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ON SOZ

Dogada yasamlarini ancak uygun ekolojik kosullarda ¢imlenerek saglayabilen,
tim diinyada nesli tiikenmekte olan ve zarar goren bitki tiirleri arasinda gosterilen salep
orkidelerinin karsilastigi en biyik sorun, bitkiden elde edilen drogun bilinen tibbi
onemi ile 6zellikle dondurma ve sicak icecek sektoriindeki ticari degerinden dolay:
yapilan asir1 bitki sokiimiidiir. Engellenemeyen sokiimiin yerine alternatif iiretim ve
cogaltma metodlarmm gelistirilmesi amaciyla yumrularla arazide; tohumlarla
laboratuvarlarda siirekli yeni teknikler gelistirilmektedir. Yapilan bu ¢alisma ile salep
orkidelerinin in vitro ve in vivo kosullarda simbiyotik ve asimbiyotik olarak
cogaltilmas1 ve tiir devamliligmmn saglanmas1 amaglanmistr.

Bu c¢aligmaya baslamadan once karsilasabilecegim tiim zorluklara karsi beni
cesaretlendiren ve her konuda yanimda olan hocam Prof Dr. Hiidai YILMAZ a; Bitki
Koruma Boliimii Mikoloji Laboratuvarmin imkanlarmi ve destegini esirgemeyen hocam
Prof. Dr. Semra DEMIR’e; materyal toplamak i¢in her dénem arazi calismalarmna
katilan ve bitki tiir teshislerinde yardimc1 olan hocam Yrd. Dog. Dr. Sinan ISLER’e
tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuvar c¢aligmalarinda biiylk desteklerini gbrdigiim
hocalarim Prof Dr. M. Ercan OZZAMBAK ve Dog. Dr. Fikret YASAR’a, verilerin
istatistik analizlerinin yapilmasinda emegi gegen Dog. Dr. Siddik KESKIN’e; her
konudaki desteginden ve yardimlarindan dolay1 Yesil Alan Miidiirii Yrd. Dog. Dr. Fazh
OZTURK’e; fungus izolatlarinin teshisinde yardimci olan Dr. Emre DEMIRER
DURAK’a; fotograflarin ¢ekilmesinde emekleri gegen Dr. Serhat KARACA ve Uzm.
Giilginay BASDOGAN’a; toprak analizlerinde yardimci olan Dr. Ferit SONMEZ’e,
tezimin her asamasinda katkilar1 olan esim Dr. Fatih CIG’a ve her konuda yardime1 olan
annem Nadire KUCUKYUMUK ’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Manevi desteklerini
ve yardimlarmi esirgemeyen hocalarima, arkadaslarima ve emegi gegen Zir. Yik. Miih.
Ozlem KARABULUT DAVRAN ve Zir. Yikk. Miih. Nursen AKGUL’e tesekkiirlerimi
bir bor¢ bilirim. Calismamiza maddi destek veren Y.Y.U. Bilimsel Arastirma Projeleri

Baskanhgi’na ayrica tesekkiirlerimi sunarm.

Arzu CIG



OZET

VAN’DA DOGAL OLARAK YETISEN SALEP ORKIiDELERININ
SIMBIYOTIK VE ASIMBIiYOTIiK OLARAK IN VITRO VE IN VIVO
ORTAMLARDA COGALTILMASI

CIG, Arzu
Doktora Tezi, Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Hiidai YILMAZ
Aralik 2012, 141 sayfa

Bu calismada Dogu Anadolu Bolgesi salep orkidesi tiirlerinden olan
Anacamptis pyramidalis (L.) L.C.M. Richard, Dactylorhiza iberica (Bieb. ex Willd.)
So0, Dactylorhiza romana (Seb.) So6 subsp. georgica (Klinge) So6 ex Renz & Taub.,
Dactylorhiza umbrosa (Kar. et. Kir.) Sod, Orchis palustris Jacquin ve Ophrys straussii
(Fleischm & Bornm.) Nelson tohumlari in vitro ve in vivo kosullarda simbiyotik (YO-
yulaf ortami, MYO-modifiye yulafortami, PDA-potato dekstrose agar) ve asimbiyotik
(VWD-Van Waes & Debergh, KC-Knudson-C, MS-Murashige & Skoog, 2 MS ve 1/10
MS ortami) kiiltiire alinarak ¢imlenme, protokorm ve siirgiin elde etme amaclanmstir.
Simbiyotik kiiltiirlerde bitkilerin kendi yumrularindan izole edilen Rhizoctonia solani ve
biniikleik Rhizoctonia funguslari kullanilmistir.

Calismanin sonucunda in vitro kosullardaki Rhizoctonia solani ve PDA
kiiltiirleri ile in vivo kosullardaki kiiltiirlerin higbirisinden sonug almamamustir.
Simbiyotik kiiltirde sadece D. iberica, D. umbrosa ve O. palustris tiirlerinde siirgiin
olusmus, ancak yumru ve kok olusumu saglanamamustir. Asimbiyotik kiiltiirde ise
olusan siirgiinlerde en yiiksek koklenme orani 2 MS’te gelisen D. umbrosa (% 100); en
yiksek yumru olusum oran1 VWD’de gelisen O. straussii (% 71.03) tirlerinde elde
edilmistir. Yeterli biiyiikliige ulasan koklii ve yumrulu stirgiinler viyolllere aktarildiktan

bir siire sonra canhiliklarmni yitirmislerdir.

Anahtar kelimeler: Asimbiyotik, Cogaltma, In vitro, In vivo, Salep orkidesi, Simbiyotik.



ABSTRACT

SYMBIOTIC AND ASYMBIOTIC IN VITRO AND IN VIVO REPRODUCTION
OF WILD SALEP ORCHIDS GROWN IN VAN

CIG, Arzu
Ph. D., Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Hiidai YILMAZ
December 2012, 141 pages

In this study, the germination, protocorm and shoot formation in the seeds of
salep orchids (Anacamptis pyramidalis (L.) L.C.M. Richard, Dactylorhiza iberica
(Bieb. ex Willd.) So6, Dactylorhiza romana (Seb.) So6 subsp. georgica (Klinge) So6 ex
Renz & Taub., Dactylorhiza umbrosa (Kar. et. Kir.) Sod, Orchis palustris Jacquin and
Ophrys straussii (Fleischm & Bornm.) Nelson) grown in the Eastern Anatolia Region
were aimed in symbiotic (YO-oat medium, MYO-modified oat medium, and PDA-
potato dextrose agar) and asymbiotic (VWD-Van Waes & Debergh, KC Knudson-C,
MS-Murashige & Skoog, 2 MS and 1/10 MS medium) in vitro and in vivo reproduction
culture conditions. Rhizoctonia solani and binucleic Rhizoctonia fungi isolated from
tubers of those plants were used in symbiotic cultures.

As a result of the present study, there was no successful result obtained from in
vitro cultures with Rhizoctonia solani and PDA and all in vivo cultures. In symbiotic
culture, the shoots were only obtained from D. iberica, D. umbrosa and O. palustris
species; however, the tuber and root formations were not achieved in these species. In
asymbiotic culture, while the highest rooting rate (100 %) was obtained from D.
umbrosa species cultured in %2 MS medium, the highest rate of tuber formation (71.03
%) was obtained from O. straussii cultured in VWD medium. The rooted and tuberous

shoots reached to sufficient size lost their vitality after a while transferring to viols.

Key words: Asymbiotic, Reproduction, In Vitro, In Vivo, Salep Orchid, Symbiotic.
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Cizelge 4.20. Besi ortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica,
D. umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin siirgiinlerinden yumru
olusturma oranma etkisi (%)

Cizelge 4.21. Besi ortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica,
D. umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin kallus benzeri
olusumlar iizerine etkisi (%)

Cizelge 4.22. Besi ortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica,
D. umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin kararan kallus benzeri
olusumlarin orani tizerine etkisi (%)

Cizelge 4.23. Besi ortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica,
D. umbrosa, O. palustris, O. straussii tohumlarmm ¢imlenme siiresi
lizerine etkisi (glin)

Cizelge 4.24. Besi ortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica,
D. umbrosa, O. palustris, O. straussii tohumlarinin protomkorm
olusturma siireleri iizerine etkisi (giin)

Cizelge 4.25. Besi ortaminm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica,
D. umbrosa, O. palustris, O. straussii tohumlarinin siirgiin olusturma

stireleri lizerine etkisi (giin)

92

94

96

98

99

100



SIMGELERVE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Tiir sayis1 bakimindan ¢igekli bitkilerin en genis familyalarindan biri olan
Orchidaceae familyasinin diinya iizerinde yaklasik 600-800 cins ve 30-35.000 kadar
tiirii varken (Ozkog, 1991; Aytas, 1994), son yapilan arastirmalara gdre familyaya 9
cinse ait 46 tiiriin daha katildig1 bildirilmistir (Kreutz, 2000). Yurdumuzda ise % 13’1
endemik olmak {izere, toplam 150 adet orkide tiirii belirlenirken (Erdem, 2004); bu
miktarin i¢inde kalan ve salep elde edilen 117 adet orkide tiiriiniin bulundugu (Sezik,
2002); Van ve ¢evresinde 36 adet orkide tiiriiniin dogal olarak yetistigi bildirilmektedir
(Isler, 2005). Orkide tiirleri arasinda epifit olanlar siskinlesmis kokleri ile tropik
ormanlarda agaclar iizerinde yagamaktadir. Iliman kusak veya karasal orkideler olarak
bilinen tiirlerin ise toprak alti organlar1 yumru (tuber), kék ve rizom olarak farklilik
gostermektedir. Yumrulu bitkilerin genellikle birbirine yapisik ve iki adet olarak
bulundugu, bitki gelistikge yeni yumrunun da gelistigi ve yeni bitkinin c¢icekli
haldeyken kazilip toplanarak salep elde edildigi belirtilmektedir (Sezik, 1984). Orkide
tirlerinde ¢imlenmeden sonra yaprak ve yumru olusumunun uzun yillar aldig1 ve en
kisa ortalamanin 2-4 yil oldugu bildirilmis olup; ilk yaprak olusumunun Orchis, Ophrys,
Dactylorhiza ve Listera tiirlerinde ortalama 4 yil; Epipactis ve Cephalanthera tiirlerinde
2-3 yil, ilk yumrunun Spiranthes aestivalis tiiriinde 9 yil, ilk ¢icegin Neottia tiirlerinde
9-12 yilda meydana geldigi ortaya koyulmustur (Sezik, 1984).

Salep denilince iikkemizde sicak olarak igilen alkolsiiz bir igki akla gelmektedir.
Hatipoglu (1981), salebi, liretimi yapilmadan dogal bitki drtlistinden sokiilen soganh-
yumrulu ve rizomlu siis bitkileri bashiginda gostermis olup; artan fiyati nedeniyle i¢inde
insan sagligna zarar verebilen muscarin maddesini tastyan Muscari bitkisinin toz haline
getirilmis yumrularmin ve daha baska bitki yumrularinin da katki maddesi olarak
kullanildigmi bildirmistir. Aragtirict salebin artan fiyatinin neden oldugu yogun sékiim
sorununun bir narenciye ve bagcilik gibi uluslararas1 diizeyde olmayip biiylik dlciide
Tirkiye’yi ilgilendirdigini o yillarda vurgulamugtir. Gelismis iilkelerde yeni yeni
kullanilan salebin iilkemizdeki gibi kitle halinde tiiketilmedigi, yabanci iilkelerin bile
floramizin tahrip olmas1 ve gen kaynaklarimizin yok olmasina tepkisiz kalmadiklar1 ve

bu sorunla ilgilendikleri belirtilmistir.



Salebin etkili maddesi olan glikomannan siit ya da su ile siserek akici bir ¢ozelti
meydana getirir. Bu sayede salep soguk kis gilinlerinin vazgecilmez icecegi olmustur.
Bunun yaninda salep, meshur Maras dondurmasinin i¢ine katilarak ge¢ erime ve sertlik
ozelliklerini kazandirmaktadwr. Salebin bu tiirlii kullanimlarinin yaninda tibbi 6nemi de
vardir. Ibn-i Sina’nin salebin balgam sokiicii ve istah agic, felg giderici ve afrodizyak
olarak kullanilmasini tavsiye ettigi bildirilmektedir (Sezik, 1984). Ancak, giiniimiizde
esas olarak bu amagclarla kullanilmayan salep, icecek olarak tiketilmekte ve
dondurmanin yapisina girerek ekonomik deger kazanmaktadir. Bu kadar faydali ve
ticari 6nemi olan salebi elde etmek i¢in Oniine gegilemeyen miithis bir sokiim vardir.
Salep yumrulu orkidelerden, daha c¢ok Anacamptis, Orchis, Ophrys, Serapias,
Himantoglossum, Barlia gibi ovoit yumrulu olanlarla Dactylorhiza gibi parcah
yumrulularin bazi tiirlerinden elde edilmektedir. Toplanan her yumru ile bir sonraki yil
meydana gelecek bitki ve bu bitkinin iiretecegi ¢ok sayidaki tohumun meydana gelmesi
engellenmis olmaktadir. Sezik’e (1984) gore yumrular taze iken 2-7 gram agirhigindadir.
Ortalama 4 gram olarak distinilirse 1 kg taze yumru igin 250 kadar orkidenin
sokiilmesi gerekmektedir. Bir salep toplayicis1 normalde giinde 1 kg kadar taze yumru

toplayabilmektedir. 1 kg salep tiretmek i¢in yaklasik 10004000 yumruya gerek vardir.
Isler (2005), sdkiimii Van’da yapilan kurutulmus dag salebinin kilosunun 100 %,

cayrr salebinin ise 25 t’den satildigini; bu sokiimiin ¢ayr salebi elde edilen orkide
tirlerine nazaran Ozellikle daglk bdlgelerde toplanan yumrulu orkideleri tehlikeye
soktugunu bildirmektedir. Bu acimasiz kazancin durdurulmasiyla ilgili lilkemizde
yasalar olmasma ragmen uygulanmamaktadwr. Tekinsen’e (2006) gore Tirkiye’de
tiretilen 35-65 ton miktarindaki salebin 15-20 ton kadar1 cogunlukla toz seklinde
yurtdisina ¢ikarilmakta, yaklagik 50 ton kadar salep tane ya da toz halinde yurtdisindan
Tirkiye’ye getirtilmektedir. 2004’te dogadan sokiilmelerini smirlayan “Dogal Cicek
Soganlarmin Sokiimii, Uretimi ve Ticaretine Iliskin Yonetmelik™ yiiriirliige girmistir.
Bu yonetmelik Nesilleri Tehlikede Olan Dogal Bitki ve Hayvan Tiirlerinin Uluslararasi
Ticaretinin Diizenlenmesine Dair Anlasma (The Convention on International Trade In
Endangered Species of Wild Fauna and Flora- CITES) hiikiimlerine uyarlanmig olup,
yine Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi’nin, Dogal Cicek Soganlarmin 2006 yil
fhracat Listesi Hakkndaki 2005/44 No’lu tebliginde numaralar1 belirtilen Orchidaceae

(salep) tiirlerinin yumru ve droglarinda (toz, tablet) ve her tiirlii formdaki ihracatimin



yasak oldugunu belirten hilkkmii bulunmaktadir (Anonim, 2007a). Buna ragmen salep
elde etmek amaciyla her yil milyonlarca orkide tahrip edilmektedir.

Tiirkiye’deki bu nadir bitkiler biiyik tehlike altinda, hatta soyu tikkenme
tehlikesi ile kars1 karsiya kalmaktadir. Bu tehlikenin nedenlerinden biri hizli biiyliyen
yapilagsma ve dogal alanlarin tahribidir. Diizensiz sehirlesme, tarla alanlarmi kazanmak
icin ormanlik ve sulak alanlarin bozulmas1 ve asir1 otlatma orkidelerin varligmi tehdit
etmektedir. Biitiin diinyada orkideler tehlike altinda olan ve korunmasi gereken bitkiler
olarak kabul edilmektedir. Salep elde edilen orkidelerin ise durumlar1 daha vahimdir.
Yumrular1 siirekli sokiilen orkideler bir tiirlii tohum olusturamamaktadr. Olusan
tohumlarin ise ¢imlenebilmeleri ise oldukca zordur. Sezik’e (1984) gore yiiksek rakima
sahip bolgelerde yetisen orkideler bazen diisik 1siddan dolay1r gelismesini tamamlayip
tohum baglayamamaktadr. Ya da sik orman altindaki orkidelerde 151k eksikliginden
dolay1 hayat olaylar1 ¢ok yavas ilerlemekte ve bitkiler istenen gelismislik diizeyine
ulasamamaktadr. Orkide tohumlarmin en 6nemli 6zellikleri oldukca kiiciik olmalary,
tohumda endospermin bulunmayis1 ve embriyonun gelismemis durumda olmasidir. Bu
tohumlar 0.25-1.2 mm uzunlugunda ve 0.09-0.27 mm genisliginde olup; 0.3-1.4 mg
agirhigindadir (Arditti, 1967). Mitchell’e (1989) gore orkideler tiim c¢igekli bitkiler
icinde tohumlar1 en kii¢iik olan tiirlerdir. Smreciu ve Currah (1989) ise kiiciik olan bu
tohumlarin testalarmm ince oldugunu; gevsek ve seffaf bir hiicre tabakasmdan
olustugunu ve c¢ok kiicik embriyolara sahip oldugunu bildirmistir. Son derece kiigik
olan ve endosperm tagimayan orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi igin diistiigli yerin
mikro klimasinmn uygun 1s1, 151k, oksijen, nem ve toprak sartlarma sahip olmasi
gerekmektedir. Cogalma kapasiteleri son derece sinirli olan ve endosperm tagimayan
salep orkide tohumlarmm ¢imlenebilmesi igin uygun sicaklik, 151k, nem ve oksijenin
yani sira, ortamda uygun bir mikorizal fungus ile mikorizal bir iliski olusturabilme
geregi bulunmaktadir (Sezik, 1984). Ciinkii orkide tohumlarmin besin rezervleri
icermemelerinden dolayy, glikoz gibi disaridan bir karbonhidrat kaynagi saglanmadik¢a
basarih bir ¢imlenme gerceklesmedigi belirtilmektedir (Ingold ve Hudson, 1993).
Andersen ve Rasmussen (1996), tiim orkidelerin zorunlu mikorizal bitki oldugunu ve
birlikteliklerinin ¢ogunlukla Rhizoctonia sp. ile gergeklestigini ve bu birlikteligin tiire
has olmadigmni, degisik orkide tiirleri ile ayn1 Rhizoctonia tiiriiniin enfekte olabildigini

bildirmiglerdir. Yesil yaprakh orkidelerde bu bagimlilik fide donemi ve ¢imlenmeyle



sinrrlandirilabilirken, klorofile ihtiya¢ duyan orkidelerde (Corallorhiza sp. ve Neottia
sp.) bu bagimlilik orkidenin tiim yasami boyunca devam etmektedir. Bu tip orkidelerin
bagimli oldugu funguslar Rhizoctonia, Epulorrhiza ya da Ceratorhiza cinslerine ait
olabilir. Bu ortakliktaki ilgili fungus, gerellikle Sterile mycelia’nin bir cinsi olan
Rhizoctonia cinsinin degisik tiirleridir. Rhizoctonia cinsine dahil tiirlerin ¢ogu toprakta
serbest yasayan, rekabet¢i saprofitler olarak bilinmektedir. Ayrica bu tiirlerin
birgogunun diger konukgularda (saldirgan) nekrotrofik parazitler oldugu gosterilmistir
(Ingold ve Hudson, 1993). Sezik (1984), fungusun Once orkide tohumuna parazit
yasamak Tlizere enfekte oldugunu, kisa bir siire sonra fungusun tohum hiicreleri
tarafindan durduruldugunu, asimile edildigini ve bir denge kuruldugunu bildirmistir. Bu
simbiyotik yasamda, bahar ve yaz mevsiminde orkide tohumuna ait hiicreler; sonbahar
ve kis aylarinda ise fungus hiicreleri baskindir. Orkide tiirleri ve mikorizal funguslar
arasinda kendilerine has ¢ok 0zel bir iligki bulunup bulunmadigr konusunda alinan
sonuglar, bu 6zel iligkinin tiir-tiir seviyesinde ¢ok siki olmadigi gibi, orkide-fungus
iligkilerinin tamamen rastgele olmadigmi da gdstermekte, bununla birlikte simbiyotik
kiiltiirlerde kullanilan fungal izolatlarin etkisiz durumdan en etkili olduklar1 duruma
kadar olduk¢a fazla degisiklik gosterebildigini isaret etmektedir. Dogada var olan bu
beraberlik laboratuar kosullarma tagmmak istendiginde; fungal izolatlar orkidenin
yumru, kok ve kok bolgesi topragindan (rizosfer) elde edilerek g¢alisilmaktadir. Bir
fungal izolatin simbiyotik kapasitesi Oncelikle izolatin niteligine, sonra da onun
ortaklasa yasadigi orkideye baghdr (Tsutsui ve Tomita, 1988). Uygun bir habitatta
bulunan orkide tohumlar1 arasinda yalnizca bir kisminin uygun Rhizoctonia tiiri ile
kargilagirsa ¢imlenmenin olabilecegi; fungusun inokulum potansiyelinin yiiksek olmasi
halinde fidenin parazitlenerek Olebilecegi, diger sekillerde ise fidenin savunma
reaksiyonunun ¢ok gli¢lii olmasindan dolayr infeksiyon girisiminin bitki tarafindan
reddedilebilecegi bildirilmistir (Garrett, 1981; Hudson, 1986).

Ulkemizde yok olma tehlikesi ile karsi karsiya bulunan orkideler {izerinde,
laboratuvar kosullarinda in vitroda, simbiyotik (mikorizal fungus ile) ve asimbiyotik
(mikorizal fungus olmaksizin) kiiltiir ortamlarinda ¢imlenme ve fide durumuna getirerek
araziye aktarma konusunda yapilan ¢alismalar halen sirdiiriilmektedir. Chang ve ark.

(2005), genel olarak, laboratuar kosullarinda ve uygun besi ortamlarinda epifit orkide



tohumlarinin kismen kolay, iliman bolgeleden elde edilen karasal orkide tohumlarinin
ise oldukea gii¢c ¢imlendigine dikkat ¢cekmistir.

Bu calismada, kontrolsiiz s6kiim nedeniyle kaybolma tehdidi altinda bulunan
Van salebi orkidelerinin ¢imlendirilerek ¢ogaltilmasi amag¢lanmistir. Bu amagla nesilleri
her gegen giin daha da ¢ok tehlike altina giren Van salebiorkideleri kontrollii kosullarda
in vitro ortamlarda simbiyotik ve asimbiyotik olarak ¢imlendirilmis olup; kokli ve
yumrulu bitkicik haline gelmistir.

Calisilan bitki tiirleri Anacamptis pyramidalis (L.) L.C.M. Richard, Dactylorhiza
iberica (Bieb. ex Willd.) Soo, Dactylorhiza romana (Seb.) So6 subsp. georgica
(Klinge) So6 ex Renz & Taub., Dactylorhiza umbrosa (Kar. et Kir.) Soo, Orchis
palustris (Jacquin), Ophrys straussii (Fleischm. & Bornm.) Nelson olarak belirlenmistir.
Koyuncu ve ark. (1999), Van ve civarindaki orkideleri tehlike smiflarinda belirlerken
cahiymamiza konu olan D. umbrosa ve O. palustris bitkilerini tehlikede olmayan bitkiler
grubuna dahil etmistir. Isler (2005) ise Van civar1 orkidelerini tayin eden ¢alismasinda
bitkilere tehlike kategorilerinde yer verirken; A. pyramidalis tiiriinii tehlike smifinda; D.
iberica tiiriint tehdit altina girebilir sinifinda; D. romana subsp georgica ve O. straussii
tirlerini ¢ok tehlike sinifinda; D. umbrosa tiiriinii en az endise verici sinifinda; O
palustris tiiriinii ise zarar gorebilir sinifinda gostererek bu orkidelerin salep elde
edilmesi amaci ile ne kadar risk altinda olduklarina dikkat ¢gekmistir. Arastirict Van’da
cayir salebi elde edilisinde O palustris, D. umbrosa ve D. iberica; dag salebi elde
edilisinde ise A. pyramidalis, O. straussii ve Dactylorhiza romana subsp. georgica
orkidelerinin kullanildigm: bildirmektedir. Tiirlere ait tohumlarin simbiyotik olarak
cimlendirilmesinde bitkilerin yumrular1 ve rizosfer topraklarindan elde edilen
Rhizoctonia sp. izolatlar1 kullanilmistir. Calismanm sonunda asimbiyotik ve simbiyotik
olarak c¢imlendirilen orkide tiirlerinin farkli besi ortamlarmmdaki gelisimleri

belirlenmistir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

2.1. Simbiyotik Kiiltiir Cahs malarinda Kullamlan Orkidelere Ait Genel Bilgiler

Bernard (1909), orkide ve fungus arasindaki simbiyotik iligkinin tiirlere gore
0zel oldugunu belirtirken, diger arastwricilar mikorizal bir fungus ve bir orkide tiirii
arasinda boyle bir 6zel konumun bulunmadigmi bildirmiglerdir (Burgeff, 1936; Curtis,
1939).

Curtis’e (1939) gore Bernard 1899 yilinda, Neottia nidus-avis (L.) L.C. Richard
fidelerinin koklerinde mikrofunguslari tespit etmis ve orkide tohumlar1 bu funguslarin
yardimiyla c¢imlenmistir. Arastwric1 tarafindan orkide habitatlar1 ile fungus tiirleri
arasinda ekolojik 6zgiilliigiin olabilecegi bildirilmistir.

Knudson (1929), orkide tohumlarinin ¢imlenmesini, funguslarin azot, nisasta ve
peritosan maddelerini parcalamasmna ve biiyiimeyi tesvik eden maddeleri iiretmesine
baglamustir.

Arditti (1967), orkide tohumlarma ait embriyolarn farklilasmanmis 80-100
hiicreden meydana geldigini ve endosperm icermedigini bildirmistir. Orkide
koklerinden izole edilen funguslarin Rhizoctonia, Corticum, Armillaria, Fomes,
Hymenochaeta oldugu tespit edilmis; Aspergillus, Penicillium, Phytophtora ve
Trichoderma cinslerinin ¢imlenmeyi baslatici ve tesvik edici olduklar1 bildirilmistir.
Orkide mikorizalarin1 olusturan funguslar Basidiomycota subesine dahildirler. Bu
funguslar Ceratobasidium (Rhizoctonia), Sebacina, Tulasnella ve Russula tiirlerini
iceren takim i¢inde yer almaktadirlar. Bazi orkideler saprofit ya da patojenik funguslarla
iliskiliyken, bazilar1 ise ektomikorizal fungus tiirleri ile ilgilidirler (Anonim, 2007b).

Harvais ve Hadley (1967a), Orchis purpurella ve Ingiltere’ye ait diger
orkidelerin kok endofitlerinden izolasyon yapmis olup, Rhizoctonia fungusunun gesitli
wklar1 ve baska funguslari tespit etmislerdir. Yaygm olarak bir orkide endofiti olan R.
repens habitatlarda ve cesitli konukcu tiirlerde ortaya ¢ikarken; R. solani yaygimn olarak
goriilmeyip sadece O. purpurella ve bazi durumlarda Coeloglossum viride’den elde
edilmistir. Yapilan simbiyotik testlerde kdklerden elde edilen izolasyonlarm genellikle

protokormlara bulastigi, fakat bitkinin yetistigi orijin alanlarda tiirlerin bliylimesini her



zaman tesvik etmedigi ortaya ¢cikmustir. O purpurella bitkisine ait protokormlar igin
uyaric1 olarak topraktan R. solani’ye ait dort wk elde edilmistir. Mikroskobik
incelemeler orkidelerin genelinde oldugu gibi yeni O. purpurella bitkisinde de, olusma
aninda kokler heniiz bulagmamisken yumru ve saplarmm da bulagsmadigmi ortaya
cikarmistwr. Bulagsma; yumru kokleri 3 cm, govde kdkleri 1-2 cm uzunluga ulasmnca
meydana gelmistir. Koklerin izolasyonu sonucu 420 adet izolat elde edilmis olup
bunlarm biiyik ¢ogunlugunu R. repens olusturmusken, R. solani beklenenin aksine
nadir olarak ¢ok az bitkide bulunmustur. Bu ¢aligmada izolasyon tekniginin dnemi
vurgulanmustir. Chesters (1949), diliisyon plate yonteminin Rhizoctonia’nin topraktan
izolasyonu icin uygun olmadigina dikkat ¢cekmistir. Onemli olan bir bagka nokta R.
solani’nin genis sicaklik ve nem araligina toleransli olmasidir.

Hadley (1970), 10 Rhizoctonia tiirii ile 10 i1liman ve tropikal orkide tiiriini
kullanarak bir orkide tiirline ait tohumlarin birden fazla fungus ile ¢imlendigini ve bir
fungusun birden ¢ok orkide tiiriinde simbiyotik ¢imlenmeyi baslattigini bulmus olup iki
simbiyont arasindaki iligkinin 6zel olmadigina karar vermistir.

Karaca’ya (1974) gore Fusarium’un patojenitesi hakkinda verilen bilgiler
arasinda orkidenin fide doneminde Fusarium ile birlikte Alternaria, Rhizoctonia,
Sclerotinia ve Phyhtium da bulunabilmekte, bunlarin arasinda en siiratli ve kolay
gelisen Fusarium, diger tirlerin varhk ya da yoklugu hakkinda bizleri
yaniltabilmektedir.

Papavizas ve ark. (1975), ki yildan fazla bir siire i¢inde Rhizoctonia solani’nin
ekolojisini calismislar ve en yiiksek bulagsma yogunlugunun sekerpancari tohumlarinin
ekildigi alanda, topragm 10 cm’lik ylizeyinde ve agustos-eyliil aylari;; en disik
bulagsmanin ise fasulye yetistirilen alanda ve subat-haziran aylar1 arasinda oldugunu
bulmusglardir. Denemelerdeki Rhizoctonia kolonizasyonunun total inorganik N ve NHg-
N ile iligkili oldugu bulunurken, NO3-N ile bagmin olmadigi tespit edilmistir. Cikan bir
baska sonug ise saprofitik aktivitenin yildan yila degistigi, kolonizasyonun bir yilda %
45 kadar iken ki yil sonra % 20’lere diisebildigidir. Ayrica farkl sicakliklarn da
Rhizoctonia solani’nin yasamu tizerine etkisi arastirilmig olup, fungusun 5°C (hatta -5°C)
gibi diistik sicakliklarda ve 25-30°C gibi yiiksek sicakliklarda yasayabilecegi ortaya

koyulmustur.



Clements ve Ellyard (1979), orkide tohumlarmin in vitroda ¢imlendirilmesinde
besin ortami igeriginin simbiyotik kiiltir denemelerindeki etkisinin dnemli oldugunu
bildirmis olup, 6ncelikle en etkili Rhizoctonia izolatmimn elde edilmesi ve izolat i¢in en
uygun ortamin hazirlanmasini 6nermistir. Buna dayanarak bazi funguslarin yiksek
besin ortaminda orkide tohumlarmi ya hi¢ gelistirmedigi ya da ¢ok az etkiledigi
sOylenmis olup; parazitik durumun kontrolil i¢in en uygun ortamin katk1 maddeli yulaf
ortami oldugu belirtilmistir (Hadley, 1983; Tsutsui ve Tomita, 1986).

Sezik’e (1984) gore orkide tohumlarinin hem c¢ok kii¢iik olusu hem de
endosperm i¢cermeyisi nedeni ile tohumlarin ¢imlenebilmesi i¢in diistiikleri yerin ¢ok
uygun kosullarda olmasi gerekmektedir. Ancak endosperme sahip olmayan orkide
tohumlarmin disaridan bir karbonhidrat kaynagi olmadan c¢imlenme kapasitesinde
olmadigi, bu nedenle ¢imlenmenin olabilmesi i¢in uygun g¢evre sartlarnin yani sira
ortamda uygun bir fungusun tohuma bulastrilmast gerektigi bildirilmistir. Orkide
tohumlarinin ¢imlenmesinde mikorizal funguslarin etkisinin 1899 yilna kadar
anlagilamadig1 ancak bu tarihte Noel Bernard’in orkide tohumlarini in vitro sartlarda
simbiyotik olarak ¢imlendirmeyi basardigi bildirilmektedir.

Clements ve ark. (1986), Avrupa’daki i1liman kusak orkidelerinin simbiyotik
olarak ¢imlenmesi ile igili yaptiklar1 ¢alismada Dactylorhiza cinsine ait tiirlere
Ceratobasidium benzeri funguslarm, Orchis, Ophrys ve Serapias orkide cinsi bitkilere
ise Tulasnella benzeri funguslarm etkili oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilara gore in
vitro ¢alismalarda orkide tohumunun Rhizoctonia fungusu ile birlikteliginde kullanilan
simbiyotik kiiltiir ortamima eklenen 6 giitiilmiis yulaf miktari, orkide tohumu ¢imlenmesi
tizerinde uyaric1 etkide bulunsa da, belirli bir konsantrasyon ftzerindeki miktarlar
uyarcilik derecesinin azalmasina neden olmaktadir.

Masuhara ve ark. (1988), yaptiklari calismada, Bletilla striata bitkisinin
koklerini toplamis ve aktif mikorizal funguslarm  mevsimsel degisimlerini
incelemislerdir. Koklerden ¢ogunlukla Rhizoctonia repens fungusunun elde edildigi,
kok hiicrelerindeki fungal yapilarm ilkbahar ve sonbaharda artis gosterdigi ve bu tip
fungal yapilarin kis ve yazaylar1boyunca da mevcut olduklari tespit edilmistir.

Tomita ve Tsutsui (1988), yaptiklar: bir ¢alismada orkide tirleri ve fungal
izolatlar arasindaki iligkinin simbiyozmden parazitizme kadar degisebilecegini, kiiltiir

ortamimdaki besin maddelerinin tiikenmesiyle fungusun parazitik 6zelliginin artarak



orkide ile fungus arasindaki dengeyi bozdugunu belirtmistir. Ayrica bir fungusun
yiksek besin igerigi olan simbiyotik ortamlarda parazitkk bir etki yapabilecegi
bildirilmistir. Arastiricilar, mikorizal fungus ve orkide tiirleri arasindaki simbiyotik
iliskide tiir-tiir bazinda ¢ok kesin bir 6zel iliskinin olmadigmi1 belirten sonuglar almis;
bunun yaninda bu ilisgkinin tamamen rastgele olmadigini; fungal izolatin etkisiz
durumdan en etkili duruma kadar oldukca fazla degiskenlik gosterebildigini ve buna
bagh olarak fungal izolatin simbiyotik kapasitesinin oncelikle izolatin niteligine, sonra
da simbiyotik oldugu orkideye bagh oldugunu ifade etmistir.

Smreciu ve Currah (1989), bir orkide tiiriinden elde edilen fungal izolatlarm
bagka bir orkide cinsinin tohumlarmi ¢imlendirmede simbiyotik oldugunu hatta orkide
bitkisinin farkl gelisim sathalarinda yer alabileceklerini ortaya koymustur.

Wilkinson ve ark. (1989), bakterilerin belirlendigi bir arastirmada, Avustralya
karasal orkidelerinin fungus infekteli mikorizal dokularindan izolasyon caligmalari
yapmuslardir. Calismada 9 orkide tiirtinde yaygm olarak Pseudomonas fluorescens-
putida’ya ait bakteri suslar1 tespit edilmistir. Izole edilen bu bakterilerin funguslarla
bulagmus bitkilerin belirli bir béliimiine veya orkide tiiriine 6zgii olabilecekleri sonucuna
ulasilmastir.

Masuhara ve Katsuya (1994), daha Onceki caligmalarda orkide bitkileri ve
funguslar arasindaki 6zel iliskinin meydana geldigi yeri arastirmak i¢in iki metod
kullanildigim  bildirmektedir. Ik metodda orkidelerin dogal habitatinda orkide
koklerinden mikorizal fungus elde edilmistir. Bu metod yetiskin bitki ile fungus
arasindaki iliskiyi gostermektedir. ikinci metod ise tohum ve protokorm ile fungus
arasindaki iliskiyi gosteren in vitro calismasidir. Arastiricilara gbre bu yaklagimlar
acikca ayrt edilememekte ve dogal kosullar ile in vitro sartlar arasindaki farkliliklar
tamamen anlagilamamaktadir.

Zettler (1997), orkidelerdeki simbiyotik ¢imlenme yonteminin, asimbiyotik
¢imlenmenin bilinmesine kadar, 1922 yilina dek kullanilan ve kolay olmayan bir
yontem oldugunu bildirmekte; bu yontemin her zaman etkili olmadigindan ve ¢aligilan
tlim orkide tiirlerinde basarili olunmadigindan bahsetmektedir.

Shimura ve Koda (2005), 20°C sicaklikta 16 haftadan daha uzun siiren ve mantar
iceren kiiltlir ¢alismalarinda kademeli bir kahverengilesmenin ve protokorm

¢lirlimesinin olabilecegine deginmistir.



2.2. Asimbiyotik Kiiltiir Calis malarinda Kullamlan Orkidelere Ait Genel Bilgiler

Arditti (1967), orkide koklerinde bazi funguslari tespit etse de, orkide
tohumlarmin simbiyotik olarak ¢imlendirilmesinin yanisira, Cattleya, Epidendrum ve
Laelia cinsleri i¢inde yer alan tiirlerin tohumlarinin ¢imlenebilmeleri i¢in herhangi bir
fungusa gerek duymadigmi; seker ve mineral madde iceren agar ortammin da yeterli
olabilecegini ve boylece asimbiyotik kiiltir yontemlerini gelistirildigini bildirmistir.
Orkidelerle simbiyotik iliski kuran mikorizal funguslarin diger bitkilerde nektrotrofik
parazit olarak yasadiklari goriilmiistiir. Arastirici, tohumlarin ¢imlenmesi i¢in belirli 151k
siddeti ve fotoperiyoda ihtiya¢c duyan orkide tiirlerinin yani sira bazi orkide tiirlerinin
karanlikta daha i1yi ¢imlendigini, bazi tiirlerin hem 1s1kta hem de karanlikta ¢imlendigini
bildirirken; orkide tohumlarmin ¢imlenme ve gelismesinde en uygun pH’m orkide
tirlerine gore farklhilik gosterdigini gérmiis ve degisik tiirlerdeki en uygun pH degerinin
3.6-7.6 arasinda degistigini belirtmistir. Asimbiyotik kiiltiir ortamlar1 hazirlanirken b itki
hormonlarinm farkli karasal orkide tohumlarmin ¢imlenmesi tizerinde farkli etkKiler
yapabilecegi, en olumlu etkiyi ise sitokinin grubu hormonlarin sagladig: bildirilmistir.

