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Dogu Akdeniz Bolgesinde Yaygin Olarak Yetisen Bazi Salep Orkidelerinin

Embriyo Kiilturt Kullanilarak In Vitro Kosullarda Cogaltilmalari
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Ozet: Bu calismada dogada nesli tikenme tehlikesi ile karsi karsiya olan salep orkidelerinin in vitro'da cogaltiima olanaklarin
arastirilmasi amaclanmustir.

Dogu Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak yetisen salep orkidelerinden Ocrhis anatolica Boiss, Orchis coriophora L., Ophrys bornmuelleri
Schulz, Ophyrs phrigra Fleischm. et Borm, Serapias vomeraceae ve Himantoglossum afine embriyo Kultird kullanilarak in vitro'da
kultire alinmiglardir. Salep embriyolarinin kultiire alinmasinda 14 farkli ortam kullanilmistir. En yiiksek ortalama c¢imlenme ve
protokormdan bitki olusum oranlari sirasiyla %2.39 ve 9%1.86 olarak Van Waes Debergh + Domates Ekstrakti + Aktif Karbon
(VWS&D + DE + AK) ortaminda bulunmustur. /n vitro'da en yiksek yumru olusum orani ise 9%2.453 ile ayni ortamda saptanmistir.

In Vitro Multiplication of Salep Orchids, Growing Commonly in the East
Mediterranean Region of Turkey by Embriyo Culture

Abstract: Possiblities of in vitro multiplication of salep orchids, which have a great danger of extinction from nature, was
investigated.

Orchis anatolica Boiss, Orhcis coriophora L., Ophyrs bornumuelleri Schulz, Ophyrs phrigra Fleischm. et Borm., Serapias vomeracea
and Himantoglossum affine, which are growing commonly in the East Mediterranean Area, were cultured in vitro by using embryo
culture. In order to culture salep embryos, 14 different media were used. The highest average germination rate and plant formation
from protocorm were found as 2.39% and 1.86%, respectively on Van Waes Debergh + Tomato Ekstract + Active Carbon (VW&D
+ TE + AC) media. The highest average tuber formation under in vitro conditions was found also on the same media (2.453 %).

Giris

Salep orkideleri Ulkemizin bir¢ok bolgesinde dogal
olarak yetismekte olup yumrularindan gida ve ilag
hammadesi olarak Kkullanilan salep elde edilmektedir.
Salep orkidelerinin en yaygin bulundugu bolgeler Kuzey
Anadolu (Kastamonu), Giiney Anadolu (Mugla, Antalya,
Silifke), Gineydogu Anadolu (Kahramanmaras, Adiyaman
Malatya) ve Dogu Anadolu (Van, Mus, Bitlis)’dur (1).

Anadolu’da asirlardan beri elde edilen droglardan biri
de salebdir. Dondurma yapiminda ve kigin sicak igecek
olarak yararlanilan salep maddesi salep bitkilerinin
yumrularindan elde edilir. Salep bitkilerinin dahil oldugu
Ochidacea familyasina ait 24 cins ve 90 kadar tur

saptanmistir. Dogu Akdeniz Boélgesi bu cins ve tirlerin
biyik bir ¢ogunlugunun yayilis gosterdigi boélgelerden
biridir (2, 3). Salep yurticinde tiketiminin yanisira
0Ozellikle Arap Ulkelerine de ihrac edilmektedir.

Salep, yumrulu orkidelerden elde edilmesine Karsin
tim yumrulu cinsler bu amag igin uygun degildir. Daha ¢ok
Orchis, Anacamptis, Ophyrs, Serapias, Himantoglossum,
Barlia gibi ovoid yumrulu olanlarla Dactylorhiza gibi
par¢all yumruya sahip orkidelerin degisik tlrleri salep
elde edilmesinde Kkullanilmaktadir. Son yillarda
Platanthera tlrlerinden de bazi bolgelerde salep elde
edildigine dair bilgiler vardir (3).

Salep bitkisinin yumrulart her yil tek bir yavru yumru
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meydana getirmekte ve yeni yumru gelistikce eski yumru
kendi kendine bozulup yok olmaktadir. TUrkiye'de yetisen
orkidelerin yumrularindan asirlarca salep elde edilmis,
hem yurt icinde Kkullanilmis hem de ihra¢ edilmistir.
Tahribatin ¢ok ylksek diizeyde olmasindan dolayr 1974
yilinda Tarim Bakanligi ihracati yasaklamistir. Fakat
yumru olarak ihracati yasak olan salep, salep unu olarak
islenmis sekilde ihra¢ edilmektedir.

