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OZET

Barlia robertiana (Loisel.) Greuter SALEP ORKIDE TOHUMLARININ IN
VITRO CIMLENMESI

Duygu AGAR
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Kenan TURGUT
Haziran 2018; 60 sayfa

Bu tez calismasinda Barlia robertiana (Loisel.) Greuter salep orkidesinin in vitro
kosullarda ¢imlendirilmesi tizerine arastirmalar yapilmistir. Barlia robertiana bitkileri,
nesillerini devam ettirebilmek i¢in mikoriza funguslari ile simbiyotik birliktelige ihtiyag
duymaktadirlar. Ayrica, ¢imlenen tohumdan yeni bir bitkinin meydana gelmesi de
oldukg¢a uzun siirmektedir. Barlia robertiana, yumrularindan salep elde edildigi i¢in,
ticari degeri oldukca yiiksek bir orkide tiiriidiir. Dogadan bilingsizce sokiilmeleri,
nesillerinin devamliligin1 tehlike altina almistir.

Bu ¢alismada tohum sterilizasyonu i¢in sodyum hipoklorit ¢ozeltisinin iki farkl
derigimi (%25 ve % 50) uygulanmistir. MS (Murashige & Skoog), 2 MS ve OAM
(Orchimax medium) temel besi ortamlarina, farkli dozlarda Kinetin, BAP
(Benzilaminopurin) ve NAA (Naftalin asetik asit) biiyiime diizenleyicileri eklenerek
olusturulan 6 farkli yapay besin ortamlarmin Barlia robertiana tohumlarinin
¢imlenmesine etkisi arastirillmistir. Farkli ortamlarda kiiltiire alinan Barlia robertiana
tohumlari, aydinlik ortam, 1 ay karanlik ortam, 2 ay karanlik ortam ve 3 ay karanlik ortam
olmak {izere toplam dort farkli fotoperiyottaki uygulamalarin, tohum g¢imlenmesine
etkisine ve protokorm olusturma kabiliyetlerine bakilmistir.

Calismada en yiiksek ¢imlenme ve protokorm olusumu, 2 MS + 4 mg/l Kin + 0,5
NAA ortamindan elde edilmistir. Uygulama olarak, %50 sodyum hipoklorit ve tamamen
aydinlik ortamda toplamda 19 adet protokorm olusumu ile calismada en iyi sonug
alinmistir. En 1y1 ¢imlenme gosteren ve en ¢ok protokorm olusturan besin ortami,
uygulamalar: farkli da olsa ' MS + 4 mg/l Kin + 0,5 NAA besin ortami olarak
bulunmustur. En yiiksek ¢imlenme oran1 3 ay karanlik ortamda muamele edilen
tohumlarda goriilmiis, en fazla protokorm olusumu ise yine 3 ay karanlik kiiltiir ortaminda
gerceklesmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Barlia robertiana, in vitro ¢imlenme, protokorm, salep
orkidesi
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ABSTRACT

IN VITRO GERMINATION OF Barlia robertiana (Loisel.) Greuter SALEP
ORCHID

Duygu AGAR
MSc Thesis in Departmant of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Kenan TURGUT
June 2018; 60 pages

In this thesis, germination research of Barlia robertiana (Loisel.) Greuter salep
orchids was carried out on the in vitro conditions. Barlia robertiana plants need
mycorrhizal fungi to maintain their generations. Also, it takes many years to develop new
mature plants. Barlia robertiana has a very high commercial value because salep is
obtained from its tuber. In an attempt to obtain salep, this species are crafted from the
nature insensibly and it endangered the continuity of its generation.

In this study, two different concentrations (25% and 50%) of sodium hypochlorite
solution were applied for seed sterilization. MS, 2 MS and OAM nutrient media with
combination of Kinetin, BAP and NAA growth regulators at different doses in totally 6
medium were used and its effect on germination of Barlia robertiana seeds has been
investigated. Barlia robertiana seeds were incubated four different photoperiod
application which is light environment, 1 month dark environment, 2 months dark
environment and 3 months dark environment and germination of seeds and their were
investigated.

In the study, the highest number of seed germination and protocorm formation
were obtained from 2 MS +4 mg/1Kin + 0.5 NAA medium. The best result was obtained
from 50% sodium hypochlorite and fully lighted environment with 19 protocorms. The
most germinated and most nutrient media were found to be %2 MS + 4 mg / | Kin + 0.5

mg/l NAA but applied applications are different. The highest germination and ability to
form protocorms was observed in the seeds treated in the dark for 3 months.

KEYWORDS: Barlia robertiana, in vitro germination, protocorm, salep orchid
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ONSOZ

Orchidaceae familyas1 20 binden fazla tiir sayisi ile en zengin familyalardan
biridir. Genellikle tropik bolgelerde genis ve dogal bir yayilim gostermektedirler.
Ulkemizde 24 cins ve 187 taksonla temsil edilen bu familyann iiyelerinden 125 adet tiir
ise yumrulu orkideler grubuna girmektedir. Yumrulu orkidelerin tamamina yakini toprak
altinda iki yumru bulundurup, biri bitkiyi olusturan eski yumru, digeri ise gelecek yil
bitkiyi olusturacak olan yeni yumrudur ve bu yumrular kurutulup toz haline getirilerek
milli icecegimiz olan salep elde edilmektedir. Salep orkidelerinin yumrulari, salep elde
etmek amaciyla her yil dogadan bilingsiz ve asir1 olarak sokiilmekte, bu durum doganin
dengesini bozarak nadide bulunan degerli orkide tiirlerinin nesillerinin tiikkenmesine
neden olmaktadir.

Salep ¢ok eski yillardan beri bilinen, sifa ve kuvvet verdigine inanilan, siit ile
kaynatilip hazirlanan ve sicak igilen bir icecektir. Soguk alginligina, bronsite, sindirim
problemlerine iyi gelen salep, ayni zamanda istah acici Ozellige de sahiptir. Mide
hazimsizliklarina yararli oldugu bilinen salep tozunun igerinde yer alan glikomannoz
bilesiminin, kotii kolesterol ve kandaki trigliserit diizeylerinde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir. Geleneksel Maras dondurmasina katilik, esneklik ve kivam veren salep,
tilkemiz ekonomisi i¢in de 6nemli bir yere sahiptir.

Bu ¢alismada yumrularindan salep elde edilen, nadir bulunan ve koruma altinda
olan degerli salep orkidelerinden Barlia robertiana‘nin in vitro ¢imlendirilmesi
arastirllmistir. Yumrularindan salep elde edilmesi nedeniyle, bilingsizce toplanan ve
tohumlarinda endosperm bulundurmamalar1 sebebiyle dogada liremeleri i¢in mikoriza
funguslari ile simbiyotik bir birliktelige ihtiya¢ duyan Barlia robertiana koruma altina
alinmig ve nesli tilkenmekte olan degerli bir salep orkidesidir. Bu ¢alismada mikorizal
funguslara gerek kalmadan in vitro kiiltiir kosullarinda Barlia robertiana’nin
cimlendirilmesi, liretiminin arttirilmas1 amaglanmistir. Dogadaki dengenin bozulmamasi
ve lilke ekonomisine saglayacagi yararlar bakimmdan nesli tilkenmekte olan Barlia
robertiana’nin tiretiminin arttirtlip, dogaya kazandirilmasi gerekmektedir.

Basta tez konumun belirlenmesi olmak {izere, yapilan biitiin ¢calismalarda yolumu
acan, sonsuz destegi ile yanimda olan, degerli fikirleri ile bana yol gosteren, cok kiymetli
danisman hocam Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Kenan TURGUT’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam sirasinda boliim laboratuvarini kullanimimiza acan, ¢ok degerli
destegini lizerimde her zaman hissettigim Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. A. Naci ONUS’ a destekleri i¢in ¢ok tesekkiir
ederim.

Bitkilerin arazide teshis edilerek kapsiillerin toplanmasi asamasinda onciiliik eden
ve yardimlarini esirgemeyen Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Ogretim Uyesi Prof. Dr. R. Siileyman GOKTURK e tesekkiir ederim.

Calismalarimin bir kismimi yiriittigim Giliney Agripark sirketinde benden

desteklerini esirgemeyen basta Ziraat Miithendisi Selda Durakoglu olmak iizere, degerli
sirket calisanlarina ¢ok tesekkiir ederim. Boliim laboratuvarlarini beraber kullandigim ve



cok degerli yardimlarin1 benden esirgemeyen, her konuda fikir aligverisi yaptigim
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GIRIS D. AGAR

1. GIRIS

Tiirkiye tibbi ve aromatik bitkiler bakimindan diinyadaki en zengin ve en 6nemli
iilkeler arasinda yer almaktadir. Bu zenginligin igerisinde salep orkidelerinin yeri olduk¢a
biiyiiktiir. Tiir sayis1 bakimindan ¢igekli bitkilerin en biiylik familyalarindan biri sayilan
Orchidaceae familyasinin diinya tizerinde ortalama 600-800 cins ve 30.000-35.000 kadar
tiirii meveuttur (Ozkog 1991, Aytas 1994). Son yapilan arastirmalara gére Orchidaceae
familyasina 9 cinse ait 46 tiiriin daha katildig1 bildirilmistir (Kreutz 2000). Ulkemizde
150 adet orkide tiirii bulunmaktadir ve bunlarin %13’i endemik olup, yumrularindan
salep elde edilen orkide sayis1 117 tiir olarak belirlenmistir (Sezik 2002). Genellikle
tropik bolgelerde bulunan, i1liman ve sicak bolgelerde ¢okga yetisen Orchidaceae
familyas1 diinyada genis bir alanda yayilis géstermekte olup, ¢igekli bitkiler familyasinda
oldukga 6nemli bir yere sahiptir (Arslankaya 2012).

Orkideler toprak altinda yumru, kok veya rizom bulundurlar. Yumrulu olan orkide
cinslerinde, yumrular yuvarlak, par¢alanmig ya da elips seklinde farkli formlar
gosterebilmektedir. Yumrularin biiyiikliikleri ve sekil yapisi orkide cinslerinin ayriminda
en 6nemli belirleyicidir (Sezik 1984). Cok yillik otsu bitkiler grubuna giren Orchidaceae
familyasinin, yumru veya rizom tasiyan iiyeleri daha ¢ok 1liman bolgelerde bulunur ve
toprakta yasar. Bir kismi ise tropik bolgelerde epifit olarak agacglarin iizerinde varligini
devam ettirmektedir (Arslankaya 2014).

Orkideler pahali ve nadide bitkilerdir. Bu sebeple ticari degerleri oldukca
yiiksektir. Gz alic1 renklerdeki ¢icekleri ve dis goriintisiiniin giizelligi ile ¢ok talep edilen
orkideler essiz giizellige sahip bir siis bitkisidir. Bunun yani1 sira orkide yumrularindan
meydana gelen ve sicak olarak igilen ve milli i¢ecegimiz olan salep, orkidelerin
yumrularindan elde edilmektedir. Salep elde edebilmek i¢in, bitki ¢i¢eklendikten sonra
toprak altinda bulunan yumrular1 toplanmaktadir. Bu amagla govdeyi tasiyan ana
yumrunun alinmast pek oOnerilmemekle birlikte onun yerine genellikle yan yumrular
alinmaktadir. Yumrular toplandiktan sonra su ile yikanarak temizlenmektedir.
Temizlenen yumrular ipe dizildikten sonra su ya da siit ile kaynatilarak a¢ik havada
kurutulmaktadir. Yumrular kuruduktan sonra ise toz haline getirilmektedir. Sonug olarak
elde ettigimiz bu toz, soguk kis giinlerinde sicak olarak tiikettigimiz icecek durumundaki
saleptir. Salep elde edilen orkideler, toprak altinda iki adet olmakla birlikte, biri digerine
oranla biraz daha biiyiik yapida olan yumrular bulundurmaktadir. Bu yumrulardan kii¢iik
olan biiziismiis yapida ve kahverengimsi renktedir. Biiylik olan yumru ise, parlak
goriiniimlii ve siskindir. Salep tiretimi i¢in kullanilan yumrular daha ¢ok; biiyiik, seffaf
ve parlak goriiniimli yumrulardir. Bu yumrular, 5-30 mm genisliginde ve 10-40 mm
uzunlugunda olup, oval bir sekle sahiptir (Sezik 1984, Arslan 2012).

Salep antik zamanlardan beri ilag olarak, besin kaynagi olarak ve keyif verici
madde olarak kullanilmaktadir (Karaman 2009). Materia Medica isimli eserin sahibi tinlii
hekim Dioscorides, salebin kuvvet verici etkilerinin oldugunu eserinde vurgulamistir.
Tiirkler ise, Islamiyet’in kabulii ile Islam dininin yasakladigi alkollii icecekleri terk
ederek, salep ile tamismustir. Salep tip diinyasinin 6nde gelen hekimlerinden Ibn’i Sina
tarafindan da kullanilmis olup ilk tip kodeksi olarak kabul edilen Diisturii’l Edviye’de
kayit altina alinmis 6nemli bir drogdur (Arslan 2012). Bu gelismelere ek olarak salep,
1940 tarihli Tiirk kodeksinde ve Alman Farmakopesinde de kayit altina alinmistir. Salep
yumrusu tizerinde ilk ¢alismayr Dragendorf 1865 yilinda yapmistir. Dragendorf salep
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yumrusu kimyasal igerigini incelemis ve bu ¢aligsmasiyla salebin kimyasal igerigini %48
oraninda miisilaj, %24 oraninda nisasta, %5 oraninda protein, %2 oraninda mineral
madde ve %1 oraninda seker olarak belirlemistir. Piyasada bulunan ticari saleplerin
yapisinda %11-44 oraninda glikomannan, %8-19 oraninda nisasta, %?2-3 oraninda
sekerler ve %1 oraninda protein yapidaki maddelerin bulundugu tespit edilmistir. Salebin
kullanilisinin temel sebebi salebin etken maddesi olan glikomannandir. Bu maddelerin su
ile (ayran ve siit ile de) siserek viskoz bir ¢ozelti meydana getirdigi yapilan arastirmalarla
belirlenmistir. Kalitesi iyi olan bir salep 6rnegi %40 civarinda glikomannan tagimaktadir.
Glikomannan 3 molekiil mannozun 1 molekiil glukoz ile B (1-4) bagiyla baglanip,
polimerlesmesi sonucu olusan heterojen yapida bir poliholozit olarak ifade edilmektedir.
Ictigimiz salebe kivam veren, yedigimiz Maras dondurmasina ge¢ erime ve sertlik
saglayan, salebin etken maddesi olan glikomannanlardir. Salebin yapisinda bulunan az

miktardaki nisasta da, sisme Ozelligi nedeniyle, glikomannanlara yardimci olmaktadir
(Sezik 1984).

Son yillarda dogal salep iizerine yapilan g¢alismalarda, dogal salep tozunun
iceriginde glikomannoz adi verilen bir bilesim tespit edilmistir. Bu bilesimin kandaki
trigliserid diizeylerinde azalmaya neden oldugu belirlenmis, kotii kolesterolii engelledigi
yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir. Salep, istah agic1 ve zihin gii¢lendirici etkilere sahip
olmasinin yaninda, ge¢misten giiniimiize kadar gelinen bu siiregte daha ¢ok afrodizyak
etkisi ile de bilinmektedir. Ulkemizde salep tibbi amach olarak iist solunum yollari
rahatsizlig1 tedavisinde, iilser tedavisinde ve ishal onleyici olarak da kullanilmaktadir.
Soguk alginliklari, oksiiriik, bronsit ve mide hazimsizliklarina da iyi geldigi belirtilen
salep igeceginin, sicak icecek olarak tiiketilmesinin yaninda dondurma liretiminde de
kullanildig1 bilinmektedir. Salep, geleneksel Maras dondurmasina katilik ve esneklik
veren, dondurmanin erime noktasini yiikselten, ¢ok 6nemli bir katki maddesidir (Kreutz
2002; Oguz vd. 2005). Genellikle kis aylarinda tiiketilen salebin, bagirsak
rahatsizliklarina, 6ksiiriik ve soguk alginligina iyi geldigi de eski zamanlardan beri kabul
gbérmiis bir diisiincedir. ‘Cayirotu’ ya da ‘cemgigegi’ olarak da adlandirilan salep, dilimize
Arapca’dan ge¢mis olup tilki anlamina gelmektedir. Osmanli imparatorlugu doneminde
padisah i¢in hazirlanan macunlarin igerisine, diger sifal1 bitkilerle birlikte konuldugu da
kayitlara ge¢mistir. Yine aynm1 donemlerde sifa vermesi igin sokaklarda giigiimlerle
birlikte satilan salep giiniimiize kadar varligini siirdiirmeyi basarmistir (Anonim 2011).

Her y1l 100°den fazla tiire ait orkide yumrusu dogadan toplanarak bu yumrulardan
40 tona yakin salep elde edilmektedir. Yapilan arastirmalara gore, ortalama iki salep
yumrusunun kuru agirhigi yaklasik 1 gram olarak 6l¢iilmiis ve her yil yaklasik 80 milyon
orkidenin, dogadan salep elde etmek amaciyla sokiildiigii bilinmektedir (Koyuncu 2011).
Diinya genelinde orkideler korunmasi gereken ve nesilleri tehlike altinda olan bitkiler
olarak kabul edilmektedir. Yumrularindan salep elde edilen orkidelerin durumlari ise cok
daha ciddi bir 6neme sahiptir. Salep orkidelerinin yumrulari siirekli toplandigi igin, bitki
bir tiirlii tohum olusturamamakta, tohum olustursa bile, olusan tohumun g¢imlenmesi
oldukca gii¢ gergeklesmektedir. Orkide tohumlarinin en belirgin 6zelligi tohumlarinin
oldukca kiiciik olmasi, tohumlarinda endospermin bulunmamasi ve embriyonun
gelismemis durumda bulunmasidir. Bu tohumlarin uzunlugu 0.25-1.2 mm’dir ve
geniglikleri 0.09-0.27 mm olup; agirliklart 0.3-1.4 mg’dir (Arditti 1967).

Mitchell’e (1989) gore tiim ¢igekli bitkiler igerisinde en kiigiik tohuma sahip tiirler
orkidelerdir. Smreciu ve Currah (1989) orkide tohumlarinin embriyolarinin ¢ok kiigiik
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oldugunu ve bu tohumlarin testalarinin ince oldugunu belirterek orkideyi meydana getiren
tohumlarin seffaf ve gevsek yapili bir hiicre tabakasindan meydana geldigini
vurgulamistir. Orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi igin bulunduklar1 habitatin iklimi
biiyiik bir dneme sahiptir. Oldukga kiicliik boyuttaki tohumlar1 ve tohum yapisinda
endosperm bulundurmamasi gibi nedenlerle ¢imlenebilmesi i¢in uygun 1s1, 151k, nem,
oksijen ve toprak sartlarina sahip olmasi gerekmektedir. Bu sartlara sahip olmasinin
yanisira, son derece sinirli olan ¢ogalma kapasiteleri nedeniyle bulunduklar1 ortamda
uygun bir mikorizal fungus ile simbiyotik bir iliski kurma ihtiyaci i¢erisindedirler (Sezik
1984). Orkide tohumlarinin yapisinda besin rezervleri bulunmadigi igin disaridan bir
karbonhidrat kaynagi saglanmadik¢ca basarili bir ¢imlenme gergeklesmedigi
belirtilmektedir (Ingold ve Hudson 1993). Andersen ve Rasmussen (1996), tim
orkidelerin zorunlu mikorizal bitki oldugunu vurgulayarak, simbiyotik birlikteliklerinin
yiiksek bir oranla Rhizoctonia sp. ile gergeklestigini belirtmistir. Sezik (1984), fungusun
once orkide tohumuna parazit yasamak iizere enfekte oldugunu, kisa bir siire sonra
fungusun tohum hiicreleri tarafindan durduruldugunu, asimile edildigini ve bir denge
kuruldugunu bildirmistir.

