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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

ANADOLU’DA YETIiSEN SALEP ORKIDESI TOHUMLARININ IMMOBILIZE
EDILEREK CIMLENEBILIR HALE GETIRILMESI

HATICE NUR GIRGIN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: PROF. DR. ISA KARAMAN

Orchidaceae familyasi, diinyadaki en zengin cicekli bitki grubunu olusturmaktadir.
Ulkemizde 24 cinse ait 170 takson orkide tiirii dogal olarak yetismektedir. Ozellikle
salep elde edilen orkideler, asir1 otlatma ve yogun sokiimden dolay1 tehdit altindadirlar.
Bu calismada; iilkemiz Anadolu topraklarinda dogal olarak yetigebilen salep
orkidelerinin Tokat Canpolat Koyl civarinda yetismekte olanlariin olusturduklar
tohumlarin organik materyallerle immobilizasyonu ile dogal ortamlarinda ¢imlenebilir
hale getirilmesi amaglanmistir. Literatiirde var olan c¢alismalar tohumlarin bitki
kiiltiiriinde ve spesifik besin ortamlarinda biiyiitiilmesi yoniindedir. Gergeklestirilen
calismada orkide tohumlarina siikroz, fruktoz, glukoz, laktoz, mannitol, nisasta, melas
ve zeytin karasuyu bilesiklerinin immobilizasyonu ile tohumlarda eksik olan endosperm
dokunun yerini almasi beklenmistir. Ayrica salep orkidesi tohumlar1 7 farkli kimyasal
muamelesiyle orkide embriyolar1 etrafindaki kalin tohum kilifinin inceltilmesi ve
dolayisiyla immobilize edilen karbonhidrat kaynaklarindan daha iyi faydalanmasi
hedeflenmistir. Denemeye alinan tim gruplara ait tohumlar vermikompost igerisine
ekilmistir ve ¢imlenmeleri i¢in optimum sicaklik ve nem kosullarinda 4-5 ay beklemeye
birakilmistir. Denemeler sonucunda, deneye dahil edilen tiim gruplar i¢in ne bir
¢imlenme ne de bir protokorm olusumu gozlemlenememistir.

2018, 58 SAYFA
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ABSTRACT

MASTER THESIS

IMMOBILIZING SEEDS OF SALEP ORCHID GROWING IN ANATOLIATO
MAKE THEM GERMABLE

HATICE NUR GIRGIN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR. iISA KARAMAN

Orchidaceae family is the richest flowering plant group in the world. In our country,
170 taxa orchid species of 24 genus are naturally grown. Orchids, especially those
obtained from salep, are threatened by overgrazing and intensive dissolution. In this
study; it is aimed to make the seeds of the salep orchids that grow naturally in the
Anatolian lands of our country growing in the vicinity of Tokat Canpolat Village to be
germable in the natural environment by immobilizing them with organic materials.
Studies in the literature suggest that seeds are grown in plant culture and in specific
nutrient media. In the study, it was expected that the orchid seeds would be immobilized
with sucrose, fructose, glucose, lactose, mannitol, starch, molasses and olive barley
compounds and the endosperm tissue missing in the seeds. In addition, salep orchid
seeds are intended to be thinned around the orchid embryos with 7 different chemical
treatments and thus benefitting better from the carbohydrate sources immobilized. The
seeds of all the groups in the experiment were planted in vermicompost and left to stand
for 4-5 months under optimum temperature and humidity conditions for germination. As
a result of the experiments no germination or no protocorm formation was observed for
all the groups included in the experiment.
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1.  GIRIS

Ulkemiz var olan endemik bitki tiirii sayis1 ile oldukga zengin bir iilkedir. Ancak
ekonomik degeri nedeni ile topraktan bilingsizce toplanan tiirlerin birkaci nesillerinin
tilkenmesi tehdidi ile kars1 karsiyadir. Milli gelirden en az pay1 alan orman koyliisii igin,
odun dis1 orman {riinii niteligindeki salep bitkisinin toplanmasi ve ticareti énemli bir
gelir kalemini teskil etmektedir. Bu sebeple, ticareti yapilan ancak kiiltlir ¢alismalari
halihazirda hala devam eden bir¢ok bitki gibi, salep bitkisi de uluslararas1 sézlesme ve
yerel mevzuat tedbirine ragmen tehdit altindadir. Orchidaceae familyasinin tiim tiirleri,
nadir ve nesli tlikenmekte olan yabani bitki ve hayvan tiirlerinin Kirmiz1 Listesinde yer

almaktadir (Sgarbi ve ark., 2001).

Orkideler, ¢cok sayida, toza benzer ve konik sekilli tohumlar iiretmektedir. Her bir
orkide kapsiilii milyonlarca tohum icermektedir. Bu tohumlar seffaf bir tohum kabugu
ile kaphdir ve embriyo etrafinda bir endosperm doku mevcut degildir. Orkide
tohumlarinin endosperm icermemesinden dolayr disaridan bir karbonhidrat kaynagi
saglanmadik¢a ¢imlenmenin ger¢eklesmesi miimkiin degildir (Ingold ve Hudson, 1993).
Endosperm bulunmayan tohumlarda embriyolar canliliklarini ¢ok hizli kaybetmekte ve
dogal ortamda sadece %5’ten daha az1 ¢imlenebilmektedir. Salep bitkisinde
cimlenmenin ilkbaharda, yaz mevsiminin ilk gilinlerinde, agustos aymnda, kisin ilk
zamanlarinda oldugu belirlenmistir. Cimlenen tohumdan yumru ve yapraklar uzun
zaman sonra meydana gelir. Ilk yumrunun Spiranthes aestivalis tiiriinde 9 yilda, ilk
cicegin Neottia tiirlerinde 9-12 yilda olustugu bildirilmistir (Sezik, 1984). Laboratuvar
sartlarinda orkide tohumlarmmin ¢imlenmesi ve fide gelisimi saglansa da tohumdan
geligen bitkilerin sokiilecek olgunluga erigsmesi ¢ok uzun zaman almaktadir. Salep
tirlerinden elde edilen yumrularin, topraga sasirtilmasinda en uygun zamanin Eyliil —
Ekim aylar1 oldugunu belirlenmistir. Cimlenmeden sonra olgun bitki meydana
gelebilmesi i¢in 2-16 yil gibi uzun bir siire beklemek gerekmektedir. Bitkinin yumrulari
yilda sadece tek bir yeni yumru meydana getirmekte ve yeni yumru gelistikge eski
yumru burugsmaktadir. Dogada birden fazla yumru verme yetenegi olan Serapias

vomeracea Brig., Orchis sancta L. tiirleri besin maddeleri ve organik maddece zengin



fide topragi olarak nitelendirilen ortamlara dikildiklerinde 2-3, hatta bazilarinda 5-6

yeni yumru meydana getirdikleri tespit edilmistir.

Ozellikle salep elde edilen orkideler, asir1 otlatma ve bitkinin yogun sékiimiinden dolay:
biiyiik tehdit altindadir. Salep elde edilmesi i¢in sokiilen yumrular, bir sonraki yi1l yumru
gelistirememekte ve ¢icekleri ile birlikte sokiildiigii i¢in tohumlarint kaybetmektedirler.
Bu nedenle o6zellikle salep orkidelerinin ¢imlenip fide haline gelmesi ve yasamlarina
devam edebilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Giiniimiizde, bu konu ile ilgili, 6zellikle
koruma ve kiiltlire alma ¢alismalar1 yapilmaktadir. Kiiltiire alma ¢alismalar1 yapilirken,
orkidelerin dogal yasam alanlar1 analiz edilmekte, 6zellikle yetistikleri topragin fiziksel
ve kimyasal oOzellikleri ile mikrobiyolojisi belirflenmektedir. Bu 6zelliklerin
belirlenmesi, orkidelerin kiiltiire alinmasinda biiyiikk fayda saglamaktadir. Topragin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, tohumlarin ¢imlenme asamasinda sagladig fiziki sartlar
ile besin ihtiyacinin karsilanmasinda; ¢imlenme ve fide olusturduktan sonra yumru

iriliginin olusmasinda hem dogrudan hem de dolayli yoldan etkili olmaktadir (Parlak ve

Tutar, 2011).

Bitki topluluklarinin biiyiikk ¢ogunlugu endo ve ekto mikoriza olmak tizere iki biiyiik
mikoriza grubu tarafindan enfekte edilmektedir. Orkide tohumlar1 ¢ok kiiciiktiir ve besin
dokular1 olmadigindan, yasayabilmek icin bir toprak mikorizasi ile ortak yasama girmek
zorundadirlar. Dolayisiyla direkt olarak bir tohum ekimi ve bitki gelisimi

gozlemlenememektedir.

Salep tiretimi igin 1 kg kuru yumru elde etmek igin dogadan sokiilmesi gereken yumru
(bitki) sayisinin 1000-4000 adet arasinda degistigi belirlenmistir. I¢ tiiketime konu
edilen salep miktarinin 20-45 ton arasinda oldugu, bunun i¢inde yaklasik olarak 40 ile
180 milyon adet bitkinin toplandigi tahmin edilmektedir. Salebin ilk toplayicilari,
topladiklar1 1 kg yas tirtinii 10-15 TL’den tiiccara satmaktadirlar. Kuru salebin

pazardaki kg fiyat1 400 TL’ye kadar ¢ikmaktadir.

Salep tiretiminde kullanilan orkide tiirlerinin toplanmasi ve ticaretine doniik dnlemler
kapsaminda yapilan hukuki diizenlemeler sonucunda; salep yumrusu, ihraci yasak bir

iiriin haline gelmistir. Ancak dogadan toplanmasina yonelik yasak sadece ormanlik



alanlar i¢in gecerli olmustur. Orman rejimi disindaki alanlardan toplanmasina doniik

herhangi bir hukuki hiikiim ve yaptirim bulunmamaktadir.

Glinitimiize kadar salep orkideleri {izerine yapilmis onlarca bilimsel ¢alismaya ragmen
ekonomik anlamda, genis alanlarda tarimsal faaliyete doniisebilecek kiiltiiri
yapilamamistir. Ancak bazi salep tiirlerinin yumru verimini arttiracak yontemlerle
muamele edilmesi sonucunda yumru sayisinin arttifi gozlemlenmistir. Yapilan
calismalarda, toprak igeriginin giibre kullanimi ile zenginlestirilmesi Sonucunda,

tohumdan ¢imlenmelerin arttig1 gézlemlenmistir (Giimis, 2009).

Bu calismada; iilkemiz Anadolu topraklarinda dogal olarak yetisebilen salep
orkidelerinin Tokat Canpolat Koyii civarinda yetismekte olanlarimin olusturduklari
tohumlarin organik materyallerle immobilizasyonu ile dogal ortamlarinda ¢imlenebilir
hale getirilmesi amaclanmistir. Tohumda hali hazirda eksik olan endosperm, tohumun
normal sartlarda ¢imlenmesi i¢in yetersiz kalmakta ve tohumdaki embriyo canliligini
siirdirememektedir. Literatiirde var olan c¢alismalar tohumlarin bitki kiiltiirinde ve
spesifik besin ortamlarinda biiyiitiilmesi yoniindedir. Bu ¢aligsma ile orkide tohumlarina
yapilacak farkli karbonhidrat bilesiklerinin immobilizasyonu ile tohumlarda eksik olan
endosperm dokunun yerini almasi ve dogal ortam sartlarinda embriyonun ¢imlenmesini

saglanmas1 beklenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERiI/KURAMSAL TEMELLER/GENEL

BILGILER
2.1  Salep Orkideleri

Taksonomik olarak monokotiledonlar i¢inde simiflandirilan orkideler, Orchidaceae
familyasina ait olup yaklasik 600-800 cins ve 30-35 000 kadar tiirii icermektedir, son
aragtirmalara gore familyaya 9 cinse ait 46 tiiriin daha katildig1 bildirilmistir (Aytas,
1994; Kreutz, 2000). Diinya’da orkide denildiginde gosterisli ¢igeklere sahip “iliman
kusak orkideleri” ile 6zellikle iilkemizde salep elde edilmesinde kullanilan “karasal
orkideler” (terrestrial orchids) akla gelmektedir. Ulkemizde dogal alanlarda yetisen
karasal orkideler daha kiigiik ¢iceklere sahiptir. Yurdumuzda %13’ endemik olmak
lizere, toplam 150 adet orkide tiirii belirlenirken (Erdem, 2004); bu miktarin i¢inde
kalan ve salep elde edilen 117 adet orkide tiiriiniin bulundugu (Sezik, 2002); Van ve
cevresinde 36 adet orkide tiiriiniin dogal olarak yetistigi bildirilmektedir (isler, 2005).
Yumrulu bitkilerin gogunlukla birbirine yapisik ve iki adet olarak bulundugu, bitki
gelistikce yeni yumrunun da gelistigi ve yeni bitkinin ¢i¢ekli haldeyken kazilip
toplanarak salep elde edildigi belirtilmektedir. Orkide tiirlerinde ¢imlenmeden sonra
yaprak ve yumru olusumunun uzun yillar aldig1r ve en kisa ortalamanin 4 yil oldugu
bildirilmistir. ilk yaprak olusumunun Orchis, Ophrys, Dactylorhiza ve Listera tiirleri
icin ortalama 4 yil, Epipactis ve Cephalanthera tiirleri i¢in 2-3 yil, ilk yumrunun
Spiranthes aestivalis tiirinde 9 yil, ilk ¢igegin Neottia tiirlerinde 9-12 yilda olustugu
bildirilmistir (Sezik, 1984).

