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Ozet

Orkideler, yumrularinin asiri toplanmasi ve habitatlarinin ciddi sekilde tahrip olmasi sonucu yok olma
tehdidi altindadir. Dogada orkidelerin korunmasi mikorizal fungus biyolojik gesitliliginin varhgina
baghdir. Bu ¢alismada, Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde 4 ilin (Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon)
sinirlari iginde farkli habitatlardan toplanan Serapias orieantalis (Greuter ) Bauman H, Kiinkele
koklerindeki mikorizal funguslarin molekiler tanimlamasi yapilmistir. Bitki kokleri 2015 bahar
aylarinda toplanmis ve 6nce mikroskopta incelenerek mikorizal funguslar izole edilmistir. Saflastirilan
izolatlar, koloni 6zellikleri (koloni tipi, koloni rengi), hif yapisi (hif gapi ve dallanma yapisi) ve ¢ekirdek
sayllarinin belirlenmesi amaciyla PDA (patates dektroz agar) ortaminda gelistirilmistir. izolatlari
morfolojik 6zelliklerine gore gruplandirmak igin kime analizi (UPGMA) yontemi uygulanmis ve
kladogram olusturulmustur. Kiimeleme analizine gore olusturulan 3 grubun izolatlarini molekdler
diizeyde tanimlayabilmek icin ITS-1 ve ITS-4 primerleri kullanilarak niklear ribozomal DNA (rDNA)'nin
ITS1-5.85-ITS2 gen bolgesi ¢ogaltilmistir. DNA dizilimine dayanarak, 13 Rhizoctonia benzeri izolatin
Tulasnella cinsi ile 2 Rhizoctonia benzeri olmayan izolatin Fusarium oxysporum Schltdl. tiirQ ile yakin
iliskili oldugu bulunmustur.

Abstract

Orchids are under a serious threat of extinction as a result of both excessive collecting and severe
destruction of their habitats. Studies conducted have shown that the protection of orchids depends on
the presence of mycorrhizal fungal biodiversity. In this study, molecular identification of mychorrhizal
fungi of Serapias orieantalis roots taken from different habitats within the borders of 4 provinces
(Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon) in the Central and Eastern Black Sea region was conducted. Plant
roots were collected in the spring of 2015 and first examined under a microscope and then mycorrhizal
fungi were isolated. Purified isolates were developed in PDA (potato dectrose agar) medium in order
to determine colony characteristics (colony type, colony color), hif structure (hif diameter and
branching structure) and core numbers. Cluster analysis (UPGMA) method was applied to group the
isolates according to their morphological characteristics and a cladogram was created. Nuclear
ribozomal DNA (rDNA)’nin ITS 1-5.85-ITS 2 gene region was amplified using ITS 1/ITS 4 primers in order
to identify isolates of 3 groups formed according to morphological data at the molecular level. Based
on the DNA sequence, 13 Rhizoctonia-like isolates were closely related to the Tulasnella genus, and 2
Rhizoctonia-unlike isolates were closely related to the Fusarium oxysporum.

GiRiS

Orchidaceae familyasi Asparagales takimi icerisinde yer
almaktadir (Gabel 2005). Dinyanin en genis bitki
familyalarindan biri olup, yaklasik 800 cinse dahil 28000

Orkide tohumlari endosperme sahip degildir ve
proembriyolari ¢ok az besin icermektedir. Besin
iceriklerinin yetersiz olmasi, orkide tohumlarini cimlenme
ve fide gelisimi igin funguslara bagimli kilmaktadir
(Rasmusen 1995, Stark ve ark. 2009).

orkide tlrl ile temsil edilmektedir. (Dressler 1993).

Orkideler epifitler, litofitler,

orkideler olmak Ulzere doért grupta toplanabilir (Sezik
1984). Turkiye’'de dogal vyayihs gosteren karasal
orkidelerdendir (Koyuncu ve ark. 2011).