Hadley ve Harvais’e (1968) gore kullanilan biiylime diizenleyicilerin karigim,
simbiyotikk fungus ya da patates ekstrakti ve hindistan cevizi siitii gibi maddelerin
varligi s6z konusuysa yararli bir etki saglamaktadw. Arastiricilarin  Orchis
purpurella’nin asimbiyotik kiiltiir ortaminda ¢imlendirilmesini amaglayan ¢alismasinda,
ortama katillan hormonlarin etkileri aragtwrilmig; giberellic asitin protokorm Omriinii
arttirdig1 fakat sayisini ve biiylikigiini etkilemedigi; IAA nin ¢imlenmeyi engelledigi
ve protokormlar1 uzattigs; kinetinin hem yalniz hem de TAA ile birlikte kullanildiginda
biliylime ve gelisme lizerinde kesin bir etki yaptigi; adeninin ¢ok az bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir

Harvais’e (1973) gore asimbiyotik kiiltiir ortami olarak kullanilan ortam, dogada
epifit orkideleri (baska bir bitki iizerine sarilmis olarak havai yetisen) besleyen agaclarin
govde siiziintiilerinin bilesiminden ¢ok daha yogun olmakta ve genel olarak epifit
orkideler konsantre; karasal orkideler ise seyreltik ortamlarda daha iyi ¢cimlenmektedir.
Ancak asimbiyotik ortamda ¢imlenmenin ger¢eklesebilmesi i¢in ortama bazi organik
maddelerin eklenmesi gerektigi ve bazi orkide tiirlerinin tohumlarinin ¢imlenmesi igin

ise sukroz, glukoz ve baska sekerlerin de ¢ok yararli olabilecegi bildiril mektedir.



Aragtirict aynt zamanda in vitro ¢imlendirme ¢alismalarinda, cogu arastirici tarafindan
farkli orkide tohumlari i¢in karbon kaynagi olarak kabul edilen dekstroz ve sakkarozun
kullanildigmi  bildirmistir. Yetisme ortamma eklenen sekerin belirli oranlarda
arttirilmasiyla biiylimenin de arttigi, artan seker konsantrasyonu ile ise ¢imlenme ve
biiylimenin engellendigi belirtilmistir.

Arditti ve Harrison (1977), kullanilan kimyasal maddelerden olumlu sonug
alinamadigr bazi durumlarda besin ortamina pepton, hindistan cevizi siitii, muz ve
patates ekstrakti gibi bazi1 dogal bilesiklerin eklendigini ve ¢imlenme iizerinde olumlu
etki yaptiklarmi belirtmistir. Karasal orkide tohumlarinin ¢imlenmesi ilizerinde en
olumlu etkiye sahip hormonlarin sitokininler oldugu tespit edilmis olmasma ragmen,
bitki hormonlarinin ¢imlenme {izerindeki etkilerinin olduk¢a farkli olabilecegini
belirlemis olup, aymi bitki hormonunun bir orkide tiiriinde olumlu etki yaparken,
digerlerinde olumsuz etkiye neden oldugunu bildirmistir. Arastiricilarin ¢aligsmasinda
vitaminlerin orkide tohumlarmin ¢imlenmesi iizerine etkisi; kiiltiir ortamina ilave edilen
pyridoksine ve thiamin gibi vitaminlerin 6zellikle siirgiin gelisimini ve yaprak
biliylimesini olumlu yonde etkilemesi seklinde bildirilmis, fakat vitaminlerin bazi
tohumlarm ¢imlenmesi lizerine olumsuz etki yapabilecegi de belirtilmistir.

Arditti’ye (1979) gore orkide fide kiiltiirlerine ilave edilen potasyum ve
manganez biiylime ve gelismeyi arttirmakta, ancak yiiksek konsantrasyonlarinin
kullanim ile olumsuz sonuglara neden olunabilmektedir. Arastirici sodyumun orkide
¢imlenmesi lizerinde 6nemli bir etki yapmadig1 kanisma varmistir. Orkide tohumlarinin
¢imlendirilmesinde, en etkilisinin NH4NO3; olmak suretiyle inorganik azotun gerekli
oldugu goriisii savunulmustur.

Warren’e gore (1981) orkide tohumlarmin ¢imlendirilmesi sirasinda kullanilan
ylizey sterilizasyon solusyonlar1 degisiklik gdstermektedir. Kullanilan sterilizasyon
solusyonlar1 arasinda kalsiyum hipoklorit de bulunmaktadir.

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

Oliva ve Arditti (1984), Kuzey ilman kusakta bulunan karasal orkidelerin
¢imlendirilmesinde 6zel olarak hazirlanmis bazi ortamlarin kullanilmasinin gerektigi; ve

bu ortamlarda yapilan ¢imlenme caligmalarindan degisik sonuglar alindigi; 6zellikle



Cypripedium ve Spiranthes gibi bazi orkide tiirlerine ait tohumlarin asimbiyotik
ortamda daha iyi ¢imlenebildigi diislincesini savunmaktadir.

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

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

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

Aragtiricilar in vitro kogullarda ¢imlenme denemelerinin yapildigi 23 adet Bati
Avrupa orkidesinde sterilizasyonun Ooneminden bahsetmis ve sert kabuklu tiirlerin
tohum kabugunun asindirilip ¢imlenmenin saglanmasinda sterilizasyon ¢dzeltisinin doz
ve uygulanma siiresinin etkili oldugunu séylemislerdir. Tohum ekiminde kullanilacak
sterilizasyon yontemleri arasinda, bazi Avrupa orkide tiirlerinin asimbiyotik
¢imlenmesinde degisik stirelerde % 5°lik kalsiyum hipoklorit soliisyonunun yeterli
gelecegini ifade etmislerdir. Sicaklhik faktorii ile ilgili olarak ise; orkide tohumlarinin
¢imlenmesi i¢in gerekli en uygun sicakligmm 20-25°C oldugu, bununla birlikte 6°C ve
40°C’de bile ¢imlenen bazi orkide tiirlerinin bulundugu bildirilmekte ve arastirmalarda
¢imlenme i¢in kullanilacak sicakligmn 23°C olarak kabul edildigi belirtilmektedir.
Aragtiricillara gore en iyi ¢imlenme ve gelisme 4.8-5.2 pH araliginda meydana
gelmektedir. Asimbiyotik ¢imlenmede kullanilan kimyasal maddelerden olumlu sonug
almamadig1 fakat gida ortamlarina hindistan cevizi siitli, pepton, muz, patates ekstrakti

ve kazeinhidrolizat gibi bazi dogal bilesiklerin eklenmesi, orkide tohumlarinin



cimlenmesi lizerinde olumlu etki yaptigi tespit edilmistir. Cimlenme esnasinda bazi
sekerlerin yiliksek konsantrasyonunun ¢imlenmeyi engelledigi belirlenmis, sakkarozun
diger sekerlere oranla ¢imlenme ve gelisme i¢cin daha etkili oldugu, fakat galaktoz ve
mannitoliin ¢imlenmeyi olumsuz sekilde etkiledikleri bildirilmistir. Orkide tohumlarmm
asimbiyotik olarak ¢imlenebilmesi i¢cin hazirlanan ortamlar arasinda en uygun olaninin
Van Waes-Debergh kiiltiir ortammin oldugu bildirilmistir. Cimlenme ve gelisme icin
kullanilan sekerler arasinda en etkili olan sekerin sakkaroz oldugu, galaktoz ve
mannitoliin ise olumsuz etkide bulundugu; ayrica bazi yiksek konsantrasyonlu
sekerlerin ise ¢imlenmeyi engelleyici olarak goriildiigii belirtilmektedir.

Stiberoglu (1987), baz salep orkidelerinde yaptigi ¢alismada tohumlar1 farkli
stirelerde sodyum hipokloritli soliisyonlarda tutma uygulamasmin gelisim {lizerinde
farklh  etkiler yarattigt yOniinde bulguya rastlamamistr. Tohumlar kiiltiire
alinmalarindan 3 ay sonra, Biirobct ve Knudson C ortamma 2 mg/lt IAA katilmasiyla
elde edilen Knudson 6 ortamina aktarilmis olup; cok diisiik beyaz renkte protokorm
olusumunun basladig1 goriilmiistiir. Bu tarihten 15 giin sonra da yesil siirglin gelisimi
gozlenmistir.

Mitchell’e (1989) gore Dactylorhiza cinsine ait tiirler, gelismesi zor olan
orkideler grubunda yer almaktadur.

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

Ozkog’a (1991) gdre simbiyotik kiiltiir ydnteminde funguslarin kullamlmasmin
yanisira olduk¢a kompleks kiiltiirler olan asimbiyotik kiiltiir ortamlar1 da kullanilmakta;
buna ragmen her ¢esit orkide tohumu bu kiiltiir ortamlarinda ¢imlenememektedir. Bu
baglamda karasal orkideleri ¢imlendirmenin kismen basarili oldugu ve bir ¢imlendirme
yonteminin bir tiir icin olumlu etki gosterirken baska bir tiiriin tohumlarmni
c¢imlendirmede aynmi etkiyi gosteremedigi; hatta bir bdlgeden toplanan orkide tiirii
tohumlarinin ¢imlendirilmesine iliskin metodlarin ayni tiiriin farkl bolgelerden toplanan
tohumlarmda uygulanamadigi belirtilmistir.

Ozkog ve Dalcr’ya (1991) gore orkide tohumlarmimn yiizeysel sterilizasyonunda
tohumlarin kiime olusturmasimi 6nleyen bir kimyasal yapiya sahip olmasindan dolay1

sodyum hipoklorit daha ¢ok tercih edilmektedir.



Endosperme sahip olmayan ve ¢ok kii¢iik tohumlar1 olan orkidelerin ¢imlenme
zorluguna karsilik, dogada ¢imlenebilmeleri i¢in funguslarla simbiyotik yasam ig¢inde
olduklar1 (Ingold ve Hudson, 1993); ancak in vitro tiretim yontemlerinin kullanilmasiyla
mikorizal funguslara gerek kalmadan da ¢ogalabilecekleri belirtilmistir (Ruglup ve ark.,
1989). Ancak orkide bitkilerinde olusan protokormdaki biiyiimenin, ¢imlenmeyi
saglayacak yedek besini tasimamasindan dolayr cok yavas gerceklestigi bildirilmistir
(Giiler, 1997).

2.3. Orkide Tohumlariyla ilgili Cimlendirme ve Cogaltma Cahls malari

Harvais ve Hadley (1967b), Orchis purpurella bitkisine ait tohumlarin
asimbiyotik ve inokule kiiltiirlerdeki gelisimini incelerken, asimbiyotik kosullarda,
ortam olarak deiyonize su, agar, tanimli ve tanimsiz ortamlar kullanmistir. Cimlenme,
sterilizasyon siiresinin uzatilmasi ve yiiksek sicaklik uygulamasi ile artarken; isik ile
engellenmistir. Simbiyotik kosullarda ise birka¢ Rhizoctonia wkinin disik sicaklikta
¢imlenmeyi arttirdigr belirtilmistir. Calismanin sonuclar1 i¢cinde, besin dengesinin
konukcu bitki ile endofit arasindaki duragan iliskinin korunmasinda 6nemli oldugu
diisiincesine yer verilirken, bu durumun doga kosullarindaki Onemi iizerinde
durulmustur.

Warcup (1971), Caladenia bitkisi ile Tulasnella calospora (Rhizoctonia repens)
ve Sebacina vermifera funguslari arasindaki yakin iligkiyi belirlemis olup T. calospora
misellerinin canli ya da dormant halde bulunan Diuris bitkisinin yumrularinda
bulundugunu belirtmistir. Calismada besi ortamm olarak Czapek-Dox mineralleri+%
0.05 yeast extract ile birlikte karbon kaynagi olarak sukroz yerine % 2 toz seliiloz
eklenmis agar kullanilmistir. Orkide tohumlarmin ylizey sterilizasyonu % 20’lik Milton
¢ozeltisinde 15-20 dakika yapilmustir. Dactylorhiza maculata tohumlar: ile yapilan
denemede fungus olmayan tiiplerdeki tohumlarin, tohum kabugunu kirmak iizere sistigi
goriilmistiir. T. calospora bulastirilmis tohumlarin 6l¢iilmesi gii¢ biiyiik liikkte protokorm
ve kisa yesil sirgin olusturdugu gozlenirken, T. asymmetrica ile bulastirilmis

tohumlarda hafif gisme belirlenmistir. Buna karsilik S. vermifera ve Tulasnella’nmn



baska tiirleri ile bulastirilmis tohumlar kontrol tiiplerindeki tohumlardan daha fazla
gelisme gostermemistir.

Mead ve Bulard (1975), Orchis laxiflora ve Ophrys sphegodes bitkilerinin
asimbiyotik olarak c¢imlenmeleri {lizerine yaptiklar1 caliymada vitamin ve azot
kaynaklarmin etkilerini incelemistir. Iki tiir arasinda kiigiikk farkliliklar meydana gelmis
olmasmma ragmen, amonyum nitrat igeren temel bir mineral ortama sakkaroz, organik
azot ve vitaminlerin eklenmesiyle her iki tiirde de iyi gelisimler tespit edilmistir.
Calismalarinda yiiksek oranda ¢imlenme ve bitkicik gelisimi elde etmis olmalarinin
yaninda bitkide kararma ve Olimlere de rastlamislardir. Her iki tiirtin de en iyi
gelisimleri karanlkta gergceklesmis ve tohum ekiminden sekiz ay kadar sonra bazi beyaz
protokormlar kararip bitki 6 iimii ile sonlanmustir. O. sphegodes tohumlarinda olusan bir
protokorm hem yeni bir protokorm hem de bir bitkicigin olusumuna neden olmug bazen
de kallus benzeri olusumlar1 gelistirmistir. Bu tiirde pek ¢ok kok ve % 50 oraninda 1 cm
civarinda yumru olusurken, O. laxiflora tiirtinde kokli ve giclii bitkiler elde edilmistir.
Test edilen vitaminler arasinda thiamine’in O. laxiflora tiri i¢in gerekli oldugu
ispatlanmustir.

Beyrle ve ark., (1985), orkide koklerinden izole edilen Rhizoctonia stahlii’nin
Dactylorhiza maculata tohumlarinin ¢imlenmesine yardimci oldugunu, iki haftada
protokorm olustugunu ve 12 hafta siiren soguk uygulamasmin bu gelismeyi daha da
hizlandirdigin1 bildirmistir.

Tsutsui ve Tomita (1988), calistiklar1 10 orkide bitkisinin 4 tanesinden
Rhizoctonia izole ettiklerini ve bunlarin yulaf ortami iizerinde Spiranthes sinensis ile
simbiyotik iliskisini deneyerek, bu orkideler arasmda Gymnodenia comtschatica
tirtinden elde edilen Rh AG-C izolatinin bu orkide tiiriine en yakin simbiyont oldugunu
belirtmistir.

Das ve Ghoshall’a (1989) gore farkh tropikal orkide tiirlerine ait tohumlarin, in
vitroda modifiye edilmis Knudson C ve Burgeff Eg-1 ortamlarma ekilmesiyle
c¢imlenmeler gdzlenmis ve en iyi ¢imlenme Burgeff Eg-1 ortaminda elde edilmis olup;
besin ortamlarma eklenen 1 ppm NAA hormonu kdklenmeyi olumlu yonde etkilemistir.

Smreciu ve Currah (1989), yaptiklari caligsmada 20 orkide tiiriinii; yine orkide
tirlerinden izole ettikleri 6 Rhizoctonia izolati ile asilayarak, karasal orkidelerin

simbiyotik ve asimbiyotik ¢imlenmelerini karsilastirmay1 amaglamislardir. Calismada



20 orkide tiiriiniin 17’sinde tohum sigkinlesmesinden siirgiin gelisimine kadar degisik
gelisme asamalar1 gdzlenirken, 3 orkide tiiriinde sdzkonusu asamalar gdzlenmemistir.
Ceratobasidium cereale’nin 11 orkide tiirti tohumunun ¢imlenmesini tesvik ettigi,
patojen olma egiliminin s6z konusu olabilecegi saptanmistir. Cogu orkide tiiriinde C.
cereale ve Thanetephorus pennatus protokorm gelisimine herhangi bir etkide
bulunmazken, Rhizoctonia anaticula’nin bazi orkide tiirlerinin ¢imlenmesini tesvik
ettigi bildirilmistir.

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

Dik (1990), in vitroda 4 mikorizal fungusun bulastirilmasiyla ¢imlendirilen
Orchis morio ve Dactylorhiza majalis tiirlerinde, diisik azot diizeylerinde
konuk¢u/fungus iliskisinin biiylimeyi daha c¢ok hizlandirdigmmi; daha yiiksek azot
diizeyinde Ceratobasidium fungusunun D. majalis’te biiyiimeye baskilayici oldugunu
bildirmistir.

Rasmussen ve ark. (1990), sicakligmm asimbiyotik ve simbiyotik sartlarda
Dactylorhiza majalis tohumlarinin ¢imlenmesi lizerindeki etkilerini arastirmis ve
calisma sonunda simbiyotik ¢imlenme oranmin asimbiyotik ortamdaki ¢imlenmeye gore
daha fazla oldugunu, simbiyotik sartlarda elde edilen fidelerin daha biiyik oldugunu;
ayrica optimum 23-25°C sicakligin iizerinde simbiyotik sartlarda 6nemli derecede diisiis
kaydederken asimbiyotik sartlarda 23°C’de ¢imlenme oraninin maksimum % 21 olarak
gergeklestigini bildirmislerdir.

Ozkog (1991), Serapias vomeracea subsp. laxiflora ve Orchis laxiflora tiirlerine
ait tohumlarin simbiyotik ve asimbiyotik olarak ¢imlenmesinin incelendigi ¢aligmada,
baz1 katki maddeleri ilave edilmis yulaf ortaminin simbiyotik kiiltiirlerde parazitik
durumun kontroliinde en uygun ortam oldugunu belirtmistir. Serapias vomeracea subsp.
laxiflora bitkisinin koklerinden fungus izolasyonuna gidilmis ve izolatlarin ¢ogunun
spor olusturan funguslardan Fusarium cinsinin tiirlerinin varhgi tespit edilerek bunlarm
kontaminant olduguna karar verilmistir. Ayni ¢aligmada O. laxiflora bitkisinin

koklerinden cogunlukla kontaminant oldugu anlagilan funguslar elde edilmis ve



denemeye almmamustir. Son olarak Orchis tridentata koklerinden de fungus izolasyonu
yapimis ve simbiyoz olarak kullanilabilecek izolat elde edilememistir. Tiim fungus
izolasyon calismalar1 neticesinde ii¢ adet orkide tiirtinden elde edilen dort adet fungus
¢imlendirme ¢alismasinda kullanilmigtir. Bunlarin disinda ayrica yurtdisindan getirtilen
yedi adet orkide tiriinden de simbiyont fungus elde edilmis ve denemelerde
kullanilmistir. Simbiyotik ¢imlendirme caliymalarinda yurtdisindan getirtilen izolatlarm
¢imlenmeye katki sagladigi, bunun yanmnda her ii¢ bitkinin kendi kdklerinden izole
edilen funguslarin ise c¢imlenmede basarisiz olduklar1 belirlenmistir. Bu olay
funguslarin tohuma parazitik etki yapabilecegi yoniinde agiklanmustir.

Serapias vomeracea subsp. laxiflora tohumlarinin yiizey sterilizasyonunun
cimlenmeye olan etkisinin de bakildig1 ¢alismada % 10, % 20, % 30’luk sodyum
hipokloritin 5, 10, 15, 30, 45 ve 60 dakika uygulanmasi ile elde edilen sonuglara gore en
iyi ¢imlenmeler VWD-N ortamindan; % 10+30 dakika uygulamasinda % 21.7; % 20+5
dakika uygulamasinda % 50.3; % 30+10 dakika uygulamasinda % 25.4 olarak elde
edilmistir. Fungal izolatlarla yulaf ortaminda yapilan ¢imlendirmede en iyi ¢imlenme
orani % 30.6; modifiye yulaf ortaminda ise % 9.1 olarak bulunmustur. Bunlardan bagka
degisik kiiltiir ortamlar1 da incelenmis, seyreltik kiiltiir ortaminda olusan protokormlarm
epidermal tiiylere sahip olmadigr ve az gelistikleri; konsantre kiiltliir ortaminda ise
protokormlarin daha saglikli oldugu belirtilmektedir. Deneme sonunda en iyi ¢imlenme
orant MS, Knudson ve VWD ortamlarinin modifikasyonlar1 arasinda inorganik azot
icermeyenlerden alinmistir. Bu ortamlarda ¢imlenme iyiyken, protokormlarda epidermal
tily gelismemistir. En iyl sonu¢ MS-N ortaminda % 53.8 ¢imlenme olarak tespit
edilmistir. Orchis laxiflora ile yapilan ¢alismada ise % 30’Iuk sodyum hipokloritte 15
dakikalik sterilizasyon yapiumis ve VWD-N ortaminda % 13.4 c¢imlenme elde
edilmistir. Sonugta fungal izolatlarla yulaf ortaminda yapilan calismada % 11.7,
modifiye yulaf ortaminda % 7.5, seyreltik kiiltlir ortaminda % 9.1, ve en 1yi sonug
konsantre kiiltliir ortami olan KC-N ortamindan % 25.1 ¢imlenme elde edilmistir
(Ozkog, 1991).

Rasmussen ve ark. (1991), Listera ovata tiiriine ait olgunlasmamis embriyo ve
tohumlariyla yapilan asimbiyotik ve simbiyotik doku kiiltiirii calismasinda; simbiyotik
caliymadaki embriyolardan tiim safhalarda protokorm elde ederken, asimbiyotik

kiiltirde sadece belirli sathalarda basar1 elde etmislerdir. Calismanmn sonunda zor



cimlenen orkide tiirlerinin iiretimi ve uygun fungus tespiti i¢in olgunlagmamis
embriyolarin inokulasyonu dnerilmistir.

Pedroso ve Pais (1992), Orchis papilionaceae tiiriinden yavru yumru iiretmek
icin olgunlagsmig ve olgunlagsmamis tohumlar: siispansiyon kiiltiiriine almigtir. Olgun
tohumlarm ¢imlenmesi ve protokorm olusumu kat1 ve likit ortamlarda diisiik olurken,
olgunlasmamis tohumlarin ¢imlenme orani siispansiyon kiiltiiriinde artis gostermistir.
Yavru yumrular sadece siispansiyon kiiltiiriinde aydinlik kosullarda elde edilmis ve
karanlk kosullara alindiginda gelisme olmamustr. Siispansiyon kiiltiiriinde ¢imlenme
oran1 % 33 olarak belirlenmis ve protokormlardan yavru yumrular elde edilmistir.
Kalluslar ise kat1 ortamdan elde edilmistir. Calismanin sonucunda tiim kiltiir
kosullarinda testanin ¢imlenmeyi degistirdigi; testadan ayrilmis embriyolarin % 100’e
varan ¢imlenme gosterdigi belirlenmistir. Calismada ¢imlenmeler ayni donemlerde
gerceklesmemis olup, belirli bir homojenlik saglanamamustir.

Ozkog ve Dalc1 (1993), farkh iilkelerden getirilmis 11 adet fungal izolat
esliginde yulaf ve modifiye yulaf ortamlarinda ekimi yapilan Orchis laxiflora
tohumlarinda her izolatin ayni etkiyi saglamadigni bildirmis olup, iki Tiirk izolatmi
¢imlenmede etkisiz bulmuslardir.

Aytas (1994), Ophrys apifera ve Ophrys sphegodes’in koklerinden elde edilen
ve ayrica yurtdigindan getirilen fungal izolatlarla yapilan ¢imlendirme calismasinda,
simbiyotik ortamdan basarili sonuglar elde edilemedigini belirtmistir. Bu ¢calismada ayni
zamanda degisik konsantrasyonlardaki sodyum hipokloritin farkli zaman uygulamalar1
sonucu 6 ay sonundaki ¢imlenme oranina bakilmistir. Tohumlar1 % 0.5’lik sodyum
hipokloritte 5 dakikadan fazla tutmak mikroorganizmalardan armmaya yeterli gelmis,
10 dakikada % 6.48’e¢ ¢ikmis, 60 dakikada maksimum % 8 ¢cimlenme olmustur. % 1
NaOCT'de en ¢ok 10 dakikada % 9 ¢imlenme, % 1.5°ta ise 15 dakikada en ¢ok % 10.7
¢imlenme gergeklesmistir. VWD-N ve VWD-N+Ca ortamlarda en iyi g¢imlenme
srrastyla % 24.7 ve % 20.8 olup, tohumlarin % 1.5’luk sodyum hipokloritte 15 dakika
tutulmasi ile elde edilmesine karsin temel VWD ortaminda % 10.7 olarak bulunmustur.
Denemelerde kullanilan 3 farkl kiiltiir ortanm arasinda en iyi ¢imlenme inorganik azot
icermeyen VWD-N kiiltiir ortamindan, en hizli fide gelisimi ise VWD-N+Ca
ortamindan elde edilmistir. Fungal izolatlarla yapilan ¢imlendirmeden higbir sekilde

basari elde edilememis, sadece tohum kabuklar1 ¢catlamis ancak ¢imlenme olmamustir.



Masuhara ve Katsuya (1994), Spiranthes sinensis ile Rhizoctonia sp. arasindaki
0zel iliskiyi in situ ve in vitro kosullarda incelemistir. Orkidenin dogal yetigsme ortami
olan otlak alanlarda 210 ayr1 deneme noktasma pamuk tiilbentler i¢inde gdmiilen S.
sinensis tohumlarindan sekiz hafta sonra 67 noktada protokorm elde edilmistir.
Protokormlardan yapilan izolasyon sonucunda R. repens fungusunun ¢imlenmeyi
baslattig1 ortaya c¢ikarken benzer sekilde, alandaki yetigkin bitkilerin kdk izolasyonlar
sonucunda da ayni fungusun dominant mikorizal fungus oldugu tespit edilmistir. Izole
edilen funguslar arasinda biniikleuslu ve ¢ok nikleuslu olmak tizere 32 Rhizoctonia
izolat1 bulunmaktadwr. In vitro kosullarda simbiyotikk c¢imlenme i¢in bulunan
Rhizoctonia funguslar1 bulastirilmistr. In situda ¢imlenmeyle ilgisi olmayan ¢ogu
Rhizoctonia’nin in vitroda tohum c¢imlenmesini baglattig1 bildirilmistir. In vitroda
izolatlarla gelisen ¢imlenmeler ex vitro kosullara transfer edilmis olup 3 aylik siirede
¢imlenmeler devam ederken yeni yapraklar gelismistir.

Ozdener (1994), farkli sodyum hipoklorit konsantrasyonlarnm Dactylorhiza
iberica tohumlarnin ¢imlenmesine etkilerini arastirdigi ¢alismasinda en yiksek
¢imlenmeyi (% 17.7) % 20 NaOCl’in 20 dakika siire ile uygulanmasiyla elde etmistir.
Dactylorhiza urvilliana tohumlarinda ise en yiiksek ¢imlenme (% 70.4) yine % 20’lik
sodyum hipoklorit konsantrasyonunun 10 dakika uygulanmasiyla elde edilmistir.
Cimlenmede kullanilan asimbiyotik kiiltlir ortam1 olarak VWD temel kiiltiirii ortamu ve
bu ortama makro element, mikro element, aminoasit, vitamin, seker, kompleks katk1
maddesi (patates ekstrakti) ve inorganik azotun eklenmesi ya da ¢ikarilmasiyla
olusturulan degistirilmis VWD Kkiiltiir ortamlar1 kullanilmistwr. Protokormlar olustuktan
sonra gelismelerin daha iyi gdzlemlendigi diger ortamlara transfer yapilmustr. iki
orkide tiirtine ait kdklerden fungus izole etmek i¢in % 20°lik sodyum hipoklorit dort
dakika uygulanmis ve ardindan ii¢ kez steril saf sudan gecirilmistir. Simbiyotik kiiltiir
ortami olarak ise yulaf ve modifiye yulaf ortami kullanilmistr. Simbiyotik kiiltiir
ortamima ekilen tohumlarin yiizey sterilizasyonu her iki tohum i¢in en iyi ¢imlenmenin
saglandig1 ayr1 ayr1 uygulamalarda yapilmistr. Asimbiyotik ¢imlenmede seyreltik ve
konsantre ortamlar kullanilirken, seyreltik kiiltiir ortama eklenen sekerin ¢imlenmeyi
olumsuz etkiledigi belirtilmistir. Fide gelisimi i¢in konsantre VWD kiiltiir ortami ve bu
ortamm modifiye edilmesiyle hazirlanan ortamda sekerin ve inorganik azotun gerekli

oldugu bildirilmistir.



Lauzer ve ark. (1994), Cypripedium acaule orkidesinin olgunlasmis tohumlarini
kullanarak in vitroda asimbiyotik kosullarda ¢imlenmeyi hedeflemistir. Bu ¢alismada
tohum canlihgini belirlemek igin TTC (trifenil tetrazolium cloridin) ile boyama
metodunu kullanmis ve tohumlarin canlilik oranlarinda homojenlik bulamamstir.
Tohumlarin canli olmasina ragmen ¢imlenmenin diisiik ¢iktigr caligmada ¢imlenmeyi
tesvik etmek icin GA3 uygulamasi, soguk uygulamasi ve tohumlarin suda bek letilmesi
gibi muameleler yapilsa da ¢imlenme i¢in yine yetersiz kalinmis; en iyi uygulamanin
NaOClve ultrason uygulamalarmin oldugu belirlenmistir.

Vakkasoglu (1995), Dogu Anadolu Bdlgesi’nden toplanan Orchis anatolica,
Orchis coriophora, Ophrys vernixia, Ophrys apifera, Ophrys transyrcana, Ophrys
umbilicata, Himantoglossum affine ve Serapias vomeracea tirlerinin tohumlar ile bu
orkidelerin rizosfer topraklarindan elde edilen fungal izolatlar1 kullanarak orkidelerin
simbiyotik yasamlarina bakmustir. Caligmada fungal izolat elde etmek i¢cin Papavizas ve
ark.’nin (1975) bildirdigi tuzak seker pancari yontemi ile Roberts ve Herr’in (1979)
bildirdigi toprak kalint1 yonteminin kullanildig1 belirtilmistir. Farkl orkide rizosfer
topraklarindan elde edilen fungal izolatlarm yine farkli orkide tohumlarma
bulastirilmasiyla ¢imlenme ve protokorm olusumu gézlenmis, ¢imlenme denemelerinde
Knudson ¢ozeltisi kullanilmig, ayr1 bir ortam denemesi de yulaf ortamu kullanilarak
yapilmistir. Arastiric1 Orchis coriophora tohumlarmm Rhizoctonia solani izolat1 ile bu
ortamda ¢imlendigini bildirmis olup, O. coriophora ve O. vernixia tohumlarinin R.
solani ile bulasmasindan sonra en yiksek protokorm olusumunun 47 adet ile O.
coriophora tirtinden elde edildigini ve bunlarm 1.5-2 ayhk siirede gelisme
gosterdiklerini, 21 adet fide kaydedildigini ve ¢imlenmede 70 giinde % 1.14 basar1 elde
ettigini belirtmistir. Petri kaplarinda ¢imlenen O. coriophora’nin birkag fidesi steril ve
steril olmayan toprakla hazrlanmis saksilara tasmmus, steril olmayan topraktaki
fidelerin daha 1yi gelistikleri goriilmiis olup 2 ay sonunda bitkiciklerin canhliklarmi
yitirdikleri; O. vernixia tiriniin ise 60 ginde % 0.58 ¢imlenme gosterdigi
kaydedilmistir.

Topguoglu ve ark. (1996), Kahramanmaras yoresinde do gal olarak yetisen salep
(Orchis mascula L.) bitkisinin yetistigi topraklarm bazi fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerini tespit etmislerdir. Buna gdre incelenen alandaki topraklarm genellikle

kumlu-Killi- tinli ve killi-tinh tekstiirlii; kire¢ miktarmm disik, hafif alkali reaksiyonlu,



azot yoniinden yoksul, bitkiye yarayish fosforca zengin, degisebilir potasyumu yeter ve
yiiksek diizeyde igerdigi besin i¢erikleri yoniinden ayrmmlilik oldugu belirlenmistir.
King ve Buckney (2002), orkidelerin Avustralya kosullarinda toprakta hayatlarmm
devam etmesinin, toprak i¢indeki organik madde ve mineral besin elementine bagh
oldugunu bildirmistir. Karaburun Yarimadasr’nda yayilis gosteren salep orkidelerinin
toprak 6zelliklerinin incelendigi bir caliymada tiirlerin genellikle kire¢ icerigi yiiksek,
kalkerli topraklarda yayilis gosterdigi belirlenmistir. Bu topraklar kumlu balgik ve killi
balgik olarak nitelendirilmistir. Ayrica tuz oraninin diisiik ¢iktigi bildirilmistir (Parlak
ve Tutar, 2011).

Caglayan ve ark. (1998), Dogu Anadolu Bolgesi’nde yetisen bazi salep
orkidelerinin embriyolarini in vitro kosullarda 14 farkl ortamda kiiltiire aldiklarmi ve
en yiksek ¢imlenme ve bitki olusumunun Orchis coriophora’ya ait oldugunu ve sirasi
ile % 2.22 ve % 1.11 olarak bulundugunu; kullanilan ortamlar agisindan en yiiksek
¢imlenme ve protokormdan olusan bitkicik sayisinin yine swras1 ile 58 giinde % 2.29 ve
156 giinde % 1.86 ile VWD+domates ekstraktit+aktif karbon ortamindan elde edildigini
belirtmiglerdir. VWD ortaminin yaninda Knudson ortami ve bu ortamlara ilaveten % 10
oranlarinda patates, domates ve salep yumrularindan elde edilen ekstraktlarm, ayrica
kontroller hari¢ her ortamda 1 g/It oraninda aktif kdmiiriin kullanildig1 bildirilmistir.
Embriyo kiiltiriinde en iyi sonu¢ veren ilk iki bitki olan O. coriophora ve O.
anatolica’nin yumru olusturma potansiyellerine bakilmig; yine ayni ortamlar
kullanilmis olup; O. coriophora’nin yine ayni ortamda en yikksek ortalamayla % 2.45
yumru olusturdugu bildirilmistir. Arastirmacilar, c¢alismanin sonunda in vitroda
cogaltilan O. coriophora bitkiciklerini torf ortammna dikmisler ve in vitrodan ¢ikan
bitkilerin % 20’sinin yasadigini belirtmislerdir.

Miyoshi ve Mii (1998), Cypripedium macranthos tiiriiyle yaptigi in vitroda
¢imlendirme ¢alismasinda tohumlarin % 70’ine % 0.5’lik NaOCI ile 60 dakika %
3.2’lik Ca(ClO), ile 7 saat muamele etmistir. Cimlenmeden 3 ay sonra farkl sicaklik ve
sitokinin uygulamalar1 yapilarak, soguklama ve hormonun gelismeye etkileri
arastirilmigtir. Caligmanm sonucunda hipokloritte bekletilen tohumlara, sitokinin
uygulandig1 ve 4°C sicaklikta bekletildigi denemelerden basari elde edilmistir.

Jorgensen (1998), birkag tiirle beraber Dactylorhiza majalis tiiriiniin in vitroda

tiretilip saks1 bitkisi olarak kullanilmasiyla ilgili yaptig1 cahismada, D. majalis ve baska



bitkilerden elde edilen fungal izolatlarin kullanilmastyla simbiyotik yasamin olustugunu
bildirmistir. Simbiyotik ve asimbiyotik uygulamalar1 i¢in, olgunlagsmis tohumlarin
sterilizasyonunda 5 dakika siire ile % 1 Tween 80+% 5 NaOCl uygulanmstir. 3 g/lt toz
yulaf iceren besi ortamu i¢ine ekilen tohumlarin, ekimden 6 hafta sonra ¢imlendikleri
belirtilmistir. Arastrrici, ¢alisma sonunda D. majalis tiiriinden izole edilen 19 fungal
izolatla yaptiklar1 ¢imlendirmede en ¢ok % 70 basar1 elde ettigini, bunlarm i¢inde 12
izolattan saglikli protokorm olustugunu; bunun yaninda Goodyera repens bitkisinden
alman izolatla % 80 oraninda ¢imlenme sagladiklarmi belirtmistir.

Onal (1999), Ege Bolgesi’nden toplanan 9 orkide tiiriiniin 3 tanesinden olumlu
sonug aldig1 embriyo kiiltiiriinde; VWD ve Knudson ortamlar1 ve bu ortamlara % 10-20
patates ekstraktiy, % 10-20 muz ekstrakty, % 10 hindistan cevizi siitli, 0.2 mg/lt GA3, 1
mg/lt BAP ilaveli 14 farkli ortam kullanildigini; tohumun yiizey sterilizasyonunun ise
15-20 dakikada % 0.6’lik NaOCl'de yapildigini bildirmistir. Arastiriciya gére Orchis
sancta tiim ortamlarda en erken olarak bir ayda ¢imlenmis olup, Knudsont+% 10 patates
ekstraktindan % 100 basar1 elde edilmistir. Hormon uygulamalarinin hemen hemen tiim
tirlerde ve ortam tiplerinde tatmin edici sonu¢ vermedigi bildirilirken; en yiiksek % 80
oraninda protokormdan bitki olusturan tiirtin Orchis laxiflora tiirii oldugu ve bu sonucun
yine Knudsont+%10 patates ekstraktindan elde edildigi belirtilmistir. Yumru gelisimini
takip etmek i¢cin ise, %10 patates ekstrakt1 eklenmis KC ortamindaki bitkilerin 3-4 cm
sirgiin biiyikligine ve yeterli kok gelisimine ulasmasi beklenmistir. Bu sekildeki
bitkilerin yaris1 normal gelisim ortamlarinda (24°C ve 16 saat/giin 151k), yaris1 da 5°C
sicaklik ve devamli karanlikta bekletilmislerdir. Her iki tiire ait bitkilerin degisik
sicaklik altindaki yumru olusturma potansiyelleri en ¢ok 24°C ve 16 saat/giin 151k
uygulamasida basar1 gostermistir. In vitroda elde edilen O. sancta ve O. laxiflora
tirlerine ait 25 adet yumru 7 cm ¢aph saksilara koyulmus 1:1:1 oraninda kum, bahge
topragi ve organik giibreden olusan harca dikilmis; O. sancta’da % 9.1, O. laxiflora’da
% 12.9 siirme tespit edilmistir.