Salep bitkisi genellikle iki yumruya sahiptir ve birgok tiirde her yil tek bir yavru yumru
meydana getirmektedir. Yeni yumru gelisirken eski yumru ise burusup, yeni yumrunun
yaninda ona yapisik ve i¢i bosalmis halde kalmaktadir. Gelecek yilin bitkisini
olusturacak olan bu taze yumru, bitkiler ¢i¢ekli iken salep yapimi i¢in toplanmaktadir.
Bitkiler ¢icekli iken sokiimlerin yapilmasi ile bu bitkilerin tohumla ¢ogalmasina engel
olunmaktadir. Yumrular yas iken ortalama 4 g agirliga sahip olduklarindan 1 kg yumru

elde etmek i¢cin 250 orkidenin sokiimii gerekmektedir. Yapilan arastirmalarda



Tiirkiye’de bulunan 9 cinse ait 25 orkide tiiriinden salep elde edildigi bildirilmistir

(Sandal Erzurumlu ve Doran, 2011) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1: Sandal Erzurumlu ve Doran (2011)’a gore Tirkiye’de salep elde edilen
orkide cins ve tiirler

Cins Tiirler
1 | Aceras A. anthropophorum
2 | Anacamptis A. pyramidalis
3 | Barlia B. robertiana
4 | Dactylorhiza D. iberica, D. osmanica

5 | Himantoglossum | H. afine

6 | Ophrys O. bombyliflora, O. ferrumequinum, O. fusca
7 | Orchis O. anatolica, O .coriophora, O.italica, O. laxiflora,
O.morio,

O. pallens, O. palustris, O. pinettorum, O. provincialis, O.

purpurea, O. sancta, O. simia, O. spitzelii, O. tridentata

8 | Serapias S. vomeracea

9 Neotinea N. maculata

2.1.1 Kimyasal Yapisi

Salebin bilesimi, hem cografyaya hem de toplandigi doneme bagli olup tiirlere gore
degisim gostermektedir. Salebin kaliteyi belirleyen ve etkili en 6nemli bileseni;
stabilizasyon, kivam arttirict ve koyulastiric1 6zelligine sahip glukomannandir. Salep
yaklasik %16-55 glukomannan, %2.7 nisasta, %12 nem ve %2.4 mineral madde igerir.
Bir bagka kaynaga gore salebin bilesiminde %48 miisilaj, %1 seker, %2.7 nisasta, %5

azotlu madde ve taze haldeyken eser miktarda ugucu yag bulunmaktadir. Salebin



bilesiminde yer alan %2 diizeyindeki kiilii, biiylik 6l¢iide potasyum ve kalsiyum fosfat
kloriirlerden olusturmaktadir (Tamer ve ark., 2006; Sezik ve Baykal, 1988; Dogan ve
Kayacier, 2004; Sezik, 1984; Telcioglu ve Kayacier, 2007).

Glukomannanlar birgok bitkinin kok, sogan ya da yumrularinda bulunan bir
hidrokolloiddir (Vahid ve ark., 2011). Yapilarini glikoz ve mannozun B (1-4) bag ile
birlesmesi sonucu olusan bir polisakkarit zinciri yapmaktadir. Ancak birlesme oranlar
glukomannanin elde edildigi kaynaga gore farklilik gostermektedir. Kendi agirliginin 50
kat1 kadar su absorblayabilen glukomannanlar, bilinen en viskoz diyet liflerden kabul
edilmektedir (Keithley ve Swanson, 2005). Bu 6zellikleri sayesinde gida endiistrisinde
jellestirici, kivam arttirici, film yapici ve emiilsifiye edici olarak genis kullanim alanina
sahip olduklar1 bildirilmektedir (Farhoosh ve Riazi, 2007). Salep glukomannani, 3 mol
mannoz ve 1 mol glikozun birbirine B (1-4) bag: ile baglanmasi ve polimerlesmesi
sonucu meydana gelmektedir (Chen ve ark., 2005). Bu madde siit ve su ile siser ve
viskoz bir ¢ozelti saglar. Salebe orijinal kivamini veren ve Maras dondurmasina erimeyi
geciktirme ve sertlik Ozelligi meydana getiren bilesik, salep iginde bulunan
glukomannanlardir (Sezik, 1984; Ari, 2000). Yararli etkileri bulunan ve ticari 6nemi
olan salebi elde etmek icin Oniine gecilemeyen bir sokiim problemi vardir. Salep
yumrulu  orkidelerden, daha ¢ok Anacamptis, Orchis, Ophrys, Serapias,
Himantoglossum, Barlia gibi ovoit yumrulu olanlar Dactylorhiza gibi pargali
yumrulularin bazi tiirlerinden iiretilmektedir. Toplanan her yumru ile sonraki yil
meydana gelecek bitki ve bu bitkinin tliretecegi ¢cok sayidaki tohumun meydana gelmesi
engellenmektedir. Sezik’e (1984) gbre yumrular taze iken 2-7 gram agirligindadir.
Ortalama 4 gram olarak diistiniildiigiinde 1 kg yumru i¢in 250 kadar orkidenin sokiimii

gerekmektedir. 1 kg salep tiretmek icin yaklasik 1 000—4 000 yumruya gerek vardir.

2.1.2 Salep Elde Edilen Bolgeler

Orchidaceae botanikte en biiyiik ve en ¢esitli ¢igekli bitki familyasi olarak bilinir. Bu
familya i¢inde yaklagik 900 cins ve 20 000 tiiriin tanimlandig1 ve her yil artarak tiir
sayisinin 30 000’e kadar ¢ikabilecegi bildirilmistir. Tiim diinyada orkideler belirli bir
bolge gozetmeden yayilis gosteren bir familyadir (Sandal, 2009). Diinya iizerinde



kutuplar ve gercek ¢oller disinda deniz seviyesinden itibaren 5 000 m yiikseltiye kadar
orkide tiirleriyle karsilagilabilmektedir (Bozyel, 2014).

Tiirkiye’de yaygin olarak salep elde edilen 4 bolge mevcuttur, ayrica sinirlarimizin
oldugu iilkelerden gelen salepler de bulunmaktadir. Tiirkiye de salep tiirlerinin yetisme
ortamlar1 genel hatlar1 ile ormanlik, makilik, cayirlik, zeytinlik ve tarim alanlandir.
Agirlikli olarak koyu gélge olmayan, orman ve maki i¢i agikliklarda yayilir, 151k ihtiyaci
yiiksek degildir. Golgeyi seven bir bitkidir. Salep orkidelerinin en yaygin bulundugu
bolgeler; Kuzey Anadolu (Kastamonu, Sinop), Giiney Anadolu (Mugla, Antalya,
Silifke), Gilineydogu Anadolu, (Kahramanmaras, Gaziantep, Hatay) ve Dogu Anadolu
(Elaz1g, Van, Mus, Bitlis)’dur. Bu bolgelere ilaveten Yozgat, Cankir1 ve Corum’dan da
salep elde edildigi, salep piyasasinin merkezinin ise Burdur’un Bucak ilgesi ile Siirt ili

oldugu bildirilmistir (Arslan, 2011).

2.1.3 Salep Elde Edilisi

Salep elde edilmesi islemi genel olarak 3 baslik altinda toplanabilmektedir. Bu islemler
sirastyla salep yumrularinin toplanmasi, yumrularin kaynatilmasi ve kurutulmasi

seklindedir.

Yumrularin toplanmasi: Orkideler genellikle 2 yumru tasir. Birinin dnceki, digerinin ise
yeni yila ait oldugu bilinmektedir. Salep {retilirken yeni yil ¢ikan yumru
kullanilmaktadir. Yumrularin toplanma islemi bitki cigekli iken, yani Nisan-Mayis
aylarinda veya bazen taban yapraklar1 belirgin hale geldiginde yapilmaktadir. Salep
toplayicilar, kiigiik bir ¢apa veya kiirek ile bitkinin yumrularini topraktan ¢ikarmakta,
bitkiye bagli olan gen¢ yumruyu almakta ve geri kalan kisimlar1 bir kenara

atmaktadirlar. Yumrular lizerlerindeki topraktan kismen temizlenmektedir.

Yumrularin kaynatilmasi: Yumrular ilk olarak {izerindeki kir ve topraklar kalmayincaya
kadar soguk su ile yitkanmaktadir. Bu yikama islemi sirasinda salebe karigan yabanci
kokler ve eski yumrular su iistiine ¢ikmakta, bunlar atilmaktadir. Temizlenen yumrular
sepetlere ayrilmaktadir. Diger taraftan, biliyiik kazanlarda su kaynatilmaktadir. Su

tamamen kaynatildiktan sonra toplanan ve yikanan yumrular, suyun i¢ine daldirilir.



Suyun kaynamasi durmakta, su tekrar kaynamaya baslayinca bir miiddet daha
beklenmektedir (ortalama 10 dakika kaynar suda tutulmaktadir), sonra sepet
cikarilmakta ve hemen diger bir kazanda bulunan soguk suya daldirilmaktadir.
Kaynatmanin esas amacit yumrularin gelismesini durdurmaktir. Kaynatilmayan
yumrularda bahar aylarinda enzimatik faaliyet baslamakta ve yeni bir orkide meydana
gelebilmektedir. Ayrica kaynatma islemi yapilmazsa salebin kendine 6zgii aromast
olusmamaktadir. Kurutma islemine geg¢ilmeden Once kaynatma ile yumusayan

yumrunun dis katmani soyulmaktadir.

Yumrularin kurutulmasi: Kurutma isi daima agik havada ve bol gilines altinda
yapilmaktadir. Kaynatilmis yumrular kilim veya ¢arsaflar iizerinde, catilarda veya
bahgelerde ya ipe dizilerek ya da dizilmeden kurutulmaktadir. Kurutma isi, yumrunun
dis ile kesilmeyecek bir sertlige gelene kadar devam etmektedir (Baytop ve Sezik,
1968).

2.1.4 Orkidelerin Tahribi

Tiirkiye, diinyadaki en biiyiik salep iireticisi konumundadir. Bu nedenle her yil 45 ila
180 milyon civarinda orkide yumrusu dogadan toplanmaktadir (Kreutz, 2009).
Tiirkiye’den salep ithal eden iilkelerin basinda Almanya, Hollanda ve Kuzey Kibris
Tiirk Cumhuriyeti yer almaktadir. Daha az miktarlarda ithalat yapan iilkeler ise Isvicre,
Avusturya, Suudi Arabistan, Ingiltere, Bulgaristan, Israil, Libya, Romanya, Rusya,

Azerbaycan, Birlesik Arap Emirlikleri ve Danimarka’dir (Kasparek ve Grimm, 1999).

Rakamlara gore ihracatin bazi yillarda 15 tona kadar ¢iktigi goriilmektedir. Bu veya
daha az sayidaki orkidenin her yil salep elde edilmek amaciyla toplanmasi ve hizli
sehirlesme orkidelerin neslinin tilkkenme asamasina gelmesine neden olmaktadir. Avrupa
iilkelerinde orkide dernekleri kurulmus ve orkideler koruma altina alinmstir.
Tiirkiye’de ise salep iiretmek tizere her yi1l milyonlarca orkidenin kdkii toplanmakta ve

orkideler tahrip edilmektedir (Sezik, 1984).

Tirkiye’deki bu bitkiler biiyiik tehlike altinda, hatta soyu tilkenme tehlikesi ile karsi

karsiyadir. Bu tehlikenin nedenlerinden biri hizli biiyliyen yapilasma ve dogal alanlarin



tahribidir. Diizensiz sehirlesme, tarla alanlarim1 kazanmak igin ormanlik ve sulak
alanlarin bozulmasi ve asir1 otlatma orkidelerin varligin1 tehdit etmektedir. Biitlin
diinyada orkideler tehlikede olan ve korunmas: gereken bitkiler olarak kabul
edilmektedir. Salep elde edilen orkidelerin ise durumlar1 daha da vahimdir. Yumrulari
devamli sokiilen orkideler bir daha tohum olusturamamaktadir. Olusan tohumlarin ise
cimlenebilmeleri ise epey zordur. Denemeler gdstermektedir ki, eger bitki yumru
toplanmasindan ya da sokiimden hemen sonra tekrar dikilirse tekrar tohum
iiretebilmekte ve bircok durumda eski yumrulardan acil durum siirgiinii seklinde

yasamuni siirdiirmek iizere kendisini glivence altina alabilmektedir.

Ayrica Dogu Avrupa’nin bir¢ok bolgesinde dogal orkide yumrularinin popiilaritesinin
yiiksek oldugu ve kesinlikle farmakolojik arastirmalara gereksinim bulundugu, boyle
calismalarla sentetik iriinler ortaya ¢ikartilabilecegi ve boylece dogal orkide
yumrularinin yani sira geriye kalan dogal topluluklarinin da yasamda kalmasinin

saglanabilecegi belirtilmektedir (Kreutz, 2009).