saprofitler ve karasal

Yetiskin orkideler ile mikorizal funguslar arasindaki
iliskinin spesifik oldugu ve bunun orkide-fungus tiirlerine
gore ve cografi bolgelere gore degistigi bilinmektedir
(Rasmussen ve Rasmussen 2007, Valadares ve ark. 2015).
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Orkideler ile iliskili bulunan ¢ogu fungusun Rhizoctonia
form cinsine ait oldugu belirlenmistir (Herrera ve ark.
2017). Dogada veya laboratuvarda eseyli donemleri
nadiren goriilen Rhizoctonia cinsine dahil bireyler
oncelikle belirli vejetatif kriterlere gore
siniflandiriimaktadir. En  6nemli morfolojik o6zellikler,
cekirdek sayisi, doksan derecelik hif dallanmasi ve
septumlarin yeridir (Sneh ve ark. 1991) Eseysiz (anamorf)
lremelerine gére Rhizoctonia cinsi, Ceratorhiza
(telemorf: Ceratobasidium ve Thanatephorus dahil) ve
Epulorhiza (telemorf: Tulasnella ve Sebacina dahil) olmak
Gzere iki gruba ayrilmistir (Dearnaley ve ark. 2012).
Vegetatif kriterlere gore yapilan tanimlamalar birbirinden
uzak akraba funguslarin birlikte gruplandirilmasina neden
oldugundan, giiniimizde molekiler  taksonomi
Rhizoctonia cinsine dahil funguslarin sistematiginde
yaygin olarak kullaniimaktadir (Kristiansen ve ark. 2001,

Otero 2002).

Turkiye’de 24 cinse ait yaklasik170 civarinda orkide tiirQ
bulunmaktadir (Kreutz, 2009). Tirkiye’de yumrulu
orkideler salep ve dondurma yapimi igin asiri
toplanmaktadir. Gerek ticari amacla asiri toplanmasi,
gerekse habitatlarinin tahribati sonucu ciddi yok olma
tehdidi altindadirlar (Sezik 2002 Ghorbani ve ark. 2014a).
Turkiye bitkileri listesine gore Serapias cinsine dahil 5 tur
Tirkiye’de bulunmaktadir (Gliner 2012). Serapias
orientalis, Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde taban suyu
yuksek cayirliklarda ve nemli orman kenarlarinda, findik
bahgelerinde ve ¢ogunlukla deniz seviyesinden 100 m
yukseklige kadar yayilis gosterebilmektedir. Genellikle
Nisan ayinda cicek actigi ve Temmuz ayinda tohum
olusturdugu bilinmektedir (Glner 2012). Bu tdr,
ciceklenme safhasinda iken boélge halki tarafindan salep
yapimi icin yumrulari sokilmektedir. Serapias orientalis
tiri yok olma kategorisinde olmamakla beraber
Turkiye’de her sene asiri yumru s6kiimi sebebiyle dogada
sayllari her gecen glin azalmaktadir (Anonim 2015b).

Koruma problemleri oldugu bilinen orkide tirlerinin
korunmasi ve ekolojik restorasyonu icin ilk uygulama,
orkide tiri ile iliskili funguslarin izolasyonu, teshisi ve in
vitro kusullarda koruma altina alinmasidir. Bir baska
deyisle, koruma ve restorasyon c¢alismalari, uygun
funguslar ile orkide tohumlarinin simbiyotik birlik kurarak

saglkli geng orkide bireylerinin olusmasi ve dogaya
adaptasyonlarinin  saglanmasi ile mimkiin olacaktir
(Ramsay ve Dixon 2003, Pereira ve ark. 2018).

Bu bilgilerden yola gikarak bu ¢alismanin amaci, Karadeniz
Bolgesindeki farkh habitatlarda yaygin olarak bulunan
Serapias orieantalis kokleri ile mikorizal birlik kuran
funguslarin izole edilerek morfolojik ve molekiler
teshislerinin yapilmasi ve daha sonra yapilacak tohum
¢imlenmesi yoluyla Gretim ¢alismalari igin gerekli fungus
koleksiyonunun olusturulmasidir.

MATERYAL VE METOD

Arastirma Alani ve Bitki Orneklerinin Toplanmasi
Serapias orientalis kokleri, 2015 yilinin Nisan-Mayis
aylarinda Trabzon, Giresun, Ordu, Ordu -Unye, Samsun
Ondokuz Mayis Universitesi kampiis sahasi icinde 4 ayri
lokalite, Samsun-Taflan ve Samsun-19 Mayis ilgesi sinirlari
icindeki taban suyu ylksek cayirliklardan olmak Uzere
toplam 10 farkli lokaliteden toplanmistir. Kokler plastik
torbalar icinde laboratuvara getirilmistir. Her lokaliteden
2’ser bitkinin tim kokleri fungus izolasyonu igin
kullanilmistir.

