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OZET
Orkide, Orchidaceae familyasindaki cinslere ait tiirlerin tiimiine verilen genel isimdir.

Familya ismini Orchis cinsinden almistir. Orchidaceae familyasinin igerdigi tiir sayilari ile
ilgili farkli veriler bulunmaktadir. Orkideler monokotil, ¢ok yillik ve otsu bitkilerdir. Kutuplar
ve ¢Oller disinda diinyanin hemen her yerinde yetisen tiirleri bulunmaktadir. Baz1 orkide

tiirleri toprak altinda bir ¢ift yumruya sahiptir ve bu yumrular salep eldesinde kullanilir.

Bu calismada, salep eldesi i¢in bilingsiz toplama sonucu yok olma tehdidiyle karsi
karsiya olan ve mikrogogaltimi amaglanan Orchis laxiflora bitkisinin yumrularindan elde
edilen surgunler eksplant kaynagi olarak kullanilip in vitro ortamda yumru elde edebilmek
amaglanmistir. Yumrulardan strgln elde etmek i¢cin Murashige Skoog (MS) besin ortami
kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki yiizey sterilizatorleri farkli siirelerle uygulanarak
sterilizasyon islemi yapilan yumrular MS besin ortamlarina ekildikten 45 giin sonra sirgunler
elde edilmis ve bu surgunler Benzil Amino Pirin (BAP) in iki farkli konsantrasyonu (0,5
mg/L ve 1 mg/L) ile Naftalin Asetik Asit (NAA), Pikloram(P), indol Asetik Asit (IAA), Indol
Butirik Asit (IBA) ve Diklorofenoksi asetik asit (2,4D) bitki biylme dizenleyicilerin (BBD)
farkli konsantrasyon ve kombinasyonlarinin oldugu MS besin ortamlarina ekilerek yumru
olusumu ac¢isindan gézlemlenmistir. Sonug olarak 30 giin sonra yumru olusmaya baslamistir.
Yumru olusumu agisindan en etkin konsantrasyon 0,5mg/L BAP ile 0,05mg/L NAA BBD’
lerinin birlikte kullanilmasiyla saglanirken en az etki gosteren BBD’ ler ise 2,4D ve IBA

olmustur. Yumru gelisimleri diger BBD’ lerde farkli oranlarda gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Orkide, Orchidaceae, Orchis laxiflora, salep, mikrogogaltim, MS, BAP,
NAA, P, IAA, IBA, 2,4D, BBD, in vitro.



SUMMARY

MICROPROPAGATION OF SALEB ORCHIDS

Orchid is a general name given to all of the types belonging to the classes in
Orchidaceae family. The family takes its name from the Orchis genus. There are different
informations about the number of the types that Orchidaceae family has. Orchids are
monocotyledon, perennial plant and welwitschia. There are different types almost in all
around the world except deserted areas and poles. Some types of the Orchids have a pair of
bumps underneat the soil and these bumps help to generate saleb.

The purpose of this study is to produce salebs using Orchis laxiflora tubers as a type
facing endangeredness through inaccurate micropropagation. To do that, the young shoots are
going to be used as explant source for producing new tubers in vitro ambiance. In order to
produce tubers from the shoots, Murashige Skoog (MS) has been used as nutrition media.
Surface sterilizators in varying concentrations have been applied in different time periods.
After planting the tubers into the MS nutrition media, the shoots have been produced in the
following 45 days. These shoots have been containing PGR at different combinations and
concentrations of MS nutrition media with two different concentrations (1 and 0,5 mg/L) of
Benzylaminopurine (BAP) with Naphthalene acetic acit (NAA), Picloram(P), Indol acetic
acit(IAA), Indole butyrik acid (IBA) and 2,4-dichlorop henoxyacetic acit (2,4D) and observed
in the following days. In the following time period of 30 days, tuber regeneration has been
observed. The most effective concentration in tuber generation has been created through
combinations of 0,5mg/L BAP and 0,05mg/L NAA plant growth regulation (PGR). Those
least effective PGR have been reported as combination of BAP with 2,4D and IBA. Tuber

development was observed at different rates in other PGRs.

Key Words: Orchid, Orchidaceae, Orchis laxiflora, saleb, micropropagation, MS, BAP,
NAA, P, IAA, IBA, 2,4D, PGR, in vitro.



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1.1. Orchidaceae Familyasinin Diinyada Yayilim Gosterdigi Alanlar..................... 1
Tablo 1.2. Turkiye’de Yetisen Orchidaceae Familyasina Ait Cinsler......................o.e.e. 2
Tablo 1.1.1. Diinya Genelinde Orkidelerin Kullanim Alanlart......................coceeeeeennb
Tablo 1.3.1. Turkiye’de Salep Elde Etmek i¢in Kullanilan Orkide Cins ve Trleri............. 7

Tablo 1.3.2. Ulkemizde Ticari Olarak Salep Elde Edilen Orkide Tiirlerinin Bulundugu
2 10 1= =T 8

Tablo 1.3.3. Ticari Saleplerin Ortalama Yumru Agirhg Ile Birim Agirhiktaki Yumru

T2 741 E: ¢ U PP < |
Tablo 1.3.2.1. Baz1 Orkide Tirlerine Gore Glikomannan ve Nisasta Oranlart.................. 12
Tablo 2.2.2.1. MS Ortami Igerigi ....ocueveieei e 21

Tablo 2.2.22. Yumru Olusumu I¢in Kullanilan Besiyerlerindeki BBD’lerin
KonSantraSyOnIart. .. ... ....ouuiriie et e e e e 100 22
Tablo 2.2.3.3.1. Yiizey Sterilizasyonunda Kullanilan Maddeler, Uygulama Siireleri ve

(SO 118 v 1 0] 1 o P 24

Tablo 3.1.3.1. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerine Bagli Olarak % Yumru Rejenerasyonu ......30

Vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1. Tiirkiye florasinda orkidelerin bulundugu alanlar......................cooii i, 3
Sekil 1.3.1.1. Salep orkidesi yumrularini taze ve kuru hali................coooinnnl 11
Sekil 1.6.1. Orchis laxiflora DitKisi............coo i, 17
Sekil 1.6.2. Orchis laxiflora tiiriiniin Tirkiye’de dagihmi:............ooooeeviiinennn 17
Sekil 2.1.1. Orkidelerin temin edildigi Elazig ili, Sivrice ilgesi, Baskaynak koyii uydu
010101 (1 P 19
Sekil 2.1.2. Orchis laxiflora yumrulari...............ccooiiiiiiii 202 20
Sekil 2.1.3. Temizlenip ay1Klanmis YUMIU.... ..ot i e e e 20
Sekil 2.3.1.1. BBD’siz MS besin ortamina ekilen yumru.............ccooviiiiiiiiii i, 25
Sekil 2.3.2.1.Laminer flow kabinde siirgiin olusturmus yumru.............ooveviieiiiieniiennnnen. 26
Sekil 2.3.2.2. Kiiltiire alinmak i¢in kesilmis stirglin kisimlart............c.coooooiiiiiii e, 26

Sekil 3.1.1.1. Orchis laxiflora bitkisinde denenen farkli sterilizasyon maddelerinin yiizde
olarak etkisi: (A) NaOCl, (B) %1 AgNOj3; (C) %5 AgNO3z (D) %30

Sekil 3.1.1.2. Farkli siirelerde uygulanan ¢esitli konsantrasyonlardaki sterilizasyon

maddelerinin uygulanma zamanindan sonraki gézlemlenen % kontaminasyon grafigi......... 28

Sekil 3.1.1.3.  Farkli siirelerde uygulanan cesitli konsantrasyonlardaki sterilizasyon

maddelerinin uygulanma zamanindan sonraki gozlemlenen % hayatta kalan grafigi............ 28
Sekil 3.1.2.1. Siirgiin olusturan Orchis laxiflora yumrusu.................ocoeiiiiinnn 29
Sekil 3.1.3.1. Ekim yapildiktan 2 hafta sonraki gelisme..............c.ooooiiiiiiiiiiin, 31
Sekil 3.1.3.2. Ekim yapildiktan 3 hafta sonraki gelisme..............c.oooiiiiiiiiinn., 32
Sekil 3.1.3.3. Ekim yapildiktan 4 hafta sonraki gelisme................oooviiiiiiiiinn 32

VI



Sekil 3.1.3.4. Ekim yapildiktan 5 hafta sonraki gelisme................oooviiiiiiiin 33

Sekil 3.1.3.5. Ekim yapildiktan 6 hafta sonraki gelisme................cooviiiiiiiiiiiin 33
Sekil 3.1.3.6. Ekim yapildiktan 8 hafta sonraki gelisme................coooiiiiiiiiin 34
Sekil 3.1.3.7. Ekim yapildiktan 10 hafta sonraki gelisme...............ccooiiiiiiiiiiiii e, 35

Vil



MS:
KC:

Yo MS:
BAP:
NAA:

IAA:
IBA:
2,4D:
BBD:
GAs3:
TDZ:
HCI:
NaOH:
NaOCl:

AgNOs3:

H202:

KISALTMALAR VE SEMBOLLER

Kisaltmalar

Murashige Skoog

Knudson C

Yar1 kuvvetteki Murashige and Skoog
Benzil Amino Pirin
Naftalin Asetik Asit
Pikloram

Indol Asetik Asit

Indol Biitirik Asit
Diklorofenoksi Asetik Asit
Bitki Bliylime Duzenleyicisi
Giberellik asit

Thidiazuron

Hidroklorik asit
Sodyumhidroksit

Sodyum hipoklorit

Giimiis nitrat

Hidrojen peroksit



°C:
cm:
gr:

mg:
I/L:

mm:
MM

dk:

sSn:

pH:

0%6:

Semboller

Celcius derece
Santimetre
Gram
Miligram

Litre
Milimetre
Mikromolar
Dakika

saniye

Normal

Asitlik derecesi

Yizde



1. GIRIS

Tiirkiye bitki gen kaynaklar1 acisindan oldukga zengin bir iilkedir. Bu kaynaklar dogal
olarak var olduklarindan dolay1, sinirsiz ve higbir zaman yok olmayacak gibi gorilmiis ve
bilingsiz yapilan tahribatlardan dolayi, yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmislardir.
Orkideler de Anadolu topraklarinda yetisen yaklasik 204 tiirl ile essiz bir gilizellik ve
zenginlik sunan bu dogal kaynaklardan biridir [1].

