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GIRIS

Oz: Son yillarda, bircok siis bitkisinin cogaltilmasinda ve 1slahinda, geleneksel yontemlerin
yani sira, biyoteknolojik bir yontem olan bitki doku kiiltiirii teknigi de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Orkide doku kiiltiirii yontemi ile ¢ogaltilan ilk siis bitkilerinden biridir.
Orkidenin doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmasi, tiim diinyada satin alinabilir ve yaygin bir siis bitkisi
haline donilismesine neden olmustur. Bu ¢alismada, in vitro kosullarda orkidenin aktif komiir
iceren MS besiyeri ortaminda mikro c¢ogaltimi amaglanmistir. Laboratuvar calismasi
tamamen ev ortaminda saglanmis ve basarili bir sekilde sonuglanmigtir. Olgun orkide
tohumlar1 asimbiyotik olarak aktif komiir iceren MS ortaminda ¢imlendirildikten sonra,
kallus dokusu elde edilmistir. Kallus dokusundan da ¢ok sayida orkide bitkicikleri elde
edilmistir. In vitro kosullarda tiretilen orkide bitkicikleri sphagnum yosunu kullanilarak dig
ortama aligtirlmigtir. Sonugta, bitki doku kiiltiirii yontemi ile tohumdan, aktif komdiir iceren
ortamda basarili bir sekilde orkide bitkisinin mikrogogaltimi gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Aktif Komiir, Dendrobium sp., mikrogogaltim, spagnum yosunu

Reproduction of Orchid (Dendrobium sp.) From Seed Pod with Fast,
Reliable and Homemade Tissue Culture Method

Abstract: In recent years, plant tissue culture has been widely used in the reproduction and
breeding of many ornamental plants, as well as traditional methods. Orchid is one of the first
ornamental plants propagated by tissue culture method. Propagation of the orchid by tissue
culture has caused it to become a common ornamental plant that can be purchased all over
the world. In this study, it was aimed to micropropagate orchid in in vitro conditions in MS
medium containing activated charcoal. The laboratory work has been completely provided in
the home environment and has been successfully concluded. Callus tissue was obtained after
mature orchid seeds were germinated asymbiotically in MS medium containing activated
charcoal. Many orchid plantlets were obtained from callus tissue. Orchid plantlets produced
in vitro conditions were acclimated to the external environment using sphagnum moss. As a
result, successful micropropagation of orchids was achieved from seed in medium containing
activated charcoal by plant tissue culture method.

Key words: Activated Charcoal, Dendrobium sp., Micropropagation, Sphagnum Moss

Orchidaceae (Orkide) familyasi, 736-899 cins, 27.800 isimlendirilmis tiir sayis1 ve 100.000’dan fazla hibrit tiirt
ile en biiyiik bitki ailesinden birini olusturmaktadir (Chase vd, 2015; Cardoso vd, 2020). Orkidelerin floristik ve
ekolojik 6nemlerinin yam sira; gosterisli ve uzun 6miirlii ¢igeklerinden dolay1 ¢icekgeilik endiistrisinde popiilaritesi
artig gostermektedir. Son yillarda, Orchidaceae familyas1 ekonomik olarak cicek¢ilik sektériinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Orkide familyasinin Dendrobium sp., Oncidium sp., Phalaenopsis sp., Cattleya sp., Vanda sp.,
Ascocenda sp., Brassavola sp., Mokara sp., Paphiopedilum sp. tiirleri saksi ve kesme cicek iiretiminde
kullanilmaktadir. Dendrobium cinsi, Orchidaceae familyasindaki ii¢tincii biiyiik grubu olusturmaktadir (Nongdam
ve Tikendra, 2014). Bu cinsin hizl biiyiimesi, bitkicik rejenerasyonunun kolayligi, cicegin giizelligi, ciceklenmesinde
yil boyunca liretimi ve ¢icek sapinin uzun omiirlii olmasi ¢igekgilik sektoriinde talebini arttirmaktadir (Riva, 2016).
Bu nedenle ticari olarak kullanilan orkidelerin arasinda, doku kiiltiirii yontemi ile iiretilen tropik orkidelerin %80’ini
Dendrobium olusturmaktadir (Nge vd., 2006).
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Bitkilerin doku kiiltlirli yontemi ile mikrocogaltimi, geleneksel olarak tohum veya vejetatif yontemler ile
tiretilmesi zor olan orkidelerin ve siis bitkilerinin, ¢cok sayida cogaltilmasi ve bulunabilirliginin saglanmasi icin 6nemli
ve yaygin bir teknik haline gelmistir (Ozzambak, 2022). In vitro mikrogogaltim teknigi, degerli genotiplerin hizh
gogaltilmasi, yeni varyetelerin gelistirilmesi, seri iiretim, genetik kaynaklarin korunmasi gibi bir¢ok avantaj
saglamaktadir (Riva, 2016). In vitro teknikler bahcecilik ve cigekgilik gibi tarimsal alanlarda, bitki verimini
artirmasindan dolay iireticiler tarafindan tercih edilmektedir (Riva, 2016).