Ozhatay ve ark. (1997), “Tiirkiye’nin Dogal Tibbi Bitkilerinin Ticareti Hakkinda Bir
Calisma” konulu aragtirmada, Avrupa toplulugu (EC) Habitatlar Yonetmeligini
degerlendirmisler; dogal c¢icek soganlari ile ilgili Yonetmeligi tartigsmislardir.
Yonetmelik kapsaminda her yil ihra¢ edilmek iizere belirlenen ¢igek soganlarinin yani
sira dogadan toplanmalar1 yasak olan tiirlerin de bildirildigini belirterek bunlar arasinda

salebe (yumru, toz) de dikkat ¢gekmislerdir.

Diinyada dogadan izinsiz olarak toplanan bitkiler yasa dis1 yollarla i¢ ve dis ticarette
yerini almaktadir. Diinyanin her bolgesinde yetisen orkideler de ¢ok farkli amaclarla
dogadan toplanmakta; bazi iilkelerde “Botanik Gezileri” gibi turizmin de alet
edilebildigi ¢esitli yollarla izinsiz olarak toplanmakta ve pazarlanmaktadir. Diinyada
artan niifusla birlikte yerlesim alanlar1 ve yollarin daha genis alanlar kaplamas1 ve
sanayinin ¢esitlenmesi dogal alanlarin tahribini artirmistir. Dogal alanlarin tahrip
edilmesindeki artigla birlikte belirli tiirlere yonelik toplama faaliyetleri beraberinde,
doganin ve dogal elemanlarin korunmasimi da gindeme getirmistir. Ulusal ve
uluslararas1 boyutta ¢esitli yasal diizenlemeler ortaya ¢ikmistir. Tiirkiye’nin gerek bitki
tiirleri ve gerekse bunlarin dogal yasam ortamlarinin korunmasi amaciyla taraf oldugu

uluslararasi sozlesmeler CITES, Bern ve Biyolojik Cesitlilik s6zlesmeleridir. Bunlara



ilave olarak Tiirkiye Avrupa Birligi’ne tam iiye olmamasina ragmen EC Habitatlar
Yonetmeligi hiikiimlerinden de dolayli olarak etkilenmektedir. Orkide tiirlerinin biiytlik
boliimiiniin tibbi amaglarla da kullanildig: bilinmektedir. Bu nedenle orkideler, bu bitki
grubu i¢in yapilan yasal diizenlemelerden etkilenmektedir. 1973 yilinda yaban yagamini
sOmiiriiden kurtarmak amaciyla bir sézlesme Convention on International Trade in
Endangered Species of Wild Fauna and Flora: CITES) yapilmistir. Gliniimiizde yaklagik
5 000 hayvan ve 28 000 bitki tiirli bu sozlesme yoluyla koruma altina alinmigtir. 12
Subat 2008 tarihli CITES listesinde 91 orkide tiirliniin yok olma tehdidi ile ticaretine
ancak ¢ok 0zel kosullarda izin verildigi, 25 284 orkide tiirtiniin de ticaretinin kontrollii
yapilmasi gerektigi bildirilmektedir (CITES, 2009). Bu soézlesme Tiirkiye’nin g¢evre
konusunda taraf oldugu uluslararas1 sézlesmeler icerisinde Ulkemizde 20 Haziran 1996
tarihli Resmi Gazetede yayinlanarak, 22 Aralik 1996 tarihinde 22 672 sayili yasa ile
yiiriirliige girmistir. Bu tarihe kadar lilkemizde orkideler dogadan sokiilerek serbestce
yurt digina ihra¢ edilmistir. Giintimiizde ise CITES ile ilgili yonetmelikte yurt digina
yumru, toz veya baska bir sekilde satis1 yasaklanmistir. Ancak Ulkemizde salep
orkidelerinin dogadan toplanarak yurt icinde ticaretinin yapilmasina bir yasak

getirilememistir.

2.1.5 Salep Orkidelerine liskin Yapilan Arastirmalar

Salep, yumrusu olan tiim orkide cinslerinden elde edilememektedir. En ¢ok Orchis,
Anacamptis, Ophrys, Serapias, Himantoglossum, Barlia gibi ovoit yumrusu olan ve
Dactylorhiza gibi pargali yumrusu olan orkidelerin farkli birgok tiiri salep elde
edilmesinde kullanilir (Sezik, 1984).

Tiirkiye’nin  Glineybatisinda bir¢ok orkide tiiri bulunmakla birlikte, Akdeniz
Bolgesi’nde ve Ege Bolgesi’'nde oOzellikle Mugla civarinda olduk¢a fazla tiirle
karsilasilmaktadir. Ayrica Kuzeydogu yorelerindeki findik bahgeleri, Akseki (Antalya)
cevresinde genis alanli ¢am ormanlari; Mersin’in kuzeyindeki daglar (Arslankdy -
Gozne; Mersin), Hatay’in giineyindeki Ziyaret Daglari’ndaki mese ormanlart ile Lice ve
Kulp cevresi (Diyarbakir’in kuzeyi) ¢ok zengin orkide c¢esitliligine ev sahipligi
yapmaktadir (Kreutz, 2009).
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Tekingen ve Giiner’in (2009), yaptiklar1 bir caligmada tilkemizde salep elde edilmesinde
yaygin olarak kullanilan Orchis cinsi igin sirasiyla Orchis italica, Orchis coriophora ve
Orchis palustris’e ait salep yumrularinin daha biiyiikk ve agir oldugu, Serapias
vomeracea ssp. orientalis, Orchis morio ve Ophrys mammosa’ya ait yumrularin ise

nispeten daha kiigiik oldugunu sdylemislerdir.

Bir ¢eneklilerin en iinliisii olan orkidelerin 26 000’e yakin tiirii ve kayitlara gecmis on
binlerce melezi vardir. Antarktika disindaki biitiin ana karalarda dagilim gosteren
orkideler, deniz seviyesinde ve deniz seviyesinden 5 000 metre yiikseklige kadar olan
rakimlarda hayatta kalabilen, 80 milyon yillik ge¢misiyle tohumlu bitkilerin en
yaslisidir (Bozkurt, 2012).

Arditti (1967), Orkide tohumunun simbiyotik metotla ¢imlendirilmesinin 1921 yilina
kadar tek metot olarak uygulandigini ancak bu yil icinde Knudson’un Cattleya Lindly,
Laella Lindly ve Epidendrum Ln cinslerine dahil tiirlerin seker ve mineral madde igeren
agar ortaminda herhangi bir fungus asilamadan ¢imlendirdigini belirtmistir. Orkide
koklerinde bazi funguslari tespit etmis olsa da, orkide tohumlarinin simbiyotik olarak
¢imlendirilmesinin yani sira, Cattleya, Epidendrum ve Laelia cinsleri iginde yer alan
tiirlerin tohumlarinin ¢imlenebilmeleri igin herhangi bir fungusa gerek duyulmadigini;
seker ve mineral madde i¢eren agar ortamlarinin da yeterli olabilecegini ve boylece
asimbiyotik kiiltiir yOontemlerini gelistirildigini bildirmistir. Arastirici, tohumlarin
cimlenmesi i¢in belirli 151k siddeti ve fotoperiyoda gereksinim duyan orkide tiirlerinin
yant sira bazi orkide tiirlerinin karanlikta ¢ok daha iyi ¢imlendigini, bazi tiirlerin hem
1sikta hem de karanlikta ¢imlendigini bildirilmistir. Orkide tohumlarinin ¢imlenme ve
gelismesinde en uygun pH’in orkide tiirlerine gore farklilik gosterdigini ve degisik

tirlerdeki optimum pH degerinin 3.6-7.6 arasinda degistigini belirtmistir.

Harvais’in (1973) gozlemlerine gore asimbiyotik kiiltiir ortami olarak kullanilan ortam,
dogada epifit orkideleri (baska bir bitki iizerine sarilmis olarak yetisen) besleyen
agaclarin govde siiziintiilerinin bilesiminden daha yogun olmakta ve genel olarak epifit
orkideler yogun; karasal orkideler ise seyreltik ortamlarda daha iyi ¢imlenmektedir.
Ancak asimbiyotik ortamda ¢imlenmenin gergeklesebilmesi igin ortama bazi organik
maddelerin eklenmesi gerekmektedir. Baz1 orkide tiirlerinin tohumlarinin ¢imlenmesi

i¢in ise siikroz, glukoz ve baska sekerlerin de ¢ok yararli olabilecegi bildirilmektedir.
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Arastirmaci ayni zamanda in vitro ¢imlendirme caligmalarinda, aragtiricilarin ¢ogu
tarafindan farkli orkide tohumlar i¢in karbon kaynag: olarak kabul edilen dekstroz ve
sakkarozun kullanildigini bildirmistir. Yetisme ortamina eklenen sekerin arttiritlmasiyla
bliylimenin de arttig1, artan seker konsantrasyonu ile ise ¢imlenme ve biiylimenin

engellendigi belirtilmistir.

Mead ve Bulard (1975), Orchis laxiflora ve Ophrys sphegodes bitkilerinin asimbiyotik
olarak ¢imlenmeleri hakkindaki ¢alismalarinda vitamin ve azot kaynaklarinin etkilerini
incelemistir. ki tiir arasinda kiiciik farkliliklar olusmasina ragmen, amonyum nitrat
iceren temel bir mineral ortama sakkaroz, organik azot ve vitaminlerin eklenmesiyle her
iki tiirde de 1yi gelisimler tespit edilmistir. Caligmalarinda yiiksek oranda ¢imlenme ve
protokorm gelisimi elde etmis olmalarinin yani sira bitkide kararma ve Oliimlere de
rastlamiglardir. Her iki tiirin de en iyi gelisimleri karanlikta ger¢eklesmistir. Fakat ne
yazik ki tohum ekiminden sekiz ay kadar sonra bazi beyaz protokormlar kararip bitki

Oliimii ile sonlanmustir.

Arditti ve Harrison (1977), kullanilan kimyasal bilesiklerden pozitif sonug¢ alinamadigi
bazi durumlarda besin ortamina pepton, hindistan cevizi siitli, muz ve patates ekstrakti
gibi baz1 dogal bilesiklerin eklendigini ve ¢imlenme {izerinde olumlu etki yaptiklarini

belirtmistir.

Clements ve ark. (1986), tohumlarin yiizey sterilizasyonunda kullanilan sodyum
hipoklorit konsantrasyonunun ve uygulama siiresinin orkide tohumlarinin ¢imlenmesi
tizerinde farkl etkiler yapabileceginden dolayi, ¢imlenme i¢in en etkili konsantrasyon

ve uygulama siiresinin belirlenmesi gerektigini bildirmistir.

Van Waes ve Debergh (1986), Epipactis helleborine (L.) Crantz. tohumlarinin yalnizca
inorganik azot igermeyen ortamda ¢imlenebilecegini, bu ¢imlenen tohumlarin sonraki
asamalara gelmesi igin inorganik azotun gerekli oldugunu belirlemistir. Ustelik yiiksek

azot konsantrasyonunun ¢imlenmeyi engelledigi belirtilmistir.

Siiberoglu (1987), baz1 salep orkidelerinde yaptig1 ¢alismada tohumlar1 farkl: siirelerde
sodyum hipokloritli ¢ozeltilerde tutma isleminin, tohumlarin gelisimi tizerinde farkli
etkiler yarattig1 yoniinde bulguya rastlamamistir. Tohumlar kiiltiire alinmalarindan 3 ay

sonra, Biirobct ve Knudson C ortamina 2 mg/l IAA katilmasiyla elde edilen Knudson 6
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ortamina aktarilmis olup; c¢ok diisiik miktarda, beyaz renkte protokorm olusumunun
basladig1 goriilmiistiir. Bu ¢imlenmeden yaklasik 15 giin sonra da yesil siirglin gelisimi

gozlenmistir.

Ernst ve Arditti’ye (1990) gore in vitro ¢alismalarda elde edilen fideler i¢in glukoz,

mannoz, maltotrioz, maltopentoz kullanilabilirdir.

Barroso ve ark.’na (1990) gore Ophrys lutea Cav. ve Ophrys fusca Link bitkilerinin
olgunlagmis ve olgunlasmamis tohumlarinin modifiye Curtis ortaminda ¢imlendirildigi
calismada, tohum ekiminden 2 ay sonra protokormlar elde edilmis, sonrasinda bu
protokormlar bir orkide kiiltiir ortamina transfer edildiginde 2 ay iginde fideler

olusmustur.

Ozkog’un (1991) yaptifi calismaya gore simbiyotik kiiltiir yonteminde funguslarin
kullanilmasinin yani sira olduk¢a kompleks kiiltiirler olan asimbiyotik kiiltiir ortamlar1
da kullanilmakta; buna ragmen her ¢esit orkide tohumu bu kiiltiir ortamlarinda
¢imlenememektedir. Bu baglamda karasal orkideleri ¢imlendirmenin kismen basarili
oldugu ve bir ¢imlendirme yonteminin bir tiir i¢cin olumlu etki gosterirken baska bir
tiirlin tohumlarini ¢imlendirmede ayn1 etkiyi gosteremedigi; hatta bir bolgeden toplanan
orkide tiirii tohumlarimin ¢imlendirilmesine iliskin metotlarin aym tiirtin farkl

bolgelerden toplanan tohumlarinda uygulandiginda sonug vermedigi belirtilmistir.

