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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ORCHIS SANCTA L. (ORCHIDACEAE) TOHUMLARININ SIMBIYOTIK
CIMLENMESI

Burcu Turgut

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisti
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Yasemin Ozdener Kémpe

Diinyada ve iilkemizde ekim alan1 ve tiretim miktar1 yoniinden 6nemli bir bahgecilik
tretim grubunu olusturan orkide bitkileri, tibbi ve aromatik bir 6neme sahiptir.
Ekolojik bakimdan oOnemli orkide habitatlarinin yok edilmesi {iizerine orkide
tirlerinin ¢ogaltilmasi amaciyla arastirmacilar in vitro tretim yapmaktadir.
Orkidelerin in vitro iiretim programlar1 arasinda simbiyotik tohum c¢imlendirme
yontemleri etkin bir sekilde kullanilmaktadir. In vitro simbiyotik tohum ¢imlendirme
yontemleri, doku Kkiiltiiri ve asimbiyotik tohum ¢imlenmesi yoluyla iiretim
yontemlerine kiyasla genetik cesitliligi artirmasi ve dogaya daha kolay adapte olmasi
bakimindan daha fazla avantaja sahiptir. Bu c¢alismada Orchis sancta Lindley
(Orchidaceae) tohumlarinin simbiyotik yontemler ile ¢imlenmesi ve gelismesi
incelenmistir. O. sancta (L.)’nin koklerinden izole edilen F-Snctl ve fungus kiiltiir
koleksiyonunda bulunan F Rhizoctonia solani AG A izolatlar1 kullanilarak O. sancta
tohumlart in vitro simbiyotik kiiltiir ortaminda ¢imlendirilip fide gelisimi takip
edilmistir. Orchis sancta’nin yaprak, yumru ve koklii tam fideleri bu iki fungal izolat
kullanilarak elde edilmistir. Tohumlar fungal mikobiyontlar ile kiiltiire alindiginda
tohum c¢imlenme oranlari ve protokorm gelisme seviyeleri artis gostermistir. En
yiiksek ¢imlenme oran1 F-Snctl ile inokiile edilen tiiplerde, en diisiik ¢cimlenme orani
ise fungus icermeyen kontrol grubunda goézlenmistir. Fungus tiirleri ¢imlenme
oranlar1 {lizerinde ortalamalar yoniinden anlamli bir farklilik goéstermektedir. O.
sancta fideleri ex vitro toprak transferi i¢in agar kiiltiiriinden alinarak topraga
yerlestirilirken yaprakli ve kokli fideler secilmistir. Ancak simbiyotik tohum
cimlenme yontemleri ile iretilen yaprakli fideler genellikle mikoheterotrofik
oldugundan topraga transfer edildiklerinde hayatta kalma olasiliklar1 azalmaktadir.
Aragtirma bulgularina dayanarak simbiyotik tohum ¢imlendirme yontemleri nadir
bulunan karasal orkide tiirlerinin korunmasi noktasinda basarili sonuglar
vadetmektedir.

Agustos 2019, 98 sayfa
Anahtar Kelimeler: Mikoriza, Orchidaceae, Orchis sancta, Simbiyotik ¢imlenme



ABSTRACT

Master’s Thesis

GERMINATION OF THE SEEDS OF ORCHIS SANCTA L. (ORCHIDACEAE) IN
SYMBIOTIC CULTURE MEDIUM

Burcu Turgut

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciencies
Departmant of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Yasemin Ozdener Kémpe

Orchid plants which constitute an important horticultural production group in terms
of planting area and production amount have medicinal and aromatic importance in
the world and in our country. Destruction of ecologically important orchid habitats,
researchers are in vitro production to increase orchid species. Among the in vitro
production programs of orchids, symbiotic seed germination methods are effectively
used In vitro symbiotic seed germination methods have more advantages in terms of
enhancing genetic diversity and easier adaptation to nature compared to production
methods by tissue culture and asymbiotic seed germination. In this study, the
germination and development of Orchis sancta Lindley (Orchidaceae) seeds by
symbiotic methods were investigated. F-Snctl isolated from the roots of O. sancta
(L.) and F Rhizoctonia solani AG A isolates were germinated in O. sancta seeds in in
vitro symbiotic culture medium and seedling growth was followed. Leaf, tuber and
rooted complete seedlings of Orchis sancta were obtained by using these two fungal
isolates. When terrestrial orchids are associated with mycorrhizal fungi, the fungi
associated with O. sancta and different isolates are expected to promote germination
if these fungi promote seedling formation. When the seeds were cultured with fungal
mycobiont seed germination rates and protocol development levels increased. The
highest germination rate was observed in tubes inoculated with F-Snctl and the
lowest germination rate was observed in the control group without fungi. The fungi
species showed a significant difference in germination rates in terms of means. O.
sancta seedlings were taken from agar culture for ex vitro soil transfer and were
placed in the soil leafy and rooted seedlings were selected. However, as the leafy
seedlings produced by symbiotic seed germination methods are generally
mycoheterotrophic, their probability of survival decreases when they are transferred
to the soil. Based on the research findings, symbiotic seed germination methods
promise successful results for the conservation of rare terrestrial orchid species.

August 2019, 98 pages
Key Words: Mycorrhiza, Orchidaceae, Orchis sancta, Symbiotic germination
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1. GIRIS

Orchidaceae familyasi, 25.000°den fazla tiir ve bes taninmig alt familya
(Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae ve Vanilloideae)
ile iki biiyiik ¢icekli bitki familyasindan biridir (Luo vd, 2014). Cigekli bitkiler
igerisindeki Orchidaceae familyasi epifitik tiirlerden karasal tiirlere, herdem yesil
tirlerden klorofilsiz tiirlere kadar ¢ok cesitli yasam stratejilerine sahip zengin bir
familyadir (McCormick vd, 2004).

Tiirkiye, karasal orkideler bakimindan zengin bir iilke oldugundan dolay1
pekcok bilim insanimmin 1ilgisini ¢ekmekte ve Orkideler {izerine arastirmalar
yapilmaktadir. Tirkiye Karasal Orkideleri ilizerine 1976 yilinda Ekrem Sezik
tarafindan “Flora Orientalis”, ardindan 1984 yilinda Renz ve Taubenheim tarafindan
“Flora of Turkey”’de Orchidaceaec familyasinin bir bolimii ve Ekrem Sezik
tarafindan “Orkidelerimiz-Tirkiye’nin Orkideleri” yaymlanmistir. 11 ciltten olusan
“Flora of Turkey” 1965-2000 yillar1 arasinda yayinlanmis olup son cildin
yayinlanmasindan bu yana Tiirkiye florasina yeni tiirler eklenmistir (Petrou vd,

2016).

Orkide habitatlarinin tahrip edilmesi ve asir1 sOmiiriilmesi yabani orkide
tiirlerini tehdit etmektedir (Luo vd, 2014). Biyolojik ¢esitliligi koruma mevzuatlari
kapsaminda tilkeler nesilleri tehdit altindaki tiirleri listelemekte ve orkide tiirleri bu
listeler kapsamina alinmaktadir (Backhouse ve Cameron 2005). Orchidaceae
familyasinda risk gruplaria gore tehdit altinda, kritik tehlike altinda, tehlike altinda
ve savunmasiz tiirler bulunmaktadir (sensu IUCN, 2001). Salep ithalat1 yapan biiyiik
sirketlerin CITES yetkilileri tarafindan satis izni almas1 gerekmektedir (Kasparek ve

Grimm, 1999).

Karasal orkide tiirlerinin ¢igekli bitkileri biri ergin digeri yavru olmak tizere iki
yumruya sahip olup ergin yumru Tiirkiye’de salep {iretimi amaciyla toplanmaktadir
(Sezik ve Ozer, 1983; Sezik ve Baykal, 1988). Orkide yumrulart % 50 oraninda
bitkisel musilaj, % 24 oraninda nisasta, % 10 oraninda protein ve % 1 oraninda seker
icermekte olup musilaj yeni yumru tretimi i¢in gerekli olan yedek besin gorevi

gormektedir (Kasparek ve Grimm, 1999).



Bitki doku kiiltiiri teknikleri, arastirma ve gelistirmede ¢ok ¢esitli temel ve
uygulamali problemlerin izlenmesi i¢in hayati 6nem kazanmistir (Miller ve
Murashige, 1976). 100 yildan uzun siireden beri bilinmekte olan bitki doku kiiltiirii
yontemleri bitki doku ve hiicrelerinden izole edilen kisimlarin kullanilmasiyla
gerceklestirilmekte olup farkli ¢esitleri bulunmaktadir (Guimardes vd, 2013).
Orkidelerin in vitro doku kiiltiirii galismalar1 1922°de baglamistir (Hiirkan vd, 2018).
Orkidelerde simbiyotik ve asimbiyotik tohum c¢imlendirme yontemleri dogada
¢imlenme sansit bulamayan tohumlardan eseyli iiretim amaciyla uygulanmaktadir
(Idowu vd, 2009). Simbiyotik tohum ¢imlendirme yontemleri in vitro doku kiilttirti
ile iiretimde en etkili ara¢ olarak uygulanmaktadir (Zettler, 1997a; Zettler, 1997b;
Clements vd, 1986; Dixon, 1987).

Tohum devamliligi, bitkilerin varligi ve bollugu dolayisiyla bitki Ortiisii
tizerinde etkili olan 6nemli bir husustur (Long vd, 2014). Restore edilen habitatlarda
orkidelerin uzun siire hayatta kalabilmesi, tohum ¢imlenmesi, fide olusumu ve bitki
besin destegi uygun fungal mikobiyontlar ile mikorizal birlik kurulmasin

gerektirmektedir (Zettler, 1997a).

Bitkiden fungusa Karbon kaynaklar1 ve fungustan bitkiye topraktaki su ve
minerallerin alinmasini saglayan bitkiler ile funguslar arasindaki karsilikli yarara
dayali olan simbiyotik birliktelige “Mikoriza” denmektedir (Taylor ve Bruns, 1997,
Lopez — Chavez vd, 2016). Orchidaceae familyasi genellikle Rhizoctonia cinsi
Basidiomycetous funguslari ile mikoriza kurmaktadir (Taylor ve Bruns, 1997).
Orkideler protokorm evresinden fide olusumuna kadar mikoheterotrofik olup pekgok
tirde mikoheterotrofluk yasam boyu devam etmektedir (Rasmussen, 2002).
Mikoheterotrofik orkideler tohum g¢imlenmesi, protokorm ve fide gelisimini tegvik
eden endofitik mikorizal funguslar1 karbon kaynagi olarak tiiketmektedir (Arditti,
1966; Clements, 1988; Rasmussen, 1995). Karasal orkideler epifitik orkidelere gére
cimlenebilmek i¢in mikorizal funguslara daha fazla bagimli olmalar1 karasal
orkidelerin in vitro olarak ¢imlenmesini zorlagtirmaktadir (Warcup, 1971; Warcup ve
Talbot, 1971; Warcup, 1973; Stoutamire, 1974).

Orkide tohumlar1 embriyolarmin indirgenmesi ve endospermlerinin
olmamasiyla riizgarla tozlasmaya adapte olmustur (Johri vd, 1992; Leroux vd, 1997,
Werker, 1997).



Cimlenebilmek i¢in toprak, nem, 1s1k, sicaklik ve mikorizal funguslar gibi
birgok faktére bagimli olan Akdeniz bolgesindeki karasal orkide tohumlarinin en iyi
cimlenme donemleri Eyliil-Ekim aylari, c¢imlenen tohumlarin protokormlarinin
gelismeye baslamalart Kasim-Aralik aylari, ilk yapraklarin ¢ikmaya baslamasi ise

Nisan-Mayis aylaridir (Hiirkan vd, 2018).

Isik enerjisini CO, Oziimlemede kullanarak karbon kaynagi gereksinimini
saglayan organizmalarda “fotoototrofi”, organik maddeyi hazir olarak tiiketenlerde
“heterotrofi” ve bunlarin her ikisini es zamanli olarak birlestirebilen organizmalarda
“miksotrofi” goriilmektedir (Julou vd, 2005). Karasal orkideler bakimindan zengin
bir ilke olan Tirkiye’de rizomlu ve yumrulu orkidelere ait ¢ok sayida tiir

bulunmaktadir (Davis, 1984).

Cizelge 1.1. Tiirkiye karasal orkidelerine ait yumrulu ve rizomlu cinsler

YUMRULU ORKIDE RIZOMLU ORKIiDE
Aceras Cephalanthera
Anacamptis Corallorrhiza
Barlia Epipactis
Coeloglossum Epipogium
Comperia Goodyera
Dactylorhiza Limodorum
Gymnedinea Listera
Himantoglossum Neottia
Neotinea

Ophrys

Orchis

Platanthera

Serapias

Spiranthes

Steveniella

Traunsteinera

1.1. Orchidaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Orkideler biiyiik bir avantaja sahip olan ve dagulis acisindan gesitlilik gdsteren en
etkileyici ¢igek grubudur (Pant ve Raskoti, 2013; Pant vd, 2017). 25000 tiir iceren en
biiylik bitki familyalarindan biri olan, Orchidaceae kendine 6zgii mikorizal birlige
sahiptir. (Cribb ve Govaerts, 2005). Her yil yaklasik 800 tiir tanimlanmakta ve
familya listesine eklenmektedir (Atwood, 1986).



Bu tiirler lizerinde arastirmalar devam etmekte ve tiir sayisinin yaklasik 30.000'e

ulasacagi tahmin edilmektedir (Nicoletti, 2003).

Tohumlar 0,18-3,85 mm uzunlugunda bir tohum kabuguyla kaplanmistir.
Tohum kabugu, 100-200 hiicreye sahip farklilasmamis embriyoyu sarmaktadir
(Hadley, 1983). Tohumlar 0,31-2,4 pug agirliginda 0,25-1,2 mm uzunlugunda 0,09-
0,25 mm genisligindedir (Arditti ve Ghani, 2000).

Tohum kapsiilleri 1300-4000000 arasinda tohum kapasitesine sahiptir (Arditti,
1967). Tek bir orkide tohum kapsiiliinde kiigiik, toz benzeri ve endospermsiz
milyonlarca tohum bulunmaktadir (Kalimuthu vd, 2006). Tohumlar sekil olarak
filiform (iplik seklinde), fusiform (ig seklinde), klavat (uca dogru genisleyen sekilde)
ve elipsoit sekilli olabilir (Molvray ve Kores, 1995). Embriyonun kii¢iik olmasi ve
endospermin yoklugu sayesinde orkide tohumlar1 uzun siire havada kalmay1 ve suda
ylizmeyi saglayic1 adaptasyonlara sahiptir (Prutsch vd, 2000). Orkide tohumlarinin
testas1 havayla dolu oldugu i¢in embriyo tohumun ¢ok kiiciik bir hacmini kaplamakta
olup bu nedenle tohumlar minyatiir balonlar olarak modellenmektedir (Arditti ve
Ghani, 1999). Embriyo ve disi gametofit hiicre sayisindaki azalis ovaryumda c¢ok
sayida megasporogenez olaymin meydana gelmesine izin vermektedir (Arditti,
1992). Megasporogenez ile ayn1 zamanda gerceklesen mikrosporogenez sirasinda
orkideler biiyiikk polen keselerinde polen tlretmektedir (Arditti, 1992). Arditti ve
Ghani (1999) ve Arditti ve Ernst (1993) orkide embriyosunun basit oldugunu ve
genellikle oval ya da kiiresel oldugunu belirtmistir (Utami ve Hariyanto, 2019).
Polenler, kiitleler halinde stigmaya birakilarak déllenme meydana gelmekte ve bir

tozlagma olay1 binlerce tohum tiretilmesini saglamaktadir (Benzing, 1987).

Ayrmtili olarak incelenen orkide tohumlarinin testalar1 tohumun suda
yiizmesini saglayan su itici lipit tabakasiyla kapli ve hava ile dolu oldugu
belirlenmistir (Arditti ve Ghani, 1999). Testa normalde dis integiimentlerden
meydana gelmektedir, ancak Paphiopedilum delenatii’de ise testa hem i¢ hem de dis
integlimentlerden meydana gelmektedir (Molvray ve Kores 1995; Lee vd, 2006).
Cogu tiirde testa genellikle yalnizca bir hiicre kalinligindadir ancak 20 ile 600
hiicreden olusmaktadir (Molvray ve Kores, 1995; Prutsch vd, 2000). Orkide
tohumlarmin testasi ¢okmiis hiicre duvarlar1 nedeniyle havaya direnci artiran
yiizeysel oyuklar bulundurmaktadir (Rauh vd, 1975; Barthlott, 1976; Boesewinkel ve
Bouman, 1984).



Orchidaceae familyasinin morfolojik 6zellikleri asagida siralanmaistir:
e Tuberli,
o (Cok yillik,
e Otsu,
e Yapraklar almasik (alternat), iki sirali, karsilikli, vertisillat,
e (Cicek durumu rasem (tek salkimli), basak veya bilesik salkimli,
e Zigomorf ve aktinimorf simetrili,

e 2 daireden olusan periyant (her bir dairede 3 tepal ve i¢ dairenin orta

yapragi dudak seklinde),
e Andrekeum 1-2 stamenli,
e Ginekeum 3 bilesik karpelli,
e Ovaryum alt durumlu,
e Tohum taslagi cok sayidadir.

Orchidaceae familyasi kosmopolit yayilisa sahip (Novoa vd, 2006; Heywood
vd, 2007) diinyanin en biiyiik ¢i¢ekli bitki familyalarindan biridir (Dressler, 1993;
Jones, 1995; Heywood vd, 2007; Reina-Rodriguez vd, 2010). En biiyiikk orkide
cesitliligi Neotropik bolgede bulunmaktadir (Pridgeon ve Chase, 1995). Orkideler,
tropik ve subtropik bolgelerde farkli yasam formlar1 ile yayilis gosterimektedir
(Cribb vd, 2003). Tiirkiye’de iilkenin kuzey, giiney, kuzeydogu ve dogu bolgelerinde
olduk¢a yaygin olarak orkide bulunmaktadir. Chlorea cuneata lindl. Sili menseili
endemik ve kritik tehlike altindaki orkide tiirleridir (Novoa vd, 2006; Elortegui ve
Novoa, 2009; Moreira, 2011). Bu tiir diinyada sadece Sili’de Arakan bdlgesinde
nadir olarak bulunan karasal ve parazit olmayan bir orkidedir (Correa, 1969;

Elortegui ve Novoa, 2009).

