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ETIK BEYAN

Ondokuz Mayis Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez igindeki biitiin bilgilerin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin iiretilmesi
asamasinda bilimsel etige uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin kaynaklar1 atif yaparak
belirttigimi beyan ederim.

Sevim DEMIRAY



SERAPIAS VOMERACEA SUBSP. LAXIFLORA (SOO) GOLZ AND REINHARD
(ORCHIDACEAE)’ NIN MiKORIZAL FUNGUSLARININ CIMLENME UZERINE
ETKIiSI

OZET

Bu calismada Serapias vomeracea subsp. laxiflora (So6) Golz and Reinhard (Orchidaceae)
tohumlarinin simbiyotik yontemler ile ¢imlenmesi ve gelismesi incelenmistir.

Simbiyotik kiiltiir calismalarinda, Serapias vomeracea subsp. laxiflora koklerinden
vejetatif yapilarin toprak {lizerinde goriildiigii aydan koklerin tamamen kurudugu aya dek izole
edilen funguslar morfolojik olarak tanimlanmis, Serapias vomeracea subsp. laxiflora
tohumlarinin ¢imlendirilmesindeki etkileri belirlenmistir. Rhizoctonia benzeri bu fungal
izolatlarin hepsi tohum ¢imlenmesini tesvik etmis, en yiliksek ¢imlenme oranlar sirasiyla Svl
22, Svl 30, Svl 29, Svl 21, Svl 31 ve svl 19 kodlu fungal izolatlarda goriilmiistiir. Bu izolatlar
arasinda tohum ve fide gelisimini en iyi destekleyen izolat Svl 22 kodlu izolat olarak tesbit
edilmistir. Rhizoctonia dis1 olan Svl 20 kodlu izolat ise ¢gimlenmeyi tesvik etmemistir.

Serapias vomeracea subsp. laxiflora tohumlarinin farkli karbon kaynaklarina gore
gelisimleri incelenmis ve karbon kaynaklarinin tohumlarin gelismesinde etkili oldugu, en iyi
gelismenin ise sukroz iceren ortamda oldugu gériilmiistiir.

Ayrica hem simbiyotik ortamda gelisen Serapias vomeracea subsp. laxiflora fideleri
hemde farkli karbon kaynaklarini iceren ortamlardaki fideler seraya aktarilmis ve bu fidelerin
gelisimleri gozlemlenmistir. Serada 3 ay sonunda gelisen fideler dogal ortamina aktarilmis ve
burada 8§ ay sonunda ilk yumru olusumu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Orkide, Fungus, Mikoriza, Simbiyotik, Cimlenme.



MYCORRHIZAL FUNGI OF SERAPIAS VOMERACEA SUBSP. LAXIFLORA (SO0)
GOLZ AND REINHARD (ORCHIDACEAE) EFFECT OF GERMINATION

ABSTRACT

In this study, germination and development of Serapias vomeracea subsp. laxiflora seeds with
symbiotic methods were investigated.

In symbiotic culture studies, fungi isolated in time that the vegetative organs are
visible on the ground until the roots are completely dry, from Serapias vomeracea subsp.
laxiflora roots and morphologically defined, effects of germination of Serapias vomeracea
subsp. laxiflora seeds were determined. All these fungal isolates, such as Rhizoctonia,
promoted seed germination, with the highest germination rates seen in fungal isolates Svl 22,
Svl 30, Svl 29, Svl 21, Svl 31 and svl 19, respectively. Among these isolates, the isolate Svl
22 encoding isolate was the best supporting seed and seedling development. The Svl 20
encoded isolate, other than Rhizoctonia, did not encourage germination.

The growth of Serapias vomeracea subsp laxiflora seeds was investigated with respect
to different carbon sources and carbon sources were found to be effective in the development
of seeds and the best development was in sucrose-containing medium.

Serapias vomeracea subsp laxiflora fidelity grown in both symbiotic media were also
transferred to pot in different carbon sources containing media and the development of these
fidelities was observed. The seedlings developed at the end of 3 months in the pot was
transferred to its natural environment and the first tuber formation was observed after 8
months.

Key words: Orchid, Fungus, Mycorrhiza, Symbiotic, Germination.
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1. GIRIS

Orchidaceae familyasinin, tim monokotiledonlarin % 40" in1 ve tiim angiosperm tiirlerinin %
10'unu olusturan 25 000 tiir igerdigi tahmin edilmektedir (Rasmussen, 2014). Tiirkiye’de ise
toplam 24 cinse ait % 85’1 yumrulu olan 150 tiir yetismektedir (Gtiner, 2012).

Orchidaceae, ¢ok eski bir familyadir ve bugiinkii dagilimi, muhtemelen 125 milyon y1l
once Gondwana kitasinin parcalanmasiyla gerceklesmis ve hala aktif bir evrim siirecindedir
(Cribb vd., 2003). Orchidaceae familyasinin bireyleri, neredeyse her yerde bulunurlar ve tim
biiyiik kitalarda goriiliirler (Dressler, 1981). Tiirlerin dagilimi ise tekdiize olmayip, tropik
bolgelere dogru belirgin bir sekilde gesitlilik artmaktadir. Tropik bolgelerde bile, dagilim
kitalar ve bolgeler arasinda genis ¢apta degismektedir (Cribb vd.,2003). Giliney Amerika'nin
Kuzey And Daglari, Orta Amerika, Madagaskar, Cin, Sumatra, Borneo, Yeni Gine ve
Avustralya orkideler agisindan 6zellikle zengindir (Cribb vd.,2003).

Ilman kusak orkideleri, fotosentetik ya da klorofilsiz (parazit), toprak altinda
yumrulu, kokli veya rizomludur. Yumrular genellikle yuvarlak, elipsoid, uzamis ya da
dallanmis olabilir (Sezik,1984). Yumrulu orkidelerde genellikle her bitki iki adet yumru tasir;
bunlardan biri i¢i bosalmis eski, digeri yeni olusmus yumru olup eski yumrunun besin igerigi
o yilin ilkbahar mevsiminde yeni bitkinin olusmasi i¢in kullanilir ve bu stiregte gelecek yilin

yumrusu da olusur (Sezik, 1984).

Meyve kiiclik ve ¢ok tohumlu, kapsiil seklindedir. Orkideler tipik olarak, riizgarla
uzak mesafelere kolaylikla taginabilen son derece hafif “toz tohumlar1” {iretir (Swarts ve
Dixon, 2010). Tohumlar1 yaklasik 0.18-3.85 mm boyutlarinda olabilir, embriyosu ise 100-
200 hiicreden olusur (Hadley, 1983). Bilinen tohum agirliklar1 0.31-24 pg (78 katina kadar)
araliginda degisiklik gostermektedir. Tohumlarda embriyo ¢ok kiigliktiir, farklilagmamis
ve endosperm ¢ok azdir (Arditti ve Ghani, 2000). Tohumlar uzun siire havada kalabilir
(Rasmussen, 2002). Tohumlarmin kiigiik olmasi tasinabilirligini artirirken, tohumun c¢ok
saylida olmasi tohum ¢imlenmesinin zorlugunu ve fidelerin 6lim oranmin ¢ok biiylik

oldugunu isaret eder (Arditti ve Ghani, 2000; Rasmussen, 2002).



Orkide popiilasyonlarina yonelik asir1 tahribat, habitat kayb1 ve habitat parcalanmasi
gibi tehditler, genel olarak bitki neslinin devamui ile ilgili bir¢ok biiylik tehlikeler igerir
(Swarts ve Dixon, 2009). Ekolojik baglantilardaki (polinatdr ve mikoriza kaybi) bozulmalar,
degisen abiyotik kosullar (toprak ve hidroloji), yabani otlar, zararli bécekler ve hastaliklar da
bu tehditler arasindadir (Swarts ve Dixon, 2009). Ayrica, iklim degisikliginin etkileri,
orkideler i¢in heniiz tam olarak anlagilmamis olsa da, degisen habitatlardaki kuraklik, yangin
ve ekstrem hava kosullar1 birgok orkide tiirii i¢in Olimciil bir darbe niteliginde olacaktir

(Swarts ve Dixon, 2009).

Orkidelerdeki tohum firetiminin ¢oklugu, fidelerin 6lim oraninin 6nemli derecede
biliylik oldugununu gostermektedir (Rasmussen 2002). Uygun olmayan fiziksel kosullar
herhangi bir bitkinin tohumlarinin ¢imlenmesini engelleyen zorluklar ortaya ¢ikarir, ancak
orkide tohumlar1 uygun mikobiyont bulma konusunda da problemlere sahiptir (Rasmussen
2002). Ayrica, baska bir gorlise gore; tozlasma sistemlerinde, uygun polinatdriin azalmasi, o
polinatore bagimli bitki tiirlerinin yok olmasina yol agabilir (Darwin, 1862; Dunn vd., 2009;
Phillips vd., 2014).

Ulkemizde endemik ve endemik olmayan orkide tiirlerinin IUCN (International Union
for the Conservation of Nature and Natural Resources) listesindeki kategorilerde belirlenen
tehlike siniflarina gore, 3 adedi tehlikede, 3 adedi az tehdit altinda, 10 adedi zarar goérebilir
kategorisindedir (Davis, 1984; Giiner vd., 2000; Sandal, 2010). Bes cinse ait, 28 orkide tiirii
de endemiktir (Sezik, 2002). Hemen hemen tiim geofitlerde oldugu gibi olduk¢a kisa
sayilabilecek bir vejetasyon donemi iginde ¢igeklenen bu bitkilerden, yumrulu olan orkide
tirleri salep ve dondurma yapiminda ya da tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir (Sezik, 2002).
Salep tiretimi amaciyla orkideler, kirsal bolgelerdeki halk tarafindan ¢iceklenme asamasinda
toplanmaktadir. Anadolu’da 5 biiyiik toplama alani vardir bunlar; Anadolu’nun kuzeyinde
Kastamonu, batisinda Mugla, giineyinde Antalya, giineydogusunda Kahramanmaras ve
dogusunda Van’dir. Ophrys, Orchis, Himantoglossum, Serapias, Anacamptis, Comperia,
Barlia, Dactylorhiza, Aceras ve Neotinea cinslerine ait yaklasik 120 takson Anadolu’ da
salep yapiminda kullanilmaktadir (Sezik, 2002). Bu sebeplerle koruma altina alinan
orkidelerin in vitro kosullarda doku kiiltiirii yontemiyle (Morel, 1960), asimbiyotik kiiltiir
(Burgef, 1909) ve /veya simbiyotik kiiltiir ortamlarinda tohumlarin ¢imlendirilmesi yoluyla

iiretim calismalar1 baglatilmistir (Rasmussen, 2002).

Doku Kkiiltiiriiniinde ilk kez Hanning (1904) embriyo kiiltiirii yoluyla iretimi
gerceklestirmistir (Yancheva vd., 2016). Laelia-Cattleya'da Knudson (1922), Laelia-Cattleya

2
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tohumlarmin fungus igermeyen doku kiiltiiri ortaminda (asimbiyotik) c¢imlendirmis, bu
yontem daha sonra yapilan doku kiiltiirii yoluyla orkide iiretiminin baslangici olmustur
(Arditti, 1967). Knudson (1922), salebin igeriginin, % 48'lik musilaj, % 27'lik nisasta, % 5'lik
protein, bazi sekerler ve ¢oziinebilir minerallerden olustugunu bulmustur. Arditti (1967),
Bultel (1920, 1921, 1924, 1925, 1926), Ballion (1924, 1928), ve Clement (1925) ‘in

asimbiyotik kiiltiir ortaminda basarili ¢imlendirme ¢alismalar1 yapmis oldugunu belirtmistir.

Tiim orkidelerin dogada tohum c¢imlenmesi ve/veya fide gelisimi i¢in “uygun” bir
mikorizal fungus ile zorunlu bir simbiyotik iliskiye girmesi gereklidir (Arditti, 1992; Otero
vd., 2002). Son birka¢ onyilda, simbiyotik funguslarin , bitki yapisi, islevi ve sagligi
acisindan ¢ok kritik bir rol oynadiklar1 belirginlesmistir (Meléndez vd., 2000). Nitekim bitki
topluluklarinin  simbiyotik birlikler olmadan, bir c¢ok c¢evresel strese karsi hayatta
kalamayacagi diisiiniilmektedir (Meléndez vd., 2000). Ulkemizde tohumdan iiretim y&niinde
ilk calisma, 1983 yilinda Géniilsen tarafindan Orchis anatolica tiirii ile yapilmistir. Ozkog ve
Dalc1 (1992), Ozdener (1994), Sazak ve Ozdener, (2006), Kémpe ve Mutlu (2017),
asimbiyotik ve simbiyotik besin ortaminda yaptiklari c¢alismalar {ilkemizde bu alandaki

calismalara katkida bulunmustur.