Mikropropagasyon veya biiyiik olgekli klonal ¢ogaltma islemi bitki biyoteknolojisinin en 6nemli uygulama
alanlarindan biridir (Yiizbasioglu vd., 2012). Dendrobium orkidelerinden kok, yaprak, cicek sapi, nod, protokorm
gibi farkli eksplant tipleri kullanilarak kallus dokusundan somatik embriyogenez yolu ile ya da dogrudan aksillar
govde olusumunun tegvik edilmesi ile somaklonal ¢ogaltimi yapilmaktadir (Da Silva vd.,2015). Protokorm-benzeri
govde (PBG) orkidenin in vitro kiiltiiriinde gelisen organm olarak tanimlanir. In vitro kiiltiir ortaminda elde edilen
orkideler morfolojik, yapisal ve fonksiyonel olarak benzer yapidadir.

Orkide bitkisi endosperm igermeyen, mikroskobik boyutta ¢cok sayida tohum iiretebilir. Dogal ortamda, orkide
tohumlarinin ¢imlenmeleri mantar ile mikoriza olusturmalar ile gerceklesmektedir (Warghat vd., 2014). Cimlenme
olayinda etkin olan mikorizal mantarlar besin ihtiyacim1 saglamaktadir. Bu siire¢ simbiyotik tohum ¢imlenmesi
olarak isimlendirilir. Knudson (1922) tarafindan, orkidelerin ¢cimlenme ortamina karbonhidrat kaynagi olarak seker
eklenerek simbiyotik olmayan (asimbiyotik) ¢cimlenme yontemi kesfedilmistir. Boylelikle orkide kapsiillerinden
mikorizal mantarlara ihtiyag duymadan in vitro kosullarda tohumlarinin ¢gimlenmesi saglanmaktadir. Orkidelerin
asimbiyotik tohum ¢imlenmeleri ticari olarak 6nemli orkide tiirlerinin iiretimi i¢in siklikla kullanilmaktadir. Ayrica
bu yontemin, dogal orkide tiirlerinin korunmasi ve rehabilitasyonu igin de etkili bir arag¢ oldugu gosterilmistir (Bektas,
2016). Orkide tohumlarinin in vitro ¢gimlenmesi tohum yasi, besin ve organik karbon igerigi gibi bir ¢ok faktorden
etkilenmektedir (Mohanty vd., 2012). Cimlendirilmis tohumlardan protokorm-benzeri govde (PBG) gelistirilmesi in
vitro kosullarda orkide tiretimi igin giivenilir bir yontem haline gelmistir (Mohanty vd., 2012). PBG kisa siirede ve
¢ok sayida elde edilebildigi i¢in, hizlica bitkiciklere doniisebilir. Bu nedenle orkidenin ¢ogaltim caligmalarinda tercih
edilmektedir. PBG, govde ve kok meristemlerini iceren iki farkli bipolar yapida orkide embriyolarina farklilagabilen
bir dokudur.

