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OZET

CANAKKALE CEVRESINDE YAYILIS GOSTEREN BAZI SALEP
ORKIDELERININ FARKLI BESIN ORTAMLARINDA IN VITRO COGALTIMI

Yasemin KEMEC
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Prof. Dr. Ciineyt AKI
10/07/2015, 57

Orkideler, kutuplar haricinde diinyanin hemen her bolgesinde yayilis gdsterebilen ve tiir
cesitliligi agisindan zengin olmasimna ragmen hizli bir sekilde tahrip edilmekte ve diinya
genelinde gesitli resmi anlagmalarla korunmaktadir. Orkidelerin bununla birlikte sehirlesme,
tarimsal faaliyetler ve 6zellikle {ilkemizde gida hammaddesi olarak kullanilmalar1 nedeniyle

daha etkin korunmalar1 i¢in yeni ve geligsmis tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda salep orkidelerinin in vitro kosullarda doku kiiltiirii yontemi
ile ¢ogaltilarak tekrar dogaya kazandirilmasi amaglanmistir. Calismada, 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. olmak tiizere dort farkli salep orkide tiirti (Nisan ve
Mayis aylarinda Canakkale ilinin farkli lokalitelerinden) toplanmistir. Bu bitkiler
laboratuvar kosullarinda saksilara aktarilmis ve A. morio subsp. morio tiirii disindaki tiirler
kendileme yolu ile tohum elde edilmistir. A. morio subsp. morio tiiriiniin tohumlar1 dogal
ortamlarinda gelistikleri i¢in direkt toplanmistir. Tohumlar yiizeysel sterilizasyon sonrasinda
ti¢ farkli besin ortaminda (Svante Malmgren’in bize 6nermis oldugu ortam (SV), Knudson-C
(KC) ve Orchimax (ORC) ) gelismeye alinmustir. Bu besin ortamlarmim dort salep orkidesi
tiirli tizerindeki ¢imlenme, protokorm olusumu ve bitki gelisimi tizerindeki etkileri ortaya

konmustur.

Caligma sonucunda ¢imlenme, protokorm olusumu ve bitki gelisimi agisindan en iyi besin
ortaminin dort farkl tiir i¢in de SV ortami oldugu belirlenmistir. En iyi ¢imlenen tiir %94.00
orant ile A. morio subsp. morio, en iyi protokorm olusturan tiir %70.42 oran1 ile A. morio
subsp. morio ve en iyi bitki geligimi olan tiir %55.87 orani ile A. morio subsp. morio olarak

saptanmustir. In vitro ortamda basarili bir sekilde protokormdan yumru gelistiren A.

Vi



pyramidalis, A. morio subsp. morio ve D. romana tirlerinin yumrular1 aklimatizasyon
sonucunda kendi yetistikleri bolgeden alinan topragin igine %25’er oranda kuartz kum ve
agac kabugu eklenerek aktarilmiglardir. Yumrular dormansi durumundadir ve bir sonraki

yaprak ¢ikarma zamani olan Subat — Mart ayinda yapraklar1 tekrar ¢ikacaktir.

Anahtar sozciikler: In vitro ¢imlendirme, Orkide, Protokorm, Canakkale, Doku kiiltiirii.
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ABSTRACT

IN VITRO PROPAGATION OF SOME SALEP ORCHIDS IN DIFFERENT
GROWTH MEDIUMS WHICH SPREAD IN CANAKKALE SURROUNDING

Yasemin KEMEC
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Animal Science
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Ciineyt AKI
10/07/2015, 57

From tropics to subtropics, except Polar Regions orchids spread almost every place in the
world. Orchids interact with two kingdom; plants and fungi. Since being one of the most
crowded plant group, orchids have problems systematically.

Orchids need to be protected by new and developed techniques owing to the fact that over
exploiting for using as food product, as well as urbanization, agricultural activities, rapid
growing population.

In this Master of Science thesis, we aimed to propogate orchids on in vitro conditions by
tissue culture techniques and to give orchids back to the nature. Four orchid taxa collected
from different localities of Canakkale were used in this study; Anacamptis pyramidalis (L.)
L.C. Rich, Anacamptis morio (L.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W. Chase subsp. morio,
Dactylorhiza romana (seb.) Soo and Neotinea tridentata (Scop.) R.M. Bateman, Pridgeon &
M.W. Chase and were tried to propagate on three different growing media; KC, ORC and
the medium recommended by Svante Malmgren, SV.

According to the results of the study, it is observed that the SV medium is the best medium
for all four taxa. In terms of germination test, protocorm generation and plant development,
A. subsp. morio was the best germinated taxon on the SV medium (94.00%), as well as it
was the best protocorm developed taxon on the medium SV (70.42%) and the best
developed taxon on the SV medium overall (55.87%). Potted plants are in dormancy status
and it is assumed they will develop fresh leaves in the next vegetative period February —
March.

Keywords: In vitro germination, Orchid, Protocorm, Canakkale, Tissue culture.
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BOLUM 1
GIRIS

Orkideler, bitkiler alemindeki essiz giizellikleri, tistiin mimikri yetenekleri, merak
uyandiran tozlagsma yetenekleri ile sadece polinatorlerini degil, insanlarinda dikkatlerini
tizerine ¢eken oldukca zengin bir bitki grubudur. Orkideler, tibbi, ekonomik, gida
hammaddesi olarak kullanimlarinin yani sira yaklagik seksen milyon yildan beri
biyocesitlilige katmis oldugu zenginlikten dolay: bitkiler aleminin en karizmatik tiyesi

olmay1 hak eden ve ilgileri her zaman iizerine ¢eken bir grup olmustur.

Tropik bolgelerden subtropik bdlgelere, deniz seviyesinden neredeyse 5 bin metre
yiikseklige kadar agik denizler ve ¢oller hari¢ diinyanin hemen her bolgesinde yayilis
gosterebilen, mantarlar ve hayvanlar alemi ile etkilesimde olan, tiir ¢esitliligi agisindan
zengin olmasindan dolay1 smiflandirma problemleri olan orkideler hem diinyada hem de
iilkemizde cesitli resmi anlagmalarla korunmaktadir. Fakat global diizeydeki sehirlesme,
tarimsal faaliyetler, hizla artan niifuz, 6zellikle tilkemizde gida hammaddesi olarak asir1 bir
sekilde tahrip edilen orkidelerin daha etkin korunmalar1 ve siirdiiriilebilir kullanimlar1 i¢in
yeni ve gelismis tekniklere ihtiyac duyulmaktadir. Bahsedildigi gibi c¢esitli nedenlerle
tahrip edilen orkideleri korumak amaci ile ¢alismamizda, orkidelerin toplanildig: yerlerin

koordinatlar1 verilmemistir.

1.1. Orchidaceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Yeryiiziinde yayilis gosteren cigekli bitkiler grubunun en zengin familyasi olan
orchidaceae 1000 cins ve en az 25.000 tiir icerir (Harrap ve Harrap, 2009). Taksonomik
olarak tek ¢enekliler i¢inde yer alan orkideler Tiirkiye’de 24 cins ve 170 takson ile temsil
edilmektedir (Kreutz, 2009).

Orkidelerin yaklagik %70°1 epifit, %25’1 toprakta yasar. Geriye kalan %5°1 ise toprak
altinda, kayalar lizerinde ve ¢iirimekte olan bitkiler lizerinde yasamini siirdiiriir (Arditti,
1979; Renz ve Taubenheim, 1984). Tropik ormanlarda yayilis gosteren orkidelerin ¢ogu
epifittir. Epifit orkidelerin govdeleri su ihtiyacini karsilayabilmek i¢in yalanci bir sogan
halinde sigsmis ve serit seklinde hava kokleri olugsmustur. Hava koklerinin iizerinde suyu
emebilen bir tabaka bulunmaktadir (Sezik, 1984). Epifit orkidelerin bazilarina 6rnek
olarak; Cymbidium, Dendrobium, Cattleya ve Phalaenopsis sp. tiirii verilebilir. Bu
orkideler ¢esitli yontemler ile tiretilip siis bitkisi olarak ticareti yapilmaktadirlar. Toprakta

yasayan ve daha kii¢iik ¢icek yapisma sahip olan orkidelere “iliman kusak orkideleri” veya



“karasal orkideler” ad1 verilmektedir. Karasal orkidelere “orta kusak orkideleri” olarak da
bilinirler. Orta kusak orkideleri Avrupa, Akdeniz Havzasi, Kafkasya ve On Asya’da

yayilim gosterir ve 600 civarinda tiir ve alttiire sahiptirler (Giimiis, 2009).

Tiirkiye’deki orkideler de orta kusak orkidelerindendir. Tiirkiye bitki Ortiisii
bakimmdan Avrupa ile Yakin Dogu arasinda bir gegis bolgesinde bulunup, Afrika, Asya
ve Avrupa kitalarinin ortak etkisini yansitir (Kreutz, 2009). Ulkemizde 30 endemik orkide
taksonu bulunmaktadir (Kreutz, 2009).

Orkide tohumlar1 0.25-1.2 mm uzunlugunda ve 0.09-0.27 mm genisligindedir,
agirliklart ise 0.3-1.4 pg’dir (Arditti, 1967). Orkide tohumlar1 ¢imlenebilmek i¢in diger
bitkilerin de ihtiya¢ duydugu uygun sicaklik, 1s1k, nem ve oksijenin yani sira “mikorhizal
fungus” ile mutualiz bir iliskiye ihtiya¢ duymaktadir. Rasmussen (1995)’e gore, dormant
durumda olmayan orkide tohumlarmin uygun havalanma ve sicaklik kosullarinda
cimlenmeye baslamasi i¢in ortamda su bulunmasi yeterlidir, fakat bitki heterotrofik ise
ortamdan su haricinde diger bazi maddeleri de almas1 gerekmektedir. Bu heterotrofik tiirler
dogada ¢imlenebilmek i¢in endofitlerle veya bazi mantarlarla iliskili olmak zorundadirlar.
Endosperma tasimayan orkide tohumlarmnin distiigli yerde ¢imlenmesi i¢in gerekli olan
funguslar genellikle Rhizoctonia cinsinin degisik tiirleridir (Sezik, 1984). Bu fungus,
bulunmus oldugu ortamdaki organik humusu parcalar ve bu parcalanma sonucunda olusan
nigsastayr ve benzeri bilesikleri suda ¢oziinen sekerlere doniistiiriir ve orkide bitkisine
gonderir. Yeni bitki, heniiz ¢imlenmeyi saglayacak endosperma tasimadigi igin,
mikorizomun (orkide tohumu ve fungusun olusturdugu yapi) biiyiimesi ¢ok yavastir.
Mikorizom funguslari, daha ¢ok humuslu topraklarda bulunurlar ve Fagus sp., Quercus
sp., Betula sp., Pinus sp. gibi pek ¢ok agacin ve fundaliklarin koklerinde yasarlar. Yumrulu
cinsler, fungustan ayrilip bagimsiz yasamaya meyillidirler ve hayatlarinin ileri
devrelerinde genellikle fungusa rastlanmaz. Cephalanthera tiirleri ve Goodyera repens
gibi, humuslu topraklarda yasayan, siskin kok sistemine sahip orkidelerin koklerinde

mikorizom fungusuna omiirleri boyunca rastlanir (Sezik, 1984).

Karasal orkidelerin toprak alt1 organlari; yumru (tuber), rizom ve kok olarak farklilik
gostermektedir. Yumrulu bitkilerde genellikle birbirine yapisik iki tane yumru bulunur.
Eski olarak adlandirilan burusmus ve ici bosalmis olan yumru mevcut bitkiyi olusturan,
siskin olan gen¢ yumru ise bir sonraki sene yeni bitkiyi vermek i¢in gerekli icerige sahip

olan yumrudur (Sezik, 1984). Salep yapimi i¢in genellikle gen¢ yumru kullanilir.



Orkidelerde, tohum topraga diistiigli andan sonra yumru ve yapraklarin gelismesi ¢ok
uzun yillar alir. Yaprak ve yumrular en erken ortalama 2-4 yil sonra olugmaktadir. Orchis,
Ophrys ve Dactylorhiza tiirlerinde bitkinin ilk yapraklari ortalama 4, Epipactis ve
Cephalanthera tiirlerinde 2-3 yil sonra; Spiranthes aestivalis tiiriinde ise ilk yumru ancak
9. yilda, Neottia tiirlerinde ilk ¢igek 9-12 yil sonra olusmaktadir. Listera tiirlerinde ilk
yaprak 4. yilda meydana gelirken, ilk ¢icegi ise tohum topraga diistiigii andan itibaren 15
yil sonra agar. Cypripedium tiirlerinde ise, ergin bir bireyin meydana gelmesi i¢in 16 yil

veya daha uzun siire beklemek gerekmektedir (Glimiis, 2009).

1.2. Salep
Salep, orkide yumrularinin toz haline getirilerek siit ile karistirilip igilen sicak bir

icecektir.

Orkideler genellikle yoresel olarak salep veya sahlep diye adlandirilmaktadir. Salep
kelimesi Arapga'dan dilimize ge¢mis olup “tilki” demektir. Eski eserlerde Tubera salep
karsiligr olarak “Husyet-ll sal'eb” veya “Husyet-iil kelb” kelimeleri kullanilmaktadir.
Bunlarim manas1 “tilki testisi” ve “kopek testisi” dir. Zamanla ilk kelimeler diismiis ve
sadece “Salep” kelimesi kullanilmistir (Sezik, 1984). Salepte etkili madde veya salebin asil
kullanilma sebebi olan madde glikomannanlardir (Sezik, 1967). Glikomannan, siit veya su
ile siser akici bir ¢ozelti meydana getirir (Sezik ve ark., 2007). Salep eldesinde yumrulu
orkideler kullanilmaktadir; fakat tiim yumrulu cinsler salep eldesi i¢in uygun degildir.
Tirkiye’de Aceras, Anacamptis, Barlia, Comperia, Dactylorhiza, Himantoglossum,
Neotinea, Ophrys, Orchis ve Serapias cinslerine ait 120 civarinda yumrulu orkide salep
elde etmek amaci ile kullanilmaktadir (Sezik ve ark., 2007).

Orkideler estetik giizelliginin yani sira; yiyecek-igecek, bitkisel ilag (drog), dekoratif
0ge veya afrodizyak gibi olduk¢a farkli sekillerde kullanilmistir. Salep, Dioscorides
zamanindan beri tibbi drog olarak kullanilmis ve “ Materia Medica” adli meshur kitabinda,
orkidelerin yaprak ve ¢igekleri hakkinda bilgi vermektedir (Sezik, 1984). Saleple ilgili
genis bilgiler; Iibn-i Sina'nin “Kanun” adl eserinin 2. cildinde (Edviyei Miifrede) Hiissa-el
sal'eb ve Hiissa-el kelb basliklar altinda belirtmektedir ve bu drogu afrodizyak, istah agici,
felc giderici olarak tavsiye etmektedir (Sezik, 1984). Ibn-i Sina'nmn “Kanun” adli eserinin
5. cildinin (Edviyei Miirekkebe) macunlar faslinda, nefsi kuvvetlendirici, ferahlatici, istah
ve zihin acic1 ve afrodizyak olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Sezik, 1984).
Osmanli Sarayr’nin Helvahanesinde padisahlar i¢in pisirilen macunlarin kaydedildigi
defterde de salepten bahsedilmistir (Sezik, 1984).



Amerika’da orkidelerden elde edilen en onemli icerik Vanilla planifolia tiiriinden
elde edilen vanilyadir. Salebin tam tersi vanilyanin tarimi yapilabilmekte ve aroma
maddesi olan vanilya giiniimiizde sentetik olarak iretilebilmektedir. Aztek’ler vanilyay1
birgok alanda kullanmiglardir. Vanilya giinlimiizde Alzheimer hastaligmin tanisinda
kullanilmaktadir; bu hastalar vanilyanin kokusunu alamamaktadirlar (Bullpit, 2005).
Orkidelerin Avustralya’da Aborjinler tarafindan halkali solucana, dizanteri ve agiz
yaralarma ve agrilara karsi kullanildig1 bilinmektedir. Ayrica Avustralya’da yetisen Liparis
reflexa tiiriniin soganlar1 toksik alkoloidler igermektedir (Bullpit, 2005). Brian Morris
tarafindan 12 orkide tiirii Malawi’de bitkisel ilag olarak tanimlanmustir (Bullpit, 2005).
Cyrtorchis arcuata tiirii cilt enfeksiyonlarinda, diyabet hastaligina kars1 kullanilmaktadir,
ayrica Eulophia cucullata tiiriiniin ise epilepsi 6nleyici etkisi oldugu bilinmektedir (Bullpit,
2005). Goriildiigi gibi orkideler gerek iilkemizde gerekse diinyada tibbi ve gida
hammaddesi olarak kullanilmistir (Cizelge 1.1). Suanda sadece gida hammaddesi olarak

kullanilmaktadir.

