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OZET

MUGLA iLi VE CiVARINDAKI EKTOMiIKORIZAL Tricholoma
caligatum POPULASYONUNUN TOPRAK MiKROFLORASI iLE
ETKILESIMININ INCELENMESI

BILGIN, Ismet

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Rengin ELTEM
Haziran, 2008, 168 sayfa

Cam ve sedir agaclaryla ektomikorizal yasam siiren Tricholoma caligatum’
un iilkemizde yayihis gosterdigi Mugla ve Antalya civarindaki ormanlardan 24
farkli toprak ornegi ile 15 farkli bolgeden muhtemel 7. caligatum fruktifikasyon
ornegi toplanmistir. Topraklarin hem fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, hem de
mikrobiyolojik yiikleri belirlenmistir. Toprak orneklerinin fungus yiikii Rose-
Bengal Chloramphenicol Agar’da, ortalama 7,1x10°kob/g, bakteri yiikii ise Plate
Count Agar’da ortalama 1,5x10” kob/g olarak saptanmustir. Ayrica her bir
topraktan ¢ok sayida mikrofungus, bakteri ve aktinomiset izolatlar1 elde
edilmistir. 7. caligatum suslarinin toplandig1 topraklardan izole edilen
mikrofunguslar i¢inde en ¢ok bulunan fungus genusu Penicillium’dur.
Diger genuslar sirasiyla Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Absidia,
Trichoderma ve Paecilomyces ‘dir. Fruktifikasyon Orneklerinin hepsi
T.caligatum olarak teshis edilmistir. 7T.caligatum fruktifikasyonlarimin sadece 6
tanesinden misel kiiltiirii  yapilabilmistir. Kiiltiiri yapillan 7. caligatum
suslarmm (1662-M, 1663-M, 1680-M, 1583-M, 1588-M, 1595-M) Potato
Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA) ve Corn Meal Agar (CMA)
olmak iizere {i¢ farkli ortamda biiyiime hizlar incelenmistir. En iyi bilylimenin

PDA’da meydana geldigi saptanmstir.
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T. caligatum suslart ile 119 mezofilik aerobik toprak izolati (42 fungus,
45 bakteri ve 32 aktinomiset izolat1) arasindaki bazi negatif ve pozitif
etkilesimler in vitro kosullarda arastirilmistir. Negatif etkilesim olarak T.
caligatum suglan ile toprak izolatlar arasindaki antagonizma incelenmistir. 7.
caligatum suglarma kars1 8 mikrofungus, 4 bakteri ve 9 aktinomiset olmak
izere toplam 21 izolat antagonistik etki gostermistir. Pozitif etkilesimler olarak
inorganik fosfat (Caz(PQO,),) ¢oziiniirliigii, bakteri izolatlarinin 7. caligatum’un
misellerinin biiyiimesine etkisi ve in vitro’da Indol Asetik Asit (IAA) iiretimi
arastirtlmistir. 7. caligatum suslarinin.Caz(POy),’1 ¢ozemedigi buna karsilik 3
fungus, 13 bakteri, 9 aktinomiset izolatinin ¢ozdiigii saptanmistir. Ayrica 3
fungus, 4 bakteri ve 6 aktinomiset izolatinin ayni ortamda biiyiitiildiigiinde
T.caligatum suglarim fosfati ¢ozebilir hale getirmesi nedeniyle T.caligatum ile
bu mikroorganizmalarin arasinda sinerjitik bir iliski oldugu saptanmistir.
Birlikte biiyiitiildiiklerinde 15 bakteri izolatinin 7. caligatum suslarinin
biiyiimesine pozitif etkisi oldugu belirlenirken; 8’inin etkisiz, 11’inin ise
olumsuz etki gosterdigi belirlenmistir. 7.caligatum suglarinin hepsinin ve

bakteri izolatlarindan 11 tanesinin Indol Asetik Asit (IAA) iirettigi saptanmistir

Sonug¢ olarak T.caligatum suslaryla pozitif etkilesimi saptanan bakteri
izolatlarindan 4 tanesinin (1662-B6, 1663-B4, 1595 —B4 ve 1663-B8) bitki
biiyiimesini tesvik edici kok bakterileri olabilecegi, 2 tanesinin de (1663—B4 ve

1663-B9) mikorizasyona yardimc1 bakteriler olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler:  Ektomikoriza, Tricholoma caligatum, toprak mikroflorast,
Etkilesimler, Bitki biiylimesini tesvik edici kok bakterileri,

mikorizasyona yardimci bakteriler



VII

ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERACTION WITH SOIL MICROFLORA OF
ECTOMYCORRHIZAL Tricholoma caligatum POPULATION IN MUGLA
PROVINCE AND ITS VICINITY
BILGIN, Ismet
phD in Biotechnology Department
Supervisor : Prof.Dr. Rengin ELTEM
June, 2008, 168 pages

T.caligatum which has ectomycorrhizal life with pine and cedrus
trees distributed from Mugla and Antalya provinces’s forests in our country.
Twenty four different soil samples and 15 different potential T.caligatum
fructifications were collected from these region. Both physical and
chemical characteristics and also microbial load of the soils were
determined. The fungal counts in Rose-Bengal Chloramphenicol Agar and
bacterial counts in Plate Count Agar of soil samples as average were
determined 7,1x10° cfu/g and 1,5x10" cfu/g respectively. In addition many
microfungi, bacteria and actinomycetes isolates from each soil samples were
obtained. The most common genus among the mikrofungi to be isolated
from the soils which collected T.caligatum strains is Penicillium. The other
most abundant genera are belong to Aspergillus, Mucor, Rhizophus, Absidia,
Trichoderma, Paecilomyces respectively. All of collected fructification
samples were identified as Tricholoma caligatum. The mycelia were
cultivated from only six T.caligatum fructifications. The mycelial growth
rate of cultivated T.caligatum strains (1662-M, 1663-M, 1680-M,1583-M,
1588-M, 1595-M) was investigated in three different culture media as
Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Corn Meal Agar
(CMA) . The highest mycelial growth rate was determined on PDA.
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Some positive and negative interactions between T.caligatum strains
and 119 mesophilic aerobic soil isolates (42 fungi, 45 bacteria and 32
actinomycetes) were investigated in in vitro conditions. As negative
interaction, antagonism was determined between T.caligatum strains and
soil isolates. Totally 21 isolates including 8 microfungi, 4 bacteria and 9
actinomycete showed antagonistic effect to T.caligatum strains. As positive
interactions, inorganic phosphate (Ca3(PO4),) solubilization, the effect of
bacteria isolates on T.caligatum strains mycelial growth and in vitro indole
acetic acid (IAA) production were investigated. T.caligatum strains weren’t
able to solveCa3(PO4), whereas 13 bacteria, 3 fungi, 9 actinomycetes
isolates were able to solve it. In addition, synergitic interactions were
determined among T.caligatum and 3 fungi, 4 bacteria and 6 actinomycete
isolates, since T.caligatum was (Caz(PO4),) solubilization ability when
growing in same plate with these microorganisms. While bacterial isolates
growing together with T.caligatum, the 8 of the bacteria isolates had non
effect and 11 of them had negative effect. Indole acetic acid (IAA)
production by all of T.caligatum strains and 11 of bacteria isolates were

determined.

As a result, four of bacterial isolates (1662-B6, 1663-B4, 1595-B4
and 1663-B8) indicated positive interaction with T.caligatum strains might
be Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) and two of the bacterial
isolates (1663-B4 and 1663-B9) might be Mycorrhiza Helper Bacteria
(MHB) were determined.

Key Words: Ectomycorrhizae (ECM), Tricholoma caligatum, soil
microflora, interactions, Plant Growth-Promoting

Rhizobacteria (PGPR), Mycorrhiza Helper Bacteria (MHB)
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TESEKKUR

Ogrenme siirecimde ve bu calisma boyunca bana sabir ve ilgiyle her
tiirlii destegi verdigi ve katkilarim esirgemedigi icin danismanim Sayin Prof.
Dr. Rengin ELTEM’e tesekkiir ederim. Calismama maddi destek saglayan
TUBITAK’a ve TUBITAK-105T128 nolu proje lideri Saymn Dr. Erbil
KALMIS’a, laboratuar c¢alismalarimda yardimlarini asla esirgemeyen
sevgili arkadaslarim Mikrobiyolog Yiiksel GEZGIN, Aras Gor. Dr. Ozlem
IMAMOGLU, Biyomiihendis Pinar SOZER ile Biyomiihendis irem
LULECI ve Biyolog Mahmut YILMAZ’a, tesekkiir ederim. Ayrica
caligmalarim siirdiirebilmem icin uygun kosullar1 saglayan okul miidiiriim
Hiisnii DINCER’e ve hicbir zaman moral destegini benden esirgemeyen

sevgili esime ve aileme de cok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Giiniimiize dek yapilmis olan arazi calismalart iilkemizin bircok
mantar tiiriine ev sahipligi yaptigini ortaya koymustur. izmir ve ¢evresinin
makrofunguslarinin arastirildigi bir calismada Tiirkiye i¢in yeni kayit olarak

degerlendirilen bir ¢cok mantar tiiriine ulasilmistir (Solak ve ark., 1999).

Tricholoma caligatum ilkemizin Ege ve Akdeniz bolgelerinde
yayilis gosteren ekonomik degeri yiiksek bir sapkali mantar tiiriidiir. Mugla
ili civarinda yore halki tarafindan toplanarak Japonya ve Avrupa iilkelerine
ihra¢ edilmektedir. Tricholomataceae familyasina dahil olan Tricholoma
tiirleri iilkemizde simdiye kadar 39 tiir ile temsil edilmektedir (Mat, 2002).
Ozellikle diinya piyasalari icin Tricholoma matsutake (Japonya, Cin, Kore),
Tricholoma magnivelare ve T. ponderosum (Kuzey Amerika), T. caligatum
(Tiirkiye, Italya ve Malta) cok dnemli bir yer isgal etmektedir. Igne yaprakli
agaclarin bulundugu orman sahalarinda yayilis gosteren 7. caligatum
ekonomik anlamda Oonemli bir makrofungus tiriidiir
(http://www.crop.cri.nz/psp/broadshe /matsutak.htm). Ulkemizde teshisi
yapilan 39 tiiriin cogu Ege ve Akdeniz bolgelerinden toplanmistir. Mugla ili
zengin orman alanlarina sahip bolgelerimizden biridir. Bircok mantar tiiriine
ev sahipligi yapan bu orman sahalarindan farkli mevsimlerde farkl
makrofungus tiirlerini teshis etmek miimkiindiir. 7. caligatum yaklasik 5
yildir Mugla iline bagli ormanlik arazilerden toplanarak ticari bir kurulug
tarafindan Japonya’ya ihra¢ edilmektedir. Sirket tarafindan verilen bilgiye
gore Avrupa’dan ihrag edilen Tricholoma caligatum 6rnekleri i¢inde en ¢ok
begeni toplayanin Tiirkiye’den ihra¢ edilenler oldugu bildirilmistir. Bu

acidan bakildig1 zaman 6nemli ihra¢ potansiyeline sahip bir mantar tiiriidiir.



Ekonomik 6neme sahip Tricholoma tiirlerinin Uzak Doguda tiikketimi
1800’1l yillarda Japonya’da 10.000 ton/yil civarindayken giiniimiizde bu
miktar 3.000 tona inmistir. Japonya yilda 1000 tonunu kendi iilkesinden
karsilarken kalan 2000 tonu basta Cin olmak iizere diger iilkelerden
karsilamaktadir. Japonya’daki toptan fiyati mantarin kalitesine gore,
kilogrami 42 ile 170 YTL arasinda degismektedir Bu tiiriin diinyadaki en
biiyiik ithalat¢is1 durumunda olan Japonya’ya iilkemizden de Melis Gida A.

S. (Mugla) araciligi ile ihracat yapilmaktadir (www.matsiman.com ).

Karasal bitkilerin bircogunun kokleri, mikoriza olusturan simbiyotik
funguslarla kolonize olmuslardir. Mikorizal bitkiler odunsu bitkilerin hemen
hemen tamamini tarimsal {iriinlerimizin pek cogunu kapsamaktadir.
Mikorizal funguslar, bitki koklerine kolonizasyon sirasinda bitkinin
karbonhidrat rezervleriyle direkt olarak temas kurmaktadirlar. Funguslar,
bitki kok yiizeylerinde de biiyliyiip bitkilerin kok yiizeylerini artirip

cevrelerindeki besinlere ulagsmalarina katki saglamaktadirlar.

Tricholoma tiirleri Pinus, Picea, Abies, Cedrus tiirii igne yaprakli
agaclar ile simbiyotik olarak yasayan, ektomikorizal bir mantar cesididir.
Ektomikoriza (ECM), sapkali funguslar ile Gymnosperm ve Angiospermler
arasindaki mutualistik birlikteliklerdir. Projeye konu olan makrofungus
deniz seviyesinden 200—1500 m yiikseklikte toprak pH sinin 4,5-5,5 oldugu
orman arazilerinde yayilis gostermektedir. Son yillarda Kanada’nin orman
sahalarinda yapilan bir aragtirma sonucunda bu mantar tiiriine ait bir ¢ok
ekolojik veriye ulagsmak miimkiin olmustur. Bu veriler i¢inde en 6nemli
bulgu egimli ¢ok yillik orman arazilerinde bu tiiriin daha rahat yayilis
gosterebildigi seklindedir (Kranabetter et al., 2002). Mugla ilinde bulunan

sira daglarin yiiksekligi ve zengin orman ortiisiiyle kapl olmas1 Tricholoma



tiirlerinin dogal habitatlar1 olarak ilk planda goriilmektedir. Bunun yaninda
Orman Genel Midiirligii kayitlarina gore Zonguldak, Kastamonu ve Sinop
illerinden sonra Mugla ili yiizdesel olarak en fazla orman alanina sahip
illerimiz arasindadir. Genis sedir (Cedrus) populasyonlart Mugla ilinden
baslaylp Akdeniz bolgesinin dogusuna dogru devam etmektedir

(Www.ogm.gov.tr).

Ektomikorizal yasam gosteren mantarlar her zaman arastirmacilar
icin popiilerligini korumustur. Bu tiirler icinde ekonomik ©Oneme sahip
olanlar iizerinde arastirma gruplarinin ilgisi daha fazladir. Simbiyotik bir
yasam dongiisiine sahip olan ekonomik Tricholoma tiirleri iizerinde de
arastirmalar devam etmektedir. Bitki kokleri ve miseller toprakta siirekli
olarak beraberlerdir, mikorizal funguslar1 dikkate almadan rizosferi

calismak oldukca giictiir.

Yaptigimiz bu calisma ile bu makrofungus tiiriiniin ekolojik
ozelliklerinin belirlenmesine katkida bulunma ve bu tiiriin bulundugu
mikrofungus, bakteri ve aktinomiset florasinin izole edilerek Tricholoma

caligatum ile etkilesimlerinin incelenmesi amag¢lanmugtir.

Bu tiiriin iilkemizdeki ¢evreyle ilgili 6zellikleri pek bilinmemektedir.
Bu ¢alismada oncelikle Mugla ilinde yayilis gosteren Tricholoma caligatum
makrofungusunun ve misellerinin bulundugu bolgelerdeki topraklarin
kimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri ile s6z konusu topraklardaki kiiltiire
edilebilen fungus, bakteri ve aktinomiset grubu mikroorganizmalarin
topraktaki yiiklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica arazi ¢alismalari

esnasinda toplanacak olan Tricholoma caligatum fruktifikasyonlarindan



sentetik besiyerlerinde misel eldesi yapilmaya calisilarak bir misel

koleksiyonunun olusturulmasi da amaglanmaistir.

Calismada elde edilecek olan toprak izolati mikroorganizmalarla 7.
caligatum mikorizal fungusu arasindaki bazi negatif ve pozitif etkilesimlerin
belirlenmesi de ¢alismamizin en dnemli hedefleri arasindadir. Calismamizin
bundan sonra mikorizalar ile rizosfer mikroorganizmalar1 arasindaki

etkilesim ¢aligsmalarina bir basamak teskil edecegi umulmaktadir.



2 LITERATUR OZETi

2.1. Rizosferde Mikrobiyal Etkilesimler

Organizmalar arasinda c¢ok cesitli etkilesimler gerceklestigi igin,
arastirmacilar ~ farkli  durumlardaki  etkilesim = mekanizmalarinin

aydinlatilmasi {izerinde yogun olarak calismaktadirlar(Bending et al, 2006)

Bir¢cok calisma, mikroorganizmalarin bitki kokleri ve toprak
bilesenleriyle etkilesimlerinin toprak—bitki kokleri ara yiizeylerinde
(rhizoplane) gerceklestigini gostermistir. Kok-mikroorganizma etkilesimleri
sonucunda mikrobiyal komunitelerin birbiriyle de etkilestigi rizosfer olarak
da bilinen dinamik bir ¢evre olusmaktadir. Kok iceren ve icermeyen
topraklarin fiziksel, kimyasal, biyolojik ozellikleri kiyaslandiginda rizosfer
mikro-gevresinde bulunan mikroorganizma sayilarinin ve cesitliliginin

oldukca farkli oldugu gosterilmistir (Timonen and Marschner, 2005).
2.1.1. Ekolojik etkilesimler: sinerjizm ve antogonizm

Iki organizma ve populasyonlar arasindaki etkilesimler pozitif
(sinerjistik), negatif (antagonistik) veya noétral olabilmektedir.
Interaksiyon iki tarafi benzer (biletaral) veya farkli bicimde
etkileyebilmektedir. Rekabet biletaral antogonizmin tipik Ornegidir.
Bakteriler ve funguslar arasindaki etkilesimler uzun siireler 6nce birlikte
ortaya cikis sirasinda gelismistir. Mikrobiyal antagonizmin en bilineni

belirli funguslar tarafindan penisilin antibiyotiginin {iiretimidir. Bunun



yaninda bakteriyal antogonizmin patojen bitki funguslarina karst biyolojik

kontrol ajan1 olarak kullanimi1 gibi yararli uygulamalar1 vardir.

Sinerjizm en az bir organizmanin diger organizmadan yarar
saglamasi durumunda ortaya c¢ikar. Eger sinerjitik iligki iki yonlii ise
“mutualizm” olarak adlandirilir. Bakteri ve funguslar arasindaki yararli bir
iliskinin 6rnegi olarak, mikoriza olusumu iizerine bazi bakterilerin olumlu

etkisi gosterilmektedir.

Rizosfer fonksiyonunun belirlenmesinde karbon akis1 hayati dneme
sahiptir. Ciirliyen bitki materyalleri ve kok eksudatlarinin salimimi kokle
birlikte bulunan mikrobiyal biota i¢in yapisal madde veya biiyiime substrati
saglarken hetetrofik toprak biotas1 i¢in karbon kaynagi saglamaktadir.
Rizosferdeki mikrobiyal aktivite, bitkiler i¢in gerekli mevcut besin miktarini
ve koklenme bicimini de etkilemektedir. Bunun sonucunda kok
eksudatlarinin miktar1 ve niteligi de degismektedir. Rizosferde canli bitki
kokleri ve olii bitki materyallerine baglhh olarak iki tip etkilesim
goriilmektedir. Etkilesimlerin ikisi de hem, ekoloji hem de agronomi ile

ilgilidir (Sekil 2.1) (Timonen and Marschner, 2005).
Rizosferde kabaca birbiriyle etkilestigi bilinen ii¢ unsur vardir.

¢ Rizosfer (toprak) ,
e Kok yiizeyi (rhizoplane) ve

e Kokiin kendisidir.

Rizosfer, kok substratlarinin salimmiyla mikrobiyal aktiviteyi
etkileyen yakin kok cevresidir. Rizoplane, kok ylizeyi ve iizerinde sikica

tutunmus olan topraklart igerir. Kokiin kendisi de sistemin bir parcasidir.



Ciinkii bazt mikroorganizmalar, endofitler kok dokularina kolonize
olabilmektedirler. Kok yilizeyine ve/veya kok dokularina mikroorganizma
kolonizasyonu ¢’kok kolonizasyonu’’ olarak, oysaki kokiin etkisi altinda
bulunan  hemen  yakinindaki  topraga  kolonizasyon  ‘’rizosfer
kolonizasyonu’’ olarak bilinmektedir. Mikoorganizmalar1 tanimlamak i¢in
molekiiler araclarin kullanimi giiniimiizde rizosfer ekolojisini tanimlamada

temel arac olarak kullanilmaktadir (Barea et al.,2005).
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Sekil 2.1. Rizosferdeki mikroorganizma aktivitelerinin komiinite komposizyonuna,
mikorizal kolonizasyona direkt ve indirekt etkileri(Kesik c¢izgi indirekt, diiz
cizgi direkt etki) (Timonen and Marschner, 2005).



2.2. Rizosfer Mikroorganizmalarinin Cesitliligi

Rizosfer —mikro-habitatlarinda ¢esiti mikroorganizma gruplari
bulunabilir. Herhangi bir mikroorganizma grubuna ait iiyelerin ekosistemde
onemli gorevleri olabilecegi herkesce kabul edilmektedir. Bununla beraber,
rizosfer mikrobiyolojisi konusunda yapilan cogu calisma, oOzellikle
mikrobiyal etkilesimleri tanimlayan ve birbirini tamamlayan calismalarla
bakteriler ile funguslar iizerinde yogunlagsmustir. Bakteriler ile yapilan
calismalarin  Eubacteria iizerine yogunlagmasimnin sebebi, Archaea
(Archaebacteria) gibi diger grup bakterilerin, kiiltiivasyon c¢aligmalarinda
sinirli  basar1 saglanmasindan Gtiiriidiir.  Fakat giinlimiizde molekiiler
yaklasimlarin kullanilmaya baglanmasiyla calismalar kiiltire edilemeyen
gruplar ile diger gruplar arasindaki etkilesimler iizerine odaklanmaya
baslamistir. Yakin gelecekte bu konuda yapilan caligmalar artacaktir (Barea

et al., 2005).

Bakteri ve funguslarin yararli ve zararh iliskileri olabilmektediir.
Zararli gruplar genelde bitki patojeni olan gruplardir. Cesitli
mikroorganizma gruplar1 arasinda yararli saprofitler, bitki biiylimesi ve

saglhigini destekleyebilmektedirler. Bunlar:

¢ Organik atiklar1 dekompeze edenler

e Bitki biiyiimesini destekleyici kok bakterileri (PGPR, Plant
Growth Promoting Rhizobacteria)

e Kok patojenlerine kars1 bakteriyel ve fungal antogonistler

e Koke kolonize olan endofitler

¢ Azot fikse eden bakteriler

e Mikorizal funguslardir.



2.2.1. Simbiyotik olmayan yararh kok bakterileri ve funguslar

Bir¢cok bakterinin bitki kokleriyle direkt veya indirekt olarak
etkileserek bitki biiyiimesini sitiimiile ettigi bilinmektedir. Bu grup
bakteriler PGPR olarak siniflandirilmistir. Bunun yaninda bir¢ok bitkinin
kokleri mikorizal funguslar ile kolonize olmustur ve bu genellikle bitki
bliylimesini olumlu yonde tesvik etmektedir. Bununla beraber, koke
kolonize olan fungus ve bakterilerin yararli etkileri ayr1 ayr1 ¢alisilmastir.
Sadece son zamanlarda mikorizal fungus ve bakterilein sinerjitik etkileri

beraber calisilmaya baglanmistir (Artursson et al., 2006).

“Rizobakteri” terimi kok ¢evresine kolonize olan kok bakterilerini
tanimlamak i¢in kullanilir. Koklere kolonize olup, yararli olan kok

bakterileri (PGPR) ii¢ 6zelligiyle belirlenmektedirler

e Koke kolonize olabilmek zorundalar.
e Kok yiizeyindeki mikro habitatlarda canli kalip cogalabilmeli,
burada diger mikroorganizma gruplariyla rekabet edebilmelidir.

e Bitki biiyiimesini desteklemelidir.

PGPR’yi tanimlamada yeni teknikler, kok kolonizasyonunun

molekiiler determinantlar1 ve kolonizasyon sekilleri tanimlanmugtir.

PGPR’ler iki guruba ayrilmistir. Bunlardan biri; fitostimiilasyon
yapanlar ve besin dongiisiine karisanlar, digeri ise bitki patojenlerinin
biyokontroliinii gerceklestirenlerdir (Bashan and Holguin, 1998). Besin
dongiisii siirecine etki eden PGPR’ler toprakta bulunan fosfat ve diger
niitrientlerin kullanilabilirligini artirmakta ve simbiyotik olmayan azot

fiksasyonunu gerceklestirmektedirler. Atmosferik azotu fikse edip amonyak
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gibi kullanilabilir azot formuna doniistiiren bir¢ok simbiyotik olmayan
“diazotrofik bakteriler”, test edilmis olup uygulamada biyogiibre olarak
kullanilmaktadir. Diazotroflar arasinda simbiyotik olmayan azot fikse eden
mikroorganizmalar, diger bir canli organizmanin yardimina gereksinim
duymadan toprakta cogalirlar. Kendileri i¢in gerekli enerjiyi, karbonu ve
diger elementleri topraktan alirlar. Toprakta kendisi icin uygun olan azot
bilesiklerini bulamadigi takdirde havanin azotunu kullanirlar. Simbiyotik
olmadan azot tespit eden mikroorganizmalara Azotobacter vinelandii ,
Clostridium spp., Klebsiella pneumoniae, Bacillus polymyxa, Bacillus
macerans ve Escherichia intermedia ile Desulfovibrio, Rhodospirillum,
Chromatium, Anabaena cylindrica Nostoc commune, Calothrix spp.
Plectonema spp. 6rnek verilebilir. Mikroorganizmalarin biyogiibre olarak
kullanimi1 yoOniinde elde edilen veriler, pratik uygulama icin inokulum
tiretimi ve seg¢me prosediirlerini gelistirmede yiireklendirici sonuclar
vermektedir. Etkin PGPR diazotroflarinin  se¢imi bu teknolojini

gelistirilmesinde kritik oneme sahiptir(Barea et al., 2005).

Birgok kok bakterisi ve kok fungusu, genellikle selat yapici organik
asitlerin salinimui ile ¢oziinmez fosfati c¢oziiniir hale getirmektedir. Fakat
toprak bitki sistemlerindeki etkinligi heniiz tam net degildir. Oncelikle,
inokule edilen PSB’nin (Phosphat Solubilizing Bacteria=Fosfat coziicii
bakteriler) kokler ile birlesik toprak habitatlarinda yerlesik hale gelmesi
zorunludur. Benzer bi¢cimde, kaya asindiran ¢ol bitkilerinin kok cevresine
kolonize olan bakterilerin kayalardan 6nemli oranlarda P, K, Mg, Mn, Cu,
Zn  minerallerini  serbest hale  getirdikleri = saptanmistir.  Bu
mikroorganizmalarin ayni zamanda halotolerant ve/veya termotolerant

olduklar1 belirltilmistir. Bu kosullardaki toprak funguslarinin rolii de
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calistimistir ve muhtemlen bunlar arasinda benzer sekilde sinerjik

etkilesimler oldugu belirtilmektedir (Barea et al.,2005).

Azospirillum tirlerinin de PGPR olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu
bakterilerin 6nemli aktivitesi kok morfolojisini etkileyen oksin tipi
fitohormonlarin iiretimi ve bdylece topraktan besin alimini artirmalaridir.
Bu s6z konusu organizmalarin azot fikse etme 6zelliklerinden daha 6nemli
olabilmektedir. Azospirillum tiirleri tarla kosullarinda tohum inokulanti
olarak kullanilmaktadir. Bir¢cok calisma Azospirillum tiirlerinin inokulant
olarak faydalarini rapor ederken, bazi caligmalar tutarsizlik ortaya
koymaktadir. Bununla beraber, bu inokulantlarin uygun sekilde kullanilmasi
durumunda bitki beslenmesinde yararli etkileri olabilecegi kabul

edilmektedir (Barea et al., 2005).

2.2.2. Mutualistik simbiyontlar:

2.2.2.1 Azot fikse eden simbiyotik bakteriler

Simbiyotik azot fiksasyonu simbiyotik kok nodiillerinde nitrogenaz
enzimine sahip bakteriler tarafindan gerceklestirilen atmosferik azotu
amonyaga indirgeme siirecidir. Azot fiksasyonu atmosferden azotun
biosfere doniisiinde ilk adimdir. Bitki verimliliginde 6nemli etkiye sahiptir.
Bu azot fiksasyonunu gerceklestiren bakteriler Rhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium ve Azorhizobium genuslariin iiyeleridir
ve hepsi birden ‘“rhizobia” olarak adlandirilmaktadir (Sekil.2.2). Bu
bakteriler azot fikse eden nodiillerin olusumu i¢in legiim(baklagil)

kokleriyle etkilesirler. Bunun yaninda aktimomisetlere ait Frankia genusu
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da odunsu bitki koklerinde nodiil olusturup azot fiksasyonu yapan dnemli

bir gruptur(Sekil 2.3).

Sekil.2.2. Rhizobianodiilleri (www.arc.agric.za/;www.tolweb.org/notes/note_id=3920)

Simbiyotik yol ile azot fikse eden organizmalar1 iki biiyiik grupta
toplayabiliriz. Bunlardan birincisini baklagil bitkileri ile simbiyoz olusturan
Rhizobium bakterileri, ikinci grubunu ise baklagil disindaki agac tiiriinden

yiiksek bitkiler ile simbiyoz olusturan aktinomisetler olusturmaktadir.

Sekil 2.3. Frankia spp.nodiilleri (www.botany.hawaii.edu)
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2.2.2.2. Likenler

Likenler; bagli basina birer organizma degildirler. Mantarlar ve
fotosentetik alglerden meydana gelen simbiyotik birlikteliklerdir. Likenleri
olusturan alg ve mantarlar arasinda bazi fizyolojik is boliimleri vardir.
Simbiyotik organizmalardan alg, klorofil tasidigindan fotosentez yapar ve
birligin karbonhidrat gereksinimini karsilar. Mantar ise su ve madensel
maddelerin alinmasinda gorev alir. Yaklasik tiim likenlerin % 8'i mavi-yesil
algleri icermektedir. Likenlerin azot fiksasyonunda 6zel bir 6nemi vardir.
Ciplak kayalik yiizeylerin vejetasyon Ortiisiine kavusmasi, tropik ve

subtropiklerdeki yagmur ormanlarinin ekonomileri i¢in 6dnemli rol oynarlar.

Diger 6nemli grup bitki kokleriyle simbiyotik iliski kuran mikorizal

mantarlardir. Bu grup daha sonraki boliimlerde detayli olarak ele alinacaktir.

2.2.3. Bitki patojenlerinin biyokontroliinde mikrobiyal antagonizm

Biyolojik kontrol bir veya birden fazla organizmanin, bitki
patojenleri tarafindan olusturulan hastaligin ortadan kaldirilmasi veya
etkisinin azaltilmasi i¢in kullanilan yontemdir. Bir bitki patojenini kontrol
etmek i¢in kullanilan yararli organizmaya ¢’biyolojik kontrol ajan1” veya
“antagonist” denmektedir. Antagonistler bazi Ozelliklere sahip toprak
mikroorganizmalaridir. Etkileri olduk¢a spesifiktir. Belli patojen tiplerine
veya gruplarina etkili olmaktadirlar. Kimyasal kontrol ajanlarinin tersine
yararli organizmalara cok az etkileri vardir. Bazilarmin arzu edilen
ozelliklerini artirmak amaciyla genetik modifikasyon yapilabilmektedir

(Whipps, 2001).
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Son zamanlarda bitki hastaliklarinin kontroliinde kullanilan kimyasal
maddeler yerine alternatif biyolojik miicadele yontemlerinin kulanilmasi
yoniinde artan bir ilgi vardir. Bunu basarmak igin toprakta ve kok
cevresinde siiregelen etkilesimleri kapsamli bir sekilde degerlendirmek ve
bunun biyolojik kontrolde kullanilmasini saglamak ve hangi kosullarda

gerceklesebilecegini tahmin etmek gerekir.

Baz1 topraklarin sahip olduklar fizikokimyasal ve mikrobiyal
ozelliklerinden otiirii toprakla tasinan bazi bitki patojenlerine karsi dogal
olarak baskilayici olduklar1 iyi bilinmektedir. Temelde bir patojene
baskilayict olan toprak bir digerine etkili olmayabilir. Bu nedenle bitki—
toprak — mikoorganizma etkilesimlerinde spesifiklik vardir. Mikrobiyal
komunite yapisim1 analiz etmek i¢in kullanilan modern yoOntemler, bu
sekilde olan dogal baskilama ve de spesifik mikrobiyolojik kontrol ajaninin

ve etkilerini ve yayilisini izlemede ¢ok faydali olabilecektir(Whipps, 2001).