Bu caligmada, siis bitkisi olarak kullanilan Dendrobium tiirii orkidenin tohum kapsiiliinden in vitro kosullarda
mikrocogaltim1 hedeflenmistir. Ayrica, bilimsel calisma prensipleri kullamlarak, tamamen ev ortaminda
gerceklestirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Dendrobium tohum Kkapsiilii iiretimi

Siis bitkisi olarak kiiltiire alinmis orkide (Dendrobium sp.) tiirliniin kapsiilleri g¢alisma materyalini
olusturmaktadir (Sekil 1). Bu amagla ciceklenme donemindeki orkidenin polenleri tozlasmasini saglamak icin kiirdan
yardimi ile stigma bolgesine yerlestirilmistir. Tozlagsma islemi bagarili olan ¢iceklerde, bir hafta sonunda ¢icek saplari
kalinlagip sismeye baslamistir. Dendrobium orkidesinin kapsiilleri yaklasik 4 ay icinde olgunlagmistir (Sekil 1).
Kapsiil hasat edilip ortadan kesildiginde binlerce sar1 toz benzeri tohumlar kapsiilden kolayca elde edilmistir.

: \

Sekil 1. Dendrobium c;ic;eéi ve tohum kapsiilii.
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Tohum kapsiiliiniin sterilizasyonu

Olgunlasan Dendobium tohum kapsiiliiniin sap1 makasla kesilerek hasat edilmistir. Kapsiiliin sapindan masa ile
tutulacak kadar kiiciik bir sap birakilmigtir. Bir miktar bulagik deterjam ile akan suda fircalayarak kaba kir ve
tozlardan arindirilmigtir. Daha sonraki islemler steril ortamda yapilmistir. Yikanan kapsiiller, 3 dakika %70’lik etil
alkolde bekletildikten daha sonra, %30’luk ticari camasir suyu igerisinde 20 dakika boyunca calkalayarak
bekletilmistir. Camasir suyundan cikarilan kapsiiller, %96’lik etil alkole batirilip gikarildiktan sonra, hizlica alevden
gecirilerek hemen sondiirtilmiistiir. Kapsiilii alevden gecirme iglemi hizlica ve 3 defa tekrarlanarak yapilmigtir.
Sterilizasyon islemi tamamlanan kapsiiller ekim islemine kadar, steril petri icerisinde buzdolabinda bekletilmistir.

Besiyeri Hazirlanmasi
Murashige ve Skoog (1962) tarafindan 6nerilen makro ve mikro elementleri iceren temel tuz igerigi (MS besiyeri)
tablo 1 de verilen soliisyonlar ile hazirlanmigtir. MS besiyerinin hazirlanis1 Sekil 2’de ayrintili olarak verilmistir.
Hazirlanan besiyerinin pH’s1 5.6 olarak ayarlanmistir. Sterilizasyon 6ncesinde 2gr/L olacak sekilde aktif komiir ilave
edilmigtir. Hazirlanan MS besiyerinin sterilizasyon iglemi 20 dk boyunca diidiikli tencere kullanilarak
gerceklestirilmistir.
Tablo 1. MS besiyeri hazirlanmasi.

Stok ad1 M&S makro molekiil (1X) gr/L
KNO3 1,9 gr
Stok 1 NH,4 NO; 1,65 gr
CaCl. 0,44 gr
M&S mikro molekiil (1X) gr/L
KH.PO, 0,17 gr
H3;BO; 0,0062 gr
Stok 2 KI 0,00083 gr
Na.MoO, 0,00025 gr
CoCl» 0,000025 gr
M&S minor molekiil (1X) gr/L
MnSO, 0,0169 gr
Stok 3 ZnS0, 0,0086 gr
MgSO, 0,37 8r
CuSO, 0,000025 gr
Stok 4 Demir Stok soliisyonu 1,25 ;g21*5t(c))zmdlem1r
Vitamin
Stok 5 hindistan cevizi suyu

20 gr/L Seker

STOK-1
20 ML
KULLAN

Saf suyla1
litreye tamamla

2gr/L aktif karbon

100 mL Hindistan
cevizi suyu

T Ph 5.6 ya
ayarlayiniz

En son7 gr/L Agari
ilave ediniz

STOK-4
Demir
SML
KULLAN

Agarin iyice erimesi
icin5 dakika kaynatiniz

Sekil 2. MS besiyeri hazirlama semasi.
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Orkide Tohumlarinin MS ortamina ekilmesi