Esitken ve ark. (2004), yapilan baska bir ¢imlenme ile ilgili ¢alismada Orchis
palustris tohumlarmi 1-5 giin i¢in polyethylen glycol (PEG-6000) soliisyonunda -0.5, -
1.0 ve -1.5 MPa altinda tutmuslardir. Bu muamaeleye tabi tutulan tohumlar BNR §8-3
mikorizal fungus ile birlikte yulaf unundan hazirlanmas agar ortamimda 22°C sicak likta

¢imlenme gostermistir. Calismanin sonunda ¢imlenme -1.5 MPa su basimncmda 8 giinde



goriiliirken, kontrol uygulamasinda 18 giin olarak kayit edilmistir. Su basinc1 azaldik¢a
¢imlenmenin arttig1 belirlenmis ve ¢imlenme basinca gore % 55 (-0.5 MPa), % 58 (-1.0
MPa), % 65 (-1.5 MPa), % 43 (kontrol) olarak degisiklik gostermistir. Bekleme
sliresinin ise ¢imlenme iizerinde az bir etki yaptig1 gozlenirken, en iyi ¢imlenme orant
(% 68) 1 glinsiire ile -1.5 MPa uygulamasindan elde edilmistir.

Gezgin’e (2004) gore orkide tohumlarmm g¢ok kiicik olmasi yliziinden dis
kosullarda ¢imlenme ve toprakta filizlenmeyi bekleme sonug vermeyebilir. Arastirici
Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nden toplanan ve salep elde edilen orkidelerin yaklagik 103
adet kok ve yumru eksplantindan mikorizal funguslarin izolasyonunu yapmis ve
tanimlanan 47 fungal izolattan 44 adet Fusarium sp., 2 adet Rhizoctonia sp. ve 1 adet
Papulaspora sp. izolatlar1 elde etmis, Rhizoctonia sp. ve Papulaspora sp. suslarinin
biyoformiilasyonu igin en uygun propagiil boyutunu belirlemis olup, Rhizoctonia sp.
izolatinin toprakta biyoformiilasyonunun gerceklestirildigini bildirmistir. Arastiriciya
gore salep yumru eksplantlarimim sterilizasyonu i¢in hazirlanan solusyon Aspergillus ve
Penicillium gibi toprakta yaygmn olarak bulunan saprofitik toprak funguslarinin
gelisimini engellemis ve etkisiz hale getirmistir. Mikorizal fungus elde etmek icin
yapilan ¢aligmada toplanan salep orkidelerinin yumru ve kokleri i¢in hazirlanan ylizey
sterilizasyon solusyonu olarak % 5’lik NaOCIl kullanilmis ve eksplantlar bu solusyonda
45 dakika tutulmus, ardindan % 70°’lik etil alkolde 2.5 dakika c¢alkalandiktan sonra 3
kere steril distile sudan geg¢irilmistir. Eksplantlar yeast ekstrakt iceren ortam (Clements
ve ark., 1986), potato dextrose agar ortami (Hasenekoglu, 1991) ve MS ortanu
(Murashige ve Skoog, 1962) i¢cine yerlestirilmistir. Gelisen mikorizal funguslarin tanisi
icin ise malt ekstract agar ve corn meal agar (Hasenekoglu, 1991) ortamlar
kullanilmigtir. Arastirici, yapmis oldugu ¢alismada izole ettigi Fusarium’un gosterdigi
gelisimin, Rhizoctonia fungusunun gelismesinden daha hizli oldugunu ve bu yiizden
Rhizoctonia’y1 baskiladigmi diisiinmektedir. Arastirict mikorizal fungus ¢alismalarinda
kiiltirel metodlarm yetersiz kaldigini; orkidelerle simbiyotik olarak bulunan ve
Rhizoctonia’lar1 da iceren bazi funguslarin kiiltiirel ortamda biiyiiyemediklerini ve bu
yilizden yars dis1 kaldiklarini ifade etmistir.

Sazak’a (2004) gore asimbiyotik ve simbiyotik kosullarda ¢imlenmeleri ve
gelismelerinin incelendigi Dactylorhiza osmanica var. osmanica ve Spiranthes spiralis

tiirlerine ait tohumlarda yiizey sterilizasyon i¢in kullanilan ¢6zeltinin konsantrasyonu ve



uygulanma zamani tiirlere gore farklilik gOstermistir. Her iki tiiriin ¢imlenmesinde
kullanilan fungal izolatlar basar1 elde etmede farklilik gostermistir. Asimbiyotik
sartlarda elde edilen ¢imlenmelerde inorganik azot, Dactylorhiza osmanica var.
osmanica tiiriinde azaltict olarak belirlenirken, Spiranthes spiralis tiiriinde arttirict
etkiye sahip olmustur.

Esitken ve ark. (2005), Kuzeydogu Anadolu Bdlgesi’nin farkli yerlerinden
toplanmis dogal orkidelerden izole edilen Rhizoctonia funguslarinin Orchis palustris ve
Serapias vomeracea subsp vomeracea tiirlerine ait tohumlarin ¢imlenmesi ve protokorm
olusturmasindaki etkilerini incelemis olup; Erzurum, Erzincan ve Artvin bolgelerinde
yetisen Dactylorhiza, Orchis ve Serapias bitkilerinden 15 adet biniikleuslu Rhizoctonia,
1 adet Rhizoctonia solani izole etmislerdir. O. palustris ve S. vomeracea tiirlerine ait
tohumlar bu izolatlarla birlikteyken 21 giinde ¢imlenme géstermis olup, degerler sirasi
ile % 27 ve % 23 olarak elde edilmistir. Hi¢ fungus asilanmamis tohumlarda ¢imlenme
% 1’in de altindayken, izole edilen iki wrk en yiiksek ¢imlenme oranmi (% 42) teskil
etmistir. izolatlarm hemen hemen hepsi ¢imlenmeyi tesvik etmis fakat protokorm
olusumu sadece O. palustris tiiriinde g6zlenmistir.

Andronova ve Ivasenko (2007), Dactylorhiza maculata tiiriine ait
popiilasyondan alinan 12 adet bitkiden tohum toplayarak ¢imlenme ¢alismistr. 12 adet
genotipe ait tohumlarm ¢imlenmeleri ve bitki gelisimleri ayni seviyede ilerlememis,
dolayisiyla homojenlik goriilmemistir. Daha sonra 13 ve 18 aylk olan bitkiler
laboratuvar kosullarindan yine laboratuvarda ve dis kosullarda topraga transfer edilmis;
laboratuvarda kalanlardan 13 ayliklarda % 45, 18 aylik bitkilerde ise % 83 canlilik
goriiliirken; dis kosullarda birakilanlardan 13 aylik bitkilerde % 8, 18 aylik bitkilerde ise
% 30 canlilik orani elde edilmistir.

Verdugo ve ark. (2007), uzun vazo dmriine sahip olmakla beraber, kesme ¢igek
gibi uzun bir sap ve bu sap iizerinde birgok ¢icegi lizerinde bulunduran ve endemik bir
tiir olan Chlorea crispa bitkisinin kiigiik tohumlarmin da Rhizoctonia ile iliskili olarak
¢imlendigini bildirmistir. Arastiricilar tohumlar1 in vitro ortamda, Rhizoctonia
asiladiklar1 yulaf unlu agar ortamma (8 gr agar/It+25 gr yulaf/lt) ekerek protokorm elde
etmigler, bunu takip eden ii¢ farkl sicaklik ve 15Kk uygulamasinda bitki transferi
yapmiglardir. Sonuglar arasinda 120 giinde en az bir yaprak olusturan ve 1.5-2.0 cm

uzayan bitkilerin % 24-28 oraninda hayatta kaldig1 belirlenmistir.



Wotavova-Novotna ve ark.’na (2007) gore in vitro kosullarda c¢imlendirilen
Dactylorhiza tiirlerinin siirgiin ve kok biiytimesi, seker ve biiylime diizenleyiciler
tarafindan 6nemli derecede etkilenmektedir. Cimlenmenin, glukoz ve sakkarozun 10
g/dm? konsantrasyonu ile uyarildigy, sirgiin biiyikligi ve uzunlugunun N°-(2-
isopentenyl) adenine ve N®-benzyladenin ile IBA’nin kombinasyonu ile arttig
bildirilmistir. Ayni ¢alismada kok biliylime ve kok uzunlugunun IBA ve NAA
uygulamast ile arttig1 da belirtilmektedir.

Giimiis ve ark. (2008), Bat1 Karadeniz Bolgesi’nden toplanan ve salep elde
edilen 6 tiir orkidenin toplanip, tohumlarinin % 10’luk NaOCH1-2 damla Tween-20+10
dakika sterilize edilmesi sonrasmda MS, %2 MS, VWD ve Knudson C ortamlarinda
kiltiire alindiklarmi bildirmislerdir. Calisma sonucunda en yiiksek ¢imlenme oraninin
% 17.43 ile Dactylorhiza nieschalkiorum bitkisinden; besin ortamlar1 ele alindiginda en
yiksek ¢imlenmenin % 7.34 ile VWD ortamindan; tiirlere gdre besin ortaminin etkisi
incelendiginde en yikksek ¢imlenmenin D. nieschalkiorum tiiriinden % 24.41 ile VWD
ortamindan elde edildigi goriilmektedir. Protokorm olusumunun ise sadece 3 tiirde
meydana geldigi ve en yiksek olusumun % 13.11 ile D. nieschalkiorum’dan elde
edildigi belirtilmistir.

Valletta ve ark. (2008), in vitro kosullarda yaptiklari ¢caligmada Orchis mascula
tirtinden elde edilen tohumlarda, farkli besin ortamlar1 ve sterilizasyon ydntemleri
kullanarak, tohum kabugu ge¢irgenliginin ve ¢imlendirme yeteneginin belirlenmesini
amaclamislardir. Kullanillan 6 farkli besin ortami arasindan en ¢ok c¢imlenmenin
saglandig1 ortam olarak Orchimax (Duchefa) ticari ortam bilesimi dikkat ¢cekmektedir.
Tohum kabugunun kirilmasi i¢cin degisik uygulamalarin yapildigi ¢alismada H2SO4
(stlfirik asit) kimyasalmm farkli doz ve siirelerde uygulanmasi ile tohumun su alip
sismesinin yaninda 2 ay siireyle 4-8°C muamele edilmesi ¢imlenmeyi olumlu ydnde
etkileyen faktdrler olmustur. Devamli karanlk kosullarda brakilma ¢imlenmeyi
engellemis olup, 16/8 saat aydinlhk/karanlik uygulamasi sonucunda tohumlarda 1 ay
icinde sigsme, 3 ayda rhizoid (koksii yap1) olusumu, 4-5 ayda siirgiin ucu belirme ve 5-6
ayda ilk yaprak olusumu goriilmiistiir.

Yararbas (2008), salep orkideleri tohumunun in vitroda ¢imlenmesi i¢in 1/10
MS ortammna % 20’lik seker ilave edildigini, bunun yaninda zor ¢imlendikleri i¢cin

ultrason uygulamasi yapildigini; kullanilan tohumlarin % 1’lik sodyum hipokloritte 10



dakika sterilize edildigini bildirmistir. Orchis italica’da sodyum hipoklorit+ultrason
uygulamasmda 15 gilinde % 81, kontrol uygulamasinda 90 giinde % 89 ¢imlenme elde
edilirken 2 ay sonunda ilk yapraklarin olugsmaya basladig1 belirtilmistir. Baska bir
deneme Ophrys tenthredinifera’da yapilmis ve ultrasont+5 dakika sok uygulamasindan
60 giinde % 5.3 ¢imlenme elde edildigi belirtilmistir.

Gilimis (2009), Bat1 Karadeniz’de yetisen ve salep elde edilen 16 adet orkide
tiirtinde in vitro ve in vivo kosullarda asimbiyotik olarak tiretim yapmustir. Besi ortami
olarak Y2 MS, MS, VWD, KC ve KC-N ortamlar1 ile bu ortamlara GAz hormonunun 0,
0.1, 0.5 ppm dozlar1 katilarak hazirlanmig ortamlar kullanilmis olup, ¢imlenme tlizerinde
farkl 1g1kk uygulamalar1 denenmistir. Tiim orkide tiirlerinde ¢imlenme ve protokorm
elde edilirken, fide gelisimi sadece 8§ tiirde goriilmiistiir. En yiiksek bitkiye doniisiim
orant KC besin ortaminda yetisen Orchis morio tiiriinde % 89.88 olarak belirlenmistir.
Dis kosullara alistirmada basar1 saglanamazken, bitkiler en ¢ok birkag ay icinde
canlhiliklarm1 kaybetmiglerdir. Ayrica denenen in situ calismasinda bolinmiis ve

boliinmemis ana yumrularin dogaya aktarilmasi sonucu bitkilerde ¢ikis gdzlenmemistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Orkide tiirleri

Arastrmada kullanilan bitkiler, Van ilinde dogal olarak yetigsen, ancak salep elde
etmek i¢in tahrip edilen ve bu sebepten dolay1 6zellikle Koyuncu ve ark. (1999) ile Isler
(2005)’1n risk altinda gosterdikleri orkideler arasindan seg¢ilmistir. Calismanin bitkisel
materyal kismim1 Anacamptis pyramidalis (L.) L.C.M. Richard, Dactylorhiza iberica
(Bieb. ex Willd.) So6, Dactylorhiza romana (Seb.) So6 subsp. georgica (Klinge) So6 ex
Renz & Taub., Dactylorhiza umbrosa (Kar. et Kir.) Soo, Orchis palustris Jacquin ve
Ophrys straussii (Fleischm. & Bornm.) Nelson tiirlerine ait olgunlasmis tohumlar
olusturmustur. Tohumlarmn yani sira fungus izolasyonu i¢in bitkinin rizosfer (kok
cevresi) topragi ile taze yumrular1 da kullanilmistir. Materyal toplama ¢calismalar1 2008-
2010 yillar1 arasinda; Van ili civarinda, Gevas ilgesi Altinsa¢ ve Inkaya (Inkdy)
Koylerinde; Ercis ilgesi Tasmali Geg¢idi ve Edremit ilgesi’nde yapilmistir. Fotograflari
(Anonim, 2011) ve baz1 6zellikleri asagida belirtilen bitki tiirlerinin teshisi ve sistematik

olarak tanimlar1 Davis (1984)’¢ gore yapilmistir.

3.1.1.1. Anacamptis pyramidalis (L.) L.C.M. Richard

Genel ozellikler: Govde ince, 20-50(80) cm boyundadir. Brakte benzeri
yapraklar isttedir. Dip yapraklar 25 cm boyundadir (Sekil 3.1). Cigek basagi 4-6(7) adet
cicekten olusan, ¢ok c¢icekli bir yap1 gosterir (Sekil 3.2). Brakteler hafif olarak
lanseolattir, sivridir ve ovaryumu biraz gegmektedir. Cigcekler kirmizi, koyu ya da a¢ik
gil pembesi, bazen de beyazdir. Sepaller ovate-lanceolate olup 6-8x3 mm
biytikligiindedir. Labellum 6-9 mm uzunlugunda olup, ortaya dogru dar bir mahmuz

giriginden uzayan 2 uzun sirta sahiptir. Mahmuz ipliksi olup, 10-13 mm uzunlugunda,



dikey ya da diseydir. Bitki, maki ve fragiana tasli yamaclarda, cayirlarda, agaglik
alanlarin otsu ag¢ikliklarinda, zeytinliklerde, kalkerli ve siltli alanlarda, deniz
seviyesinden 1750 metreye kadar olan yiiksekliklerde yetismektedir.

Sekil 3.1. A. pyramidalis bitkisinin genel goriiniimii.

Sekil 3.2. A. pyramidalis bitkisinin ¢igegi.



3.1.1.2. Dactylorhiza iberica (Bieb. ex Willd.) So6

Genel ozellikler: Bitkiler ince, 20-40(60) cm boyundadir (Sekil 3.3). Yapraklar
dik, lanseolat-lincar ve daha az genistir. Cigekler 5-7(8) adettir. Cigek durumu dar
silindirik ve yapida, giil pembesi rengindedir (Sekil 3.4). Brakteler lanseolat ve hemen
hemen ovaryuma esit boydadir. Sepal ve petaller gevsek bir migfer icinde zit
durumludur. Sepaller ovat-lanseolat, petaller daha dar durumludur. Labellumu diiz ve
yelpaze gibi genis ovat seklindedir. Kisa 3 lobu, nadiren pargaldir. 8-11 mm
uzunlugunda olup koyu benek ve cizgileri vardir. Lateral loblar yar1 ovat seklinde,
kenarlar testere dislidir. Orta bazen dis goriiniimiinde bostur. Mahmuz ovaryumun yarisi
kadar olup ince ve sarkiktir. Nemli ¢cayir bataklik ve su kenarinda 900-2500 m rakimda

yetigir. Stolonlarindan dolay1 siklikla genis kiimeler halinde bolca yetisir.

Sekil 3.3. D. iberica bitkisinin genel goriinti mii. Sekil 3.4. D. iberica bitkisinin ¢icegi.



3.1.1.3. Dactylorhiza romana (Seb.) So6 subsp. georgica (Klinge) So6 ex
Renz&Taub

Genel ozellikler: Bitkiler 15-40 cm boyundadir. Sap dibinde 2-3 adet bulunan
genis kahverengimsi kinlar ¢ok sayidaki linear ve lanseolat yapraklari i¢ine alir (Sekil
3.5). Cigekler 4-5(6) adettir. Cicek durumu kisa ve silindiriktir (Sekil 3.6). Brakteler
otsu, ¢icekler genellikle sar1 ve oldukca kii¢iiktiir. Sepaller oblong 13x15 mm, lateral
sepaller ters durumludur. Petaller egri olarak ovattir ve 10x4-7 mm’dir. Labellumun
genisligi genellikle uzunlugundan daha fazladir. Mahmuz dar silindirik ovaryuma esit
ya da ondan daha kisa (8)10-12 mm diiz ve dikeydir. igne yaprakli ormanliklar ve
orman kenarlari, mese c¢aliliklari, alpin ¢ayirliklarinda ve 20-2000 m yiiksekliklerde

yetisir.

Sekil 3.5. D. romana subsp. georgica bitkisinin Sekil 3.6. D. romana subsp. georgica bitkisinin
genel goriintimii. cicegi.



3.1.1.4. Dactylorhiza umbrosa (Kar. & Kir.)

Genel ozellikler: Bitkiler degisen boylarda olup bodurluktan 80 cm’e kadar
yikkselebilir. Sap serttir ve biiylk bitkilerde igi bostur (Sekil 3.7). 4-6(9) adet olan,
oblong-ovate durumdan lanceolata kadar degisen yapraklar daginik olup bazen dipte
siklagsmistir. Cigekler 6-7(8) adettir. Cicek durumu siklikla silindirik olup 15(22) cm
uzunlugundadwr (Sekil 3.8). Alt braktelerden giil moru, nadiren beyaz ¢icekler ¢ikar.
Sepaller ve petaller oblong-lanceolat olup 12-16 mm uzunlugundadir. Lateral sepaller
ise uzamis ve kivrilmis olup, petaller daha kisadir. Labellum hemen hemen diizdiir,
genellikle boyu eninden uzundur. Piiriizlii goriinlimde uglara dogru sivrilen tam ya da
yarim olarak nadiren tg¢ loplu, 7-10(13)x(4)7-10(13) mm biiyikligiinde, koyu benekli
ve kesik ¢izgilidir. Mahmuz silindirik disa doniik ve ovaryum kadar uzundur. Bataklik,

nemli alpin cayirliklari, su kenarlari, nehir kenarlarindaki sogiit ve ilgin ¢aliliklarinda

1500-3300 m arasi1rakimlarda yetigir.

Sekil 3.7. D. umbrosa bitkisinin genel gériiniimii. ~ Sekil 3.8. D. umbrosa bitkisinin ¢igeg 1.



3.1.1.5. Orchis palustris (Jacquin)

Genel ozellikler: Bitki 80-100 cm boyunda olup sap iizerinde uniform olarak
dizilmis dik, linear, linear lanceolat, acuminate olan 4-6 adet yapraga sahiptir (Sekil
3.9). Yapraklar1 25x2.5 cm’den itibaren sivrilir. Cigekler 6-7 adet olup, ¢icek durumu
silindirik, nadiren gevsektir. Cicekler mor nadiren pembedir (Sekil 3.10). Lateral
sepaller erecto-patenttir. Labellum degisebilen sekil ve boyutta olup diiz, kama sekilli
dipten, diiz ve yelpaze sekilli olarak goriiliir. Genellikle {i¢ loplu olup 9-15(20)x11-20
mm biiyiikliiglinde, ortas1 mor benekli ve beyazimsi (nadiren boliinmemis beneksiz ve
koyu mor); lateral loblar koseli olup, bu koseler yuvarlaklagmistir. Orta lop daha kiiciik
ve tiimdir. Mahmuz diiz ve ovaryuma esittir. Nemli ¢ayr ve batakliklarda deniz

seviyesinden 1950 m’ye kadar yetisebilmektedir.

Sekil 3.9. O. palustris bitkisinin genel gorintimii. ~ Sekil 3.10. O. palustris bitkisinin ¢igegi.



3.1.1.6. Ophrys straussii (Fleischm.&Bornm.) Nelson

Genel ozellikler: Bitkiler 20-60 ¢cm boyundadir; yapraklar, 3-6 adet olup dibe
yakin olarak siklagsmustir (Sekil 3.11). Dik bitkidir. Cigekler 4-5(6) adettir. Sepaller 12-
16 mm uzunlugunda giil- menekse, yesil-pembe ya da beyazimsi olarak bulunmaktadir
(Sekil 3.12). Dorsal sepal erecto-patenttir; petaller 6-7 mm uzunlugunda ligulate
yapidadwr. Labellum lateral loblarla birlikte kahverengi-mor renklidir. Orta lop oblong
olup, biraz diizdir. Spekulum ikidegisik damar ya da noktal ¢izgiler igerir, bazen tilysii
siyah-mor bir yap1 ile ¢evrilmistir. Tiir, mese ¢aliliklar1 ve ormanhklari, ¢am ormanlari

ile kalkerli yamaglarda 200-1500 m yiiksekliklerde yetigir.

Sekil 3.11. O. straussii bitkisinin genel goriinimii. ~ Sekil 3.12. O. straussii bitkisinin ¢igeg 1.

Yaptigimiz caliymada teshis edilen ve yerleri belirlenen bitkilere ait rizosfer
topraklarindan 2008-2009 ve 2010 yillarma ait 6rnekler ve 2010 yilma ait yumrular
almarak fungus izolasyonlar1 yapilmistrr. izolasyondan elde edilen fungal izolatlar Bitki
Koruma Boliimii tarafindan teshis edilmistir. Izolatlar arasinda, 6zellikle simbiyotik
cimlenmede gorev aldigr bilinen Rhizoctonia sp. fungusu teshis edilerek denemelerde

kullanilmistir.



3.1.2. Arastirma yeri hakkinda genel bilgiler

3.1.2.1. Arastirma yerinin konumu ve iklim 6zellikleri

Arastrma i¢cin materyalin elde edildigi Van ili, denizden 1725 m yiikseklikte
olup, 38° 25 kuzey enlemi, 43° 21 dogu boylammnda yer almaktadir. Bitkisel
materyallerin toplandig1 alanlarin GPS koordinatlarina bakildiginda Altinsag, Inkdy,
Tasmali Gegit ve Edremit bdlgelerinde 1682 metreden 1945 metreye uzanan

yikseltilerin degiskenlik gdsterdigi belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Arastrma materyalinin toplandig1 bolgelerin koord inatlar1

Bitki tiirleri GPS koordinatlar1 Rakim

1- Anacamptis pyramidalis utm  38S 315739 4252541 1682 metre
2-Dactylorhiza iberica utm  38S 360906 4295411 1778 metre
3-Dactylorhiza romana subsp. georgica utm  38S 316300 4251914 1781 metre
4-Dactylorhiza umbrosa utm  38S 315224 4255883 1846 metre
5-Orchis palustris utm  38S 349867 4254179 1705 metre
6-Ophrys straussii utm  38S 318397 4250785 1788 metre

Materyallerin tamami daglar ve cayirhiklardan olmak iizere Van ilinin c¢esitli
yerlerinden temin edilmis olup, toplandiklar1 lokaliteler uydu resimleri iizerinde
gosterilmistir (Anonim, 2010a).

A. pyramidalis ve D. romana subsp. georgica tiirleri ayni alanda yer almis olup;
O. straussii tiirti bu alana yakmn yerlerde tespit edilmistir (Sekil 3.13). O. palustris ve D.
umbrosa tiirlerinin Edremit ilgesinde, D. iberica tiiriiniin ise Ercis ilgesi yolunda

Tasmali Gegit lizerinde yer ald1g1 belirlenmistir (Sekil 3.14).



Sekil 3.14. Daglik alanlarda belirlenen orkidelerin lokasyonlari.

Van ili konumu itibariyle Van G6lii’niin kiyisinda yer almasindan dolayr goliin
olumlu etkisiyle i¢ kisimlara nazaran daha ilimandir. Van’da kis mevsimi soguk ve
karla ortiilii, yazlar1 ise serin ve kurak ge¢cmekte olup, ilde karasal iklim hikiim
stirmektedir. Kig aylarinda toprak ylizeyinin karla ortiilii olmasi1 kislik ekimlerde soguk
zararinin azalmasinda 6nemli bir etken olmaktadir. Materyallerin toplandig1 bdlgelere
ait 2008, 2009 ve 2010 yillar1 arasinda baz1 6nemli iklim parametreleri Cizelge 3.2°de

verilmistir.



Cizelge 3.2. Van ilinde uzun yillar ortalamasi, 2008-2009 ve 2009-2010 yili vejetasyon
dénemine ait bazi iklim verileri (Anonim, 2010b)

Yagis (mm) Ort. Sic. (C°) Nispi nem (%)

Ay lar 2008-2009 2009-2010 UYO 2008-2009  2009-2010 UYO 2008-2009 2009-2010 UYO
Ekim 56.6 15.9 44 11.0 10.5 10.9 60.8 46.8 59.0
Kasim 210 911 482 49 44 43 60.9 61.1 66.0
Aralik 36.7 34.8 371 -1.8 18 -05 63.1 63.5 67.0
Ocak 42.9 51.6 342 -39 01 -33 67.6 63.4 68.0
Subat 49.2 711 32.3 0.0 13 -25 69.1 65.5 68.0
Mart 74.8 38.3 459 18 57 16 63.2 58.9 68.0
Nisan 47.1 46.3 55.0 6.5 8.3 8.1 57.0 62.2 61.0
Mayis 319 69.8 45.6 131 13.2 131 46.3 61.1 56.0
Haziran 27.1 41.0 17.7 175 19.7 18.4 47.7 43.6 50.0
Temmuz 21.2 10.8 55 21.1 23.9 224 439 34.2 45.0
Toplam 408.5 470.7 3659

Ort. 7.02 8.89 7.25 58.0 56.0 60.6

3.1.2.2. Arastirma yerinin toprak ozellikleri
Materyallerin toplandig1 alanlardan alinan rizosfer topragi orneklerinin bazi
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, ¢alismanin metod boliimiinde (Bkz 3.2.2.) belirtilen

yontemlerle elde edilmis olup, Cizelge 3.3°de ve Cizelge 3.4°de ortaya koyulmustur.

Cizelge 3.3. Orkidelerin rizosfer topraklarma ait bazi fiziksel 6 zellikler

Bitki adi OM. % Kire¢ % TuzdS/m pH Biinye

A. pyramidalis 1.46 5.67 0.29 8.06 Tinlt

D. iberica 2.24 30.76 0.44 8.14 Siltli-tmh
D. romana subsp. georgica 1.02 0.63 0.27 7.19 Tmh

D. umbrosa 2.02 27.61 0.44 8.26 Siltli-tnli
O. palustris 2.17 30.24 0.18 8.42 Siltli-tmli
O. straussii 0.82 9.87 0.28 8.07 Siltli-tmh

Cizelge 3.4. Orkidelerin rizosfer topraklarma ait baz1 kimyasal 6zellikler

Bitki Ad: N P Nappm Mg K Cu  Znppm Feppm Mnppm
% ppm ppm ppm___ppm
A. pyramidalis 042 10 392.74  256.79 95465 2.64 461 26.23 106.27
D. iberica 1.09 18 49471  1186.75 360.42 4.29 261 419.80 152.78
D. romana subsp. georgica 0.54 11.03 239.73  437.28 679.58 232 5.49 80.50 132.84
D. umbrosa 1.07 1348 67321 1617.26 600.50 4.06 1.75 420.96 154.63
O. palustris 0.87 17.15 902 2461.47 57398 359 1.24 406.82  373.50
O. straussii 045 1085 341 426,57 54434 226 254 38.81 207.93

Bitkisel materyallerin toplandig1 alanlara ait olan rizosfer topragi orneklerinin

bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri incelendiginde topraklarin organik madde icerikleri



cok az ve az, kire¢ bakimmdan ¢ok az, az ve fazla; tuz icerileri bakimmdan tuzsuz; pH
bakimindan nétr ve kuvvetli alkalin; biinyelerinin tml1 ve siltli-tinly; azot ve fosfor
bakmmindan yeterli olduklar1 belirlenmistir. K, Na, Mg, Fe, Mn, Zn ve Cu agisindan ise
tiirlere ait topraklarin yeter ve fazla smiflarinda olduklar: tespit edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Tohum, yumru ve rizosfer topraginin toplanarak muhafaza edilmesi

Arastrmada kullanilan orkide tiirlerine ait materyaller Van ilinin farkh

bolgelerinden toplanmis olup GPS ile koordinatlar1 belirlenerek elde edilmistir. Sekil

3.15’te goriildiigii gibi materyallerin bir kismi ¢ayirlik alanlardan, bir kismi da daghk
alanlardan toplanmustir (Sekil 3.16).

Sekil 3.15. Cayrlik alandan materyal toplanmas1.  Sekil 3.16. Daglik alandan materyal toplanmasi.

Tirlere ait tohumlar temmuz-agustos aylar1 arasinda bitkilerin tohuma gecip
kahverengi kapsiil olusturduklar1 ve olgunlastiklar1 zaman toplanarak oda sicakliginda
kurutulmugtur. Tohumlar kapsiillerinden ayriip 35 mesh’lik (0.25 mm) elekten
gecirilmistir. Kurutulan tohumlar calisma baslayana dek cam petri kutularinin i¢inde
buzdolabinda +4°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

Tohumlarla birlikte toplanan yumru ve rizosfer topraklar1 izolasyon baslayana

kadar (2 giin) buzdolabinda +4°C sicak hkta kese kagitlar1 iginde muhafaza edilmistir.



3.2.2. Rizosfer topragimn baz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Bitkilere ait rizosfer topraklar1 ylizeyden 20 cm derinlikte almmis olup,

kurutulduktan sonra elenerek oda sartlarinda naylon posetler iginde muhafaza edilmis ve

asagida belirtilen bazi fiziksel ve kimyasal analizlere tabi tutulmustur.

3.2.2.1. Toprak tekstiirii

Deneme alani topraklarmmm kum, kil ve silt fraksiyonlar1 Bouyoucous (1951)

tarafindan bildirildigi sekilde hidrometre yontemine gore belirlenmis ve tekstiir smiflar

“Soil Survey Manuel”e gore yapilmistur.

3.2.2.2. Toprak reaksiyonu (pH)

Jackson (1958)’in belirttigi gibi, pH degerleri saf su ile 1:2.5 oraninda

sulandirilarak belirlenmistir.

3.2.2.3. Kire¢ (%)

Hizalan ve Unal (1966) tarafindan belirtildigi gibi, Scheibler kalsimetresi

kullanilarak saptanmistir.

3.2.2.4. Tuzigerigi (dS/cm)

Kacar (1994)’'m bildirdigi sekilde, 1/2.5 yOntemi kullanilarak elektriksel

iletkenlik, eltipielektriki kondaktivimetre aleti ile belirlenmistir.



3.2.2.5. Organik madde (%)

Modifiye edilmis Walkley-Black yontemine gore belirlenmistir (Walkley, 1947).

3.2.2.6. Toplam azot (%0)

Kjeldahl yontemine gore belirlenmistir (Kacar, 1994).

3.2.2.7. Yarayish fosfor (ppm)

Sodyum bikarbonat yontemine gore belirlenmistir (Olsen ve ark., 1954).

3.2.2.8. Degisebilir potasyum, kalsiyum ve magnezyum (ppm)

Thomas (1982)’e gore 1 N Amonyum asetat ile calkalanarak atomik absorbsiyon

spektrofotometresinde belirlenmistir.

3.2.2.9. Toprakta ekstrakte edilebilir mikro elementler (Fe, Mn, Zn ve Cu)

Alman toprak ornekleri pH’s1 7.3’e ayarlanmig 0.05 M DTPA ile ekstrakte
edilmis olup, elde edilen siiziikler atomik absorbsiyon spektrofotometresinde okutularak
belirlenmistir (Kacar, 1994).

3.2.3. Orkide tohumlarnin in vitro kosullarda cimlendirilmesi

Orkide tohumlarmmn in vitro kosullarda ¢imlendirilmesinde simbiyotik ve

asimbiyotik kiiltiir ortamlarmnin etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir.



3.2.3.1. Orkide tohumlarnnin simbiyotik Kiiltiir ortamlarninda cimlendirilmesi

3.2.3.1.1. Fungus izolasyon ortamlarimn hazarlanmasi

Orkide yumrular1 ve rizosfer topragindan mikorizal fungus izole etmek i¢in
onceki ¢alismalarda izolasyon ortamu i¢in kullanlan suagar, PDA (potato dextrose agar)
(Hasenekoglu, 1991) ve YEA (yeast extract agar) (Clements ve ark., 1986) o Imak iizere
3 farkli ticari besi ortami hazirlanmisgtir (Cizelge 3.5). Hazirlanan her besin ortaminin
icine, herhangi bir bakteriyel olusumu engellemek i¢cin 50 mg/lt dozunda antibakteriyel
olan streptomycin siilfat ilave edilmistir. Ortamlar saf su ile hazirlandiktan sonra 121°C
sicaklikta ve 1.2 atmosfer basincinda ¢alisan otoklavda 20 dakika steril edilmis ve

uygulanan metoda gore steril kabin i¢inde kullanilmistir.

Cizelge 3.5. Fungus izolasyonu i¢in kullanilan besi ortamlar1

Ortam adi Ortam biles mine giren madde Miktar gr/It
Su agar Agar bacteriological 15
PDA (potato dextrose agar) PDA 39
YEA (yeast extract agar) YEA 15
3.2.3.1.2. Simbiyotik kiiltiir ortamlanmn hazirlanmasi

Bu c¢alismada simbiyotik kiiltiir ortamina bulastirilan Rhizoctonia sp.

fungusunun gelisebilecegi 3 farkl besi ortami hazirlanmigtir.

3.2.3.1.2.1. Yulaf ortamm (YO)

Cizelge 3.6°da Clements ve Ellyard’in (1979) tanimlamis oldugu yulaf ortanm
gorlilmektedir. Bunun i¢in 6 giitiiliip toz haline getirilmis 2.5 gr yulaftanesi 1000 ml saf
su icinde bir saat kaynatilmis ve tiilbentten siiziilmiistiir. Soguyan ortamin pH’s1 1 N
HClve 1 N NaOH ile 5.7°ye ayarlanmis ve i¢cine 7 g/It miktarinda agar katilarak, 121°C
sicaklikta ve 1.2 atmosfer basincinda ¢alisan otoklavda 20 dakika steril edilmistir.



Cizelge 3.6. Yulafortami (YO) i¢inde yer alan maddeler ve miktarlar1

Ortamda yer alan maddeler Miktar
Ogiitiilmiis yulaftozu 2.5gr
Agar T9r

Saf su 1000 ml
pH 5.7

3.2.3.1.2.2. Modifiye yulaf ortanm (MYO)

Cizelge 3.7°de Clements ve ark.’nin (1986) tanimlamis oldugu modifiye yulaf
ortami goriilmektedir. Bunun i¢in bazi kimyasal maddeler ile birlikte 3.5 gr 6giitiilmiis
yulaf kullanilmistr. Bir saat kaynatilip sogutulan yulaf tozu tiilbentten siiziilmiis ve
soguduktan sonra tiim maddeler katilmistr. Ortamm pH’1 5.7°ye ayarlanmis olup
YO’da oldugu gibi steril edilmistir.

Cizelge 3.7. Modifiye yulafortami (MYO) i¢inde yer alan maddeler ve miktarlar

Ortamda yer alan maddeler Miktar
Ca(N03)2.4H20 0.2gr
KH,PO, 0.2 ar
KCI 0.1gr
MgS0O,.7H,0 0.1gr
Yeast extract 0.1gr
Ogiitiilmiis yulaftozu 3.5gr
Agar 6.0gr
Saf su 1000 ml
pH 5.7
3.2.3.1.2.3. Potato dextrose agar ortam (PDA)

PDA ortami, 39 gr/litre potato dextrose agar hesabiyla hazirlanmis olup diger
simbiyotik kiiltiir ortamlarinda oldugu gibi steril edildikten sonra kullanilmistir
(Hasenekoglu, 1991; Zettler ve ark., 2001; Sharma ve ark., 2003).



3.2.3.1.3. Fungus izolasyonu i¢in kullanilan yonte mler

Salep orkidelerinin rizosfer topraginda ve yumrularinda 6zellikle Rhizoctonia sp.
elde etmek ve olabilecek diger funguslari belirlemek i¢in yapilan caliymalarda dort
farkli yontem kullanilmustir. Elde edilen fungal izolatlar 131k mikroskobu ile Bitki
Koruma Boliimii’ne ait Mikoloji Laboratuvarinda teshis edilmistir.

