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Arastirma Makalesi Ozet
Gonderilme Tarihi 1 28/11/2019 Bu ¢aligma, Hindistan cevizi suyunun (HCS) Serapias vomeracea'de in vitro asimbiyotik tohum
Kabul Tarihi - 14/02/2020 ¢imlenmesi, protokorm olusumu ve organ gelisimi {izerine konsantrasyona baglh (25, 50 ve 100 ml

L) etkilerini karsilastirmay1 amaglamaktadir. Farkli HCS konsantrasyonlarinin tohum g¢imlenmesi ve
protokorm olusumu iizerindeki etkileri kiiltir ortaminda siikroz varliginda ve yoklugunda test

Anahtar Kelimeler edilmistir. Kiiltiir ortaminda HCS ve siikrozun eszamanli bulunmasi tohumlarin ¢imlenme oranini
Dogal Katla Maddeleri diisiirdiigii i¢in organogenez tizerine HCS'nin etkileri sadece siikroz yoklugunda denenmistir. Kontrol
Orkide Kiiltiirii ortami ve sadece HCS igeren ortam en yiiksek tohum ¢imlenme oranlarini vermesine ragmen sonuglar
Rizogenez arasinda istatistiki fark bulunmamustir. Bununla birlikte, tim HCS konsantrasyonlar kiiltiir ortaminda
Sagirkulag: siikrozdan bagimsiz olarak protokorm olusumunu &nemli 6lgiide artirmistir. En yiiksek ortalama

siirgiin uzunlugu 100 ml L? konsantrasyonunda HCS uygulamasi sonucunda kaydedilmistir. HCS
uygulamalarindan sonra rizogenik cevap anlamli derecede azalmis ve tiim HCS uygulamalarmm kok
uzamasini azalttigi bulunmustur. Kok olusumu artan HCS konsantrasyonlar ile artmis ancak yine de
kontrol degerinin altinda kalmistir. Kiiltiirlerde yumru olusumu gézlenmemistir. Bu ¢aligma HCS'nin
S. vomeracea tohumlarinmn in vitro ¢imlenmesinde siikroz yerine kullanilabilecegini dnermektedir.
Bununla birlikte, ¢alismanin sonuglart HCS'nin S. vomeracea'de organ gelisimi tizerine sadece 100 ml
L™den daha yiiksek bir konsantrasyonda veya siikroz ile birlikte daha diisiik konsantrasyonlarda
kullanilmasi durumunda pozitif etkiler yaratabilecegini gostermistir.

Research Paper Abstract
Received Date 1 28/11/2019 This study aimed to compare the concentration-dependent (25, 50, and 100 ml L) effects of coconut
Accepted Date : 14/02/2020 water (COW) on in vitro asymbiotic seed germination, protocorm formation, and organ development

in Serapias vomeracea. The effects of different COW concentrations on seed germination and
protocorm formation were tested both in the presence and absence of sucrose in the culture medium.

Keywords The effects of COW were tested on organogenesis only in the absence of sucrose since the
Natural additives simultaneous presence of COW and sucrose in the culture medium reduced the germination rate. The
Orchid culture control medium and the medium only with COW gave the highest but statistically similar seed
Rhizogenesis germination rates. However, all the COW concentrations triggered protocorm formation regardless of
Long-lipped Serapias the sucrose presence in the culture medium. The maximum mean shoot length was recorded after

COW treatment at 100 ml L concentration. The rhizogenic response was significantly reduced after
COW treatments. All the COW treatments decreased root elongation. The root formation increased
with elevated COW concentrations, but it remained below the control value. The tuber formation was
not observed in the cultures. This study suggested that COW could be used as a substitute for sucrose
in in vitro germination of S. vomeracea seeds. However, the results also showed that COW might
induce positive effects on organ development in S. vomeracea only if it is used in the medium at a
concentration higher than 100 ml L™ or at lower concentrations along with sucrose.