Hastaliklarin baskilanmasi, ayni zamanda iiriin rotasyonu, toprak
fumigasyonu veya solarizasyonu, toprak kullaniminin degisikligi gibi
fizikokimyasal ve mikrobiyal ¢evrenin manipulasyonu ile onemli oranda
basarilmaktadir. Bununla beraber, giiniimiizde konuk¢u ve patojenlerin
etkilesimi, kok ve tohumlarda hastaliklarin kontrolii igin spesifik
biyokontrol ajanlarmin kullaniminin gelistirilmesi yoniinde artan bir ilgi

vardir. Koklerde ve tohumlarda biyokontrol ajanlarinin etki mekanizmalari:

e Antimikrobiyal madde salgilanarak patojenin inhibisyonu
(antibiyosis),

e Sideroforlarin tiretimiyle demir icin rekabet,
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e Tohum ve kokler tarafindan iiretilen kisitli besin kaynaklari ve
kolonizasyon yerleri i¢in rekabet,

¢ Bitki diren¢ mekanizmasinin uyarilmast,

e Kok ve tohumlarda patojen germinasyon faktorlerinin
inaktivasyonu,

e Patojen hiicre duvarimi parcalayan B-1,3 glukanaz ve kitinaz gibi
ekstraselliiar hiicre duvarini pargalayici enzimlerin iiretimi,

e Paraziti etkileyen toksinlerin iiretimi seklinde olabilir.

Bu etki mekanizmalarinin bir tanesi veya birkacinin kombinasyonu

olusturularak biyokontrol ajan1 olarak kullanilabilir (Whipps, 2001).

Son zamanlarda, PGPR’nin mikobiyal rizosfer komunitesini
degistirerek bitki biiytimesini tesvik ettigine dair ilave bir mekanizma 6ne
siiriilmiistiir. Boyle bir dolayl etki iizerinde fikir birliginin olmasi rizosfer
biyolojisinde aktiviteleri degerlendirme ag¢isindan ilging olacaktir(Barea et

al., 2005).

Uygun mikrobiyal aktivitelerin kimyasal madde ve enerji
kullanimin1 azaltabileceginin farkina varilmis olmasindan dolayi, secilmis
mikrobiyal konsorsiyumlarin bitki {iretiminde yarar saglamasi amaciyla

inokulant olarak kullanim1 yoniinde ilgi artmistir (Barea et al.,2005).

Mikrobiyal inokulantlarin iiretimi ve bunlarin tarlada izlenmesi
amaciyla ve toprak ekosistemini daha iyi anlamak icin, giiniimiizde
molekiiler tekniklerin kullanimi artmaktadir. Bu inokulantlar genetik olarak
modifiye edilmis veya edilmemis suslar olabilmektedirler. Bu sebeple
rizosferdeki mikrobiyal isbirligi (co-opereation) konusunda yapilacak

ilerideki caligmalar; gorsellestirme teknolojisinde 1ilerlemeler, kok
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kolonizasyonunun molekiiler temelde analizini, fonksiyonel genomigi,
yararli mikrobiyal aktiviteleri iceren mekanizmalari, yararli amaglar icin
mikroorganizmalarin modifikasyonunu, biyoteknolojideki gelismelerin
entegre edilmesini icermelidir. Tahrip edici olmayan in situ goriintiileme
teknikleri rizosferdeki mikroorganizmalarin hem kok hem de kendileri
arasindaki etkilesimleri incelemek amaciyla yapilan detayli arastirmalarda
hali hazirda kullanilmaktadir. Konfokal lazer taramali (scanning)
mikroskopisi ve floresan proteinlerin kullanimina bagli olarak bu tekniklerin
gelistirilmesi, sadece  rizosferdeki farkli  populasyonlar1  aninda
goriintiilemeye imkan vermeyip ayn1 zamanda gen ekspresyonunun fiziksel
ozeliklerini gorsellestirmeye imkan verecektir. Rizosfer cevresindeki gen
transferini degerlendirmek amaciyla mikroorganizmalar1 kiiltiir etmeye
gerek kalmadan belirlemeye yarayacak immunofloresan tetkiklerin

gelistirilmeye ihtiyaci vardir (Barea et al., 2005).

2.3. Mikorizosfer

Karasal bitkilerin bircogunun kokleri, mikoriza olusturan simbiyotik
funguslarla kolonize olmuslardir. Bitki kokleri ve miseller toprakta siirekli
olarak beraberlerdir, mikorizal funguslar1 dikkate almadan rizosferi
calismak giictiir. Bu sebeple cogu kara bitkilerinde rizosfer kavrami

“mikorizosfer” olarak olarak genisletilebilir (Timonen and Marschner, 2005).

2.3.1. Mikorizosferin yapisi

Rizosfer, koklerin yakin c¢evresi olarak tanmimlanabilmektedir.
Mikorizosfer, mikorizal fungusun kokleriyle direkt iliski olan kokleri ve

toprakta etki alaninda bulunan mikroorganizmalari yani rizosfer ve hiposferi
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kapsamaktadir. Rizosfer pH, niitrient konsantrasyonu, su icerigi bakimindan
topragin diger boliimlerinden faklilik gostermektedir. Bu degisikliklere
kokler tarafindan bazi bilesiklerin eksudasyonu, suyun ve niitrientlerin
alimimi sebep olmaktadir. Dogal habitatlarinda biiyiiyen bitkilerin rizosferi
sadece kokleri degil, bunun yaninda mikorizal fungusun misellerini de
icermektedir. Bu sebeble, rizosfer ve hiposferin sinirlarini belirlemek giictiir
(Sekil 2.4). Bu yiizden c¢ogu durumda rizosfer i¢ hiposfer olarak
belirtilmektedir. “Hiposfer” mikorizal fungusun disaridaki miseli, onu
cevreleyen toprak ve mikroorganizmalardan olusmaktadir. Mikorizal
fungusun disaridaki miseli dis mikorizosferi olusturmakta ve genellikle

cevresindeki topraga birkac santimetre uzanmaktadir (Johnson et al., 2002).

[ inner mycorhizosphere
[] Outer mycorhizosphere

Mycomhizosphere

Sekil 2.4. Mikorizal habitatlar (Timonen and Marschner 2005).

Mikorizosferin yapist mikorizal simbiyosis ¢esitlerine gore farklilik
gosterir. Endomikorizal simbiyosislerin ¢ogunda hifler kok dokusunu gecip,

kok yiizeylerinde ince hif ag1 olustururlar. Ektomikorizal simbiyosisde ise
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miseller kok uclarinda kalin catallanmis bir ag tabakasi olustururlar

(Johnson et al., 2002).

2.3.2. Habitat olarak mikorizosferler

Mikorizal kolonizasyon koklerin metobolizmasin1 degistirip kokler
tarafindan topraga salgilanan bilesiklerin kompozisyonunu ve miktarini
degisiklige ugratir. Mikorizal kolonizasyonun kok eksudatlarina etkisi
izerine ¢alismalar mevcuttur(Bais at al., 2006). Bu calismalar eksudasyon
cesitliliginin bitki tiirtine, mikorizal fungusa, bitkinin yasina ve beslenme
kosullarina bagli oldugunu gostermistir. Mikorizal fungi rizosferdeki kok
eksudatlarinin miktarini, kok hiicreleri tarafindan cevresindeki topraga
ulastirllmadan karbonhidratlar1 dogrudan alarak degistirebilir. Arbuskuler
mikorizal sistemlerde bu hipotezi destekleyen az bir bulgu vardir. Bununla
beraber, Azaizeh et al.(1995) arbuskuler mikoriza kolonizasyonunun
eksudasyona higbir etkisinin olmadigin1 tespit etmislerdir. Laccaria
laccata’min  olusturdugu mikorizal kolonizasyon ¢am agacglar ig
mikorizosferine salinan ¢oziiniir karbon bilesikleri miktarini1 6nemli oranda
azalmig, fakat kayin agaclarinda zit bir etki goOstermistir. Mikorizal
kolonizasyon kok eksudatlarinin seker, aminoasit ve organik asit
kompoziyonunu da degistirmistir. Mikorizal fungus tarafindan alinan
karbonhidratlar, kismen funguslara 6zgii trehalose, mannitol, ve arabitol
gibi bilesiklere metobolize edilirler (Soderstrom et al., 1988). Funguslar
tarafindan salgilanan bu ve diger laktik asit, okzalik asit gibi fungal

metobolitler daha sonra mikorizosferde modifiye edilirler(Wallander, 2000).
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2.3.3. Mikorizosferi Olusturan Mikroorganizmalar

Mikorizosferler  bitkilerin, mikorizal funguslarin diger
mikrooorganizmalarin ve toprak faunasinin farkli organizmalarinin
kommunitesi olarak diisiiniilebilir. Bitki kokleri bu kommunitenin baskin
tiyeleridir, fakat aslinda rizosfer fonksiyonlarmin pek cogu buradaki
mikroorganizmalar  tarafindan  gerceklestirilmektedir(Timonen  and

Marschner, 2005).

2.4. Mikoriza

Mikoriza, toprak kokenli funguslar ile bitkilerin kokleri arasinda
karsilikli yararlanmaya (mutualism) dayanan simbiyotik bir iligkidir.
Buradaki  simbiyotik ve mutualizm terimleri birbirleri  yerine
kullanilagelmistir. Simbiyosis terimi ilk olarak hem likenlerde, hem de
parazitlerde kullanilmistir, fakat giiniimiizde pek ¢ok arastirmaci bu terimi

sadece faydali birliktelikler i¢in kullanmaktadir (Brundrett, 2004).

Mikoriza diinyada ilk olarak 1840 yilinda iinlii bir orman biyologu
olan Robert Hartig tarafindan ¢cam koklerinde resimlenmis, fakat koklerdeki
funguslarin ayr1 bir varlik oldugunun farkina varamamigstir. Bundan sonra
1847 yilinda S. Reissek orkidelerle birlikte bulunan hiicrelerin fungus
hiicreleri oldugunu tespit etmistir. 1881 yilinda F. Kamienski baz1 agac
koklerinin bir fungus katmaniyla sarildigini ve besin maddelerinin bu
katman araciligi ile bitki tarafindan alindiginmi dikkati cekmistir. Daha sonra,
Yunanca mykes (fungus) ve rhiza (kok) kelimelerinden olusan Mikoriza

“Kok fungusu” terimi, ilk kez 1885 yilinda orman patolojisti olan A.B.
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Frank tarafindan fungus-agag¢ iliskisini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Paul

and Clark 1996).

Brundrett (2004), tarafindan mikoriza daha genis sekilde;
“Topraklarda bitkilerde yasamak icin 6zellesmis bir fungus ile canli bir
bitkide 6zellikle besin transferinden sorumlu kok veya diger substratlar ile
temas kuran organ arasindaki bir veya her iki partner i¢in gerekli, bitki ve
fungus gelisiminin senkronize oldugu, simbiyotik bir birlikteliktir.”

seklinde tanimlanmistir.

Mikorizal fungus ¢ok miktarda hif tireterek bitki kok yiizey alanim
arttirmakta ve kokten ¢ok uzak bolgelerdeki besin elementlerini s6z konusu
hifleri araciligiyla alabilmektedir. Bu igbirligi bitkinin mikorizal fungusa
karbon, mikorizal fungusun da bitkiye besin elementi saglamasiyla

gerceklesmektedir.

Mikorizal iligki, diinyadaki bitkilerin yaklasik biiyiik bir boliimiinde
(kapali tohumlularin ~ %80’inde, acik tohumlularin % 100’iinde,
pteridofitlerin % 70’inde) goriilmektedir (Boer et al., 2005). Ototrof olan
konukcu bitki ile heterotrofik organizma arasinda besin aligverisi ve
ekolojik olarak dogal dengenin korunmasini saglayan mikoriza, bu yonii ile
ekosistemdeki besin dongiisii ve bitki canliliginin devaminda biiyiik bir

oneme sahiptir (Kibar ve Pesken, 2007).

Narenciye tiirleri ilk kok gelisimi doneminde siddetli derecede
mikorizaya bagimlilik gosterirken, orkideler gibi cok kii¢iik tohumlu
bitkilerde cimlenme ve gelismenin baslamasinda mikorizal iliskiye mutlak
gereksinim vardir (Ortas, 2003). Giiniimiizde mikoriza farkli mikoriza

tipleri asagida belirtilmektedir.
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2.4.1. MikorizaTipleri
2.4.1.1. Ektomikoriza (ECM)

Ektomikorizalar, ¢ali diplerinden orman agaclarina kadar pek cok
odunsu bitkide tespit edilmistir. Konukcu bitkilerin biiyiik bir ¢cogunlugu,
Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae ve Myrtaceae familyalarina aittir.
Ektomikoriza olusturduklar1 bilinen, 4000'nin {izerinde fungus tiirii esas
olarak Basidiomycotina sinifina ve ¢ok az bir kismi da Ascomycotina
sinifina dahildir. Ozellikle orman agaclar1 ve calilar gibi daha cok yiiksek
yapili agaglarin koklerinde bulunan ektomikorizal simbiyoza genellikle
kuzey ve sicak bolgelerde tropik bolgelerden daha yaygin olarak
rastlanmaktadir. Ektomikorizal iligskinin kurulmasi; uygun bir konuk¢unun
fungus tarafindan taninmasi, konuk¢u kok dokularinin istilas1 ve son olarak
bir dis kilifin {iiretilmesi olmak iizere iic farkli safhada gerceklesir.
Ektomikorizal simbiyozun fonksiyonunu anlatmak i¢in ii¢ anatomik yapinin

aciklanmasina ihtiyag vardir.

a) Fungal ortii (mantle): Ektomikorizal bitkilerde kokiin dis yiizeyi
her zaman kokciik goriiniimiindeki cokca dallanmig bir hif Ortiisii ile
ortiiliidiir. Bu ortiiniin yapis1 ve kalinlig1 simbiyoz olusturan tiire ve ¢evresel
kosullara baglh olarak biiyiik 6l¢iide degismektedir. Fungus dokusunun
olusturdugu kin (manto), emici koklerin yiizey alanini artirir ve ¢ogu kez
ince koklerin morfolojisini  etkileyerek, kok catallagmasina ve
gruplanmasina neden olur. Ortii fungus icin, besin maddesi ve karbon
deposu olarak hizmet edebilir ve orman ekosistemlerinde N ve P’un 6nemli
bir miktar1 bu doku icerisinde depo edilebilir (Sekil 2.5), (Kibar ve
Pesken,2007).
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b) Hartig net: Ektomikorizalarin (ECM) teshisinde en belirgin
ozellikleri, kok korteks hiicreleri arasinda bulunan hiflerinin, orman
biyolojisinin babasi sayilan Robert Hartig'in adindan dolayr "Hartig net"
diye adlandirilan bir ag olusturmalaridir. Kokiin daha dis bolgelerindeki
kortekste epidermal ve kortikal hiicreler arasinda yayilan intraselluler
hiflerin yogun ve c¢ok siki bir sekilde bir araya gelmesinden olusan bir
yapidir. Hartig net, karbonhidratlarla minerallerin degis tokus edildigi

konukcu bitki ve mantar arasindaki bir ara yiizdiir.

¢) Eksternal miselyum: Dis fungal ortiiden toprak igerisine yayilan
hiflerden olusan miselyumdur. Bu miselyum besin alimi, mineral besin
maddelerinin hareketi, su alimi ve diger toprak mikroorganizmalar ile
karsilikli etkilesimler icin genis bir yiizey alam saglamasindan dolayi
onemlidir. Mikorizal simbiyozun diger sekillerinin aksine ECM’da mantar,
konukgu bitki tiiriiniin korteksindeki hiicreler arasinda gelisir, hicbir zaman

hiicre icinde gelismez.

ECM’da kokler kisa ve kalindir, bir fungal doku Ortiisii ile
ortiiliidiirler. Emici tiiyler azdir ya da hi¢ yoktur. Bu emici tiiyler besinleri
emme roliinii tistlenmektedir. Kisa koklerin iizerinde iiziim salkimi benzeri
dallanmalar meydana gelir. Bu tiir olusum daha ziyade Angiosperm ve
Gymnospermlerde gozlenir. Pinus tiirlerinde ise catallanmis dallar seklinde
olusumlara rastlanir. Zaman zaman uzun koklerin de mantar hiflerince
enfeksiyona ugradig1 goriiliir. Ancak bu tiir enfeksiyon genellikle “Hartig

net”’tarafindan onlenir (Kibar ve Pesken, 2007).
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External miselyum

Fungal

Hartig net

Sekil 2.5 Ektomikorizanin bitki kokleri ve dokularindaki goriinimii (Kibar ve Pesken,
2007).

2.4.1.2. Vesikiiler-arbuskiilermikorizalar(VAM)

Arbuskiiler mikorizalarin (AM) ayirt edici 6zellikleri, kok korteks
hiicreleri icerisinde oldukca dalli arbuskiil yapr olusturmalaridir. Fungus,
baslangicta korteks hiicrelerinin arasinda gelisir, fakat kisa zamanda
konukcu hiicre duvarindan igeri girer ve hiicre icerisinde gelismeye devam
eder. Fungusun korteks hiicreleri icerisinde gelistigi biitiin mikorizal tiplere

genel olarak “endomikoriza” denir.

Bu ortak yasamda ne fungus hiicresi duvari ve ne de konukgu bitki
hiicresi membran1 bozulmamaktadir. Fungus biiyilidiikkce konukc¢u bitki
hiicresi membrani, fungusu bir kilif igerisine alir ve tamamen etrafini
kusatarak, icerisinde yiiksek molekiiler yapidaki maddelerin depolandigi
ayrt bir bolme olusturur. Bu ayr1 bolme, bitki ile fungus sitoplazmasi
arasinda dogrudan temasa engel olarak simbiyontlarin (bitki-fungus)

arasindaki besin maddeleri tasiniminin daha iyi bir sekilde gerceklesmesini



24

saglar. Arbuskiiller, nispeten kisa Omiirliidiir, (15 giinden az) ve tarladan

toplanmig 6rneklerde genellikle bunlar1 gormek olduk¢a zordur.

AM funguslarinin olusturdugu diger yapilardan bazilari, vezikiiller,
yardimct hiicreler ve seksiiel sporlardir. Vezikiiller, ince duvarl, lipitle dolu
yapilardir ve genellikle hiicreler arasi bosluklarda yer alirlar (Sekil 2.6.)
Vezikiillerin ana islevinin depolama oldugunun diisiiniilmesine karsin,
vezikiiller ayn1 zamanda fungusun iiremesini saglayan yapilar (propagule)
olarak da gorev yapmaktadir. Yardimci hiicreler, toprakta olusur ve kangal
(bobin) veya yumru seklinde olabilirler. Bu yapilarin islevleri
bilinmemektedir. Uremeyi saglayan sporlar, kok icerisinde veya genellikle
toprak icerisinde olusabilmektedir. AM ortakliklar1 olusturan funguslarin
trettigi sporlar seksiieldir ve vejetatif hiflerin degisime ugramas: ile
meydana gelirler. Bazi funguslarda (Ornegin, Glomus intraradices)
vezikiiller, kok icgerisinde ikincil bir kalinlasmaya ugrar ve hifsel yapi
boyunca ortada bir ayiric1 duvar teskili ile hifin ucunda spor olusur. Fakat
genellikle sporlar, toprak igerisinde hifsel siskinliklerden gelisirler.
VAM'lar1 olusturan biitiin funguslar en son olarak Glomales takimina dahil
edilmistir. AM tipi simbiyozu olusturan funguslarin, otsu ve odunsu bitkileri
iceren genis taksonomik araliktaki bitkileri kolonize etmeleri nedeni ile bu
tip simbiyoz ¢ok yaygin olarak goriiliir. Bu ise genel olarak bu tip icerisinde
bir konukg¢u spesifikasyonunun olmadigin1 gostermektedir. Bu bdyle
olmakla beraber, spesifiklik, kendiliginden olan kolonize edebilme yetenegi,
enfekte etme yetenegi, kolonizasyon miktar1 ve etkinligi ile kolonizasyona
kars1 bitkinin tepkisini (response) ayirt edebilmekle ortaya cikar. AM
funguslarimin, kok sistemi icerisinde olusturduklar1 kolonizasyon seviyesi ve
bunlarin besin maddeleri alimi1 ve bitki gelismesine olan etkileri oldukca

degisiktir.
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Sekil: 2.6. Vesikiiler-Arbuskiiler Mikorizal fungus olan Glomales’in kok igerisinde
olusturdugu arbuskiil ve vesikiil yapilar1 (A: Arbuskiil) (V: Vesikiil) (Brundrett
at al., 1996).

2.4.1.3. Erikoid mikorizalar

Erikoid terimi, Ericales takimindan bitkilerde rastlanan mikorizal
ortakliklar: ifade etmede kullanilmaktadir. Kok icerisindeki hifler, korteks
hiicrelerinin i¢ine girebilirler, fakat arbuskiil olugsmaz. Baslica 3 tip erikoid

mikoriza tanimlanmustir (Brundrett, 2004).

(i) Erikoid -- I¢ korteks hiicreleri tamamen fungus hifleri ile
doludur. Kirbac seklindeki gevsek bir hif parcasi kok yiizeyi iizerinde
biiyiir. Fakat bir kin olusmaz. Erikoid mikorizalar, Ericaceae familyasina ait
Calluna (stipiirge otuna benzer bir cal), Rhododendron (ormangiilii) ve
Vaccinium (yabanmersini) gibi ¢ok ince kok sistemleri olan ve tipik olarak
asit ve peat topraklarda biiyliyen bitkilerde bulunurlar. Bu mikorizal

ortaklikta gorev alan funguslar, Hymenoscyphus cinsi Ascomycetes'lerdir.

(i1) Arbutoid -- Hem ektomikorizalarin, hem de endomikorizalarin
ozelliklerini tasitmaktadir. Hiicreler arasina girerler, bir kin olusur ve Hartig

net (ag) vardir. Bu ortaklik, Arbutus (kocayemis meyvast Ericaceae
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familyasina ait, herdem yesil ¢alilar veya kiiciik agaclar) , Arctostaphylos ve
Pyrolaceaemin (herdem yesil ¢ok yillik rizomlu otsular) birkag tiirlinde
bulunmaktadir. Bu ortaklikta gorev alan funguslar basidiomycetes'lerdir.
Ayni funguslar, aym bolgede bulunan ECM (Ektomikoriza) konukcusu

agaclar1 da kolonize edebilmektedir.

(iii)Monotropoid - Funguslar, Monotropaceae familyasindan
achlorophyllous (klorofilden yoksun) bitkileri (6r. Indian pipe) kolonize
ederler, Hartig net ve manto (kin) olustururlar. Ayn1 fungus grubu, agaclarla
da ECM ortakliklar1 olusturur ve bu suretle olusturdugu baglanti ile de
ototrof konukcu bitkiden karbon ve diger besin maddelerinin heterotrof,

parazit bitkiye akmasini saglayabilir (Sylvia et al., 1997).

2.4.1.4. Orkide (Orchidaceous) mikorizalar:

Orkidelerin mikorizal yasama bagimli olmalarindan dolayi, orkid
mikoriza oldukga ilgi ¢ceken simbiyotik bir yasam seklidir. Biitiin orkideler
mikorizal yagama sahiptir. Orkide tohumlarinin iyi bir cimlenme ve gelisme
gosterebilmesi  i¢in  uygun mikorizal funguslarla temasa ge¢mesi
gerekmektedir. Bilindigi gibi orkid tohumlar1 ¢ok kiiciiktiir. Dogal olarak
tohumlarin biinyesinde yer alan endosperm besi dokusu da tohumun
biiyiikligli ile orantili olarak kiigiiktiir. Bu nedenle tohum c¢imlenirken
endosperm yani yedek besin maddeleri cok kisa zaman iginde
tilkeneceginden; cimlenmekte olan tohumun daha ileri evrelere dogru
gelisebilmesi igin dis kaynaklardan desteklenmesi gerekmektedir. (Oner,

1987; Sylvia et al., 1997).
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Dogal habitatlarda cimlenen tohumlara gereksinim duyduklar
karbon ve diger besin maddelerini funguslar verir. Achlorophyllous
(klorofili olmayan) tiirlerde bitki tiim yasantis1 boyunca karbon ihtiyacini
saglamak icin ortagl funguslara bagimlidir. Funguslar bitki hiicresi icinde
geligir, hiicre membranin1 ¢evreler ve hiicre icerisinde hifsel yumaklar
olusturur. Bu yumaklar sadece bir kac¢ giin icin aktiftir. Sonra normal
yapilarim kaybedip bozunuma ugrarlar ve besin maddesi igerikleri
biiylimekte olan orkide tarafindan absorbe edilir. Kisaca orkidelerle ve
fungus arasindaki iliskide bitki fungal metabolitleri kismen veya tamamen
kendi gelisimi icin kullanirken ayn1 zamanda bitki fungusun yavas yavas
bitki dokularina girmesine miisaade eder. Bu iliski bozuldugu zaman fungus
kendini konukgusu oldugu bitki dokusundan elimine edebilir ve hatta

orkidenin 6liimiine sebep olabilir (Oner, 1987; Sylvia et al., 1997).

Orkide tohumlarinda erken gelisen fungal biiyiime, fenoliklerin
tiretimiyle kontrol edilir. Fungusun gelistigi dokularda bitkinin savunma

mekanizmasi yardimiyla bitki hiicre 6limii gozlenmez (Sylvia et al., 1997).

Orkide endofitik funguslarimin biiyilk cogunlugu Rhizoctonia
genusuna dahildir. Bu genus Armillaria mellea, Rhizoctonia solani gibi
patojen tiirleri ve lignin ve seliilozu dekompoze etme yetenegindeki odun
dekompoze edicileri Cortium, Fomes, Xeratus, Coriolus, Marasmius gibi
Basidiomycota’nin alt subesine ait funguslart da icermektedir(Isaac, 1992;

Andersen and Rasmussen, 1996; Demir, 1998).

Rhizoctonia genusu yalnmiz patojen olarak sorun ¢ikaran bazi tiirleri
icermeyip, mikoriza olusturarak bitkilere yarar saglayan tiirlere de sahiptir.

Orkide ailesinde bulunan ¢ogu bitki Rhizoctonia ile simbiyotik olarak
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yasamini siirdiiriir. Rhizoctonia tiiriiniin bircok susu orkidelerden izole
edilmistir. Bu fungus ile orkide arasindaki belirli spesifitenin varligini
gostermektedir (Andersen and Rasmussen, 1996; Taylor and Bruns, 1997).
Orkideler ve funguslar arasindaki spesifik birlikteligi gosteren caligsmalarda
artis olmasina ragmen, bu spesifite genellikle tiir-tiir seviyesinde degildir.

(Rasmussen, 2002).

2.4.1.5. Kanisik enfeksiyonlar

Birkag cesit fungus, tek bir bitkinin koklerini kolonize edebilirler.
Fakat olusan mikorizal ortaklik tipi genellikle bir konukc¢u i¢in aynidir. Bazi
durumlarda, bir konuk¢u birden fazla tipte mikorizal ortakligi da
saglayabilmektedir. Alnus (kizilagac), Salix (sogiit), Populus (kavak) ve
Eucalyuptus eucalyptus (sitma agaci) genuslarinda ayni bitki tizerinde hem
VAM (Arbuskiiler mikoriza) hem de ECM (Ektomikoriza) ortakliklarinin
ikisi birden bulunabilir. Bazi erikoid bitkilerde nadiren ECM (Ektomikoriza)
ve VAM (Arbuskiiler mikoriza) ortakliklarimin ikisi  bulunabilir.
Fidanliklarda ve yanmis orman sahalarinda Coniferous ve Deciduous
genusu konak bitkilerinde bir ara mikorizal tipe rastlanmaktadir.
“Ektendomikoriza” (ectendomycorrhiza) denen bu ara tip, tipik bir ECM
(Ektomikoriza) yapisi gosterir, yalnizca kin (manto) ya incedir veya hig
yoktur ve Hartig net icerisindeki hifler, kok korteks hiicreleri icerisine
girebilmektedir. Fidanlar biiytidiik¢e, ektendomikorizalarin yerini ECM'lar
alir. Bu ortaklikta yer alan funguslar, baslangicta "E-sus" olarak
gosterilmistir. Ancak daha sonra bunlarin Ascomycetes olup Wilcoxina

genusu icerisinde yer aldiklari ifade edilmistir (Sylvia et al.,1997).
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2.4.2. Mikorizalarin onemi

Mikorizalarin esas gorevlerinin topraktan mineral madde alinmasi
oldugu gozlenmistir. Fakat bu funguslarin bagka rollerinin de oldugu ileri

siriilmektedir ve bunlar asagida siralanmugtir.

2.4.2.1. Bitkilere olan yararlar

e Toprak hacmini artirarak bitkilerin alabilecegi bitki besin
maddelerinin miktarim1 artirir. Olii artiklardan bitkilere besin transferini
gerceklestirir.

® Normalde bitkiler tarafindan alinamayan besin maddelerini
karsilayarak bitkinin besin maddelerini almasin1 artirir.

e Bazi ECM ve Erikoid funguslar topraktaki besin alinimini
engelleyen fenolik bilesikleri pargalama 6zelligine sahiptir.

e ECM ve VAM funguslariyla kok kolonizasyonu, bitkilerin
parazitik funguslardan ve nematodlardan korunmasini saglar. Bitkiyi diger
patojen mikroorganizmalara ve agir metallere kars1 korurlar.

e Kuraklik ve streslere karsi bitkiyi korur ve direncini arttirir.

¢ Bitki su iliskileri, fitohormon seviyeleri, karbon asimilasyonu v.b.
degisikliklerde bitkilere olan yararlardan bahsedilmistir.

e Mikorizal birliktelikler daha fazla iiriin elde edilmesini, besin
biriktirilmesini ve reprodiiktif iiretimde basar1 kazanilmasinda yarar
saglayabilir.

e Mikorizalar kok yapisi, vaskiiller doku biiylimeye yapilarinda

neden olabilir.
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e Mikoriza olusturan bitkilerin digerlerine oranla rekabet iistiinliigii

oldugu gozlenmistir.

e Farkli bitki tiirlerine baglanan ECM fungus miselleri boyunca
onemli miktarda karbon transfer edildigi Ol¢iilmiistiir. Bu durum bitkiler
arasindaki rekabeti azaltabilir ve ekosistemlerin kararlilig1 ve cesitliligine
katkida bulunabilir. Bitkiler arasindaki rekabette etkili olurlar.

e Ortamdaki baskin agaclar tarafindan desteklenen hif ag1 golge
alt1 bitkilerinin biiylimesine katkida bulunabilir (Brundrett et al., 1996).

2.4.2.2. Ekosistemdeki diger rolleri

Toprak hifleri muhtemelen besin dongiisiinde 6nemli role sahiptir.
Bunu o6zellikle kokler inaktif oldugunda toprak sistemindeki kayiplari

onleyerek yaparlar.

e Arzu edilen toprak yapisinin olusturulmasinda  toprak
partikiillerini baglayarak katkida bulunurlar.

¢ Kimyasal giibre kullanimina olan talebi azaltir.

e Kirletilmis ve dezenfekte edilmis topraklarin olumsuz etkilerini
azaltabilir.

e Toprak hifleri saprofitik funguslardan besin alarak besin
dongiisiinde 6nemli bir role sahip olabilirler.

e ECM ve VAM funguslarin epigeik ve hipogeik sporokarplari
plesantal ve marsupial memeliler i¢cin onemli bir besin kaynagidir.

e Mikorizal kokler, fungus hifleri ve meyva benzeri fungus yapilari
invertabratlar (omurgasizlar) icin besin kaynagi ve habitat olarak dnemli rol

oynarlar.



31

e Mikorizalar topraktaki mikroorganizma populasyonunu etkiler,
mikorizosfer (tek bir mikrobiyal toplulugun olusturdugu bir rizosfer) ve
hiposfere (hifin etrafindaki alan) aktarir.

e VAM fungusu hiflerin toprak yapisina katkida bulundugu
gozlenmistir. Mekanik agregasyondaki (topragin mekanik olarak karigsmasi)
katkilar1 hala ¢oziilememistir. Fakat bunlarin glomalin gibi salgilar1 daha
onemli olabilir.

e Mikorizal funguslar topraktaki madde miktarin1 ve kalitesini
degistirerek karbon miktarina ©Onemli oranda katkida bulunmaktadir

(Brundrett et al., 1996; Wiensczyk et al., 2002).