Pekgok karasal orkide, tohumlarinda besin kaynagi olmamasi sebebiyle karasal
orkide tiirleri tohumlarin ¢imlenmesi ve fide gelisimi i¢in fungal partnerlere
bagimlidir (Pereira vd, 2005a; Murguia ve Lee, 2007; Smith ve Read, 2008; Steinfort
vd, 2010; Valadares vd, 2012).



Orkidelerde simbiyotik mikorizal ¢imlenmenin avantajlarindan bazilar1 su

sekildedir:

Mikorizal iligki topraktaki su ve minerallerin alimini artirmakta ve

cevresel strese kars1 dire¢ kazandirmaktadir (Rasmussen, 1995).

e Asimbiyotik ¢cimlenmeye oranla simbiyotik ¢imlenmeden sonra gelisen
protokormlarin biiylime ve gelismeleri daha fazla olmakadir (Hadley,

1983; Smreciu ve Currah, 1989; Anderson, 1991; Wang, 1995).

e Geng fidelerin koklerindeki mikorizal fungus varligi patojenlere karst

koruma saglamaktadir (Clements, 1985).

e Basarili bir simbiyotik iliski ¢imlenme ve fide gelisimini artirmaktadir

(Hadley ve Williamson, 1971).

Orkidelerin bir kism1 toprakta yasamakta bir kismi da agaglarin gévdesinde
epifit olarak yasamaktadir (Pickering ve Hill, 2007; Ballantyne ve Pickering, 2013;
Rankin vd, 2015). Orkideler tarihsel olarak karasal (toprakta yasayan), epifitik (bitki
yiizeyinde yasayan) ve litofitik (kaya iizerinde yasayan) tiirler olarak 3 temel tipe
ayrilmistir (Dressler, 1993). Epifitik orkideler orkide tiir cesitliliginin 6nemli bir
kismini olusturmakta olup diinya capindaki damarl epifitlerin % 69’u orkidelerdir
(Zotz ve Winkler, 2013; Perez-Escobar vd, 2017). Karasal orkidelerin ¢ogu
bahgecilik agisindan 6nemli olmakla beraber ¢imlenme ve gelisme i¢in simbiyotik
(mikorizal) funguslara daha fazla bagimli olmalarindan dolay: epifitik tiirlere gore
cogaltilmasi daha zordur (Dixon, 1987). Epifit orkide tiirleri tropik iklimlerde iri kok
sitemleri ile agaclara tutunarak yetismektedirler (Arditti, 1992). Yesil orkidelerin
yetiskin olarak mikorizal olma dereceleri degisebilmektedir. Ekvatordaki epifitik
orkidelerde enfekte olmayan koklerde bile farkli derecelerde fungal enfeksiyona

rastlanmaktadir (Bermudes ve Benzing, 1989).

Ilhman kusak veya karasal orkideler olarak bilinen tiirler ise genellikle yogun
organik madde ve humus barindiran topraklarda yetismektedirler. Karasal orkidelerin
kok yapist epifit orkidelere benzemekle beraber bazi tiirleri salep yapiminda
kullanilan ve vejetatif biiylimeyi saglayan yumrulara sahiptirler. Karasal orkideler
mevcut iklim degisikligine bagli olarak nesli tiikenme tehlikesi altinda olan bir

yagam formu sinifin1 temsil etmektedir (Swartz ve Dixon, 2009).



Karbon, bitki biiyiime ve gelismesini saglayan 6nemli bir besin elementidir
(Yaseen vd, 2013). Yakin zamanda Gebauer ve Meyer (2003), Selosse vd (2004),
Zimmer vd (2007), Merckx vd (2009) ve Selosse ve Roy (2009) tarafindan orkideler
karbon kullanimlarina gore tam ototrof, tam mikoheterotrof, yar1 miksotrof olmak

tizere 3 fizyolojik tipe ayrilmistir:

1) Karbon kaynaklarin1 fotosentezle iireten klorofilli olan tamamen ototrofik
tiirler (taksonlarin ¢gogunlugu) klorofilli olan ve yetiskinler gibi karbonlu bilesiklerini

fotosentetik yollarla elde edenlerdir.

ii) Klorofilli orkide tiirleri fide asamasindan sonra ototrofiktir. Tam ototrof
orkideler Basidiomycota funguslarini olusturan Rhizoctonia funguslar1 ile
baglantilidir (Bernard, 1909). Yasam dongiileri boyunca karbon ihtiyacini
funguslardan karsilayan mikoheterotrofik (MH) tiirler (Diinya ¢apinda yaklasik 200
tir; Leake, 1994; Leake, 2004). Tam Mikoheterotrofi Orchidaceae familyasi i¢inde
yaklasik 20 kat gelismistir (Molvray vd, 2000). Damarli bitkiler icerisinde tam
mikoheterotrofik olanlarin yaklasik % 50’si orkidelerdir (Leake, 1994). Tam
Mikoheterotrofi Orchidaceae familyasi iginde yaklasik 20 kat daha fazla gelismistir
(Molvray vd, 2000). Klorofil icermeyen saprofitik (mikoheterotrofik) orkidelerde,
konagin hem enerji hem de besin gereksinimlerini saglayan tamamen sOmiiriicii
mikorizal iligskiler vardir (Leake, 1994). Mikoheterotrofik orkideler genellikle
indirgenmis koklere sahiptir (Leake, 1994). Mikoheterotrofik (MH) bitki ad1 verilen
baz1 tamamen heterotrofik bitkiler, mikorizal funguslar1 6zel bir C kaynag1 olarak
kullanmaktadir (Leake, 2004; Hynson vd, 2013). Orkide tohumlar1 ¢imlenme ve
gelisme icin gerekli endosperm dokusuna sahip olmadigi i¢in pek ¢ok orkide karbon
alimi i¢in mikroorganizmalara bagimhidir (Gennaro vd, 2003; Zimmer vd, 2007).
Orkideler ve mikorizal funguslar arasindaki 6zgiilliik diger bitki gruplarina gore daha

fazladir (Shefferson vd, 2007).

Juvenil gelisim evresi siliresince orkide tiirleri arasinda zorunlu
mikoheterotrofluk goriilmektedir (Bernard, 1899; Rasmussen, 1995). Orkidelerin
yesil yapraklar1 fotosentezle besin liretmeye basladiktan sonra ne kadar siire daha
fungal partnerlerinden karbonhidrat karsiladiklari konusu arastirilmaktadir (Harley
ve Smith, 1983).



Mikoheterotrof erken fide gelisim evresinde karbon ve besin ihtiyacini fungal
partnerlerinden karsilayan orkideler daha sonraki gelisim evrelerinde yesil
yapraklartyla fotosentez yaparak ototrofik hale gecerler (Smith ve Read, 2008). Bazi
karasal orkideler yillarca toprak altinda kaldig1 i¢in karbon kaynaklarini funguslardan
karsilamak zorundadir (Summerhayes, 1951; Wells, 1967). Alexander ve Hadley
(1985) Goodyera repens’in karbon bagimli yesil bir bitki oldugunu belirtmistir.
Orkide fideleri fide asamasindayken karbonhidrat ve diger organik maddeleri endofit
funguslardan karsiladiklarindan dolay heterotroftur (Andersen ve Rasmussen, 1996).
Klorofilli orkideler gelisme donemlerinde, fotosentetik safhaya kadar mikorizal
funguslara bagimlidirlar (Alexander ve Hadley, 1985). Klorofilsiz orkideler biiyiime
ve besin gereksinimlerini karsilamak i¢in tamamen endofit partnerlere bagimlidir
(Smith ve Read, 1996). Bitkilerin beslenme amaciyla funguslarla simbiyotik olarak
yasamasina mikoheterotrofi denir (Selosse vd, 2009). Fotosentez yapamadiklari i¢in
yasamlar1 boyunca uygun mikorizal funguslara bagimli kalan klorofilsiz orkidelere
“tam mikoheterotrof orkideler” denmektedir (Waterman ve Bidartondo, 2008). Bu
yiikksek bagimlilik nedeniyle, tam mikohetetrofrotlarin, kismi mikohetetrofrotlara
oranla funguslarla etkilesimlerinde, daha fazla spesifiklik sergiledikleri ileri

stiriilmiistiir (Waterman ve Bidartondo, 2008).

Zorunlu mikoheterotrofik orkideler agaclarin kokleriyle ektomikoriza olusturan
funguslara yiiksek derecede 6zgiilliige sahiptir (Taylor ve Bruns, 1997; McKendrick
vd, 2002; Selosse vd, 2002; Taylor vd, 2003). Epipogium aphyllum Klorofilsiz,
mikoheterotrofik bir Avrasya orman orkidesidir (Roy vd, 2009; Yamato vd, 2005).
Achlorophylous epipogium (mikoheterotrofik bir orkide) rizomu bitkiye C saglayan
kelepge ve dolipor (Basidiomycetes’te siskin kenarli delik) olusturan endofit Inocybe
tiirleri ile kolonize olmus bir orkidedir (Rasmussen, 1995; Scrugli vd, 1995). Orkide-
Fungus etkilesimi diger bitki-fungus etkilesimlerine gére daha fazla mikoheterotrofik
Ozgiillik sergilemektedir (Brundrett, 2004). Orkide mikorizal etkilesimleri endofit
tirlerinin yayilis alanlarini smirlandirmaktadir (Waterman ve Bidartondo, 2008).
Orkideler, tiim vejetatif kitalarda dogal olarak bulunmakla beraber (Dressler, 1981),

bilinen tiim tiirlerin yaklagik dortte tigii (% 73).

Tropik bolgelerde epifit olarak bulunmaktadir (Atwood, 1986). Epifit
orkideler, agaclarla beraber yasarken agaclar cimlenme igin uygun bir ortam

sunmaktadir (Zettler vd, 2013).



Odunsu bitkiler ayrica organik karbonu, orkide mikobiyontlarina c¢esitli
sekillerde ya koklerinden ektomikorizal (ECM) olarak ya da saprofit mikobiyontlarin
kullanilabilecegi odunsu organik atik olarak saglamaktadir (Rasmussen vd, 2015).
Orkide tiirlerinin ¢ogunlugu serbest yasayan saprofitik funguslarla simbiyoz

olusturmaktadir (Rasmussen, 2002).

Orkideler ile iligskili Rhizoctonia funguslari, bitki  dokiintiilerinin
pargalanmasini saglayan bir dizi karbonhidrat pargalayici ve diger enzim cesitlerini
iretmektedir (Rasmussen, 1995). Mikobiyontlar ¢cimlenme sonrasi besin aliminda ve
glikoz ve enzim iiretimi yoluyla tohum g¢imlenmesinin uyarilmasinda énemli bir

aragtir (Manning ve Van Staden, 1987).
Rhizoctonia benzeri funguslarin belirgin 6zellikleri sunlardir:

e Dallanma noktasinda baslangi¢ noktasina yakin bir septum (Sneh vd, 1991)

e Septumda hif daralmasi (Sneh vd, 1991),

e Hiflerin dik agiyla dallanmasi (Sneh vd, 1991),

e Monilioid hiicrelerin varlig1 (Garcia vd, 2006; Pereira vd, 2014),

e B-1,3 glukan (laminarin) ve kitin yapilt hiicre duvari (Chet vd, 1967;
Bartnicki-Garcia, 1973).

Morfolojik incelemeler ve molekiiler analizlere gére Orchidaceae familyasi
genellikle Basidiomycota (Currah vd, 1997; Taylor ve Bruns, 1997; Roberts, 1999;
Rasmussen, 2002; Shefferson vd, 2007) ve Ascomycota (Bidartondo vd, 2004;
Selosse vd, 2004; Ogura-Tsujita ve Yukawa, 2008; Shefferson vd, 2008) ile

mikorizal iligski kurmaktadir.

Orkide bitkileri protokorm evresinde karbon bilesiklerinin alinmasinda
simbiyotik funguslarla mutualist simbiyoz olusturarak su ve mineral ihtiyacini fungal
partnerlerinden karsilarken fungal partnerlerine de C kaynagi saglamaktadir (Smith
ve Read, 2008). Organik karbon kaynagi simbiyontlar arasindaki simbiyotik dengeyi
etkileyebilmektedir (Hadley, 1969). Yetistirilmesi zor ve nesli tiilkenmekte olan
orkide tiirlerinden biri, Avrupa ve Kuzey Amerika'nin soguk, cogunlukla subarktik
ve alpin kosullarinda yetisen nispeten kii¢iik, yumrulu bir bitki olan Pseudorchis
albida'dir (Jersakova vd, 2011).



Mikorizal olusumlar besin aliminda emilim ylizeyini artirarak ve topragin
derinliklerine kadar kok sistemlerinin ulastirilmasini saglayarak bitkilere karbon,
fosfor ve azot gibi minerallerin alinmasinda yardimci olmaktadir (Kauth vd, 2008).
Neottia nidus-avis, Epipactis helleborine, Serapias parviflora ve Pseudorchis albida
bitkilerinde fungustan konukg¢u bitkiye karbon ve azot transferi arastirildiginda S.
parviflora ve P. albida bitkileri ile saprofit Rhizoctonia funguslar1 arasinda, E.
helleborine ve N. nidus-avis bitkileri ile ektomikorizal funguslar arasinda ozel

mikorizal olusumlar bulundugu belirlenmistir (Treseder vd, 1995).

Alexander ve Hadley (1985) ¢alismalarinda karbonun funguslardan konak
bitkiye aktarilma hareketini izlemisler ve enfekte olan protokormun radyoaktif

isaretli karbonu dis miselyumdan elde ettigini gdstermislerdir.

Gebauer ve Meyer (2003) fungal olusumlar araciligiyla ototrofik
Cephalanthera damasonium (Scacchi vd, 1991) tarafindan karbon ve azot alimim
gostermistir. Fosfor, bliylimenin ilk agamalarindan itibaren optimum mahsiil tiretimi,
enerji metabolizmasi, solunum ve fotosentez i¢in bitkilerin ihtiya¢ duydugu ve
biyomolekiil niikleik asitlerde bulunan 6nemli bir besin elementidir (Ozanne, 1980;
Usada ve Shimogawara, 1993). Fosfor, toprakta inorganik (ortofosfat ve polifosfat),
organik (organik olarak bagl fosfat) ve fitat olmak {izere 3 formda bulunmaktadir
(Schachtman vd, 1998).

Bitkiler fosforu topraktan,
e kendi tasiyict sistemleri araciligiyla,

e mikorizal olusumlar araciligiyla olmak tiizere 2 farkli sekilde

karsilamaktadir (Li vd, 2013).

Fosfor, biitiin besin elementlerinde oldugu gibi emilim ylizeyini artiran ve
bitkiyi ¢evreleyen besin tiiketim alanlarinin Otesine kadar uzanan funguslarla
kolonize edilen koklerde daha iyi emilmektedir (Hartnett ve Wilson, 2002).
Piriformospora indica (Hymenomycetes, Basidiomycota) fosfat emmesiyle iyi
taninan bir endofittir (Malla vd, 2004). P. indica, inorganik fosfati organik fosfata
dontistiiren asidik ve alkali fosfatlara sahip olusuyla bitkilere ¢oziinmiis fosfor

saglamaktadir (Shahollari vd, 2005).
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Bitkiler fotosentez yetenekleriyle iyi bilinmesine ragmen pek ¢ok tiir
fotosentez yetenegini kaybetmistir veya fotosentez yapabilmek icin zayif bir yetenek

gelistirmistir (Krause, 2008).

Yaprak sayisindaki azalisa bagli olarak diisiik miktarda klorofil igerigi ve
klorofil yoklugu (Leake, 1994) nedeniyle fotosentezle karbon kaynaklarinin
tiretiminde  zorluk yasanmasi sonucunda fotosentez yetenegi kaybolarak

mikoheterotrofluk ortaya ¢ikmistir (Rasmussen, 1995).

Mikoheterotrof bitkiler C ve N kaynagi i¢cin mikobiyontlara zorunlu bagimli
olan klorofilsiz bitkilerdir (Merckx, 2013). Albinizm, mikoheterotrof bitkilerin
tanimlanmasinda yararli olabilmektedir (Selosse vd, 2009). Birka¢ karasal orkide
(Ornegin Neottia, Corallorhiza, Rhizanthella) ve en biiyiik orkide sarmasiklari

(Ornegin; Galeola, Gastrodia) klorofilsizdir.

Ektomikorizal agacglar, ekstraradikal hifleri araciligiyla inorganik P’yi
topraktan emen Basidiomycetes funguslarindan yararlanmakta ve ektomikorizal
funguslara fotosentetik iiriinlerinin % 20’sini saglamaktadir (Plassard ve Dell, 2010).
Fotosentetik olmadigi icin mikoheterotrof bitkiler genellikle golgeli orman
zeminlerinde yasamaktadir (Gebauer ve Meyer, 2003; Bidartondo vd, 2004; Selosse
vd, 2004).

Dogada orkideler tohum ¢imlenmesini hizlandirmak i¢in enerji kaynagi olarak
mikorizal funguslara bagimlidir (Yam ve Arditti, 2009). Orkidelerin ¢ogunda fide ve
olgun bitki evresindeki koklerde ve ¢imlenen tohumlarin embriyonik hiicrelerinde
fungal birliktelikler meydana gelmektedir (Peterson vd, 1998). Tohum ¢imlenmesi ve
fide gelisimini saglayan Sebacinales ve Cantharellales’te Basidiomycete funguslari
ile orkidelerle 6zellikle karasal orkidelerle baglantilidir (Warcup, 1971; McKendrick
vd, 2002; Selosse vd, 2002; Taylor vd, 2003; Urban vd, 2003; Selosse vd, 2004;
Julou vd, 2005).