Alkol ile temizlenmis ve ispirto ocag1 yakilan steril ortamda ekim islemi gergeklestirilmigtir. Sterilizasyon islemi
tamamlanan orkide kapsiilleri, bir pens yardimu ile besiyeri {izerine silkelenerek, tohumlarin yayilmasi saglanmigtir.
Tohum ekilen petri kaplar1 10 glin boyunca karanlikta oda sicakligi kosullarinda bekletilmistir. Daha sonra, oda
sicakliginda aydinlik bir ortamda iiretim gerceklestirilmistir.

Bebek orkidelerin in vitro ortamdan cikartilmasi

D1s ortama alinacak olan bebek orkideler dikkatli bir sekilde besiyeri ortamindan alinmigtir. Besiyeri pargalarini
tamamen temizlemek icin yaklagik 30 °C’lik su ile kokler yitkanmistir. Daha sonra, kokler fungisit ve bakterisit
sollisyonu igine batirthp gikartilmigtir. Kagit havlu yardim ile fazla suyu alinan Spagnum yosunu igine bebek
orkidelerin ekimi gerceklestirilmistir.

Bebek orkidelerin Sphagnum yosunu ile dis ortama alistirilmasi

Bebek orkidelerin adaptasyon islemi, 25-28 °C’de, aydinlik ve dogrudan giines 1s1§1 almayan bir ortamda
gerceklestirilmistir. Sphagnum yosunu 1slatilip fazla suyu sikildiktan sonra mikro dalga firinda 5 dakika steril
edilmistir. Seffaf, agz1 kapakli ambalaj kutusunun igine biraz komiir pargasi serilerek, iizerine nemli sphagnum
yosunlari ilave edilmistir. Her bir orkidenin kokii biraz yosunla sarilip koklerin kurumasini 6nleyecek sekilde yosunlu
kutuya ekilmistir. Kutunun agz nem ve 1s1 kaybetmesin diye bir hafta kapatilmistir. Bir hafta sonra kapagina bir delik,
sonraki hafta iki delik, sonraki hafta ii¢ delik acilarak yavas yavas ortama alistirilmigtir. Ara sira kapak acilarak kisa
siireligine hava almasi saglanmigtir. Her giin nem kontrolii yapilmigtir. Orkidelerin {izerine 1/2 MS (mineralli su)
iceren su ile her giin ¢ok az spreyleme yapilmistir ve dig kosullara aligtiktan sonra kutularin kapaklar1 tamamen
acilmigtir. Tamamen dig ortama alisan bebek orkideler yeni ortama alinmigtir. Bu ortamda komiir taneleri, agag ve
cam kabuklari ile sphagnum yosunundan elde edilmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calisma, bilimsel teknikler kullanilarak ev ortaminda kurulan doku kiiltiirii laboratuvarinda basarili bir
sekilde gerceklestirilmistir. Ayrica ¢galismamizin sonuclari, doku kiiltiirii tekniginin laboratuvar ortami diginda da,
bir bitkinin hizli ve giivenilir iiretimi i¢in kullanilabilecegi sonucunu desteklemektedir. Calismamiz, vejetatif ve
tohum ¢imlenmesi yontemi ile ev ortaminda iiretimi zor olan Dendrobium orkide tiirii secilmistir (Sekil 1).
Dendrobium orkidesinin tozlagmasi el yardimu ile basarili bir sekilde gerceklesmistir. Déllenmenin basarili oldugu
ciceklerde, tohum kapsiillerinin 3-4 ay boyunca olgunlagsmasi beklenmistir (Sekil 1). Olgunlagsan tohum
kapsiillerinin basarili olan sterilizasyonu sonrasi, asimbiyotik tohum ¢imlenmesi aktif kémiir tozu iceren MS
besiyeri ortaminda karanlikta gergeklesmistir (Sekil 3a). Cimlenen tohumlar 7-10 giin icerisinde kallus dokusunu
olusturmustur (Sekil 3b). Kallus dokusu yaklasik 1 ay sonra, ¢ok sayida protokorm benzeri gévdeleri olusturmustur
(Sekil 3¢). Yaklasik 2 ay sonunda, birinci alt kiiltiir gerceklestirilmistir (Sekil 3d). Alt kiiltiirde ayni besiyeri ortamina
aktarim yapilmigtir. Biiyiiyen kallus ve ¢ok sayida olusan protokorm benzeri gévdelerden dolayr ekim yapilan petri
sayisi fazlalagtirilmigtir. Alt kiiltiire alma iglemi ayda bir olacak sekilde dort defa tekrarlanmigtir. Alt1 ayin sonunda,
3-5 yaprakli ve 1-2 cm kok uzunlugunda bebek orkideler elde edilmistir (Sekil 4a-d). MS besiyeri icerisinde herhangi
bir bitki biiylime diizenleyicisi kullanimina gerek duyulmamistir. Sadece MS besiyeri ortaminda da ¢imlenme ve
kallus olusumu gozlenmistir. Ancak, MS besiyerine aktif komiir eklenmesi hem ¢imlenme hem de kallus iiretimini
yiiksek oranda hizlandirmistir. Aktif komiir, bitki doku kiiltiirii caligmalarinda hiicre biiylime ve gelismesinin tesvik
edilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Doku Kkiiltiirii ortamina aktif komiir eklenmesi, fenolik oksidasyonunu
onemli miktarda azaltarak, en uygun morfogenez olusumu i¢in ortamin pH sinmi diizenlemektedir (Yiizbasioglu ve
Dalyan, 2017). De Stefano vd (2022) yaptiklari calismada nesli tehlike altinda olan Epidendrum nocturnum orkide
tiriinii tohumlarimi in vitro kosullarda aktif komiir ve Hindistan cevizi suyu igeren besiyeri ortaminda
¢imlendirerek, mikropropagasyonu basarili bir sekilde gerceklestirmislerdir.