1. Giris olan ¢ok yillik ve yumrulu bir orkide tiiriidiir. Yumrulu
orkideler heniiz dogada tiikenmemis olsalar dahi ticari
Serapias vomeracea (Burm.f.) Briq. (Orchidaceae), degerlerinden dolayr dogadan  kontrolsiiz  olarak

Tiirkiye disinda Balkan ve Akdeniz iilkelerinde yayilis toplanmakta ve dogal varliklar1 daralma tehdidiyle karsi
gosteren, yasam alanlar1 1000 m yiikseklige kadar kurak karstya kalmaktadir [1]. Bu orkide tiirlerinin sahip oldugu
cayrrlar, calilk ve fundalik araziler ile bos tarim alanlari yumrular zengin glukomannan igerikleri nedeniyle gida ve
ilag endiistrisi i¢in degerlidir. Glukomannan, giliniimiizde
geleneksel bir sicak icecek olan salep iiretimi igin
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hammadde olarak kullanilmaktadir. Ayrica hidrofilik
Ozelliklerinden dolay1 zayiflama kapsiillerinde ve gida
takviyelerinde tercih edilmektedir [2].

Bitki doku kiiltiiriinde, “dogal katki maddeleri” veya
“dogal maddeler” terimleri, bitki biiylimesine katkida
bulunan, ancak herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi
(BBD) smifinda smiflandirilmayan, dogal kdkenli besi
ortami bilesenlerini tanimlar [3]. En sik kullanilan dogal
katki maddeleri, Hindistan cevizi suyu (HCS), muz
homojenati, malt, patates ve maya ekstraktlari olarak rapor
edilmektedir [4]. Bu dogal maddeler arasinda yaygin
olarak orkide kiiltiirlerinde kullanilan HCS Cocos nucifera
meyvelerinin endosperm sivisidir. Orkide kiiltiirlerinde,
HCS'nin ortama eklenmesinin siirgiin gelisimini, tohum
¢imlenmesini ve protokom benzeri yapilarin (PBY) olusum
oranlarimi arttirdigr bildirilmistir [5, 6]. Buna karsm
HCS'min Akdeniz karasal orkideleri iizerindeki etkileri
heniiz tam olarak belirlenmemistir.

Bu calisma orkide kiiltiirlerinde yaygin olarak
kullanilan dogal bir katki maddesi olan HCS’nin bitki
gelisimi konsantrasyona bagl
kargilagtirmay1 amaclamaktadir. Tropik orkide tiirlerinde
cogunlukla olumlu etkileri bildirilen HCS uygulamalarinin
S. vomeracea gibi yaygin ve ekonomik agidan dénemli bir
model orkide tiiriiniin in vitro biliyime parametreleri
tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi, bu dogal kiiltiir
ortami takviyesinin etkilerinin Akdeniz karasal orkide
tiirlerindeki potansiyel etkilerini de ortaya ¢ikartacaktir.

tizerindeki etkilerini

2. Malzeme ve Yontem

2.1. Tohum Kkaynag,
dezenfeksiyon

canlibk yiizdesi ve

Serapias vomeracea (Burm.f.) Briq. tohumlar1 Ege
Tarimsal Arastirma Enstitlisiic Midiirligii'nden (Menemen,
Izmir, Tiirkiye) temin edildi. Tohumlar denemelerde
kullanilincaya kadar 4 °C'de kuru ve karanlik bir ortamda
saklandi. Tohum canliligint belirlemek igin tetrazolyum
(2,3,5-Trifeniltetrazolyum kloriir; TTC) testi, Acemi ve
Ozen [1] tarafindan belirtilen ydnteme gore yapildi.
Tohumlar, Acemi ve Ozen [1] tarafindan S. vomeracea igin
uyarlandigt sekliyle JevSnik ve Luthar’in [7] yontemini
takiben dezenfekte edildi. Buna gore, tohumlar 1 mg
olarak tartildiktan sonra yuvarlak tabanl santrifiij tiiplerine
yerlestirildi. Tohumlar 30 sn boyunca %70 EtOH ve 8 dk
boyunca %1 NaOCl ile muamele edildikten sonra tiipler 1
dk boyunca 2000xg’de santrifiijlendi. Ust fazda kalan
tohum kabuklar1 ve kopiik pipetle toplandiktan sonra
tohumlar 3 defa steril dH,O ile durulandi.