Ege tiniversitesi Tarimsal Arastirma Enstitiisiinde yiirtitiilen bir projede, birden fazla
yumru drettigi belirlenen Serapias vomeracea ve Orchis sancta’nin yumrulariin tarlaya
dikilmesi suretiyle kiiltiire alinmasi yoniinde ¢alismalar devam etmektedir (Tutar vd., 2012).
Ege tarimsal arastirma enstitlisiiniin uyguladigi bu yontem daha sonra tiim Tiirkiye
orkidelerini kapsayacak sekilde uygulanmaya baglamistir (https://arastirma.tarim.gov.tr/etae).
Bu da biitiin yumrulu orkidelerin asir1 miktarda toplanmasina ve ¢ok ciddi orkide tahribatina
sebep olmaktadir. Oysa tohum ¢imlenmesi yoluyla iiretim, ticari amaglara hizmet edebilecegi
gibi elde edilen yumrularin dogal habitatlarina dikilerek tahribatin iyilestirilmesine de ¢ok

onemli katki saglayacaktir.

Bu bilgiler 1s18inda amacimiz, Serapias vomeracea subsp. laxiflora  bitkisinin
mikorizal fungus ¢esitliligini belirleyerek elde edilen fungal izolatlarin simbiyotik kosullarda
tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi lizerindeki etkilerini ortaya koymak ve devaminda elde
edilen fideleri, serada topraga aktararak hem orkide tahribatin1 iyilestirmeye yonelik
caligmalara katkida bulunmak hemde tohumdan {iretimi yaygmlastirip siirdiiriilebilir bir

tarimsal Urtin sunabilmektir.



2. GENEL BIiLGILER

Orchidaceae familyasi, epifitik yasam formundan karasal yagsam formuna, klorofilli tiirlerden
klorofilsiz tiirlere kadar ¢ok farkli yasam stratejilerine sahiptir (Rasmussen ve Whigham,
2002). Orkidelerin fotosentetik sathaya ulasincaya kadar tiim bitkinin mineral ve organik
besin gereksinimlerini karsilamasi fungal bir mikobiyontlar sayesinde gerceklestirilir
(Rasmussen ve Whigham, 2002). Tiim orkidelerin ilk gelisim evresi, fotosentetik olmayan,
mikoheterotrofik protokorm olup bu asamada fungusa bagimlilik s6z konusudur (Rasmussen
ve Whigham, 2002). Yapraklar ortaya c¢iktiktan sonra, kismi mikoheterotrofik orkideler
olarak, fungal endofitlerinden yararlanma oranlar1 azalir. (Merckx vd., 2009; Umata, 2013).
Klorofilsiz orkideler ise fotosentez yapamadiklari i¢in yasamlart boyunca uygun mikorizal
funguslara bagimli kalirlar ve bu sekilde bagimli orkidelere “tam mikoheterotrof” orkideler
denir (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).

2.1. Mikoriza ve mikorizal funguslar

Mikoriza, Yunanca’da fungus anlamima gelen “mykes” ve kok anlamina gelen “rhiza”
kelimelerinin birlesiminden olusmakta olup “k&k mantar1” olarak nitelendirilmektedir. Ilk kez
1885 yilinda fungus ile bitki arasindaki iligkiyi tanimlamak i¢in kullanilmistir (Frank, 2005).
Toprak mikroflorasindaki mikroorganizmalar ile bitkiler arasindaki en yaygin simbiyotik
yagsam sekillerinden biri olan mikorizal yasam, diinya iizerindeki hemen hemen biitiin kara
bitkilerinde goriilmektedir. Mikorizal funguslar muhtemelen topraktaki toplam biyokiitlenin
% 35-36'sin1 olusturmaktadir (Olson vd., 1999).

Mikorizal ortakligi bulunan bitkinin koklerinde fungus kolonizasyonu siireci,
fungustaki bir dizi karmagsik degisiklikleri iceren farkli agamalarla karakterize edilir, bunlar:
spor c¢cimlenmesi, hifal farklilasma, appressorium (fungusun bitki hiicresi i¢ine girmesine
yardime1 olan yapi) olusumu, kok penetrasyonu (yerlesme), hiicreler arasi biiytime, arbuskiil

olusumu ve besin taginimi seklindedir (Harris, 1997).

Rhynie bolgesi kayalarindan izole edilen Aglaophyton fosillerinde hif ve arbiisiiller
rapor edilmistir ve bu kanitlar Devonien'in erken doneminde arbiiskiilar mikorhiza

simbiyozunun varligini ortaya koymustur (Remy vd., 1994).
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Sekil 2.1. Rhynie bolgesi kayalarindan izole edilen Aglaophyton fosillerinde hif ve
arbiiskiiller (Remy vd., 1994)

Ayrica, 18s rDNA'min niikleotid dizisi farkliligi temelli molekiiler calismalar,
Glomales takimma ait taksonlarin 350-460 milyon yil Once ortaya c¢ikmis oldugunu

diistindirmektedir (Simon vd., 1993a).

Orkide koklerinin korteksinin igindeki pelotonlarin gozlenmesi 19. yy’in erken
donemlerine dayanir (Swarts ve Dixon, 2009). Link (1840), Goodyera repens’in kok

hiicrelerinde goriilen yapilarin fungus olabilecegini ileri stirmiistiir (Curtis, 1939).

Warlich (1886), 500’1lin iizerinde orkide tiiriinde yaptig1 calismada, her bir tlirdeki
fungal enfeksiyonlar1 kesfetmeyi basarmistir. Frank (1891), enfekte dokulardan hiflerin
yayildigini belirlemis ve bu dokulardaki hiicresel modifikasyonlarin, bitkinin bu birliktelikte
aktif bir rol aldiginin gdstergesi olarak kabul etmistir. Bernard’in (1904, 1909) ¢alismalari,
parazitik enfeksiyonu durdurmak icin bir savunma mekanizmasi olarak, bitkinin, dokularinin
icindeki hifleri pargaladigint gostermistir. Burgeff (1936) ise, bu iligkiyi “kontrollii patojenik
istila” olarak tanimlamistir. Bu birlikteligin temel sebebinin, funguslarin kompleks besin
bilesiklerini ayristirma kabiliyetine ve bu bilesiklerin bitki i¢in erisilebilir hale getirilmesine
dayandig diisiiniilmektedir. Smith (1966) tarafindan, miselyumlarin orkideye karbon tasiyisi,
radyoaktif karbon 14 yontemi ile takip edilmis ve bu durum Onemli bir kesif olarak
gorilmiistiir  (Arditti, 1992). Smith’in (1967) diger calismasinda, radyoaktif karbonla
beslenmis olan simbiyotik fidelerin analizinde, radyoaktif karbonun % 50’sinin, 160 saat
sonra simbiyotik fidelerin hiicre duvar1 materyallerine ve proteinlerine gectigi gosterilmistir.
Bagka bir ¢alismada ise (Hadley, 1974) karbonun fungusa dogru ters yonlii yer degistirip
degistirmedigi arastirilmis ve bu durumu gozlemlemek amaciyla radyoaktif karbon takibi

yapilmistir. Radyoaktif karbon ile beslenen Dactyholoriza purpurella nin yapraklar



radyoaktif karbon ile beslenmesine ragmen, dis miselyumda isaretli karbon goriilmemistir

(Hadley, 1974).

2.2. Konak Degisimi Sayesinde Evrim

Orkide fide mikorizasinda en goze ¢arpan evrim, fungal endofitlerin degismesidir (Rasmussen
ve Rasmussen, 2014). In situ olarak elde edilen fideler {izerinde yapilan molekiiler
tanimlamalara dayanan bir dizi ¢alisma bu durumu dogrulamaktadir (Rasmussen ve
Rasmussen, 2014). Apostasioid cinsinin erigkin bitkileri (Apostasia), Ceratobasidiaceae ve
Botryobasidiaceae' ye tanimlanan mikobiyontlari igerir (Rasmussen ve Rasmussen, 2014).
Ceratobasidium, Thanatephorus ve Tulasnella ise orkide fide mikorizasi olarak en gelismis
orkide gruplarindan birkaginda kaydedilmistir (Rasmussen ve Rasmussen, 2014). Orkideler
icin bir simbiyont belirleme ve 6nemine deginme bakimindan disiiniildiigiinde, Rhizoctonia
funguslar1 ile simbiyotik iliskinin orkide fidelerinin beslenmesi adina son derece basarili

oldugu goriilmektedir (Rasmussen ve Rasmussen, 2014).

2.3. Orkide Funguslarmin Ozellikleri

Simbiyotik ¢alismalar endomikoriza adi verilen ve orkide rizosferinde bulunan simbiyotik
funguslarin izole edilmesini ve bu funguslarin tohum c¢imlenmesi iizerine etkilerinin
belirlenmesini icermektedir (Otero vd., 2002). Tiim orkidelerin, mikorizal simbiyontlarinin
c¢ogu Rhizoctonia benzeri funguslardir (Otero vd., 2002). Bu grup, Thanatephorus,
Ceratobasidium ve Tulasnella’ nin anamorf gruplarini igerir. Bunlardan bazilar1 ¢ok ¢esitli
bitki patojenleri olarak bilinir (Otero vd., 2002).

Rhizoctonia dik agili dallanma ve dallanan hifin orjin noktasina yakin bir septum ile
karakterize edildigi gibi siklikla monilioid hiicreler olarak bilinen, siskin hif yapilar1 bulunur
(Sneh, vd., 1991; Otero vd., 2002). Rhizoctonia’nin smiflandirilmasinda yardimci olan bir
diger Ozellik ise hiicrelerdeki c¢ekirdek sayisidir (Sneh, vd., 1991; Otero vd., 2002).
Rhizoctonia solani’ nin 2 6nemli patojen tiiri (telemorfu: Thanatephorus, Ceratobasidiales)
multiniikleat hiicrelere sahiptir (Otero vd., 2002). Biniikleat hiicreler Ceratobasidium ve
Tulasnella cinslerine ait hiicrelerde goriiliir. Uniniikleat hiicreler ise Ceratobasidium ¢ un

anamorflarinda ortaya goriilmektedir. (Hietala, vd., 2001; Otero vd., 2002).

Funguslar simiflandirmak i¢in kullanilan bir bagska yontem ise anastomoz gruplarini

(AG) belirleyerek yapilir (Sneh , 1991). iki izolat ayni anastomoz grubuna ait oldugunda ,



hifleri birbiri ile birlesir. Rhizoctonia solani 13 AG’ na sahiptir; biniikleat Rhizoctonia spp.
21 AG igerirken (Sneh , 1991; Burpee ve Ogoshi, 1991), uniniikleat Rhizoctonia spp. sadece 1
AG igerir (Hietala, vd., 2001; Otero vd., 2002).

Orkideler ile iliskili oldugu bilinen Rhizoctonia solani (multiniikleat)’ nin AG’lar1
AG-6 ve AG-12°¢ dir (Carling vd., 1999; Bayman vd., 2002). Bununla birlikte en yaygin
mikorizal grup olan orkide mikorizal funguslart biniikleat Rhizoctonia formlaridir (Currah
vd., 1997). Uniniikleat Rhizoctonia formlar1 daha 6nce orkide koklerinde tesbit edilmemistir
(Otero vd., 2002).

Molekiiler sistematik, biiyiik dl¢iide ITS (niikleer ribozomal i¢ transkripsiyon araligi)
sekanslarina dayanan c¢aligmalarla Rhizoctonia spp. ve orkide mikorizalarinin taksonomisi
onemli Olglide gelistirilmistir (Otero vd., 2002). Otero vd. (2002), yaptiklar1 bir ¢aligmada
Ceratobasidium’ un farkli anastomoz gruplarinin endofitler olarak orkide koklerinde

bulundugunu belirlemislerdir.

Dactylorhiza maculata tohumlar1 ile Tulasnella calospora (Rhizoctonia repens
Bernard Juel) T. asymmetrica, ve Sebacina vermifera funguslar1 arasindaki iliskiyi belirlemek
iizere yapilan ¢alismada, fungus olmayan tiiplerdeki tohumlarin sadece tohum kabugunu
kirmak {izere sistigi goriilmiistiir. (Warcup, 1971). Tulasnella calospora ile enfekte edilmis
tohumlarda uygun biiyiikliikte protokorm ve yesil siirgiin olusturduklart gozlenirken, T.
asymmetrica ile enfekte edilmis tohumlarda sadece hafif sisme belirlenmis, buna karsilik
Sebacina ve Tulasnella’nin bagka tiirleri ile infekte edilmis tohumlar, kontrol tiiplerindeki

tohumlardan daha fazla gelisme gostermemistir (Warcup, 1971).

