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Orchis sancta L. tohumlarinin in vitro kosullarda ¢cimlenme,
protokorm olusumu ve bitkiye doniisiimii iizerine arastirmalar

Germination, protocorm body formation and plantlet regeneration
from Orchis sancta L. seeds in vitro
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Gelis Tarihi: 7 Subat 2015 Bugalismada Orchis sancta L. orkidelerinin in vitrokosullarda gimlenme, protokorm olusumu ve bitkici
Revizyon Tarihi: 11 Mart 2015 krejenerasyonunu etkileyen faktérler arastirilmugtir. Aseptik in vitro kiiltiir sirasinda gdzlemlenen
Kabul Tarihi: 22 Mart 2015 “ . . . - .. S qeei s

Elektronik Yaym Tarihi: 30 Aralik 2015 yogun kontaminasyon nedeniyle tohumlarin yuzey sterilizasyon igin bildigimiz kadariyla daha
Basim: 20 O cZk 2016 ' 6nce denenmemis on (sterilizasyon 6ncesi) protokolii olusturulmustur. Arkasindan optimize edilen

ylzey sterilizasyonunda, maksimum canlilik ve minimum kontaminasyon hedeflenmistir. Aseptik
in vitro kiiltiirtin siirdiiriilebilmesi i¢in besiyerlerine 0,02 % AgNO, eklenmistir. Temel besiyeri
kompozisyonunda orkide doku kiiltiiriinde kullanilmakta olan basit inorganik tuzlar segilmistir.
Cimlenme ve protokorm olusumu siiresince bu besiyeri farkli azot kaynaklariyla (Tripton, maya
oziitii, kaseinhidrolizat, aminoasit soliisyonu) desteklenmistir. Cimlenme ve protokorm olugturma
oranlar1 tohum ekiminden 10 giin, 30 giin ve 50 giin sonra alinan verilere gére degerlendirilmistir.
Bu galismada Orchis sancta % 47 ile en yiiksek protokormu 1 gr tripton igeren T1 ortamindan
saglamistir. Elde edilen protokormlar, daha sonra tripton igeren ve iki farkli organik substratla
desteklenen bitki biiylime besiyerine alinmugtir. Bitki biiylime besiyerine transfer edilen O. sancta
protokormlari, yaklagik bir ay sonra %96 verimle ortalama 5-7 cm uzunlugunda bitkicik haline
donustiralmustir.

Anahtar sozciikler: Orkide, in vitro, Cimlenme, Besin ortami

ABSTRACT

In this study factors affecting the germination, protocorm body formation and plantlet regeneration
of Orchis sancta were investigated. Due to intense contamination occurring fallowing in vitro
conditioning of surface sterilized O. sancta seeds, a preparatory step was devised and this step
is unique in that, to our knowledge such step has not been formulated yet in any other previous
work. Fallowing this preparatory step a surface sterilization method practiced, aiming minimum
contamination and maximum viability during in vitro culture. For maintaining this aim and as
continuing step of surface sterilization, germination media was seeded with 0.02% (w/v) AgNO3.
The basic culture media composition included simple inorganic salts that are being used readily
for orchid culture in vitro. During germination and protocorm body formation this basic culture
media composition was supplemented with various types and concentrations of nitrogen sources.
Germination and protocorm formation scores were arbitrarily taken at 10, 30 and 50 days. According
to the results, in this work, O. sancta protocorm formation was maintained at highest rate (47%)
in tryptone containing media. These protocorms later on were transferred to plantlet regeneration
media that is fortified with two organic substrates. Approximately 1 month later, O. sancta
protocorms transferred to plantlet regeneration media were converted to 5-7 cm long small plantlets
where conversion rate was as high as 96%.
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1. Giris

