunu ifade etmektedir.

Kapali tohumlu bitkilerin reprodiiktif aktivitelerinin diizenlenmesi
tizerine yapilan molekiiler ¢alismalar spesifik sitokinin oksidaz/ dehidrogenaz
(CKXs) genlerinin, sitokininler tarafindan katalizlendigi belirtilmektedir
(Bartrina ve ark., 2011).

Hossain ve ark.’nin (2013), Arabidopsis bitkisinin c¢i¢eklenmesi ile
yaptiklar1 calismada, trans-zeatin ribozid tip sitokininlerin ¢igeklenmede
baskin tipte hormonlar oldugunu ve bunun yani sira sitokinin konsantrasyonu
tarafindan degistirilebilen ¢igek meristemi aktivitesinin CKX3 ile CLX5

genleri tarafindan diizenledigini rapor etmislerdir (Hossain ve ark., 2013).

Sim ve ark.’nin (2007), Dendrobium Madame Thong-In orkidesi ile
yaptiklar1 ¢alismada, Duan ve Yazawa’nin (1994), Doriella Tiny orkidesi ile
yaptiklar1 ¢alismaya benzer olarak, hindistan cevizi suyunun ¢igek tomurcugu
olusumunda etkili olmadig1 belirtilmistir. Buna bagli olarak, hindistan cevizi
suyunun basarili bir ¢igeklenme prosesinin asamalarinda tek basina yeterli

olmadigini ileri stiriilmektedir.

Kostenyuk ve ark.’r (1999), Cymbidium niveo-marginatum Mak
orkidesinde sitokinin uygulamasi ile birlikte, besin ortamindaki azot
miktarmin azaltilip, fosfor miktarimin arttirilmasimin ve Kkiiltiir stiresince
olusan koklerin ¢ikarilmasinin, bitkinin vejetatif fazdan generatif faza gegisini
indiikledigini ve boylelikle bu orkidede erken in vitro c¢iceklenmenin

saglandig1 rapor etmislerdir.

In vitro kosullarda kiiltiire alinan bitki hiicre ve dokular1 heterotrof
olduklar i¢in yeterli miktarda karbonhidrat sentezi yapamazlar ve disaridan
ek bir enerji kaynagi olarak sekere ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle, sekerler

besin ortam1 bilesenleri i¢inde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (George, 1993).
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Ohto ve ark.’1 (2001), baz1 bitkilerin ¢igeklenme zamaninin
belirlenmesinde seker seviyelerinin 6nem tasidigir 6ne siirmektedirler. Soyle
ki, ¢igeklenme Oncesinde bitkilerin metabolik aktiviteleri buna bagli olarak,
yapraklardan govde apikal meristemine dogru karbonhidrat tasimniminin
arttigini, buna bagh olarak, bitkinin ¢iceklenme zamani hakkinda bilgi

edinilebilecegini belirtmektedirler.

Biiyiime geriletici 6zelige sahip bitki biiyiime diizenleyicilerin, in vitro
kosullarda yiiksek bitkilerin internod uzunlugu, yaprak boyutu, yapraklarin
koyu yesil renkliligini ve kok kalmligimi azaltmasinin yani sira, in vitro
kosullardan in vivo kosullara aktarilan Dbitkiciklerin aklimatizasyon
asamasinda kuraklik toleransini arttirdigi rapor edilmistir (Te-Chato ve ark.,
2009). Bunun yani1 sira, ABA ve prolin benzeri bilesiklerin stresi indiikleyen
bilesikler olmasi ile cigceklenmeyi etkileyebilecegine dair dolayli da olsa
kanitlar yer almasina ragmen, ABA’nin in vitro ve ex vitro’da ciceklenmeyi
indiikleyici rolii olduguna dair oldukca az rapor yer almaktadir. Bu durumun
bitkilerde su ve 1s1 stresinin hassas iireme asamasindan, azaltilmis stres
periyoduna gegisinin direkt lireme prosesi ile iliskilendirilebilecegi gibi bir
stres hormonu olan ABA’nin, prolin gibi osmo-protektanlarin birikmesini
saglayan ABA ile regiile olan gen dizisi araciligiyla fonksiyon gosterdigi de
ileri siiriilmektedir (Saxena ve ark., 2008).

Sitokininlere ek olarak, iPAdos’un (izopentenil  adenozin)
Arabidobsis’te erken in vitro ciceklenme ve ¢icek tomurcugu olusumunda
etkili oldugunun belirlenmesinin yani sira, triacontanol, lanthanum ve cerium
gibi sitokinin igermeyen besin ortamlarinda erken g¢igeklenmenin tesvik
edildigi zaman, kok ve yaprak dokularinda IP alt ailesinin igsel

konsantrasyonunun 6nemli diizeyde arttig1 rapor edilmistir (He ve Loh, 2002).
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Limpanavech ve ark.’nin (2008), molekiiler agirliklar1 ve kaynaklarina
gore birbirinden ayrilan P-70, O-70, P-80, O-80, P-90 ve O-90 olmak {iizere 6
tip kitosan molekiiliiniin Dendrobium ‘eiskul’un ¢igek {tiretimi iizerindeki
etkisini arastirdig1 ¢alismada, 1, 10, 50 ve 100 ppm dozlarda kullanilan O-80
tip kitosanin tim konsantrasyonlarinda, kitosan kullanilmayan kontrol

grubuna gore erken ciceklenme meydana gelmistir.

In vitro g¢igeklenme ve meyve olusumunun tesviki besin ortamina
eklenen fitohormonlarin yani sira, bitkinin i¢sel biiyiime diizenleyicileri, seker

ve minerallerin seviyesine de baglidir (Chang ve Chang, 2003).

Cigeklenmeye etki eden baska bir faktor ise magnezyum siilfat
uygulamasidir. Magnezyum 6nemli bir bitki makro besinidir. Magnezyum
klorofil molekiiliinde merkezi bir konuma sahiptir ve bu nedenle fotosentezde
temel rol oynayan elementlerin baginda gelmektedir. Magnezyum ve kiikiirt,
bitki metabolik fonksiyonlari ve bitki besin maddeleri iginde en ¢ok kullanilan
mineraller arasinda yer almaktadir. Fakat epsom tuzlarinin orkide veya baska
bitkiler {izerinde bilimsel olarak kanitlanmis bir etkisi yoktur (Lopez ve
Runkle, 2004).

In vitro kosullarda, bitkilerin muhafaza edildikleri 151k yogunluklari da
kiltiir ortamimin en onemli faktorleri arasinda bulunmaktadir (Murashige,
1974). Jeong ve Clark’in (2004), yaptiklar1 ¢aligmada, uzun giin kosullart
altinda Arabidopsis thaliana bitkisinde metabolik yolaklarin uyarilarak,

genlerin aktiflestigi ve ¢iceklenme tesvikinin gbzlendigi belirlenmistir.

Zivanovic ve Vucinic (1996), Chenopodium rubrum bitkisinde
fotoperiyodun, biyoelektrik potansiyel farki olusturarak, sinyal yolaklarini
uyardigini, boylece ilgili genlerin eksprese olarak, ¢iceklenme ile ilgili

sinyallerin meydana geldigini 6ne siirmektedir.
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Sim ve ark.,’1 (2007), gigek sap1 olusumu yada vejetatif meristemlerin
cicek meristemlerine gec¢isinde besin ortami kompozisyonlarinin ve kiiltiir
kosullarinin yani sira, besin ortaminin fiziksel durumunun da ¢ok 6nemli bir
rol oynadigini, benzer olarak Tisserat ve Galletta (1995), biberin siirgiin
uclarii biiylime diizenleyicisi igeren ve igermeyen MS besin ortamlarinda
kiiltiire alarak yaptiklar1 ¢alismada, sadece besin ortami bilesenlerinin degil,
fiziksel kiiltir ortamimin da biberin ¢i¢eklenmesinden sorumlu faktor

oldugunu belirtmektedirler.

Kerbauy (1984), Oncidium varicosum ile yaptigi ¢calismada pseudobulb
gelisiminin  bliylime hizini, buna bagli olarak vejatatif periyodun
kisaltilmasini, besin ortami komposizyonu ve ¢evresel kosullart kontrol altina

alarak gerceklestirmistir.

Wang ve ark.’1 (2002), giilde altkiiltiir zaman1 ve orijinal kiiltiiriin
yasinin da in vitro ¢igeklenme tesvikini etkiledigini belirtmektedir. Bunun
yani sira, calismada gelrite ile katilastirilmis ve sivi besin ortamlarinin
Dendrobium hibritlerinde ¢igeklenme baslangicina olan etkisi, yart kat1 ve sivi
besin ortamlarindaki bitki besin alimi etkinliginden kaynaklandigi ve gift
tabakal1 kiiltiir sisteminin, biiylime ve Ozellikle ¢igek gelisimi i¢in oldukca

uygun bir alternatif sistem oldugu 6ne siirtilmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cattleya sp.

Tez calismasinda baglangic materyali olarak ticari sera kosullarinda
yetistirilmis, 7 yasindaki Cattleya forbesii ‘Alba’ orkidesine ait ana bitkiden
(Sekil 3.1) gelisen 6 aylik geng, koklii stirgiinler kullanilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Cattleya sp.ye ait in vivo geng, kokli stirgiinler (bar: 1 cm).

In vivo kosullardan temin edilen gen¢ siirglinlerin yiizeysel
sterilizasyonu tamamlandiktan sonra TCL teknigi ile nod kisimlarindan alinan
ince Kkesitlerden (0,5-1,5 mm), Protokorm Benzeri Yapi’larin (PLB)
rejenerasyonu tesvik edilmistir. Buna gore, PLB’den PLB ¢ogaltim1 ve siirgiin
rejenerasyonu i¢in yarit kati ile erlen ve biyoreaktorlerin kullanildigi sivi
kiiltirlerde Cattleya sp.ye ait hem biitiin halinde (2-5 mm), hem de TCL
teknigi ile elde edilen ince kesit (1-2,5 mm) PLB’ler eksplant olarak

kullanilmustir.
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Sekil 3.3’te (a) PLB’den PLB ¢ogaltim1 ve siirgiin rejenerasyonu igin
eksplant kaynagi kullanilan PLB kiimesi yer almaktadir.

Sekil 3.3. PLB’den PLB c¢ogaltim1 ve siirgiin rejenerasyonu icin eksplant kaynagi olarak
kullanilan PLB kiimesi (bar: 1 cm).

PLB rejenerasyonu ve cogaltimi ile PLB’den siirglin rejenerasyonu
caligmalarinda eksplant kaynag: olarak kullanilan PLB’lerin boyutlarina (2-5
mm) bagli olarak, rejenerasyon kabiliyetlerinin de farkli olabilecegi goz
oniinde bulundurulmustur. Bu nedenle denemelerde her boyuttan esit sayida

PLB kullanimina dikkat edilmistir.

Cattleya sp.ye ait in vitro siirgiinlerin ¢ogaltimi ve koklendirilmesi
caligmalarinda 15-25 mm aras1 uzunluklarda koksiiz in vitro siirglinler; ex
vitro aklimatizasyonda 40-60 mm arast uzunluklarda, en az 4 yaprakli,
saglikli ve kokli in vitro siirgiinler; in vitro gigeklenme galismasinda ise
kurulan denemeye bagl olarak ya 20-40 mm arasi uzunluklarda segilen in
vitro siirgiinler ya da 2-5 mm arasi uzunluklarda tekli PLB’ler ¢aligma

materyali olarak kullanilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Cattleya sp.ye ait ¢caligmalarda baglangi¢ eksplanti olarak kullanilan (a) koksiiz ve
(b) koklii in vitro siirgtinler ile (c) biitiin halindeki tekli PLB (bar: 1 cm).



29

3.1.2. Vanda sp.

Tezde mavi orkide olarak bilinen Vanda coerulea ile gergeklestirilen
caligmalarda baglangic materyali olarak 3-4 yasinda, geliskin, koklii ve ¢igekli
bitkiler kullanilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Tez ¢alismasi igin kullanilan Vanda sp.
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3.2. Metot

3.2.1. Cattleya sp.

3.2.1.1. Yiizeysel sterilizasyon asamalari

Cattleya sp.ye ait yaklasik 6 aylik baslangi¢ materyaline uygulanan

yiizeysel sterilizasyon asamalar1 asagida belirtilmistir:

e Yiizeysel sterilizasyon uygulamasi i¢in temiz bir bistiiri yardimi ile
yapraklar1 ¢ikarilan geng siirgiiniin, govde ve kok kisimlari bitkisel

materyal olarak kullanilmistir.

e Bundan sonra her bir bitki kismi ayr1 ayr1 3-4 damla ticari sivi
deterjan ve 150 ml distile su igeren 250 ml’lik beherlere alinarak,

manyetik karistiricida 15 dakika siireyle karistirilmiglardir.

e Ardindan kdk ve gdvde materyalleri akan su altinda 15 dakika
durulandiktan sonra, yiizeysel sterilizasyon islemine laminer hava

akisl steril kabinde devam edilmistir.

e (Calisma oOncesi %70’lik etil alkolle silinen ve UV 1sikla
sterilizasyonu yapilan kabine alman bitkisel materyaller oncelikle
ayrt ayrt 150 ml %70’lik etil alkol bulunan 250 ml’lik steril
erlenlerde birer dakika ¢alkalanmiglardir.

e Bu uygulamadan sonra govde eksplantlar1 3, 5 ve 8 dakika, kok
eksplantlart ise 5 ve 8 dakika siireyle 250 ml steril erlenlerde, i¢inde
150 ml birkag¢ damla Tween-20 eklenmis %0,1 HgCl, ile

calkalandiktan sonra tli¢ defa steril distile su ile durulanmislardir.

e Yiizeysel sterilizasyon uygulamalari tamamlanmis olan bitkisel
materyaller, steril kabin i¢inde, steril kurutma kagitlar1 iizerine

alinarak, kiiltiire alma islemine hazir hale getirilmistir.
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3.2.1.2. Besin ortam hazirhklari

Yan kati besin ortamlarinin hazirhgi

Yar1 kati1 besin ortami hazirliklar igin ilk olarak, kullanilacak temel
besin ortamina bagli olarak Onceden hazirlanan stok cozeltilerden gerekli
miktarlarda alinmis ve manyetik karistirici {izerinde, i¢inde bir miktar distile
su bulunan beherde Kkaristinlmistir. Bunun ardindan, stok olarak
hazirlanamayan, toz haldeki bilesenler ve karbon kaynagi (siikkroz) da
tartilarak, behere aktarilmistir. Beherde hi¢ c¢okelti kalmayana kadar
karigtirllan ortama, yapilan denemeye bagli olarak cesitli bitki biiyiime
diizenleyicileri de ilave edildikten sonra, besin ortaminin istenilen son hacme
ulagmast i¢in gerekli miktarda saf su eklenmis ve iyice karistirllmigtir. Bu
asamanin ardindan, seyreltik asit (HCI) ya da bazik (NaOH) cozeltiler ve pH
metre yardimi ile besin ortaminin pH’1 dengelenmistir. Son olarak, besin
ortaminin yar1 kat1 hale gelmesini saglayacak gelrite ilavesi yapildiktan sonra,
besin ortamiin siirekli karigmasini saglayan manyetik karistiricinin 1siticisi
acilarak, gelrite iyice ¢oziinene kadar kaynatilmistir. Kaynatma isleminin
ardindan berrak bir goriiniim alan besin ortamlar1 sicak iken uygulanacak
denemeye gore belirlenen kiiltiir kaplarina esit miktarlarda dokiilmiis ve

kapaklar1 kapatilarak otoklava yerlestirilmislerdir.

Tez calismasina ait denemelerde kullanilan Knudson C (Knudson,
1946), MS (Murashige ve Skoog, 1962), Mitra (Mitra ve ark., 1976) ve
Gamborg B5 (Gamborg ve ark., 1968) temel besin ortami bilesikleri Cizelge
3.1°de yer almaktadir.
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Cizelge 3.1. Temel besin ortami bilesikleri ve konsantrasyonlari (mg/l).

Temel besin ortam Konsantrasyon (mg/l)
bilesikleri Knudson C MS Mitra Gamborg B5
KNO3 - 1.900 180 2.500
NaH2PO4-H20 - - 150 150
(NH4)2S04 500 - 100 134
NHsNOs - 1.650 - -
MgSO4 - - - -
MgSO4.7H20 250 370 250 250
CaCl2.2H20 - 440 - 150
Ca(NOs3)2.4H20 1.000 - 200 -
Co(NO3)2:6H20 - - 0,05 -
KH2PO4 250 170 - -
MnCI2-4H20 - - 0,40 -
MnSO4.H20 - - - 10
MnS04.4H.0 - 22,30 - -
Kl - 0,83 0,03 0,75
HsBOs = 6,20 0,60 3
ZnS04.7H20 > 8,60 0,05 2
CuS04.5H.0 - 0,03 0,05 0,03
NazM004.2H20 - 0,25 0,05 0,25
CoCl2.6H20 - 0,03 - 0,03
FeS04.7H20 25 27,80 27,80 27,28
Tritriplex(Na2zEDTA) - 37,30 37,30 37,30
Nikotinik asit - 0,50 1,25 1
Pridoksin-HCI - 0,50 0,30 1
Thiamin-HCI - 0,10 0,30 10
Biotin - - 0,05 -
Folik asit - - 0,30 -
myo-inositol - 100 - 100
Glisin - 2 - -

Siv1 besin ortamlarinin hazirhg:

Erlenlerde ve RITA® biyoreaktorlerde kullanilan sivi besin ortami
hazirhgr baslangi¢ asamasinda, yari1 kati besin ortami hazirligi ile ayni
asamalar uygulandiktan sonra gelrite eklenmeyen ve kaynatma islemi
yapilmayan sivi besin ortamlar1 direkt erlenlere aktarilmistir. Son olarak, agiz
kism1 hava almayacak sekilde hidrofil pamuk yerlestirilen ve tizeri iki kat
aliminyum folyo sarildiktan sonra otoklova alinan erlenlerde sivi besin

ortamlarinin sterilizasyonu yapilmistir.
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Biyoreaktor calismalarinda da ayni sekilde hazirlanan sivi besin ortami
RITA® biyoreaktdrlerine aktarildiktan sonra tamamen aliiminyum folyo ile
sarilarak, dik duracak sekilde otoklava yerlestirilmislerdir. Tim besin
ortamlar1 121°C, 1,4 atm basin¢h otoklavda, 15 dakika siire ile sterilize

edilmiglerdir.

Calismalarda yer alan bazi besin ortamlarinda sicaklik ile bozunan
hindistan cevizi suyu (C5915- Sigma) kullanilmistir. Bu bileseni igeren yar1
kat1 ya da siv1 besin ortamlarmin 6n hazirligin1 tamamlandiktan sonra mavi
kapakli otoklavlanabilir siselere aktarilarak, otoklavda sterilize edilmislerdir.
Bu asamadan sonra 35-40°C’ye kadar sogumasi beklenen besin ortamu steril
laminer akigh kabine alinmis ve gerekli miktardaki hindistan cevizi suyu steril

igne uglu filtreden (0,22 um) gegirilerek, besin ortamina eklenmistir.

3.2.1.3. Kiiltiirlerin kurulmasi ve besin ortami icerikleri

In vivo siirgiinlerin yiizeysel sterilizasyon basarisinin belirlenmesi

icin yar1 kati kiiltiir sistemlerinin kurulmasi

In vivo kosullardan temin edilen Cattleya siirgiinlerinin yiizeysel
sterilizasyonu i¢in gévde eksplantlarina 3, 5 ve 8 dakika, kok eksplantlarina 5
ve 8 dakika siirelerde %0,1 HgCl> uygulanmistir. Calismada gévde ve kok
eksplantlarina uygulanan yiizeysel sterilizasyon siiresi (%0,1 HgCl>- dk) ve
calisma kodlar1 Cizelge 3.2°de yer almaktadir. Kiiltiir siiresinin 1 ay olarak
belirlendigi denemelerde tiim besin ortamlar1 K1 kodlu kontrollii kiiltiir

kosullarinda muhafaza edilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2. In vivo Cattleya sp.ye ait gévde ve kok eksplantlari ile gergeklestirilen yiizeysel

sterilizasyon uygulama stiresi (%0,1 HgCl,- dk) ve ¢alisma kodu.

Yiizeysel sterilizasyon uygulama siiresi
(%0,1 HgCl2- dk)

CYS1 3
CYS2 5
CYS3 8

Calisma kodu
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Cizelge 3.3. In vivo Cattleya sp.ye ait gévde ve kok eksplantlarinin yiizeysel sterilizasyon

uygulamalarinin muhafaza edildigi kontrollii kiiltiir kogullar1 ve kiiltiir kosullarina ait kod.

kolfll;:;l;:na Fotoperiyot siiresi Isik siddeti Sicaklhik
hit kod (giindiiz/gece- sa) (liiks) (giindiiz/gece- +2°C)
K1 16/8 2.500 25

Ug tekerriirlii olarak uygulanan denemelerde her tekerriirde 10 adet
olmak iizere, toplam 30 adet gévde ve kok eksplanti kullanilmistir. Bir aylik
kiiltiir siiresi sonunda yiizeysel sterilizasyon basaris1 gosteren eksplant sayisi

(adet) ve yiizdesi (%) belirlenmistir.

Cattleya sp.ye ait in vivo kosullardan alinan baslangi¢ materyaline
uygulanan  yiizeysel sterilizasyon  ¢alismasinin  istatistiki  olarak
degerlendirilmesi TARIST (Ag¢ikgdz, 2004) programi yardimiyla, tek faktorlii

(sterilizasyon siiresi) tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilmustir.

In vivo siirgiinlerde PLB rejenerasyonu icin yar1 kati Kiiltiir

sistemlerinin kurulmasi ve kullanilan besin ortam icerikleri

Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin nod kisimlarindan ince Hiicre Tabaka
(TCL) teknigi ile yaklasik 0,5 ve 1,5 mm arasindaki kalinliklarda alinan ince
kesit eksplantlarda PLB rejenerasyonunu tesvik etmek icin kullanilan yar1 kati

besin ortam1 igerigi, pH ve ¢alisma kodu Cizelge 3.4’te yer almaktadir.

Cizelge 3.4. Cattleya sp.ye ait siirgiin nodlarindan TCL teknigi ile aliman ait ince kesit
eksplantlarda PLB rejenerasyonunu tesvik etmek iizere kullanilan besin ortam igerigi, pH ve

¢alisma kodu.

Besin ortamn icerigi

Cahsma Temel Siikroz | BAP | NAA | Gelrite
pH
kodu besin
ortami (g/m) (mg/l) | (mg/l) (g/l)

IKPR KnudsonC 20 1,2 1,2 3 5,8
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Cattleya orkidesine ait PLB rejencrasyonu tesviki igin yapilan
caligmada 30 giinliik kiiltiir siiresinin sonunda yapilan gézlemlerde, ince kesit
eksplantlarda PLB ve siirglin rejenerasyonun devam ettigi belirlenmesi
nedeniyle bu eksplantlar hi¢ bir ayirma islemi yapilmadan ayn1 igerikteki taze
besin ortaminda kiiltiire alinmig ve 60 giin sonra yani 90. giinde yeniden

gbzlem yapilmstir.

Ug tekerriirlii olarak kurulan PLB rejenerasyonu calismasinda her
tekerriirde 25 adet olmak {izere, toplam 75 adet ince kesit eksplanti
kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim besin ortamlar1 Cizelge 3.3’te yer
alan kontrolli kiltiir kosullarinda muhafaza edilmistir. Bu ¢alismada tek bir
besin ortami ve c¢alisma kosullart kullanilmasi nedeniyle, alinan sonuglara

istatistiki degerlendirilme yapilmamistir.

PLB’den PLB c¢ogaltimi ve siirgiin rejenerasyonu icin yari1 kati

kiiltiir sistemlerinin kurulmasi ve kullanilan besin ortamu icerikleri

Yart kati1 kiltiir sistemlerinde Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB
cogaltimi ve PLB’den siirglin rejenerasyonunu tesvik etmek i¢in hem biitiin
halinde hem de ince kesit eksplantlarin kiiltiire alindig1 yar1 kat1 besin ortami

icerikleri, pH ve calisma kodlar1 Cizelge 3.5’te yer almaktadir.

Cizelge 3.5. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimi ve siirgiin rejenerasyonunu tesvik

etmek tizere kullanilan yar1 kat1 besin ortamu igerigi, pH ve ¢alisma kodu.

Besin ortam icerigi
Calisma — —
kodu Temel besin Siikroz Hmd'ZE?/rLCEV'Z' BAP Gelrite pH
ortami (afl) (%- VIV) (mg/l) (gl
PPC KnudsonC 20 15 1 3 5,3
PSR KnudsonC 20 15 25 3 53

Yar1 kati kiiltiir sistemlerinde PLB’den PLB c¢ogaltim1 ve siirgiin
rejenerasyonu igin Ui¢ tekerrilirlii gerceklestirilen calismada her tekerriirde 12

adet olmak iizere, toplam 36 adet eksplant kullanilmistir.
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Iki aylik kiiltiir siiresi boyunca K1 kodlu kontrollii kosullarda (Cizelge
3.3) muhafaza edilen denemelerde elde edilen rejenerant (tekli PLB, PLB
kiimesi veya siirgiin) sayisi (adet) ve ¢ogaltim katsayist belirlenmistir. Yari
kat1 kiiltiir sistemlerinde PLB’den PLB ¢ogaltimi ve siirgiin rejenerasyonu
denemeleri istatistiksel olarak TARIST (A¢ikgdz, 2004) programi yardimiyla,
tek faktorlii (eksplant tipi) tesadiif parselleri deneme desenine gore

degerlendirilmistir.

PLB’den PLB ¢ogaltimi ve siirgiin rejenerasyonu icin erlenlerde

s1vi kiiltiir sistemlerinin kurulmasi ve kullanilan besin ortamu icerikleri

Erlenlerde siv1 kiiltiir sistemlerde PLB’den PLB ¢ogaltim1 ile PLB’den
slirgiin rejenerasyonu calismalarinda kullanilan besin ortami igerigi, gelrite
ilavesi disinda yar1 kati denemelerinde kullanilan besin ortamlariyla ayni
iceriktedir (Cizelge 3.5). Bu kiiltiir sistemlerinde de baslangi¢ eksplanti olarak
yar1 kati sistemleri ile es boyutlarda ve yasta segilen biitiin halinde ve ince

kesit PLB’ler kiiltiire alinmustir.

Erlenlerde s1vi1 kiiltiir ¢alismasinda kullanilan erlen ve sivi besin ortami
hacimleri (ml) ile besin ortami hacmine paralel olarak her bir tekerriirde

kullanilan inokiilim yogunlugu (adet) Cizelge 3.6’da yer almaktadir.

Cizelge 3.6. Erlenlerde sivi kiiltiir sistemlerinin kullamldigi Cattleya sp.ye ait PLB’lerden
PLB ¢ogaltimi ve siirgiin rejenerasyonu calismasinda kullanilan erlen ve sivi besin ortami
hacimleri (ml) ile besin ortami hacmine paralel olarak her tekerriirde kullanilan inokiiliim

yogunlugu (adet) ve ¢aligma kodu.

Calisma Erlen Besin ortamm Inokiiliim
kodu hacmi (ml) hacmi (ml) yogunlugu (adet)
El 100 40 7
E2 250 100 18
E3 500 200 36

Erlenlerde kiiltiire aliman tiim besin ortamlar1 120 rpm’e ayarlanan

calkalayicida ve Cizelge 3.3’de yer alan K1 kodlu kosullarin saglandigi

kontrollii kiltir odasinda muhafaza edilmistir.

Sivi

kilturlerin  erlen
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denemelerinde yapilan gézlemler sonucu PLB’lerin erken yaslandigi ve besin

ortaminda bulaniklik gozlendigi i¢in kiiltiir stiresi 1 ay olarak belirlenmistir.

Calismada 1 aylik kiiltiir stiresi sonunda elde edilen PLB kiimesi sayisi
(adet) ve PLB ¢ogaltim katsayisi belirlenmistir. Erlenlerde sivi kiiltiir
sistemlerinde PLB’den PLB cogaltimi ve siirgiin rejenerasyonu ¢alismalarinin
istatistiki degerlendirilmesi TARIST (Acikgdz, 2004) programi yardimiyla,
biitiin halinde ve ince kesit eksplantlarda tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif

parselleri deneme desenine gore uygulanmistir.

PLB’den PLB ¢ogalimi ve siirgiin rejenerasyonu icin RITA®
biyoreaktorlerinde siv1 kiiltiir sistemlerinin kurulmasi ve kullanilan besin

ortam icerikleri

RITA® biyoreaktdrlerinde Cattleya sp.ye ait PLB’den PLB ¢ogaltim1 ve
PLB’den siirglin rejenerasyonu denemelerinde kullanilan besin ortamlari
icerikleri gelrite haricinde, yar1 kat1 kiiltiir sistemleri ile aynmidir (Cizelge 3.5).
Bunun yani sira, baslangic eksplanti olarak kullanilan hem biitiin halinde hem
de ince kesit eksplantlar da yar1 kat1 sistemlerde kullanilan PLB’ler ile benzer

ozelliklerde secilmistir.

RITA® biyoreaktdrlerde (1.000 ml) sivi kiiltiirlerin ~ kullanildig1
calismada sivi besin ortamlarmin eksplantlarla muamele ettigi siirenin
belirlendigi daldirma peryodu (1 dk/4 sa ve 1 dk/8 sa), biyoreaktoriin alt
haznesine doldurulan sivi besin ortami hacmi (150, 200 ve 250 ml) ve st
haznedeki inokiilim yogunluguna (10, 20 ve 30 adet) bagh olarak biitiin
halinde ve ince kesit eksplantlarin ayr1 ayri kiiltiire alindiklar1 calisma Cizelge

3.7de yer almaktadir.
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Cizelge 3.7. RITA® biyoreaktorlerinde PLB’den PLB ¢ogaltimi ve PLB’den siirgiin
rejenerasyonu ¢aligmalarinda kullanilan daldirma periyodu (dk/sa), besin ortami hacmi (ml),

eksplant tipi (PLB) ve inokiiliim yogunlugu (adet) ile ¢alisma kodu.

