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Dactylorhiza urvileana’nin in vitro asimbiyotik ¢cimlendirilmesi ve fidelerinin olusturulmasi
In vitro asymbiotic germination and plantlet formation of Dactylorhiza urvilleana
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Giresun Universitesi, Espiye Meslek Yiiksekokulu, Giresun, Tiirkiye

Eser Bilgisi Ozet
Arastirma makalesi Bu ¢alismada Orchidaceae familyasina ait Dactylorhiza urvillenana (Steud.) H.Baumann & Kiinkele’nin
DOI:10.17474/acuofd.95225 doku kiltiiri yontemleriyle gogaltilmasi amaglandi. Baslangig eksplanti olarak tire ait olgunlagsmig
Sorumlu yazar: Ersan BEKTAS tohumlar kullanildi. Sterilizasyonlari ve canlilik testleri yapilan tohumlarin cesitli temel besi
e-mail: ebektas61@yahoo.com ortamlarindaki ¢cimlenme, protokorm ve kallus olusum oranlari tespit edildi. Cimlenen tohumlardan
Gelis tarihi: 01.03.2016 olusan protokormlar, Zeatin’in farkli derisimleri ile desteklenen Orchimax aktif kémirlii besi
Diizeltme tarihi: 20.04.2016 ortfzmlnd'a (OAM) .organogeneze t?$vik 'edildi ve slrgin uzama miktarlari ve ortalama kok sayilari
Kabul tarihi: 21.04.2016 belirlendi. Elde edilen sonuglara gore, cimlenme, protokorm ve kallus olusumunda denenen temel
—— besi ortamlarindan Orchimax aktif kémiirlii besi ortaminin daha etkili oldugu gorildi. Bu ortamdaki
Anahtar Kelimeler: ¢imlenme orani  %62,39, protokorm olusum orani %73,18 ve kallus olusum orani %8,6 olarak
Dactylorhiza urvileana belirlendi. Farkli zeatin derisimlerinin stirglin uzamasi ve kok sayisi tizerine etkilerine bakildiginda, 1,0
Doku kdltdird mg/L derisiminin digerlerinden daha olumlu sonuclar verdigi gorildii ve bu ortamdan elde edilen
In vitro ortalama siirgiin boyu ve kok sayisi degerleri sirasiyla 36,05 mm ve 3,4 adet olarak hesaplandi.
Protokorm

Asimbiyotik cimlenme

Abstract

In this study, in vitro production of Dactylorhiza urvilleana (Steud.) H.Baumann & Kiinkele by using
plant cell and tissue culture techniques were carried out. Mature seeds were used as starting explant.
After the surface sterilization and viability tests, seeds were germinated in different basal culture
media then germination, protocorm and callus formation rates were determined. Protocorms were
encouraged to organogenesis in Orchimax medium including activated charcoal (OAM) and supported
with different concentrations of Zeatin and shoot length and root numbers of seedlings were
detected. It has been determined that the most effective culture medium for germination, protocorm
and callus formation rates of seeds is the OAM. In this medium, germination, protocorm and callus
formation rates were determined as 62.39%, 73.18%, 8.6%, respectively. It has been determined that
the media including 1.0 mg/L Zeatin were effective on the elongation of shoots and root formation.
Shoot length and average root number was measured as 36.05 mm and 3.4, respectively.
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GIRIS kaplanmistir ve bu tohumlarin endospermi (besin dokusu)

yoktur. Tohum kabugu icinde sadece embriyo yer alir. Bu
bitkilerin  tlr

bakimindan en fazla ve yeryiiziinde en genis yayilisa sahip

Orchidaceae familyasi, cicekli sayisl

tohumlarin g¢imlenebilmesi igin sicakhk, 1sik, nem ve

oksijen gibi tim diger tohumlarin ihtiya¢ duydugu uygun

olan familyalarindan biridir. Diinya genelinde 800 civari ekolojik kosullarin yani sira bir de “mikorizal fungus” ile