Orkideler, protokorm ve fide gelisimi ve tohum ¢imlenmesini uyaran endofitik
mikorizal funguslan parazitik bir iliski i¢inde karbon kaynagi olarak tiiketmektedir
(Clements, 1988; Rasmussen, 1995; Arditti, 1996). Bu nedenle restore edilen
habitatlardaki uzun yasamli orkideler bitki beslenme destegi ve fide gii¢clendirme

amaciyla fungal mikobiyontuna gerek duymaktadir (Zettler, 1997a).
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Bu olaylar1 hizlandirmanin en etkili yolu ise simbiyotik tohum c¢imlendirmenin

kullanilmasidir (Zettler, 1997a; Zettler, 1997b; Clements vd, 1986; Dixon, 1987).

Orkideler ve mikorizal funguslar arasindaki 6zgiillik diger bitki gruplarina

gore daha fazladir (Shefferson vd, 2007).

Orkide tiirlerinin ¢cogunlugu serbest yasayan saprofitik funguslarla simbiyoz
olusturmaktadir (Rasmussen, 2002). Orkideler ile iliskili Rhizoctonia funguslari,
bitki dokiintiilerinin parcalanmasini saglayan bir dizi karbonhidrat pargalayict ve
diger enzim gesitlerini iiretmektedir (Rasmussen, 1995). Mikobiyontlar ¢imlenme
sonrasi besin aliminda ve glikoz ve enzim iiretimi yoluyla tohum c¢imlenmesinin

uyarilmasinda 6nemli bir aragtir (Manning ve Van Staden, 1987).

Morfolojik incelemeler ve molekiiler analizlere gore Orchidaceae familyasi
genellikle Basidiomycota (Currah vd, 1997; Taylor ve Bruns, 1997; Roberts, 1999;
Rasmussen, 2002; Shefferson vd, 2007) ve Ascomycota (Bidartondo vd, 2004;
Selosse vd, 2004; Ogura-Tsujita ve Yukawa, 2008; Shefferson vd, 2008) ile
mikorizal iliski kurmaktadir. Orchidaceae familyasi ile Glomeromycota arasindaki
mikoriza cesiti olan Vezikiiler Arbuskular Mikoriza (VAM) iceren bitkiler her yerde
bulunmakta iken ektomikoriza (ECM) igeren bitkiler oOzellikle birka¢ bitki
familyasinda bulunmaktadir (Brundrett ve Abbott, 1991; Brundrett ve Cairney,
2002).

iii) Miksotrofi (Kismi Mikoheterotrofi): Hem kendi yaptigi fotosentez yoluyla
hem de fungal simbiyontlar1 aracilifiyla C kaynagi elde eden yesil orkide tiirleri
kismi mikoheterotrof (Miksotrof) olarak adlandirilmaktadir (Gebauer ve Meyer,
2003; Merckx, 2013). Miksotrofi, pek ¢ok orkide soyunda yaygin olarak
bulunmaktadir (Gebauer ve Meyer, 2003; Bidartondo vd, 2005). Miksotrofik bitkiler
karbon kaynaklarimi fotosentez yoluyla ve mikorizal funguslardan hazir olarak

karsilamaktadir (Bellino vd, 2014).

Olgun evrede karbon kullannmina bakilmaksizin tiim orkideler kiiciik ve
endospermsiz tohumlu, ¢imlenmek i¢in fungus birlikteligine bagimli, toprak altinda
heterotrofik biiylime ve protokorm adi verilen klorofilsiz evre gibi 6zelliklere sahiptir

(Rasmussen, 1995; Smith ve Read, 2008).
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Embriyo, orkide yasam dongiisiiniin klorofilsiz ve heterotrof evresi olan protokormu
olusturmaktadir (Burgeff, 1959; Warcup, 1975; Arditti vd, 1990). Protokorm adi
verilen kok ve siirgiinden farklilasan, gecici bir tliberkiil c¢ikisiyla orkide
embriyolarinin ¢imlenmesi baslamaktadir (Cribb vd, 1999). Likopod gelisimindeki
bir asamay1 tanimlamak tizere Treub tarafindan “protokorm” terimi kesfedilmistir

(Arditti ve Krikorian, 1996).

Protokorm terimi orkide tohum ¢imlenmesinin sogan benzeri asamasini (corm-
like stage) tanimlamak tizere ilk defa Bernard tarafindan kullanilmistir (Arditti ve
Krikorian, 1996).

Orkidelerin genelinde mikorizal kokler bulunmakta fakat bazi tiirlerde
mikorizal enfeksiyon az veya hi¢ olmamaktadir (Salmia, 1989). Klorofilsiz
orkidelerin endotrofik funguslari bagka bir ototrof bitki ile parazit veya mutualist
olarak birlikte yasayabilmektedir. Fungus, heterotof orkide ve ototrof orkide
arasindaki iicli simbiyozda heterotrof orkidelerden ototrof orkidelere karbonun
fungus yoluyla izledigi bir yol bulunmaktadir (Preiss ve Gebauer, 2008; Martos vd,
2009).

Campbell (1962, 1963, 1964, 1970) yesil olmayan orkide cinsleri olan
Gastrodia ve Corallorhiza cinslerine ait 3 tiir i¢in diizenlemeler tanimlamistir.
Ornegin; Gastrodia cunninghamii orkide tiirii Armillaria mellea orman agaglarinin

koklerindeki epiparazitik bir fungustur (Campbell, 1962).

Cogalma kapasiteleri son derece sinirli olan ve endosperm tagimayan orkide
tohumlarinin ¢imlenebilmesi i¢in uygun sicaklik, 151k, nem ve oksijenin yanisira,
ortamda uygun bir mikorizal fungus ile simbiyotik bir iliski olusturabilmesi
gerekmektedir (Warcup, 1981a; Ramsay vd, 1986; Arditti vd, 1990). Olgun evrede
karbon kullanimina bakilmaksizin tiim orkideler kii¢iik ve endospermsiz tohumlu

olup ¢imlenmek icin fungus birlikteligine bagimlidir (Rasmussen, 1995).

Orkide embriyolarinda bulunan sakkaroz, fruktoz, maltoz ve glikoz formundaki
sekerler ¢cimlenmeden Once tiiketildigi i¢in ¢imlenme sirasinda bu sekerler yetersiz

kalmaktadir (Manning ve Van Staden, 1987).
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Orkide tohumlar1 besin rezervleri igermemelerinden dolay1, disaridan bir
karbonhidrat kaynagi saglanmadik¢a basarili bir ¢imlenme gergeklestirilememekte
(Johnson vd, 2011; Ponert vd, 2011) ve protokorm gelisimi igin kilit faktorlerden
biridir (Liu vd, 2006; Ponert, 2009; Johnson vd, 2011).

Orkideler ¢ok kiiclik tohumlara sahiptir ve tohum ile fide arasinda protokorm
adr verilen bir asama vardir (Arditti, 1992). Funguslar embriyo suspensor dokulari
veya epidermal tiiylere dogru yerlesmekte ve kortikal hiicrelere girmektedir
(Andersen ve Rasmussen, 1996). Orkide tohumlar1 ¢gogunlukla lipit ve protein olmak

lizere az miktarda besin kaynagi iceren embriyolara sahiptir (Arditti, 1992).

Bununla birlikte birka¢ orkide tiiriinde seker ve nigasta depolari da oldugu
kanitlanmistir (Manning ve Van Staden , 1987; Yeung ve Law, 1992). Sonug olarak
orkide tohumlar1 ¢imlenebilmek ve fide gelisimi i¢cin dogal sartlar altinda karbon, su
ve besin elementlerini saglamak amaciyla endofitik mikorizal funguslara ihtiyag
duymaktadir (Arditti ve Ghani, 2000; Rasmussen ve Rasmussen, 2009). Embriyoya
penetrasyonun ardindan mikobiyontlar embriyoya su, karbonhidrat, mineral ve

vitaminlerin alinmasini saglamaktadir (Rasmussen, 1992; Yoder vd, 2000).

Asimbiyotik tohum g¢imlenme teknikleri ve in vitro hizli fide g¢ogaltimi
Dendrobium friedericksianum Rchb.f. (Orchidaceae)’a uygulanmis ve fideler
asimbiyotik kiiltiirde iyi yetismesine ragmen dogaya tasinanlar nadiren hayatta

kalmistir (Prasertsivivatna ve Koolpluksee, 2011).

Orchidaceae familyas: bitkileri dogal yasam habitatlarinda tehdit altinda kalan
korumasiz bitkilerdir (Zhang vd, 2015). Nadir orkide tiirleri yogun yanginlar, su
tagkinlar1 ve siddetli iklimsel degisiklikler gibi dogal afetler nedeniyle dogal olarak

nesli tikenmeye egilimlidir (Dixon ve Barrett, 2002).

Orkidelerin 6nemli dekoratif ve tibbi degerleri sebebiyle asir1 toplanmasi
disinda belirli funguslara olan bagimliliklar1 da yok olma tehdidi i¢in bir faktordiir
(Phillips vd, 2014). Orkide polinatérleri az oldugundan orkideler dar bir yayilisa
sahiptir ve nesli tiikenme tehlikesiyle kars1 karstyadir (Phillips vd, 2011a). Gilineybati
Avustralya'daki nadir orkideler iizerinde yapilan c¢alismalarda, dar bir mikorizal
fungus grubundaki yiiksek ozgiilliigiin, fungusun cevrede yaygin olmasi halinde,

nadirlige yol agmadigi ileri stirtilmektedir (Smith vd, 2010; Phillips vd, 2011b).
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Mikorizal o6zgiilliigii ve c¢evresel kosullarin cesitliligi orkide populasyonunu
etkilemektedir (Swarts vd, 2010). Orkide koruma c¢alismalarinin basarist ile dogal
habitatlarinin restorasyonu ve toprak mikrobiyotas: artirilabilir (Smith vd, 2004,
Kardol ve Wardle, 2010).

Polen tanelerinin polinyum igerisinde bir arada tasinimi oldukca fazla sayidaki
tohum taslaklarinin birgogunun dollenmesini garanti altina almak igin agik bir
uyumdur. Bazi tiirler tozlasma ic¢in olaganiistii uyuma sahiptir. Polinyumlar veya
yapiskan saplar (ya anterden ya da stigmadan kdken alan) bir arada “pollinarium”
olarak adlandirilmaktadir; bu yapi tozlasma esnasinda tasinma birimidir, anter
konnektifi genellikle tozlasmanin basinda anteri kaplayan “operkulum”a (anter

basligl) donlismektedir.

Polen bircok familya iiyelerinde tetrad birimlerinden ibarettir, fakat cesitli
gruplarda massula veya tek (monad) olabilmektedir (Henneresse vd, 2016).
Ginekeum sinkarp, ovaryum alt durumlu, 3 karpelli ve 1-3 gozlidiir. Stilus tek ve
terminal ve ginostemiumun ana bilesenidir “rostrellum” olarak adlandirilan ve
stigmanin pargast olarak yorumlanan tek, genislemis bir lop stigma bdlgesinin
tizerinde yer alir. Rostellum tipik olarak ucu rostellum yilizeyinden yapiskan bir
maddeye doniisen (bu yapiskan madde “viscidium” olarak adlandirilir) pollinarium
sapma baglhdir. Plasentasyon pariyetal veya eksensel; tohum taslaklari anatrop,
genellikle bitegmik, karpel basina ¢ok fazla sayidadir (bazen bir milyon tane). Etkili
tozlagsma i¢in kiitlelerdeki iplikler viskon tarafindan polen tanelerinin erken gelisimi
ve olgunlagsmasi, ovullerin tozlasma sonras1 gelisimi ve olgunlagsmasi, plasenta
uzunlugu boyunca etkili dollenme i¢cin mikro ve mega gametogenezlerin es
zamanlamasi, olgunlagmis kapsiillerdeki olgunlagmamis embriyonun dogaya salinimi

onemli ve az bilinen bir 6zelliktir (Pijl ve Dodson, 1969).

Orkideler vanilya gibi 6zellesmis sekonder metabolitler, bilateral simetrili
cigcekler, birlesik lireme organlar1 ve 6zel tozlasma sorunlari gibi diger evrimsel
yeniliklere sahiptir (Joel vd, 2003; Moreira ve lsaias, 2008; Cai vd, 2015).
Orkidelerde farkli tozlagsma sorunlar1 bulunmaktadir (Pijl ve Dodson, 1966; van der
Cingel, 2001; Jersakova vd, 2006). Charles Darwin, tozlastiricilarla orkideler
arasindaki iligkilerin adaptasyonu iizerine yazdigi “Tiirlerin Orjini” kitabindan beri
Orkideler evrim konularinin bir parcast olmustur (Darwin, 1862). Orkide

taksonomisi her zaman dinamiktir.
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Orchidaceae familyasi biiylik yapisal ve islevsel c¢esitliligi ve diger
organizmalarla birlikte evrimlesme ve biyolojik etkilesim 6zelliginden dolay1 bilim
adamlar1 ve dogaseverleri diger bitki gruplarindan daha fazla biiyiilemektedir
(Rasmussen vd, 2015). Orkideler karmasik aldatma stratejilerini kullanarak
omurgalilardan omurgasizlara kadar pek cok tozlayiciyr cezbetmektedir (Tremblay
vd, 2005; Jersdkova vd, 2006; Waterman ve Bidartondo, 2008). Hayvan polen
tagiyicilarina bagl tozlasma sorunlari Darwin’den beri arastirilmakta ve biyolojik
adaptasyonlarin merak uyandiran yeni kesiflerine devam edilmektedir (Kindlmann
vd, 2005). Cinsel aldatici orkideler polenlerini erkek sineklere disiymis gibi

bulastirarak tozlasma sorunlarini ¢6zmektedir (Blanco ve Barboza, 2005).

Orkideler Liliales takimmin bir parcast olarak ¢esitli  sekillerde
siiflandirilmistir ve son zamanlarda Asparagales takimina yerlestirilmistir (Lindley,

1826; Dressler, 1981; Pires vd, 2006).

Orchidaceae yakin zamanda bes alt familya igerisinde siiflandirilmistir.
Bunlar, Apostasioideae (2-3 stamenli, aksillar plasentasyon, pollinyum yoktur),
Vanilloideae (1 stamen, pariyetal plasentasyon), Cypripedioideae (2 stamenli,
pariyetal plasentasyon, polinyum yoktur) ve Orchidoideae ve Epidendroideae’dir (1
stamenli, pariyetal plasentasyon, polinyum var.) (Taiz ve Zeiger, 2015).
Epidendroideae Cameron vd (2004, 2006) tarafindan parafiletik “Disiik
Epidendroid” ve monofiletik “Yiiksek Epidendroid” olarak ikiye boliinmiistiir.
Vanilloideae’nin tek stamenli olusu Cameron vd (2006) tarafindan Orchidoideae-
Epidendroideae’de bagimsiz olarak evrimlestigi varsayilmistir (Taiz ve Zeiger,
2015). Familya tiyeleri diinyanin her tarafina yayilmistir (Dressler, 2005). Ekonomik
Ooneme sahip olanlar arasinda biiyiik oranda bahgecilik isinde parasal olarak oldukca
degerli olan kiiltiire alinan siis bitkileri gelmektedir (Taiz ve Zeiger, 2015). Vanilla
planifolia’nin fermente edilen Kkapsiilleri vanilya tatlandiricisinin  kaynagidir
(Gallage, 2014). Angraecum sesquipedale Thouars 45 cm uzunluga ulasan uzun
mahmuzu ile bilinmekte olup bu orkideler spurunun uzunlugu boyutundaki hortuma
(proboskise) sahip giiveler tarafindan tozlagtirilmaktadir (Wasserthal, 1997). Bu
gercek Charles Darwin tarafindan bu giivenin kesfinden nce tahmin edilmistir (Taiz

ve Zeiger, 2015).
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Dizileme teknolojisinin ortaya ¢ikmasi sonucunda filogenetik iliskilerin
belirlenmesinde Internal Transcribed Spacer (ITS) gibi molekiiler veriler
kullanilmaktadir. Cox vd (1997) ITS dizileme yontemini kullanarak Selenipedium,
Cypripedium ve Paphiopedilum cinslerinin Phagmipedium ve Mexipedium’dan
olusan bir soy hattinin ardisik kardes soylarindan ayrildigini bulmustur. Li vd (2011)
Selenipedium+Cypripedium hatt1 arasindaki alt ailedeki erken ayrilmayi ITS ve

plastit genomundaki kodlanmayan 5 bolge birlestirme ile bulmustur.

Orkideler ¢cogunlukla nemli ve golgeli yerlerde bazilari ise litofit, saprofit ve

karasal olarak bulunmaktadir (Black, 1973).

Tiirkiye’de karasal orkidelerdeki yeraltt yumrulart bir toz haline getirilir ve
sicak igecek yapiminda veya Tiirk Maras dondurmasinda kullanilir (Kaya ve Tekin,
2001; Dalar ve Konczak, 2012; Dalar ve Konczak, 2013). Dondurma, yogurt, igecek
karisimlarinda kullanimi disinda tibbi-aromatik ve kozmetik alaninda kullanimi da

mevcuttur.