2.4.2.3. Insanlara olan yararlan

e ECM funguslar 6nemli insan besin kaynaklaridir.

e Aym zamanda bu funguslar tibbi ila¢g ve dogal boyalar olarak
kullanilmaktadir.

e Funguslar estetik degere sahiptir ve cogu insanlar tarafindan
kiiltiir ve folklorun bir pargasi olarak onem tasimaktadir.

* Fungusdaki ¢esitlilik ¢cevresel kalitenin biyoindikatoriidiir.

e [okal toprak kosullarina adapta olan funguslar ziraat, peyzaj ve

ormancilik icin gereklidir (Brundrett et al., 1996).

2.4.2.4. Besin maddelerinin alinmasi ve tasinmasi

Mikorizal fungus toprakta bitkilerce alimi yavas olan besin
elementlerini Ozellikle fosfor alimini 6nemli derecede arttirdigi kontrollii

sartlar altinda seralarda yapilan denemelerle belirlenmistir. Mikoriza yalniz
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fosforun degil aynm1 zamanda Zn, Cu, Mn, Fe, Ca, K ve N’un bitkilerce
aliminda etkili olmaktadir. Mikorizanin degisik bitkilerde etkisi farkli
olmaktadir. Bazilarinda bitki gelisimini tesvik ederken, bazilarinda kok
gelisimini ve uzamasini, ¢iceklenmeyi arttirmasi, erken ciceklenme, yasam
stirelerinin uzatilmas1 ve kurakliga kars1 dayamikliligr arttinir. Kaba kok
yapisina sahip olan bitkiler mesela; elma, turunggiller, seftali, kavun,
patlican ve biber c¢ok iyi infekte olabilmekte ve mikoriza infeksiyonu
eksikliginde P, Zn, Cu, K, Ca ve N noksanlig1 gostermektedirler. Dogadaki
en yaygin bitki-mikroorganizma simbiyotik iligskisi mikoriza funguslari
tarafindan saglanmaktadir. Mikoriza funguslar1 bitki kokiiniin korteksine
yerlestikten sonra korteks igine hiflerini salarak i¢ ortamin bir pargasi
olmaktadir. icerde ve disarida gelisen hifler disaridan iceriye fosfor ve

icerden disartya karbon saglamaktadir(Bending et al., 2006)

Toprak ¢ozeltisinde bir besin maddesi eksikse, o maddenin alimini
kontrol eden kritik kok parametresi ylizey alanmidir. Mikorizal fungus
hiflerinin, kokiin absorbe yiizey alanimi biiyiik 6lclide artirma potansiyeli
vardir. Ornegin, ekstramatriks miselleri (hif agregatlari) miktarinm, besin
maddesi absorbe eden toplam yiizey kiitlesinin % 20'sinden daha az oldugu
durumda, ¢am fidanlarinin absorbe edici yiizey alanina katkilart % 80
civarinda olmustur. Diger 6nemli bir husus ise, ekstramatriks hiflerin
(extramatrical hyphae) dagilimlarmin  ve fonksiyonlarinin  hesaba
katilmasidir. Mikorizalarin besin maddesi aliminda etkili olmalar1 icin
hiflerin, bitki kok bolgesi cevresinde gelisen besin maddesi tiiketim
bolgesinin (zonu) biraz daha uzagina kadar dagilmis olmalar1 gerekir. Besin
maddesi tiiketim zonu, diffiizyonla eksigin giderilebilmesine imkan
vermeyecek bir hizla besinlerin, toprak c¢ozeltisinden wuzaklastirildig:

durumda olusur. Fosfat gibi oldukca az hareketli iyonlar icin koke yakin
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yerlerde keskin ve dar bir tiikketim zonu olusur. Hifler, kolaylikla bu tiikketim
zonunu asarak toprak icinde gelisirler ve yeter miktarda fosforu temin
ederler. Cinko ve bakir gibi mikro elementlerin alimlar1 da mikorizalarla
tyilestirilmektedir. Ciinkii bu elementlerin de diffiizyonlar1 bir¢ok toprakta
stnirhdir. Nitrat gibi daha ¢ok hareketli besin elementleri icin tiikketim zonu
genistir ve yalmzca kokten etkilenmeyen bir zona hiflerin fazlaca

ulasabilmeleri de uzak bir olasiliktir(Gezgin ve Eltem, 2004).

Mikorizalarin bitki besin elementlerini absorbsiyonlarina olumlu
katkida bulunan diger bir faktor, koklere gore daha dar ¢apli olmalaridir. Bir
besin maddesinin diffiizyon orani, absorbe edici alanin yaricapr ile ters
orantili olarak artar. Ayrica dar hifler, koklerin ve hatta kilcal koklerin
giremedigi cok kiiciik toprak bosluklart (porlar1) icerisinde gelisebilirler

(www .kesaptarim.gov.tr).

Mikorizal funguslara atfedilen diger bir avantaj bitkiye yarayish
olmayan fosfor havuzlarinin kullanilabilmesidir. Bu kullanimin bir sekli,
organik asitlerle inorganik ve organik fosforun fizikokimyasal salinimidir.
Organik asitler bu salinimi, diisiik molekiil agirlig: olan okzalat gibi organik

anyonlarla :

(1) Metal-hidroksil yiizeylerine bagli fosfor iyonlar1 ile iyon
degisimi yolu ile yer degistirerek,

(i1) Fosforun bagl oldugu metal oksit yiizeylerini ¢ozerek,

(ii1)Cozelti icerisindeki metalleri baglayarak fosforun metal fosfatlar

halinde ¢okelmesini Onleyerek gerceklestirirler.

Bazi1 ECM funguslan fazla miktarda okzalik (oxalic) asit iiretirler ve

bu durum ECM koklerde bitki besin maddesi aliminin neden arttigini
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kismen  agiklayabilir. ~ Mikorizal  funguslar, organik  maddenin
mineralizasyonu ile inorganik fosforu serbest hale getirirler. Bu organik
fosfat (C - O - P) ester baglarinin fosfataz yardimi ile hidrolizi sonucu
gerceklesir. Saf Kkiiltiirlerde gelisen mikorizal funguslarda, kesilmis ve
bozulmamis ECM kisa koklerde onemli miktarda fosfataz aktivitesinin

belirlendigi literatiirde verilmektedir (www.kesaptarim.gov.tr).

Erikoid ve ECM, azot mineralizasyonunda 06zel bir rol oynarlar.
Topraga katilan bircok bitki artiginda C:N oram yiiksektir, lignin ve
taninlerce zengindir. Yalmizca birka¢ mikorizal fungus bu birincil
kaynaklardan besin maddelerini hareketli hale getirebilir. Ancak, ¢ok sayida
erikoid ve ECM funguslar, azot ve diger besin elementlerini, 6lii mikrobiyal
biyokiitle gibi ikincil organik madde kaynaklarindan saglayabilirler.
Organik azotu depolimerize edebilen cok sayida hidrolitik ve oksidatif
enzimler tespit edilmistir. Bu tip mikorizalar, asidik ve organik maddesi
oldukca yiiksek topraklarin hakim oldugu alanlarda azot dongiisiinde 6nemli

bir rol alabilirler(Gezgin ve Eltem, 2004).

2.4.2.5. Mikorizal Bitkilerde Karbon Akisi

Mikorizal funguslar, VAM funguslarda oldugu gibi karbon ihtiyacini
yalmzca konukgu bitkilerden saglayabilen zorunlu ortak (obligate
symbionts) konumundan, bazit ECM tiirlerde goriildiigii gibi canli olmayan
kaynaklardan da organik karbon mineralize edebilen secenekli ortak
(facultative symbionts) konumuna kadar degisen bir aralikta yer alirlar.
Dogada heterotrof mikorizal funguslar, karbon ihtiyaglarinin tiimiinii veya
biiyiik bir kismin1 ototrof konukcu bitkiden saglarlar. Ektomikorizalar ve

erikoid mikorizalar, konukgu bitki karbohidratlarini, mannitol ve trehalose
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gibi fungusa 6zgii depo karbohidratlara doniistiiriirler. Bitkiler tarafindan
alinan toplam karbonun % 20 kadar1 ortak fungusa tasinabilmektedir.
Fungusa olan bu karbon taginimi bazen bitkiden bir kayip olarak
degerlendirilmektedir. Fakat mikorizal kolonizasyonu takiben konukcu
bitkinin fotosentetik aktivitesi artabilmekte ve bdylece topraktan kaybolan
karbon karsilanmaktadir. Genellikle, bitki biiyiimesinin baski altinda olmasi
mikorizal kolonizasyona baglanmakta ise de bu baski ekseriye az 151k
(fotosentezi kisitlar) veya yiiksek fosfor kosullarinda ortaya ¢ikmaktadir. Bir
ekosistem icerisinde, mikorizalar yardimi ile topraga olan karbon akisi

bircok onemli isleve hizmet eder.

Baz1 mikorizalar da, ekstramatrikal hifler, proteazlar ve fosfatazlar
gibi hidrolitik enzimleri {retirler. Bu enzimler, organik madde
mineralizasyonunda ve besin elementlerinin yarayishiliginda onemli etkide
bulunabilirler. Ekstramatrikal hifler ayn1 zamanda toprak pargaciklarini bir
arada tutarak toprak agregasyonunu iyilestirirler. Tipik olarak, bir gram
toprakta 1 ile 20 m arasinda AM hifleri vardir. Simbiyotik ortak olan
fungusa karbon akisinin diger ©nemli bir sonucu da, "mikorizosfer"
(mycorrhizosphere) diye adlandirilan tek bir mikrobiyal toplulugun
olusturdugu bir rizosferi gelistirmesidir. Toprak bilimcileri, topraga karbon
akisiin toprak agregasyonunun iyilestirilmesinde ve saglikli bir bitki-toprak
sisteminin korunmasinda, kritik bir unsur oldugunu bilmektedirler. Topragin
organik karbon kazanimim arttirmasi mikorizal kolonizasyonun énemli bir

faydasi olarak diisiiniilmelidir (Gezgin ve Eltem, 2004).
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2.4.2.6. Mikorizal funguslarin diger toprak organizmalarn ile

etkilesimleri

Rhizobium’lar ile VAM funguslar arasindaki interaksiyon, azot
fiksasyonunda nispeten fazla miktarda fosfora ihtiya¢ duyuldugu icin
oldukea ilgi ¢ekmistir. ki simbiyoz tipik olarak sinerjik bir etki ile hareket
ederler ve sonug olarak, birlikte inokule ettikleri baklagil bitkisinin azot ve
fosfor kapsamini, yalnmiz baslarina inokule etmelerine gore daha c¢ok
artirirlar. Baklagiller kaba kok yapilar nedeni ile topraktan fosfor eksrakte
etmede yetersizdirler. Baklagiller ile ortaklik kuran VAM funguslar, fosforla
yeter miktarda beslenmede gerekli baglardir. Bunun sonucunda nitrogenaz
(nitrogenase) aktivitesi artar, geri doniisiimii olarak kok ve mikorizal
biiylime artar. Mikorizal funguslar, besleyici kokleri kolonize ederler ve
boylece ayn1 dokuyu isgal eden parazitlerle de interaksiyona girerler. Fosfor
aliminin diisiik oldugu dogal bir ekosistemde, mikorizal funguslarin baslica
gorevi kok sistemini Fusarium spp. gibi endemik patojenlerden korumalari

olabilir (Aguilar-Azkon and Barea, 1997).

Mikorizal kolonizasyonun kok patojenleri iizerine olan potansiyel
etkilerini belirlemek icin ¢ok sayida arastirma yiiriitiilmiistiir. Mikorizal
funguslar, kok hastaliklarinin tekrarlama oranini ve siddetini azaltabilir. Bu
koruyucu etki mekanizmasim1 aciklayan bazi diisiinceler soyledir:
patojenlerin enfeksiyonuna karsi mekanik bir engel (6zellikle ECM'in kini-
Mantle) gelismesi, patojeni baski altina alacak antibiyotik bilesiklerinin
iretilmesi, sideroforlarin iiretimi de dahil olmak iizere patojenle besin
maddesi i¢in rekabet etme ve bitki savunma genel mekanizmalarinin

harekete gecirilmesidir (Aguilar-Azkon and Barea, 1997).



37

2.4.3. Mikorizalarin Yonetimi

Diisiik verimliligi olan topraklarla yapilan saksi c¢alismalarinda
mikorizal funguslarla bitkilerin asilanmasini takiben carpici bir bitki
gelisiminin  goriilmesi 1980'lerde bu organizmalarin biyogiibre olarak
kullanilabilme olanaklarini arastirmaya neden olmustur. Tarla sonuclari,
ozellikle de fazla girdi kullanilan tarimsal sistemlerde genellikle hayal kirici
olunca pek ¢ok kisi mikorizalarin tarimsal uygulamalarda ¢ok az 6nemi
oldugu sonucuna varmuslardir. Daha sonra yapilan calismalar, tarim
bitkilerinin biiyiikk bir kisminin mikorizal funguslarca kolonize edildigini
gostermis ve bu funguslarin iiriin verimliligine hem pozitif, hem de negatif
yonde onemli etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Tarimcilar kesin
olarak, kendi sistemleri icerisinde  mikorizalarin  dagilimlarini
degerlendirmeli ve sistemlerinin yonetimi ile ilgili kararlarinin mikorizalarin

islevleri iizerine olacak etkilerini anlamalidirlar (Gezgin ve Eltem, 2004).

2.4.4. Mikoriza ve biyoteknolojik 6nemi

Mikorizalar biyoteknolojik olarak biiylik oneme sahiptirler. Asagida

bununla ilgili ¢esitli 6rnekler verilmistir.

A. Ektomikorizal funguslar, asitli topraklar tarafindan tutulan
minerallerin zarar gormesiyle, aga¢ kok sistemlerine mevcut nutrientleri
saglamak i¢in topraktaki biiyiik ag sistemi saglamaktadir. Agaclandirma
calismalarinda gen¢ agaclar patojen funguslar tarafindan saldiriya
ugrayabilir. Mikorizal funguslardan diger funguslara toksik olan fungisidal
proteinler elde edilebilmektedir. Cevreye zarar vermeden biyodegradasyona

ugrayan ve tamamen insanlara zararsiz olan bu fungisidal proteinler cesitli
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mikrobiyal patojenlerin saldirilarina ve kurakliga karsi agac koklerini
korumaktadir. Sistem, tamamiyle gelistirildigi zaman bitki saghig ile iliskili
diger problemleri de ele alan potansiyele sahiptir. (Trends in Plant Science

Headlines, 2000)

B. Erikoid ve ektomikorizalarin saf kiiltiir calismalar1 bu funguslarin
proteinaz, fosfataz gibi 6nemli enzimleri iirettigini ve bitkilerdeki organik
bilesiklerinden P ve N nutrientlerini nasil elde ettigini gostermekte ve

degradasyon yeteneklerini dogrulamaktadir (Leake and Read, 1997).

Mikorizal enzim yeteneklerini dogrudan gosteren 3 Onemli ana
nutrient  doniigiimii ~ prosesleri: humifikasyon, = immobilizasyon,

mineralizasyon’dur.

Immobilizasyon, nutrientlerin konak bitkilerine transferinden 6nceki

sadece mikorizal fungusdaki gecici asamadir (Leake and Read, 1997).

Organik maddenin yapisal parcalanmasina ayrisma, humik
maddelere doniismesine de humifikasyon denir. Humik maddeler ileri

derecede degisime ugramis ve doku striiktiirii belirlenemeyen maddelerdir.

Organik maddelerin mikrobiyal olarak hemen hemen tamamen
anorganik maddelere kadar (CO,, H,O) ayrismasina mineralizasyon denir.
Hayvanlarin ve 6zellikle bitkilerin 6liimiiyle; ayrica hayvansal, bitkisel salgi
triinlerinin biiyiik bolimii mineralize olur. Bu sirada organik maddenin

icerdigi bitki besin maddeleri aciga ¢ikar (6rnegin Mg, Fe, N, S).

C. Aromatik bilesiklerin biodegradasyonuyla ilgili yapilan bir
calismada, ECM fungus tiirlerinin ve beyaz ciiriikk¢iil kiiflerden

Heterobasidion annosum, Trametes versicolor’un aromatik bilesiklerdeki
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degradasyon yetenekleri 6l¢iilmiis ve ECM cam fidelerinin 3-kloro benzoik
asit  absorbsiyon  yetenekleri  incelenmistir.  Denemeler  sonucu
biodegradasyonun aromatik bilesiklere, dis konsantrasyona, fungus tiirlerine
bagli oldugu goriilmiistiir. Aromatik bilesikler iizerine en yiiksek
degradasyon yeteneginin 7. versicolor ve H. annosum’da oldugu ve ECM
funguslarin ise degradasyonunun daha az oldugu goriilmiistiir (Dittman et

al., 2002).

D. Yapilan baska bir caligmada ise, toksik metallere mikorizal
funguslarin tepkileri incelenmistir. Bu mikorizal ortaklik bitkiye sagladigi
yarar sebebiyle, hem dogada, hem de Kkirletilmis alanlarin yeniden
agaclandirilmas1 acgisindan son derece ©nemlidir. Mikorizal funguslar
tarafindan metal fitotoksisitesinin iyilestirilmesi bir¢ok kisi tarafindan genis
capta gosterilmistir. Ornegin Erikoid bitkiler, mikorizalarini yitirdiklerinde
bakir ve c¢inko varliginda biiyiime azalirken, endofit hifsel kompleks
olustugunda hem siirgiine metal translokasyonu hem de toksik semptomlari
engellenmektedir.  Ektomikorizal funguslarda metal toleranst da
goriilmektedir. Ektomikorizal tiirler olan Amanita muscaria ve Paxillus
involutus, Betula sp. (hus agac1)’in cinko toleransimi artirmaktadir. ikinci
fungus keza Norvec ladinini aliiminyum toksisitesine kars1 korumaktadir.
Betula papyrifera’in hayatta kalma yetenegini artiran diger ektomikorizal
funguslar Lactarius hibbardae, L. Rufus, Laccaria proxima ve Scleroderma

flavidum’ dur (Gezgin ve Eltem, 2004).

2.4.5. Mikorizal Funguslarin Toprak inokulant1 Olarak Kullanim

Mikorizal funguslarla birlik olusturan bitkilerin inokiilasyonu ig¢in

cesitli metodlar gelistirilmektedir. Eger toprakta konak bitkiye uygun
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mikorizal funguslar varsa veya dogal yollarla bunlar topraga verilebilirse
bunun belirlenmesi gerekmektedir. Belirlemede kullanilacak olan proseste
karar verilmesi gereken adimlar asagida ifade edilmistir. Seralarda mikorizal
funguslarin tiretimi, tarlalarda ise deney veya kullanim i¢in uygulanan

yontemler ortaktir.

® Mikorizal finguslarin inokiilasyon seviyesi konak bir bitkinin
toprakta yetistirildigi bioassay deneyleriyle belirlenebilir.

® Toprak Ozellikleri, ozellikle besinin varligi yoklugu mikorizal
cevap olusturabilir. Mikorizalarin yarar1 seralardaki uygun oranda giibre
iceren topraklarda yetistirilen bitkilerdeki biiyiime miktarinin oSlgiildigi
deneylerle test edilebilir.

¢ Fungus, hayvanlar gibi dogal vektorler, mikorizal funguslari etkin
sekilde tasiyabilir fakat bu siire¢ yavas olabilir.

¢ Bu durumda mikorizal fungus inokiilasyonu, etkili ve yeterli
sekilde elde edilebilirse uygulanabilir.

¢ Ortamda zaten uygun fungus varsa, mikorizal fungus inokiilasyonu

gerekmez (Brundrett et al., 1996).

Verimliligi diisiik olan topraklarda yapilan saksi c¢alismalarinda
mikorizal funguslarla bitkilerin inokulasyonu sonucu carpici bir bitki
gelisiminin goriilmesi 1980'lerde bu organizmalarin biyogiibre olarak
kullanilabilme olanaklarini giindeme getirmistir. Tarla sonuclari, 6zellikle
de fazla girdi kullanilan tarimsal sistemlerde genellikle basarisiz olunca pek
cok kisi mikorizalarin tarimsal uygulamalarda 6neminin ¢ok az oldugu
sonucuna varmislardir. Daha sonra yapilan caligmalar tarim bitkilerinin

biiyiik bir kisminin mikorizal funguslarca kolonize edildigini gostermis ve
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bu funguslarin iiriin verimliligine hem pozitif, hem de negatif yonde énemli

etkilerinin oldugunu ortaya koymustur(Gezgin ve Eltem, 2004).

2.4.5.1. Mikorizal inokulant iiretimi ve kullammindaki potansiyel ve

problemler

Dogal mikorizal inokulant potansiyelinin diisiik veya etkisiz oldugu
durumlarda bitki iiretim sistemi icin uygun funguslarin saglanmasi son
derece Onemlidir. Mevcut teknolojik kosullarda inokulasyon igin en
uygununun, tasinabilen bitkilerde ve toprak hasari sonucu dogal inokiilant

potansiyelinin azaldig1 alanlarda oldugu belirlenmistir.

Herhangi bir inokulasyon programinda ilk adim, hem infektif yani
kokiin i¢ine girebilen ve yayilabilen, hem de efektif yani konukcu bitkinin
biiylimesini veya streslere direncini artiran bir izolatin elde edilmesidir.
ECM ve AM funguslarin izolasyonlarinda ve inokulant {retiminde
karsilasilan ¢cok degisik problemler vardir. Pek cok ECM fungus sentetik bir
besiyerinde cogaltilabilir. Boylece, yiizey sterilizasyonu yapilmis sporocarp
veya mikorizal kisa kok parcalar1 agarli besiyerleri iizerine yerlestirilerek
ECM funguslarin izolatlar1 elde edilebilir. Elde edilen funguslu biyokiitle
kolaylik olsun diye dogrudan inokulant olarak kullanilabilirse de, inokiilant
daha ¢ok funguslu materyalin peat gibi bir tasiyict veya hacim artirici bir
materyal ile karistirilmas ile hazirlanmaktadir. Konukgu bitkilerinden ayri
olarak gelisemedikleri i¢cin AM funguslarin izolatlarim elde etmek daha
zordur. Sporlar topraktan elekle ayrilip, yiizey sterilizasyonu yapilir ve steril
toprak veya yapay bitki yetistirme ortaminda bulunan hassas konukg¢u bitki
tizerinde saksi kiiltiirleri olusturma da kullanilabilir. Tipik olarak inokiilant

biiylik kapasiteli saksi kiiltiirlerde iiretilir. Bagka bir yol ise ‘‘hydroponic’
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veya ‘‘aeroponic kiiltiir sistemlerin’’ in kullanilmasidir. Bu sistemlerin bir
faydas1 bitkilerin dayanacaklar1 bir taban olmadan biiyiiyebilmeleri nedeni
ile kolonize olmus kokler makasla kesilerek fazla sayida propagul iceren asi

elde edilir (Gezgin ve Eltem, 2004).

2.5. Tricholoma caligatum

2.5.1. Tricholoma caligatum’un (= Armillaria caligata) sistematigi

Tricholoma caligatum, Basidiomycetes sinifina ait Tricholomataceae
familyasina ait bir tiirdiir. Ayrintili sistematigi asagida verilmistir (Volk and

Burdsall, 1995; www.indexfungorum.org/names).

Sinif: Basidiomycetes
Ordo: Agaricales

Familya: Tricholomataceae
Genus: Tricholoma

Species: T. caligatum (Viv.) Ricken (1914)

2.5.2. Tarihcgesi

Tricholoma spp. mantarlar ile ilgili ilk yazili bilgilere cok eski
caglardan beri 6nem veren Japonya’da rastlanilmaktadir. Tricholoma tiirii
mantarlar Japon halki i¢in ¢ok degerlidir. Japon yemek kiiltiiriinde mantarlar
1000 yildan daha fazla bir siiredir yer almaktadir. Tricholoma tiiriine ait
mantarlar sadece Japon sofralarini siisleyen bir mantar tiirii olmaktan ziyade,

kiiltiirel ve dinsel anlamda da 6neme sahiptir.
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Tricholoma spp. mantarlarinin tarihi oldukca eskidir. Tarihsel olarak
milattan sonra 759 yillarinda yazilmis bir siirde Tricholoma spp
mantarlarinin (Japonya’daki ismi ile “Matsutake”) 6nemli ve insan saglig
acisindan faydali bir gida maddesi oldugundan oviilerek bahsedilmektedir.
13 ve 17. yiizyilllarda bu mantar asaletin ve zenginligin bir gostergesi
olmustur. Toplumda Onemli yere sahip kisiler birbirlerine 6zel giinlerde
veya yaptiklar1 6zel ziyaretlerde bu mantar1 hediye olarak gotiirmiislerdir.
“Matsutake”, verilen kisi i¢in ¢ok 6zel bir hediyedir ve onu alan kisinin bu
hediyeye ait amiyr uzun yillar kalbinde yasattigi belirtilmektedir. Ayni
yiizyillarda Japon sarayinda sadece hiikiimdarin ve yakin cevresinin bu
mantar1 yemesine izin verilmis, diger saray ¢alisanlarina mantari tiiketmeleri
yasaklanmigtir. 20. yiizyihn bagslarina kadar Tricholoma mantari
verimliligin, iiretkenligin ve mutlulugun bir simgesi olarak goriilmiistiir.
Japon halki giiniimiizde de bu mantar tiirline cok ©nem vermektedir
(Hosford et al., 1997; http://www.matsiman.com). Bu sebepten Tricholoma
diinyanin bir¢cok bolgesinden ve iilkemizden toplanarak Japonya’ya ihrag

edilmektedir.

2.5.3. T. caligatum’un Morfolojik Ozellikleri

Bu tiiriin ait oldugu Agaricales ordosu basidiumlarini hymenium
tabakast icinde olusturan Hymenomycetes serisinin en biiyiigiidiir. Bu
ordonun tiim tiirlerinin beyaz solgun sporlar1 vardir. Lamelleri sapa

tutunmus haldedir.

Pileus; 60—120(200) mm c¢aplarindadir. Geng iken yari kiire seklinde,
daha sonralar1 konveks seklini alabilmektedir. Yiizeyi cok sert olmamakla

birlikte rengi kirmizi kahverengimsidir. Basidiokarp; beyazimsi krem
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renklidir, meyve veya cicek kokusunu andiran bir kokuya sahiptir. Tadi
hafifce acimsidir. Lameller; grimsi beyaz renkte kenarlart diizgiindiir.
Sap;100-150 x 15-30 mm, silindirik, yiizeyi beyaz fibriloz membranlidir.
Tabana dogru gidildikce incelmektedir.

Sporlar; genellikle eliptik, diiz, hiyalin, 7,2-8,8 x 5,2-6,4 pum
Olciilerindedir. Basidia: silidirik klavat, 3040 x 7-8,5 um, 4 sterigmatali,
bazal clamplar1 yoktur (Breitenbach and Kranzlin .,1994; Kuo, M. 2004).

2.5.4. T. caligatum’un yayihsi ve genel ozellikleri

Ektomikorizal bir mantar olan 7. caligatum, konifer (kozalaklilar)
ormanlarinin genellikle Pinus (cam), daha az olarak Picea (ladin), Abies
(koknar), Cedrus (sedir) agacglarinin altinda bulunur. Avrupa, Kuzey

Amerika ve Asya kitalarinda yayilis gosterir.

T. caligatum iilkemizin zengin orman kaynaklarinin bulundugu
ozellikle Karadeniz, Ege ve Akdeniz Bolgelerimizde yayilis gostermektedir.
Ulkemizde ¢ok degisik Tricholoma mantari tiirleri bulunmaktadir. Yapilan
arazi caligmalar1 sonucunda Giiney Bati Anadolu’da; Aydin, Denizli, Mugla
ve Isparta illerinde farkli lokalitelerde Tricholoma’ya rastlanmistir (Sekil

2.7.) (Solak vd., 2007).

Tricholoma anatolicum ticari anlamda Cal Dag1 ve ¢evresinde dag
koyliileri i¢in mevsimsel bir gecim kaynagi olmakla birlikte, baska ormanlik
sahalarda yapilan arazi calismalari sonucunda da bulunmustur. Ekonomik
anlamda ticareti yapilan Tricholoma anatolicum tiirtine Babadag bolgesinde

ve daha icerilerde Siitlegen (Antalya-Kas) koyiinde rastlanilmistir. Yapilan
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arazi ¢alismalar1 ve bulunan mantarlarin dagilimina ait harita Sekil 2.7°de

yukarida verilmistir (Solak ve ark., 2007).

Tricholoma caligatum (Aydin-Karacasu-Gengay-Alemler Koyii, Mugla-Ula-Cicekli,
Mugla-Fethiye,

. Tricholoma anatolicum (Fethiye- Arpacik, Gedre, Siitlegen, Yaylakoru, Babadag)

Sekil 2.7. Tricholoma caligatum ve Tricholoma anatolicum tiirlerinin dagilimi.

2.5.5. Tricholoma’nin ekonomik onemi

Tricholoma mantarlari1 dogada bircok degisik tir ile temsil
edilmektedir (Sekil 2.8). Bunlarin icinde zehirli olup kesinlikle yenilmemesi
gerekenler oldugu gibi, tadi gayet giizel olan ve asagida ayrintili

bahsedilecek olan tiirleri de bulunmaktadir.
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Tricholoma caligatum Tricholoma anatolicum

Sekil 2.8. iki farkli Tricholoma tiirii (Foto:M. Halil Solak)

Fethiye ilcesinin dag koylerinde Sedir mantar1 olarak bilinen
Tricholoma mantarinin iki tiirlinlin  ekonomik degeri Japonya’ya
uzanmaktadir. Biraz eski olmakla birlikte 1998 yilinda Japon pazarinda
yaklasik 3495 ton sedir mantart tiiketilmistir. Bu miktarin 247 tonunu
Japonya’da toplanan mantardan karsilanmis kalan kismi ise farkl iilkelerden
alinmigtir. Burada yaklasik bir rakam vermek gerekirse bu ithal edilen
mantarin  parasal  boyutu 156  milyon  dolar  civarindadir.

(http://fbminet.ca/bc/commod/special_crops.htm).

Ulkemizden sedir mantar1 kilogrami 100- 150 YTL ye Avrupa ve
Japonya’ya ihra¢ edilmektedir. Thracat Antalya, Adana, Izmir, Mugla ve
Canakkale illerinde bulunan ithracatci firmalar tarafindan
gerceklestirilmektedir. Sedir mantar1 dag koylerinde yasayan halk tarafindan
toplandiktan sonra bir giin icinde ihracatct firmaya ulagtirllmaktadir.
Firmalarca yapilan 6zel paketlemeden sonra mantarlar ugaklar ile Japonya’ya

ulastirilmaktadir (Solak ve ark., 2007; http://gidasanayii.net/modules).
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2.5.6 Diinyada ekonomik 6neme sahip Tricholoma mantarlari

Japonya’ya Diinyanin degisik bolgelerinden Tricholoma mantari
ihracati yapilmaktadir. Bunlarin basinda Cin ve Kore yer almaktadir. Cin ve

Kore’de toplanip ihrag¢ edilen Tricholoma tiirti Tricholoma matsutake’dir.

Amerika Birlesik Devletlerinin Kuzey kesimlerinden bol miktarda
Tricholoma mantar1 toplanmaktadir. Bizim iilkemizde oldugu gibi bircok
insan i¢in bu mantar gelir kaynagi olarak goriilmektedir. Bu iilkeden
toplanan Tricholoma mantarinin Latince ismi Tricholoma magnivelare’ dir
(Sekil 2.9). Halk arasinda ‘‘Amerikan matsutake mantarr’” olarak da

isimlendirilmektedir.

Sekil 2.9. Amerika’da bulunan, Tricholoma magnivelare.(Foto:www.cegep-
septiles.qc.ca/raymondboyer/champignons).

Kuzey Bati Amerika’da Oregon ve Washington gibi eyaletlerde cam
agaclar ile kapli ormanlik sahalardan halk tarafindan 6zellikle Agustos ay1
sonlarindan itibaren toplanmaktadir. Burada yasayan ve bu mantari
toplayarak gecimini saglayan halk, genis orman sahalarim1 koruma altina

almistir. Mantar toplamak i¢in ormanlik sahalarin vatandaglara tahsis
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edilmesine ait uygulama Japonya’da da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
sekilde hem ormanlar koruma altina alinmakta, hem de bu sahalardan elde

edilen gelir ile aileler gecimlerini saglamaktadirlar.

