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Bazi Orkide Tiirlerinde Farkli Yontemlerle izole Edilen Funguslar
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Ozet: Birgok karasal orkide tiirii, tohumlarmm g¢ok kiigiik olmas: ve endosperm igermemesi sebebiyle, tohumlarin
¢imlenmesi ve bitkilerin yasamlarma devam etmesi i¢in mikorizal funguslara ihtiya¢ duymaktadir. Cesitli izolasyon
yontemlerinin yapilmasi ile elde edilen funguslarin orkide tiirleri iizerindeki etkisini belirlemek; tohumlarin ¢imlenme ve
bitkilerin ¢ogalmalarma olanak saglamak amaciyla simbiyotik kiiltiir galismalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismada Anacamptis,
Cephalanthera, Dactylorhiza ve Orchis cinslerine ait on bir orkide tiiriiniin yumru ve rizomlarindan bir; yetistikleri
topraklardan ii¢ olmak {izere toplam dort izolasyon yontemi denenmis olup, yontemlerde ii¢ farkli kiiltiir ortamu
kullanilmistir. Calismanin sonunda Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia, Trichoderma ve
Verticillium funguslar izole edilmistir. Ozellikle Rhizoctonia spp. fungusunun izole edilmesinin hedeflendigi ¢alismada,
Rhizoctonia spp., Dactylorhiza umbrosa ve Orchis palustris tirlerinin yumrularindan; Orchis simia tiiriiniin ise topragimdan
izole edilmistir. Fusarium ve Aspergillus tiirleri tiim tiirlerde ve izlenen yontemlerde en ¢ok izole edilen funguslar olmustur.
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Some Orchid Species Fungi Isolated by Different Methods

Abstract: Due to their very small seeds that do not contain endosperm, many terrestrial orchid species require the presence
of fungi in order to germinate and maintain their lives; and symbiotic culture studies are being carried out on this topic. For
the purpose of determining the orchid species on which the fungus to be used as inoculants in the symbiotic culture will be
effective, fungi isolated through several isolation methods are cultured with orchid species. In this study a total of four
different isolation methods were applied as one on the tubers and rhizomes and three on the soil of eleven orchid species
from the Anacamptis, Cephalanthera, Dactylorhiza and Orchis genera. Three different culture media were used in the
methods. At the end of the study Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia, Trichoderma and
Verticillium fungi were isolated. In the study that was conducted with the aimed to isolate particularly Rhizoctania spp.
fungi, the fungi was isolated from the tubers of Dactylorhiza umbrosa and Orchis palustris species and the soil of the Orchis
simia species. Fusarium and Aspergillus species were isolated the most in all implemented methods and from all species.

Keywords: Fungi, isolation method, mycorrhiza, orchid, soil, tuber

1. Giris Bernard 1899 yilinda, Neottia nidus-avis (L.)

. . L.C.M. Richard fidelerinin koklerinde mikro
Endosperme sahip olmayan orkide tohumlart,  fnoyglars tespit etmis olup, orkide tohumlarmnin
disaridan  bir  karbonhidrat  kaynagi olmadan fyngyglarin yardimiyla gimlendigini bildirmistir
¢imlenememekte; ¢imlenme i¢in uygun ¢evre  (Cyrtis, 1939). Orkide habitatlart ile fungus tiirleri
sartlarmin yani sira ortamda uygun bir fungusun  gqnda ekolojik dzgiilliigiin olabilecegi, orkide ve
tohuma bulasmast gerekmektedir (Sezik, 1984).  f0y5 arasmdaki simbiyotik iliskinin tiirlere gore
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ozel oldugu belirtilirken (Bernard, 1909),
mikorizal bir fungus ve bir orkide tiirii arasinda
boyle bir 6zel konumun bulunmadigi goriisii de
ortaya koyulmustur (Burgeff, 1936; Curtis, 1939).
Orkide koklerinden izole edilen funguslarin
Rhizoctonia, Corticum, Armillaria, Fomes ve
Hymenochaeta oldugu tespit edilmis; Aspergillus,
Penicillium,  Phytophtora ve  Trichoderma
cinslerinin ¢imlenmeyi baslatici ve tesvik edici
olduklar bildirilmistir (Arditti, 1967).