Orkide ismi, Orchidaceae familyasindaki tiirlere verilen ortak bir isimdir [2]. Bu
familya dinyada ¢igekli bitkilerin en biiyiikk ve en ¢esitli olanidir. Bilim adamlarinin gesitli
fosiller ilizerinde yaptiklar1 arastirmalar sonucunda orkidelerin 120 milyon yil dncesine kadar
var olduklart gériilmiistiir [3]. Cesitli kaynaklara gore degismekle birlikte, bu familya icinde
ortalama 850 cins ve 18,000 kadar tiir bulundugunu ve 100,000 orkide hibridinin tanimlandig1
bildirilmektedir [1, 2, 4-8]. Orkideler tiim diinyada yayilig gosteren bir familyadir (Tablo 1.1).
Kutuplar ve ¢oller disinda hemen hemen diinyanin her yerinde yetisebilmektedir ve yetistigi

bolgeye gore de tiirleri bulunmaktadir [3].

Tablo 1.1. Orchidaceae Familyasinin Diinyada Yayilim Gosterdigi Alanlar [9]

Yayihis Alam Cins Sayisi (adet) Toplam Cins Sayilar: (adet)
Tropik Amerika 250-270
Tropik Asya 260-300 740-840
Tropik Afrika 230-270
Okyanusya 50-70 50-70
Avrupa ve [liman Asya 40-60
Kuzey Amerika 20-25 60-85
Genel Toplam 850-995




Orchidaceae ¢ok genis bir familya oldugundan dolay1 oldukga ayrintili taksonomik bir

siiflandirmaya sahiptir.

Bu smniflandirma igerisinde, 5 adet alt familya, 22 adet tribus (oymak), 70 adet alt
tribus (alt oymak) ve tanimlanamayan bir grup barindirmaktadir. Ulkemizdeki orkidelere ait

smiflandirma Tablo 1.2°de verilmistir [10, 11].

Tablo 1.2. Turkiye’de Yetisen Orchidaceae Familyasina ait Cinsler [10,11].

Alt Familya Tribus Alt Tribus Cinsler
1 [ Apostasioideae
Cypripedioideae

Neottieae Limodorinae Cephalanthera, Epipactis,
2 | Epidendroideae Limodorum
Listerinae Listera
Cymbidieae
3 | Gelismis Polystachyeae
Epidendroideae Vandeae
Maxillarieae Corallorhizinae | Corallorrhiza

Diceratosteleae

Codonorchideae

Cranichideae

Diseae
4 | Orchidoideae Diurideae
Orchideae Orchidinae Anacamptis, Barlia,
Coeloglossum, Comperia,
Dactylorhiza, Gymnadenia,
Himantoglossum, Neottia,
Ophrys, Orchis, Platanthera,
Serapias
5 | Vanilloideae Pogoniinae
Vanilleae
6 | Tanimlanamayanlar | Triphoreae
Wullschlaegelieae
7 | Herhangi Bir Aceras, Epipogium,
Grup Iginde Yer Neottiana, Spiranthes,
Almayanlar* Steveniella, Traunsteinera
Toplam cins sayis1 (adet) 24

* Ulkemizde oldugu bildirilen, ancak bu taksonomik siniflamada yer almayan cinsler



Turkiye’de 24 cinse ait toplam 204 orkide tiiriiniin yetistigi bilinmektedir [11].

Sekil 1.1. Tiirkiye florasinda orkidelerin bulundugu alanlar[11].

Dogu Akdeniz Bolgesinde bulunan toplam orkide sayis1 Tiirkiye’deki orkide sayisinin
%36,8 ini olusturmaktadir. Bu oran dogrultusunda tiir bakimindan bdlgenin oldukg¢a zengin
oldugunu soyleyebiliriz ayrica, ililkemizin iklim kosullarinin elverigliliginden dolay1r bu

bolgedeki turlere Glkemizin diger bolgelerinde de rastlanilmaktadir [12-14].

Orkideler besin alma durumlaria gore su sekilde gruplandirilabilinirler [15-18];
a) Epifitler;

Tum orkidelerin %70 ini olusturan bu orkideler, baska bitkiler iizerinde hava
kokleriyle tutunup yasarlar. Fotosentez yapma yetenegine sahiptirler ve parazit degildirler.
Tropikal iklimlerde, dogal alanlarda ya da gerekli iklim kosullarin saglandigi seralarda
yetistirilebilmektedirler. Ayrica epifitlere gosterisli ¢igekleri oldugundan dolay1 siis bitkisi
olarak da talep olduk¢a fazladir [19, 20]. Epifit orkideler daha ¢ok tropik orkide adiyla

taninmaktadir [10].

b) Litofitler;
Orkidelerin %5 ini olusturup tas ve kayalar iizerine tutunarak yasayan tiirler olarak

bilinirler.



c) Terrestial;

Orkidelerin %25 ini olusturup toprakta kok salarak topraga bagl olarak yasarlar. Bu
gruptaki orkidelere orta kusak orkideleri ya da iliman kusak orkideleri de denir. Avrupa,
Akdeniz havzasi, Kafkasya ve Asya’da yayilim gosterirler [2, 10, 21].

Orta kusak orkideleri, yapisal olarak toprak alt1 ve toprak iistii organlar tagimaktadir.
Toprak alt1 olarak, kok ve depo orgami (yumru veya rizom) bulunmaktadir. Bu orkideler
yumru veya rizom tagidiklarindan dolay1 otsu olan yapilarina ¢ok yillik bitki olma o6zelligi
kazandirmiglardir [22].

Turkiye’de bulunan orkideler orta kusak orkideleri grubuna dahildir [10]. Bu tirlerin
cogunlugu ototrof yani inorganik bilesikleri kullanarak organik bilesikler dedigimiz karmasik
ve uzun molekiil zincirlerini iiretebilen canlilardir yani parazit degillerdir. Ayrica bunlarin
%13’liniin endemik, yani sadece Tiirkiye topraklarinda yetisebilen tiirler oldugu bazi

kaynaklar tarafindan s6ylenmektedir [23].

d) Curikculler ya da saprofitler;
Bunlar 6l0 ya da ciirliyen maddeler iizerinde biiyiiyen ve yesil renge sahip olmayan
orkidelerdir [21].

1.1.  Orkidelerin Kullanim Alanlar:
Diinya’da orkideler gida alaninda, hos koku elde etmek icin parfiim alaninda ve tibbi
alanlarda (ilag hammaddesi olarak) kullanilmaktadir. Ayrica giizel goriintiilerinden dolay: siis

bitkisi olarak da bu sektorde degerli bir yere sahiptir [4].



Tablo 1.1.1. Diinya Genelinde Orkidelerin Kullanim Alanlari [10]

Sira Kullanim Alani Onemli Bazi Tiirler Aciklama

1 Gida Aceras, Anacamptis, Cephalanthera, Barlia, vanilya, salep,
Dactylorhiza, Comperia, Coeloglossum, dondurma,
Epipactis, Gymnadenia, yogurt, pasta
Himantaglossum, Limodorum, Listera, yapimi

Neotinea, Neottia, Ophrys, Orchis,
Platanthera, Serapias, Spiranthes,
Traunsteinera

2 Parfiim-Koku Orchis punctulata
3 Tibbi Vanda parviflora antikanserojen
ve antiviral
4 Sus Bitkisi Dendrobium, Phalaenopsis, Vanda, kesme cicek,
Cymbidium, Paphiopedilum, Oncidium saks1 bitkisi

Phalaenopsis, Cattleya

1.2.  Orkideleri Tehdit Eden Faktorler

Dogal ortamlarindan orkidelerin tahribi dogrudan ve dolayli yollarla yapilmaktadir.
Dogrudan yapilan yok etme iglemi sokiimlerin siddetli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Dolayli yok etme ise bitki heniiz ¢iceklenme asamasinda iken sokiimiiniin yapilmasi
nedeniyle tohum meydana gelmeden hayatinin son bulmasidir. Ayrica orkideler yumrulariyla
da urerler, ancak ana yumru insanlar tarafindan alindigi i¢in bu imkéan da ortadan kaldirilmis
olmaktadir [24].

Dogadan yumru sokiimiinlin tahribat boyutlarina ulasmasimin ardindan Tarim
Bakanligi, yapilan uyarilar ve sikayetler sonucunda 11 Agustos 1974 yilinda 14973 sayili
Resmi Gazetede bir genelgeyle yumru ihracatini yasaklamistir [10, 25].

Yaygin kullanim alanlarindan dolay1 orkide yumrusu insanoglu tarafindan her zaman
cok fazla talep gormiistiir. Gerek kullanim alanlarinin fazlaligi ve gerekse de tirin
azalmasindan dolay1 yapilan yasaklamalar sonucunda yumru ihracatinda tiiccarlar yeni ticaret
kapilar1 bulmaya calismislardir. Sonucta, yumru olarak degil de toz halinde ihra¢ etmeye
baslamislardir. Yeni acgilan bu ticaret kapisiyla da tiir sayisina verilen zarar gin gegtikce
artmis ve bakanlik tarafindan yapilan yasa diizenlemesiyle orkide yumrularina ilaveten
yumrularin tozunun da ihracati 19 Temmuz 1998 yilinda 23407 sayili Resmi Gazetede

yayinlanan teblig ile yasaklanmistir [26].



Dogu Anadolu Bdlgesi’'nde yapilan incelemeler sonucunda Van ili ve g¢evresinde
toplanan orkide yumrularinin kilosunun yaklasik 100 TL oldugu ve bu nedenle ¢ok cazip bir
gelir kaynagi olarak goriildiigi bildirilmektedir [27]. Kazang olanagi bu kadar yiiksek olan bir
bitkinin dogadan sokiilmesi ve ihracati tiim yasaklara ragmen onlenememistir. Bu nedenle
2004’te de her tiirlii soganli bitkinin dogadan sokiilmelerini smirlayan ‘‘Dogal Cicek
Soganlarmin Sokiimii, Uretimi ve Ticaretine Iliskin Yonetmelik’’ yiiriirliige girmistir [28].