Sekil 2.10. Isvec’te bulunan, Tricholoma nauseosum (Foto:www.fsl.orst.edu/mycology)

Isveg, Italya ve Yunanistan’in kuzey kesimlerinden de Tricholoma
mantarlar1 toplanmaktadir. Ancak bu bolgelerden toplanan mantar tiirleri
yoresel halk tarafindan gida maddesi olarak tiiketilmektedir. Ozellikle
Isve¢’ten toplanan Tricholoma mantarlar iizerine bir¢ok calisma yapilmis
ve Cin ve Kore’de bulunan mantar tiirleri ile akrabaligi arastirilmustir.
Benzerlik derecesinin farkli olmasindan dolayr Latince isimlendirmede
farkliliga gidilmis ve Tricholoma nauseosum olarak isim verilmistir (Sekil

2.10) (Solak, ark., 2007).
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3.MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1 Toprak ornekleri

Calismamizda materyal olarak Mugla ve Antalya llerine ait cesitli
ilgelerin orman arazilerinden 2005 Kasim ayinda alinan toprak Ornekleri
kullanilmistir. Ornek alman yerler GPS (Global Positioning System, Garmin
MAP-60) ile belirtilenmis olup, bu yerler asagidaki Cizelge 3.1 de
verilmistir. Ayrica, s6z konusu yerlerin haritalar1 Google Earth programi

yardimiyla Sekil 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. 2005 Kasim-Aralik aylarinda yapilan arazi c¢aligmalarinin Google Earth
program yardimiyla haritalanmasi. (Uzak Olgekli)



Cizelge 3.1. Toprak 6rneklerinin alindig yerler ve 6zellikleri.

Ornek No Toprak Orneklerinin Ozellikleri ve Kodlar Ornegn.l. Alindign Alm(!lgl Rakim GPS Koordinati
Bolge Tarih (m)
1 1568 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla-Gedre* 12.11.2005 1080 N 36 50 E 29 06
2 1570 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1100 N 3652 E 29 04
3 1571 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1090 N 36 48 E 29 05
4 1571a Fruktifikasyonun olmadig yerden alinmustir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1205 N 36 50 E 29 06
5 1583 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmustir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1220 N3652E2904
6 1584 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1257 N 36 48 E 29 05
7 1588 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1285 N 36 50 E 29 06
8 1593 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1306 N 3652 E 29 04
9 1595 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmugtir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1349 N 3648 E2905
10 1600 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmustir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1372 N 3648 E2905
11 1607 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla- Yaylakoru* 14.11.2005 1174 N3649E 29 14
12 1680 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla- Yaylakoru 14.11.2005 1190 N3649E29 14
13 1663 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla- Yaylakoru 14.11.2005 1195 N3649E 29 14
14 1662 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmugtir. Mugla-Beskavak* 14.11.2005 1347 N3649E29 14
15 1643 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmustir. Mugla-Beskavak 14.11.2005 1560 N3649E29 14
16 1635 Fruktifikasyonun oldugu yerden alinmistir. Mugla-Beskavak 14.11.2005 1700 N3649E29 14
17 Siitlegen Fruktifikasyonun olmadig1 yerden alinmigtir. Antalya-Siitlegen* 13.11.2005 1480 N3649E 29 14
18 Yaylakoru Fruktifikasyonun olmadig yerden alinmustir. Mugla-Yaylakoru 14.11.2004 1270 N3649E29 14
19 Rizosfer Rizosfer ve yakinindan alinmistir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1256 N3649E29 14
20 Avlan-1 Fruktifikasyonun olmadig yerden alinmustir. Antalya-Avlan* 13.11.2005 1538 N3633E2955
21 Avlan-2 Fruktifikasyonun olmadig1 yerden alinmigtir. Antalya-Avlan 13.11.2005 1040 N 36 33 E 29 56
22 Avlan-3 Fruktifikasyonun olmadig1 yerden alinmigtir. Antalya-Avlan 13.11.2005 1160 N 3633 E 2957
23 Avlan Kok 3 Fruktifikasyonun olmadig yerden alinmustir. Antalya-Avlan 13.11.2005 1160 N 3633 E 2957
24 1588 M Fruktifikasyonun olmadig yerden alinmistir. Mugla-Gedre 12.11.2005 1285 N 36 50 E 29 06

“Gedre; Mugla ili, Fethiye ilcesi, Arpacik beldesi, Yaylakoru; Mugla ili, Fethiye ilgesi, Arpacik beldesi, Beskavak; Mugla ili, Fethiye ilcesi,

Arpacik beldesi, Siitlegen; Antalya ili, Kas ilcesi,Avlan; Antalya ili, Elmal1 il¢esi.

0¢
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o e Fethiye

Sekil 3.2. 2005 Kasim-Arahk aylarinda yapilan arazi c¢alismalarimn Google Earth
program yardimiyla haritalanmasi. (Yakin Olgekli)

3.1.2 Sapkal mantar érnekleri

Tricholoma caligatum oldugu tahmin edilen sapkali mantar ornekleri
Mugla ili, Fethiye ilcesi, Arpacik beldesindeki Gedre, Beskavak ve
Yaylakoru kdylerinden toplanmustir (Cizelge 3.2). Ayrica, ayn1 yerlerden

toprak ornekleri alinmustir.
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Cizelge 3.2 Potansiyel 7. caligatum Orneklerinin toplandig1 bolgeler.

Ornek No Ornek Kod Lokalite Alndigi
tarih

1 1568 Mugla-Gedre 12.11.2005
2 1570 Mugla-Gedre 12.11.2005
3 1571 Mugla-Gedre 12.11.2005
4 1583 Mugla-Gedre 12.11.2005
5 1584 Mugla-Gedre 12.11.2005
6 1588 Mugla-Gedre 12.11.2005
7 1593 Mugla-Gedre 12.11.2005
8 1595 Mugla-Gedre 12.11.2005
9 1600 Mugla-Gedre 12.11.2005
10 1607 Mugla- Yaylakoru 14.11.2005
11 1635 Mugla- Yaylakoru 14.11.2005
12 1643 Mugla- Yaylakoru 14.11.2005
13 1662 Mugla-Beskavak 14.11.2005
14 1663 Mugla-Beskavak 14.11.2005
15 1680 Mugla-Beskavak 14.11.2005

3.1.3. Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

3.1.3.1 Besiyerleri

Araziden alman toprak Orneklerinden mikroorganizmalarin
izolasyonunda, funguslar i¢in Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (RBCA)
ve Potato Dextrose Agar (PDA), bakteriler icin Plate Count Agar (PCA),
aktinomisetler icin Actinomycete Isolation Agar (AIA) kullanilmistir. Bu

besiyerlerinin igerigi asagida verilmistir.

T.caligatum izolatlarinin in vitro ortamda Kkarsilikli negatif
etkilesimlerinin arastirllmasi amaciyla ise PDA, MEA, PCA ortamlari

kullanilmistir.
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Besiyeri 1: “Rose-Bengal Chloramphenicol Agar’’ (RBCA) (Oxoid, CM 549)

Bilesenin Ad1 Miktari
Rose-Bengal Chloramphenicol Agar 3¢
Distile Su 1000 ml

Ticari olarak saglanan besiyeri iceriginin 16 gr’1 500 ml distile suda
coziildiikten sonra 121°C° de 15 dakika siire ile sterilize edilmis ve
sterilizasyon sonrasi chloramphenicol (Oxoid, SRO 78E) ilave edilmistir.
Bu besiyeri toprak numunelerinden kiiflerin izolasyonu amaciyla

kullanilmistir (Raper and Thom,1949 Booth,1971)

Besiyeri 2:Potato Dextrose Agar (PDA) (Oxoid, CMO 139)

Bilesenin Ad1 Miktan
Potato Dextrose Agar 39¢g
Distile Su 1000 ml

Ticari olarak saglanan besiyeri igeriginin 39 g, 1 litre distile suda
tyice ¢oziindiikten sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Bu
besiyeri fungus Kkiiltiirlerinin saklanmasinda ve Tricholoma caligatum

izolatlar1 misel formlarinin biiytimelerin incelenmesi i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 3: Actinomycete Isolation Agar (AIA) (Difco,212168)

Bilesenin Ad1 Miktan
Actinomycete Isolation Agar 22g
Distile Su 1000 ml
Gliserol 5 ml

Ticari olarak saglanan besiyeri igeriginin 22 g, 1 litre distile suda
iyice ¢oziindiikten sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Ayrica icerisine 5 ml gliserol (Difco, 228210) ilave edilmistir. Bu besiyeri
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aktinomisetlerin izolasyonu ve saklanmasi amaciyla kullanilmistir (Clesceri,

Greenberg and Eaton (ed.),1998) .

Besiyeri 4: Plate Count Agar (PCA ) (Oxoid,CM 325)

Bilesenin Adi Miktar
Plate Count Agar (Oxoid) 175¢g
Distile Su 1000 ml

Ticari olarak saglanan besiyeri iceriginin 17,5 g, 1 litre distile suda
iyice coziindiikten sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir

(Unliitiirk ve Turantas, 1996).

Besiyeri 5: Modifiye Hagem’s Ortanm

Bilesenin Adi Miktari
Malt ekstrakt 4.0 ¢g.
Yeast ekstrakt 1.0 g.
Dekstroz 10.0 g.
KH2P04 0.5 g.
MgS0O4. TH20 05¢g
NH,Cl 05¢g
FeCls (1% sulu ¢ozelti) 0.5 mL
Thiamine (1 mg/mL sulu ¢dzelti) | 100 uL.
Agar 120 g.
Distile Su 1.0 litre

Besiyeri igerikleri 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edildikten
sonra sonra thiamin stok c¢ozeltisinden steril siringa ile ortama eklenmistir.
T.caligatum misellerinin eldesi ve misel bilylitme ortami olarak

kullanilmigtir (Cripps, 2001).
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Besiyeri 6: Malt Ekstrakt Agar (MEA) (Merck,1.05398.0500)

Bilesenin Ad1 Miktari
Malt Ekstrakt Agar 48 g
Distile Su 1.0 litre

Ticari olarak saglanan besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra
otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir (Raper ve
Thom,1949). Toprak orneklerine ait Tricholoma caligatum izolatlar1 misel

formlarinin biiylime hizlarinin incelenmesi amaciyla kullanilmistir.

Besiyeri 7: Malt Extract Broth(MEB) (Merck,1.05397.0500)

Bilesenin Ad1 Miktari
Malt Ekstrakt Agar 17¢g
Distile Su 1.0 litre

Ticari olarak saglanan besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra
otoklavda 121 °C’de 20 dakika siire ile sterilize edilmistir (Raper ve Thom,
1949). Toprak oOrneklerine ait Tricholoma caligatum izolatlar1 misel

formlarinin biiylime hizlarinin incelenmesi amaciyla kullanilmistir.

Besiyeri 8: Corn Meal Agar (CMA) (Oxoid, CM 325)

Bilesenin Ad1 Miktari
Corn Meal Agar 17¢g
Distile Su 1.0 litre

Ticari olarak saglanan besiyeri igeriginin 17 g, 1 litre distile suda
lyice ¢oziindiikten sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.
Toprak Orneklerine ait Tricholoma caligatum izolatlar1 misel formlarinin
biiylimelerinin incelenmesi i¢in kullanilmistir (Bayman et al., 2002; Ma et

al., 2003)
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Besiyeri 9: Three Calcium Phosphat Agar (TCPA)

Bilesenin Adi Miktari
Caz (PO 4) 2 (Fluka, 21218) 4¢
Glucose 10 g
NH 4 Cl 50g.
NaCl 1,0 g.
MgSO 4 1,0 g.
Agar 12,0 g.
Distile Su 1,0 litre
pH 6,5

Besiyeri icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra otoklavda 1.1 atmosfer
basingta 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. 7. caligatum
izolatlarinin ve topraklardan izole edilen mikroorganizmalarin in vitro ortamda
suda cozinmeyen fosfat bilesigini(Caz(POs);) c¢Oziiniir hale getirip

getirmedigini arastirmak amaciyla kullanilmistir( Frey-Klett et al., 2005).

Besiyeri 10: Nutrient Agar (Merck,1.05450.0500)

Bilesenin Adi Miktar
Nutrient Agar (Merck) 200 g
Distile Su 1000 ml

Ticari olarak saglanan besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra
otoklavda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Bakteri

izolatlarinin saklanmas1 amaciyla kullanilmistir.

Besiyeri 11: Modifiye edilmis Nutrient Broth (Merck, 1.05443.0500)

Bilesenin Ad1 Miktari
Nutrient Broth (Merck) 80¢g
Distile Su 1000 ml
Triptofan 2.0g.




57

Bakteri izolatlarinin IAA iiretip liretmediginin belirlenmesi amaciyla
modifiye edilmis Nutrient Broth ortami kullanilmistir. Bu ortam 121 °C’de

15 dakika otoklavlanmistir (Husen, 2003).

Besiyeri 12: Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid, CM 131)

Bilesenin Ad1 Miktan
Tryptic Soy Agar 40 g
Distile Su 1000 ml

Ticari olarak saglanan besiyeri igeriginin 40 g, 1 litre distile suda
lyice ¢oziindiikten sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Bakteri kiiltiirlerinin biiyiitiilmesi amaciyla kullanilmastir.

Besiyeri 13: Minimal Agar (MA)

Bilesenin Adi Miktan
NH4 H2P04 1,0 g.
KCI 0,2 g.
MgSO4 7H20 0,2 g.
CaCl2 1,0.0 g.
Glucose 10 g
Agar 12,0 g.
Distile Su 1,0 litre
pH 7.1

Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra otoklavda 121
°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Bu ortam bakteri izolatlarinin 7.
caligatum  misellerinin  biiylimesine  etkisini  belirlemek  amaciyla

kullanilmistir(Paterson and Bridge, 1994)
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3.1.3.2 Cozeltiler

Cozelti 1: 0,1 M Magnezyum Siilfat Cozeltisi:

Bilesenin Ad1 Miktari
MgSO0s4 7 H,O 2,465 g
Distile Su 100 ml

TSA ortaminda biiyiitilmiis bakteri kiiltiirlerini  homojen

slispansiyon haline getirmek i¢in kullanilmistir (Founoune et al., 2002).

Cozelti 2: Salkowski Cozeltisi:

Bilesenin Ad1 Miktanr
H,SO, 150 ml
0.5 M FeCl 5. 6H , O 7.5 ml
Distile Su 250 ml

Bu c¢ozelti modifiye Nutrient Broth ortaminda biiyiiyen bakteri
kiiltiirleri iizerine ilave edilmek suretiyle renk degisimi izlenerek IAA
retilip Uretilmedigini belirlemek amaciyla kullanilmistir (Bandara et al.,

2006).

Cozelti 3: Cottan Blue Laktofenol Cozeltisi:

Bilesenin Ad1 Miktar
Kristal Fenol 200 g
Laktik asit 20,0 g(veya 16 ml)
Gliserin 40,0 g (veya 31 ml)
Distile Su 20,0 g(veya 20 ml)
Anilin mavisi(pamuk mavisi) 0,05¢g
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250 ml’lik erlende yukaridaki biitiin maddeleri iceren bir karisim
hazirlanarak  hafifce 1sitilmistir.  Kiif  preparatlarinin  mikroskopta

incelenmesi icin kullanilmistir(Gams et al., 1987).

Cozelti 4: Aseto - Orsein Cozeltisi:

Bilesenin Adi Miktan
Asetik asit 45 ml
Orsein 2g
Distile Su 55 ml

45 ml derisik asetik asit icine 2 g orsein eklenir. ¢ozelti sogumaya
birakilir. 55 ml saf su ilave edilir. Dogrudan kullamim i¢in filtre edilerek
saklanir. Nukleus ve kromozom boyamakta kullanilir.

(www.yok.gov.tr/egitim/ogretmen/kitaplar/biyo/oakbiyo/unite4.doc).

Cozelti 5: Metilen Mavisi (Fluka, 66720)

Bilesenin Adi Miktari
Metilen mavisi 03¢g
Distile Su 100 ml

Metilen mavisi distile su iginde c¢oziilerek filtre edilmistir.
Hazirlanan boya koyu renk sise icinde muhafaza edilmistir. T.caligatum
misellerinin ~ boyanarak  mikroskopik incelemelerinde  kullanilmistir

(www.yok.gov.tr/egitim/ogretmen/kitaplar/biyo/oakbiyo/unite4.doc).
Cozelti 6: Gram’s boyama’da kullanmilan cozeltiler

Gram’s boyamada kullanilan c¢ozeltiler Atlas et al. (1995)’e gore

hazirlanmustir.
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Kristal Viyolet Soliisyonu (Riedel-de Haen,32675)

Bilesenin Adi Miktari

Kristal Viyolet (%90 boya iceren) 2¢g } A Soliisyonu
Etanol (%95 v/v) 20 ml

Amonyum okzalat 0,8 ¢g } .
Distile Su 80 ml B Solisyonu

Kullanilan kristal violet ¢ozeltisi; Ayrt ayr1 hazirlanan A ve B
sollisyonlar1 birlestirilip, iyice karistirtlip ve filtre edilerek hazirlanmistir

(Atlas et al., 1995).

Gram’s Iyodiir Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktan (300
ml’de)

Potasyumiyodiir(Riedel-de Haaen, 03124) 2g

Iyot (Riedel-de Haen,30305) lg

Kullanilan Gram’s iyodiir soliisyonu; potasyum iyodiir ve iyotun bir
kap igerisinde iyice ezilerek karistirllmasi ve yavas yavas su eklenmesi ile
hazirlanmistir. Koyu renk siselerde muhafaza edilerek kullanilmistir (Atlas

et al., 1995).

Safranin Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktan
Safranin T (Fluka, 84120) 025 ¢g
Etanol (%95 v/v) 10 ml
Distile Su 100 ml

Safranin 10 ml etanol igerisinde iyice ¢Oziilmiis ve ilizerine 100 ml
distile su eklenmistir, iyice karistirilarak birkag¢ giin dinlenmesi saglanmustir.
Kullanilmadan 6nce filtreden gecirilerek boyama i¢in hazir hale getirilmistir

(Atlas et al., 1995).
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3.2. Metot

3.2.1. Toprak orneklerinin alinmasi

Toprak ornekleri, 2005 yillinda Tricholoma caligatum’un yaygin
olarak ¢iktig1 sonbahar mevsiminde, Mugla ve Antalya illerinde ormanlarin
yogun oldugu bolgeden toplanmistir (Cizelge 3.1). Toprak Ornekleri
Tricholoma caligatum’un ¢iktig1 yerlerde fruktifikasyonun hemen altindan
ve Tricholoma caligatum’un goriildiigi yerlerden 15-20 metre uzakliktan
fruktifikasyonun olmadig1 bolgelerden 15-20 cm derinlikten temiz bir spatiil
yardimiyla alinarak temiz polietilen torbalara konmustur. Mikrobiyolojik

analizler icin laboratuara getirilmistir.

3.2.2. Sapkal mantar orneklerinin toplanmasi

Cizelge 3.2°de gosterilen toplam 15 bolgeden potansiyel Tricholoma
caligatum oldugu tahmin edilen fruktifikasyon drnekleri bulunduklari cam
ve sedir agaclan altlarindan toplanarak temiz polietilen torbalara konmustur

(Sekil 3.3).

Bolgeden toplanan toplam 15 farkli fruktifikasyon Ornegi teshis
edilmek iizere Mugla Universitesi Ali Kogman Meslek Yiiksekokulu
Mantarcilik Programi laboratuarlarina yollanmistir. Toplanan mantar
orneklerinin teshisleri Do¢.Dr. M.Halil SOLAK tarafindan yapilmis ve ayn

boliimdeki Fungaryuma kayit edilmistir.
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Sekil 3.3. Sapkali mantar 6rneklerinin araziden toplanilmasi.

3.2.3. Topragn fiziksel ve kimyasal analizi

Araziden alinan, agizlar1 bagli ve etiketli temiz polietilen torbalar
icindeki toplam 22 toprak Ornegi laboratuvara getirildikten sonra topragin
bir boliimii ayrilarak fiziksel ve kimyasal analiz i¢in Taris AR-GE Toprak
Laboratuari, Bornova —-IZMIR’e gonderilmis, toprak drneklerinin geri kalan
kismi daha sonra izolasyon amaciyla kullanilmak iizere soguk odada 4 °C de

saklanilmuistir.
3.2.4.Toprak orneklerinin kuru agirhiklarimin bulunmasi

Her bir toprak drnegi i¢in araziden alinan temiz polietilen torbadaki
toprak Orneginden Onceden darasi alinmis petri kabina 10 g konmus ve
105°C’ye ayarlanmis firinda 24 saat tutularak kurutulduktan sonra tekrar

tartilmis; boylelikle topragin nem miktar1 yiizde olarak hesaplanmistir.
3.2.5. Tricholoma caligatum miselinin eldesi

Mugla Universitesi Ali Kogcman Meslek Yiiksekokulu Mantarcilik
Programi’nda Tricholoma caligatum olarak teshis edilen sapkali mantar

orneklerinden misel elde edilmeye caligilmistir.
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Tricholoma caligatum organizmasina ait basidiocarplarin hymenium
tabakasindan steril bisturi yardimiyla alinan doku parcalar1 oda sicakliginda 1
gece steril su icinde bekletilmistir. Steril su icinden alinan doku pargalar1 oda
sicakliginda 1 gece 50 ppm rifampisin (Rifadin-150 mg, Aventis Pharma San.
Tic.) iceren soliisyonda bakteri kontaminasyonunu Onlemek igin
bekletilmistir. Daha sonra doku parcalar1 sivi Modifiye Hagem’s Ortami igine
alarak 23-24 °C derecede 1 hafta inkiibe edilmislerdir. Ciplak gozle
incelenen doku parcalarinda misel gelisiminin gozlenmedigi denemelerde
inkiibasyona devam edilmistir. Misel gelisiminin gézlenmesinden sonra doku
parcalar1 petri kaplarinda bulunan kati Modifiye Hagem’s Ortamlarina
transfer edilmistir. Petri plaklarinda saglikli, diizgiin misel gelisimi tespit
edilen miseller stok kiiltiir olarak PDA igeren yatik ortamlara transfer edilmis
ve buzdolabinda 4°C derecede muhafaza edilmistir (Yamada et al

2006;Yamada et al, 2001; Vaario et al, 2002).
3.2.6. Tricholoma caligatum suslarinin biiyiime hizlarimin belirlenmesi
3.2.6.1. Malt Etrakt Broth ortaminda biiyiime hizlarinin belirlenmesi

Malt Ekstrakt Agar lizerinde biiyiitiilen 7. caligatum kolonilerinin kenar
kisitmlarindan aliman 2 adet 5 mm’lik agar diskleri inokulum amaciyla
kullanilacak olan 50 ml’lik Malt Ekstrakt Broth iceren 250 ml’lik erlenlere
inokule edilerek 27 °C de 7 giin inkiibe edilmistir. Daha sonra bu ortamda
biiyiitillen 7. caligatum kiiltiirinden 5’er ml alinarak, 50’ser ml Malt Ekstrakt
Broth igceren 250 ml’lik erlenlere aktarilmis, 16 giin boyunca 150 rpm de
calkalamal1 inkiibatorde (INFORS HT Multitron 2) 27 C de inkiibe edilmistir.

Tiim denemeler her bir sus icin iki paralel olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
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Biiyiime hizlarii belirlemek amaciyla kuru misel agirligini bulmak
icin 16 giinliik inkiibasyon sirasinda her giin erlenlerdeki miseller, darasi
alinmis gauche No:1 krozeler ve Nuche erlen kullanilarak vakum
pompasiyla biiyiime ortamindan ayrilmistir. Bu krozelerde toplanan miseller
70 °C de 24 saat kurutularak hassas terazide (Metler Toledo AL 204)
tarttmlar1 yapilmistir (Gezgin ve Eltem, 2004). Daha sonra elde edilen

sonuglar dogrultusunda biiyiimehizlar1 belirlenmistir.
3.2.6.2. Kat kiiltiir ortamlarinda biiyiime hizlarimin belirlenmesi

T. caligatum‘a ait misellerin farkli kati kiiltiir besiyerlerinde giinliik
biiylime hizlarinm tespit etmek icin petride hazirlanmis PDA, MEA ve CMA
ortamlarina ayni ortamlarda biiyiitiilmiis 7caligatum kolonisinin kenarindan
alman 5 mm’lik agar diskleri alinarak belirtilen ortamlara petrinin tam
ortasina aktarilmig ve 27 °C de 12 giin siiresince biiyiimeleri izlenmistir.
Izleme siiresince petrilerdeki misel biiyiimesindeki dairesel artis, her giin
degisik yonlerden ol¢iilerek ortalamasi alindiktan sonra koloni capindaki
biiyiime bir cetvel ile mm olarak belirlenmistir (Weitz et. al., 2001). Ug
farkli besiyeri i¢in elde edilen biiylime sonuglarma gore, cizelgeleri

yapilarak, biiytime grafikleri ¢izilmistir.
3.2.7. Mikroorganizmalarin topraktan izolasyon ve sayimi

3.2.7.1. Toprag Sulandirma Yontemi ile mikrofungus izolasyonu ve

sayimi

1- Her bir toprak ornegi icin 50 gram kuru topragi verebilecek

miktarda nemli toprak, araziden alinan temiz polietilen torbadan alinarak,
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taksimath steril bir cam silindire konarak iizerine silindirin 450 ml
taksimatina kadar steril damitik su ilave edilmistir. Boylece topragin sahip
oldugu su miktar1 da goz Oniinde tutularak toprak 1/10 oraninda

sulandirilmagtir.

2- Cam silindir el ile biraz calkalandiktan sonra, elde edilen
siispansiyon, 1000 ml hacmindeki steril bir cam balona bosaltilarak,
calkalayicida diisiik devirde (120 rpm) 30 dakika calkalanmistir. Bu siire
sonunda toprak partikiillerinin su icinde homojen bir sekilde dagilarak tam

bir siispansiyon haline gelmesi saglanmistir.

3- 1/10 oraninda sulandirilmis olan bu toprak siispansiyonlar1 da
iyice calkalandiktan sonra, bunun igerisinden steril bir pipet ile 10 ml
cekilerek i¢inde 90 ml steril distile su bulunan Roux sisesine aktarilmis ve

bdylece 1/100 oraninda sulandirilmis toprak siispansiyonu elde edilmistir.

4- Bundan sonra aym yollar izlenerek 1/1000000 oranina kadar

ardisik dilusyonlar hazirlanmistir.

5- Topraktan fungus izolasyonu icin 1/1000, 1/10000 ve 1/100
000’lik dilusyonlardan steril bir pipet ile 1’er ml toprak siispansiyonu
alinarak steril petri kaplarina aseptik kosullarda konmus ve iizerine 45 °C’ye
kadar sogutulmus besiyerlerinden petrilere 15-20 ml dokiilmiistiir.
Funguslarin izolasyonunda RBCA ve PDA besiyerleri kullanilmistir. Her bir
besiyeri icin yukaridaki dilusyonlardan iki paralel olacak sekilde ekim

yapilmustir..

6- Besiyeri dokiildiikten hemen sonra petri kaplar1 bir masa iizerine

serilmis 1slak bir bez iizerinde, icindeki agar katilagincaya kadar rotasyon
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hareketi yaptirilarak, toprak siispansiyonunun agar icinde homojen bir

sekilde dagilmasi saglanmistir

7- Bu sekilde hazirlanmis petri kaplar1 daha sonra ters ¢evrili olarak
etiivde 27 °C’de 3-7 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 10-
100 arasinda koloninin olustugu petri plaklarinda goriilen biitiin koloniler
tek tek sayilmis; ortalama koloni sayilar1 bulunarak seyreltme faktoriiyle
carpildiktan sonra toprak oOrneginin 1 gramindaki mikrofungus sayilari

kob/gr (koloni olusturan birim/gram) cinsinden hesaplanmustir.

8-Sayimdan sonra RBCA ve PDA iceren petrideki kolonilere lup
altinda bakilarak farkli olan mikrofungus kolonilerinden aseptik kosullar
altinda steril igne ile 6rnek alinmis ve yatik durumda dondurulmus steril
Malt Ekstrakt Agar bulunan tiiplere aktarilmistir. Malt Ekstrakt Agar’li bu
tiipler etiivde 27° C'de 7 giin inkiibe edilmistir. Bu tiipler etkilesim

denemelerinde kullanilma amaciyla 4 e stoklanmistir(Oner, 1972,1973).

3.2.7.2. Toprag Sulandirma Yontemi ile bakteri ve aktinomisetlerin

izolasyonu ve sayimi

1. 3.2.6.1. de anlatilmis olan dilusyon islemlerinden sonra 1/10 000,
1/100000 ve  1/1000000  oraninda  sulandirilmig  olan  toprak
stispansiyonundan steril bir pipet ile 1’ er ml alinarak streril petri kaplarina
aseptik kosullarda aktarilmig ve iizerine 45 °C’ye kadar sogutulmus
besiyerlerinden petrilere 15-20 ml dokiilmiistiir. Bakteri izolasyonu igin
PCA ve aktinomisetlerin izolasyonu i¢in AIA besiyeri kullanilmistir. Her bir
besiyeri icin yukaridaki dilusyonlardan iki paralel olacak sekilde ekim

yapilmistir.
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2- Besiyeri dokiildiikten hemen sonra petri kaplar1 bir masa lizerine
serilmis 1slak bir bez iizerinde, icindeki agar katilagincaya kadar rotasyon
hareketi yaptirilarak, toprak siispansiyonunun agar icinde homojen bir

sekilde dagilmasi saglanmustir.

3- Bu sekilde hazirlanmig petri kaplar1 daha sonra ters cevrili olarak
etiivde 27 °C’de 37 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 30—
300 arasinda koloninin olustugu petri plaklarinda goriilen biitiin koloniler
tek tek sayilmis; ortalama koloni sayilari bulunarak seyreltme faktoriiyle
carpildiktan sonra toprak Orneginin 1 gramindaki bakteri ve aktinomiset

sayilar1 kob/g cinsinden hesaplanmuistir.

4- Sayimdan sonra AIA ve PCA igeren petrilerdeki kolonilere lup
altinda bakilarak farkli olan bakteri ve aktinomiset kolonilerinden steril igne
ile 6rnek alinmis ve yatik durumda dondurulmus steril AIA ve PCA igeren
bulunan tiiplere aktarilmistir. Bu tiipler etiivde 27 °C’de 3 giin inkiibe
edildikten sonra etkilesim denemelerinde kullamlma amaciyla 4 °C

stoklanmistir(Oner, 1972,1973).
3.2.8. Izole edilen mikrofunguslarin tans

Izole edilen mikrofunguslarin tanis1 genus diizeyinde yapilmustir.
Inceleme icin potansiyel olarak Aspergillus ve Penicillium genusuna
benzeyen mikrofunguslarin Malt Ekstrakt Agar ve Czapek Agar iceren
petrilere {i¢ nokta ekimi yapilmistir. Bu petriler 27° C’lik etiivde 7-14 giin
inkiibe edilmis; inkiibasyondan sonra genus diizeyinde tamimlanmasi igin,
mikroskobun (Olympus CX31) kiiciik biiylitmelerinde kiiltiirel
karakteristikleri, daha biiyilk biiyiitmelerinde ise ( Gams et al., 1987)
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tarafindan Onerilen pamuk mavili laktofenol c¢ozeltisi ile hazirlanan
preparatlarda mikroskobik karakterleri saptanmistir. Aspergillus ve
Penicillium genuslarinin tanimlamalarinda Raper ve Fennel (1965) esas

alinmis, Hasenekoglu (1991)’dan yararlanilmistir.

Fungi Imperfecti grubuna ait olan diger mikrofunguslar Malt
Ekstrakt Agar’a yine ayni sekilde {ic nokta seklinde ekilmistir. Kiiltiirel ve
mikroskobik karakterleri saptanmis; genus diizeyinde tanimlamalar icin

Hasenekoglu (1991) kullanilmastir.

3.29. T. caligatum izolatlarmm in vitro ortamda toprak

mikroorganizmalari ile karsilikh etkilesimlerinin arastirilmasi

Calismamizda 7. caligatum izolatlarinin in vitro ortamda toprak
mikroorganizmalar1 ile karsilikli olarak hem negatif, hem de pozitif

etkilesimleri incelenmistir.