Aytas (1994), Ophrys apifera tohumlarinin asimbiyotik kiiltlir ortamlarinda 4-6 ay
icinde ¢imlendigini belirlemistir. Farkli asimbiyotik kiiltiir ortamlarinda farkli ¢imlenme
oranlar1 elde ettigi c¢alismasinda, protokormlart taze kiiltiir ortamlarina aktararak
gelismis fide elde etmistir. Ancak simbiyotik kiiltiirlerde basarili sonuglar elde

edememistir.

Ozdener (1994), Dactylorhiza urvilleana ve Dactylorhiza iberica orkide tiirlerinde
simbiyotik ve asimbiyotik ortamlarinda ¢imlenme ve biiyliime {iizerine bir ¢aligma
yapmak i¢in fungus izole etmistir. Yapilan ¢alismada simbiyotik iliski icerisinde olan
orkide tiirlerinin koklerinden elde edilen fungus orneklerinin ¢imlenme ve gelismede
daha olumlu sonuglar ortaya koydugunu saptamistir. Ayni tiirlerin tohumlarinin
asimbiyotik ortamlarda ¢imlenmelerinde sekerden kaynaklanan bazi olumsuz etkilerden

dolay1 diisiik ¢imlenme orani elde edildigi bildirilmistir.
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Avcr (1995), Kahramanmaras’ta dogal olarak yetisen tiirlerde embriyo kiiltiirii
kullanilarak in vitro kosullarda yumru olusturma yeteneklerini arastirmustir. In vitro
ortamda Orchis coriophora’da ve Orhis anatolica’da yumru elde edilmistir. Calisilan
22 ortamdan Orchis coriophora i¢in Van Waes Debergh — domates ekstrakti —aktif
karbon ortaminin, Orchis anatolica i¢in Van Waes Debergh ortami en iyi ¢imlenme

ortamt olarak belirlenmistir.

Endosperme sahip olmayan ve ¢ok kii¢iik tohumlart olan orkidelerin ¢imlenme
zorluguna karsilik, dogada ¢imlenebilmeleri i¢in funguslarla simbiyotik yasam iginde
olduklar1 (Ingold ve Hudson, 1993); ancak in vitro iiretim yontemlerinin kullanilmasiyla
mikorizal funguslara gerek kalmadan da ¢ogalabilecekleri belirtilmistir (Ruglup ve ark.,
1989). Ancak orkide bitkilerinde olusan protokormdaki biiyiimenin, ¢imlenmeyi
saglayacak yedek besini tasimamasindan dolay1 ¢ok yavas gerceklestigi bildirilmistir

(Giiler, 1997).

Caglayan ve ark. (1998), in vitro kosullarda yapilan c¢alismalarda tohumlarin
asimbiyotik kosullarda da ¢imlenmesinin miimkiin oldugu bildirilmistir. Degisik
ortamlar, biiylime diizenleyiciler ve ¢evresel faktorler denenirken farkli sonuglar
almmistir. Orchis anatolica, Orchis coriophora, Ophrys bornmuelleri ve Serapias
vomeracea embriyo Kkiiltiiri kullanilarak in vitro kosullarda basariyla kiiltiire
alimmuglardir. En iyi sonuglar Orchis coriophora tiirtinden alinmigtir. Bu tiirde 5 ayda
bitkicik elde edilebilmistir. Siirgiin ucu kiiltiirii kullanilarak yalnizca Orchis anatolica
ve Himantoglossum affine tiirlerinde ¢ogalma saglanmis, fakat asirt kararmalar

nedeniyle bitki elde edilememistir.

Onal (1999), Ege Bolgesi’nden toplanan 9 orkide tiiriiniin 3 tanesinden olumlu sonug
aldigr embriyo kiiltiirlinde; VWD ve Knudson ortamlar1 ve bu ortamlara % 10-20
patates ekstrakti, %10-20 muz ekstrakti, %10 hindistan cevizi siitii, 0.2 mg/l GA3, 1
mg/l BAP ilaveli 14 farkli ortam kullanildigini; tohumun yiizey sterilizasyonunun ise
15-20 dakikada %0.6’lik NaOCl’de yapildigin1 bildirmistir. Arastiriciya gore Orchis
sancta tiim ortamlarda en erken bir ayda ¢imlenmis olup, Knudson+%10 patates
ekstraktindan %100 basar1 elde edilmistir. Hormon uygulamalarinda neredeyse tiim

tiirlerde ve ortam tiplerinde tatmin edici sonu¢ vermedigi bildirilirken; en yiiksek %80
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oraninda protokormdan bitki olusturan tiiriin Orchis laxiflora tiirii oldugu ve bu sonucun

yine Knudson+%10 patates ekstraktindan elde edildigi belirtilmistir.

Gezgin (2004), Ege ve Akdeniz bolgelerinde yetisen salep bitkilerinin simbiyotik yasam
kurdugu mikorizalarin izolasyonu tanimlanmasi ve inokulant olarak kullanimin
arastirmak amaciyla yiiriittigli calisma sonucunda salep bitkilerinin kok ve
yumrularindan elde edilen toplam 47 fungus izolatinin 44’iniin Fusarium genusuna,
2’sinin Rhizoctonia genusuna ve 1’inin Papulaspora genusuna ait oldugunu ortaya

koymustur.

Gezgin’e (2004) gore orkide tohumlarinin ¢ok kii¢iik olmasi yiliziinden dis kosullarda

cimlenme ve toprakta filizlenmeyi bekleme sonug vermeyebilir.

Sazak (2004), Spirantes spiralis, Dactylorhiza romana subsp. romana orkide tiirlerinin
tohumlarinin simbiyotik ve simbiyotik olmayan kosullardaki ¢imlenme, protokorm ve
yumru olusturma durumlarimi imcelemek amaciyla bir ¢alisma yapmistir. Calisma
sonucunda adi gegcen orkide tiirlerinin tohumlarinin g¢imlenme ve protokorm
olusturulmasinda tohumlara uygulanan farkli doz ve konsantrasyonlardaki
sterilizasyonun etkili oldugunu saptamistir. Ayni orkidelerin farkli mikorizal fungus
izolatlarinda da tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi iizerinde biiyiik olgiide etkilendigini

saptanmistir.

Valletta ve ark. (2008), in vitro kosullarda yiiriittiikkleri ¢alismada Orchis mascula
tiirlinden elde edilen tohumlarda, farkli besin ortamlar1 ve sterilizasyon yontemleri
kullanarak, tohum kabugu ge¢irgenliginin ve ¢imlendirme yeteneginin belirlenmesini
amaclamiglardir. Kullanilan 6 farkli besin ortami arasindan en ¢ok c¢imlenmenin
saglandig1 ortam olarak Orchimax (Duchefa) ticari ortam bilesimi dikkat ¢gekmektedir.
Tohum kabugunun kirilmasi i¢in degisik uygulamalarin yapildigi ¢alismada H2SO4
(stilfirik asit) kimyasalinin farkli doz ve siirelerde muamelesi ile tohumun su alip
sismesinin yaninda 2 ay siireyle 4-8°C muamele edilmesi ¢imlenmeyi olumlu yonde
etkileyen faktorler olmustur. Siirekli olarak Karanlik kosullarda birakilma ¢imlenmeyi
engellemis olup, 16/8 saat aydinlik/karanlik uygulamasi sonucunda tohumlarda 1 ay
icinde sisme, 3 ayda rhizoid (koksii yap1) olusumu, 4-5 ayda siirgiin olusumu ve 5-6 ay

icinde ilk yaprak olusumu gozlemlenmistir.
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Natdanai Aewsakul ve ark. (2013), yaptiklar1 arastirmada simbiyotik tohum ¢imlenmesi
icin basit ve etkili bir metot icin ¢alismislardir. Mikorizal fungus inokule edilmis
ortamlar {lizerinde yaptiklar1 ¢alismada onemli derecede ¢imlenme tespit etmislerdir. 9
hafta sonunda fungus inokule edilen tohumlar ¢imlenmis, inokule edilmeyen tohumlar

cimlenmemistir.

C1g, Yilmaz (2014), yaptiklar1 ¢alismada Anacamptis, Cephalanthera, Dactylorhiza ve
Orchis cinslerine ait on bir orkide tiiriiniin yumru ve rizomlarindan bir; yetistikleri
topraklardan ti¢ olmak {izere toplam dort izolasyon yontemi denemislerdir. Yontemlerde
tic farkl kiiltiir ortami kullanilmiglardir. Calismanin sonunda Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia, Trichoderma ve Verticillium funguslar1 izole
etmisler. Ozellikle Rhizoctonia spp. fungusunun izole edilmesinin hedeflendigi
calismada, Rhizoctonia spp., Dactylorhiza umbrosa ve Orchis palustris tiirlerinin
yumrularindan; Orchis simia tiirliniin ise topragindan mikorizal funguslari izole

etmislerdir.

Vudala ve Ribas (2017), gerceklestirdikleri ¢alismada Hadrolaelia grandis tiiriiniin
tohumlarint Woody Bitki Ortam1 (WPM), Murashige ve Skoog (MS), Vacin & Went
(VW) ve Knudson C (KC) ortamlarinda ¢imlendirmeye amaglamislardir. Arastirma
sonucunda tohum ¢imlenmesi ve fide gelisimi i¢in etkili ortam WPM en cok oldugu
kanitlamislardir. Aktif komiir iceren WPM ortaminda Protokorm olusumu ve kok
gelisimi saglanmistir ve 16 hafta sonra fideler vermikomposta sasirtilmig 12 haftadan

sonra (%91,07 sag kalim orani ile) basariyla iklimlendirmislerdir.

2.2 Vermikiiltiir ve Vermikompost

Vermikiltiir, besiciligi yapilan hayvanlarin yemlerine protein kaynagi veya
vermikompost liretmek icin toprak solucanlarmin kiiltiire edilerek yetistirilmesidir.
Vermikompost, farkli organik atiklarin belirli bazi toprak solucanlari tarafindan
sindirimleri sirasinda kompostlastirilmasi sonucunda elde edilen ve tarim enddistrisinde
organik giibre ve toprak diizenleyicisi olarak kullanilan malzemedir (Edwards ve

Bohlen, 1996).
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1970’lerden sonra bazi solucanlarin organik maddeleri parcalayarak ekonomik degeri
olan kompost iirettikleri goriilmiistiir (Edwards, 1988). Yetmisli ve seksenli yillarda
hizla popiiler olmaya baglayan vermikiiltiir ve vermikompost iiretimi basta Ingiltere,
Japonya, Birlesik Devletler olmak {izere Kiiba, Fransa ve Almanya’da 6nemli is sahasi
haline gelmistir. Birka¢ yil siiresince Amerika’da vermikiiltiir ¢iftligi sayist 90000
civarina ulagsmis ve sadece Kaliforniya’da yilda 20 000 ton vermikompost tiretilmistir
(Zeng, 1982). Giiniimiizde vermikompostu siklikla kullanan iilkelerin basinda Kiiba
gelmektedir (Cracas, 2000).

Yeryliziindeki biitiin toprak solucanlari organik maddeleri kompostlastirabilmektedir.
Ancak Eisenia fetida, Dendrobaena veneta, Lumbricucus rubellus, Eudrilus eugeniae,
Perionyx excavatus ve Perionyx hawayana tiirleri diger toprak solucanlarina oranla
daha hizli besin tiikketmeleri, yliksek iireme ve popiilasyon artis oranlarina sahip olmasi,
farklr iklim ve g¢evre kosullarina kolay adapte olabilmeleri, dolayisiyla hayatta kalma
oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle tercih edilmektedirler (Edwards ve ark., 1996;
Meyer ve ark., 1997; Campbell, 1999). Ad1 gecen alt1 tiirden ticari olarak yaygin tiretimi
gerceklestirilen Eisenia fetida ve Lumbricus rubellus’tur (Dickerson, 2004).

2.2.1 Vermikompostun Tarim ve Toprak Uzerine Etkileri

Solucanlar; topragin yapisini, verimliligini ve bitki dretimini biiyiikk 0Olgiide
degistirmektedir. Beslenmeleri ve galeri agma aktiviteleri yoluyla topragin dengesini
olumlu anlamda gelistirebilir, suyun topraga niifuzunu artirabilir, yiizeye uygulanan
organik madde, kire¢ ve giibrelerin toprakla karigimini hizlandirabilir, gézenekliligini
artirabilirler. Bunlara ek olarak bitki kok gelisimini destekledikleri, kok hastaliklar
oranin1 bliyiikk Ol¢iide azalttiklari, cayir ve yillik iiriin miktar1 ile tahil kalitesini
artirdiklar1  gerek laboratuvar gerekse arazi kosullarinda yapilan c¢aligmalarla
kanitlanmistir. Bir¢ok iilkede, topraklara solucan asilamasinin, ¢ayir verimini %10 ile
%75 arasinda degisen oranlarda, tahil bitkilerinin gelisimini %39, yillik tohum miktarini
%35, tohumun azot igerigini %12 oraninda artirdigr gozlemlenmistir (Misirlioglu,

2011).
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Arancon ve ark. (2005)’na gore az miktarda kullanildiklarinda bile bitkilerin
geligsmelerini biiylik 6lciide arttiran vermikompost hem cicekcilikte hem de meyve ve

sebze yetistiriciliginde etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

Vermikompost topraga kazandirdigi besin elementleriyle bitkilerin sadece saglikli,
kaliteli ve verimli olmalarin1 saglamakla kalmaz, hiimik asit ve biiylime hormonlariyla
gelismelerini de desteklemektedir. Cok daha 6nemlisi mikrobiyal aktivite ve mikrobiyal
biyokiitle seviyelerini artirarak toprak verim ve kalitesinin artigin1 saglar. Ayrica toprak
kaynakli hastaliklarin ve zararlilarin yikimini 6nlemektedir. Vermikompostun i¢indeki
bitki besin elementlerinin %97’si 6zellikle N, P ve K bitki tarafindan dogrudan
alinabilir formdadir. Buna bagli olarak vermikompostta, zengin {ist topraktan
tiikketilebilir formdaki azot miktarinin 5 kat, potasyum miktarinin 7 kat, kalsiyum

miktarinin ise 3 kat daha fazla oldugu, Barley (1961) tarafindan bildirilmistir.