Orkideler ticari degerinin yliksek olmasi, nadide bulunmalar1 ve yumrularindan
salep elde edilmesi gibi nedenlerle insanlar tarafindan dogadan bilingsizce sokiilmektedir.
Bu durum orkide tiirlerinin soylarin tiikkenmesine neden olmaktadir. Tirkiye’de
yalnizca endemik olan orkideler degil, ayn1 zamanda endemik olmayan orkideler de
nesillerinin tiikkenme tehlikesi ile kars1 karsiyadir. Ulkemizde yayilis gdsteren 146 tiir, 32
alttiir, 10 varyete ve 170 takson orkide bulunup, bunlardan azimsanmayacak ¢ogunlukta
orkide tiirli tehlike altinda bulunmaktadir (Sezik 2007).

Cizelge 1.1. Tirkiye’de Tehlike Altinda Olan Endemik Orkideler (Sezik, 2007)

Tiirler Kategori
Cephalanthera kotschyana Renz&Taub. LR (Ic)
Dactylorhiza chuhensis Renz&Taub. LR (cd)
Dactylorhiza nieschalkiorum H.Bauman & Kiinkele LR (Ic)
Dactylorhiza osmanica (KL.) So¢ var anatolica (Nelson) Renz&Taub. LR (nt)
Dactylorhiza osmanica (KL.) So6 var osmanica (Nelson) Renz&Taub. LR (Ic)
Epipactis pontuca Taub. LR (Ic)
Ophrys bornmuelleri M. Schulze ex Bornm. LR (nt)
Ophrys 3ycia3a Fleischm & Bornm. LR (Ic)
Orechis reinholdii Supruner ex Flischm. Subsp. leucotaenia Renz&Taub. VU
Ophrys transhyrcana Czernjak Subsp. amanensis Nel. Ex Renz&Taub. LR (cd)
Ophrys cilicica Schlechter LR (Ic)
Ophrys holoserica (Burnm. Fil) Greuter subsp. heterochila Renz&Taub. VU
Ophrys isaura Renz&Taub. EN
Ophrys lycia Renz&Taub. EN

EN: Tehlikede VU: Zarar Gorebilir LR: Az Tehdit Altinda CD: Koruma Onlemi NT:
Tehdit Altina Girebilir LC: Diisiik Riskli
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Cizelge 1. 2. Endemik Olmayan Nadir Orkideler (Sezik, 2007)

Tiirler Kategori
Serapias parviflora Parl. EN
Barlia robertiana (Loise ) Greuter VU
Listera cordata (L.) R. Br VU
Oprys attica (Boiss & Orph.) Soo vU
Oprys holoserica (Burn. Fil.) Greuter subsp.candica (Nelson ex Soo) Renz & Taub. vuU
Oprys omegaifera Fleischm vuU
Orchis lactea Poiret vU
Orchis quadripunctata Cry. ex Ten VU
Orchis stevenii Rchb.Fil VU
Dactylorhiza incarnata (L.) Soo VU
Oprys oestrifera Bieb. subsp. heldireichii (Schlechter) Soo vuU

EN: Tehlike Altinda VU: Zarar Gorebilir

Barlia robertiana (Loisel.) Greuter salep orkidesi, yukaridaki tabloda da
gosterildigi gibi, zarar gorebilir (VU) orkide tiirii olarak bildirilmistir. Endemik olmayan
fakat nadir bulunan ve ¢ok degerli bir tiir olan Barlia robertiana salep orkidesinin koruma
altina alinip, neslinin devam etmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Akdeniz bitkisi olan Barlia robertiana salep orkidesi ¢ok genis bir alana
yayilmasina ragmen olduk¢a nadide bir tiir olmakla birlikte, 20-60 cm boylanabilen, mor
renkli, hos kokulu ve yumrulu bir orkide tiiriidiir (Altundag vd. 2012). Senede, biri
digerine gore daha iri olan, iki adet yumru vermektedir. Yumrularindan milli igece§imiz
olan salep elde edilmektedir. Tohumlar1 olduk¢a kiiciik olan Barlia robertiana,
tohumlarinda endosperm bulundurmadigr i¢in dogal olarak ¢imlenememektedir.
Tohumlarin dogal olarak ¢imlenebilmesi i¢in, mikorizal birliktelik sarttir. Endospermsiz
orkide tohumlarinda embriyo canliligin1i kaybetmekte ve dogal ortamda bulunan
tohumlarin % 5’ten az1 ¢imlenebilmektedir. Barlia robertiana tohumlarmin dogal
ortaminda ¢imlenebilmesi i¢in mikorizal mantarlarla simbiyotik iligki gerektirmesi,
gelisiminin yavas olmasi ve diisiik ¢imlenme orani gibi nedenlerle nesilleri tilkenme
tehlikesi altindadir. Bu nedenlere ek olarak, yumrularindan salep elde edilmesi sebebiyle,
gelir saglamak amagh dogadan bilingsizce sokiilmeleri Barlia robertiana’nin soyunun
devamliligini ciddi tehlike altina almistir (Sezik 1984).

Yumrularindan salep elde edilen orkideler, lilkemizde tibbi ve aromatik bitkilerin
ticareti bakimindan biiylik bir 6nem arz etmektedir. Ne yazik ki, dogadan bilingsizce
sokiiliip yumrulari toplanan ya da yetistikleri alanlarin asir1 tahribi gibi nedenlere baglh
olarak, salep orkidelerinin nesli tehlike altina girmistir. Ulkemizde bir yilda iiretilen salep
miktar1 tahmini olarak 45 ton olarak belirtilmekte ve iiretilen 45 ton salebin 15 tonu ise
ithrag¢ edilmektedir. Buradan yola ¢ikarak bir kilogram salep tiretmek icin ihtiya¢ duyulan
yumru sayist 1000-4000 civarinda olmaktadir (Kreutz 2002). Ulkemizde yilda yaklasik
olarak 40 farkli orkide tiirliniin yumrusunun toplandigi tahmin edilmektedir. Bu durum
salep orkidelerinin nesillerinin devamliligi bakimindan biiyiik bir tehdit olup, gerekli
onlemler alinmadig1 takdirde baz1 salep tiirlerinin nesilleri yok olma tehlikesi ile kars
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karstya kalacagi bildirilmektedir (Tutar vd. 2011). Dogada tilkenme tehlikesi altinda
olmasi nedeniyle 1974 yilinda Tarim Bakanlig1 tarafindan yumru halinde salep ihracati
yasaklanmistir. Islenmis sekliyle, salep unu olarak ihrag edilmesine izin verilmistir (Sezik
1984; Keceli 2003).

Ulkemiz The Convention on International Trade In Endangered Species of Wild
Fauna and Flora adi verilen Fauna ve Flora Nesli Tehlike Altinda Olan Tiirlerin
Uluslararas: Ticaretine iliskin uluslararasi bir anlasma olan CITES s6zlesmesine imza
atmistir ve bu anlagsmayla salep dis ticaretinin kontrol altinda tutulmasi saglanmistir (Avci
2005). CITES ‘Nesli Tehlike Altinda Olan Yabani Hayvan ve Bitki Tiirlerinin
Uluslararas1 Ticaretine Iligskin Sozlesme’ dir. Bu sézlesme ile yabani bitki ve hayvan
tiirlerinin uluslararas1 ticareti kontrol altma alinmasi amaclanmistir. Icerisinde
salepgillerden Barlia robertiana (loisel.) Grauter’in de bulundugu 300.000°den fazla tiir
koruma altina alinmustir. Ulkemiz CITES sozlesmesine 23.09.1996 tarihinde basvurmus,
22.12.1996 tarihinde de CITES sozlesmesine imza atmistir. Ulkemizde CITES
sOzlesmesi ylriirliige girmeden once orkideler dogadan sokiiliip serbestce yurt disina
satig1 yapilabiliyorken, giiniimiizde bu sozlesme ile yumru olarak satis1 yasaklanmaistir.
Salep orkidelerinin tiirlerinin tehlike altinda olmasindan dolayr Tiirkiye’nin ilk orkide
bilimcisi Prof. Dr. Ekrem SEZIK, iilkemizdeki biitiin yumrulu orkidelerin, Diinya
Koruma Birligi olan IUCN (International Union for the Conservation of Nature and
Natural Resources) risk kategorilerine gére EN (Tehlikede) kategorisine alinmasini
Onermistir. Schirlesme, asir1 otlatma, islah c¢alismalari, ormanlarin tarim arazisine
cevrilmesi, niifus artig1, sanayinin ¢esitlenmesi, herbisit kullanim1 ve en birinci olarak
salep orkidelerinin asir1 ve bilingsizce sokiimii gibi etkenler yumrulu orkidelerin yok
olma siirecine etki etmislerdir (Sezik 1984). Siralanan biitiin bu faktorler bir araya
gelerek, nadide orkide tiirlerinin yok olma siirecini hizlandirmistir. Yapilan anlasmalar
da kiymetli ve zor bulunan orkide tiirlerinin soylarinin devamliligini korumada yetersiz
kalmaktadir.

Salep orkidelerinin dogal habitatlarinda yetismesinin arttirilmasi ve uzun vadede
cok kiymetli olan yumrulu orkidelerimizin dogal ortamlarinda korunmasi gerekmektedir.
Dogal ortaminda ¢ogalmasi mikoriza funguslarina bagli oldugu i¢in bu duruma alternatif
olarak in vitro ¢alismalarla nesillerinin devami saglanabilmektedir.

Unlii Kahramanmaras dondurmasina esneklik, katilik ve lezzet vermesi igin
kullanilan, ayn1 zamanda ilag hammaddesi olarak da kullanilan salebin elde edildigi
bitkilerin kiiltiire alinmasi, yetistiriciliginin arttirilmasi, kontrollii olarak ¢ogaltilip
koruma altina alinmasi en 6nemlisi bir an 6nce yok olmasinin 6niine gecilmesi acilen ele
alinmas1 gereken bir konudur.

Bu calismada nesli tiikenme tehlikesi altinda olan, iilkemizde nadir bulunan,
yumrularindan salep elde edilen, ticari degeri yiiksek orkidelerimizden Barlia robertiana
salep orkidesi kullanilmistir. Tohumlarinda endosperm bulundurmamasi sebebiyle
cimlenebilmesi i¢in muhakkak mikoriza funguslari ile etkilesime gegmesi gerekmektedir.
Cimlenme siiresi olduk¢a uzun, ¢imlenme oranmi ise oldukg¢a diisiiktiir. Dogada
cimlenebilmesi uzun zamanda gergeklesmektedir. Dogadan asir1 ve bilingsizce
sOkiilmeleri nedeniyle nesli tilkenme tehlikesi altinda olup, CITES s6zlesmesi ile koruma
altina alinmistir.
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Bu calismada, Barlia robertiana’nin in vitro kiiltir ortaminda mikorizal
birliktelige gerek duymadan ¢imlendirilmesi ve koruma altina alinan tiirlin neslinin
devamliligini saglamak amagclanmistir. Ulkemizde Barlia robertiana salep orkidesinin in
vitro ¢imlendirilmesi ilizerine yapilmis ilk uygulama niteliginde olan bu ¢alisma ileride
salep orkidelerinde yapilacak in vitro ¢alismalara da temel olabilecek potansiyele sahiptir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Barlia robertiana (Loisel.) Greuter Salep Orkidesinin Genel Ozellikleri

Orchidaceae familyasina ait olan Barlia robertiana salep orkidesi, diinya
genelinde 8 tiir ve 2 hibrit taksona sahiptir. Kendi i¢inde 3 grup olusturmaktadir. Birinci
grup, Himantoglassum comperianum; ikinci grup Himantoglassum robertianum; ti¢iincii
grup ise Himantoglassum hircinum’dur. Barlia robertiana tiirii ise ikinci grup igerisinde
yer almaktadir. Fas’tan Anadolu’ya, Atlantik sahillerinden Ispanya’nin kuzeyine kadar
yayilim gosteren tipik bir Akdeniz bitkisidir. Italya, Portekiz, Fas, Korsika, Yunan
Adalar1, Fransa, Kibris, Yugoslavya, Malta, Cezayir, Arnavutluk gibi iilkelerde genis bir
yayilima sahip oldugu halde, olduk¢a nadir bir tiir olarak bildirilmistir. Tiir iilkemizde
kayith olarak, en fazla Mugla ve Antalya illerimizde bulunmaktadir (Ernaz vd. 2012).
Barlia robertiana iilkemizde Ayikulagi, Patpatan, Patpatinak, Keskek ¢igegi, Sahlep,
Salep cicegi gibi isimlerle bilinmektedir (Sezik 1969). Makiliklerde, otlu tash yamaclarin
acikliklarinda, kalkerli tepelerde, gam ve mese agaglik alanlarda yetismekte olan Barlia
robertiana tiiriine deniz seviyesinden 1700 metre yiiksekliklere kadar rastlamak
miimkiindiir (Delforge 2006). Kromozom sayist 2n = 36 olarak belirlenen Barlia
robertiana salep orkidesi olduk¢a erken ¢igeklenen bir tiirdiir (Kamari vd. 2010).
Cigeklenme zamani genellikle Ocak-Nisan arasindaki aylarda gerg¢eklesmekte olup,
nadiren de olsa Aralik ve Mayis aylarinda da ciceklenme goriilmektedir (Renz ve
Taubenheim 1984, Delforge 2006).

Barlia robertiana salep orkidesi bitkisinin boyunun, yapilan 6l¢iimler sonucunda
20 ila 60 cm arasinda degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. Yapraklart kalin ve etli,
dikdortgenimsi ve mizraksi sekilde olup yaprak boyutu 25x8 cm’dir. Sipika ortalama 20
cm kadar ol¢lilmiistiir. Cigekleri hos kokulu olup brakteler mizraks: sekillidir. Sepaller
oval olup ortalama 10-15 mm boyutunda, hafif konkav yapili, yesilimsi veya
kahverengimsi renklerde fakat i¢ yiizde mor beneklidir. Petaller sepallerden daha kisa
boylu olup, soluk yesil renge sahiptir. Labellum 15-22 mm boyutunda olup, beyazimsi
kirmiz1 renklere sahip oldugu belirtilmistir. Loplar yesilimsi hafif mor renkli olup yan
loplar 4-10 mm olarak 6lgtilmiistiir. Yan loplar oraksi ve dalgali bir yapiya sahipken orta
loplar karemsi ve dikddrtgenimsi olarak belirtilmistir (Renz ve Taubenheim 1984).

Barlia robertiana salep orkidesinin tohumlart oldukg¢a kiigiik yapilidir. ‘Toz
tohum’ olarak da adlandirilan tiirtin tohumlar1 endosperm ig¢ermediginden dogada
kendiliginden ¢imlenememektedir. Cimlenebilmesi i¢in mikorizal funguslarla simbiyotik
birliktelige ihtiya¢c duymasindan dolayi, ¢cimlenme yiizdesi oldukea diistiktiir (Rao 1977).
Her yil kisith yumru vermesi, dogadan bilingsizce sokiilmesi ve vejetatif yollarla
cogaltimlarinin olmamasi gibi sebepler Barlia robertiana salep orkidesinin gogaltiminin
oniinde bulunan en 6nemli engellerdir.

Barlia robertiana salep orkidesi tiirdi, nesli tehlike altinda olan orkide tiirlerinden
biridir. Tirkiye Bitkileri Kirmizi Kitabi adli eserde Barlia robertiana’nin tehlike
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kategorisi VU (Vulnerable = Zarar gorebilir) olarak belirtilmistir (Ekim vd. 2000). Bu
ayrintiya ek olarak Barlia robertiana salep orkidesinin Tiirkiye’de tiiriin tehdit altinda
olma derecesi 2, (kuvvetli tehdit altinda olma) ve ender olma derecesi de 2, (¢cok ender)
olarak belirtilmistir (Kreutz 2009).

2.2. Orkide Tohumlarmin In Vitro Kosullarda Cimlendirme Calhismalar:

Bitki doku kiiltiirleri geleneksel metotlarla cogaltimi zor olan bitkilerin tiretiminde
sik¢a bagvurulan bir yontemdir. Bitki doku kiiltiirli, aseptik kosullarda yapay bir besin
ortaminda biitiin bir hiicre, doku veya organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki ya
da bitkisel iriinlerin iiretilmesi amaciyla gerceklestirilen calismalarin biitiinii olarak
bildirilmistir (Babaoglu vd. 2001). Biyoteknolojik yontemler bitkilerin daha kisa yoldan
ve daha fazla sayida iiretilmesini saglayan 6nemli bir aragtir. Bu yontemlerden in vitro
doku kiiltiirti, bitkilerin kiiltiire alinmasi ve ¢ogaltilmasinda en ¢ok basvurulan yontemdir.
Bu yontem nesli tiikenmekte olan ya da yayilis alani olduk¢a kisitli halde bulunan,
cogaltilmasi faydali bulunan tiirlerin yiiksek oranda ¢ogaltilip iiretiminin arttirilmasina
olanak saglamaktadir.

1922 yilina kadar orkide ¢ogaltiminda simbiyotik ¢imlenmenin tesvik edilmesi
bilinen tek yontem olarak kayitlara ge¢mistir. Uygulamasi ¢ok da kolay olmayan bu
yontem, Avusturalya’da; Avrupa’da (Smreciu ve Currah 1989) ve Kuzey Amerika’da
(Zettler ve Mclnnis 1993; Zettler 1994) karasal orkidelerin ¢imlendirilmesinde
kullanilmistir.  Simbiyotik c¢imlendirme yoOntemi, biitiin orkide tiirlerinde basari
gostermeyen, dogada  kendiliginden  c¢imlenemeyen  orkide  tohumlarinin
¢imlendirilmesinde etkili olmayan bir yontem olarak bildirilmistir (Watkinson 2002).

