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ALINMASI UZERINE ARASTIRMALAR
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Bu ¢alismada Lactarius controversus, Lactarius pyrogalus ve Tricholoma terreum
gibi ektomikorizal mantar tiirlerinin kiiltiire alinabilme olanaklar1 arastirilmistir. Bu
amagla ektomikorizal mantar tiirlerinin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi, en uygun besin
ortamlarinin saptanmasi, misel gelisim kosullarinin (pH, sicaklik, C ve N kaynaklar1)
optimizasyonu ve vejetatif inokulumun elde edilmesine yonelik caligmalar yapilmistir.
Calismada ayrica findik (Corylus avellana) ile ektomikorizal iliskisi bulunan L.
pyrogalus tiiriine ait degisik inokulumlarin farkli yontemlerle findik fidanlarina
inokulasyonu yapilarak fidan gelisimi ve ektomikoriza olusumu {izerine etkisi
belirlenmistir. Aym1 zamanda ektomikorizanin teshisi ve tanimlanmasi yapilmistir.
Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Béliimiine ait
misel iiretim laboratuarinda 2005 ve 2008 yillar1 arasinda yiirtitiilmiistiir.

L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum ektomikorizal mantar tiirlerinin misel
gelisimi i¢in PDA besin ortaminin, 25 °C sicakligin, 4.5-6.0 pH degerlerinin ve N
kaynag1 olarak malt ekstrakt, pepton ve maya ekstratin kullanilmasinin uygun oldugu
belirlenmistir. En iyi C kaynaklar1 L. controversus tiirii i¢in mannitol, L. pyrogalus igin
mannitol ve glikoz, T. terreum tiiri icin de dektroz, ksiloz ve maltoz olarak
belirlenmistir. L. contraversus tiiriinde torf ortaminin, L. pyrogalus ve T. terreum
mantar tiirlerinde ise torf:vermikiilit (1:4) ortaminin vejetatif inokulum i¢in en uygun
ortamlar olduklar tespit edilmistir. Farkli inokulasyon yontemlerinin fidan gelisimi
lizerine etkisi 6nemli bulunmustur. Inokule edilmeyen findik fidanlar1 hari¢, tiim
inokulasyon uygulamalarinda ektomikoriza olusumu saptanmustir. L. pyrogalus
mikorizasinin turuncu renkli ve basit dallanmis, mikorizal koklerin ise kisa, kalin,

ylizeyinin diiz, parlak ve fungal ortii ile kapli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Ektomikoriza, Lactarius controversus, Lactarius pyrogalus,

Tricholoma terreum, misel, optimizasyon, inokulasyon, findik
fidam
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STUDIES ON THE DOMESTICATION OF SOME EDIBLE
ECTOMYCORRHIZAL FUNGI

ABSTRACT

In this study, the domestication possibilities of ectomycorrhizal mushroom species
such as Lactarius controversus, Lactarius pyrogalus and Tricholoma terreum were
investigated. For this aim, some studies have been carried out on the obtaining of the
pure mycelium cultures of the ectomycorrhizal mushroom species mentioned above,
determination of the most suitable mycelial nutrient media, optimization of the
mycelium growth conditions as pH, temperature, C and N sources, and also obtaining of
the vegetative inoculum. In addition, the effects of the different L. pyrogalus mushroom
inoculum, showing ectomycorrhizal association with hazelnut (Corylus avellana), on
the development of the hazelnut seedling and ectomycorrhiza formation were
determined by using different inoculation methods. Ectomycorrhiza were also identified
and defined. This study was carried out at the mycelium production laboratory of the
Ondokuz Mayis University, Agricultural Faculty, Department of Horticulture between
2005 and 2008 years in Samsun, Turkey.

It was determined that PDA nutrient media, temperature of 25 °C, pH between 4.5
and 6.0, malt extract, peptone and yeast extract as N source were the best for mycelium
growth of L. controversus, L. pyrogalus and T. terreum. The best C sources were
determined as mannitol for L. controversus, mannitol and glucose for L. pyrogalus and
dextrose, xylose and maltose for T. terreum. The most suitable media for vegetative
inoculum were turf in L. contraversus and turf:vermicullite (1:4) for L. pyrogalus and T.
terreum. The effect of different inoculation methods on seedling growth was found to
be significant. Ectomycorrhiza formation was determined in all inoculum application
except for non inoculated hazelnut seedlings. It was determined that ectomycorrhiza
associated with L. pyrogalus was orange in color and had simple branched, short, thick,

smooth and brilliant roots and also was covered with fungal sheath.

Key words: Ectomycorrhiza, Lactarius controversus, Lactarius pyrogalus, Tricholoma

terreum, mycelium, optimization, inoculation, hazelnut seedling
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1. GIRIS

Mantarlar ekosistemin 6nemli bir pargasi olup, bir¢ogu cok eski zamanlardan beri
diinyada farkli milletler tarafindan besin ve tedavi amach kullanilmaktadir. Diinya
tizerinde 1.5 milyon kadar mantar tiiriiniin varligindan bahsedilmektedir. Bu say1
icerisinden giiniimiize kadar 69000 tiir net olarak tanimlanmis olup, bu tiirlerden de
10000°1 makromantar olarak degerlendirilmektedir. Bunlardan 5020 tanesi yenilebilir,
1820 tanesi tibbi, 1010 tanesi zehirli, 2150 tanesi ise zehirli olmayip yenilebilir nitelik
tasimamaktadir. Yenilebilir 5020 tiir icerisinde 35 tanesinin ticari anlamda kiiltiirii
yapilmakta, yaklagik 120 tiiriin ise ekonomik anlamda yetistiriciligi yapilmak iizere
caligmalar devam etmektedir (Chang, 1993; Anonymous, 2009a).

Heterotrofik organizmalar arasinda yer alan mantarlar, onlarin beslenme
bicimlerine gore saprofitik, parazitik ve mikorizal (simbiyotik) mantarlar olmak tizere 3
farkli sekilde gruplandirilmaktadir. Bunlar arasinda yer alan mikorizal mantarlar
simbiyotik bir iligski seklinde uygun konukcu bitkilerin kéklerinde yasayan mantarlari
kapsamaktadir. Mikoriza olarak adlandirilan ve teshisi mikroskop altinda yapilan, bol
miktarda hif iireten bu mantar tiirleri, dogadaki en yaygin bitki mikroorganizma
simbiyotik iligkisini ger¢eklestirmektedir (Marschner, 1995).

Mikorizanin tiplerinden biri olan ektomikoriza (ECM), tarim ve ormancilik
acisindan oldukga 6nemlidir. Diinyadaki ormanlarin ¢ogu ektomikorizal iligski gdsterir.
Toplamda 43 bitki familyasindaki 140 cinsin ECM meydana getirdigi tespit edilmistir.
Ektomikorizal iligki gosteren baslica bitki familyalar1 Pinaceae, Betulaceae, Salicaceae,
Fagaceae, Caesalpiniaceae ve Myrtaceae’dir (Brundrett ve ark., 1996). Dogada
mantarlarin ¢ok genis bir sinifi ECM meydana getirmektedir. Cogunlugu basidiomycota
olan toplam 65 cins ECM olusturmakta olup, bunun 45 tanesi basidiomycota, 18 tanesi
ascomycota ve 2 tanesi de zygomycota’ya aittir (Isaac, 1992).

Ektomikorizal mantarlar bir¢ok ekosistemde topraktaki mikrobiyal kitlenin en
onemli tiyelerindendir (Hogberg ve Hogberg, 2002). Ektomikorizal mantarlarin bitki
besin maddesi alim1 (Osonubi ve ark., 1991; Marschner, 1995; Landeweert ve ark.,
2001; Trudell, 2002; Hagerberg ve ark., 2003; Treseder ve ark., 2004), bitki-su
iliskisini diizenleme ve kurakliga dayanimi artirma (Sylvia ve ark., 1993; Sanchez,
1994; Morte ve ark., 2000), bitki biiyiimesini artirma (Berman ve Bledsoe, 1998;
Rincén ve ark., 2001; Guerin-Laguette ve ark., 2003), hastalik ve zararlilara karsi

bitkiyi koruma (Smith ve Read, 1997; Branzanti ve ark., 1999; Hatat ve ark., 1999),



stres kosullarina karsi bitkinin toleransimi artirma (Marx ve Artman, 1978), geng
fidanlarin hayatta kalma oranmi artirma (Lu ve ark., 1998) ve toprak yapisini
iyilestirme (Borchers ve Perry, 1992) gibi 6nemli islevleri bulunmaktadir. Aym
zamanda bazi tilirleri diinyanin en pahali yiyecekleri arasinda yer alan yenilebilir
ektomikorizal mantarlar 6nemli bir besin kaynagidir (Hall ve ark., 2003a).

Diinyada bulunan 2500 yenilebilir mantar tiiriiniin yaklasik yaris1 ektomikorizal
gruba aittir. Yenilebilir ektomikorizal mantarlar, mantar tiirleri igerisinde ekonomik
olarak en Onemli mantar gruplarindan birini olustururlar ve ayni zamanda diinyada
biiylik pazar payina sahiptirler. Ektomikorizal mantar tiirleri i¢erisinde en aranilan ve en
pahali olan tiirler Tuber magnatum, T. melanosporum, T. uncinatum, Tricholoma
matsutake, Boletus edulis, Cantharellus cibarius, Lactarius deliciosus, Lyophilum
shimeji ve Amanita caesarea’dir. Bunlarin toplam pazarinin milyarlarca Amerikan
dolar1 oldugu belirtilmektedir (Wang ve Hall, 2004). Bunlarin disinda diinyada bazilari
lokal olarak 6énemli olan yaklasik 200 yaygin yenilebilir ektomikorizal mantar tiiriiniin
bulundugu belirtilmektedir (Olivier, 2000; Boa, 2002; Wang ve ark., 2002a; Hall ve
ark., 2003a).

Bununla birlikte, son ylizyilda diinyada bazi yenilebilir ektomikorizal mantar
tiirlerinin dogadan toplanan miktarlarinda 6nemli derecede azalmalar meydana gelmistir
(Arnold, 1991; Chevalier, 1998; Reyna ve ark., 2002; Hall ve Wang, 2002). Omegin,
Avrupa’da dogadan toplanan Tuber melanosporum miktar1 20. yy’in baslarinda 2000
ton iken, giinlimiizde 150 tona diigsmiistiir (Olivier, 2000; Lefevre ve Hall, 2001; Hall
ve Wang, 2002). Japonya’da Tricholoma matsutake (Wang ve ark., 1997) ve Kuzey
yarimkiirede yetigen diger onemli yenilebilir ektomikorizal mantar tiirlerinin (Cherfas,
1991) hasatlar1 sirasindaki mantar miktarlari da Onemli derecede azalmistir. Bu
azalmalarin baslica sebepleri arasinda ormanlarin tahrip edilmesi, hastalik ve zararlilar
yliziinden ormanlardaki konukgu bitkilerin kaybi, dogal ormanlarda bulunandan daha
sik olarak agac dikimi yapilmasi gibi degisen ormancilik uygulamalari, zayif konukcu
bitki tiirleri ile yapilan plantasyonlarin dogal ormanlarin yerini almasi, kiiresel 1sinma,
kalabalik toplayicilar tarafindan topragin sikistirilmasi, aga¢ kesimleri, orman
yanginlari, asit yagmurlar1 ve II. Diinya Savasi sirasinda 6zellikle Tuber gibi mantar
tiirlerinin nerede bulundugu ve nasil hasat edilecegi konusundaki bilginin kayb1 yer
almaktadir (Wang ve ark., 1997; Baar ve ark., 1999; Olivier, 2000; Lefevre ve Hall,
2001; Hall ve ark., 2003a).



Dogadaki ektomikorizal mantar miktarindaki azalma ve ektomikorizal mantarlara
olan talep mikorizal mantarlarin yetistiriciligi konusunda arastirmalarin yapilmasina
neden olmustur. Ancak bu konudaki bilimsel literatiir mikorizal arastirmanin diger
alanlar1 ile karsilastirildiginda yetersiz kalmistir (Hall ve ark., 2003b; Pilz ve ark.,
2003).

Ektomikorizal mantarin yetistiriciligi ilk kez Joseph Talon tarafindan 18. yy’in ilk
yarisinda basarilmistir. Joseph Talon siyah Tuber mantarlarini iireten konuk¢u agaglarin
kok bolgelerinden mese fidanlari sasirtilirsa, bunlardan meydana gelecek yeni
agaclarinda Tuber {iretebilecegini diistinmiistiir. Cok gelismis bir yontem olmamasina
ragmen Talon’un teknigi 150 yil boyunca diinyada genis ¢apta kullanilmistir. Tuber
uncinatum, T. borchii, Terfezia claveryi ve Lyophyllum shimeji tiirlerini yetistirmek igin
de benzer teknikler kullanilmistir (Chevalier ve Frochot, 1997; Fujita ve ark., 1990;
Chevalier, 2002; Zambonelli ve ark., 2002).

Bununla birlikte 1970’1li yillarin baginda seralarda ya sporlarla ya da bulasik kok
pargalari kullanarak Tuber tiirleri ile bitkileri inokule etmek i¢in daha gilivenilir metotlar
bulunmustur (Chevalier ve Dupre, 1990; Kagan-Zur, 2002). Fransa ve Italya’da
Tuber tiirleri igin ticari inokulasyon metotlari 1970’lerden bu yana kullanilmaktadir
(Bencivenga ve ark., 1995). Son zamanlarda diinyada diizinelerce fidanlikta T.
melanosporum ve T. uncinatum ile inokule olmus fidan iiretilmesine ragmen (Olivier,
2000; Lefevre ve Hall, 2001), hem sulama, giibreleme, sicaklik, 151k seviyesi,
yetistirme ortaminin formiilasyonu ve pH hem de inokulumun miktari, kalitesi ve
uygulanmasi gibi basariy1 saglayacak cogu ayrinti meslek sirr1 olarak kalmaktadir (Hall
ve Wang, 1998a; Pacioni ve Comandini, 2000).

Kontrollii kosullarda inokule edilen bitkilerden yenilebilir ektomikorizal
mantarlarin tretimi 6zellikle Tuber igin (Chevalier ve Frochot, 1997) ve daha sonra
Cantharellus (Danell, 1997) ile Boletus i¢in (Olivier ve ark., 1997) gelistirilmistir.
Epigin (toprak iizerinde mantar meydana getiren) ektomikorizal mantar tiirlerinin
yetistiriciligi konusunda yapilan ¢alismalar Tuber tiirleri ve Rhizopogon rubescens gibi
hipogin (toprak altinda mantar meydana getiren) tiirlere gore daha az basarili olmustur.
Rhizopogon rubescens tirii 1980°1i yillardan beri Japonya’da basarili bir sekilde
yetistirilmektedir (Iwase, 1997).

Yapilan c¢aligmalarda Lyophyllum shimeji, Cantharellus cibarius ve Tuber

melanosporum tiirlerinin sporokarplari sirasiyla laboratuar, sera ve plantasyon



kosullarinda iiretilmistir (Ohta, 1994a; Danell ve Camacho, 1997; Hall ve Wang,
1998b). Spor siispansiyonlari, basidiokarplar veya mikorizal kok uclarindan hazirlanan
saf kiiltiirlerle inokulasyonun ardindan enfekte edilen bitkilerle Lactarius deliciosus,
Lyophyllum shimeji, Rhizopogon rubescens, Suillus granulatus, Terfezia tiirleri ve
Tuber borchii, T. melanosporum, T. uncinatum’un da iginde bulundugu degisik Tuber
tiirleri gibi yenilebilir mikorizal mantarlarin arazide basidiokarplarinin olusumu
saglanmigtir (Sisti ve ark., 1998; Morte ve ark., 2000; Hall ve ark., 2002; Wang ve
ark., 2002b; Zambonelli ve ark., 2002; Hall ve ark., 2003b). Orman alanlarinda
fidanlar i¢in inokulum olarak kullanilan farkli Laccaria, Hebeloma, Thelephora,
Rhizopogon, Pisolithus, Scleroderma gibi mantar cinsleri yapilan inokulasyonlarin
ardindan agik saksi topragi veya fidanlik kosullarinda sik sik basidiokarp
olusturmaktadir (Brundrett ve ark., 1996; Castellano, 1996).

Ektomikorizal oldugu kabul edilen Lyophyllum shimeji, Hebeloma tiirleri ve
Chalciporus rubinellus konukgu bitkiler olmadan besin ortami iizerinde olgun
basidiokarplar olustururken (McLaughlin, 1970; Suzuki, 1979; Ohta, 1994b; Ohta,
1998; Marmeisse ve ark., 1999), T. maculatum, T. melanosporum, C. cibarius ve
Lactarius deliciosus sera veya 6zel plantasyon kosullarinda geng konukgu bitkiler ile
ortak yasayarak mantar olusturmuslardir (Fassi ve Fontana, 1969; Shaw ve ark., 1996;
Hall ve Wang, 1998b; Danell, 1999). Bununla birlikte, laboratuar veya serada steril
kosullar altinda konukcu bitkiler Boletus edulis, Cantharellus cibarius, Lactarius
akahatsu ve L. hatsutake tiirleri ile asilanmig, fakat arazide mantar {iretimi
saglanamamistir (Wang ve ark., 1998; Danell, 2002; Yamada ve ark., 2002). Ayrica
¢ok uzun yillardir iizerinde ¢alisilan Tricholoma matsutake ve Tuber magnatum gibi
tirlerin yetistiriciligi konusunda yapilan ¢aligmalar basarisizlikla sonuglanmistir
(Bencivenga, 1998; Wang ve Hall, 2004).

Genellikle yenilebilir ektomikorizal mantarlarin yetistiriciligi kontrollii ¢evresel
kosullar altinda ¢ok basarili degildir. Giliniimiizde C. cibarius, Lyophyllum shimeji,
Lactarius deliciosus, Tuber borchii, T. formosanum, Rhizopogon rubescens ve Terfezia
laveryi gibi ektomikorizal tiirlerin yetistiriciligi konusunda metotlar gelistirilmekle
birlikte (Godbout ve Fortin, 1990; Danell ve Camacho, 1997; Iwase, 1997; Guerin-
Laguette ve ark., 2000; Yamada ve ark., 2001a; Danell, 2002; Honrubia ve ark.,
2002; Wang ve Hall, 2002; Zambonelli ve ark., 2002) kontrollii kosullarda yalnizca T.

melanosporum ve T. uncinatum tiirleri basarili bir sekilde ve ticari olarak



yetistirilebilmektedir (Ohta, 1994b; Kawai, 1997; Hall ve Wang, 1998a; Chevalier,
1998, 2002; Cairney ve Chambers, 1999; Olivier, 2000; Hall ve Wang, 2002; Hall
ve ark., 2002). T. magnatum, Tricholoma matsutake, Boletus edulis, Lactarius
deliciosus gibi ticari agidan O6nemli ve diinyanin en pahali ektomikorizal mantar
tirlerinin ¢ogu, vyapilan c¢ok sayida calismaya ragmen yetistirilememektedir
(Bencivenga, 1998; Hall ve ark., 1998; Wang ve Hall, 2004). Sonu¢ olarak ticari
acidan Onemli c¢ogu yenilebilir ektomikorizal mantar tiirliniin mevcut miktari
giiniimiizde hala sonbahar veya kis aylarinda dogadan hasat edilebilenlerle sinirh
kalmaktadir. Diger bir¢ok ektomikorizal mantarin yetistiriciligi i¢in yapilan ¢aligmalar
da basarisizlikla sonu¢lanmustir.

Ektomikorizal mantarlarin yetistiriciliginde en dnemli engeller; basaril bir sekilde
gelisip mantar olusturabilmeleri i¢in konukgu bir bitkiye ihtiya¢ duymalari, besin
ortaminda miselin yavas gelisimi, ektomikorizal mantarlarin aksenik kiiltiirlerinin
olusturulmasi, bu kiiltlirlerin devamlilifinin saglanmasi ve ektomikorizal sentezin
zorlugu, plantasyonlarin olusturulmasindan hem 6nce hem de sonra diger ektomikorizal
mantarlar ile kontaminasyonun olmasi, konuk¢u bir bitki ile mikorizal iliskinin
stirdiiriilme zorlugu ve mantar olusum mekanizmalar1 konusundaki bilgi eksikligi olarak
sayilabilir (Hall ve Wang, 1998a; Hall ve ark., 2003b).

Ektomikorizal mantarlarin kiiltiire alinmalarinin zor oldugu belirtilmistir (Hall ve
ark., 1998; Hutchison, 1999). Ektomikorizal mantarlar1 kiiltiire alabilmek igin ilk
olarak organizmayi izole etmek, onu saf kiiltlirde gelistirmek ve yeterli miktarda
inokulum iiretmek gerekmektedir (Harvey, 1991). Fidanlar1 ektomikorizal mantarlarla
asilamak icin dogal plantasyonlardan alinan toprak karigimindan olusan inokulum,
mikorizal fidanlar ve kokler, sporlar ve ektomikorizal mantarlarin saf misel kiiltiirleri
kullanilmaktadir (Harris ve Jurgensen, 1977; Molina, 1979; Fries, 1987).
Ektomikorizal mantarlarin saf misel kiiltiirleri veya vejetatif inokulumu biyolojik olarak
en gilivenilir inokulum tipi olarak tavsiye edilmektedir (Marx ve Kenny, 1982;
Brundrett ve ark., 1996). Fakat genis Olcekli bir fidanlik inokulasyonu icin yeterli
miktarda, pratik ve ekonomik olarak vejetatif inokulum tiretmek zordur (Marx ve ark.,
1992).

Ektomikorizal mantarlarin inokulasyonu icin serpme inokulasyon, bant halinde

inokulasyon, siispansiyon halinde inokulasyon, basidiospor inokulasyonu, tohum



kaplama yontemi ve ektomikorizal fidanlarin dikimi gibi yontemler kullanilmaktadir
(Peksen ve Kibar, 2007).

Iliman ve yagislh bir bolge olmasi nedeniyle hemen hemen her mevsimde dogada
degisik mantar tiirlerinin bulundugu Karadeniz Bolgesi makromantar florasi
bakimindan iilkemizin en zengin bolgesi konumundadir. Samsun ili de bu zenginlikten
nasibini almis, yenebilen doga mantarlar1 acisindan yiliksek bir potansiyele sahip
illerimizden biridir. ilde makromantar florasin1 belirlemeye yénelik olarak yapilan
calismalarda bir¢ok ektomikorizal mantar tiirii belirlenmis (Peksen ve Karaca, 2000a
ve 2000b; Peksen ve Karaca, 2003), bu tirlerden Cantharellus cibarius, Lactarius
controversus, L. deliciosus, L. pyrogalus, L. semisanguifluus ve Tricholoma terreum’un
bolgede pazarlarda satilan, halk tarafindan sevilerek tiiketilen ve ayn1 zamanda dis pazar
degeri yiiksek olan mantar tiirleri oldugu bildirilmistir (Peksen ve Karaca, 2000b).
Peksen ve ark. (2007) L. pyragalus ve L. controversus mantar tiirlerinin protein ve
mineral maddeler yoniinden zengin oldugu ve bolge halki icin yliksek kalitedeki bir
besin kaynagi olarak kullanim potansiyeline sahip oldugunu belirlemislerdir.

“Findik mantar1” veya “Tirmit” olarak bilinen L. pyragalus, Samsun, Giresun ve
Ordu halki tarafindan c¢ok sevilerek tiiketilen bir tiirdiir. Taze ya da salamurasi yapilarak
degerlendirilmektedir. Findik altinda, bahar aylarinda goriilmektedir. Ancak son yillarda
bu tiiriin dogadan toplanan miktarlarinda dnemli azalmalar oldugu gozlenmistir. “Sogiit
mantar1” olarak bilinen L. controversus tiirii de halk pazarlarinda satilan yaygin bir
tirdiir. S6giit veya kavak agaclari altinda, yaz sonlar1 veya sonbaharda olugmaktadir.
Halk tarafindan sevilerek tiiketilen Tricholoma terreum *“Karaoglan”, “Karakiz” ve
“Karaca” olarak bilinmektedir. Igne yaprakli orman altinda, genellikle sonbaharda
olusmaktadir. Kalitesi yliksek olan bu mantarin 06zellikle corbalara lezzet kattig
bilinmektedir. Diger doga mantarlarinin azaldigr dénemlerde bulunmasi da énemli bir
avantajdir. Ancak kiiciik yapili ve gevrek olmasi nedeniyle taginmasi sorun olmaktadir.

Bu mantar tiirleri bolge halki icin yiiksek kalitedeki bir besin kaynagi olarak
kullanim potansiyeline sahip olmalarinin yani sira (Peksen ve ark., 2007) medikal
olarak da kullanima sahiptirler (Ozcelik ve ark., 2004). Gerek besin degeri gerekse
tasidig1 tibbi 6zellikler bakimindan insan saglig1 acisindan ve ticari olarak énemli olan
bu ektomikorizal mantarlarin floramizda mevcut varyetelerinin kiiltiire alinmasi1 ve

yetistiriciligi konusunda bir¢ok caligmaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Bununla birlikte



yapilan literatiir taramalarinda {lkemizde bu konuda yapilan higbir calismaya
rastlanmamustir.

Bu c¢alismada Lactarius controversus, L. pyrogalus ve Tricholoma terreum
ektomikorizal mantar tiirlerinin kiiltiire alinabilme olanaklar1 arastirilmistir. Bu amagla
L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum ektomikorizal mantar tiirlerinin saf
kiltlirlerin elde edilmesi, uygun besin ortamlarinin saptanmasi, misel gelisim
kosullarinin (pH, sicaklik, C ve N kaynaklar1) optimizasyonu ve vejetatif inokulum
caligmalar1 yapilmistir. Bunun yam sira ele aldigimiz ektomikorizal mantar tiirleri
arasinda son yillarda onemli Ol¢lide azalma gdsteren ve oOzellikle bolgedeki ana
tirtinlerden biri olan findik (Corylus avellana) ile ektomikorizal iliskisi bulunan L.
pyrogalus tiiriiniin farkli inokulumlar1 findik fidanlarina inokule edilmis, farkli
inokulasyon uygulamalarmin fidan gelisimi ve ektomikoriza olusumu iizerine etkisi
belirlenmistir. Ayrica ektomikoriza teshisi ve tanimlanmasina yonelik caligmalar

yuriitilmistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ektomikoriza, Ektomikorizal Bitki ve Mantar Tiirleri

Yunanca mykes (mantar) ve rhiza (kok) kelimelerinden olusan mikoriza, mantar
miselleri ile yiiksek bitkilerin kokleri arasindaki karsilikli yararlanmaya dayanan
oldukga gelismis uzun siireli mutualistik bir iliskidir (Le Page ve ark., 1997; Smith ve
Read, 1997; Cairney, 2000; Redecker ve ark., 2000). ik kez 1885 yilinda orman
patolojisti olan A.B. Frank tarafindan mantar agac¢ iliskisini tanmimlamak ig¢in
kullanilmigtir. Bu iligkide mantar bitkiden C ve temel organik maddeleri temin ederken,
bunun karsiliginda bitkiye su, mineral besin maddeleri ve metabolitlerin aliminda
yardimc1 olmaktadir (Landeweert ve ark., 2001; Trudell, 2002). Ekosistemdeki besin
dongiisii ve bitki canliliginin devaminda biiyiik bir éneme sahip olan mikorizal iliski,
diinyadaki bitkilerin yaklagsik % 92’sinde goriilmektedir (Isaac, 1992). Orman agaglari,
narenciye, ¢ayir-mera bitkileri ve tarimi yapilan bazi tarla ve bahge bitkilerinin biiytime
ve gelismesi mikorizanin varligina baghdir.

Taksonomik yonden mikorizalar sporlarinin yapisi, bitkilerdeki enfeksiyon
sekilleri, kok i¢indeki morfolojik ve fizyolojik yapilar itibariyle biiylik farkliliklar
gostermektedirler (Sieverding, 1991). Gliniimiizde mikoriza 7 farkl tipe ayrilmaktadir.
Bunlar: 1-Vesikiiler arbiiskiiler mikoriza, 2-Ektomikoriza, 3-Ektendomikoriza, 4-
Erikoid mikoriza, 5-Arbutoid mikoriza, 6-Monotropoid mikoriza ve 7-Orkide mikoriza
olarak belirtilmistir (Harley ve Smith, 1983; Anonymous, 2009b). Bu mikoriza
tiplerinden tarimsal agidan Onemli olanlar1 vesikiiler arbiiskiiler mikoriza (VAM) ve
ektomikoriza (ECM)’dur.

Ektomikoriza, mikorizanin tarim ve ormancilik agisindan 6nemli bir tipidir.
Ozellikle orman agaglar1 ve calilar gibi daha ¢ok yiiksek yapili agaclarin kdklerinde
bulunan ektomikorizal simbiyoza (ortak yasama) genellikle kuzey ve sicak bolgelerde
tropik bolgelerden daha yaygin olarak rastlanmaktadir.

Ektomikorizal iligskinin kurulmasi; uygun bir konuk¢unun mantar tarafindan
taninmasi, konukcu kdk dokularinin istilasi ve son olarak bir dis kilifin {iretilmesi olmak
tizere U¢ farkli safhada gerceklesmektedir. Ektomikorizal iliskinin fonksiyonunu

anlatmak i¢in {i¢ anotomik yapinin agiklanmasina ihtiyag¢ vardir;



a) Fungal ortii (mantle): Ektomikorizal bitkilerde kokiin dis yiizeyi cokga
dallanmig bir hif ortiisii ile Ortiiliidiir. Bu Ortliniin yapis1 ve kalinlig1 tiire ve gevresel
kosullara bagl olarak biiyiik 6l¢iide degismektedir. Mantar i¢in Ortli besin maddesi ve
karbon deposu olarak hizmet edebilir ve orman ekosistemlerinde N ve P’un dénemli bir
miktar1 bu doku igerisinde depo edilebilir.

b) Hartig net: Kokiin dis bolgelerindeki kortekste epidermal ve kortikal hiicreler
arasinda yayilan hiflerin yogun ve ¢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.

¢) External (dis) miseller: Dis fungal 6rtiiden toprak igerisine yayilan hiflerden
olusan miseller besin alimi, mineral besin maddelerinin hareketi, su alimi1 ve diger
toprak mikroorganizmalar1 ile karsilikli etkilesimler icin genis bir ylizey alani
saglamasindan dolay1 6nemlidir (Marschner, 1995; Peterson ve ark., 2004).

Ektomikorizal iliskide mantar konuk¢u bitki tiirliniin korteksindeki hiicreler
arasinda gelisir, higbir zaman hiicre i¢inde gelismez. Ektomikorizal iliskide kokler kisa
ve kalin olup, bir fungal doku ortiisii ile ortiiliidiirler. Emici killar azdir ya da hi¢ yoktur.
Bu emici killar besinleri emme roliinii iistlenmektedir. Kisa koklerin {izerinde tiziim
salkim1 benzeri dallanmalar meydana gelebilir. Bu tiir olusum daha ¢ok Angiosperm ve
Gymnospermlerde gozlenir. Pinus tiirlerinde ise ¢atallanmis dallar seklinde olusumlara
rastlanir. Zaman zaman uzun koklerin de mantar hiflerince enfeksiyona ugradigi
goriiliir. Ancak bu tiir enfeksiyon genellikle “Hartig net” tarafindan Onlenir (Giir ve
ark., 1993).

Ektomikorizal iliski gosteren konukcu bitkiler odunsu ve ¢ok yillik bitkilerdir. Bu
gruba giren bitkilerden bazilar1 ¢am (Pinus), ladin (Picea), koknar (Abies), kavak
(Populus), kaymn (Fagus), hus agaci (Betula), mese (Quercus) ve okaliptiis
(Eucalyptus)’tir (Anonymous, 2009¢). Yine bahge bitkilerinden kestane (Castanea
sativa), findik (Corylus avellana), ceviz (Juglans regia), kiraz (Prunus avium) ve visne
(Prunus cerasus) ektomikorizal iliski gosteren tiirlerdir. Bir agag, bazen ayni zamanda
birkag fungal tiire konukcu olabilir. Bununla birlikte bazi cinslerde hem ECM hem de
VAM bulunabildigi (¢inar, kestane, kayin, mese, okaliptiis, ceviz, akasya, servi, kavak,
soglit, karaagag, kizilagag, giirgen) belirtilmektedir (Smith ve Read, 1997;
Anonymous, 2009b).
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Ektomikorizal mantarlar ekonomik olarak en 6nemli mantar gruplarindan birini
olusturmaktadirlar. Basidiomycota’dan  Agaricales (Amanita, Boletus, Suillus,
Tricholoma), Russulales (Russula, Lactarius, Cortinarius), Aphyllophorales
(Thelephora), Hymenogastrales (Rhizopogon) ve Sclerodermatales (Scleroderma),
Ascomycota’dan Tuberales (Tuber tiirleri) ve Zygomycota’dan Endogonales takimina
giren tiirler ektomikorizal simbiyoz gosteren baslica mantarlardir (Isaac, 1992;
Anonymous, 2009c).

Dogada 5000-6000 arasinda mantar tiiriiniin ECM meydana getirdigi tahmin
edilmektedir (Molina ve Trappe, 1982). Italyan beyaz tuber mantari gibi bu
mantarlardan bazilar1 diinyadaki en pahali yiyecekler arasindadir ve diinya ¢apindaki
marketlerde yerini ¢oktan almistir. Diinyada 300’iin iizerinde yenilebilir ektomikorizal
mantar tiirii icerisinde en fazla iizerinde durulan tiirler Périgord siyah tuber mantari
(Tuber melanosporum), italyan beyaz tuber mantar1 (Tuber magnatum), Cantharellus
cibarius, Lactarius deliciosus ve Tricholoma matsutake’dir (Wang ve Hall, 2004).

Ektomikorizal mantarlar1 yasam big¢imleri bakimindan 4 gruba ayirmak
miimkiindiir (Kibar ve Peksen, 2007).

Birinci grup: genellikle serbest yasayan, fakat uygun konukcularla mikoriza da
olusturabilen saprofik tiirlerdir.

Ikinci grup: genellikle ektomikorizal olan ve genis bir konukcu smifina sahip
olan, fakat serbest yasayan tiirlerdir. Bu grup mantarlar saprofik bir yetenege de
sahiptirler.

Uciincii grup: bilinen ektomikorizal tiirlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu igine alir.
Bitki kokleri ile ortak bir yasam big¢imine ve genis bir konukc¢u sinifina sahiptir.
Lactarius ve Tricholoma tiirleri bu grupta yer almaktadir.

Doérdiincii grup: genellikle serbest yasamayan ve son derece sinirli bir konuk¢u
sinifina sahip olan, yalnizca birka¢ mantar tiiriiniin oldugu gruptur.

Ektomikorizal mantarlar her zaman ektomikorizal bitki tiirlerinin yakininda ve
ektomikorizal bitkileri ¢cevreleyen toprakta meydana gelirler, fakat bazen kiitiikler veya
aga¢ govdeleri lizerinde de bulunabilirler. Mantarlar dikkat ¢ekici renklerde oldukca
bliyiik veya cok kiiclik olabilirler. Bunlar kisa 6miirlii yapilar olup, birka¢ haftada veya
sadece birkag¢ giinde meydana gelebilirler. Baz tiirler yilda bir ya da birkag¢ kere olmak
tizere her y1l mantar iiretirken, bazilari her yil mantar olusturmamaktadir (Brundrett ve

ark., 1996).
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Deacon ve Fleming (1992) cktomikorizal mantarlar1 erken ve ge¢ donem
mantarlari diye iki gruba ayirmiglardir.

Erken donem ektomikorizal mantarlarin 6zellikleri asagida verilmistir.

1. Mantarin spor lireten lireme organi ilk yillarda geng agaglarin altinda gelisir.

2. Bu organlar ve mikorizalar kok sistemi uzantisinin yakin ¢evresinde goriiliir.

3. Steril olmayan topraklara spor ve misel asilandiginda kolayca enfeksiyon
gelisir.

4. Steril olan as1l1 fidanlar topraga dikildiginde, onlara kars1 direng gosterirler.

5. Kiiltiirde enfeksiyon ve fazla biiyiime i¢in az sekere gereksinim duyarlar.

6. Enfeksiyon, ortamin diisiik fosfor igeriginden etkilenmez.

7. Bitki koklerinde veya kiiltiirde sporlari ¢imlenebilir.

Geg donem ektomikorizal mantarlarin 6zellikleri asagida verilmistir.

1. Mantarin spor iireten lireme organlar ileriki yillarda, agaglar olgunlastik¢a
gelisir.

2. Bu organlar ve mikorizalar esasen daha yasl kok bolgelerinde goriiliir.

3. Steril olmayan topraklara spor ve misel asilandiginda kolayca enfekte olmazlar.

4. Steril olan asil1 fidanlara kars1 direngleri zayiftir.

5. Kiiltiirde enfeksiyon ve fazla biiylime i¢cin ¢ok miktarda sekere gereksinim
duyarlar.

6. Enfeksiyon, ortamin diisiik fosfor igeriginden etkilenir.

7. Sporlari kiiltiirde kolayca ¢imlenemez.

Gibson ve Deacon (1990)’un erken donem mantarlarim1i ge¢ dénem
mantarlarindan ayiran fizyolojik farkliliklar1 belirlemek icin yaptiklar1 bir ¢alismada,
kiiltiir besin ortaminda glikozun olmadigi durumlarda erken donem mantarlarinin
(Hebeloma crustuliniforme gibi) misel gelistirmesine ragmen, ge¢ donem mantarlarinin
misel gelisimi i¢in mutlaka glikoza gereksinim duydugu tespit edilmistir.

Ayrica yapilan bir ¢aligmada erken donem mantar tiirlerinin bitki biiyiimesinde,
gec donem mantarlarina oranla ¢ok daha fazla etkili oldugu da belirlenmistir (Thomson
ve ark., 1994).

Cogu Lactarius tirii genellikle daha yasli orman alanlarinda sporokarp tirettigi

icin ge¢ donem ektomikorizal mantarlar1 olarak tanimlanmaktadir (Hutchison, 1999).
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Yine Tricholoma tiirlerinin de ge¢ dénem ektomikorizal mantarlar arasinda yer aldigi

belirtilmektedir (Fleming ve ark., 1986).

2.2. Ektomikorizal Mantarlarin Saf Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi ve Misel
Gelisimi Ile Tlgili Yapilan Calismalar

Ektomikorizal mantarlarin saf misel kiiltiirleri biyolojik olarak en giivenilir
inokulum tipi olarak tavsiye edilmektedir (Marx ve Kenny, 1982; Brundrett ve ark.,
1996; Lakhanpal, 2000).

Birgok ektomikorizal mantar tiirii izole edilememekte ve saf kiiltiirde
gelistirilememektedir. Bazi tiirler ise kiiltiirde genellikle ¢ok yavas gelismektedir ve
birkag aydan sonra cogunlukla 6lmektedirler (Isaac, 1992).

