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Bu calismayla birlikte, ekonomik degeri olan 6nemli bir mantar tirint olusturan
Pleurotus ostreatus Ureticilerinin hazirlayacaklart yapay misel ve meyve ortamlarina
katilabilecek katki maddeleri ile elde edilen pH dizeyinin en uygun ve bol Urin ede
edilmesi yoninde kullanilabilirligi seklinde endustriyel bir katki saglanacaktir. Bunun yan:
sira Pseudomonas sp.’ nin gelisim destegi, gorinim ve lezzet bakimindan oldugu kadar Uriin
kalite ve kitlesinde de pozitif katkilar sagladig: taktirde bu da bu yondeki endistriye Ust
dizey bir katki saglayacaktir.

Bu calismada, oncelikle pH dizeyinin Pleurotus ostreatus un misellerine etkisi
arastirilmigtir. Mantarin gelisimi icin en uygun pH degerinin 7 civarinda oldugu tespit
edilmis ve mantarin kiltirin pH dizeyini degistirerek, kendi gelisimi icin gerekli optimum
pH degerine donustlrdigl gozlenmistir. Bunun yant sira, disik pH degerlerinde gelisen
misellerin morfolojik gérinimu yuksek pH dizeylerine gore daha zayif bir yapida olup,
besiyeri ylizeyini tamamen kaplama siiresi ise daha uzundur.

Diger taraftan, izole edilen Pseudomonas suslarimin misel gelisimi Uzerine pozitif
yonde onemli bir katkisi ortaya cikmamistir. Bununla birlikte, bazi suslarla beraber
gelistirilen misdllerin, bakterilerin bulundugu bdlgede daha siki ve gucli bir misel ortust
meydana getirdikleri tespit edilmistir. Ayrica bircok bakteri susu ile mantar birlikteligi
sonucu, besiyerinin yizeyinin tamamin kaplama stiresinin bakteri ekilmemis, sadece mantar
ekilen petri kutularinda gelisen misellere gore (kontrol grubu) daha kisa sirdigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pleurotus ostreatus, Misel, pH, Pseudomonas, MGPB
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This study will be an industrial contribution to the growers of an important edible
mushroom Pleurotus ostreatus which have enonomic value. After adding some additives to
prepared artificial mycelium and fruitbody spawns for obtaining the optimum pH level can
be benefit for producing the most suitable and abundant products. In addition to these, the
Pseudomonas strains growth promotion can be a high industrial contribution to the
appearence, taste and also the quality of products.

In this study, firstly the effects of pH levels on mycelia of Pleurotus ostreatus were
investigated. The results showed that, Pleurotus ostreatus has an ability to utilize the pH
level of culture medium, which is optimum for its growth and pH 7 was found to be
optimum value for its mycelial growth. In addition to these, the results indicated that at low
pH levels, the morphological appearence of mycelia were more weak than morphological
appearence of mycdlia at high pH levels and also at low pH levels, the duration of mycelia's
covering of whole medium surface was more long.

Secondly, the isolated Pseudomonas strains had not significant positive effects on
the mycelial growth of Pleurotus ostreatus. Howewer, the results indicated that, at theregion
which mycelia growed with some of the Pseudomonas strains, there was more thick and
strong mycelial cover. In addition to this, the duration of mycelia's covering of whole
medium surface was more short at bacteria inoculated mycelia of petri dishes than the
control group (without bacterial inoculation).

Keywords: Pleurotus ostreatus, mycelium, pH, Pseudomonas, M GPB
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SIMGELER VE KISALTMALAR

am. . Atmosfer

°C : Santigrat Derece

cm : Santimetre

CYM : Complete Y east Medium

dk. : Dakika

DNA : Deoksiribo Nikleik Asit

g : Gram

L . Litre

ul : Mikrolitre

mg : Miligram

MGPB : Mushroom Growth Promoting Bacteria (Mantar biyimesini tesvik
eden bakteriler)

mL : Mililitre

PGPR : Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Bitki blylmesini tesvik eden
rizobakteriler)

pH : Power of Hydrogen (Hidrojenin gticli)

ppm : Parts per million (Milyonda bir)

P.ostreatus : Pleurotus ostreatus

p. : Tar

pp. > Tarler

X1l



X111



1.GIRIS Isil UNTAC

1. GIRIS

Y enilebilen mantarlar, hos tatlari ve 6nemli protein kaynag: olmalari sebebiyle
insanlarin daha iyi beslenmelerine yardimci olan temel bir besin kaynagidirlar. Bu
mantarlardan bazilart medikal mantarlar olup, insan saghigina faydali birgok tibbi
Ozellige sahiptirler. Bunlarin yam sira, mantarlar yetistirilirken tarimsal ve
endustriyel organik atik materyallerinin kullanilmasi, son yillarda diinya genelinde
mantarlarin arastirilmasina ve endustriyel Uretimine olan taleplerin artmasina neden
olmustur (Chang ve ark., 1999).

Y enilebilen mantarlar gelisen tlkelerde yetistirilmek icin birgcok sebepten oturi
oldukga cazip bir Grtindur. Bu sebeplerin en dnemlilerinden biri de, tarimsal atiklarda
yetisiyor olabilmeleridir. Bize substrat materyallerini ¢cok ucuza, hatta bedava olarak
temin edebilmemizi saglarken, atiklarin geri dénisumini saglayarak cevremizi
korumamiza da yardimc: olmaktadirlar. Bircok Pleurotus suslari, diger mantarlara
kiyasla cesitli substrat materyallerini kullanarak fayda saglamaktadirlar (Poppe,
2004).

Su anda yillik mantar Gretimi toplam 6 milyar kg'dir. 6 milyar insan igin,
Uretilen mantar insan basina yilda 1 kg veya gunde 3 gr'a denk gelmektedir. Fakat
tarimdaki (500 milyar kg) ve ormanciliktaki (100 milyar kg) yillik atiklari goz
onunde bulundurursak, 600 milyar kg'lik kuru atiktan 360 milyar kg mantar
kolaylikla Uretebiliriz. Bu da bize kisi basina yillik 60 kg mantar (%4 protein iceren)
Uretmemize yarar saglayacaktir. Biliyoruz ki, dinya poptlasyonunun %30’ u protein
eksikligi cekmektedir. Son zamanlarda yapilan analizler gostermistir ki, 200 gr’lik
bir mantar 100 gr etin yerine protein kaynag: olarak kullanilabilir (Poppe, 2004).

Guintimtizde daha ucuz bir protein kaynagi olan mantarlarin yetistirilebilmesi
icin mantar yetistiricilerinin ve arastirmacilarimin amaci, yuzey alamndaki verimi
arttirabilmek, hasat zamanmim azaltmak, meyve Uretiminin ritmik doéngusini
arttirmaktir. Bunlar1 basarabilmek igin ise, ihtiyag duyulan substrat materyallerinin
secimi ve onlarin hazirlanmasi, spawn igin uygun besiyerinin segimi, mantarlarda
hastalik yapici mikroorganizmalarin kontroli ve yuksek verimde gelisebilen kaliteli
suslarin dretimi icin birgok arastirmalar yapilmaktadir (Chang ve ark., 1999).



1.GIRIS Isil UNTAC

Mantarlar arasinda Pleurotus, biyik cesitlilikteki substratlar1 kullamp, hizli
misel gelisimi ve ¢ok yonli enzim sistemi ile neredeyse tuim atiklar
parcalayabilmektedir (Poppe, 2004). Pleurotus torleri, bircok lignoselllozik
substratlarin basarili bir sekilde parcalanmasina, biyolojik olarak dénustirilmesine
olanak saglayan genis cesitlilikte hidrolitik ve oksidatif enzimler Gretmektedirler. Bu
tir parcalanma olaylar1 endoglukanaz, ekzoglukanaz, laminarinaz, [3-glukosidaz,
ksilanaz, lakkaz ve polifenol oksidaz gibi birgok enzimin ortak sinerjitik birlikteligi
ile sonuglanir (Mandeel ve ark., 2005).

1.1. Pleurotus ostreatus

Basidiomycota subesinde yer alan (Suimer, 2006), Pleurotaceae familyasindan
Pleurotus mantarlar1 yenilebilen mantarlar arasinda olduk¢a populerdirler. Pleurotus
ostreatus gibi birgok Pleurotus cinsleri mese agaclarimin birincil ayristiricilar: olup,
dinya genelinde bulunmaktadirlar. Cesitli iklimlere ve substrat materyallerine
oldukca iyi adapte olmalar1 sebebiyle, Agaricus bisporus'tan sonra diinya genelinde
en ¢ok Uretilen mantar tiradur (Kong, 2004).

1.1.1. Genel Ozellikleri

Sapkasinin kenar1 diizgiin dalgali olmasiylaistiridye kabuguna benzediginden
istiridye mantar1 olarak da adlandirilan Pleurotus ostreatus, suslar arasinda farklilik
gosteren ve sicaklik ve 1g1k gibi kosullara gore degisen beyaz, sari, pembe, gri ve
kahverengi tonlarindaki renklere sahiptir. Evrimsel bakis agisindan baktigimiz
zaman, bu mantarlarin cesitli agac tlrlerinde saprofit olarak yasayabilecek yetenege
sahip olduklarim gorebiliriz. Olmekte olan agaglarda gortlmeleri, bu mantarlarin
oncelikli olarak saprofit olduklarint distindirtse de, uygun kosullar: elde ettikleri
zaman fakultatif parazit olarak davrams gostermektedirler (Stamets, 2000).

Genellikle beyaz renkli, az siklikta leylak, gri tonlarinda ve 7.5-9.5 x 3-4
blyUkliglinde sporlara sahiptir. Clamp connectionlar1 (baglant: kancasi) vardir.
Miselleri beyazimsi, uzunlamasina radial, pamuksu olup, misel gelistikce kalin ve
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kuvvetli kege halini almaktadir. Misel yaslandikga sarimsi turuncu bir damlacik
seklinde metabolit salgilarlar ki bu metabolit nematodlar icin toksktir (Stamets,
2000).

1.1.2. Yasam DOngusi

Mantarlarin yasam donglsinin 6nemli  bir kismim  vejetatif cogalma
dedigimiz misel gelisimi kapsar. Seksliel Ureme davranisi ise (¢ ana evreyi kapsar:
plazmogami, karyogami ve mayoz. Plazmogami, protoplast flzyonu seklinde
gerceklesir ve farkli nukleuslarin ayni hticrede bir arada bulunmasim ifade eder.
Karyogami ise nukleuslarin flizyonudur. Mayoz, karyogami sonucu olusan, diploid
hicrelerde gerceklesen rediksiyon bdlinmesidir. Mayoz sonucu 4 tane haploid
nukleus meydana gelir (Chang ve ark., 1999).

Birkag gramlik bir mantar bir milyondan fazla spor olusturur. Spor, mantarin
yasam c¢izgisinin baslangic noktasidir. Spordan ¢imlenen tipcgukler hif adint alirlar.
Hifler mitoz bolinme ile siirekli olarak buyuyup gelismeye devam ederler. Hiflerin
dallanmp budaklanmasiyla misel adi verilen orguler meydana gelir (Stamets, 2000).
Iste tek cekirdekli haploid sporun cimlenmesi sonucu meydana gelen misel
monokaryon miseldir. Birbirleriyle genetik olarak uyumlu iki hifin flizyonu sonucu
iki farkli nukleusa sahip dikaryon miseller meydana gelir ki (Lee ve ark., 2011),
bunlar tekrar uygun bir evrede bazidiokarp adi verilen meyveyi yapacak ve spor
olusturacaktir (Stamets, 2000). Dikaryon miseller mikroskop altinda incelendiginde
monokaryonlardan farkl: olarak “clamp connection” denilen yuvarlak sekilli,
kanca yapilarimin varligi kesfedilmistir ki, uyumlu iki monokaryonun bir araya
gelerek olusturduklart clamp connection’li yapilar iceren miseller “dikaryon”
seklinde isimlendirilmistir (Karadeniz, 2007). Clamp connection’lar, yeni olusacak
hif hiicresine nukleusun aktarimini saglayan koprt yapilaridir (Stamets, 2000).

Misellerin salgilari ¢ok gugli enzimlerdir. Dolayisiyla mantarlarin biyuik
cogunlugu dogadaki en giclu seliloz ve fibrin tiketicileridir. Misel gelisirken 1s1 ve
bol miktarda karbondioksit aciga c¢ikar. Pleurotus yetisen bir bugday samamnda
karbon karakterli materyalin yaklasik %50'si karbondioksit gazina donustirilerek
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ortamdan uzaklastirilmaktadir. Sadece %10 substrat kitlesi mantara dontismektedir
(Kuru agirhik). Ortalama %20 dizeyinde genel anlamda protein sentezlendigi
bulunmustur. Miselin bir substratta ortam isgal edecek sekilde gelismesi vejetatif
blyime olarak tammlanmir. Misel bitlin substrat1 kapladiginda gegici olarak bir
duraklama devrine girer. Is1 ve karbondioksit tretimi nerede ise durur. Kitle, mantara
faydal1 Ortnleri bakimindan fakirlesir. Artik bundan sonraki asamaya sira gelmistir
(Stamets, 2000).