Knudson adli arastiric1, karasal orkidelerin yasamlarin1 devam ettirebilmeleri igin
funguslarla ortak yasam ihtiyaci iginde olmayabilecekleri diisiincesini ortaya atmis ve
fungus olmadan da orkide tohumlarinin mineral ve seker iceren basit bir besin ortaminda
¢imlenebildigini gostermistir. Knudson (1922), orkide bitkilerinin gen¢ gelisme
doneminden sonraki gelisme evrelerinde fungusun ¢ok az bir dneme sahip oldugunu
bildirmistir. Bunun nedeni ise bitki ¢imlenip gelistikten sonra artik fotosentetik ototrof
beslenme yetenegine kavusmasiyla agiklanmistir (Withner 1974). Knudson’un bu
yillarda yapmis oldugu ¢aligmalar 6zellikle Cattleya, Laelia, Epidendrum ve diger pek
¢ok orkidenin in vitro kosullarda asimbiyotik olarak ¢imlendirilebilecegini gostermistir.
Knudson’un elde ettigi basarilar akademi diinyasinda biiyiik yanki uyandirmistir (Pierik
1981). Yapilan calismalardan elde edilen ilk bulgulardan sonra, cesitli orkide cins ve
tiirlerinde en iyi ¢imlendirme imkani sunan ¢ok farkli besin ortami igerikleri ortaya
konmustur (Arditti 1967, 1982, Fast 1980, Arditti ve Ernst 1982).

Orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in 6zellikle karanlik ortamlarin uygun
oldugunu belirten Arditti (1967)’ye gore, bazi orkide tiirleri ¢imlenebilmek i¢in 1s1klanma
ve fotoperiyodik kosullara ihtiyag duymaktadir. Arditti, baz tiirlerin ise karanlik ve 1s1kli
ortamlarda ayn1 diizeyde ¢imlenebildigini gdstermis ve bu ¢alismalarina ek olarak orkide
tohumlarinin ¢imlendirilmesiyle ilgili kronolojik bilgilendirmeler de yapmistir. Bu
bilgilendirmeler 1518inda ilk kez orkide tohumlarinin simbiyotik olarak mikorizal
funguslarla laboratuvar kosullarinda, 1899 yilinda Noel Bernard tarafindan
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¢imlendirildigi ifade edilmistir. Bu ¢alismalara ek olarak 1950 yilinda Knudson isimli
arastirict orkide tohumlarmi Vanilla tiirlinde basit bir mineral ve seker karigiminda
asimbiyotik olarak ¢imlendirmeyi basarmis ve bu alanda yeni bir donemin baslamasina
oncilik etmistir.

Oncelikli olarak tropikal orkideler olmak iizere daha pek ¢ok sayidaki orkide
tiirlinde biiyiime diizenleyicilerinin, besin ortamlarinin fiziksel 6zelliklerinin ve farkli
besin ortamlarinin orkide tohumlarinin ¢imlenmesi tizerine etkileri arastirilmistir (Olivia
ve Arditti 1984; Jong ve Sin 1985, Singh ve Prakash 1985)

Pierik (1987), orkidelerin in vitro ¢imlendirilmesinin avantajlarini birgok yazarin
goriis ve diistinceleri ile birlikte kisaca soyle agiklamistir:
1. Orkide tohumlar1 oldukga kiigiiktiir ve endosperme sahip degildir ya da tohumlarda gok
kiiciik bir besin birikimi mevcuttur. Bu tohumlarin ¢ok kiiciik yapili olmasi, in vivo
ekimlerde cogunun kaybolmasina neden olmakta veya tohumun sahip oldugu sinirl besin
maddesi nedeniyle tohum yasamimi devam ettirememektedir. In vitro kosullarda
¢imlenmenin ¢ok daha basarili oldugu yapilan calismalarla kanitlanmistir.
2. Cimlenme siirecinde ve fide gelisme asamalarinda fungus ile beraber yiiriitiilen
simbiyotik birlikteligin olumlu etkileri goriilmiistiir. Ancak, besin ortami kullanilarak
fungusa olan ihtiya¢ ortadan kaldirilmistir. Bu sekilde gerceklestirilen ¢imlenmeye
asimbiyotik ¢imlenme ad1 verilir.
3. In vitro kosullarda ¢imlendirme ile 1slah materyalinin ¢imlenme oranini ve bitki elde
etme oranini arttirmak miimkiindiir.
4. In vitro kosullarda ¢imlendirme, olgunlasmamis embriyolarin besin ortamina
ekilmesiyle de gerceklesebilmektedir. Boylelikle 1slah dongiisii  kisaltilip, 1slah
programlarinda siire kazanc1 meydana gelmektedir.
5. In vitro kosullarda, tohum ¢imlenmesi ve elde edilen bitkicigin biiylimesi ¢ok daha
cabuk gerceklesmektedir. Bunun nedeni kosullarin tamamen kontrollii olmasidir.

Harvais ve Hadley (1967), Orchis purpurella bitkisine ait tohumlarin ¢gimlenme
gelisimini inceleyerek, ¢imlenmenin sterilizasyon siiresinin uzatilmasi ve yiiksek sicaklik
uygulamasiyla dogru orantili oldugunu belirtmis ancak ¢imlenme oranmin 1sik ile
engellendigini de vurgulamislardir. In vitro kosullarda gergeklestirilen ¢imlendirme
calismasinda, saf su, agar ve farkli iceriklere sahip temel besi ortamlar1 kullanilmistir.

Orchis laxiflora Lam. ve Ophrys sphegodes Mill. bitkilerinin in vitro
¢imlenmeleri iizerine yapilan ¢alismada, iki tiir arasindaki vitamin ve azot kaynaklarinin
etkilerine bakilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda iki tiir arasinda farkliliklar
goriilmiistiir. Amonyum nitrat i¢eren temel besi ortami kullanilarak, igerisine organik
azot, vitamin ve sakaroz eklenmistir. Bu ortama ekilen iki tiirtin tohumlarinda da olduk¢a
iyl gelismeler meydana gelmistir. Gergeklestirilen c¢alisma sonucunda yiiksek oranda
tohum ¢imlenmesi ve bitki gelisimi gozlemlenmistir. Fakat 8 ay sonra bitkiler canliligini
yitirmistir. Her iki tiir de en 1yi gelisimlerini karanlik ortamda gerceklestirmistir (Mead
ve Bulard 1975).

Van Waes ve Debergh (1986), 23 adet Bat1 Avrupa orkidesinde in vitro kosullarda
tohum ¢imlendirmesi iizerine caligmalar yapmistir. Bu calismalar 1s1ginda orkide
tohumlarmin ¢imlenme orani iizerine etki eden faktorler arastirilmistir. Arastiricilar
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oncelikle c¢imlenmede tohum kabugunun engelleyici bir etkisinin bulundugunu
bildirmislerdir. Ayrica sterilizasyonda kullanilan kalsiyum hipoklorit ve tween-80
karisgtminin - uygulanma siliresinin, ¢imlenme iizerinde etkisinin bulundugunu
belirtmektedirler. Sterilizasyon uygulamasinin sert kabuklu tiirlerde daha uzun siire
tutulmasi ile tohum kabugu asinmakta ve bu durum da ¢imlenmeyi olumlu yonde
etkilemektedir. Temel besin ortaminda, azot kaynaginin varliginin ya da yoklugunun
etkisi tamamen tiirlere bagl olarak degiskenlik gostermekte oldugu bildirilmistir. Besin
ortamina kazein hidrolizat eklenmesi ile ¢imlenme olumlu yonde etkilenmistir.

Farkli orkide tiirlerinde yapilan in vitro ¢imlendirme ¢alismasinda arastiricilar
¢imlenmenin hormonlarla iliskisini incelemislerdir. Bu ¢alismaya gére Cypripedium
calceolus ve Epipactis helleborine tiirlerinde ¢imlenme igin bir sitokinine ihtiyag
duyulmustur. Ancak Dactylorhiza maculata ve Listera ovata tohumlarinin ¢imlenmesi
icin hormon katkisina gerek olmamistir. Kullanilan 23 tiir arasindan 21 tanesi,
¢imlenmeyi bagsarmistir (Van Waes ve Debergh 1986).

Waes (1987), yaptigi ¢alismasinda aktif karbonun g¢imlenme iizerine etkisini
arastirmig ve bu calisma i¢in 18 orkide tiirii kullanmistir. Tiim tiirlerde %0.02-0.1
oraninda aktif karbon kullanilmig ve bu durumun tohumlarin daha diisiik oranda
cimlenmesine ve daha yavas gelismesine neden olmustur. Diger yandan yiiksek miktarda
polifenol salgilayan tiirlerde (Anacamptis pyramidalis, Dactylorhiza spp., Epipactis spp.,
Gymnadenia spp. ve Listera ovata) besin ortamina aktif karbon ilave edilmesi, daha iyi
bir gelisme saglamistir. Fakat gozle goriilen bir polifenol salgist olmayan tiirlerde
(Ophrys fuciflora, Orchis mascula ile O. morio ve Spiranthes spiralis) herhangi olumlu
bir etki ortaya ¢ikmamustir.

Das ve Ghoshall’a (1989) gore birbirinden farkli tiirlere ait tropikal orkide
tohumlart in vitro da modifiye edilmis Knudson C ve Burgeff Eg-1 ortamlarina ekilmis
ve ¢imlenmeler gézlemlemistir. Bu calisma ile en iyi ¢imlenme Burgeff Eg-1 ortaminda
elde edilmis olup; besin ortamlarina eklenen 1 ppm NAA hormonu koklenmeyi olumlu
yonde etkiledigi belirtilmistir.

Barroso vd.’ne (1990) gére Ophrys lutea Cav. ve Ophrys fusca Link bitkilerinin
olgunlagmis ve olgunlasmamis tohumlarinin Curtis ortaminda ¢imlendirildigi bir
calismada, tohum ekiminden 2 ay sonra protokormlar meydana gelmis, daha sonra bu
protokormlar bir orkide kiiltiir ortamina transfer edilmistir. Protokormlar transfer
edildikten 2 ay sonra bitkiciklerin olustugu gézlemlenmistir.

Rasmussen vd. (1990), asimbiyotik ve simbiyotik sartlarda Dactylorhiza majalis
tohumlarinin ¢imlenmesinin sicakliga bagli etkilerini arastirmistir. Yapilan calisma
sonunda simbiyotik ¢imlenme oran1 asimbiyotik ¢imlenme oranindan yiiksek
bulunmustur. Simbiyotik kosullarda elde edilen fidelerin daha biylik oldugu
bildirilmistir. Ayrica simbiyotik sartlarda optimum 23-25 °C sicakligin iizerinde
cimlenmede 6nemli derecede diisiis kaydedilmistir. Buna ek olarak asimbiyotik sartlarda
23°C’de ¢imlenme oran1 % 21 ile maksimum orana ulastig bildirilmistir.

Rasmussen vd. (1991), Listera ovata tiirline ait olgunlagsmamis embriyo ve
tohumlariyla simbiyotik ve asimbiyotik doku kiiltiirii ¢imlendirme ¢alismasi
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yapmislardir. Yapilan ¢alismalar sonucunda simbiyotik ¢alismadaki embriyolardan tiim
safthalarda protokorm elde edilirken, asimbiyotik kiiltiirde sadece belirli sathalarda basar1
elde edilmistir. Calismanin sonunda ise zor ¢imlenen orkide tiirlerinin {iretimi ve uygun
fungus tespiti i¢in olgunlasmamis embriyolarin inokulasyonu onerilmistir.

Pedroso ve Pais (1992), Orchis papilionaceae tiiriinden yavru yumru iiretmek
amaciyla olgunlasmis ve olgunlasmamis bitki tohumlarmi siispansiyon Kkiiltiiriine
almiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda olgun tohumlarin ¢imlenmesi ve tohumlardan
protokorm olusumu kat1 ve s1vi ortamlarda diistik olarak gergeklesmistir. Olgunlasmamis
tohumlarin ¢imlenme orani ise siispansiyon kiiltiiriinde artis gdstermistir. Yavru
yumrular, siispansiyon kiiltiiriinde aydinlik kosullarda elde edilmistir. Yavru yumrular
karanlik kosullara alindiginda ise hicbir geligmenin olmadig1 gézlemlenmistir. Cimlenme
orani siispansiyon kiiltiirlinde % 33 olarak belirlenmistir. Olusan protokormlardan da
yavru yumrular elde edilmistir. Kati1 ortamdan ise kallus elde edildigi gézlemlenmistir.
Sonug olarak, testadan ayrilmis embriyolarin %100 ¢imlenme gosterdigi bildirilmistir.
Testanin ¢imlenmeyi degistirdigi biitiin kiiltiir ortamlarinda agik¢a gozlemlenmistir.
Calismada ¢imlenmeler ayn1 donemlerde gerceklesmedigi igin, belirli bir homojenlik
saglanamamustir.

Ozdener (1994), farkli sodyum hipoklorit konsantrasyonlarinin Dactylorhiza
iberica tohumlarinin ¢imlenmesine etkilerini arastirmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda en
yiiksek ¢imlenmeyi (%17.7) % 20 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 20 dakika siire ile
uygulanmasiyla bulmustur. Dactylorhiza urvilliana tohumlarinda ise en yiiksek
¢imlenme (%70.4) yine %20’lik sodyum hipoklorit konsantrasyonunun 10 dakika
uygulanmasiyla elde edilmistir. VanWaes & DeBergh (VWB) temel kiiltiir ortami
asimbiyotik kiiltiir ortam1 olarak ¢imlenmede kullanilmistir. Kullanilan bu ortama makro
element, mikro element, vitamin, kompleks katki maddesi (patates ekstrakti), aminoasit,
seker, ve inorganik azotun eklenmesi ya da ¢ikarilmasiyla olusturulan degistirilmis VWD
kiiltiir ortamlart kullanilmistir. Gelismelerinin daha 1yi gézlemlenmesi i¢in protokormlar
olustuktan sonra diger ortamlara aktarilmustir. Iki orkide tiiriine ait koklerden fungus izole
etmek i¢in %20’lik sodyum hipoklorit ile dort dakika muamele edilmistir. Ardindan ii¢
kez steril saf sudan gecirilmistir. Simbiyotik kiiltlir ortam1 olarak ise yulaf ve modifiye
yulaf ortami kullanilmistir. Simbiyotik kiiltiir ortamina ekilen tohumlarin yiizey
sterilizasyonu her iki bitki tohumu i¢in en iyi ¢imlenmenin saglandii ayr1 ayri
uygulamalarda yapilmistir. Asimbiyotik ¢imlenmede seyreltik ve yogunlastirilmis
ortamlar kullanilmigtir. Seyreltik kiiltliir ortamina eklenen sekerin ise ¢imlenmeyi
olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir. Fide gelisimi i¢in yogunlastirilmis VWD kiiltiir
ortami 6nemli bulunmus olup ve bu ortamin modifiye edilmesiyle hazirlanan ortamda
organik azotun ve sekerin gerekli oldugu bildirilmistir.

Lauzer vd. (1994), Cypripedium acaule orkide tiiriiniin in vitro asimbiyotik
kosullarda ¢imlendirilmesi amaciyla, Cypripedium acaule orkidesinin olgunlasmis
tohumlarint kullanmislardir. Tohumlarin canliligini belirleyebilmek i¢in TTC (trifenil
tetrazolium Kloridin) ile boyama metodu kullanilmistir. Ancak tohumlarin canlilik
oranlarinda homojenlik bulunamamistir. Tohumlar canli olmasina ragmen ¢imlenmenin
diistik ¢iktig1 ¢caligmada ¢imlenmeyi tesvik etmek amaciyla GAs uygulamasi yapilmistir.
Ayrica tohumlar suda bekletme ve soguk uygulama gibi muamelelere de ugratilmistir.
Cimlendirmeyi tesvik etmeye yonelik yapilan bu uygulamalara ragmen ¢imlenme diizeyi

11



KAYNAK TARAMASI D. AGAR

yine yetersiz kalmistir. Bu ¢alismaya gore en iyi uygulamanin NaOCI ve ultrason
uygulamalarinin oldugu bildirilmistir.

Caglayan vd. (1998), Dogu Anadolu Bolgesi’nde yetisen bazi salep orkidelerinin
embriyolarini in vitro kosullarda kiiltiire almislardir. Bu c¢alismada 14 farkli ortam
kullanilmis ve en yiiksek ¢imlenme ve bitki olusumunun Orchis coriophora’ya ait
oldugunu bildirmislerdir. En yiiksek ¢imlenme oran1 % 2.22 ve en yliksek bitki olusum
orant % 1.11 olarak bulunmustur. Kullanilan ortamlar agisindan en yiiksek ¢cimlenme ve
protokormdan olusan bitkicik sayisinin yine sirasi ile 58 giinde % 2.29 ve 156 giinde %
1.86 ile VWD + domates ekstrakti + aktif karbon ortamindan elde edildigi belirtilmistir.
VWD ortaminin yaninda Knudson ortami kullanilmigtir. Ayrica bu ortamlara ek olarak
% 10 oranlarinda patates, domates ve salep yumrularindan elde edilen ekstraktlar da
kullanilmis olup kontrol uygulamalarin disinda her ortamda 1 g/l oraninda aktif komiiriin
kullanildig: bildirilmistir. Bu ¢alismada embriyo kiiltiiriinde en iyi sonug¢ veren ilk iki
bitki olan Orchis coriophora ve Orchis anatolica’nin yumru olusturma potansiyellerine
bakilmistir. Aynm1 ortamlar kullanilarak, yine ayn1 ortamda Orchis coriophora’nin en
yiiksek ortalamayla % 2.45 yumru olusturdugu bildirilmistir. Aragtirmacilar, ¢alismanin
sonunda in vitro da elde edilen Orchis coriophora bitkiciklerini torf ortamina diktikten
sonra in vitro ile elde edilen bitkilerin % 20’sinin yasadigini bildirmislerdir.

Miyoshi ve Mii (1998), Cypripedium macranthos orkide tiiriiyle yaptig in vitro
¢imlendirme g¢alismasinda tohumlarin % 70’ine % 0.5’lik NaOCI ile 60 dakika ve %
3.2’lik Ca(ClO);z ile 7 saat muamele etmistir. Cimlenme gerceklestikten 3 ay sonra farkli
sicaklik ve sitokinin uygulamalart yapilmistir. Bu ¢alismada soguklama ve hormonun
gelisme iizerine etkileri arastirilmistir. Calismanin sonucunda hipokloritte bekletilip
sitokinin uygulanarak 4 °C sicaklikta bekletilen denemelerden basari elde edildigi
bildirilmistir.

Jorgensen (1998), Dactylorhiza majalis tiiriiniin in vitro kosullarda tiretilip saksi
bitkisi olarak kullanilmasiyla ilgili yaptigi ¢alismada, D. majalis ve baska bitkilerden elde
edilen fungal izolatlarin kullanilmasiyla simbiyotik yasamin meydana geldigini
bildirmistir. Simbiyotik ve asimbiyotik uygulamalart ig¢in, olgunlagmis tohumlar
sterilizasyon i¢in 5 dakika stire ile % 1 Tween-80 + % 5 NaOCl ile muamele edilmistir.
Tohumlar 3 g/t toz yulaf iceren besi ortami igine ekilmistir. Tohumlarin ekimden 6 hafta
sonra ¢imlendikleri belirtilmistir. Arastirici, ¢alisma sonunda D. majalis tiirtinden izole
edilen 19 fungal izolatla yaptiklari ¢cimlendirmede en fazla % 70 basar: elde ettiklerini ve
12 izolattan saglikli protokorm olustugunu bildirmistir. Ayrica Goodyera repens
bitkisinden alinan izolatla % 80 oraninda ¢imlenme sagladiklarini da bildirmistir.