Ektomikorizal mantarlar sporokarplar, eseysel sporlar, ektomikorizal kokler,
sclerotia ve rizomorflardan izole edilebilmektedirler. Tiir teshis edilebildigi ve fungal
materyal ¢cok az on muamele gerektirdigi i¢in genellikle sporocarp izolasyonu tercih
edilmektedir. Sporokarplardan saf kiiltiirlerin elde edilmesinde ise ¢ogunlukla sapkadan
elde edilen veya sapin en list kismindan alinan doku ile lamellerin biraz iist kismi
kullanilmaktadir. Olgunlasmamis sporokarplardan izolasyon olgun sporokarplardan
yapilan izolasyona gore daha basarili sonuglar vermektedir. Ektomikorizal mantarlar
sporokarplardan izolasyonun kolayligi ve Kkiiltiirde biiylime bakimindan cok farkli
olabilmektedir. Bazi tiirler kolayca izole edilip kiiltiirde iyi bir gelisme gdsterebilirken,
bazilarini izole etmek imkansizdir. Mantarlar toplandiktan sonra izolasyonlar miimkiin
olan en kisa siirede yapilmalidir. Izolasyon hemen arazide yapildigi zaman ise
genellikle en iyi sonuglar alinmaktadir. Eger toplandiktan sonra birkag¢ giin igerisinde
izolasyon yapilacaksa Ornekler buzdolabinda (3-5 °C) saklamilmalidir. Fungal
inokulasyonlar steril sartlarda laminar hava akislh bir kabinde yapilmalidir. Inokulasyon
yapildiktan sonra kiltiirler genellikle 20-25 °C’de inkiibe edilmekte ve aktif misel
gelisimlerini saglamak i¢in her 8-12 haftada bir taze alt kiiltiirlerin yapilmasi
gerekmektedir (Brundrett ve ark., 1996).

Ektomikorizal mantarlarin ¢ogu saf kiiltiirde gelisim i¢in basit karbonhidratlara
ilave olarak tiamin ve biyotin gibi 0zel biliyime maddelerine gereksinim
duymaktadirlar. Gelisimi tesvik etmek igin besin ortamina vitaminler, biiylimeyi
diizenleyiciler ve antibiyotikler ilave edilebilmektedir. Diinyada ektomikorizal mantar

tiirlerinin saf kiiltiirlerinin elde edilmesinde MMN (Modifiye Edilen Melin-Norkrans),
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BAF (Biyotin Aneurin Folik Asit Agar), PDA (Patates Dekstroz Agar), MEA (Malt
Ekstrakt Agar), M40, PACH, FDA ve Gamborg ortam1 yaygin olarak kullanilan besin
ortamlaridir (Peksen ve Kibar, 2007).

Cantharellus cibarius ektomikorizal mantarinin sporlarinin ¢imlendirilmesi ilk
kez Fries (1979) tarafindan yapilan ¢alismada kompleks bir besin ortami kullanilarak
basarilmistir. Straatsma ve ark. (1985) yaptiklar1 ¢alismada C. cibarius sporlarinin
¢imlenme oraninin ¢ok diisiik oldugunu tespit etmisler ve mantar dokusundan saf C.
cibarius miseli elde etmeyi basarmislardir. C. cibarius’un misel iiretiminde 5 mM
stiksinat veya 25 mM MES katilmis siv1 Fries ortaminin (pH 5.5) en iyi sonucu verdigi
bildirilmistir (Straatsma ve Griensven, 1986).

France ve Reid (1984) cktomikorizal mantarlarin saf kiiltiir gelisimi iizerine
inorganik N kaynaklarinin etkisini aragtirmiglardir. Calismada 4 farkli ektomikorizal
mantar tiriniin misel gelisimi amonyum ve nitrat igeren besin ortamlarinda
incelenmistir. Pisolithus tinctorius, Cenococcum geophilum ve Thelephora terrestris
tirleri N kaynagi olarak amonyum igeren ortamda, Suillus granulatus tiirii ise nitrat
iceren ortamda daha iyi bir gelisim gdstermistir.

Brundrett (1991) Lactarius’un kiiltiirde yavas gelisen ve zor kiiltiire alinabilen
Ozelliklere sahip bir cins oldugunu bildirmistir.

Saf kiiltiirde farkli organik ve inorganik N kaynaklar1 igeren sivi ortamda 6
ektomikorizal mantar tiriiniin (Suillus variegatus, Piloderma croceum, Paxillus
involutus, Hebeloma crustuliniforme, Thelephora terrestris, Lactarius rufus) misel
gelisimi incelenmistir. Tiim mantarlar amonyumda iyi bir gelisim gostermistir. Bununla
birlikte aym tiirlin farkli izolatlar1 arasinda degisiklik olmasina ragmen nitrat iceren
ortamda gelisim genellikle daha diisiik bulunmustur. Bovin serum albiimin (BSA)
kullanimi tiirlere gore degisiklik gostermis, Laccaria tiirleri BSA’dan daha az
yararlanmistir (Finlay ve ark., 1992).

Coltricia perennis, Laccaria bicolor, Lactarius hepaticus ve Paxillus involutus
ektomikorizal mantar tiirlerinin kati ortam {izerinde organik (glisin) ve inorganik
(amonyum) N ve C (glikoz) kaynaginda misel gelisim durumlari arastirilmistir. L.
bicolor hem amonyum hem de glisin i¢eren ortamda gelisme goéstermistir. N kaynagi
olarak amonyum igeren ortamda L. hepaticus ve P. involutus’un biyomas iiretimi ve

gelisim hiz1 glisin igeren ortama gore daha yiiksek bulunmustur. Coltricia perennis’in
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amonyum ve glisin i¢ceren ortamlarda benzer gelisim gosterdigi belirlenmistir (Baar ve
ark., 1997).

Ohta (1997) yaptig1 calismada 33 farkli ektomikorizal mantar tiirlinliniin
misellerini nisasta, amiloz ve glikoz igceren ortamlarda gelistirmistir. Nisasta, amiloz ve
glikoz igeren agar ortami iizerinde gelistirilen mantarlarin misel agirliklari sirasiyla 1.1-
94.9 mg, 0.4-93.3 mg ve 2.0-97.5 mg arasinda degisiklik gostermistir. Misel gelisim
hizlar1 arpa tane ortaminda 0-1.17 mm/giin ve celtik tane ortaminda 0-2.03 mm/giin
olarak belirlenmistir. Calismada yer alan ektomikorizal mantarlarin ¢ogu amiloz
tizerinde iyi bir gelisim gdstermis ve amilozda gelisim hizi arpa iizerindekinden daha
yiiksek bulunmustur. Bir kag Lyophyllum, Hebeloma, Sarcodon ve Tricholoma irki1 hem
glikoz hem de nisasta ortami iizerinde iyi bir gelisim gostermistir.

De Aratdjo ve ark. (1998)'nin yaptiklar1 c¢alismada kati ortam iizerinde
ektomikorizal mantarlarin gelisim fizyolojisi aragtiritlmistir. Ektomikorizal mantarlarin
kat1 ylizeyde gelismesi sirasinda besinsel parametrelerden (kiiltiir ortam1 kompozisyonu,
C ve N kaynaklar1) nasil etkilendigini gostermek amaciyla yapilan ¢aligmalar hem agar
ortami lizerinde hem de besin solusyonu ilave edilen kati substrat (sekerkamisi artigi,
torf/vermikiilit) lizerinde yiritilmigstiir. Patates Dekstroz Agar (PDA) ortaminin
Pisolithus tinctorius, Suilllus collinitus, Lactarius deliciosus ve L. sanguifluus tiirlerinin
misel gelisimi i¢in uygun oldugu sonucuna varimistir. SSF (katt satha
fermentasyonu)’de kiiltiirlerde iyi bir misel gelisimi gozlenmistir. SSF’de bu irklarin
metabolizmasi iizerine 15181n etkisi kadar inokulum biiyiikligi ve yasimin da etkili
oldugu belirlenmistir.

Miles (1999) mantarlarin heterotrofik organizmalar olmalari nedeniyle misel
gelisimi i¢in ortamda C ve N kaynaginin bulunmasi gerektigini bildirmistir.

Peksen ve ark. (1999)’nin yaptiklar1 ¢alismada Tricholoma terreum, Lactarius
semisanguifluus, L. deliciosus, Cantharellus cibarius ve Polyporus squamosus’un
sporlar1 10 degisik besin ortaminda (bugday agar, bugday maya agar, malt agar, malt
maya agar, patates dekstroz agar, patates dekstroz maya agar, Yang ortami, Lambert
ortami, sentetik ortam ve toprak ekstrakt agar) kiiltiire alinmistir. Ancak ¢oklu spor
metodu ile bu ortamlarin higbirisinde dofa mantarlarinin  misel {iretimleri
saglanamamustir.

Saf kiiltiirde baz1 ektomikorizal mantar tiirlerinin kiiltiirel 6zelliklerini arastirmak

amaciyla yapilan calismada 21 adet ektomikorizal mantar tiirliniin taksonomik kriterlere
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gore makroskopik ve mikroskopik 6zellikleri belirlenmistir. Kiiltiir ortam1 olarak MMN
ve BAF ortamlar1 kullanilmistir. Makroskopik olarak misel rengi, havali misel miktari
ve mikroskopik olarak dalgali, girintili ¢ikintili ve diizensiz hiicrelerin varligi tiirler
icerisinde en degisken 6zellikler olarak belirlenmistir (Sanchez ve ark., 2000).

Wang (2000) yaptigi ¢alismada yenilebilir mikorizal mantarlarin in vitro’da
yetistirilebilmesi i¢in kullanilabilir bir metot gelistirmistir. Yetistiricilik i¢in taze veya
gen¢ mantarlardan elde edilen dokunun daha yiiksek hayatta kalabilirlik oranina sahip
oldugu, fakat olgun mantarlardan alinan veya toplandiktan sonra belli bir zaman gegen
mantarlardan alinan dokularda hayatta kalabilirligin azaldig1 belirlenmistir. Lamellerden
alinan dokularin hayatta kalma oranlar1t % 95 olarak bulunmustur. Yetistiricilik i¢in
kiiltiir ortam1 olarak EGA ve modifiye edilmis EGA en uygun ortamlar olarak
belirlenmistir.

Sanchez ve ark. (2001) 8 farkli ektomikorizal mantar tiiriniin (Hebeloma
edurum, Lactarius deliciosus, Rhizopogon roseolus, Suillus collinitus, S. granulatus, S.
luteus, Tricholoma focale ve T. striatum) saf kiiltiirde gelisimleri tizerine farkli sicaklik,
pH ve su potansiyellerinin etkisini arastirmiglardir. Her bir tiiriin biyomas (biyokiitle)
tiretimi ve misel gelisimi belirlenmis, morfolojik olarak tanimlanmistir. H. edurum ve L.
deliciosus tiirleri notr veya hafif bazik ortamda daha iyi gelisim gostermislerdir. Mantar
tirlerinin ¢ogunda en diisiik koloni c¢ap1 ve kuru madde iiretimi pH 2.5’da elde
edilmistir. Yiiksek su stresi seviyelerinde (-13.85 ve -15.45 bar) sadece H. edurum, R.
roseolus ve S. collinitus tiirleri gelisim gdstermistir. Incelenen ektomikorizal mantar
tirleri i¢inde yalmzca R. roseolus ve S. collinitus tiirleri 30 °C’de gelisirken, diger tiirler
diisiik sicaklik seviyelerinde gelisim gostermislerdir. R. roseolus tiirii yiiksek pH
seviyeleri ve su stresine daha yiiksek bir tolerans gosterirken, L. deliciosus, T. focale ve
T. striatum en hassas tiirler olarak belirlenmistir.

De Araudjo ve Roussos (2002) yaptiklar1 calismada agar ortami iizerinde
ektomikorizal mantarlarda misel gelisimini arastirmak icin yeni bir teknik
gelistirmislerdir. Bu amagla bir selofan disk ile ortiilii 10 ml kiiltlir ortami iceren 6 cm
capinda petri kaplar1 kullanilmistir. Fungal biyomas iiretimi analizi i¢in ortamin yiizeyi
lizerine steril edilen bir selofan &rtii yerlestirilmistir. Inokulasyon selofan &rtiiniin
merkezi lizerine bir misel parcasinin yerlestirilmesi ile yapilmistir. Kiiltiirler daha sonra
karanlikta 25 °C’de inkiibe edilmistir. Koloninin 1ginsal gelisimi 6lglilmiis ve misel kuru

agirh@ tespit edilmistir. Suillus collinitus, Pisosithus arrhizus ve Hebeloma
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cylindrosporum tiirleri PDA veya Pintro ortami olmak {izere iki farkli kiiltiir ortaminda
gelistirilmistir.

Azot kaynaklarinin Cantharellus cibarius’un misel gelisimine etkisini aragtirmak
amaciyla farkli kombinasyonlarda amonyum, nitrat ve bovin serum albiimin (BSA)
iceren sivi ortamda 3 farkli C. cibarius wrkinin gelisimi incelenmistir. En kolay
kullanilabilen N kaynagi amonyum olarak belirlenmis ve BSA kullanimi amonyum
iceren ortamla karsilastirildiginda sinirli bulunmustur. Ayrica nitrat igeren ortamda
gelisimin zayif oldugu tespit edilmistir (Rangel-Castro ve ark., 2002).

Sangtiean ve Schmidt (2002) yeni bir kiiltir teknigi kullanarak farkli N
kaynaklarimin Amanita, Gymnoboletus, Lactarius ve Russula cinslerine ait 8
ektomikorizal mantar tiirliniin misel gelisimine etkisini arastirmiglardir. Bu amagcla
ylizen bir ortii lizerinde hifal gelisimin saglandig1 yeni bir kiiltiir teknigi gelistirilmistir.
Bazi istisnalar hari¢ bu teknikteki fungal biyomas iiretimi kat1 ortam iizerindeki fungal
gelisime benzer bulunmustur. Ektomikorizal mantarlarin inorganik (nitrat, amonyum)
ve organik (amid, peptit, protein) N kaynaklarini kullanma durumlar belirlenmistir.
Tim Russula tiirleri, Lactarius sp. ve Amanita sp. amonyum ve glutaminden
faydalanmis, fakat diger N kaynaklarimi ¢ok az kullanmiglardir. Amanita tiirlerinin
biyomas iiretimi amonyum ve glutaminde daha yiiksek bulunmasina ragmen, tim N
kaynaklarinda gelisim gostermislerdir. Gymnoboletus sp. N kaynagi olarak nitrat ve
amonyumda benzer bir gelisim gdstermistir.

Gonzalez-Ochoaa ve ark. (2003)’nin yaptiklar1 ¢alismada kiiltiir ortam1 olarak
Suillus ve Rhizopogon tiirleri icin MMN ve Lactarius tiirleri i¢in BAF besin ortamini
kullanmiglardir. Miseller 6nceden steril edilmis, s1vi ortamin bulundugu 1 I’lik siselerde
gelistirilmis ve 3 ay boyunca 23 °C’de inkiibe edilmistir.

Laccaria bicolor’un misel gelisimi patates dekstroz agar (PDA), malt ekstrat agar
(MEA), Sabouraud agar (SAB), Ingestad agar (ING), modifiye edilen Melin-Norkrans
agar (MMN), Hagem agar (HG) ve biyotin aneurin folik asit agar (BAF) besin
ortamlarinda arastirilmistir. En yiiksek gelisim hizi ve koloni ¢apt MEA ve BAF
ortamlarinda gozlenirken, en yiiksek biyomas iiretimi BAF ve SAB ortamlarinda tespit
edilmistir (Santiago-Martinez ve ark., 2003).

Sundari ve Adholeya (2003) yaptiklari calismada ektomikorizal mantar
izolatlarinin optimum gelisim pH’sin1 belirlemeye ¢alignuslardir. Incelenen izolatlardan

Agaricales (Laccaria laccata harig) ve Aphyllophorales iiyeleri nétr ve nétre yakin
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pH’y1 tercih ederken, Sclerodermatales takiminin iiyeleri asidik pH’da daha iyi bir
gelisim gostermislerdir. Yapilan ¢alismalar ortam pH’sinin yalnizca mantarin gelisim
hizim1 degil, ayn1 zamanda mantarin ortamda daha fazla yayilmasini da sinirlandirdigini
gostermistir.

Hatakeyama ve Ohmasa (2004) ortamdaki farkli konsantrasyonlardaki C
(glikoz, sukroz, selobiyoz, mannoz, gliserol, dekstrin, trehaloz ve ¢dziinebilir nisasta) ve
N (amonyum tartarat, arginin, glutamik asit, aspartik asit ve alanin) kaynaklarinda farkl
Suillus ve Boletinus irklariin misel gelisimini arastirmislardir. Calismada besin ortami
olarak Ohta ortamn kullanilmustir. Incelenen tiim irklarda glikoz veya trehaloz’un
bulundugu ortamlarda iyi bir gelisim gozlenmistir. Mannoz ve selobiyoz’un bulundugu
ortamlarda Suillus’un bir ki1 harig, irklar genellikle iyi bir gelisim gostermislerdir.
Dekstrin ve ¢ozilinebilir nisastanin kullanimi her bir irkta farklilik gostermistir. Sukroz
ve gliserol’de ise tiim irklarda misel gelisimi ¢ok diisiik bulunmustur. Suillus irklarinda
4 farkli aminoasitin (arginin, glutamik asit, aspartik asit ve alanin) misel gelisimine
etkisi amonyum tartaratla benzer bulunmustur. Fakat Boletinus irklarinda amino
asitlerle misel gelisimi amonyum tartarat ile misel gelisiminden belirgin bir sekilde daha
diisiik bulunmustur. Ayrica ¢alismada 9 farkli Suillus ve Boletinus 1rki igin glikoz ve
amonyum tartarat konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmistir. Glikoz konsantrasyonlari 1,
3.33, 10, 33.3, 100 ve 200 g/l, amonyum tartarat konsantrasyonlar1 0.2, 1, 5, 10 ve 20
g/l olarak denenmistir. 25 g/I’dan daha yiiksek bir glikoz konsantrasyonunda alt1 irkta
maksimum misel gelisimi gozlenirken, bir irkta en iyi misel gelisimi 70 g/l glikoz
konsantrasyonunda gozlenmistir. Sonuglar bu mantarlarin  nispeten yiliksek C
konsantrasyonlarina adapte oldugunu gostermektedir. Genellikle maksimum misel
gelisiminde amonyum tartarat konsantrasyonu artarken, glikoz konsantrasyonu azalmis
ve daha yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda misel gelisimi hizla azalmigtir.

Amanita caesarea’nin birka¢ izolatina in vitro kiiltirde pH (5, 6, 7 ve 7.5),
sicaklik (20, 24 ve 28 °C), C (nisasta, glikoz, fruktoz, mannitol, sukroz ve ksiloz) ve N
(alblimin bovin, Ca(NOs), ve (NH4),HPO4) kaynaklarinin etkisi arastirllmig ve bu
izolatlar i¢in kiiltiir kosullar1 optimize edilmistir. En iyi misel gelisimi pH 6-7’de
saglanmis ve optimum gelisme sicakligi izolata bagli olarak 24-28 °C olarak
belirlenmistir. Incelenen N kaynaklar1 arasinda en yiiksek misel koloni cap1 albiimin
bovin ve kalsiyum nitrattan elde edilirken, en yiiksek misel kuru agirligi amonyumdan

saglanmistir. C kaynaklar1 arasinda ise en yliksek misel koloni ¢ap1 mannitol, en yiiksek
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misel kuru agirligi ise mannitol ve glikozdan elde edilmistir. Bununla birlikte ksiloz
misel gelisimini engellemistir. Calismanin sonucunda A. caesarea’nin en iyi misel
gelisimi i¢in C kaynagi olarak mannitol ve glikoz, N kaynagi olarak ise amonyumun
kullanilmas1 gerektigi sonucuna varilmistir (Daza ve ark., 2006).

Xu ve ark. (2008) yaptiklari ¢caligmada Boletus edulis, Lactarius deliciosus ve L.
insulsus ektomikorizal mantar tiirlerinin saf kiiltiir gelisimleri i¢in optimum kosullari
elde etmek amaciyla ortam, pH ve sicakligin etkilerini arastirmiglardir. Sonuglar bu
mantar tiirlerinin vitamin ve maya ekstrakt igeren ortamlarda gelisimlerinin daha iyi
oldugunu gostermistir. Ayrica pH’ nin bu mantar tiirlerinin gelisimi iizerinde ¢ok az bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Calismada optimum pH degerlerinin L. deliciosus
icin 6.0 ve B. edulis i¢in 5.0 oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte L. insulsus
tiiriiniin genis bir pH araligina sahip oldugu, notr veya hafif alkali ortamlarda daha iyi
bir gelisim gosterdigi tespit edilmistir. Bu mantar tiirlerinin gelisimi i¢in optimum
sicakliklar 25-28 °C olarak belirlenmis ve oOzellikle yiiksek sicakliklar misellerin

Oliimiine neden olmustur.

2.3. Ektomikorizal Inokulum Uretimi, Inokulasyon Yontemleri ve
Ektomikorizal Olusum fle ilgili Yapilan Cahsmalar

Ektomikoriza ile ilgili arastirmalarda kullanilan fungal inokulum kaynaklar1 dogal
plantasyonlardan alinan toprak, mikorizal fidanlar ve kokler, sclerotia, sporlar ve
ektomikorizal mantarlarin saf misel veya vejetatif inokulumudur (Harris ve Jurgensen,
1977; Molina, 1979; Fries, 1987).

Ektomikorizali bitkiden alinan toprak inokulumu en yaygin olarak kullanilan
dogal inokulum kaynagidir (Marx ve Kenny, 1982). Spor, bitki kokleri ve hiflerden
olusan toprak inokulumu fidanlar1 inokule edebilmektedir. Toprak inokulumunun
toplanmas1 ve uygulanmasi, diger inokulum tiplerine gore daha kolaydir (Helm ve
Carling, 1990). Dezavantajlar1 ise toprak igerisinde bulunan diger mantar tiirlerinin
kontrol edilememesidir. Topragin istenen mantar tiirlerini igermesinin hicbir garantisi
yoktur. Fazla miktarlarda topragin tasinmasi zor ve pahalidir. Ayrica toprak inokulumu
ektomikorizal mantarlara ilaveten zararli mikroorganizmalar1 ve yabanci otlar1 da
icerebilmektedir (Marx ve Kenny, 1982).

Fidanlar1 inokule etmek i¢in kullanilan mikorizal kok pargalari, sporlardan daha

hizli kolonize olmakta ve uzun siire sogukta muhafaza edilebilmektedir. Dezavantaji ise
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patojen potansiyelinin fazla olmasidir. Uygun bir yiizey sterilizasyonu yapilirsa
patojenler azaltilabilmektedir (Biermann ve Linderman, 1983).

Inokulum kaynagi olarak ektomikorizal mantar sporlarinin kullanilmas: 18.
ylizylla kadar dayanmaktadir. Spor inokulumu kullanilmasinin en 6nemli avantaji
sporlarin bir mevsimden digerine kadar hayatta kalma yeteneginin siirmesi ve uzun siire
muhafaza edilebilmesidir (Marx ve Kenny, 1982). Spor inokulumunun en biiylik
dezavantajlarindan bir tanesi ise sporlarin canliligini tespit etmek icin standart
laboratuvar testlerinin olmayisidir. Diger bir dezavantaji ise fidanliklar1 asilamak i¢in
gereken cok sayida mantarin yeterli miktarda sporokarpi her yil mevcut olmayabilir.
Ektomikorizal mantarlarin sporlar1  kiigiikt olup, kok bolgesinde yikanabilir.
Basidiosporlar ile ektomikoriza olusumu genellikle aym1 mantarin  vejetatif
inokulumundan 3-4 hafta kadar daha uzun bir zaman almaktadir. Spor inokulumunun
kullanilmasinda belki de en Onemli problem genetik tanimlamanin olmayisidir
(Norland, 1993).

Ektomikorizal mantarlarin saf misel veya vejetatif inokulumu, fungal saf
kiiltiirlerden elde edilmektedir. Inokulasyon igin de en fazla tavsiye edilen inokulum
tipidir (Marx ve Kenny, 1982; Brundrett ve ark., 1996; Lakhanpal, 2000). Biyolojik
olarak en giivenilir inokulum tipi vejetatif inokulumdur (Marx ve Kenny, 1982). Kiiciik
kaplarda, saksilarda, parsellerde ve hatta kiiciik fidanlik arazilerinde yiiriitiilen
caligmalar icin yeterli miktarda vejetatif inokulum iiretmek kolaydir. Bununla birlikte
genis Ol¢ekli bir fidanlik inokulasyonu i¢in yeterli miktarda, pratik ve ekonomik olarak
vejetatif inokulum iiretmek zordur (Marx ve ark., 1992).

Fidanlarin ektomikorizal inokulum ile a) tohumlar ekilmeden 6nce, b) tohumlar
ekilirken ve ¢) tohumlar ekildikten sonra olmak iizere ii¢ agilama zamani vardir. Bunlar
arasinda en etkili olan1 tohumlar ekilmeden 6nce ve tohumlarin ekilmesi sirasinda
yapilan agilamadir.

Ektomikorizal mantarlarin inokulasyonunda degisik yontemler
kullanilabilmektedir:

a) Serpme inokulasyon: Ektomikorizal mantarlarin inokulasyonunda yaygin
olarak kullanilan serpme inokulasyon belirli bir miktar inokulumun toprak yilizeyinde
belirli bir alana serpilmesi ve daha sonra inokulumun tohum ekiminden 6nce topragin
10-20 cm derinligine karistirilmasi seklinde yapilmaktadir (Riffle ve Maronek, 1982).

Fazla miktarda inokulum gerektirmesi bu yontemin dezavantajinit olusturmaktadir.
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Mikorizali kok pargalari, toprak, spor ve vejetatif inokulum bu amagla
kullanilabilmektedir (Norland, 1993).

b) Bant halinde inokulasyon: Inokulumun topragin altina bant veya tabaka
halinde uygulanmasidir. Bdylece inokulum gelismekte olan koklere yakin olarak yogun
bir sekilde gelisir. Tiipli fidanlar kullanildig1 zaman bant halinde inokulasyon serpme
inokulasyon tekniginden daha etkilidir ve daha az inokuluma gereksinim duyulur. Bant
halinde inokulasyon diger tekniklerle karsilagtirildiginda isglicii ve zaman bakimindan
kazang saglamakta, ancak makine kullanimmi gerektirmektedir. Cogu inokulum tipi
bant halinde inokulasyon yontemiyle uygulanabilmektedir (Riffle ve Maronek, 1982).

¢) Siispansiyon halinde inokulasyon: Fidanlarin dikimden oOnce mikorizal
inokulumun suyla kanstirilarak hazirlandig1 siispansiyona daldirilmast ya da bu
stispansiyonun topraga dokiilmesi seklinde yapilmaktadir (Norland, 1993).
Siispansiyon halinde inokulasyon spor inokulumunun kullanilmasi ile basarili olunan bir
inokulasyon teknigidir (Marx ve Kenny, 1982).

d) Basidiospor inokulasyonu: Sporlar topraga karistirilmadan once kum, kil,
kaolin veya vermikiilit gibi bir tasiyiciyla karistirilarak, siispansiyon haline getirilerek,
serpilerek veya piiskiirtiilerek, kii¢iik topaklar haline getirilip tohum gibi sagilarak ve
tohumlar {izerine kaplanarak kullanilabilmektedir (Marx ve Bell, 1985; Castellano ve
Molina, 1989; Marx ve ark., 1989).

e) Tohum kaplama yontemi: Tohum kaplama, tohumlarin sporlar veya toprak
inokulumu ile kaplanmasi seklinde yapilmaktadir (Norland, 1993).

f) Ektomikorizal fidanlarin dikimi: Onceki uygulamalarin basarili sonug
vermedigi durumlarda mikorizal fidanlar, fidanliga 1-2 m araliklarla dikilerek diger
bitkilerin koklerine misel bulagmasi saglanabilir. Fidanliktan bitkiler sokiiliirken bazilari
orada birakilarak inokulum gorevi yapmalar1 saglanir. Mikorizali koklerin
fidanliklardaki tohum yataklarina karistirilmasit da olumlu sonug verebilir (Riffle ve
Maronek, 1982).

Ektomikorizal iliskiler konukg¢u bitkilerin fidanlarinin ektomikorizal mantar
inokulumuna maruz birakilmasi ile sentezlenebilmektedir. Ektomikorizal iliskilerin
sentezi ¢ogunlukla c¢evresel kosullarin kontroliinii saglamak ve hava kokenli sporlar
tarafindan bulagma riskini azaltmak i¢in in vitro’da, serada veya biiylime odasinda
incelenmektedir. Aksenik kiiltlir prosediirleri tohumlarin yiizey sterilizasyonunu, daha

sonra da besin agar ortami iizerinde onlarin ¢imlendirilmelerini ve steril kosullarda
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ektomikorizal mantar inokulumu ile inokulasyonunu gerektirmektedir. Tohumlarin
ylzeyini steril etmek icin degisik kimyasal maddeler (sodyum hipoklorit, hidrojen
peroksit) basarili bir sekilde kullanilabilmektedir. Ektomikoriza olusumu, mantar ve
konuk¢unun biiylime hizlarina bagli olarak inokulasyondan 3-6 ay sonra
tamamlanmaktadir (Brundrett ve ark., 1996).

Diinyanin degisik kisimlarindaki birgok arastiric1 farkli vejetatif inokulum
hazirlama yontemleri gelistirmislerdir. Moser (1958) tarafindan ektomikorizal
mantarlarin vejetatif inokulum tiiretimi amaciyla yiiriitiilen ¢alisma, bu konuda yapilan
ilk 6nemli adimdir. Bu ¢alismada Suillus placides, S. grevillei, S. aeruginascens,
Paxillus involutus, Phlegmacium glaucopus, Amanita muscaria ve Lactarius
porninsis’in vejetatif inokulumlarini tiretmek igin yontem gelistirilmistir. Bu yontemde
erlenlerdeki besin soliisyonlarinda gelistirilen misel, daha sonra steril edilen turba
yosunu ve sivi besin sollisyonu igeren 5 It’lik siselere transfer edilmistir. 2-4 aylik bir
inkiibasyonun sonunda miselin turba yosunu ortamini sardigi belirlenmistir. Ayrica
degisik organik materyallerin de denendigi ¢alismada orman siipriintiisii ve talasin turba
yosunu kadar etkili olmadig1 sonucuna varilmastir.

Moser’in teknigi degistirilerek bugday veya dar1 gibi pisirilen ve steril edilen
hububat taneleri misel asilamak icin kullanilmistir. Bu ortama bazi mantarlarin
biiylimesini gelistirmek i¢in kalsiyum siilfat (0.4-0.5 g/100 g hububat tanesi) ilave
edilmistir. 20-22 °C’de 4 hafta sonra hububat taneleri mantar miselleri ile tamamen
sartlmistir. Daha sonra inokulum C ve N kaynaklar1 (amonyum tartarat, asparajin, soya
fasulyesi unu, kan unu, malt ekstrat, glikoz) ile zenginlestirilen steril turba yosununa
hububat kiiltiirlerinin ilave edilmesiyle tretilmigtir. 20-22 °C’deki inkiibasyondan 3-6
hafta sonra inokulum hazir hale gelmistir (Gobl, 1975).

Marx ve ark. (1976) tarafindan Pisolithus tinctorius’un vejetatif ve spor
inokulumunun c¢am fidanlarinin gelisimine etkisini arastirmak amaciyla yapilan
calismada vejetatif inokulumun spor uygulamalarindan daha fazla ektomikoriza
olusturdugu ve fidan gelisimini tesvik ettigi belirlenmistir. Pisolithusun vejetatif
inokulumu Pinus taeda, P. virginiana ve P. strobus tiirlerinde sirasiyla % 97, 94 ve 77
oraninda ektomikoriza meydana getirmistir. En etkili spor uygulamasi ise sporlarin
tohumlara uygulanmasindan elde edilmistir.

Molina (1980) 5 farkli konifer tiirline (Larix occidentalis, Pinus contorta, P.
ponderosa, Pseudotsuga menziesii ve Tsuga heterophylla), 15 farkli ektomikorizal
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mantar tiirii asilanmig, bunlardan sadece Laccaria laccata ve Cenococcum geophilum
tim konifer tiirlerinde devamli olarak ektomikoriza olusturmustur. L. laccata tiiriinde
koklerin % 86-94.5’1 mikoriza ile enfekte olmus ve cogu konifer tiirlinde C.
geophilum’dan daha fazla ektomikorizal kolonizasyon meydana getirmistir.

Yapilan bir ¢alismada Pinus banksiana fidanlar1 ektomikorizal mantarlarin kati
misel inokulumu ile inokule edilen torf-vermikiilit ortaminda 20 hafta boyunca
yetistirilmistir. Fidanlar Thelephora terrestris, Laccaria proxima ve Hebeloma sp. ile
inokule edildigi zaman kisa koklerin % 90’indan daha fazlasi enfekte olmustur.
Cenococcum geophilum, Pisolithus tinctorius ve Astraeus hygrometricus tiirleri
kullanildiginda kisa koklerin yaklasik yarisi enfekte olmustur. Kisa koklerin % 32°si
Lactarius paradoxus ile ve % 17’si Sphaerosporella brunnea ile enfekte olmustur.
Bununla birlikte Amphinema byssoides, Hydnum imbricatum ve Tricholoma flavovirens
ile inokulasyonda hig bir kok enfekte olmamistir (Danielson ve ark., 1984).

Rietveld ve ark. (1989) yaptiklar1 ¢alismada Larix decidua fidanlarim1 8 farkli
ektomikorizal mantar tiirliniin misel kiiltiirleri ile inokule etmislerdir. Calismada her bir
izolat i¢in aseptik olarak vejetatif misel inokulumu gelistirilmis, inokulum hazirlamak
icin steril turba yosunu: vermikiilit: perlit karigimi (2:1:1) kullanilmistir. Sadece
Hebeloma crustuliniforme ve Laccaria laccata ile inokule edilen fidanlar 6nemli
derecede ektomikoriza gelistirmistir.

Yapilan bir ¢alismada Pisolithus tinctorius basidiosporlarinin steril topraga
bulastirilmasinda 5 farklt yontem denenmistir. Bu yontemlerde sirasiyla sporlar sulu
malga karistiritlip ekimden sonra uygulanmis, ekimden sonra sporlar topraga toz halinde
karistirllmis, ekimden Once sporlar topraga enjekte edilmis, ekimden 6 hafta sonra
sporlar fidanlarin dibine toz halinde uygulanmis ve yine ekimden 6 hafta sonra sporlar
siispansiyon halinde fidanlarin dibine verilmistir. Calismanin sonucunda ilk iki yontem
en etkili bulunmus ve fidanlarda birinci yontemde % 75, ikincisinde % 33 oraninda
ektomikoriza olustugu belirlenmistir (Riffle ve Maronek, 1991).

Cantharellus cibarius tiiriiniin ektomikoriza olusumu ve gelisiminin arastirildigi
bir ¢alismada inokulasyondan 8 hafta sonra mikoriza gozlenmistir. Bununla birlikte,
giiclii bir kolonizasyon ancak 10-12 hafta sonra meydana gelmistir (Danell, 1994).

Parlade ve ark. (1995) yaptiklar1 caligmada saf kiiltiir sentezinde 27
ektomikorizal mantar tiirine ait 36 izolatin Pseudotsuga menziesii ile ektomikoriza

olusturabilme yetenegini arastirmisglardir. 18 farkli fungal tiire ait 23 izolatin P.
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menziesii ile ektomikoriza olusturdugu belirlenmistir. Ayrica Lactarius deliciosus,
Suillus luteus ve Rhizopogon tiirlerinin en fazla konuk¢u 6zgilligii gosteren tiirler
oldugu tespit edilmistir.

Guerin-Laguette ve ark. (1998) tarafindan yapilan caligmada laboratuar
kosullarinda Lactarius deliciosus izolatlarinin ekolojik yetenekleri ve rekabetgilikleri
aragtirllmistir. Pinus sylvestris ile ortak yasayan L. deliciosus irklariin ekolojik
yeteneklerini degerlendirmek ic¢in steril edilen ve steril edilmeyen dogal toprak
orneklerinde birkac biyolojik calisma yapilmistir. Inokulasyondan 5 ay sonra toprak
uygulamasi her ne olursa olsun D45 1rki ile fidanlarin mikorizal enfeksiyon derecesinin
% 40-80 arasinda degistigi belirlenmistir. Ayrica inokule edilen fidanlarin gelismesinin
steril edilmeyen topraklarda bile kontrol uygulamalarindan daha iyi oldugu tespit
edilmistir.

Lu ve ark. (1998) degisik ektomikorizal mantar tiirlerinin sporlar ile inokule
edilen Eucalyptus globulus fidanlarinin gelisimi ve ektomikoriza olusumunu
aragtirmiglardir. Bu amagla 7 giinliik E. globulus fidanlari igerisinde 25 mg hava kuru
spor bulunan bir su siispansiyonu ile inokule edilmistir. Inokulasyondan 65 ve 110 giin
sonra ektomikorizal gelisim degerlendirilmis, 65. giinde uygulamalarin yaklasik %
50’sinin ektomikoriza olusturdugu ve 110. giinde ise fidanlarin hemen hemen hepsinin
ektomikorizal oldugu belirlenmistir. Laccaria, Hydnangium, Descolea, Descomyces,
Scleroderma ve Pisolithus tiirleri diger mantar tiirlerinden daha fazla ektomikoriza
olusturmustur. Russula, Boletus, Lactarius ve Hysterangium tiirlerinin ise ektomikoriza
olusturmadig1 tespit edilmistir. Arastirmanin sonucunda okaliptiis i¢in fidanhk
inokulasyon programlarinda Laccaria, Descolea, Scleroderma ve Pisolithus mantar
tiirlerinin uygun oldugu belirlenmistir.

Arazi kosullarinda kestane fidanlar1 Amanita caesarea ve Boletus edulis’in misel
kiltiirleri ile asilanmis ve ektomikorizal gelisim incelenmistir. Ektomikorizanin gelisimi
periyodik olarak kok uglarindan alinan 6rneklerin incelenmesiyle arastirilmistir. Araziye
dikimden 6 y1l sonra A. caesarea ile inokule edilen bitkilerin % 88’inde ve B. edulis ile
inokule edilen bitkilerin % 82’sinde ektomikorizanin bulundugu saptanmistir. Bununla
birlikte A. caesarea ve B. edulis basidiokarplari gozlenmemistir (Meotto ve ark.,
1998).