cinsi ve yaklasik 30.000 tirG oldugu belirlenmistir (Arditti bir ortalik kurma ihtiyaci bulunmaktadir. Orkide tiirlerinin

ve Ghani 2000). Orkide denildiginde akla ilk olarak
tropikal bolgelerde yetistirilen ya da yetisen, gosterisli,
cesitli sekil ve renklerde cicekleri olan, pahali sis bitkileri
gelir. SUs bitkisi olarak bilinen orkidelerin yani sira, basta
Turkiye olmak tizere gevre llkelerde dogal olarak yetisen
ve salep olarak adlandirilan bir orkide grubu daha bulunur
(Glimiis 2009).

Dogada tohumlarindan ¢imlenmeleri ¢ok glictiir ve uzun
zaman alir. Butin cicekli bitkiler arasinda en kiiglik
tohuma sahip bitkilerdir (Mitchell 1989). Gevsek ve seffaf
bir hiicre tabakasindan olusan ince bir tohum kabuguyla
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tuber ve yapraklarinin olugmasi icin uzun yillar gerekir.
Ayrica uygulanabilir vejetatif yollarla cogaltim olanaklari
sinirll ya da hi¢ yoktur. Bu nedenlerden dolayi, salep
orkidelerinin tarimi yapilamamaktadir.

Salep, yumrulu (kok tuberi) orkidelerden elde edilir.
Onceleri degisik amaglarla ilag yapiminda kullanilan salep,
katkisi
Uretiminde

glinimizde daha cok  gida olarak

degerlendiriimektedir. Salep kullanilan
orkidelerin yapilarinda glukomannanlar (%7-61), nisasta

(%1-36), sekerler (%2-3) ve azotlu maddeler (%0,5-1)
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bulunur. Salebin etken maddesi glukomannanlardir (Sezik
1984).

Ekonomik deger tasiyan bu orkidelerin tuberlerinin

kontrolsiiz  ve  asirt  toplanmasi,  tohumlarinin
olgunlasmasina firsat vermeden bitkilerin sékilmesi bu
tirlerin sayilarinda azalmaya ve hatta bazilarinin yok olma
tehlikesiyle karsi karsiya kalmasina neden olmaktadir. Bu
tirlerin tariminin yapilamamasi ve vejetatif olarak
¢ogaltilamamalari, var olani sékmek yerine bitkiyi
Uretmeye vyonelik hizli  ve kontrolli ¢ogaltim
yontemlerinin gelistirilerek kullanilmasini zorunlu hale
getirmektedir. Ticari amaglarla dogadan toplanan
bitkilerin korunmasi amaciyla uygulanabilecek en ideal
alternatif yontemin “lretim” oldugu tiim diinyada kabul
edilmektedir. Doku kultlri teknikleri kullanilarak bitki
Uretilmesi (mikrocogaltim), bircok bitki tiirinde oldugu
gibi orkidelerin de vejetatif olarak hizli ve ¢ok miktarda
¢ogaltilabilmesine olanak saglayan bir Uretim seklidir.
Eger bitkilerin uygun besin maddesi ihtiyaclari, hormon ve
kultir istekleri yeterince karsilanirsa, mikrocogaltim
teknigi kullanilarak tim bitki tdrlerinin Uretilmesi
mimkindir (Hartman ve Kester 1975; Mansuroglu ve
Girel 2001). Bu amagla degisik bitki eksplantlari, besin
ortamlari, hormon kombinasyonlari, agar ve seker
diizeyleri ve yetistirme kosullari kullanilarak Orchidaceae
familyasina ait bazi bitkilerin in vitro simbiyotik ve
asimbiyotik kosullarda Uretimi i¢in doku kaltlra
sistemlerini gelistirmeye yonelik calismalar yapilmistir
(Crafts ve Miller 1974; Arditti vd. 1981; Hadley 1982;
Malmgren 1992; Stewart ve Kane 2006; Yamazaki ve
Miyoshi 2006; Bektas vd. 2013). D. urvilleana tirG Tarkiye
florasinda dogal olarak yetismektedir ve dislk
glukomannan icerigi nedeniyle dogrudan salep eldesinde
kullanilmasa da glukomannan icerigi ylksek salep
tirlerinden elde edilen toz salep ile karistirilarak
kullanilabilmektedir. Bu tir, diger Dactylorhiza tirlerinin
in vitro Uretimini gerceklestirmek icin bu calismada model
bitki olarak degerlendirildi. Bu yilzden, bu galismada,
farkhh temel besi ortamlarinin ve bitki blylime
duzenleyicileri ile desteklenen in vitro kosullarda, D.
urvillenana bitkisinin  tohumlarinin ¢imlenebilme ve
¢imlenen tohumlardan olusan protokormlarin, bitkiye