Vermikompost bitkilerin gelisimleri igin toprakta olmasi gereken besin elementlerini
saglamasi ve zenginlestirmesinin yan1 sira pH, havalanma, su tutma kapasitesi, parcacik
bliytikligl, agregatlagsma gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini diizenlemektedir (Bryan
ve Lance, 1991; Gallagher ve Wollenhaupt, 1997; Gouin, 1998). Organik atiklarin
solucanlar kullanilarak kompostlanmasi ile iiretilen iiriiniin topraga uygulanmasi ile
basta biyolojik kompozisyonu olmak {izere yapisi 6nemli miktarda diizeltilebilmektedir

(Hartenstein, 1978; Karmegam, 2010).

Yapilan calismada vermikompost uygulanmig toprakta azot baglayan bakteriler,
mikorizal mantarlar ve aktinomisetlerin sayisinda artis oldugu, buna bagli olarak

topraktaki azot miktarinin da ytikseldigi ifade edilmistir (Kale, 1992).

Azarmi ve ark.(2008), domates iretimi yapilan topraklarda dekara 1,5 ton
vermikompost uygulandiginda topragin fiziksel yapisiin olumlu yonde etkilendigi,
organik karbon, N, P, K, Ca, Zn, Mn miktarlarinda yiikselis oldugunu bildirmislerdir.

2.3 Immobilizasyon

Biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan hiicrelerin tekrar kullanilabilir hale getirilmesi

veya kesiksiz sistemde daha kolay kullanilabilirliginin saglanmasi i¢in immobilizasyon
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teknigine bagvurulmaktadir. Immobilizasyon islemi hiicrelerin ya da enzimlerin
aktivitesini kaybetmeden belirlenmis olan tutuklama materyalinde hedeflenen bosluga
tutturulmasi veya hapsedilmesidir. Bu islem enzimlere, hiicre organellerine, mikrobiyal
hiicrelere ve diger tiim biyokatalizérlere uygulanabilmektedir. Bazi durumlarda,
biyokatalizérler c¢oziinmeyen destek (tasiyicl) malzemeye fiziksel veya kimyasal
baglarla baglanirken, diger durumlarda ise destek malzemedeki bosluklarda serbest
halde hapsedilmektedir (Telefoncu, 1997).

2.3.1 Tasiyiciya baglama metodu

Tasiyiciya baglama; biyokatalizoriin suda ¢oziinmeyen tastyiciya kovalent baglar,
iyonik baglar, fiziksel adsorpsiyon veya biyospesifik etkilesimler ile baglanmasina
temeline dayanan bir metottur. Suda ¢oziinmeyen polisakkaritler, sentetik polimerler ve
inorganik materyaller gibi cesitli ¢Oziinmeyen materyaller dogrudan veya ozel

modifikasyon ya da aktivasyon sonrasi kullanilabilir (Tanaka ve Kawamoto, 1999).

Kovalent bag olusturulmasi

Kovalent baglama metodu enzim immobilizasyonu i¢in en sik kullanilan tekniktir. Fakat
kovalent baglayici ajanlarin toksisitesi ve dogru immobilizasyon kosullarinin
bulunmasinin zorlugundan dolay: hiicre immobilizasyonu i¢in kullanimi oldukga azdir.
Enzim ile aktiflestirilmis bir tasiyici arasinda kovalent bag olusumuna dayanir. Bu
yontemde matriks ve enzim arasindaki bag kararli ve saglam oldugundan enzimin
cOzeltiye gecmesi Onlenmis olur. Kovalent bag genellikle enzim yiizeyinde bulunan
aminoasitlerin radikal gruplariyla matriksde bulunan fonksiyonel gruplar arasinda
olusur (Kennedy, 1995). Kovalent bag olusumu ile immobilizasyon yonteminde en ¢ok
dikkat edilmesi gereken nokta enzimin aktif bolgesinin kovalent bag olusumuna
katilmamasidir. Ciinkii boyle bir durum enzimin katalitik aktivitesini kismen veya
tamamen yitirmesine neden olabilir. Bu durumu onlemek igin immobilizasyonun

gerceklestigi ortama enzimin inhibitérlerini ilave etmek uygun bir yaklasim olabilir.
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Kovalent baglanma ile immobilizasyon enzimin konformasyonel kararliligin1 arttirarak

enzimin sicaklik, pH ve organik ¢oziiclilere karsi kararliligimi arttirir (Mateo ve ark.,

2007).

Iyonik baglanma

Iyonik baglanma immobilizasyonunda iyon degisimi kromotografisi ydnteminde
kullanilan matriks-enzim etkilesimi kullanilir. Basit ve geri doniislimlii yontemin
uygulanmasindaki en 6nemli problem enzimin hem kuvvetli baglandigi hem de aktif
oldugu kosullarin bulunmasindadir. Bu uygulamada substrat veya firiinler yiiklenmis
halde bulunduklarindan enzimin optimum pH’s1 ve pH stabilitesi degisebilir. Bu durum
baslangigta bir dezavantaj gibi goriilse de gerceklestirilen biyoteknolojik siirece bagl
olarak enzimin optimum pH'sinin daha bazik veya daha asidik kosullarda gerceklesmesi

arzu edilen bir durumda olabilir (Brena ve Batista, 2006).

Adsorpsiyon (kovalent olmayan iliskiler)

Adsorpsiyon immobilizasyon en basit immobilizasyon yontemidir ve enzim ile matriks
arasinda hidrojen bagi, Van der Waals etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler, tuz
kopriileri gibi zayif etkilesimler vasitasit ile gergeklesir (Persson ve ark., 2000).
Adsorpsiyon ile immobilizasyonun ilimli ortamda, kimyasal maddelerin kullanimina
gerek duymadan gerceklesir. Enzimin aktif bolgesi bu adsorpsiyondan etkilenmez ve
aktivitesini korur (Mulchandam ve Rogers, 1998). Uygulama kolaydir ve enzim
aktivitesinin korunmas1 agisindan avantajlidir. Diger taraftan bu immobilizasyonda,
bagin giicli, pH, iyonik siddet, sicaklik gibi enzimin bazi ozellikleri degisebilir.
Kullanilan matriksin yilizey 6zelliklerine bagli olarak enzim denatiirasyonu goriilebilir
(Costa ve ark, 2004).

Biyospesifik Baglama Metodu
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Biyospesifik baglama metodu, ¢ogunlukla affinite ayirmasi islemlerinde kullanilan
koenzimler, inhibitorler, efektorler, lektinler ve antikorlar gibi bilesikler ile enzimler
arasindaki biyospesifik etkilesime dayanir. Eger etkilesim kuvvetli ise enzim bu
bilesiklerden biri ile konjuge olusturarak tasiyiciya baglanir. Bunun yaninda, enzimler
ile baglandiklarinda onlar1 inaktive ettiklerinden dolay: antikorlar ve inhibitorler 1yi bir
secim olmayabilirler. Lektin ile spesifik karbonhidrat birimleri iceren enzimler

arasindaki etkilesim bu uygulamalar i¢in faydalidir (Sulkowski ve Laskowski, 1974).

Glikoprotein olan lektinler, spesifik karbonhidrat birimi ile siki bir sekilde baglanir. En
cok kullanilan lektinlerden biri konkanavalin A’dir. Bircok enzim glikoprotein
oldugundan dolayi, lektinlerin kullanim alani vardir. Ayrintili  manipiilasyon
islemlerinin gerekliligi ve pahali bir yontem olmasi nedeniyle bu yontem, sadece likit

sistemlerde ve degerli enzimlerin kullanildigr durumlarda tercih edilir.

2.3.2 Capraz baglama

Bu metot, kii¢iik molekiillii bi- ve multi- fonksiyonel reaktifler ile enzim molekiilleri
arasinda baglar yaparak suda ¢oziinmeyen komplekslerin olusmasimi saglar. Capraz
baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif yogunluguna, pH ve
immobilize edilecek enzime direkt olarak baglidir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama
reaktifleri; gluteraldehit, klorformat, karbonildiimidazol, heterosiklik halojerniirler,
bioksiranlar, divinilsiilfonlar ve epiklorhidrinlerdir. Bu metot ile immobilize edilmis
biyokaralizoriin aktivitesinde c¢ogunlukla azalma go6zlenir (Telefoncu, 1997). Bu
yontemde proteinlerin ¢Oziinmeyen tasiyiciya capraz baglanmasiyla, substrat

cozeltisindeki enzim kayb1 6nlenmektedir (Sheldon, 2010).

2.3.3 Hapsetme (Entrapment)

Hapsetme immobilizasyon yonteminde serbest halde bulunan enzim molekiilleri ya da
hiicreler matriks yapisi igerisine hareketsiz olarak yerlestirilir. Bu yontemde genellikle
matriks olarak organik polimer, sol-jel gibi polimerik ag yapist gosteren maddeler

kullanilir (Ackerman, 2006). Biyomolekiiliin hapsedildigi matriksin gozenekleri
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molekiiliin disar1 sizmasini1 dnleyecek kadar siki olmakla birlikte substratin ve {iriiniin
hareket etmesine izin verecek boyutta olmasit gerekmektedir (Bickerstaff, 1997).
Biyomolekiillerin tutuklanmasi genellikle mikrokapsiilasyon, jel veya fiber yapisina

hapsetme seklinde gergeklestirilir (Guisan, 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Cahsmada Kullanilan Tohumlar

Aragtirmada, lilkemiz florasinda bulunan salep orkideleri kullanilmistir. Tokat Canpolat

koyii mevkiinde, ormanlik araziden 26.07.2016 tarihinde bitkilerin toprak alti

yumrularina zarar verilmeden, yalnizca tohumlar1 toplanmistir.

Sekil 3.2: Salep orkidesi tohumlarinin mikroskop gortintiileri (100x).
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3.1.2 Cahsmada Kullamlan Vermikompost

Arastirmada kullanilan vermikompost Kayseri ilinde bulunan Megasol firmasindan

temin edilmistir.

Sekil 3.3: Calismada kullanilan vermikompost 6rnekleri.

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Diger Malzemeler

Arastirmada immobilizasyon i¢in Tween-20, sodyum aljinat, CaCly, patates nisastasi ve
karbonhidrat kaynagi olarak glikoz, fruktoz, laktoz, nisasta, mannitol, siikkroz, melas ve
zeytin karasuyu kullanilmistir. Ayrica TLC igin Silica Gel 60 F254 25 Tlc Aluminium
Sheets (20 X 20 cm) ve 1 pL’lik siringa kullanilmastir.

3.2  Yontem
3.2.1 Bitki Tohumlarimnin Toplanmasi

Arastirmada kullanilan tohumlar 26.07.2016 tarihinde Tokat Canpolat kdyii mevkiinden
toplanmistir. Tohum toplama isleminde salep orkidesi bitkisinin ¢igeklerinin altinda yer
alan tohum keselerinden hasat islemi gergeklestirilmistir. Hasat edilen keselerin

tamamen kurumus olmasma dikkat edilmistir. Hasat edilen tohumlar laboratuvarda
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kapsiillerden ayrilmis ve bir falkon tiipiinde toplanip kullamilacagi zamana kadar

+4°C’de saklanmustir.

3.2.2 Cahsmada Kullanilan Tohumlarin Hazirlanmasi

+4°C’de saklanan tohumlarin bir grubuna direkt olarak farkli karbonhidrat kaynaklari
ile immobilizasyon islemi uygulanmistir. Bu ilk grup disinda 7 grup icin

immobilizasyon isleminden 6nce her biri farkli 6n muameleden gegirilmistir.

Grup 1 On Muamele islemi

5 g tartilan tohumlar bir tiip igerisine koyulmustur. 4 ml %80(v/v) gliserol ile 1 dakika
boyunca maksimum rpm’de vortekslenmistir. Ardindan 1,5 ml etanol ve 1-2 damla
Tween-20 ile 1 dakika boyunca vortekslenmistir. Stiziilen tohumlar 4 ml distile su ile
vortekslenmistir. Ardindan tiip 14000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiijlenmis ve
tohumlar ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonunda sivi faz uzaklastirilir ve tohumlar 3 kez
daha distile su ile muamele edilip ayn1 ¢oktiirme islemleri tekrarlanmistir (Kamg1 ve
Karakus, 2015). Son olarak tohumlar kurutma kagidindan yapilmis bir kese igerisine
koyularak 38°C’de kurumaya birakilmistir.