Nezzar-Hocine ve ark. (1998)’nin Cedrus atlantica ile Tricholoma tridentinum

arasindaki ektomikorizal iliskiyi arastirdiklart ¢alismada 2 farkli inokulum tipi
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kullanilmistir. Kati1 inokulumu hazirlamak amaciyla Pachlewski Oddoux (PO) sivi
ortami ile nemlendirilen 400 ml perlit, torf:vermikiilit (1:9, v:v) veya torf:perlit (1:4,
v:v) karisimi 1 saat boyunca 120 °C’de steril edilmistir. Daha sonra siseler PO
ortaminda 2 ay boyunca gelistirilen 1 cm*’lik agarli misel pargasi ile inokule edilmistir.
Inokulum karanlikta 20 °C’de 9 haftalik bir gelismeden sonra kullanilmistir. Alginat
tane inokulumu ise 175 ml’lik siselerde PO sivi ortaminda 8 hafta boyunca gelistirilen
misellerin kalsiyum alginat jele yapistirilmasi ile hazirlanmistir. Inokulasyonlar 8
haftalik tiiplii fidanlarda bulunan fidanlarin kok sistemleri iizerine kati inokulumun
yerlestirilmesi veya alginat tane inokulumunun dikim sirasinda fidan substratina
karistirtlmasi (25 ml/l) ile yapilmistir. Mikorizal iliski C. atlantica orman topraginda
gnotoksenik kosullarda gelistirilen fidanlarin  kdklerinde ve kati inokulum
kullanildiginda saglanmistir. Bitkiler yapay substratta gelistirildiginde ve alginat tane
inokulumu kullanildiginda mikorizal gelisim saglanamamuistir.

Rincén ve ark. (1999)’min P. pinea tiriine ait fidanlik inokulasyon
programlarinda kullanilacak ektomikorizal mantar tiirlerinin se¢imi amaciyla yaptiklari
calismada 60 farkli fungal izolat kullanilmis, bu izolatlara ait vejetatif misel inokulumu
hazirlanarak sera kosullarinda tiipli fidanlarda ektomikoriza sentezi incelenmistir.
Vejetatif inokulum hazirlamak icin her bir fungal izolat MMN s1vi ortaminda (25 °C, 7-
15 giin) gelistirilmistir. Daha sonra 350 ml MMN sivi1 ortami (2.5 g/l glikoz) ile
nemlendirilmis ve otoklav edilmis torf:vermikiilit karisimi (50:550 ml) iceren 1 It’lik
siseler her bir izolata ait 40-50 ml misel siispansiyonu ile inokule edilmistir. Inokule
edilen siseler karanlikta 25 °C’de 1 ay boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen
torf:vermikiilit inokulumu steril edilmis substrat (torf:vermikiilit, 1:1, v:v) ile 1:4
oraninda (inokulum:substrat, v:v) karnstirilmistir. Steril kosullarda ¢imlendirilen P.
pinea fidanlari inokule edilmis substratla doldurulan 175 ml hacmindeki kaplara
sasirtilmis ve fidanlar 4 ay boyunca serada kontrollii kosullarda (20-25 °C, > % 40 nem)
yetistirilmistir. Calismanin sonucunda 8 cinse (Amanita, Hebeloma, Laccaria,
Lactarius, Pisolithus, Rhizopogon, Scleroderma ve Suillus) ait 17 farkli izolatin P.
pinea fidanlari ile ektomikoriza olusturdugu belirlenmistir.

T. matsutake izolatlarinin in vitro’da Pinus densiflora fidanlari ile mikoriza
olusturabilme yeteneginin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada dezenfekte edilen P.
densiflora tohumlar1t MNC (Modifiye Edilen Norkrans C) besin ortaminda aseptik

olarak ¢imlendirilmistir. Ektomikorizal sentez acik ve kapali sistemde yiiriitiilmiistiir.
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Acik sistemde genis agizli polimetilpenten siseler (150 ml) glikozun bulunmadigi sivi
MNC ortami ile nemlendirilmis (35 ml ortam/100 ml substrat) ve otoklav edilmis
vermikiilit:sfagnum yosunu (80:1, w/w) substrat1 ile doldurulmustur. A¢ik sistemle ayni
tipteki 600 veya 300 ml’lik siselerin kullanildig1 kapali sistemde ise siseler sirastyla 300
ml veya 150 ml vermikiilit:sfagnum yosunu (80:1 w/w) substrati ile doldurulmustur. Bu
sistemde substrat ya azaltilmis glikozun kullanildigt MNC ortami (2 g/1) ile ya da Ohta
sivi ortami ile nemlendirilmistir. Siseler otoklav edildikten sonra sivi ortamda
gelistirilen T. matsutake izolatlarina ait misel inokulumu ile inokule edilmistir. Ayni
zamanda aseptik olarak c¢imlendirilen 2 fide substrata transfer edilmistir. Kapali
sistemde siselerin agz1 3 kat halinde polivinilklorid film ile ortiilmiis ve fidanin hava
alabilmesi i¢in 6 mm ¢apinda 2 delik birakilmistir. Hem ag¢ik hem de kapali sistem
hazirlandiktan sonra siseler bir biliylime odasina (20 °C, 151k yogunlugu: 6000 lux, 24
saat siirekli 151k) yerlestirilmis ve 6 ay boyunca inkiibe edilmistir. Inokulasyondan 3 ay
sonra fungus ¢am fidaninin yan kokleri {izerinde fungal bir kilif ve Hartig net
olusturmustur. Arastirmanin sonucunda kiiltiire alinan T. matsutake miselinin in vitro’da
P. densiflora fidanlar ile ektomikoriza olusturabildigi belirlenmistir (Yamada ve ark.,
1999).

Guerin-Laguette ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada deneysel kosullarda Pinus
sylvestris ve iki yenilebilir Lactarius tiirii arasindaki mikorizal iliskiyi incelemislerdir.
L. deliciosus ve L. sanguifluus’un misel gelisimi in vitro’da glikoz, aminoasitler ve
vitaminleri i¢eren bir besin ortaminda saglanmistir. Aseptik olmayan kosullarda diisiik
bir besin miktari ile disaridan bir glikoz ilavesi olmaksizin mikorizal kolonizasyon hizli
ve kuvvetli olarak belirlenmistir. P. sylvestris’in gelisimi {izerine mikorizal
kolonizasyonun pozitif bir etkisinin oldugu gézlenmistir. Aksenik kosullarda ve ytiksek
bir besin maddesi miktar1 ile 10 g/L glikozda mikoriza olusumu tesvik edilmistir.
Yiiksek fosfor seviyesinde (1 mM) ve 0.1, 1.0 veya 10 g/l glikozda P. sylvestris’in
gelisimi inokulasyonla azalmistir. Arastirmanin sonucunda 2 yildan daha fazla siiren bir
yetistirme periyodunda ¢am fidanlarinin kok sistemlerinin yogun bir bi¢imde L.
deliciosus ile kolonize oldugu belirlenmistir.

Rincén ve ark. (2001)’nin yaptiklar1 calismada 7 farkli ektomikorizal mantar tiirti
ile inokule edilen tiiplii Pinus pinea fidanlarinin ektomikoriza olusturma etkinlikleri
belirlenmistir. Caligmada Melanogaster ambiguus, Pisolithus tinctorius, Rhizopogon

luteolus, Rhizopogon roseolus ve Scleroderma verrucosum tiirleri spor inokulumu
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olarak Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata ve Pisolithus tinctorius tiirleri ise
vejetatif inokulum olarak uygulanmistir. Vejetatif inokulum olarak denenen mantarlar
arasinda en yiiksek ektomikoriza olusum yiizdesi H. crustuliniforme’den elde edilmistir.
L. laccata tarafindan olusturulan ektomikoriza, uygulanan inokulum miktarma bagh
olarak % 11-40 arasinda degisiklik gostermistir. Uygulanan P. tinctorius’un spor
inokulumu, etkili inokulum miktarlarinda yaklasik % 50 oraninda ektomikoriza
olusturmustur.

Wang ve ark. (2001) tarafindan yapilan ¢alismada Pinus radiata, P. densiflora ve
Picea abies fidanlar1 L. deliciosus izolatlar1 ile iyi bir ektomikoriza olusturmustur.
Gengken portakal renkli olan mikoriza yaglanmayla birlikte koyu yesil renk almistir.

Yamada ve ark. (2001a)’nin yaptiklart ¢alismada in vitro’da Lyophyllum,
Tricholoma, Leucopaxillus, Suillus, Rhizopogon, Lactarius ve Morchella cinsine ait
yenilebilir mantarlarin  Pinus densiflora ile ektomikoriza olusumu incelenmistir.
Aksenik olarak ¢imlendirilen P. densiflora fideleri glikozun bulunmadigt MNC sivi
ortami ile nemlendirilen vermikiilit:sfagnum yosunu karisimi ile doldurulan genis agizli
polimetilpenten plastik siselerde (120 ml hacminde) bulunan farkli fungal izolatlar ile
inokule edilmistir. inokulasyondan sonra bitkiler 20 °C sicaklik ve 5000-7000 lux
stirekli 11k alan bir biiyiime odasinda inkiibe edilmistir. Lyophyllum, Tricholoma,
Suillus, Rhizopogon ve Lactarius cinsine ait test edilen mantarlarin ¢ogu fungal
inokulasyondan 2-4 ay sonra ektomikoriza olusturmustur. Daha sonra mikorizal fidanlar
biiylime odasi kosullarinda acik saksi topragina transfer edilmistir. Hemen hemen tiim
mikorizal fidanlar acik saksi topragina dikimden 8-9 ay sonra yeni mikoriza gelistirmis
ve onlarin konukc¢ularini gliglendirmistir.

Gonzalez-Ochoaa ve ark. (2003)’nin iki Akdeniz ¢am tiirii (Pinus halepensis ve
P. pinaster) ve 7 ektomikorizal mantar tiirii (Pisolithus tinctorius, Lactarius deliciosus,
L. sanguifluus, Suillus mediterranensis, S. collinitus, S. bellinii ve Rhizopogon roseolus)
ile yaptiklar1 bir ektomikoriza calismasinda spor siispansiyonu ve misel inokulumu
olmak tizere 2 farkli inokulum tipi kullanilmigtir. Lactarius, Rhizopogon ve Suillus
tiirleri icin fidan basma 10 ml misel inokulumu uygulanmstir. Iki farkli substratin
(kompost haline getirilmis cam aga¢ kabugu ve giibrelenen torf:vermikiilit karisimi)
bitki boyu ve mikoriza olusum hizina etkisini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada
sonuglar iki substrat arasinda 6nemli derecede farkliliklar oldugunu gostermistir. Hem

ektomikoriza olusum hizi hem de fidan yiiksekligi mantar tiiriine ve kullanilan
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inokulum tipine gore degismekle birlikte, genellikle en iyi sonuglar giibrelenen
torf:vermikiilit karisimindan elde edilmistir.

Laccaria bicolor’un Pinus montezumae ile in vitro’daki ektomikoriza olusumu
vermikiilit, torf ve BAF sivi ortami karisimi (300 ml vermikiilit, 30 ml torf, 200 ml
BAF) igeren 1 litrelik siselerde incelenmistir. Substrat otoklav edildikten sonra BAF
stvi ortaminda gelistirilen L. bicolor ile inokule edilmis ve siselere P. montezumae
tohum ekimi yapilmistir. Inokulasyondan 15 ay sonra ektomikoriza olusumu
saglanmistir (Santiago-Martinez ve ark., 2003).

Pinus densiflora’nin gelisimi tizerine Tricholoma matsutake inokulasyonunun
etkileri arastirilmistir. inokulasyondan 75 giin sonra hifler kisa kokler iizerinde gelismis
ve Hartig net gézlenmistir (Guerin-Laguette ve ark., 2004).

Sera kosullarinda yenilebilir Lactarius tiirleri ile Pinus pinaster ve P. sylvestris
fidanlarin1 asilamada farkli metotlar (misel siispansiyonu, vejetatif inokulum ve alginat
misel) denenmistir. Inokulum {iretimi i¢in mantar inokulasyonlar1 hem in vitro saf
kiiltiir sentezinde hem de farkli teknikler kullanilarak dogrudan dogruya serada
yapilmustir. L. deliciosus ile in vitro inokulasyonlar ile tamamen kolonize olmus fidanlar
elde edilmistir. Bununla birlikte, serada 4 aylik bir gelismenin sonrasinda sasirtilan
fidanlarin mikorizal kolonizasyonunda kuvvetli bir azalma tespit edilmistir. L.
deliciosus’un 178 nolu irkinin vejetatif inokulumu ile yapilan inokulasyonlar, mikorizal
fidanlarin tiretiminde en etkili yontem olarak belirlenmistir. Bu 1k ile inokule edilen
tim fidanlar, kolonizasyon hizlar1 nispeten diisiik olmasina ragmen kolonize
olmuslardir (Parlade ve ark., 2004).

Uygulanan farkli fosfor seviyelerinde Eucalyptus dunnii fidanlarmin geligimi
tizerine ektomikorizal izolatlarin etkinligini belirlemek amaciyla yapilan calismada
Paxillus involutus (INRA-Cou), Hysterangium gardneri (UFSC-Hg93), Pisolithus
microcarpus (UFSC-Pt116) ve Chondrogaster angustisporus (UFSC-Ch163) izolatlari
kullanilmistir. Ektomikorizal inokulum sivi besin ortami ilave edilen torf:vermikiilit
karisiminda aseptik olarak iiretilmistir (Souza ve ark., 2004).

Flores ve ark. (2005) 5 farkli ¢am tiirii ile Lactarius indigo’nun mikorizal
iliskilerini arastirmislardir. Calisma torf:vermikiilit substrati ve misel inokulumu
kullanilarak kontrollii bir biiyiime odasinda yiiriitiilmiistiir. Inokulasyondan 25 giin

sonra ektomikoriza olusumu saglanmistir.
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2.4. Ektomikoriza Teshisi ve Tanimlanmasi ile ilgili Yapilan Calismalar

Fidanlarda ektomikoriza olusumu saglandiktan sonra kokler topraktan
cikarilmakta ve zarar verilmeden ince bir elek {izerinde yikanmaktadir. Kokler
yikandiktan sonra 2-4 cm uzunlugunda parcalara ayrilmakta, karistirilmakta ve tesadiifi
olarak ornekler se¢ilmektedir. Teshis i¢in dncelikle ince kokler tercih edilmektedir. Kok
ornekleri yikanip temizlendikten sonra teshis edilinceye kadar agzi sikica kapatilmis
siselerde % 50’lik etanolde aylarca, hatta yillarca muhafaza edilebilmektedir
(Brundrett ve ark., 1996).

ECM kokler c¢ogunlukla stereomikroskopta teshis edilebilmesine ragmen, bu
iliskinin i¢ ayrintilar1 kok hiicreleri ve hifal ortiideki pigmentlerin uzaklastirilmasi ile
gbzlenebilmektedir. Bitki dokularindaki i¢ ozelliklerin goriintiilenebilmesi amaciyla
kimyasal maddelerin kullanildig1r temizleme yoOntemleri uygulanmaktadir. Koklerin
temizlenmesi i¢in genellikle otoklavda kokleri 15-20 dakika % 10’luk KOH (w/v)
soliisyonunda bekletmek yeterlidir. Bitki dokularindaki fungal yapilar ise boyalarin
kullanimu ile gozlenebilmektedir. KOH’ta 1sitilarak temizlenen koklerdeki mikorizal
yapilarin boyanmasinda genellikle laktogliserolde (1:1:1 laktik asit:gliserol:su) Trypan
mavisi (% 0.05, w/v) veya Chlorazol Black E (CBE) (% 0.03 w/v) kullanilmaktadir.
Kokler boyandiktan sonra % 50 gliserolde muhafaza edilebilmektedir. Boyanmayan
ECM kokler genellikle rengi, kalinligi, yapist ve dallanma seklindeki farkliliklar ile
stereomikroskopta mikorizal olmayan koklerden ayirt edilebilmektedir. Bununla
birlikte, Hartig net’i gozleyebilmek igin temizleme, boyama, kesit alma ve 1s1k
mikroskobunda inceleme gereklidir. Ektomikorizal koklerin teshisinde kok
kalinlagsmasi, kok dallanma sekli ve yogunlugu, external hiflerin bulunusu ve yapisi,
sclerotia, fungal ortiiniin kalinlig1, rengi ve yapisi, kimyasallara reaksiyon, Hartig netin
bulunusu, kalinlig1 ve yapisi gibi 6zellikler géz onlinde bulundurulmaktadir (Brundrett
ve ark., 1996).

Cedrus atlantica fidanlarmimn Tricholoma tridentinum ile inokulasyonundan 2 ay
sonra mikorizal degerlendirme i¢in bitkiler sokiilmiis ve mikorizanin morfolojik
ozellikleri bir stereomikroskop altinda incelenmistir. Se¢ilmis kok parcalari % 70
formaldehit:etanol:asetik asit (5:90:5, v:v:v) karisiminda sabitlenmistir. Mikroskopik
olarak anatomik 6zellikleri incelemek icin elle veya bir jilet yardimiyla kesit alinmistir.

Alnan kesitler laktofenol ortaminda cotton blue (pamuk mavisi) kullanilarak boyanmis
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ve Amman’s sollisyonu ile lam {izerine yerlestirilmistir. Daha sonra 151k mikroskobunda
incelenmistir (Nezzar-Hocine ve ark., 1998).

Vaario ve ark. (1999) in vitro’da yavas gelisen bir tiir olan Abies firma ve
Pisolithus tinctorius arasindaki ektomikoriza sentezini aragtirmislardir. Calismada
inokulasyondan 2-3 ay sonra ektomikoriza olusumu saglanmistir. Kokler temizlendikten
sonra mikrotomla 4-6 pum kalinhiginda kesit alinmistir. Alinan kesitler 45 dakika
boyunca % 1°lik hidrojen peroksit ile muamele edilmis ve yikandiktan sonra % 1’lik
sodyum tetraboratda % 0.05°lik toluidin mavisi ile boyanmistir. Ornekler daha sonra
151k mikroskobunda incelenerek fungal ortii ve Hartig net gozlenmistir.

Yamada ve ark. (1999)’nin Tricholoma matsutake izolatlarinin in vitro’da Pinus
densiflora fidanlar1 ile mikoriza olusturabilme yeteneginin belirlenmesi amaciyla
yaptiklart calismada ¢am koklerinin  fungal kolonizasyonu stereomikroskopta
incelenmistir. Fungal kolonizasyon dogrulandiktan sonra kok uglart biitiin olarak veya
kesit alinarak lam iizerindeki laktofenol veya laktogliserol iizerine konulmustur. Daha
kapsamli mikroskopik inceleme kuru olarak (40 X) veya immersion yagi (100 X)
kullanilarak 151k mikroskobunda yapilmistir.

Pinus densiflora ile ortak yasayan vyenilebilir mantarlarda (Lyophyllum,
Tricholoma, Suillus, Rhizopogon ve Lactarius) ektomikorizanin morfolojisi ve
anatomisi tanimlanmustir. In vitro’da ve agik saksi topraginda elde edilen mikorizanin
dis morfolojisi bir stereomikroskop altinda incelenmis ve fotograflar ¢ekilmistir. Isik
mikroskobu kullanilarak daha ileri mikroskopik incelemeler yapilmistir. Ektomikoriza
olusumunu dogrulamak i¢in her bir fungal tiirlin enine kesitleri hazirlanmis ve
mikroskopik olarak incelenmistir. In vitro ve agik saks1 kiiltiiri kosullarinda mikorizal
anatomi hemen hemen ayni olmasina ragmen, rizomorflar ve hidrofonik havali hiflerin
gelisimi gibi dig morfolojik yap1 aymi fungal tiirde iki kosul arasinda farklilik
gostermistir. Calisma sonucunda farkli fungal tiirlerin tamamen gelismis, olgun
mikorizasi ektomikorizal morfotip olarak ayirt edilebilmistir (Yamada ve ark., 2001b).

In vitro’da Laccaria bicolor ile Pinus montezumae arasinda gelisen mikoriza FAA
(formalin:asetik asit:alkol)’da sabitlenmistir. Mikorizanin anatomisini gdézlemek igin
mikorizal koklerden elle kesit alinmistir. Daha sonra fungal ortii (mantle) ve Hartig net
151k mikroskobunda incelenmistir (Santiago-Martinez ve ark., 2003).

Flores ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada 5 farkli ¢am tiirii ile Lactarius indigo

arasindaki mikorizal olusumu incelemislerdir. Mikoriza stereomikroskopta teshis
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edilmis ve fotografi ¢ekilmistir. Daha sonra mikoriza FAA’da sabitlenmis, mikrotomla
1 pm’lik kesitler alinmis ve alinan kesitler % 1°lik asetik asitte % 1’lik toluidin mavisi
ile boyanmigtir. Daha sonra ornekler 151tk mikroskobunda incelenmis ve fotograflari
cekilmigtir. Fungal ortii ile Hartig net’in yapisi, goriiniisii ve morfolojisi belirlenmistir.
Mikorizanin turuncu-yesilimsi renkte, lateksin turuncu renkte oldugu gézlenmistir.

Giinay (2005) tarafindan okaliptiis ve fistik ¢ami1 ormanlarindaki ektomikorizal
funguslarin teshisi amaciyla yapilan ¢alismada emici kdkler, incelemeden bir gece dnce
suda 1slanmig ve sonra ¢esme suyunda dikkatli bir sekilde yikanmistir. Makroskopik
ozelliklerin belirlenmesi amaciyla emici kdkler yikandiktan sonra bir petri kabinda su
ile kaplanmis ve stereomikroskop altinda (X5-X50 biiyiitmede) incelenmistir. Mikorizal
emici kokler burada renk, form, biiyiiklik ve mevcut olan hifler yoniinden
gruplandirilmistir.  Mikroskopik 6zelliklerin  belirlenmesi amaciyla ektomikoriza
yaklasik 10-15 saniye laktofenol pamuk mavisi veya toludin mavisinde tutularak lam
tizerinde preparat yapilmistir. Bunun i¢in % 0.1 (w/v) pamuk mavisi (cotton blue)
iceren % 10’luk (v/v) laktofenol kullanilmistir. Bu boya ile mikorizanin icerdigi hifler
ve fungal dokular maviye boyanmis ve 151k mikroskobunda incelenmistir. Mikroskopik
incelemede fungusa ait iplikgikler, bir araya gelmis hifler, sklerotlar, fungal ortii ve
Hartig net olusumu arastirilmistir.

Tiifek¢i (2007)’nin dogal populasyonlardaki Toros sediri (Cedrus libani)
mikorizasinin izole edilmesi amaciyla yaptig1 calismada sedir fidanlar sokiiliip kokler
bol musluk suyu ile yikanarak topraklari temizlenmis ve saf sudan gegirilmistir.
Mikorizal kolonizasyon yogunlugunun belirlenmesinde grid araliklar1 (gridline
intersect) yontemi kullamlmustir. Bu yontemde 1 cm?lik karelere béliinmiis 9 cm’lik
bir petri kabmma 1 cm uzunlugunda kesilmis kokler rastgele dagitilmistir.
Stereomikroskop kullanilarak 40 kat biiylitme ile grid hatlar iizerine denk gelen kokler
dikey ve yatay boyutta sayilmistir. Grid hatlarindan gecen biitiin koklerin mikorizali
veya mikorizasiz olduklar1 kaydedilmistir. Bir 6rnegin mikoriza yiizdesi ise % Mikoriza
= mikorizal1 kok sayis1 x 100 / toplam kok sayis1 formiiliine gore hesaplanmigtir. Kokiin
anatomik yapisinin incelenmesi amaciyla kokler bir petri kabi icerisine alinarak 1 cm
uzunlugunda kesilmistir. Daha sonra % 10’luk KOH ¢6zeltisi koklerin i¢inde bulundugu
tiiplere bosaltilarak, 65 °C’lik kurutma firininda 1 saat tutulmustur. Tiiplerdeki KOH
bosaltilip, yerine 2N HCI konulmus ve tiipler yeniden 65 °C’lik kurutma firininda 1 saat
bekletilmistir. Tiiplerdeki HCI dokiildiikten sonra igine % 0.01°lik Trypan blue ¢ozeltisi
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eklenmis ve 10-15 dk kurutma firimina konularak, koéklerin boyama islemi

tamamlanmistir. Kokler boyandiktan sonra 151k mikroskobunda incelenmistir.

2.5. Ektomikorizanin Bitki Gelisimine Olan Etkisi ile Tlgili Yapilan
Calismalar

Gilintimiizde agaclandirma ¢alismalarinda fidanlik, sera ve arazide ektomikorizal
mantarlarin kullanimi yogun bir sekilde arastirilmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada ektomikorizal fidanlarin ektomikorizal olmayan fidanlara
gore yaklagik 5 kat daha fazla hayatta kalma sansina sahip olduklar1 ve biiyiimelerinin
de iki kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Gobl, 1975).

Ektomikorizal mantar tiirii Boletus suillus ile asilanan Acacia auriculiformis,
Albizia lebbek, Gliricidia sepium ve Leucaena leucocephala fidanlarinda ektomikoriza
bitki gelisimini tesvik etmis, P ve N alimin1 artirmistir (Osonubi ve ark., 1991).

Paxillus involutus ektomikorizasinin Picea abies fidanlarinda biiyiime ve mineral
besin elementi alimina etkileri incelenmis, ektomikorizanin bitki gelisimini ve bitkideki
N, P, Ca ve Zn konsantrasyonlarini artirdigi ve ektomikorizali bitkilerdeki kok
gelisiminin govde gelisiminden daha fazla arttigi tespit edilmistir. Ayrica 8 aylik
fidanlarda bitki kuru madde agirliklar: bakimindan ektomikorizali olanlar nemli oranda
yiiksek bulunmustur (Eltrop, 1993).

Yapilan bir ¢alismada bazi ektomikorizal mantar tiirlerinin sporlart (Laccaria,
Scleroderma, Pisolithus) Eucalyptus globulus fidanlarina asilandiginda fidanlarin kok
sistemini gelistirerek, daha hizli gelismesini sagladiklar1 ve fidanlarin hayatta kalmasini
tesvik ettikleri belirlenmistir Ektomikorizal mantarlarla inokule edilen fidanlariin kuru
agirliklar inokule edilmeyen fidanlarin kuru agirliginin % 90-225°1 arasinda degismistir
(Lu ve ark., 1998).

Yogun giibrelemenin uygun mikorizal gelismeyi sinirlayabilecegini savunan
Quoreshi ve Timmer (1998)’in yapmis olduklar1 ¢alismada tiiplii Picea mariana
fidanlar1 iki ektomikorizal mantar tiirii (Hebeloma crustuliniforme ve Laccaria bicolor)
ile agilanmigtir. Ektomikorizal asilama fidan biyomasini etkilememis, fakat N (% 6-17),
P (% 5-20) ve K (% 4-18) alimin1 artirmistir.

Inokule edilmeyen kontrol fidanlari ile karsilastinildiginda L. hatsudake ile

inokule edilen Pinus densiflora fidanlarinda toplam kuru agirlikta (% 150), kok
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uzunlugunda (% 150) ve lateral koklerin sayisinda (% 160) onemli bir artis saglanmistir
(AKkitsu ve ark., 2000).

Hattori ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada in vitro’da Lactarius hatsudake ile
Pinus densiflora fidanlarinin simbiyotik yetistiriciligini arastirmuslardir. Inokule
edilmeyen kontrol fidanlar ile karsilastirildiginda L. hatsudake ile inokule edilen
fidanlarda toplam kuru agirlik, kok ve siirgiin uzunlugunda artig saptanmustir.

Eucalyptus dunnii’nin gelisimine ektomikorizal inokulumun etkisini belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada Pisolithus sp. inokulumu vermikiilit+besin
sollisyonunda iiretilmis, daha sonra % 0, 1, 3, 5 ve 10 (v/v) oraninda torf:vermikiilit
(30:70, v/v) ortamma aktarilmistir. inokulasyon, inokulum konsantrasyonuna bagl
olarak kok kolonizasyonunu, bitki gelisimini ve fosfor alimini tesvik etmistir. % 1’lik
inokulumda bitki kuru maddesi, kontrol bitkilerinin kuru madde igeriginden farklilik
gostermemistir. % 3 ve % 5’lik inokulum seviyelerinde bitkilerin kontrole gore daha
fazla kuru madde icerigine sahip olduklar1 belirlenmistir. % 10 inokulumda ise siirgiin
kuru agirligi, kontrole gore % 70 ve fosfor igerigi de % 130 daha yiliksek bulunmustur.
Kok kuru agirliginda da benzer sonuglar elde edilmistir. Ayrica bitki yiiksekligi ve bitki
capt da inokulasyondan pozitif olarak etkilenmistir. Kok:siirgiin oranlar1 ise
inokulasyondan etkilenmemistir. Calisma sonucunda en etkili dozlar % 3 ve daha
yiiksek inokulum seviyeleri olarak belirlenmistir (Alves ve ark., 2001).

Hebeloma crustuliniforme ve Laccaria bicolor ile inokule edilen Picea abies
fidanlar1 serada 6 ay boyunca vermikiilit:torf karisimlarinda ve degisik N’lu giibre
kosullarinda yetistirilmistir. N’lu giibreleme ile toplam biyomas artmasina ragmen,
kok:siirglin orani, kisa koklerin sayist ve mikoriza olusumu azalmistir. Kontrol
uygulamasi ile karsilastirildiginda H. crustuliniforme veya L. bicolor ile yapilan fungal
inokulasyonda siirgiin ve toplam biyomas énemli oranda artmis, fakat kok:siirglin orani
azalmistir. Mikoriza olusumu ayrica bitkideki N ve P igerigini 6nemli oranda artirmais,
fakat Mn igerigini azaltmistir (Brunner ve Brodbeck, 2001).

Cripps (2001) yaptig1 bir ¢alismada Populus tremuloides fidanlarinin gelisimini
artirmak i¢in in vitro’da, 9 farkli ektomikorizal mantar izolatini denemistir.
Inokulasyonla fidanlarin boyu, ¢ap1 ve mikorizal kok sayis1 artmustir. Inocybe lacera ile
asili fidanlar kontrol ile farklilik olusturmamis, ancak diger izolatlar kontrole gore 2-4

kat daha fazla biyomas tiretimi saglamiglardir. P. tremuloides fidanlarinin gelisiminde
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Paxillus vernalis, Tricholoma scalpturatum, Hebeloma mesophaem, Thelephora
terrestris ve Laccaria tiirleri timit verici olarak belirlenmistir.

Shresta (2002) saf kiiltiiriinii elde ettigi dort ektomikorizal mantar tiirtinii Pinus
roxburghii fidanlarina agilamis ve asilanan fidanlarda agilanmayanlara gére daha yiiksek
boy, daha fazla govde ve kok agirliklari elde etmistir. Arastirict agili fidanlarin arazide
daha yiiksek tutma basaris1 gosterdigini de tespit etmistir.

Ektomikorizal mantar tirii Lactarius deliciosus ile asilanan Pinus sylvestris
fidanlarinda ektomikoriza bitki biliylimesini artirmistir. Steril edilen topraklarda
dikimden 5 ay sonra L. deliciosus ile inokule edilen fidanlarin siirgiin uzunlugu inokule
edilmeyen fidanlara gore % 46-132 daha yiiksek bulunmustur. Ayrica inokule edilen
fidanlarin kuru agirliginin da kontrol fidanlarina gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Guerin-Laguette ve ark., 2003).

Tricholoma matsutake ile inokule edilen Pinus densiflora fidanlarinin toplam kuru
agirliklarinin kontrole gore % 98 oraninda artirdigi belirlenmistir (Guerin-Laguette ve
ark., 2004).

Niemi ve ark. (2004) igne yaprakli aga¢ tiirlerinin vejetatif ¢ogaltiminda
ektomikorizal mantarlarin kullanildigini, bu mantarlar ile agilama ile in vitro ve in vivo
kiiltiirlerde kok olusumu ve sonraki kok dallanmasinin arttigini bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada Pisolithus microcarpus ve Chondrogaster angustisporus
izolatlarinin Eucalyptus dunnii fidanlarinin gelisimini, fosfor alimini, bitki boyunu ve
kuru maddeyi tesvik ettigi belirlenmistir (Souza ve ark., 2004).

Eucalyptus urophylla’nin ektomikorizal Scleroderma sporlari ile inokulasyonu ile
elde edilen fidanlar inokule edilmeyen kontrol fidanlari ile karsilagtirildiginda siirgiin
boyunun % 19-55 ve toplam biyomasin % 25-41 oraninda arttig1 tespit edilmistir (Chen
ve ark., 2006).

Turjaman ve ark. (2006) Shorea seminis fidanlarin1 ektomikorizal mantar tiirleri
ile asilamanin fidanlarin boy ve biyomasi yaninda, N ve P alimlarini da arttirdigini
bildirmislerdir.

Repac (2007) ektomikorizal mantarlar ile inokule edilen Picea abies fidanlarinin
gelisimini ve ektomikoriza olusumunu arastirmistir. Calismada torf, kayin aga¢ kabugu
kompostu, torfiperlit (1:1) ve kompost:perlit (1:1) substratlari Hebeloma
crustuliniforme, Hygrophorus agathosmus ve Paxillus involutus’un vejetatif inokulumu

ile asitlanmistir. Birinci gelisme mevsiminden sonra serada yetistirilen fidanlarin
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mikoriza olusum orani ve gelisimleri degerlendirilmistir. Torf igeren substratlarda
yetistirilen fidanlar daha biiyiik toprak {istii aksama ve toplam kuru agirliga sahip iken,
mikoriza olusum orani kompost igeren substratlarda yetistirilen fidanlardan daha diisiik
bulunmustur. Fungal uygulamalar arasinda hem mikoriza olusum orani1 hem de fidan
gelisimi bakimindan 6nemli farkliliklar bulunmamistir. En yiliksek kok kuru agirlik
degerleri torf ortaminda yetistirilen ve Hebeloma ile inokule edilen fidanlardan elde
edilmistir. Arastirmada gelisim parametrelerinin mikoriza olusum derecesi ile negatif
iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Sedir fidanlarinin (Cedrus libani) biiylime, gelisme ve besin elementleri alimina
ektomikorizal agilamanin etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir g¢alismada sera
kosullarinda steril edilmis ve edilmemis ii¢ degisik yetistirme ortaminda, ii¢ farkh
ektomikorizal mantar tiiriiniin (Lactarius delicious, Hebeloma crustuliniforme ve
Tricholoma ustale) iki degisik asilamasinin (tohum ekimi asamasinda ve fide dikimi
asamasinda) etkileri incelenmistir. Vejetasyon siiresi sonunda fidanlarin gelisme
parametreleri Ol¢lilmiis, toprak iistii aksamindaki besin maddesi icerikleri ile kokteki
ektomikoriza enfeksiyon oranlar1 belirlenmistir. Ozellikle H. crustuliniforme tiirii ile
fide sasirtmasi asamasinda yapilan asilamanin, diger mikoriza tiirlerine 6zellikle de
tohum ekimi sirasinda yapilan asilamaya gore sedir fidanlarinin gelisimi {izerine etkisi
daha etkili bulunmustur. Steril edilmemis ortam ile kiyaslandiginda, steril edilmis
ortamlarda H. crustuliniforme ve L. delicious ektomikoriza tiirleri ile her iki asilama
asamasinda yapilan uygulamalar sedir fidanlarinin gelisimine ve besin elementleri
alimima olumlu katkilar saglamistir. Arastirma bulgular ile disiik diizeyde bitki kok
enfeksiyonu gerceklesmesine karsin, mikoriza asilamasinin sedir fidani gelisimine ve

besin elementleri alimina dnemli katkilar sagladigi belirlenmistir (Tiifek¢i, 2007).

2.6. Ektomikorizal Mantar Yetistiriciligi ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Yenilebilir mikorizal mantarlarin ¢ok azi basaril bir sekilde yetistirilebilmektedir.
Glintimiizde birgok ektomikorizal mantar tiirliniin yetistiriciligi konusunda metotlar
gelistirilmekle birlikte, kontrollii kosullarda yalnizca birka¢ Tuber tiirti basarili bir
sekilde ve ticari olarak yetistirilebilmektedir (Wang ve Hall, 2004). Tuber magnatum,
Tricholoma matsutake, Boletus edulis ve Lactarius deliciosus gibi ticari agidan énemli

ve diinyanin en pahali ektomikorizal mantar tiirlerinin ¢ogu ve diger bircok
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ektomikorizal mantarin  yetistiriciligi  i¢in yapilan c¢aligmalar  basarisizlikla
sonuglanmistir (Hall ve ark., 1998; Wang ve Hall, 2004).

Yapilan bir ¢calismada Hebeloma vinosophyllum’un konukgu bir bitki olmadan
gelisme ortaminda primordium ve mantar olusturdugu belirlenmistir (Suzuki, 1979).

Lactarius tiirleri, Laccaria laccata, Tricholoma terreum ve Cantharellus cibarius
ektomikorizal mantarlarinin kiiltiire alinmalariyla ilgili olarak yapilan bir caligmada bu
mantarlarin mikorizal ortaklar1 olan bitki kokleriyle birlikte gelistigi bildirilmistir.
Boletus granulatus ve Lactarius deliciosus tiirleri sera kosullarinda ¢am koklerine
inokule edilmis ve inokulasyondan 3-4 yil sonra bu bitkiler dogal ortama sasirtilmak
suretiyle mantar elde edilmistir (Poitou ve ark., 1984).

Ektomikorizal mantar Hebeloma cylindrosporum aksenik kosullarda sentetik bir
ortam {izerinde konukgu bitkisi Pinus pinaster ile yetistirildiginde sporlu mantarlar elde
edilmistir. Konukgu bitki olmadiginda H. cylindrosporum yalnizca primordium ve
olgunlasmamis mantarlar olusturmustur. Toplam 9.5 aylik siire sonunda 144 mantar
elde edilmistir. H. cylindrosporum’un miseli ile 1 aylik P. pinaster bitkilerinin
inokulasyonundan yaklasik 15-30 giin sonra 1 [I’lik siselerde mantar olusumu
baslamistir. 18 °C’de her bir sisede gelisen ortalama mantar sayisi yaklasik 3.5 olarak
belirlenmistir. Ayrica elde edilen mantarlarin sporlarinin ¢imlenme yetenegine sahip
oldugu da tespit edilmistir (Debaud ve Gay, 1987).

Ohta (1994a) tarafindan yapilan ¢aligmada saf kiiltiirde Lyophyllum shimeji
yetistiriciligi arastirilmistir. En hizli misel gelisimi sentetik sivi ortam igeren arpa
danelerinde saglanmistir. Inkiibasyon sicakligi 23 °C’den 15 °C’ye diisiiriildiikten sonra
primordiyum olusumu saglanmistir. Cam fidanlarinin  bulunusunun primordium
olusumu {tizerinde higbir destekleyici etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Mantar olusumu
500 ml’lik cam siselerde arpa, kayin talast ve sentetik sivi ortamdan olusan bir
karisimda elde edilmistir. Olgun mantarlardan elde edilen basidiosporlar agar ortaminda
cimlendirilmis ve misel gelisimi saglanmistir. Boylece konukgu bir bitki olmadan saf
kiiltirde L. shimeji’nin hayat dongiisii tamamlanmustir.

Debaud ve ark. (1995) bazi Hebeloma tiirlerinin konukgu bitki varliginda
aksenik veya aksenik olmayan kosullar altinda mantar olusturabildigini, bununla birlikte
konukgu bitki olmadan yalnizca primordium veya olgunlasmamis anormal sporokarplar

olusturdugunu belirtmislerdir.
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Saf kiiltirde iki ektomikorizal mantar tiiriiniin (Hebeloma radicosum ve
Hebeloma sp.) iiretiminin arastirildig1 ¢alismada ilk olarak arpa daneleri ve talas igeren
ortama ilave edildiklerinde mantarlarin misel gelisimini tesvik eden besin maddeleri
belirlenmigtir. Daha sonra her bir mantar tiirli i¢in se¢ilen ilave besin maddelerini i¢eren
daha genis ¢apli bir ortamda, 17 °C’de 21-32 giin siiren bir inkiibasyonu takip eden 22
°C’de 35-42 giinliik bir inkiibasyondan sonra basidiosporlar1 tasiyan olgun mantarlar
elde edilmistir (Ohta, 1998).