Cizelge 1.1. Karasal orkidelerin Avrupa’daki kullanimlar1 (Bullpit, 2005°ten degistirilerek)

Kullanim

Yazar Yil Endikasyonu ve
Hazirlanisi
Kullanim Alanlan

Taze tiiber ve siit Afrodizyak.

Antiafrodizyak,
Antiseptik, Sarabin
Turner W 1568
Kuru tiiber neden oldugu
gastrointestinal

problemler.

[1tihap sokiici,
Langham W 1579 Tiiber tiiberkiloz ve ishali
tedavi edici.

Afrodizyak,
. Dondurma yapimi,
Parkinson J 1640 Tiiber (Salep) ]
Balkanlarda icecek

ve Iran’ da parfiim.




Anadolu’da bes ana salep bolgesi bulunmaktadir (Sezik ve ark., 2007).

1) Kuzey Anadolu: Kastamonu ve civarl. Bu bolgeden elde edilen salep Istanbul
piyasasinda “Kastamonu salebi” adi altinda bulunur.

2) Giiney Bat1 Anadolu: Mugla ve ¢evresinden elde edilen salep piyasada “Mugla
salebi” ad1 ile bulunur.

3) Giiney Anadolu: Elmali’dan Silifke-Giilnar civarina kadar olan bolgede de salep
elde edilmektedir. Bu bolgeden ticari mal olarak 2 cins salep ¢ikar:
a) Antalya salebi b) Silifke salebi

4) Giiney Dogu Anadolu: Maras, Adiyaman ve Malatya civarindan elde edilir. Bu
bolgede ticari mal olarak 2 cins salep bulunur:
a) Maras salebi b) Cayir salebi

5) Dogu Anadolu: Van, Mus, Siirt, Hakkari ve Bitlis civarindan elde edilen saleptir.

Ticari mal olarak “Van salebi” olarak isimlendirilir.

Tirkiye’de salep elde etmek amaci ile orkide s6kiimlerinin en ¢ok gerceklestirildigi
bolgeler Mugla, Kastamonu, Antalya, Silitke, Kahramanmaras, Malatya, Adiyaman, Mus,
Bitlis ve Hakkari bolgeleridir (Sekil 1).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de salep eldesi amaci ile orkide sokiimlerinin yapildigi bolgeler

1.3. Tiirkiye Orkidelerini Tehdit Eden Faktorler
Tiirkiye cografyasinin hemen her yerinde yayilis gdsteren orkide tiirlerinin tamamua,
sehirlesme, sanayilesme, asir1 otlatma, tarim alanlarinin genigletilmesi, tarimsal faaliyetler,

turizm faaliyetleri, yanginlar, yurtdisi ve yurti¢i kullanim amaci ile dogadan sokiilerek



nesli tilkkenme tehlikesi altina girmektedir. Tiirkiye orkideleri, salep olarak kullanilmak
amaci ile asirlardir gerek yurt i¢ine gerekse yurt disina ticareti yapilarak dogadan sokiim
yoluyla tahrip edilmistir. Dogadan sokiimlerin mevcut hizla devam etmesi bile 6zellikle

nadir ve endemik tiirlerimizin yok olmasina yakin gelecekte sebep olacaktir.

1.3.1. Sehirlesme

Son 20 yilda bir¢ok sehirde niifus mevcut sayinin iki katmin tizerine ¢ikmustir. Yeni
yapilan ¢ogu konutlar bliylik siteler seklinde insaa edilmistir. Hepsinden once Ege ve
Akdeniz kiyilarina yabanci turistlere yonelik yapilan tesisler ve devasa oteller simdiden
cevreye Olgiilmez boyutlarda zararlar getirmistir. Ulkemizin 6zellikle bati ve giiney
kiyilarinda turizm amagh tasit trafigi i¢in insaa edilen yollar ¢evreye ve habitata biiyiik
boyutlarda zararlar vermis ve vermeye devam edecegi agikga goriilmektedir. Yapilan
karayollar1 orkidelerin ilk defa tanimlandig1 bircok 6nemli alanin yakinindan gegerek bu
canlilarin dogrudan yok olmalarma da neden olmustur. Yollarin yakininda yasayan ¢ok
sayida orkidelerin dogal yetisme ortamlar1 hi¢ dikkate alinmadan yok edilmistir (Kreutz,

2009). Sehirlesmenin orkide yayilis alanlarina etkisi 6rneklendirilmistir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Sehirlesmenin orkidelerin yayilis alanlarina etkisileri

1.3.2. Asin otlatma ve tarimsal faaliyetler
Ulkemizde ne yazik ki Milli parklar dahi her karis verimli toprak, yogun olarak

tarimsal amagl kullanilmis ve halen de kullanilmaktadir. Birkag y1l 6ncesine kadar zengin



orkide populasyonlarina sahip 1slak alanlar kurutulmus ve tarlaya doniistiiriilmiistiir ve
boylelikle bu yerlerde orkidelerden higbir iz kalmamistir. Yalnizca islenmis olan
parsellerin ¢evrelerinde birka¢ 6rnek bulunabilmektedir. Orkideler i¢in en biiyiik tehlike
hizla biiyliyen niifus, bununla baglantili olarak siirekli artan koyun ve keci siiriileridir. Bu
hayvanlar gectikleri her yerdeki iglerine yaramayan bitkileri dahi yok etmektedirler.
Gogebelerin - kiyida  kisin -~ konakladiklar1  bolgeler de otlatmayla  biitiiniiyle
ciplaklagtirilmistir (Kreutz, 2009). Otlatmanin orkidelere etkileri 6rneklendirilmistir (Sekil
1.3).

Sekil 1.3. Otlatmanin orkideler (Dactylorhiza osmanica) tizerine etkileri

1.3.3. Salep toplayicilar

Ulkemizde orkidelerin tahrip edilmesindeki en énemli neden yumrularin sokiilerek
salep elde etmek amaci ile toplanmasidir. Bu durum orkidelerin tohum olusturup bir
sonraki sene yeni bir bitki vermesini engellemektedir. 1 kg ve 1 ton salep elde etmek i¢in

gerekli olan yumru sayis1 belirtilmistir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. 1 kg ve 1 ton salep yumrusu sayis1 (Sezik, 1984)

Ortalama 1000 KG (1 TON)’daki
L 1kg’daki
Ticari Salep Yumru Yumru
Yumru Sayisi

Agirhg: Sayis1
Mugla Salebi 0.23 4.348 4.348.000
Kastamonu Salebi 0.50 2.000 2.000.000
Silifke salebi 0.35 2.857 2.857.000
Antalya Salebi 0.21 4.762 4.762.000
Maras salebi 1.60 625 625.000
Van salebi 1.00 1.000 1.000.000

Ihracat1 en ¢ok yapilan Antalya Salebi, Mugla Salebi, Silifke Salebi ve Kastamonu
Salebi elde etmek icin dogadan milyonlarca orkide yumrusu sokiildiigi cizelge 1.2.de
goriildiigii sekildedir. Salep ihracat1 6zellikle Suriye, Yunanistan, Urdiin, Liibnan, Israil,
S.Arabistan ve Kibris'a yapilmstir. Thracat miktar1 bazi yillarda 15 tona Kadar ¢ikmustir.
Tirkiye’den yurtdismna salep yumrularinin satigi, asirlarca devam etmis fakat dogadan
yumru sokiimiiniin “tahribat” boyutlarina ulasmasi sonucunda 1974 yilinda Tarim
Bakanligi, uyarilar1 dikkate alarak ihracati yasaklamistir. Dondurma yapiminda ve sicak
icecek olarak kullanilan salebe talep fazla oldugundan ihracatgilar orkide yumrusunu toz
olarak ihra¢ etmislerdir. 1995 yilina kadar devam eden toz salep ihracati ayn1 yil icerisinde
yasaklanmistir (Sezik 1984). Ancak bu yasaklamalara ragmen giinlimiizde tahribat devam

etmektedir ve yilda 40 ton salep elde edilmektedir.

Tiirkiye nin belli bash salep toplanma bolgelerinde yillik asgari ve azami toplanma

miktarlar1 kg cinsinden verilmistir (Cizelge 1.3).



Cizelge 1.3. Salep toplanma miktarlar1 (Sezik, 2007)

Ticari salep en diisiik miktar/ kg en yiiksek miktar/kg
Antalya 500 1.000
Mugla 6.000 7.000
Kastamonu 3.500 4.000
K.Maras 500 700
Akdag Madeni 6.500 7.500
Van 700 1.000
Hakkari 6.000 7.000
Siirt 2.500 3.000
Aydin ve civari 2.500 5.000
Tokat ve civari 2.000 2.500
TOPLAM 30.700 38.700

Bu tez ¢alismasinin amaglarindan biri; Canakkale ili sinirlar1 igerisinde dogal olarak
yayilis gostermekte olan dort salep orkidesi tiiriinde in vitro ¢ogaltim ydntemlerinin
gelistirilmesi, ti¢ farkli besin ortamimnin (KC, ORC ve SV) ¢imlenme, protokorm olusturma,

vejetatif organlarin elde edilmesi {izerine etkilerinin incelenmesi olusturmaktadir.

Diger amag ise, salep elde etmek i¢in dogal ortamlarindan asir1 bir sekilde sokiilerek
yok olma tehlikesi ile karsi karsiya kalmis olan salep orkidelerinin, bu yok oluslarinin
engellenmesinde doku kiiltiirii yontemi ile elde edilen bitkilerin dogal ortamlarina

aktarimlarmm yapilarak biyolojik ¢esitliliklerinin garanti altina alinmasi saglanmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Tiirkiye Orkidelerini Koruma Cahsmalar

Orkide tahribat1 tiim Tiirkiye’de devam ederken, bu tahribat yasal sinirlamalar ile
kontrol altina alinmaya calisilmaktadir. 2004 yilinda orkidelerin dogadan sokiilmelerini
smirlayan “Dogal Cicek Soganlarmin Sékiimii, Uretimi ve Ticaretine Iliskin Y&6netmelik”
yiriirliige girmistir. Bu yonetmelik “Nesilleri Tehlikede Olan Dogal Bitki ve Hayvan
Tiirlerinin Uluslararas: Ticaretinin Diizenlenmesine Dair Anlasma” CITES (Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) hiikiimlerine
uyarlanmustir. Tarim ve Koy Isleri Bakanhgi’nin, Dogal Cigek Soganlarinin 2006 yili
Ihracat Listesi Hakkindaki 2005/44 no’lu tebligi ile numaralar1 belirtilen Orchidaceae
(salep) tlirlerinin yumru ve droglarinda (toz, tablet) ve her tiirli formdaki ihracati
yasaklanmistir. Bu yasal hiikiimlere ragmen her yil 30-50 milyon adet arasinda orkidenin

sokiimiiniin yapildig1 bilinmektedir (Sezik, 1984).

Avrupa Konseyi 1974 yilinda dogay1 korumak amaciyla bazi dnlemler almistir ve bu
Oonlemler dogrultusunda Avrupa {ilkeleri i¢in yaklasik 1.500 bitki tiiriinii kapsayan "RED
DATA BOOK" listesi yayinlanmistir. Bu liste Avrupa Florasi’nin yaymlanmasindan sonra
1983 yilinda giincellestirilerek yeniden yaymnlanmustir. Bu listede Tiirkiye bitkilerinden
endemik olanlar sadece Tiirkiye Florasmmdan alinmig ve siiflandirma yapilmadan
verilmistir. 1994 yilinda IUCN (International Union for Conservation of Nature),
smiflandirma sistemini uluslararas1 ve daha kullanilabilir hale getirebilmek igin yeni bir
yontem belirlemistir. I[TUCN'nin yan kurulusu olan WCMC (World Conservation
Monitoring Centre) 1998 yilinda diinyada tehdit altinda oldugunu diisiiniilen yaklasik
33.000 bitki tiiriiniin bilgilerini yaymlamistir (Ekim, 2000). Ulkemizde ise, 1989 yilinda
"Tirkiye'nin Tehlike Altindaki Nadir ve Endemik Bitkileri" adli eser, Tiirkiye Tabiatimi
Koruma Dernegi tarafindan yaymlanmistir (Ekim, 1989). 2000 yilinda Ekim ve ark.,
Tiirkiye Tabiati1 Koruma Dernegi ve Van 100. Yil Universitesi destegi ile bu eseri
gozden gecirip "Tlrkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitab1" adi ile yaymlamiglardir (Ekim, 2000).
Tiirkiye’de tehlike altinda olan endemik orkide tiirleri Ekim (2000) tarafindan
hazirlanmistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Tirkiye’de tehlike altinda olan endemik orkide tiirleri (Ekim, 2000)

TURLER KATEGORI
Cephalanthera kotschyana Renz&Toub. LR(Ic)
Dactylorhiza chuhensis Renz&Toub. LR(cd)
Dactylorhiza meschandorum H.Baumonn & Kiinkele LR(Ic)

Doctylorhiza osmanica (KL.) Soo var anatolica (Nelson) Renz&Toub.  LR(nt)

Dactylorhiza osmanica (Q.) 506 var osmanica (Nelson) Renz&Toub. LR(Ic)
Epipactis pontica Taub. LR(Ic)
Ophrys bornmuelleri M. Schulze ex Burnm.

LR(nt)
subsp. carduchorum Renz&Taub.
Ophrys cilicica Schlechter IR(Ic)
Ophrys holoserica (Burnm.f il) Greuter subsp. heterochila VU
Renz&Taub.
Ophrys isaura Renz&Toub. EN
Ophrys lycia Renz&Taub. EN
Ophrys phrygla Fleischm. & Bornm. LR(Ic)
Orchis reinholdlii Spruner ex Flischm. subsp. Leucotaenia VU

Renz&Taub.

Ophrys transhyrcana Czernjak subsp. amanuensis Nel. ex Renz&Toub. LR(cd)

EN: Tehlikede VU: Zarar Gorebilir LR: Az Tehtit Altinda cd: Koruma Onemi Gerektiren nt:
Tehtit Altina Girebilir Ic: En Az Endise Verici

Toplanmalarmin yasak oldugu orkide yumrulari, denetimlerin yetersiz olusundan ne
yazik ki tahrip edilmeye devam edilmektedirler. Ticareti yapilmaya devam eden orkide
tiirlerinin dogadaki sayis1 gittikce azalmistir ve ililkemizde de ticari olarak salep elde
etmede kullanilan orkidelerin sayilarinin azaldig: ¢esitli arastiricilar (Karel, 2009; Sezik,
1984) tarafindan belirtilmistir.

2.1.1 Biyoteknolojik yontemler kullanilarak orkidelerin korunmasi

Tiirkiye orkidelerinin korunmasi i¢in bitki biyoteknolojisinin sundugu firsatlardan
yararlanarak Ozellikle EN, VU ve CR kategorilerindeki orkidelerin korunmalari
saglanabilir. Glintimiizde 6zellikle nesli tilkenme tehlikesi altinda olan tiirler, ¢ogalmasinda
sorun olan tiirler, gida ve ilag hammaddesi acisindan degerli olan tiirler ve endemik olan

tiirler birgok biyoteknolojik yontemler kullanilarak ¢ogaltimlar1 saglanmaktadir.
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Diinya’da orkideler ile ilgili ¢aligmalar sayilamayacak kadar ¢ok olup, ilk doku
kiiltiirti galismalar1 1800’1 yillarda orkide tohumlari ile baslamistir (Ar, 2000).