2.2. Besiyerinin hazirlanmasi ve tohumlarin
ekimi

Deneylerde ii¢ konsantrasyonda (10, 30 ve 50 g L)
HCS ile takviye edilmis Knudson C (KN) besiyeri [8],
kullanildi. Kullanilan HCS yerel marketlerden satin alinan
C. nucifera meyvelerinden dogrudan elde edildi. HCS
tohumlarla ayni ¢evre kosullarinda tutuldu. HCS
icermeyen KN ortami kontrol olarak kullanildi. HCS'in
tohum c¢imlenmesi ve protokom olusumu iizerindeki
etkileri besiyerinde hem siikroz varliginda (BAN + Siikroz)
hem de yoklugunda (BAN - Siikroz) test edildi. Protokorm
geligimi i¢in en iyi sonuglart veren birlesim secildi ve daha
sonraki  deneylerde  kullanildi.  Siikroz  kullanilan
durumlarda besiyeri 20 g L' sukroz ile desteklendi.
Besiyeri 3,5 g L' phytagel ile katilastirildi ve
otoklavlamadan once pH'st 5,6'va ayarlandi. Dezenfekte
edilen tohumlarin tizerine 200 pl steril dH,O eklenerek
tohumlar pipet yardimiyla Petri kaplarindaki besiyerlerine
aktarildi. Inkiibasyon periyodunun sonunda gelisen
protokormlar ayni ortami igeren kiiltiir kaplarina aktarildi.
Kiiltiirler 16/8 saatlik bir fotoperiyod ile 60 umol m? s’!
fotosentetik foton aki yogunlugundaki aydinlatma altinda
23+1 °C sicaklikta inkiibe edildi. Kiiltiirlerde yogun
kararma gozlendiginde besiyeri yenilendi.

2.3. Verilerin toplanmasi ve istatistiksel analiz

Tohum ¢imlenme orani inkiibasyon doneminin 45.
gilinliniin sonunda hesaplanirken, 90. giiniinden sonunda ise
protokorm  gelisimi  degerlendirildi. Organ gelisim
parametreleri protokormlarin kiiltiir kaplarina
aktarilmasindan sonra baslatilan inkiibasyon siiresinin 180.
giinii sonunda 6l¢iildii. Tohumlar, Yamazaki ve Miyoshi [9]
tarafindan belirtilen sekilde alt1 farkli ¢imlenme evresinde
sayild1 ve siniflandirildi (Tablo 1).

Tablo 1. Yamazaki ve Miyoshi [9]’ye gore tohum
¢imlenme safthalart

C};Tl}:; I:;e Belirtecler

Evre 0 Cimlenme yok. Embriyo biiyiimesi
gozlemlenmez.

Evre | On ¢imlenme safhasi. Embriyo tohum
kabugunu enine doldurur.

Evre 2 Cimlenme sathasi. Embriyo tohum
kabugundan ¢ikint1 yapar.

Evre 3 Protokorm sathasi. Embriyo tohum
kabugundan kurtulur.

Evre 4 Rizoit sathasi. Protokorm yiizeyinde
rizoitler goriliir.

Evre 5 Siirgiin sathasi. Protokormdan siirgiin

farklilagir.
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Cimlenme yiizdeleri, asagidaki formiil (1) kullanilarak
hesaplandi.

% Tohum sayisi1 (Evre 2—5)x100

imlenme (%) =
(‘: ( /0) % Tohum sayisi (Evre 0-5)

()

Tartilan 1 mg S. vomeracea tohumunda yaklasik 180-200
ayri tohum bulunmaktadir. Her bir kiiltiir kabinda 5
protokorm kiiltiire alindi ve her tekrarda 3 kiiltiir kabi
kullanildi. Her deney ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.
Veriler “ortalama + standart sapma (SS)” olarak verildi.
Ortalamalar Duncan veya Tukey ¢oklu karsilastirma
testleri  kullanilarak  p<0.05 anlamlilik  diizeyinde
karsilastirildi. Istatistiksel analiz icin IBM SPSS Statistics
22 yazilimi kullanildi.

3. Bulgular ve Tartisma
Uygulanan TTC testi sonunda .

tohumlarina ait canliblk orant %54,67+4,16 oraninda
bulundu.

vomeracea

Inkiibasyon siiresinin sonunda ise tohum
¢imlenme orani kontrol ortamindan %58,77+5,51 olarak
kaydedildi. Artan HCS konsantrasyonlarinin ortamdaki
siikroz varliginda tohum ¢imlenme oranini kademeli olarak
azalttig1 belirlendi (Sekil 1A). Siikroz yoklugunda ise
¢imlenme oraninda artan HCS Kkonsantrasyonlariyla
birlikte kademeli bir artis goriilse dahi ulagilan en yiiksek
¢imlenme oraninin kontrolden istatistiki olarak farkl
olmadig1 belirlendi. Besiyerinde eszamanli olarak siikroz
ve HCS mevcudiyeti kontrol grubuna oranla protokorm
olusumunu ¢arpici sekilde artirdigi bulundu (Sekil 1B).