Tir sayist bakimindan ¢igekli bitkilerin en genis
familyalarindan biri olan Orchidaceae familyasinin
diinya tizerinde yaklagik 600-800 cins ve 30 000 -35.000
kadar tiirtt vardir [1,2]. Son yapilan arastirmalara gore
ise bu sayiya ek olarak familyaya 9 cinse ait 46 tiiriin
daha katildig bildirilmistir [3]. Yurdumuzda ise % 13’u
endemik olmak iizere, toplam 150 adet orkide tiirii oldugu
belirtilmektedir [4]. Epifit orkide tiirleri tropik iklimlerde
iri kok sitemleri ile agaclara tutunarak yetismektedirler.
Iliman kusak veya karasal orkideler olarak bilinen tiirler
ise genellikle yogun organik madde ve humus barindiran
topraklarda yetismektedirler. Karasal orkidelerin kok
yapist epifit orkidelere benzemekle beraber bazi tiirleri
salep yapiminda kullanilan ve vejetatif biyiimeyi
saglayan yumrulara sahiptirler. Yumrular genellikle
birbirine yapisik ve iki adet olarak bulunur. Gelisen bitki
ile beraber ciceklenme doneminde biiyiiyen taze yumru
salep hammaddesi olarak kullanilir [5].

Orkide tiirlerinde ¢imlenmeden sonra yaprak ve yum-
ru olusumu, uzun yillar almaktadir. ilk yaprak olusumu,
en kisa ortalama ile 2-4 yil siirdiigii kaydedilmistir. 11k
yumrunun Spiranthesaestivalis tiiriinde 9 yil, ilk ¢icegin
Neottia tiirlerinde 9-12 yilda olustugu bildirilmistir [5].
Cogalma kapasiteleri son derece sinirli olan ve endosperm
tagimayan salep orkide tohumlarinin ¢cimlenebilmesi i¢in
uygun sicaklik, 151k, nem ve oksijenin yanisira, ortamda
uygun bir mikorizalfungusilesim biyotik bir iligki
olusturabilmesi gerekmektedir [5]. Orkide tohumlarinin
besin rezervleri icermemelerinden dolayi, disaridan
bir karbonhidrat kaynagi saglanmadik¢a bagarili bir
¢imlenme gerceklesmedigi belirtilmektedir [6].

Anadolu’da yetigen iki yumrulu salep orkidesi dogal
ortaminda yeni sezon vejetasyonuna ergin bir yumruyla
baslamakta ve vejetatif sezonunda sonraki sezon igin
yavru yumruyu gelistirmektedir. Bir ton salep elde
edilmek icin yumrunun biiyiikligiine gore 625000 ile
4762000 adet arasinda yumru kullanilmaktadir [7].

Bu c¢alismada Orchissancta L. salep orkidesinin in
vitro ortamda farkli azot kaynag igeren besiyerlerindeg
imlenme,protokorm ve bitkicik olusumu aragtirilmis ve
ileride c¢alisilacak olan mikro-¢ogaltim yontemlerinin
altyapisi olusturulmustur.

2. Gereg ve Yontem

Aragtirmada kullanilan  Orchis  sancta L. salep
orkidesi tohumlarinin in vitro kosullarda kdltiire
alinmasi ve bitkicik elde edilmesi asamalarinin timu
2013-2015 yillar1 arasinda Kahramanmarag Siit¢ii Imam
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimi'nde gergeklestirilmistir. Arastirmada kullanilan
bitki tohumlar1 Ege Tarimsal Arastirma Mudirligi'nden
temin edilmigtir.

2.1. Orkide Tohumlarinin Hazirlanmasi, Yiizey
Sterilizasyonu ve Ekimi

Tohumlar yiizey sterilizasyonuna alinmadan o6nce
yizey gerilimlerinin dastrilmesi ve mumsu tohum
tabakasindan arindirilmasi icin birtakim 6n hazirhk
islemlerine tabi tutulmuslardir. On islem sirasinda
yaklagitk 4 mg orkide tohumu 2 ml mikrofiij tiipii
igerisinde muamele edilmistir.

Bu islem sirasinda Oncelikle tohumlarin iizerine
400 pl %80 (v/v) gliserol eklenmistir ve bir dakika
boyunca tohumlar vortex-mixerde maksimum rpm’de
karigtirlmislardir. Hemen ardindan gliserol tohum
karigimina 150 ul %70 (v/v) etanol ve 1-2 damla Tween-20
eklenmistir ve tohumlar bir dakika daha vortex-mixerde
maksimum rpm’de karistirlmislardir. Daha sonra bu
karigimin tizerine 400 pl saf su eklenip anlik olarak yine
vortex-mixerde karistirilmis ve 14000 rpm de 3 dakika
santrifiij edilerek tohumlar c¢oktirilmistir. Coken
tohumlarin tizerinden sivi faz uzaklastirildiktan sonra
tohumlar 3 kez saf su ile durulanmis ve sterilizasyon i¢in
hazir hale gelmislerdir. Sekil 1’de hi¢bir islem yapilmamais
ve sterilizasyona hazir hale getirilmis tohumlarin
durumlar: gésterilmektedir.