Guerin-Laguette ve ark. (2000)’nin kontrollii topraksiz kosullarda Lactarius
tirtiniin mantar olusumunu arastirdiklar1 ¢alismada Pinus sylvestris fidanlar1 L.
deliciosus ile inokule edilmistir. inokulasyondan sonraki birinci yilda L. deliciosus
primordiumlar1 gériilmiis ve bundan 6 ay sonra da 2 olgun mantar elde edilmistir.

Pinus densiflora fidanlarmin Lyophyllum, Tricholoma, Leucopaxillus, Suillus,
Rhizopogon, Lactarius ve Morchella cinsine ait yenilebilir mantarlarin miselleri ile
inokule edildigi calisma sonucunda incelenen tiirlerin yarisindan fazlasi agik saksi
topraginda primordium olusturmus ve Tricholoma portentosum, T. saponaceum ve
Lactarius akahatsu gibi tiirler agik saks1 topragina dikimden 6-9 ay sonra geng konukcu
bitkilerle basidiokarp olusturmuslardir. Bununla birlikte in vitro kosullarda primordium
ve basidiokarp olusumu saglanmamistir (Yamada ve ark., 2001a).

Birka¢ T. matsutake izolati konuk¢u bir bitki olmadan besin ortaminda
primordium benzeri yapilar olusturmustur (Ogawa ve Hamada, 1975; Kawai ve
Ogawa, 1976). Bununla birlikte, bu tiirde saf kiiltiirde olgun basidiokarplarin gelistigi
bildirilmemistir (Wang ve ark., 1997).

Yapilan calismalarda serada saksilarda ektomikorizal mantar tiirleriyle inokule
edilmis fidanlar yetistirilerek Cantharellus cibarius, Lactarius deliciosus, Lactarius
akahatsu ve Lyophyllum shimeji tiirlerinde mantar olusumu saglanmistir (Ohta, 1994a;
Guerin-Laguette ve ark., 2000; Danell, 2002; Yamada ve ark., 2002). Bununla
birlikte Lactarius sanguifluus ve Tricholoma matsutake tiirlerinde mantar {retimi
amaciyla yapilan ¢aligmalarda basar1 saglanamamistir (Eto, 1990; Hu, 1994; Wang,
1995; Wang ve ark., 1997; Yamada ve ark., 2002; Gonzalez-Ochoaa ve ark., 2003).

Lactarius deliciosus iiretimi amaciyla kurulan ilk Pinus radiata plantasyonunda
dikimden 2.5 yi1l sonra hektardan 50 kg mantar elde edilmistir (Wang ve ark., 2003).

Yamada ve ark. (2007)’nin yaptigi ¢alismada Pinus densiflora fidanlari ile

ektomikoriza olusturan 3 yenilebilir ektomikorizal mantar (Tricholoma portentosum, T.
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saponaceum ve T. terreum) tiirii 3 yi1l boyunca laboratuar kosullarinda agik saksi
kiiltiiriinde yetistirilmistir. T. portentosum ve T. saponaceum tiirlerinden yetistirme
periyodu boyunca birka¢ kez mantar elde edilmistir. T. terreum tiiriinde ise 3. yilda
sadece 1 mantar gozlenmistir. T. terreum tiirii i¢in kontrollii ¢gevresel kosullarda mantar
olusumunun saglandigi bu durum ilk kayit olarak belirlenmistir. Calismadan elde edilen
sonuglar bu 3 yenilebilir Tricholoma tiiriiniin yetistiriciliginin miimkiin oldugunu

gostermektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calisma ii¢ asamali olarak planlanmis ve yiiriitiilmiistiir. Ilk asamada calismada
ele alinan ektomikorizal mantar tiirleri (Lactarius controversus, Lactarius pyrogalus ve
Tricholoma terreum) toplanmus, saf kiiltiirler elde edilmis ve misel gelisimi i¢in en
uygun besin ortami, pH, sicaklik, karbon (C) ve azot (N) kaynaklar1 belirlenmistir.
Ikinci asamada 3 ektomikorizal mantar tiiriinde de vejetatif inokulum elde edilmesi ile
ilgili calismalar yiiriitiilmiistiir. Uciincii asamada ise findik (Corylus avellana) ile
ektomikorizal iligkisi bulunan L. pyrogalus tiiriine ait degisik inokulumlarin farkli
yontemlerle findik fidanlarina inokulasyonu yapilmis, ektomikoriza olusumu, teshisi ve

tanimlanmasi ile ektomikorizanin fidan gelisimi iizerine etkisi belirlenmistir.

3.1. Materyal

Arastirma, Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri
Boliimiine ait misel iretim laboratuarinda 2005 (May1s)-2008 (Kasim) yillar1 arasinda
yiritiilmiistiir. Arastirmada Lactarius controversus (Pers.:Fr.) Fr., Lactarius pyrogalus
(Bull.:Fr.) Fr. ve Tricholoma terreum (Schaeff.:Fr.) Kumm. tiirlerinin Samsun ve Ordu
makromantar florasindan toplanan mantar 6rnekleri kullanilmistir. Misel gelisimi igin
gerekli besin ortamlarinin hazirlanmasinda ve ektomikorizal fungusun teshisi igin
kullanilan kimyasal maddeler ile vejetatif inokulum materyali olarak kullanilan torf ve
vermikiilit piyasadan temin edilmistir. Ayrica bitkiye inokulasyon, ektomikoriza sentezi
ve vejetatif inokulum hazirlanmasinda kullanilan kavanoz ve siseler de piyasadan temin
edilmistir. Bitkiye inokulasyon c¢alismasinda kullanilan findik tohumlar1 (Palaz) ise

Ordu ilinden temin edilmistir.

3.1.1. Cahsmada Ele Alinan Ektomikorizal Mantar Tiirlerinin Tanitimi ve
Sistematikteki Yeri

Calismada ele alinan L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum mantar tiirlerinin
sistematikteki yerleri Cizelge 3.1’de, makroskopik, mikroskopik 0Ozellikleri ve

habitatlari ile ilgili bilgiler ise asagida verilmistir.
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Cizelge 3.1. Lactarius controversus, Lactarius pyrogalus ve Tricholoma terreum’un
sistematikteki yeri

L. controversus L. pyrogalus T. terreum
Ust alem Eukaryota Eukaryota Eukaryota
Alem Fungi Fungi Fungi
Boliim Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota
Simf Basidiomycetes Basidiomycetes Basidiomycetes
Alt sitmif Agaricomycetidae Agaricomycetidae ~ Agaricomycetidae
Takim Russulales Russulales Agaricales
Familya Russulaceae Russulaceae Tricholomataceae
Cins Lactarius Lactarius Tricholoma
Tiir Lactarius controversus  Lactarius pyrogalus Tricholoma terreum

Lactarius controversus (Pers.) Pers.

Sapka 8-15 cm, sarimsi1 beyaz ya da ortas1 pembemsi, kirli beyazdir. Sapka ortasi
cukur, kenarlar1 disa kivrik, yiizeyi 1slaksi ve kaygandir. Sap 2-6 x 2-4 cm olup, sapka
ile ayn1 renktedir. Et kalinca, beyazdir. Lameller sik, pembemsi beyaz ve sapa dogru
uzanmaktadir. Siit beyaz ve yakicidir (Sekil 3.1).

Spor izi pembemsi krem, sporlar oval, {istii ag seklinde ve 6-7 x 5-6 p’dur.

Sogiit veya kavak agaclart altinda, yaz sonlar1 veya sonbaharda olusmaktadir.
“Sogiit mantar1” veya “Act mantar” olarak bilinen L. controversus tiirii halk
pazarlarinda satilan yaygin Dbir tirdir. Taze ya da salamurast yapilarak

degerlendirilmektedir (Peksen ve Karaca, 2000b ve 2003; Ozcelik ve ark., 2004).

Sekil 3.1. Lactarius controversus tiiriiniin genel goriiniimii
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Lactarius pyrogalus (Bull.) Fr.

Sapka 4-11 cm, grimsi kahverengiden devetiiylimsii veya yesilimsi kahverengiye
kadar degisen renklerde ve i¢ ice halkalar halinde ¢izgili bir goriiniimdedir. Nemliyken
hafif yapiskanimsidir. Sap 1.5-6 x 0.5-1.5 cm, sapka ile ayn1 renkte veya daha aciktir. Et
beyazdir. Lameller saptan baslar, sarimsi beyazdan pembemsi kahverengiye kadar
degisebilir. Siitii beyazdir, kuruyunca pihtilagir ve grimsi renk alir (Sekil 3.2). Siitiine
KOH damlatildiginda portakal rengine doniisiir.

Spor izi acik pembemsi saridir. Sporlar 7-8 x 5.5-6.5 p, genisce elips ve ylizeyi
oluklu, sporu boydan boya kat eden ¢ikintilara sahiptir.

Findik altinda, bahar aylarinda goriilen bir tiirdiir. Taze ya da salamuras1 yapilarak
degerlendirilmektedir. “Findik mantar1” veya “Tirmit” olarak bilinen L. pyragalus,
Samsun ve Ordu halki tarafindan ¢ok sevilerek tiiketilen bir tiirdiir. Ancak son yillarda
bu tiirlin dogadan toplanan miktarlarinda 6nemli azalmalar oldugu gézlenmistir (Peksen

ve Karaca, 2000b ve 2003; Ozcelik ve ark., 2004).

Sekil 3.2. Lactarius pyrogalus tiiriiniin genel goriintimii

Tricholoma terreum (Schaeff.) Quel.

Sapka 4-7 cm, vizon renginde, sapka lizeri ipliksi yapidadir. Baslangicta konveks
olup, sonradan diizlesir. Sapkanin ortasinda kiit bir ¢ikint1 bulunabilir. Olgunlarin kenar1
yariktir. Sap 3-9 x 1-4 cm boyutlarinda ve beyaz renktedir. Silindir seklinde olan sapin
ici yaslandik¢a bosalir. Eti gri beyazimsi, tadi hos, kokusu belirgin degildir. Kirilgan
yapil1 bir mantardir. Lameller seyrek, grimsi beyaz renktedir (Sekil 3.3).

Spor izi beyaz, sporlar1 badem ve 6-7 x 3.5-4 p’dur.
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Igne yaprakli orman altinda, genellikle sonbaharda bulunur. Halk tarafindan
sevilerek tiiketilen T. terreum “Karaoglan”, “Karakiz” ve ‘“Karaca” olarak
bilinmektedir. Kalitesi yiiksek olan bu mantarin 6zellikle ¢orbalara lezzet kattigi
bilinmektedir. Diger doga mantarlarinin azaldigi dénemlerde bulunmas: da énemli bir
avantajdir. Ancak kiigiik yapili ve gevrek boyutlu olmasi nedeniyle tasinmasi sorun

olmaktadir (Peksen ve Karaca, 2000b ve 2003; Ozcelik ve ark., 2004).

Sekil 3.3. Tricholama terreum tiiriiniin genel goriiniimi

3.2. Yontem

3.2.1. Mantar Orneklerinin Toplanmasi

T. terreum tiirline ait mantar ornekleri ilkbahar ve sonbahar doneminde yapilan
surveylerle Ondokuz Mayis Universitesi Kampiis alanindan, L. pyragalus (Bull.: Fr.)
Fr. ve L. controversus (Pers.:Fr.) Fr. tiirlerine ait mantar 6rnekleri ise Samsun ve Ordu
illerinin bazi ilge ve koylerinden toplanmistir. Mantarlarin habitat, makroskopik ve
mikroskopik 6zellikleri saptanmis ve fotograflari c¢ekilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve
Sekil 3.3). Teshisleri Phillips (1994) ve Heilmann-Clausen ve ark. (2000)’na gore
yapilmustir.

3.2.2. Saf Kiiltiirlerin Elde Edilmesi

Calismada yer alan mantar tiirlerinin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi amaciyla
besin ortami olarak ektomikorizal mantarlarin saf kiiltlir ve misel gelisimleri i¢in yaygin
olarak kullanildig1 bildirilen MMN (Modifiye Edilen Melin-Norkrans) ve M40
ortamlar1 kullanilmistir (Boyle ve ark., 1984; Kumar ve Satyanarayana, 2002). MMN
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ve M40 besin ortamlarmin igerikleri Cizelge 3.2°de verilmistir. Besin ortamlari
otoklavda 121 °C’de 30 dakika steril edilmistir. Sterilizasyon sonrasi sogutulan besin
ortamlar1 steril kabin icerisinde 9 cm capindaki steril petrilere yaklasik 20 ml olacak
sekilde konulmustur. Araziden toplanan mantar 6rnekleri laboratuara getirildikten sonra
alkol ile steril hale getirilmistir. Daha sonra laminar hava akiglh steril bir kabinde pens
ve bistiiri kullanilarak mantar 6rneginin yiizeyi styrilmistir. Steril bir bisturi yardimiyla
dogrudan taze mantar drneklerinden alman yaklasik 0.5 cm®’lik doku parcalart (sap ve
sapka arasindaki doku, lamellerin iist kismindaki doku parcalari) steril bir transfer
ignesi yardimiyla petri kaplarinda bulunan besin ortamlarina asilanmistir. Asilamadan
sonra petriler parafilmle sarilmig ve kiiltiirler karanhikta 20-25 °C’de gelismeye
brrakilmustir.

Saf kiiltiirler elde edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda (+4 °C)
muhafaza edilmistir (Palmer, 1971). {leriki calismalarda kullanmak amaciyla kiiltiirler
3-4 ayda rutin olarak besin ortamlarina aktarilmistir (Molina ve Palmer, 1982;

Brundrett ve ark., 1996).

Cizelge 3.2. Saf kiiltiir ve misel gelistirme ¢aligmalarinda kullanilan besin ortamlar1 ve igerikleri

BAF 30.0 g glikoz, 2.0 g pepton, 0.2 g maya ekstrat, 0.5 g KH,PO,, 0.5 g MgS0,.7 H,0,
10.0 mg FeCl;.6 H,0, 1.0 mg ZnSO,.7 H,0, 5.0 mg MnSQO,, 100.0 mg CaCl,.2 H,0,
50.0 pg tiamin HCI, 1.0 pg biyotin, 100.0 pg folik asit, 50.0 pg inositol, 15.0 g agar,
1 1 destile su

ME 20 g malt ekstrat, 15 g agar, 1 1 destile su

MMN 0.025 g NaCl, 0.5 g KH,PO4, 0.25 g (NH4),HPO,, 0.05 g CaCl,, 0.15 g MgS0,.7
H,0, 0.012 g FeCls. 6 H,0, 0.003 g tiamin, 10 g glikoz, 3 g malt ekstrat, 15 g agar, 1
1 destile su

M40 66.8 mg CaCl,. 2 H,0, 500 mg KH,PO, 25 mg NaCl, 250 mg (NH,4), HPO,, 150 mg
MgS04.7 H,0, 10 mg tiamin, 10 g glikoz, 5 g malt ekstrat, 0.5 ml %1’lik FeCl, 15.0
g agar, 1 1 destile su

PDA 200 g patates, 20 g dekstroz, 20 g agar, 1 I destile su

3.2.3. Misel Gelisimi icin En Uygun Besin Ortami, pH, Sicaklik, Karbon (C)
ve Azot (N) Kaynaklarinin Belirlenmesi

(Calismada ele alinan tiirlerin misel gelisimi i¢in en uygun besin ortamlarinin
belirlenmesi amaciyla Biyotin-Aneurin-Folik Asit Agar (BAF), Malt Ekstrat Agar
(ME), Modifiye Edilen Melin-Norkrans Ortami1 (MMN), M40 ve Patates Dekstroz Agar
(PDA) besin ortamlar1 kullanilmistir (Cizelge 3.2). Besin ortamlar1 hazirlandiktan sonra

pH’lar1 belirlenmis ve otoklavda 121 °C’de 30 dakika steril edilmistir. Steril edilen
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besin ortamlar steril kabinde petrilere dokiilmiistiir. Denemede L. controversus ve L.
pyrogalus tiirleri i¢in 6 cm ¢apinda plastik petriler, T. terreum tiirii igin ise 9 cm ¢apinda
cam petriler kullanilmistir. Steril kabinde, farkli besin ortamlar1 iceren petrilerin merkez
kismina 1 adet 0.5 cm capinda saf kiiltiirden kesilen miselli agar parcasi (misel diski)
aktarilmistir. Asilamadan sonra kiiltiirler 25 °C’de inkiibe edilmistir. Misel gelisim
durumlarinin belirlenmesi amaciyla misel koloni (gelisim) yarigapi, misel gelisim hizi,
misel gelisim siiresi ve misel gelisim (koloni) alan1 belirlenmistir. L. controversus, L.
pyrogalus ve T. terreum tiirlerinde en uygun besin ortamini belirlemek amaciyla
kurulan denemeler, tesadiif parselleri deneme desenine gore 6 tekrarlamali olarak
yuriitilmistiir.

Farkli sicaklik ve pH’nin L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum tiirlerinin
misel gelisimine etkisinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen denemeler ise tesadif
parselleri deneme desenine gore 5 tekrarlamali olarak kurulmustur. Bu ¢aligmada besin
ortami olarak L. controversus ve L. pyrogalus tiirleri igin BAF ve PDA ortamlari, T.
terreum tiirli icin ise PDA ortami kullanilmistir. Denemede 5 farkli pH seviyesi (4.0,
4.5, 5.0, 5.5 ve 6.0) ve 4 farkli inkiibasyon sicakligi (15, 20, 25 ve 30 °C) ele alinmistir.
Hazirlanan besin ortamlari steril edilmeden 6nce ortamlarin pH degerleri NaOH veya
HCI kullanilarak ayarlanmistir. Hazirlanan besin ortamlar1 otoklavda 121 °C’de 30
dakika steril edilmistir. Steril edilen besin ortamlar: steril kabinde 9 cm ¢apindaki cam
petrilere 20 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Steril kabinde petrilerin merkez kismina 1
adet 0.5 cm ¢apinda saf kiiltiirden kesilen miselli agar pargasi (misel diski) aktarilmistir.
Asilamadan sonra kiiltiirler 4 farkli inkiibasyon sicakliginda (15, 20, 25 ve 30 °C)
inkiibe edilmistir. Misel gelisim durumlarinin belirlenmesi amaciyla asilamadan sonra
misel koloni yarigapi, misel gelisim hizi, misel gelisim siiresi ve misel gelisim alani
tespit edilmistir. T. terreum tiiriinde 30 °C’de misel gelisimi olmadig1 i¢in istatistiksel
analizlerde karekok transformasyonu uygulanmaistir.

L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum tiirlerinde farkli karbon (C) ve azot
(N) kaynaklarinin misel gelisimine etkisini belirlemek amaciyla kurulan denemeler,
tesadiif parselleri deneme desenine gore 8 tekrarlamali olarak yiiriitiilmiistiir. Denemede
besin ortami olarak MMN ortami kullanilmistir. C kaynagi olarak ksiloz, laktoz, sukroz,
maltoz, mannitol, glikoz ve dekstroz; N kaynag1 olarak ise malt ekstrat, maya ekstrat,
pepton, (NH4);HPO4 (amonyum fosfat), NH4sNO;3; (amonyum nitrat) ve Ca(NO3),

(kalsiyum nitrat) incelenmistir. Denemede MMN ortaminin igeriginde bulunan glikoz
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yerine farkli C kaynaklar1 (10 g/l) ilave edilmis, hi¢ bir C kaynaginin kullanilmadigi
ortam ise kontrol (C) olarak ele alinmistir. MMN ortaminda bulunan (NH4),HPO4 ve
malt ekstrat N kaynagi yerine ise ele alinan N kaynaklar1 (3.25 g/1) kullanilmis ve hi¢bir
N kaynaginin kullanilmadigi ortam kontrol (N) olarak ele alinmistir (Daza ve ark.,
2006). Ortamlar hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 30 dakika steril edilmistir.
Denemede 9 cm c¢apinda cam petriler kullanilmistir. Steril kabinde petrilerin merkez
kismina 1 adet 0.5 cm capinda saf kiiltiirden kesilen miselli agar parcasi (misel diski)
aktarilmustir. Asilamadan sonra Kkiiltirler 23 °C’de inkiibasyona tabi tutulmuslardir.

Misel gelisim hizi, misel gelisim alan1 ve misel yapisi belirlenmistir.

Misel Calismalarinda Kullamlan Olciimler:

Misel Koloni (Gelisim) Yaricapt (mm): Petrilerdeki miselli agar pargasinin
(misel diskinin) 4 farkli noktasindan giinliik olarak dijital kumpasla yapilan 6l¢iimlerle
uygulamalarin misel koloni (gelisim) yaricaplar1 belirlenmistir.

Misel Gelisim Hizi (mm/giin): Misel gelisimindeki dogrusal biiylimenin
gergeklestigi zaman araligindaki (T2-T1) misel gelisimindeki artis (R2-R1) degerleri
dikkate alinarak hesaplanmistir.

Misel Gelisim (Koloni) Alan1 (cm?®): Asilamadan sonra en 1yi gelisen uygulama
esas almarak, misellerin kapladigi alan ¢izilmis ve planimetre ile Olgiilerek
belirlenmistir.

Misel Gelisim Siiresi (giin): Asilamadan itibaren miselin petriyi tamamen sardig1

doneme kadar gegen giin sayisi1 olarak tespit edilmistir.

3.2.4. Anastomoz Durumlarinin Belirlenmesi

L. pyrogalus (Findik Tirmiti) tiiriinde Terme ve Unye izolatlar1 arasinda
uyusmazlik olup olmadig1r ve anastomoz durumlar1 belirlenmistir. Bu amacla farkl
besin ortamlarinin (BAF, MMN, PDA ve ME) bulundugu her bir petriye Terme ve
Unye izolatindan 0.5 cm® lik birer miselli agar parcasi (disk) asilanmistir. Asilamadan
sonra kiiltiirler 23 °C’de inkiibe edilmistir. Gelisim tamamlandiktan sonra kesisme
sekilleri mikroskopta incelenmis, anastomoz gruplarinin siniflandirilmasi1 Akin (2001)’e
gbre yapilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 10 tekrarlamali

olarak kurulmustur.
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3.2.5. Ektomikorizal Mantar Tiirlerinin Yetistigi Alanlardaki Toprak
Ozelliklerinin Saptanmasi

Mantar 6rneklerinin toplanmasi sirasinda ektomikorizal mantar tiirlerinin yetistigi
alanlardaki toprak ozelliklerinin saptanmasi amaciyla yeterli miktarda toprak Ornegi
alimmustir. Daha sonra topraklarin pH, nem, satiirasyon, organik madde, C ve tuzluluk
gibi oOzellikleri belirlenmistir. Toprak 6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan
laboratuar analizleri 2 tekrarlamali olarak yapilmistir.

pH: 20 g toprak Ornegi tartilip, lizerine 50 ml saf su ilave edilmis, 5-6 saat
bekletildikten sonra karisimin suyu siizilmiis ve pH metre ile dlgiilerek belirlenmistir
(Jackson, 1962).

Nem (%): Alinan orneklerin yas agirliklart belirlenmis, daha sonra 105 °C'ye
ayarl etiivde sabit agirliga ulasincaya kadar kurutulmustur. Kuru agirliklar1 belirlenerek
bulunan degerlerin 100'den c¢ikarilmasiyla ortamlarin nem igerikleri belirlenmistir
(Kacar, 1994).

Satiirasyon (%): Demiralay (1993)’e gore belirlenmistir.

Organik Karbon (%): Walkley-Black yontemine gore potasyum kromat ile
muamele edilerek ve H,SOy ile yas yakilarak belirlenmistir (Kacar, 1994).

Organik Madde (%): Walkley Black yontemine gore belirlenen organik
karbonun 1.724 ile ¢arpilmasi (OM=0Cx1.724) ile tespit edilmistir (Kacar, 1994).

EC icerigi: Toprak-su 1:2.5 (w:v) oraninda hazirlanip, bir gece bekletildikten
sonra EC metre ile olgiilerek belirlenmistir (Rowell, 1996).

3.2.6. Vejetatif inokulum Elde Edilmesine Yénelik Calismalar

L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum mantar tiirlerinde vejetatif inokulum
hazirlamak amaciyla torf ve torf:vermikiilit (1:4, 1:6, 1:8 ve 1:10, v:v) karigimlarindan
hazirlanan 5 ortam kullanilmistir. Torf:vermikiilitten (T:V) hazirlanan karisimlar
homojen olarak karistirtlmistir. Her bir ortam 250 ml’lik cam siselere 230 ml olacak
sekilde doldurulmustur. Siselerin agizlar1 pamuk tikagla ve aliiminyum folyo ile
kapatildiktan sonra otoklavda 121 °C’de 1.5 saat steril edilmistir. 24 saat sonra siselere
80 ml BAF s1vi ortamindan ilave edilmis ve tekrar 121 °C’de 30 dakika steril edilmistir.
Bir giin sonra steril sartlarda her siseye 3 adet saf misel kiiltiirtinden kesilen 0.5 em?’lik
parcalar agilanmistir. Asilamadan sonra siseler karanlikta 2042 °C’de inkiibasyona

almmugtir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 5 tekrarlamali olarak
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yuritiilmistir. Ortamlarda % nem 1ile sterilizasyon Oncesi ve sonrasi pH’lar
belirlenmistir. L. controversus ve L. pyrogalus tiirleri i¢in bu ortamlarda misel gelisim
hiz1 (cm/giin) ve misel gelisim siiresi (giin) belirlenmistir. Bununla birlikte T. terreum
tiiriinde misel gelisimi zayif ve seyrek olmasi nedeniyle giinliikk olarak misel gelisim
hiz1 6lgiilememis ve sadece misel geligim siiresi belirlenmistir.

Nem (%): Kacar (1994)’e gbre yapilmustir.

Sterilizasyon Oncesi ve Sonras1 pH: Jackson (1962)’ye gére belirlenmistir.

Misel Gelisim Hizi (cm/giin): Siselerin 2 farkli noktasindan giinliikk olarak
yapilan 6l¢iimlerle uygulamalarin misel gelisimleri belirlenmistir. Misel gelisim hizi
misel gelisimindeki dogrusal biiyiimenin gerceklestigi zaman araligindaki (T2-T1)
misel gelisimindeki artig (R2-R1) degerleri dikkate alinarak hesaplanmistir.

Misel Gelisim Siiresi (giin): Asilamadan itibaren siselerdeki misel gelisimi

tamamlanana kadar gegen giin sayis1 olarak belirlenmistir.

3.2.7. Farkl inokulasyon Uygulamalari

Bitkiye inokulasyon, ektomikoriza olugumu, ektomikorizanin bitki gelisimine
etkisi ve ektomikorizal iligskinin teshisi ¢aligmalar1 sadece findik (Corylus avellana) ile
ektomikorizal iligkisi bulunan L. pyrogalus tiiriinde yiritilmiistir. L. pyrogalus tiiri,
bolgede halk tarafindan sevilerek tiiketilmesi ve populasyonunun azalma tehlikesi
altinda olmasi1 nedeniyle tercih edilmistir.

Palaz findik c¢esidine ait findik tohumlarimin soguklama gereksinimlerini
karsilamak, engelleyici etmenleri gidermek, tohum kabuklarmi yumusatmak,
embriyonun su ve oksijen alimini kolaylastirarak cimlenme giiclerini artirmak ve
cabuklastirmak amaciyla nemlendirilmis torfivermikiilit ortaminda buzdolabinda
katlama yapilmistir. Katlama 6ncesinde tohumlar % 30’luk H,O,’de 30 dk tutulup, steril
suda iyice calkalandiktan sonra tohumlarin ylizey sterilizasyonu gergeklestirilmistir.
Katlamada torf:vermikiilit (1:10) ve vejetatif inokulumlu torf:vermikiilit (1:10) ortami
olmak iizere 2 farkl katlama ortami kullanilmistir. Her bir ortamda 150’ser tohum
olmak {izere katlama yapilmigtir. Katlamaya tohumlarda kokg¢ilik olusumu goézlenene
kadar yaklasik 3.5 ay boyunca devam edilmistir.

Inokulasyon calismalarinda 1 tanesi kontrol olmak iizere toplam 15 farkli

uygulama denenmistir. Her bir uygulama i¢in 5 adet fidan yetistirilmistir. Calismada yer
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alan uygulamalar asagidaki sekilde hazirlanmis olup, oOzellikleri Cizelge 3.3’de
Ozetlenmistir.

A- Substrat 80 ml BAF siv1 besin ortami (20 g glikoz) ile nemlendirilmistir. Steril
sartlarda her bir kavanoz 4 adet misel diski (0.5 cm?) ile asilanmis ve tohum ekimi
yapilmistir. Tohum ekiminde inokulumlu ortamda katlanan tohumlar kullanilmistir
(Yamada ve ark., 1999; Santiago-Martinez ve ark., 2003).

B- Substrat (A) uygulamasi ile aymi sekilde hazirlanmis olup, inokulumsuz
ortamda katlanan tohumlar kullanilarak dikim yapilmistir.

C- Substrat 80 ml BAF s1v1 besin ortami (20 g glikoz) ile nemlendirilmistir. Steril
sartlarda her bir kavanoz 4 adet miselli agar parcast (0.5 cm?) ile asilandiktan sonra
kavanozlarin kapaklar1 kapatilmistir. Ortam tamamen miselle sarildiktan sonra tohum
ekimi yapilmustir. Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullanilarak dikim
yapilmistir.

D- Substrat (A) uygulamasi ile aym sekilde hazirlanmis, fakat asilamada Terme
(2 adet misel diski) ve Unye (2 adet misel diski) izolat: birlikte kullanilmustir.
Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullanilarak dikim yapilmstir.

E- Substrat (A) uygulamasi ile ayni sekilde hazirlanmig, fakat burada Terme
izolat1 yerine Unye izolati kullanilmistir. Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar
kullanilarak dikim yapilmastir.

F- Substrat 40 ml MMN s1v1 besin ortami ile nemlendirilmistir. Sterilizasyondan
sonra substrat 1:8 (inokulum:substrat) oraninda vejetatif inokulum ile karistirilmis ve
tohum ekimi yapilmistir. Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullamlarak dikim
yapilmistir.

G- Substrat 40 ml MMN siv1 besin ortami ile nemlendirilmistir. Sterilizasyondan
sonra substrat 1:2 (inokulum:substrat) oraninda vejetatif inokulum ile karistirilmis ve
tohum ekimi yapilmistir. Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullamlarak dikim
yapilmistir.

H- Substrat 40 ml MMN s1v1 besin ortami ile nemlendirilmistir. Sterilizasyondan
sonra substrat daha Once bahsedilen sekilde hazirlanan vejetatif inokulum ile 1:4
(inokulum:substrat) oraninda karistirilmis ve tohum ekimi yapilmistir. Inokulumsuz

ortamda katlanan tohumlar kullanilarak dikim yapilmistir (Rincén ve ark., 1999).



Cizelge 3.3. Calismada kullanilan inokulasyon uygulamalar1 ve dzellikleri

Uygulama Kullanilan kap ve Substrat Mikorizal Izolat Besin Kullanilan Inokulum
hacmi hacmi sistem ortami inokulum miktar1
(ml) (ml)

A* Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme BAF-20 Saf misel kiiltiiri 4 adet misel diski
B Cam kavanoz — 370 250 Acgik Terme BAF-20 Saf misel kiiltiiri 4 adet misel diski
C Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme BAF-20 Saf misel kiiltiiri 4 adet misel diski
D Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme+Unye  BAF-20 Saf misel kiiltiirii 4 adet misel diski
E Cam kavanoz — 370 250 Agik Unye BAF-20 Saf misel kiiltiiri 4 adet misel diski
F Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme MMN Vejetatif inokulum 27.8 ml
G Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme MMN Vejetatif inokulum 83.3 ml
H Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme MMN Vejetatif inokulum 50 ml
I Cam kavanoz — 370 250 Agik Terme n-MMN  Vejetatif inokulum 50 ml
K Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme Destile su  Vejetatif inokulum 50 ml
L Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme MMN S1vi inokulum 50 ml
M Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme MMN Stv1 inokulum 100 ml
N Cam kavanoz — 370 250 Agik Terme n-MMN S1v1 inokulum 100 ml
0] Cam sise - 1000 250 Kapal1 Terme BAF Saf misel kiiltiirii 4 adet misel diski
Kontrol Cam kavanoz — 370 250 Acik Terme n-MMN - -

*: Inokulumlu ortamda katlanan tohum kullanilmistir. Diger uygulamalarda inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullanilmistir.

BAF-20: azaltilmis glikozun (20 g) kullanildigi BAF ortami, n-MMN: sekersiz MMN ortami1

Ri%
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I- Substrat C kaynaginin mikoriza olusumuna etkisini belirlemek i¢in 80 ml
sekersiz MMN ile nemlendirilmis ve inokulasyonda 1:4 inokulum:substrat karigimi
kullanilmistir. Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullamlarak dikim yapilmustir.

K- Substrat siv1 besin ortami yerine 80 ml destile su ile nemlendirilmis ve
inokulasyonda 1:4 inokulum:substrat karisimi kullanilmistir. Inokulumsuz ortamda
katlanan tohumlar kullanilarak dikim yapilmistir.

L- Substrat 80 ml MMN sivi besin ortami ile nemlendirilmis ve tohum ekimi
yapilmustir. Kotiledonlar ¢iktiktan sonra MMN sivi ortaminda gelistirilen 50 ml siv1
inokulum kok bolgesine uygulanmustir. Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar
kullanilarak dikim yapilmistir.

M- Substrat 80 ml MMN s1v1 besin ortami ile nemlendirilmis ve tohum ekimi
yapilmustir. Kotiledonlar ¢iktiktan sonra fidanlara MMN s1vi ortaminda gelistirilen 100
ml s1v1 inokulum uygulanmistir. inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullanilarak
dikim yapilmistir.

N- Substrat 80 ml sekersiz MMN (n-MMN) s1v1 besin ortami ile nemlendirilmis
ve tohum ekimi yapilmistir. Kotiledonlar ¢iktiktan sonra BAF si1v1 ortaminda gelistirilen
100 ml sivi inokulum k&k bolgesine uygulanmustir. Inokulumsuz ortamda katlanan
tohumlar kullanilarak dikim yapilmustir.

O- Kapal1 sistem olarak adlandirilan bu yontemde 1 1t’lik siseler 250 ml substrat
ile doldurulmus ve 80 ml BAF sivi ortamu ile nemlendirilmistir. Steril sartlarda her bir
sise 4 adet miselli agar parcasi (0.5 cm?®) ile asilanmis ve tohum ekimi yapilmustir.
Inokulumsuz ortamda katlanan tohumlar kullanilarak dikim yapilmistir. Tohum
ekiminden sonra siselerin agz1 2 kat parafilmle kapatilmis ve fidanlarin hava alabilmesi
icin igneyle 2 adet delik agilmistir (Yamada ve ark., 1999).

Kontrol- Substrat 80 ml sekersiz MMN (n-MMN) besin ortami ile
nemlendirilmistir. Hi¢bir inokulasyon yontemi uygulanmamis ve inokulumsuz ortamda
katlanan tohumlar kullanilarak dikim yapilmistir.

O uygulamasi digindaki tiim uygulamalarda yetistirme periyodu boyunca kavanoz
ve siselerin agzi acik iken, O uygulamasinda siselerin agzi parafilmle kapatilmigtir. Bu
nedenle O uygulamasi kapali mikorizal sistem olarak, diger uygulamalar ise agik
mikorizal sistem olarak adlandirilmistir (Yamada ve ark., 1999). Calismada kapali
mikorizal sistem i¢in 1 1t’lik cam siseler, acik mikorizal sistem i¢in de 370 ml’lik cam

kavanozlar kullanilmistir. Bu kaplara 250 ml bitki gelisim substrati (torf:vermikiilit,
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1:1) doldurulmustur (Sekil 3.4). Daha sonra sise ve kavanozlar agizlar kapatilarak 1.5
saat boyunca otoklavda 121 °C’de steril edilmistir. Kavanoz ve siselere 24 saat sonra
sivi besin ortamlar1 ilave edilerek, tekrar 121 °C’de 30 dakika steril edilmistir.

Uygulamalara ait sterilizasyondan sonraki ortam pH degerleri belirlenmistir.

C
Sekil 3.4. A) Acik mikorizal sistemde, B) Kapali mikorizal sistemde bitki gelisim substrati ile
doldurulmus kavanoz ve siselerin goriiniimii, C) Sogukta katlama sonucunda kokgiik
olusumu gergeklesmis dikime hazir findik tohumu, D) Tohum ekimi yapilmig a¢ik mikorizal

sistemdeki kavanozlarin genel goriiniisi
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Steril edildikten sonra L. pyrogalus tiiriintin farkli inokulum kaynaklar1 (saf misel
kiltlirii, vejetatif inokulum ve sivi inokulum) ile inokule edilerek tohum ekimleri
yapilmistir. Kontrol uygulamasinda inokulasyon yapilmamistir. D uygulamasinda L.
pyragalus tiiriiniin Terme ve Unye izolati birlikte, E uygulamasinda ise Unye izolati
kullanilmigtir. D ve E uygulamalart digindaki tiim uygulamalarda Terme izolati
kullanilarak inokulasyon yapilmistir.

Tohum ekimi kokgiik yaklasik olarak 1-2 cm uzunluga ulastiginda ve kotiledonlar
hala tohum kabugu igerisindeyken yapilmistir. Tohum ekiminden sonra kotiledonlar
cikana kadar kavanozlarin lizeri nem kaybini 6nlemek ve bulasmayi azaltmak igin

kapaklar1 ile kapatilmistir (Sekil 3.4).

3.2.8. Farkh Inokulasyon Uygulamalarinin Bitki Gelisimi Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi ve Mikorizal Asilama Etkinligi

Fidanlara gelisim periyodu boyunca disaridan higbir besin ilavesi yapilmamaistir.
Fidanlar haftada bir kez esit miktarda (20-30 ml) destile su ile sulanmis ve laboratuarda
12 saat 151k 12 saat karanlik kosullarda, 18-23 °C’de 3 ay boyunca laboratuarda
yetistirilmistir. Yetistirme periyodunun sonunda bitki gelisimi degerlendirilmistir. Bu
amacla bitki boyu, gévde ¢api, kok uzunlugu, kok ve siirglin yas agirligi, kok ve siirgiin
kuru agirligr (biyomas), toplam bitki kuru agirligi (toplam biyomas), kok:siirgiin orant,

kok ve siirgiin kuru madde miktarlar ile mikorizal agilama etkinligi belirlenmistir.

Bitki Boyu (cm): Fidanin toprak seviyesinden itibaren terminal tomurcuk ucuna
kadarki kismin cetvelle dlgiilmesi ile tespit edilmistir.