Fungus izolasyonu

Batin kokler musluk suyu altinda yikanip toprak kalintilari
uzaklastinimistir. Daha sonra kokler pargalara ayrilarak
%1.5’lik NaOCl ile 5 dakika steril edildikten sonra steril saf
su ile ¢alkalanarak NaOCI uzaklastirilmistir. Kok pargalari
steril petri kabinda kigilk pargalara ayrilmis ve iginde
fungus izolasyon ortami olan petrilere konulmustur
(Clements ve ark. 1986). Petri kaplari 26 + 2 °C'de
karanlikta 2 giin inklibe edilmis ve fungal hifler gelisince
5mm parcalar alinip fungus izolasyon ortamina (0.50 g L
Ca(NOs);, 0.20 g L KH,PO4, 0.10 g L* KCI, 0.10 g L
MgS047H20, 0.10 g L Yeast ekstrat, 5.0 g L siikroz g L,
10.0 g L agar) aktariimistir (Clements ve ark.1986).
inkiibasyon siiresi sonunda petriler Leica marka isik
mikroskobunda x10’luk biylUtmede incelenmistir. (Akin
2001). Mikroskobik inceleme sirasinda genc¢ vegetatif
hiflerde dik acili dallanma, dallanma noktasinda bir
daralma ve dallanma noktasinda baslangi¢c noktasina
yakin bir septum siklikla, monilioid hicreler olarak bilinen
sisirilmis hipha zincir ve konidi olusturmayan funguslar
Rhizoctonia benzeri ve konidi olusturan, genc¢ vegetatif

302/ V. Akan Mutlu, H. Sehirli, Y. Ozdener Kompe | ACU Orman Fak Derg 21(2):301-309 (2020)



Serapias orientalis’in mikorizal fungus gesitliligi

hiflerde dlzensiz dallanma gosteren, hiflerde dik acili
dallanma ve hif bogumlanmasi gorilmeyen funguslar
Rhizoctonia benzeri olmayan olarak tanimlanmistir (Sneh
ve ark. 1991).

Son olarak saf funguslar, icinde fungus izolasyon ortami
olan kapakh tiiplere asilanarak +4 °C’de saklanmistir.

Kiiltiirel ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
Kiltiirel ve morfolojik oOzellikleri belirlenecek 6rnekler
once PDA (Oxoid, CM0139) ortaminda, 26 +2°C karanhk
ortamda inklbe edilmistir. Aktiflestirilen izolatlarin ug
bolgelerinden alinan 5 mm c¢apindaki agar diskleri,
icerisinde  PDA (Oxoid) ortami bulunan petrilerin
merkezine asilanip (Olaya ve ark. 1994) karanlikta 25°C'de
3 hafta inkiibe edilmistir (Carling ve ark. 1987).

inkiibasyon isleminden sonra izolatlarin koloni rengi
(kaltar alti, kdltir Gsti  pigmentasyonlar) Royal
Horticultural Society renk kataloguna gore belirlenmistir.
Hif capli ve c¢ekirdek sayilari belirlemek icin her bir
izolattan 5 mm'lik agar diskleri, birer damla safranin O ve
%3’lik KOH damlatilmis olan lam {zerine konulmus ve
Bandoni (1979)'nin belirttigi yonteme goére boyanmistir.
Istk mikroskobunda x400 biyitmede her izolat icin 15
hiicrede hem gekirdek sayimi hem de hif ¢api 6l¢imu es
zamanl olarak yapilmis ve fotograflanmistir (Akin 2001).
Denemeler her izolat icin Gg¢ tekrarh olarak yapilmistir.
Buna gore izolatlarin ¢ekirdek sayilari iki ¢ekirdekli ya da
cok gekirdekli olarak belirlenmistir (Olaya ve Abawi 1994).
Kiltiirel ve morfolojik oOzellikleri belirlenen izolatlarin
benzerliklerini (veya farkliliklarini) ortaya koymak igin
PAleontoloijik istatistik (PAST: PAleontological STatistics )
programi kullanilmistir (Hammer ve ark. 2001). Morfolojik
Ozellikler, Aritmetik Ortalama ile Agirliksiz Cift Grup
Yontemi (UPGMA: Unweighted Pair-Group Method using
arithmetic Averages ) kullanilarak kiimeleme yapilmis ve
fenogram cizilmistir (Cruz 2008).