Bu yasal hiikiimlere ragmen her yil 30-50 milyon adet arasinda orkidenin yasal
olmayan bir sekilde sokiimiiniin yapildigi bilinmektedir. Bu sokiimlerin sebebi, orkidelerin
halkin ge¢im sikintisini hafifletmede yararlanilacak dogal bir gelir kaynagi olmasindan
dolayidir [10].

Kullanim alanlar1 ¢ok fazla olan orkideler Dinya’da da bulunduklar1 bolgelerde
cogunlukla tehlike altindadir. Ornegin, Brezilya’da dogadan kontrolsiiz bir sekilde
toplandigindan dolay tiirler yok olma tehlikesiyle kars1 karsiyadir. Avustralya’da 1100 orkide
turiindn yaklasik %20 sinin tehlike altinda oldugu bildirilmistir. Hindistan’da 1141 tiiriin bagh
oldugu 166 cins iginde Cymbidium, Dendrobium ve Vanda gibi cinslerin asir1 otlatma, yol-
koprii ve baraj yapimi ve orman yanginlari gibi nedenlerden dolay: tehlike altinda oldugu
bildirilmistir [29]. Ayrica Borneo’da da 2500-3000 orkide tiiriiniin ormanlarin bozulmasi ve
orman yangmlarinin yani sira insanoglunun ¢ok fazla miktarda yasa dis1 toplama

yapmasindan dolay tehlike altinda oldugu bildirilmistir [30].

1.3.  Salep Orkideleri

Ulkemizde yaygm olarak yetistizi ve hatta bazi tiirlerin endemik oldugu bilinen
orkidelerin dnemli kullanim alanlarindan birisi de, siis bitkisi olarak kullanilmalarinin yani
sira, bazi orkide tirlerinden elde edilen saleptir [15]. Salep elde edilen orkideler salep
orkideleri olarak adlandirilmaktadir [31].

Turkiye de bulunan orkide cinslerinden 9 cinse ait 30 orkide turi salep eldesi icin
kullanilmaktadir [15, 18, 32].



Tablo 1.3.1. Tiirkiye’de Salep Elde Etmek I¢in Kullanilan Orkide Cins ve Tirleri [2, 17, 18, 33]

Cins Turler

1 Aceras A. anthropophorum

2 Anacamptis A. pyramidalis

3 Barlia B. robertiana

4 Dactylorhiza D. iberica, D. osmanica, D. romana

5 Himantoglossum | H. afine

6 Neotinea N. maculata
0. bombyliflora, O. ferrumequinum, O. Fusca, O. holoserica,o.

7 Ophrys transhyrcana, O. reinholdi

8 Orchis O.anatolica, O.coriophora, O.italica, O.laxiflora, O.morio,
O.pallens, O.palustris, O.pinetorum, O.provincialis, O.purpurea,
O.sancta, O.simia, O.spitzelii, O.tridentata, O. collina

9 Serapias S. vomeracea

Ulkemizde yetisen salep orkidelerinin bulundugu bélgeler ve ticari olarak bilindikleri

isimleri 6 bolgede gruplandirilabilinir (Tablo 1.3.2).

1.
2.

Bolge; Kuzey Anadolu Bolgesi, Kastamonu salebi olarak piyasada yer almistir.

Bolge; Giiney Bati Anadolu Bélgesi, Mugla ve gevresinden e¢lde edilir ve piyasada
Mugla salebi olarak bilinir.

Bolge; Giiney Anadolu Bolgesi, Elmali’dan Silifke- Giilpinar civarina kadar olan
bolgeden elde edilir, Antalya ve Silifke Salebi olmak tizere 2 cinsi vardir.

Bolge; Giiney Dogu Anadolu Bolgesi, Maras, Adiyaman ve Malatya civarlarindan
elde edilir. Maras Salebi ve Cayir salebi olarak 2 cinsi bulunmaktadir

Bolge; Dogu Anadolu Bolgesi, Van, Mus, Siirt, Hakkari ve Bitlis civarindan elde
edilir. Piyasa da Van Salebi olarak bilinir ve Dag Salebi ve Cayir Salebi olmak tizere 2
cinsi mevcuttur.

Bolge; I¢ Anadolu Bolgesi, Yozgat ve Akdag madeni civarindan elde edilir ve Akdag

madeni salebi olarak bilinir.



Tablo 1.3.2. Ulkemizde Ticari Olarak Salep Elde Edilen Orkide Tirlerinin Bulundugu Bolgeler [2, 18, 21, 32,

34-38]
BOLGE TURLER
Arag Orchis pinetorum. O. purpurea, Dactylorhiza
romana
Azdavay Orchis pinetorum, O. purpurea, O. pallens,
Dactylorhiza romana, Anacamptis pyramidails
Daday O. simia, O. tridentata, Dactylorhiza romana,
Kastamonu Salebi Anacamptis pyramidalis
Devrekani Orchis pinetorum, O. purpurea, O. simia, O.
tridentata, Anacamptis pyramidalis
Taskdpri Orchis pinetorum, O. purpurea, Dactylorhiza
romana
llgaz Orchis pinetorum, O. pallens, Dactylorhiza romana,

Anacamptis pyramidalis

Mugla Salebi

Milas civari

Barlia robertiana, Anacamptis pyramidalis,
Dactylorhiza romana, Orchis italica, O. tridentata,
O. anatolica, O. morio, diger Orchis ve Ophrys
Tirleri

Mugla civart

Orchis anatolica, O. tridentata, O. pinetorum

Yerkesik civari

Orchis anatolica, O. tridentata, O. simia

Maras Salebi

K. Maras ve civari

Anacamptis pyramidalis, Dactylorhiza romana,
Himantoglossum affine, Ophrys holoserica, Orchis
anatolica, O. morio, O. pinetorum, O.spitzelii, O.
tridentata, O. laxiflora

Van Salebi

Van civari

Dactylorhiza romana ssp. georgia, Orchis
pinetorum, O. anatolica, O. coriophora, O. simia, O.
tridentata, O. spitzelii, O.collina, Ophrys
transhyrcana, Ophrys reinholdi ssp. strausii,
Anacamptis pyramidalis

Siirt civari

Dactylorhiza romana ssp. Georgica, D. umbrosa,
Orchis anatolica, O. simia, O. pinetorum, O.
tridentata, O. coriophora, O. palustris, Ophrys
reinholdi ssp. strausii, Ophrys transhyrcana, Ophrys
holocericea, Ophrys phyrigia, Ophrys schulzi,
Anacamptis pyramidalis

Hakkari civari

Dactylorhiza romana ssp. georgica, D. umbrosa,
Orchis pinetorum, O tridentata,O. palustris, O.
pseudolaxiflora, Ophrys papilionacea, Ophrys
reinholdi ssp. strausii, Comperia comperiana,

Akdag Madeni
Salebi

Yozgat
Akdag Madeni

Civarl

Dactylorhiza romana ssp. romana, D. romana
Platanthera chlorantha, Orchis pinetorum, O.
purpurea, O. tridentata, Anacamptis pyramidalis,
Comperia comperiana,Himantoglossum affine




Yapilan arastirmalardaki 6lglimler sonucunda, Tiirk ticari salep yumrularinin ortalama

agirliklariin Tablo 1.3.3deki gibi oldugu belirlenmistir [10].

Tablo 1.3.3. Ticari Saleplerin Ortalama Yumru Agirligi fle Birim Agirliktaki Yumru Sayilar1 [10].

Ticari Salepler Ortalama yumru 1 kg'daki yumru 1 ton'daki yumru
Agirhig (gr) Sayis1 Sayis1

Mugla Salebi 0,23 4348 4348000
Kastamonu Salebi 0,5 2000 2000000

Silifke Salebi 0,35 2857 2857000
Antalya Salebi 0,21 4762 4762000

Maras Salebi 1,6 625 625000

Van Salebi 1 1000 1000000

Ticari salep gesitleri arasinda Mugla, Maras ve Kastamonu saleplerinin kalitesinin en

iyi oldugu belirlenmistir [39].

Yumrular topraktan sokuldikleri zaman ortalama 0,2-2 gr arasindadir ve 1 kg salep

uretebilmek igin yaklagik 1000-5000 yumruya ihtiya¢ vardir [10].

Orkide, yumrularinin bir yandan insan ihtiyaglarmin giderilmesi i¢in toplanmasi bir
yandan da hizli sehirlesmenin bir sonucu olarak yok edilmesinden dolay1, Anadolu’nun dogal
bitki Ortiisii olmaktan ¢ikmis, ¢ok seyrek rastlanabilen hatta bazi bolgelerde rastlanilamayan
bitkilerinden biri olmustur [39].

Bazi Avrupa kaynaklarinda yer alan bilgilere gore; 1700’li yillarda adindan sik¢a
bahsedilen ve 6zel bir salep tirl olarak bilinen Levant Salebi’nin &zellikle izmir’den ihrag
edildigi yazilmis olup yine ayni kaynaklarda; Mugla, Milas ve Kastamonu bdlgelerinden de
salep ihracati yapildigina yer verilmistir. Tiirkiye ekonomisinde salep ihracatinin yerinin
oldukca genis bir yer kapladigi ve bu ihracat miktariin yillik yaklasik 5000 okka yani 6,5 ton
(1 okka 1,283 kg) oldugu da ayni kaynaklarda bulunmaktadir. lhracat blyik oranda Arap
iilkelerine yapilmaktadir ve bunun yani sira Yunanistan, Israil ve Kibris gibi iilkelere de
yapilmistir. Thracat miktar1 yildan yila dalgalanma gésterse de bazi yillar 15 tona kadar ¢ikmis
oldugu gézlenmistir [10].

Osmanli Devleti doneminde de her yil yaklasik olarak 6,5 ton salebin ihra¢ edildigine

dair tutulan kaynaklar g6z onilinde bulundurulursa, orkidelerinin tahribinin asirlardir devam



ettigi ve giderek arttifi ortaya cikmaktadir. Tahribin bu denli hizli artmasi orkidelerin
bulunma yogunlugu iizerine olumsuz etki gostermistir ve bazi bolgelerde artik rastlanmaz
hale gelmistir [40].