Grup 2 On Muamele islemi

5 g tartilan tohumlar %2’lik H2SOg4 ile 5 dakika muamele edilmistir. Ardindan yiizey
sterilizasyonu i¢in (1damla/100ml) Tween-20 ile desteklenmis %]1°lik NaClO ile 20
dakika boyunca muamele edilmistir. Son olarak tohumlar 5’er dakika boyunca 2 kez
distile su ile durulanir (Valetta ve ark., 2008). Tim islemlerin sonunda tohumlar

kurutma kagidindan yapilmis bir kese i¢ine aktarilarak 38°C’de kurumaya birakilmustir.

Grup 3 On Muamele islemi
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5 g tartilan tohumlar 20 dakika boyunca 33°C’deki sicak su ile muamele edilmistir.
Ardindan IN H2SOs ile 45-60 dakika kadar muamele edilmistir. Siire sonunda tohumlar
bu kez %10’luk NaOCI ile 30 dakika muamele edilmistir (Demir, 2004). islemler

bittikten sonra tohumlar 38°C’de kurumaya birakilmustir.

Grup 4 On Muamele islemi

5 g tartilan salep orkidesi tohumlari, 2-3 damla Tween-20 eklenmis %10’luk ticari
sodyum hipoklorit iginde 12 dakika kadar bekletilmistir. Ardindan 5’er dakika boyunca
3 kez distile su ile durulanmislardir (Giimis, 2009). Tohumlar kurutma kagidi ile
paketlenerek gergeklestirilen islemlerin sonunda kurumalar1 amaciyla 38°C’deki etiive

birakilmistir.

Grup 5 On Muamele islemi

5 g tartilan tohumlar 10 dakika siireyle 1-2 damla Tween-20 eklenmis %1°lik sodyum
hipoklorit ile muamele edilmistir. Sonrasinda 3 kez distile su ile durulanmustir
(Yararbas, 2008). Son olarak tohumlar kurutma kagidi ile paketlenerek 38°C’de

kurumaya birakilmistir.

Grup 6 On Muamele islemi

5 g tartilan tohumlar kurutma kagidi ile paketlenir ve %0.5’lik NaOCl ¢ozeltisi ile 5

dakika boyunca muamele edilmistir. Ardindan 38°C’de kurumaya birakilmustir.

Grup 7 On Muamele islemi

5 g tartilan tohumlar %0.1°lik Tween-20 igeren %0.6’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile
20 dakika boyunca 200 rpm’de vortekslenmistir. Ardindan 38°C’de kurumaya
birakilmistir (Lauzer ve ark., 2007).
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3.2.3 Tohumlarin immobilizasyonu

+4°C’de saklanan tohumlar direkt olarak immobilizasyon yontemi ile fakli karbonhidrat

kaynaklari ile immobilize edilmistir.

Sekil 3.4: Immobilizasyon isleminde kullanilan ¢ézeltiler ve immobilizasyon islemi.

Siikrozlu Tohum immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler igin ilk olarak 50 ml distile su ile 2 gr Na-Aljinat
cozeltisi hazirlanmistir. Karistmin tamamen homojen olmasi i¢in 30 dakika manyetik
karistiricida  kanstirilmistir. Homojen karigim elde edildikten sonra ¢ozeltiye 4 gr
siikroz, 5 mg tohum ve 20 gr patates nisastast eklenmistir. Karisimin tekrar homojen
hale gelmesi i¢in manyetik karistiricida 30 dakika karistirilmistir. Ayri bir beherde
damlatma ¢ozeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl> manyetik karistiricida karistirilarak
hazirlanmastir.

Icinde tohum ve siikroz bulunan aljinat ¢dzeltisi bir enjektore cekilip CaCla ¢ozeltisi
igine damlatilmigtir. Olusan tohumlu ve siikrozlu aljinat beadleri 30 dakika kadar CaCl>

cozeltisi icinde kanstirilmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez distile
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suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi tizerine bosaltilip
38°C’de 48 saat kurumaya brrakilmustir. Siikroz ve tohumla yapilan bu beadler HiS-I

olarak kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de saklanmistir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu igslemin sonunda olusan beadler de gruplari
belli olacak sekilde HIS-1/1, HiS-1/2, HIS-I/3, HIS-1/4, HiS-1/5, HIS-I/6 ve HIS-I/7

olarak kodlanmuistr.

Fruktozlu Tohum Immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler igin ilk olarak 50 ml distile su ile 2 gr Na-Aljinat
cozeltisi hazirlanmistir. Karigimin tamamen homojen olmasi i¢in 30 dakika manyetik
karistiricida kanstirilmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra ¢ozeltiye 4 gr
fruktoz, 5 mg tohum ve 20 gr patates nisastasi eklenmistir. Karisimin tekrar homojen
hale gelmesi i¢in manyetik karistiricida 30 dakika karistirtlmistir. Ayr1 bir beherde
damlatma ¢ozeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl> manyetik karistiricida karistirilarak
hazirlanmigtir.

Icinde tohum ve fruktoz bulunan aljinat ¢dzeltisi bir enjektdre gekilip CaCl, ¢dzeltisi
icine damlatilmistir. Olusan tohumlu ve fruktozlu aljinat beadleri 30 dakika kadar CaCl»
¢ozeltisi icinde kanstirilmigtir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez distile
suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi tizerine bosaltilip
38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Fruktoz ve tohumla yapilan bu beadler HIS-II

olarak kodlanmustir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de saklanmistir.

On muameleden gecirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu islemin sonunda olusan beadler de gruplari
belli olacak sekilde HIS-11/1, HIS-1I/2, HIS-11/3, HiS-11/4, HIS-II/5, HiS-11/6 ve HIS-
I1/7 olarak kodlanmustir.
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Glukozlu Tohum immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler i¢in ilk olarak 50 ml distile su ile 2 gr Na-Aljinat
cozeltisi hazirlanmistir. Karigimin tamamen homojen olmasi ig¢in 30 dakika manyetik
karistiricida kanstirilmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra ¢ozeltiye 4 gr
glukoz, 5 mg tohum ve 20 gr patates nisastasi eklenmistir. Karistmin tekrar homojen
hale gelmesi i¢in manyetik karistiricida 30 dakika karistirilmistir. Ayri bir beherde
damlatma ¢ozeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl, manyetik karistiricida karistirilarak
hazirlanmaistir.

Icinde tohum ve glukoz bulunan aljinat ¢dzeltisi bir enjektore cekilip CaCl, ¢dzeltisi
icine damlatilmistir. Olusan tohumlu ve glukozlu aljinat beadleri 30 dakika kadar CaCl»
cozeltisi icinde kanstirilmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez distile
suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi lizerine bosaltilip
38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Fruktoz ve tohumla yapilan bu beadler HIS-I11

olarak kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de saklanmustir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu islemin sonunda olusan beadler de gruplar
belli olacak sekilde HIS-1II/1, HiS-11I/2, HIS-111/3, HIS-III/4, HIS-111/5, HIS-111/6 ve
HIS-11I/7 olarak kodlanmustir.

Laktozlu Tohum immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler i¢in ilk olarak 50 ml distile su ile 2 gr Na-Aljinat
¢ozeltisi hazirlanmistir. Karistmin tamamen homojen olmasi i¢in 30 dakika manyetik
kanstiricida karistirllmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra cozeltiye 4 gr

laktoz, 5 mg tohum ve 20 gr patates nisastasi eklenmistir. Karigimin tekrar homojen
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hale gelmesi i¢in manyetik karistiricida 30 dakika karistirilmistir. Ayri bir beherde
damlatma ¢ozeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl> manyetik karistiricida karistirilarak
hazirlanmastir.

Icinde tohum ve laktoz bulunan aljinat ¢ozeltisi bir enjektore cekilip CaClz ¢ozeltisi
icine damlatilmistir. Olusan tohumlu ve laktozlu aljinat beadleri 30 dakika kadar CaCl»
cozeltisi icinde karstirilmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez distile
suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi lizerine bosaltilip
38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Laktoz ve tohumla yapilan bu beadler HIiS-1V

olarak kodlanmustir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de saklanmistir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu islemin sonunda olusan beadler de gruplar
belli olacak sekilde HIS-1V/1, HIS-IV/2, HIS-IV/3, HIS-IV/4, HiS-1V/5, HIS-IV/6 ve
HIS-IV/7 olarak kodlanmustr.

Mannitollii Tohum immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler igin ilk olarak 50 ml distile su ile 2 gr Na-Aljinat
cozeltisi hazirlanmistir. Karistmin tamamen homojen olmast i¢in 30 dakika manyetik
kanstiricida karistirllmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra cozeltiye 4 gr
mannitol, 5 mg tohum ve 20 gr patates nigastasi eklenmistir. Karisimin tekrar homojen
hale gelmesi i¢in manyetik karistiricida 30 dakika karistirilmistir. Ayri bir beherde
damlatma ¢ozeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr CaClo manyetik karistiricida karistirilarak
hazirlanmuistir.

Icinde tohum ve mannitol bulunan aljinat ¢dzeltisi bir enjektdre cekilip CaCla ¢ozeltisi
igine damlatilmigtir. Olusan tohumlu ve mannitollii aljinat beadleri 30 dakika kadar
CaCl; ¢ozeltisi i¢inde karigtirilmustir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez
distile suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi iizerine

bosaltilip 38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Mannitol ve tohumla yapilan bu
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beadler HIS-V olarak kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de

saklanmustir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlari icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu islemin sonunda olusan beadler de gruplari
belli olacak sekilde HiS-V/1, HiS-V/2, HIS-V/3, HIS-V/4, HIS-V/5, HIS-V/6 ve HIS-
V/7 olarak kodlanmustir.

Nisastali Tohum Immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler i¢in ilk olarak 50 ml distile su ile 2 gr Na-Aljinat
¢oOzeltisi hazirlanmistir. Karisimin tamamen homojen olmast i¢in 30 dakika manyetik
karistiricida karigtirllmigtir. Homojen karisim elde edildikten sonra ¢ozeltiye 5 mg
tohum ve 20 gr patates nisastasi eklenmistir. Karigimin tekrar homojen hale gelmesi i¢in
manyetik karistiricida 30 dakika karistirilmistir. Ayr1 bir beherde damlatma ¢ozeltisi,
500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl, manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmastir.
Icinde tohum ve sadece nisasta bulunan aljinat ¢dzeltisi bir enjektdre cekilip CaCly
cozeltisi icine damlatilmistir. Olusan tohumlu ve nisastali aljinat beadleri 30 dakika
kadar CaCl; ¢ozeltisi iginde karistirilmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri stiziilerek
2 kez distile suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi
tizerine bosaltilip 38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Yalnizca nisasta ve tohumla
yapilan bu beadler HIS-VI olarak kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus

beadler +4°C’de saklanmustir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan

immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu islemin sonunda olusan beadler de gruplari
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belli olacak sekilde HiS-VI/1, HiS-VI/2, HIS-VI/3, HIS-VI/4, HiS-V1/5, HIS-VI1/6 ve
HiS-V1/7 olarak kodlanmustr.

Melash Tohum Immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler igin ilk olarak seker fabrikasindan elde edilen atik
madde olan melas ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 50 mg tartilan melas 500 ml
distile su ile ¢oziilmiis ve otoklavlanip steril hale getirilmistir. Immobilizasyon i¢in bu
melas ¢ozeltisinden 12.5 ml ve 37.5 ml distile su ile 2 gr Na-Aljinat ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Karisimin tamamen homojen olmasi i¢in 30 dakika manyetik
karistiricida karistirllmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra c¢ozeltiye 5 mg
tohum ve 20 gr patates nisastasi eklenmistir. Karisimin tekrar homojen hale gelmesi i¢in
manyetik karigtiricida 30 dakika karistirilmistir. Ayr1 bir beherde damlatma ¢ozeltisi,
500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl, manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmigtir.
Icinde tohum ve melas ¢dzeltisi bulunan aljinat ¢dzeltisi bir enjektore ¢ekilip CaCl,
cozeltisi i¢ine damlatilmigtir. Olusan tohumlu ve melash aljinat beadleri 30 dakika
kadar CaCl; ¢6zeltisi iginde karistirilmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek
2 kez distile suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi
lizerine bosaltilip 38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Melas ve tohumla yapilan bu
beadler HiS-VII olarak kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de

saklanmastir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu islemin sonunda olusan beadler de gruplari
belli olacak sekilde HIS-VII/1, HIS-VII/2, HIS-VII/3, HIS-VII/4, HIS-VII/5, HIS-VI1/6
ve HIS-VII/7 olarak kodlanmustir.

Zeytin Karasuyu(OMW) ile Tohum immobilizasyonu
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Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler i¢in ilk olarak 50 ml zeytin karasuyu ile 2 gr Na-
Aljinat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Karisimin tamamen homojen olmasi i¢in 30 dakika
manyetik karistiricida karistirilmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra ¢ozeltiye 5
mg tohum ve 20 gr patates nisastast eklenmistir. Karisimin tekrar homojen hale gelmesi
icin manyetik karistiricida 30 dakika kanistirllmistir. Ayri bir beherde damlatma
¢ozeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl> manyetik karistiricida karistirilarak
hazirlanmistir.