Govde Cap1 (mm): Fidanin toprak seviyesinden itibaren 1 cm yukaridan govde
kisminin kumpasla 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

Kok Uzunlugu (cm): Kok bogazindan itibaren kok ucuna kadarki kismin cetvelle
Olciilmesi ile tespit edilmistir.

Kok Yas Agirh@ (g): Fidanin toprak alti kok bolgesi dikkatli bir sekilde
yikanmig, yikanan kokler emici kagitlarla hafif¢ce kurutulduktan sonra +0.001 g
duyarliliktaki hassas terazide tartilmasi ile belirlenmistir.

Siirgiin Yas Agirhg: (g): Kok bogazindan kesilmis fidanin toprak iistii kisminin
+0.001 g duyarhiliktaki hassas terazide tartilmasi ile tespit edilmistir.
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Kok ve Siirgiin Kuru Agirhg (Biyomas) (g): Siirgiin ve koklerin yas agirliklari
belirlendikten sonra ayr1 ayr1 kese kagidina konulmus ve etiivde 60 °C’de 3 giin
boyunca kurutulmustur. Etiivden c¢ikartilan ornekler desikatérde soguduktan sonra
+0.001 g duyarhiliktaki hassas terazide tartilarak kuru agirliklar1 belirlenmistir (Brunner
ve Brodbeck, 2001).

Toplam Bitki Kuru Agirhg (Biyomas) (g): Siirgiin ve kok kuru agirliginin
toplanmasiyla elde edilmistir (Brunner ve Brodbeck, 2001).

Kok:Siirgiin Oram: Kok kuru agirhigmin siirgiin kuru agirligma bdliinmesiyle
elde edilmistir (Brunner ve Brodbeck, 2001).

Kok ve Siirgiin Kuru Madde Icerigi (%): Taze kok ve siirgiin drnekleri £0.001
g duyarliliktaki hassas terazide tartilmis, etiivde 105 °C’de sabit agirliga ulagincaya
kadar kurutulmus ve etiivden ¢ikartilan 6rnekler desikatorde soguduktan sonra tekrar
tartilarak tespit edilmistir (Kacar, 1994).

Mikorizal Asillama Etkinligi (%): Bagyaraj ve ark. (1998)’nin gelistirdikleri

formiil kullanilmustir.

%MAE = Asilanmis Bitkinin Kuru Madde Ag.(g) — Asilanmayan Bitkinin Kuru Madde Ag.(g) x 100
Asilanmig Bitkinin Kuru Madde Agirligi (g)

3.2.9. Ektomikoriza Olusumu, Teshisi ve Tanimlanmasi

Yetistirme periyodunun sonunda fidanlar kavanoz ve siselerden dikkatlice
cikartilmis, kilcal koklere zarar vermeden hafifce yikanmistir. Mikroskopik inceleme
icin her bir uygulamaya ait fidan kdklerinden 6rnek alinmustir.

Kokler 1-2 cm uzunlugunda kesilerek i¢i su dolu bir petri kabina yerlestirilmis,
streomikroskopta incelenmis ve fotograflart ¢ekilmistir. Mikroskopik incelemede Nikon

SMZ 800 streomikroskop kullanilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Ektomikoriza teshisinde kullanilan stereomikroskop

Farkli inokulasyon uygulamalarmma ait mikorizal kisa koklerin yogunlugunu
belirlemek icin Vicente ve ark. (2001) tarafindan kullanilan 0-3 skalast modifiye
edilerek uygulanmistir.

Bunun i¢in her uygulamaya ait 1-2 cm uzunlugunda kesilmis belirli bir miktar kok
ornegi ici su dolu 6 cm capinda bir petri kabina yerlestirilmis ve stereomikroskopta
mikorizal kisa koklerin yogunluguna gore asagida belirtilen skala degerleri

belirlenmistir.

0: Yok

1: Az (petride 1-20 mikorizal kisa kok)

2: Orta (petride 21-50 mikorizal kisa kok)
3: Cok (petride >50 mikorizal kisa kok)

Ayrica degisik kimyasallara (% 15 KOH, % 70 etanol, % 15 FeSO,4 ve laktik asit)
olan reaksiyonlarma bakilmistir. Her bir uygulamaya ait mikorizal kok ornegi lam
iizerine yerlestirildikten sonra drnek iizerine 3-4 damla kimyasal uygulanmustir. Ornek

2-3 dakika sonra stereomikroskopta incelenerek renk degisimleri kaydedilmistir.
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3.2.10. Verilerin Degerlendirilmesi

Misel gelisim hizi, misel gelisim siiresi, misel gelisim alani1 ve bitki gelisimi ile
ilgili istatistiksel degerlendirmelerde SPSS paket programi kullanilmistir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda farklilik gosteren uygulamalar arasindaki gercek onemli
farkliliklar1 tespit etmek ve farkli olanlar1 derecesine gore gruplandirabilmek igin
“Duncan Multiple Range” testinden yararlanilmistir. T. terreum tiirtinde pH ve sicaklik
denemelerinde 30 °C sicaklikta misel gelisimi olmamustir. Bu nedenle 0 olan degerlere
karekdk  transformasyonu  uygulanmistir.  Sonuclarin  istatistiksel ~ olarak
degerlendirilmesinde farklar arasindaki 6nemlilik % 5 (6nemli) ve % 1 (¢ok 6nemli)
olarak ifadelendirilmistir. Misel koloni (gelisim) yarigapi, misel gelisim hizi, misel
gelisim siiresi ve misel gelisim alanlarmma ait grafiklerle farkli inokulasyon
uygulamalarinin  bitki gelisimi {izerine etkilerine ait grafikler Excel bilgisayar
programinda yapilmistir. Grafiklerdeki hata c¢ubuklari, hesaplanan standart hatalar
kullanilarak yerlestirilmistir. Mikorizal kisa koklerin yogunlugunu belirlemek i¢in 0-3

skalas1 uygulanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Mantar Orneklerinin Toplanmasi

Calismada ele alinan ektomikorizal tiirlere ait mantar Ornekleri ilkbahar ve
sonbahar déneminde yapilan surveylerle toplanmustir (Cizelge 4.1). Ornekleme
yapilirken olgunlagmamis gen¢ mantarlarin segilmesine Ozellikle dikkat edilmistir.
Ektomikorizal mantar 6rnekleri araziden Brundrett ve ark. (1996)’nin tarif ettigi
sekilde alinmistir. Mantarlarin iizerlerindeki toprak ve 6lii ortii artiklar1 temizlenmis ve
mumlu kagitlara sarilip ayr1 ayri posetlere konularak en kisa siirede laboratuara

taginmagstir.

Cizelge 4.1. Calismada ele alinan ektomikorizal mantar tiirlerinin toplandig: yerler

Tiir Toplandig: Yer

Lactarius controversus ~ Samsun; Ayvacik, Carsamba, Merkez, Ondokuz Maysis,
Terme

Lactarius pyrogalus Samsun; Carsamba, Merkez, Sal1 Pazari, Tekkekdy, Terme
Ordu; Merkez, Persembe, Unye

Tricholoma terreum Samsun; O.M.U. Kampiisii

4.2. Saf Kiiltiirlerin Elde Edilmesi

Saf kiiltlir elde etme ¢alismalar1 sonucunda M40 ve MMN besin ortaminda farkli
yerlerden toplanan L. controversus tiiriinden 1 izolat (Carsamba), L. pyrogalus tiirlinden
2 izolat (Terme ve Unye) ve T. terreum tiiriinden de 1 izolat (O.M.U. Kampiis) elde
edilmistir. Elde edilen izolatlarin saf kiiltiirlerine ait misel gelisimleri Sekil 4.1°de
verilmistir. L. pyragalus tiirlinde misel gelisim kosullarinin (besin ortami, pH, sicaklik,
C ve N kaynaklar1) belirlenmesi ve vejetatif inokulum calismalarinda Terme izolati
kullanilmastir.

Yenilebilir ektomikorizal mantarin yetistiriciliginde baslangic noktasi saf
kiiltiirlerinin elde edilmesidir. Baz tiirler kolayca izole edilip kiiltiirde iyi bir gelisme
gosterirken, bazilar1 genellikle ¢cok yavas gelismekte ve ¢ogunlukla birkag ay sonunda
O0lmektedirler (Marx ve Kenny, 1982; Isaac, 1992). Cogu ektomikorizal mantarin C
kaynag1 olarak yalnizca monosakkaritleri kullanmasi ve misellerinin saf kiiltiirde yavas
gelismesi nedeniyle saf kiiltiirde yeterli miktarda bunlarin miselini tiretmek ¢ok zordur.
Ayrica ¢ogu ektomikorizal mantar tlirii izole edilememekte ve saf kiiltiirde
gelistirilememektedir. Brundrett (1991) tarafindan Lactarius ve Tricholoma’nin bazi

tiirlerinin zor kiiltiire alinan tiirler oldugu ve kiiltiirde yavag gelistigi bildirilmistir.
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Lactarius controversus Tricholoma terreum

Sekil 4.1. Saf kiiltiirleri elde edilen L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum
ektomikorizal mantar tiirlerine ait izolatlarin misel gelisimleri

Calismada ele alinan L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum tiirlerinin saf
kiiltiirlerinin elde edilmesi konusunda daha oOnce yapilmis herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Bununla birlikte Lactarius ve Tricholoma cinslerine ait ¢ok sayida
tiirde saf kiiltiirlerin elde edilmesi ile ilgili calismalar bulunmaktadir.

Bu calismada saf Kkiiltiirlerin elde edilmesinde kullanlan MMN ve M40
ortamlarinin ektomikorizal mantar tiirlerinin saf kiiltlirlerinin elde edilmesinde yaygin
olarak kullanildigi bildirilmektedir (Boyle ve ark., 1984; Kumar ve Satyanarayana,
2002; Peksen ve Kibar, 2007).

Rincon ve ark. (1999) Amanita, Hebeloma, Laccaria, Lactarius, Pisolithus,
Rhizopogon, Scleroderma ve Suillus cinslerine ait toplam 60 izolatin saf kiiltiirlerini
MMN besin ortaminda gelistirmislerdir. Guerin-Laguette ve ark. (2000) nin yaptiklari

calismada Lactarius deliciosus ve L. sanguifluus’un saf kiiltiirleri MMN ve BAF besin
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ortamlarinda elde edilmistir. Gonzalez-Ochoaa ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢aligmada
Suillus ve Rhizopogon tiirlerinin saf kiiltiirlerini elde etmek i¢in MMN ve Lactarius
tirleri i¢in BAF besin ortamini kullanmuslardir. Laccaria proxima, Inocbye lacera,
Leccinum auranticum, Paxillus vernalis, Pisolithus tinctorius, Scleroderma citrinum,
Tricholoma flavovirens, T. scalpturatum ve Hebeloma insigne tiirlerinin saf kiiltiirleri
MMN besin ortaminda gelistirilmistir (Mahony, 2005). Sanchez ve ark. (2000) 21
ektomikorizal mantar tiirliniin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi amaciyla yaptiklari
calismada besin ortam1 olarak MMN ve BAF ortamlarini kullanmiglardir. Yapilan diger
calismalarda Amanita caesarea’nin (Daza ve ark., 2006), Pisolithus tinctorius’un
(Vaario ve ark., 1999), L. delicious, Hebeloma crustuliniforme ve Tricholoma ustale
(Tiifekci, 2007) tiirlerinin saf kiiltiirleri MMN besin ortaminda elde edilmistir. Xu ve
ark. (2008) L. deliciosus, L. insulsus ve Boletus edulis ektomikorizal mantar tiirlerinin
saf kiiltiir gelisimlerinin vitamin ve maya ekstrat i¢eren ortamlarda daha iyi oldugunu

belirlemislerdir.

4.3. En Uygun Besin Ortamlari, C ve N Kaynaklarimin Belirlenmesine
Yonelik Calismalarda Kullanilan Ortamlarin Baslangic pH Degerleri

L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum tiirlerinde en uygun besin ortamlari,
C ve N kaynaklarinin belirlenmesine yonelik calismalarda kullanilan ortamlarin
baslangi¢c pH degerleri sirasiyla Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’de verilmistir.

(Calismada misel gelisimi i¢in kullanilan besin ortamlarmin pH degeri 5.5-6.0
arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 4.2). Farkli C ve N kaynaklarindan hazirlanan
besin ortamlarin pH degerleri ise 4.92-7.50 arasinda bulunmustur (Cizelge 4.3).
Stanbury ve ark. (1995) genellikle ektomikorizal mantarlarin hafif asit kosullarda (pH
4-6) daha iyi gelisme gosterdigini bildirmiglerdir. Saf kiiltiir ve misel gelisimi i¢in
optimum pH degeri tlire gore biiyiik degisiklik gostermekte olup, ¢aligmada kullanilan
besin ortamlarina ait pH degerleri ektomikorizal mantar tiirlerinin gelisimi i¢in

literatiirde belirtilen sinirlar arasinda bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Saf kiiltiirlerin elde edilmesi ve misel gelisimi i¢in kullanilan besin
ortamlarinin pH degerleri

Besin ortamlar Baslangic pH degerleri
BAF 59
M40 5.5
ME 5.8
MMN 5.6
PDA 6.0

Cizelge 4.3. Farkli C ve N kaynaklarindan hazirlanan MMN besin ortamimin pH

degerleri
C ve N Kaynaklar: Baslangic pH degerleri

Ksiloz 6.53
Laktoz 6.46
Sukroz 6.47
Maltoz 6.57

C Kaynaklan Mannitol 6.55
Glikoz 6.40
Dekstroz 6.49
Kontrol (C) 6.52
(NH4),HPO4 7.50
NH4NO; 5.57
Ca(NOs), 4.92

N Kaynaklar1 Malt Ekstrat 5.67
Maya Ekstrat 5.96
Pepton 6.04
Kontrol (N) 5.82

4.4. Misel Gelisimi i¢cin En Uygun Besin Ortam, pH, Sicakhk, C ve N
Kaynaklarinin Belirlenmesi

L. controversus, L. pyrogalus ve T. terreum tiirlerinde misel gelisimi igin en
uygun besin ortami, pH, sicaklik, C ve N kaynaklarinin belirlenmesi amaciyla yapilan

caligsmalarin sonuglar1 her bir tiir i¢in ayr1 basliklar halinde verilmistir.

4.4.1. Lactarius controversus

4.4.1.1. Misel Gelisimi I¢in Uygun Besin Ortamlarinin Belirlenmesi

L. controversus tiiriiniin misel gelisimi tizerine farkli besin ortamlarinin (BAF,
M40, ME, MMN ve PDA) etkisini belirlemek amaciyla yapilan calismada misel geligim
hizi, misel gelisim siiresi ve 6. giindeki misel gelisim alani tespit edilmistir (Cizelge

4.4). Farkli besin ortamlarinda L. controversus tiiriine ait misel koloni yarigapinin
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gilinlere gore degisimi Sekil 4.2°de, misel gelisimlerine ait fotograflar Sekil 4.3’de
verilmistir.

Misel gelisim hizi, gelisim siiresi ve 6. giindeki misel gelisim alan1 bakimindan
besin ortamlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (P<0.01) bulunmustur.
En yiiksek misel gelisim hizi ME ortaminda (2.69 mm/giin) tespit edilmis, bunu
aralarinda istatistiksel fark bulunmayan PDA ve BAF besin ortamlari (sirasiyla 2.53 ve
2.33 mm/giin) izlemistir. Misel gelisim hizina paralel olarak en kisa misel gelisim siiresi
de 7 giin ile ME, PDA ve BAF besin ortamlarinda belirlenmistir. MMN ve M40 besin
ortamlarinda ise gelisim daha yavas olup, misel gelisimi de diger ele alinan besin
ortamlarina goére daha uzun siirmiistiir. Misel gelisim alanlar1 incelendiginde ME, PDA

ve BAF ortamlar1 arasinda istatistiksel fark bulunmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli besin ortamlarinin L. controversus tiirliniin misel gelisim hizi, misel
geligim siiresi ve misel gelisim alani lizerine etkisi

Besin ortami  Misel gelisim hiz1 Misel gelisim Misel gelisim alani
(mm/giin) siiresi (6. giinde)
(giin) (cm?)
ME 2.69a** 7.0b** 19.50a**
M40 1.90c 9.0a 16.27b
MMN 2.17bc 8.7a 16.39b
PDA 2.53ab 7.0b 19.50a
BAF 2.33abc 7.0b 19.24a

**: P<0.01dilizeyinde ¢cok 6nemli
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Sekil 4.2. Farkli besin ortamlarinda L. controversus tiiriine ait kiimiilatif misel koloni
yarigaplari
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L. controversus tiirlinde ME, PDA ve BAF besin ortamlarinin misel gelisimi i¢in
uygun olduklart tespit edilmistir. Sekil 4.3°de de gorildiigli gibi L. controversus
misellerinin 6zellikle PDA ve BAF ortamlarinda yogun ve pamuksu oldugu
belirlenmistir.

De Araujo ve ark. (1998) yaptiklar1 calismada patates dekstroz agar (PDA)
ortaminin ektomikorizal Pisolithus tinctorius, Suilllus collinitus, L. deliciosus ve L.

sanguifluus tiirlerinin misel gelisimi i¢in uygun oldugunu belirlemislerdir.

PDA
Sekil 4.3. Farkli besin ortamlarinda L. controversus tiiriine ait misel gelisimleri
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Suillus collinitus, Pisosithus arrhizus ve Hebeloma cylindrosporum’un miselleri
PDA ve Pintro’nun ortami olmak tiizere iki farkli kiiltiir ortaminda gelistirilmistir (De
Araujo ve Roussos, 2002). Yenilebilir ektomikorizal mantar tiirii Laccaria bicolor’un
misel gelisimi PDA, ME, Sabouraud’s agar (SAB), Ingestad’s agar (ING), modifiye
edilen Melin-Norkrans agar (MMN), Hagem’s agar (HG) ve BAF besin ortamlarinda
arastiritlmistir. En yliksek gelisim hizi ME ve BAF ortaminda elde edilirken, en diisiik
gelisim hizt MMN, ING ve HG ortamlarindan saglanmistir. Ayrica ¢alismada en yliksek
biyomas degerleri BAF ve SAB ortamlarindan, en diisiik biyomas degerleri ise MMN
ve HG ortamlarindan elde edilmistir (Santiago-Martinez ve ark., 2003). Elde edilen
arastirma bulgularinin bu arastiricilarin bulgulari ile benzer oldugu goriilmektedir.

Misel gelisim siiresi tlire ve besin ortamina gore degisiklik gostermektedir.
Lactarius deliciosus ve L. sanguifluus’un kiiltiirde yavas bir gelisim hizina sahip oldugu
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Torres ve Honrubia, 1994; Hartley ve ark.,
1997). Guerin-Laguette ve ark. (2000) L. sanguifluus’un misel gelisiminin mikro

besin soliisyonu ilave edilen BAF ortaminda 46 giin siirdiigiinii bildirmislerdir.

4.4.1.2. Misel Gelisimi I¢in Uygun pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

L. controversus tiiriinde misel gelisimi {izerine pH ve sicakligin etkisini belirlemek
amaciyla 4 farkli inkiibasyon sicakligi (15, 20, 25 ve 30 °C) ve 5 pH degeri (4.0, 4.5,
5.0, 5.5 ve 6.0) incelenmistir. Farkli besin ortamlarinin incelendigi ¢aligma sonucunda
misel gelisimleri bakimindan ME, PDA ve BAF ortamlari arasinda fark bulunmamigtir
(Cizelge 4.4). Sicaklik ve pH’nin misel gelisimine etkisinin incelendigi bu ¢aligmada
ucuz olmasi ve kolay hazirlanmasi nedeniyle PDA ve igerdigi farkli mineral maddeler
nedeniyle de BAF besin ortami ele alinmistir. L. controversus tiiriiniin farkli besin
ortami, sicaklik ve pH derecelerindeki misel gelisim siiresi, misel gelisim hizi ve misel
gelisim alanlar Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da, misel gelisimlerine ait fotograflar ise

Sekil 4.4°de verilmistir.

Misel gelisim siireleri bakimindan besin ortamlar1 arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak ¢ok onemli (P<0.01) bulunurken, misel gelisim hizi bakimindan
onemli (P<0.05) bulunmustur. PDA ortaminda misel gelisim siiresi (21.08 giin) BAF
ortamina (22.64 giin) gére daha kisa bulunmustur. Misel gelisim hiz1 ise PDA
ortaminda (2.56 mm/giin) BAF ortamina gore (2.50 mm/giin) daha yiiksek olarak tespit

edilmistir. Ancak her iki ortamdaki misel gelisim alani bakimindan o6nemli fark
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bulunmamistir (Cizelge 4.5). L. controversus tiiriinde besin ortamini belirlemeye
yonelik yaptigimiz ¢alisma sonuglarinda da misel gelisim alani bakimindan PDA ve
BAF besin ortamlar1 arasinda fark belirlenmemistir (Cizelge 4.4).

Misel gelisim siiresi bakimindan ortam x pH, ortam x sicaklik ve ortam x pH x
sicaklik interaksiyonlar1 da ¢ok dnemli bulunmustur. En kisa misel gelisim siiresi PDA
ortaminda 25 °C sicaklikta ve 4.5 pH degerinde (9.40 giin) elde edilmistir. Bununla
birlikte PDA ve BAF ortamlarinda 25 °C’de tiim pH seviyelerinde misel gelisimlerinin
daha kisa siirdiigii belirlenmistir. En uzun misel gelisim siireleri ise sirasiyla BAF ve
PDA ortamlarinda tiim pH seviyelerinde 30 °C sicaklikta tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Misel gelisim hizi yoniinden ortam x pH interaksiyonu onemli, ortam x sicaklik
ve ortam x pH x sicaklik interaksiyonlar1 ise ¢ok onemli bulunmustur. En hizli misel
gelisimi PDA ortaminda 25 °C sicaklikta aralarinda istatistiksel fark bulunmayan 4.5,
5.0 ve 5.5 pH degerinde belirlenirken, en yavas misel gelisimi her iki besin ortaminda
da (PDA ve BAF) aralarinda istatistiksel fark olmayan 30 °C sicaklikta incelenen tiim
pH seviyelerinde tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Misel gelisim alani bakimindan ortam x sicaklik ve ortam x pH x sicaklik
interaksiyonlar1 ¢ok 6nemli bulunmustur. Misel gelisim alanlari incelendiginde de misel
gelisim hizina benzer sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.5).

Sicakliklar arasinda misel gelisim siiresi, gelisim hiz1 ve gelisim alan1 bakimindan
istatistiksel olarak ¢ok 6nemli fark bulunmustur. En yiliksek misel gelisim hiz1 ve alan
(sirastyla 3.93 mm/giin ve 44.44 cm®) 25 °C’de elde edilmis, bunu sirasiyla 20 ve 15 °C
izlemistir. En diisik misel gelisim hiz1 ve alani ise (sirastyla 0.79 mm/giin ve 2.57 cm?)
30 °C’de tespit edilmistir. En kisa misel gelisim siiresi 25 °C’de belirlenirken (10.34
giin), en uzun misel gelisim siiresi (46.54 giin) 30 °C’de tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
30 °C’de misel gelisimi yavas ve uzun slirmiig, buna bagli olarak da petrilerde hastalik
orani artmistir.

Misel gelisim siiresi ve gelisim alant bakimindan pH seviyeleri arasindaki
farkliliklar ¢ok ©Onemli, misel gelisim hizi bakimindan ise 6nemli bulunmustur. En
yiiksek misel gelisim hizi aralarinda istatistiksel fark olmayan 4.5, 5.0, 5.5 ve 6.0 pH
seviyelerinde (sirasiyla 2.53, 2.60, 2.54 ve 2.54 mm/giin), en diisiik misel gelisim hizi
(2.44 mm/giin) ise pH 4’te belirlenmistir. Tiim pH seviyelerinde misel gelisimleri
birbirine yakin siirelerde tamamlanmasina ragmen, 4.0, 4.5 ve 5.5 pH seviyelerinde

daha kisa siirdiigii tespit edilmistir (Cizelge 4.6).



Cizelge 4.5. L. controversus tiiriiniin farkli besin ortami, sicaklik ve pH derecelerindeki misel gelisim siiresi, misel gelisim hizi ve misel gelisim alanlarina ait ortalamalar

PDA BAF

pH 15 °C 20 °C 25 °C 30 °C OxpH 15 °C 20 °C 25 °C 30 °C OxpH

4.0 18.00f**  13.40gh 10.40kl1 42.60d 21.10c**  17.60f 13.40gh 10.80jk 45.60c 21.85b
E 4.5 18.00f 13.20gh 9.401 39.20e 19.95d 18.00f 13.60g 10.80jk 49.60a 23.00a
%’-5 = 5.0 17.80f 12.20h1 9.60k1 47.80b 21.85b 17.00f 12.80gh1  10.60jklI  50.80a 22.80a
o0 :g g 5.5 17.00f 13.20gh1 10.40kl1 42.60d 20.80c 18.00f 12.20h1 10.40kl1 50.20a 22.70a
2 2760 18.00f 11.801ij 10.20kl1 46.80b 21.70b 18.00f 12.40gh1  10.80jk 50.20a 22.85a
= OxS 17.76¢c**  12.76d 10.00f 43.80b 17.72¢ 12.88d 10.68e 49.28a

Ortam (O) 21.08b** 22.64a
E 4.0 1.99g** 3.00de 3.84b 0.90h 2.43bc* 2.271fg 2.97de 3.76b 0.77h 2.44bc
s 45 231fg 3.02de 4.33a 0.96h 2.66a 2.08g 2.99de 3.82b 0.71h 2.40c
2 Eo 50  2.28fg 3.40c 4.10ab 0.80h 2.64a 2.59f 3.11cde 3.82b 0.68h 2.55ab
$E 55 225fg 2.95e 4.06ab 0.90h 2.54ab 2.22¢g 3.40c 3.88b 0.68h 2.54ab
e E 60 2.13g 3.42¢c 3.84b 0.80h 2.55ab 2.21g 3.33cd 3.88b 0.74h 2.54ab
s OxS  2.19d** 3.16¢ 4.03a 0.87¢ 2.27d 3.16¢c 3.83 0.72f

Ortam (O) 2.56a* 2.50b
E s 4.0 17.64lm** 29.24k 42.87bcd  0.560 22.58 19.80lm  31.105k 40.78cde  3.74no 23.85
; \QE_)/ 4.5  20.831 32.63ijk 47.94a 1.860 25.82 16.73m 32.871j 40.19de 4.03no 23.46
Zo 3.0 17.60lm 37.87efg  47.13a 1.640 26.06 19.03lm  36.21f-1 45.78ab 2.77no 25.95
B 2 55 17.651m 33.56hijj 47.24a 1.860 25.08 19.69Im  36.55fgh  44.30abc  5.86n 26.60
= 6.0 16.15m 39.29def  45.44ab 1.390 25.57 19.82Im  35.16ghi  42.72bcd  2.0l0 24.92
-§ 2  OxS 17.98d**  34.52c 46.13a 1.46f 19.01d 34.38c 42.75b 3.68¢

Ortam (O) 25.02 24.96

*.

a]

<0.05 diizeyinde 6nemli, **: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli. O: besin ortami, S: sicaklik

€9



15°C

25°C
Sekil 4.4. L. controversus tiiriiniin BAF ve PDA besin ortamlarinda farkli sicakliklardaki misel gelisimleri
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Misel gelisim siiresi bakimindan pH x sicaklik interaksiyon ortalamalar1 10.10-49.30
giin arasinda degismis ve interaksiyon ¢ok onemli bulunmustur. Misel gelisim hiz1 ve misel
gelisim alan1 bakimindan da pH x sicaklik interaksiyonu ¢ok dnemli olarak belirlenmistir. En
yiiksek misel gelisim hiz1 25 °C sicaklikta ve pH 4.5’ta (4.07 mm/giin) elde edilmis, ortam
sicakligr 30 °C oldugunda tim pH degerlerinde misel gelisim hizi bakimindan en diisiik
degerler tespit edilmistir (Cizelge 4.6). L. controversus tiiriinde farkli pH ve sicaklik

derecelerinin misel gelisim alani iizerine etkisi Sekil 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.6. L. controversus tiiriiniin misel gelisim siiresi, misel gelisim hiz1 ve misel gelisim
alanina ait pH x sicaklik interaksiyon ortalamalari

Ozellikler Sicaklik (°C)
pH 15°C 20 °C 25°C 30 °C Ortalama
4.0 17.80d**  13.40e 10.60g 44.10c 21.48b**
4.5 18.00d 13.40¢ 10.10g 44.40c 21.48b
Misel gelisim 5.0 17.40d 12.50f 10.10g 49.30a 22.33a
siiresi (giin) 5.5 17.50d 12.70ef 10.40¢g 46.40b 21.75b
6.0 18.00d 12.10f 10.50g 48.50a 22.28a
Ortalama 17.74b**  12.82¢ 10.34d 46.54a
4.0 2.10f** 2.99d 3.80b 0.84¢g 2.44b*
4.5 2.20f 3.01d 4.07a 0.84¢g 2.53a
Misel gelisim 5.0 2.44¢ 3.25¢ 3.96ab 0.74¢g 2.60a
hiz1 (mm/giin) 5.5 2.24ef 3.18cd 3.97ab 0.79¢ 2.54a
6.0 2.17f 3.38¢c 3.86ab 0.77¢g 2.54a
Ortalama 2.23c** 3.16b 3.93a 0.79d
4.0 18.72f** 30.17¢ 41.83b 2.15¢g 23.22¢c**
Misel gelisim 4.5 18.78f 32.75de 44.06ab  2.95g 24.64b
alant (9.giinde) 5.0 18.32f 37.04c 46.46a 221g 26.01a
(cm?) 5.5 18.67f 35.05¢cd 45.77a 3.86¢g 25.84ab
6.0 17.99f 37.22¢ 44.08ab  1.70g 25.25ab
Ortalama 18.49c**  34.45b 44 44a 2.57d

*: P<0.05 diizeyinde 6nemli, **: P<0.01 diizeyinde ¢ok dnemli

Yapilan bazi calismalarda ektomikorizal mantarlarin gelisimi ilizerine pH (Hung ve
Trappe, 1983; Sundari ve Adholeya, 2003) ve sicakligin (Hacskaylo ve ark., 1965;
Sanchez ve ark., 2001; Xu ve ark., 2008) etkisi arastirilmistir. Cogu aragtiric1 farkli pH
degerlerinde meydana gelen farkli misel morfolojisinin biyomas iiretimi ve metabolit olusumu
icin 6nemli bir faktor oldugunu bildirmislerdir. Ortam pH’s1 hiicre morfolojisini, yapisini,
degisik besin maddelerinin alimini ve biyosentez iiretimini etkileyebilmektedir (Shu ve Lung,

2004).
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Sekil 4.5. L. controversus tiiriinde farkli pH ve sicaklik derecelerinin misel gelisim alami
lizerine etkisi (Iki besin ortammin ortalamasi iizerinden elde edilen pHxS
interaksiyonu degerleri kullanilmistir)

Flores (2003) yaptig1 ¢calismada Lactarius indigo’nun farkli irklarinin misel biyomas
tiretimi i¢in optimum pH degerlerinin 4.5-5.5 oldugunu belirlemistir. Lactarius cinsinin
pH’daki degisimlerden az etkilendigi bildirilmistir (Espigol, 1999). Xu ve ark. (2008) L.
deliciosus, L. insulsus ve Boletus edulis ektomikorizal mantar tiirlerinin misel gelisimleri
tizerine pH’nin ¢ok az bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ¢aligmada mantar
tiirlerinin gelisimi i¢in optimum sicakliklar 25-28 °C olarak belirlenmis ve 6zellikle yiiksek
sicakliklarin misellerin 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir. Arastirma bulgularinin bu
caligsma sonugclari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

L. controversus tiiriiniin BAF ve PDA besin ortamlarinda farkli sicakliklardaki misel
koloni yarigaplarinin giinlere gore degisimi Sekil 4.6 ve 4.7°de verilmistir. Her iki besin
ortaminda da 30 °C’deki giinlere gére misel koloni yaricaplarindaki artigin diger sicaklik

degerlerine gore diisiik oldugu ve misel gelisiminin uzun siirdiigii tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. L. controversus tiiriiniin BAF ortaminda farkli sicakliklardaki kiimiilatif misel koloni yarigaplari
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Calisma sonucunda L. controversus tiirliniin misel gelisimi i¢in en uygun sicaklik

degerinin 25 °C oldugu, ortam pH degerinin de 4.5 ve 5.0 olabilecegi belirlenmistir.

4.4.1.3. Misel Gelisimi I¢in Uygun C ve N Kaynaklarinin Belirlenmesi

L. controversus tiiriinde misel gelisim hiz1 ve gelisim alan1 bakimindan C kaynaklari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (P<0.01) bulunmustur. En yiiksek misel
gelisim hizi mannitolden (3.03 mm/giin) elde edilmis, bunu hi¢bir C kaynaginin
kullanilmadig1 kontrol ve laktoz kaynaklari (sirasiyla 2.97 mm/gin ve 2.96 mm/giin)
izlemistir. En diisik misel gelisim hiz1 ise 2.49 mm/giin ile ksilozdan elde edilmistir. Misel
gelisim hizi ile paralel olarak en yiiksek misel gelisim alan1 mannitolde (58.84 cm?), en diisitk
misel gelisim alan1 ise ksilozda (40.29 cm?) tespit edilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.8 ve 4.9).

Griffin (1994) mannitol ve fruktozun glikozdan sonra en yaygin kullanilan C
kaynaklar1 oldugunu belirtmistir. L. controversus tiiriinde elde ettigimiz bulgular, Amanita
caesarea’nin birkag izolatina farkli C (nisasta, glikoz, fruktoz, mannitol, sukroz ve ksiloz) ve
N (alblimin bovin, Ca(NOs3), ve (NH4),HPO,) kaynaklarinin etkisini arastiran Daza ve ark.
(2006)’nin bulgulartyla benzerlik gostermektedir. Daza ve ark. (2006) incelenen C
kaynaklar1 arasinda en yiliksek misel koloni c¢apinin mannitolden, en yiiksek misel kuru
agirligiin ise mannitol ve glikozdan elde edildigini, buna karsilik ksilozun misel gelisimini

engelledigi ve hi¢ misel gelisiminin olmadigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.7. L. controversus tiiriinde C kaynaklarinin misel gelisim hizi, misel gelisim alani
ve misel yapisi lizerine etkileri

C Kaynaklar Misel gelisim hizi Misel geliszilln alam Misel yapisr®
(mm/giin) (cm”)
Ksiloz 2.49d** 40.29c** P,Y
Laktoz 2.96ab 52.78b P,Y
Sukroz 2.84bc 49.86b P,Y
Maltoz 2.87bc 50.21b P,Y
Mannitol 3.03a 58.84a P,Y
Glikoz 2.77c 52.68b P,Y
Dekstroz 2.85bc 53.00b P,Y
Kontrol C 2.97ab 52.60b P,Y

»

**: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli
'Misel gelisim alanlar1 misel asilamasindan sonra 13. giinde Sl¢iilmiistiir. En iyi gelisim gosteren ortamlarda
miselin petriyi tamamen kapladigi dénem 6l¢iim zamani olarak alinmustir.

%p. pamuksu, Y: yogun
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Sekil 4.8. L. controversus tiirtinde farkli C kaynaklarinin misel gelisim hiz1 {izerine etkisi
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Sekil 4.9. L. controversus tiiriinde farkli C kaynaklarinin misel gelisim alani iizerine etkisi

L. controversus tiiriiniin farkli C kaynaklarindaki misel gelisimlerine ait goriintiiler Sekil
4.10°da verilmistir. Ksiloz’da misel gelisimi diger C kaynaklarina gore daha yavas olmakla

birlikte, misel yapilar1 birbirine benzerlik gostermektedir.



Mannitol Sukroz
Sekil 4.10. L. controversus tiirliniin farkli C kaynaklarindaki misel gelisimleri
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Farklt N kaynaklarindan hazirlanan besin ortaminda L. controversus tiiriiniin misel
gelisim hiz1 ve misel gelisim alan1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Misel gelisim hizi ve gelisim alani bakimindan N kaynaklar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak ¢ok 6nemli (P<0.01) bulunmustur. En yiiksek misel gelisim hiz1 ve gelisim
alani (sirastyla 4.14 mm/giin ve 60.60 cm?) malt ekstrattan elde edilmis, bunu ayni grupta yer
alan kontrol ve pepton izlemistir. En diisiik misel gelisim hizi ve misel gelisim alani ise
amonyum nitratta (sirastyla 1.55 mm/giin ve 16.48 cm?) saptanmustir (Cizelge 4.8, Sekil 4.11
ve 4.12).

Cizelge 4.8. L. controversus tiiriinde N kaynaklarinin misel gelisim hizi, misel gelisim alanm
ve misel yapisi lizerine etkileri

N Kaynaklan Misel gelisim hiz Misel gelisim alam Misel yapisi®
(mm/giin) (cm?)!

Amonyum fosfat 2.78c** 33.14d** P, Y

Amonyum nitrat 1.55d 16.48¢ P,Y

Kalsiyum nitrat 3.46abc 46.00bc P, Y

Malt ekstrat 4.14a 60.60a P,D, Y

Maya ekstrat 3.04bc 43.40cd P,D, Y

Pepton 3.63ab 52.58abc P,Y

Kontrol 3.77ab 56.53ab Z

**: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli
'Misel gelisim alanlar1 misel asilamasindan sonra 10. giinde dl¢iilmiistiir. En iyi gelisim gosteren ortamlarda
miselin petriyi tamamen kapladigi dénem 6l¢iim zamani olarak alinmustir.

P: pamuksu, D: diizensiz, Y: yogun, Z: zayif ve seyrek

(mm/giin)
N
[§)]

Misel gelisim hizi

0 S i o i S i D i STHH i D i [ .
Amonyum  Amonyum Kalsiyum Pepton Malt ekstrat Maya ekstrat ~ Kontrol
fosfat nitrat nitrat

N kaynaklari

Sekil 4.11. L. controversus tiiriinde farkli N kaynaklarinin misel gelisim hiz1 {izerine etkisi
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70 1
60 A
50 A
40 -
30 A
20 A

Misel gelisim alani
(cm?)

10 A

A\

)

Amonyum  Amonyum Kalsiyum Pepton Malt ekstrat Maya ekstrat ~ Kontrol
fosfat nitrat nitrat

N kaynaklari

Sekil 4.12. L. controversus tiiriinde farkli N kaynaklarinin misel gelisim alani {izerine etkisi

Sekil 4.13’de de goriildiigii gibi L. controversus tiiriinde misel yapilar1 iizerine N
kaynaklariin etkileri olduk¢a farkli olmustur. N kaynagmin hi¢ kullanilmadigi kontrol
uygulamasinda miseller zayif ve seyrek gelismistir. Amonyum nitrat ve amonyum fosfatta ise
diger N kaynaklarina gore gelisimin yavas oldugu goriilmektedir. Malt ekstrat ve maya
ekstratta ise misel gelisim hizinin yiiksek olmasina ragmen, misel gelisimlerinde diizensiz
yogunlasmalar oldugu belirlenmistir. Gelisim hiz1 ve misel yapisi dikkate alindiginda pepton
uygulamasinin diger uygulamalara gore daha iyi oldugu tespit edilmistir.