Onal (1999), Ege Bolgesi'nden toplanan 9 orkide tiirii kullanilarak
gerceklestirdigi embriyo kiiltiirlinde 3 tanesinden olumlu sonug aldigini bildirmistir.
Calismasinda VWD ve Knudson ortamlarini kullanmis ve bu ortamlara ek olarak % 10-
20 patates ekstrakti, % 10-20 muz ekstrakti, % 10 hindistan cevizi siitii, 0.2 mg/l GAs, 1
mg/l BAP ilaveli 14 farkli ortam daha kullandigini belirtmistir. Tohumlarin yiizey
sterilizasyonunun ise 15-20 dakikada % 0.6’lik NaOCl’de yapildigini bildirmistir.
Arastiric1 Orchis sancta orkide tiiriniin tiim ortamlarda en erken bir ayda ¢imlendigini
belirtmistir. Ortamlardan en iyi sonug¢ % 100 basar1 ile Knudson + % 10 patates
ekstraktindan elde edilmistir. Hormon uygulamalarinin neredeyse tiim tiirlerde ve ortam
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tiplerinde memnun eden bir sonug vermedigi bildirilmistir. En yliksek protokormdan bitki
olusturan tiirlin % 80 oraninda Orchis laxiflora tiirii oldugu ve bu sonucun yine Knudson+
%10 patates ekstraktindan elde edildigi bildirilmistir. Yumru gelisimini takip etmek
amaci ile ortama %10 patates ekstrakti eklenerek Knudson ortamindaki bitkilerin 3-4 cm
siirgiin biiyiikliigiine ve yeterli kok gelisimine erismesi beklenmistir. Bu sekildeki
bitkilerin yaris1 normal gelisim ortamlarinda (24°C ve 16 saat/giin 151k), diger yaris1 da
5°C sicaklik ve stirekli karanlikta bekletilmislerdir. Her iki tiire ait bitkilerin degisik
sicaklik altindaki yumru olusturma potansiyelleri en fazla 24°C ve 16 saat/giin 151k
uygulamasinda basar1 gostermistir. In vitro da elde edilen Orchis sancta ve Orchis
laxiflora tiirlerine ait 25 adet yumru, 7 cm gapli saksilara konularak 1:1:1 oraninda kum,
bahge topragi ve organik giibreden olusan harca dikilmistir. Calisma sonucunda Orchis
sancta’da % 9.1, Orchis laxiflora’da % 12.9 oraninda siirme tespit edilmistir.

Sazak (2004) asimbiyotik ve simbiyotik kosullarda Dactylorhiza osmanica var.
osmanica ve Spiranthes spiralis tiirlerine ait tohumlarin ¢imlenmelerini ve gelismelerini
inceledigi calismasinda tohumlarin ylizey sterilizasyonu i¢in kullanilan ¢dzeltinin
konsantrasyonu ve uygulanma zamaninin tiirlere gore farklilik gosterdigini bildirmistir.
Her iki tiirin ¢imlenmesinde fungal izolatlar kullanilmistir. Asimbiyotik sartlarda elde
edilen ¢imlenmelerde inorganik azot, Dactylorhiza osmanica var. osmanica tiiriinde
azaltici olarak belirlenmistir. Spiranthes spiralis tiiriinde ise inorganik azot arttirici etkiye
sahip olmustur.

Sinha vd. (2004) Vanda teres orkidesinin tohumlarini kullanarak yaptiklari
¢imlendirme ¢alismasinda VW (Vacin ve Went, 1949) besin ortami kullanarak, bu besin
ortamina 1 mg/l BAP, 0,5 mg/ | NAA, %2 sukroz, 2 g/l pepton ilave etmislerdir. Tohumlar
kiiltiire alindiktan 40-45 giin sonra ¢imlenme meydana geldigi belirtilmistir. Ayni
calismada %10 hindistan cevizi suyu igeren besin ortaminda da siirgiin rejenerasyonu ile
bu siirgiinlerin gelisimi ve ¢ogaltimi saglanmistir. Ayrica 2 g/l muz ekstrakti ve 100 mg/1
kazein hidrolizat eklenmis 2 MS besin ortaminda es uzunluklara sahip koklii siirgiinlerin
elde edildigi bildirilmistir.

Wotavova-Novotna vd. (2007) in vitro kosullarda ¢imlendirdikleri Dactylorhiza
tiirlerinin siirgiin ve kok biliylimesinin, seker ve biiylime diizenleyiciler tarafindan 6nemli
olgtide etkilendigini vurgulamiglardir. Bu ¢alismada ¢imlenmenin, glukoz ve sakkaroz ile
uyarildigi belirtilmis, siirgiin biiylikligii ve siirgin uzunlugunun Ne-(2-isopentenil)
adenine ve Ng-benziladenin ile IBA’nin kombinasyonu ile arttigi bildirilmistir. Ayrica
kok biliylime ve kok uzunlugunun NAA ve IBA uygulamasi ile arttig1 da belirtilmektedir.

Wu vd. (2007), in vitro kosullarda ¢imlendirme denemesi yapmak {izere
olgunlasmamis Phalaenopsis tohumlarint kullanmistir. Yapilan denemeler sonucunda en
basarili besin ortami1 1/3 MS + 2 mg/l benziladenin + 0.2 mg/l NAA + 509/l muz piiresi
+ 209/l seker + 1g/1 aktif komiir igeren ortam karigimi oldugu bildirilmistir.

Andronova vd. (2007) Dactylorhiza maculata tiiriine ait popiilasyondan elde
ettikleri 12 adet bitkinin tohumlarinda in vitro ¢imlendirme ¢alismasi yapmislardir.
Bitkilerin gelisimleri ayn1 diizeyde gergeklesmedigi icin, bitkilerde bir homojenlik
gbzlemlenmemistir.13 ve 18 aylik olan bitkiler laboratuvar kosullarindan dis kosullara
topraga ve yine laboratuvar kosullarinda yeniden kiiltiire alinmistir. Dis kosullarda
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birakilan 13 aylik bitkiciklerin canlilik oran1 %8, 18 aylik bitkiciklerde ise bu oran %30
olarak belirtilmis olup, laboratuvarda tutulan bitkiciklerin ¢imlenmeden sonra canlilik
oranlar1 13 aylik bitkiciklerde % 45, 18 aylik bitkiciklerde ise % 83 oraninda oldugu
arastirmaci tarafindan belirtilmistir.

Gilimiis vd. (2008), calismalarinda Bati1 Karadeniz Bolgesi’nden toplanan ve salep
elde edilen 6 tiir orkidenin tohumlarini kullanmislardir. Tohumlar % 10’luk NaOCl + 1-
2 damla Tween-20 + 10 dakika sterilize edildikten sonra MS, > MS, VWD ve Knudson
C ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Calisma sonucunda en yiiksek ¢imlenme oraninin %
17.43 ile Dactylorhiza nieschalkiorum bitkisinden elde edildigi bildirilmistir. Besin
ortamlar1 kiyaslandiginda ise en yiiksek ¢imlenmenin % 7.34 ile VWD ortamindan;
tirlere gore besin ortaminin etkisi incelendiginde en yiiksek ¢imlenmenin D.
nieschalkiorum tiirtinden % 24.41 ile VWD ortamindan elde edildigi belirtilmistir.
Protokorm olusumunun ise sadece 3 tlirde meydana geldigi soncuna ulasilmis ve en
yiiksek protokorm olusumunun % 13.11 ile D. nieschalkiorum’dan elde edildigi
bildirilmistir.

Yararbag (2008), yapigi ¢alismasinda salep orkideleri tohumunun in vitro da
¢imlenmesi i¢in 1/10 MS ortamina % 20’lik seker ilave ettigini belirtmistir. Salep orkide
tohumlarinin zor ¢imlenmesinden dolay1r seker muamelesine ek olarak ultrason
uygulamasi da yapildigin1 vurgulamistir. Arastirict ¢alismada kullanilan tohumlarin %
1’lik sodyum hipokloritte 10 dakika sterilize edildigini bildirmistir. Orchis italica’da
sodyum hipoklorit + ultrason uygulamasinda 15 giinde % 81, kontrol uygulamasinda 90
giinde % 89 cimlenme elde edilmistir. Cimlenme olusumundan 2 ay sonra ilk yapraklarin
olugmaya basladig belirtilmistir.

Valletta vd. (2008), in vitro kosullarda yaptiklart ¢imlendirme g¢alismasinda
Orchis mascula tiirtinden elde edilen tohumlari kullanmislardir. Bu ¢alismada farkli besin
ortamlar1 ve sterilizasyon yontemleri kullanilmigtir. Boylece tohum kabugu
gecirgenliginin ve ¢imlendirme yeteneginin belirlenmesini amacglamiglardir. Kullanilan 6
farkli besin ortamui arasindan, en ¢ok ¢imlenmenin saglandigi ortam Orchimax ticari
ortam bilesimi olarak bildirilmistir. Tohum kabugunun kirilmasi icin degisik
uygulamalarin yapildigr bu ¢alismada H2SO4 (siilfiirik asit) kimyasali farkli doz ve
stirelerde uygulanarak tohumun su alip sismesi saglanmis ayrica tohumlarin 2 ay siireyle
4-8°C sicaklik ile muamele edilmesi ¢imlenmeyi olumlu ydnde etkilemistir. Tohumlarin
stirekli karanlik kosullarda birakilmasinin ise ¢imlenmeyi engelledigi bildirilmis, 16/8
saat aydinlik/karanlik uygulamasinin tohumlarda 1 ay i¢inde sismeye neden oldugu, 3 ay
icinde rhizoid (koksii yapi1) olusumunun gerceklestigi, 4-5 ay iginde siirgiin ucunun
belirmeye bagladigit ve 5-6 ay iginde ise ilk yaprak olusumunun gerceklestigi
bildirilmistir.

Gilimiis (2009), calismasinda Bati1 Karadeniz’de yetisen ve salep elde edilen 16
adet orkide tiiriinde in vitro ve in vivo kosullarda asimbiyotik liretim yapmistir. Besi
ortami olarak 2 MS, MS, VWD, KC ve KC-N ortamlar1 kullanmis ve bu ortamlara GA3z
hormonunun 0, 0.1, 0.5 ppm dozlari ilave edilmesiyle hazirlanmis ortamlar kullanilmistir.
Cimlenme iizerinde farkli 151k uygulamalari1 denenmistir. Tiim orkide tiirlerinde ¢imlenme
ve protokorm elde edildigi bildirilirken, fide gelisiminin yalnizca 8 tiirde goriildiigii ifade
edilmistir. Bitkiye doniisiim oran1 en yiiksek KC besin ortaminda yetisen Orchis morio
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tirinde % 89.88 olarak bulunmustur. Dis kosullara alistirmada bir basari
saglanamamigtir. Bitkiler dis kosullara en fazla bir ay dayanabilmis, sonrasinda
canliliklarmi kaybetmislerdir. Bu ¢alismaya ilaveten denenen in situ ¢alismasinda da
boliinmiis ve boliinmemis ana yumrularin dogaya aktarilmasi sonucu bitkilerde ¢ikis
gbozlenmemistir.

Roy vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismalarinda Vanda coerulea Griff. ex Lindl.
tohumlarini in vitro ¢imlendirmislerdir. Kullandiklar1t MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besin ortamina NAA (5,36 uM), BAP (3,8 uM) ve Phytamax ilavesiyle protokorm
rejenerasyonu gerceklestirmis ve aktif komiir (3 g/l) ilavesiyle de slirglin rejenerasyonu
elde ettiklerini belirtmislerdir.

Islam vd. (2011) Vanda roxburgii tohumlar1 ile yaptigi ¢imlendirme
denemelerinde 200 mg/1 patates ekstrakti iceren besin ortaminda %78,24 oraninda tohum
cimlenmesi gerceklestigini bildirmis, 100 mg/1 patates ekstrakti iceren besin ortaminda
ise es boyut ve ozelliklere sahip koklii siirglinlerin elde edildigini belirtmistir.

Palaz vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada dogal ortamindan toplanan Orchis sancta,
Orchis coriophora, Dactylorhiza romana, Dactylorhiza iberica ve Ophrys apifera
tirlerine ait tohumlar kullanilmistir. Calismalarinda orkide tohumlarmi in vitro
c¢imlendirmeyi amaglamislardir. Besin ortami olarak Knudson C kullanilmis ve
¢imlendirmeyi tesvik etmek amaciyla bu ortama 1 mg/l GAs ilave edilmistir. Tohumlar
ilk iki hafta karanlik ortamda 24 °C sicaklikta tutulmus daha sonra 16 saatlik fotoperiyotta
24 °C sicaklikta iklimlendirme kabininde kiiltiire almmistir. Orchis sancta, Orchis
coriophora, Dactylorhiza romana, Dactylorhiza iberica tiirlerinde ¢imlenme
gozlemlenirken Ophrys apifera tiiriinde ¢imlenme olmadig bildirilmistir. Orchis sancta
tohumlarinda ¢imlenme yaklasik 2 hafta i¢erisinde ger¢eklesirken, Dactylorhiza romana
tiiriinde bu siire 14 hafta olarak bildirilmistir. Tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri birbirleri
ile kiyaslandiginda en yiiksek ¢imlenme yiizdesi (%30) Orchis sancta tohumlarina ait
oldugu belirtilmistir.

Bektas (2016), Orchidaceae familyasina ait Dactylorhiza urvillenana’nin doku
kiiltiirti yontemleriyle ¢ogaltilmasini amagladigi ¢alismasinda baglangi¢c materyali olarak
tiire ait olgunlagsmis tohumlar1 kullanmistir. Sterilizasyonlar1 ve canlilik testleri yapilan
tohumlarin farkli besi ortamlarindaki ¢imlenme, protokorm ve kallus olusum oranlari
tespit edilmistir. Tohumlar ¢imlendikten sonra olusan protokormlar, zeatin’in farkli
sevileri ile desteklenen Orchimax aktif komiirlii besi ortaminda (OAM) organogenesize
tesvik edilerek siirgiin uzama miktarlar1 ve ortalama kok sayilart belirlenmistir. Elde
edilen veriler 1s18inda, ¢imlenme, protokorm olusumu ve kallus olusumunda en iyi
sonucu Orchimax aktif komiirlii besi ortaminin verdigi bildirilmistir. Bu ortamdaki
cimlenme orani %62,39, protokorm olusum orami1 %73,18 ve kallus olusum orani1 %8,6
olarak belirlenmistir. Farkli zeatin oranlarmin siirglin uzamas: ve kok sayist lizerine
etkilerine bakildiginda, 1,0 mg/L’ nin digerlerinden daha olumlu sonuglar verdigi
bildirilmis ve bu ortamdan elde edilen ortalama siirgiin boyu ve kok sayis1 degerleri
sirastyla 36,05 mm ve 3,4 adet olarak belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Aragtirma 2016-2018 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii Laboratuvarlart ile Bahge Bitkileri Boliimiine ait laboratuvarlarda
yirlitilmistlir. Arastirmamizin ilk agamasi olan tohum sterilizasyonu islemlerimiz ise
Kuzey Agripark sirketinde yapilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Aragtirmada bitkisel materyal olarak Barlia robertiana (Loisel) Greuter salep
orkidesinin kapsiilleri igerisinde yer alan tohumlar1 kullanilmis ve bu kapsiiller de
Antalya’nin Kepez ilgesinde bulunan 36° 55" 36.7140" ve 30° 39" 12.4416 koordinatl
lokasyondan toplanmustir (Sekil 3.1). In vitro c¢alismada kullanilacak Kkapsiiller,
embriyolarin gen¢ donemde bulundugu, kapsiillerin koyu yesil renge sahip olduklari
donemde toplanmustir (Sekil 3.1.). Calismada bolgede kendiliginden var olan Barlia
robertiana’dan elde edilen kapsiiller toplandiktan sonra 6nce kurutulmus, ardindan
buzdolabinda muhafaza edilmis ve sonra kapsiil icerisinde yer alan tohumlar in vitro
yapay besin ortaminda kiiltlire alinmistir.

Sekil 3.1. Dogal alanda kapstil olusturmus Barlia robertiana (Loisel) Greuter bitkisi
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Calismada bitkisel materyal olarak belirtilen lokasyonda dogal olarak yetisen
Barlia robertiana orkidesi iizerinden toplanan kapsiiller kullanilmigtir. Bitki teshisi
Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. R.
Stileyman Goktiirk tarafindan yapilmistir. Bitki ortalama 25 cm uzunlugunda olup,
tohumlar1 igeren kapsiiller koyu yesil renkli ve bitki gdvdesine sik bir sekilde dizilmistir.

Sekil 3.2. Toplanip depo edilen Barlia robertiana (Loisel) Greuter kapsiilleri

Barlia robertiana agik alanda, zeytin agaglarinin arasinda, orta derecede tash ve
humusga zengin toprakta dogal olarak varligimi siirdiirmektedir. 27.04.2016 tarihinde
toplanan kapsiiller steril laboratuvar ortaminda kurutma kagitlar1 iizerinde 12 giin
boyunca kurutulmustur (Sekil 3.2.).
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Kurutma kagitlar1 tlizerinde iyice kurutulan kapsiiller 09.05.2016 tarihinde
buzdolabinda (4 °C) tutularak 5 ay siireyle tohumlarda dormansinin giderilmesi
amaclanmustir. Barlia robertiana nin tohumlar1 kapsiiller igerisinde bulunmaktadir.
Tohumlar1 ¢ok kiiciik boyutlarda olup, renkleri ise kahverengidir. Toz tohum olarak
adlandirilan Barlia robertiana tohumlari, her kapsiil igerisinde ortalama bir milyon ile bir
buguk milyon arasinda degisiklik gosteren adette tohum bulundurmaktadir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Barlia robertiana tohumlar1 a) Kapsiil yapisi; b) Kapsiil igindeki tohumlar
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Calismada kullanilan kapsiillerin ortalama boyu: 22,07 mm, eni: 7,12 mm olarak
Olctilmiustiir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Barlia robertiana kapsiillerinin boyutlar1 a) kapsiil eni; b) kapsiil boyu
Kapsiillerin agirliklar tartilarak 1000 adet kapstil agirligir 63 gram olarak bulunmustur.
3.1.2. Besin ortamlarinin bilesimi

Yapilan arastirmalar sonucu Barlia robertiana nin in Vitro ¢imlendirilmesi ile
ilgili daha 6nceden yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle besin ortami
hazirlanmasinda, yakin akraba tiirlerin in vitro ¢imlendirilmesinde kullanilan ve en iyi
sonuclar1 veren ortamlar secilmistir. Secilen ortamlar, daha dnceki yillarda yiiriitmiis
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oldugumuz salep orkidesi in vitro ¢imlendirme ¢alismalarindan elde ettigimiz bulgulara
gore en yiksek c¢imlenme oranim1 veren ortamlar olmustur. Yapilan literatiir
caligmalarinda salep orkidelerinde en iyi ¢imlenme ortamin1 Knudson C ve Van Waes
Debergh ortamlar1 saglamis olmasina ragmen, yaptigimiz onceki denemelerde bu
ortamlar ile basarisiz sonuglar elde ettigimiz igin Barlia robertiana salep orkide
tohumlarnin in vitro ¢cimlendirme ¢aligsmasina bu iki ortami dahil etmemis bulunmaktay1z.