Iginde tohum ve zeytin karasuyu ¢dzeltisi bulunan aljinat ¢dzeltisi bir enjektdre cekilip
CaCl; ¢ozeltisi igine damlatilmistir. Olusan tohumlu aljinat beadleri 30 dakika kadar
CaCly ¢ozeltisi i¢inde karigtirtlmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez
distile suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi {izerine
bosaltilip 38°C°de 48 saat kurumaya birakilmistir. Yapilan bu beadler HIS-1X olarak

kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de saklanmistir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu igslemin sonunda olusan beadler de gruplari
belli olacak sekilde HIS-IX/1, HIS-IX/2, HIS-IX/3, HiS-IX/4, HIS-IX/5, HIS-IX/6 ve
HiS-IX/7 olarak kodlanmustir.

Zeytin Karasuyu(OMW) ve Glukoz ile Tohum Immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan tohumlu beadler icin ilk olarak 50 ml zeytin karasuyu ile 2 gr Na-
Aljinat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Karisimin tamamen homojen olmasi i¢in 30 dakika
manyetik karistiricida karistirilmistir. Homojen karigim elde edildikten sonra ¢ozeltiye 4
gr glukoz, 5 mg tohum ve 20 gr patates nisastasi eklenmistir. Karisimin tekrar homojen
hale gelmesi i¢in manyetik karistiricida 30 dakika karistirtlmistir. Ayr1 bir beherde

damlatma ¢ozeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr CaCl> manyetik karistiricida karistirilarak
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hazirlanmistir.

Icinde tohum ve glukoz ¢dzeltisi bulunan aljinat ¢ozeltisi bir enjektore cekilip CaCls
cozeltisi i¢cine damlatilmistir. Olusan tohumlu aljinat beadleri 30 dakika kadar CaCl>
¢oOzeltisi icinde kanstirilmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez distile
suda yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagid1 iizerine bosaltilip
38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Glukoz ve tohumla yapilan bu beadler HiS-X

olarak kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de saklanmistir.

On muameleden gegirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan
immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu iglemin sonunda olusan beadler de gruplari
belli olacak sekilde HIS-X/1, HIS-X/2, HiS-X/3, HIS-X/4, HiS-X/5, HIS-X/6 ve HIiS-
X/7 olarak kodlanmustir.

Kontrol Grubu icin Tohum immobilizasyonu

Immobilizasyonda kullanilan metot, Schoebitz ve ark. (2013)’nin kullandiklar1 metot

temel alinarak olusturulan ve tohumlar i¢in optimize edilmis bir metottur.

Olusturulacak olan kontrol grubu igin ilk olarak 50 ml distile su ile 4 gr Na-Aljinat
cozeltisi hazirlanmigtir. Karigimin tamamen homojen olmasi i¢in 30 dakika manyetik
karistiricida karigtirllmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra c¢ozeltiye 5 mg
tohum eklenmistir. Karisimin tekrar homojen hale gelmesi i¢cin manyetik karistiricida 30
dakika karistirllmistir. Baska bir beherde damlatma ¢6zeltisi, 500 ml distile su ile 7.5 gr
CaCl> hazirlanmistir.
Icinde tohum bulunan aljinat ¢ozeltisi bir enjektdre cekilip CaCly ¢ozeltisi icine
damlatilmistir. Olusan tohumlu aljinat beadleri 30 dakika kadar CaCl, ¢ozeltisi i¢inde
kanistinlmistir. 30 dakika sonunda aljinat beadleri siiziilerek 2 kez distile suda
yikanmistir. Son kez siiziilen aljinat beadleri bir kurutma kagidi lizerine bosaltilip
38°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Yapilan bu seffaf beadler HIS-KONTROL

olarak kodlanmistir ve ekim giiniine kadar kurutulmus beadler +4°C’de saklanmistir.

On muameleden gecirilmis olan salep tohumlar1 icinde yukarida anlatilan

immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu igslemin sonunda olusan beadler de gruplari
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belli olacak sekilde HIS- KONTROL/1, HIS- KONTROL/2, HIS- KONTROL/3, HiS-
KONTROL/4, HIS- KONTROL/5, HIS- KONTROL/6 ve HIS- KONTROL/7 olarak

kodlanmustir.

3.2.4 lince Tabaka Kromotografisi (TLC)

Farkli seker birimlerinin immobilizasyonun basarili olup olmadigini anlamak icin
standart seker ¢oOzeltilerine karsilik bead olusumundan sonra olusan sivi Orneklerinin
TLC ile analizi gerceklestirilmistir. Beadlerden seker sizintisi olup olmadigin1 anlamak
icin immobilizasyon islemi sonunda i¢inde beadlerin olustugu CaCl, ¢ozeltisinden
ornekler alinmistir. Bu ornekler fruktoz, siikroz, laktoz, glukoz ve mannitol iceren
beadlerin ¢ozeltisinden alinmustir. Bu 5 seker kaynagi icin ayr1 ayr1 %20°lik standart

cozeltiler hazirlanmistir.

Kullanilacak TLC plakasi her bir seker icin standart ve 6rnek ¢ozelti i¢in yaklasik 2 cm
genisliginde kesilmis ve etiketlenmistir. Plaka iizerinde belirlenen noktalara 1pulL’lik
siringa ile standart ¢ozelti bir kez, o6rnek ¢ozelti ise 4 kez yiiklenmistir. Her yiikleme
sonrasi nokta sa¢ kurutma makinesi ile kurutulmustur. Yiiriitme c¢ozeltisi olarak
asetonitril - distile su (85:15, v/v) kullanmilmistir. Hazirlanan yiiriitme ¢6zeltisi salelerin
icine yaklasik 2 ml kadar eklendikten sonra, yiikleme yapilip kurutulmus plakalar
salelerin igine yerlestirilmistir. Yiiriitme ¢ozeltisi plakanin {ist kismmma 4mm kadar
yaklastigt anda plakalar salelerden c¢ikartilmis ve tekrar sa¢ kurutma makinesi ile

kurutulmustur. TLC sonucunda plakalar UV 151k altinda incelenmistir (Uludag, 2000).
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Sekil 3.5: TLC islemi.

3.2.5 immobilize Tohumlarin Ekimi

Kontrol grubu da dahil olmak iizere 10 farkli sekilde immobilize edilmis ©n
muameleden gegmemis ve gecmis olan tohumlarin tamami Kayseri’deki Megasol

firmasindan temin edilmis vermikomposta ekilmistir.

Onceki c¢alismalarin ve salep orkidelerinin dogal kosullarda c¢imlenme sartlarinin
15181nda; salep tohumlarinin toprak yiizeyinden 6-8 cm derinligine gdmiilmesi gerektigi
gorilmistiir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz immobilize tohumlarin ekimi i¢in de
ayni sartlart saglamak amaciyla yaklasik 15 c¢cm boyunda kagit bardaklar temin
edilmistir. Kagit bardaklarin st kismindan 7 cm’lik bosluk kalacak sekilde
vermikompost bardaklarin  tabanina  doldurulmustur. Vermikompostun stiine
immobilizasyonla olusturdugumuz tohumlu beadler ve tohumlarin nerede oldugunu

anlayabilmek i¢in kii¢lik tahta cubuklar yerlestirilmistir.

On islemden ge¢gmemis tohumlarin beadleri; steril vermikompost ve steril olmayan
vermikomposta olmak tizere 2 farkli sekilde ekilmistir. Bu ekim islemi 22.12.2016
tarihinde gerceklestirilmistir. Ekim yapilmig bardaklar Miihendislik ve Doga Bilimleri

Fakiiltesinde, sicakligi ve nemi optimuma ayarlanmis olan odalarda tutulmustur. On
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islemden gecirilmis olan tohumlarin beadleri direkt olarak steril edilmemis
vermikomposta ekilmistir. Bu ekim islemi 25.01.2017 tarihinde gergeklestirilmistir.
Ekimi yapilmig bardaklar Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesinde, sicaklifi ve

nemi optimuma ayarlanmis olan odalarda tutulmustur.

Ekim yapilmis bardaklara uygun araliklarla yaklasik olarak vermikompostun iist

kisminin 2-3 cm’lik béliimii kurudugunda sulama yapilmastir.

Iy
)9
‘.
=

Sekil 3.7: Ekim islemi gergeklestirilip etiketlenmis bardaklar.
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4. BULGULAR

4.1  Immobilizasyon Isleminin Sonuclari

Salep orkidesi tohumlari ile 10 farkli karbonhidrat kaynaginin immobilizasyon islemi

ile bir araya getirilme islemi basariyla ger¢eklestirilmistir.

Sekil 4.1: On islemden gegirilmemis tohumlarla gergeklestirilen immobilizasyon

sonucu elde edilen beadler.

Sekil 4.2: On islemden gegirilmis 1. Grup tohumlarla gerceklestirilen immobilizasyon

sonucu elde edilen beadler.
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Sekil 4.3: On islemden gegirilmis 2. Grup tohumlarla gergeklestirilen immobilizasyon

sonucu elde edilen beadler.
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Sekil 4.4: On islemden gegirilmis 3. Grup tohumlarla gerceklestirilen immobilizasyon

sonucu elde edilen beadler.
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Sekil 4.5: On islemden gegirilmis 4. Grup tohumlarla gergeklestirilen immobilizasyon

sonucu elde edilen beadler.
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Sekil 4.6: On islemden gegirilmis 5. Grup tohumlarla gerceklestirilen immobilizasyon
sonucu elde edilen beadler.
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Sekil 4.7: On islemden gegirilmis 6. Grup tohumlarla gerceklestirilen immobilizasyon

sonucu elde edilen beadler.
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Sekil 4.8: On islemden gegirilmis 7. Grup tohumlarla gerceklestirilen immobilizasyon

sonucu elde edilen beadler.
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Sekil 4.9: Immobilizasyonla olusturulmus beadler ve iizerlerinde goriinen siyah

noktalar salep tohumlari.

Sekil 4.10: Kontrol gruplar i¢in immobilizasyonla olusturulmus beadler ve iizerlerinde

goriinen siyah noktalar salep tohumlart.

Sekil 4.11: Immobilizasyonla olusturulmus beadlerin pargalanmasiyla goriilen salep

tohumu.
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4.2  Beadlerin Vermikompostta Erime Siiresi

Gergeklestirilen arastirmanin anlamli bir ¢alisma olmasi agisindan salep orkidesi
tohumlar1 ve karbonhidratlarla olusturulmus beadlerin vermikompost i¢inde belirli bir
stire sonunda ¢Oziinmesi gerekmektedir. Bu ¢oziinmenin anlasilabilmesi i¢in kiiclik bir

deneme kurulmustur. Deneme sonucu Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Beadlerin 14 giin i¢inde vermikompost i¢cinde ¢oziinme durumlari.
14 =

0.Gin 2.Gin 4.Gln

6.Glin 8.Gilin 10.Giin

12.Giin 14.Giin
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Deneme i¢in tipk: arastirma kapsaminda vermikomposta ekilen beadler gibi 7 bardaga
da bead ekimi ger¢eklestirilmistir. 7 bardaga daha ekilen beadlerin ¢éziinme siirelerini
anlamak i¢in 2’ser giin arayla bu bardaklar bosaltilmis ve beadlerin son durumlari
mikroskop altinda incelenmistir. Kullanilan beadler ise kontrol grubu i¢in olusturulmus
nisasta ve baska bir karbonhidrat icermeyen HIS-KONTROL grubu beadler ve siikroz
iceren HIS-I grubu beadlerdir.

4’er glin arayla acilan bardaklarin i¢inden ¢ikan beadlerin mikroskopta incelenmesiyle
beadler 14 giin sonunda dokunuldugunda dagilan bir hal almistir. Olusturulduklari
andan itibaren oldukga sert olan bu beadler, vermikompost igine ekildikten ve belirli
araliklara sulandiktan 14 gilin sonra kolayca dagilabilir bir forma kavusmuslardir.
Siirecin  sonunda beadlerin ilk olustuklar1 andaki standart boyutlarinda zamanla
¢Oziinmeye bagl olarak kiicgiildiigii goriilmiistiir. Yine zamanla ¢oziinmeye bagli olarak

beadlerin yilizeyinde girinti ve ¢ikintilar olustugu gézlemlenmistir.

4.3  Immobilizasyon Basarisinin TLC ile Belirlenmesi

Immobilizasyon isleminde kullanilan sekerlerin basarili bir sekilde tohumlarla bir araya
getirilip getirilmedigini anlamak i¢in; bead olusumunu saglayan ve beadlerin i¢inde
bulundugu CaCl, ¢o6zeltilerinden 6rnek alinarak standart c¢ozeltiler ile birlikte TLC
gerceklestirilmistir. TLC sonunda plakalar UV 1sik altinda incelenmistir.

TLC sonunda plakalardan elde edilen spot goriintiileri standart ¢ozeltilerdeki seker
miktarinin immobilizasyon sivisina kiyasla c¢ok daha yogun seker igerdigi ve

immobilizasyon igleminin ¢ok az seker kagagi ile sonuglandigini gostermektedir.
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Sekil 4.12: TLC sonunda elde edilen goriintiiler.