D::(iil;glj Besin ortamm Eksplant I:)l9k:1111 ﬁfn Calisma
p( dgsa) hacmi (ml) tipi (PLB) y %; det‘;g“ kodu
10 R1
Biitlin halinde 20 R2
150 30 R3
10 R4
Ince kesit 20 R5
30 R6
10 R7
Biitiin halinde 20 R8
1/4 200 30 R9
10 R10
Ince kesit 20 R11
30 R12
10 R13
Biitlin halinde 20 R14
gl 30 R15
10 R16
Ince kesit 20 R17
30 R18
10 R19
Biitiin halinde 20 R20
150 30 R21
10 R22
Ince kesit 20 R23
30 R24
10 R25
Biitiin halinde 20 R26
30 R27
1/8 200
10 R28
Ince kesit 20 R29
30 R30
10 R31
Biitlin halinde 20 R32
250 30 R33
10 R34
Ince kesit 20 R35
30 R36

Ug tekerriirlii olarak gerceklestirilen ¢alisma, 2 aylik kiiltiir siiresi

boyunca K1 kodlu kontrollii kosullarda muhafaza edilmistir (Cizelge 3.3).
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RITA® biyoreaktdrlerinde sivi besin ortamlarinda gergeklestirilen
PLB’den PLB ¢ogaltim calismasinda elde edilen PLB sayisi1 (adet) ve PLB
cogaltim katsayisi ile PLB’den siirgiin rejenerasyonu ¢aligmasinda elde edilen
toplam rejenerant (tekli PLB, PLB kiimesi, 2-3 yaprakli geliskin PLB) sayis1
(adet) ve rejenerasyon katsayisi belirlenmistir. Denemelerde elde edilen
cogaltim katsayilarinin istatistiki analizi TARIST istatistik programi
araciligtyla, dort faktorli (daldirma periyodu, besin ortami hacmi, eksplant
tipi, inokiiliim yogunlugu) tesadiif parselleri deneme desenine gore

uygulanmustir.

In vitro siirgiinlerin cogaltini ve koklendirilmesi icin yar1 kati

kiiltiir sistemlerinin kurulmasi ve kullanilan besin ortami icerikleri

Cattleya sp.ye ait in vitro siirgiinlerin ¢ogaltimi ve koklendirme
calismasi i¢in 1/2MS besin ortamina gesitli miktarlarda (30, 60, 90, 120 g/l)

siikroz eklenen yari kat1 besin ortamlari kullanilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Cattleya sp.ye ait in vitro siirgiinlerin ¢ogaltimi ve koklendirme g¢aligmasinda

kullanilan besin ortamu igerigi, pH ve ¢alisma kodu.

Besin ortam icerigi
Calisma
Temel besin Siikroz BAP Gelrite pH
kodu
Ortam (a/l) (mg/l) (a/l)
CSK1 1/2MS 30 1 3 5,3
CSK2 1/2MS 60 1 3 5,3
CSK3 1/2MS 90 1 3 5,3
CSK4 1/2MS 120 1 3 5,3

K1 kodlu kosullarda (Cizelge 3.3) muhafaza edilen in vitro siirgiinlerin
cogaltimi ve koklendirilmesinde kiiltiir siiresi 2 ay’dir. Ug tekerriirlii olarak,
her tekerriirde 10 adet, toplam 30 adet eksplant kullanilan denemelerin kiiltiir
stiresi sonunda meydana gelen siirgiin sayis1 (adet), siirgiin cogaltim katsayisi,
toplam kok sayist (adet) ve siirgiin basina meydana gelen kok sayist (adet)
belirlenmistir. Istatistiki degerlendirmeler TARIST (Acikgdz, 2004) programi
yardimiyla, tek faktorli (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine

gore uygulanmistir.
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Ex vitro aklimatizasyon hazirhgi ve ortam kosullari

In vitro kosullarda koklendirilen Cattleya sp.ye ait siirgiinler, ex vitro
aklimatizasyon i¢in farkli saksi toprag: bilesenlerine aktarilmis ve kontrolli
kosullara sahip serada muhafaza edilmislerdir. Koklii siirglinlerin tamami
taban kisminda yikselti bulunan, seffaf renkli orkide saksilarina
aktarilmiglardir. Aklimatizasyonda kullanilan saksi topraklarmnin bir kismi
(Ozel karisim bitki yetistirme torfu, Torfsuz orkide topragi, Orkide kiiltiir
torfu), piyasada orkideler igin 6zel olarak hazirlanmig paketli topraklardir. Bu
bilesenlerin disinda kullanilan saksi topragi gesitleri de ayr1 ayr1 paketler
halinde piyasadan satin alinmistir. In vitro kosullarda koklendirilen Cattleya
orkidelerinin, ex vitro kosullarda aklimatizasyonu i¢in kullanilan farkli toprak
karisimi bilesenleri ve bu bilesenlerin saksi topragi karigimindaki ytizdeleri

(%) Cizelge 3.9°da yer almaktadir.

Cizelge 3.9. In vitro kokli Cattleya siirgiinlerinin ex vitro aklimatizasyonunda kullanilan

toprak karisimi bilegenleri ve bilesenlerin saks1 topragi karisimindaki ytizdeleri (%).

Saks1 topragi Bilesenlerin saks1 topragi karisimindaki yiizdesi (%)
bli(lz:;;:z?;i ST1 | ST2 | ST3 | ST4 | ST5 | ST6 | ST7 | ST8 | ST9 | ST10 | ST11
Ozel kansm bitki | | 93 | 59 | 30 | . | . | 25 |50 | - | 57 | 29
yetistirme torfu
Torfsuzorkide |\ 47 | 4o | aa | - | - | 20 |40 | - | - | 7
topragi
Orkide kiiltiir 36 ) 20 15 ) ) ) ) ) ) )
torfu
Vermikiilit - - - - - - 12,50 | 10 - 28 -
Cocopit (iri taneli) 9 850 | 5 |[375| 56 63 | 12,50 - 45 - -
Cam kabugu - - - - 22 15 5 - 25 - -
Volkan tasi - - - - 22 10 5 - 10 - -
Kalin torf 36 33 - - - 6 5 - - 15 -
Perlit - - - - - 3 10 - - - -
Karayosunu - - - - - 3 - - 20 - -
Pellet giibre 9 8,50 5 | 750 - - 5 - - - -
Leonardit 9 - 40 - - - - - - - -

Ug tekerriirlii gergeklestirilen aklimatizasyon denemelerinde her

tekerriirde 75 adet olmak iizere, toplam 225 adet koklii siirgiin kullanilmistir.
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Aklimatizasyon i¢in seraya aktarilan kokli Cattleya siirgiinlerinin

muhafaza edildigi sera kosullar1 Cizelge 3.10°da yer almaktadir.

Cizelge 3.10. Cattleya sp.ye ait kokli siirgiinlerin muhafaza edildigi sera kosullarmin

ortalama sicaklik (giindiiz/gece- °C), nem miktari (%) ve golgelendirme yiizdesi (%).

Muhafaza Ortalama sicakhik Ortalama nem Golgelendirme
ortam (giindiiz/gece- °C) miktari (%) yiizdesi (%)
Sera 33/18 70 75

Ex vitro aklimatizasyon galismasi i¢in sera kosullarina aktarilan in vitro
koklii Cattleya siirgiinlerinin 1 aylik dis kosullara alistirma siireci sonunda

hayatta kalan bitki sayis1 (adet) ve yiizdesi (%) belirlenmistir.

In vitro siirgiinlerin ¢iceklenme tesviki uygulamalar: i¢in kurulan

kiiltiir sistemleri ve besin ortamui icerikleri

Cattleya sp.de in vitro ¢igeklenme tesvikini saglamak tizere ¢ift tabakali
veya yari kati kiiltiir sistemleri, ¢esitli i¢eriklere sahip besin ortamlar1 ve farkli

kiiltiir kosullariin kullanildig1 uygulamalar gerceklestirilmistir.

In vitro ¢i¢eklenme tesviki- Uygulama 1’de ve Uygulama 2’de taban
kism1 yar1 kati, iist kismi ise sivi besin ortamindan meydana gelen c¢ift
tabakali kiiltiir sistemleri kullanilmistir. Bu sistemlerin  hazirligi igin
katilagtirict ajan iceren yari kati besin ortami Steri Vent (Duchefa) veya
Magenta™ (Sigma-Aldrich) kiiltiir kaplarina, ayni igerikteki sivi besin ortami
ise otoklavlanabilir cam sigelere aktarildiktan sonra aliiminyum folyo ile iyice
sarilarak otoklavda sterilizasyonlar1 yapilmistir. Bu asamadan sonra steril
laminer kabine alinan yar1 kati besin ortamlarinin katilagsmasi, sivi besin
ortamlarinin da oda sicakligina ulagsmasi i¢in bir siire beklenmistir. Son
olarak, ideal sicakliga ulasan siv1 besin ortaminin, stabil hale gelmis yar1 kati
besin ortami tlzerine eklenmesi ile ¢ift tabakali kiiltiir sistemi

tamamlanmaktadir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Tez ¢aligmasinda Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin kiiltiire alindig1 ¢ift tabakali kiiltiir

sistemi uygulamasina ait bir 6rnek (bar: 1 cm).

Genotipe de bagl olarak degisen siirelerde, yeterli olgunluga sahip ve
uygun kosullarda c¢iceklenebilen orkidelerde ciceklenme tesvikine ait
ipuclarinda biri de kok olusumunun yavaglamasi olarak kabul edilmektedir.
Cigeklenme tesviki icin yapilan uygulamalarda yiiksek siirgiin cogaltim
katsayis1 ve slirgiin basina meydana gelen kok sayisinin az olmasinin tesvikte
basar1 potansiyeli olusturdugu diisiiniilerek, denemelerde elde edilen en
yiiksek siirgiin ¢ogaltim katsayisi ile siirgiin bagina meydana gelen en diisiik

kok sayilarini gosteren sonuglar 6n plana ¢ikarilmistir.

In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 1:

In vitro gi¢eklenme tesviki- Uygulama 1’de Cattleya sp.ye ait in vitro
siirglinler hindistan cevizi suyu ve BAP ig¢eren Knudson C temel besin
ortaminda, aktif komiir kullanimina bagli olarak belirlenen iki farkli igerige

sahip cift tabakali sistemde kiiltiire alinmiglardir (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3.11. In vitro ¢giceklenme tesviki- Uygulama 1°de ¢ift tabakali sistemde kiiltiire alinan

Cattleya sp. siirgiinlerinin aktarildigi besin ortami igerigi, pH ve ¢alisma kodu.

Besin ortam icerigi
Aktif indi
Calisma kodu Temel besin | Siikroz Comii I.—||.nd|stan(y BAP | Gelrite | PH
omiir | cevizi suyu (%-
Ortam: (all) g/ v/v); o | mgny| (o
Yar kat1 Knudson C 20 300 1 5 3 5,8
KC1
Siv1 Knudson C 20 - 1 5 - 58
Yar kati Knudson C 20 - 1 5 3 58
KC2
Siv1 Knudson C 20 - 1 5 - 5,8

Uygulamada besin ortami igeriginin yani sira farkli kiiltiir kosullar1 da
denenmistir. Iki asamali olarak gerceklestirilen calismada farkli igeriklere
sahip besin ortamlarindaki eksplantlar iki gruba ayrilarak, K1 (Cizelge 3.3) ve
K2 (Cizelge 3.12) kodlu kosullara sahip kiiltlir odalarina yerlestirilmistir (11
hafta). Yaklasitk 3 aylik siirecte farkli sicakliklarda muhafaza edilen
stirglinlerin vejetatif evreden, reprodiiktif evreye gecisini tetiklemek i¢in 6nce
1 hafta siireyle karanlik kiiltiir odasinda muhafaza edildikten sonra 2 hafta
siiresince tekrar ilk muhafaza edildikleri sicakliktaki kiiltiir odalarina

aktarilmislardir. Sonug olarak toplam kiiltiir siiresi 14 haftaya ulagmstir.

Cizelge 3.12. In vitro giceklenme tesviki- Uygulama 1’de in vitro Cattleya siirgiinlerinin
yarisinin aktarildigr kiiltiir kosullarina ait kod, fotoperiyot siiresi (giindiiz/gece- sa), 1sik

siddeti (liikks) ve sicaklik (giindiiz/gece- £2°C).

Kiiltiir kosullarina Fotoperiyot siiresi Isik siddeti Sicakhk
ait kod (giindiiz/gece- sa) (liiks) (giindiiz/gece- £2°C)
K2 10/14 2.500 20/12

Denemelerde baslangi¢ eksplanti1 olarak Cattleya orkidesine ait 30 ve 35
mm arast uzunluklarda, besin ortamina aktarilmadan hemen Once kokleri
kesilmis, 4 veya 5 yaprakli in vitro siirgiinler kullanilmistir. Ug tekerriirlii
olarak gerceklestirilen uygulamada her tekerriirde 10 adet, toplam 30 adet
eksplant kullanilmistir. Calismada kiltlir siiresi sonunda meydana gelen
slirgiin sayis1 (adet), siirgiin ¢ogaltim katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve

siirglin bagina meydana gelen kok sayis1 (adet) belirlenmistir.
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Deneme sonunda elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi
TARIST (A¢ikgdz, 2004) programi yardimiyla, iki faktorlii (besin ortami ve

kiiltiir kosulu) tesadiif parselleri deneme desenine gore uygulanmistir.

In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2:

Cattleya sp.ye ait in vitro siirgiinlerin ve PLB’lerin baslangi¢ eksplanti
olarak kullanildig1 uygulamada, MS temel besin ortami igerigindeki azot (N)-
fosfor (P) miktarlarimin degistirildigi ve yiiksek konsantrasyonda sitokinin
iceren yar1 kati kiiltiir sistemleri kullanilmistir (Cizelge 3.13). Denemede yer
alan KC3 kodlu yar1 kat1 besin ortami standart konsantrasyonlarda azot (60
mM) ve fosfor (1,25 mM) icerigine sahiptir. Bunun yani sira, baslangic
eksplant1 olarak Cattleya sp.ye ait siirglinlerin kullanildigi denemelerde K2 ve
K3 kodlu (Cizelge 3.14), PLB’lerin kullanildig1 denemelerde ise sadece K3
kodlu kiiltiir kosullar1 kullanilmistir.

Cizelge 3.13. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin ve

PLB’lerin aktarildig1 besin ortamui igerigi, pH ve ¢alisma kodu.

Besin ortam icerigi
Cahiyma Temel
Kod ) N P Siikroz | BAP | TDZ Gelrite pH
odu besin (mM- (mM-
oo | K | ke | @0 | o | mam | (@
KC3 MS 60 1.25 40 5 3 55
¢ (1/1) (1/1) '
KC4 MS 8,6 (1/7) ?Xg 40 5 - 3 55
3 6,25
K MS y 40 5 - 3 55
¢S (1/20) (x5)
2,4 6,25
KC6 MS (1/25) (x5) 40 - 2,5 3 55
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Cizelge 3.14. In vitro ¢igceklenme tesviki- Uygulama 2’de in vitro Cattleya siirgiinlerinin ve
PLB’lerin aktarildigr kiiltiir kosullarina ait kod, fotoperiyot siiresi (gilindiiz/gece- sa), 1s1k
siddeti (liks) ve sicaklik (giindiiz/gece- £2°C).

- Sicakhik
kols(ulﬁ:ul;fna Fotoperiyot siiresi Isik siddeti (giindiiz/
iindiiz/gece-
. (giindiiz/gece- sa) (liiks) & &
ait kod +2°C)
K3 8/16 2.500 22

Uygulamada baslangi¢ eksplanti olarak Cattleya orkidesine ait hem 30
ve 40 mm arast uzunluklarda, kiiltiire alinmadan hemen once steril kosullarda
kokleri kesilen, 6, 7 veya 8 yaprakli in vitro siirglinler hem de 3-5 mm arasi
uzunluklardaki tekli PLB’ler kullanilmustir. Ug tekerriirlii  olarak
gerceklestirilen denemelerde her tekerriirde 10 adet, toplam 30 adet eksplant
kullanilmistir. Baslangi¢ eksplanti olarak stirglinlerin kullanildigi denemede
kiiltiir siiresi 14 ay, PLB’lerle yapilan denemelerde 4 ay olarak belirlenmistir.
Buna gore, siirgiinlerin baslangic eksplanti olarak kullanildigi c¢aligmada
kiiltiir siiresi sonunda meydana gelen siirglin sayis1 (adet), siirglin ¢cogaltim
katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve siirglin bagina meydana gelen kok sayisi
(adet); PLB’lerin baslangi¢ eksplanti olarak secildigi calisma sonunda ise
kiiltiir siiresi sonunda elde edilen siirglin sayist (adet), siirgiin rejenerasyon
katsayisi, toplam kok sayis1 (adet) ve siirglin basina meydana gelen kok sayisi

(adet) belirlenmistir.

Calisma sonunda elde edilen sonuclarin istatistiki degerlendirmesi
TARIST (Agikgdz, 2004) programi yardimiyla, siirgiin denemeleri icin iki
faktorlii (kiiltiir kosulu, c¢alisma kodu), PLB denemeleri icin tek faktorlii

(calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore uygulanmastir.
In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 3:

Cift tabakali kiiltiir sistemlerinde 1/2MS temel besin ortaminda iki
farkli miktarda CCC ilave edilen uygulamada kullanilan ¢alisma kodu ve

besin ortami igerigi Cizelge 3.15°te yer almaktadir.
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Cizelge 3.15. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 3’te Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin

kiiltiire alind1g kiiltiir kosulu, besin ortamu igerigi, pH ve ¢aligma kodu.

Besin ortamu icerigi
Calisma Kiiltiir
kodu kosulu ;
tomel | siikroz | 2K BAP | NAA | coC | Gelrite oH
ortam | @ | gy | (MO | (e | (mon) | (@)
Yar1 kati 1/2MS 30 300 2,5 0,5 0,025 3 5,8
KC7
Sivi 1/2MS 30 - 2,5 0,5 0,025 - 5,8
Yar kati 1/2MS 30 300 2,5 0,5 0,05 3 5,8
KC8
Siv1 1/2MS 30 - 2,5 0,5 0,05 - 58

Denemelerde baslangi¢ eksplanti olarak Cattleya sp.ye ait 20 ve 25 mm
aras1 uzunluklarda secilen ve kiiltiire alinmadan hemen once steril kosullarda
kokleri kesilen, 2 veya 3 yaprakli in vitro siirgiinler kullanilmistir. Ug
tekerrtirlii olarak gergeklestirilen denemede her tekerriirde 10 adet, toplam 30
adet eksplant kullanilmigtir. K1 kodlu (Cizelge 3.3) kiiltiir kosullarinin
kullanildig1 ve toplam 14 aylik kiiltiir siiresi sonunda meydana gelen siirgiin
sayis1 (adet), siirgiin ¢ogaltim katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve siirgiin
basina meydana gelen kok sayisi (adet) belirlenmistir. Deneme sonunda elde
edilen sonuglarin istatistiki degerlendirmesi TARIST (Ac¢ikgdz, 2004)
programi yardimiyla, iki faktorlii (besin ortami ve kiiltiir kosulu) tesadiif

parselleri deneme desenine gore uygulanmaistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 4:

Cesitli kiiltiir kosullar1 ile siikroz konsantrasyonlar1 (Kontrol -0, 15, 30,
45, 60, 75, 90, 105, 120 g/l) ve yiiksek miktarda BAP iceren MS temel besin
ortaminda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait in vitro siirgiinler, hem yar1 kati

hem de ¢ift tabakali kiiltiir sistemlerine aktarilmislardir (Cizelge 3.16).
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Cizelge 3.16. In vitro ¢iceklenme tegviki- Uygulama 4’te Cattleya sp.ye ait in vitro

stirgiinlerin aktarildig kiiltiir sistemi, besin ortamui igerigi, pH ve ¢aligma kodu.

Besin ortami icerigi
Calisma kodu Kl}tltul? pH
sistemt Temel besin Siikroz BAP Gelrite
ortamm (gl (mg/l) (gl

Yar kati MS 0 5 3 54

KC9
Sv1 MS 0 5 - 54
Yar: kati MS 15 5 3 5,4

KC10
Sv1 MS 15 5 - 54
Yari kati MS 30 5 3 54

KC11
Sivi MS 30 5 - 5,4
Yari kati MS 45 5 3 54

KC12
Sivi MS 45 5 - 5,4
Yar kati MS 60 5 3 5,4

KC13
Sivi MS 60 5 - 54
Yar kati MS 75 5 3 54

KC14
Sivi MS 75 5 - 5,4
Yar kati MS 90 5 3 54

KCI15
Sivi MS 90 5 - 5,4
Yar kati MS 105 5 3 54

KC16
Siv1 MS 105 5 - 54
Yar kati MS 120 5 3 5,4

KC17
Sivi MS 120 5 - 5,4
KC18 Yari kati MS 0 5 3 54
KC19 Yar: kati MS 15 5 3 54
KC20 Yar kati MS 30 5 3 54
KC21 Yari kati MS 45 5 3 54
KC22 Yar kati MS 60 5 3 54
KC23 Yari kati MS 75 5 3 54
KC24 Yari kati MS 90 5 3 54
KC25 Yari kat MS 105 5 3 54
KC26 Yari kati MS 120 5 3 54

Calismada baslangi¢ eksplant1 olarak Cattleya orkidesine ait 20 ve 30
mm arast uzunluklarda, besin ortamina aktarilmadan hemen Once kokleri
kesilmis 4 veya 5 yaprakli in vitro siirgiinler kullamlmistir. Ug tekerriirlii
olarak gercgeklestirilen denemelerde her tekerriirde 10 adet olmak iizere,

toplam 30 adet eksplant kullanilmistir.
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Uygulamada kiiltiire alinan in vitro Cattleya siirgiinleri K1 (Cizelge 3.3)
ve K4 (Cizelge 3.17) kodlu kosullarin saglandigi iki farkl kiiltiir odasinda 2

ay siiresince muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.17. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 4°’te in vitro Cattleya siirgiinlerinin
muhafaza edildigi kiiltiir kosullarina ait kod, fotoperiyot siiresi (glindiiz/gece- sa), 151k siddeti
(likks) ve sicaklik (glindiiz/gece- +2°C).

Kiiltiir kosullarina Fotoperiyot siiresi Isik siddeti Sicakhk
ait kod (giindiiz/gece- sa) (liiks) (giindiiz/gece- +£2°C)
K4 8/16 2.500 25

Denemede kiiltiir siiresi sonunda elde edilen sonuclarin istatistiki
degerlendirmesi TARIST (Ac¢ikgdz, 2004) programi yardimiyla, {i¢ faktorlii
(kiiltlir kosulu, kiiltlir sistemi ve besin ortami) tesadiif parselleri deneme

desenine gore uygulanmistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 5:

Iki asamada gerceklestirilen bu uygulamada Cattleya sp.ye ait in vitro
stirgiinler 1. asamada ABA, PBZ, CCC veya daminozid igeren yar1 katt MS
temel besin ortamlarinda 15 ve 30 giin olmak {izere iki farkli siire ile 6n
uygulamaya tutulduktan sonra, 2. asamada aymi kiiltiir kosullarinda,
ciceklenme tesvikini saglamak amaciyla BAP iceren yar1 katt MS temel besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Denemelerde kullanilan ¢alisma kodu, 1. ve 2.
asama uygulama siiresi ve besin ortami igerikleri Cizelge 3.18’de yer

almaktadir.
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Cizelge 3.18. In vitro giceklenme tesviki- Uygulama 5’te Cattleya sp. siirgiinlerinin kiltiire

alindig1 1. ve 2. asama uygulama siiresi, besin ortamu igerigi, pH ve calisma kodu.

C::g;f:a U Besin ortamn icerigi
ygulama
L s(lg'f::)l L‘Z{S‘:ﬁ' Siikroz | ABA | PBZ | cCC | Daminozid | BAP | Gelrite | P
Asama ortamt | (@) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (a/)
KC27 15 MS 30 0,5 - - - - 3 53
KC28 30 MS 30 0,5 - - - - 3 53
KC29 15 MS 30 - 0,5 - - - 3 53
KC30 30 MS 30 - 0,5 - - - 3 53
KC31 15 MS 30 - - 0,5 - - 3 53
KC32 30 MS 30 - - 0,5 - - 3 53
KC33 15 MS 30 = - - 0,5 - 3 53
KC34 30 MS 30 F 2 - 0,5 - 3 53
2.
Asama- 90 MS 30 - - - - 2 3 53
KC35

Calismada baslangi¢ eksplanti olarak Cattleya sp.ye ait 20 ve 25 mm
arasi uzunluklarda, kiiltiire alinmadan hemen oOnce steril kosullarda kokleri
kesilmis 4 veya 5 yaprakli in vitro siirglinler kullanilmistir. Her iki asamada
da ii¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilen uygulamalarda her tekerriirde 10 adet,
toplam 30 adet eksplant yer almaktadir. Uygulamada 1. agama kiiltiir siiresi
15 ve 30 giin, ikinci asama kiiltiir stiresi ise 90 gilindiir. Tiim besin ortamlari
K1 kodlu (Cizelge 3.3) kiiltiir kosullarinda muhafaza edilmistir. Besin
ortaminda kullanilan biiyiime geriletici tipi ve On uygulama siiresine gore
gruplandirilan ¢aligmada 2. asama Kkiiltiir siireleri sonunda meydana gelen
slirgiin sayis1 (adet), siirglin ¢ogaltim katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve
siirglin basina meydana gelen kok sayist (adet) kaydedilmistir. Calisma
sonunda elde edilen sonuglarin istatistiki degerlendirmesi TARIST (A¢ikgoz,
2004) programi yardimiyla, iki faktorlii (besin ortamu ve kiiltiir kosulu)

tesadiif parselleri deneme desenine gore uygulanmistir.
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In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 6:

Uygulama 6’da Cattleya sp.ye ait siirgiinler MS temel besin ortaminda
ABA ve prolinin ¢esitli konsantrasyonlarinin kullanildigi yart kati kiiltiir

sistemlerde kiiltiire alinmiglardir (Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19. In vitro ¢iceklenme tegviki- Uygulama 6’da kiiltiire alinan Cattleya sp.

stirgiinlerinin aktarildig1 besin ortamu igerigi, pH ve calisma kodu.

Besin ortam icerigi
Cigzl:a -Ik-)?ers?rell Siikroz | ABA Prolin | Gelrite pH
ortam (g (mg/1) (mg/1) (g
KC36 MS 30 3 - 3 53
KC37 MS 30 03 46 3 53
KC38 MS 30 0,3 69 3 53
KC39 MS 30 0,3 92 3 53
KC40 MS 30 0,6 69 3 53
KC41 MS 30 0,6 92 3 53
KC42 MS 30 0,8 69 3 53
KC43 MS 30 0,8 92 3 53

Calismada baslangi¢ eksplanti olarak, Cattleya sp.ye ait 30 ve 35 mm
arasi uzunluklarda ve kiiltiire alinmadan hemen 6nce steril kosullarda kokleri
kesilen, 4 veya 5 yaprakli in vitro siirgiinler kullanilmistir. Ug tekerriirlii
olarak gerceklestirilen denemede her tekerriirde 10 adet, toplam 30 adet
eksplant yer almaktadir. Tiim besin ortamlari Cizelge 3.17’te yer alan K4
kodlu kiiltiir kosullarinda muhafaza edilmislerdir. Toplam 14 aylik kiiltiir
stiresi sonunda meydana gelen siirgiin sayis1 (adet), siirgiin cogaltim katsayisi,
toplam kok sayist (adet) ve siirglin bagina meydana gelen kok sayisi (adet)
belirlenmistir. Calisma sonunda elde edilen sonuclarin istatistiki
degerlendirmesi TARIST (Ac¢ikgoz, 2004) programi yardimiyla, tek faktorlii

(calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore uygulanmastir.



51
In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 7:

Baslangig eksplant1 olarak Cattleya sp.ye ait PLB’lerin farkli temel
besin ortamlar1 ve igeriklerin kullanildigt uygulama 2 asamali olarak
gerceklestirilmistir. Buna gore, PLB’lerin kiiltiire alindigi besin ortami
icerikleri ve pH ile denemenin uygulama asamalar, kiiltiir stireleri (ay) ve

calisma kodlar1 Cizelge 3.20’de yer almaktadir.

Cizelge 3.20. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 7°de Cattleya sp.ye ait PLB’lerin kiiltiire
alindig1 uygulama asamasina gore aktarildiklart besin ortami igerigi, pH, kiiltiir siiresi (ay) ve

¢aligma kodu.

Besin ortam icerigi

Cahsma kodu
Uygulama asamasi
Kiiltiir siiresi (ay)

Temel besin
ortami
Siikroz (g/1)
Pepton (mg/l)
NaH2PO4 (mgl/l)
BAP (mg/l)
IBA (mg/l)
NAA (mg/l)
TDZ (mg/l)
GAz (mgl/l)
GA4 (mg/l)
Gelrite (g/l)

pH

KC44

=
=
-
o

1

1

1

1

1/2MS 20

[y

53

53

KC45

3
2 | 2 MS 20| - | -] -] - |o28|07] -
3 MS 0 | - | - - - - - -

5,7

2 2 MS 20 - - 5 0,2 - - -

57

W | W w|w|w

1 3 1/2MS 20 - - 1 - - - 1

54

KC46

2 2 | GamborgB5 | 20 - - 1 - - - - 1 3

54

Denemelerde baslangi¢ eksplanti olarak Cattleya sp.ye ait 2-5 mm arasi
uzunluklarda in vitro PLB’ler kullanilmistir. Ucg tekerriirlii olarak
gergeklestirilen uygulamada her tekerriirde 10 adet, toplam 30 adet eksplant
kullanilmistir. K1 kodlu kiiltiir kosullarinin kullanildigi ve toplam 5 aylik
kiiltlir siiresi sonunda meydana gelen siirgiin sayis1 (adet), siirgiin
rejenerasyon katsayisi, toplam kok sayist (adet) ve siirgiin basina meydana
gelen kok sayisi (adet) belirlenmistir. Calisma sonunda elde edilen sonuglarin
istatistiki degerlendirmesi TARIST (A¢ikgdz, 2004) programi yardimiyla, tek
faktorlii  (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore

uygulanmistir.
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In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 8:

Baslangig eksplanti olarak Cattleya sp.ye ait PLB’lerin kullanildigi
uygulama, 2 asamali olarak gergeklestirilmistir. PLB’lerin farkli asamalarda
kiiltiire alindig1 uygulamada kullanilan besin ortamu igerikleri, pH ve kiiltiir

stireleri Cizelge 3.21°de yer almaktadir.

Cizelge 3.21. In vitro cigeklenme tesviki- Uygulama 8’de Cattleya sp.ye ait PLB’lerin kiiltiire

alindig1 uygulama asamasina gore aktarildiklar1 besin ortamui igerigi, pH, kiiltiir siiresi (ay) ve

¢aligma kodu.
Besin ortamu icerigi
Cal Uygulama Kiiltiir |
alisma . . Teme
kodu | Asamasi | 0T | pesin | Sikroz| ABA | BAP | Gelrite| PH
@) || @ |me| (mal) | (@
1 3 MS 20 05 3 5,4
KC47
2 2 MS 50 - 2 3 5,4
1 3 MS 20 2 3 5,4
KC48
2 2 MS 50 - 2 3 5,4

Denemelerde baslangi¢ eksplanti olarak Cattleya sp.ye ait 3-5 mm arasi
uzunluklarda, iki yaprakli in vitro PLB’ler kullamlmistir. Ug tekerriirlii olarak
gergeklestirilen denemede her tekerriirde 10 adet, toplam 30 adet eksplant
kullanilmigtir. K1 kodlu (Cizelge 3.3) kiiltiir kosullarinin kullanildigr ve
toplam 5 aylik kiiltlir siiresi sonunda meydana gelen siirgiin sayist (adet),
slirgiin rejenerasyon katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve siirgiin basina
meydana gelen kok sayisi (adet) belirlenmistir. Deneme sonunda elde edilen
sonuglarm istatistiki degerlendirmesi TARIST (Acikgdz, 2004) programi
yardimiyla, tek faktorlii (¢alisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine

gore uygulanmistir.
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3.2.2. Vanda sp.