donisebilme kabiliyetleri arastirildi.
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MATERYAL ve YONTEM

Eksplant kaynagi ve sterilizasyon

Eksplant olarak D. urvilleana tirinin olgun tohumlari
kullanildi. Tohumlarin nemi 2 hafta 25+2°C’'de silika jel
bulunan desikatorlerde tutularak uzaklastirildi ve sonra
+4°C’'de ve karanlikta ekim yapilincaya kadar saklandi.
Eksplant olarak kullanilacak olan olgun tohumlarin yiizey
sterilizasyonlari,  uygun  sterilizasyon  ydnteminin
belirlenebilmesi igin iki farkli sterilizasyon ydntemiyle
gerceklestirilmistir. Farkli derisimlerde (%5, 10, 20 ve 30)
hazirlanan ticari gamasir suyu ile 10 dakika (Domestos,
%4.5 NaOCl icerir) ve H,0, (%35’lik stok) ile 30 dakika
ylzey sterilizasyonuna tabi tutulan tohumlarin,
sterilizasyon ©ncesi ve sonrasi canlihk testleri 2,3,5-
Trifenilltetrazolyumklorir ile  yapilarak, uygulanan
yontemin canlilik Gzerine etkisi incelenmistir. Ayrica
sterilize edilen tohumlar besi ortamlarina ekilerek,
ortamlardaki kontaminasyon olusumlari goézlenmistir.
Kontrol grubu olarak ise galisilan tirlere ait, herhangi bir
sterilizasyon uygulamasi yapilmamis olgun tohumlar
kullanilmistir. Olusan kontaminasyonlarin dis
etmenlerden kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek
icin tohum ekimi yapilmayan ve ayni besi ortamini ihtiva
eden kiltir kaplarinin, tohum ekimi yapilanlarla ayni

kosullarda inkiibe edilmesiyle belirlenmistir.

Tohumlarin in vitro asimbiyotik ¢cimlendirilmesi

4 farkh besi ortaminin (Tablo 1), tohum gimlenmesi ve
protokorm ve kallus olusumu (zerindeki etkileri
arastirilmistir. Tim temel besi ortamlar %2 sukroz ile
desteklendi. Besi ortamlar %0,8 Phytoagar kullanilarak
katilastinldi. Steril besi ortamlari 9 cm capindaki petri
kaplarina dokiildi. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar
besi ortami lizerine yayildi. Her bir besi ortami i¢in 10
petri kabina ekim yapilmistir. Ekim yapilan ve parafilmle
kaplanan petriler 25#2 °C sicakliga sahip ve 16/8
aydinlik/karanlik
dolaplarinda 10 hafta boyunca saklandi. 10 hafta

fotoperyoda ayarlanmis iklim
sonunda, tohumlarin canlilik ylizdelerine goére, cimlenme
oranlari tespit edildi. 12 hafta sonunda tekrar sayim
yapilarak protokorm olusturma ylizdeleri tespit edilmistir.