Bu calismada Van ili daghk ve c¢ayirhik
alanlardan toplanan Anacamptis, Cephalanthera,
Dactylorhiza ve Orchis cinslerine ait olmak {izere
toplam 11 tiir orkide bitkisinin toprak, yumru ve
rizomlarindan ~ farkli  yontemlerle  fungus
izolasyonu yapilmistir. Izole edilen funguslarm,
ozellikle Van ilinde salep elde etmede kullanildig:
ve bu yiizden asir1 sokiimi yapildigr icin nesli
tehdit altinda olan tiirlerin simbiyotik kiiltiir
¢aligmalarinda kiltiir ortamlaria inokiile edilerek
cogaltilmasinda etkili olup olmayacag1 konusunda
151k tutabilecegi iimit edilmektedir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak 2010 yilinda
(Temmuz-Agustos aylarinda) Van ilinin Altinsag,
inkdy, Tasmali Gegit ve Edremit bolgelerinde
1682-1945 metre yiikseklikten toplanan (Cig,
2012) ve Davis (1984)’e gore teshis edilen
Anacamptis pyramidalis (L.) L.C.M. Richard,
Cephalanthera kotschyana Renz&Taub.,
Dactylorhiza iberica (Bieb. ex Willd.) Soo,
Dactylorhiza romana (Seb.) So6 subsp. georgica
(Klinge) So6 ex Renz&Taub., Dactylorhiza
umbrosa (Kar.&Kir.) Nevski, Orchis collina
Banks&Sol., Orchis coriophora L., Orchis
palustris Jacquin, Orchis pinetorum
Boiss.&Kotschy, Orchis pseudolaxiflora Czernjak
ve Orchis simia Lam. tirlerine ait yumru ve
rizomlar ile yetistikleri topraklar kullanilmistir. Bu
tirler arasmmda C. kotschyana az tehdit altinda
(Ekim ve ark., 2000); O. collina, O. pinetorum ve
O. simia zarar gorebilir tehlike smiflarinda
gosterilmektedir (Koyuncu ve Demirkus, 2000).
Ayrica C. kotschyana  disindaki  tiirlerin
yumrularindan salep elde edilmekte ve "Van
salebi" olarak adlandirilmaktadir (fsler, 2005).

2.2. Yontem

Topraktan fungus izolasyonunda sekerpancari
ile tuzaklama yontemi (Papavizas ve ark., 1975),
toprak kalmti yontemi (Roberts ve Herr, 1979) ve
dokme plaka yontemi (Madigan ve ark., 2003) ile
yumru-rizomlardan fungus izolasyonu yontemi
kullanilmuistir. Besi ortami olarak yontemlere gore

uygunluk gosteren su agar, Potato Dextrose Agar
(PDA) (Hasenekoglu, 1991) ve Yeast Extract Agar
(YEA) (Clements ve ark., 1986) ortamlar
kullanilmistir. Ortamlarin igine, bakteri olusumunu
engellemek i¢in 50 mg It" dozunda streptomycin

silfat ilave edilmistir. Hazirlanan ortamlar
121 C’de 20 dakika otoklav edildikten sonra petri
kaplarma dokiilmiis olup asagida belirtilen

yontemler uygulanmustir. Tiim ortamlar 24°C’de
3-4 giin inkube edilmistir. Olusan fungus
kolonileri Bitki Koruma Boliimii’ne ait Mikoloji
Laboratuvarinda 151k mikroskobunda tanilanmustir.