Bu kaybin daha ileri noktalara gitmemesi i¢in sadece izin verilen tdrlerin, belli
yerlerden, belli miktarda toplanmasinin saglanmasi i¢in halkin bilinglendirme ¢aligmalarinin
yapilmasi, dogadan toplanmadan iiretiminin yapilabilmesi i¢in arastirma ve gelistirme
calismalarinin desteklenmesi ya da ilgili hammaddenin muadilinin kullanilmas1 gibi

alternatiflere destek verilmesi gerekmektedir.

1.3.1. Salebin Kullamim Alanlar1 Ve Eldesi

Tiirkiye’de sicak igecek ve dondurma hammaddesi olarak kullanilan salep, orta kusak
orkidelerinin yumrulu turlerinden elde edilir ve Tubera Salebi olarak ya da kisaca salep olarak
adlandirtlir [2]. Orta kusak orkideleri iki yumruya sahiptir. Bunlardan bir tanesi daha kiigiik,
kahverengi ve biizligmiis bir yapilidir. Bu yumru bir 6nceki yila ait olup, icerisindeki besin
maddeleri yeni yumru ve bitki gévdesini olusturmak i¢in bitki tarafindan kullanilmistir. Diger
yumru ise, daha biiyiik, siskin ve parlak goriiniimlii olup bir sonraki sene yeni bitki olusumu
icin ve de salep iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Sert, seffaf ve daha canli goriintimlii olan bu
yumru tiirden tiire degisiklik gosterse de yaklasik 5-30 mm genislige ve 10-40 mm uzunluga
sahip oval bir yapidadir [15, 17, 18].

Salep, halk arasinda tedavi amaglh olarak kullanilmaktadir. Insanlarda mukoza zarimin
korunmasma yardimci oldugundan dolayi, solunum yollarinin temizlenmesinde katki
saglamasinin yani sira bronsit ve mide iilseri gibi hastaliklara da yarar sagladig bilinmektedir
[13]. Bazi1 yorelerde de salep, goglis yumusatict kullanimima ilaveten Oksiiriigiin
azaltilmasinda ve hatta ¢ocuklardaki ishalin kesilmesinde bile yardimci olmak amaciyla
kullanilir. Ayrica bazi kaynaklara gore ibn-i Sina, salebin istah acict ve felg giderici
etkisinden de bahsetmistir [2, 10].

Salep elde etmek i¢in ¢ogunlukla bitki ¢icek actigi zaman ya da taban yapraklari
belirgin hale geldigi zaman 6zel ¢ubuklar ya da bahce aletleriyle ¢ikarilarak yumrular alinir ve
geri kalan kismi ise kullanilmamak {izere atilir.

Topraktan ¢ikarilan yumrular tizerlerindeki toprak kalintilarindan arindirilmak i¢in bol
su ile yikanir. Bu yikama islemi sirasinda salebe karistirilan yabanci ve eski yumrular su

tizerine ¢ikarilarak ayiklanir. Temizlenen yumrular ayran, bulunamazsa siit ya da suyla,
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yaklagik 10-15 dakika kaynatilir daha sonra soguk su ile sogutma islemi yapilarak ya beton
tzerine ya da kilimlerin iizerine serilerek dis ile kirilamayacak kadar sertlige ulasana dek
kurutma islemi yapilir. Kaynatma igsleminin amaci yumrularin i¢indeki gelisimi durdurmaktir.
Eger kaynatma islemi gergeklestirilmezse yumrularda ki enzimatik faaliyetler baslar ve yeni
bir yumru meydana getirmek icin ¢imlenmeler olusur. Ayrica kaynatma islemi salebin
kendine has aromasi i¢in de olduk¢a dnemlidir. Salep kaynatma ve kurutma islemleri yoreden
yoreye farklilik gosterebilir. Salep yumrusunun elde edildigi bolgenin sehre uzaklik ve
yakinhiga gore bile degismektedir. Ornegin sehre yakin olan bolgelerde kaynatma islemi
yapilmaksizin tiiccarlara yumrular, iizerlerindeki toprak kalintilar1 alindiktan sonra bile

satilabilir. Kurutma islemi ise, baz1 yorelerde yumrulari ¢esitli zeminlere sererek yapilabildigi

gibi, bazi yorelerde de yumrulari boncuk gibi igne yardimiyla iplere dizerek yapilmaktadir [2,
10, 21]

s e + -"r

Sekil 1.3.1.1. Salep orkidesi yulaln taze ve kuru hali

1.3.2. Salebin Kimyasal Yapisi
Piyasada bulunan salep icerisinde; glikomannan, nigasta, seker ve proteik yapidaki
maddeler bulunur. Bu maddelerin oranlar1 bitkinin yetistigi yere gore degismektedir. Yaklagik
olarak %11-44 glikomannan, %8-19 nisasta, %2-3 seker ve %1 proteik yapidaki maddeler

bulunmaktadirlar. Kalitesi iyi olan bir salepte glikomannan orant %40 civarinda olmalidir.
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Salebi i¢tigimiz zaman koyu kivamin1 ve Maras dondurmasinin ge¢ erimesini ve sertligini
saglayan madde de glikomannandir [10].

Salep yapiminda kullanilan ve iilkemizde dogal olarak yetisen orkidelerin kimyasal
yapilar1 lizerinde ¢esitli aragtirmalar yapilmaktadir. Bu calismalar sonucunda tiirlere bagl

olarak glikomannan ve nisasta oranlar1 Tablo 1.3.2.1. deki gibi belirlenmistir [2].

Tablo 1.3.2.1. Baz1 Orkide Turlerine Gore Glikomannan ve Nisasta Oranlari [2].

Tirler Glikomannan (%) Nisasta (%)
Dactylorhiza romana 61.05 0.45
Orchis anatolica 57.04 2.75
Orchis pinetorum 50.11 0.69
Orchis italica 49.36 1.25
Anacamptis pyramidalis 44.72 5.94
Serapias vomaracea 40.56 1.35
Orchis laxiflora 33.61 1.07
Orchis morio 32.11 25.04
Orchis simia 29.89 1.71
Orchis tridentata 24.50 36.04
Himantoglossum longibracteatum 20.95 10.99
Orchis sancta 15.70 10.64
Ophrys fuciflora 9.60 18.78
Ophrys fusca 6.82 12.77

Salep, yumrulu orkidelerden elde edilmesine karsin tiim yumrulu orkide cinsleri salep
elde etme amaci igin uygun degildirler. Orchis, Anacamptis, Ophrys, Serapias,
Himantoglossum, Barlia ve Dactylorhiza gibi yumrulu orkidelerin ¢esitli tiirleri bu amaca

uygundur [10].

1.4.  Salep Orkidelerinin Cogaltilmasi
Orkideler hem egzotik goriintiilerinden hem de uzun raf omiirlerinden dolayr hem
kesme cicek hem de sus bitkisi olarak ¢ok tercih edilirler. Orkidelerin 6nemli bir kullanim
alan1 da, salep orkidelerinde elde edilen saleptir. Her gecen gun artan salep talebini

karsilamak i¢in daha fazla orkideye ve yumruya ihtiya¢ duyulmaktadir [41]. Bu ihtiya¢ gin
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gectikce artmakta ve dogal ortamlardaki tahribatlarinin da artmasindan dolay1 salep orkideleri

yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalmaktadir.

Orkidelerin dogal yolla tohumlarinin olusumu ve ¢imlenmeleri oldukga zor ve uzun
zamana ihtiya¢ duymaktadir. Orkide tohumlar1 toz gibi bir yapidadir ve tek bir tohumun gozle
gorulmesi bile guctir [24]. Tek zorluk kiigiik tohuma sahip olmasi degildir, bu tohumlarin
¢imlenebilmeleri igin ihtiyaglari olan besin dokusu yani endospermleri yoktur, yani diger
tohumlar gibi ¢imlenebilmek i¢in gerekli olan 1s1, 151k, nem ve sicaklik gibi faktorler en uygun
diizeyde ayarlanmis olsa bile orkideler bir de mikoriza funguslarina ihtiya¢ duyar. Cesitli
kaynaklara gore bu funguslarin bitkideki gorevleri degismektedir. Baz1 kaynaklarda, orkide
embriyolarinin ¢imlenmek i¢in ihtiya¢ duyduklari enerjiyi bu funguslarla isbirligi sonucunda
elde ettiginden bahsedilirken, bazi kaynaklarda da orkide tiirlerinin yasamlarinin en azindan

bir boliimiiniin bu funguslarla isbirligi i¢inde olmak zorunda oldugunu belirtmektedir [10,
42].

Baz1 kaynaklarda bitki ¢imlenme sonrasinda yesil yapraklarinda barindirdigi kendi
Klorofili sayesinde fotosentez yaparak kendi besinini iiretmeye basladiktan sonra bile, bu
fungusa bagimliligi bir yasam boyunca simbiyotik olarak yani siirekli beraber yasayarak
devam eder [10]. Bu simbiyotik yasam sonucu tohum cesitli boliinmelerle olusturacagi ¢ivi
seklindeki mikorizom ya da yumru adi verilen yapilar1 olusturabilmek igin Oncelikle
kendisine uygun bir yere tutunur, su alir ve ilk siirgliniinii verir [43]. Siirgiinler olustuktan
sonra bu civi seklindeki yapilarin tutunmasina yardimer olabilmek igin grup halinde kok
tilyler olusturur. Bir iki yil siire ile bu simbiyotik yasam bi¢imi devam eder ve apikal
meristemden ilk yapragini vererek bitki gelismeye baslar [10]. Fungus bulundugu ortamdaki
organik humusun pargalanmasi sonucu olusan nisasta ve benzeri diger bilesikleri seker haline
cevirerek genc orkide bitkisine yonlendirmektedir [43]. Ayrica fungus ¢ok miktarda hif
tireterek bitkinin kokiinlin yiizey alaninin biiyiimesini saglayip kokten ¢cok uzak bolgelerde
bulunan besinlerin alinmasina yardim etmektedir [44, 45]. Bu funguslara daha ¢ok humuslu
topraklarda rastlanir. Kayin, hus, mese ve ¢am gibi pek ¢ok agacin koklerinde yasarlar.