Funguslarin Molekiiler Analizi

Molekdiler olarak teshisleri yapilacak 6érnekler 6nce PDB
(Oxoid, CM0962) ortaminda, 25° C'de, karanlik ortamda
inkibe edilmistir. Daha sonra gelisen fungus miselleri sivi
azot yardimiyla toz haline gelinceye kadar ezilip steril 1.5
ml’lik ependorflar igine konarak 50 °C’de saklanmistir
(Carling ve ark. 1987). Fungus misellerinden DNA

izolasyonu, Pascual ve ark. (2000) tarafindan belirtilen
CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide) yontemi
modifiye edilerek yapilmigtir. DNA’si elde edilen
izolatlarin ntklear ribozomal DNA (rDNA)'nin ITS (Internal
Transcribed Spacer) bolgesinin amplifikasyonu igin ITS-1
ve ITS- 4 primerleri (White ve ark. 1990) kullanilarak 50 pl’
lik reaksiyon karisimi  hazirlanmistir.  Reaksiyon
karisiminda 1l kalip DNA (1ng/ul), 5ul 10XPCR buffer, 4ul
25 mM dNTP karigimi, 1upl Primer ITS-1(5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve 1ul Primer ITS-4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), 0.25ul (5U) Taq polimeraz,
37.75ul steril ddH20 kullaniimistir. PCR i¢in uygulanan
sicaklik profili; baslangic denatiirasyonu 94°C 3dk,
denatirasyon 94°C 1dk, yapisma 49°C 2dk, uzama 74°C
3dk, son uzama 72°C 7dk olacak sekilde 30 dongilik
reaksiyon gerceklestirilmistir (Salazar ve ark. 1999).
Amplifikasyonu gergeklestirilen her bir PCR Grlinliniin 1
pl’si hazirlanan %1’lik agaroz jelde 80 voltta 30 dakika
kosturularak trin varligi dogrulandiktan sonra elde edilen
Urinler sekanslama (dizileme) islemleri icin Macrogen
firmasina gonderilmistir. izolatlarin ITS-1 ve ITS-4
primerleri kullanilarak iki yonli okunan ham sekans
verilerinin  konsensusunu elde etmek amaciyla
Sequencher 4.7 Demo programi kullanilmistir. NCBI
(Ulusal Merkezi)  (GenBank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri bankasina girilip elde

Biyoteknoloji  Bilgi

edilen diziler igin BLAST analizi yapiimistir. Bu analize gore
mevcut dizilerimize veri bankasindan aldigimiz iliskili
diziler eklenerek veri seti olusturulmustur. Veri seti
SegMan programiyla bir araya getirilmis ve CLUSTAL X
(2.0) programinda diziler otomatik olarak hizalanmistir.
ark.1997)
olusumunda temel degisim modelinin dogru secimi icin

(Thompson  ve Filogenetik  agaglarin
jModeltest programi kullanilmistir (Posada 2008).
izolatlarin kimligi ve aralarindaki filogenetik iliskileri
ortaya koymak amaciyla MEGA 6 software programinda
likelihood (ML)

olusturulmustur (Tamura ve ark. 2013).

Maximum algoritmasi ile agacg

BULGULAR

Dogu ve Orta Karadeniz ‘de farkli lokalitelerden alinan
Serapias orientalis tlirine ait bireylerin koklerinden
toplam 15 izolat elde edilmistir. Bu izolatlar morfolojik
ozelliklerine goére Rhizoctonia benzeri (Basidiomycetes)
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ve Rhizoctonia benzeri olmayan (Ascomycetes) olarak
ikiye ayrilmistir (Sekil 1). Bu izolatlardan %86'sI
Rhizoctonia %14’UG Fusarium cinsi olarak belirlenmistir.
Her iki gruptaki izole edilen funguslarin morfolojik
ozellikleri (hif capi, cekirdek sayisi, koloni rengi, koloni
gorinimi) belirlenmistir (Cizelge 1, Sekil 1). PDA
ortaminda iki hafta boyunca karanlikta 26 + 2 °C'de
inklibasyona birakilan Rhizoctonia cinsine ait izolatlarin

koloni rengi grimsi sari, turuncu- beyaz ve grimsi sari
beyaz iken, Rhizoctonia disi izolatlarin koloni renkleri
grimsi-sari olarak belirlenmistir. Rhizoctonia cinsine ait
izolatlarin timanian 2 ¢ekirdekli (bintikleat) oldugu ve hif
¢aplarinin da 2.5-5.01 um arasinda degistigi, Rhizoctonia
olmayan izolatlarin ise 3 gekirdekli (multiniikleat) ve hif
¢aplarinin 3.8 um oldugu gorialmustir (Cizelge 1).