2.2.1. Sekerpancari ile tuzaklama yontemi

Bu yontemde her orkidenin rizosfer
topragindan 0.5 kg almip, petrilere 100°er gr
koyulmustur. Icinde toprak bulunan her petri
kabina 6nceden otoklav edilmig 1 gr sekerpancari
tohumu karistirlmustir. Petriler 24°C’de 2 giin
inkube edilmis; iki giin sonra tohumlar topraktan
cikartlip 20 dakika ¢esme suyu ile yikanmuistir.
Tohumlar steril kabin i¢inde 3 kez steril saf su ile
durulanarak bir kurutma kagidmna alinmig, su
agarma 7-8 adet olacak sekilde ekilmistir.

2.2.2. Toprak kalintilama yontemi

Bu yonteme gore her orkide tiiriine ait rizosfer
topragindan 50 gr almip 300 ml % 2’lik H,O,
(hidrojen peroksit) ile ¢alkalanmistir. Bu karigimin
lizerinde yiizen artiklar 60 mesh’lik (0.5 mm)
elekten siiziilerek almmustir. Daha sonra ayni
toprak drnegi cesme suyu ile siispanse edilerek her
slispansiyondan  sonra istte yiizen artiklar
stiziilerek alinmistir. Ayni toprak drnegine ait tiim
artiklar birlestirilmis ve otoklav edildikten sonra
45°C’ye sogutulan 250 ml su agar ve PDA
igerisine karistirilmistir.

2.2.3. Dokme plaka yontemi

Bu yontemde 10 gr tartilan orkide rizosfer
topragt 90 ml steril saf su ile 20 dakika
karistirilarak  homojen bir siispansiyon elde
edilmistir (seyreltme-10"). Bu siispansiyon i¢inden
ayr1 ayrt 5 kez ¢ekilen 1 ml’lik &rnekler 45 ml
steril saf su igeren baska bir kavanoza aktarilarak
10”lik seyreltme, 10”’lik seyreltmenin de iginden
ayr1 ayr1 5 kez 1 ml cekilerek 10*’liik seyreltme
hazirlanmis olup, 10* ve 10”lik seyreltmeler
bahsedilen sekilde yapilmistir. Bu bes seyreltme
icinden her biri ayrt steril pipet ucuyla 1 ml ¢ozelti
cekilerek petrilere dagitilmis ve iizerine PDA
dokiilmiigtiir.

2.2.4. Yumrudan izolasyon yontemi

Yontemde rizom ve yumrular 6nce musluk
suyu ile yikandiktan sonra, 3 dakika % 3’lik
sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile steril edilmistir.
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Yumru ve rizomlar steril saf su ile durulanip
kurutma kagidina alinarak kurutulmustur. 0.5-1 cm
biiylikliigiinde ayrilan parcalar su agar, PDA ve
YEA petrilerine ekilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Petrilerin  neredeyse tamaminda  bakteriyel
bulagiklar, Penicillum ve Rhizophus funguslari
gozlenmistir. Toprak ve yumrulardan izole edilen
funguslar, uygulanan yontemler bazinda birbirini
teyit etmekle birlikte; bir yontemle izole
edilemeyen fungus, diger bir yontemle elde
edilmistir (Tablo 1 ve Tablo 2). Orkidelerin
zorunlu mikorizal bagimlilik  gosterdigi  ve
simbiyotik  olarak siirdiirdiikleri  birliktelikte
genellikle Rhizoctonia fungusu etkilidir (Sezik,
1984; Ortag, 2011). Ancak c¢aligmamizda
Rhizoctonia fungusu, D. umbrosa ve O. palustris
tiirlerinin yumrularindan; dékme plaka yontemi ile
O. simia tiiriinlin topragindan izole edilmistir.

3.1. Sekerpancari ile tuzaklama yontemi

Orkide topraklarinda fungus izolasyonunun
yapildigt bu yontemle Aspergillus, Fusarium,
Macrophomina ve Verticillium funguslar elde
edilmistir (Tablo 1). Rhizoctonia fungusunu elde
edemedigimiz bu yodntemde Papavizas ve ark.
(1975), Rhizoctonia solani’nin en yiiksek bulasma
yogunlugunun sekerpancart tohumlarmin ekildigi
alanda oldugunu bulmusglardir. Vakkasoglu (1995),
Dogu Akdeniz Bolgesi’nden toplanan Anacamptis,
Epipactis, Himantoglossum, Ophrys, Orchis ve
Serapias cinslerine ait 14 farkli orkide tiiriinde
yaptig1 izolasyonlarda bu yontem ile sadece
Ophrys ve Orchis cinslerinden Fusarium ve
Pythiaceous funguslarini izole etmistir.