Yapilan ¢ok sayida ¢aligmada ektomikorizal mantarlarin misel gelisimi {izerine C ve N
kaynaklarimin etkisi aragtirllmigtir (Melin ve Norkrans, 1948; Norkrans, 1953; Ferry ve
Das, 1968; Palmer ve Hacskaylo, 1970; Lamb, 1974; Finlay ve ark., 1992; Keller, 1996;
Baar ve ark., 1997; Chalot ve Brun, 1998; Dickie ve ark., 1998; Sarjala, 1999; Rangel-
Castro ve ark., 2002; Sangtiean ve Schmidt, 2002; Hatakeyama ve Ohmasa, 2004). C ve
N kaynaklarinin ektomikorizal mantarlarin gelisimini ve ektomikorizanin kurulumunu
etkiledigi bildirilmektedir (France ve Reid, 1983; Lilleskov ve ark., 2002). Ektomikorizal
mantarlar C  gereksinimlerinin  ¢ogunu  ektomikoriza  yoluyla  konukgularindan
saglamaktadirlar. Miles (1999) mantarlarin heterotrofik organizmalar olmalar1 nedeniyle
misel gelisimi i¢in C kaynagi ile desteklenmesi gerektigini, C kaynaklar1 kullanilirken
genellikle yaklasik % 2 civarinda basit sekerlerden glikozun tercih edilmesinin yerinde
olacagini belirtmistir. Ayn1 zamanda arastirict azotun mantar gelisimi i¢in kullanilan ortamda
istenen element oldugunu ve mantar proteinleri, purinleri, primidlerinin sentezi i¢in esas olup,
kitinin tiretimi i¢in gerektigini de bildirmistir. Ayrica mantar ortamindaki yaygin kullanilan N

kaynaklarinin, nitrat ve amonyum tuzlari ile organik N bilesimleri oldugunu belirtmistir.



Maya Ekstrat
Sekil 4.13. L. controversus tiirtiniin farkli N kaynaklarinda misel gelisimleri

Kontrol N

Malt Ekstrat

vL
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Hatakeyama ve Ohmasa (2004) C (glikoz, sukroz, selobiyoz, mannoz, gliserol,
dekstrin, trehaloz ve ¢dziinebilir nisasta) ve N (amonyum tartarat, arginin, glutamik asit,
aspartik asit ve alanin) kaynaklarmin farkli Suillus ve Boletinus irklarinin misel
gelisimine etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada incelenen tiim irklarda glikoz veya
trehaloz’un bulundugu ortamlarda iyi bir misel gelisimi oldugunu bildirmislerdir.

Amonyum ¢ogu ektomikorizal mantar tiirii i¢in genellikle en kolay kullanilan N
kaynagidir (Smith ve Read, 1997). Straatsma ve Griensven (1986) Cantharellus
cibarius igin en uygun N kaynagimin amonyum oldugunu bildirmislerdir. Organik ve
inorganik N kaynaklarini igeren sivi ortamda 6 farkli ektomikorizal mantar tiiriiniin
(Suillus variegatus, Piloderma croceum, Paxillus involutus, Hebeloma crustuliniforme,
Thelephora terrestris, Lactarius rufus) misel gelisimini inceleyen Finlay ve ark. (1992)
biitiin tiirlerin amonyumda iyi bir gelisim gosterdigini belirlemislerdir. Daza ve ark.
(2006) yaptiklar1 calismada N kaynaklar1 arasinda en yiiksek misel koloni ¢apini
alblimin bovin ve nitratta, en yiiksek misel kuru agirliklarin1 ise amonyumda tespit
etmislerdir. Calismanin sonucunda A. caesarea’nin en iyi misel gelisimi i¢cin C kaynagi
olarak mannitol ve glikoz, N kaynagi olarak ise amonyumun kullanilmas1 gerektigini
bildirmiglerdir. Fakat elde ettigimiz bulgular L. controversus tiiriinlin amonyumun
kullanildig1 ortamlarda (amonyum fosfat ve amonyum nitrat) misel gelisiminin iyi
olmadigini1 géstermektedir.

Finlay ve ark. (1992) nitrat iceren ortamda misel gelisiminin genellikle daha
yavas oldugunu bulmuslardir. Bazi calismalarda nitratin hem toprakta hem de in
vitro’da bazi1 ektomikorizal mantarlarin gelisimi tizerinde negatif etkilere sahip oldugu
bildirilmistir (Richards, 1965; Harley ve Smith, 1983). Bu sonuglar elde ettigimiz

bulgularla uyum gostermektedir.
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4.4.2. Lactarius pyrogalus

4.4.2.1. Misel Gelisimi I¢cin Uygun Besin Ortamlarinin Belirlenmesi

Farkli besin ortamlarinin L. pyrogalus tiiriniin misel gelisimi {izerine etkisini
inceledigimizde misel gelisim hizi, misel gelisim siiresi ve gelisim alan1 bakimindan
besin ortamlar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak ¢ok dnemli (P<0.01) bulunmustur.
En yiiksek misel gelisim hizi, aralarinda istatistiksel fark bulunmayan PDA, ME ve
BAF ortamindan (sirastyla 3.27, 3.22 ve 3.17 mm/giin) elde edilmistir. En diisiik misel
gelisim hizi ise M40 ortaminda (2.23 mm/giin) belirlenmistir. En kisa misel gelisim
stiresi 7.0 giin ile BAF ve ME ortamlarinda, en uzun misel gelisim siiresi ise 9.0 giin ile
M40 ortaminda tespit edilmistir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.14). Misel gelisim alanlar1
incelendiginde ise L. controversus tiiriinde oldugu gibi M40 ve MMN ortamlarinin
misel gelisim alanlar1 diger ele alinan besin ortamlarina gére daha diisiik bulunmustur
(Cizelge 4.9). Sekil 4.15°de goriildiigii gibi tiim besin ortamlarinda L. pyrogalus

tiiriniin misellerinin yogun ve pamuksu oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.9. Farkli besin ortamlarmin L. pyrogalus tiiriiniin misel gelisim hizi, misel
gelisim siiresi ve misel gelisim alani iizerine etkisi

. Misel Misel gelisim Misel gelisim
Besin . .o .
gelisim hizi siiresi alam (6. giinde)
ortami . . 2
(mm/giin) (giin) (cm”)
ME 3.22a** 7.0c** 19.50a**
M40 2.23b 9.0a 1591c
MMN 2.61ab 8.0b 17.37bc
PDA 3.27a 7.3bc 18.48ab
BAF 3.17a 7.0¢c 20.29a
**: P<0.01 diizeyinde ¢ok dnemli
31 —e—BAF —8— M40 —&— ME

_ —>— MMN —%—PDA

E

E 251

&

5

g

T 15+

2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Giinler

Sekil 4.14. Farkli besin ortamlarinda L. pyrogalus tiiriine ait kiimiilatif misel koloni
yarigaplari
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PDA
Sekil 4.15. Farkli besin ortamlarinda L. pyrogalus tiiriine ait misel gelisimleri

BAF, ME ve PDA besin ortamlarinin misel gelisimi i¢in uygun olduklar1 tespit
edilmistir. Elde edilen aragtirma bulgularinin yenilebilir ektomikorizal mantar tiiri
Laccaria bicolor’'un en iyi misel gelisimini ME ve BAF ortamindan elde edildigini
belirleyen Santiago-Martinez ve ark. (2003)’nin bulgular1 ile benzer oldugu

goriilmektedir.
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4.4.2.2. Misel Gelisimi I¢cin Uygun pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

L. controversus tiiriinde oldugu gibi L. pyrogalus tiiriinde de BAF ve PDA besin
ortamlarinda farkl sicaklik (15, 20, 25 ve 30 °C) ve pH seviyelerinde (4.0, 4.5, 5.0, 5.5
ve 6.0) misel gelisim hizi, gelisim siireleri ve misel gelisim alanlar tespit edilmistir
(Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11). Petrideki misel gelisimlerine ait fotograflar Sekil
4.16’da verilmistir. Misel gelisim stireleri bakimindan besin ortamlar1 arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli (P<0.05), misel gelisim hizi ve gelisim alam
bakimindan ¢ok 6nemli (P<0.01) bulunmustur. L. pyrogalus tiirinde de PDA ortaminda
misel gelisim siiresinin BAF ortamina gore daha kisa, misel gelisim hiz1 ve misel
gelisim alaninin ise daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Misel gelisim siiresi bakimindan ortam x pH, ortam x sicaklik ve ortam x pH x
sicaklik interaksiyonlari ¢ok onemli bulunmustur. En kisa misel gelisim siiresi (8.00
giin) PDA ortaminda 25 °C sicaklikta ve 4.0, 4.5 ve 5.5 pH degerinde, en uzun misel
gelisim siiresi ise (50.60 giin) PDA ortaminda 30 °C sicaklikta, 4.0 ve 5.0 pH degerinde
elde edilmistir. Misel gelisim hizi yoniinden ortam x pH interaksiyonu 6nemli, ortam x
sicaklik ve ortam x pH x sicaklik interaksiyonlar1 ise ¢ok Onemli bulunmustur. PDA
ortaminda 25 °C sicaklikta ve 4.0 pH degerinde en yliksek misel gelisim hiz1 (5.03
mm/giin) belirlenmistir. En diisiik misel gelisim hiz1 ise aralarinda istatistiksel fark
olmayan 30 °C sicaklikta PDA ve BAF ortamlarinda incelenen tiim pH seviyelerinde
bulunmustur. Misel gelisim alan1 bakimindan ortam x sicaklik ve ortam x pH x sicaklik
interaksiyonlari ¢ok onemli bulunmustur. Misel gelisim hizina benzer sonuglar elde
edilmistir (Cizelge 4.10).

Sicakliklar arasinda misel gelisim siiresi, gelisim hiz1 ve gelisim alan1 bakimindan
istatistiksel olarak ¢ok onemli fark bulunmustur. En yiliksek misel gelisim hizi 25
°C’den (4.59 mm/giin)elde edilirken, en diisikk misel gelisim hizi 30 °C’de (0.75
mm/giin) belirlenmistir. En kisa misel gelisim siiresi 25 °C’de (8.52 giin)tespit edilmis,
bunu sirastyla 20 ve 15 °C izlemistir. En uzun misel gelisim siiresi ise 48.28 giin ile 30
°C’de belirlenmistir (Cizelge 4.11). En yiiksek misel gelisim alan1 25 °C’de incelenen
tiim pH seviyelerinde belirlenmistir (Sekil 4.17). L. controversus tiiriinde oldugu gibi L.
pyrogalus tiiriinde de 30 °C’de misel gelisimi yavaslamis ve petrilerde hastalik orani
artmistir. Ayni zamanda 30 °C’de misel yapilar1 da pargali ve diizensiz yogunlagmalar

seklinde meydana gelmistir (Sekil 4.16).



Cizelge 4.10. L. pyrogalus tiiriiniin farkli besin ortami, sicaklik ve pH derecelerindeki misel gelisim siiresi, misel gelisim hizi1 ve misel gelisim alanlarina ait
ortalamalar

PDA BAF

pH 15°C 20 °C 25°C 30 °C OxpH 15°C 20 °C 25°C 30 °C OxpH

4.0 15.00h1**  10.205k1 8.00n 50.60a 20.95bc**  18.00f 10.80j 9.00k-n 49.00bc 21.70a
£ = 4.5 16.00gh1  9.20k-n 8.00n 47.40d 20.15de 15.40gh1  9.80j-m 8.80Ilmn 43.40e 19.35f
%” ‘5 5.0 16.00gh1  10.40jk 8.40mn 50.60a 21.35ab 16.80fg 9.40j-n 8.40mn 49.40abc  21.00abc
o0 \5 5.5 14.601 9.20k-n 8.00n 50.00ab 20.45¢cd 15.40gh1  9.40j-n 8.80Ilmn 48.20cd 20.45¢cd
2 E 6.0 16.20gh 9.80j-m 8.60mn 43.80¢ 19.60ef 15.20h1 10.20jkl1 9.20k-n 50.40ab 21.25ab
= 2 O0OXS 15.56¢c** 9.76d 8.20f 48.48a 16.16b 9.92d 8.84¢ 48.08a

Ortam (O) 20.50b* 20.75a
5 4.0 2.66cde**  3.94abc 5.03a 0.76f 3.10ab* 2.28¢ 3.50b-e 3.91abc 0.77f 2.61b
2= 4.5 2.55de 4.52ab 4.80ab 0.74f 3.15a 2.60cde 4.24ab 4.30ab 0.83f 2.99ab
‘@5 5.0 2.62cde 3.77a-d 4.73ab 0.68f 2.95ab 2.54de 4.63ab 491a 0.72f 3.20a
E) g 55 2.75¢cde 4.20ab 4.75ab 0.68f 3.09ab 2.70cde 4.32ab 4.51ab 0.77f 3.07ab
> E 60 2.62cde 4.14ab 4.79ab 0.85f 3.10ab 2.80cde 4.22ab 4.15ab 0.68f 2.96ab
'§ OXS 2.64c** 4.11b 4.82a 0.74d 2.58¢ 4.18b 4.36ab 0.75d

Ortam (O) 3.08a** 2.97b
§ < 4.0 26.30i**  41.35def 53.47a 2.10no 30.81 15.35m 32.41h 45.14cd 4.53n0 24.36
g g/ 4.5 22.97ijk 37.99fg 50.95ab 4.40no 29.08 21.18jkl 38.26fg 49.52ab 1.570 27.63
Zo .0 18.211m 39.0lefg  49.05bc 4.84no 27.78 17.09Im 47.18bc 50.80ab 3.37no 29.61
@o 2 55 25.23jj 39.48efg  50.76ab 6.14n 30.40 18.96klm  39.16efg  48.64bc 2.78no 27.38
= & 6.0 20.72kl1 35.79gh 51.39ab 3.19n0 27.77 21.215kl 42.98de 48.21bc 5.42no0 29.46
"; L 0OXS 22.69d** 38.73c 51.13a 4.14f 18.76¢ 40.00¢ 48.46b 3.53f

Ortam (O) 29.17a** 27.69b

*.

-

<0.05 diizeyinde 6nemli, **: P<(.01 diizeyinde ¢ok dnemli. O: besin ortami, S: sicaklik

6L



15°C 20 °C
Sekil 4.16. L. pyrogalus tiiriiniin BAF ve PDA besin ortamlarinda farkli sicakliklardaki misel gelisimleri
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Cizelge 4.11. L. pyrogalus tiiriniin misel gelisim siiresi, misel gelisim hizi ve misel
gelisim alanina ait pH x sicaklik interaksiyon ortalamalari

Ozellikler Sicaklik (°C)
pH 15 °C 20 °C 25 °C 30 °C Ortalama
4.0 16.50d**  10.50f 8.501 49.80a 21.33a**
4.5 15.70de 9.50gh 8.401 45.40c 19.75¢
Misel gelisim 5.0 16.40d 9.90fg 8.401 50.00a 21.18a
stiresi (glin) 5.5 15.00e 9.30gh1 8.401 49.10a 20.45b
6.0 15.70de 10.00fg 8.90h1 47.10b 20.43b
Ortalama 15.86b**  9.84c 8.52d 48.28a
4.0 2.47c** 3.72b 4.47ab  0.76d 2.86b**
4.5 2.58¢ 4.38ab 4.55ab  0.79d 3.07a
Misel gelisim 5.0 2.58¢ 4.20ab 4.82a 0.70d 3.07a
hizi (mm/giin) 5.5 2.72¢ 4.26ab 4.63ab  0.72d 3.08a
6.0 2.71c¢ 4.18ab 4.47ab  0.76d 3.03a
Ortalama 2.61c** 4.15b 4.59a 0.75d
4.0 20.83de** 36.88c 4931a  3.32f 27.58
4.5 22.07d 38.13¢ 50.24a  2.98f 28.36
Misel gelisim 5.0 17.65¢ 43.09b 4992a  4.11f 28.69
alami (cm®) 5.5 22.10d 39.32bc 49.70a  4.46f 28.89
6.0 20.97de 39.39bc 49.80a  4.30f 28.62

Ortalama 20.72c¢**  39.36b 49.80a  3.83d

*: P<0.05 diizeyinde 6nemli, **: P<0.01 diizeyinde ¢ok dnemli

B4 04,5 @5 05,5 86
60

50 -

30 A1

Misel gelisim alani
(cm?)

[T

-
%
/
%
%
%

15°C 20°C 25°C
Sicaklik (°C)

Sekil 4.17. L. pyrogalus tiiriinde farkli pH ve sicaklik derecelerinin misel gelisim alani
iizerine etkisi (Iki besin ortamiin ortalamas: iizerinden elde edilen pHxS
interaksiyonu degerleri kullanilmigtir)

Misel gelisim siiresi ve gelisim hizi bakimindan farkli pH seviyeleri arasindaki

farkliliklar da ¢ok 6nemli bulunmustur. En yiiksek misel gelisim hiz1 aralarinda istatistiksel
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fark olmayan 4.5, 5.0, 5.5 ve 6.0 pH seviyelerinde (sirasiyla 3.07, 3.07, 3.08 ve 3.03
mm/giin) belirlenmistir. En diisiik misel gelisim hizi ise pH 4’te (2.86 mm/giin)
belirlenmistir. En kisa misel gelisim siiresi (19.75 giin) pH 4.5’ta tespit edilmistir (Cizelge
4.11).

Misel gelisim siiresi bakimindan pH x sicaklik interaksiyonu ¢ok dnemli bulunmus
ve pH x sicaklik interaksiyon ortalamalar1 8.40-50.00 giin arasinda degismistir. Misel
gelisim hiz1 ve misel gelisim alan1 bakimindan da pH x sicaklik interaksiyonu ¢ok énemli
bulunmustur. En yiiksek misel gelisim hiz1 ve misel gelisim alan1 degerleri 25 °C sicaklikta
ve ele alinan tiim pH seviyelerinde elde edilmis, en diisiik degerler ise 30 °C sicaklikta
incelenen tiim pH seviyelerinde tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

(Calismada incelenen pH degerlerinin etkileri arasinda pH 4.0 hari¢, ¢ok belirgin
farklilik bulunmamustir. Elde edilen bu bulgular Lactarius cinsinin pH’daki degisimlerden
az oranda etkilendigini bildirilen Espigol (1999)’nun bulgulari ile uyum gostermektedir.

Amanita caesarea’nin birkag¢ izolatinin gelismesi tizerine pH (5.0, 6.0, 7.0 ve 7.5) ve
sicakligin (20, 24 ve 28 °C) etkisi arastirilmistir. En iyi misel gelisimi pH 6.0-7.0’de
saglanmig ve optimum gelisme sicakligi izolata bagli olarak 24-28 °C olarak belirlenmistir.
Ayrica pH 5.0 ve 7.5’ta tiim izolatlarda gelisim olmustur (Daza ve ark., 2006). Yapilan bir
calismada optimum pH araligi L. deliciosus igin 5.5-6.0 ve L. sanguifluus igin 5.5-6.5
olarak belirlenmistir (Guerin-Laguette ve ark., 2000). Ektomikorizal mantar izolatlarinin
optimum gelisim pH’sin1 belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada Agaricales (Laccaria
laccata hari¢) ve Aphyllophorales iiyelerinin notr ve nétre yakin pH’y1 tercih ettikleri,
Sclerodermatales takiminin tiyelerinin ise asidik pH’da daha iyi bir gelisim gosterdigi
tespit edilmistir Sundari ve Adholeya (2003).

L. pyrogalus tiiriiniin BAF ve PDA besin ortamlarinda farkli sicakliklardaki misel
koloni yarigapinin giinlere gore degisimi Sekil 4.18 ve 4.19°da verilmistir. 20 ve 25 °C’de
gelisim periyodunun sonuna dogru misel gelisimi yavaglamistir. Bu tiirde de L.
controversus tiiriinde oldugu gibi 30 °C’de misel gelisiminin son derece yavas oldugu
goriilmektedir. Ancak hem BAF hem de PDA besin ortamlarinda 30 °C’de misel
gelisiminin 27. glinden sonra hizlandig1 goriilmektedir.

Misel gelisim hizi, gelisim siiresi ve gelisim alani incelendiginde L. pyrogalus
tiriinde de misel gelisimi i¢in PDA besin ortami, 25 °C sicaklik ve 4.5 pH degerinin

Onerilebilecegi tespit edilmistir.



BAF 15°C Lactarius pyrogalus BAF 20°C Lactarius pyrogalus

——4 —B—45 —A—5 —%—55 —%—6

—6—4 —8—4,5 —A—5 —%—55 —%—6

45 -
45 -
—~ 40 4
£ 40+ g
E 351 s 35 -
5 304 § 307
o E 95
§. 25 1 g
201
g 20 4 §
5 151 g 15
§ 10 4 .2 10
S 54 = 5 -
o+ 7+ o——————— 7 T 7T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 01 23 456 7 8 91011121314151617 18 19 20
Giinler Giinler
BAF 25°C Lactarius pyrogalus ——4 —B—45 —A—5 —%—55 —%—6 BAF 30°C Lactarius pyrogalus ——4 —8—45 —A—5 —%—55 —H—6
45 - 45 1
T 40 - €40-
E 35 £ 35
a S 30 -
g 397 &
£ ] 5 25 -
§ 25 g
§ 207 g 204
E 15 *_% 15
3 101 3 104
S 5- = 54
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 23 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57
Giinler Giinler
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Sekil 4.19. L. pyrogalus tiirtiniin PDA ortaminda farkli sicakliklardaki kiimiilatif misel koloni yarigaplari
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4.4.2.3. Misel Gelisimi I¢in Uygun C ve N Kaynaklarinin Belirlenmesi

Farkli C kaynaklarindan hazirlanan besin ortaminda L. pyragalus tiiriiniin misel
gelisim hiz1 ve misel gelisim alani belirlenmistir (Cizelge 4.12, Sekil 4.20 ve 4.21). L.
pyragalus tiriinde misel gelisim hizi ve gelisim alan1 bakimindan C kaynaklar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak ¢ok onemli (P<0.01) bulunmustur. En yiiksek
misel gelisim hiz1 aralarinda istatistiksel fark olmayan mannitol, glikoz, kontrol, dektroz
ve maltozdan (sirasiyla 2.95, 2.92, 2.85, 2.83 ve 2.82 mm/giin) elde edilmistir. En diisiik
misel gelisim hizi ise 2.51 mm/giin ile ksilozda belirlenmistir. Misel gelisim hiz1 ile
paralel olarak en diisik misel gelisim alani da yine ksilozdan (41.25 cm?) elde
edilmistir. Misel gelisim alam1 bakimindan ksiloz disinda kalan diger C kaynaklari

arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamustir.

Cizelge 4.12. L. pyragalus tiiriinde C kaynaklarinin misel gelisim hizi, misel gelisim
alan1 ve misel yapisi lizerine etkileri

C Kaynaklar Misel gelisim hiz1 Misel gelisziIP alam Misel yap1s12
(mm/giin) (ecm”)
Ksiloz 2.51c** 41.25b** P,Y
Laktoz 2.77b 50.73a P,Y
Sukroz 2.78b 50.35a P,Y
Maltoz 2.82ab 51.29a P,Y
Mannitol 2.95a 52.01a P,Y
Glikoz 2.92a 52.14a P,Y
Dekstroz 2.83ab 53.83a P,Y
Kontrol 2.85ab 50.08a P,Y

-

*%*: P<0.01 diizeyinde ¢ok dnemli
'Misel gelisim alanlari misel asilamasindan sonra 13. giinde Sl¢iilmiistiir. En iyi gelisim gdsteren
ortamlarda miselin petriyi tamamen kapladigi donem 6l¢liim zamani olarak alinmustir.

%p; pamuksu, Y: yogun

Baar ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢alismada Coltricia perennis, Laccaria bicolor,
Lactarius hepaticus ve Paxillus involutus ektomikorizal mantar tiirlerinin organik
(glisin) ve inorganik (amonyum) N ve C (glikoz) kaynaginda misel gelisimini
incelemislerdir. L. bicolor hem amonyum hem de glisin i¢eren ortamda iyi bir gelisim
gostermistir. L. hepaticus ve P. involutus tiirlerinin biyomas tiretimi ve gelisim hiz1 N
kaynagi olarak amonyum igeren ortamda glisin igeren ortama gore daha yliksek
bulunmustur. C. perennis’in amonyum ve glisin i¢eren ortamlarda benzer gelisim

gosterdigi belirlenmistir.
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C kaynaklari

etkisi
L. pyragalus tiriniin farkli C kaynaklarindaki misel yapilarinin birbirine

Sekil 4.21. L. pyragalus tiiriinde farkli C kaynaklarinin misel gelisim alani {izerine
benzedigi Sekil 4.22°de de goriilmektedir.



Mannitol Sukroz
Sekil 4.22. L. pyragalus tiirtiniin farkli C kaynaklarindaki misel gelisimi

Ksiloz

Kontrol C
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Misel gelisim hiz1 ve gelisim alan1 bakimindan N kaynaklar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak ¢ok onemli (P<0.01) bulunmustur. En yiiksek misel gelisim hizi
aralarinda istatistiksel fark bulunmayan pepton, malt ekstrat, maya ekstrat ve kalsiyum
nitrattan (sirasiyla 3.86, 3.68, 3.63 ve 3.58 mm/giin) elde edilmistir. En diisiik misel
gelisim hiz1 ise amonyum nitratta (1.83 mm/giin) saptanmistir. En yiiksek misel gelisim
alan1 misel gelisim hizinda oldugu gibi aralarinda istatistiksel fark bulunmayan pepton,
malt ekstrat, maya ekstrat ve kalsiyum nitrattan elde edilmistir. En diisiikk misel geligsim

alan1 amonyum nitratta belirlenmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.23 ve 4.24).

Cizelge 4.13. L. pyragalus tiiriinde N kaynaklarinin misel gelisim hizi, misel gelisim
alan1 ve misel yapisi lizerine etkileri

N Kaynaklar Misel gelisim hizi  Misel gelisim alam Misel yapisi®
(mm/giin) (cmz)1

Amonyum fosfat 3.29b** 42.06b** P,Y
Amonyum nitrat 1.83c 20.13¢ P,Y
Kalsiyum nitrat 3.58a 47.38ab P,Y
Malt ekstrat 3.68a 54.53a P

Maya ekstrat 3.63a 53.33a P,Y
Pepton 3.86a 54.46a P,Y
Kontrol 3.23b 43.04b 4

**: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli
'Misel gelisim alanlari misel asilamasindan sonra 10. giinde olgiilmiistiir. En iyi gelisim gdsteren
ortamlarda miselin petriyi tamamen kapladigi donem 6l¢lim zamani olarak alinmustir.

%p. pamuksu, Y: yogun, Z: zayif ve seyrek

Misel gelisim hizi
(mm/giin)
N
(8]

0 HH i HHE i i i HHE i HH i HHE — L .
Amonyum  Amonyum Kalsiyum Pepton Malt ekstrat Maya ekstrat ~ Kontrol
fosfat nitrat nitrat

N kaynaklari

Sekil 4.23. L. pyragalus tiirtinde farkli N kaynaklarinin misel gelisim hizi {izerine etkisi
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Sekil 4.24. L. pyragalus tiirtinde farkli N kaynaklarinin misel gelisim alani {izerine
etkisi

L. pyrogalus tiirtinde misel yapilari iizerine N kaynaklarinin etkileri oldukga farkli
olmustur. N kaynaginin hi¢ kullanilmadigi kontrol uygulamasinda L. controversus’da
oldugu gibi miseller zayif ve seyrek gelismistir. Amonyum nitrat, amonyum fosfat,
kontrol ve kismen kalsiyum nitratta diger N kaynaklarina gore gelisimin yavas oldugu
goriilmektedir. Pepton, malt ekstrat ve maya ekstrat kaynaklarinda misellerin petrileri
sarma hiz1 yiiksek ve misel yapilarinin oldukga iyi oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.25).

Farkli ektomikorizal mantar tiirlerinde amonyumun misel gelisimi i¢in uygun
oldugunu bildiren arastiricilarin (Straatsma ve Griensven, 1986; Smith ve Read,
1997; Finlay ve ark., 1992; Daza ve ark., 2006) aksine L. controversus tiirtinde oldugu
gibi L. pyrogalus tiirinde de amonyum iceren N kaynaklarinda iyi bir misel geligimi
elde edilememistir. Nitratin bazi basidiomisetlerin gelisimi iizerinde engelleyici etkiye

sahip oldugu bildirilmistir (Griffin, 1994).



Amonyum Fosfat
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Sekil 4.25. L. pyragalus tiirtiniin farkli N kaynaklarindaki misel geligimi
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4.4.3. Tricholoma terreum

4.4.3.1. Misel Gelisimi I¢cin Uygun Besin Ortamlarinin Belirlenmesi

Farkl1 besin ortamlarinda (BAF, M40, ME, MMN ve PDA) T. terreum tiiriine ait
misel gelisim hizi, gelisim siiresi ve gelisim alanlar1 Cizelge 4.14’de, misel koloni
yarigapinin giinlere gore degisimi Sekil 4.26’da ve petrideki misel gelisimleri ise Sekil
4.27°de verilmistir.

Misel gelisim siiresi bakimindan besin ortamlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel
olarak 6nemli (P<0.05) bulunurken, misel gelisim hiz1 ve gelisim alanlar1 bakimindan
onemsiz bulunmustur. En uzun misel gelisimi M40 ve MMN ortamlarinda 7 giin olarak
tespit edilmistir. Diger ortamlar ise misel gelisimlerini 6. giinde tamamlamislardir.
Calismada ele alinan besin ortamlarinin tiimii T. terreum tiiriiniin misel gelisimi i¢in
Onerilebilir (Cizelge 4.14). Bununla birlikte besin ortamlari arasinda ucuz olmasi

nedeniyle PDA oOncelikle tercih edilebilir.

Cizelge 4.14. Farkli besin ortamlarinin T. terreum tiiriiniin misel gelisim hizi, misel
geligim siiresi ve misel gelisim alani {izerine etkisi

Besin ortamm  Misel gelisim hizi Misel gelisim Misel gelisim alani
(mm/giin) suiresi (6. giinde)
(giin) (cm’)
ME 7.01 6.00c* 49.95
M40 6.22 7.00a 40.44
MMN 6.47 6.80ab 41.64
PDA 7.10 6.20bc 48.39
BAF 7.56 6.00c 49.83

*: P<0.05 diizeyinde 6nemli

—o— BAF —— M40 —&—ME
—>— MMN —X¥— PDA

W W A N
S & o O

N
o
1

Misel koloni yarigapi (mm)
= N
(6] (6]

=
o
1

[¢)]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Giinler

Sekil 4.26. Farkli besin ortamlarinda T. terreum tiirline ait kiimiilatif misel koloni
yarigaplari
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PDA
Sekil 4.27. Farkl1 besin ortamlarinda T. terreum tiirline ait misel gelisimleri

T. terreum mantar tiiriinde misel gelisiminin diger L. controversus ve L.
pyrogalus’a gore daha kisa oldugu saptanmustir. T. terreum tiiri 9 cm ¢apindaki
petrilerde misel gelisimlerini 6-7 giinde tamamlarken, L. controversus ve L. pyrogalus
tirleri 6 cm ¢apindaki petrilerde misel gelisimlerini 7-9 giinde tamamlamiglardir. T.
terreum tiiriine ait misel yapisinin, L. controversus ve L. pyrogalus’a gore daha seyrek

ve 1smsal oldugu belirlenmistir. T. terreum tiiriiniin denemede ele alinan farkli besin
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ortamlarindaki misel yapilar1 karsilagtirildiginda da BAF ve PDA besin ortamlarinda
diger ortamlara gore misel yapisinin daha yogun oldugu saptanmistir (Sekil 4.27).
Cantharellus cibarius’un misel iiretiminde 5 mM siiksinat veya 25 mM MES
katilmis sivi Fries ortaminin en iyi sonucu verdigi bildirilmistir (Straatsma ve
Griensven, 1986). Yama¢ ve ark. (2008) yaptiklar1 c¢alismada Suillus collitinus
tiirliniin iki izolatin1 (suslarin1) (M91 ve M137) farkli besin ortamlarinda gelistirmisler
ve izolatlarin biiyiime 0Ozelliklerinin birbirinden farkli oldugunu belirlemislerdir.
Calismada S. collitinus M91 susunun oat meal agar, Yang ve malt ekstrat agar besin
ortamlarinda koloni ¢ap1 ve koloni agirliklarinin diger ortamlara gore daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir.

4.4.3.2. Misel Gelisimi I¢cin Uygun pH ve Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

T. terreum tiirtiniin farkl sicaklik (15, 20, 25 ve 30 °C) ve pH seviyelerinde (4.0,
4.5, 5.0, 5.5 ve 6.0) misel gelisim hizlari, misel gelisim siireleri ve 4. giindeki misel
gelisim alanlar1 Cizelge 4.15’°de verilmistir.

Misel gelisim siireleri bakimindan sicakliklar, pH degerleri ve pH x sicaklik
interaksiyonu arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak c¢ok o©nemli (P<0.01)
bulunmustur. En kisa misel gelisim siiresi 25 °C’de (5.40 giin), en uzun misel gelisim
stiresi ise 15 °C’de (11.48 giin) belirlenmistir. pH degerleri karsilastirildiginda en kisa
misel gelisim siiresi (5.95 giin) pH 6.0°da, en uzun ise 4.0 (7.15 giin) ve 4.5 (7.05 giin)
pH degerlerine sahip ortamlarda tespit edilmis, bunu 6.55 ve 6.50 giin ile aralarinda fark
olmayan 5.0 ve 5.5 pH degerleri izlemistir. Misel gelisim siiresi bakimindan pH x
sicaklik interaksiyonu incelendiginde en kisa misel gelisim siireleri 25 °C’de pH 4.0
hari¢ diger ele alinan tiim pH degerlerinde belirlenmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.28).

Misel gelisim hizi bakimindan incelendiginde sicakliklar arasindaki fark
istatistiksel olarak ¢ok onemli (P<0.01), pH seviyeleri arasindaki fark 6nemli (P<0.05)
ve pH x sicaklik interaksiyonu ise ¢ok onemli (P<0.01) olarak bulunmustur. En yiiksek
misel gelisim hiz1 25 °C’de (12.36 mm/giin) saptanmis, bunu aralarinda istatistiksel fark
bulunmayan 20 ve 15 °C sicaklik degerleri izlemistir. 30 °C’de misel gelisimi
olmamistir (Sekil 4.28 ve 4.29). Bu durum fungal metabolik siireci katalizleyen 6nemli
enzimlerin bozulmasindan kaynaklanabilir (Jonathan ve ark., 2004). Sicaklik diistiikce

misel gelisiminin azalmasi ise diisiik sicakliklarda mantar tiiriiniin gelisimi i¢in ihtiyag
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duyulan 6nemli besin maddelerinin absorpsiyonunun azalmasinin bir sonucu olabilir
(Garraway ve Evans, 1984).

Ele aldigimiz pH degerleri arasinda en diisiik misel gelisim hizi 4.0 (5.23
mm/giin) ve 4.5 (5.06 mm/giin) pH’da belirlenmistir. pH x sicaklik interaksiyon
ortalamalar1 ise 3.37-13.19 mm/giin arasinda degismistir. pH x sicaklik interaksiyonu
incelendiginde en yiiksek misel gelisim hiz1 25 °C’de ele alinan tim pH degerlerinde

elde edilmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.28).

Cizelge 4.15. T. terreum tiiriiniin farkli sicaklik ve pH derecelerindeki misel gelisim siiresi, misel gelisim
hiz1 ve misel gelisim alanina ait ortalamalar

Ozellikler Sicaklik (°C)
pH 15 °C 20 °C 25 °C 30 °C Ortalama
4.0 13.00a**  8.80c 6.80d 0.00f 7.15a%**
4.5 13.40a 9.80bc  5.00e 0.00f 7.05a
Misel gelisim 5.0 11.40ab 9.60bc  5.00e 0.00f 6.50ab
stiresi (giin) 5.5 10.40bc  10.80bc  5.00e 0.00f 6.55ab
6.0 9.20c 9.40bc  5.20e 0.00f 5.95b
Ortalama  11.48a**  9.68b 5.40c 0.00d
4.0 3.63d**  6.25b 11.04a 0.00e 5.23b*
4.5 3.37d 4.80bcd  12.06a 0.00e 5.06b
Misel gelisim 5.0 4.62bcd  4.52bcd  13.07a 0.00e 5.55ab
hizi (mm/giin) 5.5 4.96bcd 4.21cd 13.19a 0.00e 5.59ab
6.0 5.85b 5.49bc 12.41a 0.00e 5.94a
Ortalama  4.49b**  5.05b 12.36a 0.00c
4.0 11.54d** 20.20bc  27.02b 0.00e 14.69b**
Misel gelisim 4.5 10.96d 21.70b 44.80a 0.00e 19.37a
alani (4.glinde) 5.0 13.04d 26.98b 49.34a 0.00e 22.34a
(cm®) 55 14.46cd  22.30b 53.16a 0.00e 22.48a
6.0 13.42d 23.56b 47.46a 0.00e 21.11a

Ortalama  12.68c** 22.95b 44.36a 0.00d

*: P<0.05 diizeyinde 6nemli. **: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli

Misel gelisim alanit yoniinden de sicakliklar, pH degerleri ve pH x sicaklik
interaksiyonu arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak ¢ok o©nemli (P<0.01)
bulunmustur. Misel gelisim siiresi ve misel gelisim hiziyla iligkili olarak en yiiksek
misel gelisim alan1 44.36 cm’ ile 25 °C’den elde edilmis, 30 °C’de misel gelisimi
olmadigindan en diisiik misel gelisim alan1 12.68 cm?® ile 15 °C’de belirlenmistir. Misel
gelisim alan1 bakimindan pH 4.0, diger ele alinan tim pH degerlerinden ¢ok onemli

derecede diisiik bulunmustur (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. T. terreum tiirlinde farkli pH ve sicaklik derecelerinin misel gelisim alani
iizerine etkisi

pH degerleri arasinda misel yapisit bakimindan farklilik olmadigindan, sadece

farkli sicakliklardaki misel yapilarina ait goriintiiler Sekil 4.29°da verilmistir. T. terreum

tirtiniin misel yapilar1 diger ele aldigimiz L. controversus ve L. pyrogalus ile

karsilastirildiginda daha 1sinsal, zayif ve seyrek, buna karsilik misel gelisimleri daha

hizli olarak tespit edilmistir.

15°C

30°C

25°C
Sekil 4.29. T. terreum tiirtiniin farkli sicaklik derecelerindeki misel gelisimi (pH 5.5)
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T. terreum tiirline ait farkli sicakliklardaki misel koloni yarigapinin giinlere gore
degisimi Sekil 4.30°da verilmistir. T. terreum tiiriinde 15 °C ve 20 °C’de baslangicta
daha hizli bir misel gelisimi olurken, gelisim periyodunun sonuna dogru daha yavas bir
misel gelisimi gozlenmistir. 25 °C’de 4 pH degerindeki gelisim hizi, diger pH
seviyelerine gore daha yavas olup, gelisim daha uzun stirmiistiir.