Dogada 151k, nem, soguk veya oksijen gibi faktorler bundan sonraki asamaya
gecmek Uzere miseli tetiklerler. Bircok mantarda bu kosullar pek anlasilamaz.
Sadece biyolojik anahtar seklinde tanimlanirlar. Bazilart ortamdaki  besin
maddelerinin tikenmis olmasinin biyolojik tetikleyici olarak etken olduguna inamr
ve 0 ana kadar homojen bir gérinti sergileyen misel bazi noktalarda yogun hif
yumaklari olusturmaya baslar. Bu agregatlar kisa siirede primordia denilen mantar
tadaklarina donusurler. Primordia olusumu mantar Ureticiliginin en rizikolu
evresidir. En yuksek basariy1 elde etmek icin bu devrenin c¢ok iyi gegirilmesi
lazimdir. Yani mikosfer denilen gevresel bolgede kosullar optimum olmalidir.
Primordiumlar goriiniince Uretme odalar1 sise benzer bir nemle kapatilmalidir.
Burada evaporasyondan dolay: ylzeyden buharlasan su substratin iclerinden su
cekilmesine yol acar. Bu da primordiumlara besin maddesi ulasimu demektir. Buna
ek olarak cevresel 151k ve oksijen gibi faktorler primordia olusumunun gliclenmesini
saglarlar. Bir defa ortaya ¢iktiktan sonra mantarin turiine de bagli olan bir davranisla
birkag giin veya birkac haftalik bir duraklama evresine girilir. Sonra primordiumlar
birden olgunlasiverirler. Primordiay: asil besleyen iletisim kanallarinin rhizomorf
dedigimiz kalin kok benzeri hif demetleri oldugu kabul edilir. Bazidiokarp adi
verilen meyve buyldikege ciddi goruntl ve fonksiyon farkliliklar: ortaya ¢ikmaya
baglar. Sapka dedigimiz semsiye kismu spor Uretecek olan lamelleri veya tupleri
koruyan bir gorev Ustlenir. Birgok mantar 1siga dogru bir gelisme egilimindedir. Bazi
mantarlarda meyvenin durumu ve konumu 6nce hava akimina (oksijene), sonra isiga,
sonra da yer gekimine baglhdir. Lamellerin ylizeylerinde nerede ise gok diizgiin ve
homojen dagitiimis halde bazidium adi verilen spor Ureten hiicreler belirginlesmeye
baglar. Bazidium hicreleri hymenium denilen bir tabakamn dol veren boltmleridir
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(Digerleri kisir ve sadece destek hiicresidir.). Meyveler gencken sapka genellikle
kapalidir. Daha sonra agilir. Acilisin arkasindan yavas yavas, fakat giderek artan bir
hizla spor olusturma baslamaktadir. Bazidiumda 6nce dort kol meydana gelir. Sonra
bunlarin uglarinda sporlar gelisir. Bir hiicre bazidium olarak segildiginde icinde
birbirinden ayr1 iki nukleus tasiyan bir hicredir. Bu iki nukleus dnce karyogami
denilen bir proses ile flzyon yaparlar, yani kaynasirlar. Bunun arkasindan hemen
mayoz tamamlamr ve sonucta dort tane haploid nukleus olusur. Bu nukleuslar
uzamakta olan stigmalarin igine dogru ilerler. Uca vardiklarinda irilesmeye baslayan
spor, cevre dokulartyla beraber gelisimini tamamlayinca sterigmal appendage denilen
bir yap1 ile henliz bazidiuma bagli kalirlar. Sonra bu bdlgenin kasiimasiyla spor
bosluga dogru firlatilmis olur. Her bir bazidium dort spor yapmaktadir.
Bazidiumdaki sporlar olgunlasmalari sirasinda birbirleriyle aym yuklerde o6rti

tasidiklarindan birbirlerine yapismazlar (Stamets, 2000).

Sekil 1.1. Pleurotus ostreatus'ta primordia olusumu (Laboratuvar kosullarimizda
Uretilmistir.)
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Sekil 1.2. Pleurotus ostreatus' un meyvesi (Laboratuvar kosullarimizda Urilmistir.)

1.1.3. Kultur

Ilkbahar ve sonbahar mevsiminde siklikla gorilen bu mantarlarin dogal
habitatlart genis yaprakli sert agaclar olup, Ozellikle kavak agaci, mese agaci,
kizilagag, akcaagac, disbudak, kayin agaci, hus agaci, karaagag, sogit agaci ve
akkavak gibi agaclar drnek olarak verilebilir (Stamets, 2000).

P.ostreatus mutfaktaki kullanimi ve lezzeti, zengin mineral icerigi, tibbi
faydalari, kisa yasam dongusi, ¢esitli tarimsal ve endustriyel atiklarda Oretilebilirligi,
az talep gerektiren Uretim kosullarina sahip olmast sebepleriyle dinyanin farkl
bolgelerinde kilturt yapilan bir mantardir. Bunun yan sira ileriye donik degerli bir
protein kaynagidir. Birgok cesitte lignoselllozik atiklari kullanabilecek yetenege
sahip olmalari bu mantarlari 6zel kilmaktadir. Mantarlarin hasatindan sonra
kullanilan substratlar gibre ve toprak kondisyonlayicisi olarak bitkilerin gelismesini
saglamak amaciyla degerlendirilebilir. Buna ek olarak, fermente olan kalintilar
hayvan yemi olarak da kullanilabilir. Ayrica kirsal bolgelerde yasayan insanlara,
bugday, findik ve piring tariminda calismak Uzere ek gelir saglamaktadir. Atik
kagitlardan kultir mantar1 Gretimi icin faydalanma, 6nemli problemlerden bir tanesi

olan kat1 atiklar1 uzaklastirma sorununa da ¢ozim saglamaktadir. Bu durumla birlikte



1.GIRIS Isit UNTAC

ekonomik kazang saglanirken, besleyici yiyecek kaynagi olan mantarlarin tretimiyle
cevrenin korunmasi da saglanacaktir (Yildiz ve ark., 2002).

Genis cesitlilikteki lignoseltlozik kalintilar1 parcalayabilen bu mantar
(Dundar ve ark., 2009), talas, bugday samani, cesitli agaclarin yapraklarinda (Shah
ve ark., 2004), cigit kabugu, fistik kabugu, Kavak agaci talasi, Mese agaci talasi,
sikilmis zeytin kiispesi (Zervakis ve ark., 2001), piring samani, Pasa agaci talasi, muz
yapraklari, misir kocan, misir kabugu, piring kabugu, fil otunda (Oboda ve ark.,
2003), mese palamudu atiklarinda (Sen ve Yalcin, 2011), kahve bitkisinin artiklari,
kakao ve hindistan cevizi kabugunda (Bermudez ve ark., 2001), pamuk artiklarinda
(Philippoussis ve ark., 2001), kartonlarda (Mandeel ve ark., 2005) ve hatta tek
kullamnimlik bebek bezlerinde (Maria ve ark., 2011) bile yetistirilebilmektedir.

P.ostreatus' un vyetistiriciliginde, optimal gelisimi saglamak amaciyla Urin
verimini ve mantarin besinsel degerini arttrmak adina bir¢cok calisma yapilmistir.
Dundar ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢calismada dar1 sapi, bugday sapi, pamuk sap1 ve
soya sap1 substratlari arasinda en optimal gelisimi ve besinsel degeri saglayan
substratin soya sap1 oldugunu belirtmislerdir. Mandeel ve ark. (2005) kartonlardan
kagitlara gore daha iyi verim alindigim kanitlamiglardir. Obodai ve ark. (2003)
P.ostreatus’ un piring samaninda en iyi gelisme gosterdigini belirtirken, Philippoussis
ve ark. (2001) pamuk atiklarinin optimal substrat oldugunu, Shah ve ark. (2004) ise
talasin, bugday sapina gore dahaiyi bir substrat oldugunu gostermislerdir.

Sekil 13. Bugday taneleri iceren torbada Pleurotus ostreatus un misel gelisimi
(Laboratuvar kosullarimizda tretilmistir.)
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Sekil 1.4. Saman iceren torbada Pleurotus ostreatus meyvesi (Lab-ofatwar
kosullarimizda Uretilmistir.)

1.1.4. Gelisim Parametreleri (Stamets, 2000)

1. Sicaklik: Misel 24°C’de iyi bir gelisim gosterir. Primordia olusumu igin
10-15.6°C, meyve olusumu icin ise 10-21°C gereklidir.

2. Nem: Misel gelisimi icin %85-95, primordia olusumu icin %95-100 ve
meyve olusumu icin ise %85-90 oraninda nem gerekir.

3. COy: Misel gelisiminde 5000-20000 ppm, primordia olusumunda <1000
ppm ve meyve olusumunda ise <1000 ppm gereklidir.

4. Taze hava: Misel gelisimi esnasinda saatte bir kez, primordia olusumu
asamasinda saatte 4-8 kez ve meyve olusum asamasinda ise saatte 4-8 kez
taze hava gerekir.

5. Isik: Misel gelisim asamasinda 1siga ihtiyag duyulmazken, primordia
olusum asamasinda 1000-1500 lUks ve meyve olusumu asamasinda ise
1000-1500(2000) ltks 151k gereklidir.

6. Sire: Misel gelisim asamasi 12-21 guin, primordia olusum asamast 3-5 guin,
meyve olusumu ise 4-7 gun stirmektedir.

7. Hasat siklusu: 7-14 gun araliklarla, 45-55 giin arasinda 3-4 hasat.
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1.1.5. Medikal Ozellikleri

Pleurotus ostreatus nefis tadi, ylksek oranda protein igerigi, karbonhidratlari,
mineralleri (kalsiyum, fosfor, demir), vitaminleri (thiamin, riboflavin ve niacin) ve
aym zamanda dustk yag icerigiyle ticari 6nemi olan yenilebilen mantarlardandir.
Tibbi olarak faydali Ozelliklerine ©rnek olarak  anti-kanser  aktivitesi,
imminmodulatér etkileri, antiviral, antibiyotik, anti-enflamatuar ve kolesterol
dusurict aktiviteleri tim dinyada bilinmektedir (Xia ve ark., 2011).

Alam ve ark. (2011), yaptiklar: bir ¢calismada hiperkolesterolemik fareleri %5
oraninda toz haline getirilmis P.ostreatus meyveleri ile beslediklerinde plazmadaki
total kolesterol, trigliserid, distk dansiteli lipoprotein (LDL), total lipid, fosfolipid
ve yuksek dansiteli lipoprotein (HDL) miktarinin sirasiyla %30.18, %52.75, %59.62,
%34.15, %28.89 ve %50 oraminda azaldigin1 kanitlamiglardir. Ayrica bu mantarin
insanlardaki lipid profili Uzerinde de pozitif bir etkisi oldugu kamtlanmistir
(Schneider ve ark., 2011).

P.ostreatus' un kansere karsi1 Onleyici ve tedavi edici bir potansiyel etkisinin
oldugu Jedivak ve Sliva (2008)'nin yaptigi bir arastirmada tespit edilmistir.
Y aptiklar1 ¢caligmada P.ostreatus' un epitel meme MCF-10A hticrelerini ve normal
kolon FHC htcrelerinin proliferasyonunu etkilemeden, insanlardaki meme kanseri
(MCF-7, MDA-MB-231) ve kolon kanserini (HT-29, HCT-116) baskiladig:
kanitlanmistir. Wolff ve ark. (2008) yaptiklar: ¢alismada Ehrlich ascitic tumorlt disi
Isvicreli albino farelere, P.ostreatus'tan elde edilen ekstraktlar: intraperitonal olarak
enjekte ettikleri zaman, %70 oramnda tumor inhibisyonu meydana geldigini
kanitlamglardir.

Jayakumar ve ark. (2011) yaptiklar: bir calismada, P.ostreatus un etanolik
ekstraktinin etkili antioksidan aktivitesinin oldugunu gostermislerdir. Hidroksil ve
siperoksit radikallerinin temizlenmesi, lipid peroksidasyonunun onlenmesi, ferrik
iyonlarin gucunin azaltilmasi, ferruz iyonlariyla selat olusumu ve DBO’nun
durdurulmas: yardimiyla antioksidan aktivitesi gostermektedir. Ayrica P.ostreatus
lipid peroksidasyonunun siddetini azaltarak ve hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan antioksidanlar1 gelistirerek mikemmel bir in vivo antioksidan aktivitesi
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gosermektedir. Xia ve ak. (2011) vyaptiklari calismada P.ostreatus un
meyvelerinden antioksidan aktivitesi gosteren suda coziinebilen proteine bagli
polisakkarit (POPPS-a) izole etmislerdir. Ayrica Sun ve Liu (2009) yaptiklart
arastrmada  P.ostreatusun meyvelerinden izole edilen suda ¢Ozlnebilen
polisakkaritin (POP) fonksiyonel yiyecekler ve ilaglarin kullamminda potansiyel bir
immunostimilatér ajan oldugu ve kansere ve patojenlere kars: etkili oldugu tespit
edilmistir. Emanuel (2012) yaptig1 calismada, P. ostreatus'un misel ekstraktlarindan
elde edilen fenoller, flavonoidler ve B-karotenlerin bazi hastaliklarin énlenmesinde
gorev adiklarim ve bu misel ekstraktlarinin zengin bir antioksidan kaynagi olarak
farmasotik tipteki trtinlerde kullanlabilecegini vurgulamaktadr.

Iwalokun ve ark. (2007) P.ostreatus ile yaptiklar: ¢alismada antimikrobiyal
potansiyeli olan iki ekstrakt (petrol eteri ve aseton) elde etmislerdir. Bu her iki
ekstraktin Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Lactobacillus acidophilus gibi Gram (+) bakterileri,
Salmonella  typhi, Escherichia coli, Proteus sp., Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae gibi Gram (-) bakterileri ve hatta
Candida sp. ve Saccharomyces cerevisiae gibi mantarlart da inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Dolayisiyla bu calismayla, P.ostreatusun genis spektrumlu
antibakteriyel ve antifungal aktivitelere sahip bilesikler icerdigini kamtlamislardr.

P.ostreatus'un misellerinden elde edilen proteoglikanlarin  makrofaj
stimilasyonu ve farelerde natural killer hiicre sitotoksisitesini arttirilmas: yoluyla
immunomodulator etkilere sahip olduklari kamtlanmustir. Ayrica P.ostreatus un
meyvelerinden izole edilen DNA'’ larin farelerde natural killer sitotoksik aktiviteyi in
vitro olarak stimile ettigi kanmtlanmistir (Gregori ve ark., 2007).

10
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1.2. Mantarlarda Misel Gelisimini Etkileyen Faktorler

1.2.1. Besin Ihtiyaa

Mantarlar heterotrof organizmalar olduklarindan, karbon kaynagi olan
maddelere ihtiya¢ duyarlar. Karbon kaynag: olarak bazi tirlerin belirli tercihleri olsa
da, genellikle glikoz en cok tercih edilen sekerlerdendir. Basit sekerlere ek olarak
seluloz gibi ¢ozilmez polisakkaritler de karbon kaynag: olarak kullamlabilir. Bu tip
polisakkaritler mantarlardaki ekstraselller enzimler tarafindan ozmotrofik beslenme
yoluyla basit sekerlere kadar parcalanabilirler. Tum karbon kaynag: bilesikler
(karbonhidratlar, amino asitler, yaglar, nikleik asitler) iskelet cercevesi icin gerekli
olmasinin yaninda, metabolik aktiviteleri icin gerekli enerjiyi saglamaktadir (Chang
ve ark., 1999). Adebayo-Tayo ve ark. (2011) Pleurotus ostreatus ile ilgili yaptiklari
calismada kullamlan karbon kaynaklar: igerisinde mannitol ve rafinozdan en iyi
misel veriminin ve ekzopolisakkarit Uretiminin saglandigint belirtirken, en az
biyomas Uretiminin rafinoz kullamldiginda gergeklestigini tespit etmislerdir.