3.2.2.1. Yiizeysel sterilizasyon asamalari

Olgun Vanda orkidesine uygulanan yiizeysel sterilizasyon basamaklari

asagida belirtilmektedir:

o Bitkisel materyallerin kokleri ve yapraklari ana govdeden, ¢igek ve
cicek tomurcuklari, ¢igek saplarindan temiz bir bistliri yardimi ile

kesilmis ve ayr1 ayr sterilizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

e Her bir bitki kismi ayr1 ayr1 6-7 damla ticari sivi deterjan ve 300 ml
distile su iceren 500 ml’lik beherlere alinarak, manyetik karistiricida
15 dakika siireyle karistirilmiglardir. Ardindan, akan su altinda da 15
dakika silireyle durulanan materyallerin ylizeysel sterilizasyon

islemlerine laminer hava akisl kabinde devam edilmistir.

e Calisma oncesi %70’lik etil alkolle silinen ve UV 1sikla
sterilizasyonu yapilan kabine alinan bitkisel materyaller oncelikle
ayrt ayr iginde 300 ml %70’lik etil alkol bulunan 500 ml’lik steril

erlenlerde 1’er dakika ¢alkalanmiglardir.

e Etil alkol kullanim sonrasinda ek olarak bir kisim bitkisel materyale

5 dk %10 NaOCIl de uygulanmastir.

e Son olarak materyaller, kiiltiire alinan kisimlarina goére c¢esitli
yogunluklarda (%0,1 ve %0,2) ve ¢esitli siirelerde (1, 3, 5 ve 8
dakika) HgCl> ile muamele edilmis ve 3 defa steril distile su ile

durulanmustir.

e Yiizeysel sterilizasyon uygulamalart tamamlanmis olan bitkisel
materyaller, steril kabin icinde, steril kurutma kagitlar1 iizerine

alinarak, kiiltiire alma islemine hazir hale getirilmistir.
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In vivo Vanda orkidesinin kiiltiire alinan bitkisel materyallere uygulanan
HgCl>’iin yiizeysel sterilizasyon dozu (%), uygulama siiresi (dk) ve buna

bagli olarak belirlenen ¢alisma kodlar1 Cizelge 3.22°de yer almaktadir.

Cizelge 3.22. In vivo Vanda sp.ye ait bitkisel materyallere uygulanan yiizeysel sterilizasyon

dozu (% HgCl,), uygulama siiresi (dk) ve ¢aligma kodu.

Yiizeysel sterilizasyon Uygulama siiresi
dozu (% HgCl,) (dk) Calisma kodu

1 VYS1
3 VYS2

01 5 VYS3
8 VYS4
10 VYS5
8 VYS6

0,2
10 VYS7

Vanda sp.ye ait bitkisel materyallerin yiizeysel sterilizasyon basarisinin
belirlenmesi i¢in in Vvivo kosullardan alinan bitkinin, eksplant olarak
belirlenen her kismi (yaprak, kok, govde ve cicekli kisimlar) i¢in ayri
istatistiki degerlendirme yapilmistir. Buna ek olarak, her bitkisel kisima
uygulanan yiizeysel sterilizasyon uygulama doz (% HgCl.) ve siiresine (dk)
gore degerlendirilmistir. Buna bagli olarak, in vivo kosullardan alinan
baslangic materyallerine uygulanan ylizeysel sterilizasyon denemeleri
TARIST (Acikgoz, 2004) programi yardimiyla, tek faktorlii (uygulama siiresi)

tesadiif parselleri deneme desenine gore ve ii¢ tekerriirlii olarak uygulanmigtir.

3.2.2.2. Kiiltiirlerin kurulmasi ve besin ortami icerikleri

Vanda sp.ye ait eksplantlarda PLB rejenerasyonunu saglamak tizere
cesitli temel besin ortamlari, biiylime diizenleyicileri ve hindistan cevizi suyu
gibi bilesenlerinin kullanildig1 farkli iceriklerdeki yari kati besin ortamlarinda
kiiltiire alinan ¢icekli kisimlar, yaprak, gévde ve koklere ait 1 ve 5 mm arasi
uzunluklarda eksplantlar kullanilmigtir. Vanda sp.ye ait bitki kismlarindan
elde edilen eksplantlarda PLB rejenerasyonunu saglamak igin kullanilan besin

ortami igerikleri, pH ve ¢alisma kodlar1 Cizelge 3.23‘te yer almaktadir.
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Cizelge 3.23. Vanda sp.ye ait eksplantlarda siirgiin rejenerasyonu tesvikini saglamak {izere kullanilan besin ortamu igerigi, pH ve ¢aligma kodu.

Besin ortamn icerigi
Calisma . . .
kodu Temel Makro MIkro | Gikroz | AKUP | Hindistan | Adenin o 0 1\ o oo, | BAP | NAA | TDZ | Kin | 1AA | Gelrite | P
besin elementler | elementler komiir | cevizi suyu siilfat
ortami (Kat) (kat) (9/1) (mg/l) (% VIv) (mg/l) (mg/l) | (mg/l) | (mg/1) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (mg/l) | (9/1)

VR1 MS 11 11 60 300 - 30 - - - 0,3 - - - 3 58
VR2 MS 1/2 11 20 - - - - - 1,2 1,2 - - - 3 5,8
VR3 MS 1/2 11 20 - - - - - 1,8 1,8 - - - 3 58
VR4 MS 1/2 1/2 40 - - - 1 170 - - 0,1 - - 3 5,8
VR5 MS 1/2 1/2 40 - 13 24 1 170 - - 0,1 - - 3 5,8
VR6 Mitra 11 11 30 - - - 0,5 - 2 1,2 - - - 3 53
VR7 MS 1/2 1/2 30 - 10 - 1 170 - - - - - 3 53
VRS Mitra 11 11 20 - 10 - 0,5 - 2 1.2 - - - 3 52
VR9 Mitra 11 11 20 200 - - - - 1 1 - - - 3 57
VR10 MS 11 11 30 - - - - - 2 15 - - - 3 54
VR11 KnudsonC 11 11 20 - 15 - - - 1 - - 1 - 3 53
VR12 MS 11 11 30 - - - - - 1 1 - - - 3 53
VR13 MS 11 11 30 - 15 - - - 2,5 2,5 - - - 3 53
VR14 MS 11 11 30 - 15 - - - 1 - - - 1 3 53
VR15 MS 1/1 11 30 - - - - - 2 15 - - - 3 54
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Calismada, Vanda sp.ye ait ¢igekli kisimlar, yaprak ve kok kisimlar ile
yapilan denemelerde her tekerriirde 40 adet olmak iizere, toplam 120 adet
eksplant; govde kisimlar igin her tekerriirde 12 adet, toplam 36 adet eksplant;
anter kisimlari i¢in her tekerriirde 7 adet, toplam 21 adet eksplant kullanilmistir. 1
aylik kiiltiir siiresi sonunda In vivo Vanda orkidesinin bitki kisimlarindan (¢igek
kisimlari, anter, yaprak, govde, kok) alinan eksplantlarda elde edilen PLB sayisi
(adet) ve rejenerasyon katsayisi ile kararma gosteren eksplant sayis1 (adet) ve
yiizdesi (%) belirlenmistir. Calismada alinan sonuglarin istatistiki olarak
degerlendirilmesi her bir bitkisel materyal i¢in TARIST (A¢ikgdz, 2004) programi
yardimiyla, tek faktorli (¢alisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore

uygulanmaistir.

3.3. Tez Calismasi ve Uygulanan Tekniklere ait Akis Semasi

Tez calismasinda uygulanan tekniklerin genel akis semasi Sekil 3.7°de
belirtilmektedir.

| In Vivo Bitkisel Materyal ‘
In Vitro Yiizeysel
Sterilizasyon
[.:9 TCL
A
PLB [ PLB’den Siirgiin :> Siirgiinlerin
Rejenerasyonu Rejenerasyonu ?°g“"'.“’,' ve .
" Ince Keslt PLB |+ Koklendirilmesi _
Bitlin Halinde PLB |- £7 AV
PLB’den PLB Yan Kati St ‘ Aklimatizasyon In Wrr;Cis:;denme
; Cogaltim Kiiltiir Kiiltiir - SAL
[esxesmin]- I I Sistemleri | | Sistemleri L W
[ Biltin Halinde PLB |+ 7 ~ M v
F— 1 - !
Yan Kati Sm inee Kesit PLB ’ Yan Kati Cift
Kiiltiir Kiiltiir Kiiltiir Tabakah
Sistemleri Sistemleri Biitin Halinde PLB |4 > [ itéa Halinde PLB Sistemleri Kiltiir
=7 Sistemleri
q »| Ince Kesit PLB Erlen RITA®
. Biyoreaktior
[ e et 5 |
Erlen RITA®
Biyoreaktor

Sekil 3.7. Tez calismasinda uygulanan tekniklere ait akis semas.




4. BULGULAR

4.1. Cattleya sp.
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4.1.1. Yiizeysel sterilizasyon

In vivo kosullardan temin edilen Cattleya sp.ye ait gévde eksplantlar ile
gerceklestirilen yiizeysel sterilizasyon (%0,1 HgClz) uygulamalari sonunda
sterilizasyon basaris1 gosteren eksplant sayisi (adet) ve ylizdesi (%) Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.1°de, uygulama siirelerine gore gruplandirilan ¢alisma kodlarinin (CYS1,

CYS2, CYS3) govdeden alinan eksplantlarin yiizeysel sterilizasyon basarisi

tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.2’de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. In vivo Cattleya sp.de farkli calisma kodlari ile gruplandirilan uygulamalar sonucunda

yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren govde eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%).

Yiizeysel sterilizasyon Yiizeysel sterilizasyon
Calisma basarisi gosteren govde basarisi gosteren govde
kodu eksplant sayis1 (adet) eksplant yiizdesi (%0)
T1 T2 T3 Ortalama T1 T2 T3 Ortalama
CYs1 4 4 3 3,67 40 40 30 36,67 c
CYS2 7 6 10 7,67 70 60 100 76,67 b
CYS3 9 8 8 8,33 90 80 80 83,33 a
In vivo Cattleya sp.de yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren
govde eksplant yiizdesi (%)
90,00 83,33
80,00 76,67 |
70,00 —
60,00 -
5 50,00 36,67 [ OYiizeysel
@ 40,00 [ sterilizasyon
E 30,00 T | basar1 yiizdesi (%)
S 2000 ]
10,00 +— —
0,00
Cys1 CYS2 CYS3
Calisma kodu

Sekil 4.1. In vivo Cattleya sp.de yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren gévde eksplant yiizdesi

(%).
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Tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
yapilan istatistiksel degerlendirmede HgCl> uygulama siirelerine bagli olarak
belirlenen denemelerin (CYS1, CYS2, CYS3), in vivo Cattleya sp.ye ait gévde
eksplantlarinin yiizeysel sterilizasyon basarisi lizerindeki etkisinin %1 diizeyinde
anlamli oldugu belirlenmistir (F= 11.467). Ortalamalarin karsilagtirildigi LSD
testinde CYS3 kodlu uygulama sonucu elde edilen yiizeysel sterilizasyon basarisi
1. grupta (83.333), CYS2 kodlu uygulama 2. grupta (76.667), CYS1 kodlu
uygulama ise 3. grupta (36.667) yer almaktadir (HKO= 166.667; LSD= 39.094).

Cizelge 4.2. In vivo Cattleya sp.ye ait govde eksplantlarinda uygulama siirelerine bagl olarak
gruplandirilan denemelerin yiizeysel sterilizasyon basarisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz
Tablosu.

Varyasyon | Serbestlik | Kareler | Kareler | Hesaplanan Tablo degeri
kaynagi | derecesi | toplamn | ortalamasi E 506 1%
Cabgma 2 322222 | 1911111 | 11.467* 5.140 10920

Hata 6 1000.000 166.667
Genel 8 4822.222 602.778

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Cattleya sp.ye ait kok eksplantlarinda elde edilen yiizeysel sterilizasyon
basarist Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de yer almaktadir.

Cizelge 4.3. In vivo Cattleya sp.de yiizeysel sterilizasyon basaris1 gosteren kok eksplant sayisi
(adet) ve yiizdesi (%).

Yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren | Yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren
Cahigma kok eksplant sayis1 (adet) kok eksplant yiizdesi (%)
kodu T1 T2 T3 Ortalama | T1 T2 T3 Ortalama
CYS2 10 10 10 10 100 100 100 100
CYS3 10 10 10 10 100 100 100 100

In vivo Cattleya orkidesine ait kok eksplantlar ile gerceklestirilen her iki
calisma grubunda da (CYS2 ve CYS3) %100 basar1 saglanmustir.
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In vivo Cattleya sp.de yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren kok
eksplant yiizdesi (%)

120

100

80

60 DYiizeysel sterilizasyon
basan yiizdesi (%)
40

20

100 100

Yiizde (%)

CYS2 CYS3
Calisma kodu

Sekil 4.2. In vivo Cattleya sp.de yiizeysel sterilizasyon basarist gosteren kok eksplant yiizdesi (%).

In vivo kosullardan temin edilen Cattleya sp.ye ait govde ve kok eksplantlari
ile yapilan yiizeysel sterilizasyon uygulamalar1 sonucunda gdévdeye ait
eksplantlarda 8 dk %0,1 HgCl2 uygulamasi sonucu %83,33 (CYS3), kok
eksplantlarinda ise 5 dk ve 8 dk uygulamalarin her ikisinde de %100 (CYS2,
CYS3) basar1 elde edilmistir.

4.1.2. PLB rejenerasyonu

Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin nod kisimlarindan TCL teknigi ile yaklasik
0,5 ve 1,5 mm arasindaki kalinliklarda alinan ince kesit eksplantlarin IKPR kodlu
besin ortaminda (Cizelge 3.4) Kkiiltlire alinmasiyla meydana gelen toplam
rejenerant (tekli PLB, ¢oklu PLB kiimesi ve siirgiin) sayisi ve rejenerasyon

katsayis1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3’te yer almaktadir.

Cizelge 4.4. Cattleya sp.ye ait siirgiin nodlarindan TCL teknigi ile alinan ait ince kesit

eksplantlarda kiiltiir siiresine goére meydana gelen toplam sayis1 (adet) ve rejenerasyon katsayisi.

ince kesit eksplantlarda meydana gelen

K._ﬁltﬁ.l“ toplam rejenerant sayisi (adet) Rejenerasyon Katsayisi
siiresi
T1 T2 T3 Ortalama T1 T2 T3 Ortalama
30. Giin 16 13 13 14,00 0,64 0,52 0,52 0,56

90. Giin 297 243 214 251,33 11,88 | 9,72 8,56 10,05
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Cattleya sp.ye ait ait ince kesit eksplantlarda Kkiiltiir siiresine
bagh olarak elde edilen rejenerasyon katsayisi

12,00 10,05
10,00

8,00
6.00 DORejenerasyn

4.00 katsayisi
2:00 0;56

0,00 L 1

30 90
Kiiltiir siiresi (giin)

Katsay:

Sekil 4.3. Cattleya sp.ye ait ait ince kesit eksplantlarda kiiltlir siiresine bagli olarak elde edilen

rejenerasyon katsayisi.

Cattleya sp. siirgiin nodlarindan alman ince hiicre tabaka eksplantlarin IKPR
kodlu besin ortamlarinda kiiltiire alindig1 ¢alismada ilk 30 giinliik kiiltiir siiresi
sonunda 0,56 rejenerasyon katsayisi elde edilmistir. Tlk kiiltiir siiresinin sonunda
yapilan gozlemlerde ince kesit eksplantlarda PLB ve siirglin rejenerasyonun
devam ettigi belirlenmesi nedeniyle bu eksplantlar, hi¢ bir ayirma islemi
yapilmadan ayni igerikteki taze besin ortaminda kiiltiire alinmis ve 60 giin sonra
yani 90. giinde yeniden gbézlem yapilmistir. Buna gore, toplam 90 giinliik kiiltiir

stiresi sonunda elde edilen rejenerasyon katsayisi 10,05 olarak belirlenmistir.

Buna gore, Sekil 4.4 (a)’da Cattleya sp.ye ait siirgiin nodlarindan TCL ile
alinan ince kesit eksplantta meydana gelen rejenerasyon baslangici, (b)’de kiiltiir
stiresi sonunda ince kesitlerden meydana gelen ¢oklu PLB rejenerasyonlari, (€)’de

tekli siirgiin ve (d)’de ¢oklu siirgiinler yer almaktadir.
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Sekil 4.4. (a) Cattleya sp.ye ait siirgiin nodlarindan TCL ile alinan ince kesit eksplantta meydana
gelen rejenerasyon baslangici, (b) kiiltiir siiresi sonunda ince kesitlerden meydana gelen ¢oklu PLB

rejenerasyonlari, (¢) tekli siirgiin, (d) ¢oklu siirgiinler (bar: 1 cm).

4.1.3. PLB’den PLB cogaltim

Yar1 kati besin ortamlarinda PLB’den PLB cogaltim

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB c¢ogaltimini tesvik etmek iizere PPC
kodlu (Cizelge 3.5) yar1 kat1 besin ortaminda kiiltiire alinan biitiin halinde ve ince
kesit eksplantlardan meydana gelen PLB sayis1 (adet) ve PLB ¢ogaltim katsayis1
Cizelge 4.5’te ve Sekil 4.5°te; eksplant tiplerinin PLB ¢ogaltim katsayisi

tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.6’da yer almaktadir.

Cizelge 4.5. Yar kat1 besin ortaminda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait biitiin halinde ve ince kesit
PLB'lerden elde edilen PLB sayisi (adet) ve PLB ¢ogaltim katsayisi.

Kiiltiir siiresi sonunda elde PLB gogaltim Katsayisi

Eksplant edilen PLB sayisi (adet)
tipi (PLB)
T1| T2 | T3 | Ortalama T1 T2 T3 Ortalama
Biitiin
. 90 | 82 | 98 90,00 7,50 | 6,83 | 8,17 7,50 a
halinde

ince kesit 70 | 62 | 58 63,33 583 | 517 | 4,83 528D
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Yar1 kat1 besin ortamlarinda Kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait biitiin
halinde ve ince Kkesit PLB'lerden elde edilen PLB ¢ogaltim katsayisi

8,00 7,50

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

o

OPLB ¢ogaltim
katsayisi

Cogaltim katsayisi

Biitiin halinde PLB ince kesit PLB

Eksplant tipi

Sekil 4.5. Yari kat1 besin ortamlarinda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait biitiin halinde ve ince kesit
PLB'lerden elde edilen PLB ¢ogaltim katsayisi.

Tek faktorlii (eksplant tipi) tesadiif parselleri deneme desenine gore PLB
cogaltim katsayilarina uygulanan istatistiki degerlendirmede; eksplant tipinin
(biitiin halinde PLB, ince kesit PLB) ¢ogaltim katsayisi tizerindeki etkisinin %5
diizeyinde Onemli oldugu bulunmustur (F= 20.963). Buna bagh olarak,
ortalamalarin karsilastirildigi LSD testinde biitiin halindeki PLB’lerin eksplant
olarak kullanildig1 ¢alismada elde edilen gogaltim katsayisi 1. grupta (7.500), ince
kesit PLB’lerin eksplant olarak kullanildigi ¢alisma sonucu elde edilen ¢ogaltim
katsayisi ise 2. grupta (5.277) yer almaktadir (HKO= 0.354; LSD= 1.348).

Cizelge 4.6. PLB’den PLB ¢ogaltimi ¢alismasinda yar1 katt besin ortamlarinda kiiltiire alinan
Cattleya sp.ye ait biitiin halinde ve ince kesit eksplantlarda elde edilen PLB ¢ogaltim katsayisina

ait Varyans Analiz Tablosu.

. Karel Tabl geri
Varyasyon Serbestlik | Kareler areter Hesaplanan ablo degeri
kaynagi derecesi | toplamu | ieoro o F 5% 1%
Calisma kodu 1 7.415 7.415 20.963* 7.710 21.200
Hata 4 1.415 0.354
Genel 5 8.830 1.766

* Onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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PPC kodlu yar1 kati besin ortaminda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden PLB ¢ogaltimi ¢calismasinda elde edilen en basarili ¢ogaltim katsayisi
(7,50) eksplant olarak biitlin halinde PLB’lerin kullanildigi denemede
belirlenmistir. Yar1 kat1 kiiltiir sistemlerinde PLB’den PLB ¢ogaltiminin

saglandigi bir 6rnek Sekil 4.6’da yer almaktadir.

Sekil 4.6. Yar1 kat1 besin ortaminda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait PLB’den PLB ¢ogaltimi (bar:

1cm).

Erlenlerin kullanildig: sivi besin ortaminda PLB’den PLB cogaltimi

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimini tegvik etmek iizere erlenlerin
kullanildig1 sivi besin ortaminda kiiltiire alinan biitin halindeki ve ince kesit
PLB’lerden meydana gelen PLB kiimesi sayist (adet) ve PLB ¢ogaltim katsayist
Cizelge 4.7°de ve Sekil 4.7°de yer almaktadir.

Cizelge 4.7. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltim icin erlende siv1 kiiltiir denemesinde
farkli ¢alisma kodu (E1, E2, E3) ve eksplant tipinin (PLB) kullanilmasi ile elde edilen PLB kiimesi
sayisi (adet) ve PLB ¢ogaltim katsayisi.

Cahsma Eksplant PLB kiimesi sayisi (adet) PLB ¢ogaltim katsayisi
kodu tipi (PLB) T1L | T2| T3 | Ortalama | T1 | T2 | T3 | Ortalama
Biitiin halinde 2 1 1 1,33 0,29 | 0,14 | 0,14 0,19b
= Ince kesit 1 1 2 1,33 0,06 | 0,06 | 0,11 0,07b
Biitiin halinde 0 0 0 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 b
=2 ince kesit 5 3 4 4,00 0,71 | 0,43 | 0,57 0,57 a
Biitiin halinde 30 | 26 | 28 28,00 1,67 | 1,44 | 1,56 156 a
= Ince kesit 18 | 19 | 19 18,67 0,50 | 0,53 | 0,53 0,52a
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Erlende siv1 kiiltiirlerin kullanildigi Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB
cogaltimi calismasinda iki faktorlii (calisma kodu ve eksplant tipi) tesadiif
parselleri deneme desenine gore PLB c¢ogaltim katsayilarina uygulanan istatistiki
degerlendirmede; ¢alisma kodu (E1, E2, E3) ve eksplant tipi (biitiin halinde PLB,
ince kesit PLB) interaksiyonun PLB ¢ogaltim katsayist tizerindeki etkisinin %1

diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur (F= 141.109).

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimu i¢in erlende sivi Kiiltiir
denemesinde farkh ¢calisma kodu ve eksplant tipinin kullanilmasi
ile elde edilen PLB ¢ogaltim katsayisi

1,80 156

1,60 ——
Z 1,40
=S
5120
2 1,00
E 0,80 057 O Cogaltim
,‘::n 0,60 b 0,52 Kkatsayisi

U0,40 0,19 —
Xm0 —

0,00
El ‘ E2 ‘ E3 E1l ‘ E2 ‘ E3
ince kesit PLB

Biitiin halinde PLB

Calisma kodu- Eksplant tipi

Sekil 4.7. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimi igin erlende sivi kiiltiir denemesinde farkli
¢alisma kodu ve eksplant tipinin kullanilmasi ile elde edilen PLB ¢ogaltim katsayisi.

Denemelerde kullanilan calisma kodu ve eksplant tipinin PLB ¢ogaltim
katsayis1 lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.8’de; ¢alisma
kodu (E1, E2, E3) ve eksplant tipinin (PLB) interaksiyonuna ait LSD
gruplandirmas: Cizelge 4.9°da; Erlende PLB c¢ogaltimi i¢in kurulan denemede

elde edilen PLB’ler Sekil 4.8’de yer almaktadir.

Erlenlerde sivi kiiltiir ¢aligmasinda kullanilan PPC kodlu besin ortami
icerigi Metot baglig1 altinda Cizelge 3.5°te; erlen ve sivi besin ortami hacimleri
(ml) ile besin ortami hacmine paralel olarak her bir tekerriirde kullanilan
inokiilim yogunlugu (adet)’nun gruplandirildigi E1, E2 ve E3 kodlu g¢alisma
tipleri Cizelge 3.6’da belirtilmistir.



Cizelge 4.8. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltim i¢in erlende siv1 kiiltiir denemesinde
kullanilan ¢aligma kodu (E1, E2, E3) ve eksplant tipinin (PLB) PLB ¢ogaltim katsayisi tizerindeki
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etkilerine ait VVaryans Analiz Tablosu.

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Cizelge 4.9. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimi i¢in erlende siv1 kiiltiir denemesinde
kullanmilan ¢alisma kodu (E1, E2, E3) ve eksplant tipi (PLB) interaksiyonuna bagh olarak elde

edilen LSD gruplandirmasi.

Eksplant tipi (PLB)
Galisma kodu Biitiin ince Caéﬁ';:rl;:d"
Halinde Kesit
El 0,190 a 0,077 b 0,133 ¢
E2 0,000 b 0,570 a 0,285 b
E3 1,557 a 0,520 b 1,038 a
Eksplant tipi ortalama 0,582 a 0,389 b
Calisma kodu*Eksplant tipi interaksiyonu icin HKO= 0,007; LSD= 0,207

Sekil 4.8. Erlende siv1 kiiltiirlerde PLB’den PLB ¢ogaltiminda elde edilen rejenerasyonlar (bar: 1

cm).

Varyasyon Serbestlik [ Kareler | Kareler |Hesaplanan | Tablo degeri
kaynagi derecesi | Toplamu | ortalamasi F 0,05 0,01
Calhisma kodu 2 2.819 1.410 203.953** | 3.890 | 6.930
Eksplant tipi 1 0.168 0.168 24.338** | 4.750 | 9.330
Calisma kodu* Eksplant tipi 2 1.950 0.975 141.109** | 3.890 | 6.930
Hata 12 0.083 0.007
Genel 17 5.021 0.295
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Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimi i¢in PPC kodlu besin ortami
icerigine sahip erlende sivi kiiltliir calismasinda belirlenen en basarili PLB
cogaltim katsayisi (1,56), 500 ml hacimli erlende, 200 ml besin ortami1 ve 36 adet
biitlin halinde eksplantin kullanildig1 E3 kodlu denemede elde edilmistir.

RITA® Biyoreaktorlerinde PLB’den PLB ¢ogaltim

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimini tesvik etmek iizere PPC
kodlu igerige (Cizelge 3.5) sahip sivi besin ortammin kullanildigi RITA®
biyoreaktorlerinde tekli PLB’lerin yani sira, PLB kiimeleri ve 2-3 yaprakli
geliskin PLB’lerin de meydana geldigi belirlenmistir. Buna gore, ¢esitli daldirma
periyodu (1 dk/4 sa, 1 dk/8 sa), besin ortami1 hacmi (150, 200, 250 ml), eksplant
tipi (PLB) ve inokiiliim yogunluguna (10, 20, 30 adet) sahip kombinasyonlarin
gruplandirildigi denemelerde elde edilen PLB sayisi (adet) ve PLB ¢ogaltim
katsayis1 Cizelge 4.10’da ve Sekil 4.9°da; ¢alismada yer alan daldirma periyodu (1
dk/4 sa, 1 dk/8 sa), besin ortam1 hacmi (150, 200, 250 ml), eksplant tipi (PLB) ve
inokiilim yogunlugunun (10, 20, 30 adet) PLB ¢ogaltim katsayis1 iizerindeki
etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.11°de, denemede yer alan
parametrelerin = dortli  interaksiyonuna bagli olarak elde edilen LSD
gruplandirmalar1 Cizelge 4.12°de; RITA® biyoreaktor sistemlerinin calisma
diizenegi Sekil 4.10. (a)’da, RITA® biyoreaktorlerinde kiiltiire alman Cattleya
sp.ye ait PLB’lerin ilk aktarimi Sekil 4.10. (b)’de, kiiltiir siiresi sonunda elde

edilen rejenerantlar Sekil 4.10.(c)’de yer almaktadir.



67

Cizelge 4.10. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB gogaltimi igin RITA® biyoreaktorlerinde gesitli

daldirma periyodu (dk/sa), besin ortami hacmi (ml), eksplant tipi (PLB) ve inokiilim

yogunluguklarinda (adet) elde edilen PLB sayisi (adet) ve PLB ¢ogaltim katsayisi.