Sekil 1. Serapias orientalis izolatlarinin koloni gériniimi ve hif yapilari: (a-b-c) Rhizoctonia benzeri (S1-S3-515) koloni gériinim (d) Rhizoctonia
benzeri olmayan (S14) koloni gériinimu (e-f-g) Rhizoctonia benzeri (Tulasnella )hif ve monoloid gérinimi (f) Rhizoctonia benzeri olmayan
(Fusarium sp.) hif gorinimi ve konidi gdériinimi .mn=moniloid, kn=konidi

Elde edilen izolatlar arasinda morfolojik Ozelliklerin
benzerlik ve farkliliklarini bulmak igin kime analizi
(UPGMA) yontemi kullanilmis ve sonug olarak, %40-45
benzerlik araliginda birbirinden ¢ok uzak iki grupta

-<$'C

-0t'C
€

-0€'C

toplanmistir. Birinci grupta Rhizoctonia benzeri olmayan
izolatlar (S7, S14), ikinci grupta ise Rhizoctonia benzeri
izolatlar (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S8, S9, S10, S11, S12, S13,
S$15) kiimelenmistir (Sekil 2).
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-0Z°0
T
-0T'C
<00
-00C

S9
L s

— S$10

S12
S13

188
| S7

1514

Sekil 2. Serapias orientalis funguslarinin morfometrik verilere dayanan UPGMA-dendrogrami.
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Morfolojik verilere gore 2 grupta kimelenmis olan
ITS1 ve ITS4
primerleriile cogaltiimis ITS gen bolgeleri sekanslanmistir.

izolatlarin molekiiler tanimlamasi igin

izole edilen konsensts dizilerinin, Blast analizi Genebank
(NCBI)
karsilastirilmistir (Cizelge 1). Blast sonucuna goére bitki

veri tabaninda depolanan dizilerle
koklerinde siklikla goérilen fungusun Tulasnella cinsine ait
oldugu goérilmistir izole edilen fungus dizileri ile NCBI
veri tabaninda eslesen ve benzerlik orani %99’un lzerinde
olan diziler veri seti

secilerek olusturulmustur.

JModelTest programi sonucuna gore Tulasnella ve
Fusarium izolatlari igin en uygun baz degisim modelinin
Kimura-2 oldugu ve gama degerlerinin sirasiyla 0.419,
0.328 oldugu belirlenmistir. Belirlenen degisim modeli
degerleri ile funguslarin filogenetik iliskileri, Mega 6
programinda Maximum likelihood (ML) algoritmasi ile

belirlenmistir.

Filogenetik agaca dayanarak, Tulasnella tirlerinin

izolatlari iki ana klad (kiime) olarak gruplanmistir.
Tulasnella tirleri icin olusturulan veri seti, 13 fungus
izolati dizisini ve NCBIl'den alinan 16 referans dizisini
icermektedir. Veri kiimesinde toplam 128 konum vardir.
Kladl de S3 ve S8 sekanslari (%100 ML) Epulorhiza
epiphytica (JF907602.1) ile iliskili ¢tkmistir. S1, S2, S5, S6,
S7, S9, S10, S11, S12, S13ve S15 sekanslari (%100)
Tulasnella cinsi izolatlar klad 2’de kiimelenmistir (Sekil3).
Fusarium tirlerinin izolatlari, % 78 bootstrap degerine
sahip iki ana grupta gruplanmistir (Sekil 4). Fusarium
izolatlari igin olusturulan veri kiimesi, 2 fungus izolati ve
NCBI'den alinan 18 referans dizisi icermektedir. S7 izolati
% 90 bootstrap degeri ile F. oxysporum (KT211546) izolati
ile iliskili gortlmustiir. S14 izolati ise %70 bootstrap degeri
ile F. oxysporum (KM817213) ve F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Sacc.) WC Snyder ve HN (KY587331) izolatinin
bulundugu kiime ile iliskilidir (Sekil 4).

Cizelge 1. Serapias orientalis kdklerinden izole edilen mikorizal funguslarinin morfolojik ve molekiler 6zellikleri

Genbank (NCBI)

Sekans . o Koloni
Aksesyon Lokalite Koloni tipi .
No rengi
Numarasi
Samsun OMU  Besiyerine o
S1 MT509572 N Grimsi Sari
Kampis 1 batik
Samsun OMU  Besiyerine o
S2 MT506704 . Grimsi Sari
Kampis 1 batik
Samsun OMU  Besiyerine Turuncu-
s3 MT507055 N
Kampis 2 batik beyaz
Samsun OMU  Besiyerine o
sS4 MT508980 . Grimsi Sari
Kampis 2 batik
Samsun OMU  Besiyerine o
S5 MT512506 . Grimsi Sari
Kampis 3 batik
Samsun OMU  Besiyerine o
S6 MT508985 N Grimsi Sari
Kampis 4 batik
Samsun OMU  Besiyerine o
S7 MT509562 . Grimsi Sari
Kampis 4 batik
Samsun- Besiyerine Turuncu-
S8 MT508830
AtakumTaflan  batik beyaz
Besiyerine L
S9 MT508670 Ordu Grimsi Sari
batik
Samsun-19 Besiyerine L
S10 MT508632 Grimsi Sar
Mayis batik
X Besiyerine L.
S11 MT508979 Giresun Grimsi Sar
batik
Samsun-19 Besiyerine L
S12 MT506974 Grimsi Sar
Mayis batik
Besiyerine L
S13 MT508593 Trabzon Grimsi Sar
batik
Besiyerine L
S14 MT508558 Ordu Grimsi Sar
batik
. o Grimsi
S15 MT508556 Ordu-Unye Havai hif
Sari-beyaz