Diger bir element nitrojen olup, fungal proteinlerin, purinlerin, primidinlerin
sentezi ve Kkitin (N-asetilglukozamin birimlerinden olusan mantar hiicre duvari
polisakkariti) Uretimi icin gerekli bir kaynaktir. Nitrojen kaynag: bilesiklere drnek
olarak nitrat ve amonyum tuzlar: ve organik nitrojen bilesikleri verilebilir (Chang ve
ark., 1999). Adebayo-Tayo ve ark. (2011) Pleurotus ostreatus ile ilgili yaptiklar
calismada, misel gelisimi ve ekzopolisakkarit Uretimi igin optimal verimin Ure
kullanildhiginda gergeklestigini tespit etmislerdir. Emanuel (2012) P.ostreatus ile
ilgili yaptig1 bir galigmada nitrojen kaynag: olarak kullandigi misir ekstrakti, pepton,
maya ekstrakti ve amonyum silfat igerisinde en iyi misel gelisimi saglayanin
amonyum silfat oldugunu tespit etmistir. Ayrica kullamlan bu dort nitrojen
kaynagimin mantarin antimikrobiyal aktivitesine olumlu yonde katk: sagladigini da
gostermislerdir.

Mantarlarin diger bir ihtiyact minerallerdir. Bazi mantarlar stlfurin
indirgenmis formuna ihtiyag duyarken, bazilar1 da siilfat (Or: Magnezyum siilfat)
olarak kullanmaktadir. Sulfur, sulfor iceren amino asitler (Sistein, Metionin),

11
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vitaminler (Tiamin, Biyotin) igin gerekli olmasinin yaninda, sekonder metabolizma
uriinlerinde (Or: Penisilin) de gereklidir. Fosfor ATPde, nikleik asitlerde ve
membranlarin fosfolipidlerinde gerekli iken, potasyum birgcok enzim sisteminde
kofaktor olarak rol oynamaktadir. Bircok enzim ise magnezyum ile aktive
edilebilmektedir (Chang ve ark., 1999). Adebayo-Tayo ve ark. (2011) Pleurotus
ostreatus ile ilgili yaptiklar: calismada misel gelisimi ve ekzopolisakkarit Uretiminde
glisin aminoasidinin en iyi verimi sagladigint  belirtmiglerdir. Enzimlerin
bilesenlerinden olan demir, ¢inko, manganez, bakir, molibden gibi iz elementler ise
dustk konsantrasyonlarda kullanilabilirse de, mantarlar igin gerekli olan genel bir
ihtiyag degildir.

Koenzim olarak gorev alan ve katalitik aktiviteye sahip vitaminler az
miktarda kullanilmaktadir. Vitaminler enzim aktiviteleriyle yakindan ilgili
olduklarindan, vitamin ihtiyaci sicaklik ve pH’dan etkilenmektedir. Birgok mantar
kendi vitaminlerini sentezleyebilmelerine ragmen, bazen az miktarda sentezlemeleri
optimal gelisimi saglamakta problem yaratmaktadir. Tiamin, birka¢ Basidiomycetes
mantarlarinin (Or: Lentinus edodes, Flammulina velutipes) dogal eksikligi iken,
biotin ise bazi Ascomycetes mantarlarin (Neurospora, Sordaria) dogal eksikligidir
(Chang ve ark., 1999). Adebayo-Tayo ve ark. (2011) Pleurotus ostreatus ile ilgili
yaptiklar: calismada askorbik asit ve folik asitin misel gelisimi ve ekzopolisakkarit
Uretimi Uzerine stimile edici etkilerinin yiksek oldugunu kanitlamiglardr.

1.2.2. Fiziksel Faktorler

1.2.2.1. Sicakhk

Sicaklik, mantarlarin hayatta kalmasini: ve dagilimint etkilemesinin yaninda,
enzim aktivitelerini de etkiledigi icin birgok arastirmaci ve mantar yetistiricileri igin
onemli bir faktordir (Chang ve ark., 1999). Uddin ve ark. (2011) yaptiklar
calismada 14-25°C sicaklikta Pleurotus ostreatus mantarimn primordia olusum
siresinin azalmasinin yamnda, verdikleri meyve sayisi, hasat sayisi ve biyolojik
verimliligin de arttigint gostermiglerdir. Zervakis ve ark. (2001) yaptiklari bir

12
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calismada PDA (Potato Dextrose Agar) besiyerinde yetistirdikleri P.ostreatus
misellerinin en iyi gelisimi 25-30°C sicakhkta gorildigini tespit etmislerdir.
Adebayo-Tayo ve ark. (2011) yaptiklar: ¢alismada P.ostreatus un misel gelisimi igin
optimal sicakligin 25°C oldugunu kanitlamslardr.

1.2.2.2. Isik

Gucli 151k misel gelisimini inhibe edebilmesine ve hatta mantarin 6limtine
yol acabilmesine ragmen, bircok mantarda misel gelisimi 1s1ga kars1 hassas degildir
(Chang ve ark., 1999). Mantarin vejetatif gelismesi karanlikta gerceklesirken, Greme
yapilarinin olusumunda isik gerekli olmaktadir (Stimer, 2006).

Leeve ark. (2011) yaptiklar: bir galismada 1s1gin - primordia gelisimini  ve
dikaryon miselden meyve Uretimini stimile ettigini kantlamglardir. Isiga hizli bir
yanit olarak, L-askorbik asit, eritro askorbik asitin glikozitleri ve onlarin metil
bilesikleri vejetatif misellerde olusmaktadir. Bu tir bilesiklerin indirgenmis halleri
meyve olusumunu baslatmaktadir. Normalde bu tir bilesiklerin vejetatif miselden
meyve olusumuna gecisini saglayici Ozellikleri olmasina ragmen, 1s1gin etkisiyle

indirgenmeleri sonucu meyve uretim safhasina gegis hizlanmaktadir.

1.2.2.3. Nem

Mantarlarin bircogu yiksek neme ihtiyag duyar. Bircok Basidiomycetes
mantarlar1 %95-100 oramnda bir nemle maksimum gelisim gostermektedirler (Chang
ve ak., 1999). Uddin ve ark. (2011) yaptiklari calismada Pleurotus ostreatus
mantarimin %70-80 nem bulunan bir ortamda vyetistirilmesi durumunda meyve

olusum sliresi ve hasat agisindan optimal verimin saglanabilecegini belirtmiglerdir.

1.2.2.4. Havalandirma

Havanin bilesenlerinden olan oksijen ve karbondioksit, mantarlar icin buyuk

Oneme sahiptir. Oksijenli solunum yapan yenilebilen mantarlar icin, oksijen oldukca
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onemlidir. %0.3-0.5 oranindan yiksek karbondioksit konsantrasyonu mantarlarin
primordia olusturmalarint inhibe ederken, %0.1-0.5 oramindaki karbondioksit
konsantrasyonu misel gelisimini arttirmaktadir (Chang ve ark., 1999).

1.2.2.5. pH

Mantarlarin ¢ogu, baska sartlar elverisli oldugu taktirde, genis bir hidrojen
iyonu yogunlugu sinirlar: araligina dayanma giicli gbéstermektedir. Tahmin edilecegi
gibi, farkl turler degisik bicimde tepki vermektedir. Genel olarak, hafifce asit bir
ortam, spor gimlenmesini ve geng miselin hizli blyimesini tesvik eder. Mantar
gelismesi bir kere basladiktan sonra, metabolizma Uriinlerinin birikmesinden dolay;,
ortamin pH’s1 cogunlukla degisiklige ugratilir. Ozellikle Penicillium ve Aspergillus
gibi birgok mantar blytk miktarlarda oksalik asit ve sitrik asit gibi organik asitler ve
glukonik asitler olusturur. Kuvvetle asit 6zellikli olan metabolizma Grinlerinin
yoklugu durumunda, Gzerinde yasamlan ortamin pH’sindaki degisme, blylk 6lclide
mevcut olan inorganik tuzlarin gesidine bagli kalir. Mesela sodyum nitrattan veya
potasyum nitrattan azotun kullaniimasi, bazik 6zellikte maddelerin serbest kalmasina
ve pH’ nin artmasina; amonyum stilfattan azotun kullanilmas ise asidik maddelerin
serbest kalmasina ve pH’ nin diismesine yol acar (Stimer, 2006).

Sarker ve ark. (2007) mantarin yetistirildigi ortamin pH dizeyinin meyve
sayist ve agirhigim, biyolojik verimliligi ve ekonomik verimi etkiledigini
belirtmislerdir. Medeiros ve ark. (1999) ve Neto ve ark. (2009) yaptiklar: ¢calismada
ise Basidiomycetes lerin optimal lakkaz enzim aktivitesini pH parametresinin
etkiledigini vurgulamiglardir. Adebayo-Tayo ve ark. (2011) calismalarinda pH
parametresinin  P.ostreatus un  ekzopolisakkaritlerinin  ve biyomas dretiminin

Uzerinde de biyik bir etkisinin oldugunu tespit etmislerdir.

14



1.GIRIS Isil UNTAC

1.3. Pseudomonas spp.

1894'te tarmmlanan Pseudomonas cinsi, bircok cesitlilikteki bdlgelerden
turleri izole edilen ve Antartika’ dan Tropik’lere kadar tum dunyada yaygin olarak
bulunan bakteri cinglerinden biridir. Bu bakteriler klinik érneklerinde, sedimanlarda,
bitki, mantar ve hastalikli hayvan drneklerinde, su, toprak, bitki rizosferi, deniz ve
¢ollerde bulunmaktadirlar (Peix ve ark., 2009).

Pseudomonas'lar  Proteobacteria subesinde yer alan, Gram negatif
bakterilerdir. Bu bakteriler diiz ya da kivrik basil seklinde olup, sporsuz ve polar
kamcilidirlar. Solunum metabolizmalar: vardir. Ayrica aerobik olarak glukozdan az
miktarda asit Uretirler. Acik tUpte asit Uretip, kapal: tlpte Uretememeleri, glikozdan
gaz olusturmamalar1 ve neredeyse daima oksidaz pozitif olmalari, onlar1 enterik
bakterilerden kolaylikla ayirt etmemizi saglar. Katalaz pozitiftirler. Identifikasyonu
icin gerekli biyokimyasal testlerden birkagi olan indol, metil kirmizisi ve Voges-
Proskauer testlerinde negatif sonug vermektedirler (Madigan ve Martinko, 2010).

TUm Pseudomonas' lar dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Toprakta, ylzey
sularinda, okyanuslarda, bitkilerde ve az sayida olmak kosuluyla insan ve
hayvanlarin  barsaklarinda bulunurlar. Insan saghgir agisindan  6nemli  olan
Pseudomonas aeruginosa turudir. Bu bakteri bagisik sistem defekti olan kisilerde
infeksiyonlara neden olur (Kayser ve ark., 2002).

Su ve toprakta bulunan pseudomonadlar hayvan ve bitki materyallerinin
oksjenli habitatlarda yikilmasi sonucu olusan ¢Ozunebilir  bilesiklerinin
parcalanmasindan sorumlu olduklar: igin ekolojik olarak ¢cok Onemlidirler. Bu
organizmalar pestisidler ve diger zehirli kimyasallar gibi dogal olmayan ve
ksenobiyotikler olarak adlandirilan birgok bilesigi de yikma yetenegine sahip
olduklarindan dnemli biyoremediyasyon ajanlaridir (Madigan ve Martinko, 2010).
Arun ve ark. (2008) yaptiklar1 bir calismada, yag dokulmus topraktan izole edilen
Pseudomonas sp. gibi bakterilerin  pirenin  parcalanmasinda Basidiomycetes
mantarlardan ¢ok daha etkili olduklarim tespit etmislerdir. Dolayisiyla polisiklik

aromatik hidrokarbonlarin serbest kalmasinin giinden giline artmast ve bunlarin insan
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kaynaklarina ve cevreye olan tehlikeleri nedeniyle, bu bakterilerin dogal yetenekleri
Onem arzetmektedir.

Birgok Pseudomonas spp. PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
grubunda yer almaktadir (Kloepper ve ark., 1980; Liu ve ark., 1995; Ramamoorthy
ve ark., 2001; Wang ve ark., 2011). PGPR grubu bakteriler bitki saghg: ve
beslenmesinde anahtar roll oynayan, patojen olmayan, vyararli toprak
rizobakterileridir (Barriuso ve ark., 2008). Yapilan bircok calismada ozellikle
Pseudomonas putida ve Pseudomonas fluorescens tirlerinin bitki  blyumesini
hizlandirici etkilerinin oldugu kanitlanmustir (Kloepper ve ark., 1991). Ayrica
Pseudomonas spp. MGPB (Mushroom Growth Promoting Bacteria) grubunda yer
amakta olup, bircok mantarin gelisimini hizlandirict  6zelliklere sahiptirler
(Zarengjad ve ark., 2012). Floresan pseudomonadlar rizosferde sik rastlanan ve
toprak kokenli hastaliklarin elimine edilmesi ve kontroliinde potansiyel olarak
kullamlmalar1 sebebiyle bircok arastirmacimin  odak noktast haline gelmis
bakterilerdir (Chapon ve ark., 2002).
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. pH Parametresinin Onemi ilelgili Yapilan Cahsmalar

Furlan ve ark. (1997) yedi tane yenilebilir mantar susuyla calismislardir.
Petrideki misel gelisim hizlarini gozlemledikleri ¢alismada, Pleurotus ostreatus un
pH 5, 5.6 ve 6.4'te misel gelisim hizlarinin aynmi oldugunu belirtirlerken, pH 4'te
diger pH’lara gore daha yavas bir gelisimin gdzlendigini tespit etmislerdir.

Medeiros ve ark. (1999) Pleurotus ostreatus ile ilgili yaptiklar: bir calismada,
dustk pH dizeyinin lakkaz aktivitesi Uzerine pozitif bir etkisinin oldugunu ve en
yiksek lakkaz enzim dizeyinin pH 6.0-6.5 arasinda gergeklestigini tespit etmislerdir.