Salep Eylem Plam1 (2014) ve (2018) bildirilerine gore. gida ve eczacilik
alanlarinda kullanimi salebin 6nemini artiran 6nemli kullanim alanlaridir Orkide
bitkisinin hemen hemen tim kisimlar1 6zellikle kok, yaprak ve yalanci yumrular
romatizma, bronsit, sinir hastaliklari, mikrobiyal enfeksiyon ve kanserde tedavi etme
potansiyeline sahiptir (Gutiérrez, 2010). Cin’de orkideler 6zellikle farkl: hastaliklarin
tedavisinde kullanilan tibbi bitki gruplarinin bir pargasidir (Pant ve Raskoti, 2013).
Gastrodia elata Blume ve Dendrobium offcinale Kimura ve Migo gibi bazi tiirler ise
ozellikle geleneksel Cin tip bilimlerinde oldukga yiiksek tibbi degerlere sahiptir (Luo
vd, 2003). Dendrobium nobile, Bletilla striata ve Gastrodia elata Blume geleneksel
Cin Tibbinda rutin olarak kullanilmaktadir (Pant, 2013). Anoectochilus formosanus
Hayata, Anoectochilus koshunensis Hayata ve Anoectochilus roxburghii Wall. Lindl
gibi Anoectochilus'un ¢esitli tiirleri, Cin halk ilaglarinda kullanilmaktadir (Pant,
2013). Giiney Cin, Japonya, Sri Lanka, Hindistan ve Nepal'de (Li ve Zou, 1995)
dagitilan Anoectochilus roxburghii Wall Lindl. (Orchidaceae), Cin'deki “Kral Tip”
olarak da adlandirilir (Tseng vd, 2006).
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Kuzey Amerika’da farkli etnik gruplar tarafindan Cypripedium tiirleri
sakinlestirici ve antispazmodik 6zelliklerinden dolay1 uykusuzluk ve sinir gerginligi
rahatsizliklarmin tedavisinde kullanilmaktadir (Wilson, 2007). Pant (2013) tarafindan
Ophrys apifera Hudson , Ophrys muscifera Huds, Ophrys fuciflora F. W. Schmidt,
Ophrys sphegodes Mill. 1., Orchis simia Lamarck, Orchis mascula Lindley,
Himantoglossum hircinum Lindley, Serapias vomeracea Burm. Brig., Serapias
lingua Lindley ve Dactylorhiza majalis Rchb. f. Hunt ve Summerh. gibi tibbi olarak
Avrupa c¢apinda kayit altina alinan tiirlerin iyilestirici 6zellikleri olmalar1 nedeniyle

afrodizyak olarak kullanildig1 ifade edilmektedir.

Dogadaki en giizel ve cesit ¢esit bitki tiirlerinden biri olan orkideler
tohumlarinin  endosperm  bulundurmayist nedeniyle ¢imlenme, biiyiime ve
adaptasyon olaylarinda endofitlere bagimhidir (Burgeff, 1909; Curtis, 1939; Warcup,
1971; Batty vd, 2002; Rasmussen, 2002). Smith ve Read (1997) ve Batty vd (2002),
orkidenin ototrofik veya heterotrofik yasam tarzina gore mikorizal bagimliligin
degistigini 6ne siirmiislerdir.

Orkide tohumlarimin ¢imlenme fizyolojisi biyolojinin en ilging olgusudur.
Orkideler 60’11 yillarin basinda ilk defa tohumla ve bitki doku kiiltiirii teknikleriyle
ticari amagla in vitro olarak ¢ogaltilan ilk bitkilerdir (Arditti, 1967; Pant, 2013).

Morel, siirgiin ucu kiltiirini  kullanarak Cymbidium orkidesinden viriis
tagimayan biiyiik bir bitki klonu iiretmistir (Arditti, 1967). Morel’den kisa bir siire
sonra slirgiin ucu, kok ucu ve embriyo kiiltiirii yoluyla 22 cins orkide iiretilmistir

(Murashige, 1974).

Bu avantajlarina ragmen in vitro doku kiiltiiriiyle iretilen bitkiler araziye
alindiginda yiiksek Olim orani gostermesiyle bir dezavantaja sahiptir. In vitro
yontemle iiretilen bitkiler narin, kirllgan ve zayif immiin sistemlerine sahip oluslari
nedeniyle ortama uyum saglamakta zorlanmakta ve bir¢ogu 6lmektedir (Bonfante vd,
2010). Orkidelerin kiitlesel yayilisinda biyolojik arag¢ olarak endofitlerin kullanilmasi

ile umut verici sonuglar elde edilmektedir.

Endofitler bitkilerin hayatta kalma oranlarini yiikselterek bitki dokularinin
kuvvetlenmesi ve ortama aligma siiregleri gibi arazi problemlerinin {istesinden

gelmektedir (Ding vd, 2014).
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Endofitler ¢cok eskiden beri orkide tohumlarinin ¢imlenmesini, bitkinin biiyiime
ve gelismesini ve bitkisel hormonlarin iretimini tesvik etmek amaciyla

kullanilmaktayd1 (Zhang vd, 2013).

Niikleotit dizileme, morfolojik ve filogenetik analizler kullanilarak
Dendrobium lancifolium (A. Rich)’un koklerinde Rhizoctonia benzeri bir kok

endofiti tespit edilmistir (Agustini vd, 2016).

Zi vd (2014) Dendrobium aphyllum (Roxb.) Fisch.’un tohumundan Tulasnella
sp. ve Trichoderma sp. funguslarini izole etmistir. Tulasnella cinsi funguslar tohum
c¢imlenmesini % 13,6 oraninda, protokorm olusumunu % 85,7 oraninda ve fide
gelisimini % 45,2 oraninda artirmistir. Trichoderma cinsi  funguslar tohum

¢imlenmesini % 26,4 oraninda artirmistir.

Cymbidium manni’den izole edilen Epulorhiza tohum ¢imlenmesini % 6,5
oraninda ve protokorm gelisimini % 20,3 oraninda artirmistir. Dendrobium aphyllum
(Roxb.) Fisch., Dendrobium devonianum (Yunnan) ve Cymbidium manni’den

Tulasnella sp. ve Epulorhiza sp.’ye ait ¢esitli fungus tipleri belirlenmistir.

Tulasnella sp. ve Epulorhiza sp. cinsi funguslar Dendrobium aphyllum ve
Dendrobium devonianum Yunnan’un hem protokorm olusumunu hem de fide
gelisimini artirmistir. Dan vd (2012) Dendrobium nobile, Dendrobium candidum
Wall. ex Lindl. ve Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lindl. orkidelerinden
Gliocladium, Epulorhiza, Fusarium, Moniliopsis, Cephalosporium ve Mycena

tiirlerini izole etmistir.

Hou ve Guo (2009) calismalarinda koyu septatli (dark septat) bir endofit olan
Leptodontidium’un Dendrobium nobile Lindl. fidelerinde biiylimeyi tesvik etmesi
tizerine yogunlagarak fungal kolonize bitkilerin, fungal kolonize olmayan bitkilere
oranla siirglin uzunlugu, kok sayisi, kuru agirlik bakimidan daha biiyiik oldugunu
belirtmektedir. Sebacina vermifera Oberw. Nova Hedwigia Tulasnella calospora
(Boud.) Juel, T. asymmetrica (Warcup), T. cruciata (Warcup), T. irregularis
(Warcup), T. violea (Quél.), T. allantospora (Wakef.) gibi endofitlerle farkli orkide
tiirlerinde tohum c¢imlenmesi iizerine ¢alisan Warcup (1981a) endofitlerin baska

etkileri de oldugunu belirtmektedir.
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Mutlu vd (2014), Kompe ve Mutlu (2017) tarafindan baz1 Tirkiye
orkidelerinin mikorizal funguslari belirlenmis ve ¢ogunlukla Tulasnella cinsine dahil

funguslarla mikorizal birlik kurduklar1 ortaya konmustur.

Koklerden izole edilen fungus DNA’lar1 ve ¢ekirdek ribozomal DNA dizileme
yontemleri kullanilarak fungus taksonomisi ¢alisilmaktadir (Seifert, 2009). Orkide
mikorizasinin fungus partnerleri dogrudan orkide protokormlarindan, koklerinden,
yumrularindan ve rizomlarindan tanimlanabilmektedir (Bougoure ve Dearnaley,

2005; Martos vd, 2009; Swarts vd, 2010).

Mikorizal kolonizasyon siireci fungusun tiirline ve orkidenin cinsine bagh
olarak degisebilmekte ve kok, rizom ve diger bitkisel yapilarda olusabilmektedir
(Rasmussen ve Whigham, 2002). Orkidenin kok, rizom, suspensor hiicreleri ve
epidermal tiiylerinden fungusun girmesiyle hifal penetrasyon baslamaktadir
(Williamson ve Hadley, 1970). Hifal penetrasyondan sonra hifler septa ve
dallanmalar olusturmaktadir (Steinfort vd, 2010). Bir miselyumda hif adi verilen
substrat ve besin kaynaklarina uzanan, enzim salgilayan, kompleks substratlari hiicre
duvarindan geri emilebilen basit bilesenlere ayiran mikroskobik tiibiiler hiicreler
bulunmaktadir (Walker vd, 2018). Funguslar hiflerinin septali veya septasiz

oluslarina gore karakterize edilmektedir.

Septat hifleri olusturan funguslarda, septada septal delikler olarak adlandirilan
ve bir bolmeden digerine sitoplazma ve organellerin hareketini saglayan yapilar
bulunmaktadir. Fungus bir protokorm, fide ya da yetiskin kokiine ait parankima
hiicresine girdiginde, orkide plazma zar1 invajine olur ve hifler bu zar ile
cevrelenmektedir (Rasmussen, 1995). Bitki plazma membrani invajinasyonu, biiyiik
Ol¢iide artmis bir yiizey alani saglar ve bu nedenle, bitki hiicresi yeni hiicre
membraninin ve ilgili zar proteinlerinin sentezine gereksinim duymaktadir. Fungal
hif tarafindan enfekte olan orkide protokormlarinda peloton adi verilen hif sarmallari
olusturulmaktadir (Yeh vd, 2019). Elektron mikroskobundan elde edilen bulgular,
olusan pelotonlarin etrafinda ribozomlarin ve endoplazmik retikulum oldugunu ve
pelotonlara bakan bitki zarinin kivrimli bir gériiniime sahip oldugunu gostermektedir

(Uetake ve Ishizaka, 1995; Dearnaley ve McGee, 1996).

Mikorizal funguslar orkide tohumlarinin ¢imlenme ve protokorm gelisimi ve
fotosentetik olmayan orkide tiirlerinin mineral ve C ihtiyacini karsilama yoniinden
bitkiye destek olmaktadir (Yeh vd, 2019).
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Mikorizal simbiyoz sirayla su asamalardan olusmaktadir;
e Hifin parankima hiicrelerine girisi
e Peloton (Hifal bobin) olusumu
e Yikilmast.

Orkidelerin protokorm asamasindayken bir¢ok fungusu parazitlestirdigi
diistiniilmektedir. Simbiyotik orkide protokormlarinin 6nceki ¢alismalarinda
¢imlenme orani, gelisim evresi, biiyiiklik ve protokorm hacmi kriter olarak
kullanilmigtir.  Ayrica orkide mikorizal fungusun simbiyotik potansiyelini
degistirmede i¢ hifal alanlar kullanilmaktadir. Yikilmasindan gelisimine kadar hifal

yapilarin farkli evrelerine ragmen simbiyotik orkide protokormlar1 gézlenmistir.

Fungusun girisi, hiicre duvarinda belirgin bir bozulma meydana gelmediginden
sadece enzimatik bir siire¢ gibi goriinmektedir. Orkide hiicre duvarinin bu lokal
bozunmasi, muhtemelen, Orkide mikorizal funguslar tarafindan salgilanmakta
oldugu bilinen ve Tulasnella calospora ve Sebacina vermifera’nin genomlarinda son
zamanlarda teshis edilen seliilazlar, pektinazlar ve poligalakturonazlar gibi
karbonhidrat-aktif enzimler (CAZymes) ile gergeklestirilmektedir (Rasmussen, 1995;
Kohler vd, 2015).

Ekosistemler onlarca veya yiizlerce kilometre karelik bir Olgekte faaliyet
gosteren iklim bolgeleri ve bitki Ortiisii topluluklar1 ile tanimlanmaktadir. Ancak
fungus hifinin ¢ap1 5-10 pum civarinda olup cevre iizerindeki etkileri dogrudan bu

hiflerin birkag mikrometre uzakligi ile sinirhidir (Oberle-Kilic vd, 2013).

Ekosistemdeki diger organizmalar ve funguslar arasindaki etkilesimler, hifal
aktiviteden ve molekiiler verilerden ¢ikan sonuglarla iliski arasindaki hifal aglar,
hifal fonksiyon, spor populasyonu arasindaki baglantilar  araciligiyla
gerceklesmektedir (Ramsay vd, 1987). Diger orkide tiirlerinde oldugu gibi hayalet
orkideleri de dogada ¢imlenebilmek ic¢in mikorizal funguslarla simbiyotik olarak
enfekte edilmelidir (Rasmussen vd, 2015). Rhizoctonia cinsine ait Basidiomycetous
funguslar1 Orchidaceae familyasinin baskin mikorizal partnerleridir ve ¢ogunlukla

toprak saprofitleri veya patojenleridir (Taylor ve Bruns, 1997).
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Orkideler Rhizoctonia cinsinden (Otero vd, 2002; Duran vd, 2007; Otero ve
Bayman, 2009; Steinford vd, 2010; Pereira vd, 2014) Basidiomycota funguslar ile
iligkilidir (Mclaughlin ve Spatafora, 2014). Bu iliski bitkinin hayatta kalabilmesi i¢in
hayati bir 6neme sahiptir (Otero ve Bayman, 2009) ve peloton adi verilen hif
yumaklarmin kok korteks hiicrelerine yerlestigi olgun evrede de bu iliski devam
etmektedir (Pereira vd, 2014). Ototrofik orkidelerin en sik ve en yaygin
mikobiyontlar1 Tulasnella tiirleridir (Kottke ve Suarez, 2009; Dearnaley vd, 2012).

Arakan’da yayilis gosteren Crataegus cuneata Sanzashi, ile birlikte yasayan
baz1 Chlorae cinslerine ait tiirlerin Tulasnellaceae’ye ait orkide funguslariyla iliskili

oldugu belirlenmistir (Pereira vd, 2014).

Yeterli bliylime ve gelisme i¢in bitkiler toprak, su ve atmosferden makro ve
mikro elementleri almalidir. Bu besin elementleri sadece iz miktarlarda gerekli
oldugu i¢in bitki biiyime ve gelismesini dogrudan veya dolayli olarak
etkilemektedir. Aslinda iz elementler bitki biiyiime ve gelismesini siirlandirict

faktor olarak goriilmektedir.

Oksin, giberellin ve etilen gibi bitkisel hormonlar bitki biiylime ve
gelismesinde rol oynar ve mikrobiyal olusumlar bu ve diger hormonlarin metabolik

yolunun diizenlenmesinde ve iiretiminde yardimci olur.

Patojenik Rhizoctonia izolatlar1 orkide tohumlarini g¢imlendirmekte ve
fonksiyonel mikoriza olusturmaktadir (Hadley, 1970). Bazi1 c¢alismalar orkide
tohumlarinin ¢imlenmesinde ve protokormlarin, fidelerin ve olgun bitkilerin
gelismesinde endofitlerin dnemli oldugunu gostermektedir. Vanda coerulea (Griff.
ex Lindl)’dan izole edilen Rhizoctonia zeae in vitro tohum g¢imlenmesini ve fide
biiylimesini tegvik etmenin yanisira ortama alisma doneminde hayatta kalma oranini

artirmada 6nemli bir rol oynadigini gosterilmistir (Aggarwal vd, 2012).

Mikrobiyal iliski organogenez, hiicre biiyiimesi, hiicre bdliinmesi, hiicre
farklilasmas1 ve gen regiilasyonuunda rol oynayan oksin hormonunun {iretimine
yardimci olur (Costacurta vd, 1993; Costacurta ve Vanderleyden, 1995; Patten ve
Glick, 1996; Bonkowski, 2004).

Baz1 bakteri ve funguslar bitkilerin ¢evresel olumsuzluklardan korunmalarini
saglayan bagisiklik sistemlerini degistirmeye yardimer olmaktadir (Schulz ve Boyle,
2005).
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Orkideler sadece insanlar1 ve tozlastirict hayvanlar1 degil cezbedici aromali
ucucu bilesik salgilamalariyla mikroorganizmalari da  biiyiilemekte olup
mikroorganizmalar orkidelere ¢evresel zorluklarla yasayabilme ve yiiksek tireme hizi
ve ortama uyum gibi olaylarda gorev yapan bilesiklerin iiretimini saglamaktadir

(Jacquemyn vd, 2013).

Arastirmacilar yiliksek talepler nedeniyle siis, tibbi ve yenilebilir iirlinler sunan
orkidelerin kullanim alanlarini belirlemistir (Arditti, 1967; Hossain, 2011; Gutierrez,
2010; Pant, 2013).

Orkide tohumlar1 ¢ogunlukla lipit ve protein olmak iizere az miktarda besin
kaynag1 igeren embriyolara sahiptir (Arditti, 1992). Bununla birlikte birkag orkide
tirtinde seker ve nisasta depolar1 da oldugu kanitlanmistir (Manning ve Van Staden,
1987; Yeung ve Law, 1992). Pek ¢ok orkide tiirlinde mikorizal fungus enfeksiyonuna
bagli olarak embriyodan ziyade suspensor hiicrelerinde nisasta deposu bulunmaktadir
(Hadley, 1982). Fungus mikobiyontlar1 orkide tiirlerine ¢imlenme ve protokorm
gelisimini destekleyen mineraller, seker, tiamin, folik asit gibi mineral maddeleri ve
suyu saglamaktadir. (Arditti, 1967; Hijner ve Arditti, 1973; Rasmussen, 1995;
Bougoure vd, 2014). Orkide fidelerinin fide gelisimini destekleyen funguslara
¢imlenme mikobiyontu denmektedir. Fideler ve gelismis bitkiler mikobiyontlar ve

mikorizada olmayan diger endofitler tarafindan istila edilebilir.