PLB sayis1 (adet)

PLB cogaltim katsayisi

e | s| -
'g}'g 'E: '%,-\ ,EE E

£Y| 8 g EE| 2 |m T2 g | M| T2 T8 3

3 Z sl “ S 5

a 2

=g | 10 R1L | 400 [ 340 [ 424 | 388 | 40 | 34 [ 424] 3880

EE| 2 R2 | 611 | 680 | 746 | 679 [ 3055 | 34 [ 373 ] 3395

= R3 [15331.012[1115] 1.220 | 51,1 | 33,73 37,17 40,67

150 1w R4 | 840 [ 736 [ 668 | 748 | 84 | 736 | 668 | 74,80

ié g 20 R5 | 676 | 720 [ 744 | 713 | 338 [ 3595 [ 37,2 | 3565

30 R6 | 480 | 435 [ 474 | 463 | 16 | 145 [ 158 | 1543

cg |10 R7 | 205 | 229 [ 238 | 224 | 205 | 229 [ 238 | 22,40

£ £ 20 Re | 76 | 84 [ 62 | 74 | 38 | 42 [ 31| 370

v | 200 “<s 30 RO | 246 [ 260 [ 151 | 219 | 82 [ 867 [ 503 | 7,30

| 20 [Rio | 4247 [ 28] 39 [ 42 | 47 | 28 [ 3%

:g’ g 20 [ ruu [8 [ 78 |61 | 75 | 43 [ 39 [305] 375

30 | R12 | 356 | 318 | 283 | 310 | 11,87 | 106 | 943 | 1063

o | 10 | R13 [ 50 [ 45 [ 52 [ 49 5 | 45 [ 52| 49

£S5 20 | Rua [2207]1.873[2.076] 2052 [ 110,35 | 9365 | 1038 102,60

250 B 30 | RIS | 589 | 641 | 681 | 637 | 19,63 | 21,37 | 227 | 21,23

_| 20 [ Ri6 [ 690 [590 [ 640 | 640 | 69 | 59 | 64 [ 64,00

§§ 20 | R17 [2106[2.009 (2596 2.237 | 1053 [ 100,45 [129,8 111,85

30 | R18 [1.801]1.645[1.660( 1.702 | 60,03 | 54,83 [55,33] 56,73

e | 10 [ Rio [ 75 8 [ 8 [ 82 | 75 | 89 |82 | 820

£S5 20 | Roo [ 300 | 386 | 343 373 | 195 | 193 [17.15] 1865

150 B2 30 | Rat [ 540 [ 490 [ 470 | s00 | 18 [ 1633 [1567] 1667

20 [rR2 [ 15 [ 9 [12] 12 [ 15 [ 09 [12]12

g g 20 [ Rrea [ 21 [ 42|27 ] 30 [105] 21 [135] 150

30 | R4 [ 124 | 95 [ 111 | 120 | 413 [ 317 | 37 | 367
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RITA® biyoreaktorlerinde PLB'den PLB c¢ogaltimi ¢calismasinda elde edilen PLB ¢ogaltim katsayisi
120 -
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100 -
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74,80 7253
% 64,00
g 60 6,73
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Sekil 4.9. RITA® biyoreaktdrlerinde PLB’den PLB ¢ogaltimi ¢alismasinda elde edilen PLB ¢ogaltim katsayisi.
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Cizelge 4.11. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB gogaltimi icin RITA® biyoreaktérlerinde gesitli
daldirma periyodu (dk/sa), besin ortami hacmi (ml), eksplant tipi (PLB) ve inokiilim

yogunluklarinin (adet) PLB ¢ogaltim katsayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Tablo
Varyasyon kaynag Serbestlik Kareler Kareler | Hesaplanan degeri
derecesi toplanm ortalamasi F 0,05 | 0,01

Daldirma periyodu 1 10345.681 10345.681 | 1035.691** | 3.498 | 7.034
Besin ortam hacmi 2 18824.882 9412.441 | 942.265** | 3.134 | 4.942
Daldirma periyodu* 2 8071.166 4035583 | 403.996** |[3.134 [4.942
Besin ortamm hacmi

Eksplant tipi 1 54.188 54.188 5.425* 3.98417.034
Daldirma periyodu* 1 3955248 | 3955248 | 395.954** |3.984|7.034

Eksplant tipi

- "
Py tam hacmi 2 250.028 125014 | 12515% |3.1344.942

Eksplant tipi
Daldirma periyodu*
Besin ortami hacmi* 2 8827.690 4413.845 | 441.863** |3.1344.942

Eksplant tipi
Inokiiliim yogunlugu 2 2757.455 1378.728 | 138.022** | 3.134|4.942
DEr ma perifl™ 2 1779.962 880.981 | 89.005** |3.134|4.942
Inokiiliim yogunlugu
esin ouEg hacmi 4 6707.356 | 1676.830 | 167.866** |2.5143.616
Inokiiliim yogunlugu
Daldirma periyodu*
Besin ortamm hacmi* 4 12472.970 3118.243 | 312.163** | 2.514|3.616
Inokiiliim yogunlugu
. Eksplanttipi™ 2 297.810 148.905 | 14.907** |3.134|4.942
Inokiiliim yogunlugu
Daldirma periyodu*

Eksplant tipi* 2 1666.032 833.016 83.392** |[3.134 | 4.942
Inokiiliim yogunlugu
Besin ortam hacmi*

Eksplant tipi* 4 2564.563 641.141 64.184** | 2.514 | 3.616
Inokiiliim yogunlugu
Daldirma periyodu*
Besin ortami hacmi* 4 2498654 | 624.663 | 62.534** |2.514|3.616

Eksplant tipi*
Inokiiliim yogunlugu

Hata 72 719.220 9.989
Genel 107 81792.905 764.420

* Onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Cizelge 4.12. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB gogaltimi i¢in RITA® biyoreaktdrlerinde elde
edilen rejenerant ¢ogaltim katsayilarina uygulanan istatistiki analiz sonucu daldirma periyodu
(dk/sa), besin ortami hacmi (ml), eksplant tipi (PLB) ve inokiilim yogunlugu (adet)

interaksiyonuna bagl olarak elde edilen LSD gruplandirmast.

. Daldirma periyodu*Besin ortam
Daldirma Besin Eksplant tipi hacmi*Eksplant tipi*Inokiiliim yogunlugu
periyodu ortami PLB interaksiyonu i¢in ortalama
(dk/sa) | hacmi (ml) (PLB)

10 adet 20 adet 30 adet
Biitiin halinde 38,80 a 3395a 40,67 a

150
ince kesit 74,80 a 3565a 1543 a
Biitiin halinde 22,40 a 3,70b 7,30b

1/4 200 -

Ince Kesit 3,90b 3,75b 10,63 b
Biitiin halinde 490b 102,60 a 21,23 Db

250
ince kesit 64,00 a 111,85a 56,73 a
Biitiin halinde 8,20 b 18,65 b 16,67 b

150
ince kesit 1,20b 1,50 b 3,67b
Biitiin halinde 310b 11,30 a 10,00 a

1/8 200 -

Ince kesit 10,00 a 22,30 a 2423 a
Biitiin halinde 72,53 a 40,93 b 26,42 a

250
ince Kesit 10,37b 752b 534a

Daldirma periyodu*Besin ortam hacmi*Eksplant tipi*inokiiliim yogunlugu
interaksiyonu icin HKO=16.021; LSD= 8.647
(Ana Faktor: Daldirma Periyodu)

Sekil 4.10. (a) RITA® biyoreaktdr sistemlerinin ¢alisma diizenegi, (b) RITA® biyoreaktdrlerinde
kiiltiire alian Cattleya sp.ye ait PLB’lerin ilk aktarimi, (c) kiiltiir siiresi sonunda elde

edilen rejenerasyonlar (bar: 1 cm).
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Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltimi i¢in RITA® biyoreaktdrlerinde
PPC kodlu igerige sahip sivi besin ortaminin kullanildig: ¢alismada belirlenen en
basarili PLB ¢ogaltim katsayist (111,85) 1 dk/4 sa daldirma periyodu ve 250 ml
besin ortami hacmi ile 20 adet ince kesit eksplantin yer aldigt R17 kodlu

denemede elde edilmistir.

4.1.4. PLB’den siirgiin rejenerasyonu

Yan kati kiiltiirlerde PLB’den siirgiin rejenerasyonu

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejencrasyonunu tesvik etmek tizere
PSR kodlu (Cizelge 3.5) icerige sahip yar1 kati besin ortaminda kiiltiire alinan
biitiin halinde ve ince kesit eksplantlarda kiiltiir siiresi sonunda meydana gelen
slirglin sayist (adet) ve siirgiin rejenerasyon katsayisi Cizelge 4.13’te ve Sekil
4.11°de yer almaktadir.

Cizelge 4.13. Yar kat1 besin ortamlarinda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait biitiin halinde ve ince

kesit PLB'lerden kiiltiir siiresi sonunda elde edilen siirgiin sayisi (adet) ve siirgiin rejenerasyon

katsayist.
Kiiltiir siiresi sonunda . .
I Siirgiin rejenerasyon
Eksplant meydana gelen siirgiin
. katsayisi
tipi (PLB) sayis1 (adet)

T1 T2 T3 Ortalama | T1 T2 T3 | Ortalama
Biitiin halinde 166 131 171 156,00 13,83 | 10,92 | 14,25 | 13,00a
ince Kesit 30 22 24 25,33 250 | 1,83 | 2,00 211b

Tek faktorlii (eksplant tipi) tesadiif parselleri deneme desenine gore siirgiin
cogaltim katsayilarina uygulanan istatistiki degerlendirmede; eksplant tipinin
(biitiin halinde PLB, ince kesit PLB) siirglin rejenerasyon katsayisi iizerindeki
etkisinin %1 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur (F= 104.327). Buna bagh
olarak, ortalamalarin karsilastirildigi LSD testinde biitiin halindeki PLB’lerin
eksplant olarak kullanildigi ¢alismada elde edilen rejenerasyon katsayisi 1. grupta
(13.000), ince kesit PLB’lerin eksplant olarak kullanildigi ¢alisma sonucu elde
edilen rejenerasyon katsayisi ise 2. grupta (2.110) yer almaktadir (HKO= 1.705;
LSD=4.909).
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Yari kati besin ortamlarinda kiiltiire ahman Cattleya sp.ye ait
biitiin halinde ve ince kesit PLB'lerden elde edilen siirgiin
rejenerasyon katsayisi
14,00 - 13,00

£ 12,00
3
< 10,00
=
5 8,00 OSiirgiin
E 6,00 rejenerasyon
5 katsayisi
Q)
“i 4,00 211
& 2,00 | |

0,00

Biitiin halinde PLB ince kesit PLB
Eksplant tipi

Sekil 4.11. Yar kat1 besin ortamlarinda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait biitiin halinde ve ince

kesit PLB'lerden elde edilen siirgiin rejenerasyon katsayisi.

Calismada yer alan ecksplant tiplerinin siirgiin rejenerasyon katsayisi
tizerindeki etkilerine ait VVaryans Analiz Tablosu Cizelge 4.14’te; yar1 kati1 besin

ortamlarinda elde edilen siirgiin cogaltimlar Sekil 4.12°de yer almaktadir.

Cizelge 4.14. Yar1 kat1 besin ortamlarinda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait biitiin halinde ve ince

kesit eksplantlardan elde edilen siirgiin rejenerasyon katsayilarina ait Varyans Analiz Tablosu.

. Tablo degeri
Varyasyon | Serbestlik Kareler Kareler Hesaplanan
kaynagl derecesi toplaml ortalamasi F 0.05 0.01
Cligg‘a‘a 1 177,888 177,888 104327% | 7,710 | 21,200
Hata 4 6,820 1,705
Genel 5 184,709 36,942

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Sekil 4.12. Yar1 kati besin ortamlarinda kiiltiire alinan PLB’lerden elde edilen siirgiin

rejenerasyonlari (bar: 1 cm).

PSR kodlu yar1 kati besin ortaminda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu ¢aligmasinda belirlenen en basarili rejenerasyon
katsayis1 (13,00) biitiin halinde PLB’lerin eksplant olarak kullanildigi denemede

edilmistir.

Erlenlerin kullanildigr sivi  besin ortaminda PLB’den siirgiin

rejenerasyonu

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonunu tesvik etmek iizere
erlende PSR kodlu (Cizelge 3.5) icerige sahip sivi besin ortaminda kiiltiire alinan
biitiin halindeki ve ince kesit eksplantlarda PLB kiimesi olusumu meydana geldigi
gozlenmistir. Buna gore, kiiltiir siiresi sonunda meydana gelen PLB kiimesi sayis1

(adet) ve rejenerasyon katsayist Cizelge 4.15°te ve Sekil 4.13°te yer almaktadir.

Erlenlerde sivi kiiltiir calismasinda kullanilan erlen ve sivi besin ortami
hacimleri (ml) ile besin ortam1 hacmine paralel olarak her bir tekerriirde kullanilan
inokiilim yogunlugu (adet)’nun gruplandirildigi E1, E2 ve E3 kodlu ¢alismalar
Cizelge 3.6’da belirtilmistir.
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Cizelge 4.15. Cattleya sp.ye ait PLB’den siirgiin rejenerasyonu i¢in erlende sivi kiiltiir
denemesinde farkli ¢aligma kodu (E1, E2, E3) ve eksplant tipinin (PLB) kullanilmasi ile elde

edilen PLB kiimesi sayisi (adet) ve rejenerasyon katsayisi.

Kiiltiir siiresi sonunda
Cahsma Eksplant meydana gelen PLB kiimesi Rejenerasyon katsayisi
kodu | tipi(PLB) sayisi (adet)
T1 | T2 T3 |Ortalama| T1 T2 T3 | Ortalama
Biitiin halinde | 4 6 4 4,67 057 | 086 | 057 0,67
=l ince kesit 3 1 2 2,00 043 | 0,14 | 0,29 0,29
Biitiin halinde 8 8 5 7,00 0,44 0,44 | 0,28 0,39
E2 ince kesit 8 3 4 5,00 044 | 017 | 0,22 0,28
Biitiin halinde | 24 17 19 20,00 0,67 | 047 | 053 0,56
&3 Ince kesit 9 13 8 10,00 0,25 | 036 | 0,22 0,28

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu icin erlende sivi
kiiltiir calismasinda elde edilen rejenerasyon katsayisi

0,67

0,7 -+

0,6 -

0,5 -

0,4 - = Rejenerasyon

katsayisi

0,3 1
0,2 1

Cogaltim katsayisi

0,1 1

ince
kesit

Biitiin
halinde

Biitiin
halinde

Biitiin | ince ince
halinde | kesit kesit

E1 | E2 E3
Eksplant tipi- Calisma kodu

Sekil 4.13. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirglin rejenerasyonu igin erlende sivi kiiltir

caligmasinda elde edilen rejenerasyon katsayist.

Denemede kullanilan c¢alisma kodu ve eksplant tipinin rejenerasyon
katsayis1 lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.16’da; ana
faktor olarak eksplant tipinin (PLB) alindig1 LSD gruplandirmasi Cizelge 4.17°de;

erlende s1v1 kiiltiirlerde gbzlenen rejenerasyonlar Sekil 4.14°te yer almaktadir.
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Cizelge 4.16. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltim1 igin erlende siv1 kiiltiir denemesinde
kullanilan ¢aligma kodu (E1, E2, E3) ve eksplant tipinin (PLB) rejenerasyon katsayisi iizerindeki

etkilerine ait VVaryans Analiz Tablosu.

Varyasyon | Serbestlik | Kareler | Kareler | Hesaplanan Tablo degeri
Kaynag derecesi | toplamu | ortalamasi F 0,05 0,01
Cahisma kodu 2 0,064 0,032 2,029ns 3,890 6,930
Eksplant tipi 1 0,296 0,296 18,882** 4,750 9,330
Cét:ﬁ:nﬁﬁ;li* 2 0056 | 0028 | 1780ns | 3890 | 6,930
Hata 12 0,188 0,016
Genel 17 0,604 0,036

ns: Onemsiz (not significant)

** Onemli %1 alfa seviyesinde (Significant at alfa level %1)

Cizelge 4.17. Erlende sivi kiiltiirlerde Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu
caligmasinda rejenerasyon katsayilarina uygulanan istatistiki analiz sonucu elde edilen LSD

gruplandirmasi.
Eksplant tipi (PLB) Eksplant tipi
Calisma kodu - -

Biitiin halinde Ince kesit i¢in ortalama

El 0.667 0.287 0.477

E2 0.387 0.277 0.332

E3 0.557 0.277 0.417

Calisma kodu icin 0537 a 0.280 b
ortalama
Calisma kodu i¢cin HKO= 0.016; LSD=0.180

Sekil 4.14. Erlende s1v1 kiiltiirlerde rejenerasyon gosteren PLB kiimeleri (bar: 1 cm).
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Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu i¢in PSR kodlu besin
ortami igerigine sahip erlenlerin kullanildigr siv1 kiiltiir caligsmasinda belirlenen en
basarili rejenerasyon katsayisi (0,67); 100 ml hacimli erlende, 40 ml besin ortami

ve 7 adet biitiin halinde PLB’ nin kullanildigi E1 kodlu denemede elde edilmistir.

RITA® Biyoreaktorlerinde PLB’den siirgiin rejenerasyonu

Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonunu tesvik etmek iizere
PSR kodlu igerige sahip s1v1 besin ortaminin kullanildig1 biyoreaktor calismasinda
kiiltiire alinan biitiin halinde ve ince kesit eksplantlarda hem tekli PLB’ler hem de
2-3 yaprakli, geliskin PLB ve PLB kiimelerinin meydana geldigi belirlenmistir.
Buna gore, RITA® biyoreaktorlerinde cesitli daldirma periyodu (1 dk/4 sa, 1 dk/8
sa), besin ortami hacmi (150, 200, 250 ml), eksplant tipi (PLB) ve inokiilim
yogunlugu (10, 20, 30 adet) kombinasyonlarinin gruplandirildig1 (Cizelge 3.7)
caligmada elde edilen toplam rejenerant (tekli PLB, geliskin PLB, PLB kiimesi)
sayisi (adet) ve rejenerasyon katsayisi Cizelge 4.18’de ve Sekil 4.15°de; ¢alismada
yer alan daldirma periyodu (1 dk/4 sa, 1 dk/8 sa), besin ortam1 hacmi (150, 200,
250 ml), eksplant tipi (PLB) ve inokilim yogunlugunun (10, 20, 30 adet)
rejenerasyon katsayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge
4.19°da, bu parametrelerin interaksiyonu i¢in yapilan LSD gruplandirmasi Cizelge
4.20’de, RITA® biyoreaktdrlerinde elde edilen rejenerantlar Sekil 4.16°da yer

almaktadir.
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Cizelge 4.18. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu tesviki igin RITA®
biyoreaktorlerinde ¢esitli daldirma periyodu (dk/sa), besin ortami hacmi (ml), eksplant tipi (PLB)

ve inokiiliim yogunluklarinda (adet) elde edilen rejenerant sayisi (adet) ve rejenerasyon katsayisi.

2 g o ’E" Rejenerant sayisi (adet) Rejenerasyon katsayisi
: |2 2| | 2
23| 2= 2 | Bg| 2
=2| €8] 2| £ § £ E
E" 5 ‘_5? é 5 T1 T2 T3 E T1 T2 T3 s
13| 8|2 S S
=3 10 R1 | 1.216 | 1.185 | 1.010 1.137 121,60 | 118,50 | 101,00 | 113,70
*E % 20 R2 | 1468 | 1.380 | 1.364 1.404 73,40 69,00 | 68,20 70,20
g 30 R3 | 1180 | 1.210 | 1.174 1.188 39,33 40,33 | 39,13 39,60
120 10 R4 | 1400 | 1.390 | 1.152 1.314 140,00 | 139,00 | 115,20 | 131,40
g g 20 R5 | 3.639 | 3.945 | 4.410 3.998 181,95 | 197,25 | 220,50 | 199,90
30 R6 | 1.834 | 3.005 | 3.963 2.934 61,13 | 100,17 | 132,10 | 97,80
=3 10 R7 35 29 32 32,00 3,50 2,90 3,20 3,20
*E % 20 R8 105 108 117 110,00 5,25 5,40 5,85 5,50
ot 30 R9 295 266 276 279,00 9,83 8,87 9,20 9,30
. 200 10 R10 51 38 31 40,00 5,10 3,80 3,10 4,00
g g 20 R11 | 120 149 163 144,00 6,00 7,45 8,15 7,20
30 R12 | 195 186 180 187,00 6,50 6,20 6,00 6,23
=g 10 R13 | 270 259 265 264,67 27,00 25,90 | 26,50 26,47
g % 20 R14 | 705 714 724 714,33 35,25 35,70 | 36,20 35,72
250 <1 30 R15 | 1.105 | 1.095 980 1.060 36,83 36,50 | 32,67 35,33
10 R16 | 995 1.002 947 981,33 99,50 | 100,20 | 94,70 98,13
g g 20 R17 | 1.450 | 1.410 | 1.389 | 1.416,33| 72,50 70,50 | 69,45 70,82
30 R18 | 2.205 | 2.117 | 2.030 |2.117,33 | 73,50 70,57 | 67,67 70,58
=3 10 R19 | 454 496 485 478,33 45,40 49,60 | 48,550 47,83
g % 20 R20 | 786 845 553 728,00 39,30 42,25 | 27,65 36,40
150 <1 30 R21 | 126 148 129 134,33 4,20 4,93 4,30 4,48
10 R22 | 342 348 305 331,67 34,20 34,80 | 30,50 33,17
g g 20 R23 | 396 312 567 425,00 19,80 15,60 | 28,35 21,25
30 R24 | 197 216 213 208,67 6,57 7,20 7,10 6,96
=g 10 R25 | 440 396 353 396,33 44,00 39,60 | 35,30 39,63
g % 20 R26 | 409 476 450 445,00 20,45 23,80 | 22,50 22,25
18 200 <1 30 R27 | 640 580 517 579,00 21,33 19,33 | 17,23 19,30
10 R28 | 976 932 927 945,00 97,60 93,20 | 92,70 94,50
g g 20 R29 | 917 864 919 900,00 45,85 43,20 | 45,95 45,00
30 R30 | 132 155 150 145,67 4,40 517 5,00 4,86
=3 10 R31 | 305 330 309 314,67 30,50 33,00 | 30,90 31,47
g % 20 R32 | 239 205 224 222,67 11,95 10,25 | 11,20 11,13
250 <1 30 R33 | 1.630 | 1.805 | 1.665 1.700 54,33 60,17 | 55,50 56,67
10 R34 | 1.980 | 1.918 | 1.857 |1.918,33 | 198,00 | 191,80 | 185,70 | 191,83
g g 20 R35 | 470 455 440 455,00 23,50 22,75 | 22,00 22,75
30 R36 | 210 216 212 212,67 7,00 7,20 7,07 7,09
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RITA® biyoreaktorlerinde PLB’den siirgiin tesvikinde elde edilen rejenerasyon katsayisi
199,90
200,00 191,83
180,00
160,00
140,00
z
2 120,00
z
S :
£ 100,00 I
&
20 80,00 I
O
60,00 I I
40,00 3 3317 3147
b125  1R2,25 2,75
9,30
20,00 i
, 4,48 4,86
0,00
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rroerocoeoroerrty 4 dddd I Ad A TN NNANANNNNNDODONDODODDHO®OD
Frorrrrrfffr ¥ rrfrrld e e o
Cahisma kodu

H Rejenerasyon
katsayisi

Sekil 4.15. RITA® biyoreaktorlerinde PLB’den siirgiin tesviki igin gruplandirilan ¢alisma kodlarinda elde edilen rejenerasyon katsayist.
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Cizelge 4.19. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu ¢alismasinda RITA®
biyoreaktorlerinde kullanilan ¢esitli daldirma periyodu (dk/sa), besin ortami1 hacmi (ml), eksplant
tipi (PLB) ve inokiilim yogunlugu (adet)’nun rejenerasyon katsayisi iizerindeki etkilerine ait

Varyans Analiz Tablosu.

. Tablo degeri
Varvasvon kavnagi Serbestlik Kareler Kareler | Hesaplanan
ryasy ynag derecesi toplami ortalamasi F 0,05 | 0,01
Daldirma periyodu 1 8993.600 8993.600 147.441** | 3.984 | 7.034
Besin ortam hacmi 2 39334.010 19667.005 | 322.421** | 3.134 | 4.942
Daldirma periyodu*Besin 2 63235.988 | 31617.994 | 518.346** |3.134 | 4.942
ortami hacmi
Eksplant tipi 1 21277.060 | 21277.060 | 348.816** | 3.984 | 7.034
Daldirma
. " - 1 2970.558 2970.558 48.699** | 3.984 | 7.034
periyodu*Eksplant tipi
Besin ortamu -
hacmi*Eksplant tipi 2 5127.178 2563.589 42.028 3.134 1 4,942
Daldirma periyodu*Besin
ortam hacmi*Eksplant 2 11706.611 5853.306 95.959** | 3.134 | 4.942
tipi
Inokiiliim yogunlugu 2 26371.769 13185.884 | 216.170** | 3.134 | 4.942
Daldirma
periyodu*inokiiliim 2 11601.376 5800.688 95.097** | 3.134 | 4.942
yogunlugu
Besin ortam
hacmi*inokiiliim 4 12336.196 3084.049 50.560** | 2.514 | 3.616
yogunlugu
Daldirma periyodu*Besin
ortami hacmi*inokiiliim 4 9086.198 2271.549 37.240** | 2.514 | 3.616
yogunlugu
. -*' se g ee
Eksplant tipi*Inokiliim 2 8685110 | 4342555 | 71.102% |3.134 | 4.942
yogunlugu
Daldirma
periyodu*Eksplant 2 11269.498 5634.749 92.376** | 3.134 | 4.942
tipi*Inokiiliim yogunlugu
Besin ortam
hacmi*Eksplant 4 22693.425 5673.356 93.009** | 2.514 | 3.616
tipi*inokiiliim yogunlugu
Daldirma periyodu*Besin
ortam hacmi*Eksplant 4 7236.353 1809.088 29.658** | 2.514 | 3.616
tipi*inokiiliim yogunlugu
Hata 72 4391.847 60.998
Genel 107 266316.778 2488.942

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Cizelge 4.20. Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin tesviki igin RITA® biyoreaktorlerinde elde
edilen rejenerasyon katsayilarina uygulanan istatistiki analizde daldirma periyodu (dk/sa), besin
ortami hacmi (ml), eksplant tipi (PLB) ve inokiiliim yogunlugu (adet) interaksiyonuna bagh olarak
elde edilen LSD gruplandirmast.

] Daldirma periyodu*Besin ortamm
Daldirma Besin Eksplant tipi | hacmi*Eksplant tipi*Inokiiliim yogunlugu igin
periyodu ortami ortalama
(dk/sa) hacmi (ml) (PLB)

10 adet 20 adet 30 adet
Biitiin halinde 113,70 a 70,20 a 39,60 a

150
Ince kesit 131,40 a 199,90 a 97,80 a
Biitiin halinde 3,20b 550a 9,30 a

1/4 200 §

Ince Kesit 4,00b 7,20b 6,23 a
Biitiin halinde 26,47 a 35,72 a 35,33 b

250
ince kesit 98,13 b 70,82 a 70,58 a
Biitiin halinde 47,83 b 36,40 b 4,48b

150
Ince kesit 33,17b 21,25b 6,96 b
Biitiin halinde 39,63 a 2225a 19,30 a

1/8 200 _

Ince Kesit 94,50 a 45,00 a 4,86 a
Biitiin halinde 3147 a 11,13b 56,67 a

250
ince kesit 191,83 a 22,75 b 7,09b

Daldirma periyodu*Besin ortam hacmi*Eksplant tipi*Inokiiliim yogunlugu
interaksiyonu icin HKO= 60.998; LSD=16.873
(Ana Faktor: Daldirma Periyodu)

Sekil 4.16. RITA® biyoreaktorlerinde elde edilen rejenerantlar (bar: 1 cm).
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Cattleya sp.ye ait PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu icin RITA®
biyoreaktorlerinde PSR kodlu igerige sahip sivi besin ortamimin kullanildigi
caligmada belirlenen en basarili rejenerasyon katsayist (199,90) 1 dk/4 sa
daldirma periyodu ve 150 ml besin ortami hacmi ile 20 adet ince kesit eksplantin

yer aldig1 R5 kodlu denemede elde edilmistir.

4.15. Cattleya sp.ye ait in vitro siirgiinlerin cogaltimi ve

koklendirilmesi

In vitro kosullarda siirgiin ¢ogaltimi1 ve koklendirme g¢alismasinda, farkli
stikroz dozlarimin denendigi besin ortamlarinda (Cizelge 3.8) kiiltiire alinan
Cattleya sp.ye ait siirgiinlerde kiiltiir siiresi sonunda elde edilen siirgiin sayisi
(adet), siirgiin cogaltim katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve siirgiin basina

meydana gelen kok sayisi (adet) Cizelge 4.21°de ve Sekil 4.17°de yer almaktadir.

Cizelge 4.21. In vitro kosullarda siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirme calismasinda edilen siirgiin
sayist (adet), siirglin ¢ogaltim katsayisi, toplam kdk sayisi (adet) ve siirglin bagina meydana gelen

kok sayist (adet).

Kiiltiir siiresi
Siirgiin basina

sonunda meydana Siirgiin
Calisma Kok sayis1 (adet) meydana gelen
gelen siirgiin ¢ogaltim katsayisi
kodu kok sayis1 (adet)
sayisi (adet)

T1|T2|T3 Ort T1 | T2 | T3 Ort T1| T2 | T3 Ort T1 | T2 | T3 Ort

CSK1 (33|30 (42| 3500 |330|3,00(420| 3,50 82 |79 |9 | 8567 |248|263(229| 247b

CSK2 (22|21 |27| 2333 |220(210({270| 233 61 | 45 | 57 | 5433 |277(214|211| 234b

CSK3 |27 (21|12 2000 (270|210{120| 200 |136|159|113| 136,00 |504|757|942| 734a

CSK4 (17139 (30| 2867 |1,70|3,90(3,00| 287 89 |96 | 79 | 8800 |524|246|263| 344b
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Cattleya sp.ye ait siirgiinlerden elde edilen siirgiin cogaltim Kkatsayisi
ile siirgiin basina meydana gelen kok sayis1 (adet)

8,00

7,34
7,00
6,00
5,00
3,50 344 u Siirgiin ¢ogaltim Katsayisi
4,00 J 2 8%
2,47 ‘
3,00 233 2,34 2,0 ® Siirgiin basina meydana
2,00 gelen kok sayisi (adet)
1,00

0,00
CSK1 CSK2 CSK3 CSK4
Calisma kodu

Sekil 4.17. In vitro kosullarda siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirme ¢alismasinda kiiltiire alinan
Cattleya sp.ye ait siirgiinlerden elde edilen siirgiin ¢ogaltim katsayisi ile siirgiin bagina meydana

gelen kok sayisi (adet).

Tek faktorlii (¢aligma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore siirgiin
cogaltim katsayillarina uygulanan istatistiki degerlendirmede c¢alisma kodu
etkisinin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (F= 2.256). Bunun yani sira Cattleya sp.ye
ait slirglinlerin koklendirme c¢alismasinda, tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif
parselleri deneme desenine gore siirglin basina meydana gelen kok sayilarina
uygulanan istatistiki degerlendirmede; ¢alisma kodunun (CSK1, CSK2, CSK3,
CSK4) siirglin basina meydana gelen kok sayisi lizerindeki etkisinin %1
diizeyinde Onemli oldugu bulunmustur (F= 8.911). Buna bagh olarak,
ortalamalarin karsilastirildigi LSD testinde CSK3 kodlu besin ortaminin Cattleya
sp.ye ait siirgiinlerin koklendirilmesi {izerindeki etkisinin 1. grupta (7.343),
sirastyla CSK4, CSK1 ve CSK2 kodlu besin ortami igerigine sahip ¢alisma
tiplerinin ise 2. grupta (CSK4: 3.443; CSK1: 2.467, CSK2: 2.340) yer aldig1
belirlenmistir (HKO= 1.858; LSD= 3.734).

Denemede kullanilan ¢aligma kodlarinin  siirgiin  ¢ogaltim katsayist
iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.22°de, siirgiin basina
meydana gelen kok sayisi tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tabosu Cizelge
4.23’te; Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin ¢ogaltimi ve koklendirilmesi ¢aligmasinda

elde edilen koklii siirgiinler Sekil 4.18°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.22. In vitro kosullarda siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirme denemesinde yer alan ¢alisma

kodlarmin siirgiin ¢ogaltim katsayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Tabl geri
Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler | Hesaplanan ablo degeri
K L i topl tal F
aynagi derecesi oplamm | ortalamasi 0,05 0,01
Calisma 3 3.869 1.290 2256ns | 4.070 | 7.590
kodu
Hata 8 4573 0.572
Genel 11 8.443 0.768

ns: Onemsiz (not significant)

Cizelge 4.23. In vitro kosullarda siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirme denemesinde yer alan ¢aligma
kodlarmin siirgiin basina meydana gelen kok sayist iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu.

Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler | Hesaplanan| Tablo degeri
Kaynag derecesi toplami | ortalamasi F 0.05 0.01
Cahsma 3 49.659 16.553 8.911** | 4.070 | 7.590
kodu

Hata 8 14.862 1.858

Genel 11 64.521 5.866

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Sekil 4.18. Cattleya sp.ye ait siirgiin ¢ogaltimi ve koklendirilmesi ¢aligmasinda elde edilen koklii

stirgtinler (bar: 1 cm).

Cattleya sp.ye ait in vitro siirgiinlerin ¢ogaltimi ve koklendirilmesi
calismasinda elde edilen en basarili siirgiin ¢ogaltim katsayisi (3,50), 30 g/l siikroz
kullanilan 1/2MS besin ortami igerigine sahip CSK1 kodlu calismada; siirgiin
basina meydana gelen en fazla kok sayist (7,34) ise 60 g/l siikroz igeren 1/2MS
besin ortami igerigine sahip CSK3 kodlu ¢alismada elde edilmistir.
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4.1.6. Cattleya sp.ye ait in vitro koklii siirgiinlerin ex vitro kosullarda

aklimatizasyonu

Aklimatizasyon siirecinde farkli saksi topragi bilesenleri, bu bilesenlerin
yiizde oranlar1 (%) ve saksi topragi karisimi kodlar1 Cizelge 3.9°da, bitkilerin
muhafaza edildigi seraya ait ortam kosullar1 Cizelge 3.10°da belirtilmistir. In vitro
kosularda koklendirilen Cattleya sp. siirgiinlerinin dis kosullara aligtirildigi ex
vitro aklimatizasyon asamasi sonunda hayatta kalan bitki sayis1 (adet) ve yiizdesi

(%) Cizelge 4.24°te ve Sekil 4.19°da yer almaktadir.

Cizelge 4.24. Aklimatizasyon sonunda hayatta kalan Cattleya sp.ye ait bitkilerin sayisi (adet) ve

yiizdesi (%).
Aklimatizasyon sonunda
o Aklimatizasyon sonunda
Cabyma " R hayatta kalan bitki yiizdesi (%)

kodu sayisi (adet)

T1 T2 T3 | Ortalama T1 T2 T3 Ortalama
ST1 56 34 29 39,67 74,67 | 4533 | 38,67 52,89 bc
ST2 45 50 45 46,67 60,00 | 66,67 | 60,00 62,22 bc
ST3 37 24 31 30,67 49,33 32,00 41,33 40,89 cde
ST4 69 75 65 69,67 92,00 | 100,00 | 86,66 92,89 a
ST5 33 51 19 34,33 44,00 | 68,00 | 2533 45,78 cde
ST6 55 67 54 58,67 73,15 | 89,11 | 72,00 78,09 ab
ST7 2 3 2 2,33 2,67 4,00 2,67 3,11 f
ST8 6 3 3 4,00 8,00 4,00 4,00 533 f
ST9 56 38 47 47,00 74,66 | 50,67 | 62,67 62,67 bc
ST10 21 31 21 24,33 28,00 | 41,33 | 28,00 32,44 de
ST11 21 18 17 18,67 28,00 24,00 22,66 24,89 ef
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Aklimatizasyon sonunda hayatta kalan bitki yiizdesi (%)

100,00 - 92,89
90,00 -
80,00 -
70,00
60,00 152,
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -

0,00 -

= Hayatta
kalan bitki
yiizdesi (%)

Yiizde (%)

Saksi topragi karisimi kodu

Sekil 4.19. Aklimatizasyon sonunda hayatta kalan bitki yiizdesi (%).

Tek faktorlii (saksi topragi karisimi) tesadiif parselleri deneme desenine
gore hayatta kalan bitki yiizdelerine uygulanan istatistiki degerlendirmede;
calismada kullanilan saksi topragi karisimlarinin (ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, ST6,
ST7, ST8, ST9, ST10) Cattleya sp.ye ait koklii siirgiinlerin aklimatizasyonu
tizerindeki etkisinin %1 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir (F= 20.728).
Ortalamalarin karsilastirildigi LSD testinde ST4 kodlu saksi topragi karisimi ile
elde edilen aklimatizasyon basarist 1. grupta (92.887), ST6 kodlu karisim 2.
grupta (78.087), ST9, ST2 ve ST1 kodlu saks1 topragi karigimlari 3. grupta (ST9:
62.667; ST2: 62.223, ST1: 52.890), ST5 ve ST3 kodlu karigimlar 4. grupta (ST5:
45.777; ST3: 40.887), ST10 kodlu uygulama 5. grupta (32.443), ST11 kodlu
uygulama 6. grupta (24.887), ST8 ve ST7 kodlu uygulamalar 7. grupta (ST8:
5.333, ST7: 3.113) yer almaktadir (HKO= 115.252; LSD= 24.710).

Calismada kullanilan saksi topragi karisimlarinin (¢alisma kodu) hayatta
kalan bitki yiizdesi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge
4.25te; Cattleya sp. siirgiinlerinin aklimatizasyonu i¢in hazirlanan (a, b) in vitro
kokli siirgiinler, (c) toprak karisimi, (d) sera kosullarina aktarilan saksilar ve (e, )

aklimatizasyon basaris1 gosteren bitkiler Sekil 4.20°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.25. Cattleya sp.ye at kokli siirgiinlerin aklimatizasyonunda kullanilan saksi topragi

karigimlarinin (¢alisma kodu) hayatta kalan bitki yiizdesi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu.
Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler |Hesaplanan Tablo degeri
kaynagl derecesi toplaml ortalamasi F 50 1%

Calisma kodu 10 23889.167 | 2388.917 20.728** 2.315 3.285
Hata 22 2535.540 115.252
Genel 32 26424.707 | 825.772

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Sekil 4.20. Cattleya sp. siirgiinlerinin aklimatizasyonu igin hazirlanan (a, b) in vitro kokli
stiirglinler, (C) sera kosullarina aktarilan saksilar, (d) ST4 kodlu toprak karisimi, (e, f)

aklimatizasyon basaris1 gosteren bitkiler (bar: 1 cm).

In vitro kokli Cattleya siirgiinlerinin dis kosullara alistirma denemelerinde
elde edilen en basarili aklimatizasyon yiizdesi (%92,89) 6zel karisgim bitki
yetistirme torfu (%30), torfsuz orkide topragi (%44), orkide kiiltiir torfu (%15), iri
taneli cocopit (%3,75) ve pellet giibre (%7,5) bilesenlerinden olusan ST4 kodlu

saks1 topragi karigiminda elde edilmistir.
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4.1.7. In vitro ¢iceklenme tesviki

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 1:

In vitro ¢i¢eklenme tesvikini saglamak tizere Uygulama 1’de belirlenen
besin ortamu igerikleri ve kosullarda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerde
meydana gelen siirgiin sayisi (adet) ve siirglin cogaltim katsayisi ile toplam kok
sayist (adet) ve slirglin basina meydana gelen kok sayisi (adet) Cizelge 4.26’da ve
Sekil 4.21°de yer almaktadir.

Cizelge 4.26. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 1°de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
stirgiinlerde meydana gelen siirgiin sayist (adet), siirgiin ¢ogaltim katsayisi, toplam kok sayisi

(adet) ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).

Kiiltiir siiresi sithatt $alt —— Siirgiin b d
iiltii rgiin ¢ogaltim oplam ko rgiin basina meydana
Kiiltiir Calisma sonunda meydana urgun cog: P urgu ) § Y
kosullarma .. Katsayisi sayis1 (adet) gelen kok sayis1 (adet)
kodu | gelen siirgiin sayis1 (adet)
ait kod
T1| T2 | T3 | Ort [T1|T2|T3|Ort|T1|T2|T3| Ort | T1 | T2 | T3 | Ort
KC1 30| 40 |30 (3333 (3|43 (3310|1010 | 10 |0,33|0,25|0,33|0,31
K1
KC2 20 20 |40 | 2667 | 2 | 2| 4 |267| 0| 0|0 0 0 0 0 0
KC1 80 30 27 | 4567 | 8 | 3 |2,7|457 |23 |28|34|2833|348 1,070,779 |1,78
K2
KC2 30 30 | 50 3667 |3 |3|5(367/0|0|0O0 0 0 0 0 0

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 1°de kiiltiire alinan Cattleya sp.
siirgiinlerinde meydana gelen siirgiin cogaltim katsayisi ile siirgiin basina
meydana gelen kok sayisi (adet)

5,00 4,57
4,00 - 3,33 367
2,67
3,00
78 H Siirgiin cogaltim katsayisi
2,00
1,00 31 00 00 u Siirgiin bagina meydana
gelen kok sayis1 (adet)
0,00
| KC1 KC2 | KC1 KC2 |

| Ki | K2 |

Kiiltiir kosulu- Calisma kodu

Sekil 4.21. In vitro cigeklenme tegviki- Uygulama 1°de kiiltiire alinan Cattleya sp. siirglinlerinde

meydana gelen siirgiin ¢ogaltim katsays ile siirglin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).
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Iki faktorlii (kiiltiir kosullar, ¢alisma kodu) tesadiif parselleri deneme
desenine gore istatistiki degerlendirmesi yapilan In vitro gigeklenme tesviki-
Uygulama 1’de yer alan K1 ve K2 kodlu kiiltiir kosullar1 ile KC1 ve KC2 kodlu
besin ortamlarinda kiiltire alinan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin ¢ogaltim
katsayilar1 {izerinde etkisinin Onemli olmadigi belirlenmistir (F= 0.014).
Uygulamada yer alan KC1 ve KC2 calisma kodlarinin, siirgiin basina meydana
gelen kok sayisi tizerinde %5 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir (F= 5.975).
Uygulamada yer alan kiiltiir kosullar1 ve calisma kodlarmin siirgiin ¢ogaltim
katsayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.27°de, siirgiin
basina meydana gelen kok sayisi tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu
Cizelge 4.28°de; kiiltiir kosulu ve ¢alisma kodu interaksiyonuna bagli olarak elde

edilen LSD gruplandirmasi Cizelge 4.29°da yer almaktadir.

Cizelge 4.27. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 1°de yer alan kiiltiir kosullar1 ve ¢alisma

kodlarmin siirgiin cogaltim katsayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

v Kavnas Serbestlik | Kareler | Kareler | | o Tablodceri
aryasyon kaynagl derecesi toplanm | ortalamasi P 5% 1%
Kiiltiir kosullar: 1 3.741 3.741 1.261ns 5.320 11.260
Calisma kodu 1 1.841 1.841 0.621ns 5.320 11.260
Kiiltiir kosullar1* Calisma kodu 1 0.041 0.041 0.014ns 5320 | 11.260
Hata 8 23.727 2.966
Genel 11 29.349 2.668

ns: Onemsiz (not significant)

Cizelge 4.28. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 1°de yer alan kiiltiir kosullar1 ve ¢alisma
kodlarmin siirgiin bagina meydana gelen kok sayist iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu.

5 Serbestlik | Kareler Kareler Hesaplanan Tablo degeri
Varyasyon kaynagi .
derecesi toplamu ortalamasi F 504 1%
Kiiltiir kosullar: 1 1.638 1.638 3.003ns 5.320 11.260
Calisma kodu 1 3.258 3.258 5.975* 5.320 11.260
Kiiltiir kosullari* Calisma kodu 1 1.638 1.638 3.003ns 5.320 11.260
Hata 8 4.362 0.545
Genel 11 10.896 0.991

ns: Onemsiz (not significant)

* Onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Cizelge 4.29. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 1’de siirgiin basina meydana gelen kok
sayilarina uygulanan istatistiki analiz sonucu kiiltiir kogulu ve ¢aligma kodu interaksiyonuna bagl

olarak elde edilen LSD gruplandirmast.

L Calisma kodu Kiiltiir kosullarina
Kiiltiir kosulu i
KC1 KC2 ait ortalama
K1 0.303 0.000 0.152
K2 1.781 0.000 0.891
alisma kodlarina
¢ S 1.042a 0.000 b
ait ortalama
Calisma kodu icin HKO= 0.545; LSD= 0.984

In vitro gigeklenme tesviki- Uygulama 1°de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye
ait stirglinlerde elde edilen en yiiksek siirgiin ¢ogaltim katsayis1 (4,56) K2 (10 sa
giindiiz/14 sa gece-20/12+2°C) kodlu kiiltiir kosullar1 ve aktif komiir igermeyen
cift tabakali besin ortami igerigine sahip KC2 kodlu c¢aligmada; siirglin basina
meydana gelen en az kok sayist (0) ise K1 (16 sa giindiiz/8 sa gece- 25+2°C) ve
K2 kodlu kiltiir kosullarinin her ikisinde de KC2 kodlu besin ortaminda elde

edilmistir.

Uygulamada K2 kodlu kiiltiir kosullarinda ve aktif kdmiir iceren KC1 kodlu
besin ortaminda kiiltlire alinan siirgiinlerde, 14 aylik kiiltiir siiresi sonunda %6,67
oranda pseudobulb gelisimi meydana gelmistir. Sekil 4.22 (a)’da pseudobulb
olusumu oOncesinde meydana gelen tomurcuk ve (b)’de pseudobulb yer

almaktadir.

Sekil 4.22. In vitro ¢iceklenme tegviki- Uygulama 1°de (a) pseudobulb gelisimi Oncesinde

meydana gelen tomurcuk ve (b) pseudobulb (bar: 1 cm).
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In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 2:

In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de yer alan besin ortami igerikleri

ile K2 ve K3 kodlu ortam kosullarinda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait

siirgiinlerde meydana gelen siirgiin sayisi (adet) ve siirgiin ¢cogaltim katsayisi ile

toplam kok sayisi (adet) ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet) Cizelge
4.30°da ve Sekil 4.23’te yer almaktadir.

Cizelge 4.30. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 2’de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait

siirgiinlerinde meydana gelen siirgiin sayisi (adet), siirgiin ¢ogaltim katsayisi, toplam kok sayist

(adet) ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).

Kiiltiir siiresi Siireii Salt Toplam Siirgiin basina
L sonundaki urgun gogattum P meydana gelen
Kiiltiir | Calisma 5
o katsayisi kok sayisi (adet) ..
kosullar1 | Kkody | Siirgiin sayis: (adet) kok sayis1 (adet)
T1|T2|(T3| Ort | T2 | T2 | T3 |Ort| T1 T2 T3 Ort | T1 | T2 | T3 | Ort
KC3 24110| 14| 16,00|2,40|1,00/1,40|1,60| 8,00 | 15,00 19,00 14,00]0,33]1,50]1,36| 1,06
KC4 |25|28|21(24,67|250|280(210|247]| 8,00 | 7,00 | 800 | 7,67 |0,32]0,25]0,38]0,32
K2
KC5 22|16 14(17,33|2,20|1,60|1,40| 1,73 |15,00| 8,00 | 16,00| 13,00]0,68|0,50|1,14 0,77
KC6 | 25|27 |22(24,67(250(270(220|247]| 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,04 ]0,04|0,05 | 0,04
KC3 21| 11|12 |14,67|210|1,10]1,20| 1,47 | 44,00 | 31,00 | 59,00 | 44,67 | 2,10 | 2,82 | 4,92 | 3,28
KC4 |38]29|25(30,67(3,80|290(250]|3,07|74,00|64,00|67,00|6833|195]|221|2,68] 228
K3
KC5 19|18 | 17(18,00(1,90|1,80|1,70|1,80 (21,00 |27,00|28,00|2533|1,11]|1,50|1,65]|1,42
KC6 |52|37]31(40,00(5,20|3,70(3,10|4,00| 500 |21,00| 3,00 | 9,67 |0,10]0,57 0,10 0,25
In vitro giceklenme tesviki- Uygulama 2°de kiiltiire alinan Cattleya sp.
siirgiinlerinde meydana gelen siirgiin cogaltim katsayisi ile siirgiin basina
meydana gelen kok sayis1 (adet)
4,00
4,00 3.28 307
3,00 2,47 2,47 3 Siirgiin ¢ogaltim katsayisi
1,73 1,80
200 0. 147 2
1,00 32 7 o5, Siirgiin basina meydana
004 gelen kok sayisi (adet)
0,00

K2

KC3 KC4 KC5 KC6

KC3 KC4 KC5 KC6

K3

Kiiltiir kosulu- Calisma kodu

Sekil 4.23. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2°de kiiltiire alinan Cattleya sp. siirgiinlerinde

meydana gelen siirgiin ¢gogaltim katsayist ile siirgiin bagina meydana gelen kdk sayisi (adet).
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Iki faktorlii (kiiltir kosullari, calisma kodu) tesadiif parselleri deneme
desenine gore istatistiki degerlendirmesi yapilan In vitro gigeklenme tesviki-
Uygulama 2’de yer alan K2 ve K3 kodlu kiiltiir kosullar1 ile KC3, KC4, KC5 ve
KC6 kodlu besin ortamlarmin gruplandirildigi ¢calisma kodlar1 ve kiiltiir kosullar
interaksiyonunun Cattleya sp.ye ait siirglinlerin ¢ogaltim katsayilar1 iizerinde
etkisinin onemli olmadigmmi fakat bu faktorlerin ayr1 ayr1 siirgiin ¢ogaltim
katsayis1 tizerindeki etkileri degerlendiridiginde, kiiltiir kosullarinin %S5, calisma

kodlarinin %1 diizeyinde 6nemli olduklar1 belirlenmistir.

Denemede yer alan kiiltiir kosullar1 ve ¢alisma kodlarinin siirgiin gogaltim
katsayist lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.31°de, LSD
gruplandirmasi Cizelge 4.32°de; ¢alisma gruplarinin siirgiin bagina meydana gelen
kok sayist lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.33’te yer

almaktadir.

Cizelge 4.31. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de yer alan kiiltir kosullar1 ve ¢alisma

kodlarinin siirgiin ¢ogaltim katsayisi izerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler Hesaplanan | Tablo degeri
kaynag derecesi | toplami | ortalamasi F 50 | 1%
Kiiltiir kosullar: 1 1.602 1.602 4.565* 4.490 | 8.530
Calisma kodu 1 11.752 3.917 11.165** 3.240 | 5.290
*
Calisma kodu 3 2.498 0.833 2374ns | 3.240 | 5.290
Kiiltiir kosullar1
Hata 16 5.613 0.351
Genel 23 21.465 0.933

ns: Onemsiz (not significant)
* Onemli %b5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Cizelge 4.32. In vitro ¢gigeklenme tesviki- Uygulama 2’de siirgiin ¢ogaltim katsayilarina uygulanan
istatistiki analiz sonucu ¢aligma kodu ve kiiltiir kosullar1 interaksiyonuna bagli olarak elde edilen

LSD gruplandirmast.

Kiiltiir Calisma kodu Kiiltiir kosullarina

kosulu KC3 KC4 KC5 KC6 ait ortalama

K2 1,60 2,47 1,73 2,47 2.067b

K3 1,47 3,07 1,80 4,00 2583 a

Calisma kodlarina
ait ortalama

1.533b 2.767a | 1.767b | 3.233a

Calisma kodlarina gore hesaplanan HKO= 0.351, LSD=0.999;
Kiiltiir kosullarina gore hesaplanan HKO= 0.370, LSD= 0.725

Uygulamada yer alan kiiltiir kosullar1 (K2, K3) ve besin ortamlar ile
iligkilendirilen ¢alisma kodlarinin (KC3, KC4, KC5, KC6) interaksiyonun, siirgiin
basina meydana gelen kok sayisi iizerinde %1 diizeyinde, onemli oldugu
belirlenmistir (F= 3.899). Siirgiin basina meydana gelen kdk sayisina ait LSD
gruplandirmasi Cizelge 4.34’te yer almaktadir

Cizelge 4.33. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 2’de yer alan kiiltiir kosullar1 ve calisma
kodlarmin siirglin bagmna meydana gelen kok sayist iistiindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu.

Tablo
SerbestliklKareler| Kareler |Hesaplanan Sapd
Varyasyon kaynag ) P degeri
derecesi [toplamijortalamasi F
5% | 1%
Kiiltiir kosullar: 1 9.526 9.526 25.776** |4.490|8.530
Cahisma kodu 3 12.391| 4.130 11.177** |3.240(5.290
Cahsma kodu® Kiiltiir 3 4322 1441 | 3899 |3.240(5.290
kosullar
Hata 16 5913 | 0.370
Genel 23 32.152| 1.398

* Onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Cizelge 4.34. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de siirgiin bagina meydana gelen kok
sayilarina uygulanan istatistiki analiz sonucu ¢alisma kodu ve kiiltiir kosullarinin interaksiyonuna

bagli olarak elde edilen LSD gruplandirmas.

. Calisma kodu Kiiltiir kosullarina
Kiiltiir kosulu .
KC3 KC4 KC5 KC6 ait ortalama
K2 1,06 0,32 0,77 0,04 0.549 b
K3 3,28 2,28 1,42 0,25 1.809 a

Calisma kodlarina

; 2.172a | 1.298b | 1.097 bc | 0.150¢
ait ortalama

Calisma kodlarina gore hesaplanan HKO= 0.370, LSD= 1.025;
Kiiltiir kosullarina gore hesaplanan HKO= 0.370, LSD= 0.725

In vitro gigeklenme tesviki- Uygulama 2’de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye
ait PLB’lerde elde edilen siirgiin sayis1 (adet) ve siirgilin rejenerasyon katsayisi ile

toplam kok sayis1 (adet) ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet) Cizelge

4.35’te ve Sekil 4.24’te yer almaktadir.

Cizelge 4.35. In vitro c¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
PLB’lerde meydana gelen siirgiin sayist (adet), siirglin rejenerasyon katsayisi, toplam kok sayist

(adet) ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).

Kiiltiir siiresi Siirgiin Toplam Siirgiin basina
sonunda meydana rejenerasyon kok sayisi meydana gelen
Calisma gelen siirgiin sayisi katsayisi (adet) kok sayisi
kodu

T1 | T2 | T3 Ort |[T1|T2|T3|Ort |T1|T2|T3| Ort | T1 | T2 | T3 | Ort
KC4 9 0 7 533 (09]00|07|053|20| 0 |20 | 1333|222 0,00 | 2,86 | 1,69
KC5 11 6 1 600 (11,06|01|060| 1 (3| 0| 133 [0,09] 050 | 0,00 | 0,20
KC6 3 9 0 400 |03|09|00|040| 3 | 6 | O | 300 |1,00]| 0,67 | 0,00 | 0,56
KC7 4 3|17 | 1133 041317113/ 0| 1| 0| 033 |0,00|0,08]0,00]| 0,03




94

In vitro ¢iceklenme tesviki - Uygulama 2°de meydana gelen siirgiin
rejenerasyon katsayisi ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi
(adet)

OSiirgiin rejenerasyon
katsayisi

BSiirgiin basina meydana
gelen kok sayisi (adet)

KC3 KC4 KC5 KCeé
Calisma kodu

Sekil 4.24. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait PLB’lerde

meydana gelen siirgiin ¢ogaltim katsayisi Ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet).

Tek faktorli (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
istatistiki degerlendirmesi yapilan In vitro gigeklenme tesviki- Uygulama 2’de yer
alan KC3, KC4, KC5 ve KC6 kodlu besin ortamlarinin gruplandirildigi ¢alisma
kodlarinin Cattleya sp.ye ait PLB’lerin siirgiin rejenerasyon katsayilari iizerinde

etkisinin 6nemli olmadigini belirlenmistir (F= 1.105).

Uygulamada yer alan kiiltiir kosullar1 ve c¢alisma kodlarmin siirgiin
rejenerasyon katsayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge
4.36°da, siirgiin basina meydana gelen kok sayisi tlizerindeki etkilerine ait Varyans

Analiz Tablosu Cizelge 4.37’de yer almaktadir.

Cizelge 4.36. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de yer alan kiiltiir kosullar1 ve ¢alisma
kodlarinin Cattleya sp.ye ait PLB’lerin siirgiin rejenerasyon katsayisi tizerindeki etkilerine ait

Varyans Analiz Tablosu.

_ | serbestlik | Kareler | Kareler |Hesaplanan| Tablo degeri
Varyasyon kaynagi .
derecesi toplanm | ortalamasi F 5% 1%
Calisma kodu 3 0.933 0.311 1.105ns 4.070 |7.590
Hata 8 2.253 0.282
Genel 11 3.187 0.290

ns: Onemsiz (not significant)
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Tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
istatistiki degerlendirmesi yapilan In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de yer
alan KC3, KC4, KC5 ve KC6 kodlu besin ortamlarinin gruplandirildigi ¢aligma
kodlarinin Cattleya sp.ye ait PLB’lerde siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi

tizerindeki etkisinin 6nemli olmadigini belirlenmistir (F= 2.610).

Cizelge 4.37. In vitro ¢igeklenme tegviki- Uygulama 2°de yer alan kiiltir kosullar1 ve ¢alisma
kodlarimin Cattleya sp.ye ait PLB’lerin siirgiin basina meydana gelen kok sayisi iizerindeki

etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

. Tablo degeri
Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Hesaplanan
kaynag derecesi | toplam | ortalamasi F
5% 1%
Cahsma kodu 3 5.062 1.687 2.610ns 4.070 | 7.590
Hata 8 5.171 0.646
Genel 11 10.233 0.930

ns: Onemsiz (not significant)

In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de kiiltiire alinan (a) siirgiin ve

(b) PLB’lerde meydana gelen rejenerasyonlar Sekil 4.25°te yer almaktadir.

Sekil 4.25. In vitro ¢igeklenme tegviki- Uygulama 2’de kiiltiire alinan (a) siirgiin ve (b) PLB’lerde

meydana gelen rejenerasyonlar (bar: 1 cm).
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In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 2’de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
siirglinlerde belirlenen en yiiksek siirgiin cogaltim katsayisi (4,00) K3 kodlu kiiltiir
kosullar1 (8 sa gilindiiz/16 sa gece- 22+2°C) ile 40 g/l siikroz ve 2,5 mg/l TDZ
iceren, N-P oranlar1 modifiye edilmis (N: 2,4 mM, P: 6,25 mM) MS besin
ortamina sahip KC6 kodlu besin ortaminda; siirgiin basina meydana gelen en
yiiksek kok sayisi (0,40) K2 kodlu kiiltiir kosullarinda (10 sa gilindiiz/14 sa gece-
20/12+2°C) ve KC6 kodlu besin ortaminda elde edilmistir. Bunun yani sira,
uygulamada yer alan Cattleya sp.ye ait PLB’lerin kiiltiire alindigr denemelerde en
yiiksek siirglin rejenerasyon katsayist (1,13); siirglin basina meydana gelen en
diisiik kok sayisi (0,03) K3 kodlu kiiltiir kosullart ve KC6 kodlu besin ortaminda

gbzlenmistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 3:

KC7 ve KC8 kodlu ¢ift tabakali besin ortamlari (Cizelge 3.15) ve K1 kodlu
kiiltiir kosullarinin kullanildigr In vitro gigeklenme tesviki- Uygulama 3’te kiiltiire
alinan siirglinlerde gelisim ve ¢igeklenme gézlenmemis olup, siirgiinlerde kararma

ve ¢liriimeler meydana geldigi i¢cin deneme sonlandirilmistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 4:

In vitro gigeklenme tesvikini saglamak iizere Uygulama 4’te kiiltiire alinan
Cattleya sp.ye ait siirgiinlerde meydana gelen siirgiin sayis1 (adet) ve siirgiin
cogaltim katsayist ile toplam kok sayist (adet) ve siirglin bagina meydana gelen

kok sayisi (adet) Cizelge 4.38°de ve Sekil 4.26’da yer almaktadir.
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Cizelge 4.38. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 4’te kiiltire alinan Cattleya sp.ye ait

stirglinlerde meydana gelen siirgiin sayist (adet), siirgiin ¢ogaltim katsayisi, toplam kdk sayisi

(adet) ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).