Ochora (2001), 12 farkli tirde Kenya orkidesinin ¢imlendirmesi ve analizleri
caligmasimi yapmistir. 12 orkideden izole edilen funguslar ile bu orkidelerin tohumlarinin
karsilastirmali  simbiyotik ¢imlendirilmesi yapilmis, sonug olarak epifit orkidelerden izole
edilen funguslarin, karasal orkidelerin ¢imlendirilmesinde etkisiz olmasina karsin, funguslar,
izole edildigi epifit orkidelerin ¢imlenmesini tesvik etmistir. ~ Shan (2002), simbiyotik
¢imlendirme c¢alismasinda, Ceratorhiza ve Epulorhiza izolatlar1 ile 14 orkide tiiriiniin
arasindaki uyumluluk belirlenmistir. Orkide tiirlerinden 3’4 olan Arundina chinensis,
Spathoglottis pubescens ve Spiranthes hongkongensis'in ¢imlenmesi ve gelisimi, Epulorhiza
izolatlar1 tarafindan uyarilmigtir. Habenaria dentata'nin bir Ceratorhiza izolat1 ile basarili bir
sekilde simbiyoz olusturdugu gosterilmistir. Pereira (2003), orkide mikorizal funguslar ile
ilgili Brezilya’daki ilk caligmay1 yapmis ve iki Brezilya endemik epifitik orkide tiirii olan
Epidendrum rigidum ve Polystachia concreta koklerinden izole edilen fungusu Epulorhiza
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epifitica olarak tanimlanmislardir. Stewart (2006), nadir bir Florida karasal orkidesi olan
Habenaria macroceratitis'in simbiyotik tohum ¢imlenmesi deneylerini yapmistir. Stewart’in
(2006) sonuglarina gore Rhizoctonia benzeri bir fungusla enfekte edilen tohumlar igin, siirekli
karanlik, protokormlarin gelisimini uyarmis, simbiyotik ¢imlenme deneylerinde test edilen {i¢
fungus izolati, tohum ¢imlenmesini desteklemistir, ancak sadece bir izolat protokormun

gelisimini tesvik etmis, kontrol grubundaki tohumlar ise sismis ancak ¢imlenmemistir.

Simbiyotik funguslarin etkilerinin gézlemlenmesiyle bu konuda yapilan ¢aligsmalarda
artis olmus, ¢ok sayida tiirii barindiran bu familya tiyelerinin koklerinde simbiyotik olarak
bulunan funguslar birgok c¢alismada tespit edilmis, bitki tiirleri ve s6z konusu fungus tiirleri

arasinda bazi iligkiler olduguna karar verilmistir (Rasmussen 2002).

Orkideler, ¢esitli funguslar ile iligkili i¢indedir (Arditti, 1979). Orkide tohumlarinin
simbiyotik funguslar ile iligkisinin spesifik oldugunu belirterek tiir diizeyinde ozgiilliik
kavramindan bahsedilmis ve bu gorlis, daha sonra Ramsbattom ve Burgeff tarafindan
desteklenmistir (Arditti, 1979). Daha sonra yapilan c¢alismalar da orkide mikorizasinin
spesifik oldugunu ortaya koymustur (Taylor ve Bruns, 1997). Bu mikorizal birlikteligin bazi
tirlerde oldukca spesifik iligski icinde oldugu gozlemleri, Brundrett’e (2004) gore, giderek
artmaktadir. Orkide fungus uyumuna iliskin Bonnerdeux (2007)° un goriisleri bu konudaki
onceki goriigleri (Masuhara ve Katsuya, 1994) desteklemektedir. Orkide tohumlarinin
protokormlarindan izole edilen fungal izolatlarin, ayn1 orkide tiiriiniin yetiskin bitkilerinden
elde edilemedigi gozlemlenmistir (Ramsay vd., 1986; Masuhara ve Katsuya, 1994; Eken vd.,
2005). Bununla birlikte Avrupa orkideleri iizerine yapilan bir calisma (Muir, 1989), mikorizal
simbiyozun spesifikliginin tiirden tiire degisebilecegini gostermistir. Degisik tiirlere ait
orkidelerden yapilan izolasyonlarda, herhangi bir orkide tiirliniin birden fazla fungus
tarafindan enfekte edilebilecegi, ayni zamanda aym1 fungusun genis bir yayilim gosteren
orkide tiirlerini enfekte edebilecegi gosterilerek bu tarz tiir-tlir diizeyinde 6zel iliskinin
olamayacagi aciklanmistir (Rasmussen, 2002). Ayrica, fungus tiirleri ile orkidelerin habitatlari
arasinda bir iliski olabilecegi diisiiniilerek ekolojik 6zgiilliik kavramindan s6z edilmistir
(Curtis, 1939). Orkide mikorizal birliklerinin 6zgiilliigii, yakin orkide tiirleri arasinda bile
biiylik dl¢iide degisiklik gosterir (Otero vd., 2002). [liman kusak orkideleri arasinda yumrulu
orkidelerin, rizomlu orkidelere oranla daha c¢ok mikorizal oldugu diisiiniilmektedir

(Rasmussen, 2002).

Orchidaceae, tohum ¢imlenmesi ve yeni orkide bitkilerinin gelisimi igin, Ceratorhiza,

Moniliopsis, Epulorhiza ve Rhizoctonia gibi funguslarla yakin iligki i¢cindedir (Rasmussen ve
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Whigham, 1998b). Rhizoctonia ile iliskilendirilen orkide endofitlerinin ¢ogu saprofittir
(Roberts, 1999). Ornegin; Thanatephorus ochraceus ciiriimekte olan yapraklar iizerinde
gelisir (Roberts, 1998). Goodyera pubescens R. Br. gibi baz tiirler bir enfeksiyona ihtiyag
duymadan serbest bir sekilde ¢imlenebilir, fakat mikorizal bir simbiyont olmadan fidelerin
gelisimi her zaman basarili degildir ve fungal simbiyont yoklugunda genellikle fidelerde
biiyiik oranda 6liimler gézlemlenir (Rasmussen ve Whigham, 1998b). Mikorizal birliktelige
uyumlu olmayan funguslar yliksek fide dSliimlerine yol acabilmektedirler (Zettler vd., 1999;
Rasmusen, 2002). Masuhara ve Katsuya (1994) ‘nin ¢imlendirme ¢alismalarinda, bazi
Rhizoctonia suslarimin Spiranthes sinensis’ i ¢imlendirmis olmasma karsin, Spiranthes
sinensis’ ‘in dogal mikobiyontu Tulasnella deliquescens’ dir (Umata, 1997a,b). Erythorchis
ochobiensis, dogada belirli bir endofiti bulunmamasina karsin endofiti olmayan gesitli
funguslar ile c¢imlendirilmistir (Rasmussen, 2002). Bir bagka oOnemli gozlem, uygun
funguslarin nispeten farkli aglara sahip olan dort orkide tiirliniin hepsiyle de kisa siireli
iligkiler olusturmasidir, bu da orkide tohumlarinin test edilen bir¢cok fungal izolat ile
protokorm gelisimini desteklemistir (Hollick, 2005). Sadece tam uyumlu fungal endofitlerle
yapilan simbiyotik caligmalar, gelismis orkide fideleriyle sonuclanmistir. (Ramsay vd., 1986;
Pope ve Carter 2001; Huynh, 2004; Hollick, 2005). Zelmer (1996), 14 fotosentetik orkideden
9'unda birden fazla fungus cinsi tanimlamistir. Mccormick (2004), ¢alismasinda, fotosentetik
orkidelerin mikorizal fungus ¢esitliliginin, fotosentetik olmayan orkidelere oranla daha diisiik

oldugunu gézlemlemistir.

Funguslarin bitkiler i¢in; agir metal toleransi, kuraklik toleransi, bitki biiyiimesi,
hastalik direnci, otoburlara kars1 bitkiyi savunma ve besin maddelerinin aliminda yardimci
olmas1 gibi ¢esitli yararlar1 vardir (Otero vd., 2000). Baz1 mikorizal funguslar, bitkinin
fizyolojik durumuna ve cevre kosullarina gdre mutualist veya parazit davranabilmektedir

(Graham ve Eissenstant, 1998; Rasmussen ve Rasmussen, 2009).

Orkide kokleri her yil yeniden enfekte olurlar (Rasmussen 2002). Orkide tohumlarinin
¢imlenebilmesi ic¢in, dogada uygun funguslarla karsilasmasi gerekir. Mccormick (2016)
caligmasinda, orkide mikorizal funguslarmin topraktaki yogunlugunu fiizerine incelemeler
yapmustir. Goodyera pubescens, Liparis liliifolia ve Tipularia discolor fidelerinin bulundugu
bolgeler esas alinarak, toprakta bulunan hedef mikorizal mantarlarin dagilimini ve bollugunu
DNA esasli molekiiler teknikler ile karsilagtirmistir (Mccormick, 2016). Fungusun belirli bitki
tiirlerine yakinligi fungus i¢in uygun substrat saglayabilir, bu durum fidelerin basarili bir

sekilde gelismesi i¢in kritik bir etken olabilir (Rasmussen, 2002). Bonnardeux (2007), orkide



protokormlarinda kesin olarak bulundugu belirlenen funguslarin daha biiylik orkide
fidelerinde bulunmadigini1 gézlemlemistir, ve bu durumu agiklamak i¢in uyumlu funguslarin,
gelismis bir fide asamasina dek kalict iligkili funguslar ve fide gelisimini desteklemeyen,
bitkiyle kisa karsilagmalar1 olan funguslar olarak tanimlanmasini1 dnermistir. Funguslar1 genis
aglara sahip orkideler (Disa bracteata) diger orkidelerden daha fazla yayilis gosterir ve yeni
habitatlara dagilma ve go¢ etme konusunda daha yetenekli olabilir (Bonnadeux, 2007). Bu
durum uygun fungusun genis alanlara yayilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir
(Bonnadeux, 2007). Masuhara ve Katsuya (1994), yetiskin Spiranthes sinensis fideleriyle,
tohum paketlerinin bu fidelere yakin olmasinin fide iiretiminde basar1 sagladigina dair higbir
baglanti bulamamistir. Mckendric (2000a), Corollorhiza trifida’ da benzer bir sonuca
ulagsmigtir. Nemesio ve Rasmussen gore (2011), tohumlarin istatistiksel ¢gimlenme sansi, ana
bitkiye olan mesafeye bagl olarak énemli dlgiide azalmaktadir. Ornegin, bir Cephalanthera
tirlinde Chung (2004), tohumlarin ¢ogunlugu i¢in 10 m'den daha kisa mesafedeki dagilma
capi ile istikrarli bir genetik yap1 bulmustur. Ana bitki gurubundan, 10-15 km'den daha uzak
mesafelerdeki yayilmalar (Ridley, 1930; Crackles, 1975; Willems, 1982) ¢ok nadir goriilen
vakalar olarak goriilmektedir. Orkide mikorizal funguslar bitki ile giiglii bir sekilde iligkili
olsa da, topraga genis bir sekilde dagilmistir (Waud, 2016). Orkide mikorizal funguslarinin
topraktaki cesitliligi ve sikligi, orkide bitkilerinden uzaklastik¢a azalmistir ve bu da, orkide
tirlerinin kiimelenmis dagiliminin, tiirlere 6zgli mikorizal endofitlerinde bolgesel olarak
dagilimi ile agiklanabilecegini diisiindiirmektedir (Waud, 2016). Diger bitkiler genellikle tek
cesit mikorizal fungus ile birlesirken, orkide tiirleri, bir veya birkag¢ fungus tiirii ile mikorizal
etkilesimlere girmektedir (Otero, 2004; Ogura vd., 2008; Jacquemyn, 2010; Roche, 2010;
Swarts, 2010; Phillips, 2011a). Ozellesmis ekolojik etkilesimler, bitki tiirlerinin uygun
habitatlarda giliclenmesini kontrol ederek (McCormick, 2012) bitki tiirlerinin dagilimini
siirlayabilir, bu da potansiyel olarak kullanilabilir habitat cesitlerini ve cografi dagilimi

sinirlandirir.