Siirgiin olusturma galismalari

Sitokinin  grubu bitki bliyime dizenleyicilerinden
Zeatin’in  (ZEA), in vitro kosullarda yetistirilen D.
urvillenana fidelerinin silrglinlerinin olusumu Uzerine
etkileri arastirilmistir. Zeatin derisimi olarak 0.25; 0.5; 1.0
ve 2.0 mg/L
Cimlendirilmis tohumlardan olusturulan protokormlar

konsantrasyonlari  kullanilmistir.

eksplant olarak kullaniimistir. Fidelerin ekim yapildiktan

Tablo 1. Calismada kullanilan besi ortamlari ve kimyasal igerikleri

E.Bektas

sonra 60 (2 ay) gin sonundaki slrglin boylari
belirlenmistir. 90 giin (3 ay) sonunda da fidelerin kok
olusturma durumlari belirlenmistir. Bitki blylime
diizenleyicisi icermeyen ortamlardan elde edilen veriler
kontrol olarak degerlendirilmistir. Her bir deneme 3
tekerriir ve ortalama 20’ser Ornek olacak sekilde
tasarlanmistir ve ortalamalari alinmistir.

om* KCM* LM* OAM*
% CaCl, 166.00 - - 166.0
E KH,PO4 85.00 250.00 135.00 85.00
% KNO3 950.00 - - 950.0
] MgS04 90.35 122.15 58.98 90.35
E, NH4NO3 825.00 500.00 - 825.00
g Ca(NOs), - 241.30 347.20 -
% KCl - 250.00 1050.00 -
= (NH4)2S04 - 500.00 1000.00 -
FeS04.7H,0 - 25.00 - -
MnS04.H,0 8.45 5.68 - 8.45
o AICl5.6H,0 - - 0.56 -
= CuS04.5H,0 0.0125 - 0.02 0.0125
g FeSitrat - - 4.40 -
€ H3BO3 3.10 - 1.01 3.10
“E’ Kl 0.415 - 0.10 0.415
% MnS0O4.H,0 8.45 - 0.05 8.45
g NiCl,.6H,0 - - 0.03 -
s ZnS04.7H,0 5.30 - 0.57 5.30
CoCl,.6H,0 0.0125 - - 0.0125
FeNaEDTA 36.70 - - 36.70
Na;Mos4.2H,0 0.125 - - 0.125
. Miyo-inositol 100.00 - - 100.00
é < Nikotinik asit 1.00 - - 1.00
EP Piridoksin HCL 1.00 . . 1.00
g Tiyamin HCL 10.00 - - 10.00
Glisin _ _ N
5 Sukroz 20.0 - - 20.0
.FE= = Tripton 2.0 - - 2.0
o W Aktif KEmr 2.0 - -
o MES (mg/L) 1000.0 - - 1000.0
*OM: Orchimax aktif komurstz besi ortami, KCM: Knudson C besi ortami, LM: Lindemann besi ortami, OAM: Orchimax aktif komurli besi ortami.

istatistik analizleri

Verilerin istatistiksel analizleri Microsoft Excel (Office
2007, ToolPack Analyser) ve SPSS, Versiyon 17,0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) yapilmistir. Ortalamalar arasindaki
istatistiksel farkliliklar ve farkliliklarin 6nem dereceleri
One-way ANOVA degisken analizi Duncan testi ile 0.05
olasilik seviyesinde hesaplanmistir.
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TARTISMA ve SONUC

Tohumlarin canlilik testleri ve sterilizasyonu

Orkide tohumlari sert bir tohum kabuguyla értaliddrler.
Tohumun ¢imlenebilmesi icin bu sert tohum kabugunun
zayiflatilmasi bliyilk 6nem arz etmektedir. Tohumlarin
ylzey sterilizasyonlarinda kullanilan kimyasallarin tird,
derisimi ve muamele edilme sireleri, hem vyizey
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sterilizasyonunun  hem de tohum  kabugunun
zayiflatilmasi ve daha kolay ¢cimlenmesi icin 6nemlidir. Bu
calismada, olgun D. urvilleana tohumlari icin, ticari
¢amasir suyu ve H,O’'nin farkli derisimleri kullanilarak, en
uygun ylzey sterilizasyon yontemi belirlenmistir.