Izolasyon i¢in toplanan yumru ve toprak &rnekleri temmuz-agustos aylarinda
laboratuvara getirilerek kullanilincaya kadar kese kagitlar1 icinde ve buzdolabinda
bekletilmistir. Sekil 3.17°de Dactylorhiza iberica tiriine ait yumru; Sekil 3.18°de

rizosfer topragi 6rnegi alinigt goriilmektedir.

Sekil 3.17. Yumru 6meginin almisi. Sekil 3.18. Rizosfer toprak 6rmeginin alinigt

3.2.3.1.3.1. Sekerpancari ile tuzaklama yontemi

Papavizas ve ark.’nin (1975) izledigi yOnteme gore, her orkide rizosfer
topragmdan 0.5 kg toprak alinip, petrilere 100’er gr koyulmustur. I¢inde toprak bulunan
her petri kabma 6nceden otoklav edilmis 1 gr sekerpancari tohumu karistirimistir.
Sonra bu petriler 2 giin inkube edilmek iizere 24°C°de tutulmus; 2 giin sonra tohumlar
topraktan ¢ikartihp 20 dakika c¢esme suyu ile yikanarak toprak kalmtilarindan
temizlenmistir. Sekerpancari tohumlar1 daha sonra steril kabin icinde 3 kez steril
edilmis saf su ile durulanmis, bir kurutma kagidi iizerinde fazla suyu alindiktan sonra
icinde 7-8 adet olacak sekilde dnceden hazirlanmis su agar petrilerine ekilmistir (Sekil
3.19). Su agar petrilerinde 24°C’de 3-4 giin bekletilerek gelisen fungal hiflerden kesitler



alinp, PDA petrilerine aktarilarak gelisimleri saglanmis ve teshisleri yapilmstir (Sekil
3.20).

Sekil 3.19. Sekerpancari tohumlarmin su agar Sekil 3.20. Sekerpancari tohumlari etrafindaki
petrilerine ekimi. fungal gelisim.
3.2.3.1.3.2. Toprak kalnti yo nte mi

Roberts ve Herr’ in (1979) bildirdigi yonteme gore, her orkide tiiriine ait rizosfer
topragindan 50 gr aliman oOrnek, 300 ml % 2’lik H,O, (hidrojen peroksit) ile
calkalanmigtir. Bu karigimin {istiinde yiizen artiklar 60 mesh’lik (0.5 mm) elekten
stiziilerek alinmistir. Daha sonra ayni toprak 6rnegi ¢esme suyu ile siispanse edilerek
her siispansiyondan sonra {istte yiizen artiklar yine aym elekle siiziilerek almmistir.
Ayni toprak Ornegine ait tiim artiklar birlestirilmistir. Bu artiklar, otoklav edildikten
sonra 45°C’ye sogutulmus erlenmayerdeki 250 ml su agar ve PDA igerisine
karstrilarak, bu sekilde her besi yeri icin 15 adet petriye dokiilmiistiir (Sekil 3.21).
Dokiilen petri kaplar1 24°C’de 3-4 giin, hif olusturana dek inkube edilmistir.
Inkubasyondan sonra petrilerde gelisen fungus kolonilerinden yine su agar1 ve PDA
icerisine saflastirma yapilarak izole edilen funguslar teshis edilmistir (Sekil 3.22).



Sekil 3.21. Organik artiklarin besi ortamlarina Sekil 3.22. Organik artiklar tizerindeki fungal
karistirilmasi. geligim.

3.2.3.1.3.3. Dokme plaka y6nte mi

Madigan ve ark.’nin (2003) gelistirdigi metoda gore 10 gr tartilan orkide rizosfer
topragi steril kabin i¢inde, daha 6nce steril edilmis 90 ml saf su ile 20 dakika siire ile
karstrrilarak homojen bir siispansiyon (dilusyon-10%) elde edilmistir (Sekil 3.23). Bu
stispansiyon iginden ayr1 ayr1 5 kez c¢ekilen 1 ml’lik 6rnekler 45 ml steril saf su igeren
baska bir kavanoza aktarilarak 102’1k dilusyon, ve bu islemin aynisinin {ic kez daha
yapilmasiyla 103, 10* ve 10°°lik dilusyonlar hazirlanmis olup toplam 5 kez seyreltme
yapimistrr (Sekil 3.24). Daha sonra bu bes kavanozun i¢inden her biri ayr1 steril pipet
ucuyla 1 ml ¢dzelti ¢ekilmis ve her kavanoza ait 10’ar steril petri olacak sekilde
dagitilmistir. Pipetleme isinden sonra her petriye 50°C’ye sogutulmus PDA dokiilerek
inkubatore birakilmistr. 24°C’de 3-4 giin bekledikten sonra, iizerinde gelisen fungus
kolonileri tespit edilmis ve gerekli saflastrmalar yapilmistir.



Sekil 3.23. 10*’lik dilusyonda olusan fungal gelisim. ~ Sekil 3.24. 10" liik dilusyonda olusan fungal gelisim.

3.2.3.1.3.4. Yumrulardan fungus izolasyonu

Yapilan izolasyonda once ¢esme suyunda yikanarak topraklardan temizlenen
yumrular, steril kabinin i¢inde % 3’liikk sodyum hipoklorit ¢ozeltisi i¢inde 3 dakika siire
ile calkalanmis ve ardindan 3 kez steril saf su ile durulanip, yine steril edilmis kurutma
kagitlar1 iizerinde fazla sular1 almmigtir (Sekil 3.25). 0.5-1 cm biyiikLigiinde bistiiri ile
kesilen yumru eksplantlar1 petri basina 2 adet; her ortam icin 6 adet olacak sekilde
onceden hazrrlanan su agar, PDA ve YEA petrilerine dikilmis olup, 24°C’de 3-4 giin
inkube edilmistir (Sekil 3.26). Olusan fungal hifler, aynm1 besi ortami igeren petri
iizerinde hemen belirlenmis olup gerekli gorildiigli durumlarda su agar ve PDA

petrilerine aktarilarak 1gik mikroskobunda teshis edilmistir.

Sekil 3.25. Yumru eksplantlarinm sterilizasyonu. Sekil 3.26. Yumru eksplantlarinin besi yerlerine dikimi.



3.2.3.1.4. Genel sterilizasyon islemle ri

In vitro ¢aligmalar1 i¢in kullanilan tiim ortam ve malzemeler aseptik kosullar
altinda hazirlanmistir. Kullanilan tiim malzemeler otoklava girmeden 6nce, bulagik
deterjani, sodyum hipoklorit ve saf su ile yikanmustir. Tohumlarin ekildigi kapakli cam
kavanozlar, petri kaplary, izolatlar icin cam tiipler, pens, bistiiri bicag1 ve kurutma
kagitlar1 aliminyum folyo kagitlarma sarilarak 121°C sicaklikta 1.2 atmosfer basingta
calisan otoklavda 60 dakika siiresince steril edilmistir. Calisma laminar akish steril
kabinde gerceklesmis olup, her calismadan Once ve sonra kabin i¢inde 30 dakika
ultraviyole 15181 yakilmistir. Caliyma esnasinda her kullanilan pens ve bistiiri bicagi
sterilizasyon maksadiyla bacteritor cihazinda birka¢ dakika bekletilerek temizlenmistir.
Steril kabinin i¢ci % 70’lik etil alkole batirilmis pamuk ile sik¢a silinmistir. Caligma
stiresince enfeksiyon olusmus bulasik petri kaplari, cam kavanozlar ve steril kabin
icinde kullanilan pens, bistiiri gibi diger malzemeler her ¢alismadan sonra baska islerde
kullanilmadan once, 121°C sicaklikta 1.2 atmosfer basingta calisan otoklavda 120
dakika birakildiktan sonra deterjan, sodyum hipoklorit ve saf su ile yikanarak steril

edilmistir.

3.2.3.1.5. Tohumlarin yiizey sterilizasyonunun yapilmasi

Orkide tohumlar1 ¢ok kiiciik ve toz gibi bir yapiya sahip olduklar1 icin kaba filtre
kagitlarindan yapilmis kiiciik zarflarin i¢ine koyulduktan sonra zarflarm kenarlar1 toplu
igne ile ignelenerek iplikle dikilmstir. (Sekil 3.27). Her tiire ait tohum 100 mg
agirhginda tartildiktan sonra zarf igine alinmis olup; bir uygulama i¢in kullanilmistur.
Her uygulama i¢in 100 mg tartilan tohumlar, her tekerrirde 6 adet olmak {iizere 3
tekerriirlii olarak toplam 18 adet kiiltiir ortami i¢eren kaplara ekilmistir.

Deneme kurulmadan once sterilizasyon ile ilgili yapilmis bazi dnceki ¢caligmalar
dikkate alinarak Tween-20 ile birlikte % 1 ve % 12 gibi diisiik ve yiiksek dozda ticari
NaOCl konsantrasyonlar1 ile 6n ¢aligmalar yapilmis fakat hem sterilizasyon hem de
¢imlenmede olumsuzluklar yasanmistir. Valletta ve ark.,’nin (2008) bildirdigine gore,
tohum kabugunun H;SO4 ile kirilmasi ve tohumun su almasmm tesvik edilmesi

miimkiin olmaktadir. Arastricinin tohum ylizey sterilizasyonunda % 5’lik H;SO4



kullanmasi iizerine, ¢aligmada homojenlik olmasi i¢in cins farkliliklar1 gozetilmeden;
kullanilan tiim orkide tiirleri tohumlar1 dnce % 2’lik H,SOg4 (siilfrik asit) ile 5 dakika
calkalandiktan sonra 1-2 damla Tween-20 ve % 10’luk NaOCI ile 12 dakika steril
edilmistir (Sekil 3.28). Zarflarmn iizerinde kalint1 birakmamak igin son olarak 3 kez steril
saf su ile birka¢ dakika c¢alkalanarak durulanmistr. Ekime baslamadan Once zarflarin
fazla sular1 steril bir kurutma kagidi tizerinde almmis ve iplikleri bistiiri yardimiyla

kesilmistir (Sekil 3.29). Steril edilen tohumlar iclerinde besi ortami bulunan kiiltiir

kaplarma ekilmigtir.

Sekil 3.27. Tohumlarmn paketlenmesi. Sekil 3.28. Tohumlarn sterilizasyonu.

Sekil 3.29. Tohumlarn ekilmesi.



3.2.3.1.6. Tohumlarin simbiyotik kiiltiir ortaminda ekilmesi

Orkide tohumlarinin ¢imlenmesinde etkisi oldugu bilinen ve bu ¢aligmada
kullanilan Rhizoctonia sp. funguslar1 6nceden iginde PDA olan petri kaplarina ekilmis
olup, 10 giinlik olunca mantar delici ile 0.5 cm’lik diskler alinmigtr. Alnan her disk
simbiyotik besi ortamlar1 olan YO, MYO ve PDA igeren petri kaplarinin bir yanma
yerlestirilmistir. Petriler 24°C’de ve karanlikta birka¢ gilin inkube edilmistir. Tohum
ekimi ise petrinin fungusun olmadig1 diger yanma yapilmistir. Petriler ilk protokorm
goriilinceye kadar 23+1°C sicaklikta ve karanlikta bekletilmis ve ik protokorm
olustuktan sonra 16/8 saat aydmnlik/karanhk fotoperiyod saglayan doku kiiltiirii
laboratuvar1 klim odasmda bekletilmislerdir. Protokormlardan sonra olusan siirgiinler
yine tohum ekimlerinin yapilmis oldugu besi ortamlar1 ve bulastirildiklar1 funguslar ile
aynini igeren taze besi ortamlarina aktarilarak iklim odasinda tutulmuslardir. Alt kiiltiire

alma islemleriayda bir kez yapilmigtir.

3.2.3.2. Orkide tohumlannin asimbiyotik Kiiltiir ortamlarninda cimlendirilmesi

3.2.3.2.1. Asimbiyotik kiiltiir ortamlarimn hazirlanmasi

Besi ortami olarak MS (Murashige ve Skoog, 1962), 2 MS, 1/10 MS, KC
(Knudson, 1950) ve. VWD (Van Waes ve Debergh, 1986) ortamlar1 kullanilmistir.
(Cizelge 3.8.).

MS, KC ve VWD ortamlar1 temel olarak kullanildiklarinda bilesiminde bulunan
maddelerin miktarlar1 aynmi oranlarda kalirken; 2 MS ve 1/10 MS ortamlarinda ise,
icerigindeki maddelerin tamaminin, belirtildigi gibi /2 ve 1/10 oranlarinda azaltilmasiyla
seyreltik besi ortamlar1 hazirlanmistr. Tiim ortamlar i¢cin 6 gr/lt agar kullanilmus; pH 1
N HCI ve 1 N NaOH ile 5.8’¢ ayarlandiktan sonra 121°C sicaklikta 1.2 atmosfer
basingta 20 dakika otoklav edilmistir. Hazirlanan tiim besi ortamlar1 kapakli cam

kavanozlara dokiilmiistiir.



Cizelge 3.8. Asimbiyotik kiiltlir ortamlarinda (VWD, KC, MS) yer alan maddeler ve

miktarlar1
Ortamda yer alan maddeler Madde miktarlar1 (mg/It)
VWD MS KC
NH;NO3 370 1650 -
(NH4)2SO4 60 - -
KNO; 400 1.900 -
Makro elementler KH,PO, 300 170 250
Ca(N0s),.4H,0 - - 500
CaCl,.2H,0 - 440 -
MgS0,.7H,0O 100 370 250
Na-EDTA 27.8 27.8 -
FeS0,.7H,0 37.3 37.3 25
ZnS0,4.7H,0 10 8.6 -
Mikro elementler CuS0,4.5H,0 0.025 0.025 -
H3;BO; 10 6.2 -
Na,Mo00,.2H,0 0.025 0.025 -
CoCl,.6H,0 - 0.025 -
Kl - 0.83 -
Glisin - 20 -
Aminoasitler L.Glutamin 100 - -
Nikotinik asit 2 0.5 -
Pyridoksine HCI 0.5 0.5 -
Vitaminler Thiamin HCI 0.5 0.1 -
Biotin 0.05 - -
Myo-inositol 1000 100 -
Seker Sakkaroz 20 30 20
3.2.3.2.2. Genel sterilizasyon islemle ri

Asimbiyotik ¢cimlendirme sathasinda uygulanan genel sterilizasyon ydntemleri

simbiyotik ¢imlendirme kosullarinda bahsedilen metod ile aynidir (Bkz. 3.2.3.1.4.).

3.2.3.2.3. Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonunun yapilmasi

Asimbiyotik kiiltiir ortamlarina ekilmeden 6nce, orkide tohumlarma uygulanan
sterilizasyon iglemleri simbiyotik ¢imlendirme kosullarinda bahsedilen islemler ile

aynidr (Bkz 3.2.3.1.5.).



3.2.3.2.4. Tohumlarin asimbiyotik kiiltiir ortaminda ekilmesi

In vitro kosullarda tohumlarm ekildigi, protokormlarm olustugu ve fidelerin
gelistigi ortamlar, besi yerleri temel ortamlar olup; ortamlarm i¢ine hi¢bir asamada
hormon ilavesi yapimamstr. Ayrica tohumun c¢imlenme, protokorm ve fide
asamalarinda da farkl ortamlar kullanilmamis olup ekimden fide asamasina kadar ayni
ortamla devam edilmistir. Tohum ekimi yapilan kavanozlar 23+1°C sicaklikta ve
karanlkta bekletilmis olup, protokorm olusmasiyla birlikte karanliktan 16/8 saat

aydmlik/karanlhk ortama alinmislardir. Alt kiiltiire alma iglemi ayda bir tekrarlanmistir.

3.2.3.2.5. Gelisen bitkiciklerin topraga aktarnlmasi

In vitro kosullarda, aseptik sartlarda ve sentetik besi ortaminda kontrollii bir
sekilde gelisen ve siirgilin, kok ve yumru olusturan bitkiciklerin topraga ilk aktarmmlar1
yine laboratuar kosullarinda gerceklesmistir. Bitkiciklerin topraga aktarilmasinda goz
Oniine alinan ilk kriter yeterli biiyiiklikte yaprak ve kok biyiikliigline sahip olmasidir
(Sekil 3.30). Bu 6zellikleri tagtyan bitkiciklerin i¢inde bulundugu kavanozlarin ilk 6nce
kapaklar1 steril kabin i¢cinde acgilarak {izerileri stre¢ filmle kaplanmis ve igne ile
delinerek birka¢ gilin alistirmalar1 yapimustir. Transferlerin yapildigir kaplar olarak
violler kullanilmis ve onceden % 30’luk sodyum hipoklorit ¢dzeltisi ve arkasindan
¢cesme suyu ile yikanmustr. Harg ise her orkide tiiriine ait olan rizosfer topragindan %
50 ve ince digli kumdan % 50 oranlarinda kullanilarak yapimistir. Dikim harci
kullanilmadan 6nce 121°C sicaklikta 1.2 atmosfer basingta arka arkaya iki giin 60
dakika otoklav edilmistir. Fideler hazirlanan steril har¢ i¢cine dikilmeden Once biraz
cesme suyu ile yumru ve kokleri yikanarak birkag¢ saniyeligine, ticari ismi Benlate olan
ve etken madde olarak % 50 benomyl igeren fungusit ile 50 gr/100 It oraninda muamele
edilmistr (Sekil 3.31). Dikimi yapilan fidelerin {lizeri beyaz polietilen sera oOrtiisii ile
kapatilmis ve icine siirekli nem uygulanmustir. Bir siire sonra ortii kaldirilarak dis

ortamla temasi1 saglanmistir (Sekil 3.32).



Sekil 3.30. Kavanozdan Sekil 3.31. Koklerin sterilizasyonu.  $ekil 3.32. Bitkicigin dikim
c¢ikarilan bitki. harcma dikilmesi.

3.2.4. Orkide tohumlarnin in vivo kosullarda ¢cimlendirilmesi

Orkide tohumlarmmin in vivo kosullarda ¢imlendirilmesinde simbiyotik ve

asimbiyotik kiiltiir ortamlarinin etkisi belirlenmeye ¢alisilmigtir.

3.2.4.1. Simbiyotik Kkiiltiir ortamlarnmn hazirlanmasi
3.2.4.1.1. Rhizoctonia sp. funguslarimn kiiltiir islemle ri

Rhizoctonia sp. izolatlar1 in vivo kosullarda simbiyotik kiiltiir ortami olan ekim
harcina bulastirilmak tizere kullanilmistir. Bunun i¢in PDA ortamina ekilen Rhizoctonia
funguslar1 takip edilmis ve 3 giinliik olunca saks1 harcina bulagtirilmak {izere, mantar
delici ile 0.5 cm biiyikliigiinde kiiltiir diski alinmistir. Funguslarm bulastirildigi saks1

harci1 ise ki asamadan olusmustur.

3.2.4.1.2. Saks1 harcimin hazirlanmasi

Saks1 harc1 ki farkli asamadan gegerek hazirlanmustir. i1k dnce % 96 kum+% 4
misir unut% 20 su (v/w) icerecek sekilde karistwrilan harg, 121°C sicaklikta 1.2
atmosfer basingta ¢alisan otoklavda ayr1 ki adet erlenmayerin icinde 60 dakika steril
edilmistir. Hazirlanan bu ilk harcin i¢ine steril kabinde, 6nceden gelistirilen ve 0.5 cm
capinda kesilen 3 giinliik funguslar ayr1 ayr1 bulastirilmis olup elde edilen harg 30 giin
siiresince karanlikta ve 24°C sicaklikta calisan inkubatorde bekletilmis ve ara ara steril

kabinin i¢inde karigtirilmistir. Sicakligin R. solani’nin canl kalmasi tizerindeki etkisinin



arastirilldigt c¢alismanin bir kisminda benzer yontem uygulanmis ve fungusun
bulastirildig: harglar degisik derecedeki sicakliklarda 40 hafta bekletilmistir (Papavizas
ve ark., 1975).

Ikinci har¢ ise her tiir icin ayr1 hazirlanmus olup, orkide tiiriine ait rizosfer
topragmdan % 50 ve ince disli kumdan % 50 oranlarinda karistirilarak olusturulmustur.
Bu karigim 121°C sicaklhkta 1.2 atmosfer basingta arka arkaya iki giin 60 dakika
otoklav edilmistir. Hazirlanan harcin i¢cine 30 giin bekletilen ilk harg¢tan % 10 oraninda
eklenmis olup, meydana gelen bu har¢ dnceden % 20’lik sodyum hipoklorit ¢ zeltisi ve

cesme suyundan gecirilmis saksilara doldurulmustur.

3.2.4.1.3. Genel sterilizasyon islemleri

Caliyma siiresince uygulanan genel sterilizasyon yontemleri in vitro ve in vivo
sartlarda ayr1 ayr1 gerceklestirilmistir. Funguslarin kiiltiire alinma iglemleri i¢in steril
kabin i¢inde ¢alisilirken, in vitro ¢calismalarinda esas alinan sterilizasyon islemleri (Bkz

3.2.3.1.4.) yerine getirilmistir.

3.2.4.1.4. Tohumlarin yiizey sterilizasyonunun yapilmasi

Tohum kabugunun asinmasi1 ve dolayisiyla ortamdaki su ve besinlerin tohum
tarafindan gecirilmesini kolaylastirmak ve yiizeysel sterilizasyonu saglamak i¢in in vitro

caliymasindaki sterilizasyon yontemi direkt topraga ekim aninda da uygulanmistir (Bkz
3.2.3.1.5)).

3.2.4.1.5. Tohumlarin simbiyotik kiiltiir ortaminda ekimi

Steril edilen tohumlar i¢inde har¢ bulunan saksilara ekilmis olup, tizerileri tohum
bliytiikliikleri ile orantili olarak kapatilmigtr. Ekimi yapilan saksilar karanlikta 24°C
sicaklikta bekletilmis olup ihtiya¢ duyuldukca ¢cesme suyu ile sulanmstir.



3.2.4.2. Orkide tohumlannin asimbiyotik kiiltiir ortamlannda ¢cimlendirilmesi
3.2.4.2.1. Saks1 harcimn hazirlanmasi

Tohumlarm ekildigi harg, her orkide tiiriine ait rizosfer topragmndan ayri ayri
olarak % 50 ve ince disli kumdan % 50 oranlarinda karistirilarak olusturulmustur. Bu
karigim 121°C sicaklikta 1.2 atmosfer basingta arka arkaya iki giin 60 dakika otoklav

edilmistir.

3.2.4.2.2. Genel sterilizasyon islemleri

Calisma dwgarda gergeklestirildigi icin sadece tohum, har¢ ve saks1

sterilizasyonu yapilmistir.

3.2.4.2.3. Tohumlarin yiizey sterilizasyonunun yapilmasi

In vitro ¢aligmasindaki tohumlarm sterilizasyon ydontemi topraga ekim aninda da

uygulanmistir (Bkz. 3.2.3.1.5.).

3.2.4.2.4. Tohumlarin asimbiyotik kiiltiir ortaminda ekimi

Tohum ekimi in vivo kosullarda simbiyotik olarak ekilen tohumlarda oldugu

gibi yapimastir.

3.2.5. Verilerin degerlendirilmesi

Cimlenme ve gelisimlerle ilgili veriler, tohum ekiminden yumru olusumuna
kadar takip edilen siiregte degerlendirmeye almmistir. Denemelerde tiim sonuglarin
goriilebilmesi i¢in; ¢imlenmeden baglayan protokorm ve siirgiin olusumuyla devam

edip, bitkickk olusumuna kadar tiim olusumlar ayr1 ayri ele alinmistir. Tohumdan



sonraki gelisimler bir skala seklinde verilmek istendiginde Sekil 3.33, 3.34, 3.35, 3.36,
3.37 ve 3.38°de goriildiigii gibi gruplandirilarak takip edilmistir.

Sekil 3.34. Steromikroskop altinda ¢imlenme (10X).

Sekil 3.37. Siirgiin geligimi. Sekil 3.38. Kokli ve yumrulu siirgiin gelisimi.



3.2.5.1. Saglam protokorm orani (%)

Kararan protokormlarm toplam protokormlardan ayrimasiyla elde edilen ve

toplam tohum sayisina oranlanarak bulunan degerdir.

3.2.5.2. Kararmis protokorm orani (%)

Cimlenen tohumlarm olusturduklart kararmig protokormlarin toplam tohum

sayisina oranlanmastyla yiizde miktar1 hesap lanmistir.

3.2.5.3. Toplam protokorm orani (%)

Cimlenen tohumlarin siskinleserek c¢iviye benzer olusturduklar1 ilk yapidir.
Saglam ve kararan protokormlarin toplami olup, tohum sayisma oranlanarak yiizde

oranlarmin hesaplanmasiyla elde edilmistir.

3.2.5.4. Saghkh protokormdan elde edilen siirgiin oram (%)

Kararmis protokormlarm toplam protokorm sayisindan ayrilmasiyla elde edilen

slirglin sayis1 oranlarmi ifade etmektedir.

3.2.5.5. Tiim protokormdan elde edilen siirgiin oram (%)

Gelisen siirgiinlerin tiim protokormlarm saghkl ya da kararmis olup olmadigina

bakilmaksizin toplam protokorm sayisina oranlanmasiyla elde edilen degerdir.

3.2.5.6. Tohumdan siirgiin olus ma oram (%)

Olusan siirgiinlerin tohum sayisina oranlanmasiyla elde edilen degerdir.



3.2.5.7. Saghkl protokormdan olusan kararmus siirgiin oram (%)

Kararmig stirgiinlerin; kararmig protokormlarin toplam protokormdan ayrilarak

arta kalan saglikli protokorm sayisina oranlanmasiyla elde edilmistir.

3.2.5.8. Tiim protokormdan olusan kararmuis siirgiin orani (%)

Gelismesi srasinda ya da ¢ikisindan itibaren kararmis olarak gelisen kararmis

stirglinlerin, olusan toplam protokorm sayisina oranlanmasiyla elde edilen degerdir.

3.2.5.9. Tohumdan olusan kararmis siirgiin orani (%)

Olusan kara siirglinlerin tohum sayisina oranlanmasiyla elde edilen degerdir.

3.2.5.10. Tiim protokormdan olusan koklii siirgiin orani (%)

Olusan koklii siirgiinlerin toplam protokorm sayisina oranlanmasiyle elde edilen

degerdir.

3.2.5.11. Siirgiinlerde kok olusum orani (%)

Kok gelistiren siirgiinlerin toplam siirglin sayisina oranlanmasiyla elde edilen

degerdir.

3.2.5.12. Tiim protokormdan olusan yumrulu siirgiin oram (%)

Olusan yumrulu stirgiinlerin toplam protokorm sayisina oranlanmasiyle elde

edilen degerdir.



3.2.5.13. Siirgiinlerde olusan yumru orani (%)

Yumru gelistiren siirgiinlerin toplam siirgiin sayisina oranlanmasiyla elde edilen

degerdir.

3.2.5.14. Kallus benzeri olusumlarin oram (%)

Ekilen tohumlarin ¢imlendikten sonra protokorm olusturmayip; kallus vb.
olugsumlar1 gostermesiyle ortaya ¢ikan yapilardir. Bu yapilarm tohum sayisina

oranlanmastyla kallus orani elde edilmistir.

3.2.5.15. Kararms kallus benzeri olusumlarn orani (%)

Kallus vb. yapilarin bazilarinin kararmasi ve kararmis olan bu yapilarin tohum

sayisina oranlanmasiyla elde edilen degerdir.

3.2.5.16. Cimlenme siiresi (giin)

Tohum ekiminden itibaren ¢imlenmeye kadar gegen siireyi ifade etmektedir.

3.2.5.17. Protokorm olusum siiresi (giin)

Tohum ekiminden itibaren protokorm olusumuna kadar gegen siireyi ifade

etmektedir.

3.2.5.18. Siirgiin olusum siiresi (giin)

Tohum ekiminden itibaren siirgiin olusumuna kadar gegen siireyi ifade

etmektedir.



3.2.5.19. istatistiki degerlendirmeler

Uzerinde durulan 6zellikler bakimmdan tanmimlayic: istatistikler; ortalama ve
standart hata ifade edilmistir. Bu 6zellikler bakimindan, tiir ve ortam arasinda fark olup
olmadigmi belirlemek amaciyla, “tesadiif parselleri deneme tertibinde faktoriyel
diizende varyans analizi” yapimustr. Olgiimii yapilan yiizde degiskenlerine “varyans
analizi Oncesi a¢1 transformasyonu yapilmistir”. Varyans analizini takiben farkh tiir ve
ortamlar1  belirlemede; “Duncan c¢oklu Kkarsilagtrma  testi”  kullanimuistir.
Hesaplamalarda istatistik 6nemlilik diizeyi % 5 olarak alimmis ve hesaplamalar SPSS

(ver:13) istatistik paket programinda yapilmgtur.



4. BULGULAR

4.1. Orkide Tohumlarimn In vitro Kosullarda Cimlendirilmesi
4.1.1. Simbiyotik ¢imlenme
4.1.1.1. Fungus izolasyonu

Caligmada biri yumrulardan, {icii rizosfer topragmdan elde edilmek iizere toplam
dort ayr1 fungus izolasyon yontemi denenmistir. Denemede kullanilan orkide tiirlerine
ait yumru ve rizosfer topragi orneklerinin sayisi homojenlik gbstermemektedir. Buna
gore bitki tiirleri iizerinde kullanilan tiim izolasyon yontemlerinden elde edilen

funguslar genel olarak bir ¢izelgede gosterilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Yumru ve rizosfer topraginda farkli yontemlerle elde edilen funguslar

Orkide tiirleri Fungus izolasyon yontemleri
Sekerpancariile  Toprak Dokme Yumru
tuzaklama kalmnti plaka yontemi
yontemi yontemi yontemi

A. pyramidalis B,C,D B, C B, C C

D. iberica C,D C B,C A,B,C

D. romana subsp. georgica B, C C A /B, CF A/B,C

D. umbrosa B,CG C AB,CFG AB,CE

O. palustris B,C,D A,B,C A,B,C B,C,D,EFG

O. straussii - - - -

A: Alternaria sp., B: Aspergillus sp., C: Fusarium sp., D: Macrophomina sp., E: Rhizoctonia sp.,
F: Trichoderma sp., G: Verticillium sp.

Cizelge 4.1°den anlasildig1 gibi kullanilan tiim yontemlerde en ¢ok izole edilen
fungus Fusarium sp.’dir. Kullanilan yontemler sonucunda O. straussii tiiriine ait
tanilanan bir fungus belirlenmemistir. Teghis sirasinda 6zellikle Rhizoctonia sp. arandigi
icin fungal 6zellik belirten yapilar dikkate alimmis olup elde edilen diger izolatlarm tiir
teshisi yapimamustir. Bilinen funguslarin yani sira izolat olarak elde edilen fakat
mikorizal 6zellik gostermeyecegi kanisina varilan bazi izolatlar da bulunmus fakat
kiiltiire almmamugtir. Izolasyonu yapilan rizosfer topragi ve yumrularda bazen tek cins
fungus bulunurken bazen birka¢ fungusun bir arada olduguna da rastlaniimistur.

Izolasyon ortamlarinin icine antibakteriyel olan streptomycin koyulmasma ragmen



izolasyonlarm neredeyse tamaminda bakteriyel bulagiklar, Penicillum ve Rhizophus
funguslar1 gdzlenmistir.

Simbiyotik ¢imlendirme c¢alismalarinda ortama inokule edilen binikleuslu (2
niikleuslu) Rhizoctonia ve Rhizoctonia solani funguslarmin bulunmasi oldukga giic
olmustur. Simbiyotik ortamlarda inokule edilen Rhizoctonia solani AG-3 fungal izolati,
Su-agar petrilerine ekimi yapilan D. umbrosa tiiriine ait yumru eksplantlarindan elde
edilirken (Sekil 4.1); biniikleuslu Rhizoctonia, PDA petrilerine ekilmis olan O. palustris
tiirtine ait yumru eksplantlarindan izole edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Biniikleuslu Rhizoctonia ve elde edildigi Orchis palustris tiiriine ait yumru.



4.1.1.2. Simbiyotik kiiltiir

R. solani (R) ve biniikleuslu Rhizoctonia (2R) funguslarmm bulastirildigi YO,
MYO ve PDA besi ortamlarma ekilen A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp.
georgica, D. umbrosa, O. palustris ve O. straussii tiirlerine ait tohumlarm tamaminda
¢imlenme, protokorm ve bitkicik olusumu gozlenmeyip, yalnizca D. iberica, D.
umbrosa ve O. palustris tiirlerinde basar1 saglanmistir. A. pyramidalis, D. romana
subsp. georgica ve O. straussii tiirleri ise ¢imlenme ve takiben diger gelismeleri
saglayamadigi i¢in istatistik dis1birakilmis ve analizlere dahil edilmemistir (Sekil 4.3 ve

Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. R+M YO Kkiiltiir ortammdaki Sekil 4.4. R+M YO Kkiiltiir ortammdaki

D. romana subsp. georgica tohumlar1. A. pyramidalis tohumlari.

Elde edilen veriler, 2R’nin bulastirildigt YO ve MYO besi ortamlar1 i¢inde
ekilen D. iberica, D. umbrosa ve O. palustris tiirlerinde tespit edilmistir. Besi ortamlar1
acisindan degerlendirildiginde kullanilan besi ortamlar1 arasmmdan PDA ortaminda;
fungal izolatlar gbz Oniine alindiginda R. solani fungusunun bulastirildigi ortamlarin
higbirinde ¢imlenme, protokorm ve dolayisiyle bitkicikk gelisiminin  olmadig:
belirlenmistir. Bu yilizden ayni sekilde PDA besi ortamu ile R. solani fungusunun dahil
edildigi denemeler istatistik olarak degerlendirilmemistir. Incelenen kriterler besin
ortami x tiir interaksiyonu goz oniine alinarak degerlendirilmistir. Cimlenme, fungusun
petri kaplar1 i¢indeki besi ortamma c¢abuk yayilmasindan dolayr net olarak

belirlenememis olup, protokorm ve siirgiin olusumu gozlenebilmistir.



4.1.1.3. Kararmus protokorm orani (%)

Olusan protokormlarm bir kism1 fungus baskis1 ile kararmig ve yumusak bir yap1
olugturarak canhiliklarmi kaybetmistir. Bu protokormlar da sayilan toplam
protokormlarin i¢inde yer almis olup agikga goriilmesi i¢in istatistik olarak ayrica
degerlendirilmistir (Cizelge 4.2).

Besi ortami olarak kullanilan yulaf ve modifiye yulaf ortamlarma ekilen D.
iberica, D. umbrosa ve O. palustris tiirlerinin kararan protokorm olusumu {izerine
etkileri incelenmis olup ortalama degerler arasindaki fark istatistik olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05). D. iberica tiirline ait tohumlarm YO (% 9.31) ve MYO (% 8.71)
icinde olusturduklar1 kararan protokormlara ait ortalamalar Sekil 4.5’te gosterilmis
olup; D. umbrosa tiiriine ait kararan protokormlarm orani en yiiksek % 26.43 degeri ile
YO’dan elde edilirken, MYO’dan % 2.99 ile en az ortalama deger kayit edilmistir. O.
palustris tiiriine ait kararan protokorm ortalama degeri MYO’da % 37.38 olarak
bulunmus olup YO’dan elde edilen deger (% 15.57) ile aralarinda anlamh bir farkin
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).

Cizelge 4.2. Besi ortamlarmm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris protokormlarmin
kararmasi tizerine etkisi (%)

Ortamlar D. iberica D. umbrosa O. palustris
Yulaf ortami (YO) 9.31+0.27 a* C**  26.43+0.26a A 15.57+0.35b B
Modifiye yulaf ortam1 (M YO) 8.71x0.25a B 2.99+0.11b C 37.38+0.56a A

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde dnemli degildir
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Sekil 4.5. Besi ortamlarinin D. iberica, D. umbrosa, O. palustris protokormlarmm kararmasi iizerine
etkisi (%).



Sekil 4.6. 2R+YO kiiltiir ortamindaki O. palustris tiiriine ait kararmis protokormlar.

Sekil 4.7. 2R+M YO Kkiiltiir ortamindaki D. umbrosa tiiriine ait kararmis protokormlar.

Sekil 4.6’da gorildigii gibi, YO’da O. palustris tiiriinden gelisen kararmis
protokormlarin yumusak ve agik kahverengi oldugu; MYO’da D. umbrosa tiiriinden



gelisen kararmis protokormlarin ise ¢iiriimiis goriinimlii, koyu kahverengi ve sulu bir

yap1iya sahip olduklar1 gdzlenmistir (Sekil 4.7).

4.1.1.4. Toplam protokorm orani (%)

2R’nin bulastirildig1 besi ortamlarinda, fungusun hemen hemen tiim ortami
kapladigr ve tohumlar1 tamamen sardigr goriilmiistir. Bu ylizden ¢cimlenme c¢ok net
olarak goriilememis, veri olarak kayit altina alimamamistir. PDA igeren kiiltiirlerde bu
durum daha yogun sekilde fark edilmis ve tohumlar1 gozle goriilmeyecek kadar
kapatmustir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Bu sebepten dolayr PDA’nin uygulandig
denemelerden bir sonu¢ almamamistir. Sonu¢ almamayan bir diger uygulama ise R.
solani’nin bulastirildigi denemelerdir. R. solani’nin yalnizca PDA’da degil, YO ve
MYO’ya ekili tohumlarin iizerinde kiimelestigi, ¢cimlenmeyi ve protokorm olusumunu

engelledigi goriilmektedir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Sekil 4.8. Tohumekilen R+PDA kiiltiir ortamu. Sekil 4.9. Tohum ekilen 2R+PDA ki Itiir ortamu.



Sekil 4.10. Tohum ekilen R+YO Kkiiltiir ortan. Sekil 4.11. Tohumekilen R+M YO kiiltiir ortanu.