Orkide mikrogogaltimindaki yeni metodlarin  gelistirilmesi her zaman
biyoteknolojinin 6n planinda olmaya deger bir durumdur. Orkide tohum
cimlendirmesindeki ilk yontem, 155 yil onceki ilk ¢imlendirilen tohumlarda radikal bir
gelisimdi. David Moore’un (1807-1879) yaklasimi yaratici, biyolojik ve tarimsal agidan
biiylik bir ilerlemeydi. Moore’un bulusundan yarim yiizyil sonra, Noel Bernard (1874-
1911) baska bir kuantum atlamasi yaparak orkide tohumlarmm in vitro olarak
cogaltilmasinda mikorhizal funguslarla birlikte simbiyotik ¢imlenme methodu gelistirdi.
Onun bu metodu biiyiikk ihtimalle herhangi bir bitkinin in vitro g¢ogaltimmdaki ilk
yontemdi. Modern ve gelismis mikrobiyolojik islemleri, faydali hale getirmistir. Bernard
ayrica orkide yetistiricilerinin, ileride laboratuvarlara sahip olacaklarini da ongdrmiistiir.

Bu durum sadece orkideler i¢in degil, ayn1 zamanda diger bitkiler i¢in de gecerli olacaktir.

Lewis Knudson’un (1884-1958) orkide tohumlarmi asimbiyotik olarak fungus
olmadan farkli mineraller ve sakkaroz igeren basit bir besin ortaminda ¢imlendirme
yontemi, saf kiiltiirde in vitro olarak herhangi bir bitkinin gelistirildigi ilk yontemdi. O’nun
yontemi 6nemli 6l¢giide modern teknolojide biiyiik bir yenilikti (Arditti, 2008). Knudson’un
o zamanin teknolojisiyle in vitro kosullarda asimbiyotik olarak yapmis oldugu bu ¢alisma
ozellikle Cattleya, Laelia, Epidendrum ve diger pek ¢ok orkidenin ¢imlenecegini gosteren
bir ¢alismaydi ve bu ¢alisma ile orkide diinyasina biiyiik etki yaratmustir (Pierik 1987).
Arditti (1979)’ye gore, orkide bitkisinin tohumlarinin in vitro olarak ¢imlenmesi tizerinde
hormon uygulamalarmnin ¢ok ciddi etkilerinin bulunmadigina dikkat ¢ekmistir. Ayrica
Arditti ve Ernst (1984)’de GAs bitki biiylime diizenleyicisinin orkide bitkisinin
tohumlarinda ¢imlenmeyi inhibe edici etkilerinin bulundugunu belirtmistir. Ulkemizde de
bircok arastrmaci (Ozkog¢ ve Dalci, 1991; Ozkog¢ ve Dalci, 1992; Ozavei, 1995;
Vakkasoglu, 1995; Goniilsen ve ark., 1996; Caglayan ve ark., 1997; Caglayan ve ark.,
1998; Onal, 1999; Aybeke, 2002; Sazak, 2004; Giimiis, 2009; Giimiis ve ark., 2010)
orkidelerin in vitro ¢ogaltimlar1 {izerine aragtirma yapmiglardir. Fakat orkidelerin seri bir
sekilde tretilmelerini saglayan olumlu sonuglar almamamistir. Bu nedenle orkidelerin
dogadan sokiimlerinin engellenmesi amaci ile in vitro olarak iiretimlerinin seri olmasi i¢in

caligmalarin daha fazla yapilip bir sonuca varilmasi sarttir.

Yumrulu bitkiler igerisinde yer alan orkideler, ne yazik ki diger yumrulu bitkiler
kadar sansh degiller. Ciinkii gegmis yillarda yogun tahribat altinda bulunan kardelenlerin

tahribini Onlemek icin, ciddi calismalar yiiriitiilmiistiir. Sonug¢ olarak kardelenlerin
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iiretimleri yapilarak yenileri yerlerine konulabilinmektedir. Ancak kardelenler igin
sevindirici olaran bu durum, ne yazik ki orkideler icin gecerli degildir (Ar, 2000). Yok
olma tehlikesi altinda olan bu dogal varliklarimizin rejenerasyon sorunlarmnin en kisa
zamanda ¢Oziilmesi gerekmektedir. Bu ¢oziim ya dogal yolla ya da in vitro yolla
saglanmalidir. Dogal yolla rejenerasyonlarinin saglanabilmesi i¢in, bitki genetik
kaynaklarmi1 muhafaza yontemlerinden yararlanilmali, bunun i¢in de her bir tiiriin kendi
dogal yasam ortamlar1 ayrintili olarak degerlendirildikten sonra in-situ, ex-situ ve in vitro

muhafaza yontemlerinden biri ile korunmaya alinmalidir (Karagtizel ve ark., 1999).

Kisaca; Tirkiye’nin ekonomik degere sahip diger bitki tiirleri gibi orkide tiirlerinin
de neslini devam ettirebilmesi i¢in, onlar1 ¢ok 1yi tanimak, yeni biyoteknolojik yontemler

gelistirerek iiretimlerini saglamak ve gen kaynagi olarak korumak ile gerceklesebilecektir.

Tirkiye’deki orkideler lizerine yapilan ilk ¢alisma 1883 yilinda, E. Boisser’in “Flora
Orientalis” adli eserinde rastlanmaktadir. Bu g¢aligmay1r Ekrem Sezik’in 1967 yilinda
hazirladig1 “Tiikiye’de bulunan orkidelerin ilk listesi” izlemistir (Sezik, 1984). Daha sonra
Davis’in Tiirkiye florasini belirlemek amaciyla yaptigir calismalarda (Davis, 1984) ve
(Sezik, 1984)’in yurt genelinde yaptigi arastirmalarda 24 cinse ait 100 kadar tiir oldugu

saptanmigtir.

Sezik  (2002), Anacamptis, Aceras, Barlia, Dactylorhiza, Comperia,
Himantaglossum, Orchis, Neotinea ve Serapias cinsleri ile ilgili isimlendirmenin yani sira

taksonomi konularina ilave olarak; salep elde edilmesini de bu ¢alismasinda agiklamistir.

Sezik ve ark. (2007)’nin yapmis oldugu g¢alismada; Aceras, Anacamptis, Barlia,
Comperia, Dactylorhiza, Himantoglossum, Neotinea, Ophrys, Orchis, Serapias cinslerine
ait 120 orkide tiirii Anadolu’nun degisik bolgelerinde salep elde edildigi belirtilmistir.
Ayn1 arastiricilar; son otuz yilda, ulasimin kolaylasmasi, orkidelerin yetistigi bolge ve
alanlarda turistik tesislerin ve sehirlesmenin asir1 bir sekilde artmasi, niifus artis1 ve
dolayisiyla salep kullaniminin artmasi gibi sebeplerden dolay1 orkidelerin asir1 bir gekilde
tahrip oldugunu belirtmislerdir. Orta kusak orkidelerinin doku kiiltiirli ¢aligmalarinin ¢ok
eksik oldugunu, basarili sonuglarin heniiz alimamadigini, ¢alismalarin hi¢birinde kullanilan
yontemlerin ekonomik olup olmadiginin dikkate alinmadigini, sadece bitkiyi iiretmenin

hedeflendigi Sezik ve ark. tarafindan belirtilmistir.
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2.2. Orkidelerde Simbiyotik ve Asimbiyotik Calismalar
Arditti (1967)’ye gore, 1899 yilinda Noel Bernard isimli bir arastirict ilk defa orkide
tohumlarinin mikorhizal funguslarla beraber simbiyotik olarak in vitro kosullar altinda

¢cimlendirildigini belirtmistir.

Rasmussen ve ark., (1990), Dactylorhiza majalis tiiriinde in vitro kosullarda,
mikorizali ve mikorizasiz ortamda ¢imlenme ve fide gelisiminin, degisik sicakliklardaki
durumunu aragtirmistir. Rhizoctonia fungusunun varhiginda D.majalis tohumlarmin in vitro
ortamda ¢imlenmesi ve gelismesi sicaklikla iliski olarak seyretmistir. Cimlenme
ylizdesinde, 23-25°C sicakliklarda 6nemli bir diisiis ortaya ¢ikmustir. 6 haftalik fideler, 4
hafta boyunca 10°C’den 28°C’ye degisen sicakliklarda yetistirildiginde fide
biliylimesindeki artis orani en yiiksek 23-24.5°C’de olmustur. 26°C’de yetistirilen fideler,
daha diisiik sicakliklarda yetistirilenlerden daha az nisastaya sahip olmustur. Rhizoctonia
fungusunun varliginda 23-24.5°C’de tohum ¢imlenmesi fungusun yokluguna gore iki kat
fazla olmus ve fide uzunlugu fungus yoklugunda haftada %30 artarken, fungusun
varhiginda %45 artmistir. Cimlenme ylizdesinde 6nemli bir diisiis ortaya cikmistir. 6
haftalik fideler ilave olarak 4 hafta 10°C’den 28°C’ye degisen sicakliklarda
yetistirildiginde fide biiyiimesindeki artis orani en yiiksek 23-24.5°C’de olmustur. 26°C’de
yetistirilen fideler, daha diisiik sicakliklarda yetistirilenlerden daha az nisastaya sahip
olmustur. Rhizoctonia fungusunun varliginda 23-24.5°C’de tohum ¢imlenmesi fungusun
yokluguna gore iki kat fazla olmus ve fide uzunlugu fungus yoklugunda haftada %30

artarken, fungusun varliginda %45 artmustur.

Rasmussen ve ark., (1991) yilinda Listera ovata tiiriiniin olgunlasmamis embriyolar1
ve tohumlarmim simbiyotik in vitro kiltliriinii ¢alismiglardir. Ayrica L.ovata tiiriiniin
olgunlasmamis embriyolarin1 simbiyotik bir fungus (Epulorhiza sp.) ile basarili bir sekilde
inokule edilebildigini gostermislerdir. Calismanin biitiin safthalarinda embriyolardan
simbiyotik protokormlar gelistirilmistir, fakat asimbiyotik kiiltiirdeki embriyolardan,
yalnizca kapsiillerin olgunlasmaya yakin bir donemde alindigi durumda basar1 elde
edilmigtir. Simbiyotik kiiltiirde olgun tohumlarin ¢imlenme yiizdesi, asimbiyotik kiiltiirden
daha fazla olmus ve simbiyotik protokormlar daha hizli gelismistir. Olgunlagsmamis
embriyolarmn inokulasyonu, zor ¢imlenen orkide tiirlerinin iiretimi ve ayn1 zamanda fungus

uygunluk testi i¢in uygulanabilir bir yontem olarak goriilmiistiir.

Ozkog (1991), Orchis laxiflora ve Serapias vomeracea subsp. laxiflora tiirlerini
asimbiyotik ve simbiyotik olarak ¢imlendirme g¢alismasinda, yulaf ortaminin simbiyotik

kiiltiirler igin en uygun ortam oldugunu belirtmistir. VWD-N ortaminda Serapias
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vomeracea subsp. laxiflora tohumlarinin ve 30 dakika sterilizasyon i¢in %10 oraninda
sodyum hipoklorit uygulamasinda %21.7 orami ile en yiiksek ¢imlenme; 5 dakika
sterilizasyon uygulamasinda %20’lik sodyum hipoklorit %50.03; %30’luk sodyum
hipoklorit ile 10 dakika uygulamasinda %25.4 ¢imlenme elde edildigini belirlemistir.
Fungal izolatlarla yapilan ¢alismada yulaf ortaminda %30.6 oran ile en iyi ¢imlenme;
modifiye yulaf ortammda ise %9.1 oram1 bulunmustur. /n vitro tohum g¢imlendirme
calismalarinda inorganik azot igermeyen MS, Knudson ve VWD ortamlar1 arasinda en
yliksek ¢imlenme oranit oldugunu belirtmistir. Bu ortamlarda ¢imlenmede iyi sonug
alinirken, protokormlarda epidermal tiily gelismemistir. En iyi ¢imlenme sonucu %53.8
oran ile MS-N ortaminda oldugu belirtilmistir. Orchis laxiflora ile yapilan ¢alismada ise
%30’luk sodyum hipokloritde 15 dakikalik sterilizasyon yapilmis ve %13.4 oram ile
VWD-N ortaminda ¢imlenme elde edilmistir.

Beyrle ve Smith (1993), Orchis morio tiiriiniin tohumlarm1 in vitro ¢imlendirmeye
almiglardir, fakat ayn1 zamanda simbiyotik ¢imlenme olabilmesi i¢in ortama mikorhiza
mantarlar1 da ilave etmislerdir. Simbiyotik ¢imlenme, sivi besin ortamindaki O.morio
tohumlarinda basariyla gerceklesmis, ve ayni zamanda protokorm olusumu, kok ve
yapraklarin olusumu 6 hafta icerisinde hizla tamamlanmistir. Giin 1s18inda protokormlar
Klorofil olusturarak yesillenmistir. Besin ortamina %1 oraninda nisasta veya sakkaroz
eklenmesiyle daha uzun kokler olusmus, fakat buna karsilik 15181 tesvik ettigi klorofil
olusumunda azalma ortaya ¢ikmistir. Mikorhizal funguslarin karbonhidrat havuzundan
heterotrofik olarak beslenen orkidelerin bu yiizden gelismelerinin daha gii¢lii ve ¢abuk

olabilecegi anlatilmaktadir.

Ozkog ve Dalc1 (1993), Orchis laxiflora tohumlarinm iki farkli besin ortaminda
cimlendirme ve bitki gelisimi {lizerine bazi funguslarin etkisini arastirmis ve farklh
iilkelerden temin edilen 11 mikorizal fungal izolat1 yulaf ve modifiye yulaf ortaminda
karsilastirmislardir. Her iki ortamda da en iyi tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi No. 624
ve F 418 yabanci izolatlarda olmus, bunu F 397 izlemistir. Iki Tiirk izolat:1 ise etkisiz

bulunmustur.

Aytas (1994), Ophrys apifera ve O. sphegodes tiirlerinin koklerinden elde edilen ve
yurtdisindan  getirilen fungal izolatlarla ¢imlendirme denemeleri yapmistir, fakat
simbiyotik ¢imlenmeler basarisiz olmustur. Degisik konsantrasyonlardaki sodyum
hipokloritin farkli siirelerdeki uygulamalarinin ¢imlenme orani {izerindeki etkisi
incelenmistir. Tohumlar1 %0.5’lik ¢amasir suyunda 5 dakikadan fazla tutmak yeterli

gelmistir. %1 camasir suyunda en ¢ok 10 dakikada %9 ¢imlenme, %1.5°ta ise 15 dakikada
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en ¢ok %10.7 ¢imlenme gerg¢eklesmistir. VWD-N ve VWD-N+Ca ortamlarda en iyi
¢cimlenme sirastyla %24.7 ve %20.8 olup, tohumlarin %1.5’luk ¢amasir suyunda 15 dakika
tutulmasi ile elde edilmesine karsin temel VWD ortaminda %10.7 oraninda ¢imlenme

meydana gelmistir.

Ozdener (1994), Dactylorhiza urvilleana ve D.iberica tiirlerinin koklerinden fungus
izolasyonu yaparak asimbiyotik ve simbiyotik kiiltiir ortamlarinda ¢imlendirme ve bitki
gelistirme iizerine bir arastirma yapmistir. Calismanin sonucunda simbiyotik kiiltiir
calismalarinda fungal izolatlarin etki derecelerinin kiiltiir ortaminin besinsel igerigine gore
degisebilecegini ortaya koymustur. Asimbiyotik ¢imlendirme ¢alismasinda seyreltik ve
konsantre kiiltiir ortamlar1 kullanmistir ve seyreltik kiiltlir ortamina eklenen sekerin
¢imlenme iizerine olumsuz etki yaptigini belirlemistir. Konsantre VWD kiiltiir ortaminin

seker ve inorganik azotun fide gelisimi i¢in gerekli oldugu belirlenmistir.

Beyrle ve ark.,, (1995) tarafindan, Dactylorhiza maculata tiirii tohumlarmnin
¢imlenmesine yardimci olmasi i¢in orkide koklerinden izole edilmis Rhizoctonia stahlii
fungusu kullanilmistir. Bu uygulama sonrasinda olumlu etki elde edilmis, iki hafta i¢inde
protokorm olustugu ve soguk uygulamasi yapildiginda daha hizli bir gelisme saglandigi

kaydedilmistir.