Sekil 1: On islemden gecirilmis ve
gecirilmemis tohumlar.
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Sterilizasyona hazir haldeki tohumlar % 0,05 (w/v)
CuSO, soliisyonunda 5 dakika galkalandiktan sonra 3
kere durulanmak suretiyle yiizey sterilizasyonu yapilmis
ve % 0.02 (w/v) AgNO, iceren besiyerlerine ekilmistir.

2.2. Besiyeri Kompozisyonlar1
2.2.1. Temel Besiyeri

Tim ¢aligmalarda kullanilan temel besiyeri (M,)
i¢sin KH,PO, (80 mg/l), MgSO,7H,0 (80 mg/l),
Ca,(PO4), (80 mg/l)
kaynag1 olarak 20 g/lsiikroz ilave edilmistir. Temel

tuzlar1  kullanilmis, karbon
besiyerinin katilastirilmasinda % 0,6 agar kullanilmigtir.
Tium besiyeri pH’lari otoklavlanmadan o6nce 5.5%e
°C
sicaklikta 1.5atm basing altinda 20 dakika siireyle

ayarlanmustir. Besiyerlerinin ~sterilizasyonu 121
yapilmustir. Besiyeri kompozisyonlarinda giimiis nitrat
sadece orkide tohumlarinin ¢imlendirilmesi sirasinda
yiizey sterilizasyonundan kagan kontaminasyonalarin
giderilmesinde protokorm olusumu ve ¢imlenme
agamalarinda kullanilmig olup bitki biiytimebesiyerine

eklenmemistir.
2.2.2. Cimlenme Besiyeri

Farkli azot kaynaklarinin ¢imlenme, protokorm
olusumu tizerine etkilerini aragtirmak tizere dort farkls
azot/aminoasit kaynag ii¢ farkli kompozisyonda temel
besiyerine eklenmek suretiyle denenmistir. Kullanilan
aminoasit/azot kaynaklarinin toplam azot oranlarn
ve amino asitlere baglanmis azot miktarlar1 sirasiyla
soyledir; Tripton (Conda, Cat No:1612) toplam azot
icerigi %13.31, amino-azot orami %4.2; maya-ozutl
(Conda, Cat No:1702) toplam azot igerigi 10.7%, amino-
azot orani 5.4%; aminoasit soliisyonu (Hepatamine, Cat
No0:59371-SS)toplam %8 (w/v) aminoasitlere baglanmig
azot; kazein hidrolizat (Fluka, Cat No0:22090) toplam
azot icerigi %>11. Arastirmada 1,2,3 g/l tripton eklenen
besiyerleri i¢in sirasiyla T, T, ve T, kisaltmalary; 1, 2, 3
g/l maya 6ziitii eklenen besiyerleri i¢in sirastyla Y, Y,, Y,
kisaltmalar1 % 0.3, 0.4, 0.5 g/l (w/v) aminoasit ¢ozeltisi
eklenen besiyerleri igin sirastyla A, A, A, kisaltmalar; ve
0.3, 0.4, 0.5 g/l kazein hidrolizat eklenen besiyerleri i¢in
sirastyla C,,C,,C, kisaltmalar1 kullanilmistir.