Orkidelerin ¢ogu yetiskin asamada fotosentetiktir, ¢ok az orkide tiiri
mikoheterotrofiktir (Leake vd., 2005). Ttiim orkideler baslangicta mikoheterotrofiktir (fungusa
bagimli beslenme), ancak en sonunda yaprak iireterek fotosentetik hale gelir (Leake vd.,
1994). Son kanitlar, ii¢ilincii bir orkide beslenme tiirii olarak miksotrofinin (klorofil tagidigi
halde heterotrof olarakta beslenebilme bi¢imi) var oldugunu gostermektedir (Julou ve vd.,
2005). Miksotrofik orkideler, fotosentetik ve mikoheterotrofik orkideler arasinda evrimsel bir

adim olabilir (Julou vd., 2005). Hatta, fotosentetik orkidelerde mikorizal fungusun varligi,
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orkideye az miktarda da olsa fungustan karbon tedarik etmeye devam ettiginin gostergesidir,
ve bu beslenme seklinin Orchidaceae'de ilk disiiniilenden daha yaygin olabilecegi
diistintilmektedir (Cameron vd., 2006). Bir ¢alismada, eriskin G. repens'ten mycobionta
karbon gecisi tespit edilmistir (Cameron vd., 2006). Cameron (2006) ayrica, mikorizal
funguslarin, yetiskin fotosentetik bitkilere karbon sagladiklarini da gostermistir. Orkideler
biiyiik olasilikla hem ¢imlenme asamasinda hem de yetiskin evrelerinde azot, fosfor ve diger
besin maddelerini funguslar araciligiyla saglamakta ve ayni zamanda fotosentez tiriinleri de
fungal partnere gegmektedir (Liebel ve Gebauer, 2011). Orkide endofitleri tiim minerallere
ihtiya¢ duyarlar (Cameron vd., 2008). Hem amonyum hem de nitrat orkide funguslari i¢in
ideal nitrojen kaynaklaridir (Cameron vd., 2008). Diger funguslar ise nitrojen kaynaklarinda
iyi gelismemektedir. Tropikal orkidelerin funguslari, aminoasit, pepton, niikleik asit ve iire
benzeri organik nitrojen kaynaklarinda ¢ok iyi gelismektedir (Cameron vd., 2008). Arundia
chinensis’ten izole edilen 2 Rhizoctonia fungusu nitrojen kaynagi olarak glutamik asit
kullandiginda en iyi gelismeyi gostermis, diger uygun kaynaklarin ise asparajin ve asparjin
oldugu goriilmiistiir (Cameron vd., 2008). Prolin ve metionin de uygun kaynaklar arasinda
gosterilebilir, Asparajin, glisin ve iire; glutamin, arjinin ve alanine gére Tulasnella calospora

icin daha uygun nitrojen kaynaklaridir (Cameron vd., 2008).

Simbiyontlar arasindaki denge, diger seylerin yani sira nitrojen kaynagindan da
etkilenir (Beyrl, 1995). Bu baglamda yiiksek karbonhidrat ve nitrojen temini bitki tarafindan
fungusun reddedilmesine neden olur (Rasmussen, 2002). Bitkinin karbonhidrat kaynag: diisiik
bir ortamda yaptigi herhangi bir mikorizal = kombinasyon fungusun bitkide parazit
davranmasiyla sonuglanir. Dis karbohidrat kaynaklarin yetersizligi fungus parazitligini
artirmaya neden olur (Rasmussen, 2002). Ortamda yiiksek nitrojen kaynaginin bulunmasi
bitkinin hiicre duvarlarini kalinlagtirmas1 ve fenolikler biriktirmesiyle fungusu reddetmesine
neden olur (Beyrl vd., 1995). Orkide tiirleriyle fungal izolatlar arasindaki iliskilerde
simbiyozdan parazitizme kadar degisen bir varyasyonun oldugu da ortaya ¢ikarilmistir. Bu
degisimin, simbiyotik kiiltiirlerde kullanilan fungal izolatin i¢inde bulundugu besinsel sartlara
bagh oldugu anlasilmistir (Ozkog¢ ve Dalci, 1992). Dijk ve Eck (1995), yiiksek nitrojen
kaynaginin in vitroda protokorm verimini negatif yonde etkiledigini ortaya koymuslardir
(Rasmussen, 2002) . In vitro simbiyotik fideler kontrol gruplarina oranla daha yiiksek nitrojen
konsantrasyonuna sahiptir (Lee vd., 1997). Cattlea hibritine disaridan karbon saglanmasi

durumunda kok-siirglin oran1 artarken yaprak gelisimi durmustur (Smith ve Beyrl, 1993a).
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Anacamptis morio‘da, substratta ki yiiksek karbonhidrat konsantrasyonu bitkinin klorofil

iiretimini engellemistir (Smith ve Beyrl, 1993a).

Mikorizal fungustan, heterotrofik bitkiye ¢Oziinmiis karbonhidratlarin aktarimi su
calismayla desteklenmistir: Calismada isaretli glikoz, Mycena mondicola miselyumundan
Gastrodia elata fidelerine ilerlemis ve isaretli glikoz daha sonra bitkinin meristematik
dokularinda goriilmiistiir (Lan vd., 1996; Rasmussen, 2002). Ayrica mikorizal enfeksiyonun,
hem karasal tiirlerde hem de epifitik tiirlerde, enfekte olmayan kontrol bitkilerine oranla
biinyelerinde daha fazla su igerigine sahip olmalarindan dolayi, su alimimi artirdigi

distintilmektedir (Yoder vd., 2000) .

Bazi hormonlar da tohum g¢imlenmesini uyarici niteliktedir; etilen, oksinler ve
sitokinin, bazi orkide mikobiyontlar: tarafindan iretilirler ve in vitro ortamlara eklendiginde

bazi tohumlar i¢in uyaricidir (Miyoshi ve Mii, 1995; Rasmussen, 2002).

Orkideler ile iliskili Rhizoctonia endofitleri , bitki kalintilarinin par¢alanmasini
saglayan bir dizi karbohidrat pargalayici enzim tretir (Rasmussen, 1995). Ceratorhiza ile
iligskilendirilen Rhizoctonia suslari, lignin par¢alanmasinda aktif rol alan polifenol oksidazlar
iretir (Zelmer vd., 1996; Rasmussen 2002). Orkide dokularindaki hifal penetrasyonun
kontrolii, genel olarak fitoaleksin {retimine dayandirilmaktadir, yakin zamandaki bir
caligmada fitoaleksin olan orchinol orkide protokormlarinda belirlenmistir (Beyrl vd., 1995;
Rasmussen, 2002). Orkide dokularinin funguslar tarafindan enfekte edilmesi ve dokularin

zarar gormesi fitoaleksin liretmini uyarir (Reinecke, 1994).

2.4. Kiiresel iklim Degisikliginin Orkide Popiilasyonlarina Etkileri

Kiiresel iklim degisikligi de orkide habitatlarinda ekolojik ve fizyolojik degisikliklere neden
olmaktadir (Solomon vd., 2010). Iklim degisikliginin orkideler {izerindeki olas1 etkilerini
tahmin etmek zordur ve bazi ekosistemlerin iklim degisikligine karst digerlerine gore daha
savunmasiz olmast muhtemeldir. Tropikal daglardaki orkide kolonilerinin sicaklikla kuvvetli
bir sekilde kontrol edildigi diisiiniilmektedir (Primack ve Corlett, 2005). Bazi tropikal
ormanlarin kademeli olarak degismesi beklenmektedir. Yar1 kurak bitki oOrtiisii, kurak bitki
ortiisiine degisme egilimindedir (Solomon vd., 2010). Atmosferik sicakliklarin artmasi, bitki
ortlistiniin kademeli olarak dag eteklerinden yukar1 dogru hareket etmesiyle sonuglanabilir,

bu da ovalarda yetisen orkide tiirlerinin yukar1 dogru go¢ etmesine ve en yiiksek bolgelerdeki
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orkide tiirlerinin yok olmasina neden olabilir (Foster, 2001). Baz1 orkide popiilasyonlar
iklimsel 1sinmaya karsi daha savunmasiz olabilir (Liu vd., 2010). Orman kanopilerindeki
orkideler kurakliga karsi son derece hassas olabilir (Benzing, 2004) veya dolayli olarak da
etkilenebilirler. Isik, beslenme ve nemdeki degisiklikler de orkideleri etkileyebilirken iklim
degisikligi orkidelerin tozlagsma aglar1 i¢cin 6nemli bir tehdittir (Pemberton, 2010). Avrupa

karasal orkidelerinin sayilari, son 30 yilda azalmaya devam etmistir (Seaton vd., 2010).

Orkideler ¢ok sayida ve yaygin olmakla birlikte, birgogunun yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya oldugu bilinmektedir. Bir¢cok orkide, dogal olarak nadirdir ve smirli alanlarda
yerlesirler. Fakat bu alanlarda barinmalar1 ¢esitli sebeplerle engellenmistir. Mexipedium
kserophyticum, bilinen tek lokalitesinde yanginlar tarafindan yok edilmistir. Bir dagda
bulunan Phalaenopsis javanica kolonisi kesfini takiben, bir bahgivan tarafindan

toplanmastyla bolgede yokolmustur (Comber, 1990).

Tim orkideler kiiresel 1sinmaya ayni sekilde tepki gostermeyecek ve bazilar
gelecekteki degisikliklerle bas edebilmek i¢in daha iyi adapte olacaktir. Paphiopedilum ve
Cypripedium'a ait tiirlerin karsilastirtlmasi, farkli fizyolojik adaptasyonlar ve hayatta kalma
stratejilerine sahip olduklarin1 ortaya koymaktadir (Seaton vd.,2010). Ornegin; yaprak
dokmeyen Paphiopedilum, daha az fotosentez ve biiyiime oraniyla daha diisiik kaynak
ortamlarina adapte olurken, yaprak doken Cypripedium tiirleri daha yiiksek fotosentez
oranlarina sahiptir ve aktif donemde daha hizli biiylime gosterir. Ayrica karasal tiirler, epifitik
tirlere gore yangina daha direngli goriinmektedir (Seaton vd.,2010). Yumrular1 toplanan
orkidelerin bu tahribattan kagmak i¢in mezarliklara sigindig1 goriilmektedir. 474 mezarlik
iizerinde yapilan ¢alisma da 313 mezarlikta yumrulu orkide tesbit edilmistir. Mezarliklarda
tesbit edilen tiirlerin ise ¢igeklenme donemlerinin erken olusunun bu siginmada etkili oldugu

distintilmektedir (Loki vd., 2015).

2.5. Koruma Cahsmalar

Orkidelerin ¢esitli amaglarla asir1 toplanmasi, habitatlarinin yok edilmesi bu bitkileri, giderek
artan siddette tehdit altina almaktadir. Cok ciddi onlemler alinmadigr takdirde ozellikle
Tiirkiye orkidelerinin bircogu tamamen yok olabilecektir. Bu ciddi tehdite karsi gesitli
onlemler alinmalidir. Milli parklar, botanik bahgeleri, tohum bankalar1 tam olarak degilse bile
gen kaynaklarinin siirdiirtilebilir bir sekilde korunmasi acisindan 6nemli ve olumlu adimlardir.
Bu baglamda diinya capinda 2500%n iizerinde (http://www.bgci.org/garden_search.php)

botanik bahgesi, tiim kitalarda etkili bitki koruma saglamaktadir. Uluslararas1 Botanik

13



Bahgeleri Koruma sitesinden  (http://www.bgci.org/garden_search.php) elde edilen
veritabanina gore, diinya ¢apinda botanik bahgeleri tarafindan yiiriitiilen bilimsel aktiviteler
yelpazesinde tohumla ilgili ¢alismalar tiim ¢alismalarin %3’{inii, taksonomi g¢aligmalari ise
%24’ inli olusturmaktadir (Swarts ve Dixon, 2009). Bilimsel otoriteler goz oniine alindiginda,
botanik bahgeleri, nesli tiikenmekte olan tiirlerde uluslararasi ticareti yavaglatan veya
engelleyen, Tehdit Altindaki Tiirler Uluslararast Ticaret Sozlesmesine (CITES) yardimect
olabilir (Swarts ve Dixon, 2009).

Botanik bahgeleri, 25.000 orkide taksonunun tahmini %25'ine sahiptir ve bu sekilde
orkidelerin canli koleksiyonlarini barindirmaktadir (Swarts ve Dixon, 2009). Botanik
bahgeleri sadece var olan bitki tiirlerinin rezervlerini korumaktadir, habitatlarin dogrudan
zarar gOrmesini ve kiiresel iklim degisikliginin etkisini azaltmak igin yeterli degildir.
Dolayisiyla gen kaynaklarinin korunmasi yoniinde daha ciddi adimlarin atilmasi

gerekmektedir.