3.29.1. T.caligatum izolatlarmmn in vitro ortamda toprak
mikroorganizmalar1 ile karsihkli negatif etkilesimlerinin

arastirilmasi

Topragin mikrobiyolojik analizleri sonunda 7. caligatum’un
izolatlarinin elde edildigi topraklardan izole edilen mikroorganizmalar ile 7.
caligatum misellerinin karsilikli negatif etkilesimleri fungus izolatlar1 icin
PDA ve MEA iceren petri plaklarinda bakteri ve aktinomiset izolatlar1 icin
de PCA ve PDA iceren petri plaklarinda arastirilmistir.
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a) T. caligatum izolatlariin in vitro ortamda mikrofungus izolatlar ile

karsihikh negatif etkilesimlerinin arastirilmasi

Negatif etkilesimin incelenmesinde kullanmak {iizere oOncelikle T.
caligatum miselleri PDA igeren petri plaklarinin tam ortasina igneyle
inokule edilmis 27°C’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra biiyiiyen 7.
caligatum kolonisinin kenarlarindan aseptik sartlarda 5 mm’lik agar diskleri
alinmis ve negatif etkilesimi arastiritlacak mikroorganizma ile karsilikli

gelecek sekilde petriye yerlestirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 . T. caligatum ile baska bir mikrofungus izolatimin petri kabindaki karsilikli
negatif etkilesimi.

T. caligatum’un izolatlarinin fungus izolatlariyla negatif etkilesimin
incelenmesi amaciyla fungal izolatlar PDA ve MEA besiyerleri igceren
petrilerin kenar bolgelerinden 1-2 cm igeriye nokta ekimi yapilmistir (Sekil
3.4). Inokule edilen petriler 7- 10 giin siiresince 27 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda misellerin birbirlerine temasi, i¢ ice ge¢mesi veya bir
birlerinin {iremelerini engellemesi durumlarina gore bir degerlendirme

yapilarak gruplandirilmistir (White and Boddy 1992).
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b) T. caligatum izolatlarimn in vitro ortamda bakteri ve aktinomiset

izolatlan ile karsilikli negatif etkilesimlerinin arastirilmasi

T. caligatum izolatlarinin bakteri ve aktinomiset izolatlar ile karsilikli
negatif etkilesimlerinin arastirilmasi amaciyla PDA igeren petri plaklarindaki 7.
caligatum kolonisinin kenar bolgesinden aseptik sartlarda 5 mm’lik agar
diskleri alinarak PDA veya PCA besiyeri iceren petri plaginin ortasina ve/veya

kenarma inokule edilmistir (Sekil 3.5). Daha sonra bakteri veya aktinomiset

izolatt T. caligatum’a dik veya paralel olarak ¢izgi ekimi yapilmis ve 7 giin

siiresince 27 °C’de inkiibe edilmistir (Deshwal et al., 2003).

Sekil 3.5 . T. caligatum’un izolatlar1 misellerinin bakteri ve aktiomiset izolatlart karsilikli
negatif etkilesimleri.
Inkiibasyon sonucunda 7. caligatum misellerin bakteri ve
aktinomiset kolonileriyle birbirlerine temasi, i¢ ice gecmesi veya
birbirlerinin iiremelerini engellemesi durumlarina gore bir degerlendirme

yapilarak gruplandirilmistir (White and Boddy 1992).
¢) In vitro negatif etkilesim testlerinin degerlendirilmesi

In vitro negatif etkilesim testlerini degerlendirirken ii¢ farkli 6lciit

ele alimmistir. Karsilikli ekilen fungus misellerinin birbirine temas edip iki
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fungusunda biiytimelerinin durmast durumunda; ¢itkmaza girdi (deadlock),
funguslardan birinin digerinin {izerinde biiyiimesi durumunda; iizerinde
biiyiidii (overgrown), iki organizmanin da birbirine yaklasamadigi bir
alanin olusmasi durumunda inhibisyon zonu olustu (engelleme oldu)
seklinde sonuglar belirtilmistir (Sekil 3.6) (White and Boddy 1992; Woods
et al. 2005).

Sekil. 3.6. a-b: Cikmaza girdi (deadlock), e-d: Uzerinde biiyiidii (overgrown);
mikroorganizmalardan birinin digeri iizerinde biiyiimesi durumu, e-f :inhibisyon
zonu olustu. (engelleme oldu.); iki organizmaninda birbirine yaklasamadig1 bir
alanin olugmasi durumu.

3.2.9.2. Tricholoma -caligatum izolatlarinin in vitro ortamda karsihikh

pozitif etkilesimlerinin arastirilmasi

Tricholoma caligatum izolatlarinin in vitro ortamda topraktan izole

edilen mikroorganizma izolatlariyla karsilikli pozitif etkilesimlerinin
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arastirtlmasi i¢in; in vitro inorganik fosfat ¢oziiniirliigii, bakteri izolatlarinin
T. caligatum’un misellerinin biiyiimesi {izerine etkisi ve in vitro kosullarda

Indol Asetik Asit (IAA) iiretiminin arastiriimasi testleri yapilmistir.
a) In vitro inorganik fosfat ¢oziiniirliigii denemeleri

Toprak Orneklerinden elde ettigimiz mikroorganizma izolatlarinin
coziinmez formdaki kalsiyum trifosfati ¢oziiniir hale getirip getirmediklerini
anlamak amaciyla; PDA plaginda biyiitilen Tricholoma caligatum
kolonisinden 5 mm c¢apindaki agar diskleri alinarak TCPA ortami iceren 9
cm capindaki petrinin ortasina ekilmistir. Incelenecek fungus izolatlari
diskin 2 cm uzaklikta olacak sekilde her iki tarafina, bakteri ve aktinomiset
izolatlar1 ise plagin dort tarafina dik ve parelel olarak, bu organizmalarin
¢oziinmez (Caz(PO4),)’1 coziiniir hale getirebilme yeteneklerini test estmek
amaciyla inokule edilmistir(Sekil 3.7) ( Frey-Klett et al., 2005). Petriler 10

giin siiresince 27 °C’de inkiibe edilmistir.

Sekil 3.7. TCPA ortaminda fosfat ¢oziiniirliigiiniin pozitif sonuclari.

Sonugta petrilerde iireyen mikroorganizma kolonileri ¢evresinde
opak zondan acik(berrak) zona dogru renk acilmasi fosfatin ¢oziiniir hale

geldigini gostermistir (Sekil 3.7 ). TCPA igeren petri plagindaki opak zonda
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berraklasma olmamasi negatif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.8)

(Frey-Klett et al., 2005).

Sekil 3.8. TCPA ortaminda fosfat ¢oziiniirliigiiniin negatif sonuglari.

b) Bakteri izolatlarimin 7. caligatum’ un misellerinin biiyiimesi iizerine

etkisi

Bakteri izolatlarinin her biri TSA iceren petrilerin yiizeyine ekim
yapilarak 3 giin siiresince 27 °C’de inkiibe edilmistir. Biiyliyen bakteri
izolatlar1 iizerine homojen bakteri siispansiyonlar1 hazirlamak amaciyla 5 ml
0.1 M magnezyum siilfat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Kontrol amaciyla ayni1
cozeltiden bakteri inokule edilmemis TSA iceren petrilere de 0,1 M 5 ml
magnezyum siilfat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra PDA iizerinde
biiyiitilen 7. caligatum kolonilerinden 5 mm’lik agar diskleri alinarak,
hazirlamis oldugumuz bakteri siispansiyonu iceren ve sadece magnezyum
stilfat iceren (kontrol) petrilere aseptik kosullarda 1-2 dakika siiresince
ozeyle daldirlip ¢ikarilmig; besin icerigi bakimindan oldukg¢a zayif olan
Mimimal Agar ortamina ekilerek 6 giin siiresince 27 C’de inkiibe edilip
olusan kolonilerin c¢aplar1 Olciilerek kontrole gore koloni capinda bir

farklilik olup olmadigi belirlenmistir (Founoune et al., 2002).
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¢) In vitro’da indol asetik asit (IAA) iiretiminin arastirilmasi

In vitro’da kalitatif olarak IAA iiretimi hem T.caligatum suslarinda

hem de bakteri izolatlarinda incelenmistir.

Ortamda olusan IAA’nin varligini renk degisiminden anlamak
amaciyla % 0,2 triptofan iceren 5 ml’lik nutrient broth iceren tiiplere
Standart I[AA (Merck) stok ¢ozeltisi (200 ppm)’'nden  farkli
konsantrasyonlarda (0,0-0,1-0,2-0,3....1,0 ml) ilave edilmistir. Daha sonra
ayni tiiplere 1:2 oraninda yaklasik 10 ml Salkowski Cozeltisi eklenmistir
Salkowski Cozeltisinin konmas: ile meydana gelen renk degisimleri de

kontrol amaciyla kullanilmak tizere incelenmistir (Sekil3.9).

Sekil 3.9. NB’da IAA varlig, a; IAA var, b; IAA yok.

Bakteri izolatlart % 0,2 triptofan iceren nutrient broth ortaminda 48
saat siireyle 27 °C de inkiibe edilmislerdir. Daha sonra 5000 rpm de 10
dakika santirifiij edilmislerdir. Santirifuj edilen ortamdan 1 ml siipernatant
bagka bir tiipe aktarilarak tizerine 2 ml Salkowski Cozeltisi ilave edilmistir
ve olusan renge gore indol asetik asit iireten izolatlar saptanmistir (Patten
and Glick, 2002). Bunun yaninda aym c¢ozeltiden 1:2 oraninda

santrifiijlenmemis kiiltiir ortamina ilave edilerek olusan renge gore indol
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asetik asit ireten izolatlarin saptanabilirligi de diger bir yontem olarak
incelenmistir. Triptofan iceren 5 ml’lik niitrient broth iceren ortamlarda 27
°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Bakterilerde IAA iiretiminin varligini

arastirmak i¢in 3.2.9.2’de anlatilan aynm1 yontemle incelenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Arazi calismalar sirasinda Mugla ve Antalya illeri ve civarindaki
araziden alinan, agizlar1 bagl ve etiketli temiz polietilen torbalar i¢cindeki
toplam 24 toprak ornegi ve 15 potansiyel T. caligatum fruktifikasyon ornegi
toplanmistir. Toprak o©rneklerinin her biri iki kisma ayrilarak biri
mikrobiyolojik analiz laboratuarimiza diger kisim da topragin fiziksel ve
kimyasal analizlerinin yapilmasi i¢in Taris AR-GE Toprak Laboratuari,
Bornova —IZMIR’e gonderilmistir. T. caligatum fruktifikasyon drnekleri de
Mugla Universitesi Ali Kogman Meslek Yiiksekokulu Mantarcilik Programi

laboratuarlarina yollanmaistir.

4.1. Topragn Fiziksel ve Kimyasal Analizi

Mugla ve Antalya illeri ve civarindaki araziden alinan, agizlar1 bagh
ve etiketli temiz polietilen torbalar icindeki toplam 24 toprak Ornegi
laboratuvara getirildikten sonra topragin bir boliimii ayrilarak fiziksel ve
kimyasal analiz igin Taris AR-GE Toprak Laboratuari, Bornova —IZMIiR’e
gonderilmesi sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 4.1.de verilmektedir.
Taris AR-GE Toprak Laboratuar’ na gonderilen toprak orneklerinin pH,
total tuz(%), kirec(%), toprak yapisi ve biinyesi, toplam azot(%), fosfor,
potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir, bakir, ¢inko ve manganez
elementleri yoniinden 6zellikleri belirlenerek sonuclar tarafimiza iletilmistir.

Elde edilen bulgular Cizelge 4.1.’de verilmektedir.



Cizelge 4.1. Toprak 6rneklerinin fiziksel ve kimyasal analiz sonuglari.

gg gr(;lperlfll;rinin - ?otal Kireg Bii % % % | Toplam Alinabilir (ppm)
p uz iinye . .
Kodlart (%) (%) Kum | Kil | Mil | N(%) | p | g | ca | Mg | Fe | Cu | Zn | Mn

1 | 1568 6,15 | 0,017 1,572 | Kumlu-Tin 69,44 | 15,28 | 15,28 0,315 | 2,4 | 320 | 2350 | 330 | 1,86 | 0,70 | 2,54 68
2 | 1570 4,77 | 0,016 | 0,786 | Kumlu-Tin 69,44 | 15,28 | 15,28 0,168 1,2 | 220 | 1380 | 350 | 1,92 | 0,66 | 1,94 90
3 | 1571 5,18 | 0,016 | 0,393 | Kumlu-Tin 75,44 | 13,28 | 11,28 0,112 | 3,9 | 110 | 1480 | 520 | 1,82 | 0,66 | 1,44 78
4 | 1571a 5,76 | 0,029 1,965 | Kumlu-Tin 75,44 | 11,28 | 13,28 0,098 | 3,9 | 200 | 2200 | 620 | 1,78 | 0,74 | 1,76 82
5 [ 1583 586 | 0,014 [ 0,786 | Kumlu-Tin 7544 [ 1128 | 1328 | 0,147 | 3,0 [ 150 | 2300 | 420 | 1,72 [ 0,64 | 2,16 | 27
6 | 1584 4,88 | 0,011 1,572 | Kumlu-Tin 65,44 | 15,28 | 19,28 0,105 | 34| 210 | 970 | 300 | 1,86 | 0,68 | 1,56 74
7 | 1588 491 0011 | 0,786 | Kumlu-Killi-Tm | 5744 [ 2528 | 1728 | 0,049 [ 102 | 120 | 760 | 170 | 1,72 | 1,72 | 0,62 | 168
8 | 1593 5,43 10,022 | 0,786 | Kumlu-Killi-Tin | 49,44 | 29,28 | 21,28 0,154 | 2,8 | 340 | 1880 | 960 | 1,86 | 0,94 | 0,88 | 118
9 [ 1595 500 | 0,018 [ 0,786 | Kumlu-Killi-Tin [ 59,44 | 2328 | 17,28 [ 0,231 | 3,9 [ 210 | 1800 | 400 | 1.92 [ 1,12 | 1,20 | 67
10 | 1600 4,62 | 0,015 | 0393 | Kumlu-Killi-Tm | 6344 [ 2528 | 11,28 | 0,119 [ 25] 140 | 880 | 330 [ 1,96 | 1,40 [ 236 | 42
11 | 1607 4,15 | 0,018 | 0,786 | Kumlu-Killi-Tin | 59,44 | 21,28 | 19,28 0,105 1,0 | 160 | 1090 | 200 | 1,88 | 1,20 | 0,74 | 132
12 | 1635 6,28 | 0,028 | 0,786 | Kumlu-Tin 73,44 | 7,28 | 19,28 0,084 | 3,6 | 200 | 250 | 1040 | 1,72 | 1,38 | 0,26 49
13 | 1643 4,95 10,029 | 0,786 | Kumlu-Killi-Tin | 63,44 | 23,28 | 13,28 0,343 | 4,3 | 420 | 2800 | 580 | 1,92 | 1,02 | 1,96 70
14 [ 1662 544 10,014 [ 0,786 | Kumlu-Tin 6744 [ 1328 | 1928 | 0,287 | 42 [ 210 | 1900 | 270 | 1,84 | 0,82 | 3,40 | 117
15 | 1663 5,45 | 0,016 | 0,786 | Kumlu-Tin 63,44 | 17,28 | 19,28 0,119 | 2,2 | 115 | 1670 | 220 | 1,88 | 0,58 | 2,18 56
16 | 1680 6,41 | 0,022 1,572 | Killi-Tin 39,44 | 31,28 | 29,28 0,091 1,8 | 200 | 4880 | 220 | 1,68 | 1,64 | 0,56 80
17 | Siitlegen 7,31 | 0,020 | 30,654 | Kumlu-Tin 7144 | 728 | 21,28 | 0,294 | 4,5 [ 220 | 4600 | 300 | 1,08 [ 0,60 | 1,40 9
18 | Yaylakoru 6,57 | 0,017 1,572 | Kumlu-Killi-Tin | 57,44 | 21,28 | 21,28 0,245 | 3,4 | 300 | 2650 | 300 | 1,20 | 0,86 | 0,80 28
19 | Rizosfer 6,45 | 0,019 1,572 | Kumlu-Tin 59,44 | 19,28 | 21,28 0,140 [ 0,4 | 180 | 2300 | 210 | 1,20 | 1,32 | 0,34 26
20 | Avlanl 6,69 | 0,030 1,572 | Kumlu-Tm 73,44 | 19,28 | 7,28 0,308 | 3,5 | 420 | 5400 | 390 | 1,22 | 0,46 | 0,68 12
21 | Avlan2 7,00 | 0,025 | 7,467 | Kumlu-Killi-Tin | 53,44 | 21,28 | 25,28 0,38 1,6 | 340 | 9130 | 360 | 1,64 | 0,66 | 2,06 14
22 | Avlan3 6,01 | 0015 [ 0,786 | Kumlu-Killi-Tin | 61,44 | 21,28 | 17,28 | 0,196 | 12,0 | 210 | 1730 | 420 [ 1,36 | 0,68 | 1,16 | 34
23 | Avlan Kok 3 L. ) L.

24 | 1588M Topraklarin fiziksel ve kimyasal analizi yapilmamistir.

LL
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4.1.1. Topraklarin pH 6zelliklerine gore degerlendirilmesi

Toprak pH’s1 toprak cozeltisindeki H® ve OH iyonlarinin
konsantrasyonuna gore belirlenen, asitlik ve alkaliligi tanimlayan olciidiir.
Topraklar  pH’larina  gore  gruplandirma  yapilmisur(Merry et
al.,2002;Yagmur,1997)). Bu gruplandirmaya gore toprak pH araliklar1 ve

topraklarimizin hangi gurupta yer aldig1 Cizelge 4.2’ de gosterilmektedir

Cizelge 4.2. Arastirma alamt topraklarin pH ozellikleri ve degerlendirme Olgiitleri
(Yagmur, 1997 ).

PH Degerlendirme Calismamizda incelenen toprak
orneklerinin kodlari

<45 Ekstrem asit 1607

4,5-5,0 Cok kuvvetli asit 1570, 1584, 1588, 1595, 1600, 1643

5,1-5,5 Kuvvetli asit 1571, 1593, 1662, 1663, Yaylakoru

5,6-6,0 Orta asit 1571a, 1583

6,1-6,5 Hafif asit 1568, 1635, 1680, Rizosfer ,Avlan 3

6,6-7,3 Notr Avlanl ,Avlan 2

7.4-7.8 Hafif alkalin Siitlegen

7,9-8,4 Orta alkalin -

8,5-9,0 Kuvvetli alkalin -

>9.1 Cok kuvvetli alkalin -

Calismamizda toprak orneklerinin alindiklar1 yerlere gore pH
farkliliklar1 goriilmektedir. Yapilan analizler sonucunda; 1570, 1584, 1588,
1600, 1595 ve 1643 numarali toprak ornekleri kuvvetli asit, 1571a, 1593,
1662, 1663, numarali toprak Ornekleri kuvvetli orta asit; 1571, 1583
numaralr ornekler orta asit; 1568,1635, 1680, Rizosfer ve Avlan 3 toprak
orneklerinin zayif asit olduklar1 goriilmiistiir. Sadece Avlan 1 isimli toprak
ornegi notr pH’ya sahiptir. Arastirma alan1 topraklarda orta veya ¢ok alkali

ozellik gosteren toprak drnegine rastlanmamustir (Cizelge 4.2).
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Calisma alanindan alinan 22 toprak Orneginin ortalama pH degeri
5,69 olup, en yiiksek deger 7,31(Siitlegen), en diisiik deger 4,15(1607)dir. T.
caligatum fruktikasyonlarinin goriildiigii 15 toprak 6rneginin ortalama pH
degeri 5,29 dir. T. caligatum fruktifikasyonlar1 pH aralig1 4,15-6,41 olan

topraklarda goriilmiistiir.

4.1.2 Topraklarin toplam tuz (%) iceriklerine gore degerlendirilmesi

Arastirma alani topraklar toplam tuz (%) igerikleri bakimindan
0,011- 0,030 araliginda olup, tiimii tuzsuz toprak sinifindadir (Cizelge 4.1;
Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Topraklarin toplam tuz (%) 6zelliklerine degerlendirilme olgiitleri ( Yagmur,

1997).
Toplam tuz (%) Degerlendirme
0,00-0,15 Tuzsuz
0,15-0,35 Orta tuzlu
>0,35 Tuzlu

4.1.3. Topraklarin kire¢ (%) iceriklerine gore degerlendirilmesi

Arastirma alan1 topraklardan 17 nolu, Siitlegen kodlu toprak 30,654
degerle en yiiksek kirecliligin goriildiigii topraktir. Diger topraklarindan biri
olan 21 nolu Avlan 2, kire¢ce zengindir. Bu topraklarin haricindeki

topraklarin tiimiiniin kiregge fakir oldugu goriilmektedir.

Arazi calismalart sirasinda 7. caligatum fruktifikasyonlar1 0,393—
1,572 arahigindaki kiregge fakir topraklardan (ortalama kire¢ (%): 0,8908)
toplanmistir(Cizelge 4.1; Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Yagmur (1997)’a gore, topraklarin kire¢(%) yoniinden degerlendirilme
oOlciitleri.
Kire¢ (%) Degerlendirme
0,0-2,5 Kirecce Fakir
2,5-5,0 Kirecli
5,0-10,0 Kirecce Zengin
10,0-20,0 Biinye+Marn
20,0-50,0 Biinye+Kirecli

4.1.4. Topraklarin toplam azot (% )iceriklerine gore degerlendirilmesi

Arastirma alam1 topraklarin yarisina yakin kismimin azot (%)
yoniinden zengin oldugu digerlerinin azotga iyi veya orta durumda oldugu
sadece bir tanesinin (1588 kod nolu toprak) fakir oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.5). 22 toprak Orneginin ortalama toplam azot (%) degeri 0,186
civarindadir. 7. caligatum fruktifikasyonlarinin toplandigi topraklarda bu
deger 0,160 dolaylarindadir. 7. caligatum fruktifikasyonlar1 toplam azot (%)
degerlerinin 0,343-0,049 araligindaki topraklarda goriilmiistiir (Cizelge 4.1;
Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Topraklarin  Toplam  Azot (%)  Ozelliklerinin  degerlendirilme
olciitleri(Yagmur, 1997 ).
Toplam Azot (%) Degerlendirme
<0,05 Azotca fakir
0,05-0,10 Azotca orta
0,10-0,15 Azotga iyi
>0,15 Azotca yiiksek (zengin)
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4.1.5. Topraklarin alnabilir fosfor (ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Calismamizda incelenen topraklar alinabilir fosfor (ppm) yoniinden
degerlendirildiginde 1588 ornek kodlu toprak ornegi orta, Avlan 3 zengin
iken geriye kalan diger topraklarin hepsi fakirdir (Cizelge 4.1; Cizelge 4.6).
T. caligatum fruktifikasyonlar1 1588 nolu toprak hari¢, alinabilir fosfor
(ppm) yoniinden fakir topraklardan toplanmustir. 22 toprak Orneginin
ortalama fosfor degeri 3,62 ppm civarindadir. 7. caligatum
fruktifikasyonlarinin toplandig1 topraklarda alinabilir fosfor (ppm)aralig
1,0-10,2, ortalama fosfor miktari ise 3,36 ppm dolaylarindadir.

Cizelge 4.6. Topraklarin alinabilir fosfor 6zelliklerinin degerlendirilmesi (Yagmur, 1997 ).

Alnabilir | Degerlendirme .
Calismamizda incelenen toprak
fosfor (O--LSEN orneklerinin kodlari
(ppm ) YONTEMI)
1568,1570,1571,1583,1584,15893,1600,1607,
<5,0 Fakir 1635,1643,1662,1663,1680,Siitlegen, Yaylak,
Rizosfer, Avlan 1, Avlan 2
5,0-10,0 Orta 1588
>10,0 Zengin Avlan 3

4.1.6. Topraklarin almabilir potasyum(ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Aragstirma alanmi topraklar almabilir potasyum 6zellikleri bakimindan
en kiiciik deger 110 ppm, en yiiksek deger ise 420 ppm’dir. Topraklarin
potasyum igeriklerinin degisik diizeylerde oldugu goriilmektedir (Cizelge
4.1; Cizelge 4.7).
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22 toprak Orneginin ortalama potasyum degeri 227 ppm
civarindadir. 7. caligatum fruktifikasyonlarinin goriildiigii topraklarda en
kiiciik deger 110 ppm, en yiiksek deger ise 420 ppm dir. Ortalama alinabilir
potasyum miktar1 208 ppm dolaylarindadir

Cizelge 4.7. Topraklarin alinabilir potasyum oOzelliklerinin degerlendirilmesi (Yagmur,

1997).
Alnabilir Degerlendirme | Calismamizda incelenen toprak
Potasyum (ppm ) orneklerinin kodlar:
<150 Noksan 1571,1583,1588,1600, 1663,
150-200 Diisiik 1607, Rizosfer,1635,
200-300 Yeterli Avlan3,1584,1595,Siitlegen, 1662,
300-400 Yiiksek 1568,1593,Yaylaokru,Avlan 2
>400 Cok yiiksek Avlanl,

4.1.7. Topraklarin alnabilir Kkalsiyum (ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Arastirma alani topraklarin en diisiik alinabilir kalsiyum miktar1 250
ppm’dir. S6z konusu topraklarda en yiiksek deger ise 9130 ppm’dir. 22
toprak Orneginin ortalama alinabilir kalsiyum miktar1t 2472 ppm’dir. T.
caligatum fruktifikasyonlarinin toplandig1 topraklarda ise en kiiciik deger
250 ppm en yiiksek deger ise 4880 ppm’dir. Alnabilir ortalama
kalsiyum(ppm) degeri ise 1759 ppm dir (Cizelge 4,1; Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Alinabilir kalsiyum(ppm) 6zelliklerine gore degerlendirilmesi

Alinabilir Kalsiyum (ppm ) Degerlendirme
<714 Cok Fakir
714-1430 Fakir
1431-2860 Orta

<2860 Iyi
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4.1.8. Topraklarin alnabilir magnezyum (ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Calisma alanindan alinan 22 toprak orneginin ortalama alinabilir
magnezyum (ppm) degeri 405 olup, en yiiksek deger 1040 ppm, en diisiik
deger 170 ppm dir. 7. caligatum fruktikasyonlarinin goriildiigii 15 toprak
orneginin ortalama alinabilir magnezyum (ppm) degeri 420 ppm’dir. T.
caligatum fruktikasyonlarinin goriildiigii topraklarin alinabilir magnezyum
degerleri 170-1040 (ppm)  arasindadir (Cizelge 4.1; Cizelge 4.9).

Magnezyum igerigi bakimindan topraklarin hepsi iyi sinifina girmektedir.

Cizelge 4.9. Topraklarin  alnabilir ~ magnezyum  (ppm) gore  degerlendirilme
olciitleri(Yagmur, 1997 ).

Almabilir Magnezyum (ppm ) Degerlendirme
<54 Fakir

54-114 Orta

>114 Iyi

4.1.9. Topraklarin almnabilir demir (ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Calisma alanindan alinan 22 toprak Orneginin ortalama alinabilir
demir (ppm ) degeri 1,68 olup, en yiiksek deger 1,96 ppm, en diisiik deger
1,08 ppm dir. T. caligatum fruktikasyonlarinin toplandigi 15 toprak
Orneginin alinabilir demir miktart 1,68-1,96 ppm araliginda, ortalama 1,83
ppm dir. Incelenen tiim topraklar alinabilir demir icerigi bakimindan

yetersizdir (Cizelge 4.1; Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Topraklarin alinabilir demir(ppm ) gore degerlendirilmesi (Yagmur, 1997).

Alnabilir Demir (ppm ) Degerlendirme

0,0-2,5 Yetersiz (Noksan

2,5-4.5 Orta (Noksanlik Gosterebilir)
>4.5 1yi

4.1.10. Topraklarin almabilir bakir (ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Cizelge 4.11. Topraklarin alinabilir bakir (ppm) gore degerlendirilme ol¢iitleri (Yagmur,

1997).

Almnabilir Bakir (ppm) Degerlendirme
<0,2 Yetersiz

>0,2 Yeterli

Calisma alanindan alinan 22 toprak Orneginin ortalama alinabilir
bakir (ppm ) degeri 0,930lup, en yiiksek deger 1,72 ppm, en diisiik deger
0,46 ppm dir. T. caligatum fruktikasyonlarinin toplandigi 15 toprak
orneginin ortalama alinabilir bakir (ppm ) degeri 1,01 ppm dir. 7. caligatum
fruktikasyonlarinin toplandigi topraklarin alinabilir bakir (ppm ) degerleri
0,50-1,72 ppm arasindadir. Tiim topraklarin alinabilir bakir icerigi
bakimindan yeterli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1; Cizelge 4.11).

4.1.11. Topraklarin almabilir ¢inko (ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Calisma alanindan almman 22 toprak Orneginin ortalama almabilir
cinko (ppm ) degeri 1,45 olup, en yiiksek deger, 3,40 ppm, en diisiik deger
0,26 ppm’dir. T. caligatum fruktikasyonlarinin toplandigi 15 toprak
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orneginin almabilir ¢inko bakir (ppm ) degerleri 0,50- 1,72 ppm arasinda
olup, ortalama 1,58 ppm dir. Toprak orneklerinden ikisi (1635, Rizosfer)
alinabilir ¢inko icerigi bakimindan noksan durumdadir (Cizelge 4.1;
Cizelge 4.12). 1588, 1593, 1607 ve 1635 numarali toprak drneklerinin ¢inko

degerleri orta diizeyde, geri kalanlar ise iyi durumdadir.

Cizelge 4.12. Topraklarin almabilir ¢inko (ppm) iceriklerine gore degerlendirilme
olctitleri (Yagmur, 1997 ).

Almabilir ¢inko (ppm ) | Degerlendirme

0,0-0,5 Noksan
0,5-1,0 Orta (kritik, noksanlik gosterebilir)
>1,5 Iyi

4.1.12. Topraklarin alnabilir mangan (ppm) iceriklerine gore

degerlendirilmesi

Calisma alanindan alinan 22 toprak Orneginin ortalama alinabilir
mangan bakir (ppm ) degeri 65,5 olup, en yiiksek deger 168 ppm, en diisiik
deger 9 ppm dir. T. caligatum fruktikasyonlarinin goriildiigii 15 toprak
Orneginin alinabilir mangan(ppm) miktar1 27-168 arasinda, ortalama 82,4
ppm dir. Tiim topraklarin alinabilir mangan (ppm) diizeyleri iyi durumdadir

(Cizelge 4.1; Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Topraklarin alinabilir mangan(ppm) igeriklerine gore degerlendirilme
olctitleri (Yagmur, 1997 ).

Alinabilir mangan (ppm ) Degerlendirme
<1,0 Noksan

1,0-3,0 Kritik

>3.0 Iyi
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4.2. Toprak Orneklerinin Kuru Agirliklarinin Bulunmasi

Her bir toprak Orneginin nem miktarlar1 goz Oniinde tutularak 50
gram kuru topragi verebilecek nemli miktarin ka¢ gram oldugu

hesaplanmustir (Oner, 1972; 1973; Gezgin ve Eltem, 2004).

hesaplar asagidaki Cizelge 4.14’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.14. Toprak 6rneklerin kuru agirliklari.

Ornek ’(l;(:_fl Zil{k Ornek 105°C sonrasi Su I(mll(tan

No  |iodlw  |Miktart |Kuru Agirhk ml)
1 1568 10¢g 8,46 g 1,54
2 1570 10 g 8,84 ¢
i 1277 11 " Topraklarin analizi yapilamamaistir.
5 1583 10¢g 7,50 g 2,50
6 1584 10¢g 8,83 ¢ 1,17
7 1588 10¢g 9,05¢g 0,95
8 1593 10 g 8,36 g 1,64
9 1595 10 g 8,38 g 1,62
10 [1600 10¢g 8,92 ¢ 1,08
11 |1607 10 g 891 ¢ 1,09
12 [1680 10¢g 8,85¢ 1,15
13 |1663 10¢g 8,90 g 1,10
14 [1662 10¢g 8,38 ¢ 1,62
15 |1643 10¢g 793 g 2,13
16 |1635 10 g 8,77 ¢g 1,33
17 |Siitlegen 10g 9,16 g 0,84
18 | Yaylakoru 10¢g 8.65 ¢ 1,35
19 |Rizosfer 10 g 8,72 g 1,28
20 |Avlan-1 10 g 8,12 g 1,88
21 | Avlan-2 10¢g 7.70 g 2,30
22 | Avlan-3 10 g 8,66 g 1,44
23 |Av. Kok 3 10¢g 8,46 ¢ 1,54
24 | 1588M 10¢g 925 ¢ 0,75
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T. caligatum fruktikasyonlarmin toplandig1 topraklarin  ve
digerlerinin ortalama su icerikleri % 1,6-25,0 araliginda, ortalama % 13,7

civarindadir.