Farkl: tiirlerdeki orkidelerin in vitro ¢imlendirilmesi ¢alismalarinda gogunlukla
Murashige & Skoog (MS) temel besi ortami tercih edilmis ve en basarili sonuglar MS
temel besin ortamindan elde edilmistir. Bu arastirmalarin 1s1ginda, calismada farkli
konsantrasyonlarda MS temel besi ortami1 ve lizerine ilave olarak farkl
konsantrasyonlarda biiyiime diizenleyiciler denenmistir. Ayrica MS temel besi ortami
disinda Orchimax aktif komiirlii besi ortami1 (OAM) da kullanilmistir. Her bir ortama
tampon madde olarak, pH degerini sabitlemek amaciyla 1 gram Morfolin Etan Silfonik
Asit (MES) eklenmistir. Bu ¢alisgmada toplamda 6 farkli ortam kullanilarak, Barlia
robertiana’nin in vitro ¢imlendirilmesi amaglanmustir.

Sekil 3.5. Temel besi ortamlarinin hazirlanmasi
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Sekil 3.6. Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirilmesinde kullanilan ortamlar

Cizelge 3.1. Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirilmesinde kullanilan ortamlar

ORTAMLAR | KULLANILAN BESIi ORTAMLARI
1 MS + 2 mg/l Kinetin + 1 g MES
2 MS + 1 mg/l Kinetin + 1 g MES
3 Orchimax + Aktif komiir + 30 g Sukroz
4 15 MS + 2 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA + 1 g MES
5 ¥, MS + 4 mg/l Kinetin + 0,5 NAA + 1 g MES
6 ¥4 MS + 0,5 mg/l NAA + 1 g MES

3.1.2.1. MS temel besin ortaminin icerigi

Barlia robertia nin in vitro ¢imlendirilme ¢alismasinda her bir ortamdan 1 litre
hazirlanmigtir. 4,4 gram MS, 30 gram sukroz ve 7 gram agar ile MS temel besi ortami
hazirlanarak ortamlarin tamaminin pH’1 5,7 olarak ayarlanmistir. Sterilizasyon iglemi ise
121 °C sicaklikta 1,2 atmosfer basinca sahip otoklavda 20 dakika siirede
gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.7. MS temel besi ortaminin hazirlanisi

Cizelge 3.2 MS temel besi ortaminin igerigi

Mikro Elementler mg/I M
CoCl6H:0 0.025 0.11
Kl 0.83 5.00
Hs;BO3 6.20 100.27
MnSQO4.4H.0 16.90 100.00
ZnS04.7H,0 8.60 29.91
Na;Mo004.2H,0 0.25 1.03
CuS04.5H,0 0.025 0.10
FeNaEDTA 36.70 100.00
Makro Elementler mg/I uM
CaCl, 332.02 2.99
KH2PO4 170.00 1.25
KNO3 1900.00 18.79
MgSOs 180.54 1.50
NH4NO3 1650.00 20.61
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3.1.2.2. Orchimax temel besin ortaminin icerigi

Aragtirmalar sonucunda elde edilen bilgilere gore orkidelerin ¢imlenerek en
yiikksek oranda protokorm olusturdugu ortamlardan biri de Orchimax besin ortami

olmustur.
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Sekil 3.8. OAM (Orchimax aktif komiirlii besin ortami)

Kullanilan besin ortamlarina pH tamponlamak i¢in 1 gram MES ilave edilmistir.
Bitki biiylime diizenleyici olarak ortamlara farkli konsantrasyonlarda Benzil aminopurin
(BAP), Kinetin ve Naftalin asetik asit (NAA) eklenmistir. Calismada distile su cihazi,
otoklav, etiiv, 1s1k mikroskobu, steril kabin, buzdolabi, iklimlendirme kabini, pens,
bistiiri, beher, pH metre, shaker, petri kaplari, kurutma kagidi kullanilarak uygulamalar

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.3. OAM (Orchimax aktif komiirlii besin ortami) igerigi

Mikro Elementler mg/l M
CoCl26H20 0.0125 0.05
Kl 0.415 2.5
H3BOs3 3.10 50.16
MnSO4.H20 8.45 50.00
ZnS04.7H20 5.30 18.42
NazMo004.2H20 0.125 0.52
CuS04.5H20 0.0125 0.05
FeNaEDTA 36.70 100.00
Makro Elementler mg/l M
CaCl2 166.00 1.50
KH2PO4 85.00 0.62
KNO3 950.00 9.40
MgSO4 90.35 0.75
NH4NO3 825.00 10.31
Vitaminler mg/I M
myo-Inositol 100.00 554.94
Nicotinic acid 1.00 8.12
Pyridoxin HCL 1.00 4.86
Thiamine HCI 10.00 29.65
Tampon mg/I uM
MES 1000.00 4.69
Organik Maddeler g/l M
Siikroz 30.00 58.43
Tryptone 2.0
Aktif Komiir 2.0
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3.2. Metot

3.2.1.Genel sterilizasyon islemleri

Yiriitilen in vitro ¢imlendirme ¢alismasinda kullanilan tiim ortam ve malzemeler
aseptik kosullar altinda hazirlanmistir. Steril laboratuvar kosullarinda hazirlanan ortamlar
petri kaplarma dokiilmeden once 121 °C otoklavda 20 dakika boyunca muamele
edilmistir. Daha sonra hazirlanan ortamlar steril kabinde petri kaplarma dokiilerek,
tohumlarin ekimi i¢in hazirlanmistir ( Sekil 3.9.).

Sekil 3.9. Temel besi ortamlarinin petri kaplarina aktarilmasi
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Sekil 3.10. Steril kabinde petrilere dokiilen besin ortamlari

Calismada kullanilan tiim malzemeler otoklava girmeden 6nce, bulasik deterjant,
sodyum hipoklorit ve saf su ile yikanmistir. Pens, bistiiri ve kurutma kagitlari aliminyum
folyo kagitlarina sarilarak 121°C sicaklikta 1,2 atmosfer basingta ¢alisan otoklavda 60
dakika siiresince steril edilmistir. Laminar akish steril kabinde gerceklestirdigimiz
calismada, her calismaya baslamadan dnce kabinin i¢i % 70’lik etil alkolle dezenfekte
edilmistir. Ardindan 30 dakika boyunca ultraviyole 15181 calistirilmistir. Calisma
esnasinda kullanilan pens ve bistliri sterilizasyon amaciyla cam boncuklu sterilazator
cthazinda birkag¢ dakika bekletilerek temizlenmistir. Calisma siiresince de steril kabinin
ici siirekli alkolle dezenfekte edilmis, bulasik beherler, pens ve bistiiri gibi diger bulasik
malzemeler baska islerde kullanilmadan 6nce, 121°C sicaklikta 1,2 atmosfer basingta
calisan otoklavda 120 dakika birakildiktan sonra deterjan, sodyum hipoklorit ve saf su ile
yikanarak yeniden steril edilmistir.

3.2.2. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu

Barlia robertiana’nin tohumlari ¢ok kiigiik yapili oldugu i¢in tohum sterilazyonu
biiyiik bir 6nem tasimaktadir. Calismanin gelecegi agisindan en 6nemli kisim olan tohum
sterilizasyonu islemi g¢alisma yiiriitiiliirken ii¢ kez tekrarlanmis ve son sterilizasyon
isleminde beklenen basar1 yakalanmustir. Ilk sterilizasyon islemi 18.10.2016 tarihinde
yapilmistir. Tohumlar kurutma kagitlarina yerlestirilip % 70’lik etil alkol ¢6zeltisinde 1
dakika muamele edilmistir. Ardindan tiger kez steril saf su ile durulanmistir. Durulama
isleminden sonra tohumlar igerisinde 2 damla Tween-20 iceren % 20’lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde 15 dakika muamele edilmis ardindan saf su ile {icer defa yeniden
durulanmistir. Fakat on giin igerisinde tiim ortamlarda kontaminasyon gézlemlenmis ve
deneme tekrar kurulmustur.
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Sekil 3.11. 1. sterilizasyon denemesi Barlia robertiana tohumlarinin yiizey sterilizasyonu

Ikinci sterilazyon islemi 02.11.2016 tarihinde yeniden yapilmistir. Bu kez sodyum
hipoklorit orant %20’den %30’a c¢ikarilmis ve tohumlara daha uzun siireli ¢ift
sterilizasyon islemi uygulanmistir. Kurutma kagitlarina alinan tohumlar %70°lik etil alkol
¢ozeltisinde 1 dakika muamele edildikten sonra, li¢ kez saf su ile durulanmistir.
Durulanan tohumlar %30’luk sodyum hipoklorit + 2 damla Tween-20 ¢dzeltisinde once
20 dakika tutulup ardindan ii¢ kez saf su ile durulanmis, hemen sonra %30’luk sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinde ikinci kez uygulamaya tabi tutulup bu sefer 15 dakika muamele
edilmis, ii¢ kez durulama isleminin ardindan sterilizasyon islemi tamamlanmistir.
Durulandiktan sonra kapsiiller kurumaya birakilmis ardindan ortamlara ekimi yapilmistir.
Birinci denemeye gore sterilizasyon igin uygulanan siire, konsantrasyon miktari
arttirllmis ve ¢ift yapilan sterilizasyon islemine ragmen, iki hafta siire i¢erisinde petrilerin
tamaminda yeniden kontaminasyon gézlemlenmis ve deneme tekrar kurulmustur.
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Sekil 3.12. 2. sterilizasyon denemesi Barlia robertiana tohumlarinin yiizey sterilizasyonu
a) % 30’luk sodyum hipoklorit + Tween-20 uygulamasi; b) Steril edilen kapsiillerin
kurutulmast

Sterilizasyon isleminde tohumlar ikiye ayrilarak, her bir gruba sodyum
hipokloritin iki farkli derisimi uygulanmistir. Tohumlarin yarist % 25’lik sodyum
hipoklorit ile muamele edilirken, kalan yarisi ise % 50’lik sodyum hipoklorit
konsatrasyon oranina tabi tutulmustur. Her iki oranda ¢ift sterilizasyon islemi
uygulanmustir. Sterilizasyon islemine ge¢meden Once otoklavlanmis steril kurutma
kagitlar1 3x3 cm’lik ¢aplarda kesilerek, i¢lerine 1’er gramlik tohumlar yerlestirilmis ve
kurutma kagitlarinin agizlar1 bohga seklinde kapatilmistir. Tohumlar bohga seklinde
kapatildiktan sonra agiz kisimlari iplerle baglanmis, ardindan iplerle baglanan tohumlarin
tamamu ilk once % 70’lik etil alkol ¢bzeltisinde 1 dakika bekletilip, licer kez, 3-2-1
dakikalik stirelerle durulanmistir. Daha sonra tohumlarin yarist %25°lik sodyum
hipoklorit + Tween-20 ¢ozeltisinde 30 dakika muamele edilmis 3-2-1’er dakikalik
siirelerle durulandiktan sonra siterilizasyon islemi tekrarlanarak %25°lik sodyum
hipoklorit + Tween-20 ¢ozeltisinde tohumlar yeniden 30 dakika siire ile muamele
edilmistir. Tohumlarin kalan diger yarisi ise % 50°1lik sodyum hipoklorit + Tween-20
¢Ozeltisinde 6nce 20 dakika muamele edilmis, saf su ile 3-2-1’er dakikalik siirelerle
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durulandiktan sonra ikinci sterilizasyon islemine gecilmistir. lkinci sterilizasyon
isleminde ise tohumlar % 50’lik hipoklorit + Tween-20 c¢ozeltisinde 10 dakika
bekletilerek saf su ile 3-2-1’er dakika siire ile 3’er kez durulanarak sterilizasyon islemi
tamamlanmistir (Sekil 3.11.).

Sekil 3.13. Barlia robertiana tohumlarinin yiizey sterilizasyonu a) 3x3cm ¢apindaki
kurutma kagidina 1 gram tohum eklenmesi; b) Kurutma kagitlarinin bohga seklinde
kapatilmast; ¢) Tohumlarin etil alkol ile sterilizasyonu; d) Tohumlarin sodyum hipoklorit
+ Tween-20 ile sterilizasyonu

Sterilizasyon islemleri tamamlandiktan sonra, tohumlar iplerinden tutulup higbir
yerle temas etmeden, ¢alisir durumda birakilan steril kabin igerisinde bir gece boyunca
astlarak kurumaya birakilmistir (Sekil 3.14). Sterilizasyon islemi tamamlanan tohumlar
petrilere ekilip kiiltiire alinmistir.
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Sekil 3.14. Barlia robertiana’nin steril edilen tohumlariin kurutulmasi
3.2.3. Tohumlarin kiiltiire allnmasi

Barlia  robertiana’nin  in  vitro  ¢imlendirme  ¢alismasinda  farkl
konsantrasyonlarda biiyiime diizenleyici igeren 6 farkli besin ortami kullanilmistir
(Cizelge 3.1.). Tohumlarin sterilizasyonu isleminde ise %50 ve %25 olmak tizere iki
farkli sodyum hipoklorit +Tween-20 konsantrasyonu kullanilmistir. Sterilizasyon islemi
tamamlanip tohumlar kurutulduktan sonra, steril kabinde aseptik kosullarda 9 cm
capindaki petrilere tohum ekme islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.15.). Oncelikle
kurutma kagitlarina bagli halde bulunan tohumlarin ipleri kesilmis, pens yardimiyla, her
bir petri kabina 300 adet tohum ekilmis, petriler ¢ift kat parafilmle sarilarak kiiltiire alma
islemi tamamlanmustir (Sekil 3.16.)

Sekil 3.15. Tohumlarin petrilere ekimi
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Sekil 3.16. Farkli ortamlarda ve uygulamalarda ekimi yapilan tohumlar
3.2.4.Yapilan 6n uygulamalar
Petrilere ekilen tohumlar, 4 farkli 6n uygulamaya tabi tutulmustur:

1.Uygulama: Tohumlar tamamen aydinlik ortamda tutulmustur.

2.Uygulama: Tohumlar bir ay siire ile karanlik ortamda tutulmustur.
3.Uygulama: Tohumlar iki ay siire ile karanlik ortamda tutulmustur.
4.Uygulama: Tohumlar ii¢ ay siire ile karanlik ortamda tutulmustur.

Karanlik uygulama gerektiren petriler, aliiminyum folyo ile sarilarak
iklimlendirme odasinda tutulmustur. Siire tamamlandikg¢a aliiminyum folyolar agilarak,
petriler aydinlik ortama alinmustir. Petriler, 25°C sicaklikta, 4000 liix 151k siddetinde ve
16 / 8 fotoperiyot kosullarinda tutularak, 6nce g¢imlenmeleri ardindan protokorm
olusturmalar1 beklenmistir.

Sekil 3.17. Iklimlendirme odasinda kiiltiire alinan Barlia robertiana tohumlari
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Calismada, her bir uygulama 7 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis, toplamda 336
adet petri ile ¢aligma tamamlanmustir.

Toplamda alt1 farkl kiiltiir ortamina (¢izelge 3.1.) % 25’lik ve % 50’lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi + Tween-20 ile steril edilmis tohumlar ekilmistir. Ekimi yapilan
tohumlar ise tamamen aydinlik, bir ay karanlik, iki ay karanlik ve {i¢ ay karanlik ortamda
tutulmak tlizere 4 farkli uygulamaya tabi tutulmustur ve her uygulama yedi tekerriir olarak
yapilmistir. Toplamda 336 adet petri bulunmaktadir. Her petriye 300 adet tohum ekimi
yapilmig ve tohumlarin ¢imlenip protokorm olusturmalar1 beklenmistir.
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4. BULGULAR

Barlia robertiana’nin in vitro c¢imlendirme ¢alismast sonuglart yapilan
uygulamalara gore degisiklik gostermektedir. Yapilan arastirmalarda Barlia robertiana
tohumlarmin in vitro kiiltir ortaminda ¢imlendirilmesiyle ilgili herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu sebeple s6z konusu ¢alisma Barlia robertiana tohumlarinin in vitro
cimlendirilmesi ile ilgili yapilan ilk ¢aligmadir.

Calismada basarili sonug veren sterilizasyon isleminde tohumlar ikiye ayrilmis,
her bir gruba %25 ve %50 olmak tlizere iki farkli sodyum hipoklorit derisimi gift
sterilizasyon olarak uygulanmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore, kontaminasyona
ugrayan petriler gogunlukla % 25 oraninda hipoklorit asit ¢ozeltisi ile dezenfekte edilen
tohumlara ait oldugu sonucuna ulasilmis ve 12 adet petride kontaminasyon
gozlemlenmistir. Toplamda kontaminasyona ugrayan petri sayist 18 olarak belirlenmistir.
% 50’lik ticari gamagsir suyu ile dezenfekte edilen tohumlardan ise yalnizca 6 adet petride
kontaminasyon yasanmistir. Yapilan sterilizasyon isleminde her iki derisimde de basari
elde edilmis ancak % 50 oraninda sodyum hipoklorit ile steril edilen tohumlarda daha az
miktarda kontaminasyon gozlemlenmistir. Gelistirdigimiz bu yontem ile sterilizasyonu
cok zor olan salep orkidelerinden Barlia robertiana tohumlarinin steril edilmesinde basari
elde edilmistir.

Tohumlarinda endosperm bulundurmayan Barlia robertiana tohumlarinin dogada
kendi kendine ¢imlenmesi oldukga giictiir. Bu ¢alismada alt1 farkli besin ortami ve farkl
oranlardaki biiylime diizenleyicilerin bilesimi ile olusturulmus kiiltiir ortamlar
kullanilarak tohumlarin embriyolarinin siserek ¢imlenmesi ve ¢imlenen Barlia
robertiana tohumlarindan protokorm olusmasi ve daha sonra olusan protokormlardan
bitki elde edilmesi amaglanmigtir. Elde edilen bulgulara gore tohumlarin ¢imlenme
gelisimlerinin ve protokorm olusturma oranlarinin, ortamdan ortama farklilik gosterdigi
sonucuna ulagilmistir.