Weitz ve ark. (2001) isildayan Basidiomycetes mantarlarla yaptiklar: bir
caismada, pH nin gelisimi  etkiledigi gibi, 1sildamayr da etkiledigini tespit
etmislerdir. Gelisimlerindeki optimum pH Armillaria mellea ve Omphal otus olearius
(sinonim Pleurotus olearius, Clitocybe illudens) icin 3.5 iken, Mycena citricolor
(sinonim Omphalia flavida) i¢in 4 ve Panellus (Panus) stipticus igin 3.5-4'tur. Bu
dort mantar arasinda pH araligi en fazla sinirli olan P.stipticus olup, pH 4.5 ve
yukarisinda ¢ok zayif gelisim gostermektedir. DOrt mantar da pH 6'da cok zayif
gelisme gosterirken, pH 7' de hi¢ gelisim gostermemektedir. Isildama icin optimum
pH, O.olearius icin 3, A.mellea ve P.stipticus icin 3.5 ve M.citricolor igin 5-6'dur.
M.citricolor’in aksine pH 5.5 ve yukarisinda diger ¢ mantarin da igildamas: zayiftr.

Lu-Chau ve ark. (2004) yaptiklar: bir ¢alismada, bir Basidiomycetes olan
Pleurotus eryngii’ deki peroksidaz genini, bir Ascomycetes mantar: olan Emericella
nidulans a aktarmislardir. Eksprese olan bu geni tasiyan rekombinant E. nidulans
kiltdrlerinde, peroksidaz Uretiminde pH parametresinin énemli bir roli oldugunu
kanitlamiglardir. Peroksidaz bazik pH dizeylerinde inaktive olurken, asidik pH
duzeylerinde kararli olmaktadir. Bu calismada, pH 6.8'de uzun bir gelisim
déneminin yaninda, peroksidaz diizeyinde nemli oranda artis gbzlenmistir.

Shu ve Lung (2004) bir medikal Basidiomycetes olan Antrodia camphorata
ile yaptiklar: bir calismada pH dizeyinin hicre gelisiminde, ekzopolisakkaritlerin
Uretiminde ve biyopolimerlerin molekuler agirliklarimn dagiliminda etkili oldugunu
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tespit etmislerdir. Biyomas olusumunda optimum pH 4 civarinda iken,
ekzopolisakkaritler icin pH 5 civarindadir. DUsuk pH degerlerinde yiksek molekiler
agirlikli ekzopolisakkaritler ve dustk verim elde edilirken, yuksek pH degerlerinde
dustik molekiler agirlikli ekzopolisakkaritle daha yuksek verim elde edilmistir.

Berne ve ark. (2005) Pleurotus ostreatus ile ilgili yaptiklar: bir ¢calismada pH
degerinin ostreolysin isimli proteinin por olusturmasinda ve konformasyonel
stabilitesinde etkili oldugunu kamtlamislardir. Ostreolysin, por olusumunda gorev
alan bir protein olup, lipidleri birbirine baglayarak ve kolesterolca zengin lipid
bolgeleriyle 6zel bir etkilesim icerisinde bulunmaktadir. Bu proteinin bu gorevini
yerine getirebilmesi icin sik ve dogal halini korumasi gerekmektedir. Kolesterol veya
sfingomiyelinleri birbirine baglamasi i¢in pH nin 6.0-7.0 arasinda olmasi ve por
olusumunu saglamak icin ise pH degerinin 7-8 arasinda olmasi gerekmektedir.

Sarker ve ark. (2007) Pleurotus ostreatus ile ilgili yaptiklari c¢alismada,
meyva sayisinin pH 5.40'a kadar olan degerlerde arttigini, 5.40'dan yukseldikce de
azaldigini tespit etmislerdir. Biyolojik verimlilik ve ekonomik verimliligin pH 5.04'e
kadar olan degerlerde arttigim, 5.04'ten sonrasinda ise azaldigim belirtmiglerdir.

verimin 5.62'de elde edildigini ve en disik ekonomik verimin ise pH 6.51'de
gorilduguni tespit etmislerdir. Bunun yam sira bu mantarin tretimi igin en uygun
pH diizeyinin 5.40 oldugunu saptamslardir.

Neto ve ark. (2009) Basidiomycetes mantarlarin kltr besiyerinde pH
duzeyini modifiye ederek, kendi gelisimleri icin optimum deger haline getirdiklerini
tespit etmislerdir. pH parametresinin hem mantarin gelisiminde hem de Remazol
Brilliant Blue R (RBBR) boyasinin dekolorizasyonunda rol alan enzim sistemlerinde
Oonemli rolt oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar: ¢alismada, Lentinus crinitus'un en
zayif gelisimi pH 5.9'da gosterdigini, yiksek lakkaz aktivitesinin ise pH 3.5'ta
gorilduguni tespit etmislerdir. Psilocybe castanella’ min en zayif gelisimi pH 2.7’ de
gogerdigini, yuksek lakkaz aktivitesinin ise pH 4.5 ta goruldigint tespit etmislerdir.
RBBR’ nin dekolorizasyonu pH 2.5-3.5'ta maksimum diizeyde gergeklesirken, her iki
mantarin en iyi gelisim gosterdigi pH ise 4.5 a yakindir.
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Adebayo-Tayo ve ark. (2011) yaptiklar: bir calismada, bircok mantar tirinin
asidik pH duzeylerinde gelismesinin aksine, Pleurotus ostreatus'un pH 4.0-8.0
arasinda gelisebilecek yetenege sahip oldugunu ve gelisimi igin optimum pH
degerinin 8.0 oldugunu tespit etmislerdir.

2.2. Pseudomonas spp. ile Yapilan Calismalar

Cho ve ark. (2003) Pleurotus ostreatus ile ilgili yaptiklar: bir calismada, bu
mantarin bulundugu ortama floresan pseudomonadlarin inokile edilmesi sonucu,
hem primordia olusumunun tesvik edilmesi hem de basidiumlarin gelisiminin
arttirilmast  yoninde pozitif gelismelerin meydana geldigini tespit etmislerdir.
Floresan pseudomonadlarin “sar1 leke hastaligi” (Bessette ve ark., 1985) ve
“kahverengi leke hastaligi” (Munsch ve Alatossava, 2002) denilen ve mantar
kalitesini disuren ve verimini azaltan bir negatif etkiye sahip oldugu ileilgili yapilan
onceki calismalarin aksine, Cho ve ark. test ettikleri 10 farkli Pseudomonas putida
susunun 7’ sinin gelisimi tesvik edici 6zellige sahip olduklarint belirtmislerdir. Sonug
olarak Pseudomonas putida’ nin P.ostreatus misellerinin gelisimini ve primordia
olusumunu hizlandirici etkilere sahip oldugunu tespit eimislerdir.

Cho ve ark. (2008) Pleurotus ostreatus ile ilgili yaptiklart bir ¢alismada,
spesifik bakteri populasyonlar: igeren casing layerin (Ortt katmarni), primordia
olusumunda ve basidiumlarin gelisiminde o6nemli bir rol oynadigim tespit
etmislerdir. Eniyi hasat veriminin steril edilmemis casing layer iceren topraktan elde
ettiklerini belirtmiglerdir. Ayrica meyva olusumunun steril edilmemis casing layer
icerenlerde, kontrol grubuna gére 9 gin daha erken ve steril edilmis casing layer
icerenlere gore de 6 gun daha erken basladigim tespit etmislerdir. Steril edilmeyen
casing layer icerenlerde floresan Pseudomonas populasyonlarinin, steril edilenlere
gore cok daha fazla oldugunu belirten Cho ve ark., yaptiklar: calismamn sonucundan
yola c¢ikarak Pseudomonas’larin meyva olusumu ile yakindan bir iliski icerisinde
olduklarim ve P.ostreatus un gelisimini tesvik edici bir 6zellige sahip olduklarin
distinmektedirler.
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Kim ve ark. (2008) Pleurotus eryngii ile ilgili yaptiklari bir ¢alismada,
Pseudomonas sp.’larin misel gelisimi Uzerine etkisini gdzlemlemislerdir. Bakteri
inokdle edilmis petri kutularinda, olusturulan kontrol gruplarina gére misel
gelisiminin yaklasik Ug kat1 kadar daha hizl1 gergeklestigini tespit etmislerdir. Ayrica
mantar kultlr siiresinin bakteri inokile edilmis olanlarda, inokile edilmemis olanlara
gore 5 £2 giin daha erken stirdigini belirlemislerdir.

Ebadi ve ark. (2012) Agaricus bisporus ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, 1AA
(Indole-3-acetic acid) Uretme yetenegi olan B3 (Pseudomonas florescense) ve B,
(Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli) suslariin mantar verimini sirasiyla
%11.7 ve %12.7 oramnda arttirciklarini tespit etmislerdir. Ayrica Bz susunun
mantardaki protein miktarim arttirdigint belirtmislerdir. Ayrica siderofor Uretme
yetenegi olan Bs (Pseudomonas florescense) susunun demir konsantrasyonunda
artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica fosfat ¢ozebilen bakteri suslarinin
mantardaki fosfor miktarim arttirdiklarim  belirtmislerdir.  Yaptiklart calismaya
dayanarak, yenilebilen mantarlarin kiltirinde buylmeyi tesvik edici bakterilerin
kullamlmasi, mantarin veriminde ve kalitesinde artisa sebep olmasinin yaminda,
saglikl1 yiyecek Uretimine de fayda sagladigi sonucuna ulasmislardr.

Young ve ark. (2012) Agaricus blazei kalturt ile ilgili yaptiklar: ¢calismada,
hic bakteri asilanmamis kultire (kontrol) gore, Pseudomonas resinovorans ve
Pseudomonas alcaliphila suslarinin bulundugu kilturlerde misel gelisiminin pozitif
yonde etkilendigini tespit etmislerdir. Misel gelisimine pozitif katkilarimin olmasina
karsin, Pseudomonas alcaliphila inoklle edilmis kilttrlerde toplam taze kaltur
verimininde ve biyolojik verimlilikte kontrole gére 6nemli oranda bir azalma oldugu
tespit edilmistir. Bunun yam sira Pseudomonas resinovorans inokile edilmis
kilturlerde toplam taze hasat veriminin kontrole gore %59 oraninda arttigini tespit
etmislerdir. Pseudomonas suslar1 ile birlikte Exiguobacterium sp., Microbacterium
esteraromaticum ve Arthrobacter sp. suslarimin inokile edildigi kultirlerde, hasat
zamamnin 10-27 gun arasinda degisen bir sire kadar kisaldigint belirtirlerken,
Pseudomonas alcaliphila inokule edilmis kaltirlerdeki mantarin hasat slresinin

kontroltin aksine (67 gun) 40-41 gun strdigund kanitlamiglardr.
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Zarengjad ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada 14 cesit yenilebilir mantarin
yetistirildigi ciftliklerden aldiklar1 toprak Orneklerinden izole ettikleri bakterilerin
cogunun Pseudomonas oldugunu tespit etmislerdir. Bu bakterileri Agaricus bisporus
yetistirilmesi igin hazirlanan casing layerl plastik torbalara asilamislardir. Sonugta,
mantar Uretimi sirasinda Pseudomonas larin sayisinin arttigin ve mantarin verimi ile
Pseudomonas sayisi arasinda pozitif bir iliski oldugunu tespit etmislerdir. izole
edilen bakterilerin %97’ si yuksek konsantrasyondaki 1-octen-3-ol varliginda gelisme
gogerebildikleri ve ayrica izole edilen bakterilerin %52’ sinin mineralleri ve
%36’ sinin organik fosfatlarr ¢ozebildiklerini belirlemislerdir. A.bisporus mantarinin
Uretiminde en iyi etkiyi Pseudomonas'lar icinde Pseudomonas putida suslarinin
gogerdigi ve Uretimde yaklasik %14 oraminda artis sagladiklar: tespit edilmistir.
Ayrica bu calismada, toplam bakteri sayisimin A.bisporus kultlirli sirasinda sabit
kalirken, pseudomonad popilasyonunun arttigim gozlemlemislerdir.
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3. MATERYAL VEMETOD
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Organizmalar

Arastirma materyali olan Pleurotus ostreatus Biyoloji bolimi Mikrobiyoloji
Laboratuvart’ ndan temin edilmistir. Test organizmast olan Pseudomonas sp. Suslari
ise Cukurova Universitesi kampiisiindeki kirsal ozellikleri ve dogal yapisi fazla
degismemis olan maki alanlarindan ve Ozellikle toprakta dogal olarak yetismis
mantarlarin  bulundugu alanlardan alinan toprak orneklerinden izole edilmistir.
Pseudomonas aeruginosa susu ise Balcali  Hastaness  Mikrobiyoloji
Laboratuvart’ ndan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

TUm besiyerleri hazirlandiktan sonra, otoklavda 121°C’de 1.2 atm’de 20 dk.
steril edilmistir ve steril edildikten sonra kullanlmstir.

3.1.2.1. Pleurotus ostreatusicin Kullamlan Besiyerleri
3.1.21.(1). CYM (Complete Yeast Medium) Agar
Miselin gelisimi icin, stoklarin hazirlanmasinda ve farkli pH diizeylerindeki

misel gelisiminin  kat1 besiyerinde gozlemlenmesi amaciyla Kkullanmlmustir.
Besiyerinin icerigi Perkins (1969)’ e gore belirlenmistir.

23



3.MATERYAL VE METOD Isil UNTAC

Bilesimi (g\L)
Pepton 2
Maya ekstrakti 2
Glikoz 20
MgSO,.7H.0 0,5
KH2PO, 0,46
K2HPO, 1
Agar 20

Sekil 3.1. Pleurotus ostreatus misellerinin gelisiminin CY M-Agar besiyerindeki
gorinuimu

3.1.2.1.(2). CYM (Complete Yeast Medium)

Farkli pH dizeylerindeki misel gelisiminin sivi besiyerinde gézlemlenmesi

amaciyla kullanilmistir. Besiyerinin igerigi Perkins (1969)’ e gore belirlenmistir.
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Bilesimi (g\L)

Pepton 2

Maya ekstrakti 2

Glikoz 20

MgSO,.7H,0 0,5

KH2PO,4 0,46

K2HPO, 1

3.1.2.2. Pseudomonas sp. izolasyonu ve Gelisimi icin Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.2.(1). GSP (Glutamate Starch Phenol Red) Agar

Bu besiyeri Pseudomonas larin

identifikasyonunda kullanmlmstir. Bu

besiyerinde Pseudomonas ve Aeromonas tirleri neredeyse tamamen selektif olarak

Uremektedir. Pseudomonaslar bu besiyerinde 2-3 mm ¢apli, mor renkli, gevresi

kirmiz1 koloniler seklinde Urerler (Anonymous, 1978). Besiyerinin selektivitesini

arttirmak icin hazirlanan besiyerine 30 mg/L Sefazolin eklenmistir.