4.3. Sapkal Mantar Orneklerinin Tanmilanmasi

Cizelge 3.2°de gosterilen toplam 15 bolgeden potansiyel Tricholoma
caligatum oldugu tahmin edilen fruktifikasyon Ornekleri, Mugla
Universitesi Ali Kogman Meslek Yiiksekokulu Mantarcilik Programi
laboratuarlarinda tanis1 yapilmis ve hepsinin Tricholoma caligatum tiirii

oldugu bildirilmistir.

4.4. Tricholoma caligatum Fruktifikasyonlarindan Miselinin Eldesi

Araziden 15 farkli bolgeden toplanmis olan 7. caligatum’un
fruktifikasyonlarinin sadece 6 tanesinden misel elde edilebilmistir. Geri

kalan 9 tanesinden misel ¢cogaltimi yapilamamstir (Cizelge 4.15).

Mikorizal mantarlarin basarili bir sekilde kiiltiire alinamamasinin
birka¢ sebebi bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; mantara ait misel
formunun boliinme yetenegini hizla kaybetmesiyle, in vitro’da sentetik
besiyerlerde sapkadan alinan doku pargasindan misel eldesi zaman zaman
basarisiz olmaktadir. Par¢anin alindig1 yerdeki hiicrelerin besinsel ihtiyaclari
ve rejenerasyon yetenekleri ¢ok onemlidir. Bu yerlerden alinan hiicrelerin
besinsel ihtiyaclar1 tam anlamiyla karsilanmadiginda veya rejenerasyon
ozelliklerini kaybettiklerinde misel eldesi olumsuzlukla

sonuglanabilmektedir (Hall, et al. 1998; Danell and Camacho, 1997).
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Cizelge 4.15. T. caligatum fruktifikasyonlarindan misel elde edilmesi.

Ornek No Ornek Kod Misel eldesi | Misel
kodu
1 1568-F* -
2 1570-F -
3 1571-F -
4 1583-F + 1583-M**
5 1584-F -
6 1588-F + 1588-M
7 1593-F -
8 1595-F + 1595-M
9 1600-F -
10 1607-F -
11 1635-F -
12 1643-F -
13 1662-F + 1662-M
14 1663-F + 1663-M
15 1680-F + 1680-M
*F: Fruktifikasyon; -, misel elde edilemedi; +, misel tiretimi yapildi
** M: Misel

Tricholoma tiirlerinde genellikle hymenium tabakasindan alinan
parcalardan misel formuna ulasilabilmektedir. Cogunlukla diger mantar
tiirleri i¢cin de gecerli olan bu kural, hymenium tabakasindaki hiicrelerin
hizl1 boliinme esasina dayanmaktadir (Hibbett, 2002; Visser, 1995). Ikinci
faktor olarak ortamda bulunan ve suda c¢oOziinebilen besin maddelerinin
uygun kompozisyonlarda hiicreler tarafindan alinabilirligidir. Bunun
yaninda ortamin pH degisiklikleri, dokudan alinan kiiciik misel parcasinin
(primer misel) oksijen ihtiyac1 gibi faktorler de etkili olmaktadir ( Hall et
al., 2003).

Toprak mikroorganizmalariyla yapilan etkilesim calismalarimizda
elde edilen bu 7. caligatum suslarinin miselleri (1662-M, 1663-M, 1680-M,
1583-M, 1588-M, 1595-M) kullanilmistir.
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T.caligatum‘un toplandig1 alanlardaki toprak Orneklerinin (1583,
1588, 1595, 1662, 1663 ve 1680 nolu topraklar) pH’s1 4,91- 6,41 arasinda
degisiklik gostermektedir ve pH ortalamasi ise 5,62 dir. Bu veriler Kalmig
ve Kalyoncu’nun (2007) yapmis oldugu in vitro’da sivi Kkiiltiirde
T.caligatum misellerinin optimum biiyiime gosterdigi pH ile uygunluk

gostermektedir.

4.5. Mikroorganizmalarin Topraktan izolasyonu ve Saymm

4.5.1. Toprag sulandirma yontemi ile mikroorganizma yiiklerinin

belirlenmesi

Giiniimiizde toprak mikroorganizmalarinin izolasyonu ve sayimi i¢in
temel olarak “Toprag Sulandirma Yontemi” (Martin,1950), “Topragin Petri
Kaplarina Konma Yontemi” (Warkup,1950) ve “Toprag: Yikama Yontemi”
(Gams, 1987) kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin izolasyonunda gerek
yontemin uygulama sekli ve gerekse kullanilan besiyerleri bakimindan en
iyi neticeyi verdigi anlasilan (Rao, 1970; Oner, 1973) “Toprag
Sulandirma Yontemi” tercih edilmistir (Oner (1973)’e gore; Martin, 1949;
Waksman, 1952).

Calismamizda incelenen toprak orneklerinden funguslarin izolasyon
ve sayimi icin RBCA ve PDA besiyerleri, toplam heterotrofik bakterilerin
izolasyon ve sayimi icin PCA, aktinomisetlerin izolasyon ve sayimi i¢in

AIA besiyerleri kullanilmigtir.

Bu ortamlarda iireyen morfolojik olarak farkli goriindiigii diisiiniilen

mikroorganizmalar izole edildigi aym1 ortami igeren yatik agarh
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besiyerlerine
kullanilmak iizere stoklanmistir. Bunun sonucunda 22 toprak orneginden
toplam 434 izolat elde edilmistir( Cizelge 4.16). Asagidaki tabloda
izolasyon i¢in kullanilan toprak Ornek numaralar1 ve izole edilen bakteri,

fungus, aktinomiset izolat sayilar1 ve toplam mikroorganizma sayilari

daha

sonraki

yapacagimiz

etkilesim denemelerinde

verilmistir. Bu detayl olarak Cizelge 4.15’ te verilmistir.

Cizelge 4.16. Toprak orneklerinin canli sayim sonuglari.

Ornek | Toprak (RBCA)| (PDA) (PCA) (AIA)

No Ornek kodlan | (kob/g) (kob/g) (kob/g) (kob/g)
1 1568 8,9x10% | 5,4x10" 7,5x10° 3,6x10°
2 1570 2,3x10° | 8,3x10° 1,9x10° 8,4x10°
3 1571 Topraklarin mikrobiyolojik analizi
4 1571a yapilamamustir.
5 1583 1,0x10° 8,0x10° 1,7x107 1,5x107
6 1584 3,6x10° | 2,1x10° 1,6x10° 7,7x10°
7 1588 6,6x10" | 6,8x10° 2,4x107 4,8x107
8 1593 1,8x10° 4,1x10° 9,1x10’ 8,7x10°
9 1595 3,7x10° 8,1x10* 6,1x10° 9,6x10°
10 [1600 1,6x10° | 4,5x10° 5,2x10° 4,6x10°
11 [1607 6,8x10° | 5,4x10° 4,0x10° 3,3x10°
12 [1680 2,2x10% | 1,4x10° 7,4x10° 2,3x10°
13 |1663 7,7x10° 1,6x106 3,9x10° 2,6x10°
14 1662 8,2x10° | 9,1x106 3,2x107 1,0x107
15 [1643 52x10° | 6,6x10° 1,7x107 1,4x107
16 [1635 1,5x10° | 1,6x106 6,6x10° 4,5x10°
17 | Siitlegen 6,3x10° | 8,8x10° 3,1x10’ 1,4x10’
18 | Yaylakoru 2,4x10° | 8,6x10° 5,4x10° 1,2x107
19 |Rizosfer 8,8x10° 3,2x10° 2,8x10° 5,4x10°
20 |Avlan-1 1,1x10° | 2,3x10° 1,3x10’ 6,5x10°
21 |Avlan-2 7,3x10° | 3,1x10° 6,8x10° 1,7x107
22 | Avlan-3 2,3x10* 1,2x10° 3,4x10° 9,0x10°
23 | Avlan Kok 3 | 4.5x10° 1,8x10* 3,2x10° 1,7x10°
24 | 1588M 1,8x10° | 2.4x10° 2,3x107 6,1x10°
ORTALAMA  [9,0x10° | 3,1x10° | 1,4x10” | 6,1x10°

kob/g; koloni olusturan birim/gram
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Tricholoma caligatum suslar ile etkilesim denemelerinde kullanilan
mikroorganizma ornekleri, bu mantarin toplandig1 ve fruktifikasyonlardan

miselin elde edildigi topraklardan izole edilmistir.

Calisma alan1 topraklarin tiimiinde, mikrofunguslarin sayimmi ve
izolasyonu icin kullamlan RBCA besiyerinde koloni olusturan
mikroorganizma sayist 2,2x10* -7,3x10° kob/g araliginda, ortalama 9x10°
kob/g’dir. Aymi amag¢ i¢in kullamlan PDA’da koloni olusturan
mikroorganizma sayisi 1,4)(104 - 9,1)(106 kob/g araliginda, ortalama 3,1)(106
kob/g’dir. Bakterilerin izolasyonu ve sayiminda kullanilan PCA’da koloni
olusturan mikroorganizma sayist 5,2x10° - 9,1x10’ kob/g araliginda,
ortalama 1,4x10" kob/g’dir. Aktinomiset izolasyonu ve sayiminda kullanilan
AIA besiyerinde koloni olusturan mikroorganizma sayisi 4,8x10* - 1,7x10’
kob/g araliginda, ortalama 6x1x10° kob/g’dir. Fakat inkiibasyon sonrasi
petriler visuel olarak incelendiginde AIA besiyerinde iireyen kolonilerin bir
kisminin tipik aktinomiset kolonisi 6zelliklerinde oldugu, digerlerinin
normal bakteri kolonileri oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, AIA besiyerinde
elde edilen sayim sonuclar1 topraklardaki aktinomiset yiikiinii

gostermemektedir.

T. caligatum’un fruktifikasyonunun toplandig1 topraklardan (Cizelge
3.2) alman topraklardaki mikrofunguslarin sayimi ve izolasyonu igin
kullanilan RBCA besiyerinde koloni olusturan mikroorganizma sayisi
2,2x10* 3,6x10° kob/g araliginda, ortalama 7,1x10° kob/g’dir. Ayni amag
icin kullanilan PDA’da koloni olusturan mikroorganizma sayist 1,4x10* -
9,1)(106 kob/g araliginda, ortalama 2,7)(106 kob/g’dir.  Bakterilerin
izolasyonu ve saymminda kullanilan PCA‘da  koloni olusturan

mikroorganizma sayisi 5,2)(105 -9, 1x10” kob/ g araliginda, ortalama 1,5x 10’
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kob/g’dir. Aktinomiset izolasyonu ve sayiminda kullanilan AIA besiyerinde
koloni olusturan mikroorganizma sayisi 4,8x10* - 1,5x10” kob/g araliginda,

ortalama 5x1x10° kob/g’dir.
4.5.1. Mikroorganizmalarin topraktan izolasyonu

Toprak orneklerinden mikroorganizmalarin izolasyonunda 22 toprak
orneginden fungus, aktinomiset ve bakteri izolasyonu yapilmis ve
birbirinden farkli oldugu diisiiniilen ve saf olarak izole edilen izolatlar daha
sonra Tricholoma caligatum suslarimin misel formlariyla olan etkilesim

calismalarinda kullanilmak iizere yatik besiyerlerinde saklanmustir.

Bunun sonucunda 22 toprak orneginden toplam 434 izolat elde
edilmistir. Asagidaki tabloda izolasyon i¢in kullanilan toprak o©rnek
numaralar1 ve izole edilen bakteri, fungus, aktinomiset izolat sayilar1 ve
toplam mikroorganizma sayilart verilmistir. Bu detayli olarak Cizelge

4.17.’de verilmektedir.



93

Cizelge 4.17. izole edilen bakteri, fungus, aktinomiset toplam izolat say1lari.

Ornek Toprak Fungus | Bakteri | Aktinomiset | Toplam
No Ornek izolat
kodlari

1 1568 7 8 5 20
2 1570 5 7 3 15
i };7 11 " Topraklar1 analiz edilmemistir.
5 1583 8 6 6 20
6 1584 11 12 7 30
7 1588 3 5 3 11
8 1593 3 5 3 11
9 1595 4 9 2 15
10 | 1600 7 7 4 18
11 1607 5 3 3 11
12 1680 7 4 2 13
13 | 1663 9 9 12 30
14 1662 11 12 7 30
15 |1643 9 9 12 30
16 |1635 10 8 9 27
17 | Stitlegen 6 7 8 21
18 | Yaylakoru 7 7 5 19
19 | Rizosfer 4 3 4 11
20 | Avlan-1 10 6 6 22
21 | Avlan-2 6 4 3 13
22 | Avlan-3M 8 7 6 21
23 | Avran Kok3 9 10 12 31
24 1588M 7 5 3 15

Toplam izolat sayilar 156 153 125 434

Arastirma alan1 tiim topraklardan 156 fungus, 153 bakteri, 125
aktinomiset, toplam 434 mikroorganizma izole edilmistir. T.caligatum
fruktifikasyonlarinin toplandigi 15 topraklardan ise 99 fungus, 104 bakteri,
78 aktinomiset, toplam 281 mikroorganizma izole edilmistir. izole edilen
mikrorganizmalarin her biri yatik olarak hazirlanmis uygun stoklama

besiyerlerinde + 4 °C’de muhafaza edilmistir.
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T.caligatum suslarinin miselini elde ettigimiz topraklardan izole
edilen 42 fungus, 45 bakteri, 32 aktinomiset, T.caligatum suglar ile
etkilesim denemelerinde kullanilmistir. Etkilesim denemelerine ge¢meden
once bu bakterilerin Gram reaksiyonlar1 belirlenerek Cizelge 4.18°‘de

gosterilmistir.

Cizelge 4.18. Bakteri izolatlarinin gram boyama sonuglari.

Bakteri izolat . Bakteri izolat .
Gram reaksiyon Gram reaksiyon
no no
1662 -B1 " 1583 -Bl T
1662 B2 iiremedi 1583 -B2 +
1662 —B3 + 1583 -B3 -
1662 -B4 - 1583 -B4 +
1662 -B5 iiremedi 1583 -B5 iiremedi
1662 —-B6 + 1583 -B6 tremedi
1662 -B7 + 1588 -B1 iiremedi
1662 —B8 " 1588 —B2 T
1662 -B9 + 1588 -B3 +
1662 -B10 + 1595 -B1 -
1662 -B11 + 1595 -B2 +
1662 -B12 tiremedi 1595 -B3 -
1663 -B1 - 1595 -B4 +
1663 -B2 - 1595 -B5 iiremedi
1663 —B3 - 1595 -B6 +
1663 -B4 - 1595 -B7 -
1663 —B5 + 1595 -BS§ +
1663 —B6 + 1595 -B9 -
1663 -B7 n 1680 -B1 Uremedi
1663 —BS§ + 1680 -B2 -
1663 —B9 - 1680 —B3 +
1680 -B4 +

Elde edilen bakteri izolatlardan 35 tanesinin gram boyamasi
yapilmustir (Sekil 4.1). Bu bakteri izolatlarinin 23 tanesi Gr (+), 12 tanesinin
Gr(-) oldugu saptanmistir (Cizelge 4.17).
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Sekil 4.1. A; Caligmamizda izole edilen Gr(-), B; Gr(+) bakteriler.
4.6. Tricholoma caligatum suslarimin biiyiime hizlarimin belirlenmesi
a) Malt Etrakt Broth ortaminda biiyiime hizlarinin belirlenmesi

1662 ve 1680 numarali toprak orneklerine ait 7. caligatum suslar1 misel
formlarinin Malt Etrakt Broth da biiyiimeleri incelenmistir. Fakat elde edilen
kuru misel agirliklart incelenmis ve sonuglarin saglikli olmadigina karar
verilmistir. Sonuglarin normal olmadig: farkina varildiktan sonra, siiziilmesi ve
tartim1 devam eden 6rneklerin siiziildiikten sonra alta gecen filtrati mikroskopta
incelenmis ve bu sivilarda 7. caligatum hiicreleri oldugu gézlenmistir. Bunun
da c¢ikarmakta oldugumuz biiyiime egrilerinin dogru cikmamasina sebep

oldugu belirlenmistir. Daha sonra T. caligatum Srneklerinin biiyiime egrilerinin
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stvi  besiyerinde belirlenmesinden vazgecilip, ©rneklerin 3 farkli kati
besiyerinde (MEA, PDA, CMA) giinliik misel biiylimeleri mm olarak ol¢iiliip,

s0z konusu besiyerlerinde biiyiime hizlar1 belirlenmistir.

b) PDA, MEA ve CMA besiyerlerinde biiyiime hizlarinin belirlenmesi

Tricholoma caligatum‘a ait 1583-M, 1588-M, 1595-M, 1662-M, 1663-
M ve 1680-M numarali suslarin misellerin farkli kati1 besiyerlerinde giinliik
biiyiime hizlarini tespit etmek amaciyla bir¢ok fungus icin biiylime ortami
olarak kullamlan ve izolatlarirmizin da iyi biiylime gosterecegini diisiindiigiimiiz
PDA, MEA ve CMA’ya 5 mm misel diskleri aktarilmis (Sekil. 4.2) ve 12 giin
stiresince biiylimeleri olciilerek izlenmistir. Her bir susa i¢in incelenen her bir
besiyerinden iki paralel olacak sekilde biiyiime giinliikk koloni c¢aplarmin
Olciimiiyle hesaplanan ortalama degerler Cizelge 4.18-4.23’de verilmis ve bu

degerlere gore cizilen biiylime egrileri verilmistir (Sekil 4.3- 4.8.) .

Sekil 4.2 T. caligatum 1680-M susunun MEA, PDA ve CMA da biiyiimeleri.
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4.6.1. T. caligatum 1680-M susunun biiyiime hizlarimin belirlenmesi

T. caligatum 1680-M susu en iyi biiyimeyi PDA ortaminda
gostererek petri plaklarina ekildikten sonra hizli bir biiyiime ile 9 giinde 9
cm’ lik koloni petri plagini tamamen kaplamistir. PDA ortamindan sonra
denedigimiz ortamlar icinde ikinci en iyi biiyimeyi MEA ortaminda
gostermis, petri plaklarina aktarildiktan 2. ve 3. giinden sonra en hizh
biiylimeyi 4. giinde gostermistir. 7. ve 8. giinde sonra giinliik biiyiime hizi
nispeten azalmistir ve 12. giin sonunda 74 mm’ lik biiylimeye ulasmistir
(Sekil 4.3). CMA ortaminda ise en yavas bilyiimeyi gostermistir. CMA
ortaminda da en hizli bitylime 3. ve 4. giinlerde gostermistir. 9.glinden sonra
biiylime hiz1 yavaglamis ve 12 giin sonunda 64 mm capa ulasmistir (Cizelge

4.19).

Cizelge 4.19. T. caligatum 1680-M susunun MEA, PDA ve CMA’da koloni ¢aplari.

. Koloni caplar1 (mm)
Gilnler PDA | MEA | CMA
1 2 2 2
2 16 10 10
3 28 18 16
4 40 30 26
5 52 36 32
6 64 44 36
7 80 50 46
8 83 60 52
9 84 65 57
10 90* 70 60
11 90 73 62
12 90 74 64

*90 mm’lik petrilerde miseller petriyi tamamen kaplamustir.
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Sekil 4.3. T. caligatum 1680-M susunun MEA, PDA ve CMA’daki biiyiime hizlar1.

4.6.2. T. caligatum 1583-M susunun biiyiime hizlarimin belirlenmesi

T. caligatum 1583-M susu en iyi biliyimeyi PDA ortaminda
gostererek petri plaklarina ekildikten sonra hizli bir biiyiime ile 9 giinde 9
cm’ lik koloni petri plagin1 tamamen kaplamistir. PDA ortamindan sonra
denedigimiz ortamlar icinde ikinci en iyi biiyimeyi MEA ortaminda
gostermis, petri plaklarina aktarildiktan 2. ve 4. giinden sonra en hizhi
biiylimeyi 5. giinde gostermistir. 7. ve 8. giinde sonra giinliik biiyiime hiz1
nispeten azalmistir ve 12. giin sonunda 75 mm’ lik biiylimeye ulagmistir
(Sekil 4.4). CMA ortaminda ise en yavas biilylimeyi gostermistir. CMA
ortaminda da en hizli biiyiime 3. ve 4. giinlerde gostermistir.9.giinden sonra
biiylime hiz1 yavaglamis ve 12 giin sonunda 65 mm capa ulasmistir (Cizelge

4.20.).
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Cizelge 4.20. T. caligatum 1583-M susunun MEA, PDA ve CMA’da koloni caplart.

. Koloni caplar1 (mm)
Gilnler PDA_|MEA CMA
1 4 3,50 2
2 20 16 10
3 32 22 16
4 44 32 27
5 54 40 33
6 65 48 37
7 80 55 44
8 82 64 52
9 84 68 57
10 90* 70 61
11 90 72 63
12 90 75 65

*90 mm’lik petriler kullanilmistir. Miseller petriyi kaplamistir.

Koloni ¢capi(mm)

100
90

80
70

2
4

60 -

50
40

30
20 -
10

—e—PDA
—=—MEA
CMA

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Glnler

Sekil 4.4. T. caligatum 1680-M susunun MEA, PDA ve CMA’daki biiyiime hizlari .
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4.6.3. T. caligatum 1662-M susunun biiyiime hizlariin belirlenmesi

T. caligatum 1662-M susu en iyi biliyimeyi PDA ortaminda
gostererek petri plaklarina ekildikten sonra hizli bir biiylime ile 9 giinde 9
cm’ lik koloni petri plagini tamamen kaplamistir. PDA ortamindan sonra
denedigimiz ortamlar ic¢inde ikinci en iyi biiyimeyi MEA ortaminda
gostermis, petri plaklarina aktarildiktan 2. ve 4. giinden sonra en hizh
biiylimeyi 5. giinde gostermistir. 7. ve 8. giinden sonra giinliik biiytime hiz1
nispeten azalmistir ve 12. giin sonunda 74 mm lik biiyiimeye ulasmistir
(Sekil 4.5). CMA ortaminda ise en yavas biiyiimeyi gostermistir. CMA
ortaminda da en hizli biiyiime 3. ve 4. giinlerde gostermistir.9.giinden sonra
biiylime hiz1 yavaglamis ve 12 giin sonunda 65 mm capa ulasmistir (Cizelge

4.21.)

Cizelge 4.21 T. caligatum 1662-M susunun MEA, PDA ve CMA’da koloni ¢aplari.

.. Koloni caplar1 (mm)
Gilnler PDA_|MEA CMA
1 5 4 3
2 22 16 12
3 32 22 20
4 42 32 26
5 56 46 38
6 66 46 38
7 80 59 44
8 85 60 50
9 86 65 57
10 90* 69 62
11 90 74 64
12 90 74 66

*90 mm’lik petriler kullamlmistir. Miseller petriyi kaplamstir.
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Sekil 4.5. T. caligatum 1662-M susunun MEA, PDA ve CMA’daki biiytime hizlari.

4.6.4. T. caligatum 1663-M susunun biiyiime hizlarinin belirlenmesi

T. caligatum 1663-M susu en iyi biiyimeyi PDA ortaminda
gostererek petri plaklarina ekildikten sonra hizli bir biiyiime ile 9 giinde 9
cm’ lik koloni petri plagini tamamen kaplamistir. PDA ortamindan sonra
denedigimiz ortamlar icinde ikinci en iyi biiyimeyi MEA ortaminda
gostermis, petri plaklarina aktarildiktan 2. ve 3. giinden sonra en hizh
biiylimeyi 5. giinde gostermistir. 7. ve 8. giinden sonra giinliik biiyiime hizi
nispeten azalmistir ve 12. giin sonunda 74 mm’ lik biiylimeye ulasmistir
(Sekil 4.6). CMA ortaminda ise en yavas bilyiimeyi gostermistir. CMA
ortaminda da en hizli bitylime 3. ve 4. giinlerde gostermistir. 9.glinden sonra
biiylime hiz1 yavaglamis ve 12 giin sonunda 65 mm capa ulasmistir (Cizelge

4.22).
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Cizelge 4.22. T. caligatum 1663-M susunun MEA, PDA ve CMA’da koloni ¢aplari.

.. Koloni caplar1 (mm)
Gilnler PDA _|MEA CMA
1 5 3,6 3
2 20 12 10
3 32 22 18
4 44 30 26
5 54 38 30
6 66 46 36
7 80 52 45
8 83 60 46
9 85 66 56
10 90* 70 61
11 90 73 63
12 90 74 65

*90 mm’lik petriler kullanilmistir. Miseller petriyi kaplamistir.

Koloni ¢capi(mm)

100
90

80
70
60 -

50

40
30 -
20 A
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o
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o
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e

—o—PDA
—— MEA
CMA

Gunler

6 7 8 9 10 1

12

Sekil 4.6. T. caligatum 1663-M susunun MEA, PDA ve CMA’daki biiyiime hizlari .
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4.6.5. T. caligatum 1595-M susunun biiyiime hizlariin belirlenmesi

T. caligatum 1595-M susu en iyi biiyimeyi PDA ortaminda
gostererek petri plaklarina ekildikten sonra hizli bir biiyiime ile 9 giinde 9
cm’ lik koloni petri plagini tamamen kaplamistir. PDA ortamindan sonra
denedigimiz ortamlar icinde ikinci en iyi biiyimeyi MEA ortaminda
gostermis, petri plaklarina aktarildiktan 2. ve 3. giinden sonra en hizh
biiylimeyi 4. giinde gostermistir. 7. ve 8. giinden sonra giinliik biiyiime hizi
nispeten azalmistir ve 12. giin sonunda 74 mm’ lik biiylimeye ulasmistir
(Sekil 4.7). CMA ortaminda ise en yavas bilyiimeyi gostermistir. CMA
ortaminda da en hizli biiylime 2. ve 3. ve 4. giinlerde gostermistir. 9.giinden
sonra biiyiime hizi yavaslamis ve 12 giin sonunda 64 mm c¢apa

ulasmistir(Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. T. caligatum 1595-M susunun MEA, PDA ve CMA’da koloni ¢aplari.

. Koloni caplar1 (mm)
Gilnler PDA_|MEA CMA
1 5 4 3
2 22 16 12
3 32 22 20
4 42 30 26
5 54 40 32
6 64 48 36
7 80 54 43
8 84 60 55
9 85 66 58
10 90* 72 60
11 90 74 62
12 90 74 64

*90 mm’lik petriler kullanilmistir. Miseller petriyi kaplamistir.
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Sekil 4.7. T. caligatum 1595-M susunun MEA, PDA ve CMA’daki biiyiime hizlari.

4.6.6. T. caligatum 1588-M susunun biiyiime hizlarinin belirlenmesi

T. caligatum 1588-M susu en iyi biliyimeyi PDA ortaminda
gostererek petri plaklarina ekildikten sonra hizli bir biiyiime ile 9 giinde 9
cm’ lik koloni petri plagini tamamen kaplamistir. PDA ortamindan sonra
denedigimiz ortamlar ic¢inde ikinci en iyi biiyimeyi MEA ortaminda
gostermis, petri plaklarina aktarildiktan 2. ve 3. giinden sonra en hizh
biiylimeyi 4. giinde gostermistir. 7. ve 8. giinden sonra giinliik biiyiime hiz1
nispeten azalmistir ve 12. giin sonunda 74 mm’ lik biiylimeye ulasmistir
(Sekil 4.8). CMA ortaminda ise en yavas biiylimeyi gostermistir. CMA
ortaminda da en hizli biiylime 2. ve 3. ve 4. giinlerde gostermistir.9.glinden
sonra biiyiime hiz1 yavaglamis ve 12 giin sonunda 64 mm c¢apa ulagsmistir

(Cizelge 4.24).
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Cizelge 4.24. T. caligatum 1588-M susunun MEA, PDA ve CMA’da koloni caplart.

. Koloni caplari (mm)
Gilnler PDA_|MEA CMA
1 4 4 3
2 20 16 12
3 32 22 20
4 42 30 26
5 54 38 32
6 64 48 36
7 78 54 46
8 80 60 52
9 83 66 56
10 90* 70 60
11 90 74 62
12 90 74 64

*90 mm’lik petriler kullanilmistir. Miseller petriyi kaplamistir.

Koloni ¢capi(mm)

100
90

80 -
70 1
60 -
50

40
30 A
20

L 2

—o—PDA
—— MEA
CMA

10 A

Ginler

8

9

10

11 12

Sekil 4.8 T. caligatum 1588-M susunun MEA, PDA ve CMA’daki bilyiime hizlar1 .
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4.7. T. caligatum Misellerinin Mikroskobik incelemeleri

Miseller yaslanmayla beraber miseli olusturan hiicreler parcali bir
yapiya doniismektedir (Fragmentasyon). Miselin biiyliyen ucundan alinan
geng hiicreler oldugu icin nukleus yapilarmin biiyikk oldugu 100X lik
biiyiitmelerde agik¢a goriilmektedir (sekil 4.9).

-
Sekil 4.9. A; Metilen mavisi B; Aseto Orsein ile yapilan boyama sonucu Tricholoma
caligatum miselleri

48. T. caligatum suslarmmm in vitro Kkosullarda toprak

mikroorganizmalari ile karsilikh etkilesimlerinin arastirilmasi

Ekosistemde bir alan ¢esitli organizmalar tarafindan iggal edildiginde,

buradaki canlilar cesitli sekillerde 6rnegin antogonistik, mutualistik ve parazitik
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gibi birbirleriyle karsilikli olarak birbirleriyle etkilesirler. Bircok bakterinin
bitki kokleriyle direk veya indirek olarak etkileserek bitki biiyiimesini
sitiimiile ettigi bilinmektedir. Bu grup bakteriler PGPR (Plant Growth
promoting Rhizobacteria) olarak siiflandirilmistir. Bunun yaninda bir¢ok
bitkinin kokleri mikorizal funguslar ile kolonize olmustur ve bu genellikle
bitki biiylimesini olumlu yonde tesvik etmektedir. Bununla beraber, koke
kolonize olan fungus ve bakterilerin yararh etkileri ayr1 ayr1 ¢alisilmistir

(Artursson et al., 2006).

Bazi mikroorganizmalar bitkilere degisik sekillerde faydali
olabilirler. Mesela, Trichoderma tiirleri fungal patojenlere karsit hem
mikrobiyal antogonist olarak, hem de bitki savuma sistemini indiikleyerek
etkili olmaktadirlar. Endofitik bakteri ve funguslar hem biiyiime
promotorlart hem biyokontrol ajani olarak etkili olurlar (Whipps, 2001).

PGPR’nin bitki patojenlerinin biyolojik kontrolii, besin dongiisii
ve/veya cimlenme gibi Onemli bircok ekosistem siirecine katildig
bilinmektedir. Pseudomonas ve Bacillus genuslart en cok bilinen PGPR’
lerdir. Bunun yaninda, diger bircok genusun da PGPR olarak is gordiigii
belirtilmektedir. Giintimiizde se¢ilmis PGPR suslar1 tohum inokulant1 olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin bazilar1 Avrupa Birligi diizenlemelerine gore
ekolojik olarak test edilmis genetik olarak modifiye edilmis

mikroorganizmalardir (Barea et al., 2005).

Son zamanlarda mikorizal fungus ve bakterilerin sinerjitik etkileri
beraber calisilmaya baglanmistir (Artursson et al., 2006). Calismamizda da
T.caligatum’un ekolojik oOzelliklerinin anlasilmasina katkida bulunmak

amaciyla toprak mikroorganizmalariyla olan cesitli  etkilesimleri
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incelenmigtir. Literatiirde 7.caligatum’un toprak mikroflorasiyla etkilesimi

hakkinda ¢alismalara rastlanamamustir.

Toprak mikroorganizmalariyla yapilan etkilesim calismalarimizda
elde edilen bu T. caligatum suslarinin miselleri (1662-M, 1663-M, 1680-M,
1583-M, 1588-M, 1595-M) kullanilmistir. Dogadaki etkilesimi
yansitabilmek amaciyla invitro kosullarda yaptigimiz etkilesim ¢alismalari
her bir T.caligatum susunun elde edilmis oldugu toprak érneklerinden izole

edilmis olan toprak mikroorganizmalariyla yapilmustir.

4.8.1. T.caligatum suslarinin  in vitro kosullarda  toprak
mikroorganizmalar1 ile karsihkli negatif etkilesimlerinin

arastirilmasi.

Bitki patojenlerine karsi antogonistik ©zellikli mikroorganizma
gruplarnt prokaryotik ve Okaryotik gruplardan olmak iizere cok cesitlidir

(Whipps, 2001).

Calismamizda 7. caligatum suslarinin toprak mikroorganizmalar ile
karsilikli negatif etkilesimlerinde Okaryotlardan mikrofungus izolatlar ile
prokaryotlardan bakteri ve aktinomiset izolatlar1 olmak {iizere ii¢ ayr1 grup

seklinde incelenmistir.