Dinyada ve Turkiye'de salep orkideleri ile ilgili
calismalar oldukca azdir. Ulkemizde bu konu ile ilgili
calismalar salep yetisen bolgelerdeki tirlerin saptanmasi
ve bazi kiltlire alma c¢aligmalartyla sinirh kalmistir (1, 4,
5,6,7).

Bu calisma ile Dogu Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak
yetisen salep orkidelerinin in vitro Kkosullarda
cogaltilmalart ve yumru olusturma oranlari arastirilarak
dogal kosullarda ¢ogalmasi oldukga sinirli olan bu bitkinin
Uretilebilmesinde alternatif bir yontem belirlenmeye
calisiimistir.

Materyal ve Yontem

Survey calismalari sonucu toplanan salep orkideleri
yayinlanmig flora ¢alismalart ve monograflar yardimiyla
tanilanmigtir.  Cicekli dénemdeki bitkiler dogadan
topraklari ile birlikte sokilerek saksilara dikilmis ve yapay
tozlama ile Uretimde kullanilacak embriyolar elde
edilmigstir.

In vitro calismalarda embriyo Kkultird Kkullanilarak
olduk¢a kicuk olan bu embriyolar steril kurutma
kagidinda paketlendikten sonra yuzey sterilizasyonu
uygulanmistir. Kiltir ortamalart olarak Knudson C(KC)
(8) ve Van Waes & Debergh (VW&D) (9) kullanilmig, bu
temel ortamlara %10 oraninda patates (PE), domates
(DE) ve salep yumrularindan elde edilen ekstraktlar (SE)
eklenmistir. Ayrica fenolik bilesiklerin olumsuz etkilerini
ortadan kaldirmak icin her ortama 1 g/l oraninda aktif
karbon (AK) ilave edilerek farkli ortam kombinasyonlari
kullanilmistir. 10 ml ortam iceren her bir tipe 0.6 mg
embriyo (yaklasik 2880 embriyo/tlip) homojen bir sekilde
yayilmistir.  Embriyo ekimleri 3 tekerrlrll olarak
yapilmistir. Kultirler 24°C sicaklik, 2500 lux 16 saat/giin
1sik rejimine sahip iklim odlarinda inkibe edilmiglerdir.
Gozlemler steroskobik mikroskop altinda haftalik
gelismeler seklinde kaydedilmigtir.

Kultdr ortaminda 5-6 cm uzunluga erisen bitkiciklerin
kokleri cesme suyu ile dikkatlice yikandiktan sonra
fungisitle muamemele edilmis torf ortamina dikilmislerdir.
Bu bitkiler 10 gun sure ile polietilen ¢rtu ile kapatilarak
%100 nem 25+2°C sicaklik ve 16 saat/giin isiklandirma
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sistemine sahip bitki blyltme dolaplarinda bekletilmistir.
Daha sonra poliletilen 6rtlnln yavas yavas acilmasiyla
bitkilerin dogal ortama adaptasyonlari saglanmistir.

Bulgular

Dogu Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak yetisen
Himantoglossum affine, Orchis anatolica, O. coriophora,
Ophrys bornmuelleri, Ophrys phrigra ve Serapias
vomeracea tlrlerinin embriyo kualtird Kkullanilarak in
vitroda c¢ogaltma calismalarinda H. affine disindaki tim
orkideler embriyo Kkultird ile ¢ogaltiimis ve bu tir ile O.
bornmuelleri digindaki tum tirlerin protokormdan
bitkicik haline dénlismesi gerceklesmistir (Sekil 1).

Bu orkide tirlerinin farkli besin ortamlarinda
cimlenme ve bitki olusum orani Uzerine olan etkileri ise
Tablo 1'de verilmistir.

