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Oz: Bu arastirmada, (ilkemize ait gen kaynaklarinin belirlenmesi, korunmasi ve ekonomik
katma degere donusebilmesi amaciyla; secgilen doért Hericium erinaceus (Bull.) Pers.
makrofungusundan tek spor izolatlarinin elde edilmesi, melezlenmesi ve olusan melez bireylerin
misel gelisim hizlarinin saptanarak ticari olarak kiltire alma c¢alismalarina aktariimasi
hedeflenmistir. ilk asamada dért H. erinaceus érneginden alinan sporlarin gimlendiriimesi sonucu
230 tek spor izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin karsilikli ekimi ile gergeklesen ikinci asamada
ise 52 adet melez bireyin gelisimi saglanmistir. Calismamizin son agsamasinda bu melez bireyler
kompost ortamina aktarilarak kompostu sarma sureleri, pin olusum sureleri ve elde edilen Urin
miktari Gzerinden verimlilikleri belirlenmistir. Tium denemeler on tekrarli olarak yapilmis ve
sonugta 11 adet biyolojik verimliligi yiiksek melez birey elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Aslan yelesi, Biyoverimlilik, Hericium erinaceus, Melezleme, Tek spor

Determination of High Yield Hybrid Strains for Hericium erinaceus
(Bull.) Pers.

Abstract: In this research, in order to identify, protect and turn into economic added value
of our country's gene resources; to obtain single spores from four selected Hericium erinaceus
samples, to hybridize and to determine mycelial growth rates of hybrid strains and to transfer
them to commercial culturing studies was aimed. In the first stage, 230 single spore isolates were
obtained by germinating spores from four H. erinaceus samples. In the second stage, the
development of 52 hybrid strains were achieved by mating of these isolates. In the last stage of
our study, these hybrid strains were transferred in the compost and their efficiencies were
determined over the compost winding times, pin formation times and the amount of product
obtained. All experiments were performed in ten replicates and as a result 11 biologically
productive hybrid strains were obtained.

Key words: Bioproductivity, Hericium erinaceus, Hybridization, Lion’s mane, Single spore

Girig

Verimli bir zirai Uretim yapabilmenin kosullarindan
birisi de kullandidiniz tohumluk materyalin Kkaliteli
olmasidir. Ginimuzde farkli mantar tirlerinin Gretimi icin
agronomik o6zellikleri tanimlanmis ticari misel satisi
yapilmaktadir. Hericium erinaceus (aslan yelesi mantari)
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son zamanlarda yapilan galismalar ile popularitesi hizla
artan ticari tirler arasindadir. igerdigi hericenonenler
sayesinde Hela kanser hicreleri Uzerinde biyime
engelleyici etkileri olmasi ve B-glukanlar ile de immino-
modulatér aktivite géstermesi (Mizuno, 1999; Wang ve
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ark., 2005; Khan ve ark., 2013) nedeni ile ticari Uretimi
hizla artmistir.

Hericium erinaceus Ozellikle Japonya ve Kuzey
Amerika Ulkelerinde yaygin olarak goérilen, nadiren de
Avrupa kitasinda bulunan bir makrofungus tariddr.

Avrupa ulkelerinde nadir gérinmesinden dolayl Red List
(Kirmizi Liste) icine dahil edilmistir (Guglielmo ve ark.,
2007; Dahlberg ve ark., 2010). Ulkemiz mikoflorasinda
ise Batl Karadeniz bolgesi ve Sinop ilinde tiire ait kayitlar
bulunmaktadir (Sekil 1) (Afyon ve ark., 2004; 2005).

Sekil 1. Hericium erinaceus

Dogal ortamindan toplanan turler toplandidi tlke
agisindan genetik kaynak olarak degerlendiriimektedir.
Doganin bize sundugu bu kaynaklarin arastiriimasi, yeni
Ozelliklerinin aciga ¢ikarilmasi anlaminda 6nem arz
etmektedir. Ulkemize ait bazi yabani makrofunguslarin
gerek spor gerekse de doku formlari kullanilarak misel
kulturlerinin ~ olusturulmasi, biyolojik ve agronomik
Ozelliklerinin belirlenmesi Uzerine calismalar gecmiste
gerceklestirilmistir (Kalyoncu ve ark., 2008; Kalmis ve
Kalyoncu, 2008; Kalmis ve ark., 2008). Ticari 6neme
sahip turler igin, spor ¢imlendiriimesi, elde edilen miseller
arasinda eslendirme yapilmasi ve yeni hibrit bireylerin
olusturulmasi ile bunlarin in vitro ortamda 6zelliklerinin
arastirilmasi ticari misel dUretimi agisindan oldukga
dnemlidir. Bu galismada; TUBITAK tarafindan
desteklenen bir proje kapsaminda Hericium erinaceus
makrofungusunun hem ticari hem de yabani turlerinden
alinan sporlarin ¢imlendirilmesi ile Uretilen primer miseller
in vitro olarak kendi aralarinda eglendirilmistir. Bu islem
sonucunda olusan hibrit bireylerden spawn materyali
hazirlanarak kompost ortaminda misel sarma hizi ve
biyoverimlilik gibi bazi agronomik 6zellikleri incelenmistir.