3.2. Toprak kalinti yontemi

Toprak kalint1 yonteminde orkide
topraklarindan Alternaria, Aspergillus, Fusarium
ve Trichoderma funguslari izole edilmistir (Tablo
1). Vakkasoglu (1995) ¢alismasinda bu yontemle 8
adet Fusarium sp., 2 adet R. solani, 2 adet
Macrophomina sp., 2 adet Trichoderma sp., 2 adet
Pythiaceous sp. ve 2 adet Absidia sp. izolat1 elde
etmistir. Calismadan izole edilen Fusarium
izolatlarinin  ¢oklugu goéz oOnline alindiginda
calismamizla benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

3.3. Dokme plaka yontemi

Orkide topraklarinda kullanilan dékme plaka
yonteminde Alternaria, Aspergillus, Fusarium,
Rhizoctonia,  Trichoderma  ve  Verticillium
funguslar1 izole edilmistir (Tablo 1). Seyreltme
oranlarimin her birinde farkli oldugu kadar, benzer
funguslar da izole edilmistir. Fusarium ve

Aspergillus funguslart daha yogun olarak izole
edilirken; Rhizoctonia, Verticillium ve
Trichoderma funguslar1 daha az oranda elde
edilmislerdir. Orkide tiirleri bakimindan
incelendiginde, seyreltme oranlarinin izole edilen
funguslar tlizerinde ¢ok farklilik gostermedigi tespit
edilmistir.  Chesters  (1949), dokme plaka
yonteminin Rhizoctonia’nin topraktan izolasyonu
icin  uygun olmadigmma dikkat g¢ekmistir.
Calismamizda yapilan dokme plaka yontemiyle
elde edilen sonuglar ile arastiricinin sdylemleri
birbirini desteklemektedir. Rhizoctonia fungusu,
topraginin 10'

sadece O. simia seyreltme
oranindan izole edilmistir.
3.4. Yumrudan izolasyon yontemi

Bu  yontemle  Alternaria,  Aspergillus,
Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia,

Trichoderma ve Verticillium funguslart izole
edilmistir (Tablo 2). Bu yontemde de neredeyse
tiim orkide tiirlerinden yogun olarak Fusarium ve
Aspergillus tirlerinin izole edildigi goriilmektedir.
Rhizoctonia solani, D. umbrosa yumrularindan su
agar ve YEA'da; biniikleik Rhizoctonia ise O.
palustris yumrularindan PDA ortamlarinda izole
edilmistir.

Yapilan caligmalarda cesitli orkide tiirlerinin
rizom ve yumrularindan genellikle Rhizoctonia
tiirleri izole edilmistir (Harvais ve Hadley, 1967;
Hadley, 1983; Masuhara ve ark.,, 1988).
Dactylorhiza aristata Dbitkisinin kdklerinden ve
protokormlarindan biniikleik Rhizoctonia tiirleri ve
Tulasnella deliques izole edilmistir (Hayakawa ve
ark., 1999). Ege ve Akdeniz Bélgesi’nden toplanan
salep tiirlerinin kdk ve yumrularindan, mikoriza
olusturan funguslarin izole edilip tanimlandig: bir
calismada 47 fungal izolatin 44 adetinin Fusarium,
2 adetinin Rhizoctonia ve 1 adetinin Papulaspora
cinsine ait oldugu belirlenmistir (Gezgin, 2004).
Samsun ilindeki findiklik yamaglardan toplanan
Serapias vomeracea subsp. laxiflora bitkisinin
koklerinden yogun olarak Fusarium cinsine ait
funguslar izole edilmistir (Ozkog, 1991).
Caligmamizda uygulanan izolasyon yontemleri ve
kullanilan besi ortamlarinin tiimiinde ortaya ¢ikan
Fusarium fungusu, miktar olarak digerlerinden
oldukga fazla izole edilmistir.