Vakkasoglu (1995), Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki salep orkidelerinde mikorhizal
funguslarin izolasyonunu ve bu funguslarin salep tohumlarmin ¢imlenmesi ve gelisimi
tizerine etkisini arastirmistir. Calismanin sonucunda Ophrys vernixia, Orchis coriophora
tohumlar1 Rhizoctonia solani tiiriiniin var oldugu ortamda fide olusturmus; Orchis

anatolica tiiriinde ise sadece protokorm elde edilebilmistir.

Gezgin (2004), Ege ve Akdeniz Bolgeleri’nde yetisen ve salep elde edilmesinde
kullanilan orkidelerin kok ve yumrularindan Fusarium, Rhizoctonia ve Papulaspora
cinslerine ait fungus izolatlar1 elde etmis, toplam 47 fungus izolatmin 44’iniin Fusarium
cinsine; 2’sinin Rhizoctonia ve bir tanesinin de Papulaspora cinsine ait oldugunu
belirlemistir. Ayn1 zamanda arastiric1 funguslarla ilgili propagiil boyutu, biyoformasyon

gibi konularda da detayli caligmalar yapmuistir.

Sazak (2004), Yurt digindan temin edilen fungal izolatlar ile Tirkiye’de yayilis
gosteren orkidelerin yumrularindan izole edilmis izolatlarin D. romana subsp. romana,
Dactylorhiza osmanica var. osmanica ve Spiranthes spiralis tiirlerinde tohum ¢imlendirme
ve bitki gelisimi lizerindeki etkilerini aragtirmistir. 624 kodlu fungal izolatn en etkili izolat

oldugu belirlenmistir. Ayrica bitki gelisimi ic¢in inorganik azotun 6nemli oldugunu
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vurgulamistir.

Magrini ve ark. (2011) tarafindan yapilan bu c¢alisma, Akdeniz’de genis bir
yelpazede yayilis gosteren nesli tilkkenme tehlikesi altinda bulunan karasal orkidelerini
korumak adina yapmislardir. Tehdit altinda olan tiirlerden Anacamptis palustris ve yaygin
olarak bulunan bu g tiir A. laxiflora, A. morio ve A. papilionacea ile in vitro ¢imlenme
yetenekleri, orkide dagilimi ve korunmasi iizerine c¢aligma yapmuslardir. Asimbiyotik
¢imlenme i¢in BM-1 ortamma olgun tohumlar1 ekmislerdir. In vitro tohum gelisimi ve
protokorm olusumu asamalar1 ekimden 20 boyunca degerlendirilmistir. Fide gelisiminde
farkli tiirler arasinda 6nemli bir fark oldugu tespit edildi ve ayni zamanda nadir tiirler

arasinda bir korelasyon oldugu agikga tespit etmislerdir.

C1g (2012), yapmis oldugu arastirmada Dogu Anadolu Bolgesi salep orkidesi
tiirlerinden olan Anacamptis pyramidalis (L.) L.C.M. Richard, Dactylorhiza iberica (Bieb.
ex Willd.) Soo, Dactylorhiza romana (Seb.) So6 subsp. georgica (Klinge) So6 ex Renz &
Taub., Dactylorhiza umbrosa (Kar. et. Kir.) Sod, Orchis palustris Jacquin ve Ophrys
straussii (Fleischm & Bornm.) Nelson tohumlari in vitro ve in vivo kosullarda simbiyotik
(YO-yulaf ortami, MYO-modifiye yulaf ortami, PDA-potato dekstrose agar) ve
asimbiyotik (VWD-Van Waes & Debergh, KC-Knudson-C, MS-Murashige & Skoog, 4
MS ve 1/10 MS ortami) kiiltiire almarak ¢imlenme, protokorm ve siirgiin elde ettigi
belirtilmistir. Simbiyotik kiiltiirlerde bitkilerin kendi yumrularindan izole edilen
Rhizoctonia solani ve biniikleik Rhizoctonia funguslarini kullanmistir. Yapmis oldugu
calismanin sonucunda in vitro kosullardaki Rhizoctonia solani ve PDA kiiltiirleri ile in vivo
kosullardaki kiiltiirlerin hi¢birisinden sonu¢ alinamamistir. Simbiyotik kiiltiirde sadece D.
iberica, D. umbrosa ve O. palustris tiirlerinde siirgiin olusmus, ancak yumru ve kok
olusumu saglanamamistir. Asimbiyotik kiiltiirde ise olusan siirgiinlerde en yiiksek
koklenme orani > MS’te gelisen D. umbrosa (% 100); en yiiksek yumru olusum orani
VWD’de gelisen O. straussii (% 71.03) tiirlerinde elde edilmistir. Yeterli biyiiklige ulasan
kokli ve yumrulu siirgiinler viyolllere aktarildiktan bir siire sonra canliliklarini

yitirmiglerdir.

2.3. Tropikal Orkideler Uzerine In Vitro Calismalar
Orkideler {izerine in vitro caligmalar basta tropikal orkideler olmak ftizere g¢ok
sayidaki orkide tiiriinde tohumlarin ¢imlenmesi {izerine farkli besin ortamlarinin, biiyiime

diizenleyicilerinin, besin ortamlarinin fiziksel 6zelliklerinin etkileri arastirilmistir (Olivia
ve Arditti 1984, Jong ve Sin 1985, Singh ve Prakash 1985).
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Tay ve ark., (1988), Paphiopedulum sukhakuli ve onun P.nevium (P.niveum),
P.acmodontum ve P. bellatum (P. bellatulum) ile olan tiirler aras1 melezlerinin tohumlarini
in vitro ¢imlendirmeye almiglardir. 6 hafta veya daha fazla karanlikta bekletilen kiiltiirlerde
ve Norstog besin ortaminda en yiiksek ¢imlenme orani elde edilmistir. Ancak karanlik
kosullar devam ettiginde protokormlardan siirgiin ve kok gelisememistir. Burgeff EG-1
ortaminda tohumlar zayif bir ¢imlenme gostermis, ancak tiim ortamlardan elde edilen
protokormlar 1s1kl1 kosullara transfer edildiginde hizli bir sekilde yapraklar ve kokler
olusmustur. Genel olarak en iyi sonuglar, karanlikta Norstog ortaminda tohum
¢imlendirme ve bunun ardindan protokormlarin 0.5-1.0 mm c¢apa ulastiginda Burgeff EG-1
ortamina transfer edilerek aydmlik kosullarda kiiltlirlin devam etmesi yoluyla elde

edilmistir.

Das ve Goshall (1989), Bengal vadisinde yetisen bazi orkidelerin olgun tohumlarmin
in vitro ortamda ¢imlenme kabiliyetleri konusunda denemeler yapmislardir. Farkli tropikal
orkide tiirlerine ait tohumlarin, degistirilmis Knudson C ve Burgeff Eg-1 ortaminda in vitro
kosullarda ¢imlenmesi incelenmistir. Burgeff Eg-1 ortami, tohum ¢imlenmesi bakimindan
daha iyi sonuglar vermis olup bu ortamda Dendrobium chrysotoxum, D.pierardii X
D.crepidatum, Aerides multiflorum ve Cymbidium aloifolium tiirlerinin  yesil
kapsiillerindeki tohumlar basarili bir sekilde cimlenmistir. ikinci gercek yapraklarin
olusumundan sonra fidelerin transfer edildigi besin ortamlarma 1mg/L NAA ilavesi,

koklenmenin tesvik edilmesi bakimindan olumlu bulunmustur.

Devi ve ark., (1990), Dendrobium cinsine ait bazi Kuzeydogu Hindistan orkide
tiirlerinin tohumlarini in vitro kosullarda ¢imlendirmek amaciyla ¢alismalar yapmuislardir.
D. moschatum, D. farmeri, D.fimbriatum var. oculatum ve D. Primulinum tiirlerine ait
tohumlar 4 farkli ortama (Vacin ve Went, Burgeff, Nitsch ve Nitsch ve Knudson C)
ekilmistir. Cimlenme orani, D. farmeri ve D. primulinum tiirleri i¢in Vacin ve Went
ortaminda; diger iki tiir i¢cin ise Nitsch ve Nitsch ortaminda %50-60 degerleri ile diger
ortamlardan daha yiiksek olmustur. Bir sonraki asamada, ayni tiirlerin tohumlarinin
¢imlendirilmesi amaciyla Vacin ve Went ve Nitsch ve Nitsch ortamlarina degisik katki
maddeleri ilave edilmistir. Vacin ve Went ortamina %15 hindistancevizi siitii + %5 muz
ekstrat1 + %S5 ananas suyu eklendiginde ¢imlenme artmug, D. farmeri ve D. primulinum
tirlerinde fidelerin yaprak ve kok gelisimi hizlanmistir. Benzer tepkiler Nitsch ve Nitsch
ortamma %15 hindistancevizi siiti + 1mg/L NAA eklendiginde D. fimbriatum var.

oculatum tiiriinden de elde edilmistir.
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Sharma ve Tandon (1990), besin ortamina ilave edilen degisik karbon kaynaklarmin,
bazi tropikal orkide tiirlerinin tohumlarinin ¢imlenmesi {izerindeki etkilerini
incelemislerdir. Ticari orkide yetistiriciliginde 6nemli yeri olan Cymbidium elegans ve
Coelogyne punctulata tiirlerine ait tohumlar % 2-7 arasinda sakaroz, D-glukoz, maltoz, D-
fruktoz, D-mannoz, trehaloz, rafinoz, L-glukoz veya L-mannoz igeren veya icermeyen
Knudson C ortamma ekilmistir. 20 veya 30g/L sakaroz, D- fruktoz ve Dglukoz her iki
tirde de en iyl ¢imlenme ve fide gelisim sonuglarini vermistir. Trehaloz, maltoz, D-
mannoz ve rafinozda ise orta derecede bir gelisim elde edilmis olup L-glukoz ve L-mannoz
ya da seker ilave edilmeyen ortamlarda ¢imlenme ve fide gelisimi bakimindan kabul

edilebilir sinirlarin altinda sonuglar elde edilmistir.

Lauzer ve ark., (1994), Cypripedium acaule tiirline ait asimbiyotik kosullarda
¢imlenemeyen olgun tohumlarin ¢imlenmesini tesvik etmek i¢in c¢esitli uygulamalar
yapmuglardir. Soguk uygulamasi, su altinda yikama, GA3 uygulamalari, in vitro
cimlenmeyi uyarma konusunda yetersiz kalmistir (¢imlenme orant %5’in altinda
kalmistir). Bununla birlikte sodyum hipoklorit ile yapilan dezenfeksiyon veya ultrason
uygulamalar1 ¢imlenmeyi sirasiyla %10.4’e ve %29.2°ye yiikseltmistir. Bu uygulamalar
tohum kabugunun yapisin1 degistirmis ve bu tliriin ¢imlenme oraninin artmasini
saglamistir. Yine de embriyolar TTC ile boyandiginda elde edilen canlilik orani ile
c¢imlenme orani hi¢bir zaman birbirine yakin olmamustir. Canhilik bakimindan sorun

bulunmadigi halde, tiiriin in vitro ¢imlenme orani genel olarak diisiik ¢ikmustir.

Malemnganba et al. (1994), Phaius tankervilleae, Dendrobium moschatum ve D.
fimbriatum var. oculatum tiirlerine ait orkidelerin tohumundan in vitro kosullarda bitki elde
etme yoluyla yapilacak ticari orkide iiretiminin daha diisiik bir maliyetle basarilabilmesi
amaciyla alternatif besin ortamlar1 ilizerinde caligmislardir. Bu amagcla ticari giibreler,
sofralik seker (cay sekeri) ve %15°lik hindistancevizi siitiinden olusan bir regete
kullanmiglardir. MS, Knudson C ve Nitsch ortamlariyla karsilastirma yapildiginda,
kullanilan yeni ve ucuz karisimin ¢ok daha hizli protokorm olusturdugu ve siirgiine
doniisiim sagladig1 gézlenmistir. Boylece alternatif besin ortami kullanimlariyla maliyetin

%70 oraninda tasarruf yapilarak azaltilabilecegi ortaya konmustur.

Bhaskar ve Rajeevan (1996), Vanda tipi tropikal orkide ¢esidi olan ‘John Club’da
tohum c¢imlendirmeyi amaglamistir. Vanda ‘John Club’ embriyolarinin (olgunlagsmamis
tohumlar) ¢imlenmesi, 4 farkl kiiltiir ortaminda test edilmistir. Protokorm {iretiminde en
iyi sonucu yar1 konsantrasyondaki MS ortamu saglamistir. Smg/L BA, 2 mg/L NAA, 2
mg/L 2,4-D, 4g/L aktif komiir ve 15g/L sakaroz kullanildiginda, embriyonun hizlh
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proliferasyonu ve kok ve stirgilin farklilasmasinin hizlandirilmasi kolaylagmaistir.

Miyoshi ve Mii (1998), Calanthe discolor Lindl. tohumlarmi 7 giin boyunca 1-100
mg/L NAA; 1000 mg/L Ethephon veya 10 ve 100 mg/L BA ¢ozeltisinde bekletmislerdir.
Bu uygulamalardan ¢ikan tohumlar hormonsuz ortamlara ekildiginde, kontrol
uygulamasina gore 1.5-2.9 kat daha fazla protein olusumu saglamislardir. Ortama ilave
edilen GA3, tohum ¢imlenmesi ve protokorm olusumu iizerine olumlu bir etki

yapmamistir.

Sushmita-Bhattacharjee ve ark., (1999), Phalaenopsis hibrit tohumlarinin in vitro
kosullarda ¢imlenmesi ve bitki elde edilmesi lizerinde ¢alismislardir. Besin ortami olarak
MS, Rosa ve Laneri ve Knudson C kullanmislardir. Tohum ekiminden itibaren
cimlenmeye kadar gecen giin sayisi, fide biiylimesi ve gelisimi kaydedilmistir. En hizli
tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi Rosa ve Laneri ortaminda meydana gelmis, bunu MS

ortami izlemistir.

Pedroza-Manrique ve Mican-Gutierrez (2006), Kolombiya’da nesli tehlike altinda
olan Odontoglossum gloriosum orkide tiiriinde etkin bir tohum g¢imlendirme yontemi
gelistirmek istemislerdir. Bu amagla {i¢ besin ortam1 MS tuzlari; KC tuzlari; Hyro-Coljap
tuzlar1), aktif komiir (0 ve %0.5 w/v); NAA (0, 2.68 ve 5.37 uM); 4 151k rejimi (beyaz 151k,
karanlhik, kirmizi 151k ve kizilotesi 1s1k) kullanmiglardir. Cimlenme orani ve ¢imlenme
zamani agisindan en iyi uygulama Hydro-Coljap tuzlar1 ve 2.68 uM NAA ortaminda,
kirmiz1 1gikta ve 16 saat fotoperyot kosullarinda elde edilmistir. Aktif komiir ilavesi, ne
¢imlenme orani ne de fide gelisimi iizerinde olumlu bir etki yapmamistir. Bu ¢alisma; tek
bir tohum kapsiiliinden 40 haftada 330.000°den fazla bitkicik elde edilebilecegini

gostermistir.

Stewart ve Kane (2006), Florida’daki tehlike altinda olan bir orkide tiiriiniin
(Haberina macroceratitis) tohumlarindan in vitro bitkiler elde etmek i¢in arastirmalar
yapmuglardir. Alt1 farkli besin ortami, 4 farkl sitokinin ve 3 fotoperiyodik diizen i¢inden
¢imlenme i¢in en uygun olanmi belirlemek amag¢lanmistir. LM ve KC ortamlar1 8 hafta
sonra en yiiksek ¢imlenme oranini vermistir. Protokorm olusumu ise MM ortaminda 8-16
hafta sonra meydana gelmistir. Zeatin ve kinetin 1 puM dozunda, ¢imlenme oranini
artirmugtir. %91.17’lik toplam ¢imlenme orani (%91.17) ve protokorm olusumu, tiimiiyle
karanlikta elde edilmistir. Ancak fidelerin gelisimi icin 8/16 saat fotoperiyot olumlu

bulunmustur.
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2.4. Karasal Orkidelerde In Vitro Cahismalar

Hatipoglu ve ark. (1984) tarafindan, Anacamptis pyramidalis ve Orchis sancta
¢imlendirilmis Burgeff, Fast ve Voth besin ortaminin modifiye edilmis halleri
kullanilmistir. Burgeff ortaminda tohumlar 20 giinde protokorm olusturdugu ve bundan bir
ay kadar sonra intermedica kiiltiir soliisyonuna aktarilan fidelerden yaprak olustugu
gozlenmistir. Bu arastirma ile elde edilen bitkilerin aklimatizasyon siirecine kadar olan

kisminda basari elde edildigi belirtilmistir.