Bununla birlikte siikroz ortamdan ¢ikarildiginda
protokorm olusum orani kontrol grubundan yiiksek
bulunsa dahi kademeli olarak azaldi. Denenen HCS
uygulamalarinin protokom olusumunu kontrole kiyasla 4
ila 8 kat arasinda artirdigi kaydedildi. En yiiksek
protokorm olusum oranlar1 HCS ve siikroz ilaveli
besiyerinde gozlendigi i¢in sonraki deneylere bu ortamla
devam edildi.

Besiyerinde HCS ve siikrozun eszamanli varliginda
¢imlenme oraninin artan HCS konsantrasyonlariyla birlikte
azalmasmin nedeni besiyerinin osmotik potansiyelinin
diismesine bagli olarak tohumlarin su aliminin sinirlanmasi
olabilir [10]. Nitekim besiyerinin osmotik potansiyeli
tizerine etkili olan siikrozun ortamdan ¢ikarildiginda tohum
¢imlenme oranmin artmaya baslamasi bu ¢ikarimi
dogrulamaktadir. Bitki doku kiiltiirlinde kullanilan farkl
karbon kaynaklarinin bitki hiicrelerini, doku ve organ
gelisimini ¢esitli sekillerde etkiledigi gosterilmistir [11].
Bitki doku kiiltiiriinde siikroz, mannitol, fruktoz glukoz,
maltoz ve laktoz gibi mevcut olan alternatiflerin arasinda
birincil karbon kaynagi olarak kabul edilmistir [12].
Bununla birlikte bu c¢aligmadaki ¢imlenme sonuglari,

HCS'nin yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda S.
vomeracea tohumlarinin ¢imlendirilmesinde siikroz yerine
kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
Siikroz varliginda HCS uygulamalarindan sonra azalan
protokorm olusum oranlar, HCS ve siikrozun birlikte
besiyerinin osmotik potansiyelini azaltabilecegini ve bunun
su ve besin alimini sinirlayabilecegini gostermistir. Ayrica,
baz1 ¢aligmalarda siikrozun bitki hiicrelerinde hipoksi ve
etanol birikmesine neden olmasindan dolay1 tamamen veya
kismen bagka bir karbon kaynagi ile degistirildigi rapor
edilmistir [13]. Cimlenme ve protokorm olusumundaki
birbirinin karsit1 olan bulgular ve tartismalar bitkinin her
gelisim asamasinda beslenme ve fizyolojik ihtiyaglarindaki
degisiklikleri igaret etmektedir. Bektag ve Sokmen [14] S.
vomeracea'da siikroz ilavesiz KN besiyerinden protokorm
olusum oranimni %52,2242,9 olarak bildirmislerdir. Bu
calismada ise siikroz ilavesiz KN kiiltiir ortamina 25 ml L!
HCS ilavesinin S. vomaercea'da %60'm iizerinde protokom
olusum oranlar1 verebilecegini gosterilmistir.
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£ 40
O
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0 : : ; J— L
Kontrol 25 50 100 25 50 100
HCS konsantrasyonlari (ml L")
B 100
HCS + Siikroz HCS - Siikroz
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2 |l &,
£ { | [¢
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% | |
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£ 20 | | |
~ 1 P
f | | ,
— | Lo ,
0 o i | . | N 2N ’
Kontrol 25 50 100 25 50 100

HCS konsantrasyonlari (ml L")
Sekil 1. Hindistan cevizi suyunun Serapias vomeracea'de
tohum ¢imlenme (A) ve protokom olusum oranlarina (B)
etkisi. Veriler ortalama+SS'yi temsil etmektedir. Ayni {ist
karakterlere sahip olan ortalamalar arasinda Duncan ¢oklu
aralik testine gore dnemli 6l¢iide fark yoktur (p <0.05).

Calismadan elde edilen veriler incelendiginde kontrole
kiyasla besiyerindeki  HCS
konsantrasyonuna paralel sekilde arttigi gozlendi. S.
organ gelisimi iizerine HCS
uygulamalarinin konsantrasyona baglh etkileri Sekil 2’de
gosterilmektedir. Buna ragmen 25 ve 50 ml L' HCS igeren

sirgiin ~ uzunlugunun

vomeracea’de
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besiyerlerinden alinan sonuglar arasinda istatistiki fark
bulunmadi  (Sekil  3A). HCS  uygulamalarmin
konsantrasyondan bagimsiz olarak S. vomeracea’de kok
gelisimi lizerine olumsuz etki yaptigi bulundu.