Orkidelerin toz benzeri tohumlari, tiirlerinin korunmasi i¢in olaganiistii firsatlar
saglar. Tek bir kapsiil, binlerce tohum igerebilir ve bu da bir tiire ait tohumlarin bir tohum
bankasinda saklanabilmesi i¢in etkili bir yoldur. Orchidaceae, lizerinde en fazla arastirma

yapilan bitki familyalarindan biri ve yiiksek ekonomik Oneme sahip olmasina ragmen,

Tiirkiye’de orkide tohum bankasi yoktur.

Sekil 2.2. Halk tarafindan toplanan orkide yumrulari

Suana dek yapilan calismalar, standart tohum depolama kosullarina bir dizi cevap
vermektedir. Orkide tohum bankasi calismalarinda, tizerinde c¢alistiklart bazi tiirlerin

(Dactylorhiza, Dendrobium, Eulophia ve Paphiopedilum spp.) -70 °C’de canliligint korudugu
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gorlilmiistiir (Swarts ve Dixon, 2009). Baz1 orkide tiirlerinde, uzun siireler ic¢in sifir alti
sicakliklarda depolama, ¢imlenme kabiliyetinde bir artisa yol agabilir (Swarts ve Dixon,
2009). Bu nedenle, bir orkide tohumu ig¢in depolama programina baslamadan once,
depolanacak tohumun uzun Omiirliliigiini i¢in uygun tohum nemininin ve sicakliginin
belirlenmesi gerekmektedir. Glineybati Avustralya kiiresel biyogesitlilik noktasinda, Kings
Park Botanik Bahgesi, Millenium Tohum Bankasi (MSB) tarafindan finanse edilen bir
programla, orkide tohumlarinin korunmasinda diinya ¢apinda bir ilke imza atmaya yakindir
(Swarts ve Dixon, 2009). Bu program, giineybati Avustralya biyogesitlilik noktasinda bulunan
408 karasal orkide tiiriiniin dortte {igiiniin  tohumlarin1 depolayarak gerekli mikorizal

simbiyontlar1 saglamistir (Swarts ve Dixon, 2009).

Tiim bu caligmalar neticesinde dogal ortaminda ¢imlenme ve fide gelisimi uygun
fungus ile simbiyotik iligkiye bagimli oldugu gerekcesiyle simbiyotik kiiltiirde {iretilen
fidelerin topraga adaptasyonu nispeten daha kolay oldugu goriilmiistiir. Doku kiiltiiri,
asimbiyotik ve simbiyotik ¢imlendirme ¢aligmalari ile elde edilen fidelerin dogal ortamlarina
transfer edilmesi denenmis fakat 6zellikle asimbiyotik kiiltiirde {iretilen fidelerin topraga
adaptasyonunda basar1 elde edilememistir. Bu sebeple simbiyotik kiiltiir ¢alismalar1 tercih

edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Teshislerinin Yapilmasi

Bu arastirmada kullanilan orkide tiiriiniin teshisi Flora of Turkey (Davis, 1984)’e gore
yapilmistir. Buna gore; Serapias vomeracea subsp. laxiflora, pargali olmayan, ovat yumrular
olan c¢ok yillik bitkidir. Yapraklar lanseolat, disa dogru katlanmis, mavimsi yesil renktedir.
Cigek durumu 2-3 ¢igekli basak seklindedir. Cigekler zigomorfik ve ¢ok cesitli renklerdedir.
Cogunlukla ¢icekleri asan boyda kirmizimsi mor, lanseolat brakteler mevcuttur. Periant 2
halkadan olusur; 3 benzer par¢adan olusan dis halkada sepaller ve iki esit parcaya sahip i¢
halkada ise petaller ile birlikte esit olmayan bir labellum mevcuttur. Sepaller petallerle
beraber 20-26 mm boyda bir migfer meydana getirmis, ugta sivrilmis, kirmizidan morumsu
kirmiziya kadar olan renklerdedir. Labellum spursuz, 3 lobludur. Bazalda boliinmiis bir
hipokil ve distal bir epikil bulunur. Hipokil genis, epikil ise dil benzeri, asagiya dogru, koyu
mor, kahverengimsi veya kirmizimsidir. Kolumnada 3-6 mm uzunlugunda bir gaga bulunur.
Poliniyum, bir kese icinde, tek bir viskidyuma bagladir. Ovaryum; fusiform seklinde, sapsiz,
biikiilmiistiir. Serapias vomeracea subsp. laxiflora; makilerde, cayirlarda, islak yerlerde, yol
kenarlarinda ve harebelerde 300-1000 metre arasinda goriilmektedir (Davis, 1984).
Cigeklenme mart ay1 ortasi - mayis ay1 gibi gerceklesir (Sezik, 1984).

Bu karakteristik Ozellikleri gdsteren tam bir bitki 6rnegi alinip herbaryum Ornegi
olarak hazirlanmis ve Ondokuz May1s Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji boliimii

herbaryumunda saklanmugtir.

Fungus izolasyonlar1 yapmak tiizere Serapias vomeracea subsp. laxiflora tiiriine ait
bireylerin kokleri subat ayinda vejetatif kisimlarin toprak tistiinde goériilmesinden, koklerin
tamamen kurudugu haziran ayma dek dogal habitatlarindan yumru ve toprak {istii kistmlarina
zarar vermeden alinmis ve hemen laboratuvara getirilerek izolasyon c¢alismalarinda

kullanilmustir.

3.2 Tohumlarin Toplanmasi ve Simbiyotik Cimlendirme Deneylerinde Kullanilmasi

Meyve olgunlasma doneminde arastirma alanindan kapsiiller alinip kagit zarflara konularak
laboratuvara getirilmistir. Kapsiiller agilip tohumlar ayrilmis ve bir hafta oda sicakliginda
neminin uzaklagsmasi saglanmistir. Daha sonra iginde CaCl. paketleri bulunan kahverengi

siselere konularak kullanincaya kadar buzdolabinda (4°C) saklanmistir.
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3.3. Arastirmada Kullanilan Kiiltiir Ortamlar:

3.3.1. Fungus izolasyon ortam

Orkide koklerinden mikorhizal funguslarin izolasyonu i¢in kullanilan besin ortami Clements

vd. (1986) gore hazirlanmustir.
Besin ortamlariin igerigi ise su sekildedir;

Cizelge 3.1. Fungus izolasyon ortami

Miktar (gr)

Ca (NO 3)2 4H0 0.5¢r

KH PO4 0.2gr

KCI 0.1¢gr

Mg SO4 7H20 0.1gr
Yeast Eksrakt 0.19gr
Stikroz Sgr

Agar (HIMEDIA GRM026-500G) 10 gr
Distile su 1000 ml

Besin ortami hazirlanan siseye 300 ml su koyulmustur ve tartilan her bir 6rnek
tartimdan sonra tamamen ¢6ziinene dek karistirilmistir. Son olarak yeast ekstrakt koyulduktan
sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 ml ye tamamlanmistir. pH metreyle (WTW Ph 315i, Eksper)
pH’ s1 5.8’ ayarlandi. Bu islem sirasinda 0.5M’lik NaOH, pH ayarlamak i¢in kullanildu.
Sonrasinda siikroz (Bioshop) ve agar (HIMEDIA) sirayla tartilarak ayni hassasiyetle ¢cozeltiye
eklenmistir. Daha sonra 1.5 Atm basingta 121°C‘de 30 dakika siireyle otoklavda (NUVE
L60)steril edilmistir. Yaklasik 50 °C sicakliga diistiigiinde alkolle silinip 15 dakika UV 1s18a
maruz birakilarak steril edilen kabinde (NUVE LN90) steril petrilere (ISOLAB 90/17mm)

aktarilmistir.

Izole edilen funguslarin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in asagidaki kiiltiir ortamlari

hazirlanmstir.
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3.3.2. Patates dekstroz ortam

Cizelge 3.2. Patates dekstroz agar ortami igerigi

Miktar (gr)
PDA (HIMEDIA M403-500G) 39 gr
Distile su 1000 ml

Besin ortami hazirlanan 1000ml’lik erlene 300 ml su koyulmustur. Tartilan stok
PDA’dan 39 gr tartildi 1000 ml ye tamamlanan besin ¢ozeltisi, daha sonra 1.5 Atm basingta
30 dakika siireyle steril edildi ve steril kabinde steril petrilere dokiilmiistir.

3.3.3. Su agar1 ortamu

Cizelge 3.3. Su agar1 ortamt icerigi

Miktar (gr)
Agar (HIMEDIA GRMO026-500G) 10 gr
Distile su 1000 ml

Su agar1 ortami tabloda belirtilen miktarda agar tartilip 1000mL saf su igine aktarilip

otoklavda steril edilerek hazirlanmistir.

3.3.4. ‘Safranin O’ ve ‘lactofenol cotton blue’ boya cozeltisi

Cizelge 3.4. ‘Safranin O’ boya ¢ozeltisi igerigi

Miktar (gr)
Safranin O 0.05 gr
Distile su 100 ml

‘Safranin O’ ¢ekirdek boyamasi i¢in kullanilan boya ¢ozeltisidir. ‘Lactofenol cotton blue’ ise,
fungus boyamasi i¢in yaygin olarak kullanilan boya ¢ozeltisidir. %70’lik alkol damlatilan
ortama fungal preparat yerlestirilip ve lizerine ‘lactofenol cotton blue’ ¢ozeltisi 2 damla

olacak sekilde damlatilip ve lamel preparat iizerine kapatilmistir (Leck, 1999).
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Cizelge 3.5. ‘Lactofenol cotton blue’ boya ¢ozeltisi

Miktar (ml)
Alkol (% 70) 1ml
Lactofenol cotton blue 2 mi

3.3.5. Tohum ¢cimlendirme ortam

Tohum c¢imlendirme ortami olarak Clements vd. (1986)’nin modifiye yulaf ortami

kullanilmistir. Bu kiiltiir ortaminin icerigi Cizelge 3.6’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Modifiye simbiyotik yulaf ortami

Miktar (gr)

Ca (NO3), 4H,0 0.2¢gr

KH, PO, 0.2 gr

KCI 0.1gr

Mg SO, 7H,0 0.1gr
Yeast Eksrakt 0.1gr
Stikroz 29r

Agar 10gr
Distile su 1000 ml

Dereceli silindir igine bir miktar su konup igine Cizelge 3.6.’deki kimyasal maddeler
(agar ve sukroz harig) verilen miktarda tek tek ¢ozdiiriilerek eklenmis, daha sonra son hacim 1
litreye tamamlanip pH 5.8’¢ ayarlandiktan sonra sukroz ve agar eklenip otoklavda 15 dakika
steril edilmistir. Bu kiiltiir ortam1 simbiyotik kiiltiir tiiplerine esit miktarda dagitilip tiiplerin
agizlart iki kat aluminyum folyo ile sikica kapatildiktan sonra tekrar ayni kosullarda
otoklavda steril edilmistir. Steril edilen tiiplerdeki besiyerinin yatik olarak katilasmasi

saglanmistir.

3.3.6. Farkh karbon kaynaklar1 i¢eren simbiyotik besin ortamlar:

Tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi lizerine farkli karbon kaynaklarinin etkisini belirlemek
iizere, modifiye yulaf ortamina sabit konsantrasyonlarda (2 gr/L) siikroz, ksiloz, seliiloz,
maltoz eklenmis, kontrol grubu olarak ise hicbir sekerin kullanilmadigi besin ortami

hazirlanmstir.
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3.4 Funguslarin Koéklerden izolasyonu

Serapias vomeraceae subsp. laxiflora bireylerine ait kok ornekleri laboratuvara getirilip 6nce
musluk suyu altinda yikanip toprak kalintilarindan temizlenmis, her kdokten, fungus
enfeksiyonu olup olmadigini belirlemek igin birka¢ kesit alinarak mikroskopta incelenmis,

canli hif yumaklar1 bulunan kokler fungus izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Kok pargalart %1.5’1ik NaOCI (Sodyum hipoklorit) ¢ozeltisinde 2-3 dakika steril edilip
ardindan steril kabin icinde steril saf su ile li¢ kez yikanarak NaOCI uzaklagtirilmigtir. Kok
parcalarindan steril petri kaplarinda ince kesitler alimmistir. Kok kesitleri, icinde fungus
izolasyon ortami bulunan petri kaplarima konmus ve 25 °C’de karanlikta inkiibe edilmistir.
Besiyerine dogru fungus hifleri biiyiimeye baslayinca, hifal zonun u¢ kisimlarindan tekrar
par¢a alinip saflastirilmistir. Funguslarin uzun siireli saklanmasi igin, i¢inde fungus izolasyon
ortam1 bulunan stok kiiltiir tiiplerine asilama yapilip iklim odasinda biiyiimeye birakilmis,
fungus hifleri tiipleri tamamen kaplayinca buz dolabina alinmistir. Elde edilen funguslarin

morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi icin PDA ve su agar1 ortamlarina ekimi yapilmistir.