Tablodan da gorildigi gibi denemeye alinan besi
ortamlarindan 9%2.39 ile en iyi c¢imlenme orani
VW&DE+AK ortaminda, en dislik ¢imlenme ise 960.05
oraninda VW&D+PE ortaminda gérulmustir. Cimlenen bu
embriyolardan bitkicik olusturabilenler incelendiginde
yine en ylksek oran %1.86 ile VW&D+DE+AK ortaminda
gozlenmis ve VW&D+SE, KC ve KC+SE+AK ortamlarinda
cimlenme gerceklesirken bu protokormlardan bitkicik
meydana gelmemistir. Denenen salep tirlerinde farkli besi
ortamlarinda en yiksek c¢imlenme orani %2.22 ile Orchis
coriophorada en dusuk oran ise hi¢ bir ortamda
cimlenemeyen Himanthoglosum  affine tlrlnde
saptanmigstir. Yine O. coriophora turinde cimlenen
embriyolardan 9%1.11°1 bitkicik olusturarak en yuksek
orana sahip olmustur. Bu tlrd %0.16 ile O.anatolica,
%0.03 ile Oph. phrigra ve %0.01 ile Serapias
vomeraceae izlemistir. Gerek embriyolarin cimlenmesi
gerekse protokormlardan bitki olusumu acisindan en iyi
sonu¢ O.coriophora orkidelerinin  VW&D+DE+AK
ortaminda buyUtlldigu kosullarda elde edilmistir. Temel
ortama ilave edilen domates ekstrakti cimlenme ve
buylmeyi tesvik ederken aktif karbon ilavesi ile bazi
inhibitorlerin etkisi ortadan kaldirilabilmistir (Sekil 2).

Cimlenme orani yiksek bulunan O. anatolica ve O.
coriophora tirlerinde en bagarili sonu¢ veren
VW&D+DE+AK ve KC+DE+AK ortamlarinda ¢imlenme
zamanlari tesbit edilmistin. 0. anatolica turu
VW&D+DE+AK ortaminda 149 ginde ¢imlenip 357
gunde bitkicik olugtururken KC+DE+AK ortaminda da bu
slreler sirasiyla 150 ve 357 gun olarak saptanmigstir. O.
coriophora tlru ise daha kisa zamanda geliserek birinci
ortamda 58 ginde ¢imlenip 156 glnde bitkicik haline
dénusmustdr.
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Sekil 1. 0. anatolica turtinde soldan saga
dogru embriyo, protokorm ve
bitkiciklerin olusumu.

Tablo 1. Farkli salep turlerinde embriyolarin ¢cimlenme ve bitki olusum oranlari

Salep Turlerinde Cimlenme ve Bitki Olusum Oranlari (%)

Besi Ortamlari O.anatol 0O.coriop. Oph.bor Oph.phring. S.vomer H.affine Ortalama

¢ B.O ¢ B.O ¢ B.O ¢ B.O ¢ B.O ¢ 0 ¢ B.O
VW&D 2,50 1,57 0,35 0,35 0 0 0,55 0 0 0 0 0 0,57 0,32
VW&D+AK 1,55 0,35 4,01 0,50 0 0 0,46 0,06 0,02 0,02 0 0 1,01 0,16
VW8&D+PE 0 0 0 0 -* 0 0.21 0 - - 0 0 0,05 0,01
VW8&D+PE+AK 0 0 3,38 0,27 - 0 0,63 0 - - 0 0 1,00 0,05
VW&D+DE 0,50 0 6,81 5,71 0 0 0 0 - - 0 0 1,46 1,14
VW&D+DE+AK 1,88 0,36 9,24 8,72 0,08 O 0,73 0,21 - - 0 0 2,39 1,86
VW&D+SE 0 0 1,22 0 0 0 0 0 - - 0 0 0,24 0
VW8&D+SE+AK 0 0 1,66 0 0 0 1,98 0 - - 0 0 0,73 0
KC 0,61 0 0,05 0 0 0 0,06 0 0,05 0 0 0 0,13 0
KC+AK 0,25 0 1.20 0 0 0 0,58 0 0,07 0 0 0 0,13 0
KC+DE 0,31 0 0,53 0 0 0 0 0 - - 0 0 017 O
KC+DE+AK 1,20 0,02 0,86 0,02 0 0 0.42 0,14 - - 0 0 0,50 0,04
KC+SE 0 0 0,88 0 0 0 0,68 0 - - 0 0 0,31 0
KC+SE+AK 0 0 0,90 0 0 0 2,81 0 - - 0 0 0,74 0
ORTALAMA 0,63 0,16 2,22 1,11 0,01 O 0,65 0,03 0,05 0,01 0 0

VW&D= VanWaes&Debergh Ortami, KC= Knudson C Ortami, AK= Aktif Karbon, PE= Patates Ekstrakti, DE= Domates Ekstrakti, SE= Salep
Yumrusu Ekstrakti *= Kontaminasyon nedeniyle tim kultlrler kaybedildi.

Embriyo Kultird sonucu en iyi sonucu veren O. sadece VW&D ortaminda 90.433 oraninda yumru
anatolica ve O. coriphora orkidelerinin in vitro'da yumru olustururken O. coriophora turl 8 farkli ortamda yumru
olusturma potansiyelleri incelenmistir. O. anatolica tiri olusturmustur (Tablo 2).
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Sekil 2.