Orkidelerin de cogunlukla o bolgelerde bulunmasinin temel sebeplerinden biri de budur [10].

Bir orkide tohumundan ergin bir orkide bitkisinin olusmasi i¢in yaklasik 2-16 yil
arasinda beklemek gerekmektedir [31]. Ayrica bitki tohumlariyla ¢ogaltim yapilasi sonucunda
daha ¢ok heterozigot yani farkli genler tagiyan bitkiler elde edilmistir. Bu istenilmeyen bir

durumdur. Gerek siirenin fazlaligi ve gereksede tohumlarin ¢ok kiigiik olup ¢imlenmelerinin
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¢ok zor olmasindan dolay1 in vitro iireme orkidelerin ¢ogaltilmasi i¢in uygun alternatif bir

yontemdir [46-48].

Doku kiiltiir teknikleri, orkidelerin tehlike altinda olan tiirlerinin ve temel olarak nadir
rastlanan hibritlerinin biiyiik 6lg¢ekli ¢ogaltilmasina imkan saglayabilecek bir metottur [41].
Orkidelerin kok, yaprak, kok ucu, nod, tomurcuk, ¢igek, rizom ve yumru gibi gesitli
kisimlarin1 eksplant kaynagi olarak kullanarak yapilmig olan pek c¢ok in vitro c¢ogaltim
calismalar1 vardir [49-58]. Yapilan bu ¢aligmalarda, sacak kok ya da tohumdan gelisen yeni
bitkilerde yapilan karsilastirmada, yumrularla yapilan ¢alismalarin verimliliginin daha fazla
oldugu gozlemlenmistir ¢inkl yumru kat1 ya da sivi kiiltiir ortamlarinda hizlica iireyebilir ve

kisa siire igerisinde biiyiik oranda gelisme saglanir [59].

Orkide yumrusunun eksplant kaynagi olarak kullanildigi mikrogogaltim proseslerini
gelistirmek icin 6nemli ¢alismalar yapilmistir [60, 61]. Yapilan mikrogogaltim ¢aligmalarinda
daha etkili sonuclar almak ve gelismeyi arttirmak icin kiiltiir ortamma bitki biiylime
duzenleyicileri eklenmektedir [62, 63]. Yumrularin etkili bir sekilde ¢ogaltimi igin kiiltiir
ortamina Benzil amino purin (BAP), Naftalin Asetik Asit (NAA), indol asetik asit (IAA) ve
giberellik asit gibi bitki blytime diizenleyicileri eklenir [64-68]. Sitokininler yumrudan bitki
gelismesi asamasinda oldukgea etkilidirler [59, 62, 69].

1.5.  Onceki Calismalar
Bir orkide tirt olan Geodorum densiflorum (Lam.) Schitr bitkisi tohumlarindan
yapilan kiiltiirde MS besin ortamina 2 mg/L BAP ve 2 mg/L NAA ekleyerek en iyi sonucu
almiglardir. Yine aynmi ¢alismada Kok sisteminin gelismesi igin ise %3 siikroz iceren MS besin
ortamma 1 mg/L TAA ya ilaveten %0,1 aktif karbon ilavesinin yapilmasiyla basar1 elde

edilmistir [49].

Sis bitkisi alaninda yaygin kullanimli Phalaenopsis bitkisinin strglin ucu
dokularindan yumru elde etmeyi amaglayan bu ¢alismada, siirgiin ucundan alinan ince hiicre
kesitinden yumru olusumunu arttirmak i¢in ortama 2,75 uM NAA eklemesi yapilmasinin

ardindan gelismelerde basarili sonuglar alinmistir [70].

Eksplant kaynagi olarak Vanilla planifolia bitkisinin yaprak ve nod kisimlarinin

kullanildig1 ¢alismada, yaprak eksplantlar1 nod eksplantlarindan daha iyi bir sekilde kallus
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olusturmustur. Bu kallus olusumu i¢in MS besin ortamina 2,4D ve BAP eklenmistir, kalluslar
olustuktan sonra BAP ve NAA iceren MS besin ortamina transferinden 40 giin sonra
stirglinler olugsmus ayrica bu siirgiinler NAA ve IAA iceren ortamlara transfer edilince de kok

olusumu gozlenmistir [51].

Vanilla planifolia bitkisiyle yapilan bir baska ¢alismada ise; bitki tomurcuklarinin
sterilizasyonu icgin %7 lik etanol de 30 sn ve %0,12 lik civa kloriirde 10 dk bekletip birkag
defa steril sudan gegirilerek yikanmasiyla sterilizasyon protokolii olusturulmustur. Bu
calismada steril edilen tomurcuklar 30 gr/L siikroz, %0,8 agar, Img/L. BAP ve 150 ml/L
Hindistan cevizi suyu eklenmis MS besin ortaminda siirglinlerinin koklendigi ve yumrularinin

olustugu gozlenmistir [52].

Juliana ve arkadaslarinin, Oncidium flexuosum’in yapraklarini materyal kaynagi olarak
kullandiklar1 ve yumru iiretimi yaptiklar1 caligmalarinda, MS besin ortamimna 1,5uM TDZ
ilave edilerek ekimler yapilmis ve kiiltiir kaplar1 karanlik ortamda bekletilerek en iyi sonuglar

alimmustir. Aym kiiltiir kaplar1 aydinlik ortama konulunca 6liimler meydana gelmistir [55].

NAA ya da NAA ve Kinetin bitki biliylime diizenleyicilerinin farkh
kombinasyonlarinin bulundugu MS besin ortamina, Dendrobium huoshanenese bitkisinin
yumrularmin ekimleri yapildiktan sonra kok hiicreleri iiretilmis. Ayn kiiltiir sartlarinda sivi

MS besin ortamina ekilen eksplantlarda kok hiicrelerinin gelismesi 4. haftada baslamigtir [59].

Dendrobium formosum bitkisinin yapraklarindan kallus ve yumru olusumu iizerinde
bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisinin arastirildigi ¢alismada ise, kallus olusumunun 1
mg/L 2,4D BBD iceren MS ortaminda en iyi saglandigin1 ve yumrulardaki gelisimin ise 2,5
mg/L BAP ile 1ve 2 mg/L NAA igeren MS besin ortaminda en iyi oldugunu bulmustur [69].

Subramaniam ve arkadaslari, Phalaenopsis violacea bitkisinin nod kisimlarmi farkli
konsantrasyon ve kombinasyonlarda BBD igeren MS besin ortamina ekmis ve en iyi sonucu
BAP olan MS besin ortaminda gozlemlemislerdir (0,8uM ve 1uM BAP iceren besin
ortamlarinda da %100 siirgiin) [68].

MS, yart kuvvetteki MS (1/2 MS), VanWaes&DeBergh ve Knudson C (KC) besin
ortamlarina GA3’ iin farkli dozlar1 (0, 0.1, 0.5 mg/l)’ nin ilave edilmesiyle kurulan bu ¢alisma
ortaminda Orchis laxiflora tiirline ait tohumlarin asimbiyotik olarak in vitro kosullarda

cimlendirilmesi ve bitkiye doniisiimii amaglanmis ve en yiiksek ¢imlenme orani, protokorm
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orani ve bitki gelisme orani KC ile VanWaes&DeBergh besin ortamindan elde edilmistir.

GAj3 uygulalamalari ¢imlenmeyi engelleyici etkide bulunmustur [71].

Ocrhis anatolica Boiss, Orchis coriophora L., Ophrys bornmuelleri Schulz, Ophyrs
phrigra Fleischm. et Borm, Serapias vomeraceae ve Himantoglossum afine bitkileri embriyo
kiltirtt  kullanilarak in vitro’da kiiltire alinmiglardir. Orkide embriyolarinin kiiltiire
alinmasinda 14 farkli ortam kullanilmis ve en yiiksek ¢imlenme ve protokormdan bitki
olusum oranlart sirasiyla %2.39 ve %1.86 olarak domates ekstrati ve aktif karbon ilaveli Van
Waes& DeBergh besin ortaminda bulunmustur. In vitro’da en yiiksek yumru olusum orani ise

%2.453 ile ayn1 ortamda saptanmustir [72].

1.6.  Orchis laxiflora

Orchis laxiflora nemli topraklarda, 1slak ve bataklik alanlarda, 13-19 °&cakliklarda,
yart kuru ve yari nemli hava kosullarinda yetismektedir. Boyu 30-60 cm e kadar uzayabilen,
otsu yapili, ¢ok yillik bir bitkidir. Morumsu bir ¢igcek yapist bulunup, keskin ve kotl bir
kokuya sahiptir. Bitki her y1l Mayis ve Haziran aylarinda ¢igeklenmektedir.

Tir henuz kirmizi kitapta herhangi bir kategoride bulunmamaktadir. Ancak
yumrularindan salep elde etmek igin bitkinin yasal olmayan siddetli sokiimlerinden dolay: tiir
gittikce azalmakta ve kirmizi kitaptaki kategorilere girmeye aday bir bitki konumunda

olmaktadir.
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Sekil 1.6.1. Orchis laxiflora bitkisi

Tur, toprak minerali agisindan, potasyum (60.6 kg/da), organik madde(%2.7), kireg
degeri ¢cok yuksek olan tinli topraklarda yetismektedir. Orchis laxiflora turtnin Turkiye’de

dagilim: Sekil 1.6.2°de verilmistir.
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Sekil 1.6.2. Orchis laxiflora tiirtiniin Tirkiye’de dagilimi

Ulkemizde salep eldesinde yaygim olarak kullanilan Orchis laxiflora, diger bircok
orkide tlrl gibi yok olma tehlikesi ile kars1 karsiyadir. Bu ¢aligma ile Orchis laxiflora bitkisi
yumrularindan elde edilen siirgiinler eksplant kaynagi olarak kullanilarak in vitro ortamda
yumru olusturmak iizere cesitli ¢alismalar yapilacak ve BBD lerin yumru olusumu {izerine

olan etkileri arastirilacaktir. Caligmalar sonunda etkin bir protokol olusturulup, in vitro
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ortamda olusturulan bu yumrular sayesinde tilkemizdeki salep iiretimine katki saglanmasi da

amaglarimiz arasindadir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal
Bu ¢alismadaki orkide (Orchis laxiflora) yumrulari, Elazig ili Sivrice il¢esi Baskaynak
(Keydan) Koyt (38°22'37.68"K, 39°22'04.96"D)’nden temin edilmistir.