Materyal ve Metot
Hericium erinaceus makrofungusuna ait ticari
ornekler Agroma Mantarcilik Uretim odalarindan elde

101

edilmistir. Yabani 6rnekler ise Trabzon, Izmit ve
Kastamonu illerinde yapilan arazi c¢alismalarindan
saglanmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Calismada kullanilan makrofunguslarin
ait oldugu lokasyonlar ve kodlari

Elde
Edildigi il Kod
Denizli D
(Ticari)
Trabzon T
Kastamonu K
izmit i

Uretim odasindan ve dogal ortamlarindan toplanan
Hericium erinaceus Ornekleri saplari kesilerek steril petri
kaplarina alinmistir. Bir gece bekletilen makrofunguslar
daha sonra uzaklastirilmis ve petri kaplari kapal sekilde
aseptik ekim kabinine getirilerek iglerine 5 ml steril distile
su ilave edilmistir. Daha sonra 5 dakika boyunca sporlarin
birbirine yapismasinin dnlenmesi icin ¢ok yavas daire
hareketi yaptirilarak kanstinimistir. Bu islemi takiben
ekim kabini icinde, aseptik kosullarda, steril distile su
kullanilarak 102 — 10-®’lik dilisyonlar hazirlanmis ve tiim
dilisyonlardan steril Patates Dekstroz Agar (PDA)
ortamina ekim yapilmistir. En son agsamada ise gimlenen
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sporlarin olusturdugu primer miseller segilip yeniden PDA
besiyerine aktariimigtir. 27°C’de gelisen primer miseller
numaralandiriimis ve misellerin eslendiriimesi islemine
gecilmigtir. Bu islem PDA igeren petri kabinda her bir
primer miselden alinan 6 mm ¢apindaki disklerin karsilikli
ekimi ile gercgeklestiriimigtir. Misellerin temas noktalari isik
mikroskobu altinda incelenmis ve kanca olusumu
g6zlenen yeni sekonder miseller hibrit birey olarak
isaretlenip PDA ortamina alinmistir (Akata ve ark., 2012).

Sonraki islem olan spawn hazirlanmasinda tasiyici
materyal olarak bugday taneleri kullaniimistir. Haglama
kazanlarina alinan bugdaylar 20 dakika kaynatiimis ve
stzilerek sogumaya birakilmistir. Soguyan bugdaylar
mikserde %1 oraninda algi ile kanistiriimis ve sonra 1.5
kg'llk polipropilen torbalara doldurulmustur. Torbalar
otoklavda 121°C derecede 45 dakika sure ile sterilize
edildikten sonra sogumaya birakilmistir. Soguyan
torbalar bir gece UV lambali steril odada bekletildikten
sonra ekim kabininde sekonder miseller ile asilanmistir.
Asilama isleminde 10 mm ¢apinda 3 adet misel kapli agar
diski kullaniimigtir. Asilama islemi tamamlandiktan sonra
torbalar 23-24°C’de inkibasyona birakilmistir (Kalyoncu
ve Kalmig, 2007).

Verimlilik ve misel sarma hizi denemelerinde
kullanilacak en uygun kompost materyali olarak; %3
bugday samani, %60 mese talasi, %10 kavak talasi, %25
bugday kepegi, %2 algi iceren karisim secilmistir. 100 kg
olarak hazirlanan kompost materyali 15 dakika sure ile
mikserde karigtiriimistir. Karistirma esnasinda su ilavesi
yapilarak %70 nem seviyesine ulasiimistir. Kompost
materyalinin pH seviyesi 6.5 olarak tespit edilmistir.
Denemelerde kullanacagimiz kompost bilesenlerinin kuru
madde analizleri 70°C’deki kurutma firlninda agirlik sabit
kalana kadar tutularak gergeklestiriimistir. Hazirlanan