In vitro kosullarda ¢ok sayida elde edilen bebek orkidelerin steril olmayan dig ortama aktarilmalari, caligmanin
en zor kismini olusturmaktadir. Bu asamada, fidelerin dis ortamdaki mikrobiyal cevreye alisamamasi ve nem
kaybinin engellenememesinden dolay: kokler ciiriimiis, orkide bitkiciklerinde 6liimler gerceklesmistir. Bu nedenle
sphagnum yosunu kullanilarak adaptasyon ¢aligmasi basarih bir sekilde gerceklestirilmistir (Sekil 5). Sphagnum
yosununun yiiksek oranda su tutmasi, antibakteriyal 6zellikte olmasi ve nefes olabilen yapida olmasindan dolay1
dis ortama adaptasyon siirecinde kulanilmasi tercih edilmistir. Bu ¢alisma ile benzer sekilde doku kiiltiirii yontemi
ile ¢ogaltilan Epidendrum nocturnum orkide tiiriinlin dig ortama aligtirilmasinda sphagnum yosunu
kullanmislardir (De Stefano vd., 2022).

Bu ¢aligmanin sonucunda, ev ortaminda basarili, basit, uygulanabilir ve bilimsel 6lciitlerde bitki doku kiiltiirii
protokolii ortaya konmustur. Olusturulan bitki doku kiiltiirii protokolii orta6gretimde ve lisans diizeyinde proje
calismasi yapacak olan 6grenciler i¢in 6nemli bir kaynak olusturacaktir.
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Sekil 3. a) steril tohum kapsiiliinden aktif komiir iceren besiyeri ortamina ekimi yapilan orkide
tohumlari, b) orkide tohumlarindan 7-10 giin sonra kallus dokusunun olusumu, ¢) kallus dokusundan
protokorm benzeri govdelerin olusumu, d) alt kiiltiire alinan orkide bitkicikleri.
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Sekil 5. a-b) doku kiiltiirii kogullarinda elde edilen orkide bitkiciklerinin dig ortama aligtirilmasi. Gévde ve
kok olusumu, c-d) orkide bitkiciklerinin spagnum yosunu kullanilarak saksilarda ekimi.
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