Cizelge 4.3. Besi ortamlarmm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin toplam
protokorm olusumu iizerine etkisi (%)

Ortamlar D. iberica D. umbrosa O. palustris
Yulaf ortami (YO) 12.98+0.38 a* C**  60.74+0.54a A 25.95+0.29b B
Modifiye yulaf ortamu (M YO) 9.45+0.81b C 56.74+0.30 b A 41.84+0.39a B

* Aynisiitunda, ayni kii¢lik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir

Besi ortami olarak kullanilan yulaf ve modifiye yulaf ortamlarma ekilmis olan
D. iberica, D. umbrosa ve O. palustris tiirlerinin toplam protokorm olusumu {izerine
etkileri incelenmis olup; toplam protokorm oranma ait ortalamalar arasindaki fark
istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.3). YO icine ekilmis olan
tohumlara bakildiginda toplam protokorm oranma ait en yiiksek ortalama % 60.74 ile D.
umbrosa tiirtinden elde edilirken en diisiik ortalama ise % 12.98 ile D. iberica tiiriinden
elde edilmistir. MYO igine ekilen tohumlarmm protokorm olusturma oranlari
karsilastirildiginda ise YO’ya ekilen tohumlarin performanslarmma benzer bir siralama
goriilmektedir. En yiksek ortalama % 56.74 ile D. umbrosa tiiriinden, en diisiik
ortalama ise % 9.45 ile D. iberica tiiriinden elde edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Besi ortamlarmin D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin toplam protokorm o lusumu
iizerine etkisi (%).

Sekil 4.13. 2R+M YO kiiltiir ortanundaki D. umbrosa protokormlart.

Sekil 4.14. 2R+M YO kiiltiir ortamindaki O. palustris protokormlart.



Sekil 4.13’te goriildiigii gibi MYO igindeki D. umbrosa tiiriine ait protokormlar
son derece saghkl ve siirglin gelisimine uygun durumdadir. Bu protokormlar iginde
saghkl olanlar kadar kararan protokormlar da yer almaktadir. MYO igindeki O.
palustris tiiriine ait kararan protokormlar ile saglikli protokormlarm bir arada bulundugu
kiiltir Sekil 4.14’te yer almaktadir. Kararan protokormlarin, ayni petri kab1 i¢inde
birlikte yer aldiklari saglikli protokormlar: etkilemedigi goriilmiistiir. Bu da kararmanin
herhengi bir enfeksiyondan kaynaklanmadigmimn, fizyolojik bir gelismenin be lirtisi

olarak degerlendirilmistir.

4.1.1.5. Saghkl protokormdan elde edilen siirgiin oram (%)

Kiiltiir ortamlarma ekilen tohumlarin olusturduklar1 toplam protokorm sayisi;
saglikhi ve saghklarmi kaybedip kararan protokormlarin toplammdan olustugu igin
siirgiin ortalama degerleri, daha ayrmtili sekilde goriilebilmesi ag¢isindan toplam
protokormdan olusan siirgiin sayilart yaninda, ¢lirik protokormlarin genel toplam
protokormdan ¢ikarilarak kalan saghikli protokormlarin olusturduklarr stirgiin
ortalamalari ile ayrica degerlendirilmistir. Saglikli protokormlar ve bu protokormlardan
olusan siirgiinler oranlanarak yiizde degerleri belirlenmis olup, veriler istatistik analize
tabi tutulmustur.

Cizelge 4.4’¢ gore saglkli protokormdan siirgiin olusumuna ait ortalama
degerler arasindaki fark istatistik olarak Onemli bulunmustur (p<0.05). Sekil 4.15
incelendiginde YO ve MYO i¢cinde gelisen protokormlardan en yiiksek siirglin olusum
oranmim D. iberica, D. umbrosa ve O. palustris tiirlerinde sirasiyla YO’da % 35.62;
MYO’da % 33.66; YO’da % 41.09 oldugu goriilmektedir.

izelge 4.4. Besi ortamlarinm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin saglikli
Cizelge 4.4. Besi 1 D. ib D b O. palust 1 glikl
protokormdan stirgiin olusturma oranina etkisi (%)

Ortamlar D. iberica D. umbrosa O. palustris
Yulaf ortami (YO) 35.62+1.22a* B** 19.82+0.36b C 41.09+0.89a A
Modifiye yulaf ortami (M YO) 28.5740.58b B 33.66+0.54a A 7.79+0.58 b C

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde dnemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.15. Besi ortamlarmm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin saghkli protokormdan siirgiin
olusturma oranma etkisi (%).

Sekil 4.17. 2R+tM YO kiiltiir ortamindaki O. palustris tiiriine ait siirgiinler.

Saglikl protokormlardan elde edilen siirglinler ele alindiginda ozellikle O.
palustris tiirinin YO ve MYO iginde sayisal olarak farklilik gosterdigi goze



carpmaktadwr. Kiiltiir islemlerinde, saglikli protokormlarn yeni besi ortamina
aktarilmas1 sonrasinda O. palustris tiiriintin siirgiinleri YO’da Sekil 4.16°da goruldigi
gibi protokorm sayisma neredeyse esdeger oranda gelismisken; MYO’da

protokormlarmn yarisindan azmnm siirgiin olusturdugu gézlenmistir (Sekil 4.17).

4.1.1.6. Tiim protokormdan elde edilen siirgiin oram (%)

Yapilan ¢imlenme ¢alismalarinda kiiltiir ortamlarina ekilen tohumlarin hepsinde
ayni anda ve ayni oranda ¢imlenme olmadig1 goriilmiistiir. Buna bagh olarak ¢imlenen
tohumlarin protokorm ve siirglin olusturma oranlarnda da homojenlik olmamustir.
Ekilen tohumlarin ¢imlenme sonrasinda olusan toplam protokorm sayilari; saghikh ve
sonradan kararip sagliklarini kaybeden protokormlarin toplamindan ibaret olup, tiim
olusan protokormlardan siirgiin olusma oranlar1 belirlenmistir. Bu ortalama degerler

olusan toplam prokormlar ile olusan siirgiinlerin oranlanmasiyla elde edilmistir.

Cizelge 4.5. Besi ortamlarinin D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin tiim
protokormdan siirgiin olusturma oranina etkisi (%)

Ortamlar D. iberica D. umbrosa O. palustris
Yulaf ortam1 (YO) 35.04+1.12a* A**  18.00+0.51b B 15.56+0.17a B
Modifiye yulaf ortami (M YO) 14.28+0.58b B 32.59+£1.00a A 7.77£0.59b C

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gdsterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.18. Besi ortamlarmm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin tim protokormdan siirgiin
olugturma oranma etkisi (%).

Toplam protokormdan siirgiin olusumu {izerine tiir ve besi ortamlarmin etkisi
incelendiginde D. iberica ve O. palustris tiirlerine ait siirglinlerin en ¢ok YO’da (%
35.04 ve % 15.56); D. umbrosa siirgiinlerinin MYO’da (% 32.59) gelistikleri



goriilmektedir (Sekil 4.18). Toplam protokormdan siirgiin olusumuna ait ortalama
degerler arasindaki fark istatistik olarak (p<0.05)’e gore 6nemli bulunmustur (Cizelge
4.5).

Sekil 4.19. 2R+M YO kiiltiir ortammdaki D. umbrosa tiiriine ait stirgiinler.

Sekil 4.20. 2R+YO kiiltiir ortamindaki D. iberica tiirline ait siirgiin baglangic1.

Sekil 4.19’da goriildiigli gibi kiiltiir ortamm iginde saglhkli ve kararan
protokormlar toplami degerlendirilip siirgiin olusum oranlar1 belirlenmistir. MYO ele

alindiginda en yiiksek oran D. umbosa tiiriinde belirlenmis olup, YO incelendiginde ise



en yiksek oran D. iberica tiiriiniin toplam protokormlarindan elde edilmistir. Ancak D.
iberica tiiriiniin protormlarindan elde edilen siirgiinler diger tiirlerde oldugu kadar
istenen Ozellikte saglkl gelismemis olup, sadece kisa ve zayif olarak yasamlarmi

devam ettirmistir (Sekil 4.20).

4.1.1.7. Tohumdan siirgiin olus ma oram (%)

Olusan siirglinlerin ekilen orkide tohumlarmna oranlanmasiyla ylizde miktar
belirlenmis olup elde elden veriler istatistik analize tabi tutulmustur. Siirgiinlerin belirli
bir boya ve gelisime geldikten sonra gelismelerinin durdugu; kék ve yumru olusturmada
uzun siire harcand1g1 ve bu siirede mikorizal fungusun bitki gelisimini engelleyebilecegi
stiphesi ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 4.6’ya gore, D. iberica, D. umbrosa ile O. palustris tiirlerine ait
tohumlarm iglerinde YO ve MYO bulunan kiiltir kaplarma ekilmesiyle gelisen
stirglinlerin oransal miktarlar1 arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Tirlerin besi ortamlariyla birlikte siirglin olusumu iizerine etkisi
incelendiginde D. iberica ve O. palustris tiirlerine ait en yiiksek siirgiin olusum oraninin
YO’dan srrasiyla % 2.53 ve % 3.77 olarak elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.21).
Buna karsilik D. umbrosa tiiriine ait en yiiksek ortalama % 18.71 ile MYO’dan elde
edilmis olup; istatistik olarak YO ile aralarindaki fark 6nemsiz ¢ikmustir (p<0.05)
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Besi ortamlarmimn D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin tohumdan
slirglin olugturma oranina etkisi (%)

Ortamlar D. iberica D. umbrosa 0. palustris
Yulaf ortam1 (YO) 2.53£0.16a* B¥* 11.57+0.78 b A 3.77£0.32a B
Modifiye yulaf ortami (M YO) 0.79£0.01b C 18.71+0.36b A 1.97£0.01b B

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde énemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.21. Besi ortamlarmm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tirlerinin tohumdan siirgiin olusturma
oranina etkisi (%).

Sekil 4.22. 2R+YO kiiltir ortammdaki D. umbrosa tiiriine ait siirgiinler.

Sekil 4.23. 2R+YO kiiltir ortammdaki O. palustris tiiriine ait siirgiinler.

Tohum ekiminden itibaren siirgiin gelisiminin baslamasma kadar takip edilen

protokormlarin gelisip siirgiin vermesiyle elde edilen ortalama degerler dikkate



alindiginda, D. iberica tiiriiniin siirgiin olusturma oraninin en diigiik oldugu, siirgiinlerin
gelisiminin de sayisal verileri destekler nitelikte ayni derecede zayif oldugu
goriilmistir. Ancak Sekil 4.22’de ve Sekil 4.23’te goriildiigii gibi D. umbrosa ve O.

palustris tiirlerinde siirgiinler besi ortamlarinda daha saglikli olarak gelismislerdir.

4.1.1.8. Protokorm olusum siiresi (giin)

Orkide tohumlarinin mikorizal fungus ile birlikte petri kaplar1 i¢cindeki kiiltiir
ortamlarina ekildigi giinden baglayip ilk protokormun goriildiigii zamana kadar gegen
siire kayit altina almmustir ve protokorm olusum siiresi olarak degerlendirilmistir.
Cimlenme, fungusun petri kaplar1 i¢cindeki besi ortamima ¢abuk yayilmasindan dolay1
net olarak belirlenememis olup, protokorm olusumu gézlenebilmistir.

Besi ortamlarinin protokorm olusum siireleri iizerine etkisi incelenmis olup
ortalama degerler arasindaki fark istatistik olarak (p<0.05)’e gbre onemli bulunmustur
(Cizelge 4.7). Tiirlerin protokorm olusum siiresi ortalamalarma bakildiginda; en erken
protokorm gelisiminin YO i¢ine ekilmis olan D. iberica ve D umbrosa tiirlerine ait
tohumlardan swrasiyla 48.67 giin ve 42.67 giin ile MYO i¢inde gelisen O. palustris
tohumlaridan 49.67 giin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.24).

Cizelge 4.7. Besiortamlarmimn D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin protokorm
olusum siiresine etkisi (giin)

Ortamlar D. iberica D. umbrosa 0. palustris
Yulaf ortamu (YO) 73.33£0.33b* A** 66.00=1.00b B 75.67+0.88a A
Modifiye yulaf ortami (M YO) 78.67+0.88a A 78.33+0.88 a A 63.67+0.88b B

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde énemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.24. Besi ortamlarmin D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin protokorm olusum siiresine
etkisi (giin).



4.1.1.9. Siirgiin olusum siiresi (giin)

Orkide tohumlarinin mikorizal fungus ile birlikte petri kaplar1 igindeki kiiltiir
ortamlarma ekildigi giinden baslayip ilk siirgliniin goriildiigli zamana kadar gegen siire
kayit altina alinmistir ve siirgiin olusum stiresi olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.8°e gore tiir ve besi ortamlar1 interaksiyonu tohum ekiminden siirgiin
olusturmaya kadar gecen siire iizerinde etkili olmakta ve ortalama degerler arasindaki
fark istatistik olarak 6nemli ¢ikmaktadir (p<0.05). D. iberica ve D. umbrosa tiirlerine ait
tohumlar en erken swrastyla 73.33 giinde ve 66.00 giinde YO’da siirgiin olustururken; O.
palustris tiiriine ait tohumlar en erken 63.67 giinde MYO’da siirgiin olusturmaktadir
(Sekil 4.25).

Cizelge 4.8. Besi ortamlarmm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin siirgiin
olusum siiresine etkisi (giin)

Ortamlar D. iberica D. umbrosa O. palustris
Yulaf ortami (YO) 48.67+0.88 b* B** 42.67+0.88b C 55.33£0.67a A
Modifiye yulaf ortami1 (M YO) 53.00¢1.15a A 51.67+0.88a AB  49.67£0.33b C

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde dnemli degildir
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Sekil 4.25. Besiortamlarmm D. iberica, D. umbrosa, O. palustris tiirlerinin siirgiin olusum siiresine etkisi
(glin).

4.1.2. Asimbiyotik ¢cimlenme

Tohumlarin kavanoz icine ekilmesinden dolayr c¢imlenmenin bagladig:
belirlenmis ancak mikroskop altinda saymi ve fotograflandirilmasi miimkiin

olamamistir. Bu ylizden protokorm ve siirgiin olusumlar1 gdzlenebilmistir.



4.1.2.1. Kararmus protokorm orani (%)

Orkide tiirlerine ait tohumlarin asimbiyotik olarak farkli besin ortamlarmnda
olusturduklar1 protokormlarin bir kismi c¢irtimiistir. Kararmig protokormlara ait
ortalama degerler arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge
4.9). A. pyramidalis ve O. palustris tiirlerine ait kararmig protokorm olusumu yalnizca
1/10 MS ortaminda ger¢eklesirken (swrasiyla % 0.83 ve % 1.60); diger ortamlarda
kararmug protokorm olusmamustir. D. iberica tiiriine ait tohumlar, KC ve 1/10 MS
ortamida kararan protokorm olusturmamis olup; tiire ait en yliksek ortalama (% 7.08)
MS besiortaminda elde edilmistir. D. romana subsp. georgica ve D. umbrosa tiirlerinde
kararmig protokormlara ait ortalama degerler farkli besi ortamlarinda % 0.00-10.83
arasinda elde edilirken; O. straussii tiiriinde ise % 0.00-2.50 arasinda degiskenlik
gostermistir (Sekil 4.26).

Cizelge 4.9. Besi ortamimim A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin protokorm kararmasimna etkisi

(%)
D. romana
Ortamlar A. pyramidalis D. iberica subsp. georgica D.umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 0.0040.00 b* D** 2924042 ¢B 7.924042b A 2.924042bB  0.0040.00 D 1674042 ab C
KC 0.00+0.00 b C 0.0040.00 d C 0.00+0.00dC 10.83#042aA 0.00+0.00 C 2504000a B
MS 000000 b C 7084042 aB 10424042 a A 0.00£0.00c C 0.0040.00 C 0.00£0.00c C
Y. MS 0.00+000 b D 4584042 bB 10.83#042aA  2.084042bC 0.0040.00 D 1674042 ab C

1/10 MS 000042 a B 0.00+0.00 dC 1.67:042c A 0.00£0.00c C 1.60£0.00 AB  125+0.00 b AB

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.26. Besiortammnin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin protokorm kararmasma etkisi (% ).



Sekil 4.28. VWD i¢indeki D. umbrosa tiirline ait kararmis protokormlar.

Sekil 4.27°de, '» MS igindeki D. romana subsp. georgica érneginde goriildiigii gibi
protokormlar ya baslangigtan itibaren ya da sonradan kararma gostermistir. Sekil
4.28’de goriildiigii gibi, gelisen ve siirglin olusturan protokormlarin yaninda kiiltiir

ortamlar1 icinde yer alan kararmis protokormlarin gelisim stirecleri takip edilmistir.

4.1.2.2. Toplam protokorm orani (%)

Cizelge 4.10°’a gore bes farkli asimbiyotik kiiltiir ortamma ekilmis olan A.

pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O. palustris ve O.



straussii tiirlerine ait tohumlar protokorm olusturmada ortamlara bagh olarak farklilik
gostermislerdir. Besi ortamimin tiirler lizerine etkisi incelendiginde, toplam protokorm
oranma ait ortalamalar arasindaki fark istatistik analizlerinde Oonemli bulunmustur
(p<0.05). A. pyramidalis tohumlarmnin farkl besi ortamlarindaki protokorm olusturma
oranina ait en yiiksek ortalama % 2.92 olup 1/10 MS ortamimdan elde edilirken 2 MS,
MS ve KC ortamlarinda gelisme kayit edilmemistir. D. iberica tiiriine ait tohumlardan
ise en yiiksek toplam protokorm olusma oranma ait ortalama bu tiiriin VWD ve KC
ortamlarma ekilmesiyle elde edilmis olup % 62.92 olarak kayit edilmistir. D. iberica
tiiriine ait en az toplam protokorm orani ise 1/10 MS ortamina ekilen tohumlardan %
1.67 olarak belirlenmistir. D. romana subsp. georgica tiiriine ait tohumlarda ise
protokorm olusumuna ait en yikksek ve en diisiik ortalama % 18.33 (VWD) ile % 4.58
(1/10 MS) arasinda degiskenlik gdstermistir. D. umbrosa tiiriiniin tohumlar1 ise MS ve
1/10 MS ortamlarmda protokorm gelistirememis olup en yiiksek ortalama VWD
ortamimda % 45.00 oraninda olugsmustur. O. palustris tiiriine ait tohumlar yalniz 1/10
MS ortaminda ve % 27.47 oranmnda protokorm gelistirmis olup; diger dort besi
ortammda basar1 elde edilememistir. O. straussii tiiriiniin tohumlar1 ise en yiiksek
toplam protokorm oranina ait ortalamay1 (% 21.67) %2 MS ortaminda ekilmesiyle elde
etmigtir (Sekil 4.29).

Cizelge 4.10. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tirrlerinin toplam protokorm oranina
etkisi (%)

D. romana

Ortamlar ~ A. pyramidalis D. iberica subsp. georgica

D.umbrosa O. palustris O. straussii

VWD 1674042 b* E¥*  62.9240.83aA  1833#042aC  45.0010.72a B 0.00+000bE 10.424083b D
KC 0.00£0.00c D 62.92+042a A 5.83#042dC  25424042bB 0.000.00bD  50.00+0.72 bc C
MS 0.00+0.00 c C 25.0080.72c A 10.42+042cB 0.00+0.00d 0.00£0.00b C 0.00£0.00¢c C
Y2 MS 0.00£0.00 ¢ D 42.50+0.72b A 12.084042bC 7.082042c¢CD  0.00£000bD  2167+542a B
1/10MS 292+042a C 1.67:042dC 4581083 dB 0.0040.00dD  27.474007aA  4.78+0.52 bc B

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.29. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin toplam protokorm oranma etkisi (% ).

Sekil 4.30. VWD igindeki D. iberica tiiriine Sekil 4.31. %2 MS igindeki D. umbrosa tiiriine
ait protokormlar. ait protokormlar.

Toplam protokorm denildiginde saglkli ve kararan protormlarin birarada
bulunmasi anlagilmaktadir. Sekil 4.30’da, D. iberica tiiriiniin toplam protokorm
degerine ait en ylksek ortalamalardan biri olan VWD ortamindaki protokormlar
goriilmektedir. Sekil 4.31°e gore 2 MS ortamindaki D. umbrosa tiirii 6rnegi ile diger
tiirlerin gesitli ortamlarda gelistirdigi ve toplam ifadesinden de anlasilacag: gibi saglikh

ve kararan protokormlar goriilmektedir.

4.1.2.3. Saghkl protokormdan elde edilen siirgiin oram (%)

Cizelge 4.11’e gore olusan toplam protokormlardan kararmis protokormlarin
ayrilmastyla elde edilen saglikli protokormlardan olusan siirgiin ortalamalar1 arasindaki
fark istatistik olarak Onemli ¢ikmustir (p<0.05). A. pyramidalis tiiriine ait saglikh

protokormdan siirgiin olusmazken; D. romana subsp. georgica ve O. palustris tiirlerine



ait saglam protokormlardan yalnizca 1/10 MS ortaminda sirastyla % 16.67 ve % 70.76
oranlarinda siirgiin olugsmustur. D. iberica ve O. straussii tiirlerine ait saglam
protokormlarin tamamimdan (% 100.00) siirgiin elde edilmistir. % 100 siirgiin elde
edilen ortamlar D.iberica tiiriinde KC, MS ve 1/10 MS; O. straussii tiiriinde VWD ve
KC olmustur. D. umbrosa tiiriinde ise MS ve 1/10 MS besi ortamlarinda siirgiin
olusumu elde edilemezken; en yiksek ortalama % 91.09 olarak VWD ortamindan elde
edilmistir (Sekil 4.32).

Cizelge 4.11. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin saglikli protokormdan siirgiin
olusturma oranina etkisi (%)

D. romana

Ortamlar  A.pyramidalis  D. iberica subsp. georgica

D. umbrosa O. palustris O. straussii

VWD 0.00£0.00 D** 9588+1.14b* B 0.00+0.00 aD 91.0940.09aC 0.00£0.00bD  100.00+0.00 a A

KC 0.00£0.00 C 100.00+£0.00 a A 0.00£0.00 aC 57.07+126bB 0.00£0.00bC  100.00+£0.00 a A
MS 0.00£0.00 100.0040.00 a 0.00£0.00 a 0.00£0.00d 0.00£0.00 b 0.00+0.00 ¢
Y2 MS 0.00£0.00 C 97.74£1.13ab A 0.008000 aC 35.558222c¢B 0.00£0.00b C 0.00+£0.00c C

1/10MS  0.00+0.00 C 100.00+£0.00a A 16.67+16.67aC  0.000.00dC  70.76£l1.17aB  59.87£1.94bB

* Aynisiitunda, ayni kiiglik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde énemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasidaki fark 0.05 seviyesinde dnemli degildir
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Sekil 4.32. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin saglikli protokormdan siirgiin olusturma oranma etkisi (% ).

Cizelge 4.11°te gorildiigii gibi birka¢ tiir bazi ortamlarda protokormlardan
stirglin olusturamamus olsa da bazi tiirler de % 100 basar1 gostermistir. O. palustris tiirii
bes farkli ortam arasindan sadece 1/10 MS ortaminda siirgiin gelistirmistir (Sekil 4.33).
Protokormdan en ¢ok siirgiin olusturan tiirlerden biri de D. iberica tirii ise 6nce zayif

olarak beliren siirglinlerin zamanla kararip canliligini kaybetmesiyle dikkat ¢ekmistir
(Sekil 4.34).



Sekil 4.33. 1/10 MS igindeki O. palustris tiiriine ait saglikh protokormlardan olugan siirgiinler.

Sekil 4.34. VWD igindeki D. iberica tiiriine ait saghkli protokormlardan olusan siirgiinler.

4.1.2.4. Tiim protokormdan elde edilen siirgiin oram (%)

Cizelge 4.12°de goruldigii gibi bes farkli besi ortamina ekilen orkide
tohumlarinin toplam protokormlarindan gelisen ortalama siirglin sayilar1 orani
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). Sekil 4.35’¢ gore A.
pyramidalis, D. romana subsp. georgica ve O. palustris tiirlerine ait tohumlarin ekilmis

olduklar1 besi ortamlarinda tiim protokormlarda siirgiin gelisimi sadece 1/10 MS



ortaminda ve swastyla % 27.83, % 6.67 ve % 29.37 oraninda gergeklesmis olup diger
besi ortamlarmdan veri elde edilememistir. D. iberica tiirtinde ise KC ve 1/10 MS
ortamlarinda olusan protokormlarin tamaminda (% 100.00) siirgliin = geligimi
gozlenmistir. Diger ortamlarda da siirgiin gelisimi gézlenmis olup, en diigiik ortalama
MS ortaminda % 71.70 olarak tespit edilmistir. D. umbrosa tiiriine ait en yiiksek siirgiin
ortalaimast VWD ortammda % 72.58 olarak belirlenmis olup MS ve 1/10 MS

ortamlarida siirglin gelisimi elde edilememistir.

Cizelge.4.12. Besiortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin tiim protokormdan siirgiin
olusturma oranina etkisi (%)

D. romana subsp.

Ortamlar ~ A. pyramidalis D. iberica georgica D. umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 0.00+£0.00 b* C** 91.4040.61b A 0.00+0.00 a C 72.58+13.33 a B 0.00£0.00 bC  84.1243.30 a AB
KC 0.00+0.00b C 100.00+0.00 a A 0.00+0.00 a C 32.78+1.47 bC 0.00£0.00 bC  47.78+7.78 bB
MS 0.00£0.00b B 71.70£1.07d A 0.00 £0.00 aB 0.00+0.00 ¢ B 0.00+0.00 bB 0.00+0.00¢c B
12 MS 0.00£0.00b C 85.28+0.25c A 0.00+0.00 aC 24.4444.44 b B 0. 00+£0.00b C 0.00+0.00¢c C
1/10 MS  27.83%14.71 a C 100.00+0.00 a A 6.67+6.67 aD 0.00£0.00 ¢cD  29.3740.45aC 57.70+1.94bB

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gésterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir

O. straussii tiiriiniin tohumlarindan gelisen protokormlarm olusturduklar
siirgiinlere ait en yiiksek ortalama % 84.12 oraniyla VWD ortamimdan elde edilmis
olup, MS ve /2 MS ortamindan higbir basari elde edilememistir.

Tiim protokormlardan geligen siirgiin oranlari dikkate alindiginda O. palustris ve
D. iberica tiirlerinin farkli ortamlarda daha basarili olduklar1 goriilmektedir. Ancak O.
palustris ve diger tiirlere ait protokormlarin saglikl stirgiinler gelistirdigi goriiliirken
(Sekil 4.36), D. iberica tiiriine ait protokormlardan gelisen siirgiinlerin ¢ok sayida, fakat
zayif gelistikleri, kok ve yumru gelisimi gibi ileriki asamalara gegemedigi goézlenmistir
(Sekil 4.37).
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Sekil 4.35. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin tiim protokormdan siirgiin olusturma oranina etkisi (%).

Sekil 4.36. 1/10 MS i¢indeki O. straussii protokormlarna ait siirgiinler.

Sekil 4.37. KC i¢indeki D. iberica protokormlarma ait siirgiinler.



4.1.2.5. Tohumdan siirgiin olus ma oram (%)

Siirgiin olusumunun, besi ortamlarmna ekilen orkide tohumlarmma oranlanarak
hesaplanmasiyla bulunan ortalama degerleri arasindaki fark istatistik olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.13). A. pyramidalis, D. romana subsp. georgica ve O.
palustris tiirlerine ait tohumlarin sadece 1/10 MS ortamina ekildiklerinde siirgiin
olusturdugu; diger ortamlarda basar1 elde edilemedigi goriilmiistiir. Bu tiirlerden
strastyla % 0.83; % 0.42 ve % 8.07 oraninda siirgiin elde edilmistir. D. iberica tiiriiniin
tohumlar1 ise en disik % 1.67 oraninda 1/10 MS ortammda siirglin olusumu
gosterirken; en fazla siirgiin olusumu % 62.92 oraninda KC ortamindan elde edilmistir.
D. umbrosa tiirii MS ve 1/10 MS ortamlarinda hi¢ siirgiin olusturamamus fakat; VWD
ortamimda % 38.33 diizeyinde en yiiksek siirgiin ortalamasi elde edilmistir. O. straussii
tiirtine ait en yiiksek siirgiin ortalama degeri (% 8.75) VWD ortaminda elde edilirken;
MS ve 2 MS ortamlarinda basar1 saglanamamistir (Sekil 4.38).

Cizelge 4.13. Besiortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin tohumdan siirgiin olusum
orania etkisi (%)

D. romana
Ortamlar A .pyramidalis D. iberica subsp. georgica D. umbrosa O. palustris O. straussii

VWD 0.00+0.00 b* D**  57.5040.72 bA 0.00+0.00 aD 38331042aB  0.00+0.00 bD 8.75#0.72aC

KC 0.00+0.00b D 62924042 a A 0.00+0.00 aD 833#042bB  0.00+0.00 bD 2504072 bC
MS 0.00+0.00 b B 17.924042d A 0.00+0.00 aB 0.00£0.00dB  0.00+0.00 bB 0.00+0.00 ¢ B
Y2 MS 0.00+0.00b C 36.2580.72c A 0.00+0.00 aC 1.67:042¢B  0.00£0.00 b C 0.00+0.00 cC
1/10MS 0.83+042 a CD 1.672042¢ C 0424042 aD 0.00+000dD  8.07+0.13 aA 3204023 bB

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.38. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin tohumdan siirgiin olusum oranna etkisi (%).



4.1.2.6. Saghkh protokormdan olusan kararmus siirgiin oram (%)

Cizelge 4.14’e gore, tiim protokormlardan kararmisg protokormlarmn ayrilmasiyla
elde edilen saglkli protokormlardan olusan kararmus siirgiin oranma ait ortalamalar
arasindaki fark istatistik olarak onemli bulunmustur (p<0.05). A. pyramidalis ve D.
romana subsp. georgica tirlerine ait saglam protokormlardan hicbir besi ortaminda
kararan sirgiin olusumu gozlenmemistir. D. iberica tiirtine ait tohumlarin ekim
yapildig1 tiim besi ortamlarinda, saglikli protokormlardan kararan siirgiin olusumu
gerceklesmis olup; KC, MS ve 1/10 MS ortamlarinda bulunan saglikli protokormlarin
tamaminda (% 100.00) kararan siirgiin olusumu gergeklesmistir. D. umbrosa tiiriine ait
kararmig siirgiin olusumu ise VWD (% 3.98) ve 2 MS (% 13.33) besi ortamlarinda
meydana gelmis olup; KC, MS ve 1/10 MS ortamlarinda olusum gdzlenmemistir. O.
palustris tiirtine ait saglikh protokormlardan sadece 1/10 MS ortaminda % 5.26
oraninda kararmig siirgiin olusmus olup; diger besi ortamlarinda kayit alimmamistr. O.
straussii tiriinde; MS, %2 MS ve 1/10 MS ortamlarinda gelisen saglikli protokormlardan
kararmig siirgiin olusumu gergeklesmemis olup; sadece KC (% 50.00) ve VWD (%
37.90) besi ortamlarmda goriilmiistiir (Sekil 4.39).

Cizelge 4.14. Besi ortammimn A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin saglikli protokormdan olusan
stirgiinlerin kararma oranma etkisi (%)

D. romana

Ortamlar  A.pyramidalis D. iberica . D. umbrosa O. palustris O. straussii
subsp. georgica

VWD 0.00+0.00 C** 82.00+1.51 ¢c* A 0.004+0.00 C 3.98+1.04abC 0.00+0.00 C  37.9082.76 abB

KC 0.00+0.00 C 100.00£0.00a A  0.00+0.00 C 0.00+0.00b C 0.00+0.00 C  50.00#28.87a B

MS 0.00+0.00 100.00£0.00 a 0.00+0.00 0.00+0.00 b 0.00+0.00 0.00+0.00 b

15 MS 0.00+0.00 C 9433+1.17b A 0.00+0.00 C 13.33+6.67a B 0.00+0.00 C 0.00+0.00b C

1/10MS  0.0040.00 100.00+0.00 a 0.00+0.00 0.00+0.00 b 526+0.00 0.00+0.00 b

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gésterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde dnemli degildir
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Sekil 4.39. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin saghkli protokormdan olusan siirgiinlerin kararma oranmna
etkisi (%).

4.1.2.7. Tiim protokormdan olusan kararmuis siirgiin orani (%)

Tiim protokormlardan olusan kararmis siirgiin gelisiminde, besi ortamimin orkide
tiirleri iizerine istatistik olarak dnemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Cizelge 4.15’¢ gore A. pyramidalis ve D. romana subsp. georgica tiirleri ekildikleri
higbir besi ortaminda kararan siirgiin olusturmamiglardir. D. umbrosa ve O. straussii
tirlerine ait toplam protokormlardan ise kararan siirgiin ortalamasi en fazla VWD
ortamindan sirasiyla % 3.15 ve % 31.74 olarak elde edilmistir. Buna karsilik bu iki
orkide tiiriine ait protokormlardan olusan kararan siirgiin oranina ait en diisiik ortalama,
hi¢ kararan siirgiin olusturmayan 1/10 MS ortamindan elde edilmistir. Ayrica D.
umbrosa tiiriine ait kararan siirgiinlerin goriilmedigi besi ortamlarmm KC ve MS; O.
straussii tiiriinde ise MS ve %2 MS ortamlar1 oldugu agik¢a goriilmektedir. O. palustris
tirtinde ise 1/10 MS ortaminda % 2.83 oraninda kararan siirgiin gelisirken; diger besi
ortamlarinda bu olusumlarin gerceklesmedigi goriilmektedir. D. iberica tiirline ait en az
kararan siirgiin oran1 (% 71.70) MS ortamindan elde edilirken; en fazla kararan siirgiin
orant (% 100.00) KC ve 1/10 MS besi ortamindan elde edilmistir (Sekil 4.40). Genel
olarak bakildiginda en ¢ok kararan siirgiiniin % 100.00 oranda KC ve 1/10 MS besi
ortamlarinda gelisen D. iberica tiiriine ait protokormlardan elde edildigi ve bu tiiriin
diger besi ortamlarmda da yiksek oranda kararan siirgiin gelistirdigi acikca

goriilmektedir.



Cizelge.4.15. Besi ortaminin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin tiim protokormdan olusan
slirglinlerin kararma oranma etkisi (%)

D. romana
Ortamlar A. pyramidalis D. iberica subsp. georgica  D.umbrosa O. palustris O. straussii

VWD 0.00£0.00 D** 78.16+£0.91 c*A  0.00+0.00 D 315008 bC  000+000aD  31.74+159 aB

KC 0.00+0.00 C 100.00+£0.00a A 0.00+0.00 C 0.00£0.00bC 000+0.00aC  19.44+10.01aB
MS 0.00+0.00 B 71.70+1.07d A 0.00+0.00 B 0.00+0.00 bB  0.00+0.00 aB 0.00£0.00 bB
Y2 MS 0.00£0.00 C 8237+1.55b A 0.00+0.00 C 111556 aB  0.00+0.00 aC 0.00£0.00 bC

1/10MS  0.00+0.00 C 100.00£0.00a A 0.00+0.00 C 0.000.00bC 2831007 bB 0.00£0.00 bC

* Aynisiitunda, ayni kiiglik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde énemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.40. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.

palustris, O. straussii tirlerinin tiim protokormdan olugan siirgiinlerin kararma oranna etkisi
(%).

4.1.2.8. Tohumdan olusan kararmis siirgiin orani (%)

Cizelge 4.16’ya gore farkli besi ortamlarma ekilen orkide tohumlarindan
kararmig siirglin olugsma oranina ait ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05). A. pyramidalis ve D. romana subsp. georgica tiirlerinde kararmis
slirglin olusumu gdzlenmezken, O. palustris tiiriinde sadece 1/10 MS ortaminda ekili
tohumlardan % 0.60 oraninda kararmig siirglin olugsmustur. D. iberica tiiriine ait en
yiksek ortalama % 62.92 (KC) olarak bulunurken en diisiik ortalama % 1.67 (1/10 MS)
elde edilmistir. D. umbrosa tiiriinde KC, MS ve 1/10 MS ortamlarinda kararmis siirgiin
olugsmamis olup; en yiksek kararmus siirgiin orant % 1.25 olarak VWD ortamindan elde
edilmigtir. O. straussii tiiriine ait tohumlarin VWD ortamma ekilmesiyle en yiiksek
stirglin kararma orani (% 3.33) elde edilmis olup; MS, 2 MS ve 1/10 MS ortamlarinda

hi¢ siirgiin kararmas1 g zlenmemistir (Sekil 4.41).



Cizelge 4.16. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin tohumdan olusan siirgiinlerin
kararma oranma etkisi (%)

D. romana
Ortamlar A.pyramidalis  D. iberica subsp. georgica ~ D.umbrosa  O. palustris O. straussii
VWD 0.0040.00 D**  49.174042b* A 0.000.00 D 12540.00 aC  0.00+0.00 D 3334042 a B
KC 0.00+0.00 C 62.924042a A 0.0040.00 C 0.00+0.00 bC  0.0040.00 C 083+#042b B
MS 0.00+0.00 B 17924042 d A 0.0040.00 B 0.00+0.00 bB  0.00+0.00 B 0.00+£0.00 bB
¥ MS 0.00+0.00 B 35.0080.72 c A 0.0040.00 B 083+#042aB 0.00+0.00 B 0.00+0.00 b B
1/10 MS 0.00+0.00 C 1.67H042 ¢ A 0.00+0.00 C 0.00+0.00 bC 0.60+0.00 B 0.00+£0.00 b C

* Aynisiitunda, ayn1 kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.41. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin tohumdan olugan siirgiinlerin kararma oranina etkisi (%).

Sekil 4.42. KC i¢indeki D. iberica tohumuna  Sekil 4.43. VWD i¢indeki O. straussii tohumuna ait
ait kararmug siirgiinler. kararmig siirgiinler.

Sekil 4.41°de goriildiigii gibi kullanilan tiim besi ortamlarinda kararmig siirgiin
olusturan orkide tiirti D. iberica tirtdir. Sekil 4.42°de D. iberica tiiriiniin en ¢ok
kararan siirgiin olusturdugu KC besi ortamindaki gelisimi goriilmektedir. Kararan

stirglinlerin ¢ok fazla gelismedikleri ve zayif olduklar1 dikkat cekmistir. Sekil4.43’te ise



gelismesi kuvvetli ancak kararmis olan VWD ortamu igindeki O. straussii siirgiinleri

goriilmektedir.