Cimlenme olayinda biyotik ve abiyotik faktorler etkilidir. Orkideler agisindan
¢imlenme alani bir aga¢ kabugu, bir yosun yumagi, bir aga¢ kokiiniin yiizeyi ve bir
humus olabilir. Bu ylizden bir habitat ¢ok az veya hi¢ ¢imlenme alani igerebilir.
Cimlenmeden sonra orkide fidesi organik karbonunu mikobiyonta bagli olarak
sagladig1 fotosentetik olmayan bir evreden gegmekte ve bu bagimlilik genellikle
kademeli olarak azalmaktadir (Rasmussen, 1995). Uzun Omiirlii orkide fungus
birlikteligi ana bitkinin kok sisteminin yakin ¢evresinde kurulur. Orkide tiirleri ana
bitkiye ¢imlenme ihtiyacin1 gidermesi agisindan farklilik gostermektedir. ECM
(Ektomikoriza) funguslar1  saprofit olmalari  bakimindan ayrigtiricilardan
ayrilmaktadir (Cullings ve Courty, 2009). ECM olusturan orkide mikobiyontlari
Ceratobasidium’daki saprotrofik orkide mikobiyontlar1 ile yakindan iligkilidir
(Veldre vd, 2013). Klorofilsiz bitkiler “Mikoheterotrofik bitkiler (MHP)” C kaynagi
aliminda oOzellesmistir (Leake, 1994). Fungus fide simbiyozu icin gerekli karbon

kaynagi koken olarak karistirilmaktadir.
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Saprotroflar ECM funguslari ve muhtemel patojenler orkide fide
mikobiyontlaridir (Rasmussen vd, 2015). Orkide fide fungusu in vitro olarak
kompleks karbonhidratlarda gelisebilmekte ve ¢iiriiyen aga¢ ve yaprak artiklari gibi
organik dokiintiiler fungusun yasama kapasitesini artirmaktadir (Tapwal vd, 2016).
Iri taneli mineral topraginda, az organik madde biriken ve kabuklu yiizeylerde

gelisen orkide fideleri saprofit funguslar araciligryla organik maddelere ulasmaktadir.

Epifitik orkideler organik karbon fiiretebilen liken, siyanobakteri ve alglerden
olusan epifitik hayatin diger cesitlerinde gelismektedir. Epifitik orkide fideleri
fotosentetik aktiviteye hizlica ge¢ebilmektedir. Ektomikoriza (ECM fungusu) olarak
bilinen bazi orkide ¢imlendirme funguslar1 agaglarin koklerinde olusmaktadir. ECM
olusturan bazi orkide mikobiyontlar1 Ceratobasidium’daki saprofit orkide
mikobiyontlar ile iligkilidir. ECM funguslariin saprofitik funguslardan gelistigini
gosteren diger kanitlar, bitki hiicre duvarlarimi sindirebilen enzimler iiretimi ile
saglanmistir, ancak bunlar genellikle saprofit funguslarina gore ¢ok daha diisiik
seviyelerde ortaya c¢ikmaktadir (Bending ve Read, 1997; Kohzu vd, 1999).
Ceratobasidium-Thanatephorus kompleksi, iiriin patojenleri olarak bilinmekte, ayni

zamanda orkide tiirleri ve agaclar ile mikoriza olusturmaktadir (Tedersoo vd, 2010).

Rhizoctonia  igindeki  tiirler  Tulasnellaceac  (Ceratobasidium  spp.,
Thanatephorus spp., Ypsilonidium spp. gibi Basidiomycetes ailesine ait biiyiik
cesitlilikte teleomorf gostermektedir (Warcup ve Talbot, 1980; Warcup, 1981b;
Hadley, 1982; Harley ve Smith, 1983). Rhizoctonia benzeri funguslar eseysiz
anamorf cinsleri Ceratorhiza, Epulorhiza, Moniliopsis ve Rhizoctonia (Moore, 1988)
ve eseyli teleomorf cinsleri Ceratobasidium, Thanatephorus, Tulasnella ve
Sebacina’dan olusmaktadir (Warcup ve Talbot, 1966; Warcup ve Talbot, 1971).

Aphyllophorales’e ait olan her iki “Corticiwn catonii” (Burgeff, 1936) ve
Favolaschia dybowskyana (Jonsson ve Nylund, 1979) tiirlerinin orkidelerle mikorizal
birliktelik  kurdugu  gosterilmistir.  Rhiwctoniaiceous anamorflarina  sahip
Ascomycetes funguslart Avustralya’daki Pterostylis tiirlerinden izole edilmistir.
Tropikal epifit orkidelerde endofit olarak Ascomycetes varligi belirlenmistir (Petrini
ve Dreyfuss, 1981; Dreyfuss ve Petrini, 1984).
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1.1.1. Orchis sancta (L.)’nin morfolojik 6zellikleri

Cok yillik otsu bir bitkidir. Cigeklenme zamani nisan ile haziran aylari arasindadir.
Yukariya dogru uzayan 2 adet kiiremsi-elipsoid tuberleri vardir. Genellikle ¢imenli
yerlerde ve kalkerli topraklarda, 0-450 m yiikseklikleri arasinda yetisirler (Wood,
1993). Yayilis alam1 Dogu Akdeniz olan bu tiir Yunanistan, Ege, Kibris ve Bati
Suriye bolgelerinde yaygin yayilis gostermektedir.

Tiirkiye’de genellikle Bati ve Giliney Anadolu’da 6zellikle Antalya, Aydin,
Hatay, Isparta, Icel, izmir Manisa ve Mugla civarlarinda yayilis gdstermektedir
(Sezik, 1967; Baytop ve Sezik, 1968; Davis, 1984; Sezik, 1984). Orchis sancta
(L.)’da biri dnceki yildan kalan digeri yetistigi yilda olusan 2 yumru bulunmaktadir.
Kis mevsiminde onceki yildan kalan yumruda depolanan besin tliketilmektedir.
Yetistigi yi1lda olusan yumru ise bitkinin koklerinin kalinlagmas1 sonucu kok ucunda
meydana gelmektedir. Eski yumrudaki depo besin maddeleri gelismekte olan bitki
tarafindan kullanilmaktadir (Sezik, 1984).

1.2. Nesil Tiikenme Tehlikesine Karsi Yapilan Simbiyotik ve Asimbiyotik

Cimlendirme Faaliyetleri

Simbiyotik ¢imlenme uygun mikobiyontun yoklugu nedeniyle dogal olarak
c¢imlenemeyen orkide tiirleri i¢in avantaj saglamaktadir (Rasmussen, 1995). Orkide
mikorizal funguslar1 {izerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogu, yetiskin orkide koklerinden
elde edilen fungus izolatlar1 kullanilarak in vitro simbiyotik tekniklere odaklanmigtir
(Chutima vd, 2011; Nontachaiyapoom vd, 2011).

Knudson (1916, 1922, 1924), Clement (1924, 1926) ve Ballion ve Ballion
(1924), in vitro asimbiyotik orkide tohum ¢imlendirme yontemlerini kullanarak
makro ve mikro besin elementlerinin ve karbonhidratlarin ¢imlenme {izerine

etkilerini arastiran ilk arastirmacilardandir (Stewart ve Kane, 2010).
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Birgok arastirmaci tarafindan orkide tohumu c¢imlenme fizyolojisi ve
protokorm/fide beslenmesinin ¢esitli yonlerini incelemek icin asimbiyotik yontemler
kullanilarak in vitro mineral beslenmesi (Spoerl ve Curtis, 1948; Stenberg ve Kane,
1998; Kauth vd, 2006), bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkileri (de Pauw vd, 1995;
Miyoshi ve Mii, 1998; Stewart ve Kane, 2006), fotoperyodun etkileri (Stewart ve
Kane, 2006b; Johnson ve Kane, 2007; Dutra vd, 2008) ve simbiyotik orkide tohumu
¢imlenme ile karsilastirmali ¢imlenme yoOntemi olarak (Cameron vd, 2007)

asimbiyotik orkide tohumu ¢imlenme faaliyetleri gergeklestirilmistir.

Harrison ve Arditti (1978) epifitik orkide Cattleya aurantiaca (Bateman ex
Lindley)’nin ¢imlenmesinde karbonhidrat kaynagmin roliinii arastirmak igin
asimbiyotik ¢imlenme yOntemlerini kullanmistir (Stewart ve Kane, 2014).
Dendrobium cinsinde basit sekerlerin dokulara alimini gostermede asimbiyotik

¢imlenme yontemleri kullanilmistir (Hew ve Mah, 1989).

Rasmussen ve Whigham (1993) c¢imlenme yetenegine sahip funguslar
degerlendirmek icin biiylime mevsimi boyunca arazideki tohum paketlerinin
gomiilmesini kapsayan in Situ tohum ¢imlendirme metotlarini gelistirmistir.
Rasmussen’e kadar yetiskin orkide koklerinde bulunan mikorizal funguslarin tohum
¢imlenmesi igin gerekli olan aynmi fungus olup olmadigina agiklik getirilmemistir.
Tiirlere 6zgii mikorizalar orkidelerin gelisen protokormlarindan izole edilmektedir
(Chen vd, 2012; Duli¢l vd, 2018). Protokormlar tohum gelisiminin evrelerinde ve
¢imlenme basarisinda biiyiik bir etkiye sahiptir (Harley ve Smith, 1983; Masuhara ve
Katsuya, 1992).

In situ tohum gomme yontemleri kullanarak D. friedericksianum (Rchb.f)’un
protokormlarindaki mikorizal ve mikorizal olmayan funguslar teshis etmek ve izole
etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada orkide iiretimi ve korunmasi i¢in degerli

olabilecek kiiltiirii yapilabilen mikorizal funguslar bulunmustur.

Orchidaceae familyasindaki Orchis cinsine ait bazi tiirler yumrulari salep sicak
icecegi tretiminde kullanildigr igin biiyiik ekonomik oneme sahiptir (Tamer vd,
2006). Dogadan gelisigiizel toplanmasindan dolay1 bir¢ogu nesli tehlike altinda olan
bu bitkiler yetistirilmemektedir ve nesli tehlike altinda olan bitkiler arasinda
listelenmistir (Kasparek ve Grimm, 1999). Dogal orman arazilerinin tahribati ve
yasadist yollarla toplanma gibi nedenler orkidelerin bolgesel populasyonlarinin
neslinin tilkenmesi lizerinde giiglii bir etkiye sahiptir (Salazar-Chavez ve Soto, 1996).
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Illman bolgelerdeki karasal orkide tohumlarinin in vitro asimbiyotik
cimlenmesi son derece zor olup asimbiyotik ¢imlenme ortamlarinda ¢ok spesifik
besin formiilasyonlar1 gerektirmektedir (Arditti, 1992). Bu nedenle, bir¢ok yetistirici
ve arastirmaci, lretim i¢in simbiyotik funguslari kullanmaktadir. Epifitik tropik
orkidelerin asimbiyotik sartlarda {iiretimi simbiyotik iiretime gore daha kolay
oldugundan dolay1 tropik orkide yetistiricileri iiretim i¢in simbiyotik ¢imlenme

yontemlerini kullanmamaktadir (Knudson, 1922).

Ilman bolgelerdeki karasal orkidelerin simbiyotik ¢imlenme etkilesimleri,
Tropikal epifitik orkidelerinkinden ¢ok daha iyi bilinmektedir (Rasmussen vd,
1990b; Rasmussen, 1992; Oddie vd, 1994; Zettler ve Mclnnis, 1994; Isahara vd,
2000; Johnson vd, 2007). Ancak Tropikal epifitik orkide tohumlarinin simbiyotik
¢imlenmesi icin olan teknikler, hem ticari hem de koruma amacli olarak bu

orkidelerin yetistirme basarisini arttirabilir.

Epifitik orkidelerin yaygin olarak Ceratobasidiaceae, Tulasnellaceaec ve
Sebacinales familyasindan Basidiomycetes fungus familyalar ile iligkili oldugu
goriilmektedir (Zettler vd, 2013). Epifitik orkidelerin yani sira acik habitatlar ve
ormanlardaki karasal orkidelerin Tulasnella, Ceratobasidium ve Sebacina
funguslartyla mikorizal iliski kurduklart bulunmustur (Taylor vd, 2002a; Shefferson
vd, 2005, 2007, 2008, 2010; Dearnaley, 2007; Suarez vd, 2008; Yagame vd, 2008;
Waterman ve Bidartondo, 2008; Cruz vd, 2010; Roche vd, 2010; Schatz vd, 2010;
Swarts vd, 2010; Wright vd, 2010).

Simbiyotik ve asimbiyotik ¢imlenme tekniklerinin tropikal epifitik orkide
iiretim programlarindaki basarisinin karsilastirilmast amaciyla yapilan c¢alismalarda
simbiyotik ¢imlenme epifitik orkidelerin ¢ogaltiminda bir araci olmakla kalmayip
(Clements vd, 1986; Dixon, 1987) hif olusturan funguslarin fizyolojik rollerinin
anlasilmasin1 da saglamaktadir (Zettler vd, 2007; Aggarwal vd, 2012; Bayman,
2012). Tehlike altindaki bircok orkide tiirii yaslanmaya bagli olarak yerli fide
yetistirilmesi ile kaybolmaktadir (Cribb vd, 2003). Bu durum orkide habitatlarinin
azaldigi yerlerde daha fazla gozlenmektedir. Orkide populasyonu o6zellikle
yetiskinlerin Oliimleri ve habitatlarin tahrip edilisine bagli olarak azalmaktadir
(Sahagian, 2000). Orkide tohumlar1 riizgarla uzaklara tasinabilmesine ragmen
tohumlarin biiylik ¢cogunlugu ana bitkinin yakininda yer almaktadir. Dogada, bir

orkide fidesinin yetiskin bir bitki haline gelmesi yillarca stirmektedir.
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Patates dekstroz agari, arpa misir unu agari, DoX-yeast agar1 gibi ortamlar
kullanilarak hazirlanan kiiltiirlerden ¢ok sayida orkide fungusu elde edilmektedir
(Burgeff, 1936; Curtis, 1939; Downie, 1959; Smith, 1966; Harvais ve Harley, 1967,
Warcup ve Talbot, 1967; Hadley, 1970; Warcup, 198la; Terashita vd, 1982;
Alexander ve Hadley, 1983; Marchisio vd, 1985; Currah, 1987).

Doku kiiltiirii yoluyla in vitro orkide iiretiminde ayrica 151k faktorii de 6nemli

rol oynamaktadir (Arditti ve Ernst, 1993).

Dogadaki orkide tiirlerinden endofitlerin izolasyonu ve teshisi doku kiiltiirtinde

basarili bir sonuca ulagsmada énemli bir biyolojik aractir.

Mikorizal funguslar tohum c¢imlendirme paketlerinin topraga goémiilmesiyle
veya bitkilerden elde edilebilir (Batty vd, 2001; Dearnaley vd, 2009). Nesli tikkenme
tehlikesi altindaki orkidelere verilen zarar kolonize gdvdeden kiigiik bir par¢anin
alinmasiyla en aza indirilebilir (Wright vd, 2009; Smith vd, 2010) ve funguslari izole
etmek icin en iyi zaman yaprak dokiimil ile ¢igeklenme arasindaki evre oldugu
gozlenmistir (Huynh vd, 2004). Izole edilen orkide dokularinin yiizey sterilizasyonu,
bakteri kontaminasyonu ve hizli biiyliyen Ascomycetes miktarini azaltmaktadir

(Huynh vd, 2009).

Orkide tiirleri, korunma altina alinmadikg¢a nesilleri neredeyse kesin bir yok

olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalmaktadir (Zettler, 2013).

Ozellikle orkideler icin iireme ve hayatta kalma ihtiyaclari icin bu bitkilerin
diger biyotik ajanlara (6rnegin, tozlayicilar, mikorizal funguslara) neslini devam
ettirmek icin iireme adaptasyonlar1 agisindan yeni stratejiler gelistirmek bir gorev

olacaktir (Zettler, 2013).

2014 CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of
Wild Fauna and Flora) uluslararasi tiirlerin kontrol listesine gore Dendrobium
friedericksianum Rchb. f. Dogu Tayland tropikal yagmur ormanlarinda bulunan yerli
epifitik bir orkidedir Glizel, parlak, altin sarisi c¢icekleri nedeniyle orkideler
toplayicilan etkilemekte ve Ornekler yasadisi ticaret icin yliksek talep goérmektedir
(Jalal vd, 2012). Orkideler yabani dogada asir1 otlatmalar, yasa dis1 toplamalar,
orman yanginlar1 sebeplerinden dolayr ciddi tehlike altinda bulunmaktadir

(Koopowitz vd, 2003).
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Orkide tiirlerinin {igte ikisi, epifitler ve litofitlerdir; kalan tglinciiyli igeren
karasal tiirler, ancak Diinya Koruma Birligi'ne (IUCN, 1999) gore soyu tiikenmis
tiirlerin neredeyse yarisi karasal otsu ¢ok yilliklardir (Swarts ve Dixon, 2009). Bu
nedenle, karasal orkideler, ozellikle mevcut iklim degisikligi senaryolar1 altinda,
tehdit edici islemlerin ¢oklugu nedeniyle daha biiyiik bir tilkenme riski yasama
olasilig1r olan bir yasam bi¢imi sinifin1 temsil eder (Swarts ve Dixon, 2009).
Orchidaceae, diger bitki familyalarina gore nesli tilkenmekte olan tiirler bakimindan
daha yiiksek bir orana sahip oldugundan farkli tiir ve bolgelerdeki Orkide Mikorizasi
topluluklarinin dogru bir sekilde anlasilmasi, koruma ve restorasyon stratejileri

gelistirmek i¢in énemlidir (Swarts ve Dixon, 2009).

Orkide populasyonlari, dogal yasam alanlarmin tahribati, siisleme ve ilag
kullanimi igin asir1 toplanmalari nedeniyle azalmaktadir (Huang, 2011). Tiirkiye’de
bunlara ek olarak salep iiretimi amaciyla bol miktarda orkide toplanmaktadir. Salep,
10 farkli cinsden 38 farkli orkide bitkisinden elde edilmektedir (Tamer vd, 2006).
Ozellikle Orchis, Anacamptis, Ophyris, Serapias, Himantoglossum ve Dactylorhiza
cinsleri salep iiretiminde kullanilmaktadir (Tamer vd, 2006). Yabani orkidelerin asir1
toplanmasi, topragin yikanmasi olaylar1 Orkidelerin tiir bollugunu ve dagilimini
sinirlandiric1 antropojenik tehdit edici siireclerin bir yansimasi olarak orkidelerde

nadirlik goriilmektedir (Koopowitz, 2001; Cribb vd, 2003).