4.8.1.1. T. caligatum suslarmin in vitro Kkosullarda mikrofungus

izolatlan ile karsihikli negatif etkilesimlerinin arastirilmasi.

Topragin mikrobiyolojik analizleri sonunda 7. caligatum’un

izolatlarinin elde edildigi topraklardan izole edilen mikrofunguslar ile 7.
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caligatum’un karsilikli negatif etkilesimleri 3.2.9.1. da anlatildig1 sekilde
PDA ve MEA iizerinde arastirilmistir.

Calismamizda inkiibasyon sonunda misellerin birbirlerine temasi, i¢
ice gecmesi veya birbirlerinin iiremelerini engellemesi durumlarina gore bir
gruplandirma yapilmistir ve elde edilen veriler Cizelge 4.11.°de
verilmektedir. Karsilikli ekilen fungus misellerinin birbirine temas edip iki
fungusun da biiyiimelerinin durmas1 durumunda; ¢ikmaza girdi (deadlock),
funguslardan birinin digerinin iizerinde biiyiimesi durumunda; iizerinde
biiylidii (overgrown), iki organizmanin da birbirine yaklasamadigi bir alanin
olusmast durumunda inhibisyon zonu olustu (engelleme oldu) seklinde

sonuglar belirtilmistir (White and Body,1992; Woods et al. 2005).

Arastiricilar, 1970’li  yillar bagslarinda rizosferde tanimlanan
mikrobiyal populasyonlarin patojenlerin enfeksiyonunu 6nlemede ilk engel
oldugunu belirtmislerdir. Giiniimiizde, bazi topraklarin Fusarium spp.,
Gaeumannomyc spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp.ve Phytophthora spp.
tirlerini iceren bazi toprakla tasinan bitki patojenlerini baskiladigr iyi
bilinmektedir. Bu baskilama topragin hem fizikokimyasal, hem de
mikrobiyolojik 6zellikleriyle ilgili olmasina ragmen, ¢ogu sistemde bitki
patojenlerinin biyolojik kontroliinde ve hastalifin baskilanmasinda biyolojik

unsurlar baslica faktordiir (Weller et al., 2002).

Bu arastirma sonucunda 7. caligatum’un gelisimlerini beraber
siirdiirdiigii veya inhibe ettigi mikrofunguslar belirlenerek bunlarin bazilar

3.2.8’de anlatildig1 sekilde genus seviyesinde teshis edilmistir.
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Cizelge 4.25. In vitro kosullarda 7. caligatum suslariyla her bir sus i¢in ayn1 topraklardan
elde edilen mikrofungus izolatlarinin karsilikli negatif etkilesimleri.

T.caligatum Kullamlan Besi yerleri
sus no Mikrofungus izolatlar:
MEA PDA

1662-F1 Fusarium sp. T.UB 1..2.0(5 mm)
1662-F2 Penicillium sp T.U.B C.G
1662-F3 1..Z.0(5 mm) 1..Z.0(2 mm)
1662-F4 C.G C.G
1662-F6 T.U.B C.G
1662-F7 Penicillium sp. T.U.B T.U.B
1662-F8 Penicillium sp. C.G 1.Z.0(2 mm)

1662-M 1662-F9 Aspergilus flavus C.G C.G
1662-F10 Penicillum sp. 1.Z.0 (2 mm) 1.Z.0(3 mm)
1662-F11 Mucor sp. T.U.B T.U.B
1663-F1 Penicillium sp. C.G C.G
1663-F2 Penicillium sp. C.G C.G
1663-F3 Penicillium sp. T.U.B C.G
1663-F4 Clodosporium sp. C.G C.G
1663-F5 Aspergillus sp. T.UB T.U.B.

1663-M 1663-F6 Mycelia sterilia T.U.B C.G
1663-F7 Penicillium sp. T.U.B T.U.B
1663-F8 Penicillium sp. C.G C.G
1663-F9 Aspergillus sp. C.G C.G
1583-F1 Penicillium sp. T.U.B C.G
1583-F2 C.G C.G
1583-F3 Mucor sp T.U.B T.U.B
1583-F4 Mucor sp.. T.UB T.UB
1583-F5 Rhizopus sp. T.UB T.UB

1583-M 1583-F6 - -
1583-F7.Penicillium sp. C.G C.G
1583-F8.Penicillium sp. 1.Z.0 (4 mm) 1.Z.0(2 mm)
1588-F1.Penicillium sp. C.G C.G
1588-F2.Penicillium sp. C.G C.G

1588-M 1588-F3.Rhizopus sp. T.UB T.UB
1595-F1 C.G C.G
1595-F2.Penicilium sp. C.G C.G

1595-M 1595-F3 Mucor sp. C.G C.G
1595-F4 T.UB T.UB
1680-F1.Penicillium sp. 1.Z.0 (2mm) 1.Z.0 (4mm)
1680-F2.Absidia sp. T.UB T.U.B
1680-F3 Trichoderma sp. T.UB T.UB

1680-M 1680-F4.Penicillum sp. 1.Z.0 (7mm) 1.Z.0 (5mm)
1680-F5.Paecilomyces sp. 1.Z.0 2mm) T.U.B.
1680-F6.Aspergillus sp. T.U.B T.U.B
1680-F7.Penicillium sp. 1.Z.0 (1mm) 1.Z.0 (3mm)

T; Tricholoma caligatum ,T.U.B:Tricholoma kolonisi iizerinde biytdii, C.G. ; Cikmaza

girdi, 1.Z.0 ; Inhibisyon zonu olustu, - ; Deneme yapilamadi.
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T. caligatum 1662-M susu ayn1 topraktan izole edilen
mikrofunguslar ile MEA ortaminda, negatif etkilesim denemeleri
sonucunda, 1662- F2 ve 1662 —F10 izolatlar1 T. caligatum 1662-M susuna
karst inhibisyon zonu olusturup biiylimesini engellemistir. 1662-
F1;Fusarium sp., 1662-F2; Penicillium sp.,1662-F6,1662-F7, Penicillium
sp., ve 1662-F11 Mucor sp. izolatalan1 T. caligatum 1662-m susu iizerinde

biiylime gostermistir.

1662-F4, 1662-F8 ;Penicillium sp.,1662-F9 Aspergilus flavus ile T.
caligatum 1662-M susu ile kars1 karsiya geldiklerinde, her bir fungus
birbirlerine iistiinlilk kuramayip funguslarin biiyiimeleri durmustur.Yani,

cikmaza girmistir.

T. caligatum 1662-M susu aym topraktan izole edilen
mikrofunguslar ile PDA ortaminda negatif etkilesim denemeleri
sonucunda;1662-F1; Fusarium sp. 1662-F8 ;Penicillium sp., 1662-F10
Penicillum sp. T. caligatum 1662-M susuna karsi inhibisyon zonu olusturup
biiylimesini engellemistir. 1662-F7; Penicillium sp. vel662-F11; Mucor sp.

T. caligatum 1662-M susu lizerinde biiylimiistiir.

1662-F1 Fusarium sp. izolatt PDA ortaminda 7. caligatum 1662-M
susuna karsi inhibisyon zonu olustururken MEA ortaminda farkli bir sekilde
T. caligatum 1662-M susunun iizerinde biliylimiistiir. 1662-F8 Penicillium
sp. genusu 7. caligatum 1662-M susuna karsi MEA ortaminda ¢ikmaza

girmis, PDA ortaminda inhibisyon zonu olusturmustur (Cizelge 4.24).

T. caligatum 1663-M susu ayn1 topraktan izole edilen

mikrofunguslar ile MEA ortaminda, negatif etkilesim denemeleri
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sonucunda; 7. caligatum 1663-M susuna karsi inhibisyon zonu olusturan
biiyiimesini engelleyen mikrofungus bulunmamistir. Bununla beraber, 1663-
F3; Penicillium sp., 1663-F6 ; Mycelia sterilia , 1663-F7 Penicillium sp. T.
caligatum 1663-M susu lizerinde biilylime gostermistir. 1663-F1;
Penicillium sp., 1663-F2 Penicillium sp., 1663-F4 Clodosporium sp., 1663-
F8; Penicillium sp. ve 1663-F9 Aspergillus sp. etkilesim ¢ikmaza girmistir.

T. caligatum 1663-M susu aym topraktan izole edilen
mikrofunguslar ile PDA ortaminda negatif etkilesim denemeleri sonucunda;
1663-F5 Aspergillus sp. ve 1663-F7 Penicillium sp. genuslart T. caligatum
1663-M susu iizerinde biiyilimiistiir. Diger izolatlar ile etkilesim c¢ikmaza

girmistir.

T. caligatum 1583-M susu aym topraktan izole edilen
mikrofunguslar ile MEA ortaminda, negatif etkilesim denemeleri
sonucunda; 7. caligatum 1583-M susuna kars1 sadece 1583-F8; Penicillium
sp. inhibisyon zonu olusturmustur. 1583-F2 ve 1583-F7.Penicillium sp.
Aspergillus sp. etkilesim ¢ikmaza girmistir (Sekil 4.10).
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Sekil.4.10. 7. caligatum suslarinda etkilesimin ¢ikmaza girmesi.
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T. caligatum 1583-M susu ayn1 topraktan izole edilen
mikrofunguslar ile PDA ortaminda negatif etkilesim denemeleri sonucunda;
yine MEA ortaminda oldugu gibi sadece 1583-F8 Penicillium sp. inhibisyon
zonu olusturmustur. PDA ortaminda 7. caligatum 1583-M susu lizerinde

biiyliyen fungus izolatlar1 MEA’ dakilerin aynidir.

T. caligatum 1588-M susu ayn1 topraktan izole edilen
mikrofunguslar ile etkilesim denemeleri sonucunda; PDA ve MEA
ortaminda bulgularda farklilik goriilmemistir. 1588-F1; Penicillium sp.
vel588-F2; Penicillium sp. izolatlaniyla 7. caligatum 1588-M susu
etkilesimi cikmaza girmistir. 1588-F3;Rhizopus sp. izolat1 ise T. caligatum

1588-M susu iizerinde biiylimiistiir.

T. caligatum 1595-M susu, T. caligatum 1588-M susuyla olan
etkilesim denemelerinde oldugu gibi PDA ve MEA ortaminda bulgularda
farklilik goriilmemistir. 1595-F1, 1595-F2;Penicilium sp. ve 1595-F3 Mucor
sp. ile T. caligatum 1595-M susu etkilesimi ¢cikmaza girmistir. 1595-F4,
MEA ve PDA ortaminda 7. caligatum 1595-M susu ilizerinde biiylimiistiir.

T. caligatum 160-M susu, ayn1 topraktan izole edilen mikrofunguslar
ile etkilesim denemelerinde sonuglar bakimindan PDA ve MEA
ortamlarinda 1680-F5.Paecilomyces sp.  hari¢, ayni sonuglar ortaya
cikmistir. 1680-F5.Paecilomyces sp. izolan PDA ortamlarinda 7. caligatum
1680-M susuna kars1 inhibisyon zonu olusturmus, MEA da ise T. caligatum

1680-M susunun iizerinde biiytimiistiir (Sekil 4.11).
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Sekil.4.11. Mikrofungus izolatlarinin 7. caligatum suslarinin {izerinde biiyiimesi.
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T. caligatum suslarinin in vitro kosullarda mikrofungus izolatlar ile
karsilikli negatif etkilesimleri, i¢in yapilan denemelerde 39 fungus izolatinin
MEA ortamindal7’si, PDA ortaminda ise 12 tanesi T.caligatum suslarinin
lizerinde biiylime goOstermistir. MEA ortaminda 15, PDA da 19 fungus
T.caligatum suslariyla etkilesiminde karsi karsiya geldiklerinde, her bir
fungus birbirlerine iistiinliik kuramayip funguslarin biiytimeleri durmus ve
citkmaza girmisti. MEA’ da 7, PDA’ da 8 mikrofungus izolati ise
inhibisyon zonu olusturup 7T.caligatum’un iiremesini  engellemislerdir

(Sekil 4.12).

Okaryotlar arasinda antogonistik 6zellik gosteren ve biyokontrolde
uygulanan bir¢ok fungus tiirii i¢inde Trichoderma spp. oldukca baskindir.
Bunun yaninda, Pythium ve Fusarium genuslarinin patojenik olmayan
tirlerinin antogonist olarak kullanimi yoniinde artan bir ilgi vardir.
Antogonistik mikroorganizmalarin potojenleri baskilamasi antogoniste baglh

olarak bir veya daha fazla mekanizma ile olabilmektedir (Whipps, 2001).
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16h2
FDA

Sekil.4.12. T. caligatum suslarinda inhibisyon zonu olusumu.
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4.8.2. T. caligatum suslarimin in vitro kosullarda bakteri izolatlar ile

karsilikh negatif etkilesimlerinin arastirilmasi.

Spesifik PGPR tiirleri mikrobiyal bitki patojenlerine karsi taramasi
yapilmistir. Toprakla tasinan hastaliklarin  biyokontroliiniin: patojenin
saprofitik biiyimesinin baskilanarak ve bdylece kok enfeksiyonu sikliginin
azalmasinda ve bitkideki indiiklenmis sistemik direnglilik (ISR)
stimulasyonundan kaynaklandigi bilinmektedir. Biiylimenin baskilanmasi
PGPR tarafindan antibiyotiklerin tiretimi sayesinde
gerceklestirilebilmektedir. PGPR tarafindan iiretilen farkli antifungaller
arasinda  asetilplorogucinoller (acetylphloroglucinols) ve fenasinler

(phenacines) en ¢ok dikkat ¢eken iiriinlerdir (Whipps, 2001).

Topragin mikrobiyolojik analizleri sonunda 7. caligatum’un
izolatlarinin elde edildigi topraklardan izole edilen bakteriler ile T.
caligatum’un karsilikli negatif etkilesimleri 3.2.9.1. da anlatildig1 sekilde
PDA ve PCA iizerinde arastirllmistir. Bu incelemede bakteri izolatlarinin
biiyiik cogunlugu PDA besiyerinde iyi biiylime gosterdigi icin testlerin
biiyiik ¢cogunlugu bu ortamda gercgeklestirilmistir. PDA’da biiyiimeyen bazi

bakteri izolatlar1 i¢in ise PCA kullanilmistir.

Calismamizda inkiibasyon sonunda 7. caligatum’un bakteri
izolatlartyla olan etkilesimi birbirlerine temasi, i¢ ice ge¢cmesi veya
birbirlerinin iiremelerini engellemesi durumlarina gore bir gruplandirma

yapilmustir ve elde edilen veriler Cizelge 4.26’da verilmistir.
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Cizelge 4.26. in vitro kosullarda T. caligatum suslariyla her bir sus i¢in ayn1 topraklardan
elde edilen bakteri izolatlarinin karsilikli negatif etkilesimleri.

Tcaligatum sus no Bakteri izolat no. Etkilesim Sonuclar:
1662 -B1 C.G
1662 -B2 -
1662 -B3 U.B*
1662 -B4 U.B
1662 -B6 U.B
1662-M 1662 -B7 U.B
1662 -B8 [..Z.0(3 mm)
1662 -B9 C.G
1662 -B10 C.G
1662 -B11 [..Z.0(3 mm)
1662 -B12 C.G
1663 -B1 [..Z.0(3 mm)
1663 —-B2 U.B
1663 —B3 U.B
1663 —-B4 U.B
1663-M 1663 -B5 U.B
1663 —B6 C.G
1663 -B7 U.B
1663 —B8 U.B
1663 —B9 U.B
1583 -B1 [..Z.0(2 mm)
1583 -B2 U.B
1583-M 1583 —-B3 U.B
1583 —-B4 U.B
1588 -B1 C.G
1588-M 1588 —-B2 C.G
1588 —B3 U.B
1595 -B1 C.G
1595 -B2 C.G
1595 —B3 C.G
1595 -B4 U.B PCA)
1595-M 1595 -B5 UB
1595 —B6 C.G
1595 -B7 C.G
1595 -B§ U.B (PCA)
1595 —B9 C.G
1680 -B1 -
1680 —-B2 U.B
1680-M 1680 —B3 -
1680 —B4 U.B

T; T. caligatum U.B:Tricholoma bakteri izolatinin iizerinde biiyiidii, C.G. ; Cikmaza girdi,
1.Z.O ; Inhibisyon zonu olustu, - ; Deneme yapilamadi.
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T. caligatum suslarinin in vitro kosullarda bakteri izolatlar1 ile
karsilikli negatif etkilesimleri, icin yapilan denemelerde T.caligatum suslari
37 bakteri izolatinin 20’sinin iizerinde biiyiime gostermistir. 13 bakteri
izolati, T.caligatum suslariyla karst karsiya geldiklerinde, birbirlerine
tistiinlik kuramayip biiyiimeleri durmus ve c¢ikmaza girmistir. Bununla
beraber, 4 bakteri izolat1 7. caligatum suslarina karsi inhibisyon zonu

olusturmustur (Cizelge 4.12).

Prokaryotlar arasinda Agrobacterium spp., Bacillus spp. (6rnegin; B.
cereus, B. pumilis, and B. subtilis), Streptomyces spp. ve Burkholderia spp.
gibi mikroorganizmalarin, toprak ile tasinan patojenlere karsi etkin
antoganistik etki gosterdigi saptanmistir (Marschner ve Timonen, 2005).
Simdiye kadar biyokontrolle ilgili en ¢ok calisilan bakteriler koklere etkin
sekilde kolonize olabilen P. aeruginosa and P. fluorescens, gibi

Pseudomonas tiirleridir (Whipps, 2001).

4.8.3. T. caligatum suslarin in vitro kosullarda aktinomiset izolatlar

ile karsihkh negatif etkilesimlerinin arastirilmasi.

Topragin mikrobiyolojik analizleri sonunda 7. caligatum’un
izolatlarinin elde edildigi topraklardan izole edilen aktinomisetler ile T.
caligatum’un karsilikli negatif etkilesimleri 3.2.9.1 ’de anlatildig1 sekilde

PDA iizerinde arastirilmistir.

Calismamizda inkiibasyon sonunda 7. caligatum’un aktinomiset
izolatlartyla olan etkilesimi birbirlerine temasi, i¢ ice ge¢mesi veya
birbirlerinin iiremelerini engellemesi durumlarina gore bir gruplandirma

yapilmustir ve elde edilen veriler Cizelge 4.27°de verilmistir.
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Cizelge 4.27. in vitro kosullarda T. caligatum suslariyla ayni topraklardan elde edilen
aktinomiset izolatlarinin kargilikli negatif etkilesimleri.

T.caligatum sus no Aktinomiset izolat no. Etkilesim Sonuclar:

1662 -Al C.G

1662 —-A2 C.G
1662-M 1662 —A3 C.G

1662 —-A4 1.Z.0. (2 mm)

1662 —A5 1.Z.0. (8 mm)

1662 —A6 C.G

1663 -Al -

1663 —A2 -

1663 —A3 C.G

1663 —-A4 -

1663 —AS5 -
1663-M 1663 —A6 -

1663 —A7 -

1663 —A8 -

1663 —A9 1.Z.0. (2 mm)

1663 —A10 C.G

1663 —All C.G

1663 —A12 1.Z.0. (6 mm)

1583 -Al -

1583 -A2 1.Z.0 ( 5mm)

1583 —-A3 C.G
1583-M 1583 -A4 -

1583 —-AS5 -

1583 —A6 -

1588 -Al C.G
1588-M 1588 —A2 1.Z.0 (6 mm)

1588 —A3 C.G

1595 -Al 1.Z.0. (3,5 mm)
1595-M 1595 -A2 C.G

1680 -Al 1.Z.0. (12 mm)
1680-M 1680 —A2 1.Z.0. (15 mm)

T; T. caligatum ,T.U.B:Tricholoma kolonisi iizerinde biiyiidii, C.G. ; Cikmaza girdi, [.7Z.0;
Inhibisyon zonu olustu (mm) , - ; Deneme yapilamadi
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Sekil.4.13 . Cesitli aktinomiset izolatlarinin 7. caligatum suslarina karst inhibisyon zonu
olusturmast.

T. caligatum suslarinin in vitro kosullarda aktinomiset izolatlar1 ile
karsilikli negatif etkilesimleri, i¢in yapilan denemelerde 11 aktinomiset
izolati, T.caligatum suslariyla karsi karsiya geldiklerinde, birbirlerine
tistiinlik kuramayip biiyiimeleri durmus ve c¢ikmaza girmistir. Bununla
beraber, 9 aktinomiset izolat1 7. caligatum suslarina karsi inhibisyon zonu
olusturmustur (Cizelge 4.14). Aktinomisetler icinde en fazla inhibisyon

zonunu (15 mm) 1680-A2 izolat1 olusturmustur (Sekil.4.13).
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Antagonizm calismalarinda potansiyel biyolojik kontrol ajanin
bitkiyle ve o yerin dogal mikrobiotasiyla ve de ¢evresiyle olan iligkilerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bizim ¢alismamizda antagonistik etkiye sahip
oldugu saptanan izolatlar zaten dogal mikrobiota i¢inde yer almaktadir.
Calismamizda incelenen bakteri izolatlarinin 4’ii aktinomiset izolatlarinin
ise 9 tanesi olmak iizere toplam 13 prokaryotik izolat 7. caligatum’a karsi
inhibisyon etkisi gostermistir. Yapilan denemelerden de goriildiigii gibi
toprakta bulunan prokaryotik ve Okaryotik antagonistlerin sadece bitki
patojenlerini degil invitro kosullarda mikorizal funguslarin biiylimesini de

engelledigi saptanmaistir.

4.9. In Vitro Kosullarda Tricholoma caligatum izolatlarmin Toprak
Mikroorganizmalariyla  Karsihkhh  Pozitif  Etkilesimlerinin

Arastirilmasi

Rizosfer koklerin yakin c¢evresi olarak tanimlanabilmektedir.
Mikorizosfer, mikorizal fungusun bitki kokleriyle direkt iligkili olan kokleri
ve bu koklerin etki alaninda bulunan mikroorganizmalar1 yani rizosferi ve
hiposferi kapsamaktadir. Rizosfer pH, niitrient konsantrasyonu, su icgerigi
bakimindan topragin diger boliimlerinden faklilik gostermektedir. Bu
degisikliklere kokler tarafindan bazi bilesikleri eksudasyonu, suyun ve
niitrientlerin alinim1 sebep olmaktadir. Dogal habitatlarinda biiyiiyen
bitkilerin rizosferi sadece kokleri degil, bunun yaninda mikorizal fungusun

misellerini de icermektedir (Johnson et al., 2002).

Mikorizosfer habitatlarinin bir¢ogu hem bitki, hem de fungus
tarafindan {iiretilen yiiksek konsantrasyondaki organik asitler ve sekonder

metobolitlerden dolay1 toprak organizmalari i¢in uygun olmayabilir. Yine de
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bu cevrede yasayan canlilara fayda saglamaktadirlar. Hem bitki hem de
fungus eksudat ve lizat formunda kolayca elde edilebilinen besinleri bu
bolgeden temin etmektedirler. Ayrica kok ve hifsel yapilar tutunma icin

yiizey olusturmaktadirlar (Wallander, 2000).

Son zamanlarda mikorizal simbiyosis sadece bitkiler ile funguslar
arasindaki iki tarafin katimliyla olusturulan ortak yasam bi¢cimi olarak
degerlendirilmeyip, dogal ortamlarda bu birlikteliklerle birlikte bulunan
diger mikroorganizmalar ile olusturulmus c¢ok yonlii karmasik bir birliktelik

olarak degerlendirilmektedir (Sekil 4.14.) ( Frey-Klett and Garbage., 2005).

Kilk Dokular:

Ektomikorizal Fungus

Diger Funguslar

Ekstraselliiler Bakteriler

]
]
il
®

Sekil 4.14. Ektomikorizal simbiyosis birlikteliginde, olusan karmasik sistemin sematik
gosterimi ( Frey-Klett and Garbage., 2005).

Intrafungal Bakteriler
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Calismamizda Tricholoma caligatum izolatlarinin in vitro kosullarda
toprak mikroorganizmalariyla karsilikli pozitif etkilesimlerinin arastirilmasi
amaciyla, tiim toprak izolatlarinin fosfat ¢oziiniirliigli, bakteri izolatlarinin
T. caligatum suslarinin biiylimesi {izerine etkisi ve bakteri izolatlarinin
bitkilerin biiyiime hormonu indol asetik asit (IAA) iiretimi arastirilmigtir.

Elde edilen bulgular asagidaki boliimlerde verilmektedir.

4.9.1. In vitro Kkosullarda toprak izolatlarimn co6ziinmez formdaki

fosfat1 (Ca 3 (POy4 ),) coziiniir hale getirmesinin arastirilmasi

Fosfor bitki biiylimesini smirlayici temel elementlerden biridir.
Fosforun (P), biyoenerjitik olarak ATP sentezinde, metobolik ara iiriinlerin
aktivasyonunda, fosfolipid ve niikleik asitlerin yapisal elemani olarak,
enzimlerin translasyon sonrasi regiilasyonunda temel hiicresel gorevleri
vardir. P ozellikle diisiik mobilitesinden dolay:r bitki verimliligi i¢in temel
sinirlayici elementtir (Bucher, 2007; Varenyam et al.,2007; Nautiyal, 1999).
Fosfor dahil bircok bitki temel besin maddeleri toprakta ¢6ziinmez formda
bulunmaktadir. Toprak giibrelemek amaciyla kullanilan inorganik
fosforlarin biiyiik bir boliimii, uygulamadan hemen sonra bitkilerin
kullanamadig1 ¢6ziinmez duruma gelmektedir. Bundan dolayi, ¢o6ziinmez ve
bagl durumdaki fosforun serbest hale getirilmesi, bitkiler acisindan oldukca

onemlidir (Hamdali et al., 2008).

Fosfor eksikligini gidermek ve icin iirlin verimini artirmak i¢in
pahali kimyasal giibreler kullanilmaktadir. Bununla birlikte kimyasal giibre
endiistrisinin ¢evreyi asirt derecede Kkirlettigi diisiiniilmektedir. Bunun
yaninda, topraklara uygulanan P genellikle hizla su ile topraktan

uzaklastirnlmaktadir ve bunun sonucunda icme suyu amaclh kullanilan yer
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alti sularinda otrofikasyonu (eutrophication) arttirarak kirletmektedir.
Siirdiirebilir tarimin gelisimi i¢in agrokimyasal maddelerin kullaniminin
azaltilmasim1 ve bunlarin yerine daha ekolojik, verimli ve ucuz dogal
iirlinlerin almasim gerektirir. Ornegin, zayif c¢oziiniir kaya fosfati (RP,
hidroksiapatit) geleneksel olarak tarimda oldukca yavas c¢oziiniir dogal
giibre olarak kullanilmaktadir. Tarlaya atilan bu dogal giibre muhtemelen
mikroorganizmalar tarafindan ¢oziiniir hale getirilip yavas yavas topraga

salinmaktadir ( Hamdali et al., 2008).

Mikrobiyal kommunite, niitrient mobilizasyonu veya alimmin biiyiik
boliimiinden sorumludur. Bunun yaninda, rizosfer mikroorganizmalarinin
cesitli patojenlere karsi savunmada, su tutma, besin alimi gibi durumlarda
onemli etkisi vardir. Bu hayati fonksiyonlar yerine getiren mikroorganizmalari

cogu heniiz bilinmemektedir (Timonen and Marschner, 2005).

Topraklarin fosfor icerigi genellikle 400-1200 mg kg™ (0,4-1,2 ppm)
dir. Fakat bu fosforun cogunlugu asidik topraklarda demir aliminyum,
silisyum vb.maddelerle metalik kompleks halinde veya alkali topraklarda
kalsiyum karbonat ile ¢oziinmez kompleks olustururlar. Sonugta, sadece
cok az miktardaki fosfor (1 mg kg veya daha az) bitki biiyiimesi icin
kullanilabilir durumdadir ( Hamdali et al., 2008).

Calisma alanimizdan toplanan ¢ogu toprak orneklerinin P icerigi de
Cizelge 4.1 ‘den goriilebilecegi gibi 5 ppm’den diisiikk diizeylerde

bulunmustur.

Bir¢ok toprak funguslar1 ve bakterilerinin ¢6ziinmez formdaki fosfati
¢Oziiniir hale getirdikleri belirtilmistir (Nautiyal, 1999). Cesitli ¢aligmalarda

fosfat  ¢oziici  mikroorganizmalarin  (PSM;  phosphate-solubilizing
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microorganisms), Aspergillus, Penicillium, Thrichoderma, Pseudomonas,
Enterobacter,  Bacillus,  Rhizobium, Agrobacterium,  Microccocus,
Aereobacter, Erwinia genuslar ile Actinomycetese ait tiirler olduklari

belirtilmektedir ( Hamdali et al., 2008).

Calismamizda Oncelikle misel kiiltiirli yapilabilen 6 T.caligatum
susunun her birinin tek basina fosfat ¢coziiniirliigi de incelenmis ve yapilan
denemeler sonucunda higbir susun fosfati ¢o6zemedigi saptanmistir

(Sekil.4.15).

Sekil 4.15 T.caligatum 1680-M susunun negatif fosfat ¢oziiniirligii.

Calismamizda daha sonra yapilan incelemelerde ektomikorizal
fungus olan T.caligatum ile toprak mikroorganizmalarinin aralarinda
sinerjitik bir iligki olabileceginden yola cikilarak, hem fosfat ¢ézen toprak
mikroorganizmalar1 belirlenmis hem de bu izolatlarin T.caligatum ile olan
iligkileri incelenmistir. Bu amacla ¢6ziinmez formda fosfor (Caz(POy),)
iceren TCP ortaminda Tricholoma caligatum ve izole ettigimiz tim toprak

mikrooganizmalarin1 ~ beraberce  bilyiitillerek  fosfat  ¢oziiniirligi
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incelenmistir. Mikrofungus, bakteri ve aktinomiset izolatlarina ait sonuclar

asagida ayr ayri verilmistir.

4.9.1.1. in vitro kosullarda c¢oziinmez formdaki fosfati (Caz(PQy),)
mikrofungus izolatlarimmn c¢oziiniir hale getirmesinin

arastirilmasi

In vitroda mikrofunguslar ile T. caligatum’ un misellerinin fosfat
¢cOziiniirligli  denemelerinin ~ sonuglar1  asagida  Cizelge 4.28.°de

gosterilmistir.



Cizelge 4.28.
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In vitro’da mikrofunguslar ile T. caligatum’ un misellerinin etkilesimi ve
fosfat ¢oziintirligii

T.caligatum
sus no

Mikrofungus izolatlar:

Fosfat ¢oziiniirliigii
(Berrak zon olusumu, mm)

Mikrofungus T. caligatum
kolonisi etrafinda kolonisi etrafinda

1662-M

1662-F1 Fusarium sp.

1662-F2 Penicillium sp.

+ (1 mm) -

1662-F3 Penicillium sp.

1662-F4

1662-F6

1662-F7 Penicillium sp.

1662-F8 Penicillium sp.

1662-F9 Aspergilus flavus

1662-F10 Penicillum sp.

1662-F11 Mucor sp.

1663-M

1663-F1 Penicillium sp.

1663-F2Penicillium sp.

1663-F3Penicillium sp.

1663-F4 Clodosporium sp.

1663-F5 Aspergillus sp.

1663-F6 Mycelia sterila

1663-F7 Penicillium sp.

1663-F8Penicillium sp.

1663-F9 Aspergillus sp.

1583-M

1583-F1 Penicillium sp

1583-F2

1583-F3Mucor sp.

1583-F4 Mucor sp..

1583-F5 Rhizopus sp.

1583-F6

1583-F7Penicillium sp.

1583-F8Penicillium sp.

1588-M

1588-F1 Penicillium sp.

1588-F2 Penicillium sp.

1588-F Rhizopus sp..

1595-M

1595-F1

1595-F2 Penicillium sp.

1595-F3 Mucor sp.

1595-F4Penicillum sp.

1680-M

1680-F1 Penicillium sp.

1680-F2 Absidia sp.

1680-F3 Trichoderma sp.

1680-F4 Penicillum sp.

1680-F5 Paecilomyces sp.

1680-F6 Aspergillus sp.

1680-F7 Penicillium sp.
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T. caligatum suslariyla aym topraktan izole edilen mikrofunguslar
icinde en c¢ok bulunan bulunan fungus genusu Penicillium ‘dur. Diger
funguslar sirasiyla Aspergillus sp., Mucor sp., Rhizopus sp., Absidia sp.,
Trichodermae sp., Paecilomyces sp., genuslarina aittir (Cizelge 4.29). 4

fungus izolatinin ise hangi genusa ait oldugu belirlenememistir.