Kiiltiir siiresi

= _E sonunda Siirgiin Toplam Siirgiin bagina
= EU = m?yd?na gelen cogaltim katsayisi kok sayisi (adet) Teydana gelen
= =9 s siirgiin sayisi kok sayisi (adet)
2= & (adet)
@ <
2 “ T1|{T2|T3| Ort | TL | T2 | T3 |Ort |[T1|T2|T3| Ort | T1 | T2 | T3 | Ort
KC9 | 10 |14 |16 |13,33|1,00|1,40(160(133| 0 | 7 | O | 2,33 |0,00|0,50|0,00|0,17
KC10| 19 | 29|22 |{23,33(1,90|2,90(2,20|2,33| 0 |10 | O | 3,33 |0,00|0,34|0,00|0,11
KC11| 22 |17 |21 |20,00{2,20(1,70(2,10(2,00| 0 | 9 | O | 3,00 {0,000,53|0,00]|0,18
KC12| 14 |17 | 16 | 15,67 |1,40 (1,70 (1,60 (157 0 | O | O | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
KC13| 23 |17 |30 (23,33|2,30(1,70(3,00(2,33|/13| 0 | O | 4,33 (0,57 |0,000,00]|0,19
KC14 | 17 |12 |21 | 16,67 |1,70 (1,20 (2,10 (1,67| O | O | 6 | 2,00 |0,00 (0,00 0,29 0,10
KC15| 22 |19 |22 (21,00{2,20 (1,90 (2,20 (2,10 |19 |11 |15 |15,00|0,86 |0,58|0,68|0,71
KC16| 18 | 20| 15| 17,67 |1,80|2,00(1,50|1,77 |12 | 16 | 10 | 12,67 | 0,67 | 0,80 | 0,67 | 0,71
KC17| 10 | 10 | 10 | 10,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 (1,001 20| O | O | 6,67 |2,00|0,00|0,00|0,67
A KC18| 14 | 14 | 13 | 13,67 |1,40(1,40(1,30(1,37| 0 | O | O | 0,00 | 0,00 |0,00 0,00 0,00
KC19| 32 | 44|37 |37,67|3,20|4,40(3,70|3,77{ 0 | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00
KC20 (| 32 |38 |25|31,67(3,20(3,80(250(317| 0| 0| O | 0,00 [0,00|0,00|0,00]0,00
KC21| 21|17 |32(2333(210(1,70(3,20(2,33| 0 | 0| O | 0,00 |0,00|0,00|0,00]0,00
KC22| 27 | 24|19 |2333(2,70|2,40(190|233(0| 0| 0 | 0,00 |0,00|0,00]0,00|0,00
KC23 |19 (34|26 |26,33|1,90(3,40(2,60(263| 0| 0| 0 | 0,00 0,00|0,00|0,00]0,00
KC24 |12 |12 |16 |(13,33|1,20(1,20(1,60(1,33| 0 | O | O | 0,00 |0,00 0,00 |0,00|0,00
KC25| 16 | 13|12 |13,67(1,60|1,30(1,20|1,37{ 0 | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00
KC26| 19 |14|10|1433(190|1,40(1,00|1,43( 0| O | O | 0,00 |0,00|0,00]0,00|0,00
KC9 | 10 | 10 | 10 | 10,00 |1,00|1,00|1,00|21,00{ O | 5 | O | 1,67 |0,00(0,50]0,00 0,17
KC10| 13 |11 |16 |13,33|1,30(1,10(1,60(1,33| 0 | 4 | O | 1,33 |0,00|0,36|0,00]|0,12
KC11| 28 | 24| 25 | 25,67 (2,80|2,40(250|257| 0 |12 | O | 4,00 |0,00|0,50|0,00 0,17
KC12| 11| 18|11 |13,33(1,10|1,80(1,10|1,33{ 0 | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00
KC13| 17 (11|12 |1333(1,70|1,10(1,20|1,33| 9 | O | O | 3,00 |0,53|0,00|0,00|0,18
KC14| 14 | 12|14 |13,33(1,40|1,20(1,40|1,33( 0 | O | 4 | 1,33 |0,00|0,00|0,29 | 0,20
KC15| 18 | 34| 26 | 26,00 (1,80 | 3,40 (2,60 | 2,60 | 16 | 20 | 17 | 17,67 | 0,89 | 0,59 | 0,65 | 0,71
KC16| 12 | 13|16 | 13,67(1,20|1,30|1,60|1,37| 8 |10 |10 | 9,33 |0,67|0,77|0,63 | 0,69
KC17| 17 |12|11|1333(170|1,20(1,10|1,33{ 0 | O | O | 0,00 |0,000,00|0,00 0,00
Ka KC18| 10 | 10 | 10 | 10,00 (1,00| 1,00 |1,00|1,00{ O | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00
KC19| 10 | 24| 26 | 20,00 (1,00 | 2,40 (2,60|2,00{ 0 | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 | 0,00
KC20| 10 | 10| 10 | 10,00 |1,00|1,00|1,00|1,00{ O | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00
KC21| 10| 12|19 |1367(100|1,20(190|137( 0| 0| O | 0,00 |0,00|0,00]0,00|0,00
KC22|17|10|10|12,33|1,70(1,00|1,00(1,23| 0 | O | O | 0,00 |0,00|0,00]|0,00|0,00
KC23|11|13|11|1167(1,10|1,30(1,10|1,27{ O | O | O | 0,00 |0,00|0,00|0,00 0,00
KC24| 10 | 10 | 10 | 10,00 |1,00|1,00|1,00|1,00{ O | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00
KC25| 12|17 |14|1433|1,20(1,70|1,40(1,43| 0 | O | O | 0,00 | 0,00 |0,00]|0,00 0,00
KC26| 10 | 10| 10 | 10,00 |1,00|1,00|1,00|1,00{ O | O | O | 0,00 |0,00 0,00 0,00 |0,00
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In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 4’te yer alan calhsma diizeni ve kosullarda Kiiltiire aliman Cattleyasp.ye ait siirgiinlerde meydana gelen
siirgiin sayisi (adet), siirgiin cogaltim katsavisi, toplam kok sayisi (adet) ve siirgiin basina meydana gelen kik sayis

3,77
3,50 A
317
3,00 u
2,63 257 2,60 O Siirgiin cogaltim
|| 1 - q katsayisi
2,50 1 33 733 I3 33
- - 210 o =
a ] 2,00
1,77 B Siirgiin basina
i meydana gelen kik
137 1 :'3 sayisi (adet)
12317
1,00 | 1,00
0
), 0
g g8 8888
33 Ulo|lC| oL
o M| ]| A

Cahsma kodu - Kiiltiir kosullan

Sekil 4.26. In vitro giceklenme tegviki- Uygulama 4’te kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait siirglinlerde meydana gelen siirgiin say1s1 (adet), siirglin gogaltim katsayisi, toplam kok

sayisi (adet) ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).
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In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 4’te yer alan kiiltiir kosullar1, kiiltiir
sistemleri ve calisma kodlarinin gruplandirildigi denemelerin siirgiin ¢ogaltim
katsayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.39°da; kiiltiir
kosullan, kiiltiir sistemleri ve calisma kodlarinin siirgiin ¢ogaltim katsayilar
tizerindeki iicli interaksiyonuna ait LSD gruplandirmasi Cizelge 4.40°ta yer

almaktadir.

Cizelge 4.39. In vitro ¢iceklenme tegviki- Uygulama 4’te yer alan kiiltiir kogullari, kiiltiir
sistemleri ve calisma kodlarmin Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin ¢ogaltim katsayisi tizerindeki

etkilerine ait VVaryans Analiz Tablosu.

Serbestlik|Kareler| Kareler [Hesaplanan|Tablo degeri
derecesi toplamijortalamasi F 5% | 1%

Varyasyon kaynagi

Kiiltiir kosullar: 1 9.071 9.071 54.548** 13.984|7.034

Kiiltiir sistemi 1 0.033 0.033 0.201ns |3.984|7.034

Kiiltiir kosullari®

A . 1 3.667 3.667 22.050** |3.984|7.034
Kiiltiir sistemi

Calisma kodu 8 15.187| 1.898 11.416** |2.084|2.788

Kiiltiir kosullar1* 8

Calisma kodu 5.886 | 0.736 4.425** 12.084|2.788

Kiiltiir sistemi* 8

Calisma kodu 8.654 | 1.082 6.505** (2.084|2.788

Kiiltiir kosullar1*

Kiiltiir sistemi* 8 4877 0.610 3.666** [2.084(2.788
Cahisma kodu

Hata 72 11.973| 0.166

Genel 107 59.350| 0.555

ns: Onemsiz (not significant)

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

In vitro giceklenme tesviki- Uygulama 4’te {i¢ faktorli (kiltir kosullari,
kiltiir sistemleri, besin ortamlar1) tesadiif parselleri deneme desenine gore
istatistiksel degerlendirilmesi yapilan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin ¢ogaltim
katsayilarina uygulanan istatistiki degerlendirmede kullanilan parametrelerin

interaksiyonunun %1 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir (F= 3.666).
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In vitro g¢igeklenme tesviki igin uzun gin (K1- 16 sa aydinlik/8 sa
karanlik/25+2C°) ve kisa gin (K4 - 8 sa aydmlik/16 sa karanlik/254+2C°)
fotoperiyotlar1, yar1 kati ve c¢ift tabakali kiltir sistemleri ve farkli siikroz
dozlarindan olusan (0- kontrol, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 g/l) besin ortami
iceriklerinin kullanildig1 Uygulama 4’te yer alan parametrelerin, siirgiin ¢ogaltim
katsayilar1 lizerindeki interaksiyonu icin yapilan LSD degerlendirmesi Cizelge

4.40’ta yer almaktadir.

Cizelge 4.40. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 4’te siirgiin ¢ogaltim katsayilarina uygulanan
istatistiki analiz sonucu kiiltiir kosullari, kiiltiir sistemleri ve ¢alisma kodlarmnin interaksiyonuna

bagli olarak elde edilen LSD gruplandirmasi.

Kiiltiir Besin Kiiltir kosulu | Kijitiir sistemi*Besin ortam
sistemi ortami K1 K5 icin ortalama

KC9 1,33 bc 1,00 b 1,17

KC10 2,33a 1,33b 1,83

KC11 2,00 ab 2,57 a 2,28

KC12 157abc | 1,33b 1,45

Yar kati KC13 2,33a 1,33b 1,83
KC14 1,67abc | 1,33b 1,50

KC15 2,10 ab 2,60 a 2,35

KC16 1,77abc | 1,37b 1,57

KC17 1,00c 1,33b 1,17

KC18 1,37c 1,00 b 1,18

KC19 3,77a 2,00a 2,88

KC20 3,17 ab 1,00 b 2,08

KC21 2,33b 1,37 ab 1,85

Cift tabaka KC22 2,33b 1,23 ab 1,78
KC23 2,63b 1,17 ab 1,90

KC24 1,33¢ 1,00 b 1,17

KC25 1,37c 1,43 ab 1,40

KC26 1,43 ¢ 1,00 b 1,22

Kiiltiir kosullar1 i¢in ortalama 1,99 141
Kiiltiir sistemleri i¢in 1,68 1,72
ortalama
Besin ortamn*Kiiltiir kosulu*Kiiltiir sistemi interaksiyonu i¢in
HKO= 0,166; LSD= 0,881
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Uygulamada yer alan kiiltiir kosullari, kiiltiir sistemleri ve c¢alisma
kodlarmin gruplandirildigi denemelerin, siirgiin basina meydana gelen kok sayisi
tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.41°de; kiiltiir kosullar1,
kiltlir sistemleri ve ¢alisma kodlarimin siirgiin basina meydana gelen kok sayisi
tizerindeki Uglii interaksiyonuna ait LSD gruplandirmasi Cizelge 4.42°de;
uygulamada kiiltiire alinan siirgiinlerde meydana gelen rejenerasyonlar1 Sekil

4.27°de yer almaktadir.

In vitro c¢iceklenme tesviki- Uygulama 4’te ti¢ faktorlii (kiiltiir kosullari,
kiiltiir sistemleri, besin ortamlari) tesadiif parselleri deneme desenine gore
istatistiksel degerlendirilmesi yapilan Cattleya sp.ye ait siirgiin bagina meydana
gelen kok sayilarma wuygulanan istatistiki degerlendirmede kullanilan
parametrelerin interaksiyonunun o6nemli olmadigi (F= 0.636) belirlenmesine
ragmen, kiiltiir sistemi ve ¢alisma kodlarinin interaksiyonunun %1 diizeyinde

onemli oldugu belirlenmistir (F= 3.489).

Cizelge 4.41. In vitro c¢igeklenme tesviki- Uygulama 4’te yer alan kiiltiir kosullar, kiiltiir
sistemleri ve g¢aligma kodlarinin Cattleya sp.ye ait siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi

tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

_ | Serbestlik | Kareler Kareler | Hesaplanan| Tablo degeri
Varyasyon kaynagi derecesi topl tal F
oplami ortailamasi 506 1%
Kiiltiir kosullar: 1 0.041 0.041 0.718ns 3.984 7.034
Kiiltiir sistemi 1 2.043 2.043 35.502** 3.984 7.034
Kiltiir kosullar: 1 0.041 0.041 0.718ns | 3.984 | 7.034
Kiiltiir sistemi
Cahisma kodu 8 1.607 0.201 3.489** 2.084 2.788
Kiltiir kosullarr® 8 0.293 0.037 0.636ns | 2.084 | 2.788
Cahisma kodu
Kiiltiir sistemi 8 1.607 0.201 3489%* | 2084 | 2788
Cahisma kodu
Kiiltiir kosullarr*
Kiiltiir sistemi* 8 0.293 0.037 0.636ns 2.084 2.788
Calisma kodu
Hata 72 4,144 0.058
Genel 107 10.068 0.094

ns: Onemsiz (not significant)

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)
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Cizelge 4.42. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 4’te siirgiin bagina meydana gelen kok
sayilarina uygulanan istatistiki analiz sonucu kiiltiir sistemi ve ¢aligma kodlart interaksiyonuna

bagli olarak elde edilen LSD gruplandirmasi.

::tl:;l; Calisma kodu KKlult“r kos“:zs Kiiltiir sisteﬁia?:;:;ma kodu i¢in
KC9 0,17 0,17 0,17 a
KC10 0,11 0,12 0,12 a
KC11 0,18 0,17 0,17 a
KC12 0,00 0,00 0,00 a
Yari kati KC13 0,19 0,18 0,19a
KC14 0,10 0,10 0,10a
KC15 0,71 0,71 0,71a
KC16 0,71 0,69 0,70 a
KC17 0,67 0,00 0,33b
KC18 0,00 0,00 0,00 a
KC19 0,00 0,00 0,00 a
KC20 0,00 0,00 0,00 a
KC21 0,00 0,00 0,00 a
Cift tabaka KC22 0,00 0,00 0,00 a
KC23 0,00 0,00 0,00 a
KC24 0,00 0,00 0,00 b
KC25 0,00 0,00 0,00 b
KC26 0,00 0,00 0,00 a
Kiiltiir kosulu i¢in ortalama 0,16 0,19
Kiiltiir sistemi icin ortalama 0,28 0,00
Kiiltiir sistemi* Kiiltiir kosulu interaksiyonu icin HKO= 0,058; LSD= 0,366
(Ana faktor: Kiiltiir sistemi)

Sekil 4.27. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 4’te kiiltire alinan Cattleya sp.ye ait

stirglinlerde elde edilen rejenerasyonlar (bar: 1 cm).
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In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 4’te elde edilen en yiiksek siirgiin
cogaltim katsayisi, K1 (16 sa giindiiz/8 sa gece- 25+£2°C) kodlu kiiltiir kosullar1 ve
15 g/l siikroz ve 5 mg/l BAP iceren yar1 katt MS besin ortami igerigine sahip
KC19 kodlu g¢alismada (3,77) meydana gelmistir. Bunun yam sira, K1 kodlu
kiiltiir kosullarinda KC12, KC13, KC14, KC15, KC16, KC16, KC17, KC18 ve
KC26 kodlu besin ortamlarinda; K4 kodlu kiiltiir kosullarinda ise KC12, KC13,
KC14, KC15, KC16, KC17 ve KC26 kodlu besin ortamlarinda hi¢ kok olusmadigi

gbzlenmistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 5:

ki asamada gerceklestirilen Uygulama 5°te belirlenen 1. asama besin
ortamlarinda (KC27, KC28, KC29, KC30, KC31, KC32, KC33, KC34) kiiltiire
alinan Cattleya sp.ye ait siirglinlerin, 2. asamada, standart i¢erikte besin ortamina
(KC35) aktarilmasi ile elde edilen siirglin sayisi (adet), toplam kok sayisi (adet),
siirglin ¢ogaltim katsayisi ve siirgiin basina meydana gelen kok sayist (adet)

Cizelge 4.43’te ve Sekil 4.28°de yer almaktadir.

Cizelge 4.43. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 5’te 1. agsama besin ortamlarinin ardindan,
standart igerikte besin ortaminda (KC35) kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerde 2. agsama
sonunda meydana gelen siirgiin sayist (adet), toplam kdk sayist (adet), siirgiin ¢ogaltim katsayisi

ve slirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet).

2. Asama sonundaki Siirgiin ¢ogaltim 2. Asama sonundaki Siirgiin basina meydana
Ciggl:a siirgiin sayisi (adet) katsayisi toplam kok sayisi (adet) gelen kok sayisi (adet)

TL[T2[T3]Ort| TL | T2 | T38| Ort | TL | T2 | T3 | ort | TL | T2 | T3 | ort
(ﬁggg) 38 [13| 12| 21 |380|1,30|100| 203 | 10 | 16 | 6 | 1067 | 026|123 |050| 066
(Egg) 35 [ 70| 56 | 54 |350|7,00|400| 48 | 35 | 35 | 52 | 4067 | 1,00 | 050 | 0,93 | 081
(Egg) 2110|290 | 20 | 210|100 |242| 184 | 21 | 7 | 20 | 16,00 | 1,00 | 0,70 | 0,69 | 0,80
(ﬁgg‘s’) 47 |34 | 60 | 47 | 470 340|600 470 | 40 | 50 | 35 | 41,67 | 0,85 | 147 | 0,58 | 0,97
(gggé) 16 |17 |16 | 16 | 1,60 | 131 [ 1,60 | 1,50 | 16 | 25 | 23 | 21,33 | 1,00 | 147 | 1,44 | 1,30
(Eggg) 22 |40 | 75| 46 | 220 | 400|577 | 399 | 38 | 66 | 65 | 5633|173 | 1,65 | 0,87 | 141
(Eggg) 18 | 25| 17| 20 | 1,80 | 250 | 1,70 | 200 | 10 | 11 | 14 | 11,67 | 0,56 | 0,44 | 0,82 | 0,61
(ﬁggg) 30 | 33|44 | 36 | 214|330 |440| 328 | 30 | 69 | 62 | 5367 |1,00]| 200|141 150
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In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 5°te 2. asama sonunda Cattleya sp.
siirgiinlerinden elde edilen siirgiin ¢ogaltim katsayisi ve siirgiin basina
meydana gelen kok sayisi (adet)
5,00 +83 470
4,50 3.99
4,00
3,50 328 u Siirgiin cogaltim
3,00 katsayisi
250 203 Lo 2,00
2,00 ' 150 =0 u Siirgiin basina
T30 (441 meydana gelen
1,50 a1 50 97 kok sayis1
1,00 66 61
0,50
0,00
KC27 KC28 KC29 KC30 KC31 KC32 KC33 KC34
Calhisma kodu

Sekil 4.28. In vitro giceklenme tesviki- Uygulama 5’te 1. asama besin ortamlarinin ardindan
standart igerikte besin ortaminda (KC35) kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerden 2. asama

sonunda elde edilen siirgiin ¢cogaltim katsayis1 ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet).

Cattleya sp.ye ait siirgiinlerinin 1. Asamada KC27, KC28, KC29, KC30,
KC31, KC32, KC33 ve KC34 kodlu besin ortamlarinin ardindan, 2. asamada
standart icerikteki besin ortammin (KC35), cogaltim katsayilar1 iizerindeki
etkisinin %35 diizeyde dnemli oldugu belirlenmistir (F= 3.416). Buna gore, KC28
ve KC30 kodlu besin ortamlar1 1. grupta (KC28: 4.833; KC30: 4.700), KC32 2.
grupta (3.990), KC34 3. grupta (3.280), ardindan siras1 ile KC27, KC33, KC29 3.
grupta (KC27: 2.033; KC33: 2.000; KC29: 1.840), KC31 4. grupta (1.503) yer
almaktadir (HKO= 1.609; LSD= 2.197).

Uygulamada yer alan c¢alisma kodlarinin siirgiin g¢ogaltim Kkatsayisi
tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.44te; siirglin bagina
meydana gelen kok sayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu
Cizelge 4.45’te; uygulamada elde edilen rejenerasyonlar Sekil 4.29’da yer

almaktadir.
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Cizelge 4.44. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 5’te yer alan ¢alisma kodlarinin siirgiin

¢ogaltim katsayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler | Hesaplanan | Tablo degeri

kaynagi derecesi toplaim | ortalamasi F 50 | 1%

Cahsma kodu 7 38.477 5.497 3.416* 2.660 | 4.030
Hata 16 25.746 1.609
Genel 23 64.223 2.792

* Onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin 1. asamada KC27, KC28, KC29, KC30,
KC31, KC32, KC33 ve KC34 kodlu ¢alisma kodlarinin ardindan, ikinci agsamada

standart icerikteki besin ortaminin (KC35) siirgiin basina meydana gelen kok

say1s1 lizerindeki etkisinin dnemli olmadigi belirlenmistir (F= 2.445).

Cizelge 4.45. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 5°te yer alan ¢alisma kodlarinin siirgiin

basina meydana gelen kok sayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon Serbestlik | Kareler | Kareler |Hesaplanan| Tablo degeri
kaynag derecesi | toplamm |ortalamasi F 504 1%
Calisma kodu 7 2.577 0.368 2.445ns 2.660 | 4.030
Hata 16 2.409 0.151
Genel 23 4.986 0.217

ns: Onemsiz (not significant)

Sekil 4.29. In vitro giceklenme tesviki- Uygulama 5’te kiiltiire alinan siirgiinlerde meydana gelen

rejenerasyonlar (bar: 1 cm).



106

In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 5’te K1 kodlu (16 sa giindiiz/8 sa
gece- 25+2°C) kosullarda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerde elde edilen
en yiiksek siirgiin ¢ogaltim katsayisi (4,83) sirasiyla 1. asamada 0,5 mg/l ABA
iceren yar1 katt MS, 2. asamada 2 mg/l BAP iceren MS besin ortami igeriklerine
sahip KC28 kodlu denemelerde; siirgiin basina meydana gelen en az kok sayist
(0,61) ise sirastyla 1. asamada 0,5 mg/l daminozid igeren MS besin ortami, 2.
asamada 2 mg/l BAP iceren MS besin ortami igeriklerine sahip KC33 kodlu

denemelerde elde edilmistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 6:

In vitro gigeklenme tesviki- Uygulama 6’da yer alan besin ortamlarinda
(KC36, KC37, KC38, KC39, KC40, KC41, KC42, KC43, KC44- Cizelge 3.19)
kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerden elde edilen siirgiin sayis1 (adet),
toplam kok sayist (adet), siirgiin gogaltim katsayis1 ve siirgiin basina meydana

gelen kok sayisi (adet) Cizelge 4.46°da ve Sekil 4.30°da yer almaktadir.

Cizelge 4.46. In vitro cigeklenme tesviki- Uygulama 6’da kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
siirgiinlerde meydana gelen siirgiin sayisi (adet), siirgiin ¢ogaltim katsayisi, toplam kok sayisi

(adet) ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).

Kiiltiir siiresi

Siirgiin Toplam Siirgiin bagina
sonunda meydana . ..
Calisma gelen siirgiin cogaltim kok sayisi meydana gelen
kodu sayist (adet) katsayisi (adet) kok sayisi (adet)

T1|T2|T3| Ort | T1 | T2 | T3 | Ort |T1|T2|T3| Ort | TL | T2 | T3 | Ort

KC36 90| 14|10|38,00({9,00|1,40(1,00| 3,80 |10|46|42|32,67|0,11|3,29|4,20|2,53

KC37 181618 (17,33(1,80|1,60|1,80| 1,73 | 26|12 |58 |32,00|1,44(0,75|3,22|1,81

KC38 132816 |19,00(1,30|2,80|1,60| 1,90 | 83|23 |10|38,67|6,38|0,82|0,63|2,61

KC39 1512030 |21,67|1,50|2,00|3,00| 2,17 | 40|37 |85|54,00|2,67|1,85|283|245

KC40 10 10|15 |11,67(1,00|1,00|1,50| 1,17 | 50 | 50 | 55 | 51,67 | 5,00 | 5,00 | 3,67 | 4,56

KC41 13117110(13,33(1,30|1,70|1,00| 1,33 | 36 | 61 | 35 |44,00|2,77 | 3,59 | 3,50 | 3,29

KC42 17| 23|10 |16,67(1,70|2,30|1,00| 1,67 | 38|46 | 33 |39,00|2,24(2,00|3,30|2,51

KC43 16 10|13 |13,00({1,60|1,00|1,30| 1,30 | 72|58 | 55| 61,67 |4,50 (5,80 |4,23 | 4,84
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In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 6’da Cattleya sp.ye ait siirgiinlerden elde edilen
siirgiin ¢ogaltim katsayisi ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet)

484

5,00
4,50 A
4,00 71
3,50 17 OSiirgiin ¢ogaltim
300 | katsayisi

1%
2,550 @ Siirgiin basina
2,00 A1 meydana gelen kok
1,50 - sayIisi
1,00 1
0,50 A1
0,00 =

KC36KC37KC38KC39KC40KC41 KC42KC43

Calisma kodu

Sekil 4.30. In vitro c¢igeklenme tesviki- Uygulama 6’da kiiltire alinan Cattleya sp.ye ait

stirgiinlerden elde edilen siirgiin ¢ogaltim katsayis1 ve siirgiin basina meydana gelen kok sayist

(adet).

In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 6’da yer alan g¢alisma kodlarinin
Cattleya sp.ye ait siirgiinlerin ¢ogaltim katsayisi (F= 0.767) ve siirglin basina
meydana gelen kok sayist (F= 1.465) iizerindeki etkisinin 6nemli olmadigi

belirlenmistir.

Uygulamada yer alan kiiltiir kosullar1 ve ¢alisma kodlarinin siirgiin ¢ogaltim
katsayis1 lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.47°de; siirgiin
basina meydana gelen kok sayisi tizerindeki etkilerine ait VVaryans Analiz Tablosu

4.48°de; uygulamada kiiltire alinan siirglinlerde elde edilen

Cizelge

rejenerasyonlar Sekil 4.31°de yer almaktadir.

Cizelge 4.47. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 6’da yer alan c¢alisma kodlarinin siirgiin

cogaltim katsayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler Hesaplanan | Tablo degeri
kaynagi derecesi toplami ortalamasi F 504 1%
Calhisma kodu 7 14.940 2.134 0.767ns 2.660 | 4.030
Hata 16 44,533 2.783
Genel 23 59.473 2.586

ns: Onemsiz (not significant)
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Cizelge 4.48. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 6’da yer alan ¢alisma kodlarimin siirgiin

basina meydana gelen kok sayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

. | Serbestlik | Kareler Kareler | Hesaplanan Tablo degeri
Varyasyon kaynagi .
derecesi toplamn | ortalamasi F 50 | 1%
Calisma kodu 7 24.586 3.512 1.465ns  |2.660| 4.030
Hata 16 38.365 2.398
Genel 23 62.951 2.737

ns: Onemsiz (not significant)

Sekil 4.31. In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 6’da kiiltiire alinan siirgiinlerde meydana gelen

rejenerasyonlar (bar: 1 cm).

In vitro gigeklenme tesviki— Uygulama 6’da K4 kodlu (8 sa giindiiz/16 sa
gece- 25+2°C) kosullarda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait siirgiinlerde elde edilen
en yiiksek siirglin cogaltim katsayisi, biiyiime diizenleyici icermeyen yar1 katt MS
besin ortam1 igerigine sahip KC36 kodlu ¢alismada (3,80), siirgiin basina meydana
gelen en az kok sayisi ise 0,3 mg/l ABA ve 46 mg/l prolin igeren yar1 katt MS
besin ortami igerigine sahip KC37 kodlu ¢alismada (1,81) elde edilmistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 7:

Uygulama 7°de yer alan 2 asamali denemelerde kullanilan besin
ortamlarinda (KC44, KC45, KC46- Cizelge 3.20) kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden 2. Asama sonunda elde edilen siirgiin sayis1 (adet), siirgiin
rejenerasyon katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve siirgiin basina meydana gelen
kok sayist (adet) Cizelge 4.49°da ve Sekil 4.32°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.49. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 7’de yer alan besin ortamlarinda kiiltiire
alinan Cattleya sp.ye ait PLB’lerden meydana gelen siirgiin sayis1 (adet), siirgiin rejenerasyon

katsayisi, toplam kok sayisi (adet) ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet).

Kiiltiir siiresi Siirgiin basina
- . Toplam kok
sonunda meydana gelen Siirgiin rejenerasyon meydana gelen
katsayisi det
Cahisma kodu o . say1s1 (adet) "
siirgiin sayisi (adet) kok sayis1 (adet)
T1 | T2 | T3 Ort TL | T2 | T3 | Ort| T1 | T2 | T3 Ort T1 | T2 | T3 | Ort
KC44 4 1 1 200 |040(010|010(020| © 0 0 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
KC45 7 21 10 | 12,67 | 0,70 | 2,10 | 1,00 | 1,27 | 20 12 6 12,67 | 2,86 | 0,57 | 0,60 | 1,34
KC46 21 22 33 | 2533 | 210 |220|330|253| 6 7 6 6,33 | 029032018 | 0,26

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 7°de Cattleya sp.ye ait
protokormlardan elde edilen siirgiin rejenerasyon katsayisi ve siirgiin basina
meydana gelen kok sayisi (adet)

3,00 1 2,53
2,50 - .
DOSiirgiin rejenerasyon
2,00 katsayis1
134
1,50 1 127 B Siirgiin basina
meydana gelen kok

1,00 f sayisi (adet)
0,50 + 0,20 ,26
0,00 ‘

KC44 KC45 KC46

Calisma kodu

Sekil 4.32. In vitro cigeklenme tesviki- Uygulama 7°de kiiltire alinan Cattleya sp.ye ait

PLB’lerden elde edilen siirgiin rejenerasyon katsayisi ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi
(adet).

Tek faktorlii (¢calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
istatistiki degerlendirmesi yapilan KC44, KC45 ve KC46 kodlu 2 asamali ¢aligma
kodlarinin, Cattleya sp.ye ait PLB’lerden elde edilen siirgiin rejenerasyon
katsayilar1 tizerindeki etkisinin %]l diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir
(F=12.079). Buna gore, KC46 kodlu besin ortami1 1. grupta (2.533), KC45 kodlu
besin ortami 2. grupta (1.267) ve KC44 kodlu besin ortami 3. grupta (0.200) yer
almaktadir (HKO= 0.339; LSD= 1.763). Bunun yani sira, uygulamada yer alan 2
asamal1 besin ortami gruplarinin, PLB’lerden meydana gelen siirgiin bagina kok

sayilari izerindeki etkisinin 6nemli olmadigi belirlenmistir (F=2.938).
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Uygulamada yer alan kiltir kosullar1 ve ¢alisma kodlarinin siirgiin
rejenerasyon katsayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge
4.50°de; siirgiin basina meydana gelen kok sayisi tizerindeki etkilerine ait Varyans
Analiz Tablosu Cizelge 4.51°de; uygulamada kiiltiire alinan PLB’lerden elde

edilen rejenerasyonlar Sekil 4.33’te yer almaktadir.

Cizelge 4.50. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 7’de yer alan ¢alisma kodlarimin siirgiin

rejenerasyon katsayisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

5 Serbestlik Kareler Kareler |Hesaplanan| Tablo degeri
Varyasyon kaynagi .
derecesi toplam ortalamasi F 5% 1%
Calhsma kodu 2 8.187 4.093 12.079** | 5.140 | 10.920
Hata 6 2.033 0.339
Genel 8 10.220 1.277

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Cizelge 4.51. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 7’de yer alan ¢alisma kodlarimin siirgiin

basina meydana gelen kok sayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Hesaplanan | Tablo degeri
kaynagi derecesi toplami ortalamasi F 506 | 1%
Calhisma kodu 1 0.141 0.141 2.938ns |7.710|21.200
Hata 4 0.192 0.048
Genel 5 0.332 0.066

ns: Onemsiz (not significant)

Sekil 4.33. In vitro giceklenme tesviki- Uygulama 7°de kiiltiire alinan PLB’lerde meydana gelen

rejenerasyonlar (bar: 1 cm).
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In vitro ¢igeklenme tesviki- Uygulama 7’de K1 kodlu (16 sa giindiiz/8 sa
gece- 25+2°C) kosullarda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait PLB’lerden elde edilen
en yiiksek siirglin rejenerasyon katsayist (2,53) sirasiyla 1. asamada 1 mg/l BAP
ve 1 mg/l GA3 igeren 1/2MS; 2. asamada 1 mg/l BAP ve 1 mg/l GA3 igeren
Gamborg B5 besin ortami igeriklerine sahip KC46 kodlu ¢aligmada elde edilirken,
sirastyla 1. asamada 1 mg/l pepton ve 170 mg/l NaH.POs igeren 1/2MS, 2.
asamada 0,28 mg/l NAA, 0,7 mg/l TDZ igeren besin ortami igeriklerine sahip
KC44 kodlu ¢alismalarda hi¢ kok olusumu meydana gelmemistir.

In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 8:

Uygulama 8’de yer alan 2 asamali denemelerde kullanilan besin
ortamlarinda (KC47, KC48- Cizelge 3.21) kiiltire aliman Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden 2. Asama sonunda elde edilen siirgiin sayis1 (adet), toplam kdk sayisi
(adet), siirgiin rejenerasyon katsayisi ve siirgiin basina meydana gelen kok sayisi
(adet) Cizelge 4.52°de ve Sekil 4.34°te yer almaktadir.