4.1.2.9. Tiim protokormdan olusan koklii siirgiin orani (%)

Protokormlarm tamammm gelistirdigi koklii siirgiin oranlarma ait ortalama
degerler arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.17). A.
pyramidalis tiiriine ait kokli siirgiin elde edilemezken; 1/10 MS ortamu i¢inde gelisen D.
romana subsp. georgica ve O. palustris siirgiinleri sirasiyla % 33.33 ve % 9.22
oranlarinda basar1 gOstermis olup; diger besi ortamlarinda koklii siirgiin olugumu
gerceklestirmemistir. MS ve 1/10 MS ortamlarinda yetisen D. iberica ve D. umbrosa
tiirlerine ait protokormlardan koklii siirgiin olugsmamis olup; gelismenin goriildiigt diger
besi ortamlar1 icinde en yiiksek ortalamalar sirasiyla KC (% 9.93) ve VWD (% 54.10)
ortamlarinda elde edilmistir. O. straussii tiirliniin protokormlarindan ise koklii siirgiin
olusum oranina ait en yiiksek ortalama (% 59.79) VWD ortamindan elde edilirken; KC,
MS ve /2 MS besi ortamlarinda koklii stirgiin gelisimi gozlenmemistir (Sekil 4.44).

Cizelge 4.17. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin tiim protokormdan olusan
slirgiin oranina etkisi (%)

D. romana
Ortamlar A. pyramidalis D. iberica subsp. georgica  D.umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 0.00+0.00 2.7140.61 b* 0.00+0.00 a 54.1040.77 a 0.0040.00 b 59.79+8347 a
KC 0.00+0.00 B** 9.9340.07 a A 0.0040.00 aB  11.43£143cA  0.00#0.00 bB 0.00+0.00c B
MS 0.00+0.00 0.00+0.00 ¢ 0.0020.00 a 0.00£0.00d 0.0040.00 b 0.00+0.00 ¢
Y. MS 0.00+0.00 C 11.74£1.63a B 0.00+0.00 aC  2444+444bA  0.00£0.00bC 0.00+0.00¢ C

1/10 MS 0.00+0.00 A 0.00£0.00c A 33.33433.33a A 0.00:000d A  922+023aA 36111076 b A

* Aynisiitunda, ayni kii¢iik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.44. Besi ortammnin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin tiim protokormdan o lusan siirgiin oranma etkisi (%).



4.1.2.10. Siirgiinlerde kok olusum orani (%)

Cizelge 4.18’de goriilecegi lizere, olusan siirgiinlerden kok gelisimlerine gore
ayrica ele alman koklii siirglin olusma oranlarma ait ortalama degerler arasindaki fark
istatistik olarak onemli bulunmustur (p<0.05). A. pyramidalis ve D. romana subsp.
georgica tiirlerine ait siirgiinler iginde bulunduklar1 besi ortamlarinin higbirinde kok
olusturmamustwr. D. iberica ve D. umbrosa tiirlerinin MS ve 1/10 MS ortamlari i¢indeki
stirglinleri de kok olusturmamis olup; her iki tiirden en yiiksek oranlar srasiyla, % 13.93
ve % 100.00 olarak 2 MS besi ortamindan elde edilmistir. O. palustris tiiriine ait
stirglinlerin 1/10 MS ortamida gelismesiyle % 31.39 oraninda kokli siirgiin elde
edilmis olup; diger besi ortamlarinda kokli siirgiin olusumu gozlenmemistir. O.
straussii tirtinde KC, MS ve 2 MS ortamlarinda kokli siirgiin olusmamis olup; en
yiksek oranlar VWD (% 71.03) ve 1/10 MS (% 62.53) besi ortamlarindan elde
edilmistir (Sekil 4.45).

Cizelge 4.18. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin siirgiinlerinden kok olusum
orania etkisi (%)

D. romana
Ortamlar  A. pyramidalis D. iberica subsp. georgica D.umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 0.0040.00 C¥* 2.9040.73¢* C  0.0040.00 C 6138+1.11 bB 0.00:000bC 71.03£241aA
KC 0.00+£0.00 C 9.934#0.07b B 0.00+0.00 C 3492+4.20c A 0.00£0.00b C 0.00£0.00c C
MS 0.00+0.00 0.00+0.00 ¢ 0.0040.00 0.00+0.00 d 0.0040.00 b 0.00+0.00 ¢
2 MS 0.00+£0.00 C 13.93£205a B 0.00+0.00 C 100.00+£0.00 a A 0.0040.00b C 0.00£0.00c C
1/10MS  0.00+0.00 C 0.00#0.00c C  0.00+0.00 C 0.00£0.00 dC 31.394031aB 62.534#0.83b A

* Aynisiitunda, ayni kii¢iik harfle gdsterilen ortalamalar arasidaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir

Sekil 4.45’¢ gore sadece D. umbrosa, O. palustris ve O. straussii tiirlerine ait
stirglinlerden kok sistemi gelismistir. Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de goriildiigi gibi, VWD
ortami i¢cinde gelisen D. umbrosa ve O. straussii tiiriinde kokli siirgiin olusumu

gerceklesmistir.
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Sekil 4.45. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin siirgiinlerinden kok olusum oranma etkisi (%).

Sekil 4.47. VWD i¢indeki O. straussii tiiriine ait koklii siirgiinler.



4.1.2.11. Tiim protokormdan olusan yumrulu siirgiin oram (%)

Tohumlarin ekildikleri ortamda olusturduklari protokormlardan olusan yumrulu
siirgiinlere ait ortalama degerler arasindaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.05) (Cizelge 4.19). A. pyramidalis ve D. iberica tiirlerinin protokormlarindan
yumrulu siirgiin elde edilememistir. Buna karsilik D. romana subsp. georgica (% 33.33)
ve O. palustris (% 3.15) tirleri sadece 1/10 MS ortaminda yumrulu siirgiin
olusturabilmistir. D. umbrosa tiiriine ait toplam protokormlardan VWD ortaminda %
13.89 oraninda yumrulu siirgiin elde edilirken; diger ortamlarda yumrulu siirgiine ait
veri elde edilememistir. O. straussii tiiriinde KC, MS ve 2 MS ortamlarinda yumrulu
slirglin olusmamuis olup; en yiiksek ortalamalar VWD (% 59.79) ve 1/10 MS (% 18.14)
besiortamlarindan elde edilmistir (Sekil 4.48).

Cizelge 4.19. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin tiim protokormdan yumrulu
slirglin olugturma oranina etkisi (%)

D. romana
Ortamlar  A.pyramidalis  D. iberica subsp. georgica D. umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 0.00+0.00 C** 0.0040.00 C 0.00+0.00 C 13.894022a* B 0.00+0.00 b C 59.794347a A
KC 0.0040.00 0.00+40.00 0.00+0.00 a 0.00+0.00 b 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢
MS 0.0040.00 0.00+40.00 0.0040.00 a 0.00+40.00 b 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢
12 MS 0.0040.00 0.00+40.00 0.0040.00 a 0.00+0.00 b 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢

1/10MS  0.00+0.00 A 0.0080.00 A 33.33433.33a A 0.00£0.00b A  3.15#023 a A 18.14:0.76 b A

* Aynistitunda, ayni kiiglik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde énemli degildir
** Aynisatirda, ayni bilyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.48. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin tiim protokormdan yumrulu siirgiin olusturma oranma etkisi
(%).



4.1.2.12. Siirgiinlerde olusan yumru orani (%)

Cizelge 4.20°ye gore protokormlardan olusan siirglinler, yumru gelistirmelerine
gore ayrica smiflandirilmis olup; yumrulu siirgiin olusturma oranlarma ait ortalama
degerler arasmdaki fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). A. pyramidalis,
D. iberica ve D. romana subsp. georgica tiirleri hi¢bir besi ortammda yumrulu siirgiin
olusturamamugtr. O. straussii tiriinden elde edilen en yiksek ortalamalar % 71.03
(VWD) ve % 31.58 (1/10 MS) olarak belirlenmis olup; diger besi ortamlarinda basari
saglanamamustir. D. umbrosa tiiriine ait yumrulu siirgiin olusma orant VWD ortaminda
% 16.31 ve O. palustris tiiriinde 1/10 MS ortaminda % 10.74 olarak belirlenmis olup;
diger besi ortamlarinda iki tiire ait yumrulu siirgiin olusumu ger¢eklesmemistir (Sekil

4.49).

Cizelge 4.20. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin siirgiinlerinden yumru
olusturma oranina etkisi (%)

D. romana
Ortamlar  A.pyramidalis D. iberica subsp. georgica D.umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 0.0040.00 C**  0.00+0.00 C 0.00+0.00 C 16.3140.18 a* B 0.00:0.00b C 71.03+241a A
KC 0.0040.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 b 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢
MS 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 b 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢
12MS 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 b 0.00+0.00 b 0.00+0.00 ¢
10MS 0.0040.00 C 0.00£0.00 C 0.00+0.00 C 0.00#000b C  10.7410.74a B 31.584230b A

* Aynisiitunda, ayni kiiglik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.49. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin siirgiinlerinden yumru olusturma oranna etkisi (%).



Sekil 4.51. VWD i¢indeki O. straussii tiiriine ait yumrulu siirgiinler.

Sekil 4.49°a gore D. umbrosa, O. palustris ve O. straussii tiirlerine ait siirgiinler
yumru olusturmustur. Sekil 4.50’de goriildiigii gibi D. umbrosa tiiriine ait siirgiinler
yalnizca VWD ortami iginde yumru olustururken, O.straussii tiiriine ait siirglinler de en

fazla yumru olusumunu ayni besi ortaminda gergeklestirmistir (Sekil 4.51).

4.1.2.13. Kallus benzeri olusumlarin oram (%)

A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O. palustris ve
O. straussii tiirlerine ait tohumlar ekilmis olduklar1 VWD, KC, MS, %> MS ve 1/10 MS
besi ortamlarinda ¢imlenme ve protokormun yaninda kallus ve benzeri yapilar da
olusturmuslardir. Bu olusumlar deneme sonuna kadar takip edilmis olup bir kisminda
hacimce bir miktar biiylime gozlenmistir. Ancak protokorm, siirgiin ve bitkicik
olusumuna higcbir katkis1 olmamistir. Bazi tiirlerin farkli ortamlarda olusturduklar: bu
yapilar bitkicik olusumunun disinda ayrica degerlendirilmis olup istatistik analize tabi

tutulmustur ve ortalamalar arasindaki fark onemli bulunmustur (Cizelge 4.21). A.



pyramidalis tiiriine ait tohumlar sadece 1/10 MS ortaminda % 2.50 oraninda kallus vb.
yapilar olustururken diger ortamlarda bu tiirli olusumlar gdzlenmemistir. D. iberica
tirtinde ise kallus vb. yapilarin % 45.00 (MS) ile % 5.83 (1/2 MS) ortalama degerler
arasinda degiskenlik gosteren oranlar ile ekildikleri tiim besi ortamlarmmda olustugu
goriilmektedir. D. romana subsp. georgica tiiriine ait tohumlarda kallus olusumuna ait
en yiiksek ortalama % 31.25 ile VWD ortamindan elde edilmistir. Bu tiiriin ekilmis olup
hi¢ kallus olusumu gézlenmeyen ortamlarm MS, 2 MS ve 1/10 MS ortamlar1 oldugu
belirlenmistir. 2 MS ortamma ekilen D. umbrosa tiiriinde ise en yiisek % 93.33
oraninda kallus vb olusumu gézlenirken, 1/10 MS ortaminda bu yapilarin olusmamasi
dikkat ¢cekmistir. O. palustris tiiriinde kallus olusum oranina ait en yiiksek ortalama %
36.93 olarak 1/10 MS ortamindan elde edilirken, MS ortaminda olusum gozlenmemistir.
O. straussii tohumlari da ayni sekilde MS ortaminda hi¢ kallus vb olusturmamis olup,
en yiksek olarak % 25.67 oraninda KC ortaminda varlik gdstermistir (Sekil 4.52).
Tohumlardan olugsan kallus benzeri yapilar Sekil 4.53’te oldugu gibi gelisme

gostermistir.

Cizelge 4.21. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin kallus benzeri olusumlar
iizerine etkisi (%)

D. romana

Ortamlar A, pyramidalis D. iberica subsp. georgica

D. umbrosa O. palustris O. straussii

VWD 0.00£0.00 d*B**  30.0010.72bA  31.25#0.72aA  12.50£125bB 1.67+0.42 bD 7.924042bC

KC 0.000.00b B 22.5080.72c A 1.25+0.00b B 4174083 ¢ B 2.08+0.42bB 25.678528aA
MS 0.00£0.00b C 45.0080.72a A 0.00£0.00¢c C 4174042 ¢ B 0.00+0.00 ¢ C 0.00£0.00¢c C
Y2 MS 0.00£0.00b E 5.831042dC 0.00£000cE  93.33#042aA 1.67+0.42 bD 8.33x042bB
1/10MS 2.50+0.00a D 23.33+042¢c B 0.00£0.00cE 0.00£000dE  36.93#0.07aA 21334024 aC

* Aynisiitunda, ayni kii¢lik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde énemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gdsterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde dnemli degildir

100 mA. pyramidalis
80 WD, iberica
60 .
D. romana subsp. georgica
40
20 - B D. umbrosa
0 - W O. palustris

VWD KC MS 1/2MS  1/10MS .
Q. strauissi

Sekil 4.52. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin kallus benzeri olusumlar tizerine etkisi (%).
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Sekil 4.53. MS igindeki D. umbrosa tiiriine ait kallus benzeri o lusum.

4.1.2.14. Kararmus kallus benzeri olusumlarin orani (%)

Cizelge 4.22°ye gore farkl besi ortamlarma ekilen orkide tiirleri tohumlarinin
kararmus kallus vb. yapilar1 olusturma oranlarmna ait ortalama degerler arasindaki fark
istatistik olarak onemli bulunmustur (p<0.05). A. pyramidalis tiiriine ait tohumlarda
yalnizca 1/10 MS ortaminda % 2.50 oraninda kararmis yapilarm olusumu gézlenirken;
D. umbrosa tiiriinde ise sadece 1/10 MS ortaminda olusum gozlenmemis olup, en
yiksek 2 MS ortaminda % 76.67 oraninda ortalama eclde edilmistir. D. iberica
tohumlarinin ekildigi tiim besi ortamlarinda kararmis yapi olusumu gézlenmis olup;
elde edilen ortalamalar % 2.08 (2 MS) ile % 20.00 (1/10 MS) arasinda degiskenlik
gostermistir. D. romana subsp. georgica tiiriinde ise kararmig kallus olusumuna ait en
ylksek ortalama olarak % 1.33°liikk oran VWD ortamindan elde edilirken, MS, 2 MS ve
1/10 MS ortamlarmnda kararmis kallus benzeri yapilarin olugsmadigi goriilmigtiir. O.
palustris ve O. straussii tiirlerinde olusan kararmus kallus benzeri yapilara ait en yiiksek
ortalamalar sirastyla % 30.93 ve % 20.47 olarak 1/10 MS ortamindan elde edilmis olup;
VWD ve KC ortamlarinda kararan yapilarin olusumu hi¢ gézlenmemistir (Sekil 4.54).



Cizelge 4.22. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tiirlerinin kararan kallus benzeri
olusumlarin orani iizerine etkisi (%)

D. romana
Ortamlar  A.pyramidalis  D. iberica subsp. georgica D. umbrosa O. palustris O. straussii

VWD 0.00£0.00 D** 7.088042 c* A 13340.04 aC 4.171042bB 1.678042bC 4.584042c B

KC 0.00+0.00 C 12.50£0.72b A 1254000 bB 0.42+042 d BC 0.00:0.00¢ C 0.00+0.00d C
MS 0.000.00 C 7.084042c A 0.00+0.00 cC 1.67:042¢ B 0.00£0.00¢c C 0.00+0.00d C
Y2 MS 0.0040.00 D 2.088042dC 0.00£0.00 ¢ D 76.67H042aA 1.25480.72bCD  8.33#042bB

1/10MS  2.50+40.00 C 20.0080.72a B 0.00£0.00 ¢ D 0.00+0.00d D 30.9310.13a A 20.471007a B

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir

100
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B D. iberica
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W D. romana subsp. georgica
40 B D. umbrosa
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Sekil 4.54. Besi ortaminm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tiirlerinin kararan kallus benzeri o lusumlarn oran1iizerine etkisi (%).

Sekil 4.55. 1/10 MS i¢indeki A. pyramidalis tiiriine ait kararmis kallus benzeri yapilar.
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Sekil 4.56. 1/2 MS igindeki D. umbrosa tiiriine ait kararmis kallus benzeri yapilar.

Cizelge 4.22°ye gore, kullanilan tirlerin tamaminda degisen oranlarda kararmis
kallusa benzer yapilar olusmustur. Kararan yapilarm A. pyramidalis tiirii 6rnegine
benzer olarak kimi zaman biiytimiis olup (Sekil 4.55), kimi zaman da D. umbrosa tiirii
ormeginde oldugu gibi baslangic biiyikliiglinii koruyan durumda kaldig1 goriilmiistiir
(Sekil 4.56).

4.1.2.15. Cimlenme siiresi (giin)

Farkli besi ortamlarmma ekilen orkide tohumlarinin ¢imlenme siirelerine ait
ortalama degerler arasindaki fark istatistik olarak nemli bulunmustur (p<0.05) (Cizelge
4.23). A. pyramidalis tiiriine ait tohumlar KC, MS ve 2 MS ortamlarinda ¢imlenme
gostermezken; tohumlarda goriilen en erken ¢imlenme ortalamasi 81.00 giin ile VWD
ortamimdan; en geg ise 122.25 giin ile 1/10 MS ortamindan elde edilmistir. D. iberica ve
D. romana subsp. georgica tiirlerine ait tohumlar ise ekildikleri tiim besi ortamlarinda
¢imlenmistir. D. iberica tiirline ait tohumlar en erken 2 MS (22.00 giin) ortaminda, en
geg 1/10 MS (84.00 giin) ortaminda ¢imlenirken; D. romana subsp. georgica tiiriine ait
tohumlar en erken MS (72.00 giin), ortaminda en ge¢ 1/10 MS (110.67 giin) ortaminda
¢imlenmistir. D. umbrosa tiriine ait ¢imlenme siirelerine bakildiginda; en erken
¢imlenmenin 2 MS (108.25 giin) ortaminda ve en ge¢ ¢imlenmenin ise KC (170.33
giin) ortaminda gerceklestigi goriilmekte olup; MS ve 1/10 MS ortamlarinda veri elde
edilemedigi saptanmustr. O. palustris tiiriine ait ¢imlenme yalnizca 1/10 MS ortamina
ekilen tohumlarda 191.83 giin olarak belirlenmis olup; diger besi ortamlarda ¢imlenme

gergeklesmemistir. O. straussii tiiriine ait tohumlar ise sadece MS ortaminda ¢imlenme



gostermemistir. Buna karsilik en erken olarak VWD (43.50 giin) ortaminda, en geg
olarak ise 2 MS (114.00 giin) ortaminda tohum c¢imlenmesi ger¢eklesmistir (Sekil
4.57).

Cizelge 4.23. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tohumlarmimn ¢imlenme siiresi {izerine

etkisi (giin)
D. romana
Ortamlar A. pyramidalis D. iberica subsp. georgica  D.umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 81.00+5.77 b* C** 27.67£1.86bE  9472+4.14cB 130.53+£0.03 bA 0.00+£0.00 bF  43.50+3.25¢ D
KC 0.00+0.00c E 26.8341.59bD 102.50+0.58 bB  170.33+0.60 a A 0.00+£0.00 bE  44.67+2.19c C
MS 0.00+£0.00c C 27.334384bB 72.00£1.53 dA 0.00+£0.00 d C 0.00+£0.00 b C 0.00+0.00 d C
1A MS 0.00+0.00c E 22.0040.58bD  90.00+1.53¢ C 108.25+0.58c B 0.00+£0.00 bE  114.00+0.58 a A

1/10MS 12225+1.64a B 84.00+0.58aD 110.67£1.67aC 0.00+0.00 dF  191.83+5.07a A  54.50+0.50 bE

* Aynisiitunda, ayni kii¢iik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.57. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tohumlarmin ¢imlenme siiresi tizerine etkisi (giin).

4.1.2.16. Protokorm olusum siiresi (giin)

Cizelge 4.24’te gortldiigi gibi farklh besi ortamlarinda ¢imlenen tohumlarin
protokorm olusturma siirelerine ait ortalama degerler arasindaki fark istatistik olarak
onemli bulunmustur (p<0.05). Tohumlarin besi ortamlarma ekilmesinden protokorm
olusumuna kadar gecen siireler karsilastirildiginda; KC, MS ve 2 MS ortamlarina
ekilen A. pyramidalis tohumlarinin ¢imlenme, dolayisiyla protokorm gelistirmedigi
gorlilmektedir. Buna karsilik protokormlarin en erken gelistigi ortam VWD (99.00 giin);
en gec gelistigi ortam 1/10 MS (152.92 giin) ortamlar1 olarak belirlenmistir. D. iberica



ve D. romana subsp. georgica tirlerinin en erken protokorm gelistirdikleri ortamlarin
MS (sirastyla 53.50 giin ve 113.50 giin); en ge¢ protokorm gelistirdikleri ortam 2 MS
(srasiyla 81.00 giin ve 312.33 giin) ortamlar1 olduklar1 belirlenmistir. D. umbrosa
tiiriine ait protokormlar en erken olarak 1/2 MS ortaminda 128.00 giinde ve en ge¢
olarak ise KC ortaminda 313.67 giinde gelismesine ragmen, sadece MS ortaminda
gelisme gosterememistir. O. palustris tiiriine ait tohumlardan protokorm olusumu
sadece 1/10 MS ortaminda 309.94 giinde belirirken; diger besi ortamlarinda gelisme
gozlenmemistir. O. straussii tiiriine ait protokorm gelisimi sadece MS ortaminda
gerceklesmemis olup, diger ortamlar icinde en erken VWD (58.50 giin) ve en geg 2 MS
(185.00 giin) ortamlarinda elde edilmistir (Sekil 4.58).

Cizelge 4.24. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tohumlarmm protokorm olusturma
stireleri lizerine etkisi (giin)

D. romana
Ortamlar  A. pyramidalis D. iberica subsp. georgica  D.umbrosa O. palustris O. straussii
VWD 99.0043.46 b* C** 74174192 bcD  235.00+0.58c A 171.89+2.12bB 0.00+0.00 a F 58.50+0.76 dE
KC 0.00+£0.00c D 6767£1.42¢c C 184.00+1.76 dB 313.67£1.20a A 0.00+0.00aD  67.67+2.85¢c C
MS 0.00+£0.00c C 5350+1.61d B 113.50+£3.75¢ A 0.00+£0.00 d C 0.00+£0.00a C 0.00+£0.00 e C
Y. MS 0.00£0.00c E 81.00£6.35b D 31233+3.67a A 128.00+0.58 ¢ C 0.00+0.00aE  185.00+2.60 a B

1/10MS  15092+2.46a D 13443+0.65a E  296.56+£3.49 b B 0.00+0.00 dF  309.94+1.60 bA  161.17£3.66 b C

* Aynisiitunda, ayni kii¢lik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde énemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
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Sekil 4.58. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tohumlarinin protokorm o lusturma siireleri iizerine etkisi (giin).



4.1.2.17. Siirgiin olusum siiresi (giin)

Cizelge 4.25’te goriildiigii gibi orkide tiirlerine ait tohumlarin farkl besi
ortamlarma ekilmesiyle elde edilen siirgiinlerin ortalama degerleri arasindaki fark
istatistik olarak onemli bulunmustur (p<0.05). A. pyramidalis ve D. romana subsp.
georgica tiirlerine ait tohumlardan siirgiin olusumu gergeklesmemis olup; O. palustris
tiriinde sadece 1/10 MS (411.44 giin) ortaminda belirlenmistir. D. iberica tiiriine ait
tohumlarin tamam siirgiin olusturmus olup; ekimden siirgiin olusumuna kadar gecen
siire en az MS (79.00 giin) ortaminda, en fazla 1/10 MS (175.83 giin) ortaminda elde
edilmistir. D. umbrosa tiriinde MS ve 1/10 MS ortamlarinda siirgiin gelisimi
gerceklesmedigi i¢cin kayit almamamustir. Diger besi ortamlar1 i¢inde en erken siirgiin
gelisimine ait ortalama 2 MS (155.00 giin) ortamindan elde edilirken; en ge¢ siirgiin
gelisimine ait ortalama KC (406.83 giin) ortamindan elde edilmistir. O. straussii tiiriine
ait tohumlarda MS ve 2 MS ortamlarinda siirgiin gelisimi ger¢eklesmemistir.
Tohumlarin ekildikleri VWD besin ortaminda en erken siirgiin gelisimi 95.33 giin; en
gec siirglin gelisimi ise 1/10 MS ortaminda 342.50 giin olarak kayit altina almmigtir
(Sekil 4.59).

Cizelge 4.25. Besi ortammin A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii tohumlarinin siirgiin olusturma siireleri
tizerine etkisi (giin)

D. romana
Ortamlar  A.pyramidalis  D. iberica subsp. georgica D.umbrosa O. palustris O. straussii

VWD 0.0040.00 D**  127.17£2.13 * B 0.00+0.00 D 267.78+5.28 bA 0.00£0.00 bD 953348233 cC

KC 0.00£0.00 C 1186748.17b B 0.00£0.00 C 406.83+9.18a A 0.00+£0.00 bC  120.50+10.10 bB
MS 0.00+0.00 B 79.00+0.58d A 0.00+0.00 B 0.00+£0.00 d B 0.00+£0.00 b B 0.00+0.00 d B
Y2 MS 0.00£0.00 C 9425+0.58¢c B 0.00+0.00 C 155.00+0.58 ¢ A 0.00£0.00 b C 0.00+0.00dC
1/10MS  0.0040.00 D 17583+1.18a C  0.00+0.00 D 0.00£0.00 dD 41144+1.44a A 342.50+5.01a B

* Aynisiitunda, ayni kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark 0.05 seviyesinde 6nemli degildir
** Aynisatirda, ayni biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 0.05 seviyesinde dnemli degildir
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Sekil 4.59. Besi ortammm A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica, D. umbrosa, O.
palustris, O. straussii tohumlarmm siirgiin olusturma siireleri tizerine etkisi (giin).

4.1.3. Gelisen bitkiciklerin topraga aktanlmasi

In vitroda asimbiyotik kiiltiir ortamlarinda kok ve yumru olusturmus olan O.
straussii (Sekil 4.60) ve D. umbrosa (Sekil 4.61) tiirlerine ait siirgiinler, steril edilmis %
50 oranlarinda ince disli kumdan ve topraktan olusan dikim harc1 i¢ine dikilmistir. Sekil
4.62’de goriildiigii gibi, once sterilizasyon isleminden gegirilen stirgiinler, viyoller igine
dikilmis olup (Sekil 4.63, 4.64, 4.65) iizeri polietilen &rtii ile kapatilmustr. Ortii yaklagik
15 giin sonra kaldrilmis olup, viyoller laboratuvar ortaminda alistirmaya birakilmistir.
Ancak yaklasik 3 ay sonra bitkiciklerin yapraklarinda 6nce solma, ardindan kuruma
baslamstir; sonug olarak bitkiciklerin tamami dis ortama alistirmaya gegmeden ne yazik

ki 6 Imiistiir.

Sekil 4.60. O. straussii tiirline ait bitkicikler.
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Sekil 4.61. D. umbrosa tiiriine ait bitkicikler.

Sekil 4.62. Bitkicigin dikim dncesi sterilizasyonu. Sekil 4.63. Bitkicigin viyole dikilmesi.

Sekil 4.64. Bitkiciklerin viyolde isimlendirilmesi.  Sekil 4.65. Bitkiciklerin genel goriiniimii.



4.2. Orkide Tohumlarimn In Vivo Kosullarda Cimlendirilmesi

In vivo kosullarda asimbiyotik ve simbiyotik kiiltiir ortamlarma ekilen tohumlar,
in vitro kosullarda oldugu gibi ayni sterilizasyon islemlerine tabi tutulmustur. Ekim
har¢larma ekildikten sonra, deneme sonlanincaya kadar bekletilmistir. Ancak in vivo

kosullarda ekilen tiirlere ait hicbir tohumdan ¢imlenme, protokorm ve siirgiin gelisimi

elde edilememistir.

Sekil 4.66. In vivoda simbiyotik kiiltiirler. Sekil 4.67. In vivoda asimbiyotik kiiltiirler.



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Simbiyotik Kiiltiir Cahs malar

Simbiyotik kiiltiir ortaminda kullanilan Rhizoctonia solani AG-3 ve biniikleik
Rhizoctonia funguslar1 yumrulardan izole edilmistir. Rhizoctonia fungusu ilk kez 1815
yilinda De Candolle (Ogoshi, 1975); Rhizoctonia cinsinin en Onemli tiirii olan
Rhizoctonia solani Kiihn. ise 1858 yilinda Julius Kiihn tarafindan tanilanmistr (Sneh ve
ark., 1996). Rhizoctonia sp., bolmeli, diizgiin, dik dallanan miselli, eseyli devresinde
basidiospor olusturan, toprakta yasayan ve tohumla da tasinabilen bir fungustur.
Birbiriyle dik a¢1 yapacak sekilde diizgiin dallanan hifler fungusun taninmasinda énem
tasimaktadir. Hiflerde dallanmanin baslangic noktasmin yakininda bir septum
olugmakta ve dallanmanin oldugu yerde hif bogumlanmaktadir (Karaca, 1974).

Rhizoctonia cinsi hif hiicrelerinin igerdigi ¢ekirdek sayisina gore. multiniikleik
(MN, c¢ok ¢ekirdekli) (teleomorphs: Thanatephorus ve Waitea), bintikleik (BN, iki
cekirdekli) (teleomorphs: Ceratobasidium ve Tulasnella) ve uniniikleik (UN, tek
¢ekirdekli) (teleomorph: Ceratobasidium) olmak tiizere {ic ana gruba ayrilmaktadir. MN
R. solani fungusunun eseyli donemi olan Thanatephorus cucumeris (Frank Donk), 13
anastomosis gruba (AG-1, AG-2, AG-3, AG-4, AG-5, AG-6, AG-7, AG-8, AG-9, AG-
10, AG-11, AG-12 ve AG-13) ayrilmis olan bir alt gruptur (Sneh ve ark., 1991).
Denemenin simbiyotik ¢imlendirme sathasinda kullanilan AG-3 fungusu buraya dahil
olmaktadr. Geng hiflerinde ikiden fazla niikleus bulunan R. solani izolatlarinn ana
hiflerinin genisligit 7 pm’dan daha kalin olmaktadir. Geng hiflerinde genellikle iki
nikleus (nadiren 1-3) bulunan ve ana hiflerinin genisligi 7 um’dan daha ince olan
biniikleik Rhizoctonia izolatlar1 6nceki ¢alismalara gore 21 anastomosis gruba (AG-A-
U) ayrilmigtr (Kronland ve Stanghellini, 1988; Sneh ve ark., 1991; Hyakumachi ve
ark., 2005).

Farkli yillarda toplanan A. pyramidalis, D. iberica, D. romana subsp. georgica,
D. umbrosa ve O. palustris tiirlerine ait rizosfer topraklari ile yumrulardan izole edilen
fungal izolatlar arasinda benzerlikler bulunmasina ragmen O. straussii tiiriine ait

tanilanabilen herhangi bir fungus izole edilememistir. Kullanilan dort farkli yonteme



bakildiginda ve tiirler baz alindiginda; agirlikli olarak Aspergillus ve Fusarium
cinslerine ait funguslarin izole edildigi goriilmektedir. A. pyramidalis tiiriine ait rizosfer
topragmda Aspergillus, Fusarium ve Macrophomina; yumruda ise Fusarium cinsine ait
funguslar izole edilmistir. D. iberica tiirline ait rizosfer topraginda Aspergillus,
Fusarium ve Macrophomina; yumruda ise Alternaria, Aspergillus ve Fusarium cinsine
ait funguslar izole edilmistir. D. romana subsp. georgica tiiriine ait rizosfer topragindan
izole edilen funguslarin Alternaria, Aspergillus, Fusarium ve Trichoderma; yumrudan
izole edilenlerin ise Alternaria, Aspergillus ve Fusarium cinslerine ait olduklar
bulunmustur. D. umbrosa tiirlerinin rizosfer topragmdan Aspergillus, Fusarium ve
Verticillium funguslari izole edilirken; yumrularindan Alternaria, Aspergillus, Fusarium
ve Rhizoctonia cinslerine ait fungal izolatlar elde edilmistir. O. palustris tiiriiniin
rizosfer topragindan ise Alternaria, Aspergillus, Fusarium ve Macrophomina cinslerine
ait funguslar; yumrularinda ise Aspergillus, Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia,
Trichoderma ve Verticillium funguslart izole edilmistir. Kullanilan yontemler tiir
bazinda birbirlerini dogrulamakta olup, i¢clerinde izole edilemeyen fungusun diger bir
yontemle bulundugu da goriilmektedir. Chesters (1949), dilusyon plate yonteminin
Rhizoctonia’nin topraktan izolasyonu i¢in uygun olmadigmna dikkat c¢ekmistir.
Calismamizda denenen dokme plaka yontemiyle elde edilen sonuglar ile arastiricinin
sdylemleri birbirini desteklemistir. Izole edilen bu funguslarm yanmnda her ydontemde
Penicillium ve Rhizophus funguslari da gdriilmiistiir. Fakat Fusarium cinsine ait fungal
izolatlarin ¢ok miktarda ¢ikmasi dikkat cekmistir.

Dogu Akdeniz Bolgesi’nden mart-mayis aylar1 arasinda toplanan farkli orkide
tirlerinde yapilan izolasyon sonucu elde edilen 19 adet fungal izolattan 8 adet Fusarium
sp., 2 adet R. solani, 2 adet Macrophomina sp., 2 adet Trichoderma sp., 2 adet
Pythiaceous sp. ve 2 adet Absidia sp. funguslari tespit edilmistir (Vakkasoglu, 1995).
Harvais ve Hadley (1967a), ingiltere’de birgok orkide tiirii koklerinde yaptigi fungus
izolasyonu sonucunda elde ettigi 420 izolatin biiyiik ¢cogunlugunun R. repens fungusu
olduguna; R. solani izolatlarim1 beklenenin tersine sadece Orchis purpurella ve bazi
durumlarda Coeloglossum viride’den elde ettiklerine ve bu fungusun yaygimn olmadigma
dikkat cekmislerdir.

Ege ve Akdeniz Bolgesi’nde nisan aymda toplanan gesitli salep tiirlerinin kok ve

yumrularindan, mikoriza olusturan funguslarm izole edilip tanimlandig1 bir ¢galismada



izole edilen toplam 47 fungal izolatin 44 adetinin Fusarium, 2 adetinin Rhizoctonia ve 1
adetinin Papulaspora cinsine ait oldugu belirlenmistir (Gezgin, 2004). Fusarium sp.’nin
digerlerine gore daha biiyiik oranda izole edildigi bir baska c¢aliyma, Serapias
vomeracea subsp. laxiflora bitkisinin kdkleri ile yapilmis olup, bunlarin kontaminant
olduguna karar verilmistir (O zkog, 1991). Fusarium sp., toprak kdkenli olup, topraktan
bitki koklerine gecen ve kozmopolit yayilis gosteren bir fungustur. Bircok bitkide
bulundugu halde hastaliga yol agmasi kesin olmamakla birlikte, saglam bitkilerde de
bulunabilecegi; hastalk etmeni olup olmadiginin belirlenmesi i¢in patojenite testinin
gerekli olacag bildirilmektedir (Karaca, 1974). Arastirici, Fusarium’un patojen olarak
bulundugu fide donemlerinde Alternaria, Phytium, Rhizoctonia ve Sclerotinia ile
birlikte bulundugunu; bunlarin arasinda en hizlh ve kolay gelisen tiirlerden birinin
Fusarium oldugu i¢in digerlerinin varligi ya da yoklugu konusunda bizi yaniltabilecegi
kanisindadir.

Sezik (1984), orkidelerin mikorizaya baghliginin cinslere gore degistigini,
yumrulu cinslerin fungustan ayrilip bagimsiz yasadigini bildirmistir. Arastirict Orchis,
Ophrys ve Dactylorhiza cinslerine ait bitkilerde ilk yapraklarin enaz2-4 yilda meydana
geldigine dikkat ¢ekmistir. Bu da ¢alismamiza konu olan orkide tiirlerinde mikorizal
funguslarin gen¢ donemlerinde aktif rol aldigini, tohum toplama esnasinda alman
rizosfer topragi ve yumrulardan neden Rhizoctonia fungusunun izole edilemedigini
desteklemektedir. Andersen ve Rasmussen (1996), bitkilerin fotototrofik asamada
endofitlere bagimliligmm uzun siirmedigini, bu ylizden yetiskin bitki materyallerinden
ornek almanin ¢cok yararli olamayacagini belirtmistir.

Calismamizda simbiyont olarak kullanilmak iizere Rhizoctania solani AG-3 (R)
ile biniikleuslu Rhizoctania (2R) funguslar1 izole edilmistir. Izolatlar tohumlarla birlikte
yulafortami (YO), modifiye yulafortami (MYO) ve potato dekstrose agar (PDA) kiiltiir
ortamlarma ekilmistir. Ancak PDA ortaminda funguslar cok hizl olarak gelistikleri igin
tohumun iizerini kapatarak tiim besi ortamina yayilmis ve kaplamistr. Bu nedenle
tohum ¢imlenmesi ve gelisimi saglanamamistir. YO ve MYO i¢ine ekimis tohumlarin
¢imlenip gelismesinde R’nin olumlu etkisi belirlenememistir. Sar1 ve ark. (2011), R.
solani izolatin1 simbiyont olarak kullanmis olup, bulgumuza benzer olarak fungusun
tlim petri ylizeyini kapladigina, patojenik etki yaptigina ve embriyo ile simbiyotik iliski
olusturamadigma deginmistir. Arastirmada YO ve MYO igine bulastirilan 2R’nin



protokorm olusumuna etkisi belirlenmistir. Elde edilen ortalamalarda en yiiksek
protokorm orant % 60.74 olup YO’da ekili olan D. umbrosa tiiriinde gozlenirken; en
distk deger % 9.45 olup MYO’da ekili olan D. iberica tiiriinde ortaya ¢ikmustir.
Protokorm olusumu yoniinden ortamlarm tiirlere etkisi diisiiniildiigliinde en yliksek
ortalama YO’dan elde edilmistir. Tiirlerin ortamlara etkisi incelendiginde ise en yiiksek
ortalama, her iki ortamda da D. umbrosa tiiriinden; en diisiik oranlar ise D. iberica
tiriinden elde edilmistir. D. romana subsp. georgica ve A. pyramidalis tiirleri
simbiyotik ¢imlendirmede basar1 gdsterememislerdir. Ozko¢ ve Dalc1 (1993), farkh
iilkelerden getirilmis 11 adet fungal izolat esliinde YO ve MYO’da ekimi yapilan
Orchis laxiflora tohumlarinda her izolat ayni1 etkiyi saglamadigini bildirmis olup, iki
Tiirk izolatin1 ¢imlenmede etkisiz bulmuslardir. Dogu Akdeniz Bolgesi’nden toplanan
ve R. solani ile YO iginde ¢imlendirilmeye birakilan Orchis coriophora, Ophrys
apifera, Ophrys umbilicata ve Anacamptis pyramidalis tiirleri arasinda sadece Orchis
coriophora tiiriinde protokorm olusmustur (Vakkasoglu, 1995). Ozdener (1994), D.
iberica tiiriine ait tohumlarm 9 adet mikorizal fungus izolat1 ile bulastirildigr YO’da en
yiikksek protokorm oranmi % 2.35; MYO’da ise en yliksek % 4.72 olarak bulmustur.
Arastrict MYO’ya kiyasla YO’da daha yiiksek oranda protokorm elde etmistir.