VW8&D+DE ortamina akitf karbon (AK) eklenmemis (sagda)
ve AK ilavesi ile hazirlanmig ortamda (solda) ¢imlenme ve
bitkicik olusturma durumlari.

In vitroda c¢ogaltilan O. coriophora salepleri torf
ortamina dikildiklerinde 8 hafta icinde tamamen dogal
ortama adapte olarak kig¢Uk saksilara aktariimistir (Sekil
3). In vivo kosullara aktarilan bitkilerde yasama orani
ortalama 920 olarak saptanmistir.

Tartisma

Bu calismada Dogu Akdeniz Bolgesininin degisik
ekolojik ¢zelliklerine sahip yorelerinde 4 farkli cinse ait
salep orkidelerinde in vitro da Kdltire alma olanaklari
arastirilarak alternatif bir Uretim yontemi belirlenmeye
calisiimistir. Bu tirler Ulkemizin degisik yorelerinde
bulunan ve salep uretiminde biytk 6neme sahip olanlardir
(1, 3).

Orkide tohumlari endosperm icermemektedir ve
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Tablo 2. Farkll salep tdrlerinde, farkll besi ortamlarinin yumru
olusumu Uzerine etkileri.
Besin Ortami Yumru Olusum Orani (%)
O.anatolica 0.coriophora Ortalama
VW&D 0.433 0.023 0.228
VW&D+AK 0 0.948 0.474
VW9%D+PE 0 0 0
VW9%D+PE+AK 0 0.022 0.011
VW&D+DE 0 2.163 1.082
VW9D+DE+AK 0 4.906 2.453
VW&D+SE 0 0 0
VW8&D+SE+AK 0 0.103 0.052
KC 0 0 0
KC+AK 0 0 0
KC+DE 0 0.127 0.064
KC+DE+AK 0 0.358 0.179
KC+SE 0 0 0
KC+SE+AK 0 0 0
Ortalama 0.031 0.618

embriyolar1 farklilasmamis 80-100 hlcreden meydana
gelmistir (10). Bu nedenle dogada cimlenebilmeleri igin
simbiyotik yasam kurabilecekleri funguslara gereksinim
duyarlar (11). Ancak in vitro Uretim yontemlerinin
kullanilmasiyla  mikorizal =~ funguslara  gereksinim
duymadan da ¢ogalabilirler (12). Bu ¢alismada kullanilan
Orchis anatolica ve Orchis coriophora tirlerinde
embriyolar basarill bir sekilde kdltire alinirken Ophrys
phrigra, Ophrys bornmuelleri ve Serapias vomeracea
tlrlerinde oldukg¢a distk oranlarda ¢imlenme ve bitkicik
olusumu elde edilmistir. Himantoglossum affine tiru ise
hic  bir ortam  kombinasyonunda  ¢imlenme
gostermemistir. Arditti ve ark. (13) arastirmalarinda bir
tlr icin basarili olarak bulunan bir yontemin diger tirlere
uygulanamadigini hatta bir bolgeden toplanan orkide
tohumlarina uygulanan yodntemlerin baska bdlgelerden
toplanan ayni tire ait tohumlara uygulandiginda bile ayni
sonucun alinmadigini bildirmislerdir. Ponchet ve ark.’'da
(14) Orchis ve Ophrys cinsine ait salep orkidelerinin in
vitro'da basarili ¢ogalmalarina dikkat cekmistir.

Bu calismada 06zellikle Orchis coriophora yuksek
oranda ve hizli cogalabilme performansi nedeniyle in vitro
cogaltmanin  alternatif Uretim ydntemi olarak
kullanilabilecegi bir tlr olarak gorilmektedir.

Biyolojik 0zellikleri diger bitkilerden oldukca farkli
olan salep bitkisinin dogal kosullarda embriyolarinin
cimlenip bitkicik olusturmasi ttrden tlre degismekle
birlikte en kisa ortalama sire-4 yil olarak bildirilmektedir
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Sekil 3. In vivo kosullara aktarilan

Orchis coriophora orkideleri.

(3). Bu calismada goruldigu gibi bu stre in vitro
calismalar ile oldukga kisaltiimig ve O. coriophora tirinde
5 ayda bitkicik elde edilmistir.

Bu calisma nesli tikenme tehlikesi ile karsi karsiya
olan gida ve ilag hammaddesi olarak son derece 6énemli bir
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