Baz cifti Filogenetik iligki Sekans
Cekirdek Hif ¢ N & . ? ... Aksesyon
Uzunlugu  GenBank ile en yakin  Benzerligi
sayisl capl Numarasi
(bp) eslesme (%)
2 2,5um 543 Tulasnella sp. 99 KF537644
2 2,5um 640 Tulasnella sp. 100 KT224814
Uncultured
2 2,5um 644 100 KC243948
Tulasnellaceae

2 2,5um 562 Tulasnella sp. 99 FJ809763
Uncultured

2 2,5um 661 100 KC243948
Tulasnellaceae
Tulasnella sp.

2 2,5um 565 100 KC525058
MUT4217

3 3.8um 690 Fusarium oxysporum 99 KT211546
Uncultured

2 2,5um 538 Tulasnella clone 99 JF926501
SV16a
Uncultured

2 2,5um 450 ) 99 FR676938
mycorrhizal fungus
Uncultured

2 5,01 556 100 JF926482
Tulasnella clone

2 2,844 453 Tulasnellaceae sp. 100 MG662763
Uncultured

2 4,489 457 100 JF926482
Tulasnella clone OF9
Uncultured

2 4,489 356 100 JF926482
Tulasnella clone OF9
Fusarium oxysporum

3 3.882 520 T 99 KY587331
fsp. lycopersici
Epulorhiza sp. H1401-

2 3.161 632 99 FJ594926

17
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100 [ AY373921 T.deliquescens

L GU166413 T.irregularis

100 S3
mo[——{: 8

9%

1 JF907602 1 E
S1
s11
50 1GB62763 Tutasnellaceae sp.
FJ809763 Tulasnella sp
KT224814 Tul fla sp

72 510
52 513
70 515
55 FJ613264 1 Epulorhiza sp.
FJ584926 1 Epulorhiza sp. H1401-17
KC525058 Tulasnelta sp.

DQ790839
GU166403 T calospora
JF926501 Uncultured Tulasnella

epiphytica
60

100

70 s9
KF537644 Tulasnelia sp
"o KC243948 Uncultured Tulasneliaceae
S6
[ — 2
sS4

S5
7 FRE676938 Uncultured mycorrhizal fungus
93 JF926482 Uncultured Tulasnelia

Out Group

Klad 1

Klad 2

Sekil 3. Tulasnella cinsi funguslarin ITS rDNA niikleotid dizilerinin filogenetik iliskilerini gbsteren ML agaci.

70

D

KR909202.1Fusarium branchygibbosum
KP942931.1Fusarium oxysporum

KT211546Fusarium oxysporum
s7

KR909203 Fusarium equiseti
KOG680357 Fusarium incarnatum

JNA007141Fusarium oxysporum
GUO073123.1Fusarium equiseti

KT582068 Fusarium sp.

KU204755.1 Fusarium verticillioides

KU204754.1 Fusarium equiseti
KC254029 Fusarium equiseti

KU715166.1 Fusarium equiseti

KM817213.1 Fusarium oxysporum
KY587331Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
S14

KT213179.1 Fusarium tricinctum

MF509746.1 Fusarium acuminatum

EU091029.1 Fusarium sp.

Klad 1

Klad 2

KP340267.1 Trichoderma koningiopsis

Out grup

Sekil 4. Fusarium cinsi funguslarin ITS rDNA niikleotid dizilerinin filogenetik iliskilerini gbsteren ML agaci.

TARTISMA VE SONUC

Salep ve dondurma yapmak igin yumrularinin asiri
toplanmasi, orkide tirlerini yok olma tehdidine maruz
birakmaktadir. Orkidelerin dogada tohumdan
¢ogalmasini saglayan faktor uygun mikorizal funguslardir.