3.5. Funguslarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.5.1. Cekirdek sayilarimin belirlenmesi

Safranin O, funguslarin  ¢ekirdek sayillarim1  belirlemek {izere  kullanilmustir.
Saf olarak izole edilen funguslar, icerisine steril lamel birakilmis olan, lamelli su agar
ortamina aktarilmis ve gelismeye birakilmigtir. 8 ila 16 giin siire inkiibe edilmis, hifler lamel
iizerinde gelistikten sonra lamel lizerine safranin O-KOH-gliserin damlatilmistir. Bu lameller
lam tizerine kapatilip hafif¢e alevden gegirilerek sabitlenmistir. Etrafi ise seffaf bir kapatici ile
kapatilip yar1 kalic1 preperat haline getirilmistir. Hazirlanan bu preparatlar, (Leica DM500)
mikroskubunda, c¢ekirdek sayilarinin belirlenmesi, hif caplarmin o6lgiimleri, monolioid

hiicrelerin en-boylarinin dl¢iimleri i¢in incelenmis ve her 6zellik i¢in fotograflar: ¢ekilmistir.

3.6. Simbiyotik Besin Ortamlarina Tohumlarin Ekilmesi ve Fungusun Asillanmasi

Tohumlar kiiltiir ortamina ekilmeden 6nce steril edilmistir.
Sterilizasyon islemi;

Kurutma kagitlar1 arasina bir miktar tohum konup paketler hazirlanmis ve tohumlarin

sterilizasyon esnasinda dokiilmemesi i¢in paketler dikilmistir.
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Steril hava kabininde, tohum paketleri, i¢inde %1.5’lik NaOCIl ¢ozeltisi ve bir damla
tween 80 bulunan kavanozda 15 dakika steril edildikten sonra iki kez steril saf su ig¢inde
calkalanarak ¢amasir suyunun uzaklastirilmasi saglanmistir. Tohum paketleri steril bir cam
petri icerisine alinip acgilmis ve yine steril bir 6ze ucu ile bir miktar tohum simbiyotik besin
ortamu tiiplerine ekilmistir. Tohum ekildikten sonra tiiplerin agiz kismi ve aluminyum folyo
kapak aleve tutularak steril edilmistir. Karanlikta, 25+2°C’de bir hafta kadar inkiibasyona
birakildiktan sonra saf olarak gelistirilen funguslar her {i¢ tiipe farkli bir fungal izolat olacak
sekilde ekilmistir. Her bir fungal izolat ile li¢ bagimsiz deney ve 3 tekrarli olmak {lizere deney
setleri hazirlanmigtir. Biitiin simbiyotik deney serileri ii¢ ay siire ile iklimlendirme odasinda
16: 8 saat fotoperiyotta inkiibe edilip ¢imlenme ve fide gelisimleri takip edilmis, gerekli

sayim ve degerlendirmeler yapilmistir.

Deney siiresi sonunda her deney tiipii binokiiler mikroskop altinda incelenmis ve sayim
yapilmistir. Sonuglarda dncelikle yiizde ¢imlenme oranlar1 (% ¢imlenme= Bir tiipte ¢cimlenen
tohum sayisi/ tiipteki toplam tohum sayisi x100) belirlenip sonrasinda ise bir istatistik
programi1 (SPSS: Statistical Pack age for the Social Sciences) kullanarak ¢imlenmeler arasinda

onemli bir farklilik olup olmadig1 belirlenmistir.

3.7 Simbiyotik Kiiltiir Ortaminda Gelisen Fidelerin Sera Ortamina Aktarilmasi

Svl 22 kodlu izolat ile asilanan tiiplerde gelisen fideler, iceriginde toprak ve perlit bulunan
saksilara aktarilmistir. Simbiyotik kiiltiirlerde gelisen fideler kokleri hafif su ile muamele

edildikten sonra saks1 ortamina alinmaistir.

3.8 Gelisen Fidelerin Farkh Karbon Kaynaklari Iceren Saks1 Ortamina Aktarilmasi

Daha once fungusu sabit tutularak farkli karbon kaynaklarinda ¢imlendirilen ve gelisen fideler
8’ er adet fide olmak {izere ayni igerikli saks1 ortamina alinmistir. Her bir saksiya fidenin
alindig1 kiiltlir ortaminda bulunan karbon kaynagi eklenmistir. Simbiyotik kosullarda gelisen
fidelerdeki gelisimler incelenmistir. Toprak ortamlarda ise cocopit, toprak ve fungus sabit
tutulurken; silikroz, ksiloz, selilloz, maltoz (2 ‘ser gram olacak sekilde) ayri saksilara
eklenerek toprakla harmanlanmistir, kontrol grubu olarak ise hi¢cbir sekerin kullanilmadigi
toprak ortami1 kullanilmistir. Fideler iklimlendirme odasinda 20-30 giin kalmistir. Ve saksilar
glinasirt olmak tiizere dinlendirilmis musluk suyu ile sulanmistir. Sakilardaki (Sekil 4.5)

fidelerde birbirinden farki ¢ok belirgin olmayan gelisme goriilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. Fungus Izolasyonu

Serapias vomeracea subsp. laxiflora tiriine (Sekil 4.3.a) ait koklerden yapilan aylik
izolasyonlarda endofitik funguslar izole edilmistir. Kokiin farkli kisimlarindan alinan
kesitlerde, endofitik fungus hifleri kok hiicrelerinin bazi kisimlarinda sindirilmis hif
yumaklari halinde iken bazi kisimlarinda ise birkag korteks hiicresinde aktif fungus hifleri

goriilmiistir (Sekil 4.3.1)

Elde edilen izolatlardan gelisen saf fungus kiiltiirlerinin mikroskobik incelemeleri
sonucu monilioid olusturdugu, hif yapilarinin 90° ac¢1 ile dallanma gosterdigi, dallanma
noktasinda bir daralma ve dallanan hif iizerindeki septum belirlenmistir. Elde edilen
izolatlarin karakteristik hif ve monilioid yapisi, Rhizoctonia benzeri funguslar oldugunu
ortaya koymaktadir. Bu funguslarin izole edildikleri ay, koloni tipi ve rengi, hif ¢ap1 ve

cekirdek tipi Cizelge 4.1 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.1. izolasyon déneminde elde edilen fungal izolatlarin morfolojik &zellikleri

. y . Cekirdek Hif
Izolat No Aylar  Koloni Tipi Koloni Rengi B Genisligi
tipl
(jum)

$S 2.1 (svl 19) Subat  Pudramst Hif > BeyaZGmp 158 Biniikleat  4,0251
SS 2.2 (svl 20) Subat  Pudramsi Hif OTmSi Saé‘ grup 160 g iikleat 4.4576
S5 2.3 (svl 21) Subat  Pudramsi Hif O"'™S! Saﬁ Grup 161 b ikleat 2,747
SS 2.4 (svl 22) Subat  Pudramsi Hif 07! Saﬁ Grup 161 giiikdeat  3,4307
SS 3.4 (svl 29) Mart  Pudramsi Hif O Beyaéer“p 158 Binikleat  3,5386
SS 4.1 (svl 30) Nisan Pudramst Hif 078! Sag Grup 160 g iikdeat  3,1062
SS 4.2 (svl 31) Nisan Pudramsi Hif OTmS! Sag Grup 160 pi iikleat 3,4524

4.2. Funguslarin renk skalasina ve hif yapisina gore gruplanmasi

Cizelgede belirtilen izolasyon donemlerinde toplam 7 fungal izolat elde edilmistir. Bu
izolatlarin morfolojik degerlendirmeleri sonucunda beyaz sar1 grup ve grimsi sar1 grup olmak
lizere 2 grup belirlenmistir. PDA ortaminda gelismeye birakilan saf fungus izolatlari,

tirettikleri pigmentlere gore petri alt1 goriintiileriyle (Sekil 4.1) renk skalasina (Olaya ve Abawi,
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1994) gore gruplandirilmistir. Ayrica funguslarin sahip olduklar1 hiflerin; pudramsi olmasi,

havai olmasi, besiyerine batik olmasi gibi 6zellikler de yine morfolojik ayrimda kullanilmistir.
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Sekil 4.1. izole edilen funguslarin petri ve hif goriintiileri (2016)

24



Subat ayinda koklerden 4 fungus izole edilmistir;

SS 2.1 (svl 19) kodlu fungal izolatin genel petri goriintiisiinde hifler pudrams: sari-
beyazdir. Hiicre ¢ekirdekleri biniikleat olarak tesbit edilmistir. Mikroskobik hif goriintiisiinde
ise hifal dallanmalarin 90° dik a¢1 oldugu goriilmistiir. Dallanan hif {izerindeki septum
belirlenmistir Subat ay1 icerisinde izole edilen diger izolatlar SS2.3 (svl 21) ve SS2.4(svl 22),
grimsi-sar1 renktedir ve benzer hif morfolojileri goriilmiis olmasmna ragmen hif ¢aplar
farklilik gostermistir (Sekil 4.1). SS 2.2 (svl 20)’de ise, yukarida belirtilen (dallanmalarin 90°
dik olma durumu, monilioid olusumu, dallanan hif {izerinde septum) Rhizoctonia benzeri

ozellikler goriilmemistir (Sekil 4.1).
Mart ayinda koklerden 1 fungus izole edilmistir;

SS 3.4(svl 29) kodlu izolatin genel petri goriintiisiinde hifler pudramsi sari-beyaz
renktedir. Mikroskobik hif goriintiisiinde hifal dallanmalarin 90° a¢1 olusturdugu goriilmiistiir.
Hiicre cekirdekleri biniikleat olarak tesbit edilmistir. izolatin mikroskop c¢ekimlerinde siskin

monilioidler goriilmistiir (Sekil 4.1).
Nisan ayinda koklerden 2 fungus izole edilmistir;

SS 4.1 (svl 30) ve SS 4.2 (SVL 31) kodlu izolatlarin genel petri goriintiisiinde hifler
pudrams1  grimsi-sar1 renktedir. Hiicre cekirdekleri biniikleat olarak tesbit edilmistir.
Mikroskobik hif goriintiisiinde ise hifal dallanmalarin 90°dik a¢1 oldugu goriilmiistiir. Ayrica
siskin monilioidler SS 4.1 (svl 30)’da goriilmistiir (Sekil 4.1).

Mayis ve haziran aylarinda fungus izole edilememistir.

4.3. Mikorizal funguslarin tohum ¢imlenmesine etkisi

Subat ayinda vejetatif kisimlarin toprak iistiinde goriilmesinden, kdklerin tamamen kurudugu
haziran ayma dek yapilan izolasyonlarda elde edilen fungal izolatlar, uygun sekilde
tohumlarin bulundugu tiiplerdeki kiiltiir ortamlarina agilanmigtir. 10-14 giin siire sonrasinda
tohum kabugu ¢atlamis ve protokorm olusumu goriilmiistiir. 45-60 giin sonunda ise ¢imlenen
tohumlar fide asamasina ulasmistir (Sekil 4.3.e). Fungal izolatlara bagli olarak ¢imlenen
tohumlarda en yiiksek ¢imlenme oranlar1 sirasiyla Svl 22, Svl 30, Sv1 29, Svl 21, Svl 31 ve svl
19 kodlu fungal izolatlarda gorilmiistiir. Rhizoctonia disi olan Svl 20 kodlu izolat ise

cimlenmeyi tesvik etmemistir.
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Protokormlardan enine kesit alinip asilanan fungusun tohuma girip girmedigi kontrol
edilmis ve protokormda korteks hiicrelerinde fungal yumaklarin oldugu goriilmiistiir

(Sekil4.3.d)

Cizelge 4.2. Elde edilen mikorizal funguslarin tohum ¢imlenmesine etkileri

Fungus (2016) Cimlenme(%)

Kontrol 00,00+00,00 b

Svl 19 23,33+6,38 a*

Svl 20 00,00+00,00 b

Svl 21 25,56+4,45 a*

Svl 22 32,95+17,73a*

Svl 29 30,71£6,26 a*

Svl 30 31,99+10,93 a*

Svl 31 24,08+14,06 a*

Onemlilik (p<0.05)

4.4. Simbiyotik kiiltiirde elde edilen fidelerin topraga aktarilmasi

Simbiyotik kiiltiirde gelisen fideler once icinde toprak karigimi bulunan saksilara dikilmis
topraga adaptasyonu saglandiktan sonra seraya aktarilmistir. Seraya Svl 22 kodlu izolat ile
astlanan fideler aktarilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi serada iyi bir gelisme gdsteren

fidelerde ilk yumrular yaklasik 8 ay sonra olusmustur (Sekil 4.2a).