Van Waes ve Debergh (1986); 23 adet Bati1 Avrupa orkidesinde in vitro kosullarda
tohum ¢imlendirmesi {izerinde c¢alismislardir ve ¢imlenme orani {izerine etki eden bazi
faktorler hakkinda bilgi edinmis ve bunlar1 paylagsmislardir. Cimlenmede tohum
kabugunun engelleyici bir etkisinin bulundugunun ve sterilizasyonda kullanilan kalsiyum
hipoklorit+Tween-80 karisimmin ne kadar siireyle uygulandiginin, ¢imlenme iizerinde
etkisinin bulundugu arastiricilar tarafindan belirlenmistir. Sert kabuklu tiirlerde
sterilizasyon siiresinin uzun tutulmasi, tohum kabugunu agindirarak ¢imlenmeyi olumlu
yonde etkileyebilmektedir. Besin ortamindaki azot kaynagi ise tiirlere bagli olarak
degismektedir ve ayrica besin ortamma kazein hidrolizat ilave edilmesi, ¢imlenmeyi
olumlu etkilemistir. Cypripedium calceolus ve Epipactis helleborine tiirlerinde ¢imlenme
icin bir sitokinine ihtiya¢ duyulmus, fakat Dactylorhiza maculata ve Listera ovata i¢in
hormon katkisma gerek olmamustir. 23 tiir arasinda 21 tanesi, ¢imlenmeyi az veya ¢ok

basarmuistir.

Waes (1987), 18 orkide tiirlinde ¢imlenme asamasinda ve daha sonraki gelisme
asamalarinda aktif karbonun etkilerini arastirmistir. Tiim tiirlerde %0.02-0.1 oraninda ilave
edilen aktif karbon, daha diisiik ¢imlenme orani ve daha yavas gelismeye neden olmustur.
Diger yandan aktif karbon ilave edilen transfer ortamlar1 genel olarak gelismeyi uyarmistir.
Besin ortamia yiiksek miktarda polifenol salgilayan tiirlerde (Anacamptis pyramidalis,
Dactylorhiza spp., Epipactis spp., Gymnadenia spp. Ve Listera ovata) aktif karbon ilave
edilmesi, daha iyi bir gelisme saglamistir. Fakat Ophrys fuciflora, Orchis mascula ile O.
morio ve Spiranthes spiralis gibi gozle goriilen bir polifenol salgisi olmayan tiirlerde

herhangi olumlu bir etki ortaya ¢gikmamustur.

Ozko¢ ve Dalc1 (1991) tarafindan, Orchis laxiflora tiiriiniin tohumlarmi steril
kosullarda hem konsantre hem de seyreltik besin ortamlarina ekim islemi yapildiginda her
iki ortamda da ¢imlenmenin oldugunu, ama sadece konsantre besi ortaminda gelismenin
devam ettigini ve ortamdan inorganik azotun ¢ikarilmast durumunda ¢imlenmenin arttig1

bu calismada ortaya konmustur.
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Ozaver (1995) tarafindan Kahramanmaras’ta dogal olarak yayilis gdsteren bazi
orkide tiirlerinde (Ophrys bornmuelleri, Himantaglossum affine, Orchis anatolica, O.
phrigra, Serapias vomeraceae ve O.coriophora) ve 22 farkli besin ortaminda embriyo
kiltiirti yaparak yumru olusturmaya c¢aligmistir. Sonugta O. anatolica ve Orchis
coriophora orkide tiirlerinde yumru elde etmede basar1 saglanmistir. O. coriophora
turiinde ise VW&D+ Domates Ekstrakt: + Aktif Karbon ortaminda, O. anatolica orkide

tiriinde ise VW&D besin ortaminda en iyi sonug elde edilmistir.

Goniilsen ve ark. (1996) tarafindan Ege ve Dogu Akdeniz Bolgesinden ornekler
toplanmistir. Ege Bolgesinde yapilan arazi ¢alismasinda toplanan 6rnekler; Orchis italica,
O. anatolica, O. sancta, O. papilionacea, O. laxiflora, O. mascula ssp. pinetorum, O.
mario, Ophrys mammosa, O. reinholdii ssp. reinholdii, O. lutea ssp. minor, O. halosericea,
O. bornmuelleri, O. ferrum-equinum, O. umbilicata ssp. umbilicata, O. fusca, O. speculum,
Dactylorchiza romano, Serapias vomeracea, S. vomeracea ssp. laxiflora, Aceras
antropophorum, Anacamptis pyramidalis tiirleri belirlenmistir. Embriyo kiiltiiriinde Orchis
laxiflora, O. sancta ve Serapias vomeracea tiirlerinde basarili sonu¢ almmustir. Dogu
Akdeniz Bolgesinden toplanan 6rnekler, Orchis anatolica, O. coriophora, O. italica, O.
tridentata, O. punctulata, Ophrys bornmuelleri, O. transhyrcana, O. vernixia, O. apifera,
O. umbilicata ssp. umbilicata, O. holoserica, Platanthera chlorantha, Anacamptis
pyramidalis, Himantoglossum affine, Serapias vomeracea, Dactylorhiza spp. tiirleri
belirlenmistir. Orchis anatolica, Ophrys bornmuelleri, Serapias vomeraceae Ve
O.coriophora orkide tiirleri embriyo kiiltiiriinde basarili bir sekilde tiretilmistir. Stirgiin ucu
kiiltiirinde Himantaglossum affine ve O. anatolica orkide tiirlerinde ¢ogalmasinda basar1
saglanmustir, fakat bitkideki asir1 kararmalar sonucunda bitki elde edilemedigi

belirtilmistir.

Vejsadova ve Mala (1996), Cek Cumhuriyeti’nden toplamis olduklar1 8 farkli orkide
tiriine ait (Gymnadenia conopsea, Orchis morio, Liparis loeselii, Dactylorhiza
longebracteata, D. incarnata, D. bohemica, D. maculata ve Epipactis palustris) orkide
tohumlar1 %10’luk camasir suyu veya %7°lik kalsiyum hipoklorit + %70 etil alkol
cozeltisinde ylizeysel sterilizasyona tabi tutmuslardir ve daha sonra ii¢ farkli ortama
ekmiglerdir. 18-22°C’de ve karanlhikta dort ve sekiz hafta sonra ¢imlenme oranlarini
belirlemislerdir. Yiizeysel sterilizasyon siiresinin ve konsantrasyonunun olgunlagsmamis ve

tam olgun tohumlarda ¢imlenmeyi olumlu etkiledigi bulunmustur.

Caglayan ve ark. (1998) tarafindan nesli tehlike altinda olan salep orkidelerinin in

vitro iretilmesi arastirilmistir. Dogu Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak yetisen salep
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orkidelerinden Ocrhis anatolica, O. coriophora, Ophrys bornmuelleri, O. phrigra,
Serapias vomeraceae ve Himantoglossum afine embriyolar: in vitro’da 14 farkli besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. En yliksek ortalama ¢imlenme ve protokormdan bitki olusum
oranlar1 %2.39 ve %1.86 olarak Van Waes Debergh + Domates Ekstrakti + Aktif Karbon
(VW&D + DE + AK) ortaminda bulunmustur. En yiiksek yumru olusum orani ise %2.453
ile ayn1 ortamda bulundugu belirtilmistir.

Onal (1999) tarafindan yapilan arastirmada, Aceras, Anacamptis, Ophrys, Orchis,
Serapias ve Dactylorhiza cinslerine ait toplam 21 orkide tiirleri Ege Bolgesi’nden
toplanmistir. Orchis sancta, Serapias vomeracea ve O. laxiflora embriyo kiltiiri ile
basariyla tretilmistir, fakat diger tiirlerde basar1 saglanamamustir. Orchis sancta ve O.
laxiflora tiirlerinde “5°C’de ve karanlik kosullarda” yumru elde etme orani, normal
kosullardan (25°C, 16s 1s1k) daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayni tiirler i¢in en uygun
aklimatizasyon zamani1 Agustos ay1 olmustur. En yiiksek ¢imlenme yiizdesi Knudson C+
%10 patates ekstraktinda %80 oran ile O. laxiflora tiirii; O. sancta tiiriinde %2100 oran ile
yine ayni ortamdan ve S. vomeracea tiiriinde ise %40 oran ile Knudson C+ %10-20 muz
ekstraktindan elde edilmistir. En yiiksek “mg tohum” basina gelisen bitki sayisi ise, O.
laxiflora tiriinde 46,7 adet bitki ile Knudson C+%10 Hindistan cevizi siitii; O. sancta
tirtinde 49.5 bitki adeti ile KC+ %20 patates ekstrakti ve S. vomeracea tiiriinde ise 37,
bitki adeti ile Van Waes&Debergh+0.2mg/L GA3 besin ortamindan elde edilmistir.

Szendrak ve Read (2000) tarafindan, Orkide tohumlarmin ¢ok narin ve besin
deposundan yoksun embriyolara sahip oldugu ifade edilmektedir, bu nedenle 52 degisik
orta kusak karasal orkide tiirtinde in vitro ¢imlendirme iizerinde calismuglardir. Besin
ortami olarak bu tiirlerin kiiltliri i¢cin degistirilmis Fast ortami kullamilmistir. Kiiltiirler
tohum ekiminden sonra 10-12°C ve karanlik kosullarda 4 hafta siireyle birakilmistir. Bu
stirenin sonunda ¢imlenme gerceklesene kadar sicaklik 25-26°C’ye ayarlanmistir. Bundan
sonra kiiltiirler mevsimsel sicaklik degerlerine gore diizenlenmistir: Nisan basindan Eyliil
sonuna kadar 25-26°C, Ekim ayindan Mart’a kadar 17-19°C. 25 tiir bu yontemle basariyla
yetistirilmis ve 2-3 yilin sonunda dis kosullara aktarilmistir. Ayrica ¢imlenmenin degisik
asamalar1 elektron miksoskobu preparatlariyla incelenmistir. ilk goriilebilen farklilik,
kiiltlire alindiktan sonraki birka¢ hafta sonra tohum kabugunun ¢atlamasi ve apikal
meristemin disar1 ¢ikmasidir. Geng protokorm sayisiz saydam kokeiik (rhizoid) ile sarili
durumdadir. Cimlenmenin son asamasi olarak, ilk gercek yapragin ve ilk kokiin gelismeye
basladig1 an sOylenebilir. Bu calismada ayrica olgunlasmis organlar ve dokular da

incelenmigtir. Orkide mikorhizalarinin kdoklerle birlikte olduklar1 yapisal detaylar ve
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depolanan maddeler (kalsiyum okzalat kristalleri ve nisasta), yaprak/govde stoma yapilari
ve generatif organlarin anatomik detaylar1 ile tohum taslagi/tohum gelisimi konularinda

yeni bilgilere ulasilmistir.

Polonyali arastiricilar Pindel ve Pindel (2004), Avrupa’da bulunan nesli tehlike
altinda olan bazi secilmis karasal orkide tiirlerinde doku kiiltiirii yoluyla cogaltim
yapilmast konusunda detayli ¢aligmalar yapmislardir. Bes farkli orta kusak orkide tiiriine
ait (Cypripedium calceolus, Dactylorhiza maculata, Epipactis helleborine, Goodyera
repens ve Gymnadenia conopsea) farkli eksplantlarin ve besin ortami kompozisyonlarmin;
hizli ¢ogaltimi iizerindeki etkileri incelenmistir. Eksplant tipleri olarak; ¢iceklenmeden bir
hafta onceki yumurtaliklar, tam ¢iceklenme donemindeki yumurtaliklar, ¢ciceklenmeden 10
giin sonra alinan yesil kapsiiller ve ¢igeklenmeden 25 giin sonra alman olgun kapsiiller
kullanilmistir. Knudson (medium K) veya MS ortami makro ve mikro tuzlari ile vitamin
(5mg/L thiamin veya 100 mg/L myoinositol), oksin (0.3 veya 0.5mg/L NAA, 0.5mg/L
IAA ve 0.5mg/L 2,4-D), sitokinin (0.1, 1.0, 2.0 ve 5.0 mg/L benzil adenin), aktif karbon
(%0.1 veya 0.2) besin ortami bilesimlerinin olusturulmasinda kullanilmistir. En uygun
eksplant kaynagi, denemelerde kullanilan tiire gore farklilik gdstermistir. Ornegin C.
calceolus, D. maculata ve G. repens tiirlerinde yesil kapsiiller; E. helleborine tiiriinde
ciceklenme Oncesindeki yumurtaliklar; G. conopsea tiiriinde tam ciceklenme dénemindeki
yumurtaliklar en iyi sonuglar1 vermistir. Genel olarak eksplantlar, 0.3 mg/L NAA, 1.0mg/L
BA ve %0.1 aktif komiir igeren MS ortaminda protokorm benzeri yapilar, kok ve siirgiin

meristemleri veren protokormlar veya kallus olusumu saglamiglardir.

Kitsaki ve ark., (2004), Yunanistan’dan toplanan ve ¢ogu bu iilke i¢in endemik olan
13 degisik Ophrys tiiriinde (O. attica, O. apifera, O. delphinensis, O. cornuta, O. lutea, O.
ferrumequinum, O. speculum, O. mammosa, O. umbilicata, O. argolica, O. iricolor, O.
tenthredinifera ve O. spruneri) in vitro kosullarda tohum ¢imlenmesi, protokorm ve
bitkicik olusumu iizerine etki eden faktorler iizerinde arastirma yapmislardir. Incelenen
faktorler genotip etkisi, tohum olgunlugu ve besin ortami bilesimidir. Toplandiktan 10 ay
sonraki olgun tohumlar ve ¢igeklenme déneminden 2 ay sonraki tohumlar, hindistancevizi
slitli veya ananas suyu ile zenginlestirilmis besin ortamlarinda kiiltiire alimmigstir (sirasiyla
CEM ve PEM ortamlari). En yiiksek kallus olusumu (%96) CEM ortaminda kiiltiire alinan
O.delphinensis tiiriiniin olgunlasmamis tohumlarindan alinmistir. En yiiksek protokorm
olusumu ise (%52) yine CEM ortamindaki O. spruneri tiiriiniin olgun tohumlarindan elde
edilmistir. Olgunlagmamis tohumlardan protokorm olusumu, her iki ortamda da olgun

tohumlara gore ¢ok daha diisiik oranlarda kalmistir. Transfer edilen protokormlarin hemen
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hepsi bitkicige doniismiis ve mini-yumrular olusturmustur. PEM ortamlari, bitkiciklerde
mini-yumrularin olusumunu tesvik etmistir. Denemede yer alan tiim faktorler ve bunlarin
arasindaki interaksiyonlar, kallus veya protokorm olusumu iizerine istatistiksel olarak

onemli diizeyde etki yapmustir.

Vejsadova (2006), orkide tohumlarmnin ¢imlenme oranlarmi artirmak amaciyla
sterilizasyonda kullanilan maddenin dozu ve siiresiyle ilgili ¢aligmigtir. Nesli tehlike
altinda olan ti¢ karasal orkide tiirii (Dactylorhiza incarnata ssp. serotonia, D.maculata ssp.
maculata, Liparis loeselii) tohumlarini sodyum veya kalsiyum hipokloritin farkli
dozlarinda ve farkli siirelerle muamele etmiglerdir. Tohum yiizeyini kahverengiden fildisi
beyazina kadar dondiiren %7.2’°lik kalsiyum hipoklorit, ¢cimlenme oranini artirmistir. Besin
ortamma 1g/L pepton veya diisiik dozlarda zeatin, IAA ve NAA ilave edilmesi, 12 ay

sonra fide gelisim parametrelerini artirict yonde etki yapmaistir.