Aytas (1994), baz1 Ophrys tirlerine ait koklerden fungal izolat elde etmesinin
yaninda yurtdisindan da bazi izolatlar getirtmistir. MYO igine ekilmis Ophrys apifera
tiirtiniin 12 ay boyunca yapilan takibi sonucunda ¢imlenme ger¢eklesmemis olup yurt
dis1 izolatlar esliginde sadece bazi siskinlikler belirmis; ancak higbiri protokorm
olusumuyla sonu¢lanmamstr. Kendi elde ettikleri izolatlar ile yapilan ¢imlendirme
caliymasmda hicbir gelisme elde edilememistir. Kalsiyum miktarinin farkli miktarda
kullanimasiyla degisiklige wugratilmis 5 adet MYO ile yapilan c¢imlendirme
caliymasmda da bazi embriyo siskinlikleri ger¢eklesmis olup, ¢cimlenme ve dolayisiyla
protokorm gelisimi gézlenmemistir. Farkli yerlerden toplanan Dactylorhiza aristata
bitkisiyle yapilan simbiyotik kiiltiir c¢aliymasinda YO i¢ine, koklerden ve
protokormlardan ayri1 ayri izole edilen AG-G, AG-C, AG-H ve Tulasnella deliques
(R.r.) funguslarinin 7 giinliik izolatlar1 bulastirilmis olup; en yiksek protokorm olusumu
srastyla AG-C (% 45.10), R.r. (% 40.60), AG-G (% 5.2) ve AG-H (% 2.8) olarak
bulunmustur (Hayakawa ve ark., 1999). Calismadan biniikleik Rhizoctonia izolatinin

Dactylorhiza cinsinin bu tiiriine ait protokorm olusumunda daha etkin oldugu



goriilmektedir. Serapias vomeracea subsp. laxiflora ve Orchis laxiflora tiirlerinde 11
fungal izolatla yapilan ¢imlendirme caliimasinda her izolatm ayni etkiyi saglamadigi
goriilmiistiir (Ozkog, 1991). Arastirict YO’da gelisen S. vomeracea subsp. laxiflora
tiiriiniin protokormlarinda en yiiksek ortalamay1 % 22.1, MYO’da en yiiksek ortalamay1
ise % 3.3 olarak bulmustur. O. laxiflora tiirinde ise en yiiksek protokorm oran1 YO’da
% 4.8 ve MYO’da % 5.2 olarak bulunmustur. Yukarida bahsedildigi gibi daha dnce
benzer calismalar yapan arastiricilarin elde ettigi en yiiksek ve olumlu sonuglarn, biiytik
Olcide YO’dan elde edildigi goriilmektedir. Yapilan bu calismanm sonuglari ile
arastiricilarin bulgular1 uyum igerisindedir.

Calismamizda YO ile MYO’da tiirler arasinda protokorm olusumu ile ortaya
cikkan farkin; ortamlar i¢ine ilave edilen maddelerin bilesimiyle ilgili oldugu
diistiniilmektedir. Tiirlerin YO’da daha yiksek oranda protokorm gelistirmesi, 2R nin
bu besi yerinde optimum gelisip simbiyotik olarak tirlerle daha iyi uyum sagladigi
diistincesini dogurmaktadir. Besi ortamlarinda farkm ortaya ¢ikmasi ise herhangi bir
fungal izolatin farkli orkide tiirlerini degisik yonlerde etkilemesi ile agiklanabilir
(Tomita ve Tsutsui, 1988). Ayrica D. umbrosa tiiriiniin yumrusundan elde edilen R
izolatinin ¢imlenme ve dolayisiyla bitki gelisimini tesvik etmemesi, elde edildigi bitki
tiirti de dahil olmak tizere higbir tiiriin tohumlarmni ¢imlendirememesi ve bunun yaninda
O. palustris yumrusundan izole edilen 2R izolatinin elde edildigi kendi tiiriiniin
tohumlarindan daha yiksek oranda D. umbrosa tohumlarini ¢imlendirmesi ve
protokorm olusturmas1 bazi arastiricilarmn, fungal izolatlarin etkililik derecelerinin
tiirden tlire degisebilecegi yoniindeki ifadelerini destekler niteliktedir.

Ancak her iki ortamda olusan protokormlardan bazilar1 ¢ikistan kisa bir siire
sonra kahverengine donerek yumusama ve porsiime durumunu almistr. Cizelge 4.2°de
goriildiigi gibi en yiiksek kararmis protokorm orant % 37.38 ile O. palustris tiiriinde ve
MYO’da bulunurken, en diisikk deger ayni1 ortamda % 2.99 ve D. umbrosa tiiriinde elde
edilmigtir. Orkide tirleri ve fungal izolatlar arasindaki iligkinin simbiyozmden
parazitizme kadar degisebilecegi, kiiltiir ortamindaki besin maddelerinin tikkenmesiyle
fungusun parazitik 6zelliginin artarak orkide ile fungus arasindaki dengeyi bozdugu,
fungusun yiiksek besin igerigi olan simbiyotik ortamlarda parazitik etki yapabilecegi
baz1 arastricilar tarafindan da ortaya koyulmustur (Tomita ve Tsutsui, 1988; Ozkog,

1991). Serapias vomeracea subsp. laxiflora ve Orchis laxiflora tiirlerinde bitkilerin hem



kendi koklerinden izole edilen hem de yurtdisindan getirilen toplam 11 fungal izolatla
YO ve MYO’da yapilan ¢imlendirme ¢alismasinda; koklerden elde edilen izolatlarin
tamami ve diger 2 fungal izolatin ¢imlenmeye katkis1 olmadigi hatta kiiltiirden 1 ay
sonra MYO’da gelisen S. vomeracea subsp. laxiflora tiiriiniin bazi protokormlarinda %
5.1 oraninda kararma oldugu bildirilmistir (Ozkog, 1991). Shimura ve Koda (2005),
20°C sicaklhkta 16 haftadan daha uzun siiren ve mantar iceren kiiltiir calismalarmda
kademeli bir kahverengilesmenin ve protokorm ¢lirlimesinin olabilecegine deginmistir.
R. solani ile birlikte YO igine ekilen D. osmanica var. osmanica tiiriine ait tohumlar
¢imlendikten sonra benzer sekilde kahverengine doniisiip ciiriikliik gézlenmistir (Sazak
ve Ozdener, 2006). Yukarida benzer sekilde kararmig protokorm tespit eden
arastiricilarin - bulgular1  calismamizda elde  ettigimiz  sonuglarla  benzerlik
gostermektedir.

2R izolatinmn protokorm olusumunu tesvik ettigi kadar, dnemsenir derecede
kararmig protokorm olusumuna da neden oldugu acik¢a goriilmektedir. Kararan
protokormlarin canhliklarmi kaybettigi i¢in siirgiin olusumunun baslayamayacagi
distiniilirse bu durumun siirgiin ve dolayisiyla bitkicik kayb1 olarak yorumlanmasi
olagandr. 2R izolatmn MYO’da en fazla O. palustris tiiriinii etkilemesi dikkat
cekmektedir. Kendi yumrusundan elde edilen fungal izolatin uygun ortami buldugunda
elde edildigi tiiriin tohumlarma parazitik etki yapabilecegi diisiintilmektedir.

Calismanin sonuglarina gore Cizelge 4.4°de saglikli protokormdan olusan
siirglinlere ait en yiiksek ortalamanin YO’ da gelisen O. palustris tiiriinden % 41.09, en
disik ortalamanm ise MYO’dan ve yine aym tiirden % 7.79 olarak bulundugu
goriilmektedir. YO’da en yikksek deger O. palustris tiiriinde, en diisik deger ise D.
umbrosa’da ortaya ¢ikmustir. MYO’da ise en yiiksek oran D. umbrosa’da, en disik
oran O. palustris’te meydana gelmistir. Yukaridaki degerlendirmelerden de anlasilacagi
gibi ortamlarin tiirler lizerine yaptig1 etki agik¢a goriilmektedir.

Sirglin olusum oraninda, tiim protokormlar dikkate alindiginda genel olarak en
yikksek ortalama YO’da gelisen D. iberica tiriinden % 35.04; en diisik ortalama ise
MYO’da gelisen O. palustris tiiriinden % 7.77 elde edilmistir. Ortamlar baz alindiginda
YO’da en yiiksek ortalama % 35.04 ile D. iberica, en diisikk ortalama % 15.56 ile O.
palustris tiiriinden elde edilirken; MYO’da en yiiksek oran % 32.59 olup D. umbrosa,
en disik oran ise % 7.77 ile O. palustris tiriinden elde edilmistir. Cizelge 4.5°te



goriildiigii gibi her iki besi ortaminda da tiim protokormlardan olusan siirgiinlere ait en
diisiik ortalama O. palustris tiirtinden elde edilirken, en yiiksek ortalamalar D. iberica
ve D. umbrosa tiirleri arasinda degiskenlik gostermistir.

Cizelge 4.6’da tohumdan siirgiin olusturma oranma bakildiginda en yiiksek
ortalama % 18.71 ile MYO’da gelisen D. umbrosa’dan, en diisiik ortalama ise % 0.79
ile yine ayni ortamda gelisen D. iberica tiiriinden elde edilmistir. YO’da en yiiksek
ortalama % 11.57 ile D. umbrosa’da, en disiik ortalama ise % 2.53 ile D. iberica’da
ortaya ¢ikmustir. Ortaya ¢ikan sonuglara gore en yikksek tohumdan siirgiin olusturma
oranlar1 farkl ortamlarda belirmekle birlikte, ayn1 tiir olan D. umbrosa tiiriinden elde
edilmistir. En diisiik oranlar ise D. iberica tiiriinden elde edilmistir. Bu sonuglar 1s1ginda
tiirlerin tohumdan siirgiin olusturmaya olan etkisinin ortamlardan daha fazla oldugu
goriilmektedir.

Calismamizda olusan protokormlardan ortalama en az % 7 ile en fazla % 35
oranlarinda sirgiin elde edilmistir. Simbiyotikk olarak ¢imlenen tohumlarin
protokormdan sonra, siirgiin asamasina gelememesi rastlanan bir durumdur (Hayakawa
ve ark., 1999). Ordu ve Corum illerinin ¢gok nemli meralarindan elde edilen tohumlar ve
9 fungal izolatla yapilan bir ¢aligmada Dactylorhiza urvilleana tiiriinde en yiiksek
ortalama YO’da % 55.80, MYO’da % 60.60; D. iberica tirinde ise YO’da % 3.10;
MYO’da % 4.80 degerleri bulunmustur (Ozdener, 1994). MYO iizerinde baska
degisiklikler yapilarak hazirlanan 6 farkl besi ortami da ayni sekilde denenmis olup,
protokormlardan hi¢ siirgiin olugymayan durumdan en ¢cok % 1.20 degerine kadar
ulasabilen sonuglar da alinmistir. Arastiricinin bulgularina dikkat edildiginde D. iberica
tiriiniin her iki besi ortaminda diger tiire gére ¢ok diisiik oranda siirglin gelistirdigi
goriilmektedir. Ozkog (1991), karasal orkideleri ¢imlendirmenin kismen basarili oldugu
ve bir ¢imlendirme yOnteminin bir tiir icin olumlu etki gdsterirken baska bir tiiriin
tohumlarmi ¢imlendirmede ayni etkiyi gosteremedii; hatta bir bolgeden toplanan
orkide tiirii tohumlarmnin ¢imlendirilmesine iligkin metodlarn aynmi tiirlin farkh
bolgelerden toplanan tohumlarinda uygulanamadigmi belirtmistir. Arastirict Serapias
vomeracea subsp. laxiflora ve Orchis laxiflora ile YO ve MYO ile yaptig1 simbiyotik
¢imlendirme c¢ahsmasinda; S. vomeracea subsp. laxiflora tiriinde en yiksek siirgiin
ortalamasimi YO’da % 14.3; MYO’da % 2.8 olarak elde ederken; O. laxiflora tiiriinde
YO’da en yiksek % 6.9, MYO’da % 4.1 olarak belirlemistir. Dactylorhiza hatagirea



bitkisiyle (YEA ilaveli) YO’da Ceratobasidium sp. ile yapilan simbiyotik ¢imlendirme
caliymasmda tiim ¢imlenen tohumlarm % 61’inden siirgiin olusumu baslamigstir
(Aggarwal ve Zettler, 2010).

Calismamizda her iki besi ortamindaki D. umbrosa tiiriine ait siirgiin
gelisiminin, D. iberica tirtinden daha fazla olmasmin sebebinin tir 6zelliginden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Siirglin olusumun toplam protokormdan gelismesi
dikkate alindiginda ise D. iberica tiiriiniin YO’da % 35.04 degeri ile, D. umbrosa (%
18.00) ve O. palustris (% 15.56) tiirlerinden daha ¢ok basar1 gosterdigi goriilmektedir.
Bunun nedeni olusan protokormlarm, kullanilan besi ortamlarma bagh olarak farkl
derecede siirgiin olusturma yeteneklerinin olmasi ile agiklanabilir. Her durumda O.
palustris tiiriine ait toplam protokorm oransal degerine dikkat edildiginde Dactylorhiza
cinsine ait tiirlerin siirgiin olusturmada daha istiin olduklar1 gdze ¢arpmaktadir. MYO
icindeki D. umbrosa tiiriine ait protokormlardan, YO’daki protokormlara gore daha ¢ok
stirglin olusumu gergeklesmistir. Tam tersi bir durum D. iberica tiiriinde olmus ve
YO’da daha ¢ok siirgiin elde edilmistir.

Toplam protokormdan elde edilen siirgiinler i¢in degerlendirme yapilirken i¢cinde
kararmis protokormlarm da var oldugu unutulmamahdwr. Saglhkli protokormlar
tizerinden degerlendirme yapildiginda en fazla sirgiin olusumu YO’da O. palustris
tirtinden elde edilmis olup, en diisiik siirgiin olusma degeri MYO’da bulunmustur. O.
palustris tiirtintin saglikli protokormlarindan siirgiin olusumu i¢in 2R’nin YO i¢inde
daha etkili oldugu (% 41.09); MYO icinde ise % 7.79’luk oran ile olumsuz etki yaptig1
gorlilmektedir. Bu durumda YO’ya gore MYO’nun yulaf ve sekerden daha baska besin
elementleri icermesinden dolayi, fungusun bir adim ileri ¢ikarak siirglin gelisimini
baskiladig1 disiiniilmektedir. Sonug olarak yapilan bu ¢calismada elde edilen bulgularda
diger calismalara benzer olarak MYO’da daha yiiksek basari elde edilmistir. Fakat
ekilen tohumlardan siirgiin olusturma basaris1 diger ¢alismalara nazaran daha diisiik
olmustur.

Sonuglara genel olarak bakildiginda, protokorm sathasma gelmede en erken
stirenin 42.67 giin ile YO’daki D. umbrosa tiiriinden; en geg¢ siirenin 55.33 giin ile
YO’daki O. palustris tiiriinden elde edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.7). MYO’da ise
en erken siirenin 49.67 giin ile O. palustris tiiriinde oldugu goriilirken, en geg

protokorm olusturma siiresi 53 giin ile D. iberica tiiriinde oldugu belirlenmistir. A¢ikca



goriiliiyor ki farkli tiirlere ait tohumlar ekildikleri besi ortamlarina gore farkli gelisim
gosterebilmekte ve buna gore de protokorm olusturma siirelerinde farkliliklar
olabilmektedir. Tiim bitki tiirlerinde ¢cimlenen tohumlarin protokorm safthasma ulagsmasi
icin gecen siire yaklasik olarak 2 ay olarak belirlenmistir. O. palustris tiiriinde
protokorm olusumu ise durum diger iki tiiriin aksine YO’da biraz daha fazla zaman
almis olup (55.33 giin), MYO’da daha once baslamistir (49.67 giin). Baska bir
caliymada Ceratobasidium cinsine ait fungal izolatlarla birlikte YO i¢ine ekilmis olan
D. hatagirea tiirliniin ¢imlenmis olan tohumlar1 40 giinlik bir siirede protokorm
olusturmustur (Aggarwal ve Zettler, 2010). Rhizoctonia stahlii izolat: ile birlikte
¢imlendirilen Dactylorhiza maculata tohumlari, iki haftada protokorm olusturmustur
(Beyrle ve ark., 1985). Ancak arastirici bu kadar hizli protokorm olusumunu, soguk
uygulamasmin tesvik ettigi yoniinde gorislerini bildirmistir. R. solani varliginda YO
icine ekilen Orchis coriophora tohumlarmin protokorm olusturmasi 1.5-2 ay1 bulmustur
(Vakkasoglu, 1995). Goriildiigii gibi Dactylorhiza ve Orchis cinsine ait tiirlerle yapilan
c¢imlendirme ¢aligmalarinda, YO ya da MYO fark etmeden simbiyotik funguslarla
birlikte 40-60 giin araliginda protokorma ulasgilmistir. Calismamizda protokorma ulagma
stiresi ayni aralikta yer almis olup, biiyiik farkliliklar kaydedilmemistir.

Sonug olarak elde ettigimiz bulgular genelde diger arastiricilarin bulgular ile
uyum gOstermekle birlikte, meydana gelen farkliliklarm diger arastiricilarin
materyallerini elde ettigi bolgelerden ve yaptigi uygulamalardan kaynaklandigi
distinilmektedir. Soguk bdlgelerdeki tohum kabuklarmin sicak ve nemli ortamlardaki
tohumlara gore daha kalin oldugu, buna paralel olarak ¢imlenme ve protokorm
olusturma basarisinin bu nedenle daha diisiik oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.8’e bakildiginda tohum ekiminden itibaren en kisa siirede siirgiin
olusumunun bagladigi uygulamanin O. palustris tiriine ait tohumlarim MYO’ya
ekilmesiyle (63.67 giin); en uzun siirede cevap alinan uygulamanm D. iberica tiiriine ait
tohumlarin yine MYO’ya ekilmesiyle bulundugu (78.67 giin) goriilmektedir. Cikan
sonugtan anlasildig1 gibi tiirlere bagh olarak siirglinde hem en kisa hem de en uzun
olusum siireleri MYO’dan elde edilmistir. Protokormun ardindan siirgiin olusumunun
baslamasi tiir ve ortamlara gore degisse de, yesil siirgiin baslangici i¢in ¢ok fazla zaman
gecmemistir. Yani bir anlamda saglikli protokormlarin fungus yardimiyla ¢ok hizh

gelisip siirglin olusturdugu séylenebilir. O. palustris tiirtinde protokormdan siirgiin



asamasina gegiste en az siire; D. umbrosa tiiriinde ise en fazla siire harcanimi
gerceklesmistir. Biitiin tiirler ele alinirsa 14-27 giin arasinda protokormdan itibaren
siirgin gelisimi olmustur (Cizelge 4.7). Mitchell (1989), Dactylorhiza cinsine ait
tirlerin gelismesi zor olan orkideler grubunda yer aldigmi bildirmistir. Caliymamizda
Dactylorhiza cinsine ait tiirlerin, Orchis cinsine gére daha uzun siirede siirgiin
gelistirmesi arastiricinin soylemiyle paralellik gostermektedir.

YO ve ¢esitli Rhizoctonia izolatlarinin olusturdugu simbiyotik kiiltiirde
Spiranthes sinensis var. amoena tiiriine ait tohumlarin yesil yaprak olusturmasi igin
gecen siire bir ¢alismada 90 giin olarak belirlenmistir (Masuhara ve Katsuya, 1994).
Aragtiricilarin ¢galismamizdan farkh bir orkide tiirii kullandiginda ortaya ¢ikan sonucun
farkli bitki tiirii kaynakl oldugu diisiiniilmektedir. Kullanilan besi ortami ile fungal
izolatlarm benzerligi dikkate alindiginda tiirlere 6zgii siirgiin olusturma yeteneginden

ortaya ¢ikabilecek bir fark akla gelmektedir.

5.2. Asimbiyotik Kiiltiir Cahs malar

Protokormlarm bazilar1 simbiyotik kiiltir ortaminda oldugu gibi asimbiyotik
kiiltir ortaminda da kararmustir. Cizelge 4.9 genel olarak incelendiginde A. pyramidalis,
D. iberica ve D. romana subsp. georgica tiirlerinin bazi ortamlarda gelisen
protokormlarinda kararma gdzlenmemistir. En ¢ok kararma 2 MS ortaminda gelisen D.
romana subsp. georgica ile KC ortaminda gelisen D. umbrosa tirlerinde ortaya
cikmustir. Agikca goriilityor ki bazi orkide tiirlerinin protokormlarinin kararma oranlari
gelistikleri besi ortamlarma gore degisebilmekte ve kararma tohumlarin ekildigi her besi
ortaminda ger¢eklesmemektedir. Ozellikle KC ve 1/10 MS ortamlarinda en az kararma
gozlenmistir. Bir ¢aligsmada Cypripedium formosanum tiiriiniin tohumlar1, 2,4-D ilaveli
%2 ve Ya MS ortamlarina ekilmis olup protokorm olusumu icin dncelikle kallus geligimi
tesvik edilmistir. Olusan kalluslarm, hormon dozlar1 aym kalacak sekilde ‘2 MS
ortamina aktarilmalari sonucunda, olusan protokormlarm pek ¢ogu kararmustir (Lee ve
Lee, 2003). Van Waes (1987) 6zellikle A. pyramidalis gibi polifenol salgisiin yogun
oldugu tiirlerde aktif karbon (% 0.02-0.3) ilave edilen besin ortamlarinda kararma

sorununun olmadigmi bildirmis olup, ¢aligmalarda kullanilan bir ¢ok tiirde pembe-



kahverengine doniisen besin ortamlarina dikkat ederek aktif karbon ilavesi yapilmasini
ongormiistiir. Aydmnlatma, yiksek sicaklk ve Fe™ gibi bazi maddelerin oksidasyona
ugramasi sonucu ¢imlenmenin gelisim siiresince bu tirli kararmalarm ve fenolik
bilesiklerin exudasyonunun olabildigi a¢iklanmistir (Haas, 1977). Calismamizda genel
olarak tiim tiir ve ortamlarda kararma goriiliirken, en az kararan protokorm orant KC ve
1/10 MS ortamlarinda gdzlenmis, tiirler arasinda ise 6zellikle A. pyramidalis tiiriinde
meydana gelmistir. Ozkog¢ (1991), VWD ve MS ortamlarmda gelisen protokorm
uclarmmin karardigini bildirmistir. Elde ettigimiz bu bulgular yukaridaki daha Once
yapilan caligmalar ile genel olarak Ortiismektedir. Meydana gelen farkliliklarm ise,
caliymada kullanilan farkli ortamlar ve tiirlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Mead
ve Bulard (1975), Orchis laxiflora ve Ophrys sphegodes tiirlerinde yaptigi ¢alismada
bitkide kararma ve dliimlere rastlamigtir. Her iki tiirde, tohum ekiminden sekiz ay kadar
sonra bazi beyaz protokormlarin kararip bitki 6liimii ile sonlandig1 bildirilmistir.

Asimbiyotik kiiltlr ortamimnda ekilen tohumlardan olusan toplam protokorm
orani genel olarak incelendiginde en fazla degerin % 62.92 ile VWD ve KC ortamlarma
ekilen D. iberica tiirtinden elde edildigi goriilmektedir. En disiik toplam protokorm
orani ise % 1.67 ile VWD ve 1/10 MS ortamlarinda gelisen A. pyramidalis ve D. iberica
tirlerinde ortaya ¢ikmistir.

Ozkog (1991), Serapias vomeracea subsp. laxiflora ve Orchis laxiflora tiirleri ile
yaptig1 asimbiyotik ¢alismada VWD, VWD-N, VWD+N, VWD+PE, MS, MS-N,
MS+N, MS+PE, KC-N, KC+N, KC+PE ortamlarmi kullanmustir. S. vomeracea subsp.
laxiflora tiriinde en yiiksek protokorm olusum oranit MS-N ortaminda % 53.8 olarak
bulunurken; VWD ve MS ortamlarinda sirasiyla % 15.2 ve % 4.4 elde edilmistir. O.
laxiflora tiriinde ise en yikksek protokorm ortalamasi KC-N ortaminda % 25.1 olarak
bulunmus olup, VWD ve MS ortamlarinda sirastyla % 5.2 ve % 0.9 ortalamalar1 elde
edilmistir.

Orchis apifera ile VWD, VWD-N ve VWD-N+Ca besi ortamlarinda yapilan
kiltiir caligmasinda protokorm olusumu siwrastyla % 10.7, % 24.7 ve % 20.8 olarak
bulunmustur (Aytas, 1994). VWD temel besi ortammin en diisiik, VWD ortamindan
inorganik azotun ¢ikartlip kalsiyumun eklenmesiyle olusan ortamin en yiksek
protokorm olusumuna neden oldugu goriilmiistir. Ozdener (1994), Dactylorhiza
urvilleana tiirtine ait tohumlarin VWD, VWD+HPE, VW D+PE-seker, VWD-N ve VWD-



makroelement ortamlarina ekilmesiyle sirasiyla % 0, 28.65, % 46.3, % 74.8 ve % 41
oraninda; D. iberica tiiriine ait tohumlarin ayni ortamlardan swrasiyla % 3.4, % 1, %
0.46, % 16.76, % 0.50 ortalamalarini elde etmistir.

Gimis (2009)’ a gore A. pyramidalis, Dactylorhiza. nieschalkiorum ve Orchis
pinetorum tirlerinin VWD, KC, MS ve Y% MS ortamlar1 ile olusturduklari
interaksiyonlar sonucunda Dactylorhiza cinsi a¢isindan benzer sonuglar elde edilmistir.
Ornegin kullanilan bu 4 ortam arasinda D. nieschalkiorum tiiriinde en ¢ok protokorm
olusumu orani VWD ortammdan % 19.21 olarak bulunmustur. Calismamizda D.
romana subsp. georgica tiirii benzer oranla, diger Dactylorhiza tirleri de daha yiiksek
miktarlarda VWD ortammda en yiiksek performanslarini gostermistir. Arastwrict O.
pinetorum tiiriinde en yikksek protokorm orani olarak % 4.36 degerini MS ortamindan
elde etmistir. Calismamizda MS ortaminda O. palustris tiirtinde hi¢ protokorm elde
edilememisken, 1/10 MS ortaminda % 27.47 ortalamasi bulunmustur. Arastirici A.
pyramidalis tiirtinde ise en yiiksek protokorm orant olan % 4.61 degerini KC
ortamindan bulurken, 2 MS ortaminda % 3.30, MS ortaminda % 1.04 ve VWD
ortaminda % 2.47 oranlarinda veriler elde etmistir. Oysa ¢calismamizdaki bu tiire ait en
yikksek deger olan % 2.92 orani 1/10 MS ortamindan elde edilmistir. Orchis laxiflora
tiirline ait protokorm olusumu 2 MS ortaminda % 11.34, KC ortaminda % 14.57 olarak
bulunurken; Ophrys apifera tiiriinde ise 2 MS ortaminda % 15.09, KC ortaminda %
8.77 olarak elde edilmistir. Calismalar karsilastirildiginda Dactylorhiza cinsi tiirlerinin
olusan en yiksek protokorm orani agisndan VWD ortamindaki performanslar1 benzer
bulunmustur. Kahramanmaras’ta dogal yayilis gosteren 6 salep orkidesinin 22 farkh
besi ortamindaki gelisimlerinin incelendigi bir ¢alismada; Ophrys bornmuelleri tiiriinde
VWD+Dogal Bitki EkstraktrAktif Karbon (VWD+DBE+AC) ortaminda % 0.01
oraninda ve VWD-+Domates FEkstrakti (DE)*+AC ortammda % 0.080 oraninda
protokorm olusumu gozlenirken protokormun 6tesinde bir gelismeye rastlanamamusgtir.
Ophrys phrigra tiirii VWD, VW D+Patates Ekstrakti (PE), VWD+PE+AC, VWD+DBE,
VWD+Salep Ekstrakti (SE)+AC, KC, KC+AC, KC+SE, KC+SE+AC ve PYX+DE+AC
ortamlarinda sadece protokorm olusturmustur. Orchis anatolica tiiriinde VWD+DBE,
VWD+DE, KC, KC+AC, KC+DBE, KC+DBE+AC, KC+DE, PYX, PYX+AC ve
PYX+DE+AC ortamlarinda sadece protokorm olugsmustur. Orchis coriophora tiiriinde
ise KC, KC+DBE, KC+SE+AC, PYX ve PYX+AC ortamlarinda sadece protokorm



gelisimi gdzlenmistir (Ozave1, 1995). Calismadan da agikga goriiliiyor ki protokorm
elde edilen tohumlarin tiirleri aymi cinslere ait olsa da farkli besi ortamlarinda
performans gostermislerdir. Temel besi ortamlar1 ve bu ortamlara eklenen katki
maddelerindeki fark iliklar tiirlerin protokorm olusumu iizerine de etki etmistir. Ornegin
Orchis anatolica ve Orchis coriophora tiirleri karsilastirildiginda farklh katk1 maddesi
ilavelerinin ayni1 besi ortamlarinda basar1 saglamadigi, 6zellikle de VWD ortaminin O.
anatolica tiiriinde etkili oldugu, O. coriophora tiiriinde ise protokorm gelisimine olanak
saglamadig goriilmektedir. Aynt durum O. bornmuelleri ve O. phrigra tiirlerinde hem
ilave edilen katki maddelerinde, hem de temel besi ortamlarinda goriilmektedir. O.
bornmuelleri tiirti sadece katk1 maddeli VWD ortamlarinda ve en ¢ok % 0.08 oraninda
protokorm olustururken O. phrigra tiirti farkli bilesenlerdeki ortamlarda performans
gostermistir. Caligmamizdaki Dactylorhiza cinsine ait tiirler karsilastirildiginda benzer
bir durumun ortaya ¢iktig1r goriilmektedir. Tirlerin protokorm olusturmada farkh
performans gosterdikleri agikca ortadadir ancak 3 tiiriin de en yiiksek protokorm olugum
oranlar1t VWD ortaminda; en diisiik oranlar ise 1/10 MS ortaminda elde edilmistir. Bu
durum protokorm olusumunda, besi ortamlarinin ayni cinse (Dactylorhiza) ait tiirlerin
lizerinde benzer, farkli cinslere ait tiirler iizerinde ise farkl etkiler yarattigmi
distindiirebilir. Ancak O. bornmuelleri tiirtiniin katk1 maddesi ilaveli VWD ortaminda
gosterdigi % 0.08’likk deger ile ¢aligmamizdaki O. straussii tiiriiniin temel VWD
ortaminda gosterdigi % 10.42°lik deger karsilastirildiginda hem ilave maddeler hem de
bitki tiiriinden kaynaklanabilecek bir fark goriilmektedir. Tiir 6zelliginden dogan bir
diger fark KC ortaminda goriilmektedir. Calismamizda O. straussii tiirline ait en yiiksek
protokorm olusma orami olan % 50.00 degeri, KC ortamindan elde edilirken;
arastiricinin - galismasinda bu ortamdan O. bornmuelleri tiriinde basar1 elde
edilememistir. Ayni durum tiir ve ortamlar a¢isindan Orchis cinsine ait tiirler i¢in de
soylenebilir. Bahsedilen ¢alismada Orchis cinsine ait tiirlerde farkli ortamlarda
(0zellikle VWD ve KC temel ve ilaveli besi ortamlarinda) protokorm olusumu
gozlenirken, calismamizda sadece 1/10 MS ortaminda basar1 elde edilmistir. Verilerin
tamami incelendiginde ise A. pyramidalis tiiriiniin kullanilan tiim besi ortamlarinda en
az performansi1 gosterdigi goriilmektedir.

Sonug olarak yaptigimiz calisma ile daha 6nce yapilan ¢alismalar genel olarak

benzesmekle birlikte, degisen tir ve ortamlardan dogan farklhiliklarn da meydana



geldigi goriilmektedir. Ortaya ¢ikan bu farkliliklarin tiirlerin protokorm olusturdugu
ortamlara gore gosterdigi farkl reaksiyonundan kaynaklandigi diigtintilmektedir.
Arastrmamiz sonucu elde ettigimiz degerlere gore saglikl protokormdan elde
edilen stirgiinler tiim ortamlarda basar1 saglarken, tiirler arasinda onemli farklihiklar
meydana gelmistir. En diistik degerler ise tiim ortamlarda A. pyramidalis tiiriinden elde
edilirken, en yiiksek degerler (saglikli protokormlarin tamamr) D. iberica tiiriinden elde
edilmistir. Bu sonuglar dikkate alindiginda genel olarak saglikli protokormdan elde
edilen siirgiin oran1 bakimindan ortamlar 6nemsiz, tiirler 5nemli goriilmektedir.
Protokormlarm gelismesiyle elde edilen siirgiinlerin oranlari, saghkli veya
toplam protokormlardan gelismelerine gore ayri ayri1 degerlendirilmistir. Bunun sebebi
protokormlarin i¢inde kararan ve saghkh kalan protokormlarin birarada bulunmasi, ve
dolaysiyla kararan protokormlarin genel ortalama degerini diiglirerek olusan siirgiin
ortalamasini azaltmasidr. Ornegin 1/10 MS ortammda bulunan A. pyramidalis tiiriine
ait toplam protokormlardan % 0.83’lik siirgiin gelisimi gbzlenmis olup, iglerinden
kararan  protokormlar  ¢ikarilarak  sadece saghkli  protokormlar  bazinda
degerlendirildiginde ise saglikli higcbir siirgiiniin elde edilmedigi goriilmektedir. Bunun
anlami kararan protokormlarin ve bir miktar da olsa kararmus siirgiin gelisiminin
oldugudur. Caglayan ve ark. (1998), 14 farkli besi ortamu i¢ine ekilen 6 salep orkidesi
tiirline ait tohumlarin ¢imlenme, bitkicikk ve yumru olusumlarini incelemistir. VWD ve
KC ortamlarina DE, SE, PE ve AK eklenmesiyle pek cok besi ortami denenmistir.
Ophrys bornmuelleri ve Himantoglossum affine tirlerinde bitkicikk olusumu
gerceklesmezken; tirlerin en yiiksek bitkicik olusturma oranlar1 karsilastrildiginda
Orchis anatolica tiiriiniin VWD’de % 1.57, Orchis coriophora tiiriiniin VW D+DE+AK
ortammda % 8.72, Ophrys phrigra tirtiinin VWD+DE+AK ortammda % 0.21 ve
Serapias vomeracea tiirinin VWD+AK ortaminda % 0.02 oraninda performans
gosterdigi belirlenmistir. Calismamizda O. straussii tiiriiniin VWD ve KC ortamindaki
tim saglikli protokormlar: siirgiin olusturmus olup yiiksek performans gostermistir.
Once bahsedilen calismada Ophrys cinsine ait tiirlerin hig siirgiin olusturamamas1 ya da
cok az performans gostermesinin nedeni olarak tir farkhliginin oldugu
distiniilmektedir. Fakat 6zellikle temel ya da ilaveli VWD ortammm Ophrys cinsi
bitkilerde olumlu etki yaptigi sdylenebilir. Ancak Orchis palustris tiirii ile ilgili olarak,

calismamizda sadece 1/10 MS ortaminda protokorm, dolayisiyla siirgiin elde edilmis



olup; 6nceki galismada VWD ve katk1 maddeli VWD ortaminda farkli Orchis tiirlerinin
slirglin olusturmada bagsar1 gosterdikleri goriilmektedir. Hem tiir hem de besi ortamu
fark iligmin boyle bir sonucu getirdigi diistiniilmektedir.

Toplam protokorm sayist bakimmdan arastirma sonuglarimza gore en yiiksek
degerler D. iberica tirtinden ve KC ve 1/10 MS ortamlarindan elde edilirken, en diisiik
degerler 1/10 MS ortamu i¢inde gelisen D. romana subsp. georgica, O. palustris ve A.
pyramidalis tiirleri harig, bu ¢ tiire ait tiim ortamlarda elde edilmistir (Cizelge 4.12).
Ozaver (1995), Kahramanmaras’tan toplanan 6 salep orkidesine ait tohumlar1 farkli 22
besi ortaminda ¢imlendirmeye ¢aligmis ve gogunda siirgiin asamasina gelmistir. Ophrys
bornmuelleri tiiriinde protokormdan daha ileriye gidilememistir. Ophrys phrigra
tirtinde en yiiksek siirgiin olusum orant VWD+DE+AC ortamimda % 2.08, en diisiik
slirglin olusum orani1 ise VWD+AC ortamimda % 0.57 bulunmustur. Orchis anatolica
tirtinde en yikksek ortalama VWD ortammda % 1.57, en disikk ortalama ise
KC+DE+AC ortaminda % 0.023 elde edilmistir. Serapias vomeracea tiiriinde sadece
VWD+AC ortaminda % 0.023 oranmnda siirgiin elde edilirken; Orchis coriophora
tirtinde en yiiksek ve en diisik siirgiin ortalamalar1 sirasiyla VWD+DE+AC ve
PYX+DE ortamlarinda % 8.71 ve % 0.10 olarak bulunmustur.