Sekil 4.12°de goriildiigii gibi K ile kodlanan kisimlara standart ¢ozeltiler yliklenmistir.
F, M, L, G ve S ile kodlanan noktalara ise immobilizasyondan elde edilen sivilar
yiklenmistir. K 1ile kodlanan noktalardaki belirgin spotun &rneklerde olmadigi
goriilmektedir. Standarda gore Ornek yiiklenen noktada ve noktanin hizasinda belirgin
bir spot goriilmemektedir. TLC sonunda elde edilen bu goriintiilere gore; fruktoz,
mannitol, laktoz, glukoz ve siikrozun immobilizasyon islemi kagaksiz bir sekilde

gerceklesmistir.

4.4 Immobilize Edilmis Salep Tohumlarmmin Cimlenme Performansi

Immobilizasyon islemi ile tohumlarla cesitli karbonhidrat kaynaklar1 basaril bir sekilde
bir araya getirilmistir. Immobilizasyon sonucu elde edilmis beadlerin ekildigi kagit
bardaklardan sokiim islemi; 6n islemden gegmemis tohumlar igin 20.04.2017 tarihinde,
on islemden ge¢mis tohumlar i¢in 20.05.17 tarihinde baslanilmistir. Ekim yapilmis tiim

bardaklar tek tek incelenmistir.

Sokiim islemi sonunda olusturulan gruplar icin herhangi bir ¢imlenme ya da bir
protokorm olusumu goézlemlenememistir. Sokiimler sirasinda vermikompost iginde

¢cozlinmemis beadlere de rastlanilmamistir. Beadlerin yerinin kolayca belirlenebilmesi
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icin yerlestirilen kii¢iik tahta cubuklar dahi siire sonunda vermikompost iginde

¢Ozlinmiis ve sokiimler sirasinda bu tahta gubuklara da rastlanilmamuistir.

Cizelge 4.2.: Immobilize tohumlarn c¢imlenme durumlart ( - : Cimlenme
gozlemlenmedi.).
immobilize Tohum | Cimlenme Immobilize Tohum | Cimlenme
Gruplan Durumu Gruplan Durumu
HIS-1 - HIS-1/4 -
HIS-II - HIS-11/4 -
HIS-11I - HIS-111/4 -
HiS-1V - HIS-1V/4 -
HIS-V - HIS-V/4 -
HIS-VI - HIS-VI1/4 -
HIS-VII - HIS-VI1I/4 -
HIS-1X - HIS-1X/4 -
HIS-X - HIS-X/4 -
HIS-KONTROL - HIS-KONTROL/4 -
HIS-I/1 - HIS-I/5 -
HIS-11/1 - HIS-11/5 -
HIS-111/1 - HIS-111/5 -
HIS-IV/1 - HIS-IV/5 -
HiS-V/1 - HIS-V/5 -
HIS-VI/1 - HIS-VI/5 -
HIS-VII/1 - HIS-VII/5 -
HIS-1X/1 - HIS-1X/5 -
HIS-X/1 - HIS-X/5 -
HIS-KONTROL/1 - HIS-KONTROL/5 -
HIS-1/2 - HIS-1/6 -
HIS-11/2 - HIS-11/6 -
HIS-111/2 - HIS-111/6 -
HIS-1V/2 - HIS-1V/6 -
HIS-V/2 - HIS-V/6 -




HIS-VI1/2 HIS-VI1/6
HIS-VI11/2 HIS-VI11/6
Cizelge 4.2.: (Devam) Immobilize tohumlarmn ¢imlenme durumlart ( - : Cimlenme
gozlemlenmedi.).
HIS-IX/2 HIS-IX/6
HIS-X/2 HIS-X/6

HIS-KONTROL/2

HIS-KONTROL/6

HIS-1/3

HIS-1/7

HiS-11/3 HiS-11/7
HiS-111/3 HiS-111/7
HiS-1V/3 HiS-IV/7
HIS-V/3 HIS-V/7
HIS-VI/3 HIS-VI/7
HiS-VII/3 HiS-VII/7
HIS-IX/3 HIS-IX/7
HIS-X/3 HIS-X/7

HIS-KONTROL/3

HIS-KONTROL/7
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5.  SONUC VE ONERILER

Salep orkideleri pek ¢ok tiir bakimindan Tiirkiye’de endemik olarak yetisen ve ticari
getirisi oldukca fazla olan Onemli bir gen kaynagidir. Salep, orkidelerinin kiiltiire
alimmasi1 agisindan bazi zorluklarla karsilasilan, kiiltiirii yapilsa dahi yumru olusumu
icin topraga sasirtma ekimi yapilirken kayiplarin yasandigi ve dogadan toplanarak elde
edildigi i¢in de bazi tiirlerin nesli tehlike altina girmistir. Bu nedenle salep orkideleri
icin yeni yetistirme metotlarinin bulunmasi ve kiiltiire alma calismalar1 oldukca
onemlidir. Biz ger¢eklestirdigimiz bu c¢alismada salep orkidelerinin kiiltiir ortamlarinda
degil, dogal olarak yetistikleri ortama ¢ok daha benzer bir ortamda yetistirilmeleri i¢in
yeni bir bakis agis1 ile yaklasilmistir. Calismanin temelinde salep orkidesi tohumlarinin
endosperm dokusunun var olmamasindan yola ¢ikilarak, tohumlara yapay bir
endosperm olusturulmasi hedeflenmistir. Bu baglamda farkli karbonhidrat kaynaklari ile
tohumlar immobilizasyon metodu ile bir araya getirilmistir. Denemeler sonunda
immobilizasyon isleminde basariya ulasildigi fakat ¢imlenmenin gerceklesmedigi

gorilmiistiir.

Salep orkidelerinin tohumlarinin ¢imlenmelerinin biiylik 6lgiide mikorizal funguslara
bagli oldugu konunun uzmanlar1 tarafindan benimsenmistir. Salep orkidelerindeki
mikorizal funguslarin izolasyonu ve tanimlanmasi ile ilgili birgok calisma literatiire
kazandirilmistir. Gergeklestirdigimiz bu c¢alismada basarili olamayisimizin yegane
sebeplerinden biri bu funguslardan yararlanmamis olmamiz olabilir. Konu ile ilgili
ileride yapilacak caligmalarda tohumlara eklenen karbonhidratlarin yaninda bu
mikorizal funguslara da yer verilmesi tohumlarin ¢imlenme ihtimalini yiikseltecegi

distintilmektedir.

Salep orkidesi tohumlarmmin oldukga kiiciik olmasi nedeniyle ¢imlenmeyi in-Situ
ortamda gozlemlemek olduk¢a zordur. Konu ile ilgili birgok ¢alisma in-vitro kosullarda
yuriitilmiistir. Bizim gergeklestirdigimiz ¢alismada tohumlar ile karbonhidrat
kaynaklar1 immobilizasyon ile bir araya getirilmis ve olusan beadler ile tohumlar daha

elle tutulur bir hal almistir. Fakat olusan beadlerdeki tohum miktar1 ve bu tohumlarin
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icinde embriyo olup olmadig1 (sadece tohum kabugu olup olmadigi) belirlenememistir.
Calismada bardaklara ekim sirasinda 6zellikle beadlerin disinda tohum olup olmadigi
incelenmis ve tizerinde belirgin bir sekilde tohum goriinen beadler denemeye alinmstir.
Yine de tohumlarin ¢ok kiiciik boyutta olmasi beadlerin vermikompost iginde

¢Oziinmesinden sonra gézlenmesi agisindan sikint1 yaratmaistir.

Bozdemir (2016)’in yaptig1 caligmalara gore O. sancta tiiriinii in vitro’da ¢imlendirme,
protokorm olusumu ve siirglin gelisimi agisindan ¢alismada kullanilan bes seker tipi
arasindan en iyi performans veren sekerleri ve bu sekerlerin konsantrasyonlarini
belirlemistir. Cimlendirmede, ¢alismada kullanilan bes seker tipi arasindan en iyi
performans maltoz, arkasindan siikrozdan almistir, protokorm olusumu i¢in siikroz ve
stirglin olusumunda oncelikle fruktoz, sonrasinda siikroz, en son glukoz performans
gosteren sekerler olmustur. Dozlar agisindan bakildiginda ise 20 ve 40 g/l olan diisiik
seker dozlarinin ¢imlenme ve protokorm gelisimine olumlu etki yapig1 gézlemlenmistir.
Yapilacak olan baska calismalarda seker konsantrasyonu olarak 20 ve 40 g/l dozlar
Onerilmistir. Bizim gergeklestirdigimiz calismada damlatma sivist olarak kullanilan 50
ml’lik ¢ozelti i¢ine 4 gr karbonhidrat kaynaklari kullanilmistir. Kullandi§imiz oran
Bozdemir’in yapmis oldugu deneylerin sonucuna gore ¢ogu seker i¢in ¢imlenmeyi
engelleyen bir doz oldugu goriilmektedir. Denemeler sonucunda herhangi bir
¢imlenmenin gozlemlenmemis olmasi da bu yiiksek seker konsantrasyonundan da
kaynaklamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bozdemir’in (2016) yaptigi calismanin belirli
bir tiirli kapsadigi da gbz Oniinde bulundurularak; denemelerin daha diisiik seker
dozuyla kurulursa bizim kullandigimiz tiirler iizerinde de basariya ulasilabilecegi

diistiniilmektedir.

Kullandigimiz immobilizasyon yOntemi asil olarak bakteri immobilizasyonu isleminde
kullanilmaktadir. Kullanilan metodun bakteri immobilizasyonunda basarili olmasi ve
bakterilere herhangi bir zarar vermiyor olusu yaptigimiz deneylerde bu metodun
kullanilmasina olanak saglamistir. Deney sonucunda herhangi bir ¢imlenmenin
gozlemlenmemis olmasinin immobilizasyon yontemi ile ya da immobilizasyon

isleminde kullanilan ¢ozeltiler ile ilgili olmadigini gostermektedir.

Bardaklara ekimi gergeklestirilmis olan tohum ve seker kaynagi iceren beadler ekimden

yaklasik 4 ay sonra sokiilmiistiir. Gegen bu 4 ay yapilan literatiir aragtirmasi sonucunda
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yaklasik olarak tespit edilmistir. Salep orkidelerinin ¢imlenme siiresi tlirden tiire fark
gostermektedir. Cogu tiir i¢in ¢cimlenme 3-9 ay igerisinde ger¢eklesmekte fakat ergin bir

bitki olusumu yillar almaktadir.

Aragtirma i¢in dogadan toplanan salep orkidelerinin tiir analizi yapilmamistir. Tir
analizi yapilmadigi i¢in yaklasik ¢imlenme zamani literatiirde yapilan arastirmalar
sonucunda belirlenmistir. Yaklasik olarak tespit edilen siire ortalama bir deger olarak
uygun olsa da ileriki ¢alismalar i¢in tiir i¢in spesifik calismalar yapilmasi daha uygun

goriilmektedir.

Literatiirde yapilan arastirmalar sonucunda karbonhidrat immobilizasyonu ile ilgili
herhangi bir kaynaga ulasilamamistir. Yaptigimiz c¢alisma sonucunda ¢esitli seker
kaynaklarinin immobilizasyonunun miimkiin oldugu goriilmiistiir. Bu sayede literatiire

yeni bir arastirma konusu kazandirilmistir.

Calisma sonunda kontrol amagh gerceklestirilen TLC ile olusan beadlerden herhangi bir
seker sizintist olmadigi, seker sizintist olsa dahi ¢ok kiigiik miktarlarda oldugu

goriilmistiir. Bu da se¢ilen yontemin seker tutuklamadaki basarisin1 gostermektedir.

In vitro ve tohumla yapilan ¢alismalariyla salep orkidelerinin ¢ogalmasim saglamanin
yaninda salep orkidelerinin dogal yetisme alanlarinda yasayan halkin bilgilendirilmeleri
ve bitkinin dogal alanlarindan sokiimiiniin 6nlenmesi de salep orkideleri i¢in biiyiik

Onem tagimaktadir.

Sonug olarak salep orkideleri hakkinda gerceklestirilen her ¢imlendirme ve ¢ogaltma
caligmasi ile verimin elde edildigi her metot, dnce laboratuvar, devaminda dogal
habitata adaptasyon asamasinda, tiir devamliligi icin kilit goérevindedir. Bu tip
calismalarin gercekten iiretime ve c¢ogaltmaya yonelik basari ile sonuglanmasi igin
sadece laboratuvar ortaminda siirli kalmayip, 6zellikle disariya adaptasyon sorunun
¢Oziilmesi konusunda durulmali ve bu tip ¢aligmalarin arttirilmasi yoniinde c¢aligsmalar
cogaltilmalidir. Bitki elde edilen tilirlerde daha ucuz ve basit ortamlarda basari
durumunun incelenerek artirilmasi, boylece ticari olarak uygulanabilme potansiyelinin
yiikseltilmelidir. Konuya ticari olarak bakildiginda, iiretim miktar1 kadar, kisa zamanda
seri iretimin de Onemli oldugu gercegi bilinmektedir. Bu bilgiler ve uygulamalar

1s181nda salep orkideleri dogada varliklarini ve ticari degerini siirdiirebilirler.
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