Bununla birlikte, Tlrkiye’de gerek orkide mikorizal fungus
cesitliligi gerekse orkide-fungus iliskisi hakkinda detayli
calismalar son derece sinirhidir. Bazi Dactylorhiza (Kompe
ve Mutlu 2017) ve Orchis (Mutlu ve Kémpe 2020)
cinslerine dahil bazi tirlerin mikorhizal fungus cesitliligi
morfolojik ve molekiler yontemlerle belirlenip bu tiirlerin
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fungus koleksiyonu olusturulmustur. Bununla birlikte
Turkiye’de yaklasik170 civarinda orkide tiiri bulunmakta
ve bunlarin funguslarn lzerinde henliz arastirma
yapilmamistir.

Bu calismada Serapias orientalis’in farkh lokalitelerdeki
bireylerinin mikorizal funguslari izole edilip morfolojik ve
molekiler yontemlerle teshis edilmistir. Orkideler siklikla
Rhizoctonia cinsine ait Basidiomycetes ile iliskilidir
(Rasmussen 1995, Brundrett 2007 Otero ve ark. 2013
Pereira ve ark. 2014, Herrera ve ark. 2017). Peceraro ve
ark. (2015)'nin yaptigi bir ¢calismada Ophrys bertolanii
Mor bitkisinin kokleriyle iliski funguslarinin molekiler
tanimlamasi yapilmis ve analiz edilen orkide kok
orneklerinde cogunlukla Basidiomycetes ve az siklikta
Ascomycota'ya ait birka¢ mantar taksonu bulunmustur.
Yaptigimiz calismada Serapias orientalis funguslarinin
morfolojik 0Ozelliklerine gore birbirleriyle olan yakinlik
UPGMA yontemi
konulmaktadir.

dereceleri, kullanilarak  ortaya
0.45-0.40

araliginda iki farkli kiime (Rhizoctonia benzeri ve

Olusturulan  fenogramda
Rhizoctonia benzeri olmayan) olusmustur. UPGMA
klodogramina gore, Rhizoctonia benzeri (Basidiomycetes)
funguslari Gic komsu gruba ayrilirken, S15 izolati diger iki
kiimede (S1, S2, S3, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13)
bulunan izolatlardan daha wuzak bir kiimeleme
gostermistir. Rhizoctonia benzeri olmayan (Ascomycetes)
grubun digerlerinden ¢ok uzak iki izolat (57-S14) ile temsil
edildigi gérilmektedir. Cruz ve ark. (2011)'nin yaptig bir
¢alismada

morfolojik yontemlerin yaygin olarak kullanildigi ifade

fungus izolatlarinin  tanimlanmasinda
edilmistir. Buna karsin ayni tlran kultirel ozellikleri
(koloni rengi, morfolojisi ve biiyiime oranina, koloni tipi)
arasinda farkhliklarin goériilmesinden dolayr molekiler
tanimlamalarin yapilmasinin zorunlu oldugu bildirilmistir
(Horton ve Bruns 2001 Dernaley ve ark. 2012). Brezilya'da
ylratilen benzer bir calismada Epidendrum scendrum
L.Sanches ve Hagsater koklerinden izole edilen funguslar
morfolojik olarak tanimlamasi yapilamamis ve molekiler
karakterizasyon ile bu izolatlarin farkh Tulasnella tirleri
oldugu gosterilmistir (Periera ve ark. 2014).

Calismamizda Tulasnella filogenetik agacindaki izolatlar iki
klada ayrilmistir. Klad 1 de bulunan S3 ve S8 fungus dizileri
Brezilya'dan Polystachya concreta(lacq.) Garay ve

H.R.Sweet kdklerinden izole edilen Epulorhiza epiphytica
(FJ907602.1) tiirlerine yiksek oranda (%100) benzerlik
gosterdigi gorilmistir. Klad 2 de bulanan S1 ve S11
izolatlari Amerika’dan Platanthera praeclara Sheviak ve
M.L.Bowles (MG662763), italya’dan Serapias vomeracea
(FI809763) Cin’den Dendrobium officinal ( KT224814),
$10-12-13-15 numarali fungal izolatlar Cin’den Cymbidium
faberi (F1613264), Cymbidium goeringii ve Cymbidium
faberi  (FJ594926), litalya’dan  Serapias  lingua
(KC5255058), S9 izolati Cin'den Liparis japonica
(KF537644) ve (¢ek Cumhuriyeti’nden Gymnadenia
conopsea (KC243948), S-2-4-5-6 numarali izolatlar
Hollanda’dan Orchis morio (FR676938) ve italya’dan
Ophrys fuciflora (JF926482)' dan izole edilen Tulasnella
cinsleri ile kimelenmistir.