Bilesimi
Sodyum-L*-Glutaminat
Suda ¢ozUnur nisasta
KH>PO,

MgSO,

Fenol kirmizisi

Agar

25

(g\L)
10

20
2
0,5
0,36
12
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Sekil 3.2. Pseudomonas aeruginosa’ mmin GSP-Agar besiyerindeki gorinimi

3.1.2.2.(2). GSP (Glutamate Starch Phenol Red Agar Base)

Bu besiyeri bakteri izolasyonunun ilk asamasinda toprak drneklerinin inkiibe

edilmesi icin kullanmlmstir (Anonymous, 1978).

Bilesimi
Sodyum-L*-Glutaminat
Suda ¢ozUnur nisasta
KH>PO,

MgSO,

Fenol kirmizist

26

(g\L)
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20
2
0,5
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3.1.2.2.(3). Nutrient Agar

Saf kultdr olarak segilmis bakteri suslarinin stogu amaciyla kullani mistir
(Anonymous, 1978).

Bilesimi (g\L)
Pepton 10
Et 6zitd 10
Maya 0zUtu 5
Glukoz 1
Agar 15

3.1.2.3. Biyokimyasal Testlerde Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.3.(1). SIM Agar

Bakterilerin hareketliligini belirlemede, H,S ve indol olusumunu belirlemede

kullanilan besiyeridir (Anonymous, 1978).

Bilesimi (g\L)
Kazein peptonu 20
Et peptonu 6,6
Amonyum Fe(l11) sitrat 0,2
Na-tiyoslfat 0,2
Agar 3
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3.1.2.3.(2). Clark-Lubs Besiyeri

deneyi

Bakteri identifikasyonunda metil kirmizisi testi ve Voges-Proskauer (VP)

icin kullanmigtir (Cetin, 1968).
Bilesimi (g\L)
Pepton 7
Glukoz 5
K2HPO,4 5

3.1.2.3.(3). TSI (Triple Sugar Iron)

Bu besiyeri ile yapilan testle birlikte bakterinin laktoz, siikroz ve glikozu

kullanip kullanmadig: belirlenir ve ayrica asit, gaz, H»S olusumu tespit edilir (Cetin,

1968).

Bilesimi (o\L)
Pepton 20
Laktoz 10
Siukroz 10
Glikoz 1
NaCl 5
Ferro amonyum stilfat 0,2
Sodyum tiyosilfat 0,2
Agar 13
Fenol kirmizisi 0,025
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3.1.2.3.(4). Simmons Sitrat Besiyeri

Karbon kaynagi olarak yanlizca sodyum sitrat bulunan besiyerinde,
bakterilerin sitrat1 parcalayip parcalamadiklarint belirleyen bir test icin kullarnilan bir
besiyeridir (Cetin, 1968).

Bilesimi (g/L)
NaCl 5
Magnezyum slilfat 0,2
Amonyum dihidrojen fosfat 1
Dipotasyum fosfat 1
Sodyum sitrat 2
Agar 20

3.1.2.3.(5). Jelatin Besiyeri

Jelatinin hidrolizini belirlemek amaciyla kullamilan bir besiyeridir (Cetin,
1968). Bilesimi modifiye edilerek kullanilmistir.

Bilesimi (g\L)
Pepton 1

Et 6z{tl 1
Jelatin 350
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3.1.2.3.(6). Nutrient Buyyon Besiyeri

Bakterilerin 4°C ve 42°C'de Ureme davranslarim gozlemlemek amaciyla

kullanilmistir (Anonymous, 1978).

Bilesimi (g\L)
Pepton 10
Et 6zitd 10
Maya 0zUtu 5
Glukoz 1

3.1.2.3.(7). DLA (Desoxycholat Lactose Agar)

Bakterilerin laktozu kullamp, kullanmadiklarint belirleyen bir besiyeridir
(Anonymous, 1978).

Bilesimi (g/L)
Pepton 10
Laktoz 10
NaCl 5
Sodyum sitrat 2
Sodyum dezoksikolat 0,5
Notral kirmizisi 0,033
Agar 12,5
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3.1.2.3.(8). KingsMedium B

Pseudomonas spp.’larin pigment  olusumunu  gdzlemlemek amaciyla
kullanilan bir besiyeridir (Nohit ve ark., 2008). Besiyerinin icerigi modifiye edilerek

kullanil mstur.

Bilesimi (g/L)
Kazein peptonu 10
Et peptonu 10
K,HPO, 1,5
MgS0,.7H,0 1,5
Agar 12

(10 ml gliserol eklenip, 990 ml distile su ile hazirlanir.)
3.1.2.3.(9). King's M edium A
Pseudomonas spp.’larin pigment olusumunu gozlemlemek amaciyla

kullanilan bir besiyeridir (Nohit ve ark., 2008). Besiyerinin icerigi modifiye edilerek

kullanil mstur.

Bilesimi (g/L)
Jelatin peptonu 20
MgCl, 1,4
K2SO, 10
Agar 12,6

(10 ml gliserol eklenip 990 ml distile su ile hazirlanir.)
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3.1.2.3.(10). Nitrat Besiyeri

Bu besiyeri nitrat rediksiyonu igin kullamlir. Bilesimi modifiye edilerek
kullanilmistir (Cetin, 1968).

Bilesimi (g/L)
Tripton 5
Pepton 5
KNO; 1
Glikoz 0,1
Agar 10

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1. Meil Kirmiaa Cozeltis

Metil kirmizisinin 6nce alkolde eritilmesi, sonra damitik suyun ilave
edilmesiyle hazirlanan bir ¢ozeltidir (Cetin, 1968).

Bilesimi

Metil kirmizisi 029
%095’ lik etil alkol 300 mL
Distile su 200 mL
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3.1.3.2. Kovacs COzeltisi

Para-dimetil-amino-benzaldehit alkolde eritildikten sonra HCI ilavesiyle
hazirlanan bir ¢ozeltidir (Cetin, 1968).

Bilesimi

Para-dimetil-amino-benzal dehit 59
Amil veya butil alkol 75 mL
%37’ lik HCI 25mL

3.1.3.3. Gram'in iyot Cozeltis

Gram boyama yapilirken kullanilan, mordan 6zelligi olan bir ¢ozeltidir. Tyot
ve potasyum iyodurin bir havanda iyice ezilmesinden sonra, azar azar su ilave
edilerek eritmeye calisilir ve bir siseye aktarilir. Hepsi eritilince damitik su 300 mL’ e
tamamlanir (Cetin, 1968).

Bilesimi

Iyot 1g
Potasyum iyodir 29
Damitik su 300 mL

3.1.3.4. Kristal Viyole Cozeltisi

Gram boyama yapilirken kullanilan ilk boyadir (Cetin, 1968).

Bilesimi
Kristal viyole 059
Damitik su 100 mL
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3.1.3.5. Karbol Fiksin Cozeltis

Gram boyama yapilirken kullanilan ikinci boyadir (Cetin, 1968).

Bilesimi

Karbol fuksin 19

Damitik su 19 mL
3.2. Metod

3.2.1. Pleurotus ostreatus Misellerinin Farklh pH Duzeylerinde Gelisiminin

Gozlemlenmes

Farkli pH diizeylerindeki misel gelisimlerinin gdzlemlenmesi icin CY M-Agar
ve CYM siv1 besiyeri kullamlmigtir. P.ostreatus misellerinin gelisimi icin 30°C’lik
etlivde inkibasyon yapilmistir. Besiyerinin pH dizeyi ayarlanirken %37'lik HCI ve
NaOH cozdltileri kullanidmustr.

3.211. Farkh pH Duzeylerinin Misad Gelisimine Etkisnin Sivi CYM
Besiyerinde Gozlemlenmes

Hazirlanan CY M besiyerinden 100 er ml, 14 tane 250 ml’ lik erlenlere konur.
Her birinin pH dizeyi pH metre ile 1'den 14'e kadar olacak sekilde ayarlanir.
Otoklavda sterilizasyon isleminden sonra, erlenlerin 1sisinin diismesi  beklenir.
Bistlri yardimiyla esit biyuklikte kesilen ve kenar uzunlugu 1 cm olan misel
parcalari, erlenlere aktarilarak 30°C’ de yaklasik 15 giin boyunca gelismeye birakilir.
Misel erlendeki besiyerinin yizeyinin tamamini kapladiktan sonra, meydana gelen
gelisim farkliliklart not edilir. Ayrica her bir erlendeki besiyerinin pH dizeyinin
gelisimden sonraki durumu olculir ve ilk bastaki pH dizeyi ile karsilastirilir.
Miseller alinarak o andaki agirliklar: (yas agirlik) hesaplanir. 1 giin oda sicakliginda
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bekletilen misellerin agirliklart ise oda kuru agirlik olarak hesaplanmir. 1 gunde
kaybettikleri su miktar1 % olarak hesaplamp kaydedilmistir.

RN ARG R
AWMHW

Sekil 3.3. 'Farkh pH duizeylerindeki sivi CYM besiyerlerinde gelisen misellerin
gortnimii

3.212. Farkh pH Duzeylerinin Misd Gelisimine Etkisnin Kat1i CYM

Besiyerinde Gozlemlenmes

CYM-Agar besiyeri icin agar katiimadan once pH dizeyi ayarlanir. 3'ten
14’e kadar degisen pH araliklarinda ayarlanmis erlenlerdeki CYM besi yerleri,
otoklavda steril edilir. Otoklavdan cikarilan besiyerleri petri kutularina dokualir.
Bistlri yardimiyla esit biyuklikte kesilen ve kenar uzunlugu 1 cm olan misel
parcalar: petri kutularimn her birine yerlestirilir ve etlivde 30°C’de gelismeye
birakilir. Ortalama degerler elde edilmesi icin her bir pH dizeyinden 5 petri kutusu
CYM-Agar besiyeri hazirlanmis ve 5 petri kutusundaki misel gelisimlerinin ginltk
hizlar1 6lgllerek ortalama degerleri hesaplanmistir. Farkli pH dizeylerindeki petri
kutularinda gelisen misellerin gelisim hizlart gunlik olarak dlgulup kaydedilmis ve
gelisim durumlar1 karsilastirilmistir.

3.2.2. Bakteri izolasyonu
Kampusiin gesitli yerlerinden alinan toprak 6rnekleri saf su ile karistirilip, bir
gun boyunca topragin dibe ¢okmesi icin bekletilmistir. Ertesi giin tst kissmdan alinan

sivi, Ornek olarak kullanilmustir. Farkli yerlerden hazirlanan toprak orneklerinden
100'er uL alinarak 5 mL’lik sivi GSP besiyeri iceren tUplere konulmustur. 48 saat
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boyunca 37°C’de etlivde inkiibasyona birakilan tipler icerisinden, besiyerinin
renginin kirmizi-mora donustigl tupler secilmistir. GSP besiyerinde kirmizi-mor
renk veren toprak ornekleri sulandirildiktan sonra GSP-Agar iceren petrilere yayma
metoduyla ekilmistir. Tek dusen kirmizi-mor renkli koloniler secilmistir. Bu
koloniler daha sonra kullamimak Uzere Nutrient Agar’'li egik kati iceren tlplere
ekilmistir.

3.2.3. Bakterilerin identifikasyonu icin Yapilan Testler

3.2.3.1. Gram Boyama

Gram boyama yapilmadan 6nce, ortasina bir damla su konulan lamin Uzerine
O0ze yardimiyla bakteri yayilir ve havada kurumaya birakilir. Alevden gegirilerek
tespit edilmis preparasyonlarin tzerine ilk 6nce kristal viyole konur ve 2 dakika
beklenir. Daha sonra boya dokulir ve Gram'in iyot ¢ozeltisi konur. 2 dakika
bekletildikten sonra alkolle, ara sira su ile yikanarak, preparasyondan mor boya
akmayincaya kadar muamele edilir. Preparasyon tekrar su ile yikanir. Zit boya olarak
karbol fiksin ile 30 saniye boyanir ve tekrardan su ile yikamr. Lamlar kurutma
kagitlar1 arasinda kurulanmr. Boyamamn sonucunda Gram pozitif bakteriler mor,
Gram negatif bakteriler kirmizi boyanirlar (Cetin, 1968).
Saf kultdr halinde olan bakteri suslarina Gram boyama yapilmistir ve Gram
negatif basil bakteriler secilmistir.

3.2.3.2. Katalaz testi

Baz1 bakterilerin dehidrogenaze denilen solunum enzimleri vardir. Bu
enzimlerin etkisi ileilgili olarak oksijenin bir hidrojen akseptort gibi is gbrmesi ile
hidrojen peroksit (H20,) tesekkil eder. Katalaz enzimi hidrojen peroksiti parcalayan
bir enzimdir. Zorunlu aerob bakterilerde en fazla olmak Gzere bakterilerin cogunda

bu enzim vardir. Zorunlu anaerob bakterilerde bu enzim bulunmaz.
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Katalaz deneyi icin bakterinin 37°C’deki 24 saatlik kulttri kullanir.
Hidrojen peroksitin %30’ luk ¢ozeltisinden bir damla Greyen yuzeye akitilir. Siratle
gaz kabarciklarinin meydana gelmesi bu reaksiyonun pozitif oldugunu gosterir.
Herhangi bir gaz kabarciginin olusmamasi negatif sonucu gosterir (Cetin, 1968).