Tablo 2. Kiltur koleksiyonundaki tek spor izolatlarina ait bilgiler

kompost materyali 1600 g olacak sekilde (kuru madde
miktari 480 g) polipropilen torbalara doldurulmustur.
Torbalar 121°C 1.5 saat sure ile otoklavda sterilize
edildikten sonra oda sicakliginda sogumaya birakiimigtir.
Soduma iglemini tamamlayan torbalara aseptik
kosullarda st kismindan % 3 oraninda spawn
astlanmistir. Asilama islemi tamamlandiktan sonra
torbalar 23-24°C derecedeki inkibasyon odasinda
gelismeye birakilmistir (Kalmis ve ark., 2008). Misel
gelisimini tamamlayan torbalar taslak ve sapka olusumu
igin 20°C’de bulunan (retim odalarina alinmistir. Uretim
odalarinin nem diizeyi %80-90 olacak sekilde ayarlanmig
ve her 24 saatte 12 saat slre ile 400 lux aydinlatma
yapilmistir (Atila ve Tuzel, 2016). Uretim odalarinda
biriken CO:2 disaridan alinan taze hava ile ortamdan
uzaklastirimigtir. Bu denemelerde her bir melez birey igin
10 torba kullanilmistir. Kontrol materyali olarak ticari
spawn kullaniimigtir. Denemelerimize ait élgiimlerimizde
torba ustiinden baslayip her yere yayilan ve saghkli misel
gelisimi sergileyen torbalarda miselin torbanin tamamini
doldurma suresi gun olarak olgtimustir.

Biyolojik verimlilik (BE) ise asagdida verilen esitlik ile
hesaplanmistir;

Hasat edilen mantar miktari

BE= X 100

Kullanilan substratin kuru agirhigi

Bulgular

Calismamizda kullandigimiz 3 yabani ve 1 ticari
Hericium erinaceus dérnedinden toplam 230 adet tek spor
izolati elde edilerek zengin bir koleksiyon olusturulmustur
(Tablo 2).

Orjini Sapkall Sapka ll Sapka lll Sapka IV Toplam
Denizli Da1, .... Da1s Dg1, .... De12 Dc-, .... Dc12 Db, .... Dp-1s 54
Trabzon Ta1, .... Ta12 Te1, .... Te12 Tca, .... Tcas To1, .... Toa2 51
Kastamonu Ka-, .... Ka21 Kg-1, .... Kp-14 Kca, .... Kca2 Kbp-1, .... Kp-16 63
izmit ia1, .... Ia1s Ig-1, .... Ip1s ic1, .... lcas ip1, .... Ip1a 62
Yabani mantar érneklerinden 60 civarinda tek spor caprazlanmigtir (Sekil 2). Petri kabi iginde yapilan

izolasyonu  gergeklestiriimisti.  Dogal  ortamindan
toplanan mantarlarin kontaminasyonlara acik olmasi
nedeni ile saglikh spor ¢imlendirme islemi oldukca
gliclesmektedir. Tek spor izolatlarindan elde edilen ve
mikroskobik incelemelerde kanca olusumu gézlenmeyen
homokaryotik miseller daha sonra kendi aralarinda
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eslestirme denemelerinde bir biriyle uyumlu olmayan,
miseller arasi konjugasyon olusturmayanlar elenmistir.
Eslestirme denemeleri sonucunda birbirleriyle uyumlu
olan, heterokaryotik misellerin misel blyime hizlarina ve
misel morfolojilerine bakilmig, tim o&lgimlerin en hizli
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olanlar kultirel denemeler igin ayrilmistir. Elde edilen 11
hibrit bireye ait bulgular Tablo 3'de sunulmustur.

Tablo 3. Hibrit bireylere ait dl¢tlen degerler

Sira No Miselin Petri Kabini Kompostu Sarma Pin Olusturma Toplanan Mantar Miktar (g)
Sarma Siiresi (Giin) Siiresi (Giin) Siresi (Giin)
1 (DxD) 23 41 55 302
2 (DxD) 21 42 62 308
3 (TxT) 26 44 58 288
4 (KxK) 26 44 58 304
5 (ixI) 24 43 58 314
6 (ixl) 21 43 54 328
7 (DxI) 21 36 52 312
8 (DxI) 22 38 50 322
9 (DxI) 24 42 54 324
10 (ixK) 22 38 54 302
11 (ixK) 22 34 56 300

Sekil 2. a; b. Farkli bireylerin petri kabi iginde ¢aprazlama denemeleri

Ticari D kodlu bireylerin Yabani i kodlu bireyler ile
gaprazlanmasindan (8-9) elde edilen melezlerde hiz ve
verim acisindan oldukga iyi sonuclarin elde edildigi
géralmastir. 8 numaral bireyden 322 g, 9 numarali
bireyden de 324 g Urin alinmistir. Kompostu en hizli
saran ise 11 numarali hibrit bireyken, verim agisindan 6,
8 ve 9 numarali bireylere kiyasla 20-28 g daha az Urlin
vermistir. Ticari bireylerden elde edilen 1 ve 2 numarali
hibritlerin misel blylime hizlari iyi sonuglar vermesine
ragmen, verim agisindan 6, 8 ve 9 numarali hibritlere gore
yaklagik 20 g daha az drin vermistir. Ancak tim
denemeler iginde ticari bireyin izmit ilinden toplanan
yabani birey ile (Dxi) caprazlanmasindan elde edilen 8 ve
9 numarali hibrit bireylerden genel anlamda c¢ok iyi
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sonuglar elde edilmistir. Bu veriler 1s1ginda hesaplanan
Biyolojik Etki Degeri Tablo 4’de verilmistir.