Yararbas (2008), salep orkidesi tohumlarmnin in vitro ortamda g¢imlendirilmesi
konusundaki ¢alismasinda tohumlara ultrason uygulamasi yapmistir. Besin ortami olarak
1/10 MS + %20 seker karisimi kullanmistir. %1°lik sodyum hipokloritte 10 dakika sterilize
edilen tohumlarda enfeksiyon riski ortadan kaldirilmistir. Orchis italica tiiriinde ¢amasir
suyutultrason uygulamasmnda 15 giinde %81; kontrol uygulamasinda 90 giinde %89
cimlenme elde edilmis ve 2 ay gibi kisa bir siire sonunda ilk yapraklarin olusmaya
basladig1 belirtilmistir. Ophrys tenthredinifera tiirtinde ise ultrasont+5 dakika sok

uygulamasindan 60 giin sonra %5.3 ¢imlenme elde edildigi rapor edilmektedir.

Valletta ve ark., (2008) tarafindan Orchis mascula L. tiiriinde in vitro kosullar altinda
alt1 farkli ortam bilesimi denenerek, tohum kabugu gegirgenliginin in vitro ¢imlenme
iizerine etkileri, sterilizasyon konsantrasyonu ve siiresinin ¢imlenme iizerine etkileri
incelenmistir. Orchimax (Duchefa) ticari ortaminda bazi modifikasyonlar yapmislar,
bunlarm arasindan BA ilave edilen ve aktif karbon bulunduran bilesimde % 5.12 ¢imlenme

elde edilebildigini kaydetmislerdir.

Glimiis (2009) tarafindan Bat1 Karadeniz bolgesinde nesli tiikenme tehlikesi altinda
olan 16 tiirtin in vitro ve in vivo kiiltiirleri yapilmistir. Bu tiirler; Anacamptis pyramidalis,
Dactylorhiza incarnate, D. romana, D. nieschalkiorum, Ophrys ferrumequinum, O.
apifera, Orchis mascula ssp. pinetorum, O. coriophora, O. laxiflora, O. pallens, O. morio,
O. simia, O. tridentata, O. purpurea, Serapias vomeracea ssp. orientalis, Platanthera
chlorantha tirleri oldugu belirtilmistir. Farkli besin ortam1 bilesenleri ve
konsantrasyonlar1 (MS, 1/2 MS, KC-N, KC, VW & DB,), besin ortamlarina GA3 bitki
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biiyiime diizenleyicisinin farkli konsantrasyonlar1 (0, 0.1, 0.5mg/L) uygulanmistir ve
inkiibasyon sirasinda farkli aydinlatma rejimi uygulamalar1 yapilmistir; bu uygulamalarin
¢imlenme, protokorm olusumu ve bitki gelisim oranlar1 iizerine etkilerini incelemislerdir.
En yiiksek bitki olusum oran1 KC ortamindan % 89.88 oran ile O. morio tiiriinde; % 57.65
oran ile S. vomeraceae tiiriinde; % 48.35 oran ile O. coriophora tiiriinde ve % 14.57 oran
ile O. laxiflora tiirinde; 0.5mg/L GA3 ilave edilen KC besin ortamimda % 19.87 oran ile
D. nieschalkiorum tiiriinde en iyi ¢imlenme ilde edilmistir. Aklimatizasyon isleminde tam
olarak bir basari elde edilememistir, elde edilen bitkiler en fazla birkag¢ ay igerisinde

canliliklarim yitirmislerdir.

Kisakiirek ve ark. (2009) tarafindan, Maras salebi olarak bilinen, Orchis coriophora,
O.laxiflora, Himantoglossum affine, O.anatolica ve O.mascula tiirlerinde in vitro kosullar
altinda tohum ¢imlendirme ¢alismas1 yapmuslardir. Ug farkli besin ortammmn (VWDB, PF,
KC) kullanildigi bu ¢alismada en yiiksek ¢imlenme orant KC ortamina ekilen Orchis
coriophora tiirtinden elde edilmistir, bu tiirii O.laxiflora ve O.anatolica tiirleri takip
etmistir. %18 oranm ile O.mascula tiirtiniin ¢imlenme yiizdesi diger tiirlere gore diisiik
kalmistir, ama yine en iyi ¢imlenme KC besin ortaminda olmustur. Isik rejimindeki
farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. H. affine tiiriinde herhangi bir besin

ortaminda ¢imlenme meydana gelmedigi belirtilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak, Canakkale ili sinirlart igerisinde yetisen ve
salep eldesinde kullanilan; Anacamptis pyramidalis (L.) L.C. Rich, Anacamptis morio
(L.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W. Chase subsp. morio, Dactylorhiza romana (seb.)
So0, Neotinea tridentata (Scop.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W. Chase, tiirleri
kullanilmistir. Bu tiirlere ait bazi1 botanik ozellikler, yetisme ortami, ¢iceklenme zamani,
yerel ad1 ve toplandig1 bolge hakkinda bilgiler asagida verilmistir (Sezik, 1984; Kreutz,
2009).

3.1.1. Anacamptis pyramidalis (L.) L.C. Rich

Botanik Ozellikleri: 20-50 cm yiikseklikte oldukg¢a giirbiiz, boylanan ve ince bir
bitkidir. Cicek kurulu baslangicta piramidal formlu, daha sonra koniden yumurta formuna
kadar degisik bigimdedir. Cigekler kiigiik-orta boyda, agik-koyu pembe veya beyazimsi
renktedir. Yapraklar 5-9 lineardan lanseolata kadar olan sekillerde ve beneksizdir. Lateral
sepaller genis yayik; dorsal sepaller, petallerle migfer meydana getirmistir. Labellum derin
ii¢ loplu olup, tabanda iki boyuna ¢ikintilidir. Labellumun her iki yan lobu yaklagik orta

lop kadar veya biraz daha kisadir. Mahmuz ¢ok ince ve asagiya dogru yonelmistir.

Yetisme Ortami. Seyrek ormanlar, kayin agaclarmin alti, caliliklar, islenmemis
araziler, yol sevleri, makilikler, friganalar ve zeytinliklerdedir. Kuru, ender olarak nemli,
kire¢ce zengin toprak ilizerinde bulunur. Yiiksek daglik alanlarda taze dag cayirlari i¢inde

goriliir.

Ciceklenme Zamani: Akdeniz Bolgesi’'nde Nisan ay1 basindadir. Karadeniz
Bolgesi’'nde ise, Temmuz ay1 ortasma kadardir. Birgok Orchis ve Ophrys tiiriinden
yaklagik bir ay daha geg, fakat Epipactis cinsinin tiirlerinden belirgin olarak daha once
ciceklenir.

Yerel Adi: Cam Salebi, Peynir Cicegi, Yogurtcuk.

Toplandigi Bélge: Kilitbahir sirtlart ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Terzioglu Yerleske’si tepeleri (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Anacamptis pyramidalis tiiriine ait ¢gicekli bitki drnekleri

3.1.2. Anacamptis morio (L.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W. Chase subsp.

morio

Botanik Ozellikleri: 10-30 cm yiikseklikte kiiciik, fakat saglam ir bitkidir. Yapraklar
tabanda rozet seklinde diizenlidir. Yukaridakiler ise kili¢ kin1 seklinde govde yapraklarina
gecis yapmakta olup, dar-mizragimsidan mizragimsiya kadar formlu ve yesil beneksizdir.
Brakteler ovaryuma esit uzunlukta, yesil veya kirmizimsi reklidir. Cigekler orta biiyiikliikte
cogunlukla yogun menekse renginde, sik sik da aciktan tam beyaz veya pembeye kadar
renklidir. Sepaller petallerle birlesip gevsek, yuvarlak bir migfer meydana getirmis. Lateral
sepaller yesil ¢izgilidir. Labellum 3 loplu, ¢ok genis, genellikle az veya ¢ok ice katlanmas,
orta lop ucta disli; labellumun ortas1 koyu renklerde benekli. Mahmuz silindirik ve az veya

cok belirgin yukariya dogru biikiilmiistiir.

Yetisme Ortami: Ciliz ¢ayrrlar, seyrek ormanlar, kurak cayirlar ve otlu yamaglardir.

Buralarda daha ¢ok kurudan nemliye kadar alkalen topraklarda bulunur.

Cigeklenme Zamani: Oldukga erken olup, yliksek daglik alanlarda Mart’in sonundan

Haziran’1n basina kadardir.

Toplandig1 Bolge: Kilitbahir sirtlar1 (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Anacamptis morio subsp. morio tiiriine ait ¢igekli bitki 6rnekleri

3.1.3. Dactylorhiza romana (seb.) Soo

Botanik Ozellikleri: 15-40 cm yiikseklikte ince boylu ve orta biiyiikliikye bir bitkidir.
Yapraklar ¢ok sayida, genellikle tabanda rozet yapmus, lincardan linear-lanseolata kadar
olan sekillerdedir. Cigek kurulu yumurta formludan kisa silindirige, fakirden zengin
cicekliye kadar ve ender olarak sik ciceklidir. Cicekler orta biiyiikliikte, acik saridan kiikiirt
sarisina, beyazimsii pembe veya kirmizimsidan menekse renkliye kadar renklidir. Sepaller
lanseolattan uzun ovata kadar olan sekillerde; lateral olanlar hemen hemen geriye kivrilmis
13 mm kadar boydadir. Petaller genis ovat ve 10 mm kadar boydadir. Labellum 6ne dogru
kiiciik 3 loplu bazen tam, genis ovattan ovat hatta yuvarlaga kadar olabilen sekillerde.
Yiizeyde leke, benek veya cizgiler tasimazlar. Mahmuz silindirik, dik yukariya dogru

yonelmis ve ovaryumdan daha uzundur.

Yetisme Ortami: Kuraktan ilimli nemliye kadar yerlerde kaym ve ¢cam ormanlarinda
ve calilagtirilmis meseliklerde bulunur. Giiney Anadolu’da 6zellikle friganalar ig¢indeki
kalkerli yamaglarda goriliir. Buralarda 6zellikle hafif asidikten alkalen topraklara kadar
bulunur.

Cigeklenme Zamani: Akdeniz Bolgesi’'nde Nisan’in baslangicinda, Karadeniz

Dag’larinda Mayis’in sonundadir.

Yerel Adr. Elgik.

29



Toplandigi Bolge: Denizgoriindii Koy’iindeki gam ormani altlarindan (Sekil 3.3).

il oGl

Sekil 3.3. Dactylorhiza romana tiiriine ait ¢igekli bitki 6rnekleri

3.1.4. Neotinea tridentata (Scop.) R.M. Bateman, Pridgeon & M.W. Chase

Botanik Ozellikleri: 15-40 cm yiikseklikte orta biiyiikliikte, giirbiiz ve genellikle
bodur biiylime yapan bir bitkidir. Yapraklar mizragimsidan dar-mizragimsiya kadar
formlui mavimsi yesil renkli, beneksiz, alt kisimda taban rozeti olusturur. Yukaridakiler
ise, kili¢c kini1 seklinde govde yapraklarma gecis yapar. Cicek kurulu kiiremsi, ender olarak
silindirik, sik ve ¢ok ciceklidir. Brakteler ovaryumun yarisindan daha kisadir. Cigekler orta
biiylikliiktedir. Cigek Ortiisii gevsek bir migfer olusturur. Migfer uzun bir sivri ugla
sonlanir ve geriye dogru biikiik, agik pembeden hemen hemen saf beyaz veya acgik
menekseye kadar renklidir. Labellum 3 loplu, lateral loplar yayik, orta lop ikiye
catallanmig, ortada kiiclik bir dis tasir, pembe veya mor kiiciik noktalidir. Mahmuz

ovaryum kadar uzunlukta, asagi dogrudur.

Yetisme Ortami: Makilikler, friganalar, ¢ayir alanlari, kirag araziler, yamag ¢ayirlari,
seyrek ¢am ormanlar1 ve yaprakli ormanlar, (mese) caliliklari, zeytinlikler ve findik

kiiltiirleridir. Buralarda daha ¢ok alkalen ve kirecli topraklarda bulunur.

Cigeklenme Zamani: Deniz seviyesinde Nisan’in basindan Karadeniz’de daglik

alanlarda Haziran’m ortasina kadardir.
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Yerel Adi: Beyaz Dag Salebi.

Toplandigi Bélge: Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Terzioglu Yerleskesi
tepelerinden (Sekil 3.4).

;

ONY

b

Sekil 3.4. Neotinea tridentata tiiriine ait ¢igekli bitki 6rnekleri

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki materyallerinin toplanmasi, teshisi ve korunmasi

Arazi ¢aligmalarinda, Orchidaceae taksonlarin ¢giceklenme donemleri olan Nisan ve
Mayis aylar1 arasinda Canakkale merkez olmak iizere Gelibolu ve Kazdagi alanlarinda
arazi caligmalar1 gerceklestirilmistir. Tezde kullanilacak olan Dactylorhiza romana,
Anacamptis morio subsp. morio, Neotinea tridentata ve Anacamptis pyramidalis tiirlerine
ait 10 adet bitki dogal ortamlarindan topraklari ile saksilara alinmustir. In vitro yetistirme
sonrasinda elde edilen bitkilerin de aktarilabilmesi i¢in her bdlgeden ekstra toprak
alinmistr. Bu bitkiler laboratuvar kosullarinda saksilara aktarilmis ve Anacamptis morio
subsp. morio tiirti disindaki tiirler kendileme yolu ile tohum elde edilmistir. Anacamptis
morio subsp. morio tiiriinin tohumlart dogal ortamlarinda gelistikleri i¢in direkt
toplanmistir.  Bitkilerin  tohum kapsiilleri ¢atladiginda, tohumlar kapsiillerinden
cikarilmistir. Kapsiillerden ¢ikarilan tohumlar cam kavanozlara konup kullanilincaya kadar
+49C” de saklanmustir. Ophrys lutea subsp. minor tiiriine ait polinaryum fotograflanmigtir
(Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Ophrys lutea subsp. minor tiiriine ait polinaryum

Orneklerin teshis islemleri icin “Flora of Turkey and the East Aegean Island” vol 8
(Renz & Taubenheim, 1984) ve vol. 11 (Kreutz, 2000), “Orkidelerimiz” (Sezik, 1984), ve
“Tiirkiye Orkideleri” (Kreutz, 2009) kaynaklar1 kullanilmistir.

Dactylorhiza romana Canakkale Denizgoriindii Kéyiinden, Anacamptis morio subsp.
morio Gelibolu Yarimadasi-Kilitbahir’den, Neotinea tridentata Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Terzioglu Yerleskesinden ve Anacamptis pyramidalis Gelibolu Yarimmadasi-

Kilitbahir’den toplanmustir.

3.2.2. Orchidaceae familyasina ait tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesi

3.2.2.1. Genel doku kiiltiirii sartlar:

Doku kiiltiirii uygulamalarinin tiimii aseptik kosullar altinda yapilmig olup, bunun
icin laminar akisli ve HEPA filtreli steril kabin kullanilmistir. Besin ortamlar1 500 ml’lik
cam siseler icerisinde hazirlanmis ve kullanilacak tiim malzemeler ile 1,2 atmosfer basing
altinda 121 °C sicaklikta 15 dakika siire otoklavda sterilize edilmistir. Steril edilen besin

ortamlari steril kabin icerisinde her bir petriye 22-30 ml olacak sekilde dagitilmustir.

Calismada temel besin ortami olarak 3 regete kullanilmistir: Knudson C (Duchefa —
K0215.0010), Orchimax (Duchefa — 00257.0010) ve son olarakta Isvecli amator orkide
yetistiricisi Svante Malmgren’in bize vermis oldugu regete kullanilmistir (Malmgren,
2013). Knudson ve Orchimax ortamlarina karbon kaynagi olarak 20 g/L siikroz, 1 g aktif
karbon ve besin ortammin yar1 kati yapida olmasini saglamak icin de 6 g/L agar ilave
edilmistir. Svante’nin recetesine (SV) ise; 75 mg Casz(POas)2 (Duchefa — C0506.1000), 75
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mg KH2POs (Sigma - 04243), 75 mg MgSOs (Sigma - 63140), 20 g siikroz, 1 g aktif
karbon, 6 g agar ve 20 ml ananas suyu ilave edilmistir. pH ise 6.0’a ayarlanmuistir.