Sekil 3.4. %30’ luk H,O, damlatiimasi sonucu kabarcik olusturan katalaz pozitif
bakterilerin gérinima

3.2.3.3. Oksidaz Testi

Sitokrom oksidaz demir porfirin grubundaki enzimlerden biri olup, dogada
yaygin olarak bulunmaktadir. Bu enzim indirgenmis sitokrom-C’yi okside eder ve
boylelikle kendisini indirgenmis ve inaktif forma donusturdr. Elektronlarin
molekiler oksijene transferi sayesinde, indirgenmis sitokrom oksidaz tekrar degisime
ugrar ve aktif forma donusiur. Molekuler oksijenin varliginda sitokrom oksidaz
(sitokrom-C sistem), organik maddelerin tim gruplarint indirgeyebilmektedir.
Bunlara 6rnek olarak, indofenol mavisi molekilinin yogunlasmasinin olusumu ile
ilgili olan NaDi ayiraci (1-naphtol+dimetilparafenilen diamin) verilebilir (Cetin,
1968). Bu test oxidase strip kit (Merck, 1.13300.0001) ile yapilmistir. Bakterilerin 24
saatlik Kkdlttrleri kullamlmustir ve bakteriler 6ze yardimi ile striplerin ucundaki
reaksiyon zonuna surtlmastdr. 20-60 sn. sonrasinda, oksidaz pozitif bakteriler mavi
rengin meydana gelmesi ile anlasilirken, oksidaz negatif bakteriler sar1 rengin
meydana gelmesiyle tespit edilmektedir.
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e

Sekil 3.5. Oksidaz pozitif (koyu mavi renk) ve oksidaz negatif (sar1 renk) bakterilerin
gorinuimu

3.2.3.4. Jelatin Hidrolizi Testi

Bu test mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinaz enzim sentez
yetenegini 6lgmede kullanilir. Jelatinli besiyeri yuksek tabakali jeloz seklinde tuplere
hazirlanir ve bakterilerin 24 saatlik kaltirlerinden igne 6zeyle batirma kiltdr
seklinde ekim yapilir. TUpler 37°C de 15 giin kadar inkuibe edilir. Bu slire sonunda
kontrollerle birlikte buzdolabina kaldirilir. Jelatinin hidrolize edildigi durumlarda,
buzdolabindan c¢ikarilinca, jelatinli ortamin sivi halinde oldugu ve katilasmadigi
gordldr. Bu, pozitif sonug olarak degerlendirilir. Negatif durumlarda tipteki sivi
jelatinli besiyeri katilagir (Cetin, 1968).

3.2.35. Mdil Kirmias Testi

Bu test, bakterilerin glikozu fermente ederek organik asit olusturma
yetenegini saptamak amaciyla kullamlimustir. Bu deney icin tipteki 5 mL Clark-Lubs
besiyerine bakterinin 24 saatlik buyyon kultiriinden bir 6ze ekilir ve 37°C'de 2-4
gun bekletilir. Kultire, 5 damla turuncu renkteki metil kirmizisi ayraci damlatilir ve
tup calkalamir. Kirmizi renk pozitif, sart renk negatif reaksiyonu gosterir (Cetin,
1968).
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3.2.3.6. Sitrat Te<ti

Bakterilerin sitrat1 parcalayip, parcalayamadiklarimi gosteren bir testtir.
Bakterilerin 24 saatlik kdltdrleri, 5 mlI’lik egik kat1 seklinde hazirlanan Simmon’s
sitrat besiyeri iceren tlplere 6ze ile ekilir. Tlpler 37°C’de 3-4 gun bekletilir. Bakteri
sitrat1 kullamyorsa indikator mavi renk alir (Cetin, 1968).

Sekil 3.6. Sitrat poziti-f (mavi renk) ve sitrat negatif (yesil renk) bakterilerin
gOrunuma

3.23.7.SIM Testi

5 ml'lik yumusak agarli besiyeri iceren (SIM agar) tuplere, bakterilerin 24
saatlik kultrleri igne dze ile batirma seklinde ekilir. Tupler 37°C’ de 1-4 giin inkiibe
edilir (Anonymous, 1978).

Hareketsiz bakteriler yalmz ignenin batirildigi ¢izgi boyunca trer, besiyerinin
diger kissimlar1 seffaf kalir. Hareketli bakteri ise bu cizgiden besiyerinin icine dogru
yayilarak trer. Uremeden dolay1 besiyeri hafif opak olur ve bunu gozle gérmek

mumkdnddir.
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Bazi bakteriler sistin ve diger kikart ihtiva eden bilesiklerden bir kismini
kokortli  hidrojen teskil ederek parcalayabilirler. H,S olusturan bakterilerde,
bakterilerin tUredigi bolgede koyu siyah renk meydana gelir.

Baz1 bakteriler triptofam parcalayarak indol teskil ederler. Triptofan indol
halkasi ihtiva eden ve kullanilan peptonlarda hemen daima bulunan bir aminoasittir.
Indol olusumunu test etmek icin, 37°C’de bakterilerin Uredigi tuplere birkag damla
Kovac's ayraci ilave edilir ve tupler calkalanir. Koyu kirmizi bir rengin husuli indol
mevcudiyetini gosterir (Cetin, 1968).

3.2.3.8. TSI Deneyi

Bu deney icin 5 ml egik kat1 TSI besiyeri iceren tlpler kullanilir. Bakterilerin
24 sagtlik kaltdrlerinden igne 6ze ile alimr ve tlpin dip kismina bir iki defa
batirilarak ekim yapildiktan sonra, egri yuzeyine de yayma ekim yapilir. Tupler
37°C'de 24 saat birakilarak bakterinin asit, gaz ve H,S teskili incelenir. Gaz teskil
ederek veya etmeyerek laktoz ve sakkarozdan asit teskil eden bakteriler Grediginde
besiyerinin her tarafi sar1 renk alir. Gaz tesekkil etmisse besiyeri parcalanir.
Besiyerinde bulunan U¢ sekere de tesir etmeyen bakteri Urediginde besiyerinin her
taraft kirmizi kalir. Boyle bir bakteri Pseudomonas olabilir. Gaz teskil ederek ya da
etmeyerek dip kismu sari, egri ylzeyi kirmuzi yapan bakterinin daha fazla
incelenmesi lazimdir. Besiyerinde H,S teskil eden bakteriler, jelozun rengini
siyahlastirirlar. Fazla H,S meydana geldiginde jelozun her tarafi siyah renk alir
(Cetin, 1968).
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Sekil 3.7. TSI besiyerinde hem uist kisimda hem de dip kissmda kirmizi renk veren
bakterilerle, besiyerinde renk degisiminin gerceklesmedigi bakterilerin
gOruntmut

3.2.3.9. DLA Testi

DLA besiyeri, Koliform bakterilerin izolasyonunda ve identifikasyonunda
kullamlmaya yarayan selektif bir besiyeridir. Bu besiyeri Gram pozitif floray: yeterli
diizeyde inhibe etmekle beraber, Koliform bakterilerin fazla olumsuz etkilenmeden
gelismelerine misaade edecek dizeyde dusik dezoksikolat ve sitrat icermektedir.
Laktozun parcalanmip ortamin asitlestigini gostermek Uizere, bir yandan pH indikatoru
olan ndtral kirmizinin rengi pembeye donerken, diger yandan koloninin cevresi
presipite olmus safra asitleri ile cevrilir. DLA besiyeri iceren petrilere, bakterilerin
24 saatlik kdltdrlerinden 6ze kullamlarak azaltma yontemi ile ekim yapilir ve
37°C’'de 24 saat inkiibasyona birakilir. Degerlendirmede laktoz negatif koloniler
renksiz bir sekilde gordllrler. Laktoz negatif bakterilere Salmonella, Shigella,
Proteus veya Pseudomonas drnektir (Anonymous, 1978).
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3.2.3.10. 42°C ve 4°C’de Ureme Testi

Bakterilerin 24 saatlik kilttrlerinden 6ze ile alinip sivi Nutrient besi yerlerine
ekilir. Tupler 42°C’ de ve 4°C’de 1 giin inkuibe edilir ve tireme olup olmacdig: kontrol
edilir. Pseudomonas aeruginosa 42°C’ de ureyebiliyorken, 4°C’ de treyememektedir.
Pseudomonas putida ve Pseudomonas fluorescens 42°C’de Ureyemezken, 4°C’de
Ureyebilmektedirler (Blazevic ve ark., 1973; lan, 1969).

3.2.3.11. Pigment Testi

Bakterilerin 24 saatlik kiltlrlerinden 6ze ile alimip, petri kutusunda azaltma
yontemi ile hem King’'s Medium B hem de King's Medium A iceren petri kutularina
ekim yapilir. Petriler oda sicakliginda inktibe edilir. King’s Medium A’ da kolonilerin
etrafinda mavi-yesil renkte bir zon olusumu pyocyanin pigmentinin varligim
gogerirken, kirmizi-koyu kahverenginde bir zon olusumu pyorubin pigmentinin
varligint gosterir. King's Medium B’ de kolonilerin etrafinda sarims: yesil renginde
bir zon olusumu fluorescein pigmentinin varhgim gostermektedir (Nohit ve ark.,
2008).

Sekil 3.8. King’'s Medium B’ de Pseudomonas aeruginosa’ nin fluorescein
pigmentinin géranimu
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3.2.3.12. Nitrat Te<ti

Nitrat rediksiyonu deyince bakterilerin etkisi ile nitratlarin kaybolmas: ve
daha az okside olmus bazi maddelerin husulti olaylarimn hepsi anlasilir. Nitrat,
hidrojen akseptorii gibi vazife gorerek Uremeyi destekler. Bakterilerin ¢ogu
rediksiyonu nitrit devresinden 6teye gotiremez. Bazi sartlarda redilksiyon amonyak
devresine, hatta bazen molekil azota kadar ilerleyebilir (Cetin, 1968).

Nitrat diskleri organizmanin nitrat1 indirgeme yetenegini belirlemek amaciyla
kullanilir. Bu test, uygun elektron dondri varliginda nitratin nitrite rediksiyonunda
gorev alan nitrat rediktaz enziminin belirlenmesini icerir. Bu enzimin varligi, uygun
kolorimetrik ayirag ile belirlenir. Nitratin, nitrite ve nitrojen gazina indirgenmesi,
genellikle organizmanin oksijeni nitrattan elde ettigi anaerobik kosullarda
gerceklesir.  Fakiltatif  anaeroblarin ¢ogu  oksijen  yoklugunda  nitrati
indirgemektedirler. Enterobacteriaceae’ lerin ¢ogu nitrat1 indirgerler. Bu aneorobik
solunum, inorganik maddelerin enerji Uretimi icin elektron akseptor olarak oksijen
sagladigi bir oksidasyon sirecidir. Nitrat indirgenmesinin son Urtn ihtimalleri,
bakteri tirlerine baglidir. En ¢ok bilinen son Grun, nitritin indirgenmesi sonucu
olusan molekuler nitrojendir. Cevresel kosullara bagli olarak, bu drinler genellikle
daha ileriye oksitlenmez veya hicre metabolizmasinda birikmezler, fakat
cevresindeki ortama salgilanirlar. Bu test nitrat disk kiti (Fluka, 51138) ile
yapilmistir. Bakterilerin 24 saatlik kdltUrlerinden 6ze ile alinip, petrilerde
hazirlanmis nitrat besiyerine azaltma yontemi ile ekilir ve 37°C’ de inkuibe edilir. 1
gunlik inklbasyon siiresinden sonra, Ureyen kolonilerin Gizerine diskler yerlestirilir.
Nitrat pozitif bakteriler pembe-kirmizi rengin meydana gelmesiyle anlasilir.
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Sekil 3.9. Pembe-kirmizi renk veren nitrat pozitif bakterilerin gérunim

3.2.3.13. Voges-Proskauer Testi

Bu deney Kkarbonhidrat metabolizmasimin ara Grind  olan  asetil-
metilkarbinolin husule gelmesi esasina dayanir. Bu madde KOH ve hava
mevcudiyetinde diasetile okside olur. Diasetil ise a-naftol ve peptonda bulunan bir
amino asit olan arginin mevcudiyetinde 2-4 saat zarfinda karisima kirmizi bir renk
verir. Ayrraglar ilave edildikten sonra sonuclari okumak icin 4 saatten fazla
beklenmemelidir. Bakterinin 24 saatlik buyyon kultirinden bir 6ze, tlpteki 5 mL
Clark Lups besiyerine ekilir. 37°C’de 2-4 gun bekletilir. Daha sonra bu kultire
ayrraglardan damlatilir. 1 mL kdltore %5'lik a-naftol ¢ozeltisinden 0,6 mL ve
%40 ik KOH c¢ozeltisinden 0,2 mL ilave edilir, iyice calkalanir. 37°C’lik etiive
konan tuplerde 2-5 saatte sonu¢ okunur. Bazen 5-10 dakikada bile ylzeyde kirmizi
renk husule gelmeye baglar ve gittikge besiyerine yayilir. Besiyeri pembe-kirmizi bir
renk alir (Cetin,1968).
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3.2.4 Pseudomonas suslarimin Pleurotus ostreatus un Misel Gelisimi Uzerine
Etkilerinin Belirlenmes

Secilen 23 tane sus, Pleurotus ostreatus miselleriyle birlikte, her iki tip
organizmanin da treyebildigi CYM-Agar besi yerine sekil 3.10"da goruldugi gibi bir
tarafta bakteriler, diger tarafta mantar olmak izere petri kutularina ekilmistir. ki
petri kutusuna da sadece mantar ekilmistir ve gelisim durumu kontrol amaclh
kullamlmustir. Petri kutular: 30°C’de etiivde gelismeye birakilmistir. Boylece hem
bakteriler ile birlikte (temas halinde) gelisen misel hem de bakteri ile direkt temas
halinde olmayan bolgelerde gelisen misellerin gelisimleri kontrol edilmistir.