Sekil 2.1.1. Orkidelerin temin edildigi Elaz1g ili, Sivrice il¢esi, Bagkaynak koyii uydu goriintiisii

Bolgeden temin edilen yumrular icin Elaz1g Orman Bolge Miidiirliigii ve Tarim il
Midiirliigii’nden alinan izinler kapsaminda (Eklerde) dogadan toplanilmistir. Orkidelerin
bulundugu bélgeye yetkili kisilerle beraber farkli zamanlarda geziler yapilmig (Mayis 2015 ve
Haziran 2015), uygun yumrularin toplanabilmesi i¢in yeterli olgunluga ulasmasi beklenmistir.
Bolge ve tiir koruma altinda oldugundan dolay1 ¢ok sayida materyal alinamamis sadece alinan

izinler dogrultusunda belirli sayilarda (20 adet yumru) sokiim yapilabilmistir.
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Sekil 2.1.2. Orchic laxiflora yumrulari

Sekil 2.1.3. Temizlenip ayiklanmis yumru

2.2. Metot

2.2.1. Kullamilan MS Besin Ortam ve Bitki Buylime Duzenleyicileri
Besin ortaminin hazirlanmasi igin, temel besiyeri olarak Murashige and Skoog (MS)
(Duchefa), karbon kaynag olarak siikroz (Carlo Erba), jellestirici olarak, plant agar (Duchefa)
kullanildi. Bitki blyume duzenleyicilerinden ise; Benzil Amino Pirin (BAP) (Roth), Naftalin
Asetik Asit (NAA) (Caisson), indol Biitirik Asit (IBA) (Merck), Indol Asetik Asit (I1AA)
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(Merck), Diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) (Acros) ve Pikloram (P) (Duchefa)’ dan

kullanilmak tizere besin ortami i¢in stok soliisyonlar1 hazirlandi.

2.2.2. Besin Ortamimn I¢erigi ve Hazirlanmasi

Tablo 2.2.2.1. MS Ortami Igerigi

Bilesenler mg/L
Amonyum nitrat 1.650.0
Borik asit 6.20
Kalsiyum klorit 332.20
Kobalt klorit hegzahidrat 0.0250

Slfirik siilfat penta hidrat 0.0250
Disodyum EDTA dihidrat 37.26

Demir stilfat heptahidrat 27.80
Glisin 2.0
Magnezyum silfat 180.70
Magnezyum silfat monohidrat | 16.90
Myo-inisitol 100.0
Nikotinik asit 0.50
Potasyum iyodr 0.830
Potasyum nitrat 1.900.0
Mono potasyum fosfat 170.0
Piridoksin hidroklorit 0.50
Sodyum molibdat dihidrat 0.250
Tiamin hidroklorit 0.10
Cinko silfat heptahidrat 8.60

Besin ortami hazirlanmasinda 6ncelikle; 1 litrelik ortam igin, % 3 sukroz ve 4,4 gr MS
hassas terazi (SHIMADZU TXB622L)’de tartildi ve manyetik karistirict (JEIO TECH TM-
14S ve ISOLAB MS-010)’da karistirilarak homojen bir karigim elde edildi. Ardindan pH-
metre (THERMO SCIENTIFIC ORION STAR Al11) yardimiyla pH 6l¢timii yapilarak, pH;
AN HCI veya 1IN NaOH ile 5.7-5.8’¢ ayarlandi. pH 6l¢iimiiniin ardindan % 0,8’lik plant agar
tartilarak karisima eklendi. Hazirlanan bu besin ortami yiiksek sicaklik ve basinca dayanikli
magenta kaplarna dokiildi. Bitki biylme dlzenleyicisiz MS besin ortami, yumrulardan

slirguin rejenerasyonu i¢in hazirlandi.
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Filizlerden yumru eldesi icin ise, MS’ li besin ortamina plant agar eklendikten sonra
son olarak farkli konsantrasyonlarda BAP, NAA, IAA, IBA, 2,4-D ve Picloram olmak tzere
farkli bitki blyiime dlzenleyicileri uygun mikropipetler (BRAND) araciligiyla eklendi (Tablo
2.2.2.2).

Bitki blyume dizenleyicileri de eklendikten sonra besin ortamlar1 121°C’de 15 dak
otoklavlandi (JEIO TECH ST-85G). Otoklavlanan besin ortamlari Laminer Flow kabin
(THERMO SCIENTIFIC S2020 1.2)’e koyularak soguyup katilasmasi i¢in beklenildi.

Tablo 2.2.2.2. Yumru Olusumu Igin Kullanilan Besiyerlerindeki BBD’lerin Konsantrasyonlar1

Grup  |BAP  [24D  |IBA  [IAA NAA [P
1 0,5
1 0,25
1 1 0,1
05 | 052
05 | 025
0,5 0,1

1 05

1 0,25
5 1 0,1
0,5 0,5
05 0,25
05 0,1

1 0,5

1 0,25
3 1 0,1
0,5 0,5
05 0,25
0,5 0,1

1 05

1 0,25
4 1 0,1
0,5 05
0,5 0,25
05 0.1

1 05

1 0,25
5 1 0.1
0,5 05
0,5 0,25
0,5 0,1
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2.2.3. Sterilizasyon islemleri
In vitro doku Kiiltirii ¢alismalarinda sterilizasyon islemleri ¢cok &nemli bir yere
sahiptir. Bu calismada da toprak alt1 organi1 olan yumrular materyal olarak kullanildigi ve
mikroorganizma bakimindan olduk¢a zengin olduklar1 i¢in c¢alismaya baslamadan once
sterilizasyon isleminin yapilip, yumrularin mikroorganizmalardan arindirilmasi ve ekim

sirasinda kullanilacak malzemelerin sterilizasyonunun iyi yapilmasi gerekmektedir.

2.2.3.1.  EKim Sirasinda Kullanilacak Malzemelerin Sterilizasyonu
Ekim sirasinda on sterilizasyon isleminden sonra Laminer Flow kabinde yapilacak
olan yiizey sterilizasyonu ve ekim islemi i¢in gerekli olan; beher, bistiiri, pens, fayans
(materyallerin  kesimi icin) gibi malzemelerin sterilizasyonu 200°C’de Kuru Hava
Sterilizatort (JEIO TECH ON-21E)’ nde yapild:.

2.2.3.2.  Orchis laxiflora Bitkisi Yumrularinin On Sterilizasyon Islemi
On sterilizasyon isleminde topraktan toplanan yumru iizerindeki toprak kalintilari
uzaklastirmak i¢in Oncelikle musluk suyu ile yikanir. Ardindan 2-2,5 saat akan muslugun
altinda bekletildi.

2.2.3.3.  Orchis laxiflora Bitkisi Yumrularimin YUzey Sterilizasyonu
Orkide bitkisi yumrularinin yiizey sterilizasyonu ig¢in bir¢cok farkli sterilizasyon
protokolii uygulandi. Bunlar arasinda sterilizasyonun en yiiksek diizeyde saglandigi protokol

belirlenmeye calisildi.

1. 2 dakika %70 lik etanol + 2 defa steril saf su + 20’ser dakika birka¢ damla tween 80
iceren %5, %10, %30 luk sodyum hipoklorit + 5’er dakika 3 defa steril saf su

2. Sirasiyla 5, 10, 20 dakika %1 ve %S5 lik glimis nitrat ¢6zeltisi + 5 er dakika 3 defa
steril saf su

3. 5 dakika %70 lik etanol + 2 defa steril saf su + 10, 20 dakika %30 luk hidrojen
peroksit + 5 er dakika 3 defa steril saf su

Protokolleri uygulandi.
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Tablo 2.2.3.3.1. Yiizey Sterilizasyonunda Kullanilan Maddeler, Uygulama Siireleri ve Konsantrasyonlar1

Sterilizator Konsantrasyon(%) Zaman (dakika)
T1 Sodyum hipoklorit (NaOCI) 5 20
T2 Sodyum hipoklorit (NaOCI) 10 20
T3 Sodyum hipoklorit (NaOCI) 30 20
T4 Giimiis nitrat (AgNO3) 1 5
T5 Giimiis nitrat (AgNO3) 1 10
T6 Giimiis nitrat (AgNO3) 1 20
T7 Giimiis nitrat (AgNO3) 5 5
T8 Giimiis nitrat (AgNO3) 5 10
T9 Giimiis nitrat (AgNO3) 5 20
T10 Hidrojen peroksit (H,0;) 30 10
T11 Hidrojen peroksit (H,0,) 30 20

2.3.  Orchis laxiflora Bitkisinin Yumrularimmin Kiiltiire Alinmasi

2.3.1. BBD’siz MS Besin Ortaminda Siirgiin Rejenerasyonu
Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilacak olan sirgln eksplantlarinin temini igin
sterilize edilen yumrular tim bir sekilde MS besin ortami bulunan magenta kaplarinda, 24
(£2) °C sicaklik (18000 ve 12000 BTU luk klimalar ile saglanan) ve 3000 lux siddetinde 151k
ile saglanan 16/8 1siklandirma periyodundaki kultlr kosullarinda kiiltiire alindi. Uygun siirgiin

uzunlugu (en az 2,5 cm) elde edilene kadar bu besin ortaminda kiiltiire devam edildi.
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Sekil 2.3.1.1. BBD’siz MS besin ortamina ekilen yumru

2.3.2. Siirgiin U¢larindan Yumru Rejenerasyonu
Uygun siirgiin uzunlugu elde edildikten sonra surgunlerden kicuk pargalar (1-2 cm)
halinde kesilip alinan eksplantlar Tablo 2.2.2.2’de ki BBD konsantrasyonlarini igeren MS
besin ortaminda, yumru olusumu igin 24 (£2) °C sicaklik ve 3000 lux siddetinde 151k ile

saglanan 16/8 1siklandirma periyodundaki kiiltiir kosullarinda kiiltiire alindi.
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Sekil 2.3.2.1.Laminer flow kabinde siirgiin olugturmus yumru

Sekil 2.3.2.2. Kiiltiire alinmak i¢in kesilmis stirgiin kisimlari
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1.  Sonuglar