Elde edilen sonuclara goére, camasir suyu ile yapilan ylzey
sterilizasyonunda  artan  derisimlerin ~ tohumlarin
canhliklarini yitirmelerine neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 1). Derisimleri %5, %10, %20 ve %30 ¢amasir suyu
olan deneme gruplarinda; canliik oranlarinin sirasiyla
%78,65; %70.13; %60.87 ve %45.01 oldugu tespit
edilmistir. Farkh derisimlerdeki ¢amasir suyu ile sterilize
edilen  tohumlarin  kiltire  alinmasiyla,  kdltlr
ortamlarindaki kontaminasyon sikliklarina bakildiginda
artan derisimin kontaminasyonu engelledigi gorilmistar.
Camasir suyunun %5 ve %10’luk derisimleri ile yapilan
ylzey sterilzasyonunda kiltiir kaplarinin tamaminda
kontaminasyon tespit edilmistir. %20’lik derisimde ise

120
100 100
100
78,65
80 = 70,13
= 60,87
60 T
>0 45,01
==
40
20
0
0
%5 %10 %20 %30
Camasir Camasir Camasir  Camasir
suyu suyu suyu suyu

kiltir kaplarinin %50’sinde kontaminasyon gorullrken,
%30’luk derisimde bu olumsuzluga rastlanmamistir.
Herhangi bir sterilizasyon islemi uygulanmayan kontrol
grubunda ise canhlik oraninin %84.54 oldugu ve
kontaminasyon sikliginin %100 oldugu gozlenmistir.
Yapilan denemeler sonucunda, kontaminasyon
olusumunun dis etmenlerden ziyade tohum kaynakh
oldugu sonucuna varilmistir. H,0O, ile sterilizasyonun
arastirildigr  calismalarda ise tohumlarin  canhlik
oranlarinin artan derisime bagh olarak azaldig
gorulmustir (Sekil 1). H.0, derisimlerinin %5, %10, %20
ve %30 oldugu durumlarda canlilik oranlari sirasiyla
%81.37, %77.84, %73.74 ve %68.38 olarak bulunurken,
sterilize edilmeyen kontrol grubunda bu oran %84,54
olarak bulunmustur. %5’lik H,O, ile muamele edilen
tohumlarda, besi ortamlarina ekildikten sonra, %20
kontaminasyon olusumu gozlenmistir. Buna karsin;
denenen diger H;0, derisimlerinde herhangi bir
olumsuzluk gézlenmemistir.

100

84,54
ST Tga o, =
T - 68,38

20

I 0 0 0

%5 H202 %10 H202%20 H202%30 H202 Kontrol

Canhlik (%) ® Kontaminasyon sikligi (%)

Sekil 1. Tohumlarin sterilizasyon sonrasi canlilik oranlari ve kontaminasyon sikliklari

Bu sonuglara gore, Hidrojen peroksitle vyapilan
denemelerden elde edilen canhlik oranlarinin g¢amasir
suyu ile yapilan denemelerden elde edilenlere gére daha
ylksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica hidrojen peroksitle
yapilan ¢alismalarda, %5’lik derisim disindaki derisimlerle
muamele edilip kiiltire alinan tohumlarda
kontaminasyona rastlanmamistir. Bektas ve arkadaslari
(2013), Orchis coriophora tirtniin yizey sterilizasyonunu
30 dakika % 20’lik H.0, ile muamele ederek
gerceklestirmis ve tohumlarin ylizey sterilizasyonu
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sonrasi canlilk oranini %54 olarak tespit etmislerdir.
Yapillan bu g¢alismamizda da, D. urvilleana olgun
tohumlarina  uygulanabilecek en uygun ylizey
sterilizasyonu icin  kullanilan kimyasalin H,0, ve
derisiminin %10 oldugu belirlenmistir.