Cizelge 4.52. In vitro cigeklenme tesviki- Uygulama 8’de kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden meydana gelen siirgiin sayisi (adet), siirgiin rejenerasyon katsayisi, toplam kok sayisi

(adet) ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi (adet).

Kiiltiir siiresi

sonunda Siirgiin Toplam kik Siirgiin basina
Calisma meydana gelen rejenerasyon meydana gelen
siirgiin sayis1 sayisi (adet) N
kodu (adet) katsayisi kok sayisi (adet)

T1|(T2|T3|Ort| T1 | T2 | T3 |Ort | T1|T2|T3| Ort | T1 | T2 | T3 Ort

KC47 |60 (42|60 | 54 (6,00|4,20/6,00|5,40| 18|26 | 0 |[14,67(0,30(0,62|0,00| 0,31

KC48 |36 |43 |47 | 42 |3,60|4,30|4,70(4,20] 0 | O | O | 0,00 {0,00{0,00|0,00| 0,00
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In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 8’de Cattleya sp.ye ait
protokormlardan elde edilen siirgiin rejenerasyon katsayisi ve
siirgiin basina meydana gelen kok sayisi (adet)

5,40
6,00
5 00 / 4,20
4,00 / O Siirgiin rejenerasyon
300 | / katsayis1
' / @Siirgiin basina meydana
2,00 A / 031 gelen kok sayisi (adet)
1,00 '
0,00 -
KC47 KC48

Sekil 4.34. In vitro c¢igeklenme tesviki- Uygulama 8’de kiiltire alinan Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden elde edilen siirgiin rejenerasyon katsayisi ve siirgiin bagina meydana gelen kok sayisi

(adet).

Tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
istatistiki degerlendirmesi yapilan KC47 ve KC48 kodlu 2 asamali ¢alisma
kodlarinin, Cattleya sp.ye ait PLB’lerden elde edilen siirgiin rejenerasyon
katsayilar1 (F= 3.108) ve siirgiin basina meydana gelen kok sayilart (F= 2.938)

tizerindeki etkisinin dnemli olmadig1 belirlenmistir.

Uygulamada yer alan kiiltiir kosullar1 ve ¢alisma kodlarinin siirgiin
rejenerasyon katsayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge
4.53’te; siirgiin basina meydana gelen kok sayisi tizerindeki etkilerine ait Varyans

Analiz Tablosu Cizelge 4.54’te yer almaktadir.

Cizelge 4.53. In vitro ciceklenme tesviki- Uygulama 8’de yer alan ¢alisma kodlarimin siirgiin

rejenerasyon katsayisi tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon |Serbestlik| Kareler | Kareler |Hesaplanan| Tablo degeri
kaynagi derecesi | toplanm |ortalamasi F 5% 1%
Calisma kodu 1 2.160 2.160 3.108ns | 7.710 | 21.200
Hata 4 2.780 0.695
Genel 5 4.940 0.988

ns: Onemsiz (not significant)
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Cizelge 4.54. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 8’de yer alan g¢aligma kodlarimin siirgiin

basina meydana gelen kok sayisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon |[Serbestlik| Kareler | Kareler [Hesaplanan| Tablo degeri
kaynag derecesi | toplamm |ortalamasi F 5% 1%
Calhisma kodu 1 0.141 0.141 2.938ns | 7.710 |21.200
Hata 4 0.192 0.048
Genel 5 0.332 0.066

ns: Onemsiz (not significant)

Sekil 4.35. In vitro ¢iceklenme tesviki- Uygulama 8’de kiiltiire alinan PLB’lerde meydana gelen

rejenerasyonlar (bar: 1 cm).

In vitro gigeklenme tesviki- Uygulama 8’de K1 kodlu (16 sa giindiiz/8 sa
gece- 25+2°C) kosullarda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait PLB’lerden elde edilen
en yliksek siirgiin rejenerasyon katsayisi (5,40) sirastyla 1. asamada 20 g/l siikroz
ve 0,5 mg/l ABA iceren MS, 2. asamada 50 g/ siikroz ve 2 mg/l BAP i¢ceren MS
besin ortami igeriklerine sahip KC47 kodlu ¢alismada elde edilirken, sirasiyla 1.
asamada 20 g/l siikroz ve 2 mg/l ABA igeren MS, 2. asamada 50 g/l siikroz ve 2
mg/l BAP iceren MS besin ortami igeriklerine sahip KC48 kodlu calismada hig

koklenme gerceklesmemistir.
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4.2. Vanda sp.

4.2.1 Yiizeysel sterilizasyon

In vivo kosullardan temin edilen olgun Vanda sp.ye ait ¢igek, yaprak, govde
ve kok kisimlarina (Sekil 4.36) uygulanan farkli dozlarda (% HgCl2) ve uygulama
stireleri (dk) sonunda bitkinin her bir kismi igin ayr1 ayri yiizeysel sterilizasyon

basar yilizdeleri (%) belirlenmistir.

Sekil 4.36. In vivo kosullardan temin edilen Vanda sp.ye ait (a) ¢icek, (b) gévde ve yaprak, (c) kok

kisimlart (bar: 1 cm).

Vanda sp.nin ¢igekli kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basaris1 gosteren
eksplant sayis1 (adet) ve ylizdesi (%) Cizelge 4.55‘te ve Sekil 4.37‘de yer

almaktadir.
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Cizelge 4.55. In vivo Vanda sp.ye ait ¢igekli kisimlarda yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren

eksplant sayisi (adet) ve ylizdesi (%).

Cicekli kisumlara ait yiizeysel Cicekli kisumlara ait yiizeysel
Cahisma sterilizasyon basarisi sterilizasyon basarisi
kodu gosteren eksplant sayisi (adet) gosteren eksplant yiizdesi (%)
T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort

VYS1 18 14 20 17,33 45,00 35,00 50,00 43,33 b
VYS2 17 19 20 18,67 42,50 47,50 50,00 46,67 b
VYS3 13 22 21 18,67 32,50 55,00 52,50 46,67 b
VYS4 21 19 25 21,67 52,50 47,50 62,50 54,17 ab
VYS5 20 25 31 25,33 50,00 62,50 77,50 63,33 a
VYS6 24 28 27 26,33 60,00 70,00 67,50 65,83 a
VYS7 30 31 23 28,00 75,00 77,50 57,50 70,00 a

In vivo Vanda sp.nin cicekli kisimlarina ait yiizeysel
sterilizasyon basarisi gosteren eksplant yiizdesi (%)

70,00

70,00 63,335°:83

60,00 54,17

50,00 43,3346'6746'67
X
E 40,00 B Yiizeysel
I sterilizasyon basar1
= 30,00 yiizdesi (%)

20,00

10,00

0,00
PP L LSS
FFHFySs&e

Calisma kodu

Sekil 4.37. In vivo Vanda sp.nin ¢igekli kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basaris1 gosteren

eksplant yiizdesi (%).

Tek faktorli (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilan
istatistiksel degerlendirmede HgCl> uygulama dozu (% HgCl») ve siirelerine (dk)
bagli olarak belirlenen calisma gruplarinin (VYS1,VYS2, VYS3, VYS4, VYS5,
VYS6, VYST), In vivo Vanda sp.nin ¢igek kisimlarina ait eksplantlarinin yiizeysel
sterilizasyon basarist iizerindeki etkisinin %5 diizeyinde anlamli oldugu

belirlenmistir (F= 3.869).
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Ortalamalarin karsilastirildigt LSD testinde VYS7, VYS6 ve VYS5 kodlu
yiizeysel sterilizasyon uygulamalar1 1. grupta (VYS7: 70.000; VYS6: 65.833;
VYS5: 63.333), VYS4 kodlu uygulama 2. grupta (54.167), VYS2, VYS3 ve
VYS1 kodlu uygulamalar ise 3. grupta (VYS2: 46.667; VYS3: 46.667; VYSI.:
43.333) yer almaktadir (HKO= 88.393; LSD= 16.473). Uygulama dozlar1 ve
siirelerine gore gruplandirilan ¢alisma kodunun yiizeysel sterilizasyon basarist

iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.56’da yer almaktadir.

Cizelge 4.56. In vivo Vanda sp.nin ¢igekli kisimlarinda uygulama dozlar1 ve siirelerine gore
gruplandirilan denemelerin yiizeysel sterilizasyon bagarisi lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz
Tablosu.

Varyasyon| Serbestlik| Kareler | Kareler [Hesaplanan Tablo degeri
kayna@ | derecesi | toplamn |ortalamasi F 5% 1%
Calsma 6 2051.786 | 341.964 | 3.869* | 2.850 | 4.460
kodu
Hata 14 1237.500 | 88.393
Genel 20 3289.286 | 164.464

* Onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Vanda sp.nin yaprak kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren
eksplant sayis1 (adet) ve yiizdesi (%) Cizelge 4.57°de ve Sekil 4.38°de yer

almaktadir.

Cizelge 4.57. In vivo Vanda sp.de yaprak kisimlarinda yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren

eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%).

Yaprak kisimlarina ait yiizeysel Yaprak kisimlarina ait yiizeysel
Calisma sterilizasyon basarisi sterilizasyon basarisi
kodu gosteren eksplant sayis1 (adet) gosteren eksplant yiizdesi (%)
T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort

VYS2 10 12 8 10,00 25,00 30,00 20,00 25,00
VYS3 15 16 13 14,67 37,50 40,00 32,50 36,67
VYS4 17 27 31 25,00 42,50 67,50 77,50 62,50
VYS5 24 32 36 30,67 60,00 80,00 90,00 76,67
VYS6 30 31 33 31,33 75,00 77,50 82,50 78,33
VYS7 33 29 34 32,00 82,50 72,50 85,00 80,00
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In vivo Vanda sp.nin yaprak kisimlarina ait yiizeysel
sterilizasyon basarisi gosteren eksplant yiizdesi (%)

76,67 78,33 80,00

80,00 6250
60,00
36,67
40,00 .. e
25,00 m Yiizeysel sterilizasyon
20,00 ' basart yiizdesi (%)

0,00
VYS2 VYS3 VYS4 VYS5 VYS6 VYS7
Calisma kodu

Yiizde (%)

Sekil 4.38. In vivo Vanda sp.nin yaprak kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basarisi gésteren
eksplant yiizdesi (%).

Tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilan
istatistiksel degerlendirmede HgCl> uygulama dozu (% HQCly) ve siirelerine (dk)
bagli olarak belirlenen ¢alisma gruplarinin (VYS2, VYS3, VYS4, VYSS5, VYSe6,
VYS7), In vivo Vanda sp.ye ait yaprak kisimlarindaki yiizeysel sterilizasyon
basaris1 iizerindeki etkisinin %1 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir (F=
15.302). Ortalamalarin karsilastirildign LSD testinde VYS6, VYS5 ve VYS4
kodlu yiizeysel sterilizasyon uygulamalar 1. grupta (VYS6: 80.000; VYS5:
78.333; VYS4: 76.667), VYS3 kodlu uygulama 2. grupta (62.500), VYS2 kodlu
uygulama 3. grupta (36.667), VYS1 kodlu uygulama ise 4. grupta (25.000) yer
almaktadir (HKO= 109.375; LSD= 26.079). Uygulama dozlar1 ve siirelerine gore
gruplandirilan calisma kodunun ylizeysel sterilizasyon basaris1 iizerindeki

etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.58’de yer almaktadir.

Cizelge 4.58. In vivo Vanda sp.nin yaprak kisimlarinda uygulama dozlari ve siirelerine gore
gruplandirilan denemelerin yiizeysel sterilizasyon basarisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Hesaplanan Tablo degeri

kaynagi derecesi toplam ortalamasi F 506 1%

Calisma kodu 5 8368.403 1673.681 15.302** | 3.110 | 5.060
Hata 12 1312.500 109.375
Genel 17 9680.903 569.465

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)



Vanda sp.nin govde kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basaris1 gosteren
eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%) Cizelge 4.59°da ve Sekil 4.39°da, uygulama
dozlar1 ve siirelerine gore gruplandirilan ¢alisma kodunun ylizeysel sterilizasyon

basarisi1 lizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.60’ta yer

almaktadir.

Cizelge 4.59. In vivo Vanda sp.de bitkinin gévde kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basarisi
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gosteren eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%).

Govde kisimlarina ait yiizeysel Govde kisimlarina ait yiizeysel
Calisma sterilizasyon basarisi sterilizasyon basarisi
kodu gosteren eksplant sayis1 (adet) gosteren eksplant yiizdesi (%)
T1 T2 T3 Ortalama T1 T2 T3 Ortalama
VYS2 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VYS3 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VYS4 11 12 11 11,33 27,50 30,00 27,50 28,33
VYS5 21 18 17 18,67 52,50 45,00 42,50 46,67
VYS6 26 24 20 23,33 65,00 60,00 50,00 58,33
VYS7 29 28 29 28,67 72,50 70,00 72,50 71,67
In vivo Vanda sp.nin gévde kisimlarina ait yiizeysel
sterilizasyon basarisi gosteren eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%)
80,00 71,67
70,00
58,33
60,00
_ 46,67
¢ 50,00
4000 28,33
E 30.00 i H Yiizeysel sterilizasyon
' basar yiizdesi (%)
20,00
10,00 000 0,00
0’00 -_— -_—

VYS2 VYS3 VYS4 VYS5 VYS6 VYS7
Calhisma kodu

Sekil 4.39. In vivo Vanda sp.nin gévde kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren

eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%).
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Tek faktorli (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilan
istatistiksel degerlendirmede HQCl, uygulama dozu (% HgCl») ve siirelerine (dk)
bagli olarak belirlenen ¢alisma gruplarinin (VYS2, VYS3, VYS4, VYSS5, VYSe,
VYS7), in vivo Vanda sp.ye ait govde kisimlarindaki ylizeysel sterilizasyon
basaris1 iizerindeki etkisinin %1 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir (F=

181.451).

Ortalamalarin karsilastirildigl yapilan LSD testinde VY S6 kodlu yiizeysel
sterilizasyon uygulamas1 1. grupta (71.667), VYSS5 kodlu uygulama 2. grupta
(58,333), VYS4 kodlu uygulama 3. grupta (46.667), VSY3 4. grupta (28.333),
VYS1 ve VYS2 kodlu uygulamalar 5. grupta (VYS1: 0.000; VYS2: 0.000) yer
almaktadir (HKO= 14.931; LSD= 9.636).

Cizelge 4.60. In vivo Vanda sp.nin govde kisimlarinda uygulama dozlar1 ve siirelerine gore

gruplandirilan denemelerin yiizeysel sterilizasyon bagarisi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu.
. Tablo degeri
Varyasyon | Serbestlik | Kareler Kareler |Hesaplanan aplo degent
kaynagl derecesi t0plam1 ortalamasi F 5% 1%
Cﬁ})‘é‘l‘]‘a 5 13545.833 | 2709.167 | 181.451** | 3.110 | 5.060
Hata 12 179.167 14.931
Genel 17 13725.000 | 807.353

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Vanda sp.ye ait kok kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren
eksplant sayis1 (adet) ve yiizdesi (%) Cizelge 4.61°de ve Sekil 4.40°ta, uygulama
dozlar1 ve stirelerine gore gruplandirilan ¢alisma kodunun denemelerin yiizeysel
sterilizasyon basarisi tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu Cizelge

4.62°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.61. In vivo Vanda sp.de bitkinin kok kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon bagarist

gosteren eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%).

Kok kisimlarina ait yiizeysel

Kok kisimlarina ait yiizeysel

Calisma sterilizasyon basarisi sterilizasyon basarisi
kodu gosteren eksplant sayisi (adet) gosteren eksplant yiizdesi (%)
T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort
VYS4 29 36 34 33,00 72,50 90,00 85,00 82,50
VYS5 37 30 34 33,67 92,50 75,00 85,00 84,17
VYS6 36 32 37 35,00 90,00 80,00 92,50 87,50
VYS7 38 39 38 38,33 95,00 97,50 95,00 95,83
In vivo Vanda sp.nin kok kisimlarina ait yiizeysel
sterilizasyon basarisi gosteren eksplant sayisi (adet) ve
yiizdesi (%)
100 95,83
95
E 90 87.5
D
T 85 82,5 8alr ® Yiizeysel sterilizasyon
’i basan yiizdesi (%)
75

VYS4 VYS5 VYS6 VYS7
Calisma kodu

Sekil 4.40. In vivo Vanda sp.nin kok kisimlarina ait yiizeysel sterilizasyon basarisi gosteren

eksplant sayisi (adet) ve ylizdesi (%).

Tek faktorli (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilan

istatistiksel degerlendirmede HgCl> uygulama dozu (% HgCl») ve siirelerine (dk)
bagl olarak belirlenen galisma gruplarinin (VYS4, VYSS5, VYS6, VYS7), In vivo

Vanda sp.ye ait kok kisimlarindaki yiizeysel sterilizasyon basarisi iizerindeki

etkisinin 6nemsiz oldugu belirlenmistir (F=2.684 )
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Cizelge 4.62. In vivo Vanda sp.nin kok kisimlarinda uygulama dozlari ve siirelerine gore
gruplandirilan denemelerin yiizeysel sterilizasyon basarisi {izerindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu.

Varyasyon | Serbestlik | Kareler | Kareler |Hesaplanan| Tablo degeri
kaynag derecesi toplamm | ortalamasi F 5% 1%
Calisma kodu 3 367.222 122.407 2.684ns 4.070 7.590
Hata 8 364.819 45.602
Genel 11 732.040 66.549

ns: Onemsiz (not significant)

In vivo kosullardan temin edilen Vanda sp.ye ait eksplantlara uygulanan
yiizeysel sterilizasyon calismasinda alinan en basarili sonuglar bitkinin ¢icekli
kisimlarinda (%70), yaprak kisimlarinda (%80), govde kisimlarinda (%71,67) ve
koklerinde (%95,83) %0,2 HgCl2’nin 10 dakika uygulandigt VYS7 kodlu

denemelerde elde edilmistir.

4.2.2. PLB rejenerasyonu

Yiizeysel sterilizasyonlar1 tamamlanan Vanda sp.ye ait ¢icek kisimlari,
yaprak, govde ve kok eksplantlarinda PLB rejenerasyonunu tesvik etmek iizere
kullanilan farkli igerikteki besin ortamlarmin gruplandirildigi c¢alisma kodlari
Cizelge 3.23’te yer almaktadir. Denemelerde 1 aylik kiiltiir siiresi sonunda Vanda
sp.ye ait govde kisimlarindan alinan eksplantlarda VR6 kodlu besin ortaminda
PLB ve kok rejenerasyonu tesvik edilirken, bitkinin ¢igekli kisimlarindan alinan
anterlerde de kallus olusumu meydana gelmistir. Bunun yani sira, bitkinin
rejenerasyon tesviki gozlenmeyen cicek kisimlari, yaprak, govde ve kok
eksplantlarinda kararma meydana gelen eksplant sayilari ve yiizdeleri de

belirlenmistir.

Vanda sp.ye ait ¢icek kisimlarinda kararma gozlenen eksplant sayisi (adet)
ve ylzdesi (%) Cizelge 4.63’te ve Sekil 4.41°de; besin ortami igeriklerine gore
gruplandirilan c¢alisma kodlarimin kararma yiizdesi tiizerindeki etkilerine ait

Varyans Analiz Tablosu Cizelge 4.64’te yer almaktadir.
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Cizelge 4.63. Vanda sp.ye ait ¢icek kisimlarinda kararma gosteren eksplant sayisi (adet) ve

yiizdesi (%).
Kararma gosteren cicek Kararma gosteren cicek
Cljh;ma eksplant sayis1 (adet) eksplant yiizdesi (%)
oau
T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort
VR2 34 34 33 33,67 85,00 85,00 82,50 84,17b
VR4 33 36 35 34,67 82,50 90,00 87,50 86,67 b
VR7 40 40 40 40,00 100 100 100 100 a
VRS 40 40 40 40,00 100 100 100 100 a
VR9 40 40 40 40,00 100 100 100 100 a
VR12 40 40 40 40,00 100 100 100 100 a
VR13 40 40 40 40,00 100 100 100 100 a
Vanda sp.ye ait ¢icek kisimlarinda kararma
gosteren eksplant yiizdesi (%)
100 100 100 100 100
100
95
é %0 86,67 m Kararma
3 84,17 gosteren
S 85 e[!;splant yiizdesi
>~ 80 (%)
75
VR2 VR4 VR7 VR8 VR9 VR12 VR13
Calisma kodu

ekil 4.41. Vanda sp.ye ait ci¢ek kisimlarinda kararma gosteren eksplant yiizdesi (%).
S p.ye ait ¢i¢ g plant yii (%)

Tek faktorli (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore yapilan

istatistiksel degerlendirmede farkli igeriklere sahip besin ortamlarina bagli olarak

belirlenen ¢alisma gruplarimin (VR2, VR4, VR7, VR8, VR9, VR12, VR13), In

vivo Vanda sp.ye ait ¢icek kisimlarinda kararma gozlenen eksplant yiizdeleri

tizerindeki etkisinin %1 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir (F= 64.458).

Ortalamalarin karsilagtirildigi LSD testinde VR3, VR4, VR5, VR6 ve VR7 kodlu

calisma kodlarina sahip besin ortamlarimin kullanimi sonucu elde edilen kararma
yiizdeleri 1. grupta (VR3, VR4, VRS, VR6 ve VR7 i¢in Ort: 100,000), VR2 ve
VR1 kodlu uygulamalar ise 2. grupta (VR2: 86.667; VR1: 84.167) yer almaktadir
(HKO= 2.381; LSD= 3.750). Deneme sonunda gicekli kisimlardan alinan
eksplantlarda meydana gelen degisiklikler Sekil 4.42°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.64. Besin ortamu igeriklerine gore gruplandirilan galigma kodlarmm Vanda sp.ye ait
cicek kisimlarindan alinan eksplantlarda meydana gelen kararma yiizdesi iizerindeki etkilerine ait

Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon |Serbestlik| Kareler | Kareler |Hesaplanan| Tablo degeri
kaynagi derecesi | toplami |ortalamasi F 5% 1%
Calisma kodu 6 920.833 | 153.472 | 64.458** | 2.850 | 4.460
Hata 14 33.333 2.381
Genel 20 954.167 47.708

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Sekil 4.42. Vanda sp.de ¢icek kisimlarina ait (2) petal, (b) dudak ve (c) ovaryumdan kesit alinan
eksplantlarda meydana gelen degisiklikler.

Denemede kallus olusumu meydana gelen anter sayisi (adet) ve yilizdesi (%)
Cizelge 4.65’te ve Sekil 4.43’te, besin ortami igeriklerine gore gruplandirilan
calisma kodunun kallus olusum ylizdesi tizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz

Tablosu Cizelge 4.66’da yer almaktadir.

Cizelge 4.65. Vanda sp.ye ait anterlerde kallus olusumu meydana gelen eksplant sayis1 (adet) ve

yiizdesi (%).

Kallus olusturan anter Kallus olusturan anter eksplant
Cahsma kodu eksplant yiizdesi (%) yiizdesi (%)
T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort
VR2 4 1 2 2,33 | 57,14 | 1429 | 28,57 | 33,33
VR4 2 1 3 2,00 | 28,557 | 1429 | 42,86 | 28,57
VR6 4 4 5 4,33 | 57,14 | 57,14 | 71,43 | 61,90
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Sekil 4.43. Vanda sp.ye ait anterlerde kallus olusumu meydana gelen eksplant yiizdesi (%).

Uygulamada tek faktorlii (¢alisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine
gore yapilan istatistiksel degerlendirmede farkli iceriklere sahip besin ortamlarina
bagli olarak belirlenen calisma gruplarinin (VR2, VR4, VR6), Vanda sp.ye ait

anterlerde kallus olusumu gozlenen eksplant yiizdeleri tizerindeki etkisinin dnemli

olmadig1 belirlenmistir (F= 3.909).

Cizelge 4.66. Besin ortamu iceriklerine gore gruplandirilan ¢alisma kodunun Vanda sp.ye ait ¢igek

kisimlarindan alinan eksplantlarda gozlenen kallus olusum yiizdesi iizerindeki etkilerine ait

Varyans Analiz Tablosu.

ns: Onemsiz (not significant)

Denemede kallus olusumu gozlenen anter eksplantlari Sekil 4.44°te yer

almaktadir.

. Kareler Tablo degeri
Varyasyon| Serbestli | Kareler ortalama Hesaplan
kaynag: |k derecesi| toplanm o anF 504 1%
CEE‘S‘J‘*‘ 2 |1950.150| 975.075 | 3.909ns | 5.140 | 10.920
Hata 6 1496.592 | 249.432
Genel 8 3446.742 | 430.843
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Sekil 4.44. Vanda sp.ye ait anter eksplantlarinda meydana gelen kallus olusumu (bar: 1 cm).

Uygulamada yaprak kisimlarinda kararma gozlenen eksplant sayisi (adet)
ve ylizdesi (%) Cizelge 4.67°de ve Sekil 4.45°te, besin ortami iceriklerine gore
gruplandirilan ¢alisma kodunun kararma yiizdesi iizerindeki etkilerine ait Varyans

Analiz Tablosu Cizelge 4.68’de yer almaktadir.

Cizelge 4.67. Vanda sp.ye ait yapraklarda kararma gosteren eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi (%).

Kararma gosteren yaprak Kararma gosteren yaprak
Capyma eksplant sayis1 (adet) eksplant yiizdesi (%)

Kodu T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort

VR1 37 37 32 35,33 | 92,50 | 92,50 | 80,00 |88,33a
VR3 13 17 11 13,67 | 32,50 | 42,50 | 27,50 |34,17b
VR6 38 29 34 33,67 | 95,00 | 7250 | 8500 |84,17a
VR7 31 38 46 38,33 | 77,50 | 95,00 | 115,00 | 95,83 a
VR8 36 30 40 35,33 | 90,00 | 75,00 | 100,00 | 88,33 a
VR9 38 32 44 38,00 | 95,00 | 80,00 | 110,00 | 95,00 a
VR11 33 26 38 32,33 | 82,50 | 65,00 | 95,00 |80,83a

Vanda sp.ye ait yapraklarda kararma gosteren eksplant yiizdesi

(%)
95,83 95,00
100,00 833 8417 8833 " o 50,83

;\? 80,00

:’ 60,00

2 40,00 34,17 ® Kararma gosteren
N ) l eksplant yiizdesi (%)
>~ 20,00

0,00
SLLELLE

Calisma kodu

Sekil 4.45. Vanda sp.ye ait yapraklarda kararma gdsteren eksplant yiizdesi (%).
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Tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
yapilan istatistiksel degerlendirmede farkli iceriklere sahip besin ortamlarina bagl
olarak belirlenen ¢alisma gruplarinin (VR1, VR3, VR6, VR7, VR8, VR9, VR11),
In vivo Vanda sp.ye ait yaprak kisimlarinda kararma gozlenen eksplant yiizdeleri
tizerindeki etkisinin %1 diizeyinde anlamli oldugu belirlenmistir (F= 15.302).
Ortalamalarin karsilastirildigit LSD testinde VR7, VR9 ve VR1 VR8 VRI11
calisma kodlarma sahip besin ortamlarinin kullanimi sonucu elde edilen kararma
yiizdeleri 1. grupta (VR7: 95.833; VR9: 95.000; VR1: 88.333; VRS8: 84.167;
VR11: 80.833), VR3 kodlu uygulama 2. grupta (34.167), yer almaktadir (HKO=
171.429; LSD=31.822).

Cizelge 4.68. Besin ortamu igeriklerine gore gruplandirilan galigma kodunun Vanda sp.ye ait
yaprak kisimlarindan alinan eksplantlarda gbzlenen kararma yiizdesi iizerindeki etkilerine ait

Varyans Analiz Tablosu.

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler | Hesaplanan Tablo degeri
kaynagi derecesi toplam ortalamasi F 504 1%
Calisma kodu 5 8368.403 1673.681 15.302** 3.110 5.060
Hata 12 1312.500 109.375
Genel 17 9680.903 569.465

** Onemli %1 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Uygulamada kiiltiir siiresi sonunda eksplantlarda meydana gelen

degisiklikler Sekil 4.46°da yer almaktadir.

Sekil 4.46. Vanda sp.ye ait yaprak eksplantlarinda meydana gelen degisiklikler (bar: 1 cm).

Calismada govde kisimlarinda kararma gozlenen eksplant sayisi (adet) ve

yiizdesi (%) Cizelge 4.69°da ve Sekil 4.47°de yer almaktadir
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Cizelge 4.69. Vanda sp.ye ait gévde kisimlarinda kararma gosteren eksplant sayisi (adet) ve

yiizdesi (%).
Kararma gosteren govde Kararma gosteren govde
Clig(sjﬁm eksplant sayis1 (adet) eksplant yiizdesi (%)
T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort
VR3 12 12 12 12,00 100 100 100 100 a
VR4 12 12 12 12,00 100 100 100 100 a
VR6 11 10 7 9,33 91,67 83,33 58,33 77,78 b
VR7 12 12 12 12,00 100 100 100 100 a
VRS 9 12 11 10,67 75 100 91,67 | 88,89ab
VR9 12 12 12 12,00 100 100 100 100 a
VR11 12 12 12 12,00 100 100 100 100 a
VR12 10 11 12 11,00 83,33 91,67 100 91,67 a
VR14 12 11 12 11,67 100 91,67 100 97,22 a
VR15 12 12 12 12,00 100 100 100 100 a

Vanda sp.ye ait govde kisimlarinda kararma gosteren
eksplant yiizdesi (%)

100100 100 100100 75100

100 88,89 916
77,78
8
6
4 = Kararma gosteren
eksplant yiizdesi
2 (%)
FELFHLEIL IS

)
&

Yiizde (%)
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Sekil 4.47. Vanda sp.ye ait gévde kisimlarinda kararma gdsteren eksplant yiizdesi (%).

Tek faktorlii (¢alisgma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
yapilan istatistiksel degerlendirmede farkl: igeriklere sahip besin ortamlarina bagl
olarak belirlenen ¢alisma gruplarinin (VR3, VR4, VR6, VR7, VR9, VR11, VR12,
VR14, VR15), In vivo Vanda sp.ye ait govde kisimlarinda kararma goézlenen
eksplant yiizdeleri Tlzerindeki etkisinin %5 diizeyinde anlamli oldugu

belirlenmistir (F= 2.981).
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Ortalamalarin karsilastirildigi LSD testinde VR3, VR4, VR7, VR9, VR11,
VR12, VR14, VR15 kodlu ¢aligma kodlarina sahip besin ortamlarinin kullanimi
sonucu elde edilen kararma yiizdeleri 1. grupta (VR3: 100.000, VR4: 100.000,
VR7: 100.000, VR9: 100.000, VR11: 100.000, VR12: 100.000, VR14: 97.222,
VR15: 91.667), VR8 kodlu uygulama 2. grupta (88.889) ve VR6 kodlu ¢aligsma 3.
grupta (77.778) yer almaktadir (HKO= 55.557; LSD=12.703). .