Antropojenik siiregler, ayn1 zamanda, orkide populasyonlarini siirdiirmek i¢in
gerekli ¢evresel kosullart olumsuz yonde etkileyen c¢evresel ve habitat degisimini de

hizlandirir (Swarts ve Dixon, 2009).

Insan niifusunun artmas1 ve artan kentlesme, su kaynaklarina olan talebi
yogunlastirmakta ve sulak alan habitatlarinin azalmasina ve bozulmasina neden
olmaktadir (Malmqvist ve Rundle, 2002). Sulak alan orkideleri, mikorizal
simbyontlarin potansiyel olarak siirli mevcudiyeti nedeniyle cevresel bozulmaya
ozellikle duyarlidir. Karasal orkidelerin populasyonlarinin yok oluslari, cogu kez,
kentlesme ve diger insan etkilerinden kaynaklanan habitat kayb1 veya bozulmasinin
bir sonucudur (Cowden ve Shefferson, 2013). Bu durum Orchidaceae’nin diger
familyalara gore daha yliksek oranda tehdit altinda olan cins ve tiirlerinin oldugunu
gostermektedir (Pillon ve Chase, 2007). Orkide tiirlerinin tehtit altinda olmasindan

dolay1 farkl iilkelerde farkli 6nlemler alinmaktadir.
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Orchidaceae familyas1 CITES’te (Convention of international trade in
endangered species of wild fauna and flora=Nesli tehlike altinda olan yabani hayvan
ve bitki tiirlerinin uluslararasi ticaretine iliskin s6zlesme, 2014) koruma altina alinan

tiirler listesine dahil edilmistir (Cribb vd, 2003).

Orkidelerin ¢ogu nesli tiikenmekte olan tiirlerde uluslararasi ticaret
sozlesmesi’'nde (CITES) listelenmistir (Pant, 2013). CITES gibi uluslararasi
anlagmalar siirdiiriilebilir olmayan yasadisi toplanmalar1 belirgin sekilde azaltsa dahi
yasadis1 toplanmalar ve Ozellikle Orkidelerce zengin bdlgelerde dogal yasam
alanlarinin tahribati devam etmektedir (Koopowitz vd, 2003). Nepal’deki orkideler
nesli tiikenme tehlikesi altindadir (Subedi vd, 2013). Cinde; “Yerinde Koruma”
yoluyla hedef tiirler, orijinal habitatlar1 ve genetik cesitliligi degismeden koruma

altina alinmasi gerektigi diistiniilmektedir (Heywood ve Dulloo, 2005).

Japonya’da ise son 50 yilda, sulak alan habitat restorasyonu ile bitki koruma
yontemine karsi biiyiik ilgi duyulmakta ve yatirim yapilmaktadir (Nakamura vd,
2010). Tiirkiye’de Kuzey Anadolu (Kastamonu, Sinop), Giiney Anadolu (Mugla,
Antalya, Silifke), Giineydogu Anadolu, (Kahramanmaras, Gaziantep, Hatay) ve
Dogu Anadolu (Elazig, Van, Mus, Bitlis) bolgelerinde yayilis gosteren Salep
orkideleri ile ilgili olarak 9.10.1991 tarih ve 21016 sayili Resmi Gazetede yayinlanan
Dogal Cicek Soganlarmin Soékiimii, Uretimi ve Thracatina Ait Ydnetmelik ile ilgili
olarak Tarim ve Koy Isleri Bakanlig tarafindan yayinlanan tebligde Orkide (salep)

tiirlerinin ihracati tamamen yasaklanmistir (RG, 1991).

19 Temmuz 1998 tarth ve 23407 sayili Resmi Gazetede Dis Ticaret
Miistesarlig1 tarafindan yaymlanan Ihracat 96/31 Sayili Thraci Yasak ve On izne
Bagli Mallara iliskin Teblig'de Degisiklik Yapilmasina Dair Teblig ile de salebin

(toz, tablet ve her tiirlii formda) ihraci tamamen yasaklanmistir (RG, 1998).

Tiirkiye’de orkideler, yumrular: salep iiretiminde kullanildig1 icin 6zel dneme
sahiptir. Yumrularinin asir1 toplanmasi sebebiyle bircok tiir yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiyadir. Gerek ticari taleplere cevap verebilmek gerekse yok olma tehdidine
karsi onlem alabilmek amaciyla cesitli, yontemlerle iiretimleri {lizerinde yogun
arastirmalar yapilmaktadir (Ozkog¢ ve Dalci, 1994; Ozdener, 1994; Sazak ve
Ozdener, 2006; Steinfort vd, 2010).
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Tohumdan tiretim ¢ogunlukla fungus kullanilarak (simbiyotik) ya da fungus
kullanilmadan (asimbiyotik) yapilmaktadir (Magrini vd, 2012). Her iki yontemde de
basarili sonuglar alinsa da asimbiyotik yontem ile elde edilen fidelerin dogal ortama

adaptasyonu biiyiik 6l¢iide basarisizlikla sonu¢lanmaktadir (Mala vd, 2017).

Tohumlarin uygun bir fungus ile inokiile edilmesine dayanan simbiyotik
yontem ile elde edilen fidelerin dogaya adaptasyonunun daha basarili oldugu

belirtilmektedir (Rasmussen, 1995; Mala vd, 2017).

Orkide tiirlerinin sayisi, dogada diisiik yayilma orani ve dogadan siirekli
toplanmalarindan dolay1 hizla azalmaktadir. Ornegin; Biiyiik Selvi Havzas1 ekolojik
bolgesindeki hayalet orkide dogal yasam alanlarinin korunmasi iiretim igin ¢ok
onemli olacaktir. Dendrobium, Orchidaceae familyasinda diinya ¢apinda 1000 tiirle
temsil edilen en biiyiik cinslerden biridir (Leitch vd, 2009). Uygun fungus bulunusu
orkide tiirlerinin cografik yayilisi, ekolojik nisi ve habitat secimini etkilemektedir

(Swarts vd, 2010; Jacquemyn vd, 2012; McCormick vd, 2012).

Dendrobium orkidesi 6nemli bir bahgecilik iriiniidiir ve hasat sonrasi yasam
uzunlugu yil boyunca kullanilabilirligi, sekli, boyutlari, c¢icek rengi yelpazesinin
fazlalig1 ve ¢igekli bolluga sahip olusuyla popiilerligi sayesinde ticareti yapilmaktadir
(Hossain, 2011). Pek ¢ok Dendrobium cinsinin neslinin tiikendiginden
stiphelenilmektedir. Cesitli amaglarla asir1 toplanmasi, habitatlarinin yok edilmesi bu
bitkileri, giderek artan siddette tehdit altina almaktadir. Bu tiirlerin dikkatsiz

toplanmasi, ciddi genetik ve ekolojik erozyona neden olmustur.

Doku kiiltiirii teknikleri, son on yil i¢inde ticari olarak 6nemli bir¢ok orkidenin
¢ogalmasi ig¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Chen ve Chang, 2000; Chen ve
Chang, 2004). Knudson (1922) bir asimbiyotik ¢imlenme teknigi gelistirdiginden,

artan sayida orkide tiiri tiretilmistir.

Dogal habitatlarin restorasyonu, tohum bankalarinin olusturulmasi, dogal ve
milli parklarin korunmasi gerekmektedir. Orkidelerin tohumlarini barindiran bir
kapsiilde binlerce tohum bulunmakta ve orkidelerin toz benzeri tohumlari, tiirlerinin
korunmasma imkan saglamaktadir. Orchidaceae familyas: ciddi tehlike altindaki
diinya ¢apinda yayilis gosteren ve koruma altina alinan bir bitki familyasi1 olmakla
beraber, Tiirkiye’de orkide tohum bankasi yoktur. izinsiz ve kagak toplanmasina izin

verilmemelidir.
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Salep Eylem Planm1 (2014) ve Salep Eylem Plami (2018).bildirilerine gore
bilimsel arastirmalarda kullanilmasi i¢in gen bankalari olusturulmalidir. Salep’in
kiiltiire alinmas1 hususundaki ¢alismalar i¢in en 6nemli tedbir, orkidelerin gen tiir ve
toplum zenginliginin korunmasidir. Laboratuvarda ¢imlendirilen tohumlar fide haline
geldikten sonra dogal ortamlarina aktarilmalidir. Saglikli orkide fertlerinin genleri
cogaltilmalidir. Gen kaynagi olarak orkide tohum bahgeleri kurulmalidir. Yerel
halkin ve kaynak yoneticilerinin egitimi ve farkindaliklarinin artirilmasi neticesinde
bu 6nemli dogal kaynagin yonetimi daha da kolaylasacaktir. Salebin kiiltiiriine ve
dogal ortaminda gelistirilmesine doniik yapilan ¢alismalar neticesinde elde edilecek

deneyim ve bulgular genis alanlarda iiretimini miimkiin kilacaktir.

Orchis sancta Lindley Tiirkiye’de Ege ve Akdeniz bolgesinde yayilis gésteren
ve salep yapimi igin yumrulari en fazla toplanan tiirlerden biridir.(Kreutz, 2002;
Kreutz, 2009; Tutar vd, 2017). Ayrica diger orkide tiirlerinden farkli olarak her yil
birden fazla yeni yumru tiretebilmektedir (Sezik, 1984; Oguz vd, 2005; Tekinsen ve
Giiner, 2010).

Ege ve Akdeniz’de yayilis gdstermesinden daha oncelerde Avrupa ve Bati
Asya orkidelerinin yumrular: Tiirkiye, Yunanistan ve iran’da salep yapimi amaciyla
kullanilmistir. Bu amagla her yil yumrularin asir1 toplanmasi sebebiyle yumrulu
orkidelerin bircogu yok olma tehdidi ile kars1 karsiya kalmaktadir. Ne yazik ki heniiz
kiiltiire alinamamigtir. Tohumdan {iretim ¢alismalar1 ticari amaca cevap

verememektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada kullanilan Orchis sancta tiiriine ait bitki 6rnekleri Ege Universitesi
Tarimsal Aragtirma Enstitiisii’'nden alinarak simbiyotik tohum ¢imlenme deneyi
amaciyla hazirlanan modifiye yulaf ortaminda tohumlar1 3 ay siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Oncelikle Orchis sancta’nin koklerinden izole edilen fungus ile Mutlu
(2014) tarafindan domatesin koklerinden izole edilen Rhizoctonia solani AG A
izolatlart modifiye yulaf ortamina asilanmigtir. Daha sonra Orchis sancta’nin
tohumlart modifiye yulaf ortamina asilanmistir. Modifiye yulaf ortaminda bulunan

uygun fungus ile basarili bir ¢imlenme saglanmistir.

2.1. Arastirmada Kullanilan Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Teshislerinin

Yapilmasi

Bu arastirmada Orchis sancta (L.) tiiriine ait bireylerin koklerinden mikorizal
funguslari izole etmek icin ¢icekli asamadaki bitkiler ve ¢imlendirme deneyleri i¢in
bu orkidenin tohumlar1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden temin edilmistir.
Kuru meyve Kkapsillerinden ¢ikarilan tohumlar kahverengi siselere konup

buzdolabinda saklanmustir.

2.2. Arastirmada Kullanilan Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmasi

Fungus kiiltiir ortam olarak FIO (Fungus Izolasyon Ortami) ve PDA (Patates

Dekstroz Agar) hazirlanmistir. Besin ortamlarinin igerigi ise su sekildedir.

2.2.1. Fungus izolasyon ortam

Orkide koklerinden mikorizal funguslarin izolasyonu i¢in kullanilan besin ortami

Clements vd (1986)’ya gore hazirlanmistir.
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Besin ortamlarinin igerigi ise su sekildedir:

Cizelge 2.1. Fungus izolasyon ortami1

Cozelti Bileseni Miktar
Ca(NOs3),.4H,0 0,5¢gr
(Kalsiyum Nitrat)

KH2PO,4 0,2 gr
(Potasyum Dihidrojen

Ortofosfat)

KCI (Potasyum Kloriir) 0,1qgr
MgSO, (Magnezyum 0,19r
Siilfat)

Yeast Ekstrakt 0,19r
Siikroz 5,0gr
Agar 10,0 gr
Distile Su 1000 ml
pH 9,5

Laboratuvarda kullanilan yiiksek sicakliga dayanikli temper camdan iiretilmis bir
siseye hazirladigimiz ¢ozeltinin miktarina gore yarisi 6lgtlistinde (1000 ml ¢ozelti icin
500 ml saf su, 500 ml ¢ozelti i¢in 250 ml saf su, 250 ml ¢ozelti i¢in 125 ml saf su)

saf su koyulmustur.

Siikroz (Bioshop) ve agar (HMEDIA) disinda ¢ozeltiyi olusturan ¢6ziinen
maddelerin miktarlar1 hassas terazide her biri i¢in ayri ayri1 Olgiildiikten sonra
tamamen ¢oziinene kadar sisedeki su ile karistirildi. Yeast ekstrakt (Maya ekstrakti)
maddesinin tartilip Slgiilerek sisedeki suya eklenmesi ile ¢ozeltinin hacmi 1000
ml’ye tamamlanmistir. pH metreyle (WTW pH315i1, Eksper) ¢ozeltinin pH’s1 5,8’e

ayarlanmustir.

Cozelti pH’s1 5,8’e ayarlandiktan sonra siikroz (Bioshop) ve agar (HMEDIA)
sirayla tartilarak ¢ozeltiye eklenmistir. 1,5 Atm basing altinda, 121°C sicaklikta 30
dakika siireyle otoklavda (NUVE L 60) steril edilme islemi gergeklestirildi.
Otoklavin sicakligi 121°C’den yaklasik 50°C’ye distigiinde i¢i %70’°lik alkolle
silinerek 15 dakika UV 1s18a maruz birakilarak steril edilen kabinde (NUVE LN 90)
steril petrilere (ISOLAB 90/17 mm) dokiilmiistiir.
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2.2.2. Patates dekstroz agar ortamm

Fungus kiiltiir ortam olarak kullanilan PDA hazirlanmistir.

Besin ortamlarinin igerigi ise su sekildedir:

Cizelge 2.2. Patates dekstroz agar ortami

Cozelti Bileseni Miktar
Patates Dekstroz Agar 39 gr
Distile Su 1000 ml

Yiksek sicakliga dayanikli otoklavlanabilen temper camdan yapilmis bir erlen
mayerde hazirlanmasi1 gereken miktara gére 1000 ml distile su i¢in 39 gr Patates
Dekstroz Agar eklendi. 121°C sicaklikta 1,5 atm basingta 60 dk siireyle otoklavda
(NUVE L 60) otoklavlanarak steril edilmis ve steril kabinde (NUVE LN 90) steril
petrilere (ISOLAB 90/17 mm) dokiilmistiir.

2.2.3. Tohum cimlendirme ortam

Tohum ¢imlendirme ortami olarak Clements vd (1986)’nin Modifiye Yulaf Ortami
kullanilmistir. Modifiye Yulaf Ortaminin igerigi Cizelge 2.3’te gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Modifiye simbiyotik yulaf ortami1

Cozelti Bileseni Coziinen Miktar
Ca(NOs3),.4H,0 0,2 gr
(Kalsiyum Nitrat)

KH,PO4 0,2 gr
(Potasyum Dihidrojen

Ortofosfat)

KCI (Potasyum Kloriir) 0,1gr
MgSO, (Magnezyum 0,1qr
Siilfat)

Yeast Ekstrakt 0,1gr
Siikroz 2,0 gr
Agar 10,0 gr
Distile Su 1000,0 ml
pH 5,8
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1 litre ¢ozelti hazirlamak i¢in bir cam siseye 500 ml distile su konulmustur. Cizelge
2.3’teki agar (HMEDIA) ve siikroz (Bioshop) disindaki kimyasal maddeler
tartildiktan sonra sirayla cam siseye eklenmistir. Cozelti olusturmak igin siseye
eklenen maddeler ¢alkalanarak ¢ozdiiriilmiis ve siradaki diger maddeler eklenerek
¢ozdiirilmistiir. 1 litre ¢ozelti hazirlamak igin agar (HMEDIA) ve siikroz (Bioshop)

disindaki kimyasal maddeler eklendikten sonra pH 5,8’e ayarlanmustur.

Cozeltinin pH’1 5,8’e¢ ayarlanarak agar (HMEDIA) ve siikroz (Bioshop)
tartildiktan sonra c¢ozeltiye eklenmistir. Hazirlanan 1 litrelik ¢ozelti otoklavda
(NUVE L 60) 121°C sicaklikta 1,5 atm basing altinda 2 saat siireyle steril edilmistir.
Modifiye besiyeri simbiyotik kiiltiir tiiplerine esit miktarda dokiiliip tiiplerin agizlari
¢ift katli Aliminyum folyo ile kapatilmistir. Simbiyotik kiiltiir tiipleri tekrar
otoklavda (NUVE L 60) 121°C sicaklikta 1,5 atm basing altinda 2 saat siireyle steril
edilmistir. Otoklavlanma siiresi tamamlaninca simbiyotik kiiltiir tiipleri 45°°1ik aciyla

tahta bir blogun tlizerinde katilagsmaya birakilmislardir.

2.3. Koklerden Fungus izolasyonunun Yapilmasi

Ege Universitesi Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'ndeki iiretim sahasindan toplanan
Orchis sancta (L.) bireylerine ait taze kok ornekleri laboratuvara getirildikten sonra
toprak kalintilarindan arindirilmak amaciyla akan musluk suyu altinda kok
sistemlerine zarar verilmeden yikanarak % 1,5’luk NaOCI (Sodyum Hipoklorit) ile
sterilize edilmis ve steril saf su ile steril kabinde (NUVE LN 90) 3 kez

durulanmustir.