Tohumlarin in vitro asimbiyotik ¢cimlendirilmesi

Orkide tohumlari endosperm bulundurmazlar ve bu
ylizden dogal ortamlarda ¢imlenebilmek igin mikorizal
funguslarla  simbiyotik iliski  kurarlar.  Funguslar



embriyonun ¢imlenebilmesi igin enerji saglarlar. in vitro
kosullarda orkide tohumlarin c¢imlenebilmek igin
gereksinim duyduklari besinler ortama eklenerek bu
zorunluluk ortadan kaldirilmis olur. Calismamizda, D.
urvilleana olgun tohumlari farkli icerige sahip temel besi
ortamlarinda c¢imlendirilmis ve bu ortamlardan, OAM
ortaminda daha yiksek oranda (%62,39) cimlendikleri
gortlmustir. Denenen besi ortamlarinda KCM ve LM
ortamlari benzer etki géstermistir ve sirasiyla %21.41 ve
%21.23 oranlarinda c¢imlenme elde edilmistir. Dogal
ortamlarinda orkide tohumlarinin %5’ten daha az
¢imlenebilmektedir ve ¢imlenebilmek igcin en azindan
uygun iklim kosullari olusuncaya kadar beklemektedirler.
Bu bilgiler g6z 6niinde bulunduruldugunda denenen besi
ortamlarinin timunde 6zellikle de OAM besi ortamindan
hem ¢cimlenme orani hem de ¢cimlenme stiresi bakimindan
cok yuksek degerler alinmistir. Bektas ve arkadaslarinin
(2013) Orchis coriophora turinde yaptiklari ¢calismada da
bizim ¢alismamiza benzer sonuglar elde edilmis ve en
yiksek cimlenme oranini Orchimax aktif komurli besi
ortamindan (OAM) elde etmislerdir.

Calisma kapsaminda denenen besi ortamlarindan OM ve
OAM ortamlariinorganik azot kaynaginin yani sira organik
azot kaynagi da (tripton) ihtiva etmektedir. Bu
ortamlardaki ¢imlenme oranlarinin diger ortamlardan
daha vyiksek olmasinin nedeni olarak ihtiva ettikleri
organik azot kaynagi gosterilebilir. Daha 6nce yapilan
calismalarda inorganik azot kaynagl icermeyen besi
ortamlarinda ya da inorganik azot kaynaginin yaninda
organik azot kaynag iceren besi ortamlarinda orkide
tohumlarinin  daha ylksek oranlarda c¢imlendigi
bildirilmistir (Stewart ve Kane 2006). Hatta cesitli
kaynaklarda, inorganik azotun varligi orkide tohumlarinin
¢imlenmesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Raghavan ve
Torrey 1964; Van Waes ve Debergh 1986; Malmgren
1992).

En ylksek cimlenme oraninin tespit edildigi OAM ortami,
organik azot kaynaginin yani sira OM ortamindan farkli
olarak 2 mg/L aktif komur icermektedir. Bu iki ortam
arasindaki cimlenme oranlarinin farkhlik, OAM ortaminin
ihtiva ettigi  aktif
disinidlmektedir. Aktif komdirin, kalttr ortamina ekilen

komiirden kaynaklanabilecegi

tohumlar icin karanlik bir ortam sagladigi ve bunun
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E.Bektas

sonucu olarak ta ¢imlenmeyi artirdigi disliniilmektedir.
Paek ve Murthy (1977), aktif karbonun ortama isik girisini
engelleyerek koklenmeyi artirdig tespit bildirmislerdir.
Ayrica aktif karbon ilavesinin kiltir ortamindaki pH
seviyesini artirdigi ve pH seviyesinin kiltire alma
suresince sabit kalmasini sagladigl, azot alinimini artirarak
blylimeyi tesvik ettigi tespit edilmistir (Eymar vd. 2000).