Rhizoctonia tirlerinin Orchis anthropoda, O. mascula, O.
militaris, O. purpurea ve O.simia (Jacquemyn et al. 2011),
Anacamptis laxiflora, Orchis purpurea, Ophrys fuciflora ve
Serapias vomeracea tirleri ile mikorizal birlik kurduklar
belirlenmistir (Girlanda ve ark.2011). Bircok baska
epifitik
mikobiyontlarinin Tulasnella, Ceratobasidium, Sebacina

arastirma, karasal veya orkidelerin
ve/veya Pezizales oldugunu gostermistir (Taylor ve ark.
2002, Dearnaley 2007, Girlanda ve ark. 2011). Akdeniz
bolgesinde yapilan bir arastirmada 11 farkli habitattan
alinan 16 orkide turiinden Ophrys ve Serapias bireylerinin
kokleriyle mikorizal birlige katilan fungusun Tulasnella
cinsine ait oldugu belirlenmistir (Pellegrino ve ark. 2014).
Ege ve Akdeniz Bolgesi’'nden toplanan orkide kokleri ile
simbiyotik iliski kuran funguslarin Fusarium, Rhizoctonia
ve Papulaspora cinslerine ait oldugu belirlenmistir
(Gezgin 2004). Dort Dactylorhiza tiriinde mikorizal birlige
katilan 9 fungal izolatin 3 adedinin Tulasnella 5 adedinin
Ceratobasidium ve 1 adedinin Verpa cinsine ait oldugu
belirlenmistir (Kompe ve Mutlu 2017). Bazi Orchis
turlerinin koklerinden mikorizal birlige katilan 10
bintkleat Rhizoctonia turi izole edilip morfolojik ve
molekiiler tanimlamalar sonucunda 7 adedinin Tulasnella
2 adedinin Ceratobasidium ve 1 adedinin Pezizaceae
cinsine ait oldugu belirlenmistir (Mutlu ve Kémpe 2020).

Bu calismada, Fusarium filogenetik agacindaki izolatlar
%78 bootstrap degeri ile iki klada ayrilmistir. S7 izolati
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F.oxysporum turi ile S14 izolati ise F.oxysporum f.sg
lycopersici turi ile iliskili ¢ctkmustir.

Fusarium oxysporum’un bazi tropik orkidelerin tohum
¢imlenmesini tesvik ettigi gibi bazi orkidelerin de fide
gelisimi sirasinda koklerle mikorizal birlik olusturdugu
ortaya konmustur (Ma ve ark. 2015). F.oxysporum
funguslari  genellikle orkidelerde endofit olarak
bulundugu bildirilmistir (Ma ve ark. 2015, Sufaati 2016).
Serapias vomeracea subsp. laxiflora bitkisinin kéklerinden
yogun olarak Fusarium cinsine ait funguslar izole
edilmistir (Ozkog 1991).

Bu calismada Karadeniz bolgesinin  dort  farkl

popiilasyonundan  orneklenen  Serapias orientalis
turidnden elde edilen diziler, baskin fungusun Tulasnella
sp. oldugunu ve 15 izolattan sadece 2'sinin Fusarium

oxysporum’a ait oldugunu géstermektedir.

Yaptigimiz ¢alisma Serapias orientalis kokleri ile
birliktelige katilan baskin fungusun Tulasnella cinsine ait
olmasi S. orientalis ve Tulasnella cinsi arasinda kuvvetli
spesifik bir iliski oldugunu isaret etmektedir. Ayni
populasyonlardaki S.
funguslarinin Tulasnella ile iliskili ctkmasi habitatlara gére

zamanda  farkli orientalis
varyasyonun olmadigini gostermektedir. Calismamizda,
farkli lokalitelerde bulunan Serapias orientalis bitkilerinin
mikorizal birligine katilan funguslarin cesitliligi morfolojik
birlikte
kullanilmasiyla daha kesin olarak belirlenmis ve orkide

ve molekiler tanimlama yontemlerinin

fungus koleksiyonuna eklenmistir.

Orkide tirlerinin yeniden Uretilmesi, korunmasi ancak
uygun fungus tird mevcut oldugunda basarili olabilir.

Sonuc olarak, bu calismada S. orientalis turleri ile birlige
katilan funguslarin izolasyonu, tanimlanmasi ve fungus
koleksiyonu icin stoklanmasi gelecekte S. orientalis
turlerinin Gretim ve yonetimini amaclayan calismalar icin
olanak saglayacaktir.
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