Sekil 4.2. Seraya aktarildiktan 8 ay sonra gelisen yumrulu fide (a,b)
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Sekil 4.3. Serapias vomeracea subsp. laxiflora  fidelerinin yasam dongiisii;
simbiyotik etkilesim i¢in tohumlarin (b) uygun fungusla (c) infekte
olmasi, protokorm gelisimi ve protokormda aktif endofitler (d),
simbiyotik kiiltiir ortaminda gelisen fideler (e), fidelerin koklerinde
fungal endofitler (f) fidelerin seraya aktarilmasi (g), dogal ortaminda

yasama adapte olmus ciceklenme doneminde eriskin orkide fidesi (a)

4.5. Orkide tohumlarinin cimlenmesinde farkh karbon kaynaklarinin etkisi

Onceki calismalarda belirlenen ve gelisimi en iyi destekledigi tesbit edilen SVL 22
kodlu izolat tiim tiiplerde sabit olarak kullanilmistir. Degisken olarak siikroz ksiloz
seliiloz ve maltozun, simbiyotik besin ortamlarindaki Serapias vomeracea subsp.
laxiflora tohumlarinin gelismesine (Sekil 4.4) etkisindeki istatistiksel anlamlilik
(Cizelge 4.3), Duncan testi (Tek yonlii anova SPSS 15) ile tesbit edilmistir. Sekil
4.4°de gortldigi gibi farkli karbon kaynaklarinda gelisen fidelerin tamaminda
klorofil bulunduran ilk yaprak geligsmistir. Fakat farkli karbon kaynaklarinda gelisen

fidelerin ¢imlenme yiizdelerinde ise nispeten istatistiksel fark goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Modifiye yulafli simbiyotik ortaminda farkli karbon kaynaklarinin

¢imlenme iizerine etkisi

Karbon Kaynag Cimlenme(%)
Maltoz 26,08b*
Sekersiz 26,02b*
Seluloz 26,81ab*
Ksiloz 27,91ab*
Siikroz 29,18a*
Onemlilik (p<0.05)
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Farkl1 karbon | Cimlenen tohumlar
kaynaklarina gore
simbiyotik ortamlar
Seliiloz

Maltoz

Ksiloz

Siikroz

sekersiz

Sekil 4.4. Farkli karbon kaynaklarinda gelisen fidelerin goriintiileri
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Karbon kaynaklari Saksilar

Siikroz

Maltoz _ —

Ksiloz Al i — i
Seliiloz

sekersiz ) .

Sekil 4.5. Farkli karbon kaynaklarinda gelisen fidelerin saks1 ortamindaki gelismeleri
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5. TARTISMA

Tiirkiye karasal orkideler bakimindan zengin bir iilkedir. Tiirkiye’de rizomlu
orkideler olarak, Neottia, Limodorum, Goodyera, Epipogium ve Corallorrhiza
cinslerine ait 1’er tiir Cephalanthera’ ya ait 6 tir, Epipactis’e ait 7 tiir ve Listera’ya
ait 2 tlir bulunmaktadir. Yumrulu orkideler olarak Aceras, Barlia, Comperia,
Gymnedinea, Neotinea, Traunsteinera, Anacamptis, Coeloglossum, Steveniella,
Spiranthes, cinslerine ait 1’ er tiir, Orchis cinsine ait 20 tiir, Serapias cinsine ait 3
tir, Dactylorhiza cinsine ait 9 tiir, Himantoglossum cinsine ait 2 tiir, Ophrys cinsine
27 tur, Platanthera cinsine ait 2 tiir olmak tlizere 24 cinse ait 72 tiir bulunmaktadir
(Davis, 1984). Giiner’ in (2012) Tiirkiye Bitkileri Listesine gore; Epipactis cinsine
ait 3 yeni tiir, Orchis cinsine ait 5 yeni tiir, Serapias cinsine ait 2 yeni tiir,
Traunsteinera cinsine ait 1 yeni tiir, Dactylorhiza ve Himantoglossum cinsine ait
2’ser yeni tiir, Ophrys cinsine ait 14 yeni tiir, Platanthera, Spiranthes ve Gennaria
cinslerine ait 1’ er yeni tiir listeye eklenmistir. Giliner’e (2012) gore 25 cinse ait 101

tiir tilkemizde bulunmaktadir. Hibrit tiirler ile birlikte toplamda 170 tiir mevcuttur.

Y1l i¢inde ortalama ihracat miktarinin 10 ton oldugu, bazen bu rakamin 15 tona
ulasabildigi, yurti¢i kullanim da dahil edildiginde yillik salep kullaniminin 20 ton
oldugu bildirilmistir. Bir salep yumrusu 0.5 g agirhigindadir ve bu da salep yapimi
icin yaklasik 40 milyon yumrunun dogadan toplandigini gdstermektedir. (Sezik,
2002). Salep yapimi amaciyla dogal orkide habitatlarinin tahribati biyiiktiir. Habitat
alanlarinin bozulmasi ve habitat kaybi, orkideler i¢in ana tehditlerden biridir. Bu
durum, arazi kullanimindaki degisiklikler, arazilerin terk edilmesi ve agaclandirma
caligmalari, artan tarim faliyetleri, topraktaki suyun drenaji, istilaci tiirlerin genis

alanlara yayilmasi gibi ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilir (www.eastmedorchids).

Ulkemizde salep elde edilen orkide tiirlerinin korunmasi kapsaminda
olusturulan hukuksal tedbirler, 1974 yilinda salep elde edilen orkide tiirlerinin
thracinin yasaklanmasi ile baslamistir. CITES (Nesli Tehlikede Olan Yabani Hayvan
ve Bitki Tiirlerinin Uluslararas1 Ticaretine Iliskin S6zlesme) 27 Eyliil 1994 tarih ve
4041 sayili Kanun ile onaylanmis ve 20 Haziran 1996 tarih ve 22672 sayili Resmi

Gazetede yaymlanmstir.

Tiirkiye orkide habitatlarinin korunmasi1 amaciyla yapilan diger bir girisim

Salep Eylem Planr’dir (https://www.ogm.gov.tr). Salep Eylem Plani’na gore,
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orkideleri tehdit eden unsurlar; aga¢ kesim ve nakliyati, Tarim ve agaglandirma,
yetisme ortaminin pargalanmasi, kentlerin gelismesi madencilik faaliyetleri, bilingsiz
toplayicilar, drog ve kozmetik alanlarda kullaniminin son yillarda artmasidir. Salep
Eylem Plani, Salep’in dogal ortaminda ¢ogaltilmasi, salep fertlerinin fidanliklarda
yetistirilmesini takiben dogal yayilis alanlarina tasinmasi, tohum bahgelerinin
olusturulmasi, toplumun bilinglendirilmesi gibi amaglar belirlemis olsa da 2018 yili

itibariyle hedeflerine ulasamamustir.

Son yillarda izmir Menemen Tarimsal Arastirma Enstitsiiniin baslattig1 orkide
yumrularmin dogal ortamlarindan sokiilerek tarla kosullarinda kiiltiire alinmasi
(Tutar, 2012) yoniindeki ¢aligmalar tim Tirkiye’de de yayginlagsmaya baslamistir.
Birden fazla yumru veren Serapias vomeraca ve Orchis sancta tiirleri ile baglayan
bu denemeler Tiirkiye genelinde biitiin orkide tiirlerini kapsar duruma doniismiistiir.
Bu da yakin gelecekte ¢ok ciddi olumsuz sonuglar doguracaktir. Yukarida
bahsedilen orkideler disindaki orkidelerin biiyiik ¢ogunlugu tek yumru tiretmektedir.
Dolayisiyla her yil dogal alanlardan tekrar tekrar sokiim yapilmasi bireylerin kisa
zaman icinde tamamen yok olmasia sebep olacaktir. Biitiin bu olumsuzluklar
toprak kosullarinda tohumdan orkide iiretiminin basarilabilmesi ile biiyiik oranda

ortadan kalkacaktir.

Bilimsel orkide toplulugu, 10 yildan uzun bir siire 6nce ex situ koruma
tekniklerinin onemini kabul eden bir Koruma Eylem Plani olusturmustur (Hagsater
ve Dumont, 1996). Birlesmis Milletler Biyolojik Cesitlilik S6zlesmesinde (CBD)
tim taraflarca oybirligiyle kabul edilen Kiiresel Bitki Koruma Stratejisi (GSPC)
Hedef 8, 2002 yilinda kabul edilmistir  (www.bcgi.org/worldwide/gspc/). 1lk
Uluslararas1 Orkide Koruma Kongresi'nde (IOCC), 2010 yilinda tehdit altindaki
orkidelerin % 90'min giivenli ex situ koleksiyonlarda tutulmasi gerektigine karar
verilmistir (Dixon ve Phillips, 2007). Bunun yani sira botanik bahgeleri ve tohum

bankalar1 da diinya ¢apinda orkidelerin korunmasi adina biiyiik 6neme sahiptir.

Tiirkiye’de ise doga koruma alanlari, milli parklar, tabiat parklar1 var olan
orkide habitatlarinin korunmasi adina Onemlidir. Fakat orkide tohum bankasi

caligmalari i¢in gerekli girisimler ¢ok azdir.

Bu bilgilerden de anlasilacag:i gibi, Tiirkiye’de orkideler icin ¢ok ciddi yok

olma tehdidi s6z konusudur ve kendi habitatlar1 disinda (ex situ) korunmasi ve
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tiretimi i¢in acil aragtirma ve uygulama caligmalarmin yapilmasi gerekmektedir.
Laboratuvar sartlarinda ¢ok sayida ¢imlendirme deneyleri yapilip basarili sonuglar
alinmis fakat elde edilen fidelerin dogal sartlara adaptasyonu miimkiin olamamuistir.
Glimiis (2009), Serapias vomeraceae’nin tohumlarinin  asimbiyotik  kiiltiir
calismalarinda % 57.65 oraninda ¢imlenme elde etmis, fakat dis kosullara
adaptasyonda tam bir basar1 saglanamamuis, bitkiler en fazla birka¢ ay igerisinde

canliliklarini yitirmislerdir.

Bitki topluluklarinin simbiyotik birlikler olmadan, gevresel strese karsi hayatta

kalamayacag: diistiniilmektedir (Otero vd., 2000).

Tohumdan iiretilen fidelerin dogal ortamlarina adapte olabilmeleri igin en

uygun yontem simbiyotik ¢imlendirme yontemi olarak kabul edilmektedir (Kauth

vd., 2008).

Bu arastirmada, Serapias vomeracea subsp. laxiflora bireylerinin vejetatif
kisimlar1 toprak tstiinde goriildiigii aydan (Subat), koklerin tamamen kurudugu aya
(Haziran) kadar olmak {izere onbes giin ara ile kdklerden fungus izolasyonlar1 sonucu
saf olarak elde edilen izolatlarin morfolojik 6zelliklerine gore ayrimi yapilmis ve
buna gore bir tane Rhizoctonia disi fungusun izole edildigi, digerlerinin Rhizoctonia
benzeri oldugu ve bu funguslarin biniikleat olduklari goriilmiistiir.  Diinyada
(Alexander, 1983; Salazar vd., 1999; Rasmussen, 2002; Bonnardeaux, 2007;
Kristiansen, 2004) ve Tirkiye’de orkide funguslarinin belirlenmesine yonelik
arastirmalar (Ozkog ve Dalc1, 1992; Ozdener, 1994; Sazak ve Ozdener, 2006; Kémpe
ve Mutlu, 2017) ¢imlenmeyi tesvik eden funguslarin Rhizoctonia form cinsine dahil
oldugunu gostermistir. Elde edilen bu funguslarin tohum ¢imlenme ve fide gelisimi
tizerine etkileri belirlenmis daha sonra elde edilen fideler serada topraga aktarilmistir.
Fidelerin serada toprak kosullarma adaptasyonu ¢ok basarili olmus ve ilk gergek
yumrular elde edilmistir. Yumru olusumu ile hem salep iiretimi i¢in hem de tahribati

tyilestirme yoniinde 6nemli bir adim atilmis oldugu diisiincesindeyiz.