Bagka bir calismada patates ekstrakti ilave edilmis VWD ortaminda ¢imlenen
Dactylorhiza urvilleana tohumlaridan % 28.65 protokorm, bu protokormlardan % 1.73
kadarmin siirglin haline geldigi bildirilmistir. VWD, VWD+PE, VWD-N ve VWD-
makroelementler ortamlarinda ¢imlenen tohumlar ise daha sonraki asamalara
ulasamamustir. Inorganik azotlu bilesiklerin VWD ortammdan ¢ikarilmas: ile olusan
ortamda D. iberica tiiriinde % 16.76 oraninda protokorm, bu protokormlardan % 0.64
oraninda siirgiine gidilmistir. D. urvilleana tiiriinde oldugu gibi farkli maddelerin VWD
ortamina eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile yapilan kiiltir ¢alismalarinda protokormdan
sonra siirgiin asamasma ulagilamamustir (Ozdener, 1994). Ozkog¢ (1991), yaptig
calbymada, inorganik azotun eklenmesi ya da ¢ikarilmasi ile patates ekstraktinmn
eklenmesiyle olusan VWD, MS ve KC besi ortamlarinda Serapias vomeracea subsp.
laxiflora ve Orchis laxiflora tiirlerinde protokorm olusmasina ragmen, higbirinin siirgiin
asamasma gelemedigini bildirmistir. Giimiis (2009), yaptigi ¢alismada, Ophrys apifera
tiriinde ve %2 MS ve KC ortamlarinda swrasiyla % 0.86 ve % 0.88 oraninda siirgiin

olusumu gergeklesirken, O. laxiflora tiiriinde ise sirasiyla % 6.91 ve % 8.39 oraninda



basar1 saglandigmi bildirmistir. Arastirict bunun yani sira Dactylorhiza nieschalkiorum
tirtinde 2 MS, MS, KC ve VWD ortamlarini kullandig1 calismada srasiyla % 6.28, %
3.79, % 6.25 ve % 8.11 oraninda siirgiin elde etmistir.

Toplam protokormlarm orani dikkate almarak elde edilen siirgiin ortalama
degerleri, genel olarak bu sonuglara paralel degisim gostermistir. Ornegin D. romana
subsp. georgica, D. umbrosa, O. palustris ve O. straussii tiirleri; tipki saglam
protokormlardan elde edilen siirgiinlerin ortalama degerlerinin 1/10 MS ortaminda en
yiiksek ve en diisiik slirgiin olusum oranlarinin bulunmasi gibi, 1/10 MS besi ortaminda
performans gostermistir. A. pyramidalis tiriinde 1/10 MS ortaminda toplam
protokormlardan elde edilen siirglin orant % 0.83 iken (Cizelge 4.13), saglkh
protokormlardan elde edilen siirgiin oran1 % 0.00 olarak bulunmustur. Bunun anlami
toplam protokormlardan elde edilen siirgiinlerin arasinda, kararan ya da ¢iiriimiis olan
protokormlarda gelisen kararmis ya da ¢liriimiis olan siirgiinlerin de yer aldigi ve bu
oranin % 0.83’likk bir yere sahip oldugudur. Bunun yaninda saglkli protokormlar goz
Ontine alindiginda ise, hicbir saglikh siirgliniin gelismedigi goriilmektedir. D. iberica
tiriinde ise durum biraz farklhidir. Clinkii bu tiire ait toplam protokormdan gelisen
stirglinler en yiiksek ortalama deger olan % 62.92 ile KC ortaminda, en diisik ortalama
deger ise 1/10 MS besi ortammda saglanmistr. Bu sonuglara bakarak toplam
protokormlardan elde edilen siirgiinler en ¢ok KC ortammda % 62.92 orami ile D.
iberica tiirinden elde edilmistir. Hi¢ siirgiin elde edilemeyen ya da en az siirgiin
ortalama degerine sahip olan tiir ise D. romana subsp. georgica olarak kayita gegmistir.
Sonug olarak toplam protokormdan ve saglikli protokormdan elde edilen siirglinlerin
besiortamlarina gore oransal degisimleri nispeten paralel bulunmusgtur.

Elde edilen sonuglara gére tohumdan olusan siirgiin bakimindan en yiiksek deger
D. iberica tiriinden ve KC ortamindan % 62.92 oraninda elde edilirken, en disik
degerler ise, A. pyramidalis ve D. romana subsp. georgica tiirlerinde ve VWD
ortaminda ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.13). Sonug olarak daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
elde edilen bulgularda, yaptigimiz ¢alismaya benzer olarak siirgiin elde edilmis ancak
elde edilen oranlar ¢alismamizla paralellik gostermemektedir. Ornegin ¢alismamizda O.
straussii hem protokorm hem de tohum genelinde disiiniildiigiinde VWD, KC ve 1/10
MS ortamlarinda iyi bir performans sergilemistir. Benzer durum Dactylorhiza cinsine

ait tirler icin de konusulabilir. Calismamizda kullanilan tiim Dactylorhiza tirleri 6nceki



caligmalara gore benzer ortamlarda siirgiin olusturmada daha yiiksek basar1 gdstermistir.
Besi ortamlar1 benzer olmasma ragmen géz Oniine alinirsa sonuglarin farkli ¢ikmasi
tohumlarin ayni cins olsa da farkl tiirlere ait olmalarindan olabilecegi diisiincesini akla
getirmektedir.

Saglikli protokormdan olusan kararmis siirgiin orani bakimindan en yiiksek
ortalama 1/10 MS ortamindan ve D. iberica tiiriinden elde edilirken en diisiik degerler,
A. pyramidalis, O. palustris, D. romana subsp. georgica tiirlerinde ve tiim besi
ortamlarinda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore saglkli protokormdan olusan
kararmus siirgiin orani ortamlardan bagimsiz olarak tiirlere gore degismektedir (Cize lge
4.14).

Elde edilen veriler 1s1gmda tiim protokormlarda olusan kararmis siirgiin orani
bakmindan en yiiksek degerler 1/10 MS ve KC ortaminda ve D. iberica tiiriinde ortaya
¢ikmustir. En diistik degerler ise A. pyramidalis ve D. romana subsp. georgica tiirlerinin
tiim ortamlarinda meydana gelmistir (Cizelge 4.15).

Tohumdan olusan kararmus siirglin oran1 bakimindan en yiksek degerler %
62.92 ile KC ortamimdan ve D. iberica tiiriinde elde edilirken, en disiik degerler A.
pyramidalis, O. palustris, D. romana subsp. georgica tiirlerinde ve tiim ortamlarda
meydana gelmistir (Cizelge 4.16). Bu veriler 15181 altinda farkli besi ortamlarmda
gelisen protokormlarin kararan siirglinleri olusturma oranlarinin karsilagtirilmasmin
anlamh olacag diisiintilmiistiir. Tipk1 saglikh siirgiin oranlarmin elde edildikleri saglikl
protokorm, toplam protokorm ve tohumdan itibaren gelisen protokormlarda oldugu gibi;
bu protokormlardan ve tohumlardan gelisen kararmig siirgiinler de degerlendirilmeye
almmaldwr. Ciinkii bu tip kararmug siirgiinler istenilen degerde saglikli gelisim
gosteremedikleri ve kok ile yumru olusturamadiklart i¢in hayatlarma devam
edememekte ve kayip olarak nitelendirilmektedir. Goniilsen ve ark. (1996), in vitroda
siirgiin ucu kiltirii ile Orchis anatolica ve Himantoglossum affine tiirlerinin
cogaltilmasinda basar1 elde edildigini ancak asir1 kararma nedeniyle bitki elde
edemediklerini ifade etmistir. Calismamizda D. iberica tiiriiniin KC, MS ve 1/10 MS
ortamlarindaki saghkl protokormlarmdan gelisen siirglinlerin tamammin; VWD ve %2
MS ortamlarinda gelisen siirgiinlerin ise sirastyla % 82.00 ve % 94.33’lik kisminin
karardig1 goriilmektedir. Bu degerlerin, diger tirlerle karsilastirildiginda ¢ok yiiksek

oranda olduklar1 a¢ik¢a anlasilmaktadir. D. iberica tiiriiniin dnce her besi ortaminda



saglikla gelisen protokormlarindan neredeyse tamamima yakmn oranlarda kararmig
stirglinlerin olusmas1 6nemli bir kayittir. D. iberica tiiriinii takiben, O. straussii tiiriiniin
KC ortaminda % 50.00 ve VWD ortammda % 37.90 oranlarinda yine 6nemli
sayilabilecek kadar kararmis siirgiin gelisimi gézlenmistir. D. umbrosa tiiriinde yalnizca
VWD ve 2 MS ortamlarinda srasiyla % 3.98 ve % 13.33 oranlarinda siirgiinlerinde
kararma olusurken; O. palustris tiirtinde 1/10 MS ortaminda % 5.26 oraninda kararma
belirlenmistir. A. pyramidalis ve D. romana subsp. georgica tiirlerinde toplam ve
saglikli protokormlara ait kararmus siirgiine dair herhangibir gelisme gbzlenmemistir.

Toplam protokormlar agisindan bakildiginda kararmig siirgiin olusumlarmin D.
umbrosa, O. palustris, O. straussii ve D. iberica tiirlerinin saglikli protokormlardan elde
edilen kararmig siirglinlerin = gelistigi  besi ortamlariyla paralellik gosterdigi
goriilmektedir (Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16). Ortalama degerlere dikkat edilirse tiirlere
ait en yiiksek kararan siirgiin oranmm (% 100.00) yine D. iberica tiiriiniin KC ve 1/10
MS ortaminda gelisen toplam protokormlardan elde edildigi anlagilmaktadir. Ayni tiire
ait olan diger besi ortamlarindaki ortalama degerler arasindaki en diisik deger % 71.70
olarak tespit edilmistir. O. palustris tiiriinde sadece 1/10 MS ortammda ve % 2.83
oraninda; D. umbrosa tiiriinde en yikksek % 3.15 (VWD) ve en diisik % 1.11 (1/2 MS)
oraninda toplam protokormdan olusan kararmis siirgiin elde edilmistir. O. straussii
tiiriinde en yiksek ve en diisiik kararan siirgiin olusumu % 50.00 ile % 37.90 arasinda
strastyla KC ve VWD ortamlarinda belirlenmistir. Genel olarak kararmig siirgiinler en
cok KC, MS ve 1/10 MS ortamindaki D. iberica tiiriine ait toplam protokormlardan elde
edilmistir. Higbir ortamda kararan siirgiin olusturmayan tiirler ise A. pyramidalis ve D.
romana subsp. georgica tiirleridir. Bu iki tiir, protokormlarda oldugu gibi tohum
bazinda diisiintildiigiinde de ayn1 performans1 gostererek hi¢cbir ortamda kararan stirgiin
olusturmamis olup; tam tersi durumda D. iberica tiim besi ortamlarinda kararan siirgiin
gelistirmistir. Bu tiir ve genel ortalamalar dikkate alindiginda en yiksek oran KC
ortammdan % 62.92 ve en diisik ortalama 1/10 MS ortammdan % 1.67 oraninda
bulunmustur.

Tiim protokormlardan olusan koklii siirgiin orant bakimmdan ortaya ¢ikan en
yiksek degerler O. straussii tiiriinden ve VWD besiortamindan elde edilirken en diisik
degerler, A. pyramidalis, O. palustris, D. romana subsp. georgica tiirlerinde ve tiim besi

ortamlarinda elde edilmistir (Cizelge 4.17).



Calismada elde ettigimiz bulgular 151¢mda en yiiksek siirgiinlerden kok olusum
oranlar1 O. straussii tiriinden ve VWD besi ortamidan elde edilmistir. En disik
degerler ise A. pyramidalis ve D. romana subsp. georgica tiriinde ve uygulanan tim
besi ortamlarinda elde edilmistir. Bu sonuglara gore bazi tiirler iizerine siirglinlerden
kok olusum oraninda ortamlarm etkisi goriilmezken, bazi tirlerde etkili olmustur. Bu
durumun stirgiinlerden kok olusum orani dikkate alindiginda tiirlere gore ortamlar:
se¢mede dikkat edilmesi fikrini uyandirmaktadir (Cizelge 4.18).

Protokormlardan gelisen siirgiinler kok ya da yumru olusturmalarma gore ayrica
smiflandirilmistir. Fakat olusan her siirgiin kok ya da yumru gelistirememistir. Bu
degerler hem meydana geldikleri toplam protokorm; hem de {izerinde gelistikleri siirgiin
oranlar1 tizerinden ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. A. pyramidalis tiirti her iki kriter i¢in de
sayisal bir performans gosterememis olup tiir ve besi ortamu interaksiyonlari i¢inde
kokli siirgiin bazinda protokorm olusturmadigindan dolayi, cevap alinmayan tek tiir
olmustur. Toplam protokormdan olusan koklii siirgiin orani en yiiksek VWD ortaminda
gelisen O. straussii tiiriine ait olup % 59.79 degerini tasimaktadr. Bu konuda hi¢ sonug
almamayan besi ortami ise MS olarak belirlenmistir. Protokormlardan sonra olusan
stirgiinlerin i¢cinde bulunduklar1 ortama gore gelisip kok olusturmalar1 her siirgiinde
goriilmedigi icin ayrica siirgiinler iizerinden degerlendirilmistir. Ornegin 2 MS
ortamida bulunan D. umbrosa tiiriine ait siirgiinler bu ortamda % 100.00 basar1
gostermis olup; olusan siirgiinlerin tamaminda koklenme elde edilmistir. Bu tiire ait
olusan siirglinlerin tamamindan koklenme elde edilen ortam olan 2 MS ortamu diger
tirlerde hicbir performans gosterememistir. Tiir ve besin ortamm birlikte ele alindiginda
her iki faktoriin de koklenme iizerindeki etkisiagikca goriilmektedir.

Tim protokormlardan olusan yumrulu siirgiin orani dikkate alindiginda en
yikksek deger % 59.79 ile O. straussii tiiriinde ve VWD otaminda goriiliirken, en diistik
degerler A. pyramidalis ve D. iberica tiirlerinin tiim ortamlarinda meydana gelmistir.
Ortaya ¢ikan bu durumun yani sira D. romana subsp. georgica ve O. palustris tiirlerinde
sadece 1/10 MS ortamu etkili olurken, D. umbrosa tiiriinde sadece VWD ortaminda
basar1 saglanmistir. Bu durum incelenen diger parametrelerde de goriilecegi gibi farkl
tirlerde farkli ortamlarm etkili oldugu diistincesini uyandirmaktadir (Cizelge 4.19).

Calismamizda elde ettigimiz verilere gore siirgiinlerde olusan en yiliksek yumru

oran1 % 71.03 ile O. straussii tiriinden ve VWD besi ortamindan elde edilirken, en



distik veriler A. pyramidalis, D. iberica ve D. romana subsp. georgica tiirlerinde ve
tim ortamlarda ortaya ¢ikmustir. D. umbrosa tiiriinde sadece VWD ortamu etkili
olurken, O. palustris tiiriinde ise sadece 1/10 MS ortamu etkili olmustur (Cizelge 4.20).

Koklerin farkhlagmasiyla meydana gelen yumrularm da aym sekilde toplam
protokorm ve siirgiinden olugsma oranlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Olusan siirglinler
tizerindeki kok gelisiminin en fazla goriildiigii ve /2 MS ortaminda % 100.00 basar1 elde
edildigi D. umbrosa tiirii; yumru gelisiminde ayni performansi gosterememis olup,
VWD besi ortamimda basar1 gostermistir. Yumrularin gelisti§i toplam protokorm ve
sirgiinler ele alindiginda her iki kriter icin en yiksek yumru olusum orami VWD
ortaminda gelisen O. straussii tiiriinden elde edilmistir. Bu oranlar toplam protokormlar
bazinda % 59.79; siirgiinler bazinda ise % 71.03 olarak kayit edilmistir. Cizelge 4.19 ve
Cizelge 4.20'ye dikkat edildiginde yumrulu siirgiin olusumlarinin VWD ile 1/10 MS
ortamlarmda, ve tiirlere gore degisen oranlarda gergeklestigi agikga goriilmektedir.

Ozaver (1995), pek ¢ok besi ortamu ve salep orkide tiirlerinin yumru olusturmaya
etkilerini arastrdig1 ¢alismada Orchis anatolica tiiriine ait olusan yumrularn % 0.43
ortalama ile VWD ortamindan; Orchis coriophora tiiriinde en fazla % 4.91 ortalama ile
VWD+DE+AC ortamindan ve en diisik % 0.022 ortalama ile VWD+PE+AC
ortamindan elde edildigini bildirmistir.

VWD ve KC ortamlarma DE, SE, PE ve AK eklenmesiyle pek ¢ok besi
ortammin Orchis anatolica ve Orchis coriophora tiirlerinin yumru olusturmalarina
etkisi incelendiginde O. anatolica tiiriiniin sadece VWD ortaminda % 0.433 oraninda;
O. coriophora tiirtiniin ise VWD+DE+AK ortaminda % 4.91 oraninda basar1 gosterdigi
bildirilmistir (Caglayan ve ark., 1998).

Onal (1999), in vitro ¢alismasida Orchis sancta ve Orchis laxiflora tiirlerinde
yumru olusum sathasia kadar gelmis olup, yumru olusumunda sicaklik ve 151k rejimleri
uygulamustir. O. sancta tiiriinde en yiiksek yumru olusumu % 71.4; en diisiik olusum ise
% 0.7 olarak belirlenmistir. O. laxiflora tiiriinde ise en yiiksek yumru olusumu % 65.5
iken en diisik olusum % 6.4 olarak tespit edilmistir. Calismamizda Dactylorhiza cinsine
ait 2 tiir ile Orchis ve Ophrys cinslerine ait diger tiirlerimiz yumru ve kok olusumunda
gelisme kaydetmistir. Onceki ¢alismalarda geneldle VWD ve katki maddeli VWD
ortamlarinda basar1 elde edilmistir. Calismamizdaki bagsart da VWD ortami yOniinde

elde edilmistir.



Mead ve Bulard (1975), Orchis laxiflora ve Ophrys sphegodes tiirleri ile yaptigi
calismada Ophrys sphegodes tiiriinde pek ¢ok kok ve % 50 oraninda 1 c¢m civarinda
yumru, O. laxiflora tiirtinde kokli ve giiclii bitkiler elde etmistir.

Caliymamizda kok oranlar1 genel olarak ele alindiginda, oransal olarak tiir
bazinda en yiiksek ortalama D. umbrosa, ortam c¢okluguna gore D. iberica tiirleri
basarili olmustur. Ortam olarak bakildiginda ise VWD ortami basarili olmustur. Yumru
oranlar1 incelendiginde ise yine VWD ortaminin performans gosterdigi, tiirler arasinda
da O. straussii tiiriiniin basarili oldugu goriilmiistiir.

Arastrmada ortaya ¢ikan kallus benzeri olusumlarin orani dikkate alindiginda en
yikksek deger % 93.33 ile D. umbrosa tiiriinde ve 2 MS ortaminda meydana gelirken,
en disik degerler A. pyramidalis tiriinde ve 1/10 MS hari¢ tiim ortamlarinda, D.
romana subsp. georgica tiiriiniin MS, %2 MS ve 1/10 MS ortaminda O. palustris ve O.
straussii tiirlerinin MS ortamlarinda meydana gelmistir. Bununla birlikte kallus benzeri
olusumlarin orani dikkate alindiginda tiim ortamlarda en yiiksek oranmi D. iberica, en
diisiik orani ise A. pyramidalis tiiriiniin sagladig1 sdylenebilir (Cizelge 4.21).

Sonuglar incelendiginde kararmus kallus benzeri olusumlarin orani bakimindan
en ylksek deger % 76.67 ile 2 MS ortaminda almirken, en diisik degerler A.
pyramidalis tiiriiniin 1/10 MS harig tiim ortamlarda, D. romana subsp. georgica tiiriiniin
MS, AMS ve 1/10 MS ortamlarmda, D. umbrosa tiiriinin 1/10 MS ortammda, O.
palustris ve O. straussii tiriinin KC ve MS ortamlarinda ortaya ¢ikmustr (Cizelge
4.22).

Tohumlar besi ortamlarina ekildikten sonra ya ¢imlenip protokorm gelistirmis ve
ardindan siirglin olusumu baglatmistir ya da kallus ve kallus benzeri yapilar olusturarak
daha fazla gelisme gosterememistir. Olusan kallus ve benzeri yapilarin bir kismi da
sonradan kararma gosterip canliliklarini yitirmislerdir. Cizelge 4.21 ve Cizelge 4.22'de
gorlildiigli gibi tirlerin kararmus ya da kararmamis olarak olusturduklar1 kallus benzeri
yapilar hemen hemen ayni besi ortamlarinda belirmistir. Bu da s6z konusu besi
ortamlarmin kallus vb. yapilarmm olusmasinda etkili oldugu seklinde yorumlanabilir.
Omegin VWD besi ortanu A. pyramidalis tiirii hari¢ diger tiim tiirlerde hem kararnus
hem de kararmamus kallus vb. yapilarmn olusumuna zemin olmustur. Genel olarak
bakildiginda kallus benzeri yapilarm olugsmadigr hicbir bitki tiiriiniin olmadig: tespit

edilmistir. En ¢ok kararmis ve kararmamis kallus benzeri yapilar, 2 MS ortamina ekilen



D. umbrosa tiiriine ait tohumlardan swrasiyla % 76.67 ve % 93.33 oranlarinda elde
edilmistir. D. umbrosa tiirii her ne kadar protokorm ve siirgiin olusturmada performans
gostermis olsa da, tiirlin kallus benzeri yapilarm olusmasma da uygun oldugu acikga
goriilmektedir. Cizelge 4.21 ve Cizelge 4.22'den anlagildig1 gibi ayni tiire ait tohumlarmn
ekildigi ayni1 besi ortamlarinda genellikle kararmamis kallus benzeri yapilar, kararmis
yapilardan sayica fazladir. Buradan anlasilan, besi ortamlar1 i¢ine ekilen tohumlardan
oran olarak kararmamis olan kallus benzeri yapilarm, kararmamislara gore daha fazla
oldugu; ve her tiriin bu yapilardan olusturmus olmasidir. Ophrys sphegodes
tohumlarinda olusan bir protokorm hem yeni bir protokorm hem de bir bitkicigin
olusumuna neden olmus bazen de kallus benzeri olusumlar: gelistirmistir (Mead ve
Bulard, 1975). Tir farkhi olsa da ¢alismamizda kullanilan O. starussii tohumlarmm
benzer sekilde kallus olusturmasi arastiricilarin sdylemlerini desteklemektedir.

Sonug olarak farkl tiirlerin ortamlara gore farkli reaksiyon olusturduklar1 agik
olarak goriilmektedir. Bu veriler 1s1@inda kararmis kallus benzeri olusumlarin
gozlendigi ortamlar her tirde farkli seviyede etki gosterdigi ve buna sebep olan
etkenlerin ortamlar degistirilerek giderebilecegi diistiniilmektedir.

Cimlenme siiresi sonuglarina gdre en ge¢ c¢imlenen tiir 170.33 giin ile KC
ortammda bulunan D. umbrosa olurken, en erken ¢imlenenin ise 22 giin ile %2 MS
ortamindaki D. iberica tirii oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglar ¢imlenme
siiresine hem tiiriin, hem de ortamin farkh etkilerde bulundugunu gdstermistir. Ornegin
KC ortaminda A. pyramidalis ve O. palustris hi¢ ¢imlenemezken, D. umbrosa 170.33
giinde ¢imlenmis, bununla birlikte D. iberica tirii ise 26.83 giin gibi en erken
¢imlenenler arasinda yerini almistir (Cizelge 4.23). Bu sonuglar farkl tiirlerin, farklh
besiortamlarina degisik yanitlar verdigi kanismi olusturmaktadir.

Calismamizda protokorm siiresi bakimindan en ge¢ protokorm olusumu 313.67
giin ile KC ortamindaki D. umbrosa tiirtinde olmustur. En erken protokorm olusumu ise
53.50 giin ile MS ortamindaki D. iberica tiirlinde gergeklesmistir. Protokorm siiresi de
¢imlenme siiresine benzer olarak ayni ortamda tiire baglh olmak tlizere olduk¢a farklh
degerler ortaya ¢ikarmistir (Cizelge 4.24). Burada ortaya ¢ikan degerler farkl tiirlerin
besiortamina gore degisik reaksiyon gostermesi ile agiklanabilir.

Strglin olusum stiresi bakimindan elde edilen verilere gore en ge¢ siirgiin

olusumu 411.44 giin ile 1/10 MS besi ortamuindaki O. palustris tiiriinde gerg¢eklesirken,



en erken siirglin olusumu 79 giin ile MS ortamindaki D.iberica tiiriinde goriilmiistiir.
MS ortaminda diger tiirlerde hi¢ siirgiin elde edilemez iken, D. iberica'da en erken
stirgiin olusum siiresi elde edilmesi diger gelisim siirelerinde oldugu gibi, tiirler ile besi
ortamlar1 arasindaki farkli etkilesimle agiklanabilir.

Tohum ekiminden itibaren izlenen ¢imlenme, protokorm ve siirgiin olusumlari
ki yila yakin uzun bir siirecte takip edilmistir. Gzlemlerin sonucunda tiirlerin farkl
uygulamalarinda tam homojenlik bulunmamistir. Bunun anlami bir tiirtin farkl besin
ortamlarinda ¢imlenme, ardindan protokorm ve siirgiin olusturma stirelerinin farklilik
gostermis olmasidir. D. iberica ve D. romana subsp. georgica tiirlerine ait tohumlar her
ortamda ¢imlenme ve ilerisinde protokorm olusturmus ancak D. romana subsp.
georgica tiriinde siirgiin olusum safhasina kadar gidilememistir. Ayni durum 1/10 MS
ortaminda protokorm gelistiren A. pyramidalis tirinde ve 2 MS ortaminda
protokormlar1 olusan O. straussii tiriinde de gorilmiistiir. Bu ortamlarda bulunan
tiirlere ait protokormlar siirgiin gelistirememis ve dolayisiyla bitkicige donilisememistir.
Cimlenme ile ilgili olarak tohum ekiminden itibaren gegen siire incelendiginde genel
olarak en erken 2 MS ortamma ekilen D. iberica tohumlarinin 22 giinde ¢imlendigi
goriilmektedir. En uzun ¢imlenme siiresi ise (191.83 giin) 1/10 MS ortamina ekilmis
olan O. palustris tiiriinden elde edilmistir.

Yararbas (2008), 4 dakika ultrason uygulanan Orchis italica tohumlarinin 90
giin sonra ¢imlendigini bildirmistir. Calismamizda O. palustris tiiriiniin 191 giin gibi
uzun bir zamanda ¢imlendigi belirlenmistir. Arastiricinin yaptigi calismada ultrason ve
ses dalgalarmin tohum kabugunu kirmada etkili oldugu ve calismamizda D. romana
subsp. georgica tohumlarinin ¢imlenme siirelerine yakin sonuglar elde ettigi
sOylenebilir.

Hi¢ ¢imlenme gdstermeyen tiirlerin disinda; genel olarak tiim tiirler bazinda
incelendiginde D. iberica tiiriiniin her besi ortaminda en erken siirede protokorm
olusumu baslattig1 goriilmektedir.

Doku kiiltiirti ortaminda besi ortamlarina ekilen tohumlarin ulasabildikleri son
asama olan siirgiin agsamasiyla birlikte bitkicik safthasma gelinmis olmaktadir.
Caligmanin sonunda her ¢imlenen ve protokorm olusturan tohumlarm siirgiin agsamasina
kadar gelemedigi; gelenlerin ise ekildikleri ortama gore farkh siirelerde gelistikleri

anlasilmuistir.



Siiberoglu (1987), bazi salep orkidelerinde yaptigi calismada tohumlar1 kiiltiire
aldiktan 3 ay sonra, Biirobct ve Knudson C ortamma 2 mg/lt IAA katilmasiyla elde
edilen Knudson 6 ortamma aktarmayla protokorm olusumunun bagladigini gérmiis ve
bu tarihten 15 giin sonra da yesil siirglin gelisimi gdzlemlemistir. Arastirict kullandig1
ki farkli besi ortaminin i¢ine IAA hormonu karistirmis ve kisa zamanda protokorm
stirgiin olusumunu baslattirmistir. Calismamizda KC ile yapilan ¢imlendirmlerde D.
iberica ve O. straussii tiirlerinin protokorm olusumlarinda yaklasik sireler
kaydedilmistir, ancak D. romana subsp. georgica ve D. umbrosa tiirlerinde daha uzun
stire gerekmistir. Bu sonu¢ ortama katilan IAA hormonunun protokorm gelisimine
onemli etkide bulundugunu gostermektedir. Barroso ve ark. (1990), Curtis ortamina
ekilen Ophrys lutea ve Ophrys fusca tiirlerine ait tohumlarin ekildikten 2 ay sonra
protokorm olustugunu; 6 ay sonra orkide ortamlarina alininca 5 cm yiiksekliginde koklii
bitkicikler elde edildigini bildirmistir. Calismamizda O. straussii tiri VWD ve KC
ortamlarinda 2 ay civarinda protokorm olusturmus olup diger ortamlarda daha yiiksek
stireye ihtiyag duyulmustur. Ancak siirgilin olusturmada arastrricilarin bulgusundan ¢ok
daha kisa zamanda basari saglanmistir. Burada ortamin ve tiirlin protokorm olusum
stiresi {izerinde etkili oldugu fikrine varilmistir. Valletta (2008) ise Orchis mascula
tliriiniin ekimden 4-5 ay sonra ilk siirgiin ucunun goriildiigiine ancak 5-6. aylarda ilk
yaprak¢igin belirdigine deginmistir. Oysa caligmamizdaki O. palustris tirii siirgiin
olusturmada ¢ok daha diisik performans gostererek calistigimiz tiirler arasinda en geg
stirgiine giden tiir olmustur. Orchis italica tiiriine ait bitkiciklerin 7 aylik olunca dis
ortama aktarilmaya hazir hale geldigi bildwrilmistir (Yararbas, 2008). Sar1 ve ark.
(2011), Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii ¢ercevesinde 1999-2000 yillar1 arasinda
yaptiklar1 ¢alismada, Orchis sancta tiiriinde 316 giinde % 71.4; Orchis laxiflora tiiriinde
330 giinde % 65.5 oraninda yumrulu bitkicik elde etmistir. 9 orkide tiirlinlin farkh
oranlarda patates ekstrakti, muz ekstrakti ve hindistan cevizi siitii ile GA; ve BAP
hormonlarmnm ilave edildigi KC ve VWD besin ortamlarinda in vitroda embriyo kiiltiirii
yapilmistr. Bitkicikler genellikle patates ekstrakti eklenen KC ortamindan elde
edilmistir. Calismada hormonlarin bitki gelisimine dnemsenir derecede etki etmedigi
belirlenmistir.

Hadley (1983), Avrupa orkide tiirlerine ait tohumlarin simbiyotik kiiltiirlerde 3-6
ayda ulastig1 gelismeye, asimbiyotik kiiltiirlerde 2 yilda ulagabilecegini bildirmistir. Bu



bilgiler 15181 altinda, ¢aligmamizin sonunda kullandigimiz tiirlere de bagh olarak
simbiyotik ¢imlenme sonucunda gelinen siirglin agamasina, asimbiyotik kiiltiirden daha
hizli gelindigi soylenebilir. Burada kullanilan fungusun ¢imlenmeyi hizlandirip,
protokorm ve siirgiin asamasma daha cabuk gelindigi; ancak ne kadar hizhi bitkicik
olusumu gerceklesse de siirgiinlerin simbiyotik kiiltiirde kok ve yumru olusturamadigi
ortaya ¢ikmistr. Buradan belki siirgiin asamasindan sonra kék ve yumru olusumu i¢in
farkl1 besi ortamlarmin kullanilmas1 gerekebilecegi diigtiniilmek tedir.

In vitroda elde edilen bitkiciklerin 3 ay kadar bir siireden sonra canliliklarmi
kaybetmis olup, maalesef yapilan baska ¢alismalarin ¢ogunda goriilen durumla karsi
karstya kalinmistir. Bir ¢alismada doku kiiltiirli ortaminda elde edilen bitkicikler R.
repens fungusunun bulastirildig1 torftperlit karisimindan olusan dikim harci igine
dikilmistir (Kssakiirek, 2011). Ancak bir siire sonra mantarlasmalarin goriildiigii, daha
sonra bu mantarlarin bitkiye bulasarak Olime neden oldugu bildirilmistir.
Mantarlagsmanm olmadigr bitkilerde ise higbir sekilde gelisme goriillmemistir. Doku
kiiltirii  yoluyla c¢ogaltma yapilan c¢alismalarm ¢ogunda yasanan olumsuzluklar
aragtirictyla benzer olarak, ¢alismamiz da dahil olmak {izere sik rastlanan bir durumdur.
Calismamizin sonunda elde edilen koklii ve yumrulu bitkicikler i¢clerinde kendi rizosfer
topraklarmin da bulundugu dikim harcina aktarildiktan bir siire sonra canliliklarmi

kaybetmistir.

5.3. Sonug¢

Calismanin tamami dikkate alindiginda ortaya ¢ikan en Onemli sonuglardan
birisi, Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki sert ekolojik ve iklimsel kosullarmimn salep orkidesi
tohumlarinda kalin tohum kabuguna sebep oldugu ve dolayisi ile de kabugun doku
kiiltiirii ortaminda catlama ve ¢imlenmesini engelledigi diisiiniilmektedir. Daha Once
Akdeniz, Karadeniz ve Ege Bélgeleri gibi nemli ve iklim olarak mutedil yerlerde
yapilan caliymalarda olduk¢a yiksek ¢imlenme degerleri elde edilmistir. Caligmamizda
ortaya ¢ikan sonuglar benzer ¢alismalarla karsilastrildiginda daha diisik degerler
gostermesinin baslica nedeni olarak tohumlarin toplandig1 bolge ekolojilerinin agir

kosullara maruz kalmas1 olarak diistiniilebilir. Bununla birlikte giic de olsa basar1 elde



edilmesi ¢aligmamizda degisik yOntemlerin (in vitro, in vivo, simbiyotik kiiltiir
(Rhizoctonia solani, biniikleuslu Rhizoctonia sp. izolatlar1 ve yulaf ortami, modifiye
yulaf ortami, potato dekstrose agar ortami), asimbiyotik kiltiir (Van Waes Debergh,
Knudson-C, Murashige&Skoog, 2 MS, 1/10 MS ortamlar1)) uygulamasinin bir
sonucudur. Kullanilan bitki tiirlerinin yumru ve rizosfer topraklariyla yapilan fungus
izolasyonlarinda Rhizoctonia fungusu ¢ok smirli olarak izole edilmistir. Bunun nedeni
fungus izolasyonu i¢in toplanan materyallerin mevsimsel uygunlugu ve daha 6nemlisi
elde edildigi bitkilerin yetiskinlik durumudur. Izolasyonlar sonucu pek ¢ok fungus elde
edilmis ancak mikorizal olarak simbiyotik iliski saglayacak potansiyelleri olmadigi
distiniilerek, sadece literatiirlerde agirlk verilen Rhizoctonia cinsi funguslara ait R.
solani ile binitikleik Rhizoctonia kullanilmustir. Fakat R. solani ile yapilan kiiltiirlerde
hicbir gelismenin olmamasi1 bitki tiirleri ile kullanilan mikorizanin uygunluguna dikkat
cekmistir. Gelisen siirglinler belki besi ortammin bitki gelisimi igin yetersiz
kalmasindan belki de fungusun parazitik etki yapmasindan dolayr daha fazla
gelisememistir. Kok ve yumru olusturup dis ortama aktarilabilecek duruma gelen
bitkicikler sadece in vitroda asimbiyotik kiiltiirlerden elde edilmistir. Kullanilan tiim
besi ortamlar1 ve tlirler bunun i¢in yeterli olmamistir. In vitro ortaminda gelisen bu
bitkicikler steril edilmis dikim harcma aktarildiktan sonra bir siire laboratuvar
kosullarinda bekletilip izlemeye alinmistir. Yaklasik 3 ay kadar diriliklerini koruyan
bitkiler giderek canliliklarmi kaybetmistir.

In vivoda ise simbiyotik ve asimbiyotik kiiltiirlerin her ikisinde de, ¢imlenme ve
takiben olabilecek gelismeler elde edilememistir. Bu da orkidelerin dogada
kendiliginden ne kadar zor ¢imlendigini gostermektedir. Dogada milyonlarca tohuma
sahip bitkilerin ancak uygun sicaklik, 1k, toprak ve mikoriza gibi ekolojik kosullarda
zorlukla ¢cimlenebilmesi, bizi kisa siirede cevap almabildigi i¢cin doku kiiltiirii yontemi
ile ¢imlendirme yoluna sevk etmistir. Ancak pek ¢ok ¢alismada oldugu gibi laboratuvar
ortaminda gelisen bitkilerin dig ortama aktarildiktan sonra adaptasyon saglayamamasi
durumu ortaya ¢ikmis olup bitkicikler hayatlarinin devam ettirememistir. Tohum olarak
bu kadar ¢ok materyal varken, elde edildikten sonra adaptasyon sorunu yiiziinden
bitkilerin kaybedilmesi bir anlamda ¢abalar1 bosa ¢ikarmaktadir. Bu tip ¢alismalar
ancak, kullandigimiz nesilleri tehdit altinda ve zarar gorebilecek bitki tiirleri gibi

genetik olarak devamlilik saglamak ve bitkiyi tanimakla sinirh kalacaktir.



Caligma sonuglarimizin bundan sonraki ¢alismalarda, tohumlarm 6zellikle Van
ilinden toplanmasiyla bdlgeyi karakterize etmek adma farkl ekolojik alanlarda yetisen
bitki tiirleri ve tohumlarm ¢imlendirilip bitkicik elde edildigi besi ortamlar1 hakkinda
fikir verebilecegi diisiiniilmektedir. Bu tip caligmalarm gercekten liretime ve ¢ogaltmaya
yonelik basar1 ile sonug¢lanmasi i¢in sadece laboratuvar ortaminda smirli kalmayip,
ozellikle disartya adaptasyon sorunun c¢oziilmesi konusunda durulmali ve bu tip

calismalarin arttrilmasi yoniinde ivme alinmahdir.
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