3.2.2.2. Tohumlar yiizeysel sterilizasyonu
Tohumlar i¢inde %10’luk NaClO (sodyum hipoklorit) igeren ependorflarin iginde 10
dakika yiizey sterilizasyonu yapilmustir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Ependorflarda steril edilen orkide tohumlar1

Her bir tohum yiizeyine esit miktarda NaClO degmesi i¢in ependorflar
vortexlenmistir. Siirenin sonunda mikropipet yardimi ile NaClO alinip 3 defa steril saf su
ile durulanmistir. Daha sonra mikropipet ile esit miktarda alinin tohumlar petrilere
ekilmigstir. Tohum ekimi yapilan petrilerin dig ortam ile iligkisinin kesilmesi amaci ile etrafi

strecfilm ile sarilmistir.

Tohum ekiminin ardindan petriler protokorm olusuncaya kadar (2-3 ay) 18+1°C
sicaklik ve siirekli karanlik kosullarda inkiibe edilmistir. Tohum ekiminden 1 hafta sonra
embriyolarin gelistigi ve ¢imlendigi gbzlenmistir. Bir ay sonra petrilerdeki toplam tohum
sayis1 ve ¢cimlenen tohumlar stereo mikroskopta sayillmistir. Bundan 4 ay sonrada 2-3mm
biiyiikliigiindeki protokormlar sayilmigtir. Protokormlar 2-3 mm biiyiikliige ulastiklarinda
tekrar ayn1 ortamlara alt kiiltiirlere alimmistir ve 20 hafta boyunda 8 °C sicaklikta siirekli
karanlik kosulda tutulmuslardir. Yaprak olusumu goézlendiginde 40 cm mesafeden 36 W
siddetindeki floresan 1s1k kullanilmistir. Orkidelere ait tohumlar ve kapsiilleri

fotograflanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Orkidelere ait tohumlar ve kapsiilleri

v

-~ | L

Sekil 3.8. a) Anacamptis pyramidalis (L.) L.C. Rich tiiriine ait tohum, b) steril edilmis tohum

—

fotografidir

3.2.2.3. Bitkilerin dis kosullara ahstirilmasi1 (Aklimatizasyon)

Yaprak gelisimi olan orkidelerin dis ortama aktarilma islemi Mart ayinda yapilmustir.
Akilimatizasyon i¢in orkidelerin dogal olarak yetistigi ortamdan toprak almmistir. Bu
topraga %25 oranda ¢am agaci kabugu ve %25 oranda kuartz kum eklenmistir. Gelismis
orkideler topraga aktarildiginda ilk sulama yapilmistir, ekimden sonra topragin
kurumamasina dikkat edilmistir, toprak kurumaya basladiginda 50-75 ml su eklenmistir ve

4-5 aylik dormansi periyodu baslamistur.

Orkidelerin besin ortaminda vermis olduklar1 ilk yapraklar topraga aktarim
isleminden 2 hafta icinde kurumustur ve bitki dormansi siirecine baslamigtir. Erken
cigeklenen Ophrys cinsine ait tiirlerde 2 ay dormansi siirecine ihtiya¢ duyarken, Orchis,

Anacamptis ve Neotinea cinslerine ait tiirlerde ise bu siire¢ 6 ay siirmektedir. Toprak
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altindaki yumrular dormansi siirecini tamamladiktan sonra yeni yapraklarini1 verecektir.

Topraga aktarilan bitkiler fotograflanmistir ( Sekil 3.9).

Sekil 3.9. (a) Topraga aktarilan Anacamptis morio subsp. morio tiirii, (b) topraga aktarilan
Dactylorhiza romana tiirii

3.2.2.4. istatistiki analiz

XL Stat yazilim programinda Marascuilo karsilastrma testi sonuglarina gore

harflendirilerek yapilmigtir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Endospermce fakir olan orkide tohumlar1 fungusa gereksinim duymadan in vitro
kosullarda kendi dogal dongiisii ve sicaklik kosullar1 takip edilerek ¢ogaltma calismasi
yapilmistir. Caligma istatistik analizlerle desteklenmistir. Tiir ve Besin ortami arasindaki
iliski, tlirlerin ve besin ortamlarmin ¢imlenme oranina katkilari ayr1 ayri istatistik olarak
incelenmistir. Calisma ii¢ bashk altinda degerlendirilmistir; ¢imlenme orani, protokorm

orani ve bitki gelisim orani.

4.1.1. Cimlenme oram

Anacamptis morio subsp. morio, Dactilorhiza romana, Anacamptis pyramidalis ve
Neotinea tridentata tiirlerine ait tohumlar kiiltiire alindiktan 1 hafta sonra embriyolarinimn
gelistigi ve ¢imlendigi gozlenmistir ve 1 ay sonra da incelenerek ¢imlenme oranlari
belirlenmistir (Sekil 4.1). Tiir ve Besin ortami1 arasindaki iliski, yapilan istatistik
analizlerine gore %5 diizeyinde Onemli oldugu bulunmustur. Sadece Anacamptis
pyramidalis tiiriinde KC ve ORC ortamlarinda istatistiki olarak fark yoktur ve Neotinea
tridentata tiiriinde ti¢ besin ortamu karsilastirmasinda istatistiki olarak fark yoktur, tiirlerin
kendi aralarinda ¢imlenme oranina etkisi istatistik analizlerce %5 diizeyinde 6nemli
bulunmustur ve besin ortamlarinin ¢imlenme oranina katkilarina bakildiginda KC ve ORC

ortamlarinda istatistiki olarak fark yoktur.
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Sekil 4.1. (a) Ekimden sonra 34 giinlik Anacamptis morio subsp. morio tiiriine ait tohum
¢imlenmesi (30x biiyiitme), (b) Ekimden sonra 35 giinlik Dactylorhiza romana tiiriine ait tohum
¢imlenmesi (25x biiyiitme), (c) Ekimden sonra 14 giinliik Neotinea tridentata tiiriine ait tohum

¢imlenmesi (20x bilylitme)

Her bir orkide tiirline ait tohumlarm, {i¢ farkli besin ortaminda, besin ortami farki
gbzetmeksizin ¢imlenme sonuglarinin tamami degerlendirilerek elde edilen verilerin
karsilastirilmast ile tiirlerin kendi i¢lerinde ¢imlenme yetenekleri bulunmustur (Cizelge
4.1). Orkide tiirlerinin kendi aralarinda ¢imlenme {izerine etkisi incelendiginde, %88.91
orant ile Anacamptis morio subsp. morio en iyi ¢imlenen tiir olmustur. Bunu %74.42 orani
ile Anacamptis pyramidalis ve %66.30 orani ile Dactylorhiza romana izlemistir. %55.03

orani ile Neotinea tridentata ise ¢imlenme orani en diisiik olan tiir olmustur.
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Cizelge 4.1. Farkli orkide tiirlerinin kendi aralarinda ¢imlenme orani

Tiir Cimlenme Orani (%)
Anacamptis morio subsp. morio 88.91d
Anacamptis pyramidalis 7442 a
Dactylorhiza romana 66.30 c
Neotinea tridentata 55.03 b

Tirlere bakilmaksizin {i¢ farkli besin ortaminda ¢imlenen orkide tohumlarinin tiim
sonuglar1 degerlendirilerek karsilastirilmasi ile besin ortamlarinin ¢imlenme orani lizerine
etkileri bulunmustur (Cizelge 4.2). Besin ortamlarinin ¢imlenme orani {izerine etkilerine
bakildiginda en iyi %79.11 orani ile SV besin ortami olmustur. Bunu %73.46 orani ile KC
besin ortami izlemistir. %70.99 orani ile ORC en diisiik ¢imlenme oranina sahip besin

ortami1 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Farkli besin ortamlarinin kendi aralarinda ¢imlenme oranina etkisi

Besin Ortam Cimlenme Oram (%)
KC 73.46 a
ORC 70.99 a
SV 79.11b

Tiir ve Besin ortami arasindaki iliski, her bir tiir i¢cin ii¢ farkli besin ortaminda
¢imlenen orkide tohumlarmin ayr1 ayri bu besin ortamlariyla karsilagtirilmasi ve sonuglarin
degerlendirilmesi ile bulunmustur (Cizelge 4.3). En yiiksek ¢imlenme SV ortaminda %94
¢imlenme orani ile Anacamptis morio subsp. morio tiirii olmustur. Bunu KC ortaminda
%88.06 orani ile Anacamptis morio subsp. morio tiirii, ORC ortaminda %82.39 orani ile
Anacamptis morio subsp. morio tiirii ve SV ortaminda %80.40 orani ile Anacamptis
pyramidalis tiirii takip etmistir. Diger tiirler orta diizeyde bir ¢imlenme gostermistir. En
diisiik ¢imlenme ise Neotinea tridentata tiirii %54.47 orani ile KC ortaminda oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Tiir ve Besin ortami arasindaki iligkinin ¢imlenme orani iizerine etkisi

Tiir Besin Ortamm Cimlenme (%)
KC 88.06 b
Anacamptis morio subsp. morio ORC 82.39a
SV 94.00 c
KC 71.24 a
Anacamptis pyramidalis ORC 72.23a
SV 80.40 b
KC 64.95b
Dactylorhiza romana ORC 56.18 a
SV 79.10c
KC 54.47 a
Neotinea tridentata ORC 54.66 a
SV 54.85a

4.1.2. Protokorm oram

Anacamptis morio subsp. morio, Dactilorhiza romana, Anacamptis pyramidalis
tiirleri ekimden ortalama bir ay sonra protokorm olusturmustur ve 4 ay sonra ise 2 — 3 mm
biiyiikliigiine ulasan protokormlar altkiiltire alinmadan Once sayilmistir. Neotinea
tridentata tiirii tohumlar1 ¢imlenmesine ragmen protokorm olusturamamustir. Tiirlerin ve
besin ortamlarmmin protokorm orani lizerine etkisi istatistik analizler sonucunda %5
diizeyinde anlamli bulunmustur. Tiir ve Besin ortami arasindaki iligkinin protokorm orani
tizerine etkisi istatistik analizler sonucunda Anacamptis morio subsp. morio tirii %5
diizeyinde Onemli bulunmustur, Dactylorhiza romana ve Anacamptis pyramidalis
tirlerinde KC ve ORC ortamlarinda istatistiki olarak fark yoktur. Orkide tiirlerinin
protokormlarinin olugsmasimnin yani sira emici tiylerinin de olustugu yapilan incelemeler

sonucunda gdézlenmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. (a) Ekimden sonra 90 giinliik Anacamptis morio subsp. morio tiiriine ait protokorm

gelisimi (30x), (b) Ekimden sonra 90 giinlik Anacamptis morio subsp. morio tiiriine ait protokorm

geligimi

Tiirler arasmmda protokorm olusum yilizdesi olarak en iyi % 50.80 oram ile
Anacamptis morio subsp. morio tiirii olmustur. Bunu %24.09 orani ile Dactylorhiza romana
tirti takip etmektedir. En diisik protokorm olusumu ise %7.25 orami ile Anacamptis
pyramidalis tiirtinde goriilmektedir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli orkide tiirlerinin kendi aralarinda protokorm olusturma oran

Tiir Protokorm Orani (%)
Anacamptis morio subsp. morio 50.80 ¢

Anacamptis pyramidalis 7.25a

Dactylorhiza romana 24.09 b
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Sekil 4.3. (a) Ekimden sonra 106 giinlik Dactylorhiza romana tiiriine ait protokorm gelisimi (15x),
(b) Ekimden sonra 113 giinliik D. romana tiiriine ait protokorm gelisimi (20x), (c) Ekimden sonra 35
giinliik D. romana tiiriine ait protokorm gelisimi (40x), (d), (e), (f) D. romana tiiriine ait protokorm

geligimi
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Besin ortamlarinin {i¢ orkide tiiriiniin protokorm olusum kapasitesi agisindan bir

etkisi olmustur ve istatistiki olarak bir fark vardiwr. Protokorm olusumuna en iyi katki

saglayan besin ortam1 %61.96 orani ile SV ortami olmustur. %40.29 orani ile KC ortami SV

ortamini takip etmektedir. En az katki saglayan besin ortami ise %14.65 orani ile ORC besin

ortami olmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Farkli besin ortamlarinin kendi aralarinda protokorm olusumu {izerine etkisi

Besin Ortamm Protokorm Orani (%)
KC 40.29 b
ORC 14.65 a
SV 61.96 C

Tiir ve Besin ortamu arasindaki iliski bakimindan en yiiksek protokorm olugum orani

%70.42 orani ile SV ortaminda Anacamptis morio subsp. morio tiirii olmustur. Bunu KC

ortami1 %53.82 orani ile Anacamptis morio subsp. morio tiirii, %48.71 oran1 ile Dactylorhiza

romana tiiri SV ortamu takip etmistir. Diger tiirler orta diizeyde bir protokorm olusumu

gostermistir. En diisiik protokorm olusumu ise Anacamptis pyramidalis tiirii %3.69 orani ile

ORC ortaminda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Tiir ve Besin ortami arasidaki iligskinin protokorm orani iizerine etkisi

Tiir Besin Ortamm Protokorm Oram (%)
KC 53.82b
Anacamptis morio subsp. morio ORC 16.09 a
SV 7042 c
KC 4.98 a
Anacamptis pyramidalis ORC 3.69 a
SV 12.90 b
KC 13.94 a
Dactylorhiza romana ORC 19.12 a
SV 48.71 b
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4.1.3. Bitki gelisim oram

Cimlenme ¢alismasinda dort farkl tiir kullanilmistir ve bunlarin hepsinde ¢imlenme
meydana gelmistir. Protokorm olusumu, ¢imlenen tiirler arasindan sadece tiglinde meydana
gelmigtir. Bitki gelisimi ise protokorm olusturan bu iig¢ tiiriin hepsinde olustugu gozlenmistir
(Sekil 4.4 — Sekil 4.8).

Sekil 4.4. Ekimden sonra yaklasik bir senelik Anacamptis morio subsp. morio bitkicikleri
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Sekil 4.5. Ekimden sonra yaklasik bir senelik Dactylorhiza romana bitkicikleri

Sekil 4.6. Ekimden sonra yaklasik bir senelik Dactylorhiza romana bitkicikleri
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Sekil 4.7. Ekimden sonra yaklasik bir senelik Dactylorhiza romana bitkicikleri

Sekil 4.8. Ekimden sonra yaklasik bir senelik Anacamptis pyramidalis bitkicigi
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Bitki gelisim oranlarina bakildiginda Anacamptis morio subsp. morio tiirii %55.87
orani ile SV ortaminda en yiiksek bitki gelisim oranina sahiptir. Bunu %47.17 orani ile SV
ortaminda Dactylorhiza romana takip etmektedir. En diisiik bitki gelisimi %15.79 orani ile
Anacamptis pyramidalis tiiri ORC ortami olmustur. KC ortaminda protokorm olusmasina

ragmen, bitki gelisimi meydana gelmemistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Tiirlerin bitki gelisim oranlar

Tiir Besin Ortami Bitki Gelisimi (%)
Anacamptis morio subsp. morio ORC 30.24
SV 55.87
Anacamptis pyramidalis ORC 15.79
SV 27.78
Dactylorhiza romana ORC 19.23
SV 47.17

4.2. Tartisma

Orkide tohumlar1 ¢ok kiiciiktiirler ve endosperm bakimindan fakirdirler. Rasmussen
(1995)’e gore, uygun kosullarin saglandig1 orkide tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in ortamda
suyun olmasi yeterlidir. Fakat orkidelerin ¢ogu yasamlarinin bir boliimiinde heterotrofiktir
ve ¢imlenebilmeleri i¢in baz1 endofitlerle veya mantarlarla iligkili olmak zorundadir. Sezik
(1984)’e gore fungus geng orkide bitkisine nisasta ve benzeri bilesimleri suda ¢dziinen
sekerler haline g¢evirip gonderir. Knudson (1929 ve 1946)’a gore, fungus olmadan mineral
ve sakkaroz igeren basit bir besin ortaminda ¢imlenmenin in vitro kosullarda orkidelerin

iiretilmesini miimkiin kilmistir.