Cimlenen orkide tohumlari daha sonra geliserek
protokorm olarak adlandirilan vyapilara doénusirler.
Protokormlar da farklilasarak kok ve sirglin kisimlarini
meydana getirirler. in vitro ortamda ¢imlenen tohumlarin
tamami

protokorma donismemekte ve bunun

sonucunda yeni orkide fidelerinin olusumu
gerceklesmektedir. Calismamizda, D. urvilleana tirine ait
tohumlarin farklh besi ortamlarinda g¢imlendikten sonra
protokorma doénidsme kabiliyetleri belirlenmistir. Buna
gore, en yiksek protokorm olusum orani, en yiksek
¢imlenme oraninin tespit edildigi OAM ortaminda
gbzlenmistir (%73.18). Tespit edilen bu oran, gimlenen
tohumlarin ne kadarinin bitkiye donisebileceginin
gostergesidir. KCM, LM ve OM besi ortamlarindan elde
edilen protokorm olusturma vyuzdeleri ise sirasiyla

%50.75, %50.81 ve %65.15 olarak belirlendi.

Yaptigimiz calismalar gostermektedir ki, olusan her
protokorm bitkiye donlismese de, herhangi bir olumsuz
kosul olusmadig siirece, her protokorm yeni bir (nadiren
birden fazla) bitki olusturma kapasitesine sahiptir.
Calismamizda, protokormlarin  tamaminin  bitkiye
donistigli  belirlenmistir  (bulgu olarak verilmedi).
Literatlirde, D. urvilleana’nin protokorm olusturma
kabiliyetlerine dair herhangi bir rapora rastlanmamistir.
Kallus olusum oranlarina bakildiginda, KCM ve LM
ortamlarinda ¢imlenen tohumlardan kallus olusumunun
s6z konusu olmadigl gortlmustir. En yiksek kallus
olusumuna yine OAM ortaminda rastlanmistir. Bu
sonuglara gore incelenen parametreler bakimindan D.
urvilleana tlrdndn in vitro asimbiyotik
¢imlendirilmesinde enetkili temel besi ortaminin OAM

oldugu gorulmustir.



Dactylorhiza urvileana’nin in vitro asimbiyotik ¢cimlendirilmesi ve fidelerinin olusturulmasi

Tablo 2. D. urvileana tohumlarinin farkl besi ortamlarindaki gimlenme,
protokorm ve kallus olusturma ylzdeleri
% KCM LM oM OAM

Cimlenme * 21.41+1.5¢ 21.23+1.6c 41.98+1.8b 62.39+1.6a
Protokorm 50.75+3.6c 50.81+2.3c 65.15+1.2b  73.18t1.2a
olusumu®

Kallus 0+0c 0+0c 6.2+1.3b 8.611.2a
olusumu

* Gimlenme, protokorm olusturma oranlari ve kallus olusum oranlari % olarak
hesaplandi ve * standart sapmalari ile birlikte verildi. Ayni satirdaki benzer
harfler Duncan goklu karsilastirma testine gore (P<0,05) farkl degildirler

Siirgiin olusturma galigmalari

Temel besi ortamlari bitki dokularini canh ve saglkli
tutacak sekilde tasarlanir. Kiltire alinan eksplantlarin
gelisimsel programini yonlendirmek igin bitki bliyime
diizenleyicilerine ihtiyag¢ duyulur. Blylme dizenleyicileri,
doku kdltlrG sartlarini iyilestirmek adina lizerinde en ¢ok
durulan parametredir. Bitki dokularindan organ
farkhlasmasinda oksin ve sitokininler 6nemli rol
oynamaktadir. Bilindigi gibi sitokinin/oksin oraninin
yuksek olmasi strgiin  olusumunu, oksin/sitokinin
oraninin ylksek olmasi kok olusumunu, oksin ve sitokinin
oranlarinin  esit olmasi ise kallus  olusumunu
desteklemektedir (Werbrouck ve Debergh 1994). Doku
kiltird calismalarinda kullanilan oksin ve sitokinin
etkileri, Uzerinde calisilan tirlere gore degismektedir. Bu
galismada, in vitro ortamlarda cimlendirilen Serapias
vomeracea tohumlarindan meydana gelen protokormlar
kullanilarak fideler olusturuldu. Fide olusumunda, tek
baslarina 0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L derisimlerindeki
Zeatin’in 3 aylik inklibasyon sonundaki stirgiin olusumu
Uzerindeki etkileri belirlenmistir (Tablo 3).