Steril kokler steril kabinde (NUVE LN 90) kiiciik pargalara ayrilip i¢inde
fungus izolasyon ortami bulunan petrilere yerlestirilmistir. Bu islemden 1 hafta sonra
fungus izolasyon ortaminda kok kesitinden petri kabinin cevresine dogru gelisen
hifal zonun u¢ kismindan steril kabinde (NUVE LN 90) steril igne seti yardimiyla
parca alinip yeni fungus izolasyon ortami iceren petri kaplarina aktarilarak
saflagtirilmistir. Numuneler 25°C’°de inkiibe edilmistir. Saf kiiltiiriin uzun siire
saklanabilmesi i¢in i¢inde fungus izolasyon ortami bulunan stok tiiplerine saf kiiltiir
astlanmistir. Fungus hifleri stok tiipiiniin i¢ini tamamen doldurunca +4°C’de
buzdolabina almmistir. R. solani AG A, Mutlu (2014) tarafindan domatesin
koklerinden izole edilen patojen bir fungustur. Calismamizda simbiyotik ¢imlenmeyi

onemli Olgtide tesvik etmistir.
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Fungus kiiltiir koleksiyon ortaminda saklanan R. solani AG A izolat1 uygun
kosullarda saklandigi takdirde canliligimi kaybetmezken koklerden izole edilerek

alian funguslar bitkinin sindirmesi sonucu canliligini kaybetmektedir.

Fungus Izolasyon ortaminda uzun siire kalan hifler de aym sekilde canliligini
kaybetmektedir. Canli hif yumaklarina sahip kok parcalarindan zaman kaybetmeden

fungus izolasyonu yapilmistir.

2.4. Tohumlarin Yiizeysel Sterilizasyonu

Tohumlar bir damla Tween 80 ile % 1,5’luk NaOCI (Sodyum Hipoklorit) i¢erisinde

15 dk boyunca yiizeysel sterilizasyon yapilmis ve steril saf su ile yikanmistir.

2.5. Orkide Tohumlarinin Cimlenme ve Gelismesi Uzerine Fungal izolatlarinin

Etkisinin Belirlenmesi

2-3 cm”lik kurutma kagitlar arasma bir miktar tohum konulmus ve u¢ kisimlar
dikilerek paketler hazirlanmistir. Bu tohum paketleri 1 damla Tween 80 ve % 1,5
‘luk NaOCl (Sodyum Hipoklorit) ¢ozeltisi bulunan bir kavanozda 15 dk siireyle
steril edilmistir. Steril hava kabininde (NUVE LN 90) tohum paketleri 15 dk
sonunda 3 ayn steril saf su iceren kavanozlara alinmis ve sirayla calkalanarak

camasir suyundan arindirilmistir.

Tohum paketleri steril hava kabininde (NUVE LN 90) steril bir cam petride
steril igne seti yardimiyla agilmistir. Paketlerden steril 6ze ucu ile alinan tohumlar
simbiyotik deney tiiplerine ekilmistir. Simbiyotik tiiplere ekim isleminin ardindan
tiiplerin agz ¢ift kath aliiminyum folyo ile kapatilmigtir. Karanlikta 1 hafta siireyle
25+2°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.

F-Snctl (O. sancta’dan Rhizoctonia benzeri izolat) ve R. solani AG A (Mutlu,
2014) izolatlar1 1 hafta sonra tohumlarin bulundugu simbiyotik deney tiiplerine steril
kosullarda Simbiyotik deney tiipleri 3 ay siireyle iklimlendirme odasinda 16:8
aydinlik/karanlik fotoperiyodunda inkiibe edilerek ¢imlenme ve fide gelisimlerinin
saymmina tohum ekiminden onbes giin sonra baslanmis olup ilk {i¢ sayim 48 saat ara
ile yapilmig ve gozlemler bir deftere kaydedilmistir. Daha sonra sayimlar 9-10 giin
ara ile devam etmis ve 3 ay sonra yiizde ¢imlenme ve gelisme sathalarina ulagma

oranlar1 her deney serisinde hem ortalama hem de % olarak hesaplanmustir.
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Her bir fungus ile yapilan ¢imlendirme testleri ve kontrol uygulamalar: iki
bagimsiz deney ve lger tekrarli olarak gerceklestirilmistir ve SPSS: istatistik
programi (Statistical Pack age for the Social Sciences) kullanilarak ¢imlenmeler
arasinda anlamli bir fark olup olmadigi belirlenmistir. Tohum ¢imlenmesinden fide
olusumuna kadar ger¢eklesen gelisme sathalar1 Steward ve Zettler (2002) tarafindan

belirtilen 0-5 dereceli gelisme indeksine gore asagidaki gibi gruplandirilmistir.

Cizelge 2.4. Cimlenme agamalar1 (Steward ve Zettler, 2002)

Cimlenme Asamasi Aciklamasi
0 Embriyolu ¢imlenmemis tohum
1 Tohum kabugu kirilmis
2 Epidermal tiiyler (rhizoid) gelismis
3 Siirgiin 6nciisii olusmus protokorm
4 [k gergek yaprakl: fide
5 Yaprakli ve koklii tam fide

2.6. Hifal Biiyiimenin Mikroskobik Incelenmesi

25°C oda sicakliginda petri kaplarinda fungus izolasyon ortaminda funguslarin hif
uzunluklart 3-4 mm oluncaya kadar funguslar gelismeye birakilmistir. Isik
mikroskobu i¢in steril bir mikroskop lami1 (76x26 mm) ve lamel (24x50 mm)

hazirlanmistir.

Hifal u¢ biiylimenin izlenebilmesi i¢in hifal zonun c¢evresinden miselyum
kisimlar1 ¢ikarilmistir. Orchis sancta (L.)’nin koklerinden izole edilen Orchis sancta
(L.) ¢imlendirici Rhizoctonia benzeri izolatinin hifal uglar1 151k mikroskobuyla
incelenmistir. Septat fungusu olan Basidiomycetes’lerde biiyiliyen hifal uglarla iligkili
apikal bir govde bulunmaktadir. Funguslarin hiflerinde biiylime zonu merkezden
gcevreye dogru biiylime apeksinin yuvarlanmasiyla gergeklesmistir. Hiflerin
yogunlastig1 yerlerde monilioid hiicreler bulunmustur. Fungus izolatinda Rhizoctonia

benzeri hif 6zellikleri ve monilioid hiicrelerin varligi goriilmiistiir.
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2.7. Simbiyotik Kiiltiir Ortaminda Gelisen Fidelerin Sera Ortamina Aktarilmasi

Modifiye yulaf besiyeri olan simbiyotik tiiplerde gelisen fideler toprak ve perlit

karisimindan olusan toprak igeren saksilara aktarilmistir.

2.8. Cimlenme ve Gelisme Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

3 ay stireyle takip edilen tiiplerdeki tohumlarin ¢imlenme asamalar1 Cizelge 2.4.’te
belirtilen Steward ve Zettler (2002)’nin 0-5 dereceli gelisme indeksine gore
binokiiler 151k mikroskobu altinda go6zlemlenerek Sonuglar 48 saatte bir
kaydedilmistir. Her bir evredeki tohum sayilar1 hesaplanarak % olarak ifade

edilmistir.
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3. BULGULAR

Orchis sancta tohumlarinin iki fakli fungal izolatin in vitro kosullarda simbiyotik

¢imlenme ve fide gelisimi tizerine etkileri arastirilmistir.

Istatistiksel analiz igin fungus tiirleri, cimlenen tohumlarin ¢imlenme evreleri
ve protokorm evresinden fide evresine ulasanlarin sayist kullanilmistir. Cimlenme
modelini etkileyen faktorleri test etmek igin varyans analizleri (SPSS analiz
programi) kullanilmistir. Simbiyotik ¢imlenme ortamlarinda tohumlarla kiiltiire
alman F-Snctl ve F R. solani AG A izolatlar1 arasinda ¢imlenmeyi etkileme

bakimindan bir farklilik olup olmadigin1 belirlemek i¢in ANOVA testi yapilmistir.

3.1. Mikorizal Funguslarin Tohum Cimlenmesine Etkisi

Cizelge 3.1°de goriildiigii lizere O. sancta tiiriine ait bireylerin koklerinden izole
edilen fungus F-Snctl hem tohum ¢imlenmesini hem de fide gelisimini tesvik etmis
ve 3 aylik ¢cimlenme ve gelisme periyodu sonunda % 73,97 oraninda ¢imlenmis ve %
5,351 koklii ve gercek yaprakli fide asamasina ulagsmistir. Domates koklerinden izole
edilen R. solani AG A izolati da hem tohum ¢imlenmesini hem de fide gelisimini
tesvik etmistir. Fakat F-Snctl ile kiyaslandiginda R. solani AG A ile elde edilen
¢imlenme oranit F-Snctl ile elde edilen ¢imlenme oraninin yaklasik yarisi kadar
olmustur. R. solani AG A ile elde edilen kokli fide (5. Safha) oran1 da F-Snctl ile

elde edilen fidelerin yaklasik yaris1 kadar olmustur.

Cizelge 3.1. Orchis sancta tohumlarinin ¢gimlenme ve fide gelisimi tizerine etkileri

Gelisim Safhalari (%)
0 1 2 3 4 5

Cimlenme (%)

15,49+ 74,49+ 8,42+ 1,57+ 0,00£0 0,00+

893a 1028 536a 38 000 000p 0006100

Kontrol

R. solani 15,03+ 50,2541 23,72+ 551+ 2,59+ 287+

AG A 6.87a  868ab 1059 434b 159b 190p -+71¥19.80b

1,66+ 24,35+ 17,9+ 34,36+ 16,26+ 5,35+

F-Snctl  o'a7px  2140c%  497a* 21672 10.14a 3.65a*% 73,0724.26a*

+: Standart sapma. * p 0.05 seviyesinde 6nem derecesini ifade etmektedir.
Benzer harfler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.
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Cizelge 3.1°de goruldigi tizere F-Snctl ve R. solani AG A izolatlar1 ile
inokiile edilen tohumlarin 3 ay sonunda farkli oranlarda koklii ve yaprakli fide
asamasina ulastiklari, fungus igcermeyen ortamda (kontrol grubunda) ise birkag

tohumda siirgiin Onciisii olustugu fakat daha ileri safthaya ulasamadigi belirlenmistir.

Bu sonu¢ O. sancta tohumlarmmin ¢imlenmesinde orkide-fungus arasinda
spesifik bir iliski olmadigmi isaret etmekte olup tohum c¢imlenmesi i¢in uygun

fungusun birden fazla olabilecegini gostermektedir.

Cizelge 3.2. Fungus tiirlerinin ¢imlenme evreleri iizerine etkisinin ortalamalar
yoniinden karsilastirilmasi

Fungus Tiirleri GO evresi
Kontrol grubu Ab

F R. solani AG A a
F-Snctl b”

Cizelge 3.2’de fungus tiirlerinin ¢imlenme evresi tizerine etkilerinin
ortalamalar yoniinden ikili karsilagtirllmalar1 goriilmektedir ve sonuglardan da
goriildiigli tizere fungus tiirlerinin GO ¢imlenme evresi iizerindeki etkisinin
ortalamalar yoniinden anlaml bir farklilik olmasinin sebebi F R. solani AG A ile F-

Snctl arasinda anlamli bir farklilik olmasidir.
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Steward ve Zettler, 2002°de belirtilen 0-5 dereceli gelisim
indeksine gore O. sancta tohumlarinin gelisim asamalari

Sekil 3.1. Orchis sancta (L.) tohumlarinin 3. ayin sonunda fungus igermeyen kontrol
grubu, F-Snctl ve F R. solani AG A izolati igeren deney gruplari
arasindaki ¢imlenme aktivitesinin karsilastirilmasi

Sekil 3.1°deki grafikte goriildiigii tizere F R. solani AG A ve O. sancta’nin
kendi koklerinden izole edilen F-Snctl izolatlarinin ¢imlenme ve fide gelisimin

uyardig fakat F-Snctl izolatinin daha yiiksek oranda etki ettigi belirlenmistir.
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Steward ve Zettler (2002)’de belirtilen 0-5 dereceli gelisim
indeksine gore O. sancta tohumlarinin gelisim asamalari

Sekil 3.2. Orchis sancta (L.) tohumlarinin 3. ayin sonunda fungus igermeyen kontrol
grubu ile F R. solani AG A izolati igeren deney grubu arasindaki
¢imlenme aktivitesinin karsilagtirilmasi

Sekil 3.2°deki grafikte goriildiigii iizere R. solani ile elde edilen kokli fide
orani (5. Satha) oran1 F-Snctl ile elde edilen fidelerin yaklasik yaris1 kadar olmustur.
R. solani AG A ile karsilastirildiginda kontrol grubunun ¢imlenmede daha az etkili
oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda R. solani AG A’nin

cimlenmede daha etkili oldugu goriilmektedir.

O. sancta tohumlarinin F R. solani AG A izolati ile ¢imlendiginde %
34,71’inin ¢imlendigi ve c¢imlenen orneklerden % 2,87’sinin fideye doniistiigii
gozlenmistir. Fungus icermeyen kontrol grubuna ait simbiyotik tiiplerde

¢imlenmenin olmadig1 ve protokorm olugmadig: belirlenmistir.
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O. sancta ile yapilan denemelerde kullanilan izolatlarin ¢imlenmede basarili
sonuglar vermesi g¢imlenme i¢in O. sancta’nin uygun fungus spesifikligi

gostermedigini ortaya koymaktadir.

O. sancta tohumlarmin fungus ile inokiile edilmedigi kontrol grubunda
% 10’unun G3 evresine kadar ¢imlendigi ve ¢imlenen 6rneklerden % 0’1nin fideye

doniistiigli gdzlenmistir.

LK
+ F-scntl

Her bir ¢cimlenme evresindeki tohum yiizdesi (%)

Steward ve Zettler (2002)’de belirtilen 0-5 dereceli gelisim
indeksine gore O. sancta tohumlarinin gelisim agamalari

Sekil 3.3. Orchis sancta (L.) tohumlarinin 3. ayin sonunda fungus icermeyen kontrol
grubu ile F-Snctl izolati iceren deney grubu arasindaki c¢imlenme
aktivitesinin karsilastirilmast

Sekil 3.3’teki grafikte goriildiigi izere O. sancta tohumlarinin F-Snctl izolati
ile inokiile edildiginde % 73,97’sinin ¢imlendigi ve ¢imlenen orneklerden %

5,35’inin fideye doniistiigli gdzlenmistir.
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F-Snctl ile karsilastirildiginda kontrol grubunun ¢imlenmede daha az etkili
oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda F-Snctl’in ¢imlenmede
daha etkili oldugu goriilmektedir.

Fungus icermeyen kontrol grubuna ait simbiyotik tiiplerde ¢imlenmenin
olmadigt ve protokorm olusmadigi belirlenmistir. Orkide-fungus mikorizal
etkilesiminin, protokorm olusturma yilizdelerine pozitif etkilerinin oldugu
gozlenmistir.

Orkide-fungus mikorizal etkilesiminin siirgiin uzamasi, yaprak olusumu ve kok
uzamasi iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. En yiiksek siirgiin uzamasi F-Snctl
iceren ortamda 2,7 cm ile gozlenmistir. En yiiksek kok uzamasi F-Snctl iceren
ortamda 1,5 cm ile gozlenmistir. Yaprak sayisi en fazla olan fidenin F-Snctl iceren

ortamda gelistigi ve 4 yaprak bulundurdugu belirlenmistir.

3.2. Kullanilan Fungal izolatlarin Morfolojik Incelenmesi

O. sancta bitkisinin kok kisimlarindan yapilan ilk izolasyon sonucunda elde edilen F-
Snctl kod adli fungusun morfolojik incelemeleri sonucunda Rhizoctonia benzeri bir
fungus oldugu belirlenmistir. F R. solani AG A ve F-Snctl funguslarinin morfolojik
incelemeleri sonucu saptanan hif yapilart ve monilioid yapilart Sekil 3.5 ve

Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Sekil 3.4. A) F-Snctl izolati i¢in ayrilan canli hif yumaklarmi bulunduran kok
ornekleri

B) Kok enine kesitinde incelenen canli hif yumaklarmin binokiiler 1s1k
mikroskobu goriintiisii
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Araziden alindiktan sonra zaman kaybetmeden kok ornekleri akan musluk suyu
altinda tizerindeki toprak kalintilarindan arindirilarak canli hif yumaklarit bulundurup
bulundurmadigr 151k mikroskobu altinda incelendiginde kok korteksinde
konumlandigina bakilarak belirlenmis ve uzun siire saklanmasi i¢in fungus izolasyon

ortamina asilanmistir.

Sekil 3.5. F R. solani AG A izolatlarinin 1s1k mikroskobu goériintiisii
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Sekil 3.6. F-Snctl izolatinin 151k mikroskobu goriintiisii

Orchis sancta tohumlarmin in vitro simbiyotik ¢imlenmesinde kullanilan
F-Snctl ile F R. solani AG A fungal izolatlarin morfolojik 6zellikleri Sekil 3.5 ve
Sekil 3.6’da gosterilmistir.