2.2.3. Bitki Biiyiime Besiyeri

Degisik azot kaynaklarinda protokorm olusumu
saglanan orkideler bitki bityiime besiyerine aktarilmistir.
Bitki biiylime besiyeri 1 gr/l tripton, % 2 (v/v) ananas
suyu, % 6 (w/v) patates ve 1 gr/ | aktif komiir katilmig M
(temel) besiyerinden olugsmaktadir.
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3. Arastirma Bulgular: ve Tartisma

Caligma stiresince bitki materyalleri 25°C sicaklikta
16 saat giindiiz foto periyodunda ve ortalama 10.000
likksliik 151k siddetinde inkiibasyona tabi tutulmustur.
Salep tohumlarinin ¢imlenme ve protokorm olusturma
oranlar1 10, 30 ve 50. giinde degerlendirilmistir.
Tohumlar imbibisyondan protokorm olusumuna kadar
S,
imbibisyonunu tamamlamamig tohum, S, imbibisyonunu

gorsel olarak (S-S,) dort gurupta toplanmustir.

tamamlamis fakat ¢imlenme siirecine gegmemis tohum, S,
imbibisyondan sonra tityciik (kil¢ik) olusumuna baslamis
tohum, S, ise tiiyciik ¢ikisiyla beraber ilk siirgiiniinii
olusturacak meristem olusumunu tamamlamis ergin
protokorm yapisindaki tohum olarak tanimlanmustir [8].
S,-S, olmak iizere tiim fazlarin verileri alinmis olmakla
beraber degerlendirme, ¢imlenme baslangici (S)) ve
protokorm olusumu (S,) verileri tizerinden yapilmistir.
Sekil 2’de S - S, asamalar1 gosterilmektedir

3.1.1. Cimlenme Besiyerinde AgNO, Kullanilmasi

O. tohumlarinin

¢imlendirilmesi sirasinda ozellikle ekimi yapildiktan

sancta aseptik  kogularda
3-4 giin sonra agiga c¢ikan kontaminasyonlar yiizey
sterilizasyonunda yiiksek konsantrasyonda sterilizasyon
ajanlar1 ile muamele yapmaya tesvik etmistir. Bu
durum ise tohumlarin canliliginin yitirilmesine sebep
olmustur. Sterilizasyonu yapilan tohumlarin ¢imlenmeye
alinmasini takiben 3-4 giin igerisinde belirginlesen
kontaminasyonlara engel olmak i¢in ¢cimlenme besiyerine
farkli dozlarda AgNO, eklenmis ve ¢imlenmeye etkileri
bakilmistir. Kontaminasyon ve tohumlarin canliligi géz
oniine alindiginda en etkili AgNO, dozunun %0.02 (w/v)
oldugu goriilmiis ve ¢aliymamizda sadece ¢imlenme
besiyerinde %0.02 (w/v) AgNO, kullanilmistir.

3.1.2. Farkl1 Azot Kaynaklar1 iceren Temel Besiyerinde
Tohumlarin Cimlendirilmesi

Cimlenme, tiiysi yapilarini ortaya ¢ikartmaya
baslamus, S, fazina ulagmis tohumlarin siserek beyaz
renk almasi ve en az 2 tilysii yapinin olusmasi seklinde
tanimlanmistir (Sekil 2). Tiim azot kaynaklarinda, S,
fazina ulagma orani kontrol (M besiyeri) grubuna gore
en az iki kat artis gozlenmistir. NitekimRasmussen
[8], orkidelerin gelisiminde pek ¢ok makro ve mikro
bilesiklerin kullanildigin1 ancak en etkili olaninin
azot oldugunu bildirmistir. Maya 0ziitii igeren Y, ve
Y besiyerlerinde kiiltiir siiresince S, fazina ulagma orani
artan bir egilim gostermekle birlikte Y besiyerinde ise 30

giin sonrasinda S, fazina giren tohum sayisinda azalma
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Sekil 2: Tohumlarin imbibisyon ve protokorm olusturma siireci, SO; Sterilizasyon sonrasi hentiz imbibisyon saglamamis
tohumlar, S1; imbibisyondan sonra metabolik aktivite saglayarak beyaz renk alan tohumlar, S2; imbibisyon sonrasi
beyaz tiiyciik ¢ikartan protokorm olusturacak olan tohumlar, S3; protokorm olusturmus tohumlar.

goriilmektedir (Sekil 3B). Ayni durum kazein hidrolizat
eklenen besiyerlerinde goriilmekte olup, S, fazina
ulasma orani kiiltir siiresince artmaktadir (Sekil 3D). En
yiiksek oranda tiiyciik olusumu, (S, fazina giren tohum)
aminoasit soliisyonu igeren A konsantrasyonunda
gozlemlenmis olup bu oran %67 olarak gerceklesmistir.
A, ve A konsantrasyonlarinda ise bu oran nispi olarak
A’den biraz daha disiiktiir (Sekil 3E).Fakat tiim
azot kaynaklari kiyaslandiginda, S, fazindaki tiiyciik
olusumuna baglamis tohum sayisibakimindan en yiiksek
degerler, aminoasit soliisyonu igeren besiyerlerinden

elde edimistir.