Sekil 3.10. CYM-Agar besiyerine bakteri ve mantarin karsilikli olarak ekilmesi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Pleurotus ostreatus un Farkli pH Duizeylerindeki Misel Gelisimi

4.1.1.1. Pleurotus ostreatusun Kat1 Besyerinde Farkh pH’lardaki Misel
Gelisiminin Belirlenmes

3'ten 14’ e kadar degisen pH dizeylerinde ayarlanan ve petri kutularina dokulen
CYM-Agar besiyerlerinde gelisen misellerin 2., 3., 4., 7., 8., 9., 10,, 11. ve 14.
gundeki gelisimleri kontrol edilip, misel ¢aplart 6l¢ulmistir. Ayrica her bir pH
duzeyinde gelisen misellerin petri kutusundaki besiyerinin yizeyini tamamen
kapladig1 siire de not edilmistir ve sonuglar tablo halinde duzenlenmistir (Cizelge
4.1).
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Cizelge 4.1. Pleurotus ostreatus un CY M-Agar besiyerinde farkli pH diizeylerindeki

gunlik misel gelisim caplarinin

Olcim sonuglart (T.K.: Tamamen

kapladh)
pH | 2.gln | 3.glUn | 4.gun | 7.gun | 8. gUn | 9. gun | 10. gun | 11. gln | 14. gun
3 1,8cm | 22cm | 29cm | 56cm | 6,4cm | 7,2cm | 8,0cm 8,4 cm T.K.
35 {19cm | 28cm | 3,7cm | 6,3cm | 7,1cm | 7,8cm | 85cm T.K. -
4 2,1cm | 30cm|42cm | 68cm | 76cm | 83cm | 86cm T.K. -
45 |21cm|32cm |41cm | 70cm | 7,8cm | 85cm T.K. - -
5 21cm | 28cm | 41cm | 7,9cm | 8,6 cm T.K. - - -
55 | 22cm |33cm|41cm | 79cm | 8,7cm T.K. - - -
6 2,2cm | 3,2cm | 3,9cm | 7,8cm | 8,5cm T.K. - - -
65 | 22cm |35cm | 46cm | 80cm | 8,7cm T.K. - - -
7 23cm | 3,7cm | 5,1cm | 8,4cm T.K. - - - -
75 | 23cm|38cm|52cm | 85cm T.K. - - - -
8 21cm | 30cm | 42cm | 7,6 cm | 8,5cm T.K. - - -
85 |2,1cm |33cm|47cm | 79cm | 8,7cm T.K. - - -
9 21cm | 29cm | 3,9cm | 7,3¢cm | 8,4 cm T.K. - - -
95 | 22cm |33cm|46cm | 82cm | 8,7cm T.K. - - -
10 | 2,2cm | 35cm | 4,8cm | 8,3cm T.K. - - - -
105 | 2,3cm | 3,6cm | 49cm | 8,4cm T.K. - - - -
11 22cm | 3,4cm | 4,7cm | 8,2cm T.K. - - - -
115 | 22cm | 3,3cm | 4,6 cm | 8,2cm T.K. - - - -
12 22cm | 3,2cm | 44cm | 7,4cm | 8,3 cm T.K. - - -
125 | 22cm | 3,4cm | 44cm | 7,2cm | 7,7¢cm | 8,3 cm T.K. - -
13 |22cm | 3,1cm | 40cm | 6,7cm | 7,4cm | 8,2cm T.K. - -
135 |22cm |3,1cm | 38cm | 63cm|70cm|78cm | 85cm T.K. -
14 (19cm|28cm |39cm |62cm | 7,2cm | 7,8cm | 8,4cm T.K. -
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Sekil 4.1. pH 3'te P.ostreatus misellerinin 14. giinde petri kutusunda gosterdigi
gelisim

Sekil 4.2. pH 5'te P.ostreatus misel Ierinn 9. gunde petri kutusunda gosterdigi
gelisim
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Sekil 4.3. pH 7.5'te P.ostreatus misellerinin 8. guinde petri kutusunda gosterdigi
gelisim

Sekil 4.4. pH 10’ da P.ostreatus misellerinin 8. giinde petri kutusunda gosterdigi
gelisim
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Sekil 4.5. pH 12'de P.ostreatus misellerinin 9. gunde petri kutusunda gosterdigi
gelisim

Sekil 4.6. pH 14’ de P.ostreatus misellerinin 11. gtinde petri kutusunda gosterdigi
gelisim
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4.1.1.2 Pleurotus ostreatusun Sivi Besiyerinde Farkh pH’lardaki

Gelisiminin Belirlenmes

Misel

l'den 14'e kadar degisen pH dizeylerinde ayarlanan ve erlenlere konulan

CYM besiyerlerinde gelisen misellerin gelisim durumlari, yas ve oda kuru agirliklar

hesaplanmistir. Ayrica erlenlerde bulunan CYM besiyerinin ilk bastaki pH dizeyi

ile, misel gelisimini tamamladiktan sonraki
yapilmistir. Sonuglar tablo halinde diizenlenmistir (Cizelge 4.4.).

pH dizeyi Olculerek kiyaslama

Cizelge 4.4. Pleurotus ostreatus un CY M besiyerinde farkli pH diizeylerindeki misel
gelisim farkliliklarina ait bulgular (N: pH’st ayarlanmams, CYM
besiyerinin normal pH’ s1)

ilk pH | SonpH Misel gelisimi Misel | Misel oda | % Nem
yas kuru kaybi
agirhgi agirhgi
1.46 1.24 - - - -
2.24 2.12 - - - -
3.22 3.39 Dipte biraz misel geligimi var 0,207 g 0,035¢g 83.0
4.31 4.91 Tamamen kaplamadi, gelismeiyi | 1,243 g 0,167 g 86.5
5.19 6.43 Tamamen kapladi, gelisme iyi 2,556 g 0,421 g 83.5
6.25 7.04 Tamamen kapladi, gelisme ¢okiyi | 3,448 g 1,216 g 64.7
7.28 7.40 Tamamen kapladi, gelisme ¢cokiyi | 3,886 g 1,608 g 58.6
7.62(N) 7.40 Tamamen kapladi, gelisme ¢okiyi | 3,454 g 0,902 g 73.8
8.18 7.57 Tamamen kapladi, gelisme ¢okiyi | 3,346 g 0,900 g 73.1
9.14 7.12 Tamamen kapladi, gelisme ¢okiyi | 4,244 g 1,111 g 73.8
10.31 6.79 Tamamen kapladi, gelisme cokiyi | 4,485 g 1,435 ¢g 68.0
11.15 7.72 Tamamen kapladi, gelisme ¢okiyi | 3.551 g 1,012 g 71.5
12.14 7.63 Tamamen kapladi, gelisme ¢okiyi | 3,544 g 0,892 g 74,8
13.12 7.58 Tamamen kapladi, gelisme ¢cokiyi | 3,083 g 0,561 g 81.8
14,12 7.67 Tamamen kaplamadi, gelisme iyi | 2,546 g 0,407 g 84.6
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e

Sekil 4.7. pH 3, 4 ve 5'te P.ostreatus misellerinin 15. gunde CY M besiyeri iceren
erlende gosterdigi gelisim

oy & X £
Sekil 4.8. pH 6, 7 ve pH’s1 ayarlanmamis, normal degerinde birakilan (7.62) CYM
besiyeri iceren erlende P.ostreatus misellerinin 15. giinde gosterdigi
gelisim
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Sekil 4.9. pH 8, 9 ve 10'da P.ostreatus misellerinin 15. giinde CYM besiyeri iceren
erlende gosterdigi gelisim

Sekil 4.10. pH 11, 12, 13 ve 14’te P.ostreatus misellerinin 15. giinde CYM besiyeri
iceren erlende gosterdigi gelisim
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4.1.2. Bakteri Identifikasyon Testlerinin Sonuclari

Izole edilen bakterilerden, yapilan biyokimyasal testlerin sonuclarina gore
Pseudomonas larin  karakteristik 0Ozelliklerini gbsteren 23 bakteri  segilmistir.
Testlerin degerlendirilmesi ve identifikasyon “Brock Mikroorganizmalarin Biyolojisi
(Madigan ve Martinko, 2010)" ve “Temel ve Klinik Mikrobiyoloji (Ustagelebi,
1999)” kitaplarina gore yapil mistir.
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4.1.3. Pseudomonas Suslarimin Pleurotus ostreatus Misel Gelisimi Uzerine

Etkisinin Bdirlenmes

CYM-Agar besiyerine karsilikli olarak ekilen Pseudomonas suslari ve

Pleurotus ostreatus misellerinin gelisimi  gunlik olarak kontrol edilip, hem

karsilastiklar1 bolgedeki miselin gelisim durumu hem de karsilasmadiklar: bdlgede

olan miselin gelisim durumu incelenmistir. Ayrica iki petri kutusuna sadece mantar

ekilerek kontrol amacli kullamlmis ve bakteri ekilen petri kutularindaki mantar

miselinin gelisim davranisi ve gelisim hizi karsilastiril mistir.

Cizelge 4.7. Bakterilerin P.ostreatus un misel gelisimi tzerine etkisine ait bulgular

BAKTERI MANTAR GELISIMI

E; Bakteri ile misel hatti belli olmamakta, misel standart gelismesini
bakterilerin Gzerinde de surdirmektedir.

Yo Mantar normal gelisimini bakteri bulunan bodlgede de strdirmekte olup,
olumlu veya olumsuz higbir etkilesim bulunmamaktadir.

D Bakteri yayili bolgenin sinirlarini agsmis ince bir misel zonu biraz daha
gelismis  goruntisii  vermekle beraber, c¢ok pozitif bir katk
gorilmemektedir.

Z3 Bakteri tzerinde gelismekte olan bélim daha gicli bir misel gérintisi
vermekle beraber, herhangi bir olumlu veya olumsuz bir Kkatki
gorilmemektedir.

Es Bakteri ile misel hatti belli olmamakta, misel standart gelismesini
bakterilerin Uzerinde de surdirmektedir.

A Bakteri yayili bolgenin sinirlarini agmis ince bir misel zonu biraz daha
gelismis  goruntiisiic  vermekle beraber, c¢ok pozitif bir katk
gorilmemektedir.

Z1o Bakteri ile misel hatti belli olmamakta, misel standart gelismesini
bakterilerin Gzerinde de surdirmektedir ve olumlu veya olumsuz bir katki
gorilmemektedir.

F Tum misel gelisim bélgeleri 6zellikle mantar ekili yizey kismina bakan
bélgede daha saglkli bir gelisme gdstermesinin yani sira, miselin bakteri
yuzeyinin Uzerine gectigi bolgede daha sik ve saglikli bir misel géruntisu
vardir. Dolayisiyla mantar gelisimine pozitif bir katki  oldugu
disinulmektedir.

Z; Bakteri ¢izgisinin Uzerini drten hif bolimunun kenarlari, diger bdlgelerde
pek rastlanmayan, ileriye dogru bilylimekte olan ince hif demetleri
goruntisini gdstermenin yani sira, bu hattin 6tesinde bakteri zerindeki
ortd  bolgesinde kompakt bir misel 06rgisit olusmus durumdadir.
Dolayisiyla bakteri ekili hattin 6tesinde ¢ok siki ve glcli gérinen bir misel
gelisiminin gbzlenmesi nedeniyle, bakterinin pozitif biyolojik katkisinin
oldugu kesindir.

E; E; ve Es'e benzemekle birlikte, bakteri kitlesi Uzerindeki misel gelisimi
biraz zayiflamig gibidir.

21 Mantar normal gelisimini bakteri bulunan bdlgede de strdirmekte olup,
olumlu veya olumsuz higbir etkilesim bulunmamaktadir.

Ye; Mantar normal gelisimini bakteri bulunan bodlgede de strdirmekte olup,
olumlu veya olumsuz higbir etkilesim bulunmamaktadir.
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Cizelge 4.7. (Devami)

BAKTERI

MANTAR GELISIMI

2

Miselin bakteri tremis bélgenin igine girmesiyle birlikte misel yogunlugunda
bir artis gorilmektedir. Miselin 1sinsal uzantilar gostermeksizin yodun hifli
bir sinir bolgesi seklinde Uremesi karakteristiktir. Gelisme bakterinin
bulundugu bdlgede cok gucli bir hif ortist seklinde devam etmekle
beraber, gelisme hizi yavaglamig gibidir.

Zy

Bakteri treme hattinin 6tesinde misel daha sik ve gugli hifler olusturarak
normal i1sinsal yayillimini strdirmektedir. Pozitif biyolojik katki s6z
konusudur.

Y1

Miselin bakteri tremis bélgenin igine girmesiyle birlikte misel yogunlugunda
bir artis gorilmektedir. Miselin 1sinsal uzantilar gostermeksizin yodun hifli
bir sinir bélgesi seklinde tremesi karakteristiktir.

Ye,

Mantar normal gelisimini bakteri bulunan bdlgede de sirdirmekte olup,
olumlu veya olumsuz hicbir etkilesim bulunmamaktadir.

Pseudomonas
aeruginosa

Bakteri kendi Ureme hattinin 6tesine ulasan bir sekilde miseli olumsuz
etkilemektedir ve mantarin gelisimini 4. gunin sonunda tamamen
durdurmustur.

Ya

Bakteri Ureme cizgisinin baslangicina kadar normal, hatta biraz zayif
gelisme gosteren misel, bakteri sinirnnin yakinindan baglamak kaydiyla
bakteri Ureyen bolgenin Uzerine dogru siki, glclu fakat isinsal uzant
gostermeyen diz bir tabaka seklinde ortl olusturmaya baslamistir.
Kesinlikle pozitif bir etkilesme vardir.

23

Mantar normal gelisimini bakteri bulunan bdlgede de sirdirmekte olup,
olumlu veya olumsuz hicbir etkilesim bulunmamaktadir.

Mantar normal gelisimini bakteri bulunan bdlgede de sirdirmekte olup,
olumlu veya olumsuz hichir etkilesim bulunmamaktadir.

Zs

Bakteri-misel hatti belirsiz, fakat miselin gelisme duzeyi besiyerinin bakteri
bélgesi disindaki gelismeden ¢ok daha zayiftir.

Mantar normal gelisimini bakteri bulunan bdlgede de sirdirmekte olup,
olumlu veya olumsuz hicbir etkilesim bulunmamaktadir.

E>

Bakteri ile misel hatti belli olmamakta, misel standart gelismesini
bakterilerin Gizerinde de surdiurmektedir
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Cizelge 4.8. Pseudomonas suslar ile ekilen P.ostreatus misellerinin petri
kutusundaki besiyerinin ylzeyini kaplama siireleri

BAKTERI PETRI KUTUSUNU
KAPLAMA SURESI

KONTROL (Bakteri yok) 14. gin

2 14. gun

Y, 16. gun

Zg 10. gun

Z1o 8. gln
Pseudomonas aeruginosa 5. glin gelisimi durdu

Z; 15. gun

Z3 15. gun

E; 11. gun

E, 12. gun

Es 12. gun

Es 12. gun

Ye, 12. gun

F 11. gun

3 13. gun

Zy 13. gun

Ye; 15. gun

23 15. gun

Ys 17. gun

D 15. gun

A 16. gun

21 17. gun

6 17. gun

Y, 15. gun

Sekil 4.11. 3. ginde kontrol grubu ile 3 numaral1 bakterinin oldugu petri kutusunda
P.ostreatus un misel gelisimi
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= _ Ca _H_" -_.._'.:-.:- = . w3 ~ -
Sekil 4.12. 7. giinde Pseudomonas aeruginosa’ nin P.ostreatus miselinin gelismesine
olumsuz etkisinin gérdntmi

Sekil 4.13. 9. glnde Y 4 bakterisinin dugu petri kutusunda P.ostreatus misellerinin
gelisiminin gorunima
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Sekil 4.14. 14. gunde 2 numaral1 bakterinin oldugu petri kutusunda P.ostreatus
misellerinin gelisiminin gérantm

Sekil 4.15. 10. ve 15. giinde Z; bakterisinin oldugu petri kutusunda P.ostreatus
misellerinin gelisiminin gérdntmi
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usunda

Sekil 4.16. 10. ve 15. giinde 23 numarali bakterinin oldugu petri kut
P.ostreatus misellerinin gelisiminin géranimi

Sekil 4.17. 7. ginde kontrol grubu ile F bakterisinin oldugu petri kutusunda
P.ostreatus misellerinin gelisiminin géranimi
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Sekil 4.18. 7. ginde kontrol grubu ile Z;o bakterisinin oldugu petri kutusunda
P.ostreatus misellerinin gelisiminin géranimi

Sekil 4.19. 7. glnde kontrol grubu ile Es bakterisinin oldugu petri kutusunda
P.ostreatus misellerinin gelisiminin géranimi
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4.2. Tartisma

Ortamin pH duizeyinin, birgok mikroorganizmada oldugu gibi mantarlarin da
gelisimi Uzerine olumlu veya olumsuz 6nemli etkileri vardir. Hatta bazi agaclarin
yakininda yetisen mantarlarin tad degisikligi gosterdiginin halk tarafindan bilinmesi,
bize ortam kosullarinin ve gevresel etkilesimin mantarin yapisal kombinasyonunu da
etkiledigini gostermektedir. Ayrica pH, metabolik siregleri ve sonugta mantar
turlerinin besin olarak belirli substratlari kullanmasim etkilemektedir (Sarker ve ark.,
2007). Kultlr besiyerlerinin pH dizeyi 6nemli kritik cevresel parametrelerinden biri
olup, hem gelismeyi hem de ekzopolisakkaritlerin biyosentezini etkilemektedir.
pH’ nin etkisi hem farkli mikroorganizmalara gére hem de besiyerinin igerigine gére
degismektedir (Shu ve Lung, 2004).