3.1.1. Ochis laxiflora Bitkisi Yumrularinin Sterilizasyon Sonuclari
Farkl1 siire ve konsantrasyonlarda kullanilan ylizey sterlizatorleri ile muamele edilen
materyaller ekim gununden sonra ilk iki hafta her giin, sonraki haftalarda iki glinde bir olmak

tizere kontrolleri yapildi ve kontaminasyonlar1 kaydedildi.
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Sekil 3.1.1.1. Orchis laxiflora bitkisinde denenen farkli sterilizasyon maddelerinin ylzde olarak etkisi: (A)
NaOCl, (B) %1 AgNO3, (C) %5 AgNO3;, (D) %30 H,0,
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Sekil 3.1.1.1’de de goriildiigli ilizere sterilizasyon ile ilgili yapilan uygulamalar
arasinda T1 uygulamas1 % 91,7 hayatta kalan eksplant ile % 8,3 kontamine olmus eksplant
icerdiginden dolay1 en iyi uygulama olmustur. Bunun yaninda T2 ve T3 uygulamalarinda da
iyl sonuglar gézlemlenmistir. Ancak diger uygulamalarda oldukga ylksek kontaminasyon ve

6liim oranlar1 gézlenmistir..
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Sekil 3.1.1.2. Farkli siirelerde uygulanan gesitli konsantrasyonlardaki sterilizasyon maddelerinin uygulanma
zamanindan sonraki gézlemlenen % kontaminasyon grafigi
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Sekil 3.1.1.3. Farkli siirelerde uygulanan gesitli konsantrasyonlardaki sterilizasyon maddelerinin uygulanma
zamanindan sonraki g6zlemlenen % hayatta kalan grafigi
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Sekil 3.1.1.2 ve Sekil 3.1.1.3° deki sonuglar degerlendirildiginde, en Kkoti

sterilizasyonun ise T9 ve T10 uygulamalarinda oldugu gézlemlenmistir.

3.1.2. Orchis laxiflora Bitkisi Yumrusundan Surgiin Rejenerasyonu

BBD’siz MS besin ortamina ekilen yumrular 45 giin i¢inde siirglinlerini olusturarak

yumru rejenerasyonu igin istenilen uzunluga gelmistir.

Sekil 3.1.2.1. Siirgiin olusturan Orchis laxiflora yumrusu
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3.1.3. Orchis laxiflora Bitkisi SUrgunlerinden Yumru Rejenerasyonu
BBD igeren MS besin ortamina aktarilan siirgiin par¢alarinda, 30 glin sonra yumru
olusumu go6zlenmeye baslanmistir. Besin ortamina eklenen BBD’lerin kombinasyon ve
konsantrasyonundaki degisikliklere bagli olarak yumru rejenerasyonunda farkliliklar
gozlenmistir (Tablo 3.1.3.1).

Tablo 3.1.3.1. Bitki Bllyime Diizenleyicilerine Bagli Olarak % Yumru Rejenarasyonu

Bitki Blyilime % Yumru
Dizenleyicileri Rejenarasyonu
BAP(mg/L) 2,4D(mg/L) IBA(mg/L) IAA(mg/L) NAA(mg/L) P(mg/L)
1 0,5 16,67
1 0,25 8,33
1 0,1 -
0,5 0,5 -
0,5 0,25 -
0,5 0,1 8,33
1 0,5 16,67
1 0,25 -
1 0,1 16,67
0,5 0,5 -
0,5 0,25 -
0,5 0,1 -
1 0,5 41,67
1 0,25 -
1 0,1 16,67
0,5 0,5 41,67
0,5 0,25 25
0,5 0,1 -
1 0,5 41,67
1 0,25 25
1 0,1 -
0,5 0,5 91,67
0,5 0,25 -
0,5 0,1 16,67
1 0,5 41,67
1 0,25 25
1 0,1 8,33
0,5 0,5 16,67
0,5 0,25 33,33
0,5 0,1 66,67

30



Tablo 3.1.3.1°de de goriildiigii tizere en iyi gelisme %91.67 oranla 0,5mg/L BAP ile
0,5mg/L NAA kombinasyonun oldugu MS besin ortami igerisinde gergeklesmistir. Bu besin
ortami igerisindeki siirglin pargalarindan yumru olusumu 30 gun iginde gdzlenmeye
basglanmistir ve yumru olusumu tam olarak 60. giinde gézlenmistir. 0,5mg/L BAP ile 0,1mg/L
Pikloram kombinasyonunun oldugu besin ortaminda ise ikinci en iyi gelisim (%66.67)

gozlemlenmistir.

Sekil 3.1.3.1. Ekim yapildiktan 2 hafta sonraki gelisme
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Sekil 3.1.3.2. Ekim yapildiktan 3 hafta sonraki gelisme

Sekil 3.1.3.3. Ekim yapildiktan 4 hafta sonraki gelisme
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Sekil 3.1.3.4. Ekim yapildiktan 5 hafta sonraki gelisme

Sekil 3.1.3.5. Ekim yapildiktan 6 hafta sonraki gelisme




Sekil 3.1.3.6. Ekim yapildiktan 8 hafta sonraki gelisme
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Sekil 3.1.3.7. Ekim yapildiktan 10 hafta sonraki gelisme

3.2. Tartisma
Belli bir sira ile ilerleyen ¢alismamizda oncelikli olarak uyguladigimiz sterilizasyon
programinda ¢esitli sonuclar elde ettikten sonra en uygun olan protokolii ilerleyen asamalar
icin kullandik. Bu sterilizasyon protokolleri arasindan en iyi sonu¢ aldigimiz yani
kontaminasyonun en az oldugu protokol T1 (%5’lik NaOCl de 20 dakika)’dir (%8,3
kontaminasyon). T9 (%5’lik AgNO3 20 dk) ve T10 (%30’luk H,0O, 10 dk) protokollerinde ise
kontaminasyon ¢ok fazla olmustur (T9” da %75, T10 da %88,3). T9 protokolinde ise hayatta

kalan materyal olmamugtir.

Caligmamizin ilerleyen basamaklarinda T1 protokolii kullanilarak steril edilen
yumrular MS ortaminda siirgiin olusturulduktan sonra bu siirgiin pargalarinin BBD’li MS
besin ortamina ekilmesi sonucunda da yumru olusumlart gozlendi. Bu yumru olusumlar
sirasinda ortamdaki BBD miktarlar1 ve gesitleri 6nemli derecede degisikliklere sebep oldu.
Yapilan ¢aligmada en iyi gelisme 0,5 mg/L BAP ve 0,5 mg/L NAA BBD’lerinin oldugu besin
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ortamlarindaki siirglinlerde gozlenmistir. Bu besin ortamindaki strgtinler 30 glin sonra yumru
olusturmaya baslamis ve yumru olusum orani en yiiksek olmustur. En kotii gelisme ise, BAP

ile kombine edilmis 2,4D ve IBA BBD’lerinde olmustur.

Calismamizda kullanilan orkide tiirii ve diger orkide tiirleri lizerinde 6nceki yillarda
farkli aragtirmacilar tarafindan yapilmis arastirmalar bulunmaktadir.

Vanilla planifolia bitkisinin tomurcuklarinin eksplant kaynagi olarak kullanildig
calismada olumlu sonug alinan sterilizasyon maddesi (civa klorur)olmasina ragmen, Orchis
laxiflora bitkisi yumrularinin sterilizasyonunda ayni maddeden olumlu sonug¢ alinamamigtir
[52].

Bitkinin nod kisimlarinin materyal olarak kullanildigi ¢calismada, siirglin olusumu MS
besin ortamina eklenen BAP yardimiyla olmusken, bizim c¢alismamiz da siirgiin olusumu
BBD’ siz MS besin ortaminda ger¢eklesmistir [68].

Dendrobium formosum bitkisinin yumrularindan siirgiin olusumu Uzerine BBD lerin
etkilerinin arastirildig1 ¢alismada 2,5 mg/L BAP ile 1 ve 2 mg/L NAA BBD’lerinin oldugu
besin ortamlarinda en iyi siirgiin olusumu goézlemlenmistir. Oysa bizim sonuglarimiz
yumrulardan siirgiin olusumu i¢in BBD’siz MS ortaminin yeterli oldugunu gostermistir [69].

Geodorum densiflorum bitkisinin tohumlarinin materyal olarak kullanildig1 ¢alismada
stirgiin rejenerasyonu agisindan en iyi sonu¢ 2mg/L BAP ve 2mg/L NAA BBD’lerinin
konbinasyonundan elde edilmistir. Bizim g¢alismamizda tohum yerine surglnler eksplant
kaynag1 olarak kullanilmasina ragmen, ayni hormonlarin farkli konsantrasyonlar1 (0,5mg/L
BAP ve 0,5mg/L NAA) ile en iyi sonug elde edilmistir[49] .

Orchis laxiflora bitkisinin surgtnlerini eksplant olarak kullandigimiz ¢alismamizda
stirgiinden yumru olusumu 30. giinden sonra baslamistir. Bir bagka orkide tlr( olan Vanilla
planifolia bitkisinin hem yapraklart hem de nod kisimlarmin materyal olarak kullanildig
calismada yaprak eksplantlarindan kallus olusturulmus ve bu kalluslar BBD’ 1i (BAP ve
NAA) besin ortamina aktarildiktan 40 giin sonra siirgiinler olusmaya baglamistir [51].

Kiiltiir ortaminda 151k kaynagmin olup olmamasi sonu¢ almada etkilidir . Ornegin,
Oncidium flexuosum bitkisi yapraklarinin eksplant kaynagi olarak kullanildigi ¢alismada, en
1yl sonuglar karanlik ortamda yapilan denemelerde alinirken, bizim ¢alismamizda ise 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik periyodu ile yapilan 1siklandirma ile olumlu sonuglar alinmistir [55].

Sivi besin ortami (MS) kullanilan ¢aligmada Dendrobium huoshanenese bitkisinin

yumrularindan kok hiicrelerinin gelisimi 4. haftadan itibaren baglamistir. Bizim ¢alismamizda
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da agarl1 yani yar1 kat1 besin ortaminda (MS) siirglinlerden yumru gelismelerin gézlenmesi 4.
haftadan itibaren baslamistir [59].