izmit ilinden toplanan mantar sporlarinin
melezlenmesi sonucunda elde edilen 6 numaral hibrit
bireyde en ylksek verim ve biyolojik etki degeri tespit
edilmistir. Bunu yine ayni sapkadan elde edilen sporlarin
ticari bireyler ile eslestiriimesinden elde edilen hibrit (8-9)
bireyler takip etmistir. En dislk Biyolojik Etki Degeri
sirasiyla 3, 11 ve 10 ile 1 numarali, en yiiksegi ise 6, 8 ve
9 numarali hibritlerden elde edilmistir.
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Tablo 4. Hibrit bireylere ait biyolojik etki degerleri (%)
Hibrit Bireyler Biyolojik Etki Degeri (%)

digerine gbre kompostu 6-7 gun daha ge¢ sarmistir.
Mikrobiyolojik ortamda organizmanin misel gelisim hizi,
1 (DxD) 62.9 kompost ortamindan farkliik gdstermistir. ~ Steril,
2 (DxD) 64.1 kompozisyonu belli ve stabil bir ortamda hizli misel
3 (TxT) 60.0 gelisimi sergileyen hibrit, daha karmasik kompost

4 (KxK) 63.3 ortaminda farkli davranis bigcimine girmektedir. Fungal
5 (ixI) 65.4 fizyolojik caligmalarda da bu farklilik bilimsel olarak ortaya
6 (ix1) 68.3 konulmustur. Keza PDA ortaminda misel gelisim hizi ayni
7 (Dxi) 65.0 olan, kompost ortamini da ayni strede saran 2 ve 6
8 (Dxi) 67.0 numarali hibritlerden sirasiyla 308 ve 328 g olacak
9 (Dxi) 67.5 sekilde farkli Grin alinmigtir. Yaklasik yarim kilogramlik
10 (ixK) 62.9 kuru madde iceren kompostta 20 g, kiloda 40 g’lik bir Grtin
11 (IxK) 62.5 kaybi s6z konusudur. Hericium organizmasinin Agroma
Firmasindan temin edilen Denizli, Trabzon ve izmit orjinli

hibritleri ile yapilan ve farkli kompost formudillerinin

Tartisma uygulandigi gincel bir c¢alismada; hibritler kompost

ortamini 35-38 glin araliginda sarmis ve Biyolojik Etkinlik
Degeri % Denizli igin %40, Trabzon %43 ve izmit igin %44
olarak tespit edilmistir (Atila ve Tulzel, 2016). Benzer
calismalarda melezlerden farkh  sonuglarin  elde

Dogadan toplanan vyabani bireylerden farkl
Ozellikler elde edilebilecedi, bunlarin degerli birer gen
kaynagi olacagi fikri, uzun zamandir kabul gbren bir
gorlstir. Bu calismada tibbi éneme sahip gida olarak
tiiketilen Hericium erinaceus mantarinin yabani ve ticari edilebilecegi, bunlardan ticari 6neme sahip olanlarin
orneklerinden tek spor izolatlari elde edilmistir. secilebilecegi gosterilmistir (Ko ve ark., 2005).
Cimlendirilen sporlardan iiretilen homokaryotik misellerin Bu tip klasik 1slah yontemleri uzun zaman
birbirleri  ile  egslegtiriimesinden  birbiriyle  uyumlu almaktadir. Giniimizde molekiler yontemler kullanilarak
heterokaryotik miseller Gretilmistir. daha kisa slrede bu sonuglara ulagsmak mimkin

Ayni organizma ile yapilan benzer bir caligmada iki
heterokaryotik birey PDA ortaminda 23. glinde 65 mm ve
27 mm blyume gostermisler (Akata ve ark., 2012). Bu
c¢alismada 11 melez bireyin 3 tanesi 21 giinde ve 3 tanesi
22 glnde petri kabini (90 mm) sarmigtir. Bu calismalar
sonucunda elde edilen hibrit bireylerin gergekten misel
bayumeleri farkhlik gdstermektedir. Ancak petri kabinda
misel gelisim hizi yiksek olan 2 ve 6 numaral hibritler

olmaktadir. Ancak molekuler ydntemleri kullanmak,
yetismis insan glcli ve iyi kurgulanmis alt yapi
olanaklarini gerektirmektedir.

Tesekkiir

Bu vyayin TUBITAK tarafindan desteklenen
3090384 numarali TEYDEB projesi verileri kullanilarak
hazirlanmistir.
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