Farkli pH dizeylerinde hazirlanmis sivi CYM besiyerinde Urettigimiz
Pleurotus ostreatus misellerinin, gelismeleri tamamlandiktan sonra ilk 6lgtigiimiz
pH degerinden farkli degerler ciktigi tespit edilmistir. pH 1 ve 2'de hi¢ misel gelisimi
gbzlenmezken, pH 3'te gok zayif bir gelisim gozlenmistir. pH 4’'te pH 3'e gore daha
iyl bir misel gelisimi s6z konusudur. Dustk pH’ larda gelisen miseller, gelisimlerini
tamamladiktan sonra, pH degerini yukseltmislerdir. Yuksek pH’larda gelisen
misellerin gelisimleri oldukga iyi olup, pH 14'teki gelisim diger yiksek pH’ lara gore
daha zayiftir. Ancak pH 14'teki gelisim pH 3 ve 4'teki gelisime gore dahaiyidir. Bu
sonug, P.ostreatus'un yiksek pH’'larda gelistirildigi  taktirde, en oOnemli
kontaminasyon sebebi olan ve dusik pH’larda iyi gelisen kuf mantarlarindan
kaynaklanabilecek kontaminasyonlarda, bunlarin gelisimini 6énlemeye yonelik bir
etkinin varligina isaret etmektedir. Ayrica yiuksek pH’larda gelisen misellerde,
gelisme tamamlandiktan sonra pH degeri 6lculdigl zaman, pH’ min genellikle 7
civarinda oldugu tespit edilmistir. Bu da bize mantarlarin besiyerindeki pH’y1 kendi
gelisimleri icin gerekli optimal pH’ya dontsturebilme yetenekleri oldugunu
gostermektedir ve bu bulgumuz Neto ve ark (2009) tarafindan elde edilen bulgularla
tamamen Ortismektedir. Misel yas agirliklart karsilastirildiginda, en yiksek agirlik
4,4 g ile pH 10'da gozlenmistir, bunu 4,2 g ile pH 9 ve 3,8 g ile pH 7 takip
etmektedir. Misel oda kuru agirliklar: karsilastirildiginda, en yiksek oda kuru agirlik
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olan 1,6 g degeri pH 7’ de gozlenmistir, bunu 1,4 g ilepH 10 ve 1,1 g ile pH 9 takip
etmektedir. Yas ve oda kuru agirlik arasindaki iliskinin, misellerin biyolojik
kitlesinin yamsal farkliigindan kaynaklanmadig: agiktir. Zira oda kuru agirlik
degerleri dikkate alindiginda, miselin suyunun uzaklasmasindan sonra kalan ve
organik kitlenin temsil ettigi agirlik miselin gergek yapisal 6zelliklerini yansitan bir
degerdir. Y Uksek pH diizeyinin miselin su tutma 6zelligini arttirdigi, OH" iyonlarinin
katkisi ile ortaya ¢ikan bu durumun kuruma sonucu suyun kaybolmasiyla normal
degerlere dondigl aciktir. Sonuc olarak, miselin gelisme davranmsinin optimal
oldugu pH dizeyinin organik kitle artisinin da en yiksek oldugu diizeyi ifade ettigini
soyleyehiliriz.

Farkli pH duzeylerinde hazirlanmis kati CYM besiyerlerinde gelisen
misellere baktigimiz zaman ise, sivi besiyerindeki sonuglara benzer sonuclar elde
edilmistir. Misel petri kutusundaki besiyeri Uzerinde en zayif ve 14 ginle en yavas
gelisimini pH 3'te gogermistir. pH yikseldikgce gelisim hizi artmakta ve misel
gelisimi daha gucli hale gelmektedir. pH 7, 7.5, 10, 10.5, 11 ve 11.5'ta yapilan
testlerde misel, petri kutusundaki besiyeri ylzeyini tamamen kaplama seklindeki
gelisme kriterini her ne kadar 8 ginde tamamlamis gorinmekle birlikte, misellerin
morfolojik 6zellikleri ve gelismenin yogunlugunu ifade eden hif dokusu gorintisi,
en gucli miselin pH 7' de gelistigini gostermektedir. Miseller pH 3.5 ve 4 ile 13.5 ve
14'te gelisimlerini 11 ginde tamamlamstir. Bu pH degerlerini misel gorinimu
acisindan Kkarsilastiracak olursak, pH 13.5 ve 14'teki miseller pH 3.5 ve 4'e gore
daha gucli miseller seklinde gorilmektedirler. Sonucg olarak, kiaf mantar: ile
kontaminasyon olasiliginda, kontaminantin gelismesini minumuma indirgemek igin
P.ostreatus'u yuksek pH degerlerinde yetistirmenin biyolojik olarak uygun olacagi
ortaya ¢ikmustir. Aym zamanda, P.ostreatus misellerinin gelisimi igin optimum pH
degerinin 7 oldugunu dastinirsek, bu degerin biraz Uzerinde secilecek pH
duzeylerinin, bir yandan bu mantarin gelismesini olumsuz etkilemeyecegi diger
yandan ise kuf kontaminasyonlarinin baski altina alinmasi igin yeterli bir énlem
olusturacag: agiktir.

Kompost kullamimadigi zaman, sterilize veya yeterli bir sekilde pasttrize
edilmemis ortamlarda mantar hasatinin yiuksek verimli olmasim saglamak oldukca
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guctir. Mantar yetistiricileri, kompostlu besiyeri kullanildiginda Pleurotus ostreatus
mantarindan birgok hasat elde edilebilecegini kesfetmislerdir (Park ve Agnihotri,
1969). Kompost prosesi, gelisimi saglayacak besiyeri kitlesinin hem biyolojik hem
de fizikokimyasal Ozelliklerini olumlu yonde degistirdigi gibi, bu uygulama
yapilmadiginda zararli ot tohumlariyla birgok zararli bocek ve nematod yumurtasi
kokenli problemler 0rin alinmasint tehdit eder duruma gelmektedir. Bazi
mikroorganizma gruplarinin, P.ostreatus ve diger kiltird yapilan mantarlarin meyve
olusumunda 6nemli olduklarinin kesfedilmesiyle, kompostun biyolojik 6zellikleri
Onem kazanmaya baslamistir. Bircok mantarin  ¢ogalmast ve  gelisimi
pseudomonadiar tarafindan etkilenmektedir. Ozellikle Pseudomonas putida, bu
konuda 6ne ¢ikan bir tdrdur (Cho ve ark., 2003). Mikroorganizmalarin mantarin
primordia olusumunu baslatici ve gelisimini hizlandirici rollerinin nedeni konusunda
kesin bir aciklama yapilamamakla birlikte, birkag mekanizma ©6nerilmektedir.
Bakterilerin hormon benzeri bilesikleri salgilayarak (Wright ve Osborne, 1975; Kai
ve ark., 2009), mantarin vejetatif misellerinin olusturdugu ve reproduktif evreye
gecisi engelleyen 1-octen-3-ol’ un tiketimine yardimci olarak (Chitarra ve ark, 2004;
Chitarra ve ark., 2005; Boer ve ark., 2005) organik ve inorganik fosfat
¢Ozundrlestiriimesiyle ve mevcut demirle selat olusturabilen siderofor Uretimini
saglayarak patojenlerin biyokontrolunli sagladiklar: disinilmektedir (Zarenejad ve
ark., 2012). Bununla birlikte bakterilerin konak organizmalarimin blylmesini ve
gelisimini tesvik edici etkisinde yapisma faktori onemlidir (Rainey, 1991b) ve
yapillan calismalarda floresan pseudomonadlarin Agaricus bisporus misellerine
tutunmalarim saglayan ekzopolisakkaritlerin varligr kesfedilmistir (Fett ve ark.,
1995). Aynmi zamanda yapilan bir calismada, bircok Basidiomycetes'in diusik besin
kosullarinda bakteri kolonilerine dogru geliserek, bakterileri pargalayip onlart
substrat olarak kullandiklarini tespit etmislerdir (Tornberg ve ark., 2003).

Test organizmast olarak kullamlan Pseudomonas suslarimin  gogunun
Pleurotus ostreatus un misel gelisimine 6nemli bir pozitif katkisi ortaya gikmamustir.
Pseudomonas aeruginosa susunun P.ostreatus suslarina karsi olumsuz etkileri
oldugu kesfedilmistir ve bu olumsuz sonu¢ Munsch ve Alatossava min (2002)

yaptiklart bir calismayla uyusmaktadir. Olumlu etkisi oldugu distntlen bakteri
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suslarinin bulundugu petri kutularinda genellikle, P.ostreatus bakteri bulunan tarafta
daha siki, gucli ve kalin misel tabakasi seklinde gelisimine devam etmektedir.
Bununla birlikte baz1 bakterilerin (2, Y1 ve Y4) bulundugu bolgede gelisen miseller
normal 1sinsal uzantilarim gostermeksizin, diz bir tabaka seklinde gelisim
gostermekte iken, Zo bakterisinin bulundugu petri kutusunda ise, miseller bakteri
bulundugu boélgede de 1sinsal yayilimint stirdirmektedir. Rainey (1991a) yaptig: bir
calismada Pseudomonas putida’ nin Agaricus bisporus'tasinsal hif dagilimini tesvik
ettigini tespit etmistir. Bununla birlikte, P.putida’ nin A.bisporus misellerinin gelisimi
Uzerine etkisi incelendiginde, kontrol petri kutusu ile P.putida bulunan petri
kutusunda misel kuru agirligi agisindan herhangi bir fark bulunmadigi sonucuna
ulasmistir. Rainey (1991a)’ in sonuclarinin aksine, yapilan bu ¢alismada kontrol petri
kutusuna gore, bakteri bulunan petri kutularimin g¢ogunda miseller daha hizli
gelismistir. Ilging olan bir sonug ise, Zio bakterisinin, mantarin misel gelisimine
morfolojik olarak herhangi bir katkisi oldugu gorilmese de, bu bakteri bulunan petri
kutusunda, kontrol petri kutusuna gore 6 gin daha hizli bir misel gelisimi
gozlenmistir. Birkag bakteri susu disinda, genellikle cogu bakteri susunun bulundugu
petri kutularinda, misel gorinim kalitesine herhangi bir katkilari bulunmasa da,
misel gelisimi kontrol petri kutusuna gore daha hizlidir. Benzer sonug Kim ve ark.
(2008) Pleurotus eryngii ile yaptiklari bir calismada elde edilmis olup, bakteri
inokdle edilmis petri kutularinda, olusturulan kontrol gruplarina gére misel
gelisiminin yaklasik Ug kat1 kadar daha hizl1 gergeklestigini tespit etmislerdir. Diger
yandan, bakteri gelisim bolgesinin uzaginda bir bolgeden itibaren gelismesi durmus
gorunen misellerde, tipki agir metallerin oligodinamik etkisinin gozlendigi bakteri
kulturlerinde oldugu gibi, bakterinin tremekte oldugu yondeki misel sinirinin diger
besiyeri ylizeyinde oldugundan daha yogun bir gelisme gosterdigi fark edilmektedir.
Dolayisi ile bu durum bize, bakteri-mantar etkilesiminin oldukca olumsuz yonde
gerceklestigi hallerde bile mantarin, kendisine olumsuz etki yapsa da bakterinin bazi
Urdnlerinden distuk konsantrasyonda olduklar: sirece bazi yararlar sagladigim
gostermektedir.
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Calismanin aslinda, daha genis kapsamli arastirmalara aktiiel bir konu
olusturacak bircok yonii vardir. Ornegin; riin kalitesi ve dolayisiyla bunun bir
biyolojik belirteci olarak objektif testlerle saptanabilecek dizeyde farkli pH’larda
farkl: protein diizeyleri ve tipleri ile ilgili yonde surdurdlebilmesi degerli bir girisim
olacaktir. Bunun yaminda endistriyel anlamda meyvenin gorintiisinden, icermis
oldugu lezzet bilesenlerine kadar pratige donik gelistirme ortamlar: arastirilabilir ve
Ozellikle farkli sebeplerden dolay1 baska degerlendirme imkam olmayan gida
endustrisi atiklartyla, tarimsal atiklarin farkli pH etkinligi dikkate alinarak verimlilik
ve kalite yonunden uygun ve degerli Pleurotus ostreatus Uretiminde
kullarilabilirliklerinin faydal1 olacagina dair inancimiz tamdir.

Bunun yam srra, dogal olarak bu ortamlarin test edildigi asamalarda
Pseudomonas lar basta olmak Uzere birgok diger toprak bakterisinin (Clostridium ve
Corynebacterium’lar dahil) mantar gelismesi ve kalitesi Gzerine etkinligi de dnemli
bir kriter olarak arastirilabilir. Ayrica birgok yenilebilir mantarin gelisimine pozitif
katkilar saglayan bu bakterilerin, olumlu yondeki katkilarim saglayan
mekanizmalarinin altinda yatan sebepler de arastirilmas: gereken bir konu olarak

karsimiza gikmaktadr.
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