T. terreum tiiriinde misel gelisimi ile ilgili parametreler incelendiginde misel
gelisimi i¢in en uygun sicakligin 25 °C oldugu, sicakligin yiikselmesi ve azalmasi
durumunda misel gelisiminin olumsuz etkilendigi sonucuna varilmistir. Calismada pH
degerleri incelendiginde ise pH degerlerinin 4.5 ve altinda olmasi durumunda misel
gelisiminin olumsuz etkilendigi belirlenmistir. Ancak ¢alismada en yiiksek pH degeri
6.0 olarak ele alinmistir. Daha sonraki c¢alismalarda pH degerinin ylikselmesi
durumunda misel gelisiminin nasil etkilenecegi konusu arastirilmalidir.

Elde edilen bulgular Xu ve ark. (2008) nin sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir.
Xu ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda L. deliciosus, B. edulis ve L. insulsus
ektomikorizal mantar tiirlerinin misel gelisimi i¢in optimum sicakliklarin 25-28 °C
oldugunu, ozellikle yiiksek sicakliklarin misellerin Sliimiine yol agtigin1 tespit
etmislerdir.

Sanchez ve ark. (2001) Hebeloma edurum, Lactarius deliciosus, Rhizopogon
roseolus, Suillus collinitus, S. granulatus, S. luteus, Tricholoma focale, T. striatum
ektomikorizal mantar tiirleri i¢inde sadece R. roseolus ve S. collinitus tiirlerinin 30
°C’de gelistigini, buna karsilik diger tiirlerin daha diisiik sicaklik seviyelerinde gelisim
gosterdigini bildirmislerdir. pH 2.5’da misel gelisimlerinin diislik oldugu belirtilmistir.

Calismada ele aldigimiz tiim tiirler i¢in en iyi misel gelisim sicakliginin 25 °C
oldugu tespit edilmistir. Misel gelisimi i¢in pH 6nemli bir faktér (Shu ve Lung, 2004)
olmasina ragmen, 3 ektomikorizal mantar tiiriiniin misel gelisimlerinin pH 4.0 disinda

incelenen pH degerlerindeki degisimden az oranda etkilendigi belirlenmistir.
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4.4.3.3. Misel Gelisimi I¢in Uygun C ve N Kaynaklarinin Belirlenmesi

T. terreum tiirtinde misel gelisim hizi bakimindan C kaynaklar1 arasindaki
farklilik istatistiksel olarak ¢ok onemli (P<0.01), misel gelisim alani bakimindan ise
o6nemli (P<0.05) bulunmustur. En yiliksek misel gelisim hiz1 aralarinda istatistiksel fark
olmayan dekstroz, ksiloz ve maltozdan (sirasiyla 9.79, 9.77 ve 9.65 mm/giin) elde
edilmistir. C kaynaklar1 arasinda hem misel gelisim hizi hem de misel gelisim alani
bakimindan 6nemli farklilik olusturan C kaynagi sukroz olarak bulunmustur. En diisiik
misel gelisim hiz1 ve gelisim alani (sirasiyla 9.30 mm/giin ve 62.89 cm?) sukrozdan elde
edilmigtir. Misel gelisim alan1 bakimindan diger C kaynaklar1 arasinda istatistiksel

olarak fark bulunmamistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.31 ve 4.32).

Cizelge 4.16. T. terreum tiirtinde C kaynaklariin misel gelisim hizi, misel gelisim alani
ve misel yapisi iizerine etkileri

. o o o . o " 2
C Kaynaklari Misel gelisim h1z1 Misel gelisim alam Misel yapisi

(mm/giin) (cm?)’
Ksiloz 9.77a** 63.60a* I
Laktoz 9.52ab 63.60a I
Sukroz 9.30b 62.89b I
Maltoz 9.65a 63.60a I
Mannitol 9.46ab 63.60a I
Glikoz 9.51ab 63.60a I
Dekstroz 9.79a 63.60a I
Kontrol 9.48ab 63.60a |

*: P<0.05 diizeyinde 6nemli. **: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli
'Misel gelisim alanlar1 misel asilamasindan sonra 5. giinde olgiilmiistiir. En iyi gelisim gosteren
ortamlarda miselin petriyi tamamen kapladigi donem 6l¢iim zamani olarak alinmustir.

1 1sinsal

Suillus ve Boletus 1rklari igin sukroz kullanimi konusunda farkli sonuglar elde
edilmistir (Palmer ve Hacskaylo, 1970; Lamb, 1974; Murata, 1993). Bununla birlikte
Hatakeyama ve Ohmasa (2004) tarafindan yapilan caligmada farkli Suillus ve
Boletinus irklarinda sukroz kullanimi diisiik bulunmustur.

Norkrans (1950) baslangigta ortama az miktarda glikoz ilave edildigi zaman bir
kag¢ Tricholoma tiiriiniin nisasta ve inulin {izerinde gelisebildigini bildirmistir. Kawai ve
Abe (1976) Tricholoma matsutake ve T. ponderosurn’un nisasta tizerinde yavas gelisim

gosterdigini belirtmislerdir.
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Sekil 4.31. T. terreum tiirtinde farkli C kaynaklarinin misel gelisim hiz1 iizerine etkisi
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Sekil 4.32. T. terreum tiirtinde farkli C kaynaklarinin misel gelisim alani {izerine etkisi

Petrideki misel gelisimlerine ait fotograflar incelendiginde misel yapilarinin

benzerlik gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.33).



Mannitol Sukroz
Sekil 4.33. T. terreum tiirtiniin farkli C kaynaklarinda misel gelisimi

Ksiloz

Kontrol C

001



101

Farkli N kaynaklarindan hazirlanan besin ortaminda T. terreum tiiriiniin misel
gelisim hizi ve misel gelisim alan1 Cizelge 4.17°de verilmistir.

Misel gelisim hiz1 ve gelisim alani bakimindan N kaynaklar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak ¢ok dnemli (P<0.01) bulunmustur. En yiiksek misel gelisim hizt malt
ekstrattan (10.98 mm/giin)elde edilmistir. En diisiilk misel gelisim hizi ise aralarinda
istatistiksel fark olmayan amonyum nitrat ve amonyum fosfatta (sirasiyla 2.42 ve 3.02
mm/giin) saptanmustir. En yiiksek misel gelisim alam (63.60 cm?) aralarinda istatistiksel
fark bulunmayan pepton, malt ekstrat, maya ekstrat ve kontrolden elde edilmis, bu
uygulamalarda 5. giinde misel petriyi tamamen sarmistir. En diigiik misel gelisim alani
amonyum nitrat ve amonyum fosfatta (sirastyla 8.03 ve 10.99 cm?) belirlenmistir

(Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. T. terreum tiirtinde N kaynaklarimin misel gelisim hizi, misel gelisim alani
ve misel yapisi lizerine etkileri

N Kaynaklan Misel gelisim iz Misel gelisim alam Misel yapisr®
(mm/giin) (cmz)1
Amonyum fosfat 3.02¢c** 10.99¢** P
Amonyum nitrat 2.42¢ 8.03¢ P
Kalsiyum nitrat 9.25b 55.53b I
Malt ekstrat 10.98a 63.60a I
Maya ekstrat 9.16b 63.60a I
Pepton 9.60b 63.60a I
Kontrol 9.72b 63.60a Z

**: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli
'Misel gelisim alanlari misel asilamasindan sonra 5. giinde Olgiilmiistir. En iyi gelisim gosteren
ortamlarda miselin petriyi tamamen kapladigi donem 6l¢lim zamani olarak alinmustir.

%p. pamuksu, I: 151nsal, Z: Zayif ve seyrek

12 -

10 -

[ee]
1

(mm/giin)

Misel gelisim hizi

Amonyum  Amonyum Kalsiyum Pepton Malt ekstrat Maya ekstrat Kontrol
fosfat nitrat nitrat

N kaynaklar

Sekil 4.34. T. terreum tiirtinde farkli N kaynaklarinin misel gelisim hiz1 {izerine etkisi
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Sekil 4.35. T. terreum tiirtinde farkli N kaynaklarinin misel gelisim alani1 lizerine etkisi

Misel gelisim hizi ve gelisim alani incelendiginde T. terreum tiirlinde misel
gelisimi i¢in malt ekstrat, pepton, maya ekstrat ve kontroliin daha iyi sonug¢ verdigi
tespit edilmistir. Bununla birlikte kontrolde misel gelisiminin hizli olmasina ragmen
misel yapisinin ¢ok zayif ve seyrek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.36). Bu nedenle
ortamda amonyum ve nitrat disinda, bir N kaynagin bulunmasi1 gerektigi sonucuna
varilmstir.

Ektomikorizal mantarlarin misel gelisimi iizerine inorganik N kaynaklarinin
etkisini arastiran France ve Reid (1984) Pisolithus tinctorius, Cenococcum geophilum
ve Thelephora terrestris tiirlerinin N kaynagi olarak amonyum igeren ortamda, Suillus
granulatus tiiriiniin ise nitrat igeren ortamda daha iyi bir misel gelisimi gosterdigini
belirlemislerdir. Rangel-Castro ve ark. (2002) farkli N kaynaklarinin (amonyum, nitrat
ve bovin serum albiimin) Cantharellus cibarius’un misel gelisimine etkisini
aragtirmislardir. En kolay kullanilabilen N kaynagi amonyum olarak belirlenmis ve
nitrat igeren ortamda gelisimin zayif oldugu tespit edilmistir. Amanita, Gymnoboletus,
Lactarius ve Russula cinslerine ait 8 ektomikorizal mantar tiiriniin inorganik (nitrat,
amonyum) ve organik (amid, peptit, protein) N kaynaklarini kullanma durumlarinin
incelendigi calismada da bu mantar tiirlerinin amonyum ve glutamin kaynaklarindan
daha fazla faydalandigi tespit edilmistir (Sangtiean ve Schmidt, 2002). Ancak calisma
bulgularimiz bu arastiricilarin bulgularinin tersine olup, T. terreum tiiriinde amonyum

fosfat ve amonyum nitrat kaynaklarinda gelisim ¢ok yavas olarak bulunmustur.
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Sekil 4.36. T. terreum tiirtiniin farkli N kaynaklarindaki misel gelisimi
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Ele aldigimiz 3 ektomikorizal tiirde (T. terreum, L. controversus ve L. pyrogalus)
farkl1 C ve N kaynaklarinin misel gelisimleri {izerine etkisinin degistigi tespit edilmistir.
Bu durum tiirler arasindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Yapilan calismalarin ¢ogu
da farkli C ve N kaynaklarinin farkli mantar irklarinin misel gelisimi {izerine farklh

etkilere sahip oldugunu gostermektedir (Kim ve ark., 2005; Wang ve ark., 2005).

4.5. Anastomoz Durumlarimin Belirlenmesi

L. pyrogalus tiiriinin Terme ve Unye’den temin edilen mantar &rneklerinden
gelistirilen izolatlar, farkli besin ortamlarinin (BAF, MMN, PDA ve MEA) bulundugu
petrilere agilanmis ve gelisim tamamlandiktan sonra birlesme sekilleri mikroskopta
incelenerek goriintiilenmistir (Sekil 4.37).

L. pyrogalus tiiriiniin farkli izolatlarinin birlesme sekilleri besin ortamlarina gére
farklilik gostermistir. PDA, BAF ve MMN besin ortamlarinda C, anastomoz kategorisi
belirlenmistir. C, anastomoz kategorisinin 6zellikleri su sekilde tanimlanmaktadir: Ayni
tiirlin farkl yerlerden temin edilen mantar 6rneklerinden gelistirilen izolatlar arasinda
etkilesim  bulunmaktadir.  Ancak  aralarinda  kalitsal = materyal  transferi
gerceklesmemektedir. Duvar baglantist belirgin, membran temas1 belirsiz, anastomoz
yapan ve bitisik olan hiicrelerde daima oliim ger¢eklesmektedir (Akin, 2001). Bununla
birlikte, ME besin ortaminda C, anastomoz kategorisi belirlenmistir. ME besin
ortaminda hifler birbirine teget ge¢mistir ve izolatlar arasinda etkilesim olmadig1 tespit
edilmistir (Akin, 2001). Sekil 4.37°de MMN besin ortaminda hem alt hem de iist

kisimda ¢ift anastomoz goriilmektedir.



S0l

BAF ) PDA ME MMN
Sekil 4.37. L. pyrogalus tiiriiniin Terme ve Unye’den elde edilen mantar drneklerinden gelistirilen izolatlarin (a) ayni petride misel gelisimleri
ve (b) mikroskopta birlesme sekilleri
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4.6. Ektomikorizal Mantar Tiirlerinin Yetistigi Alanlardaki Toprak
Ozelliklerinin Saptanmasi

(Calismada yer alan ektomikorizal mantar tiirlerinin yetistigi alanlardaki toprak
Ozelliklerinin saptanmasi amaciyla toprak Ornekleri alinmis, toprak orneklerinde pH,
nem, satiirasyon, organik madde, organik karbon ve EC (tuzluluk) belirlenmistir
(Cizelge 4.18).

L. pyrogalus tiiriiniin yetistigi alandaki toprak hafif asidik ozellikte bulunmus,
buna karsilik L. contraversus ve T. terreum tiirlerinde bazik karakterde oldugu
belirlenmistir. Bu farklilik alinan topragin nemlerinin farkli olmasindan kaynaklanmis
olabilir. L. contraversus ve T. terreum tiirlerinde topragin organik madde (% 6.47) ve
organik karbon (% 3.75) igerigi L. pyrogalus tiiriiniin topraklarna goére ¢ok yiiksek
bulunmustur. Ayrica bu mantar tiirlerinin yetistigi topraklarin tuzlu olmadig:
belirlenmistir.

Farkl1 ekolojik ve fizyolojik faktorler dogadaki mikorizal mantarlarin gelisimini,
mikoriza sentezini ve fonksiyonunu etkilemektedir. Topraklarin fiziksel 6zellikleri ve
besin maddelerince durumu 6zellikle de C ve N kaynaklar biiyiik ol¢iide arazide ve
laboratuarda  kontrollii  kosullarda ektomikorizal —mantarlarin  gelisimini  ve
ektomikorizanin kurulumunu etkilemektedir (France ve Reid, 1983; Lilleskov ve ark.,

2002).

Cizelge 4.18. Calismada yer alan ektomikorizal mantar tiirlerinin yetistigi alanlardaki
toprak orneklerinin 6zellikleri
Toprak ornegi pH Nem Satiirasyon Organik  Organik EC

(%) (%) Madde Karbon (dS/m)
(%) (%)
L. contraversus 7.6 54 184.36 6.47 3.75 0.41
L. pyrogalus 5.5 4.1 72.31 2.91 1.69 0.57
T. terreum 7.6 54 184.36 6.47 3.75 0.41

4.7. Vejetatif inokulum Elde Edilmesi
L. pyrogalus, L. contraversus ve T. terreum mantar tiirlerinde vejetatif inokulum
hazirlamak amaciyla torf ve torf:vermikiilit (T:V) karisimlarindan hazirlanan ortamlarda

% nem ile sterilizasyon oncesi ve sonrasi pH’lar belirlenmistir (Cizelge 4.19.).
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Cizelge 4.19. Vejetatif inokulum olarak hazirlanan ortamlarin pH ve nem degerleri

Sterilizasyon Sterilizasyon

Ortamlar Nem (%) oncesi pH sonrasi pH
Torf 51.8 572 5.25
Torf:Vermikiilit (1:4) 48.2 6.35 5.65
Torf:Vermikiilit (1:6) 47.5 6.65 5.80
Torf:Vermikiilit (1:8) 47.1 6.98 5.95
”119r1f(;Verm1ku11t 42.9

(1:10) 6.85 6.00

Ortamlarin nem degerleri % 42.9-51.8 arasinda degisiklik gostermistir. Ortamdaki
torf miktarinin artmasina bagli olarak nem igerigi de artmustir. Tiim ortamlarda
sterilizasyon sonrasinda pH’da diisiis olmustur. Ortamlarin sterilizasyon sonrast pH
degerleri 5.25-6.00 arasinda bulunmustur. Ortamdaki torf miktarinin artmasina bagh
olarak pH degerleri azalmistir. Ancak bu pH degerleri daha 6nce yapilan misel ¢alisma
sonuclarindaki pH araliginda oldugundan herhangi bir miidahale yapilmamuistir.

L. pyrogalus, L. contraversus ve T. terreum mantar tiirlerinin torf ve
torf:vermikdilit karigimlarindan hazirlanan ortamlardaki misel gelisim hizi ve gelisim
stireleri Cizelge 4.20°de, L. contraversus ve L. pyrogalus tiirlerinin misel gelisimlerinin
giinlere gore degisimi Sekil 4.38 ve 4.39°da verilmistir.

L. contraversus tiirlinde misel gelisim hiz1 ve gelisim siiresi bakimindan ortamlar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak ¢ok onemli (P<0.01) bulunmustur. En yiiksek
misel gelisim hiz1 torf ortaminda (0.56 cm/giin) saptanirken, en diisiik misel gelisim hizi
aralarinda istatistiksel fark olmayan T:V (1:4, 1:6, 1:8 ve 1:10) karisimlarinda
belirlenmistir. Misel gelisim hiz1 ile dogru orantili olarak en kisa misel gelisim siiresi
torf ortaminda (19.60 giin) belirlenmistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.40).

L. pyrogalus tiiriinde misel gelisim hizi bakimindan ortamlar arasindaki farklilik
onemli (P<0.05), misel gelisim siiresi bakimindan ise ¢ok 6nemli (P<0.01) bulunmustur.
En yiiksek misel gelisim hiz1 aralarinda istatistiksel fark bulunmayan T:V (1:4, 1:6 ve
1:10) ortamlarindan (sirastyla 0.76, 0.72 ve 0.72 cm/giin) elde edilmistir. En diisiik
misel gelisim hiz1 ise torf ortaminda (0.64 cm/giin) belirlenmistir. Misel gelisim hizina
paralel olarak misel gelisim siiresi en kisa T:V (1:4) (13.40 giin) ortaminda, en uzun ise

torf ortaminda (17 giin) tespit edilmistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.41).
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Cizelge 4.20. L. pyrogalus, L. contraversus ve T. terreum mantar tiirlerinde torf ve
torf:vermikiilit karisimlarindan hazirlanan ortamlarda misel gelisim hizi
ve misel gelisim siireleri

Misel gelisim hiz Misel gelisim siiresi

Tiirler Ortam (cm/giin) (giin)
Torf 0.56a** 19.60c**
Lactarius T:V (1:4) 0.27b 33.20b
contraversus T:V (1:6) 0.25b 33.40b
T:V (1:8) 0.24b 36.60a
T:V (1:10) 0.24b 37.40a
Torf 0.64b* 17.00a**
T:V (1:4) 0.76a 13.40d
Lactarius T:V (1:6) 0.72a 14.00cd
pyrogalus T:V (1:8) 0.70ab 16.00ab
T:V (1:10) 0.72a 15.40bc
Torf - 11.20a**
T:V (1:4) - 8.60b
Tricholoma T:V (1:6) - 9.20b
terreum T:V (1:8) - 10.40a
T:V (1:10) - 11.20a

*: P<0.05 diizeyinde 6nemli, **: P<0.01 diizeyinde ¢ok 6nemli
-:Tricholoma terreum mantar tiiriiniin misel gelisimi zayif ve seyrek olmasi nedeniyle giinliik olarak
Ol¢iilememistir.

Torf —8—T:V (1:4) —A—T:V (1:6) T:V (1:8) —e—T:V (1:10)

14 -

12 4

10

Misel gelisimi (cm)
[}

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42
Giinler

Sekil 4.38. L. contraversus tiiriiniin torf ve torf:vermikiilit karisimlarindan hazirlanan
ortamlardaki kiimiilatif misel gelisimi
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Torf —B—T:V (1:4) —A—T:V (1:6) T:V (1:8) —e—T:V (1:10)

Misel gelisimi (cm)
[o)]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Giinler

Sekil 4.39. L. pyrogalus tiiriintin torf ve torf:vermikiilit karisimlarindan hazirlanan
ortamlardaki kiimiilatif misel geligimi

T. terreum mantar tiiriiniin misel gelisimi zayif ve seyrek olmasi nedeniyle giinliik
olarak Olclilememistir (Sekil 4.42). Bu tiirde de misel gelisim siiresi bakimindan
ortamlar arasindaki farklilik ¢cok 6nemli (P<0.01) bulunmustur. En hizli misel gelisimi
aralarinda istatistiksel fark olmayan T:V (1:4) ortaminda (8.60 giin) ve T:V (1:6)
ortaminda (9.20 giin) belirlenmistir (Cizelge 4.20).

Denemede ele aldigimiz ektomikorizal mantarlarin  misel  gelisimleri
incelendiginde L. contraversus tiiriinde torf ortaminin, L. pyrogalus ve T. terreum
mantar tiirlerinde ise T:V (1:4) ortaminin vejetatif inokulum i¢in en uygun ortamlar
olduklar1 sonucuna varilmistir. T. terreum tiiriinde vejetatif inokulumdaki misel
gelisiminin L. controversus ve L. pyragalus tiirlerinden daha kisa oldugu saptanmistir
(Sekil 4.43). Bu tiirin misel ¢alismalart sirasindaki misel gelisimleri de diger iki tiirden
daha kisa bulunmustur.

Moser (1958) farkli ektomikorizal tiirlerde vejetatif inokulum iiretmek amaciyla
yaptig1 calismada s1vi besin soliisyonu igeren turba yosununun en iyi sonucu verdigini
bildirmistir. Daha sonraki yillarda degisik arastiricilar, vejetatif inokulum hazirlamada
farkl1 siv1 besin ortamlari ile nemlendirilmis torf, vermikiilit, sfagnum yosunu ve perlit
karigimlarinin uygun oldugu ve bu ortamlardan hazirlanan inokulumlarin ektomikoriza
olusturdugunu ifade etmislerdir (Nezzar-Hocine ve ark., 1998; Rincon ve ark., 1999;
Yamada ve ark., 1999; Yamada ve ark., 2001a; Santiago-Martinez ve ark., 2003;
Parlade ve ark., 2004; Flores ve ark., 2005).
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Torf : Vermikiilit (1:6)

Torf : Vermikiilit (1:8) Torf : Vermikiilit (1:10)

Torf

Sekil 4.40. L. contraversus tiiriiniin torf ve torf:vermikiilit karisimlarindan hazirlanan
ortamlarda misel gelisimi
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Torf : Vermikiilit (1:8) Torf : Vermikiilit (1:10)

Torf

Sekil 4.41. L. pyrogalus tiiriniin torf ve torf:vermikiilit karisimlarindan hazirlanan
ortamlarda misel gelisimi
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Torf : Vermikiilit (1:8) Torf : Vermikiilit (1:10)

Sekil 4.42. T. terreum tiiriiniin torf ve torf:vermikiilit karisimlarindan hazirlanan
ortamlarda misel gelisimi
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Sekil 4.43. L. contraversus, L. pyrogalus ve T. terreum mantar tiirlerinin torf ve
torf:vermikiilit karisimlarindan hazirlanan ortamlarda misel gelisim
stireleri

4.8. Farkh Inokulasyon Uygulamalarimin Ektomikoriza Olusumu ve Bitki
Gelisimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

4.8.1. Farkh inokulasyon Uygulamalarimn Ektomikoriza Olusumu Uzerine
Etkisi

Inokulasyon ve ektomikorizal iliskinin belirlenmesi c¢alismalarinda 1 tanesi
kontrol olmak tiizere 15 farkli uygulama denenmistir. Calismada farkli inokulasyon
uygulamalarina ait sterilizasyondan sonraki ortam pH degerleri, incelenen fidan sayisi

ve ektomikoriza olusumu Cizelge 4.21°de verilmistir.
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Cizelge 4.21. Farkli inokulasyon uygulamalarinin sterilizasyondan sonraki pH degerleri,
her uygulama i¢in incelenen fidan sayis1 ve ektomikoriza olusumu

Uygulama Ortamlarin sterilizasyon Incelenen Ektomikoriza
sonrasi pH degerleri fidan sayisi olusumu
A 5.87 4 +
B 5.89 3 +
C 6.01 4 +
D 5.89 3 +
E 5.87 5 +
F 5.80 4 +
G 5.80 4 +
H 5.82 3 +
I 6.46 5 +
K 6.48 4 +
L 5.85 4 +
M 5.90 3 +
N 5.89 5 +
O 5.80 4 +
Kontrol 5.99 4 -

+: Ektomikoriza olusumu var,

-: Ektomikoriza olusumu yok

Farkli inokulasyon uygulamalarina ait ortamlarin sterilizasyon sonrasi pH
degerlerinin  5.80-6.48 arasinda degistigi belirlenmistir. Tiim uygulamalarda pH
degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu tespit edilmistir. Ektomikorizal mantarlarin
asit nitelikli organik topraklarda alkali topraklardan daha fazla bulundugu ve diisiik
nitrat dilizeyli, notre yakin pH’larda daha iyi mikoriza olusumunun saglandigi
bildirilmektedir. Ayrica yliksek nitrat ve kire¢ diizeylerinin mikoriza olugumunu
engelledigi de belirtilmektedir (Harley, 1969; Haktanir ve Arcak, 1997). Nitekim agar
ortaminda yapilan calismalarda ektomikorizal mantarlarin misel gelisiminin tiire baglh
olarak 5.5-7.0 arasindaki pH’larda daha iyi oldugu bildirilmistir (Sundari ve Adholeya,
2003; Daza ve ark., 2006).

Ortamlar steril edildikten sonra L. pyrogalus tiriiniin inokulumu (saf misel
kiiltiirleri, vejetatif ve s1vi inokulum) ile agilanmis ve tohum ekimi yapilmistir. Fidanlar
3 ay boyunca laboratuar kosullarinda yetistirilmistir. Yetistirme periyodu boyunca bazi

fidanlarda potasyum (K) noksanligindan kaynaklanan ve bazi fidanlarda ise dikimden

hemen sonra nedeni belirlenemeyen 6liimler meydana gelmistir (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. A) ve B) Acik sistemde bitki ¢ikislari, C) Kapali sistemde bitki cikislari, D)
Saglikli gelisim gosteren bir fidan, E) Potasyum noksanligi gosteren bir
fidan, F) Kurumus bir fidan

Farkl1 inokulasyon uygulamalarindaki fidanlarin ¢ikislar1 ve bitki gelisimlerine ait

genel gorlintimleri Sekil 4.45°de verilmistir.
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Sekil. 4.45. Fidanlarin ¢ikis ve genel goriintimii
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Agik sistemde findik fidanlar1 kuvvetli bir sekilde gelismesine ragmen, kapali
sistemde (O uygulamasi) yetistirme kabinin hacminden ve sistemin kapali olmasindan
dolay1 bitki gelisimi zayif olmustur. Diger taraftan, kapali sistemde L. pyrogalus
miselleri kuvvetli bir gelisim gostermistir. inokulasyondan 1-2 hafta sonra beyaz
miseller besin ortami ile nemlendirilen substratin her tarafina yayilmistir (Sekil 4.44).

L. pyrogalus tiiriniin findik fidanlari ile inokulasyonundan 3 ay sonra alinan kok
ornekleri incelenmis ve mikorizal kisa koklerin varligi tespit edilmistir. Buna gore
ektomikorizal olusum belirlenmistir. Inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol
uygulamasi disindaki tiim uygulamalarda inokule edilen fidanlarin hepsi ektomikoriza
olusturmustur (Cizelge 4.21).

In vitro mikorizal sentez yontemi, ektomikorizanin degisik fizyolojik,
biyokimyasal ve besinsel ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Varma, 1998). Zak (1969)
L. sanguifluus’un in vitro kiiltirde ¢am ile birlikte ¢ok zor ve zayif bir sekilde
ektomikoriza olusturdugunu belirlemistir. Nezzar-Hocine ve ark. (1998) yaptiklar
caligma sonucunda Tricholoma cinsinde in vitro ektomikorizal sentezin nispeten zor
oldugunu bildirmislerdir. Parlade ve ark. (1995) yaptiklar1 ¢alismada in vitro’da 18
farkli fungal tiire ait 23 izolatin Pseudotsuga menziesii ile ektomikoriza olusturdugunu
belirlemislerdir. Serada kontrollii kosullarda Amanita, Hebeloma, Laccaria, Lactarius,
Pisolithus, Rhizopogon, Scleroderma ve Suillus cinslerine ait 17 farkli izolatin P. pinea
fidanlar1 ile ektomikoriza olusturdugu belirlenmistir (Rincén ve ark., 1999). T.
matsutake’nin in vitro’da kapali ektomikorizal sistemde Pinus densiflora fidanlar ile
ektomikoriza olusturabildigi tespit edilmistir (Yamada ve ark., 1999). Yamada ve ark.
(2001a)’nin yaptiklar1 bagka bir ¢alismada in vitro’da agik sistemde Pinus densiflora ile
Lyophyllum semitale, L. shimeji, Tricholoma flavovirens, T. portensosum, T.
saponaceum, Suillus granulatus, S. Luteus, S. Bovinus, Rhizopogon rubescens,
Lactarius hatsudake ve L. akahatsu tiirleri arasinda ektomikoriza olusumu saglanmustir.
In vitro’da P. densiflora ile T. matsutake arasindaki ektomikoriza olusumunu inceleyen
Guerin-Laguette ve ark. (2004) inokulasyondan 2 hafta sonra misel hiflerinin kabin
dis kismindan gozlenebildigini ve 75 giin sonra hiflerin kisa kdklerin tizerini kapladigini
bildirmislerdir.

Ektomikorizal mantar tiirleri ile konukcu bitkiler arasindaki ektomikorizal iliskiler
konusunda bir¢ok c¢alisma yapilmis, bu calismalarda da ektomikoriza olusumu

bildirilmistir (Lamb ve Richards, 1971; Chu-Chou, 1979; Molina ve Trappe, 1982,
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1994; Malajczuk ve ark., 1982; Danielson, 1984; Ingestad ve ark., 1986; Danell,
1994: Yamada ve Katsuya, 1995; Parladé ve ark., 1996; Kawai, 1997; Hall ve
Wang, 1998a; Vaario ve ark., 1999; Guerin-Laguette ve ark., 2000; Santiago-
Martinez ve ark., 2003; Parlade ve ark., 2004; Flores ve ark., 2005).

4.8.2. Farkli inokulasyon Uygulamalarinin Bitki Gelisimi Uzerine Etkisi

Laboratuarda 3 aylik bir inkiibasyon periyodunun sonunda farkli inokulasyon
uygulamalarinda yetistirilen findik fidanlarinin bitki boyu, gévde ¢api, kok uzunlugu,
kok ve siirglin yas agirhigl, kok ve siirglin kuru agirligi (kok ve siirgiin biyomast),
toplam bitki kuru agirligi (toplam biyomas), kok:siirgiin orani, kok ve siirgiin kuru
madde igerikleri tespit edilmistir. Kok yas agirligi, kok kuru agirlign ve siirgiin kuru
madde igerigi bakimindan farkli inokulasyon uygulamalar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak O6nemli (P<0.05), diger tiim ozellikler bakimindan ¢ok onemli
(P<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.22).

En yiiksek bitki boyu ac¢ik mikorizal sistemde destile su ile nemlendirilen 50 ml
vejetatif inokulumla hazirlanan K uygulamasinda inokule edilen fidanlarda (32.70 cm)
elde edilmistir. Bunu istatistiksel olarak ayni grupta yer alan sekersiz MMN (n-MMN)
ortamiyla nemlendirilen 50 ml vejetatif inokulumla hazirlanan I uygulamasi (28.38 cm)
izlemistir. Kontrol uygulamasi (19.20 cm), en diisiik bitki boyunun elde edildigi B, D,
E, G, H, N ve O uygulamalari ile istatistiksel olarak ayni grupta yer almistir. A, C, F, I,
K, L ve M inokulasyon uygulamalarindan kontrole gére daha yiiksek bitki boyu elde
edilmistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.46). Kapali sistem uygulamasinda (O) en diisiik bitki
boyunun elde edilmesi ise muhtemelen kullanilan kap hacminden ve sistemden
kaynaklanmaktadir. Nitekim kapal1 sistemde fidanlarda birinci ay itibariyle hem siirgiin

biiyiimesi hem de yaprak gelisimi yavaslamistir.



Cizelge 4.22. Farkli inokulasyon uygulamalarinin bitki gelisimi {izerine etkisi

Uygulama Bitki Govde Kok Kok yas Siirgiin Kok kuru  Siirgiin Toplam Kok:siir- Kok kuru  Siirgiin
boyu capi uzunlugu agirhg yas agirhgi kuru bitki giin madde kuru
(cm) (mm) (cm) (2) agirhg (2) agirhg kuru orani miktari madde
(g) (2) agirhgi (%) miktari
(4] (%)
A 22.63bc**  2.78a-d** 37.38a**  1.6labc*  3.15ab**  (.46ab* 1.09abc** 1.55abc** 0.41bc**  15.03ab**  26.43ab*
B 17.27¢ 2.12ef 16.50bcd  1.44bc 1.44bcd 0.38a-d 0.67def 1.05def 0.62abc 18.01a 23.41b
C 21.90bc 2.51b-f 22.93bcd  1.65abc 2.69a-d 0.40a-d 0.91b-¢ 1.31b-e 0.45bc 13.13ab 24.00ab
D 17.20c 2.19def 24.10bcd  1.97ab 1.64bcd 0.44abc 0.67def 1.11c-f 0.68abc 13.44ab 24.38ab
E 19.55¢ 2.69a-¢ 23.28bcd  1.36bc 3.03ab 0.35bcd 0.96a-d 1.31b-¢ 0.36¢ 16.79ab 22.25bc
F 21.20bc 2.44b-f 30.08ab 1.71abc 2.79abc 0.41a-d 0.90b-¢ 1.31b-¢ 0.47bc 12.86ab 23.27b
G 19.55¢ 2.08f 24.83a-d 1.16¢c 1.14cd 0.34cd 0.54ef 0.88ef 0.76ab 16.97ab 28.46ab
H 18.33¢ 2.35¢c-f 26.35abc  1.50bc 2.06bcd 0.31d 0.70c-f 1.01def 0.45bc 12.01b 24.43ab
I 28.38ab 3.05ab 27.04abc  1.66abc 4.28a 0.47a 1.32a 1.79a 0.35¢ 17.91a 23.62b
K 32.70a 2.94abc 28.23abc  1.34c 4.09a 0.40a-d 1.26ab 1.66ab 0.32¢ 16.24ab 23.05b
L 20.73bc 3.14a 21.83bcd  2.16a 2.53a-d 0.48a 0.92b-¢ 1.40a-d 0.56abc 13.15ab 26.06ab
M 20.47bc 2.89abc 15.77cd 1.52bc 2.31bcd 0.38a-d 0.98a-d 1.36a-d 0.40c 16.93ab 30.37a
N 18.40c 2.57a-f 12.50d 1.49bc 2.13bcd 0.39a-d 0.79¢-f 1.18c-f 0.52bc 17.13ab 24.29ab
o 14.73c¢ 2.91abc 26.20abc  1.67abc 0.90d 0.34cd 0.39f 0.73f 0.89a 12.46ab 16.87¢
Kontrol 19.20c 2.33¢c-f 16.40cd 1.32¢ 1.85bcd 0.38a-d 0.74c-f 1.11c-f 0.57abc 15.19ab 24.19ab

*: P<0.05 diizeyinde 6nemli **: P<(.01 diizeyinde ¢ok dnemli

611
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Sekil 4.46. Farkli inokulasyon uygulamalarinin bitki boyuna etkisi (**:P<0.01
diizeyinde ¢ok dnemli)

Farkli besin kosullarinda T. matsutake miselleri ile inokule edilen bitkilerin siirgiin
gelisimi karsilagtirilmig ve glikozun kullanilmadigt MNC (Modifiye Edilen Norkrans C)
ortami ile nemlendirilen bitkilerin silirgiin gelisiminin MNC ve Ohta ortami ile
nemlendirilenlerden daha iyi oldugu belirlenmistir (Yamada ve ark., 1999). Bu
calismada da en yiiksek bitki boyunun elde edildigi K uygulamasinda substrat sivi besin
ortam1 yerine destile su ile nemlendirilmistir. Ayn1 sekilde yiiksek bitki boyunun elde
edildigi I uygulamasinda da substrat sekersiz sivi besin ortami ile nemlendirilmistir.

Calismada K uygulamasindaki fidanlarin boyu kontrole gére % 70 daha yiiksek
bulunmustur. Benzer sekilde, Lactarius deliciosus ile asilanan Pinus sylvestris
fidanlarinda siirglin uzunlugu, inokule edilmeyen fidanlara gore % 46-132 daha yiiksek
bulunmustur (Guerin-Laguette ve ark., 2003). Eucalyptus urophylla’nin ektomikorizal
Scleroderma tiirleri ile inokulasyonundan elde edilen fidanlarin siirgiin boylarinin
inokule edilmeyen kontrol fidanlarmma goére % 19-55 oraninda daha uzun oldugu
belirlenmigtir (Chen ve ark., 2006). Yapilan diger calismalarda da ektomikorizal
mantar tiirleriyle asilanan fidanlarin bitki boylarinin kontrole gore dnemli derecede daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Lee ve Koo, 1983; Castellano, 1994; Begonia ve ark.,
1996; Reddy ve Natarajan, 1997; De La Cruz, 1998; Nezzar-Hocine ve ark., 1998;
Pera ve ark., 1999; Hattori ve ark., 2000; Alves ve ark., 2001; Cripps, 2001;
Shresta, 2002; Souza ve ark., 2004; Nunez ve ark., 2006; Turjaman ve ark., 2006;
Tiifekei, 2007). Arastirma bulgularinin bu ¢alismalarla uyumlu oldugu goriilmektedir.
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Bununla birlikte Stenstrom ve Unesmat (1985) ektomikorizal mantar tiirleriyle
asilamanin bitki boyu iizerinde negatif bir etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Rietveld
ve ark. (1989)’nin yaptiklar1 ¢alismada 8 farkli ektomikorizal mantar tiirii ile inokule
edilen Larix decidua fidanlarinin genellikle inokule edilmeyen fidanlardan daha kiigiik
oldugu belirlenmistir.

En yiiksek govde cap1 degeri 3.14 mm ile Terme izolatinin kullanildigt MMN
besin ortami ile nemlendirilen 50 ml sivi inokulumla hazirlanan L uygulamasinda
inokule edilen fidanlarda belirlenmistir. En diisitk goévde capr ise 2.08 mm ile G
uygulamasinda inokule edilen fidanlarda tespit edilmistir. Kontrol uygulamasinda govde
cap1 degeri ise 2.33 mm olarak belirlenmistir. Gévde ¢ap1 bakimindan A, C, E, F, H, 1,
K, L, M, N ve O inokulasyon uygulamalarindan kontrole gore daha yiliksek degerler
elde edilmistir (Cizelge 4.22. ve Sekil 4.47). Calismamizda L uygulamasindaki
fidanlarin gévde cap1 kontrole gore % 35 daha yiiksek bulunmustur.