Orkidelerin dogada c¢imlenip ergin bir birey meydana gelene kadar 2-16 yil
gecmektedir. Fakat biz calisgmamizda bu siireci bir yila kadar distirdiik ve bir yilin sonunda
dogaya kazandirilacak kadar biiyiikliikte olan orkide bireylerini elde ettik.

Orkidelerde in vitro tohum ¢imlendirmesinde sterilizasyon siiresinin 6zellikle
tohumu sert kabuklu tiirlerde iyi ayarlanmasi gerekmektedir. Van Waes ve Debergh (1986);
¢cimlenmede tohum kabugunun engelleyici bir etkisinin bulundugunu ve sterilizasyonda
kullanilan kalsiyum hipoklorit+Tween-80 karigimmin ne kadar siireyle uygulandigmnin,
c¢imlenme iizerinde etkisinin bulundugunu arastirmalar1 tarafindan belirlemistir. Sert

kabuklu tiirlerde sterilizasyon siiresinin uzun tutulmasi gerektigini, tohum kabugunu
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asindirarak ¢imlenmeyi olumlu ydnde etkileyebilecegini yine calismasinda belirtmistir.
Vejsadova ve Mala (1996); yapmis olduklar1 ¢alismada %10’luk sodyum hipoklorit veya
%7’lik kalsiyum hipoklorit + %70 etil alkol ¢0zeltisinin, olgunlagmamis ve tam olgun
tohumlarda ¢imlenme iizerine olumlu bir etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Vejsadova
(2006); orkide tohumlarinin ¢imlenme oranlarini arttirmak igin sterilizasyonda kullandiklar1
maddenin dozu ve siiresiyle ilgili bir calisma yapmistir. Sodyum veya kalsiyum hipokloritin
farkli dozlarmi ve farkli siirelerini kullanmistir. Tohum ylizeyini kahverengiden fildisi
beyazina kadar dondiiren %7.2’lik kalsiyum hipoklorit, ¢imlenme oranmi artirdigini
bulmustur. Yararbas (2008)’de yapmis oldugu c¢alismada %1°lik sodyum hipokloritte 10
dakika sterilize edilen tohumlarda enfeksiyon riskini ortadan kaldirdigin1 ve 2 ay gibi kisa
bir siirede orkidelerin ilk yapraklarmin ¢iktigini bulmustur. Biz de ¢alismamizda en iyi
sterilizasyon dozu ve siiresinin %5 — 10’luk NaClO’de 6 — 10 dakika oldugunu yaptigimiz
denemeler sonucunda belirledik.

Orkide tohumunun ¢imlenmesi i¢in topraktaki nem, sicaklik, mikorizal fungus, su ve
diger edafik faktorler yeterlidir. Sonbahar yagislari ile tohum, ¢imlenme i¢in gerekli olan
neme sahip olur ve dormansi durumundan ¢ikar. Bu sezon farkl iklim bolgelerinde, farkli
aylara denk gelmektedir. Akdeniz Bolgesi i¢in galisilan tiirlerin tohumlanma zamani
Temmuz ayidir. Caligilan tiirler i¢in uygun ¢imlenme zamani Akdeniz Bolgesinde Eyliil —
Ekim gibiyken, Avrupa orkideleri igin Agustos — Eyliil arasindadir. Akdeniz Bolgesi’ndeki
orkidelerin Kasim — Aralik gibi protokormu olusur ve Nisan ay1 gibi de ilk yapraklar1 ¢ikar
(Delforge, 2006). Calisilan orneklerin yillik dongiisti Canakkale i¢in takip edilmis olup,
sagladigimiz in vitro kosullarin bu iklimsel sartlara paralellik gostermesi saglanmistir. Onal
(1999); calismasinda Orchis sancta ve Orchis laxiflora tiirleri igin 5°C’de ve karanlik
kosullarda yumru olusturma orani, normal kosullardan (25°C, 16s 1sik) daha yiiksek
oldugunu bulmustur. Biz de ¢alismamizda 2 — 3 mm biiyilikliige ulasan protokormlar1 alt
kiiltiirleme yaptiktan sonra 5 — 10°C sicakta tutarak ki mevsimi sartlarmi sagladik.
Yaptigimiz denemelerde tohum ekiminden sonra 25°C sicaklikta ¢imlenmenin meydana
gelmedigini gézlemledik ve ¢imlenme isleminin 18+1-23+1°C sicaklikta meydana geldigini
tespit ettik. Szendrak ve Read (2000)’in ¢alismalarinda; kiiltiirler tohum ekiminden sonra 10
— 12°C ve karanlik kosullara 4 hafta siireyle birakilmistir. Bu siirenin sonunda ¢imlenme
gerceklesene kadar sicaklik 25 — 26°C’ye ayarlanmigtir. Bundan sonra kiiltiirler mevsimsel
sicaklik degerlerine gore diizenlenmistir: Nisan basindan Eyliil sonuna kadar 25 — 26 °C,
Ekim aymdan Mart’a kadar 17 — 19 °C’ye ayarlanmistir. ABD’de gergeklestirilen bu

calismadaki iklim sartlar1 iilkemiz ile paralellik gostermemektedir.
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Daha 6nceki in vitro orkide tohumu ¢imlendirme galismalarinda, neredeyse ¢aligilan
biitiin tiirlerin embriyolar1 siserek, ilk ekimden daha siskin ve daha belirgin bir hale geldigi
gorilmiistiir. Fakat protokorm olusumu ve bitki elde etme asamalar: tiirden tiire farklilik
gostermistir. Hatipoglu ve ark. (1984)’nin yapmis olduklar1 g¢alismada Anacamptis
pyramidalis ve Orchis sancta tiirlerinin fideleri dis ortama nakillerine kadar gegen siiregte
basar1 saglanmis oldugu belirtilmistir. Bu tez ¢alismasinda Anacamptis pyramidalis tiiriiniin
¢imlendirilmesinde, protokorm olusumunda, bitki gelisiminde ve dis ortama aktarimmda
basar1 saglanmustir. Ozaver (1995), 6 farkl orkide tiiriinii 22 farkli ortamda embriyo kiiltiirii
ile yumru olusturma yeteneklerini arastrmistir ve sadece 2 tiirde yumru olusumu
gozlemistir. Caglayan ve ark. (1998), nesli tiikkenmekte olan 6 fakli orkide tiiriiniin
embriyolarmni in vitro ortamda 14 farkli besi yerinde kiiltiire almistir. En yiiksek ortalama
¢imlenme ve protokormdan bitki olusum oranlar1 %2.39 ve %1.86, en yiiksek yumru olusum
orani ise %2.45 oldugunu belirtmistir. Bu tez ¢alismasinda 4 farkl tiir ile calisilmistir ve 3
tirde yumru olusumu gozlenmistir. En yiiksek cimlenme orani %88.91, en yiiksek
protokorm oranit %50.80 ve en yiiksek bitki olusum orani ise %55.87 oldugu bulunmustur.
Oranlarin diger yapilan ¢alismalara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Goniilsen ve
ark. (1996), tarafindan iki farkli bolgeden toplanan Orneklerde siirgiin ucu ve embriyo
kiiltliriic yapilmistir ve ¢ok az tiirde basar1 saglanmistir. Kullandiklar1 tiirler arasinda
Dactylorhiza romana, Anacamptis pyramidalis ve Neotinea tridentata tiirleri bu ¢alismada
da kullanilmistir. Bu {i¢ tiir basarili bir sekilde ¢imlendirilmistir, fakat Neotinea tridentata
tiiriinde protokorm olusumu ve bdylelikle bitki gelisimi elde edilememistir. Onal (1999)
tarafindan yapilan bir arastirmada, Aceras, Anacamptis, Ophrys, Orchis, Serapias,
Dactylorhiza, cinsine ait toplam 21 orkide tiirii Ege Boélgesi’nden toplanmistir. Calismada
besi yeri olarak Knudson C’un degisik formlar:1 kullanilmistir ve farkli tiirlerde farkl
formlarinda basar1 elde edilmistir. Bu tez ¢alismasinda da Knudson C kullanilmistir ve
cimlenme, protokorm olusumunda orta diizey bir basar1 elde edilirken, bitki gelisiminde
Knudson C besi yerinde basar1 elde edilememistir. Pindel ve Pindel (2004)’in yapmis
olduklar1 ¢alismada da Knudson C besi ortamimin basar1 yilizdesi bu ¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Kitsaki ve ark. (2004) Yunanistan i¢cin endemik olan 13 degisik orkide
tirtinde in vitro kosullarda tohum ¢imlenmesi, protokorm ve bitkicik olusumu iizerine etki
eden faktorler iizerinde aragtirma yapmuslardir. Hindistancevizi siitii veya ananas suyu ile
zenginlestirilmis besin ortamlar1 kullanmislardir. En yiikksek ¢imlenme ve protokorm
olusumunun hindistancevizi siitii eklenen besin ortamlarinda oldugunu belirtmistir. Tranfer
edilen protokormlarin hemen hepsi bitkicige doniismiis ve mini yumrular olusturmustur,

ananas suyu eklenen besin ortamlarinda gelisen bitkicikler de mini yumru olusturmustur. Bu
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tez caligmasinda 3 farkli besin ortami kullanilmistir; ORC, KC ve SV. Ananas suyu eklenen
SV ortaminin ¢imlenme, protokorm ve bitki gelisim yiizdesi ORC ve KC ortamlarina gore
daha yiiksektir. Valletta ve ark. (2008) Orchimax (ORC) ticari besin ortaminda bazi
modifikasyonlar yapmustir, bunlarin arasinda BA (Benzilamino) ilave edilen ve aktif karbon
bulunduran bilesimde ¢imlenme elde edebilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan ORC
¢imlenmeye ve protokorm olusumuna diisiik seviyelerde etki etmistir, bitki gelisimine orta
diizeyde bir etkisi olmustur. Giimiis (2009) Bat1 Karadeniz bdlgesinde nesli tehlike altinda
olan 16 tiir ile ¢alismistir. Bu tiirlerden Anacamptis pyramidalis, Dactylorhiza romana,
Anacamptis morio subsp. morio ve Neotinea tridentata tiirleri bu tez ¢alismasinda kullanilan
tirlerdir. Calismada farkli besin ortamu bilesimleri (MS, 1/2 MS, KC-N, KC, VW & DB,)
kullanmistir. En yiiksek bitki olusum orani Anacamptis morio subsp. morio % 89.88 KC
ortaminda oldugunu bulmustur. Bu tez ¢alismasinda da en yiliksek bitki olusum orani

Anacamptis morio subsp. morio %55.87 SV besin ortami olmustur.

Yapilan ¢alismalarda basarili bir sekilde bitki elde edilse de, dis kosullara
aktarildiktan sonra bitki kayiplar1 yasanmistir. Calismalarin genelinde toprak olarak perlit,
torf ve vermikulit kullanilmistir ve dis ortama aktarmada dogal dongii takip edilmemistir,
normal doku kiiltiirii sartlar1 uygulanmistir. Giimiis (2009), Caglayan ve ark. (1998) ve
Hatipoglu ve ark. (1994) dis ortama alistrma konusunda basar1 saglayamamislardir.
Arastirmamizda, toprak olarak orkidelerin dogal yetistikleri alanlardaki toprak kullanilmistir
ve igine %25’er kuartz kum ve agac kabugu eklenmistir. Isvegli amatdr orkide yetistiricisi
Svante Malmgren (2013)’in internet sitesinde, geng bitkiler dormansi durumunda oldugu
zaman, dig ortama aktarmanin en dogru zaman oldugunu belirtmistir. Ayrica dormansi
dogada meydana geldiginde tiirlerin dogal yillik zamaninin takip edilmesinin ¢ok pratik bir
yararinin oldugunu belirtmistir. Bu tez calismasi i¢cin 6zel yazismalarimizda da bunlari
belirtmistir. Bunlara ek olarak in vitro doku kiiltiiriinde dogal dongiiniin ve sicakligin
oneminden, orkidelerin dogal yetistikleri ortamdaki topragmin kullanilmasindan ve ayrica
ilk dis ortama aktarilan bitkiciklerin yapraklarinin kuruyup bir sonraki yaprak c¢ikarma
zamanmna kadar yumrularin toprak altinda dormansi durumunda oldugunu ve dormansi
durumu bittiginde tekrar yapraklarmim ¢ikacagindan bahsetmistir. Kendisi neredeyse biitiin
tiirlerin ¢ogaltilmasi ve dis ortama aktarilmasinda ¢ok biiyiik oranda basar1 saglamistir. Bu
tez ¢alismasinda dis ortama aktarilan bitkicikler su anda dormansi durumundadir ve bir

sonraki yaprak ¢ikarma zamani olan Subat — Mart ayinda yapraklari tekrar ¢ikacaktir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Yiiksek Lisans Tezimizde kullanilan dort salep orkidesi tiirlerinde de in vitro
¢imlenme basarili bir sekilde yapilmistir, fakat ¢imlenme oranlar: tiirler arasinda farklilik
gostermistir. Besin ortamlarindan KC ve ORC arasinda istatistiki olarak fark
bulunmamustir. Tiir ve Besin ortami arasindaki iliskide Anacamptis morio subsp. morio ve
Dactylorhiza romana arasinda istatistiki olarak fark vardir. Anacamptis pyramidalis
tiriinde KC ve ORC arasinda istatistiki olarak fark yoktur. Neotinea tridentata tiiriinde
besin ortamlar1 arasinda istatistiki olarak fark yoktur. Protokorm olusumu sadece Neotinea
tridentata tiiriinde gozlenmemistir. Diger ii¢ tiirde protokorm olusumu, bitki gelisimi
tiirden tiire ve besin ortamina gore farklilik gostermektedir. Protokormda tiir+besin ortami
iliskisinde Anacamptis morio subsp. morio farklilik gostermektedir. Anacamptis
pyramidalis ve Dactylorhiza romana tiirleri KC ve ORC ortamlarinda istatistiki olarak

farklilik gostermemistir.

Cimlenme, protokorm olusumu ve bitki gelisiminde in vitro olarak en iyi uyum
saglayan tiir Anacamptis morio subsp. morio tiirii olarak belirlenmistir. Arastirmamizda
kullandigimiz dort tiir arasindan Anacamptis morio subsp. morio tiirii tizerinde daha detayli
caligilarak ticari olarak iiretilebilecek tiir olarak saptanmustir. Diger bir tiir ise Dactylorhiza
romana tiiriidiir. Bu tiir de ticari olarak iiretmek i¢in {imitvar sonuc¢lar vermistir.
Arastirmamizda ¢imlenme, protokorm olusumu ve bitki gelisiminde kullanilan ti¢ farkl
besin ortamindan en iyi sonu¢ veren SV ortamidir. SV ortammin en iyi ortam olma
ozelligi, orkidelerin topraktan almis oldugu besin maddelerini iceren bir besin ortami

niteliginde olmasi ve ananas suyu ilavesinin de basari oranini arttirdigi saptanmustur.

Besin ortamma organik substratlarin ilave edilmesi yoluna da gidilmelidir. Onal
(1999), Caglayan ve ark., (1998) domates ve hindistan cevizi siitii ilavesi yapmistir. Van
Waes ve Debergh (1986) muz, patates ekstrakti, hindistan cevizi siitii, pepton gibi
maddelerin ilave edildigi besin ortamlarin1 dnermektedir. Kitsaki ve ark., (2004) hindistan

cevizi siitll ve ananas suyunun besin ortamlarina ilavesini tavsiye etmektedir.

Elde edilen yumrularin dis ortama aktarilmasinda (aklimatizasyon) basar1 oranmin
daha da arttirilabilmesi agisindan, substratin yapisinin énemli oldugu ve orkidelerin dogal
yetistikleri ortamdaki topragin kullanilmasi gerektigi ve ayrica igine topragin su tutma
kapasitesini arttirict maddelerin ilave edilmesi gerektigi goz ardi edilmemelidir. Orkideler

ile ilgili olarak daha sonra yapilacak olan bu tiir bilimsel arastirmalarda hem in vitro
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alternatif besin ortamlarmin gelistirilebilmesi hem de dis ortama alistirmada daha farkl
yontemlerin denenebilmesi agisindan tamamlanan Yiiksek Lisans tezimizin Onciiliikk

edecegini diisiiniiyoruz.
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