Uygulamada besin ortami igeriklerine gore gruplandirilan ¢alisma
kodlarinin kararma yiizdesi iizerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Tablosu
Cizelge 4.70’te; kiiltiir siiresi sonunda eksplantlarda meydana gelen degisiklikler

Sekil 4.48°de yer almaktadir.

Cizelge 4.70. Besin ortamu igeriklerine gore gruplandirilan ¢aligma kodunun Vanda sp.ye ait gévde
kisimlarindan alinan eksplantlarda gozlenen kararma yiizdesi iizerindeki etkilerine ait Varyans

Analiz Tablosu.

Varyasyon Serbestlik Kareler | Kareler | Hesaplanan Tablo degeri
kaynagi derecesi toplami | ortalamasi F 5% 1%
Calisma kodu 9 1490.749 165.639 2.981* 2.408 3.485
Hata 20 1111.133 55.557
Genel 29 2601.883 89.720

* Onemli %5 alfa seviyesinde (significant at alfa level %1)

Sekil 4.48. Vanda sp.ye ait gévde eksplantlarinda meydana gelen degisiklikler (bar: 1 cm).
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Vanda sp.de PLB rejenerasyonu ¢alismasinda VR6 kodlu besin ortaminda
kiiltiire alinan govde eksplantlarinda 10, 19 ve 25. haftalarin sonunda meydana
gelen PLB sayis1 (adet) ve rejenerasyon katsayisi Cizelge 4.71°de ve Sekil
4.49°da, govde eksplantlarinda meydana gelen rejenerasynlar Sekil 4.50°de ye

almaktadir.

Cizelge 4.71. Vanda sp.ye ait govde kisimlarindan kiiltiire alinan eksplantlarda kiiltiir siiresine

(hafta) gére meydana gelen PLB sayist (adet) ve rejenerasyon katsayist.

Kiiltiir | Vanda sp.ye ait gévde kisimlarindan Kiiltiir siiresine bagh olarak

siiresi meydana gelen PLB sayisi (adet) belirlenen rejenerasyon katsayis

(hafta) | 1 T2 T3 ort T1 T2 T3 ort
10 2 1 1 1,33 0,17 0,08 0,08 0,11
19 2 7 5 4,67 0,17 0,58 0,42 0,39
25 4 22 14 13,33 0,33 1,83 1,17 1,11

Vanda spp.ye ait govde kisimlarindan Kiiltiire alinan
eksplantlarda Kkiiltiir siiresine (hafta) gore meydana gelen
rejenerasyon katsayisi

1,11
1,2

u Rejenerasyon

08 katsayisi

06 0,39
04 011

02 gy

10 19 25
Kiiltiir siiresi (hafta)

Katsay1

Sekil 4.49. Vanda sp.ye ait govde kisimlarindan kiiltiire aliman eksplantlarda kiiltiir siiresine

(hafta) gére meydana gelen PLB sayisi (adet) ve rejenerasyon katsayist.



Sekil 4.50. Vanda sp.ye ait gévde kisimlarindan alinan eksplantlarda (a) 10, (b) 19 ve (¢) 25.

haftalarda meydana gelen rejenerasyonlar (bar: 1 cm).

Vanda sp.ye ait kok kisimlarinda kararma gozlenen eksplant sayist (adet)
ve yilzdesi (%) Cizelge 4.72°de ve Sekil 4.51°de, kiiltlir siiresi sonunda
eksplantlarda meydana gelen degisiklikler Sekil 4.52°de yer almaktadir.

Cizelge 4.72. Vanda sp.ye ait kok kisimlarinda kararma gosteren eksplant sayisi (adet) ve yiizdesi
(%).

Kararma gosteren kok eksplant sayisi Kararma gosteren kok eksplant
Cahsm (adet) yiizdesi (%)
a kodu
T1 T2 T3 Ort T1 T2 T3 Ort
VR3 40 40 40 40 100 100 100 100
VR4 40 40 40 40 100 100 100 100
VR5 40 40 40 40 100 100 100 100
VR7 40 40 40 40 100 100 100 100
VRS 40 40 40 40 100 100 100 100
VR12 40 40 40 40 100 100 100 100
VR13 40 40 40 40 100 100 100 100
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Vanda sp.ye ait kok kisimlarinda kararma
gosteren eksplant yiizdesi (%)

100 100 100 100 100 100 100

100
50 ® Kararma gosteren eksplant
yiizdesi (%)

0
PLELIES

Cahsma kodu
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Sekil 4.51. Vanda sp.ye ait kok kisimlarinda kararma gosteren eksplant yiizdesi (%).

Tek faktorlii (calisma kodu) tesadiif parselleri deneme desenine gore
yapilan istatistiksel degerlendirmede farkli i¢eriklere sahip besin ortamlarina bagl
olarak belirlenen ¢alisma gruplarinda (VR3, VR4, VRS, VR7, VRS, VR12, VR13)
kiiltiire alinan Vanda sp.ye ait kok eksplantlarinin tamaminda kararma meydana

gelmistir

Sekil 4.52. Vanda sp.ye ait kok eksplantlarinda meydana gelen degisiklikler (bar: 1 cm).

Yiizeysel sterilizasyon uygulamalari tamamlandiktan sonra ¢esitli besin
ortamlarinda kiiltiire alinan Vanda orkidesinin ¢igekli kisimlar, yaprak, govde ve
koklerinden alinan eksplantlarda, 0,5 mg/l pepton, 2 mg/l BAP ve 1,2 mg/l NAA
igceren Mitra besin ortami igerigine sahip VR6 kodlu besin ortaminda kiiltiire
alman anterlerde %61,90 oranda kallus olusumu go6zlenirken, bitkinin gdévde
kismindan alinan eksplantlarda 25. hafta sonunda 1,11 rejenerasyon katsayisi elde

edilmistir.
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5. TARTISMA ve ONERILER

Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirleri ticari agidan 6nemli {irtinlerin klonal
cogaltimi (mikrogogaltim), degerli sekonder metabolitlerin iiretimi, molekiiler
tarimm yani sira, atik sularin fitoremediasyonu (fitotransformasyon ve
fitoekstraksiyon) igin olduk¢a 6nemli araglardir. In vitro kosullarda siv1 kiiltiirler
araciligtyla, kontrollii kosullarin saglandigr biyoreaktorlerde farklilagmis
(embriyo, siirgiin, fide, transforme ya da sagakli kokler) ve farklilasmadan geri
donmiis  (dedifferantiation) bitki  kiiltlirlerinin ~ bliylik capta  iiretimi

saglanabilmektedir (Georgiev ve ark., 2014).

Orkideler doga kosullarinda zor ¢imlenmelerinin yani sira, uzun bir genglik
donemi gecirdikten sonra ¢igeklenmektedirler. Bu nedenle, diinyada ve iilkemizde
oldukca talep goren orkidelerin ticari ¢apta liretimi ve ¢ogaltiminin yani sira,
ciceklenmelerinin saglanmasinda modern bitki hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri

onemli bir yer tutmaktadir.

Bitki doku kiiltiirti ¢alismalarinda kullanilan HgCl2, NaOCI gibi sterilantlara
gore daha kisa siire ve diisiikk konsantrasyonlarda uygulanmasinin yani sira,
oldukc¢a etkili bir ylizeysel sterilizasyon saglamaktadir. Srivastava ve ark.’nin
(2010) doku  kiltiirlerinde  kullanilan  yiizeysel sterilantlarla  ilgili
gerceklestirdikleri ¢aligmada NaOCI ile yiizeysel sterilizasyon uygulamasinin
daha ortalama bir sterilasyon saglamasinin yani sira, bitkisel materyallerde daha
yiiksek oranda kontaminasyon goriilmesine neden oldugu, ayni zamanda
NaOCl’nin konsantrasyonun ve uygulama siiresinin arttirtlmasinin genellikle
bitkisel materyallerde ¢ok Onemli olmayan miktarda kontaminasyon oranini
diisiirdiigiinii ifade etmektedirler. Bu nedenle, tez calismasinda dis kosullardan
temin edilen bitkisel materyallerin yiizeysel sterilizasyonunda HgCl> kullanimi
tercih edilmistir. Buna bagli olarak, in vivo kosullardan temin edilen Cattleya
sp.ye ait govde ve kok eksplantlart ile yapilan uygulamalarda, bitkinin
govdesinden alinan eksplantlarda 8 dk’lik %0,1 HgCl2 uygulamas: ile %83,33;
kok eksplantlarinda ise 5 dk’lik ve 8 dk’lik uygulamalarin her ikisinde de %100

yiizeysel sterilizasyon basarisi elde edilmistir.
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Yiizeysel sterilizasyon uygulamasinda Cattleya sp.ye ait gévdenin yapraklar
tarafindan sarilmig olmasi, sterilantin gévde dokulara girisini zorlastirmasinin
yani sira, dis kosullarda yetismis bitkinin yaprak ve govde dokular1 arasindaki toz
ve mikroorganizmalarin temizlenmesini daha zor hale getirmektedir. Bu nedenle,
yiizeyin daha diiz oldugu kok gibi eksplantlarda 5 dakikalik sterilazasyon
uygulamasi yeterli olmasina ragmen, govde gibi eksplantlarda uygulama siiresi

daha fazla olmaktadir.

Tez galismasinda yiizeysel sterilizasyonu tamamlanan in vivo Cattleya sp.ye
ait geng siirgiin nodlarindan enine Kesitler olarak alinan ince hiicre tabaka
eksplantlarin 20 g/l siikroz, 1,2 mg/l BAP ve 1,2 mg/l NAA ilave edilen Knudson
C besin ortamma aktarilmasi ile ilk 30 giinliik kiiltiir stiresi sonunda 0,56 kat PLB
rejenerasyonu elde edilirken, denemede yapilan gozlemler sonucu rejenerasyon
stirecinin devam etmesine bagl olarak, ilk 30 giinliik kiiltiir stiresi sonunda elde
edilen PLB’ler hi¢ bir islem uygulanmadan, ayni icerige sahip taze besin
ortaminda altkiiltiire alinmislardir ve 60 giinliikk kiiltiir siiresi sonunda, yani
baslangictan itibaren 90 giin sonra elde edilen PLB rejenerasyonun 10,05 kat
oldugu belirlenmistir. Buna gore 90 giinliik kiiltiir siiresi sonunda 25 adet ince
kesit eksplanttan ortalama 251 adet rejenerant (tekli PLB, ¢oklu PLB kiimesi ve
slirglin) elde edilmistir. Sinha ve ark.’min (2007), in vivo kosullardan temin
ettikleri olgun Cattleya hibridinin geng siirgiin uglarindan TCL teknigi ile alinan
1-2 mm kalinliktaki ince kesit eksplantlarda 12 haftalik kiiltiir siiresi sonunda 8
adet PLB elde etmislerdir. Daha sonra, bu PLB’leri 8 parcaya bolerek, altkiiltiire
aldiklar1 calismada, 8 hafta sonunda toplam 220 adet PLB elde etmislerdir. TCL
teknigi ile alinan enine kesit eksplantlar epidermal, kortikal, kambiyal, vaskiiler
ve medullar dokular ile parankima hiicrelerini igerir ve bu dokulardaki
hiicrelerden yeniden-farklilasma saglanmaktadir (Tran Han Van, 1980; Sinha ve
ark., 2007). Buna gore, tez calismasinda da elde edilen sonuglara bagli olarak,
uygun besin ortami igerigi ve kiiltiir kosullart saglandigi zaman, bitkinin yeniden-
farklilagsma yetenegi fazla olan ve hizli gelisim gosteren gen¢ dokularindan TCL
teknigi ile alinan ince kesit eksplantlarda kisa siirede elde edilen rejenerasyonlar
ile Cattleya orkidelerinin ticari ¢apta iiretiminde olduk¢a avantajli bir baslangig
teknigi olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Orkidelerin embriyolar1 olarak isimlendirilen protokomlar, siirglin ve kok
meristemlerine sahip, iyi farkliklilagsmis yapilardir. Bu nedenle, PLB’lerin
cogaltimi aracilifiyla orkidelerin ticari c¢apta {Uretimi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda ticari iiretim hedefinin yakalanmasi i¢in in
vitro kosullarda rejenerasyonu saglanan Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB
cogaltimi ve PLB’den siirgiin rejenerasyonunda, yari kati kiiltiir sistemleri ile
erlen ve RITA® biyoreaktoriiniin kullanildig1 siv1 kiiltiir sistemlerinde elde edilen

sonuclar incelenmistir.

Yar kati kiiltiir sistemlerinde baslangic eksplanti olarak biitiin veya ince
kesit PLB kullaniminin, PLB c¢ogaltim katsayis1 iizerindeki etkileri dikkate
alindiginda, Cattleya sp.ye ait biitiin halinde PLB’lerin kullanildigi denemede elde
edilen cogaltim katsayisi (7,50), ince kesit PLB’lerin kullanildig1 denemede alinan
sonuca (5,28) gore 1,42 kat daha fazladir. Buna gore, Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden PLB c¢ogaltimi i¢in yar1 kati besin ortamlarinin kullanilmasi
durumunda, in vitro kosullardan temin edilen, 3-4 aylik, 2-5 mm arasindaki
uzunluklarda PLB’lerin biitiin halinde kullanimi1 6nerilmektedir. Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu tesviki ¢alismasinda elde edilen en basarili
rejenerasyon katsayisit biitiin halinde PLB’lerin eksplant olarak kullanildig:
denemede (13,00), ince kesit eksplantlarin yer aldigi denemede alinan sonuca
(2,11) gore 6 kat daha fazladir. Buna gore, yar1 kat1 kiiltiir sistemlerinde PLB’den
siirgiin rejenerasyonu tesvikinde, biitiin halindeki PLB’lerden kullanim1 oldukg¢a

one ¢ikmaktadir.

PLB’den PLB c¢ogaltimi i¢in erlende siv1 kiiltiir sistemlerinde 3 farkli erlen
hacmine bagli olarak belirlenen besin ortami hacmi ve besin ortami hacmine
paralel olarak artis gosteren inokiiliim yogunluklarinda kiiltiire alinan biitiin
halinde ve ince kesit eksplantlarin PLB cogaltim katsayisi {izerindeki etkileri
incelenmistir. Calismada, hem biitiin halinde hem de ince kesit PLB’ler 100 ml’lik
erlende 40 ml s1v1 besin ortami ve 7 adet eksplant; 250 ml’lik erlende 100 ml s1v1
besin ortami1 ve 18 adet eksplant ile 500 ml’lik erlende 200 ml s1v1 besin ortami ve
36 adet eksplant olacak sekilde 120 rpm’de siirekli calkalama prensibine dayali

olarak kiiltiire alinmigslardir.



135

Erlenlerde sivi kiiltiir ¢aligmasinda, hacim ve inokiilim yogunluklar
belirlenirken; besin ortami hacminin, erlen hacminin yaklasik 1/3ii; inokiiliim
yogunluklarinin da eksplant basina yaklasik 6 ml besin ortami olacak sekilde
ayarlanmistir. PLB’den PLB ¢ogaltim1 icin erlenlerde kiiltiire alinan hem biitiin
halinde hem de ince kesit eksplantlarda sadece PLB kiimeleri meydana gelmistir.
250 ml hacimli erlenin kullanildig1 denemede kiiltiire alinan biitiin halindeki
eksplantlarda rejenerasyon meydana gelmemesinin nedeninin, baglangi¢
eksplantlarina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Erlende siv1 kiiltiirlerde PLB’den
PLB c¢ogaltim1 ¢aligmasinda alinan sonuglari eksplant tipine bagli olarak
degerlendirdigimizde, Cattleya sp.ye ait 2-5 mm arasindaki uzunluklarda, 3-4
aylik biitiin halindeki in vitro PLB’lerin kullanimina bagli olarak elde edilen PLB
cogaltim katsayis1 ortalamasi (0,58), 1-2,5 mm kesit kalinligindaki ince kesit
eksplantlardan elde edilen PLB ¢ogaltim katsayist ortalamasina (0,39) gore
yaklagik 1,5 kat daha basarili sonu¢ vermistir. Bunun yani sira, erlenlerin
kullanildig: siv1 kiiltiir sistemlerinde yapilan ¢alismada en basarili PLB ¢ogaltim
katsayisinin (1,56), 500 ml hacimli erlende, 200 ml besin ortami ve 36 adet biitiin
halinde eksplantin kullanimi ile elde edildigi belirlenmistir. PLB’den siirgiin
renerasyonu tesvikinde kiiltiire alinan eksplantlarda da PLB kiimelerinin meydana
geldigi belirlenmistir. Calismada kullanilan biitiin halinde PLB’lerde elde edilen
ortalama ¢ogaltim katsayisi (0,54), ince kesit eksplantlarda elde edilen ortalama
cogaltim katsayisindan (0,28) yaklasik 2 kat daha fazla oldugu hesaplanmistir.
Buna gore, erlenlerde sivi besin ortamlarinda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait
PLB’lerden siirgiin rejenerasyonu tesvikinde elde edilen en basarili rejenerasyon
katsayist 7 adet inokiilim yogunluguna sahip biitiin halinde PLB’lerin, 100 ml
hacimli erlen ve 40 ml besin ortaminda kiiltiire alindig1 denemede (0,67) meydana

gelmistir.

Gegici daldirma sistemi prensibine sahip, iki bdlmeden olusan RITA®
biyoreaktorlerinde Cattleya sp.ye ait PLB’lerden PLB ¢ogaltiminda optimum
cogaltim prosesini belirlemek i¢in sisteme giris yapilan hava sikligina ve siiresine
bagli olarak ayarlanan daldirma periyodu; iki bélmeli biyoreaktoriin alt kismina
doldurulan besin ortami hacmi ve iist kissmda yer alan bolmeye yerlestirilen
eksplantlarin inokiiliim yogunluguna bagli olarak belirlenen kombinasyonlarda,

biitiin halinde ve ince kesit PLB’ler eksplant olarak kullanilmistir.
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Tez calismasinda, biyoreaktore baglanan hava pompasi yardimi ile her 4
saatte ve 8§ saatte 1 dakika olmak iizere sisteme hava girisinin saglandigi iki farkl
daldirma periyodu kullanilmistir. Calismada biitiin halinde ve ince kesitler olarak
kiiltiire alinan PLB’lerin boyutlarinin kii¢lik olmasi nedeniyle, eksplantlarin sivi
besin ortami ile temasinin saglandig1 ve sisteme taze hava girisini miimkiin kilan
daldirma siiresinin 1 dakika olmasi yeterli goriilmiistiir. Ducos ve ark.’nin (2007)
kahve bitkisinin somatik embriyolar1 ile yaptiklari ¢alismada, kisa daldirma
siiresinin, embriyolarda meydana gelen hiperhidrisiteye engel oldugu
belirtilmistir. Daldirma siiresi boyunca sivi besin ortami ile muamele eden
eksplantlarin iizeri ince bir s1vi besin ortami tabakasi ile kaplanmaktadir ve buna
bagli olarak, eksplant yiizeyi bir siire daha besin maddelerinin absorbsiyonunu ve
atik maddelerin uzaklastirilmasin1 gergeklestirebilmektedir. Bunun yani sira,
toplam 1 litre hacme sahip, iki bolmeli RITA® biyoreaktorlerinin alt haznesinde
150 ml, 200 ve 250 ml besin ortam1 kullanimi da deneme parametreleri arasinda
yer almaktadir. RITA® biyoreaktdrlerinin, yar1 kat1 kiiltiir sistemlerine benzer
olarak, besin ortaminin eklendigi alt hazne ile iist hazne arasinda, eksplantlarin
tutunmasini saglayan bir filtre bulunmaktadir. Calismada Cattleya sp.ye ait biitiin
halinde ve ince kesit PLB’ler 10, 20 ve 30 adet olmak iizere ii¢ farkli inokiiliim
yogunlugunda kiiltiire alinmiglardir. Tiim bu parametrelerin kombinasyonlarinin
kullanildigi RITA® biyoreaktorerinde PLB’den PLB ¢ogaltimi galismasinda tekli
PLB’lerin yani sira, PLB kiimeleri ve 2-3 yaprakli geliskin PLB’ler meydana
gelmistir. Bu nedenle ¢ogaltim katsayisi belirlenirken, toplam rejenerant sayilari
dikkate alinmistir. Buna gore, cesitli daldirma periyodu (1 dk/4 sa, 1 dk/8 sa),
besin ortami hacmi (150, 200, 250 ml), eksplant tipi (biitiin halinde PLB, ince
kesit PLB) ve inokiilim yogunluguna (10, 20, 30 adet) sahip kombinasyonlarin
gruplandirildig1 ¢caligmada belirlenen en basarili PLB ¢ogaltim katsayist (111,85),
ince kesit eksplantlarin, 4 saatte 1 dakika daldirma periyodu, 250 ml besin ortami
hacmi ve 20 adet inokiilim yogunluguna sahip denemede elde edilmistir.
PLB’den siirglin rejenerasyonu tesvikinde de tekli PLB, PLB kiimesi ve 2-3
yaprakli geliskin PLB’ler meydana gelmistir. Buna bagli olarak, RITA®
biyoreaktorlerinde elde edilen en basarili rejenerasyon katsayis1 20 adet inokiiliim
yogunluguna sahip ince kesit eksplantin, 4 saatte 1 dakika daldirma periyodu ve
150 ml besin ortamimnin kullanildigi denemede 199,90 kat olarak meydana

gelmistir.
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Moreira ve ark.’nin (2013), Cattleya walkeriana tohumlarindan elde
ettikleri 8 aylik fidelerin gelisiminde yar1 kati ve sivi kiiltiir sistemlerini
karsilastirdiklar1 ¢alismada, ¢ift sise ile kurulan gecici daldirma sisteminin, bu
orkide tliri uygun oldugunu belirtmislerdir. Ross ve Castillo’nun (2009),
biyoreaktorlerle yaptiklari ¢alismada, biyoreaktorlerin pek ¢ok zirai ve ormancilik
tirleri igin manuel ¢alismaya ihtiyaci azaltan sivi kiiltlir sistemlerinin, etkili ve
hizli ¢ogaltim sistemleri oldugunu ve agar kullanilan kiiltiirlerle kiyaslandiginda,
biyoreaktorlerde kiiltiire alinan bitki dokularinin kiiltiir ortami ile daha iyi temas
ettiklerini, besin kaynagi ve biiylime diizenleyicilerinden optimum diizeyde

faydalanilabildigini belirtmektedirler.

Yar1 kati besin ortamlarinda kiiltiire alinan Cattleya sp.ye ait in vitro
stirglinlerin  ¢ogaltim1 ve koklendirilmesinde elde edilen en basarili siirgiin
cogaltim katsayis1 (3,50), 30 g/l siikkroz, 1 mg/l BAP ve 3 g/l gelrite (pH 5,3)
iceren 1/2MS besin ortaminda; siirgiin basina meydana gelen en fazla kok sayisi
(7,34) ise 60 g/l siikroz, 1 mg/l BAP ve 3 g/l gelrite (pH5,3) igeren 1/2MS besin
ortaminda meydana gelmistir. Righeto ve ark.’imin (2011), PBZ’un, Cattleya
labiata Lindley ve Cattleya eldorado Linden orkidelerinin gelisimi tizerindeki
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, 40 giinde bir gergeklestirilen altkiiltiirlerle, 160
giin sonunda 1 mg/l PBZ kullanilan besin ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerin
cok iyi gelistigi, giicli koklere sahip oldugu ve bitkilerin aklimatizasyon

asamasina daha fazla uygun hale geldigini belirtmislerdir.

Tez ¢alismasinda, in vitro kokli Cattleya siirgiinlerinin dis kosullara
aktariminda kullanilan 6zel karisim bitki yetistirme torfu (%30), torfsuz orkide
topragi (%44), orkide kiiltiir torfu (%15), iri taneli cocopit (%3,75) ve pellet giibre
(%7,5) bilesenlerinden olusan saksi topragi karisiminda %92,89 oranda
aklimatizasyon basaris1 saglanmistir. Yapilan denemeler sonucunda, Cattleya
orkideleri i¢in dis kosullara aktarilacak bitkilerin saglam ve geliskin koklere sahip
olmast ve en az 4 yaprakli olmasi1 gerektigi diisliniilmektedir. Dewir ve ark.’1
(2015), Cattleya ile gergeklestirdikleri ¢alismada IBA (2,4 mg/l) ve siikroz (%3)
iceren 1/2MS besin ortami ile 60 pumol/m?s 151k yogunlugunun kullanildig
kosullarda 8 haftalik kiiltiir siiresi sonunda Cattleya’ya ait siirgiin nodlarinda,

siirglin basina 5,7 adet kok elde etmelerinin yani sira, in Vvitro rejenerasyonu
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saglanan bu siirgiinlerin aga¢ kabugu:perlit:turba yosunu (1:1:1) karisiminda
aklimatizasyonlarinin %98,3 oranda basar1 saglanmasina katkida bulundugunu

rapor etmislerdir.

Yaygin olarak kisa giin bitkisi oldugu bilinen Cattleya orkideleri ile
gerceklestirilen in vitro ¢igeklenme uygulamalarinda cift tabakali ve yar1 kati
kiiltiir sistemlerinin, uzun giin-kisa giin fotoperiyotlara sahip veya giindiiz-gece
sicaklik farkinin olusturuldugu ¢esitli kiiltiir kosullarinda, yari-tam kuvvette besin
ortamlar1 bilesimleri, yliksek sitokinin kullanimi1 ve N/P modifikasyonlarinin yani
sira, besin ortamlarina eklenen farkli biiyiime geriletici ve biliylime diizenleyicileri
tipleri ile prolin, pepton, sukroz dozlarinin kullanildigi besin ortami igerikleri ile
cok cesitli in vitro ¢igeklenme tesviki uygulamalari gergeklestirilmistir. Buna
bagh olarak, yar1 kat1 kisminda 20 g/l siikroz, 5 mg/l BAP, 300 mg/l aktif komiir
ve %1 (v/v) hindistan cevizi suyu (pHS,8) ilave edilmis Knudson C besin
ortaminin kullanildig: ¢ift tabakali sistemde kiiltire alinan Cattleya sp.ye ait in
vitro siirgiinler, ilk etapta 11 hafta siiresince 10 sa giindiiz/14 sa gece fotoperiyot
ve 20+2°C giindiiz/1242°C gece sicakliklara sahip kosullarda muhafaza
edilmiglerdir. Bu asamanin ardindan, jeneratif gelisimi tetiklemek amaciyla 1
hafta siireyle sabit 25°C sicaklik ve karanlik kosullara alinan kiiltiirler, daha sonra
tekrar ilk kiltiir kosullarina aktarilmiglardir (2 hafta). Toplam 14 aylik kiltiir
stiresi boyunca gelisimi gozlenen siirgiinlerde, karanlik uygulamasindan sonra
ozellikle koklenme acisindan, hizli bir ivme meydana geldigi gozlenmistir. Bunun
yani sira, karanlik uygulamasinin ardindan, kisa giin kosullarinin ve gece-giindiiz
sicaklik farkinin saglandigi uygulamada, bitkinin fizyolojik olgunluga ulastig1 ve
cigeklenme tegvikinde 6nemli bir parametre olan pseudobulb gelisiminin meydana
geldigi gozlenmistir. Genel olarak Cattleya orkidelerinin ¢igeklenme siireglerinde,
yeterli olgunluga erismis bitkilerde meydana gelen pseudobulb olusumu
sonrasinda uygun kosullarin saglanmasi ile once ¢igek sapi, ardindan c¢igek
tomurcuklari meydana gelmektedir. Goh ve Arditti (1985), Cattleya
gaskelliana’da 16°C’nin {iizerindeki sicaklarda pseudobulblarin normal gelisim
gosterdigini ve bitkide pseudobulb olusumundan sonra 3 ay iginde kisa giin
kosullarinda gece sicakliginin 13°C’ye indirilmesi ile ¢igeklenmenin basladigini

belirtmektedirler.
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Lopez ve Runkle (2005), baz1 Cattleya tiirlerinde bahar aylarinda, diisiik
sicaklik ve kisa fotoperiyotta ¢igek tomurcugu baslangicinin meydana geldigini,
fakat c¢icegin olgunlasmasinin ancak sonbahar aylarinda go6zlenebilecegini

bildirmislerdir.

Tez galigsmasinda, in vivo kosullardan temin edilen Vanda sp.de 10 dakika
%0,2 HgCl2 uygulamasi ile bitkinin ¢i¢ekli kisimlarinda %70, yapraklarinda %80,
govde kisimlarinda %71,67 ve koklerinde %95,83 yiizeysel sterilizasyon basarisi
elde edilmistir. Vanda sp.ye ait ¢igekli kisimlar, yapraklar, gévde ve koklere
uygulanan cesitli yiizeysel sterilizasyon dozu ve siireleri sonunda uzun siireli
sterilant uygulamasinin, bitkide oOzellikle c¢icekli kisimlarindan alinan renkli
yapraklar ya da sekonder meristemlere sahip gévde nodlari gibi hassas dokulara
sahip yapilarda nekroz meydana getirmesi nedeniyle canlilik kaybi yasanmasina
ragmen, dis kosullardan temin edilen bitkinin &zellikle yapraklar tarafindan
sartlmis olan govde kisimlarinda diisiik doz ve kisa siirelerde gerceklestirilen
uygulamalarin yiizeysel sterilizasyon i¢in yeterli olmadig1 belirlenmistir. Buna
bagli olarak, yiizeysel sterilizasyonu zor fakat in vitro kosullarda tiretiminin ticari
olarak Onemli olan orkideler ve siis bitkilerinde glimiis nitrat ya da glimiis
nanopartikiiller ile gergeklestirilecek ylizeysel sterilizasyon uygulamalar1 6nem

kazanmaktadir.

Yiizeysel sterilizasyon uygulamalari tamamlandiktan sonra 0,5 mg/l pepton,
2 mg/l BAP ve 1,2 mg/l NAA igeren Mitra besin ortaminda Kiiltiire alinan Vanda
sp.ye ait ¢igekli kisimlardan alinan anterlerde %61,90 oraninda kallus olusumu
meydana gelirken, bitkinin gévde kismindan alinan nod eksplantlarinda 25. hafta
sonunda 1,11 rejenerasyon katsayisi elde edilmistir. Decruse ve ark.’nin (2003)
Vanda spathulata nod eksplanlarinda siirglin rejenerasyonu igin yaptiklari
caligmada alt1 aylik kiiltiir siiresi sonunda BAP ve IAA iceren Mitra besin
ortaminda nod bagina 12,6 adet siirglin rejenerasyonu elde edilmistir. Buna bagl
olarak, ilerleyen calismalarda Vanda spp.’ye ait eksplantlarin ¢ift tabakali ya da
stvi kiiltiir sistemlerinde kullanilacak daha farkli besin ortami-bitki biiylime
diizenleyicisi kombinasyonlar1 ya da farkli fotoperiyot/sicaklik uygulamalarinin
saglandig: kiiltiir kosullar1 kombinasyonlar: ile siirgiin rejenerasyon katsayisinin

arttiritlmas1 mimkiindiir.
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