3.3. Fide Gelisimi

Fungal izolatlarin tohumlarin bulundugu simbiyotik kiiltiir ortamina asilanmasindan
15 giin sonra tohum kabugu c¢atlamis ve protokorm olusumu goriilmiistiir. 3 ay
sonunda ¢imlenen tohumlar tam bir fide olusturmustur. 3 ay sonunda olusan fidelerin

kok ve yaprak sayilari ile uzunluklar Cizelge 3.3’te gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3. 3 ay sonunda olusan fidelerin kok ve yaprak sayilari ile uzunluklarinin
farkli izolat tiirlerine gore karsilagtirilmasi

F-Snctl izolat1 ile cimlenen F R. solani AG A izolati ile

tohum ve gelisen fide cimlenen tohum ve gelisen fide
Kok sayis1 1 1
En uzun kok 1,5cm 0,7cm
uzunlugu
Yaprak sayisi 2 2
En uzun yaprak 2,7cm 1,9cm
uzunlugu

vaprak

yaprak bazah

yumrulu kék

Sekil 3.7. Tam bir Orchis sancta fidesinin genel kisimlari
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Sekil 3.8. F-Snctl izolati inokiile edilen simbiyotik tiiplerde ¢imlenen Orchis sancta
tohumlar1

F-Snctl izolat1 ile ¢imlendirilen O. sancta tohumlarinin % 73.97’sinde G2 ve
daha ileriki gelisme evreleri goriilmiistiir. Cimlenme sonucu tohumlarin % 5,35°1 ise

koklii ve gercek yaprakli fide asamasina ulagsmustir.
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Sekil 3.9. F R. solani AG A izolat1 inokiile edilen simbiyotik tiiplerde ¢imlenen
Orchis sancta tohumlari

F R. solani AG A izolat1 ile ¢imlendirilen O. sancta tohumlarinin % 34.71’inde
G2 ve daha ileriki gelisme evreleri goriilmiistiir. Cimlenme sonucu tohumlarin %

2,87’s1 1se koklii ve gercek yaprakli fide asamasina ulagmistir.
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Sekil 3.10. 3 aylik periyodun sonunda F R. solani AG A izolath simbiyotik kiiltiir
ortamindan topraga aktarilan Orchis sancta fideleri

F-Snctl ile karsilastirildiginda F R. solani AG A ile elde edilen ¢imlenme orani
% 34,71 ile F-Snctl’inkinin yaklasik yarisi kadar olmustur. En uzun koklii fidenin

kok uzunlugu 0,7 cm ve en uzun yaprakli fidenin yaprak uzunlugu 1,9 cm’dir.

Sekil 3.11. 3 aylik periyodun sonunda F-Snctl izolath simbiyotik kiiltiir ortamindan
topraga aktarilan Orchis sancta fideleri

F R. solani AG A ile karsilastirildiginda F-Snctl ile elde edilen ¢imlenme orani
% 73,97 ile F R. solani AG A’nin yaklasik iki kati kadar olmustur. En uzun kokli
fidenin kok uzunlugu 1,5 cm ve en uzun yaprakli fidenin yaprak uzunlugu 2,7

cm’dir.
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4. TARTISMA

Tiirkiye’de orkideler, yumrulari salep iiretiminde kullanildigi icin 6zel Oneme
sahiptir. Yumrularinin asir1 toplanmasi sebebiyle birgok tiir yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiyadir. Gerek ticari taleplere cevap verebilmek gerekse yok olma tehdidine
kars1 onlem alabilmek amaciyla c¢esitli, yontemlerle iiretimleri {izerinde yogun
arastirmalar yapilmaktadir (Ozkog ve Dalci, 1994; Ozdener, 1994; Sazak ve
Ozdener, 2006; Steinfort vd, 2010). Tohumdan iiretim g¢ogunlukla fungus
kullanilarak (simbiyotik) ya da fungus kullanilmadan (asimbiyotik) yapilmaktadir.
Her iki yontemde de basarili sonuglar alinsa da asimbiyotik yontem ile elde edilen
fidelerin dogal ortama adaptasyonu biiyiik Slgiide basarisizlikla sonuglanmaktadir
(Mala vd, 2017). Tohumlarin uygun bir fungus ile inokiile edilmesine dayanan
simbiyotik yontem ile elde edilen fidelerin dogaya adaptasyonunun daha basarili

oldugu belirtilmektedir (Rasmussen, 1995; Mala vd, 2017).

Calismamizda kullanilan orkide tiiri ve diger orkide tiirleri iizerinde 6nceki
yillarda farkli arastirmacilar tarafindan yapilmis arastirmalar bulunmaktadir.
Bozdemir vd (2018) tarafindan Orchis sancta (L.) tohumlarinin farkli karbonhidrat
cesitleri bulunan kiiltiir ortamlarindaki asimbiyotik ¢imlenme calismalarinda en iyi
c¢imlenme oraninin maltoz iceren asimbiyotik ortamda gercgeklestigi ortaya

konmaktadir.

Bozdemir vd (2018) tarafindan Orchis sancta (L.) tohumlarinin asimbiyotik
¢imlenme ¢alismalarindan elde edilen sonuglar ile bu tez ¢alismasindan elde edilen
sonuglar karsilastirildiginda O. sancta tiirliniin asimbiyotik ve simbiyotik ¢imlenme

protokolleri lizerine diizenlemeler yapilabilir.

Benzer sekilde Bektas vd (2013) tarafindan her birinde % 2 siikroz bulunan
OM (Orchimax medium), POMM (Phytamax orchid multiplication medium), KCM
(Knudson C orchid medium) ve LM (Lindeman orchid medium) olmak tizere 4 farkli
temel ortamda Orchis coriophora tohumlariin asimbiyotik ¢imlenme ¢alismalarinda
en etkili ¢imlenme oram1 % 27,4 ile OM ortaminda gozlenmis ve asimbiyotik
¢imlenme basariyla gergeklestirilmistir. Bektas vd (2013) tarafindan Orchis
coriophora tohumlarindan asimbiyotik ¢imlenme ile yaprakli ve koklii tam bir fide
tretimi  gergeklestirilmis olup bu arastirmada ise Orchis sancta tohumlarindan

simbiyotik ¢imlenme ile yaprakli ve koklii tam bir fide tiretimi gergeklestirilmistir.
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F R. solani AG A ve O. sancta’nin kendi koklerinden izole edilen F-Snctl
izolatlarmin ¢imlenme ve fide gelisimin uyardigi fakat F-Snctl izolatinin daha
yiikksek oranda etki ettigi belirlenmistir. F R. solani AG A izolatinin, Spiranthes
spiralis tohumlarinin ¢imlenme ve fide gelisliminde ¢ok etkili oldugu ve aralarinda
kuvvetli spesifik bir iliski bulundugu yapilan arastirmalarla ortaya konmustur (Taylor
ve Bruns, 1997; Selosse vd, 2002; Sazak ve Ozdener, 2006; Dearnaley vd, 2012;
Kompe ve Mutlu, 2017). Bu sonug, her orkide tiirline ait tohumlarin ¢imlenme ve
fide gelisimini tesvik eden fungus ya da funguslarin farkli olabilecegini ortaya

koymaktadir.

Ayrica bazi orkidelerle funguslar arasinda kuvvetli bir spesifik iliski oldugu
halde bazilarinda bu iligkinin olmadig: ifade edilmektedir (Hadley, 1970; Warcup,
1985; Muir, 1989; Rasmussen, 1995; McCormick vd, 2004; Bonnardeaux vd, 2007).
Nitekim Rasmussen (1995)’e gore kis aylarinda yesil olmayan bahar aylarinda
filizlenen bir orkide tiirii olan Orchis purpurea protokorm olusumu ve gelisimi igin

spesifik fungal bagimlilig1 gostermektedir.

Arakan bolgesi orkidelerinin Thanatephorus teleomorf’a ait funguslariyla
mikorizal spesifiklik gosterdigi belirlenmistir (Currah vd, 1997; Corréa vd, 2011;
Pereira vd, 2014). Sili orkidelerinden olan Chloraea collicensis ve Chloraea gavilu
Rhizoctonia benzeri funguslarin bir ailesi olan Tulasnellaceae orkide funguslariyla
mikorizal spesifiklik gostermektedir (Pereira vd, 2014). Diger Sili orkide tiirleri ise
diger Basidiomycota funguslartyla mikorizal spesifiklik gostermektedir (Steinford
vd, 2010).

Calismamizda F R. solani AG A izolati, F-Snctl izolati ile karsilastirildiginda
¢imlenme oraninin F-Snctl izolatina gore % 50 daha az oldugu ve kontrol grubunun
ise ¢imlenmeyi hicbir sekilde tesvik etmedigi goriilmektedir. Fungus izolat1 iceren
deney gruplar kontrol grubuna kiyasla dikkat ¢ekici bir sekilde ¢imlenmeyi tesvik
etmektedir. 3 aylik inkiibasyon sonucunda GO evresinde kalan tohum sayilarinm
kiyasladigimizda en fazla saymnin kontrol grubunda oldugu gézlenmistir. Bu durum
O. sancta tohumlarinin ¢imlenebilmek icin fungal bagimli olduklarinin kanitidir. Bir
baska deyisle, fungus ile asilamanin orkide tohumlarmin ¢imlenmesinde ne kadar

onemli oldugunu gostermektedir.
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Orkide mikorizal funguslart genellikle Rhizoctonia benzeri oOzellikler
gostermektedir (Garcia vd, 2006; Pereira vd, 2014). Fakat baz1 arastiricilar orkide
koklerinde mikorizal birlige katilan funguslarin Rhizoctonia dist funguslar
olabildigini ortaya koymuslardir (Richardson ve Currah, 1995; Bayman vd, 1997,
Bayman ve Otero, 2006; Dearnaley, 2007; Koémpe ve Mutlu, 2017). Orkide
koklerindeki Rhizoctonia disi mikorizal funguslarin tohum ¢imlenmesini tesvik
ettigine ve tam tersi tesvik etmedigi yoniinde arastirma bulgular1 farkli aragtiricilar
tarafindan ortaya konmustur (Richardson ve Currah, 1995; Bayman vd, 1997;
Kompe vd, 2018).

Epifitik orkidelerin yani sira agik habitatlar ve ormanlardaki karasal orkidelerin
Tulasnella, Ceratobasidium ve Sebacina funguslariyla mikorizal iliski kurduklart
bulunmustur (Taylor vd, 2002b; Dearnaley, 2007; Shefferson vd, 2005, 2007, 2008,
2010).

Karasal orkideler dogal popiilasyonlarda simbiyotik mikroorganizmalardan
cesitli sekillerde yararlanmaktadir (Girlanda vd, 2011). Zorunlu mikoheterotrofik
bitkiler fotosentetik olmayan ve biitiin hayati1 boyunca organik C ihtiyacin1 mikorizal
funguslardan karsilamak zorunda olan bitkilerdir (Leake, 1994). Zorunlu
mikoheterotrofik bitkilerin mikorizal spesifiklik derecesinin disiik oldugu ifade
edilmistir (Leake, 2004; Bidartondo, 2005; Merckx vd, 2009; Hynson ve Bruns,
2010).

R. solani’nin bazi anastomoz gruplar1 orkide disindaki bitkiler i¢in patojen
olmasina ragmen orkidelerle basarili bir simbiyotik iliski kurmakta ve in vitro
simbiyotik ¢imlenme deneylerinde ¢imlenmeyi tesvik etmektedir (Masuhara vd,
1993; Perkins ve McGee, 1995; Rasmussen, 1995; Carling vd, 1999; Shimura vd,
2009). Mutlu (2014) tarafindan domatesin koklerinden izole edilen R. solani AG A
zay1f bir patojen olarak bilinmektedir ve bu arastirmada O. sancta tohumlari ile

kuvvetli simbiyotik birlik kurmaktadir.

Sazak ve Ozdener (2006) tarafindan yapilan arastirmada, biniikleat Rhizoctonia
solani AG A’nin D. osmanica var. osmanica ve Spiranthes spiralis orkide tiirleriyle
de basarili bir simbiyotik iligki kurdugu belirlenmis olup bulgular aragtirmamizin

sonuglar1 ile uyumludur.
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Orkide tiirlerinden elde edilen izolatlarla ¢imlenmenin uyarilmasi ve protokorm
gelismesi her zaman goriilmeyebilir. Baz1 orkide tiirlerinde fungus ile simbiyotik
uyum yoksa bir fungus parazit veya etkisiz olabilir ve tohumlarin 6liimiine yol
acabilir (Hadley, 1970; Beyrle vd, 1995; Zettler vd, 1999; Shimura ve Koda, 2005).
Nitekim Aytas (1994) tarafindan yapilan bir arastirmada Ophyris apifera Hudson

tohumlarinin simbiyotik ¢imlenme denemelerinde ¢imlenme olmamastir.

R. solani Kiihn orkide koklerinde veya orkide dis1 bitkilerin koklerinde bulunan
embriyo gelisimi ve fide gelisimini uyaran bir endofittir (Downie, 1959). R. solani
Kiihn patateste glimiis kepek hastaligi ve bugdayda goz leke hastaligina yol agan bir
patojenik ajandir (Downie, 1957).

Thanatephorus cucumeris olarak da bilinen Rhizoctonia solani Kiihn 13
anastomoz grubundan olusan genis ekim alanlarina sahip patates, domates ve pancar

gibi bitkilerin koklerinde ¢liriimeye neden olan toprak kaynakli parazit ve saprofit bir

bitki fungusudur (Naito, 2006).

Benzer sekilde orkide koklerinden izole edilen Rhizoctonia stahlii Burgeff’in
Dactylorhiza maculate Lindley tohumlarinin ¢imlenmesine yardimer oldugu
bildirilmistir (Beyrle vd, 1985).

Farkl1 sebze ve tahil bitkilerinde ¢esitli hastaliklara yol agan Rhizoctonia solani
farkli anastomoz gruplarmin bazi orkide tohumlarinin ¢imlenmesini ve fide
gelisimini tegvik ettikleri ortaya konmustur (Masuhara vd, 1993). AG-12, R. solani
AG’leri arasinda Avustralya orkidesi Pterostylis acuminata (R. Br) ile mikorizal

etkilesimde bulunan bir anastomoz grubudur (Carling vd, 2002).
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5. SONUC VE ONERILER

Bitki doku kiiltiirii geleneksel tarim iirlinlerinin g¢ogaltilmasi ve gelistirilmesine
onemli katkilarda bulunan kokli bir teknolojidir. In vitro morfogenezin biyolojik
stireclerinin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yonleriyle anlasilmasiyla in vitro

doku kiiltiiriiyle bitki biiyiime ve gelismesi biiyiik 6l¢iide ilerleyecektir.

Deney gruplar igerisinde en yliksek ¢imlenme oraninin simbiyotik ¢imlenme
ortaminda F-Snctl izolat1 ile % 73,97 oldugu bulunmustur. Simbiyotik ¢imlenme
ortaminda fungus igermeyen kontrol grubunda ise (% 0) oldugu bulunmustur. Orchis
sancta (L.)’nin koklerinden izole edilen fungusun g¢imlenme ve gelismeyi tesvik
ettigi belirlenmistir. In vitro tohum ¢imlenme orkide fidesi {iretiminde ve dogal
habitatlarinda dogal yollarla iiremelerinde etkili bir metottur (Stewart ve Kane,

2006).

Tiirkiye’de salep tiretimi ve ilag yapimi amaciyla kullanilan orkideler dogadan
izinsiz olarak toplanmaktadir. Ciceklenme doneminde dogadan toplanan orkidelerin
yeni yila ait yumrusu siit, yogurt veya suda kaynatilarak yumrunun igsel gelisimi
durdurulmakta ve baharda yeni bir orkidenin olusmasi engellenmektedir. Boylece

dogadan bir birey eksilmektedir.

Tiirkiye’de orkidelerin etkili bir yontem ile liretilmeleri hem nesli tehdit altinda
olan tiirlerin kiiltiire alinarak tahribatin iyilestirilmesi hem de ekonomik amagla ¢ok
miktarda {retilebilmesi igin acil olarak yapilmasi gereken bir eylemdir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglari kisaca 6zetledigimizde Orchis sancta (L.)
tohumlarinin ¢imlenmesinde ve protokormlarinin olusmasinda en etkili izolatin
Orchis sancta (L.)’nin koklerinden izole edilen F-Snctl kodlu fungus izolati oldugu,
Kontrol grubunda ¢imlenme ve protokorm gelisiminin ¢ok diisiik oldugu ve ileri

seviyede bir gelisme olmadigi belirlenmistir.

Orchis sancta Lindley tohumlarinin ¢imlenmesinde ve protokormlarinin
olusmasinda domatesin koklerinden izole edilen F Rhizoctonia solani AG A’nin O.
sancta Lindley’nin koklerinden izole edilen F-Snctl kodlu fungus izolatina oranla
yart yartya etkili olmakla birlikte koklii ve yaprakl fide gelisimini tesvik ettigi
belirlenmistir. Ayrica F Rhizoctonia solani AG A, bu orkidenin {iretimi igin alternatif
fungus olarak diisiiniilebilecektir. O. sancta, Ege ve Akdeniz bdlgelerinde salep ve

dondurma katki maddesi {iretimi i¢in en fazla kullanilan tiirlerden biridir.
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Bunun yani1 sira Ege ve Akdeniz bolgeleri gozde turistik beldelere sahip olmasi
sebebiyle agir habitat tahribat1 altindadir. Gerekli 6nlemler alinmadig: takdirde yakin
gelecekte bu ve diger orkideler yok olacaktir. Bu tehlikeye karsi en 6nemli tedbir
orkide ¢esitliligini gen kaynaklar1 seviyesinde korumak ve bu bitkileri tohumdan

iireterek yeni orkide populasyonlar1 olusturmaktir.

Bu calismada uygulanan simbiyotik yontem ile hem yiiksek oranda ¢imlenme
saglanmis hem de gelisen fidelerin dogal ortama adapta olabildigi goriilmiistiir.
Simbiyotik tiretim yontemi ile elde edilen fidelerin dogaya dikilmesiyle yeni O.

sancta populasyonu olusturulabilecektir.

Bu arastirmamizda O. sancta Lindley (Orchidaceae) tohumlariin simbiyotik
olarak c¢imlendirilip fide gelisimi ve elde edilen fidelerin topraga aktarilmasi

incelenmistir.

O. sancta’nin koklerinden izole edilen F-Snctl ve fungus kiltiir
koleksiyonunda bulunan F R. solani AG A izolatlar1 kullanilarak O. sancta tohumlari
In vitro simbiyotik kiiltiir ortaminda ¢imlendirilip fide gelisimi takip edilmistir. O.
sancta Lindley’nin yaprakli, yumrulu ve kokli tam fideleri F R. solani AG A ve O.
sancta Lindley’nin kendi koklerinden izole edilen F-Snctl izolatlar1 kullanilarak elde

edilmistir.

Aragtirma bulgularina dayanarak simbiyotik tohum ¢imlendirme yontemleri
nadir bulunan karasal orkide tiirlerinin korunmasi noktasinda basarili sonuglar

vadetmektedir.
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