Bitki boyunda oldugu gibi ektomikorizal mantar tiirleriyle asilanan fidanlarin
govde caplarinin da kontrole gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Castellano, 1994;
Begonia ve ark., 1996; De La Cruz, 1998; Pera ve ark., 1999; Alves ve ark., 2001;
Cripps, 2001; Nunez ve ark., 2006; Tiifekci, 2007).
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Sekil 4.47. Farkli inokulasyon uygulamalarimin goévde capma etkisi (**:P<0.01
diizeyinde ¢ok 6nemli)

En yliksek kok uzunlugu 37.38 cm ile BAF-20 s1v1 besin ortami ile nemlendirilen
saf misel kiiltiirlerinin kullanildig1 inokulumlu tohum ekimi yapilarak hazirlanan A

uygulamasinda inokule edilen fidanlarda, en diisiik kok uzunlugu ise 12.50 cm ile
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sekersiz MMN ile nemlendirilen 100 ml sivi inokulumun kullanildig1 N uygulamasinda
inokule edilen fidanlarda elde edilmistir. Kontrol uygulamasinda ise kok uzunlugu 6.40
cm olarak belirlenmistir. Uygulamalar arasinda sadece M ve N uygulamalarindan
kontrole goére daha diisik kok uzunlugu elde edilmis, diger tim uygulamalarda
kontrolden daha yiiksek kok uzunlugu tespit edilmistir. Caligmada A uygulamasindan
kontrole gore % 128, F uygulamasindan % 83 daha yiiksek kok uzunlugu degerleri elde
edilmistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Farkli inokulasyon uygulamalarinin kok uzunluguna etkisi (**:P<0.01
diizeyinde ¢ok 6nemli)

Inokule edilmeyen kontrol fidanlar1 ile karsilastirildiginda Lactarius hatsudake ile
inokule edilen Pinus densiflora fidanlarinda kok uzunlugunda % 150 oraninda bir artis
saglanmistir (AKitsu ve ark., 2000). Yine Hattori ve ark. (2000) L. hatsudake ile
inokule edilen P. densiflora fidanlarinin k6k uzunlugunda kontrole gore artis oldugunu
bildirmislerdir.

Kok yas agirlign bakimindan L uygulamasi (2.16 g) ilk sirada yer alirken,
aralarinda istatistiksel fark olmayan G, K ve asilamanin yapilmadigi kontrol uygulamasi
son sirada yer almislardir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.49). Calismada L uygulamasindaki
fidanlarin kok yas agirligi kontrole gore % 64 daha yiiksek bulunmustur.

Siirgiin yas agirliklar1 bakimindan en yiiksek degerler aralarinda istatistiksel fark
bulunmayan I ve K uygulamalarindan (sirastyla 4.28 ve 4.09 g) elde edilmistir. O
uygulamasinda gelisen fidanlar ise en diisiik siirgiin yas agirligma (0.90 g) sahip

olduklar1 belirlenmistir. Kontrol uygulamasinda siirgiin yas agirligi 1.85 g olarak tespit
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edilmistir (Cizelge 4.22 ve Sekil 4.50). Fidanlarin siirgiin yas agirliklarinin sekersiz
MMN ortamiyla nemlendirilen 50 ml vejetatif inokulumla hazirlanan I uygulamasinda
kontrole gore % 131, destile su ile nemlendirilen 50 ml vejetatif inokulumla hazirlanan

K uygulamasinda % 121 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.49. Farkli inokulasyon uygulamalarinin kok yas agirligina etkisi (*:P<0.05
diizeyinde 6nemli)
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Sekil 4.50. Farkli inokulasyon uygulamalarinin siirgiin yas agirligina etkisi (**:P<0.01
diizeyinde ¢ok dnemli)

Gelismekte olan misellerin solunumunun, sisedeki CO, konsantrasyonunu ve
dolayistyla da konukcu bitkinin fotosentezini artirarak bitki gelisimini tesvik edebildigi
belirtilmektedir (Fortin ve ark., 1983; Jumpponen ve Trappe, 1998). Yapilan

calismalarda ektomikorizal fidanlarda kok ve siirgiin yas agirliginin kontrole gore daha
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ylksek oldugu belirlenmistir (Marx ve Artman, 1978; Marx, 1979a; 1979b; Tiifekci,
2007).

En yiliksek kok kuru agirlhign (kok biyomasi) L (0.48 g) ve 1 (047 g)
uygulamalarinda, en diisiik kok kuru agirligi ise H (0.31 g) uygulamasinda gelisen
fidanlardan elde edilmistir. Siirgiin kuru agirligi (silirgiin biyomasi) bakimindan da en
yuksek degerler 1 uygulamasinda (1.32 g) tespit edilmistir. En disiik siirgiin kuru
agirhigr kapali mikorizal sistem olan O uygulamasinda (0.39 g) belirlenmigstir. Kok ve
stirgiin kuru agirliklarinda oldugu gibi en yiiksek toplam bitki kuru agirhigi (toplam
biyomas) degeri (1.79 g) I uygulamasinda inokule edilen fidanlarda, en diisiik deger ise
kapali1 mikorizal sistem olan O uygulamasinda (0.73 g) inokule edilen fidanlarda tespit
edilmistir. Kontrol uygulamasinda toplam bitki kuru agirhign 1.11 g olarak
belirlenmistir. Caligmada toplam bitki kuru agirligt bakimindan B, D, G, H ve O
disindaki tiim inokulasyon uygulamalarindan kontrole gore daha yiiksek degerler elde
edilmistir (Cizelge 4.22, Sekil 4.51, 4.52 ve 4.53). | uygulamasinda inokule edilen
fidanlarin  kontrole (inokule edilmeyen fidanlara) gore siirgiin kuru agirliklart % 78,
toplam bitki kuru agirliklar1 % 61 oraninda artmigtir. Kapali sistem (O) uygulamasinda
inokule edilen fidanlarin siirgiin kuru agirliklarinin, dolayisiyla toplam bitki kuru
agirliklarinin diistik olmasi daha 6nce de belirtildigi gibi ortam kosullar1 nedeniyle bitki

gelisiminin diger uygulamalara gore daha zayif olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.51. Farkli inokulasyon uygulamalarinin kok kuru agirligina etkisi (*:P<0.05
diizeyinde 6nemli)
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Sekil 4.52. Farkli inokulasyon uygulamalarinin siirgiin kuru agirligina etkisi (**:P<0.01
diizeyinde ¢ok dnemli)
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Sekil 4.53. Farkli inokulasyon uygulamalarinin toplam bitki kuru agirhigina etkisi
(**:P<0.01 diizeyinde ¢cok dnemli)

Thomson ve ark. (1994) cktomikorizal mantar tirleriyle asili Eucalyptus

globulus fidanlarinin kuru agirliklarinin, agilanmayanlara gore % 50-350 arasinda

degisen oranlarda arttigini belirlemislerdir. Ektomikorizal mantarlarla (Laccaria,

Scleroderma, Pisolithus) inokule edilen E. globulus fidanlarinin kuru agirliklari, inokule

edilmeyen fidanlarin kuru agirhiginin % 90-225°i arasinda degismistir (Lu ve ark.,

1998). Tricholoma matsutake ile inokule edilen Pinus densiflora fidanlarmin toplam

kuru agirligl ise kontrole gore % 98 oraninda artmistir (Guerin-Laguette ve ark.,

2004). Chen ve ark. (2006)’nin yaptigi calismada ektomikorizal mantar tiirleri ile
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inokule edilen Eucalyptus urophyll fidanlarinda toplam kuru agirligin kontrole gére %
25-41 oraninda arttig1 belirlenmistir. Arastirma bulgularinin bu ¢aligsmalarla uyumlu
oldugu goriilmektedir.

Ektomikorizal mantar tiirleriyle asilanan fidanlarda asilanmayanlara goére daha
fazla kok ve siirgiin kuru agirligi elde edildigi bildirilmistir (Eltrop, 1993; Akitsu ve
ark., 2000; Hattori ve ark., 2000; Alves ve ark., 2001; Brunner ve Brodbeck, 2001;
Cripps, 2001; Shresta, 2002; Guerin-Laguette ve ark., 2003; Nara, 2005; Turjaman
ve ark., 2006; Ramanankierana ve ark., 2007; Tiifek¢i, 2007). Bununla birlikte
Quoreshi ve Timmer (1998) ise Hebeloma crustuliniforme ve Laccaria bicolor ile
asilanan Picea mariana fidanlarinda ektomikorizal asilamanin fidan kuru agirligini
etkilemedigini belirlemislerdir.

Calismada en yiiksek kok:siirglin oram1 O uygulamasinda inokule edilen
fidanlardan (0.89) elde edilmistir. Bu durum kapali mikorizal sistem olan O
uygulamasinda inokule edilen fidanlarin kok gelisimlerinin iyi, buna karsilik siirgiin
gelisimlerinin  zayif olmasindan kaynaklanmaktadir. En diisiik kok:siirgiin orani
aralarinda istatistiksel fark olmayan E, I, K ve M uygulamalarindan elde edilmistir
(Cizelge 4.22 ve Sekil 4.54). Bu uygulamalarda gelisen fidanlarin kok:siirglin oraninin
diisiik olmasi ise O uygulamasimnin aksine, toprak iistli aksamlarinin oldukga 1yi
gelismesinden kaynaklanmaktadir.

Brunner ve Brodbeck (2001) tarafindan yapilan bir c¢alismada Hebeloma
crustuliniforme ve Laccaria bicolor ile inokule edilen Picea abies fidanlar1 kontrol
uygulamasi ile karsilastirildiginda kok:slirgiin oran1 azalmistir. Benzer sekilde
Wallander ve Nylund (1991) ile Brunner (2004)°’de fungal inokulasyonun kok:stirgiin
oranini 6nemli derecede azalttigini belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da inokulasyon
uygulamalarinda kok:siirgiin oraninin genel olarak kontrole gore diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte Eltrop (1993) ile Eltrop ve Marschner (1996)
ektomikorizal inokulasyonla kok:siirglin oraninin arttigini ifade etmislerdir. Diger
taraftan Alves ve ark. (2001) ise kok:siirgiin oranlarinin inokulasyondan

etkilenmedigini ifade etmislerdir.
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Sekil 4.54. Farkli inokulasyon uygulamalarinin kok:siirgiin oranina etkisi (**:P<0.01
diizeyinde ¢ok 6nemli)

B ve I uygulamasinda inokule edilen fidanlarin kék kuru madde igerikleri
(swrastyla % 18.01 ve 17.91) ilk sirada yer almistir. H uygulamasinda inokule edilen
fidanlarin kok kuru madde igerikleri (% 12.01), diger tiim inokulasyon
uygulamalarindan ¢ok 6nemli derecede diisiik bulunmustur. En yiiksek siirgiin kuru
madde igerigi M uygulamasinda inokule edilen fidanlarda (% 30.37) tespit edilmistir.
En diisiik stirgiin kuru madde igerigi ise O uygulamasinda inokule edilen fidanlarda (%
16.87) elde edilmistir (Cizelge 4.22, Sekil 5.55 ve 4.56). Calismada M uygulamasindaki

fidanlarin siirgiin kuru madde igerigi kontrole gore % 26 daha yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.55. Farkli inokulasyon uygulamalarinin kék kuru madde miktarina etkisi
(**:P<0.01 diizeyinde ¢cok dnemli)
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Sekil 4.56. Farkli inokulasyon uygulamalarmin siirgiin kuru madde miktaria etkisi
(*:P<0.05 diizeyinde 6nemli)

Yapilan c¢alismalarda ektomikorizal mantar tiirleriyle asilanan fidanlarin kuru
madde miktarlarinin kontrole gore daha yliksek oldugu belirlenmistir (Lee ve Koo,
1983; Bougher ve ark., 1990; Eltrop, 1993; Hatch ve Doak, 1993; Reddy ve
Natarajan, 1997; Alves ve ark., 2001; Souza ve ark., 2004).

Farkli inokulasyon uygulamalarinda gelisen findik fidanlarinin genel goriiniimleri
Sekil 4.57°de, kontrol ve bitki gelisiminin en iyi oldugu diisiiniilen inokulasyon
uygulamalarinda gelisen fidanlarin siirgiin ve kok gelisimi bakimindan karsilagtiriimasi
ise Sekil 4.58’de verilmistir.

Ektomikorizanin bitki besin maddesi alimini artirict ve bitki gelisimini tegvik
edici etkisi yapilan bir ¢ok caligmada gosterilmistir (Gobl, 1975; Marx, 1979a;
Walker, 1984; Castellano, 1990; Osonubi ve ark., 1991; Eltrop, 1993; Lu ve ark.,
1998; Kropp ve Mueller, 1999; Alves ve ark., 2001; Brunner ve Brodbeck, 2001;
Cripps, 2001; Guerin-Laguette ve ark., 2003; Souza ve ark., 2004; Tiifekci, 2007).

Bunun aksine Gagnon ve ark. (1995), Quoreshi ve Timmer (1998), Eltrop ve
Marschner (1996) ile Repac (1996 ve 2007) ektomikorizal mantar asilamasinin bitki

gelisimini artirict herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.
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Sekil. 4.57. Farkli inokulasyon uygulamalarinda gelisen findik fidanlarinin goriiniimii
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Sekil 4.57. Devanm
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Kontrol
Sekil 4.57. Devam
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KONTROL I e

Sekil 4.58. Kontrol ve bazi inokulasyon uygulamalarinin siirgiin ve kok gelisimi
bakimindan karsilagtirilmasi
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Bitki iizerinde ektomikorizal mantar asilamasinin faydali etkisinin goézlenip
gozlenmeyecegi ektomikorizal mantar tiirine, kullanilan inokulumun yagina ve tipine,
inokulumun uygulanma sekline, inokulasyon zamanina, inokulum yogunluguna, iklime,
ekosisteme, bilylime ortamina ve konukgu ile mantar arasindaki bazi interaksiyonlara
baglidir (Abbott ve Robson, 1981; Torres, 1992). Calismada C kaynaginin daha az
veya hi¢ olmadigi (MMN ve n-MMN) besin ortaminin kullanildigi uygulamalardan,
daha fazla C kaynaginin kullanildig1 (BAF-20 ve BAF) uygulamalara gore bitki gelisimi
ile ilgili daha iyi sonuclar alinmistir. Nitekim sekersiz besin ortami ile nemlendirilen I
uygulamasindan bitki gelisimi agisindan oldukg¢a iyi sonuglar elde edilmistir. Benzer
sekilde Suillus granulatus, Russula nigricans, R. rnariae, Laccaria bicolor, Lactarius
chrysorrheus, Scleroderma areolatum, ve Cenococcum geophilum gibi tiirler in vitro’da
acik sentez sisteminde P. densiflora ile ektomikoriza olusturmak igin glikoza
gereksinim duymamiglardir (Yamada ve Katsuya, 1995). Calismada elde edilen
sonuglar Yamada ve ark. (1999)'nin sonuglar1 ile de benzerlik gostermektedir.
Duddridge (1986a ve 1986b) mikoriza elde etmek i¢in kullanilan kiiltiir ortaminda
glikozun yiiksek konsantrasyonlarinin konukc¢uda bir savunma tepkisine sebep
olabilecegini belirtmistir. Bu durumun, sirastyla fenollerin iiretimini artiracagini ve
koklerin odunlagsmasina yol agacagini bildirmistir. Ayrica asir1 glikozun fungal ortii ve
Hartig nette anormalliklere sebep olabilecegini de belirtmistir. Hutchison ve Piché
(1995) Lactarius gibi ge¢ donem ektomikorizal mantar tiirleri igin glikozun varliginda
mikoriza olusumunun olumsuz etkilendigini belirlemislerdir. Bu etkinin nedenini de
bitkilerdeki toksik sekonder metobolitlerin serbest kalmasi olarak bildirmislerdir.
Bununla birlikte Guerin-Laguette ve ark. (2000) torbalarda L. deliciosus ile Pinus
sylvestris arasindaki mikoriza olusumunu tesvik etmek igin karbonhidratlarin gerekli
olmadigini, fakat tiiplerde mikoriza olusumu {izerine glikozun belirgin pozitif bir
etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Amanita muscaria, L. pubescens ve T. fulvum
tiirlerinde de glikozun mikoriza olusumu {izerine pozitif etkisi gozlenmistir (Gibson ve
Deacon, 1990). Ayrica in vitro’da ektomikoriza olusumunu saglamak i¢in T. matsutake
ve C. cibarius gibi tiirlerde glikozun gerekli oldugu bildirilmistir (Danell, 1994;
Yamada ve ark., 1999).

(Calismada inokulum kaynagi olarak saf misel kiiltiirleri, vejetatif ve sivi inokulum
kullanilmistir.  Uygulanan inokulum tiplerinde ve inokulasyon yontemlerinde

ektomikoriza olusumu bakimindan bir fark gozlenmemistir. Bununla birlikte, bitki
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gelisimi agisindan vejetatif inokulum ve sivi inokulumun, saf misel kiiltiirlerine gore
daha iyi sonuglar verdigi sdylenebilir.

Cedrus atlantica ve Tricholoma tridentinum arasindaki ektomikorizal iliskinin
aragtirildigr calismada 2 farkli inokulum tipi (vejetatif inokulum ve alginat tane
inokulumu) kullanilmigtir. Mikorizal gelisim yalnizca vejetatif inokulum ile
saglanmistir (Nezzar-Hocine ve ark., 1998). Parlade ve ark. (2004)’nin yaptiklar
caligmada sera kosullarinda yenilebilir Lactarius tiirleri ile Pinus pinaster ve P.
sylvestris fidanlarinin inokulasyonu i¢in farkli yontemler (sivi inokulum, vejetatif
inokulum ve alginat misel) denenmistir. L. deliciosus’un vejetatif inokulumu ile yapilan
inokulasyonlar, mikorizal fidanlarin iiretiminde en etkili yontem olarak belirlenmistir.
Yamada ve ark. (1999) ve Gonzilez-Ochoaa ve ark. (2003) ise yaptiklari
calismalarda mikorizal gelisim i¢in sivi misel inokulumunun iyi sonu¢ verdigini

bildirmislerdir.

4.8.3. Mikorizal Asilama Etkinligi
Calismada ayrica farkli inokulasyon uygulamalarinin Mikorizal Asilama Etkinlik

(MAE) degerleri de hesaplanmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59. Farkli inokulasyon uygulamalarinin mikorizal agilama etkinligi

Kontrol uygulamasina gore mikorizal agilama etkinligi incelendiginde en yiiksek

MAE degeri I uygulamasindan (% 46.43) elde edilmis, bunu K, A ve M uygulamalari
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(swrastyla % 39.46, 36.49 ve 33.60) izlemistir. En diisiik MAE degeri ise O uygulamasi
(% -64.24) ve G uygulamasinda (% -12.98) tespit edilmistir. Kapali mikorizal sistemde
BAF sivi besin ortami ile nemlendirilen saf misel kiiltiirlerinin kullanildigit O
inokulasyon uygulamas1 ve ag¢ik mikorizal sistemde MMN sivi besin ortami ile
nemlendirilen 83.3 ml vejetatif inokulumun kullanildig1 G inokulasyon uygulamasinda
asilanmis bitkilerin kuru agirligi, asilanmayan bitkilerin kuru agirligindan daha diistik
bulunmustur. Bunun sonucu olarak MAE kontrolden daha diisiik olmustur.

Bu sonuglara gore I, K, A, M, L, C, E, F ve N inokulasyon uygulamalarinin
yapildig1 bitkilerin MAE degeri istenilen diizeyde pozitif etki olustururken, O ve G
uygulamalarinin yapildig1 fidanlarda ise negatif iliski ger¢eklesmistir. Dolayisiyla O ve
G uygulamalariin fidanlar {izerinde olumlu bir etki yaratmadig:i anlagilmaktadir. Bu
bulgular bitkinin 6l¢iilen diger morfolojik degerleri ile de paralellik gostermektedir.

Tiifek¢i (2007) tarafindan yapilan ¢alismada tohum ekimi asamasinda sterilize
edilmis ortamlara H. crustuliniforme tiiriniin asilanmasinin sedir fidanlarina en yiiksek
MAE degeri (% 12.8-23.3) kazandirdig1 tespit edilmistir. L. delicious tiiriiniin sterilize
edilmis ortamlara asilanmasi ile ortalama % 8.1-16.2 arasinda MAE degeri elde
edilmistir. Bununla birlikte T. ustale tiirii ile asilanan fidanlarda MAE degeri en diisiik
bulunmus ve hatta sterilize edilmemis ortamlarda T. ustale ile asilama, asilanmayanlarin
degerinden de diisiik ¢ikmistir. Tiim uygulamalarda sterilize edilmis ortamlara yapilan
asilama ise sterilize edilmemis ortamlara oranla daha yiiksek MAE degeri vermistir.
Calismada H. crustuliniforme ve L. delicious ile asilanan bitkilerin MAE degerinin
istenilen diizeyde pozitif etki olusturdugu, bununla birlikte sterilize edilmemis
ortamlarda asilama yapmanin ve asilamada T. ustale tiriinii kullanmanin fidanlar

tizerinde olumlu bir etki yaratmadig1 sonucuna varilmistir.
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4.9. Ektomikoriza Teshisi ve Tamimlanmasi

L. pyrogalus tiiriniin findik fidanlari ile inokulasyonundan 3 ay sonra alinan kok
ornekleri incelenerek, kontrol uygulamasi disindaki tiim uygulamalarda inokule edilen
fidanlarin hepsinin ektomikoriza olusturdugu belirlenmistir (Cizelge 4.21). Bununla
birlikte c¢alismada ele almman inokulasyon uygulamalarinda gelistirilen findik
fidanlarinin  koklerindeki mikorizal kisa koklerin yogunlugunun farkli oldugu
gorlilmiistiir. Mikorizal kisa koklerin yogunlugunu belirlemek i¢in 0-3 skalasi
uygulanmistir (Vicente ve ark., 2001).

Mikroskopik inceleme sonucunda farkli uygulamalara ait mikorizal kisa koklerin
yogunlugu ile ilgili skala degerleri Cizelge 4.23’de verilmistir. Farkli inokulasyon
uygulamalarina ait mikorizal kisa koklerin streomikroskopta cekilen fotograflari ise

Sekil 4.60°da verilmistir.

Cizelge 4.23. Farkli inokulasyon uygulamalarina ait mikorizal kisa koklerin yogunlugu

Uygulama Skala Degerleri
A 1
B 1
C 2
D 3
E 2
F 2
G 2
H 2
I 3
K 2
L 3
M 3
N 3
O 2
Kontrol 0

D, I, L, M ve N inokulasyon uygulamalarinda mikorizal kisa koklerin yogunlugu
diger uygulamalardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte A ve B
uygulamalarinin mikorizal kisa kok yogunlugu, diger uygulamalardan daha diisiik

bulunmustur (Cizelge 4.23).
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Sekil 4.60. Farkli inokulasyon uygulamalarina ait mikorizal kisa koklerin
stereomikroskopta goriiniimii (6X)
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Sekil 4.60. Devam
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Kontrol |

Sekil 4.60. Devam

L. pyrogalus mikorizasinin tanimlanmasi ile ilgili daha 6nce yapilmig herhangi bir
calismaya rastlanmamustir. Calismamizda L. pyrogalus mikorizasinin turuncu renkli,
basit dallanmis ve tipik Lactarius mikorizasina benzedigi (Agerer, 1987-1998)
belirlenmistir. Mikorizal koklerin kisa, kalin, fungal ortii ile kapli, yiizeyinin diiz, parlak
ve kok uglarmin kiit oldugu tespit edilmistir. Rizomorflar gdzlenmemistir (Sekil 4.60).

Mikorizanin morfolojik olarak tanimlanmasi hem yenilebilir ektomikorizal
mantarlarin yetistiricilik ¢calismalar1 i¢in hem de taksonomik ¢alismalar i¢in gereklidir.
Ektomikorizanin genis kapsamli morfolojik tanimlamasi daha ¢ok arazi kosullarinda
dogal olarak meydana gelen mikorizalar i¢in yapilmistir (Agerer 1987-1998; Ingleby
ve ark., 1990; Goodman ve ark., 1996-1998; Agerer ve ark., 1996-1998). Bununla
birlikte baz1 mantar tiirlerinde in vitro’da sentezlenen mikorizanin da morfolojik olarak
tanimlamasi yapilmistir (Guerin-Laguette ve ark., 2000; Santiago-Martinez ve ark.,

2003; Flores ve ark., 2005).
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Lactarius mikorizasinda fungal ortii ve basidiocarp arasindaki renk benzerligi
belirgin bir 6zelliktir (Pillukat, 1996). L. akahatsu mikorizasinin agik turuncu renkte,
ylizeyin diiz, mat veya bazen parlak, fungal kilif kesildigi zaman renginin yesile
dondiigii belirlenmistir (Yamada ve ark., 2001b). Parlade ve ark. (2004) yaptiklari
calismada L. deliciosus mikorizasini tanimlamislar ve mikorizanin agik turuncu renkli
oldugunu, yaglanmayla birlikte renkte koyulasmanin meydana geldigini, ikiye dallanmis
ve ylizeyin diiz oldugunu belirlemislerdir.

Calismamizda in vitro’da elde edilen mikoriza morfolojik olarak arazide dogal
olarak meydana gelen mikorizaya benzer bulunmustur (Sekil 4.61). Bununla birlikte
aradaki farkliliklar muhtemelen c¢evresel faktorlerden ve bitkinin  yasindan
kaynaklanmaktadir.

Bir tlir veya izolat igerisindeki mikorizal morfolojinin substrat ve cevresel
kosullara gore degisebilecegini bildiren Yamada ve ark. (2001b) Pinus densiflora ile
ortak yasayan yenilebilir mantarlarda (Lyophyllum, Tricholoma, Suillus, Rhizopogon ve
Lactarius) ektomikorizanin morfolojisini ve anatomisini tanimlamglardir. In vitro ve
acik saksi kiiltlirii kosullarinda elde edilen mikorizal anatominin hemen hemen ayni

olmasina ragmen, ayni fungal tiirde iki kosul arasinda dis morfolojinin farklilik

gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 4.61. Dogal ortamindan izole edilen L. pyrogalus mikorizasi

Caligmada ayrica farkli inokulasyon uygulamalarina ait mikorizal koklerin
kimyasallara (% 15 KOH, % 70 etanol, % 15 FeSO,4 ve laktik asit) reaksiyonu
stereomikroskopta incelenerek, renk degisimleri belirlenmistir (Cizelge 4.24). Dogal

ortamdan izole edilen mikorizal kok 6rnekleri de aym1 kimyasallarla muamele edilmis
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ve Kkarsilastirma yapilmistir. % 15°lik KOH ile muamele edilen inokulasyon
uygulamalarina ait mikorizal koklerde renkte kuvvetli koyulasma (koyu turuncu) tespit
edilmistir. Dogal ortamdan izole edilen mikorizada renkte koyulagsmaya ilave olarak
hafif kirmizimsilasma da gozlenmistir. % 70’lik etanol kullanildiginda tiim
uygulamalarda ve dogal ortamdan izole edilen mikorizada da herhangi bir renk degisimi
gbozlenmemistir. % 15°lik FeSO4 ise tim uygulamalarda renkte acilmaya ve kok
uclarinda siyahlasmaya neden olmustur. Laktik asit kullanildiginda renkte hafif
koyulagsma gozlenmistir. Kontrol uygulamasinda kullanilan kimyasallara kars1 bir renk
degisimi olmamustir.

Boletinus ve Chroogomphus cinslerinde mikorizaya FeCl, uygulandiginda pozitif
bir reaksiyonda renk degisiminin siyah veya yesilimsi mavi oldugu bildirilmistir
(Singer, 1986). Ektomikorizada %15 KOH’un negatif reaksiyonunda renkte agilma ve
sararma gozlendigi belirtilmektedir (Anonymous, 2009d). Becerra ve ark. (2002)’nin
yaptiklart  ¢alismada Naucoria escharoides ektomikorizasina % 15 KOH
uygulandiginda renkte hafif kirmizimsilasma, % 70 etanolde kahverengilesme, laktik
asitte ise herhangi bir renk degisimi olmadigi tespit edilmistir. Cortinarius
tucumanensis ektomikorizasina % 15 KOH uygulandiginda renkte koyulasma, laktik
asit uygulandiginda turunculagsma oldugu, % 70’lik etanolde ise higbir renk degisiminin

olmadig1 bildirilmistir (Becerra ve ark., 2005).



Cizelge. 4.24. Farkl1 inokulasyon uygulamalarina ait ve dogal ortamdan izole edilen mikorizal koklerin kimyasallara reaksiyonu

Uygulama % 15 KOH % 70 etanol % 15 FeSO, Laktik asit

A Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagma
kok uglarinda siyahlagma

B Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagma
kok uclarinda siyahlagma

C Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagsma
kok uglarinda siyahlagma

D Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagma
kok uglarinda siyahlagma

E Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte agilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagma
kok uclarinda siyahlagma

F Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulasma
kok uglarinda siyahlagsma

G Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagma
kok uglarinda siyahlagma

H Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagsma
kok uclarinda siyahlagma

I Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagsma
kok uglarinda siyahlagma

K Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagma
kok uglarinda siyahlagma

L Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulasma
kok uclarinda siyahlagma

M Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagsma
kok uglarinda siyahlagma

N Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagsma
kok uglarinda siyahlagma

O Renkte kuvvetli koyulagsma Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagsma
kok uglarinda siyahlagma

Kontrol Renk degisimi yok Renk degisimi yok Renk degisimi yok Renk degisimi yok
1 Renkte kuvvetli koyulasma, hafif Renk degisimi yok Renkte acilma, hafif yesilimsi renk, Hafif koyulagsma

kirmizimsilagsma

kok uglarinda siyahlagsma

1: Dogal ortamdan izole edilen mikoriza

[44!
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5. SONUC ve ONERILER

Diinyanin en pahali ve en aranilan yiyecekleri arasinda yer alan bazi yenilebilir
ektomikorizal mantar tiirleri, degeri milyar dolarlar1 bulan genis bir pazara sahiptir.
Bununla birlikte, son yiizyilda diinyanin bir¢cok yerinde yenilebilir ektomikorizal mantar
tirlerinin dogadan toplanan miktarlarinda 6nemli azalmalar meydana gelmistir. Bu
nedenle, ektomikorizal mantar tiirlerinin kiiltiire alinmasi ve yetistiriciligi ile ilgili
yontemlerin gelistirilmesi {lizerinde 6nemle durulmaktadir. Ancak giliniimiizde sadece
birkag tiir basariyla yetistirilebilmekte olup, talebi karsilamaktan son derece uzaktir.
Sonug olarak ekonomik agidan 6nem tasiyan cogu yenilebilir ektomikorizal mantar
tiirlinlin mevcut {dretimi giinimiizde hala dogadan hasat edilebilenlerle sinirl
kalmaktadir.

Ulkemizde dogadan toplanip, sevilerek tiiketilen, degerli bir¢ok ektomikorizal
mantar tirti bulunmaktadir. Gerek besin degeri gerekse tasidigi tibbi oOzellikler
bakimindan insan sagligi acisindan ve ticari olarak 6nemli olan bu ektomikorizal
mantarlarin kiiltiire alinmasi ve yetistiriciligi konusunda bir¢ok ¢alismaya ihtiyag
bulunmaktadir. Bununla birlikte iilkemizde bu konuda yapilan calismaya
rastlanmamistir. Ektomikorizal mantar tiirlerini kiiltiire alabilmek igin ilk olarak mantari
izole etmek, onu saf kiiltirde gelistirmek, yeterli miktarda inokulum iiretmek ve
konuk¢u bitkilerle ektomikorizal iliski olusturup olusturmadigin1  belirlemek
gerekmektedir.

Bu calismada tiiketicilerin begenisini kazanan ve ekonomik Onem tasiyan
Lactarius controversus, Lactarius pyrogalus ve Tricholoma terreum ektomikorizal
mantar tilirlerinin misel gelisimi i¢in en uygun besin ortami, pH, sicaklik, C ve N
kaynaklar1 belirlenmistir. L. controversus, L. pyrogalus ektomikorizal mantar tiirlerinin
misel gelisimi icin ME, BAF ve PDA, T. terreum tiiriinde ise ele alman tiim besin
ortamlarinin uygun oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore daha ucuz
olmasi1 ve kolay hazirlanmasi nedeniyle PDA ortami bu {i¢ tiir i¢in de Onerilebilir.
Calismada ele alinan tiim tiirlerde misel gelisimi i¢in 25 °C sicakligin en iyi sonucu
verdigi ve 20 °C sicaklik uygulamasindan da buna ¢ok yakin sonuglar elde edildigi
saptanmistir. Bununla birlikte 30 °C sicaklik uygulamasi misel gelisimi i¢in her {i¢ tiir
icin de uygun bulunmamistir. T. terreum tiirlinde 30 °C’de misel gelisimi hig
olmamigtir. Calismada ele alinan pH 4.0 degeri disindaki, tiim pH degerlerinde misel

gelisimi bakimindan birbirine yakin sonuglar elde edilmistir.
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Misel gelisimi i¢in besin ortaminda C kaynagi olarak L. controversus tiirii i¢in
mannitol, L. pyrogalus tiirii i¢in mannitol ve glikoz, T. terreum i¢in ise dekstroz, ksiloz
ve maltozun kullanim1 en iyi sonucu vermistir. Calismada ele alinan mantar tiirlerinin
misel gelisimi icin N kaynagi olarak ise malt ekstrat, pepton ve maya ekstratin
kullanilmasinin uygun oldugu belirlenmistir.

L. controversus tiiriinde torf ortamiin, L. pyrogalus ve T. terreum mantar
tiirlerinde ise torf:vermikiilit (1:4) ortaminin vejetatif inokulum i¢in en uygun ortamlar
olduklar1 tespit edilmistir.

Calismada findik (Corylus avellana) ile ektomikorizal iligkisi bulunan L.
pyrogalus tiriiniin farkli inokulumlarmin findik fidanlarina degisik yontemler ile
inokule edilerek ektomikoriza olusumu ve fidan gelisimine etkisi belirlenmistir. Bitki
inokulasyonu calismalarinda 15 farkli uygulama denenmis, 3 aylik inkiibasyon
doneminin sonunda yapilan inceleme sonucunda mikorizal gelisim tespit edilmistir.
Inokulasyon uygulamalarmin bitki gelisimine etkisi bakimindan farkliliklar tespit
edilmistir.

Kapali mikorizal sistemde BAF sivi besin ortami ile nemlendirilen saf misel
kiiltiirlerinin kullanildigi O ve acik mikorizal sistemde MMN sivi besin ortami ile
nemlendirilen 83.3 ml vejetatif inokulumun kullanildigt G inokulasyon uygulamasi
disindaki, diger inokulasyon uygulamalarinda ektomikorizanin fidan gelisimi iizerinde
olumlu yonde etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bitki gelisimi icin a¢ik mikorizal
sistemde Terme izolatinin ve 50 ml vejetatif inokulumun kullanildigi, sekersiz MMN
besin ortami ile nemlendirilen I ve destile su ile nemlendirilen K inokulasyon
uygulamalarinin en iyi sonucu verdigi belirlenmistir.

Bu calismada findik (Corylus avellana) ile ektomikorizal iliskisi bulunan L.
pyrogalus tiiriiniin mikorizal durumu laboratuar kosullarinda deneysel olarak ilk kez
aragtirllmistir. L. pyrogalus mikorizasinin turuncu renkli ve basit dallanmis oldugu,
ayrica mikorizal koklerin kisa, kalin, yiizeyinin diiz, parlak ve fungal ortii ile kaph
oldugu ve tipik Lactarius mikorizasina benzedigi belirlenmistir.

Mikorizal koklerin kimyasallara (% 15 KOH, % 70 etanol, % 15 FeSO4 ve laktik
asit) reaksiyonu incelenmis ve renk degisimleri belirlenmistir. Dogal ortamdan izole
edilen ve in vitro’da sentezlenen L. pyrogalus mikorizasinda % 70’lik etanol

kullanildiginda koklerde renk degisimi olmazken, % 15’lik KOH’ta kuvvetli
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koyulagma, laktik asitte hafif koyulasma ve % 15’lik FeSO4’te ise renkte acilma ve kok
uclarinda siyahlasma meydana gelmistir.

Calistigimiz ektomikorizal tiirlerde ve farkl tiirlerde ektomikoriza olusumu ve
inokulasyon calismalarmin daha detayli olarak yapilmasi gerekmektedir. Elde edilen
mikorizal fidanlarin dig ortam kosullarinda da ektomikoriza olusumunu saglamak ve
mikorizal olusumunu gelistirmek, degisen c¢evresel kosullarin mikorizal gelisime
etkisini belirlemek, diger toprak alti organizmalariyla ve rekabetci tiirlerle onlarin
iligkilerini izlemek, mantarin istedigi optimum iklim ve toprak kosullarini tespit etmek,
ektomikorizal fidanlardan olusan plantasyonlar1 kurmak ve mantar olusumunu
baslatmak ic¢in gerekli faktorleri tespit etmek amaciyla bu alanda 6nemli ¢alismalara
ihtiyag bulunmaktadir.

Yenilebilir ektomikorizal mantarlar sadece lezzetli besinler degil, ayni zamanda
dogadan onlar1 toplayan ve yetistiriciligini yapan kisiler i¢in de onemli bir gelir
kaynagidir. Bu mantar tiirlerinin kiiltiire alinmasi1 6zellikle orman alanlarinin yeniden
agac¢landirilma ¢alismalarina ve yatirim giicii olmayan kiigiik aile isletmeleri ile orman
koyliisiine yeni is imkanlar1 yaratarak, lilke ekonomisine dnemli katkilar saglayacaktir.
Bunun yani sira ele aldigimiz tiirler arasinda 6zellikle findik ile ektomikorizal iliskisi
olan L. pyrogalus tiirii son yillarda oldukg¢a azalmistir. Bu durum biiyiik oranda asiri
toplama ve findik bahgelerindeki azotlu giibreleme gibi tarimsal uygulamalarin
etkisinden kaynaklanmaktadir. Adi gegen tiirler ilizerindeki asir1 toplama baskisinin
azaltilmasi, gerekli koruma tedbirlerinin alinmasi ve bunlarin ¢ogaltilmasi ile tiir
cesitliligimizin  korunmasi biiylik Onem tasimaktadir. Bu arastirma {ilkemizde
ektomikorizal mantarlarin kiiltiire alinmas1 konusunda yapilmis baslangic niteliginde bir
calismadir. Bu caligma iilkemizde gelecekte degisik yenilebilir ektomikorizal mantar
tiirlerinin ticari anlamda yetistiriciligi konusunda yapilacak ¢aligmalar i¢in yol gosterici
olacaktir.

Ekolojik acidan dogal dengenin korunmasinda 6nemli bir role ve bitki gelisimi
tizerinde olumlu etkilere sahip olan ektomikorizal mantarlarin topraklarimizdaki
potansiyelinin belirlenmesi, ektomikorizal mantarlarin bitki yararina kullanilmasina
yonelik bilimsel ¢aligmalarin yapilmasi, elde edilen sonuglarin uygulamaya aktarilmasi

tilkemiz tarim1 ve ormanciligi agisindan 6nemli katkilar saglayacaktir.
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	(NH4)2HPO4
	7.50
	NH4NO3
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