Arastirmamizda ¢imlenme i¢in protokorm olusumu, gelisme iginde klorofil
tasiyan ilk gercek yapraklarin olusmasi esas almmistir. Tohumlar simbiyotik
kiiltiirlere ekildikten bir hafta sonra funguslar eklenmis ve funguslar ile
inokulasyondan bir hafta sonra ¢imlenme gergeklesmis ve protokormlar olusmustur.

Uc ay sonra ise yaprak ve koklere sahip tam bir fide gelismistir. 8 ay sonunda ise
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yumrular olugsmaya baslamigtir. Rhizoctonia benzeri fungal izolatlarin hepsi tohum
¢imlenmesini tesvik etmis, en yiiksek ¢cimlenme oranlari sirastyla Svl 22, Svl 30, Svl
29, Svl 21, Svl 31 ve svl 19 kodlu fungal izolatlarda gériilmiistiir. Rhizoctonia disi

olan Svl 20 kodlu izolat ise ¢imlenmeyi tesvik etmemistir.

Ozkog ve Dalc1 (1992)’de Serapias vomeracea subsp. laxiflora tohumlarmmn
simbiyotik kiiltiirde bu orkidenin koklerinden izole edilen funguslarin ¢imlenmeyi
tesvik etmezken yurt disindan getirtilen Rhizoctonia benzeri funguslarin ¢imlenmeyi
uyardigin1 ortaya koymuslardir. Dactylorhiza urvilleana ve Dactylorhiza iberica
tohumlar1 ile yapilan bir bagka arastirmada ise ¢imlenme ve gelismesini tesvik eden
funguslarin Rhizoctonia benzeri fungus olduklari, ayrica ¢imlenmedeki basarinin
tiirler arasinda fark gosterdigi goriilmiistir (Ozdener, 1994). Ophrys apifera
tohumlarinin ¢imlendirilmesi ¢aligmasinda simbiyotik kiiltiir ¢aligmalar1 beklenen
sonuca ulagmamis; 12 aylik deneme siiresince ¢imlenme meydana gelmemistir. Bu
durum, koklerden izole edilen funguslarin ayni orkide tiirliniin tohum ¢imlenmesi
tizerinde etkisiz oldugunu ortaya koymaktadir (Aytag, 1994). Spiranthes spiralis ve
Dactylorhiza osmanica var. osmanica tohumlarinin ¢imlendirilmesi ¢alismalarinda,
S. spiralis tizerinde bazi izolatlarin etkisiz olmasina karsin Rhizoctonia repens’in
¢imlenme iizerinde etkili oldugu fakat gelisme iizerine etkili olmadigi tesbit
edilmistir. D. osmanica var. osmanica’da ise kendi koklerinden izole edilen
Rhizoctonia benzeri izolatin ¢imlenmeyi uyarmasina ragmen fide asamasinda
patojenik etki yaptigi ve fideleri 6ldiirdiigii tesbit edilmistir (Sazak ve Ozdener,
2006).

Koklerden izole edilen funguslarin tohum ¢imlenmesine etkileri, simbiyotik
¢imlenme testleri ile belirlenmistir. Rhizoctonia benzeri tiim izolatlar tohum
¢imlenmesini tesvik ederken Rhizoctonia dis1 fungusun ¢imlenmeyi tesvik etmedigi
belirlenmistir. Bu konuda farkli aragtirma sonuglar1 dikkati ¢ekmektedir. Soyle ki,
bazi arastirma sonuglarinda orkide koklerinden izole edilen Rhizoctonia disi
funguslarin daha ziyade mikorizal birlik i¢inde gorev yaptigi, tohumlarla simbiyotik
iliski kurmadig ifade edilirken (Chutima, 2011) baz1 arastirmalarda Rhizoctonia dis1
izolatlarin ¢imlenmeyi tesvik ettigi bildirilmektedir (Sebastian vd., 2014). Vujanovic
vd. (2000), Rhizoctonia disinda farkli bir fungus oldugu belirlenen (Fusarium) bir
fungusun Cypripedium reginae nin tohum c¢imlenmesini uyardigi ve protokorm

olusumunu tesvik ettigi goriilmiistiir. Fakat Srivastava (2017), Fusarium’ un,
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orkidelerde kok ciiriimesi (Benyon, 1996) gibi patojen hastaliklara neden oldugunu
bildirmistir. Calismamizda Rhizoctonia disinda farkli bir fungus oldugu tesbit edilen
fungusun ise ¢imlenmeyi higbir sekilde tesvik etmedigi goriilmiistiir. Organik karbon
kaynagini (Leake, 1994) mikorizal fungal partnerlerinden saglayan mikoheterotrofik
orkideler yiliksek derecede mikorizal 6zgiilliige sahiptir (Bidartondo, 2005; Merckx
vd., 2009; Hynson ve Bruns, 2010).

Calismamizda 3 ay boyunca yapilan izolasyonlarda elde edilen funguslarin
morfolojik ozelliklerine gore farkli olduklar1 belirlenmistir. Spiranthes spiralis’de
yapilan bir ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis olup bir y1l boyunca yapilan
fungus izolasyonlarinda 5 farkli fungusun mikorizal birlige katildigi(Ozkog vd.,
2013), ve bunlarin bazilarmin ¢cimlenmeyi tesvik ettigi tespit edilmistir (Ozdener vd.,

2013).

Monospesifik popiilasyonlar daha az sayida fungal simbiyont bulundururken,
simpatrik popiilasyonlar daha fazla sayida mikorizal fungusa sahiptir. Fotosentetik
orkideler, fungal simbiyontlar i¢in, besin acisindan rekabeti azaltan funguslarla
birliktelik olusturarak daha diisiik ozgiillik sergilerler (Pellegrino vd., 2016).
Fungusun sagladigi besin kaynaklarinin kalitesi ve bollugu, fungusun ortamdaki
besin elementlerini parcalama kapasitesi gibi durumlar bitkinin fungus

tercihlerindeki etmenler olabilir (Rasmussen ve Rasmussen, 2009).

Orkide fideleri tam olarak fotosentetik sathaya gectiginde, orkide-fungus
iligkisi her iki tarafin da birbirinden bagimsiz oldugu bir duruma (n6tralizm)
dontisebilir (Rasmussen ve Rasmussen, 2009). Her orkidenin mikorizal
fungusu/funguslart aym1 orkidenin tohumlarmin ¢imlenmesini tesvik etmeyebilir
(Rasmussen, 2002). Ayrica mikorizal birlige katilan funguslar mevsimsel olarak
degisebilmektedir (Ozko¢ vd., 2013; Han vd., 2016). Calismamizda bitkinin
generatif (lireme) donemindeki fungus cesitliliginin bitkinin vejetatif donemindeki
fungus cesitliligi ile ayn1 olmadig goriilmiistiir. Subat ayindaki fungal cesitlilik mart
ve nisan aylarinda azalmis, Mayis ve Haziran aylarinda ise koklerdeki funguslarin

tamamen sindirilmis oldugu goriilmiis ve fungus izole edilememistir.

Orkide funguslarinin karbon kaynagi kullanimindaki farkliliklarin, bazi
orkidelerin dagilimindaki nedenlerden biri olabilecegi diisiiniilmektedir (Mehra vd.,

2017). Onceki ¢alismalarda belirlenen ve gelisimi en iyi destekledigi tesbit edilen
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SVL 22 kodlu izolat sabit tutularak farkli karbon kaynaklarimin protokorm olusumu
ve fide gelisimine etkilerinin incelendigi ¢alismamizda, karbon kaynaklarina bagh
olarak c¢imlenen tohumlarda en yiiksek ¢imlenme oranlar1 sirasiyla siikrozda,
ksilozda, seliillozda, maltozda, sekersizdedir. Calismamizda en iyi gelisme siikrozda
goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada da siikrozun kiiltiir ortamina dahil edilmesi
fungus biiyiimesi i¢in daha iyi kosullar saglamistir (Perkins vd., 1995). Baska bir
calismada ise seliillozun ¢esitli orkide-fungus iliskilerinde protokorm gelisimi ig¢in

miikemmel bir karbon kaynagi oldugunu goriilmiistiir (Hadley vd., 1969).

Arastirmamizda simbiyotik kiiltiirde elde ettigimiz fideleri topraga
aktardigimizda basarili bir fide gelisimi oldugu goriilmiistiir. Tropikal orkidelerin
doku kiiltiirii yoluyla ¢ok miktarda iiretilip diinya pazarinda ciddi bir pay sahibi
oldugu diisiiniiliirse simbiyotik kiiltiirde de karasal orkideler i¢cin benzer iiretim
basaris1 elde etmek miimkiin olabilir. Bu yontemin tarimsal iiretim yoniinde
tyilestirilmesi halinde hem salep iiretimi i¢cin hem de dogal alanlara yumru dikip

tyilestirme ¢aligsmalar icin yeterli yumru elde etmek miimkiin olabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, simbiyotik ¢imlendirme yontemi kullanilarak S. vomeracea subsp.
laxiflora tiiriine ait bireylerden alinan tohumlar basarili bir sekilde ¢imlendirilmistir.
Elde edilen Rhizoctonia benzeri fungal izolatlarin tamami tohum ¢imlenmesini tesvik
etmistir. Bu fungal izolatlar ile yapilan kiiltiir ¢aaligmasinda yiiksek ¢imlenme
oranlar1 sirastyla Svl 22, Svl 30, Svl 29, Svl 21, Svl 31 ve svl 19 kodlu fungal
izolatlarda goriilmiistiir. Rhizoctonia dist olan Svl 20 kodlu izolat ise ¢imlenmeyi
tesvik etmemistir. Bu baglamda Rhizoctonia disi izolatlarin mikorizal birlige
olabilecek olast katkilar1 veya zararlari arastirilmali, orkide ile ne gibi iliskiler

kurdugu aci8a ¢ikarilmalidir.

Elde edilen fideler topraga aktarilarak tohum ekiminden 8 ay sonra ilk gercek
yumrular olugmustur. Sonrasinda fidelerin dogaya adaptasyon siireci baslatilmis ve
fidelerin dogaya uyum sagladigi tespit edilmistir. Tiirkiye’de orkide tohumlarinin
simbiyotik ¢imlendirme sonucu gelisen fidelerinin dogaya adaptasyonu {izerine
kayda deger bir basar1 mevcut degildir. Simbiyotik ¢imlendirme yontemi kullanilarak

ulagilan bu basari, tehdit altindaki tiim orkide tiirlerine uygulanabilir.

Farkli karbon kaynag1 iceren simbiyotik kiiltiir ¢alismalarinin sonucunda ise
sukroz igeren kiiltiir ortaminda ¢imlenme oranmin diger karbon kaynaklarina
nispeten daha yiiksek oldugu goriilmekle birlikte Kkullanilan biitiin karbon

kaynaklarinin ¢imlenme ve gelisme iizerine olumlu etki yaptig1 goriilmiistiir.

Tahribatin biyolojik yonden iyilestirilmesi, bozulan biyolojik dengeyi dogal
haline uygun olarak yeniden kurabilmekle miimkiindiir. Bu baglamda tehdit altindaki
biitiin orkidelerden simbiyotik yolla yumru elde edilerek, bunlarin dogal alanlara

dikilmesiyle tahribatin etkin bir sekilde iyilestirilmesi miimkiin olabilir.

Yanlizca iiretim calismalar1 degil ayn1 zamanda koruma calismalarina da
gereken onem gosterilmelidir. Orkide tohum, fungus ve polen bankalar1 kurulmali,

tohumdan iiretim ¢alismalarina 6zellikle 6nem verilmelidir.

Habitat tahribatina karsi, yapilacak imar c¢aligmalarinda alanlarinda uzman
botanikgiler ile arazinin ekolojik Onemi belirlenmeli ve ortaya g¢ikacak

degerlendirmelere gore hareket edilmelidir.
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Unutulmamalidir ki dogal biyogesitlilige gereken 6nem verilmez ise ililkemiz
bu ayirt edici giizellerini sonsuza dek kaybedip, zincirleme bir yokolus
tetiklenecektir. Orkideler i¢in bu yokolus zinciri; habitatinda uyum sagladigi
polinatorlere, diger bitkilere ve simbiyotik iliski igerisinde oldugu toprak

mikroflorasinin biyogesitliliginine degin uzanacaktir.
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