4. Sonuclar

Caligmamizdaki orkide tiirlerinin yumru-rizom ve
topraklarindan  biniikkleik ~ Rhizoctonia  ve
Rhizoctonia  solani  funguslarmin  bulunmasi
oldukca  gii¢  olmustur.  Temmuz-Agustos
doneminde materyallerin  toplandigi  bolgede
Rhizoctonia fungusu yapilan dort yontemle de
seyrek olarak izole edilmistir. Ancak Fusarium
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Tablo 1. Orkide topragindan farkli yontemlerle izole edilen funguslar

Orkide tiirleri *STY

*TKY
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Anacamptis pyramidalis
Cephalanthera kotschyana
Dactylorhiza iberica
Dactylorhiza romana subsp. georgica
Dactylorhiza umbrosa
Orchis collina

Orchis coriophora

Orchis palustris

Orchis pinetorum

Orchis pseudolaxiflora
Orchis simia
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*STY: Sekerpancari ile Tuzaklama yontemi, * TKY: Toprak Kalint1 Yontemi, *DKY: Dokme Plaka Yontemi, A: Alternaria spp.,
B: Aspergillus spp., C: Fusarium spp., D: Macrophomina spp., E: Rhizoctonia spp., F: Trichoderma spp., G: Verticillium spp.

tiirlerinin, orkide tiirii ve izolasyon yontemi fark
etmeksizin ¢oke¢a izole edilmesi diger ¢alismalarla
ortiismektedir. Daha onceki aragtirmalarda izole
edilen funguslar ile bu c¢alismadan elde edilenler
benzerlik gostermektedir.

Tablo 2. Orkide yumrularindan izole edilen funguslar

<
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Orkide tiirleri

Anacamptis pyramidalis
Cephalanthera kotschyana
Dactylorhiza iberica
Dactylorhiza romana subsp. georgica
Dactylorhiza umbrosa
Orchis collina

Orchis coriophora

Orchis palustris

Orchis pinetorum

Orchis pseudolaxiflora
Orchis simia
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*Y1Y: Yumrudan izolasyon Yontemi A: Alternaria spp.,
B: Aspergillus spp., C: Fusarium spp., D: Macrophomina spp.,
E: Rhizoctonia spp., F: Trichoderma spp., G: Verticillium spp.

Ozellikle salep elde etmek icin Van ili ve
cevresinde asir1 ve bilingsizce sokiimii yapilan
orkideler; cigeklendikleri zaman yumrulariyla
birlikte toplandigindan hem tohuma gegemeden
almdigt i¢in tohumlarindan, hem de vejetatif
olarak cogalacak olan yumrularindan mahrum
kalmaktadir. Bu sekilde ¢ogalamayan orkidelerin
cesitli laboratuar teknikleri gelistirilerek aseptik
kosullarda asimbiyotik ve simbiyotik ¢imlendirilip
cogaltma caligmalar1 yayginlagmaktadir. Bu
calismada Van ilinde dogal olarak yetisen bazi
orkide tiirlerinin farkli yontemlerle izole edilen
funguslar cins bazinda tanmilanmustir. Simbiyotik
kiiltir i¢in bitkilerin kok, yumru ya da
topraklarindan izole edilen funguslarin simbiyont
olarak kullanilabilecegi gibi, farkli tiirlerden izole
edilecek funguslarin da diger tiirlerin tohumlarmin
cimlenme ve c¢ogalmalart iizerindeki etkisi
arastirilmalidir. Bu bilgiler 1s18inda izole edilen
funguslarin, ¢alisilan orkide tiirlerinin her biri ile

ayr1 ayr1 simbiyotik kiiltiir ¢alismalar1 yaparak,
orkide tohumlarmin g¢imlenme ve bitkilerin
¢ogalmalarina katkida bulunabilecegi diisiincesi
ortaya ¢ikmaktadir.
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