Hazirlanan kiltiirler, iklimlendirme kabinine alinmis ve tohumlarin Once
¢imlenmeleri ardindan da ¢imlenen tohumlardan protokorm olusturmalar1 beklenmistir.
Tohumlar kiiltiire alindiktan sonra ¢imlenme gelisimleri takip edilmistir. Bu siireg
olduk¢a yavas islemis, ilk dort ay tohumlarda ¢imlenme belirtisi gdzlemlenmemistir.
Tohumlar kiiltiire alindiktan sonra diizenli olarak 151k mikroskobunda ¢imlenme
durumlan kontrol edilmis, ilk ¢imlenme tohumlar kiiltiire alindiktan 124 giin sonra
gerceklesmistir. Bu tarihte embriyolarin yavasca sismeye basladigi gozlemlenmistir. Bu
stirecten sonra iki ay siire boyunca ortamlarin hepsi farkli oranlarda ¢imlenme
gostermistir. Tohumlarin ¢imlenme oranlarin1 bulmak i¢in ¢imlenmeye basladiklar ilk
tarihten itibaren iki hafta siire ile ¢imlenen tohum sayimi yapilmistir. Bu tarihlerde,
kurulan denemenin tamaminda ¢imlenme gézlemlenmis ve atmis giin boyunca tohumlar
¢imlenmeye devam etmistir.

Olusan ilk protokorm ise tohumlar kiiltiire alindiktan tam 186 giin sonra
gergceklesmis, ¢cimlenen tohumlardan olusan protokormlar aseptik kosullarda steril kabin
igerisinde hormonsuz MS ortamina aktarilmistir. Bir aylik siirelerle elde edilen
protokormlar taze MSO ortamina alinarak, protokormlarin da geng bitkicige doniismesi
amaclanmustir.
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Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde, tohumlarin ¢imlendigi, embriyolarinin
sismesinden anlagilmistir. Tohumlarin ¢imlenme siireci olduk¢a yavas ilerlemistir.
Cimlenen tohumlarin sayisi, bulunduklar1 ortama ve ugradiklari muamelelere gore
farklilik gdstermistir. {1k ¢cimlenme gdsteren ortam > MS + 2 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA
ortaminda 3 ay karanlik muamele ile % 25’lik sodyum hipoklorit + Tween-20
uygulamasindan elde edilmistir.

Sekil 4.1. Barlia robertiana’nin 33 giinliik ¢imlenen tohumlarinin mikroskop altindaki
goruntusu

Sekil 4.2. 1lk ¢gimlenme gdsteren ortam 28 giinliik (2 MS + 2 mg/l BAP + 0,5 mg/I
NAA)
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Tohumlar ¢imlendikten sonra, protokorm olusturma siirecine girmislerdir. Ilk
tohum ¢imlendikten 66 giin sonra ilk protokorm olusmustur. ilk protokorm olustuktan
sonra, ¢imlenmis tohumlarin protokorm olusturma oranlarini hesaplamak i¢in iki hafta
araliklarla 151k mikroskobunda protokormlarin gelisimi takip edilmistir. Protokorm
gelisimi oldukca yavas ilerlemis ve alt1 ay sonra durmustur. Olusan ilk protokorm 2 MS
+ 2 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA ortamindan elde edilmis, % 25 sodyum hipoklorit
¢ozeltisinde muamele edilmis ve 3 ay karanlik ortamda uygulamaya tabi tutulmustur.
Protokorm olusturma siiresi ise tohumlarin ilk kiiltiire alindig1 tarihten itibaren 186 giin
olarak bulunmustur.

Sekil 4.3. 1lk protokorm (14 giinliik) olusumu (2 MS + 2 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA-
%25 sodyum hipoklorit-3 ay karanlik)

Yapilan ¢alismada 6 farkli besin ortami kullanilmis ve bu ortamlarda sterilizasyon
derisimi (% 25 sodyum hipoklorit -% 50 sodyum hipoklorit) ve fotoperiyot olmak {izere
toplamda 8 uygulamaya (%25- aydinlik, % 50- aydinlik, %25- 1 ay karanlik, % 50- 1 ay
karanlik, %25- 2 ay karanlik, % 50- 2 ay karanlik, %25-3 ay karanlik, % 50- 3 ay karanlik)
tabi tutulmuslardir. Her bir uygulama 7 tekerriirlii olarak 7 adet petriden olusmaktadir.
Her bir petriye 300 adet tohum ekimi yapilmistir. Kiiltiire alma iglemi gergeklestikten
sonra, uygulanan muamelelere gore, en iyi ¢cimlenme yiizdesini ve protokorm olusturma
oranlarini veren besin ortami, sodyum hipoklorit derisimi ve fotoperiyot belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. In vitro kosullarda Barlia robertiana’nin ¢imlenen tohum sayisi
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Yukaridaki c¢izelgede, yapilan her uygulamadan elde edilen ¢imlenmis Barlia
tohum sayilarinin istatistiki analiz sonuglar1 verilmistir. Uygulama olarak, ¢izelgede de
belirtildigi tizere 6 farkli besi otami, 4 farkli fotoperiyot ve 2 farkli NaCIO derisimi
kullanilarak her uygulama i¢in ¢imlenen tohum sayilari bulunmustur. Cizelge 4.2.’de ise
uygulamalarin tek tek ve birbirleriyle interaksiyonlari bulunarak varyans analiz tablosu

verilmigtir.

Cizelge 4.2. Barlia robertiana in vitro ¢imlendirme ¢alismasi varyans analiz tablosu

mE e | | e |
Tekerriir 6 3738,625 623,104 1,839
‘ng_"zzl)( Karanlik 3 66875,699 22291,900 65,782+
Hataq) 18 6099,780 338,877

Sterilizasyon (B) 1 4792,741 4792,741 18,051%*
AxB 3 72,914 24,305 0,096
Hatap) 24 6069,505 252,900

Ortam (C) 5 766075,634 | 153215127 716,070%*
(AXC) 15 26265,783 1751,052 8,184*
(BxC) 5 1823,420 364,684 1,704
(AxBXC) 15 277,997 151,866 0,710
Hata) 240 51352,000 213,967

Genel 335 935444,188

*0=0.05,**0=0.01 yanilma diizeylerinde istatistiki olarak dnemli.

Cizelge 4.2 ‘de Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirme g¢alismasi varyans
analiz cizelgesi verilmistir. S6z konusu ¢izelge incelendiginde, Aydinlik-Karanlik
Uygulama ve Sterilizasyon interaksiyonu %5’lik seviyede istatistiki agidan Barlia
robertiana nin ¢imlenmesine etki etmedigi goriilmiistiir. Aydinlik-karanlik uygulama,
besin ortamlari, sterilizasyon, aydmnlik-karanlik uygulama ve besin ortamlari
interaksiyonu, %5’lik seviyede istatistiki agidan Barlia robertiana nin ¢imlenmesinde
etkili oldugu gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.3. Barlia robertiana tohumlarinin in vitro uygulamalarindan olusan protokorm
sayist

1AY 2 AY 3AY
Besin AYDINLIK KARANLIK KARANLIK KARANLIK
Ortamlan
%025 %650 2025 %050 %025 %50 %025 %050
NaClO | NaCIO | NaCIO | NaCIlO | NaCIO | NaCIO | NaCIO | NaCIO
Orchimax
+ Aktif - - - - - 2 5 9
karbon
MS + .1 ] ] 1 i ] ) ] 2
mg/I Kin.
MS + 2
mg/I Kin. > 1 ) ) ) ) 1
5, MS + 4
mg/l Kin + - 19 1 - 5 16 17 13
0.5 NAA
1, MS +
2mg/l BAP - 2 - - 1 - 6 2
+ 0.5 NAA
s MS +
0.5 NAA 6 7 1 3 15 9 11

4.1. Besin Ortamina Gore Tohum Cimlenme ve Protokorm Olusturma Yiizdesi

Calismada 6 farkli besin ortami kullamilmis ve bu ortamlardan elde edilen
cimlenen tohum sayisi ile protokorm olusturma yiizdeleri hesaplanmistir. Her bir petriye
ortalama 300 adet tohum ekimi yapildig1 g6z oniinde bulundurularak ve her uygulamadan
yedi tekerriir ile gerceklestirilen calismada, ortamlara gore ¢imlenme ve protokorm
olusturma yiizdeleri hesaplanmistir. Her bir petride 300 adet tohum oldugundan,
tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri 300 adet tohum {izerinden hesaplanmistir. Protokorm
olusturma yiizdesi ise ¢imlenenen tohum sayisi izerinden hesaplanmustir.
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Cizelge 4.4. Besin ortamlarina gore ¢gimlenen tohum sayist ve ¢gimlenme yiizdesi

BESIN ORTAMI Cn\::gg??:;;;m CIMLENME %/’si
Orchimax + Aktif karbon 132,50 ¢ 44
MS + 1 mg/l Kin. 96,75 e 32
MS + 2 mg/l Kin. 118,87 d 39.3
% MS + 4 mg/l Kin + 0.5 NAA 229,22 a 76,3
% MS + 2mg/l BAP + 0.5 NAA 106,00d 35.3
% MS + 0.5 NAA 193,86 b 64.3

HKO=482,09 0= 0.5

Calismadan elde ettigimiz bulgulara gore, Barlia robertiana deneme kurulduktan
dort ay sonra (124 giin), ilk kez embriyolar1 siserek cimlenmeye baslamis ve ilk ¢cimlenme
gosteren ortam %2 MS + 2 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA (%25 NaClO - 3 ay karanlik) besi
ortami olmustur. Ilerleyen zamanlarda diger besin ortamlarinda da embriyolar sismeye
baslayarak tohum ¢imlenmesi gozlemlenmistir. En iyi ¢imlenme oran1 % 76,3 oran ile /2
MS + 4 mg/l Kin + 0,5 mg/l NAA besi ortamindan elde edilirken, en diisiik ¢cimlenme
orani ise % 32 orani ile MS + 1 mg/l Kinetin besi ortamindan elde edilmistir.

Yapilan istatistiki analizler sonucunda tohum ¢imlenmesi bakimindan en iyi ortam
% MS + 4 mg/l Kin + 0,5 mg/l NAA ortami olarak bulunmustur.

100

75

50

0 I I I I I I

Orchimax + MS + 1 mg/I MS+2mg/l % MS+4mg/l % MS+2mg/l % MS+0.5NAA
Aktif karbon Kin. Kin. Kin + 0.5 NAA BAP + 0.5 NAA

2

(6]

B Cimlenme Orani

Sekil 4.4. Barlia robertiana nin ortamlara gére ¢imlenme performanslari
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Sekil 4.5. Barlia robertiana’nin farkli ortamlarda ¢imlenen tohumlar1 a) MS + 2 Mg/L
Kin. (%25 NaClO - 2 ay karanlik) ortaminda ¢imlenen tohumlar (22 giinliik) b) MS + 1
mg/l Kin. (Aydinlik-%50) ortamda tohum ¢imlenmesi ( 16 giinliik) c) 2 MS + 2mg/1
BAP + 0.5 NAA ( %50-Aydinlik) ¢imlenen tohumlar (14 giinliik) d) %2 MS + 4 mg/l Kin
+ 0.5 NAA (%25- 3 Ay karanlik) ortaminda ¢imlenen tohumlar (33 giinliik) €) 2 MS +
0,5 NAA (% 25- 3 ay karanlik) ortaminda ¢imlenen tohumlar (28 giinliik) f) Orchimax +
Aktif karbon ( %25- 1 ay karanlik) ortaminda tohum ¢imlenmesi (17 giinliik)
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izelge 4.5. Ortamlara gore protokorm sayisi ve protokorm olusturma %’si
Cizelg gore p y p $

ORTAM Protokorm Sayisi Protokorm %/’si
Orchimax + Aktif karbon 16 12.12
MS + 1 mg/l Kin. 3 3.125
MS + 2 mg/l Kin. 7 5.93
%MS+4£1:£IGn+0,5 76 33.18
% MS + ZEiLBAP +0,5 1 10.37
2 MS + 0,5 NAA 52 26.94

Yiriitilen ¢alismaya gore, Barlia robertiana tohumlar1 ¢imlenmeden 66 giin
sonra ilk protokormu 2 MS + 2 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA besin ortamindan elde
edilmistir. En iyi protokorm olusturma oran1 % 33,18 olarak 2 MS + 4 mg/l Kin + 0,5
mg/l NAA ortamindan elde edilmistir. En diisiik oranda protokorm olusturan ortam ise
% 3,125 orani1 ile MS + 1 mg/l Kin olarak bulunmustur.

Calismada alt1 farkli besin ortami kullanilmis ve bu ortamlarda meydana gelen
¢imlenme yiizdeleri ve ¢imlenen Barlia robertiana tohumlarindan meydana gelen
ptotokorm sayilari ile protokorm olusturma oranlar1 hesaplanmistir. En iyi protokorm
olusturanilk besin ortami /2 MS + 4 mg/l Kinetin + 0,5 mg/l NAA ortam1 olurken, en iyi
ikinci besin ortami ise 2 MS + 0,5 mg/l NAA besin ortam1 olmustur. Orchimax + Aktif
karbon besin ortami 16 adet protokorm sayisi ile li¢iincii sirada yer alirken, Ms ve Kinetin
hormonunun kombinasyonlari ile hazirlanan besin ortamlarindan en az sayida protokorm
olusumu gerceklesmistir. Hazirlanan alti farkli ortam arasindan 3 adet protokorm
olusturma sayisi ile MS + 1 mg/l Kinetin hormonu ile olusturulan besin ortam1 en az
sayida protokorm olusturan besin ortami olmustur.
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Sekil 4.6. Cimlenen Barlia robertiana tohumlarinin olusturdugu protokormlar a)
Orchimax + Aktif karbon ( % 50-3 ay karanlik) uygulamasindan elde edilen protokorm
(14 giinliik) b) 2 MS + 0.5 NAA (% 25- 2 ay karanlik) uygulamasindan elde edilen
protokorm (14 giinliik) ¢) %2 MS + 2 mg/l BAP + 0.5 NAA (% 25- 3 ay karanlik)
uygulamasindan elde edilen protokorm (28 giinliik) d) MS + 1 mg/l Kin (% 50- 3 ay
karanlik) uygulamasindan elde edilen protokorm (14 giinliik) €) MS + 2 mg/l Kin (% 25-
Aydmlik) ortamdan elde edilen protokorm (28 giinliik) f) %2 MS + 4 mg/l Kin + 0.5 NAA
(% 25- Aydinlik) uygulamadan elde edilen protokorm (28 giinliik)
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4.2. Isigin Tohum Cimlenmesi ve Protokorm Olusumuna Etkisi

Bu calismada 15181n ¢imlenme ve protokorm olusumu tizerine etkisini
Olcebilmek amaciyla tohumlar,

1) Tamamen aydinlik ortam

2) 1 ay karanlik ortam
3) 2 ay karanlik ortam

4) 3 ay karanlik ortam olmak tizere toplam 4 farkli uygulamaya tabi tutulmustur.

Cizelge 4.6. Isiklanma siiresine gore ¢cimlenme yiizdesi

Cimlenen tohum

ORTAM sayisi Cimlenme oram (%)
AYDINLIK 124,67 c 41.3
1 AY KARANLIK 145,50 b 48.3
2 AY KARANLIK 149,58 b 49.6
3 AY KARANLIK 165,25 a 55.0

HKO=482,09 0 =0.5

Calismada yapilan 1siklandirma uygulamalar1 sonucunda karanlik 6n uygulama
yapilan tohumlar tamamen aydinlik ortamda birakilan tohumlara gére daha iyi oranda
cimlenme gostermistir. Yapilan istatistik incelemeleri sonucunda karanlik uygulamalari
arasinda istatistiki acidan Onemli olup en iyi ¢imlenme 3 ay karanlik ortamda
gerceklesmistir. Ayrica karanlik uygulama siiresi arttikca ¢imlenme oranininda arttigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.7. Barlia robertiana’nin 1siklanma siirelerine gbre ¢imlenme orani

Cizelge 4.7. Isiklanma siiresine gore protokorm olusturma yiizdesi

ORTAM PROTOKORM SAYISI | PROTOKORM %’ si
AYDINLIK 40 32.2
1 AY KARANLIK 6 4.13
2 AY KARANLIK 48 32.2
3 AY KARANLIK 55 33.3

Calismadan elde ettigimiz bulgulara gore, karanlik 6n uygulamanin ¢imlenmeyi
ve protokorm olusumunu tesvik ettigi sonucuna varilmistir. En 1yi ¢imlenme oranm1 % 55
ile 3 ay karanlik 6n uygulamadan elde edilmistir. En iyi protokorm olusturma orani ise
toplamda 55 adet protokorm sayisi ile % 33.3 oraninda yine 3 ay karanlik ortamdan elde
edilmistir. Karanlik ortamda muamele edilen tohumlarin daha yiiksek oranda ¢imlenme
gosterdikleri ve karanlik ortamdan ¢imlenmis tohumlarin ise daha yiiksek oranda
protokorm  olusturduklart  bu  ¢alismadan  ¢ikarilabilecek  bir  sonugctur.

4.3. Sodyum hipoklorit ¢ozelti derisiminin sterilizasyon, cimlenme ve protokorm
olusumuna etKisi

Orkide tohumlar1 sert bir tohum kabuguyla ortiilii olduklari i¢in tohumlarin
cimlenebilmesi icin, sert olan tohum kabugunun zayiflatilmasi gerekmektedir.
Tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan kimyasallarin derisimleri ve muamele
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edilme stireleri hem yiizey sterilizasyonu i¢in hem de tohum kabugunun zayiflatilmasi
icin oldukca biiyiik bir 6nem tasimaktadir (Bektas vd. 2016). Bu calismada c¢ift
sterilizasyon islemi uygulayarak %25 ve %50’lik iki farkli derisimdeki sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinin sterilizasyon, ¢imlenme oranit ve protokorm olusturma orani
tizerindeki etkisi incelenmistir. Daha 6nce yapilan sterilizasyon uygulamalarindan
denemenin tamami kontaminasyona ugramis, sterilizasyon islemi basarisiz olmustu.
Fakat uyguladigimiz son metot ve yeni derisim oranlar1 ile ¢ok diisiikk oranda
kontaminasyon ile basari saglayarak, Barlia robertiana’nin sterilizasyonunda yeni bir
yontem gelistirmis bulunmaktayiz. Elde ettigimiz bulgulara gore, kontaminasyona
ugrayan petriler gogunlukla % 25 oraninda hipoklorit asit ¢ozeltisi ile dezenfekte edilen
tohumlara ait oldugu sonucuna ulasildi ve toplamda kontaminasyona ugrayan petri sayist
18 olarak belirlendi. % 50°lik ticari camasir suyu ile dezenfekte edilen tohumlardan ise
yalnizca 6 adet petride kontaminasyon yasandi.

Cizelge 4.8. Sodyum hipoklorit derigsiminin tohum ¢imlenmesine etkisi

Hipoklorit Derisimi Cimlenme | Cimlenme Protokorm | Protokorm
Sayis1 orani sayis1 orani

% 25 150 % 50 76 % 50.6

% 50 141 % 47 85 % 60.2

Bu calismada elde edilen bulgulara gore, hipoklorit derisimlerinin ¢imlenmeye
etkisi iki oranda da birbirine yakin ¢ikmistir. Cimlenme orani olarak bakildiginda %
25’lik hipoklorit ¢ozeltisi daha iy1 sonug verirken, en yiiksek protokorm olusturma orani
ise % 50’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinden elde edilmistir. Ancak her iki derisim
yiizdesinde de tohum ¢imlenmesi ve protokorm olusumu gergeklesmistir.