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara goére ZEA’nin
denenen tim derisimleri kontrole goére olumlu etki
gostermistir (Tablo 3). ZEA'nin 1.0 mg/L derisiminin
strglin uzamasinda daha etkili oldugu gorilmustir. En
ylksek strglin uzama miktari bu ortamda 36.05 mm ile
Olcllmustir. En distk uzama miktar ise 0.25 mg/L
derisminde 21.62 mm olarak 6l¢lilmistir. Genel olarak
1.0-2.0 mg/I sitokinin ¢cogu sistemde yeterli oldugu ve
yuksek dizeylerinin adventif stirglin olusumunu arttirma
egiliminde oldugu bildirilmistir. Bunlarin slrgiin ¢cogaltim
asamasinda kullanilan oranlan 0.1-1.0 mg/L olarak
belirlenmistir (Skoog ve Miller 1957; Werbrouck ve
Debergh 1994).
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ZEA’nin farkh derisimlerinin, kdk sayisi Gzerine etkilerinin
arastirildigl calismalarda ise kok uzamasini en fazla tesvik
eden ortamin, slirglin uzamasinda oldugu gibi 1.0 mg/L
derisimi oldugu belirlenmistir (Tablo 3). Bu ortamdaki
ortalama kok sayisi 3.4 adet olarak hesaplanmistir.
ZEA’'nin 0.25, 0.5 ve 2.0 mg/L derisimlerinden elde edilen
ortalama kok sayilari ise sirasiyla 2.6, 2.8 ve 2.7 adet
olarak hesaplanmistir. Bu ortamlarin kok sayisi lzerine
etkileri istatistiksel olarak benzerdir ve kontrole gore de
olumlu etki gbstermislerdir.

Tablo 3. OM ortaminda buyutilen D. urvilleana tiriine ait kok ve
stirgin olusumlari Gzerine sitokininlerin etkileri

Konsantrasyon mg/L Kok sayisi * Sirgiin boyu
(mm) 2
0.25 2.6+0.5b 21.62+1.1d
5 0.5 2.8+0.4b 25.52+0.7c
N 1 3.4+0.5a 36.05%2.1a
2 2.710.4b 30.46+1.9b
Kontrol 1.8+0.4c 19.14+0.6e

KS: K6k sayisi. 3 aylik fidelere ait kok sayilarinin ortalamalari alinarak + standart
sapmalariyla verildi. Her bir ortam igin 20’ser 6rnekten 6lgim alindi. Bitki
blytme dizenleyicisi igermeyen OAM ortamindan elde edilen sonuglar kontrol
degeri olarak degerlendirildi.

2 Uzama miktari. 3 aylik fidelere ait son boylari ile baglangi¢ boylari arasindaki
farklar alindi ve bu farklarin ortalamalari alinarak + standart sapmalariyla
verildi. Her bir ortam igin 20’ser Ornekten o6lgim alindi. Bitki buylime
diizenleyicisi icermeyen OAM ortamindan elde edilen sonuglar kontrol degeri
olarak degerlendirildi.

Ayni situndaki benzer harfler Duncan goklu karsilastirma testine gére (P<0,05)

farkli degildirler

GCalisma kapsaminda, bitki biyime dizenleyicilerinin
etkilerinin incelendigi parametrelerden birisi de yaprak
sayisindaki artistir. Ancak, yapilan gézlemler sonucunda in
vitro ortamda buyutiilen D. urvilleana fidelerinin gdzlem
siresi boyunca tek bir yapraktan ibaret oldugu ve bu
sekilde gelismeye devam ettigi gorilmustir (Sekil 2). Bu
yluzden vyaprak sayisi ile ilgili sayisal bir veri
sunulamamistir.

Sekil 2. OAM ortaminda yetisen, kdk ve siirgiin olusumu gergeklesmis
3 aylik (protokorm olusumundan sonra) D. urvilleana fideleri
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