3.1.3. Farkl1 Azot Kaynaklarinda Cimlendirilen
Tohumlarin Protokorm Olusumlar:

Protokorm olugturma fazinda (S,) tohumlar tiiysii
yapilari olusturmayr tamamlamis, stirgin olusumunun
baslayacagi meristem belirgin hale gelmistir (Sekil 2). A ,
A, ve A besiyerlerinde, S, fazinda elde edilen bagarinin
aksine protokorm olusumu (S, fazi) son derece zayif
kalmig, bu oran A besiyerinde %8, A besiyerinde %3 ve
A besiyerinde %2 oraninda gergeklesmistir (Sekil 4E).
Protokorm olusumu asamasinda, tiim azot kaynaklar
arasinda sadece tripton igeren besiyerlerinde kiiltiir stiresi
boyuncaartan oranda protokorm olusumu gézlemlenmis,
en yiiksek oran %48 ile T besiyerinde gerceklesmistir
(Sekil 4C). Diger tiim azotlu besiyerlerinde 30 giinden
sonra protokorm olusum orani azalmaya baglamustir.
Tripton ve diger azot kaynaklariin protokorm olusumu
sirasinda meydana getirdikleri bu etkinin, kontrol
gurubu da (M,) degerlendirmeye alindiginda, azot
kaynagina bagli toksisite olmasi muhtemeldir.Elde edilen
veriler 1s181inda O. sancta doku kiiltiiriinde ¢imlenme
i¢in A ,protokorm olusumu igin T besiyerlerinin uygun
oldugu sonucuna varilmistir.
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3.1.4. Prokormlardan Bitkicik Olusumu

Caligmadaelde edilen protokormlar,1 g/l tripton,
1 g/l aktif komiir, 60 g/l patates ve %2 ananas suyu
eklenmis M bitkicik olusum besiyerine alinmuslard
1r.0.sancta’ninbitkicik  olusum besiyerine aktarilan
356protokormundan 341 tanesinde yaprak ve kok
olusumu gozlenmis, 9 tanesinde sadece siirgiin olusumu
gorilmil, 6 tane protokormda ise hicbir gelisme
kaydedilmemigtir. Bu veriler g6z oOniine alindiginda
O. sanctaprotokormlari %96 verimle bitkicik haline
dontigmistiir. Protokormlarinbitkicik olusum besiyerine
alinmasindan yaklagik 1 ay sonra 5-7 cm boylarinda
bitkicikler elde edilmistir. Sekil 5°de bitkicik olusumu
besiyerinde gelisen O.sancta bitkileri gosterilmistir.

4. Sonug

Bu calismada tohumlar icin basit besiyeri tarifi
yeniden yorumlanmis, maya 0ziitli, kaseinhidrolizat,
aminoasit ¢ozeltisi ve tripton’nun farkli miktarlarinin O.
sancta tiirii tohumlarinda in vitro ¢imlenme ve protokorm
olusumuna etkilerine bakilmigtir. Ortamlarda kullanilan
basit besiyeri tarifi tohumlar iizerinde olumlu etki
yapmustir. Bitki doku kiltiiri ¢aligmalarinda kullanilan
geleneksel besiyerlerin karasal orkideler i¢in ¢ok yogun
konsantrasyonda oldugu ve 2-10 kez seyreltilmis
ortamlarin  kullanilmasi
[8,9,10,11].
besiyerinin 0.25 g/l den daha az inorganik tuzlar igermesi

gerektigi  bildirilmigtir

Yine karasal orkideler i¢in biiytime
gerektigi yorumunda bulunulmugtur [12]. Kullanilan
inorganik tuzlarin bu oranlarda yer almasikullanilan
basit besiyeri tarifinin tohumlarin ¢imlenmesi ve bitki
bityiimesinde olumlu etkiler gostermis olms1 bu gorisi

destekler niteliktedir.