A B

Sekil 2. Hindistan cevizi suyunun Serapias vomeracea'de
in vitro bitki gelisimi {izerine konsantrasyona bagl etkileri.
Kontrol (A), soldan saga dogru “25, 50 ve 100 ml L”
Hindistan cevizi suyu uygulamalari (B). Olgek gubuklari
her sekil i¢in 1 cm uzunlugu temsil etmektedir.

Ortalama kok uzunluklart kontrole oranla 3 ila 4 kat
arast azalirken wuygulanan HCS konsantrasyonlari
sonucunda alman sonuglar arasinda istatistiki fark
bulunmadi (Sekil 3B). Bununla birlikte artan HCS
konsantrasyonlari ortalama kok uzunlugu iizerinde oldukga
sinirli bir olumlu etki gosterdi. Ortalama kok sayisinin
uygulanan en diisik HCS konsantrasyonuyla birlikte
carpict sekilde azaldigi ve artan HCS konsantrasyonlartyla
birlikte yiikseldigi bulundu. Buna ragmen ortalama kok
sayisinin kullanilan en yiiksek HCS konsantrasyonunda
dahi kontrol grubundan elde edilen degere ulasamadigi
kaydedildi (Sekil 3C).

Hindistan cevizi suyu, sitokinin olarak iglev gdren
difenil {ire dahil biiyiimeyi ve hiicre boliinmesini tesvik
eden bir¢ok besinsel ve/veya hormonal madde igerir [15].
Dendrobium lasianthera Kkiiltiirlerinde Vacin & Went [16]
besiyerine %15 (v:v) oraninda HCS eklenmis ve bunun
siirgiin, kok ve yaprak gelisimini artirdigi bildirilmistir [6].
Cesitli Phalaenopsis [17] ve Calatnhe [18] hibritlerinde
ayrica bazi siis bitkilerinde de [19] HCS’nin siirgiin
gelisimi ve bitki rejenerasyonunu artirdigi rapor edilmistir.
S. vomeracea kiiltiirlerinde ise HCS kullaniminin etkilerine
ait daha 6nce bildirilmis bir veri bulunmamaktadir. Tropik
orkidelerde in vitro bitki kok ve siirgiin uzamasinin
saglandigi, tohumlarin  ¢imlendirilmesi
kullanilan  besiyerlerinde =~ HCS  yaygin

sonrasinda
olarak

kullanilmaktadir [20]. Bunun nedeninin HCS’nin yiiksek
nitrojen ve zeatin iceriginden kaynaklandig1 one siiriilmiis
ve bu bilginin teyit edilmesi gerektigi vurgulanmistir [21].
S.  vomeracea 1izerinde yapilan bu caligmada ise
besiyerinde siikroz yerine kullanilan HCS’nin bitkinin
gelisimi i¢in ihtiyag duydugu karbon kaynagi olarak
yetersiz kaldigini gostermektedir.

A 35

3.0

2,0 A

15 -
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0.5 4

0 +— T T
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B 0.45 -
0.40
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0.30 -
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o

025 -
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Kok uzunlug
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Kontrol 25
HCS konsantrasyonlari (ml L")

Kok sayisi
=
[=]
.

e L
o
|

0.4 -

Kontrol 25 50 100

HCS konsantrasyonlar (ml L")
Sekil 3. Hindistan cevizi suyunun Serapias vomeracea'de
stirgiin uzunlugu (A), kok uzunlugu (B) ve kok sayisi (C)
iizerine etkileri. Veriler ortalama+SS'yi temsil etmektedir.
Ayni st karakterlere sahip olan ortalamalar arasinda
Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma testine gore dnemli 6l¢iide
fark yoktur (p <0.05).
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4. Sonuclar

Sonu¢ olarak S. vomeracea tohumlarinin in vitro
asimbiyotik ¢imlendirilmesinde siikroz yerine HCS’nin
kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica S. vomeracea’nin in
vitro  gelisiminde protokorm  olusumu
organogenez asamalarinda ise HCS nin besiyerinde ancak
100 ml L"’den daha yiiksek bir konsantrasyonda veya
siikroz ile birlikte daha diisik konsantrasyonlarda
kullanilmasi halinde olumlu etkiler gosterecegi sonucuna
varilmistir.

ve sonraki
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