45



TARTISMA D. AGAR

S5.TARTISMA

Barlia robertiana, tohumlarinda endosperm bulundurmadigi igin, dogal
ortaminda ¢imlenebilmesi yalnizca mikorizal funguslarla miimkiin olmaktadir.
Funguslar, embriyonun ¢imlenebilmesi i¢in gereken enerjiyi saglayip, tohum
¢imlenmesine katkida bulunurlar. Dogal ortamda, orkide tohumlarinin sadece %5’ten az1
cimlenebilmektedir. Cimlendikten sonra da ergin bir bitki meydana gelebilmesi igin 2-16
yil gibi uzun bir siire beklemek gerekmektedir (Giimiis 2009).

Bu ¢aligmada, Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirilmesi arastirilmigtir. Bu
amacla tohumun ¢imlenmesi i¢in gerekli olan besin ve enerji disardan hazir olarak
verilmis, mikoriza fungusu ile simbiyotik birliktelige gerek kalmadan tohumlar
cimlendirilmistir. Arastirmada alt1 farkli ortam kullanilmistir. MS, 2 MS ve Orchimax
ortamlarina BAP, Kinetin ve NAA’nin farkli konsantrasyonlarda eklenmesiyle tohumun
¢imlenmesi ve ¢imlenen tohumdan protokorm olusturulmasi amaglanmistir. Calismada
uygulanan ortamlarin tamaminda farkli oranlarda ¢imlenme gozlemlenmis, protokorm
olusumu ise her ortamda gozlemlenmemistir. Barlia robertia nin in vitro ¢imlendirme
calismasinda hem tohumlar ¢imlenmis hem de ¢imlenen tohumlardan protokormlar
meydana gelmistir. Yaptigimiz ¢alismada 2 MS ortaminda kiiltiire aldigimiz tohumlar
MS ve OAM ortamlarinda kiiltiire aldigimiz tohumlardan daha yiiksek oranda ¢imlenme
gostermistir. Karanlik ortamda uygulamaya tabi tuttugumuz Barlia tohumlari ise aydinlik
ortama gore daha fazla ¢imlenme miktarina sahiptir. Hatta tohumlar1 karanlikta tutma
siiresi arttikca, tohumlarin ¢imlenme oranmmin da dogru orantili olarak arttig1
gozlemlenmistir. Bektas vd (2013), Orchis coriophora tohumlarinin in vitro ¢imlendirme
calismasinda, bitki tohumlarini dort temel besi ortaminda ¢imlendirmis ve en iyi sonucu
% 27,4 ¢imlenme orani ile Orchimax temel besi ortamindan almistir. Bektas (2016),
Dactylorhiza urvillenna tohumlarimi farkli i¢erige sahip temel besi ortamlarinda in vitro
cimlendirme caligmasit yapmis ve bu ortamlardan en yiliksek ¢imlendirme oranini
Orchimax ortamindan % 62,39 orani ile elde ettigini bildirmistir. Barlia robertiana
tizerinde yiiriitmiis oldugumuz in vitro ¢imlendirme g¢alismasinda ise Orchimax besin
ortammma alman tohumlarda en yilksek oranda c¢imlenme godzlemlenmemistir. Bu
caligmada Orchimax ortaminda tohum g¢imlenmesi gozlemlenmis ve elde edilen
¢imlenme orani % 44 olarak bulunmustur. En yiiksek oranda ¢cimlenme gosteren ortam %
76,3 ¢imlenme orani ile %2 MS ortami1 olarak bulunmustur.

Chitta Ranjan vd. (2010) Cymbidium aloifolium (L.)’ 1n in vitro ¢imlendirilmesi
lizerine yaptiklar1 ¢alismada en iyi sonucu MS temel besi ortamindan aldiklarini
bildirmiglerdir. Ayrica arastirict  yaptigi  calismasinda  sitokinin ve  oksin
kombinasyonlarinin ¢imlenmeyi tesvik ettigini bildirerek, kendi calismalarinda MS
ortamina ilave NAA ve BA’nin farkli oranlarindaki kombinasyonlarindan en yiiksek
oranda ¢imlenme elde ettiklerini bildirmislerdir. MS ortaminda kiiltiire alinan tohumlarda
NAA igeren petrilerdeki tohumlar % 90 oraninda ¢imlenme gosterirken, BA igeren MS
ortamindaki tohumlar ise % 70 oraninda ¢imlenme gosterdigi bildirilmistir. Benzer
sonuglar elde ettigimiz ¢alismamizda en iyi ¢imlenme sonucunu 1/2 MS besi ortaminda
elde etmis bulunmaktayiz. Bu ¢alismada en yiiksek ¢imlenme orant % 76,3 orani ile %2
MS + 4 mg/l Kin + 0,5 mg/l NAA ortamindan elde edilmistir. En iyi 2. ¢imlenme yiizdesi
% 64,3 ile 2 MS + 0,5 mg/l NAA ortamindan elde edilmistir. NAA tek basina ve Kinetin
ile kombinasyonunda yiiksek oranda ¢imlenme gOstermistir. Sitokinin ve oksin
kombinasyonunun ¢imlenmeyi tesvik ettigi, bizim calismamizda da gézlemlenmis, en
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yiiksek cimlenme ylizdesi sitokinin ve oksin kombinasyonundan elde edilmistir.
NAA’nin BAP ile kombinasyonunda ise ¢imlenme gergeklesmis fakat oran1 % 35,3° e
dismiistiir. Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirme ¢alismasinda, NAA hormonunun
tek basina ¢imlenmeyi tesvik ettigi ayrica Kinetin hormonu ile birlikte en yiiksek oranda
¢imlenme orani verdigi gézlemlenmistir. NAA hormonunun BAP ile kombinasyonunda
ise ¢cimlenme oraninin daha diisiik gerg¢eklestigi sonucuna ulagilmistir.

Gumiis (2009)’ a gore Anacamptis pyramidalis, Dactylorhiza. nieschalkiorum ve
Orchis pinetorum tiirlerinin in vitro ¢imlendirme ¢alismasinda temel besi ortami olarak
MS ve Y2 MS besi ortami1 kullanmistir. Calisma sonucunda ¢imlenme oraninin tiirden tiire
gore degistigini bildirmis ancak 2 MS (% 3,30) ortamindan elde ettigi ¢cimlenme oranini
MS (%1,04) ortamindan elde ettigi ¢imlenme oranina gore daha yiiksek bulmustur. Bu
calisma da da en yiiksek ¢imlenme oran1 %76,3 ile %2 MS + 4 mg/l Kin + 0,5 NAA
ortamindan elde edilmistir. Bu ortam1 %64,3 ¢imlenme orani ile /2 MS + 0,5 NAA ortami
takip etmistir. 2 MS ortamina alinan tohumlar MS ortamina alinan tohumlardan daha
yiiksek oranda ¢imlenme gdstermistir.

Rajkumar vd. (2006) Ascocende kangla ¢imlendirme galismalarinda en basarili
sonuca 2 MS ortaminda ulagmislardir. MS ortamina ekledikleri Kinetin ve NAA orani
ile cimlendirmeyi tesvik etmisler ve tohumun protokormdan bitkicige donme siirecini
hizlandirmislardir. Bu ¢alismada da Kinetin ve NAA’nin birlikte bulundugu 2 MS + 4
mg/l Kin + 0,5 NAA ortam1 en yiiksek oranda ¢imlenme gosteren ortam olarak
bulunmustur.

Bhadra vd. (2003) tehlike altinda bulunan orkide tiirlerinden Geodorum
densiflorum tohumlarin1 MS temel besin ortaminda kiiltiire almistir. Calismasinda MS ve
Y2 MS ortamlarii kullanmis ve tohum ¢imlendirmesini basarmistir. Ortamlarina ilave
ettigi 2 mg/l NAA ve 2 mg/l BAP biiyiime diizenleyicilerin tohum ¢imlenmesine,
protokorm olusturmasina, protokormdan bitkicigin olugsmasina ve siirgiinlerin uzamasina
neden oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada da Barlia tohumlarinin ¢imlenmesine ve
protokorm olusturmasina NAA’nin tek basina ve Kinetin ile kombinasyonunda tesvik
edici etkisi gozlemlenmistir fakat NAA+BAP kombinasyonu en diisiik ¢imlenme
oranlarindan biri olarak bulunmustur. Pauw vd. (1995) sitokinin hormonunun
Cypripedium candidum orkide tohumunun ¢imlenmesine ve protokorm olusturmasina
etkisini arastirmiglar ve tohum ekiminden sekiz hafta sonra en yiiksek ¢cimlenme orani 0,8
mg/l BA igeren ortamda elde etmislerdir. Bu ¢alisma da sitokinin hormonu olarak BAP
ve Kinetin kullanilmis en yiiksek ¢imlenme orant 4 mg/L Kinetinden elde edilirken
Kinetinin konsantrasyonu azaldik¢a ¢imlenme orani da azalmistir. Calismada kullanilan
BAP ise Pauw vd. (1995)’nin bulgularinin aksine %36,3 orani ile en diisiik ¢imlenme
oranlarindan birini vermistir.

Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirilme ¢alismasi daha dnceden yapilmadigi
icin, bu ¢alisma bir ilk 6zelligi tasimaktadir. Yapilan aragtirmalar sonucunda orkide
tohumlarmin MS, %2 MS ve Orchimax temel besin ortamlarinda ¢imlenmenin basarili
oldugu sonucuna ulagilmistir. Fakat bu durumun tiirden tiire, ortamda bulunan biiyiime
diizenleyicilere bagl olarak farklilik gosterdigi de bildirilmektedir.

Biiytime diizenleyicilerden sitokininlerin tek baslarina ya da oksinlerle beraber
olusturduklart kombinasyonlar1 da protokorm oraninin artmasina neden oldugu sonucuna
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ulagilmigtir. Ayrica Y2 MS ortamina ekilen tohumlarin MS ortamina ekilen tohumlardan
daha yiiksek oranda ¢imlenme ve protokorm olusturma yilizdesine sahip oldugu da
edinilen diger bir bilgidir.

Arastirmalar sonucunda Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirilme g¢alismasi
i¢in en iyi sonug veren MS, 2 MS ve Orchimax temel besin ortamlarina BAP, Kinetin ve
NAA ilave ederek besin ortami1 hazirlanip, deneme kurulmustur.

Yapilan ¢alismalarla hemen hemen ayn1 sonuclar alinarak en iyi ¢imlenme orani
ve en iyi protokorm olusturma oran1 %> MS + 4 mg/l KiN. + 0,5 mg/l NAA ortamindan
elde edilmistir. Bu ¢alismada da sitokinin ve oksinin birlikte kullanilmasi hem ¢imlenme
yiizdesini hemde protokorm olusturma oranini arttirmistir. Kinetin hormonunun yiiksek
derisimlerinin diisiik derisimlerine oranla daha yiiksek oranda ¢imlenme ve protokorm
olusumu gosterdigi bu calismada gozlemlenmistir. Kinetinin NAA ile kombinasyonu en
1yi oranda ¢cimlenme yiizdesine sahiptir. NAA tek basina ya da Kinetin ile birlikte yiiksek
oranda ¢imlenme gosterirken BAP ve NAA kombinasyonu, Kinetin ve NAA
kombinasyonuna gore daha diisiikk oranda ¢imlenme gostermistir.

Ortamlar tohum c¢imlenme oranlarina gore kiyaslandiginda en iyi ¢imlenme
gosteren ortam % 76,3 orani ile /2 MS + 4 mg/1 KIN. +0,5 mg/l NAA ortami olurken, %%
MS + 0,5 mg/l NAA ortami % 64,3 ¢imlenme orani ile ikinci sirada yer almistir. MS + 1
mg/l KIN. ortam1 % 32 ¢imlenme orani ile en az ¢imlenen ortam olmustur. Cimlenen
tohumlardan protokorm olusturma orani ise en yliksek % 33,18 oran ile /2 MS + 4 mg/l
KiN. +0,5 mg/l NAA ortamina aittir. En az protokorm olusturan besi ortami ise % 3,125
oran ile MS + 1 mg/l KiN ortami olarak bulunmustur.

Tohumlar petrilere ekildikten sonra 7 giinliik periyotlarla 151k mikroskobunda
gelisimleri takip edilmis ve embriyolarin sisip tohumun ¢imlenmeye baslamasi tam 124
giin siirmiistiir. ilk ¢cimlenen tohumlar, %> MS + 2 mg/l BAP + 0,5 mg/l NAA ortamindan
elde edilmistir. Olusan ilk protokorm yine ayni ortamdan elde edilmis olup ekim
tarihinden 186 giin sonra ger¢eklesmistir. Barlia robertiana nin tohum ¢imlenmesi ve
protokorm olusturmasi olduk¢a uzun zaman almistir. Pauw vd (1995) Cypripedium
tirlerinde, in vitro ortamda benzer ortamlari kullanarak yaptiklari ¢imlendirme
calismasinda ¢imlenme siiresini sekiz hafta olarak bildirmistir.

Karasal orkide tohumlarinin g¢imlenmesi f{izerine en olumlu etkiye sahip
hormonlarin sitokininler oldugu bildirilmistir. Ancak bitki hormonlarinin ¢imlenme
tizerindeki etkilerinin de farkli orkide tiirlerinde farkli sonuglara neden olabilecegi
bildirilmistir (Arditti ve Harrison 1977).

Stewart and Kane (2006), BA, Zeatin, Kinetin ve 2ip sitokininlerini farkli
oranlarda in vitro ¢imlendirme ortamina ilave ederek c¢imlenme iizerindeki etkilerini
incelemiglerdir. Cimlenme tizerine en olumlu etkiyi yapan hormon BA olarak
bulunmustur. Hadley and Harvais (1968), Dactylorhiza purpurella tiirii tohumlarini in
vitro ¢imlendirmek amaciyla besi ortamina ekledigi IAA, GA3 ve kinetinin
¢imlendirmeye etkilerini arasgtirmistir. Kinetinin tek basina veya IAA ile birlikte
kullanilmasimin ¢imlenmeyi olumlu etkiledigi bildirilmistir. Ayrica IAA’in ¢imlenme
oranin1 diisiirdiigi ancak protokormlarin uzamasini sagladigi ve giberellik asitin
protokorm Omriinii uzattig1 ancak protokorm sayisina etki etmedigini de bildirmislerdir.
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Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirme calismasinda ise kinetinin tek basina
¢imlenmede diisiik sonuglar verdigi gozlemlenmis ve kinetinin yiiksek derisimi ile diigiik
derisimli NAA kombinasyonuna sahip besi ortamlar1 en yiiksek ¢imlenme yiizdesini
vermistir.

Pedroza-Manrique and Mican-Gutierrez (2006), Odontoglossum gloriosum ‘un in
vitro ¢imlendirme ¢aligmasinda toplamda 3 farkli ortam ve 4 farkli 151k uygulamasi
kullanarak endemik olan orkide tiiriiniin ¢imlenmesini amaglamiglardir. Yaptiklar1 bu
caligmada besin ortamina NAA ilavesinin ¢imlenmeyi olumlu etkiledigini bildirmisler ve
en yiiksek ¢imlenme oranin1 2,68 tM NAA igeren ortamdan elde etmislerdir. NAA nin
tek basina orkide tohumlarinda ¢imlenmeyi tesvik ettigi Barlia robertiana’nin in vitro
¢imlendirme ¢alismasinda da gozlemlenmistir. En yiiksek ikinci ¢imlenme oranini
NAA’nin tek basina yer aldigi, % 64,3 ¢cimlenme oram ile 2 MS + 0,5 mg/l NAA
ortamindan elde edilmistir. Vejsadova (2006), ti¢ farkli orkide tiiriinde yiiriittiigii in vitro
¢imlendirme c¢alismasinda oksin ve kinetinin ¢imlenme ve bitki olusumuna tesvikini
incelemis, TAA ve NAA’nin Zeatin ile kombinasyonunda yiiksek oranda tohum
¢imlenmesi ve ardindan hizli bir sekilde bitki gelisimi gbzlendigini bildirmistir. Chloraea
crispa karasal orkidesinde in vitro asimbiyotik ¢cimlendirme ¢alismasi yapan, Quiroz vd.,
sitokininlerin orkide tohumlarninda ¢imlenmeyi tesvik ettigini bildirmis, 3 farkli besi
ortaminda ylriittiigli ¢cimlendirme ¢alismasinda sitokinin olarak BAP ve IBA kullanmis
en yiiksek oranda ¢imlenmeyi 0,1 mg-L ! oraninda kullandig1 BAP hormonundan elde
etmistir.  Yuritmiis oldugumuz bu c¢alismada, Barlia robertiana tohumlarinin
cimlenmesini tesvik amaciyla farkli dozlarda BAP, Kinetin ve NAA kullanilmis,
NAA’nin tek basina ve Kinetin ile birlikte uygulanmasi, c¢imlenmeyi tesvik etmistir.
Kinetinin tek basina 1 mg/l ve 2 mg/l dozlarinda uygulanmasi diger uygulamalar i¢inde
daha diisiik ¢imlenme yiizdesi vermistir. En iyi ¢cimlenme yiizdesi ise Kinetinin NAA ile
kombinasyonundan ele edilmistir.

Orkide tohumlarinin ¢imlenmesinde 151k da biiytlik bir 6neme sahiptir. Yapilan
arastirmalar sonucunda karanlik ortamda tutulan tohumlarin daha fazla ¢imlenme oranina
sahip olduklar1 ve daha ¢ok sayida protokorm olusturduklart gézlemlenmistir. Van Waes
vd. (1986), orkide tohumlar1 {izerine yaptig1 in vitro ¢imlendirme ¢aligmasinda en iyi
sonucu karanlik ortamdan aldigini bildirmistir. Zettler vd. (1994), yedi giin boyunca 8/16
fotoperiyotta tuttugu orkide tohumlarini tamamen karanlik ortama aldiginda tohum
¢imlenmesinin %20’den % 44’e ¢iktigin1 bildirmistir. Zettler vd. (1997), 1s18in orkide
tohumlarmin ¢imlenmesine biiyiik etkisinin oldugunu bildirmistir. Yapilan in vitro
¢imlendirme ¢alismasinda tamamen karanlikta birakilan orkide tohumlari ile 8/16 ya da
14/10 fotoperiyotta tuttugu tohumlarin ¢imlenme yiizdelerini oranlamis ve karanlik
ortamdan elde edilen ¢imlenme yiizdesi aydinlik ortamdan elde edilen ¢imlenme
yiizdesinden fazla bulunmustur.