inorganik azotun Ozellikle NO,

negatif

tn yiiksek

konsantrasyonlarinin  ¢imlenmeyi yonde
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Cimlenme Oranlari (%)

M1 (C)

10gln 30gln 50 gin

a)  Temel besiyerine (M1) alinan O. Sancta tohumlarinin
¢imlenme yiizdeleri

Protokorm Olusturma Oranlari (%)

5
mM1(C)
0 0 M1(C)

10 gin 30 gun 50 gin
a) Temel besiyerine (M1) alinan O. sancta tohumlarinin

protokorm olusturma yiizdeleri

Y3

Gimlenme Oranlar (%)

10 giin

30gin

50 giin

b)  Maya oziitii katilan temel besiyerinde O. sancta
tohumlarimin ¢cimlenme yiizdeleri

myl
=y2

Protokorm Olusturma Oranlari (%)

Y3

10 giin 30 giin 50 giin

b) Maya oziitii katilan temel besiyerinde O. sancta
tohumlarimn protokorm olusturma yiizdeleri

10 giin 30giin 50 giin

d)  Kazein hidrolizat katilan temel besiyerinde O. sancta
tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri

g
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e)  Aminoasit soliisyonu katilan temel besiyerinde O.
sancta tohumlarmin ¢imlenme yiizdeler
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e)Aminoasit soliisyonu katilan temel besiyerinde O. sancta
tohumlarimin protokorm olusturma yiizdeleri

Sekil 3: Cimlenme oranlari.
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Sekil 4: Protokorm olugturma oranlar1.
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etkiledigi bildirilmektedir [13,14]. Yapilan denemelerde
farkli azot kaynaklarinin protokorm olusumuna etkisi

farkli olmustur.T, ortamien yiiksek protokorm (S,)
olusumunun gergeklestii ortam olurken, aminoasit
iceren A, A, ve A, ortamlar1 ¢imlenme (S,) oraninin
yiiksek oldugu ortamlar olarak belirlenmistir.

Ananas suyunun Avrupa orkidelerinin in vitro
kiiltiire alinmasinda basarili oldugu yorumu yapilmistir

[14]. Besiyeri ortamlarinda kullanilan  ananas
suyunun, kiltiirlerde fenolik asit eksudasyonunu
distirdtigii,karasal ~ orkidelerde  kok  gelisimini

destekledigi Dbildirilmistir
85 giin sonunda kok gelisiminin 5-7 cm uzunlugunda

[15,16].Yapilan c¢alismada

olustugu goriilmektedir.Yine besiyerine eklenen aktif
koémiriin besiyeri icinde fenolik bilesiklerinin birikimini
engelledigi bildirilmis olup [17], ¢alismamizda fenolik
eksudasyon birikimi higbir bitkide olmamustir.

Sterilizasyon asamasindan once orkide tohumlarinin,

tohum yiizeyindeki ~mumsuhidrofobik tabakanin
erigilebilir hale gelmesi gerekmektedir. Ayrica tohumla
karigik halde gelen toprak tas ve bocek artiklari gibi
partikiillerinvarhigive sterilizasyonun tiim tohumlarda
etkili olmamasi, aseptik kiiltiir icin problem tegkil
Bu

oncesinde tohumlar birtakim kimyasallarla 6n isleme

etmektedir. sebeplerden  dolayr sterilizasyon
tabi tutulmuslardir.Yapmis oldugumuz 6n aragtirmalar
neticesinde, orkide tohumlarmin aseptik kosullarda
in vitro kiiltire alinmasi icin gelistirilmis benzer bir

protokoliin mevcut olmadig: belirlenmistir.

Tohum sterilizasyonu sonrasi maksimum canliligin
elde

kontaminasyon

edilmesi ve sterilizasyon sonrast ekimlerde

sorununu ortadan kaldirmak
farkly

birlikte uygulanan giimilg nitrat,genel olarak tohum

icin

¢imlenme besiyerinde, azot kaynaklar1 ile

¢imlenmesini engelleyici bir etki olusturmamugtir.
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Sekil 5: Alt kiiltiire alinan O. sancta
tohumlarinda 35 giin sonra bitki
olusumu.
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