Cizelge 4.29. Topraktan izole edilen mikrofungus genuslar1 ve yiizdeleri.

Tamlanan Izolat sayis1 |  Yiizdesi
mikrofungus genuslari
Penicillium spp. 19 % 47,5
Aspergillus sp. 4 % 10,0
Fusarium sp 1 % 2,5
Mucor spp. 4 % 10,0
Rhizopus sp. 1 % 2,5
Absidia sp. 1 % 2,5
Trichoderma sp. 1 % 2,5
Paecilomyces sp. 1 % 2,5
Moycelia sterila 1 % 2,5
Clodosporium sp. 1 % 2,5
Tanimlanmayan 6 %15.0
Toplam 40 % 100

In vitroda mikrofunguslar ile 7. caligatum’un suslarinin fosfat
¢Oziiniirligli denemelerinin sonucunda 2 izolat (1662-F2, Penicillium sp. ve
1663-F3, Penicillium sp.) ortamdaki (Ca3(PO4),)’1 ¢cozerek koloni etrafinda
berraklasma olusturmustur. Penicillium tiirlerinin fosfati ¢ozebildigi bir ¢cok
arastirici tarafindan belirtilmektedir ( Hamdali et al., 2008). Bunun yaninda,
3 izolat da (1680-F5, Paecilomyces sp, 1680-F1 Penicillium sp. ve 1662-F9
Aspergillus flavus) ¢oziinmez fosfati kendileri ¢cozemezken, ayn1 petride yer
alan T.caligatum suslarinin fosfati1 ¢ozebilir hale geldigi goriilmiistiir (Sekil
4.16). Daha onceki denemelerde Tricholoma caligatum’ un 1680-M ve

1662-M suslarinin TCP besiyerinde yalniz baslarina ektigimizde fosfati
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cozemezken(Sekil 4.15) yukarida adi gegen fungus izolatlariyla beraber
ektigimizde fosfati ¢6zmesi bu mikroorganizmalarin arasinda sinerjitik bir

iliski oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.16. Funguslarda fosfat ¢oziintirlugii 6rnekleri.

4.9.1.2. In vitro kosullarda coziinmez formdaki fosfati (Ca3(POy),)

bakteri izolatlarinin ¢oziiniir hale getirmesinin arastirilmasi

In vitro kosullarda bakteri izolatlar1 ile T. caligatum suslarinin fosfat
coziiniirligli yeteneklerini belirlemek icin yapilan denemelerin sonuglari

asagida Cizelge 4.30°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.30. In vitro kosullarda bakteri izolatlar1 ile T. caligatum suslarmin etkilesimi ve
fosfat ¢oziintirligi.

Fosfat ¢oziiniirliigii
(Berrak zon olusumu, mm)

Tcaligatum sus no Bakteri izolatlan Bakteri kolonileri T. caligatum etrafinda

etrafinda

1662 -B1 - R

1662 —-B2 - -

1662 -B3 - -

1662 -B4 - -

1662 -B5

1662-M 1662 —B6 + (2 mm) -

1662 -B7 - -

1662 -B8 - -

1662 -B9 - -

1662 -B10 - -

1662 -B11 - R

1662 -B12 - -

1663 -B1 + (2 mm) +(1 mm)

1663 -B2 - -

1663 —B3 Uremedi -

1663 —B4 + (2 mm) +(2mm)

1663-M 1663 -B5

1663 -B6 + (2 mm) + (2 mm)

1663 -B7 - -

1663 -B8 + (6 mm) -

1663 -B9 + (3 mm) +(2 mm)

1583 -B1 - -

1583 B2 + (2 mm) -

1583.M 1583 B3 + (4mm) -

1583 -B4

1583 -B5

1583 -B6

1588 -B1 - -

1588-M 1588 —-B2 - -

1588 -B3 - -

1595 -B1 - -

1595 -B2

1595 -B3 +( 1mm) -

1595 -B4 + (6 mm) -

1595-M 1595 -B5 - -

1595 -B6 - -

1595 -B7 - -

1595 -B8 + (2mm) -

1595 -B9 - -

1680 -B1

1680-M 1680 -B2 + (5 mm) -

1680 -B3 - -

1680 —-B4 - -

- ; Fosfat ¢coziintirligi yok, + ; fosfat ¢oztiniirlugii var.
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In vitro kosullarda bakteriler ile 7. caligatum suslarmim fosfat
cOziinlirligiliniin belirlenmesi denemeleri sonucunda 35 bakteri izolatindan
12’si  ortamdaki (Ca3(PO4);) cozerek koloni etrafinda berrak zon
olusturmustur. Bu izolatlar icinde en yiiksek oranda (6 mm) fosfat
coziintirligii gosteren 1663—B8 ve 1595-B4 izolatlar1 olmustur. Bunu 1680-
B2 (5 mm ) ile 1583-B3 (4 mm) ve 1663-B1(4 mm), 1663 —B4(2 mm), 1663
—-B6(2 mm), 1663-B9(3 mm) bakteri izolatlar takip etmistir.

Bu izolatlardan, 4 tanesi (1663-B1, 1663-B4, 1663-B6, 1663-B9)
coziinmez fosfatt hem kendi ¢6zmiis hem de ayni petride yer alan
T.caligatum suslarimi fosfati ¢cozebilir hale getirmistir. (Sekil 4.17). Daha
onceki denemelerde Tricholoma caligatum’un 1663-M susunun TCPA
besiyerinde yalmiz basina ektigimizde fosfati ¢ozemezken yukarida adi
gecen bakteri izolatlariyla beraber ektigimizde fosfati ¢6zmesi bu

mikroorganizmalarin arasinda sinerjitik bir iliski oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.17. Bakteri ve T.caligatum suglarini fosfati ¢6zebilir hale getirmesi.

Fosfat ¢cozen bakterilerin tohuma veya topraga inokulasyonu bitki

verimliliginde artis ile sonuclanmaktadir (Nautiyal, 1999). Bu nedenle
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calismamizda elde edilen bakterilerin PGPR olarak kullanilabilecekleri

diistiniilmektedir.

4.9.1.3. In vitro kosullarda coziinmez formdaki fosfati (Caz(PQy),)
aktinomiset izolatlarinin  ¢oziiniir hale getirmesinin

arastirilmasi

In vitro kosullarda Aktinomiset izolatlari ile 7. caligatum suslarmin
etkilesimi ve fosfat ¢oziiniirliigli denemelerinin sonuglar1 asagida Cizelge

4.31°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.31. In vitro kosullarda aktinomisetler ile T.caligatum suslarimin etkilesimi ve
fosfat ¢oziintirligi

T.caligatum sus no

AKktinomiset
izolatlar:

Fosfat ¢oziiniirlugii
(Berrak zon olusumu, mm)

Aktinomiset
kolonileri etrafinda

T. caligatum
etrafinda

1662-M

1662 -Al

1662 —A2

+ (2 mm)

+ 1 mm

1662 —-A3

1662 —-A4

+ (1 mm)

1662 —AS5

+ (3 mm)

+ 3 mm

1662 —-A6

+ (6 mm)

1663-M

1663 -Al

1663 —A2

1663 —A3

1663 —A4

1663 —AS

1663 —A6

1663 —A7

1663 —A8

1663 —A9

1663 —A10

1663 -All

1663 —Al12

1583-M

1583 -Al

1583 —A2

1583 A3

1583 —A4

1583 A5

1583 -A6

1588-M

1588 -Al

1588 —A2

1588 —A3

1595-M

1595 -Al

1595 -A2

1680-M

1680 -Al

1680 —A2
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In vitro kosullarda aktinomisetler ile 7. caligatum suslarinin fosfat
¢cOziinlirligliniin ~ belirlenmesi denemeleri sonucunda 20 aktiomiset
izolatindan 8 tanesi ortamdaki (Ca3(POy),)’1 cozerek koloni etrafinda berrak
zon olusturmustur. Bu izolatlar i¢inde en yiiksek oranda fosfat ¢oziiniirligii
gosteren 1662—-A6 (6 mm) ve 1595-A2(4 mm) izolatlar1 olmustur. Bu
izolatlardan, 4 tanesi (1662-A2, 1662—AS5, 1663—A9, 1663—-A12) ¢coziinmez
fosfati hem kendi ¢6zmiis hem de ayni petride yer alan T.caligatum suslarini
fosfati ¢ozebilir hale getirmistir (Sekil 4.18). Ayrica kendi fosfati
cozemeyen 2 aktinomiset izolat1 (1595-A1 ve 1663-Al11) da T.caligatum
suslarin1 fosfat1 ¢ozebilir hale getirmistir. Daha 6nceki denemelerde T.
caligatum’un 1595-M, 1662-M ve 1663-M suslar1 TCPA besiyerinde yalniz
basima ektigimizde fosfati ¢ozemezken yukarida adi gecen bakteri
izolatlartyla beraber ektigimizde fosfati ¢cozmesi bu mikroorganizmalarin

arasinda sinerjitik bir iliski oldugunu gostermektedir.



137

Sekil 4.18. Aktinomisetlerde fosfat ¢oziintirliigii 6rnekleri

Bircok kok bakterisi ve kok fungusu, genellikle selat yapici organik
asitlerin salimimi ile ¢oziinmez fosfati ¢oziiniir hale getirmektedir. Bu
nedenle fosfat ¢oziicli bakterilerin rizosfer mikrocevresine kolonize olma
yeteneklerinden dolayr avantajli durumdaki PGPR popiilasyonlarindan
secilmesi Onerilmektedir (Barea et al., 2005). Calismamizda goriildiigi gibi
orman topraklarindan izole edilen toprak mikroorganizmalarinin bazilariin
fosfat ¢ozme yeteneginin oldugu belirlenmistir. Mikrofungus izolatlarinin
%.5, bakteri izolatlarinin % 36 ve aktinomiset izolatlarinin %. 40’ 1nin fosfat

cozebildigi saptanmistir.

Ayrica inokulant olarak kullanilan fosfat ¢oziicii bakterilerin bitkiye

P saglama yetenegi, fosfat coziiciiler tarafindan ¢6ziiniir hale getirilen P’un
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kok yilizeyine ulasmadan hizlica bozulmasi veya tekrar ¢oziinmez hale
gelmesi sebebiyle kisitli olabilmektedir (Whitelaw, 2000). Buna karsilik
fosfat ¢oziiciiler tarafindan ¢oziiniir hale getirilen P mikorizal miselyum
tarafindan alindiginda sinerjitik mikrobiyal etkilesim ile bitkinin P aliminda

art1s olabilmektedir (Barea et al., 2005).

Calismamizda bazi izolatlarin hem kendisi fosfat ¢oziip, hem de T.
caligatum suglarin1 fosfati cozer hale getirdigi (funguslarda %. O,
bakterilerde % 12 ve aktinomisetlerde % 20) az sayida bazi bazi izolatlarin
ise kendi fosfati cozememesine karsilik 7. caligatum suslarmin(1595-

A1,1680-F1, 1680- F4ve 1663-F) fosfati ¢ozer hale getirdigi saptanmistir.

4.9.4. Bakteri Izolatlarnmn T. caligatum Suslarinin Biiyiimesi

Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Bakteri izolatlarinin Tricholoma caligatum suslarinin biiyiimesi iizerine
etkisini saptamak amaciyla 3.2.9.2.°de anlatildig1 sekilde Mimimal Agar
besiyerinde her bir izolat ile 7. caligatum suslart 27 °C ‘de 6 giin boyunca bir
arada biiyiitiilmistiir (Sekil 4.19). Bunun sonucunda elde edilen koloni
caplarindaki artis ve azalislar Sekil 4.20 ve Cizelge 4.32.de verilmektedir.

Sekil 4.19 Bakteri izolatlarinin 7. caligatum’un misellerinin biiyiimesi {izerine etkisi.



Cizelge 4.3. Bakteri izolatlarinin 7. caligatum suslarinin bilylimesi tizerine etkisi.

In vitro’da bakteriler ile T. caligatum suslarimn etkilesimi

T.caligatum sus

Bakteri

Koloni Caplar1 (mm)

no izolati T.caligatum Bakteri + Koloni capinda
Kontrol T.caligatum artig azahs
1662 -B1 14 -1
1662 -B2 - -
1662 -B3 16 +1
1662 -B4 15 0
1662 -B5 - -
1662 -B6 16 +1
1662-M 1662 -B7 15 14 -1
1662 -B8§ 12 -3
1662 -B9 16 +1
1662 -B10 15 0
1662 -B11 16 +1
1662 -B12 - -
1663 -B1 12 0
1663 -B2 7 -5
1663 -B3 13 +1
1663 -B4 18 +6
1663-M 1663 -B5 12 -
1663 -B6 12 0
1663 -B7 14 +2
1663 —B8 12 0
1663 -B9 19 +7
1583 -B1 10 -5
1583 -B2 16 +1
1583 -B3 10 -5
1583-M 1583 -B4 15 14 -1
1583 -B5 - -
1583 -B6 - -
1588 -B1 14 0
1588-M 1588 —-B2 14 12 -2
1588 -B3 9 -5
1595 -B1 19 +4
1595 -B2 16 +1
1595 -B3 16 +1
1595 -B4 19 +4
1595-M 1595 -B5 15 19 +4
1595 -B6 12 -3
1595 -B7 16 +1
1595 -B8 - -
1595 -B9 - -
1680 -B1 - -
1680 -B2 14 0
1680-M 1680 -B3 14 10 -4
1680 -B4 14 0

- ; deneme yapilamadi.
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Cizelge 4.3’ten de goriildiigii gibi 15 bakteri izolat1 T. caligatum’
suslarinin misel koloni ¢aplarinda 1-7 mm arasinda bir artisa sebep
olmustur. Bakteri izolatlar1 icinde 7. caligatum’ koloni ¢apinda en fazla
artist, 1663-B9 (+7 mm) ve 1663-B4 (+6 mm) bakterileri saglamistir.
Diger koloni capinda artisa sebep olan bakteri izolatlar1 hemen hemen
birbirine yakin etki gostermistir. Bununla beraber 7. caligatum’ koloni
capinda 11 bakteri izolat1 azalisa sebep olmustur. Bunlar icinde T.
caligatum’ koloni capinda en fazla azalisa sebep olan bakteri izolatlarinin
1583 -B1 (-5 mm), 1588 —B3 (-5 mm), 1662-B2 (-5mm) ve 1680 —B3 (-4
m) kodlu bakteri izolatlar1 olmustur. Bunun yaninda 7. caligatum’ un koloni
capinda herhangi bir artis veya azalisa sebep olmayan 8 bakteri izolatinin

oldugu saptanmistir (Cizelge 4.31).



Tricholoma caligatum (mm)
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4.10. In vitro Kosullarda Indol Asetik Asit (IAA) Uretiminin

Arastirillmasi

Indol asetik asitin de dahil oldugu oksinler, bitki biiyiime ve
gelismesinde tesvik edici yonde O©Onemli fizyolojik aktivitelere sahip
hormonlardir. Baslica fizyolojik aktiviteleri; hiicre uzamasini ve hiicre
boliinmesini hizlandirma, fototropizma ve geotropizmayi saglama, apikal
dominansinin olusumu, depo organlarinin gelisimi, absisyonun Onlenmesi,
koklenmeyi tesvik etme ve partenokarpiye yol agma olarak sayilabilir
(Giirel, 2007). Calismamizda bitki gelisiminde onemli rolii bulunan indol

asetik asiti lireten izolatlar saptanmustir (Cizelge 4.21).

Calismamizda incelenen mikroorganizmalarin IAA retimi sivi
ortamda gerceklestirilmistir. IAA {iretimi pozitif oldugunda olusabilecek renk
degisimini gozlemek icin IAA iiretim ortamu igine farkli konsantrasyonlarda

IAA standardi konarak bir renk skalas1 elde edilmistir (Sekil 4.21).

Sekil 4.21. Salkowski Cozeltisinin standart IAA igeren ortama eklenmesiyle olusan renk.
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4.10.1. T. caligatum suslarimin IAA iiretiminin arastirilmasi

T. caligatum suslarinin TAA {retiminin belirmesi amaciyla 3.2.9.2
‘de anlatildigr sekilde IAA testi yapilmistir. Sonugta tim 7. caligatum
suslarinin (1662-M, 1663-M, 1680-M, 1583-M,1588-M vel595-M) degisik
konsantrasyonlarda IAA {iirettigi saptanmistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. T. caligatum suslar1 ile yapilan IAA testi sonuglarini gésteren resim.

Bircok fungusun sahip oldugu karakteristik kokular fungusun
tanimlanmasinda 6nemli katkida bulunmaktadir. Bu kokularin olusmasinda
bircok ugucu bilesik rol almaktadir. Fons et al. (2006), taze Clitocybe
amoenolens,  Tricholoma caligatum ve  Hebeloma radicosum‘a
sporakarplarina ait ugucu bilesikler kompozisyonunu gaz kromatografisi -
kiitle spektroskopisi (GC-MS) yontemiyle incelemislerdir. Calismada
mantarlarda sirasina gore 21, 16 ve 23 tane ucgucu bilesik tanimlanmustir.
Diger mantar tiirlerine gére daha az sayida ugucu bilesik iiretmesine karsilik
T.caligatum’un indol tiirevlerini oldukca fazla iirettigi belirlenmistir (Fons

et al., 2006).
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Tricholoma caligatum’un yapilan kimyasal analizinde; 2,4-dimetil-
IH-indol(%  29,4),  5-metoksi—2-4-dimetil-1H-indol(%  29.,5), 4-
metoksimetil-2-metil-1H-indol (%11,6) oraninda toplam (%84,4), oraninda
dokuz indol tiirevi saptanmistir. Bu analizde saptanan metil-(E)-sinnamatin
T. caligatum’a hos kokusunu veren bilesik oldugu belirtilmektedir. Bu
kimyasal madde parfiim ve tatlandirma endiistrilerinde kullanilmaktadir.
Sinnamat tiirevlerinin, 7. caligatum’un Asya tiri olan Tricholoma
matsutake’ nin de kokusunu belirleyen madde oldugu saptanmistir (Fons et

al.,2006).

Tricholoma matsutake (Asya matsutakesi) sporokarplarindan yapilan
incelemelerde ugucu bilesiklerden metil sinnamat ve 1-okten-3-ol
saptanirken, T.magnivelare (Amerikan matsutakesi)’'nin misel veya
sporokarpindan ugucu bilesik saptandigi belirtilmemistir (Becker et al.,
1994; de Jong et al., 1994; Hjelm et al., 1996; Taha, 2000). Wood and
Lefevre, 2007, ise T.magnivelare sporokarpinda 1-okten—3-ol varligini

gostermiglerdir.

4.10.2. Bakteri izolatlarimin IA A iiretiminin arastirilmasi

Bakteri izolatlarinin IAA iiretip iiretmediklerini belirlemek amaciyla
3.2.9.2’de anlatildig1 sekilde yaptigimiz denemeler sonucunda asagidaki
sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.33; Sekil 4.23 ). 11 bakteri izolatinin
TAA iirettigi belirlenmistir.



Cizelge 4.33. Bakteri izolatlarinin IAA iiretimi deneme sonuglari.
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TAA iiretimi TAA iiretimi
Bakteri izolat no Bakteri izolat no
1662 -B1 - 1583 -B1 -
1662 -B2 tiremedi 1583 -B2 +
1662 -B3 1583 -B3 +
1662 -B4 - 1583 -B4 +
1662 —-B5 iiremedi 1583 -B5 iremedi
1662 -B6 - 1583 -B6 tiremedi
1662 -B7 + 1588 -B1 tiremedi
1662 -B8 - 1588 —-B2 -
1662 -B9 - 1588 —-B3 -
1662 -B10 - 1595 -B1 -
1662 -B11 + 1595 -B2 -
1662 -B12 + 1595 -B3 -
1663 -B1 - 1595 -B4 -
1663 -B2 - 1595 -B5 -
1663 —B3 - 1595 -B6 -
1663 —-B4 - 1595 -B7 -
1663 -BS5 + 1595 -B8 -
1663 -B6 - 1595 -B9 -
1663 —B7 + 1680 -B1 iremedi
1663 -B8 + 1680 -B2 -
1663 -B9 + 1680 -B3 +
1680 —-B4 -

- : IAA iretimi yok; +: IAA iretimi var.
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Sekil 4.23. Sol taraftaki tiiplerde IAA iiretmeyen; sag tarafta IAA iireten bakteri izolatlar1.

4.10. T. caligatum ile pozitif etkilesim gosteren bakteri izolatlarimin

degerlendirilmesi

T. caligatum ile pozitif etkilesim gosteren bakteri izolatlarinin hepsi
gostermis olduklar1 pozitif etkilesim oOzelliklerine (fosfat ¢oziiniirliigi,
koloni biiylimesine etkisi ve IAA iiretimi) gore bir ¢izelgede toplanmistir

(Cizelge 4.34).

Orman agaclari, narenciye, cayir-mera bitkileri ve tarimi yapilan
bazi tarla ve bahce bitkilerinin biiyiime ve gelismesi mikorizanin varligina
baghdir (Ortas, 1998). Mikorizalarin yani sira belirli bakteri (PGPR) ve
funguslarin kok-toprak cevresine kolonize olup cesitli interaktif aktiviteler
sonucu bitki biiytimesi ve sagligini olumlu yonde etkiledigine dair dikkate

deger deneysel kanitlar vardir. (Barea et al., 2005).



147

Mikorizal funguslar ise rizosfer icerisinde ¢ok cesitli organizmalarla
karsilikli etkilesimde bulunmaktadirlar. Bu etkilesimin sonucunda toprak
mikroorganizmalar1 mikorizal ortaklik veya rizosferin 6zel bir bileseni
iizerinde, pozitif, notr veya negatif etkili olabilmektedir. Ornegin, baz1 6zel
bakteriler, kozalakli aga¢ fidanliklarinda ECM olusumunu stimule
etmektedirler ve “mikorizasyona yardimci bakteriler” (Mycorrhization
Helper Bacteria=MHB) olarak adlandirilmaktadirlar. Bazi durumlarda, bu
bakteriler toprak fumigasyonuna olan ihtiyacit ortadan kaldirmaktadirlar

(Garbaye, 1994; Frey-Klett et al., 2007).
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Cizelge 4.34. T. caligatum ile pozitif etkilesim gosteren bakteri izolatlari

Bakteri Gram Pozitif etkile.simler
izolat no reaksiyon " Fosfatn «.. . nKolqm . | TAA iiretimi
coziiniirliigii | bilyiimesine etki
1662 -B3 + - +1
1662 -B6 + + (2 mm) +1 -
1662 —-B7 + - -1 +
1662 -B11 + - +1 +
1663 -B1* - + (2 mm) 0 -
1663 —B4* - + (2 mm) +6 -
1663 —-B6* + + (2 mm) 0 -
1663 —B8 + + (6 mm) 0 +
1663 —B9* - + (3 mm) +7 +
1583 —B2 + + (2 mm) +1 +
1583 -B3 - + (4mm) -5 +
1583 -B4 + -1 +
1595 -B1 - - +4 -
1595 -B2 + - +1 -
1595 -B3 - +( 1mm) +1 -
1595 —-B4 + + (6 mm) +4 -
1595 -B8 + + (2mm) - -
1595 -B9 - - - -
1680 -B2 - + (5 mm) 0 -
1680 -B3 + - -4 +

* T. caligatum suslarim fosfat1 ¢ozer duruma getiren bakteri izolatlar1.

Cizelge 4.34’ten de goriilebilecegi gibi, izolatlarin bazilar1 her ii¢
pozitif etkilesim ©zelligini birden gosterirken, bazilar1 sadece iki pozitif

etkilesim ozelligini gostermektedir.
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Uc porzitif etkilesim o6zelligini birden gosteren 1663-B9 (Gram
negatif), 1583-B2 (Gram pozitif) kodlu bakteri izolatlarimiz hem fosfati
cOziiniir hale getirmis, hem de Minimal Agar’da beraberce inokule
edildiklerinde 7. caligatum suslarinin koloni caplarinin artisina sebep
olmuslardir. Bunun yaninda bitkilerin biiylimesinde 6nemli rol oynayan

IAA iirettikleri de belirlenmistir.

Iki pozitif etkilesim ozelligi gosteren izolatlarimizdan 1662-B6
(Gram pozitif), 1663—B4 (Gram negatif) ve 1595 —B4 (Gram pozitif) kodlu
bakteri izolatlarimiz hem fosfati ¢oziiniir hale getirmis, hem 7. caligatum
kolonileri ile biiyiitiildiiklerinde koloni ¢apinda artisa sebep olmuslardir.
1663-B8 (Gram pozitif) izolatinda ise hem fosfat ¢oziiniirliigii hem de TAA
tiretimi saptanmistir. Hem iic hem de iki pozitif etkilesim 6zelligi gosteren
bu bakteri izolatlarinin bitki biiyiimesini tesvik eden PGPR grubuna ait

bakteriler olarak degerlendirilmesi gerektigi sonucuna ulasilmistir.

En son olarak 1663-B4 (Gram negatif) 1663-B9 (Gram negatif)
izolatlarinin 7. caligatum suslarini fosfati ¢cozer duruma getirmesi nedeniyle
bu bakteri izolatlarinin sadece PGPR’ler olarak degil ektomikorizalarla
sinerjitik iliskiye giren bakteriler yani “mikorizasyona yardimci bakteriler”

olarak degerlendirilmesi gerektigi sonucuna ulasilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismamizda topraklarin hem fiziksel ve kimyasal 6zellikleri hem
de mikrobiyolojik yiikleri belirlenmistir. Toprak Orneklerinin fungus yiikii
Rose-Bengal Chloramphenicol Agar’da, ortalama 7,1x106 kob/g, bakteri

yiikii ise Plate Count Agar’da ortalama 1,5x107 kob/g olarak saptanmustir.

Ayrica her bir topraktan mikrofungus, bakteri ve aktinomiset
izolatlar1 elde edilmistir. 7. caligatum suslariyla ayni topraktan izole edilen
mikrofunguslar i¢inde en ¢ok bulunan fungus genusu Penicillium’dur. Diger
genuslar sirasiyla Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Absidia, Trichoderma ve

Paecilomyces ‘dir.

Calismamizda toplanmis olan fruktifikasyon oOrneklerinin hepsi
T.caligatum olarak teshis edilmistir. T.caligatum fruktifikasyonlarinin 6
tanesinden miselleri elde edilerek kiiltiirii yapilmistir. Bu misellerden

boliimiimiizde bir misel koleksiyonu olusturulmustur.

Elde edilen 7. caligatum suslarinin (1662-M, 1663-M, 1680-M,
1583-M, 1588-M, 1595-M) Potato Dextrose Agar (PDA), Malt Extract
Agar (MEA) ve Corn Meal Agar (CMA) olmak iizere ii¢ farkli kati kiiltiir
ortaminda biiyiime hizlar1 belirlenmistir.  En iyi biiylimenin PDA’da

meydana geldigi saptanmistir.

T. caligatum suslart ile aym topraklardan izole ettigimiz 119
mezofilik aerobik toprak izolat1 (42 fungus, 45 bakteri ve 32 aktinomiset
izolat1) arasindaki bazi negatif ve pozitif etkilesimler invitro kosullarda

aragtirilmistir.
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Negatif etkilesim olarak 7. caligatum suslari ile toprak izolatlar
arasindaki antagonizma incelenmistir. 7. caligatum suslarina karst 8
mikrofungus, 4 bakteri ve 9 aktinomiset olmak iizere toplam 21 izolat
antagonistik etki gostermistir. Pozitif etkilesimler olarak inorganik fosfat
(Caz(POy),) ¢coziiniirliigii, bakteri izolatlarimin 7. caligatum’un misellerinin
biiylimesine etkisi ve in vitro kosullarda indol asetik asit (IAA) iiretimi

arastirilmistir.

T. caligatum suslarinin (Caz(POy4);)’1 cozemedigi buna karsilik 3
fungus, 13 bakteri, 9 aktinomiset izolatinin fosfati ¢ozdiigii saptanmistir.
Ayrica 3 fungus, 4 bakteri ve 6 aktinomiset izolatinin ayni ortamda
T.caligatum suslarin1 fosfati ¢ozebilir hale getirmesi nedeniyle T.caligatum

ile bu mikroorganizmalarin arasinda sinerjitik bir iligski oldugu saptanmustir.

Birlikte biiyiitiildiiklerinde 15 bakteri izolattmin 7. caligatum
suglarinin biiyimesine pozitif etkisi oldugu belirlenirken 8’inin etkisiz
11’inin ise olumsuz etki gosterdigi belirlenmistir. 7. caligatum suslarinin
(1662-M, 1663-M, 1680-M, 1583-M, 1588-M, 1595-M) hepsinin bakteri

izolatlarindan ise 11 tanesinin indol Asetik Asit(IAA) iirettigi saptanmustir.

Sonu¢ olarak T.caligatum suslariyla pozitif etkilesimi saptanan
bakteri izolatlarindan 4 tanesinin (1662-B6, 1663-B4, 1595 —B4 ve 1663-
B8) bitki biiylimesini tesvik edici kok bakterileri olabilecegi 2 tanesinin de
(1663-B4 ve 1663-B9) mikorizasyona yardimci bakteriler olabilecegi

belirlenmistir.

Zirai ilaclarin olusturdugu yan etkilerden dolay1r rizosfer ve
mikroorganizmalar  arasindaki iliskilerin  anlasilip tarimda  nasil
kullanilabilecegi yoniinde yogun arastirmalar yapilmaktadir. Tarimsal ve

ekolojik agidan amacg, cevreyi korurken besin kalitesini artirmak ve
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stirdiirtilebilir bitki verimliligini gelistirmektir. Giiniimiizde bazi mikrobiyal
aktiviteler; diisiik masrafli tarimsal sistemlerin ve dogal ekosistemlerin
verimliligi ve stabilizasyonunu koruyan c¢evreci siirdiiriilebilir tarim
sistemlerinin olusturulmasinda kullanilabilmektedir. Fakat bunun i¢in
oncelikle rizosferde gergceklesen mikrobiyal etkilesimlerin ¢ok 1iyi
anlasilmas1 gerekmektedir. Bu nedenle bir tarim iilkesi olan iilkemizde
ozellikle rizosferdeki mikrobiyal etkilesimleri anlamamizi artiracak temel ve

stratejik caligmalarin sayisinin ve niteliginin arttirilmasi gerekmektedir.

Calismamizda ektomikorizal bir fungus olan 7. caligatum ’un
yetistigi topraklardan izole edilmis olan ¢esitli toprak mikroorganizmalari
ile olan bazi etkilesimleri ortaya konmaya calisilmistir. Calismamizda
incelenen toprak izolatlarinin bircogunun tanilanmalart yapilamamustir.
Toprak ekosistemini daha iyi anlamak icin, giiniimiizde molekiiler
tekniklerin kullanimi olduk¢a artmistir. Bu nedenle rizosfer biyolojisi
izerine ileride yapilacak arastirmalarda bilgimizi daha da artiracak

molekiiler ve biyoteknolojik yaklasimlarin kullanilmasi onerilmektedir.

Mikorizalar ile rizosfer mikroorganizmalar arasindaki etkilesimlerin
daha iyi ortaya konmasi i¢in ¢alismalarin in vivo kosullarda yapilmasi
gerekmektedir. Kok kolonizasyonunu ve mikorizal gelisimi tesvik edebilen
etkilesimlerin yeterince anlasilabilmesi i¢in bitki, mikoriza ve rizosfer
bakterileriyle iiclii etkilesim calismalarinin yapilmasi Onerilmektedir. Bu
nedenle bundan sonra yapilacak incelemelerde; ¢alismamizda PGPR ve
mikoriza olusumuna yardimci bakteriler olarak belirlenen toprak izolatlari
ile birlikte yine calisgmamizda elde edilmis olan Tricholoma caligatum
suslart ve cesitli bitkilerle birlikte invivo kosullarda etkilesim denemelerinin

yapilmasi onerilmektedir.
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Mikorizalarla 1ilgili literatiir incelendiginde ektomikorizal ve
arbuskiiler mikorizal funguslarin izolasyonlarinda ve bunlardan inokulant
tiretiminde karsilasilan cok degisik problemler bulundugu goriilmektedir.
Calismamizda ektomikorizal Tricholoma caligatum fruktifikasyonlarindan 6
tanesinin miseli sentetik besiyerlerinde ¢ogaltilabilmistir. Bundan sonra bu
T.caligatum suglarindan ektomikorizal inokulant iiretimi optimizasyonu ve

biyoformulasyon ¢alismalarinin yapilmasi gerekmektedir.
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