Kauth (2006), in vitro ¢imlendirme c¢alismalarinda tamamen karanlik ortamlarin
8/16 saatlik normal periyottaki 1siklanma siiresine sahip ortamdan ¢ok daha yiiksek
¢imlenme yiizdesine sahip oldugunu belirtmektedir. Stewart vd. (2006), Habenaria
macroceratitis orkidesinde yaptiklari in vitro ¢alismada en yiiksek tohum ¢imlenmesi
oranini % 91 ile tamamen karanlik ortamdan elde ettiklerini bildirmislerdir. Kisakiirek vd
(2010), 151k rejiminin ve farkli besin ortamlariin orkide tiirlerinin ¢gimlenmeleri {izerine
etkisini aragtirdig1 ¢alismasinda, karanlik ve 16 saat/giin aydinlik uygulamasi yapmis ve
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en iyi ¢imlenme sonucunun orkide tiirlerine gore degisiklik gosterdigini belirtmisir.
Calismasinda aydinlik ortamdaki ¢imlenme yiizdesi karanlik ortama gore daha yiiksek
bulunmustur. Hiirkan vd (2018), dogadan bilingsizce sokiiliip nesli tehlike altina giren
orkide tiirlerinden, Anacamptis pyramidalis (L.) L.C. Rich, Anacamptis morio (L.) R.M.
Bateman, Pridgeon & M.W. Chase subsp. morio, Dactylorhiza romana (seb.) Soo ve
Neotinea tridentata (Scop.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W. Chase orkidelerinin
asimbiyotik ¢imlendirme ¢alismasinda tohumlar1 on iki hafta boyunca karanlik ortamda
kiiltiire almis ve dort hafta sonra tohumlar siskinleserek ilk ¢imlenme belirtileri ortaya
¢ikmustir. Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlendirme ¢alismasinda da 1s181n ¢imlenmeye
etksine bakilmistir. Bu calismada hem karanlik hem aydinlik ortamda da ¢imlenme
gbozlemlenmistir ancak en yliksek ¢imlenme yiizdesi karanlik ortamlarda 6n uygulamaya
tabi tutulan Barlia tohumlarindan elde edilmistir. Isigin ¢cimlenmeye etkisi, orkide tiiriine
ve kullanilan ortama gore farkliliklar gostermistir.

Daha 6nce Barlia robertiana’nin in vitro ¢imlenmesi tizerine yapilmis bir ¢alisma
olmamasi ve orkidelerin ¢cimlenmelerinde yasanan zorluklar nedeniyle bu alanda yapilan
calismalari oldukga sinirli tutmustur. Yapilan arastirmalar sonucunda, ¢ogunlukla orkide
tohumlarinin karanlik ortamda daha fazla ¢cimlenme gosterdikleri dikkate alinarak bu
calismada dort farkli 1siklandirma ortami denenmistir. 9 cm ¢apindaki petrilere tohum
ekimi igleminden sonra tohumlar, tamamen aydinlik, bir ay karanlik, iki ay karanlik ve
lic ay karanlik olmak tizere toplamda 4 farkli uygulamaya tabi tutulmustur. Bu ¢aligmada
da en iyi ¢imlenme yiizdesi karanlik ortamda muamele edilen petrilerde gozlemlenmistir.
% 55 ¢imlenme orani ile 3 ay boyunca karanlikta tutulan Barlia robertiana tohumlari en
yiiksek oranda ¢imlenme gostermistir. Tamamen aydinlik ortamda tutulan tohumlar ise
en diisiik oranda (%41,3) ¢imlenme gostermislerdir. Cimlenen tohumlardan elde edilen
protokorm oranlari da yine en yiiksek (% 33,3) li¢ ay karanlik ortamdan elde edilmistir.
Yapilan istatistiki analizlerde karanlik ortamlar birbiriyle kiyaslandiginda en iyi
¢imlenme orani 3 ay karanlik ortamda gozlemlenmis, 3 ay karanlik ortam uygulamasini
ise sirastyla, 2 ay karanlik uygulama ve 1 ay karanlik uygulama takip etmistir. Karanlik
On uygulamada tutulan tohumlarin, tamamen aydinlikta tutulan tohumlardan daha yiiksek
oranda ¢imlenme gosterdigi belirlenmistir. Karanlikta tutma siiresi uzadik¢a, tohumlarin
¢imlenme miktar1 da artmustir.

Calismanin gelecegi bakimindan sterilizasyon islemi en 6nemli uygulama kismini
olusturmaktadir. Barlia robertiana tohumlart olduk¢a kiigiikk yapida olduklari igin
sterilizasyon islemi c¢ok zor gergeklestirlmistir. Bu calismada once % 70 alkol
¢ozeltisinde 1 dakika boyunca 6n uygulamaya ugrayan Barlia tohumlar1 durulandiktan
sonra, yarisi % 25 Sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde (30 dakika — 30 dakika), kalan yarisi
ise % 50 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde (20 dakika — 10 dakika) bekletilmistir.
Tohumlara ¢ift sterilizasyon uygulanmig ve toplamda kontaminasyona ugrayan petri
sayist 18 olmustur, bu say1 da toplam petri sayisinin % 5’ine denk gelmektedir.
Sterilizasyonda saglanan bu bagari, steril edilmesi olduk¢a zor olan diger orkide
tohumlarinda da denenebilecek bir yontemdir.

Miyoshi vd (1995), sterilizasyonu zor olan Calanthe discolor karasal orkidesinin
yiizey sterilizasyonu icin, sterilizasyon islemlerinde yaygin olarak kullanilan sodyum
hipoklorit ¢ozeltisini kullanmigtir. %1°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde muamele
edilmisve tohumlar ¢ozelti igerisindeyken elle yedi dakika boyunca calkalanmstir.
Ardindan bes kez durulama islemi gerceklestirilmistir. Barlia i¢in % 1°’lik sodyum
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hipoklorit ¢ozeltisi ¢ok diisiik bir oran olup sterilizasyonda basar1 elde edilecek bir oran
degildir. Vujanovic vd ( 2000), Cypripedium reginae, Cypripedium parviflorum,
Platantera grandiflora tiirlerinde yaptigi in vitro ¢imlendirme ¢alismasinda tohumlarin
yiizey sterilizasyonu i¢in % 10 oraninda sodyum hipoklorit kullanmistir. Tohumlar1 2 saat
boyunca sodyum hipokloritte bekleterek sterilizasyon islemini tamamlamistir. Bu derisim
orani Barlia i¢in oldukea diistiktiir.

Kisakiirek vd (2010), Orchis coriophora, Orchis morio var. morio, Orchis
laxiflora ve Dactylorhisa romana tiirlerine ait rohumlart in vitro kiiltiire almiglardir.
Tirlere ait tohumlar her kavanoz i¢in 5 mg olacak sekilde filtre kagitlar1 igerisine
paketlenerek 1-2 damla Tween-80 iceren %1,5 lik sodyum hipoklorit i¢erisinde 20 dakika
bekletilmistir. Daha sonra srteril kabin igerisinde tohumlar kurumaya birakilmistir. Bizim
calismamiza benzer olarak gerceklestirilen bu calisma da da sterilizasyonda basari
saglanmistir.

Bektas (2016), Dactylorhiza urvileana’nin in vitro asimbiyotik ¢imlendirilmesi
lizerine yaptig1 ¢alismasinda, uygun sterilizasyon yonteminin belirlenebilmesi i¢in iki
farkli sterilizasyon yontemi gerceklestirmistir. Farkli derisimlerde (%5, 10, 20 ve 30)
hazirlanan ticari ¢camasir suyu ile 10 dakika ve H2O2 (% 35’lik stok) ile 30 dakika siirelerle
tohumlarin ylizey sterilizasyonunu gergeklestirmistir. Farkli derisimlerdeki ¢amasir suyu
ile sterilize edilen tohumlarin kiiltiire alinmasiyla, kiiltiir ortamlarindaki kontaminasyon
sikliklarina bakildiginda artan derisimin kontaminasyonu engelledigi goriilmiistiir.
Camasir suyunun % 5 ve % 10’luk derisimleri ile yapilan yiizey sterilzasyonunda kiiltiir
kaplarinin tamaminda kontaminasyon tespit edilmistir. % 20’lik derisimde ise kiiltiir
kaplarinin % 50’sinde kontaminasyon goriiliitken, % 30’luk derisimde bu olumsuzluga
rastlanmamistir. Bizim c¢alismamizda da bezer sonuglar elde edilmistir, sodyum
hipokloritin derisimi arttikga kontaminasyon orani azalmustir. Hiirkan vd (2018), dogadan
bilingsizce sokiiliip nesli tehlike altina giren orkide tiirlerinden, Anacamptis pyramidalis
(L.) L.C. Rich, Anacamptis morio (L.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W. Chase subsp.
morio, Dactylorhiza romana (seb.) Soo ve Neotinea tridentata (Scop.) R.M. Bateman,
Pridgeon & M.W. Chase orkidelerinin asimbiyotik ¢imlendirme ¢aligmasinda tohumlari
% 10 sodyum hipokloritte 10 dakika bekleterek sterilizasyon islemini tamamlamaistir.

Bu c¢alismada Barlia robertiana salep orkidesinin in vitro ¢imlendirilmesi
amaglanmigtir. Alt1 farkli besin ortami ve dort farkli fotoperiyotta gerceklestirdigimiz
calismamizda her ortamda ¢imlenme olusumu gozlemlenmis fakat her ortam ve
uygulamadan protokorm olusumu ger¢eklesmemistir. Elde edilen protokormlardan
bitkicik elde etmek amaciyla olusan protokormlar MSO ortamina alinmis ve gelismeleri
gozlemlenmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda, olusan protokormlarin da bitkicige
doniismesinin biraz zaman alacagini sdylemek miimkiindiir.

Barlia robertiana’da daha once hi¢ yapilmamis bu galisma, bundan sonra
yapilacak olan caligmalara 1s1ik tutacaktir. Tohumlarinda endosperm bulunmamasi
nedeniyle gogalmalari kisitli olan ve nesli tilkenme tehlikesi altinda bulunan nadir orkide
tirlerinden Barlia robertiana salep orkidesinin in vitro ortamda ¢imlendirilmesi ve
protokorm olusturulmasi saglanmistir. Bu durum hem doganin dengesinin korunmasinda
hem de iilke ekonomisine katkis1 bakimindan oldukca biiyiik bir 6nem arz etmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu ¢alismada Barlia robertiana’nin in vitro kosullarda ¢imlendirme olanaklari
aragtirtlmistir. Calismada 3 farkli temel besi ortami (MS, 2 MS ve Orchimax)
kullanilmistir. Sitokinin ve oksin hormonlarinin ¢imlenmeyi tesvik edici 6zelliklerinden
dolayi, kullanilan temel besi ortamlarina farkli dozlarda BAP, Kinetin ve NAA eklenmis
ve tohumlart ¢imlendirmek i¢in 6 farkli besi ortami hazirlanmistir. Barlia robertiana
tohumlarinin ¢ok kii¢iik olmasi sterilizasyonunu zorlagtirmistir. Caligmada tohumlar 6nce
1 dakika siire ile % 70 etil alkol ¢ozeltisinde bekletilmis, durulandiktan sonra % 25
(30"+30") ve % 50 ‘lik( 20'+15") sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde belirli siirelerde ¢ift
sterilizasyon islemi uygulanmustir. Gelistirilen bu yontem basarili olmus, tohumlar
canliligin1 yitirmeden sterilizasyonda basari elde edilmistir. Sterilizasyonu yapilan
tohumlar, aseptik kosullarda, 9 cm’lik petri kaplarina dokiilen 6 farkli besin ortamina
ekim islemi gergeklestirilmistir. Ekim islemi tamamlandiktan sonra petri kaplari parafilm
ile sarilarak, tamamen aydinlik ortam, 1 ay karanlik ortam, 2 ay karanlik ortam ve 3 ay
karanlik ortam olmak iizere 4 farkli isiklandirma ortaminda, iklimlendirme kabininde
kiiltiire alinmustr.

Kiiltlire alma igleminden sonra, tohumlarin ¢imlenme gelisimleri takip edilmistir.
Bu siire¢ oldukca yavas ilerlemis ve ilk ¢imlenme tohumlar kiiltiire alindiktan tam 124
giin sonra gerceklesmistir. Bu tarihten itibaren tohumlar hizli bir sekilde ¢imlenmeye
baslamis ve siire¢ iki ay devam etmistir. Ik ¢imlenme goriildiikten sonra 2’ser haftalik
araliklarla embriyolar: sisip ¢imlenen tohumlar takip edilmis ve tohumlarin ¢imlenme
oranlar1 belirlenmistir. Cimlenen tohumlardan protokorm olusumu ise tohumlarin kiiltiire
alindig tarihten 186 giin sonra gerceklesmistir. Ik protokorm goriildiigii andan itibaren
iki haftalik siirelerle protokorm sayimi yapilmis, protokorm olusturma oranlar
belirlenmistir. Protokorm olusturma siireci ise 6 ay siirmiis, sonrasinda bir olusum
gozlemlenmemistir. Elde edilen protokormlar siirgiin olusturup, yeni bir bitki olusturmasi
icin hormonsuz MS ortamina aktarilmistir. Bir aylik siirelerle ortamlar yenilenerek,
prtokormlar taze MS ortamina alinmistir.

Bu ¢alismada tohum sterilizasyonunda énemli bir basar1 yakalanmistir. Yapilan
aragtirmalar sonucu elde edilen bulgularda, orkide tohumlarmnin sterilizasyonununda, var
olan yontemler ¢eside gore farkli sonuglara neden olmustur. Bu ¢alismada uygulanan
sterilizasyon metodu ile tohumlar canliliklarini kaybetmeden ¢imlenme gostermis ve
protokorm olusturmuslardir. % 25 ve % 50 olmak fizere iki farkli sodyum hipoklorit
derisimi ile tohumlar dezenfekte edilmis ve iki derisimde de tohumlarin ¢gimlenmeleri
arasinda az bir fark gézlemlenmistir. Bu ¢aligmada en az kontaminasyon %50 sodyum
hipoklorit asit ile muamele edilen Barlia tohumlarinda gerceklesirken en iyi ¢imlenme
sonucu veren sterilizasyon yontemi % 25°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde g¢ift
sterilizasyonlu muamele olarak bulunmustur.
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Tohumlar alt1 farkli kiiltiir ortamina ekilmis ve en iyi ¢cimlenme % 76,3 orani ile
%2 MS + 4 mg/l Kin + 0,5 NAA kiiltiir ortamindan elde edilmistir. En iyi protokorm
olusturma % 33.18 oran ile yine ayni ortam olan % MS + 4 mg/l Kin + 0,5 NAA’dan
elde edilmigtir. Denemenin 1siklandirma stireleri birbiri ile kiyaslandiginda en 1iyi
cimlenme orant %55 ile 3 ay karanlik muameleye tabi tutulan tohumlardan elde
edilmistir. Isiklanma siirelerine gore protokorm olusturma oranlar1 birbirleri ile
kiyaslandiginda uygulamalardan elde edilen sonuglar birbirine yakin olmakta fakat en
yiiksek oran % 33,3 ile 3 ay karanlik uygulamadan elde edilmistir.

Bulgular teker teker incelendiginde uygulamalara gore ¢imlenme ortalamasi en
yiikksek olan sonug Y2 MS + 4 mg/l Kin + 0,5 mg/l NAA ortaminda %25 sodyum
hipoklorit ile steril edilmis ve 3 ay karanlik ortamda kiiltiire alinan uygulamadan
gelmektedir. Protokorm olusturan en iyi kiiltiir kosullar1 ise tamamen aydinlik ortamda
muamele gérmiis % 50 sodyum hipoklorit ile steril edilmis /2 MS + 4 mg/l Kin + 0,5
NAA besin ortami olarak bulunmustur.

Bu calismada Barlia robertiana tohumlar1 in vitro kosullarda ¢imlendirilmis,
¢imlenen tohumlardan protokorm olusumu meydana gelmistir. Barlia robertiana’nin in
vitro ¢imlendirilme ¢alismasi daha 6nce yapilmadigi i¢in bu ¢alisma bir ilktir. Bu ¢alisma
ile sterilizasyonda yeni bir metot denenmis, tohumun ¢imlenmesi bakimindan ¢ok biiyiik
bir sorun olan sterilizasyon islemi basariyla gerceklestirilmistir.

Dogada kendiliginden ¢imlenmesi gii¢ olan, nadir ve koruma altinda bulunan
orkide tiirlerimizden Barlia robertiana’'min in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ve
protokorm olusturmasi saglanmistir. Elde edilen protokormlardan bitki eldesi heniiz
gerceklesmemis, bitki olusturmak i¢in protokormlar alt kiiltiire alma ¢alismalar1 devam
etmektedir. Boylelikle dogada ¢imlenmesi gii¢ olan ve ¢imlenebilmesi i¢in mikoriza
funguslar ile simbiyotik birliktelige ihtiya¢ duyan Barlia robertiananmn in vitro
kosullarda yapay besi ortaminda ¢imlendirilip, protokorm olusturulmasi saglanmistir.
Ulkemizde ve diinyada orkide tohumlarmin in vitro ¢imlendirme ¢alismalar1 oldukea az
oldugundan, bu c¢alisma gelistirilelerek, ileride yapilacak olan in vitro ¢imlendirme
caligmalarina 151k tutabilecektir. Salebin sahip oldugu ticari deger sebebiyle iilkemizde
salep elde etmek amaciyla milyonlarca orkide yumrusu bilingsizce dogal ortamindan
sokiilmektedir. Bu durum 6zellikle salep orkidelerinin nesillerini yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiya birakmistir. Gelistirilen in vitro ¢imlendirme ¢alismasiyla nadir bulunan
salep orkidelerinden Barlia robertiana’nin ftretimi arttirilarak, {ilke ekonomisine
kazandirilabilir. Yumrularindan milli igecegimiz olan salebin elde edilmesi ve dondurma
yapiminda kullanilmasi, Barlia robertiana nin ticari 6nemini daha da arttirmaktadir.
Salep igerisinde yer alan glikomannan bilesimi, gida sanayisinde kullanilan ¢ok 6nemli
bir katki maddesidir. Geleneksel Maras dondurmasina katilik ve esneklik verir. Kotii
kolesterole iyi geldigi ve kandaki trigliserit oranlarini diislirdiigii de bildirilmektedir.
Glizel goriintiisii ve hos kokusu ile de ayni zamanda bir siis bitkisidir. Cimlenme
biyolojisindeki zorluklar ¢ogalmasini kisitlamis, dogadan bilingsiz ve asir1 sokiimler ise
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Barlia robertiana’nin koruma altina alinmasina neden olmustur. Yalniz sadece koruma
altina almak, tiiriin neslini devam ettirmek igin yeterli olmamaktadir.

Bu ¢alisma Barlia robertiana’nin neslini devam ettirebilmesi bakimindan umut
vericidir. Caligmalar ilerletilerek dogada yok olma tehdidi altinda bulunan Barlia
robertiana salep orkidesi in vitro kosullarda ¢imlendirilmeli ve dogaya kazandirilmalidir.
Yumrularindan salep elde edildigi i¢in olduk¢a degerli olan Barlia robertiana’nin hem
doganin dengesinin korunmasi hem de milli ekonomiye olan faydalar1 bakimindan
kiiltiire alinmas1 6nem arz etmektedir.
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