Orchis laxiflora bitkisinin tohumlarinin materyal olarak kullanildigi ¢alismada TDZ
(Thidiazuron) BBD’sinin oldugu ortamda olumlu gelismeler goézlenmistir. Ayni tirdn
slirglinlerini eskplant olarak kullandigimiz ¢alismamizda ise bu BBD yi kullanmadik [71].

Yapilan bir diger ¢alismada, besin ortami olarak bizim ¢alismamizdan (MS besin
ortami) farkli olarak Van Waes Deberg besin ortaminin kullanilmis, Ocrhis anatolica Boiss,
Orchis coriophora L., Ophrys bornmuelleri Schulz, Ophyrs phrigra Fleischm. et Borm,
Serapias vomeraceae ve Himantoglossum afine bitkilerinin in vitro embriyo kuiltird
yapilmistir. Besin ortamina eklenen domates ekstrakti ve aktif karbonun olumlu etkileri
gbzlenmistir [72].

Erodium somanum bitkisinin tohumlarinin ¢imlendirilmesiyle elde edilmis olan yaprak
ve yaprak saplarinin materyal olarak kullanildig1 ¢alismada, BAP ve bizim ¢alismamizda iyi
gelisim gostermeyen IBA kombinasonunun bitki biylme dizenleyicisi olarak bulundugu
ortamlarda gelismeler gézlenmistir [73].

Calismamizda kullanilan eksplant kaynagindan(stirgiin) farkli olarak Rhynchoctylis
retusa bitkisinin anterlerinin kullanildigi ¢alismada, zenginlestirilmis Sharma besin ortami
kullanilmis ve en iyi sonuglar ise yine bizim ¢alismamizdan farkli olarak 24 saat boyunca 4°C
de karanlik ortamda bekletilen kiiltiirlerden alinmistir [74].

Calismamizdaki MS besin ortamindan farkli olarak aktif karbon ilaveli Orchimax
besin ortaminin  kullanildigi ¢alismada, Orchis coriophora bitkisinin  olgunlagmas
tohumlarinda 1mg/L IAA’nin bulundugu ortamda en iyi ¢imlenme gézlemlenmistir [75].

Orchis laxiflora bitkisi surglnlerini eksplant olarak kullandigimiz g¢aligmamizda
yumru rejenerasyonu basariyla gerceklestirildi. Yaptigimiz ¢alisma, daha sonra diger orkide
tiirlerinde de yapilacak olan ¢alismalara yiizey sterilizasyon protokolii ve yumru gelisimi
protokolii acisindan kaynak saglayabilecektir. Calismamiz referans alinarak yapilacak
caligmalarda, farkli bitki biliylime diizenleyici kombinasyon ve konsantrasyonlari, ortam
faktorleri, besin ortamlar1 kullanilarak salep orkideleri i¢in etkin protokoller
gelistirilebilecektir. Bu sayede ekonomik degere sahip ve yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya
olan salep orkidelerinin hem nesillerinin devami saglanacak hem de iilkemize ekonomik

acidan fayda saglanmis olacaktir.
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5. EKLER

= rc.

e reum GIDA, TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Bitkisel Uretim Genel Mudurloga

9
Sayi  :53231444-110.05 CLE
Konu : Aragtirma lzin Talebi

FIRAT UNIVERSITESI
(Mithendislik Fakiltesi Biyomuhendislik Bslamu)
ELAZIG

llgi :25.01.2016 tarihli ve 3269 sayili yazimiz.

ligi yazida, Oniversiteniz Muhendislik Fakiltesi Biyomilhendislik BSlumi Ogretim Oyesi
Yrd. Dog. Dr. Nazmi GUR'Gn, “Yuksek lisans ve aragtirma projesi” kapsaminda, aragtirma
materyali olarak kullamlacak ekteki listede yer alan farkli salep tiirlerini do@adan toplamak igin izin
talebinde bulunulmustur.

Dogal gigek soganlan ile ilgili 19/7/2012 tarihli ve 28358 sayili Resmi Gazete'de yayimlanan
Dogal Cigek Soganlannin Uretimi, Dogadan Toplanmas: ve lhracatina lliskin Yonetmeligin 7.
maddesine gtre, ihracat ydniinden yapilan simiflandirmada belirtilen tiim ¢igek sofanlan igin bilimsel
aragtirma amaciyla dofiadan aragtirma materyali toplanmasi Bakanhifin iznine tabidir. Buna gdre; ilgi
yazi ekindeki talep formunda belinilen tarlerin talep formunda ad1 gegen toplama yerlerinden, her bir
tlir igin 20 adet toplanmasina Bakanhimizca izin verilmigtir.

Proje tamamlandiktan sonra, sonuglanmin Bakanhiimuza gdnderilmesi hususunda; geregini
rica ederim.

Meviot GOMOS

1 a.

| | Mdiir
Ek: Form (1 adet )

! [
.

I 1

|
Eskigehir Yolu 9. Km Lodumiu ANKARA Bilgi igin: Mustafa SAR1
Telefon No: (312) 2873360 Faks: (312) 258 84 35 ‘ Zirsmt Muthendisi
e-posta: btp /v wer tohum gov.Ir Telefon No: (0312) 2588435

' 'r

44



(Ek-17)

BILIMSEL ARASTIRMA AMACLI DOGAL CICEK SOGANI TOPLAMA VE

A. PROJENIN TANIMI

fHRACATI ICIN TALEP FORMU

Proje adi Salep Orkidelerinin Mikrogogalumi

Projeyi yapan | Firat Oniversitesi Mhendislik Fakaltesi Biyomihendislik B31Gm0
kurum/lar  velya
| proje ortak/lan

Proje ylriitliclsd Yrd.Dog.Dr.Nazmi Glr

Proje Ozeti Siis bitkisi olarak taninan orkidelerden bagka; Tlrkiye'de dogal

alanlarda yetisen bir bagka orkide grubu vardir ki; bunlar daha gok
kullaum smaci ve gekli dogrultusunds anildifs ismiyle “salep”
bitkisi olarak bilinirler. liman kugak veya karasal orkidelerin toprak
duommhmyunw(hh}.kﬂhwﬂmuhukfnkhhk
gostermektedir, Yumruler genellikle iki tane olup bunlar birbirine
mpkdmuﬂdu.ﬂﬁﬁyﬁ:ﬂﬁnhdtolmmymdiﬁ
ise bir Onceki yila ait yumru olup bu bitkiler gigekli haldeyken
kazihp topraktan gikanimakta, toplanip salep elde etmek amaciyla
kullanimaktadir. | kilogram kuru salep elde edebilmek igin yaklagik
2600 adet orkide sokilmektedir. Bu durum salep orkidelerinin
dogadaki varligin 1ehdit etmekiedir. Caligmamizda dogal yollardan
yetigtirilmesi zor olan salep orkidelerinin doku kiitirll yOmtemleri
kullanlarak laboratuvar ortaminda yetigtirilmesine gahgilacaktir.

B. TOPLANACAK DOGAL CICEK SOGANLARININ:

Tir adi ve| Toplanacak | Toplamanin Toplama Toplamay:
Familyan miktar! yapilseafh yer zamam yapacak kigi
Orchis sancta 20 adet Menemen, lzmir Mayis, 2016 | Nazmi Glir
Secrepias vomeracea | 20 adet Menemen, lzmir Mayis, 2016 | Nazmi Giir
Orchis laxiflora | 20 adet Gezin Sivrice, Elazij | Mayis, 2016 | Nazmi Gur
Orchis mascula 20 adet Kizuldamlar derckdy, | Mays, 2016 | Nazmi Gir
K.Marag
Dactylorhiza iberica | 20 adet Kizildamlar,Derek8y, | Mayis, 2016 | Nazmi Glir
K.Mamg

C. TOPLANACAK DOGAL CICEK SOGANLARININ BILIMSEL ARASTIRMA
AMAC ILE YURT DISINA THRACATI*:

isteniyor mu?

Bilimsel aragurma amaciyla toplanan materyalin ihracan

Hayir

Adi

| thracatin yapilacag Olke
Olkedek Proje Ortag

Bilimsel Aragturma amagh ihracau yapilacak tiriin

Miktan'

LS GI T
Mehmet

e g.'kll'll

I Bitkiin birey, sofan y da yumrusunun (oplanmast aémmmmmlw.

45



T.C.
S ORMAN VE SU ISLERI BAKANLIGI
XV. Bolge Miidiirliigii - Kahramanmaras Sube Miidiirliigii

i '."-._ f :
Sa_‘ﬂ f 98946:140:488.04-121434 09.06.2016
Konu: Aragtirma Izinleri -

Yrd. Dog. Dr. Nazmi GUR
(Flrat Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Biliimii)
ELAZIG

e

flgi  : Doga Koruma ve Sulak Alanlar Subesi'nin 01.06.2016 tarihli ve 8§7576010-488.04-
115341 sayih yazisi

"Salep Orkidelerinin Mikrocogaltimu  “simli Bilimsel Arastirma lzin Basvurusu
Bakanhifimiz Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigiimiizee uygun goriilmis olup,
izin belgesi Il Sube Miidiirligiimiize gonderilmistir.

S6z konusu proje kapsaminda, Kahramanmaras Sube Miidiirliigiimiiz gorev alaninda,
yapmay1 planladiginiz arazi galismalarinda; arazi calisma éncesinde ve arazide yapilacak her
tiirlii caligma ilgili Il Sube Miidiirliigiimiize bilgi verilmesi hususunda;

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Hact KALINKUTUK
Sube Miidiirii

Bu evrak 5070 sayih Elektronik imza Kanunu'na gore elektronik olarak imzalanmigtir,
Evrak dogrulama adresi: http://ebys.ormansu.gov.tr/Dogrulama.aspx?d=elfR

Adres : Haci Bayram Veli Mah. Sait Zarifoglu BulvarniNo: 221 Ayninuli Bilgi : Ozlem GULNAR Biyolog
/ KAHRAMANMARAS

Telefon : 0 344 234 20 99 Fax: 0344 2342193
e-posta : ogulnar@cevreorman. gov.tr Elektronik Ag: hitp://bolgel 5. ormansu.gov.tr
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